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Bazi flac Etken Maddelerinin Lipaz Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkisinin

Incelemesi

OZET

Bu ¢alismanin amaci, lipaz enzimi aktivitesine bazi ilag etken maddelerinin inhibitor
ve aktivator etkisinin olup olmadiginin incelenmesidir.

Lipazlar (Triagilgliserol agilhidrolaz; EC 3.1.1.3), triagilgliserollerin hidrolizini
katalizleyerek di- ve monoagilgliserollere ve gliserole doniistiirme, lipid-su ara
yiizeyinde triagilgliserolleri hidrolizleme, susuz ortamda ise ester baglarini
sentezleme yetenegine sahiptirler. Lipaz enziminin lipolitik aktivitesinin enzim lipid
ara ylizeyinde gerceklestigi bilinmektedir.

Son yillarda diinya genelinde ve iilkemizde ciddi bir saglik sorunu olarak karsimiza
¢ikan obezite hipertansiyon, seker hastaligi (Tip II -diabetes mellitus), safra kesesi
taglari, solunum fonksiyon bozukluklar1 ve kanser gibi bir¢cok hastaligin olusumuna
oncli oldugu bilinmektedir. Obezite, beslenme sekli ve egzersize bagl klasik
yontemlerle tedavi edilmeye c¢alisilmaktadir. Fakat kaybedilen kilolar bir siire sonra
tekrar geri alinmaktadir. Bundan dolay:1 diyet, hayat tarzi degisiklikleri ile verilen
kilolarin uzun siirede korunmasina yonelik farmakolojik tedaviler 6nerilmektedir. Bu
sebeple kullanilan orlistat, gastrointestinal lipazlari1 inhibe eder ve yag asitlerinin ince
bagirsaktaki emilimini azaltarak kalin bagirsak yolu ile viicuttan atilimini
saglamaktadir. Bu mekanizma ile beraber pankreatik lipaz inhibitorleri viicutta
yaglarin depolanmasini engelleyerek ve kilo kaybini gergeklestirmektedir. En 6nemli
lipaz inhibitorleri orlistat ve onun hidrojenlenmis tiirevi olan lipstatindir. Yapilan
bazi ¢alismalarda flavonoid, hesperedin, stilben, katesin ve terpenoid tiirevleri gibi
dogal kaynakli bilesenlerin de lipaz inhibitorii olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.
Bunun yaninda, dogal kaynakli lipaz inhibitorlerinin hizlica taranmasi amaciyla
kromatografik tekniklerle birlestirilmis biyootografik yontemler, ¢ok sayida
bilesenden olugsmus dogal kaynakli ekstrelerin her bir bileseni i¢in pankreatik lipaz
aktivitesini kalitatif olarak gosterebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz Enzimi, Enzim Inhibisyonu, Inhibit6r
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Investigation of Inhibition Effects of Some Pharmaceutical Substances on

Lipase Enzyme

SUMMARY

The aim of this study is to examine whether some drug active ingredients have
inhibitory and activator effects on lipase enzyme activity.

Lipases (Triacylglycerol acylhydrolase; EC 3.1.1.3) are capable of converting to di-

and monoacylglycerols and glycerol by catalyzing the hydrolysis of triacylglycerols,
hydrolyzing triacylglycerols at the lipid-water interface, and synthesizing ester bonds
in anhydrous medium. It is known that the lipolytic activity of the lipase enzyme
takes place at the enzyme lipid interface.

It is known that obesity, which has been a serious health problem throughout the
world and in our country in recent years, is a pioneer in the formation of many
diseases such as hypertension, diabetes (Type Il-diabetes mellitus), gallstones,
respiratory dysfunction and cancer. Obesity is tried to be treated with classical
methods depending on diet and exercise. However, the lost weight is regained after a
while. Therefore, pharmacological treatments are recommended for long-term
preservation of weight loss with diet, lifestyle changes. For this reason, orlistat used
inhibits gastrointestinal lipases and reduces the absorption of fatty acids in the small
intestine and ensures their excretion from the body through the large intestine. Along
with this mechanism, pancreatic lipase inhibitors prevent the storage of fat in the
body and cause weight loss. The most important lipase inhibitors are orlistat and its
hydrogenated derivative, lipstatin. In some studies, it has been observed that
naturally sourced ingredients such as flavonoid, hesperedin, stilben, catechin and
terpenoid derivatives can also be used as lipase inhibitors. In addition,
bioautographic methods combined with chromatographic techniques to quickly
screen naturally sourced lipase inhibitors can qualitatively show pancreatic lipase
activity for each component of naturally sourced extracts composed of multiple
components.

Keywords: Lipase Enzyme, Enzyme Inhibition, Inhibitor
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BOLUM 1. GIRIS

Canliligin devam ettirilebilmesinde 6enmli katalizérler olan enzimler oldukca
onemlidir [1]. Proteinlerin 6zellesmis grubu olan aymi zamanda katalizor gorevi

goren enzimler, yan {liriin olusturmadan organizmada reaksiyonlar1 hizlandirir [2].

Hiicrelerde bulunan kimyasal olaylarin hepsi neredeyse enzimler yoluyla gerceklesir.
Eger hiicre igerisinde enzim bulunmuyorsa tepkimenin kendiliginden gerceklesmesi
olduk¢a zordur [3]. Enzimler ayn1 zamanda hiicresel fonksiyonlarin ger¢ceklesmesini
saglar. Enerji dontisiimii, hiicrelerin yenilenmesi ve ¢ogalmasi, besin-enerjinin

cevreden alinmasi gibi [4].

Kendilerine 6zgii ii¢ boyutlu yapiya sahip olan enzimler, protein sinifinin en biiyiik
yapisidir. Aminoasitlerden ve peptit zincirlerinden olusurlar [3, 4]. Molekiilleri
baglayan ayni zamanda katalitik etki gosteren bolgelerine substrat denir [4]. Enzim
aktivitesini etkileyen diger etkenler ise inhibitorler, sicaklik, substrat konsantrasyonu

ve pH’dir [5].

Enzim aktivitesinin, hizin1 azaltan ya da tamamen durmasina sebep olan maddelerde
vardir. Bunlara inhibitdr denir. Inhibitor etkisi ile enzim aktivitesindeki azalmaya ise
inhibisyon denir [4]. Farmasotik alandaki arastirmalarin 6nemli kismini enzim
inhibisyonu olusturmaktadir. Bdylece cokca hastaligin tedavisinde kullanilabilen

ilaglar ortaya ¢ikmistir [6].
1.1. Enzimler
Enzimler iizerine yapilan ¢aligmalar ve arastirmalar biyokimya tarihinin biiyiik bir

boliimiinii  olusturmaktadir.  Louis  Pasteur, fermantasyonun enzimlerce

yirlitildigini 1860 yilinda kanitlamistir. “Ferment” terimini enzimler igin



kullanmistir. Bu fermentlerin sadece canli maya hiicrelerinde goérev yaptigini

savunmustur [3].

Jon Jacob Berzellius, bugday familyasindan elde ettigi karisimi nisastay1 parcalamak
icin kullanmistir. Enzimlerin ¢ok daha hizli parcalama yaptigini ortaya koymustur.
Birgok alanda kullanilan enzimler insanlar tarafindan peynir, bira, ekmek gibi

yiyeceklerin yapiminda kullanilmaktadir [7,8].

Enzim alaninda bir¢cok c¢alisma yapilmis ancak ilk basari 1926 yilinda James
Sumner’e aittir. James Sumner’in calismasi iireaz enziminin saflastirilmasi ve
kristallendirilmesidir. Bu calisma ile enzimlerin protein yapida oldugunu ortaya
koymustur. John Northrop ve Moses Kunitz ise 1930’larda pepsin, tripsin ve diger
sindirim enzimlerini kristallendirmistir. Béylece enzimlerin protein yapida oldugunu

dogrulamustir [1].
1.2. Enzimlerin Genel Ozelikleri

Bircok yasamsal faaliyette rol oynayan enzimler secici protein smifini
olusturmaktadir. Enzimler canliligin devam ettirilebilmesi i¢in ¢ok sayida
biyokimyasal tepkimeyi hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Hicbir degisiklige

ugramazlar ve hicbir yan iirlin olusturmadan %100 {iriin verimi saglarlar [3,5].

Enzimler ¢ogunlukla sentetik ve anorganik katalizorlerden biiyiik, beklenilenden gok
daha biiylik kataliz giicline sahiptir [1,5]. Enzimle katalize edilen bir kimyasal
tepkimenin hizi, katalize edilmeyen tepkimeye gore 10°-10" kat daha hizhdir [5].

Enzimler, biyolojik sartlarda canli hiicreler ile sentez edilmektedir. Ancak aktive
olabilmeleri i¢in hiicre i¢inde olmalar1 sart degildir. Enzimlerin temel yapisi peptit
zinciri seklindeki aminoasitlerden olugmaktadir. Kendilerine 6zgii ii¢ boyutlu yapiya

sahiptir. Birden ¢ok alt birimli yani kuaterner yapiya sahip enzimler de vardir [4].



1.3. Enzimlerin Yapisi

Enzimlerde protein kismi meydana getiren aminoaitlerin dizilisi, sayisi,
molekiillerinin konformasyonu diizen igerisindedir. Enzimlerin tepkimelere 6zgii

olmasini saglayan bu diizendir [7].

Enzimlerin tamami protein yapidadir. Ribozimler yani katalitik RNA molekiillerinin
bir kismi hari¢. Enzimler DNA tarafindan sifrelenirler [3]. Enzimlerin kendilerine
has ii¢ boyutlu yapilar1 tizerinde molekiilleri baglayan ve katalitik etkinlik gosteren
substrat adi verilen bdolgeler vardir. Substratla polipeptit zincirinin elverigli bir
sekilde katlanmasiyla enzim ylizeyine yakin bolgede etkinlik gosterebilir.
Tepkimenin gerceklesecegi aktif bolgeye baglanir. Enzim tepkimelerinde bu
etkilesim sonrasinda substratlardaki baglar kirilir ve yapilir. Bundan dolayr enzim

kilide, substrat anahtara ve aktif bolge kilit tizerindeki anahtar deligine benzetilir [4].

: Substratin Orlinler
N \ Substrat baglanmasryla olugan A
. yekil degigikligh
. A
Enriemin Aktif . Enzimin Aktit
Enzim/Substrat Enzhm/ Ok
Bdigesine ". i tek .u :," m/‘ y '.‘ Bolgesinden
Substratin Girkyl " . Oetintin Ayrilmas

Sekil 1.1. Enzimatik Reaksiyon [9].
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o-@-@2

Sekil 2.2. Anahtar-Kilit Modeli [10].




Enzimlerin  katalitik  aktivitelerini  protein  konformasyonunun  biitinligi
belirlemektedir. Enzimleri denatiire olmasi ya da alt birimlere ayrismasi sonucu bu
katalitik aktivite genellikle kaybolmaktadir. Enzimlerin aminoasitlerine parcalanmasi
ile katalitik aktivite kesinlikle kaybolur. Birincil, ikincil, {gilinciil, doérdinciil

enzimlerin katalitik aktiflik temelini olusturmaktadir [1].

Bamci Yam

Sekil 3.3. Enzimlerin Birincil, ikincil, Ugiinciil ve Dérdiinciil Yapilari [11,12].

Baz1 enzimler aktiflik i¢in protein yapisinda olmayan kofaktor adi verilen gruplara
ihtiya¢ duyarlar [1, 3]. Kofaktor, metal iyonu olabilir. Bunun yaninda organik bir
kompleks bilesik olan koenzimde olabilir. Kofaktorler 1siya olduk¢a dayaniklidir.

Ancak enzimler sicaklikla denatiire olabilir. Holoenzim ise, katalitik olarak aktif olan



enzim-kofaktor kompleksidir. Bu sekildeki enzimlerin protein kismina ise apoenzim

denilmektedir [3].

1.4. Enzimlerin Aktivitesi

Enzim ile ger¢eklesen bir tepkimedeki baslica faktorler sunlardir:

. Enzim Derisimi

o Substrat Derisimi
° pH

o Sicaklik

o Zaman

° Inhibitor Etkisi

Bu unsurlarin enzim tepkimelerine olan tesirleri ile farkli kosullar altinda enzim

tepkime hiz1 hesaplanarak bulunabilir.

1.4.1. Enzim Derisimi

Enzimin aktive edebilecegi subsrat miktari arttitkga enzimatik tepkimenin hizi da
artar. Enzim derisimi de dogru orantili olarak artar. Yani enzim ne kadar ¢ok ise
olusacak iirtin de o kadar ¢ok olacaktir. Enzim molekiiliiniin yapis1 bozulana kadar

substrat1 aktive etmeye devam eder (Sekil 1.4) [7].

lepkime
Hidi

Reaksiyon hi

Enzim yogunlugu 151

Sekil 4.4. Enzim ve Substrat Derisiminin Tepkime Hizina Etkisi



1.4.2. Substrat Derisimi

Substrat miktar1 arttikca tepkime hizi da artar. Yani diisiikk substrat derisiminde
enzimatik tepkime hizli gerceklesirken, yiiksek substrat derisiminde hizindaki artis

oldukga diisiiktiir [4].

Bu dogru orantili artig enzimin substrata doymasina kadar devam eder. Doyma
noktasindan sonra sustrat derisimi arttirilsa da tepkime hizi degismez (Selik 1.4). Bu
asamadan sonra enzim tepkime hizi maksimim hiza (Vmax) ulagsmaktadir. Enzim
molekiillerinin yaris1 enzim-substrat kompleksi halindeyken gdzlemlenen tepkime
hizi, maksimum tepkime hizinin yarisi olacaktir. Bu maksimum hizin yarisini veren
substrat derisimine Michaelis-Menten sabiti (Km) denmektedir. Km degeri enzimin
substrata olan afinitesini gostermektedir. Km degeri ile afinite ters orantili olarak

degisim gosterir [7].

s Reaksyon

H Eazim
. artunlirre
'0
’
o Exziom
Vimax sakran
rebitre
Substiat mikia

Sekil 5.5. Substrat Miktarinin Reaksiyon Hizina Etkisi [15].

1.4.3. pH Degisimi ve Sicakhik

Enzimatik tepkimelerde hiz sicaklik artis1 ile bir noktaya kadar ilerler. Bu sicaklik
noktas1 asildiktan sonra proteinler gibi enzimler de denatiire olurlar. Etkilerini
kaybederler. Her enzimin aktive gosterdigi belirli bir pH araligi vardir. Enzimin

maksimum aktive gosterdigi pH’a enzimin optimum noktasi denir (Sekil 1.6).



Bitkisel kaynakli enzimler 50-60 °C’de optimum sicakliga ulasirlar. Hayvansal

kaynakli enzimler ise 40-50 °C arasinda optimum sicakliga ulasir [7-13].

K abt o

¥ = piH F B -

0 14

Sekil 6.6. Optimum pH ve Sicaklik

1.4.4. inhibitor Etkisi

Tepkime hizina olumsuz etki eden maddelere inhibitor denmektedir. Tersinir ve
tersinmez olarak ikiye ayrilirlar. Enzim aktif noktasina direk baglanarak aktif bolgeyi
bozan veya enzim molekiiliniin konformasyonunu degistiren tersinmez
inhibitorlerdir. Enzim ile ara bilesik olusturarak Michaelis-Menten sabitini veya

maksimum tepkime hizin1 azaltici etki gosteren tersinir inhibitorlerdir [14].

T'epkame Hin

inhibstor

Sekil 7.7. Inhibitériin Reaksiyon Hizina Etkisi [15].



1.4.5. Reaksiyon Uriinii

Uriin derisiminin kademeli artmas: ile bir noktadan sonra geriye déniik kontrol
mekanizmasiyla tepkimenin durdurulmasina sebep olur. Tepkime hizin1 diisiiriicii

etki yapar.

1.4.6. Zaman

Enzimatik tepkimelerde hiz, zaman ilerdedik¢e azalmaktadir. Zamanin ilerlemesi
tepkime esnasinda olusan maddelerin ters yonde tepkimeye girmesine ve bu sekilde
enzimin inaktive olmasina bunu yaninda substratin azalmasina ve reaksiyon hizinin

diismesine neden olmaktadir [5].

1.5. Enzim Aktivite Birimleri

Enzim aktivitesi sabit sicaklik ve pH’da, belirli bir zaman araliginda belirli bir miktar
substrati iiriine doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Uriiniin olusma
hizimin veya substratin tilkenme hizinin Olgiilmesiyle enzim aktivitesi tayin
edilebilmektedir. Olusan {riiniin renkli olmasi ve spektrumun goriiniir bolgesindeki
15181 absorbe edebilmesi durumunda, iiriiniin olugsma hizinin 6l¢iilmesi daha uygun
olmaktadir. Bu amagla spektrofotometreye yerlestirilen substrat ve enzim karigiminin
absorbansindaki degisiklikler belli bir dalga boyunda oOlglilmektedir [4].
Spektrofotometrik yontem enzim aktivite tayinlerinde siklikla kullanilan bir

yontemdir [12].

Enzim Unitesi: Optimum kosullarda 25 °C’de 1 mikromol (10°® mol) substrat1 bir
dakikada {iriine doniistiirebilen enzim miktarina bir enzim tiinitesi denmektedir. “EU”

veya “U” seklinde gosterilmektedir [3].

Katal: Bir saniyede bir mol substratin iriine ¢evrilmesi katal olarak

tanimlanmaktadir [3].



Turnover sayisi: Birim zamanda bir mol enzim tarafindan iirline doniistiiriilen
substratin mol sayis1 turnover sayisi olarak tanimlanmaktadir. Enzimin ne kadar hizl

caligsabilecegininde bir gdstergesi olarak ifade edilmektedir [3,4].

Ozgiil (spesifik) aktivite: Mg (miligram) protein basma diisen enzim aktivitesi

olarak tanimlanmaktadir. Izole edilen enzimin safligini kontroliinde kullanilmaktadir.

Doniisiim sayis1 (Kgar): Her bir enzim molekiilii tarafindan {irline doniistiiriilen

substrat molekiillerinin sayisi olarak tanimlanmaktadir [4].

1.6. Enzimlerin Sitmiflandirilmasi

Onceden enzimler genel olarak substrat isimlerine, etkinliklerini tamimlayan bir
ifadeye “az” eki ilave edilerek isimlendirilmekteydi. Ilerleyen zamanlarda
kesfedilen enzimlerin sayilarinin artmasi, bazen de iki farkli enzimin isimlerinin
ayni olmas1 gibi belirsizlikler ortaya ¢ikmistir. Bu nedenlerden dolayi sistematik bir

adlandirmaya gerek duyulmustur [1].

Bu sebeplerden dolay1 enzimleri adlandirmak ve siniflandirmak i¢in; Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB)’nin enzim komisyonu
tarafindan enzimler, katalizledikleri tepkimenin tiiriine gore 6 ana gruba ayrilmistir

[16].

Ornegin, resmi sistematik adi ATP glukoz fosfotransferaz olan enzimin, enzim

komisyon numaras1 E.C.2.7.1.1°dir [1].

Burada;

1 . Enzimin bagl oldugu gruptur. Yani bu enzim bir transferaz grubudur.

7 Alt sifi ifade eder. Bu enzim fosfotransferaz’dir.

1 . Alt alt grubu ifade eder. Fosfotransferazin alict grup olarak hidroksil

grubunu kullandigin1 anlagilmaktadir.
1 : Fosforil grubu alicisinin bir D-glukoz oldugunu gostermektedir [1,3].



Enzimler; oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve

ligazlar olmak {izere 6 ana sinifa ayrilmiglardir.

1-Oksidorediiktazlar: Hidrojen veya oksijen atomlarint ya da elektronlart bir
substrattan digerine transfer edilmesini saglayan enzimlerdir [5]. Bu enzimler iki

substrat arasindaki redoks tepkimelerini katalizlemektedir.

Sina + S‘fmk — » S+ S id
—

Substratlara S ve S’ olarak ifade edilirse yukaridaki tepkime gibi gosterilebilir.

2-Transferazlar: iki substrat arasinda hidrojen disindaki bir atom veya atom

grubunun transferini katalize eden enzim grubu olarak ifade edilmektedir [3].

S-G+S = S+S -G
e

Tasinan grup, G olarak belirtilirse yukaridaki tepkime yazilabilir.

3-Hidrolazlar: Bu enzimler hidroliz reaksiyolarini katalizlemektedir [4]. Glikozid,
ester, eter, peptit ve anhidrit baglarina etki etmektedir. Glikozidaz, esteraz, niikleaz,

fosfataz, lipaz ve biitiin proteolitik enzimlerde bu grup icerisinde yer almaktadir.

4-Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizmaya sahiptir. Substratlardan ¢esitli
gruplarin uzaklagsmasin1 ve molekiilde ¢ift baglarin olusumunu veya bu cift baglara
gruplarin  katilmasim1  katalizlemektedirler. Dehidratasyon ve  hidratasyon

reaksiyonlarimi katalizleyen enzimler bu gruptandir.

5-Izomerazlar: Bir molekiil i¢indeki geometrik, optik ya da yapisal izomerlerin

birbirlerine doniistimlerini katalizlemektedir [3,5].

6-Ligazlar: 1ki molekiiliin birbirine baglanmas1 tepkimelerini katalizleyen

reaksiyonlardir [3].
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1.7.  Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin baz1 bilesikler araciligi ile hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin
azaltilmasi ya da aksatilmasi olayma inhibiyon, bunu gerceklestiren bilesiklere ise
inhibitor adi1 verilmektedir [2]. Enzim inhibitorleri negative katalizorler olarak da
bilinmektedir. Bunlar diisiik molekiil agirligima sahip bilesik veya iyonlar olup
oldukca oOnemli farmasotik maddelerdir [1,3]. Enzim inhibisyonu biyolijik
sistemlerde control mekanizmasi olusturmasi agisindan ¢ok 6nemlidir. Cok sayida

Ornegin, HIV hastali1 tedavisi i¢in proteaz inhibitdrleri kullanilabilirken, antikanser
ilact olarak topoizomeraz inhibitorleri gelistirilmektedir. Enzim inhibitorleri

doniigiimlii ve doniistimsiiz olarak ikiye ayrilmaktadir [1].

1.7.1. Doniisiimlii Inhibisyon

Bu inhibitorler kovalent olmayan baglarla enzyme baglanmaktadir [4].
Doniistimlii inhibisyon, yarismali (kompetitif), yarigsmasiz (nonkompetitif) ve yari

yarismali (unkompetitif) olarak tice ayrilmaktadir [3].

1.7.1.1. Yarismah (Kompetitif) Inhibisyon

Bu inhibitorler yapisal olarak ¢ogunlukla substrata benzemektedirler. Aktif bolgeye
baglanabilen inhibitorlerdir [1,4].

Bu inhibitorler enzimin aktif bolgesi i¢in substratla yarismaktadir. Substratin enzime

baglanmasini aktif bolgeye yerleserek engellemektedir. Bu sekilde enzimin etkinligi

azalmakta veya durmaktadir [1].
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Sekil 8.8. Yarigmali Inhibisyon [1].

Yarismali enzim inhibisyonunda inhibitér madde, enzimin substratina olan ilgisini
azaltmaktadir. Boylece Ky, degerinde artis meydana gelir. Enzim-inhibitér (EI)
kompleksi olusturmak iizere enzim ile tersinir olarak birlesmektedir [17]. Siiksinat
dehidrojenazin malonik asitle inhibisyonu buna 6rnek olusturmaktadir. Siiksinik asit,
sitrik asit siklusu sirasinda siiksinat dehidrojenaz enziminin katalitik etkisi
sebebiyefumarik aside doniisebilmektedir. Fakat ortamda malonik asidin bulunmasi

formiil yap1 benzerligi sebebi ile bu doniisiim yavaslatmaktadir [18].

i, & g 1
E+5 m—* ES —+ E + P
+ -1
1
..-” <
L Koatmol
Vr e
El
|f L
o [EA]
[

Sekil 9.9. Yarigmali Inhibisyonda Inhibitériin Enzime Baglanmasi ve
Lineweaver Burk Grafigi [21].
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1.7.1.2. Yarismasiz (Nonkompetitif) Inhibisyon

Bu inhibisyonda, substrat ve inhibitor ayni anda enzim molekiillerine
baglanabilmektedir [3]. Inhibitdr ve substrat arasinda bir yaris gerceklesmez.
Substrat derisimi arttik¢ca da inhibisyon ortadan kalkmaz [4]. Bu inhibitorler enzimin

katalitik etkisini diisiirerek etki gostermektedir [3].

E+S e ES — E+P

L &= @

[y

&>

Sekil 10.10. Yarigmasiz Inhibisyon [1].

Baz1 enzimler, yapilarinda fonksiyonlart i¢in asil olan siilthidril (-SH) gruplar
tasimaktadirlar. Enzimin normal sekilde gorev yapmasi icin -SH gruplarin
bozulmadan korunmasi gerekmektedir. Bu -SH gruplarinin metal iyonlari tarafindan
yarigmasiz bir sekilde inhibe edilerek enzimin normal katalitik etkisini slirdlirmesine

engel olur. Bu ¢esit agir metallere 6rnek olarak Ag”, Hg™ ve Pb? gosterilebilir [20].

Bu tiir inhibisyon ile, tepkimenin Vmay degeri azalir, fakat Ky, degeri degismez [17].

¥
+

Sekil 11.11. Yarismasiz Inhibisyonda Inhibitdriin Enzime Baglanmast ve Lineweaver Burk
Grafigi [19].
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1.7.1.3. Yan1 Yarismah (Unkompetitif) Inhibisyon

Bu inhibisyonda, inhibitor serbest haldeki enzime baglanmaz. Sadece ES
kompleksine baglanir. Tek substratli tepkimelerde yar1 yarigmali inhibssyon

goriilebilir ancak iki subtratl tepkimelerde daha yaygindir [3].

Sekil 12.12. Yar1 Yarismal Inhibisyon [1].

Unkompetitif inhibisyon sonucu V.« degeri azalir ve Ky, degeri kiigiiliir [17].

E+8 —/— ES — E+ P
+

Sekil 13.13 Yar1 Yarismali Inhibisyonda Inhibitériin Enzime Baglanmasi ve Lineweaver
Burk Grafigi [19].

1.7.3. Déniisiimsiiz Inhibisyon

Enzim aktivitesini inhibe ederek enzimin kataliz yetenegini ortadan kaldiran
inhibitorlerdir [4].
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1.8. Lipaz Enzimi

Lipazlar (E.C.3.1.1.3, triagil ester hidrolaz) triagilgliserolleri su/yag ara yiizeyinde
yag asidleri ve gliserole hidroliz eden enzimlerdir [21,22]. Lipazlar hayvanlarda,

bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunurlar [23].

Lipazin yapisindaki yer alan en 6nemli pentapeptit GXSXG’dir. Burada;
G: glisin,

S: serin,

X: herhangi bir aminoasiti gdstermektedir.

Bu sira biitiin lipazlarda bulunmaktadir [24].

Lipazlar fazla tiirde reaksiyon ortaminda dayaniklilik gosterebilirler. Bu sebeple hem
biyoteknolojide hem endiistride biyokatalizor olarak kullanilabilmektedir. Aymn
zamanda iyonik sivilar, organik coziicliler ve siiperkritik akigkanlara
uygulanabilmektedirler. Cok sayida tepkimeyi katalizleyebilirler (esterlesme gibi)
[25].

Lipazlar esteraz enzimlerinin 6zel bir sinifi oldugu gibi yaglar iizerindeki etkisi
oldukca fazladir. Yaglari hidroliz etmektedir. Bu hidroliz neticesinde onlar1 gliserol
ve yag asitlerine parcalamaktadir. Esterazlarin tersine lipazlar yalnizca su/yag ara

yiizeylerinde aktive olmaktadirlar [26].

0

OJ\\/\/\/\ OH
Q . 0
)'L\/\/\./\ Lipaz | W
0 o 4 3H,0 s—== OH + 3HO

Triacilgliserol Gliserol Yag asidi

Sekil 14.14. Lipazlarin Katalitik Aktivasyonu
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Tiim bunlarin yaninda lipazlarin 6nemli 6zelliklerinden birisi de sulu ve susuz ara

yiizeylerde reaksiyon gostermesidir. Esterazlardan bu 6zelligi ile ayrilmaktadir.

1.8.1. Lipaz Enzimi Kullanim Alanlari

Ozellikle son zamanlarda islem gormiis, kimyasal iiriinlere olan talebin azalmasi
bunlar yerine dogal iiriinlere olan ilginin artmasiyla beraber enzim kullanimi
giindeme gelmektedir. Cevreye zarari olmamasi, kimyasal yapisinin uygun olmasi ve
yiiksek katalitik etkisi sebebiyle sanayide kullanilan bir enzim olmustur. Lipazlar
giinimiizde daha ¢ok gida sektoriinde; tereyad, sos, peynir... gibi trlinlerin
iiretiminde yerini almaktadir. Kahve beyazlaticilari, kremalar, sekerlemeler, unlu

mamiillere siit tad1 vermesi amaciyla eklenmektedir.

Siit sanayinde lipaz enziminin katkist ve onemi fazladir. Siit yaglarinin hidrolizini
yine liaz enzimi kontrol etmektedir. Geleneksel kimyasal interesterifikasyon islemi
ile spesifik yag asitlerinin kontrollii salinmasi saglanamazken, lipaz enzimi ile
enzimin pH, sicaklik, konsantrasyon ve emiilsiyon miktar1 belirli degerde
ayarlanabilmektedir. Bdylece spesifik yag asitlerinin  kontrollii  salinmasi
saglanabilmektedir. Boylece kotii tat olusumuna sebep olan spesifik yag asitleri de

minimuma indirgenmektedir [27].

1.8.2. Kaynaklarina Gore Lipazlar

1.8.2.1. Bakteriyel Lipazlar

Endiistride kullanilan lipazin yaklasik %13°1 bakteriyel kaynaklidir [28]. Bunlarin
bir boliimii glikoprotein bir boliimii de lipoprotein yapisindadir. Calisilan bakteriyel
lipazlarin fazlaca bir boliimii basit yapilidir. Substratlarina kars1 spesifiktir. Kiigtik

bir boliimiiniin sicaklia dayanikli oldugu saptanmaisir [29].

1.8.2.2. Fungal Lipazlar
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Lipaz iireten funguslar; bitkisel yag atiklarindan, siit tirlinleri sanayinden, yaglar ile
kirlenmig topraklardan, bozulan gidalardan ve tohumlar gibi ¢esitli habitatlardan
izole edilebilmektedir. Yiiksek verimli lipazlar, molekiiler biyolojide ortaya ¢ikan

gelismeler sayesinde elde edilebilmektedir.

Rhizopus, Mucor, Geotrichum, Rhizomucor, Candida, Aspergillus, Humicola ve
Penicillium genel fungal lipaz kaynaklari 6rneklerindendir. Mucor pusillus, Rhizopus
homothallicus ve Aspergillus terreus, baslica thermophilic lipaz {ireticisi olarak
bilinmektedir [27].

1.8.2.3. Bitkisel Lipazlar

Mikrobiyal lipazlar endiistriyel uygulamalar i¢in olduk¢a Onemli oldugu tespit
edilmistir. Ancak bitki lipazlarinin belirlenmesine ve bunlari endiistride

biyokatalizor olarak kullanmaya olan ilgisinin arttigi gézlenmistir [30].

Bitki lipazlariyla kiyaslandiginda daha basit metotlarla izole edilebilmektedir. Bu

sebeple ticari ilgi alanlarinda bitki lipazlarini daha avantajlidir [31].

u Bakterlyel lpaz
u Mantar ipaz
¥ Bitkisel lipaz
u Hayvarsal ipaz

8 Alg lipaz

Sekil 15.15. Endiistride Kullanilan Lipazlarin Biyogesitliligi
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1.9. la¢ Etken Maddeler

1.9.1. Chlorzonoxazone

Insanlar hayatlarinda en az bir kez kas spazmlarina maruz kalabilirler. Kaslar yag
dokulariyla i¢ ice ¢alismaktadir ve viicuttaki yag dokularinin isindiginda kas lifleri
laktik asit, protein ve enerji veren vitaminleri kas dokularindan toplar, bu sekilde gii¢
iiretilir. Beyinden gelen ani bir mesaj harekete hazir olmayan kaslarin kafi miktarda
laktik asit, protein ve diger vitaminleri toplamaya firsat bulamamasina ve bdylece

sinirler, kaslara striknin gibi uyaricilarin salgilanmasina neden olur.

Striknin viicudun dis ortama karsi verdigi tepkinin iriiniidiir. Gereken miktardan
fazla salgilandiginda kaslarda spazm olusur ve bu spazm viicutta siddetli agrilara
neden olur. Bu tiir spazmlar bazi insanlarda sik sik tekrarlanabilir, bu durumda
doktorlar tarafindan kas gevsetici ilaglarin kullanilmasi onerilir. Chlorzonoxazone
kas spazmi tedavisi ve agr1 kesici olarak 1950’11 yillarindan beri insanlar tarafindan
kullanilmaktadir. ticari olarak Lorzone, Paraflex ve Muscol isimleri ile piyasadadir
[32,33]. Chlorzonoxazone’un kullanimi bas doénme, mide bulantisi, kusma ve
karaciger fonksiyonel bozukluklar1 gibi yan etkiler gosterebilir. Chlorzonoxazone,
asetaminofen ile birlikte kullanilmasi doktorlar tarafindan yasaklanmistir zira
Hepatotoksisite’ye neden olur. Bugiine kadar Chlorzonoxazone’un santral sinir
sistemi lizerindeki etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir ancak merkezi sinir

sistemi ¢okmesine karsi etkili oldugu kabul edilmektedir [34].

1.9.2. Levodropropizine

Levodropropizine periferik etkili antitussif etkili bir ilagtir. Oksiiriik semptomatik
tedavisinde kullanilmaktadir [35]. Ayrica sinir sistemleri tedavisinde de
kullanilmaktadir [36]. Sekil 1.16’da agik yapist goriilen Levodropropizine molekiil
formiili C13H20N20, olup, Molekiil agirligi 236,31 g/mol’diir. Levodropropizinin

hava yolu mukozasinda afferent karbon sinir lifi ucundan noéromodiilatorlerin
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salinimini  inhibe eder. Bu sekilde sinaptik asirimi  engelleyerek etkisini

gostermektedir. [37].

N 0K

o

Sekil 1.16. Levodropropizine Formiili

Oral alimdan sonra biyoyararlanim %75°ten yiiksek olarak bulunmustur. Plazma
proteinlerine baglanma orani diisiiktiir. (%11 — 14) Levodropropizine oral yoldan
verilir. Insanlarda oral alimdan sonra hizla emilmekte ve viicutta hizla dagilmaktadir.
Yarilanma omrii 1-2 saat civarindadir. Atilim, temel olarak idrar yoluyla olmaktadir.
Etken madde viicuttan hem degismemis hem de konjuge veya serbest
Levodropropizine ve konjuge p-hidroksilevodropropizine metabolitleri seklinde
atilmaktadir. 48 saat i¢cinde bu madde ve metabolitlerinin liriner atilimi verilen dozun
yaklasik %35’ i1 kadardir. Tekrarlayan doz ¢alismalarinin sonuglar ise 8 giinliik bir
tedavinin (giinde ii¢ doz) ilacin emilim ve atilma Ozelliklerini degistirmedigini ve
buna bagli olarak viicutta birikme veya metabolik otoindiiksiyondan s6z
edilemeyecegini gostermistir. Cocuklarda, yaglilarda ve orta veya ileri derecede
bobrek yetmezligi olan vakalarda da farmakokinetik profilde anlamli bir farklilik s6z
konusu degildir [38]. Diinyada 19 muhtazar1 bulunmaktadir. Ulkemizde Abdi
Ibrahim firmasi tarafindan iiretilen Levopront surupta (30 mg/5 mL, 150 mL) etken
madde olarak kullanilmaktadir. Literatiir ¢aligmalarinda levodropropizine’in asitlik

sabitinin belirlenmesine dair bir ¢aligmaya rastlanmamastir.
1.9.3. Etofenamat

Etofenamat formiili CigHisFsNO, seklinde olup molekiil kiitlesi 369 g/mol’diir.
Eklem ve kas agrisinin tedavisinde kullanilan steroid olmayan bir anti-enflamatuar
ilactir. Krem, jel veya sprey olarak topikal uygulama i¢in mevcuttur. Etofenamat
yutulmasi halinde akut toksiktir; Uzun stireli etkilerle sudaki yasam i¢in de ¢ok

toksiktir.
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Gelismis tilkelerde romatizmal hastaliklarin giderek artan yayginligi ve artan yagam
beklentisi nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglarin regetelenmesinde ciddi bir artisa yol
agcmistir. Bu ilaglarin gastrointestinal sistem, karaciger, bobrek, kalp ve damar
sistemi, cilt gibi organlardaki yan etkileri daha siklikla bilinmesine ragmen isitme
kayb1 yapici etkileri ¢ok bilinmemektedir. Elli bes yasinda bayan hasta lomber
diskopati nedeniyle intramiiskiiler etofenamat uygulamasindan sonra sag kulaginda
ani gelisen c¢mlama ve isitme kaybi sikayetleri ile basvurdugu tespit edilip

caligamalar yapilmustir [39].

1.9.4. Tiyokolsikosid

Tiyokolsikosid, Anadolu kokenli Colchicum Autumnale (Cigdem Cigegi)’nin naturel
bir glikozit olan kolsikosidden yar1 sentetik bir siilfiir derivesidir. Bu dogal glikosid
kas gevsetici, antienflamatuar, analjezik 6zelliklere sahiptir. Tiyokolsikosid, GABA
ve Glisin reseptorlerini spinal seviyede aktive ederek miyorelaksan etkisini gosterir.
Bunun yaninda tiyokolsikosidin glisinomimetik etkileri sinir sisteminin degisik
seviyelerinde goriiliir. Motor plak paralizisine neden olmaz, solunumla ilgili problem

goriilmez. Ayrica kardiyovaskiiler sistem tizerine etkisi de yoktur [40].

1.9.5. Ephedrine Hidrokloriir

Ephedrine, Ephedraceae familyasindan Ephedra adli bir cins bitkinin g¢esitli
tiirlerinden elde edilen bir alkaloiddir. Yapis1 gorseldeki gibidir.

Sekil 1.17. Ephedrine Formiilii

Ephedrine hidrokloriir sempatomimetik etkileri nedeniyle cok sayida farmasotik

preparatin igerisinde hidrokloriir tuzu halinde tek olarak veya diger etken maddeler
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ile birlikte yer alan fenilizopropilamin tiirevi bir bilesiktir. Bu preparatlardaki miktar
tayini i¢in giiniimiize kadar degisik yontemlerin kullanildigr literatiirlerde

belirtilmektedir [41].
1.9.6. Parasetamol

Parasetamol fenasetinin aktif bir metabolitidir. Giiglii bir analjezik ve antipiretik
etkiye sahiptir. Sentetik non-opioid olan p-aminofenol tiirevi bir ilagtir.
Parasetamoliin kimyasal adi N-(4-hidroksifenil) asetamidtir. Molekiiler formiilii ise
CgHgNO,’ dir. Molekiiler agirligr 151,17 g/mol, erime noktas1 169 °C, yogunlugu
1.263 gricm?, sudaki ¢oziiniirliigii 1,4 gr/100 ml (20 °C)’dir [42]. Yapisi, sekildeki
gibidir.

H
N

o
(@)
HO

Sekil 1.18. Parasetamol Formiilii

Parasetamol aspirine esit derecede analjezik ve antipiretik etki gosterir. Pediatride
aspirine alternatif olarak kullanilmaktadir. Fakat anti-inflamatuar etkinligi aspirin
kadar giiclii degildir. Parasetamol inflamasyona bagli endikasyonlarda kullanilmaz.
Ancak nonsteroid anti-inflamatuar ilaglarla birlikte kullaniminda analjezik etkinligi
artar [43].

1.9.7. Paraoksanaz-I

Paraoksanaz-1, insektisit olan paratiyonun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme
yetenegine sahip A-esterazlar grubundan bir enzimdir. PON1 enziminin aktivitesinin
azalmasi bazi durumlarda hayati tehlike doguran sonuglara neden olabilir. Ozellikle
organofosfatlara maruz kalan insanlarda ve vaskiiler hastalik riski olan insanlarda bu
enzimin aktivitesinin degismemesi gerekmektedir. Ozellikle kanda HDL’ye bagl bir

sekilde serbest halde bulundugu i¢in damardan uygulanan bazi ilaclarla etkilesime
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girebilmektedir. Bu nedenle bu enzimin hangi maddeler tarafindan inhibe edildiginin

arastirilmasi onemlidir [44].
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BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Ekanem ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, Afromomum meleguetta (Giiney
Afrika’da timsah biberi olarak bilinen bir baharat) tohumlar1 ve Splilanthes acmella
(tibbi amaglar i¢in ve baharat olarak kullanilmaktadir) ¢i¢cek tomurcuklarinin %70’lik
etanolle sonikatérde 80 °C’de 3 saat tutularak hazirlanan 6ziitlerine, antilipaz aktivite
testi uygulamis ve Oziitlerin doz bagimhi antipankreatik lipaz aktivitesi gosterdigi
saptanmigtir. Caligmada, oziitlerin 2 mg/mL‘lik konsantrasyonlari test edilmistir. A.
meleguetta ve S. acmella i¢in lipaz inhibitor aktiviteleri sirasiyla %90 ve %40 olarak
gbzlemlenmistir. Bu bitkilerin, kilo azaltic1 ve obezite kontroliinde kullanilabilme

potansiyeline sahip olduklar: bildirilmistir [45].

Ozgelik ve arkadaslarinin yapmus oldugu calismada siklikla kullanilan antibiyotik
ilaglarin sultamisilin, sefdinir, vankomisin hidrokloriir ve kolistimetat sodyum etken
maddelerinin insan serumunda bulunan PON1 enzim aktivitesi iizerine in vitro
etkileri arastirilmistir. Etken maddelerin inhibisyon etkilerini incelemek iizere
enzimin 412 nm’deki paraoksonaz aktivitesine bakilmistir. Yapilan calismaya gore
enzim aktivitesi ilizerine etki gosteren ila¢ etken maddelerinin iginde, enzim
aktivitesini diisiik konsantrasyonda %50 azaltmasi ile PON1 enzimi iizerinde en
kuvvetli inhibitér kolistimetat sodyum (IC50: 13.59 uM) olarak tespit edilmistir.
[46].

Ertiirk ve arkadaslarinin yapmis oldugi c¢alismada ilag etken maddelerinden
baslanarak parasetamolasetohidroksamik asit, potasyum barbitaldiasetohidroksamat
ve gecis metal kompleksleri sentezlenerek bu bilesiklerin manyetik, spektroskopik ve
termik Gzellikleri ile baz1 biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Calismada sentezlenen
bilesiklerin, pankreatik lipaz ve iireaz enzimine karsi inhibisyon etkileri tayin
edilmistir.  Parasetamolasetohidroksamik asit yliksek seviyede, Potasyum

barbitaldiasetohidroksamat ise orta seviyede iireaz inhibisyonuna sebep oldugu
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anlasilmistir.  Parasetamolasetohidroksamik asit’in  Co(ll), Ni(ll) ve Zn(ll)
kompleksleri ile barbitaldiasetohidroksamik asit’in Co(Il), Zn(Il) ve Cd(II)
kompleksleri yiiksek seviyede pankreatik lipaz inhibisyonuna neden oldugu

saptanmustir [47].

Literatiir arastirmalarina gore lipaz enzimi ¢esitli kaynaklardan saflastirilarak daha
cok bitki kaynakli lipaz lizerine az sayida inhibisyon incelenmistir. Literatiirdeki bu
boslugu doldurabilmek i¢in yeni lipaz kaynaklarinin arastirilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu boslugu doldurabilmek i¢in yapilan c¢alismada, Giresun
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii Biyokimya Anabilim Dalinda
cesitli ilag etken maddelerin % inhibisyon degerleri konsantrasyona bagli olarak

incelenmis olup boylece literatiire bir katki saglanmasi1 hedeflenmistir.

Lipazlarin mekanistik ve yapisal 6zelliklerinin incelenmesinde lipaz inhibitorleri
kullanilmaktadir. Lipaz inhibitorlerinin aragtirilmasinin ila¢ kimyasi yoniinden
oldukga onemlidir. Daha ¢ok akne problemleri, obezite ile ilgili ilaglarin

hazirlanmasinda lipaz inhibitorlerinin kullanildig: literatiirde belirtilmektedir.

Bu calismada bazi ila¢ etken maddelerin lipaz enzimi iizerine inhibisyon etkisi
incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla yiiksek oranda lipaz inhibisyon etkisi gosteren
ilag etken maddeler, obezite ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirler.
Bunun igin lipaz enzim inhibisyonlarinin in vivo deneylerle de ispatlanabilmesi i¢in

daha ileri diizeyde klinik ¢alismalarin yapilmas1 gerekmektedir
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi : Arcgelik

Destile Su Cihazi : Niive-NS-108

Etiiv : Binder

pH Metre : Butech

UV-VIS Spektrofotometre : T80+PG Instruments
Terazi : Schimadzu AUx220
Vorteks : Velp Scientifica
Hassas Terazi : Sartorius

Su Banyosu : Memmert

Otomatik Pipetler : Brand Pipetleri

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tiim deneylerde, MERCK veya SIGMA iirtinler kullanildu.

3.1.3. Deneylerde Kullanilan ila¢ Etken Maddeler

Chlorzonoxazone, Paraoksanaz-1, Tiyokolsikosid, Levodropropizine, Etofenamat,

Tiyokolsikosid, Ephedrine Hidrokloriir, Parasetamol

3.1.4. fla¢ Etken Maddelerin Lipaz Inhibitér Aktivitesinin Tayini

Lipaz enziminin inhibisyon aktivitesi, Tablo 3.1.’de gosterildigi gibi ¢aligilmustir.
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Tablo 3.1. Lipaz Inhibisyonu Aktivitesi Tayini [45].

............ Kor Kontrol Ornek
Inhibitor - - 25 uL
Coziicii 50 uL - -

Lipaz - 50 uL 50 ulL
Tris-HCI
pH=8.5 1000 pL 1000 pL 975 uL
(0,2Mm)

37 °C’de 25’ inkiibasyon yapildi.

Substrat 25 ulL 25 ulL 25 ulL
(5 mM)

37 °C’de 15’ inkiibasyon

412 nm de kore karsi1 okundu.
Yapilan calismada farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 6rneklerin lipaz enziminin
inhibisyon aktivitesi asagidaki denkleme gore hesaplandi.
% Inhibisyon= [(A412 kontrol - Au12 srnek ) / As12 kontrot ] X 100
Axontrol: Kontrol ¢ozeltisinin 412 nm’de kore karsi absorbans degeri.
Agrnek: Ornek cozeltisinin 412 nm’de kore kars1 absorbans degeri.
Bu islemler 3 kez tekrar edilerek sonuglar ortalama ve standart sapma seklinde ifade

edildi. Pozitif kontrol olarak farkli konsantrasyonlardaki (dimetil siilfoksit i¢inde

hazirlanan) orlistat ¢ozeltisi kullanildi.
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Lipaz enziminin 1Cs degeri (Aktivitenin %50’sini inhibe eden konsantrasyon
degeri), absise konsantrasyon, ordinata % lipaz inhibisyon verilerinin uygulanmasi

ile ¢izilen egrinin lineer kesiminden elde edilen regresyon denkleminden hesaplandi.
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BOLUM 4. BULGULAR

Calismamizda alt1 adet ilag etken maddenin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hesaplanan
inhibisyon degerleri ve lipaz inhibisyon aktiviteleri incelendi ve konsantrasyon-%

lipaz inhibisyon grafikleri yardimi ile belirlenen ICsq degerleri Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. ilag Etken Maddelerin Lipaz Enzimi Uzerindeki % Inhibisyonu ve ICsy Degerleri

flac etken madde Konsantrasyon % Inhibisyon* ICso (ng/mL)*

(ng/mL)
0,00001 5,66+ 0,771
Chlorzonoxazone 0,0001 14,44 + 0,792
0,361 £ 0,071
0,001 18,19 £ 1,252
0,01 23,17 £2,638
0,00001 6,26 +£1,471
. o 0,0001 12,54 £ 0,933
Tiyokolsikosid 0,289 + 0,009
0,001 18,11 +£1,117
0,01 24,52 £0,262
0,00001 4,67 +0,757
o 0,0001 11,48 £2,15
Levodropropizine 0,392 + 0,038
0,001 15,64 £ 0,898
0,01 20,35 +0,976
0,00001 2,89 +£1,252 0,353 £ 0,005
Etofenamat 0,0001 7,22+ 1,301
0,001 12,1 £ 1,266
0,01 18,69 + 1,11
) 0,00001 4,275 + 1,167 0,382 £ 0,066
Ephedrine
0,0001 10,61 £ 0,834
Hidrokloriir
0,001 15,22 £ 0,735
0,01 20,44 +£2,036
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0,00001 8,115+ 1,421

Parasetamol 0,0001 16,83 £ 2,121
0,127 £ 0,009
0,001 26,37 +2,793
0,01 42,07 £3,09
0,00001 22,63 £4,9709
) 0,0001 32,33 £5,6569
Orlistat 0,0094+0,0016
0,001 42,4 +4,6103
0,01 49,83 £ 3,0618
*Standart sapma.

Tablo 4.1. incelendiginde; lipaz enzim aktivitesine ila¢ etken maddelerin inhibitor
aktivitelerinin biiyiikten kiiglige sirasiyla parasetamol, tiyokolsikosid, etofenamat,
chlorzonoxazone, ephedrine hidrokloriir, levodropropizine seklinde siralandig
goriilmektedir. Lipaz enzimini en yiiksek oranda inhibe eden ila¢ etken maddenin en
diisiik ICsp degerine sahip olmasi nedeniyle, parasetamol (ICsp= 0,127 + 0,009
ug/mL) oldugu goriilmektedir. Parasetamolii takiben tiyokolsikosid (ICsp= 0,289 =+
0,009 pg/mL), etofenamat (ICs0= 0,353 + 0,005 pg/mL), chlorzonoxazone (ICso=
0,361 + 0,071 pug/mL) ephedrine Hidrokloriir (ICso= 0,382 + 0,066 pg/mL) ve
levodropropizine (ICso= 0,392 + 0,038 pug/mL)’nin lipazi inhibe ettigi goriilmektedir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan orlistatin 1Csp degeri, 0,0094 £+ 0,0016 pg/mL olarak

bulunmustur.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Obezite, tim diinyada toplum sagligina yonelik en biiyiik tehditlerden biri haline
gelen; onlenebilir erken Olimlerin en 6nemli nedenlerinden biri olan; ¢ok sayida
kronik semptoma yol agan; viicut yag kitlesinin yagsiz viicut kitlesine oranla artmasi
ile tanimlanan kronik bir hastaliktir. Obezite, basta kardiovaskiiler ve endokrin
sistem olmak {iizere viicudun tiim organ ve sistemlerini etkileyerek c¢esitli
bozukluklara ve hatta oOliimlere yol acabilen O6nemli bir saglik problemidir.
Obezitenin tip 2 diabetes mellitus, insiilin direnci, solunum fonksiyon bozukluklari,
hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, safra kesesi taslari ve
kanser gibi cesitli hastaliklarla sik1 sikiya baglantili oldugu bildirilmistir. Ozellikle
obezitenin neden oldugu kardiyovaskiiler hastaliklar, diinya ¢apinda ciddi bir halk
saglig sorunu haline gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan en riskli 10
hastaliktan biri olarak kabul edilen obezitenin, yine ayni orgiit tarafindan yiiriitiilen

son aragtirmalarda kanserle yakin ilgisi oldugu da belirlenmistir [46,47].

Gectigimiz birka¢ on yil iginde, obezitenin onlenmesi ve tedavisi i¢in ¢ok sayida
terapotik hedef arastirilmigtir [48,49]. Bunlarin arasinda, diyet trigliseridlerinin
(TAG) mide-bagirsak sistemindeki yag asitlerine ve gliserole hidrolizinden sorumlu
Oonemli bir enzim olan pankreatik lipaz (PL), obezite veya obezite ile ilgili
bozukluklar1 dnlemek ve tedavi etmek i¢in ana hedef olarak dogrulanmustir [50,51].
Trigliseritler yiiksek kaloriye sahip bagslica enerji kaynaklarindan biridir.
Trigliseritlerin emiliminin engellenmesi obezite ve obezite ile iliskili hastaliklarin
onlenmesi ile dogrudan iliskilidir [52]. Pankreatik lipaz, ince bagirsakta
trigliseritlerin emilimi i¢in anahtar enzimdir [53]. Lipaz inhibisyonu ile
trigliseritlerin absorpsiyonunun engellenmesi obezitenin 6nlenmesi i¢in énemli bir

yaklasimdir [54].

Hem in vitro hem de in vivo olarak giiglii lipaz inhibisyon aktivitesine sahip FDA
onayl1 oral yoldan uygulanan bir anti-obezite ilacit olan Orlistat, klinik ortamlarda

diyet lipidlerinin emilimini azaltmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir [55].
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Bununla birlikte, istenmeyen gastrointestinal yan etkiler (Bagirsak sikigmasi, akinti
ve karmn agrisi, yagl lekelenme, yagh diski sizintisi gibi) hastalarda, o6zellikle
kirilgan popiilasyonlarda (yaslilar ve kiiciik g¢ocuklar) [56,57]. Bu nedenle, iyi
giivenlik profilleri olan daha etkili oral yoldan uygulanan PL inhibitorlerinin
geligtirilmesi  olduk¢a arzu edilir. Gectigimiz birka¢ on yilda, pentasiklik
triterpenoidler, flavonoidler ve kalkonlar gibi giiclii PL inhibisyon aktivitelerine
sahip ¢ok gesitli dogal tirlinler veya bitkisel bilesenler bulunmustur [58,59]. Sentetik
PL inhibitorlerinin (orlistat gibi) aksine, dogal PL inhibitorleri nispeten yiliksek
giivenlik profillerine sahiptir. Ancak cogu durumda, dogal olarak olusan PL
inhibitorlerinin PL inhibisyon giicli, kimyasal stabilitesi, oral biyoyararlanimi ve
metabolik stabilitesi, sentetik PL inhibitorlerininkinden ¢ok uzaktir [60,61]. Bu gibi
durumlarda, metabolik stabiliteye sahip diisiik toksisiteli yeni PL inhibitorleri olarak
yart sentetik bilesikler veya dogal PL inhibitorlerinin tiirevleri gelistirmek

gerekmektedir.

Calismamizda kullandigimiz ilag etken maddelerin % Inhibisyon sonuglarina
bakildiginda, en yiiksek inhibisyon degerine sahip parasetamoliin (%42) en iyi lipaz
inhibitorii olabilecegi goriilmektedir. Calismada kullanilan diger ilag etken

maddelerin daha diisiik lipaz inhibitdr aktivitesine sahip oldugu soylenebilir.

Yiiksek oranda lipaz inhibisyon etkisi gosteren ilag etken maddeler, obezite ve diger
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirler. Bunun i¢in lipaz enzim inhibisyonlarimnin in
vivo deneylerle de ispatlanabilmesi igin daha ileri diizeyde Klinik g¢aligmalarin

yapilmasi1 gerekmektedir.
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