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BiYOLOJi ANA BiLiM DALI
DANISMAN: PROF. DR. ERGIN MURAT ALTUNER

Enzimler biyolojik katalizorlerdir, hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlarin normalden binlerce
kat daha hizli tamamlanmasini saglarlar. Enzimlerin durmaksizin ¢alismalar1 veya normalde
katalizlemesi gereken reaksiyonlarin engellenmesi gibi durumlar, bazi metabolik hastaliklara
sebep olmaktadir. Enzimlerin aktivitelerini engelleyen, diger bir deyisle inhibe edilmesinde
rol oynayan birgok bilesik bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda diyabetli kisilerde probleme
yol agan a - amilaz ve a - glukozidaz, Alzheimer hastaligina neden olan asetilkolinesteraz ve
gut olusumuna neden olan ksantin oksidaz gibi enzimlerin rol oynadigi hastaliklarin
tedavisinde kullanilmak {izere, arastirma merkezleri ve ilag¢ firmalari, bu gibi enzimlerin
inhibitor ve aktivatorleri (zerinde yogun arastirmalar yapmaktadir. Enzimleri aktive veya
inhibe edecek yeni molekiillerin kesfinde ozellikle bitkisel ekstraktlar ve bitki kdkenli
bilesikler biiyiik neme sahiptir. Yapilan bu tez ¢alismasinda bitki kokenli bilesiklerden olan
floridzin, naringenin, kuersetin, umbelliferon, kurkumin ve sinnamik asidin; o - amilaz,
ksantin oksidaz, asetilkolinesteraz ve o - glukosidaz enzimleri Uzerindeki inhibisyon
potansiyelleri arastirtlmigtir. Sonuglar pozitif kontrollerle karsilastirilmigtir. Elde edilen
sonuclara gore, kuersetin ve umbelliferon yiiksek o - amilaz inhibitéri potansiyeline sahipken,
floridzin ve sinnamik asidin a - amilaz icin aktivator olarak davrandig goriilmiistiir. Ote
yandan sonuclar, umbelliferonun iyi bir asetilkolinesteraz inhibitorii olarak galistigim
gostermektedir. Ayrica sonuglara gore kuersetin ve umbelliferonun a-glukozidaz enzimi
inhibitorii olarak kullanilmasi potansiyeli de bulunmaktadir. Sonug olarak, inhibitor etkisi
gosteren bitki kokenli bilesikler i¢in daha ileri testler yapilarak, bu bilesiklerin kullanim
detaylar1 belirlenmelidir.

ANAHTAR KELIMELER:AIfa-amilaz, ksantin oksidaz, asetilkolinesteraz, alfa-glukosidaz,
floridzin, naringenin, kuersetin, umbelliferon, kurkumin ve sinnamik asit, enzim, inhibitor

Kasim 2020, 124 Sayfa



ABSTRACT

PH.D THESIS

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL OF SOME PLANT DERIVED
COMPOUNDS IN INHIBITION OF SOME IMPORTANT ENZYMES IN
METABOLIC DISEASES

AHMED MUFTAH OMAR MENSHAZ

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF BIOLOGY
SUPERVISOR: PROF. DR. ERGIN MURAT ALTUNER

Enzymes are biological catalysts, allowing chemical reactions in cells to complete thousands
of times faster than normal. Situations such as the continuous work of enzymes or the
prevention of reactions that normally need to be catalyzed cause some metabolic diseases.
There are many compounds that block, in other words, inhibit the activities of enzymes.
Especially in recent years, research centers and pharmaceutical companies have been
conducting intensive researches on inhibitors and activators of such enzymes to be used in the
treatment of diseases such as a - amylase and o - glycosidase, which cause problems in people
with diabetes, acetylcholinesterase that causes Alzheimer's disease and xanthine oxidase that
causes gout. Especially herbal extracts and plant derived compounds are of great importance
in the discovery of new molecules that will activate or inhibit enzymes. In this thesis study,
the inhibition potentials of some plant derived compounds, such as phloridzin, naringenin,
quercetin, umbelliferon, curcumin and cinnamic acid on o - amylase, xanthine oxidase,
acetylcholinesterase and a - glucosidase enzymes were investigated. Results are compared
with positive controls. According to the results obtained, it was seen that quercetin and
umbelliferon had high o - amylase inhibition potential, while phloridzine and cinnamic acid
act as activators for o - amylase. On the other hand, the results show that umbelliferone works
as a good acetylcholinesterase inhibitor. In addition, according to the results, there is a
potential for using quercetin and umbelliferone as a - glucosidase enzyme inhibitors. As a
result, further tests should be carried out for plant derived compounds showing inhibitory
effects and the details of use of these compounds should be determined.

KEYWORDS:Alpha-amylase, xanthine oxidase, acetylcholinesterase, alpha-glucosidase,
floridzine, naringenin, quercetin, umbelliferone, curcumin and cinnamic acid, enzyme,
inhibitor
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1. GIRIS

Tipik bir hiicrenin yaklasik olarak 3000 farkli tiirde enzim molekiili icerdigi
bilinmektedir. Bu enzimlerin bazilar1 tarafindan katalize edilen biyokimyasal
reaksiyonlar, hiicre ¢ogalmasmin, hiicresel enerji i¢in biyomolekiillerin
doniistiiriilmesinin ve hiicre i¢cinde kullanilabilen veya hiicre dis1 reaksiyonlar igin
salgilanan belirli bilesiklerin sentezinin temelidir. Hiicre i¢inde meydana gelen
biyokimyasal reaksiyonlar, olduk¢a sinirli sicaklik ve pH araliginda gerceklesir. Bu
reaksiyonlarin  gerceklesebilmesinin ~ sebebi;  hiicrede bulunan enzimlerin,
katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjilerini ¢esitli mekanizmalar yoluyla
diisiirebilmesidir. Maya hiicrelerinden elde edilen enzimlerin katalitik aktiviteleri uzun
zamandan beri biliniyor ve ylizyillardir ¢esitli amaclarla kullaniliyor olsa da ilk enzim
saf kristal formunda 1926 yilina kadar izole edilememistir. Enzimlerin kristalize
olabilecegini ilk olarak James B. Sumner kesfetmis ve Canavalia ensiformis (Jack
fasulyesi) bitkisinden kristal halde tUreaz enzimini elde ettigi i¢in 1946 yilinda Nobel

Odiilii’nii almistir (Holum, 1968; Balasubramanian ve Ponnuraj, 2009).

Enzimler biyolojik katalizorler olarak kabul edilir, dolayisiyla canlilar tarafindan
iretilir ve bu sebeple canlilardan izole edilebilir. Katalizor, kimyasal reaksiyonlarin
hizim arttirabilen ve hizlandirdig1 kimyasal reaksiyon sonucunda degismeden kalan

yapilardir (Castagnetto vd., 2002).

Enzimlerin yan1 sira, mikroorganizma, hayvan ve bitki gibi canlilar ¢esitli sebeplerle,
kendileri veya bagka canlilar tarafindan iiretilmis olan enzimlerin aktivitesini
diizenlemek icin ¢ok sayida enzim inhibitdrii veya aktivatorii iiretirler. Enzim
inhibitorleri bir enzime baglanan ve bu enzimin biyoaktivitesini yavaslatan veya
tamamen durduran bilesiklerdir. Bir enzimin aktivitesini yavaslatmak veya tamamen
durdurmak canliyr oOldiirebilir veya enzimin siirekli ¢aligmasi sebebiyle ortaya
cikabilecek metabolik dengesizligi diizeltebilir. Enzim aktivatorleri ise inhibitorlerin
tersine, enzimlerin aktivitelerini hizlandirarak enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin

verimini artirir (Lopina, 2017).



Ozellikle hayati siireglerin bazilarinda, bazi spesifik enzimlerin aktive veya inhibe
edilmesine bagl olarak ortaya c¢ikan fizyolojik problemler bilim insanlar1 ve ilag

sirketlerinin ilgisini cekmektedir (Berg vd., 2002).

Yapilmakta olan bilimsel ¢alismalar ¢ogunlukla bu gibi enzimlerin aktivatér veya
inhibitorlerini bulmaya ve bu sayede probleme yol agcan enzimlerin aktivitelerini
kontrol etmeye odaklanmistir. Tibbi bitkilerin, ilaglarin tiretiminde kullanilan birgcok
kimyasal bilesik a¢isindan zengin kaynaklar oldugu; bu sebeple bitki kokenli
bilesiklerin, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek aktivator veya

inhibitorler i¢erdigi uzun zamandan beri bilinmektedir (Atanasov, 2015).

Son zamanlarda yapilmakta olan arastirmalarin ¢ogu, enzimatik bozukluklarin
tedavisinde, tibbi bitkilerden elde edilen ekstraktlarin veya bitki kokenli bilesiklerin
potansiyeline, baska bir deyisle bu ekstrakt/bitki kokenli bilesiklerin bazi ilaglara

alternatif olarak nasil kullanacagina odaklanmistir (Calixto, 2019).

Ozellikle son yillarda diyabetli kisilerde probleme yol acan a-amilaz ve a-glukozidaz,
Alzheimer hastaliina neden olan asetilkolinesteraz ve gut olusumuna neden olan
ksantin oksidaz gibi enzimlerin rol oynadigi hastaliklarin tedavisinde kullanilmak
lizere, arastirma merkezleri ve ila¢ firmalari, bu gibi enzimlerin inhibitér ve

aktivatorleri izerinde yogun arastirmalar yapmaktadir (Rengasamy vd., 2013).

Bitkilerin aktivator veya inhibitor icerme potansiyeli géz oOniine alinarak, bu tez
calismasinda floridzin, naringenin, kuersetin, umbelliferon, kurkumin ve sinnamik asit
gibi bazi bitki kokenli sekonder metabolitlerin, a-amilaz, ksantin oksidaz,
asetilkolinesteraz ve o-glukozidaz enzimlerinin aktiviteleri Gzerindeki etkilerinin

belirlenmesi ve sonuglarin pozitif kontrollerle karsilagtirilmasi amaglanmistir.

1.1 Enzimlerin Kimyasal Yapisi

Enzimler, temelde peptit baglariyla birbirine baglanan amino asit zincirlerinden olusan
ve yliksek molekiiler agirliga sahip biyokatalizorlerdir. Molekiiler agirliklart 10.000
ile 2000000 dalton arasinda degiskenlik gostermektedir (Ibers ve Holm, 1980).



Bazi katalitik RNA’lar hari¢ tiim enzimler protein tabiathidir ve tim proteinler enzim

degildir, bu yiizden protein dogasindaki enzimler 2 gruba ayrilabilir (Nelson vd.,

2008):

Sadece iireaz, amilaz ve benzeri gibi proteinden olusan basit protein enzimler.

Protein kismi ve protein olmayan kisimdan olusan kompleks (konjuge) protein
enzimler. Bu enzimlerin protein yapisindaki kisma apoenzim adi verilirken,
protein yapisinda olmayan kisim bir kofaktor, koenzim veya prostetik grup

olabilir.

1.2 Enzimlerin Ozgiilliigii

Enzimleri tan1 ve arastirma araglari olarak dnemli kilan 6zelliklerinden biri, katalize

ettikleri reaksiyonlara gore sergiledikleri 6zgulllktr.

Baz1 enzimler mutlak 6zgulliik gosterir; yani, sadece belirli bir reaksiyonu katalize

ederler. Diger enzimler, belirli bir kimyasal bag veya islevsel gruba 6zgii reaksiyonlari

katalizleyebilirler. Genel olarak, dort farkli 6zgiilliik tiirii vardir (Robinson, 2015).

1.

3.

Mutlak 6zgulluk: Bu sekildeki bir 6zgiilliik gosteren enzimler sadece tek bir

reaksiyonu katalize ederler.

Grup 6zgulligi: Bu sekildeki bir 6zgiilliik gosteren enzimler sadece amino,
fosfat ve metil gruplart gibi spesifik fonksiyonel gruplara sahip molekiiller

uzerinde etki gosterirler.

Bag o6zgiilliigii: Bu sekildeki bir 6zgiilliik gdsteren enzimler, molekiiler yapinin

geri kalanina bakilmaksizin belirli bir kimyasal bag tizerinde etki ederler.

Stereokimyasal 6zgullik: Bu sekildeki bir 6zgiilliik gosteren enzimler belirli
bir sterik veya optik izomer Gzerinde etki gosterirler (Holum, 1968; Parvathy,
2018).



1.3 Enzimler Nasil Calisir?

Iki molekiiliin reaksiyona girmesi igin birbirleriyle carpismalar1 gerekir. Reaksiyon
icin dogru yonde (oryantasyon) ve yeterli enerjiyle ¢arpismalidirlar. Yeterli enerji,
reaksiyonu baslatabilmek i¢in, aktivasyon enerjisi olarak adlandirilan enerji bariyerini
asabilecek diizeyde enerjiye sahip olduklart anlaminda kullanilmaktadir (Peker ve
Helvaci, 2008).

Enzimlerin katalizledigi bir reaksiyonda enzim substratla birleserek gecici bir enzim-
substrat kompleksi olusturur. Daha sonra olusan iiriin enzimden ayrilirken, enzim

degismeden kalir (Sekil 1.1) (National Research Council, 2003).

Uriinler
Substrat ‘
:>-@-€
Enzim Enzim-Substrat Enzim .
Kompleksi (Degismemis)

Sekil 1.1 Enzimlerin ¢alisma mekanizmasi
Enzimin ¢alisma mekanizmasi ile ilgili iki farkli model ortaya atilmustir.

Anahtar - Kilit Modeli: Bu modele gére enzimin aktif bolgesinin (katalitik bolge) sekli
ile substratin sekli birbirini tamamlayici niteliktedir. Substrat, bu katalitik bolgeye,
anahtarin kilide uyumuna benzer bir sekilde oturur. Anahtar sadece kendi kilidine

uyum saglar (Tripathi ve Bankaitis, 2017).

Indiiklenmis Uyum: Enzimin Katalitik bolgesinin substrat ile tam olarak uyum
gostermedigi, anahtar - Kilit modeline gére daha esnek bir modeldir. Bu modelde
enzimin Kkatalitik bélgesi, anahtar - kilit modeli gibi substrat ile birbirini tamamlayici

bir yapida degildir. Substratin enzim ile etkilesimi, katalitik bolgenin seklinde bazi



degisikliklere sebep olur, bdylece katalitik bolge substratin baglanmasi i¢in daha
uygun bir hale gelir (Bennett ve Frieden, 1969; Johnson, 2008).

1.4 Enzimlerin Smiflandirilmasi

Enzimler alt1 ana sinifa ayrilir:

1. Oksidorediktazlar: Oksidasyon ve rediksiyon (yukseltgenme ve indirgenme)
tepkimelerinde gorev alirlar. Bu grup enzimlere, oksidazlar, dehidrojenazlar,

oksijenazlar ve peroksidazlar érnek olarak verilebilir.

2. Transferazlar: Amino veya fosfat gruplari gibi fonksiyonel gruplarin
aktarilmasinda rol oynarlar. Bu grup enzimlere, aminotransferazlar 6rnek

olarak verilebilir.

3. Hidrolazlar: Bu enzimler substartin hidrolizini katalizlerler. Bu grup

enzimlere, lipazlar, maltaz ve proteazlar érnek olarak verilebilir.

4. Liyazlar: Buenzimler su, amonyak veya CO- ’nin elementlerini ekleyerek veya
cikarararak ¢ift baglar olustururlar. Bu grup enzimlere, dekarboksilazlar 6rnek

olarak verilebilir.

5. Izomerazlar: Bir molekiil igindeki atomlarm yeniden diizenlemelerini katalize
ederek, bu molekiiliin izomerini olustururlar. Bu grup enzimlere, glikoz-6-
fosfati, fruktoz-6-fosfata doniistiiren glikoz-6-fosfat izomeraz enzimi 6rnek

olarak verilebilir.

6. Ligazlar: Bu enzimler iki molekiilii birlestirilmesi reaksiyonlarini katalizlerler.
Bu grup enzimlere, karboksilazlar ve sentetazlar 6rnek olarak verilebilir
(Holum, 1968; Parvathy, 2018).



1.5 Enzimlerin Aktivitelerini Etkileyen Faktorler

Aslinda temel enzim kinetik teorisi hem temel enzimatik mekanizmay1 anlamak hem
de enzim analizi icin bir yontem secmek icin énemlidir. Bir enzimin inhibe edici
aktivitesini 6lgmek i¢in se¢ilen kosullar, substratinin konsantrasyonunu 6lgmek icin
secilenlerle ayn1 olmaz. Sicaklik, pH, enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu
ve herhangi bir inhibitdr veya aktivatdr varligi gibi ¢esitli faktorler enzimatik

reaksiyonlarin ilerleme hizini etkiler (Henson ve Chedrese, 2004).

1.5.1 Enzim Konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonunun reaksiyon hizi tizerindeki etkisini incelemek igin, substrat
konsantrasyonu enzim konsantrasyonundan olduke¢a yiiksek miktarda bulunmalidir;
yani reaksiyon, substrat konsantrasyonundan bagimsiz olmalidir. Bu sekilde belirli bir
siire boyunca olusan {riin miktarindaki herhangi bir degisiklik, mevcut enzim

seviyesine bagli olacaktir.

Bir reaksiyonda bulunan enzim miktari, katalize ettigi aktivite ile ol¢iiliir. Aktivite ve
konsantrasyon arasindaki iliski sicaklik, pH vb. gibi bir¢ok faktdrden etkilenir.
Enzimler ile yapilacak bir ¢alismada, gozlenen aktivitenin enzim konsantrasyonunun
tek smirlayict faktdr olmasi i¢in mevcut enzim miktar: ile orantili olacak sekilde

tasarlanir. Reaksiyon sifirinci dereceden olmalidir (Martinek, 1969).

Tablo 1.1 Substrat konsantrasyonuna iliskin reaksiyon dereceleri

Derece Oran Denklemi Yorumlar

sifirinct oran =K oran substrat konsantrasyonundan bagimsizdir

birinci oran =Kk [S] oran, substrat konsantrasyonunun birinci kuvveti ile
orantilidir

ikinci  oran =k [S] [S] =k [S]?> oran substrat konsantrasyonunun karesiyle orantilidir

ikinci oran =k [S1] [S2] oran, iki reaktanin da birinci kuvveti ile orantilidir




1.5.2 Substrat Konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu, reaksiyon hizin1t maksimum bir doyum noktasina ulasana
kadar artirir. Bu noktadan sonra, substrat konsantrasyonundaki artis, reaksiyonun

hizin1 artirmaz (Sekil 1.2).

> = doygunluk noktast

f

artan konsantrasyon reaksivon

hizim etldlemez

realcsivon oram
"
b,

Substrat K onsantrasyom

Sekil 1.2 Substrat konsantrasyonunun reaksiyonun hizina etkisi

Teorik olarak, bu maksimum hiza ulasildiginda, mevcut enzimin tiimii enzim substrat
kompleksi olan ES’ye doniisiir. Sekil 1.3 *de enzimin doygunluga eristigi bu nokta
Vinax olarak adlandirilir (Bennett ve Frieden, 1969).

g ]

5

=

2 enzimin substrat ile
,% dovgunhign

= (Vmax)

Substrat K onsantrasyonn

Sekil 1.3 Enzimin doygunluga erismesi ve Vmax

Enzim ile substrat arasindaki iliski asagida verilmis olan reaksiyonda gosterildigi

sekilde gerceklesmektedir.



ky k;
E+S 2 ES 2 E+P (1.1)
ko, k_,

Bu reaksiyonda enzim (E) substrat (S) ile birlesir ve 6nce gegici bir enzim-substrat

kompleksi (ES) olusur. Daha sonra olusan iiriin (P) enzimden ayrilir (Segel, 1975).

Michaelis-Menten sabiti olarak adlandirilan K,,, degeri, V4, degerinin yarisina denk

gelen substrat konsantrasyonu olarak tanimlanir (Sekil 1.4).

T S

max = e

N\

MK o = = =

P
—

reaksivon oram

Substrat Konsantrasyonu

Sekil 1.4 Michaelis-Menten sabiti (Km)
K,,, sabiti su sekilde tanimlanabilir:

K, = 5i§§§iz==[5]3%g£ (1.2)

K4, K_jve K, yukarida verilmis olan enzim substrat iligskisini gosteren reaksiyondaki

hiz sabitleridir.

Michaelis-Menten, reaksiyon hizi i¢in bu sabit ve substrat konsantrasyonu ile ilgili

asagidaki ifadeyi gelistirmistir.
Vi = Vinax [S]/ Km + [5] (1.3)

Burada,



V1 = herhangi bir zamandaki reaksiyonun hizi,

[S] = bu zamandaki substrat konsantrasyonu,

Vinax = bu deney kosullar altinda en yliksek hiz,

K,,, = Arastirilan belirli enzim i¢in Michaelis-Menten sabitidir.

Michaelis-Menten sabitleri, yaygin olarak kullanilan enzimlerin ¢ogu ig¢in
belirlenmistir. Km, enzimden enzime degisir ve farkli enzimlerin tanimlanmasinda
kullanilir. Daha kiigiik bir Km degeri, enzimin subsrati i¢in daha yliksek afinite (ilgi)
gosterdigini belirtir (Bennett ve Frieden, 1969; Robinson, 2015). Km degerleri

enzimler hakkinda degisik yorumlar yapabilmemizi saglar.

1. Diisiik Km, enzimin doymus hale gelmesi igin sadece az miktarda substrat
gerektirdigini gosterir. BOylece, maksimum hiza nispeten diisiik substrat
konsantrasyonlarinda ulagilmaktadir.

2. Yuksek Km, maksimum reaksiyon hizina ulasmak igin yiiksek substrat
konsantrasyonlarina ihtiya¢ oldugunu gosterir.

3. Enzimin (zerinde katalizOr gorevi gordiigii en diisik Km degerine sahip
substratin siklikla enzimin dogal substrati oldugu varsayilir, ancak bu tiim

enzimler i¢in gecerli degildir (Berg vd., 2002).

1.5.3 Sicaklik

Maksimum reaksiyon hizinin meydana geldigi sicakliga enzimin optimum sicakligi
denir. Bu, farkli enzimler igin degiskenlik gosterir. Insan viicudundaki cogu enzimin

optimum sicaklig1 yaklasik 37 °C’dir.

Sicakliktaki degisiklik, enzimin aktif bolgesinde degisiklige yol agar. Boylece
substratin seklini daha az tamamlayic1 hale gelir ve bdylece reaksiyonu katalizleme
olasilig1 daha az olur. Sonunda, daha yiiksek sicakliklarda enzim denatiire olur ve artik

¢alismaz (Holum, 1968; Parvathy, 2018).



154 pH

Farkli enzimler farkli optimum pH degerlerine sahiptir. Optimum pH, H* ve OH
iyonlarmmin miktarina bagli olarak enzimin aktif bolgesi ile substrati arasindaki
baglarin, dolayisiyla aktif bolgelerinin seklinin, substratlarinin seklini en tamamlayici
hale getirecek sekilde etkilendigi pH degeridir. Optimum pH, deneyde kullanilan
tamponun tiirii ve iyonik kuvvetinden etkilenir. Optimum pH degerinde, reaksiyon hizi

en ideal seviyededir (Nelson vd., 2008).

Optimumun Ustlinde veya altindaki pH degerleri, reaksiyon hizinda hizli bir diisiise
neden olur (Holum, 1968; Parvathy, 2018).

1.6  Enzimler Spesifik Molekiiller Tarafindan Inhibe Edilebilir

Bir¢ok enzimin aktivitesi, inhibitorler olarak bilinen spesifik molekiillerin ve iyonlarin
baglanmasiyla inhibe edilebilir. Inhibitdrler biyolojik sistemlerde enzim aktivitesi i¢in
onemli bir kontrol mekanizmasi olarak gorev yapar. Allosterik enzimlerin
diizenlenmesi bu kontrol tirtnu belirler. Ek olarak, birgok ilag, bitkilerden elde edilen
ekstraktlar veya bitki kokenli bilesikler de inhibitér gorevi gormektedir. Belirli
kimyasallarin sebep olacagi inhibisyon, enzimin etki mekanizmasini agiklayabilmek

icin kullanilabilmektedir (Jeremy vd., 2002).

Enzim inhibisyonu geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz olabilir. Geri doniisiimsiiz
bir sekilde enzime baglanan inhibitor, hedef enziminden c¢ok yavas ayrilir, ¢linki
baglant1 yaygin olarak kovalent etkilesimlerle gerceklesir. Bazi geri doniisiimsiiz
inhibitorler enzim inhibisyonunda ilag olarak kullanilirlar. Penisilin, transpeptidaz
enzimini kovalent olarak modifiye ederek etki eder, bdylece bakteri hiicre duvarlarinin
sentezini Onler ve bakterileriyi 6ldirdr. Aspirin, siklooksijenaz enzimini kovalent bir
sekilde degistirerek, enflamatuar sinyallerin sentezini azaltarak etki eder. Geri
doniistimlii inhibisyon, geri doniisiimsiiz inhibisyonun aksine, enzim-inhibitor
kompleksinin hizli bir sekilde ayrilmasi ile karakterize edilir (Berg vd., 2002; Ramsay
ve Tipton, 2017).
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1.7  Inhibitorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine Geri Déniisiimlii Etkileri

Enzim inhibitorleri, enzimin katalitik etkisini degistiren ve sonug olarak katalizi
yavaslatan veya bazi durumlarda durduran maddelerdir. Geri doniisiimlii enzim
inhibisyonlar1 ~ yarismali  inhibisyon (kompetitif), yarismasiz  inhibisyon
(nonkompetitif) ve yari yarigmali inhibisyon (unkompetitif) olarak ger¢eklesebilir.
Bunlarin disinda substrat inhibisyonu ve geri beslemeli (feedback) inhibisyonu gibi

inhibisyon tipleri de bulunmaktadir (Tainer vd., 1992).
1.7.1  Yarismah (Kompetitif) inhibisyon

Substrat (S) ve substrata benzer bir inhibitdr (I), enzimin aktif bolgesine baglanmak
icin rekabet ettiginde yarigmali inhibisyon tipi goriiliir. Enzimin aktif bolgesine
substrata benzeyen bir inhibitor baglandiginda, enzim-inhibitér kompleksi (EI) olusur,
bu sebeple aktif bolgeye substrat baglanamayacagi i¢in reaksiyon ger¢eklesmez ve
tiriin (P) olusamaz (Sekil 1.5). Yarigmali inhibisyonda inhibitor enzimin substrata karsi
olan ilgisini azaltir, bu sebeple Km degeri yiikselir. Yarigmali inhibisyonda, ortama
daha fazla substrat eklendiginde ilgi yeniden substrat lehine donebilir, ¢linkii artan
substrat konsantrasyonu inhibitoriin enzime baglanabilme ihtimalini diistiriir (Jeremy

vd., 2002).

1

Sekil 1.5 Yarismali (kompetitif) inhibisyon
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1.7.2 Yarismasiz (Nonkompetitif) Inhibisyon

Yarigmasiz inhibitorler enzimin aktif bolgesine baglanmak icin substrat ile rekabet
etmez, fakat substrat enzime baglanmadan 6nce veya baglandiktan sonra substratin
enzime baglandigi noktanin disindaki noktalardan baglanarak enzimi inhibe eder.
Yarigmasiz inhibitor yapi olarak substrata benzemez. Olusan enzim-substrat-inhibitor
(EST) kompleksi, ES kompleksinden daha yavas iiriine doniisiip, enzimden ayrildigi
icin reaksiyonun hizi yavaglar (Sekil 1.6). Bu sebeple reaksiyonun V;,,, degeri

diiserken, Km degerinde bir degisiklik olmaz (Jeremy vd., 2002).

* E+P

Sekil 1.6 Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyon
1.7.3  Yar Yarismah (Unkompetitif) inhibisyon

Yar1 yarigmali inhibitorler enzimin aktif bolgesinin disindaki bir yere baglanir. Ancak,
bu tip inhibisyonda inhibitor, sadece substrat enzime baglandiktan ve ES kompleksi
olustuktan sonra, ES kompleksine baglanir. Yar1 yarismali inhibitorler ES kompleksi
konsantrasyonunda diismeye sebep olur (Sekil 1.7). Bu tip inhibisyonda hem V4, ,
hem de Km degerleri degisir. Sonu¢ olarak hem V,,,, , hem de K,, degeri diiser
(Jeremy vd., 2002).
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Sekil 1.7 Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon
1.7.4 Substrat Inhibisyonu

Enzim - substrat reaksiyonun gerceklesecegi ortamda, asirt miktarda substratin
bulundugu durumlarda da bazen enzimin inhibisyonu goriiliir. Bu durum substrat

inhibisyonu olarak adlandirilir (Sekil 1.8a) (Reed vd., 2010).

Bu inhibisyon tipinde V,,,, noktasina ulastitktan sonra artan substrat

konsantrasyonuna bagli olarak V,,,, degerinde bir diislis meydana gelir (Sekil 1.8b).

Bazi enzimler bu sekilde kontrol edilir ve bu enzimin katalizledigi reaksiyon genellikle
uzun bir biyokimyasal yolagin baslangicindadir. Genellikle yolagin substrati
tarafindan aktive edilirken, {irlinii tarafindan inhibe edilirler. BoOylece, sadece
gerektiginde yolak calismis olur. Bu siireg¢ geri beslemeli (feedback) inhibisyonu
olarak adlandirilir (Bisswanger, 2002).
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Legend

Enzim Substrat

farla spbstrat sitevi bloks

ader, bovlece enzim :
lkullamilmaz ve hiz diiger i
1
i
(a)
vﬂ_

Daha fazla alt tabaka
ilavesivle iz diiser

s —»

(b)
Sekil 1.8 a. Substrat inhibisyonu, b. Substrat inhibisyonunda Vmax degerinin diistisii

v IC bR

l enzim 1 Feedback
5 (allosterik enzim) inhibisyonu
| enzim?2 Yolak bloke
edilir
. . | enzim3 - -
Uriin ﬂ

(inhibitor) =

nzim 1
(allosterik enzim)
Substrat (A) i¢in ﬁMibitér (D) Inhibitériin (D) baglandig:
aktif bolge i¢in aktif enzim 1
bolge

Sekil 1.9 Geri beslemeli (feedback) inhibisyonu streci
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1.8 linhibitorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar igin oldukca spesifik katalizorlerdir, her enzim
kendine uygun substrat igin yiiksek segicilik gosterir. Ornegin, asetilkolinesteraz
enzimi, nérotransmiter asetilkolinin, kolin ve asetik aside ayrismasini katalize eder.
Daha dnce de bahsedildigi gibi, bircok enzim-substrat reaksiyonu, bir enzim-substrat
kompleksinin olustugu, daha sonra olusan iiriiniin ayrilmasiyla serbest kalan enzimin

tekrar reaksiyona girdigi bir mekanizmay takip eder.

ke ke
E+S @ ES 2 E+P (1.4)
ke ke

Burada ky, k_4, k, ve k_, hiz sabitleridir. Uriiniin (P) iiretilmesi igin ilerleyen bir

reaksiyonun hizi

oran = 2 = , [ES] — k_,[E][P] (1.5)

Denklemin tiiretilebilmesi i¢in 2 varsayimda bulunulmustur.

1. Denklemde P’nin S’ye doniistiigli ters reaksiyon dikkate alinmaz, clinkii
denklem, {iriin konsantrasyonu ([P]) sifira yaklastifinda baslangi¢c oranlarini

ifade etmektedir.

d[P]
oran =— == k,[ES]

2. ES kompleksi bir ara {iriindiir, yani ES konsantrasyonu ([ES]) ayni oranda

iiretildigi ve parcalandigi i¢in nispeten sabit kalir.

ES’nin tiretim hiz1 su sekilde ifade edilebilir.
“ar = kalEIIS] (1.6)

ES’nin yikim hiz1 ise su sekilde ifade edilmektedir.
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U] — ky[EVIS) = ey ([ETo — [ESDIS] (L.7)

Burada, [E], enzimin orijinal konsantrasyonudur.

ES ayni1 anda iiretilip parcalandigi i¢in ve nispeten sabit kaldig1 i¢in bu iki esitlik
birbirine esit olmalidir. Bu denklem ES kompleksinin konsantrasyonu igin ¢oziiliirse

denklem asagidaki sekilde olur.

_ _[ElolST  _ [ElolS]
[ES] = ot (5] Ko tl5 (1.8)
Burada, K,, (M) Michaelis-Menten sabiti olarak ifade edilir.
1

Sonug olarak denklem asagidaki sekilde gosterilebilir.

M — k2[E]O[S] (1 8)

dt Km+I[S]
K,,, substrat veya enzim konsantrasyonundan bagimsiz olarak belirli bir enzim -
substrat ¢ifti icin sabittir. Daha once de belirtildigi gibi K,,, bir substratin bir enzime

olan ilgisinin oransal dl¢iistidiir. Diistik K,,, sik1 baglanma, yiiksek K,,, zayif baglanma

anlamina gelmektedir.

Bu denklemde zamana bagli olarak iiriin konsantrasyonundaki degisim (d[P]/dt)

reaksiyonun belli bir andaki hizin1 vermektedir.

Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda ([S] >»> K,)K,, degeri ihmal edilecek diizeyde
kalir. Bu sebeple, k,[E], degeri d[P]/dt’ye dolayisiyla, hiza (V) esit olur. [S] >
K, oldugu durumdaki hiz, V,,,,, ’dir.

dlP] _ kz[ElolS] _ kalElolS] _ _
o s~ KelBlo = Vmax (19)
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Ayni reaksiyon i¢in ¢ok diisiik substrat konsantrasyonlarinda ([S] > K,,), denklemin
paydasinda bulunan [S] ihmal edilecek diizeyde kalir. Bu durumdaki hiz asagida
verilen degere esit olur.

dlP] _ kslElolS] _ kalElolS] _ VinaxlS]

_ ~ - (1.10)

dt Km+[5] Km Km

Sonug olarak, denklemde k,[E], degeri yerine V., , d[P]/dt degeri yerine V

yazilirsa asagida verilmis olan ve Michaelis-Menten denklemi olarak bilinen denklem

elde edilir.
_ Vmax[s]
V= Kotls] (1.12)

Burada, V, reaksiyonun belli bir andaki hizi; K,,,, Michaelis-Menten sabiti; V4.,

maksimum reaksiyon hizidir ve [S] substrat konsantrasyonunu ifade etmektedir

(Segel, 1975).

Sekil 1.10, deneysel olarak elde edilebilecek ve Michealis-Menten denklemi ile

uyumlu olan Michealis-Menten grafigini gostermektedir.

maximum oran = Vi ax

enzimlerin analizi icin
analitik bélge

d[P)/dt

substratlarin analizi
icin analitikc bélge
d[P)/dt = ViaxlS1/Km

substrat konsantrasyonu

Sekil 1.10 Substratlarin ve enzimlerin analizi i¢in kullanilabilecek Michealis-Menten grafigi
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Bu reaksiyonda V’nin, V,,,,/2 oldugu durumda Michealis-Menten denklemi

asagidaki gibi olur.
Vmax __ Vinax[S]
T2 Kpt[S] (112)

Bu denklem ¢oziildiigiinde K,,, = [S] olarak bulunur. Dolayisiyla K,,, degeri V4, ’1n

yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonudur.

Enzim kinetiginin incelenmesinde, Michealis-Menten grafigine alternatif olarak

kullanilan diger bir grafik de Lineweaver-Burk grafigidir.

Lineweaver-Burk grafigi (¢ift ters grafigi), 1934 'te Hans Lineweaver ve Dean Burk
tarafindan tanimlanmistir. Bu yaklasimda Michealis-Menten denkleminin her iki

tarafinin da tersi alinarak asagidaki denklem elde edilir.

_ Vinax[S]
V= Kt [S] (1.13)
1 Kp+[S] Km 1 1
- = — 1.14
14 Vmax[s] Vmax [S] + Vmax ( )

Burada 1/V degerine karsilik 1/[S] grafigi ¢izildiginde, egimi K,,/V;,q, Olan ve
denklemi y = mx + n denklemine benzeyen bir dogru denklemi elde edilir. Cizilen
grafik ise Sekil 1.11°de verildigi gibi olacaktir (Segel, 1975).

Sekil 1.11 Lineweaver-Burk grafigi
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Lineweaver-Burk grafiginde elde edilen dogrunun egimi K, /V;,4, iken, dogrunun y
eksenini kestigi nokta 1/V,,,., x eksenini kestigi nokta ise —1/K,, degerini

vermektedir.

Lineweaver-Burk grafigi, giiclii bilgisayarlarin ve dogrusal olmayan regresyon
yazilimlarmin yaygin olmadigi dénemlerde K,, Ve V4, gibi enzim kinetigindeki
onemli terimleri belirlemek igin yaygin olarak kullanilmistir. Bunun yani sira, farkli
enzim inhibisyon tipleri i¢in hizl1 ve gorsel bir sonu¢ verdiginden dolay1 bugiin de
Ozellikle enzim inhibisyon ¢alismalarinda Lineweaver-Burk grafigi kullanilmaktadir

(Lineweaver ve Burk, 1934).

Lineweaver-Burk grafigi enzim inhibisyonunun tiirinii  belirlemek igin
kullanildiginda, yarismali inhibisyon (kompetitif), yarismasiz  inhibisyon
(nonkompetitif) ve yar1 yarismali inhibisyon (unkompetitif) kolaylikla ayirt edebilir.
Yarigmali inhibisyonda (kompetitif), V;,,,, degismedigi icin cizilecek Lineweaver-
Burk grafiginde dogrunun y eksenini kestigi nokta, inhibe edilmemis enzimle aynidir.
Ote yandan elde edilen dogrularm egimleri ve x eksenini kestigi noktalar birbirinden

farklidir (Sekil 1.12).

Yarigmasiz inhibisyonda (nonkompetitif), K,, degeri etkilenmedigi inhibitor
kullanilmis ve kullanilmamis enzimler i¢in c¢izilen Lineweaver-Burk grafiginde iki
dogrunun x eksenini kesen noktalar ayn1 iken, y eksenini kesen nokta ve dogrularin

egimleri farklhidir (Sekil 1.12).

Son olarak, yar1 yarismali inhibisyonda (unkompetitif) ise her iki dogrunun hem x
eksenini, hem de y eksenini kestigi noktalar birbirinden farkli olmasina ragmen,

dogrularin egimleri birbirine esittir (Sekil 1.12).

19



~ inhibitérlii ~ inhibitorlii ~ inhibitorlii
¥ // ~ inhibitsrsiz UV % - inhibitsrsiz IV / - inhibitdrsiiz

O eime K ’@ i

1/[s] 1/[8] 1/[s]
Yarismah (kompetitif) Yar1 yarismah (unkompetitif) Yarismasiz (nonkompetitif)
inhibisyon inhibisyon inhibisyon
K, artar K, azalir K, etkilenmez
V .y etkilenmez V max azalir V nax azalir

Sekil 1.12 inhibisyonlar i¢in Lineweaver — Burk grafikleri
1.9 Bu Cahsmada Kullanilan Enzimler
1.9.1 Amilaz

Amilaz, 1883’te Anselme Payen tarafindan kesfedilip izole edilen ilk enzimdir.
Nisastanin sekerlere hidrolizini katalize eden bir enzimdir. Amilaz insanlarin ve bazi
diger hayvanlarin tiikiiriigiinde bulunur (Hill ve Needham, 1970; Boehlke vd., 2015).
Bitkiler ve bazi bakteriler de amilaz iiretir. Amilaz, a-amilaz, f-amilaz ve y-amilaz

olmak tizere ii¢ gesittir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2 Amilazin smiflandirilmasi

a-Amilaz B - Amilaz y - Amilaz
Kaynak Hayvanlar, bitkiler, Bitkiler, Hayvanlar,
mikroorganizmalar mikroorganizmalar ~ mikroorganizmalar

Doku Tukuruk, pankreas Tohumlar, meyveler Ince bagirsak

Kesme bolgesi Gelisigiizel a-1,4 Ikinci a-1,4 Son a-1,4
glikozidik bagi glikozidik bagi glikozidik bagi

Reaksiyon driinleri Maltoz, dekstrin, vb. Maltoz Glukoz
Optimum pH 6,7-7,0 4,0-5,0 3,0
Mayalamada 63-70C 55-65C

optimum sicaklik

1.9.1.1 a-Amilaz
a-Amilaz (EC 3.2.1.1), nisasta ve glikojen gibi biiyiik, a-1,4 glikozit baglari

bulunduran polisakaritlerin a-1,4 baglarin1 hidrolize ederek glikoz ve maltoz agiga

cikartir. Insanlarda ve diger memelilerde bulunan ana amilaz formudur.
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a-Amilaz, biiyiikk ¢éziinmeyen nisasta molekiillerini emilebilir molekiillere ayiran
pankreas 6z suyu ve tiikiiriikte bulunan 6nemli bir enzimdir (Sekil 1.13) (Thomas ve
Gillham, 1989).

Sekil 1.13 Amilaz yapisi

Nisasta ve glikojenin sindiriminde rol oynayan enzim olan a-amilazin inhibisyonu,
diyabet ve obezite gibi karbonhidratlarin sindirilerek emilmesinin problem
olusturabilecegi hastaliklarin yani sira, dis ¢iirigli ve periodontal bazi problemlerin

tedavisi icin bir strateji olarak kabul edilir (Mahmood, 2016).

Bitkiler, a-amilaz inhibisyon potansiyeline sahip bilesikler i¢eren dnemli bir kaynaktir
ve bu sebeple terapdtik veya fonksiyonel gida olarak kullanilabilirler. o-amilaz
inhibitorleri, hem agizda, hem de ince bagirsakta karbonhidratlarin par¢alanmasin
geciktirir ve bu sayede yemek sonrasi kanda glukoz konsantrasyonundaki ani
yiikselme engellenmis olur. Diyabet, basitce cesitli sebeplere bagli olarak, kandaki
yuksek glikoz seviyesi ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir. a-Amilaz gibi
karbonhidratlarin hidrolizinden sorumlu enzimlerin inhibisyonu, diyabet hastalarinda
yemek sonrasinda kandaki glukoz konsantrasyonu yiikselmesinin kontrolii i¢cin 6nemli
bir stratejiye sahip olabilir. T1ibbi bitkiler, amilaz1 dnleme potansiyeline sahip olan ve
bu nedenle muhtemelen diyabetik kisilerde kullanilabilecek cesitli kimyasal bilesenler
igerir. Tibbi bitkilerden elde edilecek bazi aktif bilesenlerin, yeni a-amilaz inhibit6ri

olma potansiyeli bulunmaktadir (Hanefeld ve Schaper, 2007).
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Akarboz, pankreatik a-amilaz ve bagirsak ¢eperine baglt a-glukozit hidrolazlar igin
yarigmali, geri donilisiimlii inhibitor olarak islev goren bir oligosakarittir. Akarboz,
karbonhidratlarin sindirimini geciktirerek glikoz emilimini yavaglatir ve bu durum
yemek sonrasi kandaki glikoz konantrasyonunun ani bir sekilde artmasini engeller. Bu
sebeple, a-amilaz ve a-glukozidaz gibi enzimlerin inhibisyonu ¢alismalarinda referans

inhibitor olarak kullanilir (Ramasubbu vd., 1996).

1.9.1.2 p-Amilaz

B-Amilaz (EC 3.2.1.2), bir polisakarit zincirinin indirgeyici olmayan ucundan
baslayarak a-1,4 glikozit baglariin hidrolizi ile maltoz birimleri agiga ¢ikaran bir
eksoenzimdir (Sekil 1.14). B-Amilaz’in, sistematik ad1 4-a-D-glukan maltohidrolazdir.
Esas olarak yiiksek bitki tohumlarinda, bakteriler ve mantarlarda bulunur (Pandey vd.,
2016).

Sekil 1.14 B-Amilaz yapisi

1.9.1.3y-Amilaz

y-Amilaz (EC 3.2.1.3) i¢in glukan 1,4-o-glukosidaz; amiloglukosidaz; ekzo-1,4-a-
glukosidaz; glukoamilaz; lizozomal a-glukosidaz ve 14-o D-glukan glukohidrolaz gibi
alternatif isimler kullanilmaktadir. Bu enzim ince bagirsagin fircamsi1 kenarinda
bulunur ve sistematik adi 4-a-D-glukan glukohidrolazdir. Bu enzim, zincirlerin

indirgeyici olmayan uglarinda (1,4) bag: ile baglanmis olarak bulunan a-D-glukoz
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birimlerinin B-D-glikoz olarak serbest kalmasini saglarlar. En aktif oldugu pH 3.0
degeri ile tiim amilazlarin i¢cinde en asidik optimum pH 'ta ¢alisan amilaz olarak bilinir

(EFSA Panel on Food Contact Materials, Enzymes and Processing Aids (CEP), 2019).

Bu enzimin ¢ogu formu, zincirin sekansindaki bir sonraki bagin 1,4 oldugu durumda,
1,6-alfa-D-glukosidik baglar1 hizla bir sekilde hidrolize eder. Mantarlarda, insan
bagirsagi ve bakterilerde ¢esitli formlarda olan glikozit hidrolaz (GH) ailesine aittirler

(Aravd., 2020).

1.9.2 a-Glukosidaz

a-Glukosidaz (EC 3.2.1.20) indirgeyici olmayan ugtaki 1,4 bagimi hidrolize ederek bu
bag ile bagl a-glikoz molekiiliinii serbest birakir (Larner vd., 1960). Glukoz birimleri,
fonksiyonel olarak o-glukosidaz enzimine benzer bir enzim olan glukoamilaz
tarafindan da serbest birakilabilir. a-Glukozidazin substrat afinitesi, substratin enzimin
aktif bolgesine ilgisinden kaynaklanir (Chiba, 1997). Bir a-glukosidaz inhibitori olan
akarboz, bagirsaklardaki a-glukosidazi yarismali ve geri doniisimlii olarak inhibe
eder. Bu inhibisyon, gecikmis karbonhidrat sindirimi ve uzatilmig sindirim siiresi ile
glikoz emilim oranimi diisiiriir. Akarbozun diyabet ile iligkili semptomlarin gelisimini
onleyebildigi bildirilmektedir (Bischoff, 1995). Bu nedenle, akarboz gibi a-glukosidaz

inhibitorleri, diger anti-diyabetik ilaclarla kombinasyon halinde kullanilir.

a-Glukozidaz (Sekil 1.15) ve a-amilaz, karbonhidratlarin sindiriminde rol oynayan
onemli enzimlerdir. a-Amilaz, uzun zincirli karbonhidratlarin pargalanmasinda rol
oynarken, a-glukozidaz, nisastayr ve disakkaritleri glikoza ayirir (Spotti ve
Campanella, 2020).
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Sekil 1.15 o-Glukozidaz

1.9.3 Ksantin Oksidaz

Ksantin oksidaz (OX) (EC 1.17.3.2), reaktif oksijen turleri treten bir tir enzim olan
ksantin oksidorediktaz formudur (Ardan vd., 2004). OX, hipoksantin'in ksantine
oksidasyonunu katalize eder ve ayrica ksantinin {irik aside oksidasyonunu katalizinde
rol oynar (Sekil 1.16). Bu enzimlerin, insanlar dahil bazi canlilarda piirinlerin
katabolizmasinda onemli gorevleri bulunmaktadir (Hille vd., 2014). Schardinger
(1902), siitiin aldehitleri asitlere oksitleyebilen bir enzim igerdigini ve buna metilen
mavisinin indirgenmesinin eslik ettigini gostermistir; bu enzime daha sonra
"Schardinger enzimi" ad1 verildi. Morgan vd. (1922), sitin ksantin ve hipoksantini
oksitleyebilen bir enzim igerdigini ve buna O2’nin H202’ye indirgemenin eslik ettigini

ispat ettiler ve bu enzime XO ad1 verildi.

H H
N Ksantin Oksidaz N Ksantin Oksidaz
7 N J\ I / N\ 3\
H20 + 02 HgOz I-|20 + 02 HzOz
Hipoksantin Ksantm Urlk asit

Sekil 1.16 Katalize edilmis ksantin oksidaz yollari

Ksantin oksidaz, normalde serumda ve akcigerlerde bulunan siiperoksit iireten bir
enzimdir (Umamaheswari vd., 2007). Ksantin oksidaz tirik asit olusumunun saglandigi
metabolik bir yolakta gorev aldigindan, bir OX inhibitorii olan allopurinol gut

tedavisinde kullanilmaktadir.

24



Ksantin oksidaz inhibitorleri diger bircok hastaligin tedavisinde faydali olabilir
(Higgins vd., 2011). Bilinen birgok XO inhibitorii arasinda, allopurinol (Sekil 1.17),
oksipurinol ve febuxostat, hiperirisemi ve gut tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ngoc vd., 2012). XO inhibitorleri, ya allopurinol (Hille ve Massey,
1981; Hawkes vd., 1984) gibi piirin baglanma bdlgesinde veya benzimidazol gibi FAD
kofaktor baglanma bélgesine baglanabilirler (Skibo, 1986). XO inhibitorleri, Grik
asidin vicuttaki purinlerden biyosentezini bloke ederek etki eder (Unno vd., 2004) ve
tirik asit atiliminin arttirilmasinin veya iirik asit tiretiminin azaltilmasinin gut riskini

azaltmaya yardimci oldugu ileri siiriilmektedir (Umamaheswari vd., 2009).

JO Allopurinol
A \‘[_.,,_\ (Ksantin Oksidaz inhibitorii)

N7 N
| BN

Allopurinol ksantin oksidaz enzimini substratla yarisarak inhibe eder.

Lo N
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L:-r

O
HN-JL St HN“’L = HN™ ™ N
l;:-b ‘/l[m \/\\/ x > ‘::;‘L\ /_I[\ >\ - x > b:::l\. "JIL- N’#O
N N Ksantin ° N H Ksantin 2 N H
H ; H : H
. . Oksidaz . Oksidaz G .
Hipoksantin Ksantin Urik asit

Sekil 1.17 Ksantin oksidaz igin referans inhibitori olarak allopurinol

Gut metabolik bir hastaliktir. Hiperiirisemi ile birlikte viicutta iirat birikiminin artmasi
nedeniyle olusur. Gut, sinoviyal sivida monosodyum urat (MSU) kristallerinin
birikmesiyle iligkili eklemlerde serum asidi seviyelerini, tekrarlayan akut inflamasyon
ataklarini arttiran heterojen klinik semptomlara sahiptir. MSU kristali, baz1 dokularda
veya eklemlerin cevresinde olusur, bobrek bozukluklarina neden olur ve bobrek

dokularinda tirik asit gelistirerek bobrek taslarini olusturur (Ernst vd., 2008).

1.9.4 Asetilkolinesteraz

Asetilhidrolaz (AChE; EC 3.1.1.7) olarak da bilinen asetilkolinesteraz (AChE),

viicuttaki primer kolinesterazdir. Asetilkolinin ve nérotransmiterler olarak islev géren
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diger bazi kolinesterlerinin parcalanmasini katalize eden bir enzimdir. AChE esas
olarak néromiiskiiler baglantilarda ve aktivitesinin sinaptik iletimini sonlandirmaya
hizmet ettigi kolijernik tiirdeki kimyasal sinapslarda bulunur. Karboksilesteraz enzim

ailesine mensuptur (Massoulié vd., 1993).

ACNhE, sinir ve kas, merkezi ve periferal dokular, motor ve duyu lifleri ve kolinerjik
ve kolinerjik olmayan lifler gibi bir¢ok iletken doku tipinde bulunur: AChE’nin
aktivitesi, motor noronlarda duyu néronlarindan daha yiiksektir (Koelle, 1954; Chacko
ve Cerf, 1960). Asetilkolinesteraz ayrica alyuvar membranlarinda bulunur ve burada
Yt kan grup antijenlerini meydana getiren farkli formlar olustururlar.
Asetilkolinesteraz, benzer katalitik 6zelliklere sahip ¢oklu molekiler formlarda var
olur, ancak bunlar oligomerik birlesme ve hiicre yiizeyine tutunma yontemi agisindan

farklilik gosterir (Bartels vd., 1993).

AChE’in, Alzheimer hastaliginda (AH) semptomatik iyilesme i¢in en uygun terapotik
hedef oldugu kanitlanmustir, ¢iinkii kolinerjik eksiklik AH’de tutarli ve erken bir
bulgudur. AH hafizay1 ve giinliik aktiviteleri yapmay1 ve diisiinme, 6grenme, iletisim

kurma ve isleme yetenegini yavas yavas yok eden bir beyin hastaligidir.

Bununla birlikte, merkezi sinir sisteminde (MSS) AChE’nin segici inhibisyonunun
baslangigta ¢ok zor oldugu gorilmiistiir. Takrin kimyasalindan 6nce fizostigmin,
klasik AChE inhibitérii (AChEI), olarak AH tedavisinde kullanim potansiyeli
acicindan ele alinmistir. Ancak fizostigmin kullanimi1 daha sonra diisiik toleransi
sebebiyle terk edilmistir. AH tedavisinde kullanilan galantamin, rivastigmin,
donepezil ve memantin olmak Uzere dort adet ilag mevcuttur. Bu ilaglardan ilk Ugi
AChEI iken, memantin bir AChEI degildir. Bu tez ¢calismasinda da AChE inhibitorii

ozelliginden dolay1 pozitif kontrol olarak galantamin kullanilmistir (Sekil 1.18).
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Sekil 1.18 Galantamin

1.10 Tibbi Bitkiler

Antik caglardan beri, bitkiler, mineraller, hayvanlar, mantarlar gibi dogal iirlinler
birgok hastalig1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilmigtir. Tibbi bitkiler ve
mikroorganizmalar ylizyillar boyunca baslica ila¢ kaynagi olmustur. Bir¢ok 6nemli
hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bitkilerden elde edilen ekstraktlar
ve/veya bitkilerden izole edilen bilesikler uzun yillardir bilim insanlarinin ilgisini
cekmistir (Cowan, 1999). Tibbi bitkiler, antik ¢aglardan beri gesitli hastaliklarin
tedavisi icin iyi bilinen dogal kaynaklardir. Tibbi bitkiler, geleneksel yontemlerle
insanlar1 tedavi eden kisiler ve bitki uzmanlar1 tarafindan sinir sistemi hastaliklari,
nevralji, romatizma, arteriyel hipertansiyon, zihinsel bozukluk, anti-timor, gut, cilt
kanseri ve iltthaplanma gibi c¢esitli hastaliklarin tedavisinde giderek daha fazla

kullanilmaktadir (Saganuwan, 2010).

1.11 Bu Cahsmada Kullamilan Pozitif Kontroller

1.11.1 Akarboz

Akarboz (C2sHazsNO1g, molekiiler agirlik: 645,6048 g/mol), diyabetli hastalarda
kullanilan bir bilesiktir. Nisasta sindirim blokorii olup, karbonhidratlari sindirmek igin
gereken (glikozid hidrolazlar), 6zellikle ince bagirsaklarin fircamsi kenarinda bulunan
a-glukosidaz ve pankreatik a-amilaz enzimlerini inhibe eder. Pankreatik o-amilaz,

kompleks nigastalar1 ince bagirsakta oligosakkaritlere hidrolize ederken, membrana
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bagl bagirsak a-glukozidazlar oligosakkaritleri, trisakkaritleri ve disakkaritleri ince
bagirsakta hidrolize eder. Bu enzim sistemlerinin inhibisyonu, kompleks
karbonhidratlarin sindirim oranini azaltir. Bu sayede daha az glikoz molekiilii aciga
ciktig1 i¢in, daha az glikoz emilir. Akarboz, indirgen ucunda maltoz bulunan bir

akarviosin kismindan olusur (Scheen vd., 1998).

CH,OH
HO
HO
i CH,
HN 0
HO CH,OH
OH o 0}
HO CH,OH
OH o)
HO
O "~OH

Sekil 1.19 Akarbozun kimyasal yapisi

1.11.2 Allopurinol

Allopurinol (CisH4N4O, molekiiler agirlik: 136,112 g/mol), Zyloprim markasi altinda
satilan, yiiksek kan iirik asit seviyelerini azaltmak ic¢in kullanilan bir ilactir (Pacher
vd., 2006). Ozellikle gut, belirli tiplerde bobrek tasi ve kemoterapi sonucunda
olusabilecek yiiksek iirik asit seviyelerini onlemek i¢in kullanilir (World Health
Organization, 2009). Allopurinol bir purin tiirevidir; viicutta dogal olarak meydana
gelen bir piirin olan hiposanktinin yapisal bir izomeridir ve ksantin oksidaz enziminin
inhibitoradar (Pacher vd., 2006). Ksantin oksidaz, insan pirin metabolizmasinin bir
tiretimi olan tirik asidin, hipoksantin ve ksantinin ardisik oksidayonu ile iiretilmesini
saglar. Ksantin oksidazin inhibisyonu {irik asit liretimini bloke ederken, hipoksantin
ve ksantin miktarinda bir artisa sebep olur (Pacher vd., 2006). Ksantin, pirinlere
dontistiiriilemezken; hipoksantin, adenozin ve guanozin monofosfatlar1 olusturabilir.
Bu molekiillerin artan seviyeleri, piirin biyosentezinin ilk ve hiz sinirlayici enzimi olan
amidofosforibosil transferazin geri beslemeli (feedback) inhibisyonuna sebep olabilir.
Bu sebeple Allopurinol, iirik asit olusumunu azaltir ve ayrica piirin sentezini de inhibe

edebilir (Elion, 1978; Chen vd., 2016).

28



N

N
N H

Sekil 1.20 Allopirinolin kimyasal yapisi

1.11.3 Galantamin

Galantamin (C17H2:NOgz, molekiiler agirlik: 287,354 g/mol), Razadyne markasi altinda
satilan, hafif ile orta dereceli Alzheimer hastaligi ve diger ¢esitli hafiza

bozukluklarinda biligsel diisiisiin tedavisi i¢in kullanilir (Seltzer, 2010).

Galantamin kimyasal yapisi tersiyer bir amin igerir. Notr bir pH 'da bu tersiyer amin

genellikle bir hidrojene baglanir ve ¢ogunlukla bir amonyum iyonu olusturur (Birks,

2006).

Galantamin ayrica viicudun tiim bolgelerinde zayif bir rekabetci ve geri doniisiimli
kolinesteraz inhibitorii olarak calisir. Asetilkolinesterazi inhibe ederek, beynin belirli
kisimlarindaki asetilkolinin  konsantrasyonunu ve boylece etkisini arttirir.
Galantaminin nikotinik asetilkolin reseptorleri ve tamamlayici asetilkolinesteraz
inhibisyonu iizerindeki etkileri ¢ift bir etki mekanizmasi olusturur. Bu eylemin
Alzheimer hastaliginin bazi semptomlarin1 hafifletebilecegi varsayilmaktadir

(Giacobini, 2003).
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Sekil 1.21 Galantaminin kimyasal yapisi

1.12 Bu Cahsmada Kullanilan Bitki Kokenli Bilesenler

1.12.1 Florizin

Florizin (C21H24010, molekiiler agirlik: 436,413 g/mol), oncelikle olgunlasmamis
elmada, (Makarova vd., 2015) elma kokiiniin kabugunda (Alam vd., 2014) ve eser
miktarlarda ¢ilekte bulunur. Florizin, polifenol sinifina ait bir fitokimyasaldir. Dogal
kaynaklarda, kuersetin, katesin, epikatesin, prosiyanidinler ve rutin gibi diger
polifenollerle beraber bulunabilirler. Florizin, erime noktas1 106-109 °C olan, beyaz
sar1 aras1 renkte kristali olan bir katidir. Tatlidir ve kristal formda dort adet su molekiilii
igerir. 200 °C’nin Ustilinde parcalanir. Eter ve soguk suda az ¢dziiniir, ancak etanol ve
sicak suda 1yi ¢Oziiniir. Sulu ¢ozeltilere uzun siire maruz kaldiginda florizin, floretin

ve glikoza hidrolize olur.

Sekil 1.22 Florizinin kimyasal yapisi
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1.12.2 Naringenin

Naringin (Ci115H120s, molekiiler agirlik 272,256 g/mol), flavanon naringenin ve bir
disakkarid olan neohesperidoz arasinda bir flavanon-7-O-glikozittir. Bir flavonoid
olan naringin, narenciye meyvelerinde, 6zellikle naringinin meyvenin aci tadindan
sorumlu oldugu greyfurtta dogal olarak bulunur. Ticari greyfurt suyu iiretiminde,
naringinaz enzimi naringin tarafindan olusturulan aciyr gidermek i¢in kullanilir.
Insanlarda naringin, bagirsakta bulunan naringinaz tarafindan aci1 olmayan aglikon

naringenine metabolize edilir (Alam vd., 2014).

Naringin flavonoid ailesine aittir. Flavonoidler 15 karbon atomundan olusan 3
halkadan meydana gelir ve bu 3 halkadan 2 tanesi 3 karbonlu zincir ile birbirine
baglanmis benzen halkalaridir. Naringin, 7. karbon pozisyonunda naringenin adi
verilen aglikon kismina bagli iki ramnoz {initesi ile birlikte temel flavonoid yapiy1
igerir. Iki ramnoz birimi tarafindan olusturulan sterik engel, naringini aglikon benzeri
olan naringeninden daha gii¢siiz kilar (Alam vd., 2014). Insanlarda, naringinaz
karacigerde bulunur ve naringini naringenine hizla metabolize eder. Bu olay iki
asamada gergeklesir. Ilk olarak, naringin, naringinazin o-L-ramnosidaz aktivitesi ile
ramnoz ve prunine hidrolize edilir. Olusan prunin daha sonra naringinazin (-d-
glukosidaz aktivitesi ile naringenin ve glukoza hidrolize edilir. Naringinaz, dogada
yaygin olarak bitkiler, mayalar ve mantarlarda bulunabilen bir enzimdir. Acilik

giderme ozellikleri nedeniyle ticari olarak kullanilmaktadir (Ribeiro, 2011).

OH

HO O

OH O

Sekil 1.23 Naringinin kimyasal yapisi
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1.12.3 Kuersetin

Kuersetin (C15H1007, molekiiler agirlik: 302,236 g/mol), polifenollerin flavonoid
grubundan bir bitki flavonoliidiir. Bircok meyve, sebze, yaprak, tohum ve tahilda
bulunur; kirmizi sogan ve siis lahanasi gibi yaygin gidalarin ¢ogunda kayda deger
miktarda kuersetin vardir. Kuersetin act bir lezzete sahiptir ve diyet takviyeleri,
icecekler ve yiyeceklerde bir igerik maddesi olarak kullanilir. Kuersetin, farkli bitki

kaynaklarindan gelen ¢esitli bal tiirlerinde de bulunur (Petrus vd., 2011).

Kuersetinin diger molekiillerin oksidasyonunu inhibe ettigi daha oOnce yapilan
calismalarda gosterilmistir ve bu sebeple bir antioksidan olarak siiflandirilmistr.
Oksidatif zincir reaksiyonlarindan sorumlu serbest radikalleri tutucu olarak islev
gorerek oksidasyonu durduran bir polifenolik kimyasal alt yap1 igerir. Kuersetin ayrica
bir dizi proteinin aktivitesini aktive veya inhibe eder. Ornegin, kuersetin, non-spesifik

protein kinaz enzim inhibitérudir (Murakami vd., 2008; Russo vd., 2014).

OH
OH

HO O

OH

OH O

Sekil 1.24 Kuersetinin kimyasal yapist

1.12.4 Umbelliferon

Umbelliferonun (C9HsO3, molekiiler agirlik: 162,14 g/mol) ismi bitki olan
Umbelliferae familyasindan gelmektedir ve bu bitki familyasinin adi da semsiye
seklindeki ¢icek yapisindan dolay1 verilmistir. Umbelliferon, havug, kisinis gibi iyi
bilinen Apiaceae (Umbelliferae) familyasi iiyelerinin yani sira Hieracium pilosella
(Asteraceae) ve Hydrangea macrophylla (Hydrangeaceae) gibi familyadaki diger

tirlerde de bulunmaktadir. Ayrica Ferula communis ve Justicia pektoralis
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(Acanthaceae) bitkilerinde de bulunmaktadir (Lino vd., 1997; Leal vd., 2000).

Umbelliferon, ¢ok sayida dogal {iriin i¢in ana bilesiktir.

X

HO O 0

Sekil 1.25 Umbelliferonun kimyasal yapisi

1.12.5 Sinnamik asit

Sinnamik asit (CoHgO2, molekiiler agirlik: 148,161 g/mol) suda az ¢ozlinen, ancak
bir¢ok organik ¢oziicii i¢cinde serbest¢e ¢Oziinen beyaz kristal yapida bir bilesiktir
(Budavari vd., 1996). Doymamuis karboksilik asit olarak siniflandirilir ve birkag bitkide
dogal olarak hem cis hem bir trans izomer olarak bulunur (Garbe, 2012). Tarcin
yagindan ya da bazi bitkilerin balzamlarindan elde edilir. Ayrica shea bitkisinin
yaginda bulunur. Sinnamik asidinin balbenzeri kokusu vardir (Satyanarayana vd.,
1985). Sinnamik asit, tatlandiricilarda, sentetik ¢ivit ve bazi farmasétiklerde kullanilir.
Ana kullanim sekli, parfiim endiistrisinde kullanilmak tizere metil sinamat, etil sinamat
ve benzil sinamat tiretmek i¢in 6ncii bilesik olmasidir (Budavari vd., 1996; Garbe,

2012).

O
X OH

Sekil 1.26 Sinnamik asidin kimyasal yapisi

Bu doktora tezinde floridzin, naringenin, kuersetin, umbelliferon, kurkumin ve

sinnamik asit gibi bazi bitki kokenli sekonder metabolitlerin, a-amilaz, ksantin
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oksidaz, asetilkolinesteraz ve a-glukozidaz enziminin aktiviteleri tzerindeki etkileri

belirlenmeye calisilmis ve sonuglar pozitif kontrollerle karsilastirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Literatiirde a-amilaz, ksantin oksidaz, asetilkolinesteraz ve a-glukozidaz enzimlerinin
bitki ekstraktlar1 ve bitki kokenli metabolitler ile inhibe edilmesi ile ilgili cesitli
caligmalar bulunmaktadir. Ancak c¢aligmalarin biiyiik bir boliimii saflastirilmis bitki

kokenli sekonder metabolitler yerine bitkisel ekstraktlarin dogrudan kullanilmasi

sekildedir.

Oboh vd. (2015), yapmis olduklar1 ¢aligmalarda kuersetinin a-amilazin aktivitesi
Uzerine etkisini incelemis ve kuersetin i¢in ICso degerinin 507,61 + 10,8 pg/L
oldugunu gozlemlemislerdir. Diger bir deyisle yaklasik 1 mg/L kuersetin a-amilaz
aktivitesinin %2100 inhibe edilmesi igin yeterli oldugu bulunmustur.

Martinez-Gonzalez (2019) ise kuersetinin a-amilaz tizerinde ICso degeri olarak 12,70
t+ 1,20 uM ile inhibe edici aktiviteye sahip oldugunu ve kuersetin ile a-amilaz
arasindaki etkilesimlerin Leul65, Trp59 (van der Waals), Trp59 (hidrofobik
etkilesimler) ve GIn63, Argl95 ve Asp197 (hidrojen bagi) ile oldugunu 6ngérmiistiir.

Nickavar ve Amin (2011), dogal kaynaklardan antidiyabetik bilesikler iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada, Vaccinium arctostaphylos yapraklarmin metanol ekstraktinin
pankreas a-amilaz aktivitesi lizerinde gii¢lii bir inhibitor aktivitesi sergiledigini (ICso
= 0,53 mg/mL) bulmustur. Ekstrakttan elde edilen fraksiyonda, ekstraktta bulunan
aktif a-amilaz inhibitoriinin kuersetin oldugu go6zlenmistir. Calismada ayrica
kuersetinin, a-amilaz aktivitesini doza bagli bir sekilde inhibe ettigi de gosterilmistir.
Sonug olarak, kuersetin ve pozitif kontrol olarak akarbozun a-amilaz inhibisyonlarinin

ICs0 degerleri sirastyla 0,17 mM ve 0,033 mM olarak bulunmustur.

Mohos vd. (2019), kuersetinin ksantin oksidaz enzimi ile etkilesimini arastirmustir.
Calismada bes konjugat ve 23 mikrobiyal metabolitin inhibe edici etkileri, pozitif
kontrol olarak allopurinol kullanilarak 6-merkaptopdirin ve ksantin substrati (her ikisi
de 5 upM’de) kullanilarak incelenmistir. Sonu¢ olarak kuersetin-3'-sllfat,
izorhamnetin, tamariksetin ve pirogalloliin glgli ksantin oksidaz inhibitorleri

olduklarin1 gosterilmistir. Siilfat ve metil konjugatlari, hem 6-merkaptopirin, hem de
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ksantin i¢in benzer sekilde giiclii inhibitorler olarak bulunmus (ICso = 0,2 - 0,7 pM);
bununla birlikte, pirogalloliin ksantin oksidasyonunu (ICso = 1,8 uM) giiglii sekilde
inhibe ettigi gozlenmistir. Siilfat ve metil konjugatlar1 allopurinole gore (ICso = 7,0
uM) yaklasik on kat daha giiclii sekilde inhibisyon gdstermislerdir (ICso = 0,2 - 0,6
uM) ve kuersetin ile kiyaslandiginda (ICsp = 1,4 uM) daha giiclii bir inhibisyon

olusturmuslardir.

Adisakwattana vd. (2009), sinnamik asit tiirevlerini ve bunlarin bagirsak a-glukozidaz
uzerindeki inhibitdr aktivitelerini incelenmistir. 11 sinnamik asit tiirevinden kafeik
asit, ferulik asit ve izoferulik asit igin 1Cso degerleri sirasiyla 0,74+0,01; 0,79+0,04 ve
0,76x0,03 mM ile a-glukozidaz i¢in en gi¢li inhibitorler olurken, ferulik asit (ICso=
0,45+£0,01 mM) ve izoferulik asit (ICso= 0,45%£0,01 mM) etkili bagirsak siikraz
inhibitorleri olmuslardir. Bununla birlikte, tim sinnamik asit tlirevlerinin, pankreas a-

amilaz inhibisyonunda inaktif oldugu bulunmustur.

Nessa vd. (2010), Blumea balsamifera yaprak ekstraktlari ve flavonoidlerinin ksantin
oksidaz (XO) inhibitdr aktivitelerini incelemislerdir. Sonuglara gére metanol ekstrakti
(ICso = 0,111 mg/mL), kloroform (0,138 mg/mL) ve petrol eteri ekstraktlarindan
(0,516 mg/mL) daha yiiksek XO inhibe edici aktivite gdstermistir. Izole edilmis
flavonoidlerin ve test edilen referans bilesiklerin XO inhibitor aktivitesi ise allopurinol
> luteolin > kuersetin > tamariksetin > 5,7,3’,5'-tetrahidroksiflavanon > ramnetin >
luteolin-7-metileter > blumeatin > dihidrokuersetin-4'-metil eter > dihidrokuersetin-

7,4'-dimetil eter > l-askorbik asit seklinde azalma gostermistir.

Dastjerdi vd. (2015), Teucrium cinsine ait bazi tiirlerden elde ettigi alkol
ekstraktlariin o-amilaz Uzerine inhibitor etkilerini incelemislerdir. T. polium, T.
orientale ve T. oliverianum’dan elde edilen ekstraktlarin inhibisyon aktiviteleri
gozlemlemek igin a-amilaz enzimi tzerine 1Cso degerlerini hesaplamislardir. Yapilan
calisma sonucunda bu ii¢ bitkiye ait ekstraktin da a-amilaz inhibisyonu gosterdigi
ortaya konmustur. T. polium’un ICso degeri 3,63 mg/mL olarak gézlenmisken, T.
oliverianum ve T. orientale’nin ICso degeri sirastyla 3,86 ile 13,93 mg/mL olarak
bulunmustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan akarboz i¢in ICso degeri 0,037 mg/mL

seklinde gozlenmistir.
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Nair vd. (2013), Cinnamomum zeylanicum, Artocarpus altilis, Piper betel ve
Artocarpus heterophyllus bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin a-amilaz ve a-
glukozidaz inhibitor aktivitesini incelemisler ve sonug olarak 1Cso degerlerini a-amilaz
inhibisyon testinde Cinnamomum zeylanicum icin 130,55 pug/mL, Artocarpus altilis
icin 118,88 pg/mL, Piper betel icin 84,63 pg/mL ve Artocarpus heterophyllus icin
70,58 pg/mL olarak tespit etmislerdir. Ayrica A. altilis, A. heterophyllus, C.
zeylanicum ve P. betel ekstraktlarinin a-glukozidaz inhibisyon testinde ise 1Cso
degerlerini sirasiyla 129,85+10,29; 76,90+9,55; 140,01+10,08 ve 96,56+12,93 pg/mL

olarak gozlemlemislerdir.

Abu Soud vd. (2004), 13 bitkiye ait ekstraktin a-amilaz inhibitér aktivitesini
incelemistir. Sonu¢ olarak, taranan bitkilerden ikisinin, %80’den daha fazla gibi
belirgin bir a-amilaz inhibitor aktivitesi ortaya koydugu gozlenmistir. Bu bitkilerin
ICs0 degerinin, kurutulmus ham ekstraktlar1 baz alinarak hesaplandiginda, Aloe vera
ve Paronychia argentea i¢in sirasiyla 0,081 £+ 0,003 ve 0,20 £+ 0,02 mg/mL oldugu
bulunmustur. Calismadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde bitki
ekstraktlarinin pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozdan (ICso = 0,004 + 0,0003
mg/mL) yaklasik 20 kat daha diisiik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Tamil vd. (2010), yaptiklart ¢alismada bir Hint tibbi bitkisi olan Phyllanthus
amarus’un o-amilaz inhibitér aktivitesini incelemistir. Ekstraktlar hazirlanirken
etanol, kloroform ve hekzan ¢oziiciileri kullanilmistir. Elde edilen ekstraktlar dimetil
stilfoksit (DMSO) kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 40, 60, 80 ve 100
pg/mL) test drnekleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglar kloroform ekstraktinin, a-
amilaz aktivitesini inhibe edemedigini gdstermistir. Bununla birlikte, akarbozun
aktivitesi (1Cso degeri 83,33 + 0,34 pg/mlL) ile kiyaslandiginda, P. amarus bitkisinden
elde edilen etanol ve hekzan ekstraktlarinin sirasiyla 36,05 + 4,01 pg/mL ve 48,92 +
3,43 ug/mL'lik ICso degerleriyle kayda deger bir a-amilaz inhibe edici aktivite

sergiledigi de gorilmiistiir.

Bhutkar ve Bhise (2012), antidiyabetik aktivitesi oldugu bilinen baz1 bitkilerin farkli
kisimlarinin - su  ekstraktlart ¢ikartmis ve a-amilaz aktivitesini inhibe etme

potansiyellerini arastirmistir. Sonuglar, Tamarindus indica yapraklarindan elde edilen
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ekstraktin 9 mg/mL’lik konsantrasyonda, %71,93 ile en yiliksek o-amilaz
inhibisyonuna sebep oldugunu, bu degeri sirasiyla %68,02 ve %55,19 inhibisyonla
Catharanthus roseus ve Caesalpinia bonducella’nin izledigini gostermistir. Govdeden
elde edilen ekstraktlarda ise C. roseus govde ekstraktinin 9 mg/mL’lik konsantrasyonu
%74,88 ile en yiksek inhibisyonu gostermis, bu degeri %70,22 ve %63,54’lik
inhibisyon ile sirasiyla C. bonducella ve T. indica izlemistir. Tohum ekstraktlarinda
C. bonducella 9 mg/mL’lik konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon degerini (%87,26)
gosterirken, benzer konsantrasyonda T. indica ve C. roseus’a ait ekstraktlar sirasiyla
%69,72 ve %62,85 inhibe edici aktivite sergilemistir. Secilen bitki tiirlerinin kok
orneklerinin sulu ekstraktlar1 incelendiginde, 9 mg/mL’lik konsantrasyonda C.
bonducella, %85,93 inhibisyon ile maksimum inhibitor aktiviteyi, ardindan C. roseus

ve T. indica sirastyla %70,44 ve %59,17 inhibisyon gostermistir.

Nickavar ve Amin (2011), Vaccinium arctostaphylos yapraklarindan metanol ile elde
edilen ekstraktin ve bu bitkiden elde ettikleri kuersetinin a-amilaz inhibisyon etkisini
incelemistir. V. arctostaphylos yaprak ekstrakti pankreas a-amilaz aktivitesi Gizerinde
gucli inhibe edici aktivite (1Cso = 0,53 (0,53 - 0,54) mg/mL) gostermistir. Ekstrakttan
kuersetin izole edilmis ve izole edilen kuersetin, ICso degeri 0,17 (0,16 —0,17) mM ile

doza bagli bir inhibitOr etkisi gostermistir.

Khacheba vd. (2014), alt1 adet tibbi bitkinin su ve alkol ekstraktarinin a-amilaz
inhibitdr etkisini incelemistir. Ekstraktlarin, konsantrasyona bagli bir sekilde
Aspergillus oryzae o-amilazinin enzimatik aktivitesini inhibe ettigini bulmuslardir.
Inhibisyon sabitlerinin degerleri (Ki) Dixon ve Lineweaver-Burk yontemlerine gore
belirlenmistir. Sonuglar Ki degerlerinin tiim ekstraktlar i¢cin 55 ppm’den az oldugunu
gostermistir. Salvia officinalis ekstraktinda ise degeri 8 ppm olan giiglii bir inhibisyon

tespit edilmistir.

Telagari ve Hullatti (2015), Adiantum caudatum ve Celosia argentea’nin alkol
ekstraktinin ve dort fraksiyonunun, a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri tzerindeki
inhibitdr etkilerini incelemistir. A. caudatum ekstraktindan (0,5 mg/mL'lik
konsantrasyonda) 4 adet fraksiyon elde edilmis ve bu fraksiyonlarin a-amilaz inhibitor
aktiviteleri sirasiyla %32,42; %46,25; %61,45; 9%20,12 ve %?26,04 seklinde

38



gozlenmisken, a-glukozidaz inhibitor aktiviteleri ise yine sirastyla %36,42; %47,25;
%63,45; %29,22 ve %32,34 seklinde bulunmustur. Ote yandan, C. argentea
ekstraktindan elde edilen 4 adet fraksiyonda a-amilaz inhibitor aktiviteleri sirasiyla
%22,42; %21,04; %29,04; %30,12 ve %59,45 olarak, a-glukozidaz inhibit6r
aktiviteleri ise yine sirasiyla %37,62; %31,04; %37,24; %29,34 ve %61,45 seklinde
bulunmustur. Bunlara ek olarak, akarboz, 0,108 mg/mL’lik bir ICso degeri ile a-amilaz
inhibisyon aktivitesi ve 0,083 mg/mL’lik bir ICsg degeri ile a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesi gosteren pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Biitiin fraksiyonlar i¢inde, A.
caudatum’un 2 nolu fraksiyonu ve C. argentea’nin 4 nolu fraksiyonu, 0,241 ve 0,211
(0-amilaz ve a-glukozidaz) ile 0,294 ve 0,249 mg/mL’lik (a-amilaz ve a-glukozidaz)

ICso degerleriyle en iyi enzim inhibitdr aktivitesini gostermistir.

Qaisar vd. (2014), Croton bonplandianum bitkisinin metanol ekstraktinda bir aktivite
goriinmezken, diklorometan ekstraktinda a-glukozidaz enzimi inhibisyonu igin 1Csg
konsantrasyonunun 14,93 mg/mL oldugunu ve kullanilan ekstraktin ise a-glukozidaz
olarak kullanilan akarbozun ise %92,23 inhibisyona sebep oldugu ve enzim

inhibisyonu igin 1Cso konsantrasyonunun 38,25 mg/mL oldugunu bulmuslardir.

Elya vd. (2012), Apocynaceae, Clusiaceae, Euphorbiaceae ve Rubiaceae’ye ait bazi
bitkilerin a-glukozidaz inhibitor aktivitelerini incelemistir. Calisma sonucunda secilen
bitkilerin yaprak ve dallarindan %80 etanol ile elde edilen ekstraktlarin a-glukozidaz
inhibisyon aktivitesi tespit edilmistir. Kullanilan 45 6rnegin 37°si 2,33 - 112,02 pg/mL
arasindaki ICsp degeriyle giiglii a-glukozidaz inhibitorii olarak etki etmistir. Sonuglar,

pozitif kontrol olan akarboz (ICso = 117,20 pug/mL) ile karsilastirilmistir.

Dej-Adisai ve Pitakbut (2015), Fabaceae familyasindan on dokuz bitkinin o-
glukozidaz inhibitor aktivitesini incelemistir. Bu bitkilerden Caesalpinia pulcherrima
yapraklar1 ICso konsantrasyonu olarak 436,97 + 9,44 pg/mL degeriyle en yiiksek
aktiviteyi gostermistir. Ayrica, Bauhinia malabarica yapraklar1 ICsg konsantrasyonu
olarak 745,08 £ 11,15 ug/mL degeriyle orta derecede aktivite ortaya koymustur.
Bununla birlikte, diger bitkilerin bazilar1 hafif dereceli bir aktivite gosterirken,

bazilarmin higbir inhibitor etkisine sahip olmadigi bulunmustur. Bu c¢alismada da
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pozitif kontrol olarak akarboz kullanilmig ve ICso degeri 331 + 4,73 pg/mL olarak

hesaplanmastir.

Hamza vd. (2015), Asya ve Akdeniz bdlgelerindeki anti-diyabetik bitkileri
inceleyerek, bu bitkileri potansiyel a-glukozidaz inhibitor aktiviteleri agisindan
degerlendirmistir. Degerlendirilen bu bitkilerden 10 tanesi, pozitif kontrol olarak
kullanilan akarbozdan ¢ok daha yiiksek bir inhibisyon etkisi gostermistir. Punica
granatum 3,59 * 0,11 pg/mL olan bir 1Cso degeri ile en yiiksek inhibitor aktivitesini
gosterirken, bunu 8,08 + 0,10 pg/mL ICso degeri ile Psidium guajava ve 9,87 = 0,14
pg/mL ICso degeri ile Cinnamomum zeylanicum izlemistir. Ayrica tiim bitkilerin a-
glukozidaz inhibisyonu ile toplam fenolik igerigi arasinda yiiksek bir korelasyon (r =

0,65, p <0,001) gozlenmistir.

Rouzbehan vd. (2017), ti¢ tiir Labiatae ekstraktinin farkli fraksiyonlarinin o-
glukozidaz inhibisyonu Kkinetigini incelemistir. Sonuglar, Zataria multiflora
bitkisinden elde edilmis etil asetat fraksiyonu (ICso=0,35+0,01 mg/mL) ve Salvia
mirzayanii  (ICs0=0,4+0,11 mg/mL) bitkisinden elde edilmis petrol eteri
fraksiyonlarinin diger 6rnekler ve pozitif kontrol olan akarboz (ICso=7 + 0,19 mg/mL)
ile karsilastirildiginda en yiiksek a-glukozidaz inhibisyon etkisi gosterdigi
bulunmustur. Kullanilan ekstraktlarin hepsi ya yarismasiz ya da yar1 yarismal

inhibisyon sergilemistir.

Kong vd. (2000) baz1 Cin tibbi bitkilerinde ksantin oksidazin inhibe edici aktivitesini
incelemistir. Caligmada toplamda 122 geleneksel Cin tibbi bitkisi se¢ilmis, bu
tiirlerden elde edilen metanol ekstraktlar1 arasindan 69’unun 100 mg/mL’de inhibe
edici oldugu ve 29’unun ise %50’den fazla inhibisyona sahip oldugu gosterilmistir.
100 mg/mL su ekstraktlarinda ise, 40’1nin aktif oldugu ve 13’iiniin %50’den fazla
inhibisyona sahip oldugu tespit edilmistir. 50 mg/mL’de, 58 metanol ve 24 su
ekstraktinda inhibe edici aktivite goriilmistiir. Ekstraktlardan en aktif olani,
Cinnamomum cassia (Lauraceae) dalindan metanol ile elde edilmis ekstrakt iken (ICso
=18 mg/mL), bunu Chrysanthemum indicum (Asteraceae) (ICso, 22 mg/mL) ¢igegi ve
Lycopus europaeus (Lamiatae) yapraklarindan elde edilen ekstraktlar (ICso = 26

mg/mL) izlemistir. Su ekstraktlar1 arasindan ise enzimin en giclii inhibisyonu
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Polygonum cuspidatum (Polygonaceae) (ICso = 38 mg/mL) kokiinden elde edilmis
olan ekstraktta goriilmiistiir. Pozitif kontrol olarak kullanilan allopurinoliin ICso degeri

ise 1,06 mg/mL olarak bulunmustur.

Boumerfeg vd. (2018), Teucrium polium L. ekstraktlarinin ksantin oksidaz inhibitor
aktivitelerin ve antioksidan 6zelliklerini incelemistir. Caligmada T. polium ekstraktlari
metanol (CE), kloroform (CHE) ve etil asetat (EAE) kullanilarak elde edilmis olup,
tiim ekstraktlarin, ksantin oksidaz lizerinde ICso degerleri 0,80 + 0,07 ila 11,76 + 0,50

uM/kuersetin esdegeri arasinda degisen inhibe edici 6zellik gosterdigi bulunmustur.

Gholamhoseinian vd. (2017), potansiyel ksantin oksidaz inhibitor aktiviteleri
bakimindan altmig bitkinin %70’lik metanol ekstraktlarini incelemistir. Calisilan
ekstraktlar arasinda Quercus infectoria ve Mentha longifolia, ksantin oksidaz tizerinde
%70 ’den fazla inhibe edici etki gostermistir. Lineweaver-Burk grafigi ile elde edilen
sonuclar, M. longifolia ekstraktinin yarismaci inhibisyon, Q. infectoria’nin sinirh
yarismaci inhibisyon gosterdigini ortaya koymustur. Calismada ksantin oksidaz igin

Km degeri 1,81 mM ve V,,,,, degeri 2,01 mM.min * olarak gozlenmistir.

Azmi vd. (2012), ksantin oksidaz inhibitér potansiyeline sahip baz1 bitki
ekstraktlarinin aktivitesini incelemistir. Calismada Averrhoa carambola, Carica
papaya, Dimocarpus longan malesianus, Manilkara zapota ve Salacca zalacca olmak
tizere bes bitki tiiriiniin, farkli kisimlarindan ksantin oksidaz inhibitorlerini (XOI)
ekstrakte etmek icin distile su, %70 metanol ve saf etanol kullanmislardir. Elde edilen
sonuglara gore, C. papaya olgun yapraklarmin su ekstraktlar1 ksantin oksidaz
aktivitesini %75,68 £ 0,1 oraninda inhibe ederek umut verici bir aktivite géstermistir.
Elde edilen bu deger, pozitif kontrol olarak kullanilmis olan allopurinolin inhibitor
etkisinden (93,69 * %0,2) sadece %6,76 diisiik olarak gdzlenmistir. Ote yandan, 1Cso
degerleri bakimindan incelendiginde, allopurinoliin C. papaya olgun yapraklarinin su
ekstraktina kiyasla (4,33 pg/mL) daha diisiik bir ICso degeri (3,74 pg/mL) gosterdigi

bulunmustur.

Hendriani vd. (2016), Endonezya’da gut tedavisi i¢in kullanilan 12 tibbi bitkinin

ksantin oksidaz inhibit6r aktivitesi incelemistir. Kullanilan bitkilerden S. rhombifolia
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koklerinden elde edilen etanol ekstrakti ICso 21,43 pg/mL ile en yiksek ksantin
oksidaz inhibisyonu gosterirken, bunu 1Csp 23,64 pg/mL’lik bir degerle S. arvensis

yapraklar1 izlemistir.

Bustanji vd. (2011), 23 adet tibbi bitkinin metanolik ekstraktlarinin ksantin oksidaz
inhibitor aktivitesini incelemistir. Bu bitkilerden 6 tanesinin %39°dan fazla inhibisyon
etkisi ile iyi inhibitor aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Bu ekstraktlar, Salvia spinosa
L. (ICso = 53,7 pg/mL), Anthemis palestina Boiss. (ICso = 168,0 ug/mL),
Chrysanthemum coronarium L. (ICso = 199,5 pug/mL), Achillea biebersteinii Afansiev
(ICs0 = 360,0 ug/mL), Rosmarinus officinalis L. (ICso = 650,0 ug/mL) ve Ginkgo
biloba L. (ICso = 595,8 pg/mL) bitkilerinden elde edilen ekstraktlardir. Ayrica, dort
bitki de Lavandula angustifolia Mill. (%28,7 inhibisyon), Helianthemum ledifolium
(L.) Mill. (%28,4), Majorana syriaca (L.) Kostel. (%25,1) ve Mentha spicata L.
(%22,5), %22-30 araliginda ksantin oksidaz inhibe edici aktivite gdstermistir.

Crowch ve Okello (2009), Acacia nilotica (Leguminosae) ve Rhamnus prinoides
(Rhamnaceae) bitkilerinin asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon potansiyellerini
incelemistir. A. nilotica ve R. prinoides’in sonikasyonla elde edilmis su ekstraktlari,
0,1 mg/mL nihai deney konsantrasyonunda 5 dakikalik inkiibasyondan sonra sirastyla
yaklasik %56 ve %53 oraninda belirgin bir AChE inhibisyonu gdstermistir. Inhibisyon
kinetigi, her iki bitki ekstraktinin da karisik tipte (sinirl yarismali ve yarismasiz tipte)
inhibitorler oldugunu gostermistir. Caligmada galantamin pozitif bir kontrol olarak
kullanilmis ve ¢ok giiclii bir karisik tip (yarismali, sinirli yarigmali) inhibitor oldugu
tespit edilmistir. Galantaminin 0,0004 mg/mL’lik ICso degerine karsilik, A. nilotica
icin 0,079 mg/mL ve R. prinoides i¢in 0,201 mg/mL ICso degerine sahip olduklar

gosterilmistir.

Nour vd. (2014), Centella asiatica, Mimosa pudica, Crotalaria pumila ve Lantana
camara bitkilerinden elde edilen etanol ekstraktlarinin AChE inhibisyon aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Test edilen tiim oOrnekler arasinda, M. pudica yapraklarinin
etanol ekstrakti en yiiksek AChE inhibisyon aktivitesini (ICsp = 0,0114 mg/mL)
gostermistir. Diisiik ICso degeri enzimin iyi inhibe edildigini gostermektedir. M.

pudica yapraklarinin etanolik ekstraktlar1 en diisiik IC50 degerine sahipken, bu
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bitkinin kokiinden elde edilen ekstraktlari igin 1Cso degeri 0,0168 mg/mL olarak

bulunmustur.

Shahat vd. (2015), Citrullus colocynthis, Emex spinosa, Rhazya stricta, Scrophularia
hypericifolia ve Caylusea hexagyna bitkilerinden metanol ile elde edilmis ekstraktlarin
AChHE inhibisyon aktivitelerini degerlendirmislerdir. Elde edilen sonuglara gore, C.
colocynthis ve E. spinosa, 400 pg/mL’de AChE enzimini %83,54 ve %81,92

oranlarinda inhibe etmistir.

Gholamhoseinian vd. (2009), AChE enzimi Uzerinde inhibe edici 6zelliklerini
degerlendirmek i¢in 100 farkli bitki ekstraktini incelemistir. Elde edilen sonuglara gore
Bergeris integrima, Levisticum officinale ve Rheum ribes bitkilerinden elde edilen
ekstraktlar sirasiyla %80; %97,6 ve %72,4 inhibisyon yiizdeleriyle enzim aktivitesi
tizerinde giiglii inhibisyon gostermistir. Bunlara ek olarak, Alhagi camelorum,
Marrubium anisodon, Vaccinium arcto-staphilus, Peganum harmala, Rosa
damascene, Valeriana hispida, Myrtus communis, Nepta saccharata ve Quercus
infectoria bitkilerinden elde edilen ekstraktlar ise %20-50 arasinda inhibitor etkisi
gostermistir. Calismada kullanilan diger bitkiler ise %20'den daha az inhibe edici etki
gostermis veya enzim aktivitesi lizerinde hicbir etkiye sahip olmamistir. Bu
ekstraktlardan en iyi etkiyi gosterenler igin inhibisyon kinetigi Lineweaver-Burk
grafik analizi ile incelenmistir. Bu sonuglara gore L. officinale ve B. integrima
ekstraktlart sinirli yarigmali bir sekilde AChE aktivitesini inhibe ederken, R. ribes
ekstraktt enzimi yarismali bir sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir. Kontrollii kosullar
altinda, enzim i¢in Km ve Vmax enzim degerleri sirasiyla 9,4 mM ve 0,238 mM/dk
olarak bulunmustur. Enzim kinetigi ¢alismasi sonrasinda elde edilen sonuglara gore,
L. officinale, B. integrima ve R. ribes ekstraktlarina ait Vmax degerleri sirasiyla 0,192;
0,074 ve 0,238 mM/dk oldugu goriilmiistiir. R. ribes ekstraktinin enzimin tizerindeki
yarismali inhibisyonu sebebiyle, Km degeri 21,2 mM olarak bulunmustur. %50 enzim
inhibisyonu igin gerekli konsantrasyon (ICso degeri), L. officinale, B. integrima ve R.
ribes ekstraktlar i¢in sirasiyla 0,5; 0,9 ve 0,95 mg/mL olarak hesaplanmistir. Pozitif

kontrol olarak kullanilan eserin i¢in ICso degeri 0,8 mg/mL olarak tespit edilmistir.
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Wetwitayaklung vd. (2007), Quisqualis indica Linn bitkisinin ciceklerinden elde
edilen ekstraktin AChE enzim inhibisyonunu ve inhibisyon kinetigini arastirmistir.
Elde edilen sonuglar, Q. indica ¢i¢eginden metanol ile elde edilen ekstraktin inhibit6r
etkisi sergiledigini gostermistir. Ekstraktin AChE enzimi inhibisyonu igin 1Csg degeri
doza bagli olarak 0,77 pug/mL olarak bulunmustur. Yapilan ¢alismada enzimin Km
degeri 0,034 mM, Vmax ise 0,017 uM/dak/pg protein olarak bulunmusken; ekstrakt
kullanildiginda Km degerinin dnce azaldigi, ardindan %60-88,9 arasinda arttig1, Vmax
degerinin ise %2,8-52,3 arasinda azaldig1 goriilmiistiir. Buna ek olarak, tahmini KI
degeri 1,41 mM olarak gozlemlenmistir. Lineweaver-Burk grafigi ve Dixon grafigi
ekstraktin karigik ve kismen sinirli yarigmali inhibisyon kombinasyonunu gosterdigini

ortaya koymustur.

Nifio vd. (2006), Asteraceae, Euphorbiaceae, Melastomataceae, Rubiaceae ve
Solanaceae familyasina ait bazi tiirlerden metanol kullanarak ekstrakt elde etmis ve
bunlarin AChE enzim inhibitor aktivitelerini taramistir. Bu ¢alismadaki en iyi inhibe
edici aktiviteyi gosteren bitki ekstraktlarinin, her ikisi de Solanaceae familyasina ait
olan Solanum leucocarpum Dunal (1Cso = 204,59 mg/L) ve Witheringia coccoloboides

(Damm) (ICso = 220,68 mg/L) bitkilerine ait ekstraktlar oldugu gosterilmistir.
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3. MATERYALLER VE YONTEMLER

3.1 Bitki Kokenli Bilesikler

Bu ¢alismanin amaci, bitkilerden elde edilen bazi sekonder metabolitlerin ¢esitli
enzimler Uzerindeki inhibitor aktivitesini belirlemektir. Bu amacla, floridzin (Sigma-
Aldrich P3449), naringenin (Sigma-Aldrich N5893), kuersetin (Sigma-Aldrich
Q4951), umbelliferon (Sigma-Aldrich H24003), kurkumin (Sigma-Aldrich C1386) ve
sinnamik asit (Sigma-Aldrich 8,00235) kullanilmis ve bitki kokenli bilesiklerin hepsi
Sigma Aldrich, Almanya'dan alinmistir. Bunlardan 1s1ga hassas olanlar tiim ¢aligma

boyunca aliiminyum folyo ile sarilarak veya amber siselerde tutularak kullanilmistir.
3.2 - Amilaz Inhibisyon Testi

3.2.1 Analizde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1.1 Bitki kokenli bilesiklere ait ¢ozeltiler

Bitki kokenli bilesiklere ait ¢ozeltiler 5, 10 ve 15 mg/mL olacak sekilde tli¢ farkli
konsantrasyonda DMSO (dimetil stlfoksit) (Merck, Almanya) icerisinde ¢ozulerek
elde edilmistir (Giancarlo vd., 2006).

3.2.1.2 Nisasta cozeltisi

Nisasta ¢ozeltisi (%1 w/v) 1 g patates nisastasinin (Merck, Almanya) 100 mL sodyum
fosfat tamponu (pH=6,9) (Merck, Almanya) i¢inde 30 dakika Kkaristirilarak
kaynatilmasiyla elde edilmistir (Giancarlo vd., 2006).

3.2.1.3 a - Amilaz ¢ozeltisi

a - Amilaz cozeltisi (50 U/mL), 0,0006 mM NaCl (Merck, Almanya) iceren 10 mL
sodyum fosfat tamponu (pH = 6,9) (Merck, Almanya) ile hazirlanmistir (Giancarlo
vd., 2006).

45



3.2.1.4 Renk ayiraci

Calismada kullanilacak renk ayiract, 0,1 g 3,5-dinitrosalisilik asit (Sigma-Aldrich,
Almanya), 2,99 g sodyum potasyum tartarat (Merck, Almanya) ve 0,16 g sodyum
hidroksidin (Merck, Almanya) 10 mL sodyum fosfat tamponu (pH = 6,9) icinde
cozilmesiyle hazirlanmistir (Giancarlo vd., 2006).

3.2.1.5 Akarboz cozeltisi

Akarboz ¢ozeltisi 5, 10, 15 mg/mL konsantrasyonlarda elde edilmek Uzere, akarbozun
(Sigma-Aldrich, Almanya) DMSO (Merck, Almanya) icinde c¢6zulmesi ile

hazirlanmis ve ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Giancarlo vd., 2006).
3.2.2 a- Amilaz inhibisyon Testi

Bitki kokenli bilesiklerin a - amilaz inhibisyon aktivitesi, daha 6nce Giancarlo vd.
(2006) tarafindan agiklandigi gibi belirlenmistir. Bu yonteme gore, her bitki kokenli
bilesik ¢ozeltisinden 50 pL, 96 kuyucuklu bir plakanin kuyucuklarina aktarilmistir.
Daha sonra biitiin kutucuklara 150 pL nisasta ¢ozeltisi ilave edilmistir. Okumalarda
kor olarak kullanilacak kuyucuklara 10 pL sodyum fosfat tamponu (pH = 6,9)
eklenirken, inhibisyon aktivitesinin test edilecegi kuyucuklara tampon yerine 10 pL
enzim ¢ozeltisi pipetle transfer edilmistir. Anlatilan prosediir pozitif kontrol olarak
kullanilan akarboz i¢in de tekrarlanmistir. Sonug¢ olarak, 96 kuyucuklu bir plakanin
kuyucuklarinin igerigi Tablo 3.1°’de verildigi gibidir. Yapilan tim denemeler {i¢
tekrarli olacak sekilde yiiriitiilmiistlir. Hazirlanan plakalar 6nce 30 dakika boyunca 37
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, biitiin kuyucuklara 20 pL, 2M sodyum
hidroksit ve ardindan 20 pL renk ayiract eklenmistir. Daha sonra plakalar 100 °C su
banyosunda 20 dakika tutulmustur. Inkiibasyondan sonra, her kuyucugun absorbanst,

bir plaka okuyucu (BIO-TEK) ile 540 nm’de okunmustur.
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Tablo 3.1 o - Amilaz inhibisyon testi icin 6rnek bir plaka yapisi

2

5 mg/mL

3

4

10 mg/mL

5

6

15 mg/mL

50 pL Akarboz
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Floridzin
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Naringenin
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Kuersetin
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Umbelliferon
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 puL Kurkumin
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Sinnamik asit
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 uL DMSO
100 pL nisasta
10 pL tampon

50 pL Akarboz
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Floridzin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Naringenin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Kuersetin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Umbelliferon
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 puL Kurkumin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Sinnamik asit
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 uL DMSO
100 pL nisasta
10 pL enzim

50 pL Akarboz
100 pL nigasta
10 pL tampon
50 pL Floridzin
100 pL nigasta
10 pL tampon
50 pL Naringenin
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Kuersetin
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Umbelliferon
100 pL nigasta
10 pL tampon
50 puL Kurkumin
100 pL nigasta
10 pL tampon
50 pL Sinnamik asit
100 pL nisasta
10 pL tampon

50 pL Akarboz
100 pL nigasta
10 pL enzim
50 pL Floridzin
100 pL nigasta
10 pL enzim
50 pL Naringenin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Kuersetin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 puL Umbelliferon
100 pL nigasta
10 pL enzim
50 pL Kurkumin
100 pL nigasta
10 pL enzim
50 pL Sinnamik asit
100 pL nisasta
10 pL enzim

50 pL Akarboz
100 pL nigasta
10 pL tampon
50 pL Floridzin
100 pL nigasta
10 pL tampon
50 pL Naringenin
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Kuersetin
100 pL nisasta
10 pL tampon
50 pL Umbelliferon
100 pL nigasta
10 pL tampon
50 pL Kurkumin
100 pL nigasta
10 pL tampon
50 pL Sinnamik asit
100 pL nisasta
10 pL tampon

50 pL Akarboz
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Floridzin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Naringenin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Kuersetin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 puL Umbelliferon
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Kurkumin
100 pL nisasta
10 pL enzim
50 pL Sinnamik asit
100 pL nisasta
10 pL enzim
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a-Amilazin inhibisyon yiizdesi agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

| o-amilaz %0 = 100 X (AAkontrol - AAsrnek) / AAkontrol (3.1)
AAxontrol = Akontrol = Aksr (3.2)
AAsmek = Asmek = Aker (3.3)
Burada;

®  Auxontrol kontrol bilesigi (akarboz) kuyucugunun absorbansi,

o  Asmek test edilen bitki kokenli bilesige ait kuyucugunun absorbansi,
e Auxsr kok kuyucugun absorbansi,

e  AAxontrol kontrol bilesiginin (akarboz) net absorbansi,

o  AAsmek test edilen bitki kokenli bilesigin net absorbansidir.

3.2.3 Maltoz Standart Egrisi

Yapilan ¢aligmada reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan maltoz konsantrasyonunu
belirlemek i¢in bir maltoz standart (kalibrasyon) egrisi ¢izilmistir. Maltoz standart
egrisinin ¢izilmesinde kullanilan maltoz standartlar1 Tablo 3.2°de verilen prosediire

gore hazirlanmistir.

Tablo 3.2 Maltoz standart egrisi igin maltoz standartlarinin hazirlanmasi

Standart
Kor 1 2 3 4 5 6 7
% 0,2 (W/v)
maltoz - 10 uL 20l 40 L 60 pL 80puL 100 pL 200 pL
standardi
E’Srg‘;'tra 200pL  190pL  180pL 160pL  140pL  120ul 100 L -

Renkaywract 100 pL 100 pL  100pL  100puL 100 pL  100pL  100uL 100 pl

Maltoz standart c¢ozeltileri hazirlandiktan sonra farkli konsantrasyonda maltoz
cozeltisi iceren kuyucuklara 20 pL, 2M sodyum hidroksit ve 20 pL renk ayiract

eklendikten sonra 20 dakika kaynar su banyosunda bekletilmistir. Plaka, kaynar sudan
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cikartildiktan sonra oda sicakligina sogutulmus ve ardindan biitiin maltoz standart

kuyucuklarinin absorbansi 540 nm’de okunmustur.

3.3  Ksantin Oksidaz Inhibisyon Testi

3.3.1 Analizde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1.1 Bitki kokenli bilesiklere ait cozeltiler

Bitki kokenli bilesiklere ait ¢ozeltiler 5, 10 ve 15 mg/mL olacak sekilde ii¢ farkli
konsantrasyonda DMSO (dimetil stlfoksit) (Merck, Almanya) icerisinde ¢ozilerek
elde edilmistir (Giancarlo vd., 2006).

3.3.1.2 Allopurinol ¢ozeltisi

Allopurinol ¢0zeltisi 5, 10, 15 mg/mL konsantrasyonlarda elde edilmek (zere,
allopurinoliin (Sigma-Aldrich, Almanya) DMSO (Merck, Almanya) icinde ¢6zilmesi

ile hazirlanmis ve ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Giancarlo vd., 2006).

3.3.1.3 Ksantin oksidaz ¢ozeltisi

Ksantin oksidaz ¢ozeltisi 0,01 U/mL’lik olacak sekilde ksantin oksidazin (Sigma-
Aldrich, Almanya) ultra saf su (25 °C'de > 18 MQ x cm direng) (Merck, Almanya)

icinde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir (Noro vd., 1983).

3.3.1.4 Substrat ¢ozeltisi

Substrat ¢ozeltisi, konsantrasyon 150 uM olacak sekilde 0,0023 g ksantin (Sigma-
Aldrich, Almanya), 100 mL fosfat tamponunda (pH = 7,5) (Merck, Almanya)
¢oziilerek hazirlanmistir (Noro vd., 1983).

3.3.1.5 Fosfat tamponu ¢ozeltisi

Fosfat tamponu ¢ozeltisi (70 mM, pH = 7,5), 0,1 M fosfat tamponunun (pH = 7,5)

(Merck, Almanya) seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Bunun i¢in 45 mL fosfat
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tamponuna (0,1 M, pH = 7,5) 105 mL saf su eklenmis ve ¢ozeltinin pH’1 asit ve baz

kullanilarak 7,5’e ayarlanmistir.

3.3.1.6 Durdurma ¢ozeltisi

1N durdurma ¢ozeltisi hazirlanirken 6nce bir meziire 300 mL saf su konduktan sonra,
tizerine 85,9 mL HCL (Merck, Almanya) eklenmis, daha sonra hacim 1000 mL’ye

tamamlanmaistir.

3.3.2 Ksantin Oksidaz inhibisyon Testi

Ksantin oksidaz (XO) inhibisyon testi, Noro vd. (1983) tarafindan bildirilen prosediire
gore 96 kuyucuklu plakalarda, aerobik kosullar altinda spektrofotometrik olarak
yapilmistir. Kuyucuklara test edilecek bitki kdkenli bilesikler ve pozitif kontrol olarak
kullanilan allopurinolden 50 pL konulduktan sonra Uzerine, 35 uL 70 mM fosfat
tamponu (pH = 7,5) ve 30 puL enzim ¢ozeltisinden (70 mM fosfat tamponu i¢inde 0,01
U/mL, pH = 7,5) eklenmistir. 25 °C’de 15 dakika siireyle 6n inkiibasyondan sonra,
reaksiyon 60 pL substrat ¢ozeltisi (150 uM ksantin) ilavesiyle baslatilmistir. Kor
kuyucuklarda enzim yerine ultra saf su kullanilmigtir. Sonug olarak, 96 kuyucuklu bir
plakanin kuyucuklarmin igerigi Tablo 3.3 *de verildigi gibidir. Yapilan tiim denemeler
Uc tekrarl olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon siiresince plaka 30 dakika 25
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon, 25 uL 1 N HC1 eklenerek

durdurulmus ve kuyucuklarin absorbanslar1 290 nm’de 6l¢iilmiistiir.

XO inhibitdr aktivitesi, XO inhibisyon yizdesi olarak ifade edilip,

(1 -B/A)x100 (3.4)
formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Burada;

e A, test edilen ¢bzelti olmadan alinan absorbans ve

e B, test edilen ¢ozelti kullanildiginda alinan absorbansdir.
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Tablo 3.3 Ksantin oksidaz inhibisyon testi i¢in 6rnek bir plaka yapisi

1

2

(5 mg/mL)

3

4

(10 mg/mL)

5

6

(15 mg/mL)

50 uL Allopurinol
35 L fosfat tampon

60 pL substrat
30 pL ultra saf su
50 uL Floridzin

35 L fosfat tampon

60 pL substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Naringenin

35 pL fosfat tampon

60 pL substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Kuersetin

35 L fosfat tampon

60 pL substrat
30 pL ultra saf su

50 pL Umbelliferon
35 pL fosfat tampon

60 pL substrat
30 pL ultra saf su

50 pL Sinnamik asit
35 pL fosfat tampon

60 pL substrat

30 pL ultra saf su
35 pL fosfat tampon
60 pL substrat

30 pL ultra saf su

50 pL Allopurinol
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL enzim
50 pL Floridzin
35 L fosfat tampon
60 L substrat
30 pL enzim
50 pL Naringenin
35 pL fosfat tampon
60 L substrat
30 pL enzim
50 pL Kuersetin
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL enzim
50 pL Umbelliferon
35 pL fosfat tampon
60 L substrat
30 pL enzim
50 pL Sinnamik asit
35 pL fosfat tampon
60 L substrat
30 pL enzim
35 pL fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL enzim

50 pL Allopurinol
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL ultra saf su
50 uL Floridzin
35 L fosfat tampon
60 L substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Naringenin
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Kuersetin
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL ultra saf su
50 puL Umbelliferon
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Sinnamik asit
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL ultra saf su

50 uL Allopurinol
35 pL fosfat tampon
60 pL substrat
30 puL enzim
50 uL Floridzin
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL enzim
50 pL Naringenin
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 uL enzim
50 pL Kuersetin
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 puL enzim
50 pL Umbelliferon
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL enzim
50 pL Sinnamik asit
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL enzim

50 pL Allopurinol
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Floridzin
35 L fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Naringenin
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Kuersetin
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Umbelliferon
35 pL fosfat tampon
60 L substrat
30 pL ultra saf su
50 pL Sinnamik asit
35 pL fosfat tampon
60 L substrat
30 pL ultra saf su

50 pL Allopurinol
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL enzim
50 pL Floridzin
35 L fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL enzim
50 pL Naringenin
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL enzim
50 pL Kuersetin
35 L fosfat tampon
60 pL substrat
30 pL enzim
50 pL Umbelliferon
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL enzim
50 pL Sinnamik asit
35 pL fosfat tampon
60 uL substrat
30 pL enzim




3.3.3 Ksantin Standart Egrisi

Yapilan ¢aligmada reaksiyon sonucu kalan ksantin konsantrasyonunu belirlemek igin
bir ksantin standart (kalibrasyon) egrisi ¢izilmistir. Ksantin standart egrisinin
cizilmesinde kullanilan ksantin standartlar1 Tablo 3.4 ’de verilen prosediire gore

hazirlanmistir.

Tablo 3.4 Ksantin standart egrisi i¢in ksantin standartlarinin hazirlanmasi

Standart
Kor 1 2 3 4 5 6 7
Fosfat
- 20 uL 40 pL 60 uL 80 uL 100 uL 120 uL 200 pL
tamponu
Ksantin 200l 180pupL 160pL 2140pL  120pL 100 pL 80 uL -

Ksantin standart ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra, kuyucuklarinda farkh
konsantrasyonda ksantin ¢ozeltisi iceren plaka, oda sicaklifinda 30 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda biitiin standartlarin absorbansi 290 nm’de

Olclilmiistiir.

3.4  Asetilkolinesteraz inhibisyon Testi

3.4.1 Analizde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1.1 Tampon ¢ozeltisi

Asetilkolinesteraz testi icin Tampon A, Tampon B ve Tampon C olmak {izere {i¢ ayr1

tampon hazirlanmistir (Ingkaninan vd., 2003).

Tampon A, 50mM Tris-HCI (Sigma-Aldrich, Almanya) pH = 8,0 tamponu olarak

hazirlanmistir.

Tampon B, 0,1 g sigir serum albiimini (BSA) (Sigma-Aldrich, Almanya) 10 mL 50
mM Tris-HCI (pH = 8,0) (Sigma-Aldrich, Almanya) icinde ¢ozilerek (%0 - 1 arasi

BSA igermesi i¢in) hazirlanmistir.
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Tampon C, 20 mL 50mM Tris-HCI (pH = 8,0) tamponu i¢inde 0,1168 gr NaCl (Merck,
Almanya) ve 0,8132 gr MgCl>.6H20 (Merck, Almanya) ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.4.1.2 Bitki kokenli bilesiklere ait ¢ozeltiler

Bitki kokenli bilesiklere ait ¢ozeltiler 5, 10 ve 15 mg/mL olacak sekilde {i¢ farkli

konsantrasyonda Tampon A igerisinde ¢oziilerek elde edilmistir (Ingkaninan vd.,
2003).

3.4.1.3 Asetiltiyokolin iyot (ATCI) ¢ozeltisi

15mM Asetiltiyokolin iyot (ATCI) (Sigma-Aldrich, Almanya) cozeltisi, 0,04337 g
ATCI, 10 mL distile su ig¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir (Ingkaninan vd., 2003).

3.4.1.45,5'-ditiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi

3mM 5,5'- ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (Sigma-Aldrich, Almanya) ¢ozeltisi,
0,01189 g DTNB 10 mL Tampon C’de ¢oziilerek hazirlanmistir (Ingkaninan vd.,
2003).

3.4.1.5 Asetilkolinesteraz enzim ¢ozeltisi

Asetilkolinesteraz (AChE) (Sigma Aldrich, Almanya), 10 mL distile su icinde
¢Oziilmiis ve daha sonra enzim ¢ozeltisi 0,25 U/mL’ye seyreltilerek kullanilmistir
(Ingkaninan vd., 2003).

3.4.1.6 Galantamin ¢ozeltisi

Galantamin cozeltisi 5, 10, 15 mg/mL konsantrasyonlarda elde edilmek (Gzere,
galantaminin (Sigma-Aldrich, Almanya) DMSO (Merck, Almanya) icinde ¢6zulmesi

ile hazirlanmis ve ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Giancarlo vd., 2006).
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3.4.2 Asetilkolinesteraz Inhibisyon Testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon testi Ingkaninan vd. (2003) tarafindan kullanildig: gibi
Ellman yontemiyle yapilmistir. Reaksiyon sirasinda enzim, substrat olan ATCI’y1
hidrolize ettikten sonra tiyokolini olusturur ve tiyokolin Ellman reaktifi olarak da
bilinen DTNB ile reaksiyona girer ve sonug olarak 2-nitrobenzoat-5-makeptotiyokolin
ve 5-tio-2-nitrobenzoat olusur. Bu degisim 405 nm’de spektrofotometre ile tespit
edilir. Bu sebeple AChE inhibisyon testinde 96 kuyucuklu plakalarin kuyucuklarina
distile suda ¢oziiniilmiis 15 mM ATCI’dan 25 pL, Tampon C i¢inde ¢6ziilmiis 3 mM
DTNB’den 125 pL, Tampon B’den 50 pul. ve Tampon A’da ¢oziilmiis (5, 10, 15
mg/mL konsantrasyonlardaki) bitki kokenli bilesiklerden veya pozitif kontrolden 25
pL transfer edilmistir. Absorbans, her 45 saniyede bir olmak {izere 405 nm’de ii¢ kez
okunmustur. 25 pL’lik 0,25 U/mL enzim eklenmeden once yapilan okuma
kaydedilmis ve enzim eklendikten sonra da ii¢ kez okuma yapilmistir. Kor
kuyucuklarda enzim yerine Tampon A kullanilmistir. Sonug olarak, 96 kuyucuklu bir
plakanin kuyucuklarinin igerigi Tablo 3.5°te verildigi gibidir. Yapilan tim denemeler
ug tekrarh olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.

3.4.3 Asetiltiyokolinesteraz Inhibisyon Kinetigi Testi

AChE inhibisyon kinetigi testinde kullanilmak tizere Lineweaver-Burk grafiklerini
cizebilmek icin (Palmer, 1995), inhibitor olarak kullanilan bitki kokenli bilesiklerin
asetilkolinesteraz inhibisyon testi sonucu tespit edilen konsantrasyonlarin (5 - 15
mg/mL) bir seri substrat konsantrasyonuna (6 m; 3 mM; 1,5 mM; 0,75 mM ve 0,375
mM) kars1 etkileri denenmistir. Her inhibitdor konsantrasyonu icin, Vmax V& Kn
degerleri hesaplanmistir. Sonug¢ olarak, 96 kuyucuklu bir plakanin kuyucuklariin
icerigi Tablo 3.6 ve Tablo 3.7’de verildigi gibidir. Yapilan tiim denemeler ii¢ tekrarl

olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.
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35  a- Glukozidaz Inhibisyon Testi
3.5.1 Analizde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.5.1.1 p-Nitrofenil-a-d-glikopiranozid (PNPG) ¢ozeltisi

5 mM p-Nitrofenil-a-d-glukopiranosid (PNPG) (Sigma-Aldrich, Almanya)
hazirlanirken, 0,015 g PNPG 10 mL 0,1 M fosfat tamponunda (Merck, Almanya)

¢oziilerek hazirlanmistir.

3.5.1.2 a - Glukozidaz ¢ozeltisi

a - glukosidaz ¢ozeltisi (1 U/mL) olacak sekilde 5 UL a - glukozidazin (Sigma-Aldrich,
Almanya), 125 pL fosfat tamponunda (0,1 M, pH = 6,9) (Merck, Almanya)
¢ozililmesiyle hazirlanmistir (McCue vd., 2005).

3.5.1.3 Akarboz ¢ozeltisi

Akarboz c¢oOzeltisi 5, 10, 15 mg/mL konsantrasyonlarda elde edilmek Uzere,
alloprunolin (Sigma-Aldrich, Almanya) DMSO (Merck, Almanya) iginde ¢6zulmesi

ile hazirlanmis ve ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Giancarlo vd., 2006).

3.5.1.4 Sodyum karbonat c¢ozeltisi

0,2 M sodyum karbonat ¢ozeltisi, 0,211 g sodyum karbonat (Merck, Almanya) 10 mL
distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir (McCue vd., 2005).
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Tablo 3.5 Asetilkolinesteraz inhibisyon testi i¢in 6rnek bir plaka yapisi

1

2

(5 mg/mL)

3

4

(10 mg/mL)

5

6

(15 mg/mL)

25 pL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 yL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 yL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A
25 pL Sinnamik asit
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Galantamin
25 uL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim

25 pL Naringenin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim

25 pL Kuersetin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim
25 uL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 uL Enzim

25 pL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 yL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Naringenin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Kuersetin
25 puL 15mM ATCI
125 yL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A
25 pL Sinnamik asit
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim

25 pL Naringenin
25 L 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim

25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim

25 pL Galantamin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 puL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 uL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A
25 uL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Tampon A

25 pL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pyL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim

25 pL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 pyL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim

25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 yL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
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Tablo 3.6 Asetilkolinesteraz inhibisyon kinetigi testi i¢in 6rnek bir plaka yapisi

1

2

0,375 mM Substrat

3

4

0,75 mM Substrat

5

6

1,5 mM Substrat

25 pL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Sinnamik asit
25 puL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A

25 pL Galantamin
25 uL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Naringenin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Kuersetin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 uL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,375 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 uL Enzim

25 pL Galantamin
25 uL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Naringenin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Kuersetin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Sinnamik asit
25 puL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A

25 pL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL 15mM ATCI
125 pL 0,75 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 uL Enzim

25 pL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125uL 1,5 mM DTNB
50 puL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125puL 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 uL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A

25 pL gaLantamin
25 puL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 puL 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 puL 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125puL 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL 15mM ATCI
125 L 1,5 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 uL Enzim
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Tablo 3.7 Asetilkolinesteraz inhibisyon kinetigi testi i¢in 6rnek bir plaka yapisi

1

2

3 mM Substrat

3

4

6 mM Substrat

25 uL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 pyL 3 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Floridzin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Naringenin
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Umbelliferon
25 uL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 puL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A

25 uL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 pyL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pyL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 uL Enzim

25 uL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 yL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 L Enzim

25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 pyL 3mM DTNB

50 pL Tampon B

25 pL Enzim
25 pL Umbelliferon
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 puL Enzim
25 L 15mM ATCI
125 pL 3mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim

25 uL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 uL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 uL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 uL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 uL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Kuersetin
25 pL 15mM ATCI
125 uL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Umbelliferon
25 uL 15mM ATCI
125 yL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 pL Sinnamik asit
25 pL 15mM ATCI
125 yL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A
25 puL 15mM ATCI
125 uL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Tampon A

25 uL Galantamin
25 pL 15mM ATCI
125 puL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Floridzin
25 pL 15mM ATCI
125 pL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 uL Enzim
25 pL Naringenin
25 pL 15mM ATCI
125 L 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Kuersetin
25 uL 15mM ATCI
125 yL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Umbelliferon
25 puL 15mM ATCI
125 pyL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL Sinnamik asit
25 uL 15mM ATCI
125 pyL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim
25 pL 15mM ATCI
125 uL 6 mM DTNB
50 pL Tampon B
25 pL Enzim

3.5.2 0-Glukozidaz inhibisyon Testi

a-glukozidaz inhibisyon testinde McCue vd. (2005) tarafindan daha 6nce belirtilmis olan
yontem kiiciik degisikliklerle kullanilmistir. Bu testte 96 kuyucuklu mikroplakanin
kuyucuklarina 20 pL ¢esitli konsantrasyonlarda (5, 10, 15 mg/mL) bitki kokenli
bilesiklerden veya pozitif kontrolden aktarildiktan sonra, iizerine 130 pL enzim ¢ozeltisi
(1 U/mL) (125 pL fosfat tamponunda (0,1 M, pH = 6,9), ¢6ziilmiis 5 pL a-glukozidaz)
eklendikten sonra plakalar 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
kuyucuklara substrat olarak kullanilan PNPG ¢6zeltisinden 20 pL aktarilmis ve plakalar
37 °C’de 15 dakika daha inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyon her kuyucuga 80 pL
0,2 M NaCOs ¢ozeltisi eklenerek durdurulmus ve kuyucuklarin absorbanslar1 405 nm’de

okunmustur. Kor kuyucuklarda enzim yerine fosfat tamponu kullanilmigtir. Sonug olarak,

58



96 kuyucuklu bir plakanin kuyucuklarinin igerigi Tablo 3.8”de verildigi gibidir. Yapilan
tim denemeler Ug¢ tekrarli olacak sekilde yiiriitilmiistiir.

Bitki kokenli bilesiklerin ve pozitif kontroliin inhibitér etkileri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.
% Inhibitor aktivitesi = (Arontror — Asrnek/Akontror) X 100 (3.5)
Burada;

o  Auxontrol kontrol bilesigi (akarboz) kuyucugunun absorbansi ve

o  Asmek test edilen bitki kokenli bilesige ait kuyucugunun absorbansidir.
3.6  «- Glukozidaz Inhibisyon Kinetigi Testi

a - Glukozidaz inhibisyon kinetigi testinde kullanilmak {izere Lineweaver-Burk
grafiklerini c¢izebilmek icin (Kim vd., 2005), inhibitor olarak kullanilan bitki kékenli
bilesiklerin asetilkolinesteraz inhibisyon testi sonucu tespit edilen konsantrasyonlarin (5
- 15 mg/mL) bir seri substrat konsantrasyonuna (0,344 mM; 0,6875 mM; 1,375 mM; 2,75
mM; 5,50 mM ve 11 mM) kars1 etkileri denenmistir. Her inhibitor konsantrasyonu igin,
Vmax ve Km degerleri hesaplanmistir. Sonug¢ olarak, 96 kuyucuklu bir plakanin
kuyucuklarinin igerigi Tablo 3.9 ve Tablo 3.10°da verildigi gibidir. Yapilan tim

denemeler (¢ tekrarli olacak sekilde yiirtitiilmiistiir.
3.7  Ilstatistiksel Analiz

Yapilan biitiin testler {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmis olup, tekrarlar arasindaki farkin
istatistiksel degerlendirilmesinde R Studio v4.0.2 programi kullanilmistir. Verilerin
gruplar arasindaki dagilimi ANOVA testi ile degerlendirilmistir. p-degeri 0,05°den kiiciik
oldugunda gruplar arasindaki fark anlamli kabul edilmistir (Core R Team, 2016).

59



Tablo 3.8 a- Glukozidaz inhibisyon testi i¢in 6rnek bir plaka yapisi

1

2

5 mg/mL

3

4

10 mg/mL

5

6

15 mg/mL

A

20 pL Akarboz
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Floridzin
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Naringenin
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Kuersetin
20 uL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Umbelliferon
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Sinnamik asit
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
50 uL DMSO
20 uL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu

20 pL Akarboz
20 pL 11mM PNPG
130 pL enzim
50 pL Floridzin
20 pL 11mM PNPG
130 pL enzim
50 pL Naringenin
20 pL 11mM PNPG
130 uL enzim
20 pL Kuersetin
20 pL 11mM PNPG
130 pL enzim
20 pL Umbelliferon
20 uL 11mM PNPG
130 pL enzim
20 pL Sinnamik asit
20 uL 11mM PNPG
130 pL enzim
50 pL DMSO
20 pL 11mM PNPG
130 pL enzim

20 pL Akarboz
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tampon
20 pL Floridzin
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Naringenin
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Kuersetin
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Umbelliferon
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Sinnamik asit
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu

20 pL Akarboz
20 uL 11mM PNPG
130pLenzim
50 pL Floridzin
20 uL 11mM PNPG
130pL enzim
50 pL Naringenin
20 pL 11mM PNPG
130 pL enzim
20 pL Kuersetin
20 pL 11mM PNPG
130 pL enzim
20 puL Umbelliferon
20 uL 11mM PNPG
130 pL enzim
20 pL Sinnamik asit
20 uL 11mM PNPG
130 pL enzim

20 pL Akarboz
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tampon
20 pL Floridzin
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Naringenin
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Kuersetin
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 puL Umbelliferon
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu
20 pL Sinnamik asit
20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu

20 pL Akarboz
20 uL 11mM PNPG
130pLenzim
50 pL Floridzin
20 uL 11mM PNPG

130pL enzim
50 pL Naringenin
20 pL 11mM PNPG
130 pL enzim
20 pL Kuersetin
20 pL 11mM PNPG
130 pL enzim
20 puL Umbelliferon
20 uL 11mM PNPG
130 pL enzim
20 pL Sinnamik asit
20 uL 11mM PNPG
130 pL enzim
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Tablo 3.9 a- Glukozidaz inhibisyon testi i¢in 6rnek bir plaka yapisi

1

2

0,344 mM Substrat

3

4

0,6875 mM Substrat

5

6

1,375 mM Substrat

20 pL Akarboz

20 pL Akarboz

20 pL Akarboz

20 puL Akarboz

20 pL Akarboz

20 pL Akarboz

(20 mg/mL) (10 mg/mL) (10 mg/mL) (20 mg/mL) (20 mg/mL) (20 mg/mL)
20 pL 0,344 mM PNPG 20 uL0,344 mM PNPG 20 L 0,6875 mM PNPG 20 pL 0,6875 mM PNPG 20 pL 1,375 mM PNPG 20 pL 1,375 mM PNPG
130 pL fosfat tamponu 130puL enzim 130 pL fosfat tamponu 130pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130pL enzim
20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin
(15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL)
20 pL0,344 mM PNPG 20 pLo0,344 mM PNPG 20 pL0,6875 mM PNPG 20 puL0,6875 mM PNPG 20 pL 1,375 mM PNPG 20 pL 1,375 mM PNPG
130 pL fosfat tamponu 130 L enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim
20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon
(15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL)
20 pL0,344 mM PNPG 20 pLo0,344 mM PNPG 20 pL0,6875 mM PNPG 20 pL0,6875 mM PNPG 20 pL 1,375 mM PNPG 20 pL 1,375 mM PNPG
130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim
50 uL DMSO 50 uL DMSO 50 uL DMSO 50 uL DMSO 50 uL DMSO 50 uL DMSO
20 pL0,344 mM PNPG 20 pLo0,344 mM PNPG 20 pL0,6875 mM PNPG 20 pL0,6875 mM PNPG 20 pL 1,375 mM PNPG 20 pL 1,375 mM PNPG
130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim
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Tablo 3.10 a- glukozidaz inhibisyon testi i¢in 6rnek bir plaka yapisi

1

2

2,75 mM Substrat

3

4

5,5 mM Substrat

5

6

11 mM Substrat

20 pL Akarboz

20 pL Akarboz

20 pL Akarboz

20 puL Akarboz

20 pL Akarboz

20 pL Akarboz

(20 mg/mL) (10 mg/mL) (10 mg/mL) (20 mg/mL) (20 mg/mL) (20 mg/mL)
20 pL 2,75 mM PNPG 20 pL 2,75 mM PNPG 20 pL 5,5 mM PNPG 20 pL 5,5 mM PNPG 20 pL 11mM PNPG 20pL 11mMPNPG
130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tampon 130 pL enzim
20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin 20 pL Kuersetin
(15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL)
20 pL2,75 mM PNPG 20 pL2,75 mM PNPG 20 pL 5,5 mM PNPG 20 pL 5,5 mM PNPG 20 pL 11mM PNPG 20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu 130 L enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim
20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon 20 pL Umbelliferon
(15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL) (15 mg/mL)
20 pL2,75 mM PNPG 20 pL2,75 mM PNPG 20 pL 5,5 mM PNPG 20 pL 5,5 mM PNPG 20 pL 12mM PNPG 20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim
50 uL DMSO 50 uL DMSO 50 uL DMSO 50 uL DMSO 50 uL DMSO 50 uL DMSO
20 pL 2,75 mM PNPG 20 pL 2,75 mM PNPG 20 pL 5,5 mM PNPG 20 pL 5,5 mM PNPG 20 pL 12mM PNPG 20 pL 11mM PNPG
130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim 130 pL fosfat tamponu 130 pL enzim
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4. SONUCLAR

4.1 o - Amilaz Inhibisyon Analiz Sonuclar

a - Amilaz inhibisyon testinde, floridzin, naringenin, kuersetin, umbelliferon, kurkumin ve
sinnamik asidin ii¢ farkli konsantrasyonunun (5, 10 ve 15 mg/mL) inhibitdr aktiviteleri test
edilmis ve bitki kokenli bu bilesiklerin aktiviteleri, ticari olarak kullanilan bir o - amilaz
inhibitérii olan akarbozun ti¢ farkli konsantrasyonu (5, 10 ve 15 mg/mL) ile
karsilastirilmistir. Bilesiklerin 5 mg/mL, 10 mg/mL ve 15 mg/mL konsantrasyonlarinin

sonuglari sirastyla Tablo 4.1., Tablo 4.2. ve Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.1 Bilesiklerin 5 mg/mL konsantrasyonu igin o - amilaz inhibisyon analiz sonuglari

Maltoz Konsantrasyonu Inhibisyon

(mg/mL) (%)
Floridzin 3,243 -226,14
Naringenin 1,233 -17,72
Kuersetin 0,000 100
Umbelliferon 1,471 -42,59
Sinnamik asit 2,014 -08,92
Kurkumin *: =3
Akarboz 0,000 100
Inhibitorsiiz 1,062 -

* Hesaplanamadi

Tablo 4.1 plaka okuyucunun kurkumin haznelerini okuyamadigini gostermektedir.
Kurkumin konsantrasyonunda seyreltme yapilarak denenmesine ragmen okumada
problemler oldugu goézlenmistir. Bunun nedeni, kurkumin, renk reaktifi ve sodyum
hidroksit arasinda bir reaksiyonun meydana gelmis olmasi olabilir. Ciinkii haznelere
sodyum hidroksit ilavesini takiben kurkumin iceren haznelerde yogun bir renk elde
edilmistir (Fotograf 4.1). Benzer durum, diger testler i¢in yapilan 6n denemelerde de ortaya

ciktig1 icin, kurkumin yapilacak biitiin ¢calismalardan ¢ikarilmistir.
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Fotograf 4.1 Kurkumin igeren haznelerde yogun rengi gosteren fotograf

Sekil 4.1°de enzimin inhibe edilmedigi kuyucuktaki maltoz konsantrasyonu kirmizi bir
yatay ¢izgi ile gosterilmistir. Bu seviyenin iizerindeki ve altindaki maltoz
konsantrasyonlar1 agik¢a gosterilmistir. Bu ¢izgiye yakin konsantrasyonlar, bitki kdkenli
bilesigin enzimi etkilemedigini ve dolayisiyla enzimin nisastay1 hidrolize ettigini ve hi¢bir
inhibitdriin kullanilmadigi reaksiyonda oldugu gibi maltoz olusturdugunu gostermektedir.
Bu ¢izginin altindaki konsantrasyon, bitki kokenli bilesigin enzimi inhibe ettigini gosterir
ve ¢izginin iizerindeki konsantrasyon ise bitki kdkenli bilesigin enzimi aktive ettigini

goOstermektedir.

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de 5 mg/mL naringeninin enzimi ¢ok fazla etkilemedigi ve sonug
olarak inhibitorsiiz enzim tarafindan iiretilen maltoza ¢ok yakin bir konsantrasyonda

nigastadan maltoz olusturuldugunu acikca gosterilmektedir.
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Bilesikler

Sekil 4.1 5 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve akarboz i¢eren kuyucuklardaki maltoz
konsantrasyonu

Ote yandan 5 mg/mL umbelliferon, sinnamik asit ve floridzin aktivator islevi gormiis ve

enzimin inhibitdr icermeyen enzime gore daha fazla maltoz iiretmesine neden olmustur.
Ek olarak, 5 mg/mL kuersetin, enzimi akarboz (5 mg/mL) kadar inhibe etmistir.

Tablo 4.2 Bilesiklerin 10 mg/mL konsantrasyonu i¢in o - amilaz inhibisyon analiz sonuglari

Maltoz Konsantrasyonu Inhibisyon

(mg/mL) (%)
Floridzin 4,584 -365,19
Naringenin 1,495 -45,25
Kuersetin 0,000 100
Umbelliferon 0,000 100
Sinnamik asit 2,897 -190,32
Kurkumin * *
Akarboz 0,000 100
Inhibitorsiiz 1,062 -

* Hesaplanamadi
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Sekil 4.2 10 mg/mL bitki kdkenli bilesikler ve akarboz i¢eren kuyucuklardaki maltoz
konsantrasyonu

Tablo 4.2 ve Sekil 4.2 *de 10 mg/mL floridzin, naringenin ve sinnamik asit aktivator islevi
gorerek enzimin inhibitdr icermeyen enzimden daha fazla maltoz Uretmesine neden

olmustur.

Ek olarak, 10 mg/mL kuersetin ve umbelliferon, enzimi akarboz (10 mg/mL) kadar inhibe

etmistir.

Tablo 4.3 Bilesiklerin 15 mg/mL konsantrasyonu i¢in o - amilaz inhibisyon analiz sonuglari

Maltoz Konsantrasyonu Inhibisyon

(mg/mL) (%)
Floridzin 6,785 -593,35
Naringenin 1,663 -62,34
Kuersetin 0,000 100
Umbelliferon 0,000 100
Sinnamik asit 3,046 -205,70
Kurkumin * *
Akarboz 0,000 100
Inhibitorsiiz 1,062 -

* Hesaplanamadi
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Sekil 4.3 15 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve akarboz i¢eren kuyucuklardaki maltoz
konsantrasyonu

Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’te 15 mg/mL floridzin, naringenin ve sinnamik asit aktivator islevi
gorerek enzimin inhibitor icermeyen enzimden daha fazla maltoz Uretmesine neden

olmustur.

Buna ek olarak, 15 mg/mL kuersetin ve umbelliferon, enzimi akarboz (15 mg/mL) kadar

inhibe etmistir.

Calismadan elde edilen veriler kullanilarak elde edilen maltoz kalibrasyon egrisi Sekil
4.4°te verilmistir. Cizginin denklemi, bitki kokenli bilesikleri iceren kuyucuklardaki

maltoz konsantrasyonunu hesaplamak igin kullanilmistir.
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Sekil 4.4 Maltoz kalibrasyon egrisi

Yapilan istatistiksel analizin detaylar1 Ekler bolimiinde verilmis olup, sonuglar {i¢ tekerriir

caligmanin aktiviteleri arasinda anlamli bir fark olmadigini ortaya koymustur (p = 0,6716).
4.2 Ksantin Oksidaz Inhibisyon Analiz Sonuglar1

Ksantin oksidaz inhibisyon testinde, floridzin, naringenin, kuersetin, umbelliferon ve
sinnamik asidin ii¢ farkli konsantrasyonunun (5, 10 ve 15 mg/mL) inhibitor aktiviteleri test
edilmis ve bitki kokenli bu bilesiklerin aktiviteleri, ticari olarak kullanilan bir ksantin
oksidaz inhibitorl olan allopurinolin ii¢ farkli konsantrasyonu (5, 10 ve 15 mg/mL) ile

karsilagtirilmistir.

Bitki kokenli bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan allopurinoliin 5 mg/mL,
konsantrasyonlarinin ksantin oksidaz enzimi tizerindeki inhibisyon yiizdesi (% inhibisyon)

sonuglar1 Tablo 4.4 ve Sekil 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.4 Bilesiklerin 5 mg/mL konsantrasyonu i¢in ksantin oksidaz inhibisyon yiizde sonuglari

Inhibisyon
(%)
Floridzin 0
Naringenin 0
Kuersetin 0
Umbelliferon 11,88
Sinnamik asit 0
Allopirunol 38,96
Inhibitorsiiz 0
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Tablo 4.4 ve Sekil 4.5 bitki kokenli bilesikler ve pozitif kontrol olarak kullanilan
allopurinoliin ksantin oksidaz enzimi tzerine inhibisyon etkilerini % inhibisyon olarak

gostermektedir.

Tablo 4.4 ve Sekil 4.5’te verilen sonuglara gore allopurinol 5 mg/mL konsantrasyonda
ksantin oksidaz enziminde %38,96’likk bir inhibisyona sebep olurken, 5 mg/mL
konsantrasyonda kullanilmig olan bitki kokenli bilesiklerden sadece umbelliferonun
ksantin oksidaz tizerinde etkisi oldugu ve bu etkinin %11,88 gibi bir degerle pozitif kontrol
olan allopurinolden daha diisiik bir inhibisyon yiizdesiyle ksantin oksidaz enzimini inhibe

ettigi goriilmektedir.
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Bilesikler

Sekil 4.5 5 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve allopurinoliin ksantin oksidaz enzimi inhibisyon
yuzdeleri

Bitki kokenli bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan allopurinoliin 10 mg/mL,
konsantrasyonlarinin ksantin oksidaz enzimi tizerindeki inhibisyon yiizdesi (% inhibisyon)

sonuglar1 Tablo 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.5 Bilesiklerin 10 mg/mL konsantrasyonu i¢in ksantin oksidaz inhibisyon yiizde sonuglari

Inhibisyon
(%)
Floridzin 0
Naringenin 0,31
Kuersetin 0
Umbelliferon 0
Sinnamik asit 0
Allopirunol 16,64
Inhibitorsiiz -

Tablo 4.5 ve Sekil 4.6’da verilen sonuglara gore allopurinol 10 mg/mL konsantrasyonda

ksantin oksidaz enziminde %16,64’liik bir inhibisyona sebep olurken, 10 mg/mL

konsantrasyonda kullanilmis olan bitki kdkenli bilesiklerden sadece naringeninin ksantin

oksidaz tizerinde etkisi oldugu ve bu etkinin %0,31 gibi bir degerle pozitif kontrol olan

allopurinolden oldukga diigiik bir inhibisyon yiizdesiyle ksantin oksidaz enzimini inhibe

ettigi goriilmektedir.
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Bilesikler

Sekil 4.6 10 mg/mL bitki kdkenli bilesikler ve allopurinoliin ksantin oksidaz enzimi inhibisyon

ylzdeleri

Bitki kokenli bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan allopurinoliin 15 mg/mL,

konsantrasyonlarinin ksantin oksidaz enzimi iizerindeki inhibisyon yiizdesi (% inhibisyon)

sonuclar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.6 Bilesiklerin 15 mg/mL konsantrasyonu i¢in ksantin oksidaz inhibisyon yiizde sonuglar1

Inhibisyon

(%)
Floridzin 0,28
Naringenin 0
Kuersetin *
Umbelliferon 6,74
Sinnamik asit 0
Allopirunol 0

Inhibitorsiiz -
* Olgiim yapilamadi

Tablo 4.6 ve Sekil 4.7°de verilen sonuglara gore pozitif kontrol olarak kullanilmis olan
allopurinol 15 mg/mL konsantrasyonda ksantin oksidaz enziminde herhangi bir
inhibisyona sebep olmazken, 15 mg/mL konsantrasyonda kullanilmig olan bitki kdkenli
bilesiklerden umbelliferon ve floridzinin ksantin oksidaz {izerinde etkisi oldugu ve bu
etkinin sirasiyla %6,74 ve %0,28 gibi bir inhibisyon yiizdesiyle ksantin oksidaz enzimini

inhibe ettigi goriilmektedir.
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Bilesikler

Sekil 4.7 15 mg/mL bitki kdkenli bilesikler ve allopurinoliin ksantin oksidaz enzimi inhibisyon
ylzdeleri

Calismadan elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen ksantin kalibrasyon egrisi Sekil 4.8’de

verilmistir. Elde edilen dogrunun denklemi, bitki kokenli bilesikler ve pozitif kontrol
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olarak kullanilmis allopurinoliin ksantin oksidaz enzimi inhibisyon ylizdelerini hesaplamak

icin kullanilmistir.

2 v =0.0006x + 12811 *

Abgarbans

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Ksantin Konsantrasyonu (uM}

Sekil 4.8 Ksantin kalibrasyon egrisi

Yapilan istatistiksel analiz, {i¢ tekrarli ¢aligmanin aktiviteleri arasinda anlamli bir fark

olmadigini ortaya koymustur (p = 0,9918).
4.3  Asetilkolinesteraz (AChE) Inhibisyon ve Inhibisyon Kinetigi Analiz Sonuclari
4.3.1 ACHhE Inhibisyon Analiz Sonuclar

AChE inhibisyon testinde, floridzin, naringenin, kuersetin, umbelliferon ve sinnamik
asidin {i¢ farkli konsantrasyonunun (5, 10 ve 15 mg/mL) inhibitor aktiviteleri test edilmis
ve bitki kokenli bu bilesiklerin aktiviteleri, ticari olarak kullanilan bir AChE inhibitorii olan
galantaminin ii¢ farkli konsantrasyonu (5, 10 ve 15 mg/mL) ile karsilagtirilmistir.
Bilesiklerin 5 mg/mL, 10 mg/mL ve 15 mg/mL konsantrasyonlarinin sonuglari sirasiyla

Tablo 4.7, Tablo 4.8 ve Tablo 4.9°da verilmistir.
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Tablo 4.7 5 mg/mL bilesik konsantrasyonlari i¢in asetilkolinesteraz inhibisyon analizi sonuglar

Inhibisyon
(%)
Floridzin 0
Naringenin 0
Kuersetin 0
Umbelliferon 42,70
Sinnamik asit 0
Galantamin 98,30
Inhibitorsiiz -

Tablo 4.7 ve Sekil 4.9 bitki kokenli bilesikler ve pozitif kontrol olarak kullanilan

galantiminin asetilkolinesteraz enzimi Uzerine inhibisyon etkilerini % inhibisyon olarak

gostermektedir.

Tablo 4.7 ve Sekil 4.9’da verilen sonuglara gére galantiminin 5 mg/mL konsantrasyonda

asetilkolinesteraz enziminde 9%98,3’lik bir inhibisyona sebep olurken, 5 mg/mL

konsantrasyonda kullanilmis olan bitki kokenli bilesiklerden sadece umbelliferonun

asetilkolinesteraz tizerinde etkisi oldugu ve bu etkinin %42,7 gibi bir degerle pozitif kontrol

olan allopurinolden daha diisiik bir inhibisyon yiizdesiyle asetilkolinesteraz enzimini

inhibe ettigi goriilmektedir.
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Sekil 4.9 5 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve galantiminin asetilkolinesteraz enzimi inhibisyon

yizdeleri
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Bitki kokenli bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan galantaminin 10 mg/mL,

konsantrasyonlarinin

inhibisyon ylizdesi (%

asetilkolinesteraz enzimi Uzerindeki

inhibisyon) sonuglar1 Tablo 4.8 ve Sekil 4.10’da verilmistir.

Tablo 4.8 10 mg/mL bilesik konsantrasyonlari i¢in asetilkolinesteraz inhibisyon analizi sonuglari

Inhibisyon
(%)
Floridzin 0
Naringenin 0
Kuersetin 0
Umbelliferon 49,30
Sinnamik asit 0
Galantamin 100,00
Inhibitorsiiz -

Tablo 4.8 ve Sekil 4.1

0’da verilen sonuglara gore galantamin 10 mg/mL konsantrasyonda

asetilkolinesteraz enziminde %100’liikk bir inhibisyona sebep olurken, 10 mg/mL

konsantrasyonda kullanilmis olan bitki kokenli bilesiklerden sadece umbelliferonun

asetilkolinesteraz tizerinde etkisi oldugu ve bu etkinin %49,3 gibi bir degerle pozitif kontrol

olan galantaminin yaklasik yarisi seviyesinde asetilkolinesteraz enzimini inhibe ettigi

gortlmektedir.
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Bilesikler

Sekil 4.10 10 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve galantiminin asetilkolinesteraz enzimi
inhibisyon yuzdeleri
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Bitki kokenli bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan galantaminin 15 mg/mL,

konsantrasyonlarinin  asetilkolinesteraz enzimi {iizerindeki inhibisyon Yyuzdesi

(%

inhibisyon) sonuglar1 Tablo 4.9 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.9 15 mg/mL bilesik konsantrasyonlari i¢in asetilkolinesteraz inhibisyon analizi sonuglari

Inhibisyon
(%)
Floridzin 0
Naringenin 0
Kuersetin 0
Umbelliferon 62,00
Sinnamik asit 0
Galantamin 100,00
Inhibitorsiiz -

Tablo 4.9 ve Sekil 4.11°de verilen sonuglara gore pozitif kontrol olarak kullanilmig olan

galantamin 15 mg/mL konsantrasyonda asetilkolinesteraz enziminde %100’lik bir

inhibisyona sebep olurken, 15 mg/mL konsantrasyonda kullanilmis olan bitki kokenli

bilesiklerden umbelliferonun %62 gibi bir inhibisyon yiizdesiyle asetilkolinesteraz

enzimini inhibe ettigi goriillmektedir.
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Sekil 4.11 15 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve galantiminin asetilkolinesteraz enzimi

inhibisyon yulzdeleri
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Yapilan istatistiksel analiz, ii¢ tekrarli ¢alismanin aktiviteleri arasinda anlamli bir fark

olmadigini ortaya koymustur (p = 0,9773).
4.3.2 AChE Inhibisyon Kinetigi Analiz Sonuglar

AChE enzminin inhibisyon kinetigi analizinde 6; 3; 1,5; 0,75 ve 0,375 mM gibi genis
yelpazede degisen substrat konsantrasyonlari kullanilarak bitki kdkenli bilesikler ve pozitif
kontrol igin Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafikler
kullanilarak Vmax ve Km degerleri hesaplanmis ve bu degerlere gore sonuglar

yorumlanmigtir.

Inhibitdr kullanilmadan yapilan kinetik ¢alismasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.10°da

verilmistir.

Tablo 4.10 inhibitér kullanilmadan gerceklestirilen reaksiyon icin kinetik verileri

*

[S] Vo G* VoH*x Vo _FﬁT*gG 1/[8] UNVo G* 1INV H**
(M) (mMdk) @Mk e @MY (Mdk)  (mdk)
0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,375 0,0020 0,0015 0,0005 2,6667 500,000 668,690
0,750 ok 0,0023 -0,0023 1,3333 o 436,402
1,500 0,0027 0,0031 -0,0004 06667 370,370 320,259
3,000 0,0035 0,0038 -0,0003 03333 285714 262,187
6,000 0,0047 0,0043 0,0004 01667 212,766 233,151

Ko 0,8535

V max: 0,0049
*: G: GOzlenen
**: H: Hesaplanan
##% Oleiim hata oram yiiksek oldugu igin hesap dis1 birakilmistir.

76



g 0.0020 . —e— Gozlenen

® Hesaplanan

0,0000
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000

Konsantrasyon
(mM)
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Sekil 4.13 Lineweaver-Burk grafigi, inhibitorsiiz

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.12°de, yine ayn1 verilerin

kullanilmasiyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.13’te verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak hesaplanmis Vmax degeri 0,0049 iken, Km degeri 0,8535 olarak

bulunmustur.
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Pozitif kontrol olarak kullanilmis olan galantamin ile yapilan kinetik ¢aligmasi sonucu elde

edilen veriler Tablo 4.11°de verilmistir.

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.14’te, yine ayn1 verilerin

kullanilmasiyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.15’te verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak hesaplanmis Vmax degeri 0,0095 iken, Km degeri 4,5787 olarak

bulunmustur.

Floridzin kullanarak yapilan kinetik calismasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.12°de

verilmistir.

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.16’da yine ayn1 verilerin

kullanilmastyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.17°de verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak hesaplanmis Vmax degeri 0,0134 iken, Km degeri 1,3418 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.11 Galantamin kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon i¢in kinetik verileri
Vo H**  V, Fark (G*

[S] VoG* e it 1[S] Vo G* 1N H**
mM)  (mM.dk) ) My (MY ML) (mMdk)
0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,375 0,0007 0,0007 0,0000 26667 1428571 1387476
0,750 0,0027 0,0013 0,0014 1,3333 370,370 746,255
1,500 0,0013 0,0023 -0,0010 0,6667 769,231 425,644
3,000 0,0038 0,0038 0,0000 03333 263,158 265,339
6,000 0,0055 0,0055 0,0001 0,1667 181,818 185,186

Ko 45787

Viee  0,0095

*: G: GOzlenen
**: H: Hesaplanan
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Sekil 4.14 Galantamin kullanildig1 durum i¢in Michealis-Menten grafigi
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Sekil 4.15 Galantamin kullanildig:r durum igin Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4.12 Floridzin kullanilarak gerceklestirilen reaksiyon i¢in kinetik verileri

*

[s] VoG*  VoH* VO _Fgﬁ(*gG U[S]  1NeG* 1N H*
(V) (M) Mk S M) mMtdl) (v
0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000
0.375 00019  0,0029 00011 26667 540541 342,264
0.750 00072  0,0048 0,0024 13333 138.889 208,512
1,500 00045  0,0071 00026 06667 222222 141635
3,000 00108 0,009 0,0016 03333 92503 108197
6,000 00105 0,010 00004 01667 95238 91,478

Km: 13418
Viee  0,0134

*: G: GOzlenen
**. H: Hesaplanan
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Sekil 4.16 Floridzin kullanildigi durum igin Michealis-Menten grafigi
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Sekil 4.17 Floridzin kullanildig1 durum i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Naringenin kullanarak yapilan kinetik calismasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.13’te

verilmistir.

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.18’de, yine ayni verilerin

kullanilmasiyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.19°da verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak hesaplanmis Vmax degeri 0,1028 iken, Kn degeri 1,5400 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.13 Naringenin kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon igin kinetik verileri

*

[S] Vo G* VoH* Vo Fﬁlr,';(e 1/[8] Vo G* 1/ H**
(mM)  (mMM.dk?)  (mM.dk) (H;M dk)_l) (mM7)  (mMLdk)  (mMdk)
0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,375 0,0095 0,0201 -0,0106 2,6667 105,263 49,700
0,750 0,0290 0,0337 -0,0047 1,3333 34,483 29,716
1,500 0,0370 0,0507 -0,0137 0,6667 27,027 19,724
3,000 0,1128 0,0679 0,0449 0,3333 8,865 14,728
6,000 0,0575 0,0818 -0,0243 0,1667 17,391 12,230

Km: 1,5400

Vmax: 0,1028
*: G: Gozlenen
**: H: Hesaplanan
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—e—Hesaplanan
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0.04 ® Gozlenen

0,02

0
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5000 6,000 7,000

Konsantrasyon
(mM)

Sekil 4.18 Naringenin kullanildig1 durum i¢in Michealis-Menten grafigi

120

100
80 y = 14,988x +9,7322
60

40 —e— Hesaplanan

1V,
(mM'.dk)

® Gozlenen

> e E— Lineer (Hesaplanan)

“us)

(mM1)

Sekil 4.19 Naringenin kullanildig1 durum i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Kuersetin kullanarak yapilan kinetik ¢alismasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.14’te

verilmistir.

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.20°de yine ayni verilerin

kullanilmasiyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.21°de verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak hesaplanmis Vmax degeri 0,0078 iken, Km degeri 0,6676 olarak

bulunmustur.
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Tablo 4.14 Kuersetin kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon igin kinetik verileri

*

[s] VoG*  VoH** V°_FST*§G U[S]  INoG*  1NpH**
(mM) (mM.dk?1)  (mM.dk?) (MM.dK ) (mM1) (mMidk) (mM1dk)
0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,375 0,0030 0,0028 0,0002 2,6667 333,333 356,135
0,750 0,0040 0,0041 -0,0001 1,3333 250,000 242,117
1,500 0,0055 0,0054 0,0001 0,6667 181,818 185,108
3,000 0,0060 0,0064 -0,0004 0,3333 166,667 156,603
6,000 0,0073 0,0070 0,0003 0,1667 136,986 142,351

Km: 0,6676
V max: 0,0078
*: G: GOzlenen
**: H: Hesaplanan
0,008
®
0,007
0,006 '3
0,005
;fj 0,004
=1
g —e—Hesaplanan
0,003 ® Gozlenen
0,002
0,001

0
0,000 1.000 2,000 3.000 4,000 5.000 6,000 7,000

Konsantrasyon
(mM)

Sekil 4.20 Kuersetin kullanildigi durum i¢in Michealis-Menten grafigi

83



y=285514x +128.1
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Sekil 4.21 Kuersetin kullanildigi durum i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Umbelliferon kullanarak yapilan kinetik ¢alismasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.15’te

verilmistir.

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.22°de, yine ayni verilerin

kullanilmasiyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.23’te verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak elde edilmis Vmax degeri 0,0029 iken, Km degeri 0,6676 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.15 Umbelliferon kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon i¢in kinetik verileri

*

[s] VeG*  VoHxx Vo _Fﬁﬁ‘*gG 1/[s] WO G* 1N H**
mM) Mk M) O v vidg (kg
0,000 0,0000  0,0000 0,0000 00000  0,0000 0,0000
0.375 00010  0,0010 0,0000 26667  1000,000 961,364
0.750 00015  0,0015 0,0000 13333 666,6667 653579
1,500 00017 00020  -0,0003 06667 588235  499.687
3,000 00020 00024  -00004 03333 500000 422741
6,000 00032  0,0026 00006 01667 312500 384,267

Km 06676

V max: 0,0029
*: G: Gozlenen
**: H: Hesaplanan
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Sekil 4.22 Umbelliferon kullanildig1 durum i¢in Michealis-Menten grafigi
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Sekil 4.23 Umbelliferon kullanildigi durum i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Sinnamik asit kullanarak yapilan kinetik ¢calismasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.16°da

verilmistir.
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Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.24’te, yine ayni1 verilerin

kullanilmastyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.25°te verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak elde edilmis Vmax degeri 0,0089 iken, Km degeri 0,8170 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.16 Sinnamik asit kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon i¢in kinetik verileri

*
[s] VoG*  VoH* VO Fﬁlﬁ(*gG U[S]  1NeG* 1N H*
-1 -1 - -1 -1 -1
(mM) (mM.dk?)  (mM.dk™) (MM.dK ) (mM™) (mMtdk) (mM*.dk)
0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,375 0,0028 0,0028 0,0000 2,6667 357,143 357,143
0,750 0,0045 0,0043 0,0002 1,3333 222,222 234,751
1,500 0,0058 0,0058 0,0000 0,6667 172,414 173,555
3,000 0,0074 0,0070 0,0004 0,3333 135,135 142,957
6,000 0,0085 0,0078 0,0007 0,1667 117,647 127,659
Km: 0,8170
Vmax:  0,0089
*: G: Gozlenen
**. H: Hesaplanan
0,009
[ ]
0,008
L]
0,007
0,006
50005
éj 0,004 —e—Hesaplanan
0,003 ¢ Gozlenen
0,002
0,001
0

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000

Konsantrasyon
(mM)

Sekil 4.24 Sinnamik asit kullanildig1 durum igin Michealis-Menten grafigi
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Sekil 4.25 Sinnamik asit kullanildig1 durum igin Lineweaver-Burk grafigi

Biitiin bitki kokenli bilesikler ve pozitif kontrol olan galantamin i¢in ¢izilmis olan

Lineweaver-Burk grafiklerinin birlestirilmis hali Sekil 4.25 ’te verilmistir.

1500

Floridzin
—e—Naringenin

—e—Kuersetin

1V,
(mM-'.dk)

—e—Umbelliferon

—e—Sinnamik Asit

53

—e— Galantamin
—e—Enzim - Inhibitérsiiz

-500

-1000
18]

(mM1)

Sekil 4.26 Biitiin bitki kokenli bilesikler ve pozitif kontrol olan galantamin i¢in ¢izilmis olan
Lineweaver-Burk grafiklerinin birlestirilmis hali
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Lineweaver - Burk grafigi, enzim inhibisyonunun tiiriinii belirlemek i¢in kullanilir ve
grafiklere bakilarak yarigmali, yarigsmasiz ve karigik tip inhibisyonlar anlagilabilir.
Yarigmali inhibitorler, inhibe edilmemis enzimle ayni y-kesisim noktasina sahiptir
(yarigmali inhibitorler Vimax’1 bozmadigindan, Vmax’1n tersi de degismez). Bununla birlikte,
iki dogrunun farkli egimleri ve x kesisim noktalar1 vardir. Yarigmasiz inhibisyon, inhibe
edilmemis enzim ile ayni x- kesisim noktasina sahiptir (Km etkilenmez), ancak dogrular
farkli egim ve y kesisme noktalarina sahiptir. Karisik tip inhibisyonda y ve x ekseni kesigim
noktalariin ikisi de inhibe edilmemis enzimden farklidir. Bitki kdkenli bilesikler ve
galantamin icin Km ve Vmax degerleri ve sonuglara gore elde edilmis inhibisyon tipleri

Tablo 4.17°de verilmistir.

Tablo 4.17 Asetilkolinesteraz inhibisyon turleri

Km Vmax Inhibisyon Tipi
Enzim 0,8535 0,0049

Galantamin (Pozitif Kontrol) 4,5787 0,0095 Karisik Tip Inhibisyon

Floridzin 1,3418 0,0134 Inhibisyon yok.

Naringenin 1,5400 0,1028 Inhibisyon yok.

Kuersetin 0,6676 0,0078 Inhibisyon yok.
Umbelliferon 0,6676 0,0029 Rekabetsiz Inhibisyon

Sinnamik asit 0,8170 0,0089 Inhibisyon yok.

4.4 o - Glukozidaz Inhibisyon Analiz Sonuclar
4.4.1 a- Glukozidaz inhibisyon Analiz Sonuglari

a - Glukozidaz inhibisyon testinde, floridzin, naringenin, kuersetin, umbelliferon, ve
sinnamik asidin ii¢ farkli konsantrasyonunun (5, 10 ve 15 mg/mL) inhibitor aktiviteleri test
edilmistir ve bitki kokenli bu bilesiklerin aktiviteleri, ticari olarak kullanilan bir o -
glukozidaz inhibitdrii olan akarbozun {i¢ farkli konsantrasyonu (5, 10 ve 15 mg/mL) ile
karsilastirilmistir. Bilesiklerin 5 mg/mL, 10 mg/mL ve 15 mg/mL konsantrasyonlarinin

sonuglari sirasiyla Tablo 4.18, Tablo 4.19 ve Tablo 4.20°de verilmistir.
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Tablo 4.18 Bilesiklerin 5 mg/mL konsantrasyonu i¢in o - glukozidaz inhibisyon analiz sonuglart

Inhibisyon
Floridzin 0
Naringenin 7,77
Kuersetin 100,00
Umbelliferon 78,23
Sinnamik asit 0
Akarboz 0

Inhibitorsiiz -

Tablo 4.18 ve Sekil 4.27, bitki kokenli bilesikler ve pozitif kontrol olarak kullanilan
akarbozun o - glukozidaz enzimi Uzerine inhibisyon etkilerini % inhibisyon olarak

gostermektedir.

Tablo 4.18 ve Sekil 4.27°de verilen sonuglara gore akarboz 5 mg/mL konsantrasyonda a. -
glukozidaz enziminde herhangi bir inhibisyona sebep olmazken, 5 mg/mL
konsantrasyonda kullanilmis olan bitki kokenli bilesiklerden naringenin, umbelliferon ve
kuersetinin a - glukozidaz (zerine etki ettigi ve bu etkinin sirasiyla %7,77; %78,23 ve
%100 gibi bir degerlerle pozitif kontrol olan akarbozdan daha yiksek bir inhibisyon

yiizdesiyle a - glukozidaz enzimini inhibe ettigi goriilmektedir.

120,00
100.00
100.00
78.23
g 80,00
3 60,00
S 40,00
o 0.00 Ly 0.00 0,00 0,00
- - - 5 -
0,00
_gb‘\ & &6\ ‘2}0\\ fzf’é \30% ) -\c;\"b
S &S ¥ > 8
N &8 >~ N & g AV
< O & < o v >
Bilesikler

Sekil 4.27 5 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve akarbozun o - glukozidaz enzimi inhibisyon
yizdeleri

89



Bitki kokenli bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozun 10 mg/mL,
konsantrasyonlarinin o - glukozidaz enzimi tizerindeki inhibisyon yuzdesi (% inhibisyon)

sonuclar1 Tablo 4.19 ve Sekil 4.28’de verilmistir.

Tablo 4.19 10 mg/mL bilesik konsantrasyonlari igin a - glukozidaz inhibisyon analizi sonuglari

Inhibisyon
Floridzin 11,58
Naringenin 10,81
Kuersetin 100,00
Umbelliferon 84,53
Sinnamik asit 0
Akarboz 100,00

Inhibitorsiiz -

Tablo 4.19 ve Sekil 4.28’de verilen sonuglara gore akarboz 10 mg/mL konsantrasyonda o
- glukozidaz enziminde %100’lik bir inhibisyona sebep olurken, 10 mg/mL
konsantrasyonda kullanilmis olan bitki kokenli bilesiklerden floridzin, naringenin,
kuersetin ve umbelliferonun a - glukozidaz Uzerine etki ettigi ve bu etkinin sirasiyla
%11,58; %10,81; %100 ve %84,53 gibi bir degerlerle a - glukozidaz enzimini inhibe ettigi

gorulmektedir.

120,00

100,00 i
8453
80.00
S 60,00
40,00
20,00 11,58 10381
. . 0,00 0,00
0,00

Bilegikler

Inhibisyon
(%)

Sekil 4.28 10 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve akarbozun a - glukozidaz enzimi inhibisyon
ylzdeleri
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Bitki kokenli bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan galantaminin 15 mg/mL,
konsantrasyonlarmin a - glukozidaz enzimi tzerindeki inhibisyon yiizdesi (% inhibisyon)

sonuclar1 Tablo 4.20 ve Sekil 4.29°de verilmistir.

Tablo 4.20 15 mg/mL bilesik konsantrasyonlari igin a - glukozidaz inhibisyon analizi sonuglari

Inhibisyon
Floridzin 1,21
Naringenin 20,50
Kuersetin 100,00
Umbelliferon 91,89
Sinnamik asit 0
Akarboz 0,97

Inhibitorsiiz -

Tablo 4.20 ve Sekil 4.29°da verilen sonuglara gore pozitif kontrol olarak kullanilmig olan
akarboz 15 mg/mL konsantrasyonda a - glukozidaz enziminde %0,97°1ik bir inhibisyona
sebep olurken, 15 mg/mL konsantrasyonda kullanilmis olan bitki kdkenli bilesiklerden
floridzin, naringenin, kuersetin ve umbelliferonun a - glukozidaz Uzerine etki ettigive bu
etkinin sirastyla %1,21; %20,50; %100 ve %91,89 gibi bir degerlerle a - glukozidaz

enzimini inhibe ettigi goriilmektedir.

120,00
100,00
100,00 91,89
80,00
e
2E 6000
T 40,00
20,50
20,00
1,21 I 0,00 097 0,00
0,00 - —
o e}'\\\\ sz\{\ .‘"}C‘\ﬂ $ {oo(b . -\e&
F & ¢
TR S S N
< & o N
Bilesikler

Sekil 4.29 15 mg/mL bitki kokenli bilesikler ve akarbozun a - glukozidaz enzimi inhibisyon
ylzdeleri
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Yapilan istatistiksel analiz, ii¢ tekrarli ¢alismanin aktiviteleri arasinda anlamli bir fark

olmadigini ortaya koymustur (p = 0,8691).

4.4.2 a - Glukozidaz inhibisyon Kinetigi Analiz Sonuclar

a - Glukozidaz enzminin inhibisyon kinetigi analizinde 11; 5,5; 2,75; 1,375; 0,6875 ve
0,344 mM gibi genis yelpazede degisen substrat konsantrasyonlari igin, bitki kokenli
bilesiklerden sadece inhibisyon analizinde yuksek sonug veren kuersetin ve umbelliferon
ve pozitif kontrol icin Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu
grafikler kullanilarak Vmax Ve Kmn degerleri hesaplanmis ve bu degerlere gore sonuglar

yorumlanmustir.

Inhibitér kullanilmadan yapilan kinetik calismas: sonucu elde edilen veriler Tablo 4.21°de

verilmistir.

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.30’da yine ayni verilerin

kullanilmastyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.31°de verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak elde edilmis Vmax degeri 0,0155 iken, Km degeri 3,7987 olarak

bulunmustur.

Pozitif kontrol olarak kullanilmis olan akarboz ile yapilan kinetik ¢alismasi sonucu elde

edilen veriler Tablo 4.22°de verilmistir.

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.32°de, yine ayni verilerin

kullanilmasiyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.33’te verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak elde edilmis Vmax degeri 0,1013 iken, Km degeri 3,0180 olarak

bulunmustur.

Kuersetin kullanarak yapilan kinetik ¢aligmasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.23’te

verilmistir.
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Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.34’te, yine ayni verilerin

kullanilmastyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.35°te verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak elde edilmis Vmax degeri 0,0378 iken, Km degeri 1,3502 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.21 Inhibitér kullanilmadan gerceklestirilen reaksiyon icin kinetik verileri

*
[S] VoG*  VoHwx VO _Fﬁﬁ(*gG U[S]  1NMeG*  LNoH*
-1 -1 -1 -1 -1
(mM) MMk (mMdkh) M) (M) (k)
0,000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000
0,344 00013 0,013 0,0087 29070 769,230 779,008
0,688 00020  0,0024 0,0091 14545 50000 422,107
1,375 0,0025  0,0041 0,0059 0,7273 40000 243,397
2,750 0,0060  0,0065 0,0040 03637 166,667 154,042
5,500 00115 0,091 0,0071 01818 86,957 109,365
Km  3,7987
Vi 0,0155

*: G: Gozlenen
**. H: Hesaplanan

—e—Hesaplanan

o Gozlenen

0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000
Konsantrasyon
(mM)

Sekil 4.30 Michealis-Menten grafigi, inhibitorsiiz
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Sekil 4.31 Lineweaver-Burk grafigi, inhibitorsiiz
Tablo 4.22 Akarboz kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon igin kinetik verileri
*

[s] VoG*  VoHwx Vo _Flirf*gG 1/[s] Vo G* 1o H**
(mM) (mM.dk?)  (mM.dk?) (mM.dk 1) (mM?) (mM1idk) (mM1ldk)
0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,344 0,0025 0,0104 -0,0079 2,9070 400,000 96,465
0,688 0,0115 0,0188 -0,0073 1,4545 86,957 53,199
1,375 0,0305 0,0317 0,0012 0,7272 32,787 31,535
2,750 0,0610 0,0483 0,0127 0,3636 16,393 20,702
5,500 0,0618 0,0654 -0,0036 0,1818 16,181 15,286

Km: 3,0180
Vmax: 0,1013

*: G: Gozlenen
**. H: Hesaplanan
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Sekil 4.32 Akarboz kullanildig1 durum i¢in Michealis-Menten grafigi
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Sekil 4.33 Akarboz kullanildigi durum i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4.23 Kuersetin kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon igin kinetik verileri

*

[s] VoG*  VoH* VO _Fgﬁ(*gG U[S]  1NVeG* 1N H*
(M) Mk mmdk) ) v mMtdl (v
0,000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000
0,344 00175 00077 0,0098 29070 57,143 130377
0,688 00080 00127 00047 14545 125000 78463
1.375 00185 00191 00006 07273 54,054 52,467
2750 00215 00253 00038 03636 46,512 39,470
5,500 00330 00303 0,0027 01818 30,303 32.971

Km: 13502

Vmax: 0,0378

*: G: GOzlenen
**. H: Hesaplanan

0,04
0,035
0.03

0.025

]

0,02

AV

(mM.dk™")

—e—Hesaplanan
0,015 ® Gozlenen

0,01

0,005

0
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000

Konsantrasyon
(mM)

Sekil 4.34 Kuersetin kullanildigi durum i¢in Michealis-Menten grafigi
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Sekil 4.35 Kuersetin kullanildigi durum i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Umbelliferon kullanarak yapilan kinetik ¢aligmasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.24°te

verilmistir.

Bu veriler kullanilarak ¢izilmis Michealis-Menten grafigi Sekil 4.36’da yine ayni verilerin

kullanilmasiyla elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi ise Sekil 4.37°de verilmistir.

Bu grafikler kullanilarak elde edilmis Vmax degeri 0,0095 iken, Km degeri 0,6295 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.24 Umbelliferon kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon igin kinetik verileri

Vo Fark (G*

[S] VoG*  VoH* . Fes) 1/[s] NG G* LN H*
(mM) Mk mMdk?) ol (MY (ML) (M dk)
0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000
0,344 0,0045  0,0034 0,0011 29070 222,222 296,912
0,688 0,0010  0,0050 0,0040 1,4545  1000,000 200,987
1,375 0,0070  0,0065 0,0005 0,7273 142857 152,955
2,750 0,0140  0,0078 0,0062 03636 71,429 128,939
5,500 0,0060  0,0086 00026 01818 166,667  116.931

Km:  0.6295
Vi 0,0095

*: G: GOzlenen

**: H: Hesaplanan
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Sekil 4.37 Umbelliferon kullanildigi durum i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Biitiin bitki kokenli bilesikler ve pozitif kontrol olan galantamin i¢in ¢izilmis olan

Lineweaver-Burk grafiklerinin birlestirilmis hali Sekil 4.38’de verilmistir.
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Sekil 4.38 Biitiin bitki kokenli bilesikler ve pozitif kontrol olan akarboz i¢in ¢izilmis olan
Lineweaver-Burk grafiklerinin birlestirilmis hali

Bitki kokenli bilesikler ve galantamin i¢cin Km Ve Vmax degerleri ve sonuglara gore elde

edilmis inhibisyon tipleri Tablo 4.25’te verilmistir.

Tablo 4.25 o - Glukozidaz inhibisyon turleri

Km Vmax Inhibisyon Tipi
Enzim 3,7987 0,0155
Akarboz (Pozitif Kontrol) 3,0180 0,1013 Karisik Tip Inhibisyon
Kuersetin 1,3502 0,0378 Karisik Tip Inhibisyon
Umbelliferon 0,6295 0,0095 Karisik Tip Inhibisyon
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5.  TARTISMA

5.1 - Amilaz inhibisyon Analizi

a - Amilaz inhibisyon deneyiyle ilgili sonuglar, B6liim 4°teki tablolarda verilmistir. Daha
once belirtildigi gibi akarboz, deney igin pozitif bir kontrol olarak kullanilmis ve deneyde
kullanilan en diisiik konsantrasyon olan 5 mg/mL degerinde bile %100 inhibisyona sebep
olmustur. Bitki kokenli bilesiklerin inhibisyon sonuglari, akarbozdan elde edilen sonuglarla
karsilastirildiginda, kuersetinin 5 mg/mL’lik bir konsantrasyondan baslayarak akarboz gibi
davrandigi, umbelliferonun ise 10 mg/mL’lik konsantrasyondan sonra %100 inhibisyona

sebep oldugu gorulmektedir.

Oboh vd. (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada kuersetinin a-amilazin aktivitesi tizerine
etkisini incelemis ve kuersetinin icin ICsp degerinin 507,61 + 10,8 pg/L oldugunu
gozlemlemistir. Diger bir deyisle, yaklastk 1 mg/L konsantrasyonda kullanilacak
kuersetinin, o - amilaz aktivitesinin %100 inhibe edilmesine yeterli olacagi goriilmektedir.
Yapilan bu doktora ¢alismasinda test edilen kuersetin konsantrasyonu Oboh vd. tarafindan
kullanilan konsantrasyonla karsilastirildiginda oldukga yiiksek kalmaktadir. Dolayisiyla
kuersetin 5 mg/mL’lik konsantrasyonunda %100°1ik bir inhibisyonun goriilmesi dogaldir.
Bu ag¢idan bakildiginda Oboh vd. yapmis oldugu ¢alisma, bu tez ¢alismasinda elde edilen
verileri desteklemektedir. Buradaki konsantrasyon farkini sebebi, Giancarlo vd. (2006)’nin
yapmis oldugu benzer bir ¢alismada test edilecek drnekler icin mg/mL seviyesinde bir
konsantrasyon kullanilmasini Onermistir. Bu tez c¢alismasinda kullanilan yontemde
Giancarlo vd. yapmis oldugu calisma temel olarak kullanildig: igin, elde edilen degerler

Oboh vd. (2015) tarafindan gbzlenen degerlerden yiiksek olmustur.

Ote yandan, Martinez-Gonzalez vd. (2019) de kuersetinin o - amilaz tizerindeki inhibitor
etkisini goslemlemis ve bu ¢alisma sonucunda kuersetinin o - amilaz Uzerinde inhibe edici
aktivitesinin ICso degerinini 12.70 + 1.20 UM olarak gézlemlemistir. Kuersetinin molekiiler
agirliginin 302,236 g/mol oldugu gz 6niine alinarak hesaplama yapildiginda, kuersetinin
a - amilaz Gzerinde inhibe edici aktivitesine ait 1Cso degerini 3,84 mg/L olarak hesaplamak
mimkunddr. Bu da yaklasik 7,68 mg/L konsantrasyonda kullanilacak kuersetinin, a-amilaz

aktivitesinin %100 inhibe edilmesine sebep olacagi anlamina gelmektedir. Dikkat edilecegi
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uzere, Oboh vd. (2015), Martinez-Gonzalez vd. (2019) ve bu tez ¢aligmasindan elde edilen,
a - amilaz Gzerinde inhibe edici aktivitesine sahip kuersetin konsantrasyonu ile ilgili veriler
arasinda biiyiik farklar bulunmaktadir. Literatlirdeki verilere gore etkin kuersetin
konsantrasyonunun en diisiik 1 mg/L iken, en ylksek 7,68 mg/L oldugu goriilmektedir. Bu
tez calismasinda elde edilen sonuglar ise yaklasik olarak bu iki verinin ortasinda yer
almaktadir. Etkin kuersetin konsantrasyonundaki bu farkin sebebi c¢esitli deneysel
hatalardan kaynaklanabilecegi gibi, ortam sartlarindan da kaynaklanmis olmas1 muhtemel

gorinmektedir.

Ancak, gerek bu tez calismasinda, gerekse hem Oboh vd. (2015), hem de Martinez-
Gonzalez vd. (2019) tarafindan elde edilen bulgular, kuersetinin a-amilaz igin etkili bir
inhibitor olarak kullanilabilecegini gostermistir. Hatta kuersetinin inhibitor etkisinin,
pozitif kontrol olarak kullanilan akarboza benzer etki gdstermesi, bu bitki kokenli bilesigin
a - amilaz inhibitorii olarak kullanim potansiyelinin ne derece yiiksek oldugunu da

gostermektedir.

Literatiirde, umbelliferonun o - amilaz Gzerindeki inhibitor aktivitesi daha énce ortaya
koymaya calisan cesitli calismalar bulunmaktadir. Ornegin, Ramu vd. (2014)
umbelliferonun o - amilaz tzerindeki inhibisyon aktivitesinde ICso degerini 32,26 + 1,80
pug/mL olarak bulmustur. Dolayisyla, enzimin %100 oraninda inhibisyonunu saglayan
konsantrasyon yaklasik olarak 64,52 pg/mL’dir. Bu tez calismasinda elde edilen verilere
gore umbelliferonun o - amilazi %100 inhibe ettigi konsantrasyon 10 mg/mL olarak
bulunmustur. Ayrica umbelliferonun 5 mg/mL konsantrasyonunun ise inhibisyona sebep

olmadig1 goriilmiistiir. Iki sonug arasinda ciddi bir konsantrasyon farki bulunmaktadir.

Ote yandan, floridzin ve sinnamik asit, o - amilaz icin iyi aktivatorler olarak gérev yapiyor
gibi gorinmektedirler. Bulgulara gore, floridzin o - amilaz aktivitesini 5 mg/mL
konsantrasyonda yaklasik 2 kat, 10 mg/mL konsantrasyonda yaklasik 4 kat ve 15 mg/mL
konsantrasyonda ise yaklasik 6 kat arttirmistir. Sinnamik asidin a-amilazt 5 mg/mL
konsantrasyonda yaklasik 1 kat ve 10 ile 15 mg/mL konsantrasyonlarda da yaklasik 2 kat
arttirdigr gozlenmistir. Naringenin de aymi sekilde o - amilaz igin bir aktivator olarak
davrandigi gozlemlenmis, ancak aktiviteyi 5 mg/mL’de sadece yaklasik %18, 10
mg/mL’de %45 ve 15 mg/mL’lik konsantrasyonda ise %60 arttirmistir.
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Literatiirde, floridzin ve sinnamik asidin o - amilaz izerindeki inhibisyon aktivitesi ile ¢cok
az ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan incelemeye gore literatiirde sadece Li vd. (2019) yaptig1
calisma ile floridzinin o - amilaz tizerindeki inhibisyon aktivitesini test etmis ve ¢alisma
sonucunda higbir inhibisyon aktivitesi gdzlemlememistir. Ote yandan, Adisakwattana vd.
(2009), a - amilaz Gzerindeki inhibisyon aktivitelerini gozlemlemek igin bir dizi sinnamik
asit tiirevi kullanmig ve tiim sinnamik asit tiirevlerinin herhangi bir inhibisyon aktivitesi
gostermedigini One siirmistiir. Gorildiigi gibi literatiirde bulunan sonuglar ile kimi zaman
tutarli, kimi zaman tutarsiz sonuglar bulunmustur. Enzim calismalarinda bu farki
etkileyebilecek cok fazla parametre mevcuttur. Bu farkin nereden kaynaklandigini

anlayabilmek i¢in detayli analiz yapilmalidir.
5.2 Ksantin Oksidaz inhibisyon Analizi

Ksantin oksidaz inhibisyon analizi ile ilgili bulgular, Boliim 4’teki tablolarda verilmistir.
Daha once belirtildigi gibi, allopurinol deney igin bir pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Sonuglar, higbir bitki kokenli bilesigin ksantin oksidaz aktivitesini gok fazla etkilemedigini
ortaya koymustur. Ayrica pozitif kontrol olarak kullanilmis allopurinoliin doza bagl bir

aktivite gosterdigi ve bu aktivitenin de %38,96 nin iizerine ¢itkamadig goriilmiistiir.

Mohos vd. (2019), yapmis oldugu ¢alismada allopurinol i¢in ICso degerini 0,7 uM olarak
bulmus ve ayn1 zamanda kuersetin (ICso = 0,24 M) ve bir kuersetin tiirevi olan quercetin-

3’-siilfatin (ICso = 0,21 uM) allopurinolden daha inhibitor gorevi gosterdigini bulmustur.

Kong vd. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 122 adet geleneksel Cin tibbinda
kullanilan bitkiden elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlar: incelenmistir. Bu
bitkilerden elde edilen 122 metanol ekstraktindan 69’unun 100 mg/mL’de ksantin oksidaz
inhibitor aktivitesini inhibe ettigi ve 29’unun da %50°den fazla inhibisyona sebep oldugu
gosterilmistir. Metanol ekstraktina esit miktarda su ekstrakti incelendiginde, bu
ekstraktlari 40’mimn 100 mg/mL’de ksantin oksidaz inhibitor aktivitesini inhibe ettigi ve
13°Undn de %50°den fazla inhibisyona sahip oldugu tespit edilmistir. 50 mg/mL’de, 58

metanol ve 24 su ekstraktinda inhibe edici aktivite goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak, gerek saf kuarsetin ve allopurinol ile yapilan g¢aligmalarda, gerekse

saflastirilmamis bitki ekstraktlarinda bile ksantin oksidaz inhibitor aktivitesi gorilmesine
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ragmen bu tez calismasinda hem allopurinolde, hem de bitki kokenli bilesiklerde kayda
deger bir aktivitenin goriilmemis olmasi ksantin oksidaz inhibisyon analizinde
problemlerin oldugunu gostermektedir. Bu problemin sebebi, deneyler icin siparis verilmis
olan hem ksantik oksidaz enziminin hem de allopurinoliin soguk zinciri ile tasinmasinda

yasanmis problemden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
5.3 Asetilkolinesteraz inhibisyon Analizi

Asetilkolinesteraz inhibisyon analizi ile ilgili sonuglar B6liim 4°teki tablolarda verilmistir.
Daha 6nce de belirtildigi gibi, deney i¢in pozitif kontrol olarak galantamin kullanilmistir.
Literatiir incelendiginde bu tez ¢alismasinda denenmis bitki kokenli bilesigin
asetilkolinesteraz enzimi inhibitéri olarak calisiimadigr goriilmiistiir. Ancak, ham bitki
ekstraktlarimin asetilkolinesteraz inhibisyon analizi i¢in kullanildigi bazi calismalar
mevcuttur. Ornegin, Crowch ve Okello (2009) tarafindan yapilan bir calismada, Acacia
nilotica (Leguminose) ve Rhamnus prinoides (Rhamnaceae) bitkilerinden elde edilen
ekstraktlarin anti-asetilkolinesteraz etkilerinin denenmistir. A. nilotica ve R. prinoides’in
sonikasyonla elde edilmis su ekstraktlari, sirasiyla yaklasik %56 ve %53 degerinde belirgin
bir AChE baskilamasi gostermistir. Her iki bitkiden elde edilmis ekstraktlar 6zellikle sinirli
yarismali bir inhibisyon kinetigi sergilemistir. Calismada galantamin, pozitif kontrol olarak
kullanilmistir ve ICso degeri 0,4 pg/mL olarak gézlenmistir. Sonug olarak A. nilotica igin
ICso degeri 79 pg/mL ve R. prinoides igin ICsg degeri ise 201 pg/mL olarak gozlenmistir
(Crowch ve Okello, 2009).

Shahat vd. (2015), C. colocynthis, E. spinosa, R. stricta, S. hypericifolia ve C. hexagyna
gibi bes geleneksel sifali bitkiden metanol ile elde edilmis ham ekstraktinin
asetilkolinesteraz (AChE) inhibit6r potansiyelleri test etmistir. Elde edilen sonuglara gore
C. colocynthis ve E. spinosa, 400 pg/mL’de asetilkolinesterazi sirastyla %83,54 ve %81,92

oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir.

Bu c¢aligmalara gore A. nilotica’nin 158 ug/mL (0,158 mg/mL) ve R. prinoides’in 402
pg/mL (0,402 mg/mL) konsantrasyonu (Crowch ve Okello, 2009) ile AChE enzimini
%100 inhibe ettigi goriilirken, C. colocynthis ve E. spinosa, 400 pg/mL (0,4 mg/mL)

konsantrasyonlart ile AChE enzimini sirasiyla %83,54 ve %81,92 oraninda inhibe ettigi
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bulunmustur. Bu yapilan tez ¢alismasinda ise 5 mg/mL umbelliferonun AChE enzimini
%42,70; 5 mg/mL’sinin %49,30 ve 15 mg/mL’sinin ise %62 inhibisyona sebep oldugu
gbzlenmistir. Sonuglara gore, daha onceki ¢calismalarda elde edilen verilere gére ham bitki
ekstraktlarinin AChE inhibitor potansiyellerinin, umbelliferondan daha yiiksek oldugunu

soylemek mimkunddr.

Ote yandan, bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara gére galantaminin 10 ve 15 mg/mL
konsantrasyonunda %100 etki gostermesi, Crowch ve Okello (2009) elde ettigi sonuca gore
0,402 mg/mL galantaminin %100 inhibisyona sebep oldugu diisiiniildiiglinde, sasirtici
olmamistir. Burada 5 mg/mL konsantrasyonda %98,30 inhibisyonun goriilmiis olmasi
tartisilmasi gereken bir noktadir. Deneysel hatalardan dolay1 bu konsantrasyonda %100

inhibisyon goriilmedigi muhtemeldir.
5.3.1 Asetilkolinesteraz Kinetik Inhibisyon Deneyi

Rivastigmin, takrin, donepezil ve galantamin gibi AChE inhibitorleri onay alarak
Alzheimer hastaliginda en yaygin kullanilan kimyasallardir. Ancak, AChE inhibitorlerinin
sebep oldugu ciddi bazi problemler ve yiiksek toksisite orani, bu ilaglarin en énemli yan
etkileridir (Kwon vd., 2010). Etkili AChE inhibitorlerinden galantamin, Alzheimer
hastalig1 i¢in ciddi anlamda yararlanilan bir ilagtir (Mollataghi vd., 2012). Galantamin,
AChE’nin dogal bir inhibitéridiur ve Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in kullanilan
Gallanthus spp adi verilen kardelenden tiiriinden elde edilmistir. insanlarda galantamin
kullanilarak yapilan klinik denemelerde galantamin kullaniminin ACh ve AChE degerinin
es zamanli olarak azaldigi gozlenmistir (Turi vd., 2014). Yapilan bazi arastirmalar bitki
kokenli bilesiklerin Alzheimer hastaliginda umut olabilecegini gosterdigi igin, bilim
insanlart bitkilerden elde ettikleri ekstraktlarin AChE enzim inhibitér potansiyellerini

arastirmaktadir.

Wetwitayaklung vd. (2007), Q. indica bitkisinin ¢igek ekstraktlarinin AChE enzim
inhibisyonunu ve inhibisyon kinetigini arastirmistir. Elde edilen sonuglara gore, Q. indica
ciceginden metanol ekstrakti inhibitér etkisi gostermistir. Ekstraktin AChE enzimi
inhibisyonu igin 1Cso degeri doza bagl olarak 0,77 pg/mL olarak bulunmustur. Yapilan
calismada enzimin Km degeri 0,034 mM, Vmax ise 0,017 pM/dak/pg protein olarak
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bulunmusken; ekstrakt kullanildiginda Km degerinin 6nce azaldigi, ardindan %60 - 88,9

arasinda arttig1, Vmax degerinin ise %2,8 - 52,3 arasinda azaldig1 goriilmiistiir.

Bu tez ¢calismasinda herhangi bir bitki kokenli bilesik kullanilmadiginda enzimin Km degeri
0,8535 MM, Vmax ise 0,0049 mM/dak olarak bulunmustur. Ancak galantamin
kullanildiginda Km degeri 4,5787 mM, Vmax 0,0095 mM/dak; floridzin kullanildiginda Km
degeri 1,3418 MM, Vmax 0,0134 mM/dak; naringenin kullanildiginda Km degeri 1,5400
MM, Vmax 0,1028 mM/dak; kuersetin kullanildiginda Km degeri 0,6676 mM, Vmax 0,0078
mM/dak; umbelliferon kullanildiginda Km degeri 0,6676 mM, Vmax 0,0029 mM/dak ve
sinnamik asit kullanildiginda Km degeri 0,8170 mM, Vmax 0,0089 mM/dak olarak
bulunmustur. Cizilen Lineweaver - Burk grafiklerinden elde edilen sonuglara gore pozitif
kontrol olarak kullanilan galantamin karisik tip bir inhibisyon gosterirken, bitki kokenli

bilesiklerden umbelliferonun rekabetsiz inhibisyona sebep oldugu bulunmustur.
54  a- Glukozidaz Inhibisyon Analizi

a - Glukozidaz inhibisyon deneyiyle ilgili sonuglar Boliim 4°teki tablolarda verilmistir.
Daha once belirtildigi gibi, deney ig¢in pozitif kontrol olarak akarboz kullanilmistir.
Sonuglara gore akarboz 10 mg/mL konsantrasyon ile doza bagli bir inhibisyon etkisi

gOstermektedir.

Ote yandan kuersetin denenen biitiin konsantrasyonlarda (5 mg/mL, 10 mg/mL ve 15
mg/mL) %100 inhibisyona sebep olmaktadir.

Konsantrasyonun 5 mg/mL’den 10 mg/mL’ye artigi, floridzin, naringenin ve
umbelliferonun o - glukozidaz inhibisyon aktivitesini artirmistir. Ancak, konsantrasyonlar
10 mg/mL’den 15 mg/mL’ye ¢iktiginda diger bilesiklerde artis devam ederken, floridzinde

bir diisiis s6z konusu olmustur.

Adisakwattana vd. (2009) yaptig1 bir ¢alismada, sinnamik asit tiirevlerinin o - glukozidaz
enzimi tlizerindeki inhibitor aktivitesi karsilastirilmis ve sinnamik asit tlrevlerinden

bazilarinin a - glukozidaz enzimi inhibitorl oldugu belirlenmistir.
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Literatiirde, umbelliferonun a - glukozidaz enzimi tzerindeki inhibitor aktivitesi inceleyen
cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Karakaya vd. (2018) yaptiklari ¢alismada elde edilen
verilere gore umbelliferon, a - glukozidaz enziminin inhibisyonunda ICso degeri 9,32
mg/mL olarak bulunmustur. Ayrica, akarbozun 1 mg/mL konsantrasyonda %82,28

inhibisyon sergiledigini gézlemlemislerdir.

Bu tez calismasinda, umbelliferonun 5 mg/mL’de %78,23; 10 mg/mL’de %84,53 ve 15
mg/mL’de %91,89 inhibisyona sebep oldugu gorilmiistiir. Bu sonuglar Karakaya vd.
(2018) buldugu sonuglara olduk¢a yakindir. Ancak akarbozun etkisi konusunda bu tez

caligmasinda bulunan sonug, Karakaya vd. (2018) buldugu sonuglarla tutarsizdir.

Ramu vd. (2014) umbelliferonun a-amilaz tizerindeki inhibisyon aktivitesini test ettiginde
ICso degerini 7,08 + 0,17 pg/mL olarak bulmustur. Bu deger hem bu tez ¢alismasinda hem
de Karakaya vd. (2018) tarafindan gézlemlenenden oldukea diistiktiir.

5.4.1 a- Glukozidaz Kinetik Inhibisyon Analizi

a - Glukozidaz enzminin inhibisyon kinetigi analizinde 11; 5,5; 2,75; 1,375; 0,6875 ve
0,344 mM gibi genis yelpazede degisen substrat konsantrasyonlart i¢in, bitki kdkenli
bilesiklerden sadece inhibisyon analizinde yuksek sonug veren kuersetin ve umbelliferon
ve pozitif kontrol icin Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu
grafikler kullanilarak Vmax Ve Km degerleri hesaplanmis ve bu degerlere gore sonuglar

yorumlanmugtir.

Bu tez calismasinda herhangi bir bitki kokenli bilesik kullanilmadiginda enzimin Km degeri
3,7987 mM, Vmax ise 0,0155 mM/dak olarak bulunmustur. Ancak akarboz kullanildiginda
Km degeri 3,0180 mM, Vmax 0,1013 mM/dak; kuersetin kullanildiginda Km degeri 1,3502
MM, Vmax 0,0378 mM/dak ve umbelliferon kullanildiginda Km degeri 0,6295 MM, Vmax
0,0095 mM/dak olarak bulunmustur. Cizilen Lineweaver - Burk grafiklerinden elde edilen
sonuglara gore pozitif kontrol olarak kullanilan akarboz karisik tip bir inhibisyon
gosterirken, bitki kokenli bilesiklerden kuersetin ve umbelliferonun yine karisik tip bir

inhibisyona sebep oldugu bulunmustur.
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Rouzbehan vd. (2017) Uc¢ farkli Labiatae turinden elde edilen ekstraktlarin farkli
fraksiyonlarinin a - glukozidaz enzim inhibisyonunun kinetiginini karsilastirmistir.
Sonuglara gore, akarbozun 7 £ 0,19 mg/mL ICsg degeri ile enzim inhibisyonunu sagladigi
ve Zataria multiflora’nin etil alkol fraksiyonunun ICso degerinin 0,35 + 0,01 mg/mL ve
Salvia mirzayanii’nin petrol eteri fraksiyonunun ICso degerinin 0,4 + 0,11 mg / mL ile
gucli o - glukozidaz inhibitorleri oldugu gosterilmistir. Ekstraktlarin timinin sinirh
yarigmali - yarismasiz inhibisyon sergiledigi bulunmustur. Burada akarbozun enzimi %100
inhibe ettigi konsantrasyonun, bu tez ¢aismasinda elde edilen veri ile biribirine ¢ok yakin

oldugunu sdylemek miimkiindiir.
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6. SONUC

Enzim inhibitoru, bir enzime baglanan ve onun etkinligini azaltan bir molekildir.
Inhibitérlerin bazilari, enzimlerin aktif bolgelerine baglanarak substrat ve enzimin
uyumlulugunu azaltir. Bu durum da enzim - substrat kompleksi olusumunun inhibe
edilmesine yol acgarak, reaksiyonlarin kataliz edilmesini énler ve bir reaksiyon tarafindan
olusturulan 0rin miktarim1 azaltir veya bazen tamamen durdurur. Bazi enzim
inhibitdrlerinin konsantrasyonu arttik¢a enzim aktivitesinin yavasladigi ve dolayisiyla da
uretilen 0riin miktarmin inhibitér molekil konsantrasyonu ile ters orantili oldugu
sOylenebilir. Bir enzimin aktivitesinin bloke edilmesi bir patojeni 6ldiirebileceginden veya
metabolik bir dengesizligi diizeltebileceginden, bir¢ok ilag, sifali bitki ve bunlardan
turetilmis bilesikler enzim inhibitorleri olarak denenmektedir. Bu yiizden enzim
inhibitorlerinin kesfi ve gelistirilmesi biyokimya ve farmakolojide aktif bir arastirma alani
olmustur. Bir enzim inhibitorinin tibbi olarak kullanilip kullanilamayacagina 6zgulligii
ve enzimi inhibe etmek icin gereken konsantrasyonu gibi degerlere bakilarak karar

verilmesi gerekmektedir.

Bu nedenle enzimlere baglanan tim molekillerin inhibitdr oldugunu séyleyemek mimkin
degildir. Enzim aktivatorleri enzimlere baglanip enzimsel aktivitelerini arttirirken, enzim

substratlar1 ise baglandiginda enzimin normal katalitik dongusiinde Urlinlere doniistiirtiliir.

Bu c¢alismanin bulgularindan yola ¢ikarak bazi sonuglar ileri surulebilir. Bu tez
calismasinda denenen bitki kdkenli bilesiklerden kuersetin ve umbelliferonun, iyi bilinen
bir o - amilaz inhibitori olan akarboz ile benzer aktivite gosteren iyi o - amilaz inhibitori
potansiyeli oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, diyabet hastaligin1 yénetme potansiyeline sahip

baz1 bilesikleri 6nermek igin son derece dnemlidir.

Ote yandan, elde edilen sonuclar floridzin ve sinnamik asidin o - amilaz igin aktivator
olarak davrandigini gostermistir. Ayrica naringenin de floridzin ve sinnamik asit kadar iyi
olmasa da, o - amilaz igin bir aktivator olarak davrandigi gozlenmistir. Elde edilen bu
sonuglara gore, 6ncelikli olarak floridzin ve sinnamik asidin, ikinci seviyede naringeninin
deterjan, ilag, kagt, tekstil, fermantasyon, akaryakit Uretimi ve gida endustrileri gibi ¢esitli

endustriyel islemlerde kullanim potansiyelinin bulundugunu séylemek mumkuandur.
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Elde edilen sonuglar, umbelliferonun test edilen bltun konsantrasyonlarda (5 mg/mL, 10
mg/mL ve 15 mg/mL) AChE inhibitorii olarak ¢alistigini gdstermektedir. Bu bitki kdkenli
bilesigin AChE enzimini %42,7 ile %62 arasinda inhibe ettigi testler sonucunda
goriilmiistiir. Ayrica yapilan kinetik ¢alismalar umbelliferonun rekabetsiz inhibisyon
gosterdigini de ortaya koymustur. Umbelliferon konsantrasyonu artirilarak test edildiginde,
daha yiiksek inhibisyon gosterme ihtimali géz Oniine alindiginda bu bilesigin AChE

inhibitoru olarak kullanilmasi Onerilebilir.

Ayrica kuersetinin biitiin konsantrasyonlarda (5 mg/mL, 10 mg/mL ve 15 mg/mL) a-
glukozidaz enzimini %100 inhibe ettigi bulunmustur. Yapilan kinetik ¢aligmasi kuersetinin
karisik tip bir inhibisyona sebep oldugunu gostermistir. Buna ek olarak, umbelliferon da a-
glukozidaz enzimini konsantrasyona bagli olarak %78,23 ile %91,89 inhibe etmis, kinetik
caligmast sonucunda bu inhibisyonun da karisik tip bir inhibisyon oldugu bulunmustur.
Dolayisiyla, kuersetin ve umbelliferonun a-glukozidaz enzimi inhibitori olarak

kullanilmast miimkiin gériinmektedir.

Sonug¢ olarak, inhibitor etkisi gosteren bitki kokenli bilesikler icin daha ileri testler

yapilarak, bu bilesiklerin kullanim detaylar1 belirlenmelidir.

109



KAYNAKLAR

Abu Soud, R. S., Hamdan, L. I., & Afifi, F. U. (2004). Alpha amylase inhibitory activitv
of some plant extracts with hyporrlycemic activity. Scientia Pharmaceutica, 72(1),
25-33.

Adisakwattana, S., Chantarasinlapin, P., Thammarat, H., & Yibchok-Anun, S. (2009). A
series of cinnamic acid derivatives and their inhibitory activity on intestinal o-
glucosidase. Journal of enzyme inhibition and medicinal chemistry, 24(5), 1194-
1200.

Alam, M. A., Subhan, N., Rahman, M. M., Uddin, S. J., Reza, H. M., & Sarker, S. D.
(2014). Effect of citrus flavonoids, naringin and naringenin, on metabolic syndrome
and their mechanisms of action. Advances in Nutrition, 5(4), 404-417.

Ara, K. Z. G., Manberger, A., Gabrisko, M., Linares-Pastén, J. A., Jasilionis, A.,
Fridjonsson, O. H., Hreggvidsson, G. O., Janeéek, S., & Karlsson, E. N. (2020).
Characterization and diversity of the complete set of GH family 3 enzymes from
Rhodothermus marinus DSM 4253. Scientific reports, 10(1), 1-15.

Ardan, T., Kovaceva, J., & Cejkové, J. (2004). Comparative histochemical and
immunohistochemical study on xanthine oxidoreductase/xanthine oxidase in
mammalian corneal epithelium. Acta histochemica, 106(1), 69-75.

Atanasov, A. G., Waltenberger, B., Pferschy-Wenzig, E. M., Linder, T., Wawrosch, C.,
Uhrin, P., Temml, V., Wang, L., Schwaiger, S., Heiss, E. H., & Rollinger, J. M.
(2015). Discovery and resupply of pharmacologically active plant-derived natural
products: A review. Biotechnology advances, 33(8), 1582-1614.

Azmi, S. M. N., Jamal, P., & Amid, A. (2012). Xanthine oxidase inhibitory activity from
potential Malaysian medicinal plant as remedies for gout. International Food
Research Journal, 19(1), 159-165.

Balasubramanian, A., & Ponnuraj, K. (2009). Purification, crystallization and preliminary
X-ray analysis of urease from jack bean (Canavalia ensiformis). Acta
Crystallographica  Section F: Structural Biology and Crystallization
Communications, 65(9), 949-951.

Bartels, C. F., Zelinski, T., & Lockridge, O. (1993). Mutation at codon 322 in the human
acetylcholinesterase (ACHE) gene accounts for YT blood group polymorphism.
American journal of human genetics, 52(5), 928-936.

Bennett, T. P., & Frieden, E. (1969). Modern topics in biochemistry: structure and function
of biological molecules. Macmillan, London

110



Berg, J. M., Tymoczko, J. L., & Stryer, L. (2002). Biochemistry (5th ed.). W. H. Freeman
and Company, New York.

Bhutkar, M. A., & Bhise, S. B. (2012). In vitro assay of alpha amylase inhibitory activity
of some indigenous plants. International journal of chemical science, 10(1), 457-
462.

Birks, J. S. (2006). Cholinesterase inhibitors for Alzheimer's disease. Cochrane database
of systematic reviews, (1), CD005593.

Bischoff, H. (1995). The mechanism of alpha-glucosidase inhibition in the management of
diabetes. Clinical and investigative medicine. Clinical and investigative medicine,
18(4), 303-311.

Bisswanger, H. (2002). Enzyme kinetics: principles and methods. John Wiley ve Sons.

Boehlke, C., Zierau, O., & Hannig, C. (2015). Salivary amylase-The enzyme of
unspecialized euryphagous animals. Archives of oral biology, 60(8), 1162-1176.

Boumerfeg, S., Baghiani, A., Djarmouni, M., Ameni, D., Adjadj, M., Belkhiri, F., Charef,
N., Khennouf, S., & Arrar, L. (2018). Inhibitory activity on xanthine oxidase and
antioxidant properties of Teucrium polium L. extracts. 3(1), 30-41.

Budavari, Susan, vd. (1996), The Merck Index: An Encyclopedia of Chemicals, Drugs, and
Biologicals (12th ed.). Merck.

Bustanji, Y., Hudaib, M., Tawaha, K., Mohammad, M., Almasri, I., Hamed, S., & Oran, S.
(2011). In vitro xanthine oxidase inhibition by selected Jordanian medicinal plants.
The jordan journal of pharmaceutical sciences, 4(1), 49-56.

Calixto, J. B. (2019). The role of natural products in modern drug discovery. Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias, 91(3), €20190105.

Castagnetto, J. M., Hennessy, S. W., Roberts, V. A., Getzoff, E. D., Tainer, J. A., & Pique,
M. E. (2002). MDB: the metalloprotein database and browser at the Scripps
Research Institute. Nucleic acids research, 30(1), 379-382.

Chacko, L. W., & Cerf, J. A. (1960). Histochemical localization of cholinesterase in the
amphibian spinal cord and alterations following ventral root section. Journal of
anatomy, 94(Pt 1), 74-81.

Chen, C., LU, J. M., & Yao, Q. (2016). Hyperuricemia-related diseases and xanthine
oxidoreductase (XOR) inhibitors: an overview. Medical science monitor:
international medical journal of experimental and clinical research, 22, 2501-2512.

111



Chiba, S. (1997). Molecular mechanism in a-glucosidase and glucoamylase. Bioscience,
biotechnology, and biochemistry, 61(8), 1233-1239.

Core R Team. (2016). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing. https://www.R-project.org/ Erisim tarihi:
15/10/2020.

Cowan, M. M. (1999). Plant products as antimicrobial agents. Clinical microbiology
reviews, 12(4), 564-582.

Crowch, C. M., & Okello, E. J. (2009). Kinetics of acetylcholinesterase inhibitory activities
by aqueous extracts of Acacia nilotica (L.) and Rhamnus prinoides (LHr.). African
Journal of pharmacy and pharmacology, 3(10), 469-475.

Dastjerdi, Z. M., Namjoyan, F., & Azemi, M. E. (2015). Alpha amylase inhibition activity
of some plants extract of Teucrium species. European journal of biological sciences,
7(2), 26-31.

Dej-Adisai, S., & Pitakbut, T. (2015). Determination of a-glucosidase inhibitory activity
from selected Fabaceae plants. Pakistan journal of pharmaceutical sciences, 28(5),
1679-1683.

EFSA Panel on Food Contact Materials, Enzymes and Processing Aids (CEP), Silano, V.,
Barat Baviera, J. M., Bolognesi, C., Cocconcelli, P. S., Crebelli, R., Gott, D. M.,
Grob, K., Lampi, E., Mortensen, A., ve Riviére, G. (2019). Safety evaluation of the
food enzyme glucan 1, 4-a-glucosidase from Trichoderma reesei (strain DP-
Nzh63). EFSA Journal, 17(10), e05825.

Elion, G. B. (1978). Allopurinol and other inhibitors of urate synthesis. In Uric acid (pp.
485-514). Springer, Berlin, Heidelberg.

Elya, B., Basah, K., Mun'im, A., Yuliastuti, W., Bangun, A., & Septiana, E. K. (2012).
Screening of a-glucosidase inhibitory activity from some plants of Apocynaceae,
Clusiaceae, Euphorbiaceae, and Rubiaceae. Journal of biomedicine and
biotechnology, 2012: 281078.

Ernst M.E., Clark E.C., & Hawkins D.W. (2008). Gout and Hyperuricemia. In Dipiro JT,
Talbert RL, Yee GC, Matzke GR, Wells BG, Posey LM, Pharmacotherapy: A
Pathophysiologic Approach, (pp. 1539-1540). The Mc Graw Hill Medical,
Washington.

Garbe, D. (2012). Cinnamic acid. Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry. Wiley,
Weinheim.

112



Gholamhoseinian, A., Moradi, M. N., & Sharifi-Far, F. (2009). Screening the methanol
extracts of some Iranian plants for acetylcholinesterase inhibitory activity. Research
in pharmaceutical sciences, 4(2), 105-116.

Gholamhoseinian, A., Sharifi—Far, F., & Rahimi—Naiini, M. (2017). Screening of methanol
extracts of sixty plants from Kerman for their potential xanthine oxidase inhibitory
activity. Journal of herbmed pharmacology, 6(3), 126-129.

Giacobini, E. (2003). Cholinesterases: new roles in brain function and in Alzheimer's
disease. Neurochemical research, 28(3-4), 515-522.

Giancarlo §, S., Rosa 8, L. M., Nadjafi, F., & Francesco, M. (2006). Hypoglycaemic
activity of two spices extracts: Rhus coriaria L. and Bunium persicum Boiss.
Natural product research, 20(9), 882-886.

Hamza, A. A., Ksiksi, T. S., Shamsi, O. A. A., & Balfagh, S. A. (2015). a-glucosidase
inhibitory activity of common traditional medicinal plants used for diabetes
mellitus. Journal of developing drugs, 4(5), 144.

Hanefeld, M., & Schaper, F. (2007). The role of alpha-glucosidase inhibitors (acarbose).
In Pharmacotherapy of diabetes: New developments (pp. 143-152). Springer,
Boston.

Hawkes, T. R., George, G. N., & Bray, R. C. (1984). The structure of the inhibitory
complex of alloxanthine (1 H-pyrazolo [3, 4-d] pyrimidine-4, 6-diol) with the
molybdenum centre of xanthine oxidase from electron-paramagnetic-resonance
spectroscopy. Biochemical journal, 218(3), 961-968.

Hendriani, R., Sukandar, E. Y., ve Anggadiredja, K. (2016). In vitro evaluation of xanthine
oxidase inhibitory activity of selected medicinal plants. International journal of
pharmaceutical and clinical research, 8(4), 235-238.

Henson, M. C., & Chedrese, P. J. (2004). Endocrine disruption by cadmium, a common
environmental toxicant with paradoxical effects on reproduction. Experimental
biology and medicine, 229(5), 383-392.

Higgins, P., Ferguson, L. D., & Walters, M. R. (2011). Xanthine oxidase inhibition for the
treatment of stroke disease: a novel therapeutic approach. Expert review of
cardiovascular therapy, 9(4), 399-401.

Hill, R. (1970). Needham J (ed.). The Chemistry of Life: Eight Lectures on the History of
Biochemistry (pp. 17). Cambridge University Press, London.

Hille, R., & Massey, V. (1981). Tight binding inhibitors of xanthine oxidase.
Pharmacology and therapeutics, 14(2), 249-263.

113



Hille, R., Hall, J., & Basu, P. (2014). The mononuclear molybdenum enzymes. Chemical
reviews, 114(7), 3963-4038.

Holum, J. (1968): Elements of General and Biological Chemistry, 2nd ed., (pp. 377).
Wiley, New York.

Ibers, J. A., & Holm, R. H. (1980). Modeling coordination sites in metallobiomolecules.
Science, 209: 223-235.

Ingkaninan, K., Temkitthawon, P., Chuenchom, K., Yuyaem, T., & Thongnoi, W. (2003).
Screening for acetylcholinesterase inhibitory activity in plants used in Thai
traditional rejuvenating and neurotonic remedies. Journal of Ethnopharmacology,
89(2-3), 261-264.

Jeremy M.B., Tymoczko, J.L., & Stryer, L. (2002) Biochemistry, 5th edition. W H
Freeman, New York.

Johnson, K. A. (2008). Role of induced fit in enzyme specificity: a molecular
forward/reverse switch. Journal of biological chemistry, 283(39), 26297-26301.

Karakaya, S., Gozcl, S., Guvenalp, Z., Ozbek, H., Yuca, H., Dursunoglu, B., ... & Kilig,
C. S. (2018). The a-amylase and a-glucosidase inhibitory activities of the
dichloromethane extracts and constituents of Ferulago bracteata roots.
Pharmaceutical biology, 56(1), 18-24.

Khacheba, I., Djeridane, A., & Yousfi, M. (2014). Twenty traditional Algerian plants used
in diabetes therapy as strong inhibitors of a-amylase activity. International journal
of carbohydrate chemistry, 2014: Article ID 287281.

Kim, Y. M., Jeong, Y. K., Wang, M. H., Lee, W. Y., & Rhee, H. I. (2005). Inhibitory effect
of pine extract on a-glucosidase activity and postprandial hyperglycemia. Nutrition,
21(6), 756-761.

Koelle, G. B. (1954). The histochemical localization of cholinesterases in the central
nervous system of the rat. Journal of comparative neurology, 100(1), 211-235.

Kong, L. D., Cai, Y., Huang, W. W., Cheng, C. H., & Tan, R. X. (2000). Inhibition of
xanthine oxidase by some Chinese medicinal plants used to treat gout. Journal of
ethnopharmacology, 73(1-2), 199-207.

Kwon, S. H., Lee, H. K., Kim, J. A., Hong, S. I, Kim, H. C., Jo, T. H., Park, Y. I, Lee, C.
K., Kim, Y. B, Lee, S. Y., & Jang, C. G. (2010). Neuroprotective effects of
chlorogenic acid on scopolamine-induced amnesia via anti-acetylcholinesterase
and anti-oxidative activities in mice. European journal of pharmacology, 649(1-3),
210-217.

114



Larner, J., Lardy, H., & Myrback, K. (1960). Other glucosidases. In Boyer, P.D. (ed.). The
Enzymes. 4 (2nd ed.) (pp. 369-378). Academic Press, New York.

Leal, L. K. A. M., Ferreira, A. A. G., Bezerra, G. A., Matos, F. J. A., & Viana, G. S. B.
(2000). Antinociceptive, anti-inflammatory and bronchodilator activities of
Brazilian medicinal plants containing coumarin: a comparative study. Journal of
ethnopharmacology, 70(2), 151-1509.

Li, W., Wang, X., Zhang, J., Zhao, X., Wu, Y., Tan, S., Zheng, Q., & Gao, X. (2019).
Multivariate analysis illuminates the effects of vacuum drying on the extractable
and nonextractable polyphenols profile of loquat fruit. Journal of food science,
84(4), 726-737.

Lineweaver, H., & Burk, D. (1934). The determination of enzyme dissociation constants.
Journal of the american chemical society, 56(3), 658-666.

Lino, C. S., Taveira, M. L., Viana, G. S. B., & Matos, F. J. A. (1997). Analgesic and
antiinflammatory activities of Justicia pectoralis Jacq and its main constituents:
coumarin and umbelliferone. Phytotherapy Research: An international journal
devoted to medical and scientific research on plants and plant products, 11(3), 211-
215.

Lopina, O. D. (2017). Enzyme inhibitors and activators. In Enzyme Inhibitors and
Activators. IntechOpen.

Mahmood, N. (2016). A review of a-amylase inhibitors on weight loss and glycemic
control in pathological state such as obesity and diabetes. Comparative clinical
pathology, 25(6), 1253-1264.

Makarova, E., Gornas, P., Konrade, 1., Tirzite, D., Cirule, H., Gulbe, A., Pugajeva, L.,
Seglina, D., & Dambrova, M. (2015). Acute anti-hyperglycaemic effects of an
unripe apple preparation containing phlorizin in healthy volunteers: a preliminary
study. Journal of the Science of Food and Agriculture, 95(3), 560-568.

Martinek, R.: (1969) Practical Clinical Enzymology: The american journal of medical
technology, 31(162): 2005-2007.

Martinez-Gonzalez, A. I., Diaz-Sanchez, A. G., de La Rosa, L. A., Bustos-Jaimes, I., &
Alvarez-Parrilla, E. (2019). Inhibition of a-amylase by flavonoids: Structure
activity relationship (SAR). Spectrochimica acta part a: molecular and
biomolecular spectroscopy, 206, 437-447.

Massoulié, J., Pezzementi, L., Bon, S., Krejci, E., & Vallette, F. M. (1993). Molecular and
cellular biology of cholinesterases. Progress in neurobiology, 41(1), 31-91.

115



McCue, P., Kwon, Y. I, & Shetty, K. (2005). Anti-amylase, anti-glucosidase and anti-
angiotensin i-converting enzyme potential of selected foods. Journal of food
biochemistry, 29(3), 278-294.

Mohos, V., Panovics, A., Fliszar-Nyul, E., Schilli, G., Hetényi, C., Mladénka, P., Needs,
P.W., Kroon, P.A., Pethd, G., & Poor, M. (2019). Inhibitory effects of quercetin
and its human and microbial metabolites on xanthine oxidase enzyme. International
journal of molecular sciences, 20(11), 2681.

Mollataghi, A., Coudiere, E., Hadi, A. H. A., Mukhtar, M. R., Awang, K., Litaudon, M.,
& Ata, A. (2012). Anti-acetylcholinesterase, anti-a-glucosidase, anti-leishmanial
and anti-fungal activities of chemical constituents of Beilschmiedia species.
Fitoterapia, 83(2), 298-302.

Morgan, E. J., Stewart, C. P., & Hopkins, F. G. (1922). On the anaerobic and aerobic
oxidation of xanthin and hypoxanthin by tissues and by milk. Proceedings of the
royal society of london. series b, containing papers of a biological character,
94(657), 109-131.

Murakami, A., Ashida, H., & Terao, J. (2008). Multitargeted cancer prevention by
quercetin. Cancer letters, 269(2), 315-325.

Nair, S. S., Kavrekar, V., & Mishra, A. (2013). In vitro studies on alpha amylase and alpha
glucosidase inhibitory activities of selected plant extracts. European journal of
experimental biology, 3(1), 128-132.

National Research Council. (2003). Beyond the molecular frontier: challenges for
chemistry and chemical engineering. National Academies Press.

Nelson, D. L., Lehninger, A. L., & Cox, M. M. (2008). Lehninger principles of
biochemistry. Macmillan.

Nessa, F., Ismail, Z., & Mohamed, N. (2010). Xanthine oxidase inhibitory activities of
extracts and flavonoids of the leaves of Blumea balsamifera. Pharmaceutical
biology, 48(12), 1405-1412.

Ngoc, T. M., Khoi, N. M., Nhiem, N. X., Tai, B. H., Van Don, D., Van Luong, H., Son, D.
C., & Bae, K. (2012). Xanthine oxidase inhibitory activity of constituents of
Cinnamomum cassia twigs. Bioorganic ve medicinal chemistry letters, 22(14),
4625-4628.

Nickavar, B., & Amin, G. (2011). Enzyme assay guided isolation of an a-amylase inhibitor
flavonoid from Vaccinium arctostaphylos leaves. Iranian journal of pharmaceutical
research, 10(4), 849-853.

116



Nifo, J., Herndndez, J. A., Correa, Y. M., & Mosquera, O. M. (2006). In vitro inhibition
of acetylcholinesterase by crude plant extracts from Colombian flora. Memorias do
instituto oswaldo cruz, 101(7), 783-785.

Noro, T., Oda, Y., Miyase, T., Ueno, A., & Fukushima, S. (1983). Inhibitors of xanthine
oxidase from the flowers and buds of Daphne genkwa. Chemical and
pharmaceutical bulletin, 31(11), 3984-3987.

Nour, A. H., Khan, M., Sulaiman, A. Z., Batool, T., Nour, A. H., Khan, M. M., & Kormin,
F. (2014). In vitro anti-acetylcholinesterase and antioxidant activity of selected
Malaysian plants. Asian journal of pharmaceutical and clinical research, 7(3), 93-
97.

Oboh, G., Ademosun, A. O., Ayeni, P. O., Omojokun, O. S., & Bello, F. (2015).
Comparative effect of quercetin and rutin on a-amylase, a-glucosidase, and some
pro-oxidant-induced lipid peroxidation in rat pancreas. Comparative Clinical
Pathology, 24(5), 1103-1110.

Pacher, P. A. L., Nivorozhkin, A., ve Szabg, C. (2006). Therapeutic effects of xanthine
oxidase inhibitors: renaissance half a century after the discovery of allopurinol.
Pharmacological reviews, 58(1), 87-114.

Palmer, T. (1995). Kinetics of single-substrate enzyme catalysed reactions. Understanding
enzymes, 4, 107-127.

Pandey, A., Negi, S., & Soccol, C. R. (Eds.). (2016). Current developments in
biotechnology and bioengineering: production, isolation and purification of
industrial products. Elsevier.

Parvathy, U., Jeyakumari, A., Ninan, G., Murthy, L. N., Visnuvinayagam, S., &
Ravishankar, C. N. (2018). Aquatic Enzymes and Their Applications in the Seafood
Industry. Apple Academic Press Inc.

Peker, S. M., & Helvaci, S. S. (2008). Solid-liquid two phase flow. Elsevier.

Petrus, K., Schwartz, H., & Sontag, G. (2011). Analysis of flavonoids in honey by HPLC
coupled with coulometric electrode array detection and electrospray ionization
mass spectrometry. Analytical and bioanalytical chemistry, 400(8), 2555-2563.

Qaisar, M. N., Chaudhary, B. A., Sajid, M. U., & Hussain, N. (2014). Evaluation of a-
glucosidase inhibitory activity of dichloromethane and methanol extracts of Croton
bonplandianum Baill. Tropical Journal of Pharmaceutical Research, 13(11), 1833-
1836.

117



Ramasubbu, N., Paloth, V., Luo, Y., Brayer, G. D., & Levine, M. J. (1996). Structure of
human salivary o-amylase at 1.6 A resolution: implications for its role in the oral
cavity. Acta crystallographica section d: biological crystallography, 52(3), 435-446.

Ramesh, B., & Pugalendi, K. V. (2006). Impact of umbelliferone (7-hydroxycoumarin) on
hepatic marker enzymes in streptozotocin diabetic rats. Indian journal of
pharmacology, 38(3), 209-210.

Ramsay, R. R., & Tipton, K. F. (2017). Assessment of enzyme inhibition: a review with
examples from the development of monoamine oxidase and cholinesterase
inhibitory drugs. Molecules, 22(7), 1192.

Ramu, R., Shirahatti, P. S., Zameer, F., Ranganatha, L. V., & Prasad, M. N. (2014).
Inhibitory effect of banana (Musa sp. var. Nanjangud rasa bale) flower extract and
its constituents Umbelliferone and Lupeol on a-glucosidase, aldose reductase and
glycation at multiple stages. South African Journal of Botany, 95, 54-63.

Reed, M. C., Lieb, A., & Nijhout, H. F. (2010). The biological significance of substrate
inhibition: a mechanism with diverse functions. Bioessays, 32(5), 422-429.

Rengasamy, K. R., Aderogba, M. A., Amoo, S. O., Stirk, W. A., & Van Staden, J. (2013).
Potential antiradical and alpha-glucosidase inhibitors from Ecklonia maxima
(Osbeck) Papenfuss. Food chemistry, 141(2), 1412-1415.

Ribeiro, M. H. (2011). Naringinases: occurrence, characteristics, and applications. Applied
microbiology and biotechnology, 90(6), 1883-1895.

Robinson, P. K. (2015). Enzymes: principles and biotechnological applications. Essays in
biochemistry, 59, 1-41.

Rouzbehan, S., Moein, S., Homaei, A., & Moein, M. R. (2017). Kinetics of a-glucosidase
inhibition by different fractions of three species of Labiatae extracts: a new diabetes
treatment model. Pharmaceutical biology, 55(1), 1483-1488.

Russo, G. L., Russo, M., Spagnuolo, C., Tedesco, I., Bilotto, S., lannitti, R., & Palumbo,
R. (2014). Quercetin: a pleiotropic kinase inhibitor against cancer. In Advances in
nutrition and cancer (pp. 185-205). Springer, Berlin, Heidelberg.

Saganuwan, A. (2010). Some medicinal plants of Arabian Pennisula. Journal of medicinal
plants research, 4(9), 767-789.

Satyanarayana, P., Subrahmanyam, P., Kasai, R., & Tanaka, O. (1985). An apiose-
containing coumarin glycoside from Gmelina arborea root. Phytochemistry, 24(8),
1862-1863.

118



Schardinger, F. (1902). Uber das Verhalten der Kuhmilch gegen Methylenblau und seine
Verwendung zur Unterscheidung von ungekochter und gekochter Milch. Zeitschrift
flr untersuchung der nahrungs und genuf3mittel, sowie der gebrauchsgegenstande,
5(22), 1113-1121.

Scheen, A. J. (1998). Clinical efficacy of acarbose in diabetes mellitus: a critical review of
controlled trials. Diabetes ve metabolism, 24(4), 311-320.

Segel, I. H. (1975). Biochemical calculations. Wiley.

Seltzer, B. (2010). Galantamine-ER for the treatment of mild-to-moderate Alzheimer’s
disease. Clinical interventions in aging, 5, 1-6.

Shahat, A. A., Ibrahim, A. Y., Ezzeldin, E., & Alsaid, M. S. (2015). Acetylcholinesterase
inhibition and antioxidant activity of some medicinal plants for treating neuro
degenarative disease. African journal of traditional, complementary and alternative
medicines, 12(3), 97-103.

Skibo, E. B. (1986). Noncompetitive and irreversible inhibition of xanthine oxidase by
benzimidazole analogs acting at the functional flavin adenine dinucleotide cofactor.
Biochemistry, 25(15), 4189-4194.

Spotti, M. J., & Campanella, O. H. (2020). Enzymatic Processes of Dietary Fibers. In
Science and Technology of Fibers in Food Systems (pp. 301-327). Springer.

Tainer, J. A., Roberts, V. A., & Getzoff, E. D. (1992). Protein metal-binding sites. Current
opinion in biotechnology, 3(4), 378-387.

Tamil, I. G., Dineshkumar, B., Nandhakumar, M., Senthilkumar, M., & Mitra, A. (2010).
In vitro study on a-amylase inhibitory activity of an Indian medicinal plant,
Phyllanthus amarus. Indian journal of pharmacology, 42(5), 280-282.

Telagari, M., & Hullatti, K. (2015). In-vitro a-amylase and o-glucosidase inhibitory
activity of Adiantum caudatum Linn. and Celosia argentea Linn. extracts and
fractions. Indian journal of pharmacology, 47(4), 425-429.

Thomas, J., & Gillham, B. (1989). Biochemical Basic of Medicine ,2nd ed, Wright.

Tripathi, A., & Bankaitis, V. A. (2017). Molecular docking: From lock and key to
combination lock. Journal of molecular medicine and clinical applications, 2(1),
PMC5764188.

Turi, C. E., Axwik, K. E., Smith, A., Jones, A. M. P., Saxena, P. K., & Murch, S. J. (2014).
Galanthamine, an anti-cholinesterase drug, effects plant growth and development
in Artemisia tridentata Nutt. via modulation of auxin and neurotransmitter
signaling. Plant signaling ve behaviour, 9(4), e28645.

119



Umamaheswari, M., AsokKumar, K., Somasundaram, A., Sivashanmugam, T.,
Subhadradevi, V., & Ravi, T. K. (2007). Xanthine oxidase inhibitory activity of
some Indian medical plants. Journal of ethnopharmacology, 109(3), 547-551.

Umamaheswari, M., Asokkumar, K., Sivashanmugam, A. T., Remyaraju, A.,
Subhadradevi, V., & Ravi, T. K. (2009). In vitro xanthine oxidase inhibitory activity
of the fractions of Erythrina stricta Roxb. Journal of ethnopharmacology, 124(3),
646-648.

Unno, T., Sugimoto, A., & Kakuda, T. (2004). Xanthine oxidase inhibitors from the leaves
of Lagerstroemia speciosa (L.) Pers. Journal of ethnopharmacology, 93(2-3), 391-
395.

Wetwitayaklung, P., Limmatvapirat, C., Phaechamud, T., & Keokitichai, S. (2007).
Kinetics of acetylcholinesterase inhibition of Quisqualis indica Linn. flower extract.
Science, engineering and health studies, 1(2): 20-28.

Stuart, M. C., Kouimtzi, M., & Hill, S. R. (Eds.). (2009). WHO model formulary 2008.
World Health Organization.

120



EKLER

121



EKLER

EK A - ISTATISTIKSEL ANALIZ SONUCLARI

Df Sum Sq Mean Sq F Value Pr(>F)
a - amilaz 1 0,0225 0,022455 0,1823 0,6716
Residuals 42 5,1737 0,123183

Df Sum Sq Mean Sq F Value Pr(>F)
Ksantin oksidaz 4 0,098 0,02438 0,0665 0,9918
Residuals 165 60,467 0,36647

Df Sum Sq Mean Sq F Value Pr(>F)
AChE 2 0,052 0,02608 0,023 0,9773
Residuals 99 112,314 1,13449

Df Sum Sq Mean Sq F Value Pr(>F)
a - glukozidaz 2 0,1771 0,08857 0,1408 0,8691
Residuals 45 28,3107 0,62913
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