KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIiM DALI

BAZI TRIAZOL TUREVLERININ KLINIK ONEME SAHIP ALFA AMILAZ VE TiROSINAZ
INHIBiSYON POTANSIYELLERININ IN VITRO VE IN SILIKO OLARAK INCELENMESI

Elif AYAZOGLU DEMIiR

DOKTORA TEZI

ARALIK 2019
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

BAZI TRIAZOL TUREVLERININ KLiNIiK ONEME SAHIP ALFA AMILAZ VE
TIROSINAZ iINHIiBISYON POTANSIYELLERININ iN VITRO VE IN SILIKO OLARAK
INCELENMESI

Elif AYAZOGLU DEMIR

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince

"DOKTOR (KIMYA)"

Unvam Verilmesi i¢in Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 19/11 /2019
Tezin Savunma Tarihi :09/12 /2019

Tez Danismani : Prof. Dr. Ahmet COLAK

Trabzon 2019



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

Kimya Anabilim Dalinda

"Elif AYAZOGLU DEMIR tarafindan hazirlanan"

BAZI TRIAZOL TUREVLERININ KLINiK ONEME SAHIP ALFA AMILAZ VE
TiROSINAZ INHIBISYON POTANSIYELLERININ IV VITRO VE IN SILIKO
OLARAK INCELENMESI

bashkl bu ¢ahgma, Enstitii Yonetim Kurulunun 19 /11/2019 giin ve 1828 sayil
karariyla olusturulan jiiri tarafindan yapilan sinavda
DOKTORA TEZI
olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan : Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI

Uye : Prof. Dr. Ahmet COLAK

Uye : Prof.Dr. Tevfik OZEN

I"Jye : Dog. Dr. Fatih Saban BERIS

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Selcen CELIK UZUNER

Prof. Dr. Asim KADIOGLU

Enstitiit Midiiri




ithaf

Kiz ¢ocuklarinin egitimine 6nem veren sevgili rahmetli Babam Hiiseyin Avni Demir’e

ve yasam kaynagimiz olan oglum Siileyman Yigit e ithaf ediyorum.



ONSOZ

Akademik hayatim boyunca bilgisini, destegini ve hosgoriisiinii benden esirgemeyen,
bu ¢alisma i¢in desteklenen projelerin planlanip hayata gegirilmesinde gok biiyiik katkilari
olan, degerli elestiri ve Onerileri ile tez ¢galismami yonlendiren danigsman hocam, sayin Prof.
Dr. Ahmet COLAK’a minnet ve siikranlarimi sunarim. Tez ¢alismalarim i¢in gerekli olan
bilesikleri temin ettigi bilgi ve tecriibelerini benimle paylastigi i¢in sayin Prof. Dr. Olcay
BEKIRCAN’a ve tez calismamda Molekiiler Modelleme calismalarini yapan saym hocam
Prof. Dr. Ahmet YASAR hocama tesekkiirlerimi sunarim. Onerilerini aldigim tez izleme
komitesi liyeleri hocalarimdan, her istegimi asla geri ¢evirmeyen destegini her daim
hissettiren saymm Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI’ya, ufkumu genislettigi yeniliklere sinir
koymadig1 bilimsel bakis acis1, akademik durusu ve karakteri yoniinden daima 6rnek olarak
aldigim benimle laboratuvarmi paylasan sevgili saym Dr. Ogr. Uyesi Selcen CELIK
UZUNER’e tesekkiiri bir bor¢ bilirim. Laboratuvar ¢alismalarim sirasinda her soruma
¢oziim bulmak i¢in vakit yaratan, her zaman hosgoriili olan saym Prof. Dr. Melike
YILDIRIM AKATIN’a ¢ok tesekkiir ederim. Calismanin gesitli kademelerinde bilgi ve
deneyimlerini 6zveriyle benimle paylasan Tibbi Biyokimya Anabilim Dalindaki degerli
hocalarim Prof. Dr. Yiiksel ALTYAZICIOGLU, Prof. Dr. Siileyman Caner KARAHAN,
Dog. Dr. Ahmet MENTESE ve Dr. Serap OZER YAMAN’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim.
Doktora siiresince Biyokimya Lisansiistii Arastirma Laboratuvarlarinda tizerimde emekleri
olan sayin Prof. Dr. Murat KUCUK, Prof. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA ve Dog. Dr.
Yakup KOLCUOGLU’na tesekkiir ederim. Kisitli zamanlarda pek ¢ok ami biriktirdigimiz,
degerli bilgilerini paylasan sayin Dog. Dr. Zehra CAN’a, her zaman enerji dolu Dr. Ogr.
Derya Cansiz’a birlikte ge¢irdigimiz zamanlarda miitamadiyen mutlu olup giildigiimiiz Ars.
Gor. Ikbal SARIKAY A’ya ve KTU Molekiiler Biyoloji Memeli Hiicre Kiiltiirii Laboratuvart
ekip arkadaglarima hayatimm hem en giizel hem de en zor dénemini benimle birlikte
gecirdikleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Bugilinlere gelmemde biiytik katkilari olan, yaptigim
tiim tercihlerde yanimda duran sonsuz 6zveri ve emekleri i¢in sevgili Aileme, destegi, sabri
ve sikintili zamanlarimda her daim yanimda olan sevgili esim Dog. Dr. Selim DEMIR’e
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Elif AYAZOGLU DEMIR

Bu ¢alisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’nun TUBITAK-114Z771 nolu ve Karadeniz
Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’nin FDK-2017-5520 ve FDK-2017-5948 nolu

projeleri tarafindan desteklenmistir.




TEZ ETiK BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Bazi Triazol Tiirevlerinin Klinik Oneme Sahip Alfa
Amilaz Ve Tirosinaz Inhibisyon Potansiyalleirnin /n vitro ve In siliko Olarak Incelenmesi”
baslikli bu c¢alismayr bastan sona kadar danismanim Prof. Dr. Ahmet COLAK’mn
sorumlulugunda tamamladigimi, verileri/6rnekleri kendim topladigimi, deneyleri/analizleri
ilgili laboratuvarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde
ve kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢alisma siirecinde bilimsel arastirma ve etik
kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasit durumunda her tiirlii yasal

sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 09/12/2019

Elif AYAZOGLU DEMIR



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ot \Y
TEZ ETIK BEYANNAMESI.....ccoiiiiiiiiiiieics s V
ICINDEKILER .....oviictcteteet ettt en ettt es s s e s s VI
OZET oottt bbbt X
SUMMALRY bbb Xl
SEKILLER DIZINT ...ttt XIl
TABLOLAR DIZIN....ciiiiiiiiiiiiiisis s XV
KISALTMALAR, FORMULLER ve SEMBOLLER DiZINI........ccccoooioiviiiieiicsen XVI
1. GENEL BILGILER ..ottt 1
1.1. L1y T PRSP TPR PP 1
1.2. ENZim IhibiSYONU.......ccvoiuiviiecieiiicieieeee et 3
1.3. Inhibitér Olarak Kullanilan Molekiiller ve Hedef Enzimleti ..............c.cccveeee.. 4
1.3.1. Enzim Inhibitérii Olarak Kullanilan Triazollerin Yapist ve Biyolojik
AKUVITEIEIT ... 5
14. Tlag Kesfinde Yeni Yaklasimlar ve Stratefiler .........ocovoveveveeervrceerenccceenennes 7
1.4.1. Efektor Yapisina Dayalt YOntemler .........cccooviiiiiiiiiiiiiiee, 7
LAL L. QSAR e 7
1.4.2. Hedef Yapisina Dayalt YOntemler..........ccoocovvviiiiiiiiiiiicce, 8
1.4.2.1.  Molekliler MOdEl@mE ........coouiiiiiiiiiiieciiieiee e 8
1.5. Q-AMIIAZ ..o 8
1.5.1. a-Amilaz Yapisi, Fonksiyonu ve Kataliz Mekanizmast...........c.ccooveviiininennnne, 9
1.5.2. Klinik A¢idan a-Amilaz Enzim Inhibisyonunun Onemi............cccoevvvevrinnnan. 11
1.5.3. Amilaz Aktivitesi Tayin YOntemleri ........cccooovviiiiiiiiiiiicneeec e 13
1.5.3. 1. DNSA MEIOUU ..ottt 13
1.5.3.2.  Nisasta-Iyodin MetodU .........cccccereviviiirirereiiiieccree e 14
1.6. THMOSINAZ ..o 15
1.6.1. Tirosinazin Yapisi, Fonksiyonu ve Kataliz Mekanizmast............cccocovevvvnnene. 15
1.6.2. Klinik Agidan Tirosinaz Enzim inhibisyonunun Onemi............cccoccveveunnaene, 18
1.6.2.1. IMEIANOMA ... 21
1.6.3. Tirosinaz Aktivitesi Tayin YOntemleri.......ocooovvveiiiiiiiiiiiiniiiececeee 22

VI



1.7.
1.7.1.
1.7.2.
1.7.3.
1.8.
1.9.

2.1.
2.1.1.
2.1.2.
2121
2.1.2.1.1.
2.12.1.2.
2.1.2.2.
2.1.3.
2.2.
2.2.1.
2.2.1.1.
2.2.1.1.1.
2.2.1.1.2.
2.2.1.1.3.
2.2.1.1.4.
2.2.1.2.
2.2.1.2.1.
2.2.1.2.2.
2.2.1.2.3.
2.2.1.2.4.
2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.2.
2.2.3.
2.24.
2.24.1.
2.24.1.1.

HUCTE OTUIMIL vttt eeeeee e e eeeeeeeeeeseeseeseesseseeseessesseaseeneessessessessessesseaseessereeneesns 23

APOPLOZ......coeei e 23
KanSer V& APOPLOZ ......ooiiiieiiiie ittt ettt 24
APOPLOZ Tayin MEtOtIart .........ccviveiiiiiiiiesee e 24
HUCTE DONGUST ..vvve vttt e e nnnee e 25
Calismanin Pratik Amact ve ONemi .........cc.ovvverveveviveeceeeseeeeee s 26
YAPILAN CALISMALAR ... .oooiiiii e 27
L€ < (TP TP UPPTPPRTPPPRPPIN 27
Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Malzemeler...........ccocccvvviiiiiiiniiiininicesiinens 27
Calismalarda Kullanilan COzZeltiler..........couoiviiiiiiiiiiieieese e 28
Enzim Aktivite Calismalari i¢cin Kullanilan Cozeltiler..............ccooeeeeiiinneennen. 28
Tampon COZEILIET ..........oiviiiiiiiieiic s 28
Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Diger Cozeltiler ..............ccocooeniennee. 29
Hiicre Kiiltiirii Calismalar1 i¢in Kullanilan Cozeltiler...........c.cocoeveveveveuernnnee, 30
Calismada Kullanilan Inhibitdr BileSiKleri........ccoooviivcieieeieccceee e, 31
Y ONIEIM .ttt s bt et e e st e e s e e e e e e e nneas 35
Enzim AKLIVItE TaYINIEr ..ccooivviiicic e 35
a-Amilaz Aktivitesi OptIMIZASYONU ..........cccvrviiiiieiieiieese et 35
Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi...........ccccocovvviveieeceiiennn, 36
Optimum Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi ..........cccccoovvviiiiinenne, 36
Optimum Sicakligin Belirlenmesi ..........cccooveviiiiiiiiiiiiii 36
Optimum pH'nin Belirlenmesi.........cccocveiiiiiiiceee 37
Tirosinaz Aktivitesi OptimiZaSyOnU.........cccceveiieieerieiie e 37
Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi..........cccccooviniiininnenn, 38
Optimum Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi ............cccccveveiveieiiennn, 38
Optimum Sicakligin Belirlenmesi .........ccoevviiiiiiiiiiie 38
Optimum pH'nin Belirlenmesi.........ccoooveiiiiiiiieeeee 38
Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Calismalari.............cc.ccocevuererrveecurrennnn. 39
0-Amilazin INhIDISYONU.......c.ccviiiviiereiiccecie s 40
Tirosinazin INhibiSYONU ...........ceviveiiircveiiieisice e 40
Molekiiler Modelleme Caligmalart ...........cocceeiiiiiiiieiiiiiiiie e 41
Hiicre KUIthrti CaliSmalari..........cceoieeeiiieiiiie e 42
Hiicre Kiiltiirii Calismalari ile a-Amilaz Aktivite Tayini........ccccccevvvvevivenene. 42
AR42]J Hiicre Serisi Cogaltma ve Saklama ............ccocovviiiiiiiiiiiciie, 42

VIl



2.24.1.2.
2.24.1.3.
2.24.1.4.

2.24.2.

2.24.2.1.
2.24.2.2.
2.24.23.
2.24.2.4.

2.24.25.

2.24.2.6.
2.24.2.7.
2.2.5.

3.1.
3.1.1.
3.1.1.1.
3.1.1.2.
3.1.1.3.
3.1.1.4.
3.1.2.
3.1.2.1.
3.1.2.2.
3.1.2.3.
3.1.2.4.
3.2.
3.2.1.
3.2.2.
3.3.
3.4.
3.4.1.
34.1.1.

AR42]J ve MEF Hiicreleri Uzerinde Hiicre Canlilig1 Tayini .......c.ccccevevevenenee. 43

o-Amilaz Inhibisyon Calismas1 i¢in Hiicre Sayis1 Belirleme Calismalari ....... 45
ARA42]J Hiicre Serisi Uzerinde A 16, Akarboz Molekiiliiniin a-Amilaz
Inhibisyon Cali$malari...........ccoiuiiiiiiiiiiie e 45
Hiicre Kiiltiirti Calismalari ile Tirosinaz Aktivite Tayini........cccevveeiiviniiinnnns 46
VMMO17 Hiicre Serisi ile Yapilan Calismalar ..........cccocoeeviiiiiiiiiiinieeee, 46
VMM917 ve BJ Hiicreleri Uzerinde Sitotoksisite Deneyleti..........cccovvevnnnee. 46
VMMO917 Hiicre Serisindeki Melanin Miktarinin Optimizasyonu................... 48
VMMO17 Hiicresinde B9 ve Kojik Asit Molekiillerinin Tirosinaz Inhibisyon
KIS .ttt ettt re e e nre s 49
B9 Molekiiliiniin Hiicre Dongiisii ve Apoptoz Uzerine

Etkisinin Akim Sitometrisi ile Belirlenmesi..........cccooveiiienienieniii e 49
Hiicre DONGUSt ANAIIZI ..oovviiiieiiiciie e 50
Anneksin V-PI Analizi ile Apoptotik/Nekrotik Hiicrelerin Ayrimi ................. 51
Istatistiksel YONtEMIET ........cv.veviveveiieiceeeieteseeeciete et 52
BULGULAR . ...ttt sttt et eanbeennee s 53
Enzim Aktivitelerinin Optimizasyonu Calismalart ..........cccocevevieriniesinninninnnn, 53
Amilaz Aktivitesinin Tayini ve OptiMIZaSyOnU ........ccccceverereneneneneneeeeenn, 53
Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi...........ccccocooeviiiiieceienen, 53
Optimum Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi ..........cccccoovvviiiiinenne, 54
Optimum pH’nin Belitlenmesi ........cccccovviiiiiiiiiiii 55
Optimum Sicakligim Belirlenmesi ..........ccccovviiiiiiiiiiie 56
Tirosinaz Aktivitesinin Tayini ve OptimizasyonuU...........cccccceeveeveerieieeieennenne 56
Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi..........cccccooviniiininnenn, 56
Optimum Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi ............cccccveveiveieiiennn, 57
Optimum pH’nin Belirlenmesi ..........cocoveiiiiiiiiiiieee e 58
Optimum Sicakligin Belirlenmesi ............cooceiiieiininiiieieiese e 58
Enzim Inhibisyon CallSmalart .............ccceceevvreerereeieciee e 59
o-Amilaz Inhibisyonu CaliSMAalari...........ccceeeeeeeeecececcceceeeeeeee s 59
Tirosinaz Inhibisyonu CaliSmalari..............ccceeuereveeerceiereseeeece e 63
Molekiiler Modelleme Caligmalart ...........cocceeiiiiiiiieiiiiiiiie e 69
Hiicre KUIthrti CaliSmalari..........cceoieeeiiieiiiie e 72
o-Amilaz Inhibisyon CalISMASI ........ceeeveueeeueerececececcecececeeeeeeeeeeeees e 72

AR42]J ve MEF Hiicrelerinin Kiiltlir Edilmesi, Cogaltilmas1 ve Stoklanmast . 72

VIl



3.4.1.2. AR42] ve MEF Hiicreleri Uzerinde Coziiciilerin Sitotoksik Etkilerinin
BEIITENMEST ... 72
3.4.1.3. o-Amilaz Inhibisyon Calismasi I¢in Hiicre Sayisinin Tespiti........ccovevvererenen. 76
3.4.1.4.  AR42] Hiicre Serisi Uzerinde A16 Molekiiliiniin a-Amilaz Inhibisyon
CalISMALATT ... .oiiii i 77
3.4.15.  MEF Hiicre Serisi Uzerinde A16 Molekiiliiniin o-Amilaz Inhibisyon
CalISMAlAT ........oiiiiie e 80
3.4.2. VMMO917 Hiicreleri Uzerinde Tirosinaz Inhibisyon Caligmalari..................... 82
3.4.2.1.  VMMOI17 Hiicre Serisi OptimiZaSYONU........cc.eerrvveerveesiieessineessresssieesssseessssees 82
3.4.22. VMMO917 ve BJ Hiicreleri Uzerinde Sitotoksisite Calismalari ........................ 82
3.4.2.2.1. VMMO17 ve BJ Hiicreleri Uzerinde Coziiciiniin Sitotoksik EtKisi.................. 82
3.4.2.2.2. VMMO917 ve BJ Hiicre Serileri Uzerinde B9, Sisplatin ve Kojik Asit
Molekiillerinin Sitotoksisite Calismalart..........ccccovvveriiiiiiiieiiie e 83
3.4.2.2.3. Sitotoksisite Sonuglarina Gére ICso Degerleri ve Segicilik Indeksleri............. 85
3.4.2.2.4. VMMOI17 Hiicre Serisinde Melanin Miktar1 Optimizasyonu............c..ccoceene. 85
3.4.2.2.5. VMMO17 Hiicresinde B9, Kojik Asit, A8 Molekiillerinin Tirosinaz
INhibiSYON ELKIST....cciuiiiiiiiiiiiie e 86
3.4.2.2.6. VMMOI17 Hiicre Serisinde B9 Bilesiginin Hiicre Dongiistine Etkisi ............... 88
3.4.2.2.7. VMMO917 Hiicre Serisi Uzerinde B9 Bilesiginin Apoptotik EtKisi.................. 90
4. TARTISMA ..ottt e st et eeneenreeneeenes 92
5. SONUCLAR ..ottt bbb nbe e s 104
6. (0] 23 28 0 )25 2 S 106
7. KAYNAKLAR ..ottt 107
OZGECMIS



Doktora Tezi
OZET

BAZI TRIAZOL TUREVLERININ KLINiK ONEME SAHIP ALFA AMILAZ VE
TIROSINAZ INHIBISYON POTANSIYELLERININ /N VITRO VE IN SILIKO
OLARAK INCELENMESI

Elif AYAZOGLU DEMIR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2019, 133 Sayfa

Bu c¢alismada bazi triazol bilesiklerin klinik 6neme sahip o-amilaz ve tirosinaz enzimleri
tizerindeki inhibisyon potansiyelleri, ICso degerleri, inhibisyon tiirii ve K; degerleri agisindan
degerlendirildi. Teorik ¢aligsmalarda bu bilesiklerin enzimlerle etkilesimlerini hesaplamak
icin molekiiler modelleme programlar1 kullanildi. Ayrica bilesiklerin inhibitor ve sitotoksik
etkileri in vitro ¢alismalar ile incelendi. Sitotoksisite ve amilaz etkinligi deneyleri AR42J
hiicre serileri iizerinde sirasiyla tripan mavisi metodu ve nisasta-iyot metodu ile
degerlendirildi. Tirosinaz inhibisyon deneyleri VMMO917 hiicre serileri iizerinde
gerceklestirildi. Sitoksisite analizlerinde MTT metodu, hiicre dongiisii ve apoptoz
analizlerinde ise akim sitometrik Ol¢iimler kullanildi. Son olarak bilesiklerin VMM917
hiicrelerindeki tirosinaz inhibitor etkileri sentetik melanine kars1 degerlendirildi. Ticari
enzimler iizerinde yapilan deneysel ¢caligmalara gore ICso degeri en diislik olan bilesikler a-
amilaz igin A16, tirosinaz icin B9 ve C3 molekiilleri olarak belirlendi. Inhibisyon
mekanizmasinin her bilesik i¢in yarismasiz inhibisyon oldugu bulundu. Molekiiler
modelleme sonuglarina gore, baglanma enerjisi diigiik olan molekiiller a-amilaz i¢in A16,
tirosinaz ig¢inse B9 ve C3 olarak belirlendi. B9 bilesiginin segici sitotoksik etkisi belirlendi.
Bilesigin sitotoksik etkisinin hiicre donglistinii S fazinda durdurmasindan ve apoptozu
indiiklemesinden kaynaklandigi ortaya konuldu. Yapilan ¢alismalar sonucunda a-amilaz ve
tirosinaz i¢in sirastyla Al6 ve B9 bilesiklerinin potansiyel inhibitdr olabilecekleri

ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enzim inhibisyonu, Hiicre kiiltiiri, Molekiiler modelleme,
Sitotoksisite, Triazol bilesikleri



PhD. Thesis
SUMMARY

IN VITRO AND IN SILICO INVESTIGATION OF CLINICALLY IMPORTANT ALPHA
AMYLASE AND THYROSINASE INHIBITION POTENTIALS OF SOME TRIAZOL
DERIVATIVES

Elif AYAZOGLU DEMIR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Advisor: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2019, 133 Pages

In this study, the inhibition potential of some triazole compounds on the clinically
important a-amylase and tyrosinase enzymes, ICso values, inhibition type and K values
were evaluated. Molecular modeling programs were used to theoretically calculate the
interactions of these compounds with enzymes. In addition, the inhibitory and cytotoxic
effects of the compounds were examined by in vitro studies. Cytotoxicity potential and
amylase activity were evaluated in AR42J cell line using the trypan blue method and starch-
iodine method, respectively. VMMO917 cell line was screened for tyrosinase inhibition.
MTT assay was used for cytotoxicity analysis and flow cytometric measurements were used
for cell cycle and apoptosis analysis. Finally, the tyrosinase inhibitory effects of the
compounds on synthetic melanin in VMMO917 cells were evaluated. According to
experimental studies with commercial enzymes, the compounds with the lowest 1C50
values were determined as A16 for a-amylase, B9 and C3 for tyrosinase. The inhibition
mechanism was found to be uncompetitive inhibition for each compound. According to the
results of molecular modeling, the molecules with low binding energy were determined as
A16 for a-amylase and B9 and C3 for tyrosinase. B9 compound was also determined as to
have a cytotoxic effect on the cells through the cell cycle arrest in S phase and induction of
apoptosis. As a result of the studies, it is predicted that A16 and B9 compounds may be the

potential inhibitors for a-amylase and tyrosinase, respectively.

Key Words: Cell culture, Cytotoxicity, Enzyme inhibition, Molecular modeling, Triazole
compounds
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Ilag olma potansiyeline sahip farmasotik maddeler gegmisten giiniimiize giderek
karmasik bir hale gelmektedir. Bu durum yesil teknoloji arayislarini arttirmaktadir. Bu
nedenle, ilag endiistrisi geleneksel kimyasal katalizin alternatifi olarak diisiik maliyetli, daha
giivenli ve daha yesil biyokatalitik siirecler aramaktadir [1, 2]. Ila¢ gelistirme ¢alismalart
enzimler, hiicre yiizey reseptorleri, cekirdek hormon reseptorleri, iyon kanallari, transportlar
ve DNA’nin yapisi olarak alt1 onemli faktor altinda toplanmaktadir. Bunlarin ¢ogu diinyada
pek cok hastaligin tedavisi i¢in anahtar olarak goriilmektedir. Ayrica ilag hedef siniflart
arasinda en yiiksek biitgeli c¢alismalarin enzimler iizerinde yapilan c¢alismalara
yogunlastirildigr goriilmektedir. Enzimler daha fazla afinite, 6zgiilliik, ytliksek katalitik
verimlilik ve ¢oklu hedefi doniistiirme kabiliyeti istenilen iiriinlere yonelik molekiiller
olmalar1 onlar1 diger tiim ilag tiirlerinden ayiran 6nemli 6zelliklerdir. Enzim inhibisyonlari
hastalik tedavisinde daha yaygin hale gelmektedir [3]. Enzimler iizerinde ilag sirketleri
tarafindan yapilan yillik yatirimlarin 200.000 dolardan 50 milyon dolara kadar ¢iktig
goriilmektedir [4, 5]. Proteinlerin en biiyiik ve en 6nemli gruplarindan biri olan enzimler,
hiicrelerin metabolik durumlarinin korunmasina ve diizenlenmesine katkida bulunmaktadir
[6].

Enzimler, viicudumuzda gergeklesen metabolik siireglerdeki kimyasal reaksiyonlarin
hizint arttiran ¢ogu protein yapili biyolojik katalizrlerdir. Canli bir organizma tarafindan
tiretilen biyolojik madde veya biyolojik makro molekiiller olarak da adlandirilmaktadirlar.
Hayat, biyokimyasal tepkimelerin enzimler tarafindan giiglii ve 6zgiin katalizlenmelerine
baglidir [7, 8]. Enzimler diyet yoluyla alinan besin molekiillerini parcalayip enerjiye
doniistiirerek canlinin hayati fonksiyonlarint gerceklestirmesine olanak saglamaktadirlar.
Ayn1 zamanda canliligin temel taslarindan biri olarak isaret edilmektedirler. Enzimler gida,
tarim, kozmetik ve deterjan gibi farkl ticari kullanim alanlarina sahiptirler. Ayrica klinik
olarak da siklikla kullanilmaktadirlar. Bir veya birden fazla enzimin yoklugunun kalitimsal
olarak aktarilan genetik veya bulasici olmayan metabolik hastaliklara sebep oldugu
bildirilmektedir. Bu yiizden enzimlerin biyokimyasal tepkimelerdeki varliklarinin miktari ve

hizlar1 klinik kullanimlart i¢in olduk¢a 6nem tagimaktadir [9-12]. Enzimin yoklugu kadar



enzimi kodlayan genin fazla seviyede ifade edilmesi de canlilik i¢in hayati hasara yol
acabilmektedir. Bazi genetik bozukluklar ya da c¢evresel sartlarin etkisiyle olusan
mutasyonlar sonucu gen yapisi bozulabilir. Bu da enzim miktarinin hiicre i¢indeki artisina
ve boylece etkinliginin artmasi sonucu metabolik siirecte fazla iirlin olusumuna sebep
olabilmektedir. Metabolik yolaklarda gerekenden az ya da fazla enzim sentezlenmesi
istenmeyen reaksiyon {iriin ve/veya irlinlerinin olusumuna katki saglamaktadir. Enzimin
katalitik etkinliginin artmasi ya da azalmasi baz1 6zgiin hastaliklara 6nciiliik etmektedir. Bu
hastaliklar kigilerin hayat kalitelerini olumsuz yonde etkileyen diinya c¢apinda hizla
yayllmakta oldugu bildirilen hastaliklardir. Bu nedenle enzimlerin hayati siireclerdeki
spesifik etkinlikleri pek ¢ok agidan onlari tedavi siireclerinde odak noktasi haline
getirmektedir [13, 14]. Tiim ila¢ kesif ¢abalarinin amaci, insan hastaliklarini etkili sekilde
tedavi etmek ve giivenli terapotikler gelistirmektir [ 15]. Fakat klinik arastirmalar bireye 6zgii
tahmin edilmesi gii¢ olan ila¢g konsantrasyon araligi, ilacin direng gostermesi ve kisiler
tizerinde yapilan ¢aligmalar i¢in etik sorunlara dayali ek giivenlik 6nlemleri gibi oldukg¢a zor
stireclerden gecmektedir [16]. Potansiyel hedefe dayali ila¢ kesfi popiiler hale gelmeden
once biiyiik biitceli fenotipik bazli tarama stratejileri farmasétik ilag kesfinin temeli olarak
verilmektedir [15]. Ozellikle kanser, kemoterapik ilaclar {izerine yapilan arastirmalarda
calisma kosullarinin kolayligindan o6tiirii  enzim inhibisyon ¢alismalarinin en iyi
orneklerinden biri olarak gosterilmektedir [17]. Gegmisten gliniimiize enzim inhibisyonuna
dayal1 tedavi amacli pek ¢ok ilag kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 ekzemestan (meme
kanseri), akarboz (tip 1l diyabet), miltefosin (anti- mikrobiyal), orlistat (obezite), kafein
(sinir sistemi), karbidopa (Alzheimer), irinotekan (kolon kanseri), siilfonamidler (anti-
mikrobiyal), pilokarpin (goz tansiyonu ve agiz i¢i kurulugu) gibi farkli enzim siniflarina ait
ila¢ molekdlleridir [18-28].

Diinya genelinde irklara bagli gen bankalarinin kurulmasi ve genler iizerinde yapilan
caligmalarin ilerlemesiyle ihtiya¢ duyulan akilli ilag sistemine geg¢ilmesi egilimi artmaktadir.
Kisiye 0zel ilag belirleme ¢abalarinda genomik sonrasi arastirma stratejilerinin gelistirilmesi
olduk¢a onemlidir. ilag pazarindaki firmalar farmasétik endiistrisi adina terapotik
miidahalede firsat olabilecek molekiiler hedeflerin sayis1 ve yeterliligini siirekli olarak
denemektedir. Boylece bilinen insan genomu iizerinde uygun olabilecek en etkili ilag
molekiillerini denemek, kisi i¢in uygun dozunu ayarlamak ve en hizli sekilde piyasaya
stirebilmek i¢in ¢alismalar devam etmektedir [13, 29]. Molekiiler enzimoloji alani

kurulusundan bu yana yaklasik bir ylizyildir ¢ok ciddi bir yol kat etmistir [13, 30].



Glintimiizde kullanilan ila¢ hedeflerinin ¢ogu enzimleri hedef olarak kullanmakta ve yeni
inhibitorlerin tasarlanmasi igin gerekli olan sistematik bir yaklasima sahip oldugu
bildirilmektedir [13]. Akilli ilag tasarimu ile ilgili veriler uzun yillar sadece ara metabolitlere
odaklanildigin1  gostermektedir. Fakat in vivo c¢alismalarla kiyaslandiginda teorik
hesaplamalar ve basit bir enzim aktivite ¢alismasi ile enzimin kinetiginin 6nemi agikca
ortaya koyulabilmektedir. Bir enzimin inhibe olmasi sonucu ortamda biriken metabolitler
g0z ard1 edilemez. Bu ylizden arastirmalarin sadece enzim inhibisyonu agisindan degil ayn1
zamanda inhibisyon tiiriiniin belirlenebildigi kinetik ¢alismalarla desteklenmesi gereklidir.
Boylece in vivo galismalarla daha umut verici sonuglar alinabilecek ¢aligsmalar yapilmasi

beklenmektedir [31].

1.2. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin katalitik giligleri sadece substratlari ile ilgili degildir. Cogu zaman, bir
enzimin aktivitesi, inhibitorler olarak adlandirilan molekiiller ile spesifik etkilesimlerle
azalmaktadir. Enzim inhibisyonu, biyokimyanin en énemli konularindan biridir. Ornegin,
birgok ilag, antibiyotik ve toksin, bir enzimi inhibe etme kabiliyeti ile etkilerini
sergilemektedir. Enzim inihibitorleri doniisiimlii ve doniisiimsiiz olarak iki ana sinifa
ayrilmaktadir. Pek cok madde, enzim katalizli bir reaksiyonun hizinin azalmasina sebep
olabilir. Bunlardan bazilar1 spesifik olmayan protein denatdrleriyken, digerleri genel olarak
oldukea spesifik bir sekilde hareket eden inhibitorler olarak bilinmektedirler. Aktivite kayba,
aktivite inhibitoriin ¢ikarilmasi ile geri kazanilabildigi durumlarda geri doniistimlii olabildigi
gibi, aktivite kaybmin zamana bagli oldugu ve ilgilenilen zaman dilimi igerisinde geri
kazanilamadig1 durumlarda ise geri doniisiimsiiz olabilmektedir. Eger inhibe edilmis enzim
tamamen inaktif ise, geri doniisiimsiiz inhibisyon, zaman bagimli bir enzim konsantrasyon
kaybr1 (diistik Vmax) gibi davranir, diger durumlarda ise, eksik inaktivasyon i¢eren zamana
bagimli degisiklikler olabilmektedir. Agir metal iyonlarimin (6rnegin civa ve kursun)
genellikle, amino asit omurgasina kuvvetlice baglanarak geri doniisii olmayan bir
inhibisyona neden olduklari bilinmektedir [32].

Metabolik yollarda ger¢eklesen enzim katalizli reaksiyonlarin ¢ogu igin doniisiimlii
inhibitorler olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir [33]. Doniistimlii inhibisyon kendi igerisinde
yarigmali, yarismasiz ve karisik inhibisyon olarak iice ayrilmaktadir (Sekil 1). Sekil 1°deki

semboller enzimin ligand ile bagli oldugu farkli konformasyonel durumlar1 basit bir



gosterimle ifade etmektedir. Sekil 1A, sirastyla E: Spesifik bir konformasyondaki serbest
enzimi, ES: Ilk enzim substrat kompleksini, FS: Protein degismis konformasyonunda enzim-
substrat kompleksini, FS}: Enzim-gecis durum kompleksini, FP: bir {iriin bagh enzimi, F:
Proteinin degismis konformasyonunda serbest enzimi temsil etmektedirler. Sekil 1B i¢inse
A’dan farkli olarak C: yarismali, N: karisik, U: yarismasiz olarak belirtilmektedir.
Gosterildigi gibi, yarigmali bir inhibitor, substrati da baglayan serbest enzim formuna
baglanabilmektedir (E). Karisik bir inhibitor, ilk substrat baglanmasini takiben herhangi bir
durumda baglanabilmektedir (ES, FS, FS}, FP ve/veya F) ve yarismasiz bir inhibitér, hem
substrat1 baglayan serbest enzim formuna (E) hem de baslangi¢ substrat baglanmasindan

sonra enzim formlarinin istedigi birine baglanabilmektedir (ES, FS, FSi, FP ve/veya F) [34].

.
Fst Fi \ .
[ ] Py

FP . {| F . .| ES [l

| . .

Potansivel Enerji

Reaksivon yvolu

Sekil 1. A. Enzim katalizli bir reaksiyon i¢in enerji seviyesi diyagrami B. Konformasyonun
degisikliklerinin gosterimi [34].

1.3. inhibitor Olarak Kullanilan Molekiiller ve Hedef Enzimleri

Enzimlerin hastalik siireclerinde kilit noktalarda diizenleyici olarak gorev yapmalari
son yirmi yildir yapilan arastirmalarin yoniinii daha onceden taranmig ve yiiksek etki
gosterebilecegine inanilan hedefe donlik se¢imli enzim inhibisyon ¢alismalarina
cevirmektedir. Enzim kullanimi medikal uygulamalar da genis kapsamli yer bulmakta ve
hizla biiytimektedir [35]. Kiiresel ila¢ gelistirme sirketleri bu konu hakkinda kendilerini
devamli olarak gelistirmekte ve yenilemektedirler [13]. Enzimler katalizledikleri reaksiyon

tipine gore siniflandirilmaktadirlar. Bu yiizden enzim inhibisyonunda secilen enzimlerin



smiflarinin 6neminin yaninda kimyasal yapisi, enzimin metabolik siirecteki mekanizmasi,
gecis durumunun yapisal karakterizasyonu ve etkilesimleri ile ayrica kataliz sonrasi agiga
¢ikan kimyasal tiirlere de odaklanilmaktadir [36-41].

Enzim substratlarinin biyokimyasal dogasi ve kimligi bir bagska 6nemli husus olarak
goriilmektedir. Makromolekiiler substratlar ve enzimler arasindaki etkilesimleri aktif
bolgeye uzak bolgelerde meydana geldigi ve ilk enzim-substrat (ES) karsilasma
kompleksinin olusumu i¢in genel baglanma enerjisine katkida bulunabilecegini gdsteren
sayisiz Ornekler vardir [36-42]. Katalitik mekanizmanin detayli bir sekilde anlasilmasi ve
cesitli enzim-substrat etkilesimlerinin tam olarak ele alinmasi, hiicresel baglamda inhibe
edilecek olan spesifik akis yollar iizerinde kontrol saglayabilir. Ornegin substrat seciciligi,
kolay kontrol ve potansiyel olarak daha az yan etki sunan, kiiciik molekiillerden etkilenen
belirli yollart tanimlayabilmektedir [43, 44]. Onkolojideki kiigiik molekiillii enzim
inhibitorlerinin terapotik ve ticari basarisi géz Oniine alindiginda, mevcut ilag kesfi ve
gelistirme c¢abalarinin ana odak noktasi enzimler olarak gosterilmektedir [13]. Tablo 1’de
klinik olarak kullanilan her bir enzim sinifi i¢in ayr1 ayr1 bazi enzim inhibitor molekiilleri ve

iliskilendirildikleri hastaliklar verilmektedir [18, 27, 45-50].

Tablo 1. Klinik olarak kullanilan enzim inhibitorleri

Enzim Siifi Hedef Enzim Bilesik Klinik Kullanim
Oksiderediiktazlar ~ Aldehit dehidrogenaz  Disiilfiram Karaciger yetmezligi
Transferazlar DNA polimeraz Asiklovir Sugicegi

Hidrolazlar Esteraz Fizostigmin Glokom

Liyazlar Karbonik anhidraz Asetazolamid  Epilepsi

Izomerazlar Topoizomeraz [rinotekan Kolon kanseri
Ligazlar Dihidropteroat sentaz ~ Asetazolamid  Hipertansiyon

1.3.1. Enzim Inhibitérii Olarak Kullanilan Triazollerin Yapis1 ve Biyolojik
Aktiviteleri

Pirodiazol olarak adlandirilan triazol halkasi bes iiyeli, doymamis halka yapisina sahip
organik sentezli heterosiklik bilesiklerdir. Halka yapilarinda arka arkaya ya da pes pese
olmayan pozisyonlarda ii¢ azot atomu ve iki karbon atomundan olusur. Triazol ailesinin en
basit yapis1 triazoliin kendisidir. Triazol beyaz ila soluk sar1 renkte, zayif bazik bilesik olan

kristalimsi bir katidir. 69,06 g molekiiler agirligi ve molekiiler formiilii C2HsN3 olan



kimyasal olarak izomerik bilesikler 1, 2, 3-triazol ve 1, 2, 4-triazol gifti olarak Sekil 2°de
verilmektedir [51-54].

H\I\ N
5 \ N 2 5 ( NN 2
4 . 4 3
1.2.3-Triazol 1.2.4-Triazol

Sekil 2. Triazol halkasinin izomerik yapisi

Klinik olarak siklikla triazol bilesikleri ¢esitli ilaglarda kullanilmaktadir. Literatiirde
triazol tiirevlerinin anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, analjezik, anti-viral, anti-proliferatif ve
anti-kanser gibi genis spektrumlu farmakolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir
[55-60]. Giiniimiizde klinik aragtirmalar yeni ve giivenli terapdtik ajanlarin kullanilmasina
yonelik olarak yogunlastiriimaktadir. Triazol bilesiklerinin imidazol kismi, gesitli tibbi
ajanlarin temel maddesi olarak basarili bir sekilde kullanilmasina rehberlik etmektedir.
Triazol bilesiklerinin, imidazoliin karbon atomunun nitrojen atomu ile izo-sterik olarak
ikame edildigi imidazol bilesiklerinin izomerleri oldugu bildirilmektedir [53]. Ilac etken

maddesi olarak 1,2,4-triazol halkasi i¢eren bazi bilesikler Sekil 3’de verilmektedir.

Anti divabetik

Anti divabetik Anti mikrobival

e}
H lf'tU

COOH

Antibivotik Anti kanser At filser

Sekil 3. Triazol halkasi igeren ticari ilaglar [61].

Ilag gelistirme arastirmalari, bu yapilarin klinik agidan degerlendirilmeden dnce en

temel haliyle biyokimyasal deneylerle desteklenmesini 6ngérmektedir. Kanser tedavisinde



kemoterapétik ajanlara gore enzim inhibisyonu kullanimi toksisite agisindan bakildiginda

cok daha avantajli gorilmektedir [62].

1.4. la¢ Kesfinde Yeni Yaklasimlar ve Stratejiler

Son on yildir, yeni ilaglar gelistirilmenin zaman alici1 ve maliyetli bir siire¢ oldugu
goriilmektedir. Ilag gelistirme ii¢ asamaya ayrilmaktadir: kesif evresi, klinik evre ve klinik
gelisim evresi. Ilac kesif asamasinda ilk adim, potansiyel ilag-enzim birlikteliklerini
tamimlamaktir. flag enzim iliskisini 5ngdrmede hesaplamali yaklasimlar son yillarda giderek
daha c¢ok ilgi gormektedir. Yonlendirilen bazi ilaglar rasyonel gozlemlerle basarili bir sekilde
tanimlanmaktadir. Bu avantajlar 1s183inda sistematik olarak yeniden konumlandirma
yontemleri i¢in daha etkin bir yaklagim kullanmak acil bir ihtiya¢ olarak belirtilmektedir
[63]. Bu yaklasimlar efektdr ve hedefe dayali yontemler olarak ikiye ayrilmaktadir.

1.4.1. Efektor Yapisina Dayah Yontemler

Efektor (ligand) yapisina dayali yontemlerde amag, etkilesimi gozlenen bilesigin

yapisal 6zellikleri kullanilarak ilgili reseptor yapisi aydinlatiimaktadir.

1.4.1.1. QSAR

Hesaplamali yaklasimlar, ilag tasarimi ve kesfinin kolaylastirilmasinda etkinligi ile
bilinmektedirler [64]. QSAR, bilesiklerin yapilarini biyolojik aktiviteleri ile iliskilendirmek
icin kullanilan, kantitatif yapi-aktivite iliskilerini ortaya koyan in siliko bir metottur [65].
QSAR yo6temi rasyonel ilag tasarimi icin, kritik faaliyetler veya farmakokinetik bilgiler i¢in
gerekli olan 6nemli 6zellikler ve bilgiler sagladigi i¢in ilag kesfi i¢in gereken tirtin maliyeti
ve olusum siiresini 6nemli dlglide azaltabilmektedir [66, 67]. QSAR modellerinin, ¢ok ¢esitli
biyoaktif bilesiklerin ve c¢esitli biyolojik aktivitelerin yapi-aktivite iliskilerini (SAR)
anlamak i¢in basarili bir sekilde olusturdugu bildirilmektedir [68-73].

Yapisal modifikasyon, azaltilmis toksisitelerin yani sira, gelistirilmis potansiyel ve
farmakokinetik ozelliklere sahip potansiyel bilesikleri elde etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir [68, 74, 75]. Yapisal ¢esitliligin olmamasi, ila¢ kesfi alanindaki kimyasal

alanlarin genislemesi konusunda artan farkindaliga yol acan mevcut sorunlardan biri olarak



goriilmektedir [ 76, 77]. Bilesiklerin yapilarinda gergeklestirilen istemli degisiklikler, yapisal
cesitliligi arttirma ve dolayisiyla mevcut konuyu potansiyel olarak ele alma konusunda etkili
stratejilerden biri olarak goriilmektedir. Ek olarak, triazol farmakoforundaki yapisal

modifikasyonun, yeni triazol ilaglarinin aranmasinda etkili bir kavram oldugu

belirtilmektedir [78-80].

1.4.2. Hedef Yapisina Dayah Yontemler

Bu yontemin esasi, segilen reseptOriin yapi-analiz hesaplamalar1 teorik olarak
hesaplanarak etkilesime girebilecegi ve giiclii baglanma gostermesi beklenen bilesiklerin

tasarlanmasina katki saglamaktir.

1.4.2.1. Molekiiler Modelleme

Hesaplamali yazilimlar, reseptorler ve ila¢c molekiilleri arasindaki potansiyel
etkilesimleri 6nermektedir. Bu yontemi tanimlamak i¢in baglanma enerjisi ve baglanma
giicli yiikksek bilesikler grubu kullanilmaktadir. Bu yontem ilag tasarimi galismalart igin
tartismasiz c¢ok etkili sonuglar vermektedir [81-83]. Molekiiler modelleme ¢alismalar1 i¢in
ozellikle reseptdr olarak protein yapili enzimlerle calisilmaktadir. ilag adaylari ile enzim
arasindaki iliski uzaysal diizlemde ortaya konmaktadir. Burada genellikle enzimin iig
boyutlu yapisinin belli oldugu X 1smlar1 kristallografisi kullanilarak farkli ¢oziicii
ortamlarinda ligand-reseptor etkilesimi baglanma enerjileri ve bolgeleri hesaplanmaktadir
[61, 84-86]. En gii¢lii etkilesimi yapabilecek aday ila¢ molekiiliiniin en hizli ve giivenli
sekilde tahmin edilebilecegi 6ngoriilmektedir [87].

1.5. a-Amilaz

Amilazlar ilk kez Anselme Payen tarafindan 1833 yilinda kesfedilen hidrolaz sinifi
enzimler olup dogada bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda yaygin sekilde bulunmaktadir.
Bu enzimler bitki tohum, yaprak ve yumrularinin depo polisakkariti ve 6nemli bir enerji
kaynagi olan nisastadaki o-glikozidik baglarini hidroliz ederler. [88, 89]. Amilazlar,
karbohidrat polimerinde pargaladiklar1 bolgeye gore a- - y-amilaz olmak iizere li¢ farkl

gruba ayrilirlar. Her bir gruptaki amilaz enzimi farkli bir baglanma bolgesine afinite gosterir.



Hidroliz edilen baglanma bolgelerindeki farklilik olusan oligosakkarit uzunlugunu

belirlenmektedir [8, 90].

1.5.1. a-Amilaz Yapisi, Fonksiyonu ve Kataliz Mekanizmasi

a-Amilaz enzimi (EC: 3.2.1.1; 1,4-o0-D-glukanohidrolaz) karbohidrat polimerinin
glukoz alt birimlerini birbirine baglayan a-1,4 glikozidik baglarini rastgele parcalamasindan
sorumlu olan maltoz, maltotrioz, amiloz, amilopektin ve dekstrin {irlinlerini olusturan bir
endoglikosidazdir [91]. a-Amilaz bir metaloenzim olup kalsiyum varliginda gérevini etkin
bir sekilde yerine getirmektedir [92].

Bu enzimler yapi-islev agisindan, ilag ve endiistri gibi cesitli uygulama alanlarinda
kapsamli olarak incelenmektedir. a-Amilazlar, glikozil hidrolaz aile 13’ iin {iyesidir. Bu
ailenin baglica 6zellikleri, a-glikozidik baglara etki ederek a-anomerik mono-oligosakkarit
olusturma ya da transglikolizasyon veya bu iki aktiviteyi birlikte tasimaktir. Farkli
bakterilerden (Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Bacillus licheniformis) elde edilen
a-amilazlarin amino asit sekanslarindaki farkliliklara ragmen, ii¢ alanl benzer ii¢ boyutlu
yapilara sahip olduklar1 goriilmektedir. Bunlardan alan A, aktif bolgeyi ¢evreleyen bir
merkezi “(B/a)s-barrel” (TIM barrel), alan B'yi aktif alanin bir tarafindan ve alan C'den
kaplayan o/p-yapisindan olusmaktadir. Aile iyeleri genellikle ¢ok az dizi benzerligi
gostermekle birlikte (biitiin dizide sadece ~%10 benzerlik), katalizde ve aktif bolgede yer
aldiklar1 yonlendirilmis mutagenez, X-1s1m1 kristalografisi ya da teorik ¢aligmalarla
kanitlanmis olan {i¢ amino asitin (Asp206, Glu230 ve Asp297, numaralandirma Bacillus
licheniformis a-amilazina gére yapilmaktadir) oldukea iyi korundugu goériilmektedir.

a-Amilaz ailesi enzimleri arasindaki ¢ok diisiik dizi benzerligi, degismez rezidiilerin
sayisinin sadece 10 amino asit ile sinirli olmasindan anlasilmaktadir. Bu rezidiilerden yedisi
aktif bolge ile ilgili iken, diger li¢iinilin yapisal olarak 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir. Aile
tiyeleri i¢in tanimlanan domainler; A, B, C, D ve E’dir. En iyi korunmus domain TIM barrel’i
iceren A domainidir. Domain B’nin islevi tam olarak bilinmemekle birlikte kalsiyum
baglanmasinda rol alan bir korunmus bolgesi bulunmaktadir. Islevi bilinen bir diger domain
olan E, nisastanin baglanmasinda goérev alir. D domainin tam olarak tanimlanmayan ancak
olasi islevi, domain E’ye substrat baglanmasinda eslik etmektir. C domaini tizerinde yapilan
mutasyonlar sonucu bu boliimiin aktivite tizerinde etkili oldugu kanitlanmaktadir [88, 93,
94].
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o-Glikozidik bag, oda sicakliginda yaklasik 2x102° s kendiliginden hidroliz oranina
sahip olan ¢ok kararli bir bagdir [95]. a-Amilaz ailesinin {iyeleri bu orani giiglii bir sekilde
arttirdig1 i¢in ailenin en verimli enzimleri olarak goériilmektedirler. a-Amilaz enzimleri her
zaman korunmakta olan ii¢ esansiyel katalitik alan tasimaktadir [96]. Bu ti¢ alandan, Glu230
ve Asp206'nin rolleri, genellikle asit (proton dondrii) ve baz (niikleofil) katalizorii igin
calisma olarak kabul edilmektedir [88, 97]. Katalitik mekanizma, ¢ogunlukla bu iki durum
temelinde tartisilmaktadir. Bununla birlikte, ii¢iincii alanin Asp297'nin kritik rolii, substratin
bozulmasinda onemli bir rol oynadigi gercegi disinda, hala tanimsiz ve tartismali
goriinmektedir [98].

Glikozil hidrolazlarin diger iiyelerine benzer sekilde a-amilazlar, li¢ basamakli bir
katalitik mekanizma kullanmaktadir. Birinci basamak, glikozidik oksijenin bir proton verici
(Glu261) tarafindan protonlanmasini ve bunu -1 alt bélgesindeki seker rezidiisiiniin C1
karbonuna katalitik bir niikleofilin (Asp231) niikleofilik atak yapmasini i¢ermektedir.
Substratin “aglikon” par¢asinin ayrilmasindan sonra bir su molekiilii protonunu vermis olan
Glu261 tarafindan aktif hale getirilmektedir. Bu su molekiilii, niikleofilin oksijeni ile seker
rezidiistiniin C1 karbonu arasindaki kovalent bagi hidroliz eder ve boylelikle katalitik dongii
tamamlanir (Sekil 4) [98]. Aktif bolgedeki ii¢iincii korunmus amino asit olan Asp328
katalitik mekanizmada dogrudan rol almamaktadir. Bu amino asidin substratin baglanma ve
gecis durumu kararliliginda rol oynadigi diistintilmektedir (Sekil 5) [91, 99]. Bacillus
subtilis'dan elde edilen a-amilazin maltopentoz ile aktif bolgedeki etkilesimi Sekil 6’da
verilmektedir [100].
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Sekil 4. Glikozil hidrolazlarin katalitik mekanizmasi. I. Glikozidik oksijenin
protonlanmasi, II. Bir su molekiiliiniin aktivasyonu ve C1-D231
kovalent baginin kirilmasi, I11. Baslangi¢ durumuna geri doniis [98].
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Sekil 6. Bacillus subtilis a-amilaz1 i¢in, PDB: 1BAG [100].

1.5.2. Klinik A¢idan a-Amilaz Enzim Inhibisyonunun Onemi

Kanser tedavisinde enzimlerin kullanimi kemoterapotik ajanlara gore toksisite
agisindan ¢ok daha avantajli goriilmektedir [62]. Insan diyetinde, sindirilebilir nisastanin ana
kaynagi, bugday, piring ve musir gibi tahil mahsiilleri, patates gibi kok mabhsiillerden ve
ayrica baklagillerden elde edilen gidalardir [101]. Diinya niifusunun tiikettigi yiyeceklerin

biiyiik bir kismi ucuz ve kolay bulunabilir oldugu i¢in bunlardan olusmaktadir [89, 102
103].
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Cagimizin hizli yasam sartlari, ¢evre kosullarinin giderek koétiilesmesi ve insanlarin
calisma sartlar1 ile is ortamlarinin hareket etmelerini engelleyici yonde olmast kisilerin
diizensiz beslenmelerine, bu durum da kilo almalarina neden olmaktadir. Amerikan Diyabet
Dernegi ve Avrupa Diyabet Arastirmalar1 Birligi potansiyel bir birinci basamak ajan olarak
veya diger anti-hiperglisemik ilaglarla kombine sekilde a-amilaz ve a-glukosidaz
inhibitorlerinin kullanilmasini tavsiye etmektedir [104].

Diyabet, artan kan glukoz konsantrasyonu ile karakterize edilen bir metabolik
bozukluk olarak tanimlanmakta olup bugiiniin ve yarinin 6nemli bir saglik sorunudur. Bu
hastaliga sahip kisiler hastaliga sahip olmayanlara gore daha fazla hastalik ve 6liim riski
tagirlar. Yetigkinlerde diyabetin kiiresel ortalamasi son on yilda giderek artmaktadir. 1964
yilinda 30 milyon insanin diyabetli oldugu bildirilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
40 yildan kisa bir siire i¢inde, bu saymin 171 milyon olacagini tahmin etmektedir. Ancak bu
hastaligin giiniimiizde sadece yetiskin hastaligi olmaktan ¢iktig1 goriilmektedir. Glinlimiizde
14 yas ve lizerinde bu hastalikla yasayan yarim milyondan fazla ¢ocugun oldugu tahmin
edilmektedir. Diyabet ile ilgili global saglik harcamalarinin 673 milyar-1.197 trilyon ABD
dolar arasinda oldugu bildirilmektedir. Bu yiikselis trendinin devam etmesi durumunda
2040 yilinda hastalikla yasayan 642 milyon insan olacagi tahmin edilmektedir [105]. Yiiksek
karbohidratli diyetler diyabete 6nemli olgiide katkida bulunmaktadir [106]. Insan
popiilasyonunda yaslanma ve asir1 kilolu olmaya artan meyilden dolayr Tip-1l diyabet
insidanst1 Onemli Olgiide artmaktadir. Bu nedenle, karbohidrat metabolizmasini
yavaglatabilen veya durdurabilen yeni a-glikosidaz inhibitorlerinin arastirilmasi, Tip-II
diyabetin farmakoterapdtik kontroliinde onemli bir amagtir. Nisasta parcalanmasinin o-
amilaz inhibitorleri ile engellenmesi, karbohidrat asimilasyonu igin gerekli bir islem olan
polisakkaritlerin enzimatik bozunmasini kontrol etmeye yonelik ilk adimdr.

Imidazol, 1,2,3-triazol ve tetrazol tiirevleri gibi bes iiyeli azoheterosiklikler,
a-glikosidaz igin gii¢lii bir inhibitor 6zellik sergilerler ve bunu seker kisimlarini taklit ederek
basardiklar1 diisiiniilmektedir. Triazoller, giiclii dipol momentleri nedeniyle hidrojen
baglanmasi ile dipol-dipol etkilesimlerine aktif olarak katilabildigi ve ayrica hidroliz ve
oksidatif/indirgeyici kosullara karst miikemmel bir stabilite gosterdigi icin siklikla
farmasotik alanda kullanilmaktadir. Triazol halkasi, amid grubunun bir biyo-¢okelticisi
olarak kabul edilebilir, ¢ilinkii bu kisimlar benzer bir H-bag alic1 kapasitesine, ikame ediciler

arasinda benzer bir mesafeye ve benzer bir dipolar karaktere sahiptir. Triazoller, tibbi
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kimyada 6nemli bir yere sahip bilesiklerdir. Diyabet dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklar i¢cin
umut verici terapdtik ajanlar olarak kullanilmaktadir [10].

a-Amilazlar diyabet tedavisinde temel hedeftir, ¢iinkii bu enzimlerin inhibisyonu,
glukoz emilimini geciktirmektedir. Bagirsakta sindirim enzimlerinin inhibitorleri tarafindan
karbohidrat sindiriminin geciktirilmesi, hiperglisemiyi azaltmanin bir yolunu sagladig i¢in
diyabet tedavisine yeni bir yaklasim olarak goriilmektedir. Literatiirdeki 6n klinik

calismalarda akarboz bir a-amilaz inhibitorii olarak sunulmaktadir [107, 108].

1.5.3. Amilaz Aktivitesi Tayin Yontemleri

a-Amilaz etkinligini belirlemek igin dinitrosalisilik asit (DNSA) ve nisasta-iyodin gibi

dolayl1 6l¢iime dayali ¢esitli metotlar mevcuttur.

1.5.3.1. DNSA Metodu

3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) metodu ile a-amilaz varhiginda farkli bolgelerden
kesilen nisasta polimerinin olusturdugu indirgen sekerlerdeki serbest karbonil gruplarinin
miktarindaki artigin 6lgiimil ile dolayli olarak saglamaktadir. 3,5-dinitrosalisilik asit, 3-
amino-5-nitrosalisilik asite indirgenirken, ayni anda alkali ortamda nisastadan ayrilan glukoz
birimleri tizerindeki aldehit gruplari oksidasyona ugramaktadir (Sekil 7). Boyar madde
olarak olusan nitroaminosalisilik asidin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 540 nm’de

olgtilebilmektedir [109].
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Sekil 7. DNSA yo6nteminin prensibi [109].
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Anomerik karbonu yapisinda agikta olan seker gruplart indirgen seker olarak
adlandirilmaktadir. Aldehit ve keton gibi diiz zincirli ya da enol formu olan halka yapisinda
birbirleriyle denge halinde olabilmektedirler. Alkali kosullar altinda indirgen sekerler
ortamda bulunan Cu*? gibi oksitleyici ajanlar karsisinda indirgeyici olarak davranmaktadir.
Hemi-asetal ve/veya hemi-ketal gruplari bosta olan indirgen sekerlerin karbonil grubundaki

oksijen molekiilii ile Cu*? arasinda redoks tepkimesi olusmaktadir (Sekil 8).

H——0 H OH " Alkali pH H—H:O'
H——OH OH —— OH 4+ H,0
CH, CH, CH,4
Aldehit Enol Formu Enol anyon formu

Sekil 8. Glukozun enol anyonuna doniisiim reaksiyonu

1.5.3.2. Nisasta-iyodin Metodu

Iyot degerinin belirlenmesi icin bilinen yontemler, drnegin halojenleyici reaktifin,
Hanus veya Wijs ¢ozeltisi ile reaksiyona sokulmasindan ve ardindan reaksiyona girmemis
reaktifin iyodometrik olarak belirlenmesini igermektedir. Fakat bu prosediirler zaman alict
ve ¢cok miktarda reaktif kullanimin1 gerektirmektedir. Bu yiizden iyot degerinin belirlenmesi
igin gesitli yontemler gelistirilmistir [110]. Yaglarin iyot ile hizli ve sorunsuz analizi igin
FTIR (Fourier transform mid-infrared) ve FT-NIR (Fourier transform near-infrared) gibi
spektroskopik yontemler onerilmektedir. Bu yontemler ¢ok fazla matematiksel hesaplama
icermektedir. Ayrica genel laboratuvarlarda normalde bulunmayan karmasik bir proses ile
Ol¢iim yapilmaktadir. Nisasta-iyot metodu bu yontemlere kiyasla daha kolay bir yontem
olarak goriilmektedir [111].

Nisasta ile iyot etkilesimi sonucu olusan nisasta-iyodin kompleksindeki renk
yogunlugundaki artigsa gore 6l¢iim yapilmaktadir (Sekil 9). Bu metot polisakkaritlere 6zgii,
siklikla kullanilan bir metottur. Nisasta icerisindeki amiloz ve amilopektin miktarina gore;
amiloz i¢in mavi, amilopektin i¢in ise kirmizi/mor/menekse tonunda renk olusumu
gbzlenmektedir. Burada iyot ¢ozeltisinin konsantrasyonu ve amiloz zincirinin uzunlugu renk

siddetini etkileyen faktorler olarak gosterilmektedir [62, 112, 113].
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Sekil 9. Nisasta-iyot etkilesimi

1.6. Tirosinaz

Tirosinaz memelilerde, bitkilerde, boceklerde, mantarlarda ve bakterilerde yaygin
sekilde bulunan bir enzimdir [114, 115]. ilk olarak 1856 yilinda Schobenbein tarafindan
mantardan saflastirilarak elde edildigi bildirilmektedir [116, 117]. Tirosinazin
mikroorganizma ve bocek saldirilarina karsi bitkileri korudugu ve bitkilerde bir hasar
meydana geldiginde daha ileri bir deformasyon olmasini 6nlemek amaciyla melanin tabakasi
olusturdugu, ayni melanin tabakasinin bocek iskeletinde sertlesmeye sebep oldugu
bildirilmektedir. Boylece bocekleri, mikroorganizmalara kars1 korudugu ileri siiriilmektedir
[118, 119].

Tirosinaz (EC 1.14.18.1; oksidorediiktaz, monofenol, o-difenol:) cilt, sag, dis eti ve
gozlerdeki melanin pigmentinin biyosentezinden sorumlu olan bakir igeren bir enzimdir.
Tirosinazin farkli isimlendirmeleri mevcuttur. Bunlardan bazilari polifenol oksidaz, katekol
oksidaz, fenolaz, katekolaz, monofenol oksidaz ve kresolaz seklindedir [120-123]. Elde
edildikleri kaynaklara gore fenol oksidazlarin molekiil agirliklart degismektedir [124].

1.6.1. Tirosinazin Yapisi, Fonksiyonu ve Kataliz Mekanizmasi

Tirosinaz, melanin biyosentezi yolunda iki reaksiyonu katalize etmektedir. Bu yol
Raper-Mason yolu olarak adlandirimaktadir. Tirosinazin aktif merkezinde iki bakir atomu
bulunmaktadir. Bu atomlar enzimin ii¢ histidin kalintistna bagli bulunmaktadir. Aym
zamanda iki tane oksijen atomuyla da etkilesim halinde oldugu Sekil 10’da gésterilmektedir
[100, 125, 126].
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Sekil 10. a) Tirosinazin aktif bolgesi ve kristal yapist b) Temsili olarak aktif bolgenin
gosterimi c¢) Agaricus bisporus tirosinazinin kristal yapist (PDB: 2Y9X)
[100].

Tirosinaz enzimi monofenollerin o-kinonlara hidroksilasyonu ile oksidasyonu
(monofenolaz aktivitesi, Sekil 11) ve o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (o-difenolaz
aktivitesi) aktivitelerini icermektedir (Sekil 12) [127, 128].



17

OH OH

- \\-\.\ .—-“"") \\‘m
Monofenolaz
(Tirosinaz) >
-~ ~ I/’

OH

CH; CHy
NH- CH ——COOH NH;——CH——COOH
Tirosin 3.4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)
Sekil 11. Monofenolaz aktivitesi [127].
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Sekil 12. Difenolaz aktivitesi [128].

o-Kinonlarin  olusumu enzimatik kararmanin ilk asamasidir. 0-Kinonlar,
o-dihidroksifenol formu igeren her tiirlii fenolik bilesenlerden olusmaktadir. Enzimatik
esmerlesme reaksiyonlarinin substratt esas olarak 0-dihidroksifenol grubu igeren
bilesiklerdir. Ancak bu her zaman zorunlu degildir. Nitekim baz1 fenolik maddeler (tirozin
gibi), iki asamada 0-kinona okside olabilmektedirler. Birinci asamada, monohidroksi
fenollere hidroksil gruplar1 baglanarak o-dihidroksifenoller olusmakta, ikinci agamada ise
bu molekiiler 0-kinonlara doniismektedirler. 0-Kinonlar, renksiz bilesikler olup enzimatik
kararma reaksiyonlarinda olusan ilk maddelerdir. Daha sonra olusan 0-kinon ve tiirevleri bir

araya gelerek dimerik yapilar olustururlar. Bu yapilar polimerleserek melanini
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olusturmaktadirlar. Bu polimer bilesikler esmer renkli olup, renk bozulmalarinin esas nedeni

olarak goriilmektedirler (Sekil 13) [129-131].

Vi I
T|rosmaz OH T|rosmaz OH
HO OH O2 yavas 0,, h|z|| NH2
NH, DOPAkinon
Tirosin DOPA l
(0]
\ / -
02 h|z||
N OH
H
5, 6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit Dopakrom Lékodopakrom
HO (0]
\ @ N /
o ——» Melanokrom
disik _
HO P o™ N OH
[O] | disik
Dihidroksiindol 5, 6-indolkinon
MELANIN

Sekil 13. Melanin olusumu igin tirosinaz katalizli metabolik siire¢ [129].

Cilt, viicudun en 6nemli dokularindan birisidir ve viicudu dis ortamla dogrudan
temastan kaynaklanan zararlardan korumaktadir. Ultraviyole (UV) 1sinlar cildi zedeleyen
cevresel faktorler arasinda en yaygin ve en zararli olani olarak goriilmektedir. Ayrica UV
isinlarina maruz kalmak, melanositlerin iginde melanositlerden keratinositlere kadar

melanin olusumu ve iletimi igin entegre bir mekanizmayi harekete gegirmektedir [132].

1.6.2. Klinik A¢idan Tirosinaz Enzim inhibisyonunun Onemi

Tirsoniaz veya polifenol oksidaz (PFO) katalizli esmerlesme, sadece enzimin inaktive
edilmesiyle degil, ayn1 zamanda enzimatik reaksiyon i¢in gerekli olan Oz veya fenolik
substratin ikisinin ya da birinin ortamdan uzaklastirilmasiyla da onlenebilir. Tirosinaz

enziminin en yiiksek katalitik etkisinin oda sicaklig1 ve pH=7,0’da oldugu bildirilmektedir.
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Buna karsilik yliksek sicaklik, pH>8,0 veya pH<5,0’da kararliliktan sapmalar
gozlenmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda arastirmacilarin fenolik bilesenleri
gidermek i¢in tirosinaz enzimini pH=7,0 ortaminda kullandiklar1 goriilmektedir [133].
Ayrica enzimatik esmerlesme, enzimatik olarak olusturulan kinonik iirtinlerin bloke
edilmesiyle ve enzimatik olmayan reaksiyonlarin sebep oldugu renkli bilesiklerin
olusumunun engellenmesiyle de onlenebilmektedir. Bununla birlikte polifenol oksidazin
bir¢ok inhibitorii bilinmektedir ve glinlimiizde esmerlesmeyi 6nlemek i¢in bu inhibitorlerden
bazilar1 kullanilmaktadir [134]. Tirosinaz, melanin olusumunda etkin bir sekilde gorev
almaktadir. Bu durum tirosinaz enziminin tibbi alanda ilgi ¢ekici hale getirmektedir. Melanin
heteropolimer yapida ve suda ¢éziinmeyen bir yap1 olup 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik
asit ve 5,6-dihidroksiindol birimlerinden olusmaktadir. Melanin biyosentezini nasil oldugu
ilk olarak 1928 yilinda Raper tarafindan bitkiler ve bdcekler iizerinde gergeklestirilen
caligmalarla ortaya konulmustur [135]. Melaninin hiicrede olusumu Sekil 14’de
gosterilmektedir.

Spesifik inhibitorlerin insan derisi yiizeyine topikal uygulanmasinin UV tarafindan
tahris olmus ve kuru cilt {izerinde faydali etkilere sahip olabilecegi 6ngoriilmektedir, ancak
heniiz yeterli klinik ¢aligmalar yapilarak tam olarak kanitlar ortaya konulmamistir. Bir
monooksijenaz olan tirosinaz, melanositlerde melanin sentezini katalize eden 6nemli bir
enzimdir. Asir1 epidermal pigmentasyonun birikmesi, yas, ¢illenme, yaslilik lekeleri ve
aktinik hasar bolgeleri ile iliskili melasma gibi ¢esitli dermatolojik hastaliklara yol agtig1 i¢in
tirosinaz inhibitorleri, ilaglarda ve kozmetiklerde enzimatik inhibisyon yoluyla

hiperpigmentasyonun dnlenmesi igin giderek daha 6nemli hale gelmektedir [132].

IV. Evre
III. Evre melanin
II. Evre melanin

fibrillar matrix R .
”ﬁ* Y
-

Tirosinaz
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Sekil 14. Melaninin hiicrede olusumu [136].
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Bir PFO inhibitorii olarak {izerinde en ¢ok ¢alisilan madde askorbik asittir [138, 139].
PFO’nun bir diger etkili inhibitorii sisteindir. Sistein tarafindan PFO’nun inhibisyonunun,
enzimin difenolaz aktivitesiyle olugan o0-kinonlarla sisteinin tiyol konjugatlarin
olusturmasindan ileri geldigi diisliniilmektedir. Ayrica sistein, olusan 0-kinonlar1 ilgili
fenollerine indirgeyerek de inhibisyon saglamis olur. PFO, prostetik grup olarak bakir i¢eren
bir metaloenzim oldugu i¢in siyaniir, karbon monoksit, sodyum dietil ditiyokarbamat,
merkaptotiyazol, dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil ksantat gibi metal
selatlayict reaktiflerle inhibe edilebilmektedir [140]. 2-hidroksi-4-metoksi benzaldehid,
sinnemaldehid, aris aldehid, 3,4-dihidroksi sinnamik asit ve kumik asit gibi ¢ok sayida
aldehid tiirevinin PFO i¢in potansiyel inhibitorlar olabilecegi belirlenmistir [141]. Bunlara
ilave olarak, cesitli sentetik orjinli PFO inhibitorleri de rapor edilmistir. Bunlardan bazilari
anti-depresan bir ilag olan kaptoril [(2S)-1-(3-merkapto-2-metilpropionil)-L-prolin] ve anti-
troid bir ila¢g olan methimazol (1-metil-2-merkaptoimidazol)’diir. Hidrojen peroksit,
hidroksilamin, tiyoller ve aromatik karboksilik asitler gibi bir¢ok kimyasalin da inhibitor
olarak PFO aktivitesini inhibe edici 6zellige sahip oldugu bilinmektedir [141]. Literatiirde
bu molekiiller diginda tirosinaz inhibitorii olabilecek bir¢ok organik molekiil sentez edilmis
veya dogal iiriinlerden izole edilmistir. Ornegin, Miyazawa vd. siyah piring kepeginden
tirosinaz inhibitorii olabilecek bazi fenolik maddeleri gesitli ¢oziciiler kullanarak izole
etmislerdir [142]. Hamidian (2013) baz1 azo bilesiklerini, Shu-Bai vd. (2010) baz1 1,2,3-
triazol tiirevi bilesiklerini ve Ghani ile Ullah (2010)’da baz1 1,3,4-tiyodiazol, 1,3,4-
okzadiazol, 1,2,4-triazol ve substitue hidrazid bilesiklerini alternatif tirosinaz inhibitorii
olarak sentez etmis ve bu molekiillerin inhibitor potansiyellerini incelemislerdir [143-145].
Ayrica gidalardaki esmerlesme reaksiyonlari agisindan onemli bir 6rnek olmasi nedeniyle
Ismaya vd. (2011) mantar (Agaricus bisporus) tirosinazinin substrat baglama bolgesi ile
tropolon’un etkilesimini molekiiler modelleme ¢alismalariyla ii¢ boyutlu olarak ortaya
koymaya calismislardir [126]. Morrison (1982) yaptigi caligmalarda genellikle tirosinaz
inhibitdrlerinin yarigmali inhibisyon mekanizmasi gésterdigini belirtmistir. Ornek olarak L-
mimosin [146] tropolon [147] ve kojik asit yarigmali inhibitor sinifinda yer almiglardir [ 148].
Bunlarin yaninda literatiirde tirosinaz inhibisyonuyla ilgili (2E)-alkenal grubundan 7, 8 ve 9
karbonlu bilesikler, sitral, benzaldehid, anisaldehid, kuminaldehid, sinnameldehid ve p-
hidroksibenzaldehid’in yarigmasiz, 2-hidroksi-4-metoksibenzaldehid’in ise yarigmali

inhibisyon mekanizmasi gosterdigi bilgileri mevcuttur [149].
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Melanin, esas olarak cilt, sa¢ folikiilleri ve gozlerde bulunan melanositler olarak
adlandirilan spesifik hiicreler tarafindan iretilen heterojen bir biyopolimerdir [150].
Koruyucu renklenmeyi saglamasinin yani sira melaninler, sitoplazma iginde iiretilen serbest
radikallerin bertaraf edilmesinde ve UV 1s18in1 da igeren c¢esitli iyonize edici radyasyon
tiirlerinden korumada 6nemli bir rol oynamaktadir [151, 152]. Bununla birlikte, agir1 melanin
birikimi melasma, iltihap sonrasi melanoderma ve solar lentigo gibi hiperpigmentasyona
neden olabilmektedir [153-155]. Melanin, tirosinin amino asidinin bir dizi oksidatif
reaksiyonu yoluyla tirosinaz enzimi varliginda olusmaktadir [156, 157]. Bu nedenle, bir¢ok
tirosinaz inhibitdriiniin tirosinaz aktivitesini ve dolayisiyla melanini inhibe ettigi bilindigi
icin cilt beyazlatic1 ajanlar olarak kozmetikte pigmentasyon bozuklugunu diizeltmek icin
kullanilmaktadir. [127, 158-160]. Tirosinaz enzim aktivitesinin bazi kanser tiirlerinde de
arttig1 gézlenmistir. Bunun sonucu olarak tirosinaz enziminin inhibisyonu ile bu kanser
tirlerinin tedavi edilme siirecine dayali ¢alismalar yapilmistir [161]. Tirosinaz, memelilerde
melanozomlarda bulunmaktadir. Melanozomlar melanosit hiicrelerindeki 06zellesmis
sitoplazmik graniiller olarak adlandirilmaktadir. Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde de tirosinaz inhibitorlerine basvurulmaktadir [162-164]. Bununla
birlikte, son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalarda tirosinaz inhibitorii olarak kozmetikte
kullanilan bazi molkeiillerin sitotoksisite, cilt kanseri ve dermatit gibi ciddi yan etkileri
oldugu ve kullanim i¢in uygun olmadigi bildirilmektedir. Bu toksik etkiler g6z oniine
alindiginda cilt beyazlatma ajani olarak potansiyel tirosinaz inhibitorii etkisi bulunan yeni
molekiillerin gelistirilme ¢alismalarinin oldukg¢a popiiler oldugu goriilmektedir [165]. Asir
melanin iiretimi ya da anormal dagilimi albinizm, melisma ve yaslanmayla ilgili noktalar
gibi derideki diizensiz hiperpigmetasyona ve cilt kanserine neden olabilmektedir [145].

Melanin pigmentinin azaltilmas1 sadece cilt kanserini engellemek amaciyla
kullanilmamaktadir. Ayn1 zamanda diinya niifusunun yaklasik %15°1 tarafindan 6zellikle
Asya bolgesinde estetik kaygilar igin cilt beyazlatict ajan olarak kullanilmaktadir. Global
endiistri analistleri (GIA), cilt beyazlaticilar i¢in evrensel pazarin 2020 yilinda 6zellikle

Hindistan, Japonya ve Cin pazarlarinda 23 milyar dolara ulasmasin1 dngdérmektedirler [12].

1.6.2.1. Melanoma

Diinya Saglik Orgiitiine gore giiniimiizde kanser tipleri siirekli olarak degismektedir

[166]. Uluslararas1 Kanser Aragtirma Dernegi’nin 2018 yili verilerine gore bu kanser
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vakasmin sayisinin 18 milyon oldugu ve bunun yaklasik 10 milyon kadarinin hayatini
kaybettigi bilinmektedir. Bu verilere gore diinyada her 5 erkek ve 6 kadmdan birinin
hayatlar1 boyunca en az bir kez kanser hastaligi ile yasamini siirdiirmek zorunda oldugu, her
8 erkek ve 11 kadindan birinin kanser nedeniyle hayatini kaybettigi bildirilmektedir. Diinya
capinda yapilan arastirmalarda bes yillik ortalama kanser teshisi sayisinin 43,8 milyon
oldugu goriilmektedir. Bu durum artan kanser hasta sayisi, niifus artis1 ve yaglanmanin yani
sira sosyal ve ekonomik gelisme diizeyi gibi pek ¢ok faktdrden kaynaklanmaktadir. Ozellikle
hizli biiyliyen ekonomilerde ve sanayilesmis tilkelerde daha tipik olan yasam tarzlari ile
iligkili kanser hastaliklari, yoksulluga baglh kanserlerden kayma gézlenmektedir [167].
Amerika Birlesik Devletleri ile Avrupa’da her yil 11.000-15.000 arasinda kisinin
Oliimiine sebep olarak gdsterilen melanoma, kanser tipleri arasinda en 6liimciil deri kanseri
olarak siniflandirilmaktadir [168]. Melanomanin, Ukrayna’daki kadin hastalarda ilk beste
oldugu goriilmektedir. Ingiltere’de ise erkeklerde tiim kanser oliimlerinin %2'sinin
melanomaya bagli oldugu tahmin edilmektedir [169]. Son zamanlarda tedavi amagli yeni
ilaglar sentezlenmekte, fakat bu ilaglardan tedavi siirecinde etkili ve yeterli olmadig:
goriilmektedir. Bu nedenle melanoma tedavisi i¢in uygun ilag ve spesifik yontemler

arastirma ¢aligsmalar1 devam etmektedir [170].

1.6.3. Tirosinaz Aktivitesi Tayin Yontemleri

PFO’larin monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin belirlenmesi i¢in siklikla ayni
spektrofotometrik yontem kullanilmaktadir. Y6ntem, 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon
(MBTH) ile polifenol oksidaz varliginda p-hidroksifenil propiyonik asit ve 3,4-
dihidroksifenil propiyonik asit oksidasyonunun kinon {iriinii arasindaki birlestirme
reaksiyonuna dayanmaktadir. MBTH-kinon eklentisi i¢in lamda (maks) ve molar emilim
(epsilon) katsayis1 hesaplanmaktadir. Reaksiyon ortaminda MBTH'nin varligi, monofenol
aktivitesinin ekspresyonu sirasindaki gecikme siiresini azaltmaktadir. Yiiksek Vmax degeri,
yiiksek bir katalitik sabitinin varligini gosterir. Bu durum MBTH-kinon i¢in epsilon degeri

ile birlikte, bu metodu diger 6l¢lim metotlarindan daha hassas kilmaktadir [171].
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1.7. Hiicre Oliimii

Normal fizyoloji ve doku fonksiyonunu korumak i¢in hasar gérmiis, islevsiz ve yasl
hiicreler diizenli hiicre 6liimii yoluyla pargalanarak ortadan kaldirilir. Saglikli olan hiicreler
ise belli sartlar korunarak prolifere edilir. Hiicre proliferasyonu/ve hiicre 6liimii arasindaki
hassas dengenin bozulmasi kanser, norodejeneratif, kardiyovaskiiler, otoimmiin ve bulasici
hastaliklar da dahil olmak iizere, diinya genelinde 6nde gelen 6liim ve sakatlik nedenlerini

olusturan hastaliklarin olusmasina neden olur [172].

1.7.1. Apoptoz

“Apoptoz” terimi, “birakma” anlamimna gelen Yunanca kelimeden tiiretilmis olup
“sonbaharda yapraklarin agaglardan diigmesi” anlamina gelmektedir. Kerr ve arkadaslar
tarafindan 1970’lerde apoptoz tanimlandigindan beri, biyolojik aragtirmalar arasinda siklikla
caligilan konulardan birisi oldugu bildirilmektedir [173]. Apoptoz, programlanmis hiicre
oliimii i¢in dogal bir mekanizma olup gereksiz veya istenmeyen hiicrelerin yok edilmesine
hizmet eden oldukga etkin bir islemdir. DNA hasar1 veya kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi da
dahil olmak tizere apoptotik yolun aktive olmasina neden olacak pek ¢ok hiicresel kosul
bulunmaktadir [174]. Apoptoz omurgalilarda doku homeostazinin saglanmasi ve kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasinin engellenmesinde son derece Onemlidir. Genellikle akut hiicre
travmasindan kaynaklanan diizensiz hiicre 61iim bigimi olan nekrozun aksine, apoptoz enerji
girisi gerektirir ve bu nedenle aktif bir prosestir [172].

Apoptotik yol, hiicre i¢i (intrinsik) ve hiicre dis1 (ekstrinsik) sinyallerle aktive
edilebilen temelde iki farkli yolak iizerinden islemektedir. Bu yolaklar sirasiyla mitokondri
ve oliim reseptdrlerine bagl sinyalizasyonun aktivasyonu ile ¢alismaktadir. Apoptoz sinyali
olustugu anda, hiicre i¢inde degisiklikler meydana gelmeye baslamaktadir. Bu degisiklikler,
hiicre iskelet ve niikleer proteinler gibi normal hiicresel fonksiyon i¢in gerekli hiicresel
bilesenleri pargalayan kaspaz enzimlerinin aktivasyonunu icermektedir. Kaspaz aktivitesinin
bir sonucu olarak apoptotik hiicreler biiziilmeye baslar ve makrofajlar tarafindan fagosite

edilmeye isaret edecek olan plazma membrani degisikliklerine ugrar [174].
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1.7.2. Kanser ve Apoptoz

Apoptozdan kacabilme yetenekleri kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerinden
birisidir. Kanser hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu pro-apoptotik yolaklar
aktiflenirken, apoptotik yolaklar ise inhibe durumda bulunur [175, 176]. Kanserde hiicre
boliinmesi ile hiicre 6liimii arasindaki denge bozulmustur ve hiicreler hiicre Sliimiini
indiikleyecek olan sinyalleri algilamamaktadir. Buradaki sorun apoptoz yolaklarindaki
herhangi bir bilesenin eksikliginden kaynaklanabilmektedir. Ornegin kanser hiicrelerinin
%350’sinden fazlasinda en 6nemli pro-apoptotik proteinlerden olan Bcl-2 ekspresyonu
artmistir. Yine pek ¢ok kanser hiicre tipinde “genomun gardiyani1” olarak da bilinen ve en
onemli tiimor baskilayici gen olarak kabul edilen p53 geninin azalmis ifadesi s6z konusudur
[173, 174]. Genel olarak kanser hiicrelerinin apoptozdan kagiglart su alt mekanizmalar
tizerinden ilerlemektedir:

a) Pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein dengesinin bozulmasi

b) Azalmis kaspaz aktivitesi

¢) Bozulmus 6liim reseptorii sinyalizasyonu.

Bu sebeplerden dolay1r apoptoz indiiksiyonu kanser terapisinde potansiyel hedef
mekanizmalardan birisidir. Pek ¢ok sentetik veya dogal iiriin kaynakl bilesigin anti-kanser

etkileri apoptotik ozellikleri arastirilarak ortaya konulmaktadir [173].

1.7.3. Apoptoz Tayin Metotlar:

Apoptoz, hiicresel morfolojideki degisiklikler (biiziilme, plazma membraninin
sismesi, apoptotik cisimciklerin olusumu), niikleer bozulmalar (kromatin yogunlagmasi,
DNA parcalanmasi) ve bazi sitoplazmik degisiklikler ile karakterize edilir. Yapisal ve
fonksiyonel ozelliklere dayanarak, apoptozun belirlenmesinde kullanilan bazi yontemler
asagida verilmistir.

a) Mitokondriyal hasar1 belirleyen yontemler (MTT assay, XTT assay, sitokrom c
saliniminin belirlenmesi, mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi),

b) Akim ve lazer tarama sitometrisine dayali yontemler (Floresans aktive edici hiicre
siralama (FACS), anneksin-V boyama).

Anneksin-V, fosfatidil serin (PS)'e yiiksek afinitesi olan kalsiyum bagimli fosfolipid

baglayici proteinlerin bir tiyesidir. Saglikl hiicrelerde PS ¢ogunlukla hiicre membraninin i¢
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yapraginda bulunmaktadir. Apoptozun aktiflesmesi ile birlikte membranin i¢ yapraginda
bulunan PS, flippaz enzim aktivitesi sonucu dis yapraga ¢ikartilmaya baglanir. Erken
donemden baglamak iizere apoptoz varlig1 hiicre membraninin dis yapraginda bulunan PS'ye
yiiksek afinite ile baglanan floresan etiketli anneksin-V ile tespit edilebilmektedir. Y6ntem
floresans bazli oldugu i¢in akim sitometrisi, floresan mikroskop veya flourometre gibi
ekipmanlarla uygulanabilmektedir. Metotta nekrotik hiicreleri apoptotik hiicrelerden
ayirmak i¢in 7-amino-aktinomisin (7-AAD) veya propidyum iyodiir (PI) gibi membrani

gecemeyen boyalardan bir tanesi anneksin-V ile kombine sekilde uygulanmaktadir [177].

1.8. Hiicre Dongiisii

Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesinin hiicre 6liim hizini astig1 zaman ortaya ¢ikan
kontrol edilemeyen hiicre cogalmasi ile karakterize patolojik bir durumdur. Bu 6nlenemeyen
hiicre ¢ogalmasimin hiicre dongiisiiniin kontroliiniin ortadan kalkmasiyla olustugu
bildirilmektedir [178]. Hiicre dongiisii, hiicrenin kaderini yoneten ve dongiiniin devam edip
etmemesine karar veren, alinan biiylime diizenleyici sinyalleri yorumlayan hiicresel bir
mekanizmadir [179]. Dongii birbirini takip eden dort asamadan olugsmaktadir: Gi
(gap=bosluk), S (sentez), G2 ve M (mitoz). Dinlenme halinde Go evresinde bulunan hiicreler
ilgili ¢ogalma sinyalini alinca G; fazina, oradan da yogun DNA sentezinin gergeklesecegi S
fazina gecerler. S fazini, hiicrelerin M fazinda bdliinme i¢in hazirlandig1 G2 fazi izler.
Boliinmeye hazir hiicre M fazina gegerek sirasiyla profaz, metafaz, anafaz ve telofaz
asamalar1 ile mitozu sonlandirir. Hiicre dongiisiinde bir fazdan diger faza gecis siklin ve
siklin bagimli kinazlar tarafindan yonlendirilir. Her bir fazdan digerine geciste ayrica hiicre
dongiisti kontrol noktalar1 (cell cycle check points) bulunmaktadir (Sekil 15) [180, 181].
Normal kosullarda kontrol noktalar1 bir 6nceki fazi eksiksiz bir sekilde tamamlayan hiicrenin
bir sonraki faza gegise izin verirler. Eger faz gecisine engel bir durum (DNA hasar1 gibi)
tespit edilirse hiicre dongiisii durdurulur (cell cycle arrest) ve hiicreye ilgili hasar1 tamir
etmesi i¢in zaman kazandirilir. Hasar ortadan kaldirilirsa dongii kaldigi yerden islemeye
devam eder. Eger hasar tamir edilemezse organizmay1 koruma altina almak adina hasarl
hiicre i¢in apoptoz yolagi aktiflestirilir. Kanser hiicrelerinin pek ¢ok tipinde hiicre dongiisti
kontrol noktalari islevini kaybetmis oldugundan dongii siirekli oalark aktiftir ve bu nedenle
hiicreler siirekli olarak mitoza ugramaktadir. Bu nedenle hiicre dongiisii kontrol noktalarinin

aktivasyonu kanser terapisinde stratejik bir hedeftir [178, 182, 183].
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Sekil 15. Hiicre dongiisii evreleri [180, 181].

1.9. Calismanin Pratik Amaci ve Onemi

Bu c¢alismada amag, bazi triazol bilesiklerinin, klinik 6neme sahip a-amilaz ve
tirosinazin aktiviteleri tizerine inhibitor etkinliklerinin deneysel, teorik ve in vitro hiicre
kiiltiirii caligmalariyla degerlendirmektir. Ayrica biyokimyasal ve kinetik agidan etkili
bulunan bilesiklerin in vitro hiicre kiiltiirli sartlarinda sitotoksisik etkileri incelenmektedir.
Burada temel amac etken madde i¢in faz ¢alismalarina gegmeden 6nce enzim inhibitorleri

ve anti-kanser 6zellige sahip potansiyel yeni bilesikler onermektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Gerec

2.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Malzemeler

Calismalarda kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve kimyasallar sirasiyla Tablo 2 ve

3’te sunulmaktadir.

Tablo 2. Calismalarda kullanilan geregler ve sarf malzemeler

Cihaz Marka/Model

Hava banyolu galkalayici IKA, KS 4000 i Shaker
pH metre InoLab, WTW pH 720
Buz makinesi Hoshizaki, FM-80EE
Vorteks Thermolyne, Type 37600 Mixer
Saf su cihazi Sartorius, Arium 611UV
Isitic1 HS31, Chiltren
Spektrofotometre Perkin Elmer, Lambda 25
Buzdolab1 Profilo, BD4303ANFE
Terazi Ohaus, Pioneer

Derin dondurucu (-30°C) Regal, RDD-1280
Manyetik karistirict HS31, Chiltren

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Su banyosu

Vorteks (karistirict)

Mikrosantrifiij

Cesitli cam malzemeler

Mikrotiipler igin termal ¢alkalayici
Hava banyolu ¢alkalayici

Gti¢ kaynag1

Hiicre kiiltiirii kabini

Karbondioksit destekli inkiibator
Sogutmali santrifiij

Inverted mikroskop

Otoklav

Mikropleyt okuyucu spektrofotometre
Akim sitometri

Azot tanki

Membran filtreleri (0,2 um)

T-25 hiicre kiiltiir flasklar1

T-75 hiicre kiiltiir flasklart

Steril 15 mL hacimli falkon tiipler
Steril 50 mL hacimli falkon tiipler
Steril 96 kuyucuklu pleytler

Steril 5 mL hacimli serolojik pipetler
Steril 10 mL hacimli serolojik pipetler
Steril 0.1-1000 pL hacimli pipet uglar1

Acura 825, Socorex
Memmert

IKA, Gentus 3

Sigma, 1-14

Isolab

Boeco, TS-100 Thermo Shaker
Barnstead/Lab-Line, MaxQ Mini 4450 Shaker
Thermo, EC 1000XL

Class Il, ESCO

Hepa Class 100, Niive
Thermo

Carl Zeiss

Tomy SS-325

Molecular Devices Versamax
BD Accuri C6

Thermo Fisher

Sartorius Stedim Minisart
Corning ve Greiner

Sarsted

CAPP, Corning

CAPP, Corning

Corning

LP, CAPP

LP, CAPP

Axygen ve Grenier
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Tablo 3. Calismalarda kullanilan enzim ve kimyasallar

Enzimler/Kimyasallar

Satin alindig: firma/Kodu

a-Amilaz (Bacillus subtilis)

Akarboz

Coziniir nisasta

Dinitrosalisilat

di-Potasyum hidrojen fosfat
N,N-dimetil formamid

Steril dimetil siilfoksit

Dimetil stilfoksit

Etanol

Iyot

Sodyum hidroksit

Potasyum iyodiir

Kojik asit

L-Tirosin

Mantar tirosinazi
3-Metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidroklorid hidrat
Potasyum di-hidrojen fosfat
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Rosewell Park Memorial Institute-1640 Medium
Fotal bovin serumu

Non-essential amino asit sollisyonu
Streptomisin—Penisilin soliisyonu
Dulbecco's phosphate-buffered saline
Tripsin-EDTA (%0,25)

Anneksin-V apoptoz Kiti

DNA igerik (hiicre dongiisii) analiz kiti

Sigma, A6380
Sigma, J61737
Merck, 1012520250
Sigma, D0550
Merck, 1.05101.1000
Sigma, 227056
Sigma, S0481
Sigma 276855
Sigma, 32221
Merck, 1047610100
Sigma, 06203
Merck, 1050430250
Sigma, K3125
Sigma, T3754
Sigma, T3824
Sigma, 129739
Merck, 1.04873.1000
Sigma, D6429
ATCC, Sigma
Thermo, 10270106
Biotech, p08-41100
Wisent, 450101100
Pan Biotech
Wisent, 325542100
BD, 556547

BD, 340242

2.1.2. Cahismalarda Kullanilan Cozeltiler

2.1.2.1. Enzim Aktivite Cahsmalari i¢cin Kullanilan Cézeltiler

2.1.2.1.1. Tampon ¢ozeltiler

Calismalarda kullanilan tampon ¢6zeltiler Tablo 4°te verilmektedir.
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Tablo 4. Tampon ¢ozeltiler (50 mM, 50 mL)

Tampon pH Ayarlayiea Miktar

Cozelti (AN)

Tris-HCI 8,0 HCI 0,3028 g tris

Tris-HCI 9,0 HCI 0,3028 g tris

Asetat 5,0 CH3COOH 0,34 g NaCHsCOO

Fosfat 6,0 NaOH 0,05 g K2HPO4 + 0,64 g KH2PO4
Fosfat 6,5 NaOH 0,14 g K2HPO4 + 0,57 g KH2PO4
Fosfat 7,0 NaOH 0,33 g K2HPO4 + 0,42 g KH2PO4

Glisin-NaOH 8,0 NaOH 0,187 g C2HsNO2
Glisin-NaOH 9,0 NaOH 0,3799 g C2HsNO2

Mcilvaine 4,0 NaOH 62 mL A* + 38 mL B** karisimindan 18,1 mL
Mcilvaine 50 NaOH 49 mL A* + 51 mL B** karisimindan 16,6 mL
Mcilvaine 6,0 NaOH 37,4 mL A* + 62,6 mL B** karisimindan 15,3 mL
Mcilvaine 7,0 NaOH 19 mL A* + 81 mL B** karistmindan 13,8 mL

A*: 0,1 M, 5,253 g CeHs07.H20 saf su ile ¢oziiliip hacminin 250 mL ye tamamlanmast ile hazirlandh.
B**: 0,2 M, 8,90 g Na;HPO4.2H20 'nun saf su ile ¢éziiliip hacminin 250 mL've tamamlanmast ile hazirland.

2.1.2.1.2. Enzim Aktivitesi Tayininde Kullamilan Diger Cozeltiler

o L-Tirosin Cozeltisi (10 mM, stok): 23 mg L-tirosin tartilip saf su ile biraz 1sitilarak
¢oziildii ve hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Gerektiginde taze olarak hazirlandi.

e Tirosinaz Cozeltisi (8§ mg/mL, stok): 8 mg mantar tirosinazi tartilip 1 mL Mcilvaine
tamponunda (50 mM, pH 5,0) ¢oziildii. Gerektiginde taze olarak hazirlandi.

o a-Amilaz Céozeltisi: (3,4 mg/mL, stok): 3,4 mg a-amilaz tartilip, 1 mL 50 mM fosfat
tamponunda (pH 7,0) ¢oziildii. Gerektiginde taze olarak hazirlandi.

o Nisasta Cozeltisi (10 mg/mL): 0,1 g nisasta tartilip bir miktar su ile bulamag haline
getirildi ve bir miktar kaynayan su igerisine ilave edildi. Ardindan karisima son hacim 10
mL olacak sekilde saf su ilave edildi.

e MBTH ¢ozeltisi (10 mM): 0,022 g MBTH tartilip saf su ile 10 mL'ye tamamlandi.

e Kojik Asit Cozeltisi (100 mM, stok).: 0,14 g kojik asit tartilip Mcilvaine tamponunda
(50 mM, pH 5,0) ¢6ziildii ve son hacim tampon ile 10 mL’ye tamamland.

o Akarboz Cozeltisi (0,6 M, stok): 0,38 g akarboz tartilip fosfat tamponunda (50 mM,
pH 7,0) ¢6ziildli ve son hacim tampon ile 10 mL’ye tamamlandi.

o Dinitrosalisilik asit (DNSA) ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Cozelti A: 22 mL %1’luk NaOH c¢ozeltisi lizerine az miktar suda ¢oziinmiis 10 g fenol ilave
edilip 100 mL’ye tamamlandi.
Cozelti B: 6,9 g sodyum bisiilfit 69 mL Cozelti A’da ¢oziildii.
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Cozelti C: 300 mL %4,5 NaOH, 225 g Na-K tartarat ve 880 mL % 5’lik 3,5 Dinitro salisilik
asit karistirildi. Son olarak Cozelti B ve Cozelti C karistirilarak DNSA ¢6zeltisi hazirlandi.

2.1.2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari i¢in Kullanilan Cozeltiler

e [yot Cozeltisi: 0,25 g 12 ve 2,5 g KI 50 mL saf su igerisinde 37°C sicaklikta 150 rpm
de karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler 4°C’de buzdolabinda karanlikta
sakland1. Deney oncesi 1:100 oraninda saf su ile seyreltilerek karanlikta 37°C kadar
getirilip kullanildi.

e Nisasta Cozeltisi: 0,25 g nigasta yaklagik 2 mL su ile bulamag haline getirilip
kaynamis saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Sicakligi hiicre kiiltlirii ortaminda
kullanima uygun olan 37°C’ye gelene kadar beklendi ve deneyler oncesi taze bir
sekilde hazirlanip kullanildi.

e MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) Cozeltisi (5
mg/mL): 1250 mg MTT boyasi 7,5 mL steril DMSO ile ¢6ziildii. Ardindan balon
jojede 250 mL’ye steril PBS ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 0.2 pm’lik filtreden
gecirildi ve 1’er mL (5 mg/mL) alikotlanarak deneylerde kullanilmak tizere -20°C’de
stoklanda.

e Sisplatin Cozeltisi (5 mM): 1,5 mg sisplatin 1 mL DMSO ile ¢oziilerek deney giinii
taze olarak hazirlandi.

o Kojik Asit Cozeltisi (10 mM): 1,5 mg kojik asit 1 mL DMSO ile ¢oziilerek deney
giinii taze olarak hazirlandi.

o Akarboz Cozeltisi (10 mM, stok): 0,0065 g akarboz tartilarak 1 mL saf suda
¢oOziilerek taze hazirlandi.

e Sentetik Melanin Cozeltisi (I mg/mL): 10 mg melanin iizerine ayarlanan %]1°lik
H202 (pH 10)’den 10 mL ilave edildi, vorteks ile 2 dakika calkalanarak ¢oziildii.
Siyah berrak bir ¢ozelti olustu. Bu ¢ozelti her 6l¢iimde yeniden kullanilmak iizere

300 uL lik alikotlar halinde -20°C’de saklandi.
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2.1.3. Cahismada Kullanilan Inhibitor Bilesikleri

Calismalarda kullanilan organik bilesiklerin sentezi, KTU Fen Fakiiltesi Kimya
Béliimii Organik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Olcay BEKIRCAN’1n
aragtirma grubu tarafindan gergeklestirildi. Bu bilesikler Tablo 5’te sunulmaktadir [184-
186].

Tablo 5. Calismada kullanilan inhibitor molekiilleri

Kodu Adlandirmasi Formiilii

4-Amino-2-heptil-5-(4-

metoksibenzil)-2,4-dihidro-3H- AR
Al 1,2,4-triazol-3-on /N\A\o
n,
H;CO
2-heptil-5-(4-metoksibenzil)- NN
A2  24-dihidro-3H-1,2 4-triazol-3- PN
o
on N
H
H;CO
Etil 2-[1-heptil-3-(4-
metoksibenzil)-5-okso-1,5-
A3 dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il] A

asetat k{

OC,H
H,CO e
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Tablo 5’in devami

2-[1-heptil-3-(4-metoksibenzil)-
5-o0kso-1,5-dihidro-4H-1,2,4-

. A . . H3C/
Ad triazol-4-il] asetohidrazid
H,C
2-[3-(4-Metoksibenzil)-1-heptil- /_/_/_/
5-okso-1,5-dihidro-4H-1,2,4- v

A6  triazol-4-il]-N-[(5-kloro-2- /\A\
hidroksifenil)- N
etiliden]asetohidrazid o

NHNH,
H,CO
2-[3-(4-Metoksibenzil)-1-heptil-
5-o0kso-1,5-dihidro-4H-1,2,4-

A8  triazol-4-il]-N-[(2-hidroksi-5- N-N
nitrofenil)- IN/\QO
metiliden]asetohidrazid L e N

[H)
H;CO HC); 4 NO;
2-Heptil-4-[(4-etil-4,5-dihidro-5-
tion-1H-1,2,4-triazol-3- /N_N

Al4  yl)metil]-5-(4-metoksibenzil)- N)%o
2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3- Kr
on =N

N
/
H;CO
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2-Heptil-4-[(4-fenil-4,5-dihidro-

5-tion-1H-1,2,4-triazol-3- 7 L
Al15 il)metil]-5-(4-metoksibenzil)- N
2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3- N
on ~ W
H;CO : S/N {
SH
2-Heptil-4-{[4-(4-florofenil)- N—N
4,5-dihidro-5-tion-1H-1,2,4- [,
A16 triazol-3-illmetil}c-5-(4- N
metoksibenzil)-2,4-dihidro-3H- N
1,2 4-triazol-3-on I
H;CO : s/\<SH
F
2-Heptil-4-{[4-(4-klorofenil)- N—N
4,5-dihidro-5-tion-1H-1,2,4- P
Al7 triazol-3-iljmetil}-5-(4- N
metoksibenzil)-2,4-dihidro-3H- ka\
1,2,4-triazol-3-on \ /N
H,;CO \<
SH
Cl
N—N
N
4-{[4- HsCO K(/N\N/H
(Florofenil)metiliden]amino}-5- \_/
BS {[3-(4-klorofenil)-5-(4- o\
metoksibenzil)-4H-1,2,4-triazol- N S

4-il]-metil}-2,4-dihidro-3H-
1,2,4-triazol-3-tion

n
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Tablo 5’in devami

N—N
oo
4-{[4- Q/_LN)_@ “
(Florofenil)metiliden]amino}-2- H;CO k(/N N~y
gy (4-metilpiperazin-1-il)-5-{[3-(4- N Q
klorofenil)-5-(4-metoksibenzil)- y “cn
4H-1,2,4-triazol-4-iljmetil }-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion
F
N-—N
5-{[3-(4-klorofenil)-5-(4- d 1)—@ ct
B13 metoksibenzil)-4H-1,2,4-triazol- x
4-iI]metiI}-_4-meti|-_2,4-dihidro- H.CO e H
3H-1,2,4-triazol-3-tion Ny
HiC \
c1 2-heptil-5-(metil)-2,4-dihidro-

3H-1,2,4-triazol-3-on

2-heptil-4-(4-klorobenzil)-5-
C2  (metil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-
triazol-3-on

2-heptil-4-(4-bromobenzil)-5-
C3  (metil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-
triazol-3-on
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Tablo 5’in devami

2-heptil-4-(4-nitrobenzil)-5-
C4  (metil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-

KCHB
triazol-3-on N/N>\
| ~o0
P
ﬁNO

2

2.2. Yontem
2.2.1. Enzim Aktivite Tayinleri
2.2.1.1. a-Amilaz Aktivitesi Optimizasyonu

a-Amilaz aktivitesi, nisastayla amilaz enziminin etkilesimi sonucu agiga c¢ikan
indirgen sekerin miktarmin hesaplanmasi esasina dayanan DNSA (3,5-dinitrosalisilik asit)
metodu ile belirlendi. Bu metodun prensibi aldehit (glukoz) veya keton (fruktoz) gruplarinin
oksidasyonuna dayanir. Serbest aldehit veya keton grubuna sahip sekerler, alkali kosullar
alinda DNSA’y1, 3-amino-5-nitro salisilik aside indirgeyerek kirmizi-kahverengi renk
olusumuna neden olurlar. Renk siddetindeki artis indirgen seker miktariyla orantilidir [187].

a-Amilaz aktivitesini belirlemek i¢in sirasiyla tampon, substrat ve enzim ¢ozeltisi
kanistirilarak 15 dakika boyunca 40°C’de su banyosunda bekletildi (Tablo 6). Bu siire
sonunda su banyosundan alinan 6rneklere esit hacimde DNSA eklendi ve reaksiyon karisimi
tekrar 10 dakika boyunca 100°C’deki su banyosu icinde inkiibe edildi [188]. Islem
tamamlandiktan sonra oda sicakligiyla 1sil dengenin saglanmasi nedeniyle 15 dakika
bekletildi ve daha sonra reaksiyon karisiminin 540 nm’de kontrole karsi absorbansi okundu.
Bir iinite enzim aktivitesi, reaksiyon sartlarinda 1 dakikada agiga c¢ikan 1 umol maltoz

miktart olarak hesaplandi [189-191].
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Tablo 6. a-Amilaz aktivitesi i¢in standart reaksiyon karigimi

Reaktifler Kontrol (uL) Numune (uL)
Fosfat tamponu 650 630
Nisasta ¢ozeltisi 50 50
a-Amilaz ¢ozeltisi -- 20
DNSA 700 700

2.2.1.1.1. Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi

a-Amilaz enzimi i¢in aktivitenin optimizasyonu ve inhibisyon c¢alismalarindaki
reaksiyon karisimina ilave edilmesi gereken enzim konsantrasyonunu belirlemek i¢in
0,35 mg/mL nisasta substrat1 varliginda, oda sicakliginda ve 50 mM fosfat tamponu pH
7,0’de enzim konsantrasyonu 0,09-250 ng/mL arasinda degisen bir seri aktivite dlglimii
Boliim 2.2.1.1.’de anlatildig1 gibi yapildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 6’daki sirayla ilave
edilerek reaksiyon karisimi olusturuldu. Olgiimlerden sonra hesaplanan enzim aktiviteleri
enzim konsantrasyonuna kars1 grafige gegcirildi. Bu grafikten belirlenen ve ilk hiz
Olgtimlerinin dogru bir sekilde yapilabilecegi uygun bir enzim konsantrasyonu belirlendi.

Calismalarin devami belirlenen bu konsantrasyonda siirdiiriildii.

2.2.1.1.2. Optimum Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi

a-Amilaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek igin,
25 ng/mL enzim konsantrasyonunda, oda sicakliginda ve 50 mM fosfat tamponu pH 7,0
varliginda 0,2-1,05 mg/mL nisastanin degisen substrat konsantrasyonlari i¢in reaksiyon
cozeltileri Tablo 6’ daki sirayla hazirlandi ve enzim aktivite dl¢limleri yapildi. Elde edilen
sonuglara gore hiz degerleri hesaplandi. Cizilen Lineweaver-Burk grafiginden Km ve Vmax

degerleri hesaplandi.

2.2.1.1.3. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Optimum sicaklik (°C) belirleme ¢aligsmalari i¢in tespit edilen enzim, substrat ve sabit
pH degerlerinde ve 10-90°C araliginda degisen sicakliklarda reaksiyon ¢ozeltileri hazirlandi.

Tablo 6°daki sirayla ¢Ozeltiler reaksiyon karisimini olusturmak iizere ilave edildi ve
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Olgiimler Bolim 2.2.1.1°deki gibi yapildi. Sicaklik-%Bagil Aktivite grafigi ¢izildi. En
yiiksek aktivite goriilen deger optimum sicaklik degeri olarak belirlendi [192].

2.2.1.1.4. Optimum pH’mn Belirlenmesi

Optimum pH belirleme ¢alismalar i¢in tespit edilen enzim, substrat ve sicaklik
degerinde Tablo 4’de verilen tampon ¢ozeltilerden asetat, fosfat ve glisin-NaOH tamponlari
kullanilarak pH 5,0-9,0 aras1 igin Tablo 6’daki sirayla ¢ozeltiler reaksiyon karisimina ilave
edildi. Her bir reaksiyon karigimi igin 6lgtimler Boliim 2.2.1.1°deki anlatildig: gibi yapilarak
pH-% Bagil Aktivite grafigi seklinde ¢izildi. En yiliksek aktivite goriilen deger optimum pH
degeri olarak belirlendi [193].

2.2.1.2. Tirosinaz Aktivitesi Optimizasyonu

Tirosinaz aktivitesi Ol¢iimii i¢in Tablo 7’de verilen reaksiyon bilesenleri, oda
sicakliginda ve belirtilen sirayla mikrohacimli kapakli tiipe ilave edilerek vortekslendi.
Homojen karigim spektrofotometre kiivetine alindi ve son olarak enzim ¢ozeltisi otomatik
pipet yardim ile ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi ile spektrofotometrede kontrole
kars1 500 nm’de 1 dakika boyunca kinetik 6lgiim alindi. Tirosinaz aktivitesi absorbansdaki
artisin Olciilmesiyle belirlendi. Belirlenen bu degerler iinite cinsinden hesaplanarak grafige
gecirildi. Molar absorbsiyon katsayist 3700 M™t.cm™ olarak kullanildi [194]. Olusturulan
reaksiyon sartlarinda, 1 dakikada ag¢iga ¢ikan 1 pmol {irlin miktar bir {inite enzim aktivitesi

olarak degerlendirildi [171, 195-197].

Tablo 7. Tirosinaz aktivitesi i¢in standart reaksiyon karigimi

Reaktifler Kontrol (uL) Numune (pL)
Mcilvaine tamponu 936 876
MBTH 120 120
DMF 24 24
L-tirosin ¢ozeltisi 120 120

Tirosinaz ¢ozeltisi -- 60
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2.2.1.2.1. Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Tirosinaz enzimi i¢in aktivitenin optimizasyonu ve inhibisyon ¢alismalarindaki
reaksiyon karisimina ilave edilmesi gereken enzim konsantrasyonunu belirlemek i¢in 1 mM
L-tirosin substrat1 varliginda oda sicakliginda ve 50 mM fosfat tamponu pH 6,5’da enzim
konsantrasyonu 4,35-435 ug/mL arasinda degisen bir seri aktivite 6l¢iimii Boliim 2.2.1.2.°de
anlatildig1 gibi Tablo 7°deki sirayla hazirlandi ve enzim aktivite Ol¢limleri yapildi.
Olgiimlerden sonra hesaplanan enzim aktiviteleri enzim konsantrasyonuna kars1 grafige
gecirildi. Bu grafikten belirlenen ve ilk hiz 6l¢timlerinin dogru bir sekilde yapilabilecegi
uygun bir enzim konsantrasyonu belirlendi. Calismalarin devami belirlenen bu

konsantrasyonda stirdiiriildii.

2.2.1.2.2. Optimum Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Tirosinaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek igin,
43,5 ng/mL enzim konsantrasyonunda, oda sicakliginda ve 50 mM fosfat tamponu pH 6,5
varliginda 0,1-5 mM L-tirosinin degisen substrat konsantrasyonlari i¢in reaksiyon ¢ozeltileri
Tablo 7’ deki sirayla hazirland1 ve enzim aktivite dl¢limleri yapildi. Elde edilen sonuglara
gore hiz degerleri hesaplandi. Cizilen Lineweaver-Burk grafiginden Km ve Vmax degerleri

hesaplandi.

2.2.1.2.3. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Optimum sicaklik (°C) belirleme c¢aligmalari i¢in tespit edilen enzim, substrat ve sabit
pH degerlerinde ve 10-50°C araliginda degisen sicakliklarda reaksiyon ¢ozeltileri hazirlandi.
Tablo 7’deki sirayla ¢ozeltiler ilave edildi ve Ol¢timler Bolim 2.2.1.2°deki gibi yapidi.
Sicaklik-% Bagil Aktivite grafigi ¢izildi. En yiiksek aktivite goriilen deger optimum sicaklik
degeri olarak belirlendi [195].

2.2.1.2.4. Optimum pH’nin Belirlenmesi

Optimum pH belirleme ¢alismalar1 icin tespit edilen enzim, substrat ve sicaklik

degerinde Tablo 4’de verilen tampon ¢ozeltilerden Mcilvaine ve Tris-HCI tamponlari ile pH
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4,0-9,0 aras1 i¢in Tablo 7°deki sirayla ¢ozeltiler ilave edildi. Olgiimler Boliim 2.2.1.2°deki
anlatildig1 gibi yapilarak pH-% Bagil Aktivite grafigi seklinde ¢izildi. En yiiksek aktivite

goriilen deger optimum pH degeri olarak belirlendi.

2.2.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Calismalar

Inhibisyon ¢alismalar1 igin o-amilaz ve tirosinaz enzimlerinin Bolim 2.2.1.°de
belirtildigi sekilde aktivitelerinin optimizasyonu saglandiktan sonra oncelikli olarak Tablo
5’de verilen molekiillerin her bir enzim {izerinde inhibisyon potansiyellerini gérmek i¢in
uygun olan molekiil gruplari belirlendi. Burada se¢im yapilirken enzim-substrat iliskisinin
gozlenecegi aktif bolgenin kimyasal yapisi, literatiirde belirtilen standart inhibitor
molekiillerinin ve substratlarinin yapis1 géz oniine alinarak benzer yapili olan molekiiller
secilmeye calisildi. Tablo 5’deki molekiiller kat1 formda olup bunlarin ¢oziicii vasitasiyla
¢oziildiikten sonra reaksiyon ortamina katilmasi gerekmektedir. Tez ¢alismalart sirasinda
kullanilacak olan her iki enziminde aktivitelerinin ¢oziiciilerden etkilenmemesi ¢Oziicli
seciminde 6nemli bir faktor oldu. Tiim deneyler sirasinda inhibitdr molekiillerini ¢6zmek
i¢in kullanilan ¢oziiciiler kontrol karigimina ilave edildi ve inhibisyon degerleri buna gore
hesaplandi. Inhibisyon calismalar1 sirasinda kullanilan molekiiller, uygun c¢oziiciilerde
(DMSO, etanol) farkli konsantrasyonlarda cozeltileri hazirlandi. Daha sonra tirosinaz
inhibisyonunu gézlemlemek i¢in dogrudan reaksiyon karigimina katilirken [198], a-amilaz
icinse inhibitdr molekiiliiniin enzimle 6n inkiibasyonu saglandi [199].

Belirlenen gruplardaki potansiyel inhibitér molekiillerinin enzim aktiviteleri lizerine
etkilerini gézlemlemek i¢in inhibitor varliginda tirosinaz i¢in Km (0,14 mM) degerindeki
substrat konsantrasyonunda amilaz i¢in Km degerinin (1,02 mg/mL) altindaki bir substrat
konsantrasyonunda (0,35 mg/mL) yapilan ¢aligmalar sonucunda log[I]-% Bagil Aktivite
grafikleri ¢izildi. Calisilan tiim molekiiller i¢in enzim aktivitesini %50 azaltan [I] olan ICso
degeri belirlenmeye c¢alisildi. Daha sonra ICsg degeri bulunabilen molekiiller ile
inhibisyonun tiirii ve Ki degerleri grafikler cizilerek tespit edilmeye calisildi. Grafikler
cizilirken yapilan caligmalarda enzim konsantrasyonu, sicaklik ve pHmin belirlenen
optimum degerleri kulllanilirken substrat ve inhibitdr konsantrasyonlari sirastyla 0,2Km-5Km

ve %10-%75 inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonu araliginda tutuldu [31, 200].
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2.2.2.1. a-Amilaz Inhibisyonu

a-Amilaz inhibisyonu calismalar1 i¢cin Tablo 5°te verilen organik bilesiklerden
Al-A4 ve Al4-Al7 bilesikleri kullanildi. a-Amilaz ¢ozeltisi, degisen konsantrasyon
araligindaki inhibitor ¢ozeltileri (A1: 0-540 uM, A2: 0-9626 uM, A3:0-1300 uM, A4: 0-417
uM, Al4: 0-1 mM, A15:0-0,7 mM, Al6: 0-0,67 mM, ve Al7: 0-0,65 mM nihai
konsantrasyon araliginda) ve 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) iceren reaksiyon karisimlari
deney tiipleri igerisinde 40°C’de su banyosunda 20 dakika 6n inkiibasyona birakildi. Bu
islemi takiben reaksiyonun gergeklesmesi i¢in her bir karisima (Tablo 8) 10 mg/mL'lik
nisasta ¢Ozeltisinden eklenerek 15 dakika boyunca 40°C’de su banyosunda inkiibasyona
devam edildi. Bundan sonraki islemler B6liim 2.2.1.1°de anlatildig: sekilde gergeklestirildi.

Elde edilen sonuglarla her bir organik molekiil icin log[I]-% Bagil Aktivite grafigi
cizildi. Enzim aktivitesinin %50 azaldig1 inhibitér konsantrasyonu ICso degeri olarak
belirlendi. ilaveten o-amilaz icin calisilan Tablo 5°deki bilesikler icindeki ICso degeri
belirlenebilenlerden en kiiciik konsantrasyona sahip A16 bilesigi i¢in inhibisyon tiirii
incelendi. Bu c¢alisma ig¢in A16 inhibitoriiniin olmadig1 ve bilesigin iki farkli
konsantrasyonunda (50 pM ve 150 uM) yukarida belirtildigi gibi aktivite tayinleri
gerceklestildi. Elde edilen sonuglar gore Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek inhibitor varliginda ve yoklugunda Km Ve Vmax degerleri ve matematiksel

hesaplamalarla K; degeri belirlendi [13, 201].

Tablo 8. a-Amilaz inhibisyon ¢alismasi i¢in kullanilan reaksiyon ¢ozeltisi

Reaktifler Kontrol (uL) Numune (pL)
Fosfat tamponu 640 620
Nisasta ¢ozeltisi 50 50
a-Amilaz ¢ozeltisi - 20
Inhibitor ¢ozeltisi - 10
Inhibitdr ¢oziiciisii 10 --
DNSA 700 700

2.2.2.2. Tirosinazin Inhibisyonu

Tirosinaz inhibisyonu ¢alismalar1 i¢in Tablo 5°te verilen organik molekiillerden A6,
A8, Al5, B5, B9, B13 ve C1-C4 molekiilleri kullanildi. Bu ¢alisma i¢in her bir organik
molekiiliin degisen konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinden (A6: 0-0,8 mM, A8: 0-0,72 mM,
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Al5: 0-0,48 mM, BS5: 0-0,1 mM, B9: 0-0,45 mM, B13:0-0,58 mM, C1: 0-100 mM,
C2: 0-30 mM, C3: 0-6 mM, C4: 0-7 mM nihai konsantrasyon araliginda) 10’ar pL ilave
edilerek Tablo 9°da belirtildigi gibi bir seri reaksiyon karisimi hazirlandi. Enzim ¢ozeltisi
reaksiyon karigimina en son ilave edilip 6n inkiibasyon yapilmaksizin Boliim 2.2.1.2°de
anlatildig1 sekilde aktivite tayini gergeklestirildi.

Elde edilen sonuglarla her bir organik molekiil i¢in log[I]-% Bagil Aktivite grafigi
cizildi. Enzim aktivitesinin %50 azaldig1 inhibitér konsantrasyonu ICso degeri olarak
belirlendi. ilaveten tirosinaz i¢in calisilan Tablo 5°deki bilesikler i¢indeki ICso degeri
belirlenebilenlerden en kiigiik konsantrasyona sahip B9 ve C3 bilesikleri i¢in inhibisyon tiirii
incelendi. Bu c¢alisma icin B9 ve C3 inhibitorlerinin olmadigi ve bilesiklerin farkli
konsantrasyonlarinda (B9 i¢in 0,2 mM ve 0,4 mM, C3 i¢in 1,5 mM, 3 mM ve 4,5 mM)
Boliim 2.2.1.2°de belirtildigi gibi aktivite tayinleri gergeklestildi. Elde edilen sonuclara gore
Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibitér varliginda ve

yoklugunda Km ve Vmax degerleri ve matematiksel hesaplamalarla K degeri belirlendi [201].

Tablo 9. Tirosinaz inhibisyon ¢aligmasi i¢in kullanilan reaksiyon ¢6zeltisi

Reaktifler Kontrol (nL) Numune (pL)
Mcilvaine tamponu 924 864
MBTH 120 120
DMF 24 24
Tirosinaz ¢ozeltisi --- 60
Inhibitdr ¢ozeltisi --- 12
Inhibitdr ¢oziiciisii 12 ---
L-tirosin 120 120

2.2.3. Molekiiler Modelleme Calismalari

Tirosinaz ve o-amilaz inhibisyonu agisindan potansiyel olarak etkili olabilecegi
diistiniilen ve gruplara ayrilan inhibitér bilesikleri i¢in teorik olarak modelleme
hesaplamalar1 gergeklestirildi. Modelleme galismalari her iki enzim ig¢inde gruplara ayrilan
bilesiklerin tamami ile yapildi. Oncelikle Gaussian 03 programi, DFT 6-31(gd)++
optimizasyon metodu ile bilesikler modelleme ¢aligmalar i¢in optimize edildi [202-204].
Modelleme igin kullanilacak olan enzimlerin kristal yapilarina literatiir yardimiyla Protein
Veri Bankasindan (PDB) erisim saglandi, pdb formatinda a-amilaz i¢in 1BAG, tirosinaz i¢in

2Y9X kullanildi [205, 206]. Optimize edilen her bir bilesik konformasyonu ve enzimlerin in
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siliko kristal formu aktif bolgede etkilestirilerek baglanma enerjileri program vasitasiyla
teorik olarak hesaplandi. Modelleme c¢alismalar1 yapilacak olan enzimler oOncelikle
Discovery Stiidyo programi 4.1 Client versiyonu ile saflastirildi. Aktif bolgede organik
bilesiklerle enzimi etkilestirmek ve ligand-protein etkilesimlerini goriintiileyebilmek igin
sirastyla AutoDock Vina 1.1.2 [207] ve Pymol [84, 208] programlar1 kullanildi [209].

2.2.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Hiicre kiiltiirii alismalar1 KTU Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Genetik Anabilim Dal1 ve KTU Tip Fakiiltesi Temel T1p Bilimleri Béliimii Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Tiim ¢aligmalar 6ncesi ve
sonrasi hiicre kiiltiirii kabini 5 dakika UV 1s1k altinda steril edildi. Ayrica hiicre kiiltiirii
kabini ve tek kullanimlik olmayan malzemeler (otomatik pipet, pipetor, kiiltiir flasklar1 gibi)
%70’lik etanolle silinerek kabin ic¢ine alindi. Calismalar siiresince kullanilan tiim

malzemeler steril ortamda ve steril olarak kullanild.

2.2.4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalan ile a-Amilaz Aktivite Tayini
2.2.4.1.1. AR42J Hiicre Serisi Cogaltma ve Saklama

Amilaz etkinliginin azalmasini hiicre kiiltiirii ortaminda goézlemlemek i¢in AR42]
(ECACC, #93100618) rat pankreas kanser hiicre serisi kullanildi. Yiiksek oranda a-amilaz
tiretiyor olmasi bu hiicre serisinin tercih sebebi olmustur [210]. Hiicreler temin edildigi
firmanin kullanim prosediiriine uygun olarak 2 mM glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve
%10 FBS iceren RPMI-1640 kiiltiir medyasinda, 37°C ve %5 CO2 olan kiiltlir ortaminda
kiiltire edildi. Fare embriyonik fibroblast (MEF) hiicre serisi ise spesifik olarak a-amilaz
enzimi liretmiyor olmasi sebebiyle negatif kontrol hiicreleri olarak kullanildi. MEF hiicreleri
%10 FBS, %1 MEM-NEAA ve %1 penisilin-streptomisin igeren DMEM medyasinda 37°C
ve %5 COy olan kiiltlir ortaminda kiiltiir edildi. Cogaltilan tiim hiicreler tez c¢alismalari
boyunca kullanmak i¢in prosediiriine uygun olarak DMSO ile birlikte dondurularak sivi azot

tankinda stoklandi.
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2.2.4.1.2. AR42J ve MEF Hiicreleri Uzerinde Hiicre Canlihg Tayini

a-Amilaz aktivitesi i¢in O0l¢limii tez ¢alismalari sirasinda yapilan enzim inhibisyon ve
molekiiler modelleme c¢aligsmalariyla etkili bulunan inhibitér molekiilii olan A16’nin AR42J
ve MEF hiicreleri {izerinde denenmeden 6nce molekiilii ¢ozmek i¢in kullanilan dimetil
siilfoksit (DMSO), etanol, standart inhibitér olan akarboz ve A16 molekiiliiniin hiicre
canliligim etkilemeyen hangi konsantrasyonda kullanilmas1 gerektigine karar vermek i¢in
tripan mavisi metodu kullanildi.

Tripan mavisi boyast canli hiicrelerin membranindan igeri giremedigi i¢in onlari
boyayamazken, membran yapilari bozulmus 6lii hiicrelere niifuz ederek onlarin aydinlik alan
mikroskobunda mavi renkte goriinmesine sebep olur. Boylece 6lii ve canli hiicreler
photoshop programinda sayilarak yiizdeler belirlenebilir. Kontrol amaciyla bazi hiicreler
¢oziicii ile muamele edilmedi ve tiim hiicrelerin canlilik oranlar1 yine tripan mavisi boyama
metodu ile tespit edildi. Cok sayida molekiil konsantrasyonunun bir arada 6l¢iimii alinacagi
icin bir hiicre grubunda canlilik oran1 belirlenirken, siradaki diger hiicre gruplar1 daha uzun
siire beklemesi ve canlilik oraninin beklenmeyen sekilde daha diisiik olacagr ve bu da
deneyin kendi sonucunu yaniltacagi kanaatine varildi. Bu yiizden hiicrelerin kiiltiir
edildikleri kaplardan (96 kuyucuklu pleytlerden) kaldirilmasi gerekmeden, bulunduklari
yerde boyama yapilabilmesi i¢in gelistrilmis bir protokol olan fiksatifile desteklenmis tripan
mavisi boyast metodu kullanild1 [211, 212]. AR42J ile MEF hiicreleri iizerinde DMSO,
etanol, A16 molekiilii ve akarbozun fiksatif ile desteklenmis tripan mavisi boyamasi

prosediirii asagida belirtildigi sekilde uygulandi.

> Fiksatif ile Desteklenmis Tripan Mavisi Boyas1t Metodu

e Hiicre Kiiltiirii: AR42J ve MEF hiicreleri yukarida anlatildig: gibi ilgili medyalarla
37°C sicaklikta ve %5 CO2 varliginda ayr1 ayr1 96 kuyucuklu pleytlerde 24 saat
kiltir edildi. Ardindan kendi iglerinde de gruplara ayrilan kuyucuklara AR42J
hiicreleri i¢in son konsantrasyonlari etanol ve DMSO i¢in %0,1, %0,3, %0,6, %0,9,
%1,2, %1,6, %1,9, %2,3, %2,6, akarboz i¢in, 0,05, 0,5, 5, 25, 50, 250, 500 uM, A16
molekiilii i¢in 0,001, 0,002, 0,005, 0,01, 0,05, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 5, 50, 100,
250, 500, 1000 uM olacak sekilde ilave edilip 48 saat kiiltiir edildi. MEF hiicreleri
i¢in son konsantrasyonlar1 etanol ve DMSO i¢in %0,1, %0,25, %0,5, %1, %1,5, %2
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olacak sekilde ilave edilip 48 saat kiiltlir edildi. (Akarboz ve A16 molekiilleri i¢in
AR42] hiicreleri iizerinde ICso degeri belirlendikten sonra sadece o konsantrasyon
icin MEF hiicresinde hiicrede canlilik kontrolii yapildi).

e Yikama Asamasi: Hiicreler boyanmadan Once steril PBS ile bir kere, sonrasinda ise
steril hiicre medyasi ile {i¢ kere yikandi. Her kuyucuk i¢in yikama hacmi 100 pL
olarak kullanildi.

e Boyama Asamasi: Yikanan kuyucuklara 9%0,4’liik tripan mavisi boyasi1 100 pL
hacminde uygulandi. Hiicreler boya ile 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu siire
sonunda hiicreler yine steril hiicre medyast ile {i¢ kere yikandi.

o Fiksasyon Asamasi: Boyanan ve yikanan hiicreler paraformaldehit (%4’liik) ile oda
sicakliginda yarim saat inkiibe edildi. Kontrol amaci ile bazi kuyucuklar fiksatifle
muamele edilmedi.

o Mikroskop gozleminin yapilmasi: Fiksasyondan sonra hiicreler bir kez PBS tamponu
ile yikandiktan sonra 1g1k mikroskobunda incelendi.

o Mikroskopta ¢ekilen fotograflardan canli hiicre oranimin belirlenmesi: Cekilen
fotograflardan olii ve canli hiicre sayma photoshop programinin sayma ozelligi

kullanilarak yapildi.

> a-Amilaz Inhibisyon Calismas: i¢in Nisasta ve Iyot Cézeltisi Konsantrasyonunun
Optimize Edilmesi

Hiicre disina salgilanan oa-amilazin inhibisyonunu spektrofotometrik olarak
Ol¢ebilmek icin nisasta ve iyot ¢Ozeltileri kullanildi. Nisasta igeriginin fazla oldugu
orneklerin koyu mavi, az oldugu 6rneklerin ise daha agik mavi renk olmasi beklenmektedir.
Nisasta igermeyen Orneklerde ise sar1 renk olmasi beklenmektedir. Boylece ekstraseliiler
ortama hiicreler tarafindan salinan a-amilaz aktivitesi ya da organik molekiiller varliginda
inhibisyonu kalitatif olarak belirlenebilecektir. Bu ¢ozeltilerin optimizasyonlari igin her iki
cozelti i¢inde bir seri diliisyon ile farkli konsantrasyonlarda nisasta ve iyot ¢ozeltileri
hazirland1 ve 96 kuyucuklu pleyt ile mikropleyt okuyucuda 540 nm’de 6l¢iim alabilecek
uygun konsantrasyonlar tespit edildi [111, 213].
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2.2.4.1.3. a-Amilaz Inhibisyon Cahsmasi i¢in Hiicre Sayis1 Belirleme Cahsmalar

Spektrofotometrik  yontemle hiicre disina salgilanan o-amilaz  miktarinin
Olciilebilecegi uygun hiicre sayisini belirlemek i¢in bu optimizasyon yapildi. Burada amag
hiicre sayisi ile dogru orantili olarak artan a-amilazin inhibisyonunu gézlemlemek adina
sabit bir hiicre sayisi ile ¢alismaya devam etmeyi saglamaktir. Bunun i¢in AR42J hiicreleri
T-25 flasklara farkli sayilarda (50.000, 100.000, 250.000 ve 500.000 hiicre/flask) sayilarda
cogaltildi. 24 ve 48 saat inkiibe edilmek iizere iki deney seti kuruldu. Ardindan T-25 flasklar
icerisindeki hiicrelere medya ile birebir oranda %0,5’1lik nisasta ¢ozeltisi ilave edildi. 1 saat
sonra Orneklerden 100°er puL alinip lizerine 100’er pL iyot ¢ozeltisi ilave edilip mikropleyt
okuyucu spektrofotometrede 540 nm’de Sl¢iim alindi. Kontrol amaci ile sadece medya

bulunan kuyucuklara nisasta ¢ozeltisi ilave edildi.

2.2.4.1.4. AR42J Hiicre Serisi Uzerinde A16, Akarboz Molekiillerinin a-Amilaz
Inhibisyon Calismalar

A16 molekiilii i¢cin 0,001-1000 uM, pozitif kontrol molekiilii olan akarboz i¢in 0,05-
500 uM konsantrasyon araliginda hiicre ortamina ilave edilerek 48 saat boyunca 37°C
sicaklikta ve %5 CO2 varliginda kiiltiir edildi. Hiicrede canlilik oranlarini belirlemek i¢in
hem 151k mikroskobu altinda hem de tripan mavisi boyama yontemi ile sonuglar
degerlendirildi. Hiicre canliligini etkilemeyen A16 molekiiliiniin uygun konsantrasyonlari
ile hiicrede salgilanan a-amilaz etkinligi degerlendirildi. Bunun i¢in 50.000 AR42]J hiicresi
4 mL hazirlanan kiiltiir medyas ile T-25 flaskta 24 saat boyunca 37°C sicaklikta ve %5 CO2
varliginda kiiltiir edildi. 24 saat sonra taze medya ile degistirildi ve gruplar halinde ayrilan
flasklar tizerine 20 pL farkli konsantrasyonlarda hazirlanan A16 ve akarboz ¢ozeltileri ilave
edilerek 48 saat boyunca 37°C sicaklikta ve %5 CO2 varliginda kiiltiire edildi. Ardindan
lizerine bire bir oranda nigasta ¢ozeltisi ilave edildi. 1 saat sonra 6rneklerden 100 pL alinip
tizerine 100 uL iyot ¢ozeltisi ilave edilip mikropleyt okuyucuda 540 nm’de 6l¢iim alindi.

Kontrol amaci ile sadece medya bulunan kuyucuklara nisasta ¢ozeltisi ilave edildi.
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» MEF Hiicre Serisi Uzerinde A16 ve Akarboz Molekiillerinin o-Amilaz inhibisyon
Calismalar1

Hiicre kiiltiirti caligmalariyla AR42J hiicreleri {lizerinde a-amilaz aktivitesini %50
oraninda diigiiren fakat hiicre canliligimi etkilemeyen A16 ve akarboz inhibitor
konsantrasyonlar1 paralel olarak MEF hiicrelerinde de denendi. Bunun i¢in 50.000 MEF
hiicresi 4 mL hazirlanan MEF kiiltiir medyas:1 ile T-25 flaskta 24 saat boyunca 37°C
sicaklikta ve %5 CO» varliginda kiiltiire edildi. 24 saat sonra taze medya ile degistirildi ve
tizerine 20 pL. A16 ilave edilerek 48 saat boyunca 37°C sicaklikta ve %5 CO2 varliginda
kiiltiir edildi. Ardindan iizerine bire bir oranda nisasta ¢ozeltisi ilave edildi. 1 saat sonra
orneklerden 100 pL alinip tlizerine 100 pL iyot ¢dzeltisi ilave edilip mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede 540 nm’de Ol¢iim alindi. Kontrol amaci ile sadece medya bulunan

kuyucuklara nisasta ¢ozeltisi ilave edildi.

2.2.4.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalan ile Tirosinaz Aktivite Tayini
2.2.4.2.1. VMMO917 Hiicre Serisi ile Yapilan Calismalar

Melanin sentezinde kilit noktada yer alan tirosinaz enziminin inhibisyonunu
gozlemlemek i¢in melanin agisindan zengin olan melanoma, VMM917 hiicre serisi (ATCC,
CRL-3232) kullanildi. Hiicreler temin edilen firmanin kullanim prosediiriine uygun olarak 2
mM glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10 FBS igeren ATCC RPMI-1640 kiiltiir
medyasinda, 37°C ve %5 CO2 olan kiiltiir ortaminda kiiltlir edildi. Cogaltilan hiicreler tez
caligmalar1 boyunca kullanmak i¢in dondurularak sivi azot tankinda stoklandi. Negatif
kontrol hiicresi olarak insan siinnet derisi kokenli BJ fibroblast hiicre serisi (ATCC, CRL-
2522) kullanildi. Hiicreler %10 FBS, %1 MEM-NEAA ve %1 penisilin-streptomisin igeren
DMEM medyasinda 37°C ve %5 CO:2 olan kiiltiir ortaminda kiiltiir edildi. Cogaltilan

hiicreler tez ¢alismalar1 boyunca kullanmak i¢in dondurularak sivi azot tankinda stoklandi.

2.2.4.2.2. VMM917 ve BJ Hiicreleri Uzerinde Sitotoksisite Deneyleri

Tirosinaz inhibisyon etkinliginin yiiksek oldugu enzim inhibisyon ve molekiiler
modelleme caligmalartyla belirlenen B9 molekiiliiniin bu potansiyelinin in vitro hiicre

kiiltiirii denemeleriyle desteklenmesi i¢in melanin sentezleme kabiliyetine sahip VMM917
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hiicrelerinde B9 molekiilii, literatiirde standart tirosinaz inhibitorii olan kojik asit [214] ve
anti-kanser ilaci olan sisplatin [215] ile karsilagtirildi. Bu karsilastirmada paralel olarak
negatif kontrol BJ hiicre hatt1 kullanildi. Tirosinaz inhibisyonu deneylerinden 6nce B9 un
sitotoksik etkisi MTT metoduyla [216-218] belirlendi. Buradaki amag¢ c¢alismalarda
kullanilacak olan bu molekiillerin kanserli hiicrelerde gosterdigi sitotoksik etkiyi saglikli
hiicrelerde gostermedigi sartlart belirlemektir [219, 220]. Ayni zamanda bu hiicreler
tizerinde ¢oziicii olarak DMSO’nun sitotoksisite deneyleri de yapildi.

MTT metodu, tetrazolyum tuzu olan MTT boyasinin canli hiicreler tarafindan
indirgenmesi 6zelliginden faydalanilarak kullanilir. Sar1 renkli MTT boyasinin tetrazolyum
halkasi canli hiicrelerdeki mitokondriyal enzimler tarafindan pargalanir ve bu parcalanma
sonucu mor renkli formazan olusur. DMSO ile hiicre igerisinde tutulan formazan Kristalleri
¢oziindiiriiliir ve 570 nm’de spektrofotometrik olarak olusan renk yogunlugu ol¢iiliir. Canli
hiicre sayist ile renk siddeti orantili olarak degistigi belirtilmektedir [221, 222].

DMSO, etanol, kojik asit ve sisplatinin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkilerini
degerlendirmek i¢in kullanilan MTT metodu asagidaki gibi uygulandi [223].

e T-75 flasklarda ¢ogaltilan VMMO917 ve BJ hiicreleri tripsin ile kaldirildi. 200 pL
besiyeri i¢inde 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir pleytinin her bir kuyucuguna 5000
hiicre ekildi ve inkiibatore kaldirildi.

e 24 saat sonra pleytlerdeki medyalar tazeleri ile degistirildi. Eklenen besiyeri lizerine
son konsantrasyonlar1 B9 molekiilii i¢in 1,95; 3,9; 7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125; 250;
500 uM, kojik asit i¢in 0,5; 1,125; 2,25; 4,5; 9; 18; 36; 72 uM ve sisplatin i¢in 0,3;
0,6; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 uM olacak sekilde ilave edildi. Sonrasinda pleytler
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Ornek sayis1 her bir konsantrasyon icin her iki hiicre
tipinde de 4 olacak sekilde planlandi.

¢ Siire sonunda pleytler igerisindeki tiim medya uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 190
pL taze besiyeri eklendi ve {izerine son konsantrasyonu 0,25 mg/mL olacak sekilde
MTT boyasi ilave edildi. Pleytler 2 saat 37°C’de inkiibe edildi.

e inkiibasyon sonunda tiim medyalar tekrar uzaklastirildi ve kuyucuklara 200’er uL
DMSO ilave edilip 90 dakika boyunca calkalayicida 120xg’ de formazan
kristallerinin ¢dziinmesi i¢in beklendi.

e Kiristallerin tamamen ¢oziiniip ¢6zlinmedigi invert mikroskop altinda kontrol edildi.
Olusan mor rengin absorbanst 570 nm dalga boyunda mikropleyt okuyucu

spektrofotometrede okundu. Her bir 6rnek i¢in elde edilen absorbans degerinin
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kontrol absorbans degerine oran1i 100 ile carpilarak %bagil hiicre canlilig
hesaplandi.

e Her bir hiicre serisinde, B9 molekiilii, kojik asit ve sisplatinin yukarida verilen
degerlerdeki konsantrasyonlariyla yapilan calismalarina gore %Hiicre canliligt
“%Hiicre Canlilig1 = [ 100 — ODgmek/ ODkontrot) [x 100 formiilii kullanilarak hesaplandi
[224].

e Elde edilen verilerden log[l]-%hiicre canliligi grafigi cizilerek VMM917 hiicre
serisinde kullanilan DMSO, etanol, B9, kojik asit ve sisplatin i¢in yar1 inhibitor
konsantrasyonu olan ICso degerleri hesaplandi.

e Hiicre kiiltiirii calismalar1 igin ICso degeri, potansiyel olarak ilac olabilecek organik
molekiillerin kanser hiicresi Tlizerindeki etkileri negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda absorbans degerinde %50 diislise sebep olan molekiil
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir [225].

e B9 molekiiliinin VMMO917 ve BJ hiicre serilerindeki ICso degeri hesaplandi.
Hesaplanan 1Cso degerleri kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla molekiiliin
kanser hiicresini normal hiicreden ne kadar ayirt edebildigini gosteren segicilik

indeksi (selectiviy index, SI) degeri hesaplandi [226].

Secicilik Indeksi = Saglikli Hiicre ICso(BJ)/Kanser Hiicresi ICso(VMM917)

2.2.4.2.3. VMM917 Hiicre Serisindeki Melanin Miktarinin Optimizasyonu

VMMOI17 hiicre serisinde sentezlenen melanin miktarini spektrofotometrik olarak
Olcebilmek i¢in Oncelikle hiicre sayist optimize edildi. Teorik olarak hiicre sayisi arttik¢a
ortamda Olgiilebilir melanin miktarinda artma olmasi beklenmektedir. Boylece melanin
miktarindaki degisim ile dolayli olarak tirosinaz miktarindaki degisim gozlemlenebildi.
Bunun i¢cin VMMO17 hiicreleri T-25 flasklara farkli sayilarda (10.000, 25.000, 50.000,
100.000, 250.000, 500.000, 1.000.000) ekildi. Literatiirde farkli giinlerde bekletilerek
melanin miktarindaki artis gézlemlenmeye ¢aligilmaktadir [227-229]. Bu 6rneklerden yola
cikarak T-25 flasklar igerisindeki hiicreler 1-3 giin arasinda kiiltiire edildi. Ardindan hiicreler
tizerindeki medyalar atildi ve 1x PBS ile 3 kez yikandi. Literatiirdeki metod lizerinde kiigiik
modifikasyonlar yapilarak hiicreler 6nce 2 M NaOH muamele edilerek 100°C’de bir saat
bekletilip oda sicakligina geldikten sonra spektrofotometrede 400 nm’de 6l¢tim alind1 [230].
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2.2.4.2.4. VMMY917 Hiicresinde B9 ve Kojik Asit Molekiillerinin Tirosinaz
Inhibisyon Etkisi

B9 ve kojik asit molekiillerinin sitotoksisiteye sebep olmayan uygun konsantrasyon
aralig1 belirlendikten sonra her iki molekiil iginde VMMO917 hiicresinde tirosinaz inhibisyon
calismas1 melanin miktarindaki azalmay1 olgerek gerceklestirildi. Bunun i¢in Oncelikle
25.000 VMMO17 hiicresi T-25 flaskta 24 saat kiiltiir edildi. Ardindan kiiltiir ortamina B9
molekiilii i¢in son konsantrasyon 4, 8, 16 ve 512 uM olan ¢ozeltiler ilave edildi. Melanin
sentezinin 6l¢iilebilecek yogunlukta olmasi i¢in 6 giin beklendi. Ardindan flasktaki medyalar
atild1. 2 kez 1xPBS ile yikand1 ve tripsin ilave edilip hiicreler kaldirilip 15 mL'lik falkona
alindi. Ardindan 900xg’de santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi ve tekrar 1XPBS ile iki
kez yikandiktan sonra yeniden santrifiij edildi. Pellet kisma 2 M NaOH ilave edildi ve
hiicreler cam bir tiipe alinip agzi1 kapatilip 100°C’de 1 saat bekletildi. Oda sicakligina gelince
400nm’de 6l¢ilim alindi. Ayn1 anda melanin kalibrasyon grafigi de sentetik melaninin bir seri
dilisyonu ile hazirlanan 0,0078, 0,0156, 0,03125, 0,0625, 0,125 ve 0,25 mg/mL

konsantrasyonundaki ¢ozeltileri ile ¢izildi.

2.2.4.2.5. B9 Molekiiliiniin Hiicre Déngiisii ve Apoptoz Uzerine Etkisinin Akim
Sitometrisi ile Belirlenmesi

Akim (flow) sitometrisi analizi, akiskan bir sivi igerisinden gegen kiigiik partikiil
boyutuna sahip parcaciklarin (6rnegin siispanse edilmis hiicrelerin), partikiil boyutlarinin
ve/veya floresanla isaretlenmis hiicre i¢i markirlarin Slgiimiine dayali kantitatif ve hizlh
cevap veren bir analiz sistemidir. Akim sitometrisi hiicre dongiisii analizinde ylizey
proteinlerinin degisen miktarlarinin gozlenebildigi ve apopotozun belirlenmesinde de
siklikla kullanilan bir yontemdir [231, 232]. VMM917 hiicre serisinde B9 molekiiliiniin
sitotoksik etkisinin mekanizmasini aydinlatmak adina apoptoz ve hiicre dongiisii analizleri
ticari kitler kullanilarak iiretici firmalarmin tavsiyeleri dogrultusunda KTU Tip Fakiiltesi
Temel Tip Bilimleri T1bbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bulunan akim sitometre cihazi (BD

Biosciences, Accuri C6) kullanilarak belirlendi.
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2.2.4.2.6. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizinde kullanilan temel boya propidyum iyodiir (PI)’ diir. PI, DNA
bazlar1 arasina girebilen floresan karakterde bir boyadir. Hiicreler hiicre dongiisiiniin Gy
fazinda bir kopya, G2/M fazinda ise iki kopya DNA igerirler. Dolayisiyla PI ile boyanan
hiicrelerden G1 fazinda olanlar bir birim 1s1ma verirken, G2/M fazinda olanlar iki birim 1s1ma
vermektedirler. S fazinda ise DNA sentezi devam ettigi i¢in bu fazdaki hiicrelerin PI ile
boyama sonrasi verecekleri 1s1ma miktar1 Gi ve G2/M fazinda verdikleri 1simalarin arasinda
bir degerde olacaktir [233].

Hiicre dongiisii analizi i¢in asagidaki islemler sirastyla uygulandi:

e 25x10° VMMO17 hiicresi T-25 flasklara ekilerek 24 saat 37°C ve %5 CO- olan

kiiltiir ortaminda bekletildi.

e Siire sonunda medyalar tazelendi ve ilgili flasklara B9 molekiilinden son

konsantrasyonu 8, 16 ve 32 uM olacak sekilde pipetlemeler yapildi ve flasklar 24 saat

37°C ve %5 CO2 olan kiiltiir ortaminda kiiltiir edildi.

e 24 saat sonra flask icerikleri bosaltild1 ve flasklar 4’er mL PBS ile yikandi. Tiim

flasklara hiicreleri kaldirmak i¢in tripsinizasyon igslemi uyguladi. 4 dakika sonra flask

igerisindeki hiicreler medya ile kaldirilip 15 mL’lik steril tiiplere aktarilarak 300xg’de

5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan yikama tamponu ile

pelletler ti¢ kere yikandi ve her seferinde 300xg’de 5 dakika santrifiijlendi.

e Son yikamanin ardindan siipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelletleri {izerine 250’ ser

pL A reaktifinden (deterjan tamponu) ilave edildi. Tiipler hafif hizda vortekslendi ve

oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan tiiplere 200’ser pL B

sollisyonundan (spermin tamponu) ilave edildi, hafif pipetaj yapildi ve tiipler 10 dakika

daha oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda tiiplerin her birine buz ilizerinde
200’er pL C soliisyonundan (PI boyasi) ilave edildi ve tiipler 10 dakika daha karanlikta
inkiibe edildi.

e Siire sonunda tiim tiipler hiicre dongiisii analizi yapilmak iizere akim sitometre

cihazina verildi. Her okumada 10 000 hiicre saydirildi ve her grup i¢in bagimsiz 4

okuma yapildi (n=4).

e Her bir evredeki hiicrelerin yiizdesi, cihaz tizerinde kurulu olan MODFIT 3.0 Verity

yazilimi kullanilarak grafiksel olarak belirlendi ve ilgili yiizdeler hesaplandi.
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2.2.4.2.7. Anneksin V-PI Analizi ile Apoptotik/Nekrotik Hiicrelerin Ayrimi

Apoptoz siirecinde hiicrelerde ¢esitli degisiklikler olmaktadir. Bunlar membran
degisiklikleri, nukleus kondenzasyonu ve DNA nin kaspazlar tarafindan kesilmesi ile olusan
klasik merdiven goriintiisii gibi karakteristik sekilde degigsmesine kadar farkli hiicresel
kompartimanlarda meydana gelmektedir. Normalde hiicre membraninin i¢ yapraginda
bulunan fosfotidilserin (PS) apoptoz siirecinde flippaz enzimi ile dis yapraga ¢ikarilmakta
ve apoptoza ugrayan hiicrenin makrofajlar tarafindan taninip ortadan kaldirilmasina dair bir
sinyal olusturulmaktadir. Anneksin-V, fosfolipid baglayabilen bir protein olup 6zellikle
PS’ye kars1 yiiksek afinitelidir. Apoptoz seviyesini belirlemek {izere floroskein
izotiyosiyanat (FITC) gibi floresan 6zellikteki boyalar ile konjuge anneksin-V boyamasi
apoptotik hiicrelerin tespitinde kullanilmaktadir. Burada nekrotik hiicreleri apoptotik
hiicrelerden ayirmak i¢in ikinici boya olarak PI kullanilmaktadir. Boyama sonrasi akim
sitometre cihazinda yapilan analizde Sekil 16°da verildigi lizere dort ayr1 bolgeye yayilmis

popiilasyon goriintiisii elde edilmektedir [234]:
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Sekil 16. Anneksin-V analizinde hiicrelerin yaptigi floresans 1simalara gore
Pl-Anneksin plot’inda farkli bolgelerde bulunma profilleri
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Anneksin-V analizi igin asagidaki islemler sirasiyla uygulandi:
e 25x10°® VMMO17 hiicresi T-25 flasklara ekilerek 24 saat 37°C ve %5 CO2 olan
kiiltiir ortaminda bekletildi.
e Siire sonunda medyalar tazelendi ve ilgili flasklara B9 molekiiliinden son
konsantrasyonu 8, 16 ve 32 uM olacak sekilde pipetlemeler yapildi ve flasklar 24 saat
37°C ve %5 COz olan kiiltiir ortaminda kiiltiir edildi.
e 24 saat sonra flask igerikleri bosaltildi ve flasklar 4’er mL 1XPBS ile yikandi. Tiim
flasklara hiicreleri kaldirmak igin tripsinizasyon islemi uyguladi. 4 dakika sonra flask
icerisindeki hiicreler medya ile kaldirilip 15 mL’lik steril tiiplere aktarilarak 300xg’de
5 dakika santrifiij edildi.
e Santrifiij sonrasi siipernatant kisimlar dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan soguk
IXPBS ile pelletler iki kere yikandi ve her seferinde 300xg’de 5 dakika santriftijlendi.
¢ Son yikamanin ardindan siipernatant kisimlar uzaklastirildi ve hiicre pelletleri 100’er
uL galisma tamponu ile siispanse edildi. Siispansiyon tizerine 5 uLL FITC-anneksin V
cozeltisi ve 5 uL PI boyasi ilave edilerek hafif pipetajlama yapildi ve karisim 15 dakika
karanlikta oda sicakliginda bekletildi.
e Siire sonunda tiim Orneklerin iizerine kit igerisinde bulunan ve seyreltilerek
kullanilan 1x anneksin baglama tamponu eklendi. Tiipler apoptoz analizi yapilmak
lizere akim sitometre cihazina verildi. Her okumada 10.000 hiicre saydirildi ve her

grup i¢in bagimsiz 4 okuma yapildi (n=4).

2.2.5. istatistiksel Yontemler

Bu tez kapsaminda tiim deneyler en az ii¢ bagimsiz tekrarli olacak sekilde yapildi ve
sonuglar aritmetik ortalama+standart sapma olarak verildi. Istatistiksel analizler SPSS
(Statistics Program for Social and Science) 13.0.1 istatistik programi kullanilarak
gerceklestirildi. Verilerin normal dagilima uygunluklart Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirildi. Normal dagilima uyan veriler i¢gin One-Way ANOVA testi ve ardindan
gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalar i¢in Post-Hoc Tukey testi kullanildi. p (probability)

degeri 0,5 ten kii¢lik olan degerler istatistiksel olarak anlamli olarak yorumlandi.



3. BULGULAR
3.1. Enzim Aktivitelerinin Optimizasyonu Calismalari

Calismada kullanilan organik molekiillerin ticari olarak satin aliman o-amilaz ve
tirosinaz aktivitesi lizerine inhibisyon potansiyellerini ortaya koymak amaciyla yapilan
inhibisyon ¢alismalarina baslamadan 6nce her bir enzimin aktivitesi literatiire uygun olarak
belirlendi. Daha sonra inhibisyon ¢alismalarinin gerceklestirilecegi pH ve sicaklik degerinin
belirlenmesi yaninda ¢alismalardaki reaksiyon karigimlarinda kullanilacak olan enzim ve
substrat konsantrasyonunun tespit edilmesi i¢in a-amilaz ve tirosinaz enzim aktivitesinin

optimizasyonu saglandi.

3.1.1. Amilaz Aktivitesinin Tayini ve Optimizasyonu
3.1.1.1. Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismalarda kullanilacak olan uygun enzim konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
sabit substrat konsantrasyonu kullanilarak, 0,09-250 ng/mL arasinda degisen enzim
konsantrasyonlariyla reaksiyon ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerde olusan iiriin
miktarini belirlemek amaciyla spektrofotometrik yontem kullanildi. Oda sicakliginda 540
nm’de kore karst absorbans okumasi yapildi. Absorbansa karsilik gelen protein
konsantrasyonlari iinite cinsinden hesaplanarak grafige gecirildi (Sekil 17). Sekil 17°deki
hiperbolik egriden ilk hiz 6l¢imleri i¢in uygun olan enzim konsantrasyonu 25 ng/mL olarak

belirlendi.
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Sekil 17. Amilaz konsantrasyonunun aktivite lizerine etkisi

3.1.1.2. Optimum Substrat Konsantrasyonun Belirlenmesi

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla
sabit enzim konsantrasyonunda, 0,2-1,05 mg/mL araliginda degisen nisasta
konsantrasyonlarinda farkli reaksiyon karisimlari hazirlandi. Olusan {iriin miktarini
belirlemek amaciyla spektrofotometrik yontem kullanildi. Oda sicakliginda 540 nm’de kore
kars1 absorbans okumasi yapildi. Absorbansa karsilik gelen enzim aktivitesi iinite cinsinden
hesaplanarak substrat doygunluk egrisi ¢izildi. Ik hiz 6lgiimleri i¢in uygun olan {inite
miktarina karsilik gelen nisasta konsantrasyonu 0,35 mg/mL olarak belirlendi. Ayrica
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 18). Km ve Vmax degerleri sirasiyla, 1,02 mg/mL ve
153,8 umol/dk olarak hesaplandi.
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Sekil 18. Amilaz enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

3.1.1.3. Optimum pH'nin Belirlenmesi

Enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu pH bélgesinde ¢aligmak i¢in sabit enzim ve
substrat (nisasta) konsantrasyonunda farkli pH’lardaki (50 mM asetat tamponu pH 5,0; 50
mM fosfat tamponu pH 6,0-7,0 ve 50 mM glisin tamponu pH 8,0-9,0) tampon ¢6zeltileri
kullanilarak spektrofotmetrik dl¢iimler yapildi. Absorbansa karsilik gelen iirlin miktarlari
aktiviteye donistiiriilerek pH-%Bagil Aktivite seklinde grafige gecirildi (Sekil 19). Amilaz
aktivitesinin 50 mM fosfat tamponu pH 7,0’de en yiiksek aktivite gdsterdigi bulundu.
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Sekil 19. pH’nin a-amilaz aktivitesi iizerine etkisi
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3.1.1.4. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Sicakligin amilaz aktivitesi iizerine etkisini gbzlemlemek igin substrat ve enzim
konsantrasyonu, pH sabit tutulurken sicaklik degeri 10-90°C araliginda degistirilerek
spektrofotmetrik 6l¢iimler alindi. Absorbansa karsilik gelen {iriin miktarlar1 {inite cinsinden
aktivite olarak hesaplanarak Sicaklik-%Bagil Aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 20). Amilaz
aktivitesinin 40°C’de en yiiksek aktivite gosterdigi bulundu.
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Sekil 20. Sicakligin amilaz aktivitesi lizerine etkisi

3.1.2. Tirosinaz Aktivitesinin Tayini ve Optimizasyonu
3.1.2.1. Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismalarda kullanilacak olan uygun enzim konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
sabit substrat konsantrasyonu kullanilarak, 4,35-435 pg/mL arasinda degisen enzim
konsantrasyonlariyla reaksiyon ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerde olusan iiriin
miktarini belirlemek amaciyla oda sicaklifinda spektrofotometre de 500 nm’de 1 dakika
boyunca kinetik 6l¢clim ile absorbans okumasi yapildi. Absorbansa karsilik gelen {iriin
konsantrasyonlar1 {inite cinsinden aktiviteye doniistirilerek grafige gecirildi (Sekil 21).
Sekil 21°deki hiperbolik egriden ilk hiz Sl¢limleri i¢in uygun olan enzim konsantrasyonu

43,5 ng/mL olarak belirlendi.
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Sekil 21. Tirosinaz konsantrasyonunun aktivite tizerine etkisi

3.1.2.2. Optimum Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla
sabit enzim konsantrasyonunda, 0,1-5 mM araliginda degisen L-tirosin konsantrasyonlarinda
farkli ¢ozeltiler hazirlandi. Olusan iirlin miktarini belirlemek amaciyla oda sicakliginda
spektrofotometrede 500 nm’de 1 dakika boyunca kinetik Olgim ile absorbans okumasi
yapildi. Absorbansa karsilik gelen iiriin miktarlar iinite cinsinden hesaplanarak substrat
doygunluk egrisi ¢izildi. ilk hiz dlgiimleri igin uygun olan iinite miktarma karsilik gelen
L-tirosin konsantrasyonu 0,14 mM olarak belirlendi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi
(Sekil 22). Km ve Vmax degerleri sirasiyla, 0,14 mM ve 166,6 pmol/dk olarak hesaplandi.

0,016 ~
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Sekil 22. Tirosinaz enzimi i¢in gizilen Lineweaver-Burk grafigi
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3.1.2.3. Optimum pH'mn Belirlenmesi

Enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu pH degerinde ¢alismak i¢in sabit substrat
konsantrasyonu (L-tirosin) varliginda farkli pH (50 mM mcilvaine tamponu pH 4,0-7,0 ve
50 mM tris-HCI tamponu pH 8,0-9,0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak spektrofotmetrik
Olctimler yapildi. Absorbansa karsilik gelen iirin miktarlar1 pH-%Bagil Aktivite seklinde

grafige gecirildi (Sekil 23). Tirosinaz aktivitesinin 50 mM mcilvaine tamponu pH 5,0°de en

yiiksek aktivite gosterdigi bulundu.
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Sekil 23. pH’nin tirosinaz aktivitesi lizerine etkisi

3.1.2.4. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Sicakligin tirosinaz aktivitesi tizerine etkisini gézlemlemek igin substrat ve enzim
konsantrasyonu, pH sabit tutulurken sicaklik degeri 10-50°C araliginda degistirilerek
spektrofotmetrik 6l¢imler yapildi. Absorbansa karsilik gelen iiriin miktarlari iinite cinsinden
aktivite olarak hesaplandiktan sonra Sicaklik-%Bagil Aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 24).

Tirosinaz aktivitesinin 40°C’de en yiiksek aktivite gosterdigi bulundu.
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Sekil 24. Sicakligin tirosinaz aktivitesi tizerine etkisi

Bu calismalardan elde edilen bulgularin ortak tablosu Tablo 10°da sunulmaktadir.

Tablo 10. a-Amilaz ve tirosinaz i¢in belirlenen enzim aktivitesi optimizasyonu bulgulari

Opt. pH Opt. sicakhk Enzim konsantrasyonu *Km
a-Amilaz 7,0 40 °C 25 ng/mL 1,02 (0,35) mg/mL
Tirosinaz 5,0 40 °C 43,5 ug/mL 0,14 mM

*Km degerleri her bir enzim i¢in 2.2.1°de bahsi gecgen substratlart durumunda belirlenmis olup, a-amilaz harig¢
(substratin ¢ozilinlirlik probleminden dolayir parantez iginde verilen substrat konsantrasyonu kullanildi)
tirosinaz enzimi i¢in inhibisyon ¢aligmalarinda substrat konsantrasyonu olarak kullanilmistir.

3.2. Enzim Inhibisyon Calismalar
3.2.1. a-Amilaz inhibisyonu Cahsmalari

a-Amilaz inhibisyonu calismalar1 i¢in A1-A4, Al4-Al7 bilesikleri ve referans
inhibitér molekiilii olarak da akarboz kullanildi. Inhibisyon calismalari Béliim 2.2.2.1.°de
anlatildig1 gibi ve 0,35 mg/mL nisasta substrati varliginda yapildi. Elde edilen sonuglarla her
bir organik molekiil i¢in log[I]-%Bagil Aktivite grafigi cizildi ve aktivitenin %50 azaldig1
inhibitor konsantrasyonu ICso degeri olarak belirlendi (Sekiller 25-32, Tablo 11).
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Sekil 25. A1 molekiiliinlin a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 26. A2 molekiiliiniin a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 27. A3 molekiiliinlin a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 28. A4 molekiiliiniin a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 29. A14 molekiiliiniin a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 30. A15 molekiiliiniin a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi



Tablo 11. Inhibitér molekiillerinin a-amilaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 31. A16 molekiiliiniin a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 32. A17 molekiiliiniin a-amilaz aktivitesi {izerine etkisi

Maks. Inhibisyon

Inhibitor ICso, uM % (1], uM
Al >540 33,1+0,2 540
A2 >0626 45,0+0,1 9626
A3 >1300 29,0+0,1 1300
A4 >417 25,240, 1 417
Al4 >1000 45,3+£3,6 1000
Al5 >700 39,240, 1 700
Al6 150 84,2+1,7 670
Al7 163 62,140,2 650
Akarboz 235 53,7+1,1 240
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Tablo11°de goriildiigii lizere calisilan molekiiller i¢cinde en diislik ICso degerine sahip
olan A16 bilesigi icin ICso degeri 150 puM olarak belirlendi. Dolayisiyla en etkili
inhibisyonun gozlendigi A16 bilesigi i¢in a-amilazin inhibisyon tiiriinlin belirlenmesi
caligmalar1 yapildi. Bunun i¢in inhibitér yoklugunda ve A16 bilesiginin iki farkh
konsantrasyonunda (50 uM ve 150 uM) ve 0,2-0,7 mg/mL nisasta substrat1 varliginda bir
seri a-amilaz aktivitesi tayini yapildi. Elde edilen sonuglardan Lineweaver-Burk grafikleri
gizilerek inhibitor varhiginda ve yoklugunda Km Ve Vmax degerleri belirlendi (Sekil 33, Tablo
12). Buna gore A16 bilesigi varliginda a-amilaz yarismasiz olarak inhibe olmusken K; degeri
6,43 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 33. A16 bilesigi varliginda a-amilaz inhibisyon tiirliniin belirlenmesi

Tablo 12. A16 bilesigi varliginda a-amilaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi ve Ki degeri

Inhibitor Km V max

(M) (mg/mL)  (L/(umol/dK)) Inhibisyon tiirii Ki (uM)
0 0,68 0,66
50 0,07 0,12 Yarigsmasiz 6,434+0,12
150 0,03 0,04

3.2.2. Tirosinaz inhibisyonu Calismalari

Tirosinaz inhibisyonu ¢aligsmalari i¢in A6, A8, A15, B5, B9, B13, C1-C4 bilesikleri ve

referans inhibitdr molekiilii olarak da kojik asit kullanildi. Inhibisyon ¢aligmalar1 Béliim
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2.2.2.2’de anlatildig1 gibi ve 0,14 mM L-tirosin substrati varliginda yapildi. Elde edilen
sonugclarla her bir organik molekiil i¢in log[I]-%Bagil Aktivite grafigi ¢izildi ve aktivitenin

%50 azaldig1 inhibitor konsantrasyonu ICso degeri olarak belirlendi (Sekil 34-43, Tablo 13).
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Sekil 34. Tirosinaz aktivitesi lizerine A6 molekiiliiniin etkisi
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Sekil 35. Tirosinaz aktivitesi lizerine A8 molekiiliiniin etkisi
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Sekil 36. Tirosinaz aktivitesi tizerine A15 molekiiliiniin etkisi



65

100 )
o N
E 75 -
=
< 50 -
50
& 25 -
X
O T T 1
0 1 2 3
log(l, nM)

Sekil 37. Tirosinaz aktivitesi tizerine B5 molekiiliiniin etkisi
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Sekil 38. Tirosinaz aktivitesi {izerine B9 molekiiliiniin etkisi
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Sekil 39. Tirosinaz aktivitesi tizerine B13 molekiiliiniin etkisi
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Sekil 40. Tirosinaz aktivitesi iizerine C1 molekiiliiniin etkisi
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Sekil 41. Tirosinaz aktivitesi tizerine C2 molekiiliiniin etkisi
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Sekil 42. Tirosinaz aktivitesi lizerine C3 molekiiliiniin etkisi
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Sekil 43. Tirosinaz aktivitesi tizerine C4 molekiiliiniin etkisi

Tablo 13. Tirosinaz aktivitesi tizerine inhibitor molekiillerinin etkisi

inhibitor ICs0, pM % - I“h‘b‘s’ﬁ’]‘j ™
A6 >800 44,2+0,8 800
A8 >720 20,1+0,5 720
Al5 >480 28,3x1,4 480
B5 >108 29,742,5 108
B9 400 55,2+0,7 450
B13 580 50,1+ 0,4 580
nhibitor 1Cs0, MM %Maks. Inhlblsyo?l], mM
C1 >100 38,3+0,9 100
C2 25 52,940,1 30
C3 5 56,5+0,9 6
C4 >7 31,10,1 7
Kojik asit 18 97,2+0,2 1000

Tablo 13’de goriildiigii lizere ¢alisilan molekiiller icinde en diisiik ICso degerine sahip
olan B9 ve C3 bilesikleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 400 uM ve 5 mM olarak belirlendi.
Dolayisiyla en etkili inhibisyonun gozlendigi B9 ve C3 bilesikleri igin tirosinaz inhibisyon
tirliniin  belirlenmesi calismalar1 yapildi. Bunun icin inhibitdr yoklugunda, organik
bilesiklerin degisen konsantrasyonunda (B9 i¢in 0,2 mM ve 0,4 mM, C3 i¢in 1,5 mM, 3 mM
ve 4,5 mM) ve 0,05-0,7 mM L-tirosin substrati varliginda bir seri tirosinaz aktivitesi tayini
yapildi. Elde edilen sonuglardan Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibitdr varliginda ve

yoklugunda Kn Ve Vmax degerleri belirlendi (Sekil 44, 45 ve Tablo 14). Buna gore her iki
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bilesigin varliginda da tirosinaz yarismasiz olarak inhibe olmusken Kj degerleri B9 ve C3

bilesikleri i¢in sirastyla olan 370,7+0,3 uM, 1,71+£0,45 mM olarak hesaplandi.
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Sekil 44. B9 molekiilii ile tirosinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi
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Sekil 45. C3 molekiilii ile tirosinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi
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Tablo 14. B9 ve C3 bilesikleri varliginda tirosinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi ve K;

degeri
Inhibitor Km V max Inhibisyon
[uM] @M)  (1/(umol/dk)) tiris Ki(uM)
B9 0 257,9 149,3
200 193 109,9 Yarigsmasiz 370,7+0,3
400 71 41,2
Inhibitor Km Vmax Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
(mM) (M)  (1/(umol/dk))
0 530,7 169,4
“C3 1,5 305,4 89,2 Yarismasiz 1,71£0,45
3 204,2 51,0
45 115,3 31,2

“C3 molekiilii atfedilen ilgili makalede 4b seklinde adlandiriimaktadir [195].

3.3. Molekiiler Modelleme Calismalari

a-Amilaz ve tirosinaz inhibisyonu i¢in potansiyel olabilecegi diisiiniilen tiim inhibitor
molekiilleri icin modelleme hesaplar1 Boliim 2.2.3.’de anlatildig1 gibi yapildi. Oncelikle
molekiillerin Gaussian 03 programi ile molekiiller modelleme g¢alismalar1 igin optimize
edildi. Program tarafindan ¢oklu verilen konformasyon onerilerinden gaz fazinda en diisiik
enerjili 10 konformasyon segildi.

Molekiiler modelleme hesaplamalar1 igin Scripps Arastirma Enstitiisii tarafindan
gelistirilen agik lisansli AutoDock Vina ve Autodock tools programlari kullanildi [207].
Bacillus subtilis’den elde edilen o-amilaz i¢cin PDB banktaki 1BAG kodlu 2,5 A°
¢ozliniirliige sahip X-ray Kristal yapist kullanildi [206]. Agaricus bisporus mantar tirosinazi
icin PDB banktan indirilen 2,78 A° ¢oziiniirliige sahip 2Y9X kodlu X-ray kristal yapist
kullanilmistir [126]. Modelleme denemelerinde protein ve ligand esnek tutuldu. Segilen bu
konformasyonlar ve kristal yapili enzimler aktif bolgede etkilestirilerek baglanma enerjileri
program vasitastyla teorik olarak hesaplandi (Tablo 15-16). Bu hesaplara gore tirosinaz ve
a-amilaz enzimleri i¢in en etkili inhibitdr molekiilii aktif bolge baglanma enerjisi en diisiik
olan molekiil olarak belirlendi.

Buna gore a-amilaz enzimi i¢in en gii¢lii inhibitér A17 molekiilii olarak belirlenirken
tirosinaz enzimi i¢in B13 ve CI en etkili inhibitér molekiilii olarak belirlendi ve bu

molekiillerin ilgili enzimlerle aktif bolgede yaptiklar etkilesim gosterildi (Sekil 46-48).
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Tablo 15. a-Amilaz varhiginda calisilan inhibitor molekiillerinin baglanma

enerjileri
Bilesikler AG (kcal/mol)
Al -7,4
A2 -7,3
A3 -6,7
A4 -8,0
Al4 -1,5
Al5 -7,9
Al6 -8,2
Al7 -8.3

Sekil 46. a-Amilaz enzimi ile A17 (A) ve A16 (B) molekiillerinin etkilesimi

Tablo 16. Tirosinaz varliginda calisilan inhibitér molekiillerinin baglanma

enerjileri
Bilesikler AG (kcal/mol)
A6 -7,5
A8 -6,7
Al5 -5,5
B5 -7,0
B9 -7,6
B13 -8,1
C1 -11,1
C2 -9,5
C3 -5,9

C4 -1,7
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Sekil 48. Tirosinaz enzimi ile C3 molekiiliiniin tahmin edilen konformasyonu (A), (B)
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3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
3.4.1. a-Amilaz Inhibisyon Cahsmasi

3.4.1.1. AR42J ve MEF Hiicrelerinin Kiiltiir Edilmesi, Cogaltilmas1 ve
Stoklanmasi

ARA42J ve MEF hiicre serileri Bolim 2.2.4.1.’de anlatildig1 gibi kiiltiir edildi ve
stoklanabilir sayida hiicre elde edildi. Kiiltiir kabma yerleserek, cogalan hiicrelerin

morfolojik goriintiileri 151k mikroskobu altindaki fotograflari 40x biiyiitme orani ile verildi

(Sekil 49).

Sekil 49. AR42J (A) ve MEF (B) hiicre serilerinin aydinlik alan mikroskop
goriintiileri, 6l¢ek araligr 10 um’dur.

3.4.1.2. AR42J ve MEF Hiicreleri Uzerinde Céziiciilerin Sitotoksik Etkilerinin
Belirlenmesi

AR42]J ve MEF hiicre serileri tizerinde ¢oziicii ilavesiyle hiicre canliligindaki degisim
fiksatif ile desteklenmis tripan mavisi boyasi metodu ile belirlendi. Bu metot ile 151k
mikroskobu altinda 6li hiicreler, hiicre zar gegirgenlikleri bozuldugu igin tripan mavisi
boyasini igeri alarak mavi renkte goriinmektedir. Cekilen fotograflardan 6lii ve canli hiicre
sayma Photoshop programinin sayma oOzelligi kullanilarak sayildi (Sekil 50). AR42J
hiicresinde kullanilan etanol ve DMSO stok konsantrasyonlart mutlak olup kiiltiir ortamina
ilave sirasinda 9%0,1-2,6, MEF hiicrelerinde ise %0,1-2 araliginda seyreltmeler yapildi.

Kontrol amaci ile bazi kuyucuklar ¢oziicii ile muamele edilmedi. Her iki hiicre grubunda da
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konsantrasyon ve ¢0ziicii tipleri arasinda anlamli farklar bulunmadi (p>0,05, Sekil 50-52).
Ancak %0,5 DMSO’nun kullanilmasina karar verildi ¢ilinkii kat1 formda bulunan organik
molekiiller DMSO’da daha kolay ¢6ziinebilmektedir. Zaten DMSO ayn1 amag i¢in benzer
konsantrasyonlarda siklikla tercih edilmektedir [235, 236].

Sekil 50. Photoshop programi ile sayilan canli (kirmizi rakamli) ve 6l (sar1
ok) hiicreler
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Sekil 51. Coziiciilerin AR42J hiicrelerinin canlilik orani tizerindeki etkisi
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Sekil 52. Coziiciilerin MEF hiicrelerinin canlilik orani tizerindeki etkisi

> a-Amilaz Inhibisyon Calismast I¢in Nisasta ve iyot Céozeltisi Konsantrasyonunun
Optimize Calismasi

a-Amilaz inhibisyonunu AR42J hiicreleri lizerinde gozlemleyebilmek i¢in nisasta ve
iyot ¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlariyla hazirlanan ¢ozeltiler 96 kuyucuklu pleyte ilave
edilerek mikropleyt okuyucuda 540 nm’de 6lgtim alind1 (Sekil 53). Sekil 53’ de A: nisasta
(%1)+ iyot (1:1), B: nisasta (%1)+iyot (1:1), C:nisasta (%0,5)+iyot (1:10), D: nisasta
(%0,5)+iyot (1:100), E:nisasta (%0,25)+iyot (1:100) olarak kuyucuklara ilave edildi ve
Olgtim alind1 [111, 213].
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Sekil 53. Iyot ve nisasta ¢ozeltisi optimizasyonu

3.4.1.3. a-Amilaz inhibisyon Cahsmasi icin Optimum Hiicre Sayisinin Tespiti

a-Amilaz inhibisyonunu goézlemlemek i¢in oncelikle kullanilacak hiicre sayisinin
optimize edildi. Bunun i¢in AR42J hiicresi 50.000, 100.000, 250.000, 500.000 sayilarinda
24 ve 48 saat boyunca kiiltiire edildi. Ardindan Boliim 2.2.4.1.°de anlatildig1 gibi islemler
sirastyla  yapildi.  Spektrofotometrede  okumalar  yapildiktan sonra  sonuglar
Hiicre Sayisi-% Amilaz Aktivitesi olarak grafige gegirildi (Sekil 54). Sonuglar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p<0,05).



77

100 B 48 saat

B8O A

40

Amilaz Aktivitesi (Abs. 540 nm)

20 -

50,000 100.000 250000 500000

Hiicre Savyisi

Sekil 54. a-Amilaz inhibisyon c¢alismasi igin optimum hiicre sayisi AR42J’de
belirleme ¢aligsmalari

3.4.1.4. AR42J Hiicre Serisi Uzerinde A16 Molekiiliiniin a-Amilaz inhibisyon
Cahismalan

A16 molekiili 0,001-1000 uM konsantrasyon araliginda AR42J hiicresi lizerinde o-
amilaz inhibisyon ¢alismalar1 gerceklestirildi. A16 molekiiliiniin 10-1000 uM araliginda
kontrol ile kiyaslandiginda hiicre yogunluguna 1s1k mikroskobu altinda gozle goriiliir bir
diisiise sebep oldugu belirlendi (Sekil 55). Bu yiizden ¢alismalara 0,001-5 uM konsantrasyon
araliginda devam edildi. inhibitér eklenmeyen hiicreler ile A16 molekiiliiniin 0,001-4 pM
konsantrasyonlari eklenenler arasinda hiicre canliligi oraninda fark gozlenmedi (p>0,05)
(Sekil 56). Dolayisiyla c¢alismalar bu aralikta a-amilaz etkinligini %50 azaltan
konsantrasyonu belirleme seklinde siirdiiriildii. Molekiilin 0,001-2 uM konsantrasyon
araliginda ICsg degeri gozlenmemisken (Sekil 57), 4 uM konsantrasyonunda hem kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda anlamli bir diisiise sebep olmadig: tespit

edildi (p<0,05) (Sekil 56) hem de bu konsantrasyonda ICso degeri belirlendi (Sekil 57).
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Sekil 55. AR42]J hiicresi tizerinde farkli konsantrasyonlarda [10-1000 uM] A16
bilesigi

A6 bilesiginin belirlenen bu konsantrasyonunda daha 6nce karar verildigi gibi AR42J
hiicreleri lizerinde 24 ve 48 saat araliklarinda a-amilaz inhibisyon c¢aligmalari yapildi. Ve
sonuglarda anlamli bir fark bulundugu istatiksel olarak tespit edildi (p<0,05) (Sekil 58).
Ayrica pozitif kontrol molekiilii olarak akarboz kullanildi. Akarbozun 0,05, 0,5, 5, 25, 50,
250, 500 uM arasinda yapilan seyreltmeleriyle AR42J hiicreleri iizerinde o-amilaz
inhibisyon caligmalar1 sonucu ICso degeri 186,2 uM bulundu (Sekil 59).
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Sekil 56. AR42]J hiicre canliligi lizerinde A16 bilesiginin etkisi *(Negatif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli fark, p<0,05)
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Sekil 57. AR42J iizerinde farkli konsantrasyonlarda 48 saat sonunda A16 bilesiginin
a-amilaz inhibisyonu tizerine etkisi *(Negatif kontrole goére istatistiksel
olarak anlaml fark, p<0,05)
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Sekil 58. AR42J hiicre serisi lizerinde A16 molekiiliiniin farkli inkiibasyon
stirelerinde (24 ve 48 saat) a-amilaz inhibisyonu tizerine etkisi

*
80 - .
*
*
*
40 I l
0 1 T T T T T T T
0 005 05 5 25 50 250 500

1

% Bagil Aktivite (a-amilaz)

[Akarboz], uM

Sekil 59. AR42J hiicre serisi tizerinde akarboz molekiiliiniin a-amilaz inhibisyon
calismalar1 *(Negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark, p<0,05)

3.4.1.5. MEF Hiicre Serisi Uzerinde A16 Molekiiliiniin a-Amilaz Inhibisyon
Calismalanr

MEF hiicreleri de AR42]J ile ayn1 muamelelere tabi tutuldu. Hem akarboz hemde A16
molekiiliiniin MEF hiicrelerinde hiicre canliliginda bir kayba sebep olmadig1 gozlendi (Sekil

60). Ayrica bu konsantrasyonda AR42J’nin aksine absorbans degerleri arasinda fark
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bulunmadi (Sekil 61). Negatif kontrol olarak kullanilan MEF hiicrelerinde herhangi bir

amilaz inhibisyonunun tespit edilememis olmast AR42J i¢in yapilan 6l¢iimlerin spesifitesini

gostermektedir.
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Sekil 60. A16 bilesiginin MEF hiicrelerinin canlilik iizerine etkisi
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Sekil 61. A16 molekiiliiniin MEF hiicreleri tizerinde a-amilaz inhibisyon etkisi
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3.4.2. VMMO17 Hiicreleri Uzerinde Tirosinaz inhibisyon Calismalar:
3.4.2.1. VMMO917 Hiicre Serisi Optimizasyonu

Melanin sentezinde kilit nokta olarak bulunan tirosinaz inhibisyonunu gézlemlemek
i¢in sunulan c¢alismalarda kullanilacak olan VMMO917 hiicre serisi kiiltiir edildi. Hiicrelerin
kiiltiir baglangicinda ve sonundaki ¢cogalma profili ve morfolojik goriintiileri 40x biiyiitme

ile Sekil 62°de gosterilmektedir.

| B

Sekil 62. VMMO917 hiicre serisinin ¢ogaltilma asamalar1 A) yeni kiiltir edilmis B)
konfliient hiicreler, 6lgek araligi 10 pm’dur.

3.4.2.2. VMM917 ve BJ Hiicreleri Uzerinde Sitotoksisite Cahsmalari
3.4.2.2.1. VMM917 ve BJ Hiicreleri Uzerinde Céziiciiniin Sitotoksik Etkisi

VMMOI17 ve BJ hiicreleri tizerinde ¢oziicii etkisi MTT (Sekil 63) ve tripan mavisi
(Sekil 64) testi ile degerlendirildi.
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Sekil 63. DMSO ve etanoliin VMM917 hiicrelerinin canlilik orani iizerindeki
etkisi
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Sekil 64. DMSO ve etanoliin BJ hiicrelerinin canlilik orani tizerindeki etkisi

3.4.2.2.2. VMM917 ve BJ Hiicre Serileri Uzerinde B9, Sisplatin ve Kojik Asit
Molekiillerinin Sitotoksisite Calismalari

VMMOI17 ve BJ hiicreleri tizerinde B9, sisplatin ve kojik asit molekiilleri igin, MTT
testiyle sitotoksik etkinligi negatif kontrol grubuna oranlanarak degerlendirildi. Sonuglar

molekiillerin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan %Hiicre Canlilig1 grafigi ile

sirastyla Sekil 65-67°de verildi.
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Sekil 65. B9 bilesiginin VMM917 ve BJ hiicreleri {izerinde yapilan sitotoksisite
calismas1 *(B9 bilesigi ile muamele edilmemis negatif kontrol hiicrelerine
gore istatistiksel olarak anlaml fark p<0,05 gozlenmistir)
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Sekil 66. Sisplatinin VMM917 ve BJ hiicreleri iizerinde yapilan sitotoksisite ¢aligmasi
*(Sisplatin ile muamele edilmemis negatif kontrol hiicrelerine gore istatistiksel
olarak anlamli fark p<0,05 g6zlenmistir)
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Sekil 67. Kojik asitin VMM917 ve BJ hiicreleri iizerinde yapilan sitotoksisite ¢aligmasi
*(Kojik asit ile muamele edilmemis negatif kontrol hiicrelerine gore istatistiksel
olarak anlamli fark p<0,05 g6zlenmistir)

3.4.2.2.3. Sitotoksisite Sonuclarina Gore ICso Degerleri ve Secicilik indeksleri

B9, sisplatin ve kojik asit bilesikleri icin VMM917 ve BJ hiicreleri {izerinde yapilan
sitotoksisite ¢alismalarin hesaplanan ICso degerleri ve secicilik indeksleri Tablo 17°de

verildi.

Tablo 17. ICso degerleri ve segicilik indeksleri

Molekiil VMMOI17 Hiicre Serisi  BJ Hiicre Serisi Secicilik Indeksi
1Cs0 1Cs0

B9 16,8+0,7 82,59+6,43 4,91

Sisplatin 8,02+0,64 17,1+1,1 2,08

Kojik Asit >72 >72 T.E*

*T.E.: Tespit edilemedi.

3.4.2.2.4. VMMO917 Hiicre Serisinde Melanin Miktarimin Optimizasyonu

Tirosinaz inhibisyonunu dolayli olarak gézlemleyebilmek i¢in VMMO917 hiicresinde
sentezlenen melanin  miktarinin  spektrofotometrik  olarak  Olgiilebilecek uygun
konsantrasyonunun bulunabilmesi i¢in optimize edildi, sonu¢lar VMM917 Hiicre Sayis1-%

Bagil Melanin grafigi seklinde verildi (Sekil 68).
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Sekil 68. Melanin miktar1 optimizasyonu

3.4.2.2.5. VMMO917 Hiicresinde B9, Kojik Asit, A8 Molekiillerinin Tirosinaz
Inhibisyon Etkisi

VMMO17 hiicresinde sentezlenen melanin miktarinin B9 molekiilii varliginda %50
azalmaya sebep oldugu konsantrasyon tirosinaz inhibisyonu olarak degerlendirildi. Sonuglar
B9 molekiiliinliin konsantrasyonuna karst hem her caligma 6ncesi tekrarlanan sentetik
melanin kalibrasyon grafigi varliginda hesaplanan mg/mL cinsinden hesaplanan melanin
miktari, hem de % Bagil Melanin seklinde verildi (Sekil 69, 70). Buna gére B9 molekiiliiniin
4 uM konsantrasyonu ICsp olarak hesaplandi. Pozitif kontrol olarak kullanilan kojik asit
icinde % Bagil Melanin grafigi ¢izildi ve ICso degeri 72 uM olarak hesapland1 (Sekil 71).
Negatif kontrol olarak kullanilan A8 molekiilii icinde % Bagil Melanin grafigi ¢izildi fakat
ICso degeri gozlenemedi (Sekil 72).
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Sekil 69. VMMO917 hiicresi lizerinde B9 bilesigi ile inhibisyon g¢alismas: *(B9
bilesigi ile muamele edilmemis negatif kontrol hiicrelerine gore
istatistiksel olarak anlamli fark p<0,05 gézlenmistir)

100 -
*
=
.E 80 i
=
L
= 60 .
5D
2
e 40 - N
N I
0 T T T T 1
0 18 36 72 90
[Kojik Asit], pM

Sekil 70. VMM917 hiicresin kojik asit ile melanin miktar1 degisimi *(Kojik asit ile
muamele edilmemis negatif kontrol hiicrelerine gore istatistiksel olarak

anlaml fark p<0,05 gbzlenmistir)
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Sekil 71. VMMO917 hiicresin A8 ile melanin miktar1 degisimi

3.4.2.2.6. VMMO917 Hiicre Serisinde B9 Bilesiginin Hiicre Dongiisiine Etkisi

VMMOI17 hiicre serisi tlizerinde B9 molekiiliiniin hiicre dongiisii iizerinde etkisini
gorebilmek icin DNA igerik kiti kulanildi. Akim sitometrik analizler gerceklestirildi. Negatif
kontrol grubuna B9 molekiiliiniin ¢6ziiclisii olan DM SO uygulandi. 24 saatin sonunda alinan

sonuglar Sekil 73’de verildi. Ayrica hiicre donglisii analiz sonuglar1 Tablo 18’de sunuldu.
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Sekil 72. Farkli konsantrasyonlarda B9 bilesigi ile 24 saat muamele edilen hiicrelere ait
hiicre dongiisii analizi A) Kontrol grubu B) 8 uM B9 bilesigi C) 16 uM B9
bilesigi D) 32 uM B9 bilesigi

Tablo 18. VMMO917 hiicresinde B9 bilesiginin farkli konsantrasyonlarda hiicre dongiisii
analizi sonuglarinin karsilastirilmasi

Kontrol 8 uM 16 uM 32 uM
G1 Evresi 46,6+1,55 43,1+0,5212 41,8+0,945° 36,2+1,82P
p degeri (0,012) (0,001) (0,0001)
G2/M Evresi 31,9+2.07 31,940,491 31,9+1,48 32,1+1,75
p degeri (1,00) (1,00) (0,996)
S Evresi 21,5+1,05 25,040,271 26,442,232 31,743.13P
p degeri (0,118) (0.022) (0,0001)
Sub-G1 Evresi 20,3+2,10 27,1+1,69° 38,7+1,83° 35,8+2,85°
p degeri (0,004) (0,0001) (0,0001)

p, “One-Way ANOVA testi” ne gore verildi. Grup ic¢indeki Post-Hoc degerlendirmeler “Tukey” ile testi
yapildi. @ Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05, ® Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,01.
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Hiicre dongiisii ¢alisma sonuglar1  degerlendirildiginde, B9 molekiiliiniin
konsantrasyon ile orantili olarak Gi fazindaki hiicre popiilasyonunu istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalttigi (p<0,05), S fazindaki hiicre popiilasyonunu ise istatistiksel
olarak anlamli bir diizeyde artirdig1 belirlendi (p<0,05). Ayn1 zamanda molekiiliin sub-G;
fazindaki popiilasyonu istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdig1 belirlendi (p<0,01). Bu
veriler B9 molekiiliiniin sitotoksik etkisinin VMM917 hiicrelerinde hiicre dongiisiinii S

fazinda durdurabildigini ve apoptozu indiikleyebildigini gostermektedir.

3.4.2.2.7. VMMO917 Hiicre Serisi Uzerinde B9 Bilesiginin Apoptotik Etkisi

VMMOI17 hiicre serisi lizerinde B9 molekiiliiniin apoptotik etkisini gorebilmek i¢in
Anneksin V-FITC kiti kulanildi. Flow sitometrik analizler gerceklestirildi. Negatif kontrol
grubuna B9 molekiiliiniin ¢oziiciisii olan DMSO uygulandi. 24 saatin sonunda alinan

sonuglar Sekil 74’de verildi. Ayrica apoptoz analizin toplu sonuglart Tablo 19°da sunuldu.
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Sekil 73. B9 varliginda apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarinin analizi
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Tablo 19. B9 varliginda apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarinin karsilastiriimasi

Kontrol 8 uM 16 pM 32 uM
Saglam Hiicre 93,3+1,05 93,1+3,29 89,6+1,88% 88,8+1,76"
p degeri (0,471) (0,012) (0,005)
Nekrotik Hiicre  0,450+0,191  0,575+0,096 1,33+0,275P 0,375+0,126
p degeri 0.777) (0,0001) (0,939)
Apoptotik Hiicre 4,20+1,1 6,55+3,17 9,032,052 10,8+1,95"
p degeri (0,463) (0,040) (0,006)

p, “One-Way ANOVA testi” ne gore verildi. Grup ic¢indeki Post-Hoc degerlendirmeler “Tukey” ile testi
yapildi. @ Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, ® Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01.

Apoptoz analizi sonucu elde edilen veriler 15181inda, B9 molekiiliiniin 6zellikle 16 ve
32 uM konsantrasyonunun apoptotik hiicre sayisini istatistiksel olarak anlamli derecede
artirdig1 gézlenmistir (p<0,01). B9 molekiiniin 8 uM konsantrasyonu apoptotik ve nekrotik
hiicre sayisini sayisal olarak artirmasina ragmen bu artiglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05). Bu sonuclar hiicre dongiisii analizinde sub-G: fazinda goriilen

apoptotik hiicreler icin elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.



4. TARTISMA

Insanlar bugiin tarihte benzeri goriilmemis bir yasam siiresine ve kalitesine sahiptirler.
Gelismis diinyadaki yasam siiresindeki artisin ¢ogu 6zellikle kaliteli beslenme, modern
saglik hizmetleri ve iyilestirilmis saglik kosullarina baglanmaktadir [200]. Giinlimiizde,
insanogluna zarar veren sayisiz hastaligi tedavi etmek i¢in kullanilan farmasétik ajanlarin
gelistirilmesi ve kullaniciya iletilmesi de insan sagligini iyilestirmeye ¢ok dnemli bir katki
saglamaktadir [29]. Ila¢ arastirmalari ilacin konsantrasyonu ile etkisi arasindaki ters
orantinin kuvvetine ve ilacin yan etkisinin azaltilmasima odaklanmaktadir. Arastirmacilar
ozellikle kimyagerler ve biyologlar siklikla terapdtik bir molekiiliin ¢oziiniirlik ve
proteinlere baglanma potansiyelinin hedef dogrulamanin 6neminden bahsetmektedirler.
Fakat bunlarin yaninda asil onemli olanin ilacin biyokimyasal mekanizmasi oldugu
vurgulanmaktadir [33].

Gliniimiizde klinik kullanimda olan ve biyolojik olarak oral yoldan alinan terapdtik
ilaglar, enzim inhibitorleri olarak islev goren hayati 6nem tasiyan etkili ilaglar olarak
degerlendirilmektedir. Ayn1 sekilde kesfedilmis ve gelistirilmeye ¢aba harcanilan ilaglarin
cogu, spesifik enzim hedeflerinin inhibisyonu ile etki eden ila¢ adaylarinin belirlenmesi ve
optimize edilmesi {izerine odaklanmaktadir. Dogadaki metabolik siiregler enzimlerin
katalitik giicline bagimlidir [237]. Enzimlerin ilaglar i¢in 6nemli hedef molekiil olmalari
onlarin hastalik siireclerinde yliksek spesifiteye sahip hedef tanimlama ve
izlenebilirliliginden kaynaklanmaktadir. Enzim inhibitorleri enfeksiyon, metabolik,
kardiyovaskiiler, ndrolojik hastaliklar ve kanser gibi pek ¢ok patoloji i¢in biyolojik bir silah
olarak goriilmektedir [5].

Ilag kesfi enzimolojisindeki uzman goriisleri, mevcut uygulamalar ve gelecege dair
yonlendirmeler, konformasyonel olarak farkli enzim formlarinin giiclii spesifiteye sahip
yiiksek secicilik gosteren inhibitorlerinin kesfedilmesi igin spesifik enzim hedeflerinin
katalitik mekanizmasinin detayli olarak anlagilmasi ve bu bolge ile etkilesime giren kiigiik
molekiillii bilesiklerin tanimlanarak optimize edilmesini vurgulamaktadir [29, 200].
Terdpatik ilaglarla ilgilenen pek ¢ok arastirmaci oral yolla alinan onayli, 6zellikle organik
sentez yapili enzim inhibitdrleri olan ilaglarin molekiil kiitlesi, hidrojen bag donorii ile alict
say1st ve apolar yiizey alani gibi fizikokimyasal 6zellikleriyle ilgilenmektedir [238-240].
Giliniimiizde hastaliklarin tedavi siireglerinde enzim inhibitorii olarak ila¢ olma potansiyeline

sahip kii¢iik molekiil agirlikli organik sentez molekiillerinin ¢cogunun hedeflenen enzimlere
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dontigiimlii olarak zayif etkilesimlerle baglandiklar1 bildirilmektedir. Doniisiimlii olarak
baglanabilen inhibitdr molekiilii, enzim-substrat kompleksine, serbest enzime veya hem
enzime hem substrata ayni anda baglanabilmektedir. Bunu anlamak i¢in molekiiliin ICso
degerinin, denge ayrigma sabiti olan Ki’nin ve baglanmaya ait Gibbs serbest enerjisinin
belirlenmesi gerekmektedir [33, 200, 241, 242].

Ticari olarak piyasaya siiriilmeye deger goriilen potansiyel ilag olabilecek
molekiillerin ¢cogu bes liyeli heterosiklik halkaya sahip sentez bilesiklerinden olusmaktadir.
Heteroatomlarin halka igerisindeki konumuna gore pek cok izomer olusmaktadir. Bu
izomerlerden giiniimiizde en aktif ve arastirilmaya hala devam edilen molekiiller 1,2,4-
triazol, 1,3,4-oksadiazol ve 1,3,4-tiyadizol tiirevleridir. Gegmisten gliniimiize bu heterosiklik
bilesiklerin basta anti-kanser olmak iizere anti-fungal, anti-inflamatuvar, anti-tiiberkiiloz,
ditiretik, analjezik, anti-bakteriyel, anti-viral, anti-koagulant, anti-depresan, anti-oksidan ve
anti-hipertansif 6zellikleri ortaya konulmustur [243-257].

Farmakolojik o6zellige sahip klinik degerlendirmeler acisindan degerli goriilen
ozellikle etkili enzim inhibisyonuna sebep olan bu bilesiklerin 1,2,4-triazol ve tiirevleri
molekiiller oldugu belirtilmektedir. Bir sentez molekiiliinde enzim inhibitorii olarak aranan
ilk 6zelliklerden biri molekiiliin enzimin substratina benzemesidir [258]. 1,2,4-triazol halkali
bilesiklerin Schiff ve Mannich bazi tiirevleri kolay sentezlenebildikleri, ¢oklu ve hizl
tirevlendirmelerle igerikleri zenginlestirilebildigi i¢in klinik alanda siklikla kullanilmakta
ve bu durum onlar1 oldukga degerli kilmaktadir [259-262].

Bu ¢alismada kullanilan 1,2,4-triazol tiirevi bilesiklerin ¢esitli 6zellikleri daha 6nce
ele alinmig olmasina ragmen, klinik agidan énemli olan a-amilaz ve tirosinaz enzimlerini
inhibe edebilme yetenekleri incelenmemistir. Bu molekiillerden A6, B5S ve B9 lipaz
inhibisyonu [184, 185], B5 ve B9 iireaz inhibisyonu [185], A6 ve A8 a-glikozidaz
inhibisyonu [166] acgisindan incelenmistir. Buna ilave olarak A1-4, A14-17 molekiilleri i¢in
de anti-mikrobiyal aktivite calismalari yapilmistir [184].

Bu ¢alismada 6nceki ¢alismalardan farkli olarak sentezlenen bilesiklerden a-amilaz ve
tirosinaz inhibisyonu agisindan sadece 1Cso degerleri belirlenmekle kalinmamis, bunun
yaninda inhibisyon tiirii ve Kj degerleri de belirlenmistir. Ayrica molekiiler modelleme
caligmalariyla bu triazol molekiillerinin inhibisyon potansiyelleri teorik olarak da
degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda a-amilaz ve tirosinaz enzimlerini ve tirosinaz

enzimleri lizerinde inhibitor etkinligi yiiksek bulunan A16 (a-amilaz) ve B9 (tirosinaz)
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molekiilleri ile hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmistir. Burada molekiillerin hiicre kiiltiirii
ortaminda inhibitor ve sitotoksik etkinliklerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Tez ¢alismalar1 sirasinda inhibisyon ozellikleri incelenen organik molekiillerin
tirosinaz ve o-amilaz enzimleri tizerindeki etkisini belirlemek i¢in Oncelikle enzimlerin,
enzim-substrat etkilesimi ile kimyasal reaksiyonlarin meydana geldigi aktif bolge yapisi ve
her bir enzime 6zel daha Once literatiirde etkisi belirlenen standart inhibitor olarak kullanilan
inhibitér molekiillerinin kimyasal yapis1 dikkate alinmistir. Literatiirde yapilan bazi
caligmalarda belli bir baslangic molekiiliinden tiireyen ve belli pozisyondaki degisken
gruplarla tlirevlendirilen bilesiklerin inhibitér etkinliklerinin ve mekanizmalarinin
muhtemelen benzer olacagi bildirilmektedir [31, 200].

Sunulan ¢alismada kullanilan kati formdaki organik molekiillerin ¢aligmalar sirasinda
reaksiyon ortamina eklenmeden 6nce ¢ozelti haline getirilmesi gerekmektedir. Bu yiizden
organik ¢oziicii tipinin ve konsantrasyonun reaksiyon sartlari tizerindeki etkisi de inhibisyon
calismalar1 yapilirken g6z onilinde bulundurularak c¢alisilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda
kullanilan organik c¢oziiciilerden DMSO ve etanoliin reaksiyon karisimindaki nihai
konsantrasyonu %1’i gegmeyecek sekilde ayarlanmistir. Literatiirde organik ¢oziciilerin
genel olarak hem biyokimyasal olarak hem de hiicre kiiltiiriinde yapilan enzim inhibisyonu
caligmalarinda %3’iin altinda kullanilmasi gerektigi belirtilmistir [219, 263].

Tez ¢aligsmalari sirasinda kullanilan a-amilaz ve tirosinaz enzimlerinin ¢oziicii olarak
kullanilan DMSO ile belli oranlarda inhibe oldugu goriilmiistir. Bu yiizden organik
coziiclilerle ¢alisilan tiim dl¢iimlerde ¢oziicliden kaynakli olumsuzluklar1 gézlemleyebilmek
icin kontrol ¢ozeltileri hazirlanmigtir [242]. Ayrica yine enzim inhibisyonu ile ilgili yapilan
calismalar sirasinda bazi organik molekiillerin yiiksek konsantrasyondaki c¢ozeltilerinin
reaksiyon karigiminin tampon c¢ozelti igeren sulu ortam olmasi sebebiyle c¢oktiikleri
goriilmiistiir. Bu sebeple enzim inhibisyon ¢alismalari sirasinda her bir organik molekiil i¢in
tek bir konsantrasyon referans alinmamis olup, kullanilan molekiillerin farkli konsantrasyon
araliklari ile 6l¢timler alinmistir.

a-Amilaz inhibisyon caligmalari i¢in secilen molekiillerden sadece A16 ve Al7
bilesigi i¢in sirasiyla 150 uM, 163 uM olan ICsp degerleri belirlenebilmistir. ICso degerleri
belirlenebilen bilesiklerin inhibisyon giiciinii kiyaslamak i¢in pozitif kontrol olarak literatiire
uyumlu a-amilaz inhibitorii olan akarboz kullanilmistir [61, 264, 265].

Buna gore 1Cso degerine sahip Al6 bilesigi icin inhibisyon mekanizmasi

aydinlatilmaya calhisilmistir. Bu amagla  inhibitoriin =~ yoklugunda ve  farkh
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konsantrasyonlarinin varliginda yapilan aktivite Ol¢limlerinin sonucunda Km Ve Vmax
degerleri kiyas yapilmistir. Buna gore A16 bilesiginin a-amilaz enziminin substratla
etkilesime girdigi aktif bolgede degil, bu bolgenin disinda bir bolgede zayif bir etkilesimle
enzim-substrat kompleksine doniisiimlii olarak baglanarak yarismasiz inhibisyon tiiriine
sahip oldugu goriilmistiir. Ayrica bu g¢alisma neticesinde K; degeri 6,43 uM olarak
hesaplanmistir. Gliglii ve spesifik olarak etkili bir inhbitoriin, inhibisyon mekanizmasini, K,
Vmax Ve K gibi kinetik parametrelerle degerlendirmek inhibitdriin basarisin1 gézlemlemeye
katk1 saglamaktadir [200].

4-amino-3-(D-glukopentitol-1-il)-5-merkapto-1,2,4-triazoller ve bunlarin 3-metil
analoglari ile yapilan bir a-amilaz inhibisyon ¢alismasinda yarismasiz inhibisyon gézlenmis
olup Kj degeri 0,363 mM olarak hesaplanmistir [249]. Hameed ve arkadaslart (2019)
Sentezlenen benzotriazol tirevi 33 adet bilesikle a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri
tizerinde yapilan inhibisyon c¢alismalarinda enzimin etkinligini %50 azaltan inhbitor
konsantrasyonunu sirastyla 2,04-5,72 uM ve 2,00-5,6 uM olarak bulmuslardir. Belirlenen
ICs0 degerlerinin ardindan inhibisyon tiirii belirleme ¢alismalar1 ile a-amilaz i¢in yarismali
glukozidaz i¢in yarismasiz inhibisyon tiiriinii bulmuslardir [61].

Taha ve arkadaslar1 (2019) siilfonamid tiirevlerinin a-amilaz enzimi {izerindeki
inhibisyon etkiligi degerlendirmislerdir. Bu molekiiller i¢in ICso degerleri 1,19- 3,01 uM
arasinda bulunmustur [264]. Ponnusamy ve arkadaslar1 (2015) Azadirachta indica’dan
saflagtirdiklar1 limonoidler ile a-amilaz enzimi aktivitesini %50 azaltan degerleri
22,2-133,1 pM arasinda gbzlemlemislerdir. Ayrica inhibisyon mekanizmasi
degerlendirilmis yarigmasiz olarak bulunmus ve Ki degerleri 75,8, 37,4 uM olarak
hesaplanmustir [267]. Pithecellobium dulce ile yapilan bir a-amilaz inhibisyon ¢alismasinda
inhibisyon tiirli yarigmasiz olarak belirlenmistir [268]. Bugday kepegi ile yapilan bir baska
calismada ise K degerinin 17,24 pg/mL ve inhibisyon tiiriiniin yarismasiz oldugu
bildirilmistir [269]. Tiyazol tiirevi 25 adet karbohidrazid ile a-amilaz inhibisyonunun
etkinligi incelenen bir ¢alismada molekiillerin ICsp degerleri 1,71-3,05 uM araliginda
bulundugu bildirilmektedir [270]. Literatiir incelendiginde a-amilaz inhbisyonunun siklikla
dogal {irlinlerden saflastiriharak elde edilen komplekslerle ¢alisildigi goriilmektedir [267,
271, 272]. Sunulan ¢alismada kullanilan A16 molekiilii gibi literatiirde triazol halkali yapilar
ile a-amilaz aktivitesi lizerine yapilan calismalara sik rastlanamamistir. Bu durumun

calismamizi 6zgiin ve sonuglarimizi degerli kildig1 diisiiniilmektedir.
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Tirosinaz inhibisyon g¢aligmalari igin segilen molekiillerden B9, B13, C2 ve C3
bilesikleri i¢in ICsg degerleri belirlenebilmistir. Literatiire uyumlu olarak ¢aligmada referans
inhibitér molekiil olarak kojik asit kullanilmistir [273, 274]. Calismada kullanilan B9, B13
ve C3 bilesiklerinin kojik aside kiyasla daha giiclii tirosinaz inhibitorleri oldugu
belirlenmistir. Inhibitér molekiillerinin ¢oziiniirliik problemleri nedeniyle Tablo 13’de
verilen maksimum konsantrasyon degerlerinden daha yiiksek konsantrasyonlar
kullanilamamustir. 1Csg degeri belirlenebilen bilesiklerden en diisiik ICso degerine sahip
bilesiklerden B9 ve C3 bilesikleri i¢in inhibisyon mekanizmasi deneyleri yapilmistir [195].
B9 ve C3 bilesikleri i¢in secilen farkli konsantrasyonlarda inhibitorlerin varliginda ve
yoklugunda yapilan aktivite dl¢limlerinin sonucunda Km Ve Vmax degerleri kiyas yapilarak
her iki bilesik iginde yarismasiz inhibisyon tiirii Ongorilmiistiir. Ayrica bu calisma
neticesinde Kj degerleri matematiksel olarak hesaplanmig ve B9 ve C3 igin sirasiyla
370,7 uM, 1,71 mM seklinde bulunmustur. Inhibisyon calismalar1 sirasinda ICso degerine
ilave olarak inhibisyon tiiri aydinlatilmasina yonelik g¢aligmalar inhibitoriin tirosinaz
enzimine olan ilgisini belirlemek ve literatiirle kiyas yapabilmek i¢in basvurulan bir yontem
olarak goriilmektedir [159].

Hamidian ve arkadaslar1 (2013) siilfonilazo bilesikleri ile yaptiklari tirosinaz enzim
inhibisyonu c¢alismalarinda yeni sentezlenen 6 farkli molekiiliin tirosinaz inhibitorii olarak
degerlendirilmesi sonucunda 1Cso degerlerinin 1,71 pM ve 4,39 uM arasinda degistigini
bildirmislerdir [143]. Niu ve arkadaslar1 (2015) ise aromatik halkaya sahip kalkonlarla
gerceklestirdikleri caligmalarinda kullanilan 15 yeni sentez molekiiliine ait ICso degerlerinin
31,4-85,8 uM arasinda degistigini bildirmislerdir [275]. Ge¢misten gilinlimiize tirosinaz
inhibisyonu iizerine c¢alismalarin siklikla meyve suyu, boz dari, aloe vera, dogal
bilesenlerden elde edildigi gorilmektedir [139, 276-278]. Sentetik olarak elde edilen
molekiillerin ise tirosinazin standart inhibitdrii olan kojik asit tiirevine benzer yapilardan
yola ¢iktiklar1 goriilmektedir [87]. Son yapilan bir calismada 1,2,3 triazol halkali kojik asit
tirevli 16 molekiil ile tirosinaz inhibisyonu iizerine yapilan degerlendirmede ICso degerleri
0,06-6,80 uM arasinda degistigi goriilmektedir. Bu durum triazol bilesiklerini tirosinaz
inhibisyonu agisindan 6nemli bir yer tuttugunu gostermektedir [274]. Ancak literatiirde 1,2,4
triazol bilesiklerinin tirosinaz aktivitesi tlizerindeki etkilerini inceleyen bir calismaya
rastlanilmamistir. Bu durum tez calismalar1 kapsaminda kullanilan inhibitor organik

molekiiller varliginda ulasilan sonuglar1 degerli kilmaktadir.
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a-Amilaz ve tirosinaz i¢in deneysel olarak yapilan enzim inhibisyon ¢aligmalarinin
yaninda teorik olarak da molekiiler modelleme ¢alismalariyla enzim inhibitor etkilesiminin
aktif bolge baglanma enerjileri hesaplanmistir. Burada inhibitdr potansiyeli en yiiksek
molekiilii enzimin aktif bolgesine en diisiikk baglanma enerjisiyle baglanan ve bdylece en
giiclii etkilesimi yapan molekiil olarak se¢ilmistir. Bu hesaplamalara gore, tirosinaz enzimi
icin iki grup seklinde incelenen molekiillerden aktif bolgeye baglanabilecek olan en
potansiyel molekiiller B13 ve C1 iken, a-amilaz i¢in A17 molekiiliiniin oldugu tespit
edilmistir. Tez calismalar1 sirasinda kullanilan tirosinaz ve a-amilaz enzimleri i¢in deneysel
ve teorik olarak yapilan inhibisyon tiirii belirleme c¢alismalarinin  sonuglari
karsilastirildiginda ilgili sonuglarin birbiri ile 6rtlismedigi goriilmiistiir. Bu durumun pek ¢ok
sebebi olabilir, bunlardan ilki molekiiller modelleme c¢alismalar1 sirasinda inhibit6r
molekiillerinin potansiyelini gozlemlemek icin sadece serbest enzimin aktif bolgesi ile
etkilesimi iizerine ¢alisilmistir. Ancak enzimlerle yapilan deneysel ¢alismalar sonucu bize
acikca inhibitor molekiillerinin serbest enzimin aktif bolgesine degil aktif bolge disinda bir
baglanma bolgesine yarigsmasiz bir mekanizma ile baglanarak enzim-substrat kompleksinin
olustugunu gostermistir. Teorik ¢alismalarin deneysel ¢aligmalarla cakismamasinin bir
baska sebebi de inhibitdr molekiillerinin tamami 6ncellikle Gaussian programi ile optimize
edilirken, gaz fazinda 100 farkli enzim inhibitor aktif bolge etkilesimi sonucu olusan
konformasyondan en diisiik baglanma enerjisine sahip olan bilesiklerden 10 tanesi
secilmistir. Burada diger konformasyon onerileriyle enzimlerin etkilestirilmesi durumunda
deneysel ve teorik sonuglarin birbiri ile uyumlu sonuglar vermesi ihtimal dahilindedir.
Ayrica teorik caligmalar sirasinda gelisen bir baska dezavantaj reaksiyon sartlari tampon
¢ozelti iceren sulu bir ortam iken, program ile gaz fazinda 6l¢timler alinmistir. Sulu ve gaz
fazindaki molekiillerin farkli kararliliga sahip olabilecegi ongoriildiiglinden sonuclarda
uyumsuzluk olmasi durumu s6z konusu olmus olabilir. Bu sonuglar deneysel ¢alismalarin
teorik calismalara gore gergegi daha iyi yansittig1 ve kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Biyokimyasal olarak gergeklestirilen in vitro hiicre kiiltiiri ¢aligmalartyla
desteklenmesi ila¢ olma potansiyeline sahip organik molekiiliin etkinligini test etmek i¢in
onemli bir adim olarak literatiirde siklikla goriilmektedir. Klinik denemelere gegilebilmesi
icin oncelikle in vitro ¢aligsmalarin uygulanabilir sonuglar oldugunun kanitlanmasi gerektigi
literatlirde onerilmektedir [224, 279-281].

Diinyada diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklar ile Alzheimer, Parkinson ve

Hungtinton gibi nérodejenaratif hastaliklarin giderek ¢ok hizli bir sekilde artmakta oldugu
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bildirilmektedir. Bu hastaliklari tedavi etmek i¢in kullanilan ilaglarin hala istenen diizeyde
etkili ve giivenilir degildir [266]. Bu yilizden hiicre temelli tahliller kullanilarak potansiyel
ilag olabilecek etken maddelerin klinik uygulamalardan 6nce etkinlik ve giivenlikleri
acisindan test edilmektedir. Diyet yoluyla almman karbohidratlarin pargalanmasini
engellemek obezite ve diyabet gibi metabolik hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan bir
yontemdir [282]. AR42J fare pankreatik kanser hiicre serisi, yiiksek oranda amilaz enzimi
tirettigi icin amilaz inhibisyonunun gozlemlenmesi agisindan kullanilan bir hiicre serisidir
[267, 271]. Bu nedenle A16 molekiiliiniin a-amilaz enzimi tizerindeki inhibitor etkinligi
ARA42] hiicrelerinde test edilmistir [272]. AR42J ve negatif kontrol hiicrelerinde dncelikli
olarak yine sitotoksisiteye sebep olmayan ¢6ziicli konsantrasyon aralig1 belirlenmis ve elde
edilen sonuglar dogrultusunda c¢aligmalar 9%0,1°’lik DMSO ¢ozeltisi kullanilarak
siirdiiriilmiistiir [284]. Inhibitdr dzelligini gdzlemlemek igin nisasta ve iyot miktarlarim
belirlemek adina literatiirde bulunan metotlar modifiye edilerek kullanilmistir [111, 271].
Nisasta ¢ozeltisinin nihai konsantrasyonu %0,125 olacak sekilde, hazirlanan stok iyot
cozeltisi ise 1:100 (v/v) seyreltilmis halde kullanilmistir. A16 molekiiliiniin AR42]
hiicresinde tripan mavisi metoduyla sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmistir [285]. Molekiiliin 5
uM’da hiicre canliligint %40 oraninda azalttigi, 4 uM seviyesinde ise hiicre canliligin
etkilemedigi belirlenmistir. Ardindan optimum hiicre sayis1 belirleme deneyleri yapilmis ve
in vitro galismalarda kullanilmasi gereken hiicre sayis1 50.000 olarak belirlenmistir. AR42J
hiicre serisi lizerinde A16 molekiilii ile yapilan ¢alismada hiicre disina salinan a-amilaz
miktarint %50 azaltan ICso degeri 4 uM olarak bulunmugstur. Belirlenen hiicre sayis1 ve
nisasta-iyot ¢ozeltisi literatiir ile uyum igerisindedir. Oyle ki, Ngoh ve arkadaslar1 benekli
fasulyeden saflastirarak elde ettikleri peptitlerin  AR42J hiicresi lizerinde a-amilaz
inhibisyonu deneylerini 20.000 hiicre iizerinde gergeklestirerek ICso degerini 8 mM olarak
hesaplanmigtir [286]. Ayrica saflastirilarak elde edilen limonoid tiirevleriyle yapilan
caligmalarda oncelikle domuz pankreatik amilazi iizerinde inhibisyon ¢alismalar1 yapilmis
ve Azadiradion’un ICso degeri 138,4 uM bulunmus ve AR42]J hiicre serisi {izerinde amilaz
inhibisyonu goézlenmeye calisilmis fakat 3,5 uM’da %41,8 inhibisyon gozlenebilmistir
[286].

Kanser kronik bir hastalik olup sayisiz terapotik yaklasimin mevcudiyetine ragmen
hala yiizyilin en 6nemli saglik sorunlarindan birisi olarak goriilmektedir [287]. Diinyada
kanser hastalar1 iizerinde yapilan anket ¢caligmalarina gore 2000 yilinda kanser hastaligindan

6liim oran1 dokuzuncu siradayken, son yillarda yapilan ¢alismalar bu oranin altinci siraya
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yiikseldigini gostermektedir. Ayrica diinyada her yil en az 9 milyon kisinin bu sebeple
oldigi bildirilmektedir [241, 281, 288]. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
verilerine gore 2012 yilinda diinya genelinde 14,1 milyon yeni kanser vakasi ve 8,2 milyon
Oliim bildirilmis olup, bu saymin 2030'da 21,7 milyon kanser vakasi tanist ve 13 milyon
oliim seklinde olacagini 6ngoriilmiistiir [289]. Giiniimiizde kanserle miicadele i¢in cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi, hormon replasmani ve immunoterapi gibi pek cok tedavi sekli
uygulanmaktadir. Fakat bu tedavilerin farkli yan etkilerinin olabilecegi bilinmektedir [290].
Bu durum yeni ilag molekiillerinin sentezlenmesine, karakterize edilmesine ve etkili ilag
konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in in vitro c¢alismalarin yapilmasi gerektigini
gostermektedir [200, 280, 291].

Melanoma, melanositlerde meydana gelen mutasyonlara bagli olarak cilt, géz ve i¢
kulak gibi bolgelerde asir1 pigment iiretimi ile karakterize bir kanser tiiriidiir. Melanoma tiim
cilt malign tiimorlerinin yaklasik %1'ini olustursa da, kiitan6z malign melanoma en agresif
ve en Oliimciil cilt kanseri formunu temsil etmektedir. Tiimoriin 6zelliklerine bagl olarak
cerrahi iglem, kemoterapi, radyoterapi, fotodinamik tedavi (PDT), immiinoterapi veya
hedefe yonelik tedavi gibi segenekler bulunmaktadir [292, 293]. Ozellikle ilerlemis
melanomada kemoterapiye siklikla bagvurulmakla birlikte kemoterapinin mide bulantisi, bag
agrisi, gastrit, anoreksi, oral lilserasyon, kabizlik, ishal, alopesi ve néropati olusturma gibi
baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir [292]. Bunlarin yaninda melanoma hiicrelerinde zamanla
kemoterapétik ilaglara karsi direng gelisimi ve/veya kemoterapétiklerin zamanla saglikli
hiicrelere de zarar verebilmesi basar1 oranini diistirmektedir [294]. Bu nedenle 6zellikle ilag
endiistrisinde sentetik veya dogal iiriin kaynakli yeni nesil anti-kanser ajanlarin gelistirilme
caligmalar1 yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir. Bu ajanlar igerisinde 6zellikle heterosiklik
bilesikler son zamanlarda kanser tedavisi i¢in yeni alternatifler olarak kabul gérmektedir
[287]. Buradan hareketle B9 molekiiliiniin melanoma hiicre serilerindeki sitotoksik etkisi
MTT metoduyla degerlendirildi ve ICso degeri 16,8 M olarak hesaplandi.

Etkili ve kabul edilebilir bir anti-kanser ajanin karsilamasi gereken en dnemli kriter
normal hiicrelerde toksik etki gdstermemesi ya da minimal diizeyde gostermesi olarak
tanimlanmustir ve selektif indeks hesaplamalari bu amagla yol gosterici olmaktadir [295].
Buradan hareketle B9 molekiiliiniin sitotoksik etkisi melanoma hiicreleri ile es zamanl
olarak normal insan fibroblast hiicreleri tizerinde de ¢alisildi ve ICsp degeri 82,59 uM olarak

hesaplandi. Sitotoksisite deneylerinde deneysel kurgunun giivenilirliliginin ortaya
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konabilmesi adina melanoma tedavisinde kullanilan bir kemoterapétik olan sisplatin pozitif
kontrol olarak kullanilmigtir [296].

B9 molekiiliiniin ve sisplatinin melanoma ve fibroblast hiicreleri i¢in elde edilen ICsg
degerlerinin birbirine oranlanmasi ile secicilik indeksleri hesaplanmis ve B9 molekiiniin
melanoma hiicrelerinde sisplatine kiyasla yaklasik iki kat daha yiiksek bir segicilik gosterdigi
belirlenmigtir. Literatiirdeki 1,2,4 triazol bilesikleri ile melanoma hiicre serileri {izerinde
gergeklestirilen sitotoksisite caligmalar1 incelendiginde, Bekircan ve arkadagslar1 asimetrik
3,5-diaril-4H-1,2 4-triazol tiirevlerinin melanoma hiicre serileri lizerinde sitotoksik etki
gosterdigini ve ICso degerlerinin 6,18-19,6 uM araliginda degistigini bildirmislerdir [297].
Georgiyants ve arkadaslar ise 1,2,4-triazol (4H) tiirevleri bilesiklerin 16semi (CCRF-CEM,
HL-60, RPMI-8226, SR, K-562 ve MOLT-4), akciger (HOP-92), bobrek (UO-31), prostat
(PC-3), meme (MCF-7), over (OVCAR-4), kolon (KM-12) ve melanoma (UACC-62, MDA-
MB-43, SK-MEL-5 ve MALME-3M) kanser hiicre serilerindeki sitotoksik etkilerini
inceledikleri bir c¢aligmada en zayif sitotoksik etkinin melanoma hiicre serilerinde
gozlendigini raporlamiglardir [298]. 4,5-disubstituted-1,2,4-triazole-3-tion bilesiginin S-
benzil tiirevinin 16semi (CCRF-CEM, RPMI-8226 ve SR), akciger (HOP-92), melanoma
(UACC-62) ve bobrek (UO-31) kanseri hiicre serilerinde sitotoksik etki sergileyebildigi
bildirilirken [299], bir baska ¢alismada Furan C-2 kinolin yapisina eslenik 1,2,4-triazol
grubu igeren tiirev bilesiklerin melanoma (A375) hiicre serisi lizerinde sitotoksik etki
gosterdigi ve ICso degerlerinin 2,9-207,1 pg/mL degerleri arasinda degistigi gosterilmistir
[300]. Mioc ve arkadaslari 5-merkapto-1,2,4-triazol tiirevlerinin melanoma (A375 ve
B164A5), meme (MDA-MB-231) ve akciger (A549) kanseri hiicre serilerindeki sitotoksik
etkilerini inceledikleri ¢alismada bilesiklerin melanoma hiicreleri {izerinde zayif sitotoksik
etki gosterdigini bildirirlerken [301], Quattrini ve arkadaslari 1,2,4-triazol tiirevi bilesiklerin
melanoma kanser hiicre serilerinde (A2058 ve WM266-4) konsantrasyona bagimli sitotoksik
etki sergilediklerini belirlemisler ve 1Cso degerlerininin 9,65-11,41 uM arasinda degistigini
gostermislerdir [302]. Buradan hareketle sitotoksisite verilerimizin olumlu bulundugu
literatiideki diger melanoma {iizerinde gergeklestirilen ¢alismalarla benzerlikler gosterdigi
belirlenmistir. Ancak sdz konusu c¢alismalarda normal hiicre serilerinin kullanilmamis
olmasi seg¢icilik agisindan bir karsilastirma yapilmasini miimkiin kilmamustir.

1,2,4 triazol merkezli bilesiklerinin renal (UO-31) ve serviks (HeLa) kanser hiicre
serilerinde de sitotoksik etkilerinin oldugu daha once yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir

[303]. Hatta literatiir incelemelerinde 1,2,4-trizol bilesikleri ile gergeklestirilen in vivo
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calismalarin da basladig1 goriilmektedir. Lin ve arkadaslar1 1-agil-1H-[1,2,4]triazol-3,5-
diamin tiirevlerinin melanoma (A375) kanser hiicre serisi lizerinde giiclii sitotoksik etki
gosterdigini bildirmislerdir. A375 implantasyonu ile bagisiklik sistemi baskilanmis farelerde
olusturulan ksenogreft modelinde de bilesigin 30 giinliik tedavide in vivo tiimor biiylimesini
istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide inhibe ettigini gostermislerdir [304].

Etkili ve kabul edilebilir bir anti-kanser ajanin karsilamasi gereken en énemli ikinci
kriterin bilesigin kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin mekanizmasinin
tamimlanmasidir [295]. Buradan hareketle B9 bilesiginin melanoma hiicrelerindeki
sitotoksik etkisinin mekanizmasi hiicre dongiisii ve apoptoz yoniinden degerlendirildi. Hiicre
dongiist, bir hiicreden iki yeni hiicrenin olugmasi ile sonuglanan son derece organize bir
stirectir. Her hiicre dongiisii evresindeki olaylar ve bir evreden digerine gecis hiicre dongiisii
kontrol noktalar1 olarak bilinen sensér mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir. Son
yillarda yapilan arastirmalarda kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii kontrol noktalarinin
gerektigi gibi ¢caligmadigi ortaya konulmus ve buna bagl olarak kanser “kontrol edilemeyen
hiicre dongiisii hastalig1” olarak tanimlanmistir. Bundan dolay1 kanser hiicrelerinin hiicre
dongiistiniin durdurulmasi kanser tedavisinin hedef mekanizmalarindan biri olarak kabul
edilmistir [305]. Bundan yola ¢ikarak B9 molekiiliiniin melanoma hiicre dongiisii tizerindeki
etkileri akim sitometrisi yontemi ile belirlendi ve molekiiliin melanoma hiicre dongiisiinii S
evresinde durdurdugu ve sub-G: popiilsyonunu olusturan apoptotik hiicre sayisini artirdigi
goriildli. Literatiirde 1,2,4 triazol bilesiklerinin melanoma hiicre dongiisii lizerindeki
etkilerini inceleyen bir ¢alismaya rastlanilmamigtir. Bununla birlikte 1,2,4 triazol
bilesiklerinin kanser hiicre dongiisii iizerine etkilerinin arastirildig1 caligmalarda, Purohit ve
arkadasglart bis-1,2,4 triazol tiirevi bilesiklerin 16semi (MOLT-4) kanser hiicre serisinde
hiicre dongiisiinii durdurmadan sub-G: fazindaki hiicre popiilasyonunu artirarak apoptotik
ozellikler sergiledigini bildirirlerken [306], Mioc ve arkadaglari ise S-substituted 1H-5-
merkapto-1,2,4-triazol tiirevi bilesiklerin insan kolon kanseri (HT-29) hiicrelerinde sub-Gy
popiilasyonundaki hiicre sayisini artirarak ve hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurarak anti-
proliferatif etki gosterdigini bildirmislerdir [307].

Azalmis apoptoz kapasitesi kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerinden birisidir.
Bu nedenle potansiyel anti-kanser ajan gelistirme caligmalarinda bilesigin apoptozu
indiikleyebilmesi en Onemli stratejik hedeflerden bir tanesidir [308]. Bu yiizden B9
molekiiliiniin melanoma hiicre serilerindeki sitotoksik etkisinin mekanizmasi ayrica apoptoz

yoniinden degerlendirildi ve molekiiliin konsantrasyona bagli olarak apoptotik hiicre sayisini
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artirdig1 belirlendi. Literatiirde 1,2,4 triazol bilesiklerinin melanoma hiicrelerinde apoptoz
lizerine etkilerini inceleyen bir calismaya rastlanilmamistir. Bununla birlikte 1,2,4 triazol
bilesiklerinin kanser hiicrelerindeki apoptoz lizerine etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda,
Coskun ve arkadaslar1 1,2,4-triazol-3-thion bilesiklerinin prostat (PC-3), kolon (HCT-116)
ve meme (T47D) kanser hiicre serilerinde pro-apoptotik etki sergiledigini bildirirlerken
[309], Sun ve arkadaslar1 4,5-bis(substituted fenil)-4H-1,2,4-triazol-3-amin bilesiklerinin
akciger kanseri (A549) hiicrelerinde Bcl-2 proteinini baskilayarak ve anneksin-V pozitif
hiicre sayisin1 artirarak pro-apoptotik etki sergiledigini bildirmislerdir [310]. Das ve
arkadaglart ~ 3-(3°4",5 -trimetoksifenil)-5-(N-metil-3"-indol)-1,2,4-triazol  bilesiklerinin
meme kanseri (MCF-7) hiicre serisinde normal meme (MCF-10A) hiicrelerine gore segici
sitotoksik etki gosterdigini ve bilesiklerin in vivo meme kanseri modelinde de apoptozu
artirarak tiimor biylimesini engelledigini gostermislerdir [311]. Abuelizz ve arkadaslar 4-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)benzoik asit hibritlerinin meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde
anneksin-V pozitif hiicre sayisini artirarak pro-apoptotik etki sergiledigi gosterilmislerdir
[312].

1,2,4 triazol bilesiklerinin kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii ve apoptoz lizerine
etkilerinin beraber degerlendirildigi calismalar incelendiginde, Romagnoli ve arkadaglari 1-
(3',4',5'-trimetoksifenil)-5-aril-1,2,4-triazol bilesiklerinin serviks (HeLa) ve 16semi (Jurkat)
kanser hiicrelerinde anneksin-V pozitif hiicre sayisini artirarak ve hiicre dongiisiinii Go/M
evresinde tutuklayarak anti-proliferatif etki gosterdiklerini bildirilmislerdir [313]. Liu ve
arkadasglar1 7-hidroksi-4-fenilkromen-2-on bagli 1,2,4-triazol molekiillerinin mide kanseri
(AGS) hiicrelerinde anneksin-V pozitif hiicre sayisini artirarak ve hiicre dongiisiinii Go/M
fazinda durdurarak anti-proliferatif etki gosterdigini bildirmiglerdir [314]. Tokala ve
arkadaglart 1,2,4-triazol-bagl {iire/tiyoiire konjugatlarinin meme (MCF-7 ve MDA-MB-
231), akciger (A549), prostat (DU145) ve melanoma (B16-F10) kanser hiicre serilerindeki
sitotoksik etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda en giiclii sitotoksik etkiyi MCF-7 hiicre
serisi lizerinde saptamiglardir. Bilesigin sitotoksik etki mekanizmasini hiicre dongiisii ve
anneksin-V apoptoz analizi ile arastirmislar ve bilesigin konsantrasyona bagli olarak hiicre
dongiisiinii G1 fazinda durdurdugunu ve anneksin-V pozitif hiicre sayisini artirdigini ortaya
koymuslardir [315]. Son yillarda yapilan bir baska ¢alismada ise El-Sherief ve arkadaglar
1,2,4-triazol-3-tion aromatik keton bilesiklerinin akciger kanseri (A549) hiicrelerinde
anneksin-V pozitif hiicre sayisin1 artirarak ve hiicre dongiistinii G2/M evresinde durdurarak

anti-proliferatif etki sergiledigini bildirmislerdir [316]. Hiicre dongiisii ve apoptoz analizi
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sonuclart literatiirdeki 1,2,4 triazol bilesikleri ile gerceklestirilmis aragtirma sonuglar ile
benzer olmakla birlikte, 6zellikle hiicre dongiisii analizlerinde hiicrelerin durduruldugu
evrelerin farkli olmasinin galisilan hiicre serisinden kaynaklandig diistiniilmektedir.

Sitotoksisite calismalarin1 B9 bilesiginin  VMM917 hiicresindeki melanin
miktarindaki etkisini anlamak i¢in yapilan ¢alismalar izlemistir. Bu c¢alismada kojik asit
cozeltisi pozitif kontrol olarak kullanilmigtir [127]. Literatiirde bununla ilgili benzer
yaklasimlar bulunmaktadir. Ornegin, Ashooriha ve arkadaslar1 melanoma hiicresi (B16)
tizerinde kojik asit ile yapilan galismada ICso degeri 144,4 uM olarak bulmuslardir [274].
Chen ve arkadaglart (2019) kojik asit tiirevleriyle fare melanoma (B16F10) hiicreleri
tizerinde yapmis olduklar1 sitotoksisite c¢alismalarinda 5-200 pM arasinda degisen
konsantrasyonlarda hiicre canliligini etkilemedigi goriilmiistiir. Ayn1 anda bu molekiillerin
hiicreler iizerinde 75 pg/mL degerinde tirosinaz etkinligini %50 diisiirdiigii goriilmiisken 60
ug/mL degerinde melanin miktarinda %50 azalttig1 bildirilmistir [224]. Wang ve arkadaslari
(2010) insan melanosit hiicreleri tizerinde N-formil tiireviyle yaptiklar1 ¢alismada melanin
miktarindaki %50 azalmay1 100 pM, aym1 degerde pozitif kontrol olarak kullanilan kojik
asitte ise %50 azalma goriilememistir [230].

Gliniimiizde kanser tipleri arasinda cilt kanseri olan melonamanin 6liim orani payinin
giderek arttig1 goriilmektedir. Bu yiizden iizerinde pek ¢ok ¢alisma yapilmasina ragmen tez
calismalar1 sirasinda kullanilan VMMO917 hiicresi lizerinde literatiirde triazol halkali
bilesiklerle yapilan sitotoksisite ve tirosinaz inhibisyon ¢aligmalarina rastlanamamistir. Bu
da calismalarin sonuglarini degerli kilmaktadir. Bulunan degerler ve segicilik indeksinin
yiiksek olmasi sebebiyle anti-kanser ilac1 olarak B9 molekiiliinii potansiyel hale getirdigi

distiniilmektedir.



5. SONUCLAR

e Tez calismalar1 sirasinda oncelikli olarak inhibisyonlar1 incelenecek olan sirasiyla,
ticari olarak satin alinan a-amilaz ve tirosinaz enzimlerinin aktivite ¢alismalari literatiire
uygun olarak sirasiyla enzim ve substrat konsantrasyonu, pH ve sicaklik degerleri agisindan
optimize edilmistir (Tablo 10; Sekil 26-30; Sekil 31-35).

e o-Amilaz ve tirosinaz enzimleri igin inhibitdr bilesikleri varliginda yapilan
caligmalarda her bir bilesik i¢in ICsp degeri belirlenmeye ¢alisilmistir. Bulunan ICso
degerleri pozitif kontrolleri ile kiyaslandiginda kontrollerden daha etkili oldugu goriilmiistiir
(Tablo 11, 13; Sekil 36-43; Sekil 45-54).

o ICso degeri belirlenebilen a-amilaz enzimi i¢in A16 ve tirosinaz enzimi i¢in B9 ve
C3 bilesiklerine ait inhibisyon tiirii yarismasiz olarak belirlenmis olup ayrica ¢izilen
Lineweaver-Burk grafiginden elde edilen degerlerle c¢izilerek matematiksel olarak Ki
degerleri hesaplanmistir. Bulunan Kj degerlerinin pM seviyesinde olmas1 umut vadedicidir
(Sekil 44, 55, 56, Tablo 12, 14).

e Tablo 5’deki her bir enzim i¢in gruplara ayrilan tiim molekiiller igin teorik
hesaplamalar yapilmistir. Bu sonuglara gore a-amilaz i¢in A16-17 ve tirosinaz i¢in B9, B13,
C1 ve C3 bilesikleri aktif bolge baglanma enerjisi diisiik olan dolayisiyla enzimle giiclii
etkilesim yapan molekiiller olarak bulunmustur (Sekil 50-51, Tablo15, 16).

e Potansiyel olarak dngoriilen inhibitér molekiillerinden a-amilaz i¢in A16 ile AR42J
hiicreleri tizerinde ve tirosinaz i¢in B9 ile VMMO917 hiicreleri tizerinde in vitro ¢alismalar
yapilmustir. Bu ¢aligmalar yapilirken negatif kontrol hiicresi olarak AR42J i¢cin MEF ve
VMMOI17 i¢in BJ hiicreleri secilmistir. Ayrica ¢aligsmalar esnasinda pozitif kontrol molekiilii
olarak o-amilaz i¢in akarboz, tirosinaz icin kojik asit kullanilmistir. Ayrica B9 bilesiginin
VMMOI17 hiicreleri tizerinde anti-kanser 6zelligini kiyaslamak adina pozitif kontrol olarak
sisplatin kullanilmigtir.

e AR42J  hiicresi iizerinde Al6 bilesiginin a-amilaz inhibisyon etkinligi
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol ile kiyaslandiginda daha etkili oldugu goriilmiistiir (Tablo
17, Sekil 67-72).

¢ B9 bilesiginin VMM917 hiicre serisi tizerindeki sitotoksik etkisinin normal fibroblast

hiicrelerine gore secici oldugu gozlenmistir. Bu bilesigin VMM917 hiicrelerini hiicre
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dongiisiiniin S fazinda durdurdugu ve apoptoz analiz sonug¢larininda bu durumu destekledigi
goriilmiistiir (Tablo18,19, Sekil 77-82).

e VMMO17 hiicre iizerinde B9 bilesiginin sitotoksik etkiye sebep olmayan
konsantrasyonun da tirosinaz inhibisyon etkinligi ¢alisilmistir. Melanin miktarindaki azalma
tespit edilmistir. Pozitif kontrolii ile kiyaslandigindan ¢ok daha etkili oldugu goériilmiistiir
(Tablo 17, Sekil 84-86).

¢ Tiim bu ¢alismalarin sonucunda a-amilaz enzimi igin A16 bilesigi, tirosinaz enzimi
icin B9 bilesigi ilgili enzimler i¢in potansiyel inhibitor molekiilleri olarak
degerlendirilebilirken (Tablo 17), ayrica B9 molekiilii anti-kanser etkinligi acisindan aday

molekiil olarak ongdriilmektedir.



6. ONERILER

Yapilan deneysel ve teorik ¢alismalarin ardindan potansiyel olarak a-amilaz enzimi

icin A16 ve tirosinaz enzimi i¢in B9 molekiillerinin bundan sonra ki ¢alismalarda;

In vitro sartlar altinda belirlenen konsantrasyonlarmn kullanilan hiicreler
tizerinde metabolik siireclerdeki mekanizmalarinnin aydinlatilmasi,
Diinyada yaygin olan farkli kanser hiicre serileri lizerinde calismalarin
devam ettirilmesinin preklinik ¢alismalarin 6nciilii olabilecegi,

In vivo ortamda molekiillerin transdermal, oral, intravendz olarak farkli
konsantrasyonlarda  uygulanarak  apoptotik  siireclere  etkisinin
mekanizmasinin aydinlatmasi,

Bu calismalardan da elde edilecek olan verilerle A16 ve B9 bilesiklerinin
teropatik ilag olarak ila¢ endiistrisinde kansere karsi kullanilabilecegi

Oongoriilmektedir.
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