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BiR KOJIK ASIT TUREVI OLAN "KOJILMETIL DIiKLOROBENZIL
PIiPERAZININ" IN VITRO ORTAMLARDA DOZA VE ZAMANA BAGLI
ANTI KANSER ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, invazif 6zellik kazanmasi ve
metastaz yapmast ile karakterize olan Oliimciil bir hastaliktir. Kemoterapide
uygulanan antikanser etkili ilaglarin etki mekanizmalar1 kesin olarak bilinmese de
gliclii antiproliferatif etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir. Ayrica bu ilaglar, kanser
hlcresi Uzerinde toksik etki gostermenin yani sira saglikli hiicreler Uzerinde de etki
gostermektedir. Gilinlimiizde, kanser hiicresi ile saglikli hiicreleri birbirinden ayirt
ederek, kanser hiicrelerini hedef alan antikanserojen ajanlar {lizerine birgok ¢alisma
yapilsa da kanser ilaclarinin saglikli hiicreleri de etkilemesinin 6niine ge¢ilememistir.
Bu nedenle yeni antikanserojen ajan arayislart igerisine girilmis, bu amag
dogrultusunda da son zamanlarda yapilan calismalarda cesitli kanser tiplerine karsi
sentetik, bitkisel ve fungus kaynakli metaboliltlerin antikanser etkileri arastiriimaya
baglanmistir. Bu c¢alismalardan bazilar1 da bir mantar metaboliti olan, anti-
mikrobiyal, anti-trozinaz, pestisit, anti-diyabetik ve anti-konviilsan aktiviteye sahip
olan Kojik asiti (5-hidroksi-2-(hidroksimetil)- 4H-piran-4-on) hedef almistir. Bu
caligmada, anti-karsinojenik etkisi kesfedilmis kojik asitin bir tiirevi olan patentli
Koji MG84 bilesiginin 4 farkli kanser hiicre hatti ile bir saglikli hiicre hatti
Uzerindeki anti-karsinojenik etkisini arastirmak amacglanmistir. Bu amacla, Kaoji
MG84’tin 100pg/ml ile 0.39ug/ml araligindaki 9 farkli konsantrasyonu DMSO
icersinde slispanse edilerek hazirlandi. Sitotoksik aktivitesi, doza ve zamana bagh
olarak MTT analizi ile test edildi. Sitotoksik aktivite ¢calismalarinin sonunda bilesik,
5,8uM’ lik ICso degeri ile SK MEL hiicre hatt1 lizerinde en yiiksek anti-proliferatif
etkiyi gosterirken, saglikli hiicre hattt VERO iizerinde 30,3uM’ lik ICso degeri
gostermistir. Koji MG84’iin SK MEL hiicre hatt1 lizerindeki anti-proliferatif etkisi,
VERO hiicre hatt1 iizerindeki etki ile karsilastirildiginda 5.5 kat daha ytiksek
bulunmustur. Calismamizin sonuglarina gore, Koji MG84’lin kanser tedavisi igin
umut verici bir ajan oldugu diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anti-kanser Aktivite, Anti-karsinojenik Ajanlar, Kojik Asit,
Kojilmetil Diklorobenzil Piperazin, Mannich Bazlar.
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INVESTIGATION OF DOSE AND TIME-DEPENDENT ANTI-CANCER
EFFECTS OF "KOJILMETHYL DICLOROBENZYL PIPERAZINE", A
KOJIC ACID DERIVATIVE, IN VITRO ENVIRONMENTS

ABSTRACT

Cancer is a fatal disease characterized by the uncontrolled proliferation of cells, their
invasiveness and metastasis. Although the mechanisms of action of anticancer drugs
used in chemotherapy are not known exactly, they are known to have a strong
antiproliferative effect. In addition, these drugs have toxic effects not only on cancer
cells but also on healthy cells. Today, although many studies have been conducted on
anticarcinogenic agents targeting cancer cells by distinguishing cancer cells from
healthy cells, it has not been prevented that cancer drugs affect healthy cells. For this
reason, a search for new anticarcinogenic agents has been started, and in recent
studies, the anticancer effects of synthetic, herbal and fungal metabolites against
various cancer types have been investigated. Some of these studies also include Kojic
acid (5-hydroxy-2- (hydroxymethyl) - 4H-pyran-4-one), a fungal metabolite, which
has anti-microbial, anti-trosinase, pesticide, anti-diabetic and anti-convulsant
activity. targeted. In this study, it was aimed to investigate the antiproliferative effect
of the patented Koji MG84 compound, which is a derivative of kojic acid whose anti-
carcinogenic effect was discovered, on 4 different cancer cell lines and a healthy cell
line. For this purpose, 9 different concentrations of Koji MG84 in the range of 100ug
/ ml to 0.39ug / ml were prepared by suspending them in DMSO. Its cytotoxic
activity was tested by MTT analysis depending on the dose and time. At the end of
the cytotoxic activity studies, the compound showed the highest anti-proliferative
effect on the SK MEL cell line with an ICso value of 5,8uM, while the ICso value of
30,3uM on the healthy cell line VERO. The anti-proliferative effect of Koji MG84
on the SK MEL cell line was 5.5 times higher compared to the effect on the VERO
cell line. According to the results of our study, Koji MG84 is thought to be a
promising agent for cancer treatment.

Keywords: Anti-cancer Activity, Anti-carcinogenic Agents, Kojic Acid,
Kojylmethyl Dichlorobenzyl Piperazine, Mannich Bases.
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GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi, gogalmasi ve metastaz yaparak
baska doku ve organlari istila etmesiyle karakterize olan 6liimciil bir hastaliktir ve su
anda diinya c¢apinda onde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Kanser, ortak bir
Ozellikle karakterize edilen karmagsik bir hastalik grubunu temsil eder: malign
hlcrenin, konagm olagan homeostatik biiyiime kontrol mekanizmalarina yanit
vermemesi. Bu, habis progenitorleri tarafindan tiim yavru hiicrelere aktarilan otonom
kanser hiicresi ¢gogalmasiyla sonuglanmaktadir. Bu nedenle kanser, dncelikle genetik
bir problem olarak algilanabilir, ancak kanser olusumunda genetik faktorlerin
yaninda g¢evresel faktorler, beslenme aligkanliklari, yasam standartlari, stres gibi
birgok fakoriin sinerjik etkilesimi ile kanser olusumu daha sik goriilmektedir.
Kanserin ayirt edici 6zellikleri, insan tiimorlerinin ¢ok asamali gelisimi sirasinda
kazanilan alt1 biyolojik yetenegi igermektedir [1]. Belirleyici 6zellikler, neoplastik
hastaligin  karmasikliklarini1 rasyonellestirmek igin bir organizasyon prensibi
olusturmaktadir. ~ Bunlar,  proliferatif  sinyallemeyi  surdirmeyi, blylme
baskilayicilarindan ka¢gmayi, hiicre oOliimiine direnmeyi, replikatif OlimsiizIigi
saglamay1, anjiyogenezi indiklemeyi ve istila ve metastazi aktive etmeyi
icermektedir. Son on yildaki kavramsal ilerleme, bu listeye potansiyel genelligin
ortaya c¢ikan iki ayirt edici Ozelligini daha eklemistir: enerji metabolizmasinin

yeniden programlanmasi ve bagisiklik yikimindan kaginma [2].

Kanserin neden oldugu oliimlerin ¢ogundan primer tiimorler yerine, metastazlar
sorumludur. Kanser tedavisi yaygin olarak, tiimor dokusunun cerrahi islemlerle
cikarilmasi, kemoterapi, radyoterapi ve hormon tedavisi ile desteklenmesi seklinde
ilerlemektedir. Kemoterapide uygulanan anti-karsinojenik ilaglarin giiglii proliferatif
etkilerinin olmasinin yani sira etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamuistir.
Ayrica bu ilaglarin ¢ogu yalnizca kanser hiicrelerine spesifik olmayip, ayni zamanda
saglikli hiicreleri ayirt edemeyerek saglikli hiicreler iizerinde de toksisite
gostermektedir. Bu dezavantaja ek olarak kanser hiicreleri kemoterapide kullanilan

bu ilacglara diren¢ kazanarak tedaviyi etkisizlestirmektedir. Kemoterapideki bu



dezavantajlarin Oniine gegmek, sadece kanser hucrelerini hedefleyerek hastanin
saglikli dokularina hasar vermeyen anti-karsinojenik ajanlar1 kesfetmek i¢in sentetik,
bitkisel ve fungus kaynakli metaboliltlerin arayislarmma gecilmistir. ila¢ kesfinde
dogal firiinlerin rolii, ozellikle kemoterapotik ajanlarin  gelistirilmesi i¢in ¢ok
blyuktur ve bu Uriinler, mevcut antikanser ajan kaynaklarini besleyen birincil katkida
bulunan kaynaklardir. Dogal kaynaklarin katkisi, sadece modifiye edilmemis ikincil
metabolitlerin dogrudan uygulanmasiyla siirli olmayip, ayni zamanda bunlarin yari
sentetik analoglar1 gibi 6ncil yapilarin tiirevlerine ve dogal {irlinlerden esinlenen
sentetik yapisal benzerliklerine kadar uzanmaktadir. Birgok iilkede, dogal kaynakli
metabolitlerin farkli kanser tiirleri lizerindeki anti-proliferatif etkilerini belirleme ve
ilag olarak kemoterapide uygulanabilirligini saglamaya yonelik calismalar hizla
devam etmektedir. Bir mantar metaboliti olan kojik asit, kesfedilmesinden giintimiize
kadar bir¢ok biyoaktivite ¢alismalarmma konu olmus, farkli tiirevleri sentezlenerek
ilag ve dermokozmetik iiriin formiilasyonlarinda yerini almistir. Anti-karsinojenik
aktivitesinin de kesfedilmesiyle, anti-kanser ajan calismalarina dahil edilmis, bu
dogrultuda ¢ok fazla tiirevi sentezlenmistir. Ancak, kojik asit ve tiirevlerinin kanser
tedavisinde yerini alabilmesi, etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi  ve

formiilasyonunun gelistirilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez caligmasinin amaci, 9 farkli konsantrasyonda hazirlanan, patentli, bir kojik
asit turevi olan Koji MG84’ iin farkli kanser hiicre hatlart {izerindeki anti-

karsinojenik aktivitesini degerlendirmektir.



1. GENEL BILGILER

Bir mantar metaboliti olan kojik asit (5-hydroxy-2-(hydroxymethy1)-4H-pyran-4-
one), Japonya'da Saito tarafindan buharda pisirilmis piringte yetistirilen Aspergillus
oryzae mantarinin miselyumundan 1907 yilinda izole edilerek kesfedilmis ve 1924
yilinda Yabuta tarafindan yapisi aydinlatilmistir [4]. 1930'da kimyasal sentezle D-
glikozdan kojik asit elde edilmistir [5]. Pek ¢ok Aspergillus, Acetobacter ve
Penicillium tiirii tarafindan tretilen biyolojik olarak 6nemli bir mantar metabolitidir
[4]. Kojik asit, herhangi bir degisiklik olmaksizin vakum kosullarinda siiblimlesen
renksiz, prizmatik igneler seklinde kristallesmektedir [6]. Erime noktast 151°C -
154°C arasinda degismektedir ve pKa degerleri 7.90 ve 8.03'tir. Kojik asit suda,
etanolde ve etil asetatta ¢oziiniirken eter, alkol eter karisimi, kloroform ve piridinde
daha az ¢ozunmektedir. Bir CsHeO4 formiilii i¢in kriyoskopik yontemle belirlendigi
tizere kojik asidin molekiiler agirhigi 142.1'dir [7]. Kojik asit, 280-284 nm'de
maksimum ultraviyole absorpsiyon spektrumuna sahiptir. Kojik asit, 500 nm'de
maksimum absorpsiyona sahip kirmizimst mor renk iiretmek i¢in ferrik iyonlarla bir
kompleks olusturmaktadir [8] . Bu renklendirme, kojik asidin kantitatif tayini icin
temel bir yontem olarak ¢ok yararhidir. Kojik asit, katilim, alkilasyon, agilasyon,
oksidasyon, halka agma ve nukleofilik-elektrofilik yer degistirme reaksiyonlar: gibi
onemli kimyasal reaksiyon bélgesine dahil olan oksijen iceren bir iskelete sahip ¢cok
islevli heterosiklik bir bilesiktir. Zayif asidik 6zelliklere sahip ¢ok islevli, reaktif bir
y-piron olarak siniflandirilir ve ¢esitli totomerik formlarda bulunmasini saglayan
esnek bir yapiya sahiptir [6]. Kojik asidin dogal kaynagi, zararli olmayan biyolojik
bozunmasinin, tiiretilmesi yoluyla biyolojik olarak aktif bilesiklerin gelistirilmesi
icin ¢ekici ve karli bir iskelet haline getirdigini dogrulamaktadir. Halka Gzerinde her
pozisyonda reaktiftir ve metal selatlar, piridonlar, piridinler, eterler, azodiler,
mannich bazlar gibi endistriyel kimyada degeri olan bir dizi iiriin ve kojik asitten
siyanoetilasyon {irlinleri olusturulabilir [9]. Karbon 5 pozisyonlarinda, hidroksil
grubu, sodyum, cinko, bakir, kalsiyum, nikel ve kadmiyum gibi birka¢ metalle tuz

olusturabilen zayif bir asit gérevi gérmektedir [6].



Karbon 5'in yan zincirleri, ¢ekirdekteki bitisik oksijen atomu tarafindan reaktivitesi
arttirilabilen birincil alkol gibi davranmaktadir [10]. Kojik asidin etki mekanizmasi
1yl tanimlanmistir ve hayvan ve bitki polifenol oksidazlari, ksantin oksidaz ve bazi
amino asit oksidazlarin rekabetgi ve geri doniisiimlii bir inhibit6rii olarak hareket
ettigi gosterilmistir. Kesfedilmesinden giiniimiize esnek kimyasiyla oldukca dikkat
ceken kojik asitin 20.yiizyildan itibaren biyoaktivitesi arttirtlmis ¢ok fazla sayida

trevi sentezlenmektedir.
1.1. Kojik Asitin Kullanim Alanlar

Kojik asidin cesitli alanlarda ¢esitli uygulamalar1 vardir. Kozmetik sanayi, ilag, gida
sanayi, tarim ve kimya sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde,
kojik asit, hasat sonrasi islemde, zirai Urln icin leke Onleyici bir ajan olarak
kullanilir. Ayrica kojik asit, insektisit tiretiminde kenetleme maddesi ve aktivator
olarak da kullanilmaktadir. Ayrica biyo-pestisit olarak kullanilmak {izere ¢ok fazla
kojik asit tlrevleri Gretilmektedir. Antibakteriyel ve fungisidal 6zelliklerine gore
kojik asit gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Kimya endstrilerinde, azo
boyalar1 ve diger bazi Onemli ve biyolojik olarak parcalanabilir bilesiklerin
yapiminda basariyla kullanilmaktadir. Kimya endistrisinde kojik asit, katyonlarin
belirlenmesi igin analitik bir ara¢ olarak kullanilabilir, ¢linkii kojik asitin eser
miktarda Fe*? iyonlari ile reaksiyonu koyu kirmizi bir kompleks olusturabilmektedir.
Tip alanda kojik asit, potansiyel bir anti-bakteriyel, anti-mikrobiyal, anti-ldsemik ve
anti-fungal ajan olarak rapor edilmistir [11]-[14]. Kojik asit, anti-inflamatuar bir ilag
ve agri kesici olarak tip alanindaki ekonomik potansiyeli nedeniyle dikkat cekmeye
devam etmektedir. Kojik asidin en g¢arpici faydasi kozmetik ve saglik hizmetleri
endustrilerinde bulunmaktadir. Kozmetik endistrisinde kojik asit, ultraviyole
radyasyonunun zararlt etkilerinden koruyan ve pigmentasyona neden olan tirozinaz
aktivitelerini inhibe eden dogal bir cilt beyazlatici ajandir. Kojik asitin bir tirozinaz
inhibitorii olmasi, Ozellikle malesma tedavisinde, cilt kararmasini 6nlemede, cilt
rengini agmada ila¢ ve dermokozmetik iirlinlerin formiilasyonunda yer almasini
saglamistir. Ozcelikle cilt beyazlatict kremlerin, cilt koruyucu losyonlarimn,
beyazlatic1 sabunlarin ve dis bakim {rtinlerinin tretimi icin temel malzeme olarak
islev gormektedir. Kojik asit ve bazi tiirevleri, melanin olusumunu inhibe ederek ve

UV sigindan koruyucu etki yoluyla bir cilt beyazlatma etkisi elde etmek igin
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kozmetik preparatlarda kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik endiistrisi tarafindan
kullanilan bir antioksidandir ve cilt aydinlatmasinda hidrokanona bir alternatif olarak
tanimlanmistir. Kozmetik iirinlerdeki varligi, hem kimyasal hem de mikrobiyal
bozunmaya kars1 koruyucu etkileri sayesinde Urinln raf dmrini de arttirmaktadir.
Bu organik molekiiliin ¢esitli kullanimlar1 nedeniyle, kojik asit talebi hizla
artmaktadir. Kojik asit pazari, Charles Pfizer, ABD sirketinin bu organik asidi ilk
tiretme girisimini agikladigi 1955'ten bu yana yaklasik 40 yildir gelismektedir. Bu
dogrultuda kojik asit iiretimini iyilestirmeye yonelik calismalar halen yogun bir
sekilde yiiriitiilmektedir. Bir¢ok arastirmaci bunu yeni bilesiklerin hazirlanmasinda
baslangi¢ malzemesi olarak kullanmistir. Endistride kojik asitin 6nemi nedeniyle,
kojik asitin {iretimi artmaktadir ve kojik asitin biyosentezine 6nemli miktarda
arastirma yapilmistir ve ¢ok sayida yaymn bu bilesigin kimyasal ve biyolojik
ozelliklerini ele almistir. Kojik asit, cilt beyazlatma ajani1 olarak yaygin olarak
kullanilmasma ragmen, bir¢ok ¢alisma, anti-oksidan, anti-neoplastik, anti-
inflamatuar, anti-bakteriyel, antiviral, anti-fungal, anti-konvilsan, anti-tirozinaz ve
yaslanma karsit1 6zellik igerdigini gostermistir [5], [11], [15]-{20]. Ek olarak kojik
asit, maltol ve tiirevlerinin hazirlanmasinda 6nemli bir ara Uriin olan komenik aside
doniistiiriilebilmektedir. Ayrica Kojik asit, tarimda bir kenetleme maddesi ve bocek

ilact etkinlestiricisi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.
1.2.  Bir Tirozinaz inhibitorii Olarak Kojik Asit

Bakir iceren bir enzim olan tirozinaz (EC 1.14.18.1) mantarlar, bitkiler ve
hayvanlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Tirozinaz, bakir i¢eren ve iki asamali bir
reaksiyonda  melanin  sentezini  dlzenleyen  bir  enzimdir. Melanin,
mikroorganizmalardan bitkilere ve hayvanlara kadar her yerde bulunan en énemli
pigmentlerden biridir. Melanosit hiicreleri tarafindan salgilanir ve memelilerde deri
ve sa¢ rengini belirler. UV giines 15181n1 emerek ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
ortadan kaldirarak cildi foto-karsinojenezden korumaktadir [21]. Melanogenez, cildin
UV radyasyonuna maruz kalmasi iizerine melanositlerin tirozinaz tarafindan
baslatilan melanin {rettigi bir slirectir.  Tirozinaz, tirozinden melanin
sentezlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Tirozinin monofenolaz olarak L-3,4-
dihidroksifenil alanine (L-DOPA) hidroksilasyonu ve L-DOPA'nin difenolaz olarak

dopakinona oksidasyonu yoluyla molekiiler oksijeni igeren iki farkli reaksiyonu
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katalize etmektedir. Insan derisindeki melanin tretimi, UV 1s18ma kars1 6nemli bir
savunma mekanizmasi olmasina ragmen, fazla epidermal pigment birikimi, melazma,
yashilik lekeleri ve aktinik hasar alanlar1 gibi cesitli hiperpigmentasyon
bozukluklarina neden olabilmektedir. EK olarak melanomaya 6zgl antikarsinojenik
aktivitenin tirozinaz aktivitesi ile baglantili oldugu bilinmektedir. Polifenoloksidaz
(PPO) olarak da bilinen tirozinaz ekspresyonu veya aktivitesi, pigmentasyon
bozukluklarindan sorumludur. Bu nedenle tirozinaz, pigmentasyon bozukluklarinin
tedavisi icin ¢cok dnemli bir hedeftir. Ayrica tirozinazin Parkinson hastalig1 ve diger
norodejeneratif hastaliklarla iligkili oldugu da bildirilmistir [22], [23]. Asin1 diizeyde
melanin pigmentasyonu, senil lentigo, melazma, postinflamatuar melanoderma,
ciller, efelid, yaslilik lekeleri gibi hiperpigmentasyonlar ve estetik problemlere yol
acabilen aktinik hasar bolgeleri gibi ¢esitli dermatolojik bozukluklara neden
olmaktadir [24]. Tirozinaz enzim inhibitorleri, melanin hiperpigmentasyon
bozukluklarin1  6nlemek veya tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Melanin
hiperpigmentasyonu ile iliskili bazi dermatolojik rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilmasmmin  yan1 sira tirozinaz inhibitorlerinin glines yamigr sonrasi
depigmentasyon aktivitesi nedeniyle kozmetik endistrisinde ila¢ ve dermokozmetik
tiriin formiilasyonuna dahil olmustur. Tirozinaz inhibitorleri rekabetci inhibitorler,
rekabet¢i olmayan inhibitorler, karisik tip inhibitorler ve rekabet¢i olmayan
inhibitorler olarak dort sinifa ayrilamaktadir [25]. Kojik asit, monofenolaz aktivitesi
tizerinde rekabetci bir inhibitér etki ve mantar tirozinazinin difenolaz aktivitesi
Uzerinde karisik bir inhibitor etki gostermektedir. Kojik asidin enzimin aktif
bolgesinde bakir1 selatlama yetenegi, gozlemlenen rekabet¢i inhibitor etkiyi
aciklamaktadir. Tirozinazin aktif merkezindeki iki bakir iyonu UV 1ginlarina maruz
kaldiginda tirozinazin daha aktif hale gelmesini saglamaktadir. Kojik asit ise,
tirozinazdaki bakir iyonu ile 5-hidroksil ve 4-karbonil gruplar1 araciligiyla bir selat
olusturarak tirozinaz aktivitesini inhibe etmektedir. Son zamanlarda, kojik asit ve
manganez, cinko metallerinin selatlari, gama ve radyo isinlarina karsi koruyucu
maddeler olarak bildirilmistir[17], [26]. Ek olarak, kojik asidin tirozinazin difenolaz
aktivitesinin yavas baglanan bir inhibitorii oldugu bildirilmektedir [27]. Bu,
substratin varliginda katalitik dongiide iiretilen aktif tirozinaz formunun, inhibitoriin
enzime baglanmasindan 6nce gerekli oldugu anlamina gelmektedir. Kojik asitin anti-

tirozinaz aktivitesinden dolay1 bir¢cok ¢alismaya konu olmus, ¢ok fazla sayida tiirevi



sentezlenerek tirozinaz inhibisyon aktivitesi arttirilmak istenmistir. Ayrica, yeni
tirozinaz inhibitorlerini kesfetmek i¢in yapilan ¢ogu ¢alismada, kojik asit iyi bilinen
bir tirozinaz inhibitorii olarak pozitif bir standart olarak siklikla kullanilmaktadir.
Kojik asit, cildin hiperpigmentasyonunu tedavi etmek i¢in klinik olarak kullanilan,
dogal olarak olusan bir tirozinaz inhibitoriidiir. Bununla birlikte, kojik asit, 6nemli
Olctde toksisite ile yetersiz inhibitér aktiviteye ve stabiliteye sahiptir. Bu
dezavantajlarin tistesinden gelmek igin, kojik asidin sentetik tiirevlerini gelistirilmeye
devam edilmektedir. Kojik asit, 4. pozisyondaki keton grubu ve 5. pozisyondaki
hidroksil grubu nedeniyle tirozinazin aktif bolgesinde bakir iyonunu selatlayarak
tirozinazi inhibe edebildiginden, bakir i¢in afinitenin artmasinin daha giiglii bir
tirozinaz inhibisyonu ile sonuglanabilecegi varsayilmaktadir. Bundan yola ¢ikarak
yapilan bir ¢alismada 3-hidroksipiridin-4-one'un karsilik gelen hidroksipiranonlardan
daha yiiksek bir bakir afinitesine sahip oldugu tahmin edildiginden, N-1
pozisyonunda bir hidrofobik alkil grubu ile bir dizi 3-hidroksipiridin-4-on tirevi
sentezlenmis Ve tirozinaz aktiviteleri incelenmistir. Bilesiklerden birinin (((S)-(5-
(benzyloxy)-1-octyl-4-0xo0-1,4-dihydropyridin-2-yl)methyl2-amino-3

phenylpropanoate) mantar tirozinazina karsi giiclii inhibitér etki gosterdigi,
monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri i¢in 1Cso degerlerinin sirasiyla 12,6 ve 4,0 uM
oldugu bulunmustur. Ek olarak sentezlenen tiim konjugatlarin, hem serbest enzime
hem de enzim — substrat komplekslerine baglanabileceklerini diisiindiiren karisik tip
inhibitorler oldugu gosterilmistir. MTT analizinin sonuglarina gore, ayni konjugatin
Uc htcre gizgisi icin toksik olmadigini géstermistir. Bu bilesigin, gida koruma ve
kozmetikte uygulama icin umut verici bir potansiyele sahip oldugu arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir [28]. Nitrik oksit (NO), induklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ile sentezlenen 6nemli bir inflamatuar mediyatordiir. Asirt NO {iretimi
iltihapl hastaliklara yol agmaktadir. Bu nedenle, dogal kaynaklardan NO iiretiminin
gliclii inhibitdrlerini bulmaya veya bunlar1 dogal tirtinleri degistirerek gelistirmeye
cok fazla ¢aba harcanmistir. Her ne kadar kojik asit, kozmetikte bir depigmentasyon
maddesi olarak ve gidalarda bir tiilylenmeyi 6nleyici bir madde olarak kullanilsa da,
kojik asidin ayrica serbest radikalleri temizledigi ve 1s1k hasarim1 Onledigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, kojik asit ve tirevlerinin NO inhibitorleri olarak
kullanimi {izerine ¢ok az c¢alisma yapilmistir. Kojik asidin biyolojik aktiviteleri, bir

enolik hidroksil grubu igeren y-piranon yapisina atfedilmektedir. Enolik hidroksil



grubu korunursa, aktivitesi tamamen kaybolur. Daha 0Oncelerde, kojik asidin 3,4-
metilendioksisinnamik asit esterinin tirozinaz Uzerinde kojik asitten daha gucli
inhibe edici etkiler sergiledigi Ho Sik Rho ve ekibi tarafindan bildirilmistir [29].
Yine ayni ekibin kojik asidin ester tiirevleri iizerine yaptig1 calismada, onceki
caligsmadaki tlirevlere ek olarak 2-hidroksi benzoik asit ve adamantan parcalari igeren
yeni kojik asit tiirevleri tasarlanmistir [30]. 2-hidroksi benzoik asit grubu, kojik
asidin enolik hidroksil grubu gibi bakira kenetlenebilmektedir. Inhibisyon igin
gerekli yapilar belirlemek i¢in, kojik asit tiirevlerinin ve 2,4-dihidroksi benzoik asit
tirevlerinin, lipopolisakkarit (LPS) ile aktive edilmis makrofajlarda tirozinaz ve NO
tiretimine karsi inhibitor aktivitelerini degerlendirilmistir. Tirozinaz testinde, kojik
asidin sinamat veya benzoat esteri guclii inhibe edici aktivite gostermistir. Bununla
birlikte, adamantan kismimi igeren kojik asidin hidroksibenzoat tlrevleri, higbir
inhibitor aktivite gostermedigi bildirilmistir. NO {iretimine karsi inhibitor aktiviteler
LPS tarafindan indiiklendiginde biraz farkli bir deneysel sonu¢ elde edildigi
bildirilmistir. Bir adamantan kismu i¢eren 2,4-dihidroksibenzoik asidin metil veya

etil esterleri, gii¢lii inhibe edici aktivite gosterdigi de sonuclar arasinda yer almistir

[30].

Cilt beyazlaticilar, hiperpigmentasyonun neden oldugu cilt rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanilabilen bir tiir terapt yontemidir. Melanin sentezini inhibe
edebilmektedirler. Kojik asit ile yapilan bir¢ok ¢alisma bu metabolitin yiiksek anti-
tirozinaz aktivite gosterdigini kanitlamig, bu 6zelliginden yola ¢ikarak kojik asite
gore arttirlmig  anti-tirozinaz ~ aktiviteye sahip tdrevlerini  sentezleyerek
hiperpigmentasyona bagli cilt hastaliklarinin tedavisinde ana etken madde olarak yer
almasi saglanmigtir. Pek ¢ok ¢aligmada kojik asit ester, kojik asit laureate, kojik asit
dipalmitate ve aldehitli kojik asit etil fosfonat gibi ¢esitli kojik asit tiirevlerinin kojik
asitten daha etkili oldugu bildirilmistir [17], [31], [32]. Hidrokanon cilt
pigmentasyonunu azlatmada kullanilan etkili bir ajandir. Ancak hidrokanonun
kanserojenitesi nedeniyle kullanimi bir¢ok iilkede sinirlandirilmistir. Kojik asit,
pigmenti azaltmada hidrokanon kadar etkili bulunur bu nedenle FDA kojik asiti
hidrokanon igin bir alternatif olarak sunmustur. Hidrokanonu tolere edemeyen
hastalarda faydalidir ve tahrisi azaltmak igin topikal bir kortikosteroid ile kombine

edilebilmektedir. Her iki ajanin kombinasyonu bu inhibisyonu daha da artirmaktadr.



% 2 Hidrokanon ile kombine kojik asit, diger formiilasyonlarla karsilastirildiginda
onemli Olclide daha iyi sonucglar gostermistir. Ayrica bazi ¢alismalar kojik asitin
malezma tedavisinde diger ajanlarla kombinsyonunun monoterapiden daha etkili

oldugunu gostermistir [33], [34].

Kojik asit ve tlrevleri tirozinaz inhibitér aktiviteleri nedeniyle ilag ve kozmetik
urinlerde antioksidan, anti-proliferatif, anti-inflamatuar, UV radyosyonundan
koruyucu ve cilt beyazlatma maddesi olarak kullanilmaktadir [26], [35], [36]. Ancak
kozmetik uygulamalarinda tahris, kizariklik, ciltte kasint1 ve agri gibi bazi yan
etkileri goriilmiistiir. Ayrica hassas ciltlerde cilt kanseri ile sonuclanabilmektedir.
Ancak Kkojik asitin depigmentasyon ve guvenli uygulama mekanizmalarini
degerlendirmek i¢in yapilan calismalarin sonucunda bu etkilerin kojik asitin yiiksek
dozdaki uygulamalarinda goriildiginii  bildirilmistir. Kojik asitin  topikal
preparasyonu i¢in en iyi konsantrasyon araliginin% 1 veya daha az oldugu, ¢unki bu
araliklarda kojik asit eriyiklerinin etkili ve glvenli 0zellikler gosterdigini 6ne
stirilmustiir [37]. Uluslararasi kanser arastirma ajansi, memelilerin genetik toksisitesi
Uzerine in vivo ¢alismalara dayanarak kojik asiti 3. grup kanserojen olarak tanitmistir
[38]. Ayrica, FDA regetesiz farmasotik {irinlerde kullanim igin Kojik asiti
onaylamamistir. Ancak Avrupa Komisyonu Bilimsel Komitesi kojik asitin, akut,
kronik, tiretken ve genotoksisite seklinde toksik olmadigini belirtip, kojik asitin cilt
bakimi1 formiilasyonunda giivenli dozunu % 1 olarak kabul etmistir. Ek olarak,
Kozmetik Icerik Inceleme Uzman Paneli’ ne (Cosmetic Ingredient Review Expert
Panel, CIREP) gotre kojik asitin %1 konsantrasyonda kozmetikte kullanilmasi
giivenli olarak belirlenmistir. Sitotoksisitesinden kaynaklanan cilt tahrisi ve saklama
sirasindaki dayaniksizligi nedeniyle kozmetikte kullaniminin sinirlandirilmasinin
onlne gecebilmek icin, alkolli hidroksil grubunu bir ester, hidroksifenil eter,
glikozit, amino asit tlrevleri veya tripeptit tiirevlerine donistiirerek O6zelliklerini
gelistirmek i¢in birgok yar1 sentetik kojik asit tiirevi sentezlenmistir. Ancak, kojik
asit ve tlrevlerinin diger potansiyel yararlarini veya risklerini belirlemek igin daha

fazla ¢aligmaya ihtiyac¢ vardir.



1.3. Bir Anti-Karsinojen Ajan Olarak Kojik Asit

Kanser tedavisine yonelik ¢ok ¢esitli yaklasimlar denenmis ve klinik olarak (cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi ve immiinoterapi) kullanilmig olmasmna ragmen, kanser
tedavilerinin toksik yan etkileri hastalar tzerinde olumsuz bir etkiye sahiptir ve
kanseri tedavi etmedeki ilerlemeyi engellemektedir. Bitki tiirleri, binlerce yildir tibbi
tedavide kullanilmaktadir. Ek olarak, bitkilerden tiiretilen metabolitlerin c¢esitli
terapotik amaclar ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in yararli oldugu bildirilmistir.
Bitki metabolitleri, kanser Onleyici, analjezik, anti-inflamasyon ve anti-mikrobiyal
aktiviteler dahil olmak tizere ¢ok g¢esitli biyolojik fonksiyonlar sergilemektedirler
[39]. Ayrica bitkiler, klinik olarak kullanilan ilaglarin  yaklasik% 25'ini
olusturmaktadir [40]. Ek olarak anti-kanser aktivitesine sahip ilaglarin% 60'indan
fazlasi bitkilerden elde edilmistir [41]. Sonug olarak bitki ve fungal metabolitler gibi
cesitli dogal iirlinler bir¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta,
kanser gibi tedavisi oldukca zor hastaliklarda sagkalimi arttirmak i¢in arastirilmaya
devam edilmektedir. Cok genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahip, esnek bir
yapisi olan kojik asitin anti-kanser aktivitesini aydinlatmaya yonelik ilk ¢aligmalar
1980°li yillarda baslamis, sonrasinda kanser hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif
etkisinin kesfedilmesiyle anti-karsinojenik ajan arastirmasi ¢aligsmalarina dahil
olmustur. 1995 Yilinda Janette Bransova ve ekibi kojik asitin halojen tirevlerini
sentezlemis ve L1210 murin l6semi hicrelerinin blytmesini 0Onleyici etkileri
oldugunu gostermislerdir [13]. Diger bir caligmada kojik asit ve 10 farkli tiirevi, olasi
antikanser etkileri agisindan HEPG2 hiicre hatti tlizerinde test edilmis ve bunlarin
yedisinin sitotoksik oldugu gézlemlenmistir [42]. Ay ¢alisma, intrinsik apoptotik
yolun, tedavinin hucre i¢i ROS'un artmasina, TP53 geninin indiiksiyonuna ve kaspaz
3 / 7nin aktivasyonuna yol ag¢tigi i¢in hiicrelerin tiirevin ICso konsantrasyonuna
maruz birakilmasiyla tetiklendigine isaret etmistir. Pro-apoptotik Jnk ve Bax
genlerinin tetiklenmemesi apoptotik yolun alternatif bir yoldan ilerledigini
diistindiirmektedir [42]. Tamamlayic1 deneylere ihtiyag duyulsa da, mevcut bulgular
tiirevin uygulanan konsantrasyonlar dahilindeki saglikli hiicrelere zararli olmadig1 ve
ilag direncini uyarmadig1 icin hepatoseliiler karsinoma karsi yeni bir umut verici
yaklasim sundugunu gostermektedir. Kojik asidin etkili dozda sitotoksik olmasi ve
saklama sirasinda kimyasal dengesizligi bilinmektedir. Bununla birlikte kojik asit,

yetersiz inhibit0r aktiviteye ve stabiliteye sahiptir. Bu nedenle, diisiik toksisiteye ve
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yiiksek etkinlige sahip sentezlenmis yeni kojik asit tlirevleri sentezlenmeye devam
etmektedir. Kojik asit tiirevleriyle yapilan ¢ok fazla ¢alisma bu bilesiklerin anti-
karsinojenik sinifina dahil edilecegini gostermistir [16], [43]-[46].

Sun-Long CHENG ve ekibi 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile DNA mikroarray
teknolojisi kullanilarak, kojik asidin insan derisi A375 malign melanom hiicrelerinin
gen ekspresyonu profillemesi zerindeki genel biyolojik etkileri incelemislerdir.
Kojik asit ile muameleden sonra, farkli sekilde ifade edilen toplam 361 gen, 136
yukari-diizenlenmis gen ve 225 asagi-diizenlenmis gen ile belirgin bir sekilde
degistirildigi Dbildirilmistir [47]. Tipik olarak RT-gPCR analiz teknolojisi ile
dogrulanan APOBEC1, ARHGEF16, CD22, FGFR3, GALNTI1, UNCS5C ve
ZNF146'nin yedi asagi regiile geninin, melanom kanser hucrelerinde timor
baskilayic1 genler oldugu goriilmiistiir [47]. Bu nedenle, RT-qPCR ile birlestirilmis
mikrodizi teknolojisi, kojik aside ve biyolojik islevlerine yanit veren farkli sekilde
ifade edilen genlerin sayisim1 kesfetmek i¢in yiiksek verimli bir yontem sunmus ve
cilt kanseri terapisi ve ilgili yan etkiler Gzerindeki kojik asit etkilerinin daha fazla
anlasilmasina yol agmustir [47]. Ayrica, farkli sekilde ifade edilen genler, daha ileri
teshis ve terapotik uygulamalar i¢in deri habis melanomunun yararli markdrleri
haline gelebilir. Bir baska ¢alismada kojik asitin baz1 yeni ¢inko (II), paladyum (II),
platin (II), rutenyum (II), rodyum (III) ve gimis (I) komplekslerinin hem
yoklugunda hem de varhiginda sentezleri, N- (2,2’-bipiridil) ve P- (trifenilfosfin)
ligandlar1 bildirilmistir [48]. Aym ¢alismada, birka¢ kompleksin in vitro antikanser
aktiviteleri, insan yumurtalik hiicre hatlarina kars1 incelenmistir. [Ag (ka) (PPh3)] 'iin
hiicre biyumesi proliferasyonu igin ICso degerleri sirasiyla 8,80 ve 8,87 uM,

cisplatin i¢in karsilik gelen ICsp degerleri 9,12 ve 10,07 uM olarak bildirilmistir [48].

Bir diger c¢alismada, FTIR mikrospektroskopisi, sesamol ve kojik asidin
melanogenez inhibisyonunda biyolojik degisimi tanimlamak ic¢in yeni bir yontem
bulma girisimi olarak kullanilarak, sesamol ve kojik asidin tirozinaz inhibisyonu ve
melanin igerigi degerlendirilmistir. Deney sonuglarina gore sesamol ve kojik asit,
sirastyla 0,33mg/ml ve 6,1£0.4mg/ml" lik 1Cso'de mantar tirozinazini inhibe etmistir
[49]. Ayrica, 30mg /ml sesamol, insan SK MEL 2 hiicrelerinde % 23,55+8,25
hicresel tirozinaz aktivitesini inhibe ederken, 600 mg/ml kojik asit, ayn1 hiicrelerde

% 33,9+1.4 hicresel tirozinaz aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir [49]. Hem
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sesamol hem de kojik asit, farkli derecelerde de olsa benzer bir anti-melanogenez
aktivitesi modeli sergilemistir. Bu ¢alismanin sonuglari, insan melanom hiicrelerinde
biyomolekiiler degisikliklerin karakterizasyonu i¢in basit ve reaktifsiz bir yontem

olarak FTIR mikrospektroskopisinin alternatif kullanimini desteklemektedir [49].

Belirli bir farmasotik tiretim ile yapilan yiiksek safliktaki (% 99) kojik asidin,
Ozellikle Japonya'da topikal uygulama igin kozmetik bir cilt beyazlatma iriinii (yari
ilag) olarak yaygin bir sekilde kullanilmasinin yani sira kanser tedavisinde de
kullanilma potansiyeline sahip bir ajan sinifi oldugu yapilan ¢alismalar tarafindan
desteklenmektedir. Ancak kojik asitin terapotik indeksini arttirmaya ve ylksek
dozlardaki sitotoksik etkisinin Oniine ge¢cmeye yoOnelik calismalara hala ihtiyag

duyulmaktadir. Bunlara ek olarak faz ¢aligmalarina da agirlik verilmelidir.

1.4. Koji MG84’ iin Yapisi ve Ozellikleri

0
_oH Cl

v evss
© __/

Sekil 1.1. Koji MG84' {in yapis1

Bir kojik asit turevi olan Koji MG84, kojik asit, piperazin ve formaldehitten
hareketle sentezlenmis patentli bir bilesiktir (IUPAC ismi:  2-((4-(3,4-
Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-4H-piran-4-on;

INCI ismi: Kojilmetil Diklorobenzil Piperazin, CAS numarasi: 2056101-70-1)
(Patent numaralari: (TR2015 07653 B; WO 2016/209180 Al; US 9,975,884 B2; EP
16 732 363.3). Erime derecesi 180-1 °C, Verim: % 90’dir. Beyaz renkte toz kristaller
halinde bulunmaktadir. Suda ¢0zunmez, metanol, etanol ve asetonda az ¢6zlndr,

kloroformda ¢ozunir. Gliserinde siispande olur.
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Tablo 1.1. Koji MG84' (in elemental analizi

Elemental Analiz : CigH20CI2N204 (M.A.: 399.27 g/mol)

%C %H %N
Hesaplanan : 5415 5.05 7.02
Bulunan : 5401 5.10 7.27

IR spektrumunda 1607 (C=0O, gerilim), 1455 (C=C, gerilim), 1196 cm-1’de (C-O,
gerilim) pikler gorilmektedir. 1IH-NMR spektrumunda 6 (DMSO-d6, 400 MHz) 2.37
(4H; brs; piperazin), 2.47 (4H; brs; piperazin), 3.45 (2H; s; -CH2-), 3.51 (2H; s; -
CH2-fenil), 4.28 (2H; s; -CH20H), 5.61 (1H; brs; -CH20H); 6.31 (1H; s; H5), 7.28
(1H; dd; J=8; J=2; Ar-H6"), 7.51 (1H; d; J= 2; Ar-H2’), 7.56 (1H; d; J= 8; Ar-H5’)
8.89-8.98 (1H; br; -OH) pikler gorulir. 13C-NMR spektrumunda 6 (DMSO, 400
MHz) 52.27 (-CH2), 52.32 (-CH2), 53.46 (-CH2), 59.51 (-CH2), 60.24 (-CH2),
108.85 (-CH), 128.84 (-CH), 129.24 (-CH), 130.24 (-CH), 130.33 (-Cfenil), 130.74 (-
Cfenil), 139.56 (-Cfenil), 143.59 (-Cpiron), 146.41 (-Cpiron),167.49 (-Cpiron),
173.49 (-Cpiron) de pikler gérilmektedir. Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 399 (%
100, M+), 401 (M++2), 421 (M++Na)' de pikler goértlmektedir [50].

(0] /\ “ (0]

Il oH HN N o] OH Cl
HOﬂ > HO . N N\/@—CI

O O N/

HCHO / metanol
Kojik asit MG84

Sekil 1.2. Koji MG84' {in sentezi

Koji MGS84’ in Trichophyton mentagrophytes var. erinacei, Epidermophyton
floccosum ve Microsporum gypseum’ a karst anti-dermatofitik aktivitesi ve ayni
zamanda Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) ve M. avium (ATCC
15769) kars1 anti-mikobakteriyel aktivitesi MRC-5 ve Hela hiicre hatlar1 {izerinde
toksik olmayan konsantrasyonlar altinda analiz edilmistir [51]. Ayrica anti-tirosinaz
aktivitesi, substrat olarak L-DOPA kullanilarak spektrofotometrik yontemle
belirlenmistir. Ek olarak anti-oksidan aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrasil (DPPH),
N, N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) radikal siipiirme aktivitesi, metal selasyon
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etkisi, demir- (FRAP), phosphomolybdenum (PRAP) indirgeyici antioksidan gucu
yontemleri ile belirlenmistir. Yaslanma karsit1 aktiviteyi belirlemek igin elastaz ve
kolajenaz enzim inhibisyonlar1 gergeklestirilmistir [52]. Anti-tirozinaz, anti-oksidan,
yaslanma karsiti, anti-dermatofitik ve anti-mikobakteriyel etkileri nedeniyle, Koji

MG84 tip, kozmetik, gida ve tekstil endiistrisinde kullanilabilir [50].

Koji MG84'in dopamin yolu ile hem fungal tirozinazi hem de insan tirozinazi inhibe
ettigi gosterilmistir. Ozellikle Koji MG84'iin, su anda cilt kanserinin tedavisinde
kullanilan vemurafenib kadar melanogenezi inhibe ettigi bulunmustur. Koji MG84,
fungal tirozinazi, standart bilesik kojik asitten alti kat daha fazla inhibe etmistir.
Ayrica Koji MG84 saglikli insan hiicreleri HGF-1 insan gingival fibroblast ve MRC-
5 akciger fibroblast hiicre hatlar1 i¢in toksik olmamakla birlikte A375 malign
melanoma hucrelerine karsi sitotoksik etkiye sahip oldugu ve melanogenez yolunu
baskiladig1 gosterilmistir. Kojik aside benzilpiperazin grubu eklenerek daha lipofilik
ve bazik Koji MG84 sentezlenmistir. Boylece, elde edilen bilesigin yagda
¢Oziiniirligl artirilarak kojik asidin diisiik gecirgenlik sorunu ortadan kaldirilmistir

[51].

Koji MG84 mantar tirozinazini standart bilesik kojik asite kiyasla 6 kat daha fazla
inhibe etmektedir. Ayrica leke giderici, cilt rengi agict olarak degerlendirilmistir.

Ayrica irrite edici olmadigi ve non-sitotoksik oldugu bildirilmistir [50].

Koji MG84 ile yapilan g¢alismalar, bu bilesigin guclu bir tirozinaz inhibitoru
olmasmin yani sira anti-dermatofitik, anti-bakteriyel biyoaktivite sergiledigini
gostermis ve aym zamanda giliglii bir de anti-karsinojen ajan olabilecegini
desteklemistir. Ayrica Koji MG84 bir cilt acgict ajan olarak da dermokozmetik
formiilasyonlarinda da yerini almaya baslamistir. Yine de biyoaktivitesini arttirmak,
ve kanser tedavisinde de ana bilesik olarak yer alabilmesi i¢in kanser hiicreleri
tizerindeki aktivitesini aydinlatmaya yonelik ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir. Bu
calismada, Koji MG84’iin ¢esitli kanser hiicreleri tizerindeki anti-karsinojenik
etkisini gosteren bir ¢aligma olmamasindan yola ¢ikarak, Koji MG84’ iin dort farkl
kanser hatt1 iizerindeki (A549 (insan akciger karsinomu), SK MEL (insan melanoma
karsinomu), HT 29 (insan kolorektal adenokarsinomu), SK-BR 3 (Insan meme

adenokarsinomu) ) anti-proliferatif etkisini belirlemek amaglanmistir.
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Ayn1 zamanda bilesigin kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik aktivitesi, saglikli hiicre
hattt Vero (Afrika yesil maymunu bobrek epiteli) tzerindeki sitotoksik aktivitesi ile

karsilastirilarak terapotik indeksi ile toksik dozu degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Koji MG84’ iin elde edilmesi

Bu calisgmada Ankara’da faaliyet gosteren Koji Kozmetik Kim. San. Tic. As.
tarafindan temin edilen Koji MG84 bilesigi kullanildi.

2.1.2. Kullanilan teknik aletler

e Laminar-hava akigh kabin

e CO2’li inkiibator

e Inverted mikroskop

e Ultrasonik su banyosu

e Otomatik pipet tabancasi

e Mikroplaka okuyucu

2.1.3. Hiicre Kiiltiirii Ve Sitotoksisite Testi icin Kullanilan Hiicre Hatlar1

o A-549 (Insan akciger karsinomu)

e SKMEL (Insan melanoma karsinomu)

e HT?29 (insan kolorektal adenokarsinomu)

e SK-BR3 (Insan meme adenokarsinomu)

e Vero (Afrika yesil maymunu bobrek epiteli)
2.2.  Metod

2.2.1. Koji MG84’ iin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Koji MG84’ i ¢ozmek i¢cin DMSO kullanilir. Molekiil konsantrasyonu 20 mg toz
halindeki madde icin 1000 ml DMSO olarak belirlenmistir. Ana stoktan 8,7 mg toz
halindeki molekiil tartildi, iizerine 435 ml DMSO eklendi. Su banyosunda yeteri
kadar ¢oziinmedigi i¢in ultrasonik su banyosu kullanildi. 40°C’de, yaklasik 24-36
saat araliginda molekiil ¢oziinmiistiir. Ayn1 zamanda metalle etkilesim gostermesi
istenmediginden kagit bisturi kullanildi. Kullanilacak konsantrasyonlar 1/100, 1/50,
1/25, 1/12,5, 1/6.25, 1/3,125, 1/1,562, 1/0,78 ve 1/0,390 olarak belirlenmistir.
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Konsantrasyon araligi doza bagli olarak 100 — 0,39 pg/ml olarak belirlenmistir.

Hazirlanan ¢ozeltiler +4°C’de saklanmustir.

1/100’lik konsantrasyon ig¢in; 8,7 mg madde, 435 ml DMSO icerisinde ¢6zildi.
Diger konsantrasyonlar '2 oraninda olacak sekilde seri diliisyon yontemi ile

hazirlandi.
2.2.2. Hucrelerin kilture edilmesi

Derin dondurucudan ¢ikarilan hiicreler, +37°C’deki su banyosuna konuldu ve
cozillinceye kadar bekletildi. Daha sonra ¢oziilme islemi biter bitmez %70’lik alkol
ile tiipler steril edildi ve hiicreler kabin igerisine alindi. Hiicreleri strese sokamamak
adina 5 ml besiyeri damla damla hiicrelerin iizerine eklendi. Daha sonra +4°C’de
1000 rpm (200 g)’de 5 dakika boyunca santrifuj edildi. Santifligasyondan sonra
slipernatant kismi atildi, pellet lizerine 5 ml besiyeri eklendi. Yavasca pipetaj yaparak
hiicrelerin besiyeri igerisinde esit dagilmasi saglandi. Daha sonra hiicreler T75’lik

flasklara aktarildi ve 37°C’de %35 CO2’li inkiibator icerisinde inkiibasyona birakildi.
2.2.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Pasajlama islemi, flasklarda tek tabaka halinde bulunan hiicrelere zarar vermeden,
ylizeyden 1s1 ve tripsin yardimiyla kaldirip sivi i¢inde siispanse ederek baska ortama
aktarilma prensibine dayanir. Her hiicre tipi, kendine 6zgii bir hizla bdliinerek
cogalir. Hiicreler konfluent duruma gelince hem besi ortami hiicreler i¢in yetersiz
hale gelir, hem de kiiltiir kabinda yer olmadig: i¢in kontakt inhibisyon adi verilen
mekanizma ile hiicrelerin ¢ogalmalari durur. Bu nedenle hiicrelerin pasajlanmalari

gerekir.

Hiicre kiiltiir ortami, PBS ve tripsin-EDTA su banyosunda 37°C’ye 1sitildi
Monolayer olarak iiretilen hiicrelerin yetistirildigi kiiltiir kaplarindaki, kullanilmig
besi ortami hiicrelere zarar vermeyecek sekilde uzaklastirildi. Daha sonra hiicrelerin
olmadig1 yiizeyden PBS ortama eklendi ve yavasga 2-3 kez hicreler Uzerinde
dolastirilarak PBS ile yikand1 ve PBS uzaklastirildi. Daha sonra, yine hiicrelerin
bulunmadig1 yiizeyden, tripsin-EDTA sollsyonu ilave edildikten sonra hicrelerin
izerinde tamamen yayilmasi saglandi. Kiiltiir kaplar1 inkiibatore kaldirilarak tripsin-

EDTA soliiyonunun enzimatik reaksiyon gostermeleri saglandi. Bu islemle
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hiicrelerin yuvarlaklasarak yiizeyden ayrilmalari saglandi. Bu siire, her kiiltiire gore
farkli olacagi i¢in hiicreleri uzun siire soliisyon igerisinde bekletmemek gerekir.
Hiicreler mikroskopta incelenerek kalkip kalkmadigr kontrol edildi. Hiicreler
yiizeyden kalktiktan sonra tripsin-EDTA sollsyonunun aktivasyonunu durdurmak
icin ortama 6-7 ml besiyeri eklendi ve hicreler homojenize edildi. Daha sonra
hiicreler santrifij tlipine aktarildi. 5 dakika +4°C’de 1000 rpm (200 g)’de santrifiij
edildi. Besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve tiipe 10 ml besiyeri eklendi. Yavasca
pipetaj yaparak hicre paketlerinin parcalanarak homojen bir hiicre slispansiyonunun
olugsmasi saglandi. Hiicre slispansiyonu pipet yardimiyla T75’lik flasklarin igine
aktarildi ve kiiltiir kabinin {izerine hiicre adi, pasaj numarasi, tarihi yazildi. Bu
islemlerden sonra kiiltiir kaplar1 lireme yiizeyleri alta gelecek sekilde inkiibatore

konuldu.
2.2.4. MTT hiicre canlilik analizi

Koji MG84'iin gesitli kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik aktivitesini belirlemek
Uzere MTT deneyi kullanildi. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid), sar1 renkli bir tetrazolyum tuzudur. 1983°te Mosmann tarafindan gelistirilen
MTT analiz yontemi, glinlimiizde en yaygin olarak kullanilan hiicre canliligi,
proliferasyon ve sitotoksisite belirleme yontemlerinin basinda gelmektedir. MTT” nin
tetrazolyum halkasi siiksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan parcalanarak
formazan denilen yapiya doniisiir ve sonucunda sar1 renkli MTT bilesigi mor renge
doner. Tetrazolyum halkasindaki bu kirilma ancak canli hicrelerin  aktif
mitokondrileri tarafindan kirilabilir. Dolayisiyla yalnizca canli hiicreler mor renkli
formazan kristalleri olusturabilir. Bu kristaller suda ¢oziinmez, DMSO veya izopropil
alkolde ¢ozinur. Hiicre canliliginin spektrofotometrik olarak belirlendigi bu testte
uygulama yapilmayan hiicrelerin canliligr %100 kabul edilerek, uygulama yapilan

hiicrelerin canlilig1 bu hiicrelere gore yiizde (%) olarak belirlenir.

Hiucre kilturd ornekleri (1:1) %0.5 (w/v) Tripan mavisi ile seyreltildi, bu karisimdan
100 pl Neubauer hemositometreye konuldu ve 151k mikroskobu altinda gézlemlendi.
Hem toplam hiicre sayis1 hem de canli hiicrelerin sayis1 0.11 mm®liik alan

goriiniimiinde sayildi.
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Hiicre sayisi su sekilde hesaplanmistir:

ml™" deki hiicre say1s1= (n X Diltisyon Faktorii) x Diizeltme Faktorii

Burada n, 0.11 mm? basina denk gelen ortalama hiicre sayisidr.

Hiicreler 6x10° hiicre/ml olacak sekilde besi ortamu ile diliie edildi. Hiicreler, 6x10°
hiicre / well yogunlukta 96 kuyulu mikrotitre plakalarina yerlestirildi, daha sonra
hicreler, 100pg/ml ile 0.39ug/ml arasinda degisen dokuz konsantrasyonda Koji
MG84 ile igleme tabi tutuldu ve 48 saat siireyle inkiibe edildi. Negatif kontrol 1 %
0.1 DMSO, negatif kontrol 2 hiicre ve DMSO igerirken, pozitif kontrol doksorubisin
10pg/ml idi.

Deney diizenegi:

Sekil 2.1. Deney diizeneginin kurulumu NK; sadece hiicre, NK2 : Hiicre ve DMSO,
PK; Etkisi bilinen sitotoksik bir madde-Doksorubisin, 1; 1/100 konsantrasyonunda
Koji MG84, 2; 1/50 konsantrasyonunda Koji MG84, 3; 1/25 konsantrasyonunda
Koji MG84, 4; 1/12,5 konsantrasyonunda Koji MG84, 5; 1/6,25 konsantrasyonunda
Koji MGB84, 6; 1/3,125 konsantrasyonunda Koji MG84, 7; 1/1,562
konsantrasyonunda Koji MG84, 8; 1/0,780 konsantrasyonunda Koji MG84, 9;
1/0,390 konsantrasyonunda Koji MG84
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Doza bagli MTT analizi i¢in hazirlanan Hiicrelerin bulundugu pleytlerdeki besi
ortami bosaltildi ve 100ul/well MTT ¢alisma soliisyonu eklenip,72 saat boyunca
37°C’de %5 CO’li ortamda inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda soliisyon
bosaltilip, 200ul DMSO eklenerek olusan formazan kristalleri ¢Ozlilmiistiir.
Ardindan, mor formazan {iriin miktarlar1 mikroplaka okuyucu (Versamax, Tunable
Microplate Reader, ABD) kullanilarak 570 ile 690 nm arasinda Ol¢iilmiistiir. MTT

testi yapilirken, islemlerin tiimii olabildigince az 1s1kl1 ortamda yapilmastir.

Tiim sonuclar birlikte degerlendirildiginde, ¢alismalarin devaminda SK MEL, SK
BR 3 ve VERO hiicre hatlar1 ile zamana bagli bir sitotoksik etki calisilmasi
yapilmasina karar verilmistir. SK-BR-3, SK MEL kanser hiicreleri ve VERO saglikli
hiicre hatlar1 tizerinde Koji MG84'in zamana bagh sitotoksik analizi, MTT testi ile
kullanilarak yapilmistir. Hiicreler, 6x10° hiicre/well olacak sekilde 96 kuyulu
mikroplate  plakalarina  yerlestirildi ve hiicreler, her oyuga 3.13pg/ml
konsantrasyonundaki Koji MG84’e maruz birakildi, ardindan 48, 72, 96, 120 ve 144
saat inkiibasyon yapildi. Hiicreler, % 0,1 DMSO (negatif kontrol 1), hiicre+DMSO
(negatif kontrol 2) ve doksorubisin (pozitif kontrol) 10pg/ml ile muamele edildi. Bir
mikroplaka okuyucu (Versamax, Ayarlanabilir Mikroplaka Okuyucu, ABD)
kullanilarak 570-690 nm'de absorbans degeri Ol¢iildii. Sitotoksik etkiler, hicre

canlilig1 yiizdesine gore ifade edildi.
2.2.5. Istatistik

Verilerin istatistiksel analizleri Microsoft Office-Excel 2010 kullanarak, 'Student's t-
testi ile yapildi. Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermek icin P<0.05 degeri
degerlendirildi ve anlamliligin giiciinii gostermek i¢in P<0.01 kullanildi. Veriler
ortalama degerler + S.D olarak sunulmustur (Ortalamanin Standart Hatas1). Deneyler

/ kiiltiirler, her konsantrasyon i¢in ii¢ kopya halinde gerceklestirildi.
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Sekil 2.2. MTT testi igin hazirlanan hiicreler (NK: Negatif kontrol (sadece hiicre)
NK’: Negatif Kontrol 1 (Hiicre+tDMSO), PK: Pozitif Kontrol (Etkisi bilinen
sitotoksik bir madde-Doksorubisin))
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3. BULGULAR

Koji MG84 ile muamele edilmis A549, SK MEL, HT 29, SK-BR 3, VERO hiicre
hatlarina kars1 ICsg degerleri, yiizde hiicre canlilik oranlar1 agagidaki tablo, grafik ve

sekillerde verilmistir.

Sekil 3.1.  Hiicre hatlarinin inverted 151k mikroskop mikroskobu altindaki
goriintiileri. A) A549 Hiicre hatt1 mikroskobik goriintiisii sirasiyla 4X ve 10X. B) SK
BR 3 Hiicre hatti mikroskobik goriintiisii sirastyla 4X ve 10X. C) SK MEL Hiicre
hattt mikroskobik goriintiisii sirasiyla 4X ve 10X. D) HT 29 Hiicre hatti mikroskobik
goriintlisi sirastyla 4X ve 10X. E) VERO Hiicre hatti mikroskobik goriintiisii
sirastyla 4X ve 10X.
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3.1. Doza Bagh Sitotoksisite Bulgular:

A549 hiicre hattimin 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.78 ve 0.39ug/ml
konsantrasyonlarindaki Koji MG84 ile 72 saatlik muamelesinde sirasiyla %12.6,
14.0, 19.5, 32.8, 37.3, 52.6, 61.2, 58.0, 66.2’ lik hiicre canlilik goriilmiistiir.

Tablo 3.1. 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39 pg/ml Koji MG84’ iin
A549 hiicre hattinin hiicre canlilik ylizdesine etkisi. NK, negatif kontrol
(hucre+medium), PK, pozitif kontrol, (doksorubisin, 10 pg/ml)

Ab49 Konsantrasyonlar (ug/mL)
NK
(%0,1DMS PK 100 50 25 125 | 6.25 | 3.125| 156 | 0.78 | 0.39
O ve hiicre)
Koji
MG 100 7.3 125 | 140 | 195 | 328 | 373 | 52,6 | 61.2 | 58.0 | 66.2
84 (x0) (x0.4) | (0.4) | (x0.4) | (z0.5) | (£0.6) | (x0.6) | (£0.8) | (x0.9) | (x0.9) | (£0.9)

SK MEL hiicre hattinin 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.78 ve 0.39ug/ml
konsantrasyonlarindaki Koji MG84 ile 72 saatlik muamelesinde sirasiyla %5.0, 5.2,
6.1, 15.5, 28.0, 45.0, 58.1, 64.6, 76.2’ lik hiicre canlilig1 goriilmiistiir.

Tablo 3.2. 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39 pg/ml Koji MG84’ iin SK
MEL hiicre hattinin hiicre canlilik yiizdesine etkisi. NK, negatif kontrol
(hticre+medium), PK, pozitif kontrol, (doksorubisin, 10 pg/ml)

SK MEL Konsantrasyonlar (pg/ml)
NK
(%0,1DMS PK 100 50 25 125 | 6.25 | 3.125| 156 | 0.78 | 0.39
O ve hiicre)
Koji
MG (13(?) (ig'é) (5’603) (5’624) (fdl4) 155 | 28.0 | 45.0 | 58.1 | 64.6 | 76.2
84 - - - - 71 (20.4) | (20.6) | (£0.7) | (£0.9) | (£0.9) | (x0.9)
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SK BR 3 hiicre hattinin 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.78 ve 0.39ug/ml
konsantrasyonlarindaki Koji MG84 ile 72 saatlik muamelesinde sirasiyla %11.7,
11.4,17.0,26.9, 39.3,47.5,75.7, 95.3, 96.8’lik hiicre canliligi goriilmiistiir.

Tablo 3.3. 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39 pg/ml Koji MG84’ iin
SK-BR 3 hiicre hattinin hiicre canlilik yiizdesine etkisi. NK, negatif kontrol
(hicre+medium), PK, pozitif kontrol, (doksorubisin, 10 pg/ml)

SK-BR 3 Konsantrasyonlar (ug/ml)
NK
(%0,1DMS PK 100 50 25 125 | 6.25 | 3.125 | 156 | 0.78 | 0.39
O ve hiicre)
Koji
MG (1300) (Ei'?) (}Lé'z) (Jlré'g) (}Lg'g) 269 | 39.3 | 475 | 757 | 953 | 96.8
84 - - - > 7 (20.6) | (£0.7) | (20.8) | (x1.0) | (x1.2) | (x1.2)

HT 29 hiicre hattinin 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.78 ve 0.39ug/ml
konsantrasyonlarindaki Koji MG84 ile 72 saatlik muamelesinde sirasiyla %12.0, 9.7,
11.9,23.1, 38.5, 103.2, 87.8, 112.2, 89.6 lik hiicre canlilig1 goriilmiistiir.

Tablo 3.4. 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39 pg/ml Koji MG84’ iin HT
29 hiicre hattinin hiicre canlilik ytizdesine etkisi. NK, negatif kontrol
(huicre+medium), PK, pozitif kontrol, (doksorubisin, 10 pg/ml ).

HT 29 Konsantrasyonlar (pg/ml)
NK
(%0,1DMS PK 100 50 25 125 | 6.25 [ 3.125 | 156 | 0.78 | 0.39
O ve hiicre)
Koji
MG (1f0(; (Eg'é) (}LS'Z) (+9674) (}Lé'g) 23.1 | 385 | 103.2 | 87.8 | 112.2 | 89.6
84 - - - - T (20.5) | (20.7) | (21.3) | (21.2) | (21.4) | (£1.2)

VERO hiicre hattinin 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781 ve 0.390ug/ml
konsantrasyonlarindaki Koji MG84 ile 72 saatlik muamelesinde sirasiyla %25.2,
16.1,23.2,42.4,51.2, 62.6, 98.6, 134.8, 200.9’ luk hiicre canlilig1 goriilmistiir.
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Tablo 3.5. 100,50,25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39ug/ml Koji MG84’ iin
VERO hiicre hatt1 hiicre canlilik yiizdesine etkisi.NK, negatif kontrol
(hucre+medium),PK pozitif kontrol,(doksorubisin, 10ug/ml)

VERO Konsantrasyonlar (ug/m)
NK
(%0,1DMS PK 100 50 25 125 | 6.25 | 3.125| 156 | 0.78 | 0.39
O ve hcre)
ve | Lo |11 22| 1611 22| 4y | 515 | 62 | ses | 138 | 2000
84 - S PSSR S (40.7) | (20.8) | (+0.9) | (+1.3) | (+1.6) | (+2.3)
250
200
5 150
S 100 |qu I R -
O [
8 _ = _
3 50 -
o _
=X - _ _
0
NK PK 100 50 25 125 6,25 3,125 1,562 0,78 0,39
Konsantrasyon (ug/ml)
m A549 m SK-MEL HT-29

Sekil 3.2. 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39 pg/ml Koji MG84'iin farkli
timor hiicre  hatlarinin (SK MEL, SK-BR-3, A549, HT-29) ve VERO normal hiicre
hattinin hiicre canlilik ytizdesi iizerindeki etkisinin  karsilagtirilmasi.  NK,
negatif kontrol (% 0.1 DMSO), PK, pozitif kontrol (doksorubisin 10 pg /ml)
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3.2 Koji MG84’ iin c¢esitli kanser huUcreleri Uzerinde elde edilen 1Cso

degerleri

Her hiicre hatt1i, Koji MG84” iin 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.78 ve
0.39ug/ml konsantrasyonlarinda 72 saat boyunca 37°C’ de inkiibe edilerek, MTT
analizi ile bilesigin ICso degerleri her hiicre hatt1 igin belirlenmistir. Her analiz ve

her bir hiicre hatti i¢in ii¢ bagimsiz analizden elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Koji MG84 ile yapilan sitotoksisite caligmalarina gore, Koji MG84 en yiiksek
sitotoksik etkiyi, diger bir deyisle en diisiik ICso degerini SK MEL hiicre hattinda
gostermistir. SK MEL hiicre hatt1 i¢in Koji MG84’ iin ICso degeri 5,8uM olarak

belirlenmistir.

SK MEL hiicre hattindan sonra, SK MEL’ e olduk¢a yakin bir ICso degeri
sergileyen SK-BR 3 hiicre hatt1 i¢in Koji MG84’ iin ICso degeri 6,1uM olarak

belirlenmistir.

Koji MG84, A549 hiicre hatt1 lizerinde 8,3uM oraninda ICso degeri sergileyerek,
SK MEL ve SK-BR 3 hiicre hattina yakin bir sitotoksik etki gostermistir.

Koji MG84’ iin HT 29 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisini gosteren ICso degeri
13,3uM olarak belirlenmistir.

Tiim kanser hiicre hatlarinda birbirine yakin ve diisiik ICso degerlerine sahip olan
Koji MG84, saglikli hiicre grubunu temsil eden VERO hiicre hatt1 iizerinde
30,3uM’ lik yiiksek ICso degeri gostermis, diger bir deyisle VERO hiicre hatti
iizerinde olduk¢a diisiilk bir sitotoksik etki gosterilmistir. Doksorubisin ile
karsilastirildiginda saglikli hiicreler iizerinde doksorubisinden daha az sitotoksik

etki gostermistir.
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Tablo3.6. Koji MG84’ {in ve Doksorubisin’ in 1Cso degerleri

I1Cso (UM) (£SD)
Hucreler Koji MG84 Doksorubisin
A549 8,3 (+0,343)** 1,97 (+0,78)
SK MEL 5,8 (+0,165)** 2,13 (+0,69)
HT 29 13,3 (+0,497)* 1,89 (+0,45)
SKBR3 6,1 (£0,341)** 2,11 (x0,32)
VERO 30,3 (+2,165)* 3,84 (+0,52)

Veriler li¢ bagimsiz deneyden elde edildi ve ortalama + SD olarak sunuldu. Elde edilen veriler * p <0.05 ve
** p <0.01 seviyelerinde istatistiksel anlamlilig1 belirlemek i¢in Student t testine tabi tutuldu.

3.3. Zamana Bagh Sitotoksisite Bulgular:

Koji MG84 ile muamele edilmis A549, SK MEL, HT 29, SK-BR 3, VERO hiicre
hatlarina kars1 doza baglh ICso degerlerini baz alarak en diisiik, diger deyisle Koji
MG84’ iin en yiiksek sitotoksik aktivite sergiledigi hiicre hatlari olan SK MEL ve
SK-BR 3 hiicre hatlar1 ve saglikli hiicreler iizerindeki sitotoksisitesiyle karsilagtirmak
amact dogrultusunda VERO hiicre hatt1 ile zamana bagl sitotoksik aktivite

calismalar1 yapilmasina karar verilmistir.

SK MEL hiicre hatt1 3.13p/ml konsantrasyondaki Koji MG84 ile muamelesinin
ardindan 48, 72, 96, 120, 140 saatlik inkiibasyon siirelerinde sirasiyla %98.6, 95.4,

74.0, 47.5 ve 45.1 oraninda hiicre canlili1 gostermistir.

Tablo 3.2. 3.13 w/ml konsantrasyondaki Koji MG84' iin 24, 48, 72, 96, 120 ve 144
saat inkiibasyonun ardindan SK MEL hiicre canlilik yiizdesi iizerindeki etkisinin
karsilastirilmasi. NK, negatif kontrol (% 0.1 DMSO), PK, pozitif kontrol,
(doksorubisin 10 pg /ml)

Inkiibasyon siiresi
24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 144
SK MEL Hiicre canhlik yiizdesi (%) — (+SD)

NK (%0,1 DMSO () 100 93,5 98,0 1124 196,9 206,1

(x0) (£6.5) (£6.8) (£8.2) | (£16.2) | (¥17.6)
Doksorubisin (10ug/ml) 100 79,3 88,1 99,1 100,4 1151

(+0) (+4.9) | (¢5.8) | (#6.9) | (£7.0) | (8.5)
Koji MG84 (3,13ug/ml) 100 98,6 95,4 74,0 47.5 45.1

(£0) (6.4) | (26.0) | (#5.9) | (¥2.4) | (x10)
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Sekil 3.3.  3.13 p/ml konsantrasyondaki Koji MG84' (in 24, 48, 72, 96, 120 ve 144
saat inkiibasyonun ardindan SK MEL hiicre canlilik yiizdesi iizerindeki etkisinin

grafiksel gosterimi. NC, negatif kontrol (% 0.1 DMSO), PK, pozitif kontrol,
(doksorubisin 10 pg /ml)

SK-BR 3 hiicre hatt1 3.13pu/ml konsantrasyondaki Koji MG84 ile muamelesinin
ardindan 48, 72, 96, 120, 140 saatlik inkiibasyon siirelerinde sirasiyla %129.8, 165.3,
111.9,47.5, 29.7 oraninda hiicre canlilig1 gostermistir.

Tablo 3.3. 3.13 pg/ml konsantrasyondaki Koji MG84' (in 24, 48, 72, 96, 120 ve 144
saat inkiibasyonun ardindan SK-BR 3 hiicre canlilik yiizdesi lizerindeki etkisinin

karsilastirilmasi. NC, negatif kontrol (% 0.1 DMSO), PK, pozitif kontrol,
(doksorubisin 10 pg /ml)

inkiibasyon siireleri
24 ‘ 48 ‘ 72 ‘ 96 ‘ 120 ‘ 144

SK BR 3Hiicre canhilik yiizdesi (%) — (xSD)

150,0 219,2 275,5 282,7 331,1
NK (%60,1 DMSO(w/v))  |100(x0) | (x12.8) |(x12.2) |(%¥13.4) |[(x12.5) (x14.0)

141,0 49,2 39,9 19.3 (+8.9) 21,1
Doksorubisin (10ug/ml) 100(x0) | (x12.1) [(#11.9) |(x11.0) T (#9.])

129,8 165,3 111,9 29,7
Koji MG84 (3,13ug/ml) | 100(x0)| (+13.9) |(x235) |(x19.1) |47 | (17 )
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Sekil 3.4. 3.13 w/ml konsantrasyondaki Koji MG84' (in 24, 48, 72, 96, 120 ve 144
saat inkiibasyonun ardindan SK-BR 3 hiicre canlilik yiizdesi iizerindeki etkisinin
grafiksel gosterimi. NC, negatif kontrol (% 0.1 DMSO), PK, pozitif kontrol,
(doksorubisin 10 pg /ml).

Saglikli  hiicre grubunu temsil eden VERO hiicre hattt ise 3.13ug/ml
konsantrasyondaki Koji MG84 ile muamelesinin ardindan 48, 72, 96, 120, 140
saatlik inkiibasyon siirelerinde sirasiyla %81.6, 148.1, 122.4, 133.5 ve 196.8 gibi

oldukca yiiksek hiicre canlilik oranlar1 gostermistir.

Tablo 3.4. 3.13 w/ml konsantrasyondaki Koji MG84' (in 24, 48, 72, 96, 120 ve 144
saat inkiibasyonun ardindan VERO hiicre canlilik yiizdesi {izerindeki etkisinin
karsilastirilmasi. NC, negatif kontrol (% 0.1 DMSO), PK, pozitif kontrol,
(doksorubisin 10 pg /ml).

inkiibasyon siireleri
24 | 48 | 72 | 9% | 120 | 144
VERO Hiicre canlilik yiizdesi (%) — (xSD)

100(10 101,0 143,0 148,4 150,9 166,5
NK (%60,1 DMSO(WA) ) |) (+18.8) (#15.9) |(15.7) |(#15.6) |(15.0)

100(10 110,2 119,8 113,4 1447 162,6
Doksorubisin (10ug/mi) |) (£18.0) (+17.3) |(+17.8) |(x15.9) |(215.1)

100(10 81,6 148,1 122,4 133,5 196,8
Koji MG84 (3,13ug/ml) |) (£21.2) *15.7) |(x17.1) |(+164) |(x14.0)
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Sekil 3.5. 3.13 pw/ml konsantrasyondaki Koji MG84' (in 24, 48, 72, 96, 120 ve 144
saat inkiibasyonun ardindan VERO hiicre canlilik yiizdesi iizerindeki etkisinin

grafiksel gosterimi. NC, negatif kontrol (% 0.1 DMSO), PK, pozitif kontrol,
(doksorubisin 10 pg /ml).
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4. TARTISMA

100pg/ml konsantrasyondaki Koji MG84 c¢ozeltisi ile 72 saatlik inkiibasyonun
sonunda en diisiik hiicre canliligin1 gosteren kanser hiicre hatti %5.0 orani ile SK
MEL hiicre hatt1 olurken en yiiksek hiicre canlilig1 gosteren kanser hiicre hatt1 %12.6
orant gosteren A549 hiicre hatti olmustur. Ayni konsantrasyondaki Koji MG84
cozeltisinin VERO hiicre hatt1 {izerindeki doza bagh sitotoksisitesi ile
karsilagtirildiginda, 100pg/ml konsantrasyonda VERO hiicre hatti %25.2 hiicre

canlilig1 gostermistir.

50pug/ml konsantrasyondaki Koji MG84 ile muamelede, en diisiik hiicre canliligt
gosteren kanser hiicre hatt1 %5.2 ile yine SK MEL hiicre hatt1 olurken, en yiiksek
hiicre canlilig1 gosteren kanser hiicre hatt1 yine %14.0 hiicre canlilig1 ile A549 hiicre
hattt1 olmustur. Ayni dozda saglikli hiicre hatti VERO %16.1 hiicre canliligi

gostermistir.

25ug/ml konsantrasyondaki ¢ozelti ile muamele ardindan 72 saatlik inkiibasyonun
sonunda en diisiik hiicre canlilif1 gosteren kanser hiicre hatt1 %6.1 ile yine SK MEL
hiicre hattidir. En yliksek hiicre canlilig1 gosteren A549 hiicre hatt1 ise %19.5 hiicre
canlilig1 sergilerken, VERO hiicre hatt1 bu konsantrasyonda %23.2 hiicre canlilig

sergilemistir.

12.5pg/ml konsantrasyondaki Koji MG84 ile muamele edilen kanser hucrelerinden
en diisiik hiicre canlilig1 sergileyen hiicre hatt1 %15.5 ile SK MEL olurken, en yiiksek
hicre canliligi A549 hiicreleri tarafindan %32.8 orani ile belirlenmistir. Bu doz

araliginda VERO hiicre hatt1 %42.4 hiicre canlilig1 gdstermistir.

6.25 pg/ml konsantrasyonda Koji MG84’ e maruz kalan kanser hiicreleri arasinda en
hassas olan hiicre hatt1 %28.0 oran ile yine SK MEL olurken, bu kez en yiiksek hicre
canlilig1 sergileyen hiicre hattt %39.3 ile SK-BR 3 hiicre hatti olmustur. Bu
konsantrasyondaki VERO hiicre hattinin hiicre canlilik degeri %51.2 olarak

belirlenmistir.
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72 saat boyunca 3.125ug/ml konsantrasyondaki Koji MG84 ¢ozeltisine maruz kalan
kanser hiicreleri arasinda en diisiik hiicre canliligi sergileyen hiicre hatti %45.0 ile
SK MEL olmustur. SK MEL hiicre hattin1 %47.5 ile SK-BR 3 hiicre hatt1 takip
ederken, ilging bir sekilde en yiiksek hiicre canlilig1 sergileyen hiicre hatt1 %103.2
hiicre canlilik oranmi ile HT 29 hiicre hatti olmustur. HT 29 hiicre hatt1 bir iist
konsantrasyon degeri olan 6.25ug/ml konsantrasyonunda %38.5 gibi umut verici bir
hiicre canlilig1 sergilemisken 3.125pg/ml konsantrasyonda %103.2 hiicre canlilig
sergilemesi  olduk¢a  ilging  olarak  degerlendirilmektedir.  3.125pg/ml
konsantrasyonda saglikli hiicre grubunu temsil eden VERO hiicre hatt1 %62.6 hiicre

canlilig1 oran1 sergilemistir.

1.562ng/ml konsantrasyonda en diisiik hiicre canlilig1 %58.1 ile SK MEL hiicre hatti
olurken, onu %61.2 hiicre canlilig1 oran1 ile A549 hiicre hatt1 takip etmistir. %87.8
hiicre canliligi orami ile en yiiksek hiicre canliligit oranim1 HT 29 hiicre hatti
sergilemistir. Ayn1 konsantrasyonda VERO hiicre hatt1 %98.6 hiicre canlili1 orani

sergilemistir.

Koji MG84’ iin 0.78ug/ml konsantrasyonuna maruz kalan hiicreler arasinda en diisiik
hiicre canlilig1 %58.0 ile A549 olurken, SK MEL hiicre hatt1 %64.6 hiicre canlilig1
gostermistir. En yiiksek hiicre canlilifi gosteren hiicre hatti %112.2 ile HT 29
olurken, onu %95.3 hiicre canlilig1 ile SK-BR 3 hiicre hatti takip etmistir. VERO ise

ayn1 konsantrasyonda %134.8 hiicre canlilig1 gostermistir.

Son konsantrasyon degeri olan 0.39 pg/ml konsantrasyonda en diisiik hiicre canlilik
oranini %66.2 ile A549 hiicre hatt1 olmustur. A549 hiicre hattin1 %76.2 ile SK MEL
hiicre hatt1 takip ederken en yiiksek hiicre canlilik oranin1 %96.8 degeri ile SK-BR 3
hiicre hatt1 sergilemistir. VERO hiicre hatt1 ise %200.9 oraninda hiicre canlilig1

sergilemistir.

0.78 pg/ml ve 0.39 pg/ml Koji MG84 ile muamele edilen VERO hiicre hattinin
negatif kontrole (hiicre+0,1 DMSO) gore daha yiiksek canlilik orani gostermesi bu
konsantrasyon degerlerinde Koji MG84’tin VERO hiicre hatt1 i¢in iyilestirici bir
etkisi olabilecegine isaret etmektedir. Doksorubisin ile muamele edilen VERO

hiicreleri Koji MG84’ e gore daha diisiik hiicre canlilig sergilemistir.
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1960’ larda ilk bulunan antrasiklin grubu olan ve bulundugu yillardan itibaren yaygin
olarak kullanilan bir kemoterapétik ajan olan doksorubisin, Streptomyces peucetius
(var.caesius) bakterisinin varyantindan izole edilen bir antibiyotiktir. Yaklagik
olarak esdeger konsantrasyonlarda hem DNA hem de niikleolar RNA sentezini
inhibe eden niikleolar segici olmayan sif I antrasiklindir. Kitle tiimorlerinin
(0zellikle meme kanseri, kii¢iikk hiicreli akciger kanseri, yumurtalik kanseri vb)
tedavisinde kullanilan en etkili ilaglardan birisidir. Ayrica idrar torbasi, mide,
karaciger, tiroid, yumusak doku sarkomasi, néroblastoma, myeloma, bir¢ok cesit
I6semi, T-hiicre lenfoma ve gesitli kemik tiimorlerine karsi da etkili bir aktiviteye
sahiptir. Calismamizda doksorubisin 10 pg/ml konsantrasyon degeri ile pozitif
kontrol olarak kullanilmigstir. A549 hiicre hattinda %7,3 hiicre canlilig1 sergileyerek,
belirledigimiz konsantrasyon degerinin bu hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik etkiye
sahip oldugunu gostermistir. SK MEL hiicre hattinda % 28.2’lik deger ile yine diisiik
hiicre canliligina neden olarak bu hiicre hattinda sitotoksik etki gostermistir. Ancak
meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan doksorubisinle muamele edilen
SK-BR 3 hiicre hattinda %86.8 hiicre canlilig1 gézlemlenmistir. Calismamizda 10 pg
/ml kullandigimiz doksorubisinin ICsg degerini 2,11uM olarak belirledik. Cetin ve
digerlerinin (2021), doksorubisini pozitif kontrol olarak kullandiklar1 bir ¢aligmada
SK BR 3 hiicra hatti i¢in doksorubisinin 1Cso degerini 34 pg /ml olarak
belirlemislerdir [53]. Diger bir ¢alismada ise doksorubisinin ICso degeri 0.1 ng/ml
olarak belirlenirken, bagka bir ¢alismada 0.67 uM/ml olarak belirlenmistir [54], [55].
Literatiir géz 6niline alindiginda doksorubisin ile muamele edilen SK-BR 3 hiicre
hattinin yiiksek hiicre canliligi oran1 géstermesi belirledigimiz dozun, doksorubisinin
ICs0 degerinin ¢ok altinda kalmasindan kaynaklanabilir. Benzer sekilde HT 29 hiicre
hattinda da doksorubisin ile muamelenin ardindan %56.1 hiicre canlilig1 goriilmiistiir.
Yine Cetin ve digerlerinin (2021), yaptig1 ¢calismada doksorubisinin ICsp degeri 14.6
ug /ml olarak hesaplanmistir [53]. Serpe ve digerlerinin yaptigi bir ¢alismada, 48
saatlik inkubasyonun ardindan HT 29 hiicre hatti i¢in doksorubisinin ICsp degeri
259.8 ng/ml olarak belirlenirken, 300 ng/ml konsantrasyonundaki doksorubisinin,
HT 29 hiicrelerinin biiyiimesini %60 oraninda azalttig1 gorilmistiir [56]. Sonuglar
birlikte degerlendirildiginde bulgularimiz literatiire benzerlik gostermektedir.
Saglikli hiicre grubunu temsil eden VERO hiicre hatt1 ise %125.1 hiicre canliligi

sergilemistir. Doksorubisinin pozitif kontrol olarak kullanildig: iki farkli ¢caligmada
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ICs0 degerleri 60.85 pg /ml ve 43.74 pg /ml olarak belirlenmistir [53], [57]. Bu
dogrultuda belirledigimiz doksorubisin degeri literatiirde yer alan ICso degerlerinin

cok altinda kalmasindan dolay1 yiiksek hiicre canlilig1 gézlemlenmistir.

Koji MG84 ile doksorubisinin ICso degerlerini karsilastirdigimizda, SK MEL, SK BR
3 ve A549 hiicre hatlar1 i¢in doksorubisine alternatif bir ilag aday1 olabilecegini
gostermektedir. HT 29 hiicre hatt1 diger hiicre hatlarina kiyasla Koji MG84’ e daha
az duyarlidir. Ayrica VERO hiicre hattinda doksorubisine gore oldukca yiiksek 1Cso
degerine sahip olmasi, saglikli hiicreler lizerinde doksorubisine gore ¢ok daha az

sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Koji MG84, 6.25 pg/ml ve 3.125ug/ml konsantrasyonlarda A549 hiicre hattinda
yuksek  sitotoksisite  gosterirken, VERO standart hiucre hattinda aymi
konsantrasyonlarda % 50'in tizerinde hiicre canliligi gostermesi, bu bilesigin akciger

kanseri tedavisinde alternatif bir ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bilesigin, 6.25ug/ml konsantrasyonda HT-29 hiicre hattinda % 38" lik umut verici bir
hicre canlilik oran1 gosterirken, 3.125 pg/ml konsantrasyonda % 103.2 gibi ¢ok
yiiksek hiicre canliligi gostermesi oldukga dikkat cekicidir. Bu artig, insan kolorektal
adenokarsinom hiicrelerinin Koji MG84' e kars1 direng olusturma yetenegine sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir.

3.125 pg/ml konsantrasyondaki Koji MG84 ile muamelenin ardindan SK MEL ve
SK-BR-3 hiicre hatlarinin diisiik hiicre canliligi yiizdesi (sirasiyla% 45 ve% 47.5)
gostermesi, Koji MG84'Un umut verici yeni bir anti-kanserojenik ajan olabilecegini

diistindiirmektedir.

Ayrica, bu konsantrasyonda VERO standart hiicre dizisindeki hiicre canlilik
oraninin% 62,5 kadar yiliksek olmasi, yani terapotik dozu ile lethal dozu arasinda
oldukga yiiksek bir fark olmasi, Koji MG84' iin saglikl1 hiicreler ve kanser hucreleri

arasinda ayrim yapabilen bir ajan olabilecegini gdsterir.

Doza bagl sitotoksisite calismalarinda iyi degerler gosteren SK MEL ve SK-BR-3
kanser hiicre hatlar1 ile zamana bagli sitotoksisite ¢aligmalarinda, en diisiik hiicre

canlilik oranlar1 120 ve 144 saat inkiibasyon siirelerinde gozlemlenmistir. Ote yandan
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VERO hiicre hatt1, 3.13ug/ml konsantrasyonda herhangi bir inkibasyon siresinde

sitotoksik olarak degerlendirilmemistir.

72 saatlik inkiibasyon siiresi icerisinde Koji MG84 ile muamelenin ardindan SK
MEL hiicre hatti %95.4 (+6.0), SK-BR 3 hiicre hatt1 ise %165.3 (£23.5) hiicre
canlilik gosterirken saglikli hiicre grubunu temsil eden VERO hiicre hattinda
%148,1(x15.7) hiicre canlilig1 goéstermesi bilesigin ilk 72 saat igerisinde kanser
hicrelerinde henuiz etki etmedigini diisiindiirmektedir. Ancak doza bagli sitotoksisite
analizlerimizin sonuglarina gore 3.13 pg/ml konsantrasyon degerine yakin olan
3.125png/ml konsantrasyon degerinde bilesigimiz SK MEL ve SK-BR 3 hiicre hatlar1
tizerinde sirastyla %45.0 (£0.7) ve %47.5 (£0.8) gibi diisiik bir hiicre canlilik oranm
sergilemistir. Zamana bagl sitotoksisite ¢alismalarinin standart sapma degerlerindeki
yiikseklige dayanarak, birbirine yakin konsantrasyon degerlerinde ayni inkiibasyon
stiresindeki bu farkliligin nedeni zamana bagl sitotoksisite caligmalar1 esnasinda
olusan deneysel hatalardan kaynaklanabilir. Ayn1 sekilde VERO hiicre hattinda da
3.125 pg/ml konsantrasyon degerinde %62.6 (£0.6), 3.13 pg/ml degerinde ise
%148.1 (x15.7) hiicre canliligr sergileyerek zamana bagl sitotoksisite ¢alismalarinda
deneysel hata olabilecegine isaret etmektedir. Doza bagli sitotoksisite ¢aligmalarinda
doksorubisin SK MEL hiicre hattinda yiiksek sitotoksisite gosterirken, zamana bagli
caligmalarda aymi konsantrasyonda diisiik sitotoksisite sergilemistir. Bunun nedeni
yine deneysel hataya isaret ederken, Cetin ve digerlerinin yaptigi ¢alismada SK MEL
icin doksorubisinin 1Cso degerinin 20 pg/ml olarak belirlenmis olmasi, belirledigimiz
(10 pg/ml) konsantrasyonun doksorubisinin terapdtik dozunun altinda kalmasindan
da kaynaklanabilir [53]. SK BR 3 ve VERO hiicre hatti ise doza 48 saatlik
inkiibasyon siiresi i¢inde doza bagli calismalara benzerlik gostererek doksorubisin

varliginda prolifere olmaya devam etmistir.

96 saatlik inkubasyon siresinde Koji MG84 kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etki
gostermeye baslayarak hiicre canlilik oranini diismesine neden olmustur. 72 ve
sonraki inkiibasyon siireleri igerisinde doksorubisinin Koji MG84’ ¢ gore SK BR 3
hiicre hatt1 iizerinde daha sitotoksik oldugu goriilmiistiir. Doza bagh ¢alismalarimizin
sonuglartyla celisen bu sonuglara gore, Koji MG84’ iin en etkili oldugu inkiibasyon
stresi 120 ve 144. saatlerde bile Koji MG84, doksorubisinin gerisinde kalsa da hticre

canlilik oranlarma bakarak bu siireler igerisinde VERO (Uzerinde daha az sitotoksik
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etki gostermistir. Ancak VERO {izerinde iki ajanin da sitotoksik olmamasi ve 10
pg/ml doksorubisinin SK BR 3 hatti {izerinde 3.13 pg/ml Koji MG84’ e gore daha
kisa stirede daha yiliksek etki gostermesi nedeniyle meme kanseri tedavisinde
doksorubisinin daha kullanish bir ajan olduguna isaret etmektedir. Yine de literatiire
baktigimizda diisiik konsantrasyon degerindeki doksorubisinin SK-BR 3 hiicre hatt1
tizerinde yiiksek sitotoksik etki gosterdigine dair bir ¢alisma bulunmamasi ve
calismamizin standart sapma degerlerinin yliksek olmasi deneysel bir hatanin da so6z

konusu olabilecegini diisiindiirmektedir.

120 saatin sonunda ise SK MEL ve SK-BR 3 hiicre hatlart %47.5 gibi disiik bir
hiicre canlilig1 sergilerken, VERO hiicre hatt1 ise %133.5 hiicre canlilig1 sergileyerek
prolifere olmaya devam etmistir. Doksorubisin ise SK MEL ve VERO uzerinde
sitotoksik etki gostermezken, SK BR 3 uzerinde yiiksek sitotoksik etki gostererek

hiicre canliligini %19.3 oranina diisiirmiistiir.

3.13pg/ml konsantrasyondaki Koji MG84 ile muamelenin 144. saatinin ardindan SK-
BR 3 hiicre hatti en duyarli hiicre hatti olarak %29.7 oraninda hiicre canlilig
gostermistir. SK MEL hiicre hatt1 ise %45.1 gibi oldukga diisiik bir hiicre canlilig

gostermistir. VERO ise hiicre sayisini arttirarak %196.8 oranina yiikselmistir.

Karakaya ve digerleri (2018), Koji MG84'Un kojik asit, klorokojik asit ve
allomaltolden daha etkili oldugunu kanitlamiglardir [51]. Ayrica Koji MG84'iin,
malign melanoma icin etkisi bilinen ve hala kemoterapide kullanilan terap6tik ajan
olan Vemurafenib gibi melanogenezde esit derecede etkili oldugunu gdstermislerdir.
A375'in insan melanom hiicrelerinin melanojenik davranigini azalttigi gézlenmistir.
A375 hiicre hattinda ICso degeri 43.81 uM olarak belirlenmis ve Koji MG84'iin (%
27.7 inhibisyon) melanogenezin azaltilmasinda vemurafenib (% 27 inhibisyon) kadar
etkili oldugu goriilmiistiir [51]. Calismamizda Koji MG84, 5,8 uM 1Cso degeri ile
insan melanom karsinom hicrelerinin yuksek inhibisyonunu goésterdi. Her iki hiicre
tipi de insan melanom kanser hiicresi olmakla birlikte A375 hiicre hatt1 epitel
hiicreden SK MEL ise melanosit hiicreden kdken alarak birbirinden ayrilmaktadir.
Ancak iki hiicre tipini birbirinden ayiran en énemli fark A375 hicreleri amelanotik
melanom hiicreleridir ve gozle goralir pigmentasyon gostermezler. Bu nedenle
amelanotik melanom ge¢ teshis edilen 6liimciil bir melanoma tiiriidiir. SK MEL ise

gozle gorulur pigmentasyon gosteren melanom hicreleridir. Bu iki g¢alismanin
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sonuclarina gore Koji MG84'ln farkli hiicre tiplerinden koken alan cilt kanserlerinin

tedavisinde etkili bir ajan oldugu diistiniilmektedir.

Onciil ve ekibinin yaptig1 bir ¢alismada (2019), cesitli kojik asit tiirevlerinin
hepatocellular karsinoma tedavisinde etkili bir ajan grubunu temsil edip
edemeyecegini gostermeyi amaglamustir [42]. Bu dogrultuda iginde Koji MG84°ii de
barindiran 10 farkli kojik asit tiirevinin HEPG2 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksisitesi
test edilmistir. Koji MG84 40.04 uM ICsp degeri ile HEPG2 hiicre hatt1 {izerinde

sitotoksik olarak degerlendirilmistir.

Bagka bir ¢aligmada, Fickova ve digerleri (2008), MTT analizi ile iki yeni selenyum-
kojik asit tirevinin MCF-7 ve A431 hiicre hatlar1 lizerindeki antiproliferatif etkisini
degerlendirdi. 72 saatlik inkiibasyonda, ECso degerleri A431 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda 8.85-26.7 pg/ml konsantrasyon araligi olarak belirlendi [58]. Bizim
calismamizda ise bir insan melanoma karsinomu hiicreleri olan SK MEL ve meme
adenokarsinomu olan SK-BR 3 hiicre hatlarinda sirasiyla ICso degeri 5,8-6,1uM
olarak belirlenmistir. Bu ¢alismanin ve bizim ¢alismamizin sonuglarini beraber
degerlendirdigimizde A431 (insan deri karsinoma) hiicre hattt ve SK MEL (insan
melanoma karsinomu) hicre hatlarmin farkli kojik asit tiirevleriyle muamesinde
diisiik proliferatiflik goriilmiistiir. Deri kanseri hicrelerinin kojik asit turevlerine
diger hiicrelere gore daha duyarli oldugu belirlenmistir. Ayrica Koji MG84’ iin
meme kanseri tlrlerinde selenyum-kojik asit tiirevlerinden daha etkili olacagi

distiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kojik asidin biyolojik aktivitesi kullanilacak kadar giiclii degildir. Ayrica uzun siire
saklanamayacak kadar dengesizdir ve kozmetiklerde veya gidalarda giivenli dozlarda
katki maddesi olarak kullanilmak icin yeterli degildir. Bu dezavantajlarin iistesinden
gelmek icin, kojik aside gore artan inhibit6r aktivite gdsteren kojik asit ve amino asit
tiirevleri gelistirilmistir. Bu c¢alismada, yeni gelistirilen ve patentli bir bilesik olan
Koji MG84'iin farkli kanser hiicre hatlari iizerindeki doza ve zamana bagl sitotoksik
etkisi incelenmistir. Koji MG84 ile yapilan doza bagl sitotoksisite analizi sonucunda
en hassas kanserojen hiicre hatlari sirastyla 5,8 uM ve 6,1 uM ICso degerine sahip SK
MEL ve SK BR 3 hiicre hatlar1 olarak belirlenirken, VERQO' daki ICso degeri 30,3 uM
olarak bulundu. SK-BR-3, A549, HT-29 hiicre hatlari, sirastyla ICso degerlerine gore
SK MEL hiicre hattin1 takip etti. Koji MG84'liin SK MEL hiicre hattina kars1 anti-
proliferatif aktivitesinin, saglikli hiicre hatt1i VERO 'ya gore 5.5 kat daha ylksek
oldugu belirlendi. Ayrica sonuglara gore, Koji MG84 tiim kanser hiicre hatlar
uzerinde normal hucre hattindan daha fazla sitotoksik etki gosterdi. Sonuglarimiza
gore Koji MG84, 120 ve 144 saatlik inkiibasyon surelerinde SK-BR-3 ve SK MEL
kanser hiicre hatlarinda en yiiksek sitotoksik aktiviteyi gosterdi. Ayrica, saglikli
hiicre hatti1 VERO iizerinde zamana bagli sitotoksik aktivite ¢alismalarinda, bilesigin

sitotoksik olmadig1 goriilmiistiir.

Bir¢ok ¢alisma, kojik asit tiirevlerinin kanser hiicreleri i¢in kojik asitten daha toksik
oldugunu bildirmistir. Ayni1 zamanda tirozinaz inhibitérii olmasi cilt kanseri
tirlerinde daha etkili olmasini saglamistir. Dahasi, kojik asit tiirevlerinin saglikli
hiicreler icin toksik olmadig1 gercegi, kanser hiicreleri icin toksisitenin
kemoterapideki en biiyiik zorluklardan birini 6nleyebilecegini gostermektedir. Ayrica
kojik aside uygulanan modifikasyonlar sayesinde yiiksek dozlarda insan sagligi i¢in

toksik olmamasi saglanmaktadir.

Bu ¢aligma, bir kojik asit tiirevi olan Koji MG84'in A549, HT-29, SK MEL ve SK-
BR-3 kanser hiicre hatlar1 iizerinde yliksek sitotoksik etkilere sahip oldugunu
gosteren ilk ¢alismadir. Sonuglarimiz, Koji MG84'iin etkili bir anti-kanserojen ajan

olabilecegini ve saglikli hiicreler i¢in toksik olmadigini gosteriyor. Ayrica yapilan
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caligmalarda bu molekiiliin 6zellikle cilt kanserine karsi faydali bir ilag aday1
olabilecegi ortaya ¢ikmistir. Ancak terapotik indeksi artirmak igin ileriki donem Faz

caligmalara ihtiyag vardir.
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