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OZET

TiROZINAZ ENZIMININ BAzZlI TIBBi BITKIiLER TARAFINDAN
INHIiBiSYONU

Ulkemizde sahk alaninda yaygin olarak kullanilan geleneksetkilgirle tedavi
yontemleri tabiata dontakiminin etkisiyle son yillarda bati diinyasindaydggin bir
bicimde kullaniimaya ve incelenmeyeslzmstir. Bu bitkilerin sglhklh ve verimli
sekilde kullaniimasi igin etkilerinin ve etki etmeliarinin bilimsel olarak agairilmasi
gereklidir.

Bu calsmada gida ve kozmetik sektérinde 6nemli bir yeanokahverengilene ve
pigmentlgme reaksiyonlarinda gorevli tirozinaz enziminin ibitor etkilerini
arastirmay hedefliyoruz. Ggtli bitkilerden hazirlanacak sulu ve etanollil ek&trin ve
bazi sentetik ilaglarin enzim aktivitesi tzerinkibtor etkilerini inceleyec@z.

Elde edilen sonuclardan, bitki ve kimyasal maddelgrozinaz tzerine farkl inhibitor
etki gosterdikleri saptandi.

viii



SUMMARY

INHIBITION OF TYROSINASE BY SOME MEDICAL PLANTS

In our country, the treatment methods with tradiéoplants which are mostly used in
health area are began to be used and researcleth asiropean countries with the
effect of getting back to the nature. To use th@sats in health and effciency, the
effects and effect ways have to be researchedtdaely.

In this study, we plan to reasearch the inhibitedfects of tyrosinase enzyme that is
used in browning and pigmenting reactions whichehan important value in food and
cosmetics reactions. We will study the inhibitioffeets of synthetic medicines and
extracts with ethanol and water that are prepared fdiffrent plants on enzyme
activity.

According to the results, it was determined that thlant extracts and chemical
compounds showed different inhibibor effects omsymase.



1. GIRIS

Canl sistemler, farkh cdlilikte biyokimyasal reaksiyonlar vasitasiykekillenirler.
Canli sistemde bitin bu reaksiyonlar temelde proyepili olan ve enzimler olarak
bilinen bir seri biyolojik katalizérler aracgh ile gerceklemektedir. Enzimler dgal
ortamlari dginda yeterli keullar s&landiginda dg ortamlarda da etkilerini gosterirler

ve bu nedenle pek ¢ok alanda enzimlerden yaraalaitmektedir.

Enzimler ve enzim inhibitérleri tipta, gida endistrde, pestisitlerde, kozmetik

sanayinde ve tarim sanayinde kullaniimaktadiregrian, 1996).

Tirozinaz (polifenol oksidaz, monofenol oksidazdé&az veya katekolaz, dihidroksi-L-
fenilalanin: oksijen oksidorediiktaz (E.C 1.14.18.&)arak adlandirilan bir enzimdir.
Memelilerde, bitkilerde, mikroorganizmalarda ve naatarda bulunur. Bitki ve
hayvanlarda gegi yer kaplayan melanin pigmentleri icin gerekli k@nzim olup

kofaktort bakirdir. Tirozinaz hayvansal organizmalabzellikle deri, sag, ve g0z

pigmentlerinde bulunur.

Tirozinaz, fenolik bilgenlerin kinon turevlerine oksidasyonunu katalizlBu enzim

temel olarak farkli iki reaksiyonu katalizlértonne ve Ballotti, 2000

* Monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu (kréeo aktivitesi)

» o-difenollerin o-kinona oksidasyonu (katekolaz waikéisi)

Tirozinaz, melanin okumunda go6revli enzimdir. Bazi kanser tirlerinde deah
hiicrelerde tirozinaz aktivitesinin artmasi bu kangglerinin tedavisinde tirozinazin
onemine dikkat cekngiir (Maeda ve Fukuda, 1991).



Tirozinaz gida endustrisinde meyve ve sebzeleroneknik dgerlerinin korunmasinda
anahtar bir enzimdir. Sebze ve meyvelerdeki enzkmdtahverengilgmeden
sorumludur.istenmeyen renk ve lezzetler, kinon kdlelerinin proteinlerin amino ve
sulfidril gruplariyla arasindaki geri dogiimstz olarak okan kahverengilgne
reaksiyonlart sonucu our. Kinon-protein reaksiyonlari proteinlerin sindini
zorlsgtiran lizin ve sisteinin de iginde bulunglu esansiyel amino asidlerin
biyoyararlanimini  dgiiren sonuclar durur. Bu bglamda, kuvvetli tirozinaz
inhibitoérlerine tarim ve beslenme alaninda cokyéngi bulunmaktadir (Mayer, 1987,

Whittaker, 1995; Friedman, 1996)

Tirozinaz haerelerle muicadele icin gglirilen Grlnlerde de 6nemli bir rol oynar.
Tirozinaz  haerelerde  melanonojenezde, vyara iihesinde, parazitlerin
enkapsulasyonunda gorevlidir (Barrett F. M.1984gBnaran M.1991, Sugumaran M.
1988). Tirozinaz inhibitorlerindeki gghneler zararli hgerelere kan kullanilabilecek
alternatif bir yol olacaktir. Tum bu sebeplerdenago tirozinaz inhibitorleri ilagc ve
kozmetik Urtnlerinde pigmentasyon rahatsizlikladnlemede gittikge artan bir 6neme
sahiptir (Maeda ve Fukuda, 1991; Mosher \ie,di983).

Tirozinaz inhibitdrd olarak kullanilan bazi ilagiartoksik olmasi nedeniyle bazi g

tirozinaz inhibitodrlerinin 6nemi ortaya ¢iktir.

Bu calsmada csitli bitkilerden hazirlanan bitki ekstrelerinin y@myasal maddelerin

tirozinaz enzim aktivitesi Uzerine inhibitdr etkilincelendi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ENZIMLER IN GENEL OZELL IKLER i

Enzimler hucrelerdeki biyokimyasal olaylarin ilimkosullarda gerceklgmesini
sglayan ve protein yapisinda olan biyokimyasal katalerdir.

Enzimler, dger kimyasal katalizorlerden bircok acidan farkliditer seyden 6nce
katalitik etkinlikleri kimyasal katalizérlerdet0® -10'° kat daha fazladir. Enzimler son
derece spesifiktirler ve sadece bir substrata agya fonksiyonlu grubu olan substarat
serisine kay etkindirler. Hatta ayni maddenin izomerlerindadece birisiyle reaksiyon
verebilen c¢ok spesifik enzimler de vardir. Bu ylkssecicilik sayesinde en basit
hicrede bile ayni anda pek cok sayida biyokimyasalksiyon meydana gelir.
Hucredeki reaksiyonlarda yan drun glurmazlar, reaksiyonlar % 100 verimle
sonuclanir. Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH'd&e canlinin vicut sicakinda
gerceklgir. Biyokimyasal reksiyonlar az enerji vedlik sicaklikta gerceké&. Normal
laboratuar keullarinda yiiksek sicaklik ve fazla enerji gerektifgek cok reaksiyon,
enzimlerin kullaniimasiyla daha glik sicaklikta ve enerjide gercegtielebilir (Tzun,
1997).

2.2. ENZIMLER iN ADLANDIRILMASI

1970'li yillara kadar pek cok enzim ile galmis, saf kristal formda elde edilen
enzimlerin sayisi artmive zamanla adlandirmada kakliklar olusmustur. Biyokimya
Cemiyeti tarafindan bir Uluslar arasi Enzim KomisydIEC) kurulmgtur. Enzimlerin

adlandiriimasi ve siniflandiriimasinda uygulanadakallari tespit etmek Uzere



olusturulan IEC katalizledikleri reaksiyon tipinin sama "—az, eki getirerek enzimleri
alt ana grupta toplagiardir.

Bunlar:

1-Oksidorediiktazlar: Indirgenme ve yiikseltgenme olayini katalizleyen ratenidir.
Oksidoreduktazlar ayrica dehidrojenazlar ve sitokew, oksidazlar, oksijenazlar olmak
Uzere de altsiniflara ayrilabilir. Solunum ve femasyon olaylariyla ilgili enzimlerin
yani sira tirozinaz enzimi de oksidorediktaz sivirflenzimdir.

2-Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin transferinin olglu reaksiyonlari katalizleyen
enzimlerdir. Tek karbonlu gruplari, aldehit ve ketgruplarini, acil gruplarini, glikozil
gruplarini, fosfat gruplarini, kikurt iceren gruplaktaranlar olmak tzere farkli alt
siniflara ayrilirlar.

3-Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini, suyun Hve OH iyonlari yardimiyla
molekdllerin yikilmasini, katalizleyen enzimlerditidrolazlar, ester ligarina, glikozil
bilesiklerine, eter bglarina, peptit bgarina, dger C-N bglarina, asetanhidrit
baglarina, C-C, C-P, C-halojen, C-S, P-N, S-Slbana etki edenler olmak lzere alt
siniflara ayrilirlar.

4-Liyazlar: Bir organik molekuldeki gruplarin hidrolitik veyaksidatif olmayarak
ayrilmasini kataliz ederler. C-C, C-O, C-N gibi glar arasinda ¢ift aolusturarak
substrattan bazi gruplarin ayrilmasini katalizlegenimlerdir, veya tam tersini bir yolla
etkenlik gosterirler.

5-izomerazlar: Substratin molekil ici dgsikliklerini katalizleme o6zellgine sahip
enzimlerdir. Rasemazlar ve epimerazlar, Cis-traosnerazlar, intramolekuiler oksido
reduktazlar, intramolekuler transferazlar, intraekailer liyazlar ve dier liyazlar olmak
Uzere alt siniflara ayrihrlar.

6-Ligazlar (Sentazlar): Ligazlar iki molekilin birlemesini kataliz ederler. Bu
birlesme icin gerekli enerji ATP, ADP gibi ylksek enarjfiosfat bilesiklerinden
saglanir. Alti farkh alt grubu vardir. (Tekman ve Qnel981; Can ve Akev, 2008).



2.2.1 Oksidoreduktazlar

Oksidorediktazlar substratlarin indirgenmesini yagikseltgenmesini katalizleyen
enzim sinifidir (Whitaker, 1994). Oksidoreduktagl&ehidrojenazlar ve Sitokromlar,

Oksidazlar, Oksijenazlar alt gruplarinda inceléljb (Tekman ve Oner, 1981).

* Dehidrojenazlar substrattan, sitokromlar ise etaMari bir maddeden gerine
aktarir.

» Oksijenazlar, organik bir substrat molekuline aksiptomu girmesini kataliz
eden enzimlerdir.

* Oksidazlar, bir substrattan elektronlarin (veya rdjehin), taglyici olan
kofaktorler ile HO veya HO, teskil etmek Uzere @ ye aktariimasini
katalizleyen enzimlerdir. Oksidazlar icerdikleri faktére goére alt siniflara
ayrilirlar: Demir-porfirinli oksidazlar

Flavin nikleotidli oksidazlar
Bakirli oksidazlar
Bakirli oksidazlar Ct iceren enzimlerdir. Bu gruba tirozinazin yani siieati

allantoine ¢eviren trat oksidazi da dahildir (Tekmea Oner, 1981).

2.3. ENZIM iNHiBiSYONU

Bazi maddeler enzimlerlegki kurma yetenginde olduklari halde, substrat gibi hareket

birlesme nedeni ile enzimin kendisi de katalitik gbrevy@rine getiremez. Bu gié
maddelere "enzim inhibitorleri" denir. Enzim inHidleri, enzim etkisini azaltan ya da

tamamen durduran maddelerdir (Bingol, 1977).

Enzimlerin inhibisyonu bgica iki sekilde meydana gelir:



2.3.1. Reversibl (Geri Donigiimli) Enzim Inhibisyonu

2.3.1.1. Kompetitif (yagmali) Enzim/nibisyonu

Kompetitif inhibisyonda, enzimin etki yagti substrata yapi olarak ¢ok benzeyen bir
madde, enzimin aktif merkezinggal ederek, asil substrati ileski kurmasini onler.
Kompetitif inhibisyonda inhibitér madde molekullebazi enzim molekullerinisgal
ederek enzimin katalitik etkisini yagatirlar. Buna c¢ok klasik bir 6rnek olarak
"suksinat dehidrojenaz" in "malonik asit"le inhym®unu gdsterebiliriz. Suksinik asit
sitrik asit siklusu sirasinda suksinat dehidrojesziminin katalitik etkisi ile ¢ok
kolaylikla fumarik aside dorg@bilir. Fakat ortamda malonik asidin bulunmasi farm

yapi benzerfii nedeni ile bu dorgiimu yavalatir (Bingol, 1977).

Kompetitif inhibisyonda enzimin inhibitér ile Bwnmasi reversibldir. Substrat

konsantrasyonunun galtilmasi ile bu ilski kopabilir (Bingdl, 1977).

Kompetitif enzim inhibisyonunda inhibitér madde,zanin substratina olan ilgisini
azaltir; Ky, degeri biyur, reaksiyon az ¢ok normal bir,\ deseri gosterir (Bingol,
1977).
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Sekil 2.3.1.1.1 Kompetitif enzim inhibisyonu (Bingdl977)



2.3.1.2. Nonkompetitif (yamasiz) Enzindnhibisyonu

Nonkompetitif enzim inhibisyonunun substratin kamsasyonu ile ikkisi yoktur. Non
kompetetif enzim inhibisyonunda hem substrat henindéitéor madde ayni zamanda
enzime bglanmaktadirinhibitoriin enzimin aktif yeri ginda bir yere bglanmasi ile, o
enzimin molekullerinin substratla reaksiyona girrheinda bir azalma meydana
gelmektedir. Halbuki kompetitif inhibisyonda sadeaeaksiyona giren enzim
molekdllerinin sayisi azalmaktadir. Nonkompetitithibisyonun en sik gorilegekli,
inhibitdran, enzimin yapisinda bulunan fonksiyomglplarla, bu gruplarin yapisini
bozmadan reversibl bgekilde birlemesi halidir (Bingol, 1977).

Bazi enzimler yapilarinda fonksiyonlari icin esdano-SH gruplar tarlar. Enzimin

normalsekilde gorev yapabilmesi icin -SH gruplarinin bearatlan korunmasi gerekir.
Bu -SH gruplarinin metal iyonlar tarafindan nonkatitif bir sekilde inhibe edilmesi
enzimin normal Kkatalitik etkisini strdirmesini onldBu cait agir metallere 6rnek

olarak Ad, Hg", ve PB"'u gdstermek miimkiindiir (Bingél, 1977).

Enzime nonkompetitif inhibitérin g@nmasi substrat BEnmasini bloke etmez,
substrat bglanmasi da nonkompetitif inhibitoriin @anmasini bloke etmez. ESI
kompleksi 0rin vermek Uzere ES kompleksinden dabaay parcalandii icin
tepkimenin hizi yawdamaktadir. Bu tur inhibisyon ile, tepkimenin Vmailegeri
azaldgl halde Km dgeri dezsismez (Altingik, 2009).
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Sekil 2.3.1.2.1 Nonkompetitif enzim inhibisyonu (Bidi, 1977)

2.3.1.3. Ankompetitif (yari yamali) Enzim/nhibisyonu

Bu enzim inhibisyonunda inhibitér, nonkompetitif hibitorde oldgu gibi, enzim
Uzerinde substratin pandg aktif yerden ayri bir yere reversibl olarakgkamir; fakat
nonkompetitif inhibitér serbest enzime veya ES ktekpine bglanabildigi halde
ankompetitif inhibitor, yalnizca ES kompleksi gtiuktan sonra enzimin substratingba
oldugu aktif yerden bgka bir yerine reversibl Iganarak enzimi inaktive eder.
Ankompetitif inhibisyon sonucu \ax deseri azalirken K, degeri de azalir (Altingik,
2009).
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Sekil 2.3.1.3.1 Ankompetitif enzim inhibisyonu (Bidig 1977)



2.3.2.1rreversibl (Geri déniisiimsiiz) Enziminhibisyonu

Irreversibl enzim inhibisyonu, irreversibl inhibitdr enzim (zerinde bulunan ve
aktivite icin esas olan bir fonksiyonel grubu yilgnareya onunla irreversibl olarak
birlesmesi sonucu meydana gelir. Bu tip inhibisyonlarlaf é6lgeye kovalent olarak
baglanan inhibitér, enzim yapisini bozgluicin geri déngim olmamaktadir (Altigik,
2009). Orngin; sinir gazlarindan diizopropil fosfofluoridat, setil kolin isimli

norotransmittdrd pargalayan asetilkolin estera@nsinmez inhibitoraddar.

2.4. POLIFENOL OKSIDAZLAR

Polifenol oksidazlar (PPO) bakir iceren oksidoradilardir. Substratlarn fenolik
bilesiklerdir. Substratlarini oksijenskginde esmer renkli bikgklere oksitlemektedirler.

Bu olay gida teknolojisinde “enzimatik esmene” olarak bilinir. Bakterilerden

memelilere kadar dimada geni bir sekilde yayilmglardir. Ozellikle bitkilerde yaygin

olarak bulunan PPQ’lar hayvansal dokularda ve kahtarlarinda da bulunmaktadir
(Cemerglu ve dig., 2001).

Polifenol oksidazlar u¢ grupta ele alinir. Bunlamrozinazlar (kresolazlar) (EC
1.14.18.1), lakkazlar (EC 1.10.3.2) ve katekolid&slardir (EC 1.10.3.1). Her g
enzim grubu da molekller oksijen v@rhda aktif hale gelirler ve koenzim

kullanmazlar (Yelena, 1996).

Katekol oksidazlar: o-Dihidroksi fenollerin Q varliginda o-kinonlara ytkseltgenme
tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir. Sistemaaittlari 1,2-benzendiol: oksijen oksido

reduktazdir (Partington ve Bolwell, 1996).
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Lakkazlar: p-Dihidroksi fenolleri Q varliginda p-kinonlara doniiiren enzimlerdir.
Bunlarda p-difenol oksidaz ve lakkaz olarak bilirkteglir (Dawley ve Florkey, 1993).

Sistematik adlari benzendiol: oksijen oksidorediéita

Tirozinazlar (Kresolazlar): Monohidroksi fenollerin @ varliginda p-kinonlara
dongmesini  katalizleyen enzimlerdir (Epsin ve ggdi 1995). Sistematik adlari

monofenol, L-dopa: oksijen oksidorediktazdir.

2.4.1. Polifenol Oksidaz Enzimlerinin Kgfi

Schoenbein 1856 yilinda, oksijenin oksitleyici a@larak kullanilarak bazi bitkilerde
aerobik oksidasyonun gerceftigine dikkat cekmesiyle; kimyada ilk olarak
oksidazlarla ilgilenilmgtir. Oksidazlar hakkindaki bilgilerimizi gelirmedeki bir
sonraki gama ise; Yoshida’nin yagh calsmada lak gacinin lateksinde lakkazin
varhgini gézlemlemesidir. Birka¢ yil sonra Bertrand, Mok ‘nin lakkaz Uzerine
yaptgl calsmayi gelstirmis ve bazi mantar turlerinde lakkaz enziminin varuglchu
bulmustur. Bourquelot ve Bertrand birlikte yaptiklari gitemadaRussula fortens ve R.
Nigricansmantarinin ekstraktlarinin renginin bekleme sm@aionce kirmizi daha sonra
koyu kahverengi veya siyah olglunu gozlemlensierdir. Bourquelot ve BertrandR.
nigricans mantarinin ekstraktindan kristal halinde bir madgemslardir. Bu kristal
maddenin c¢oOzeltisinin mantar ekstraktl ile temasriletesi sonucunda, aerobik
oksidasyonun badig ve ilk olarak kirmizi renkli ¢ozeltinin ve daharsa da melanine
benzer siyah bir Grin djtugu bildirilmistir. Kristal madde daha sonra Bertrand
tarafindan tirozin amino asidi olarak tanimlagimni Lakkazin tirozinin Uzerinde aktif
olmadginin bulunmasi Bertrand’t adi “tirozinaz” olan yelir oksidazi kefettigini
anlamasina yol acgtir. Bertrand tirozinazin p-hidroksifenil etil amip-hidroksifenil
metil amin, p-hidroksifenil amin, p-hidroksifenitgpiyonik asit, p-hidroksifenil asetik
asit, p-kresol ve fenol gibi (tirozinden d¢ka) diger bazi aromatik monohidroksi
fenollerin oksidasyonunu katalizlegghi de bulmytur. Diger taraftan bu bahsedilen
bilesiklerde hidroksi grubu olmaginda, bu enzim ile herhangi bir oksidasyonun
olmadg bildirilmistir (Nelson ve Dawson, 1944).
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Bu ilk enzim calgmalarini takip eden sonraki gahalarda tirozin Gzerine enzimin etkisi
ve bitki ve hayvan pigmentasyonu ile ilgili olarakelanin olgumu incelenmtir.
Bertrand tirozinazin 6nceden bilinen geli iki oksidaz enzimi olan lakkaz ve
peroksidazdan farkl olarak tirozinin oksidasyonatializledgini bildirmistir. Ayrica
biyolojik Urtnlerde tirozinin bulunup bulunmaganin belirlenmesinde bu enzimin
kullanilabilecgi saptanmytir (Nelson ve Dawson, 1944).

Bertrand'in tirozinaz ve lakkaz ile ilgili yagn aratirmalarin ardindan, polifenol
oksidazlar tzerine yapilan gahalar oldukca artrgtir. Tirozinaz afinite kromotografisi
ile saflgtirilan ilk enzimdir ve oksijeni organik bir molekin (fenol) yapisina dgudan

katabilme 6zellgine sahip enzimler arasinda da ilk tanimlanan edizi{(€icek, 2000).

2.4.1.1. Tirozinaz

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, monafeoksidaz, fenolaz veya katekolaz
olarak da bilinir.  Tirozinaz ismi  substrat olarak nzemin tirozin
(monohidroksifenilalanin) ve dihidroksifinilalaninekarsi  spesifikligi  nedeniyle
verilmistir (Whitaker, 1994).

Sekil 2.4.1.1.1. Tirozinaz-Melanin
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Tirozin; dopamin, norepinefrin, epinefrin, melamnia tiroksinin 6n maddesidir. Endojen

olarak fenilalaninden sentez edilir. Proteinlerewda alinir.

Tirozinaz d@ada ¢ok yaygindir (Cooksey vezdi1997). Daha yaygin olarak
bitkilerde bulunmasina gamen, mikroorganizmalarda genellikle mantarlarda
ve bazi hayvan organlarinda bulunur (Parvez \&, d007; Khan, 2006). Tirozin
monofenolaz ile hidroksilasyonagmar. 3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) difenolaz
ile oksidasyona grayarak o-dopakinon’a dogiir. O-dopakinon sulu c¢ozeltilerinde

stabil deildir ve hizlica non-enzimatik reaksyon verir (Gar€anovas, 1982).

Monofenol + & o-difenol + HO 1)
20-difenol S 2 o-kinon + 2HO (2)

Sekil 2.4.1.1.2. Monofenolden kinon glumu (denklem 1, 2) (Hwang ve Lee, 2007)

OH OH
OH

\ + €0y
Tirozinaz ?i
CH; LHz
HONH, HONH,
t[JUII L{]"UH
Tirozin DOPA Melanin Pigmentleri

Sekil 2.4.1.1.3. Tirozinden melanin glumu (De ve di., 2008)
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Sekil 2.4.1.1.4. Tirozin- DOPA ve melaningkisi

Tirozinaz, melanositlerdeki melanini biyosentetiddynda U¢ farkli reaksiyonla kataliz
eder: Birinci yol; tirozinin L-DOPA’ya hidroksilagnu. ikinci yol; L-DOPA’nin

dopakinon’a oksidasyonu. Bunlara ek olarak Ggunaliise, insanlarda dopakinonun,
siklizasyon ve oksidatif polimerizasyonu da icerbim seri kompleks reaksiyonla

melaninine déngmesidir (Sugumaran, 1991%ekil 2.4.1.1.4 te bu yollar gosterilgtir.
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Anormal melanin pigmenti Uretimi insanlarda ciddli bstetik problemdir. Genellikle
orta ve ileriki yalarda sikca rastlanir (Kalka ve gdi 2000). Bu kozmetik olarak
onemlidir ve 0zellikle yumgak derinin sglhikhli gin isareti olarak dgerlendirildigi
kiltarlerde veya guzelie oldukga 6nem veren kultirlerde hem gokiinkiem de hayat
kalitesini digurmektedir (Mantle ve @i 2001). Eksojen sebepler 6zellikle ultraviyole
Isiga maruz kalma melasmaolar lentigines ve cil gibi pigmental anormallikfe
yaygin sebebidir (Maeda ve Fukuda, 1991). Bazilata¢ve kimyasallara maruz
kalmanin yani sira belirli hastaliklarin vgrlida hiperpigmentasyonla sonuclanabilir.
Depigmente edici ajanlar genellikle hiperpigmentesybozukluklarin iyilgtiriimesi
icin recetelenmektedir (Kubo, 1992).

Dogada ¢ok yaygin olmasiyla beraber yapilarstaraalar tirozinazin 6zellikle mantar,
yumru patatesseftali, elma, muz, avokado, cay yapraklari, kamseutnlari ve tttn
yapraklarinda ger kaynaklardakine oranla daha yiuksek konsantraanean oldgunu
gostermgtir (Witkop, 1985). Ayrica kayisi, yabani gil, engi, yabani piring, ispanak,
yonca, bgday, yulaf, bezelyesekerkamgi yapra, bakla yapraklari, fasulye, domates,
misir yapraklari, tzim, armut, zeytin gibi meyvesabzelerde de tirozinazin ofglu
tespit edilmgtir (Vamos—Vigyazo, 1981). Bu yapilan gahalar dgrultusunda tirozinaz

enziminin muhtemelen btin bitkilerde bulugdgeklinde bir genellemeye gidilstir.

Bitki hiicrelerinde enzimin miktari ve gdmi meyve veya bitkilerin tlrtne, yaa ve
olgunlusuna bghdir (Tolbert, 1973). Farkli kaynaklardan elde ledi enzim
ekstraktlarinin her (¢ ¢& PPO aktivitesine farkli oranlarda sahip didu
bildiriimektedir (Pendharkar ve Nair, 1964). Pasatelmaseker pancari yapga bakla
ve mantar gibi bircok ekstre iki gePPO aktivitesine de sahip iken, cay yapraitun,
hint kirazi, muz, armut ve kiraz PPO enzimlerinioma hidroksi fenollere etki etmegli
bildirilmistir  (Mayer, 1987). Ygl yapraklarda enzimin bayldk bir bolimi
kloroplastlardadir. Patates yumrusunun hemen hebigin hicresel fraksiyonlarda
protein miktariyla orantili bir dgrde tirozinaz enzimi igergii bulunmutur. Taze
elmada ise kloroplast ve mitokondrilerde toplagtmi Yine enzimin UzUmin

kabuygunda UzUmin 6zsuyundan veya etli kismindan dahaefiloranda oldiu



15

bulunmutur. Tirozinaz enzimi elmanin batin kisimlarindéirenmesine rgmen elma
ve armudun her ikisinin suyu tirozinaz aktivasyodam hemen hemen yoksundur ve
tirozinaz neredeyse tamamen posada kalmaktadizeBesonug onaltgeftali, U¢ kiraz
ve ¢ erik kaltiriinde de bildirilrgtiir. Kloroplast ve mitokondri fraksiyonlarindan eld

edilen enzimin substrat spesifiglide farklidir (Vamos—Vigyazo, 1981).

Bitkilerdeki tirozinaz iceski tarimsal tekniklerden de etkilenir. Oiie seker kamyl
yapraklarinda aktivite diizeyi, toprak eser elenwatak bakir ile muamele edifginde

artar (Vamos-Vigyazo, 1981).

Tirozinaz bitkisel dokularda o©ncelikle inaktif fotam halinde sentezlenmekte ve
zamanla cgtli etkenlerle, 6rngin dokuda d@al olarak bulunan proteazlar veya bir
takim solunum metabolitlerince aktif hale getiriktedirler. iste bu nedenlerle bitkisel
dokularda ¢gu zaman bu enzimin bir kismi inaktif formda, bisiku ise aktif formda
bulunmaktadir. Orngn  aktif formdaki enzimlerin, inaktif formdakilereorani;
Ispanaklarda 1:2, marullarda 2:1 ve domateslerdeoldusu halde bakla, fasulye ve
bezelye cgtlerinde tim tirozinaz enzimlerinin inaktif formdabulunabildgi

belirlenmitir (Cemerglu ve dig., 2001).

Tirozinaz insanlarda dahil olmak tzere hayvansgaoizmalarin 6zellikle de deri, sa¢
ve g6z pigmentlerinde bulunur (Witkop, 1985). Omslosiyah irk tayanlarin
derilerinde (Onslow, 1923); Gessard, murekkepgoaim mirekkep kesesinde; Pinhey,
bazi kabuklu hayvanlarin kaninda; Bhagvat ve Riclgidem bacaklilarin kaninda
tirozinaz enziminin var oldtunu bildirmglerdir (Bhagvat ve Richter, 1938). Arnow
derinin guneg 15181 ile bronzlgmasinin tirozinaz etkisiyle olgunu bildirmitir (Arnow,
1937). Tirozinaz boceklerdekigdiskelet olyumunda da 6nemlidir (Nelson ve Dawson,
1944).

Ornezin karidesler ekonomik d@eri en yiiksek olan su riinlerindendir. Karideslerin
o0lum sonrasi kararmaya dbadiklari gordlur. Kararma, besinsel kayiplara, raf
Omdurlerinin kisalmasina dolayisiyla pazargelenin digmesine, tiketici S@iginin

tehlikeye girmesine neden olur. Ulke ekonomisiniordnmasi agisindan bu olay
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mumkin oldgunca geciktiriimelidir. Kararmanin geciktirilebilrae icin; sodyum
bisulfit gibi sdlfit bilesiklerinin yani sira; 4-heksilresorsinoller, fisirgritorbatlar,
sodyum benzoat, kojik asit, mantar ve cicekli bgiden elde edilen ekstraktlar, hizl
dondurma, deniz suyuyla yikama ve buzlama gibiiké&nde kullanilabilmektedir.
Melanosisin engellenmesi icin  sodyum bisulfit gibsulfit bilesikleri, 4-
heksilresorsinoller, fisin, sistin, glutatyon, erivat, sodyum benzoat ile kojik asit,
mantarlardan hazirlanan ekstreler (Garcia, ve Ruli®96), cicekli bitkilerden elde
edilen ekstraktlardaki fenolik bg&kler (Wada ve di., 1995) ve hizli dondurma
teknikleri (Rotllant ve di., 2002) kullaniimaktadir. Sdlfit bijgkleri melanosisi
yavglatmak icin ginimuzde de kullanilan etkili ve pkatir metot oldgu ileri strdltr.
Ancak sulfiir dioksidin birikim seviyeleri k& astim hastalari olmak tzere bazi tiketici
bireylerinde sglik problemlerine sebep olmaktadir (Rotllant vg.d2002). Amerika,
Kanada, Avustralya ve Latin Amerika’da sulfit Bilderinin kullanimi yasaklanmgken,
Avrupa’da kullanilmasina izin verilmektedir (S&2Q10).

2.4.1.2. Tirozinaz I¢in Optimum pH ve sicaklik

Tirozinaz enziminin optimum pH’sI enzimin kaynaa ve substrata gore ¢ok gebir
arahktadir ve genellikle pH:4.0 ile pH:7.0 arasar@rkliliklar gostermektedir. Birkag
kaynaktan elde edilen tirozinaz enzimiyle yapilaestrmalarda 4.0'in altindaki pH
deserlerinde enzimin inaktif oldgu bildirilmistir. Patatesten elde edilen tirozinaz
enzimi pirogallol ve klorojenik asit i¢cin pH:5.0’denaktif iken, mandalinadan elde
edilen tirozinaz enziminin pH:6.0'nin altindaki pHleserlerinde pirogallolu
oksitleyemeyec# belirtilmistir. Cssitli kaynaklardan izole edilen tirozinaz enziminin
bazi substratlar icin optimum pH gkleri gosterilmektedir (Vamos—Vigyazo, 1981).
Farkli kaynaklardan izole edilen tirozinaz enzimiroptimum sicaklik deerlerini de
dikkate alirsak tirozinaz enziminin optimum sicgkligenellikle 25°C ile 35°C
arasindadir (Gunendi, 1996).

2.5.TIROZINAZ ENZIMIiNIN UYGULAMA ALANLARI

Tirozinaz enzimi gida, ghk, kozmetik ve kimyasal maddelerin aritilmasinggulama
alanani bulunabilen bir enzimdir. Tirozinazin Oikddl dogada bulunan pek ¢ok bitki ve
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meyvada bulunmasi, ilk olarak tirozinazin gida 8aktde 6nem kazanmasina sebep

olmustur.

Gidalarda, tirozinaza h olarak dgal rengi dginda kararmalar okabilir. Gérini ve
lezzetinde bozulma olabilir ve meyve suwarap gibi iceceklerde bulanikliklar ve
cokelmeler olgabilir. Bunun sebebi tirozinaz aktivitesidir. Burtiédlurumlar gerek
tuketiciler gerekse Ureticiler tarafindan istenmktadir. Tercih edilmeyen Urlnler gida
sektoriinde zarara sebep olmaktadir. Gida sektoristeameyen durumlari ortadan
kaldirmak igin tirozinaz inhibitorlerini kullanmaddir. Ancak cay, kahve, kakao, kuru
Uzum, kuru erik, kuru incir gibi Urtnlerin goériniwe lezzet bakimindan istenilen
duruma gelebilmesi icin tirozinaz enziminin aktiimasi gerekmektedir. (Marshall, ve
dig., 2000)

Cevrenin endustriyel ve evsel atiklarla kirlenmesénlemede c¢gtli calismalar
ginimuizde de yapilmaktadir. Atiklardaki toksik tikegosteren fenolik bilgklerin
dogaya kargmasini 6nlemek icin atik maddelerin fenolik kikberden arindirildiktan
sonra cevreye verilmesi icin denetimler yapiimaktaéenolik bilgikleri atiklardan
uzaklgtirmak icin ekonomik, verimli ve kolay uygulanatmkk bir yontem olarak
enzimlerden faydalanilir. Tirozinaz, toksik olamdék bilesikleri uzaklgtirmada ilk
akla gelen enzimdir. Tirozinazin bu amagcla kullabilimesi icin mihendislik alaninda

da calsmalar devam etmektedir.

2.6. TIROZINAZ ENZiMINiN INHIBITORLER VE AKT iVATORLER i

Tirozinaz enzimi katalizledi reaksiyonlar sonucu meyve veya sebzelerde katarena
veya meyve sularinda bulaniklik glurmasi gibi istenmeyen durumlara neden olur.
Bunlari engellemek amaci ile gida endustrisindéoitirler hakkinda daha ¢ok caha
yapilms, bunun yaninda tirozinaz enziminin aktivatorleakkindaki ¢cagmalar biraz

arka planda kalntir.

Sodyum dodesil stlfat (SDS) gibi anyonik deterjanlairozinaz enziminin
aktivatorlerinden biridir. Yine Uzimden elde edil@mzinaz icin, asidik ortamda veya
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ure c¢ozeltisi ile kisa sureli temas, enzimin aigifli 4 ile 10 kat arttirmaktadir.
Aktivatorlerin - etkileri yine optimum pH, optimum caklik, veya substrat
spesifikligindeki gibi izole edilen kayrig gore dgismektedir. Orngin ortama CG&'
ilavesi turptan elde edilen tirozinazin aktivasyouatarttirirken, patatesten elde edilen

tirozinazi ise etkilemegi gozlenmstir (Vamos—Vigyazo, 1981).

Aktivatorler hakkinda fazla ¢amanin olmamasina pla olarak, bu aktivatorlerin nasil
calistigl hakkinda pek bilgi yoktur. Aktivatorlerin bakigdaren enzim monomerlerinden
oligomer olyturdusu ve boylece enzimi biyolojik aktiflik icin gereklolan polimer
yapisina getirgi distinulmektedir (Vamos—Vigyazo, 1981).

Enzim aktivitesi, suni gubrelerde bulunan eser elgnden, olgunkmaya yardimci
olan maddelerden ve radyasyonlar gibi fiziksglemlerden etkilenir. Bu etkiler
bitkideki enzim proteininin sentezini arttirabilirdogal inhibitdrleri ortamdan
uzaklgtirabilir substrat yapisini  dsstirebilir veya hicre duvarli gecirgegiii

degistirebilir ve bunlardan dolayl da enzim aktivitesarttirabilirler (Vamos-Vigyazo,
1981).

Tirozinazin inhibisyonu ile enzimatik kararmaninlgimmesi benzer konu gibi ele
alinmstir. Ancak kararma sadece enzimin inaktif olmasigesil ayni zamanda
reaksiyon icin gerekli iki maddeden birinin {@eya fenolik bilgik) uzaklgtiriimasiyla
da onlenebilir. Meyve ve sebzelerdeggokez enzimatik reaksiyonlara gia olusan
kararma istenmeyen bir durumdur. Tirozinaz enzimikiararmaya sebep olacak
oksidasyonlari katalizlemesini dnlemek amaciylazimaz enzimi inhibitérleri hakkinda

detayli calgmalar yapilmg ve bu cakmalar halen de devam etmektedir.

Siyanur, karbon monoksit, sodyum dietil-ditiyokanst (DICEA), askorbik asit, azit ve
potasyum metil ksantat gibi metallerle kompleks stltan ligandlarla tirozinazin
prostetik grubunda bulunan bakirgelat olgturmasi sonucu tirozinaz inhibisyona

ugrar.
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Florit, azit ve borat gibi inorganik iyonlarda tmimazi inhibe ederler. Bakladan elde
edilen tirozinaz enziminde florir yamasiz inhibitérken, azit kauk tip inhibitordur.
Boratin da yasgmali inhibitor old@gu bulunmgtur. Polivinilpirolidin (PVP) gibi
¢cobzlinebilir polimerler de tirozinazin ysmali inhibitorleridir. PVP gibi ¢dzunur
polimerlerle inhibe olan enzim, ortama anyonik dete eklenmesi ile tekrar aktivite
gosterebilmektedir (Vamos—Vigyazo, 1981).

Mantardan izole edilen tirozinazin hidrojen pergkaskorbik asit, fenil hidrazin, gallik
asit, ferrosiyanutr ve hidroksil amin gibi indirgeyibir ajan ile reaksiyonu enzimin
inhibe olmasina neden olundirgeyici ajanlarin tirozinazin prostetik gruburtaldunan
Cu?" yi indirgedikleri bulunmutur (Ozcelik, 2005).

Mantar tirozinazi enzimatik reaksiyon sirasindaamda herhangi bir inhibitorin
bulunmamasi durumunda da inaktive olabilmektedu.ifgem sirasinda enzime ga
bakir atomu salinir. Son zamanlarda Lerch ve agkadaN. crassatirozinazinin
inaktivasyonunun; 306. pozisyondaki histidin amasadinin kaybi ve buna Bh olarak
bir bakir atomunun salinmasi sonucustlgunu bildirmglerdir (Nelson ve Dawson,
1944).

Melanin deri fotokanserine karénemli bir koruyucu rol Gstlense de anormal miglan
pigmentasyonu insanlarda énemli bir estetik problen{Priestley, 1993). Ayrica,

tirozinaz inhibitorleri melanin pigmentasyonuylgili deri bozukluklarini tedavi etmek
icin klinik olarak kullanilabilir ayrica deri beyktma etkileri ile de kozmetik igin

onemlidir (Maeda ve Fukuda, 1991; Seiberg, 2000ndenolaz, difenolaz ya da her
ikisini de inhibe eden dml kaynakh cgitli tirozinaz inhibitérleri Tablo 2.4.1'de

gOsterilmektedir.
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Tablo 2.4.1. Monofenolaz, difenolaz ya da her ikisie inhibe eden dal kaynakli ceitli

tirozinaz inhibitorleri (Parvez ve gli 2007).

INHIBITOR KAYNAK

Arbutin Arctostaphylos uva-urs
Aloesin Aloe barbadensis
Anakardik asit Anacardium occidentale
Anisik asit Pimpinella anisum
Agaritin Agaricus bisporus
Anisaldehit Pimpinella anisum
Kumic asit Cuminum cyminum
Kuminaldehit Cuminum cyminum
p-Kumarik asit Panax ginseng

ECG Thea ginseng

EGCG Thea ginseng

La Agaricus hortensis
3,4-Dihidroksinnamik asit | Pulsatilla cernua
Oksiresveratrol Morus alba
Kaempferol Crocus sativus
TransSinnamaldehit Cinnamomum cassia
Lb Agaricus hortensis
4-Hidroksi-3-

metoksinnamik asit Pulsatilla cernua
9-Hidroksi-4-

metoksipisoralin Angelica dahurica
5-Hidroksimetil-2-furfural | Dictyophora indusiata

Melanin biyosentezi UV ye maruz kalmanin &onlenmlesiytirozinazin inhibe
edilmesiyle, melanosit metabolizmasinin inhibisyora proliferasyonuyla ile inhibe
edilebilir (Seiberg, 2000). Hiperpigmentasyon bdallari icin melanazma ve
hidrokinonlarla gartma, retinoidlerle antienflamatuar tedavi ve Zinaz

inhibitorlerinin kullanimini iceren post-inflamatudiperpigmentasyon gibi standart

lokal tedaviler vardir.

2.6.1. Dgal Kaynaklardan Elde Edilen inhibitorler

Bitkiler zararli yan etkileri olmayan biyoakif kinagallarin zengin kaynaklaridir,
tirozinaz inhibitorleri icin hala devam etmekte mlargtirmalar gerceklgiriimektedir.
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2.6.1.1. Yiksek Bitkilerden Elde Edil@mibitorler

Yuksek bitkilerden elde edilen inhibitorler fenallee aldehitler ve ger tlrevleri

olarak adlandirilan iki ana alt Gnite olarak semflliriimstir (Kim ve Uyama, 2005)

Bitki Polifenolleri: Polifenoller dgada yaygin olarak bulunan bir grup kimyasal
bilesiktir ve sebze taninleri olarak bilinirler ¢cinki r@ok cicegge rengini verirler.
Bazilari bitkilerin kabgunda, kokiunde ve yapraklarinda bulunan komplekssikiér
iken bazilari ise taze meyvalarda, sebzelerde welacdulunan basit bijelerdir.
Kaempferol (Kuba ve Yokokawa, 1992; Kubo ve Kingiri11999), kuarsetin (Chen ve
Kubo, 2002), gibi bazi tirozinaz inhibitori flavadter ceitli bitkilerden izole
edilmistir.

Dogal kaynakli inhibitérleri tanimlamak ve siniflangha@k icin bircok cakma Kubo
(2000) tarafindan yapilgtir ve inhibitor aktiviteleri ile yapisi arasindakiskiyi
belirlemistir. Bunlara gore, batin flavonoidler enzimin akbblgesindeki bakir ile
celatlgma yeteneklerinden dolayl enzimi inhibe ederlerc#n bu durum ger 3-
hidroksi grubu serbestse gercekleilir. Bundan bgka luteolin 4°-O-glikozid ve
luteolin 7-O-glikozit gibi ¢seitli flavonoidler icin 3-hidroksi grubu inhibisyongin
gerekli bir kaul olmadgina aciklik getirilmgtir, 3-hidroksi grubunun yokigunda hala
inhibitor aktivitesi gostermektedirler (Kubo, 1995%on zamanlarda, Badria ve el
Gayyar (2001) keto grubu iceren flavonoidlerin glighhibitor aktivitesine sahip
olduklarini bulmgtur. Bu L-DOPA’daki dihidroksifenol gruplar ile dvonoidlerdeki
keto grubunun benzegiiyle aciklanabilir. Bu cadmanin sonucu d@l kaynakli
tirozinaz inhibitorlerine yeni bir tlri ortaya kowktadir. Bu grubun der bir 6nemili
bilesigi D-glikozun capraz esterleriyle meydana gelenilgadkittir ve esterleri gida
endustrisinde katki maddesi olarak geai kullanilir. Ceitli gallik asit tirevleri ysil
caydan (Adhami, 2009) v&alla rhois (Kim ve dig., 1998; Parvez, 2006)'den izole
edilmistir ve bazilar ise guclu tirozinaz inhibitort cddér adlandirilmgtir. Calsmalar
gOstermgtir ki 3-pozisyonundaki galloil kismin ile flavon-d@ iskeleti tirozinaz

aktivitesinin optimum inhibisyonu icin 6nemli bimgisal gerekliliktir. 1,2,3,4,6-Penta-
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O-galloil-d-glikoz (PGG, G. Rhoistlen izole edilen bu aktif biesin gucli bir
tirozinaz aktivitesi olmasina gmen oOnceki c¢aymalarda benzen halkasinin
esterlemesi, hidroksilasyonu veya metilasyonu ile aromaki&rbosiklik asitlerin
tirozinaz inhibitor etkisinin azaldindan bahsedilmemesini fark etmek ilgingtir (Menon,
1990; Kermasha, 1993). Bunagnaen, gallik asit ve onun kisa alkil (<C10) zincir
esterleri substratlar olarak tirozinaz tarafindaari soksidasyon urlnleri vererek
oksidasyona gramstir ama uzun alkil (>C10) zincir esterleri pigmermtenus Urinler
olusturmadan enzimi inhibe etgtir bu da karbon zincirinin uzunfunun tirozinaz
inhibitdr aktivitesi Uzerinde etkisi olgunu goOstermektedir. Ber bir deysle,
molekadllerin artan hidrofobiklikleriyle gallatlameimin tersiyer yapisinin bozulmasina
bagll olarak enzim tarafindan okside olmaya daha dikyanale gelirler (Kubo, 2003).
Kardol tUrevleri gibi (Kubo, 1994) ger caitli biyoaktif yapilarda hidroksil grubunun
katilmasi inhibitor aktivitesini arttirirken metgikubunun katilmasi inhibitor aktivitesini
azaltmaktadir ayrica doymagnalkil yan zinciri doymgla kasilastirildiginda daha
glclla bir inhibisyon gostermtir. p-Kumarik asit (Lim, 1999) hem fenolaz hem de
difenolaz aktivitelerini inhibe eder ve para pomsyndaki polar hidroksi grubunun
monofenolaz inhibitdr aktivitesini arttirirken difelaz inhibitor aktivitesini dgiirdigu
gosterilmitir. Oksiresveratrolin (Shin, 1998) halkadaki maksm hidroksi gruplarinin
varligina b&li olarak gugclu tirozinaz inhibitor aktivitesi g@sdigi belirtilmistir. Ancak

inhibitor aktivitelerine ve yapi kriterine Bl bir aydinlatici aciklama yoktur.

Aldehit ve dger turevleri: Gery sayidaki aldehitler ve ger turevleri izole edilngtir ve
trans-sinamaldehit (Hwang ve Lee, 2007), (2E)-adlen (Kubo ve Kinst-Hori, 1999),
2-hidroksi-4-metoksibenzaldehit (Kubove Kinst-Hd&B99), 3,4-dihidroksisinamik asit
ve 4-hidroksi-3-metoksisinamik asit (Hwang ve L2807) gibi tirozinaz inhibitorleri
olarak siniflandirilmgtir. Aldehit grubunun sulfidril, amino ve hidrokgiruplari gibi
biyolojik olarak dnemli nukleofilik gruplarla realy®na girdgi bilindiginden enzimin
primer amino gruplari ile Schiff bazi glurarak enzimi inhibe eggi 6ne surdlmgtor.
Cesitli aldehitlerin inhibitor aktivitelerinin kanlastiriimasi ve sinnamik asit, anisik asit,
kumik asit ve benzoik asit gibi yakin hjlkler kuminaldehitin en gucli inhibitor
oldugunu kanitlamgtir (Kubo ve Kinst-Hori, 1988). Kuminaldehitin para

pozisyonundaki elektron verici gruplarinin (izopitope metoksi) indukleyici etkiyle
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enzimin aktif bolgesindeki Schiff bazinin karagihi sa&ladigini fark edilmitir
(Wilcox, 1985; Conrad, 1994). 2-hidroksi-4-metddesizaldehit dinda yukarida
bahsedilen aromatik aldehitler Kubo ve Kinst-Hoti988, 1998, 1999) tarafindan
yarismasiz tirozinaz inhibitorleri olarak tanimlangtmi. Yine de, aldehitlerin inhibisyon
bicimine dayanan cekili agiklamalar Jimenez (2001) tarafindan bilamigtir, buna
gore butin 4-substitueli benzaldehit turevieri L£XO oksidasyonunun yamali
inhibitorleri gibi davranmaktadir. Asit tlrevleriuchmunda inhibisyon mekanizmasi
enzimin bintklear bakir kisminda bakir-karboksiikit kompleksinin olgumuna yol
acar. (Jimenez, 2001); para pozisyonundaki fergiiboun ileri substitionu inhibisyon
boyutunu arttirir (Wilcox, 1985).

2.6.1.2. Mantarlardakinhibitorler

Yuksek bitkilerin aksine mantar kaynakh bazi Gitéer de tirozinaza kar inhibitor

aktiviteleri nedeniyle tanimlanmve bildiriimislerdir (Schallreuter ve Wood, 1990).

Azelaik asit (1,7-heptandikarboksilik asitRityrosporum ovalemayasi tarafindan
uretilen dgal olarak meydana gelsdiiz zincirli doymy dikarboksilik asittir. Azelaik
asidin primer kitan6z melanomanin kanserli meldleosiizerinde kesin bir sitotoksik
etkisi vardir bu yizden normal melanositler etkite$ gbzilkmez (Schallreuter and
Wood, 1990). Kojik asit (5-hidroksi-2-(hidroksimi@égamma-piron) $ekil 2.6.1.2.1),
Aspergillus nigerve penicillum (Parrish, 1966) turlerinin go tarafindan Uretilen bir
fungal metabolittir, gesi metal iyonlari icin iyi bir celatlayicidir ve sex$t radikal
tutucudur (Wiley, 1942; Niwa ve Akamatsu, 1991).

2
oyr™
o

HO™

Sekil 2.6.1.2.1. Kojik asit



24

Metallotiyonin mayasi ggu zaman rastlanan sitosolik proteinlerdir, genkdhilkblyuk
miktarlardaki &ir metal iyonlarini segici iamalari ile karakterize edilirler, yiksek
sistein icergine sahiptirler veNeurospora crassdakir-metallotiyoninin apotirozinaz
icin metal dondr oldgu belirtiimistir (Lerch, 1981).

Aspergillus nigerden gelen metallotiyonin mantar tirozinazin aktildesindeki bakiri
selatlamak icin guclu bir yetegie sahiptir dolayisiyla gucli bir inhibitér olarakrieket
eder (Goetghebeur ve Kermasha, 1996).

2.7.TIROZINAZ INHIBITORLER ININ UYGULAMA ALANLARI

2.7.1. Gida Endustrisi

Sebze ve meyvelerdeki kahverengihe, Grinin organoleptik dzelliklerini azaithdan
yetistiriciler ve besin endustrisi tarafindan buyuk ylgi takip edilmektedir. Enzimatik
kahverengileme orani dokudaki aktif tirozinazin ve fenolik Rilderin
konsantrasyonuna, oksijen v@rha, pH ve sicaklik kallarina bglidir (Martinez ve
Whitaker, 1995). Bu yilizden, tirozinazin neden gldenzimatik kahverenggeneyi
durdurmak icin cgtli metotlar tespit etmek gerekmektedpimdiki geleneksel metotlar
kahverengilemeyi ©Onlemek igin tirozinazi inaktive eden otoklave gartma
metotlarinin kullanimini igerir ama bu prosesleirae 6nemli grlik ve besin dgeri
kaybina yol agmaktadir (Konanayakam ve Sastry, 198ger bir alternatif yaklgim
mikrodalga enerjisinin kullanimidir fakat bu, drnglnde meydana gelen ve sadece
asirt 1Isinmg bdlgelerde enzim inaktivasyonuna, dahgusobolgelerdeki enzimin ise
tamamen inaktive olmamasina sebep olan bir sicaktiki (Decareau, 1985) temel
dezavantajindan dolayi zarar gérmektedir, bunaitavbu, i¢ su buhadaasina neden
olarak ilgili mantar dokusuna hasar verir (Rodrizri®pez, 1991). Mikrodalga ve sicak
su kombinasyonu tedavisinin uygulanmasi son Urliteka kosullarinda kismen daha
lyidir (Devece ve di., 1999). Halojen tuzlar, aromatik karboksilik &sit (Mayer,
1987), sulfit (Smith ve Lindsay, 2001), sitrik asiskorbik asit ve tlurevleri (Santerre,
1988; Hsu, 1988) gibi indirgeyici 6zelk sahip dier bilssikler, sistein (Dudley ve
Hotchkiss, 1989) gibi tiyol bikekleri tirozinazi inhibe edici olarak bilinirler. gkorbik
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asit, sodyum bisiilfat ve ger indirgeyici ajanlarin tirozinaz Uzerine etkisgun yillar
tartisilmistir (Golan_Goldhirsch ve Whitaker, 1984). Buna elarak siilfitlerin
kullanimi potansiyel g@ik risklerine b&li olarak giinden guine kisitlanmaktadir (Taylor
ve Bush, 1986). Gunumuzde, besin endustrisinde kdHhesorsinol kullaniminin
guvenli old@gu diunulmektedir bu taze ve kurutulgiumeyve dilimlerinin
kahverengilgmesinin kontroll igin oldukca etkilidir (Frank, 189 Besin endustrisinde
kullanilacak olan bir enzim inhibitéri givenli olmae toksik olmamalidir. Tirozinaz
inhibitérd kimyasal maddelerin toksik olmasi negémidgzal kaynaklardan elde edilen

inhibitorlerle tirozinaz inhinitdr cagmalari devam etmektedir.

2.7.2. Kozmetik Endistrisi

Melanin en yayginsekilde vicutta bulunan pigmentlerdendir. Bakteri ntaa ve
hayvanlarda bulunur. Biyopolimerlere benzer komgplgipili buyutk bir polifenolddr.
Saridan siyaha bircok renge sahiptir (Prota, 198&melilerin cilt ve sac¢ rengini
etkileyen bir cok faktor vardir. Bunlarin en o6nesnlimelanin pigmentasyonudur.
Melanin epidermisin tabakasindaki melanosit hicrslie olymakta ve stratum
germinativum ile stratum spinosum hucrelerine gdgedir. (Spritz ve Hearing, 1994).
Ozellgmis lizozomlara sahip melanositler melanozom olaralaradirilir. Bu hiicreler
melaninin sentezi icin gerekli bir cok enzim ickmir(Tiedtke ve di. 2004). Melaninin
ciltteki rolu ultraviole (UV) sinlari absorblayarak UV hasarina, reaktif oksijéretrine
(ROS) kasgi cildi korumaktir. Toksik kimyasallari ve ila¢ katilarini temizler. Farkli
dermatolojik bozukluklar pigmentlerin 6lgtstizgdan! sonucu olgur (Kim ve Uyama,
2005) Aktinik hasarlar, melazma, cil, ya bali lekeler dizensiz pigment gmina
bagll sikayetlerdir (Frank, 1995) Hiperpigmentasyon veya hipopigmentasyon
gOrilebilir. Kotd huylu timorlerin  gostergesi ollbi Melanositlerde sentezlenen
melaninin ¢eidi, miktari, d&ilhimi, cildin rengini belirler. Keratinlerin etrafi saran

melanin cilt tonunu belirler.
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Cilt rengini acan preparatlar, esmer cilt rengigiing yangl rengini acan, ciltteki
lekeleri gideren kozmetik prepargkilleridir. Ciltte, melanin biyosentezingu sekilde

oldugu belirtiimektedir:

Tirozinaz enzimi ile tirozinden DOPA (L-dihidroksifilalanin) olgur. Yine tirozinaz
enzimi ile dopakinon, I6kodopakrom, dopakrom, 5 @ikidroksiindol, 5,6-indol kinon,

melanin olgur.

DOPA kinan
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Cilt rengini acan preparatlarin etki bicigiiyle 6zetlenebilir:

1- Melanin olgan hicrelerin, (melanositlerin) tahrip olmasi,

2- Melanin biyosentezinin engellenmesi,

3- Tirozinaz enziminin inaktive edilmesi,

4- Melanin grandllerinin stratum germinativum veratim spinosum hicrelerine
geckinin 6nlenmesi

5- Melanin pigmentinin okside edilerek rengin a@bnveya giderilmesieklinde olur.

Duzensiz cilt renklenmesinden korunmak icin cihgimi acmada kullanilan Griinler son
yillarda giderek artan bir populerlik kazagtm. Bu drtinler kozmetik alanda ve klinik
tedavilerde yaygin olarak kullanilgr. Recetesiz ilag, receteli ilag ve kozmetik alar

kullanilabilmektedirler. Bu udrtnler igin farklh U#here gore farkli dizenlemeler
yapiimaktadir. Pek cok kozmetik firmasi, cilt remgiacmada kullanilan kozmetik
preparatlar icin melanin inhibitdri olan yeni etkeraddeler ardirmaktadir. Bunlarin

cildin ya rengini acfil (cilt renklerini degistirmek isteyen kiler) yada depigmente

ettigi (melazma ve ydanmaya bgli lekeler gibi cildin  anormal-

hiperpigmentasyonunun tedavisi) varsayiimaktadeef(2006).

Ideal bir renk acici madde farmakolojik olarak uy@gaelliklerde olmali, 2-3 ay gibi bir
surede etkisini gostermeli, yan etki olggildisik olmali, istenmeyen lekeleri kalici
olarak uzaklstirabilmelidir. Cilt rengini agmada kullanilan Gdén melanin olgumunu

engelleme mekanizmalarina gore siniflandirlabilelanin olgumunu azaltabilen
veya engelleyebilen kozmetik preparatlar olaraknédanan bu trinler genellikle etki

mekanizmalarina gore ¢ grupta incelenebilirlerg)2006).

» Tirozinaz aktivitesinin dgrudan inhibisyonu
» Tirozinaz sentezi veya aglumunun bastiriimasi

» Secici melanosit toksiditesi
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Fakat bazi maddeler, surecin farkfamalarinda etki gostermektedirler. Ayrica ilave
veya sinerjistik etkiler elde ederek etkiyi arttaknamaciyla formulasyonlarin buyudk bir
bolumiinde bu maddelerin kombinasyonlari kullaniltadk. Ozellikle farkli

mekanizmalarla etkinlik gosteren maddeleringidi konsantrasyonlari secilerek yan

etkinin azaltilmasi, etkingin arttirlimasi hedeflenmektedir.

Trikloroasetik asit gibi cilt soyucu drtnler melaniceren cilt ylzeylerini soyma
etkisiyle uzaklatirmak icin kullanilir. Kozmetik ve farmasétik erstiilerinde renk
acicl olarak kullanilan daha etkili ve daha givenyieni maddelerin sayisi hizla
artmaktadir. Cilt rengini agan maddelerin en tangnotanlari, hidrokinon, hidrokinon
monometil eter, arbutin, kojik asit ve azelaik @sitCiva tuzlari bakir iyonuyla
yarisarak tirozinaz inhibisyonu géstermelerine skarallerji ve nefrotoksisite gibi ciddi
yan etkiler gosterdiklerinden kullaniimamaktadirlistelanin olyumunu engelleyici bir
etkiye sahip olan bitki ekstreleri daha az yanyatlksahip olduklarindan iyi bir segim
olabilirler. Ayni zamanda ger etken maddelerle sinerjik etki de glurabilirler. Morus
alba, Glycyrrhiza glabra gibi pek cok bitkinin ekstresi bu amacla kozmetik
preparatlarda kullaniimaktadir (Ozer, 2006).

2.7.2.1. Hidrokinon

Hidrokinon (HK), degisken etkilerine ve guvenilirlik problemlerine kam diinyada en
fazla onerilen cilt rengini acan maddedir. Bir lokisi fenolik kimyasal bilggi olan
HK, tirozinaz enzimini baskilayarak DOPA’nin mela@idongimind énlemektedir.
Ayrica melanozomlarin oum ve aygmasi ile melanositierde DNA ve RNA sentezini
engelleyrek glev gormektedir. Amerika Birkgk Devletlerin de recetesiz olarak % 2’'ye
kadar olan konsantrasyonlarda ve receteli olarakadgiiksek konsantrasyonlarda
kullaniimaktadir. Avrupa da ise en fazla % 2 ordainglvenli ve etkili kabul
edilmektedir. HK ile bsta tretinoin ve glikolik asit olmak Gzeregdir maddeleri iceren
kombine preparatlarin kullaniimasinin etkiyi adtg gortlmektedir. HK'nun cilt
rengini acici etkisi, ginlik uygulamalarda genddlikir ka¢ hafta ile bir ka¢ ay arasinda
gorulmektedir. Etkisi konsantrasyonasitaciya ve formulasyonun stabilitesi gibisgé

parametrelere g bulunmaktadir. Genel olarak konsantrasyon agétiketkiside
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artmakta fakat daha irritan hale gelmektedir. Y#klexi nedeniyle % 5 Uzerindeki
konsantrasyonlari 6nerilmemektedir. En sik gorijam etkiler irritasyon, kuruluk,
kasinti, allerjik reaksiyonlar ve tirnak hiperpigmesyanudur. Ayrica uygulama
alaninin dyindaki bdlgelerde hipopigmentasyon, vitiligo bemzdgpigmentasyon gibi
siddetli yan etkilerde gorulmektedir. Yuksek konsasyonlarla yapilan uzun sureli
tedaviler sirasinda kalici depigmentasyonsalbilir. Kullanimi doktor kontroltinde,
geceleri bir doz olacajekilde ve giin boyunca ytiksek koruma faktorlu bingyifiltresi
kullanarak olmahdir. Etkisini 3-4 ayda gostermiesklenir. HK son derece reaktif olup
melanositler icin gucli bir sitotoksik ve mutajerktesiktir. HK iceren kremlerin rengi
3-4 ay sonunda beyazdan kahverengine gloeutedir. Bu nedenle ABD ginda
HK’nun sadece ila¢ olarak kullaniimasina, kozmaiikinlerde ise kullanilmamasina

karar verilmgtir.

2.7.2.2. Hidrokinon Monobenzil Eter (HMBE, monolmer)z

Monobenzon, pigmentli hiicreler Gzerine HK ile benb& mekanizmaya sahiptir.
Tirozinaz tarafindan, melanositlere kalici bir zararen, reaktif icermeyen radikallere
metabolize edilir. Etkisi, uygulama yeriyle sinidkalmaz. Sadecegiddetli vitiligo’da

etkilenmeyen bdlgelerin rengini agmak igin kullanil

2.7.2.3. Arbutin

Uvae ursiyapragindan elde edilen bu HK3-D-glukopiranositin, tirozinaz aktivitesini
engelleyerek etkili oldgu disintlmektedir (Kahn, 1995). Arbutin, melazma ve UV
kaynakli benekler dahil olmak Uzere deri alti hggmentasyon bozukluklarinin
tedavisinde kullanilan guvenilir ve hafif etkilirbajandir. Melanozomlarin tirozinaz
aktivitesini engelleyerek etki gostermektedir. Aihy insan kultir melanositlerinde
HK’a nazaran ¢cok daha az sitotoksiktir. Bir hidmdn glikozidi olan arbutin ve bir C-
glikozillenmis chromone olan aloesin sirasiyiaae grsive Aloe verayapraklarindan
izole edilmitir ve inhibitor etkilerinden dolay incelengtir (Kahn, 1995). Arbutinin
enzim aktivitesini yagmali olarak inhibe etti (Kahn ve Zakin, 1995) bildirilirken bir

baska kagl raporda Funayama (Parrish, 1966) arbutinin ikmionun hem mantardaki
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hem de fare melanomasindaki tirozinaz aktiviteleyarismasiz olarak inhibe egiini
One surmiglr ve bu arbutin kagik-tipte (mixed-type) inhibisyon ile sadece fare
melonomasindaki tirozinazi inhibe eder. Buna ekatdaJin (Wiley, 1942), aloesin ve
arbutinin birlikte muamele etkisi Uzerinde ealls ve her ikisinin de tirozinaz
aktivitesini farklh mekanizmalarla hareket eder@kesgitik bir bicimde inhibe etfini
bulmuwstur; aloesin yagmasiz olarak inhibe ederken arbutin yarali olarak inhibe
etmektedir. ikisi birlikte ele alindkinda yargmali ve yagmasiz inhibisyon
mekanizmalari ile melanin Gretimini sinerjitik oddr inhibe etmektedir. Dolayisliyla,
yukaridaki bulgularin  hepsi gostentni ki aloesin  ve arbutin  kauminin
depigmentasyon etkisi i¢in kullanimi yararhdir.

2.7.2.4. Kortikosteroitler

Topikal kortikosteroitlerin cilt rengini acgici e#di belirgin olmasina kam etki
mekanizmasi halen acik gklir. Cok sayida yan etkisinden otird uzun streli
tedavilerden kaciniimalidir. Siklikla geri d@iinstiz depigmentasyona neden olurlar.

Diger maddelerle kombinasyonu halinde etkili olabilir.

2.7.2.5. Tretinoin

Tretinoin, hem kalici hem de gigken melanin olgumunu engelleyerek zayif bir renk
acici etki gosterir. Keratinositlerin icinde melaonmlarin yayilmasina yardimci olur.
Ayrica epidermisin yenilenme hizini artirir. Ananyatkisi, uygulama yerinde ortaya
ctkan irritasyondur. Tretinoinin HK ve tirevleriniilt rengini acici etkisini artirdi

kabul edilmektedir. Tretinoin, gili pigmenter bozukluklarinin tedavisi icin % 0®2

ile % 0.1 arasi konsantrasyonlarda kullangtmi

2.7.2.6. Azelaik Asit

Azelaik asit §ekil 2.7.2.6.1dogal yollardan olgan bir 9-karbondikarboksilik asittir. In

vitro olarak tirozine benzerslev gorur, ayrica DNA sentezini ve mitokondri
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oksidoredUktazini engelleyebilir. Azelaik asit, amha ve post-inflamatuvar
hiperpigmentasyonun tedavisi icin % 15-20 konsaywalarinda kullaniingtir.
Glikolik asit ile birlikte kulanilabilir. Yapilan knik bir calismada, % 15-20’lik glikolik
asit losyonunun % 20’lik bir azelaik asit kreminaviesinin, koyu derili ljilerde yiuz
hiperpigmentasyonunun tedavisi icin % 4 ‘luik HK ikie kadar etkili oldgu
gOrilmistur. Sistemik ya da lokal bir yan etkisi yoktur @z2006).

HOOC. -~ __~_~~._-COOH

Sekil 2.7.2.6.1. Azelaik asit

2.7.2.7. Kojik Asit

Kojik asit, Aspergillus spp ve Penicillum sparafindan dretilen fungal bir metabolik
drandur. Gugclu bir tirozinaz inhibitort olup bakle celasyon sonucu etkisini gosterir.
(Kim ve Uyama, 2005)% 1-4 konsantrasyonda krem bazinda, tejnaaveya dier
maddelerle kombinasyon halinde kullanilir. Glikoldsit ile sinerjistik etki yap#
disunulmektedir. Hidrokinona benzer etkide olup dahaan etki gdsterir. (Maeda ve
Fukuda, 1991).

2.7.2.8. L-Askorbik Asit

L-Askorbik asit, o-kinon olgumunu azaltarak melanin glumunu engelleyen ve okside
olmus melanini azaltan bir madde olarak bilinmektedir. 246 konsantrasyonda
kullanildiginda etkindir, yan etkisi yoktur, fakat formulasyoguctur. Vitamin C sulu

cozeltide hizla okside olgundan ve bozundwndan, genellikle cilt rengini acici
madde olarak kullanilmasi faydal gl&. Onun yerine daha dayanikh olan,
magnezyum-L-askorbil-2-fosfat gibi deriveleri seigmerek bu amacla kullanilir. Bu
bilesik deri fosfatazlariyla reaksiyona girerek askorbsidi serbest hale gegcirir. Fakat

kolayca anyonlarina ayrilgliicin deriden gegi gic olur.
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Sekil 2.7.2.8.1. Askorbik asit

2.7.2.9. Retinoik Asit

Retinoik Asit tirozinazi ve TRP-1 sentezini inhibder, UV-B radyasyona pa TRP-2
inhibisyonunu tersine cevirir. % 0.05-0.1 konsasymnda eritem ve kuruluk gibi hafif
yan etkiler gostermekle beraber ygavakat etkin sonuclar verir. Kullanimi sirasinda
glingten korunma zorunludur (Ozer, 2006).

2.7.2.10. Elajik Asit

Elajik asit (EA), dgal yollardan olgan bir polifenol olup cilek, Gzum, itir, y cay,
okaliptus, ceviz ve tara gibi pek cok bitkide butaktadir. Hidroliz ve elajitanin
distilasyonu ile elde edilmektedir. Bu hillke gicli bir antioksidan olup tirozinaz
aktivitesini bastirabilir. EA’nin, tirozinazin aktimerkezine kolayca penetre olarak,
bakir iyonlar ile ¢elat okturdusu distindimektedir. Azalan bakir konsantrasyonuna
bagli olarak tirozinaz aktivitesinde de azalma olmaktaMelazma karakteristikleri,
post-inflamatuvar pigmentasyon vegeli kasullar, EA uygulamasi ile dizelmektedir.
Umut verici bir cilt rengini acici etken madded&uinea domuzunda yapilan bir
calismada ayni dozda uygulanan arbutin ve kojik aside gtaha etkin, HK ile ayni
etkide bulunmgtur (Ozer, 2006).
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2.7.2.11. Niasinamit

Niasinamit vitamin B Gn biyolojik olarak aktif halidir. Melanositlerdekeratinositlere

melanazom transferini azaltarak etki gost@rdusintlmektedir.

2.7.2.12 a- ve R-hidroksi asitler

Yuksek konsantrasyondaki glikolik asit, o-hidrok&inzoik asit, salisilik asit gibi bazi
a- ve R-hidroksi asitler kimyasal soyucu olarak &allirlar. Bunlar ayni zamanda
tirozinaz inhibitorii olarakta siev gorir. Genellikle hidrokinon ve kojik asitle

kombinasyonlari halinde kullanilirlar.

2.7.2.13. Dger Ajanlar

Klorokin, indometazin, niasinamit, resveratrol, Ikalagl ve ysil cay gibi caitli
sistemik ilaclar ve dgal Urlnler koruyucu ajan olarak kullanilabilir. $ayp tim bu
renk acgici maddelerle g#di kombinasyonlar yapilarak etkiyi arttirmak, kahim
suresini kisaltmak ve yan etkiyi azaltmak amaclghmiAyrica, yalnizca pigmenter
bozukluklara dgil fakat ayni zamanda kikliklara ve kansere de neden olan UV
isinlarinin cilde zarar verici etkileri konusunda ¢tikilerin bilgilendiriimesi ve
egitiimesi 6nem taimaktadir. UV ginlarinin ivedi, hasar verici etkilerine kadermal
dokuyu korumak icin gunefiltrelerine gerek duyulmasinin yani sira cilt gen agici
maddeler, UV kaynakli melanin glumuna bgli pigmenter bozukluklarin 6nlenmesi ve
ortadan kaldirimasina yardim etmektedirler. Reglciapreparatlarin uygulanmasini
izleyen 6 ay boyunca bir etki gérilmezse uygulamsilknelidir. Bu preparatlar en fazla
2 yil kullanilabilir. Sonug olarak, piyasada geikddl bilesenlerin kombinasyonlarinin
kullanildigi pek ¢ok drtin bulunmaktadir. Kozmetik ve farmds@&ndustrilerinde yeni
renk acici maddeler konusundaki samranalar artarak sirmektedir. Bunagbaolarak,
yeni, daha etkili ve guvenilir bijenlerin sayisi artmaktadiiyi standartlara sahip
kozmetik drunlerin gedtirilebilmesi icin bu Urdnlerinin etkinliklerinin statistiksel

olarak kagilastirildig calsmalarin tamamlanmasi gerekmektedir (Ozer, 2006).
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2.7.3. Klinik Calismalar

Tirozinaz, yillardir kozmetik ve tarim ile birliktbesin endustrisindeki kullanimi igin
arggtinimaktadir. Son vyillarda tip endustrisindeki ujgmalari olduk¢a populerlik
kazanmgtir cinkl pigmentasyon vesagida belirtilen dger cilt bozukluklarindan

koruma etkisine sahiptir.

2.7.3.1. Vitiligo Belirteci

Vitiligo sa¢ hipopigmentasyonuyla ve epidermisirzdlatabakasindaki total melanosit
azalmasiyla karakterize edilgni otoimmiin  bir hastaliktir. Tirozinaz normal
melanositlerde ve melanom hucrelerinde melaniniranetlen sorumludur ve bir¢ok
otoimmun bozukluklari icin otoantijen olarak biliektedir. Vitiligonun immunolojik
calismalari antikor ge$imi ve varlgl sirasinda hasta serumunda melanosit antijenlerine
karsi hareket etfii gostermgtir. Mantar tirozinazi Uzerinde kati-faz ELISA kafiarak
lokal vitiligolu hastalarla karlastirildiginda diffiize vitiligolu hastalarda daha yuksek
titreli 1I9G anti-tirozinaz antikorlari bulunngtur. Vitiligolu hastalarin serumundaki bu
anti-tirozinaz  antikorlarinin  tirozinaza kar ilgisinden faydalanarak hasta
iyilestirilebilir. Bu antikorlar ne farkli otoimmuin bozilkklarin diger otoantijenleriyle
capraz reaksiyona girer ne de tirozinaz aktivitesioke eder ki bu da enzimin katalitik
bdlgesiyle reaksiyona girmegini goOsterir. Bu da tirozinazin bir otoantijen gibi
davrandgini ve bir vitiligo markeri gibi gérev yagini aciklar (Baharav, 1996).
Melanosit yikimindan korunmak icin bir ¢k&@ girisimde, A. bisporus hayvan
modellerinde oral olarak uygulaghr ve bu hicre ortaminda azainmir immun cevap
olarak sonuc¢ vermgiir (Zehtab, 2001). Bu oral uygulamanin hicresehiya
baskilanmasina Kh olarak otoantijenlere kar oldugu disunulmdstir (Kemp, 1997).
Bu yilzden, uzun sureli ¢canalarda vitiligonun klinik 6zellikleri ile tirozina antikor

duzeyleri arasindaki gkiyi tayin etmek yararli olacaktir.
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2.7.3.2. Prodrug Tedauvisi

Malign melanom, sitotoksik tedavi sirasinda radgasye kemoterapiye maruz kalmaya
cevaben melanom hicrelerinin yikilmasinglbalan, insanlar arasinda yuksek 6lum
oranina sahip ciddi bir klinik problem olmaya devastmektedir. Bu yilizden,
metatoksik melanom, kanser tedavisinde sistemik tmdavi bulunmasi igin
argtirmacilar tarafindan ¢ézulmesi gereken bir sorimaga devam etmektedir. Secici
sitotoksik yanitli boyle bir tedavi getirmek icin tirozini tirozinaz ile melanine ¢eviren
biyosentetik yolu engellemek gereklidir (Prota, 4R9Bu, melanom hicrelerinde
tirozin icin tasarlannyl inaktif prodruglarin sitotoksik ilaglara secici m@&umuanu
sglayacaktir. Malign melanoma karbdyle secici bir strateji melanosite yonedmi
enzim prodrug tedavisi (MDEPT) olarak adlandinder oldukca yiiksek secicilikte ilac
iletim sistemi sglar (Jordan, 2001).

2.7.3.3. Kanserdeki Rolu

Tirozinazin kanserdeki roli Uzerine bazi makaldemantar tirozinazinin tumor
baskilayici etkisinden bahsedilirkengerlerinin mutajenite Uzerinde olasi bir roll
oldugunu 6ne surdgil celgkili sonuclar mevcuttur. Vogel (1977), salgi_-glutaminil-
4-hidroksibenzenin  (GHB) tirozinaz tarafindan kiaonyikseltgendgiini ve
mitokondriyal enerji tretimi ile birlikte nikleiksit ve protein sentezini baskilayan
ikinci bir oksidasyon Grin0 olgwnu bildirmitir. Kdlttire edilmi fare L1210 |[6semi ve
B-12 melanom hicrelerinin saf kinon ile inkibasyofarede timor gefimini
engellemgtir ama bu hticreler GHB vagiinda inkibe edildiinde timor baskilanmasi
sadece B-16 melanomasinda gerggiten L1210 l6semi hicrelerinde tirozinaz
enziminin yoklguna bgli olarak gerceklgmemstir. Bu sonu¢ GHB’nin sitotoksik
etkisinin tirozinaz varfiina b&l olduguiww aciklamaktadir. L-glutamik asit ve p-
hidroksianilinin B-16 melanom Uzerindeki antitiimeikisi in vivo olarak caliimistir.
Mantar tirozinazi varfi DNA polimeraz aktivitesini inhibe etmive onun 3,4-
dihidroksi turevi timini inhibe ederken 2,5-dihids tlrevi urasili ve melanom
hicrelerinin nukleik asit ve proteinlerine losinkatiimasini inhibe etrgiir (Wick,

1980). Buna rgmen, dger sonuclar mantar tirozinazinin kanser tedavisndeimsuz
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etkisini aciklamaktadir. Papaparaskeva-Petride83yenolik ve kininik bilgiklerin
olusumuna bl olarak mantar ekstraksiyonun mutajenik @anlan tirozinazin sorumlu
oldugunu bulmgtur. Buna ek olarak, bu mutajenik yanit katalazestgsit dismutaz,
glutatyon ve dimetil sdlfoksit tarafindan inhibeiledki bu da fenolik ve kininik
bilesiklerin reaktif oksijen turlerinin olgumundaki rollerini agiklar. Mantar tirozinaz
yolunun mutageniteye veya hayvan kalintilarndalrdminlerin kanserojerle katkisi

aydinlatiimahdir.

2.7.3.4. Antioksidan Rolu

Yasayan canlilarda serbest radikallerin kontrolsiztitivie kanser, ateroskleroz gibi
bircok hastaliklara ve romatoid artritgya ilgili dejeneratif proseslere neden olmaktadir
(Halliwell ve Gutteridge,1984). Ama, beslenmedeiaksidanlarin vark oksidatif
hasarin azaltiimasina yardimci olur. Eski zamaalartheri mantarlar beslenmede
onemli bir bilsenidir, bu ylzden antioksidan potansiyelini incedémicin sayisiz
calisma yapilmgtir. Son yillarda Shi (2002), §ok suA. bisporusekstrelerinin hicresel
DNA'ylI H,0, ile induklenmg oksidatif hasardan korugunu bildirmgtir. Tirozinazin
genokoruyucu aktivitesinin tirozinin L-DOPA’ya humksilasyonuna ve L-DOPA'nin
kinona oksidasyonunden kaynaklagnidi bulmylardir (Gerritsen, 1994). Redoks bir
donglude bu kinonlar antitimor aktivitesinden vekiteon hastafindaki L-DOPA ile
tedaviyi baz alir nérotoksik hasardan sorumlu atararli oksi radikaller, peroksitler,
semikinonlar ve kinonlar dretirler (Cohen,1985).n8an baka, Cu(ll) varlginda L-
DOPA’'dan uretilen serbest oksijen radikallerinirugpimu in vitro kosullari altinda
DNA zincir kinlmasi ile ilgilidir (Husain ve Hadil995). Buna rgmen, tirozinaz
tarafindan olgturulan L-DOPA oksidasyon uruntnin genokoruyucuisetkn kesin
mekanizmasi tam olarak agll@mamstir. Prooksidan aktivitesinin ginda L-DOPA
ayrica belirlisartlar altinda hiicresel antioksidan savunma mekaasz diizenler. Biik
konsantrasyonlarda antioksidan glutatyonun hidrkoigsantrasyonunu arttirir bdylece

beyin hiicrelerinin serbest radikal tutma kapasiiesittirms olur (Han, 1996).
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Tirozinazin klinik ¢algmalarda ki bu 6nemi tirozinaz enzimi ve inhibitérl&zerinde
argtirmalari gerekli kilmaktadir. Bu camada cgtli bitkilerden hazirlanan bitki

ekstrelerinin ve kimyasal maddelerin tirozinaz emaktivitesi Gzerine inhibitor etkileri
incelendi.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALETLER

Buzdolabi : Argelik

Destile Su Cihazi :  Brand MonoDest3000
Deepfreeze: Beko . Beko

Etiv : Nuve FN500
Evaporator . Bibby Rotarycdan Evaporator
pH Metre : Hearus

Sonikator :  Bandelin Sanar

Terazi : Mettler 1H@ssas Terazi
Terazi . 1Gec Avergrazi

Vortex : Fisons Whmixer

Mikro plate okuyucu . Biotek EIx808

3.2. DENEYLERDE KULLANILAN K IMYASAL MADDELER

Calismamizdaki deneylerde etil alkol f@8sOH-Merck 100971), L-tirozin (Fluka
93829), tirozinaz (Sigma, T3824), L-askorbik a@itkerck100127), kuersetindihidrat
(Aldrich 33795-1), gallik asit (Merck 842649), beikz asid (Merck 17252), kojik asit
(Fluka 60890), potasyum dihidrojen fosfat ,kD4P- Merck 104873), disodyum
hidrojen fosfat anhidrit (HN®4P- Merck 106586) ve sodyum Klortr (NaCl, 106404)
kullanildi.



3.3. ENzIM iNHIiBiSYONU
MATERYALLER i

Aktarlardan veya pazarlardan alinan bitkiler 6ridelyikandi, distile sudan gecirildi ve

glOlgede kurutuldu. Kurutulan bitkilerin meyveleramd sulu ve etil alkolli ekstreler

hazirlandi.
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TAYININDE

Tablo 3.3.1.Enzim inhibisyonu tayininde kullanilitki materyeli

Bitki Materyalinin Tirkce Adi Latince Adi
Ananas Ananas comosus
Ayva Cydonia oblonga
Beyaz dut Morus albaL.

Elma Malus domestica
Greyfurt Citrus paradise
Havug Daucus carota
Karadut Morus nigra

Kayisi Prunus armeniaca
Kiraz Prunus avium

Kivi Actinidia deliciosa
Mantar Agaricus bisporus
Musmula Mespilus germanica.
Nar Punica granatum
Patlican Solanumm melongena
Sarimsak Allium sativum

Yesil Biber Capsicum annuum

3.3.1. Sulu Ekstrenin Hazirlanmasi

KULLANILAN

30 g bitki balona konularak tGizerine 300 ml dissileilave edildi. Kagim geri s@utucu
altinda 8 saat refliks edildi. Elde edilen ken sguduktan sonra siizgec gdindan

suzildd. Suzantl 6nceden darasi alinan balona donuBalon rota evaporatore
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yerlestirilerek kargsimin suyu dgik basing altinda uzaklkarildi. Elde edilen ekstre

miktarlari tartilarak kaydedildi.

3.3.2. Etil Alkolli Ekstrenin Hazirlanmasi

25g bitki Sokslet cihazinin kaguna konuldu. Karty sokslet sistemine yesgrilerek
cihazin balonuna 100 mL % 96’ lik etil alkol ilaedildi. Karsim geri sgutucu altinda

8 saat refliks edildi. Elde edilen kam s@utuldu. Stzinti 6énceden darasi alinan
balona konuldu. Balon rota evaporatore ygngerek disik basing altinda etil alkol
karisimindan uzaklgtirildi. Elde edilen ekstre miktarlari tartilara&ydedildi.

3.3.3. Enziminhibisyonu Tayinlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.3.3.1 de yer alan sgi kimyasal maddelerin enzim inhibisyomu (zerine

etkileri incelendi.

Tablo 3.3.3.1. Enzim inhibisyonunda kullanilan kasgl maddeler

Kimyasal maddenin adi

L-Askorbik asit
Benzoik asit
Gallik asit
Kuarsetin
Kojik asit
Sodyum klorur

3.4. TIROZINAZ ENZIMININ INHIBITOR ETKISININ OLCULMES i

Tirozinaz inhibitér etkisi Vanni ve arkaglarinin yontemine gore spektrofotometrik
olarak tayin edildi (Vanni ve di, 1990). Cabmamizda secilen bitkilerin sulu ve etil

alkollli ekstrelerinden géli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi.
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40 U Tirozinaz iceren ¢ozeltiden 10 pL alindi, izer20 pL 1.5 mM L-tirozin iceren
cOzeltiden ilave edildi. Hazirlanan farkl konsastyonlardaki bitki ekstreleri ve
kimyasal madde ¢ozeltilerinden 10 pL alindi. UzerddO pL 0.1 M sodyum fosfat
(pH 6.5) tampon c¢ozeltisi ilave edildi. 10 dakik&8 de inkube edildi. Kontrol
cozeltisi olarak bitki ekstresi yerine distile dindi. Ornek ve kontrol ¢ézeltilerinin
Elisa mikroplate okuyucuda 490 nm de kéreskabsorbans gerleri okundu. Kor

olarak pH 6.5 olan 0.1 M sodyum fosfat tamponu & dullanildi.

Tirozinaz enzimi % inhibisyon gerleri;
% inhibisyon= [(AA490 kontrorr AA490 smek) AA490 kontro] X 100

formula yardimi ile hesaplandi.

Tirozinaz enziminin 1G, degeri (Enzimin % 50 inhibisyon etkisi gostermesi igerekli
olan madde miktar) absise madde miktari, ordifatanzim inhibisyon verilerinin
uygulamasi ile cizilen @inin lineer kesiminden elde edilen regresyon demkhden

hesaplandi.
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4. BULGULAR

Bu calsmada cgitli hastaliklarin tedavisinde ve kozmetik endistrde kullanilan
bitkilerin ve kimyasal maddelerinin tirozinaz enzirdzerindeki inhibisyon etkileri

incelendi. Enzim kayna olarak saf tirozinaz preparatlari kullanildi.

4.1. BITKI EKSTRELERININ TIROZINAZ INHIBIiTORU ETK ISI

Ananas, ayva, beyaz dut, elma, biber, greyfurgZihavuc, karadut, kiraz, kivi, mantar,
musmula, patlican, nar ve sarmgsa farkli konsantrasyonlarda hazirlanan sulu ve eti
alkollii ekstreleri icin hesaplanan inhibisyongdderi yardimiyla c¢izilen grafiklerden

elde edilen % inhibisyon ve ¥gdeserleri Tablo 4.1.1 ve Tablo 4.1.2 de verildi.

Tablo 4.1.1. Cgtli bitkilerden hazirlanan sulu ekstrelerin tiroaz % inhibisyon ve 16
degerleri

Bitki Adi Konsantrasyon (ug/mL) % inhibisyon | ICs Degeri (ug/mL)
0.1 62.28 £ 15.49
A 1 42.89 + 23.94 5 27
nanas .
5 39.73 £ 14.87
10 24.16 + 9.31
0.1 11.55+ 2,04
1 18.57 £1.75
Ayva 14.86
5 27.38 £ 3.07
10 37.37 £5.32
0.1 9.96 + 2.34
1 16.82 £1.85
22.60
Beyaz Dut 5 21.36£1.71
10 28.57 £ 2.43
0.1 55.78 £ 4.21
. 1 51.16 £ 7.00
Biber 5 45.73+7.01 311
10 43.02 + 8.47
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0.1 57.68 + 12.04
38.84 + 4.49
Fima 19.43 + 1.69 0.78
10 10.63 + 1.04
0.1 38.56 + 2.67
1 24.89 + 2.25
Greyfurt 0.08
5 18.87 + 1.56
10 11.79 + 4.58
0.1 51.18 +1.76
1 48.18 + 3.49
ravue 5 44.20 + 3.80 0.47
10 36.30 + 4.40
0.1 37.48 +9.48
Karadut 1 21.48 +5.83 0.075
5 10.33 + 4.42
0.1 38.73 + 1.60
1 45.54 + 3.47
e 5 59.52 + 1.18 2.66
10 76.24 + 4.06
0.1 42.07 +5.71
Kiraz 1 33.24+9.94 o8
5 27.78 +8.12
10 24.3 +11.12
0.1 61.28 + 11.60
. 1 54.66 + 11.83
Kivi 4.28
5 45.95 + 11.65
10 40.15 + 11.01
0.1 17.09 + 3.51
1 20.86 + 3.86
Mantar 5 29.68 + 7.40 18.5
10 34.30 + 5.45
0.1 29.82 + 3.66
1 41.75 + 1.61
5 52.87 +7.21
Musmula 75 58.81 + 8.87 4.9
10 63.84 + 2.88
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0.1 18.95+7.35
1 26.56 + 8.26

Nar 5 37.12+3.85 10.56
10 47.30 + 8.98
0.1 25.79 £+ 5.58

Patlican ! 26.67+6.38 33.70
5 28.80 £ 6.02
10 33.13+6.04
0.1 51.19+7.78
1 44.05+7.35

Sarimsak 5 16.67 + 5.45 0.88
10 9.52 £4.12

Tablo 4.1.1 e gore;

a. Sulu bitki ekstrelerinin 0.1 pg/mL konsantrasyofélanhibisyon dgerlerinin
en yuksek dgerden bglayarak sirasi ile; % 62.28 ananas, % 61.28 kivh 768
elma, % 55.78 biber, % 51.19 sarimsak, % 51.18)&6u42.07 kiraz, % 38.73
kayisli, % 38.56 greyfurt, % 37.48 karadut, % 29r8Bmula, % 25.79 patlican,
% 18.95 nar, % 17.09 mantar ve % 11.55 ayvagidwlundu.

b. Bitkiler icinde 1G5, dezerinin en dguk olmasi nedeniyle, sulu ekstreler arasinda
en yuksek oranda tirozinazi inhibe eden ekstreamadut ekstresi (1§ 0.075)
oldugu bulundu. $ekil 4.1.1.1) Karadutu takiben kiraz g§£0.08) ve greyfurt
(IC50 0.08) sulu ekstrelerinin Kgdezerlerinin digiik olmasi nedeniyle inhibitor
etkisinin oldgu tespit edildi (Tablo 4.1.1).

c. En disuk ICso degerinden bglayarak yapilan siralama; karadut, kiraz, greyfurt,
havug, elma, sarimsak, ananas, kayisi, biber, kiwymula, nar, ayva, mantar,
beyazdut, patlican olarak gosterilebilir.

ICso degerleri ve % inhibisyon deerleri en dguk olan bitkilerin grafikleri

gosterildi.
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Sekil 4.1.5. Narin sulu ekstresinin % inhibisyofigi
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Tablo 4.1.2. Cgtli bitkilerden hazirlanan etil alkollli ekstrelartirozinaz enzimi Gzerindeki %

inhibisyon ve 1G, degerleri
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Bitki Adi Konsantrasyon (ug/mL) % inhibisyon ICsc Degeri (ug/mL)
0.1 13.65 £ 1.66
A 25.83 +7.67 6.80
nanas 45.97 +11.63 '
10 62.59 + 5.06
0.1 23.24 +5.68
1 29.31 +£9.07
Ayva 10.77
5 38.70 + 14.97
10 47.17 +5.38
0.05 14.42 + 8.33
0.1 32.20 + 4.87
Beyaz Dut 4.83
1 43.38 + 3.98
5 48.59 + 6.68
0.1 9.55+0.74
. 1 13.44 £1.92 )
Biber 5 33.37 +17.99 1121
10 43.36 + 14.10
0.1 8.23+1.54
1 17.00 £9.46
Elma 22.65
5 21.35+12.28
10 27.80 +12.38
0.1 8.63 +3.82
1 15.65+ 3.15
Greyfurt 16.24
5 25.50 £ 1.17
10 33.83 +9.57
0.1 55.19 +0.70
1 46.32 +1.26
Havug 0.607
5 36.03+2.91
10 28.00 +6.01
0.1 48.81 + 6.68
36.78 + 3.58
Karadut 0.098
28.62 +5.14
10 23.15+1.17
0.1 53.79 + 6.56
46.45 + 6.52
Kayisi 41.07 +8.72 1.00
10 15.67 £5.36
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0.1 31.91 +11.58
. 1 42.98 + 4.33 065
iraz 5 38.45 +1.97 :
10 52.16 +7.82
0.1 65.88 +2.23
Kivi 1 55.83 +6.70 474
5 43.77 +2.13
0.1 44,01 +7.28
1 47.57 +5.85
Mantar 3.10
5 54.73 +4.44
10 59.15 + 6.47
25 39.68 + 14.66
Musmula 75 23.00 £ 11.95 19.84
100 12.61+3.24
0.1 56.91 + 1.67
1 47.63 +9.30
Nar 0.90
5 29.81 +10.03
10 16.05 + 4.66
0.1 17.15+ 15.16
1 19.49 + 14.68
Patlican
28.67 +18.47 11.67
10 37.42 +19.95
0.1 38.16 +1.31
1 27.82 +0.50
Sanmsak 5 23.89 + 3.23 0.076
10 21.70+1.70

a. Alkollu bitki ekstrelerinin 0.1 pg/mL konsantrasydan% inhibisyondan
degerlerinin en yuksek derden bglayarak sirasi ile; % 65.88 kivi, % 56.91
nar, % 55.19 havug, % 53.79 kayisli, % 48.81 kar&dd#.01 mantar, % 39.68
musmula, % 38.16 sarmisak, % 32.20 beyaz dut, % 3Hir@z, % 23.24 ayva,
% 17.15 patlican, % 13.65 ananas, % 9.55 biber,6% @&eyfurt ve % 8.23
elma oldgu bulundu. (Tablo 4.1.2)

b. Bitkiler icinde IG5 degerinin en digik olmasi nedeniyle, etil alkolli ekstreler

arasinda en yuksek oranda tirozinazi inhibe edstrazkn sarimsak etil alkolli
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ekstresi oldgu bulundu (Tablo 4.1.2). Sarimgatakiben havu¢ ve karadut
alkollli ekstrelerinin 16, degerlerinin diguk oldusu saptandi.

c. ICso deserine gobre en yiksek tirozinaz inhibisyonunun sytas sarimsak,
karadut, havug, nar, kayisi, mantar, kivi, beyag dnanas, kiraz, ayva, biber,

patlican, greyfurt, mgmula, elma oldgu saptandi (Tablo 4.1.2).
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Sekil 4.1.10. Ananasin etil alkolll ekstresinin fhibisyon grafgi
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4.2. KIMYASAL MADDELER iN TIROZINAZ iNHIiBiTOR ETKIiLERI

Calismamizda askorbik asit, gallik asit, benzoik asitafsetin, kojik asit ve sodyum

klorur gibi kimyasal maddelerin tirozinaz inhibitbetkileri (Tablo 4.2.1) verildi.

Tablo 4.2.1 Csgtli kimyasal maddelerin tirozinaz enzimi Uzerind€¥% inhibisyon ve 1G
degerleri

Madde Adi | Konsantrasyon (ug/mL) % inhibisyon ICsq Degeri (ug/mL)
0.01 9.66 + 4.79
) ) 0.1 13.34 +5.10
Askorbik Asit 15.31
1 23.51 +5.66
10 37.00 £10.20
0.001 12.22 +4.11
0.01 16.84 + 4.44
) ) 0.1 21.16 £ 2.62
Benzoik Asit 25.64
1 25.20+1.94
10 30.12 £ 0.48
0.01 70.75 + 6.07
) ) 0.1 31.64 +2.99
Gallik Asit 0.063
1 26.08 £ 2.51
10 1450 + 4.74
0.001 13.56 + 6.82
0.01 18.91 + 4.45
- ) 0.1 23.83 +5.47
Kojik Asit 28.88
1 27.35+3.90
10 30.08 £5.28
0.01 8.36 +1.88
K i 0.1 14.99 + 1.48 16.25
varsetin 1 21.83+2.46 '
10 35.62 +1.66
0.0001 30.11 £ 3.52
0.001 24.45 + 2.88
Sodyum 0.01 16.24 + 0.92 0.0005
Klortr
0.1 14.61 + 0.28




54

Tablo 4.2.1.°e gore, ¢cgmamizda 0.01 pg/mL konsantrasyonunda tirozinazibenh
eden maddenin gallik asit (% 70.75) aldybunu kojik asit (%18.91) ve benzoik asidin
(%16.84) takip etfii gorulda.

ICsodegerleri en digik olan maddenin enzimi en yiksek oranda inhibeesine gore en
distk 1Cso deserine sahip olan maddenin sodyum klorir (0.005 jy/@dugu
bulundu. Bunu 0.063 pg/mL orani ile gallik asitk@dbik asit (%15.31) ve kuarsetin
(%16.25) takip etti. (Tablo 4.2.1)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerden elde edilen besinlerin ve icecekleriahkerengilgmesi fenollerin tirozinaz
tarafindan enzimatik oksidasyonu ile meydana gélir.da esansiyel amino asitlerin
yikilmasina, sindirilebilirliklerinin ve besin kadisinin azalmasina ve toksik Bilderin
olusmasina neden olur. Bu istenmeyen kahveregigide reaksiyonlari buyutk bir
sorundur ve etkili tirozinaz inhibitorlerinin agtarilmasi gerekmektedir. Melanin deri
fotokarsinogenezine kgronemli koruyucu rol oynamaktadir. Ancak anormatdlanin
pigmenti Uretimi insanlarda hem estetik hemde titobiproblemdir (Priestley, 1993).
Bununla birlikte tirozinaz inhibitérleri melanin perpigmentasyonuyla ilgili bazi
hastaliklarin tedavisi icin klinik olarak kullamlve ayrica deri beyazlatilmasi etkileri
icin de kozmetik Urtnlerde ve eczacilikda oneml{fitaeda ve Fukuda, 1991). Buna
ragmen, sadece birkag tirozinaz inhibitoru ticari alarkullanilabilmektedir. Bunun
sebebi hicreler arasi yuksek toksititeleri veUtiukararliliklari sinirlh uygulamalarinda

kaygiya neden olmalaridir.

Dogal kaynaklardan elde edilen bjllerin miktari gin gectikge artmaktadir. Bunlar
deriyi eksojen ve endojen zararll ajanlarask&oruyabilir ve ¢sitli cilt problemlerinin
giderilmesine yardim ederler. Potansiyel kullanmmigin besin kalitesini arttirmada ve
insanlarda pigmentasyon bozukluklarini engellemiedezalsmalar dnemli olup yeni
tirozinaz inhibitérlerinin argtiriimasi ile ilgili calsmalar devam etmektedir (Parvez, S.
ve dig, 2007).

Depigmentasyon ajanlari kolay bulunabilirliklerimdere geng klinik sonuclarindan
dolayl kapsamli agarmalara konu olmaya devam etmektedir. Daha iyigi®ente
edici ajanlar tespit etmek icin son otuz yilditib&larak yeni cagmalar yapilmaktadir.
Bu hedefe ulgmak icin dg@a elde edilebilecek farkli tirde kglklerin yapisi
incelenmektedir (Parvez, S. vesd?007).
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Tirozinazin dger bir 6nemli klinik uygulamasi enzimin bu hastat bir markiri olarak
hareket etmesinden dolay! vitiligo tedavisindekitidiir. Hayvan deneyleri Gzerinde
bircok calsma yudritilmigtir ama insanlarda vitiligoyu tedavi etmek icin andircok
argtirmanin yapilmasi gerekmektedir. Bunamen, tirozinaz inhibitorleri Gzerinde
onlarin yapisint ve aktivitelerini  @oulamak ve c¢gtli uygulamalardaki
gavenilirliklerini ve etkilerini arttirmak icin sagiz argtirma gerekmektedir (Parvez, S.
ve dig, 2007).

Son yillarda bitkilerde bulunan g#i biyolojik aktif bilesenlerden dolayr hastalik
onlenmesi ve tedavisinde bitkisel kaynakli ilaglarbnemi artmgtir. Sentetik

antioksidanlarin ateroskleroz ve kanser gibi hdgtala iliskili olabilecezinden dolayi

dogal kaynakli antioksidan maddelere olan talep attimiKozmetik, gida ve pestisit
endustrisinde tirozinaz enzimi 6nemli bir enzimdiKozmetik UrUnlerinde deri
beyazlatici olarak ve gida endistrisinde kararm@giemek amaci ile tirozinaz
inhibitorleri kullaniimaktadir. Bu endustride kutldan kimyasal maddelerin toksik
olmalari nedeni ile bu kimyasallar yerine gdb kaynakl bitki ekstrelerinden
yararlanmak icin ggtli calismalar yapiimaktadir.

Calsmamizda da ananas, ayva, beyaz dut, biber, elregfugr, havuc, karadut, kayisi,
kiraz, kivi, mantar, mgmula, nar, patlican ve sarimsak bitkilerinin sutuetil alkolli
ekstreleri hazirlanngtir ve tirozinaz enzimi Uzerine inhibisyon etkilancelenmgtir.
Calisilan bitkiler igcinde enzimi en yiksek oranda inhésenin kiraz, greyfurt, karadut,

sarimsak ve havu¢ olgu bulunmytur.

Calismamizda sulu ve etil alkolli ekstrelerin siCdeserlerine bakildiinda sulu
ekstrelerinde 16y degerlerinin bazi meyva ve sebzelerde dahalilUoranda c¢ikg
gorulmistr. Bunun nedeninin tirozinaz inhibitori olan adk asit gibi suda ¢6zinen
maddelerin sulu ekstrelerde daha yuksek orandanmdsl nedeni ile olabilir. Askorbik
asit icergi fazla olan meyvalarda, trtnler kesilip uzun sie&letildigi zaman trtiinde
kararmalar meydana gelmez. Kararmanin meydana gedsiein nedeni turuncggillerin

icinde yuksek konsantrasyonda askorbik asit olmeadeniyledir.
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Bazi fenolik bilgenler antioksidan aktiviteye sahiptirler (Manach dg&., 2004).
Polifenolik bilesikler bitkilerde ve tibbi literatirde bulunan fitmkyasal madde
gruplarindandir. Fitopolifenoller, bitkilerin blylasi, gelsmesi ve cevreye kar
kendini korumasi i¢in 6nemlidir (Epstein, 2009). Bitkilerin yapisindaki fenolik,
flavonoid gibi bileiklerin antioksidan aktiviteye sahip olduklari binektedir. Bu
bilesikler bitkilerin ciceklerinde, yapraklarinda, tohiannda bulunurlar ve 4000 adet
farkli yapida flavonoid bu bitkilerden izole ediktit. Flavonoidler bitkiyi UV-
radyasyonuna ve gé#li patojenlere kan korumaktadir (Shimizu ve @i 2000.
Flavonoidler cgtli sebzelerde kirmizi ve mavi renkli meyvalardgarapta da
bulunmaktadirlar (Shimizu vegj 2000).Calismamizda sulu ve alkollu ekstrelerde en
distk IC 50 degerine sahip bitkilerin askorbik asid icgiriytiksek olan ve flavonoid

acisindan zengin olan bitkiler olglu bulundu.

Dut yapraklari gastrointestinal hastaliklarda, tidstaliklarindaseker hastaginda,
hipertansiyonda, hipoglisemide kullanilan etkilir titkidir (Asano ve di.,, 2001).
Dutun antipiretik, hipoglisemik, antioksidan 6zgdi sahip oldgu bildirilmistir
(Nattapong ve Omboon, 2008). Betulinik asidin (pemdlik triterpen) dutun yapisinda
bulundigu ve antitirozinaz aktivitesine sahip offlu Nattapong tarafindan
belirtiimektedir (Nattapong ve Omboon, 2008). @alamizda da karadutun iyi bir
tirozinaz inhibitor aktivitesine sahip olgu bulundu. Cabmamizda dutun enzimi
yuksek oranda inhibe etmesinin nedeninin bitkidkibhan fenolik, flavonoid, kuarsetin

ve betulinik asid gibi bilgklerden dolayi oldgu ileri strlebilir.

Greyfurt yapisinda C vitaminini en yiksek oranddivin eden bir meyvadir ve
calismamizda tirozinazi yuksek oranda inhibe gtmiTirozinazi yuksek oranda inhibe

etmesinin nedeni askorbik asidi fazla miktardarmgesi nedeniyledir.

Havug, A vitamini agisinda zengin olan bir gida ohegidir. A vitaminin melanositlerde
tirozinaz aktivitesini inhibe efti Deng ve arkaddari tarafindan ileri surtlmektedir
(Deng ve di, 1997). Cakmamizda da havug bitkisinden hazirlanan ekstrelgribir

tirozinaz inhibitoru oldgu tayin edildi.
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Sarimsak S’lu bilgkler acisindan zengin bir gida maddesidir. S’liggtklerinde iyi bir
tirozinaz inhibitoért oldgu literaturde belirtiimektedir (Chu ve &i 2009; Taylor ve
Bush, 1986). Cayjmamizda da sarim@a yuksek bir tirozinaz aktivitesine sahip ofdu
bulunmutur. Tirozinaz inhibitor aktivitesine sahip olmasimedeni yapisindaki S’lu
bilesikler nedeni iledir.

Nar bitkisinin eski misirda ve yunanistanda defilaimmasyonu ve ¢gli hastaliklarin
tedavisinde kullanilg bilinmektedir (Baumann, 2007). Ayrica narin debesledgi,
yeniledigi bildirilmektedir. Farelerde nar tohum &ain deri kanserini 6nlegi
bildiriimektedir (Seeram ve gi, 2005). Nar meyvesinin ekstrelerinin prostat (idale
dig, 2005), g@us, akcger, kolon, deri kanserini onleglide 6ne surilmektedir. Narin
radyasyon tarafindan alwrulan deri yglanmasi inhibe etti ve deriyi yglanmaya
karsi korudwgu belirtiimektedir. Nar polifenolik bilgkler acisindan zengin bir meyva
oldugundan antioksidan ve antiviral 6zellik gostermektetlar suyunun yapisinda
gallik asit, kojik asit, antosiyanin, kuarsetintin) kafeik asit gibi cgtli bilesiklerin
bulundwgu literattirde belirtiimektedir (Adhami, 2009). Aga narin yapisinda bulunan
ellagik asidin de tirozinaz enzimini inhibe @ttive deri beyazlaticisi olarak nar
ekstrelerinin  faydah olabilege Dbelirtimektedir (Yoshimura ve @i, 2005).
Calismamizda nar ekstrelerinin de tirozinaz inhibitéfdugu bulunmyg ve bu inhibitor

etkisinin yapisindaki polifenolik bitgklerden dolayi olabilege distinilmektedir.

Kremlere katilan kimyasallarin toksik olmalari nedele literatirde cgtli bitki
ekstrelerinin deri beyazlaticisi olarak kullangidibelirtiimektedir (Nattapong ve
Omboon, 2008; Sung ve &li 2009, Momtaz ve @i 2008; Arung ve @, 2009).
Calsmamizda en yuksek oranda tirozinazi inhibe edenredkgnde kremlere deri
beyazlaticisi olarak katilabilegedUstindlebilir.

Halk arasinda deri hastaliklarinin tedavisindgiticebitkisel droglar kullaniimaktadir
(Mantle ve dg. 2001; Reuter ve gi 2010; Hwang ve Lee, 2007). Meyve ve sebzeler
yapilarinda antioksidan bii&lerden olan tiolleri, karotenoidleri, askorbik idis

flavonoid ve fenolik bilgikleri icerirler /Prinr 2003 ve Heber, 2004) ve meyva ve
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sebzelerin antioksidan 6zellik gosteyidoilinmektedir (Yi ve dg. 2009). Kuarsetin de
bu flavonoidlerden biridir. Kuarsetin, kaemferol r®rin gibi flavonoidlerin tirozinaz
inhibitéra oldygu literatiirde belirtiimektedir (Tiedtke vegdi 2004) Cakmamizda elde
ettigimiz bulgulardan kuarsetinin enzimi 10 pL/mL konsasyonunda % 35.62
oraninda ve Ig deserinin 16.25 pg/mL oldusu bulundu. Kuarsetinin mantar
tirozinazini inhibe eti Chen ve arkaddar tarafindan belirtilng, fakat % inhibisyon
degerleri verilmemgtir (Chen ve Kubo, 2002). Bitkilerde bulunan kilderden olan
flavonoidlerin; enzimi inhibe etmesinin nedeni yapda serbest bulunan hidroksil
gruplarindan olabilir (Chen ve Kubo, 2002). @aamizda kuarsetinin g degerinin
disUk deserlerde olmamasi kuarsetinin zayif bir inhibitéd@unu bize géstermektedir
(Kubo ve dg., 2000). Kuarsetin yegimiz sebze ve meyvalarda bulunan bir maddedir
ve yapisinda bu maddeyi yuksek oranda igceren értkikahverengilgne reaksiyonlari
daha az olacaktir.

Deri beyazlatma maddesi olarak arbutin, kojik agitamin C ve dier dgal maddeler
kullanilir. Ancak bu d@al maddelerden olan kojik asidin hayvan deneylajridrelerde
tumor olgumunu arttirdiit ve duyarli olan deride bu maddelere skaalerjik
reaksiyonlarin gedtigi 6ne surtlmektedir (Bong-Jeun vezdR005). Bu nedenle dal
kaynakli tirozinaz inhibitérleri agairiimaktadir. Kojik asitin tirozinazin inhibitort
oldugu Rescigno ve arkaglari tarafindan belirtiimektedir (Rescigno vez.dR002 ).
Calismamizda da kojik asidin tirozinazi % 30.08 oraniimdabe ettgi ve 1Cso degerinin
28.88 pg/mL oldgu bulunmutur.

Fenolik asitler meyvalarda fazla miktarda bulunuka bunlar benzoik asidin hidroksi
turevleridirler (Macheix, ve @i 1990). Cakmamizda benzoik asidin % 30.12 oraninda

tirozinazi inhibe etfii ve 1Cso degerinin 25.64 pg/mL oldgu bulundu.

Gallatlar ve gallik asitler ve esterlerin gida esuwiginde katki maddeleri olarak
kullaniimaktadir. Gallik asidin L-dopamin oksidasymu inhibe etfii literatlrlerde
bildirilmektedir. Gallik asit ve aromatik karbok&il asidlerin tirevlerini;

hidroksilasyon, metilasyon ve este~“'~=yon rewbslarini azaltarak enzimi inhibe
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ettigi belirtimektedir. Calgmamizda gallik asit tirozinaz enzimini 0.01 pg/mL
konsantrasyonda % 70.75 oraninda inhibgietaiptandi.

Askorbik asidin aniden g#li kozmetik calsmalarinda deri ydanmasini onleyici
olarak kullanildg! belirtimektedir (Bissett, 2009; Kahkdnen vegdil999). Ayrica
askorbik asidin tirozinaz inhibisyon (Xiaogin vegd2009) etkisi ve antioksidan
aktivitesi nedeni ile deri koruyucusu olarak kulldrgi literatiirde belirtiimektedir
(Epstein, 2009).

Askorbik asit deri hasarini farelerde onkgdoelirtiimektedir (Lima ve di., 2009). C
vitamini insan derisinde bulunana en faydali argid&n bilgiklerdendir. Askorbik asit
kollajen biyosentezi icin gereklidir. Askorbik as#lastin biyosentezini inhibe eder
(Farris, 2005) derinin ywsanmasini dnler. Bu nedenle C vitamini kremlereealadilir.
Fakat hava ile kolaylikla bozulur. Cahamizda da askorbik asidin tirozinaz inhibitoru

oldugu saptannstir.

C vitamini UV sinlariyla alinan serbest radikalleri onlgdve deriyi giing isinlarina
karsi korudugu belirtiimektedir (Burke, 2007). Ayrica in vivo vian vitro olarak
melanojenezin Uzerine askorbik asit kdelerinin inhibitor etkisi Kameyama ve
arkadalari (1996) tarafindan 6ne sirilmektedir (Kameyarh@96). Cakmamizda
askorbik asidin tirozinaz enziminin 1@/mL icin % 37 oraninda inhibe i ve 1Cso
15.31 oldugu bulundu. Kiraz gibi meyvalarin tirozinaz §§3egerlerinin diguk olmasi
ve enzimi yiuksek konsantrasyonlarda inhibe etmalennedeni; yapilarinda askorbik
asidi ve flavonoidleri fazla miktarda icermelerideai ile olabilir (Xiaogin ve d,
2009).

Gida sanayinde kesildikten sonra ve zarar gormezamana bl olarak kararma
meydana gelen patates gibi sebzelerin kararmal@niemek icin sodyum klorir icinde
bekletiimeleri gerekmektedir. Tuzlu suda beklegleikararmanin, renk bozulmasinin
onune gecilmektedir. Camamizda sodyum klortrin tirozinaz enzimini sdki
konsantrasyonlarda yiksek oranda inhibesietiulunmutur. Bu da sodyum klortriin

bilimsel olarak tirozinaz inhibitori olgy—* '~anitlamaktadir.
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Calsmamizda yuksek tirozinaz inhibisyon etkisi goOsteteraz, greyfurt, karadut,
sarimsak ve havug gibi bitkilerin deri rahatsiarkhda bitkisel ila¢ olarak kullaniminin

uygun olacgi ileri surtlebilir.
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