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Ozet

Ureaz (iire amidohidrolaz, E.C. 3.5.1.5.) iirenin amonyak ve karbondioksite hidrolizini katalizleyen nikel
icerikli bir metaloenzimdir. Elastazlar (E.C. 3.4.21.36), bag dokusunun 6nemli proteni olan elastini
ayirma Ozelligine sahip bir grup serin proteazlardir. Mevcut ¢alismada, Cystoseiraceae ailesine ait
Cystoseira barbata (Stackhouse) C. Agardh (C. barbata) deniz yosununun anti-iireaz ve anti-elastaz
inhibisyon o6zelliklerinin  belirlenmesi amaglanmaktadir. Ekstrenin anti-lireaz ve anti-elastaz
aktivitelerinin 1Csy degerleri sirasiyla 1,366 + 0,003 pg/mL ve 0,0078 + 0,004 ug/mL olarak bulundu.
Anti-iireaz standardi olan tiyoiirenin anti-iireaz ICsy degeri 3,61 + 0,799 pg/mL olarak saptanirken; anti-
elastaz standardi olan ursolik asitin anti-elastaz 1Csy degeri 0,0392 + 0,004 ug/mL olarak bulundu. Bu
caligma, C. barbata yosununun elastaz ve iireaz inhibitér arastirmalar ile ilgili ilk kayittir. Calismada
elde edilen sonuglar, C. barbata yosununun alternatif bir anti-elastaz ve anti-iireaz kaynagi olarak
kullanilabilecegini agik¢a gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Cystoseira barbata, Anti-elastaz aktivitesi, Anti-iireaz aktivitesi, inhibisyon.

Investigation of the Inhibition Effects of Cystoseira barbata (Stackhouse) C. Agardh

Seaweed Collected from Giresun on Urease and Elastase Activities

Abstract

Ureases (urea amidohydrolase, E.C. 3.5.1.5,) are nickel-dependent metalloenzymes that catalyze the
hydrolysis of urea to ammonia and carbon dioxide. Elastases (Porcine pancreatic elastase, E.C. 3.4.21.36)
are a group of serine proteases that possess the ability to cleave the important connective tissue protein
elastin. The available study was objected to determine anti-urease and anti-elastase inhibition properties
of Cystoseira barbata (Stackhouse) C. Agardh (C. barbata) seaweed which belongs to Cystoseiraceae
family. 1Cs, values of anti-urease and anti-elastase activities of the extract were found as 1.366 = 0.003
pg/mL and 0.0078 + 0.004 pg/mL, respectively. Whereas 1Csq values of anti-urease of thiourea which is
standard of anti-urease were detected as 3.61 + 0.799 ug/mL, ICs values of anti-elastase of ursolic acid
which is standard of anti-elastase is found as 0.0392 + 0.004 pg/mL. This work out is the first record
about elastase and urease inhibitory research on C. barbata. The data acquired in the study obviously
shows that C. barbata seaweed might be utilise as an alternative anti-elastase and anti-urease source.
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Giris

Ureaz (iire amidohidrolaz, E.C. 3.5.1.5.) iirenin amonyak ve karbondioksite
hidrolizini katalizleyen nikel igerikli bir metaloenzimdir. Ureaz bir¢ok bitki, alg, lifli
mantar ve bakteride yer alir ve tabiattaki azot dongiisiinde dnemli bir rol oynar (Lubbers
ve ark., 1996). Ureaz, diyaliz makinelerinde iirenin kandan uzaklastiriimasi ve kandaki
tire miktarmin tayin edilmesi gibi klinik g¢aligmalarda ve atik sulardaki iirenin
temizlenmesi islemlerinde kullanilir (Krajewska, 2001).

Peptik tlser diinya ¢apinda oldukga yaygm bir hastaliktir. Amerika Birlesik
Devletlerinde her yil yaklagik 1.000.000°dan fazla kisi peptik {lser rahatsizligi
nedeniyle tedavi altina alinmaktadir. Helicobacter pylori (H. pylori) midedeki mukus
tabakasi i¢ersinde bulunmaktadir. H. pylori lircaz enzimi salgilayarak iireyi amonyaga
doniistiiriir ve iirettigi amonyak ile kendini mide asidinin etkisinden korur (Ozden,
2014).

Ureaz, bobrek taslar1 ve enfeksiyonlarin olusmasina ayrica hepatik komaya da
neden olmaktadir (Mobley, 1995). Bu tiir hastaliklarin tedavisinde {ireaz enzimini
inhibe edebilecek iireaz inhibitorleri tizerinde ¢alisilmaktadir (Onodo ve ark., 1990).
Son yillarda bu amag i¢in cesitli bitki ekstrelerinin iireaz enzimi iizerine inhibisyon
etkileri arastirilmaktadir (Heminga ve Duarte, 2000).

Elastazlar (E.C. 3.4.21.36), bag dokusunun 6nemli proteni olan elastini ayirma
Ozelligine sahip bir grup serin proteazlardir. Elastazlar; omurgali dokularinda 6zellikle
akciger, arter, cilt ve ligamentlerinde bol bulunan ve 6nemli bir bag dokusu proteini
olan elastini pargalayabilme Ozelligine sahip bir grup serin proteazdir. Bu proteazlar
notrofil elastaz (I6kosit elastaz), pankreatik elastaz, makrofaj elastaz ve fibroblast
elastaz1 icermektedir (Bode, 1989; Tsuji ve ark., 2001; Nenan ve ark., 2005).

Cildin esneklik ve saglamligindan sorumlu olan dermis cildin orta tabakasinde yer
alir ve bag dokusu elemanlarindan olusur. Bag dokusunun ana elemanlarindan olan
elastin ve kollajen, elastaz ve kollajenaz enzimleri ile parcalanmalar1 sonucu cilt
yaslanmasina eslik eden kirisikliklar meydana getirmektedir (Senol ve ark., 2016).

Elastaz aktivitesi yas arttikca artar ve bu durum yaslanma ile cildin elastik
ozelliklerinin azalmasina ve cilt sarkmalarina neden olur (Robert, 2001). Bu enziminin

inhibisyonu hem cilt yaglanmasinin énlenmesinde (Wiedow ve ark., 1990) hem de bag
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dokusu hastaliklar1 iizerinde olumlu etkileri olmasi nedeniyle son yillarda dikkat
cekmektedir (Siedle ve ark., 2007).

Kozmetik triinlerinde bitkisel ekstreler ve bu ekstrelerden elde edilen dogal
bilesikler yogun bir sekilde kullanilmakta ve kozmetik sanayinde iiriin gruplarinin
klasik formiilasyonlarina bitkisel igerikler ilave edilmektedir (Senol ve ark., 2016).

C. barbata ¢ok yillik kahverengi bir alg tiriidir. Kisin gelisimini durdurup
dalciklarim1 kaybederek soguk dénemi uyku halinde atlatir. Diinya’da Akdeniz ve
Atlantik kiyilarinda, iilkemizde ise ¢evre agisindan ¢ok degerli ve zor bir yapiya sahip
olan Karadeniz bdlgesinde yaygin dagilim gostermektedir. (Minicheva ve ark., 2008).

Bu ¢alismada, Giresun kiyilarindan Aralik ayinda toplanan esmer deniz yosunu
olarak bilinen C. barbata deniz yosununun anti-iireaz ve anti-elastaz aktiviteleri
incelenmistir. C.barbata deniz yosununun geri sogutucu altinda elde edilen sulu

ekstrenin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak inhibisyon etkileri incelenmistir.

Materyal ve Metodlar

Calismamizda kullanilan yosun &rnedi, Giresun ili Espiye Ilgesi Giilburnu
Mevkii’nden 2010 yil1 Aralik ay1 iginde toplandi. Toplama islemi 0-1 m derinlikten elle
yapildi. Yosunun tiirii Prof. Dr. Veysel Aysel tarafindan teshis edilmistir. (Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi). Bitki materyali destile suyla
yikanip oda sicakliginda kurutuldu ve geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatilarak sulu
ekstresi hazirland1 (% 10 w/v). Whatman kagidindan (No.1) filtre edildikten sonra
rotary evaporatorde diisiik basing altinda 40-50 °C sicaklikta c¢oziiciisii
uzaklastirilincaya kadar buharlastirildi. Yosun ekstresinin stok ¢ozeltisi (1 mg/mL),
dimetil siilfoksid (DMSO) kullanilarak hazirland1 ve ekstre inhibisyon c¢aligmalarinda
kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

Anti-iireaz Aktivite Yontemi

Ureaz inhibitdr aktivitesi, Van Slyke ve Archibald metodundan yararlanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edildi (Van Slyke ve Archibald, 1944). Calismamizda,
yosun ekstresinin 4 farkli konsantrasyonda (0,001-1,0 pg/mL) olacak sekilde
DMSO’deki ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerden

0,5’er mL alindi. Uzerine iireazn 100 mM 16 mg/mL fosfat tamponundaki
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¢ozeltisinden (pH = 6,8) 0,5 mL ilave edildi. Bu karisim 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kontrol ¢ozeltisi olarak 500 mM iire ¢ozeltisinden (pH’1 6,8 olan 100
mM fosfat tamponu i¢inde hazirlandi) 0,5 mL alindi. Uzerine 0,5 mL 16 mg/mL iireaz
cozeltisi (pH’1 6,8 olan 100 mM fosfat tamponu i¢inde hazirlandi) ilave edildi. Bu
karisim 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Omek ve kontrol ¢dzeltilerin 1
mL’sinde 1 pg fenol kirmizist iceren iire fosfat tamponu ¢ozeltisinden (100 mM, pH =
6,8) 0,4 mL ilave edildi ve 570 nm’de kor deneye kars1 absorbans degerleri okundu.
Deneyler 3 kez tekrarlandi ve ortalamasi alindi. Hazirlanan bitki ekstresinin iirecaz

enzimi iizerindeki % inhibisyon degerleri, asagidaki formiilden hesaplandi.

% inhibisy0n=[(A4lo kontrol = A410 6rnek) / As10 kontrol ] x 100

Ayontrol: Kontrol ¢ozeltisinin 410 nm’de kore karst absorbans degeri.

Ajsmek: Yosun ekstresinin 410 nm’de kore karsi absorbans degeri.

Ureaz enziminin ICsy degeri (Enzimin % 50 inhibisyon etkisi gdstermesi igin
gerekli olan madde miktar1), absise konsantrasyon, ordinata % iireaz inhibisyon
verilerinin uygulanmasi ile ¢izilen egrinin lineer kesiminden elde edilen regresyon

denkleminden hesaplandi.

Anti-elastaz Aktivite Yontemi

Elastaz inhibitor aktivitesi Moon ve arkadaslariin (2010) ydntemine gore
spektrofotometrik  olarak  tayin edildi. Calismamizda DMSO ile farkli
konsantrasyonlarda (0,00001-0,01 pg/mL) hazirlanan her bir bitki ekstresinden 50 uL
alind1. Uzerine 0,2 M pH’1 7,8 olan Tris-HCI tampon ¢dzeltisinden 0,9 mL ilave edildi.
Kontrol ¢ozeltisine 50 pL enzim konuldu. Kor i¢in enzim yerine ayni miktarda destile
su kullanild1. Kér, kontrol ve drnek ¢ozeltileri 15 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Tlk
inkiibasyondan sonra biitiin tiiplere 5 mM 50 pL N-siiksinil-ala-ala-ala-p-nitroanilit
(STANA) ilave edildi ve 37 °C’de 30 dakika tekrar inkiibe edildi. Ornek ve kontrol
cozeltilerinin spektrofotometrede 410 nm’de kore karsi absorbans degerleri okundu.

Yapilan galismada farkli konsantrasyonlarda hazirlanan yosun 6rneklerinin anti-elastaz
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inhibisyon aktivitesi deneyleri 3 kez tekrarlandi ve % inhibisyon degerleri asagidaki

denkleme gore hesaplandi.

% inhibisy0n=[(A4m kontrol = A410 ﬁrnek) ! Aso kontrol] x 100

Ayontroi: Kontrol ¢ozeltisinin 410 nm’de kore karst absorbans degeri.

Agrek: Ornek cozeltisinin 410 nm’de kore karsi absorbans degeri.

Elastaz enziminin 1Csy degeri, absise konsantrasyon, ordinata % elastaz
inhibisyon verilerinin uygulanmasi ile ¢izilen egrinin lineer kesiminden elde edilen

regresyon denkleminden hesaplandi.

Sonuglar ve Tartisma

C. barbata yosununun ve anti-iireaz standardin % inhibisyon ve 1Cso degerleri
Tablo 1°de verilmistir. Buna gore ekstrenin anti-iireaz ICso degeri 1,366 + 0,003 pg/mL;
1 pug/mL ekstre konsantrasyonundaki % inhibisyon degeri ise 43,58 + 0,417 olarak
saptandi. Anti-iireaz standardi olan tiyoiirenin anti-iireaz ICso degeri ise 3,61 = 0,799

pg/mL olarak saptandi.

Tablo 1. C. barbata ve standartin anti-iireaz aktivite degerleri.

Konsantrasyon Anti-iireaz
(ng/mL) % Inhibisyon* ICs (ng/mL)*
0,001 23,892,616
0,01 27,37 £ 1,485
C. barbata 0,1 3494 £ 3,571 1,366 £ 0,003
1 43,58 £0,417
0,001 22,57 +2,177
0,01 26,32 £1,638
Tiyoiire 0,1 29,44 + 1,976 3,61 +0,799
1 30,694 + 0,646

*Degerler ii¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma.
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C. barbata yosununun ve anti-elastaz standardin % inhibisyon ve ICsq degerleri
Tablo 2’de verilmigstir. Ekstrenin anti-elastaz 1Csp degeri 0,0078 + 0,004 ug/mL; 0,01
pg/mL ekstre konsantrasyonundaki % inhibisyon degeri 54,22 + 7,524 olarak saptandi.
Anti-elastaz standardi olan ursolik asidin ICsy degeri ise 0,0392 + 0,004 pg/mL olarak
bulundu. Ekstre konsantrasyonu arttikga anti-lireaz ve anti-elastaz aktiviteleri de
artmaktadir. Bir inhibitoriin ICsy degerinin diisiik degerde olmasi, yliksek aktivite
gosterdiginin ifadesidir. Bu sonuglara gore C. barbata ekstresinin hem anti-iireaz hem

de anti-clastaz standartlarindan daha yiiksek inhibisyon aktivitesi gosterdigi

belirlenmistir.
Tablo 2. C. barbata ve standartin anti-elastaz aktivite degerleri.
Konsantrasyon Anti-elastaz
(ng/mL) % Inhibisyon* I1Cs (ng/mL)*
0,00001 30,7 + 3,620
0,0001 40,06 + 1,294
C. barbata 0,001 46,04 £ 1,570 0,0078 £ 0,004
0,01 54,22 £7,524
0,00001 18,27 £1,203
0,0001 21,24 £1,259 0,0392 + 0,004
Ursolik Asit 0,001 23,77 £ 0,502
0,01 28,03 0,615

*Degerler ii¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma.

Bag dokularin ve tendonlarin elastik fiberlerinin ¢ogunlugu elastinden meydana
gelmektedir. Tim major konnektif doku matriksi proteinlerine saldirabilme
yetenegindeki anahtar enzim elastazdir. FElastaz inhibisyon deneyi gibi elastaz
aktivitesini yavaglatan bir metod, elastik fibrillerin bozulmasini kolaylastirmak ve cildi
yaslanmaktan korumak i¢in uygulanabilir (Azmi ve ark., 2014).

Son zamanlarda, yenilebilir bitkilerden izole edilen fitokimyasallarin yeni
biyolojik aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir. Yenilebilir bitkiler, cesitli
biyolojik aktivite gosteren flavonoidler, vitaminler, terpenoidler, alkoloidler,
orgonosiilfiirler, pigmentler ve diger fenolik bilesikler gibi fitokimyasallar bakimindan
zengin kaynaklardir (Matsuraba, 2003). Ornegin; yesil cay ekstrelesinde bulunan
katesinlerin H. pylori iireazin1 kuvvetle inhibe ettigi bildirilmistir (Yang, 2010). Yapilan



Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi / The Black Sea Journal of Sciences
130

bir diger calismada ise dut yapraklarmin yiiksek anti-lireaz aktivite gosterdigi (ICsp =
72,81 + 15,60) ifade edilmistir (Ding, 2009). Ureaz inhibisyonu ile ilgili yapilan bir
calismada, Epilobium angustifolium yapraklarinin sulu ekstresinde elastaz inhibisyon
aktivitesi incelenmis ve bitkinin iyi bir elastaz inhibitorii (ICsp 42,72 £+ 2,38 pug/mL)
oldugu bulunmustur (Onar ve ar., 2012). Diger bir ¢aligmada, Jeju Adasi’nda bulunan
263 cesit bitkinin etil alkol ekstrelerinin elastaz inhibisyon aktivitesi incelenmis ve bu
bitkilerden Cornus walteri bitkisinin en yiiksek elastaz inhibisyon aktivitesine (ICso =
26,1 ug/mL) sahip oldugu bulunmustur (Moon ve ark., 2010).

Yapilan literatlir arastirmalarindan farkli bitkilerin anti-lirecaz ve anti-elastaz
aktiviteleri ilizerine ¢aligmalar yapilmis olup, C. barbata yosununun bu konuyla ilgili
herhangi bir ¢aligmasina rastlanmamistir. Bu ¢alisma, C. barbata yosununun elastaz ve
lireaz inhibitér arastirmalar ile ilgili ilk kayittir. Mevcut ¢alismamizdan elde edilen
sonuglara gore, C. barbata yosun ekstresinin yaslanma karsiti kozmetiklere ve iireaz

inhibitorlerine aday olabilecegi goriisiine varilmistir.
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