~

TV3I)VS uruese X

1Z9 ], SUBSI YosynA

€10C !SO)!S.IQA!IIQ unsoa.ain)

GIRESUN UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIMYA ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

GIRESUN YORESINDEKI BAZI YENILEBILIR BITKILERIN FARKLI
COZUCULERDEKI EKSTRELERININ ANTI-ELASTAZ AKTIVITELERININ
INCELENMESI

YASEMIN SAGKAL

OCAK 2013



GIRESUN UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIMYA ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

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

INCELENMESI

YASEMIN SAGKAL

OCAK 2013



Fen Bilimleri Enstitii Miidiirtiniin Onayz.

Dog. Dr. Kiiltigin CAVUSOGLU

e

Miidiir

Bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak KIMYA Anabilim Dali standartlarina uygun

oldugunu onaylarim.

Dog. Dr. Murat TAS

Anabilim Dal1 Baskani

Bu tezi okudugumu ve Yiiksek Lisans tezi olarak biitliin gerekliliklerini yerine

getirdigini onaylarim.

Dog. Dr. Bahar SOKMEN

Danisman

Juri Uyeleri

Doc. Dr. Bahar SOKMEN

Dog. Dr. Halil Ibrahim UGRAS

Yrd. Dog. Dr. Aysegiil CEBI




OZET

GIRESUN YORESINDEKI BAZI YENILEBILIR BITKILERIN FARKLI
COZUCULERDEKI EKSTRELERININ ANTI-ELASTAZ AKTIVITELERININ
INCELENMESI

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

OCAK 2013, 92 sayfa

Elastaz, akcigerlerde, damarlarda, lenflerde ve deride bulunan ve bag
dokunun 6nemli bir proteini olan elastini ayirma O6zelligine sahip bir grup serin
proteazdir. Anti-elastaz aktivitesi ciltte meydana gelen cesitli hastaliklarin

olusumunun engellenmesinde etkilidir.

Bu caligmada, Giresun yoresinde yetisen 15 ¢esit yenilebilir bitkinin farkli
¢oziiclilerdeki ekstrelerinin, elastaz enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkileri
arastirildi. Bu amagcla, bitkilerin su, metil alkol ve etil asetat ile hazirlanan
ekstrelerinin elastaz aktivitesi lizerine inhibitor etkileri spektrofotometrik 6lgiimlerle
analiz edildi. Analiz sonucunda bitki ekstrelerinin farkli inhibitor etkisi gosterdikleri

belirlendi.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, 15 bitki iginde sulu ekstrelerden kara lahana
(Brassica oleracea) (ICsp 0,0002 + 0,0001 pg/mL), ezeltere (Pimpinella anisum)
(ICs0 0,0013 £ 0,0004 pg/mL), kuzu kulag: (Rumex acetosella) (ICsp 0,0030 + 0,003
ug/mL) ve 1sirgan (Urtica diocia/urens) (ICso 0,0034 + 0,002 pug/mL); metil alkollii



ekstrelerden sogiit otu (Polygonum lapathifolium) (1Cso 0,0003 + 0,0002 pg/mL),
giiciikdene (Polygonum bistorta) (ICso 0,0005 + 0,0001 pg/mL), kara lahana
(Brassica oleracea) (ICsp 0,0015 =+ 0,002 pg/mL) ve mendek (Aegopodium
podagraria) (ICsp 0,0045 + 0,0002 pg/mL); etil asetatli ekstrelerden mendek
(Aegopodium podagraria) (ICso 0,0007 £+ ,0001 pg/mL), kaldirik (Trachystemon
orientalis) (ICsp 0,0032 + 0,001 pug/mL), sakarca (Ornithogalum umbellatum) (1Cso
0,0042 + 0,001 pg/mL) ve kuzu kulagi (Rumex acetosella) (ICso 0,0055 + 0,006

ug/mL) bitkilerinin elastaz enzimini en iyi inhibe ettigi tespit edildi.

Bu bitkiler arasinda, kara lahananin (Brassica oleracea) sulu ekstresinin (1Cso
0,0002 + 0,0001 ug/mL), sogiit otunun (Polygonum lapathifolium) metil alkolli
ekstresinin (ICsp 0,0003 + 0,0002 pg/mL) ve mendegin (Aegopodium podagraria)
etil asetatli ekstresinin(ICsp 0,0007 + 0,0001 pg/mL) elastaz enzimini en yiiksek

oranda inhibe ettigi bulundu.

Anahtar Kelimeler: Elastaz, Enzim, Enzim Inhibisyonu, inhibitér, Bitki.



ABSTRACT

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

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

JANUARY 2013, 92 pages

Elastase found in lungs, blood vessels, lymphs and skin is a group of serin
protease which is capable of separating elastin, an important protein of connective
tissue. Anti-elastase activity is effective in preventing the formation of various

diseases of the skin.

In this study, inhibitory effects of extracts of 15 kinds of edible plants
growing in Giresun province in different solvents on elastase activity were
investigated. For this purpose, inhibitory effects on elastase activity of these plants
which were of extracts prepared with water, methyl alcohol and ethyl acetate were
analysed by spectrophotometric measurements. As a result of analysis, it was

determined that the plant extracts showed different inhibitory effects on elastase.
As a result among 15 plants, it was determined that the most effective extracts

in inhibition of elastase were Brassica oleracea (ICsp 0,0002 = 0,0001 pg/mL),
Pimpinella anisum (ICs 0,0013 £ 0,0004 pg/mL), Rumec acetosella (1Cs 0,0030 +



0,003 pug/mL), Urtica diocia/urens (ICso 0,0034 + 0,002 pg/mL) as the extracts
dissolved in water; Polygonum lapathifolium (ICso 0,0003 + 0,0002 pg/mL),
Polygonum bistorta (ICso 0,0005 + 0,0001 pg/mL), Brassica oleracea (ICso 0,0015+
0,002 pg/mL) and Aegopodium podagraria (ICsy 0,0045 £+ 0,0002 pg/mL) as the
extracts dissolved in methyl alcohol and Aegopodium podagraria (ICso 0,0007 +
0,0001 pg/mL), Trachystemon orientalis (ICsp 0,0032 + 0,001 pg/mL),
Ornithogalum umbellatum (1Csg 0,0042 + 0,001 pg/mL) and Rumex acetosella (1Csg
0,0055 £ 0,006 ng/mL) as the extracts dissolved in ethyl acetate.

Among those, the most effective inhibitors were water extract of Brassica
oleracea (ICsp 0,0002 + 0,0001 pug/mL); methyl alcohol extract of Polygonum
lapathifolium (1Csp 0,0003 + 0,0002 ug/mL) and ethyl acetate extract of Aegopodium
podagraria (ICsp 0,0007 + 0,0001 pg/mL).

Key Words: Elastase, Enzyme, Enzyme Inhibition, Inhibitory, Plant.
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmada kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, higbir yan
iriin  olusumuna firsat vermeden, %100’liikk bir verim saglayan biyolojik

katalizorlerdir. Proteinlerin en biiyilik 6zellesmis grubunu teskil etmektedirler (1).

Enzimler, dogal ortamlar disinda yeterli kosullar saglandiginda dis ortamlarda
da etkilerini gosterebilirler. Bu nedenle, enzimlerin yer aldiklart dokularin veya
hiicrelerin belirlenmesi, biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya ¢ikarilmasi, etki
mekanizmalarimin ve kinetik 6zelliklerinin tiim ayrintilart ile incelenmesi biiyiik

onem tagimaktadir (2).

Enzimlerin aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan azaltilmasi ve hatta yok
edilmesi olayina ‘inhibisyon’ adi verilir. Buna sebep olan bilesiklere de ‘inhibitor’
denilmektedir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basina
bir kontrol mekanizmasi olusturdugundan 6nemli bir olaydir (1). Gliniimiizde enzim
ve enzim inhibitorlerinden tip, eczacilik, tarim, hayvancilik, cevre, gida, kagit,

tekstil, deterjan ve kozmetik gibi pek ¢ok alanda faydalanilmaktadir (3).

Elastazlar, bag dokunun 6nemli bir proteini olan elastini ayirma 6zelligine
sahip bir grup serin proteazlardir (4). Ayrica, elastazlarin romatoid artrit
(kireclenme), akciger amfizemi ve kronik enflamatuar gibi hastaliklara neden oldugu
bilinmektedir (5). Elastin, bag dokuya esneklik saglayan bir ekstraselliiler matriks
proteinidir (6). Bu elastik lif formlarinin cildin dermis ve cilt elastikiyeti tizerinde
etkisi vardir (7). Pankreatik elastaz, 6zellikle akut pankreatit ya da pankreas kanseri
gibi pankreas hastaliklarinin durumlarini yansitirken (8); nétrofil elastaz (NE), ¢esitli
enflamatuar hastalik durumlarinda artmaktadir (9). Bu nedenle elastaz enziminin

inhibisyonu klinik ve kozmetik agidan her gegen giin daha da 6nem kazanmaktadir.

Geleneksel halk ilaclari, yillar boyunca nesilden nesile aktarilarak varligim
stirdiiren ve halkin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yararlandigi dogal kaynakli

ilaglardir. Bitkilerin yapisinda bulunan kimyasal maddeler, sentez edilen kimyasal



maddelere gore yan etkilerinin daha az olmasi ve maliyetlerinin diisiik olmasi
nedeniyle, bitkilere ve bitki ekstrelerine olan ilgi giderek artmaktadir. Bu nedenle,
bitkilerden ve bitkisel kaynakli olan birgok bilesikten elde edilen kimyasal maddeler
cesitli  hastaliklarin  tedavisinde kullanilmaktadir. Buna paralel olarak bu
kullanimlarin ~ bilimsel dayanaginin  olup olmadigmin aragtirllmast  6nem

kazanmaktadir (3).

1.1. Enzim Tamimi Ve Enzimlerin Tarihgesi

Enzimler; hiicre ¢cogalmasi, enerjinin veya besinlerin ¢evreden alinmasi ve
enerjinin donlisiimii, metabolitlerin tasinmasi ve kisaca metabolizma olarak
tanimlanan biitiin hiicre fonksiyonlarinin gerceklestirilmesi i¢in gerekli olan
biyokatalizorlerdir (10); biyokimyasal olaylarin viicutta yasam ile uyumlu bir sekilde

gerceklesmesini saglayan kimyasal ajanlardir (11).

Sekerlerden alkoliin eldesi, peynir yapilmasi, sarabin sirkelesmesi ve idrarda
amonyak tesekkiili gibi enzimatik olaylar, tarihten Onceki devirlerden beri
bilinmektedir. Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim, kas
kasilmasi, hiicre solunumu vb. onemli fizyolojik faaliyetler gesitli metabolizma
reaksiyonlarinin sonucudur ve biitiin bu reaksiyonlar enzimlerin katalitik etkisiyle
gerceklesmektedir. Bu sebeple yasam, birgok enzim reaksiyonlarmmin bir araya

gelmesinden ibaret bir sistem olarak da tanimlanmistir (12).

Ilk enzim calismalari, sindirime iliskin enzimlerin arastirilmaya baslandig1
1760-1825 yillar1 arasindadir. Ilk kez 1825 yilinda Berzelius, nisastanin sindiriminde
etkili olan bitkisel enzimler {izerinde ¢alismig; 1860 yillarinda Pasteur fermentasyon
enzimleri tizerinde arastirmalar yapmistir. Fermentasyon ile iliskilerinden dolayi
baslangicta verilen ferment adi 1878 yilinda Kiihne tarafindan Yunanca’da “maya
i¢inde” anlamima gelen “enzim” ismi ile degistirilmistir (13). 1926’da James
Sumner’in {ireaz1 izole ve kristalize etmesi, spesifik enzimlerin 6zelliklerinin daha
onceki incelenmeleri i¢in bir hamle saglamistir. Sumner, {iireaz kristallerinin
tamamen proteinden olustugunu bulmus ve biitiin enzimlerin protein olduklarin ileri

stirmiistiir. Bu diisiince, bagka 6rneklerin olmamasi nedeniyle bir siire i¢in tartismali



kalmistir. Ancak, 1930’larda John Northrop ve meslektaslarinin pepsin ve tripsini
kristalize etmeleri ve bunlarin protein olduklarini bulmalarindan sonra Sumner’in
vardig1 sonu¢ yaygin olarak kabul gormiistiir. Béylece enzimlerin protein yapida

oldugu kanitlanmistir (11).
1.1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, canli hiicreler tarafindan biyolojik sartlarda sentez edilmektedir.
Fakat aktivite gostermeleri igin hiicre iginde bulunmalar1 sart degildir. Proteinlerin
onemli bir smifin1 olusturan enzimlerin peptit zincirleri halindeki temel yap1
elemanlar1 amino asitlerden olusur ve kendilerine 6zel 3-boyutlu yapilara sahiptir. Bu
3-boyutlu tersiyer yapilar1 bu biyomolekiillere, baglanacaklar1 ve degisime
ugratacaklar1 substrat molekiillerini segme 6zgiinliigli kazandirmaktadir. Kuaterner
yapilara sahip yani birden fazla alt birimli enzimler de mevcuttur. Enzimlerin bu 3-
boyutlu yapilari substrat molekiiliiniin uygun bir sekilde baglanabilmesini saglayacak

bicimdedir ve bu yap1 6nemli derecede enzimin katalitik aktivitesini saglar.

Enzimlerle substratlar veya diger enzimlere baglanabilen molekiiller
arasindaki etkilesimler proteinlerin 3-boyutlu yapilarinin kazanilmasinda da rol
oynayan zayif etkilesimler olan iyonik bag, van der Waals etkilesimleri, hidrojen

bag1 ve hidrofobik etkilesimlerdir.

Enzimler oldukga yiiksek diizeylerde reaksiyon hizlar1 gosterirler. Enzimlerle
katalizlenen reaksiyonlarmm hizlar1 katalizlenmemis reaksiyonlara gore genellikle
10°-10% kat daha biiyiiktiir. Enzimler c¢ogunlukla fizyolojik pH degerlerinde,
100°C’nin  altindaki sicakliklarda ve atmosferik basinglarda biyokimyasal

reaksiyonlar1 katalizler.

Enzimler, degisime ugrattiklar1 substratlarina karst gesitli  diizeylerde
Ozgiinliik gosterir. Bir enzim, sadece tek bir substrat iizerinde rol oynadiginda ve
sadece tek bir reaksiyonu katalizlediginde “tam spesifiklik” gosterir. Yani aktif
bolgeye yerlesebilecek tek bir tiirden substrat molekiillerine baglanabilir. Ornegin;

galaktokinaz, sadece galaktozun fosforilenmesini katalizleyebilirken; glukokinaz,



sadece glukozun fosforillenmesinden sorumludur. Bazi enzimler genel bir
fonksiyonel gruba sahip olan bir sinif substrat {izerinde rol oynayabilirler ki bu,
“grup spesifikligi” olarak ifade edilir. Ornegin; fosfatazlar, bir fosfat fonksiyonel
grubuna sahip ancak oldukga farkli substratlarin reaksiyonlarini katalizleyebilirler.
Baz1 enzimler ise belirli bir tiirden kimyasal baglara karsi oOzgiindiirler.“Bag
spesifikligi’ne ornek olarak esterazlar verilebilir. Bu enzimler ester baglarina sahip
molekiillerin hidrolizini katalizlemekten sorumludurlar. Baz1 enzimler ise “izomer
spesifikligi” gosterir ve D- ve L- izomerlerden sadece birinin reaksiyonunu
katalizlemekten sorumludur. Ornegin; L-amino asit oksidaz, sadece L-amino
asitlerden amino grubunun uzaklastirilmasini ve boylece bir keto asit ile beraber

amonyagin olusumunu katalizleme 6zgiinliigiine sahiptir (10).

Enzimler hiicredeki reaksiyonlarda yan {irin olusturmazlar, reaksiyonlarin
%100 verimle sonuglanmasini saglarlar (14). Enzimler reaksiyon sirasinda fiziksel
degisiklikler gecirseler de, reaksiyon tamamlandiginda tekrar kendi orijinal hallerine

geri donerler (15).

Enzim + Substrat == Erzim - Substrat —— Enzim + Urcin

N 2\ A

ErnFim Madde  Enzim - Substrat Enzim Tepkime
aubetrat kompleksi Lirinleri

Sekil 1.1 Enzim Substrat Iligkisi (15)

Enzimler, kimyasal reaksiyonlarin normalden en az milyon defa daha hizl
gerceklesmesini saglar. Katalizlenmemis bir reaksiyonun dengeye varmasi yavas

olmasina ragmen, enzimler varlifinda denge birkag saniyede saglanir.
A+B —= C+D
A ve B molekiillerinin yukarida tanimlandig sekilde reaksiyon verip C ve D

tiriinlerini olusturabilmesi i¢in kimyasal bagi kirabilecek ya da yapabilecek kadar

yeterli kinetik enerjiyle birbirlerine ¢arpmalar1 gerekir. Dolayisiyla molekiiller gecis



halinin olusumunu saglayacak kadar bir aktivasyon enerjisine (E;) sahip olmalidir
(Sekil 1.2). Gegis hali yiiksek enerjili bir ara tirlindiir ve A ile B reaktanlarinin C ve
D iirtinlerine dontisebilmeleri i¢in bu enerjiye ihtiyaglar1 vardir ve gegis hali olusur
olusmaz iirlinlere varilir. Eger reaktan molekiillerin ¢ogu yeterli kinetik enerjiye
sahip olmazsa, ¢cok az1 gecis halinin enerjisine varacak ve dolayisiyla ¢ok az iiriin
olusacaktir. Ancak cevreden yeterli enerji saglanirsa gecis haline daha kolayca

varilip daha fazla iiriin olusmas1 miimkiindiir.

A Gegis hali
[A-B]*

Katalizlenmemis
reaksiyon

A+B .
Enzim katalizli
reaksiyon CeD

Reaksiyon yiiriiyiigii

Serbest Enerji, G

v

Sekil 1.2 Katalizlenmemis ve Enzim-Katalizli Egzergonik Bir Reaksiyon i¢in

Aktivasyon Enerji Doniisti (10)

Enzim katalizli bir reaksiyonda ise, A ve B reaktanlar1 enzimin aktif
bolgesine baglanip C ve D firlinlerini olusturmak {izere etkileseceklerdir. Ancak
enzim varliginda gegis halinin enerjisi enzimsiz olana gore daha diisiiktiir. Bunun
sebebi, enzimin aktif bolgesinde A ve B substratlar1 daha diistik enerjili yeni bir iiriin
veya ara liriin olusturur. Boylece enzimler aktif bolgede substratlar ile etkilesmek
tizere sagladiklart gruplar yardimiyla, aktivasyon enerjisini oldukca diisiirerek
reaksiyonun herhangi bir yonde daha hizli ilerlemesini saglayabilir. Bununla birlikte

enzimler dengenin yoniine hicbir sekilde etki etmezler (10).



1.1.2. Enzimlerin Yapisi

Katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu (ribozimler) hari¢ biitiin
enzimler protein yapisindadirlar. Bu nedenle enzimler, proteinlere ait tiim yapisal
ozellikleri gosterirler. Enzimler, diger proteinler gibi 12.000°den 1.000.000’un
tizerine kadar degisen molekiiler agirliga sahiptirler. Enzimlerin katalitik aktiviteleri,
dogal protein konformasyonlarinin biitiinliigiine baghdir. Bir enzim denatiire edilirse
veya alt {initelerine ayristirilirsa katalitik aktivitesi genellikle kaybolur; bir enzim
amino asit bilesenlerine yikilirsa katalitik aktivitesi daima bozulur. Enzim
proteinlerinin primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilart katalitik aktiviteleri

icin esastir (11).

Baz1 enzimler sadece proteinden olusurken, bazilari proteinin yaninda protein
olmayan bir kisim igerirler. Enzimlerin protein kismina “apoenzim” denir. Bu kisim,
enzimin hangi maddeye etki edecegini saptar. Apoenzim 1s1 ile kolayca denatiire
olur. Yapilar1 sadece proteinden ibaret olan enzimlere 6rnek olarak pepsin, tripsin,

tireaz, elastaz ve diger hidrolaz sinifi enzimler gosterilebilir.

Enzimatik reaksiyonlarda gorev yapan ve protein olmayan maddelere
“kofaktor” denir. Kofaktorler zorunlu iyonlari ve koenzim olarak adlandirilan grup
transfer molekiillerini igerir. Bunlar enzimatik islem tamamlandiktan sonra enzimler
gibi tekrar eski hallerini alir. Kofaktorler substrat ile beraber aktif bolgeye
baglanarak enzim fonksiyonunun gergeklesmesine yardimer olur. Bunlar asit ya da
baz gibi fonksiyon yaparak ya bagli substrata proton salivererek ya da substrattan
proton alarak katalitik isleme katilir. Baz1 kofaktorler ise substrattan elektron alir
(elektrofilik) veya substrata elektron saliverir (niikleofilik). Kofaktorlerin bu
ozelliklerine gore kimyasal baglar kirilir ya da yapilir. Ozellikle Mn*?, Cu*?, zn*?,
Co™, Ni*? ve Fe™ gibi ¢ok cesitli metal iyonlar1 kofaktdr olarak enzimlerin
aktivitesinde rol oynar ve birgok enzimin aktivitesi i¢in gereklidir ki bu tiirden
enzimler “metalloenzim” olarak tanimlanir. Ornegin, demir iceren bir enzim olan
katalaz, hiicrelerde potansiyel hasar yapici bir madde olan hidrojen peroksitin

parcalanmasini ve hasar yapmayan maddelerin olugmasini katalizler (10).



Koenzimler, organik ya da inorganik, ¢ok defa fosfattan meydana gelmis,
protein kismina gore ¢ok daha kiicliik molekiillii olan kisimdir. Enzimde esas islev
yapan kisim bu kisimdir. Koenzim kismi genellikle protein kismindan ayrilabilir ve
analizlerinde birgok vitamini (tiamin, niasin, riboflavin vs.) biinyesinde bulundurur.
Koenzim i¢eren enzimlere nikotinamid niikleotidli enzimler 6rnek verilebilir. Baz1
koenzimler niikleotid yapisindadir. Ornegin, nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD"), nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP™) ve bilesik niikleotid olan

koenzim A.

Koenzimler, apoenzimden kolaylikla ayrilabilir ancak tek baslarina katalitik
etki gostermezler. Koenzim apoenzim kismina kuvvetlice (kovalent) baglanmissa, bu
siki baglanan kisma “prostetik grup” denir. Niikleotid yapisinda olan prostetik
gruplar da vardir. Ornegin, flavin mononiikleotid (FMN) ve flavin adenin diniikleotid

(FAD) gibi (12).

Amino asitler yaninda amino asit olmayan yapilar1 da i¢eren enzimlere “bilesik

(konjuge) enzim” veya “holoenzim” denir (10).

Enzim molekiilii iizerinde substrat baglama 6zelligine sahip bir bolge bulunur.
Protein zincirinin bu kismi enzimin katalitik etkisinden sorumlu olup “aktif bélge”
olarak tanimlanir (12). Bu bolge bir nokta, bir ¢izgi ve hatta bir yiizey olmayip,
enzimin lineer yapisinin degisik noktalarinda bulunan gruplarin biraraya gelerek
olusturduklart 3-boyutlu karmasik bir bolgedir (1). Aktif bolge, geometrik olarak
substratin yerlesebilecegi bir cep seklindedir ve bu cepteki amino asit yan zincirleri
ozellikle bir tiirden substrat ile etkilesecek sekilde diizenlenmistir. Dolayisiyla hem
sekil hem de fonksiyonel grup dagilimi acisindan farklilik gosteren molekiiller
enzime etkin bir sekilde baglanamaz ve bdylece {irlin olusturmak {izere herhangi bir
enzim-substrat kompleksi (ES) olusturamaz. Enzimlerin aktif bolgeleri protein
polipeptit zincirinin belirli bir diizende katlanmasi ve belirli aminoasit yan
zincirlerinin biraraya gelmesi ile olusturulur (Sekil 1.3). Farkli amino asit yan
zincirlerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, substratin aktif bolgeye baglanmasina
yardimet olur. Substrat molekiillerinin baglanmasi yaninda bu yan zincirler kataliz

olaylarina da katilabilir. Ornegin, aspartat ve glutamat gibi yan zincirinde negatif yiik



tastyabilen aminoasitler pozitif yiiklii bir substrat ile elektrostatik etkilesim yaparak
baglanabilir. Benzer sekilde lizin, histidin ve arginin gibi pozitif yiiklii yan zincir

tasiyan aminoasitler de negatif yiiklii bir substrat ile baglanabilir (10).

o Polipeptit zinciri
H;N T T T COoO
A A B C

l Katlanma islemi

Belirli amino asit
birimlerinden olusan
aktif bilge

COO~

Katlannug polipeptit zinciri

+
H;N :
’ (Protein)

Substrat molekiilii

Sekil 1.3 Bir Polipeptit Zincirinin Katlanmasi ve Aktif Bolgenin Olusumu (10)

Enzimlerin, substratlar ile aktif bolgede uygun ve ozel etkilesimi gesitli
modellerle agiklanmistir. Bunlar; Anahtar-Kilit Modeli ve Indiiklenmis Uyum
Modelidir.

Anahtar-Kilit Modeli: Fischer (1894) tarafindan 6nerilen bu modelde enzim-
substrat etkilesimi bir anahtarin 6zel bir kilidin anahtar deligine yerlestigi gibi,
substratin da enzimin aktif bolgesine yerlestigi seklinde agiklanmistir. Bu model,
enzim Ozglinliiglinii agiklayabilmesine ragmen enzim katalizini agiklamada yeterli

olmamustir.

Substrat

Enzim | Q el

Sekil 1.4 Anahtar-Kilit Modeli (10)



Indiiklenmis Uyum Modeli: Koshland (1958) tarafindan 6nerilen bu
modelde, hem enzim hem de substrat baglanma sonucu seklini degistirir ve substrata
gecis halini alacak sekilde bir konformasyona zorlanir. Boylece, enzim substrati
baski altinda tutar ve dogrudan katalitik olaym olusmasini saglar. Bu model igin

bazen el-eldiven benzetmesi de yapilmaktadir (10).

Substrat ES

Enzim Q —_—

Sekil 1.5 Indiiklenmis Uyum Modeli (10)
1.1.3. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimler, onceleri katalitik etkilerini {izerinde gosterdikleri substrat adi
verilen bilesiklerin isimlerinin sonuna, “-az” eki getirilerek isimlendirilmistir.
Ornegin, iireyi CO, ve NHs’a pargalayan enzime iireaz; arginini ornitin ve iireye
parcalayan enzime arginaz; fosfat esterlerinin hidrolizlenmesini katalizleyen
enzimlere de fosfataz denilmistir. Bu isimler en azindan substratlar hakkinda bilgi
verirlerken, higbir bilgi ifade etmeyen bazi enzim adlar1 da biyokimyacilar tarafindan
kullanilmistir. Ornegin, pepsin, tripsin ve katalaz gibi. Zamanla birgok enzimin daha
ortaya ¢ikarilmasi sonucu, sistematik bir isimlendirmeye ihtiya¢ duyulmustur. Bunun
tizerine enzimler, Uluslararas1 Enzim Komisyonu (E.C.) tarafindan, katalizledikleri
reaksiyon tipleri ve reaksiyon mekanizmalarina gore bir smiflandirmaya tabi

tutulmustur.
Sistematik isimlendirmenin baslica 6zellikleri;

1. Reaksiyonlar ve onlar1 katalizleyen enzimler 6 gruba ayrilmistir. Her bir grup da

kendi i¢inde 4 ile 13 arasinda alt gruba ayrilmistir.



2. Enzim adi iki kistmda verilir. ilki substrat veya substratlarindir. Ikincisi ise
katalizlenen reaksiyonun tipinin sonuna “-az” eki getirilmis hali, yani grup veya alt
grup adidir. Substratlar, aralarina iki nokta konularak yazilirlar.

3. Reaksiyonun tabiatin1 agiklayacak ifadeler gerekiyorsa, parantez ic¢inde ismin
sonuna yazilabilir.

4. Her enzime bir sistematik kod numarasi verilmistir. Bu numara E.C. harflerinden
sonra ardarda gelen dort rakamdan ibarettir. Birinci rakam enzimin bagli oldugu
grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, tiglinciisii alt alt grubu belirtir. Dordiincti rakam
ise, enzimin aym ii¢ rakama sahip enzimler arasindaki sirasini verir. Mesela
E.C.2.7.1.1. kod numarasinda 2, bu enzimin bir transferaz enzimi oldugunu; 7, bir
fosfat grubu transfer edildigini; 1, fosfat transferinin alkol grubuna oldugunu ve son
1 rakam1 da bu enzimin alkol grubuna fosfat transferi saglayan enzimler arasinda ilk
sirayr aldigimi gostermektedir. S6zii edilen enzim hekzokinaz geleneksel adiyla

bilinen, ATP: D-heksoz 6-fosfotransferaz enzimidir (1).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan
onerilen ve kabul edilen sistematik adlandirmada enzimler, 6 biiyiik sinifa ayrilirlar;

her sinifin da katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflar1 vardir (11).

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

dehidrojenaz.

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

aspartat transaminaz.

3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini, suyun H* ve OH" iyonlar1 yardimiyla

molekiillerin yikilmasin1 katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar, ester baglarina,

10



glikozil bilesiklerine, eter baglarina, peptit baglarma, diger C-N baglarina,
asetanhidrit baglarma, C-C, C-P, C-halojen, C-S, P-N, S-S baglarina etki edenler

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

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

tersi bir yolla etkinlik gosterirler. Ornegin; piruvat dekorboksilaz.

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

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

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

asetil CoA karboksilaz (16).
1.1.4. Enzimlerin Calismasina Etki Eden Etmenler

Enzimler biyolojik sistemlerde ¢ok kiigiik miktarlarda bulunurlar. Bu nedenle
enzim proteinin miktarindan ziyade biyolojik sistemde gosterdigi aktivite miktar

sleiiliir (17).

Bir enzim aktivitesi birimi: 25°C’de 1 umol substrat1 {irline doniistiiren enzim

miktar1 olarak kabul edilmektedir.

Ozgiil (spesifik) aktivite: Miligram protein basina diisen enzim aktivitesidir.

Bu terim daha ¢ok izole edilen enzimin safligini kontrol etmek i¢in kullanilir.

Déniigiim sayist (kyat): Her bir enzim molekiilii tarafindan iirline donistiiriilen

substrat molekiillerinin sayisidir (10).

11



Enzim reaksiyon hizi ilizerine enzim ve substrat konsantrasyonlarinin,
sicakligin, ortam pH’mnin, zamanin, reaksiyon iiriinlerinin, hormonlarin, 1g1k vb. gibi

fiziksel faktorlerin etkisi vardir (17).

1.1.4.1. Enzim Konsantrasyonu

Substratin ¢ok bol oldugu bir ortamda optimal sartlarda enzimatik bir
reaksiyonun Ol¢iilen ilk hiz1 (V,), enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Belirli
bir silire sonra ortamda enzimin reaksiyona girebilecegi substrat sinirli oldugundan

hiz giderek azalmaya baslar (17).

\ Reaksivon
Hizi S ubstrat
L~ miktar
arttirlirss

S ubstrat
miktari
sInirl ise

Enzirm riktan

Sekil 1.6 Enzim Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina Etkisi (17)

1.1.4.2. Substrat Konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda
enzimatik tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun arttirilmasiyla baglangicta
dogrusal bir artis gosterir; fakat substrat ilave edildikce ortamda reaksiyona
girebilecek enzim bulunmadigindan hiz giderek daha az artar ve belirli bir

maksimum hiz (Vmax) diizeyinde sabit kalir (17).
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Substrat miktar

Sekil 1.7 Substrat Miktarinin Reaksiyon Hizina Etkisi (17)

1.1.4.3. Sicaklik

Enzimatik reaksiyonlarin hiz1 sicaklik artisiyla belirli bir noktaya kadar artar.
Belirli bir sicaklik asildiktan sonra enzimler de diger proteinler gibi denatiire olurlar
ve etkilerini kaybederler. Her enzimin substratini en fazla degisiklige ugrattigi belirli
bir maksimum sicaklik vardir. Bu sicakliga “optimum sicaklik” denir. In vitro enzim

reaksiyonlar1 genel olarak 37-40°C’de yapilir (17).

& Tepkime iz

40 BO 80 AC

Sekil 1.8 Sicakligin Reaksiyon Hizina Etkisi (17)

1.1.4.4. Ortam pH’1

Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi belirli bir pH araligi vardir. Bu
pH’ya enzimin “optimum pH'1” denir. Ornegin; pepsin pH 1-2 aralifinda, iireaz ise
pH 6-7 araliginda en yiiksek aktiviteyi gosterir. Enzimin optimum pH’sinin altinda
ve lstiinde reaksiyon hizi azdir. Enzim belirli bir pH’da tamamen etkisiz kalir ve

yapisi bozulur (17).
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1.1.4.5. Zaman

Enzim tarafindan katalizlenen bir reaksiyonun hizi, zamanla azalir. Bunun
sebebi, reaksiyon iriinlerinin kendi aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon
meydana getirmeleri, enzimin zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu Onleyen

maddelerin olusmas1 ve substratin tiikenmesidir (17).

1.1.4.6. Reaksiyon Uriinleri

Enzim reaksiyonu devam ettik¢e, reaksiyon iiriinleri enzimi inhibe ettikleri
i¢in enzim reaksiyonunun hizi azalir. Bu inhibisyonun sebebi, reaksiyon iiriinlerinin
molekiil yapisi bakimindan substrati andirmalar1 ve enzime substrattan daha fazla

baglanmalaridir (12).

1.1.4.7. Isik ve Diger Fiziksel Etkenler

Enzimlerin etkisi 1gikla arttirilabilir veya azaltilabilir. Enzim ¢o6zeltilerinin

kuvvetli calkalanmasi da enzimin denatiire olmasina neden olur (12).

1.1.4.8. Hormonlar ve Diger Biyokimyasal Maddeler

Hormonlar, aminoasitler ve diger bazi biyokimyasal maddeler de enzim
aktivitesi lizerinde degisiklikler meydana getirirler. Ornegin, dstrojenik, androjenik
ve bazi steroid gebelik hormonlari, glutamat dehidrojenaz enziminin dort alt tinitesini
ayristirarak enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olurlar ki bu durum, 16sin,

metiyonin, izol6sin, ADP (Adenozin difosfat) tarafindan geri ¢evrilebilir (11).
1.1.5. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin bazi bilesikler
tarafindan azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayina “inhibisyon” adi verilir. Buna

sebep olan bilesiklere de “inhibitor” denilmektedir (1). Enzim inhibitérleri, enzim

aktivitesini azaltan ya da tamamen durduran maddelerdir (18). inhibitérler, genellikle
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kiicik molekiil agirhigma sahip bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin
inhibisyonu, biyolojik sistemlerde bash basina bir kontrol mekanizmasi olusturdugu
icin 6nemli bir olaydir. Cesitli ilaglar ve zehirli bilesikler de, etkilerini bu yolla

gosterirler. Enzimlerin inhibisyonu baslica iki sekilde meydana gelir (1).

1.1.5.1. Tersinir (Geri Déniisiimlii) Enzim Inhibisyonu

Kompetitif (Yarismaly) Enzim Inibisyonu

Kompetitif inhibitor, siklikla yapisal olarak substrata benzeyen ve substrat
gibi enzime tersinir baglanma ozelligi gosteren bir bilesiktir. Kompetitif enzim
inhibisyonunda bir kompetitif inhibit6r, enzimin aktif yeri i¢in substrat ile yarigir.
Enzimin aktif bolgesine inhibitdr baglaninca reaksiyon gerceklesmez. inhibitor aktif
bolgeyi isgal ederken substratin enzime baglanmasini Onler. Kompetitif enzim
inhibisyonunda inhibitér madde, enzimin substratina olan ilgisini azaltir; Kp degeri
biiytir. Enzim-inhibitér (EI) kompleksi olusturmak iizere enzim ile tersinir olarak
birlesir (11). Buna ¢ok klasik bir 6rnek olarak siiksinat dehidrojenazin malonik asitle
inhibisyonu gosterilebilir. Siiksinik asit, sitrik asit siklusu sirasinda siiksinat
dehidrojenaz enziminin katalitik etkisi ile ¢ok kolaylikla fumarik aside doniisebilir.
Fakat ortamda malonik asidin bulunmasi formiil yapi1 benzerliginden dolayr bu

dontisimii yavaslatir (18).

E+S =—— ES > B+ P

\\» 2

Sekil 1.9 Kompetitif Enzim Inhibisyonu (11)
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Nonkompetitif (Yarismasiz) Enzim Inhibisyonu

Yarigmasiz enzim inhibisyonunun substratin konsantrasyonu ile iligkisi
yoktur. Yarigsmasiz enzim inhibisyonunda hem substrat hem de inhibitér madde ayn
zamanda enzime baglanmaktadir. Enzime yarigmasiz inhibitoriin baglanmasi substrat
baglanmasin1 bloke etmez, substrat baglanmasi da yarismasiz inhibitdriin
baglanmasin1 bloke etmez (11). Inhibitdriin enzimin aktif yeri disinda bir yere
baglanmasi ile, o enzimin molekiillerinin substratla reaksiyona girme hizinda bir
azalma meydana gelmektedir. Yarigmasiz inhibisyonun en sik goriilen sekli,
inhibitdriin, enzimin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarla, bu gruplarin yapisini

bozmadan tersinir bir sekilde birlesmesi halidir.

Bazi enzimler, yapilarinda fonksiyonlari igin esas olan siilfhidril (-SH)
gruplart tasirlar. Enzimin normal sekilde gorev yapabilmesi i¢in -SH gruplarinin
bozulmadan korunmasi gerekir. Bu -SH gruplarmin metal iyonlar1 tarafindan
yarigmasiz bir sekilde inhibe edilmesi enzimin normal katalitik etkisini siirdlirmesine
engel olur. Bu cesit agir metallere 6rnek olarak Ag", Hg™ ve Pb*"u gostermek

miimkiindiir (18).

Bu tiir inhibisyon ile, tepkimenin Vmax degeri azaldigi halde K. degeri

degismez (11).

E+S8S =— ES > E + P
I I o3
- / {S> /
K, K \ '.'“ —_— g
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Sekil 1.10 Nonkompetitif Enzim Inhibisyonu (11)
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Unkompetitif (Yart Yarismaly) Enzim Inhibisyonu

Bu enzim inhibisyonunda inhibitdr, enzim {izerinde substratin baglandig1 aktif
yerden ayr1 bir yere tersinir olarak baglanir; fakat nonkompetitif inhibitér serbest
enzime veya ES kompleksine baglanabildigi halde unkompetitif inhibitdr, yalnizca
ES kompleksi olustuktan sonra substratin enzime bagli oldugu aktif merkezden baska
enzimin aktif boélgesine yerine tersinir baglanarak enzimi inaktive eder. Unkompetitif

inhibisyon sonucu Vax degeri azalirken Ky, degeri de kiigiiliir (11).

E S &= ES ——> E+P
I f\
4‘ ,/// 7 S) //V "y
K, ( s — ’
L . ) y \A y
ESI

Sekil 1.11 Unkompetitif Enzim Inhibisyonu (11)

1.1.5.2. Tersinmez (Geri Déniisiimsiiz) Enzim Inhibisyonu

Tersinmez enzim inhibisyonu, tersinmez inhibitériin enzim {izerinde bulunan
ve aktivite i¢in esas olan bir fonksiyonel grubu yikmasi veya onunla tersinmez olarak
birlesmesi sonucu meydana gelir. Bu tip inhibisyonlarda aktif bolgeye kovalent
olarak baglanan inhibitdr, enzim yapisini bozdugu i¢in geri doniisiim olmamaktadir
(11). Sinir uyarilarmin iletilmesinde 6nemli rol oynayan asetil kolin esteraz
enziminin sinir gazi zehirleri tarafindan inhibisyonu buna bir 6rnektir. Bu gazlardan
diizopropilflorofosfat (DIFP), enzimin aktif bolgesinde yer alan serin amino asidi ile

reaksiyona girerek enzimi inaktive eder (1).
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1.1.6. Enzimlerin Kullamim Alanlar:

Bugiin tip, eczacilik, tarim, hayvancilik, ¢evre, gida, kagit, tekstil, deterjan
vb. bir¢ok endiistriyel alanda enzimler kullanilmaktadir. Son yillarda biyoteknoloji
alaninda gelismelerle elde edilen enzimlerin kullaniminin en fazla oldugu alan gida
endiistrisidir. Proteazlar ve amilazlar bu alanda en ¢ok kullanilan enzimlerdir (19).
Enzimler, birgok gidanin yapisinda ¢ok az bulunmalarina ragmen gidalarda 6nemli
gorevler {istlenirler. Enzimler, gidalarin dogal yapilarim1 degistirebilir ve bazi
orneklerde bu degisiklikler kabul edilebilir ama birgok 6rnekte bu durum istenmez.
Bu nedenle istenmeyen durumlarda enzimler inaktive edilirler. Bitkilerin kararmasi,
istenmeyen degisikliklere bir 6rnektir. Bazi enzimler analitik metodlarda indikator

olarak kullanilir. Ornegin, fosfataz enzimi pastdrizasyon islemlerinde kullanilir.

Enzimler, gida imalatinda katki maddesi olarak da kullamlirlar. Ornegin,

rennin enzimi peynir liretimi sirasinda siitte koagiilan olarak kullanilir (20).

Yine enzim kullanimimin en fazla oldugu alanlardan birisi de deterjan
endistrisidir. Deterjanlar, kullanilacaklar1 alana gore bilesimi degisen kompleks
karisimlardir. Bazi deterjanlar alkali kosullarda aktivite gosteren alkali-proteaz
(bazik) enzimlerini igerirler. Bazi deterjanlarin yapiminda da amilaz ve lipazlar
kullanilmaktadir. Bu enzimlerin etkisi ile 6zellikle protein, yag ve nisastanin tesiriyle

olusan kirlilik etkisi bir sekilde temizlenir.

Yapilan pek c¢ok aragtirma sonucunda, enzimlerin kullanim alanlar1 giderek
artmaktadir. Ozellikle son yillarda rekombinant-deoksiriboniikleik asit (DNA)
teknolojisine paralel olarak, yeni ve istenilen 6zellikte enzim elde edilmesi miimkiin

olmaktadir; buna bagl olarak da enzim kullanim1 giderek yayginlagmaktadir (19).

Enzimlerden tip alaninda gittikce artan bir Olgiide yararlanilmaya
baglanmistir. Enzimlerin nitelik ve nicelik tayinlerinin yapilabilmesi suretiyle kalitsal
anormallikler ve hastaliklarin teshisleri yapilabilmekte ve hastaligin gelecegi
hakkinda fikir edinilebilmektedir. Bunun gibi bazi hastaliklarin tedavisinde de enzim

preparatlarindan ilag olarak yararlanilmaya baglanmistir (18).
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Kalitsal olarak enzim yetersizlikleri sonucu ortaya c¢ikmis bulunan bir¢ok
hastalik, bu enzimlerin veya bunlarin katalize ettikleri reaksiyon iirlinlerinin veya
substratlarinin gosterdikleri azalma veya artisa gore teshis edilebilirler. Ozellikle
amino asitlerin metabolizmalari i¢in gerekli enzimlerin bulunmayist ¢ogu kez zeka
ve gelisim geriligi ile kendini belli eden kalitsal hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Ayni sekilde enzim yetersizligi, karbohidratlarla ilgili olarak glikojen
depolama bozukluklarima neden olabilir. Lipid metabolizmas1 yoniinden de enzim
yapimindaki yetersizliklerden dogan Gaucher (Dalak karaciger ve kemik iligi
hiicrelerinde glukozilseramid birikimi ile olugan genetik bir hastalik), Niemann- Pick
(Sinir sisteminde kalic1 bozukluga, karaciger ve dalak biiyiimesine yol acan kalitsal
bir hastalik) ve Tay-Sachs (Oliimciil resesif bir hastalik) gibi hastaliklardan soz

etmek miimkiindiir (11).

Eczacilikta da enzimler kullanilmaktadir. Bu alandaki en iyi 6rnekler, hazim
kolaylastirict bazi ilaglarin bilesimindeki besinlerimizin temel bilesenlerinden olan
proteini pargalayan proteaz, nisastay1 parcalayan amilaz, yaglar pargalayan lipaz ve
laktozu pargalayan laktaz enzimleridir. Enzimlerin eczacilikta kullanimina bir diger

ornek de, penisilin amidaz enzimidir (19).

Eczacilik alaninda bazi enzimler ila¢ olarak kullanilabilir. Karaciger, safra
kesesi, pankreas hastaliklarindan kaynaklanan sindirim bozukluklarinda protein,
karbohidrat ve lipidleri hidroliz eden enzimler ilag olarak kullanilir. Yara
tedavisinde, dokunun olugmasi igin peptit baglarin1 ve heteropolisakkaritleri hidroliz
eden enzimler kullanilmaktadir. Enzim inhibitorleride, ila¢ olarak kullanilabilir
Tablo (1.1) (12).

19



Tablo 1.1 flag Olarak Kullanilan Enzim Inhibitérleri (12)

Ilacin Ada Inhibe Ettigi Enzim Tedavi
Aspirin Prostaglandin Rediiktaz Antienflamatuar
Siilfanilamid Dihidrofolat Sentetaz Antibakteriyel
Hidrazinler Monoamin Oksidaz (MAO) Antidepresan, Psikostimiilan

Anjiotensin Doniistiiriicii

) . ACE Antihipertansif
Enzim (ACE ) Inhibitorleri

1.1.7. Hastahik Tamisinda Enzimler

Enzimler genellikle hiicrelerin icinde ¢ok miktarda bulunurlar, plazmadaki
konsantrasyonlar1 ise hiicre igindekine gore ¢ok diisiiktiir. Hiicre zarar gordigi
zaman (Orn. virlis veya toksinle) hiicre zar1 pargalanir ve hiicre i¢indeki enzimler
disar1 ¢ikarlar, boylece plazma seviyeleri aniden 103-10* kat artabilir. Buna iki drnek,
hepatit ve miyokard infarktiisii (M)’ diir. Mi’nde koroner arterlerden biri bir piht1 ile
tikanir ve kalbin o arter tarafindan beslenen bdlgesi oksijensiz kalir (Iskemi). Bunun
sonucunda o bolgedeki hiicreler hizla bozulmaya baslar ve nekroz olur. Hiicrenin
icindeki enzimler hiicre digina ¢ikarlar. Hiicre dis1 s1vidan sistematik dolagima gecen
enzimlerin serum diizeyleri hizla artar. Bu ani artis hastalik tanisinda kullanilan ¢ok
onemli bir parametredir. Ayn1 sekilde virlis veya herhangi bir toksinle infekte olan

karaciger hiicreleri de nekroz olarak enzimlerini hiicre disina ¢ikarirlar.
Hastalik tanisinda en ¢ok kullanilan enzimler;

Serum pankreas amilazi: Bazi pankreas kanserlerinde ve pankreas

iltihabinda artar.

Serum asid fosfataz ve prostat spesifik antijen (PSA): Prostat kanserinde
artar.
Kreatin kinaz (CK): Kas distrofisinde, karaciger hastaliklarinda ve miyokard

infarktisiunde artar.
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Glutamat okzalasetat transaminaz; Aspartat transaminaz (GOT; AST):

Miyokard (kalp kas1) infarktiisiinde, karaciger hastaliklarinda ve sarilikta artar.

Laktat dehidrojenaz (LDH): Kalp, karaciger, kas hastaliklarinda ve bazi

kanserlerde (6rn. 16semi) artar (12).

1.2. Proteazlar

Proteazlar, proteinlerin yapisindaki peptit baglarinin hidrolitik parcalanmasini
katalize eden enzimlerdir (21).

Proteazlar, fizyolojik olarak temel ve bulunmasi zorunlu molekiiller
olduklarindan, viriisler, prokaryotlar, mantarlar, bitkiler ve hayvanlar1 kapsayan ¢ok
cesitli organizmalarda ve organizmanin bircok kisimlarinda meydana gelirler.
Hiicrenin normal fizyolojik gelisiminde, baskalasiminda, protein katabolizmasinda,
yer degistirmesinde, doku diizenlenmesinde ve gelisme siirecindeki morfojenezde

kompleks proseslerden sorumludurlar (22,23).

Memelilerin sindirim sistemlerinde ¢ok onemli bir role sahip olan proteaz
enzimi, mide ve pankreasta bol miktarda {iiretilerek besinlerdeki protein igeriginin

yap1 taslarina ayrilmasini saglar (24).

Proteazlar genel olarak akiskan olmayan ortamlarda c¢ok diisiik hizda
reaksiyon verirler veya inaktive olurlar. Bu nedenle kullanilan ¢oziiciiye direngli

proteazlarin arastirilmasi giincel bir ¢alisma alanidir (21).

Ticari alanda diinya ¢apindaki proteolitik enzim iiretim miktar1 biyoteknolojide
kullanilan herhangi bir diger enzim miktarindan daha fazladir (25). Bugiin ¢esitli
endiistri sektorlerindeki enzim satiglarimin yaklagik %40’1mn1 proteazlar olusturur.
1914 yilinda ilk kez deterjan katki maddesi olarak uygulanmalarindan beri, bu

enzimler deterjan endiistrisinde genis bir alanda kullanilmaktadirlar (22).
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Boynuz, tily, tirnak ve sa¢ gibi lifsel proteinler dogada atik olarak oldukg¢a bol
miktarda bulunurlar. Bu atiklar baz1 mikroorganizmalardan elde edilen proteazlarla
kullanilabilir hale doniistiiriilebilir veya yok edilebilirler. Proteazlarin proteolitik
aktivitesi ile protein igerikli bu atiklarin parcalanarak giderimi saglanmaktadir. Bu
etkileri ile proteazlar son zamanlarda atik yoOnetiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kiimes atiklarimin diizenlenmesi proteazlarin kullanim alanlar

arasindadir, bu yolla atiklar ve tiiy birikintileri giderilebilmektedir.

Proteazlar fotografcilik sektoriinde de kullanilmaktadir. Fotograf filmleri
tizerinde 6nemli miktarda giimiis bulunmaktadir. Filmlerin yakilmasi ile yiizeyindeki
giimiis geri kazanilmakta ancak bu yontemle c¢evre kirliliginin artmasina yol
acilmaktadir. Bu islemde proteazlarin kullanilmasi, giimisiin geri donlisiimii i¢in
gevre dostu bir yontem olarak goriilmektedir. Filmler tizerindeki jelatinin enzim

tarafindan pargalanmasi ile tizerinde bulunan giimiis kolayca geri kazanilmaktadir.

Deri endiistrisinde deride istenilmeyen pigmentlerin yok edilmesi, deri
yiizeyinden killarin ve tiiylerin uzaklastirilmasi ve daha diizgiin, kullanigh bir deri
yiizeyinin elde edilmesi halen kullanilan toksik kimyasallarin yerine proteazlarin
kullanilmalar1 yeni bir gelismedir ve proteazlara ilaveten biyoteknolojik 6nem
kazandirmaktadir (21).

Hastalik yapan bakterilerin yasam dongiilerindeki iliskileri, kanser ve AIDS
gibi agir hastalik vakalarina karsi terapotik ajanlar gelistirmek proteazlarin potansiyel
bir hedef olmalarina izin verir. Genis ¢esitlilikleri ve 6zgiilliikkleri efektif terapotik

ajanlar gelistirmede biiyiik bir avantaj olarak kullanilir (23,26,27).

Bir diger kesfedilen alan ise proteazlarin ipek kumas endiistrisinde ipegin

zamklanmasi igin kullanilmasidir (24).

Ayrica, endiistri ve tip uygulamalarindan bagka proteazlar temel aragtirmalarda

da 6nemli bir rol oynarlar.
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Proteazlarin segici peptit bagi kirinimlari, proteinlerin dizilimi ve yapi-

fonksiyon iliskilerini aydinlatmada kullanilmaktadir (28).

1.2.1. Proteazlarin Smiflandirilmasi

Proteazlar kabaca aktif bolgelerine gore ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar
olmak tizere iki alt gruba ayrlirlar. Fonksiyonel gruplarindaki aktif bolgeye
dayanarak proteazlar ayrica; serin proteazlar (E.C.3.4.21.), sistein proteazlar
(E.C.3.4.22.), aspartat proteazlar (E.C.3.4.23.) ve metallo proteazlar (E.C.3.4.24.)
seklinde siiflara ayrilirlar (29).

1.2.1.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar polipeptit zincirinin amino ya da karboksil ucundaki peptit
baglarin1 hidroliz ederler. Proteinin amino ucundaki peptit baglarin1 hidroliz eden
ekzopeptidazlar, aminopeptidazlar; karboksil ucundaki peptit baglarini hidroliz

edenler ise karboksipeptidazlar olarak adlandirilirlar (21).

1.2.1.2. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, ekzopeptidazlarin aksine amino veya karboksil uglarinda
bulunan peptit baglar1 yerine i¢ kisimlarda bulunan peptit baglarini hidroliz ederler
(21).

1.2.1.3. Sistein Proteazlar (E.C.3.4.22)

Sistein proteazlar, tiol proteazlar olarak da bilinir ve aktif merkezlerindeki
sistein (Cys), histidin (His) ve aspartik asitten (Asp) olusan ti¢lii katalitik yapilari ile
karakterize edilirler. Sistein, substrat ile kompleks olusturulmasinda etkili olmakta ve
aktif merkezlerinde bir -SH grubu igerdiklerinden ve bu grup agir metal iyonlar1 ve

yiikseltgeyici ajanlarla kolayca inhibe edildiginden 6nemli enzimlerdir (21).
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1.2.1.4. Aspartat Proteazlar (E.C.3.4.23)

Aspartat proteazlar asit endopeptidazlar olarak da bilinirler. Bu enzimlerin
katalitik bolgeleri iki Asp igerir ve bu proteazlar genellikle diisiik pH degerlerinde
aktivite gosterirler. Molekiil agirliklar1 30-45 kDa arasinda olup; pepsin, katepsin D
ve E ile rennin aspartat endopeptidazlar bilinen 6rnekleridir (21).

1.2.1.5. Metallo Proteazlar (E.C.3.4.24)

Bu grup, etki mekanizmas1 yoniinden diger proteazlara goreceli olarak, en ¢ok
farklilik gdsteren enzimleri igerirler. Metallo proteazlar aktiviteleri icin iki degerlikli
katyonlara gerek duyan enzimlerdir. Metallo proteazlarin yapisinda katyon olarak
genellikle ¢inko (Zn*?) bulunmaktadir. Bunlar etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
gibi, selat yapict ajanlar tarafindan inhibe edilen enzimlerdir. Bu grup i¢inde bulunan
30 adet enzim ailesinden 17 tanesi endopeptidaz, 12 tanesi ekzopeptidaz ve birisi

hem endopeptidaz hem de ekzopeptidazdir (21).

1.2.1.6. Serin Proteazlar (E.C.3.4.21)

Serin proteazlar, katalitik mekanizmalar1 ayrintili bir sekilde bilinen
proteolitik enzimlerdir. Aktif bolgelerinde serin (Ser) biriminin varligindan dolay1 bu
ad ile bilinirler. Tripsin, kimotripsin ve elastaz gibi enzimler birer serin proteaz
olarak tanimlanir. Bu enzimler peptit zincirlerindeki peptit baglarina kars: ilgi duyar
ve birbirlerine oldukg¢a benzer mekanizmalar iizerinden bir peptit hidrolizini

katalizler (Sekil 1.12) (10).
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Sekil 1.12 Proteazlarin Katalizledigi Reaksiyon (10)

Alkali pH degerlerinde aktif olan bu enzimler genis bir substrat cesitliligine
sahiptir, molekiil agirliklar1 ise ¢cogunlukla 18-35 kDa araligindadir (21). Optimum
pH’lar1 ise 7 ile 11 arasindadir. izoelektrik noktalari genellikle 4 ile 6 arasinda

degismektedir (23).

Serin proteazlarin aralarinda viriisler, bakteriler ve Okaryotlar gibi
organizmalarinda bulundugu birgok canli tiirii i¢in yasamsal olduklar1 O6ne
striilmektedir (30).

Serin proteazlar bir cep seklindeki aktif bolgelerinde olduk¢a korunmus
Histidin (His), Asp ve Ser seklinde ii¢ polar amino asit igerir ve bu ii¢ amino asit
Katalitik ti¢lii olarak tanimlanir (Sekil 1.13) (10). Bu yap1 iginde Ser, substrat ile
kovalent bag olusturan oldukca reaktif bir elemandir (21). Bu ii¢ amino asidin

geometrik sekillenmeleri ayni olsa da, protein katlanmalari biraz farklidir (23).

Son yillarda aktif merkezinde Ser-His-Glu (Glutamat), Ser-Lys (Lizin)/His,

His-Ser-His gibi amino asitler olan serin proteazlar da bulunmustur (31).
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Sekil 1.13 Serin Proteazlarin Aktif Merkezi (31)

Serin proteazlar, belirli sinif amino asitlerle bagli olan peptit baglarini
hidrolizlemeyi tercih eder. Tripsin benzeri grup da proteaz, arginin veya lizin gibi
bazik amino asitlerden sonraki peptit baglarini pargalar. Clinkii substrat baglama
merkezinde bu kalintilarla gii¢lii bir elektrostatik bag olusturabilen bir Asp (veya
Glu) bulunmaktadir (32).

Kimotripsin gibi proteazlar non-polar bir substrat baglama cebine sahiptirler,
bu nedenle triptofan, fenilalanin, 16sin gibi aromatik aminoasitlere ihtiya¢ duyarlar.
Elastaz gibi enzimler ise baglanma bdlgelerinde hacimli aminoasitlere (valin ya da
treonin) sahiptirler, bu nedenle de alanin gibi kii¢iik hidrofobik kalintilara ihtiyag
duyarlar (30).
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Serin proteazlar DIFP, fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF) ve tosil-L-lisin
klorometil keton (TLCK) tarafindan geri doniisiimsiiz olarak inhibisyona ugrarlar
(21). Baz1 serin proteazlar aktif bolgelerinin yaninda Cys kalintilar1 bulunmasindan
dolay1 p-kloromerkiiribenzoat (PKMB) gibi bazi tiyol ayiraglar1 tarafindan inhibe
edilirler (23). Ayrica Japon deniz siingerinden (Theonella) izole edilen
cyclotheonamides E2 ve E3 cinsleri de iki yeni serin proteaz inhibitorleridirler (33).

Serin proteazlar, yiiksek organizmaya sahip canlilarda gesitli bir dizi fizyolojik
fonksiyonu vyiiriitiirler. Bunlarin arasinda en iyi bilinenleri; sindirim, kan
pthtilagsmasi, fibrinoliz, fertilizasyon ve immun sistemi tamamlayict aktivasyonlardir

(32).

Serin proteazlar arasinda etkilesimler yaygindir ve serin proteazlarin
substratlart bazen diger serin proteazlardir; bunlar inaktif bir zimojen tarafindan
aktive edilir. Serin proteazlarin metabolik kaskad yollarindaki gereklilikleri iyi
sekilde belgelenmistir. Kan pihtilagmas1 kaskadi 6nemli bir 6rnektir. Kan pihtilar bir
seri zimojen aktivasyon sayesinde olusurlar. Bu enzimatik kaskadta bir etmenin aktif
hali bir sonraki etmenin aktivasyonunu katalizler. Burada plazminojen
aktivatorlerinin aktivasyonu plazminojenin plazmine donisiimiine neden olur.

Plazmin, fibrin pihtisinin ¢6ziilmesi i¢in gereklidir.

Serin  proteazlarin  sindirimdeki rolii; biitiin pankreatik zimojenlerin
(tripsinojen, kimotripsinojen, proelastaz ve prokarboksipeptidaz) yaygin bir
aktivatorii olan tripsin etkisiyle saglanir. Proteazlarin diizenli etkilerine bir diger
onemli Ornek ise apoptozis yoludur. Bagirsak epitel hiicrelerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiiziindeki hiicrelerin &ldiriilerek

uzaklastirilmasi apoptozis yoluyla gerceklesir (32,34,35).
Serin proteazlarin yapisal karakterizasyonlar1 ve lokalizasyonlarinin kapsamli

analizleri; onlarin gen ifadeleri, fizyolojik ve patolojik durumlarla olan iligkilerini

anlamamizda ilk adimlardir (36).
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1.2.1.6.1. Serin Proteazlarin Etki Mekanizmasi

Biitiin proteazlarin herhangi bir peptit bagini hidrolize edebilmeleri i¢in ii¢

engeli agmalar1 gerekir. Bunlar;

1. Amid azotundan karbonil grubuna elektron aktarimi oldugundan amid
baglar1 ¢ok dayanikli baglardir. Proteazlar bir amid bagini1 karbonil oksijeninin genel
bir asit ile etkilesmesi ile aktif hale getirirler ve peptit baginin kirilmasini saglayarak

rezonans stabilizasyonunun bozulmasina yol agabilirler.

2. Su zayif bir niikleofildir; proteazlar genelikle genel bir baz ile suyu

aktiflestirirler.

3. Aminler kolay ayrilan gruplardir; proteazlar aminler ayrilmadan 6nce onlari
protonlarlar. Serin proteazlar bu gorevlerini, amino asit veya peptit parcasi kaybu ile
kovalent sekilde baglanmis bir enzim-peptit iiriiniiniin olustugu bir hidroliz i¢in iki-
adimli bir reaksiyonu takip ederek etkili bigimde yerine getirir. Bu agilleme
basamagini peptidin hidrolizine sebep olan, ara iiriine su tarafindan gerceklestirilen

niikleofilik bir saldirinin oldugu deagilasyon prosesi takip etmektedir (30).

Aktif bolgedeki Asp birimi hidrojen bagi ile His yan zincirini belli bir konumda
tutar. Pargalanacak substrat aktif bolgeye yaklastiginda His birimi genel bir baz gibi
rol oynayarak Ser yan zincirinden bir proton koparir ve bdylece Ser yan zincirinin
peptit karbonil karbonuna saldirisi i¢in daha niikleofilik yapar. Hemen sonra His yan
zincirine katilan proton, olusan negatif yiiklii peptidin amid azotuna transfer olur ve
protonlanmig bir amin olusturur. Peptidin bir parcast bu asamada ayrilir ve diger
parcast Ser ile baglanmis olarak kalir. Bu ara iirlin kararli olmasina ragmen bir su
molekiiliiniin karbonil karbonuna niikleofilik saldiris1 ile bir baska tetrahedral ara
tirlin olugmasini saglar. Bu basamakta His yan zinciri bir genel baz gibi davranarak
su molekiiliinden bir proton koparir. Son olarak His yan zinciri bu protonu Ser yan
zincirindeki oksijene salivererek Ser ile bagli diger peptit parcasinin ayrilmasi

saglanir (10).
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Sekil 1.14 Serin Proteaz Reaksiyonunun Basitlestirilmis Katalitik Mekanizmasi (10)

1.3. Elastazlar

Elastazlar, bag dokunun 6nemli proteni olan elastini ayirma 6zelligine sahip bir
grup serin proteazlardir. Bunlar ¢ogunlukla akcigerlerde, damarlarda, lenflerde ve
deride dagilmis durumdadirlar. Bulunduklar1 dokularda enflamatuar doku hasarinin

¢ok onemli mediatorleridirler (37-39).
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Bag doku, nispeten az sayida canli hiicrenin ekstraselliiler matriks denen bir
ortam i¢ine dagilmastyla olusmus dokudur. Bag doku, deri, tendonlar, ligamentler,
kikirdak ve kemikte yaygin olarak bulunur. Bag dokunun baslica goérevi, diger
dokulara destek olmaktir ki bu gérevini ekstraselliiler matrikste yer alan kollajen ve
elastin gibi fibriler proteinlerle yerine getirir. Bag dokunun ana maddesi, biiyiik
Olciide glikozaminoglikan (mukopolisakkarit) igerir. Bag dokuda en fazla bulunan
glikozaminoglikanlar, hiyaliironik asit ve kondroitin siilfat polimerleridir.
Hiyaliironik asit, géz sivisinda, gobek kordonunda, sinoviyal sivida ve bazi
tiimdrlerde bol bulunur (40). Insan ve memeli hayvan bag dokusunun ve &zellikle
kikirdagin baglica maddesi olan ve polisakkarit sinifinda bulunan kondroitin siilfatla,
proteinlerle birlesmis olarak bulunurlar (1). Bag doku, galaktoz ve mannoz igerir.
Bag dokunun oOnemli bazi proteinleri, kollajen, elastin, fibronektin, laminin ve

proteoglikanlardir (40).

Kollajen, tendonlarda, kikirdakta, kemiklerin organik matriksinde ve goziin
korneasinda dnemli miktarlarda bulunan basit, fibriler skleroproteindir. Kollajen,
hayvanlar aleminde ¢ok yaygindir; memeli hayvanlarin viicut agirliginin %6’simn,

tiim viicut proteinlerinin %30’unu olusturur.

Kollajen molekiillerinin en belirleyici 6zelligi, li¢ polipeptit alt biriminden
olusan biikliimlenmis kangal olan {c¢lii sarmaldir. Kollajenin yapisini olusturan
fibriller ve fiberler, deride ve tendonlarda birbirine paralel demetler halinde;
akcigerlerde diizensiz bir sekilde; korneada ortogonal tabakalar halinde; kikirdakta
gevsek ag yapisinda; kemik ve dislerde kalsiyum fosfat kristalleri i¢in matriks
olusturacak sekilde yerlesirler. Kollajen, soguk suda c¢oziinmez, sicak suda ve
seyreltik asit ¢ozeltilerinde ve alkalilerle kaynatmakla jelatin olusturur; jelatin de

suda kolaylikla ¢6ziinerek kolloidal jel ¢ozeltileri olusturur.

Kollajen, bulundugu dokulara dayaniklilik verir, doku seklini korur ve dokuya
gerilme direnci saglar. Kollajen, kanin pihtilasmasinda etkilidir; kan pihtisi ile
etkileserek yara deligini kapatir, kan pihtis1 zamanla biiziildiigii halde kollajen lifleri
ag1 zedelenme yeri lizerinde yeni bir hiicre tabakasi gelisinceye kadar yaray: orter.

Kollajen, yaralarin iyilesmesinde de rol oynar.

30



Kollajen, kondroitin siilfatla 1:1 oraninda birleserek kikirdagi, 9:1 oraninda
elastin alarak tendonlari, kendinin 4 katindan c¢ok hidrate kalsiyum fosfat alarak
kemikleri olusturur; deride ise kendisi kadar dermatan siilfat ve 9:1 oraninda elastinle

birliktedir (40).

Sekil 1.15 Tropokollajenin Uglii (Triplet) Heliks Yapis (41)

Elastin, fibroblast hiicreleri tarafindan iiretilen yapisal bir proteindir. Elastik
bag dokunun en 6nemli fibriler skleroproteinidir. En ¢ok bag dokunun hiicrelerarasi
maddesinde yer almaktadir. Elastin, bulundugu dokulara (damarlar, deri, akciger ve
diger esnek dokular) esneklik (elastakiyet) saglar. Elastinin esnekligi capraz

desmozin baglar1 ve amorf yapisindan kaynaklanir.
Elastin proteininde iki bolim vardir:
1. Hidrofobik Béliim: Molekiiliin esneklik 6zelliginden sorumludur.

2. Alfa-Helikoidal Béliim: Bol miktarda gapraz baglarin olusumunu saglayan lizin

ve alanin amino asitlerini igerir (42).

31



Elastin felleri

< %ﬁ?%:&g >

E<neme l lC-cvgune

Elastin molekuin

.-5 E % v_:'v(,‘apu: bag.___ E

Sekil 1.16 Elastinin Yapisi (42)

Elastin, bircok yonlerden kollajene benzer, aralarinda yap1 bakimindan birkag

temel fark vardir (Tablo 1.2) (40).

Tablo 1.2 Kollajen ve Elastin Arasindaki Farkliliklar (40)

Kollajen Elastin
Pek ¢ok genetik tip Tek genetik tip
Uelii heliks Uzamaya 1zin veren dgglnlk helezon
sekilleri
(Gly-X-Y), tekrarlayan yapisi (Gly-X-Y), tekrarlayan yapinin olmayisi
Hidroksilizinin varlig Hidroksilizin yoktur.
Karbohidrat tasir Karbohidrat tagimaz.
Intramolekiiler aldol ¢apraz baglantilari Intramolekgl l?r desmozin gapraz
aglantilar

Elastinin molekiill agirhig yaklasik 68 kDa'dur ve yaklasik 750 amino asit
kalintisindan olusur. Bunlarin en basinda alanin, prolin, glisin gibi hidrofobik amino
asitler bulunur. Bu yiizden de elastinin diger bir 6zelligi hidrofobik ve fibril protein
olmasidir. Daha az miktarda olmasina ragmen, lizin amino asiti proteinin yapisinda
biliylik 6nem tagimaktadir. Dort lizin molekiilii bir araya gelince ortaya g¢apraz

desmozin bagi gelir. Lizin genellikle her elastin fibrili ucunda yer alir, bu da fibrilleri
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birbirlerine baglar. Bu yiizden, elastin liziloksidaz enzimi tarafindan pargalanabilir.

Az miktarda hidroksiprolin bulundurur.

Elastinin biyosentetik onciisti tropoelastindir. Tropoelastin hidrofobik degildir,
tam tersine hidrofiliktir ve iretimi hiicreleraras1 maddesinde gergeklesir.

Uretiminden hemen sonra fibroblast zarmin yaninda elastik fibril olusturur.

Tropoelastin fibrilleri birbirlerine ¢ok baghdirlar ve desmozin kopriilerinin

olusumunu saglarlar (42).

Elastinin yikimi, elastaz vasitasiyla gerceklestirilir. Pankreastan salgilanan
proelastaz, tripsin ile aktive edilerek elastaza ¢evrilir. Elastaz, 6zellikle elastin i¢in
proteolitik bir proteazdir; valin ve alanin gibi alifatik yan zincirli amino asitlerin
karboksil ucundan molekiilii pargalar; desmozin ve izodesmozin igeren gapraz bagl
peptitler olusturur. Elastin, pepsin ile yavas olarak hidroliz olur; ancak tripsin ve

kimotripsin ile par¢alanmaz (40).

Elastin proteininin bozulmasi veya yoklugu bazi hastaliklara yol agar. Williams
Sendromunda eksik olan 25 genden biri elastindir ve bu sendromda goriilen bag doku
kardiovaskiiler bozukluklara neden olur. Alfas-antitripsin  eksikligi, elastinin
proteazlar tarafindan yikimina ve akciger anfizemine yol agar. Marfan Sendromu
fibrillin geni FBN1'deki bir mutasyondan kaynaklanir, bunun sonucu meydana gelen

bir enflamasyon reaksiyonunda elastin molekiilleri proteolize ugrar (42).

Tarihi olarak, elastini hidroliz eden herhangi bir proteinaza “elastaz” denir.
Fakat artik bu isim, spesifikliklerine gore birbirlerinden ayrilan enzimler grubuna
verilmektedir. Pankreatik elastaz (E.C.3.4.21.36) (pankreatopeptidaz E, pankreatik
elastaz 1), elastin dahil proteinlerin hidrolizlerini Ala-|-Xaa segmentinden
gerceklestirir.  Pankreatik elastaz 1l (E.C.3.4.21.71) ise losin, metiyonin ve
fenilalaninin karbonil gruplarini se¢imli olarak ayirir. Lokosit elastaz (E.C.3.4.21.37)
(lizozomal elastaz, NE, medullasin), elastin dahil proteinlerin hidrolizlerini Val-|-Xaa
segmentinden gergeklestirir. Elastaz 111 (E.C.3.4.21.70) (pankreatik endopeptidaz E)

ise Ala-|-Xaa segmentinden proteinleri parcalar, fakat elastini hidroliz edemez (43).
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1.3.1. Pankreatik Elastaz (E.C.3.4.21.36)

Pankreatik elastaz 240 amino asitin 4 disiilfiir kopriisiiyle birbirine capraz
baglandig: bir tek polipeptid zinciri igeren kiiresel bir proteindir. Diger proteinazlar
tripsin ve kimotripsin gibi; pankreatik elastazlar da hidrofobik bir merkeze ve genis
benzerlik dizilerine sahiptirler. Pankreatik elastaz tersiyer yapili bir proteindir. Bu
enzim domuz pankreasinda pre-proelastaz olarak sentezlenir; enzim proelastaz
sathasindan sonra zimojen graniillerde depolanir ve daha sonra duodenumlarda
tripsin etkisiyle aktif elastaz haline doniistirilir. Bu proses tripsinojen ve
kimotripsinojenin N terminalinin sonundaki molekiiliin kiigiik peptit aktivasyonunun
yer degistirmesiyle sonuglanan prosese benzer ve enzime kendi dogal yapisim
kazandirir. Pankreatik elastazin bu iki formu katalitik 6zellikleri bakimindan farklilik

gosterir.

Pankreatik elastaz, prostetik grup ya da metal iyonu igermez. Enzimatik
aktivitesi sadece 3-boyutlu yapisindaki tek polipeptid zincirinden kaynaklanir. Bu
yiizden herhangi bir yap1 degisikliginde ya da denatlirasyonda aktivitesini kaybeder.

Pankreatik elastaz, genis bir substrat Ozelligine sahip bir serin proteazdir.
Glisin, valin, 16sin ve 6zellikle alanin gibi kii¢lik hidrofobik zincirlere sahip amino
asit kalintilarinin karbonil grubu sonlarindaki peptit baglarini ayirir. Pankreatik
elastazin yiiksiliz aromatik zincirlere olan genis spesifitesi, yapisinda ¢ok sayida

alifatik zincir bulunduran elastini ayirabilen enzim olmasiyla agiklanir.

Pankreatik elastaz pH 4,0 ve 10,5 arasinda 2°C’de 50 mg/mL tuz ¢ozeltilerinde
ve suda ¢oziinebilir. Bu tip ¢ozeltiler pH 6,0’nin altinda uzun siire kararli olarak
kalmaktadir. Pankreatik elastaz, yiiksek asidik ortamda yap1 degisikliginden
kaynaklanan geri doniisiimsiiz olarak inaktif forma gecer. Molekiil agirligr; 25900

kDa, izoelektrik noktast; 9,5 + 0,5 ve optimum pH’1 8,8 dir.

Pankreatik elastaz herhangi bir spesifik aktivatére ihtiyag duymaz. Ancak,

hidroksimetil amino metan (Tris) ¢ozeltisi, sodyum siilfat ya da sodyum dodesil

34



stilfat (SDS) varliginda pankreatik elastaz aktivitesinin iyi bir sekilde arttigi

gbzlemlenmistir.

Pankreatik elastaz, DIFP ve PMSF gibi siilfonilfloriirler tarafindan geri
doniistimsiiz olarak inhibe edilir. Ayrica elastinal, alfa;-proteinaz inihibitor ve alfay-

makroglobiilin tarafindan inhibe edildigi bulunmustur (44).

Sekil 1.17 Domuz Pankreatik Elastaz Enziminin Kristal Yapis1 (45)

1.3.2. Notrofil Elastaz (E.C.3.4.21.37)

NE, (E.C.3.4.21.37); elastin, proteoglikan, fibronektin, kollajen tip 1-4 bag
doku komponentlerini hidrolitik olarak pargalayan proteaz ailesinin bir graniil serin
proteazidir (46). Enflamatuar doku hasarinin ¢ok 6nemli bir mediatoriidiir. Normal
sartlar altinda matriks proteinlerinin doniisiimii ile ilgili bir enzimdir ve notrofil

sitoplazmasinda lokalize olarak bulunmaktadir (47).

Enzim iki asparagin bagh karbohidrat yan zinciri ve dort distilfir bagi iceren
218 amino asitten olusmaktadir (48). NE, 30000 kDa agirliginda, Asp, Ser ve His
aminoasitinden olusan katalitik tiglilye sahip olan ¢oziilebilir bir glikoproteindir
(Sekil 1.18) (49). NE, yaklasik pH 10’da etkindir (50).

35


http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/1b0e

NE, enfeksiyonlu kisimlarda ya da diger zarar gormis dokularda
enflamasyonun erken donemlerinde nétrofillerden salgilanir. Bu  durumda
polimorfoniikleer 16kositlerdeki konsantrasyonu ¢ok yiiksek olur (106 hiicrede 3 ng

enzim) (51).
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Sekil 1.18 Notrofil Elastazin Ug Boyutlu Yapisi (52)

NE’m en 6nemli fizyolojik fonksiyonu, polimorfoniikleer 16kosit tarafindan
fagozite edilmis immiin kompleksler ve bakterileri ayirmasidir. Enzim ayni zamanda
16kositlerin kandan dokuya taginmasinda ve polimorfoniikleer 16kositlerin programli
oliminde rol oynar. NE’in farkli enflamatuar hastaliklarin patojenezine dahil
olduklar1 goriilmektedir (53). Bunlara ek olarak; akciger amfizemi (KOAH), kistik
fibroz, akut solunum sikintisi sendromu (ARDS), glomeriilonefrit, romatoid artrit

(kireglenme) ve enfeksiyon hastaliklari gosterilebilir (54).

NE’1n aktivitesi serpins (serin proteaz inhibitorleri) tarafindan diizenlenir. Bu
inhibitorler, alfa;-antitripsin (alfa;-proteinaz) ve salgi 16kosit peptidaz inhibitorii
(SLPI)’diir. Alfa;-proteinaz, karaciger hiicreleri tarafindan salgilanir; plazmada da
bulunur. Makrofaj ve epitel hiicrelerinde de sentez edilir (55). Kalitsal inhibitor
eksikligi olan hastalarda kullanilir (56). SLPI ise makrofajlarda ve akciger epitel

hiicrelerinde bulunur. Amfizemli hastalarda 6nemli rol oynar (55).

36



1.3.3. Pankreatik ve Notrofil Elastaz Enzimlerinin inhibitorleri

Cok sayida protein yapida proteinaz inhibitorii karakterize edilmistir ve
bunlar hali hazirda kayda deger bir sekilde dikkat ¢gekmektedirler. Bu durum hedef
proteinazlarin aktivitelerini diizenlemelerinden ileri gelmekte ve ayni zamanda
yiikksek ¢oziiniirliklii yapt verisinin eldesi onlar1 protein-protein etkilesimleri

calismalarinda uygun hale getirir (57,58).

Proteinaz inhibitorleri bakteriler, hayvanlar ve bitkiler arasinda yaygin bir
sekilde bulunurlar. Bunlar bitkilerin iireme, depolama ve vejetatif dokularinda
bulunurlar. Bir depolama proteini olarak savunmada ve diizenlemede rol oynarlar
(59,60).

Protein proteinaz inhibitorlerinin ¢ogu serin proteinaz inhibitdrleri olarak
karakterize edilir ve bilinir. En az 18 farkli inhibitor ailesi ve bunlardan 12’si i¢in en
az 1 tane dordiinciil yap1 bilinir (58). Bovin pankreatik tripsin inhibitor (BPTI) bunlar

arasinda en ¢ok tizerinde ¢alisilan proteinaz inhibitorlerindendir (61).

Birden fazla cesit proteinaz inhibitorleri arasinda serin proteinaz inhibitorleri,
tizerinde en ¢ok ¢alisilan ve baklagil tohumlarindan izole edilen inhibitérlerdir (62-
65). Serin proteinaz inhibitorleri gesitli bocek enzimlerine karsi etkilidirler ve bu
yiizden haserelere karsi miicadelede alternatif yol aramak i¢in kullanilirlar (66).
Demir hindi (Tamarindus indica) bitkisinden izole edilen ve saflagtirilan serin

proteaz inhibitorlerinin NE’in1 inhibe ettigi bulunmustur (67).

Katesin ve epigallokatesin gibi yesil ¢aydan (Camellia sinensis) izole edilmis
polifenollerin kollajenazin ve elastazin inhibitorleri olduklari bulunmustur (68).
Aselbent recinesinden izole edilen ve boswellik asit olarak da bilinen triterpenoidler
de anti-elastaz aktivitesine sahiptirler (69). Trabzon hurmasi (Diospyros kaki)
yapragindan izole edilen polifenoller de anti-elastaz aktivitesi gostermislerdir (70).
Spektofotometrik yontemler kullanilarak biberiye bitkisinin (Rosmarinus officinalis)

de iyi bir anti-elastaz aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (71).
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Yerli siilik olan Hirudo nipponia’dan izole edilen guamerin olarak
isimlendirilen inhibitérin NE ve domuz pankreatik elastazini inhibe ettigi

bulunmustur (72).

Elafinin serin elastazlarinin gii¢lii bir inhibitorii oldugu kanitlanmistir. Bu
inhibisyonda NE ve domuz pankreatik elastaz enzimleriyle birlikte elafin 1:1 molar

kompleksler olusturmustur (73).

Glikozaminoglikan polisiilfatlarin polianyonik polimerlerle elektrostatik
etkilesimlerinden dolayi, NE’1 inhibe edebildikleri bildirilmistir (74).

1.3.4. Elastaz Enzimleriyle Ilgili Klinik Calismalar

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) patogenezinde ¢ok onemli rolii
olan (NE), amfizemdeki elastolitik aktivitenin baslica sorumlusudur. Bunun disinda
mukus hipersekresyonu ve epitel hiicrelerinden interlokin (IL 8) salinimina neden
olur. Bu bulgular nedeniyle peptit ya da nonpeptit NE inhibitorlerinin KOAH’daki

kullanimlari arastirilmaya baslanmistir (75).

Akut pankreatit, patogenezi halen kesin olarak aydinlatilamamistir.
Giliniimiizde en ¢ok kabul goren goriis, pankreas i¢indeki inaktif proenzimlerin, aktif
hale ge¢meleri ve bezin kendi kendini sindirmesi olayidir. Bu enzimler ya dogrudan
zarar verirler ya da olusturduklar1 enflamatuar olayin sistemik yansimalar1 sonucunda
soka, solunum sikintisina, bobrek yetmezligine, kardiyak aritmilere ve 6liime neden
olurlar. Elastaz-1, 6zgiin elastolitik aktivitesi olan ve ayni zamanda hemoglobin,
kazein, fibrin ve albiimini de yikabilen bir enzimdir. Akut pankreatitte baslica
vaskiiler lezyonlardaki rolii 1968’de tanimlanmistir. Radyoimmiinolojik
yontemlerdeki son gelismelere kadar, plazmada dolagan inhibitér kompleksler nedeni
ile serum elastaz diizeyleri dogru olarak Olciilememekteydi. Elastaz-1, akut
pankreatitli biitiin hastalarda, pankreas kanseri olan hastalarin ¢ogunda ve daha az
olmak iizere pankreatitli hastalarda yiiksek oranlarda saptanmaktadir. Bu enzimin
dikkate deger olmasinin nedeni amilaz, lipaz ve tripsine kiyasla daha uzun siire

serumda yiiksek oranlarda bulunmasidir. Elastaz-1, bobrek yetmezligi durumunda
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diger proteazlara gore daha az etkilenmektedir. Plazma elastazinin uzun siireli varligi

ge¢ donemdeki pankreatit hasarin1 gostermede 6zel olarak faydalidir (76).

Pankreatik elastaz-1, pankreas tarafindan {iretilen proteolitik bir enzimdir.
Bagirsak pasaji sirasinda stabildir ve duodenal sividaki konsantrasyonundan daha az
miktardaki enzim, digskida bulunur. Digkida elastaz-1 tayini pankreas ekzokrin
fonksiyonunu degerlendirmede kullanilir. Kronik pankreatit, kistik fibroz, Tip-1
diyabet, Kkolelityazis, kalitsal pankreatit, kronik enflamatuar bagirsak hastaliklari,
pankreas kanseri, otoimmiin pankreatit, dogustan pankreas yetmezligi ve savunma
hiicrelerinin azalmasi1 (Schwachman-Diamond Sendromu) ve mide asitinin
artmasinin (Zollinger-Ellison Sendromu) neden oldugu pankreas yetmezliginde
diskida elastaz-1 diizeyi azalir. Digkida pankreatik elastaz-1 tayininin, pankreas

yetmezligi tanisindaki hassasiyetinin %90’dan fazla oldugu bildirilmistir (77).

Kronik pankreatit; siddetli olabilen karin agrisi, pankreasta kalici fonksiyon
bozuklugu ve yapisal degisikliklerin gozlendigi pankreasin kronik yani uzayan
iltihapli hastaligidir. ilerleyici bir hastaliktir, cok nadiren geriler. Bircok faktdr
kronik pankreatit gelismesine neden olabilir. Bunlar; alkol ve yagh diyet, idiyopatik
(sebebi bilinmeyen) kistik fibrosiz, tiimor ve travmalardir. Kronik pankreatitte karin
agrist, kilo kaybi, sindirim bozuklugu ve steatore (diski ile asir1 yag kaybi) gibi
belirtiler gozlenir. Kronik pankreatit tanisinda; fizik muayene, sekretin testi, serumda
enzim Ol¢limii, diskida yag tayini gibi testlere son donemde de fekal elastaz testi
olarak adlandirilan yeni bir test eklenmistir. Bu test, pankreas bezinin fonksiyonunu
gormede ve pankreas hastaliklariin tayininde kullanilir. Pankreas yetmezlikleri ve
kronik pankreatit tanisinda fekal elastaz; 1) intestinal gecis sirasinda miktarinda
herhangi bir degisiklik olmamasi, ii) feceste pankreatik sividan 5-6 kez daha fazla
bulunmas, ii1) uzun siire stabil kalmasi, iv) nispeten ucuz ve kolay uygulanabilir

olmasi nedenleriyle ¢ok yararl bir yontemdir (78).

NE ve kanser hakkinda yapilmis deneysel ve klinik caligsmalar bulunmaktadar.
Kompleks olay serilerinin sonucunda neoplazmalar (yeniden olusan doku) metastaza
ugrar. Bu siire¢ icin proteazlari da iceren gesitli yikici enzimler gerekmektedir. NE,

fizyolojik kosullarda genis bir substrat spesifikligine sahiptir ve asir1 NE sadece
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elastinin degil diger ekstraseliiler matriks proteinlerinin de sindirimi ile sonug¢lanir.
Insan gogiis kanserinden, akciger kanserine cesitli hiicre gizgileri immiinoreaktif NE
iretir. Kanser dokusundaki immiinoreaktif NE miktar1, gégiis kanserli ve akciger
kanserli hastalarin bagimsiz prognostik bir indikatoriidiir. Ayrica, spesifik bir NE
inhibitorii, agir kombine immiin yetmezlik sendromu tasiyan farelere nakledilmis;
kanser hiicrelerinin gelisimini tamamen baskilamistir. NE inhibit6riintin kullanimu,

kanserin istilasin1 ve metastazin1 6nlemede umut verici bir yol olarak goriilebilir

(79).

Amfizem, akcigerlerdeki alveol kanallarinin, alveol keseciklerinin
geniglemesi (dilatasyonu) ve harabiyeti olarak tanimlanir. Bu harabiyet alveol
duvarindaki elastin denilen kompleks protein yapilarinin enflamatuar hiicrelerden
salinan elastaz enzimi tarafindan bozunmasi ile ortaya ¢ikar. Hastalik sessiz ilerler ve
ancak ileri evrelerde belirti verir. Bu belirtiler; nefes darligi, solunum gii¢liigii ve
fiziksel aktivitiye bagl olarak ¢abuk yorulmadir (80). Amfizemde ya proteolitik

enzim salinimi artmistir ya da antiproteolitik aktivitede azalma s6z konusudur.

Bugiin kabul goren proteaz-antiproteaz hipotezine gore notrofil ve makrofaj
gibi fagositik hiicrelerden salgilanan proteolitik enzimler (elastaz, kollagenaz,
tripsin) akcigerin yapisal proteinlerini yikarlar. Akcigerlerin bag dokusunun %20-
30’unu elastin olusturur. Elastin ile elastaz arasindaki reaksiyon siirekli devam eder
ancak normalde elastin yeniden sentez edildigi i¢in harabiyet olusmaz. Dogal olarak
proteazlar ile proteaz inhibitorleri arasinda bir denge vardir (81). En 6nemli proteaz
inhibitorlerinden biri alfa;-antitripsindir. Alfa;-antitripsin eksikligi olan bireyler
sigara ictikleri takdirde amfizem gelisme riskleri ¢ok artmistir. Karacigerde sentez
edilen, serum ve dokularda yaygin olarak bulunan Alfa;-antitripsin, nétrofillerden
salgilanan proteazlarin major inhibitoriidiir. Alfa;-antitripsin eksikligi ile iligkili en
yaygin fenotipli bireylerin %80’inde erken yasta, sigara igmeyle siddeti artan

semptomatik amfizem gelisir.
Proteaz-antiproteaz hipotezi sigaranin olumsuz etkisini de agiklar. Sigara

igenlerde elastaz miktar1 artmis, buna karsin antielastaz aktivitesi azalmistir. Sigara

igenlerin alveollerindeki noétrofillerinde ve makrofajlarinda birikir. Nikotin direkt
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kemoatraktan (kimyasal g¢ekici) etkisiyle notrofil ve makrofajlart ortama ¢ekerken
dumanda bulunan reaktif oksijen tiirevleri (ROT) de enflamasyona katki saglar.
Sigara igme sonucu artan makrofajlardaki elastaz, alfa;-antitripsin tarafindan inhibe
edilemedigi gibi kendisi de proteolitik olarak sindirilir. Giliniimiizde elastaza ek
olarak makrofaj ve nétrofil kaynakli matriks MMPs da doku yikiminda rolii oldugu
yoniinde kanitlar artmaktadir (82).

Yapilan ¢alismalarda sigaranin amfizeme yol agma mekanizmasi patogenetik
bir prototip olarak kabul edilmistir. Sigara dumaninin, akcigerlerde baglica makrofaj

ve notrofillerde zengin bir enflamasyona yol agtig1 gosterilmistir.

Sigaranin nétrofillerin proteolitik aktivitesini arttirdigini gésteren in vitro
caligmalar yapilmigtir. Ayrica sigara dumanina maruz kalmanin (aktif ve pasif
icenlerde) NE aktivitesini artirdigini in vivo ¢alismalar da gostermistir. Artan NE
daha fazla doku yikimini ifade eder (80).

Elastaz aktivitesinin, hem insan gobek kordonu ven endotel hiicresinde
(HUVEC) E-selektin ifadesinin hem de kanser hiicrelerinin onlarla olusan adezyon
reaksiyonunun uyarilmasinda biyolojik bir fonksiyonu vardir. Elastin aktivitesinin

inhibisyonu, kanser hiicrelerinin metastazinin kontroliinde etkili bir stratejidir (83).

1.4. Elastaz Enzimi ile ilgili Literatiirde Yer Alan Calismalar

Lee ve arkadaslari (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 150 gesit bitkinin
metil alkollii ekstrelerinde elastaz inhibisyon aktivitesi incelenmistir. Bu bitkilerden;
Areca catechu (ICsp 42,4 pg/mL), Cinnamonum cassia (ICsgp 208,7 pg/mL),
Myristica fragrans (ICsp 284,1 pg/mL), Curcuma longa (ICso 398,4 png/mL), Alpinia
katsumadai (ICsp 465,7 pug/mL) ve Dryopteris cassirrhizomanu (ICsp 714,4 ng/mL)

en yiiksek diizeyde elastaz inhibitor aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir (84).
Alasbahi ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan bir calismada Yemen

yoresinde bulunan Aspilia helianthoides, Ceropegia rupicola, Kniphofia sumarae,

Pavetta longiflora ve Plectranthus cf barbatus bitkilerinin diklorometan, metil alkol
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ve sulu ekstrelerinde elastaz inhibisyon aktivitesi incelenmis ve Aspilia helianthoides
bitkisinin en yiiksek anti-elastaz aktivitesine (ICsop 0,4 pg/mL) sahip oldugu
bulunmustur (85).

Kim ve arkadaglart (2009) tarafindan gergeklestirilen diger bir ¢alismada
Callistemon lanceolatus bitkisinin etil alkol ekstresinde elastaz inhibisyon aktivitesi
incelenmis ve bitkinin iyi bir elastaz inhibitorii (ICso 20,2 pug/mL) oldugu
bulunmustur (86).

Masuda ve arkadaslari (2009)’nin yiriittigi bir ¢alismada ise, Morinda
citrifolia bitkisinin meyve, yaprak ve tohumlarindan ayri ayr1 hazirlanan etil alkolli
ekstrelerinde elastaz inhibisyon aktivitesi incelenmis ve bu bitkinin meyvesinin daha

yiiksek elastaz inhibisyon aktivitesi (ICsp 12 pg/mL) gosterdigi bulunmustur (87).

Moon ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Jeju Adasi’nda
bulunan 263 ¢esit bitkinin etil alkol ekstrelerinin elastaz inhibisyon aktivitesi
incelenmis ve bu bitkilerden Cornus walteri bitkisinin en yiiksek elastaz inhibisyon

aktivitesine (ICsp 26,1 pg/mL) sahip oldugu bulunmustur (88).

Sahasrabudhe ve arkadaslari (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Garcinia indica bitkisinin metil alkolld, etil asetatli ve sulu ekstrelerinde elastaz
inhibisyon aktivitesi incelenmis ve sulu ekstrenin en iyi elastaz aktivitesi (%81,02)

gosterdigi bulunmustur (89).

Onar ve arkadaglari (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, Epilobium
angustifolium bitkisinin sulu ekstresinde elastaz inhibisyon aktivitesi incelenmis ve
bitkinin iyi bir elastaz inhibitorii (ICsp 42,72 + 2,38 pug/mL) oldugu bulunmustur
(90).

Bu calisma kapsaminda, Giresun yoresinde yetisen 15 ¢esit yenilebilir

bitkinin farkli ¢o6ziiciilerdeki ekstrelerinin, anti-elastaz aktivitesi tizerindeki

inhibisyon etkilerinin spektrofotometrik yontemlerle incelenmesi amaglanmigtir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Deneylerde Kullamlan Cihazlar

Buzdolabi . Arcelik

Destile Su Cihazi : Niive-NS-108

Etliv : Binder

pH Metre : Butech

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

Su Banyosu : Memmert
Ultrasonikasyon : Selecta

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

2.2. Deneylerde Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Bitki  ekstraksiyonlarinda  organik  ¢0Oziicii  olarak  etil  asetat
(CH3COOCH,CH3;) (Merck), metil alkol (CH3OH) (Merck) kullanildi. Ekstreleri
¢ozmek i¢in ¢oziicli olarak dimetil siilfoksit (DMSQO) (Merck) kullanildi. Tamponun
hazirlanmasi i¢in hidroksimetil aminometan (Tris) (Merck) ve hidroklorik asit (HCI)
(Merck) kullanildi. Deneylerde substrat olarak N-succinyl-ala-ala-ala-p-nitroanilit
(STANA) (Sigma), aktivitesi tayin edilecek enzim olarak elastaz (Sigma) kullanildi.

2.3. Enzim Inhibisyonu Tayininde Kullamilan Bitki Materyalleri
Calismamizda, anti-elastaz inhibisyon aktivitesi tayinininde kara lahana, kara

lahana ¢icegi, sakarca, diken ucu, kaldirik, kuzu kulagi, ¢ali ¢ilegi, hosuran, 1sirgan,

ezeltere, pazi, mendek, giiciikdene, sdgiit otu ve yayla pancar bitkileri kullanildi.
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Giresun yoresindeki bazi kdylerden toplanan veya pazarlardan temin edilen

bitki materyalleri yikandi, destile sudan gegirildi ve serin bir yerde kurutuldu.

2.3.1. Kara Lahana ve Cicegi

Yoresel Adi: Pancar

Bilimsel Adi: Brassica oleracea

Resim 2.1 Kara Lahana Bitkisi ve Cigegi (91)

Kara lahana (Brassica oleracea L. var. acephala), sar1 veya beyaz ¢igekli, iki
yillik ve ¢ok yillik, ¢cogu Akdeniz cevresi iilkelerinde yetistirilen bir ki sebzesidir.
Killi, derin, serin ve kuvvetli toprak ister. Azotlu giibrelere ihtiyaci fazladir. Kolay
gobek baglamasi, kisa daha iyi dayanabilmesi ve kendine has tadi olmasi i¢in fazla
miktarda potasyuma ihtiya¢ duyar (92). Lahana tiirlerinin kalori degerleri diisiiktiir
ve bu agidan iyi bir diyet besinidir. Cesitli tiirleri bulunan lahana sebzesi, besinsel
degeri yiiksek olan kalsiyum, magnezyum, fosfor, potasyum ve demir gibi

elementleri icerdigi i¢in bolca tikketilmektedir (93,94).

Faydalari: Lahananin seker ve romatizma hastalari icin ¢ok faydali oldugu
bilinmektedir. Igerdigi kiikiirt ve vitaminler ile kan1 temizleyip cildi giizellestirdigi,
bol idrar soktiirdiigli, tohumlarinin kurt diisiiriicli oldugu ve viicuttaki suyu ve zehirli
maddeleri idrarla disar1 attig1 bildirilmistir. Sadece lahana gesitlerinde bulunan ve U
vitamini olarak adlandirilan vitamin, mide ve bagirsaklarin i¢ yiizeyini korur ve

midede olusan yaralarin iyilesmesini saglar (92).

44



2.3.2. Sakarca

Yoresel Adi: Cokiilce

Bilimsel Adi: Ornithogalum umbellatum

Resim 2.2 Sakarca Bitkisi (91)

Ornithogalum tiirleri, ¢ogunlukla ¢iplak, skapuslu ve soganli ¢ok yillik otsu
bitkilerdir. Tibbi ve ekonomik degerleri vardir (95). Bu tiir yumrularinin ve diger
bazi1 parcalarinin gastrointestinal sistemi ve kalbin ritmini ciddi sekilde etkileyen bazi
bilesikler (konvallotoksin ve diger glikozitler) ve sponinler tagidigi bilinmektedir.
Tiir hem insanlarda hem de hayvanlarda zehirlenmelere neden olmaktadir. Eski
zamanlardan beri yumrular1 kusturucu ve ¢iban agici olarak kullanilmigtir. Taze veya

pismis yumru ¢iban iizerine sarilir ve ¢ibanin olgunlasip agilmasini saglar. (96,97).

2.3.3. Diken Ucu

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

Bilimsel Adi: Smilax excelsa

Resim 2.3 Diken Ucu Bitkisi (91)

Kisin yapraklarini dokmeyen, 15 m kadar yiikselebilen, dikenli, tirmanici bir

bitkidir. Yapraklar1 ok veya mizrak bi¢iminde, derimsi, kisa sapli, kenarlari
dikenlidir (98).

Faydalari: Halk hekimliginde, goglis kanseri, mide agrisini iyilestirmede

(99) ve hazmi kolaylastirmada kullanilmaktadir (100).
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2.3.4. Kaldirik

Yoresel Adlari: Hodan, Ispit

Bilimsel Adi: Trachystemon orientalis

Resim 2.4 Kaldirik Bitkisi (91)

30-40 cm yiikseklikte, ¢cok yillik otsu bir bitkidir. Yapraklari sert tiyld,
cicekleri mavi renklidir. Kuzey Anadolu Bolgesinde kaymn ormanlari altinda yetisir.

Tanen, ugucu yag, nitrat tuzlari, misilaj, saponin ve rezin tagimaktadir (101).

Faydalari: Halk arasinda idrar arttirici, kan temizleyici, yumusatict ve ates
diigiiriicti (101,102) 6zellikleri bilinmekte olup gogiis kanserinde, mide agris1 ve gaz
gidermede (99) kullanilmaktadir.

2.3.5. Kuzu Kulag

Yoresel Adlari: Labada, Eksimik, Tursuotu
Bilimsel Adi: Rumex acetosella

Resim 2.5 Kuzu Kulag: Bitkisi (103)

Polygonaceae ailesinden, kirmizi dik ve tiiysiiz gévdeli 15-40 cm boyunda ¢ok
yillik bir bitkidir. Nemli kirlarda dogal olarak yetisir. Ok bi¢iminde tiiysiiz yapraklari
ve pembemsi renkli ¢igekleri vardir (104). Bol miktarda oksalik asit igeren eksi

yapraklari salata olarak yenir.
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Faydalari: Halk arasinda yapraklarindan hazirlanan lapalar ¢iban tedavisinde
kullanilir. K6klerinden yapilan ilaglar kuvvet verici, istah agict ve miishil olarak da

kullanilir (105).

2.3.6. Cah Cilegi

Yoresel Adi: Cileklik

Bilimsel Ad1: Vaccinium myrtillus

Resim 2.6 Cali Cilegi Bitkisi (106)

Vaccinium myrtillus, Karadeniz Bo6lgesi’nin dogu kesimi basta olmak iizere
yoresel olarak ¢ok farkli isimlerle anilan iiziimsii bir meyvedir. Asitli ve organik
maddece zengin topraklara sahip 1liman iklim kusaginda yetigebilen {iziimsii
meyvedir. Tiirkiye’de 40-42°C Kuzey enlemleri arasinda kalan biiyiik kismini
Karadeniz Boélgesi’nin kapladigi alandaki nispeten yiiksek rakimli, asitli ve organik

maddece zengin topraklarda kolayca yetisebilmektedir (107-112).

Faydalari: Idrar yolu enfeksiyonlarinda antibiyotik gibi islev gérmektedir.
Kansere karg1 viicudu koruyan enzimleri ¢alistirdigi, damarlarda yag birikimini
engelleme oOzelliginde oldugu, yaglh bilesiklerin viicuttan atilmasim1 sagladig
belirtilmektedir. Kan sekerini ve kolesterolii diisiirdiigii, bagirsak metabolizmasini
diizenledigi, damar sertligi olusumunu engelledigi tespit edilmistir (110).
Antioksidan igerigi en yiikksek olan meyvelerden biridir. Ozellikle beyin
fonksiyonlar1 iizerine Onemli derecede olumsuz etkiye sahip olan Alzheimer
hastaliginin  olusumunun Onlenmesi {izerine ©nemli derecede etkili oldugu

belirtilmektedir (111).
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2.3.7. Hosuran

Yéresel Adlari: Koskiran, Horoz Ibigi

Bilimsel Adi: Amaranthus retroflexus

Resim 2.7 Hosuran Bitkisi (91)

Yapraklar1 sebze gibi yenen, kendiliginden humuslu topraklarda yetisen bir
yillik bitkidir. Hosuran 6zel olarak ekilip yetistirilen bir bitki degildir. Bir 6nceki
yilin gabalarindan dokiilen tohumlardan ¢ikar. Eger ¢iktig1 arazi siiriiliip islenen bir
araziyse, daha iyi biiyiirler ve daha taze olurlar. Bu bitkinin romatizmaya kars1 etkili

oldugu bilinmektedir (113).

2.3.8. Isirgan

Bilimsel Adi: Urtica diocia / urens

Resim 2.8 Isirgan Bitkisi (114)

Cok yillik otsu bir bitkidir. Sap1 dort koseli, dik, 150 cm kadar uzayan,
siriingen ve c¢ok dallidir. Yapraklar karsilikli, eskenar, yiirek-mizrak seklinde
dislidir. Sap ve yapraklar yakici tiiylerle kaplidir. Cicekler ufak, yesil, tek cinsiyetli,
u¢ yaprak koltuklarinda piiskiil gibi toplu haldedir (115).

Faydalari: Halk arasinda idrar soktiiriicii ve karaciger temizleyici ozelligi
bilinmektedir (116). Yaprak ve tohumlar1 egzama, apse, yara, basur, karaciger
yetmezIligi, romatizmal agrilar, i¢ hastaliklari, diyabet, deri enfeksiyonlari, burun

kanamalar1 ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica,
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mide-bagirsak tiimorleri, 6zefagus kanseri, prostat tedavisinde de kullanilmaktadir

(117).

2.3.9. Ezeltere

Yoresel Adlart: Anason, Enison, Mesirotu

Bilimsel Adi: Pimpinella anisum

Resim 2.9 Ezeltere (Anason) Bitkisi (118)

Ozellikle yurdumuzda yaygin olarak yetisen ve kullanilan bir bitki olan anason
(Pimpinella anisum); Anadolu’da yaygin olrak yetisen Apiaceae familyasindan
aromatik bir bitki olup; eskiden beri yaprak, ¢icek ve tohumunlarindan tonik,
antispazmodik, antiseptik, antifungal, sedatif, antidepresan olarak yararlanilmaktadir.

Hepatoprotektif etkisi oldugu da diigiiniilmektedir (119).

2.3.10. Pan

Yoresel Adi: Pezik
Bilimsel Adi: Beta vulgaris var. cicla

Resim 2.10 Paz1 Bitkisi (81)

Paz1 oldukca besleyici bir sebze tiiriidiir. Iceriginde yiiksek miktarda sodyum
bulunur. Disiik kalorili olan pazi bitkisi mineraller bakimindan fakir bir bitki
olmasina karsin askorbik asit (C vitamini) igerigi agisindan oldukga zengindir
(120,121). Yiksek miktarda A vitamini igeren pazi yapraklart buna bagli olarak

sodyum da igermektedir. Sodyumun yaninda pazi igerisinde kalsiyum, fosfor,
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magnezyum, demir ve potasyum da bulunmaktadir. Ayrica pazi igerisinde palmitik,
sitrik, oleik (Omega-9), linoleik asit (Omega-6) gibi ugucu yag asitleri, folik asit,
pektin, askorbik asit, fosfolipit, glikolipit ve polisakkaridler de bulunmaktadir (122).

2.3.11. Mendek

Yoresel Adi: Baldiran

Bilimsel Adi: Aegopodium podagraria

Resim 2.11 Mendek Bitkisi (91)

Cok yillik, dik, i¢i bos govdeye sahiptir. Tag yapraklar: beyaz ya da bazen

pembemsidir. Taneleri enlemesine silindiriktir. Arka ve yan ¢izgileri ipliksi; yanlari
cikintilidir. (104,123).

2.3.12. Guciikdene

Yoresel Adlari: Kurtpengesi, Ciyancik, Kurttirnagi
Bilimsel Adi: Polygonum bistorta

Resim 2.12 Giiciikdene Bitkisi (124)

Polygonaceae familyasina ait cinsi olup tilkemizde tibbi amagla kullanilan ve
dogal olarak yayilim gosteren 33 tiiri bulumaktadir (125). Polygonum cinsinin bazi
tirleri geleneksel sagaltimda kullanilmakla beraber Polygonum bistorta’nin
kurutulmus kok ve rizomlarmin antitiissif ve antimikrobiyal o6zellikleri oldugu
bulunmustur (126). British Herbal Farmakopede dergisinde ise antidiyaretik ve

antienflamatuar etkilere sahip oldugu bildirilmistir (127).
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2.3.13. Sogiit Otu

Yoresel Adi: Benlice
Bilimsel Adi: Polygonum lapathifolium

Resim 2.13 Sogiit Otu Bitkisi (128)

Polygonum lapathifolium iilkemizde yaygin olarak bulunan ve sulak
ortamlarda yetisen tek yillik bir bitkidir. Agustos-Eyliil aylarinda pembe renkte

cigekler agar ve yapraklarin {izerinde parmak izi goriiniimiinde lekeler bulunur (125).
2.3.14. Yayla Pancari
Yoresel Adlart: Kus Pancari, Cobangantast,

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

Resim 2.14 Yayla Pancari Bitkisi (129)

Boyu 55 cm kadar uzayabilen, tek yillik bir bitkidir. Sap1 diizgiin, yukari
kismindan dallanmis olup yapraklari saplhidir. Tohumlar: elips seklinde olup rengi
sari-kahverengidir (115). Halk hekimliginde kurt diisiiriicii, kan temizleyici, bagirsak
yumusatici, yaralarin iyilesmesini hizlandirici, egzama ve goz iltihabini iyilestirici
(130); kabizlik oOnleyici ve idrar soktiiriici (131) olarak ve diyabette (132)

kullanilmaktadir.
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2.4. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

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

2.4.1. Sulu Ekstrelerin Hazirlanmasi

Bitkiler kurutulup toz haline getirildikten sonra her bir bitkiden 10’ar gr
tartilip cam balona konularak tizerine 100 mL destile su ilave edildi. Karisim geri
sogutucu altinda 8 saat refliiks edildi. Elde edilen karisim sogutulduktan sonra mavi
bantli siizge¢ kagidindan siiziildii ve rota evaporatorde diisik basing altinda su
tamamen karisimdan uzaklastirildi. Elde edilen herbir bitki ekstresi anti-elastaz

aktivitesi tayini yapilincaya kadar +4°C’de muhafaza edild.i.

2.4.2. Metil Alkol ve Etil Asetat Ekstrelerinin Hazirlanmasi

10 g kuru bitki tartildi. Sokslet kartusuna konuldu. Kartus sokslet cihaza
yerlestirildi. Sokslet cihazinin balonuna 100 mL %99’luk metil alkol ilave edildi.
Karisim geri sogutucu altinda 8 saat refliiks edildi. Elde edilen karisim sogutuldu ve
rota evaporatore yerlestirilerek diisiik basing altinda metil alkol karisimdan
uzaklastirildi. Ayni islem etil asetat i¢in de gergeklestirildi. Elde edilen tiim bitki

ekstreleri anti-elastaz aktivitesi tayini yapilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

2.5. Anti-Elastaz Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Elastaz inhibit6r aktivitesi Moon ve arkadaslarinin (2010) yontemine goére
spektrofotometrik olarak tayin edildi (88). Calismamizda DMSO ile farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan herbir bitki ekstresinden 50 uL alind1. Uzerine 0,2 M
pH’1 7,8 olan Tris-HCI tampon ¢ozeltisinden 0,9 mL ilave edildi. Kontrol ¢ozeltisine
50 puL enzim konuldu. Kor i¢in ise enzim yerine enzim miktar1 kadar destile su
kullanildi. Kér, kontrol ve drnek ¢ozeltileri 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. ilk
inkiibasyondan sonra biitiin tiiplere 5 mM 50 uL STANA ilave edildi ve 37°C’de 30
dakika tekrar inkiibe edildi. Ornek ve kontrol ¢dzeltilerinin spektrofotometrede 410

nm’de kore kars1 absorbans degerleri okundu.
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Yapilan ¢aligmada farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 6rneklerin anti-elastaz

inhibisyon aktivitesi asagidaki denkleme gore hesaplandi.

% inhibisyon:[(AMO kontrol = A410 srnek ) / A410 kontrol ] X 100

Axontrol - Kontrol ¢ozeltisinin 410 nm’de kdre kars1 absorbans degeri.

Asmex - Omek cozeltisinin 410 nm’de kore karsi absorbans degeri.

Deneyler 3 kez tekrarlandi ve ortalamasi alindi. Hazirlanan bitki ekstrelerinin

elastaz enzimi iizerindeki % inhibisyon degerleri hesaplandi.
Elastaz enziminin ICsq degeri (Aktivitenin %50’sini inhibe eden konsantrasyon

degeri), absise konsantrasyon, ordinata % elastaz inhibisyon verilerinin uygulanmasi

ile gizilen egrinin lineer kesiminden elde edilen regresyon denkleminden hesaplandi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu c¢alismada Giresun yoresinde yetisen yenilebilir bitkilerin farkli

¢oziiclilerdeki ekstrelerinin anti-elastaz enzim aktiviteleri incelendi.

3.1. Bitki Ekstrelerinin Anti-Elastaz Enzim Aktivitesi

Kara lahana, kara lahana ¢igegi, sakarca, diken ucu, kaldirik, kuzu kulagi, ¢ali
cilegi, hosuran, 1sirgan, ezeltere, pazi, mendek, giiciikdene, sogiit otu ve yayla
pancar1 bitkilerinin sulu, etil asetatli ve metil alkollii bitki ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlar1 i¢in hesaplanan inhibisyon degerleri ve konsantrasyon-% elastaz
inhibisyon grafikleri yardimi ile belirlenen ICsp degerleri Tablo 3.1-3.3’de

verilmistir.

Tablo 3.1 Cesitli Bitkilerden Hazirlanan Sulu Ekstrelerin Elastaz Enzimi Uzerindeki
% Elastaz Inhibisyonu ve 1Cso Degerleri

o Konsantrasyon % Elastaz oo
Bitki Adi . 1Cs0 Degeri (ug/mL)
(ng/mL) Inhibisyonu
1x10°® 17,03 + 4,200
Cali Cilegi 1x107 18,55 + 2,666 0,0078 + 0,002
1x10™ 21,46 + 1,626
1x10°3 23,11 + 1,754
1x10°® 38,795 + 13,612
Kuzu Kulag: 1x107 39,666 + 13,661 0,0030 + 0,003
1x10™ 40,755 + 14,036
1x1073 42,23 + 12,586
1x10*! 36,135 + 4,518
Yayla Pancari 1 38,06 £ 5,572 12,8420 + 2,210
10 39,52 + 6,802
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Tablo 3.1 (devam)

1x10°® 37,44 + 14,538
Diken Ucu 1x10° 38,32 + 14,906 0,0043 + 0,006
1x10* 39,575 + 15,818
1x10°3 41,64 + 16,108
1x10°® 41,91 + 1,160
Kara Lahana 1x10° 45,32 + 4,044 0,0002 + 0,0001
1x10* 46,69 + 4,030
1x10™ 39,415+ 11,505
Mendek 1x107° 423 + 10,889 0,1158 + 0,031
1x107? 43,755 + 11,604
1x107t 44,81 + 12,190
1x10°® 30,1 + 4,101
Sakarca 1x107° 31,645 + 3,330 0,0044 = 0,0008
1x10™ 33,19 + 2,560
1x1073 35,525 + 3,500
1x107? 44,14 + 2,545
Kara Lahana 1x10? 46,4 + 0,212 3,6520+ 2,730
Cicegi 1 47 £ 0,212
1x107 36,49 + 0,382
Kaldirik 1x10™ 37,57 + 0,382 0,0500 + 0,016
1x1073 38,65 + 0,382
1x107? 40 + 0,764
1x107? 24,73 + 2,574
S6giit Otu 1x10t 25,455 + 2,567 14,6300 + 0,218
1 31,09 + 0,254
10 34,18 + 0,509
1x10°® 36,085 + 1,845
Isirgan 1x10° 38,26 + 1,230 0,0034 + 0,002
1x10™ 39,565 + 0,615
1x1073 42,175 + 1,845
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Tablo 3.1 (devam)

1x10° 39,765 + 0,233
Hosuran 1x10™* 40,26 + 0,467 0,1033 + 0,012
1x1073 40,49 + 0,467
1x107? 41,085 + 0,233
1x10°3 17,095 + 2,284
Pazi 1x107 19,675 + 0,460 2.2466 + 0,046
1x107t 20,965 + 0,460
1 22,26 + 0,452
1x10°® 38,225 + 15,110
Ezeltere 1x10-° 38,89 + 15,202 0,0013 + 0,0004
1x10™ 39,55 + 15,287
1x107° 40,695 + 15,209
1x10™ 37,065 + 16,723
Giiciikdene 1x107 37,745 + 17,020 0,4863 + 0,684
1x107? 38,865 + 17,925
1x10*t 40,035 + 16,893

Tablo 3.1 incelendiginde;

Bitkilerin, elastaz tizerindeki inhibisyon aktivitelerinin biiyiikten kiiglige

sirasiyla kara lahana, ezeltere, kuzu kulagi, 1sirgan, diken ucu, sakarca, cali ¢ilegi,

kaldirik, hosuran, mendek, giiciikdene, pazi, kara lahana ¢igegi, yayla pancari ve

sOgiit otu olarak siralandig goriilmektedir.

Bitkiler i¢inde ICso degerinin en diisiikk olmasi nedeniyle en yiiksek oranda

elastazi inhibe eden ekstrenin kara lahananin sulu ekstresi (ICsp 0,0002 + 0,0001

ug/mL) oldugu goriilmektedir. Kara lahanay: takiben ezeltere (ICso 0,0013 = 0,0004
ug/mL), kuzu kulagr (ICso 0,0030 + 0,003 pg/mL) ve 1sirgan (ICso 0,0034 + 0,002

ug/mL) bitkilerinin sulu ekstrelerinin elastazi en yiliksek oranda inhibe ettigi

gorilmektedir.




Genel olarak sonuglara bakildiginda diger bitkilerin de kabul edilebilir etkin bir

elastaz inhibitor aktivitesine sahip oldugu sdylenebilir.

Calismamizda, hazirlanan sulu bitki ekstreleri arasinda en yiiksek elastaz
inhibisyonuna neden olan ve en diisiik 1Csp degerine sahip ilk dort bitkinin sulu

ekstrelerine ait konsantrasyon-% elastaz inhibisyon grafikleri Sekil 3.1-3.4’de

verilmistir.
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Sekil 3.3 Kuzu Kulag: Sulu Ekstresinin Konsantrasyon-% Elastaz Inhibisyon Grafigi
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Sekil 3.4 Isirgan Sulu Ekstresinin Konsantrasyon-% Elastaz Inhibisyon Grafigi

Tablo 3.2 Cesitli Bitkilerden Hazirlanan Metil Alkollii Ekstrelerin Elastaz Enzimi

Uzerindeki % Elastaz inhibisyonu ve 1Cso Degerleri

Bitki Ady Konsantrasyon .% Elastaz ICs0 Degeri
(ng/mL) Inhibisyonu (ng/mL)
1x10°® 21,81 + 10,960
Cali Cilegi 1x10° 22,635+ 11,024 | 0,0015 + 0,00019
1x10™ 23,855 + 10,529
1x10°® 34,1 + 16,405
Kuzu Kulag: 1x10” 35,195+ 16,780 |  0,0065 + 0,006
1x10™ 36,255 + 15,917
1x107® 36,895 + 15,648
1x10™* 33,925 + 3,882
Yayla Pancari 1x10°3 37,43 £ 5515 0,5165 + 0,488
1x1072 39,06 + 6,986
1x10* 40,19 + 7,750
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Tablo 3.2 (devam)

1x1073 32,95 + 19,502
Ezeltere 1x1072 35,525 + 16,369 3,2758 + 0,918
1x10™* 38,585 + 13,074
1 39,065 + 12,905
1x10° 30,88 + 0,566
Giiciikdene 1x10® 34,285 + 1,350 0,0005 = 0,0001
1x10™* 35,64 + 1,923
1x10™ 35,48 + 18,922
Diken Ucu 1x1073 36,39 + 18,710 0,3972 + 0,531
1x107? 38,535+ 17,289
1x10t 38,99 + 17,183
1x10°® 30,68 + 25,385
Kara Lahana 1x10° 31,245 + 25,548 0,0015 + 0,002
1x10™ 32,385 + 25,873
1x10°® 37,16 + 4,299
Mendek 1x107 38,845 4,674 | 0,0045 + 0,0002
1x10 40,055 + 4,363
1x1073 41,01 + 3,705
1x10°® 27,1 +0,141
Sakarca 1x107 28,435 + 0,615 0,0061 + 0,001
1x10 29,645 + 0,502
1x1073 31,69 + 0,438
1x10°3 41,39 £ 0,396
Kara Lahana 1x1072 4333+ 1,570 0,9189+ 0,113
Cicegi 1x10* 46,39 + 5,105
1 50,275 + 0,389
1x10°3 13,125 + 0,884
Kaldirik 1x107? 14,685 + 0,445 1,8671 + 9,962
1x107t 15,935 + 0,445
1x10°® 29435 + 0,573
S6giit Otu 1x10° 31,855 + 0,573 0,0003 =+ 0,0002
1x10 35,885 + 2,850
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Tablo 3.2 (devam)

1x10 48,295 + 0,799
Isirgan 1x10™ 50,285 + 0,403 0,0994 + 0,0008
1 51,42 + 0,396
1x107? 47,685 + 0,700
Hosuran 1x10* 49,665 + 1,167 0,1007 + 0,002
1 50,325 + 0,700
10 51,315 + 0,700
1x10° 20 + 2,220
Pazi 1x107 25,095 + 0,559 0,0594 + 0,015
1x10™ 27,45 + 0,551
1x107° 28,04 + 0,283

Tablo 3.2 incelendiginde;

Bitkilerin elastaz tizerindeki inhibisyon aktivitelerinin biyiikten kiigiige
sirastyla soglit otu, giiciikdene, cali gilegi, kara lahana, mendek, sakarca, kuzu kulagi,
pazi, 1sirgan, hosuran, diken ucu, yayla pancari, kara lahana ¢icegi, kaldirik ve

ezeltere olarak siralandigi goriilmektedir.

Bitkiler i¢inde 1Csp degerinin en diisiik olmasi nedeniyle en yiiksek oranda
elastazi inhibe eden ekstrenin sogiit otunun metil alkollii ekstresi (ICso 0,0003 +
0,0002 ug/mL) oldugu goriilmektedir. S6giit otunu takiben giiciikdene (ICs0 0,0005 +
0,0001 pg/mL), cali ¢ilegi (ICsp 0,0015 + 0,00019 pg/mL), kara lahana (1Csy 0,0015
+ 0,002 ng/mL) ve mendek (ICso 0,0045 + 0,0002 pg/mL) bitkilerinin metil alkolli

ekstrelerinin elastazi en yiiksek oranda inhibe ettigi goriilmektedir.

Genel olarak sonuglara bakildiginda diger bitkilerin de kabul edilebilir etkin bir

elastaz inhibitor aktivitesine sahip oldugu sdylenebilir.

Calismamizda, hazirlanan metil alkollii bitki ekstreleri arasinda en yiiksek

elastaz inhibisyonuna neden olan ve en diisiikk 1Csp degerine sahip ilk bes bitkinin
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metil alkollii ekstrelerine ait konsantrasyon-% elastaz inhibisyon grafikleri Sekil 3.5-

3.9’da verilmistir.
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Sekil 3.7 Cali Cilegi Metil Alkollii Ekstresinin Konsantrasyon-% Elastaz Inhibisyon
Grafigi
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Sekil 3.9 Kara Lahana Metil Alkollii Ekstresinin Konsantrasyon-% Elastaz

Inhibisyon Grafigi

Tablo 3.3 Cesitli Bitkilerden Hazirlanan Etil Asetatli Ekstrelerin Elastaz Enzimi

Uzerindeki % Elastaz inhibisyonu ve 1Cso Degerleri

Bitki Ady Konsantrasyon .% Elastaz ICs0 Degeri
(ng/mL) Inhibisyonu (ng/mL)
1x10° 19,115 + 4,942
Cali Cilegi 1x1072 22,55 + 8,683 6,6014 + 1,042
1x10* 24,155 + 7,644
1 25,76 + 6,604
1x10°® 33,755 + 19,452
Kuzu Kulag 1x10” 35,875+ 17,41 0,0055 + 0,006
1x10™ 36,52 + 17,465
1x10°® 37,385+ 17,515
1x10°® 30,78 + 3,606
Yayla Pancari 1x10° 33,575+ 6,724 0,0079 £+ 0,006
1x10™ 34,835 + 6,838
1x10°® 35,295 + 6,654
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Tablo 3.3 (devam)

1x10™ 33,055 + 16,270
Ezeltere 1x1073 36,01 + 18,752 0,1081 + 0,140
1x107 36,675 + 18,844
1x107? 30,075 + 4,815
Giiciikdene 1x107t 41,545 + 20,372 1,3020 £ 0,719
1 45,305 + 25,010
1x10°3 37,445 + 14,545
Diken Ucu 1x107? 38,51 + 15,174 3,2614 + 4,375
1x107t 41,07 + 15,032
1 42,065 + 14,969
1x10™ 27,605 + 28,758
Kara Lahana 1x1073 28,975 + 28,758 0,4313 £ 0,551
1x107? 29,545 + 28,928
1x10t 32,275 + 27,004
1x10°® 47235 + 0,445
Mendek 1x107 48,435 + 0,134 0,0007 + 0,0001
1x10™ 49,39 + (0,523
1x1073 50,61 + 0,523
1x10™ 38 + 4,243
Sakarca 1x10™ 39,34 + 4,723 0,0042 + 0,001
1x1073 41,175 + 4,490
1x10°3 40,235 + 1,704
Kara Lahana 1x1072 44 59 + 1,061 1,2197 + 0,543
Cigegi 1x10* 46,095 + 0,219
1 49,01 + 2,885
1x10°® 15,62 + 1,768
Kaldirik 1x107 18,125 + 0,884 0,0032 + 0,001
1x10 21,25+ 1,768
1x10°3 28,75 + 3,535
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Tablo 3.3 (devam)

1x10°° 19,455+ 0,771

S6giit Otu 1x10% 22,365 + 3,345 0,3381 + 0,050
1x10™* 29,09 + 2 574
1x107 38,26 + 1,230

Isirgan 1x10™ 40,435 + 0,615 3,4764 + 0,310
1 42,175 + 0,615
1x10° 36,69 =+ 0,566

Hosuran 1x10™ 38,305 + 0,573 0,0401 + 0,013
1x1073 39,92 + 0,566
1x107 41,125+ 1,138
1x10° 22,575+ 0,912

Pazi 1x10™ 23,225+ 0,912 0,1333 + 0,002
1x1073 24,19 + 1,372
1x107 25,165 + 0,912

Tablo 3.3 incelendiginde;

Bitkilerin, elastaz iizerindeki inhibisyon aktivitelerinin biiyiikten kiiciige
sirastyla mendek, kaldirik, sakarca, kuzu kulagi, yayla pancari, hosuran, ezeltere,
pazi, sogiit otu, kara lahana, karalahana ¢icegi, giiciikdene, diken ucu, 1sirgan ve ¢ali

cilegi olarak siralandig1 goriilmektedir.

Bitkiler i¢inde 1Csy degerinin en diisiik olmasi nedeniyle en yiiksek oranda
elastazi inhibe eden ekstrenin mendegin etil asetatli ekstresi (ICsp 0,0007 + 0,0001
ug/mL) oldugu gorilmektedir Mendegi takiben kaldirik (ICsp 0,0032 + 0,001
ug/mL), sakarca (ICsp 0,0042 + 0,001 pg/mL) ve kuzu kulag: bitkilerinin (ICs
0,0055 + 0,006 ug/mL) etil asetatli ekstrelerinin elastazi en yiiksek oranda inhibe

ettigi goriilmektedir.

Genel olarak sonuglara bakildiginda diger bitkilerin de kabul edilebilir etkin bir

inhibitor aktivitesine sahip oldugu sdylenebilir.
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Calismamizda, hazirlanan etil asetatl bitki ekstreleri arasinda en yiiksek elastaz
inhibisyonuna neden olan ve en diisilk ICsy degerine sahip ilk dort bitkinin etil

asetath ekstrelerine ait konsantrasyon-% elastaz inhibisyon grafikleri Sekil 3.10-

3.13°de verilmistir.
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Sekil 3.10 Mendek Etil Asetatli Ekstresinin Konsantrasyon-% Elastaz Inhibisyon
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4. TARTISMA VE SONUC

Deri veya cilt, insanlar ve hayvanlarin viicut ve doku tabakalarindan olusan
bir ortii sistemi organidir. Cilt bizi disariya karsi koruyan bir bariyerdir. Ayni
zamanda viicut 1sisin1 ve Su dengesini korur, ¢esitli zararli maddelerin ter yoluyla
viicuttan atilimini gergeklestirir. Kabaca {i¢ tabakadan olusur. En altta, destek dokusu
olan kollajen, kan damarlar1 ve salgi bezleri bakimindan zengin dermis tabakasi yer
alir. Ortada stratum bazale denilen siirekli yeni hiicrelerin yapildig: tabaka vardir ki
bu hiicreler, yavas yavas cildin iist tabakalarina dogru yolculuk yaparlar ve yaklasik
14. glinde artik canliliklarim1 kaybetmeye baslayarak en iistte birikirler ve stratum
korneumu (boynuzsu tabaka) olustururlar. Stratum bazale nin {stiinde yer alan
tabaka Stratum spinozum 'dur. Bu iki tabakaya histologlar Stratum germinativum da
demektedirler (133).

Deri yaglanmasi, yasla birlikte deride olusan yapisal ve molekiiler
degisiklikler, genel durum ve tamir isleyisinin ilerleyen bir sekilde azalmasi ve
bozulmasidir. Deri yaslanmasi intrensek (i¢sel-genetik) ve ekstrensek (dissal-
fotoyaslanma) nedenlere bagli olarak gelisir. Intrensek yaslanma, genetik olarak
programlanmis, kaginilmaz olan dogal bir siiregtir. Cevresel faktorlerin etkisiyle
intrensek yaslanma erken baslayabilir veya hizli seyredebilir. Intrensek deri
yaslanmasinda kas kaybi (atrofi) ve elastisite kayb1 gozlenir. Fotoyaslanma olarak da
adlandirillan ekstrensek yaslanma ise, daha c¢ok ultraviyole (UV) i1sinlarina maruz
kalma sonucunda deride gozlenen kronolojik yaslanma belirtilerinin abartilmis
seklidir (134).

Giines 1smlart gibi UV isinlarina maruz kalmak, sigara igmek ve cevre
kirliligi gibi ¢evresel faktorler ve dogal yaslanma siireci, serbest oksijen radikallerin
olusumuna katkida bulunup derideki enflamatuar siireci etkiler. Elastaz ve katepsin G
gibi nétrofillerden salinan proteazlar enflamasyon ve MMPs aktivasyonunu daha da
arttirir (135).
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Giines 1ginlar1 uzun (infrared) ve kisa dalga boylarindan (UV-A, UV-B ve
UV-C) olusmaktadir. UV-A 1sminin dalga boyu 320-380 nm'dir ve derinin derin
tabakalarina (dermis) ulasir ve yayilir. UV-A 151 yil boyunca ve giin i¢inde degisik
saatlerde, mevsimlerde veya hava kosullarinda degismeksizin etkili olmaktadir. UV-
B 1s1inin dalga boyu 290-320 nm'dir ve derinin iist tabakasini (epidermis) etkiler. UV-
B 15101 yaz aylarinda ve yiiksek rakimli yerlerde daha yogundur. Giines 1sinlar1 deride
zaman igerisinde incelme, elastikiyetin bozulmasi (kirigiklik), kuruluk, pigmentasyon
degisikligi, kilcal damarlarin belirginlesmesi, fotoyaslanma ve deri kanserinin

olusma riskinin artmasi gibi olumsuz etkiler gostermektedir (136).

Yaslanma siirecini agiklamaya ¢alisan birgok teori ileri siiriilmiistiir. Ornegin,
molekiillerin gapraz baglar teorisi, genlerin yaslanmasi teorisi, serbest radikal teorisi
gibi (137-140). Gergekten de, yaslanma teorileri i¢inde serbest oksijen radikallerinin
kronik, birikici etkisi ile yaslanmay1 agiklayan goriis, giinimiiziin 6nde gelen
teorilerinden biridir. Bu teoriye gore kiiglik ama biitiin yasam boyunca siiren
antioksidan sistemdeki defekt yaslanmaya neden olmaktadir (138,141,142). Bu
teorinin baslica kanitlarindan birisi, serbest oksijen radikallerinin yogun bir sekilde
olusmasina yol agan iyonize edici radyasyonun, normal yaglanmaya benzer sonuglar

iretmesi Ve yasam siiresini kisaltmasidir (138,141).

Serbest radikaller; bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirlii, kararsiz, molekiil agirliklar diisiik ve ayn1 zamanda reaktif olan atom, atom
grubu veya molekiiller olarak tanimlanir. Asir1 oksidatif stres, selliiler antioksidan
savunma mekanizmalarini zayiflatarak hiicre igindeki dinamik oksidan-antioksidan
dengeyi bozar. ROT, fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin yiizey reseptorlerini aktive
ederek protein kinaz kaskadi yoluyla sinyal iletimine neden olur. Sinyal iletimini
takiben aktive olan niikleer transkripsiyon kompleks AP-1'i hem dermis hem de
epidermiste MMPs uyararak kollajen ve elastik fibril yikimina yol agar (143).

Serbest radikallerin antioksidanlar tarafindan siipiiriilmesi miimkiindiir. Son
zamanlarda yaygin olarak antioksidan aktiviteye sahip maddelerin terapétik ajan
gelisimi ele alinmaktadir (144). E ve C vitaminleri, flavonoidler, -karoten, ubikinon,

lipoik asit, melatonin, indirgenmis glutatyon (GSH) gibi bazi vitamin ve kimyasal
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maddeler enzimatik olmayan antioksidan sistemlerdir (145). In vitro ve in vivo
calismalarinda 6zellikle C ve E vitamini, eser elementler ve mineraller gibi mikro
besin maddelerinin oksidatif strese karsi koruyucu etkileri tanimlanmistir. Hastalar
yaslanmay1 onlemek i¢in ¢ogunlukla tezgah {istii liriinleri almaktadir. Bunlardan en
popiiler olanlar vitamin, mineral ve botanik ekstreleridir. Antiaging etkide Onerilen
mekanizmalar1 antioksidan 6zellikleriyle kollajen sentezini uyarip, par¢alanmasini

onlemektir (146).

Bazi hastaliklarin 6nlenmesinde toplumlarin gida aliskanliklarinin 6nemli bir
roli oldugu gozlenmistir. Bu konuda yapilan bilimsel c¢aligmalar, gida olarak
kullanilan bazi {riinlerin saglik iizerine yararli etkileri oldugunu dogrulamistir.
Bunun sonucu olarak gida olarak kullanilan bazi {iriinlerin bir kism1 besin destegi
olarak tibbi amagclarla pazarlanmaya baslanmistir. Kiiresellesen diinyada insanlarin
ve toplumlarin uzayan yasam siiresinin yani sira nitelikli yasam siirme ihtiyaci 6n
plana ¢cikmistir. Diinyada kaliteli yasam siirmek isteyen kisiler, kimyasal ve sentetik
tiriinlerin yan etkilerinden kag¢inmak i¢in dogal yasam tarzina ve dogal {irlinler

kullanmaya baslamustir (147).

Insanlar ¢ok eski dénemlerden beri bitkileri gida olarak, boya elde etmek, siis
bitkisi ve tedavi amaciyla kullanmiglardir. Bu bitkilerin halk hekimligindeki
kullanim1 antik ¢cagdan itibaren devamli bir artis gdstermektedir (116). Ozellikle son
yillarda, ¢ogu insan sentetik ilaclarin yan etkilerinden dolay:1 bitkisel tedaviye
yonelmistir. Giiniimiizde Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) arastirmalarina gore

tedavi amacli kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir (148).

Son zamanlarda, yenilebilir bitkilerden izole edilen fitokimyasallarin yeni
biyolojik 6zellikleri iizerine odaklanilmistir. Cilinkii yiizlerce yerli bitki tiirii, kiiresel
olarak giinliik diyette sebze, meyve, baharat ve ¢esni olarak kullanilmaktadir.
Birgogu da geleneksel ilaglar iginde yer almaktadir. Yenilebilir bitkiler, cesitli
biyolojik aktivite gosteren flavonoidler, vitaminler, terpenoidler alkoloidler,
orgonosiilfiirler, pigmentler ve diger fenolik bilesikler gibi fitokimyasallar a¢isindan

zengindirler (149). Bununla birlikte bitkiler yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
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bilesikler igermektedirler (150). Antimutajenik, antikarsinojenik, antiaging gibi
birgok biyolojik fonksiyon, bu antioksidanlardan kaynaklanmaktadir (151).

Terpenoidler, flavonoidler ve fenolik bilesenlerin anti-elastaz aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur (152).

Bitki orjinli pentasiklik triterpeneoid metabolitleri hem sentetik peptit
substratlar1 hem de elastinin NE ile hidrolizini inhibe etmektedir. Diger nonspesifik
NE inhibitorleri yag asitleri ve trisiilfonik asittir. Kao grubu tarafindan spesifik deri
fibroblast elastaz aktivitesinin inhibisyonunu UV’ye bagh kirigiklik olusumunu
azalttigr gozlemlenmistir. Ayrica, topikal N-fenetil-16sil-triptofan uygulamasinin deri
fibroblast elastazin1 inhibe ederek UV’ye bagh kirisiklik olusumunu Onledigi
bulunmustur. Bu da hem NE hem de fibroblast elastazini bloke etme stratejisini

koruma saglayabilir (136).

Boylece, yenilebilir bitkilerin elastaz kontrolii igin bir kaynak olabilecegi
distiniilmektedir. Bu g¢aligmamizda, Giresun yoresinde yetisen bitkilerin elastaz

enziminin inhibitorii olup olmadigr arastirildi.

Kara lahana (Brassica oleracea), vitamin ve mineraller agisindan oldukga
zengin bir soguk iklim sebzesidir. Yesil klorofil pigmentleri i¢inde bol miktarda
beta-karoten, askorbik asit (C vitamini) ve kalsiyum barindirir. Koyu yaprakli
olanlar1 daha fazla beta-karoten igerir. Antioksidan ve fotokimyasal 6zellikleri olan
kara lahana bitkisi bircok kanser tiiriiniin ve kalp hastaligi riskinin azaltilmasina
yardimc1 olmaktadir (153). Kara lahana oldukga zengin besin igerigi ile insanlarin
giinliik besin miktarin1 karsilayabilecek nitelikte olan 6nemli bir sebzedir (154).
Calismamizda kara lahana bitkisinden hazirlanan sulu ekstrenin, diger bitkilerin sulu
ekstrelerine oranla diisiik ICsp degerine sahip oldugu yani elastaz enzimini en yiiksek
oranda inhibe ettigi bulundu (Tablo 3.1).

Sogiit otu bitkisi tliriine gore degismekle beraber icerdikleri nisasta, antrasen,

tanen ve flavonoidlere bagli gesitli farmakolojik etkilere yol agtigi belirtilmistir.

(126). Calismamizda sogiit otu bitkisinden hazirlanan metil alkollii ekstrenin, diger
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bitkilerin metil alkollii ekstrelere oranla daha yiiksek oranda elastaz enzimini inhibe

ettigi ve diisiik ICso degerine sahip oldugu bulundu (Tablo 3.2).

Mendek, tiim diinya iilkelerinde diiiretik, sedatif, yara iyilestirici olarak
bilinmekte olup gut ve siyatik hastaliginda kullanilmaktadir (123). Yapisinda furano
kumarin ve kuarsetin glikozid bulunmaktadir (155). Calismamizda mendek
bitkisinden hazirlanan etil asetatli ekstrenin, diger bitkilerin etil asetatli ekstrelerine

oranla daha yiiksek oranda elastaz enzimini inhibe ettigi ve diisiik ICso degerine sahip

oldugu bulundu (Tablo 3.3).

Kuzu kulagi, katesin ve epikatesin gibi tanenler (156) ve flavonoidlerce (105)
zengindir. Calismamizda kuzu kulagi bitkisinden hazirlanan sulu ve etil asetath
ekstreleri yiiksek oranda elastaz enzimini inhibe ettigi bulundu (Tablo 3.1) ve (Tablo
3.3).

Sonug olarak, ¢alismamizda kullandigimiz 15 bitkinin sulu, metil alkoli ve
etil asetatl ekstrelerinin tiimiinde elastaz inhibitor etkisi saptanmistir. Bunlardan sulu
bitki ekstrelerinden kara lahana, ezeltere, kuzu kulagi ve 1sirgan; metil alkollii
ekstrelerinden sogiit otu, giicilkdene, ¢ali ¢ilegi, kara lahana ve mendek; etil asetath
ekstrelerinden mendek, kaldirik, sakarca ve kuzu kulaginin elastaz inhibitor etkisi

diger bitkilere gore daha yiiksek oranda bulundu.

Calismamizda, yiiksek elastaz inhibitor etkisi gosteren karalahana, s6giit otu
ve mendegin elastaz inhibitori olarak kirisiklik gidermede, cilt beyazlatmada, kuru
cilt ve deri kanseri gibi rahatsizliklarda fitoterapotik ajan olarak kozmetik sektoriinde

bitkisel ilag¢ olarak kullaniminin uygun olacag ileri siiriilebilir.

Bu ¢alismada elastaz enzimini en yiiksek oranda inhibe eden bitkilerin etken
maddelerinin izole edilerek yapi tayinlerinin yapilmasi ve bu maddelerin enzim
inhibisyonlarinin in vivo deneylerle de kanitlanmasi i¢in daha ileri diizeyde

caligmalara gereksinim vardir.
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