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OZET

ELASTAZ ENZIiM iNHIBITORLERI

Ulkemizde saglik alaninda yaygin olarak kullanilan geleneksel bitkilerle tedavi
yontemleri tabiata doniis akiminin etkisiyle son yillarda bati diinyasinda da yaygin
bicimde kullanilmaya ve incelenmeye baslanmistir. Bu bitkilerin saglikli ve verimli

sekilde kullanilmasi i¢in etkilerinin ve etki etme yollarinin arastirilmasi gereklidir.

Bu ¢alismada son yillarda saglik ve kozmetik sektoriinde 6nemli bir yer edinen elastaz
enzim aktivitesi lizerine, ¢esitli bitkilerden hazirlanan etanollii ekstrelerin ve bazi

kimyasal maddelerin, inhibitor etkileri incelendi.

Calismamizda kullandigimiz bitki ekstrelerinin ve kimyasal maddelerin tiimiinde elastaz
inhibitor etkisi saptandi. Elde edilen sonuglardan bitki ekstreleri ve kimyasal maddelerin
elastaz enzimi iizerindeki % inhibisyon degerlerinin konsantrasyon artisi ile arttigi

belirlendi.
Yiiksek oranda elastaz inhibitor aktivitesi gosteren bitki ekstreleri ve kimyasal

maddelerin elastaz inhibitorii olarak saglik alaninda ila¢ tedavisine ilave olarak

kullaniminin uygun olabilecegi sonucuna varildi.
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SUMMARY

INHIBITORS OF ELASTASE ENZYME

The treatment methods with traditional plants which are mostly used in health area in
our country are began to be used and researched also in European countries with the
effect of getting back to the nature (alternative medicine). Their effects and ways of
effecting have to be researched scientifically to use healthily and efficiently these

plants.

In this study, the inhibitory effects of chemical compounds and ethyl alcohol extracts
prepared from different plants were investigated on the activity of elastase which has an

important value in health and cosmetic area.

It was determined that all the plant extracts and chemical substances used in our study
showed elastase inhibitory effect. The results showed that inhibition % values of plant
extracts and chemical compounds on the elastase were increased with increasing

concentration.
It can be suggested that several plant spices and chemical compounds which are

potential sources of elastase inhibitors may be appropriate to be used as an additional

support to drug treatment in the field of health.
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1. GIRIS

Canli sistemlerde biyokimyasal tepkimelerin ¢ogu hiicrede meydana gelmektedir.
Tepkime sirasinda agiga ¢ikan yiiksek 1s1 proteinlerin yapisin1 bozacagindan, canliya
zarar vermektedir. Bu nedenle hiicrede kimyasal tepkimelerin gerceklesebilmesi icin
asilmast gereken enerji engeli biyolojik katalizorler kullanilarak saglanmaktadir.
Katalizorler, kimyasal tepkimeye girerek tepkimeyi hizlandiran ve tepkime sonunda
higbir degisiklige ugramadan g¢ikan maddelerdir. Canli sistemlerdeki bu katalizorlere

enzim denilmektedir.

Metabolizma, minimum enerji ve maksimum diizensizlik prensibine gore ¢alismaktadir.
Fakat metabolik yollar diizensiz bir sekilde isleyemez ve cesitli etkilerle kontrol altina
alinmalidirlar. Enzimler, metabolizma igerisinde yer alan bir¢ok metabolik yolun
diizenlenmesinde kontrol gorevini iistlenen en 6nemli faktorlerden biridir. Enzimlerin
aktiviteleri bazi bilesikler tarafindan artirilarak, azaltilarak ya da yok edilerek metabolik
yolun hizi ayarlanmis olur. Enzimlerin aktivitelerini etkileyen bu bilesiklere
modiilatorler denilmektedir. Modiilatorler, aktiviteyi arttirict yonde olan aktivitorler

olabildigi gibi azaltict yonde olan inhibitdrler de olabilmektedir (Nelson ve Cox, 2005).

Enzimler ve enzim inhibitorleri tipta, gida endiistrisinde, pestisitlerde, kozmetik

sanayinde ve tarim sanayinde kullanilmaktadir (Friedman, 1996).

Elastazlar, bag dokusunun 6nemli proteni olan elastini ayirma 6zelligine sahip bir grup
serin proteazlardir. Bunlar ¢ogunlukla akcigerlerde, damarlarda, lenflerde ve deride
dagilmis durumdadirlar. Bulunduklari dokularda enflamatuvar doku hasarinin ¢ok
onemli mediatorleridirler. Serum immiinoreaktif pankreatik elastaz ozellikle akut
pankreatit ya da pankreas kanseri gibi pankreas hastaliklarinin durumlarini yansitirken

serum noétrofil elastaz (NE) ¢esitli enflamatuvar hastalik ve durumlarda artmaktadir. Bu



baglamda elastaz enziminin inhibisyonu klinik ve kozmetik acidan her gecen giin daha

da 6nem kazanmaktadir (Hayakawa ve dig., 1995).

Geleneksel halk ilaglari, yillar boyunca nesilden nesile aktarilarak varligini siirdiiren ve
halkin cesitli hastaliklarin tedavisinde yararlandig1r dogal kaynakli ilaclardir. Bunlarin
cogunu bitkisel kokenliler olusturur. Diinyanin bircok bdlgesinde, geleneksel halk
ilaglar lizerindeki bilimsel arastirmalar modern ilag arastirmalar1 i¢in 6nemli ve yararh
bir kaynak olusturmaktadir. Ilag gelistirmenin, cok uzun ve pahal bir siire¢ oldugu goz
Ontline alindig1 zaman ilk asamada halk ilaglarinin degerlendirmeye alinmasi dogru bir
yaklagim olacaktir. Bu amagla, halk ilaglarinin etkinlik ve gilivenirliklerinin bugiinkii

bilimsel yontemlerle kanitlanmasi gerekmektedir.

Bu diisiinceden yola ¢ikilarak yapilan ¢alismamizda cesitli bitkilerden hazirlanan bitki
ekstrelerinin ve kimyasal bazi maddelerin elastaz enzim aktivitesi iizerine inhibitor

etkileri incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ENZIMLER

18’inci yiizyil sonlarinda etin mide salgilar tarafindan sindirildigi, tiikiiriik ve baz1 bitki
Oziitlerinin nisastayr sekere donistiirdiikleri bilinmesine ragmen bunun hangi

mekanizmayla gerceklestigi bilinmemekteydi (Willams, 2007).

19°’uncu ylizyllda Louis Pasteur, maya tarafindan sekerin alkole doniismesini
(fermentasyonu) arastirirken, fermentasyonun maya hiicrelerinde bulunan bir canli gii¢
tarafindan meydana geldigi sonucuna varmistir. Ferment olarak adlandirilan bu
etmenlerin sadece canlilarda islev gordigi distiniilmistiir (Dubos, 1951). 1878’de
Alman fizyolog Wilhelm Kiihne, Yunanca’da ‘maya i¢inde’ anlamina gelen “enzim”
terimini kullanmistir. Daha sonralar1 enzim sozciigli canli olmayan bilesikler (6rnegin
pepsin) i¢in kullanilmis, canlilar tarafindan {iretilen kimyasal aktiviteler igin ise

“ferment” sozclgi kullanilmaya baglanmistir.

2.1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Canliligin siirdiirilmesi i¢in iki temel kosul, organizmanin kendini kopyalamasi ve
biyokimyasal reaksiyonlar1 yiiksek secicilik/verimlilik ile biyolojik ortamda kataliz
edebilmesidir (Giirdél ve Ademoglu, 2006). Enzimler hiicrelerdeki biyokimyasal
olaylarmm 1limli kosullarda ger¢eklesmesini saglayan ve protein yapisinda olan

biyokimyasal katalizorlerdir.

Enzimler, diger kimyasal katalizorlerden bircok acidan farkhidirlar. Her seyden once
katalitik etkinlikleri kimyasal katalizorlerden 10%— 10 kat daha fazladir. Enzimler son
derece spesifiktirler ve sadece bir substrata veya ayni fonksiyonlu grubu olan substrat

serisine kars1 etkindirler. Hatta ayn1 maddenin izomerlerinden sadece birisiyle reaksiyon



verebilen ¢ok spesifik enzimler de bulunmaktadir. Bu yiiksek segicilik sayesinde en
basit hiicrede bile ayn1 anda pek ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyon meydana gelir.
Hiicredeki reaksiyonlarda yan firiin olusturmazlar, reaksiyonlar % 100 verimle
sonuglanir. Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH’da ve canlinin viicut sicakliginda
gerceklesir. Normal laboratuvar kosullarinda yiiksek sicaklik ve fazla enerji gerektiren
pek c¢ok reaksiyon enzimlerin kullanilmasiyla daha diisiik sicaklikta ve enerjide
gergeklestirilebilir (Tiiziin, 1997).

Enzimler canli hiicreler tarafindan biyolojik sartlarda sentez edilmektedir. Fakat aktivite
gostermeleri icin hiicre i¢inde bulunmalar sart degildir. Enzimler, oldukg¢a 6zel yapilar
kazanmis ve genellikle biiyiik proteinlerdir. Proteinlerdeki amino asitlerin primer
dizilisi genler tarafindan belirlenen siraya gére olmaktadir. Enzim proteininde bulunan
amino asitlerin 6zel dizilisi, enzimin belirli bir konformasyonu ve kuarterner yapiy1
kazanmasinda en onemli rolii oynamaktadir. Enzim proteinin yapist yalniz enzimin
biyolojik aktivitesi igin degil, ayn1 zamanda metabolik olaylarin kontroliinii saglamak

i¢in de 6onemlidir.

2.2. ENZIMLERIN ADLANDIRILMASI

1970’1 yillara kadar pek c¢ok enzim ile c¢alisilmig, saf kristal formda elde edilen
enzimlerin sayis1 artmis ve zamanla adlandirmada karisikliklar olusmustur. Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB)’ne gore; enzim adlandirilmalari
enzimin katalizledigi tepkimenin tiirii ve mekanizmasina gore yapilmaktadir (Can ve

Akev, 2008).

Enzimler alti ana gruba ayrilmistir ve her enzime 4 rakam ile belirlenen bir kod

numarasi verilmistir.

1-Oksidorediiktazlar: indirgenme ve yiikseltgenme olaylarim katalizleyen enzimlerdir.
Oksidorediiktazlar ayrica dehidrojenazlar ve sitokromlar, oksidazlar, oksijenazlar olmak
lizere alt siniflara ayrilabilirler. Solunum ve fermentasyon olaylariyla ilgili enzimler

oksidorediiktaz smifi enzimlerdir. Ornegin; katalaz, laktat dehidrojenaz.



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

transaminaz.

3-Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarii, suyun H® ve OH  iyonlar1 yardimiyla
molekiillerin yikilmasini katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar, ester baglarina, glikozil
bilesiklerine, eter baglarina, peptit baglarina, diger C-N baglarina, asetanhidrit
baglarina, C-C, C-P, C-halojen, C-S, P-N, S-S baglarina etki edenler olmak {iizere alt

siiflara ayrilirlar. Ornegin; lipaz, {ireaz.

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

tersi bir yolla etkenlik gosterirler. Ornegin; piruvat dekarboksilaz.

5-izomerazlar: Substratin molekiil ici degisilliklerini katalizleme o6zelligine sahip
enzimlerdir. Rasemazlar ve epimerazlar, cis-trans izomerazlar, intramolekiiler
oksidorediiktazlar, intramolekiiler taransferazlar, intramolekiiler liyazlar ve diger

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

6-Ligazlar (Sentetazlar): Ligazlar iki molekiiliin birlesmesini kataliz ederler. Bu
birlesme i¢in gerekli enerji ATP, ADP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden

saglanir. Ornegin; piruvat karboksilaz, asetil CoA karboksilaz (Tekman ve Oner, 1981).



2.3. ENZIM INHIiBISYONU

Bazi maddeler enzimlerle iliski kurma yeteneginde olduklar1 halde substrat gibi hareket
etmezler. Yani enzimler bunlarin yeni bir iiriine doniisiimiinii saglamazlar. Ancak bu
birlesme nedeniyle enzimin kendisi de katalitik gorevini yerine getiremez. Bu gesit
maddelere “enzim inhibitorleri“denir. Enzim inhibitorleri, enzim etkisini azaltan ya da

tamamen durduran maddelerdir (Bing6l, 1977).

Enzimlerin inhibisyonu baslica iki sekilde meydana gelir:

2.3.1. Reversible (Geri Déniisiimlii) Enzim Inhibisyonu

2.3.1.1 Yarismali (Kompetitif) Enzim Inhibisyonu

Kompetitif inhibisyonda, enzimin etki yaptigi substarata yapi olarak ¢ok benzeyen bir
madde, enzimin aktif merkezini isgal ederek, asil substrati ile iliski kurmasini Onler.
Kompetitif inhibisyonda inhibitér madde molekiilleri bazi enzim molekiillerini isgal
ederek enzimin katalitik etkisini yavaglatirlar. Buna c¢ok klasik bir 6rnek olarak
“stiksinat dehidrojenazin”in “malonik asit”le inhibisyonunu gosterebiliriz. Siiksinik asit
sitrik asit sikliisii sirasinda siiksinat dehidrojenaz enziminin katalitik etkisi ile ¢ok
kolaylikla fumarik asite doniisebilir. Fakat ortamda malonik asidin bulunmasi formiil
yapt benzerligi nedeniyle bu doniisiimii yavaglatir (Bingol, 1977). Sekil 2.3.1.1°de

yarismali enzim inhibisyonunun reaksiyon semasi1 gosterilmektedir.

Kompetitif inhibisyonda enzimin inhibitér ile baglanmasi reversibldir. Substrat
konsantrasyonunun ¢ogalmasi ile bu iliski kopabilir (Bing6l, 1977). Kompetitif enzim
inhibisyonunda inhibitér madde, enzimin substratina olan ilgisini azaltir; Kn degeri

biiyiir, reaksiyon az ¢ok normal bir V. degeri gosterir (Bingol, 1977).
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Sekil 2.3.1.1. Yarigmali (kompetitif) inhibisyonun reaksiyon semasi

2.3.1.2. Yarismasiz (Nonkompetitif) Enzim Inhibisyonu

Yarigmasiz enzim inhibisyonunun subtratin konsantrasyonu ile iligkisi yoktur.
Yarigmasiz enzim inhibisyonunda hem substrat hem de inhibitér madde ayni1 zamanda
enzime baglanmaktadir. Inhibitériin enzimin aktif yeri disinda bir yere baglanmasi ile, o
enzimin molekiillerinin substratla reaksiyona girme hizinda bir azalma meydana
gelmektedir. Halbuki yarismali reaksiyonda sadece reaksiyona giren enzim molekiillerin
sayist azalmaktadir. Yarigmasiz inhibisyonun en sik goriilen sekli, inhibitoriin enzimin
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarla, bu gruplarin yapisin1 bozmadan reversible bir
sekilde birlesmesi halidir (Bingol, 1977). Sekil 2.3.1.2°de yarigsmasiz enzim

inhibisyonunun reaksiyon semasi gosterilmektedir.

Bazi enzimler yapilarinda fonksiyonlar: i¢in esas olan —SH gruplarn tasirlar. Enzimin
normal sekilde gorev yapabilmesi i¢in —SH grubunun bozulmadan korunmalar1 gerekir.
Bu —SH gruplarinin metal iyonlar1 tarafindan yarismasiz bir sekilde inhibe edilmesi
enzimin normal katalitik etkisini siirdiirmesini Onler. Bu ¢esit agir metallere 6rnek

olarak Ag*, Hg" ve Pb*"u gdstermek miimkiindiir (Bingél, 1977).



Enzime yarismasiz inhibitoriin baglanmasi substrat baglanmasini bloke etmez, substrat
baglanmasi da yarismasiz inhibitoriin baglanmasini bloke etmez. ESI kompleksi iirlin
vermek tizere ES kompleksinden daha yavas parcalandigi i¢in tepkimenin hizi
yavaslamaktadir. Bu tiir inhibisyon ile tepkimenin V.« degeri azaldig halde K, degeri
degismez (Altinisik, 2009).
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Sekil 2.3.1.2. Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonun reaksiyon semast

2.3.1.3. Yariyarismali (Ankompetitif) Enzim Inhibisyonu

Bu enzim inhibisyonunda inhibitoér, nonkompetitif inhibitdrde oldugu gibi, enzim
tizerinde substratin baglandig1 aktif yerden ayri bir yere reversible olarak baglanir; fakat
nonkompetitif inhibitdr serbest enzime baglanabildigi halde ankompetitif inhibitor,
yalnizca ES kompleksi olusturduktan sonra enzimin substratin bagl oldugu aktif yerden
baska bir yerine reversible baglanarak enzimi inaktive eder. Ankompetitif inhibisyon
sonucuU Vmax degeri azalirken Ky, degeri de azalir (Altimisik, 2009). Sekil 2.3.1.3’de

yartyarigmali enzim inhibisyonunun reaksiyon semasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.3.1.3. Yar yarigmali (ankompetitif) inihibisyonun reaksiyon semasi

2.3.2. Irreversible (Geri Doniisiimsiiz) Enzim Inhibisyonu

[rreversible enzim inhibisyonu, irreversible inhibitdriin enzim iizerinde bulunan ve
aktivite igin esas olan bir fonksiyonel grubu yikmasi veya onunla irreversible olarak
birlesmesi sonucu meydana gelir. Bu tip inhibisyonlarda aktif bolgeye kovalent olarak
baglanan inhibitdr, enzim yapisini bozdugu icin geri donilisiim olamamaktadir (Altinisik,
2009). Ornegin, sinir gazlarindan diizopropil fosfofluoridat, asetil kolin isimli

norotransmitorii parcalayan asetil kolin estaraz’in tersinmez inhibitoridiir.
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2.4. PROTEAZLAR

Proteazlar; proteinlerin hidrolizlerini katalizleyen ve peptitlere ya da amino asitlere
yikilmalarini saglayan, asamali olarak bozunan enzimlerdir. Hiicresel boyuttan organ ve
organizma boyutlarina kadar uzanan c¢ok cesitli fonksiyonlar1 yiiriiten hemostazi ve
enflamasyon gibi kaskad sistemlerini tiretirler. Hiicrenin normal fizyolojik gelisiminde
ve Dbaskalagiminda, protein katabolizmasinda, yer degistirmesinde, doku
diizenlenmesinde ve gelisme siirecindeki morfojenezde kompleks proseslerden
sorumludurlar. Genellikle timor biiylimesi ve metastaz gibi ¢esitli patalojik proseslerde
kritik rol oynarlar. Proteazlar, fizyolojik olarak temel ve bulunmasi zorunlu molekiiller
olduklarindan, viriisler, prokaryotlar, mantarlar, bitkiler ve hayvanlari kapsayan ¢ok
cesitli organizmalarda ayni anda organizmanin bir¢ok kisimlarinda meydana gelirler

(Gupta ve dig., 2002; Rao ve dig., 1998).

Bu ¢esitli fizyolojik unsurlar proteazlarin ¢ok ¢esitli spesifiklik gostermelerini zorunlu
kilar. Bu spesifiklik yelpazesi hidrofobik veya pozitif olarak yiliklenmis kalintilardan
sonraki baglar1 kesen sindirim proteazlarindan bes-amino asit kalintisi igeren bir kesim

bolgesini veya tek bir proteini bile taniyan proteazlara kadar uzanir (Hedstrom, 2002).

Bu enzimler yanlizca hiicresel metabolik proseslerde rol almazlar; bunun yaninda
endiistriyel ¢evrelerde biyoteknolojik uygulamalarindan faydalanmak icin hatir1 sayilir
bir ilgi kazanmalarindan beri proteolotik enzim g¢alismarinda yeni ilgi alanlari ortaya
cikmistir (Fox ve dig., 1991; Poldermans, 1990).

Ticari alanda diinya c¢apindaki proteolitik enzim fiiretim miktar1 biyoteknolojide
kullanilan herhangi bir diger enzim miktarindan daha fazladir (Niehaus ve dig., 1999).
Bugiin cesitli endiistri sektorlerindeki enzim satiglariin yaklagik % 40’11 proteazlar
olusturur. 1914 yilinda ilk kez deterjan katki maddesi olarak uygulanmalarindan beri, bu
enzimler deterjan endiistirisinde genis bir alanda kullanilmaktadirlar (Gupta ve dig.,

2002).
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Proteazlar gida endiistrisindeki kullanimlar1 agisindan uzun bir gegmise sahiptirler. Deri
endiistrisinde ham deriden kil giderilmesi ve ham derinin samalanmasi islemlerinde
halen kullanilan toksik kimyasallarin yerine kullanilmalar1 gérece yeni bir gelismedir ve
proteazlara ilave biyoteknolojik onem kazandirmaktadir. Diger bir yandan enzimatik
peptit sentezlerinde (dipeptit ve tripeptit vb.) kullanilan proteazlar kimyasal
metodlardan farkli bir takim avantajlar sunmaktadir (So ve dig., 2000). Buna ek olarak
hastalik yapan bakterilerin yasam dongiilerindeki iligkileri, kanser ve AIDS gibi agir
hastalik vakalara kars1 terapotik ajanlar gelistirmek i¢in onlarin potansiyel bir hedef
olmalarina izin verir. Genis gesitlilikleri ve Ozgiillikleri efektif terapotik ajanlar
gelistirmede biiyiikk bir avantaj olarak kullanilir (Rao ve dig., 1998; Kudrya ve
Simonenko, 1994; Kim ve dig., 1996).

Yakin zamanda alkali proteazlarin besin isleme endistrisindeki atik iiretiminde
kullanilmalari, proteazlarin atik yonetiminde kullanilmalarinda yeni bir donem

baslatmistir (Gupta ve dig., 2002).

Bir diger kesfedilen alan ise proteazlarin ipek kumas endiistrisinde ipegin zamklanmasi

i¢cin kullanilmasidir (Gupta ve dig., 2002).

Ayrica, endiistri ve tip uygulamalarindan baska proteazlar temel arastirmalarda da
onemli bir rol oynarlar. Proteazlarin secici peptid bag kirinimlar1 proteinlerin dizilimi
ve yapi-fonksiyon iliskilerini aydinlatmada kullanilir (Ladenstein ve Antranikian,

1998).

2.4.1. Proteazlarmm Simiflandirilmasi

Uluslararas: Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Komitesinin adlandirma sistemine gore
proteazlar dort alt gruba ayrilirlar (Webb, 1992). Bununla birlikte, genis etki cesitlilikleri
ve yapilarindan dolay1 proteazlar genel enzim adlandirma sistemine kolayca uymazlar.
Mevcut durumda {i¢ ana kriter géz Onilinde bulundurularak smiflandirilirlar: (i)
reaksiyon katalizleme tiirii, (i1) etkin bolgelerinin kimyasal yapisi, (ii1) yapilarindaki

evrimsel yakinlik (Barett, 1994).
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Proteazlar kabaca aktif bolgelerine gore ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olmak
tizere iki alt gruba ayrilirlar. Ekzopeptidazlar sadece polipeptid zincirinin bitimine yakin
etki ederler. Sirasi ile aktif bolgelerindeki N ya da C terminallerine bagli olarak amino
ya da karboksipeptidazlar olarak siniflandirilirlar. Endopepdidazlar ise i¢ bolgelerinde N
ve C terminalinden uzaktaki polipeptit zincirinin peptid baglarina oncelikli etkilerine

gore karakterize edilirler.

Fonksiyonel gruplarindaki aktif boliime dayanarak proteazlar ayrica dort belirgin gruba
ayrilirlar; serin proteazlar (E.C.3.4.21), sistein proteazlar (E.C.3.4.22), aspartik
proteazlar (E.C.3.4.23) ve metaloproteazlar (E.C.3.4.24) (Menon ve Goldberg, 1987).

Proteazlar alt boliimlere de ayrilirlar ve katalitik tipi gosteren bir kod harfi, yani S, C, A,
M veya U harfi konularak adlandirilirlar. Bu harfleri de gelisigiizel koyulmus sayilar
takib eder (Rawlings ve Barrett, 1993).

2.4.1.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar, substrat baglama bodlgesindeki serin kalintilarini egsiz bir bigimde

aktive edip onlarm bir niikleofil gibi peptid baglarin1 katalitik olarak hidrolize

etmelerini saglayan bir enzim ailesidir (Schultz ve Liebman, 1997).

Serin proteazlarin aralarinda viriisler, bakteriler ve oOkaryotlar gibi organizmlarin
bulundugu bir ¢ok canli tiirii i¢in yasamsal olduklar1 one siiriiliir. Serin proteazlar
ekzopeptidaz, endopeptidaz, oligopeptidaz ve omega peptidaz gruplarinda bulunurlar ve
neredeyse tiim proteazlarin 1/3’tnl olustururlar (Hedstrom, 2002). Yapisal
benzerliklerine dayanarak serin proteazlar yirmi familyaya ayrica ortak soylariyla da alti
alt gruba ayrilirlar (Barett, 1994). Bu alt1 alt gruptan dordiiniin temel yapilari;
kemotripsin (SA), subtisilin (SB), karboksipeptidaz C (SC), ve Escherichia D-Ala-D-
Ala peptidaz A (SE) tamamen alakasizdir. Serin proteazlar i¢in en az dort farkl

evrimsel kdken oldugu 6ne siiriiliir (Demirok, 2006).
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Grup SA, SB ve SC aktif merkezinde serin, histidin ve aspartik asid {igliisii igerirler
(Sekil 2.4.1.1). Bu ii¢ amino asidin geometrik sekillenmeleri ayni olsa da protein
katlanmalar1 biraz farklidir. SE gruplarmin katalitik mekanizmalar1 Ser-His-Asp
ticliistinden yoksun olduklarindan agik¢a SA, SB ve SE gruplarinin mekanizmalarindan
farklidir. (Rao ve dig., 1998). Son yillarda aktif merkezinde Ser-His-Glu, Ser-Lys/His,
His-Ser-His gibi amino asidler olan serin proteazlar bulunmustur (Dodson ve Wlodawr
1998).

Sekil 2.4.1.1. Serin proteazlarin aktif merkezi (Demirok, 2006).
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Serin proteazlar 3,4-dikloroizokumarin (3,4-DCI ), L-3 karboksitrans 2,3—epoksipropil-
l16silamido (4-guanidin) biitan (E.64), di-izopropilflorofosfat (DFP), fenilmetilsiilfonil
floriir (PMSF), ve tosil-L-lisin klorometil keton (TLCK) tarafindan geri doniigiimsiiz
olarak inhibisyona ugramalariyla taninirlar. Bazi serin proteazlar aktif bolgelerinin
yaninda sistein kalintilar1 bulunmasindan dolay1 p-kloromerkiiribenzoat (PCMB) gibi

bazi tiyol ayiraglari tarafindan inhibe edilirler (Rao ve dig., 1998).

Serin proteazlar genelikle notral ve alkali pH’larda aktiftir. Optimum pH’lar1 ise 7 ile 11
arasindadir. Esteraz ve amidaz aktivitelerini iceren genis bir substrat spesifiteleri vardir.
126 kDa molekiil agirligina sahip Blakeslea trispora’daki serin proteazi hari¢ molekiil
kiitleleri 18 kDa ile 35 kDa arasindadir. izoelektrik noktalar1 genellikle pH 4 ile pH 6
arasinda degisir. Yiiksek alkali pH’larda aktif olan serin alkali proteazlar serin

proteazlarin en genis grubunu temsil ederler (Rao ve dig., 1998).

Karboksipeptidazlar asidik pH’da maksimum aktiviteye sahip serin bagimli enzimlerdir.
Bu enzimlerin asidik pH’da optimize olduklarina inanilmasindan sorumlu, katalitik

uclarindan 6nce gelen bir glutamat kalintisina sahip olduklari bilinir.

Serin proteazlar belirli sinif amino asitlere komsu (bitisik) olan peptit baglarini
hidrolizlemeyi tercih eder. Tripsin-benzeri grupta, proteaz arginin veya lizin gibi bazik
amino asitlerden sonraki peptit baglarini pargalar, ¢iinkii substrat-baglama merkezinde
bu kalintilarla giiglii bir elektrostatik bag olusturabilen bir aspartat (veya glutamat)
vardir (Yousef ve dig., 2003).

Kimotripsin gibi proteazlar non-polar bir substrat baglama merkezine sahiptir, bu
nedenle de bir aromatik ya da triptofan, fenilalanin, tirozin ya da I6sin gibi
aminoasitlere ihtiya¢ duyarlar. Elastaz gibi enzimler ise baglanma bdlgelerinde hacimli
amino asitlere (valin ya da treonin) sahiptirler, bu nedenle de alanin gibi kii¢iik
hidrofobik kalintilara ihtiya¢ duyarlar (Hedstrom, 2002).
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2.4.1.2. Serin Proteazlarin Etki Mekanizmalari

Biitiin proteazlarin herhangi bir peptid baginmi hidrolize edebilmeleri i¢in ii¢ engeli
asmalar1 gerekir: a) Amid azotundan karbonil grubuna elektron aktarimi oldugundan
amid baglar1 ¢ok dayanikli baglardir. Proteazlar bir amid bagini karbonil oksijenin
genel bir asit ile etkilesmesi ile aktif hale getirirler ve peptid bagninin kirilmasini
saglayarak rezonans stabilizasyonunun bozulmasina yol acabilirler, b) Su zayif bir
niikleofildir; Prorteazlar genelikle genel bir baz ile suyu aktiflestiriler ve ¢) Aminler
kolay ayrilan gruplardir; Proteazlar aminler ayrilmadan once onlar1 protonlarlar. Serin
proteazlar bu gorevleri, amino asit veya peptid parcast kaybi ile kovalent sekilde
baglanmis bir enzim-peptid iirlinliniin olustugu bir hidroliz i¢in iki-adimli bir
reaksiyonu takip ederek etkili bigimde yerine getirir (Sekil 2.4.1.2). Bu agilleme
basamagini peptidin hidrolizine sebeb olan, ara liriine su tarafindan gerceklestirilen

niikleofilik bir saldirinin oldugu deagilasyon prosesi takip eder (Hedstrom, 2002).
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Sekil 2.4.1.2. Serin proteazlarin genel mekanizmasi (Demirok, 2006).
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Substrat baglandiginda, serin 195’in hidroksil grubu boéliinebilir peptidin karbonil
grubuna niikleofilik olarak saldirir. Hidroksil grubu, hidroksil hidrojenini ¢eken komsu
histidin tarafindan daha da niikleofilik hale getirilir. Bu ¢ekme islemi aspartat 102’nin
kutuplayict etkisi tarafindan kolaylastirilan bir prosestir. Serin ve substrat arasinda bir
kovalent bag olusur. Boylece tetrahedral araiiriin olarak bilinen bir kompleks meydana
gelir. Reaksiyonun gecis durumunu andiran tetrahedral araiiriin iki amid hidrojeni
tarafindan stabilize edilir. Bu hidrojenler ile anyonik oksijen arasinda hidrojen bagi
vardir. Bu bolge “oksianyon boslugu” olarak bilinir ¢iinkii bu bolgede araiiriiniin
oksianyon grubu bulunur. Tetrahedral araiiriin hizlica bir sekilde planar (diizlemsel) bir
karbonil grubuna geri yikilir. Bu olay iki yolla gerceklesebilir. Serine olan bag orijinal
baslangi¢ bilesenlerini yeniden iireterek ¢oziilebilir (bu adim 1’in tersidir), veya azota
olan bag kirilabilir, bdylece N-terminal kisma dogru bir ester bagi olusurken substratin
C-terminal kismi1 salinir. Bu sonuncu birlesme agil-enzim araiiriinii olarak adlandirilir.
Gegici olarak histidin tarafindan tutulan hidrojen simdi ayrilan polipeptit parcasina
gecirilmistir. Bundan sonra, acil-enzim’in ester bagi kirilmalidir. Bu is karbonil grubuna
yapilan baska bir niikleofilik saldir1 ile gerceklestirilir, bu sefer aktif bolgeye difiize
olan bir su gorev alir. Su histidine bir hidrojen transfer eder, bunu karbonil grubuna bir
kovalent baglanma yaparak gergeklestirir. Bunun sonucunda oksianyon deligindeki

amid gruplar tarafindan stabilize edilen baska bir tetrahedral ara {iriin olusur.

Son asamada, tetrahedral araliriin serin hidroksil grubuna olan bagin kirilmasiyla
pargalanir. Histidin tarafindan tutulan hidrojen serine transfer olur ve substrat bir
karboksilik asit ucu ile salinir. Enzim yeni bir proteinle baglanmaya hazir olan orijinal

durumuna doner (Hedstrom, 2002).

2.4.1.3. Serin Proteazlarin Fizyolojik Fonksiyonlart

Serin proteazlar yiiksek organizmaya sahip canlilarda ¢esitli bir dizi fizyolojik
fonksiyonu yiiriitlirler. Bunlarin arasinda en iyi bilinenler; sindirim, kan pihtilagsmasi,
fibrinoliz, fertilizasyon ve immun sistemi tamamlayici aktivasyonlardir (Yousef ve dig.,
2003).
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Serin proteazlar arasinda etkilesimler yaygindir ve serin proteazlarin substratlar1 bazen
diger serin proteazlardir, bunlar inaktif bir prekiirsor (6nciil molekil, zimojen)
tarafindan aktive edilir. Serin proteazlarin metabolik kaskad yollarindaki gereklilikleri
1yi sekilde belgelenmistir. Kan pihtilasmasi kaskadi 6nemli bir 6rnektir. Kan pihtilar1 bir
seri zimojen aktivasyon sayesinde olusurlar. Bu enzimatik kaskadda bir etmenin aktif
hali bir sonraki etmenin aktivasyonunu katalizler. Prosesin katalitik dogasindan &tiirii
kaskadi baslatmak i¢in ¢ok kii¢iik miktarlardaki 6n faktorler yeterlidir. Bu gesitli
adimlar genis bir amplifikasyon (sinyal yiikseltimi) saglar, boylece travmaya kars1 hiz/li
ve yiikseltilmis bir yanit temin edilmis olur. Benzer bir mekanizma kan pihtilarinin
coziinmesinde de vardir. Burada plazminojen aktivatorlerinin  aktivasyonu
plazminojenin plazmine doniisiimiine neden olur. Plazmin, fibrin pihtisinin ¢oziilmesi
icin gereklidir. Serin proteazlarin diizenli etkilerinin bir {igiincii 6rnegi ise intestinal
sindirim enzimleridir; diizenli kontrol, biitiin pankreatik zimojenlerin (tripsinojen,
kimotripsinojen, proelastaz ve prokarboksipeptidaz) yaygin bir aktivatorii olan tripsin
etkisiyle saglanir. Proteazlarin diizenli etkilerine bir diger dnemli 6rnek ise apoptoz
yoludur. Yakin zamanda kallikrein enziminin kanser ve inflamasyonla iliskisi i¢in bir

kaskad mekanizmasi varsayilmistir (Yousef ve dig., 2003; Bhoola ve dig., 2001).

Serin proteazlarin her gecen giin biiyiliyen rolleri dolayisiyla, insanlarda ve diger
organizmalardaki enzimlerin serin proteaz ailesinden olan tiim iyelerinin tanimlama,
yapt ve fonksiyonel karakterizasyonlariyla ilgili c¢aligmalar artmaktadir. Bu tarz
caligmalar i¢in insan genom projesinin (Human Genome Project) tamamlanmasi essiz
bir firsat saglar. Tim serin proteazlarin yapisal karekterizasyonlari ve
lokalizasyonlarinin kapsamli analizleri; onlarin gen ifadeleri, fizyolojik ve patolojik

durumlarla olan iligkilerini anlamamizda ilk adimlardir.

2.5. ELASTAZLAR

Elastazlar, bag dokusunun 6nemli proteni olan elastini ayirma 6zelligine sahip bir grup
serin proteazlardir. Bunlar cogunlukla akcigerlerde, damarlarda, lenflerde ve deride

dagilmis durumdadirlar. Bulunduklar1 dokularda enflamatuvar doku hasarinin ¢ok
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onemli mediatorleridirler (Bode ve dig., 1989; Nenan ve dig., 2005; Tsuji ve dig.,
2001).

Bag dokusu, nispeten az sayida canli hiicrenin ekstraselliiler matriks denen bir ortam
icine dagilmasiyla olusmus dokudur. Bag dokusu, deri, tendonlar, ligamentler, kikirdak
ve kemikte yaygin olarak bulunur. Bag dokusunun baglica gorevi, diger dokulara destek
olmaktir ki bu gorevini ekstraselliiler matrikste yer alan kollajen ve elastin gibi fibriler
proteinlerle yerine getirir. Bag dokusunun 6nemli bazi proteinleri, kollajen, elastin,

fibronektin, laminin ve proteoglikanlardir.

Kollajen, tendonlarda, kikirdakta, kemiklerin organik matriksinde ve goziin korneasinda
onemli miktarlarda bulunan basit, fibriler skleroproteindir. Kollajen, hayvanlar
aleminde ¢ok yaygindir; memeli hayvanlarin viicut agirliginin % 6’sin1, tiim viicut
proteinlerinin % 30’unu olusturur. Kollajen, bulundugu dokulara dayaniklilik verir,
doku seklini korur ve dokuya gerilme direnci saglar. Kollajen, kondroitin stilfatla 1:1
oraninda birleserek kikirdagi, 9:1 oraninda elastin alarak tendonlari, kendinin 4 katindan
cok hidrate kalsiyum fosfat alarak kemikleri olusturur; deride ise kendi kadar dermatan

sulfat ve 9:1 oraninda elastinle birliktedir.

Elastin, elastik bag dokunun en onemli fibriler skleroproteinidir. Elastin, bir¢ok
yonlerden kollajene benzer, aralarinda yapi bakimindan birka¢ temel fark vardir. Bu

farklar Tablo 2.5.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.5.1 Kollajen ve elastin arasindaki farkliliklar

Kollajen Elastin
Pek ¢ok genetik tip Tek genetik tip
Uglii heliks Uzamaya izin veren daginik helezon sekilleri
(Gly-X-Y), tekrarlayan yapisi (Gly-X-Y), tekrarlayan yapisinin olmayist
Hidroksilizinin varlig Hidroksilizin yoktur
Karbohidrat tagir Karbohidrat tagimaz
Intramolekiiler aldol capraz baglantilari Intramolekiiler desmozin ¢apraz baglantilart

Biyosentez sirasinda ektensiyon peptitlerin | Biyosentez sirasinda  var olmayan uzanti

varligi peptidleri
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Elastin biyosentezi i¢in 6nce ribozomlarda proelastin sentezlenir. Proteolitik bir islemle
proelastinin N-terminalinden tropoelastin ayrilir. Tropoelastin, elastin fibrillerinin
polipeptit alt {iinitesidir, yaklasik 800 amino asit kalintisi igerir, glisin ve alanin
kalintilar1 bakimindan zengindir; ancak tropokollajenden farkli olarak ¢ok miktarda
lizin az miktarda prolin icerir. Tropoelastin, lizin ve alanin kalintilar1 iceren kisa
bolgeler vasitasiyla ayrilmis glisin  kalintilarindan zengin heliks parcgalarindan
olusmustur. Heliks kismi, kollajen heliksinden farklidir; germe kuvveti uygulandiginda

uzar, germe kuvveti kaldirildiginda orijinal boyuna doner.

Tropoelastinin elastin yapilart haline doniismesinde ¢apraz baglarin 6nemi vardir ki
yalnizca elastinde bulunan desmozin kalintilar1 elastin yapisindaki ¢apraz baglardan

biiyiik dl¢iide sorumludur (Altinigik, 2011).

Elastin; atardamarlar, akcigerler, lenfler ve cilt i¢in elastikiyet saglama agisindan hayati
oneme sahiptir (Kim ve dig., 2004; Baylac ve Racine, 2004; Siedle ve dig., 2002).
Elastinin derideki dagilimi kollajenden daha az olsa da deri elastikliginde etkilidir
(Meyer ve dig., 1981).

Elastinin parcalanmasi, elastaz vasitasiyla gergeklestirilir. Pankreastan salgilanan
proelastaz, tripsin ile aktive edilerek elastaza g¢evrilir. Elastaz, 6zellikle elastin igin
proteolitik bir proteazdir; valin ve alanin gibi alifatik yan zincirli amino asitlerin
karboksil ucundan molekiilii pargalar; desmozin ve izodesmozin igeren ¢apraz bagl
peptitler olusturur (Sekil 2.5).

Elastin fibrilleri

g1 %;—Ll%f -

l | Gevseme
Esneme

Elastin molekulia

/
/"' Capraz bas .

Sekil 2.5. Elastin yapisi
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Elastaz enzimi; enzimin aktif bolgesindeki serin kalintis1 tarafindan karakterize edilen
bir serin proteaz enzim grubu iiyesidir. Elastaz; elastini, elastik fiberlerin 6zel
proteinlerini parcalar ve fibrin, hemoglobin, albumin gibi diger proteinleri de ayirir.
Memeli pankreasi tarafindan bir ¢ok benzer formda salgilanan yapisal olarak birbiriyle
alakali li¢ elastaz tiirli vardir ve bunlar elastaz I, II, III (proteaz E ) olarak tanimlanirlar.

(MacDonald ve dig., 1982).

Tarihi olarak, elastini hidroliz eden herhangi bir proteinaza elastaz denir. Fakat, artik bu
isim spesifikliklerine gore birbirlerinden ayrilan bir enzimler grubuna verilmektedir.
Pankreatik elastaz (EC 3.4.21.36) (diger isimleri: pankreatopeptidaz E, pankreatik
elastaz 1), elastin dahil proteinlerin hidrolizlerini Ala-|-Xaa segmentinden gergeklestirir.
Pankreatik elastaz Il (EC 3.4.21.71) ise 16sin, metiyonin ve fenilalaninin karbonil
gruplarini se¢imli olarak ayirir. Lokosit elastaz (EC 3.4.21.37) (diger isimleri:
lizozomal elastaz, notrofil elastaz, medullasin), elastin dahil proteinlerin hidrolizlerini
Val-|-Xaa segmentinden gergeklestirir. Elastaz 1l (EC 3.4.21.70) (pankreatik
endopeptidaz E) ise Ala-|-Xaa segmentinden proteinleri pargalar fakat elastini hidrolize
edemez (ODB, 2011).

Diger proteinazlarin aksine elastazlar fibriler elastini ayirabilmektedir. Bu fibriler
elastinler akcigerlerde, damarlarda, deride ve bag dokuda mekanik fonksiyonu olan ve
kendine has elastisiteye sahip onemli ekstraseliiler matriks proteinleridir. Elastazlar
elastine ek olarak, cok 6nemli biyolojik fonksiyonlari olan 1, 2, 3, 4, 8, 9, 11 kollajen
tiplerini ve bunun yaninda fibronestin, laminin ve kikirdak proteoglikanlarini da ayirir

(Bieth ve dig., 1998).

2.5.1. Pankreatik Elastaz

Pankreatik elastaz 240 amino asitin 4 tane disiilfit kopriisiiyle birbirine baglandig: tek
bir yogun polipeptit zinciridir. Diger proteinazlar gibi; (tripsin ve kimotripsin)
pankreatik elastazlarda hidrofobik bir merkeze ve genis benzerlik dizilerine sahiptirler.
(Hartley ve Shotton, 1971; Geiger, 1984). Pankreatik elastaz tersiyer yapili bir
proteindir (Hartley ve Shotton, 1971). Enzim pankreasta pre-proelastaz olarak

sentezlenir (MacDonald ve dig., 1982). Enzim proelastaz safhasindan sonra zimojen
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graniillerde depolanir ve dudenumlarda tripsin etkisiyle aktif elastaz haline doniistiiriiliir

(Gertler ve Birk, 1970).

Bu proses tripsinojen ve kimotripsinojenin N terminalinin sonundaki molekiiliin kiiglik
peptid aktivasyonunun yer degistirmesiyle sonuglanan prosese benzer ve enzime kendi
dogal yapisim1i kazandirir. Pankreatik elastazin bu iki formu katalitik 6zellikleri

bakimindan farklilik gosterir (Largman ve dig., 1976).

Pankreatik elastaz herhangi bir prostetik grup ya da metal iyonu igermez ve herhangi bir
allosterik aktivatorii ya da inhibitorii de yoktur. Enzimatik aktivitesi sadece 3 boyutlu
yapidaki tek polipeptid zincirinden kaynaklanir. Bu yiizden herhangi bir yapi
degisikliginde ya da denatiirasyonda aktivitesini kaybeder (Shotton, 1970).

Pankreatik elastaz genis substrat spesifitesine sahip bir serin proteazdir. Glisin, valin,
16sin ve ozellikle alanin gibi kiiciik hidrofobik zincirlere sahip amino asit kalintilarinin
karbonil grubu sonlarindaki peptid baglarin1 ayirir. Pankreatik elastazin yiiksiiz
aromatik zincirlere olan genis spesifitesi, yapisinda ¢ok sayida alifatik zincir bulunduran
elastini yegane ayirabilen enzim olmasiyla aciklanir. Elastaz ayni zamanda fibrin,
hemoglobin ve kazein gibi proteinleri de ayirir ancak kollajen ve keratini ayiramaz
(Shotton, 1970).

Elastin kendine mahsus ¢apraz bagli yapisindan dolay1 elastaz tarafindan parcalanirken
ortamda olan peptit salinimin miktari peptit baglarinin pargalanmasinin miktariyla lineer
olarak degismemektedir (Shotton, 1970).

Pankreatik elastaz herhangi bir spesifik aktivatore ihtiyag duymaz. Tris ¢ozeltisi, NaSO4
ya da SDS varliginda pankreatik elastaz aktivitesinin iyi bir sekilde arttig1
gozlemlenmistir (Hartley ve Shotton, 1971; Banda, 1987).

Aktivite diizopropil ve PMSF gibi siilfonilfloridler tarafindan geri doniisiimsiiz olarak
inhibe edilir (Mandle, 1962). Ayni1 zamanda elastinal, al-proteinaz inihibitdr ve a2-
makroglobiilin tarafindan inihibe edilir (Barrett ve McDonald, 1980). Elastazin
elastolitik aktivitesi bazi tuzlar tarafindan etkilenir. 50-70 mM NaCl, KCI, ve 0.01 mM

CuSQ, elastaz aktivitesinde % 50 inhibisyona neden olurlar. Bununla birlikte ¢inko,
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manganez, kobalt ya da kalsiyumun milimolar diizeydeki konsantrasyonlarinin
inihibisyona herhangi bir etkileri yoktur (Hartley ve Shotton, 1971).

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 yap: degisikliginden
kaynaklanan geri doniisiimsiiz olarak inaktif forma gecer. Eger oda sicakliginda ve
optimum pH’da inkiibe edilirse hizli bir sekilde peptid karigimina pargalanir (Hartley ve
Shotton, 1971). Domuz pankreatik elastaz enziminin kristal yapisi Sekil 2.5.1° de

gorilmektedir.

Sekil 2.5.1. Domuz pankreatik elastaz enziminin kristal yapisi (Cregge , 1998).

2.5.2. Notrofil Elastaz

Notrofil elastaz (NE) (E.C 3.4.21.37); elastin, proteoglikan, fibronektin, kollajen tip 1-4,
yiiksek rezistan elastin igeren ekstraselliiler matriks komponentlerini ve konnektif doku
komponentlerini hidrolitik olarak pargalayan proteaz ailesinden asit bagimsiz bir graniil
serin proteazdir (Havemann ve Gramse, 1984). Enflamatuvar doku hasarinin ¢ok 6nemli

bir mediatoriidiir. Normal sartlar altinda matriks proteinlerinin doniisiimii ile ilgili bir
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enzimdir ve nétrofil sitoplazmasinda lokalize olarak bulunmaktadir (Fujike ve dig.,

1999).

NE dogustan olan konak savunmasindaki fizyolojik roliiniin yani sira doku yeniden
modellenmesine katilir ve sekretagog etkiye sahiptir. Enzim iki asparagin bagl
karbohidrat yan zinciri ve dort disiilfid bagi igeren 218 amino asidden olusmaktadir
(Belaaouaj ve dig., 1997).

NE molekiiler agirhigi hakkinda cesitli tanimlamalar yapilmistir. Ohlsson NE® 1 32-
36.000 kDa molekiiler agirlikta, Taylor 22.000 kDa, Schmidt ve Havemann ise 27.000
kDa olarak bulmustur (Kim ve Kang, 2000). insan nétrofil elastazinn ii¢ boyutlu yapisi
Sekil 2.5.2°de gosterilmistir.

Insan NE’1 primer olarak bir lizozomal enzim olup elektrostatik olarak ¢ok sayida
bulunan arginin kalintilart yolu ile ¢éziinmeyen siilfatli polisakkarid matrikse baghdir.
Her biri farkli miktarlarda karbohidrat iceren izoenzim seklinde sentez edilmekte,
hidrofobik gruplarin varligindan etkilenmekte ve yag asitleri ile inaktive olurken yag

alkolleri ile aktive olmaktadir (Sinha ve dig., 1987).
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Sekil 2.5.2. Insan nétrofil elastazinin ii¢ boyutlu yapisi (Kristalografik veri

Brookhaven Laboratuari protein veri bankasindan elde edilmistir) ( Kim ve Kang, 2000).
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Notrofil elastazin en 6nemli fizyolojik fonksiyonu; polimorfoniiklear 16kosit tarafindan
fagozite edilmis immiin kompleksler ve bakterileri ayirmasidir. Enzim ayni zamanda
l6kositlerin kandan dokuya tasinmasinda ve polimorfoniiklear 16kositlerin programli
oliimiinde rol oynarlar. Insan nétrofil elastazinin farkli inflamatuar hastaliklarin
patojenezine dahil olduklar1 goriilir. Bunlara 6rnek olarak; akciger amfizemi, sistik
fibrosiz, akut respiratuar distres, romatoid artrit ve enfeksiyon hastaliklar1 gosterilebilir

(Bieth ve dig., 1998).

Insan nétrofil elastazin bu farkl1 hastaliklarla olan baglantisi elastaz inhibitdrleri iizerine
yapilan terapétik arastirmalarla ortaya ¢ikarilmistir. Plazma tiirevi alfa;-proteinaz
inhibitorii kalitsal inhibitor eksikligi olan hastalarda kullanilir (Crystal, 1996). Son 20
yilda tipta elastaz inhibitorii etkili ve aktif sentetik inhibitorler de sentez edilmistir.

(Edwards ve Bernstein, 1994).

Dogal elastaz inhibitorleri ile ilgili calisma sayisi ¢ok azdir, fakat flovanoidler ve kafeik
asit tiirevlerinin inhibitor etkilerinin oldugu literatiirde belirtilmistir (Melzig ve dig.,

1999; Melzig ve dig., 2000; Loser ve dig., 2000).

Notrofil elastaz enfeksiyonlu kisimlarda ya da diger zarar goérmiis dokularda
inflamasyonun erken donemlerinde bir sonu¢ emaresi olarak nétrofillerden salgilanir.
Bu durumda polimorfoniiklear 16kositlerdeki konsantrasyonu cok yiiksek olur (10°

hiicrede 3 pg enzim) (Liou ve Campbell, 1995).

26. PANKREATIK VE NOTROFIL ELASTAZ ENZIMLERININ
INHIBITORLERI

Cok sayida protein yapisinda proteinaz inhibitorii karakterize edilmistir ve bunlar hali
hazirda kayda deger bir sekilde dikkat ¢ekmektedirler. Bu durum hedef proteinazlarin
aktivitelerini diizenlemelerinden gelir ve aymi zamanda yiiksek c¢oziinirliklii yapi
verisinin elde edilmesi onlar1 protein-protein etkilesimleri ¢alismalarinda uygun hale
getirir (Bode ve Huber, 1992; Bode ve Huber, 1994).
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Protein proteinaz inhibitorlerinin ¢ogu serin proteinaz inhibitorleri olarak da bilinir. En
az 18 farkli inhibitor ailesi ve bunlardan 12 si i¢in en az 1 tane dordiinciil yap1 bilinir
(Bode ve Huber, 1994). Sigir pankreatik tripsin inhibitor (BPTI)’li bunlar arasinda en

cok tizerinde ¢aligilan proteinaz inhibitorlerindendir (Creighton, 1992).

Bitki veya havyan kokenli proteolitik enzimlerin protein inhibitorleri, canlilardaki
proteinazlarin aktivitelerini diizenlemede Onemli bir rol oynar. Cogu hastalik (akut
pankreatit, peritonit, amfizem, bronsial astim, septisemi vd.) proteolitik siiper aktivite
ve anormal baglantisal doku doniisiimleriyle birlikte olusur (Neuhof ve dig., 1989;
Travis ve Salvensen, 1983). Bir ¢ok ¢esit proteinaz inhibitorleri arasinda, serin
proteinaz inhibitdrleri {izerinde en ¢ok calisilan ve baklagil tohumlarindan izole edilen
inhibitorlerdir (Olivera ve dig., 2002). Serin proteinaz inhibitorleri gesitli bocek
enzimlerine karsi etkilidirler ve bu yiizden haserelere karsi miicadelede alternatif yollar

aramak i¢in caligsmalarda kullanilirlar (Reckel ve dig., 1997).

Klasik elastaz inhibitorleri; Kunitz (sigir pankreatik ve soya fasulyesi tripsin
inhibitorleri) tipi inhibitorler, Bowman-Birk tipi inhibitorler, Patetes 1 ve II tipi
inhibitorler ve Kazal (pankreatik sekretuvar tripsin inihibitorleri) tipi inhibitérlerdir
(Jack, 2008).

Yesil caydan (Camellia sinensis) izole edilmis katesin ve epigallokatesin gibi
polifenollerin kollejenazin ve elastazin inhibitdrleri olduklart bulunmustur (Kim ve dig.,
2004). Aselbent reginesinden izole edilen ve boswellik asit olarak da bilinen
triterpenoidler de anti-elastaz aktivitesine sahiptirler (Melzig ve dig., 2001). Trabzon
hurmasi (Diospyros kaki) yapragindan izole edilen polifenoller de anti-elastaz aktivitesi
gostermislerdir (An ve dig., 2005). Spektofotometrik analizler kullanilarak bulunmustur
ki biberiye bitkiside (Rosmarinus officinalis) iyi bir anti-elastaz aktivitesine sahiptir (
Baylac ve Racine, 2004). Glikozaminoglikan polistilfatlarin polianyonik polimerlerle
elektrostatik etkilesimlerinden dolayi, insan 16kosit elastazlarini inhibe edebildikleri
bildirilmistir (Baici ve dig., 1980). Bu yiizden poliniikleotitlerle olas1 16kosit elastaz

inhibisyonunu kontrol etmek ilgi ¢ekici bulunmustur (Lestienne ve Bieth, 1980).
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Elafinin serin elastazlariin giiglii bir inhibitorii oldugu kanitlanmistir. Bu inhibisyonda
HLE ve domuz pankreatik elastaz enzimleriyle birlikte elafin 1:1 molar kompleksler

olusturmustur (Oliver ve dig., 1990).

Son zamanlarda elastaz ve inhibitorleri arasindaki etkilesimler ilgi ¢ekici hale gelmistir

(Bizot-Foulon ve dig., 1995).

2.7. ELASTAZ ENZIMLERIYLE ILGILI KLINIK CALISMALAR

Pankreatik elastaz-1, pankreas tarafindan iiretilen proteolitik bir enzimdir. Bagirsak
pasaji sirasinda stabildir ve duedonal sividaki konsantrasyonundan daha az miktardaki
enzim, diskida bulunur. Diskida elastaz-1 tayini pankreas ekzokrin fonksiyonunu
degerlendirmede kullanilir. Kronik pankreatit, kistik fibroz, diabetes mellitus tip 1,
kolelityazis, herediter pankreatit, kronik inflamatuvar bagirsak hastaliklari, pankreas
kanseri, otoimmun pankreatit, Schwachman-Diamond sendromu Zollinger—Ellison
sendromunun neden oldugu pankreas yetmezliginde diskida elastaz-1 diizeyi azalir.
Diskida pankreatik elastaz-1 tayininin pankreas yetmezligi tanisindaki duyarlilik ve

spesifisitesinin % 90°dan fazla oldugu bildirilmistir (Sistem Laboratuvari, 2011).

Akciger amfizeminin patojenezinde elastazin olasi rolii ile ilgili olarak son 10 yilda
bircok c¢alisma yapilmigtir. Bu ¢aligmalar hayvan modellerinde yeni gozlemleri
icermektedir. Bu gozlemler elastaz etkisiyle olugan lezyonlarin sigara dumanina maruz
kalma veya latirojenler nedeniyle biiyiidiigiinii aciga ¢ikarmistir. Genelde, hayvan
modeli deneyleri akcigerdeki tamir-proseslerine yogunlagsmistir ve bu tip proseslerin
baglangictaki proteolitik hasarmin sonlanmasinda biiyiik bir etkisinin olabilecegini
gostermektedir. Notrofiller veya serumdaki elastaz diizeyleri ile hastaligin gelisimi
arasindaki korelasyonlar1 inceleyen insan deneyleri celigkili veriler sunmaktadir;
bununla birlikte, akciger salgilarindaki enzimlerin olglilmesi daha basarili sonuglarin
alinmasina neden olmustur. Insanlardaki akciger elastaz  inhibitdrlerinin
degerlendirilmesi, alfa-1-proteinaz  inhibitériinlin  asagt  solunum  yollarinin
korunmasindaki onemini desteklemeye devam etmektedir, fakat yerel olarak iiretilen,

diisiik molekiil agirlikli elastaz inhibitorleri hakkindaki daha yeni bilgiler bunlarin da
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onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Kimyasal ve hiicresel diizeylerde sigara
tilketimini amfizem gelismesine baglamak i¢in girisimlerde bulunulmustur. Bu
caligmalar su konulara odaklanmustir: (1) sigara kullanicilarinin akcigerlerine elastaz-
iireten lokositlerin gogii, (2) tiitiin iirtinleri tarafindan veya tiitiiniin etkiledigi akciger
hiicrelerinden  saliman  metabolitler tarafindan akciger elastaz-inhibit6rlerinin
inaktivasyonu ve (3) sigara kullanicisindaki elastin neosentezi (tamir) ile girisim.
Notrofil ve makrofaj elastazlarin biyokimyasal o6zellikleriyle ilgili daha fazla bilgiye
ulasilabilir, fakat sigara kullanimu ile ilgili olan kronik akciger hasarinda bu enzimlerden
hangisinin baskin rol oynadigi hala belirsizdir. Belki de amfizem alaninda son yillardaki
en biiylik ilerleme alfa-1-proteinaz (elastaz) inhibitoriiniin yapisi ve fonksiyonu ile ilgili
yeni kesifler igermektedir. Rekombinant DNA teknolojisi ve genetik miihendisligi
uygulamalari, dikkat ¢ekici yeni 6zellikler tasiyan modifiye inhibitorler dizayn etmeyi
miimkiin kilmistir. Bu ajanlar cok uzak olmayan bir gelecekte onemli klinik

uygulamalara kavusabilir (Janoff, 1985).

Notrofil elastaz (NE) ve kanser hakkinda deneysel ve klinik ¢aligmalar bulunmaktadir.
Kompleks olay serilerinin sonucunda neoplazmalar metastaza ugrar. Bu siire¢ i¢in
proteazlar1 da iceren cesitli yikici enzimler gerekmektedir. NE fizyolojik kosullarda
genis bir substrat spesifikligine sahiptir ve asir1 NE sadece elastinin degil diger
ekstraseliiler matriks proteinlerinin de sindirimi ile sonuglanir. Insan gdgiis kanserinden
insan akciger kanserine cesitli hiicre ¢izgileri immiinoreaktif NE diretir. Kanser
dokusundaki immiinoreaktif NE miktar1, gogiis kanserli ve akciger kanserli hastalarin
bagimsiz prognostik bir indikatoriidiir. Ayrica, spesifik bir NE inhibitorii, agir kombine
immiin yetmezlik sendromu tasiyan farelere transplante edilmis kanser hiicrelerinin
gelisimini tamamen baskilamistir. NE inhibitoriiniin kullanimi, kanserin istilasini ve

metastazin1 6nlemede umut verici bir yol olarak goriilebilir (Takashi ve dig., 2006).

Elastaz aktivitesinin, hem HUVEC’te E-selektin ekspresyonunun (ifadesinin) hem de
kanser hiicrelerinin onlarla sonucta olusan adhesif reaksiyonunun uyarilmasinda
biyolojik bir fonksiyonu vardir. Elastin aktivitesinin inhibisyonu kanser hiicrelerinin

metastazinin kontroliinde etkili bir stratejidir (Fumiaki ve dig., 2000).
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Akut pankreatit, pankreasta normalde inaktif halde bulunan sindirim enzimlerinin
herhangi bir etiyolojik faktorle aktif hale gecerek pankreas dokularini sindirmesi ve
buna kars1 yaygin bir inflamasyonun gelismesi ile karekterize olan; organizmada lokal,
bolgesel ve sistemik yansimalara, komplikasyonlara yol agan bir klinik tablodur
(Amman ve Warshaw, 1985; Glazer, 1988). Elastaz 1, 6zgiin elastolitik aktivitesi olan
ve aynt zamanda hemoglobin, kazein, fibrin ve albiimini de yikabilen bir enzimdir.
Elastaz 1, akut pankreatitli biitiin hastalarda, pankreas kanseri olan hastalarin ¢ogunda
ve daha az olmak lizere pankreatitli hastalarda yiiksek oranlarda saptanmaktadir. Bu
enzimin dikkate deger olmasinin nedeni amilaz, lipaz ve tripsine kiyasla daha uzun siire
serumda yiiksek oranlarda bulunmasidir (Clavien ve dig., 1989; Pekmezci ve
Saribeyoglu, 2000). Elastaz 1 bobrek yetmezligi durumunda diger proteazlara gére daha
az etkilenmektedir. Plazma elastazinin uzun siireli varligi ge¢ donemdeki pankreatit

hasarini gostermede 6zel olarak faydalidir.

Klinik ve labaratuvar degerlendirmesi ile taninin konulmasini takiben, akut pankreatitli
hastalarda uygulanacak en 6nemli tedavi, medikal tedavidir. Medikal tedavide amag

bezin dinlenmeye alinmasi yani pankreatik salgilarin inhibe edilmesidir (Seving, 2006).

Kronik pankreatit; siddetli olabilen karin agrisi, pankreasta kalic1 fonksiyon bozuklugu
ve yapisal degisikliklerin gozlendigi pankreasin kronik yani uzayan iltihabi hastaligidir.
Ilerleyici bir hastaliktir, ¢ok nadiren geriler. Birgok faktdr kronik pankreatit gelismesine
neden olabilir. Bunlar arasinda en etkili olanlar; asir1 alkol alimi ve yagh diyettir.
Kronik pankreatitte; karmn agrisi, kilo kaybi, sindirim bozuklugu ve steatore (digki ile
asir1 yag kaybi) gibi belirtiler gozlenir. Kronik pankreatit tanisinda; fizik muayene,
sekretin testi, serumda enzim olglimii, digkida yag tayini gibi testlere son déonemde fekal
elastaz testi olarak adlandirilan yeni bir test eklenmistir. Bu test pankreas bezinin

fonksiyonunu gérmede ve pankreas hastaliklarinin tayininde kullanilir (Aslan, 2011).

Pankreas yetmezlikleri ve kronik pankreatit tanisinda fekal elastaz; i) intestinal gegis
sirasinda miktarinda herhangi bir degisiklik olmamasi, ii) diskida pankreatik sividan 5-6
kez daha fazla bulunmasi, iii) Uzun siire stabil kalmasi, iv) nispeten ucuz ve kolay

uygulanabilir olmas1 nedenleriyle ¢ok yararli bir yontemdir (Aslan, 2011).
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KOAH (Kronik obstriiktif akciger hastaligr) tam olarak reversibl olmayan hava akimi
kisitlamasi ile karakterize bir hastaliktir. Hava akimi kisitlamasi genellikle ilerleyicidir,
ayni zamanda akcigerlerin zararh partikiillere ve gazlara karsi anormal inflamatuvar

yaniti ile iliskilidir (Calverley, 2004).astaliktir, ¢ok nadiren geriler.

KOAH patojenezinde ¢ok onemli roli olan nétrofil elastaz (NE), amfizemdeki

elastolitik aktivitenin baslica sorumlusudur (Barnes, 2002).

Amfizem, akcigerlerdeki alveol kanallarinin, alveol keseciklerinin dilatasyonu ve
harabiyeti olarak tanimlanir. Bu harabiyet alveol duvarindaki elastin denilen kompleks
protein yapilarinin inflamatuvar hiicrelerden salinan elastaz enzimi tarafindan
bozunmasi ile ortaya cikar. Hastalik sessiz ilerler ve ancak ileri evrelerde belirti verir.
Bu belirtiler; nefes darligi, solunum giicliigli ve fiziksel aktivitiye bagli olarak ¢abuk
yorulmadir.

Bugiin kabul gdren proteaz-antiproteaz hipotezine gore notrofil ve makrofaj gibi
fagositik hiicrelerden salgilanan proteolitik enzimler (elastaz, kollojenaz, 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. En 6nemli proteaz inhibitorlerinden
biri alfa-1 antitripsin’dir. Amfizemde ya proteolitik enzim saliimi artmistir ya da

antiproteolitik aktivitede azalma sdz konusudur (Ozkul ve Erdogan, 1990).

Yapilan ¢aligmalarda sigaranin amfizeme yol agma mekanizmasi patojenetik bir
prototip olarak kabul edilmistir. Sigara dumaninin, akcigerlerde basglica makrofaj ve

noétrofillerden zengin bir inflamasyona yol actig1 gosterilmistir (MacNee ve dig., 1989).

Sigaranin nétrofilllerin proteolitik aktivitesini arttirdigini gosteren in vitro galigmalar
yapilmistir (Fera ve dig., 1986). Ayrica sigara dumanina maruz kalmanin (aktif ve pasif
igicilerde) nétrofil elastaz aktivitesini artirdigimi in vivo c¢alismalarda gostermistir
(Weitz ve dig., 1987). Artan nétrofil elastaz daha fazla doku yikimini ifade eder.
(Fishman, 1992).
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Elastaz enzimi ile ilgili yapilan klinik ¢aligmalardan bazilarida  kozmetik alaninda
yapilan ¢alismalardir. Deri yaglanmasi ve sarkmasini 6nlemek i¢in yapilan bu ¢alismalar
son yillarda oldukga ilgi gormektedir. Deri yaslanmasinin iki énemli nedeni vardir.
Birincisi; genetik nedenler, ikincisi ise UV, deterjanlar, fiziksel nedenler vb. gibi
cevresel unsurlarin deri ilizerinde yol actigi kimyasal degisikliklerdir (Kligman ve
Larker, 1988).

Yaslanma ile birlikte, Ozellikle 40 yasin iizerindeki insanlarda, eclastaz aktivitesi
etkisiyle derinin elastikligi azalir ve buda deride sarkmaya sebep olur. Biyolojik olarak
elastaz aktivitesi yaslanma ise birlikte 6nemli 6l¢iide artar. Bu artis sonucunda deride ki

elastikiyet azalir ve kirisikliklar yada gatlaklar goriilmeye baslar (Bissett, 1987).

Elastaz ve inhibitorlerinin incelendigi bir dizi calismada; doymamis yag asitleri,
peptitler, flavanoidler ve terpenlerin dahil oldugu bazi yapilarin elastaz inhibitorii gorevi
gordiigii ileri sirilmistiir (Bizot-Faulon ve dig., 1995). Fakat bu heniiz tam anlamiyla

kanitlanamamustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALETLER

Buzdolabi : Argelik

Destile Su Cihazi : Brand MonoDest3000

Derin Dondurucu : Beko

Etiv : Niive FN500

Evaporator : Bibby Rotari Vakum Evaporator
pH metre : Hearus

Sonikator : Bandelin Sonarex

Terazi : Radwag XA 60/220/X hassas terazi
Terazi : Radwag AS 220/C/2 hassas terazi
Vorteks Cihazi : Fison Whirlimixer

UV-VIS Spektrofotometre : Shimadzu UV-mini-1240

3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Bitki ekstraksiyonlarinda organik ¢6ziicli olarak etil alkol (Merck 100971) kullanildi.
Tamponun hazirlanmasi i¢in Tris (Merck 108387) ve hidroklorik asit ( Merck 100013)
kullanildi. Deneylerde substrat olarak N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid (Sigma
S4760), aktivitesi tayin edilecek enzim olarak ise elastaz (Calbiochem 324682)
(1000U/ml) kullanilda.

Inhibisyon aktiviteleri tayin edilmek iizere; kuarsetin dihidrat (Fluka 83370), gallik asit
(Fluka 48630), L(+)-askorbik asit (C vitamini) (Merck 70214543), kojik asit (Fluka
60890), B-karoten (provitamin A) (Fluka 45300), DL-a-tokoferol asetat (E vitamini)
(Merck 8283), rezorsinol (Merk 107593), rutin hidrat (Sigma R5143), glikolik asit
(Fluka 50590), 2-hidro-dodekanoik asit (Fluka 55240), laktik asit (Sigma L-1250),
vanilin (aktar), vazelin (Fluka 16856), DL-metionin metilsiilfonyum kloriir (U vitamini)
(Fluka 64382), 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on (Edaravon) (Fluka 68740), L-glutatyon
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(Fluka 49750), piridoksal-5"-fosfat (Bg vitamini) (Biochemika 82870), glisil glisinin
(Merck 104233), metionin (Hoffman 24228), sitrik asit (Merck 242), tartarik asit
(Merck 802), malik asit (Merck 382), melatonin (Merck 814537), katesin (Sigma
124K1484), glisin (Merck 4201), 16sin (Merck 105360), arginin (Merck 101543), DL-
fenil alanin (Merck 107257), kafein (Fluka 27600) ve L-prolin (Merck107434)
kullanild.

3.3. ENZIM iINHIiBISYONU TAYININDE KULLANILAN BIiTKi
MATERYALLERI

Calismamizda elastaz enzim inhibitor etkilerinin tayinlerinde cesitli bitki materyalleri
kullanildi. Aktarlardan veya pazarlardan alinan bitkiler dncelikle yikandi, distile sudan
gecirildi ve golgede kurutuldu. Kurutulan bitkilerden etil alkollii ekstreler hazirlandi.
Calismamizda kullanilan bitki materyallerinin bilinen Latince adlar1 Tablo 3.3.1°de

gosterildi.

Tablo 3.3.1. Enzim inhibisyon tayininde kullanilan bitki materyali

Bitki Materyalinin Tiirk¢ce Ad1 |Latince Adi

Ananas Ananas comasus

Bal kabag1 Cucurbitamoschata
Beyaz ¢ay Camellia sinensis

Beyaz dut Morus alba

Biberiye Rosmarinus officinalis
Brokoli Brassica oleracea italica
Cilek Fragaria vecsa

Defne Laurus nobilis

Defne (Yemisi) Laurus nobilis

Domates Lycopersicum esculentum
Elma Malus domestica
Gelincik Papaver rhoeas

Giil Rosa domescana

Hatmi Althaeae officinalis
Havug Daucus carota

Hindistan cevizi Cocos nucifera

Hurma Phoenix dactylifera
Isirgan Urtica dionica

Kabak Cucurbita pepo
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Kapari Capparis spinosa
Karadut Morus nigra

Kayisi Prunus armeniaca
Keg¢iboynuzu Ceratonia siliqua
Kereviz Apium graveolens dulce
Kiraz Prunus avium

Kivi Actinidia chinensis
Kudret nar1 Momordica charantia
Kusburnu Fruktus cynosbati
Lavanta Lavandula angustifolia
Limon Citrus x limon
Mandalina Citrus reticulata

Muz Musa cavendish

Nar Punica granatum

Nar ¢icegi Flos punica

Ogul otu Melissa officinalis
Pancar Beta vulgaris

Papatya Matricaria camomilla
Patlican Solanum melongena
Salatalik Cucumis sativus
Sogan Allium cepa

Tetra Cotinus coggyrgria
Trabzon hurmasi Diospyros kaki

Yaban mersini Vaccinium myrtillus
Yasemin Yasminum officinale
Yesil cay Camelia sinensis

Yer elmasi Helianthus tuberosus
Yesil tiziim Vitis vinifera

Zakkum Nerium oleander
Zencefil Zingiber officinale

3.3.1. Etil Alkollii Ekstrelerin Hazirlanmasi

25 g bitki veya meyva Sokslet cihazinin kartusuna konuldu. Kartus Sokslet sistemine
yerlestirilerek cihazin balonuna 150 mL % 96’ lik etil alkol ilave edildi. Karisim geri
sogutucu altinda 8 saat refliiks edildi. Elde edilen karisim sogutuldu. Siiziintii 6nceden
darasi alinan balona konuldu. Balon rota evaporatdre yerlestirilerek diisiik basing altinda

etil alkol karigimindan uzaklastirildi. Elde edilen ekstre miktarlar: tartildi.
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3.4. ENZIM INHIBISYON TAYINLERINDE KULLANILAN KiMYASAL
MADDELER

Tablo 3.4.1, Tablo 3.4.2, Tablo 3.4.3 ve Tablo 3.4.4’de yer alan gesitli kimyasal

maddelerin, aminoasitlerin, asitlerin ve vitaminlerin enzim inhibisyonu tizerine etkileri
incelendi.

Tablo 3.4.1 Enzim inhibisyonunda kullanilan kimyasal maddeler

Madde Adi
Edaravon

Kafein

Katesin
Kuarsetin dihidrat

Rezorsinol

Vanilin

Vazelin

B- karoten

Tablo 3.4.2 Enzim inhibisyonunda kullanilan amino asitler

Madde Adi
Arginin

Fenil alanin

Glisin

Losin

Metionin

Prolin

Serin

Glisil glisin
L- Glutatyon
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Tablo 3.4.3 Enzim inhibisyonunda kullanilan gesitli asitler

Madde Ad1
Gallik asit
Glikolik asit
Kojik Asit
Laktik asit
Malik asit
Sitrik asit
Tartarik asit
2- hidroksi-dodekanoik asit

Tablo 3.4.4 Enzim inhibisyonunda kullanilan vitaminler

Madde Adi
Be vitamini

E vitamini
Rutin (P Vitamini)
U vitamini
L(+)-Askorbik asit

3.5. PANKREATIK ELASTAZ ENZiMIiN iINHIiBiTOR ETKISININ
OLCULMESI

Pankreatik elastaz inhibitdr etkisi Moon ve arkadaslarinin  yOntemine gore
spektrofotometrik olarak tayin edildi (Moon ve dig., 2010). Calismamizda segilen

bitkilerin etil alkollii ekstrelerinden cesitli konsantrasyonlarda ¢ézeltileri hazirlandi.

0.16 U pankreatik elastaz iceren ¢ozeltiden 50 plL alindi, {izerine hazirlanan farkl
konsantrasyonlardaki bitki ekstreleri ve kimyasal madde ¢6zeltilerinden 50 pL eklendi.
Daha sonra 0.2 M pH: 7.8 olan Tris-HCI tampon ¢6zeltisinden 0.9 mL ilave edildi.
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Kontrol ¢ozeltisine bitki ekstresinden konulmadi. Kor igin ise enzim yerine enzim
miktar1 kadar bidistile su kullanildi. Kér, kontrol ve &rnek ¢ozeltileri 15 dakika 37°C’de
ilk inkiibasyona birakildi. Ilk inkiibasyondan sonra biitiin ¢dzeltilere SmM STANA
(substrat ¢dzeltisi)’dan 50 uL ilave edildi ve 37°C’de 30 dakika ikinci inkiibasyona
birakildi. Ornek ve kontrol ¢dzeltileri UV spektrofotometrede 410 nm’de kore karsi

absorbans degerleri okundu. Deneyler 3 kez tekrarlandi.

Yapilan calismada farkli konsantrasyonlarda hazirlanan oOrneklerin elastaz enzimi
tizerine inhibisyon degerleri asagidaki denkleme gore hesaplandi.

% inhibisyon=[(AA410 kontrol = AA4105mek ) /' AAazokontrot ] X 100

AAxontrol : Kontrol ¢ozeltisinin absorbans degeri

AA smek - Numune ¢ozeltisinin absorbans degeri

Pankreatik elastaz enziminin 1Csy degeri (enzimin % 50 inhibisyon etkisi gdstermesi
icin gerekli madde miktar1) absise madde miktari, ordinata % enzim inhibisyon
verilerinin uygulamasi ile ¢izilen egrinin lineer kesiminden elde edilen regresyon

denkleminden hesaplandi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkilerin ve ¢esitli kimyasal

maddelerin pankreatik elastaz enzimi {izerindeki inhibisyon etkileri incelendi.

4.1. BITKI EKSTRELERININ PANKREATIK ELASTAZ ENZIiM iNHIiBiTORU
ETKIiSi

Kivi, giil yaprag, salatalik, yaban mersini, papatya, yer elmasi, lavanta, hatmi, kudret
nar1, kabak, zencefil, mandalina, nar, nar ¢igegi, ananas, limon, bal kabagi, muz, kiraz,
elma, hurma, 1sirgan, patlican, tetra, yesil ¢ay, beyaz ¢ay, Trabzon hurmasi, kusburnu,
cilek, yasemin, gelincik, Hindistan cevizi, ke¢iboynuzu, melisa, defne yapragi, sogan,
biberiye, brokoli, karanfil, zakkum, kayisi, pancar, kereviz, defne meyvesi, karadut,
beyaz dut, yesil tiziim, domates, havu¢ ve kapari bitkilerinin ti¢, dort ve bes farkli
konsantrasyonda hazirlanan etil alkollii ekstreleri i¢in hesaplanan inhibisyon degerleri
kullanilarak ¢izilen konsantrasyon - % inhibisyon grafiklerinden elde edilen ortalama %

inhibisyon ve ICsy degerleri Tablo 4.1.1°de gosterilmistir.



Tablo 4.1.1. Cesitli bitkilerden hazirlanan etil alkollii ekstrelerin pankreatik elastaz iizerindeki
% inhibisyon ve ICsy degerleri

Bitki Ad Konsantrasyon( pg/mL) % Inhibisyon 1Cso Degeri (ng/mL)
25 22.63+£14.19
50 46.00 + 8.85
Ananas 137.05 +44.73
100 48.30+£5.11
200 56.61+£6.11
200 43.50 + 13.52
300 50.50 + 7.44
Bal kabag1 313.47£175.95
400 54.85+9.58
500 58.25+6.62
1 30.01+9.05
10 43.61+18.03
Beyaz cay 31.13 £ 2891
25 55.52 + 14.14
100 75.50 + 1.41
1 40.65 +2.63
10 43.75 + 4.60
Beyaz dut 94.16 £30.42
50 47.15+2.17
100 49.95 +2.64
0.005 49.15+3.88
o 0.01 50.50 + 1.97
Biberiye 0.0041 +0.001
0.05 58.55+2.33
0.1 61.80 £ 0.84
0.01 69.65+3.18
) 0.05 74.71£2.40
Brokoli 0.0071 £ 0.0003
1 78.60 £ 1.55
5 85.91+2.40
250 53.85+2.19
Cilek 500 57.00 £ 0.98 31.25+£5.14
1000 65.70 + 3.39
10 60.42 £ 8.76
50 67.41+3.25
Defne yapragi 8.27+1.21
75 70.85 £2.75
100 74.01 +£3.81
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Bitki Ad Konsantrasyon( pg/mL) % Inhibisyon I1Cso Degeri (ug/mL)
5 38.80 + 8.34
10 46.90 +3.53
Defne meyvasi 25 50.76 £3.94 31.12 £ 18.37
50 58.63 +8.83
100 62.46+11.49
0.1 49.01+0.85
Domates 1 50.70 £ 1.63 0.63 £ 0.53
5 57.60 £2.57
250 30.35+£7.56
500 31.00+2.82
Elma 3268.30 + 86.97
1000 38.00+ 0.00
2000 41.02+3.11
1 35.00 +7.07
o 5 48.50 +4.24
Gelincik 8.12+4.92
10 53.53+7.77
15 60.45 + 12.65
0.1 41.50+4.16
Giil kurusu 0.5 49.75+7.57 0.31+0.29
3 65.00 + 6.50
0.1 33.20+2.40
] 1 40.51+£2.66
Hatmi 34.63£1224
10 44,22 +3.81
50 54.83 +4.45
0.001 43.70 +2.68
0.01 46.80 +4.73
Havug 0.49+0.43
0.1 50.90 £ 3.50
1 53.00 £ 1.66
0.1 43.75+0.00
o o 5 50.00 = 7.07
Hindistan cevizi 4.08 £2.21
10 61.00 = 0.98
25 73.40+£0.84
250 28.81+ 1.7
500 4551+9.12
Hurma 837.40 + 169.68
750 48.61+10.84
1000 5233+ 1.15
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Bitki Adi Konsantrasyon( pg/mlL) % Inhibisyon 1Cs Degeri (ng/mL)
0.5 21.50+1.73
1 27.00 £3.35
Isirgan otu 10.41 +0.27
5 35.00 £ 6.61
10 49.01+1.73
5 45.80 +4.20
Kabak 10 50.00 +2.02 11.07 £2.02
25 58.33 £2.08
1 37.51+1.66
) 10 42.80+1.69
Kapari 120.38 £21.35
50 45.31+1.69
100 4751+2.45
0.01 41.75+5.30
Karadut 0.1 48.21+7.35 1.57+1.54
5 62.35+3.04
0.1 29.71+7.63
) 1 56.32 + 7.35
Karanfil 9.59+7.32
10 61.80 + 3.67
100 66.30 + 6.08
1 52.70 £ 8.24
5 58.00 +£2.82
Kayisi 25 58.61 + 3.67 0.94+0.21
50 59.30 £ 1.83
100 72.35+£5.16
1 53.80 +5.37
15 58.71+2.33
Kegiboynuzu 0.92 +£0.38
25 59.61+ 2.68
50 61.50 £10.88
0.1 4541+ 1.13
] 1 47.31+3.81
Kereviz 6.83 £2.48
10 52.25+3.18
50 73.55+5.84
1000 46.01 £ 1.41
1500 52.01+ 1.41
Kiraz 1461.75 £ 438.33
3000 57.00 £ 1.41
5000 63.30 £ 4.66
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Bitki Adi Konsantrasyon( pg/mlL) % Inhibisyon 1Cs Degeri (ng/mL)
10 67.00 £ 0.01
Kivi 20 76.50£2.12 7.46 £0.15
40 83.75+5.30
0.1 44.01+£2.12
1 50.01 £ 15.55
Kudret nar1 1.66 £0.32
5 60.00 £ 5.40
10 65.00+ 4.43
50 43.30+5.80
100 53.80 = 10.80
Kusburnu 80.44 + 40.86
250 62.20 £2.30
500 65.31+1.83
0.1 36.51+15.02
1 4275+ 13.54
Lavanta 4.57+£2.02
5 46.25+7.33
8 62.50 £ 11.08
25 38.31+£3.76
. 50 40.50 £ 5.64
Limon 268.53 + 134.42
100 43.31+19.73
200 46.51+9.19
10 26.66 +5.77
) 25 47.33+19.13
Mandalina 74.63 £ 35.52
100 58.96 £4.92
200 74.96 + 8.35
100 49.01 £ 0.81
Muz 250 55.01 +4.55 87.01 £71.11
500 56.88 £4.83
100 15.02 + 14.14
150 30.75+£5.58
Nar 348.78 = 136.33
200 32.52+10.60
300 42.25+4.10
5 38.90+ 5.51
10 55.01+0.00
Nar cicegi 14.15+9.38
25 57.20+ 4.52
50 61.90 £ 6.64




Bitki Adi Konsantrasyon( pg/mlL) % Inhibisyon 1Cs Degeri (ng/mL)
0.001 42.01 +1.45
0.01 45.40 +9.40
Ogul otu 0.30+£0.16
0.1 4725+ 6.76
1 62.97 £ 8.77
10 32.50+10.10
25 49.01 +4.90
Pancar 51.92 £10.64
50 53.18 £ 8.83
100 59.57 +5.15
0.1 4433+ 5.13
0.5 50.01 + 3.00
Papatya 0.48 +0.09
58.01 + 7.00
3 64.60 + 20.55
10 33.34+0.00
25 35.50 + 10.25
Patlican 88.25+£2.76
50 40.01+ 0.00
100 53.30 £ 0.00
0.1 37.51+10.71
0.5 4975+ 4.51
Salatalik 0.86 £0.61
1 56.75 £ 16.82
3 65.25+10.99
0.1 4585+ 3.18
1 50.31+1.41
Sogan 10 54.65+0.91 1.97+0.86
25 55.35+5.59
50 56.70+ 4.54
10 44.00 £ 9.64
Tetra 50 57.51+1.73 29.26 +20.1
100 65.63 £8.19
250 49.52 +7.77
Trabzon hurmasi 500 53.53+4.18 234.375+213.25
1000 57.01+5.03
0.1 39.30+ 10.01
Yaban mersini 0.5 45.32+10.21 1.10 £ 0.45
3 68.31 +£5.31




Bitki Ad Konsantrasyon(ug/mL) % Inhibisyon ICso Degeri (ug/mL)
1 37.00+£2.16
] 5 43.21 +£2.75
Yasemin 47.05+13.37
25 47.65+2.90
50 49.32 +1.53
10 47.4+11.90
Yesil cay 25 50.65 £ 13.95 21.18+15.84
100 70.3 +10.63
0.01 27.01 +8.13
0.1 37.01+6.76
Yer elmasi 2.38 £ 0.66
1 52.51+21.02
5 63.25+9.24
1 32.40+2.10
10 44,50 + 3.47
Yesil {iziim 135.53 £81.15
50 51.10+2.28
250 56.30 £ 7.62
0.1 52.61 +22.34
1 74.95 £ 5.58
Zakkum 0.095 £0.043
5 88.10+1.83
10 89.40 + 7.42
1 36.01 +23.58
) 5 4450 + 6.40
Zencefil 14.64 £ 5.94
10 46.75+2.36
25 58.02 +5.47
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Tablo 4.1.1°e gore;

Etil alkollii ekstrelerin elastaz enzimi iizerine % inhibisyon degerleri konsantrasyon
artist ile artt1i. Bitki ekstreleri icinde ICso degerinin en diisiik olmast nedeniyle en
yiiksek Elastaz inhibisyonunu Biberiyenin gosterdigi (ICso 0.0041 £+ 0.001 pg/mL)
goriilmistiir. Biberiyeyi takiben Brokoli (ICsp 0.0071 £ 0.0003 pg/mL), zakkum (I1Cs
0.09+ 0.04 pg/mL), ogul otu (ICs0 0.30 = 0.16 pg/mL), giil yapragi (ICso 0.31 = 0.29
ug/mL), papatya (ICsp 0.487 =+ 0.09 ug/mL), havug (ICs0 0.49 + 0.43 pg/mL) etil

alkollii ekstrelerinin inhibitdr etkileri tespit edilmistir.

En diisiik 1Cso degerleri gozetilerek, bitkiler arasindaki en giiglii Elastaz inhibitorii
olabilme siralamasi su sekildedir: biberiye, brokoli, zakkum, ogul otu, giil yapragi,
papatya, havug, domates, salatalik, kegiboynuzu, kayisi. Bu siralamadaki bitkiler

calismamizda en yiiksek inihibitdr degerlerini elde ettigimiz bitkilerdir.

En disiik 1Csp degerlerine sahip olan bitkilerin % inhibisyon grafikleri Sekil 4.1.1 -
4.1.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1.1. Giil yapraginin etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.1.2. Salataligin etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.1.3. Papatyanin etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.1.4. Kegiboynuzunun etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.1.6. Biberiyenin etil alkollii ekstresinin % inihibisyon grafigi
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Sekil 4.1.7. Brokolinin etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.1.8. Ogul otunun etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.1.9. Havucun etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.1.10. Zakkumun etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi
yon gralig
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Sekil 4.1.11. Domatesin etil alkollii ekstresinin % inhibisyon grafigi

4.2. KIMYASAL MADDELERIN ELASTAZ UZERINE IiNHiBiSYON
ETKILERI

Calismamizda; kuarsetin dihidrat, gallik asit, L(+)-askorbik asit, kojik asit, B-karoten,
DL-a-tokoferol asetat (E vitamini), rezorsinol, rutin hidrat, glikolik asit, 2-hidro-
dodekanoik asit, laktik asit, vanilin, vazelin, DL-metionin metilsiilfonyum klorit (U
vitamini), 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on (Edaravon), L-glutatyon, piridoksal-5-fosfat
(Bs vitamini), glisil glisinin, metionin, sitrik asit, tartarik asit, malik asit, melatonin,
katesin, Glisin, 16sin, arjinin, DL-fenil alanin, kafein, L-prolin gibi kimyasallarin elastaz
enzimi iizerine inhibitor etkileri incelenmis ve elde edilen bulgular Tablo 4.2.1, Tablo

4.2.2, Tablo 4.2.3, Tablo 4.2.4 *de verilmistir.
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Tablo 4.2.1. Cesitli kimyasal maddelerin elastaz iizerindeki % inhibisyon ve ICsy degerleri

Madde Adi Konsantrasyon(ug/ml) % Inhibisyon I1Cso Degeri (ug/ml)
0.01 46.25 +£2.82
Edaravon 0.1 47.85 £4.68 0.60 +0.06
52.10 £4.93
42.63 +3.35
. 10 44.85+1.20
Kafein 50 53354 3.18 45.09 £ 17.25
100 56.45+2.05
50 38.70 +7.30
) 100 42.50 £8.77
Katesin 346.50 + 261.81
200 4732 +£6.52
400 50.82 +7.66
0.1 29.75+£2.75
Kuarsetin 0.5 43.01+3.94
dihidrat 1 48.00 £ 4.64 206 1.04
3 5425 +9.74
10 55.00 = 0.00
Rezorsinol 20 58.50 + 6.08 2.61+£1.25
30 66.50 +4.94
1 60.76 +1.96
.. 10 65.60 +£1.55
Vanilin 15 68.00 +2.97 0.82 £0.02
25 72.13 £5.47
50 35.01 £3.10
. 100 40.70 £8.06
Vazelin 521.62 +149.63
250 44.53 £2.66
500 48.51 £3.78
0.001 34.00 £ 3.46
B- karoten 0.01 38.70 2.8 0.42 +0.04
0.1 49.51 £2.27
1 63.20+1.73
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Tablo 4.2.2. Vitaminlerin elastaz {izerindeki % inhibisyon ve 1Cs degerleri

Madde Adi Konsantrasyon( pg/ml) % inhibisyon I1Cso Degeri (ug/ml)
0.01 52.70 £2.81
Be Vitamini Oil siié ig:?g 0.072 +0.001
10 79.93 £1.95
10 9.01 +£6.33
E vitamini 25 24.65+22.13 22+1.93
30 47.00+4.24
50 77.5+2.82
1 29.50 +4.24
U vitamini > 35.90+4.80 76.11 +6.29
10 37.31+ .43
50 43.55+2.47
0.001 38.95+0.97
i 0.01 45.90 £ 2.40
(P \?iltjatlﬁini) 0.1 58.60 + 4.80 021=0.14
1 61.34+0.00
100 48.71 £5.53
L(+)-Askorbik asit 230 53.92:5.91 79.23 +26.38
500 58.40 £ 4.52
750 59.15+£7.12
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Tablo 4.2.3. Cesitli asitlerin elastaz tizerindeki % inhibisyon ve ICs, degerleri

Madde Adi Konsantrasyon(ng/ml) % Inhibisyon I1Cs0 Degeri (ug/ml)
0.1 42.00 + 7.07
Gallik asit 1 52.50 £ 6.45 1.20 £ 0.86
3 58.01 +12.05
0.1 24.00+4.24
- . 1 47.00+1.41
Glikolik asit 10 57.60 4 0.00 18.47 +£3.66
50 64.52 +4.24
25 34.50+6.18
Kojik Asit 50 40.51£5.10 120.72 % 6.61
100 50.30+£4.95
150 52.10+1.40
0.1 26.80 +£9.97
Laktik asit 0.25 58.01 +9.89 0.37 £0.08
0.5 62.21 +£50.79
1 65.12 +6.64
10 42.50 £1.00
Malik asit 100 46.50 = 3.44 1422.90 +904.81
1000 48.01 +£3.34
2000 5241 +4.83
100 47.30 +4.03
Sitrik asit 250 56.50 £ 0.60 135.56 £ 65.75
500 63.02 +£2.49
100 4241 +1.04
. . 250 49,95+ 7.29
Tartarik asit 556.52 +516.58
500 51.00 + 7.49
1000 53.03+ 6.78
1 33.01+1.83
- hi i- 10 39.90+6.29
dozcjerllgjnrgif;sit 25 52.24 +4.66 21,02+ 4.08
50 76.61 £ 1.55




Tablo 4.2.4. Amino asitlerin ve peptidlerin elastaz {izerindeki % inhibisyon ve ICs, degerleri

Madde Adx Konsantrasyon( pg/ml) % Inhibisyon 1Cso Degeri (ng/ml)
100 39.90 + 3.67
Arginin 250 44.91£2.96 821.74 £207.88
500 48.85+0.91
1000 50.75+2.75
10 50.10 £ 8.27
Fenil alanin 25 37:25£5.94 21.83+15.74
50 58.35+4.72
100 61.13+6.56
100 36.80 +£5.55
Glisin 150 48.65 = 11.80 359 +302.99
250 49.65 £12.23
500 52.40 +£13.29
10 46.90 + 1.87
Lésin 25 5-40£2.00 20.52 + 13.09
50 57.25+1.52
100 59.01 +£3.30
0.01 51.10+4.45
Metionin 0.1 >4.41 £3.23 0.82£0.02
1 60.70 £ 1.52
10 68.53 +5.34
10 46.10 +£6.55
Prolin 50 5091 +3.61 54.20 +43.87
100 52.80 £5.50
0.1 27.70 £1.10
Serin . 29.64 £3.49 221.72 +£31.11
10 36.61 £5.75
100 39.02+3.38
10 50.20 £9.39
Glisil glisin >0 >4.51 %5.10 45.87 +4.60
100 60.43 +£6.23
200 63.60 +7.35
10 48.45 +0.21
L- Glutatyon 50 5725 £2.33 7.69 +5.81
250 78.60 +6.43
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Tablo 4.2.1, Tablo 4.2.2, Tablo 4.2.3, ve Tablo 4.2.4.’¢ gore;

Calisilan kimyasal maddeler iginde, ICso degerinin en diisiik olmasi nedeniyle en yiiksek
elastaz inhibisyonunu p-karoten’in gosterdigi (ICsg 0.42 = 0.04 pg/mL) gorillmiistiir. -
karoteni takiben edaravon (ICsp0.60 £ 0.06 pg/mL), vanilin (ICsp 0.82 = 0.02 ug/mL)
ve kuarsetin dihidrat (ICsp 2.06 +1.04ug/mL) elastaz {izerinde inhibitoér etki

gostermistir.

Vitaminlerin elastaz enzimi tizerindeki inhibisyon etkileri sira ile Bg vitamini, rutin, E
vitamini, U vitamini ve askorbik asit seklindedir. Vitaminler i¢inde en yiiksek elastaz

enzim inhibisyonunu Bg vitamini gostermistir (ICsp 0.072 £0.001 pg/mL) (Tablo 4.2.2.).

Cesitli asitlerin elastaz enzimi iizerindeki inhibisyon degerleri laktik asit, gallik asit,
glikolik asit seklinde azalmaktadir. Asitler icinde en yliksek inhibisyon degerini laktik
asit gostermistir (ICsp 0.37 = 0.08 pg/mL).

Amino asit ve peptidlerin arasinda en yliksek elastaz enzim inhibitdr aktivitesini
metionin gostermistir (ICsp 0.82 £ 0.02 pg/mL). Metioninden sonra en yiiksek enzim

inhibitor aktivitesini 16sin, fenilalanin ve glutatyon gostermistir.

En disiik 1Cso degerlerine sahip olan kimyasal maddelerin, vitaminlerin, asitlerin ve

amino asitlerin % inhibisyon grafikleri Sekil 4.2.1- Sekil 4.2.9” da gosterilmistir.
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Sekil 4.2.3. B - Karotenin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.2.5. Bg vitamininin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.2.6. Vanilinin % inhibisyon grafigi
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ekil 4.2.7. Metioninin % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.2.8. Laktik asidin % inhibisyon grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) arastirmalarina gore tedavi amagl kullanilan tibbi
bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir (Kalaycioglu ve Oner, 1994). Tibbi bitkilerin ¢ogu
iilkemizde halk arasinda ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Gida
maddesi olarak kullanilan bazi bitkilerinde ¢esitli hastaliklara iyi geldigi bilinmektedir.
Baz1 hastaliklarin 6nlenmesinde toplumlarin gida aliskanliklarinin 6nemli bir rolii
oldugu gozlenmistir. Bu konuda yapilan bilimsel ¢alismalar gida olarak kullanilan bazi
tirtinlerin saglik {izerine yararh etkileri oldugunu dogrulamigtir (Calay, 2010). Bunun
sonucu olarak gida olarak kullanilan bazi iiriinlerin bir kismi1 besin destegi olarak tibbi
amaglarla pazarlanmaya baslanmistir. Kiiresellesen diinyada insanlarin ve toplumlarin
uzayan yasam siiresinin yani sira nitelikli yasam siirme ihtiyact on plana ¢ikmistir.
Diinyada kaliteli yasam siirmek isteyen kisiler, kimyasal ve sentetik iiriinlerin yan
etkilerinden kaginmak igin dogal yasam tarzina ve dogal iiriinler kullanmaya baslamigtir

(Carlsen ve dig., 2010).

Yasin ilerlemesiyle ve yasli insanlarin birgok ilaci fazla miktarda kullanmasi ile beden
daha fazla serbest radikale maruz kalir ve daha fazla serbest radikal iiretir. Bununla
birlikte viicudun dogal antioksidan iiretimi yasin ilerlemesi ile azalir. Viicutta yasla
birlikte ¢esitli hastaliklar ortaya ¢ikar. Deri yaslanmasi yaslanma ile birlikte goriilen geri
doniisiimsiliz bir siire¢ olarak kendini gostermektedir. Ancak bazi ilaglar, kozmetik
iirlinler ve giines koruyucular ile deri yaslanmasi geciktirilebilir. Yapilan ¢alismalarda
vitaminlerin, minerallerin, bitkisel {irlinlerin kozmetiklere katilarak yasli deride veya

hasarl1 deride potansiyel bir diizelme yapabilecegi gosterilmistir.

Bag dokusunun komponentleri olan kollagen ve elastinin harabiyeti ile dokularda
inflamasyon goriiliir. Elastazlar akcigerlerde, lenflerde, deride, pankreasta dagilmis
durumdadirlar. Akcigerlerdeki doku hasarina bagli olarak Kronik obstriiktif akciger
hastalig1 (KOAH) diinyada biiyiik bir saglik problemidir. Bu nedenle bu tiir hastaliklarin

Onlenmesi ile ilgili ¢aligmalarin sayis1 giin gegtikce artmaktadir.
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Calismamizda kivi, giil kurusu, salatalik, yaban mersini, papatya, yer elmasi, lavanta,
hatmi, kudret nari, kabak, zencefil, mandalina, nar, nar ¢i¢egi, ananas, limon, bal
kabagi, muz, kiraz, elma, hurma, 1sirgan, patlican, tetra, yesilcay, beyazgay, Trabzon
hurmasi, kusburnu, cilek, yasemin, gelincik, hindistan cevizi, ke¢iboynuzu, melisa,
defne yapragi, sogan, biberiye, brokoli, karanfil, zakkum, kayisi, pancar, kereviz, defne
yemisi, karadut, beyazdut, yesil liziim, domates, havu¢ ve kapari bitkilerinin etanollii

ekstreleri hazirlanarak elastaz enzimi lizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir.

Aromaterapide kullanilan biberiyenin son yillarda kan dolasimi hastaliklarina,
romatizma ve astim hastaliklarma iyi geldigi, mide ve bagirsak gazlarma karsi
kullanildigi, yemeklerden sonra igildiginde sindirimi kolaylastirdigi bilinmektedir.
Ayrica biberiye, bronsit, oksiiriik, migren, agrili adet, diisiik tansiyon, ishal ve karaciger
hastaliklarinda da kullanilmaktadir. Biberiye gut hastaligi, viicut kireglenmesinin
tedavisinde de kullanilmaktadir. Biberiye yaginin deri hastaliklarina, deri yaralarinin
daha g¢abuk iyilesmesine ve derinin kendini ¢ok hizli sekilde onarmasma yardimci
oldugu ileri siiriilmektedir. Cerrahi yaralarin tedavisinde de biberiye bitkisinden
yararlanilmaktadir (Baytop, 1984). Aromaterapide kullanilan biberiyenin, son
zamanlarda insan ruhu ve bilingsel fonksiyonlar1 {izerindeki etkisi sikga
arastirtlmaktadir. Saglikli goniilliller iizerinde yapilan aragtirmalarda, biberiyedeki
esansiyel yaglarin hafiza performansi iizerinde Onemli 6lciide artisa sebep oldugu
goriilmiistir (Moss ve dig., 2003). Biberiyenin antibakteriyel (Bendeddouche ve dig.,
2011), antidiabetik (Ali-Shtayeh ve dig., 2012), antikanser (Lopez-Jimenez ve dig.,
2011), antiinflamatuar (Takaki ve dig., 2008), antiromatizmal, antiepileptik aktiviteye
(Grespan ve dig., 2011) ve dermatitler {lizerinde iyilestirici etkiye (Zasshi, 2011) sahip
oldugu litaratiirlerde belirtilmektedir. Biberiyenin yaslanmay1 geciktirici kremlerde de
kullanildigr Cronin ve arkadasi tarafindan 6ne siirtilmektedir (Cronin ve Draleos.,
2010). Biberiyenin dermatolojide bakteri ve maya giderici etkiye sahip oldugu (
Weckesser ve dig., 2007), deneysel olarak olusturulan deri kanserini onledigi ileri
stiriilmektedir (Sancheti ve Goyal., 2006). Baylac ve arkadasi biberiyenin elastaz enzim
inhibitérii oldugunu ileri siirmiislerdir (Baylac ve Racine., 2004). Calismamizda da
elastaz enzim inhibitorii olarak inceledigimiz bitkiler icinde en diisiik ICsp degerine

biberiyenin sahip oldugu bulunmustur. Calismamiz daha once yapilan ¢alismalar ile
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uygunluk gostermektedir. Biberiyenin diger aktivitelerinin yaninda elastaz enzim

inhibitorii oldugu da kanitlanmig olmaktadir.

Uzerinde en fazla arastirma yapilan bitkilerden biri olan brokoli C vitamini agisindan
¢ok zengin bir bitkidir. Ayrica yapisinda B-karoten ve kuarsetin bulunmaktadir. Brokoli
halk arasinda prostat, iyi huylu prostat biliylimesi, girtlak kanserini 6nleyici, hormon
dengeleyici, mide iilserine karsi, antioksidan, idrar yollar1 enfeksiyonu O6nleyici, meme
kanserini Onleyici, menapoz doneminde kemik erimesine karsi, gogiisteki fibroksitlere
kars1 kullanilmaktadir. Brokolinin gastroprotektif etkiye sahip oldugu (Lemos ve dig.,
2011; Carvalho ve dig., 2011) gesitli arastirmacilar tarafindan belirtilmistir.
Calismamizda brokolinin iyi bir antielastaz aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
Brokolinin C vitamini kaynagi olmanin yanisira deri hastaliklar1 ve inflamasyon ile ilgli

durumlarda tedavi amagli olarak da kullanilabilecegi one siiriilebilir.

Zakkum Ulkemizde sulak yerlerde yabani olarak yetistigi gibi siis bitkisi olarak da park
ve bahgelerde yetistirilir. Bilesiminde C vitamini, tanen, regine, oleandrin gibi maddeler
bulunan bu bitki halk arasinda romatizma, deri kanseri, iltihap kurutucu, idrar arttirici,
kalp kuvvetlendirici olarak kullanmilir (Baytop, 1984). Ancak zehirli bir bitki
oldugundan dikkatli ve fazla miktarlarda kulllanilmamas1 gerekmektedir. Bilimsel
olarak zakkumdan elde edilen kardiyak glikosit oleandrin olan maddenin noroprotektif
aktivitesinin oldugu Dunn ve arkadaglar1 tarafindan kanitlanmistir ( Dunn ve dig., 2011)
Ayrica zakkumun hipolipidemik o6zelliklere sahip oldugu Gayathri ve arkadaglar
tarafindan bulunmustur (Gayathri ve dig., 2011). Calismamizda zakkum cok diisiik
konsantrasyonlarda elastaz enzimini % 89.4 oraninda inhibe etmistir. Zakkumun
antielastaz enzim inhibitor aktivitesi gostermesi ile bu bitkinin deri kanseri ve deri

hastaliklarinda kullanilmasi bilimsel olarak dogrulanmis olmaktadir.

Eski caglardan beri sinirleri yatigtiric: etkisi oldugu bilinen ogul otu halk arasinda karin
ve mide agrilarmin tedavisinde kullanilir. Ogul otunun tonik, antispasmotik, antitiimor,
antibakteriyel, antimikrobiyel (Canadanovic, 2008) ve antihiperlipidemik (Bolkent ve
dig., 2005) aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Ancak yapilan ¢aligmalarda bu
aktiviteler disinda da ogul otunun kanser hiicrelerini inhibe ettigi (Fujita ve dig., 2011),

deride olusan iratasyonu onledigi (Mencherini ve dig., 2009), antioksidan (Spiridon ve
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dig., 2011), antikolinesteraz (Obulesu ve Rao., 2011), antimutajenik aktiviteye(
Carvolho ve Dig., 2011) sahip oldugu da belirtilmektedir. Calismamizda ogul otunun
diisiik konsantrasyonlarda yiiksek bir inhibisyon aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir.
Bunun sonucu olarak da ogul otunun gosterdigi aktiviteler disinda antielastaz

aktivitesine de sahip oldugunu soyleyebiliriz.

Ciceklerin en anlamlis1 olarak bilinen giil siis bitkisi olarak kullanilan ayrica suyundan
ve yagindan kozmetik ve gida sanayinde yararlanilan bir bitkidir. Antialerjik, antiseptik,
iltihap giderici, cilt rahatsizliklarinda kullanilan bu siis bitkisinin iilkemizde Isparta
civarinda iiretimi yapilmaktadir. Bilesiminde tanen, pektin, gallik asit gibi birgok farkli
bilesik igerir (Baytop, 1984). Yurdumuz giil iiretimi agisindan diinyanin 6nde gelen
tilkelerinden biridir. Giil suyu ve giil yag1 kozmetik ve parflimeri sanayinde kullanilir.
Antiinflamatuar aktiviteye sahip olan giiliin (Zhang ve dig., 2008) calismamizda
antielastaz aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Giiliin antielastaz aktiviteye sahip

olmasi nedeni ile bu bitki ¢esitli deri hastaliklarinda kullanilabilir.

Kokeni Dogu Avrupa ve Anadolu olan papatya halk arasinda c¢esitli hastaliklarda tibbi
bitki olarak kullanilir. Papatya uykusuzluk, romatizma, migren, grip, kansizlik, hazim
bozukluklari, bas donmesi, sinir krizleri ve ruhi ¢okiintii gibi rahatsizliklarda c¢ok
faydalidir. Ayrica istah acan, sindirimi kolaylastiran, mide iilserinin iyilesmesine
yardimcr olan bir bitkidir. Yaralarin iyilestirilmesinde, akinti halindeki yaralarin
durdurulmasinda, deri dokiintiilerinde, mukoza iltihaplarinda iltihap kurutucu olarak da
kullanilir (Baytop, 1984; Saragoglu, 2008). Papatyanin antiinflamatuar, antiseptik
(Singh ve dig., 2011), neuroprotektif oldugu (Ranpariya ve dig., 2011), mide hasarina
iyl geldigi (Cemek ve dig., 2010), antidiabetik (Cemek ve dig., 2008) ve yara
iyilestirici oldugu (Jarrahi ve dig., 2010) bilimsel olarak da kanitlanmistir.
Calismamizda papatya diisiik konsantrasyonlarda elastaz enzimini inhibe etmistir. ICs
degerinin ¢ok diisiik olmasi enzimin yiikksek oranda inhibe oldugunu  bize
gostermektedir. Papatyanin bilesiminde ucgucu yaglar, fenolik bilesikler, kumarin,
terpenik ve seskiterpenik bilesikler bulunmaktadir. Papatyanin elastaz enzimini inhibe

etmesinin nedeni yapisinda bulunan fenolik bilesikler ve ugucu yaglar nedeni iledir.
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[ltihabi durumlarda ve deri hastaliklarinda papatyanin kullanilmasinin nedeni de elastaz

enzimini inhibe etmesi nedeni ile olabilir.

Havug¢ halk arasinda erken bunama, Alzheimer, deri ve akciger kanseri, kalp krizi,
migren ve bas agrisina karsi kullanilan bir sebzedir. Havucun antikanserojen (Zeinap ve
dig., 2011), antimikrobiyel (Moreira ve dig., 2011), antitrombotik (Yamamoto ve dig.,
2008), antioksidan (Saxena ve dig., 2007) ve antifungal (Taveres ve dig., 2008)
aktiviteye sahip oldugu literatiirlerde belirtilmistir. Calismamizda havucun antielastaz
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Antielastaz aktivitesinin havucun yapisinda

bulunan fenolik bilesiklerden ve B-karotenden ileri geldigi sdylenebilir.

Domates kalp biiyiimesine ve yaglanmasina karsi halk arasinda kulalnilmaktadir. Buna
ek olarak antioksidan 6zellik gosterir ve prostat kanserine, kolesterole, yasliliga bagh
makula dejenerasyonuna kars1 kullanilir (Saragoglu, 2008). Makula dejenerasyonunun
(gormedeki keskinligin azalmasi) olusmasindaki nedenler sigara, alkol, fazla gilines
151¢1na maruz kalmak ve hipertansiyondur. Bu hastaligin geri doniisiimii yoktur. Bunun
olugmasint meydana getiren etmenlerin ortadan kaldirilmasi gerekir. Calismamizda
domatesin yiiksek oranda elastaz enzimini inhibe ettigi bulunmustur. Bu etkinin
domatesin igerdigi likopen ve lutein gibi karotenoidlerden dolayir olabilecegi One

surtlebilir.

Halk arasinda idrar soktiiriicii, kan temizleyici, sinirleri yatistirici, yorgunlugu giderici,
uykusuzlugu giderici, bagirsak ihtihaplarini giderici, kolesterol diistiriicii 6zelllige sahip
oldugu bilenen salatalik, ayrica ter bezlerinin saglikli ¢aligmasia yardimer olan bir
sebzedir. Salataligin cildi yumusatici, besleyici ve ciltdeki kirisikliklart giderici
Ozelliklerinin yaninda sivilceleri giderici 6zelligi de vardir. Salataligin antimikrobiyal
(Tang ve dig., 2010), antioksidan (Ibrahim ve dig., 2010; Nema ve dig., 2011) 6zellige
sahip oldugu belirtilmektedir. Salataligin antielastaz ve antihiyalurinidaz aktiviteye
sahip oldugu Nema ve arkadaglar1 tarafindan belirtilmistir (Nema ve dig., 2011).
Salataligin antielastaz aktivitesi Nema ve arkadaglar tarafindan ICsy 6.14 + 1.74 pg/
mL olarak bulunmustur. Calismamizda ise Nema ve arkadaslarinin degerinden daha

diisiik bir deger (ICsp 0.86 = 0.61 pg/ mL) saptanmistir.
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Kec¢i boynuzu halk arasinda nefes darligina, akciger 6demine iyi gelen bir bitki olarak
bilinir. Sinirleri yatistiir. Mide ve bagirsak hastaliklarinda faydali bir bitkidir.
Cocuklarda zeka ve kemik gelisimini destekler (Saragoglu, 2008; Baytop, 1984).
Yapilan c¢alismalarda ke¢i boynuzunun karaciger ve bobrek hastaliklarini onledigi
(Hsouna ve dig., 2011), antioksidan aktiviteye sahip oldugu (Custodio ve dig., 2011),
ayrica antimikrobiyel (Hsouna ve dig., 2011), antidepresan (Agrawal ve dig., 2011)
etkiye sahip oldugu da goriilmektedir.

Calismamizda kegi boynuzunun 50 pg/ mL’ de % 61.5 oraninda elastaz enzimini inhibe
ettigi saptanmistir. Kec¢i boynuzunun elastaz enzimi {izerine inhibe edici 6zelligi ile
ilgili literatiirde ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda keg¢i boynuzunun diger
aktiviteler ile birlikte antielastaz aktiviteyede sahip oldugu bulunmustur. Kegi
boynuzunun yapisinda gallik asit bulunmaktadir (Balaban, 2004). Gallik asidin
calismamizda antielastaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Kec¢i boynuzunun

antielastaz aktivitesi yapisindaki gallik asit tarafindan ileri gelmektedir diyebiliriz.

Kayis1 halk arasinda cilt giizelligi icin kullanilir. Kayis1 yagi cilt kurulugu, akne, sag
dokiilmesi gibi bir¢ok cilt problemi i¢in etkili bir iriindiir. Yapisinda bulunan
karotenoidler ve mineraller nedeni ile bu o6zellige sahiptir. Kayisinin antiamiloid
(Katayama ve dig., 2011), antioksidan (Korekar ve dig., 2011), antibakteriyel (Lou ve
dig., 2011) ozelliklere sahip oldugu literatiirlerde belirtilmistir. Calismamizda da
kayisinin antielastaz aktivitesine sahip oldugu saptanmistir. Yapisinda bulunan

karotenoidler nedeni ile bu aktiviteye sahip olabilecegi 6ne siiriilebilr.

Calismamizda bitki ekstrelerinden baska kimyasal maddelerinde elastaz enzimi {izerine

inhibisyon etkileri incelenmistir.

B-karoten A vitamininin 6n vitaminidir. Antioksidan Ozellige sahip bir maddedir.
Literatiirde retinoik asidin elastaz ile olusturulan akciger hasarna ve pulmonory
amfizeme kars1 koruyucu o6zelligi oldugu Nakajoh ve arkadaglari tarafindan ileri
stiriilmiistiir (Nakajoh ve dig., 2003). Uzun siireli oral B-karoten uygulamasi sistik

fibrosis hastalarinda akciger ve antioksidan durum ile ilgili degisiklikleri minumuma
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indirmistir (Rust ve dig., 2000). Calismamizda B-karotenin ¢ok diisiik konsantrasyonlari
elastaz enzimini yiiksek inhibisyon oranlarinda inhibe etmistir. 3-karotenin antioksidan
ozelligi yaninda elastaz enzimlerini de inhibe etmesi bu maddenin deri hastaliklarinda,
damar hastaliklarinda, yaslanmanin Onlenmesinde etkili olabilecegini bize

gostermektedir.

Edaravon (3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on) gii¢lii bir serbest radikal tutucu olup
antioksidan yetenege sahiptir (Abe ve dig., 1988). Edaravon reaktif oksijen tiirlerinin
sebep oldugu doku hasarii iyilestirir. Edaravon embolizasyon ve gegici beyin iskemigi
iizerine koruyucu etkilere sahiptir, boylece akut beyin enfarktiisiinlin iyilestirilmesinde
kullanilmistir (Kawai ve dig., 1997; Wu ve dig., 2000; Watanabe ve dig., 1994).
Edaravonun antifibrotik etkisini arastirmak tizere akcigerde hidroksipirolin iceriklerinin
Oleme ve histolojik degerlendirilmesinde; edaravonun Bleomisin asilanmasindan once
uygulanmasiyla akciger subpleural bolgesinde fibrozisin 6nemli dl¢lide azaldig: ve total
hidroksipirolin igeriklerinin azaldigi gozlenmistir (Tajima ve dig., 2008). Edaravon
peroksi radikali iizerine inhibitdr etki gdstererek E ve C vitamini etkilerine benzer
etkiler gosterir (Yamamoto ve dig., 1996). Kas erimesine iligskin sklerozun iyilesmesi
icin edaravon kullanimini i¢eren deneyler yapilmaktadir (Suzuki, 2009). Edaravon
oksidatif stres kaynaklt CCly sebepli akut karaciger hasarinda koruyucu etkilere sahip
oldugu belirtilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Hensley ve dig., 2000).

Calismamizda edaravon diisiik dozlarda yiiksek bir inhibisyon yiizdesi gostererek
elastaz enzimini inhibe etmistir. Edaravonun elastaz enzimini inhibe etmesi bu
maddenin antioksidan 6zelligi ile birlikte deri, inflamasyon gibi ¢esitli hastaliklar1 da

onleyebilecegini bize gostermektedir.

Vanilin tat ve koku verici bir madde olup kanseri onledigi (Makni ve dig., 2011) ve
CCly ile olusturulan beyin ve karaciger toksisitesini onleyerek (Makni ve dig., 2011)
antioksidan ve antiinflamatuar etki gosterdigi bulunmustur (Makni ve dig., 2011).
Vanilinin tripsin inhibitorii oldugu da Shahwar ve arkadaglar1 tarafindan bildirilmistir
(Shahwar ve dig., 2011). Calismamizda vanilinin diisiik konsantrasyonlarda yiiksek bir

aktivitede elastaz enzimini inhibe ettigi bulunmustur.
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Kuarsetinin antispazmodial (Ganesh ve dig., 2012) oldugu, akcigerde olusan oksidatif
strese karsi Onleyici aktiviteye (Hayashi ve dig., 2011) sahip oldugu, antidiabetik
(Zhang ve dig., 2011), antikanserojen (Zheng ve dig., 2012) ozellik gosterdigi, deri
inflamasyonunu azalttigi (Kwon ve dig., 2011) ve antioksidan 6zellige sahip oldugu
aciklanmistir (Kostyuk ve dig.,2011). Kuarsetinin anti-aging etkiye sahip olduguda
Chondrogianni ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (Chondrogianni ve dig., 2010).
Calismamizda kullandigimiz saf kuarsetinin diisiik konsantrasyonlarda enzimi yiiksek

oranda inhibe ettigi bulunmustur.

Bs vitaminin 0strojen ve progesteron hormonlarini diizenleyici 6zellige sahip (Zhang ve
dig., 2011) olmanin yaninda bu vitaminin eksikliginin ruhsal problemlerin ¢ikmasinda
rol aldigi bilinmektedir. Eksikliginde cilt bozukluklari ve sinirsel bozukluklar da
goriliir. Bg vitamini eksikliginde ayrica sizofren, parkinson hastaligi ve epilepsi gibi
norolojik hastaliklar (Di Salvo ve dig., 2012) ve tip I diabet goriiliir (Rubi, 2012) .
Sicanlarda Be vitamini eksikliginde kollajen miktarinda azalma oldugu saptanmistir
(Tane ve dig., 1976). Bg vitamini eksikliginde anemi de goriilmektedir. Calismamizda
Bs vitamini 10 pg/ mL konsantrasyonda % 79.93 oraninda elastaz enzimini inhibe
etmistir. Bu da Bg vitaminin ruhsal problemleri 6nledigi gibi deride meydana gelen
yaslanmaya bagli sarkma problemlerini ve pankreatit hastaliklarini elastaz enzimini

inhibe ederek onleyebilecegini gostermektedir.

Rutinin deneysel olarak olusturulan hipertansiyonu azaltarak vaskiiler lezyonlari
onledigi Orbison ve arkadaslar1 tarafindan ileri siiriilmiistiir (Orbison ve dig., 1953).
Ayrica yapilan diger bir ¢alismada, UV iginlariyla olusturulan deri hasarinda yapisinda
rutin de bulunan Calendula officinalis bitkisinin koruyucu 6zelliginden bahsedilmistir
(Fonseca ve dig., 2010). Calismamizda rutin 1 pg/ mL konsantrasyonda % 61.34
oraninda elastaz enzimini inhibe etmistir. ICso degerinin diger vitaminlere gore diisiik

olmasi rutinin (P vitamini) iyi bir elastaz inhibitorii oldugunu gostermektedir.

S-metil-metionin siilfonyum kloriir, misirda, lahanada, 1spanakta, sarimsakta ve soya

ununda bulunur (Baker, 2006). U vitamini olarak da bilinen bu kimyasal maddenin (
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Kopinski ve dig., 2007), antiiilser, antiinflamatuar, lipid diisiiriicii ve antidepresan rol

oynadigi literatiirlerde belirtilmektedir (Baker, 2006; Kim ve dig., 2010).

Calismamizda U vitamininin elastaz enzimini 50 pg/ mL konsantrasyonda % 43.55
oraninda inhibe ettigi bulunmustur. U vitamini askorbik aside gore elastaz enzimini
diisiik konsantrasyonda inhibe etmistir. Ayrica Anabilim dalimizda yapilan diger bir tez
calismasinda U vitamininin anjiyotensin konverting enzimini diisiik konsantrasyonlarda
inhibe ettigi de bulunmus olup (Cepel, 2011) U vitamininin tansiyon disiriicii
Ozelliginin yaninda deri ve inflamasyon ile ilgili caligmalarda elastaz inhibitorii oldugu
saptanmistir. U vitamininin elastaz inhibisyonu gostermesi yapisindaki SH- gruplari
nedeni ile olabilir. Ayrica, Kim ve arkadaslar1 tarafindan U vitamininin dermatolojik
bozukluklarda etkili oldugu, deriyi hasarlara karsi korudugu ve iyilestirdigi One
stiriilmistiir (Kim ve dig., 2010).

Suda ¢oOziinen vitaminlerden olan askorbik asidin antioksidan 6zellikte oldugu
(Padayatty ve dig., 2003), kapiler duvarlarin gecirgenligini azalttig1 ve hidroksilasyon
reaksiyonlarinda rolii oldugu bilinmektedir (Can ve Akev, 2008). Iskemik kalp hastalig
tedavisinde (Hornig, 2002), hipertansif siganlarda kan basincimi diisiiriicii olarak etki
gostermektedir. C vitamini verilmesi ile kan basincinin azaldigi (Vasdev, 1999), DNA
hasarinin 6nlendigi literatiirde belirtilmektedir (Nishi ve dig., 2010). Ayrica askorbik
asidin Cd ile olusturulan hipertansiyonu ve vaskiiler bozuklugu 6nledigi Donpunha
tarafindan ileri siiriilmiistiir (Donpunha ve dig., 2010). Yapilan arastirmalarda E ve C
vitaminlerinin gebelikte olugan hipertansiyonu da dnledigi belirtilmektedir (Lin ve dig.,

2010).

Askorbik asidin deride olusan yaralar iyilestirdigi, ROS’ lar1 yok edici 6zellikte oldugu
belirtilmektedir (Wermeij ve Backendorf., 2010). Calismamizda askorbik asit elastaz
enzimini 750 pg/ mL de % 59.15 oraninda inhibe etmistir. Bu oran diger kullandigimiz

vitaminlere gore diisiik bir degerdir.

Misirda Kleopatra’nin derisini rejenere etmede eksimis silit banyolarint kullandigi
belirtilmistir. Eksimis siitte laktik asit bulunmaktadir. Laktik asidin Olmiis derilerin

rejenere edilmesinde kullanilmasi antielastaz aktivitesini gostermesi ile ilgili olabilir.
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Calismamizda asitler i¢inde enzimi en diigsiik konsantrasyonda en diisiik oranda laktik
asit inhibe etmistir. Buda uzun yillardan beri deri soyma islemlerinde kullanilan laktik

asid ve hidroksi asitlerin antielastaz enzim aktivitesi gostermesi ile iliskili olabilir.

Hidroksi asitler giiniimiizde kozmetik iirlinlerde ¢ok¢a yer almaktadir. Ciltde bulunan
inci ¢izgi ve kirigikliklarin giderilmesinde, cilt gerginliginin saglanmasinda, porlarin
acilmasi1 ve tikanmalarin engellenmesinde, yagli ve akneli ciltlerde cilt kosullarinin
tyilestirilmesinde, cilt ylizeyindeki 6lii dokularin uzaklastirilmasinda ¢esitli hidroksi
asitler kullanilmaktadir (Green ve dig., 2009). Kozmetikde kimyasal olarak deri
yenilenmesi islemi yiizeysel olarak hidroksi asitler ile, orta derinlikte triklorasetik asid
ile derinlemesine ise fenol tiirevi bilesikleri ile yapilmaktadir. Glikolik asit ¢ozeltileri
hem derinin {ist tabakasini soymakta hemde bir miktar emilerek yeni hiicre lretilmesi
icin ek faydalar saglamaktadir. Calismamizda glikolik asit elastaz enzimini 50 pug/ mL
konsantrasyonda % 64.52 oraninda inhibe etmistir. Kozmetik de glikolik asidin deri
soyma islemlerinde kullanilmasimnin nedeni anti elastaz aktivitesi gdstermesi nedeni

iledir.

Hidroksi asitlerin antielastaz enzim aktivitesi gostermesi nedeni ile uzun zincirli bir yag
asidi olan 2-hidroksi dodekonoik asid bilesiginin de elastaz enzimi {izerinde inhibisyon
etkilerini de inceledik. 2-hidroksi dodekanoik asit; malik, sitrik ve tartarik aside gore
elastaz enzimini 50 pg/ mL kansontrasyonda % 76.61 oraninda inhibe etmistir. Hiilya
Celik tarafindan sentez edilen 3-13 monohidroksi 20 karbonlu yag asidlerininde
(Sokmen ve dig., 2012) antielastaz aktiviteye sahip oldugu Yanardag ve arkadaslari

tarafindan bulunmustur.

Gallik asidin birgok tiirevinin analjezik, antialerjik, antibakteriyel, antikanserojen,
antihepatotetik, antioksidan, antiviral ve antiseptik gibi ozellikler sahip oldugu
belirtilmektedir (Saragoglu, 2008; Zhang ve dig., 2009). Gallik asit ve esterleri gida

sanayinde katki maddesi olarak da kullanilmaktadir.

Caligmamizda gallik asidin elastaz enzimini 3 pg/ mL konsantrasyonda % 58 oraninda
inhibe ettigi saptanmistir. Gallik asit (ICsp 1.20 ug/ mL) laktik asitden (1Cso 0.37 pg/

mL) sonra enzimi diger asitlere gore diisiik konsantrasyonda inhibe eden asitdir. Gallik
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asidin elastaz enzimini yiiksek oranda inhibe etmesinin nedeni yapisinda bulunan

hidroksi gruplar1 nedeni ile olabilir.

Kojik asit, besin endiistrisinde bir gida katki ve gida koruyucu madde, kozmetik
endiistrisinde bir cilt beyazlatma ajani (antitirozinaz), bunlarla birlikte bir bitki biiyiime
diizenleyicisi ve bir Kimyasal ara tirtin olarak kullanilmaktadir (Cheng ve dig., 2006).
Ayrica kojik asidin tirozinaz enzim inhibit6rii oldugu bilinmektedir (Calay, 2010).
Calismamizda kojik asit enzimi diger asitlere gore yiiksek konsantrasyonlarda inhibe
etmistir. Bunun nedeni yapisinda gallik aside gore hidroksi gruplarinin daha az olmasi

olabilir.

Amino asitler insan organizmasinda saglikli ciltler ve iyi bir yasam igin gereklidir. Cilt
bakim iirlinlerinden bazilarinda amino asitlerin katilmasi ile kirisikliklarin giderildigi
bilinmektedir. Metionin organizmada metil ve siilfidril grubu vericisidir. Metionin
eksikliginde sagta, ciltte ve tirnaklarda bozukluklar olusur, kolesterol diizeyi artar.
Ayrica metionin lipotropik madde olmasi nedeni ile karaciger yaglanmasini Onler .
Metionin verilmesi ile sa¢ koklerinin etkilendigi ve kirilgan saglarin dokiilmesinin

engellendigi bilinmektedir (Yun ve dig., 2011).

Calismamizda 7 farkli amino asidin elastaz enzimi lizerine inhibitor etkileri incelenmistir. Bu
amino asidlerden metionin, 16sin ve fenil alanin enzimi en fazla oranda inhibe etmislerdir.

Metioninin enzimi inhibe etmesinin nedeni yapisinda bulunan SH gruplar1 nedeniyledir.

Calismamizda kullandigimiz etanollii bitki ekstreleri ve kimyasal maddelerin tiimiiniin
elastaz enzimini inhibe ettigi goriilmustiir. Yiiksek oranda elastaz inhibitor etkisi
gosteren bitki ekstreleri ve kimyasal maddelerin elastaz inhibitorii olarak, pankreas ile
ilgili bozukluklarda, deri hastaliklarinda, nétrofiller ile ilgili bozukluklarda ilag
tedavisine ilave olarak kullaniminin uygun olabilecegi ileri siiriilebilir. Ancak bu bitki
ekstreleri ve kimyasal maddelerin elastaz enzim inhibisyonlarinin in vivo deneylerle de

kanitlanmasi icin ileri diizeyde ¢alismalara gereksinim bulunmaktadir.
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