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Polifenoller, meyve, sebze ve bitkisel kokenli igeceklerde bulunan saglik
tizerinde olumlu etkileri ve kanser onleyici 6zellikleri bilinen maddelerdir. Sitokrom
P450 1A1 (CYPIA1) ise bilinen bir ksenobiyotik metabolizmasi enzimidir ve
prokarsinojenlerin  metabolik aktivasyonundan sorumludur. Bu ¢alismada, tibbi
bitkilerden izole edilen polifenollerin CYP1ALl inhibisyonu ve bu inhibisyonun
mekanizmasinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, insan CYP1Al ve NADPH
sitokrom P450 rediiktaz igeren bistronik plazmid bakterilerde eksprese edilmis ve
enzim kaynagr olarak kullanilmistir. Calismada kullanilan tim fenolik
bilesikler/flavonoidlerin CYP1A1 bagimli EROD (7-etoksiresorufin O-deetilaz)
aktivitesi tizerinde inhibe edici bir etki sergiledigi gosterilmistir. CYP1A1’in en
kuvvetli inhibitoriintin silikristin oldugu bulunmustur. EROD aktivitesi 6l¢iimlerine
gore fenolik bilesik/flavonoidlerin inhibisyon etkileri sirasiyla silikristin > resveratrol
isoscutellarein > > luteolin > oleuropein > eriositrin > silimarin seklinde ve IC50
degerleri de aymi sirayla 15.83uM, 20.99uM, 21.76uM, 99.05uM, 148.99uM,
257.99uM ve 329.5uM olarak bulunmustur. Silikristin, luteolin ve silimarinin EROD
aktivitesini non-kompetatif sekilde resveratrol ve oleuropein’in ise karisik sekilde
inhibe ettigi bulunmustur. Ote yandan, eriositrin’in yarismali ve isoscutellarein’in
EROD aktivitesini un-kompetatif bicimde inhibe ettigi bulunmustur. Ayrica molekiiler
modelleme ¢aligmalari ile in vitro test edilen yapilarin etkilesimleri mekanistik olarak
da incelenmistir. Sonug olarak bu c¢alisma, kullanilan polifenollerin CYP1A1 bagimli
EROD aktivitesinin etkin inhibitorleri oldugunu gdstermektedir. Ilag metabolize eden
enzimler kanserojenlerin metabolik aktivasyonu ya da inaktivasyonunda rol
aldiklarindan, bu enzimlerin polifenoller tarafindan degistirilmesi saglik agisindan
onemlidir. Bu ¢alisma ile, kullanilan polifenollerin kanserojen aktivasyonunda rol
aldig1 bilinen CYP1A1 enzimini inhibe ederek kanserojen olusumunu azaltip
malignant transformasyonu onleyebilecegini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: CYP1Al, inhibisyon mekanizmasi, polifenoller,
flavonoidler, molekiiler modelleme, biyoinformatik



ABSTRACT

ASSESSMENT OF CYP1A1 INHIBITION BY NATURAL POLYHENOLS
APPLYING IN VITRO AND MOLECULAR DOCKING STUDIES
MSc THESIS
DOGUKAN MUTLU
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE IF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. SEVKI ARSLAN)

DENIiZLi, DECEMBER 2015

Polyphenols in fruits vegetables and plant based baverages are the well known
chemicals that have positive effects on health and have cancer preventive properties.
They show these effects by inhibiting the enzymes that are involved in carcinogen
metabolism. Cytochrome P4501A1 (CYP1AL) is well known xenobiotic metabolizing
enzyme and is responsible for metabolic activation of many procarcinogens. In this
study, it is aimed to investigate the CYP1ALl inhibition and its mechanisms by
polyphenols isolated in different medicinal plants. For this purpose, human CYP1A1
and NADPH cytochrome P450 reductase containing bistronic plasmid was expressed
in bacteria and used as the enzyme source. All phenolic compounds used in the study
have been shown to exhibit an inhibitory effect on CYP1A1 dependent EROD (7-
ethoxyresorufin O-deethylase) activity. It was found that silychristin is the most potent
inhibitor of CYP1AL. The potency of the phenolic compounds/flavonoids to inhibit
EROD activity follow the sequence of silychristin > isoscutellarein > resveratrol >
luteolin > oleuropein > eriocitrin > silimarin with IC50 values of 15.83uM, 20.99uM,
21.76uM, 99.05uM, 148.99uM, 257.99uM and 329.5uM respectively. Silychristin,
luteolin and silimarin were found to inhibit EROD activity in a non-competitive
manner. Resveratrol and oleuropein were found to inhibit EROD activity in a mixed
type manner on the other hand, eriocitrin and isoscutellarein were found to inhibit
EROD activity in a competitive and un-competitive manner respectively. Moreover,
in-vitro tested chemicals were examined by molecular moddelling studies as
mechanistically. In conclusion, this study indicated that flavonoids used in this work
were the strong inhibitors of CYP1A1 associated EROD activity. The modulation of
drug-metabolizing enzymes by polyphenols is important in terms of human health,
since these enzymes can play role in metabolic activation or inactivation of
carcinogens. Polyphenols used in this study may be involved in the prevention of
malignant transformation, by reducing the formation of carcinogens through inhibition
of CYP1A1 which is known to be involved in carcinogen activation.

KEYWORDS: CYP1Al, mechanism of inhibition, polyphenols, flavonoids,
molecular modeling, bioinformatics
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1. GIRIS

Teknolojinin ilerlemesi ve endiistrinin gelismesi ile birlikte kaginilmaz bir
sekilde ve devamli olarak yabanci kimyasallara maruz kalinmaktadir. P450 enzim
sistemi sayesinde disaridan alinan ilag, kimyasal madde, karsinojen vb. maddeler
metabolize edilebilmektedir. Bu enzimler herhangi bir yabanci maddenin viicuda
girmesi ile birlikte ¢alismaktadir. Bunlar, toksik molekiillere fonksiyonal gruplar
ekleyerek bu molekiillerin daha polar olmasini veya diger detoksifikasyon ajanlarinin
etkisine duyarli hala gelmesini saglamaktadir. Ote yandan, terapotik maddeleri
inaktive etme ya da yiiksek aktiviteye sahip toksik bilesiklerin iiretilmesi gibi olaylara
da sebep olabilir ve eger potansiyel bir karsinojeni aktive ederse, kanser ortaya
cikabilmektedir. Son resmi verilere gore Tiirkiye’de her yil yaklasik 97 bin erkek, 62
bin kadin ve toplamda 159 bin kisi kansere yakalanmaktadir (Saglik Bakanligi, 2012).
Kanser, Amerika Birlesik Devletleri’nde ise tiim 6liim sebeplerinin yaklasik %30°u
olup, diinya genelinde ikinci 61iim nedenidir (American Cancer Society, 2012). Diinya
Saglik Orgiitii raporlarina bakildiginda kanserden 6liimlerin artacagi ve 2030 yilinda
yaklasik 12 milyon insanin bu sebepten hayatini1 kaybedecegi ifade edilmistir (Block
ve dig 1992, Galati ve O’Brien 2004, Taylor 2009). lyi bir diyetin kanser riskini
azaltmada ¢ok 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan epidemiyolojik
calismalar taze sebze ve meyve tiiketiminin kansere kars1 koruyucu etki saglayacagini
gostermistir. Meyve ve sebzeler, icerdikleri vitamin, mineral ve ¢ok sayidaki flavonoid
sayesinde Onleyici bir rol oynamaktadir. Ciinkii sebze, meyve ve bitkisel kokenli
iceceklerde ¢ok sayida fenolik bilesik/flavonoid bulunmasi arastirmacilart saglik
tizerindeki olumlu etkilerini arastirmak i¢in bu bilesiklere yoneltmistir (Hertog ve dig

1992, King ve Young 1999, Meulenberg 2009).

1.1  Fenolik Bilesikler

Bitkiler metabolizmalarinda heniiz rolleri tam olarak bilinmesede sekonder
metabolit olarak c¢ok sayida fenolik madde olusturmaktadir. Bu sebeple bitkisel
kokenli gidalarin igerigine bakildiginda c¢ok sayida ve farkli ozelliklerde fenolik
bilesiklere rastlanmaktadir. Fenolik maddeler bitkisel dogal bilesiklerin biiyiik bir
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kismin1 kapsamaktadir. Fenolik maddeler, yapisinda en az bir aromatik halka ve ¢ok
sayida hidroksil grubu bulunduran bilesiklerin tiimiine denir. Fenolik ve polifenolik
terimi kimyasal olarak kisaca, sahip oldugu aromatik halkada cesitli fonksiyonel
gruplart (ester, metil esteri, glikozit vb.) ve hidroksil grubu bulunduran maddeler
olarak tanimlanirlar. Fenolik bilesiklerin ¢ogu iki veya daha fazla hidroksil grubu
bulundurur. Fenolik bilesikler, suda ¢oziinebilirler ve genellikle hiicrenin
vakuollerinde yer alirlar. Bir milyonun iizerinde fenolik bilesik yapisi oldugu
bilinmektedir (Rangel-Huerta ve dig 2015). Bitkilerdeki fenolik bilesiklere ait ilk
modern smiflandirma; basit fenolleri, fenolik asitleri, sinnamik asitleri, kumarinleri,
izokumarinleri, lignanlari, ligninleri, flavanoidleri, tanninleri, benzofenonlari,
stilbenleri, ksantonlari, kinonlar1 ve betasiyaninleri igermektedir (Harborne 1964).
Bitkisel fenolik bilesikler iki yolla olusurlar (Day ve Harborne 1989). Fenolik
bilesiklere bakterilerde, alglerde ve mantarlarda sik rastlanmaz. Gosipetin tiirevi olan
klorflovanin Aspergillus candidus mantar1 tarafindan iiretilmesine ragmen, aslinda

flavonoidler mantarlarda hemen hemen hi¢ bulunmazlar (Harborne 1964).

| Fenolik Bilesikler

| l | |

‘ Kurkumin Stilbenler

| Flavonmdler ’ Fenolik Asitler ‘ | Tanenler |

frans-resveratrol
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o
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H
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Sekil 1.1: Diyetsel polifenollerin siniflandiriimasi (Xiuzhen ve dig 2007)



1.1.1 Flavonoidler

Flavonoidler C6-C3-C6 difenilpropan yapisindadir ve fenil gruplar
arasindaki tUg¢lii karbon kopriisii, oksijenle halka olusturmaktadir (flavan halkasi).
Flavonoidlerin arasindaki farklar; baglanan hidroksil gruplarmin sayisindan,
doymamislik derecesinden ve fclii karbon segmentinin oksidasyon diizeyinden
kaynaklanmaktadir. Flavonoidler, fenolik bilesikler i¢cinde en dnemli grubu olusturan
flavan (2fenolbenzodihidropiran) tiirevleridir ve yapisal olarak alti gruba ayrilirlar.
Bunlar; antosiyanidinler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar, katesinler (flavanoller) ve

izoflavonoidler.

1.1.1.1 Flavonoidlerin Terapotik Etkileri

Baglarda Dbitkilerdeki renk, tat ve fizyolojik etkileriyle dikkat c¢eken
flavonoidler, son yillarda 6zellikle saglik {izerine olumlu etkilerinin ortaya ¢ikmastyla
onem kazanmistir. Antioksidan ve serbest radikal yakalama ozelliklerinin yani sira
koroner kalp hastaliklar1 ve bir¢ok kanser tiiriiniin engellenmesinde rol oynadigi

gosterilmistir. (Chen ve dig 1996, Serafini ve dig 2006)

Aglikon veya glikozitler halinde bulunan flavonoidler, bagirsaga girmeden
once seker kismindan glikozitleri ayrilmakta, aglikonlari ise hiicre membranlarindan
serbestge gegebilmektedir (De Pascual-Teresa ve dig 2007, Viskupicova ve dig 2008).
Flavonoidlerin biyoyararlanimi konusunda ¢ok az bilgi olmasina ragmen, son
zamanlarda yapilan ¢alismalar ile ¢oziinebilir flavonoidlerin emiliminin daha kolay
olacag1 yoniindedir. (Perez-Jimenez ve dig 2009). Diyet olarak alinan flavonoidler
ince barsak enzimleri tarafindan metabolize olmuyor ve hidrolize ugrayamiyorsa kalin
bagirsak florasinda bozulmaktadir (Ortega ve dig 2009). Flavonoid aglikonlari, emilim
sirasinda ve sonrasinda karacigerde faz Il enzimleri tarafindan konjugasyon triinleri
olan glukuronize, metoksilli ve siilfath bilesiklere doniistiiriilmektedir. Daha sonra bu
konjugat metabolitleri dolasimda albumine baglanir, ancak hiicre ve dokulara alimi
heniiz anlasilamamistir. Emilen flavonoidler ve metabolitleri idrar ve safra yoluyla
atilmaktadir ancak duedonum yoluyla geri emilebilir (Corcoran ve dig 2012).
Flavonoid metabolizmasinin gerceklestigi doku karaciger gibi goriinse de bagirsak

mukozasit ve bobrekler de konjugatif enzimler igermektedir (Hackett 1986).
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Flavonoidlerin biyotransformasyonu, dehidroksilasyonu, rediiksiyonu, C-halkasi
boliinmesi ve demetilasyonu gibi metabolik faaliyetler kalin bagirsaklar tarafindan
gerceklestirilebilir. Olusan bu metabolitler de hem bagirsakta hem de sistemde
biyolojik ag¢idan yararli bilesikler olarak rol oynayabilmektedir. Flavonoidlerin
aktivitesi yapisina ve hedef dokuya baglidir (Corcoran ve dig 2012). Flavonoidlerin
metabolize edilmis formlarinin kanda bulunmasi, dogal bilesiklerinin bulunmasindan
farklidir. Yaklasik olarak 50 mg aglikon alimi ile kan plazma konsantrasyonunda 0-4
uM kadar flavonoid bulunabilmektedir (Gibellini ve dig 2011). Avrupa iilkelerine
bakildiginda flavonoidlerin toplam alimi giinlik 0,2g ile 1g arasinda degiskenlik
gostermektedir (Zhang ve dig 2004).

Gibellini ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismalarda flavonoidlerin, in vitro
ve in vivo olarak biyoaktiviteleri arasinda onemli farkliliklarin oldugu tespit edilmistir
(Gibellini ve dig 2011). Dolayisiyla flavonoidlerin emilimi, metabolizmasi ve
biyolojik aktivitelerinin arastirilmast ¢ok onemlidir (Viskupicova ve dig 2008).
Flavonoidlerin giinlik ya da genel olarak tiiketim miktarlar1 da heniiz netlik
kazanmamustir (Gibellini ve dig 2011). Bunun sebebi, bitkilerde flavonoid olusumunu
etkileyen faktorlerin ¢oklugudur. Bunlar arasinda 151k, genetik faktorler, cevresel
kosullar, ¢imlenme, islenme ve depolanma ve varyete yer almaktadir (Ross ve Kasum
2002). Emilim ayni zamanda flavonoidlerin dozu, alim sekli, beslenme, cinsiyet
farkliliklari, bireylerin genetik 6zellikleri ve kolondaki mikrobiyal populasyondan da
etkilenmektedir (Viskupicova ve dig 2008). Ayrica flavonoid bilesiklerinin analiz
edilebilmesi icin yeterli metodun bulunmamasi, standardizasyon eksikligi (Gibellini
ve dig 2011) ve gidalarda bulunan flavonoid miktarina iligkin verilerin yetersiz ya da

celigkili olmasi da bu durumu zorlagtirmaktadir (Capanoglu ve dig 2010).

Ote yandan beslenme yoluyla alman flavonoidlerin emiliminin birlikte
tiketildigi diger besin gruplarindan etkilendigi de agiktir. Bunun sebebi, flavan
cekirdegi lizerinde bulunan sakkaritlerin disinda diger fonksiyonel gruplarinda farkl
olusudur (Heim ve dig 2002). Amerika Birlesik Devletleri’nde giinliik flavonoid alim1
mevsime bagli olarak 1,0-1,1 g/giin seklinde degismektedir (Kuhnau 1976). Ancak bu
calismada kullanilan metot giiniimiiz kosullarina uygun degildir (Ross ve Kasum
2002).



Sampson ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada ABD’deki giinliik
flavonoid alimi, kadinlar ve erkekler i¢in sirasiyla 20 ve 22 mg/giin olarak
belirlemislerdir (Sampson ve dig 2002). Hertog ve arkadaslar tarafindan yapilan
calismada ise Hollanda’daki flavonol ve flavon aliminin 23 mg/gin oldugu
belirtilmistir. (Hertog ve dig 1993) Danimarka igin belirlenen flavanon alim miktar1
28 mg/giin olarak rapor edilmistir (Leth ve Justesen 1998). Bir diger ¢alismada,
Finlandiya i¢in belirlenen flavanon alim miktarinin 36,6 mg/giin (28,3 mg/giin
hesperetin ve 8,3 mg/glin naringenin) oldugu belirtilmis, ancak biiyiik olgiide
turunggillerde ve daha az miktarlarda aromatik bitkilerde bulunan flavanonlarin alim
miktarinin kigisel beslenme aligkanliklarima bagli olarak onemli derecede farklilik
gosterebilecegi de vurgulanmistir (De Pascual-Teresa ve dig 2007). Bu maddelerin
anti karsinojenik etki gosterdiklerini agiklayan mekanizmalardan birisi karsinojen

metabolizmasinda rol alan Faz I ve Faz Il enzim sistemlerini modiile etmeleridir.

1.2  Faz | ve Faz Il Ksenobiyotik Metabolizmasi Enzimleri

Faz | ve Faz Il ksenobiyotik metabolizmasi1 enzimleri, ksenobiyotiklerin ve
ilaglarin  biyokimyasal agidan metabolik degisikliklerinden sorumlu baslica
enzimlerdir. Bu enzimler ksenobiyotik ve ilaglarin kimyasal olarak degisiklige
ugramasi (biyotransformasyon) ve viicuttan uzaklastirilmasi i¢in beraber
calismaktadir. Bu reaksiyonlar baslica karacigerde gergeklesmektedir. Bununla
birlikte, akciger, bobrek, deri, mide, barsak yollari, adrenal testis, yumurtalik, plesenta
ve beyin gibi memeli dokularinda farkli miktarlarda bulunmakta ve farkl islevler de
gostermektedir (Shabibi ve dig 2014, Olsen ve dig 2015).

1.2.1 Faz I Ksenobiyotik Metabolizmasi Enzimleri

Faz I reaksiyonlar1 oksidasyon, rediiksiyon veya hidroliz reaksiyonlarini igerir.
Bu reaksiyonlar sonucunda ksenobiyotiklerin yapisina —OH, -NHz, -COOH, -SH gibi
polar gruplar eklenmekte ve yapinin biyoaktivasyonunda degisiklikler meydana
gelmektedir. Genellikle Faz 1 reaksiyonlar1 lipofilik karakterdeki ksenobiyotikleri

hidrofilik bilesiklere doniistiirmektedir. Bu sistem, zehirli ve kanserojen maddelerin



detoksifikasyonu ve bunun sonucu olarak metabolitlerin elde edilmesi igin
calismaktadir (Nebert ve Gonzalez 1987, Schenkman 1999).

Faz | enzimleri amidazlar, esterazlar ve epoksit hidrolazlar gibi hidrolitik
enzimleri; azorediiktaz, distilfid rediiktazlar, NADPH-kinon oksidorediiktaz (NQO1),
aldo-keto rediiktazlar, nitrorediiktazlar gibi indirgeyici enzimleri ve alkol ve aldehit
dehidrojenaz, amin oksidaz, flavin igerikli monooksijenazlar (FMOs) ve Sitokrom
P450 monooksigenazlar gibi oksidatif enzimleri igermektedir (Schenkman 1999).
Bunlar arasinda, Sitokrom P450 monooksijenazlar Faz | ksenobiyotik metabolizmasi

enzimleri arasinda en 6nemli olanidir.

1.2.1.1 Sitokrom P450 Enzimleri

Sitokrom P450 monooksijenazlar; eritrosit ve iskelet kasi hiicreleri disinda tiim
memeli hiicre tiplerinde ve prokaryotlarda bulunmaktadir. Ayrica yag asitleri,
steroidler, prostaglandinler ve lokotrienler gibi dogal bilesiklerde oldugu gibi
karsinojenler, mutajenler ve ilaglarin oksidatif metabolizmasina da katilan bir hem-
protein ailesidir. Genellikle, ¢cok bileskenli elektron transport zincirlerinde terminal
oksidaz olarak etki eder ve P450 igeren monooksijenaz sistemi olarak adlandirilirlar
(Lu ve Levin 1974, Aring ve Philpot 1976, Lieber ve dig 1997). Bu enzimler, yiiksek
miktarlarda hepatositlerde bulunmaktadir ancak akciger, barsak, bobrek ve beyin gibi
ekstrahepatik dokularda diiz endoplazmik retikulum igerisinde de biiyiik ol¢iide yer
almaktadirlar. Endojen olarak sentezlenen birgok bilesik, sitokrom P450 enzimlerinin
substrati olarak goérev yapmaktadir ve bu bilesikler ilaglarla birlikte besinlerle,
enjeksiyonla, solunum yoluyla veya deriden direkt absorbsiyonla viicuda giren
endiistriyel maddelerdir (Benet ve dig 1996). Sitokrom P450’ler endojen ve ekzojen
bilesiklerin metabolizmasinda 6nemli olan Faz I enzimlerinin bir ailesini teskil ederler
(Gonzales ve Yu, 2006). Bunlar bakterilerden memelilere kadar galisilmis tiim tiirlerde
bulunan, yapisal ve fonksiyonel olarak benzer hemoproteinler iceren bir gen siiper

ailesinin liyesidir (Nelson ve dig 1996, Werck-Reichhart ve Feyereisen 2000).

Prokaryotik enzimler ¢6ziinebilir bir hemoprotein iken, yiiksek organizmalarda
membrana baglidir. Memelilerde, mitokondriyal i¢ membranda ve endoplazmik

retikulum membranlarinda yerlesmistir (Werck-Reichhart ve Feyereisen 2000).
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Sitokrom P450 sistemi, katalitik fonksiyonlar1 bilinmeden 6nce spektral 6zellikleri ile
tanimlanan proteinlerden olusmustur. Bu gruptaki proteinlerin benzersiz bir absorbans
spektrumu vardir. Genellikle mikrozom olarak adlandirilan endoplazmik retikulum
vezikiillerinden hazirlanan siispansiyondan karbondioksit gazi gegirildikten sonra
sodyum ditiyonat gibi indirgeyici bir ajan eklenince spesifik bir absorbans spektrumu
elde edilir. Bu iglem sirasinda indirgenmis hem proteinine CO baglar ve 450 nm’de
pik yapan absorbans spektrumu elde edilir. Bu pigmentlere P450 adi, 450 nm’de
absorbans gosterdigi i¢in verilmistir (Sekil 1.1). Spesifik P450 formlari, 446 ile 442

nm arasinda maksimum absorbans veren dalga boylarina sahiptir.

0.03
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0.01 4
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-0.05 T
400 450 500
Dalga boyu (nm)

Sekil 1.2: Sitokrom P450’nin Absorbans Spektrumu

Insanlarda ve diger ¢ogu memelide P450’ler; steroid hormonlarin biyosentezi,
antibiyotikler, karsinojenler, organik ¢oziiciiler, boyalar, pestisitler, alkoller, ¢evresel
kimyasallar gibi ksenobiyotiklerin aktivasyonu ya da inaktivasyonu, doymus yag
asitlerinin hiicresel mesajcilara oksidasyonu, yagda ¢6ziinen vitaminlerin stereo ve
bolge-ozellikli metabolizmas1 gibi reaksiyonlarin katalizlenmesinde o6nemli rol

oynarlar (Arinc ve Philpot 1976, Porter ve Cooni 1991, Oleksiak ve dig 2002).
Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon asagidaki gibidir.
RH + O2 + NADPH, H* ----> ROH + H20 + NADP*

Reaksiyonda substrat (R) alkan, aromatik halka ya da heterosiklik
stibstitiientler gibi oksijenasyon i¢in olanak veren bir bdlgeye sahiptir. Substrata, iki

oksijen atomundan sadece biri katildigi i¢in bu reaksiyona monooksijenasyon



reaksiyonu ve bu enzimlere de sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri adi

verilmektedir.

Spesifik detoksifikasyon reaksiyonlari, cesitli diyetsel veya ksenobiyotik
bileskenlerin varliginda, organizmanin yasi ve cinsiyetine, genetik yapisina ve yasam
tarzindaki aligkanliklarina bagli olarak ya indiiklenmekte ya da inhibe olabilmektedir.
Hem endojen hem de ekzojen bilesikler tarafindan g¢esitli sitokrom P450’lerin
indiiklendigi 1960’l1 yillardan beri bilinmektedir. Bazi1 hastalik durumlarinda
detoksifikasyon aktiviteleri indiiklenirken diger bazi kosullarda bu aktiviteler inhibe
olmaktadir. inhibisyon iki veya daha fazla bileskenin ayni detoksifikasyon enzimi igin
yarismasindan olabilir. Bazi bilesenler sadece bir detoksifikasyon enzimini segici
olarak inhibe ederken bazilar1 tiim sitokrom P450 faz I enziminin aktivitesini inhibe
etmek icin sitokrom P450’nin reaktif bolgesi olan hem demirine direk olarak
baglanirlar. Bazi faz II enzimlerinin genel inhibisyon mekanizmas: ise gerekli

kofaktorlerin eksikligine dayanmaktadir (Liska 1998).

Sitokrom P450 proteinlerinin aktif bolgesi hidrofobik etkilesimlerle baglanmis
tek bir demir protoporfirin IX icerir ve olusan hem proteininde hem bir oksijen
molekiiliiniin hem de substratlarin (RH) baglanabilecegi bolgeleri vardir. Hem grubu
demir atomunun besinci ligandi, sistein kalintisindan saglanan tiyolat anyonudur ve
P450’lerin olagandisi spektral ve katalitik 6zelliklere sahip olmasini saglar. Altinci
ligand yer degisebilen su molekiilii tarafindan kullanilmaktadir. Substrat katalizinde
demirin indirgenmesi reaksiyonunda oksijen altinci konuma baglanmaktadir (Porter

ve Coon 1991).

Sitokrom P450 proteinleri arasindaki sekans benzerligi hayli diisiiktiir
(%20’den daha az) ve yalnizca tamamen korunmus 3 aminoasit igerirler. En yiiksek
yapisal korunmus bolge, hem protein ¢evresinde, oksijen aktivasyonu ve elektron-
proton transferlerinin genel bir mekanizmasini yansitan merkez proteinindedir. Bu
korunmus merkez bolgesi 4 heliks demeti (D, E, I ve L), paket, J ve K heliksleri, 2 set
B plaka ve bir oyuk yapisindan olugsmustur. Bu bolge; hem demire besinci ligand
seklinde baglanan ve mutlak korunan sistein kalintis1 yani sira L heliksinden hemen
once hem yapisinin proksimal yilizeyinde yerlesmis olan karakteristik P450 dizisini
(Phe-X-X-Gly-X-Arg-X-Cyc-X-Gly) kapsayan hem baglanma boslugunu ‘loop’; K
heliksi icerisinde yer alan ve merkez yapisini stabilize ettigi diisliniilen, mutlak

8



korunmus Glu-X-X-Arg motifini; hem proteinin distal bolgesinde proton transfer
olugunu olusturan ve P450 imgesi olarak kabul edilen (Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-
Thr/Ser) L heliksinin merkez bolgesini igerir (Sekil 1.3) (WerckReichhart ve
Feyereisen 2000).

Sekil 1.3’te heliks yapilar1 (a) etiketi ile ve CYP2CS5’in katlanmis yapist ile
proteinlerin ER (Endoplazmik retikulum) zarindaki etkilesimi (b) gosterilmektedir.
Turuncu-sar1 renklere sahip tabaka Hem grubunu isaret etmektedir (WerckReichhart

ve Feyereisen 2000).

Sekil 1.3: ER zarinda CYP2C5’in katlanmis yapisi ile proteinlerin iliskisi



Genel olarak P450’ler reaksiyon dongiisiine girerler (Sekil 1.4). Bilinen tiim
sitokrom P450’lerdeki hem demiri, porfirin halkasindaki 4 nitrojen atomuna ve 2
aksiyal liganda baglidir. Aksiyal ligandlarin birinde molekiiliin karboksil ucuna yakin
yerlesmis sistein kalintisinda bir siilfidril grubu bulunur. Cesitli bilesiklerin
oksidasyonu sirasinda elektronlar NADPH’dan, NADPH Sitokrom P450 rediiktaz
tarafindan sitokrom P450’ye transfer edilir. Hem demiri diisiik ve ytiksek spinli olmak
tizere iki farkli spin durumunda bulunabilir. Diisiik ve yiiksek spinli durumlar demir
atomunu g¢eviren elektronik alanlar olarak tanimlanabilir. Sitokrom P450 molekiilii bir
substrata baglaninca bu elektronik alanlarda etkilesim meydana gelir ve hemdeki
demir atomu diisiik spinden yiiksek spine gecer. Oksidasyon (monooksinejasyon)
reaksiyon mekanizmasinda, oksijenin hem demirine bagalanabilmesi i¢in hemdeki
demir ferik (Fe 3+) durumdan ferro (Fe 2+) duruma indirgenmelidir. Substrata bagli,
yiiksek spin (-170mV), substrata baglanmayan diisiik spine (-270mV) gore daha fazla
pozitif indirgenme potansiyeline sahip oldugu i¢in Sitokrom P450, NADPH’dan elde
edilen elektronlarla indirgenebilir durumdadir. ilk elektron transferiyle indirgenen
sitokrom P450 daha sonra oksijenlenir ve NADPH’dan ikinci bir elektron oksijene
baglanarak, oksijen radikaline doniistiiriilebilir. Bir i¢ oksidorediiksiyon neticesinde
hidroksillenmis substratin (ROH) ve suyun olusumu gerceklesir, serbest sitokrom
P450 Fe +3 formunda rejenere olur. Monooksijenasyon reaksiyonunda toplam 2
elektron (e") gereklidir. Elektronlar sitokrom P450 molekiiliine tek tek transfer edilir
(Schenkman, 1991). NADPH- sitokrom P450 rediiktazdan sitokrom P450’ye elektron

transferine lipitlerin yardime1 oldugu gosterilmistir.
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Sekil 1.4: P450 Sisteminin Katalitik Dénglist (Meunier ve dig 2004)

Giiniimiizde sitokrom P450’lerin omurgali ve omurgasiz hayvanlar, bitkiler ve
bakterileride iceren okaryot ve prokaryot organizmalarda bulundugu gosterilmistir.
Sitokrom P450’lerin birgok reaksiyonu katalizlemelerinden dolay1 enzimlerin
isimlendirilmesinde siradan metot yetersiz kalmis ve yapisal homolojiye dayanan
sistematik bir adlandirma gelistirilmistir (Sekil 1.5). Sitokrom P450 enzimleri baz
dizilimi benzerliklerine, kontrol eden gen ailelerine ve substrat spesifikligine gore
siiflandirilmaktadir. Bu adlandirma evrensel olarak kabul edilmistir. (Nebert ve dig
1987) Bu sistemde, CYP terimi sitokromun ‘cytochrome’ ilk iki harfini ve P450’nin
ilk harfini temsil eder. Bu terim bir gen ya da sitokrom P450 gibi bir proteinin
baslangicinin dizayni i¢in kullanilir. Aileyi belirlemek i¢in rakamlar verilir ve bunu alt
aileyi belirlemek igin biiyiik harflerin kullamlmasi izler. Ozgiin P450‘yi tanimlamak
i¢in rakamlar kullanilir. Giiniimiizde bilinen 18 memeli P450 gen ailesi 43 alt aileye
boliinmiistiir. Ayni ailenin tiyeleri en az %40 homolog aminoasit dizisini paylasir ve

ayni alt ailenin iiyeleri en az %55 homolog diziyi paylasir. (Nelson ve dig 1996)
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Sekil 1.5: Sitokrom P450’lerin isimlendirilmesi

Insanda bulunan 59 CYP450 izozimleri ii¢ genel gruba ayristirilabilir. 1) Daha
cok ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP aileleri (CYP1-3), 2) Endojen
metabolizmasinda rol alan CYP aileleri (CYP5-51) ve 3) Yag asitleri
metabolizmasinda ve kismen ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP4 ailesi.
Bunlardan ilk grup giinlimiizde kullanilan ilaglarin Faz I bagimli metabolizmalarinin
yaklasik % 70-80’ini gerceklestiren sitokrom P450 enzimlerini igerir (Evans ve
Relling 1999). Diyet, tiir, genetik, yas, fizyopatolojik sartlar ve ¢esitli ajanlar sitokrom
P450 enzimlerinin aktivite ve ekspresyon diizeylerini etkilerler. Sitokrom P4501 ailesi
1A1, 1A2 ve 1BI izoformlarmim kapsar ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve
heterosiklik aromatik aminler gibi prokarsinojenlerin aktivasyonunda ve
biyotransformasyonunda onemli rol oynar (Sen ve dig 2012). Akciger kanseri
(McLemore ve dig 1990), kolorektal kanser (Sivaraman ve dig 1994) ve meme kanseri
(Jefcoate ve dig 2000) gibi karsinojenik olusumlarda CYP1 izoformlarinin 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. CYP2E1 etanol ile indiiklenebilen, kiiciik molekiiler agirlikli
bilesiklerin ve asetaminofen gibi yaygin olarak  kullanilan ilaglarin
biyotransformasyonunda rol alan ve karsinojen (0zellikle arilaminlerin)
metabolizmasinda hayli 6neme sahip olan bir diger CYP izoformudur. Ayrica, aseton,
asetat ve laurik asit, oleik asit gibi uzun zincirli yag asitleri gibi endojen maddelerinde
metabolizmasinda 6nemli rol oynar (Lieber 1999). CYP1 izoformlarin aksine CYP2EI
transkripsiyonel kontroliin yani sira post-transkripsiyonel olarak da kontrol edilen ve
bu anlamda CYP izoformlar1 arasinda farklilik gosteren bir izoformdur. Bu izoformun

diyabet ve aclik gibi bazi patofizyolojik durumlarda indiiklendigi bilinmektedir (Hong
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ve dig 1987, Aring ve dig 2005 ve 2007). CYP siiper ailesinin insanda en fazla ifade
edilen izoformu olan CYP3A4 bilinen terapdtik ajanlarin %50’sinden fazlasinin
metabolizmasinda yer almasi nedeni ile de hayli 6nem arz eden bir diger CYP
izoformudur. CYP3A4 antibiyotikler (eritromisin), yatistiricilar (midazolam),
bagisiklik sistemi ayarlayicilar1 (siklosporin), anti-viral ilaglar (ritonavir and
saquinavir), antihistaminler (astemizole), kalsiyum kanal bloklayicilari (nifedipine and
verapamil), HMG KoA rediiktaz inhibitorleri (lovastatin), uyaricilar gibi bir¢ok
degisik ilact metabolize eder (Martin ve Krum 2003, Arayne ve dig 2005, van
Herwaarden ve dig 2005, Sica 2006, Sugimoto ve dig 2006). Ayrica bu izozim,
testosteron, progesteron ve androstenedion gibi endojen maddelerin metabolizmasinda

onemli rol oynar (Yamazaki ve Shimada 1997, Wang ve dig 2000).

1.2.1.1.1 Sitokrom P4501A

CYPI1A alt ailesi su ana kadar incelenen tiim memeli tiirlerinde bulunan iki
genden olusmaktadir. Bunlar; CYP1A1l ve CYP1A2’dir. Bu genler, daha 6nce
sitokrom P448 olarak adlandirilmaktaydi. CYP1Al ve CYP1A2, aromatik
hidrokarbonlar, aromatik aminler ve diger toksik kimyasallar gibi oksidasyon

metabolizmasi ve disaridan alinan kimyasallarin biyoaktivasyonunda rol almaktadir.

CYP1Al ve CYP1A2’nin 3 metilkolantren (3-MC), benzo(a)piren (B(a)P),
TCDD, dibenzofuranlar ve poliklorlu bifenillerin (PCBs) ortak indiikleyicileri oldugu
bilinmektedir. CYP1AL ve CYP1AZ2 alt ailelerinin aminoasit sekanslar1 %75 oraninda
benzerlik gostermektedir (Arinc ve dig 1994). Dolayisiyla gen organizasyonu ve
kimyasal ozellikleri bakimmdan ¢ok benzerdirler (Sogawa ve dig 1985, Gonzalez
1990). Fakat kanserojen kimyasallar ve transkripsiyonel regiilasyon mekanizmalari
incelendiginde katalitik 6zellikleri bakimindan farklilik gosterirler. Omegin; fare,
sigan ve tavsandan elde edilen sitokrom P4501A1°de yiiksek benzo(a)piren (B(a)P)
hidroksilaz aktivitesi gozlenirken CYP1A2’de bu aktivitenin smirli oldugu tespit
edilmistir (Yamazoe ve Kato 1992, loannides ve Parke 1993). Aymi zamanda
CYPI1AT1’in ifadesi, kemirgenlerde polisiklik aromatik hidrokarbonlarin sebep oldugu
kanser tiirleri ve diger bozukluklarin ilerlemesi ile iligskilendirilmistir (Nebert ve Jones
1989).
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Memelilerde CYP1A1 ve CYP1A2 arasindaki bir diger fark ise doku
ekspresyonunda farkli goriinmeleridir. CYP1A2 esas olarak karacigerde ifade edilir.
Ote yandan CYP1A1 esas olarak akciger, lenfositler ve plasenta gibi karaciger
disindaki dokularda ifade edilir (Aring 1993, Ding ve Kaminsky 2003, Shimada ve dig
2003, Ionnides ve Lewis 2004, Biéche ve dig 2007, Ozkarsli ve dig 2008).

Hayvanlarda, CYP1A1’in ifadesi karaciger, bobrek, akciger, deri ve
ekstrahepatik dokularda indiiklenebilirken CYP1A2’nin ifadesi ve indiiklenebilmesi
sadece karaciger ile siirlidir. Insanlarda ise sitokrom P4501A1 karacigerde kayda
deger oranda ifade edilmez ancak ekstrahepatik dokularda ve plesentada ifadesi
indiiklenebilir (Arinc ve Sen 1999).

1.2.1.1.2 Sitokrom P4501A1’min indiiksiyonunun Diizenlenmesi

CYP450 sisteminin indiiksiyonu, terapotik faktorlerin etkinligini degistirebilir.
Bu enzimler hepatositlerde yliksek dozda bulunabilir ve lipofilik ilaclart hidrofilik
bilesiklere doniistiirebilirler. Hidroksilasyon hizina bagli olarak ilaglarin inaktif hale
gelmesi ve viicuttan atilma orani artabilir. Ayrica CYP450’lerin indiiklenmesi ile
toksik metabolitler ortaya c¢ikar ve bu metabolitler yiiksek konsantrasyonlarda
istenmeyen sonuglara yol agabilir. Bazen de bu metabolitler az aktif olmasina ragmen
biyotransformasyon sonrasi daha aktif hale gelebilmektedir. Boyle durumlarda ise
metabolitler daha toksik ve karsinojenik olabilmektedir (Spatzenegger ve Jaeger 1995,
Renton 1986).

CYPI1A, Sitokrom P450 aileleri arasinda iyi karakterize edilmis ve
indiiksiyonunun diizenlenmesi konusunda tlizerinde ¢ok ¢alisilmis bir gen ailesidir.
Ciinkii bircok kanser tiiriinde etiyolojik agidan degerlendirilmis ve prokarsinojenlerin

biyoaktivasyonunda etkili oldugu diistiniilmiistiir.

Uppstad ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada, insan akciger hiicre
hatlarinda benzo(a)piren biyoaktivasyonunun CYP1A1l ve CYPIBI gen ifadeleri
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Calismaya gore, benzo(a)piren, aril hidrokarbon
reseptoriinii (AHR) aktive ederek CYP1A1 genini indiiklemektedir. Yani bir ligand ile

aktive edilen transkripsiyon faktorii, CYPIA1 enzimini harckete ge¢irmektedir.
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Yapilan ¢alismalar sonucunda, benzo(a)piren’in nihai bir kanserojen oldugu ve bunun
biyoaktivasyonundaki en 6nemli enzimin CYP1A1 oldugu tespit edilmistir (Uppstad
ve dig 2010).

1.3  Flavonoidlerin Faz 1 ve Faz II Ksenobiyotik Metabolizmasi

Enzimleri Uzerindeki Etkisi

Daha once belirtildigi gibi, flavonoidler bitkisel kdkenli gidalarda bulunan
fenolik bilesiklerin alt sinifidir. Antioksidan 6zellikleri nedeniyle in vitro ve bazi
hayvan c¢alismalarinda, tiimor gelisiminin farkli evrelerinde engelleyici olarak
kullanilmistir. Ayrica flavonoidler sebze ve meyvelerde gevresel stres faktorlerine

kars1 koruma saglamaktadir.

Asagida, yaygin olarak kullanilan 7 farkl: fenolik bilesigin biyolojik 6zellikleri,
Faz I ve Faz Il Ksenobiyotik Metabolizmasi1 Enzimleri {izerindeki etkileri ve yapilan

deneysel calismalar detayli olarak ele alinmustir.

1.3.1 Resveratrol

Resveratrol, (trans-resveratrol, trans-3,5,4’-trihydroxystilbene) basta iiziim
olmak tizere pek ¢ok farkli bitkide yer alan dogal bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler,
bitkilerde UV 1s1n1, hasar ve infeksiyonlara kars1 gelisen ikincil yapilardir. Resveratrol,
bitkilerde 0Ozellikle kirmizi {iziimde, yer fistiginda ve ananasta yiiksek
konsantrasyonda bulunmaktadir. Resveratrol, siyah iiziimiin soguk hava kosullari,
mantar enfeksiyonlar1 gibi etkenlere bagli olarak kendini korumak icin iirettigi bir
maddedir. Resveratrol’iin cis- ve trans izomerik formlar1 vardir, ancak cis-izomeri
tiziimde tespit edilememistir (Wood ve dig 2010). Trans-resveratrol yapis1 Sekil 1.6’da

verilmistir.
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Sekil 1.6: Trans-resveratrol yapisi

Resveratrol’iin yararli etkilerini gosteren c¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir.
Resveratrol, koroner kalp hastaliklarina karsi koruyucu bir etkiye sahiptir. Yapilan
baska bir arastirmaya gore de trombosit agregasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir.
Resveratrol’iin yararli etkileri, kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi ve anti-

koagiilan 6zelligi ile sinirli degildir. Resveratrol, ayni zamanda bir anti-kanser ajanidir.

Farkli in vitro ve in vivo c¢alismalara bakildiginda, resveratroliin,
karsinogenezin dnlenmesi ve geciktirilmesinde etkili oldugu kanitlanmistir (Zulueta
ve dig 2015, Malhotra ve dig 2015, Rotelli ve dig 2015). Hiicre kiiltiirii yontemiyle
kinon rediiktaz kaynakli fare hepatoma hiicreleri ve yine siklooksijenaz,
hidroksiperoksidaz ve HL-60 kaynakli insan promiyelositik 16semi hiicrelerinin neden
oldugu hiicre farklilagsmalarin1 inhibe etmistir. Ayrica iki asamali fare deri kanseri

modelinde anti-tiiméor 6zelligi oldugu gosterilmistir.

Resvaratrol’iin sitokrom P4501A1 ifadesi tizerindeki etkileri daha Once
yaymlanmigti, ancak sonuglar1 tartismaliydi. Ciinkii, kiiltiirlenmis insan HepG2
hiicrelerinde TCDD’den kaynaklanan P4501A1 mRNA transkripsiyonun artigini
inhibe etmistir ancak insan HeLa hiicrelerinde P4501A1 mRNA transkripsiyonunu

uyarmistir (Safe ve dig 2001, 2002).

Mollerup S. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada, insan brons epitel
hiicreleri resveratrol varligi ve yoklugunda benzo[a]piren ya da 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin ile tedavi edilmistir. Bu da CYP1A1 ve CYP1BI’in
resveratrol varliginda uyarilmasi ve inhibisyonunun doz ile iliskili oldugunu

gostermistir (Mollerup ve dig 2001).
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1.3.2 Silikristin

Silimarin, Deve dikeni’nden (Silybum marianum) elde edilen ve yillardir
aragtirma konusu olmaya devam eden aktif bir bitki ekstresidir. Deve Dikeni ekstreleri
%70-80 oraninda Silimarin igermektedir ve flavonoid yapisina sahiptir. Yapisi {i¢
bilesenin karisimindan olusmaktadir: Silibinin, Silidianin ve Silikristin. Silikristin

yapisi Sekil 1.7°de verilmistir.

Bir flavonolignan olan Silimarin’in, antioksidan ve membran stabilize edici
Ozelligi vardir. Cesitli kimyasal ve doku yaralanmalarina karsi bitkinin organlarini

korumaktadir ve potansiyel bir anti-hepatoksik ajandir (Kazazis ve dig 2014).

Sekil 1.7: Silikristin yapisi

Althagafy ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada, Hepatit C viriisii
enfekte olmus bir insan karaciger kanseri hiicresinde CYP2C9’un Silimarin
flavonolignanlar1 varliginda sitotoksisite ve inhibisyon ¢alismalart yapilmistir. Hepatit
C virlisiiniin nispeten toksik olmayan ve zay1f inhibitorleri ile de karsilikl test yapilan
bu ¢aligmada Silimarin’in potansiyel bir inhibitér oldugu gosterilmistir (Althagafy ve
dig 2013). Ayrica, heniiz Silikristin ile CYP1A1 iizerine yapilmis bir g¢alisma

bulunmamaktadir.
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1.3.3 Luteolin

Luteolin, Siit sarmasig1 (Cynanchum acutum) bitkisinden izole edilmektedir.
Siklikla yapraklarda olmak {izere kabuk, c¢icek ve polende bulunan sari, kristal

goriiniime sahip bir flavonoid tiiriidiir. Luteolin yapist Sekil 1.8’de verilmistir.

Sekil 1.8: Luteolin yapisi

Luteolin’in gidalardaki konsantrasyonu Kuarsetin veya Kaempferol gibi bazi
flavonoidlere gore daha diisiiktiir, ancak Muhabbet Cigegi (Reseda luteola) ve fistik

agacimin govdesinde yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir.

Luteolin, giinliik beslenmenin (1mg/giin’den daha az) bir parcasi olup 6zellikle
kanser arastirmalarinda kullanilan popiiler bir flavonoiddir. Yapilan epidomiyolojik
calismalar, luteolin alim1 ve bazi kanser tiirlerine yakalanma riski arasinda ters oranti
oldugunu gostermektedir. Spesifik bir anti-enflamatuar ve anti-kanserojen etki
gostermektedir (Ma ve dig 2015, Cook ve dig 2015, Lu ve dig 2015).
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1.3.4 Isoscutellarein

Isoscutellarein, Sideritis libanotica subsp. linearis bitkisinde bulunan bir

flavonoid tiiriidiir. Isoscutellarein yapis1 Sekil 1.9°da verilmistir.

Sekil 1.9: Isoscutellarein yapisi

Nagai ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, influanza viriisii tasiyan
farelerden olusan bir deney grubuna isoscutellarein, intranazal ve oral olarak
uygulandiginda akcigerde viriisiin ¢ogalmasini inhibe ettigi gézlemlenmistir (Nagai ve
dig 1992). Yine bagka bir ¢aligmada iki farkli flavonoidin (apigenin ve isoscutellarein)
antioksidan  aktivitesi karsilastirmali  olarak  denenmistir. Bu calismada
Isoscutellarein’in antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir

(Sadasivama ve Kumaresnb 2011).

1.3.5 Silimarin

Silimarin, daha 6nce belirtildigi gibi benzersiz bir flavonoid kompleksidir.
Devedikeni siitiinden elde edilen bu flavonoidin kullanim alani oldukga genistir. Oyle
ki 17. yiizyilda yasayan iinlii ingiliz bitki uzman1 Culpepper karaciger ve dalak
temizligi, sarilik ve safra tas1 tedavisinde Devedikeni siitii kullanmistir (Mayer ve dig

2005). Silimarin yapist Sekil 1.10’da verilmistir.

Glinlimiizde ise 0zellikle Amerika Birlesik Devletleri’nde ¢igek ve yapraklari
salataya katilarak, tohumlar: ise kaynatilarak igecek olarak tiiketilmektedir (Arthur
2000).
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Sekil 1.10: Silimarin yapisi

Silimarin, 6zellikle bagirsaklarda bulunan serbest radikalleri yakalamaktadir.
Mitokondri membran biitiinliigii ve spesifik olarak serbest oksijen radikallerini iireten
enzimlerin inhibisyonunda biiyiik 6neme sahiptir. Ayrica, NF-«B yolaklarin1 inhibe
ederek enflamatuar yanitlarin azaltilmasi, karaciger toksisitesi ve cesitli karaciger

hastaliklarinda koruyucu etkilerin gelismesinde etkilidir (Surai 2015).

1.3.6 Eriositrin

Eriositrin, Limon ve Misket Limonu meyve sularinda bol miktarda
bulunmaktadir ancak her iki meyveninde tohumunda bu maddeye rastlanmamustir.

Eriositrin yapisi Sekil 1.11°de verilmistir.

Sekil 1.11: Eriositrin yapisi

Eriositrin’in Limon’dan izole edilmesi ve antioksidatif aktivitesinin
arastirildigi bir calismada asit oto-oksidasyon sistemi iizerinde E vitamini ile birlikte
denenmis ve ayni antioksidatif etkiye sahip olduklari, sitrik asit ile birlikte
kullanildiginda daha da etkili sonuglar elde edildigi ifade edilmistir (Yoshiaki ve dig
1997).
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1.3.7 Oleuropein

Oleuropein, 10-hidroksi-oleuropein, ligstroside ve 10-hidroksiligstroside gibi
benzer bilesiklerle birlikte, zeytin agacinda bolca bulunan bir fitokimyasaldir. Biitiin
bu bilesikler elenolik asidin tirozol esterleridir (suyun ayrilmasiyla olusan bilesikler).
Oleuropein ve parcalanma iirlinii olan hidroksitirozol ¢ok etkili antioksidanlardir.

Oleuropein yapist Sekil 1.12°de verilmistir.

Oleuropein s1izma zeytinyaginin act ve keskin tadini veren maddedir. Bu acilik
yapraklarda c¢ok daha belirgindir. Oleuropein preparatlarinin bagisiklik sistemini
giiclendirici, kan basinci ve kan sekerini diizenleyici farmakolojik etkileri tespit

edilmistir.

OH

OH

Sekil 1.12: Oleuropein yapisi

ABD’de yapilan bir hayvan ¢alismada, oleuropeinin damarlar1 genislettigi ve
bunun da kan basincini diisiirmeye yardimei oldugu gosterilmistir (Khayyal ve dig
2002). Oleuropein’in antioksidan etki gosterdigi ¢ok sayida ¢alisma vardir (Somova
ve dig 2003, Carluccio ve dig 2003, Turner ve dig 2005, Al-Azzawie ve Alhamdani
2006, Jemai ve dig 2008).

Oleuropein midede hizla pargalanarak (hidroliz) hidroksitirosol ve tirosol’e
doniiserek ince bagirsaklara gecer. Oleuropein bagirsaklardan emilerek kana gegemez.
Hidrolize olmadan kalabilen oleuropein kalin barsaklarda bakteriler tarafindan
parcalanarak yine hidroksitirosol’e doniistiiriiliir. Fakat kalin bagirsaklarda her hangi

bir emilim fonksiyonu yoktur.
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Insanlarda, kan hidroksitirosol seviyeleri ile ilgili dl¢iimlerde ¢ikan sonuglara
gore, hidroksitirosol, 32. dakikada kandaki en iist seviyesine ulasir; buradaki yar1 6mrii
de yaklasik olarak 3 saattir. Yani en 6nemli oleuropein iiriinii olan hidroksitirosol
yutulduktan yaklasik ikibuguk saat sonra kanda, viicuda alinabilen miktarinin yarisina

inmistir (Corona ve dig 2006).

1.4 Yapi Temelli ila¢ Tasarim

Bilgisayar Destekli Ilag Tasarim iki sekilde yapilabilmektedir. Bunlardan
birincisi; Ligand Temelli Ilag Tasarimi’dir. Eger ilacin viicut igerisinde etkilesime
girdigi hedef protein yapisi bilinmiyorsa, SAR (Structure Activity Relationships) ve
QSAR (Quantitative SARs) yontemleri kullanilmaktadir. Ikincisi ve bizim
calismamizda da uyguladigimiz gibi Yapi Temelli ilag Tasarimi’nda ise hedef protein
yapisi biliniyorsa molekiiler dinamik, konformasyon analizi ve docking (kenetlenme)
yontemleri kullanilmaktadir (Klebe 2000, Mauser ve dig 2008).

1.4.1 Protein Veritabam

RCSB Protein Veritaban1 (Research Collaboratory for  Structural
Bioinformatics Protein Databank), biyolojik makro molekiillerin 3 boyutlu yap1
bilgilerini isleyen ve dagitan arsiv niteliginde cok 6nemli bir kaynaktir (Berman ve dig
2000). Arsivinde bulundurdugu 3 boyutlu yapilardan bazilar1 X-Ray, bir kismi da
NMR yontemleriyle aydinlatilmistir.

Protein veritabaninda (Sekil 1.13) bulunan bir X-Ray yapisinin ¢oziiniirligi
(resolution) o yap1 i¢in ne kadar veri biriktirildiginin bir gostergesidir. X-Ray
¢Oziiniirligi A (Angstrom) birimi ile ifade edilmekte ve say1 degeri ile
gosterilmektedir. Say1 degeri diisiik ise X-Ray ¢ozilintirliigli yiiksek olmaktadir (Lesk
ve dig 2001).
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Sekil 1.13: Protein veritabaninin ekran gorintisi

Protein veritabanindaki yapilar belli bir dosya formatinda depolanmaktadir
(Sekil 1.12). Bu dosya formati, kisaca PDB olarak adlandirilmaktadir. PDB dosyalari,
makromolekiillerin atomik koordinatlarini, birincil ve ikincil yapi bilgilerini,
kristalografik yap1 faktorlerini ve NMR bilgilerini igcermektedir. Protein veritabaninda
bulunan bu yapilar, gerek veritabani icerisinde gerekse arama motorlar1 araciligiyla
kolay erisilebilmesi i¢in belli bir formatta adlandirilmaktadir. Sekil 1.14’te goriildiigii
gibi alfa-Naphthoflavone bagli CYP1A1 kompleksi 418V kodu ile adlandirilmistir.

| Human Cytochrome P450 1A1 in complex with alpha-naphthoflavone

DOI:10.2210/pdb4iBV/pdb

T,

| Human cytochrome P450 1A1 structure and utility in drug and i i ®
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Joumal: (2013) J Biol Chem. 288: 12932-12943

| PubMed: 2350895
PubMedCentral
| DOI: 10.1074/jbc. M113
Search Related Articles in PubMed 5

| PubMed Abstract:

Cytochrome P450 (CYP) 1A1Is an involved in the of substrates and drugs,
as wiell as the activation of certain toxins and environmental pollutants. CYP1A1 is particularty well known for its ability to
biotransform polycyclic aromatic... [ Read More & Search PubMed Abstracts |

o 30 View: JSmolor PV More Images

Sekil 1.14: Protein veritabanindaki dosya adlandirmasi
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1.4.2 Molekiiler Kenetlenme (Docking) Yontemi

Kenetlenme islemi, makromolekiiliin tahmin edilen aktif bolgesine ligand
yapisinin baglanma konformasyonunu ve baglanma sirasindaki yoOnlenmenin
tahminini igermektedir. Yani docking islemi, makromolekiil ve ligand arasinda
baglanma esnasindaki etkilesimleri ve hareketleri inceleyen bir programdir.
Kenetlenme islemi i¢in ii¢ boyutlu (3D) yapisi bilinen ligand ve proteinlere ihtiyag
duyulur (Xuan-Yu ve dig 2011).

Kenetlenme ¢alismasinin, dogru yapisal modelleme ve aktivitenin dogru
tahmini olmak {izere iki ana hedefi vardir. Giiniimiizde kenetlenme g¢alismalar1 igin
birgok program mevcuttur. Bu programlar birbirlerinden farklilik gostermektedir. Bu
farkliliklar bir kenetlenme pozu belirlemek i¢in kullandiklar1 algoritma ve skorlama
fonksiyonlarmin farkliligindan ileri gelmektedir. Bu programlardan bazilari, DOCK,
AutoDock, Molegro Virtual Docker, Hex ve GRAMM’dir (Sousa ve dig 2013).

Kenetlenme programlarinda ligand ve hedef protein yapilarinin esnekligi
konusu gergeklestirilmesi zor ve 6nemli konulardir. Kenetlenme terminolojisinde
esneklik, ele alinan kimyasal yapinin tiim konformasyonlarini iceren hesaplamalar

yapmak demektir.

Glinlimiizde kullanilan kenetlenme programlarinin ¢ogu ligand yapisini esnek
olarak ele almaktadir. Protein yapisin1 ise esnek olmayan bir yapi olarak
degerlendirmektedir. Bu farklilik proteinin tiim konformasyonlarinin teker teker
incelenmesinin ve bu konformasyonlarin her biri i¢in kenetlenme hesaplamasinin uzun

ve zaman alic1 bir iglem olmasindan kaynaklanmaktadir.
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1.4.3 Kullamlan Docking Programlari

CYP1Al iizerinde yapilan bu ¢alismada molekiiler kenetlenme (docking) icin

AutoDock 4.2 ve AutoDock Tools programlari kullanilmustir.

1.4.3.1 AutoDock 4.2 ve AutoDock Tools

AutoDock programi, 1998 yilinda Morris ve ekibi tarafindan gelistirilmis bir
kenetlenme programidir (Morris ve dig 1998). Atom temelli bir kenetlenme
metodudur. AutoDock, algoritma olarak genetik bir algoritma kullanmaktadir. Genetik
algoritmalar ile molekiiliin enerji ve geometri bilgileri kullanilarak olusturulacak bir

sonraki konformasyon belirlenmektedir.

AutoDock ile kenetlenme islemi yapilabilmesi igin 6nce AutoGrid hesaplamasi
yapmak gerekmektedir. AutoGrid ile hedef molekiil ti¢ boyutlu (3D) bir kiip igerisine
(grid) yerlestirilmektedir. Daha sonra hedef molekiildeki tiim atom tipleri i¢in afinite
haritalar1 olusturulmaktadir. Bu harita bilgileriyle AutoDock programi artik hedef

proteini taniyacaktir.

AutoDock programi makromolekiil ve ligand arasindaki baglanma enerjisini
hesaplamada serbest enerji kuvvet alan1 (Ki) degerini kullanir. Bu kuvvet alan1 K
degerleri bilinen ¢ok sayida protein-ligand kompleksi ile parametize edilmistir.
Tahmini enerji degerlerini hesaplayabilmek i¢in hedef yapilarin atomik afinite
potansiyellerinin bir 6n hesaplamasi olan AutoGrid islemi yapilmaktadir (Sekil 1.15).
Bu hesaplamada, yap1 ii¢ boyutlu (3D) bir kiip icerisine (grid) yerlestirilir ve hedef

molekiildeki her atom i¢in bir afinite degeri hesaplanir.

AutoDock, daha rahat kullanilmasi igin grafiksel agidan kullanici dostu bir
arayiize sahiptir. Bu sayede 6zellikle grid box islemi yapilirken kullanicinin daha rahat

bir sekilde hesaplanacak alani belirlemesine yardimei olur.
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Sekil 1.15: AutoDock arayiizii ve AutoGrid islemi

1.4.4 Kullanilan Yardimci Programlar

1.4.4.1 Avogadro

Avogadro, hesaplamali kimya, molekiiler modelleme, biyoinformatik,
malzeme bilimi ve ilgili alanlar igin tasarlanmig gelismis bir molekiiler editor
programidir. Gliglii bir eklenti eklenti mimarisi sunan bu program sayesinde yiiksek
kalitede molekiiler diizenleme yapilabilmekte ve tiim isletim sistemlerinde
kullanilabilmektedir. Bu ¢aligmada Avogadro, protein veritabanlarinda bulunmayan

molekiillerin ¢izimi ve docking i¢in hazir hale getirilmesi amaciyla kullanilmistir

(Avogadro[online] 2015).
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1.4.4.2 Cygwin

Cygwin, Microsoft Windows dagitimlar1 {izerinde ¢alisan bir UNIX
simiilatoriidiir ve asil amaci UNIX, Linux, BSD veya benzeri POSIX tabanl
sistemlerde yer alan yazilimlarin Windows isletim sisteminde ¢alismasini saglamaktir
(Cygwin[online] 2015). Bash ise isletim sistemi i¢in bir kabuk ya da baska bir deyisle
komut dili yorumlayicisidir (Delorie ve Noer 1998).

Autodock ve yardimei1 programlari, Cygwin yazilim tabani kullanilarak Linux
disindaki isletim sistemlerinde c¢alistirilabilmektedir. Cygwin komut sistemi ve

giincelleme paketleri, sitesinden alinmistir.

1.4.4.3 Chimera

Chimera, “UCSF Computer Graphics Laboratory” tarafindan gelistirilen bir
interaktif goriintiilleme ve molekiiler yapilart modelleme programidir. Bu program
Ulusal Saglik Orgiitii (National Institutes of Health) tarafindan finanse edilmektedir.
Cihimera ve altyapis1 hiikiimet, kar amac1 giitmeyen kuruluslar ve kisisel kullanicilar
tarafindan iicretsiz olarak kullanilabilmektedir. Bu caligmada Chimera; veritabanindan
indirilen ligand ve proteinlerin yapilarini diizenlemek amaciyla kullanilmistir
(Chimera[online] 2015).

1.4.4.4 QuteMol

QuteMol acik kaynak kodlu (open source) ve interaktif bir yiiksek kaliteli
molekiiler goriintiileme sistemidir. QuteMol diger molekiiler goriinteleme sistemlerine
gore daha yenilikgi gorsel efektler sunmaktadir. Biiylik molekiillerin veya karmasik
proteinlerin 3 boyutlu (3D) sekil ve yapisini daha kolay anlamak igin gelistirilmistir
(QuteMol[online] 2015).
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15 Calismanin Amaci

Glinlimiizde pek c¢ok kanser hastas1 kimyasal ve i1sinsal tedavi gibi
konvansiyonel tedavilerin yan1 sira alternatif tedavileri de siklikla kullanmaktadirlar.
Zaten bir¢ok bitkinin insan saglifi iizerine olan terdpatik etkisi sliphesiz asirlardir
bilinmektedir ve son birka¢ yiiz yilda alternatif tedavi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Son yillarda teknoloji bakimindan ileri seviyedeki toplumlarin bitkilere ve onlardan
elde edilen 6ziitlere olan ilgisi de, kuskusuz diyetle alinan sebze ve meyvelerin igerdigi
polifenoller hakkinda yapilan bilimsel caligmalar sayesinde artmistir. Avrupa'da ve
Amerika Birlesik Devletleri'nde oldugu gibi iilkemizde de lokman hekimcilik, son
yillarda bilimsel c¢alismalarin alternatif tip {izerine yogunlasmasi ile hiz
kazanmaktadir. Hatta Avrupa'nin bir¢cok yerinde bu bitkisel kimyasallar ana
kaynagindan saflastirilarak ya da cesitli preparatlar halinde veya diyetsel katki
maddeleri olarak pazarlanmaktadir ve pek ¢ok hastaligin alternatif tipla tedavisinde

kullanilmaktadirlar.

Alternatif tipta kullanilan bitkiler sebze ve meyvelerde oldugu gibi ¢ok sayida
aktif polifenol icermektedir ve bu bitkilerin sahip olduklar1 antikarsinojenik
aktiviteleri bu maddelere baglanmaktadir. Bu maddler antikarsinojenik etkilerini
ilaglar, karsinojenler gibi bircok degisik ksenobiyotigin metabolizmasinda rol alan
enzimlerin eksoresyonlarin1 degistirerek gostermektedir. Bu enzimlerden en
onemlileri sitokrom P450 bagimli ilaglart metabolize edien enzimlerdir. Sitokrom
P450 (CYP) enzim sistemi, memelilerde, hem hastalik hem de saglik durumunda
onemli roller iistlenmektedir. Farkli sitokrom P450 enzimleri, steroid hormonlarin
olugmasi, terapotik ilaglarin etki siiresi ve siddetinin diizenlenmesi, yagda ¢oziinen
vitaminlerin biyosentezi ve katabolizmasinda rol oynamasi, lipofilik 6zellige sahip ve
viicutta birikmeye meyilli kimyasal maddelerin suda ¢oziiniir bilesikler haline
getirilerek viicuttan atilmasi diginda hiicre ve genetik materyallerde hasara sebep olan

toksik metabolitleri de olusturmakta dolayisiyla tiimor olusumundan da sorumludur.

Sitokrom P450’ler PAH’lar dahil ¢ok sayida gevresel kimyasal maddeyi toksik
ve karsinojenik metabolitlere doniistiiriir. Bu enzim sisteminin en 6nemli bileseni olan
CYP ¢ok sayida izozimi olup her biri farkli gen tarafindan ifade edilmektedir (Nelson
ve dig 1996). CYPI ailesinden CYP1A1 PAH’lar1 mutajenik ve karsinojenik etkili
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metabolitlerine doniistiiriir. Ornegin PAH’lardan biri olan benzo(a)pireni (BaP) giiglii
karsinojenik metaboliti olan benzopiren 7,8-dihidrodiol-9.10-epoksite (BPDE)

doniistiirmede CYP1A1 6nemli gorev iistlenir.

Bu bilgilerin 1s1ginda ¢alismanin amaci; literatiirde in vitro ve in vivo
caligsmalarda, antiproliferatif, antitiimor ve antioksidan etkinligi gosterdigi sdylenen,
fakat heniiz molekiiler etki mekanizmalar1 net olmayan fenolik bilesikler tarafindan
EROD aktivitesi ol¢timleri ile CYP1A1 inhibisyon mekanizmasinin arastirilmasidir.
Ayrica bu maddelerin teorik olarak CYP1A1 nasil baglandiklar1 hakkinda bilgiler
docking caligmalar ile ortaya konulacaktir. Bunun i¢in, insan CYP1A1 ve NADPH
sitokrom P450 rediiktaz igeren bistronik plazmid bakterilerde ekspres edilmis ve
enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Calismada, resveratrol, silikristin, luteolin,
isoscutellarein, silimarin, eriositrin ve oleuroperin’in farkli konsantrasyonlarda
aktiviteye etkisinin molekiiler modelleme ¢alismalari ile de desteklenerek arastirilmasi
amaglanmistir. Meyve ve sebzelerin flavonoid bakimindan zengin olduklart ve
ozellikle kansere yakalanma riskine kars1 faydali olabilecegi sdylenen flavonoidlerin,
bu acgidan beslenmeye katki saglayabilecegi diisiinlilmektedir. Dolayisiyla bu
calismadan elde edilen sonuglar, flavonoidlerin ortaya konulmus olumlu etkilerini
desteklerse, kanser hastalarinda diger tedavilerin yaninda destek tedavi olarak 6nemi
vurgulanacaktir. Aragtirma sonucunda elde edilecek verilerin doz belirleme, yeni
bilesiklerin sentezi ve gelecekte yapilacak ¢alismalara yon vermesi ve 1sik tutmasi

beklenmektedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Malzemeler

2.1.1 Kaullanilan Kimyasallar

Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck, 1.06400), Maya Ekstresi, Tripton, Agar
(Merck, 101,614), Ampisilin, (Bio Basic, DB0028), Kalsiyum Kloriir CaClz, S.O.C.
Medium (Invitrogen, 15544-034), Gliserol (Sigma, G2289), Tris Asetat Tamponu
(pH:7,6): 10 mM Tris-HCI, 0.2 M Siikroz, 0.5 mM EDTA, Lizozim (50mg/ml),
Potasyum Fosfat Tamponu (pH:7,4): 0.1 M Potasyum Fosfat, 6mM Magnezyum
Asetat, %20 Gliserol, 10mM 2-merkaptoetanol, Proteaz Inhibitér Tableti, 5-
Aminolevulinik asit, Resorufin etil ester, BSA (Albumin from Bovine Serum) (Fluka,
62971), NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), DMSO (Dimetil
siilfoksit), IPTG (Izopropil b-D-1-tiogalaktopiranosid), Escherichia coli DH5a, insan
CYP1A1l ve NADPH sitokrom P450 rediiktaz genlerini igeren bistronik plazmid,
CYP1A1 Antibody, Resorufin, Trans-resveratrol (Sigma, R5010).

2.1.2 Kullamilan Cihazlar

Etiv (BINDER BD 115), Santriftij (Sigma 3K30), (Sigma 1-14), Otoklav
(NUVE OT 4060), (HICLAVE HVE-50), Agaroz Jel Elektroforez Aparati (Thermo
EC320), Poli Akrilamid Jel Elektroferez Aparati (Owl P9DS), (Hoofer miniVE SE
300-10A-1.0), UV Jel Gorlintileme Kabini (DNR LB 0605), pH Metre (Mettler
Toledo MP 220), Vorteks (DragonLab MX-F), Su banyosu (Memmmert WB-14), Is1
blogu (Biosan Dry Bloc Heating Thermostat TDB-100), Spektofotometre (UV-1700
Shimadzu), (Analytik Jena Specord 200 UV-1601), (Thermo 1510), Terazi (Precisa
XB 220A), (Mettler Toledo AB 265S), (Mettler Toledo PB 602-L), Calkalamali
Inkiibator (Zticheng ZHWY-200B Incubator Shaker), Sonikatdr (Bandelin Sonoplus),
Manyetik Karistirict (Velp AREX Heating Magnetic Stirrer).
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2.1.3 Kullamilan Polifenoller

Aragtirmalarda kullanilan polifenoller, Cankir1 Karatekin Universitesi Kimya

Boliimii tarafindan izole edilmis ve saflastirilmistir.

Isoscutellarein, S. libanotica subsp. linearis bitkisinin toprak tistii kisminin

metanol ekstraktindan izole edilmistir (Demirtas ve dig 2011).

Silikristin ve Silimarin, S. marianum (Meryem ana dikeni) tohumlarindan izole
edilmistir. Tohumlarin yagi hekzan ile ekstrakte edildikten sonra kalan tohum posasi
aseton ile tekrar ekstrakte edilmistir. Elde edilen bu ekstrakt silika jel kolon ile ayrilmis
ve her iki molekiill de NMR ve MS ile aydmlatilmistir (Bu ¢alismanin sonuglari

yayinlanmamastir).

Oleuropein, zeytin agaci yapraklari suda kaynatilarak elde edilmistir. Bu sulu
ekstrakt etil asetat ile sivi-sivi partisyonuna tabi tutulmus ve etil asetat fazi
yogunlastirildiktan sonra oleuropein maddesi metanol:formik asit (19:1) igerisinde

kristallendirilerek saflastirilmistir (Bu ¢alismanin sonuglari yayimlanmamistir).

Eriositrin, Mentha dumetorum bitkisinin yapraklarindan izole edilmistir. Bitki
yapraklar1 suda kaynatildiktan sonra sulu ekstrakt etil asetat ile partisyona tabi

tutulmus ve bu faz kolon kramatografisi ile ayrilarak saflastirilmistir (Aksit ve dig

2014).

Luteolin, Cynanchum acutum (Siit sarmasig1) bitkisinin metanol ektraktina
uygulanan silika jel kolondan ile ayrilarak elde edilmistir (Bu ¢alismanin sonuglari

yaymlanmamustir).

Resveratrol (%99 saflikta), ticari olarak Sigma firmasindan temin edilmistir.
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2.2 Yontemler

2.2.1 Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Stoktan alinan ve 37°C’de gece boyunca biyiitilmiis kiiltiirden tek koloni
secildi. 1 L’lik erlenmayer sisesinin igerisine 100 ml LB besiyeri aktarildi. 37°C’de 3
saat calkalayici inkiibatorde hiicreler biiyiitiildii. Kiiltiiriin biiytimesi her 20 dakikada
bir 600 nm’de absorbansi 6l¢iilerek kontrol edildi. ODeoo degeri 0,6’dan 1°e ulagincaya
kadar inkiibe edildi ve hiicrelerin logaritmik biiyiime fazina ulasilmasi saglandi.
Hiicreler, steril ve soguk propilen tiiplere aktarildi ve 10 dakika boyunca buzda
bekletildi. 4000 rpm’de 10 dakika boyunca 4 °C sicaklikta santrifiijlendi ve siipernatant
kismui dokiildii. Her pelet, buz {izerinde 2 ml 0.1 M CacCl:2 iginde ¢oziildii ve tek tiipte
toplandi. Santrifiij islemi tekrarlandiktan sonra buz iizerinde 10 ml’lik her kiiltiir i¢in
1.2 ml 0.1 M CaClo + %15 gliserol igerisinde c¢oziildii. Elde edilen bakteri
stispansiyonu 100 pl’lik alikotlar halinde ependorf tiiplere boliindii ve -80 °C’lik

dondurucuda saklanda.

2.2.2 CYP1A1 Bistronik Plazmid’in DH5a Transformasyonu

Insan CYP1A1 ve NADPH sitokrom P450 rediiktaz genlerini igeren bistronik
plazmid Prof. Dr. F. Peter Guengerich tarafindan saglanmistir (Parikh ve dig 1997).
Transformasyon isleminde kullanilacak olan Agar petri kaplar1 bir giin 6nceden
hazirlanarak kontaminasyon olup olmadig: test edildi. Bu amagcla; 20 petri kab1 5 erli
olacak sekilde 4 grup folyolandi ve otoklav’a atildi. Son hacmi 500ml olacak sekilde
5 g Tripton, 5 g NaCl, 2,5 g Maya ekstrakti ve 7,5 g Agar tartildi1 ve dH20 igerisinde
¢oziilerek LB (Luria-Broth) besiyeri hazirlandi. Daha sonra iizerine agar eklendi ve
manyetik karistiricida ¢oziildii. (50-60°C’de 1sitilarak.) LB sterilizasyon igin otoklav’a
atildi. Sterilizasyon bittikten sonra LB’nin yaklasik 30 °C’ye kadar sogumasini
beklendi. 500 ml hazirlanan LB’nin {izerine 500 ul ampicillin eklendi ve iyice
karismasi saglandi. Daha sonra taban yiizeyini kaplayacak sekilde petrilere dokiildii
ve giin boyunca oda sicakliginda bekletildi. Bu islemin ardindan petriler +4 °C

sicakliktaki dolaba kaldirildi.
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Transformasyon islemi i¢in plazmidi almaya hazir olan ve laboratuvarimizda
hazirlanmig E. coli susu olan DH5-a kullanilmigtir. Bunun igin, 50 ul DH5-a buz
lizerine alind1 ve ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 5 pl ve 1/300x seyreltilmis CYP1A1
eklendi ve buz iizerinde 30 dakika kadar beklendi. Bu sirada 42 °C’de SOC medium
1sitilmaya baslandi. Daha sonra 45 saniye stireyle 42 °C’de 1s1 soku yapildi ardindan
tekrar buz tizerine alindi. Buz iizerinde 3 dakika beklendi. 42 °C’de 1sittigimiz SOC
medium’dan 250 pl tizerine eklendi ve 45 dakika 37 °C’de ¢alkalamali inkiibasyona
birakildi. Bu islemden sonra hazirladigimiz ampisilinli petri kaplarina yayma iglemi

yapildi. Son olarak 37 °C’de gece boyunca etiivde inkiibasyona birakildi.

2.2.3 Bakteriyel Membran Hazirlanmasi

Gece boyunca (overnight) biraktigimiz LB’den 1/2 oraninda olacak sekilde
(2ml’lik ependorfa) 1 ml LB ve 1 ml gliserol hazirlandi ve -80°C’deki dondurucuya
kaldirildi (stok amaciyla). Falcon tiipleri ile gece boyu bekletilen LB bitene kadar
santrifiij islemini tekrarlayip (6000 rpm, 5 dakika) islem sonunda kalan peleti tartildi.
Kuru agirligr 0.07°ye bolerek ¢ikan deger kadar iizerine A tamponu ilave edildi ve
homojen olarak karigsmasi saglandi. Daha sonra bu degerin 2 kat1 kadar dH20 ve 0.1
mg/ml oraninda lizozim eklendi. 30 dakika boyunca buz iizerinde bekletildi ve
ardindan 40.000g’de 15 dakika santrifiij edildi. Bu islemin ardindan pelet disinda kalan
kisim dokiilerek B tamponu ve tizerine de proteaz inhibitorii tablet (¥4 biiytikliigiinde)
ilave edilerek homojen olarak karismasi saglandi. Daha sonra sonikasyon iglemi (15
dakika boyunca 1 dk islem 30 sn bekleyerek) yapildi ve son olarak 10.000g’de 20
dakika santrifiijden sonra siipernatant kismi ependorflara bdliinerek -80°C’deki

dondurucuya kaldirildi.

2.2.4 NADPH Bagimh Sitokrom P450 Rediiktaz Aktivitesinin

Belirlenmesi

NADPH bagimli sitokrom P450 rediiktaz aktivitesi, Masters ve arkadaglarinin
metoduna gore spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir (Masters ve dig 1976). Sitokrom

Cc aktivitesinin belirlenmesi igin, reaksiyon karigiminin bilesenleri: 1 ml lik hacme
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sahip bir kuartz kiivet igerisinde 0.7 ml sitokrom c¢ (1.1 mg/ml), degisik
konsantrasyonlarda protein lizat1 ve 0.025 ml NADPH (3.3 mg/ml)’tan olusmaktadir.

Deney, oda sicakliginda (25°C) gergeklestirilmistir. Reaksiyon, NADPH
ilavesi olmadan baslatilmis ve spektrofotometre 550 nm’de 1 dakika boyunca takip
edilmis ve boylelikle sitokrom c¢’nin otooksidasyon hizi belirlenmistir. Son olarak,
reaksiyon karigimina eklenen NADPH’ 1in neden oldugu absorbans 1 dakika boyunca
takip edilmistir. Enzim aktivitesi ekstinksiyon katsayisi olarak 19.6 mMcm?

kullanilarak hesaplanmaistir.

2.2.5 Protein Tayini

Protein konsantrasyonu Lowry metodu ile belirlenmistir (Lowry ve dig 1951)
Standart olarak BSA kullanilmistir. Bu tayin i¢in enzim kaynagi 50 defa
seyreltilmistir. Orijinal seyreltmeye ilave olarak, test tiipleri i¢inde 0.05 ml, 0.1 ml ve
0.2 ml alikotlar halinde seyreltme yapilmistir. Bunlarin miktarlar1 daha sonra
damitilmis su ile 0.2 ml nihai hacme tamamlanmistir. Daha sonra 1 ml alkalin bakir
reaktifi (%2’lik bakir siilfat, %2’lik sodyum potasyum tartrat ve 0.1 N NaOH ihtiva
eden %20’lik sodyum karbonat sirastyla 1:1:100 oraninda) ile karistirilmistir. Biitiin
tipler vorteks yardimiyla karigtirtlmis ve alkalin ortamda bakir reaksiyonu

gerceklesmesi i¢in oda sicakliginda 10 dakika beklenmistir.

Bu esnada 2 N Folin Fenol Reaktifi (1 ml Folin ve 1ml dH20 1:1 oraninda)
hazirlanmis ve her bir tiipe ilave edilmistir. Vorteks yardimiyla karistirilan tiipler oda
sicakliginda 30 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Olusan renk yogunlugu
spektrofotometre araciligiyla 660 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Kristal sigir serum
alblimini kullanilarak hazirlanan standartlar (0.02, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 mg/ml) i¢in de
ayni adimlar uygulanmistir. Okunan degerler ile bir standart egrisi olusturularak egim

elde edilmis ve protein konsantrasyonu asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

. ODs60 Tiip Ici Orijinal
Protein Konsantrasyonu = ———— x Seyreltme x Seyreltme
Egim Faktorii Faktoril
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2.2.6 Western Blot Analizi

Elektroforez, iki fazli akrilamid jel lizerinde gerceklestirildi. Bu amagla %8,5’
luk ayrigsma jeli ve %4’lik ylikleme jeli, Tablo 2.2°de belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 2.2: Ayristirma ve yukleme jellerinin hazirlanmasi

Jel igerigi Ayristirma jeli (%8,5)  Yiikleme jeli (%4)
Akrilamid/ Bisakrilamid 2,85 ml 0,75 ml

Distile su 45mi 2,5ml
Tris-HCI pH 8.8 2,5ml
Tamponu pH 6.8 1,25 ml

%10 SDS 0,15 ml 0,1 ml

APS 0.05 ml 0,025 ml
TEMED 0,0065 ml 0,005 ml

Cam plakalar, jelin dokiilecegi standlara yerlestirilip plakalar arasina once
ayristirma jeli arkasindan yiikleme jeli dokiildii ve oda sicakliginda sirasiyla 50 ve 20
dakika stireyle donmaya birakildi. Sonrasinda ilk kuyucuga molekiil agirliklari bilinen
proteinlerden olusan markir, digerlerine de protein miktarlar1 Lowry yodntemiyle
Oonceden tayin edilen numuneler jele yiiklenerek elektroforez baglatildi. 1X
elektroforez tamponu varliginda, numunelerin ayrisma jeline kadar ayni anda
toplanabilmesi i¢in akim dnce 10 mA’e, daha sonra asil ayrismanin olmasi ig¢in 15

mA’e ayarlanarak elektroforez islemi gergeklestirildi.

Elektroforez sonunda cam plakalarin arasindan alinan jel, 1X transfer tamponu
igerisinde nitroseliiloz membran ile sandviglendi. Bu amagla kullanilacak olan
nitroseliiloz membran, siingerler ve filtre kagitlar1 soguk 1x transfer tamponu ile
onceden doyuruldu. Sandvi¢ i¢in, katottan anota dogru sirasiyla siinger, filtre kagidi,
jel, nitroseliiloz membran, filtre kagidi ve siinger sandvi¢ aparati i¢erisinde iistii liste
yerlestirildi ve aparat sikica kapatildi. Hazirlanan sandvigin anot kutbunun anotta,
katot kutbunun da katotta olmasina dikkat edilerek Hoefer MiniVE transfer tankina
yerlestirildi. Transfer islemi 1X tamponu igerisinde +4°C’de 45 V ve 350 mA’de 90

dakika siiresince gerceklesti.

Transfer sonucunda sandvi¢ aparatinin i¢inden alinan membran, 6nce non-

spesifik baglanmalarin engellenmesi amaciyla %35’lik bloklama soliisyonu ile oda
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sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Daha sonrasinda membran balik CYP1A1 primer
antikoruna alinarak +4°C’de gece boyu bekletildi. Sonrasinda isaretleyici enzim-alkali
fosfataz (6rnegin; anti-rabbit 19gG- ALP konjugati) ile bagli olan ikincil antikorlarlal

saat inkube edildi.

Gorlintlileme i¢in membran, antikor baglanan proteinlerin tespiti i¢in Ey ve
Ashman (1986) tarafindan tanimlanan Alkalen Fosfataz (ALP) substrat ¢ozeltisi (1,5
M Tris-HCI (pH 8.8), 1 M NaCl, 100 mM MgClz, 100 mM ZnCl_, Dietanolamin, NBT
(Nitroblue tetrazolium), PMS ve BCIP (5-bromo-4-kloro-indol-fosfat) ile inkiibe
edilmistir. Goriintii elde edildikten sonra blot kurutularak folyoda saklanmustir.

2.2.7 T7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) Aktivitesinin

Belirlenmesi

7-etoksiresorufin-O-deethylase (EROD) aktivitesi, sitokrom P4501A
(CYP1A) izoenzimlerinin poliaromatik hidrokarbonlar tarafindan indiiklenmesi
konusunda yaygin olarak kullanilmaktadir. EROD en hassas biyokimyasal
belirteclerden biridir ve aktivite diizeyindeki artis g¢evre kirliligi ve polisiklik
hidrokarbonlara maruz kalindigini isaret etmektedir. Molekiiler oksijen ve NADPH
varliginda monooksigenazlar tarafindan Etoksiresorufin Odeethylase reaksiyonunun

katalizlenmesi Sekil 2.1°de verilmistir.

N N
CH3CH,0 0 0 /\ 0 0 OH

NADPH,H NADP*
Etoksiresorufin Resorufin

0, HyO

Sekil 2.2: Etoksiresorufin Odeethylase reaksiyonunu

EROD aktivitesinin belirlenmesi igin, reaksiyon karisiminin bilesenleri Tablo
2.3’de verilmistir. Sekil 2.3'de de gosterildigi gibi, tipik bir reaksiyon karigimi, 1 ml
lik hacme sahip bir kuartz kiivet icerisinde 0.2 M NaCl, 1.2 mg BSA, 1.5 mM 7-
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etoksiresorufin, 1 mg/ml protein, 0.5 mM NADPH ve 0.1 M potasyum fosfat
tamponundan (pH 7.8) olugsmaktadir.

Deney, oda sicakliginda (25°C) gergeklestirilmistir. Reaksiyon, NADPH
ilavesiyle baslatilmis ve spektrofotometre 535 nm (uyarma) ve 585 nm (emisyon)
arasinda 2 dakika boyunca takip edilmistir (Hitachi, F-2000, Hitachi Ltd., Tokyo,
Japonya) Son olarak, miktar1 bilinen resorufin standart olarak reaksiyon karisimina
eklenmis ve floresanstaki artis kaydedilmistir. Enzim aktivitesi, resorufinin neden

oldugu floresan artis1 kullanilarak hesaplanmastir.

Tablo 2.3: EROD aktivitesi dlgmek igin reaksiyon karisiminin bilesenleri

Bilesenler Stok Soliisyonlar | Hacim (ml) | Son Konsantrasyon
TZ?;%Zyn”urr'(;ﬁs;‘_"g) 0.4 M 0.25 0.4 M
Sodyum Klortir 1M 0.1 1M
BSA 12 mg/ml 0.1 1.2 mg/mi
Etoksiresorufin 10 uM 0.15 1.5uM
NADPH 10 mM 0.01 1uM
Protein
Enzim Kaynagi kof:gﬁrzsl;/faluna 0.2 100 ng
degismekte
Distile Su 0.19
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W 250 ul 0.4 M KPi (pH 7.8)
! 7 100 ul 1 M NaCl
| 100 pl 12 mg/ml BSA
200 ul 1 mg/ml Protein
190 ul dH20
150 pl 10 uM 7-etoksiresorufin
my +

10 ul 10 mM NADPH

Sekil 2.3: EROD 6lg¢timii igin reaksiyon karisiminin bilesenleri

2.2.7.1 EROD Aktivitesi ile Flavonoidlerin Etkilerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada kullanilan biitiin fenolik bilesikler (resveratrol, silikristin,
luteolin, silimarin, isoscutellarein, oleuropein, eriositrin) %25°lik (h/h) DMSO iginde

¢Oziilmiistiir.

Flavonoidlerin stok ¢o6zeltileri, DMSO i¢inde hazirlanmistir ve flavonoid
tarafindan oOnlenme riskine karsi DMSO-kontrol olc¢limleri ile karsilastirilmistir.
Flavonoidlerin etkisi Tablo 2.3'de gosterilen reaksiyon karisimina —gesitli
konsantrasyonlarda eklenerek incelenmistir. Flavonoid ilave edildikten sonra,
reaksiyon karigimi karigtirilmis ve oda sicakliginda (25°C) 5 dakika inkiibe edilmistir.
Son olarak reaksiyon, NADPH ilavesiyle baslatilmis ve spektrofotometre 535 nm

(uyarma) ve 585 nm (emisyon) arasinda 2 dakika boyunca takip edilmistir.

IC50 degerleri, GraphPad Prism 5.0 ve ICEstimator uygulamasi yardimiyla
(%50 inhibisyon saglayan konsantrasyon), logaritmik inhibitér (flavonoid)
konsantrasyonlarina karsi lineer regresyon (kontrol ylizdesi) ile belirlenmistir
(ICEstimator[online] 2015, GraphPad Prism 2015). IC50 degerleri hesaplandiktan
sonra, li¢ farkli flavonoid konsantrasyonu segilerek inhibisyon mekanizmasi

calisilmigtir. Bu ¢alismanin detaylar1 “BULGULAR” kisminda ele alinacaktir.
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2.2.8 Docking Metodu

Docking metodu, AutoDock programi kullanilarak yapilmistir. Bu program ile
protein veri bankasinda bulunan ve Avogadro araciligi ile ¢izilen tim polifenol

yapilar test edilmistir.

2.2.8.1 Inhibitér Yapilarimin Olusturulmasi

Inhibitér yapilarin bir kismi, protein veri bankasi iizerinden hazir olarak
indirilmis bir kismi1 da Avogadro programi kullanilarak c¢izilmistir. Bu inhibitor
yapilarini belirlerken; oncelikle bu yapilarin ¢oziiniirliiklerinin yiiksek olmast,
beslenme yoluyla alinmasi ve literatiir arastirmasi yapildiginda potansiyel ilag yapilari
elde etmek icin kullanilabilecek yapilar olmasi etkili olmustur. Bu molekiiller Tablo

2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4: Molekullerin 6zellikleri

Molekiil Adi Formiili Molekiiler Agirhg:
Resveratrol C14H1203 228.24328 g/mol
Silikristin C25H22010 482.43618 g/mol
Luteolin C15H1006 286.24 g/mol
Isoscutellarein C15H1006 286.23 g/mol
Silimarin C25H22010 482.44 g/mol
Eriositrin C27H32015 596.53398 g/mol
Oleuropein C25H32013 540.51 g/mol

Ayrica molekiillerin yapilari, RCSB Protein veri taban1 ve PubChem kimya
veritabani lizerinde incelenmis ve QuteMol programi araciligi ile ii¢ boyutlu (3D)

olarak modellenmistir (Sekil 2.4).
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(d)

Sekil 2.4: inhibitér molekillerin QuteMol ile gizilmis {ic boyutlu yapilari (a) Resveratrol (b) Silikistin (c) Luteolin
(d) Isoscutellarein (e) Silimarin (f) Eriositrin (g) Oleuropein

2.2.8.2 CYP1A1 Yapisimin Hazirlanmasi

Daha 6nce bahsedildigi gibi protein veri bankasinda 418V kodu ile paylasilan
alfa-Naphthoflavone bagli CYP1A1 kompleksi pdb formatinda indirilmistir. Chimera
programi yardimiyla Sekil 2.5°te gosterildigi gibi CYP1AL, alfa-Naphthoflavone
yapisindan ayrilmis ve {i¢ boyutlu (3D) olarak modellenmistir. Daha sonra docking

isleminde kullanilmak tizere tekrar “.pdb” formatinda kaydedilmistir.
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Sekil 2.5: CYP1A1’in QuteMol ile gizilmis li¢ boyutlu yapisi

Daha sonra, CYP1A1 makromolekiiliinden pdb2pqr saglayicisi (Baker ve dig
2007) kullanilarak su molekiilleri uzaklastirilmis ve dosyalar “.pgr” formatina
doniistiiriilmiistir. Bu islem hedef molekiil i¢in girilen pH degerine gore uygun
torsiyon agilar1 ve protonlanma basmaklarinin ayarlanmasi i¢in yapilmaktadir. Daha
sonra, yapit AutoDock araglari ile tekrar “.pdb” formatina doniistiiriilmiis ve

kenetlenmeye uygun hale getirilmistir.
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2.2.9 AutoDock ile Docking Hesaplamalari

Autodock ile docking yapmak i¢in 6nceden .pdbqt formati ile kaydedilen
ligandlar (inhibitorler) ve CYP1A1 (makromolekiil) yapisi Autodock araylizii olan
Autodock Tools programi ile agilmaktadir. Grid parametre bilgilerini i¢eren dosya da
yiiklenerek docking i¢in kullanilacak grid hesaplamasi yapilir. Bu hesaplama

sonucunda elde edilen veriler docking hesaplamasinin temelini olusturmaktadir.

Docking islemi igin Autodock programinda genetik algoritma se¢ilmistir.
Genetik algoritma, docking asamasinda makromolekiil ve ligand yapisinin dogal
ortamini taklit edilmesini saglayan ve bu ortamin igerisinde yapilari ger¢ek ortaminda
da birbirleriyle olusturacaklari etkilesimleri belirleyen algoritmadir. Tiim parametreler
girildikten sonra AutoDock docking hesaplamasina baslanmistir. Bu docking

parametreleri makromolekiil ve tiim ligandlar igin sabit tutulmustur.

3. BULGULAR

3.1 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) Aktivitesinin Olgiilmesi

EROD aktivitesi ile flavonoidlerin etkilerini aragtirmaya baslamadan once,
enzimin stabilitesini incelemek ve uygun konsantrasyonu bulmak i¢in ¢ok sayida 6n
calisma yapilmistir. Bu 6n ¢alismalar kinetik Ol¢limlerin temelini olugturmaktadir.
Stabilite caligmalarinda, seyrelttigimiz enzim kaynaginin CYPIA1 iliskili EROD
aktivitesi, belirli zaman araliklar1 ile belirlendi ve protein konsantrasyonun 100ug

oldugu calismalar daha uygun bulunmustur (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Protein miktarinin EROD aktivitesine etkisi

Her deneyin sonunda, kontrol aktivitesi yeniden ol¢iilmiis ve baslangictaki
kontrol aktivitesi ile karsilagtirllmistir. Bu arada, seyreltilmis enzimin stabilitesi de

stirekli kontrol edilmistir.

3.2 Protein icerigi Analizi (Western Blot Analizi)

E. coli iizerinde {iiretilmis sitokrom P4501A1’e karsi iretilmis poliklonal
birinci antikor ve anti-rabbit IgG-ALP konjuge sekonder antikor kullanilarak CYP1A1l
proteininin eksprese edilip edilmedigi belirlenmigtir. Western blot analizi Sekil 3.2°de
verilmigtir. Goriildiigi tizere 56.000 kDa’da bir protein bandi vardir. Bu bistronik

proteinin eksprese edildigini gostermektedir.

1 2 3 4

Sekil 3.2: P4501A imminokimyasal tespiti. 1) Ladder 2) Rat Mikrozom
3) 20ug CYP1A1 iceren bakteri lizati 4) 40ug CYP1A1 iceren bakteri lizati
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3.3  NADPH Bagimh Sitokrom P450 Rediiktaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

EROD aktivitesi tizerinde ¢alismaya baslamadan 6nce, insan CYP1ALl ve
NADPH sitokrom P450 rediiktaz i¢eren bistronik plazmidin eksprese olup olmadigini
anlamak ve stabilitesini kontrol etmek icin rediiktaz aktivitesi dl¢timleri yapilmstir.
Bu 6n ¢alismalar neticesinde, Sekil 3.3’te gosterildigi gibi NADPH bagimli sitokrom
P450 rediiktaz aktivitesi 100 pg enzim konsantrasyonuna kadar lineer bir artis

gostermektedir.
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Sekil 3.3: NADPH Bagimli Sitokrom P450 Rediiktaz Aktivitesi

3.4  Flavonoidlerin CYP1A1 Bagimh EROD Aktivitesi Uzerine Etkileri

Bu c¢alismada, CYP1Al bagimli EROD aktivitesi {izerine resveratrol,
silikristin, luteolin, isoscutellarein, silimarin, eriositrin ve oleuropein’in etkileri
arastirilmistir. IC50 degerleri lineer regresyona (% kontrol) kars1 logaritmik regresyon
(flavonoid) konsantrasyonlar1 kullanilarak belirlenmistir ve bu hesaplamalar i¢in web
tabanli bir uygulama olan ICEstimator 1.2 kullanilmistir. Km, Vmax ve Ki degerleri
ise GraphPad Prism 5.0 ile hesaplanmig ve web tabanli diger uygulamalar ile

dogrulanmustir.
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3.4.1 Resveratrol’iin CYP1A1 Uzerinde Etkisi

Resveratrol’lin farkli konsantrasyonlarimin varliginda, EROD aktivitesi
metotlarda tarif edildigi gibi tespit edilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu
1.5uM’da tutularak resveratrol konsantrasyonu 5 — 100uM arasinda degistirilmistir.
Sekil 3.4 ve Sekil 3.5 EROD aktivitesi ilizerine resveratrol’iin etkisini gostermektedir.
resveratrol, doza bagli olarak EROD aktivitesini inhibe etmistir. Ayrica, resveratrol

100uM konsantrasyonu EROD aktivitesinin %68 inhibisyonuna neden olmustur.
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Sekil 3.4: Resveratrol’in EROD Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.5: Resveratrol’iin EROD Aktivitesine Etkisi
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EROD aktivitesi olgiiliirken resveratrol’in  inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde, reaksiyon karistiminda resveratrol (5uM, 10uM, 15uM) ve 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) i¢in {i¢ farkli konsantrasyon segildi ve deneyler
bu dogrultuda gerceklestirildi.

Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°da gosterildigi gibi resveratrol’in ¢ farkli
konsantrasyonu, yine ti¢ farkli 7-etoksiresorufin konsantrasyonuna karsi 6l¢tilmistiir.
Artan resveratrol konsantrasyonu ile birlikte Km degeri artarken Vmax degeri
azalmustir. Resveratrol’iin yiiksek konsantrasyonu (15uM) varliginda Vmax degeri
393.5uM (DMSO Kontrol)’dan 234.2uM’a kadar diisiis gostermistir. Km degeri ise
anlamli bir sekilde 0.520uM (DMSO Kontrol)’dan 0,680uM’a kadar yiikselmistir. Bu
da; bu inhibisyon seklinin karigik inhibisyon oldugunu gostermektedir. Ug farkli 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) konsantrasyonuna karsi resveratrol (1/v)
aktivitesi incelendiginde ise Ki (inhibisyon sabiti) degeri 12.2uM olarak

hesaplanmistir.
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Sekil 3.6: Michaelis-Menten grafigi ile Resveratrol’tin EROD Aktivitesi
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Sekil 3.7: Lineweaver-Burk grafigi ile Resveratrol’in EROD Aktivitesi

Sekil 3.8'de gosterilen IC50 degeri, logaritmik resveratrol konsantrasyonuna

karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin c¢izilmesiyle saptanmistir ve 1C50 degeri
20.99uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.8: Resveratrol’iin IC50 Degerinin Hesaplanmasi
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3.4.2 Silikristin’in CYP1A1 Uzerinde Etkisi

Silikristin’in  farkli konsantrasyonlarinin  varliginda, EROD aktivitesi
metotlarda tarif edildigi gibi tespit edilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu 1.5
uM’da tutularak silikristin konsantrasyonu 5 — 100uM arasinda degistirilmistir. Sekil
3.9 ve Sekil 3.10 EROD aktivitesi tizerine Silikristin’in etkisini gostermektedir.
Silikristin, doza bagl olarak EROD aktivitesini inhibe etmistir. Ayrica, Silikristin

100uM konsantrasyonu EROD aktivitesinin %93 inhibisyonuna neden olmustur.
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Sekil 3.9: Silikristin’in EROD Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.10: Silikristin’in EROD Aktivitesine Etkisi
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EROD aktivitesi Ol¢iiliirken  silikristin’in inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde, reaksiyon karigiminda silikristin (SuM, 10uM, 15uM) ve 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) i¢in {i¢ farkli konsantrasyon segildi ve deneyler
bu dogrultuda gerceklestirildi.

Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de gosterildigi gibi silikristin’in ti¢ farkli
konsantrasyonu, yine ii¢ farkli 7-etoksiresorufin konsantrasyonuna karsi 6l¢iilmiistiir.
Artan silikristin konsantrasyonu ile birlikte Km degeri (Km:1.055, Km’:1.092uM)
degismezken Vmax degeri azalmustir. Silikristin’in yiiksek konsantrasyonu (15uM)
varliginda Km degismeden Vmax degeri anlamli bir sekilde 658.4uM (DMSO
Kontrol)’dan 391uM’a kadar diismiistiir. Bu da; bu inhibisyon seklinin bir karisik
inhibisyon tipi olan non-kompetatif inhibisyon oldugunu géstermektedir. Ug farkl1 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) konsantrasyonuna karsi silikristin (1/v)
aktivitesi incelendiginde ise Ki (inhibisyon sabiti) degeri 15.45uM olarak

hesaplanmistir.
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Sekil 3.11: Michaelis-Menten grafigi ile Silikristin’in EROD Aktivitesi
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Sekil 3.12: Lineweaver-Burk grafigi ile Silikristin’in EROD Aktivitesi

Sekil 3.13'de gosterilen IC50 degeri, logaritmik resveratrol konsantrasyonuna

karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle saptanmistir ve 1C50 degeri

15.83uM olarak hesaplanmastir.
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Sekil 3.13: Silikristin’in IC50 Degerinin Hesaplanmasi
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3.4.3 Luteolin’in CYP1A1 Uzerinde Etkisi

Luteolin’in farkli konsantrasyonlarinin varliginda, EROD aktivitesi metotlarda
tarif edildigi gibi tespit edilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu 1.5 uM’da
tutularak luteolin konsantrasyonu 5 — 500uM arasinda degistirilmistir. Sekil 3.14 ve
Sekil 3.15 EROD aktivitesi tizerine luteolin’in etkisini gdstermektedir. Luteolin, doza
bagli olarak EROD aktivitesini inhibe etmistir. Ayrica, Luteolin’in 500uM

konsantrasyonu EROD aktivitesinin %86 inhibisyonuna neden olmustur.
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Sekil 3.14: Luteolin’in EROD Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.15: Luteolin’in EROD Aktivitesine Etkisi

EROD aktivitesi Olgiiliirken luteolin’in  inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde, reaksiyon karisiminda luteolin (25uM, 50uM, 100uM) ve 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) i¢in {i¢ farkli konsantrasyon segildi ve deneyler
bu dogrultuda gerceklestirildi.

Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°da gosterildigi gibi luteolin’in ¢ farkli
konsantrasyonu, yine {i¢ farkli 7-etoksiresorufin konsantrasyonuna karsi1 6lgiilmiistiir.
Artan luteolin konsantrasyonu ile birlikte Km degeri (Km:0.450, Km’:0.524uM)
degismezken Vmax degeri azalmistir. Luteolin’in yiiksek konsantrasyonu (100uM)
varliginda Km degismeden Vmax degeri anlamli bir sekilde 436.5uM (DMSO
Kontrol)’dan 162.8uM’a kadar diismiistiir. Bu da; bu inhibisyon seklinin bir karisik
inhibisyon tipi olan non-kompetatif inhibisyon oldugunu géstermektedir. Ug farkl1 7-
etoksiresorufin  (0.25uM, 0.5uM, 1uM) konsantrasyonuna karst luteolin (1/v)
aktivitesi incelendiginde ise Ki (inhibisyon sabiti) degeri 86.73uM olarak

hesaplanmaistir.
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Sekil 3.16: Michaelis-Menten grafigi ile Luteolin’in EROD Aktivitesi
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Sekil 3.17: Lineweaver-Burk grafigi Luteolin’in EROD Aktivitesi

Sekil 3.18'de gosterilen IC50 degeri, logaritmik resveratrol konsantrasyonuna
karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle saptanmistir ve 1C50 degeri
99.05uM olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 3.18: Luteolin’in IC50 Degerinin Hesaplanmasi

3.4.4 TIsoscutellarein’in CYP1A1 Uzerinde Etkisi

Isoscutellarein’in farkli konsantrasyonlarinin varliginda, EROD aktivitesi
Metotlarda tarif edildigi gibi tespit edilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu
1.5uM’da tutularak isoscutellarein konsantrasyonu 5 — 100uM arasinda
degistirilmistir. Sekil 3.19 ve Sekil 3.20 EROD aktivitesi iizerine isoscutellarein’in
etkisini gostermektedir. Isoscutellarein, doza bagli olarak EROD aktivitesini inhibe
etmistir. Ayrica, isoscutellarein 100uM konsantrasyonu EROD aktivitesinin %45

inhibisyonuna neden olmustur.
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Sekil 3.19: Isoscutellarein’in EROD Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.20: Isoscutellarein’in EROD Aktivitesine Etkisi

EROD aktivitesi Olgiiliirken isoscutellarein’in inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde, reaksiyon karisiminda isoscutellarein (5uM, 10uM, 15uM) ve 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) igin ii¢ farkli konsantrasyon se¢ildi ve deneyler
bu dogrultuda gergeklestirildi.

55



Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de gosterildigi gibi isoscutellarein’in ti¢ farkli
konsantrasyonu, yine ii¢ farkli 7-etoksiresorufin konsantrasyonuna kars1 6l¢iilmiistiir.
Artan isoscutellarein konsantrasyonu ile birlikte Km ve Vmax degeri azalmustir.
Isoscutellarein’in yiiksek konsantrasyonu (15uM) varliginda Vmax degeri 337uM
(DMSO Kontrol)’dan 228uM’a kadar diisiis gostermistir. Km degeri ise 0.25uM
(DMSO Kontrol)’dan 0.15uM’a kadar diigmiistiir. Bu da; bu inhibisyon seklinin
yarismasiz (un-kompetatif) inhibisyon oldugunu gostermektedir. Ug farkli 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) konsantrasyonuna kars1 isoscutellarein (1/v)
aktivitesi incelendiginde ise Ki (inhibisyon sabiti) degeri 26.77uM olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 3.21: Michaelis-Menten grafigi ile Isoscutellarein’in EROD Aktivitesi
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Sekil 3.22: Lineweaver-Burk grafigi ile Isoscutellarein’in EROD Aktivitesi

Sekil 3.23'de gosterilen IC50 degeri, logaritmik resveratrol konsantrasyonuna

karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle saptanmistir ve 1C50 degeri

21.76uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.23: Isoscutellarein’in IC50 Degerinin Hesaplanmasi
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3.4.5 Silimarin’in CYP1A1 Uzerinde Etkisi

Silimarin’in farkli konsantrasyonlarinin varliginda, EROD aktivitesi
metotlarda tarif edildigi gibi tespit edilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu
1.5uM’da tutularak silimarin konsantrasyonu 250 — 1000uM arasinda degistirilmistir.
Sekil 3.24 ve Sekil 3.25 EROD aktivitesi tizerine Silimarin’in etkisini gostermektedir.
Silimarin, doza bagli olarak EROD aktivitesini inhibe etmistir. Ayrica, silimarin’in

100uM konsantrasyonu EROD aktivitesinin %26 inhibisyonuna neden olmustur.
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Sekil 3.24: Silimarin’in EROD Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.25: Silimarin’in EROD Aktivitesine Etkisi
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EROD aktivitesi Olgiiliirken silimarin’in  inhibisyon —mekanizmasinin
belirlenmesinde, reaksiyon karigiminda silimarin (250uM, 500uM, 1000puM) ve 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) i¢in {i¢ farkli konsantrasyon segildi ve deneyler
bu dogrultuda gerceklestirildi.

Sekil 3.26 ve Sekil 3.27°de gosterildigi gibi silimarin’in t¢ farkli
konsantrasyonu, yine ii¢ farkli 7-etoksiresorufin konsantrasyonuna karsi 6l¢iilmiistiir.
Artan silimarin konsantrasyonu ile birlikte Km degeri (Km:0.41, Km’:0.36uM)
degismezken Vmax degeri azalmustir. Silimarin’in yiiksek konsantrasyonu (1000uM)
varhiginda Km degismeden Vmax degeri anlamli bir sekilde 340uM (DMSO
Kontrol)’dan 182uM’a kadar diismiistiir. Bu da; bu inhibisyon seklinin bir karisik
inhibisyon tipi olan non-kompetatif inhibisyon oldugunu géstermektedir. Ug farkl1 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) konsantrasyonuna karst silimarin (1/v)
aktivitesi incelendiginde ise Ki (inhibisyon sabiti) degeri 1.14mM olarak

hesaplanmaistir.
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Sekil 3.26: Michaelis-Menten grafigi ile Silimarin’in EROD Aktivitesi
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Sekil 3.27: Lineweaver-Burk grafigi ile Silimarin’in EROD Aktivitesi

Sekil 3.28'de gosterilen IC50 degeri, logaritmik resveratrol konsantrasyonuna

karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle saptanmistir ve 1C50 degeri

329.5uM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.28: Silimarin’in IC50 Degerinin Hesaplanmasi
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3.4.6 Eriositrin’in CYP1A1 Uzerinde EtKkisi

Eriositrin’in  farkli konsantrasyonlarinin  varliginda, EROD aktivitesi
metotlarda tarif edildigi gibi tespit edilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu
1.5uM’da tutularak eriositrin’in konsantrasyonu 100 — 500uM arasinda
degistirilmistir. Sekil 3.29 ve Sekil 3.30 EROD aktivitesi {izerine eriositrin’in etkisini
gostermektedir. Eriositrin, doza bagli olarak EROD aktivitesini inhibe etmistir.

Ayrica, eriositrin’in 500uM konsantrasyonu EROD aktivitesinin %47 inhibisyonuna
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Sekil 3.29: Eriositrin’in EROD Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.30: Eriositrin’in EROD Aktivitesine Etkisi

EROD aktivitesi dlgiiliirken eriositrin’in  inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde, reaksiyon karisiminda eriositrin (50uM, 100uM, 250uM, 500uM) ve
7-etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) i¢in ¢ farkli konsantrasyon segildi ve
deneyler bu dogrultuda gerceklestirildi.

Sekil 3.31 ve Sekil 3.32°de gosterildigi gibi eriositrin’in ¢ farkli
konsantrasyonu, yine ii¢ farkli 7-etoksiresorufin konsantrasyonuna kars1 6l¢tilmiistiir.
Artan eriositrin konsantrasyonu ile birlikte Vmax degeri artarken Km degeri (Km:177,
Km’:178uM) degismemistir. Eriositrin’in yiiksek konsantrasyonu (500uM) varliginda
Km degismeden Vmax degeri anlamli bir sekilde 0.039uM (DMSO Kontrol)’dan
0.272uM’a kadar yiikselmistir. Bu da; bu inhibisyon seklinin yarismali (kompetatif)
inhibisyon oldugunu géstermektedir. Ug farkli 7-etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM,
1uM) konsantrasyonuna karst eriositrin (1/v) aktivitesi incelendiginde ise Ki

(inhibisyon sabiti) degeri 71.83uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.31: Michaelis-Menten grafigi ile Eriositrin’in EROD Aktivitesi
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Sekil 3.32: Lineweaver-Burk grafigi ile Eriositrin’in EROD Aktivitesi
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Sekil 3.33'de gosterilen IC50 degeri, logaritmik resveratrol konsantrasyonuna

karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle saptanmustir ve 1C50 degeri
257.99uM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.33: Eriositrin’in IC50 Degerinin Hesaplanmasi
3.4.7 Oleuropein’in CYP1A1 Uzerinde Etkisi
Oleuropein’in farklt konsantrasyonlarinin varliginda, EROD aktivitesi

metotlarda tarif edildigi gibi tespit edilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu
1.5uM’da tutularak oleuropein konsantrasyonu 5 — 500uM arasinda degistirilmistir.
Sekil 3.34 ve Sekil 3.35 EROD aktivitesi tizerine oleuropein’in etkisini
gostermektedir. Oleuropein, doza bagli olarak EROD aktivitesini inhibe etmistir.

Ayrica, oleuropein’in 500uM konsantrasyonu EROD aktivitesinin %74 inhibisyonuna
neden olmustur.
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Sekil 3.34: Oleuropein’in EROD Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.35: Oleuropein’in EROD Aktivitesine Etkisi

EROD aktivitesi Olciiliirken oleuropein’in inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde, reaksiyon karisiminda oleuropein (50uM, 100uM, 250uM, 500uM)
ve 7-etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) icin i¢ farkli konsantrasyon segildi ve
deneyler bu dogrultuda gergeklestirildi.
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Sekil 3.36 ve Sekil 3.37°de gosterildigi gibi oOleuropein’in ii¢ farkl
konsantrasyonu, yine ii¢ farkli 7-etoksiresorufin konsantrasyonuna karsi 6l¢iilmiistiir.
Artan oleuropein konsantrasyonu ile birlikte Km degeri artarken Vmax degeri
azalmistir. Oleuropein’in yiiksek konsantrasyonu (500uM) varliginda Vmax degeri
174.34uM (DMSO Kontrol)’dan 125uM’a kadar diislis gostermistir. Km degeri ise
anlaml bir sekilde 0.091uM (DMSO Kontrol)’dan 0.309uM’a kadar yiikselmistir. Bu
da; bu inhibisyon seklinin karigik inhibisyon oldugunu géstermektedir. Ug farkli 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) konsantrasyonuna karsi oleuropein (1/v)
aktivitesi incelendiginde ise Ki (inhibisyon sabiti) degeri 147.54uM olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 3.36: Michaelis-Menten grafigi ile Oleuropein’in EROD Aktivitesi
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Sekil 3.37: Lineweaver-Burk grafigi ile Oleuropein’in EROD Aktivitesi

Sekil 3.38'de gosterilen IC50 degeri, logaritmik resveratrol konsantrasyonuna
kars1 EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle saptanmistir ve 1C50 degeri
148.99uM olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 3.38: Oleuropein’in IC50 Degerinin Hesaplanmasi
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3.5  Docking Sonuglari

Bu calismada, resveratrol, silikristin, luteolin, isoscutellarein, silimarin,
eriositrin ve oleuropein in vitro ¢alismalarda oldugu gibi CYP1A1 makromolekiilii ile
molekiiler docking (kenetlenme) yontemi kullanilarak incelenmistir. Bu yontem i¢in

Autodock 4.2 ve AutoDock Tools araglarindan faydalanilmistir.

Docking sonuglarinda gosterilen RMSD (root means square deviation)
degerleri, ligand yapimizin belirlenen konformasyonunun karekok sapmasi olarak
tamimlanmaktadir. Yani ligandin etkilesime girdigi baglanma bolgesinden sapmasi
anlamina gelmektedir ve baglanma sonuglari i¢in kullanilan en dnemli parametredir.
RMSD degerleri disinda dikkat edilmesi gereken parametre ise baglanma enerjisidir.
Bu siralama ile degerlendirmemizin nedeni ligandin aktif bolge disinda baska bir
bolgeye baglanarak diisiik baglanma enerjisi verebilecegi, bu yiizden de 6nce aktif
bolgeye olan yakinligi, sonra da aktif bolgede yaptigi baglanmanin enerjisine
bakilmasidir. Sonuglara bakilarak en iyi baglanma derecesinin (RMSD degerinin en
diisiik oldugu nokta) 2 A’den kiigiik olmast hedef yapiya dogru baglandigini ve
AutoDock programimin bir giivenilirlik gostergesi oldugunu gostermektedir
(Katchalski-Katzir ve dig 1992, Jianwen 2009, Haiou ve dig 2014).

3.5.1 Resveratrol Yapisi i¢in Docking Sonuclari

Docking programi ile resveratrol i¢in elde edilen 9 ayri sonu¢ bulunmaktadir.
Tablo 3.1°de resveratrol yapisi igin yapilan docking sonuglarina bakildiginda en diisiik

olan RMSD degeri 2 numarali konformasyona ait olan 0.093 Acdiir.
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Tablo 3.1: Resveratrol Docking Sonuglari

No Ligand Baglanma Afinitesi rmsd/ub rmsd/lb

1 CYP1AL1 resveratrol -6.7 0.0 0.0

2 CYP1A1_resveratrol -6.7 2.012 0.093
3 CYP1AL1l resveratrol -6.5 7.253 1.159
4 CYP1A1 resveratrol -6.5 7.381 1.178
5 CYP1ALl resveratrol -6.4 17.58 15.021
6 CYP1A1_resveratrol -6.3 21.312 18.544
7 CYP1A1_resveratrol -6.3 21.24 18.516
8 CYP1ALl resveratrol -6.2 14.548 12.88
9 CYP1AL1l resveratrol -6.0 17.921 14.813

Tabloda verilen degerler 1s1g1nda Sekil 3.39°da en iyi skorlu resveratrol yapisi
ile CYP1A1 makromolekiiliiniin aktif bolgede baglandigi pozisyon ve Sekil 3.40°da

aralarindaki hidrojen baglar1 gosterilmektedir.

H-Bonds
Donor

Acceptor L

Sekil 3.39: CYP1A1 ile en iyi skorlu Resveratrol yapisinin gérinimi
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Sekil 3.40: CYP1ALl ile Resveratrol arasindaki hidrojen baglari

Sekil 3.41°de resveratrol ligandinin CYPIA1 aktif bdlgesinde bulunan
aminoasitlerle olan etkilesimi gdsterilmektedir. Resveratrol, CYP1A1’in aktif
baglanma bolgesinde ASN222, GLY316, LEU312, ALA317, ASP313, ASP320 ve

CYS457 amino asitleri ile etkilesim igerisindedir.
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Sekil 3.41: Resveratrol yapisinin aktif bolge aminoasitleri ile etkilegimi
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3.5.2 Silikristin Yapis1 I¢in Docking Sonuclari

Docking programi ile Silikristin i¢in elde edilen 9 ayr1 sonug¢ bulunmaktadir.
Tablo 3.2°de silikristin yapist i¢in yapilan docking sonuglarina bakildiginda en diisiik

olan RMSD degeri 4 numarali konformasyona ait olan 1.73 Acdiir.

Tablo 3.2: Silikristin Docking Sonuglari

No Ligand Baglanma Afinitesi | rmsd/ub rmsd/lb
1 CYP1A1_Silikristin -8.5 0.0 0.0

2 CYP1AZ1_Silikristin -8.5 8.144 4.257
3 CYP1A1_Silikristin -8.5 7.864 4.251
4 CYP1A1_Silikristin -8.5 9.634 1.73
5 CYP1AL_Silikristin -8.3 10.796 3.428
6 CYP1A1_Silikristin -8.1 11.616 3.935
7 CYP1A1_Silikristin -8.0 10.835 3.275
8 CYP1AZ1_Silikristin -7.8 11.402 3.346
9 CYP1A1_Silikristin -7.7 7.039 3.773

Tabloda verilen degerler 1s181inda Sekil 3.42°de en iyi skorlu Silikristin yapisi
ile CYP1A1 makromolekiiliiniin aktif boélgede baglandig1 pozisyon ve Sekil 3.43’de

aralarindaki hidrojen baglar1 gosterilmektedir.
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H-Bonds

Donor

Sekil 3.43: CYP1A1 ile Silikristin arasindaki hidrojen baglari

Sekil 3.44’de Silikristin ligandinin CYP1A1 aktif bodlgesinde bulunan
aminoasitlerle olan etkilesimi gosterilmektedir. Silikristin, CYP1A1’in aktif baglanma
bolgesinde ARG362, LEU365, MET368, GLU369, ILE439, VAL447, SER444,
LYS456, GLU460 ve ARG464 amino asitleri ile etkilesim igerisindedir.
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Sekil 3.44: Silikristin yapisinin aktif bolge aminoasitleri ile etkilesimi

3.5.3 Luteolin Yapisi icin Docking Sonuclar:

Docking programu ile luteolin i¢in elde edilen 9 ayri1 sonu¢ bulunmaktadir.
Tablo 3.3’de luteolin yapist igin yapilan docking sonuglarina bakildiginda en diisiik

olan RMSD degeri 3 numarali konformasyona ait olan 1.165 Acdiir.
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Tablo 3.3: Luteolin Docking Sonuglari

No Ligand Baglanma Afinitesi rmsd/ub rmsd/Ib

1 CYP1ALl_luteolin -1.7 0.0 0.0

2 CYP1A1_luteolin -1.2 6.882 1.59

3 CYP1ALl_luteolin -7.1 2.568 1.165
4 CYP1ALl_luteolin -7.0 7.578 3.864
5 CYP1A1_luteolin -7.0 14.672 13.332
6 CYP1ALl_luteolin -7.0 6.467 4.281
7 CYP1ALl_luteolin -6.9 7.538 3.324
8 CYP1A1_luteolin -6.8 17.551 14.861
9 CYP1AL_luteolin -6.7 8.982 5.382

Tabloda verilen degerler 1s181inda Sekil 3.45°de en iyi skorlu luteolin yapisi ile
CYP1A1 makromolekiiliiniin aktif bolgede baglandigi pozisyon ve Sekil 3.46’da

aralarindaki hidrojen baglar1 gosterilmektedir.

Acceptor L0

Sekil 3.45: CYP1ALl ile en iyi skorlu Luteolin yapisinin gérinimu
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Sekil 3.46: CYP1AL1 ile Luteolin arasindaki hidrojen baglar

Sekil 3.47°de luteolin ligandinin CYPIA1l aktif bolgesinde bulunan
aminoasitlerle olan etkilesimi gosterilmektedir. Luteolin, CYP1A1’in aktif baglanma
bolgesinde SER444, VAL447, ILE449, PHE450, GLY451, GLN411, ARG464,
GLU460, GLU445 ve GLU369 amino asitleri ile etkilesim icerisindedir.
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Sekil 3.47: Luteolin yapisinin aktif bélge aminoasitleri ile etkilesimi
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3.5.4 lIsoscutellarein Yapisi i¢in Docking Sonuclar

Docking programi ile isoscutellarein igin elde edilen 9 ayr1 sonug
bulunmaktadir. Bu konformasyonlar igerisinden en diisiik RMSD degeri o yapiya ait
en iyi baglanma konformasyonunu isaret etmektedir. Tablo 3.4’te isoscutellarein
yapisi i¢in yapilan docking sonuglarina bakildiginda en diisiik olan RMSD degeri 4

numarali konformasyona ait olan 1.031 Asdiir.

Tablo 3.4: Isoscutellarein Docking Sonuglari

No Ligand Baglanma Afinitesi rmsd/ub rmsd/Ib

1 | CYP1AL isoscutellarein -7.3 0.0 0.0

2 | CYP1AL isoscutellarein -7.2 6.558 1.634
3 | CYP1AL isoscutellarein -7.1 14.558 13.148
4 | CYP1AL isoscutellarein -6.8 2.855 1.031
5 | CYP1AL isoscutellarein -6.7 13.087 7.82

6 | CYP1AL isoscutellarein -6.6 6.9 2.844
7 | CYP1AL isoscutellarein -6.6 9.553 6.159
8 | CYP1AL isoscutellarein -6.5 16.427 13.328
9 | CYP1AL isoscutellarein -6.5 17.494 14.961

Tabloda verilen degerler 1518inda Sekil 3.48°de en iyi skorlu isoscutellarein
yapist ile CYP1A1 makromolekiiliiniin aktif bolgede baglandigi pozisyon ve Sekil
3.49°da aralarindaki hidrojen baglar1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.49: CYP1A1l ile Isoscutellarein arasindaki hidrojen baglari

Sekil 3.50’de isoscutellarein ligandinin CYP1A1 aktif bolgesinde bulunan
aminoasitlerle olan etkilesimi gosterilmektedir. Isoscutellarein, CYP1A1’in aktif
baglanma bolgesinde SER444, VAL447, ILE449, PHE450, GLY451, GLN411,
ARG464, GLU460 ve GLU451 amino asitleri ile etkilesim igerisindedir.
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Sekil 3.50: Isoscutellarein yapisinin aktif bolge aminoasitleri ile etkilegimi

3.5.5 Silimarin Yapisi icin Docking Sonuglar

Docking programi ile Silimarin igin elde edilen 9 ayri sonu¢ bulunmaktadir.

Tablo 3.5’te Silimarin yapisi i¢in yapilan docking sonuglarina bakildiginda en diisiik

olan RMSD degeri 5 numarali konformasyona ait olan 1.16 A<diir.

Tablo 3.5: Silimarin Docking Sonuglari

No Ligand Baglanma Afinitesi rmsd/ub rmsd/lb
1 CYP1A1_Silimarin -8.2 0.0 0.0

2 CYP1A1_Silimarin -8.1 8.048 4.669
3 CYP1A1_Silimarin -7.8 8.735 2517
4 CYP1A1_Silimarin -1.7 8.005 4.651
5 CYP1A1_Silimarin -7.6 2.408 1.16

6 CYP1A1_Silimarin -7.5 4.502 2.006
7 CYP1A1_Silimarin -7.5 9.404 7.115
8 CYP1AL1_Silimarin -1.4 11.072 5.455
9 CYP1A1_Silimarin -1.4 8.771 1.949
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Tabloda verilen degerler 1s181inda Sekil 3.51°de en iyi skorlu Silimarin yapisi
ile CYP1A1 makromolekiiliiniin aktif bolgede baglandigi pozisyon ve Sekil 3.52°de

aralarindaki hidrojen baglar1 gosterilmektedir.

Sekil 3.52: CYP1A1 ile Silimarin arasindaki hidrojen baglari
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Sekil 3.53’de Silimarin ligandinin CYP1A1 aktif bolgesinde bulunan
aminoasitlerle olan etkilesimi gosterilmektedir. Silimarin, CYP1A1’in aktif baglanma
bolgesinde ARG362, HIS364, ASP361, ILE439, LEU365, ARG464, MET368,
GLU369, VAL447, GLU460 ve SER363 amino asitleri ile etkilesim i¢erisindedir.
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Sekil 3.53: Silimarin yapisinin aktif bélge aminoasitleri ile etkilesimi

3.5.6 Eriositrin Yapisi i¢in Docking Sonuclar

Docking programi ile Eriositrin i¢in elde edilen 9 ayr1 sonu¢ bulunmaktadir.
Tablo 3.6°da Eriositrin yapisi i¢in yapilan docking sonuglarina bakildiginda en diisiik
olan RMSD degeri 5 numarali konformasyona ait olan 1.962 Acdiir.
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Tablo 3.6: Eriositrin Docking Sonuglari

No Ligand Baglanma Afinitesi | rmsd/ub rmsd/Ib

1 CYP1A1_Eriositrin -8.8 0.0 0.0

2 CYP1A1_Eriositrin -8.7 12.735 9.634
3 CYP1AL1_Eriositrin -8.6 10.824 3.824
4 CYP1AL1_Eriositrin -8.6 12.11 6.285
5 CYP1A1_Eriositrin -8.5 2.231 1.962
6 CYP1A1_Eriositrin -8.4 9.347 5.0

7 CYP1AL1_Eriositrin -8.4 13.377 5.071
8 CYP1A1_Eriositrin -8.4 14.29 6.051
9 CYP1A1_Eriositrin -8.3 13.175 5.509

Tabloda verilen degerler 1s18inda Sekil 3.54°de en iyi skorlu Eriositrin yapisi
ile CYP1A1 makromolekiiliiniin aktif bolgede baglandig1 pozisyon ve Sekil 3.55°da

aralarindaki hidrojen baglar1 gosterilmektedir.

Sekil 3.54: CYP1AL1 ile en iyi skorlu Eriositrin yapisinin gorinima
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Sekil 3.55: CYP1A1 ile Eriositrin arasindaki hidrojen baglari

Sekil 3.55’de Eriositrin ligandinin CYP1A1 aktif bolgesinde bulunan
aminoasitlerle olan etkilesimi gosterilmektedir. Eriositrin, CYP1A1’in aktif baglanma
bolgesinde ARG93, VAL447, PHE450, GLY451, GLN411, LYS456, GLU460 ve

ARG464 amino asitleri ile etkilesim icerisindedir.
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Sekil 3.55: Eriositrin yapisinin aktif bolge aminoasitleri ile etkilesimi
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3.5.7 Oleuropein Yapisi icin Docking Sonuclar:

Docking programi ile oleuropein igin elde edilen 9 ayr1 sonu¢ bulunmaktadir.
Tablo 3.7’de oleuropein yapisi i¢in yapilan docking sonuglarina bakildiginda en diisiik

olan RMSD degeri 4 numarali konformasyona ait olan 1.66 Acdiir.

Tablo 3.7: Oleuropein Docking Sonuglari

No Ligand Baglanma Afinitesi rmsd/ub rmsd/lb

1 CYP1A1_oleuropein -1.7 0.0 0.0

2 CYP1A1_oleuropein -71.5 10.854 1.965
3 CYP1AL1_oleuropein -1.5 8.225 4.386
4 CYP1A1_oleuropein -7.5 11.163 1.66
5 CYP1A1_oleuropein -1.4 10.538 5.471
6 CYP1A1_oleuropein -71.3 10.031 2117
7 CYP1A1_oleuropein -7.3 7.736 5.031
8 CYP1A1 _oleuropein -7.3 10.703 1.746
9 CYP1AL1_oleuropein -1.2 11.209 2.018

Tabloda verilen degerler 1s181inda Sekil 3.56’de en iyi skorlu oleuropein yapisi
ile CYP1A1 makromolekiiliiniin aktif bolgede baglandigi pozisyon ve Sekil 3.57°de

aralarindaki hidrojen baglar1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.57: CYP1A1 ile Oleuropein arasindaki hidrojen baglari

Sekil 3.58’de oleuropein ligandinin CYP1A1 aktif bolgesinde bulunan
aminoasitlerle olan etkilesimi gosterilmektedir. Oleuropein, CYPI1A1’in aktif
baglanma bolgesinde ARG93, VAL447, PHE450, GLY451, GLN411, LYS456,
GLU460 ve ARG464 amino asitleri ile etkilesim igerisindedir.
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Sekil 3.58: Oleuropein yapisinin aktif bolge aminoasitleri ile etkilegimi

3.6  Tiirev Ligand Denemeleri

Resveratrol, degisik yiyecek ve iceceklerden dogal olarak elde edilen bir
stilben tiirevidir. Kemopreventif ve anti timor faaliyetleri de dahil olmak tizere ¢ok
sayida yararl 6zelligi oldugu bilinen resveratrol, son on y1l igerisinde giderek artan bir
bicimde ilgi gormektedir. Dogada bir¢ok gidada bulunan ve yapisal olarak da benzer
olan bir¢ok resveratrol tiirevi vardir. Buna ek olarak, resveratrol analoglarinin bir dizi
resveratrol spesifik 6zelligin aktivitesini artirmak ve/veya gelistirmek i¢in fonksiyonel
gruplar ilave edilerek sentezlendigi c¢alismalar da bulunmaktadir. Bu resveratrol
tiirevlerinin gelistirilmesi kanserin onlenmesi ve tedavisi igin umut vaad etmektedir
(Fulda 2010).

Bu baglamda, mevcut ligandlar ile docking calismalar1 bittikten sonra bazi
resveratrol tiirevleri ve CYP1A1 makromolekiilii ile denemeler yapilmistir. Bu
calisma i¢in metilli, hidroksile ve asetillendirilmis resveratrol tiirevlerinden 6rnekler

sec¢ilmistir (Tablo 3.8). Secilen tiirev bilesiklerin yapilar1 Sekil 3.59°da verilmistir.
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Tablo 3.8: Resveratrol Turevleri

Metillenmis Resveratrol Tiirevleri

Pterostilben, 3,4',5-Trimetoksi-trans-stilben

Hidroksillenmis Resveratrol Tiirevleri

Hidroksistilben, Pentahidroksistilben

Asetillendirilmis Resveratrol Tiirevleri

Resveratrol triasetat

HO OH o—{
a e
HO — /

W 9
HO 0
.«o
Pentahydroxy- :
stilbene Trm.xethoxy- Resveratrol-
| | stilbene Triacetate

e
OH
Hydroxy-
Pterostilbene stilbene

Sekil 3.59: Resveratrol Tlrevlerinin Yapilari

Docking sonuglarina bakildiginda (Tablo 3.9) segilen resveratrol tiirevleri ile
CYP1A1 makromolekiilii arasinda en yiiksek skorlu baglanma afinitelerinin trans-

resveratrol’e gore daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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Tablo 3.9: Resveratrol Tirevleri ve Docking Sonuglari

Ligand Baglanma Afinitesi | rmsd/ub | rmsd/Ib
CYP1ALl _triasetat -6.8 9.244 4.88
CYP1A1_trimetoksi-trans-stilben -6.9 7.093 3.704
CYP1AL1_pterostilben -6.1 17.81 15.299
CYP1A1_pentahidroksistilben -5.6 11.163 7.626
CYP1A1_hidroksistilben -5.6 7.093 3.704
4. TARTISMA

Diinyamizdaki canlilar ve 6zellikle insanlar, endiistriyel faaliyetler sonucunda
olusan ve siirekli artan miktarlarda ¢esitli toksik bilesikler, kimyasallar gibi yabanci
maddelere maruz kalmaktadir. Bunlar arasinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH), aromatik aminler, nitrozaminler ve metaller en dnemlileridir. Insan viicudu bu
tip kimyasal maddelere karsi ¢ok ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirilmesine
ragmen gerek bu kimyasallara karsi giderek artan maruziyet gerekse savunma
mekanizmalarinin toksik olmayan kimyasallar1 aktive etmesi sonucunda bir¢ok kanser
durumunun goériilmesi kaginilmaz olmaktadir. Giinlimiizde kanser gelisiminin sentetik
ve dogal antioksidan, antimutajen ve antikarsinojen maddeler kullanilarak 6nlenmesi
(chemoprevention) kanser kontrol yontemi olarak giderek artan bi¢imde Onem
kazanmaktadir. Bu maddeler ila¢ halinde sentetik olarak ya da diyet igerisinde tabii
orijinli bilesikler halinde bulunurlar (Morse ve Stoner 1993). Sentetik antioksidanlar
bu ylizyilin basindan beri kullanilmasina ragmen son yillarda yapilan ¢aligmalar bazi
toksik etkileri oldugunu gostermistir. Bu yiizden dogal antioksidan, antimutajen ve
antikarsinojenlerin 6nemi son yillarda artmaya baslamistir (Osowa ve dig 1992). Son
yillarda yapilan epidemiyolojik c¢alismalar bu maddeleri iceren sebze ve meyve
tiketiminin insanlart kansere karsi korudugunu gostermektedir. (Nestle 1992,
Giuliano ve Gapstur 1998, Nestle 1998.) Ayrica, diinyada ve Tiirkiye’de pek ¢ok
kanser hastas1 kemoterapi, radyoterapi gibi konvansiyonel tedavilerin yani sira bu
maddeleri igeren bitkisel preparatlari tamamlayici ve alternatif tedavi olarak siklikla

kullanmaktadir. Bunun sonucunda, giintimiizde bu iiriinlere gosterilen ilgi her gegen
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giin artmakta, hem halk saglig1 acisindan 6nem olusturmakta ve hem de ¢ok biiyiik bir
ekonomik deger olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu lirlinlerin, ABD'de 5 milyar dolar,
diinya genelinde ise 50 milyar dolarlik yillik ticaret hacmine eristigi belirtilmektedir

(Gruenwald 2000).

Sebze, meyve, kuruyemis gibi alinan besinlerin yan1 sira geleneksel tedavi
amagli kullanilan 1sirgan otu, zerdecal ve yesil ¢ay gibi bir¢ok bitkinin i¢inde polifenol
olarak bilinen dogal bilesiklerin bulunmaktadir. Bu bilesikler fotosentetik stres, reaktif
oksijen tiirleri, yaralar ve otobur canlilara karsi korunmada bitkilerin kendisi
tarafindan iirettigi sekonder metabolitlerdir. Bu polifenoller kimyasal yapilarina gore
cesitli smiflara ayrilmiglardir. Flavonoidler, fenolik bilesiklerin en biiyiik simnifim
olusturmaktadir ve yaklasik olarak 5000 bilesik tanimlanmistir. Genellikle kKimyasal
yapilarina gore flavonlar; flavanonlar, flavanoller, izoflavonlar ve antosiyaninlerden
ayrilmaktadir. Yapisal olarak ana bilesigi flavon (2-fenilbenzopiren) ile iligkilidir.
Flavonoidler, saglig1 destekleyen, hastalik onleyici diyet takviyesi ve kanser onleyici
aktiviteye sahip maddeler olarak tanimlanmistir. Ek olarak, flavanoidlerin son derece
giivenli ve diisiik toksisiteye sahip olmalari, onlar1 kanser dnleyici ajanlar olmak igin

miikemmel birer aday yapmaktadir (Wang ve dig 2009, Celik ve dig 2013).

Antiproliferatif ve antioksidan olan, apoptozu indiiklemesi yoniiyle dikkat
ceken hesperetin, lilkemizde ¢ok tiliketilen narenciye tiirlerinde bulunan ve flavonoid
grubu bilesiklerinden olan bir flavanondur (Choi 2007, Lee ve dig 2011, Sghaiera ve
dig 2011). Hiicre aktivasyonunda narenciye flavonoidlerinin bir¢ok farmakolojik
ozellikleri tirozin kinaz gibi enzimleri inhibe etmesiyle iliskilendirilebilir. Anti-
karsinojenik etkilerini; apoptoz, secici sitotoksisite ve antiproliferatif eylemler
araciligiyla sergilemektedir (Manthey 2001). Yapilan ¢alismalarda kolon (Li ve dig
2011, Nalini ve dig 2012), meme (Choi 2007, Yang ve dig 2011, Nalini ve dig 2012),
gastrointestinal karsinoid (Zarebczan ve dig 2011) hiicre dongiisiinii durdurarak
hiicreleri inhibe ettigi gosterilmistir (Michaud-Levesque ve dig 2012). Ozellikle
serbest radikal yakalama ozelligiyle dikkat ¢eken kuersetin ise flavonoidlerin
flavanoller grubundandir (Chen ve dig 2008). Tiimor hiicrelerine proapoptotik etki
gosterdigi de rapor edilmistir. Bunun yaninda kuersetinin, hiicre farklilagmasi,
apoptoz, hiicre adezyon ve etkilesimi ve hiicre dongiisiiyle iliskili birgok gen ve protein

ekspresyonunda da etkisi gortilmektedir (Staedler ve dig 2011).
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Bu bilesiklerin kimyasal karsinojenesisdeki rollerini agiklayan en olasi
mekanizmalardan biri de, bu maddelerin toksik kimyasallarin metabolizmasinda rol
oynayan Faz I ve Faz II enzimlerinin modiilasyonuna sebep olarak biyoaktif madde
olusumunu diisiirmesi ya da detoksifikasyon hizinin artmasma neden olmalaridir.
Birgok karsinojenin DNA gibi makro molekiillere kovalent olarak baglanabilen reaktif
elektrofilik metabolitlere veya inaktif metabolitlere dontigiimleri Sitokrom P450
(CYP) (ozellikle CYP1A, CYPIB, CYP2E ve CYP3A) enzimlerince
katalizlenmektedir. Bu enzim sistemi, memelilerde, hem hastalik hem de saglik
durumunda O6nemli roller Ustlenmektedir. Farkli Sitokrom P450 enzimleri, steroid
hormonlarin olusmasi, terapétik ilaglarin etki siiresi ve siddetinin diizenlenmesi, yagda
¢ozilinen vitaminlerin biyosentezi ve katabolizmasinda rol oynamasi, lipofilik 6zellige
sahip ve viicutta birikmeye meyilli kimyasal maddelerin suda ¢6ziiniir bilesikler haline
getirilerek viicuttan atilmasi disinda hiicre ve genetik materyallerde hasara sebep olan
toksik metabolitleri de olusturmakta dolayisiyla tiimor olusumundan da sorumludur
(Sen ve dig 2001, Sen ve dig 2006, Arslan ve dig 2011). Ozellikle de CYP1 ailesi
toksik kimyasallar, karsinojenler ve aromatik hidrokarbonlarin metabolik
aktivasyonundaki rolleri ile tanmnmaktadir. insan CYP1 ailesi 3 {iyeden olusmaktadir.
Bunlar; CYP1A1, CYP1A2 ve CYP1B1’dir. Bu enzimler, kKimyasal karsinogenezdeki
rolleri nedeniyle c¢ok calisilmistir. Bu sitokrom enzimleri prokarsinojenlerin
aktivasyonunu katalize etmektedir. CYP1A1 de bir aril hidrokarbon hidroksilaz
(AHH) olarak bilinir ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin bir dizi oksidasyonunu
katalizler. CYP1A1 insan karacigerinde eser miktarda olmakla beraber esas olarak
ekstrahepatik dokularda ifade edilmektedir ve ¢ok sayida farkli reaksiyon CYP1Al
tarafindan katalizlenir (Wei ve dig 1996).

Biitin P450 izoformlarinin i¢inde CYPIA; (CYP1Al ve CYP1lA2)
karsinojenlerin, mutajenlerin ve c¢evresel kirleticilerin metabolizmasinda rol
oynadigindan Oncelikli bir yer tutmaktadir. Bu iki liye ilaglar, beslenme, cevresel
karsinojenler, yag asitleri ve steroidler gibi bir¢ok endojen bilesigin metabolizmasi da
dahil olmak iizere eksojen substratlarin metabolizmasinda kritik bir rol oynamaktadir.
Genellikle P450 metabolizmasi sonucu bu substratlar inaktive edilir. Ancak, bazi

durumlarda ayni metabolizma sonucunda bir reaktifin aktive edilmesi ile kansere de
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yol agabilmektedir. Ciinkii karsinojenler ve anti-kanser ilaglarinin  hem
biyoaktivasyonu hem de inaktivasyonunda rol oynamaktadir. Bu sebeple de kanser
hastaliklarinin etiyolojisinde dnemli bir yere sahiptir (Oyama ve dig 2004, Rooseboom

ve dig 2004).

Dogal ya da sentetik kii¢iik molekiiller ile bu enzimlerin hedeflenmesi kanserin
Onlenmesi ve tedavisinde potansiyel faydalar saglayacaktir. Simdiye kadar, CYP
enzimlerinin hedeflendigi en basarili 6rneklerden biri hormona bagli gogiis kanseri
tedavisinde aromataz inhibitorlerinin (CYP19) kullanilmasidir. Ostrojen’in meme
kanseri gelisiminde &nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Ostrojen {izerine
baglanabilen bir reseptor, Ostrojen bagimli meme timoér hiicrelerinin
proliferasyonundan sorumlu hedef genlerin transkripsiyonunu aktive etmektedir.
Yumurtaliklar, kadinlarda menapoz Oncesinde Ostrojenin dolasimdaki baglica
kaynagidir. Ancak, meme kanseri hastalarinin ¢ogu menapoz sonrasi kadinlardir ve bu
hastalarin  %75’inde Ostrojen bagimli timor hiicreleri vardir (Labrie 1991).
Menapozdan sonra yumurtaliklar dstrojen tiretmeyi durdurmaktadir ve serbest dstrojen
konsantrasyonu biyolojik etki seviyesinin c¢ok altinda olmasina ragmen Ostrojen
bagimli meme kanserlerinin bilylik boliimii bu donemde ortaya ¢ikmaktadir. Steroid
siilfataz (STS) araciligiyla konjugatin ayrilmasi sonrasi dstrojen tekrar biyolojik olarak
hazir hale gelmektedir (Woo ve dig 1996). Bu gibi durumlarda, meme &strojen
konsantrasyonunun menapoz dncesi kadinlardaki doku diizeyi ile neredeyse esdeger
oldugu saptanmistir. Bu nedenle; aromataz inhibitorlerinin gelistirilmesi, meme
kanseri tedavisinde yeni bir strateji temsil etmektedir. ilk basarili aromataz inhibitérii,
4 hydroxyandrostenedione (4-OHA, Formestan), 1977 yilinda Harry, Angela Brodie
ve arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir ve bu bilesik ile yapilan klinik ¢alismalar
neticesinde periferik dokularda 6strojen sentezi inhibe edilmistir (Brodie ve dig 1977).
Bu aromataz inhibitorlerinin, 6zellikle CYP enzimleri hedeflenerek tasarlanmis olmasi

ve kanser tedavisinde basarili oldugu agikca goriilmektedir.

Son yillardaki aragtirmalarda, kanserin dnlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilan
resveratrol, dogal olarak iiziim, sarap, yer fistig1 ve yabanmersininde bulunan
polifenolik yapida bir bilesiktir. 19. yilizyilin sonlarina dogru kesfedilen resveratrol {in,
Cin ve Japonya’da cilt enfeksiyonlari, mantar hastaliklari, kalp ve karaciger

rahatsizliklart i¢in kullamildig1 bilinmekteydi. Yararlarinin pek c¢ok bulguyla
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desteklenmesi, sarapta resveratrol varligi ile ilgili caligmalarin da yapilmasina neden
olmustur. Farkli bolgelerden ve degisik tiirden saraplar {lizerinde yapilan testler
sonucunda  belirlenen  resveratrol = miktarlar1  arastirmacilar  tarafindan
degerlendirilmistir. Ayrica saraptaki resveratroliin etkinliginin izole edilmis
resveratrol ile benzer oldugu saptanmistir (Siemann ve Creasy 1992). Ancak, sarap
sadece resveratrol degil, ayn1 zamanda onemli 6lgiide alkol de igermektedir. Alkol ise
stirekli olarak kullanildiginda kardiyomiyopati denilen, kalp kasin1 harap eden ve
aritmiden (kalp atislari ritminde diizensizlik) kalp yetmezligine kadar cesitli 6nemli
sorunlara yol agmaktadir (Sato ve dig 2002). Son zamanlarda yapilan bilimsel
caligmalar ile resveratroliin trombosit (platelet) toplanmasini engelleyici, sivi
peroksidasyon degisimini yardimci, lipoprotein metabolizmasini ayarladigi, damar
genisletici ve iltihap dagitici gibi birgok aktivite gosterdigi belirlenmistir (Corre ve dig
2005). Ferrero ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, sican kalbinde
olusturulan iskemi perfiizyon hasarinda resveratroliin lipid peroksidayonunun yikim
tirtinii olan malonaldehit diizeyini azalttig1 rapor edilmistir (Ferrero ve dig 1998). Yine
benzer bir ¢aligmada, resveratroliin bakir ile uyarilan lipid peroksidasyonunu azaltici
etkisinin quercetin, catechin ve epicatecin gibi baz1 fenollerle karsilastirildiginda 107
M derisimde resveratroliin daha etken oldugunu gostermistir (Fulgenzi ve dig 2001).
Bilindigi gibi serbest radikaller DNA hasarina neden olmaktadir. Bu konu ile ilgili
Mark ve arkadaslar tarfindan yapilan bir ¢alismada resveratroliin potent hidroksil
radikal siipiiriicii 6zelligi ile DNA kirilmalarin1 azalttig1 ortaya konmustur (Mark ve
dig 2000). Ayrica, hepatit hiicrelerinde yapilan bazi arastirmalarda, aromatik
hidrokarbonlarin kanserojen aktivitesine neden olan CYP450’lerin aktivasyonunu,
resveratroliin belirgin bi¢imde inhibe ederek meme kanserini 6nledigi ve bagirsaktaki
ilag emilimini engelleyen etkisini yok ettigi gosterilmistir (Juan ve dig 1999, Chun
1999). Antikanserojen tedavinin ana hedeflerinden bir tanesi de tirozin kinaz ailesi
enzimlerin inhibisyonudur. Palmieri ve arkadaslari, resveratroliin bu yolagi inhibe
ettigi insan plasental ve prostatik adenoma hiicrelerinde gosterilmistir (Atten ve dig

2001).

Bu tez ¢caligmasinda, insan CYP1A1 ve NADPH sitokrom P450 rediiktaz iceren
bistronik plazmid bakterilerde eksprese edilmis ve enzim kaynagi olarak
kullanilmistir. Calismada, resveratroliin farkli konsantrasyonlarda CYP1A1 bagimh

EROD aktivitesine olan etkileri arastirilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu

91



1.5uM’da sabit tutularak resveratrol konsantrasyonu 5 — 100uM arasinda degistirilmis
ve doza bagl olarak EROD aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Logaritmik
inhibitdr konsantrasyonuna karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin c¢izilmesiyle
resveratroliin IC50 degeri 20.99uM olarak saptanmustir. Inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde ise, resveratrol (5uM, 10uM, 15uM) ve 7-etoksiresorufin (0.25uM,
0.5uM, 1uM) i¢in ii¢ farkli konsantrasyon secilmis ve deneyler bu dogrultuda
gerceklestirilmistir. Sonuclar degerlendirildiginde resveratroliin karisik tipte bir
inhibisyon sergiledigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, Chun ve arkadaslar tarafindan
insan karaciger mikrozomlari ve E. coli hiicre zarinda eksprese edilmis insan CYP1A1l
ve NADPH sitokrom P450 rediiktaz i¢eren bistronik plazmid iizerinde resveratroliin
antikarsinojenik aktivite mekanizmasinin arastirildigi bir calismada, mikrozom
hiicreleri tizerindeki EROD aktivitesi iizerinde diisiik bir inhibisyon (IC50:1.1mM)
gozlenmistir. Ilging bir sekilde, resveratroliin doza bagl sekilde EROD aktivitesini
(IC50:23uM) ve MROD (metoksiresorufin O-demetilasyon) aktivitesini (IC50:11uM)
giiclii bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir. Insan CYP1A2 iizerinde de calisilan
resveratroliin EROD (IC50: 1.2mM) ve MROD (IC50: 580uM) aktiviteleri iizerinde
etkili olmadig1 saptanmistir. Bu baglamda, resveratroliin CYP1A2’ye gore CYP1A1
lizerinde yaklasik 50 kat daha segici oldugu bulunmustur. Insan CYP1A1 ve NADPH
sitokrom P450 rediiktaz bistronik ekspresyon sisteminde ise resveratrolin CYP1AI’1
9 ve 89uM K(i) degerleri ile karisik tipte bir inhibisyon sergiledigi goriilmiistiir (Chun
ve dig 1999). Bizim ¢alismamizda da ayni1 yontem uygulanmis ve sonuglar tutarlilik
gostermistir. Yine bagka bir calismada, Aring ve arkadaslari tarafindan balik CYP1A1
ve GST aktivitelerinin polifenoller tarafindan inhibisyon mekanizmasi arastirilmistir.
Kullanilan polifenoller ile birlikte inhibisyon derecesindeki farkliliklara ragmen,
kullanilan tiim polifenollerin hem CYP1A1l bagimli EROD aktivitesi hem de GST
enzim aktiviteleri lizerindeki rolii inhibe edici olarak bulunmustur. Bu c¢alismada
kullanilan resveratrol’iin IC50 degerinin 3.59uM oldugu ve EROD aktivitesinini
yarigsmaci sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir (Aring ve dig 2015). IC50 degeri ve
inhibisyon tipinin bizim c¢alismamizdan farklilik gostermesi kullanilan enzim
kaynagmin farkli olusuna baglanabilir. Son olarak, bu g¢alismalar elde etttigimiz
sonuclar1 desteklemektedir. Bu sonuglar, resveratroliin CYP1A1’in segici bir
inhibitorii oldugunu ve insanlar i¢in kanser dnleyici bir madde olarak kullanilmasinin

kabul edilebilir oldugunu gostermektedir.
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Karaciger hastaliklarim1 tedavi etmek i¢in yiizlerce yildir kullanilan Deve
dikeni (S. marianum) ekstreleri 6nemli oranda flavolignan i¢ermektedir. Bunlarin
basinda silikristin, silibinin ve silidianin yer almaktadir. insan karaciger mikrozomlari
kullanilarak CYP2D6, CYP2E1 ve CYP3A4 {izerinde yapilan arastirmalarda doza
bagimli inhibisyonlar1 gézlenmis ve bu inhibisyonlarin yarismali ve karisik tipte
oldugu rapor edilmistir (Zuber ve dig 2002). Bizim calismamizda da ayni bitkiden
saflastirilan ~ silikristin’in  farkli konsantrasyonlarda CYP1A1 bagimli EROD
aktivitesine olan etkileri arastirilmigtir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu 1.5uM’da
sabit tutularak silikristin konsantrasyonu 5 — 100uM arasinda degistirilmis ve doza
bagli olarak EROD aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Logaritmik inhibitor
konsantrasyonuna karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle silikristin’in
IC50 degeri 15.83uM olarak saptanmistir. Inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde ise, silikristin (50uM, 100uM, 150uM) ve 7-etoksiresorufin (0.25uM,
0.5uM, 1uM) icin tli¢ farkli konsantrasyon sec¢ilmis ve deneyler bu dogrultuda
gerceklestirilmistir. Sonuclar degerlendirildiginde silikristin’in non-kompetatif tipte
bir inhibisyon sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica silikristin, insan CYP1A1 ve NADPH

sitokrom P450 rediiktaz bistronik ekspresyon sisteminde ilk defa caligilmistir.

Bakteriyel membranlar kullanilarak insan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz ile
ifade edilen CYP1Al ve flavonoidlerin hidroksil gruplarmin bunun iizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir arastirmada; chrysin, apigenin ve luteolin
flavonodileri ile CYP1A1 bagimli 7-etoksiresorufin omikron-deetilasyon aktivitesinin
inhibisyonu ¢alisilmistir. Bu ¢alismada CYP1A1 bagimli EROD aktivitesinin en giiclii
inhibitorlerinden birinin luteolin maddesi oldugu tespit edilmistir (Kim ve dig 2005).
Anti-anjiyogenik faaliyetlerin arastirildig1 baska bir ¢alismada ise luteolinin, lektin ve
lupeol maddelerine gbre anjiyogenezi daha iyi inhibe ettigi (Ambasta ve dig 2015),
benzer bir diger ¢aligmada da progestin bagimli anjiyogenezi inhibe ettigi ve insan
gogiis kanseri hiicreleri {izerinde biliylimeyi engelleyici yonde rol oynadigi
saptanmistir (Cook ve dig 2015). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da, luteolin’in
farkli konsantrasyonlarda CYPI1A1l bagimli EROD aktivitesine olan etkileri
aragtirllmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu 1.5uM’da sabit tutularak luteolin
konsantrasyonu 5 — 500uM arasinda degistirilmis ve doza bagl olarak EROD
aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Logaritmik inhibitér konsantrasyonuna karsi

EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle luteolinin IC50 degeri 99.05uM olarak
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saptanmustir. Inhibisyon mekanizmasinin belirlenmesinde ise, luteolin (25uM, 50uM,
100uM) ve 7-etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) i¢in ii¢ farkli konsantrasyon
secilmis ve deneyler bu dogrultuda gergeklestirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
luteolinin non-kompetatif tipte bir inhibisyon sergiledigi goriilmistiir. Ayrica, bu
sonuglar, resveratrolde oldugu gibi luteolinin de CYP1A1’in segici bir inhibitori
oldugunu ve insanlar i¢in kanser dnleyici bir madde olarak kullanilmasinin kabul

edilebilir oldugunu gostermektedir.

Kim ve arkadaslariin, farkli kanser hiicre hatlar1 {izerinde bazi narenciye
tiirlerinden elde edilen yaprak ekstreleri ile yaptig1 bir aragtirmada, isoscutellareinin
potansiyel olarak bazi kanserlerin tedavisi i¢in faydali bir ajan olabilecegi rapor
edilmistir (Kim ve dig 2010). Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi ile
elde edilen ve tanimlanan farkli flavonoidlerin arastirildigi bir ¢alismada in vitro
olarak yapilan antioksidan aktivite tayinlerinde isoscutellarein maddesinin etkili
oldugu ve insan prostat kanseri hiicreleri lizerinde de reaktif oksijen tiirlerinin
seviyelerini azalttig1 tespit edilmistir (Kirmizibekmez ve dig 2012). Ote yandan,
lipozomlar igerisine flavonodiler yerlestirilecek insan kanser hiicre hatlarinda
fizikokimyasal ozelliklerin arastirilmas1 ve biyolojik aktivitelerin belirlenmesi
hedeflenen bir calismada ise isoscutellarein maddesinin serbest formu ile
karsilastirildiginda kapsiillenmis formunun kanser hiicre aktiviteleri tizerindeki
inhibisyonunun gelistirildigi rapor edilmistir (Goniotaki ve dig 2004). Bizim
calismamizda ise isoscutellarein’in farkli konsantrasyonlarda CYP1A1 bagimli EROD
aktivitesine olan etkileri arastirilmigtir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu 1.5uM’da
sabit tutularak luteolin konsantrasyonu 5 — 100uM arasinda degistirilmis ve doza bagli
olarak EROD aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Logaritmik inhibitor
konsantrasyonuna karst EROD  aktivitesi ylizde grafiginin ¢izilmesiyle
isoscutellarein’in - IC50  degeri 21.76uM  olarak saptanmustir.  Inhibisyon
mekanizmasinin belirlenmesinde ise, isoscutellarein (5uM, 10uM, 15uM) ve 7-
etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) icin ii¢ farkli konsantrasyon seg¢ilmis ve
deneyler bu dogrultuda gerceklestirilmistir.  Sonuglar  degerlendirildiginde
isoscutellarein’in bir karigik inhibisyon tipi olan un-kompetatif inhibisyon sergiledigi
goriilmiistiir. Ayrica isoscutellarein, insan CYP1Al ve NADPH sitokrom P450

rediiktaz bistronik ekspresyon sisteminde ilk defa ¢alisilmistir.
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Kiruthiga ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir arastirmada; wistar albino
sicanlar kullanilarak ksenobiyotik metabolizmasi tarafindan diizenlenen benzo(a)piren
(B(a)P) kaynakli toksisite testlerinde Silimarinin tarafindan kimyasal olarak onleyici
bir etki sergiledigi gosterilmistir. Test sonuglarina gore, Silimarin’in faz I ve faz 11
enzimlerini indiikleyerek B(a)P kaynakli hasarlara karsi énemli derecede koruyucu
oldugu ortaya konulmus ve histopatolojik analizler yapilarak teyit edilmistir. Genel
olarak, CYP1ALl inhibisyonunun ve faz Il enzimlerinin modiilasyonunun B(a)P’e kars1
Silimarin ile saglanabilecegi ifade edilmistir (Kiruthiga ve dig 2015). Yine farkli bir
calismada Silimarin’in aktif bir bileseni olan silibinin kullanilarak pankreas kanser
hiicre hatlarinda (Pancl ve Capan2) gelisimin mekanizmasi1 ve inhibisyonu
incelenmistir. Sonug¢ olarak; silibinin’in pankreas kanserine karsi tedavi edici
potansiyeli oldugu saptanmistir (Feng ve dig 2015). Kansere karsi potansiyel
kemopreventif ajanlari ve mekanizmalarinin arastirildigi bir ¢alismada, Hepalclc?
sigan hepatom hiicreleri lizerinde CYP1A aktivitesinin modiilasyonu (inhibisyon,
indiiksiyon) i¢in bir dizi referans bilesikle birlikte test edilen silimarinin kimyasal
yoldan Onleyici (Gerhduser ve dig 2003) ve yine bagska bir calismada, insan
hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti HepG2 telomeraz aktivitesi iizerinde
antiproliferatif etkileri oldugu saptanmistir (Yurtcu ve dig 2015). Bizim ¢aligmamizda
ise silimarin’in farkli konsantrasyonlarda CYP1A1 bagimli EROD aktivitesine olan
etkileri arastirilmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu 1.5uM’da sabit tutularak
silimarin konsantrasyonu 250 — 1000uM arasinda degistirilmis ve doza bagli olarak
EROD aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Logaritmik inhibitor
konsantrasyonuna karst EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle silimarin’in
IC50 degeri 329.5uM olarak saptanmistir. Inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesinde ise, silimarin (250uM, 500uM, 1000uM) ve 7-etoksiresorufin
(0.25uM, 0.5uM, 1uM) i¢in ii¢ farkli konsantrasyon seg¢ilmis ve deneyler bu
dogrultuda gergeklestirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde isoscutellarein’in un-
kompetatif tipte bir inhibisyon sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica isoscutellarein, insan
CYPI1A1 ve NADPH sitokrom P450 rediiktaz bistronik ekspresyon sisteminde ilk defa
calisilmastur.

Oral karsinogenezde fenolik bilesiklerin kemopreventif potansiyelinin
arastirildigi bir calismada ise potasyum apigenin, rosmarinik asit, katekinler, cocoa ve

eriositrin kullanilarak tedavi edilen tiim gruplarda kontrol grubuna goére tiimor
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yayilmasi ve farklilasmasi oraninin anlamli bir sekilde azaldig1 saptanmistir. Ozellikle
potasyum apigenin, rosmarinik asit ve eriositrin ile tedavi edilen hayvanlarda tiimore
daha az rastlanmistir (Baldasquin-Caceres ve dig 2014). Diyabetik sicanlarda oksidatif
stres lizerine flavonoidlerin koruyucu etkilerini arastiran Miyake ve arkadaslari, limon
suyundan elde edilen hesperedin ve eriositrin’in oksidatif stresi baskiladigin1 ve bu
maddelerin in vivo antioksidan olarak rol oynadiklarini rapor etmislerdir (Miyake ve
dig 1998). Bizim g¢alismamizda ise eriositrin’in farkli konsantrasyonlarda CYP1A1
bagimli EROD aktivitesine olan etkileri arastirilmistir.  7-etoksiresorufin
konsantrasyonu 1.5uM’da sabit tutularak eriositrin konsantrasyonu 100 — 500uM
arasinda degistirilmis ve doza bagli olarak EROD aktivitesini inhibe ettigi tespit
edilmistir. Logaritmik inhibitdr konsantrasyonuna karst EROD aktivitesi ylizde
grafiginin ¢izilmesiyle eriositrin’in IC50 degeri 257.99uM olarak saptanmuistir.
Inhibisyon mekanizmasinin belirlenmesinde ise, eriositrin (50pM, 100uM, 250uM,
500uM) ve 7-etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) i¢in ii¢ farkli konsantrasyon
secilmis ve deneyler bu dogrultuda gergeklestirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
eriositrin’in  yarismali (kompetatif) inhibisyon sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica
eriositrin, insan CYP1A1 ve NADPH sitokrom P450 rediiktaz bistronik ekspresyon

sisteminde ilk defa galisilmistir.

Akdeniz diyetinin 6nemli bir parcast olan zeytinyagi, yiksek diyetsel yag
icerigine ragmen koroner arter hastaliklar1 ve kansere karsi olumlu etkileri ve uzun
Omiir ile iligskili olmustur. Bu konuda yapilan arastirmalar zeytinyaginin kardio
koruyucu etkileri, tombosit agregasyonunun ve diisiik yogunluklu lipid oksidasyonunu
Onlenmesi gibi terapotik etkilerini gdzler niine sermistir (Misra ve dig 2010). Bunun
disinda, in vitro ¢alismalar ile zeytinyagindan bulunan oleuropein’in insan karaciger
mikrozomlarinda androstenedion 6-hidroksilaz (CYP3A4) aktivitesini inaktive ettigi
gosterilmistir (Stupans ve dig 2000, 2001). Bizim ¢alismamizda ise oleuropein’in
farkli konsantrasyonlarda CYP1A1l bagimli EROD aktivitesine olan etkileri
aragtirillmistir. 7-etoksiresorufin konsantrasyonu 1.5uM’da sabit tutularak oleuropein
konsantrasyonu 5 — 500uM arasinda degistirilmis ve doza bagh olarak EROD
aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Logaritmik inhibitdr konsantrasyonuna karsi
EROD aktivitesi yiizde grafiginin ¢izilmesiyle oleuropein’in IC50 degeri 148.99uM
olarak saptanmustir. Inhibisyon mekanizmasinin belirlenmesinde ise, oleuropein

(50uM, 100uM, 250uM, 500uM) ve 7-etoksiresorufin (0.25uM, 0.5uM, 1uM) igin ii¢
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farkli konsantrasyon secilmis ve deneyler bu dogrultuda gerceklestirilmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde oleuropein’in karisik (mixed type) tipte bir inhibisyon sergiledigi
goriilmiistiir. Ayrica oleuropein, insan CYP1A1 ve NADPH sitokrom P450 rediiktaz

bistronik ekspresyon sisteminde ilk defa ¢alisilmustir.

Bu bilgiler 1s181nda, oncelikle, daha 6nce anti-enflamatuar ve anti-kanserojen
ozellikleri tespit edilmis ve CYP1A1 iligkili enzim aktivitesi (EROD) ¢alisilmis olan
resveratrol referans olarak kabul edilmis ve testlere bu madde ile ¢alisilarak
baslanmustir. Luteolin, isoscutellarein, eriositrin, silikristin, silimarin ve oleuropein ise
insanlarin diyetinde yaygin olarak kullanilan flavonoidler olduklar: i¢in se¢ilmistir.
Kullanilan bu fenolik bilesiklerin CYP1A1 bagimli EROD aktivitesi iizerinde onleyici

bir etki sergiledigi gosterilmistir.

CYP1AT’in tim fenolik bilesiklere olan afinitesi ayni derecede degildi. Test
edilen flavonoidlerden Silikristin digerlerine nazaran diigiikk konsantrasyonlarda daha
yuksek inhibisyon gostermis ve bu nedenle digerlerine gore daha gii¢lii bir inhibitor
oldugu saptanmistir. Test edilen fenolik bilesiklerin inhibisyon giicli sirasiyla
silikristin > luteolin > oleuropein > resveratrol > eriositrin > isoscutellarein > silimarin
seklindedir. Tablo 4.1’de CYP1A1 bagimli EROD aktivitesine flavonoidlerin inhibitor
etkisi ve IC50 degerleri gosterilmektedir.

Tablo 4.1: Flavonoidlerin inhibitor etkisi ve IC50 degerleri

Flavonoid IC50 % Inhibisyon
Silikristin 15.83 %93
Luteolin 99.05 %86
Oleuropein 148.99 %74
Resveratrol 20.99 %70
Eriositrin 257.99 %65
Isoscutellarein 21.76 %78
Silimarin 329.5 %26
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Tablo 4.2°de ise CYP1A1 makromolekiilii ile docking yapilan flavonoid
yapilar1 ve elde edilen RMSD sonuglar1 goriilmektedir.

Tablo 4.2: Flavonoidlerin RMSD degerleri

Flavonoid RMSD
Resveratrol 0.093 A
Isoscutellarein 1.031 A
Silimarin 1.16 A
Luteolin 1.165 A
Oleuropein 1.66 A
Silikristin 173A
Eriositrin 1.962 A

Elde edilen docking sonucglar1 baglanma afinitesine gore siralandiginda
resveratrol-CYP1A1 kompleksi i¢in elde edilen RMSD degeri (0.093 1&) bu yapinin
hedef molekiile yiiksek baglanma 6zelligini ve referans olarak se¢ilmesinin uygun
oldugunu gostermistir. Yapilan diger in vitro ¢alismalarda, Resveratrol’lin segici bir
bicimde CYP1A1’1 inhibe ettigi ¢cok 1yi bilinmektedir. Elde edilen RMSD degerlerine
bakildiginda ¢alisilan fenolik maddelerden Resveratrol’iin en i1yi baglanma degerine
sahip oldugu acik¢a goriilmektedir. Bu sonuglar literatiir sonuglarini desteklemektedir.
Ayrica, fenolik bilesiklerin docking detaylarina bakildiginda CYP1AT1’in aktif
bolgesinde cogunlukla VAL447, AGR464, GLU368 ve SER444 aminoasitleri ile
etkilesime girmis olduklar1 saptanmistir. Dolayisiyla bu aminoasitlerin CYP1A1’in
fenolik bilesikler tarafindan inhibisyonu i¢in 6nemli oldugunu gostermistir. Tim
bunlara ek olarak, RMSD ve in vitro ¢alismalarimiza bakildiginda silikristin, silimarin
ve isoscutellarein’in de potansiyel olarak giicli bir CYPIA1 inhibitorii oldugu

sonucuna varilmistir.

Ote yandan, kanser gibi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi igin resveratrol
bilesiginin yararli ozelliklerini gelistirmek ayni zamanda tiirevleri kullanilarak
yapilacak olan rasyonel ilag¢ tasarimlar1 insan sagligi icin biiylik 6nem tagimaktadir.
Bu baglamda tiirev ligand denemeleri i¢in se¢gmis oldugumuz analoglarin/gelistirilen

bir dizi bilesigin sadece biyoinformatik gozlemlere dayanarak resveratrol kadar
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seciciligi olmadigi saptanmustir. Bilesiklere —OH, —NO2 ve benzeri gruplar eklenerek
indirgenmesi teorik olarak mantikli dursada konformasyonel degisikliklere de sebep
olacagindan baglanma afinitesini etkilemektedir. Bu da ligandin makromolekiiliin

aktif bolgesine baglanmasini engellemekte ya da gii¢lestirmektedir.

5. SONUC

Giliniimiizde insan kanserlerinin yaklasik %80’ine giinliikk yasam icerisinde
maruz kalinan kimyasallarin sebep oldugu bilinmektedir. Bazen bu kimyasallarin
biyoaktivasyonu sonucunda daha da toksik maddeler ortaya ¢ikmaktadir. CYP1 ailesi,
ozellikle de CYP1Al’in, toksisite, kansere yol acan kanserojen polisiklik
hidrokarbonlarin (PAH) ve diger prokarsinojenlerin metabolik aktivasyonunda rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu sebeple; CYP1 enzimleri kanserin dnlenmesi ve tedavisi
icin bilyiik bir dneme sahiptir. Ote yandan; flavonoidler kanserin &nlenmesi icin
arastirmacilara umut vadetmektedir. Oyle ki; sahip olduklar1 biyolojik 6zellikleri
sayesinde kanserin 6nlenmesinde etkili olduklar1 gosterilmistir. Bu ¢alismada, fenolik
bilesiklerin CYP1A1 bagimli EROD aktivitesi tizerindeki olasi etkileri arastirilmustir.
Kullanilan bilesiklerin CYP1A1 bagimli EROD aktivitesi iizerinde onleyici bir etki
sergiledigi de gosterilmistir. Test edilen polifenollerden, CYP1A1 bagimli EROD
aktivitesinin en giliclii inhibitoriiniin 15.83uM IC50 degeri ile silikristin oldugu
bulunmustur. Silikristin, luteolin ve silimarin EROD aktivitesini non-kompetatif
sekilde inhibe etmistir. Ayrica isoscutellarein’in EROD aktivitesini bir karigik
inhibisyon tipi olan un-kompetatif bir bicimde inhibe ettigi gosterilmistir. EROD
aktivitesinin en zayif inhibitoriiniin ise 0.25mM IC50 degeri ile eriositrin oldugu tespit
edilmistir. Eriositrin, EROD aktivitesini yarismali (kompetatif) bir sekilde inhibe
etmektedir. Test edilen diger flavonoidlerin ise EROD aktivitesini karigik (mixed type)
sekilde inhibe ettigi gdosterilmistir. Bu sonuglar, polifenollerin karsinojenlerin
aktivasyon ve detoksifikasyonuna katildigini, 6zellikle de CYP1A1 iligkili EROD
aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir. Literatiirdeki ¢aligmalarin sonuglari ile
birlikte polifenollerin kimyasal olarak onleyici bir potansiyel ajan oldugu kabul
edilebilir. Simdiye kadar, CYP1A iliskili enzim aktivitesi (EROD) hakkinda
resveratrol ve luteolinin inhibe edici etkileri g¢esitli ¢alismalarda rapor edilmistir.

Ancak bu konuda, isoscutellarein, eriositrin, silikristin, silimarin ve oleuropein’in
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etkisi hakkinda bildirilen higbir ¢alisma yoktur. Yapilan testler ile bu polifenollerin
potansiyelleri hakkinda bilgi edinilmis ve bu maddelerin kemopreventif rolii ile ilgili

caligmalar da desteklenmistir.

Sonug olarak, ilag metabolize eden enzimler kanserojenleri etkin veya etkisiz
hale getirdiginden, bu enzimlerin flavonoidler tarafindan modiilasyonu saglik
acisindan onemlidir. Ksenobiyotik metabolize eden CYP1 ailesinin kanserojenlerin
aktivasyonundaki ve kemoteropatiklerin etkisizlestirilmesindeki potansiyel rolii bu
enzimlerin inhibe edilmesinin potansiyel terdpatik fayda saglayacagini ileri
siirmektedir. Bu c¢alismanin sonuglari, flavonoidlerin kanserojen aktivasyonuna
katildig1 bilinen CYP1A1 gibi enzimleri inhibe ederek kanserojen olusumunu azaltip
malignant transformasyonu Onlemeye katilabilecegini gostermis ve bu potansiyel
inhibitor bilesiklerin gelecekte yapilacak arastirmalarda oral olarak alinabilen, yan

etkisi diisiik ve yliksek afiniteye sahip bir ila¢ tasarimi i¢in umut olacaktir.
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