T.C.
CANKIRI KARATEKIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS TEZIi

BAZI SCHIiFF BAZLARI VE SCHIiFF BAZI METAL KOMPLEKSLERININ
TIROZINAZ ENZIiM AKTIVITESI UZERINDEKI ETKIiLERININ
INCELENMESI

KiMYA ANABILIM DALI

Ramazan DEMIR

ANKIRI
2020

Her hakki sakhdir



TEZ ONAYI

Ramazan DEMIR tarafindan hazirlanan “Bazi Schiff Bazlar1 ve Schiff Bazi Metal
Komplekslerinin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi”
adl1 tez ¢alismas1 10/01/2020 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi/oy ¢oklugu ile
Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Danisman . Dog. Dr. Sevki ADEM

Jiiri Uyeleri

Baskan: Dog. Dr. Miisliim KUZU

Uye :Dog. Dr. Sevki ADEM

Uye :Dog. Dr. Volkan EYUPOGLU

Yukaridaki sonucu onaylarim

Dr. Ogr. Uyesi ilkay CORAK OCAL

Enstitii Miidiirii



ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeligine gore
hazirlamis oldugum “Bazi1 Schiff Bazlar1 ve Schiff Bazi Metal Komplekslerinin
Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi” konulu tezin bana
ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin
sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi, tezin igerdi8i yenilik ve sonuglar1 baska bir yerden almadigimi, tezde
kullandigim eserleri usuliine gore kaynak olarak gosterdigimi, tezin Cankir1 Karatekin
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’'nden baska bir bilim kuruluna akademik amag ve
unvan almak amaciyla vermedigimi ve bu ¢alismanin Cankir1 Karatekin Universitesi
tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit Programi’yla tarandifimi, “intihal
icermedigini” beyan ederim. Calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun
saptanmasi halinde ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu
bildiririm. Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav

Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca gereginin yapilmasimi arz ederim.

(evevid 20020,

Ramazan DEMIR






OZET

Y. Lisans Tezi
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Bu tez kapsaminda melanogenez prosesinin ilk enzimi olan tirozinaz enzim aktivitesi iizerinde
bazi schiff bazli siilfonamid bilesiklerinin inhibisyon etkisi in vitro ve in silico olarak test
edilmistir. Tirozinaz inhibisyonu bu prosesi durduracagi icin farmakolojik ve kozmetik
uygulamalar1 icin &nemlidir. /n vitro sonuglardan elde edilen 1Csy degerleri 9,7-99 puM

araligindadir.

Enzim-ligand etkilesimlerini molekiiler seviyede belirlemek igin LeadlT 2.3.2 ve Molegro
Virtual Docker MVD 2019.7.0 programlar1 kullanilarak doking ¢alismasi yapildi. Hidrojen
baglarinin ve sterik etkilesmelerin Ligand-protein baglanmasinda etkili oldugu gézlemlendi.
Ozellikle molekiil iizerindeki siilfonil grubuna bagli oksijenler, izoksasol halkasi iizerinde
bulunan oksijen ve azot, benzene bagli metoksi grubunun oksijeni hidrojen bagi olusumuna
katki sagladigi goriilmiistiir. Benzen yapilarinin hidrofobik etkilesmelerde gorev aldigi tespit
edilmistir. /n vitro ve in silico calismalar degerlendirildiginde paladyum ve bakir kompleksleri

ligandlarin enzim iizerinde etkisini artirmaktadir.
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SUMMARY
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME SCHIFF BASES AND SCHIFF
BASE METAL COMPLEXES ON THYROZINASE ENZYME ACTIVITY
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In this thesis, the inhibition effect of some schiff based sulfonamide compounds on
tyrosinase enzyme activity, the first enzyme of melanogenesis process, was tested as in
vitro and in silico. Inhibition of the enzyme is important for pharmacological and
cosmetic applications since it will halt this process. ICso values obtained from in vitro

results are in the range of 9.7-99 uM.

To determine the enzyme-ligand interactions at molecular level, docking studies were
performed using LeadlT 2.3.2 and Molegro Virtual Docker MVD 2019.7.0 programs.
Hydrogen bonds and steric interactions were observed to be effective in ligand-protein
binding. In particular, it has been found that the oxygen group attached to the sulfonyl
group on the molecule, the oxygen and nitrogen present on the isoxasol ring, and the
methoxy group attached to the benzene contribute to the formation of hydrogen
bonding. Benzene structures were found to be involved in hydrophobic interactions.
According to in vitro and in silico studies, palladium and copper complexes increase the

effect of ligands on the enzyme.
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1. GIRIS

Insanlarin gelisen teknolojik sartlarma gore ihtiyaglarinda da degisiklikler meydana
geldi. Bilim insanlar1, insanlarin ihtiyaglarini karsilamak igin ozellikle gida, ilag ve
kimya enddistrisi gibi kimya ve biyokimyanin konularinda yaptiklar1 ¢alismalarla faydali

olmuslardir.

Biyokimyasal alanda yapilan calismalarin basinda enzimatik reaksiyonlar meydana
gelir. Biyokimyasal reaksiyonlar olusmasinda enzimler katalizér gorevi gordiiklerinden
her zaman ihtiya¢ duyulmaktadir. Hayatin devami icin bir¢ok fizyolojik faaliyetlerin
olmas1 gerekli ve bu faaliyetlerde olusan kimyasal reaksiyonlarin gergeklesebilmesi igin
enzimlere ihtiya¢ duyulmakta ve bu reaksiyonlarin neredeyse tamamina yakini onlarin

sayesinde ger¢eklesmektedir (Champe ve ark. 2008).

Enzimler, biyolojik sistemlerde gorev yapan ve hayatin devaminda onemli gorevleri
olan biyomolekiillerdir. Enzimlerden kimya endiistrisinde, temizlik maddeleri,
gidalarda, ilag, dericilik, boya konularda biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip,
tarim ve veterinerlik alanlarinda hayatin her yerinde enzimleri kullanarak fayda

saglamaktayiz(Barrett ve ark. 2012).

Enzimler bircok ilacin etki mekanizmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle ilag
olarak kullanilabilecek yeni molekiillerin tanimlanmasinda ve kesfinde enzim
inhibisyon ve aktivasyon caligsmalar1 6nemli bir yer tutmaktadir(McGrath ve Walsh
2005).

Gida maddeleri igerisinde tirozinaz bulunmasindan dolay1 enzimlerin etkisiyle kararma
meydana getirmekte bu durumda driinlerin Kkalitesini diistirmektedir. Sebze ve
meyvelerdeki bu kararma iiriiniin oksijenle temasi sirasinda tirozinaz enzimin aktive
olarak iiriiniin kararmasina sebep olmaktadir. Uriiniin bozulmasiyla da sonuglanarak
maddi kayiplara neden olmaktadir. Gidalardaki kararma ve {irliniin bozulmasini

onlemek icin tirozinaz enzim aktivitesini durdurmaya yonelik ¢ok sayida birlesikler



bulunmaktadir. Enzimatik kararmalari 6nlemek i¢in enzimlerin ¢alismasini etkileyen
faktorlerden; substratin oksijenle temasi, pH degeri, sicaklik, inhibitor dikkate alinarak

reaksiyonu durdurmaya yonelik ¢alismalar yapilmaktadir(Ullah ve ark. 2016).

Tip alaninda tirozinaz inhibitorleri, dermatolojik hastaliklardan O6rnegin melanin
hiperpigmentasyonu, melazma, albino, lentigo gibi pigment olusumu sirasinda asiri
cogalmasini azaltmasi yoniinde tedavi yapmaktadir(Pillaiyar ve ark. 2017, Masum ve
ark. 2019). Ayrica kozmetik alanda yiizlerde olusan ¢illerin yok edilmesinde, gebelikte
ve yaslilikta viicuttaki olusan lekelerin tedavisinde, giines 1sinlarinin hassas cilt
yapisinda olusan koyulasan lekelenmelerin giderilmesinde ve akne tedavisinde etkili
olmaktadir. Bilimsel ¢aligmalarda tirozinaz inhibitorii dogal olarak veya sentetik olarak
elde edilebilmektedir. Bu driinlerin igerisindeki toksisiteden dolayr pek azi
kullanilabilmektedir(Bonesi ve ark. 2019, Zaidi ve ark. 2019). Tirozinaz inhibitorii ayni
zamanda cilt beyazlatict olarak kullanilmaktadir. Cilt rengini beyazlatmada en c¢ok
kullanilan maddelerin basinda Kojik, askorbik asit, asit hidrokinon, hidrokinon
manometil eter, arbutin, azelaik, hidroksi asitler (AHA, BHA), gelmektedir. Ayrica,
bazi kanser tiirleri incelendiginden kanserli hiicrelerde tirozinaz aktivesinin oldukga
yogun oldugu goriilmiis ve bu enzimin bu 6zelliginden dolay1 tedavide yararlanilmasi

diistinilmistir(Pillaiyar ve ark. 2017, Pillaiyar ve ark. 2018).

Bu tez kapsaminda medikal ve kozmetik endiistrisi agisindan onemli olan tirozinaz
enzim aktivitesi tizerinde bazi schiff bazli siilfaonamid bilesiklerinin inhibisyon etkisi in
vitro olarak test edilmistir. Ayrica, bilesiklerin enzim aktivitesini inhibe ederken hangi

etkilesimlerle etki ettigini anlamak i¢in docking ¢aligsmalar1 yapilmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Enzimler

Biyokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesini saglayan protein yapisindaki katalizor
maddelere enzim denir. Ilk defa W. Kiinhe tarafindan enzim olarak adi kullanilmustir.
Enzimatik reaksiyonlardan ¢ok eski zamanlar boyunca siitiin eksimesi, sarap, sirke ve
peynirin yapilmasi, ekmegin mayalanmasi gibi proseslerde faydalanmislardir(Berg ve
ark. 2002, Nelson 2005).

Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan ¢ok biiyiik kism1 protein yapisinda olan
maddelerdir. Enzimleri genellikle tek ve belirli bir grup maddelere etki yaparlar. Bazi
durumlarda enzimler birbirlerine benzer o&zellikler gosteren maddelere de etki
olusturabilirler(Keha ve Kiifrevioglu 2004). Enzimin protein yapisi etkileyecegi
maddeyi ve kataliz edecegi reaksiyonu kendisi belirler. Enzimlerin bir kismi kendi

protein yapilariyla etkili olurlar (Rodwell ve ark. 2015).

Enzimlerin bir kismi1 basit proteinlerden olusur ve bunlarin katalitik etki olusturan kismi
proteinin polipeptid zinciridir. Katalitik etki gosterebilen bazi enzimler i¢in proteinden
baska bilesiklere protein olmayan organik bir bilesige, metal iyonuna veya her ikisine

de gereksinim duyarlar(Fromm ve Hargrove 2012).

Enzimin etkiledigi madde veya madde karigimina substrat denir. Koenzim veya
prostetik grup enzimin etki edecegi kimyasal reaksiyonu etkisini belirler. Apoenzim ise

enzimin substrat spesifitesinde hangi substrata etki edecegini belirler(Kaya 1993).

Enzimlerin sentezlenmesi polipeptid zincirler seklindedir. Fakat enzimin aktivite
olabilmesi i¢in polipeptidin sekonder, tersiyer ve bazi durumda da kuarterner yapida
olmalhdir. Bazi enzimler Orne8in pepsin, tripsin, kimotripsin gibi yalnizca amino
asitlerin birbirlerine eklenmesi sonucunda proteinlerden meydana gelmistir. Bu tarz
enzimlerde aminoasitler disinda baska etken bulunmaz. Diger bazi enzimler ise

aminoasitlerin diginda gruplari da etki etmektedirler(Fromm ve Hargrove 2012).



Enzimin fonksiyonu katalizor olarak aktivasyon enerjisini diismesini saglayarak
reaksiyonun hizin1 artirmaktir. Enzimatik bir reaksiyon, enzim iizerindeki merkezde
bulunan cep bolgesinde vuku bulur. Merkezdeki aktif bolge, enzim molekiiliiniin
lizerinde, substratin baglanmasi i¢in Ozellikli bir yerdir. Merkezdeki aktif bolge
tarafindan tutularak enzimin substrat ile reaksiyonunun basit gosterimi sekilde
gibidir(Nelson 2005).

E+SoES—>E+U

Bu denklemde E enzimi, S substrati, U iiriinii ifade eder; ES enzim-substrat kompleksi,
EU ise enzim-iiriin kompleksini gdsterir. Enzim-substrat kompleksi, enzim etkisi igin

temeldir.

Bir canli tiirinde ayni reaksiyonu katalizleyen ve kimyasal yapida birbirinden farkli
olan enzimlere izoenzim adi verilir. Izoenzimlerin, substrat, kofaktér ve inhibitorlere
afiniteleri degisik olabilir. izoenzimler ayn1 kimyasal reaksiyonu katalize ettikleri halde
aminoasit bilesimleri, kinetik 6zellikleri ve hatta dizileri yoniinden farklilik gosterirler.
[zoenzimlerin kimyasal, fiziksel, ve immunolojik 6zellikler yoniinden belirgin

farkliliklar1 bulunmaktadir(Berg ve ark. 2012).

Biyolojik sistemlerde bazi proteinler inaktif 6n bilesikler halinde sentezlenmektedir.
Proenzim olarak adlandirilan bu enzimler bir veya birka¢ peptid bagimin proteolitik

enzimler tarafindan hidrolizlenmesi sonucu aktif hali gelmektedir.

Allosterik enzimler grubu digerlerinden farkli bir kinetige sahiptir. Bu allosterik
enzimlerin aktivitesi etken maddeler tarafindan azaltilabilir veya arttirilabilir. Her
allosterik enzime kendi etken maddeleri etki eder. Allosterik etkenler, substrat baglama
bolgeleri disinda enzime baglanmasiyla birlikte aktif bolgede olusacak degisiklikleri

etkilerler.



Enzimler, katalitik etkilere ve “substrat™ adi verilen bilesiklerin isimlerinin sonuna, “az”
eki getirilerek adlandirilmistir. Ornegin, {ireyi pargalayan enzime iireaz, arginini ornitin
ve lreye parcalayan enzime arginaz, fosfataz enzimi fosfat esterlerinin

hidrolizlenmesini katalizlenmesine denilmistir. (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Enzimlerin zamanla daha fazla yeni enzim ¢esidi bulunmasindan ve bu durumun
karisikliga neden olmasindan dolayi (pepsin, tripsin kimotripsin, diastaz ve katalaz
gibi.) sistematik bir isimlendirmeye gereksinim duyulmustur. Bu konuda 1965°te
Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB: International Union of Biochemistry) komisyonu
tarafindan katalizledikleri reaksiyon tipleri ve reaksiyon mekanizmalaria gore
sistematik isimlendirme yapilarak diinya bilim g¢evrelerince kullanilmasi saglanmuistir.

Enzimler sistematik isimlendirmeye gére alt1 ana gruptan olusmaktadir(Kaya 1993).

Oksidorediiktazlar: ki substrat arasinda redoks reaksiyonlarini katalizleyen

enzimlerdir.

Transferazlar: iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini katalizleyen

enzimlerdir.

Hidrolazlar: Substratin ¢esidine gore ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit, C-halojeniir
veya P-N baglarmin bir H2O molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen

enzimlerdir.

Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin uzaklastirilip,

cift baglarin olusturuldugu reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir.

Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini

katalizleyen enzimlerdir.

Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat bagmin

kopmas1 sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi



reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

Enzim aktivitesi ¢esitli faktorler tarafindan etkilenir. Enzim aktivitesinde sicakligin
etkisi olduk¢a Onemlidir. Biitiin kimyasal tepkimelerin hizi sicaklikla artar. Enzimli
reaksiyonlarda da bu sekilde artan sicaklikla birlikte enzimatik reaksiyon hizi artar.
Enzimlerin en iyi calistig1 bir optimum sicaklik derecesi vardir. Hayvansal enzimlerin
cogunlukla optimum sicakligi 40-50 °C iken bitkisel enzimler de bu deger 50-60 °C
arasinda degismektedir. (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Enzimlerin aktivitelerinin maksimum oldugu pH' degeri ile optimum derecesi vardir. Bu
pH’ degerinin altinda veya istiinde reaksiyon hizi diiser. Bu durumda enzim denatiire
olmus olur. Enzimlerin substrat konsantrasyonuna bagli olarak sicaklikla pH derecesi
degisir(Frey ve Hegeman 2007).

Enzimin pH-aktivite iliskisinde etkileyen faktorler vardir.

Bunlar;

1) Iyonlasabilir gruplarin pK’s1, enzimin aktif bolgesinde bulunarak substrat: baglamada
gorev alirlar.

2) substrat gruplarinin pK’s1, enzime baglanma sirasinda gorev alirlar.

3) Enzim tizerindeki katalitik goreve sahip gruplarin pK’si,

4) Enzimin biyolojik olarak aktif konformasyonunu belirleyen gruplarin pK’s1. Bunlar
her bir pH igin substratla doyurulmus enzim ¢ozeltileri ile yapilan deneyler sonucu pH-
aktivite egrileri meydana gelir. Bu nedenle bircok enzimin Kwm sabiti pH ile degistigi

goriiliir.(Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Enzim konsantrasyonunun etkisi: Substrat konsantrasyonu sabit tutuldugunda enzim
konsantrasyonu artirilirsa enzim molekiilleri birbirinden bagimsiz olarak calistigindan

dolay1 reaksiyon hizi da orantili olarak artmaktadir.

Substrat konsantrasyonunun etkisi: Enzim konsantrasyonun sabit oldugunda enzimatik
reaksiyonun hiz1 belirli bir noktaya kadar substrat konsantrasyonu ile artma gosterir.
Enzimatik reaksiyonda hiz maksimuma ulastiktan sonra substrat konsantrasyonunun

artmasi reaksiyon hizini degistirmeyecektir.



Enzim inhibitérii bazi molekiiller enzimlerle iliski kurma yeteneginde olduklari halde,
substrat gibi olamadiklarindan yeni bir iirtine dontisemezler. Bu durumda enzimin
kendisi de bu birlesme nedeni ile Kkatalitik gorevini yapamamasi durumundaki
maddelere Enzim inhibitdr denir. Enzimatik inhibisyon geri doniisimli veya geri

doniistimsiiz olarak ikiye ayrilir(Cornish-Bowden ve Cornish-Bowden 2012).

Geri doniisiimlii inhibisyon: Bu gruptaki inhibitérler kompetitif (yarigmali)
inhibitorler, unkompetitif (yarismasiz) inhibitorler ve nonkompetitif (sinirl yarigmali)
inhibitorler olmak iizere iige ayrilir. inhibitdr sekli Sekil 2.1°de gosterilmistir. E, S, | ve
P sirasiyla enzim, substrat, inhibitor ve iiriin. ES, enzim substrat kompleksi, EI ve ESI

sirastyla enzim-inhibitor ve enzim-substrat-inhibitor kompleksleri ifade eder.

L 4

E+S o ES —> E+P

+
I

K N Competitive K, Ti Uncompetitive
K

-
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EI < " ESI

Mixed or Non-competitive (as K, = Ky)

Sekil 2.1. Geri doniistimlii inhibitorlerin ¢aligma prensibi. (Chang 2009).

Kompetitif ( yarigmali) inhibisyon: Geri doniigsiimlii enzim inhibisyonunun yaygin bir
seklidir. Kompetitif enzim inhibisyonunda inhibitor ile substrat enzimin aktif yerine
baglanmak icin yarisirlar. Inhibitér enzimin aktif yerine baglanmasiyla reaksiyon
gerceklesemez. Bu durumda inhibitor aktif yeri isgal ederken substratin enzime
baglanmasini 6nler. Kompetitif enzim inhibisyonunda enzimin substratina olan ilgisini

inhibitor madde azaltir, Km degeri biiyiir. Kompetitif inhibitor yapisi genellikle



substrata benzemektedir. Enzime reversible baglanma 6zelligi gosteren substrat gibi bir

bilesiktir. Enzim ile reversible olarak birleserek EI kompleksi olusturur. (Sekil 2.7).
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Sekil 2.2. Kompetitif inhibitorlerin hareket mekanizmasi (Chang 2009).
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Sekil 2.3. (a ) Kompetitif ve ( b ) Unkompetitif inhibisyon ¢esitleri.

Unkompetitif (yarismasiz) inhibisyon: Unkompetitif inhibitoriiniin  enzime
baglanmast sonucu olusan enzim inhibisyonudur. Unkompetitif inhibitér enzim
tizerinde substratin baglandigi aktif yerden baska bir yere geri doniisimlii olarak
baglanir. Fakat nonkompetitif inhibitdr serbest enzime veya ES kompleksine
baglanabilirken unkompetitif inhibitér, yalnizca ES kompleksi meydana geldikten sonra
enzimin substratin bagli oldugu aktif yerden baska bir yerine geri doniistimlil

baglanmasiyla sekil 2.9 da gosterildigi gibi enzimi inaktive olur.



Sekil 2.4. Unkompetitif inhibitorlerin hareket mekanizmasi (Chang 2009).

Nonkompetitif inhibisyon: Substrata yapi bakiminda benzemeyen bazi maddelerin
belirgin bir sekilde enzimi inhibe ederek katalitik bolgesi disinda spesifik baska bir
bolgeye yani inhibitorle substrat enzimin farkli farkli yerlerine baglanirlar. Bundan
dolay1 bu iki bilesik baglanmak i¢in kendi aralarindan yarisma halinde olmadigindan
dolay1 bu tiir inhibisyona yarismasiz inhibisyon da denir. Bu tarz inhibitorler enzimin

yapisini bozmasi sonucu Katalizi engeller.

(1]
1/v

P

Sekil 2.5. Nonkompetitif inhibisyon ¢esidi.
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Geri doniisiimsiiz inhibitorler: Geri doniislimlii olmayan inhibitdrler ayn1 zamanda



spesifik inaktivatorler olarak tanimirlar. Geri doniistimsiiz inhibitorler enzimle kovalent

bir bag olusturup onu kolayca inaktif hale sekil 2.11 de gibi getirirler.

Geri doniislimsiiz enzim inhibisyonu, bir geri doniisiimsiiz inhibitoriin, enzim {lizerinde
bulunan ve aktivite i¢in esas olan bir fonksiyonel grubu yikmasi veya onunla geri
doniistimsiiz olarak birlesmesinden meydana gelir. Geri doniisiimsiiz inhibitor ile enzim
arasinda kovalent bag olusma ¢ok fazla olur. Sekil 2.6’da enzim(E), inaktif enzim (Ei),
substrat(S), inhibitor(I), iirtin(P), ara iirlinler ES ,EI ve ESI olarak sembolize edilir.

K,

E+S +— ES — g.p

th = fl =

Sekil 2.6. Geri doniisiimsiiz inhibitorlerin reaksiyon aktivitesi. (Chang 2009).

2.2. Tirozinaz

2.2.1. Enzim hakkinda genel bilgi

Tirozinaz enzimini 1856 yilinda Schoenbein tarafindan mantar {izerine yapilan
calismalarda kesfedilmistir (Whitaker ve ark. 1995),

Tirozinaz enziminin genel adlar1 polifenol oksidaz, fenolaz, katekol oksidaz, monofenol
oksidaz, kresolaz ve katekolaz olarakta isimlendirilir. Ayrica enzimi 1,2-benzendiol ve
oksijen oksidorediiktaz olarak sistematik adi vardir. Tirozinaz enzimleri (monofenol, o-
difenol: oksijen oksidorediiktaz EC 1.14.18.1 ) proteinlerin biiyiik bir grubu olan tip-3
bakir proteinleri grubundandir (Wong 1995).
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Tirozinaz enzimi igerisinde bakir atomlari vardir. Tirozinaz enzimi igerisinde aktif
merkezde bulunan iki bakir atomu her biri {i¢ histidin aminoasidi grubuna baglanmig
sekildedir(Ellingsen ve ark. 2015). Aktif merkezdeki iki bakir atomu iki tane oksijen

atomuyla etkilesim durumundadir(Ullah ve ark. 2016).

Sekil 2.7'de tirozinaz enziminin yap1 icerigini gosteriminde bakir atomlar1 yesil renkte,
molekiil yiizeyi kirmizi renkte, aktif merkezdeki bakir atomlar1 ile koordine olmus

histidin aminoasitleri mavi ¢izgi seklinde tanitilmistir(Collins 2016).

Sekil 2.7. Tirozinaz enziminin yapi igeriginin ayrintili gosterimi(Agarwal ve ark. 2016).

2.2.2. Tirozinazin molekiiler 6zellikleri

Tirozinaz tipi fenol oksidazlarin molekiiler agirliklart izole edildikleri kaynaklara gore
farklilik gostermektedir. Yiiksek yapili izole edilen dort farkli bitki tiiriinden molekiiler
agirliklar1 33.0 kDa ile 200.0 kDa arasinda degismekte olan bitki tiirlerinden elde
edilmektedir. Mantardan elde edilen tirozinaz enziminin molekiiler agirligi 128.0 kDa',

liziim tirozinazi 40.680 kDa olarak kabul edilir (Jackman ve ark. 1992). Bu enzimi igin
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katekol substrati kullanildiginda, enzimin Km (Michaelis-Menten sabiti) degeri 3.06
mM' olarak bulunur(Nishimura ve ark. 2017).

2.2.3. Tirozinazin katalizledigi tepkimeler

Tirozinaz enzimi bakir igermesiyle bilinir. Tirozinaz enzimi molekiiler oksijeni
kullanarak, monofenollerin oksidasyonunu katalizlerler. Bu sekilde iki tane oksidasyon
reaksiyonunu sekil 2,8’deki gibi katalizleme yaparlar. Sekil 2.8’de Tirozinaz enzimi ile
fenol giderim aktivitesinde birinci durum(l) Monofenollerin  o-difenollere
hidroksilasyonu, ikinci durum(2) o-difenollerin tirozinazla o-benzokinonlara

dehidrojenasyonu. Sekilde M:monofenol ve D:difenol ifade etmektedir.

2H"
OH
Emeﬂ) et
r ‘
/ ]
Eoxy-m C Edeoxy " + H,0

K 3H*
\F Q + H0

7—T> Eouy-D
OH

HO OH

Sekil 2.8. Tirozinaz enzimi ile fenol giderim aktivitesi gosterimi(lkehata ve Nicell
2000).

Tirozinaz enzimi iki yar1 oksidasyon reaksiyonunu katalizleme yapar. Sekil 2.8'de
birinci bolimde olusan reaksiyonda dort fakli tirozinaz enzim yapisi olusur. Bunlar;
Edeoxy, Eoxy, Eoxy-M, Emet-D birinci g¢evrimde monofenollerin(C6H50H)
oksidasyonunu oksijen kullanarak katalizlenmesiyle olusur. Ikinci reaksiyon ¢evriminde
enzim alt1 farkli enzim yapisini olusturur. Bunlar sekil 2.8'de ikinci boliimde gosterilen

Edeoxy, Eoxy, Eoxy-D, Emet, Emet-D c¢evriminde o-difenollerin(C6H50H)

12



oksidasyonunu katalizleyerek olusturur. Iki reaksiyon sonucunda da oligomerlerle

reaksiyon veren o-kinonlar meydana gelir (Duran ve Esposito 2000).

Tirozinaz enzimi aktif kismindaki bakir iyon degerligine ve molekiiler oksijene bagl
olarak li¢ ara formda bulunmaktadir. Bu yapilardan Met(Cu Il- Cu Il) formundan iki
elektronun ortamdan alinmasi ile deoksi(Cu I-Cu I) forma doniismektedir. Bu
doniisiimden ortaya ¢ikan deoksi form molekiilerinin oksijenle birlikte geri doniistimlii
oksi(Cu 11-O2-Cu II), formu olusturur (Sanchez-Ferrer ve ark. 1995). Sekil 2.9 da
Melanin biyosentezinin Ozellikle ilk basamagini meydana getiren L-tirosinin L-
dopakinon ve L-dopakrom’a déniisiimiinden tirozinazlar gorevlidir (Soler-Rivas ve ark.
1999).
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Sekil 2.9. Tirozinaz enzimi ile Melanogenez yolu (eumelanin ve feomelanin
olusumu)(Haldys ve Latajka 2019)

2.2.4. Tirozinaz enzimi ile ilgili yapilan ¢calismalar

Enzim memeli canlilarda melanomalarin albinizm, vitiligo gibi pigmentasyon sorununa

bagh gelisim hastaliklarina etkisi incelenmistir. Mantarlarda ise kahverengilesme ile
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pigmentasyonla iliskisi incelenmistir (Van Gelder ve ark. 1997). Melaninler UV
radyasyonuna, serbest radikallere, dehidratasyona ve asir1 sicakliklara kars1 savunmaya

gecerek, direnis gosterirler.

Mantar tirozinazi mantarin gelisimi ve hasati sirasinda meydana gelen enzimatik
kararma soncunda iriinlin ticari degerini azaltmasindan dolay1 yenilebilir bir mantar
olan Agaricus bisporus, adli mantar {izerine ilk ¢alismayr (NAKAMURA ve ark. 1966)
yapmustir ve sonraki yillarda (Robb ve Gutteridge 1981), (Wichers ve ark. 1996), dan
calismalariyla saflagtirmislardir. Diger mantarlardan Nevraspora crassa, (Kupper ve ark.
1989), Lentinula edodes, (Kanda ve ark. 1996), Aspergillus oryzae ve Pycnoporus
sanguineus, (Halaouli ve ark. 2006), gibi elde edilen enzim mantar tirozinaz

biyokimyasi lizerine yeni ¢aligmalar yapmislardir.

Polifenol oksidazlar da monofenolleri uygun sartlar altinda hidroksillediklerinden
dolay1 tirozinaz ile arasindaki fark her zaman agik olamaz. Tirozinaz aktivitesi
gerceklestiginde canlilarda deri pigmentasyonu, koruma ve savunma mekanizmalari

devreye girer.

Bitkilerde tirozinaz inhibisyonu sonucu kararma reaksiyonlar1 gibi istenmeyen zararl
etkiler de gortilmektedir (Ikehata ve Nicell 2000).

Giinesten gelen UV radyasyonunun zararli etkilerinden cildi korumada Melanin 6nemli
bir gérevi vardir. Insan cildini foto koruyucu 6zelligi oldugu halde, anormal miktarda
Melanin bulunmasi durumunda cildin baz1 6zel bolgelerinde daha fazla pigmentli

pargalar olusturur ve bu durum estetik bakimindan sorun olusturabilmektedir.

Tirozinaz enzimi genellikle kararma onleyici ve cilt beyazlatict molekiilleri tespit etmek
amactyla dogal kaynaklardan veya sentetik olarak elde edilir. Insan viicudu igin olusan
tirozinaz derideki pigmentasyonu azaltmak i¢in kullanilirken mantar tirozinazi ise
organik materyallerin, karboksilatlarin, diger protein ve enzimlerin varhiginda tirozinaz

aktivitesindeki farkliliklarin tespit edilmesinde kullanilir (Naidja ve ark. 1998).
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2.2.5. Tirozinaz enzim inhibitorleri

Tirozinaz enzimin dogal ve sentetik kaynakli birgok inhibitorii caligmasi bulunmaktadir.
Inhibitorler enzim substratlar1 olan tirozin ve dopa varliginda dopakrom olusumu
bakimindan incelenmistir(Ullah ve ark. 2016, Nishimura ve ark. 2017, Nunes ve Vogel
2018).

Meyve ve sebzelerin tasinmasi sirasinda olusan zedelenmelerden dolayr veya bu
trlinlerin islenmesi siirecinde kesilmis, dilimlenmis ylizeylerinin havayla temasi
sirasinda veya {irlinlerin dondurulmast ve ¢6ziinmesi durumlarinda enzimatik kararma
meydana gelir. Uriinler hasat edildikten sonra depolama yapildiklarinda meydana gelen
enzimatik kararma iirliniin ticari yonden degerinin diigmesiyle sonug¢lanir. Bu durumda
enzimin gida endiistrisi igerisinde ¢ok onemli oldugunu ortaya ¢ikarir (Jolivet ve ark.

1998).

Tirozinazin monofenolleri difenollere doniistiirme yetenegi olmasindan ve antioksidan
orto-difenollerin tiretilmesi amaciyla faydalanilmaktadir. Gida endiistrisinde ve ilag ve
kozmetik sektoriinde bu maddelerin katkilar1 olduk¢a fazladir. Tirozinaz inhibitorlerinin
cilt beyazlaticit etkileri bulunmasindan dolayr kozmetik sektoriinde oldukca genis

uygulama sahasi bulmaktadir(Seo ve ark. 2003).

Tirozinaz inhibitorleri arasinda en yaygin olan, polifenoller pek ¢ok fenolik islev igeren
molekiillerdir. Flavanoidler de yapilar1 aydinlatilmis sekilde en fazla calisilan
polifenollerdir. Bitkilerinin bircogunun yaprak, tohum, ¢igek ve kabuklarinda yaygin
olarak vardir. Bu zamana kadar yapilmis ¢alismalarda yapisi aydinlatilmig 4000°den
fazla flavanoid tespit edilmistir. Bu flavanoidler bitkilerde UV 1sinlarina, patojenlere ve

ot oburlara kars1 savunma mekanizmasi olarak gorev yaparlar.

Tirozinazin en ¢ok c¢alisilmis inhibitori kojik asittir. Bu inhibitér giintimiizde
kozmetikte cilt beyazlatict ve gida endiistrisinde enzimatik kararmayi Onleyici gida
katkis1 olarak kullanilmaktadir. (Chen ve ark. 1991), Mantar tirozinazinin standart

inhibitori olan kojik asitin monofenolaz aktivitesi tizerinde kompetitif inhibisyon etkisi
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gosterdigi ve bu etkinin yaninda difenolaz aktivitesi tizerine karisik inhibisyon etkisi
oldugunu gostermistir. Tirozinazin difenolaz aktivitesine slow-binding inhibitor etkisi

gosterdigi de belirtilmistir (Cabanes ve ark. 2002).
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(a) Standard tyrosinase inhibitors (b) Flavonols (c) Flavones
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Sekil 2.10. Mantar tirozinazinin standart inhibitérii olan kojik asitin inhibit6r
aktivitesiyle bazi tirozinaz inhibitérlerine ait inhibitor aktivitelerinin kiyaslanmasi
(Chang 2009).
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Morus tiirii bitkilerde polifenol olduk¢a fazladir. Bu bitkinin farkli bolimlerinden elde
edilen ekstralarin toksik olmayan etkiye sahip olduklarindan cilt beyazlatmada yaygin
olarak kullanildigindan dolay1r ¢ok sayida inhibitoér saflastirilmistir. Bu bitkinin
yapraklarindan alinan moracin (M-6,3’-0-p- glucopyranoside) tirozinazin anti-difenolaz

aktivitesi iizerine kojik asitten 4-5 kat daha fazla inhibitor etkisi oldugu goriilmiistiir
(Lee ve ark. 2002).

Bitki kabuklarindan elde edilen ekstrattan saflastirilan norartocarpetin ( 5,2,7°,4’-
tetrahydroxyflavone)’un etkisi, mantar tirozinazinin aktivitesine karsi inhibitor etkisinin

kojik asitten 10,4 kat daha fazla oldugu tespit etmistir (Ryu ve ark. 2008).

T M“Qi)

Captopril Cetylpyridinium chlonide

3.5 Dlh dr h 1d t
B e O p- Hydroxybenzyl alcohol

Sekil 2.11. Geri doniisiimsiiz tirozinaz inhibitorlerinin kimyasal yapilar1 (Chang 2009).

Siilfonamidler
1932°de Alman kimyacilar1 Klarer ve Mietzch, yiin polenleri {izerine giiclii bir

sekilde baglanan prontosil (para-Siilfonamit okrizodin) adli azot tiirevi bir kirmizi

boya kesfettiler.
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Sekil 2.12. Prontosil molekiiliiniin yapis1

O

1935’te  G. Domark ve arkadaslarinin, farelerde olusturduklari hemolitik
streptekoklardan (bir bakteri tiirii) ileri gelen enfeksiyonlari prontosille tedavi
etmelerinden sonra antifeksiyoz kemoterapide ilk adim atilmis oldu (Dokmeci ve ark.

1992).

Insanlardaki bakteriyel hastaliklarin sistematik olarak tedavisi ve 6nlenmesinde ilk
kullanilan ilaglar stilfonamitlerdir. Bulunmalar1 ve hemen genis sekilde kullanilmaya
baslanmalarini takiben etkili olduklar1 bakterilerin yol actiklar1 hastaliklarda dnemli

azalma olmustur (Dural 2002).

Gliniimiize kadar sayilar1 binleri asan siilfonamit tiirevi sentezlenmis ancak bunlardan
sadece 25-30 kadar1 uygulama alani bulmustur. Tim siilfonamitler ayni yapiya
sahiptir. Bakteriler iizerinde etkinlik i¢in molekiilde para konumunda amino grubunun
bulunmas1 esastir. Para konumuna viicutta amino grubuna cevrilebilen yapilar da

baglanabilir (Solomons 2004).

Siilfonamid tiirevlerinin tirozinaz enzim aktivitesini inhibe ettigi ¢alismalar ¢ok azdir.
2014 yilinda yapilan bir c¢aligmada 0.30 mg/ml derisimde bazi siilfonamid
tiirevlerinin tirozinaz enzim aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir(Mojzych ve ark.
2014). Baz kiral pirazolo [4,3-¢] [1,2,4] triazin siilfonamidlerin bu enzim tizerinde
inhibisyon etkisi ¢aligmalarinda 27.9-40.17 uM araliginda inhisyon etkisi rapor
edilmistir(Mojzych ve ark. 2017). Alyar ve arkadaslar1 baz1 schiff baz siilfo ilaglarin
ve metal komplekslerinin tirozinaz enzim aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisini rapor
ettiler(Alyar ve ark. 2019). Bu ¢aligmalar siilfonamid tiirevlerinin ve metallerle
kompleks olusturdugu bilesiklerin tirozinaz enzim aktivitesini etkileyebilecegini

gOstermistir. Biz bu ¢alismamizda schiff baz yapidaki siilfonamid tiirevleri ve onlarin
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bakir ve paladyum komplekslerinin bu enzim aktivitesi {izerindeki etkilerini

arastirdik. Calisilan molekiillerin adlar1 ve yapilar1 asagida verilmistir.

2.2.6. Cahisilan Molekiillerin sekilleri

In vitro ve in silico calismalarda asagida yapilari gosterilen molekiiller calisiimistir.
Molekiillerin daha 6nce bazi enzimler {izerinde inhibisyon etkisi rapor edilmistir(Alyar

ve ark. 2018).

N
(;[ //\\ HCO QOH / O/N
0

S
OCH; O//\\
(L1) (L2)
H
C-N
3
HaCO OH s/ \ S
3 O// \\O N—O
(L3)

1. 2-Hidroksi 3-metoksibenzaldehit Siilfisoksazol Schiff bazi1 (L1)
2. 2-Hidroksi 4-metoksibenzaldehit Siilfisoksazol Schiff bazi1 (L2)

3. 2-Hidroksi 4-metoksibenzaldehit Siilfametoksazol Schiff bazi (L3)
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4. Bis (2-Hidroksi 3-metoksibenzaldehit Siilfisoksazol) Paladyum(II) [Pd(L1)z]

5. Bis (2-Hidroksi 3-metoksibenzaldehit Siilfisoksazol) Bakir(II) [Cu(L1)z]

6. Bis (2-Hidroksi 4-metoksibenzaldehit Siilfisoksazol) Paladyum(II) [Pd(L2)-]

7. Bis (2-Hidroksi 4-metoksibenzaldehit Siilfisoksazol) Bakir(IT) [Cu(L2)2]

8. Bis (2-Hidroksi 4-metoksibenzaldehit Siilfametoksazol) Paladyum(II) [Pd(L3)z]

9. Bis (2Hidroksi 4-metoksibenzaldehit Siilfametoksazol) Bakir(Il) [Cu(L3)z]

2.2.7. Molekiiler Doking Modelleme Calismalari

Terapotik bilesiklerin rasyonel tasarimi, molekiiler modellemesi {izerine yapilan
caligmalarda bilgisayarlardaki donanim ve yazilim teknolojisindeki gelismelere bagh
olarak islemler c¢ok pratik ve kolay bir sekilde daha hizli sonuglar alinmaya

baslanmistir.

Doking, iki molekiiliin kararli bir kompleks yapi1 olusturmak {iizere birbirlerine
baglanmasi sirasinda molekiiliin birinin yonlendirmesinin bilgisayar ortaminda tahmin

edilmesi yontemidir (Lengauer ve Rarey 1996).

[lag tasarrminda kiigiik molekiillii yapilarin protein hedeflerine karsi baglanma etkilerini
yani biyolojik aktivesini rasyonel tasarimini bilgisayar ortaminda Onceden tahmin
edebilmek i¢in kullanilmaktadir. (Kitchen ve ark. 2004); (Chikhi ve ark. 2008).

Doking c¢alismalarinda biyolojik hedef olarak incelenen yapi protein yapisindadir.
Bunlar  reseptdr, enzim, iyon kanali veya yapisal protein olabilir.
Proteinin yapisinin belirlenmesinde en fazla X-isinlar1 kristallografisi ve niikleer

manyetik rezonans (NMR) teknikleri uygulanmaktadir.

Bu yontemlerin uygulanmasinda 6ncelikle kristal olarak olusturulan bir protein iizerine
gonderilen X-1sinlar1 ile birlikte bu proteinin yapisi ortaya ¢ikartilir. Ikinci olarak su
ortaminda ¢6ziinen protein konformasyonu belirlemek i¢in NMR yontemi kullanilir. Bu

yontemde karisik ve kompleks ¢oziimlere ihtiya¢ oldugundan dolayr X-isinlari
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kristallografisi yontemi daha ¢ok kullanilmaktadir. Bu yontemlerle proteinin ii¢ boyutlu
yapisi aydmlatilir. Doking programlari, kiigiilk molekiillerin proteine baglanma

potansiyeli ve bu baglanmada etkili olan kimyasal etkilesimleri anlamamizi saglar.

Doking siirecinde, siirekli hareket edebilen protein ve ligand, bu hareketlerinin
sonucunda durabildikleri en diisiik potansiyel enerjili konumlar1 belirlenir. Bunu
hesaplamak i¢in, tipki dogada oldugu gibi, bir optimizasyon islemi kullanilir. Ligandin
proteine gore konumu degistirilerek enerjisi hesaplanir ve en diisiik enerji bulunana
kadar bu isleme devam edilir. Bagka bir deyisle amag protein-ligand sisteminin serbest

enerjisinin en diisiik oldugu konformasyonu bulmaktir.

Bu amagla ticari olarak satilan, internet ve acik kaynaklar tizerinden ulasilabilecek bazi

doking programlar1 mevcuttur.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamlan Cihazlar, Kimyasallar ve Programlar

Deneysel calismalarda kullanilan gesitli kimyasallar ve cihazlar verilmistir.
Cizelge 3.1. Cihaz Listesi

RADWAG AS220 R2 ANALITIK
HASSAS TERAZI

Maksimum Kapasite 220 g
Minimum Yik 00 mg
Okunabilirlik 0,1 mg

Dara Agirlig1 -310 g
Tekrarlanabilirlik 0,1 mg
Lineerlik +0,2 mg
Stabilizasyon Siiresi 3,5 sn
Hassasiyet Sapmast 1 ppm/°C sicaklik +10
°-+40°C

Calisma sicaklign ~ +10° - +40° C
Ekran LCD (backlight)

GLF Saf Su Cihaza

Kapasite: 6 litre/saat

Sogutma su tiiketimi: 100 litre/saat
Su basinct: 4 psi (min)

Isitma elamani: 2 tane 2.4 kW
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PH Metre

pH-aralig1 -2.000 ~20.000

pH-¢oziiniirligli Kullanici tarafindan
tanimlanabilen: 0.001 /0.01 /0.1

pH- bagil hassasiyet + 0.002 mV- aralig1 -
2000.0 ~ 2000.0

mV- ¢oziiniirliigi Kullanici tarafindan
tanimlanabilen: 0.1 / 1 mV-

bagil hassasiyet + 0.2

Sicaklik aralig1 °C MTC: -30.0 to 130.0ATC:
-5.0t0 130.0

Sicaklik hassasiyeti °C + 0.1 Ekran TFT 4.3”
Giig tiikketimi 9-12V/10W

Konsantrasyon araligi 1.00E-9 ~9.99E+9
Konsantrasyon hassasiyeti +/- 0.5%

VELP TX4 Digital Vortex Mixer

V Cihaz Tipi : Analog, Masa tistii

Orbital Cap: 4,5 mm

Karistirma Hizi: 3000 rpm ayarlanabilir
Calisma Modu: Infrared sensorlii ¢calisma ve
siirekli mod

Zamanlayici Siiresi : 0 ila 999 saat 59 dakika
aras1 ayarlanabilir

Ekran: LCD

Govde Malzemesi: Cinko alagimi ve
teknopolimer

Destek Sistemi: Kaymayi 6nleyen 4 ayak
Agirlik: 2,7 Kg

Ebatlar (GxYxD): 150 x130 x165 mm
Koruma Sinift CEI EN 60529: 1P 42

Giicg: 15 Wortex

Spektrofotometre / multiplate reader

Isik kaynagi: Xenon flagi

Detektor: fotodiyot

Dalga boyu se¢imi: monokromator

Dalga boyu aralig1:200~999 nm, 1 nm'lik
artiglarla

Monokromator bant genigligi:5nm

Dinamik aralik O - 4,0 OD ¢6ziim:0.0001 OD
Monokromator dalga boyu dogrulugu+ 2 nm
ve tekrarlanabilirligi+ 0.2 nm

OD dogrulugu0OD 2: + % 1+ 0.010 OD 2
OD 2.5:+%3+0.0100D

Okuma hiz1 (kinetik) 96 kuyu: 15 saniye
384 kuyu: 31 saniye
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OTOMATIK PIPET L O
1-10 mL Ayarlanabilir Mikro k\ -« <)
12 Kanalli Otomatik Pipet 30-300 ul 3 y vV

Eppendorf q 2

96 Kuyucukh plate e
Ebat 128 x 86 mm
Materyal  PS e A =
Taban Sekli U
Kuyucuk ¢ap1 8 mm ¢apinda
Kuyucuk derinligi 10 mm

Kullamilan kimyasallar

e Tirozinaz enzimi (Sigma T3824, 50,000 tinite, > 2000 {inite/mg Kkati),
e Enzim substrati olarak L-Dopamin

e Tampon hazirlamada, disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat
(Na2HPQO4.12H20) ve sodyum fosfat (Na2HPOa4) kullaniimastir.

e NaCl, Etanol, Metanol, HCI, DMSO

Cihazlar
e Cozeltilerin pH’larinin  ayarlanmasinda, metler toledo marka pH/mV/-C

metre ve elektrot kullaniimistir.
e Deneysel calismalarda multiplate okuyucu kullanilmistir. Cihazdaki datalar
GENS programi ile degerlendirilmistir.

Kullanilan Programlar

Deneysel caligmalarda enzim-ligand etkilesimlerini molekiiler seviyede belirlemek i¢in
LeadlT 2.3.2 ve Molegro Virtual Docker MVD 2019.7.0 programlari ile grafiklerin

hazirlanmasinda ve hesaplamalarinda Microsoft Office programi kullanilmistir.
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Cozeltiler

1. 0,1 mM fosfat tamponu: 1,36 gram NaH2PO4 tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii.
0,1 M NaOH ile pH’1 6,8 olarak ayarlandi. Daha sonra hacmi 100 ml’ye
tamamlandi.

2. Subsrat:2,5 mg L-DOPA tartilarak 5 ml tamponda ¢oziildii.

3. Enzim: Enzim 45 U/ml olacak sekilde tamponda ¢oziildii.

4. Molekiiller 1 mg/ml DMSO da ¢6ziildii. Daha sonra bu numuneler ¢éziinme

durumlar1 ve inhibisyon etkilerine gore 10-50 kat saf su ile seyreltildi.

3.2. Deneysel Yontem

Tirozinaz enzim aktivitesi asagida belirtilen yonteme gore belirlenmistir(Tomita ve ark.
1992). Enzim aktivitesi 475 nm de absorbans 6l¢iimii ile yapildi. Absorbans 6l¢timleri
mikroplate okuyucuda 96’lik platelerde yapilmistir. Kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlar

cizelge de verilmistir.

Cizelge 3.2. Tirozinaz Enzim Aktivitesi Hazirlanisi

Tyrosinase assay

Madde Pipetleme miktar1 (uL)
100 mM fosfat tamponu 80
L-DOPA (2.5 mM in buffer) 20

Enzim 10

Saf su 70

Inhibisyon ¢alismalar: i¢in molekiiller 1 mg/ml olacak sekilde DMSO da ¢oziildii. Daha
sonra 100 mikro litre stoktan alinip tizerine 900 mikro litre saf su eklendi. Reaksiyon
ortamma eklenen inhibitsr hacmi kadar saf su hacminden azaltildi. Inhibitériin
katilmadig: reaksiyon kontrol olarak kabul edildi. Maddelerin inhibisyon etkileri
kontrolle vyiizdelik olarak kiyaslanarak belirlendi.  %aktivite-[Konsantrasyon]

grafiklerinin egrilerinden 1Cso degerleri hesaplandi.

Doking Calismalari
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Komplekslerin doking calismalart Molegro Virtual Docker MVD 2019.7.0 programinin
gegici lisansi kullanilarak yapilmistir. Ligandlarin Doking ¢alismalari i¢in BioSolvelT,
Germany sirketi tarafindan yazilimi yapilan The FlexX programinin LeadIT 2.3.2 paketi
kullanilmistir. Enzimin ti¢ boyutlu yapist http://www.rcsb.org/pdb sitesinden 2Y9W
(Method: X-RAY DIFFRACTION, Resolution: 2.3 A, R-Value Work: 0.181) kodu
ile verilen kristal yap1 kullanilmistir. Referans ligand olarak di(hydroxyethyl)ether
(PEG) kullanilmustir.

Molekiillerin Gaussian programi kullanilarak molekiillerin SDF formatlar1 hazirlandi.
LeadIT programi ile Docking ¢alismasi asagida belirlenen protokolle yapilmistir.

1- Web sayfasindan enzimin ii¢ boyutlu yapisi indirildi.

2- Enzimin Docking yapilacak alt birimi segildi.

3- Enzimin ligand: bagh oldugu, doking yapilacak alan (Gried 7.5) 7.5 A olarak
secildi.

4- Docking yapilacak alandaki sular ¢ikarilildi.
5- Aktif bolgedeki Amino asitlerin yiikleri kontrol edildi.
6- Molekiil segilecek.
7- Doking islemi yapilmistir.
Program bize asagida bildirtilen sonuglar1 vermektedir.
Score: AG (toplam etkilesimi ifade etmektedir.)
Match: Hidrojen bagi etkilesimini
Lipo: Hidrofobik etkilesimi
Ambig: Van der walls etkilesimi

Clash: sterik etkilesimi
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Match: Toplam etkilesim sayisini ifade etmektedir.

Molegro Virtual Docker MVD 2019.7.0 programinda komplekslerin doking

caligmalarinda programin kullanilisi

A e

o

File meniisiinden Import Molecule kullanilarak protein (enzim) programa alindi.
Protein iizerinde ¢alisma yapilacak sekilde ayarlamalar yapildi.

Enzim iizerindeki oyuklar (Cavit) belirlendi.

Docking sekmesindeki Docking Wizard kullanilarak doking yapilacak molekiil
programa aktarildi.

Docking ayarlar1 yapildiktan sonra program c¢alistirildi.

Docking sonuclar1 “Import Docking Result” segeneginden calismada kullanilan
Docking programa sirastyla ¢ekildi.

Cekilen molekiildeki en uygun model secilerek “Convert Pose to Ligand”
secenegiyle liganda gevrildi.

View meniisiinden Hidrojen bag etkilesimlerini gdster segenegiyle hidrojen
baglarini gosterilmesi saglandi. Burada hidrojen baginin baglanma sekli enerjisi
ve uzunlugu gosterilmektedir.

Ligand map seceneginde hangi amino asitle hidrojen bag yaptig
gostermektedir. Ayrica buradaki sterik etkilesimleri hangi amino asitle yapmis
oldugu da goriilebilmektedir. Bu sterik etkilesimlerin enerji ve uzunluklarini da

hesaplanmaktadir.

10. Docking gorselleri Ekran Alint1 Araci kullanilarak alindi.

29



4. BULGULAR

Yapilan tez ¢aligsmasinda ii¢ adet ligand ve onlarin bakir ve paladyum komplekslerinin
tirozinaz enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi incelenmistir. Molekiillerin hepsi
enzim Tlzerinde inhibisyon etkisi gostermistir. Sonuglar c¢izelge halinde asagida
verilmistir. Inhibisyon c¢alismalari sonucu elde edilen %aktivite—[konsantrasyon]

grafikleri sekil 4.1- 4.9 arasinda verilmistir.

Cizelge 4.1. Tirozinaz Enzim Aktivitesi Inhibisyon Etkisi Sonuglari

No Bilesikler ICso degerleri
(M)
1. 3Me-S2M (L1) 99
2. 3MeS2M-Pd Pd(L1), 27
3. 3MeS2M-Cu Cu(L1), 46
4. 4Me-S2M (L2) 16
5. 4Me-S2M-Pd Pd(L2) 20
6. 4Me-S2M Cu Cu(L2), 12.8
7. 4Me-S1M (L3) 27
8. 4Me-S1M-Pd Pd(L3). 23
9. 4Me-S1MCu Cu(L3): 9.7

Ligand 1,2,3 degerleri 16 ile 99 pum aralikta 1Cso degerleri ile inhibisyon etkisi
gostermistir. Paladyumlu (Pd) bilesikler 20 uM ile 27 uM degerleri arasinda 1Cso
degerleri ile bakirli (Cu) komplekslerde ligandlarla etkilesimlerinde 9.7 pM ile 46 uM
ICso degerleri ile degerleri arasinda inhibisyon etkisi gostermistir. En yiiksek inhibisyon
etkisi gosteren kompleks bakir (Cu) ile ligand 3 yapmis oldugu komplekstir. En diisiik
inhibisyon etkisi gosteren kompleks bakir (Cu) ile ligand 1 yapmis oldugu komplekstir.
Sonuglardan da anladigimiz kadariyla metaller ile ligandlarin yapmis oldugu

komplekslerde ligandlarin inhibisyon potansiyelini artirmistir.
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Sekil 4.1. 1°nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.2. 2’nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.3. 3’nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.4. 4’nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.5. 5’nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

120 -
y= 100e-0:034x
100 R? = 0,9706
80 -

%Aktivite
[e)]
o

40 -

20 -

[4Me-S2M Cu ] uM

Sekil 4.6. 6’nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.7. 7°’nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.8. 8’nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.9. 9’nolu Bilesigin Tirozinaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Ug ligand i¢in doking calismalar1 LeadIT 2.3.2 programi kullanilarak yapilmistir.
Docking sonuglar1 Cizelge 4.2 verilmistir. Muhtemel baglanma modelleri Sekil 4.10-12
verilmistir. Enzimin aktif bolgesindeki amino asitlerin listesi agagidaki gibidir.

ILEA 17 (ile );

ARG A 95 (arg+);
ALA A 304 (ala );
GLN A 307 (gin );
THR A 308 (thr );
TYRA 311 (tyr );
ASP A 312 (asp-);
TYRA 314 (tyr );
LEU A 355 (leu );
GLU A 356 (glu-);
ASP A 357 (asp-);
TRP A 358 (trp );
GLU A 359 (glu-);
THR A 360 (thr );
PHE A 363 (phe );
SER A 364 (ser );
PHE A 368 (phe );
VAL A 371 (val );
LYS A 372 (lys+);
GLY A 373 (gly );
LYS A 374 (lys+);
LYS A 376 (lys+);
LYS A 379 (lys+);
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Cizelge 4.2. Ligandlarin docking sonuglari

Etkilesimdeki toplam bag
sayisi

o 3Me-S2M 4Me-S2M 4Me-S1IM
Bilesikler (L1) (L2) (L3)
Baglanma enerjisi -8.681 -19.838 -20.792
Hidrojen bag Enerjisi -10.896 -22.216 -19.726
Hidrofobik etkilesmeler -1.714 -10.383 -9.925
Van der walls etkilesmeler -4.298 -5.856 -6.039
Sterik engelleme enerjisi 4.627 9.017 5.297
Dénebilen baglarn enerjisi 4.200 4.200 4.200

9 15 14

Doking sonuglar: ile inhibisyon etkisi sonuglari arasinda bir paralellik gozlenmektedir.
Ornegin ligand 3 (27 pM) ile ligand 2 (16 pM)’nin inhibisyon etkisi sonuglarina
bakildiginda yaklasik olarak uyum halinde oldugu goriilmektedir. Baglanma enerjileri
L1= 8.681, L2=19.838, L3=20.792 olarak bulunmustur.
etkilesmelerinde Hidrojen bag, Hidrofobik, Van der walls, sterik etkilesimlerinin rol

aldig1 gézlenmektedir.

36

Ligandlarla enzimin



. Tyr3
. rY
R = \
\, Lys379
SUTHe \
R Tt \ Trp358
\ Lys376
\'"x Glu3se
| GIn307
N=— //
ffff..
0 /
\\ /
/=0
N
.--""E_‘
xR
w
.3: Glya73

Sekil 4.10. L1 in Tirozinaz enzimi ile muhtemel etkilesimi

Sekil 4.10°da Asp 312 amino asiti yan zinciri ile molekiiliin metoksiye bagli benzen
halkasinin OH grubu arasinda hidrojen bag olusmustur. Tyr311, Lys379, Trp358,
Lys376, Glu356, GIn307 gruplar arasinda hidrofobik etkilesmeler meydana gelmistir.
Aynt zaman da Gly373’nolu amino asitin yan zincirindeki azotun hidrojeni ile

molekiiliin izalosyon halkasi tizerindeki azot ile hidrojen bag meydana gelmistir.
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Sekil 4.11. L2'nin Tirozinaz enzimi ile muhtemel etkilesimi

Sekil 4.11°da GIn307 amino asiti yan zinciri ile molekiilin metoksi bagli benzen
halkasinin Oksijeni arasinda hidrojen bag olusmustur. Lys379, Glu356, Trp358,
GIn307, Tyr311 gruplar arasinda hidrofobik etkilesmeler meydana gelmistir.
Gly373’nolu amino asitin yan zincirindeki azotun hidrojeni ile siilfonamide bagh
oksijen ile hidrojen bag meydana gelmistir. Lys379’nolu amino asitin yan zincirindeki
azotun hidrojeni ile molekiiliin izoksazol izalosyon halkasina bagli azot ile hidrojen bag
yapmustir. Lys372’nolu amino asitin yan zincirindeki azotun hidrojeni ile molekiiliin
izoksazol izalosyon halkasi tizerindeki azot ile hidrojen bag meydana gelmistir. Glu359,
Ser364 gruplar arasinda hidrofobik etkilesmeler meydana gelmistir. Lys379 amino asiti

yan zinciri ile siilfol grubu oksijeni ile hidrojen bag yapmustir.

38



Gly373

= Phe368

GIn307

Sekil 4.12. L3'in Tirozinaz enzimi ile muhtemel etkilesimi

Sekil 4.12°de GIn307 amino asiti yan zinciri ile molekiilin metoksi bagli benzen
halkasinin oksijen grubu arasinda hidrojen bag olugsmustur. Lys379, GIn307, Tyr311,
Trp358, Glu356, Glu 359, gruplar arasinda hidrofobik etkilesmeler meydana gelmistir.
Gly373’nolu amino asitin yan zincirindeki azotun hidrojeni ile siilfonamidin oksijeni ile
hidrojen bag meydana gelmistir. Lys379’nolu amino asitin yan zincirindeki azotun

hidrojeni ile siilfol grubuna bagli oksijen ile hidrojen bag yapmustir.
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Cizelge 4.3. Molegro virtual docker programdan elde edilen metal kompleksleri-enzim
etkilesimi docking genel sonuglari

Name Ligand | Plants Score MolDock Score | Rerank Score
Docking 2 1 -76.7914 -153.444 -90.8738
2 -75.8083 -137.217 -94.3128
3 -74.0077 -152.352 -94.0462
4 -73.1564 -138.533 -88.2274
5 -71.6691 -126.068 -79.9617
Docking 3 1 -84.048 -160.35 -102.458
2 -82.0924 -154.388 -105.123
3 -80.8393 -152.681 -76.7666
4 -80.2901 -152.19 -109.879
5 -80.1445 -154.393 -108.926
Docking 5 1 -76.145 -150.161 -98.5806
2 -74.0918 -135.864 -92.2149
3 -70.7556 -135.525 -62.6516
4 -70.5133 -130.079 -86.334
5 -69.8804 -146.538 -95.7575
Docking 6 1 -70.1015 -162.814 -104.636
2 -69.6631 -152.123 -97.3471
3 -69.3007 -154.013 -94.3312
4 -69.2077 -143.665 -98.6955
5 -68.915 -150.159 -80.1606
Docking 8 1 -75.9686 -126.397 -69.6566
2 -73.2418 -114.642 -66.3791
3 -68.6291 -134.413 -77.0917
4 -68.2439 -129.936 -53.8028
5 -66.4287 -137.269 -82.312
Docking 9 1 -72.363 -155.56 -85.8034
2 -71.9528 -150.905 -82.4334
3 -71.7657 -153.316 -88.1122
4 -70.9251 -142.439 -69.0702
5 -67.2479 -152.347 -88.6494
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Cizelge 4.4. Kompleks 2. (3MeS2M-Pd) Molekiiliiniin Enzim ile Muhtemel Etkilesim
Sonuglari

Etkilesim Tiri Uzunluk (A) | Energy Etkilesimdeki amino asit ve molekiilde
2. Molekiil (kcal/mol) etkilestigi atom
3.16896 -2.1552 Thr111 (Siilfonile bagl: O)
Hvdroaen bond 3.38335 -0.967887 Ser52 (izoksasol halkasi {izerindeki O)
ydrog 2.89621 -2.5 Ser52 (Izoksasol halkasi iizerindeki N)
3.20 0.63 Thr111 (Siilfonile bagl: O)
. ‘ 3.10 1.24 Argd6 (izoksasol halkast)
Steric Etkilesmeler 2.46 5.07 Arg46 (izoksasol halkasina bagli N)
3.05 1.49 Arg46 (Siilfonile bagli O)

[Ar 46(%)]
2 &
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Cizelge 4.4’de verilere gore 3Me-S2M ligandin Paladyumlu kompleksinin inhibisyon
etkisinde enzim ile ii¢ hidrojen bag: ve dort sterik etkilesimler olusmustur. Enzimin
Ser52(A) ve Thrll1(A) amino asitleri hidrojen bagi etkilesiminde, Thr1l1(A) ve
Arg46(A) amino asitleri sterik etkilesmelerde rol oynamuistir.
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Cizelge 4.5. Kompleks 3. (3MeS2M-Cu) Molekiiliiniin Enzim ile Muhtemel Etkilesim

Sonuglari
Etkilesim Tiiri Uzunluk (A) | Energy Etkilesimdeki amino asit ve molekiilde etkilestigi
3. Molekiil (kcal/mol) atom
3.3869 -1.0655 GIn114(B) (izoksasol halkas1 iizerindeki N)
Hydrogen bond 2.91989 -2.5 GIn114(B) (i_zoksasol halkas1 i.i.zeri.ndeki. 0)
3.53818 -0.0793014 | GIn110(A) (Izoksasol halkasi lizerindeki N)
2.85 2.7 Trp106(A) (izoksasol halkas iizerindeki N )
Steric 2.80 3.05 Trp106(A) (izoksasol halkast ile)
Etkilesmeler 2.83 2.84 Trp106(A) (izoksasol halkast ile)
3 3.17 0.8 Glu107(A) (Izoksasol halkasi ile)

[Gin 114(B}]

(Gly 110(R)]

[Glu 107(4)]
(Tre 108(8)

Cizelge 4.5’te verilere gore 3Me-S2M ligandin bakirla kompleksinin inhibisyon
etkisinde enzim ile ii¢ hidrojen bag: ve dort sterik etkilesimler olugsmustur. Enzimin
GIn114(B) ve GIn110(A) amino asitleri hidrojen bagi etkilesiminde, Trpl06(A) ve
Glu107(A) amino asitleri sterik etkilesmelerde rol oynamustir.
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Cizelge 4.6. Kompleks 5. (4Me-S2M-Pd) Molekiiliiniin Enzim ile Muhtemel Etkilesim
Sonuglart

Etkilesim Tiirdi Uzunluk (A) | Energy Etkilesimdeki amino asit ve molekiilde

5. Molekiil (kcal/mol) | etkilestigi atom
3.1003 -2.49849 Thr111(B) (Izoksasol halkasi iizerindeki N)
2.90057 -2.5 Thr111(B) (izoksasol halkasi iizerindeki O)

Hydrogen bond 3.12355 -2.38227 Thr111(B) (Siilfonile bagli O)
2.90057 -2.5 GIn103(B) (Izoksasol halkasi iizerindeki O)
2.84926 -2.5 GIn103(B) (izoksasol halkas1 iizerindeki N)
2.88 2.54 Glu107(B) (izoksasol halkasina bagl N)
3.14 0.97 Glul07(B) (Siilfonile bagli O)
2.55 4.57 Glul07(B) (Siilfonile bagl O)
2.84 2.76 Gly15(B) (izoksasol halkasina bagli O)
Steric 3.22 0.47 Pro9(B) (1zoksasql halkasina bagli N)
Etkilesmeler 2.97 2.02 Vall1(B) (Siilfonile bagli O)

3.22 0.46 Trp106(B) (Siilfonile bagli O)
2.96 2.06 Trp106(B) (Izoksasol halkasi ile)
2.94 221 Pro14(B) (izoksasol halkasina ile)
3.10 1.22 Thr111(B) (Izoksasol halkasi iizerindeki N)

[Gu 107(8)

Cizelge 4.6’da verilere gore 4Me-S2M ligandin paladyumlu kompleksinin inhibisyon
etkisinde enzim ile bes hidrojen bag1 ve on sterik etkilesimler olusmustur. Enzimin
Thr111(B) ve GIn103(B) amino asitleri hidrojen bagi etkilesiminde, Glul07(B),
Gly15(B), Pro9(B), Val11(B), Trp106(B), Prol4(B) ve Thr111(B) amino asitleri sterik
etkilesmelerde rol oynamistir.
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Cizelge 4.7. Kompleks 6.(4Me-S2M-Cu) Molekiiliiniin Enzim ile Muhtemel Etkilesim
Sonuglart

Etkilesim Tiirti Uzunluk (A) | Energy Etkilesimdeki amino asit ve molekiilde etkilestigi
6. Molekiil (kcal/mol | atom
)
2.67528 -2.1048 GIn114(A) (Siilfonile bagh O)
Hydrogen bond 2.61606 - Glnl114(A) (Silfonile bagh O)
2.85368 0.430174 | Thr111(B) (Izoksasol halkasina bagli O)
-1.35818
3.23 0.44 Pro14(B) (Izoksasol halkasina ile)
3.16 0.85 Pro14(B) (Izoksasol halkasina ile)
2.85 2.72 Glul07(A) (izoksasol halkasi bagl metil grup ile)
291 2.38 Glul07(A) (izoksasol halkasi bagl metil grup ile)
2.97 2.01 GIn114(A) (Siilfonile bagli O)
Steric 3.27 0.16 GlIn114(A) (Izoksasol halkasi {izerindeki N )
Etkilesmeler 3.24 0.36 Pro14(B) (izoksasol halkas1 iizerindeki O )
3.08 1.36 Glul07(B) (Bakir ile kompleks olusumuna katilan
3.29 0.08 benzene bagli O)
3.13 1.03 Leu7(B) (izoksasol halkast iizerindeki N )
Leu7(B) (izoksasol halkast ile)

[Gin 103(E))

[Thr 111(8))

[Glu 107(8)]

Cizelge 4.7°de verilere gore 4Me-S2M ligandin bakirla kompleksinin inhibisyon
etkisinde enzim ile ¢ hidrojen bagi ve on sterik etkilesimler olusmustur. Enzimin
GIn114(A) ve Thrl111(B) amino asitleri hidrojen bagi etkilesiminde, Prol4(B),
Glul07(A), GIn114(A), Glul07(B) ve Leu7(B) amino asitleri sterik etkilesmelerde rol
oynamistir.
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Cizelge 4.8. Kompleks 8.(4Me-S1M-Pd) Molekiiliiniin Enzim ile Muhtemel Etkilesim
Sonuglari

Etkilesim Tiri Uzunluk (A) | Energy Etkilesimdeki amino asit ve molekiilde
8. Molekiil (kcal/mol) | etkilestigi atom
3.37215 -1.13927 Thr111(B) (Izoksasol halkas: iizerindeki O )
Hydrogen bond 3.29026 -0.283605 | Thr111(B) (izoksasol halkasi iizerindeki N )
3.09775 -2.5 Thr111(B) (Siilfonile bagli O)
3.27 0.18 Thr111(B) (Izoksasol halkasi iizerindeki O )
3.27 0.21 Gly110(B) (Siilfonile bagli O)
2.89 247 Glul07(B) (Siilfonile baglh O)
Steric 2.65 3.95 Vall 1(B) (izoksasol halkasina bagli O)
Etkilesmeler 3.26 0.22 Prol14(B) (Izoksasol halkasina ile)
3.28 0.09 Gly12(B)) (izoksasol halkasina bagl O)
3.28 0.14 GInl14(A) (Siilfonile baglh O)

[Glu 107(E}]

[Thr 1114EY]

[wal 11(E}]

Cizelge 4.8’de verilere gore 4Me-S1IM ligandin paladyumlu kompleksinin inhibisyon
etkisinde enzim ile ii¢ hidrojen bag1 ve yedi sterik etkilesimler olusmustur. Enzimin
Thr111(B) amino asitleri hidrojen bagi etkilesiminde, Thrl11(B), Gly110(B),
Glu107(B), Valll(B), Prol4(B), Gly12(B) ve GIn114(A) amino asitleri sterik
etkilesmelerde rol oynamistir.

45



Cizelge 4.9. Kompleks 9. (4Me-S1MCu) Molekiiliiniin Enzim ile Muhtemel Etkilesim
Sonuglari

Etkilesim Tiiri Uzunluk (A) | Energy Etkilesimdeki amino asit ve molekiilde etkilestigi

9. Molekiil (kcal/mol) atom
3.43586 -0.820712 GIn103(A) (Izoksasol halkast iizerindeki N )

Hydrogen bond 3.09503 -2.5 GIn103 (B) (izoksasol halkasi iizerindeki O )
3.44893 -0.755355 GIn114(B) (Izoksasol halkasi iizerindeki N )
3.25969 -1.70157 GlInl114 (B) (izoksasol halkast iizerindeki O )
2.90 242 Glul07(A) (Siilfonile bagh O)
3.10 1.23 Glul07(A) (Siilfonile bagli O)
3.14 0.97 Glul07(A) (Siilfonile bagli O)
3.26 0.26 Glul107(A) (izoksasol halkasi iizerindeki N )
3.11 1.17 Pro9(A) (izoksasol halkas iizerindeki O )
Steric 3.23 0.44 Valll(A) (Silfonile bagli N)
Etkilesmeler 2.87 2.58 Vall1(A) (Izoksasol halkast lizerindeki N )

3.11 1.13 Gly110(A)) (Izoksasol halkasi ile)
3.07 1.38 Trp106(A) (izoksasol halkast ile)
3.27 0.19 Trp106(A) (izoksasol halkast ile)
3.25 0.29 Trp106(B) izoksasol halkasina bagli O)
3.30 0.02 Glu107(B) (izoksasol halkasina bagl metil grup)

[val 1)

[Glu 1078
[Gin 103(8))

[Giy 1104)| [Gin 1148))

[Tm 106()]

Cizelge 4.9°da verilere gore 4Me-S1IM ligandin bakirla kompleksinin inhibisyon
etkisinde enzim ile dort hidrojen bagi ve on iki sterik etkilesimler olusmustur. Enzimin
GIn103(A) ve GInl114(B) amino asitleri hidrojen bagi etkilesiminde, Glul07(A),
Pro9(A), Valll(A), Glyl110(A), Trpl06(B) ve Glul07(B) amino asitleri sterik
etkilesmelerde rol oynamistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tirozinaz, enzimi L-dopanin dopakinona sentezini katalizler. Bu reaksiyon melanogez
prosesinin ilk reaksiyonunu olusturmaktadir. Enzimin inhibisyonu bu prosesi
durduracag i¢in farmakolojik ve kozmetik uygulamalar1 igin 6nemlidir. Ayrica gida
maddelerinde meydana gelecek kararmalarin da bu enzim inhibisyonu ile 6nlenebildigi

i¢in gida endiistrisinde de 6nemli bir yere sahiptir.

Biz yaptigimiz ¢alismada schiff bazli siilfonamid molekiillerin enzim aktivitesi tizerinde
inhibisyon etkisini in vitro ve in silico olarak arastirdik. Bilesiklerin inhibisyon
biiyiikten kii¢iige dogru etkisi sirastyla 4Me-S1MCu (9,7uM), 4Me-S2M Cu (12,8 uM),
4Me-S2M (16 uM), 4Me-S2M-Pd (20 uM), 4Me-S1IM-Pd (23 uM), 3MeS2M-Pd (27
uM), 4Me-S1M (27 uM), 3MeS2M-Cu (46 uM), 3Me-S2M (99 uM) sonuglar ortaya
ctkmistir. Elde edilen 1Cso degerleri 9,7-99 uM araligindadir. /n vitro calismalar
degerlendirildiginde Paladyum ve bakir kompleksleri ligandlarin enzim {izerinde

etkisini artirmaktadir.

Enzim-ligand etkilesimlerini molekiiler seviyede belirlemek i¢in LeadlT 2.3.2 programi1
kullanilarak doking ¢alismasi yapildi. Hidrojen baglarmin Ligand-protein etkilesimde
etkili oldugu gozlemlendi. Ozellikle molekiil {izerindeki siilfonil grubuna bagh
oksijenler, izoksasol halkasi iizerinde bulunan oksijen ve azot, benzene bagli metoksi
grubunun oksijeni hidrojen bagi olusumuna katki sagladigi goriilmiistiir. Benzen
yapilarinin hidrofobik etkilesmelerde gorev aldigi tespit edilmistir. Bu etkilesmede
protein zinciri tizerindeki Tyr311, GIn307, Trp358, Lys 379, Glu 356 amino asitlerinin

katkis1 gézlenmistir.

Komplekslerin enzim ile etkilesimini molekiiler seviyede anlamak i¢in Molegro Virtual
Docker programi kullanilmistir. Sterik ve hidrojen bagi etkilesimlerinin etkilesimde
onemli oldugu goézlemlenmistir.

Molegro Virtual Docker programdan elde edilen metal kompleksleri-enzim etkilesimi

doking genel sonuglar1 degerlendirilmesi,
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Kompleks yapilarinin hepsinde hidrojen bagi ve sterik etkilesimler olusmustur. Thrlll
ve GIln 114 amino asitinin genel olarak komplekslerle hidrojen bagi olusturdugu
goriilmektedir. Glu 107 ve Trp 106 amino asitinin genel olarak komplekslerle sterik
etkilesimler olusturdugu goriilmektedir. Hidrojen baglar1 incelendiginde kompleks
molekiillerden enzim ile etkilesmesi sonucu 4Me-S1M-Pd Molekiiliin etkilesmesi
sonucu Thr111(B) amino asiti Siilfonile bagli olan Oksijen ile en yiiksek enerji -2.5
kcal/mol ve uzunlukta 3.09775 A bag olusturmustur. Ayrica yine ayn1 4Me-S1M-Pd
Molekiilde Thr111(B) amino asiti izoksasol halkasi iizerindeki Azot (N) ile en diisiik
enerji 0.283605 kcal/mol 3.29026 A uzunlukta bag olusturmustur.

Kompleks birlesiklerden en fazla hidrojen bag olusturan molekiil yapis1 4Me-S2M-Pd
Molekiiliin yapisinda 5 adet hidrojen bag olugmustur.

Sonug olarak; Yapilan calismada kullanilan dokuz molekiiliin farmakolojik, gida ve
kozmetik uygulama i¢in dnemli olan Tirozinaz enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon
etkisi tespit edildi. Bakir ve paladyumun, Ligandlarla kompleks olusturarak onlarin
enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisini artirdigi gézlemlenmistir. Bu ligandlarin
farkli gruplarla modifiye edilmis yeni formlart ve onlarn bakir ve paladyum
kompleksleri enzim tizerinde daha etkili olabilir. Daha ileri asamalarda inhibisyon etkisi
gliclii olan komplekslerin in vivo olarak ¢aligmalari yapilabilir. Ayrica bu kompleksler

kozmetik ve gida uygulamalarinda test edilebilir.
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