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OZET

Hafiza kaybiyla karakterize edilen Alzheimer hastaliginin (AH), prevalansi artmaktadir. Bu
sebepten AH’yi hedef alan yeni ilag adaylarinin kesfedilmesi gerekmektedir Alkaloidlerin
noral koruyucu aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada bir izokinolin alkaloidi
olan allokriptopinin AH ig¢in ilag etken maddesi olabilme potansiyelinin in-vitro ve in-siliko
yontemlerle arastirilarak, norodejenerasyonda rol alan ¢oklu yolaklar tizerindeki etki
mekanizmasiin ortaya konulmasi amaclanmstir. /n-vitro calismalarda, allokriptopinin
H20. ile oksidatif strese indiiklenen farklilastirilmis PC12 (fPC12) hiicrelerinin lipit
peroksidasyonu (MDA), toplam oksidan ve antioksidan seviyeleri (TAS ve TOS), siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri tizerindeki
etkinligi klorometrik ve Elisa yontemleriyle belirlenmistir. Asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitor etkinligi Ellman, gRT-PZR ve western blot hibridizasyon yontemleri, noral
morfoloji iizerindeki etkisi ise mikroskobik olciimlerle tespit edilmistir. Jn-siliko
caligmalarda ise, allokriptopinin ilag olabilme potansiyeli ve SOD, KAT, GPx ve AChE
enzim inhibitorlerinin baglanma alanlariyla etkilesimi belirlenmistir. Allokriptopinin
oksidatif strese indiiklenen fPC12 hiicrelerinde MDA ve TOS’u baskilayarak (p<0,05) ve
TAS, SOD, KAT ve GPx aktivitelerini artirarak oksidatif stresi azalttig1 ve antioksidan
sistemi aktive ettigi saptanmistir (p<0,05). Ayrica, AChE inhibitor gérevi gordiigii aktivite,
gen ve protein diizeylerinde belirlenmistir (p<0,05). Noral morfolojinin korunmasina da
katki sagladigi tespit edilmistir (p<0,05). En etkili konsantrasyon 120 pg/mL olarak
belirlenmistir. /n-siliko olarak, allokriptopinin bagirsak-kan ve kan-beyin bariyerini asarak
noral sistemde etkin bir ilag etken maddesi olabilecegi ve enzimlerin inhibisyonuyla pro-
oksidan aktivite gostermeyecegi tespit edilmis olup, AChE inhibitdr aktivitenin molekiiler
temelleri aydinlatilmigtir. Oksidatif strese karsi norokoruyucu etki potansiyeli ilk kez
belirlenen allokriptopinin AH gibi norodejeneratif hastaliklardaki ¢oklu mekanizmalarla
norokoruyucu etki sagladigi ve ilag etken maddesi olma potansiyeline sahip olabilecegi
gosterilmistir.
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ABSTRACT

The prevalence of Alzheimer’s disease (AD), which causes memory loss, is increasing.
Therefore, new drug candidates are needed to be discovered. Alkaloids are known to have
neuroprotective activities. This study was aimed to investigate the potential of
allocryptopine, an isoquinoline alkaloid, to be a drug active ingredient for AD by in-vitro
and in-silico methods. In in-vitro studies, the effect of allocryptopine on total oxidative
andantioxidant status (TOS and TAS), lipid peroxidation (MDA), and superoxide dismutase
(SOD), catalase (KAT) and glutathione peroxidase (GPx) on differentiated PC12 cells
induced to oxidative stress by H>O> were investigated via chlorometric and Elisa methods.
The acetylcholinesterase (AChE) inhibition activity of allocryptopine was investigated using
Ellman, qRT-PCR and Western blot hybridization. Additionally, its effect on neural
morphological was determined by microscopic examination. In in-silico studies, the ADME-
T properties, and interactions of allocryptopine with the binding sites of the inhibitors of
SOD, KAT, GPx and AChE enzymes were calculated using Schrodinger Software.
Allocryptopine reduced oxidative stress by suppressing MDA and TOS, and increasing TAS,
SOD, KAT and GPx activities (p<0.05). Allocryptopine has also shown AChE inhibition
effect (p<0.05) and contributed to the preservation of neural morphology (p<0.05).
Furthermore, it could be a drug candidate, and forms weak and unstable interactions with
antioxidant enzymes, but establishes strong and stable bonds and interactions with the AChE
inhibitory binding domain. The neuroprotective effect of allocryptopine on these multi
mechanisms that play a role in neurodegenerative diseases (NDs), such as AD, showed it
could have the potential as a drug candidate for NDs.
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TESEKKUR

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca danigmanim olan ve tiim bu siireglerde bilgi
birikimi ve tecriibeleri ile bana yol gostererek, ilgi alanima uygun arastirma olanaklari
saglayan danismanim Prof. Dr. Belma ASLIM basta olmak iizere gerek akademik gerekse
hayat tecriibesi ile bana destek olan hocalarrm Ogr. Goér. Serap NIGDELIOGLU
DOLANBAY ve Dr. Seda SIRIN’e, 6zellikle COVID-19 dénemindeki anlayish ve yardim
sever tavirlari icin laboratuvar arkadaslarim Merve ICIN ve Abdullah DEMIR’e ve eglenceli

halleri ile lab giinlerini senlendiren Buse DENGIZE ¢ok tesekkiir ederim.

Beni her zaman meslektas: gibi hissettiren, ¢alismis ve tanigmig olmaktan biiyiik keyif
aldigim hocam Dr. Yusuf SIMSEK’e de hesaplamali biyoloji konusundaki akademik
gelisimimdeki desteklerinden dolay1 tesekkiirii bir borg bilirim. Sevecen ve yardim sever
tavirlariyla kimyasal madde ihtiyacimda bana yardimci olan Prof. Dr. Zekiye SULUDERE,
Prof. Dr. Aylin SEPICI DINCEL ve Dog. Dr. Sevin GUNEY hocalarima da bir kez daha
tesekkiir ederim. Ayrica, in-siliko hesaplamalarimi gergeklestirdigim Schrodinger
programinm lisansim1 sagladign Gazi Universitesi Bilgi Islem birimine tesekkiirlerimi

sunarim.

Son olarak, tiim bu siire¢ boyunca sicacik sevgileri, kalpten inanglar1 ve kosulsuz destekleri
icin sevgili ailem basta olmak iizere, 6z teyzem olsa ancak bu kadar severim dedigim Aysin
OZCAN’a, Berk ZORLUTUNA ve kiymetli ailesine sonsuz tesekkiir, minnet ve

sevgilerimle..
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar sinir sisteminin yapisal ve fonksiyonel islevsizligi sonucu
noronlarin kaybi ile karakterize edilen hastaliklardir (Hussain ve digerleri, 2018b).
Alzheimer hastalig1 (AH) %50-70 oranlariyla dejeneratif degisimlere bagli olarak gelisen
demans hastaliklarinin basinda gelmektedir ve genellikle 60 vyas ftzeri kisilerde
gorilmektedir (Akyar and Akdemir, 2009; Alzheimer’s Dement., 2020). 60 yas ve
iizerindeki niifusun 2050’11 yillara kadar diinya genelinde 2080,5 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir (Fereshtehnejad ve digerleri, 2019). Kiiresel niifusun gittikge daha fazla
yaslanmasi ile birlikte, hafiza, kognisyon kaybi ve hareket bozukluklarina neden olan bu
hastalifin prevalansinin da artmasi beklenmektedir. Niifusun yaslanmasi ve prevalansi
artmasi ile 2020 yilinda 305 milyar dolar oldugu tahmin edilen hastaligin maliyetinin de
yillik bir trilyon dolarin tizerine ¢ikmasi 6ngoriilmektedir (Marasco, 2020). Diger yandan,
AH siire¢ boyunca gittikge ilerleyen ve kotiilesen semptomlart nedeniyle bakim destegine
ihtiya¢ duyulan bir hastaliktir. Bu bakim sorunu hastalarin yan sira, aile iiyeleri ve bakim
veren kisilerin saglik ve sosyal yasantilar iizerinde de olumsuz etkilere neden olmaktadir
(Akyar and Akdemir, 2009; Kotradyova, 2018; Verulava ve digerleri, 2018). Dahasi, suan
yetigkinlerde 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda besinci sirada olan AH’nin, 20 yil i¢ginde
en yaygin ikinci 6lim nedeni olabilecegi ongoriilmektedir (Durdes ve digerleri, 2018;
Marasco, 2020). Tiim bunlara ve uzun yillardir siire gelen arastirmalara karsin, AH’ye neden
olan faktdrler ve patofizyolojisi hakkinda yalnizca birka¢ hipotez bulunmaktadir. Bu
hipotezlerden biri oksidatif stres hipotezidir. Bu hipoteze gore, pro-oksidanlar ile
antioksidanlar arasindaki dengesizlik durumu olarak tanimlanan oksidatif stres membran
yapisinin ve gecirgenliginin bozulmasina, norotransmitter ve reseptdr proteinlerde
fonksiyon kaybima ve hiicresel makro molekiillerde biyokimyasal degisimlere neden
olmaktadir. Bu nedenle hem norodejenerasyon siirecinin baslamasina hem de giderek
agirlagsmasina aracilik ettigi disiiniilmektedir (Teixeira ve digerleri, 2019; Tonnies and
Trushina, 2017). Baslica hipotezlerden bir digeri ise en ¢ok ilgiyi goren ve tedavi i¢in en
umut verici hipotez olarak tanimlanan kolinerjik hipotezdir (Jiang ve digerleri, 2017). Bu
hipotez, noronlardaki kolinerjik haberlesme yolaklarinda goérev alan enzimlerin
sentezindeki, pre-sinaptik salinimindaki ve post-sinaptik olarak alimindaki islevsizliklerin
AH olusumuna ve gelisimine katkida bulundugunu savunmaktadir (Garcimartin ve digerleri,

2017; Sims ve digerleri, 2003).



Bunlarin disinda, AH’ nin ana biyobelirteci olarak kabul goren amiloid-beta (Ap) ve tau ile
ilgili hipotezler de plak ve protein agregatlarinin néronlar igin toksik olan organize makro
yapilarin olusumuna neden olarak, noral 6lime aracilik ettigini savunmaktadir (Graham ve
digerleri, 2017). Dahasi, oksidatif stres, antioksidan ve kolinerjik yolaklardaki kayiplar ve
ndral morfolojik degisim AH’nin yani sira diger ndrodejeneratif hastaliklarin patolojisinde
goriilen noronlardaki dejenerasyon ve 6liim siireglerinin ortak mekanizmalaridir (Jiang ve

digerleri, 2017).

Diger yandan, Amerikan Gida ve ilag Dairesi tarafindan onaylanmis ve klinik olarak AH
icin kullanilmakta olan mevcut tedaviler ise galantamin, donepezil ve rivastigmin gibi
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri, memantin gibi N-metil-D-aspartat (NMDA)
antagonisti ve aducanumab gibi AP antikorudur (internet 1; Petch and Bressington, 2021).
Fakat bu ilaglarin uzun vadedeki giivenligi ve etkinligi hala tam olarak ag¢ik degildir (Fleck,
2021; Graham ve digerleri, 2017). Ustelik birgok yan etkilerine ragmen yalmzca
semptomlarin hafifletilmesini saglamak amaci ile palyatif tedavi olarak uygulanmaktadirlar
(Selkoe, 2019). Bu sebepten, AH’ye yonelik yeni tedavi arayiglari hem klinik hem de pre-
klinik olarak siirmektedir. 2021 raporlarina gore AH i¢in klinik olarak arastirilmaya devam
edilen 28’1 faz 3 asamasinda, 74’1 faz 2 asamasinda ve 24’ii faz 1 asamasinda olan 126 ajan
bulunmaktadir ve bu ajanlar ile ¢cogunlukla inflamasyon, sinaptik plastisite, Ap ve Tau gibi
AH patobiyolojisindeki mekanizmalardan biri hedeflenmektedir (Cummings ve digerleri,
2021). Ancak AH’ye yonelik tedavilerin gelistirilmesinde %99'un iizerinde bir basarisizlik
oraninin sdz konusu oldugu bilinmektedir (Conrado ve digerleri, 2020; Cummings ve
digerleri, 2019). Bu sebepten tek bir patolojinin yerine yiiksek ve ¢oklu etki potansiyeli
sayesinde farkli mekanizmalar1 diizenleyebilen (polifarmakolojik) yeni ila¢ adaylarin

kesfine yonelik ¢aligmalar biiyiik 6neme sahiptir (Habtemariam, 2019).

Hem onaylanmis ve kullanilmakta olan, hem de farkli faz asamalari ile arastirilmaya devam
eden tedavilerdeki basarisizlik, polifarmakolojik etkilere sahip bitkisel bilesiklere olan
ilginin artirmasina neden olmustur (Obulesu ve Rao, 2019). Sentetik molekiillere gore daha
etkin ve daha giivenli bir alternatif oldugu diisiiniilen bitkisel bilesiklerin AP ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu, lipit peroksidasyonu, AChE aktivasyonu gibi patolojileri
ve bu patolojiler sonucu tetiklenen noral dejenerasyon ve 6liim yolaklarmin aktivasyonunu

engelleyebildigi bilinmektedir (Hussain ve digerleri, 2018a; Obulesu ve Rao, 2019).



Diger yandan, kabul géren ve AChE inhibitorii olarak kullanilan ilaglardan rivastigminin ve
galantamin de bitkisel kaynakli bilesiklerdir. Rivastigminin Physostigmina venenosum’dan
izole edilen ve sekonder bir metabolit olan fizostigminin alkaloidinin sentetik bir tiirevidir
(Pinho ve digerleri, 2013). Galantamin ise Galanthus woronowii’den izole edilen izokinolin
grubuna ait bir alkaloittir. Ozellikle galantaminin ¢oklu etki mekanizmas1 (N-reseptorlerinin
allosterik bir modiilasyonu ve ndrotransmitter saliniminin artirilmasi) ve oral kullanim
sonrasi yiiksek emilimi nedeniyle AH tedavisinde en ¢ok tercih edilen ila¢ oldugu
raporlanmistir (Korabecny ve digerleri, 2015). Galantaminin yani sira diger izokinolin grubu
alkaloidlerin de norodejenerasyon ile iligkili oksidatif strese karsi koruma, antioksidan
sistem ve kolinerjik yolak basta olmak {izere pek ¢ok mekanizma iizerinde ndrofarmokolojik
etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Chlebek ve digerleri, 2016; Girdhar ve digerleri, 2015).
Bu alkaloidlerden biri de allokriptopindir. Allokriptopinin AH tedavisi i¢in temel kriter
olarak goriilen AChE inhibisyonu lizerinde giiclii bir etkiye sahip oldugu raporlanis olmakta
birlikte (Orhan ve Sener, 2006; Sener ve Orhan, 2005), inhibitor potansiyeli hakkinda ileri
diizeyde arastirmalarin bulunmadigi ve ayrica AH metabolizmasi tizerindeki etkinliginin de
ortaya konulmadigr goriilmektedir. Yapilan literatiir arastirmasina gore alkaloidlerin,
ozellikle de 1zokinolin grubu alkaloidlerin, ndrodejeneratif hastaliklarda etkin bir ila¢ aday1
olabilecegi lizerinde durulurken, ayn1 grup igerisinde yer alan allokriptopinin anti-bakteriyel,
anti-viral, anti-fungal, anti-parazitik, anti-kanser, anti-aritmik, anti-hepatositik, anti-
anjiyojenik ve anti-AChE gibi farkli biyolojik aktiviteleri ortaya konulmus olmasina ragmen
AH gibi norodejeneratif hastaliklardaki potansiyelinin ve etki mekanizmasinin tam olarak

ortaya konuldugu herhangi bir arastirma bulunmadigi dikkat ¢ekmistir.

Bu yiiksek lisans tezi ile;

1) Izokinolin gurubu bir alkaloid olan allokriptopinin néral koruyucu etkisinin in-vitro ve
in-siliko olarak arastirilarak, AH’de ilag¢ etken maddesi olabilme potansiyelinin ortaya
konulmasi,

2) Allokriptopinin oksidatif hasara bagli ndron hiicre dliimleri iizerindeki noral koruyucu
etkisinin arastirilmasi,

3) Oksidatif strese bagli olusturulan AH modelinde allokriptopinin oksidan sistem, lipid
peroksidasyonu ve antioksidan mekanizmalar iizerindeki noral koruyucu etkisinin

belirlenmesi,



4) Allokriptopinin oksidatif hasara bagli AH ana belirteci olan AChE enzimi {izerindeki
inhibitor etkisinin arastirilmasi ve bu etki ile oksidatif hasar ve antioksidan mekanizma
arasindaki iligkinin ortaya konulmasi,

5) Oksidatif hasara bagli néral morfolojik degisimler {izerinde allokriptopinin ndral
morfoloji koruyucu etkisinin arastirilarak, noéral morfolojik hasar ve bu hasarin
korunmas: ile antioksidan aktivite ve AChE inhibisyon mekanizmalar1 arasindaki
iliskinin ortaya konulmasi,

6) Allokriptopinin, in-siliko yontemler ile, viicuttaki emilim, dagilim, metabolizma, atilim
ve toksisite profilinin tahmin edilerek, giivenli noral koruyucu ilag etken veya destek
maddesi olma potansiyelinin ortaya konulmasi,

7) Allokriptopinin oksidatif stres/antioksidan mekanizma ve AChE aktivasyonu/inhibisyonu
tizerindeki etkisinin olas1 molekiiler temellerinin bilgisayar destekli molekiiler
modelleme yontemleri ile ortaya konulmasi ve bu bulgularin in-vitro sonuglar ile

iliskilendirilerek, in-vitro sonuglarin desteklenmesi amaglanmaistir.

Bu amaglar dogrultusunda allokriptopinin AH gibi ndrodejeneratif hastaliklara yonelik etkin
bir ila¢ etken maddesi olabilme potansiyelinin oksidatif stres ve antioksidan mekanizmanin
yani sira AChE ve noral morfoloji korunumu gibi farkli yolaklardaki ¢coklu mekanizmalar
tizerinden in-vitro ve in-siliko olarak ortaya konulmasi ve bu mekanizmalar iizerindeki
etkisinin birbiri ile iliskisinin arastirilarak aydinlatilmasi hedeflenmistir. Ayrica, AH’de
etkin olan baz1 yolaklarin ayn1 zaman da AH benzeri farkli nérodejeneratif hastaliklarda da
etkin yolaklar olmasi sebebi ile, allokriptopinin diger norodejeneratif hastaliklarda
norokoruyucu ajan olarak kullanilabilecek etken madde olma potansiyelinin ortaya

konulmasi da tezin ikincil hedefidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Alzheimer Hastahgi

AH sinir sistemindeki yapisal ve fonksiyonel islevsizlige bagli olarak gelisen, néron ve
sinaptik baglantilarin kaybi ile karakterize edilen bir norodejeneratif hastaliktir (Hussain ve
digerleri, 2018b). Baslangigta konusma ve gezinme giigliigii gibi hareket bozukluklar1 ve
hafif biligsel kayiplar ile ortaya ¢ikan AH, progresif bir hastaliktir. Siire¢ boyunca gittikce
kotiilesen patolojisi nedeniyle agir biligsel kayiplar basta olmak {izere davranigsal
bozukluklara, 6z bakim eksikligine ve gilinlik yasam aktivitelerini yonetilememesine neden
olmaktadir (Graham ve digerleri, 2017; Hussain ve digerleri, 2018a). AH %50-70 siklik
oraniyla dejeneratif degisimlere bagli olarak gelisen demans hastaliklarinin basinda
gelmektedir (Akyar ve Akdemir, 2009; Dement., 2020). Genellikle 60 yas tizeri hastaligi
olarak bilinmesine ragmen, nadiren de olsa 30-40 yas aralifindaki bireylerde de
goriilebilmektedir. Ancak, artan yas ile birlikte hastaligin patolojisinin yani sira ortaya ¢ikma
riski de artmaktadir. Oyle ki 85 yasin {izerindeki bireyler igin AH riskinin %50'nin {izerinde

oldugu ifade edilmistir (Cheignon ve digerleri, 2018; Internet 2).

Diinya genelindeki 60 yas ve iizeri niifusun 2050’1i yillara kadar 962,3’ten 2080,5 milyona
ulagacagi ve her gecen yil bu hastaliktan muzdarip olan bireylerin sayisinin da artan niifus
ve ortalama yas orani ile birlikte artacagi tahmin edilmektedir (Fereshtehnejad ve digerleri,
2019). Oyle ki, 2050’li yillarda diinya iizerinde 100 milyondan fazla insanin,
gliniimiizdekinin neredeyse 3 kati, AH’den muzdarip olacagi ongoriilmektedir (Cummings
ve digerleri, 2019). Dahasi, giiniimiizde yetiskinlerde 6nde gelen 6lim nedenleri arasinda
besinci sirada olan AH’nin, 20 yil icinde en yaygin ikinci 6lim nedeni olabilecegi
ongoriilmektedir (Durdes ve digerleri, 2018; Marasco, 2020). Diger yandan AH kiiresel bir
saglik sorunu olmanin Gtesinde ekonomik ve sosyal olarak da ciddi bir problemdir. AH’nin
onlenmesi, teshisi, tedavisi ve tiim bu siireclerin yonetilmesi hem saglik sistemleri hem de
hasta yakinlari i¢in biiyiik bir ekonomik yiiktiir. Ulkemiz igin 2016 yilinda erken evredeki
bir AH’nin yillik toplam maliyeti 11.410,10 TL, orta evredeki AH’nin 34.381,15 TL ve ileri
evredeki AH’nin ise 61.268,67 TL olarak raporlanmigtir (Eroymak ve Yigit, 2017). Diinya
genelinde ise 2020 yilinda bu maliyetin 305 milyar dolar oldugu, niifusun yaslanmasi ve
hastalik prevalansinin artmasi ile bu miktarin yillik bir trilyon dolarin lizerine ¢ikabilecegi

tahmin edilmektedir (Marasco, 2020). Ayrica, AH siire¢ boyunca gittikge ilerleyen ve



kotiilesen semptomlar: nedeniyle bakim destegine ihtiya¢ duyulan bir hastaliktir. Bu bakim
sorunu hastalarin yani sira, aile iiyeleri ve bakim veren kisilerin saglik ve sosyal yasantilar
tizerinde de olumsuz etkilere neden olmaktadir (Akyar ve Akdemir, 2009; Kotradyova,
2018). Bu kisiler de bel ve boyun fitig1, sinir sikismasi gibi bedensel saglik sorunlarinin yani
sira anksiyete, depresyon, sosyal izolasyon gibi psikolojik sorunlarin da goriildiigii ve bu
sebepten topluma gore daha fazla antidepresan, anksiyolitik ve pihtilasma Onleyici ilag
kullanmak durumunda kalip, daha fazla ruhsal-toplumsal destege ihtiya¢ duyduklari
raporlanmistir (Akyar ve Akdemir, 2009; Sézeri Varma ve digerleri, 2018).

2.2. Alzheimer Hastahi@indaki Genetik Faktorler ve Mekanizmasi

Diger norodejeneratif hastalilarda oldugu gibi AH’de de genetik mekanizmalar hastaligin
olusumu ve ilerlemesinde 6nemli role sahiptir. AH patobiyolojisinin ¢ogunlukla néronal
stiregler ile yakindan iligkili genlerdeki nadiren de noéral siiregler ile iliskisi olmayan
genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabildigi bilinmektedir (Inoue, 2015). Ustelik bu
genetik bozukluklar yalnizca kalitsal AH’nin gelisiminde degil, ayn1 zamanda sporadik
olarak olugan AH’de de etkili olmaktadir (Pihlstrem ve digerleri, 2018). Sekil 2.1°de de
gorildiigii tizere birgok genin AH ile iligkili oldugu belirlenmis olmasina ragmen olusumunu
tetikleyen genetik risk faktorleri baslica otozomal dominant olarak kalitilan mutasyonlar ve
apolipoproteinin  (ApoE) polimorfik alelleridir. Simdiye kadar, otozomal dominant
mutasyonlar ile AH patolojisine neden olan {i¢ gen tanimlanmigtir. Bunlardan ilki, 1991'de
kesfedilen Amiloid Prekiirsor Proteininin (APP) geni iizerindeki mutasyonlaridir (Pihlstrom

ve digerleri, 2018).

APP, 21. kromozom iizerinde bulunan ve ii¢ ana izoformu olan bir gendir ve iizerinde
tanimlanmis 70 farkli mutasyon bulunmaktadir (internet 3). Kesfinden bu yana birgok
calisgmaya konusu olmasma ragmen, APP’nin fizyolojik islevi hala tam olarak
aydinlatilamamigtir. Fakat APP’nin ¢esitli fragmanlara proteolize edildigi ve proteoliz
sonucu olusan fragmanlarin bazen ters fonksiyonlara aracilik ettigi bilinmektedir (Wang ve
digerleri, 2011). Bu mutasyonlarin ¢ogu y-sekretaz boliinme bolgesi etrafinda olmasina
ragmen, en inli APP mutasyonu BACEl bdlinme bolgesindeki aminoasitlerde
degisikliklere neden olmaktadir. AH ile iliski diger iki gen ise y-sekretaz kompleksini
kodlayan PSEN1 ve PSEN2’dir. PSEN1 i¢in tamimlanmig 300 farkli mutasyon bulunmakta

olup (Giiven ve digerleri, 2021), bunlarin ¢ogu tekli aminoasit degisiklikleri ile sonuglanan



basit yanlis anlamli (missensing) mutasyonlardir. Bunun yani sira, daha karmasik olan
delesyon, insersiyon ve splays mutasyonlarina da rastlanilmaktadir (De Strooper, 2007).
PSENT1'e gore, PSEN2 genindeki mutasyonlar daha nadir olup, simdiye kadar tanimlanan
mutasyonlarin sayisinin 40’dan az oldugu bildirilmistir (Dai ve digerleri, 2018). Bu ii¢
gendeki farklit mutasyonlar AB40'a gore daha az ¢oziiniir olmasinin yani sira, ¢ok daha toksik
ve AH’nin ana belirteglerinden biri olan AP42'nin {iretimini artmasina neden olmaktadir

(Bhadbhade ve Cheng, 2012; Dai ve digerleri, 2018).

ApoE ise bir dokudan veya hiicre tipinden digerine lipit tasinmasinda yoluyla lipit
homeostazisinin diizenlenmesinde rol bir proteindir ve sinir sistemindeki roli, astrositlerdeki
kolesteroliin noronlara tasinmasidir. Normalde, ApoE’nin 112. ve 158. amino asitleri
strastyla sistein (Cys) veya arjinin (Arg)’dir. Fakat ApoE’nin, bu iki amino asitte farklilik
gosteren ii¢ izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlardan ilki Cys112, Cys158 yapisina sahip
olan ApoE2 izoformudur. ApoE3 izoformu Cys112, Arg158; ApoE4 izoformu ise Argl12,
Argl58 yapisindadir. Izoformlarindaki bu degisiklikler ApoE nin lipitlere, reseptorlere ve
AP’yabaglamayi afinitesini etkilemektedir. Bu izoformlar arasinda AH i¢in en giiclii genetik
risk faktorii olarak tanimlanan ApoE4’dir. ApoE genotipleri, AH beyinlerinde lipit
dengesinin bozulmast ve AP birikimi yani sira ve tau hiperfosforilasyonunun artmasina,
hiicre iskeletinin bozulmasina ve mitokondriyal fonksiyon kaybina da neden olmaktadir (Liu

ve digerleri, 2013a).

PSEN1 PSEN2
’ }AH'ye neden olan genler

[[]Orta-ytiiksek risk }
r
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[C]Dustik risk
o @
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Orta risk
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|
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Sekil 2.1. AH’ye neden olan genler ve bu genlerin risk durumu. Hastalik riski (dikey eksen),
genel popiilasyondaki prevalansi (yatay eksen) (Yamazaki ve digerleri, 2016)
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2.3. Oksidatif Stres ve Oksidatif Stres Iliskili N6ron Hasar1

Oksidatif stres artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve/veya antioksidan sisteminin
islevsizligi nedeniyle ortaya ¢ikan hiicre i¢i asir1 ROS (027, H202, HO2, ve *OH) birikimi ile
hiicresel antioksidan mekanizma arasindaki dengesizlik durumu olarak tanimlanmaktadir
(Chen ve digerleri, 2012; Liu ve digerleri, 2017c). Esasen ROS, aerobik organizmalarda
stirekli olarak tiiretilen oksijen metabolizmasinin normal bir yan iirliniidiir ve diislik
konsantrasyonlari hiicre sinyallesmesinde 6nemli bir ikinci haberci olarak islev gérmektedir.
Fakat yiliksek konsantrasyonlari nekrotik ve apoptotik hiicre Sliimiine yol acan DNA,
proteinler ve lipitler gibi hiicresel makro molekiillerde biyokimyasal degisikliklere neden

olmaktadir (Sekil 2.2) (Chen ve digerleri, 2012).

Membran hasan
Lipit okidasyonu
Peroksidasyonu
Malondiald

Protein oksidasyonu
Glutatyon kangimli distilfitler
Karbonil grubu \

Sistein oksidasyonu ROS

Sekil 2.2. ROS’un hiicresel makromolekiiller tizerindeki etkisi (Melo ve digerleri, 2011)

Noral sistem ise aksiyon potansiyeli, norosekresyon ve iyon kanal haraketliligi siiresince
hiicre i¢i homeostazisinin siirdiiriilebilmesi i¢in biiyilk miktarda ATP’ye ihtiyag
duymaktadir. Bu sebepten viicuttaki toplam oksijen tiiketiminin %20'si ndral sisteme aittir.
Ayrica, néronal membranlarin yapisinda yiiksek oranda ndral ve biligsel yeteneklerin gelisim
icin kritik role sahip olan dokosaheksaenoik, linoleik ve aragidonik gibi yag asitleri
bulunmaktadir (Halliwell, 2006; Quinn ve digerleri, 2012; Siddappaji ve Gopal, 2021). Bu

yiiksek oksijen tiiketimi ve ¢oklu doymamis yag asidi i¢erigi nedeniyle noronlarin oksidatif



hasara kars1 oldukga hassas oldugu bilinmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada oksidatif stresin,
AH ve AH gibi nérodejeneratif hastalilardaki ndrodejenerasyon siirecinin bir parcasi oldugu
ortaya konulmustur (Cassidy ve digerleri, 2020; Castelli ve digerleri, 2019; Liu ve digerleri,
2017c; Niedzielska ve digerleri, 2016). Dahasi ROS kaynakli oksidatif stresin,
norodejenerasyon siirecinde ortaya ¢ikan patolojik bir faktor olmaktan 6te, erken bir belirteg
oldugu ve norodejenerasyondaki major etiyolojik faktorlerin indiiklenmesinden sorumlu
oldugu disiiniilmektedir (Sekil 2.3)(Cheignon ve digerleri, 2018; Galas ve digerleri, 2006;

Nunomura ve digerleri, 2001).

Saglikli Noron

A \ ."t
N \\ X \{,
= P ‘1‘:\\ “ s
O B o
ST T
Z ROS ig;-_nt'gl?!!:lgl_ar_ N Sinaps dejengrasyonu
g S 1 BI:I)NIE\:; Né::“' J' Norotransmitter salinimi
/ Ca homeostazisinin hozulmasi
Sinyal ileitm yolakdann bozulmalar
4 Delnn'tik hasar aichs ///
¥ Dallanma sayisi =7 Aksonlar iletim
J Dallanma uzunlugu B2Z 2 Minyelin hasan
ENDOPLAZMIK RETIKULUM
M Retikulum stresi
1 Katlanmamis protein yantti
/" Yanlhs katlanmis protein
Pa ’___\, J Antioksidan enzimler
i i n | J OXP HOS ROS v
‘" Peroksimal Disfonksiyon Mi%KON' Dﬁ X mtDNA mutasyonlan Hasarl Néron

Sekil 2.3. Oksidatif stresin AH patogenezindeki etkisi (Castelli ve digerleri, 2019)

Bu etiyolojik faktorlerin basinda membranlarin ve diger makromolekiillerin hasarina neden
olan lipit peroksidasyonu gelmektedir (Gaschler ve Stockwell, 2017; Pena-Bautista ve
digerleri, 2019; Taso ve digerleri, 2019). Lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin
dokosaheksaenoik, linoleik ve aragidonik gibi doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara
saldirilmasi ile gergeklesmektedir (Sekil 2.4) (Gaschler ve Stockwell, 2017). Oksidatif stres
kaynakli plazma ve organel membranlarindaki lipit peroksidasyonu reseptor ve kanallardaki
yapisal ve fonksiyonel bozulmalar, iyon homeostazisinin degisimi, sitoskeletal elementlerin

anormal fosforilasyonu, terminal aksondaki proteinlerin sindirimi, dendritik uzantilarin
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organizasyon ve islevinin kaybi, sinyal yollarinin ve ndronal biyoenerjetigi bozulmasi gibi
norodejenerasyon siireglerine ve nihayetinde de noral 6liime neden olmaktadir (Benhar,

2020; Ermak ve Davies, 2002; Fernandes ve digerleri, 2017; Tonnies ve Trushina, 2017).

OKSIDATIF
TETIKLEME

Sekil 2.4. Lipit peroksidasyonunun ii¢ ana agsamasi. LH: lipit molekiilii; LOOw®: lipit peroksil
radikali; Le: lipit radikali; LOOH: lipit hidroperoksit (Félix ve digerleri, 2020)

Oksidatif stres lipitlerin yani sira, néronlarda proteinlerin anormal sekilde katlanmasina ve
proteolize kars1 daha duyarli hale gelmesine neden olan protein yan zincirlerinin
oksidasyonu, protein yapilarina hidroksil gruplarinin sokulmasini, protein bazli karbonillerin
iretilmesini  ve proteinlerde translasyon sonrast modifikasyonlarin  olusumunu
tetiklemektedir  (Chen ve digerleri, 2012; Huang ve digerleri, 2016a). Bu durum
norotransmitter ve reseptdr proteinlerin fonksiyonlarini bozabilmekte ve immiin sistemi

uyarabilecek antijenik degisikliklere de yol acabilmektedir (Altinkilig, 2010).

Oksidatif stres ayrica DNA c¢ift sarmal yapisinin agilmasina, depiirinasyona, capraz
baglanmalara, niikleik asitlerde baz modifikasyonlarina ve nokta mutasyonlarina neden
olabilmektedir. Bu etkiler kromozomal mutasyonlari ve sitotoksisiteyi tetiklemektedir
(Altinkilig, 2010; Cassidy ve digerleri, 2020). Bir¢cok farkli calismada yukarida sayilan
nedenlerden dolayr oksidatif stresin AH basta olmak iizere ndrodejeneratif hastaliklarin
ortak patofizyolojisinde merkezi bir rol oynadigi, noral hasarin indikatérleri olan plak ve

proteinlerin birikimine, ndrit gelisim bozukluklarina ve néronal dejenerasyonunun olusumu
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ve ilerlemesine neden oldugu ortaya konulmustur (Ashabi ve digerleri, 2013; Cheignon ve
digerleri, 2018; Liu ve digerleri, 2017c).

2.4. Oksidatif Stres ve Alzheimer Hastahiimin Ana Patobiyolojisi

Yapilan bircok caligmada ROS kaynakli oksidatif stresin, AH’deki ndrodejenerasyon
siirecinin bir pargast oldugu ortaya konulmustur (Castelli ve digerleri, 2019). Ustelik
norodejenerasyon siirecinde ortaya ¢ikan patolojik bir faktér olmaktan ote, hastaligin erken
bir belirte¢ oldugu ve hiicresel makro molekiillerdeki (lipit, protein ve DNA) biyokimyasal
degisikliklerin yan1 sira AH patogenezindeki major etiyolojik faktdrlerin indiiklenmesinden
de sorumlu oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur (Castelli ve digerleri, 2019; Cheignon ve
digerleri, 2018; Galas ve digerleri, 2006).

2.4.1. Oksidatif stres kaynakh plak ve protein agregasyonu

Oksidatif stres nedeniyle AH’deki plak ve protein agregasyonunu tetikleyen major etiyolojik

faktorlerden patolojik Ap olusumu ve hiperfosforile edilmis tau proteinin birikimidir.

Oksidatif stres ve AB

Aslen AP, 39-43 amino asitten olusan, hidrofobik bir peptit grubudur (Graham ve digerleri,
2017). Noron gelisiminde ve aksonal tasimada gérev aldig: diistintilen ve bir transmembran
protein olan, APP’nin iki basamakli islenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Kametani and
Hasegawa, 2018). Sekil 2.5’de de goriildiigii lizere APP’nin iki basamakli iglenmesinde iKi
farkl1 yolak s6z konusudur. Bu yolaklardan ilki, APP'nin dnce alfa-sekretaz (a-sekretaz) ile
ardindan da gama-sekretaz (y-sekretaz) ile islenmesi ve sonucunda da P3 veya AP 17-40/42 ad1
verilen kiigiik hidrofobik peptitlerin olustugu amiloidojenik olmayan yolaktir (Kolev ve
digerleri, 2009; Selkoe, 2004). Digeri ise APP’nin B-sekretaz ve y-sekretaz enzimleri ile
islendigi ve sonucunda birleserek ndronlara zarar veren Ve organize makro yapilari meydana
getiren AP 1-40 ve AP 1-42 plaklarinin olustugu patolojik amiloidojenik yolagidir (Graham ve
digerleri, 2017).
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Sekil 2.5. APP’nin islendigi amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan yolaklar. a-sec: a-
sekretaz; B-sec: B-sekretaz; y-sec: y-sekretaz; sAPPa: ¢Ozilinliir APP-a; sAPPp:
¢ozliniir APP-f; AICD: hiicre igi C-terminal alani; AB: amiloid-p (Coronel ve
digerleri, 2019)

Bir ROS olan H;O: tarafindan indiiklenmis oksidatif stresin, APP’den patolojik Ap
plaklarinin tiretimine neden olan amiloidojenik yolaklarin aktivasyonuna neden oldugu
bilinmektedir. Bunun yani sira, AP olusumuna, redoks duyarli aktivator proteinleri ve
niikleer faktor kappa Beta (NF-kB) gibi transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bolgesi olan
sekretaz genlerinin promotorii ve 5' translate edilmemis bolgesinin oksidatif stres ile
aktivasyonu aracilik etmektedir. Bu bdlgenin oksidatif stres ile aktivasyonu patolojik AB
tretimini tetikleyen B- ve y- sekretazlarin aktivitesinin artmasina, buna karsin patolojik
olmayan boliinmeye aracilik a-sekretaz aktivitesinin ise azalmasina neden olmaktadir ve bu
durum patolojik AP birikimi ile son bulmaktadir (Hadipour ve digerleri, 2018; Kim ve
digerleri, 2015; Tan ve digerleri, 2015; Zhao and Zhao, 2013).

Oksidatif stres ve tau

Noronlardaki mikrotiibiillerin bir arada ve stabil bir sekilde tutulmasmi saglayan tau
proteinin asetilasyon, ubikikasyon, glikosilasyon ve fosforilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlari, protein agregasyonu sonucu olusan ndrofibriler yumaklarm (NFY'ler)
baslica nedenidir (Sekil 2.6). Bu post-translasyonel modifikasyonlardan en kapsamli
incelenen fosforilasyonudur (Alonso ve digerleri, 2018; Graham ve digerleri, 2017).

Oksidatif stresin tau proteinin hiperfosforilasyonuna ti¢ farkli sekilde yol agtigi
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diisiiniilmektedir. ilki, glikojen sentaz kinaz 3-beta (GSK-3p), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen
protein kinaz (ERK-2), sikline bagimli kinaz (CDK) ve protein fosfataz 2A gibi tau proteinin
diizenleyicisi olan protein kinazlarin ve fosfatazlarin oksidatif stres tarafindan direk olarak
modiilasyonudur (Liu ve digerleri, 2017c). Ikincisi, oksidatif strese yanit olarak
transkripsiyon faktérii NFiB'nin hizli ve giiclii bir sekilde aktive olabilmesidir. Ugiinciisii ise
oksidatif stres tarafindan indiiklenen lipit peroksidasyonu sonucu olusan ve aragidonik asidin
bir peroksidasyon iirlinii olan akrolein araciliiyla hiperfosforile patolojik tau formunun
olusumudur (Cioffi ve digerleri, 2019). Oksidatif stres ile hiperfosforilasyona indiiklenen
tau proteini norofibril yumaklarin olusumuna, mikrotiibiil bozukluklarina ve sinaptik
kayiplara neden olmaktadir (Huang ve digerleri, 2016a; Liu ve digerleri, 2017c; Zhao and
Zhao, 2013).

Tau baglanir ve e
Mikrotiibiil stabilize olur = & 3
——

Kinazlar: Fosfatazlar:
Cdks, GSK3B PP1,PP2A, PP2B, PP2C
MARK, ERK2

Hiperfosforilasyon

PR,

X Sarmal filamentler

Tau mikrotiibiillerden ayrilir o -
ve mikrotiibuil yapisi bozulur -

Norofibriler yumakIaLa—»t/; =2

Aksonal iletimin bozulmasi
Sinaptik plastisiteyi kaybi
Noral apoptoz

Sekil 2.6. Oksidatif stres ile indiiklenen tau aracili nérodejenerasyon (Duan ve digerleri,
2012).
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2.5. Oksidatif Strese Bagh Kolinerjik Aktivitenin Bozulmasi

Kolinerjik aktivite dikkat, 6grenme, hafiza, strese cevap, uyaniklik ve uyku gibi kritik
fizyolojik siireclerde yer alan bir mekanizmadir ve kolinerjik iletim agi tarafindan
diizenlenmektedir (Bekdash, 2021; Hampel ve digerleri, 2018). Kolinerjik iletim esasen
ndrotransmitterlerin sentezini, depolanmasini, tasinmasinit ve imha edilmesini igeren bir
slirectir ve bu siiregte rol oynayan proteinler sayesinde gergeklesmektedir (H. Ferreira-Vieira
ve digerleri, 2016).

Noronal sistemin baslica norotransmitteri olan asetilkolin (ACh) bu proteinlerden biridir ve
kolinerjik sistemdeki pre-sinaptik terminalde asetilcoA ve kolin asetiltransferaz (ChAT)
enzimleri tarafindan sentezlenmektedir. Hiicreler arasi iletisim, ACh’nin pre-sinaptik
hiicreden post-sinaptik hiicredeki muskarinik veya nikotinik reseptorlere aktarilmasi ile
gerceklesmektedir. Aktarim sonrasi reseptordeki ACh, asetilkolinesteraz (AChE) enzimi
sayesinde asetat ve kolin'e hidrolize edilmektedir. Hidroliz isleminin gerceklesmesi ile
birlikte sinaptik iletim basarili bir sekilde sonlandirilmaktadir (Sekil 2.7) (Hampel ve
digerleri, 2018; Suganthy ve digerleri, 2009).

Ancak oksidatif stres gibi ¢esitli faktorlerin, bu enzimlerin sentezini, salinimini ve alimin
direk veya iyon kanal ve reseptorlerinin islevinin bozmasi araciligiyla etkileyebilecegi
bilinmektedir (Hegazy ve digerleri, 2016; Xu ve digerleri, 2016b). Ayrica, kolinerjik
iletimde hem pre-sinaptik hem de post-sinaptik etkilere sahip oldugu bilinen ATP ve ara
iriinlerinin oksidatif stres nedeniyle iiretimlerinin azaldig1 bilinmekte olup, bu azalisin da
enzimlerin normal isleyisini etkileyebilecegi gosterilmistir (Cioffi ve digerleri, 2019;
Ziganshin ve digerleri, 2020). Bununla birlikte, oksidatif stresin merkezi role sahip oldugu
AH ve AH gibi noérodejeneratif hastaliklar i¢gin ChAT ve ACh’in azalist buna karsin
AChE’nin artig1 ortak bir patolojidir (Campanari ve digerleri, 2016; H. Ferreira-Vieira ve
digerleri, 2016; Liu, 2020; Sun ve digerleri, 2019). Ve bu proteinlerin yapi veya
fonksiyonlarindaki  degisiklikler kolinerjik iletimin aksamasmma ve dolayisiyla

norodejenerasyona neden olmaktadir (Paraoanu and Layer, 2008).
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Sekil 2.7. Kolinerjik iletimin sematik gosterimi. ACCOA: Asetil koenzim A, ACh:
Asetilkolin, AChE: Asetilkolin esteraz (Kabir ve digerleri, 2019b)

2.6. Kolinerjik Aktivitenin Alzheimer Hastahg: ile Iliskisi

Kolinerjik aktivite kayb1 ile AH arasindaki iligkinin ise temelde iki yonii bulunmaktadir.
Bunlardan ilki kolinerjik sistemin ana ndrotransmitteri olan ACh’nin konsantrasyonundaki
ve hidrolizindeki dengesizliktir (Wong ve digerleri, 2020). Oksidatif stres kaynakli AH
patolojisi ile birlikte kolinerjik nodrotransmisyonu, ACh’yi hidrolize etmek suretiyle,
sonlandiran noéromiiskiiler kavsaktaki AChE etkinliginin asir1 artifi ve bunun ACh
metabolizmasindaki dengeyi bozdugu bilinmektedir. Noral iletimin aksamasina neden olan
bu kolinerjik a¢ik noral dejenerasyona neden olmaktadir (H. Ferreira-Vieira ve digerleri,
2016; Wong ve digerleri, 2020). ikincil olarak ise, AChE’nin yakindan iliskili oldugu diger
AH patolojileri ile de AH’deki norodejenerasyona aracilik ettigi bilinmektedir. Bir
caligmada AChE’nin A ile iliskili presenilin 1 gibi proteinlere baglanarak, plak olusumunu
hizlandirdigi ve noral toksisiteye katki da bulundugu raporlanmistir. Hatta bu
norotoksisitenin (AB-AChE kompleksi) yalnizca AB’nin neden oldugu toksisiteden daha
yiiksek ve yikict oldugu da bildirilmistir (Sun ve digerleri, 2019). AChE, AB olusumunun
yani sira tau hiperfosforilasyon yollarim1 da etkileyerek norodejenerasyona neden
olmaktadir. Bazi AChE varyantinin asir1 ekspresyonun tau hiperfosforilasyonunu
indiikleyen tau kinazlar1 aktive ederek, patolojik tau olusumunu artirdigi bilinmektedir.

Ustelik AChE nin AP ve tau ile olan iliskisinde Sekil 2.8’de de gériildiigii lizere ¢ift yonlii
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bir etkilesim s6z konusudur (Garcia-Ayllon ve digerleri, 2011). Diger bir yandan, AChE'nin
asir1 ekspresyonun AH’deki noral morfolojik bozukluklara ve kaspaz-3 aktivasyonuna bagh
hiicre 6liimiiniin tetiklenmesine de neden olabilecegi ortaya konulmustur (Lazarevic-Pasti
ve digerleri, 2017). Venkatesan ve arkadaslari tarafindan AChE indiiklii apoptotik yolaklarin
aktivasyonuna ve sitotoksisiteye, azalan hiicresel reseptor aktivitelerine bagl olarak olusan
mitokondriyal disfonksiyonun ve ROS olusumunun aracilik ettigi bildirilmistir (Venkatesan
ve digerleri, 2016). Tiim bunlar hem kolinerjik iletimin hem de néral sinyalleri gonderecek

ve alacak noronlarin kaybi ile sonuglanmaktadir (Wong ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.8. AChE, AP ve tau arasindaki ¢oklu iligki. (1) hiperfosforile edilmis tau AChE
aktivitesinin artmasia neden olabilmektedir. Diger yandan, (3) N-terminal
olarak  uzatilmis AChE  varyantinin  asin  ekspresyonu da, tau
hiperfosforilasyonunu indiikleyen GSK-3p tau kinazini aktive etmektedir. Bunu
ile birikte, (2) AP olusumu da AChE aktivitesinin artmasina yol acabilmektedir
ve (4) y-sekretazin katalitik alt birimi olan PS1’in AChE ile modiilasyonu sonucu
AP olusumun tetiklenebilir (Garcia-Ayllon ve digerleri, 2011)

2.7. Alzheimer Hastaliinda Norit Gelisimi ve Noral Morfoloji

Norodejenerasyon, ndéronlarin yapisal ve fonksiyonel agidan islevlerini yitirmeye baslayip,
ilerleyici sekilde devam eden ve noron oliimiiyle son bulan siiregleri ifade etmektedir (Gao
and Hong, 2008). Normal noronal siireclerin gergeklestirilmesi ve siirdiiriillmesi agisindan
onemli olan molekiillerin islevsizligi beraberinde noral morfolojik bozukluklar1 da
getirmektedir (Benussi ve digerleri, 2017; Tusi ve digerleri, 2012). Bu sebepten noral
morfolojik degisimler noérodejeneratif hastaliklarin anahtar bulgularindan bir olarak
goriilmektedir (Rehbach ve digerleri, 2019). AH’de de 6zellikle kolinerjik hiicrelerde ciddi
noronal dejenerasyonlarinin gergeklestigi ve nihayetinde dejenerasyonun siddetine bagl

olarak noronal hiicresel 6liimiin meydana gelebildigi bilinmektedir (Tusi ve digerleri, 2012).
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Hiicresel morfolojideki patolojik degisimlere AH fizyolojisindeki pek ¢ok siirecin neden
olabilecegine dair kanitlar mevcuttur. Bu kanitlardan biri, oksidatif stresin ndron
hiicrelerindeki aksonal ve dendritik uzantilarin sayisinda azalmalara ve boyutlarinda
kisalmalara neden olmasidir (Castelli ve digerleri, 2019). Baz1 arastirmalarda bunlara ek
olarak, oksidatif stres ile noral hiicre genisliginin ve polaritesinin arttig1 raporlanmistir (Sekil
2.9) (Ashabi ve digerleri, 2013; Tusi ve digerleri, 2012; Wang ve digerleri, 2016). Diger
yandan oksidatif stresin hem hiicre membranindaki hem de organel membranlarindaki
peroksidasyon nedeniyle hiicre ve organel dinamigini bozdugu bilinmektedir. Noral
uzantilarin organizasyonundaki ve islevindeki degisimlere bu bozulmanin da aracilik ettigi
diisiiniilmektedir. Ayrica, peroksidasyon beyin biyoenerjetigi i¢in zararli olan sinaps
bolgelerindeki enerji desteginin azalmasi yoluyla da sinaptik baglantilarin kaybina neden
olabilmektedir (Tonnies ve Trushina, 2017). Bunun yani sira, AChE inhibitorlerinin norit
gelisimini destekledigi farkli ¢aligmalar ile ortaya konulmus olup, kolinerjik aktivitedeki
kayiplarin ndral morfolojik degisim ile yakindan iligkili olabilecegini gdsteren pek ¢ok
calisma bulunmaktadir (Kawashiri ve digerleri, 2019; Terada ve digerleri, 2018; Yang ve
digerleri, 2020). Diger yandan, AP plaklar1 hem agregat olusturarak hem de reseptor ve
kanallara baglanmas1 sonucu bozdugu iyon homeostazisi ile ndral uzantilara zarar vermekte
ve sinyallesmeyi engellemektedir (Karisetty ve digerleri, 2020). Hiperfosforile tau proteinin
ise hem noral uzantilardaki mikrotiibiillerin yapisindan ayrilarak hem de ayrilma sonrasi

sinaptik vezikiil proteinlere baglanarak, noral uzantilarin ve sinaptik baglarin kaybina neden

olmaktadir (Alonso ve digerleri, 2018; Di ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.9. Oksidatif stresin neden oldugu ndral morfolojik degisimler. Dejenerasyon
siirecleri ile birlikte zarar géren noronlardaki (sagdaki) dendritik dallanmanin
boyutunda, seklinde ve yogunlugunda degisiklikler meydana gelmektedir. Bu
durum noéronal fonksiyonlardaki bozulmalarin yami sira, hafiza ve 6grenme
giicliiklerine de yol agmaktadir (Camandola ve Mattson, 2017)



18

2.8. Norodejenerasyona Aracilik Eden Noéral Oliim Yolaklar

Sinir sisteminin olusumu ve gelisimi sirasinda asir1 néronlarin ortadan kaldirilmasi, néronal
yapinin olusmasi i¢in gerekli olsa da, Ozellikle yasli beyinlerdeki anormal ndéron kaybi
AH’nin ciddi patolojilerinden biri olarak kabul edilmektedir (Fricker ve digerleri, 2018). AH
patolojisine eslik ederek, noronlarin kaybina neden olan 6lim yolaklarinin baginda ise

apoptoz, nekroz ve ferroptozis gelmektedir.

2.8.1. Apoptozis

Programlanmis bir hiicre 6liim tipi olan apoptoz, nérodejenerasyonun ana nedenlerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Xu ve digerleri, 2016b). Sitomorfolojik olarak biiziilme,
kromozom yogunlagmasi ve DNA fragmantasyonu ile karakterize edilen apoptoz digsal veya
icsel sinyaller tarafindan tesvik edilmektedir. Digsal yolda, apoptoz ile yakindan iligkili
reseptorlere hiicre dis1 ligandlarin baglanmasi yoluyla aktive edilirken, i¢sel yolda hiicresel
molekiillerin hasar1 gibi dahili uyaranlarca pro-apoptotik dgeleri etkinlestirilmesi ile aktive
edilmektedir. Her iki yolak da ndronal apoptoz i¢in gerekli olan kaspaz-3’iin aktivasyonuna
neden olmaktadir ve nihayetinde hiicresel 6lim meydana gelmektedir (Chi ve digerleri,

2018).

2.8.2. Nekrozis

Hiicre 6liimiindeki bir diger alternatif mekanizmada hiicrenin sismesi ve hiicre zar biitiinliigi
bozulmas: ile karakterize edilen nekrozdur. Nekrozda DNA kirilmasi da siirece dahil
olmaktadir ancak apoptozdan farkli olarak kromozom yogunlagsmasi saptanmamaktadir.
Tanimlanmis farkli nekroz tipleri bulunmaktadir. Bunlar arasinda en 1yi karakterize edileni
nekroptoz’dur. Gegmiste, nekrotik hiicre 6liimiiniin programlanmadigi ve bu sebepten de
hiicresel belirteglerinin olmadig1 disiiniilmekteydi. Ancak, gilinlimiizde nekroptozun
baslamasina tiimdr nekroz faktorii (TNF) gibi spesifik 6liim reseptorlerinin veya Toll benzeri
reseptorlerin aktivasyonun aracilik edebildigi bilinmektedir (Chi ve digerleri, 2018).
Nekroptozun molekiiler mekanizmasi incelendiginde TNF reseptor 1'in (TNFR1) asagi
akisinda, reseptorle etkilesime giren kinaz proteini 1 ve 3'4 (RIPK1/3) igeren kompleks
bulunmaktadir. Bu kompleks tarafindan oligomerizasyonun indiiklenmesi amaciyla karisik

soy kinaz alani1 proteini (MLKL) fosforile etmektedir. Fosforillenmis MLKL daha sonra
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plazma zarinda gozenekler olusturarak hiicreden pro-inflamatuar faktorlerin salinmasina ve

noral 6liime yol agmaktadir (Andreone ve digerleri, 2020).

2.8.3. Otofaji

Otofaji, hasarli organellerin ve makromolekiillerin pargalandig1 bir siiregtir. Bu pargalama
islemine polisakkaroz, fosfolipit, niikleik asit ve protein gibi hiicresel molekiilleri hidrolize
edebilen 60 asidik enzim igeren lizozomlar aracilik etmektedir. Otofaji, protein yikima,
organel dongiisii ve oksidatif strese cevap gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahiptir. Otofaji,
yanlis katlanmig proteinlerin, zararli metabolitlerin ve yaslanan organellerin ortadan
kaldirilmasini saglamaktadir. Bu nedenle de hem hiicresel homeostazisin korunmasinda
onemli bir role sahiptir. Ote yandan, diger hiicrelerin aksine, post-mitotik hiicreler olan
ndronlar, toksik maddelerden mitoz yoluyla kurtulamamaktadir. Bu nedenle otofajinin hiicre
biliylimesi ve gelisiminin yan1 sira AH patogenezinin olusumunun engellenmesinde de etkin
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle olusan ve ilerleyen patogenez ile otofajik
disfonksiyonun iliskili olduguna inanilmaktadir (Kocaturk ve Gozuacik, 2017). Otofaji
mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak {izere 3’e ayrilmaktadir. Otofaji
tiirleri arasinda AH patolojisine en biiyiik katkiya makrootofaji neden olmaktadir (Bonci ve
digerleri, 2015).

2.8.4. Ferroptozis

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ile néronlarda eksitotoksik stres tarafindan tetiklenebilen
ve ferroptoz adi verilen bir bagka oliim yolu daha tanimlanmistir. Ferroptoz, lipit
peroksitlerin birikmesi ile karakterize edilen, apoptotik olmayan, diizenlenmis bir tiir hiicre
olimiidiir (Gaschlera ve Stockwellb, 2016). Ferroptoz, hiicre morfolojisi ve islevi agisindan
apoptoz ve nekroza benzememektedir. Sitoplazma ve organellerin sismesi ve hiicre zarinin
yirtilmasi gibi tipik nekrozun morfolojik 6zelliklerine sahip olmadig: gibi hiicre kiigiilmesi,
kromatin yogunlagmasi, apoptotik cisimlerin olusumu ve hiicre zarinin yirtilmasi gibi hiicre
apoptozun oOzelliklerini de tasimamaktadir. Ferroptoz membran yogunlugunun artmasi,
mitokondriyal kristanin azalmasi veya kaybolmasi ve mitokondrinin bariz bir sekilde
biiziilmesi ile karakterizedir. Ancak, hiicre zarinda, cekirdek boyutunda ve kromatin
konsantrasyonunda herhangi bir bozulma gozlemlenmez. Ferroptoz, ¢oklu doymamis yag

asitlerinin demire bagl lipit peroksidasyonunu neticesinde olusan bir 6liim tipidir (Li vd.,
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2020). Ferroptozu indiikleyen elemanlar dort kategoriye ayrilmistir. Bunlar Xc-, fosfolipit
cift tabakalarindaki bir aminoasit anti-tasiyicisi olan sistem Xc-inhibitorleri, lipit
peroksidasyonun ana diizenleyicilerinde olan glutatyon peroksidaz-4 enzim (GPx4)
inhibitorleri ve hiicre i¢i iyon dengesinden sorumlu olan voltaj bagimli iyon kanal
modiilatorleridir. Ayrica, son zamanlarda asetilasyon eksikligi olan tiimor protein 53 (P53)

mutantlariin da ferroptozu tesvik ettigi tespit edilmistir (Li ve digerleri, 2020a).

2.9. Alzheimer Hastaligin Patolojisi ile Noral Hiicresel Oliim Arasindaki Iliski

Norodejenerasyon, ndronlardaki islev ve yap1 kaybinin nihayetinde hiicre 6liimiine yol a¢tig1
bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Noronal kayiplarin apoptoz, nekroz ve ferroptoz basta
olmak tizere gesitli 6lim yolaklar1 araciligiyla gerceklestigi, boylelikle AH ve AH gibi
norodejeneratif hastlaiklardaki patolojisinin agirlasmasina neden oldugu bilinmektedir. Bu
hiicresel 6liim yolaklarinin tetiklenmesine major etiyolojik faktorler neden olmaktadir
(Telegina ve digerleri, 2019). Bunlardan biri olan ROS ile indiiklenen oksidatif stres, Sekil
2.10°de de Ozetlendigi gibi strese duyarli kinazlar ve sinyal yolaklar1 araciligiyla hiicresel
oliim yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir (He ve digerleri, 2017). AH’nin ana
belirtecleri olan ve oksidatif stres tarafinda olusumlari indiiklenen patolojik AP plaklari ve
hiperfosforile tau proteini ndronlardaki hiicresel Oliimiine birka¢ farkli sekilde neden
olabildigi bilinmektedir. AB nin neden oldugu hiicre zar1 elastikiyetindeki kayip ndronlar
hiicre oliimiine karsi daha duyarli hale getirmektedir. Diger yandan AP plaklar ve
hiperfosforile tau, NMDA reseptor aktivasyonu ile iliskili hiicre iskeletinde ve sinapslarda
bozukluklara neden olmaktadir. Bu bozukluklarin hiicre igerisine asir1 miktarda Ca*? girisine
yol agmas kalpain aktivasyonuna ve mitokondriyal 6liim yolaklar1 aracigiyla 6liime neden
olabilmektedir. Ayrica, hem AP plaklarinin hem de hiperfosforile tau proteinin néronlardaki
hiicre dongili homeostazisinin bozulmas: yoluyla da noéronlar1 apoptotik O6liime

yonlendirilebilecegi diisiiniilmektedir (Chi ve digerleri, 2018; Z. Liu ve digerleri, 2017c).

AP ve tau’nun yani sira, oksidatif stres sonucu hiicre ve organel membranlarinda meydana
gelen lipit peroksidasyonu nedeniyle olusan 4-hidroksinonenalin gibi peroksidasyon tirtinleri
de p53, JNK (c-Jun N-terminal kinazlar), Fas, mTOR (rapamisin protein kompleksinin
memeli hedef), MKLK ve Gpx4 gibi apoptoz, nekroz, otofaji ve ferroptoz aktorleri ile
etkilesme girerek, noral hiicresel 6liimii tetikleyebilmektedir (Cassidy ve digerleri, 2020; Xie

ve digerleri, 2020). Bunun yani sira, oksidatif steresin bozdugu oksidan-antioksidan dengesi,
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hem redoks sinyalinin ve kontroliiniin bozulmas ile direk olarak hem de antioksidan sistem
tarafindan dengelenmeyen serbest radikallerin hiicresel bilesenlere baglanmasi yoluyla
hiicresel 6liim yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir (Jantas ve Lason, 2021). Ote
yandan kolinerjik patolojinin de noral 6liim ile yakindan iligkili oldugu, kolinerjik kaybin
ana nedenlerinden biri olan AChE’nin apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ve
sitokrom C gibi apoptotik yolakta gdrevli elemanlar ile etkilesimi sonucu kaspaz-9 ve-3
aracili apoptozun olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Isik ve Beydemir, 2019; Knorr ve
digerleri, 2020; Lazarevic-Pasti ve digerleri, 2017). Ayrica, ROS tarafindan tetiklenen akson
ve hiicre govdesindeki dejenerasyona sirasiyla RIPK 1, RIPK3 ve MLKL'ye gibi nekrotik ve
protein kinaz B (Akt) gibi apoptotik 6liim sinyal yolaklariin eslik ettigi ortaya konmustur
(Hoy ve digerleri, 2017; Posner ve digerleri, 2008; Salvadores ve digerleri, 2020). Ek olarak,
oksidatif stres ile indiiklenebilen baz1 peptitler (AP gibi) aksonal budama ve noronal hiicre
Olimiini baslatan 6liim reseptorii 6 i¢in ligand gorevi gorerek de, hiicre 6liimiine katkida

bulunmaktadir (Cassidy ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.10. Oksidatif stres ile indiiklenen AH’deki ana 6liim yolaklari. Noronlarda ROS
tarafindan indiiklenen apoptotik, nekrotik ve otofajik 6liim yolaklarinin asagi
akis semasi1 (He ve digerleri, 2017)
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2.10. Alzheimer Hastahgindaki Tedavi Yaklasimlar:

FDA tarafindan onaylanmuis, klinikte kullanilan AH tedavileri kolinerjik iletimi hedef alan
AChE inhibitorleri, NMDA reseptoriinii hedef alan NMDA antagonistleri ve Ap’nin
Klirensini hedef alan antikor tedavisinden olusmaktadir (internet 1; Petch ve Bressington,
2021).

2.10.1. AChE inhibitorleri

AH i¢in kullanilan AChE inhibitorleri ndrosinaptik iletimde 6énemli role sahip olan ACh’nin
hidrolizi yoluyla kolinerjik iletimin aksamasina neden olana asirt AChE aktivitesinin
baskilanmasimi hedeflemektedir. Donepezil, rivastigmin ve galantamin FDA tarafindan

onaylanmis ve klinik olarak da kullanilmakta olan AChE inhibitorleridir.

AH’ye yonelik bu ti¢ tedavi hakkinda detayl bilgi Cizelge 2.1°de verilmistir (Cummings ve
digerleri, 2018; Hampel, 2012). Bunlardan rivastigminin ve galantamin bitkisel kaynakli
AChE inhibitorleridir. Rivastigminin Physostigmina venenosum’dan izole edilen ve
sekonder bir metabolit olan fizostigminin alkaloidinin sentetik bir tiirevidir (Pinho ve
digerleri, 2013). Izokinolin grubu bir alkaloid olan galantamin ise Galanthus woronowii’den
izole edilmekte olup, AChE inhibisyonunun yani sira nikotinik reseptdrlerin allosterik
modiilasyonunu ve ndrotransmitter saliniminin artiritlmasi saglamaktadir. Hem bu ¢oklu etki
mekanizmasi ve oral emiliminin %100 olmasi sebebiyle galantamin en ¢ok regete edilen
AChE inhibitoriidiir (Korabecny ve digerleri, 2015).

Ancak AChE inhibitorleri tedavi saglamamakta olup, yalnizca yagsam kalitesindeki diisiisii
yavaslatmak amaciyla palyatif tedavi olarak uygulanmaktadirlar (Graham ve digerleri,
2017). Bunun yani sira, bu ilaglar hepatotoksisite ve gastrointestinal sorunlar gibi yan etkileri
nedeniyle klinik kullanim i¢in ideal degildir (Labrou Editor, 2020; Zambrano ve digerleri,
2019). Bu nedenle, ¢oklu etki mekanizmasina sahip alternatif AChE inhibitorlerinin

kesfedilmesi kritik neme sahiptir (Dos Santos ve digerleri, 2018; Xu ve digerleri, 2016b).
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Cizelge 2.1. Klinik olarak kullanilan AChE inhibitorleri ve 6zellikleri
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2.10.2. N-metil-D-aspartat reseptor antagonisti

NMDA reseptorleri, hemen hemen tiim omurgali uyarici sinapslarda bulunan 6grenme ve
hafiza dahil olmak tizere temel sinir sistemi islevlerinde merkezi rol oynayan iyonotropik
glutamat reseptorleridir. NMDA reseptorlerinin agik durumda olmasi ¢ogunlukla hiicre
icerisine Sodyum (Na*), potasyum (K*) ve kalsiyum (Ca*?) akisina aracilik etmektedir; bu
durum hem fizyolojik hem de patolojik etkiler acisindan oldukca kritiktir. Magnezyum
(Mg*?), Cinko (Zn*?), norosteroidler ve yag asitleri gibi birgok endojen madde NMDA
reseptorlerinin aktivitesini modiile ederek, hiicre i¢i homeostazisin bozulmasina ve NMDA
aracil1 norotoksisiteye neden olmaktadir (Sekil 2.11). FDA tarafindan onaylanmis faz 4
asamasindaki bir diger bilesik olan Memantin ise Mg*? iyonlarindan daha yiiksek afinite ile
NMDA reseptorlerine baglanabilen antagonist bir ajandir. Reseptordeki iyon kanalini isgal
ederek, iyon akisin1i durdurmakta ve bdoylelikle norotoksisiteye aracilik eden NMDA
reseptorleri inhibe etmektedir (Johnson ve digerleri, 2015; Tan ve digerleri, 2012). Ancak
memantinin palyatif tedavi olarak uygulandigini ve ciddi psikotomimetik sorunlara neden

oldugu bilinmektedir (Graham ve digerleri, 2017; Kabir ve digerleri, 2019a).
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Sekil 2.11. Memantinin etki mekanizmasi. NR: N-metil-D-aspartat reseptorii; Ca*2:
Kalsiyum iyonu (Kabir ve digerleri, 2019a)

2.10.3. AP antikor tedavisi

AP formunun olusumu ve ndéronal ortamlarda birikimi AH’nin ana biyobelirte¢lerinden biri
olarak goriilmektedir ve patolojisinin klinik belirtilerden yaklasik on yil dnce olugsmaya
basladigina dair kanitlar mevcuttur. Bu sebepten AP uzun yillardir AH tedavisi i¢in 1yi bir
hedef olarak goriilmektedir. Ancak bu yilin baslarina kadar AP hedefli onaylanmis herhangi
bir tedavi bulunmamaktaydi. Klinik olarak kullanimi yeni onaylanan Aducanumab hem
Ap’ya yonelik klinik olarak kullanim1 onaylanan ilk ajan, hem de AH i¢in kabul goren ilk

antikor tedavisi olma 6zelligini tasimaktadir (Marasco, 2020).

Aducanumab, insan immiinoglobulin gama 1 (IgGl) monoklonal antikoru olarak
smiflandirilan bir immiinoterapotiktir. Kan-beyin bariyerini gegerek, beyindeki Ap’nin
monomer, agregasyona ugramis c¢oOziinebilir oligomer ve ¢Oziinmeyen fibriller
konformasyonlart se¢ici olarak hedeflemektedir. Etki mekanizmasini ise, Ap oligomer veya
fibrillerinin N-terminalindeki 3 ila 7 arasindaki aminoasitten olusan dogrusal bir epitopa
baglanarak, AP’ nin klirensini saglamaktadir (Sekil 2.12) (Linse ve digerleri, 2020; Padda
ve Parmar, 2021). Diger yandan, AB’nin klirensi yoluyla erken evrede hastaligin asagi akis
yolaklarin1 durdurup-durdurmayacagi heniiz agik degildir. Durdurabilse dahi Ap’y1 patolojik
esigin altindaki bir seviyeye getirmesinin ne kadar zaman alacagi ve bunun i¢in tekrarlanan

dozlarin gerekip-gerekmeyecegi belirsizdir (Lalli ve digerleri, 2021).
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Ayrica hastalik seyrinin erken indiiklenmesine neden olabilecegi yoniinde tartigmalar
mevcuttur (Padda ve Parmar, 2021). Klinik denemeleri daha gok yeni olan ve ¢ok kisitli bir
popiilasyon tiizerinde etkinligi denenen aducanumabin bas agrisi, diisme ve ishal gibi hafif
yan etkilerinin yami sira bazi hastalarda 6liime neden oldugu raporlanmis olup, uzun
donemdeki etkisi ile ilgili endise duyulmaktadir (Scheltens ve Vijverberg, 2021; Selkoe,
2019).
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Sekil 2.12. Aducanumab’in uygulanist ve molekiiler etki mekanizmasi. Aducanumab plak
olusumunu engelleyerek, olusan plaklara baglanarak ve Af’yr ortadan

kaldirmasi i¢in immiin hiicreleri uyararak Ap klirensini artirmaktadir (Internet
2)

2.11. Alzheimer Hastahigina Yonelik ila¢ Gelistirme Cahsmalar1 ve Hedefleri

Giincel terapdtik yaklagimlarin tedavi saglayamamasi ve giderek daha da artacak olan AH
ve AH benzeri nérodejeneratif hastaliklara bagli morbidite ve mortalite oranlari tedavide
etkin olabilecek yeni ilag etken maddelerinin kesfini ve gelistirilmesini 6nemli kilmaktadir

(Conrado ve digerleri, 2020; Cummings ve digerleri, 2019; Girdhar ve digerleri, 2015).
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Ilag etken maddelerinin genelde su ii¢ dzelligi tasimas1 beklenmektedir;

1. Biyolojik hedefine kars1 se¢icilik gostermesi,
2. Etkisinin doza bagli olmasi,

3. Etkisinin gegici olmasi

Bu ti¢ genel 6zelligin disinda nérodejeneratif hastalilar icin ila¢ etken maddesi olabilecek
etkin ve basarili bilesiklerin kesfedilmesi ve/veya gelistirilmesinde bilesigin farmakokinetik

ve farmakodinamik etki bakiminda bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Akkan,
2014).

2.11.1. Alzheimer hastahg icin farmakokinetik hedefler

Farmakokinetik, bir ilag adayinin canli bir organizmanin tizerindeki etkilerinin incelenmesi
olarak tanimlanmaktadir ve bilesiklerin viicuttaki konsantrasyon-zaman profilinin kinetigini
ile yakindan iliskili olan emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite (EDMA-T)
profilinin arastirilmasi ile karakterize edilmektedir. Bu sebepten ilag¢ kesif ve gelistirme
caligmalarinda etken maddenin giivenilirliginin ve etkinliginin degerlendirilmesi a¢isindan
farmakokinetik 6zelliklerin belirlenmesi 6nemli bir yere sahiptir (Dunnington ve digerleri,

2018; Reichel ve Lienau, 2015).

Ilac etken maddelerinin emilimi

Emilim; bilesiklerin uygulama bolgesinden pasif difiizyon, filtrasyon, aktif tasima,
endositoz, ekzositoz vb. yollar ile basarili bir sekilde sistemik dolasima tasinmasidir.
Viicutta akciger ve deri gibi birkag farkli emilim bélgesi bulunmasina karsin gastrointestinal
sistem aracili emilim en dnemlisidir (Toomula ve digerleri, 2011). Ozellikle ilag kesif ve
gelistirme calismalarinda oral olarak kullanimi hedeflenen ilag adaylarinin gastrointestinal
sistemden emilerek yiiksek verimli bir sekilde hedef dokuya ulagmasi beklenmektedir.
Gastrointestinal epitel hiicre zari, aralarinda proteinlerin bulundugu sikica paketlenmis
fosfolipitlerden olusmaktadir ve ilaclarin ¢ift katmanl lipit tabakasindan gegerek sistemik
dolagima ulagmasi1 gerekmektedir. Bu sebepten ilag etken madde adaylarinin lipofilikligi ve
¢ozlnlirliigli emilim hizi ve derecesini etkileyen en Onemli faktorlerdir (Alavijeh ve

digerleri, 2005; Tsantili-Kakoulidou, 2005). Bunlar disinda bilesigin yilizey alani ve
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bliytlikliigii, uygulanan doz, emilimin gerceklesecegi membranin biitlinliigii ve emilim alan1

da diger 6nemli hususlardir (Ataei, 2018).

Ilac etken maddelerinin dagilimi

Dagilim, ilacin uygulama yerinden 6nce kan dolasimina oradan da dokulara geri doniisiimlii
transferi olarak tanimlanmaktadir. Dagilim hedeflenen bolge veya dokuya iletilen ilag
miktarmin belirlenmesi agisindan ¢ok 6nemlidir. Bir ilacin dagilimini etkileyen baslica
faktorler; lipit ¢oziinilirliigli, membran-plazma gecirgenligi ve pH’s1, plazmadaki ve cesitli
dokulardaki konsantrasyonu, tasima proteinlerine ve dokulara baglanma durumlaridir

(Alavijeh ve digerleri, 2005; Toomula ve digerleri, 2011).

Ilac etken maddelerinin metabolizmasi

Metabolizma, ila¢ etken maddesi ana bilesiklerin enzimatik veya kimyasal reaksiyonlar
sonucu metabolitlerine doniistiigii biyotransformasyon siirecidir. Bu slire¢ ekzojen
bilesiklerin viicuttan atilimlarin1 kolaylastirmak i¢in hidrofiliteliklerinin artirarak suda daha
¢Oziinlir hale getirilmesini saglamaktadir. Hidrofilikligi artan bilesik bobrek yoluyla dolagim
sisteminden uzaklastiriimaktadir. Viicuttaki ana metabolizma bolgesi karacigerdir ve burada
metabolik doniisiim iki agsamada gerg¢eklesmektedir. Faz | metabolizma esas olarak sitokrom
P450 enzimleri (CYP450) tarafindan kataliz edilmektedir ve oksidasyon, indirgeme ve
hidroliz reaksiyonlarini igermektedir. Cogu zaman bu Faz I reaksiyonlar1 etken maddeyi
daha c¢oziiniir hale getirerek bobrekler yoluyla eliminasyonu kolaylastirmaktadir. Faz 1
reaksiyonlar1 genellikle faz II reaksiyonlari i¢in gerekli konjugasyon reaksiyon bolgelerini
Olusturmaktadir ve Faz II metabolizmasi ile eliminasyonu daha da kolaylastiracak
konjugasyon reaksiyonlarindan gerceklesmektedir. Uygulama yolu, doz, genetik yatkinlik
ve hastalik gibi durumlar ila¢ etken maddelerin metabolizmasinda etkileyen faktorlerdir

(Alavijeh ve digerleri, 2005; Toomula ve digerleri, 2011).

Ilac etken maddelerinin atilim1

Atilim, ilag ve diger toksik maddelerin viicuttan uzaklastirilmasini ifade etmektedir. Bu

stire¢ karaciger, akcigerler, ter, tiikiiriik ve solunum gibi ¢esitli yollar ile ger¢eklesebildigi
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gibi ¢ogunlukla, 6zellikle suda ¢oziiniir olanlar i¢in, bobrekler yoluyla gergeklesmektedir

(Alavijeh ve digerleri, 2005; Toomula ve digerleri, 2011).

Ilac etken maddelerinin toksisitesi

Toksisite, bir maddenin, hiicreler ve organlara zarar verme derecesini ifade etmektedir ve
gec donemdeki ilag gelistirme ¢alismalarindaki basarisizliklarin en énemli nedenlerinden
biridir. Toksisite tahminleri akut toksisite, genotoksisite ve hERG (Human Ether-a-go-go-
Related Gene) potasyum kanal toksisite olmak {izere farkli alt bagliklar ile

degerlendirilmektedir.

AH’1i hasta profilinin biiyiik bir cogunlukla 65 yas ve iistii bireylerden olusmasi nedeniyle
kalp kasilmasinin diizenlenmesinde rol oynayan hERG {izerindeki toksisitesinin erken
donemde degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica, yasa bagli olarak diyabet,
kardiyovaskiiler, metabolik ve sindirim bozukluklar1 yasamalar1 nedeniyle bir baska ilag
kullaniyor olma ihtimalleri yiiksektir. Bu sebepten AH’ye yoenlik ilag gelistirme
caligmalarinda ilag-ilag etkilesim potansiyelinin de arastirilarak erken donemde ortaya

konulmasi gerekmektedir (Dunnington ve digerleri, 2018).

Ilac etken maddeleri ve Lipinski kurallari

Bir bilesigin ilag olabilme potansiyelinin degerlendirmesindeki bir diger yontem ise
“Lipinsk’nin 5 Kurali” olarak bilinen, ilag benzeri bilesiklerin temel fizikokimyasal

ozelliklerine gore siniflandirildig: bir dizi parametrelerce uygunlugunun test edilmesidir.

Bu parametreler;

1) Molekiiler agirlik (MA) <500,

2) QPlog/Pow (Ongériilen oktanol / gaz partisyon katsayisi) <5,
3) Hidrojen bag donorii <5,

4) Hidrojen bag akseptorii < 10°dir.

Bu parametreler aslinda c¢ok giiglii bir fizikokimyasal mantiga dayanmaktadir. MA,

molekiiliin boyutu ile yakindan iligkilidir ve MA artik¢a molekiiliin boyutu da artmaktadir.
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Artan boyut bilesigin su molekiilleri ile arasinda biiyiilk bir boslugun olugmasina ve
¢cozlnlirliiglin azalmasina neden olmaktadir. Bu durumda bagirsak epitelinin yiizeyindeki
etken madde konsantrasyonunu ve dolayisiyla emilimin azaltmasina neden olmaktadir.
QPlog/Pow degerinin artirilmasi da lipofilikligin artirmakta, suda ¢Oziiniirligii ve emilimi
ise azaltmaktadir. Diger yandan, hidrojen baglari suda ¢oziinlirligiin artmasina neden
olmaktadir ve yiiksek hidrojen bag yapma kapasitesine sahip bilesiklerin membran
yapilarindaki bilayer lipit tabakalarinda gegebilmesi i¢in kirilip, bozulmasi gerekmektedir

(Kerns ve Di, 2008).

Ilac etken maddelerinin kan-beyin bariver gecirgenligi

Kilcal endotel hiicreleri, astrositler, perivaskiiler makrofajlar ve perisitler gibi farkl
hiicrelerden olusan kan-beyin bariyeri (KBB), viicudun komuta merkezi olarak gérev yapan
merkezi sinir sisteminin (MSS) norotoksik ajanlara karsi korunarak, homeostazisinin
stirdiiriilmesini saglamaktadir. Hiicreler arasindaki siki baglantilar1 ve hiicre dis1 matrisi
sayesinde yalnizca MSS igin gerekli besinlerin ve oksijenin beyne ulasmasini saglamaktadir
(Ebrahimi ve digerleri, 2020).

KBB MSS’ye norotoksinlerin yani sira ndrodejeratif hastaliklarin tedavisi i¢in gerekli olan
bazi ilaglarin ve terapétik ajanlarin gegisini de engellemesi nedeniyle AH’ye yonelik ilag
gelistirme ¢alismalar1 icin ciddi bir zorluk teskil etmektedir. Bu durum AH ve AH gibi
norodejeratif hastaliklara yonelik tedavi gelistirme ¢alismalarinda KBB penetrasyonu ana
stratejilerden biri olmasina yol agmaktadir (Conrado ve digerleri, 2020; Cummings ve
digerleri, 2019; Poovaiah ve digerleri, 2018). Bir ilacin KBB'yi gegme potansiyeli, onun
fizikokimyasal 6zellikleri ile yakindan iligkilidir. KBB penetrasyonunun birgok belirleyicisi
tanimlanmis olmasina ragmen, baslica ve en 6nemli olan parametreler bilesigin polar yiizey
alanin  blytikligl, molekiiler agirligi ve hidrojen baglama yetenegi ile Olciilen
lipofilikligidir. MSS’de etkili olabilecek bir ila¢ adaymin kiigiikk gozeneklerden veya
hiicresel kanallardan gegebilmesi icin polar yiizey alanin 90 A%den, molekiiler agirliginin
ise 450 Dalton’dan kiigiik olmasi gerekmektedir. Ayrica, KBB'nin endotel hiicreleri, lipofilik
membranlarla ¢evrelenmistir. Bu nedenle merkezi sinir sistemine geg¢mesi gereken
maddelerin kanin hidrofilik ortamindan endotel hiicrelerinin hidrofobik ortamina gegmesi
gerekmektedir. Hidrojen bag dondr sayisi 3’den az olan lipofilik bilesiklerin KBB boyunca
taginabildigi bilinmekte olup, AH gibi nérodejeratif hastaliklarin hedeflendigi ilag kesif ve
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gelistirme c¢aligmalarinda etken maddenin EDMA-T’nin yami1 sira bu fizikokimyasal
ozelliklere de sahip olmasi hedeflenmektedir (Conrado ve digerleri, 2020; Poovaiah ve
digerleri, 2018) .

2.11.2. Alzheimer hastahg icin farmakodinamik hedefler

Farmakokinetik 6zelliklerin yani sira, ilag kesif ve gelistirme calismalarinda etken maddenin
fizyolojik, biyokimyasal ve patolojik olaylar {izerindeki etkisinin (farmakodinamik)
belirlenmesi de 6nemlidir (Akkan, 2014). AH’nin ana biyobelirteglerinden AP ve tau’nun
yan1 sira oksidatif stresin kaynakli patolojilere karst1 korunma saglayabilecek
farmakodinamik &zelliklere sahip ila¢ etken maddelerinin kesfedilip, gelistirilmesi

amaglanmaktadir (Cummings ve digerleri, 2019; Valis ve digerleri, 2019).

AP ve tau’va vonelik farmakodinamik hedefler

Protein agregasyonu bircok norodejeneratif hastalik gibi AH tedavisi i¢in de Onemli
mekanizmalarindan birdir (Hussain ve digerleri, 2018b; Ross ve Poirier, 2004). AP
iretiminin modiilasyonu i¢in sekretazlarin (§ ve y) ve proteazlarin yani sira immiinoterapik
yaklagimlar ile AP plak olusum miktarinin azaltilmasi hedeflenmektedir. B-sekretazlarin
modiilasyonu i¢in APP'yi pargalayan ilk enzim olan f3- sekretaz-1 (BACE-1), y-sekretaz i¢in
ise nicastrin (NCSTN), presenilin (PEN-1), 6n farenks defektif -1 (APH-1) ve presenilin
arttirici-2 (PEN-2) hedef alinmaktadir. Fakat, sekretazlarin AB’nin yani sira transmembran
proteinlerin substratini da pargaliyor olmasi ve bunlart hedef alan ajanlar kan-beyin bariyeri
penetrasyonu, karaciger toksisitesi, gastrointestinal kanama ve immiinosiipresyon ile ilgili
sorunlar1 nedeniyle basarili heniiz basarili bir tedavi sunamamaktadir. Patolojik AB’nin
parcalanmasini saglayan proteaz ekspresyonlari uyarilmasi veya proteazlari diizenleyen
endojen inhibitdrleri baskilanmasi da bir diger yaklasimdir ve AP’nin monomer ve fibril
formlarinin bozulmasini artirarak, AH patolojisnin zayiflatilmasina katkida bulunmaktadir.
Diger yandan, pasif immiinizasyon ve monoklonal antikorlar1 kapsayan immiinoterapik
yaklagimlar ile de oligomer/fibril olusumunun 6nlenmesi ve AP agregalarini ¢oziilmesi
amaglamakta olup, 6zellikle pasif immiinizasyona alternatif olarak gelistirilen Aducanumab
gibi monoklonal antikorlarin gelecekte umut vaat ettigi disiiniilmektedir (Graham ve
digerleri, 2017; Marasco, 2020). NFY olusumunun hastalik patolojisindeki yeri ile ilgili

caligmalarin artmasiyla, bu olusumun engellenmesi de cazip hale gelmeye baslamistir.
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Bu kapsamda tau kinazlarinin inhibisyonu veya fosfatazlarin aktivasyonu yoluyla
fosforilasyonunun azaltilmasi, tau klirensinin artirilmast ile hiperfosforile tau birikiminin

azaltilma ve mikrotiibiiliin stabilizasyonun artirilmasi agik terapotik hedeflerdir.

AH patogenezinde en ¢ok incelenen tau kinazlari, Glikojen sentaz kinaz-3 beta (GSK-3f3) ve
siklin bagimli kinaz 5 (CDKS5)’dir ve bunlarin asir1 aktivitelerinin engellenmesi i¢in inhibitor
arastirma ve gelistirme caligmalar1 devam etmektedir. Bununla birlikte, AH'nin tedavisinde
GSK-3p ve CDKS5 inhibitdrlerinin kullanimi, bu proteinlerin ¢oklu hiicre sinyal yolaklarinda
oynadig1 temel rollerden dolayr aktivitesi 6zglinligii ve dar bir giivenlik marjina sahip
olmalar1 gibi bazi endiseleri de beraberinde getirmektedir. Diger yandan defosforilasyondan
sorumlu olan fosfatazlar AH ile asag: regiile olmaktadir, bu sebepten fosfatazlarin yukar
regiilasyonu da AH’deki tau hiperfosforilasyonu ve ndrofibril yumak olusumunu hedef alan
bir bagka yaklagimdir. Ancak, protein kinazlardan ¢ok daha genis substrat se¢iciligine sahip
olmalar1 nedeniyle yakin gelecekte klinik faydalar saglamalar1 oldukg¢a gii¢ goriinmektedir.
Tau fosforilasyonunu modiile etmenin potansiyel bir alternatifi de gen ve protein
ekspresyonunu veya Kklirensini diizenleyen ubikitinasyon-proteazomal ve lizozomal
molekiiller yolaklar1 hedeflemektir. Bu yolaklarin aktivasyonu veya tau asetilasyonun
inhibisyonu yoluyla tau tiirlerinin seviyesi azaltilabilmekte, bdylelikle toplam hiicre i¢i
klirensi arttirilmaktadir. Tau disfonksiyonu ile iliskili olan mikrotiibiill bozulmasinin
engellenmesi i¢in ise mikrotiibiil stabilizatorlerinin kullanimi s6z konusudur. Hatta AH i¢in
klinik Oncesi ve klinik ¢alismalarda test edilmis stabilizator de bulunmaktadir. Ancak bunlar
kan-beyin bariyer penetrasyonlarinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle MSS’ye ulasamamakta
olup, kullanimlar1 AH i¢in tedavi saglamamaktadir (Aso ve Ferrer, 2012; Yang ve Wang,
2018).

Oksidatif strese vonelik vaklasimlar

AH patogenezinin hem baglangicinda hem de ilerlemesinde oldukca fonksiyonel bir role
sahip olmas1 sebebiyle oksidatif stresin azaltilmasi da 6nemli bir yaklasimdir (Niedzielska
ve digerleri, 2016). Bu yaklasim ile temel olarak ROS’u siipiirerek oksidasyonu azaltan ve
noronal korunumu saglayan antioksidan mekanizmalar hedef alinmaktadir. Bu kapsamda
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri

oksidatif strese karsi birincil savunma hatt1 olarak goriilmekte ve siiperoksit ve peroksit
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katabolizmasinin uyarmalari nedeni ile siklikla ¢alisilmaktadir (Sekil 2.13) (Feng ve Wang,
2012; Ighodaro ve Akinloye, 2018).

SOD; oksidatif bozunma yoluyla siiperoksit radikallerini H.O,'ye doniistiirmektedir. Ayrica,
organik bilesiklerden suyun ayrilmasini katalize eden dehidrataz enziminin serbest radikaller
tarafindan inaktive edilmesini de engellemektedir. SOD’un ii¢ farkli formu bulunmaktadir,
bunlardan bakir-ginko i¢geren SOD (Cu, Zn-SOD) olan SOD-1, toksik O2 " anyonlarinin H>,O>
ve O.'ye doniisiimiinii katalize eden sekiz antiparalel beta ipligi ve iki metal atomundan
olusan bir homodimerdir. Sitozolde bulunmaktadir ve 6zellikle pH'tan bagimsiz olarak
dismutasyonu Kkatalize etmektedir. SOD-1 siiperoksit radikallerini detoksifiye etmesi

nedeniyle AH’de birinci savunma hatt1 olarak goriilmektedir (Lee ve digerleri, 2020).

KAT; hiicre i¢inde iiretilen H.O2’yi, H2O ve molekiiler O2’ye enzimatik olarak katabolize
eden enzimlerden biridir. CAT, SOD’un basladig1 detoksifikasyon siirecini tamamlayarak,
hiicreleri korunmasinda 6nemli bir role sahiptir. Ayrica, adaptif bir yanit olarak oksidatif

strese kars1 tolerans kazanilmasina da aracilik etmektedir (Lee ve digerleri, 2020).

GPx; H202’yi katalize eden bir diger enzimdir. KAT’ dan farkli olarak, memeli hiicrelerinin
oksidatif hasara kars1 korunmasinda glutatyonu kullanmaktadir ve ¢esitli hidroperoksitlerin
H20 veya karsilik gelen alkollere indirgenmesini katalizlemektedir. GPx’in pek ¢ok formu
bulunmaktadir; bunlardan GPx1 ve GPx4 beyin dokusunda baskin olan formlardir. GPx1,
H202 ve organik hidroperoksitleri azaltmaktadir. Diger yandan, fosfolipit hidroperoksit
glutatyon peroksidaz olan GPx4, sitozolde bulunmaktadir ve dogrudan fosfolipit
hidroperoksitlerini, yag asidi hidroperoksitlerini ve kolesterol hidroperoksitlerini azaltabilen

bir membran fraksiyonudur (Lee ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.13. Birinci savunma hatt1 antioksidanlar ve gorevleri (Ighodaro ve Akinloye, 2018)

Kolinerjik sisteme yonelik yaklasimlari

AH 1ile birlikte kolinerjik iletimden sorumlu proteinlerin yap1 veya fonksiyonlarindaki
degisiklikler kolinerjik iletimin aksamasina ve dolayisiyla ndrodejenerasyona neden
olmaktadir. Bu sebepten kolinerjik iletimde rol alan ACh ve ACh’nin tiretiminden sorumlu
olan asetilcoA, ChAT aktivitelerinin artirillmasi veya post sinaptik iletimden sonra ACh’i
katabolize eden AChE’nin inhibisyonu hedeflenmektedir. AChE kinetik olarak en etkili
enzimlerden biridir ve her bir AChE molekiiliiniin saniyede 5000 ACh molekiiliinii hidrolize
edebildigi bilinmektedir (Sekil 2.14). Bu sebepten mevcut c¢aligmalar ile ¢ogunlukla
hidrolize edici bu enzimin inhibisyonuna odaklanilmakta olup (Holzgrabe ve digerleri, 2007;
Koganci ve Aslim, 2016; Lazarevic-Pasti ve digerleri, 2017), AH’ye yonelik ilag gelistirme
caligmalarinda AChE inhibisyonu altin bir standart olarak goriilmektedir (Garcimartin ve
digerleri, 2017).
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Sekil 2.14. AChE inhibitorlerinin etki mekanizmasi. AcCoA: Asetilkoenzim A; ACh:
Asetilkolin; AChE: Asetilkolinesteraz; Ca*™: Kalsiyum iyonu (Vallés ve
digerleri, 2014)

Noral Morfoloji ve Norogeneze Yonelik Yaklasimlar

Normal noronal siire¢lerden sorumlu olan molekiillerin islevsizligi ile ndranal gelisim ve
morfoloji bozukluklar1 arasinda yakindan bir iligki oldugu ve bunun ndérodejenerasyon
slireglerinin vazgegilmez bir pargasi oldugu bilinmektedir (Benussi ve digerleri, 2017;
Cohen-Cory ve digerleri, 2010; Tusi ve digerleri, 2012). Bu sebepten hasar gormiis
ndronlarin kurtarilmasi ve ndérogenezin uyarilmasi, ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisine
yonelik yaklagimlardan bir digeridir. Bu kapsamda, norotrofik faktorler ailesinin birer iiyesi
olan noral gelisim faktorii (NGF), beyin-tiirevli nérotrofik faktér (BDNF), norotrofin-3(NT-
3) ve norotrofin-4 (NT-4) gibi molekiillerin terapotik amacgh kullanimi oldukga cazip bir
yaklagim gibi goriilmektedir. Ancak, bu molekiiller kan-beyin bariyerinden gegememeleri
ve periferik uygulama sonrasi peptidazlar tarafindan kararsiz hale getirilmeleri nedeniyle
MSS’de etkili bir tedavi saglayamamaktadir (Enciu ve digerleri, 2011; Hur ve digerleri,
2004). Bu sebepten direk olarak bu faktorlerin uygulanmasindan ziyade, bu noérotrofik
faktorlerin salinimini artirabilen veya ilgili yolaklarini giiglendirebilen molekiiller alternatif

bir yaklagim olarak goriilmektedir (Gassaway ve digerleri, 2016).
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2.11.3. Alzheimer hastahginda icin gelistirilmekte olan tedaviler

AH tedavisine yonelik 2016-2020 yillar1 arasinda arastirilan ajanlarin (kiigiik molekiil
terapileri ve monoklonal antikorlar) hedefleri ve hedeflerine yonelik ilginin yillara gore
degisiminin incelendiginde Ozellikle son yillarda tau, anti-enflamatuar, sinaptik ve
norokoruyucu, metabolik, ndrogenez ve epigenetik bazli ajanlara olan ilginin arttig
goriilmektedir (Sekil 2.15) (Cummings ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.15. AH’ye yonelik terapdtiklerinin hedeflerin son bes yildaki degisimi. A-B:
Biyolojik Ap tedavileri; A-KM: AP’yi hedef alan kiiciik molekiiller; T-B:
Biyolojik tau tedavileri; T-KM: tau’yu hedef alan kii¢iik molekiiller; S/N:
Sinaptik plastisite/nérokoruma; M/B: Metabolizma/biyoenerjitik; 1/1/1:
Inflamasyon/infeksiyon/immiinite; V: Vaskiilersistem; N/B/H:
Norogeneziz/biiyiime faktorii/hormon; E: Epigenetik; P: Proteostazis; D:
Digerleri (Cummings ve digerleri, 2020)

Diger yandan 2021 yil1 itibari ile klinik olarak aragtirmalar1 devam eden terapétik adaylar
Sekil 2.16°da verilmistir. AH i¢in etkin bir tedavi aday1 olabilme potansiyeline sahip olan
bu 126 ajanin 28’1 faz 3 asamasinda, 74’1 faz 2 asamasinda ve 24’ii faz 1 asamasinda
arastirilmaktadir.  Arastirmalardaki ilaglarin  biyiik bir kismi  (%82,5’i), hastalik
modifikasyonu amaciyla AH'nin altinda yatan patobiyolojiyi hedef almaktadir. Kiigiik

molekiillii ilaglar ve biyolojik terapileri iceren bu ajanlar ile ¢ogunlukla inflamasyon,
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sinaptik plastisite, AP ve Tau gibi AH patobiyolojisindeki mekanizmalardan biri
hedeflenmektedir (Cummings ve digerleri, 2021).
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Sekil 2.16. AH tedavisine yonelik klinik deneylerde ile arastirilan ajanlar. 2021 yilinda
arastirmalar1 devem eden bu ajanlardan Faz 3 asamasindakiler i¢ halkada, Faz
2 asamasindakiler ortadaki halkada, Faz 1’ler ise dis halkada bulunmaktadir.
Yesil alanlarda ajanlar biyolojik; mor alanlarda hastaligin modifiye eden kiigiik
molekiiller; turuncu renkli alanda ise semptomlar1 hafifleten ajanlara yer
verilmistir. Simgelerin sekli klinik denemenin gerceklestirildigi popiilasyonu,
simgelerin sekli ise tedavi ile hedeflenen etki mekanizmasini gostermektedir
(Cummings ve digerleri, 2020)

2.12. ila¢ Kesif ve Gelistirme Calismalarinda /n-Siliko Yaklasimlar

Geleneksel yontemler ile yeni bir ilacin kesfi veya gelistirilmesi genellikle zaman alici, riskli
ve olduk¢a maliyetli bir siiregtir. Oyle ki, bir bilesigin ticari olarak kullanilabilmesi yaklagik
14 y1l siirmektedir ve bu siire¢ ortalama 0,8-1,2 milyar dolara mal olmaktadir. Dahas1 pek
cok tekrar ve hata dongilisilinii igeren bu siirece girebilen 40.000 adaydan yalnizca besi klinik
oncesi deneme asamalarina, klinik deneylere ise yalnizca biri ulasabilmektedir. /n-siliko,
bilgisayarda gerceklestirilen matematik tabanli hesaplamali deneysel siire¢leri tanimlamak
icin kullanilan bir ifadedir. In-siliko (bilgisayar destekli) ila¢ kesif ve gelistirme

caligmalariyla ise hedeflenen biyolojik yapilar lizerinde etkili yeni ilag adaylar ve etkilerinin
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molekiiler temelleri arastirilmaktadir. Bu yontemler ile ilag kesif ve gelistirme siirecindeki
aday bilesiklerin kurulan yapi-aktivite iligkileri ile farmakokinetik ve toksikolojik, homoloji
modelleme, molekiiler kenetlenme ve molekiiler dinamik (MD) simiilasyonu igeren
arastirma siiregleri ile de farmakodinamik profilleri tahmin edilerek, hedefe yonelik daha
etkin, yeni ve giivenli olasi ilag¢ adaylar1 ortaya konulmaktadir. Son donemde kullanimi daha
da artan in-siliko ilag kesif ¢alismalar1 geleneksel siireclerdeki zaman ve maliyetin enredeyse
yariya kadar diisiirmesi nedeniyle etkin ve giivenli ilaglarin arastirilmasin da 6nemli bir arag

olarak goriilmektedir (Sekil 2.17) (Bisht ve Singh, 2018; Ou-Yang ve digerleri, 2012).
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Sekil 2.17. In-siliko ilag kesif ve gelistirmede ¢alismalarmin siireci ve ydntemleri (Rocha-
Roa vd., 2018).

Kuantum mekanigi, molekiiler mekanik, minimizasyon, simiilasyon, konformasyonel
analizler ve molekiiler sistemlerin davraniglarini temel alan in-siliko ilag kesif ¢alismalari
liganda tabanli yaklasim ve hedef tabanli yaklasim olmak iizere temelde iki simnifa
ayrilmaktadir (Eren ve Yalgin, 2020). Bu yaklasimalar ve kullanilan stratejiler Sekil 2.18’de

Ozetlenmistir
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Sekil 2.18. Bilgisayar destekli ila¢ kesif ¢alismalarindaki yaklasimlar. Oncelikle terapotik
bir hedefin belirlenmesi gerekmektedir. Yap1 bilgisinin mevcudiyetine bagl
olarak, yap1 veya ligand bazl bir yaklasim kullanilmaktadir. Ilgili hesaplama
yontem/programlart kullanilmasi ile bir veya birden fazla oOncii bilesik
tanimlanmaktadir. Birkag optimizasyon dongiiniin ardindan yeni ilag aday1
ortaya konulmaktadir. QSAR: Nicel yapi-aktivite iliskisi; MD: Molekiiler
dinamik simiilasyon (Sliwoski ve digerleri, 2014)

2.12.1. Alzheimer hastaligina yonelik gelistirilen ilaglarda in-siliko yaklasimlar

AH’ye yonelik in-siliko ilag kesif ¢alismalari ile hedeflenebilen AP ve AP ile iliskili
sekretazlar, NMDA reseptorii, tau ve tau ile iliskili kinaz ve proteazlar, muskarinik ve
nikotinik reseptorler gibi AH patolojisi ile iligkisi oldugu bilinen birgok protein
bulunmaktadir (Greco ve digerleri, 2012; Salman ve digerleri, 2021; Dos Santos Maia ve
digerleri, 2020). Ancak, bu bdliimde bu proteinlerden tez ¢alismasinda kapsaminda olan ve
AH’ye yonelik in-siliko ilag kesif ve gelistirme ¢alismalarinda en gok ¢alisilan AChE’ye yer

verilmistir.

AChE’nin inhibisyonu

AChE enzimin inhibisyonu AH’ye yonelik in-siliko ilag ¢alismalarinda en ¢ok arastirilan
terapotik yaklasimlardan biridir. Karboksil esteraz ailesine ait olan AChE enzimi katalitik
aktif bolge (CAS), periferik anyonik bolge (PAS) ve 20A derinliginde dar bir gecit alanina
sahiptir (Abbasi ve digerleri, 2018; Mishra ve digerleri, 2019). Hidroliz i¢in ACh 6nce
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elektrostatik ¢ekim ile PAS bolgesine daha sonra da kolinerjik iletimin sonlandirilmasindan
sorumlu olan CAS merkezine ulagsmasi1 gerekmektedir (Sekil 2.19) (Asghar ve digerleri,
2020; Jiang ve Gao, 2019). Bu sebepten AChE enzimi iizerindeki ACh baglanma
bolgelerinin isgal edilerek, hidrolizin engellenmesi hedeflenmektedir ve in-siliko galismalar

ile bunu saglayabilecek yeni molekiillerin kesfine odaklaniimastir.
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Sekil 2.19. AChE enziminin molekiiler yapisi ve ACh hidrolizinin kimyasal temelleri. CAS:
Katalitik aktif bolge; PAS: Periferik anyonik bolge; ACh: Asetilkolin; AChE:
Asetilkolinesteraz; Asp: Aspartat; Glu: Glutamat; His: Histidin; Ser: Serin
(Kushwaha ve digerleri, 2016)

In-siliko AChE inhibitor caligmalari baslica mevcut ilaglarin yeniden kullanimini, bitkisel
metabolitlerin ve sentetik molekiillerin inhibitér olma potansiyelinin arastirilmasini
icermektedir. Bitkisel metabolitler, cok daha az miktarda toksisite seviyesi ile onemli bir
terapotik madde kaynagidir ve bunlarin AChE’yi yiiksek oranda inhibe etme potansiyeline
sahip oldugu bilinmektedir (Awasthi ve digerleri, 2016; Dos Santos ve digerleri, 2018). Sekil
2.20’de farkli bitkisel gruplarindan inhibitor aktivitesi ile yakindan iligkili oldugu diistiniilen
AChE iizerindeki aktif baglanma bolgeleri verilmistir. Bu bitkisel gruplarin AChE inhibitori
olma potansiyelini belirlemek amaciyla en ¢ok c¢alisilan grup alkaloidlerdir. Alkaloidlerin
anti-AChE aktivitesi, pozitif yiiklii AChE aktif bolgesindeki “anyonik” alt bolgeye baglanan
nitrojen yapilarma ve PAS bolgesi ile giiclii etkilesimine atfedilmektedir. Ozellikle berberin
ve palmatinin gibi, izokinolin grubu alkaloidlerin bu etkileri sayesinde en yiiksek inhibisyon
etkisi gosterebilecek bitkisel bilesikler oldugu raporlanmistir (Dos Santos ve digerleri,
2018).
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Asetilkolinesteraz

Sekil 2.20. Dogal AChE inhibitorlerinin enzimin iizerindeki baglanma bolgeleri. AChE
iizerindeki gecit bolgesi, esteratik bolge, anyonik bolge, periferik anyonik bolge
(PAS) ve hidrofobik cep (HP) gosterilmektedir. Renkli daireler, belirtilen
siniflara ait bilesiklerin ana baglanma bolgelerini temsil etmektedir (Dos Santos
ve digerleri, 2018)

2.13. Alzheimer Hastahi@inin Tedavisinde Kullanilan Alternatif Bitkisel Sekonder
Metabolitler

Fitokimyasallar bitkiler tarafindan {retilen biyoaktif bilesiklerdir ve bitkilerin
predatorlerden korunmasinin, tozlasmanin, biliylime ve gelismenin saglanmasinda rol
almaktadirlar (Huang ve digerleri, 2016b). Sekil 2.21°de de 6zetlendigi gibi fitokimyasallar,
primer ve sekonder metabolitler olarak ikiye ayrilmaktadir. Primer metabolitler
karbonhidratlari, lipidleri ve niikleik asitleri igerisine alan gruptur ve iireme, biiyiime ve
gelisme gibi yasamsal temel siireglere eslik etmektedir. Sekonder metabolitler ise biiyiik bir
kismi primer metabolitlerden biyosentezlenen ve gevresel streslere karsi korumadan, patojen
ve predatorlerin saldirist sirasinda savunmaya kadar bitkinin ikincil metabolizmasina

atfedilen ¢esitli ekolojik rollerde gorev almaktadir (Isah, 2019).
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FITOKIMYASALLAR
I I
Primer Bilesikler Sekonder Bilesikler
Karbonhidratlar, lipidler, Fenolikler, terpenoitler,
proteinler, klorofiller, saponinler, polisakkaritler,
niikleik asitler alkaloidler...

Sekil 2.21. Fitokimyasallarin siniflandirilmasi

Bitkisel kaynakli bu metabolitler antioksidan, anti-viral, anti-fungal, anti-kanser ve noral
koruma gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle antik ¢aglardan beri
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (A. Hussein ve A. EI-Anssary, 2019; Chitra Jain;
Shivani Khatana; Rekha Vijayvergia, 2019). Bugiin bile kullandigimiz ilaglarin %25’
bitkisel kaynaklardan iiretilen bu metabolitlerden olusmaktadir (Isah, 2019). Yiiksek etki
potansiyelleri nedeniyle sekonder metabolitler bitkisel kokenli ila¢ etken madde
arastirmalarinda en ¢ok calisilan gruptur ve kendi iglerinde fenolik bilesikler, terpenler ve
alkaloidler olmak iizere tige ayrilmaktadir (Swamy, 2020). Sekonder metabolitlerin biyolojik
aktivitesi DNA bazlariin kovalent ve kovalent olmayan modifikasyonu, biyomembranlar
ve niikleik asitler ile etkilesimleri ve antioksidan 6zelliklerine atfedilmektedir (Wink, 2015).
AH ve AH benzeri norodejeneratif hastalilarda ise sinyal yolaklarinin, néroreseptorlerin,
norotransmiterlerin, iyon kanal ve pompalarinin regiilasyonu, oksidatif stresin baskilanmasi
ve Proteostazis yoluyla noral korunumu saglayadiklart bilinmektedir (A. Hussein ve A. El-
Anssary, 2019; Hussain ve digerleri, 2019; Wink, 2015).

2.13.1. Bitkisel ila¢ aday1 olarak polifenoller

Polifenoller meyvelerde, sebzelerde, baklagillerde, tahillarda, ¢ay, kahve ve sarap gibi
iceceklerde bulunan, pentoz fosfat, shikinat ve fenilpropanoid yollardan tiiretilen bitkisel
sekonder metabolitlerdir. Baslica fenolik asitler, flavonoidler, tanenler ve stilbenler olarak
siniflandirilmakta ve bitkilerin renk, tat, kokusundan sorumludurlar. Polifenoller serbest

radikallerin temizlenmesi, endojen antioksidan enzimlerinin modiilasyonu, iki degerli
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katyonlarin selatlanmasi1 ve stabilizasyonu sayesinde yiiksek antioksidan ozellige sahip
organik bilesiklerdir (Elufioye ve digerleri, 2017; Ozcan ve digerleri, 2014). Antioksidan
ozelliklerinin yam1 sira AH ile iliski AP, Tau ve AChE proteinlerini, hiicresel sinyal

yolaklarini ve néral apoptozu modiile edebilmektedirler (Omar, 2017).

2.13.2. Bitkisel ila¢ adayi olarak terpenoidler

Izoprenoidler olarak da bilinen terpenoidler bol miktarda bulunan ve yapisal olarak oldukca
cesitli olan dogal iriinlerdir. Terpenoidler; hemiterpenoidler, monoterpenoidler,
seskiterpenoidler, diterpenoidler, sesterterpenoidler, triterpenoidler, tetraterpenoidler
(karotenoidler) ve politerpenoidler olmak {izere sekiz sinifa ayrilmaktadir (Ludwiczuk A.,
Skalicka-Wozniak K., 2017). Terpenoidler de antioksidan, anti-enflamatuvar, Tau, AChE ve
ChE o6zellikleri ile oksidatif stresin azalmasi buna karsin nérotransmitter saliminin artirmasi
ile noroprotektif etki saglamaktadirlar (Hazekamp ve digerleri, 2010; Ludwiczuk A.,
Skalicka-Wozniak K., 2017).

2.13.3. Bitkisel ila¢ adayi olarak alkaloidler

Alkaloidler, karbon, hidrojen, azot ve ¢ogunlukla oksijen i¢eren bitkisel kaynakli sekonder
metabolitlerdir (Hussain ve digerleri, 2018a). Yapilarina gore indoller, kinolinler,
izokinolinler, pirolidinlerin, piridinler, pirolizidinler, tropanlar, terpenoidlerin ve steroidler
gibi smiflara ayrilmaktadirlar (Kurek, 2019). Alkaloidler modern tipta analjezik, anti-
hiperglisemik, antikanser, anti-aritmik, anti-bakteriyel, psikotropik ve uyarici gibi etkileri
sebebiyle kullanilmaktadir (Amirkia ve Heinrich, 2014; Hussain ve digerleri, 2018a). Bunun
yani sira, alkaloidlerin ¢ogunun iyi bir ¢oziiniirlik profiline ve diigsilk molekiiler agirliga
(<500Da) sahip olmasi, hidrojen bag sayisiy1, lipofilikilik ve Lipinskini bes kuralina uymasi
ve antioksidan, anti-Ap, Anti-AChE, anti-BuChE, NMDA antagonistligi gibi ¢oklu etki
mekanizmasi sayesinde AH tedavisi i¢in de iyi bir ila¢ aday olabilecegi bildirilmistir (Kong
ve digerleri, 2021). Bu alkaoloidlerden birka¢i ve etki mekanizmasi Cizelge 2.2’de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Alkaloid gruplar1 ve AH patolojisi tizerindeki etkileri

Gruplar Alkaloidler Bitkisel kaynaklar Noérokoruyucu Aktivite Kaynak

Physostigma venosum

indoller Fizostigmin Uncaria tomentosa Anti-AChE, anti-BuChE, anti-  (Girdhar ve
Ibogain Tabernanthe iboga AB, NMDA antagonisti digerleri, 2015)
Kinin Cinchona officinalis . - - (Dey ve Mukherjee,
Kinolinler Kinidin Cusparia trifoliata igt:/—?;}t;i%kz?égfuChE, anti- 2017; Zhao ve
Kiisparin Genus Peganum digerleri, 2013)
Galantamin Berberis vulaaris (Girdhar ve
Co Papaverin ga Anti-AChE, anti-BuChE, anti-  digerleri, 2015;
Izokinolinler . Papaver somniferum o . e .
Berberin - AB, ve antioksidan Singh ve digerleri,
: Galanthus nivalis
Morfin 2021)
Higrin Erythroxylon coca . N :
Pirolidinler  Stahidrin Stachys tuberifera ACh ve muskarinik reseptor  (Girdhar ve
R P modiilatorii, anti-Ap digerleri, 2015)
Nikotin Nicotiana tobaccum
L Arekolin Areca catechu Muskarinik reseptor .
Piridinler Lobelin Lobelia inflata antagonisti (Wiart, 2014)
Lo . . . (Moreira ve
Pirolizidin Heliosupin Solenanthus lanatus Anti-AChE digerleri, 2018)
Skopolamin Atropa belladone Muskarinik ve nikotinik (Rajput ve digerleri
Tropanlar Atropin Datura stramonium reseptor modiilatorii, Anti- ZOZJB & ’
Kokain Erythroxylon coca AChE
Ursolik asit (Ahmed ve digerleri,
Terpenoidler . Micromeria cilicica Anti-AChE ve anti-BuChE 2013; Huang ve
Akonin o .
digerleri, 2020)
- Funtumin Holarrhena lancifolius . (Girdhar ve
Steroidler Solanidin Funtumia latifolia Anti-AChE digerleri, 2015)

2.14. izokinolin Alkaloidleri ve Alzheimer Uzerindeki Etkileri

Genis bir alkaloid grubu olan izokinolinler baslica Papaveraceae, Berberidaceae ve
Ranunculaceae gibi bitki ailelerinde bulunmaktadir. Yapilart piridin halkasina kaynagmig
benzen halkasindan olusan basit izokinolin ile ikinci bir aromatik halka igeren
benzilizokinolinlerin birlesiminden meydana gelmektedir (Sekil 2.22) (Dey ve digerleri,
2020; Khan ve Suresh Kumar, 2015).
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Sekil 2.22. izokinolin grubu alkaloidlerin temel kimyasal yapisi. A) bir izokinolin pargast;
B) benzilizokinolin pargasi (Khan ve Suresh Kumar, 2015)
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Analjezik (morfin), anti-bakteriyel (berberin), anti-tussif (kodein), anti-romatizmal
(sinomenin) ve anti-AChE (galantamin) gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinen
izokinolin grubu alkaloidler ilag kesfi ve gelistirme siireglerinde yiiksek basar1 potansiyeline
sahip Oncli bilesikler olarak nitelendirilmektedir (Shang ve digerleri, 2020). Ayrica,
izokinolin grubu alkaloidlerin PI3K/Akt ve JINK/Nrf2/NQO1 gibi yolaklarin aktivesini ve
mitokondriyal membran potansiyelini diizenleyerek ROS iiretimini ve lipit peroksidasyon
olusumunu azaltip, antioksidan mekanizmayi aktive edebildigi ve bu sayede nérokoruyucu
aktivite gosterdigi bilinmektedir (Shang ve digerleri, 2020). Bunu yan1 sira birgok izokinolin
alkaloidinin AH patofizyolojisindeki A plaklarinin ve hiperfosforilasyona bagl norofibriler
yumak olusumunu 6nledigi, noral gelisimi koruyup/destekledigi farkli ¢alismalar ile ortaya
konulmustur. Dahasi, iyi bir AChE inhibit6rii olarak taninan ve bu etkinligi yapisal
ozelliklerine atfedilen izokinolin alkaloitlerinin hem galantamin gibi klinikte, hem de
berberin ve pre-klinikte birgok 6rnegi bulunmaktadir (Andrade ve digerleri, 2019; Chlebek
ve digerleri, 2016; Iranshahy ve digerleri, 2014; Dos Santos ve digerleri, 2018). izokinolin
grubu alkaloidlerden bazilarinin AH’deki terapotik aktiviteleri etki mekanizmalar: ile

birlikte Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Izokinolin grubu alkaloidlerin nérokoruyucu etki mekanizmas: (Dey ve

arkadaslari, 2017)
Alkaloidler Bitkisel Kaynaklari Mekanizmalari
Coptis chinensis, | Oksidatif stres, | AChE, 1 Norotransmitter akigi, | AP,
C. japonica | Hiperfosforile Tau, 1 PI3K /Akt/GSK3B/ERK 2, |JNK,
Berberin C. rhizoma, TNMDA reseptorii aracili hiicre sagkalimi, 1 Bel-2,
Phellodendron | Caspase-3 apoptotik sinyal yolagi, | Hiicresel 6lim
amurense, orani, |Ogrenme giicliikleri, 1 Kisa siireli hafiza,
Berberis sp. 1 Koordinasyon
| Oxidative stress, | ROS, 1 Noral koruma, | AChE,
Galanthus s 1 ACh, | AP plak birikimi, 1 NMDA reseptoriiniin, |
Galantamin P- GSK3a/B, 1 sinaptik iletim, NR2B alt biriminin
modiilasyonu, 1 Bilis, | Apoptoz, T PI3K/Akt/mTOR, |
Hiicre 6liimii, 1 Ogrenme
. Stephania tetrandra : +2
Tetradin S moore | TNF-a, |Ca
Protopin

Papaver somniferum 1 Ca*? antagonisti, 1 Antioksidan, 1 Antiapoptotik aktivite
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2.15. Allokriptopinin Genel Ozellikleri

2.15.1. Allokriptopinin kimyasal ézellikleri

Allokriptopin baslica Fumariaceae, Papaveraceae, Berberidaceae, Ranunculaceae ve
Rutaceae bitki familyalarinda bulunan izokinolin grubu bir alkaloiddir. Kimyasal formiilii
C21H23NOs ve molekiiler agirligi 369,4 Da olan allokriptopin amin ve karbonil gruplarini
iceren heterosiklik halkali serbest bazdan, siklik asetal ve aromatik eterden olusmaktadir
(Sekil 2.23) (Internet 5, 2021; Vacek ve digerleri, 2010).

Sekil 2.23. Allokriptopinin yapisi
2.15.2. Allokriptopinin biyolojik sistemler iizerindeki etkileri
Allokriptopinin baslica anti-bakteriyel, anti-viral, anti-fungal ve anti-parazitik aktivite gibi

biyoloji 6zelliklere sahip oldugu daha once yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmus olup,

bilinen terapétik etkileri, etki mekanizmalari ile birlikte Cizelge 2.4’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Allokriptopinin terapdtik aktiviteleri ve mekanizmalari
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Cizelge 2.4.(devami) Allokriptopinin terapdtik aktivitesi ve mekanizmalari
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Deneysel ¢calismalarda kullanilan gerecler

Calismada kullanilan allokriptopinin hazirlanmasi

Tiim ¢alismalarda ticari allokriptopin kullanilmistir (Sigma, 48316-02-0 ). %0,08 oraninda
kloroformda ¢oziilen ticari allokriptopin kiiltiir ortami ile karistirilarak 0,02 M ana ¢ozelti

hazirlanmstir.

PC12 hiicre hatt1

Calismada Rattus norvegicus’dan elde edilen ve sigan feokromasitoma hiicreleri olan PC12
hiicreleri kullanilmistir. PC12 hiicreleri, sinir biiyiime faktorii (NGF)’ne yanit olarak
katekolamin sentezleyerek noroblast/noron fenotipine doniisen hiicrelerdir (Dichter, M.,
Tischler, 1977). NGF ile kolaylikla farklilagsabilen bu hiicrelerde, genis aksonal ve dendritik
baglantilar1 ile ndral morfolojik degisimler, ROS kaynakli yolaklardaki etkinligi ile de
biyokimsayasal siirecler kolaylikla incelenebilmektedir. Bu sebepten norobiyoloji
arastirmalarinda hiicresel 6liimiin ve ndral korunumun analiz edilmesi ve karsilastirilmasi
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Harrill ve Mundy, 2011; Liu ve digerleri, 2017b).
Bu tez kapsamindaki c¢aligmalarda da NGF varhiginda farklilagtirilmis PC12 hiicreleri
(ATCC CRL-1721) kullanilmustir.

3.1.2. In-siliko ¢cahismalarda kullanilan gerecler

Molekiiler modelleme hesaplamalari i¢cin Schrodinger 2021-1 yazilimindaki Maestro,
LigPrep, Epik, QikProp, Glide Grid, XP Docking ve Desmond modiilleri kullanilmistir.
Ayrica, PubChem ve Protein Data Bank (PDB) veritabanlarindan da faydalanilmistir.
Hesaplamalar Linux Ubuntu Sunucu kurulu Kisisel bilgisayarla yapilmis olup, MD
simulasyon c¢aligmalarinda NVIDIA Tesla K40M grafik karti kullanilmistir (Simsek ve
digerleri, 2021)
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3.2. Metot

3.2.1. PC12 hiicrelerinin gelistirilmesi, stoklanmasi ve farkhilastirilmasi

S1vi azot igerisinde muhafaza edilen hiicrelere taze besiyeri ilave edilmistir ve 2000 rpm’de
2-4dk boyunca santrifiij edilerek dondurma islemleri sirasinda kullanilan maddeler
uzaklastirllmigtir. Santrifiij sonrast elde edilen pellet 1 mL taze besiyeri ile siispanse
edildikten sonra hiicreler kiiltiir kaplarma alinmistir. Kiiltiir kaplari, PC12 hiicrelerinin
yiizeye tutunabilmesi igin fosfat tamponlu tuzlu su ¢ozeltisi (PBS) ile seyreltilmis ticari
kollajen (Gibco) ile kaplanmigtir. Kiiltiir mediumu olarak; %10 horse serum (Biological
Industries), %10 fetal bovine serum (Sigma-Aldrich), %1 penisilin-streptomisin (Sigma-
Aldrich) ve DMEM (Sigma-Aldrich) igeren besi ortami hazirlamistir. Hazirlanan besiortami
0,2 mikrolitre (um)’lik filtreden gegirilerek steril edilmis (Wu ve digerleri, 2007). Kiiltiire
edilen hiicreler 37°C’de %5 karbondioksit (CO2)’li etiiv ortaminda gelistirilmistir. Her {i¢
giinde bir PBS ile yikanarak besi ortami tazelenmistir. %80-90 yogunluga ulasan hiicreler
PBS ile yikandiktan sonra kiiltiir kabindan besi ortami1 yardimi kaldirtlmiglardir. Kaldirilan
hiicrelre trypan-blue boyasi ile boyanarak thoma sayma laminin 0,100 mm’lik kanalina
konulmustur. Thoma lamimin mikroskop altinda incelenmesi ile 100pul besiortamindaki
parlak ve sar1 renkteki canli hiicrelerin sayisi belirlenmistir. Calismalar i¢in gereken hiicre
konsantrasyonu (hiicre/mL), “sayim ortalamasi x seyreltme faktorii x 10%” formiiliine gére
hesaplanmistir (Demirgak, 2012). Hesaplanan hacimdeki hiicre igeren besiortami
caligmalarda kullanilmak iizere kollejen kapli mikroplakalara alindiktan sonra kalan hiicreler
pasajlanmak tiizere yeni kiiltiir kaplarina veya stok almak i¢in %90 besiortami ve %10
DMSO igeren viallere taginmistir (Shi ve digerleri, 2009). PC12 hiicrelerinde ndral
farklilagmanin saglanmasi amaciyla mikroplakalardaki kiiltiir ortamma 100 ng/mL NGF
eklenmistir. Dort giin boyunca farklilastirilan PC12 hiicrelerinin kiiltiir ortami birer giin ara
ile yenilenmistir (Orlowska ve digerleri, 2017).

3.2.2. Allokriptopinin PC12 hiicrelerinin canhilig iizerine etkisinin belirlenmesi

Calismada allokriptopin uygulanan hiicrelerin canliligi 3-(4,5-Dimetilthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) yontemi kullanilarak Sl¢tilmiistiir. Kollejen ile kaplanan
96 kuyucuklu mikroplakalara 1x10* hiicre/kuyucuk yogunlugunda PCI12 hiicreleri

ekilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca besi ortami ile inkiibe edilmistir. Ardindan farkli
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konsantrasyon (20-300 pug/mL) ve inkiibasyon siireleri (12, 18 ve 24 saat) ile allokriptopin
uygulamalar1 gergeklestirilistir. Daha sonra, muamele edilen hiicreler, 0,22°lik filtreden
gegirilen 5 mg/mL MTT (Sigma-Aldrich, USA) soliisyonu ile dort saat boyunca 37°C'de
inkiibe edilmistir. MTT’nin formazana indirgenmesi i¢in kuyulardaki besi ortami
uzaklastirilarak, 200 uL Dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmistir. Bes dk oda sicakliginda
karanlik bir sekilde ¢alkalanarak inkiibe edildikten sonra 30 dk’da etiivde inkiibe edilmistir.
Olusan mor renk Elisa mikroplaka okuyucu (Epoch, BioTek) ile 570 nm dalga boyunda
Ol¢lilmiistiir. Muamele edilen hiicrelerin canliligi, kontrol grubunun OD degeri ile
karsilastirilarak hesaplanmis sonuglar %cinsinden ifade edilmistir (Zhang ve digerleri,
2017). Calisma sonucunda allokriptopin 6n muamelesi i¢in en etkili konsantrasyonlar (25-
150ug/mL) ve inkiibasyon siiresi (18 saat) belirlenmis olup, daha sonra ayni yontem
uygulanarak bu konsantrasyonlarn 200 uM H202 maruz birakilmig PC12 hiicreleri

izerindeki etkisi degerlendirilmistir.

3.2.3. Deney modelinin olusturulmasi

Calismalarda dPC12 hiicreleri MTT ¢alismalar1 sonucunda belirlenen uygun allokriptopin
konsantrasyonlar1 sonrasinda 200 pM H20: inkiibe edilmis olup, deney modelinin plani
Cizelge 3.1°de de verilmistir. Mikroplakalara ekilen hiicreler dort giin boyunca birer giin ara
ile NGF igeren besi ortamu ile inkiibe edilerek, farklilastirilmustir. Inkiibasyon 37°C’de %5
CO: igeren etiiv kosullarinda gerceklestirilmistir. 5. giin, 3.1.1°de tarif edildigi gibi
hazirlanan farkli allokriptopin konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulanmistir. Farklilastirilmig
PC12 (fPC12) hiicreleri NGF ve allokriptopin i¢eren besi ortami ile 18 saat boyunca etiiv
kosullarinda inkiibe edilmistir. 6. giin ise hiicreler 24 boyunca 200 uM H20O: ile inkiibe
edilerek oksidatif strese indiiklenmistir. Oksidatif stres kaynakli AH hiicresel modelinin
olusturuldugu bu HO inkiibasyon siiresi ve konsantrasyonu 1165299 no’lu 1001
TUBITAK projesi kapsaminda belirlenmis olup, tez calismasi proje kapsaminda olmadig1
icin sonuglar1 verilmemistir. Tek basina allokriptopin uygulanan gruplarda ise allokriptopin
uygulamasi sonrasi hiicreler oksidatif strese indiiklenmemis, besi ortami ile bir giin daha

inkiibe edilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismadaki uygulama gruplari

Gruplar Ik 4giin 5. giin 6.giin
Kontrol 1 Besi ortamu Besi ortamu Besi ortami
Allokriptopin
Kontrol 2 Besi ortami (120 ve 150 pg/mL)
18 saat
H.0, Besi ortami Besi ortamu Hzoégzszgtu M)
Allokriptopin
Deney modeli Besi ortan (25, 50, 100, 120, 150 pg/mL) Hzoéffagt“M)
18 saat

3.2.5. Oksidatif hasar ve antioksidan ¢alismalari

Tiim oksidadaif hasar ve antioksidan ¢alismalarinda deney modeli Cizelge 3.1°de belirtildigi
gibi 5x10° hiicre/kuyucuk yogunlugundaki hiicrelerden olusturulmustur. 6. giiniin ardindan,
hiicre kaziyici ile kazinan 6rnekler +4°C’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir (2500 g).
Pelletler radyo-immiinopresipitasyon tayin (RIPA, Thermo Scientific) tamponu ile
¢oziilmiistiir (Pan ve digerleri, 2010). Elde edilen proteinlerin miktar1 bisikoninik asit (BCA,

Thermo Scientific) protein kiti ile belirlenerek ¢alismalara baglanmustir.

Malondialdehit diizeyinin belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyinin dl¢limii igin
Ohkawa ve arkadaglarinin (1979) yontemi modifiye edilerek kullanilmistir (Ohkawa ve
digerleri, 1979). Yontem lipit peroksidasyonu sonucu olusan MDA ile tiyobarbitiirik asit
(TBA)’in reaksiyonu esasinda dayanmkatadir ve pembe renk degisimi karakterize

edilmektedir.

Her grup icin %0,8 Tiyobarbitiirik asit, %20 Asetik asit ve %8,1 Sodyum dodesil siilfat
iceren 1,6 mL’lik calisma ¢ozeltisi hazirlanmistir. Tiiplerdeki ¢alisma ¢ozeltisinin {izerine
esit konsantrasyondaki 6rnekler ve standart pipetlenerek eklenmistir. Standart olarak 200,
100, 50, 25, 12,5 6,25 umol/L konsantrasyonlarin 1,1,3,3 tetractoksipropan kullanilmistir.
Kérv icin ise RIPA soliisyonu kullanilmustir. Tiipler, 30dk boyunca 80°C’de inkiibe edilmis
ve inkiibasyon sonrasi sogumaya birakilmistir. Deney grubuna ait tiiplerin iizerlerine 2 mL

isobiitanol eklenerek 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki biitanol faz 96
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kuyucuklu plakalara dagitilarak, Elisa plate okuyucu ile 532 nm’de (ODs32) okunmustur.
Sonuglar standart grafiginin denkleminden elde edilen egim degeri (m) kullanilarak

“(ODs32/m) x diliisyon faktorii” formiiliine gore hesaplanmustir.

Total oksidan ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Norodejeneratif hastaliklarda oksidatif stresin bir gostergesi olan hiicre igindeki total
oksidan kapasitenin (TOS) ve total antioksidan kapasitenin (TAS) degismektedir. Bu
nedenle allokriptopin 6n muamelesi sonrast H2O: ile oksidatif strese ugratilan hiicrelerdeki
TOS ve TAS seviyeleri Erel’in metodu kullamlarak 6lgiilmiistiir. Ol¢iimler igin Rel Assay
Diagnostics marka TOS ve TAS Kkitleri kullanilmis olup, deneyler iiretim talimatlarini
dogrultusunda gergeklestirilmistir (Erel, 2004, 2005).

Ortamdaki oksidanlarin ferr6z iyon-o-dianisidini ferrik iyona oksitlemesi esasina dayanan
TOS ¢alismasinda, gliserol varliginda oksitleme reaksiyonu hizlandirilarak, diisiik pH
varhiginda gerceklesen ferrik iyon-xylenol orange kompleksinin renk yogunlugu
ol¢iilmiistiir. 500 pL tampon ¢dzeltisi ile karistirilan 6rnekler 530nm’de dl¢iilmiistiir. Ik
okumanin ardindan 25 pL’de demir igeren substrat konsantrasyonu eklenmistir. 10 dk oda

kosullarinda bekletildikten sonra karisimin ikinci okumasi da gergeklestirilmistir.

Az1: 530 nm’deki ilk okuma
A 530 nm’deki ikinci okuma

Ao~ A1: AAbsorbans (Ornek/Standart)

TOS (umol hidrojen peroksit esdegeri/mg): (AAbs Ornek) / (AAbs Standart) x Standardin
konsantrasyonu (20 pmol/L)

TAS calismasinda ise, demir-o-dianisidin ile H2O> reaksiyonu sonucu olusan hidroksil
radikallerinin o-dianisidinle ile reaksiyonu nedeniyle meydana gelen sari ile kahverengi
arasindaki renk olusumu 6l¢lilmiistiir. 500 pL tampon ¢ozeltisi ile karistirilan 6rnekler 660
nm’de Olglilmiistiir (A1). Ardindan prokromogen c¢ozeltisinden 75 pL daha eklenerek,
karisim oda kosullarinda 10 dk bekletilerek, 660nm’deki ikinci okumasi (A2) yapilmistir.

Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplanmistir.
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AAbsorbans (Bidistile su/Ornek/Standart): Az- Aq
TAS [Troloks esdegeri (mmol/L)/L]: (AAbs su)-(AAbs Ornek) / (AAbs su)-(AAbs Standart)

Sonuglar ayrica, oksidatif stres indeksi (OSI) olarak kabul edilen TOS'un TAS'a orani
seklinde de verilmistir. Bunun i¢in elde edilen TOS ve TAS verileri asagidaki formiil ile
hesaplanmistir ve mmol Trolox esdeger/L olarak ifade edilmistir (Yumru ve digerleri, 2009).

OSI = TOS (H2mol H202 esdegeri/L)/TAS (Tromol Trolox esdegeri/L)

SOD enzim aktivitesinin belirlenmesi

Antioksidan sistemin baslica enzimlerinden biri olan SOD aktivitesinin 6l¢iimii Beauchamp
ve Fridovich (1971)’in yontemi ile gergeklestirilmistir (Beauchamp ve Fridovich, 1971).
Yontem siiperoksit radikalleri ile nitroblue tetrozolium (NBT) arasindaki reaksiyonunun
SOD varliginda gerceklesmemesi ve formazan kristallerinin olusumunun engellenmesi
prensibine dayanmaktadir. Bu yontemde Oz ve metiyonin gibi elektron dondriiniin varliginda
riboflavinin aydinlatilmasi siiperoksit anyonlarinin (O27) olusumuna neden olmaktadir.
Stiperoksit dismutaz aktivitesinin yoklugunda, Oz NBT ile etkilesime girerek sari
tetrazolumu mavi formazana indirgemektedir. Calisma igin 50 mili molar (mM) Fosfat
Tamponu (pH 7,8), 2,5 mM NBT, 201 mM I-metionin ve %1 Triton X-100 i¢eren substrat
tamponu hazirlanmistir. Her grup ig¢in 1970 pl substrat tamponunun iizerine esit
konsantrasyonlardaki 6rnekler ve 300 pl riboflavin eklenmistir. Karisim 96 kuyucuklu
mikroplakaya her kuyuda 200 pl olacak sekilde dagitilmistir. Isik altinda sekiz dakika inkiibe
edildikten sonra reaksiyonu durdurmak ig¢in 151k almasi engellenmistir. 560 nm'de

Ol¢iimlendi. Tiim 6rneklerin SOD aktivitesi %cinsinden ifade edilmistir.

KAT enzim aktivitesinin belirlenmesi

SOD sonucu olusan H2O2’i katabolize eden KAT enziminin aktivitesi Cohen ve
arkadaglarinin  (1970) metodu kullanilarak belirlenmistir (Cohen ve digerleri, 1996). Bu
yontemde esit konsantrasyonlardaki ornekler 10mM potasyum fosfat ¢ozeltisi, 10mM
sodyum azid ve 60mM H20:ile karigtirilarak 1mL’lik ¢6zelti olusturulmustur. Diger yandan
151k almayacak sekilde 10mM demir 1l siilfat ve 0,3M siilfiirik asit iceren 5 mL’lik bagka bir

karisim daha hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisima 100 pl hiicre iceren ¢ozelti eklenmistir.
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Reaksiyon 2,5M potasyum tiyosiyanat yardimi ile durdurulmustur ve turuncu/pembe renk
olusumu gozlemlenmistir. Durdurulan reaksiyon karisimi 96 kuyucuklu plakalara
dagitilarak, 2. ve 10. dk’da 492nm dalga boyunda okutulmustur. KAT enziminin aktivitesi
“(OD2/0OD10)/8” denklemi ile hesaplanmistir ve % cinsinde ifade edilmistir.

GPx enzim aktivitesinin belirlenmesi

GPx enzim aktivitesi Beutler‘in yontemi kullanilarak belirlenmistir . Bu yonteme ile GPx
aktivitesi NADPH NADP"’ya yiikseltilirken ortaya ¢ikan 340 nm’deki absorbans farkli
temel almarak tayin edilmistir. Ornek, standart ve korv gruplart Cizelge 3.2°deki gibi
hazirlanmistir. Ardindan 2,5dk ara ile 3 kez 340nm dalga boyunda okutulmustur. Sonuglar

asagidaki formiilii ile belirlenip, % formatinda ifade edilmistir.

(U /ml) = (AOD /) x [(Vt) / (6,22 x V)]

OD : Zaman araliklar1 ile absorbansdaki degisim t: Zaman
Vt : Toplam reaksiyon hacmi (mL) V& : Ornek hacmi (mL)
6,22 : 1 mol NADPH’1n OD degeri

Cizelge 3.2. GPx enzim aktivitesinin tayininde kullanilan kimyasallar

Cozeltiler Ornek/Standart (ul) Kor (ul)
Fosfat Tamponu (pH:7) 100 -
0,1M Glutatyon 10 -
0,2M EDTA 20 -
Glutatyon rediiktz 100 -
0,4M Sodyum-azid 10 -
2mM NADPH 100 -
Ornek/Standart 50 -
ddH>O 630 640
10mM H.0; 10 -

3.2.6. AChE aktivite ve ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

AChE enzim aktivitesinin belirlenmesi

Kollejen ile kaplanmis alt: kuyucuklu mikroplakalara 5x10° hiicre/kuyucuk ekilmistir. Dért
giin boyunca farklilastirilan hiicrelere énce 18 saat boyunca 25-150 pg/mL allokriptopin,



56

sonra da 24 saat boyunca 200uM H202 uygulanmistir. Uygulamalarin sonunda soguk PBS
ve hiicre kaziyict (Thermo Fischer Scientific) ile kazinan hiicreler 10000 rpm’de +4°C’de
5dk santrifiij edilmistir. Daha sonra pelletler 1M Tris Soliisyonu (pH:7,2), 2M NaCl, 1M
MgCl, Triton X-100 ve ddH20 igeren soguk ¢6zme tamponi ile lize edilmistir. 10000g
+4°C’de 30dk santrifiij edildikten sonra ¢alismalara elde edilen siipernatan ile devam
edilmigtir. H202 ve allokriptopin konsantrasyonlarinin AChE aktivasyonu tizerindeki
etkisinin saptanmasi i¢in Ellman ve arkadaslarinin (1961) yonteminden yararlanilmistir
(Ellman ve digerleri, 1961). 96 kuyucuklu mikroplakalara ¢ozme tamponu ve Ornekler
eklenmistir. Ayrica, dithiobisnitrobenzoate ve asetiltiokolin iyodiir ¢ozeltileri hazirlanmigtir
ve Cizelge 3.3’de belirtildigi gibi uygulanmiglardir. Dithiobisnitrobenzoate (DTNB)
cozeltisi: 19,8 mg DTNB, 7,5 mg sodyum bikarbonat (NaHCO?3) i¢eren 5.0 mL 0,1 M fosfat
tamponu (pH: 7)’unda coziildiiriilerek hazirlanmistir. Daha sonra 1/8 oraninda 0,1875 mg
/mL sodyum bikarbonat i¢eren 0,1 M fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Hazirlanan ¢ozelti

buz tlizerinde ve karanlik bir sekilde bekletilmistir.

Asetiltiokolin iyodiir ¢ozeltisi: 21,7 mg asetiltiokolin iyodiir 1 mL dH2O igerisinde
coziilmustiir ve 1/40 oraninda 0,1 M fosfat tamponu (pH:8) ile seyreltilmistir. Hazirlanan
¢ozelti buz lizerinde ve karanlik bir sekilde bekletilmistir. Sonuclar ise (6rnek absorbanslarin
ortalamasi)/(kontrol absorbanslarin ortalamasi1)*100 formiilii ile hesaplanarak, % aktivite

seklinde verilmistir.

Cizelge 3.3. AChE enzim aktivitesinin tayininde kullanilan kimyasallar

Kontrol Ornek
Ornek - 50 pl
Cozme tamponu 200 pl 150 pl
DTNB 50 pl 50 ul
Vorteklenerek 10dk oda sicakliginda 11k almaksizin bekletildi.
Asetilkolin iodiir 50 pl 50 pl

Vorteklenerek 10dk oda sicakliginda 151k almaksizin bekletildi ve 412
nm’de okundu.

AChE mRNA ifade diizeyinin belirlenmesi

Alt1 kuyucuklu mikroplakalarda gelistirilen hiicrelere ilgili uygulamalar yapildiktan sonra

hiicreler soguk PBS ve hiicre kaziyici ile kazinmistir. Daha sonra elde edilen hiicre
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pelletinden PureLink RNA mini kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Kazinan hiicreler +4°C’de 2000g ile 5dk boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifilij sonras1 akis atilmistir ve pelletler 2-mercaptoetanol (Merck) igiren lizis
tamponu ile ¢oziilmiistiir. +4°C’de 16000g’de 10dk santrifiij edildikten sonra ¢oziilmiis
pelletlere etanol eklenerek vortexlenmistir. Sonrasinda 6rnekler dondiirme kolonlu toplama
tiipline aktarilmistir. +4°C’de 12000g ile 10dk santrifiij edildikten sonra dondiirme kolonuna
700 pl yikama tamponu I eklenmistir ve 12000g’de 15sn santrifiij edilmistir. Kolonun
toplama tiipii degistirilmistir ve bu kez de etanol igeren 500 pl yikama tamponu II
eklenmistir. 12000g’de 1-2 dk santrifiije edildikten sonra kolon kurtama tiipiine taginmugtir
ve kartusun merkezine eklenen niikleaz icermeyen su ve santrifiij basamagimin ardindan

kolondaki RNA’lar kurtarma tiipiine aktarilmistir (Oda ve digerleri, 2016).

Izole edilen RNA’larin saflig1 ve miktar1 mikroplaka okuyucu yardimiyla dleiilmiistiir.
Caligmalara 260/280 nm degeri 2 olan RNA’lar cDNA’ya ¢evrilmistir.

Elde edilen RNA’lar High-Capacity cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti (Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak ¢cDNA g¢evirilmistir. 2X RT soliisyonu ile RNA 6rnekleri 1:1
oraninda karisitilmistir. Daha sonra 25°C’de 10dk, 37°C’de 120dk ve 85°C’de 5dk PZR
cihazinda inkiibe edilmistir. ¢cDNA’nin safligi ve miktar1 mikroplaka okuyucu ile
Olgiilmiigtir ve 260/280 degeri 1,7-1,8 olan Ornekler ile qRT-PZR ¢aligmalarn
gergeklestirilmistir (Enayah ve digerleri, 2018). Esit miktardaki ¢cDNA Ornekleri ile
AChE’nin mRNA ifade diizeyini Real-Time PZR yontemi ile belirlenmesi amaglanmustir.
Bu amag i¢in cDNA kalip alinarak, AChE’ye 6zgii F-CGCAGCAATACGTGAGCCTGAA,
R-GTGGCGCTGAGCAATTTGGG (Xu ve digerleri, 2016a) dizisi ile gRT-PZR
gerceklestirilmigtir. Reaksiyon i¢in 0,5 pl primerleri, 10 ul Sybergreen ve 6,4 ul steril
edilmis dH20 iceren karisim ile 2 pl cDNA (1:20 sulandirilmis) PZR plakasinin
kuyucuklarma yiiklenmistir. Bir dongii 95°C’de 15 saniye 40 dongi 95°C’de 15 saniye,
65°C’de 20saniye, 72°C’de 20 saniye (Liao ve digerleri, 2012) PZR kosullarinda
calistirlmistir. Incelenen genin ifade diizeylerini normalize etmek igin housekeeping bir gen
olan GAPDH geninin mRNA diizeyi referans alinmistir. PZR reaksiyonu Applied
Biosystems QuantStudio 3 (Applied Biosystems QuantStudio) cihazinda gerceklestirilmistir
ve genlerin ekspresyon miktarlarindaki degisimi 24T metodu ile hesaplanmistir. Ayrica bu
calisma i¢in Fast SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) boyasi
kullanilmistir (Lee ve digerleri, 2018).
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AChE protein ifade diizevinin belirlenmesi

Hiicrelerden total proteinin elde edilmesi: Gelistirilen hiicreler soguk PBS ile yikanip, hiicre
kaziyicisiyla ile kazinarak toplanmistir. Kazinan 6rnekler 5 dk boyunca 2500g’de santrifiij
edilmistir ve pelletler RIPA lizis tamponi ile ¢dziilmiistiir. Total protein miktar: BCA protein
kiti (Thermo Fisher Scientific) ile belirlenmistir. Ornekler, p-mercaptoethanol’lii Laemmli
karisim ile 1:1 oraninda karistiritlip 95°C’de 10 dk isitilarak denatiire edilmistir. Denatiire
edilen hiicre lizati, %4-12’lik hazir poliakrilamid jel tizerinde 65 dk boyunca 120 voltta
yiriitiilmiistiir. Bantlarin kDa tayini jele yiiklenen marker ile yapilmistir. Tanktan ¢ikarilan
jel, PVDF membran ve transfer soliisyonunda 1slatilmis transfer pedleri ile sandvi¢ modeli
olusturulup, transfer islemi baslatilmistir. Transfer islemi 20 voltta 7dk siiresince
gergeklestirilmistir. Membran, bir saat boyunca %2’lik yagsiz siittozu soliisyonu ile
muamele edilerek bloklanmistir. Membran daha sonra ti¢ kez 5’er dk deterjan ve iyon igeren
yikama tamponu ile ytkanmistir. Ardindan primer antikor ile muamele edilmistir: Onerilen
oranlarda %2’lik yagsiz siittozu soliisyonu ile 1:100 oraninda diliie edilen primer antikorlar
ile membran oda sicakliginda iki saat boyunca calkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresinden sonra yikanan membran %2’lik yagsiz siittozu soliisyonu ile 1:500 oraninda
seyreltilen AChE proteinine 6zgii tavsan sekonder antikoru ile bir saat boyunca ¢alkalanarak
muamele edilmistir. Sekonder antikor muamelesi sonrasi yikanan membra kromojenik AP
konjuge edilmis boya ile bir saat boyunca boyanmustir. Bidisitle H20 ile boya yikanmistir
ve membran gece boyu kurumaya birakilmistir. Membran tizerinde elde edilen bantlar Bio-
Rad goriintiile sistemi ile goriintiilenip, ImageLab programu ile analizi edilmistir. Elde edilen
sonuglarin normalizasyonu ayni Ornekler ile galisilan protein diizeyindeki GAPDH ile

gerceklestirilmigtir (Cervellini ve digerleri, 2013).

3.2.4. fPC12 hiicrelerindeki morfolojik degisimin mikroskobik takibi

fPC12 hiicrelerindeki morfolojik degisimi takip edebilmek amaci ile Cizelge 3.1°de
belirtilen deney planina uygun olarak kollejen ile kaplanmis (Frankel ve digerleri, 2009) ve
1x10%ml hiicre iceren (Hur ve digerleri, 2004) alt1 kuyucuklu mikroplakalar hazirlanmistir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler, PBS ile yikanip, 15 dk boyunca %1’lik toluidin
mavisi ile boyanmistir. Boyanan kuyucuklar SCMOS05000KPA mikroskop kameras: ile
donatilmis LEICA marka DM IL LED inverted mikroskobu ile goriintiilenerek, rastgele
secilmis en az 10 alandan 100 hiicre fotograflanmistir (Liu ve digerleri, 2018). 10X biiyiitme
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ile elde edilen goriintiiler ayn1 kosullar altinda fotograflanan kalibrasyon slayti ile kalibre
edilmis ImageJ programindaki Neurite Tracer eklentisi ile dlgiimlenmistir. Olgiim birimi
olarak pm kullanilmistir. Olgiimler sirasinda akson uzunluklari, hiicre gdvdesinin en az iki
kat1 oldugunda hiicreler farklilasmis sayilmis ve 6l¢iimlemeye alinmistir. fPC12 hiicrelerinin
yaricapi, hiicrelerden ¢ikan dallanma miktar1 ve dallanma yapan uzantilardan herhangi bir
sinaptik bag yapmamis ana uzantilar referans olarak alinmistir (Harrill ve Mundy, 2011,
Zeng ve digerleri, 2014). Ortalama norit uzunlugu, hiicre ¢ap1 ve dallanmi miktar1 belirtilen
formiile gore hesaplanmistir ve her bir deney grubunun ortalama degeri kontrol grubu ile

karsilastirilip, elde edilen sonuglar % olarak ifade edilmistir (Ergin ve digerleri, 2016).

Ortalama uzunluk = Toplam uzunluk/Hiicre say1si

3.2.7. Verilerin degerlendirilmesi

Tim g¢alismalar iki paralel ve tekrarli yapilmistir. Ayrica, bu caligmalardan elde edilen
verilerin ortalama degerleri ve standart sapmalar1 da hesaplanmistir. Deney gruplarinin ndrit
morfolojisi, oksidatif hasar ve antioksidan metabolizma ve kolinerjik iletim {izerindeKi
oksidatif strese karsi norokoruyucu etkisinin istatistiksel olarak anlamliligi Tek Yonli
Anova Post Hoc Tukey HSD testi ile kontrol grubu ile H.O2 uygulanmis grup arasindaki
fark ise, Independent T-testi kullanilarak belirlenmistir. Ttim istatiksel analizler IBM SPSS
22 istatistik programi kullanilarak gerceklestirilmistir ve 0,05’ten kiigiik p degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.2.8. Ligandlarin hazirlanmasi

Allokriptopin molekiilii Schrodinger yazilimdaki LigPrep modiiliinde OPLS3e kuvvet alani
ve yiikleri kullanilarak hazirlanmistir. Olasi konformasyonlari, strerokimyasal, tautomer,
protonizasyon ve iyonizasyon durumlar1 7,2 pH'da Epik ile hesaplanmistir (Harder ve
digerleri, 2016). Ligand hazirlama islemi sonucunda allokriptopine ait olasi ii¢ yap1 tespit
edilmistir (Cizelge 3.4). Ileri galismalar igin (farmokokinetik, molekiiler kenetlenme ve
dinamik simiilasyon) ¢izelgedeki ligandlarin tautomerizasyon 6zelligi ve iyonizasyon ceza

puani en diisiik olan iki konformasyonu segilmistir (Schrodinger, 2021a).



60

Cizelge 3.4. Allokriptopinin olast konformasyonlari

(

Iyonizasyon ceza puani 0,029 1,79
Durum ceza puani 0,024 1,91
Tautomerizasyon 1,0 1,0

3.2.9. Allokriptopinin farmakokinetik 6zelliklerinin belirlenmesi

Emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite (EDMA-T) bir etken maddenin kinetigini,
performansini ve farmakolojik aktivitesini etkileyen baslica parametrelerdir. Bu 6zelliklere
ilave olarak kan-beyin bariyerini asmasi, norodejeneratif hastaliklar1 hedefleyen aday ilag
calismalar1 i¢in oldukc¢a 6nemlidir (Feng ve digerleri, 2017). Bu sebepten allokriptopinin
EDMA-T profili Schrédinger 2021-1 yazilimindaki Qikprop modiilii kullanilarak
belirlenmistir. Toksisite profili ve ilag olabilme potansiyeli ile ilgili parametreler
(QplogPo/w, QplogHERG, QPPCaco, QPPMDCK, Yiizde Insan Oral Emilimi ve
Lipinskinin Besinci Kural) yazilimdaki QikProp modiilii kullanilarak hesaplanmistir
(Vijayakumar ve digerleri, 2018).

3.2.10. Proteinlerin hazirlanmasi

Bu ¢alisma igin, allokriptopin izomerlerinin hiicresel antioksidan mekanizmanimn birincil
hattindaki ii¢ enzim (SOD, KAT ve GPx) ve AH’ye yonelik tedavi yaklasimlari icin altin
standart olan AChE’nin {izerindeki inhibitdr potansiyelinin arastirilmasi amaglanmstir.
SOD, KAT, GPx ve AChE enzimlerine ait kristal yapilari (PDB’leri sirasiyla 5YTU, 1DGH,
5H5Q ve 4EY7) RCSB veri tabanindan indirilmistir. Coziiniirliikleri sirasiyla 2 A, 1,9 A,
1,1 A ve 2.35 A olan yapilarin segiminde, aktif bolge referans almak igin inhibitédr ile
etkilesime sahip olan yapilar, aktif bolge rezidiilerinin ¢6ziiniirligii ve kaynak organizmalar1
esas almmustir. Kristaller indirildikten sonra su molekiilleri ve ligandlar yapidan
cikarilmistir. Schrédinger yaziliminin “Protein Preparation” modiilii ile proteinlerdeki eksik
atomlar tamamlanmistir ve reseptér yapisi 7,2 pH degerinde OPLS3e kuvvet alam
parametreleri ile optimize ve minimize edilmistir (Bezoari, Massimo D ve Boothe, 2019;
Mazumder ve digerleri, 2019; Schrodinger, 2021b).
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3.2.11. Proteinlerin aktif bolgesinin kenetlenme hesaplar icin hazirlanmasi

Kenetlenme c¢alismalari igin aktif bolgeler enzim inhibitorlerinin reseptor yapilarindaki
baglanma bolgeleri esas alinarak secilmistir. Segilen bolgeler i¢in reseptor kafesleri Glide
modiiliiniin varsayilan parametreleri kullanilarak hesaplanmustir. 20 A boyutuna sahip 1zgara
merkezi, aktif bolgenin agirlik merkezi olarak se¢ilmistir (Bezoari, Massimo D ve Boothe,
2019; Mazumder ve digerleri, 2019; Schrodinger, 2021c).

3.2.12. Molekiiler kenetlenme hesaplamalari

Ligandlarin reseptdrlerin aktif bolgelerine kenetlenme pozisyonlar1 ve puanlari Schrodinger
yazilimdaki Glide modiilii kullanilarak XP (yiiksek) hassasiyetinin varsayilan parametreleri
ile hesaplamistir. Ayrica, tiim pozlar yerlestirme sonrast bir minimizasyon islemine de tabi
tutulmustur. Her ligand-protein kompleksi i¢in en iyi kenetlenme puanmna sahip
konformasyon se¢ilmistir. Bu puanlar baglanma afinitesi, i¢ gerginlik enerjisi, Coulomb ve

van der Waals etkilesimleri gibi parametreleri barindirmaktadir .

3.2.13. Simiilasyon sistemlerinin hazirlanmasi

MD simiilasyon hesaplari i¢in ligand-protein kompleksleri oktahedral kutu i¢inde SPC su
modeli ile ¢oziilmiistiir. Protein ile ¢ozelti kutusunun kenarlar1 arasinda en az 10 A’hk
tampon ¢ozelti bolgesi olusturulmustur. Ardindan yiikiine gére sisteme Na* veya Cl iyonlari
eklenerek notralize edilmistir. Ayrica, fizyolojik kosullara yakin bir simiilasyonun elde
edilebilmesi i¢in sisteme 0,15 M konsantrasyonunda tuz eklenmistir. Tiim sistem hazirliklar1
Schrodinger yazilimindaki Desmond programi ile yapilmistir (Berendsen ve digerleri, 1981,
Bowers ve digerleri, 2006).

3.2.14. Molekiiler dinamik simiilasyon

Ligand-protein kompleksinin kararliliginin testi i¢in tiim sistemler en az 5 ns’lik
simiilasyona tabi tutulmustur. Enerji minimizasyonu ve 1sitma islemi Desmond modiiliindeki
varsayilan iglem sirasina gore yapilmistir. Hidrojen atomlarinin dahil oldugu kovalent
baglarin uzunlugunun sabitlenmesi amaci ile SHAKE algoritmasi kullanilmistir ve boylece

hesaplamalar 2 fs’lik zaman adimi ile gergeklestirilmistir (Krdutler ve digerleri, 2001).
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Sistemin sicakligiin 310 K'da dengelenebilmesi i¢in Nose-Hoover termostati kullanilmistir.
Elektrostatik etkilesimler ise “Partical Mesh Ewald” yontemi kullanilarak hesaplanmistir ve
hesaplama ¢emberi 9 A ile smirlandirlmistir (Evans ve Holian, 1985). Sistem basinci
Berendsen barostat termostatinin 2,0 ps'lik zaman parametresi kullanilarak 1 bar’da
sabitlenmistir. Tim MD simiilasyon hesaplamalari OPLS3e kuvvet alan1 parametreleri

kullanilarak Desmond programi ile yapilmistir (Berendsen ve digerleri, 1984).
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4. BULGULAR

4.1. In-vitro Calismalara ait Bulgular

4.1.1.Allokriptopinin PC12 hiicrelerinin canlilig iizerindeki etkisi

PC12 Rattus norvegicus’dan elde edilen feokromasitoma tipi hiicrelerinden olusan bir hiicre
hattidir. PC12 hiicreleri ndral biliylime faktorii (NGF)’'ne yamit olarak katekolamin
sentezlemekte ve hem morfolojik hem de fonksiyonel olarak sempatik ganglion néronlarina
farklilagsmaktadirlar. Bu sebepten nérobiyolojik, norofarmakolojik, norotoksikolojik ve

noral gelisim ¢alismalarinda model olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada da, allokriptopinin toksik olmayan konsantrasyonun ve inkiibasyon siiresinin
PC12 hiicrelerinde MTT ydntemi ile belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag ile PC12 hiicreleri
allokriptopinin 20, 25, 50, 100, 120, 150, 240 ve 300 pg/mL konsantrasyonlar1 ile 12, 18 ve
24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ayrica, allokriptopinin ¢oziiclisii olan %0,08’lik
kloroform da kontrol olarak hiicrelere uygulanmistir, kontrol olarak da hicbir uygulama

yapilmamis sadece besi ortamu ile inkiibe edilmis PC12 hiicreleri kullanilmistir.

Sonuglar, allokriptopinin ¢oziiciisii olan kloroformun her ii¢ inkiibasyon siiresinde de
anlaml bir 6liime neden olamadigin1 gostermistir. Cizelge 4.1°de de goriilebilecedi iizere,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 12 saat boyunca 20-150 pg/mL, 18 saat boyunca 20 ve
25 pg/mL ve 24 saat boyunca 20ug/mL allokriptopin ile inkiibe edilen hiicrelerin
canliliinda anlamli bir fark saptanmamistir. Diger yandan artan allokriptopin
konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon siireleri ile birlikte hiicre canliliginin azaldig
gozlemlenmistir. 12 saat boyunca 120-300 pg/mL allokriptopin konsantrasyonlari ile inkiibe
edilen fPCI12 hiicrelerinin canliliginin %6-64 oraninda, 18 saat boyunca 50-300 pg/mL
allokiptopin ile inkiibe edilen hiicrelerin hiicre canliligini ise %13-71 oraninda azaldig:
belirlenmistir (*p<0,05). Diger yandan, 24 saat boyunca 25-300 pg/mL allokriptopine maruz
kalan hiicrelerin canlilig1 %24-74 oraninda azalmistir (*p<0,05). Tlag gelistirme galismalarin
da hiicre canliliginin %80 nin altina diismesi 6nerilmemekte olup, bu durum toksisite ile
iliskilendirilmektedir. 24 saat siiren allokriptopin uygulamalarinin diigiik dozlarda dahi PC12
hiicrelerinde yiiksek yiizde 6liim oranlarina neden olmasi, bu siirenin toksik olacagini

gostermistir. 116S299 nolu Tiibitak projesi kapsamindaki ¢calismalarda ise, en iyi uyarimin
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18 saatlik inkiibasyonda ortaya ¢iktigi gozlemlenmistir. Bu sebepten c¢alismalarda
kullanilacak allokritopinin uygun doz ve inkiibasyon siiresinin belirlendigi 6n calisma
sonuglaria gore, toksik etkisi az / olmayan ve etkinlik potansiyeline sahip olabilecek
allokriptopin muameleleri i¢in 25-150 pg/mL konsantrasyonlarindaki 18 saatlik inkiibasyon
uygulamalar1 secilmistir ve bundan sonraki calismalarda bu konsantrasyonlar ve siire

uygulanmaistir.

Cizelge 4.1. Allokriptopinin PC12 hiicrelerinin % hiicre canlilig1 lizerine etkisi. Sonuglar,
ortlama=S.S. olarak verilmistir (*: Kontrole gére allokriptopinin etkisi p<0,05)

Uygulama gruplan % Hiicre Canlihg

12 saat 18saat 24 saat

Kontrol? 100+3  100+2  100+4

KloroformP 99+4  96+2 9542

Konsantrasyonlar
(ng/mL)

20 1004 97+3 95+3

25 98+6 95+5 764"

50 97+2 877" 704"

Allokriptopint 100 96+5  85+3*  68+5%
120 94+7% 84-+4" 62+2%

150 92+2%  80+2*  57+3%

240 50+3%  34+3%  27+2%

300 34427 29+4% 26+3"

8 Uygulama yapilmamis PC12 hiicreleri.
960,08 kloroform uygulanan PC12 hiicreleri
€12, 18 ve 24 saat boyunca allokriptopin uygunan PC12 hiicreleri

4.1.2. Allokriptopinin H20: ile indiiklenmis PC12 hiicrelerinin canhhg iizerindeki
etkisi

Bu tez ¢alismasinda, allokriptopinin H202 ile AH modeline indiiklenen fPC12 hiicrelerinin
canlilif1 tizerindeki etkisinin MTT yontemi ile belirlemesi amaglanmistir. 18 saat boyunca
25, 50, 100, 120 ve 150 pg/mL allokriptopin ile inkiibe edilen hiicreler daha sonra 24 saat
boyunca 200 uM H>O; ile oksidatif strese maruz birakilmislardir. fPC12 hiicresini normal
oksidatif hasar ile ndral 6liime gotiiren, H2Oz inkiibasyon siiresi ve konsantrasyonu 116S299
nolu Tiibitak projesi kapsaminda belirlenmis olup, bu tez calismasi proje kapsaminda

olmadig1 i¢in sonuglar1 verilmemistir. Bu ¢alismada kontrol grubu olarak ise yalnizca besi
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ortami ile inkiibe edilmis hiicreler referans alinmis olup, allokriptopinin ¢oziiciisii olan

kloroform ayrica denenmemistir.

Cizelge 4.2°de de gorildiigi iizere, 200 uM H0, uygulamasi hiicre canliliim1i %47
azaltmistir (p<0,05). Diger yandan allokriptopinin én muamelesinden sonra 200 uM H20;
uygulandiginda, allokriptopinin H202’nin olusturdugu toksisiteye karst koruyucu etki
gosterdigi gozlemlenmis olup, farkli allokriptopin konsantrasyonlarinda %6-17 araliginda
noroprotektif etki tespit edilmistir (‘p<0,05). Ancak, artan allokriptopin konsantrasyonlar:
(25-150 pg/mL) ile birlikte koruyucu etkinin azaldigi, 150 pg/mL allokriptopin
uygulamasinin H20O ile birlikte kismi de olsa toksisite gosterdigi dikkat ¢ekmistir. H.O>
uygulamasina gore en yiiksek canlilik sirasiyla %70 ve %69 oranlar ile 25 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda gozlemlenmistir. Yalnizca allokriptopin uygulamasinda oldugu gibi
H20: ile indiiklenen hiicrelerde de artan allokriptopin konsantrasyonlart ile birlikte hiicre
canliliginin azalma egiliminde oldugu fark edilmistir. Ancak, 25-120 pg/mL
konsantrasyonlardaki hiicre canlilik oran1 H20> ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Diger yandan, 150 pg/mL konsantrasyonlardaki hiicre canlilik
oraninin ise H2O2’in altinda ve istatistiksel agidan anlamsiz oldugu gozlemlenmistir. Elde
edilen sonuglarin 15181nda, allokriptopin 6n muamelesi sonrast H2O2 uygulanarak olusturulan
hiicre modelinde 25-120 pg/mL konsantrasyon araligindaki allokriptopin uygulamalarinin

model i¢in daha uygun olacagi ortaya konulmustur.

Cizelge 4.2. Allokriptopinin H2O> ile AH modeline indiiklenen PC12 hiicrelerinin % hiicre
canlilig iizerine etkisi. (Sonuglar, % ortalama + S.S. olarak verilmistir. *:
Kontrole gére H202’nin etkisi, . H202’ye gore allokriptopin
konsantrasyonlarmin etkisi p<0,05)

Uygulama gruplari % Hiicre Canhiig1
Kontrol 2 100+£2
H202° 5341%

Konsantrasyonlar
(ng/mL)

25 70+6*
Allokriptopin 50 69+7*
+ 100 66+5*
H202°¢ 120 5048
150 48 +3

a Uygulama yapilmamis PC12 hiicreleri

b 24 saat boyunca 200 uM H20: uygulanan PC12 hiicreleri

Cc 18 saatlik allokriptopin 6n muamelesi sonrasi 24 saat boyunca 200 uM H202 uygulanan
PC12 hiicreleri
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4.1.3 Allokriptopinin lipit peroksidasyonu iizerindeki etkisi

Bu calisma ile HO, tarafindan tetiklenen lipit peroksidasyon diizeyinin ve farklh
allokriptopin konsantrasyonlariin H2O: ile indiiklenen lipit peroksidasyonu iizerindeki
etkisinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu amagla allokriptopin konsantrasyonlarinin
(25-150 pg/mL) H202 ile AH modeline indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki MDA seviyesi
tizerindeki etkileri belirlenmistir. Ayrica, en yliksek iki konsantrasyon olan 120 ve 150
pg/mL allokriptopinin oksidatif stres olmaksizin tek basina muamelesinin fPC12
hiicrelerinini MDA diizeyi lizezerindeki etkisi de incelenmistir. Kontrol olarak ise, yalnizca

besi ortamu ile inkiibe edilen fPC12 hiicreleri kullanilmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, H2O2> muamelesi ile fPC12 hiicrelerindeki MDA
seviyesi %85 oraninda artmistir (*p<0,05). Bu durum, 200 pM H,0z ile indiiklenen fPC12

hiicrelerinde oksidatif stresin olusturuldugunu géstermektedir.

Allokriptopin 6n muamelesi ile ise Sekil 4.1°de de gortildiigi tizere MDA seviyesinin artist
%4-41 oraninda baskilanmistir ("p<0,05). H20, ile karsilastinldiginda en diisiik
konsantrasyon olan 25 pug/mL allokriptopinin MDA baskilanmasi iizerinde anlamli bir etkisi
olmadigi, buna karsin 120 pg/mL konsantrasyonun MDA’ ’nin baskilanmasinda en etkili
konsantrasyon oldugu goriilmektedir. 120 pg/mL’den daha yiiksek bir konsantrasyon olan
150 pg/mL allokriptopinin ise H202 gére MDA olusumunu baskilayabildigi ancak bu
degerin 120 pg/mL’nin etkinligi kadar etkili olmadig: tespit edilmistir. Diger yandan tek
bagina allokriptopin uygulamalar1 ile 120 pg/mL konsantrasyonun kontrol ile
karsilastirildiginda MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim neden
olmadigi, 150 pg/mL allokriptopinin ise MDA diizeyinin yaklasik %33 oraninda artmasina
neden oldugu belirlenmistir. Bu durum hem allokriptopin 6n muamelesi sonrasit H20> ile
oksidatif strese indiiklenen fPC12 hiicrelerinde hem tek basina allokriptopin ile muamele
edilen fPC12 hiicrelerinde 150 pg/mL konsantrasyonun MDA diizeyinin artmasina neden
oldugunu gostermektedir. Sonuglar ile H20: ile arttirilan lipit peroksidasyon diizeyinin 50-
120 pg/mL allokriptopin ile konsantrasyona baglim bir sekilde korundugunu ve en etkili

konsantrasyonun 120 pg/mL oldugu ortaya konulmustur.
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Sekil 4.1. Allokriptopinin lipit peroksidasyonu iizerine etkisi (*: Kontrole gore H202’nin
etkisi, “ H202’ye gore allokriptopinin etkisi p<0,05)

4.1.4. Allokriptopinin toplam oksidan ve antioksidan kapasite iizerindeki etkisi

Bu c¢alisma ile H2O, tarafindan oksidatif strese indiiklenen fPC12 hiicrelerinde
allokriptopinin  oksidatif strese karsi noérokoruyucu etkisinin ortaya konulmasi
amaclanmistir. Bu amagla allokriptopin konsantrasyonlarinin (25-150 pg/mL) H20O2 ile AH
modeline indiiklenen fPC12 hiicrelerinin TOS’u ve TAS’1 iizerindeki etkileri belirlenmistir
ve elde edilen TOS ve TAS sonuglarindan allokriptopinin oksidatif stres lizerindeki etkinligi
ortaya konulmustur. Kontrol olarak ise, yalnizca besi ortami ile inkiibe edilen fPC12

hiicreleri kullanilmastir.

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, H2O> muamelesi TOS u %85 oraninda arttirmig, TAS
ise %45 oraninda azaltmistir (*p<0,05). Bu durum, 200 uM H20 ile indiiklenen fPC12
hiicrelerinde oksidatif stresin basar1 bir sekilde olusturuldugunu gostermektedir. Diger
yandan, Sekil 4.2A ve 4.2B’de goriildiigli lizere konsantrasyona bagli olarak allokriptopin
uygulamalar1 TOS’u kontrol grubu seviyelerine kadara baskilamis, TAS’1 ise %35-160
oranlarinda arttrmistir  ("p<0,05). Ozellikle, 100 ve 120 upg/mL allokriptopin
konsantrasyonlarinda TAS’in kontrol grubundan da yiiksek oldugu gézlemlenmistir. En
yiiksek TAS degeri 0,31 umol/L degeri ile 120 pug/mL allokriptopin ile muamele edilen
hiicrelerde tespit edilmis olup, bu degerin kontrol grubunun da iizerinde oldugu

belirlenmistir. Diger yandan 150 ug/mL allokriptopinin TAS seviyesi iizerindeki etkisinin
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H20; ile ayn1 oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen TOS ve TAS sonuglarindan hesaplanan
OSI de H:0: tarafindan hiicre igerisindeki oksidatif stresin artirildigini buna karsin
allokriptopin 6n muamelesi sonrasi tiim konsantrasyonlar ile artan bu oksidatif stresin
baskilandigin1 ve en etkili konsantrasyonun 120 pg/mL oldugu, buna karsi 150 ug/mL
allokriptopin 6n muamelesinin ise OSI degerini arttigi gostermektedir (Sekil 4.2C).
Antioksidan kapasiteyi zayiflattig1 ve oksidatif strese kars1 daha az koruma gosterdigi tespit
edilen 150 pg/mL konsantrasyondaki bu etki toksisitesinin yiiksek olmas1 ile
iligkilendirilebilir. Allokriptopin 6n muamelesi sonrast H2O2 uygulanan hiicrelerdeki 6lim
oraninin yiiksek olmasi Onerimizi destekler niteliktedir. Bu durum 25-120 pg/mL
allokriptopinin H2O; ile indiiklenen fPCI12 hiicrelerinde oksidan iiriinlerin azaltilmasi ve
antioksidan sistemlerin aktiflestirilmesi yoluyla oksidatif strese karsi noérokoruyucu

aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.2. Allokriptopinin TOS, TAS ve OSI iizerindeki etkisi. A) TOS, B) TAS ve C) OSI
(*: Kontrole gore H202’nin etkisi, ~ H202’ye gore allokriptopinin etkisi p<0,05)
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4.1.5. Allokriptopinin siiperoksit dismutaz enzimi iizerindeki etkisi

Bu ¢alisma ile, allokriptopin konsantrasyonlarinin (25-150 pg/mL) H2O2 ile AH modeline
indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki, siiperoksit radikalinin molekiiler oksijen ve hidrojen
peroksite doniistiiren, SOD enziminin aktivitesi {izerindeki etkisinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica, bu kapsamda 120 ve 150 pg/mL allkriptopinin tek basina fPC12
hiicreleri {izerindeki etkisi de incelenmistir. Kontrol grubu olarak ise, yalnizca besi ortami

ile inkiibe edilen fPC12 hiicreleri kullanilmstir.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, H>O2’nin fPC12 hiicrelerindeki SOD enzim aktivitesini
%55 oraninda azalttig: tespit edilmistir (p<0,05). Antioksidan savunma sisteminin birincil
hattindaki enzimlerden biri olan SOD’un inhibisyonu ile fPC12 hiicreleri oksidatif strese
kars1 savunmasiz hale gelmektedir. Buna karsin, SOD enzim aktivitesindeki bu diislisiin
artan allokriptopin konsantrasyonlari ile birlikte doza bagimli olarak %11-40 oranlarinda
arttif tespit edilmistir ("p<0,05) (Sekil 4.3). 25 pg/mL konsantrasyonun bu artisa anlamli
bir katkis1 saglamadigi gdzlemlenmistir. Ote yandan, 120 upg/mL allokriptopin
konsantrasyonun SOD enzim aktivitesinin artirilmasinda en etkili doz oldugu ortaya
konulmus olup, 150 pg/mL daha yliksek konsantrasyondaki bir uygulama olmasina ragmen
SOD enzim aktivitesinde diisiis gozlemlenmistir. Ayrica, tek bagina 120 pg/mL allokriptopin
uygulanan fPC12 hiicrelerinin SOD enzim aktivitesinde kontrol ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. Ancak, 150 pg/mL
konsantrasyonun enzim aktivitesinde %22 oraninda azalmaya neden oldugu fark edilmistir.
Hem allokriptopin 6n muamelesi sonrasi H;O: ile oksidatif strese indiiklenen fPCI12
hiicrelerinde hem tek bagsina allokriptopin ile muamele edilen fPC12 hiicrelerinde 150
pg/mL konsantrasyonun SOD enzim aktivitesinde diisiise neden oldugu goriilmektedir, bu
durumun 150 pg/mL konsantrasyonun neden oldugu noéral hiicre 6liimii ile iliskili oldugu
diistintilmektedir. Elde edilen sonuglar 1s1ginda H2O: ile baskilanan SOD aktivitesinin 25-
150 pg/mL allokriptopin konsantrasyonlari ile doza bagli bir sekilde arttirildig1 ve en yiiksek
koruyucu etki gosteren 120 pg/mL allokriptopin uygulamalarinin SOD aktivitesi lizerinde
dikkate deger olumsuz bir etkiye neden olmadigi ortaya konmustur. Ayrica, bu
konsantrasyonlarin SOD enzim aktivitesi {izerindeki koruyucu etkilerinin TAS’daki artis ile

iliskili olabilecegi tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Allokriptopinin SOD enzim aktivitesi {izerindeki etkisi. (#: Kontrole gore
H202’nin etkisi, ~ H20;’ye gére allokriptopinin etkisi p<0,05)

4.1.6. Allokriptopinin katalaz enzimi iizerindeki etkisi

Bu ¢alismada, allokriptopin konsantrasyonlarinin (25-150 pg/mL) H2Oz ile AH modeline
indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki, H2O2’yi su ve molekiiler oksijene katabolize edebilen,
KAT enziminin aktivitesi iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, bu
kapsamda 120 ve 150 ng/mL allokriptopinin tek basina fPC12 hiicreleri iizerindeki etkisi de
incelenmigstir. Kontrol olarak ise, yalnizca besi ortami ile inkiibe edilen fPC12 hiicreleri

kullanilmastir.

Sekil 4.4’de de goriildiigi iizere. H202’nin fPC12 hiicrelerindeki KAT enzim aktivitesini
%49 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (p<0,05). KAT 1n inhibisyonu, toksik H202’nin
katabolizasyonun ger¢eklesmemesine ve H202’den fenton yolag: araciligi ile daha toksik
olan OH’nin iretilmesine neden olmaktadir. Buna karsin, tim allokriptopin
konsantarasyonlarinin 6n muamelesi ile KAT enzim aktivitesinin %10-31 oranlarinda
anlamli bir sekilde arttirildigr tespit edilmistir ("p<0,05). 120 ug/mL H20, bagh KAT
inhibisyonuna kars1 en iyi koruyucu etki gosteren allokriptopin konsantrasyonu olarak
belirlenmistir. 150 ug/mL konsantrasyondaki KAT enzim aktivitesinin 120 ug/mL gore
diisiik olmas1 SOD aktivitesinde de oldugu gibi TAS’daki azalisa aracilik ettigini ve ndral

hiicre 6liimii ile iligkili oldugu diistindiirmektedir.
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Tek basina 120 ve 150 pg/mL allokriptopin uygulanan hiicrelerde ise, enzim aktivesi
sirastyla %97 ve %83 olarak belirlenmistir. 120 pg/mL allokriptopinin kontrol ile
karsilagtirildiginda enzim aktivitesinde anlamli bir degisime neden olmadig1 ve tek basina
bu konsantrasyonun KAT enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon gostermedigi goriilmektedir.
Diger yandan, kontrol ile kiyaslandiginda tek basina 150 pg/mL allokriptopin uygulamast
KAT aktivitesinin %17 oraninda azalmasina neden olmustur. Bu durum 150 pg/mL
allokriptopin 6n muamelesi sonrasi H>O- ile indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki TAS ve noral
olim ile iligkili olabilecegi diislincesini destekler niteliktedir. Elde edilen sonuglar 1s181inda
H20, tarafindan baskilanan KAT aktivitesinin 25-150 pg/mL  allokriptopin
konsantrasyonlari ile doza bagl bir sekilde arttirildigi gézlemlenmistir. En yiiksek koruyucu
etkiyi gosteren konsantrasyonun 120 pg/mL oldugu tespit edilmis olup, bu konsantrasyonun
enzim aktivitesi lizerinde dikkate deger olumsuz bir etkiye neden olmadigi da ortaya

konulmustur.
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Sekil 4.4. Allokriptopinin KAT enzim aktivitesi izerindeki etkisi (#: Kontrole gére H2O2’nin
etkisi, * H202’ye gore allokriptopinin etkisi p<0,05)

4.1.7. Allokriptopinin glutatyon peroksidaz enzimi iizerindeki etkisi

Bu ¢aligma ile, allokriptopin konsantrasyonlarinin (25-150 pg/mL) H2O2 ile AH modeline
indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki, hidrojen peroksidin su molekiilii ve alkole
indirgenmesinde rol alana bir diger enzim olan, GPx aktivitesi lizerindeki etkisinin

belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, bu kapsamda en yliksek konsantrasyonlardan secilen
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120 ve 150 pg/mL allokriptopinin tek basmma H>O, uygulanmamis fPC12 hiicreleri
izerindeki etkisi de incelenmistir. Kontrol olarak ise, yalnizca besi ortamui ile inkiibe edilen

fPC12 hiicreleri kullanilmustir.

Sekil 4.5°de goriildigii iizere H202'nin kontrol grubuna gore fPC12 hiicrelerindeki GPx
enzim aktivitesini %62 oraninda azaltt1g1 belirlenmistir (*p<0,05). KAT 1n yani sira GPx’in
inhibisyonu da, biriken H202’nin fenton yolag: araciligi ile OH e déniistiiriilmesine ve
hiicresel hasara katkida bulunmasina neden olmaktadir. Bu da noéral hiicrelerde oksidatif
hasar modelinin basari ile olusturuldugunu gdstermektedir. Diger bir yandan, azalan GPx
enzim aktivitesinin allokriptopin 6n muamelesi ile doza bagimli olarak %27-57 oranlarinda
arttig1 tespit edilmistir ("p<0,05). Allokriptopinin 25 pg/mL konstantrasyonu ile GPx
aktivitesinde anlamli bir artig saptanamamistir. En yiiksek enzim aktivitesi 120 ug/mL
allokriptopin 6n muamelesi sonras1 H202 uygulanmig fPC12 hiicrelerinde belirlenmis olup,
bu aktivitenin kontrol grubuna yakin olmasi, 120 pg/mL konsantrasyonun GPx enzimini
H202’ye bagli inhibisyondan korudugunu gostermistir. Ayrica, 150 pg/mL konsantrasyonda
GPx enzim aktivitesinin 120 pg/mL’ye gore %16 daha az oldugu fark edilmistir. Tek basina
120 ve 150 pg/mL allokriptopin uygulanan fPC12 hiicrelerinde ise, enzim aktivesinin
sirastyla %97 ve %85 oldugu tespit edilmistir. 120 pg/mL allokriptopinin GPx enzim
aktivitesi lizerinde olumsuz bir etkisi olmadig1 ancak 150 pg/mL allokriptopinin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda GPx aktivitesini %15 oraninda azalmasina neden oldugu
gozlemlenmistir. Hem allokriptopin 6n muamelesinden sonra H2O ile oksidatif strese
indiiklenen hem de tek bagsina allokriptopin ile muamele edilen fPC12 hiicrelerinde 150
pg/mL konsantrasyonun enzim aktivitesinde diisiise neden oldugu goriilmektedir. Hiicre
canlilif1 deneylerinde de goriildiigli lizere bu konsantrasyon fPC12 hiicrelerinde hasar
yaratmaktadir ve bu hasar ile antioksidan enzimler etkilemektedir. Elde edilen sonuglar
is1g¢inda H20: tarafindan baskilanan GPx aktivitesinin 25-150 pg/mL allokriptopin
konsantrasyonlar1 ile doza bagh bir sekilde arttirildigi ortaya konmustur. Tiim bu
uygulamalarda enzim aktivitesinin inhibisyonuna kars1 en iyi korumanin 120 pg/mL ile
saglandig1 ve bu konsantrasyonun enzim aktivitesi tizerinde dikkate deger olumsuz bir etkiye

neden olmadig1 da ortaya konulmustur.
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Sekil 4.5. Allokriptopinin GPx enzim aktivitesi iizerindeki etkisi (*: Kontrole gére H2O2 nin
etkisi, “: H202’ye gore allokriptopinin etkisi p<0,05)

4.1.8. Allokriptopinin asetilkolin esteraz enziminin aktivitesinin iizerindeki etkisinin
Ellman yontemi ile degerlendirilmesi

Bu ¢aligma ile, allokriptopin konsantrasyonlarinin (25-150 pg/mL) H2O2 ile AH modeline
indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki artan AChE enzim aktivitesi tizerindeki etkisinin in-vitro
Ellman yontemi kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir. Kontrol olarak yalnizca besi

ortami ile inkiibe edilen fPC12 hiicreleri kullanilmistir.

Sekil 4.6’da goriildiigi tizere, H20: ile olusturulan deney modelinde AChE enzim
aktivitesinin %18 oraninda art1g1 tespit edilmistir (“p<0,05). Diger yandan artan AChE enzim
aktivitesinin allokriptopinin 6n muamelesi ile %23-57 oraninda inhibe edildigi ve tim
allokriptopinin konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin kontrol grubunun altinda oldugu
belirlenmistir. En yiiksek inhibisyon 150 pg/mL allokriptopin uygulamasinda belirlenmis
olup (*p<0,05), elde edilen sonuglar 15181nda, allokriptopinin giiclii bir AChE inhibitdrii olma

potansiyeline sahip oldugu ortaya konulmustur.
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Sekil 4.6. Allokriptopinin H20O; ile indiiklenen AChE enzim aktivitesi iizerindeki etkisi (*:
Kontrole gére H,O2 nin etkisi, ": H202’ye gore allokriptopinin etkisi p<0,05)

4.1.9. Allokriptopinin asetilkolin esteraz enziminin mRNA ifade diizeyi iizerindeki
etkisi

Bu ¢alismada, allokriptopin konsantrasyonlarinin (25-150 pg/mL) H2Oz ile AH modeline
indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki AChE ekspresyon diizeyi iizerindeki etkisinin belirlenmesi
amaclanmigtir. Bu amag ile AChE mRNA ekspresyon diizeyi qRT-PZR yontemi kullanilarak
Olcililmiistiir. Kontrol olarak ise yalnizca besi ortami ile inkiibe edilen fPC12 hiicreleri

kullanilmastir.

Sekil 6’da goriildiigii lizere kontrol grubu ile karsilastirildiginda, H202 fPC12 hiicrelerindeki
AChE mRNA diizeyini 2,1 kat arttirmistir (*p<0,05). Buna karsin artan AChE mRNA ifade
diizeyinin allokriptopin konsantrasyonlari ile 1,8-1’e kadar inhibe edildigi gézlemlenmistir
("p<0,05). En vyiiksek etki 150 pg/mL konsantrasyonunda tespit edilmis olup, bu
konsantrasyon AChE mRNA ifade diizeyinin neredeyse kontrol grubuna kadar
baskilanyaklasik %50 oraninda inhibe olmasini saglamstir ('p<0,05). En diisiik etkiyi ise 25
pg/mL allokriptopin konsantrasyonu gostermistir. mRNA ifade diizeyinin 1,8’e diistiigii bu
konsantrasyon ile HzO: ile artan gen ekspresyonu %14 oraninda baskilamistir ("p<0,05)
(Sekil 4.7). Elde edilen sonuglar 1s18inda, tiim allokriptopin konsantrasyonlarinin H20z ile
arttirllan AChE’yi mRNA diizeyinde de istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe ettigi

ortaya konulmustur.
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Sekil 4.7. Allokriptopinin H20; ile indiiklenen AChE mRNA ifadesi iizerindeki etkisi (*:
Kontrole gére H,O2 nin etkisi, ": H202’ye gore allokriptopinin etkisi p<0,05)

4.1.10. Allokriptopinin asetilkolin esteraz enziminin protein ifade diizeyi iizerindeki
etkisi

Bu calismada, allokriptopin konsantrasyonlarinin (25-150 pg/mL) ile AH modeline
indiiklenen fPCI12 hiicrelerindeki AChE enzimi iizerindeki etkisinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ ile AChE ekspresyon Western blot hibridizasyon teknigi
kullanilarak protein diizeyinde ol¢iilmiistiir. Kontrol olarak yalnizca besi ortamai ile inkiibe

edilen fPC12 hiicreleri kullanilmistir.

Sekil 4.8’de goriildiigli iizere, H20, ile muamele edilen hiicrelerdeki AChE protein
ekspresyonunun kontrol grubuna gore 1,6 kat arttig1 tespit edilmistir (*p<0,05). Diger yandan
artan AChE protein ekspresyonu allokriptopinin 6n muamelesi ile anlamli bir sekilde
1,4+0,01-1£0,03’e kadar inhibe edilmistir (‘p<0,05). En yiiksek inhibisyon 120 ve 150
pg/mL allokriptopin uygulamalarinda gozlemlenmistir. Bu iki uygulamada da protein ifade

diizeyi %37 oraninda inhibe edilerek, kontrol grubuna kadar baskilanmistir ("p<0,05).
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Yalnizca allokriptopin uygulanan hiicrelerde ise, AChE protein ekspresyon diizeyinin
sirastyla 1+0,04 ve 1,2+0,03 oldugu tespit edilmistir. 120 pg/mL allokriptopinin kontrol
grubuna gore protein ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisime neden olmadig1 ancak bu
oranin H,0’den %37 daha fazla oldugu belirlenmistir ("p<0,05). Diger yandan, kontrol ile
kiyaslandiginda 150 pg/mL allokriptopinin protein ekspresyon diizeyini %20 oraninda
arttirdigi goézlemlenmistir. Bu oranin H2O2’de saptanan ifade diizeyinden %25 daha az
oldugu tespit edilmistir ("p<0,05). Elde edilen sonuglar 1s1ginda, tiim allokriptopin
konsantrasyonlarinin H20z ile arttirilan AChE protein ifadesi diizeyini de istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde inhibe ettigi ortaya konulmustur.
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Sekil 4.8. Allokriptopinin H2O: ile indiiklenen AChE proteinin ifadesi iizerindeki etkisi. A)
Western blot goriintiisii. B) Ekspresyon seviyesindeki degisimin grafigi (*:
Kontrole gére H2O2 nin etkisi, ": H202’ye gore allokriptopinin etkisi p<0,05)



77

4.1.11. Allokriptopinin fPC12 hiicrelerinin morfolojileri iizerindeki etkisi

Bu ¢alisma ile, allokriptopin konsantrasyonlarinin (25-150 pg/mL) H2O2 ile AH modeline
indiiklenen fPC12 hiicrelerinin morfolojisi lizerindeki etkisinin incelenmesi amaglanmaistir.
Ayrica, bu kapsamda 120 ve 150 pg/mL allokriptopinin AH’ye indiiklenmemis fPC12
hiicreleri iizerindeki 18 saatlik etkisi de incelenmistir. Uygulama yapilan hiicreler
fotograflanarak, hiicre ¢api, norit boyu ve dallanma miktar1 agisindan analiz edilmislerdir.

Kontrol olarak ise yalnizca besi ortami ile inkiibe edilen fPC12 hiicreleri kullanilmistir.

Resim 4.1°de goriilebilecegi tizere, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 200 uM H202’e
maruz kalan fPC12 hiicrelerinde, hiicre ¢apinin %15 oraninda arttigi, buna karsin norit
uzunlugu ve dallanma miktarinin sirasiyla %40 ve %38 oraninda azaldig: tespit edilmistir
(*p<0,05). Diger yandan allokriptopin 6n muamelesi ile artan hiicre ¢apmin neredeyse
kontrol seviyelerine kadar baskilandigi, norit uzunlugu ve dallanma miktarinin ise kayda
deger bir sekilde arttirldig1 gézlemlenmistir ("p<0,05). Olgiimler sonucunda hiicre ¢apinin
baskilanmasinda en etkin uygulamanin %13’liikk azalis orani ile 150 pg/mL allokriptopin
oldugu tespit edilmistir. Norit uzunlugu ve dallanma miktarinda ise 120 pg/mL allokriptopin
konsantrasyonun sirasiyla %15 ve %29 oranlar1 ile en iy1 artis1 indiikledigi belirlenmistir.
Ote yandan, 25 pg/mL konsantrasyonunda ndrit uzunlugu acisindan anlamli bir fark
gozlemlenmemistir (Cizelge 3). Yalnizca allokriptopin uygulanan fPC12 hiicrelerinde ise,
120 pg/mL allorkiptopinin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda néral morfolojide anlamli
bir degisimi tetiklemedigi, fakat H2O: ile karsilastirildiginda hiicre ¢apinin %14 oraninda az,
norit uzunlugu ve dallanma miktarini ise sirasiyla %30 ve %36 oranlarinda fazla oldugu
tespit edilmistir. Ote yandan, 150 pg/mL allokriptopinin ise kontrol ile karsilastirildiginda
norit uzunlugunun %10 daha az oldugu buna karsin, H>Oz ile karsilastirildiginda hiicre ¢capini
%22 oraninda az, ndrit uzunlugu ve dallanma miktarinin ise sirasiyla %10 ve %27 daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Sonuglar allokriptopinin hiicre ¢apini azaltarak, norit uzunlugu ve
dallanma miktarin1 ise artirarak H2O2’nin olumsuz etkilerine karst noral morfolojiyi

korudugunu gostermektedir (Resim 4.1).



78

Kontrol
e |
120 pg/mL 150 pg/mL
+ go x
H20: H202
A ’ "
k‘ -
4
W -
E:J oo
a2 '3 - *, —_—
120 pg/mL 150 pg/mL
Ve o
s ] P ik

Resim 4.1. Allokriptopinin fPC12 hiicrelerinin morfolojisi tizerindeki etkisi (10X biiyiitme),
Olcek cubugu Sum’1 ifade etmektedir
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Cizelge 4.3. Allokriptopinin fPC12 hiicreleri iizerindeki etkisinin morfolojik analizi.
Sonuglar, ortlama+S.S. olarak verilmistir (*: Kontrole gore H2O2’nin etkisi,
H202’ye gore allokriptopinin etkisi p<0,05)

% Hiicre %Norit %Dallanma

Uygulama gruplan capi wzanlagin e

Kontrol? 100+3 100+5 100+2

H202" 115+3* 604" 62+5%
Konsantrasyonlar

(ng/mL) ) )

25 11642 6042 74+4

Allokriptopin 50 1113 64+1" 81+£2"

Ptop 100 111£2" 70+3" 84+1*

H+O c 120 104+4" 754+5" 9342"

e 150 102:+4" 6942 20L5"

Allokriptopind 120 10143" 905" 98+4"

bop 150 93+5" 70+4 89+3"

a Uygulama yapilmamis fPC12 hiicreleri.

b24 saat boyunca 200 pM H,02 uygulanan fPC12 hiicreleri

¢ 18 saat boyunca allokriptopin, ardindan da 24 saat boyunca 200 uM H202 uygulanan fPC12
hiicreleri

d18 saat boyunca allokriptopin uygulanan fPC12 hiicreleri

4.2. In-siliko Cahsmalara ait Bulgular

4.2.1. Allokriptopinin farmakokinetik 6zelliklerinin ve ila¢ olabilme potansiyeli

Bu ¢aligsma ile allokriptopinin farmakokinetik 6zelliklerinin ve ilag olabilme potansiyelinin
Schrédinger yazilimdaki QikProp modiilii kullanilarak ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu
amag ile ilk olarak allokriptopin ligand hazirlama islemine tabii tutulmustur. Ligand
hazirlama iglemi stereokimyasal, tautomerizasyon ve protonizasyon durumlari gibi liganda

ait farkl1 yapisal ve kimyasal varyasyonlar1 ortaya koyan bir basamaktir.

Ligand hazirlama islemi sonucunda allokriptopinin azonane grubundaki birbirine bagli ayni
atomlarin uzaysal diizlemde kirallite (birbiri ile cakismayan) ve ¢ift izomeri gosterdigi tespit
edilmistir. Atom gruplarin1 atom numarasini baz alarak dnceliklendirip, siralayan mutlak
(absolu) konfigiirasyon sistemine gére S ve R olarak adlandirilan bu ¢ift izomerik
konfigiirasyon durumu Sekil 4.9°da verilmistir. Farkli 3B yapilara sahip olan bu izomerlerin

farmakokinetik 6zelliklerinin ve ilag olabilme potansiyelinin belirlenmesi igin QPlogPo/w
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(oktanol/su partisyon katsayisi katsayist), QPPCaco (tahmini Caco-2 hiicre gecirgenligi),
#rtvFG (reaktif fonksiyonel gruplarin sayisi), QPlogHERG (HERG K™ kanal bloklayict
toksik potansiyelin 1Cso degeri), QPlogBB (6ngoriilen beyin / kan partisyon katsayisi),
QPPMDCK (tahmini MDCK hiicre gegirgenligi) ve CNS (6ngériilen merkezi sinir sistemi
aktivitesi) degerleri hesaplanmistir. Ayrica, iki izomerin % tahmini oral emilimi ve
Lipinski’nin bes kuralina uyma durumu da degerlendirilmistir. Sonuglar Cizelge 4’de

verilmistir.

Sekil 4.9. Allokriptopin izomerlerinin 3B yapisi. Karbon atomlari mavi ile renklendirilen
yap1 S izomeri, yesil ile renklendirilen yap1 ise R izomeridir; oksijenler kirmizi
ile, azotlar ise mor renk ile gosterilmistir

Maddenin lipofilikligini veya hidrofilikligini ifade eden QPlogPo/w degeri, bilesigin yag
veya sudaki ¢oziinilirliiglinlin gostergesidir. Bu nedenle bu deger hem bilesik i¢in ¢oziicii
olabilecek kimyasallarin se¢iminde, hem de viicuttaki ila¢ metabolizasyonun ve
yararlaniminin bir gostergesi olan emilim, dagilim, metabolizma ve atilim (EDMA)
ozelliklerinin saptanmasinda 6nemli bir parametredir. Bu kapsamda allokriptopine ait S ve
R izomerlerinin QPlogPo/w degeri sirasiyla 2,385 ve 2,246 olarak tespit edilmistir.
Literatiirce kabul goren —2 ile 6 deger araligin referans alindiginda, sonuglar allokriptopinin
iki izomerin de lipofilik bir yapiya sahip oldugunu, pasif difiizyon yoluyla bilayer lipid
tabakalar ile kapli memranlardan gecebilecegini ve hiicrelerdeki hidrofobik bdlgelerde
toplanabilecegini gostermektedir. ilag kesif caligmalar1 kapsaminda ele alindiginda bu
durum allokriptopinin gastrointestinal olarak emilebilecegini ve kan beyin bariyeri boyunca
difiize edebilecegini bu sayede noral sistemde ilag olarak kullanilabilecegini isaret

etmektedir.
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flag adaylarinin biyoyararlanimimi ve aktivitesini etkileyen en énemli nokta toksisitedir.
Bilesiklerdeki reaktif fonksiyonel gruplarinin yapisal toksisite sorunlarina neden oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle allokriptopin izomerlerinin yapisindaki reaktif fonksiyonel
gruplarin sayis1 (#rtvFG) hesaplanmustir. iki izomerin de bir reaktif fonksiyonel gruba sahip
oldugu ve bunun izokinolin halkasindaki keton yapisi oldugu tespit edilmistir. Bilesikteki
#rtvFG saymnin 1°den fazla olmamasi 6nerilmekte olup, allokriptopine ait iki izomer i¢in de

#rtvFG degeri kabul edilen araliktaki sinir i¢erisindedir.

Toksisiteye neden olan bir diger sey de ilag adaylar1 tarafindan hem kalbin atisini ve
elektriksel aktivitesini hem de noral sistemdeki hiicresel islevleri koordine eden HERG K*
iyon kanallarinin bloke edilmesidir. Bloke edilen HERG K* kanallar1 kardiyak ve noral
toksisiteye bagl oliimler ile iliskilendirilmektedir. Bu sebepten, allokriptopinin her iki
izomerinin de QPlogHERG degeri hesaplanmis olup, bu degerlerin S ve R izomerleri i¢in
sirastyla -4,751 ve -4,402 olarak tahmin edilmistir. Kullanilan Qikprop modiiliinde
QPlogHERG degerinin -5’in altinda olmasi endise verici olarak nitelendirilmekte olup,
onerilmemektedir. Bu kapsamda allokriptopinin iki izomeri i¢in de saptanan degerlerin
kabul edilen sinir igerisinde oldugunu ve iki izomerin de HERG K iyon kanallarin1 bloke
etmede sorun olusturmayacagini gostermektedir. #rtvFG ve QPlogHERG degerleri birlikte

ele alindiginda izomerlerin olas1 ciddi bir toksisiteye neden olmayacagi 6n goriilmektedir.

Diger yandan, gastrointestinal sistem emilimi, bir ila¢ adayinin biyoyararlanimi i¢in olduk¢a
onemlidir. Kolorektal adenokarsinom (Caco-2) hiicreleri, enterositlerle olan morfolojik ve
fonksiyonel benzerligi nedeniyle ila¢ emiliminin ¢aligmalarinda kullanilmakta olan bir
modeldir. Bu model ile etken maddenin bagirsak-kan bariyer gecirgenligi tahmin
edilmektedir. QPPCaco degeri ise degeri ilag adaylarinin Caco-2 hiicrelerindeki
gecirgenligini ifade etmektedir ve bu degerin 500’{in tizerinde olmasi bilesigin iyi bir emilim
profiline sahip oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada iki izomerin de QPPCaco degerleri
hesaplanmistir. S ve R izomerlerinin QPPCaco degerlerinin sirasiyla 1235,090 nm/sn ve
1203,961 nm/sn oldugu tespit edilmistir. Bu durum iki izomerinde iyi diizeyde emilim

profiline sahip oldugunu ve bagirsak-kan bariyerini gegebilecegini gostermistir.

Norodejeneratif hastaliklara yonelik ilag gelistirme c¢aligmalarinda bilesigin kan beyin
bariyerini asarak noral sisteme erisimi farmakodinamik ve terapotik etkisi agisindan

onemlidir. Bu kapsamda, allokriptopine ait izomerlerin beyin/kan partisyon kat sayisini ifade
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eden QPlogBB, Madin-Darby kdpek bdobrek hiicrelerinin  gecirgenligini  6ngoren
QPPMDCK ve merkezi sinir sistemindeki aktiviteyi tahmin eden CNS degerleri
hesaplanmistir. Allokriptopinin S izomeri i¢in bu degerler siras1 0,574, 687,615 ve +2 olarak,
R izomeri i¢in ise 0,571, 668,901 ve +2, olarak belirlenmistir. Cizelge 4’de de goriildigi

iizere sonuglar 3 parametre i¢in de kabul edilen araliklarda oldugu tespit edilmistir.

Bu durum allokriptopinin her iki izomer formunun da kan-beyin bariyerini gegerek, merkezi
sinir sistemine ulasabilecegini ve noral sisteme yoOnelik ila¢ adayr olabilme potansiyeline

sahip oldugunu gostermistir.

Kaynak arastirmasinda da belirtildigi gibi Lipinski’nin bes kuralin1 karsilayan bilesiklerin
ilag olabilme potansiyelinin yiiksek olmasi nedeniyle allokriptopin de bu acidan analiz
edilmistir. Analiz sonucunda allokriptopinin iki izomerinin de Lipinski’nin kuralindaki
hi¢cbir parametreyi ihlal etmedigi tespit edilmistir. Bu durum iki izomerin de oral kullanima

uygun, yiiksek biyoyararlanimli iyi bir ilag aday1 olabilecegini géstermektedir.



Cizelge 4.4. Allokriptopinin famakokinetik 6zellikleri ve ilag olabilme potansiyeli
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4.2.2. Allokriptopinin siiperoksit dismutaz enzimi ile etkilesiminin modellenmesi

Kenetlenme calismalari

Molekiiler kenetlenme c¢aligmalari, ilag kesfinde yaygin olarak kullanilan, in-siliko bir
yontemdir. Ilag aday1 etken madde ile hedef protein arasindaki baglanma mekanizmalarmin
atomik diizeyde anlasilabilmesini saglamaktadir. Ila¢ adaylar ile terapdtik acidan degerli
proteinlerin inhibisyonundan/aktivasyonundan sorumlu bolgeleri arasindaki etkilesiminin
molekiiler kenetlenme araglar1 kullanilarak tahmin edilmesi farmakolojik olarak ilgi ¢ekici

ve daha etkin yeni bilesiklerin tanimlanmasinda biilyiik 6neme sahiptir.

Bu nedenle bu calismada, molekiiler kenetlenme yontemleri kullanilarak allokriptopinin
SOD enziminin inhibisyonu yoluyla olusabilecek olasi pro-oksidan aktivitesinin molekiiler
temellerinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Bu amagla allokriptopin izomerlerinin, SOD
enziminin kristal yapis1 lizerindeki literatiirce belirlenmis inhibitdr baglanma alani ile
etkilesimi ve bu etkilesime aracilik eden bag tiirleri hesaplanmistir. Molekiiler kenetlenme
caligmalar1 sonucunda allokriptopine ait R izomeri ile SOD enzimi {izerindeki inhibitor
baglanma alan1 arasinda herhangi bir kenetlenme pozu ve puani tespit edilememistir. Buna
karsin S izomerinin -2,07 kcal/mol kenetlenme puani ile SOD enziminin inhibitor baglanma
alani ile etkilesime girdigi gozlemlenmistir. S izomerinin baglanma alani ile etkilesimi
temelde tersiyer amin grubunun azotu ile GLU77 arasinda kurulmus olan hidrojen bagi ve
tuz kopriisine dayanmaktadir (Sekil 4.10). Hem tersiyer amin grubunun iki izomer
arasindaki tek fark olmasi hem de S izomerindeki kenetlenme durumunun amin grubu
aracilif1 ile gerceklesmesi, bu gruptaki streoizomerik fark dolayisiyla olusan 3B yapisal
cesitliligin SOD enzimi iizerindeki inhibisyon baglanma alani ile etkilesimde 6nemli bir role
sahip oldugunu gostermistir. Kenetlenme sonuglar1 ile R izomerinin, tersiyer amin
grubundaki yapisal farklilig1 sayesinde antioksidan savunma sisteminin ana enzimlerinden
biri olan SOD’u inhibe edemeyecegi belirlenmistir. Bu sebepten R izomerinin ilag etken
maddesi olarak kullanilmasinin daha faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Buna karsin S
izomeri ve inhibitor baglanma alani arasindaki tespit edilen zayif etkilesim ile allokriptopin

aracil1 SOD inhibisyonun olast molekiiler temelleri ortaya konulmustur.
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Sekil 4.10. Allokriptopinin SOD enzim inhibitorii baglanma alani ile etkilesim haritasi. A)
R izomeri ile inhibitor baglanma alaninin etkilesim haritas1 B) R izomeri ile olan
etkilesimin kristal yapisi1 lizerinde gosterimi

Molekiiler dinamik simiilasyon calismalari

Molekiiler kenetlenme c¢aligmalar1 proteinlerin anlik goriintiisii ile ligandlarin etkilesimini
ortaya koymaktadir. Ancak proteinler biyolojik sistemlerin bir pargasidir ve dinamik bir
yapiya sahiptir. Ilag adaylar ile etkilesimleri de dinamik bir siirectir ve proteinlerin anlik
gortintiisti ile gergeklestirilen hesaplamalar molekiiler etkilesimlerin degerlendirilmesinde
yetersiz kalmaktadir. MD simiilasyon hesaplamalari ise atomik ve molekiiller etkilesimdeki
degisimleri simiilasyon siiresi boyunca anlik hesaplayarak, protein-ligand komplesindeki
molekiiler etkilesimlerin incelenmesine olanak saglamaktadir. Bu nedenle 6zellikle ilag
adaylarinin proteinler ile etkilesimindeki kararliligimmin ve siirekliliginin MD simiilasyon

yontemleri ile arastirilmasi ilag kesif ¢alismalarinda 6nemlidir.

Bu ¢alisma ile de allokriptopine ait S izomerinin kenetlenme calismasi ile belirlenen SOD
enzimi Uzerindeki olasi inhibitdr etkisinin siirekliliginin ve stabilitesinin test edilmesi
amaglanmistir. Bu amag ile kenetlenme ¢alismasi sonu elde edilen ve Sekil 4.10°da da
verilen kenetlenme pozu MD simiilasyonlar1 i¢in baslangi¢c pozu olarak belirlenmistir ve
Schrédinger programinin Desmond modiilii kullanilarak hesaplamalar gerceklestirilmistir.
Allokriptopine ait R izomeri ile SOD enziminin inhibitér baglanma alanmi1 arasindaki
etkilesimin MD simiilasyonu incelendiginde S izomerinin 1,1. nanosaniye (ns)’de yapidan

ayrildig1 tespit edilmistir. Bu sebepten 5 ns’lik simiilasyon etkilesiminin molekiiler
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temellerinin ve stabilitesinin anlagilabilmesi i¢in yeterli olmustur. Hesaplamalar sonucu elde
edilen MD simiilasyondan, etkilesimin stabilitesi ve molekiiler temelleri hakkinda bilgi
veren RMSD (kok-ortalama-kare sapma), RMSF (kok-ortalama-kare dalgalanmasi) ve

molekiiler etkilesim degerleri analiz edilmistir.

a) Allokriptopin-SOD kompleksinin RMSD ve RMSF analizi

Proteinler ila¢ adaylar1 ile etkilesime girdiginde stabiliteleri bozulabilmekte ve
konformasyonel degisimlere ugrayabilmektedir. Ancak bu o6zellikle ilag kesif ve gelistirme
caligmalarinda proteinlerin islevsizlesmesine neden olabilecegi igin istenmeyen bir
durumdur. Bu sebepten bilgisayar destekli molekiiler modelleme araglari ile ilag adaylarinin
neden oldugu protein stabilitesi ve proteinin konformasyonel yapisindaki degisimlerin

derecesini tahmin eden RMSD degerinin analiz edilmektedir.

Bu calisma ile R izomeri ile etkilesime giren SOD enzimindeki yapisal degisim, MD
simiilasyon sonrasi enzimin Co atomlarina ait RMSD degerleri analizi ile tespit edilmistir. 5
ns’lik simiilasyon siiresi boyunca R izomeri ile kompleks olusturan SOD enziminin ortalama
RMSD degeri 0,89 A olarak hesaplanmistir (EK-1, Sekil 1.1). Simiilasyon siiresi boyunca
saptanan en yiiksek RMSD degerleri ise 1,65 A’dur. Stabil bir protein aktivitesi i¢in
RMSD’nin 3 A’un altinda olmasi énerilmektedir. Bu durum géz 6niine alindiginda, SOD
enzim yapisinin hem ilk 1,Ins boyunca allokriptopin ile etkilesim halindeyken hem de
allokriptopin sistemden ayrildiginda kararli oldugu goriilmektedir. Bu durum allokritopine
ait S izomerinin SOD enziminin yap1 veya stabilitesinde islevsizlige neden olabilecek bir
degisiklige neden olmadigini gostermektedir. Diger yandan simiilasyon siiresi boyunca
proteindeki konformasyonel degisime baska bir deyis ile RMSD’ye katkida bulunan her bir
rezidiideki konformasyonel degisimin incelenmesi, hem etkilesim dinamiginin hem de
bunun proteindeki her bir rezidii {izerindeki etkisinin anlagilabilmesi agisindan onemlidir.
Bu degisimler RMSF degeri ile ifade edilmektedir. Bu nedenle S izomeri ile etkilesime giren
SOD enzimine ait rezidiilerdeki konformasyonel degisimin saptanmasi amaciyla enzimin
agir atomlarina ait RMSF degerleri analiz edilmistir. Analiz sonucunda en ¢ok dalgalanma,
enzimin N- ve C- terminal bdlgelerindeki MET ve GLN rezidiilerinde gézlemlenmistir ve
bu dalgalanmalarin RMSF degerleri sirastyla 5,72 ve 3,05 A olarak hesaplanmistir. Bunun
disinda yapidaki diger dalgalanmalar 9 - 14, 21 - 28, 48 — 84 ve 120 — 140 numarali

rezidiilerde tespit edilmistir. Bu rezidiiler kristaldeki dongii bolgelerine karsilik gelmektedir
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(dongii bolgeleri EK-1’deki Sekil 1.2°de beyaz zemin ile gosterilmistir). Terminal uglart ve
dongii bolgeleri proteinlerin esnek ve hareketlilife daha yatkin olan bdlgeleridir. Bu
sebepten simiilasyon siiresi boyunca bu bolgelerde daha yiliksek dalgalanma oranlarinin
tespit edilmesi normaldir. Diger yandan, SOD enzimi {izerindeki 11 rezidiiniin (23, 66, 69,
77-79, 102-104, 108-110 ve 121 numarali) allokriptopinin R izomeri ile etkilesime girdigi
tespit edilmistir (yesil ¢ubuklar ile gosterilmistir). SOD’un inhibitor baglanma alanindaki bu
11 rezidiiye ait RMSF degerleri 2 A’un altindadir. Bu durum etkilesim siiresi boyunca (1,1
ns) R izomeri ile inhibitér baglanma alani arasinda kurulan baglarin stabil oldugunu ve bu
stire boyunca R izomerinin SOD enzimi iizerinde inhibitor aktiviteye sahip olabilecegini

gostermektedir.

b) Allokriptopin-SOD kompleksindeki molekiiler etkilesimlerin analizi

Bu boliimde allokriptopine ait S izomeri ile SOD enziminin simiilasyon siiresi boyunca siiren
etkilesimi ve bu etkilesime aracilik eden rezidiiler analiz edilmistir. Simiilasyonun her
adimindaki toplam etkilesim miktarindaki degisimin gosterildigi diagramda da goriildigi
iizere (EK-1, Sekil 1.3-A), sonuclar allokriptopinin S izomeri ile SOD enziminin inhibitdr
baglanma alani arasindaki etkilesiminin 1,1. ns’ye kadar siirdiiglinii gostermektedir.
Sonrasinda ise etkilesim miktarinin sifira indigi goriilmektedir. Diger yandan, 1,1. ns
boyunca siiren etkilesime inhibitoér baglanma alanindaki LEU67, ARG69, ASP76, GLU77,
ARG79, SER102, VAL103, ASP109 ve HIS110 rezidiilerinin eslik ettigi tespit edilmistir
(EK-1, Sekil 1.3-B). Zamana bagl degisen etkilesim grafigi incelendiginde 1,1 ns’lik
etkilesimde en c¢ok katkiy1 GLU77 ve VAL103 rezidiilerinin sagladigi goézlemlenmistir.
Sonuglar allokriptopinin S izomeri ile SOD enziminin inhibitdr baglanma alani arasinda,
ozellikle de GLU77 ve VAL103 rezidiileri ile, bir etkilesimin s6z konusu oldugunu ancak
bu etkilesimlerin siireklilik gostermedigini ortaya koymaktadir. Diger yandan inhibisyona
aracilik eden etkilesimler ve bu etkilesimlerin simiilasyon siiresindeki oranlar1 belirlenmistir.
Sonuglar zamana bagli degisen etkilesim grafigi ile uyumlu olarak simiilasyon siiresi
boyunca etkilesim orani en yiiksek olan rezidiiniin LEU67, GLU77 ve VAL103 oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.11A). GLU77 nin bu etkilesimine hidrojen bagi, tuz ve su kopriisti
aracilik etmektedir. 5 ns’lik simiilasyonun yalnizca %3’tinde kurulan GLU77 ile S izomeri
arasinda tuz kopriisliniin, kenetlenme c¢aligmasinda oldugu gibi allokriptopine ait amin
grubunun azot atomu ile olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.11B). Diger yandan su

kopristiniin ise R izomerinin siklik asetal grubunun oksijen atomu ile kurdugu ve
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simiilasyon siiresinin yalnizca %]1°1 boyunca siirdiiriilebildigi belirlenmistir. Ayrica,
HIS110’nun da metoksi grubuna komsu fenol halkasi ile simiilasyon siiresinin %1’inde pi-
pi etkilesimi sergiledigi gozlemlenmistir. Ote yandan, GLU77 nin kurdugu hidrojen bagi
simiilasyon siiresinin %1 ’inden daha da kisa bir zaman diliminde ger¢eklesmektedir. LEU67
ve VAL103 rezidiileri ise neredeyse tamamen hidrofobik etkilesimlerde yer almaktadir. Bu
sebepten bunlar %1°den kuvvetli etkilesimlerin baglanma stabilitesinin verildigi haritada
gosterilmemistir. Tiim bu sonuglar allokriptopine ait S izomerinin SOD enzimi tizerindeki
inhibitor etkisinin siirekli ve kararli bir sekilde slirmesinin olast olmadigini, ancak zayif
etkilesimler vasitastyla kisa siireli etkilesimler kurabilecegini ve bu etkilesimlere de LEU67,
GLU77 ve VALI103 rezidiilerinin aracilik edebilecegini gostermektedir. ilag gelistirme
calismalar1 kapsaminda ele alindiginda bu durum allokriptopinin R izomeri gibi S izomerinin
de SOD enzimi iizerindeki inhibitor aktivitesinin enzimdeki konformasyonel degisim veya

baglanma alani ile etkilesime dayanmadigini gdstermektedir.
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Sekil 4.11. S izomeri ile SOD enzimi arasindaki etkilesimler. A) Simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesimlerin oran1 B) %1’den kuvvetli etkilesimlerin
baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde gosterimi

4.2.3. Allokriptopinin katalaz enzimi ile etkilesiminin modellenmesi

Kenetlenme calismalari

Bu c¢alismada, allokriptopinin olasi KAT enzim inhibitér aktivitesinin molekiiler
etkilesiminsel temellerinin aydinlatilmast amaglanmistir. Bu amagla allokriptopin
izomerlerinin, KAT enziminin kristal yapis1 tizerindeki literatiirde belirlenmis inhibitori
baglanma alan1 ile etkilesimi molekiiler kenetlenme hesaplamalar1 kullanilarak

arastirilmistir.
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Sonuglar allokriptopinin her iki izomerlerinin de KAT enziminin inhibitér baglanma alani
ile etkilesime girdigi gostermektedir. Bu etkilesimlerin kenetlenme puani ise S ve R
izomerleri igin sirasiyla -2,83 kcal/mol ve -0,43 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Her iki
izomerde de etkilesime hidrofobik etkilesimlerin ve hidrojen baglarinin aracilik ettigi
gozlemlenmistir. S izomerinde tespit edilen hidrofobik etkilesimlerin TYR215 ile
allokriptopinin siklik asetal grubu ve ona komsu fenol halkasi ile kuruldugu, hidrojen
baglarinin ise siklik asetal grubundaki oksijen atomu ile ARG203 arasinda olustugu
gozlemlenmistir. Diger yandan R izomerinin inhibitdr baglana alani ile etkilesiminde
yalnizca hidrojen baglarinin rol oynadigi ve bu hidrojen baglarinin da siklik asetal ve
metoksi gruplarinin oksijen atomu ile ARG203 ve LYS237 rezidiileri arasinda olustugu

tespit edilmistir (Sekil 4.12).

Sonuglar allokriptopinin iki izomerinin de yliksek bir kenetlenme puani ile olmasa da KAT
enziminin inhibitoér baglanma alani ile etkilesimi araciligi ile enzim iizerinde inhibitor
aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir. Kenetlenme g¢alismalar1 ile Ongiiriilen bu
etkilesimlerin stabilitesinin ve siirekliliginin MD simiilasyon caligsmalar: ile arastirilmasi

gerekmektedir.
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Sekil 4.12. Allokriptopinin KAT enzim inhibitoriinliin baglanma alani ile etkilesiminin
haritasi. A) S izomeri ile olan etkilesimin kristal yapisi lizerinde gosterimi, B)
R izomeri ile olan etkilesimin kristal yapisi tizerinde gosterimi, C) S izomeri ile
inhibitér baglanma alanmin etkilesim haritasi, D) R izomeri ile inhibit6r
baglanma alaninin etkilesim haritasi, A ve B’deki turuncu kesit ¢izgiler zayif
baglar1 temsil etmektedir

Molekiiler dinamik calismalari

Bu calisma ile, allokriptopinin izomerleri ile KAT enziminin inhibitdr baglanma alan
arasindaki  kenetlenme durumunun siirekliliginin ve stabilitesinin test edilmesi
amaglanmistir. Bu amag ile kenetlenme ¢aligmalar1 sonucu elde edilen ve Sekil 4.12°de de
verilen allokriptopin-KAT kompleksinin kenetlenme pozu MD simiilasyonlari i¢in baslangig
pozu olarak belirlenmistir ve Schrodinger programinin Desmond modiilii kullanilarak
hesaplamalar gergeklestirilmistir. S izomeri-KAT kompleksi i¢in 100 ns’lik simiilasyon
hesab1 gergeklestirilmistir. Buna karsin R izomerinin 45. ns’de kompleksten ayrildig tespit
edilmistir ve 50 ns’lik simiilasyona hesab1 yeterli olmustur. Simiilasyonun RMSD, RMSF

ve molekiiler etkilesim degerleri analiz edilmistir.
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a) Allokriptopin-KAT kompleksine ait RMSD ve RMSF degerlerinin analizi

KAT enzimindeki konformasyonel degisimlerin derecesinin belirlenmesi amaciyla hem S
izomerli hem de R izomerli kompleks i¢in enzimin Ca atomlaria ait RMSD degerleri analiz

edilmistir.

100 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca S izomeri ile etkilesime giren KAT enziminin RMSD
degerlerinin 0,99 A — 9,24 A arasinda oldugu tespit edilmistir (EK-2, Sekil 2.1-A).
Simiilasyon siiresince ortalama RMSD degeri ise 6,15+0,95 A olarak bulunmustur. S
izomeri ile etkilesime giren KAT enziminin RMSF analizine gore en yiiksek dalgalanma
18.04 A ile 43. rezidiideki ARG de tespit edilmistir. Bunun disinda enzimde dalgalanmalara
neden olan diger yapilarin ise 0- 15, 171 ve 385 — 427 nolu rezidiiler oldugu goriilmektedir.
Bu bolgeler enzimin dongii bolgelerine denk gelmektedir. Ayrica 148-152, 194-243, 300-
310 ve 442-449 numarali rezidiilerin allokriptopinin S izomeri ile etkilesime girdigi

gozlemlenmistir (EK-2, Sekil 2.2-A).

Diger yandan, 50 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca R izomeri ile etkilesime giren KAT
enziminin RMSD degerlerinin ise 1,77 A — 7,35 A arasinda oldugu tespit edilmistir (EK-2,
Sekil 2.1-B). Tiim simiilasyon siiresi boyunca enzimin ortalama RMSD degerleri ise
6,44+0,93 A olarak hesaplanmistir. RMSF analizine bakildiginda, en ¢ok dalgalanma RMSF
degeri 10,45 A olan 45 nolu GLY de gdzlemlenmistir. KAT enziminde dalgalanmalara
neden olan diger baslica yapilar ise 20 — 59, 173 ve 389 — 436 nolu rezidiilerdir. Bu rezidiiler
enzimin dongli bolgelerine denk gelmektedir. Ayrica 194-243, 279-282 ve 442-449
numarali rezidiilerin allokriptopinin R izomeri ile etkilesime girdigi gézlemlenmistir (EK-2,

Sekil 2.2-B).

S ve R izomerleri ile etkilesime giren KAT in RMSD degerinin yiliksek oldugu tespit
edilmistir. Bu duruma izomerlerin neden olup-olmadigini belirleyebilmek i¢in enzimin apo
(ligands1z) halinin de 100 ns’lik simiilasyonu yapilarak, RMSD’si hesaplanmistir. Apo ve
ligandli KAT enziminin RMSD degerleri karsilastirmali olarak EK-2, Sekil 2.1-A ve B’de
verilmistir. Sonuglar KAT enziminin kristal yapisinin RMSD degerinin yiiksek oldugunu, S
izomerinin tiim simiilasyon siiresi boyunca, R izomerinin ise 50 ns boyunca enzim ile yaptigi
etkilesimler sayesinde enzime ait RMSD degerinde azalisa neden olabilecegini gostermistir.

Apo form ile karsilagtirildiginda allokriptopinin KAT enzimin inhibitor baglanma alani ile
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yaptig1 etkilesimler sonucunda KAT enziminde konformasyonel degisiklilerin meydana
gelebilecegi goriilmektedir. Bu durumun allokriptopinin KAT enzimi iizerinde inhibitor
etkisi ve buna bagh olarak gelisebilecek olas1 pro-oksidan aktivitesi ile iliskili olabilecegi

diistiniilmektedir.

b) Allokriptopin-KAT kompleksindeki molekiiler etkilesimler

Allokriptopinin izomerleri ile KAT enziminin simiilasyon siiresi boyunca siiren etkilesimi
ve bu etkilesime aracilik eden rezidiiler analiz edilmistir. Toplam etkilesim miktari
grafiginde incelendiginde (EK-2, Sekil 2.3-A) allokriptopinin S izomeri ile KAT
enzimindeki inhibitér baglanma alani arasindaki etkilesimin 100 ns boyunca siirdiigiinii ve
her simiilasyon adimindaki etkilesim sayisinin O ile 9 arasinda degistigi goriilmektedir. Bu
baglara PHE198, ARG203, VAL302, HIS305, PHE446 ve VALA450 rezidiileri aracilik
etmektedir. Rezidiilerden etkilesime en biiyiik katkiy1 sirasiyla neredeyse tim simiilasyon
stiresi boyunca bag kuran PHE198, HIS305 ve PHE446°nin yaptig1 tespit edilmistir (EK-2,
Sekil 2.3-B). Bunlardan PHE198 ve PHE446’nin neredeyse kurdugu tiim etkilesimlerin
hidrofobik bagdan olustugu, buna karsin HIS305’in ise hidrojen baglari, su kopriisii ve
hidrofobik etkilesimler yaptig1 goriilmektedir. PHE198’in S izomerinin fenol halkasi ile pi-
pi etkilesimi yaptigi ve bu etkilesimin 100 ns’lik simiilasyonun %43’linde siirdiigii
gozlemlenmistir. Diger yandan S izomerli KAT kompleksinin %10’dan kuvvetli
etkilesimleri incelendiginde, HIS305’in S izomerine ait metoksi grubunun oksijen atomu ile
simiilasyon siiresi boyunca kurdugu etkilesimlerin %25’inin su kd&priisii oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.13). Sonuglar S izomerinin KAT enzimindeki inhibitor baglanma alaninda
ayrilmadan simiilasyon siiresi boyunca etkilesime devam ettigini ancak bu etkilesimlerin
cogunun hidrofobik oldugunu gostermektedir. Hidrofobik baglar, hidrojen baglar ile
karsilastirildiginda zayif baglardir. Bu sebepten bu etkilesimlerin enzimin inhibisyonundan

sorumlu olmas1 olasi degildir.
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Sekil 4.13. S izomeri ile KAT enzimi arasindaki etkilesimler. A) Ttim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oranmmin B) %10°dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi iizerinde gosterimi

R izomeri ile KAT enzimindeki inhibitdr baglanma alan1 arasinda etkilesim 50 ns boyunca
simiile edilmis olup, simiilasyon analizinde R izomeri ile KAT enzimi arasindaki etkilesim
miktariin 45. ns’ye kadar 0 ile 9 arasinda degistigi, 45. ns’den sonra tamamen kayboldugu
goriilmektedir (EK-2, Sekil 2.4-A). R izomerinin inhibitor baglanma alani arasindaki bu
etkilesime agirlikli olarak ASP128, ASN149, PHE198, ARG203, ASN213, TYR215 ve
PHE446 rezidiilerinin aracilik etmektedir. Etkilesime en ¢ok katkiy1 ise PHE198, ARG203,
ASN213 ve PHE446’ nin sagladigi goriilmektedir (EK-2, Sekil 2.4-B). Diger yandan bu
rezidiilerden PHE198 ve PHE446’nin etkilesimine yalnizca hidrofobik baglar, ARG203 ve
ASN213 etkilesimine ise hidrofobik bagin yani sira, su kopriileri ve zayif hidrojen baglari
eslik etmektedir. Bu kompleksin %10’dan kuvvetli etkilesimlerin baglanma stabilitesi
incelendiginde PHE198’iin R izomerinin iki fenol halkasiyla da 50 ns’lik simiilasyon
stiresinin %12 ve %16’sinda pi-pi etkilesimi kurdugunu goriilmektedir. ASN149, GLN195
ve ASN 213 ise siklik asetatin oksijen atomlari ile su kdpriileri olusturmustur. Bu kapsamda
ASN149 ve GLN195°¢ ait su kopriileri sirasiyla simiilasyon siiresinin %20 ve %10’u
boyunca gozlemlenmistir. ASN213’iin ise siklik asetatin bir oksijeni ile biri simiilasyon
stiresinin %13 digeri ise %10°u boyunca stiren iki farkli su kopriisii kurdugu tespit edilmistir
(Sekil 4.14). Sonuglar R izomeri ile KAT enzimi arasindaki etkilesiminini 45 ns stirdiigiinii
ve baslica etkilesime ASN149, GLN195 ve ASN 21 rezidiilerinin kurdugu su kopriileri ile
birlikte PHE198’in hidrofobik pi-pi etkilesiminin aracilik ettigini gostermektedir.
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45. ns’de ise R izomeri enzim yapidaki inhibitér baglanma alanindan kopmustur. R
izomerinin inhibitor baglanma alani ile molekiiler etkilesiminin ¢ok biiylik bir boliimiinii su
kopriileri ve zayif hidrofobik baglardan olusturmaktadir. Dolayisiyla allokriptopinin KAT

enziminin inhibisyonu iizerindeki etkisinin karasiz olabilecegi ongoriillmektedir.
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Sekil 4.14. R izomeri ile KAT enzimi arasindaki etkilesimler. A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oram1 B) %10°dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi tizerinde gosterimi

4.2.4. Allokriptopinin glutatyon peroksidaz enzimi ile etkilesiminin modellenmesi

Kenetlenme calismalari

Bu boliimde, molekiiler kenetlenme yontemleri kullanilarak allokriptopinin SOD enziminin
inhibisyonu yoluyla olusabilecek olasi pro-oksidan aktivitesinin molekiiler temellerinin
ortaya konulmasi hedeflenmistir. Bu amagla allokriptopin izomerlerin, SOD enziminin
kristal yapist tizerindeki literatiirde belirlenmis inhibitér baglanma alani ile etkilegimi ve bu
etkilesime aracilik eden bag tiirleri hesaplanmistir. Molekiiler kenetlenme caligsmalari
sonucunda allokriptopine ait S ve R izomerlerinin GPx enziminin inhibitér baglanma alani
ile kenetlenme puani sirasiyla 1,58 kcal/mol ve -0,43 kcal/mol olarak bulunmustur. S
izomerinin kenetlenmesinde, amin gruplarindaki azot atomu ile GLU43 arasindaki tuz
kopriistiniin ve metoksi grubunun oksijen atomu ile ARG39 arasindaki hidrojen baginin rol
aldigr gozlemlenmistir (Sekil 4.15A). R izomerinin ise siklik asetal grubunun oksijeni
aracilifiyla inhibitor baglanma alanindaki ARG39 ile hidrojen bag kurdugu tespit edilmistir
(Sekil 4.15B).
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Allokriptopinin  GPx enzim inhibitdrii baglanma alan1 ile etkilesim haritasi.
A) S izomeri ile olan etkilesimin kristal yapisi iizerinde gosterimi, B) R izomeri
ile olan etkilesimin kristal yapisi iizerinde gosterimi, C) S izomeri ile inhibitor
baglanma alaninin etkilesim haritasi, D) R izomeri ile inhibitor baglanma
alanmin etkilesim haritasi, C ve D’deki kesik ¢izgiler zayif baglar1 temsil
etmektedir

Molekiiler dinamik calismalari

MD simiilasyon calismalariyla allokriptopinin izomerleri ile GPx enziminin inhibitor
baglanma alani arasindaki kenetlenme durumunun kararliliginin ve siirekliliginin test
edilmesi amac¢lanmistir. Bu amag ile kenetlenme ¢alismasi sonu elde edilen ve Sekil 4.15°de
de verilen kenetlenme pozu MD simiilasyonlari i¢in baslangi¢ pozu olarak belirlenmistir ve

Schrédinger programinin Desmond modiilii kullanilarak hesaplamalar gerceklestirilmistir.

S izomerinin hedef bolgede kararli bir molekiiler etkilesim gostermemesi nedeniyle S
izomeri i¢in 10 ns’lik simiilasyon gergeklestirilmistir. R izomerinin ise 2. ns’den sonra

inhibisyondan sorumlu rezidiilerin komusular ile etkilesime girdigi tespit edilmistir. Bu
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sebepten R izomeri i¢in de 5 ns’lik simiilasyon yeterli goriilmiistiir. Hesaplamalar sonucunda
her iki kompleksin de RMSD, RMSF ve molekiiler etkilesimleri analiz edilmistir.
a) Allokriptopin-GPx kompleksinin RMSD ve RMSF analizi

GPx enzimindeki yapisal degisimlerin belirlenmesi amaciyla hem S izomerli hem de R
izomerli kompleks i¢in enzimin RMSD degerleri Co atomlari dikkate alinarak

hesaplanmustir.

S izomeri ile etkilesime giren GPx enziminin RMSD degeri 10 ns’lik simiilasyon siiresi
boyunca 0,68-1,91 A arasindadir. Ortalama RSMD degeri ise 1,33+0,15 A olarak
hesaplanmistir (Ek-3 Sekil 3.1-A). Gergeklestirilen RMSF analizi sonucunda kompleksteki
en ¢ok dalgalanmanin 3,35 A’luk RMSF degeri ile N- terminal ucundaki ASP rezidiisiinde
oldugu tespit edilmistir. Simiilasyon boyunca tespit edilen diger kayda deger
dalgalanmalarin proteinin dongii bolgelerinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica, S izomerinin
etkilesime girdigi bolgeler 3743, 56, 60, 71-75, 105-115, 138-140 ve 154-162 numarali
rezidiilerdir (Bkz sekilde de yesil ¢ubuklar Ek-3 Sekil 3.2-A). 5 ns’lik MD simiilasyon
sonucunda, R izomeri ile etkilesime giren GPx enzimine ait RMSD degerlerinin ise 0,69—
1,30 A arasinda ve ortalamasinin 1,05+£0,09 A oldugu belirlenmistir (Ek-3 Sekil 3.1-B). R
izomeri ile etkilesime giren GPx enziminin RMSF analizinde ise {i¢ bolgede yiiksek
dalgalanmaya rastlanmigtir. Bunlardan ilki ve en yiiksegi RMSF degeri 3,35 A olan enzimin
N- terminal ucundaki ASP rezidiisiidiir. Digerleri ise S izomerindeki gibi dongii
bolgelerindedir (Ek-3 Sekil 3.2-B). RMSD ve RMSF analizleri sonucunda her iki izomerinde

enzimde ciddi bir yapisal degisiklige neden olmadigini goriilmiistiir.

b) Allokriptopin-GPx kompleksindeki molekiiler etkilesimi

Allokriptopinin izomerleri ile GPx enziminin simiilasyon siiresi boyunca molekiiler
etkilesime katki yapan hidrojen baglari, hidrobofik etkilesimler, su ve iyon kopriileri ve

bunlarin etkilesim oranlar1 hesaplanmistir.

Toplam etkilesim miktar1 grafigi incelendiginde, allokriptopinin S izomeri ile GPx
enziminin inhibitdr baglanma alani arasindaki 10 ns’lik etkilesimin stireklilik géstermedigi

ve kopmalar oldugu gozlemlenmistir. Bu etkilesimlerden ilki 0—0,4 ns arasinda meydana
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gelmistir. Koptuktan sonraki ikKinci etkilesim ise 4,2—5 ns arasinda olusmustur. Fakat her iki
zaman araligindaki etkilesimlerin kararsiz ve sayica az oldugu tespit edilmistir.

Diger yandan, 5. ns’den sonra S izomerinin enzimin inhibitdr baglanma alani ile arasindaki
bu zayif etkilesim tamamen son bulmustur (Ek-3 Sekil 3.3-A). 0-0,4 ve 4,2-5 ns’ler
arasindaki kisa etkilesimine ARG39 ve GLU43’iin eslik ettigi saptanmistir (Ek-3 Sekil 3.3-
B).

Allokriptopinin S izomeri ile ARG39 ve GLU43 rezidiileri arasindaki etkilesimler ve
oranlar1 analiz edildiginde, ARG39’un etkilesimine su kopriisii, hidrofobik ve hidrojen
baglarinin, GLU43e ise hidrofobik etkilesimlerin ve iyon kdpriilerinin aracilik ettigi tespit
edilmistir. Simiilasyon boyunca %1’den kuvvetli etkilesimlerin baglanma stabilitesi
incelendiginde ise ARG39’un simiilasyonu siiresinin yalnizca %]1°1 boyunca su kopriisii ve
hidrofobik etkilesime girdigi gézlemlenmistir. Su kopriisiiniin metoksi grubunun oksijen
atomu ile, hidrofobik etkilesimin ise siklik asetal haklasiyla yapilan pi-pi etkilesimi ile
gergeklestigi tespit edilmistir. GLU43’lin ise tersiyer amin grubundaki azot atomu ile
simiilasyonu siiresinin yalnmzca %2’si boyunca tuz kopriisii kurdugu belirlenmistir. Ote
yandan ARG39 ve GLU43’lin yani sira inhibisyon ile iligkilendirilmeyen ARG60, GLN108
ve GLY155 rezidiilerinin de simiilasyon siiresinin %1’inde allokriptopinin S izomeri ile
etkilesime girdigi saptanmistir (Sekil 4.16). Sonuglar allokriptopinin S izomeri ile GPx
enziminin inhibitdr baglanma alani arasindaki etkilesimin toplamda yalnizca toplamda 1,2
ns’lik zaman aralifinda meydana geldigini ve sonrasinda ise etkilesimin bozuldugu
gostemektedir. Tiim bunlart 1s183inda S izomerinin GPx enzimi iizerinde inhibitor bir

aktiviteye sahip olmayacagi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.16. S izomeri ile GPx enzimi arasindaki etkilesimler. A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oran1 B) %1°den kuvvetli etkilesimlerin
baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi tizerinde gosterimi
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R izomerinin GPx’in inhibitdr baglanma alani ile etkilesimi i¢in ise 5 ns’lik MD simiilasyon
hesaplamalar1 yapilmistir. Simiilasyon analizi R izomeri ile GPx enzimi arasindaki
etkilesimin 5 ns boyunca siirdiigiinii ve etkilesim miktarinin birim zaman da 0—5 arasinda
degistigini gostermektedir (Ek-3 Sekil 3.4-A). Ancak etkilesime dahil olan rezidiilerin
zamana gore degisiminin yer aldig1 (Ek-3 Sekil 3.4-A) incelendiginde, ASP33, ASP34 ve
SERA45 gibi inhibisyondan sorumlu olan reziidiiler ile kurulan baglarin az miktarda ve ilk 2
ns igerisinde olusturuldugu gozlemlenmektedir. Sonrasinda ise HIS52 ve METS3 gibi
enzimin inhibisyonuna aracilik etmeyen rezidiiler ile etkilesimlerin olustugu goriilmektedir.
Bu durum R izomerinin baglanma alaninda hareket ederek, diger rezidiiler ile etkilesimi
tercih ettigini ve inhibisyon sorumlu reziidiiler ile olan etkilesiminin zayif oldugunu
gostermektedir. Diger yandan inhibisyondan sorumlu rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirleri
ve oranlar1 analiz edilmistir. Ug rezidiiniin R izomeri ile etkilesimine su kopriilerinin aracilik
ettigini tespit edilmistir. ASP33 ve ASP34 ile kurulan etkilesim simiilasyon siiresinin
%1’inden de az bir zaman araliginda gerceklesmistir. SER45’in ise simiilasyon siiresinin %2
ve %3’ boyunca siklik asetalin bir oksijen atomu ile iki farkli su kopriisii bagi kurdugu
gozlemlenmistir. Ayrica, LYS50, ASN55, ALA140 ve LYS145’in R izomeri ile %2-7
oraninda su kopriisii kurdugu belirlenmistir (Sekil 4.17). Sonuglar allokriptopine ait R
izomerinin, GPx enziminin inhibisyonunda sorumlu olan rezidiiler ile etkilesiminin de kisa
siireli ve karasiz oldugunu bu nedenle daha yiiksek afinite ile baglanabilecegi baska
reziidiiler ile etkilesimi tercih ettigini gdstermektedir. Bu durum R izomerinin GPx enzimi
iizerinde inhibisyona baglanma alani araciligiyla kararli bir inhibitor bir aktiviteye sahip

olmayacagini isaret etmektedir.
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Sekil 4.17. R izomeri ile GPX enzimi arasindaki etkilesimler. A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin orant B) %1’den kuvvetli etkilesimlerin
baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde gdsterimi
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4.2.4. Allokriptopinin AChE enzimi ile etkilesiminin modellenmesi

Kenetlenme calismalari

Bu son boliimde, allokriptopinin AChE enzimi tizerindeki inhibitor aktivitesinin molekiiler
temellerinin aydinlatilmasi amaglanmistir. Bu amagla allokriptopin izomerlerinin, AChE
enziminin Kristal yapisi tizerindeki literatiirde belirlenmis inhibitor baglanma alani ile

etkilesimi ve bu etkilesime aracilik eden bag tiirleri hesaplanmistir.

Sonuglar ile allokriptopinin her iki izomerlerinin de AChE enziminin inhibitdr baglanma
alanina kenetlenebildigini tespit edilmistir. S ve R izomerleri i¢in kenetlenme puanlar
sirastyla -5,77 kcal/mol ve -5,47 kcal/mol olarak hesaplanmistir. S izomerinin kenetlenme
durumu esasen siklik asetal halkas1 ile HIS287 ve orto-difenol halkasi ile TYR341 reziidiileri
arasindaki pi-pi etkilesimine dayanmaktadir (Sekil 4.18A). Bunun yani sira yapidaki metil
gruplarinin ucundaki hidrojen atomlar1 aracilifryla SER293, HIS287, PHE295, PHE338 ve
TYR341 rezidiileri ile etkilesimler kurdugu gozlemlenmistir (Sekil 4.21C). R izomerlerinin
kenetlenme durumu ise zayif etkilesimlerden (hidrofobik) olugmaktadir. Bu sebepten
etkilesim haritasinda goriintiilenememistir (Sekil 4.18B). Ancak, Sekil 4.21D’deki
AChE’nin kristal yapisi ile olan pozunda bu etkilesim verilmistir. S izomerinde oldugu gibi
bu etkilesimler metil gruplarinin ucundaki hidrojen atomlar ile LEU76, SER293, VAL294

ve TRP286 rezidiileri arasinda olugsmustur.
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Sekil 4.18. Allokriptopin AChE enzim inhibitorii baglanma alani ile etkilesim haritasi. A) S
izomeri ile olan etkilesimin kristal yapisi lizerinde gosterimi, B) R izomeri ile
olan etkilesimin kristal yapisi tizerinde gosterimi, C) S izomeri ile inhibitor
baglanma alaninin etkilesimi, D) R izomeri ile inhibitér baglanma alaninin
etkilesimi, C ve D’deki turuncu kesik ¢izgiler zayif baglari temsil etmektedir

Molekiiler dinamik calismalari

Gergeklestirilen MD simiilasyon c¢alismalariyla, allokriptopinin izomerleri ile AChE
enziminin inhibitor baglanma alani arasindaki kenetlenme durumunun kararliliginin ve
siirekliliginin test edilmesi amaclanmistir. Bu amag ile kenetlenme ¢alismalar1 sonucu elde
edilen ve Sekil 4.18’de de verilen allokriptopin-AChE komplekslesinin kenetlenme pozu
MD simiilasyonlari i¢in baglangi¢ pozu olarak belirlenmistir ve Schrodinger programinin
Desmond modiilii kullanilarak hesaplamalar gerceklestirilmistir. Her iki izomer i¢in de 100

ns’lik simiilasyon hesab1 gerceklestirilmistir.
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a) Allokriptopin-AChE kompleksine ait RMSD ve RMSF degerlerinin analizi

Ca atomlarma ait RMSD degerlerinin analizi, 100 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca S
izomeri- AChE kompleksinin RMSD degerlerinin 0,72-2,23 A arasinda ve ortalama
64+0,21 A oldugu gostermektedir (EK-4, Sekil.4.1-A). Enzimdeki en yiiksek RMSF 494,
rezidii olan ASP’dedir ve 5,49 A biiyiikliigiindedir. Ayrica 74-85, 165-170, 341-343, 385
ve 492-500 rezidiielerinde de Onemli dalgalanmalar goriilmiistiir. Bu bolgeler enzimin
dongili bolgesinde denk gelmektedir. Ayrica 72—75, 121-124, 250, 280298 ve 336-341

numarali rezidiilerinin S izomeri ile etkilesime girdigi belirlenmistir (EK-4, Sekil.4.2-A).

100 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca R izomeri ile etkilesime giren AChE enziminin RMSD
degerlerinin ise 0,67-2,56 A ortalama RMSD degerlerinin ise 1,89 0,30 A oldugu tespit
edilmistir (EK-4, Sekil.4.1-B). R izomeri-AChE kompleksinin agir atomlarina gore
hesaplanan RMSF degerleri simiilasyon siiresi boyunca en yiiksek dalgalanmanin 8 A ile
542. rezidii olan ALA’da oldugunu gostermektedir. Diger yandan simiilasyon siiresi
boyunca 9 farkli bolgedeki rezidiilerde de dalgalanmalar oldugu tespit edilmistir. Bunlardan
bazilar1 1 ve 2. rezidiiler olan GLU ve ASP, 334°deki TYR, 385’deki TRP, 437°deki LEU,
494-497°deki ASP—ACE ve 534 ile baslayan terminal ugtaki rezidiilerdir. Diger yandan 71—
75, 121-124, 250, 280-296 ve 336-343 numarali rezidiilerinin R izomeri ile etkilesime
girdigi belirlenmistir (EK-4, Sekil.4.2-B).

Iki izomerinde enzimin inhibisyonundan sorumlu baglanma alanindaki ayni rezidiilere
baglandig1 ancak iki kompleks arasindaki rezidiilere ait RMSF degerlerinin farklilik
gosterdigi, R izomeri ile etkilesime giren AChE enziminin daha ¢ok dalgalanma gosterdigi
tespit edilmistir. Iki izomerin farkliligin iki izomerin kurdugu farkli bag ve etkilesimler ile

iligkili oldugu diistiniilmektedir.

b) Allokriptopin-AChE kompleksinin molekiiler etkilesimi

Allokriptopinin izomerleri ile AChE enziminin MD simiilasyon siiresi boyunca siiren

etkilesimi ve bu etkilesime aracilik eden rezidiiler de analiz edilmistir.

Toplam etkilesim miktar1 grafiginde de goriildiigii tizere, allokriptopinin S izomeri ile AChE

enziminin inhibitér baglanma alan1 arasindaki etkilisim 100 ns’lik MD simiilasyonun
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tamaminda goriilmektedir (EK-4, Sekil.4.3-A). Her bir simiilasyon adimindaki toplam
etkilesim sayisinin 0 ile 9 arasinda degistigi tespit edilmistir. Simiilasyon boyunca
etkilesimlere baslica TYR72, TRY 124, TRP286, HIS287 ve GLU341 rezidiilerinin eslik

ettigi saptanmistir (EK-4, Sekil.4.3-B).

TYR72, TRP286, HIS287 ve GLU341 rezidiileri biiyiik oranda hidrofobik etkilesimin yani
sira az miktarda su kopriisii ve hidrojen bag kurmustur. Diger yandan, TRY 124’{in ise S
izomerinin hidrofobik etkilesim ve eser miktarda su kopriisii araciligiyla bag kuruldugu
belirlenmistir. Simiilasyon boyunca %10’dan kuvvetli etkilesimlerin baglanma stabilitesi
incelendiginde ise TYR72 ile izomerinin orta-difenol halkas1 arasinda simiilasyon stiresinin
%20’si boyunca, HIS287 ile siklik asetal arasinda ise %45°i boyunca pi-pi etkilesiminin
kuruldugu goriilmektedir (Sekil 4.19). Sonuglar allokriptopine ait S izomeri ile AChE
enziminin inhibitdr baglanma alani arasindaki etkilesimin simiilasyon siiresi boyunca, enzim
yapisinda bozulmaya neden olmaksizin slirdiiglinli géstermektedir. Hesaplamalar ayrica,
kompleksteki inhibisyona aracilik eden anahtar yapilarin izomerde orta-difenol ve C

halkalari, enzimde ise TYR72 ve HIS287 rezidiileri oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.19. S izomeri ile AChE enzimi arasindaki etkilesiminler. A) Tim simiilasyon
boyunca rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oranin1 gostren grafik B)
%10’dan kuvvetli etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi
lizerinde gosterimi

R izomeri ile AChE enziminin inhibitér baglanma alani arasindaki toplam etkilesim
miktarinin grafigi S izomerinde oldugu gibi 100 ns boyunca etkilesimin devam ettigini ve
her bir simiilasyon adiminda etkilesim miktarinin 0 ile 9 arasinda degistigini gostermektedir
(EK-4, Sekil.4.4-A).. Diger yandan, bu etkilesimlerden sorumlu olan baslica rezidiilerin
TYR72, LEU76, TRY124, TRP286, GLU292, SER293, PHE295, ARG296, PHE297 ve
TYR341 oldugu belirlenmistir.
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R izomeri ile bu rezidiiler arasindaki etkilesimler ve oranlari incelendiginde, bu rezidulerden
TYR72, LEU76, TRY 124, TRP286 ve TYR341’in hidrofobik baglar ve kisa su kopriileri ile
etkilesime aracilik ettigi tespit edilmistir (EK-4, Sekil.4.4-B). Diger yandan SER293,
PHE295 ve ARG296’nin etkilesimde ise hidrojen baglarinin ve az sayida su kopriilerinin rol
aldig1 bilinmektedir. GLU292’nin ise iyonik baglar ve c¢ok az sayida su kopriileri ile
etkilesime eslik ettigi gozlemlenmistir. %10’dan kuvvetli etkilesimlerin baglanma stabilitesi
incelendiginde ise TYR124 ve TRP286’nin orta-difenol halkasi ile sirasiyla simiilasyon
stiresinin %47 ve %35’i boyunca pi-pi etkilesimi, LEU76’nin ise ayni yapinin metoksi
grubunun oksijen atomu ile simiilasyon siiresinin %10’u boyunca su kopriisii kurdugu
gdzlemlenmistir. Ote yandan, ARG296 ve PHE295 rezidiilerinin siklik asetal yapisi
tizerindeki ayni oksijen atomu ile simiilasyon siiresinin sirasiyla %32 ve %11°1 boyunca
hidrojen bag kurdugu, bunlara komsu olan PHE297’nin de bu yapu ile pi-pi etkilesimi yaptigi
tespit edilmistir. Bunun yan1 sira GLU292’nin amin grubunun azot atomu ile simiilasyon
stiresinin %29’u boyunca tuz kopriisii, SER293’1in ise keton grubundaki oksijen atomu ile
simiilasyon siiresinin %23’ boyunca hidrojen bagi yaptig: tespit edilmistir (Sekil 4.20).
Sonuglar allokriptopine ait R izomeri ile AChE enziminin inhibitér baglanma alani
arasindaki etkilesimin tiim simiilasyon siiresi boyunca, enzim yapisinda bozulmaya neden
olmaksizin siirdiiglinii gostermektedir. Hesaplamalar ayrica, kompleksteki inhibisyona
aracilik eden anahtar yapilarin izomerde orta-difenol ve siklik asetal halkasi, keton, amin ve

metoksi gruplart oldugunu enzimde ise TYR124, TRP286 ve ARG296 rezidiileri oldugunu

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.20. R izomeri ile AChE enzimi arasindaki etkilesimler A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oranim gostren grafik B) %10’dan
kuvvetli etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde
gosteri
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5. TARTISMA

AH dejeneratif degisimlere bagli olarak gelisen, néronal kayip sonucu bilissel ve kognitif
fonksiyonlarin yitirilmesi ile karakterize edilen progresif bir nérodejeneratif hastaliktir.
Siklik ile 60 yas iizeri kisilerde rastalanan bu hastalik demansin en yaygin formudur ve
kiiresel niifusun her gegen giin daha da yaslanmasi ile birlikte bu hastaligin prevalansinin da
artmasi1 beklenmektedir (Cummings ve digerleri, 2021; Duraes ve digerleri, 2018; Li ve
digerleri, 2020a). Diger yandan ciddi bir kiiresel saglik sorunu olan AH ayn1 zamanda takip,
tedavi ve bakim siireglerinin yonetilmesinin zorlugu nedeniyle sosyo-ekonomik anlamda da

toplum ve bireyler i¢in biiyiik bir yiiktiir (Akyar ve Akdemir, 2009; Eroymak ve Yigit, 2017).

AH patofizyolojisinin ardindaki temel molekiiler mekanizmalar incelendiginde oksidatif
stres, lipit peroksidasyonu, antioksidan ve norotransmitter mekanizmalarin zayiflamast,
kolinerjik iletimin bozulmasi ve plak ve protein agregasyonu gibi diger noérodejeratif
hastaliklarda da ortaya ¢ikan ortak mekanizmalarin AH nin olusumunda ve ilerlemesinde rol
oynadigi goriilmiistiir (Di Paolo ve digerleri, 2019; Taso ve digerleri, 2019; Yacoubian,
2016; Yurtkap ve Arslan, 2018). Buna karsin, uzun yillardir yalnizca AChE inhibitorleri ve
NMDA antagonistlerinin kullanima ile sinirli olan AH tedavilerine 2021 yil1 itibari ile Ap’y1
hedef alan yeni bir antikor tedavisi eklenmistir (Internet 1; Korabecny ve digerleri, 2015).
Ancak bu tedavilerin hastalifit modifiye etmeksizin yalnizca semptomlar: hafiflettigi
bilinmekte olup, uzun vadedeki giivenilirlikleri hakkinda ciddi siiphe ve tartigmalar
bulunmaktadir (internet 1; Graham ve digerleri, 2017; Selkoe, 2019). Giincel terapotik
yaklagimlarin tedavi saglayamamasi nedeniyle bu hastaliklardaki morbidite ve mortalite
oranlarinin giderek daha da artmasi beklenmektedir (Girdhar ve digerleri, 2015). Bu
sebepten AH ve AH’nin yan1 sira benzer norodejeneratif hastaliklarda da etkin olabilecek
yeni ila¢ etken maddelerinin bulunmasi ve buna bagli yeni ila¢ adaylarinin gelistirilmesi son

derece 6nemli bir konudur.

Bitkisel sekonder metabolitler igerisinde yer alan alkaloidlerin, néronlardaki oksidatif stresi,
agregasyonu ve noral apoptozu baskilayarak, antioksidan sistemleri giiglendirerek, sinyal
yolaklarini ve iyon homeostazisini diizenleyerek ndrodejeneratif hastaliklara kars1 koruyucu
veya tedavi edici etkilere sahip olduklar1 da bilinmektedir (Dey ve Mukherjee, 2017; Hussain
ve digerleri, 2019). izokinolin grubu bir alkaloid olan allokriptopinin ise antibakteriyel,

antiviral, antifungal, antiparazitik, antikanser, anti-aritmik, anti-hepatositik, anti-anjiyojenik
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ve illeum rahatlatma gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu ortaya konulmus olmakla
birlikte, ndrodejeneratif hastaliklardaki etkinliginin ortaya konuldugu 6n ¢alisma niteliginde
siirli arastirmalar bulunmaktadir (Fu ve digerleri, 2016; Haberlein ve digerleri, 1996;
Herrmann ve digerleri, 2020; Morteza-Semnani ve digerleri, 2003; Orhan ve digerleri,
2007a; Sener ve Orhan, 2005; Siatka ve digerleri, 2017; Su ve digerleri, 2011; Vacek ve
digerleri, 2010; Zhang ve digerleri, 2015). Bu sebepten bu tez ¢alismasinda allokriptopinin
oksidatif stres ile AH modeline indiiklenmis hiicrelerdeki lipit peroksidasyonu, oksidan
diizeyi ve antioksidan mekanizma, AChE inhibisyon potansiyeli ve noéral morfoloji
tizerindeki noérokoruyucu etkisinin belirlenerek, bu sistemler arasindaki iliskinin ortaya

konulmasi amaglanmistir.

Allokripropinin toksik olmayan etkin uygulama konsantrasyonun ve inkiibasyon siiresinin
bulunmasi amaciyla farkli konsantrasyon (20 ve 300 pg/mL) ve inkiibasyon siirelerindeki
(12, 24 ve 48 saat) allokriptopin uygulamalarinin PC12 hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki
etkisi incelenmistir. Ug inkiibasyon siiresi igin de ICso degeri (hiicre canliligini %50 oraninda
inhibe eden konsantrasyon) sirasiyla 215, 183 ve 163 ug/mL olarak belirlenmistir. Yiiksek
allokriptopin konsantrasyonlari (150, 240 ve 300 pg/mL) ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi ile
birlikte hiicre canliliginda azalma gozlemlenmis olup, hiicre canliliginin %80°nin altina
diismesi toksisite ile iligkilendirilmesi nedeniyle, canliligin %95-80 oranlar1 arasinda oldugu
25-150 pg/mL allokriptopinin 18 saatlik uygulamasi devam edecek c¢alismalarda

kullanilmak tizere secilmistir.

Aslinda aerobik organizmalar i¢in oksijen metabolizmasinin normal bir yan iiriinii olan ve
diisiik  konsantrasyonlar1  hiicre sinyallesmesinde gorev alan H202, yiiksek
konsantrasyonlarda ve uzun siireli maruz kalimda oksidatif strese yol agmaktadir (Othman
ve Yabe, 2015). H2O2’nin neden oldugu oksidatif stres ise membran depolarizasyonu
araciligl ile membran yapisinda bozulmalara, DNA, protein ve lipit gibi hiicresel
makromolekiillerin hasaria ve noral dejenerasyona aracilik etmektedir (Bao ve digerleri,
2017; Chen ve digerleri, 2016). Ayrica, H202 patolojik A iretimi i¢in kritik olan
sekretazlarin aktivasyonunu artirmaktadir ve protein kinazlarin/fosfatazlarin modiilasyonu
ile tau proteinin hiperfosforilasyon ve polimerizasyonuna neden olmaktadir (Hadipour ve
digerleri, 2018; Tan ve digerleri, 2015). Bu sebepten literatiirde H20O- oksidatif stres kaynakli
hiicresel Alzheimer modelleri igin kullanilmakta olup, (Hadipour ve digerleri, 2018;

Rafieipour ve digerleri, 2019) bu tez c¢alismasinda da oksidatif hasara bagli AH hiicre
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modelinin olusturulmasinda H>O> kullanilmistir. 116S299 no’lu Tiibitak projesi kapsaminda
yapilan ¢alismalarda oksidatif stres ile indiiklenmis AH hiicresel modeli olugturmak i¢in en
uygun inkiibasyon siiresi ve konsantrasyon oldugu belirlenen, 24 saat boyunca 200 uM H>O>
uygulanmig fPC12 hiicreleri iyi sonu¢ vermis oldugundan, bu tez ¢alismasinda da aym

konsantrasyon ve siiredeki H>O> ile model olusturulmustur.

Literatiirde, 200 uM H202’in PC12 hiicrelerinde ROS olusumunu tetikleyerek hiicre
canliligin1 %50’1lere kadar indirdigine dair pek ¢ok kanit bulunmaktadir (Gao ve digerleri,
2012; Lee ve digerleri, 2014; Luo ve digerleri, 2011; Othman ve Yabe, 2015). Kanitlar ile
uyumlu olarak, bu ¢alismada da 24 saat boyunca 200uM H>02’ye maruz kalan PC12
hiicrelerinin canlilig1 %53 olarak belirlenmis olup (p<0,05), bu uygulama ile yiiksek 6liimciil
etkiye neden olmayan oksidatif stres ile indiikklenmis hiicresel AH modeli PC12 hiicrelerinde
basar1 ile olusturulmustur. Allokriptopinin AH modelindeki biyolojik etkinligi, 18 saatlik
25-150 pg/mL allokriptopin konsantrasyonlarinin 6n muamelesi sonras1 H.O> uygulanan
PCI12 hiicrelerinde c¢alisilacagindan, bu modelde de allokriptopinin hiicre canliligi
iizerindeki etkisi belirlenmistir ve hiicre canliliginin doza bagimli bir sekilde %11-32
oranlarinda korundugu tespit edilmistir. Diger yandan, allokriptopinin oksidatif stres ile
indiiklenmis PC12 hiicrelerindeki etkisinin 1Cso (canliligit %50 oraninda inhibe eden
konsantrasyon) degeri 165,54 pug/mL olarak belirlenmistir. Farkli allokriptopin
konsantrasyonlar1 oksidatif stres ile indiiklenen PCI12 hiicrelerine uygulandiginda ICsg
degerinin 165,54 pg/mL olarak bulunmus olmasi, 165 pg/mL’nin altindaki
konsantrasyonlarin yiiksek toksisite gostermeyen konsantrasyonlar olarak denemelerde

kullanilabileceginin kanit1 olmustur.

Huang ve arkadaslar1 tarafindan da 10 mmol/L glutamat uygulanarak hiicre canliliginin
%50’ ye diistirtildiigi PC12 hiicrelerinde allokriptopinin bu hasara karsi koruyucu bir etkiye
sahip oldugu raporlanmis olup, bu etkinin ICsg degerleri 33.453 umol/L olarak belirlenmistir
(Huang ve digerleri, 2018a). Her iki ¢aligma verileri de allokriptopinin ndral hasar grubu ile
karsilastirildiginda hiicre 6liimiinii doza bagimli olarak baskilayabildigini gostermektedir.
Ancak, allokriptopinin H2O: ile oksidatif stresin olusturuldugu bu tez ¢alismasindaki
saptanan ICsp degerinin Huang ve arkadaslarinin tarafindan belirlenen degerden ¢ok daha
yiiksek oldugu dikkat ¢cekmektedir. Bu durumun Huang ve arkadaslari tarafindan hasar

modeli olusturmak i¢in tercih edilen glutamatin etkili oldugu yolaklar ve glutamat
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konsantrasyonunun tez calismasinda kullanilan H2O2’den bes kat daha yiiksek olmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Diger yandan fenton yolagi araciligiyla PC12 hiicrelerinde ROS olusumunu tetikleyen
H202’nin, hiicre i¢i pro-oksidan-antioksidan dengesini bozarak; protein, lipit ve niikleik
asitler gibi hiicresel makromolekiillere zarar veren oksidatif strese ve oksidatif stres kaynakli
noral hiicresel 6liime neden oldugu bilinmektedir (Chen ve digerleri, 2016; Feng ve digerleri,
2021; Hadipour ve digerleri, 2018; Jiang ve digerleri, 2016; Li ve digerleri, 2020b; Zhao,
2019). H202 wuygulanan PCI12 hiicrelerinin yiizde canliligi ile karsilagtirildiginda
allokriptopin 6n muamelesinden sonras1 H20 ile oksidatif strese indiiklenen hiicrelerde 25-
120 pg/mL allokriptopin konsantrasyonlarinin sirastyla %32, %30, %25 ve %11 oranlarinda
norokoruyuculuk gosterdigi ve artan konsantrasyonlar ile birlikte bu koruyuculugun azaldigi
belirlenmistir (p<0,05). Daha 6nce ayni konsantrasyonlardaki allokriptopinin H2O> ile
indiiklenen Bax, Bcl-2, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3’ii igeren apoptotik yolaklarin inhibisyonunda
rol alabilecegi gosterilmis olup (Baran ve digerleri, 2020), hiicre canliligi tizerindeki
koruyucuyu etkisinin bu anti-apoptotik aktivitesi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Diger
yandan, artan allokriptopin konsantrasyonu ile nérokoruyucu etkinin azaldigi ve 150 pg/mL
allokriptopinin hiicre 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir. Bu durum tek basina
allokriptopin uygulanan hiicrelerdeki yiizde canlilik orani ile paralellik gostermekte olup,
allokriptopin uygulmalarinin H202 muamelesi ile birlesince bir miktar sinerjik etkiye neden
oldugu ortaya konmustur. izokinolin grubu bir alkaloid olan berberinin de benzer sekilde
diisiik dozlart ile nérokoruyucu, yiiksek dozlar ile ise norotoksisite gosteren hormetik bir
etkiye sahip oldugu gosterilmis olup, bu etkiye MAPK/ERK1/2, PI3BK/AKT gibi hiicre sag
kalimi ile ve Nrf2/ARE/HO-1 gibi antioksidan sistem ile iligkili sinyal yolaklar {izerindeki
farkli konsantrasyon yanitlarinin neden oldugu vurgulanmistir (Bao ve digerleri, 2015;
Calabrese, 2018; Zhang ve digerleri, 2017). Hormetik etki aslinda etken maddenin diisiik
dozu ile uyarima/inhibisyona, yliksek dozu ile ise inhibisyona/ uyarima neden oldugu iki
fazli bir doz yanitina sahip olmasi durumudur ve son yillarda O6zellikle toksikolojik
caligmalarda 6nem kazanmaya baslamistir (Calabrese ve digerleri, 2015). Allokriptopinin
oksidatif stres merkezli AH’de ila¢ etken maddesi olabilme potansiyelin arastirildigi bu
caligmada, allokriptopinin de hormetik aktivite gosterdigi ve toksisiteye neden olan ikincil
konsantrasyon yanitinda 150 pg/mL’nin kritik role sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durum

galantamin gibi allokriptopinin de canlilik ve antioksidan mekanizma ile iliskili yolaklar
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izerinde iki fazli etkinlige sahip olabilecegini ve bunun ileri diizey molekiiler teknikler ile

aydinlatilmasi gerektigini diistindiirmektedir.

Oksidatif stresin neden oldugu makro molekiiller degisikliklerden biri lipit
peroksidasyonudur (Nunomura ve digerleri, 2001). Lipitler, hiicresel sinyallesme, enerji
dengesi, kan-beyin bariyer gegirgenligi ve iltihaplanma ile yakindan iliskili molekiillerdir.
Buna karsin oksidatif olarak hasar goérmiis lipitlerin hiicre ve organel membranlarinda
yapisal hasara ve peroksidasyon iiriinlerinin {iretimine neden olarak, yiiksek ndrotoksisiteleri
sebebiyle AH patolojisine katki sagladigi bilinmektedir (Chew ve digerleri, 2020). Bu
sebepten allokriptopin 6n muamelesi sonrast H2O; ile oksidatif strese indiiklenen fPC12
hiicrelerinde lipit peroksidasyon diizeyindeki degisiminin belirlenmesi amaclanmistir.
H202’ye maruz birakilan fPC12 hiicrelerinde MDA diizeyinin neredeyse %60 oraninda
arttigr gozlemlenmistir (p<0,05). Literatiirdeki farkli ¢aligmalarda da 200 uM H2O2’nin
MDA diizeyini %45-72 oraninda artirabildigi raporlanmistir (Gao ve digerleri, 2012; Hong
ve Liu, 2007; Liang ve digerleri, 2016; Zheng ve digerleri, 2014). Lipit peroksidasyonun son
rtinii olan MDA ayn1 zamanda bir oksidatif stres belirtecidir (Bao ve digerleri, 2017) ve
literatiir ile uyumlu olan bulgularimiz, hem 200 uM H202’nin fPC12 hiicrelerinde oksidatif
strese bagli lipit peroksidasyonun olusumuna neden oldugunu, hem de oksidatif strese
indiiklenmis AH hiicresel modelinin basarili bir sekilde olusturuldugunu gostermektedir.
Sonuglar ile ayrica, allokriptopin 6n muamelesinin H202’ye bagli MDA diizeyindeki artigi
konsantrasyona bagli bir sekilde %4-41 oranlarinda engelledigi tespit edilmistir (p<0,05).
En etkili koruma ise 120 pg/mL allokriptopinde gézlemlenmistir. Allokriptopinin oksidatif
stres nedeniyle fPC12 hiicrelerinde olusan lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu etki
gostererek, lipit peroksidasyon artigini biiylik oranda onledigi ortaya konulmustur. Tek
bagina allokriptopin uygulamalarinda ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda 120
pg/mL’nin lipit peroksidasyon diizeyinde artisa neden olmamasi, tek basina oksidatif stres
yaratmadigini ve bu konsantrasyonun giivenli bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.
Buna karsin, hem 150 pg/mL allokriptopin 6n muamelesi sonrasinda oksidatif strese
indiiklenen, hem de tek basina 150 pg/mL uygulanan hiicrelerin MDA diizeyinde artis tespit
edilmis olmak ile birlikte, bunun ¢ok yiiksek bir artis olmadigi belirlenmistir. Lipit
peroksidasyon olusumunu engelleyen biyolojik aktiviteye sahip bazi bilesiklerin singlet
oksijenleri temizleyerek, peroksit veya radikal ara {iriin olusumunu engelleyerek ve/veya
olusan ara f{rlinleri daha az sitotoksik bir bilesige indirgeyerek MDA diizeyini

baskilayabilecegi ortaya konulmustur (Gaschlera ve Stockwellb, 2016; Kim ve Kim, 2018).
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Allokriptopinin lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisinin de bu aktivitelerden bir veya
birkagi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan, 150 pg/mL allokriptopinin lipit
peroksidasyonu tizerindeki etkisinin, hiicre canlilik c¢alismasinda tespit edilen ve bu
konsantrasyonun hormetik etkisinden kaynaklanabilecegi diisiiniilen hiicre 6limii ile iligkili
oldugu tahmin edilmektedir. Literatiirde berberin, protopin, palmatin ve jatrorrhizin gibi
izokinolin grubu alkaloidlerin artan MDA diizeyini baskilayabildigine dair ¢aligsmalar
mevcuttur (Luo ve digerleri, 2011; Mojarad ve Roghani, 2014; Tang ve digerleri, 2021).
Ancak, allokriptopin etkisinin arastirildigt ve en etkili konsantrasyonunun belirlendigi
herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu sebepten bulgularimiz, allokriptopinin ndral
hiicrelerde oksidatif stres nedeniyle artan lipit peroksidasyonu tizerindeki koruyucu etkisinin

ortaya konuldugu ilk ¢alisma olma niteligine sahiptir.

ROS’un dogrudan veya peroksidasyon iiriinleri araciligi ile hiicre igerisindeki toplam
oksidanlarin seviyesini (TOS) artirdig1 bilinmektedir (Altinkilig, 2010). Artan oksidanlar,
oksidasyon-rediiksiyon dengesizligine ve neticesinde AH’de merkezi rol oynayan oksidatif
strese neden olmaktadir (Benhar, 2020; Devi ve Syad, 2014; Singh ve digerleri, 2019). H20-
iyi bilinen bir oksidandir ve redoksa duyarli sistein kalintilarinin oksidasyonuna neden
olarak, sinyallesme kaskadlarin1 negatif olarak diizenleyen fosfatazlarin geri doniistimlii
inhibisyonuna yol actigi ve bdylelikle hiicrelerdeki TOS’un artmasina neden oldugu
bilinmektedir (Gough ve Cotter, 2011). Farkli ¢aligmalarda H2O2 nedeniyle artan TOS un
oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi yoluyla oksidatif stresin ve oksidatif stres ile
iliskili hiicresel norodejeneratif siireclerin artmasina neden oldugu ortaya konulmustur
(Alvarifio ve digerleri, 2017; Kiigiikgiil, 2016). Allokriptopinin fPC12 hiicrelerindeki H20>
ile artan TOS {izerinde de koruyucu etkiye sahip olabilecegi ve oksidan seviyesini koruyarak
lipit peroksidasyonunu engellemis olabilecegi diislintilmiistiir. Bu sebepten allokriptopin 6n
muamelesinin H20; ile indiiklenen fPC12 hiicrelerinin TOS seviyesi iizerindeki etkisi

arastirilmastir.

Sonuglar 200 uM H20: ile fPC12 hiicrelerindeki TOS seviyesini %85 oraninda belirgin bir
sekilde arttigin1 gostermektedir (p<0,05). Lin ve arkadaglar1 tarafindan PC12 hiicreleri ile
gerceklestirilen bir ¢calismada 24 saat boyunca 150 uM H2O:> ile artan TOS seviyesinin
hiicresel bir 6lim yolagi olan apoptozun indiiklenmesi ile yakindan iligkili oldugunu
belirtilmistir (Lin ve digerleri, 2016). Bu durum tez c¢alismasindaki 200 uM H2O>

uygulamasi ile olusturulan AH modelinin hiicre i¢i TOS seviyesindeki artis ile indiiklenen
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apoptotik 6liim yolagiin aktivasyonu neticesinde noral hiicresel 6liime neden oldugunu ve
oksidatif stres modelinin basarili bir sekilde olusturuldugunu diisiindiirmektedir. Hiicre
canlilig1 bulgularinin tartismasinda da belirtildigi lizere, 6nceki ¢alismamizda 24 saatlik 200
uM H0; uygulamasi ile Bax, Bcl-2, Kaspaz-9 ve -3’ii i¢eren apoptotik 6lim yolaginin
aktive oldugunu raporlanmistir (Baran ve digerleri, 2020). Birlikte ele alindiginda sonuglar
PC12 hiicrelerinin canliligindaki azalisa 200 uM H20z ile artan TOS’un aracilik ettigini
destekler niteliktedir. Buna karsi allokriptopin n muamelesi sonrast H20- ile oksidatif strese
indiiklenen hiicrelerde, tiim konsantrasyonlarin H20> ile indiiklenen TOS seviyesindeki
artig1 ciddi bir sekilde baskiladigi ve hatta TOS seviyesini kontrol diizeylerine kadar indirdigi
belirlenmistir (p<0,05). Bazi molekiillerin oksidan olusumunu elimine etmek igin
elektronlar1 kabul ederek veya bagislayarak serbest radikalleri noétralize edebildigi
bilinmektedir (Querobino ve digerleri, 2018). Serbest radikallerin siipiiriilmesinin yapi-
aktivite diizeyinde degerlendirildigi Rackova ve arkadaslarinin ¢alismasinda bir izokinolin
grubu alkaloidi olan ve kimyasal yap1 bakimindan allokriptopine benzeyen berberinin,
polisiklik yapisi sayesinde redoks reaksiyonlarina (oksidasyon-rediiksiyon) katilabilecegi
raporlanmistir (Rackova ve digerleri, 2004). Allokriptopinin TOS baskilayict aktivitesinin
serbest radikallerin norolizasyonu araciligiyla gergeklesebilecegi ve notrolizasyonun
yapisindaki ¢oklu polisiklik halkalar sayesinde katilabilecegi redoks reaksiyonlari ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Oksidanlarin karbon-karbon ¢ift bag iceren lipitlerin goklu
doymamis yag asitlerine saldirdigi bir siire¢ olarak tanimlanan lipit peroksidayonun
inhibisyonu ile TOS un yakindan iliskili oldugu bilinmektedir (Cobley ve digerleri, 2018;
Sirin ve digerleri, 2021). Bu tez ¢alismasindaki sonuglar da artan MDA ve TOS’un
allokriptopin 6n muamelesi sonrast baskilanmasi arasinda istatiksel olarak gii¢lii ve anlamli
bir iligki oldugunu géstermektedir (r=0,553, p<0,01). Bu durum allokriptopinin H202’nin
neden oldugu hiicre i¢i oksidan olusumunu engelleyerek, oksidatif stresin baskilanmasini
saglayabilecegini boylelikle oksidatif stres nedeniyle artan lipit peroksidasyonuna karsi
fPC12 hiiclerini korudugunu diisiindiirmektedir. Diger yandan daha 6nce hiicre canlilg
caligmasi ile 150 pg/mL allokriptopinin kismi &liimciil etkisinin oldugu belirlenmis olup, bu
konsantrasyon ile H20; tarafindan artiritlan TOS un baskilanmasi allokriptopinin &liimciil
etkisinin oksidan artis1 ve oksidatif stres ile gerceklesmedigini gostermektedir.
Allokriptopinin TOS iizerindeki etkisine dair daha dnce hicbir ¢alisma yapilmamis olup,
allokriptopin 6n muamelesinin oksidatif strese indiiklenmis fPC12 hiicrelerindeki TOS
Seviyesinin artigina karsi koruyucu etki gosterdigi ilk kez bu tez ¢aligmasi ile ortaya

konmustur.
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Serbest radikal ve oksidanlarin olusumunu geciktiren, azaltan veya tamamen engelleyen ana
mekanizma antioksidan savunma sistemidir (Ali ve digerleri, 2020). Bu sebepten ROS
tiretimine bagli TOS’daki artisin yani sira, antioksidan sistemdeki bozukluklar da oksidatif
strese neden olmaktadir ve bu durum AH patolojisinin baslica nedenlerinden biri olarak
goriilmektedir (Chen ve digerleri, 2012; Liu ve digerleri, 2017¢). Oyle ki, yapilan bir
calismada hastaligin tiim evrelerinde AH’li bireylerdeki TAS’in kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda olduk¢a ciddi ve anlamhi bir oranda distiigii raporlanmistir
(Moslemnezhad ve digerleri, 2016). Ote yandan, PC12 hiicrelerindeki H202 uygulamalarinin
da TAS’1n 6nemli sekilde baskilanmasina neden oldugu (Kiigiikgiil, 2016; Song ve digerleri,
2018) ve allokriptopinin olmasa da izokinolin grubu alkaloidlerin néral sistemlerdeki
antioksidan mekanizmalarin1  aktiflestirerek, oksidasyon oranin1 azaltabildikleri
bilinmektedir. Bu sebepten tez kapsaminda TOS seviyesinin yani sira, allokriptopin 6n
muamelesinin H2O; ile indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki TAS seviyesi lizerindeki etkisi de
calisgtlmigtir. Literatlir ile paralel olarak, 200 uM H20. ile muamele edilen fPC12
hiicrelerinde TAS’in %45 oraninda azaldig1 tespit edilmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, TAS’daki bu oOnemli diisiis, H202’nin antioksidan mekanizmay1
etkileyerek de TOS un artmasina neden olabilecegini ve oksidatif hasari tetikleyebilecegini
isaret etmektedir. Literatlirde ongoriildiigii gibi bu ¢alismada da TAS’1n diismesi oksidatif
strese bagli AH modelinin olusturuldugunu gdéstermistir (Sirin, 2021). Buna karsin,
allokriptopin 6n muamelesi sonrast H202’ye maruz birakilan hiicrelerde, artan
konsantrasyonlardaki allokriptopinin fPC12 hiicrelerindeki TAS’1 H20. hasarindan
korudugu gozlemlenmistir (p<0,05). 120 pug/mL allokriptopin uygulamasinin H2O» hasarina
kars1 %158 oraninda koruyuculuk ile en yiiksek koruyucu etkiyi gosterdigi belirlenmistir
(p<0,05). Diger yandan 150 pg/mL konsantrasyonun ise H2O3 ile baskilanan TAS iizerinde
herhangi Dbir etkisi olmadigi gozlemlenmistir. TOS seviyesindeki oOlgiimlerde, 150
ug/mL’nin H2O> nedeniyle artan TOS’u baskilamis olmast bu konsantrasyondaki 6liimciil
etkinin oksidatif hasar yolu ile olmadigini disiindiirmiis olmak ile birlikte, TAS sonuglari

bu etkinin antioksidan mekanizmanin baskilanmast ile olabileceginin bir gostergesi olabilir.

Diger yandan literatiirdeki bazi yapi-aktivite ¢alismalarinda, bitkisel sekonder metabolitlerin
kimyasal yapisi ile antioksidan aktiviteleri arasinda yakin ve son derece tutarli bir iligki
oldugu ortaya konulmustur. Bu kapsamda terpenlerin yapisindaki konjuge ¢ift baglarin ve
flavonoidlerin yapisindaki serbest C—H baglarmin antioksidan aktiviteye aracilik

edebilecegini belirtilmistir (Vo ve digerleri, 2019; Wojtunik-Kulesza ve digerleri, 2018).
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Diger yandan Xiao ve arkadaslar tarafindan allokriptopin gibi bir izokinolin grubu alkaloid
olan protopinin antioksidan aktivitesi benzodioksol ve pirokatekol gruplarina atfedilmistir
(Xiao ve digerleri, 2008). Bu nedenle allokriptopinin antioksidan aktivitesinin de
yapisindaki konjuge ¢ift ve serbest C—H baglarini ve benzodioksol ve pirokatekol halkalarina
dayandigi disiiniilmektedir. Sonucglar H>0O, ile indiiklenerek baskilanan TAS’in
allokriptopin tarafinda artirilabilecegini ve bu sayede antioksidan sisteme katki
saglayabilecegini gostermektedir. Ayrica TOS ve TAS sonuglarinmi birlikte elen alan OSI,
allokriptopinin tiim konsantrasyonlarinin fPC12 hiicrelerini H202’in neden oldugu oksidatif
strese kars1 neredeyse tamamen koruyabilecegini, tek basina allokriptopin uygulamalarinin

ise OSI artisina neden olmadigini gostermektedir.

SOD, KAT ve GPx enzimlerinin oksidatif strese karsi birincil savunma hattindaki temel
antioksidan elemanlar olmasi nedeniyle TAS’a en c¢ok katkiyr saglayabilecekleri
diistintilmektedir (Ighodaro ve Akinloye, 2018). Bu sebepten tez ¢alismasinda,
allokriptopinin H2O> ile indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki antioksidan ozelliginin bu
enzimlerin aktivitesinin modiilasyonu ile iliski olup-olmadig1 arastirilmistir. Literatiirdeki
pek cok farkli ¢alisma ile H2O2 nin PC12 hiicrelerindeki SOD, KAT ve GPx enzimlerinin
aktivitesinin azalmasina neden oldugu raporlanmistir (Bao ve digerleri, 2017; Xiao ve
digerleri, 2008). Bu ¢alismalar ile uyumlu olarak, H.O2 uygulamasinin fPC12 hiicrelerindeki
SOD, KAT ve GPx enzim aktivitesini sirastyla, %55, %49 ve %62 oranlarinda baskiladigi
ve oksidatif stres modelinin bu agidan da basar1 bir sekilde olusturuldugu gézlemlenmistir
(p<0,05). Buna karsm, 25-150 pg/mL konsantrasyon araligindaki allokriptopinin &n
muamelesi ile birlikte H>O: tarafindan baskilanan SOD enzim aktivitesinin %11-40
oranlarinda, KAT enzim aktivitesinin %10-31 oranlarinda ve GPx enzim aktivitesinin ise
%27-57 oranlarinda korundugu ortaya konulmustur. Allokriptopinin oksidatif strese karsi
SOD, KAT ve GPx enzimlerin aktivitesinin korunmasinda etkili oldugu, en yiiksek etkiyi
ise GPx aktivitesini korunmasinda gosterdigi dikkat ¢ekmistir. GPx’in gok yiiksek olmayan
ROS seviyelerine kars1 ana koruma kaynagi oldugu ve hidrojen peroksite kars1 afinitesinin
KAT'dan daha fazla oldugu bilinmektedir (Madhavan ve digerleri, 2006). Bu nedenle
allokriptopinin 6n muamelesi sonrast oksidatif strese indiiklenen hiicrelerdeki olusan
H2O2’nin detoksifikasyonunda agirlikli olarak GPx’in rol almasi sasirtict bulunmamistir.
Ancak, GPx H:O2'nin suya doniistiiriildiigii antioksidan aktivitesinin yani sira lipit
peroksitlerin terminal oksijenine niikleofilik bir saldir1 gergeklestirerek, peroksitlerin alkole

indirgenmesini de saglamaktadir (Gaschler ve Stockwell, 2017; Ighodaro ve Akinloye, 2018;



114

Su ve digerleri, 2019). Allokriptopinin lipit peroksidasyonu iizerindeki koruyucu etkisi ile
birlikte degerlendirildiginde, diger antioksidanlara gére daha fazla olan GPx aktivitesindeki
artisin 200 uM H202 nedeniyle olusan lipit peroksitlerin indirgenmesi ile de iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Allokriptopin 6n muamelesi sonrasi artan GPx aktivitesi ile
azalan MDA diizeyi arasinda negatif yonlii giiclii bir korelasyon oldugu tespit edilmis olup
(r=-0,92, p<0,01), bu durum GPx aktivitesindeki artisin lipit peroksidasyonun baskilanmasi

ile iliskili olabilecegi diistinseni destekler niteliktedir.

Diger yandan allokriptopinin ii¢ antioksidan enzimin aktivitesi iizerindeki etkisi TAS
bulgular ile birlikte ele alindiginda, 120 pg/mL allokriptopinin antioksidan seviyenin ve
enzimlerin aktivitesinin korunmasinda en etkili konsantrasyon oldugu goriilmektedir.
(p<0,05). Palmatin, berberin, protopin gibi pek c¢ok izokinolin grubu alkaloidin de
antioksidan enzimlerin aktivitesini artirdigi bilinmektedir (Chen ve digerleri, 2020; Tang ve
digerleri, 2021; Xiao ve digerleri, 2008). Xiao ve arkadaslari tarafindan 24 saat boyunca 250
uM H202’e maruz kalan PC12 hiicresindeki SOD, KAT ve GPx enzimlerinin aktivitesinin
siras1 ile %27, %36 ve %24’ye diistiigii, protopin 6n muamele ile (0,5-50 uM) ise bu
oranlarin sirasiyla en fazla %50, %60 ve %55’lere kadar arttirildi bildirilmistir (Xiao ve
digerleri, 2008). Bir bagka izokinolin alkaloidi olan jatrorrhizinin (0,01 uM) ile yapilan
calismada ise 24 saatlik uygulamanin ardinda SOD aktivitesinin H2O;’ye gore yaklagik %42
oraninda arttigi gosterilmistir (Luo ve digerleri, 2011). Bu ¢alismalardaki en diisiik
jatrorrhizinin ve protopin konsantrasyonlarinin ¢aligmamizdaki en yiiksek allokriptopin
konsantrasyonunun neredeyse 3,5 ve 16 kati olmasi buna karsin antioksidan aktivite
bakimindan yakin olmalari, allokriptopinin fPC12 hiicrelerindeki antioksidan enzimlerin

aktivitesinin artirilmasinda daha etkin olabilecegini gostermektedir.

Ayrica, pearson korelasyon analiz sonuglarina gore allokriptopinin antioksidan enzimlerin
aktivitesi lizerindeki etkisi ile TAS iizerindeki etkisi arasinda 0,01 diizeyinde anlamli bir
iligki bulunmustur (r=0,60, 0,66 ve 0,74, sirasiyla). TAS sonuglarinda 100 ve 120 pg/mL
allokriptopin uygulamasinin kontrol grubunun da iizerinde oldugu gézlemlenmisti, enzim
aktivite ¢alismalarinda ise oksidatif strese karsi konsantrasyona bagli olarak koruma
olusturuldugunu ancak koruyuculugun %100 olmadigini ortaya konulmustur. Artan TAS’a
SOD, KAT ve GPx disinda glutatyon S-transferazlar ve tioredoksin rediiktazlar gibi diger
enzimatik veya melatonin, karotenoidler, vitamin A, C ve E gibi enzimatik olmayan

antioksidanlarin da katki sagladigi bilinmektedir (Niedzielska ve digerleri, 2016). Bu
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sebepten allokriptopin 6n muamelesinin bu ii¢ enzim (SOD, KAT ve GPx) disindaki
antioksidanlar araciligiyla da oksidatif stres ile inhibe edilen TAS’a katk: saglayabilecegi

diistiniilmektedir.

Bunun yani sira, allokriptopinin oksidatif strese ugratilmamis normal noronal hiicreler
tizerindeki etkisinin de belirlenebilmesi amaciyla uygulanan en yiiksek iki allokriptopin
konsantrasyonu olan 120 ve 150 pg/mL’nin SOD, KAT ve GPx enzimlerinin aktivitesini
iizerindeki etkisi de incelenmistir. Tek basina allokriptopin uygulamalarinda 120 pg/mL
allokriptopinin fPC12 hiicrelerindeki SOD, KAT ve GPx enzimlerinin aktivitesi iizerinde
dikkate deger olumsuz bir etkisi olmadigi gozlemlenmistir. Ancak, 150 pg/mL
allokriptopinin oksidatif strese indiiklenen gruplardaki gibi enzimlerin aktivitesinin
azalmasina neden oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu azalisin
SOD igin %22 oraninda, KAT i¢in %17 oraninda, GPx i¢in ise %15 oraninda oldugu
goriilmektedir (p<0,05). Hem oksidatif strese indiiklenen hem de indiiklenmeyen fPC12
hiicrelerindeki antioksidan enzimlerin aktivitesi incelendiginde 150 pg/mL allokriptopinin
H202’ye gore enzimlerin aktivitesini koruyabilecegi diisiiniilse de, bu etkinin 120 pg/mL ile
karsilagtirildiginda her ii¢ enzim iginde aktivite azalisa neden oldugu goriilmektedir.
Allokriptopinin antioksidan enzimler iizerinde de bifazik konsantrasyon yanitina sahip
oldugunu ve bifazik etkide 150 pg/mL’nin kritik konsantrasyon oldugunu destekleyen bu
gozlem 150 pg/mL allokriptopin ile saptanan etkinin oksidatif stres baskilayici/antioksidan
aktivitesinden ziyade sitotoksisiteye yol agan hormetik etkisi ile iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir (Querobino ve digerleri, 2018). Sonug¢ olarak, H-O> nedeniyle azalan
SOD, KAT ve GPx enzimlerinin aktivitesini koruyarak, TAS’in artmasina katki saglayan
allokriptopinin, konsantrasyona bagli olarak oksidatif strese karsi giiglii bir antioksidan ajan
olabilecegi ortaya konulmus olup, allokriptopinin norokoruyucu etkisinin antioksidan
aktivite diizeyi ile iligkilendirilerek arastirildig1 bu ¢aligsma literatiirde bir ilk olma 6zelligine

de sahiptir.

AH'deki biligsel bozukluklar ile iligkili semptomlarin esas olarak kolinerjik sistemdeki islev
kayiplarindan kaynaklandigina dair pek ¢ok kanit bulunmaktadir (Aykac ve digerleri, 2019;
Eldufani ve Blaise, 2019). Kolinerjik iletimin siirdiiriilmesi ve sonlandirilmasinda énemli
role sahip olan AChE enzim aktivitesinin oksidatif stres gibi etkenler tarafindan artirilmasi,
sistemdeki bu islev kayiplarinin baslica nedenlerinden biridir (Stanciu ve digerleri, 2020).

Bu nedenle AChE aktivitesinin inhibisyonu terapétik bir hedef olarak goriilmektedir ve
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klinik olarak kullanilmakta olan ajanlarin biiyiik bir kism1 AChE inhibitérleridir (Marasco,
2020). Bu inhibitorlerden biri olan ve gii¢lii AChE inhibisyon kapasitesinin yani sira, yiiksek
oral emilimi sayesinde diger AChE inhibitorlerinden ayrilan galantamin bir izokinolin grubu
bir alkaloididir (Korabecny ve digerleri, 2015; Pinho ve digerleri, 2013). Galantaminin yan1
sira pek ¢ok izokinolin grubu alkaloidin kimyasal yapist sayesinde AChE inhibe edici
aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Konrath ve digerleri, 2013). Allokriptopin de bu
alkaloidlerden biridir. Literatiirde allokriptopinin in-vitro AChE aktivitesi tizerindeki
etkinliginin arastirildig: iki farkli ¢alisma bulunmaktadir. Iki calismada da allokriptopinin
ACHhE aktivitesini inhibe ettigi raporlanmis olup, bu ¢alismalar Ellman yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu c¢alismalardan ilki, saglikli insan kan hiicrelerindeki AChE
aktivitesinin allokriptopin tarafindan inhibe edildigini bildiren Siatka ve arkadaslarinin
caligmasidir. Calismada allokriptopinin AChE inhibisyonundaki ICsg degeri 250 pM olarak
belirlenmistir (Siatka vd., 2017). Orhan ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada ise
allokriptopinin  AChE enzim aktivitesini in-vitro olarak %89 oraninda inhibe ettigi
raporlanmistir  (Orhan ve Sener, 2006). Yalnizca Ellman yontemi kullanilarak
gerceklestirilen bu ¢aligmalar ile allokriptopinin AChE inhibitorii olabilme potansiyeline
151k tutulmus olunmasina ragmen calismalar allokriptopinin ndral kiiltiir ve/veya hastalik
modeli tizerindeki etkisini yansitmamaktadir. Dolaysiyla, bulgular 6n ¢alisma niteliginde
kalmis olup, bu calismalar ile AH metabolizmasindaki rolii tam olarak ortaya
konulamamugtir. Bu sebepten allokriptopinin AChE enzimi {izerindeki koruyucu etkisinin
H>O, ile indiiklenen fPC12 hiicrelerinde arastirilmasi hedeflenmistir. Literatiirdeki
bilesiklerin AChE iizerindeki etkisini tespit etmeyi amaglayan ¢aligmalarin ¢ogu enzimatik
aktivite tayinine dayanmaktadir. Ancak, bazi yazarlar aktivite ve ifade diizeyinin her zaman
ayn1 yonde degisim gostermeyebilecegini, bundan dolayr AChE iizerindeki etkinin ifade
diizeyinde de belirlenmesi gerektigini vurgulamaktadir (Garcimartin ve digerleri, 2017;
Molochkina ve digerleri, 2005). Bu nedenle allokriptopin 6n muamelesi sonrasinda H.O: ile
indiiklenen fPC12 hiicrelerinin AChE aktivite diizeyindeki degisim Elman metodu ile, gen
ve protein ifade diizeyindeki degisimler ise sirastyla qRT-PZR ve Western blot hibridizasyon

teknikleri ile belirlenmistir.

Uzun yillardir H2O> ile oksidatif strese ugratilan hiicrelerde AChE aktivitesinin arttigi
bilinmekte olup, buna lipit peroksidasyonu ile tetiklenen membran modifikasyonlarinin
neden oldugu diisiinilmektedir (Garcimartin ve digerleri, 2017; Jiang ve digerleri, 2007;
Koganci, 2018; Molochkina ve digerleri, 2005). Bununla uyumlu olarak 200 uM H20- ile
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muamele edilen fPC12 hiicrelerindeki AChE aktivitesinin kontrol ile karsilagtirildiginda
yaklasik %20 oraninda, gen ifadesinin yaklasik 2,1 kat, protein ifadesinin ise 1,7 kat arttig1
tespit edilmistir (p<0,05). Yapilan korelasyon analizi de AChE aktivitesi, gen ve protein
ifadesindeki artis ile MDA (r=0,47, 0,89 ve 0,83, sirasiyla), TOS (r=0,93, 0,84 ve 0,68,
sirastyla) ve OSI (r=0,91, 0,88 ve 0,70, sirasiyla) degerlerindeki artis arasinda pozitif yonlii
ve anlamli bir iligki oldugunu gostermekte olup (p<0,05 ve p<0,01), bu ¢alisma ile de H2O>
ile indiiklenen oksidatif stres ve lipit peroksidasyonu tarafindan AChE aktivite ve ifade
diizeylerinin arttig1 ortaya konulmustur. Bu durum ayrica fPC12 hiicrelerinde oksidatif stres
ile indiiklenen kolinerjik hasar modelinin basarili bir sekilde olusturuldugunu
gostermektedir. Diger yandan allokriptopin 6n muamelesi ile H20: ile indiiklenen AChE
aktivasyonunun %19-48 oranlar1 arasinda inhibe edildigi tespit edilmistir. Aktivite
caligmalariyla paralel olarak, allokriptopin 6n muamelesi ile konsantrasyona bagimli bir
sekilde AChE mRNA ifade diizeyinin 1,8-1’¢ kadar, protein ifade diizeyinin ise 1,4-1’¢
kadar baskilandig1 saptanmustir (p<0,05). 200 uM H20: ile indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki
AChE artisginin allokriptopin tarafindan hem aktivite hem de ifade diizeyinde inhibe
edildigini gdsteren bu bulgular arasinda da pozitif yonlii giiclii ve 0,01 diizeyinde anlamli

bir iligki oldugu tespit edilmistir.

G.corniculatum ekstratlarinin H20; ile indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki AChE aktivitesi,
gen ve protein ifadesi lzerindeki etkisinin arastirildigi bir calismada, en yliksek
allokriptopinin igeriginin saptandigi metanol ekstraktinin en yiiksek AChE inhibisyonunu
sagladigi ve bu etkinin allokriptopine atfedilebilecegi raporlanmistir (Koganci, 2018).
Sonuglarimiz allokriptopinin H2O> ile oksidatif strese indiiklenen fPC12 hiicrelerindeki
artan AChE aktivitesini iyi diizeyde inhibe edebilecegini destekler niteliktedir. Diger
yandan, Venkatesan ve arkadaslar tarafinda noral iletisim ve korunumdan sorunlu olan
kolinerjik iletim ile antioksidan enzimleri arasinda yakin bir iliski oldugu ve bu iligskinin
hiicresel 6liimde 6nemli bir role sahip oldugu belirtilmistir (Venkatesan ve digerleri, 2016).
Bu tez ¢aligmasi kapsamindaki sonuglar karsilastirildiginda da, allokriptopin tarafindan
AChE inhibisyonu diizeyleri ile TAS ve antioksidan enzim aktivitelerinin korunmasi
arasinda negatif yonlii ve istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu tespit edilmistir (p<0,05

ve p<0,01).

Hem AChE aktivite hem de gen ve protein ifade sonuglarinda artan allokriptopin

konsantrasyonuyla paralel olarak enzimin inhibisyon oraninin da arttigi belirlenmistir.
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Ancak 6zellikle 150 pg/mL allokriptopin uygulamasinin AChE’yi {i¢ calismada da kontrol
grubuna veya kontrol grubunun altina diisiirdiigii gézlemlenmistir. AChE enzimi kolinerjik
iletimdeki kritik roliiniin yan1 sira timor baskilanmasi, hiicre adezyonu ve gogii gibi diger
fizyolojik islevlerde de rol almaktadir (Koganci ve Aslim, 2016). Bu sebepten aktivitesindeki
asir1  baskilanmasimin normal hiicresel siiregleri de olumsuz etkileyebilecegi
diistiniilmektedir olup, AChE’nin asir1 artisinin yani sira azalisi da toksisite ile
iliskilendirilmektedir (Abolaji ve digerleri, 2020). Hiicre canlilik ve antioksidan ¢aligsmalari
g0z Oniline alindiginda, 150 pg/mL allokriptopin 6n muamelesi sonrasi H20: ile indiiklenen
fPC12 hiicrelerindeki AChE inhibisyonunun bu konsantrasyondaki bifazik etkiden
kaynaklanabilecegi, bu sebepten 150 pg/mL’nin yiiksek inhibisyon gosteren konsantrasyon
olarak kabul edilmesinin yaniltici olabilecegine inanilmaktadir. Bu neden ile AChE

inhibisyonu i¢in 120 pg/mL’nin en uygun ve etkili konsantrasyon oldugu diisiiniilmektedir.

Ote yandan, yalnizca allokriptopinin fPC12 hiicrelerindeki AChE protein ifadesi iizerindeki
etkisinin belirlenebilmesi amaciyla tek basina allokriptopin uygulanan hiicrelerde 120
pg/mL allokriptopinin fPC12 hiicrelerinde herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadig,
ancak 150 pg/mL allokriptopinin AChE ifadesinin 1,2’ye yiikselttigi belirlenmis olup,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu artis anlamli bulunmustur (p<0,05). AChE'nin
aktivitesinde oksidatif stresin diizenlenmesinin rol oynadigi bilinmektedir (Rodriguez-
Fuentes ve digerleri, 2015). Bu kapsamda 150 pg/mL allokriptopinin neden oldugu AChE
ifadesindeki artigin hiicre canliligi, TAS ve antioksidan enzimlerin aktivitesindeki diisiise ve
MDA ve TOS diizeylerindeki artisa neden olan hormetik etkisi ile iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir. /n-vitro ve in-vivo calismalarda oksidatif stres ile indiiklenen apoptotik
hiicrelerdeki AChE diizeylerinin arttigina dair, tahminlerimizi destekler nitelikte raporlar

bulunmaktadir (Koganci ve Aslim, 2016).

Oksidatif stres molekiiler ve biyokimyasal degisikliklerin yani sira néronal morfolojik
hasarin olusumunda da rol almaktadir (Tusi ve digerleri, 2012; Xiong ve digerleri, 2016).
Oksidatif strese maruz kalan néronal hiicrelerde, hiicresel uyarilabilirligin, sinaptik
plastisitenin, dallanmanin, aksonal ve dendritik biiylimenin bozuldugu bilinmektedir
(Ashabi ve digerleri, 2013; Tusi ve digerleri, 2012). Normal ndronal gelisiminin olmamasi
ise, ayn1 zaman da normal ndronal iletisimin olusturulmasi ve siirdiirmek i¢in 6nemli olan
molekiil veya proteinlerin daha da islevsiz hale gelmesine neden olan kisir bir dongiiyii

beraberinde getirmektedir ve nihayetin noral hiicresel 6liim ile sonuglanmaktadir (Benussi
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ve digerleri, 2017; Cohen-Cory ve digerleri, 2010). Ote yandan uygun sartlar saglandig
takdirde noronlarin morfolojik hasara karsi da korunbildigi bilinmektedir. Bu siire¢ hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesi, noronal genlerin ve proteinlerin ekspresyonunu igeren
karmasik hiicresel aktiviteler yoluyla gergeklesmektedir (Higgins ve digerleri, 2013).
Norotrofik maddeler, bu aktiviteleri ile noronal hiicrelerde ndrit olusumunu uyararak ve
destekleyerek, noronal hasarlarin tedavisinde terapétik etkinlik vadetmektedir (Ye ve
digerleri, 2012). Literatiirde de pek ¢ok bitkisel bilesigin norotrofik madde olma potansiyeli
arastirilmistir (Mitchell ve digerleri, 2007). Ancak, allokriptopinin oksidatif hasar tizerindeki
etkisinin hiicre morfolojisi ile iliskilendirilerek ortaya konuldugu herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu sebepten, allokriptopinin oksidatif hasara bagli norodejeneratif
bozukluklar i¢in koruyucu veya yavaslatici yeni bir ajan olabilme potansiyelinin morfolojik
olarak da belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amag ile uygulama yapilan fPC12 hiicreleri hiicre
capi, norit uzunlugu ve dallanma miktar1 acgisindan morfolojik olarak takip edilip,
incelenmistir. Olgiimler sonucunda 200 uM H202’ye maruz kalan fPC12 hiicrelerinde, hiicre
capmin %15 oraninda arttig1, buna karsin norit uzunlugu ve dallanma miktarinin sirasiyla
%40 ve %38 oraninda azaldig1 tespit edilmistir (p<0,05). Literatiirdeki diger ¢aligmalarda da
H20: ile oksidatif strese indiiklenmis PC12 hiicrelerinde, hiicre genisligi ve polaritesindeki
artis ile birlikte norit uzunlugundaki azalisin néral hasarin gdstergelerinden biri oldugunu
bildirilmistir (Ashabi ve digerleri, 2013; Tusi ve digerleri, 2012; Xiong ve digerleri, 2016).
Bu tiir morfolojik degisikliklere ROS nedeniyle olusan mitokondriyal disfonksiyonun ve
enerji sorunlarinin aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Aksona dogru olan mitokondriyal trafigin
engellenmesi ile faaliyetlerin hiicre gévdesi ile sinirlandirildigina ve bunun da hem sinaptik
dejenerasyonu hem de hiicre genisligini artirabilecegine inanilmaktadir (Beckhauser ve
digerleri, 2016). Bunun yami sira, ROS diizeylerindeki artisin hiicre ve organel
memranlarinda gecirgen gozeneklerin agilmasina neden olabildigi bilinmektedir. Bu
gozenekler sitozole iyon vb. gecisi nedeniyle bozulan hiicre homeotasisinin ile hiicre
govdesinin genisgliginin artmasina neden olabilmektedir (Alvarino ve digerleri, 2017; Lv ve
digerleri, 2017). Bu iki durum nedeniyle meydana gelen ndral morfolojideki degisimler
hiicresel iletim ve hiicreler arasi iletisiminde bozukluklar neden olmaktadir. Bu tez
calismasindaki H>O2 uygulamasi ile fPC12 hiicreleriningdvde ¢apindaki artma ve norit
uzunlugundaki kisalmanin bu iki duruma bagli olabilecegi diigiiniilmektedir. Diger yandan
allokriptopin 6n muamelesi ile H202 nedeniyle artan hiicre ¢apinin %4-13 oraninda
baskilanarak neredeyse kontrol seviyelerine kadar disiiriildiigii tespit edilmistir. Norit

uzunlugu ve dallanma miktarinda ise sirasiyla %5-15 ve %12-30 oraninda kayda deger bir
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arttg saptanmistir (p<0,05). Bu durum allokriptopinin H20> ile indiiklenen mitokondriyal
hasar1 ve iyon homeostazisindeki bozukluklar1 hafifletebilecegini veya engelleyerek noral
morfolojiyi Koruyabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan kolinerjik iletimin néral
korunum ile yakindan iligkili olan Akt sinyal yolagin aktive edebilecegi ve bu sayede hem
hiicre poliferasyonu ve norotrofik faktér NGF'nin ekspresyonu ile norit gelisimine katkida
bulunabilecegi gosterilmistir (Venkatesan ve digerleri, 2016). Bu kapsamda allokriptopin 6n
muamelesi ile baskilanan AChE aktivitesi ve artan norit gelisimi arasindan korelasyon
oldugu da tespit edilmistir. Sonuglar oksidatif steresin neden oldugu noral morfolojik hasara
kars1 allokriptopinin nérokoruyucu etkiye sahip oldugunu ve en etkili konsantrasyonun 120
pg/mL oldugunu gostermektedir. Yalnizca allokriptopin uygulamalartyla ise 120 pg/mL
konsantrasyonu kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir fark saptanmamuistir.
Ancak, 150 ug/mL uygulanan hiicrelerdeki nérit uzunlugunun kontrol grubundan %10 daha
az oldugu tespit edilmistir. 150 pg/mL allokriptopinin neden oldugu noéral morfolojik
degisimin AChE protein ifade diizeyindeki artisa, antioksidan enzimlerin aktivitesindeki ve
hiicre canliligindaki azalisa neden olan hormetik etkisi ile iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger hiicrelerde oldugu gibi fPC12 hiicrelerinde de hiicresel biiziilmenin
apoptotik Oliimiin bir gostergesi oldugu raporlanmistir. 150 pg/mL allokriptopinin
uygulamasi ile gozlemlenen hiicre ¢apinin uzunlugundaki diisiis g6z Oniine alindiginda,
bunun hiicresel biiziilmenin bir gostergesi olabilecegi ve hiicre canliligi caligmalarinda
saptanan hiicresel 6liime apoptotik yollarin aracilik edebilecegi diisiiniilmektedir. Diger
yandan literatiirde allokriptopinin norotrofik etkisinin degerlendirildigi herhangi bir ¢caligma
bulunmamakta olup, berberin, palmatin gibi izokinolin grubu alkaloidler ile ger¢eklestirilen
farkli caligmalarda 0,25-25 pg/mL konsantrasyonlardaki alkoloidlerin fPC12 hiicrelerindeki
norit gelisimini %5-40 oraninda arttirabilecegi raporlanmistir (Han ve digerleri, 2012).
Ancak, bu tez ¢aligmasi kapsaminda noéral morfolojik degisimin iizerindeki etkisinin
belirlenmesinden ziyade oksidatif strese karst MDA, TOS, TAS, SOD, KAT, GPx ve AChE
gibi ¢oklu hedefler tizerindeki nérokoruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandigindan tek
bagina allokriptopin uygulamalarinda allokriptopinin en yliksek konsantrasyonlari ile
caligilmis olup, bu konsantrasyonlarinin fPC12 hiicrelerinin gelisimi destekleyecek

norotrofik etkiye sahip olmadig1 tespit edilmistir.
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Bu tez calismasinda ayrica, allokriptopinin AH i¢in ilag aday1 olabilme potansiyelinin ve
deneysel olarak calisilan enzimlerin inhibitér baglanma alanlari ile etkilesiminin in-siliko
olarak belirlenmesi de amaglanmistir. Bu amag ile bilgisayar destekli molekiiler modelleme

yaklasimlarindan ve programlarindan yararlanilmistir.

In-siliko ¢aligmalar kapsamindaki ligand hazirlama islemi sonucunda allokriptopinin iki
farkli izomerinin olabilecegi tespit edilmis olup (Sekil 4.9), bu iki izomerin de
farmakokinetik ve EDMA-T o6zellikleri yap1 bazli karsilastirma yontemleri ile tahmin
edilmigstir. Sonuglar ile her iki izomerin de lipofilik bir yapiya sahip oldugu ortaya
konulmustur. Bu bulgu in-vitro ¢alismalarda ¢6ziicii olarak lipofilik yapidaki kloroformun
kullanilmasimi destekler niteliktedir. Ayrica, Rackova ve arkadaslari tarafindan lipofilik
sekonder metabolitlerin redoks reaksiyonlarina katilabildigi ve yiiksek antioksidan aktivite
sergiledigi raporlanmigtir (Rackova ve digerleri, 2004). Bu tezdeki in-vitro ¢alismalar ile
ortaya konan allokriptopinin  TOS’un baskilanmasi, TAS ve antioksidan enzim
aktivitelerinin korunmasindaki etkisinin lipofilik yapisi ile iligkili olabilecegi

diistiniilmektedir.

Ilag kesif ve gelistirme calismalarindaki basarisiziginin nde gelen nedenlerinden biri
toksisite sorunudur. Giiniimiizde ila¢ adaylarinin fizikokimyasal 6zelliklerinin toksikolojik
sonuglara neden olabildigi bilinmektedir. Oyle ki, literatiirde toksik etkilere neden olan bazi
0zel reaktif fonksiyonel gruplar tanimlanmistir ve ilag etken madde aday: bilesiklerin
yapisinda bu fonksiyonel gruplardan en fazla iki tane bulunmasi onerilmektedir. (Hevener
ve Avenue, 2019). Allokriptopinin yapisinda ise bu reaktif fonksiyonel gruplardan yalnizca
bir keton grubu bulundugu ortaya konulmus olup, literatiirde bu keton grubunun alkole
indirgenebilecegini gostermistir (Vrba ve digerleri, 2011). Diger yandan bir potasyum kanali
olan hERG, kalp kasilmasiin ve sinir sistemindeki bazi hiicrelerinin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol almaktadir. HERG K* kanal bloklayicilari potansiyel olarak toksiktir
ve tahmin edilen ICsp degerleri genellikle ilag kesfinin erken asamalarinda ilaglarin toksisite
acisindan uygun olup-olmadigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle allokriptopinin iKi
izomerinin de QPlogHERG degeri hesaplanmistir ve ikisinin de toksisite profiline sahip

olmadig1 gézlemlenmistir.
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Oral olarak kullanimi hedeflenen ila¢ adaylarinin gastrointestinal sistemden emilerek kan
yoluyla, hedef doku ve hiicreler miimkiin oldugunca verimli bir sekilde ulasmasi
gerekmektedir (Alavijeh ve digerleri, 2005; Tsantili-Kakoulidou, 2005). Bu sebepten
allokriptopin izomerlerinin insandaki oral emilimi ve bagirsak-kan bariyerinin mimigi olan
Caco-2 hiicre gegirgenligi tahmin edilmistir. Iki izomerin de insanda sirasiyla %95 ve %96
oraninda oral emiliminin gergeklesebilecegi ve saniyede 1203,961 nM (nanomolar) ve
1235,090 nM konsantrasyon ile bagirsak-kan bariyerinden gecebilecegi hesaplanmistir.
Zaten protopin ve palmatin gibi diger izokinolin grubu alkaloidlerin yapilar1 geregi emilim
ve biyoyararlanima elverisli oldugu bilinmektedir (Ma ve digerleri, 2009; Zhou ve digerleri,
2013). Diger yandan, ratlar ile gergeklestirilen bir c¢alismada oral olarak verilen
allokriptopinin kan plazmasinda saptandigi raporlanmistir (Y. J. Huang vd., 2018). Bu
durum alloriptopinin oral kullanim ile bagirsaklardan emilerek ve kana tasinabildigini

gostermekte olup, sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Norodejeneratif hastaliklara yonelik ilag gelistirme calismalarinda bilesigin kan-beyin
bariyerini asarak, noral sisteme erisimi de bir diger 6nemli husustur (Alavijeh ve digerleri,
2005). Bu neden ile allokriptopinin beyin/kan partisyon kat sayisinin gostergesi olan
QPlogBB degeri ve kan beyin bariyerinin iyi bir mimigi olan MDCK degeri hesaplanmistir.
Sonuglar emilen her iki allokriptopin izomerlerinin de kan-beyin bariyerini gecerek, merkezi
sinir sisteminde etkili olabilecegini gostermistir. Ratlar ile yiiriitillen farkli in-vivo
caligmalarda da oral olarak uygulanan izokinolin grubu alkaloidlerin ve allokriptopin
metabolitlerinin uygulama sonrasi1 beyin omurilik sivisinda tespit edildigi raporlanmistir
(Huang ve digerleri, 2018b; Michaluk-Antkiewicz Lucyna ve Hans, 2013; Tao ve digerleri,
2013). Bu durum allokriptopinin ratlarda kan-beyin bariyerini gegerek beyne ulasabildigini
gostermektedir. Literatiir verileri ve yap1 bazli karsilagtirma analizlerinin sonucu goz oniine
alindiginda her iki allokriptopin izomerinin de farmakokinetik ve ilag-benzerligi agisindan

AH i¢in ilag aday1 olmaya uygun oldugu goriilmektedir.

llag kesif ve gelistirme c¢alismalarinda, etken madde ile hedeflenen biyolojik
makromolekiillerin arasindaki baglanma durmunun ve kararliliginin belirlenmesi, etkilesim
mekanizmalarinin anlasilabilmesi ve terapdtik stratejilerin sekillendirilebilmesi igin ¢ok
onemlidir. Ancak, deneysel yontemler zorluklari ve ekonomik maliyeti nedeniyle, varsayilan
baglanma modlarinin ve karalilginin tahmininde daha ¢ok zaman ve biitge gereksinimine

neden olmaktadir. Bu nedenle, makromolekiil yapilarina bagli olarak, daha kisa siirede
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binlerce olasi birlikteligin denendigi ve degerlendirildigi molekiiler kenetleneme ve MD
simiilasyon gibi hesaplamali etkilesim tahmin yontemlerinin kullanimi giderek artmaktadir
(Bisht ve Singh, 2018; Ou-Yang ve digerleri, 2012). Bu tez ¢alismasinda da allokriptopinin
hem SOD, KAT, GPx ve AChE enzimleri iizerindeki ihbibitoér etkisine aracilik eden
etkilesim tiirlerinin ve bu etkilesime bagli olasi pro-oksidan ve anti-AChE ozellikleri
bilgisayar destekli molekiiler modelleme ve molekiiler simiilasyon teknikleri ile
arastirilmistir. Bu amagcla ligand hazirlama islemi sonucu elde edilen allokriptopine ait iki
izomerin de dort enzimin igin literatiirde belirlenmis olan inhibitor baglanma bolgeleri ile
oncelikle kenetlenme durumu ve afinite hesaplanmigtir. Daha sonrasinda ise MD

simiilasyonlar1 bu kenetlenme durumunun stabilitesi incelenmistir.

SOD enzimi i¢in gerceklestirilen molekiiler kenetlenme g¢alismalari, inhibitér baglanma
alan1 ile allokriptopinin yalnizca S izomerinin -2,07 kcal/mol puani ile kenetlendigini
gostermistir. Allokriptopinin iki izomer arasindaki tek fark 3B yapiya da yansiyan amin
grubundaki izomerik olusumlardir ve S izomerindeki kenetlenmenin bu pozitif yiikli
tersiyer amin grubunun azot ve hidrojen atomu ile Glu77 arasinda kurulan tuz kopriis ve
hidrojen baginin aracilik ettigi saptanmistir. Bu durumun izomerik farklarin SOD enziminin

inhibitdr baglanma alanina kars1 kenetlenme egilimini etkileyebilecegini gdzlemlenmistir.

MD simiilasyon hesaplarinda ise allokriptopinin baglanma alanindaki farkli rezidiilar ile kisa
etkilesimlerde bulundugu ve 1,1. ns’de de proteinden koparak uzaklastig: tespit edilmistir.
Kisa siireli bu etkilesim boyunca proteinin RMSD (root-mean-square fluctuation) degerinin
ortlamasinin 0,89 A oldugu tespit edilmistir. Protein yap1 ve konformasyonunun
bozulmamasi ve islevlerinin saglikli bir sekilde yerine getirilebilmesi i¢in RMSD degerinin
3 A’un altinda olmasi &nerilmektedir. Bu agidan sonuglar SOD enziminin yapisinin ve
konformasyonunun simiilasyon boyunca korundugunu gostermektedir. RMSD’ye katkida
bulunan reziidiiler incelendiginde, protein yapisindaki en yiiksek dalgalanmalarin N- ve C-
terminal bolgelerinde gerceklestigi tespit edilmistir. Bu bolgeler yapinin u¢ kisimlarindaki
ve serbest dongii bolgeleri oldugu i¢in alfa sarmal ve beta zincir bolgeleri kadar rijit degildir.
Bu nedenle proteinin diger yapilarina goére daha fazla dalgalanma egilimindedirler. Zaten
SOD enziminin kristal yapisinin yaklasik %62’si bu dongii bolgelerinde meydana
gelmektedir. Dongii bolgeleri ayn1 zamanda liganlarin baglanmasi i¢inde afinitesi yiiksek
bolgelerdir. Leu67, Vall03 ve HIS110 gibi dongli bolgesindeki reziidiiler ile de yeni

hidrofobik ve iyonik etkilesimleri kuruldugu ancak bunlarinda Glu77 ile kurulan baglar gibi
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zay1f ve simiilasyon siiresinin yalmizca %1-3’{inde gergeklestigi gdzlemlenmistir. imidazol
tirevlerinin ve polibenzimidazol analoglarmin SOD inhibitér analogu olabilme
potansiyellerinin karsilastirilmali olarak arastirildigi bir kenetlenme caligmada bilesiklerin
Glu77’nin yan1 sira cevresindeki 21 rezidu ile de bag yapabildigi raporlanmistir
(Veeraragavan ve digerleri, 2017). Nar suyu igerisindeki bilesiklerin pro-oksidan
aktivitesinin arastirildigi bir baska kenetlenme c¢alismasinda da SOD inhibitdrii olan
izoproterenoliin ayn1 baglanma bolgesi ile kenetlendigi goriilmektedir (Mazumder ve
digerleri, 2019). Calismalarda farkli puanlama logaritmasina sahip farkli kenetlenme
sistemleri kullanilmis oldugu i¢in allokriptopinin sonuclart kiyaslanamamistir. Ancak, bu
caligmalar inhibitoér baglanma alani olarak dogru bolgenin secildigini gostermektedir.
Molekiiler kenetleneme ve MD simiilasyon sonuglari birlikte ele alindiginda, allokriptopinin
SOD inhibitor baglanma alani ile olasi etkilesiminin allokriptopinin amin, siklik asetal ve
fenol grubu araciligiyla gerceklesebilecegi ancak bu etkilesimin stablitesinin ¢ok zayif
oldugu ve yalnizca 1,1 ns. boyunca siirebildigi tespit edilmistir. Bu durumun allokriptopinin
SOD enzimini inhibitér baglanma alan1 aracilifiyla inhibe ederek pro-oksidan aktivite

sergilemeyecegini gostermektedir.

S izomerinin KAT enziminin inhibitér baglanma alani ile -2,83 kcal/mol kenetlenme puan
ile etkilesime girdigi ve bu etkilesime amin grubundaki azot atomu ile Asp360 arasinda tuz
kopriisiiniin aract oldugu gozlemlenmistir. R izomerinde de S izomerin gibi amin grubunun
azot atomu ve ASP360 arasindaki tuz kopriisiiniin rol oynadig: tespit edilmistir. Ancak bu
etkilesimin kenetlenme puani -0,43 kcal/mol olarak hesaplanmisgtir ve S izomerinden daha
diisik oldugu gorilmektedir. Bu durumun iki yap1 arasindaki izomer farkindan
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. MD simiilasyon hesaplar1 sonucunda ise S izomerinin
100ns boyunca etkilesim afinitesini ve stabilitesini koruyarak inhibitor baglanma alani ile
etkilesimi slirdiirdiigii ancak R izomerinin 45. ns’de kompleksten ayrildig: tespit edilmistir.
S ve R izomerleri ile etkilesime giren enzimlerin RMSD degerinin sirastyla 6,15+0,23 A ve
6,44+0,23 A oldugu tespit edilmistir. Iki izomerin RMSF degerleri incelendiginde
dalgalanmanin yiiksek oldugu rezidiilerin yapinin %60’1n1 olusturan dongii bolgelerine denk
geldigi gortilmektedir. Buna ragmen her iki izomere ait RMSD ve RMSF degerleri
onerilenin lizerindedir. Normal kosullar altinda bu durum enzim konformasyonun bozulma
egiliminde olduguna isaret etmektedir. Ancak ortalama RMSD degeri 7,76 A olan KAT
enziminin apo formu (ligandsiz) ile karsilastirildiginda (RMSD grafiklerinde kirmizi ile

gosterilmistir), allokriptopinin enzim konformasyonunu bozmadigi, tersine iki izoformunun
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da enzimin RMSD degerini diisiirlip, biraz daha kararli bir hale doniistiirdiigii tespit
edilmigstir. Ayrica, iki izomerin de KAT enziminin inhibitér baglanam alani ile yaptigi
etkilesimler incelendiginde S izomerinin 100 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca etkilesimi
stirdiirdiigii tespit edilmistir. S izomerinin aksine R izomerine ait etkilesimlerin de 45. ns’de
sifira diistiigli ve yapidan koptugu tespit edilmistir. MD boyunca gercgeklesen etkilesimlerde
izomerlerin tersiyer amin grubunun direk katkis1 olmadig1 gozlenmistir. Ancak, Sekil 4.9°da
goriilebilecegi  tizere streokimyasal farklar allokriptopinin  geometrik  yapisina
yansimaktadir. Bu nedenle iki izomer arasindaki etkilesim siiresindeki ve etkilesilen
rezidiilerdeki farkin izomerizasyon durumdan kaynakli ortaya ¢ikan 3B yapilarina

atfedilebilecegi diisiiniilmektedir.

Izomerlerin KAT enziminin inhibitér baglanma alan1 ile etkilesimlerinde agirlikli olarak
hidrofobik etkilesimlerin ve su kopriilerinin rol aldigi belirlenmistir. Kenetlenme
hesaplamalarinda gozlemlenen ASP360 ile izomerlerin amin grubu arasindaki bagin
yalnizca S izomerinin MD simiilasyonunda hidrofobik etkilesimler ile gergeklestigi
goriilmistlir. S izomerli KAT enzimin simiilasyonunda PHE198, HIS305 ve PHE446
rezidiilerinin, R izomerli simiilasyonda ise PHE198, ASN149, ve ASN213 6nemli role sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu rezidiilerden PHE198’iin simiilasyon siiresinin %43’li boyunca
S izomerinin fenol halkasi ile hidrofobik pi-pi etkilesimini yaptigi, HIS305’in ise metoksi
grubunun oksijen atomu ile simiilasyon siiresinin %25°1 boyunca su kopriisii kurdugu tespit
edilmistir. PHE446 nin ise simiilasyon siiresinin yaklasik %5°i boyunca hidrofobik etkilesim
yaptig1 tespit edilmistir. R izomerinin PHE198 ile olan pi-pi etkilesimi ise sirastyla %12 ve
%16 oranlarinda fenol ve orto-difenol halkalari ile ger¢ceklesmistir. ASN149, ASN213’iin
etkilesimlerinde de siklik asetal grubunun oksijen atomlar: ile kurulan su kopriilerinin rol
almaktadir ve bu etkilesimlerinde simiilasyon siitresinin %10-20’si arasinda gergeklestigi
goriilmektedir. Etken maddelerin KAT inhibitor etkinliginin hem teorik hem de deneysel
olarak aragtirildigi iki farkli ¢alismada da inhibitér baglanma alani olarak PHE198, ARG203
PRO304, VAL450, ve PHE446 baglanma cebi seg¢ilmistir (Li ve digerleri, 2017). Baska bir
calismada ise H20: ile benzer yollardan oksidatif strese neden olan bisfenol A’nin da bu
rezldiiler ile yiiksek etkilesimli baglar kurdugunu ve bu bolgenin oksidatif stres olusumuna
aracilik edebilecegi raporlanmistir (Suthar ve digerleri, 2014). Ayirica, Li ve arkadaslar1 bu
bolgenin enzimin esnek bdlgesi oldugunu ve etkilesimin proteinde konformasyonel
degisiklikleri tetikleyerek, H20> veya O tasinmasini engelleyebilecegi bildirilmistir.

Boylece etken madde aracili inhibisyonun allosterik bir etki yoluyla meydana gelebilecegini
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gosterilmistir (Li ve digerleri, 2017). Bu durum allokriptopin i¢in segilen inhibitor baglanma
alaninin dogru oldugunu gostermektedir. Ayrica, allokriptopine ait S izomerinin 100 ns
boyunca bu rezidiiler ile etkilesiminin allosterik etki ile enziminin inhibisyonuna ve oksidan
aktiviteye neden olabilecegini gostermektedir. Ancak Suthar ve arkadaslar1 tarafindan
baglanma bolgesindeki bu temel itici giiclin hidrojen bag oldugunu vurgulamistir (Suthar ve
digerleri, 2014). Bu acidan 100 ns’lik MD simiilasyon hesaplamalarinin %1’inden de az bir
zamanda kurulan hidrojen baginin KAT enziminin tamamen inhibe edilmesi i¢in yeterli
olmadig1 diisiiniilmektedir. Ayrica, S izomeri ile KAT enziminin etkilesim oran grafigi
incelendiginde, PHE198 disindaki tiim rezidiilerin etkilesim oraninin diisiik ve lipofilik
oldugu goriilmektedir. Lipofilik gruplar arasindaki ¢ekim kuvvetinin zayif ve siireksiz
oldugu bilinmektedir (Klebe, 2013). Bu durum allokriptopinin R izomerinin yani sira, S
izomerinin de KAT enzimini inhibitér baglanma alani araciligiyla inhibe edemeyecegini ve

bununla ilgkili pro-oksidan aktiviteye sahip olamayacagini diigiindirmektedir.

GPx enzim inhibitoriiniin baglanma alani ile etkilesiminde de S ve R izomerinin enzime
sirastyla -2,83 kcal/mol ve -0,43 kcal/mol kenetlenme puanlari ile baglanabildigi tespit
edilmistir. S izomeri ile GPx enzimi arasindaki zayif etkilesime amin gruplarindaki azot
atomunun ve metoksi grubunun oksijen atomunun GLU43 ve ARG39 rezidiileri ile sirasiyla
kurduklar1 tuz kopriisii ve hidrojen bagi aracilik etmektedir. R izomeri ile GPx arasindaki
etkilesimde ise siklik asetal gurubunun oksijen atomu ile ARG39 rezidiisii arasinda hidrojen
bagi kuruldugu saptanistir. Bu etkilesimlerin stabilite ve stirekliliginin incelendigi MD
simiilasyon ¢alismalarinda GPx enziminin inhibit6r baglanma alani ile S izomeri arasindaki
etkilesimin 10 ns boyunca, R izomeri ile arasindaki etkilesimin ise 5 ns boyunca siirdiigii ve
enziminin RSMD degerinin sirastyla 1,05+0,09 A ve 1,05£0,09 A oldugu belirlenmistir.
Yapinin RMSF analizi incelendiginde iki komplekste de enzimin N- terminalindeki ASP ve
125. ve 126. rezidii olan ILE ve LEU’de ortalamanin iizerinde oldugu tespit edilmistir.
Terminal bolgeler ug kisimlar serbest alanlar oldugu i¢in simiilasyon sirasindaki en hareketli
bolgelerdir. ILE ve LEU rezidiilerinin ise dongii bolgesindeki kivrima denk geldigi ve
proteinin dis yiizeyine doniik oldugu tespit edilmistir. S izomerinin molekiiler etkilesimi
incelendiginde ilk 5 ns’de iki kez ARG39,GLU43 ile ASP139’u arasinda kalan inhibitor
baglanma alani ile etkilestigi sonrasinda ise yer degistirerek, GLU114, GLI115, ASP18, ASP
139 ve GLY155, ILE156 reziidiileri ile kisa etkilesimler yaptig1 gozlemlenmistir. Diger
yandan R izomeri, inhibisyon ile ilskili rezidiilerin bulundugu baglanma cebi ile ilk 2ns

icerinde etkilesim kurdugu sonrasinda ise sonrasinda ise HIS52, METS53 ve LYS58 gibi
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inhibisyon ile iligskilendirilmeyen ancak inhibisyon alaninin yakinindaki bolgelere daha
yiiksek afinite ile baglandig1 gézlemlenmistir. GPx enziminin inhibisyonu iki rezidiiniin de
simiilasyon siiresinin baglarinda etkilesime girdigi baglanma cebi ile iligskilendiren ve bu
bolgeyi inhibtor alani olarak tanimlamis ¢alismalar bulunmaktadir (Mazumder ve digerleri,
2019; Schulz ve digerleri, 2012). Bu durum baglanma alan se¢iminin dogru oldugunu
gostermektedir. MD siiresince S izomeri ile inhibitor baglanma alanindaki rezidiiler arasinda
en uzun siireli etkilesimin ARG39 ile yapildigi saptanmustir. Bu etkilesimin de amin
grubunun azot atomu ile kurulan zayif su kopriilerine, siklik asetal gurubu ile yapilan ile
hidrofobik etkilesimlere ve hidrojen baglarina dayandig: ve simiilasyon siiresinin ancak %3,
%1 ve %3’ boyunca gergeklestigi tespit edilmistir. R izomeirnin ise en yiiksek etkilesimi
GLYS51 rezidiisii ile simiilasyon siiresinin neredeyse %35’inde gergeklerstirdigi hidrofobik
etkilesimler ile kurdugu gézlemlenmistir. Hidrofobik etklesimler giiglii baglanma modelleri
degillerdir bu nedenle %1’den kuvvetli etkilesimlerin baglanma durumuna yer verilen 2B
etkilesim grafiginden ziyade bu etkilesimler etkilesim oran grafiginde verilmistir. Sonuglar
allokriptopine ait S ve R izomerinin GPx enziminin inhibisyonundan sorumlu rezidiiler ile
uzun ve stirekli bir bag kurmadigini bu nedenle enzimin inhibitdr baglanma alani araciligiyla

inhibitor ve pro-oksidan aktiviteye sahip olamayacagini géstermektedir.

Diger yandan in-vitro ¢aligsmalar ile tespit edilen allokriptopinin AChE inhibitor aktivitesinin
molekiiller temellerinin ortaya konulmasi amaciyla enziminin inhibitdr baglanma alam
allokriptopin izomerlerinin etkilesimi de incelenmistir. Kenetlenme calismalarinda S ve R
izomerlerinin sirastyla -5,77 kcal/mol ve -5,47 kcal/mol kenetlenme puani ile inhibitor
baglanma alamiyla etkilesim kurdugu tespit edilmistir. S izomeri ile etkilesimde enzim
tizerindeki HIS287 ve TYR341 rezidiilerinin 6nemli bir yere sahip oldugu tespit edilmistir.
R izomerinin ise etkilesim haritasi ile goriintiillenememis olup, etkilesimin LEU76, SER293,
VAL294 ve TRP286 rezidiileri ile metil gruplarinin ucundaki hidrojen atomlar1 arasindaki
zayif baglara dayandig1 ortaya konulmustur. Farkli caligmalar ile galantaminin de bu bolgeye
baglandig1 ortaya konulmustur. Bu durum inhibitér baglanma alani olarak dogru bolgenin
secildigini gostermektedir (Roca ve digerleri, 2018). Diger yandan, bazi kosullarda
AChE’nin aktif bolgesindeki rezidiilerin hareket etmesi ve yoniiniin degismesi ile birlikte
proteinin deaktivasyonuna aracilik ettigi bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2017a). Bu
kapsamda S ve R izomerlerli kompleklerin her ikisinin de ortalama RMSD degerlerinin
kabul goren aralikta ve sirasiyla 1,64+0,21 A ve 1,89 £0,30 A oldugu tespit edilmistir. Bu

durum allokriptopinin AChE proteininde yapisal bir degisime neden olmasan enzimi inhibe
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edebilecegini gostermektedir. RMSD sonuglart ile paralel olarak R izomerine ait RMSF
grafiginin S izomerinden daha hareketli oldugu gozlemlenmistir. Iki izomer igin de
RMSD’ye katkida bulunan baslica rezidiiler ise 71-81, 165-170, 255-264, 385, 492-500 ve
534-536 olarak belirlenmistir. Bu bdlgelerdeki RMSF degerlerinde ortlamanin iizerinde
yiiksek bir dalgalanma tespit edilmistir. Sahin ve arkadaslarinin ¢alismasinda da hem tedavi
icin kabul goren hem de kendi liganlari ile olusturulan AChE-ligand komplekslerindeki bu
rezidiilerin dongii bolgerinde oldugu ve RMSF degerlerinin dalgalanma egilimde oldugu
gosterilmistir (Sahin ve digerleri, 2020). Literatiirler ile uyumlu olarak bu tez ¢alismaisnda
da dalgalanmanin saptadigi rezidiilerin dongii bolgesinde oldugu ortaya konulmustur. Diger
yandan, iki izomerin de enzimle olan etkilesiminin 100 ns boyunca siirdiigii ve bu nedenle
allokriptopinin kararli bir AChE inhibitdrii olabilecegi gézlemlenmistir. Bu durum in-vitro
caligmalarda aktivite, gen ve protein diizeylerinde ortaya konan allokriptopinin AChE

inhibitor aktivitesini destekler niteliktedir.

Diger yandan S izomeri i¢in kenetlenme ¢alismalarinda gbzlemlenen HIS287 ve TYR341
rezidiileri ile olan etkilesimlerin MD simiilasyonu boyunca da kuvvetli bir bigimde siirdiigii
ve TYR72, TYRI124 ve TRP286 rezidiileri ile S izomeri arasinda yeni baglar kuruldugu
tespit edilmistir. R izomeri i¢in ise kenetlenme ¢alismalarinda SER293, VAL294 ve TRP286
rezidiileri ile olan etkilesimlerin siirdiiriildiigii bunun yani sira basilca TYR72, TYR124,
GLU292, SER293 ve ARG296 olmak iizere farkli rezidiiler ile yeni etkilesimlerin kuruldugu
belirlenmistir. Her iki izomerin rezidiilere baglanma durumuda agirlikli olarak hidrofobik
etkilesimlerin rol aldig1 tespit edilmistir. Ayrica, iki izomerin de hidrofobik etkilesimler ve
su kopriisii kurdugunu Tyrl24 ve Phe338 enzimin aktif merkez gecitinde yer alan ve
literatiirde AP agregasyonu ile iliskilendirilen rezidiilerdir (Liu ve digerleri, 2013c). Bu
durum allokriptopinin ayrica AP agregasyonu modiile edebilecegini ve AChE- A
agregasyonu nedeniyle olusan yiiksek toksisiteye karst noronlari koruyabilecegi isaret
etmektedir. Diger yandan, iki izomere ait %10’dan kuvvetli etkilesimlerin haritasi
incelendiginde izomerlerin 3B yapisindaki farklilik nedeniyle AChE inhibitér baglanma

alanin ile de farkl etkilesim durumlarina sahip olabilecegi tespit edilmistir.

Ote yandan, bezilizokinolin iskeletine sahip alkaloidlerde AChE inhibe edici aktivite
alkaloidlerin tetrahidroizokinolin kismindaki kuaterner nitrojen atomunun varligina ve ¢oklu
metoksi grubuna atfedilmektedir (Suganthy ve digerleri, 2009; Zhu ve digerleri, 2019). Bu

durum bazi izokinolin grubu alkaloidleri i¢in de gegerli olabilecegi raporlanmis olup (Kong
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ve digerleri, 2021), bu tez ¢aligmasindaki in-siliko sonuglar ile de allokriptopinin in-vitro
AChE inhibitor etkinliginin agirlikli olarak orto-difenol halkasi, metoksi, amin ve keton

gruplarinin varlig1 sayesinde gerceklesmis olabilecegi ortaya konulmustur.

Sonug olarak in-vitro ¢alismalar ile ilk kez allokriptoinin oksidatif stres ile indiiklenen
TOS’u ve MDA’y1 baskilayabilecegi, SOD, KAT ve GPx enzim aktiviteleri araciligiyla
TAS’1 arttirabilecegi, AChE aktivitesini ve ifadelerini inhibe edebilecegi ve noral morfolojik
korunuma saglayabilecegi ortaya konulmustur. Calismalar neticesinde ¢oklu etki
mekanizmalar ile AH iizerinde en etkili olabilcek allokriptopin konsantrasyonun 120 pg/mL
oldugu da belirlenmistir. Yap1 bazli in-siliko c¢aligmalar ile de AH’yi hedefleyen
allokriptopinin oral kullanim yoluyla, bagirsak-kan ve kan-beyin bariyerini asarak MSS’de
etkili bir ilag etken madde aday1 olabileceigi tespit edilmistir. Molekiiler kenetlenme ve MD
simiilasyon ¢aligmalar ile, allokriptopin izomerlerinin SOD, KAT ve GPx enzimlerinin
inhibitér baglanma alanlar1 ile etkilesiminin zayif ve kararsiz oldugu bu nedenle bu
enzimlerin inhibisyonu yoluyla pro-oksidan aktiviteye neden olamayacagmi ortaya
konmustur. Bu sebepten allokriptopinin 150 pg/mL konsantrasyonunda gézlenen TAS ve
antioksidan enzim aktivitelerindeki diistisiin allokriptopin tarafindan enzimlerin inhibe
edilmesi nedeniyle meydana gelemedigi, daha ziyade bu konsantrasyonda saptanan ve sinyal
yolaklarinda ikincil yanita neden olarak hiicre canliligini etkiledigi diisiiniilen hormetik
etkisinin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, molekiiler kenetlenme ve MD
simiilasyon ¢aligsmalari ile allokritptopinin AChE enzimi {izerindeki inhibitor aktivitesinin
molekiiler temeller aydinlatilarak, etklisimlerdeki istiktararlilik ve kararlilik nedeniyle
allokriptopinin iyi bir AChE inhibitorii olabilecegi vurgulanmigtir. Bunu yani sira, in-siliko
caligmalarda allokriptopine ait iki olasi streoizomerik yapinin olabilecegi ortaya konulmus
olup, molekiiler kenetlenme ve simiilasyon calismalar1 pro-oksidan aktivite gostermeyen
giiclii bir AChE inhibitorii olma agisindan bunlardan R izomerinin daha iyi bir ilag etken
madde aday: olabilecegi gdstermistir. Iki izomerdeki yapisal farkliliklar ve enzimler ile
etkilesim durumlar1 g6z 6niine alindiginda streoizomerik durumlarin deneysel ilag gelistirme

stireclerinde de Gnemsenmesi gerektigi tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tez calismasindan elde edilen sonuglar birlikte ele alindiginda su ¢ikarim

ve Oneriler yapilmistir.

1) Calismada izokinolin grubu bir alkaloid olan allokriptopinin artan konsantrasyonlarinin
(20-300 ug/mL) ve inkiibasyon siirelerinin (12, 24 ve 48 saat) 6nce PC12 hiicrelerinin
canliligr tlizerindeki etkisi arastirilmis olup, koruyucu aktivite ve toksisite agisinda en
ideal konsantrasyon araliginin 25-150 pg/mL, inkiibasyon siiresinin ise 18 saat oldugu
belirlenmistir. Daha sonra, 18 saatlik 25-150 ug/mL allokriptopin uygulamalariin H>O>
ile oksidatif stres modeli olusturulan PC12 hiicrelerinin canliligi {izerindeki etkisi
belirlenmis olup, 25-120 pg/mL allokriptopinin hiicresel 6liime karst korucu aktivite
gosterdigi, buna karsin 150 pg/mL’nin hiicreler tizerinde kismi1 de olsa toksisiteye neden
oldugu tespit edilmigtir. Literatiirde izokinolin grubu alkaloidlerin  artan
konsantrasyonlarinin sinyal yolaklarindaki farkli hiicresel yanitlara neden olan hormetik
etki gosterdigi raporlanmistir. Bu tez ¢aligmasi ile allokriptopinin de hormetik aktiviteye
sahip oldugu ve bifazik konsantrasyon yaniti agisinda toksisiteye neden olan 150
pg/mL’nin 6nemli oldugu ortaya konulmustur.

2) Membranlarin yapisal hasarina ve peroksidasyon iriinlerinin iiretimine neden olan lipit
peroksidasyon oksidatif stres aracili ndrodejenerasyonun ana belirteglerinden biridir ve
allokriptopinin oksidatif stres ile indiiklenen lipit peroksidasyonunu basarili bir sekilde
baskilandig: tespit edilmistir. Allokriptopinin peroksit veya radikal ara {iriin olusumunu
engelleyerek ya da bunlart daha az sitotoksik bir bilesige indirgeyerek lipit
peroksidasyonuna kars1 koruyucu etki gosterdigi diisiiniilmektedir.

3) Asir1 oksidan iiretimi ile antioksidan sistemin yetersizligi nedeniyle ortaya ¢ikan oksidatif
stresin AH’de merkezi bir role sahip olabilecegi bilinmektedir. Bu calismada da
allokriptopinin hem hiicre i¢i TOS azaltarak, hem de TAS ve bununla iliskili enzimlerin
aktivitesini artirarak, H2O ile indiiklenen oksidatif strese karsi norokoruyucu etki
sagladig1 ve hiicre i¢i oksidatif stres miktarin1 6nemli oranda baskiladig1 gozlemlenmistir.
Literatiirde farkli bitkisel gruplarin lipofilik ve polisiklik halkalar1 ile redoks
reaksiyonlarini diizenleyebildigi, benzodioksol ve pirokatekol yapilar1 ve konjuge cift ve
serbest C—H baglar1 araciligiyla da antioksidan sistemin giiglenmesine katkida

bulunabilecegi raporlanmis olup, allokriptopinin de bu fizikokimyasal 6zelliklere sahip
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olmasi nedeniyle oksidatif stres {izerindeki baskilayict ve koruyucu etkinliginin bu
yapisal grup ve baglarina atfedilebilecegi diigiiniilmiistir.

4) Oksidatif stres tarafindan baskilanan antioksidan sistemin birincil savunma hattindaki
SOD, KAT ve GPx enzim aktivitelerinin allokriptopin tarafindan doza bagimli bir sekilde
artirildigr ve allokriptopinin diger antioksidanlara gore GPx enzim aktivitesinin kaybin
neredeyse tamamen engelledigi saptanmistir. GPx enziminin antioksidan islevinin yani
sira lipit peroksitlerini alkolle indirgeyici bir role sahip olmasi, allokriptopinin hem lipit
peroksidasyonu hem de GPx aktivitesindeki yiiksek koruyucu etkisinin birbiri ile iliskili
olabilecegi disiindiirmektedir. Ayrica, H20> tarafindan indiiklenen lipit peroksitlerinin
olusumunu engelleyen GPx aktivitenin inhibisyonu ve artan lipit peroksidasyonunun
noronlarda da goriilen bir bagka hiicresel 6liim yolagi olan ferroptozis ile yakindan iliskili
oldugu bilinmektedir. Bu sebepten allokriptopinin lipit peroksidasyonun baskilanmasi ve
GPx aktivitesinin yiiksek oranda artirllmasi iizerindeki etkisinin ferroptoza karst da
korunum saglayabilecegini diisiindiirmekte olup, hem allokriptopinin ferroptozis
tizerindeki etkisinin hem de bu etkinin nérokoruyucu aktivite ile iligski olup-olmadiginin
arastirilmasi tezde bulunana bu bulgular i¢in daha destekleyici olacaktir.

5) Ayrica, allokriptopinin SOD, KAT ve GPx enzimlerinin yani sira, diger enzimatik ve/veya
enzimatik olmayan antioksidanlar iizerinde de etkili olarak TAS’a katki sagalabilecegi
diistiniilmektedir.

6) Literatiirde oksidatif hasar yaratict ajanlarin etkisinde kalan noéronlarda AChE
aktivitesindeki artisa bagli olarak tetiklenen néral apoptozom kompleksinin olusumu
nedeniyle ndral apoptozun gelistigi bildirilmistir. Bu kapsamda allokriptopinin
antioksidan aktivitesinin yaninda AChE inhibitor etkinliginin de arastirilmasi
amaglanmistir. Bu ¢aligmada allokriptopinin inhibitor etkisi H2O: ile oksidatif hasara
indiiklenerek AChE aktivitesi artirilmis noral hiicre modelinde hem aktivite hem de gen
ve protein ifade diizeyinde gosterilmistir. Allokriptopinin tiim konsantrasyonlarinin
AChE’yi inhibe ettigi ortaya konulmus olup, antioksidan etki sonuglarindaki gibi en iyi
ve giiclii inhibitor etkiyi 120 pg/mL konsantrasyonu gostermistir. Allokriptopinin
antioksidan sonugclar1 ile AChE etkisi sonuglart dogrulanmistir.

7) Oksidatif hasara bagli nérodejenerasyonda antioksidan yetersizlik, lipit peroksidasyonu,
AChE aktivasyonu gibi biyokimyasal ve molekiiler hasarlarin yani sira, bu hasarlar
aracilifiyla tetiklenen néron morfolojisinde de hiicre ¢apinin artmasi, norit uzunlugu ve
dallanma miktarinin azalmasi gibi degisimler meydana gelmektedir. Calismada

allokriptopinin hiicre capindaki artis1 baskilayarak, norit uzunlugu ve dallanma miktarinin
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ise artirilarak, oksidatif stres nedeniyle olusan morfolojik hasara karsi, noral gelisimi ve
sinaptogenezi korundugu gosterilmistir. Bulgulara ve literatiir bilgilerine dayanarak,
allokriptopinin néral morfoloji iizerindeki koruyucu etkisinin lipit peroksidasyonunu
baskilayici, antioksidan ve anti-AChE aktivitelerinden kaynaklandigi sdylenebilir.

8) Calismalarda tiim allokriptopinin konsantrasyonlarinin oksidatif strese karsi hem oksidan-
antioksidan mekanizma ile hem de AChE ve noral morfolojik gelisim ile ndrokoruyucu
aktiviteye sahip oldugu ancak konsantrasyona gore koruyuculugun farklilik gosterdigi ve
tiim mekanizmalardaki en etkili konsantrasyonun 120 pg/mL oldugu gézlemlenmistir.
Buna karsin 150 pg/mL allokriptopin ile muamele edilen hiicrelerdeki antioksidan ve
norit gelisim aktivitelerindeki diisiisiin ve oksidan ve AChE aktivitesindeki artisin bu
konsantrasyonun neden oldugu hiicre 6liimii ile iligkili oldugu diistiniilmekte olup, devam
caligmalarinin allokriptopinin diisiik konsantrasyonlar1 gergeklestirilmesi 6nerilmektedir.

9) In-siliko c¢alismalar kapsaminda yapilan ve etken maddenin stereokimyasal,
tautomerizasyon ve protonizasyon durumlarinin belirlendigi ligand hazirlama islemi
sonucunda allokriptopine ait iki olas1 stereoizomerik yapinin oldugu ve izomerlerin 3B
yapilarinin ~ farkhilik  gosterdigi  tespit  edilmistir.  Ilag  adaylarimin  zayif
EDMA/biyoyararlanim profiline sahip olmasi, AH’ye yonelik ilag gelistirme
calismalarindaki yiiksek basarisizligin baslica nedenlerden biridir. Bu sebepten bu iki
izomerin farmakokinetik 6zellikleri ve ila¢ olabilme potansiyelleri arastirilmis olup,
izomerlerin oral kullanim ile, bagirsak-kan ve kan-beyin bariyerini gegerek sinir
sistemde etkili iy1 bir ilag etken veya destek maddesi olabilecegi ortaya konulmustur.

10) Ayrica, bu tez calismasinda allokriptopinin antioksidan sistem enzimleri izerindeki olasi
inhibitor aktivitesinin molekiiler temelleri de arastirilmistir. Sonuglar allokriptopinin
SOD, KAT ve GPx enzimlerini inhibitér baglanma alanlar1 araciligiyla inhibe
edemeyecegini ve bu yolla pro-oksidan bir aktiviteye sergileyemeyecegini gostermis
olup, allokriptopinin antioksidan sistem {izerinde giivenli kullaniminin s6z konusu
olabilecegi belirlenmistir.

11) Bunun yam sira allokriptopinin in-vitro caligmalarda tespit edilen AChE inhibitor
aktivitesinin de molekiiler temelleri arastirilmis olup, inhibitdr aktivitesinin agirlikli
olarak yapisindaki katekol ve benzodioksol gruplarinin enzim tizerindeki CAS ve PAS
alanlar1 ile etkilesimi sayesinde gerceklesebilecegi tespit edilmistir. Sonuglar ile ayrica
allokriptopinin AChE proteini iizerindeki, literatirde AP baglanma bolgesi olarak

tanimlanan ve AP agregasyonunu ve toksisitesini siddetlendirdigi ortaya konulan,
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rezidiiler ile etkilesimi girerek AP agregasyonunu ve buna bagli gelisen toksisiteyi de
modiile edebilecegini ortaya konulmustur.

12) Ayrica, in-siliko olarak gergeklestirilen molekiiler kenetlenme ve MD simiilasyon
caligmalar1 ile allokriptopin izomerlerinin farkli baglanma durum ve giicline sahip
oldugu tespit edilmistir. Calismada pro-oksidan aktivite ile iligkili bolgeler ile zayif ve
diizensiz buna karsin AChE inhibisyonu ile iligkili bolgeler ile daha kararli ve diizenli
etkilesimler kurmasi nedeniyle, allokriptopine ait sentezlenecek R izomerinin AH’de
etkili bu mekanizmalar i¢in daha iyi bir ilag etken madde aday: olabilecegi ortaya
konulmustur. Bu durum ile ayrica AH’ye yonelik deneysel ilag kesif ve gelistirme
calismalarinda da izomerik farkliliklarin géz Oniinde bulundurularak, arastiriimasi
gerekli oldugu diisiintilmiistiir.

13) Deneysel galismalarda artan allokriptopin konsantrasyonu ile birlikte hiicresel 6liimiin
de arttig1 tespit edilmis olup, in-siliko ¢alismalarda allokriptopinin yapisindaki toksisite
ile iligkilendirilen tek reaktif fonksiyonel grubun keton yapisi oldugu tespit edilmistir.
Bu sebepten allokriptopinin katekol ve benzodioksol gibi antioksidan, anti-AChE ve
anti-Af aktivitesi ile iliski oldugu disiiniilen yapisal 6zelliklerinin korunarak veya
aktivitelerini daha da artiracak yapisal degisiklikler ile, keton grubunun yerine baska bir
fonksiyonel grubun getirildigi yeni biyoizosterik tiirevlerinin tasarlanip, sentezlenerek
hafif toksisiteli daha etkin bir ila¢ etken maddesinin olusturulabilecegi ongoriilmektedir.

14) Bu tez calismasi ile allokriptopinin ¢oklu biyolojik aktivitesi sayesinde iyi bir
norokoruyucu ajan olabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiirde allokriptopindeki toksisite
ile iligkili oldugu diisiiniilen bu grubun sistemlerdeki metabolizasyon yoluyla alkole
indirgenebilecegi yoniinde bulgular mevcuttur. Bu sebepten biyoizosterik yaklasimlara
ek olarak, metabolizma sonucu olusan allokriptopin metabolitleri ile de yiliksek
konsantrasyonlarda toksik olmayan daha 1iyi terapotik yanitlar almabilecegi
diisiiniilmekte olup, bu diisiincenin ileri diizey hayvan calismalar1 ile arastirilarak

desteklenmesi gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda allokriptopinin oksidan baskilayici, antioksidan mekanizmay1
giiclendirici, AChE inhibe edici, néral morfolojik degisimleri onleyici etkinligi sayesinde
hiicresel oksidatif strese karst norokoruyucu aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur.
Literatiirde izokinolin grubu alkaloidlerin nérokoruyucu etkisi arastirilmis olmasina karsin,
allokriptopinin ile ilgili ¢alisma bulunmamasi nedeniyle bu bulgular alandaki acig

kapatacak 6zgilin ve onciil olma potansiyeline sahiptir. Bu tez ¢alismasi ile ndrokoruyucu
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etkinliginin birden fazla mekanizma iizerinde gosterilmesi allokriptopinin nérokoruyucu
aktivitesini gliclendirmistir. Ayrica, AH’ye yonelik yliriitiilen ilag gelistirme ¢aligmalarina
ragmen, etkin ilaglarin bulunmasinda istenilen sonuglarin almamadigi géz Oniinde
bulunduruldugunda, allokriptopinin yapilacak ileri diizey ila¢ gelistirme g¢alismalar ile
norodejeneratif hastalilarda ilag etken maddesi olma potansiyeline sahip oldugu

goriilmektedir.
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EK-1. Allokriptopin-SOD kompleksinin RMSD, RMSF degerleri ve toplam etkilesim
haritasi
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Sekil 1.1. S izomerli SOD enziminin Ca atomlarina gore hesaplanan RMSD degerleri
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Sekil 1.2. S izomerli SOD enzimin agir atomlarina gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi
kalin ¢ubuklar kristal yapisindaki beta seritleri, beyaz zeminler dongii bolgelerini
temsil etmektedir. Yesil ¢izgiler ise allokriptopin ile etkilesime giren rezidiileri
ifade etmektedir
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Sekil 1.3. Allokriptopinin S izomeri ile SOD enzimi arasindaki etkilesimin zamansal
degisimi, A) Simiilasyon adimindaki toplam etkilesim yogunlugu, B) Etkilesime
dahil olan rezidiilerin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki bag sayisi sag
taraftaki renk skalasi ile belirtilmistir
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EK-2. Allokriptopin-KAT kompleksinin RMSD, RMSF degerleri ve toplam etkilesim
haritasi
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Sekil 2.1. KAT enziminin Ca atomlarina gore hesaplanan RMSD degerleri, A) S izomeri ile
birlikte 100 ns boyunca simiile edilen KAT enziminin RMSD degerleri, B) R
izomeri ile birlikte 50 ns boyunca simiile edilen KAT enziminin RMSD degerleri.
Mavi ¢izgiler allokriptopin-KAT kompleksinin RMSD degerini, kirmizilar ise
KAT enziminin apo formuna ait RMSD degerini temsil etmektedir
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Sekil 2.2. KAT enziminin agir atomlarina gore hesaplanan RMSF degerleri, Mavi kalin dik
cubuklar kristal yapisindaki beta seritleri, pembeler alfa sarmallarini, beyazlar ise
dongii bolgelerini temsil etmektedir. Yesil ¢izgiler ise allokriptopin ile etkilesime
giren rezidiiler1 ifade etmektedir
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Sekil 2.3. Allokriptopinin S izomeri ile KAT enzimi arasindaki etkilesimin zamansal
degisimi, A) 50 ns boyunca allokriptopin ile enzimin yaptig1 toplam etkilesim
sayisi, B) Etkilesime dahil olan rezidularin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki
bag sayis1 sag taraftaki renk skalasi ile belirtilmistir
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EK-2. (devam) Allokriptopin-KAT kompleksinin RMSD, RMSF degerleri ve toplam
etkilesim haritasi
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Sekil 2.4. Allokriptopinin R izomeri ile KAT enzimi arasindaki etkilesimin zamansal
degisimi, A) 100 ns boyunca allokriptopin ile enzimin yaptig1 toplam etkilesim
sayisi, B) Etkilesime dahil olan rezidularin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki
bag sayisi sag taraftaki renk skalasi ile belirtilmistir
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EK-3 Allokriptopin-GPx kompleksinin RMSD, RMSF degerleri ve toplam etkilesim

haritasi
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Sekil 3.1. GPx enziminin Ca atomlarina gore hesaplanan RMSD degerler, A) S izomeri ile
birlikte 5 ns. boyunca simiile edilen GPx enziminin RMSD degerleri, B) R
izomeri ile birlikte 5 ns. boyunca simiile edilen GPx enziminin RMSD degerleri
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Sekil 3.2. GPx enziminin enzimin agir atomlarina gore hesaplana RMSF
degerleri, A) S izomeri ile birlikte 5 ns. boyunca simiile edilen GPx enziminin
RMSF degerleri, B) R izomeri ile birlikte 5 ns. boyunca simiile edilen GPx
enziminin RMSF degerleri. Mavi kalin dik ¢ubuklar kristal yapisindaki beta
seritleri, pembeler alfa sarmallarini, beyazlar ise dongii bolgelerini temsil
etmektedir. Yesil ¢ubuklar ise allokriptopin ile etkilesime giren rezidiilar1 ifade
etmektedir
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Sekil 3.3. Allokriptopinin S izomeri ile GPx enzimi arasindaki etkilesimin zamansal
degisimi, A) 5 ns boyunca allokriptopin ile enzimin yaptig1 toplam etkilesim
sayisi, B) Etkilesime dahil olan rezidularin zamana goére degisimi. Etkilesimdeki
bag sayisi sag taraftaki renk skalasi ile belirtilmistir
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EK-3. (devam) Allokriptopin-GPx kompleksinin RMSD, RMSF degerleri ve toplam
etkilesim haritasi
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Sekil 3.4. Allokriptopinin R izomeri ile GPx enzimi arasindaki etkilesimin zamansal
degisimi, A) 5 ns boyunca allokriptopin ile enzimin yaptigi toplam etkilesim
sayis1, B) Etkilesime dahil olan rezidularin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki
bag sayisi sag taraftaki renk skalasi ile belirtilmistir
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EK-4. Allokriptopin-AChE kompleksinin RMSD, RMSF degerleri ve toplam etkilesim
haritasi
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Sekil 4.1. AChE enziminin Co atomlarina gore hesaplanan RMSD degerleri, A) S izomer ile
birlikte MD simiilasyonu gergeklestirilen AChE’ye ait RMSD degerleri, B) R
izomer ile birlikte MD simiilasyonu gerceklestirilen AChE’ye ait RMSD degerleri
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Sekil 4.2. AChE enzimin agir atomlarina gore hesaplana RMSF degerleri, A) S izomer ile

birlikte MD simiilasyonu gergeklestirilen AChE’nin RMSF degerleri, B) R
izomer ile birlikte MD simiilasyonu gergeklestirilen AChE’nin RMSF degerleri
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Sekil 4.3. Allokriptopinin S izomeri ile AChE enzimi arasindaki etkilesimin zamansal
degisimi, A) 100 ns boyunca S izomeri ile enzimin yaptig1 toplam etkilesim sayis1
gostermektedir, B) Etkilesime dahil olan rezidularin zamana gore degisimini ifade
etmektedir. Etkilesimdeki bag sayisinin miktar1 sag taraftaki renk skalasi ile
belirtilmistir
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EK-4. (devam) Allokriptopin-AChE kompleksinin RMSD, RMSF degerleri ve toplam
etkilesim haritasi
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Sekil 4.4. Allokriptopinin R izomeri ile AChE enziminin inhibitor baglanma alan1 arasindaki
etkilesiminin zaman ¢izelgesi, A) 100 ns boyunca R izomeri ile enzimin yaptigi
toplam etkilesim sayist gostermektedir, B) Etkilesime dahil olan rezidularin
zamana gore degisimini ifade etmektedi. Etkilesimdeki bag sayisinin miktari sag
taraftaki renk skalasi ile belirtilmistir
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