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Osteoartrit (OA) inflamatuar siirecinde i¢inde yer aldigi dejeneratif eklem hasaridir. OA
tedavisinde inflamatuar yanit1 azaltmak ve durdurmak icin bir¢ok kiigiik molekiilden faydalanilmaya
calisilmaktadir. Sunulan ¢aligmada, secilmis IL-1p inhibitorlerinin ADAMTSS iizerine etkilerinin in
siliko analizlerinin yapilmasi amac¢lanmistir. Bu amagla, IL-1B inhibitér 6zelligi tasiyabilecek
Apigenin, Biitein, Kurkumin, Gallik asit, Harpagosit, Oleuropein, Hiperforin, Quercetin, Wogonin,
EGCG ve Resveratrol molekiilleri ADAMTSS inhibitorii olan Aldumastat ile affinite ve ADMET
ozellikleri yoniinden karsilastirilmistir. Autodock Vina programi ile molekiiler docking analizleri ve
affinite degerleri hesaplanmis olup, seg¢ilmis molekiillerin ADAMTSS ile 3B kompleks yapilar
olusturulmustur. Molekiillerin ADAMTSS baglanma bolgeleri ve bag tiirleri BIOVIA Discovery
Studio yazilimi ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Docking sonras1 Swis-Pdb Viewer yazilim
ile ADAMTSS protein-ligand toplam enerji hesaplamalar1 yapilmistir. Segilmis molekiillerin
Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Ekskresyon, Toksikolojik (ADMET) 6zellikleri admetSAR
yazilimi ile degerlendirilmistir. EGCG, Apigenin, Oleuropein ve Wogonin’in ADAMTSS ’in aktif
bolgesine negatif affiniteleri en yiiksek olarak hesaplanmis ve bu molekiillerden ADMET o6zellikleri
bakimindan oral biyoyararlanimi ve bagirsak emilimi en yiiksek hepatotoksik ve nefrotoksik
oOzellikleri en diistik olarak Oleuropein ve Wogonin molekiilleri bulunmustur. Elde edilen bulgularin
in vitro ve in vivo c¢alismalar i¢in bir kilavuz niteliginde oldugu ve in siliko analiz sonucunda
ADAMTSS inhibitorii potansiyeline sahip bu molekiillerin in vitro ve in vivo sartlar altinda daha
detayli molekiiler analizlerle incelenmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Osteoartrit, ADAMTSS, IL-1, In siliko, Autodock
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ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a degenerative joint damage involving the inflammatory process.
Many small molecules are being used to reduce and stop the inflammatory response in the treatment
of OA. In the presented study, it was aimed to perform in silico analyzes of the effects of selected
IL-1B inhibitors on ADAMTSS. For this purpose, Apigenin, Butein, Curcumin, Gallic acid,
Harpagocyte, Oleuropein, Hyperforin, Quercetin, Wogonin, EGCG and Resveratrol molecules,
which may have IL-1P inhibitory properties, were compared with Aldumastat, an ADAMTSS
inhibitor, in terms of affinity and ADMET properties. Molecular docking analyzes and affinity values
were calculated with the Autodock Vina program, and 3D complex structures of selected molecules
were created with ADAMTSS. The ADAMTSS binding sites and bond types of the molecules were
comparatively examined with BIOVIA Discovery Studio software. After docking, ADAMTSS
protein-ligand total energy calculations were made with Swis-Pdb Viewer software. Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicological (ADMET) properties of selected molecules were
evaluated with admetSAR software. The negative affinities of EGCG, Apigenin, Oleuropein and
Wogonin to the active site of ADAMTSS were calculated to be the highest, and among these
molecules, Oleuropein and Wogonin were found to have the highest oral bioavailability and intestinal
absorption in terms of ADMET properties, and the lowest hepatotoxic and nephrotoxic properties.
We believe that the findings obtained are a guide for in vitro and in vivo studies, and as a result of in
silico analysis, these molecules with ADAMTSS inhibitor potential should be examined with more
detailed molecular analyzes under in vitro and in vivo conditions.

Keywords: Osteoarthritis, ADAMTSS, IL-1, In silico, Autodock
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AA : Aminoasit
ADAMTS : Trombospondin Motifli Bir Disintegrin ve Metaloproteinaz

AIM2 : Melanom 2'de Bulunmayan Protein
AP1 : Aktivatdr Protein 1

BDZ-S : Benzodiazepin-s

cDNA : Komplementer Deoksiriboz Niikleik Asit
COX-2 : Prostaglandin Endoperoksit Sentaz 2
CXCR5 : C-X-C Kemokin Reseptorii Tip 5
DAMP : Hasarla iliskili Molekiiler Model Molekiiller
ECM : Ekstraseliiler Matriks

EGCG : Epigallokatesin Gallat

IFP : Fasyal Plak

IGD : Immiinoglobulin D

IL : Interlékin

IL-1a : Interlokin 1 Alfa

IL-1Ra: Interldkinl Reseptor Antagonist

IL-1B : Interldkin 1 Beta

IL-36Ra : Interldkin 36 Reseptdr Antagonist
IL-360 : Interldkin 33 alfa

IL-36p : Interldkin 36 Beta

IL-36y : Interldkin 36 Gama

LAG3 : Lenfosit Aktivasyon Geni 3

LPS : Lipopolisakkarit

MAPK : Mitojenle Aktive Protein Kinaz

MMP : Matriks Metalloproteinaz

NLRP3 : Protein 3 Iceren NLR Ailesi Pirin Alani
NLS : Niikleer Yerlesim Dizisi

NO : Nitrik Oksit

OA : Osteoartrit

PAMP : Patojenle Iliskili Molekiiler Patern
PGE2 : Prostaglandin E2

RANKL  : Niikleer Faktor Kappa-B Ligandinin Reseptor Aktivatorii
ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD : Stiperoksit Dismutaz

TLR : Toll benzeri reseptor
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TNF-a : Tiimdr Nekroz Faktor Alfa

TNFR : Timdr Nekroz Faktor Reseptor

TRAF2 : Tiimdr nekroz faktor reseptorii ile iligkili faktor 2
TS : Trombospondin

Vil



1. GIRIS

1.1. Diz Eklem Anatomisi ve Fizyolojisi

Gilinliik hayatimizda viicut agirhigimizin biiylik bir kismini tasiyan ve hareketlerimiz igin
fleksiyon-ekstensiyon ile internal-eksternal rotasyona genis Olgiide miisade eden kompleks bir
fonksiyona sahip diz eklemi (Sekil 1.1) temel olarak medial tibiofemoral, lateral tibiofemoral,
patellofemoral ve proksimal tibiofibular eklemleri i¢cermektedir (Hirshmann ve Miiller, 2015).
Tibiofemoral eklem konveks eklem yiizeyinin iki kondilli olmast (condylus medialis ve lateralis)
nedeniyle bikondiler eklem grubuna girer. Asil fonksiyonu fleksiyon-ekstansiyon olup aktif rotasyon

hareketine de izin verir. Patellofemoral eklem ise eyer tip eklemdir (Rouviere ve ark., 2002).

Lateral Collateral Ligament | FEMUR Medial Collateral Ligament
(LCL) . (MCL)

Medial Meniskis

) Yy U I / Postefor Cruclate Ligament
Anterior Cruciate Ligament \ ' : 4 (PCL)

(ACL) | ". /?

Sekil 1.1. Diz eklemi anatomisinin sematik gosterimi

Diz ekleminin konveks eklem yiiziinii olusturan femoral kondiller, hem sagittal hem de
transvers yonde konvekstir. Distalden bakildiginda arka tarafta bir ¢ukurla (fossa interkondilaris)
ikiye ayrilmis olan iki kondil goriiliir. Bu kondiller 6n tarafta birleserek, patella ile eklem yapan
facies patellaris’i olusturur. Facies patellaris’te yukardan asagiya dogru uzanan bir oluk eklem
yiizeyini ikiye boler (Dursun, 2007, Yildirim, 2003a; Yildirim, 2003b). Yapisal olarak femurun
kondilleri, tibianin kondil yiizeylerine terstir. Tibial platonun i¢ tarafi, disa gére daha konkav, uzun
ve dardir (Rouviere ve ark., 2002). Femur kondillerinin konvekslik derecelerinin, tibia kondillerinin
konkavlik derecelerine uymamasi nedeniyle, her iki kemigin eklem yiizleri birbirine her yerde temas

etmez.



Kalinlik merkezde 3-4 mm’dir, perifere gittikge azalir. Lateral taraftaki eklem yiizii daha kiigiik olup,
hemen hemen yuvarlaktir. Daha genis olan medial taraftaki ise uzun ekseni sagittal yonde olmak
iizere daha ovaldir.

Her iki eklem yiizii hafif ¢ukur olup birbirine komsu olan kisimlarinda biraz yiikselerek
tuberculum intercondylare mediale ve laterale’yi olustururlar. Her bir diz ekleminde periferde kalan
kama tarzinda bosluklar, ‘C’ seklinde fibrokartilaj yapiyla (meniskiis) doldurulur. Meniskiisler veya
semilunar kikirdaklar, meniskiis mediale ve laterale olmak {izere iki tanedir. Meniskiisler eklem
kapsiiliinden kemiklerin eklem yapan ylizeyine uzanirlar (Arinci, 2001). Her iki meniskiisiin uglar1
tibiada ekleme dahil olmayan interkondiler alana (intercondylaris anterior ve posterior) tutunur.
Bunlarin periferik kismi kalin olup i¢e dogru gittikge incelerek serbestlesir ve konkav bir goriiniim
olugur. Meniskiisler eklem yiizeyleri arasinda uyumu saglamanin yani sira, sok emici olarak da gorev
yaparlar. Meniskdislerin ana goérevlerinin arasinda agirlik tasima, eklem stabilizasyonu ve rotasyonu
bulunmaktadir (Staeubli ve ark., 1999). Patella (diz kapag1 kemigi), quadriseps femoris kasmin
kirisine yerlesmistir. Patellanin arka yliziiniin dortte iiglinii kaplayan bir alan, femurun facies
patellaris’i ile temas ederek femoropatellar eklemi olusturur. Eklem yiizeyi kalin bir hiyalin kikirdak
ile kaplidir. Hyalin kikirdak kenarlarda ince, kondillerin orta bdliimiinde daha kalindir. Sinoviyal
kavite meniskiislerin ince ug¢ kenarlarmin iizerinde, ayrica onlarla kemiklerin eklem yiizleri arasinda

uzanir (Toprak ve ark., 1993).
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Sekil 1.2. Diz eklemini olusturan yapilar.



Diz eklemini olusturan yapilar (Sekil 1.2), subkondral kemik, sinoviyal siviy1 iireten
sinoviyum ve fibroz kapsiiliin birlikte olusturduklari eklem kapsiilii, sinoviyal sivinin dolagtigt
bursalar, ligamentler, meniskiisler ve kikirdaktir (Blackburn ve Craig, 1980, Abulhasan ve Grey,
2017). Avaskiiler, sinirsiz, saydam hialin kikirdak (Latince "hyalinus," camdan yapilmis veya seffaf
anlamina gelir) doku matrisi, temel olarak suyun (%63-70) yan1 sira kollajenlerin (normal hialin
kikirdakta ¢ogunlugu tip II kollajen) varlig: ile karakterize edilir (Kandir, 2020a). Kollajen dis1
proteinler ve proteoglikanlar (agrekanlarin ¢ogunlugunu iceren) bu dokunun 6nemli bilesenleridir,
ancak en fazla bilesigi glikozaminoglikanlar (GAG) olusturur.

Eklem kikirdagi histolojik olarak, matriks diizeni ve hiicre oryantasyonuna gore derin (radial), orta
(transizyonel) ve yiizeyel (superfacial) alanlara ayrilmistir. Kalsifiye kikirdak, subkondral kemik ve
eklem kikirdagi arasinda arayiiz olarak gorev yapar. Kalsifiye kikirdakla eklem kikirdaginin ayrildig:
bolge tidemark olarak adlandirilir (Hall,2005, Sophia ve ark., 2009). Eklem kikirdag:i kan damari,
lenfatik, sinir igermez. Eklem kikirdaginin, sinoviyal eklemin hareketi i¢in yiizey saglamak, yiikiin
esit dagilimini ve stirtinmenin azalmasini saglamak gibi fonksiyonlar1 vardir. Sinoviyal membran
(sinoviyum), sinoviyal siviyr tiretir. Bu sivi, lubrisin ve hyaluronik asitten olusur, eklemi
kayganlagtirir ve eklem kikirdagini besler. Sinoviyum iki tip sinoviyal hiicreden olusur: Tip A
(makrofaj benzeri) ve tip B (fibroblast benzeri). Sinoviyal fibroblastlar sinoviyal sivi
komponentlerini tretir (Seibel ve ark., 2006, Smith ve ark., 2018). Makrofaj benzeri olanlar
cogunlukla etkin degildir, fakat yangi sirasinda aktive olurlar. Eklem kapsiilii, fibroz kapsiille birlikte
kapali bir eklem boslugu olusturur ve eklemi dis etkilerden korur. Ligamentler, iki kemigi birbirine
baglar, harekete yardimcidir ve eklem stabilizasyonunu saglar. Subkondral kemik, eklem kikirdagina
destek saglayan kemiktir, kalsifiye kikirdak ve trabekiiler kemik arasinda yer alir. Biiyiime plag
(epifiz plagi) ile trabekiiler kemikten ayrilir. Subkondral kemik vaskiiler kanallar araciligiyla
beslenir. Eklem kikirdaginin beslenmesi, stres absorbsiyonu ve eklem yapisinin korunmasi gibi
gorevleri vardir. Meniskiisler, ekstraseliiler matrikste (ESM) su, tip I kollagen ve PG’ler (baskin

olarak agrekan) iceren fibrokikirdaktir (Seibel ve ark., 2006, Sophia ve ark., 2009).

1.2. Osteoartrit Fizyopatolojisi

OARSI (Uluslararasi Osteoartrit Arastirmalart Dernegi)’nin tanimina gore osteoartrit (OA),
hareketli eklemlerde hiicre stresi ve ESM yikimu ile karakterize, mikro ve makro hasarlarin baslattigi
dogal immiinitenin proinflamatuar yolaklarini iceren yangisal yanitidir (Kraus ve ark., 2015). Yas,
cinsiyet, obezite, genetik faktorler, osteoporoz, akut travmalar, kronik ve immiinolojik hastaliklar
OA gelisiminde rol oynayan baslica faktorlerdir (Cooper ve ark., 2000a; Cooper ve ark.,2000b;
Sharma ve ark., 1995).

Osteoartrit etiyolojisi tam anlasilamamakla birlikte, mekanik, biyokimyasal ve enzimatik
faktorlerin birlikte OA’y1 tetikledigi bilinmektedir. Hastaliga ve kisitliliga neden mekanizmalarin

anlagilmasi 6ncelikli hedeftir, bdylece hastalik modifiye eden tedavi segenekleri kesfedilebilir. Tiim



faktorlerin ortak son yolagi, kondrositlerin matriks sentezi ve yikimi arasindaki homeostatik
dengenin bozulmasidir (Klimiuk ve ark., 2004; Pelletier ve ark., 2001).

Eklem ortamindaki degisikliklere yanit olarak, sinoviyumda ve kikirdakta inflamasyon
kaynakli ve stres kaynakli sinyal yollart aktive edilerek sitokinler, kemokinler, adipokinler, Toll
benzeri reseptdr (TLR) ligandlar1 ve nitrik oksit (NO) gibi diger yangisal mediatorler {iretilir. Bu,
periselliiler matristeki degisikliklere veya TLR ve RAGE (ileri glikasyon son {iriin reseptorleri)
ligandlar1 olan hasarla iliskili molekiiler modellerin salinmasina yanit olarak da ortaya
cikabilir. Sonug olarak, kikirdak pargalayici proteinazlarin ESM proteinleri veya ESM bozunma
iriinleri tarafindan yukari regiilasyonu, katabolik aktivasyonu, fenotipik kaymay1 ve apoptozu daha

da tesvik edebilir (Tecchio ve ark., 2014).

1.3. Osteoartritte Immiin Yamt

Bagisiklik sistemi, osteoartrit gibi inflamatuar hastaliklarin gelisiminde kritik bir rol
oynamaktadir. Bu hastaliklarin patogenezinde, aktif notrofiller ve makrofajlar gibi bagisiklik
hiicreleri, inflamasyonu hizlandiran ve dokularin tahrip edilmesine yol acan sitokinlerin iiretimine
katki saglarlar. Ozellikle, IL-6, IL-1p ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin artan iiretimi,
hastaligin ilerlemesi ve semptomlarin siddetlenmesi ile iliskilendirilir. Bu sitokinlerin yiiksek
diizeyde salinmasi, 6zellikle sinoviyum adi verilen eklem zarinin alt tabakasinda belirgin 16kosit
infiltrasyonunun ortaya c¢ikmasina neden olur. Bu infiltrasyon, makrofajlar, T-lenfositler, B-
lenfositler ve notrofiller gibi bagisiklik hiicrelerinin bu bdlgeye yogunlastigi bir gdsterge olarak
kabul edilir ve inflamasyonun varligini igaret eder.

Diger yandan, osteoartritli hastalarin periferik kanlarinda belirli T hiicre tiplerinin artan
seviyelerine  rastlanir. Bu T  hiicreleri arasinda PD1+CXCRS5+CD4+T  hiicreleri,
COS+CXCRS5+CD4+T hiicreleri ve IL 21CXCR5+CD4+T hiicreleri bulunur. Bu CD4+ T hiicreleri,
osteoartritin erken evrelerinde inflamasyonun baglamasina katkida bulunan yardime1 T hiicreleri (Th
hiicreleri) olarak tanimlanir. Th hiicrelerinin yiizeylerinde C-X-C kemokin reseptorii tip 5 (CXCRS),
indiiklenebilir kostimiilatér (ICOS) ve programlanmis hiicre 6liimii 1 (PD-1) gibi molekiiller bulunur
ve bu molekiiller, belirli immiinolojik islevlerin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica, osteoartritte
artan LAG-3+ hiicrelerin diizenleyici T hiicreleri (Treg hiicreleri) oldugu gosterilmistir. Treg
hiicreleri, birgok inflamatuar hastalikta immiin diizenleyici gorevler iistlenirler ve antiinflamatuar
sitokinlerin salmimini tegvik ederler. Ancak, yapilan caligmalar, LAG-3 molekiillerinin Treg
hiicrelerinin islevini baskilayabilecegini ve inflamasyonu artirabilecegini 6ne siirmektedir (Xia ve
ark., 2017).

Bu iki hiicre tipinin aktive oldugunda, cesitli sitokinlerin iiretimine katki sagladigi
bilinmektedir, 6zellikle IL-1pB ve IL-6 gibi sitokinlerin seviyeleri artar. Inflamatuar Fasiyal Plak (IFP)
olarak bilinen dokuda salgilanan immiin hiicreler ve inflamatuar mediatdrler, osteoartritin patolojik

siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. IL-1B, IFP tarafindan artan proinflamatuar sitokin



sekresyonunu tetiklerken, ayn1 zamanda ¢evre dokularin, 6zellikle kikirdak ve sinoviyumun, IFP'nin
aktivitesini modiile ettigi gosterilmistir (Clockaerts ve ark., 2012). Bu bulgular, bagisiklik sisteminin
osteoartritin karmasik patogenezinde merkezi bir rol oynadigini ve bu hastaligin gelisimini anlamak

ve tedavi etmek i¢in bagisiklik sisteminin etkilesimlerini daha iyi anlamamiz gerektigini vurgular.

1.4. Osteoartritte Sitokinler ve Agrekanazlar
1.4.1. Sitokinler

Bagisiklik hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler, osteoartrit de dahil olmak {izere
herhangi bir inflamatuar yanitin temel yapilaridir. (Sokolove ve ark., 2013) IL-18 ve TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinler, erken osteoartritte salgilanan mediatorler arasindadir (Min ve ark2017).
IL-1B ve TNF-q, inflamatuar yanit olusumunda bagimsiz olarak veya diger sitokinlerle is birligi
icinde gorev alir (Xu ve ark 2015). Aktif kondrositler, sinoviyositler ve mononiikleer hiicreler
tarafindan tretilirler (Sellam ve ark 2010). TNF-a ve IL-1B, kondrosit ve sinoviyosit kiiltiiriinde
inflamasyonu tetiklemek icin kullanilmistir (Jiang ve ark 2017). Stimiilasyon yapilan hiicrelerde IL-
6, IL-8, IL-1B ve TNF-o’ninda inflamasyonu ayni sekilde tetikledigi goriilmiistiir. Hayvanlarda
yapilan osteoartrit caligmalarinda ise benzer sekilde sitokin profillerinde artis gézlemlenmistir (Qu
ve ark., 2018).

IL-1B, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptoz gibi bir dizi hiicresel aktivitede yer
alir. Eklemdeki kondrositlerin aktivitesini etkileyerek kolajen tip II ve agrekan dahil olmak tlizere
temel yapisal proteinlerin iiretimine miidahale eder. Ayrica, IL-1p, sirayla eklem kikirdagini tahrip
eden MMP-1 ve MMP-13 dahil olmak iizere kondrositler tarafindan MMP sentezini etkiler (Zhang
ve ark., 2016).

IL-1p 'nin nitrik oksit (NO) gibi reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini de indiikledigi
gosterilmistir (Jayasuriya ve ark 2013). IL-1 'nin osteoartrit patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi
kanitlandigindan, kondrositlerde bir in vitro osteoartrit modelini indiiklemek icin yaygin olarak
kullanilir (Fernandes ve ark 2002). Kondrositlerde TNF-a ekspresyonunu ve TNF reseptoriiniin
(TNFR) yiizey ekspresyonunu uyarir (Saperstein ve ark 2009). TNF-a'nin TNFR'ye baglanmasi,
sinyal iletimine neden olur ve TNF reseptorii ile iligkili faktor 2'yi (TRAF2) aktive eder. TRAF2,
inflamatuar hastaliklarda yer alan aktive edilmis B hiicresi, niikleer faktér kappa-hafif zincir (NF-
kB) sinyal yolunu aktive eder. Osteoartritli hastalar arasinda yapilan bir ¢alismada sinoviyum
dokularinin inflamasyon olmayan dokularla karsilastirilmistir. IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-18, IL-17, IL-
22 ve donistiriicii bliyime faktorii-beta 1'in (TGFB1) inflamasyonlu dokularda arttig
gozlemlenmistir (Deligne ve ark 2015). IL-17, sinoviyal fibroblastlar ve kondrositler tarafindan IL-
6, IL-8 ve TNF-a salinimini indiikleyerek inflamasyona ve kikirdak yikimina yol acar (Honorati ve
ark., 2006). T helper 17 hiicresi (Th17), mast hiicresi ve miyeloid hiicre tarafindan salgilanir.

Bunun diginda IL-17, Inflamasyon bélgelerine alman ilk hiicre tipleri olan nétrofillerin

toplanmasini ve aktivasyonunu tesvik eder (Rosales ve ark 2018). Aktif nétrofiller, osteoartritte



inflamatuar siireci diizenleyen c¢esitli inflamatuar faktorleri sentezler. IL-17'nin, son doénem
osteoartritli hastalarin sinoviyal sivisinda mevcut oldugu gosterilmistir (Snelling ve ark., 2017).
Artmis IL-17 ve IL-22 seviyeleri, osteoartritli hastalarin temporomandibular ekleminin
sinoviyal sivisinda da saptanir. Bu iki sitokinin artigi, osteoklastlarin farklilasmasim ve eklemde
kikirdak altindaki bir kemik tabakasi olan subkondral kemigin rezorpsiyonunu indiikleyen niikleer
faktor kappa-B ligandinin (RANKL) reseptor aktivatdriiniin yiikselmesi ile dogru orantili oldugu

gbzlemlenmistir (Monasterio ve ark., 2018).
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Sekil 1.3 Osteoartritte ilgili sinyal yolaklar1 ve goérev alan molekiiller (Chow Y ve ark., 2020).

Sitokinler (pembe kutu), kemokinler (bej kutu), matriks metalloproteinazlar (yesil kutu) ve
osteoartritteki diger proteinler arasindaki etkilesimler. Hiicreler tarafindan iiretilen IL-1B ve TNF-a
(pembe kutu); Ornegin, aktive edilmis kondrositler, sinoviyositler ve mononiikleer hiicreler,
inflamatuar kaskadlardaki erken aracilar arasindadir. Kesintisiz ¢izgiler stimiilasyonu gdsterirken,
noktali c¢izgiler akis asagr molekiilin veya aktivitenin inhibisyonunu gosterir. Molekiil

etkilesimlerinin sonuglar sar1 kutularda gosterilmistir.

1.4.2. Agrekan, Agrekanaz ve ADAMTSS

Agrekanazlar, ADAMTS ailesinin iiyeleri olup, trombospondin (TS) motifli disintegrin ve
metalloproteazlardir ve kesin olarak diizenlenmis modiiler bir organizasyonla salgilanan ¢inko
metalloproteinazdan olusurlar. Agrekanazlar, kikirdak yeniden gsekillenmesinin erken donemlerinde
agrekan boliinmesinden sorumlu ana proteinazlardir. MMP 'ler, hastaligin gelisimi sirasinda bu
siirece katilmaya baslar ve kolajenin pargalanmasiyla devam eder. Bu nedenle agrekanaz aktivitesi,
OA gibi yangisal eklem hastaliklar sirasinda kikirdak yikiminin bir 6zelligi olarak kabul edilir.

Adamts ailesinin artritin gelisimini, anjiyogenezini, pihtilagmasini ve ilerlemesini etkiledigi bilinen



birkag¢ {liyesi vardir, ancak ADAMTS ailesinin 19 iiyesinden asagidaki 5 tiye yani ADAMTSI,
ADAMTS4, ADAMTSS, ADAMTSS8 ve ADAMTSY 'un artritte kikirdak proteoglikan agrekanini
parcaladiklari, ancak yiiksek enzim - substrat oraniyla ¢ok zayif aktiviteye sahip olduklar
gosterilmistir. Kikirdakta agrekanaz-1 (ADAMTS4) ve agrekanaz-2 (ADAMTSS) olmak iizere iki
farkli agrekanaz izole edilmistir. Bu iki proteinaz, agrekan ¢ekirdek proteinini IGD bdlgesindeki
agrekanaz-spesifik Glu373-Ala374 baginda ayirir ve bu nedenle bu proteinazlar, in vitro olarak en
etkili agrekanazlar olduklar1 i¢in artritik eklem hastaliklarinin patolojisinde en ¢ok ilgiyi
gormiislerdir. Bu agrekanaz aktivitesinin siki bir sekilde diizenlenmesi, agrekan anabolizma ve
katabolizma orani arasinda hassas bir denge saglamak i¢in kritik 6neme sahiptir. Agrekan, ADAMTS
ailesinin iiyeleri tarafindan parcalanabilir, bunlar arasinda ADAMTS1, ADAMTS4, ADAMTSS,
ADAMTSS8 ve ADAMTSI1S yer alir (Santamaria, 2020). Bu ADAMTS'ler arasinda agrekan
degradasyonu ile aktif olanlar arasinda ADAMTS4 ve ADAMTSS en etkilidir (Tortorella ve Malfait,
2008; Kandir, 2020b). Bu iki agrekanaz eklem ECM 'nin metabolizmasi, homeostaz1 ve patolojik
degisiklikleri agisindan kritik faktorler olarak kabul edilir. Yap1 olarak, ADAMTSS, N ucundan C
ucuna dogru bir sinyal peptit, bir prodomain, bir katalitik metalloproteinaz bolgesi, bir disintegrin
benzeri bolge ve diger C-terminal ancak bolgeler (merkezi thrombospondin tip 1 dizi tekrar1 (merkezi
TSR) motif, bir sistein-zengin bolge, bir aralik bolgesi ve ek bir TSR motif) seklinde olusur (Kelwick
ve ark., 2015; Kandir, 2020a). ADAMTSS'in aktivasyonu i¢in proprotein konvertazlar, dzellikle furin
ve furin benzeri enzimler tarafindan prodomain ekstraselliiler eksizyonu gereklidir (Longpré ve ark.,
2009). Katalitik metalloproteinaz bolgesi tek basina az proteolitik aktiviteye sahiptir ve C-terminal

ancak bolgelerinin kombinasyonu proteolitik aktivitesini arttirir.
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Sekil 1.4 Agrekan yapisi ve ADAMTS kesim bolgeleri (Kandir, 2020a)
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Sekil 1.5 ADAMTSS’in yapis1 (Kandir, 2020a).

ADAMTSS3, sinyal peptit, prodomain, katalitik metalloproteinaz bdlgesi, disintegrin-benzeri
bolge ve diger C-uclu destek bolgelerden (orta TSR motif, sistein zengin bolgesi, aralik bolgesi ve
ek TSR motif) olusur. Agrekan ise globular bolgeler, interglobular bolge, keratan siilfat baglanti
bolgesi ve kondroitin siilfat baglanti bolgelerinden olusur. ADAMTSS, agrekanin glikozaminoglikan
zincirlerini pargalayarak kikirdagin yikimina neden olur ve OA'de 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle,
ADAMTSS'in yapist ve islevi hakkindaki bilgi, OA tedavisi icin potansiyel hedeflerin
belirlenmesinde énemlidir (Kandir, 2020b).

Sekil 1. 6 ADAMTSS’in 3B yapist

Yesil renkli bolgeler C atomlarini, beyaz renkli bolgeler H atomlarini, mavi bolgeler N

atomlarini, kirmiz1 bolgeler O atomlarini ve turuncu bolgeler ise S atomlarini gostermektedir.

1.5. Osteoartritte Bitkisel Kaynakli Kimyasal Molekiillerin Rolii

Polifenoller, meyveler, cicekler, yapraklar ve kabuk dahil olmak iizere bitkilerin hemen
hemen her pargasi tarafindan tretilen ikincil metabolitlerdir. Pek ¢ok yaygin meyve (iiziim, kiraz,
elma, nar, portakal gibi), otlar ve baharatlar ¢ok zengin polifenol kaynaklaridir. Bu bilesikler, giiglii
antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahiptir (Manach ve ark., 2004; El Gharras, 2009).

Polifenollerin antioksidan 0zelligi, bir polifenolin ROS molekiillerini temizleme,
prooksidan genlerin ekspresyonunu inhibe etme ve SOD 'lar, katalazlar gibi antioksidan genlerin
ekspresyonunu arttirma yetenegine baglidir (Akhtar ve ark 2012; Henrotin ve ark., 2018). Ayrica,
polifenollerin antiinflamatuar aktivitesi, MAPK, AP1 ve NFxB gibi proinflamatuar sinyal yollarini

baskilama yeteneklerine baglidir. Cesitli ¢aligsmalar, esas olarak antioksidan ve antiinflamatuar



ozelliklerine bagl olan polifenolik bilesiklerin potansiyel OA baskilayici aktivitesini gostermistir
(Akhtar ve ark., 2012; Henrotin ve ark., 2018).

Nar 6zii, Butein, yesil ¢ay polifenolii, EGCG, Resveratrol, Wogonin, Quercetin, Harpagosit,
Kurkumin, Morin ve digerleri dahil olmak iizere bir¢ok polifenoliin antiinflamatuar ve antioksidan
etkileri in vitro ve in vivo OA modellerinde test edilmistir. Scutellaria baicalensis Oziitiiniin ve
saflastirilmis Wogonin'in IL-1f ile indiikklenen IL-6, COX-2, iNOS ve metalloproteinaz
ekspresyonunu baskiladigini ve PGE2 ve NO iiretimini azalttig1 sonucuna varilmistir (Khan ve ark.,
2017a; Khan ve ark., 2017b).

Gallik asit, Elajik asit ve Punikalagin polifenolleri bakimindan zengin olan nar
(Punicagranatum) meyve 6zii (PFE), birincil insan kondrositlerinde IL-1p ile indiiklenen MMP-1, -
3 ve -13 ekspresyonunu ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ederek baskilamistir (Shukla ve ark., 2008;
Ahmed ve ark., 2005).

Sogan gibi bircok yaygin meyve ve sebzede bulunan bir flavonoid olan Quercetin,
(3,3',4',5,7- pentahidroksi-flavon), gii¢lii antioksidan aktiviteye sahiptir ve sican OA modelinde
glutatyon ve glutatyon peroksidazin ekspresyonu artirarak ROS seviyelerini diistirdligii
gozlemlenmistir (Qi ve ark., 2018).

Quercetin, agisindan zengin olan Ginkgo biloba yapragi ekstresi, antiinflamatuar aktiviteye
sahiptir ve insan OA kondrositlerinde ve OA si¢can modelinde IL-1p ve LPS ile indiiklenen iNOS,
COX-2 ve NO ve PGE2 iiretimini baskilamistir (Chen ve ark., 2013).

Bir fenilpropanoid olan ve zerdegalin ana bileseni olan Kurkumin yaygin bir baharattir ve
giiclii antiinflamatuar Ozelliklere sahip oldugu bir¢ok c¢aligmada gosterilmistir. Kurkumin’in
kondroprotektif etkisi, kondrositler, kikirdak eksplantlar1 ve ¢esitli hayvan modelleri kullanilarak
yapilan gesitli in vitro ve in vivo ¢aligsmalarda gdsterilmistir (Park ve ark., 2015; Bannuru ve ark.,
2018).

Zerdecal ve tetrahidro-kurkumin ’in oral uygulamasi, deneysel OA'nin bir sigan ve fare
modelinde IL-1B, IL-6 ve metalloproteinazlarin ekspresyonunu baskilayarak agri ve kikirdak
dejenerasyonunu hafifletmistir (Zhang ve ark., 2016).

Kirmizi {iziim kabugunda bulunan bir fitoaleksin olan resveratroliin (trans-3,4',5-
trihidroksistilben), giiclii antioksidan ve antiinflamatuar aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Frischholz ve ark2020: Wang ve ark 2012). Resveratrol ayrica deneysel OA'l1 sicanlarda IL-1,
TNF-a ve IL6 ekspresyon seviyelerini baskilamistir (Wei ve ark., 2018).






2. INTERLOKIN 1-BETA VE SECILMIi$ iNHIiBITORLERI

2.1. interlokin 1-Beta

IL-1 ailesi, benzer veya farkli biyolojik etkileri olan 11 iiyeden olugmaktadir. IL-1a, IL-1,
IL-1Ra, IL-18, IL-33, IL-36a, IL-36f, IL-36y, IL-36Ra IL.-37 ve IL.-38 tanimlanmis ve karakterize
edilmistir. Bunlar arasinda IL-1a, IL-1B, IL-18, IL-33 ve IL-36 reseptor agonistiktir ve IL-1Ra, IL-
36Ra ve IL-38 reseptor antagonistiktir. IL-37 sadece antiinflamatuar bir sitokin. Her IL-1 ailesi
ilyesinin islevi su anda arastiriliyor olsa da IL-1 bu iiyeler arasinda en ¢ok karakterize edilenidir
(Priestle ve ark., 1989).

IL-1, IL-1a ve IL-1PB gibi iki farkli formu vardir. Bunlar, iki farkli cDNA'dan ayrilmistir
ancak biyolojik fonksiyonlar1 agisindan birbirinden ayirt edilemezler. Amino asit dizileri agisindan
IL-1a ve IL-1P arasindaki benzerlik yiiksek degildir (27%), ancak IL-la ve IL-1B yap1 olarak
benzerdir ve ayni reseptor olan IL-1 tip 1 reseptor (IL-1R1) araciliiyla ayn1 fonksiyonlar1 gosterirler.
Her iki bilesen de ortak bir B-barrel ve yanindaki dongiilerle birlikte var. IL-1a ve IL-1p arasindaki
fark, IL-1a ve IL-1B"Min N ucunda 14 amino asit uzantisidir. Her dnciiliin molekdiler agirlig: yaklasik
31 kDa'dir ve IL-1a ve IL-1p, 6zgiil proteazlar tarafindan olgun formlara doniistiirtiliir.

IL-Ta min N-terminal bolgesi bir niikleer yerlesim dizisi (NLS) igerir ve transkripsiyon
aktivitesi gosterir (Werman ve ark., 2004).

IL-10, 271 amino asit (AA) onciil protein olarak {iiretilir. IL-1a geni i¢in transkripsiyon
sirasinda, Spl (6zellikle belirleyici protein 1) transkripsiyon faktori, IL-1a promoter aktivitesini 5'-
yukar1 GC kutusu (-60 ila -45 bp) arasinda aktive eder ve ayn1 zamanda IL-1a tarafindan da aktive
edilen NF-«xB, kendi gen ekspresyonunu ve iiretimini autokrin bir sekilde uyarir (Kimura ve ark.,
1998).

IL-1a'nin Onciisii, hiicre zarina bagh bir sekilde bulunan ve kromatine baglanan bir formda
varligim stirdiiriir. Stres cevaplart sirasinda, IL-la Ca2 +-bagimli proteaz olan kalpain veya
sitotoksik T- lenfositler (CTL) / dogal 6ldiiriicii (natural killer-NK), granzyme-B, mast hiicresi kimaz
veya notrofil elastaz gibi diger proteazlar tarafindan iglenir ve C-terminal 159 AA'ya kadar olgun IL-
la olarak islenir.

IL-1PB, 269-A A Oncii bir proteinden iiretilir ve inflamazomlar tarafindan aktive edilen kaspaz-
1 (ayrica IL-1B-doniistiirme enzimi (ICE) olarak bilinir) tarafindan C-terminal 153 AA'ya kadar
olgun IL-1P olarak islenir. IL-1PB Onciisii diger serin proteazlar tarafindan da islenir. Kaspaz-1
eksikligi olan nétrofiller, LPS uyarisina cevap olarak elastaz tarafindan islenmis olgun IL-1B 'yi
salgilar. Elastaz, kimazlar, granzyme A, katepsin G ve proteinaz-3 gibi nétrofil proteazlar, IL-1§
oncisiinii salgilanabilir, biyolojik olarak aktif bir forma pargalarlar. Bu alternatif olarak parg¢alanmus,
islevsel IL-1p formlar1, inflamatuar poliartritis ve gut tanis1 konmus bir hastanin sinoviyal sivisinda

saptanmustir (Irmler ve ark., 1995).
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Sistemik inflamatuar cevap sendromu veya septik sok gibi durumlarda, bobrekler ve diger
dokularda biiylik miktarlarda notrofil inflamasyon goriilebilir. Bu nedenle, yukarida agiklanan gesitli
faktorler tarafindan olusan NLRP3 inflamazomuna bagli inflamasyon, antilL-1 tedavisinin hedefi
olabilecektir.

Su anda, NLRP3 yangisal aktivasyonunun baglatilmast i¢in iki asamali bir model
onerilmektedir. Ik adim, NLRP3'{in transkripsiyonel ve posttranslasyonel hazirlanmasina aracilik
eder (Admm 1) ve ikinci adim, Inflamasyonlari aktivasyonudur. Adim 1, IL-1B genini kopyalamak
icin konsensus baglanma bdlgesine (-296 ila -286 bp) NF-kB baglanmastyla biyolojik olarak aktif
olmayan bir IL-1 dnciisiiniin ilk sentezidir. Adim 2, inflamazom ad1 verilen sitozolik bir aktivasyon
platformu tarafindan aktive edilen kaspaz-1 tarafindan olgun, biyolojik olarak aktif IL-1B'ye
dontistiiriilmesidir (Eder, 2009).

Inflamasyon, NLR'ler, AIM2, RIG-I veya pirin gibi PRR'lerden, bir adaptdr protein ASC
'den ve kaspaz-1 'den olusan biiyilkk bir protein kompleksidir. Bunlarin arasinda, NLRP3
inflamasyonu, ¢ok ¢esitli PAMP 'lar ve DAMP 'lar tarafindan aktive edildigi bildirilen bir prototip
inflamasyondur. IL-1a ve IL-1p, cok ¢esitli dokularda ve cesitli hiicrelerde, 6zellikle timus, dalak,
lenf diigtimleri, peyer plaklar1 ve kemik iligi dahil olmak {izere lenfoid organlardaki makrofajlarda
eksprese edilir. IL-1a ve IL-1p akciger, sindirim sistemi ve karacigerdeki doku makrofajlarinda da
eksprese edilir. Ayrica, uterusun hiicresel subepitelyal endometriyal dokusunda, glomeriillerde,
bobregin dis kortikal bolgelerinde ve noétrofiller, keratinositler, epitelyal ve endotelyal hiicreler,
lenfositler, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlarda da eksprese edilebilir (Dinarello, 1994).

Temel olarak IL-1p inhibitorleri Sekil 6.1 de verilmistir. Analizleri yapilmasi amaglanan
secilmis inhibitdrler kimyasal molekiil sinifinda ki; Biitein, Wogonin, Quercetin, EGCG, Apigenin,
oleuropein, Resveratrol, Gallik asit, Harpagosit, Hiperforin ve Kurkumin molekiilleridir. Bu

molekiiller kimyasal sentez ile veya dogada birgok bitkiden ekstraksiyon yolu ile elde edilebilirler.
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Sekil 2.1 IL-1 inhibitorleri.

2.2. Secilmis Bitkisel Kokenli Inhibitorler
2.2.1. Butein

Butein, Cin, Hindistan, Japonya ve Kore dahil olmak lizere Asya tilkelerinin geleneksel tibbi
sistemlerinde oldukca arastirilmis ve kullanilmistir. Ornegin, B. monosperma, Bidens bipinnata,
Dahlia variabilis, D. odorifera, Millettia nitida ve T. vernicifluum'un biitein igerigi bakimindan
zengin ham ekstraktlarinin, diyabet, diyare, dizanteri, tliberkiilloz ve hipertansiyon, bulasici
hastaliklar, yangisal hastaliklar, iskemi, sitma, felg, romatoid artrit vb. hastaliklarin tedavisinde

bitkisel formiilasyonlar olarak yaygin olarak kullanildigi bulunmustur (Semwal ve ark., 2015).
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Sekil 2.2 (A) Butea monosperma bitkisi (Garg, 2007). (B) Butein 2 boyutlu molekiil yapisi

2.2.2. Wogonin

Scutellaria baicalensis georgi, geleneksel Cin tibbindaki en énemli biridir. Antibakteriyel
aktiviteye ve yatistiric1 etkilere sahiptir ve ishal ve hepatit dahil olmak iizere bir dizi durumun
tedavisinde uygulama alan1 bulur. Bu bitkinin ana kimyasal bileseni olan Wogonin, fenilbenzopiron
cekirdegi iceren bir flavon tiirevidir. BDZ-S i¢in nispeten yeni bir ligand sinifi olan flavonoidler,
insan diyetinin 6nemli bilesenleri olan caymn yani sira ¢ok cesitli meyvelerden, sebzelerden,

yemiglerden ve ¢iceklerden izole edilebilir (Crawley, J ve ark ,1982).

s 2 o B

Sekil 2.3 ()Scutellaria baicalensis bitkisi (Doronenko, 2007). (B)Wogonin 2B molekiil yapisi.
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2.2.3. Quercetin

Quercetin bitkilerde, 6zellikle sebze ve meyvelerde yiliksek miktarda bulunan flavonoiddir.
Basta turpgiller, liziim, elma, domates ve yaban mersini olmak iizere bircok besinde degisik
miktarlarda bulunmaktadir. Yiiksek miktarda quercetin igeren bitkilerin basinda sogan gelmektedir.
Diyetle alinan quercetinin yapisindaki glikozit baglar1 ve miktarlar1 farklidir, fenolik gruplara bagh
olan bir ya da daha fazla seker grubu bulunabilir. Yapisindaki seker gruplarinin sayisi arttik¢a
quercetinin sudaki ¢oziiniirliigii artmaktadir. Quercetinin yapisinda ii¢ 6nemli islevli grup bulunur.
Bu gruplar ayni zamanda antioksidan aktiviteden sorumludur. Quercetin kaynagi olan besinler

toplumlar arasinda farklilik gosterir. Ornegin, Hollanda ve Japonya’da baslica quercetin kaynagi cay

iken Italya’da sarap, Amerika Birlesik Devletleri, Finlandiya ve Yunanistan’da ise sogan ve elmadir

(Nijveldt J. ve ark., 2001).

Sekil 2.4 (A) Allium cepa L. bitkisi (Colin, 2013) (B) Quercetin 2 boyutlu molekiil yapist

2.2.4. Kurkumin

Asya iilkelerinde yaygin olarak kullanilan bir baharatin bilesiminde bulunan ve zerdecal
(Curcuma longa) bitkisinden izole edilen sar1 renkli bir bilesiktir. Kurkuminin yapisinda iki fenolik
halka bulunur, bunlar orto konumlarinda birer metoksi eter igerir ve para konumlarindan bir alifatik
doymamis hepten baglayici ile birlestirilmistir. Kurkumin hidrofobik karakterde ve tautomerik bir
bilesiktir. Alkali ortamlarda elektron vericisi olarak islev géren enol formu, nétral ve asidik
cozeltilerde ise giiclil bir proton vericisi olan bis-keto formu baskindir. Geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilan kurkuminin pek ¢ok kullanim alami vardir. Kurkumin {izerine son 30-40 yilda ¢ok sayida
bilimsel ¢aligma yapilmis ve 6zellikle antiinflamatuar ve antikanser etkileri {izerinde durulmustur.
Glnlimiizde, kanser tedavi stratejilerinin hem ilag direnci gelismesi hem de sitotoksisite,
genotoksisite vb. dezavantajlarinin olmasina bagl olarak, kurkumin kemoterapi alternatifi bir

antikanser madde olarak ilgi cekmektedir (Mullaicharam ve ark., 2011).
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Sekil 2.5 (A) Curcuma longa (SKsiddhartthan, 2007). (B) Kurkumin 2 boyutlu molekiil yapisi

2.2.5. Epigallokatesin Gallat (EGCG)

Yesil ¢ay katesinleri olan EGC ve EGCG daha az miktarda olmakla birlikte siyah ¢ayda da
bulunurlar. Siyah ¢ayin esas katesinleri ise bu ¢aya rengini ve buruk aromasini veren polimerik
yapidaki teaflavinler (tF) ve tearubiginler (tr)’dir. Katesinler A ve B halkalarindaki takilar nedeni ile
giiclii antioksidan ve antikanser etkilere sahiptirler. tamoksifen kaynakli oksidatif hasara karsi
koruyucu etkileri, karacigerde lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve siiperoksit radikali
Olciimleri ile birlikte enzimatik olan ve olmayan antioksidanlarim miktarlar1 incelenerek ortaya
konmustur . Flavonoidlerin mitokondri ile etkilesiminin incelendigi bir ¢alismada, katesinlerin
hiicreleri quercetine benzer sekilde apoptoza gotiirdiigii, ancak quercetinden farkli olarak
mitokondriyal ATP olusumu iizerine etki yapmadig1 gosterilmistir. Yesil ¢ayin baslica katesini olan
EGCG’nin molekiiler etkileri iizerine ¢ok sayida ¢aligma yapilmis olup hem farkli kanser tiirlerinde
hem de ¢esitli in vitro ve in vivo modellerde antitiimor etkileri gosterilmis ve EGCG etkisiyle degisik

apoptotik yolaklarin aktive oldugu bildirilmistir (Ping Dou Q, 2009).
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ekil 2.6 (A) Camellia sinensis bitkisi (Fagus,2010) (B) EGCG 2 boyutlu molekiil yapisi

2.2.6. Apigenin

Kimyasal olarak 4', 5, 7,-trihidroksiflavon olarak bilinen apigenin, molekiiler formiilii
C15H1005 ve molekiiler agirligi 270.24 olan, dogal olarak olusan birgok glikozitin aglikonu olan
flavon sinifina ait dogal bir triindiir. Flavonlarin yani sira bazi sentetik tiirevlerinin, antioksidan,
antiinflamatuar, antitimdr, ant-genotoksik, antialerjik, ndroprotektif, kardiyoprotektif ve
antimikrobiyal dahil olmak {izere gesitli biyolojik aktiviteler sergiledikleri gosterilmistir. Apigenin,
yiinii boyamak i¢in kullanilan sar1 kristalli bir katidir. Apigenin birgok bitkide sekonder metabolit
olarak sentezlenir. Maydanoz, kereviz, sogan, portakal, papatya, mistr, piring, ¢ay, bugday filizi, bazi
cimenler vb. gibi cesitli bitkilerin apigenin ve tiirevlerini sentezledigi bilinmektedir. Tim
flavonoidler temel olarak bitkilerde sikimik asit yolu ad1 verilen tek bir temel yoldan sentezlenirler.
(Yan, J ve ark., 2014).
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Sekil 2.7 (A) Petroselinum crispum bitkisi. (Anoniml1) (B) Apigenin 2 boyutlu molekiil yapisi.

2.2.7. Oleuropein

Oleuropein, bir oleosidik iskelet ve bir karbonhidrat grubu i¢eren bir hidroksitirosol esteridir.
Oleosidik iskelet, Oleaceae familyasinin secoiridoid glikozitlerinin ortak bir dzelligidir.

O. europaea L.'deki oleuropein biyosentezi karmasiktir ve heniiz iyi anlasilmamistir. Botanik
olarak Olea europaea olarak bilinen zeytin agaci, Oleaceae familyasina ait olup, diinyanin sicak
iliman bdlgelerinde yetisir ve yetistiriciliginin Dogu Akdeniz'de veya bugilin Tiirkiye, Suriye,
Liibnan, Urdiin, Filistin ve Filistin'i igine alan bolgede basladigina inanilir. Tarihsel kanitlara gore
zeytin ve zeytinyag1 gibi hasat iiriinlerinin tiiketimi MO 7000-5000'den beri gerceklesmektedir.
Zeytin yapragi lrlinleri, eski zamanlardan beri tibbi Ozellikleri nedeniyle {iretilmekte ve
kullanilmaktadir. Oleuropein zeytin yaginda, meyvesinde ve yapraginda bol miktarda bulunur. Son
yillarda, bu {irtinler saglikli beslenmenin 6nemli bilesenleri olarak kabul edilmistir (Wichers ve ark.,

2000).
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2.2.8. Hiperforin

Hiperforin, florogliisinol iskelesine entegre edilmis bir lipofilik izopren zincirine sahip,

prenillenmis yapisiyla karakterize edilen bir florogliisinol tiirevidir. Bu bilesik, St. John's wort'un
yapraklarinda ve gigeklerinde belirgin bir sekilde bulunur; kuru kiitlesinin yaklagik %4"inii olusturur
ve en bol biyoaktif bilesenlerden biridir. Hiperforinin bozunmaya kars1 dikkate deger bir duyarlilik
sergiledigini ve bunun kullanimini zorlu bir ¢aba haline getirdigini belirtmek 6nemlidir. Ozellikle
hiperforinin kararsizligi, atmosferik oksijenin varliginda, oksidatif bozulmaya yatkin oldugundan
belirgin hale gelir. Ayrica gesitli organik ¢oziiciilere maruz kaldiginda bozunmaya kars1 hassastir.
Bununla birlikte, hiperforinin disikloheksilamonyum tuzunun, dogal muadili ile karsilastirildiginda
daha fazla stabilite, kristallik ve uzun siireli depolama icin daha fazla uygunluk sundugu
gozlemlenmistir.

Yaygin dagilim1 Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika'daki bolgeleri
kapsamaktadir. Ait oldugu Hypericum cinsi, diinya ¢apinda 350-400 farkl: tiirden olusan genis bir
diziyi kapsamakta olup, bu tiirlerin 70'i Tiirkiye cografi sinirlar igerisinde belgelenmistir. Bu bitkiler
diinya ¢apindaki 1liman ve tropik bolgelerde oldukea iiretkendir; yol kenarlari, ¢imenli nehir kiyilari,
ihmal edilmis tarlalar ve yagish kislar ve kuru yazlarla karakterize edilen bolgeler gibi ortamlarda
yasama egilimi gosterirler. PH'1 hafif asidik ila nétr olan topraklarda gelisen bu bitki tiirti, 50-60
cm'ye kadar bir boya ulasabilir ve yapraklarinda, kendine 6zgli goriiniimiine katkida bulunan,
kolaylikla gézlemlenebilir yag bezleri bulunur. (Medina MA ve ark., 2006).

Yiizyillar boyunca, St. John bitkisinin geleneksel tipta tarihi bir rolii olmustur; enfeksiyonlar,
solunum sistemi bozukluklari, peptik ilserler ve cilt rahatsizliklari gibi gesitli rahatsizliklarin
tedavisinde kullanildig1 belgelenmistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, hiperforinin antidepresan
Ozellikleri baslangigta bu bitkinin farmakolojik profilinin bir parcasi olarak agikliga

kavusturulmustur. (Di CG ve ark., 2001).
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Sekil 2.9 (A) Hypericum bitkisi (Anonim 2). (B) Hiperforin 2 boyutlu molekiil yapist

2.2.9. Harpagosit

Harpagosit, olduk¢a ¢ekici farmasotik oOzelliklere sahip bir iridoid glikozittir.
Harpagophytum procumbens 'teki iridoid havuzunun ana bilesenidir ve farmasotik iiriinlerin ve
botanik takviyelerin standardizasyonu i¢in kullanilir. Bilesik ayrica diger bazi bitki tiirlerinden ve in
vitro bitki sistemlerinden izole edilmistir.

Harpagophytum bitkileri yilizyillardir Giiney Afrika'nin Khoisan halki tarafindan ates,
gastrointestinal problemler, diyabet, hipertansiyon ve kan hastaliklar1 gibi ¢esitli saglik
bozukluklarimi tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.

Gegcen yiizyilin ortalarinda, birkag sistematik aragtirma, bitkinin yumrularindan elde edilen
Ozlerin dejeneratif romatoid artrit, osteoartrit, tendinit, bobrek ve kalp hastaliklarinin tedavisinde
etkili oldugunu ortaya koymustur. H. procumbens su anda Avrupa Farmakopesi’sinde romatizma ve

artritik rahatsizliklarin tedavisi i¢in listelenmistir (Stewart ark., 2005).

Sekil 2.10 (A) Harpagophytum bitkisi (Magnus, 2007) (B) Harpagosit 2 boyutlu molekiil yapist
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2.2.10. Gallik Asit

Gallik asit hidroliz olabilen tanenlerden (gallotanen) elde edilen, tip ve eczaciliktan boya,
kimya ve besin endiistrilerine kadar ¢ok genis bir alanda ¢esitli amaglarda kullanilan bir organik
asittir. Gallik asit, antimantar, antioksidan ve antiviral etkilere sahiptir. Normal hiicrelere zarar
vermeden, kanser hiicreleri {izerinde sitotoksik etki gosterir. Hamamelis (Cadi findigy),
Hamamelidaceae familyasindan Hamamelis cinsini olusturan ikisi Kuzey Amerika biri Japonya ve
bir tiirli de Cin'de bulunan bitkilerin ortak adidir. Diger bir ismi sihirli ceviz olan bitki, genellikle cilt

bakiminda ve cilt hastaliklarinda tedavi amacli kullanilir (Wianowska ve ark., 2023).

2.2.11. Resveratrol

Resveratrol, bir metilen kopriisii ile birlestirilmig 2 aromatik halkadan olusan bir bilesik
grubu olan stilben ailesinin bir tiyesidir. Bitkiler aleminde 30'dan fazla stilben ve stilben glikozit
tammlanmustir. Resveratroliin (3,5,4'-trihidrostilben) diyet tiiketimiyle iliskili potansiyel saglik
yararlarina olan ilgi son on yilda 6nemli dl¢lide artmigtir. Resveratrol, mantar enfeksiyonlarinin
ilerlemesini dnleyen bir fitoaleksin polimer ailesi olan viniferinlerin ana molekiiliidiir. Monomerik
resveratrol ve/veya resveratrol iceren gidalarin artan tiiketimi, daha iyi saglikla iliskilendirilebilir.
Resveratrol, bitkilerde 6zellikle kirmizi {iziimde, yer fistiginda ve ananasta yiiksek konsantrasyonda

bulunmaktadir (Berman ve ark., 2007).
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Sekil 2. 12 (A) Vitis vinifera bitkisi (Magnus 2008). (B) Resveratrol 2 boyutlu molekiil yapisi
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3. ONCEKIi CALISMALAR

Frischholz ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan ¢aligsma da resveratroliin 3 boyutlu eklem
kondrosit yapilarinda ECM birikimi iizerindeki etkisini aragtirmistir. Calisma, kirmiz1 tiziimlerde ve
kirmizi1 sarapta bulunan dogal olarak olusan bir bilesik olan resveratroliin, proinflamatuar bir sitokin
olan IL-1B 'nin ECM birikimi {izerindeki olumsuz etkilerine kars1 koyabildigini bulmustur. Elde
edilen bulgulara gore, resveratroliin, osteoartrit gibi durumlarda kikirdak degradasyonunun tedavisi
icin terapotik bir ajan olarak potansiyele sahip olabilecegi dngoriilmektedir.

Khan ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, bitkilerden elde edilen kiigiik bir
molekiil olan Wogonin'in insan osteoartrit kondrositleri tizerindeki etkileri arastirilmistir. Calisma,
Wogonin'in ROS/ERK/Nrf2 sinyal yollarii aktive ederek giiclii antiinflamatuar ve kondroprotektif
etkiler sergiledigi bulunmustur. Ayrica, Wogonin'in inflamsyonu onleyerek ve kikirdagi koruyarak
osteoartrit tedavisi i¢in terapdtik bir ajan olma potansiyeline sahip olabilecegini diigiindiirmektedir.

Khan ve arkadaslari (2017) tarafindan yapilan g¢aligmada Scutellaria baicalensis kok
ekstresinin Wogonin agisindan zengin bir fraksiyonunun insan osteoartrit kondrositleri {izerindeki
etkilerini arastirmistir. Caligmada, kullanilan ekstraktin, proinflamatuar sitokin interlokin-1beta (IL-
Ibeta) tarafindan indiiklenen Aktivatér Protein 1 (AP-1) adi verilen bir transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonunu baskilayarak kondroprotektif etkiler uyguladigini bulmustur. Caligmada elde edilen
sonugclara gore, bu ekstraktin, inflamasyonu dnleyerek ve kikirdagi koruyarak osteoartrit tedavisi i¢in
terapdtik bir ajan olma potansiyeline sahip olabilecegi ongorillmektedir.

Park ve arkadaglarinin (2016) yapmis oldugu calismada, kurkumin ve tetrahidro-
kurkumin’in &strojen eksikligi olan si¢anlarda osteoartrit semptomlart ve proinflamatuar sitokinler
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Yapilan ¢alisma da hem kurkumin hem de tetrahidro-kurkumin’in
osteoartrit semptomlarmin gelisimini Onledigini ve proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
azalttigin1 bulmustur. Bu bilesiklerin osteoartrit tedavisi icin terapotik ajanlar olarak potansiyele
sahip oldugunu diisiindiirmiistiir. Ayrica yapilan bu ¢alisma, kurkumin ve tetrahidro-kurkumin’in
Ostrojen eksikligi olan sicanlarda osteoartrit tedavisi i¢in terapotik ajanlar olarak potansiyele sahip
olabilecegini One siiren ilk ¢aligma olmustur.

Qiu ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan ¢calismada, osteoartritli sicanlarda Quercetin'in
mitokondriyal disfonksiyon ve biyogenez iizerindeki etkisini arastirmistir. Yapilan bu ¢aligma da,
bircok meyve ve sebzede bulunan bir flavonoid olan Quercetin'in, osteoartritli si¢anlarda
AMPK/SIRT1 sinyal yolunu yukar1 regiile ederek mitokondriyal disfonksiyonu azaltabildigini ve
biyogenezi destekleyebildigini bulunmustur. Sonuglara gore, Quercetin'in, osteoartrit gelisiminde
o6nemli bir rol oynayan hiicrelerin glic merkezleri olan mitokondri fonksiyonunu iyilestirerek
osteoartrit tedavisi i¢in terapotik bir ajan olarak potansiyele sahip olabileceginin Onemini

vurgulamaktadir.

23



Shukla ve arkadaglar1 (2008) tarafindan yapilan aragtirmada, narin biyoyararli bilesenlerinin/
metabolitlerinin insan kondrositlerinde COX2 aktivitesi ve IL-1 beta kaynakli PGE2 iiretimi
tizerindeki etkilerini aragtirmigtir. Yapilan bu arastirmada, narin bu bilesenlerinin/ metabolitlerinin
insan kondrositlerinde tercihen COX-2 aktivitesini ve IL-1beta kaynakli PGE2 firetimini inhibe
ettigini bulmustur. Bu sonuca gére narin Inflamasyonu inhibe ederek ve kikirdag koruyarak
osteoartrit tedavisi i¢in terapotik bir ajan olma potansiyeline sahip olabilecegi 6ngoriilmektedir.

Zhang ve arkadaglarinin (2016) yapmis oldugu calismada, travma sonrasi osteoartrit fare
modelinde Kurkuminin osteoartrit ilerlemesi ve agr1 semptomlari iizerindeki etkilerini arastirmistir.
Yapilan bu ¢alismada, Kurkuminin osteoartritin ilerlemesini yavaslattigini ve agr1 semptomlarini
hafiflettigini bildirmislerdir. Bu sonuca gére Kurkuminin osteoartrit tedavisi i¢in terapotik bir ajan
olma potansiyeline sahip olabilecegini diisiindiirmiistiir. Calisma ayrica, Kurkuminin travma sonrast
osteoartrit tedavisinde 6zellikle yararli olabilecegini diistindiirmektedir.

Ahmed ve arkadaslarinin (2005) yapmis oldugu calismada, Punica granatum ekstraktinin
insan kondrositlerinde matriks metalloproteinazlarin ekspresyonu ve MAP kinazlar1 ve NF-kB 'nin
aktivasyonu iizerindeki etkilerini aragtirilmistir. Yapilan bu ¢alismada, Punica granatum ekstraktinin,
IL-1 beta'ya yanit olarak insan kondrositlerinde matriks metaloproteinazlarin ekspresyonunu ve
MAP kinazlart ve NF-kB 'nin aktivasyonunu inhibe ettigini bulmustur. Bu sonuca gore Punica
granatum ekstraktinin igerisinde bulunan aktif fitokimyasal bilesiklerin osteoartrit tedavisi igin
inflamasyonu engelleyerek ve kikirdagi koruyarak terapdtik bir ajan olma potansiyeline sahip
olabilecegini vurgulamaktadir.

Bu baglamda, ADAMTSS, agrekan ve kollajen tip II gibi kikirdagin énemli bilesenlerini
pargalayarak osteoartritin gelismesinde ve ilerlemesinde kilit rol oynayan bir enzimdir. OA 'l
bireylerin eklemlerinde yliksek ADAMTSS seviyeleri bulundugu literatiir veri ile sabittir ve
ADAMTSS'in hedeflenmesi OA tedavisi i¢in potansiyel bir terapdtik strateji olarak onerilmektedir.
Hayvan modellerinde yapilan c¢alismalar, ADAMTSS5 inhibisyonunun kikirdak yikimini
yavaglatabilecegini ve eklem fonksiyonlarini iyilestirebilecegini gostermektedir. Sunulan ¢alismada
secilmis IL-1P inhibitdrlerinin ayn1 zamanda tedavi amact ile ADAMTSS inhibitorii olarak goérev

alip alamayacaginin in siliko analizlerinin yapilmas1 amaglanmistir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

Docking oncesi hazirlik, docking ve analiz agamalarinda Cpu (Amd Ryzen 5600), Ram 16gb,
Gpu (GeForce RTX 3060 Twin Edge 12 GB GDDR6 192 Bit) donanim 6zelliklerine sahip bilgisayar
kullanilmistir. Ve yine materyal olarak, Cizelge 4.1 de isimleri, elde edildigi veri bankalar1 ve ID /

CID’1 verilen molekiillerin 3B yapilariin pdb dosya formatlari kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Molekiil isimleri, elde edildigi veri bankalar1 ve tanimlama kodlar1.

MOLEKUL VERI BANKASI ID/CID
ADAMTSS UniProt Q6TY16
EGCG PubChem 65064
APIGENIN PubChem 5280443
OLEUROPEIN PubChem 5281544
HARPOGOSIT PubChem 5281542
HIPERFORIN PubChem 441298
GALLIK ASIT PubChem 370
RESVERATROL PubChem 445154
ALDUMASTAT PubChem 121448788
WOGONIN PubChem 5281703
BUTEIN PubChem 5281222
4.2. Metot

Molekiillerin 3B yapilar1 pdb dosya formatinda Cizelge 4.1 de verilen veri bankalarindan elde
edildi. Elde edilen ADAMTSS proteini dncelikle Pymol v2.5 yazilimi kullanilarak goriintiilendi. Bu
asamada proteinde kayip atom varligi, iizerinde bagka ligand ve iyon bagl olup olmadigi kontrol
edildi. Proteine ait pdb dosyas1t MGL TOOLS igerisinde bulunan AUTODOCK TOOLS v1.5.7
yazilimma aktarildi. Burada proteinden su molekiilleri uzaklastirildi ve polar baglar eklendi.
Proteinin son hali pdb dosya formatinda kaydedildi. Kaydedilen pdb dosyasi Swiss-Pdb Viewer v4.1
aktarildi. Burada, proteinin enerji minimizasyonu yapildi. Proteine ait pdb dosyasi daha sonra
AUTODOCK TOOLS v1.5.7 yaziliminda goriintillenerek docking islemi i¢in bir gridbox
olusturuldu. Gridbox X, Y, Z degerleri; X center = 2.534, Y center = -21.112 , Z center = -11.434,
X size = 110, Y size = 100, Z size = 126 olarak ayarlandi. AUTODOCK TOOLS v1.5.7 yazilim
kullanilarak proteine ve ligandlara ait pdb dosyalar1 pdbqt dosya formatinda kaydedildi.

Autodock Vina V1.2.5 yazilimi kullanilarak protein ile her bir ligand i¢in tek tek docking
yapildi. Ligandlara ait affinite sonuglari txt dosya formatinda kaydedildi. Yazilim ¢iktis1 olarak her
bir liganda ait out.pdbqt dosyasi ile proteine ait out.pdbqt dosyasi PyMOL v2.5 yaziliminda agilarak
1.konformasyon kompleks halleri pdb dosya formatinda kaydedildi. Dogrulama i¢in ise HDOCK
SERVER (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) kullanildi. Her bir ligand ADAMTSS ile docking yapildi
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ve affinite degerleri kaydedildi. PyMOL v2.5 yazilim ile kaydedilen kompleks pdb dosyalar
BIOVIA Discovery Studio (2021) yazilimi kullanilarak protein ile ligand arasindaki bag tiirleri,
proteine ait baglanma bolgeleri ¢ikartildi. 2D diyagram halinde png formatinda kaydedildi. Her bir
protein-ligand kompleksinin Swis-Pdb Viewer V4.1 yaziliii kullanilarak docking sonrasi total
enerjileri hesapland: ve kaydedildi. Inhibitér olarak secilen tiim molekiillerin admetSAR V2.0
(http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2) sunucusu kullanilarak, absorbsiyon, dagilim, metebolizma ve

toksikolojik 6zellikleri belirlendi.
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BASAMAKLAR YAZILIM/UYGULAMA
MOLEKULLERIN
3B YAPILARININ ELDE
EDILMESI
RCSB PDB! UniProt
Databank/PubChem/Drughank
DOKING ONCESI
HAZIRLIK
PyMOL v2.5
MGL TOOLS V1.5.7
Swiss-PdbViewer
vd.l
DOCKING
AutoDock vina
e HDOCK SERVER
DOKING SONRASI
ANALIZLER
AFFINITE PROTEIN-LIGAND PROTEININ DOKING
DEGERLERININ BAGLANMA BOLGE SONRASI TOTAL ENERJI
KARSILASTIRILMASI ANALIZI HESAPLAMASI
AutoDock vina : BIOVIA : Swiss-PdbViewer
125 Discovery Studio vl
ik 2021

Sekil 4.1 Docking is akis diyagramu.

Her bir yesil kutu docking 6ncesinde, docking sirasinda ve docking sonrasindaki basamaklari, sart
kutular ise docking Oncesi ve sonrasi analizler i¢in kullanilan yazilimlar1 ve uygulamalar
gostermektedir.
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S. BULGULAR

5.1. Affinite ve Yerlestirme Degerleri

AutoDock Vina da afinite degeri, bir ligand (kiiclik molekiil) ile bir reseptor (hedef protein
veya makromolekiil) arasindaki ongoriilen baglanma enerjisini temsil eder. Bu deger tipik olarak
kcal/mol cinsinden ifade edilir ve ligand ile reseptdr arasindaki etkilesimin giicliniin bir 6l¢iisii olarak
degerlendirilir. Daha diisiik bir afinite degeri, daha uygun bir baglanmay1 gdsterir ve ligand ile
reseptor arasinda daha giiglii bir etkilesim oldugunu gosterir.

HDOCK sunucusu, bir protein (reseptor) ile bir ligand (kiigiik molekiil) arasindaki baglanma
modunu ve afiniteyi tahmin etmek i¢in kullanilan molekiiler bir yerlestirme platformudur. HDOCK
da "yerlestirme degeri" tipik olarak belirli bir protein-ligand kompleksi i¢in tahmin edilen baglanma
enerjisini veya puani ifade eder. Bu puan Autodock Vina ‘da ki gibi daha diisiik bir yerlestirme puan

daha uygun bir baglanmay1 gosterir ve ligand ile reseptor arasinda daha giiclii bir etkilesim oldugunu

gosterir.
Cizelge 5. 1 Affinite ve yerlestirme d§gerleri.
ETKEN AUTODOCK VINA HDOCK
MADDE (Kcal/mol) (yerlestirme degeri)
EGCG -8.4 -241.72
Apigenin -8.4 -240.36
Oleuropein -8.1 -209.70
Wogonin -8.1 -208.43
Harpogoside -1.7 -168.26
Biitein -7.6 -164.08
Quercetin -7.2 -162.10
Hiperforin -7.1 -160.80
Resveratrol -7.0 -156.90
Gallik asit -5.8 -147.78
Kurkumin -5.7 -143.77
Pozitif Kontrol -5.1 -127.43

Yukaridaki Cizelge 5.1 de verilen docking sonrasi affinite degerleri verilmistir. Affinite
degerleri goz oniine alindiginda Apigenin ve EGCG ve Oleuropein molekiiliiniin pozitif kontrol
olarak kullanilan Aldumastat molekiiliine gore kiyasla diislik serbest baglanma enerji seviyesi ile
baglanma olasiligi en yiiksek {ic molekiil oldugu anlasilmistir. Yine docking yapilan diger
molekiillerinde pozitif kontrolden daha uygun ve olumlu bir bag yaptigi, ADAMTSS ile daha uyumlu

bir etkilesim gosterdigi goriilmektedir.
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Molekillerin affinite degerleri vs Pozitif Kontrol

Egeg 1
Apigenin
Oleuropein 1
Wogonin
Harpogosit -
Butein
Kuersetin -
Hipetforin
Resveratrol +
Gallik asit
Kurcurmin 4

Pozitif Kontrol - Molekuller
% Pozitif Kontrol

-8 -7 -6 -5 -4 Iy -2 g 0
Affinite Degerieri
Sekil 5.1 Secilen inhibitdrlerin pozitif kontrol ile karsilagtirmali grafigi

5.2. Baglanma Sekilleri ve Bolgeleri
5.2.1. Pozitif Kontrol (Aldumastat)
Sekil 5.2 ’de pozitif kontrol olarak secilen molekiil olan Aldumastat ve ADAMTSS5’in

docking sonrast kompleks yapist sunulmustur.

A
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Sekil 5.2 ADAMTSS (gri) ile Aldumastat’in (kirmizi1) docking sonrasi kompleks yapisi ve
yakinlastirilmig pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.
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Elde edilen bag tiirleri bolgelerine gore; Aldumastat ve Histidin A: 408 (HIS A: 408)
arasinda gozlenen pi-pi t-sekilli bag, olumlu bir aromatik istifleme etkilesiminin gostergesidir. Bu
etkilesim, molekiiller arasinda spesifik bir yonelimi tesvik ederek baglanma afinitesini arttirir.

Aldumastat ile Losin A: 441 (LEU A:441), Histidin A: 372 (HIS A:372) ve Serin A: 373
(SER A:373) arasinda olusan geleneksel hidrojen baglari, kompleksin stabilizasyonunda ¢ok 6nemli
bir rol oynar. Hidrojen baglari, molekiiler etkilesimleri gili¢lendirme kapasiteleriyle bilinir ve
baglanma bolgesinin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda etkilidir.

Aldumastat ve Histidin A: 418 (HIS A:418) ve Losin A: 377 (LEU A:377) iceren pi-alkil
etkilesimi genel baglanma giiciine katkida bulunur. Bu tiir etkilesimler, ligandin pi-elektron bulutunu
ve proteindeki alkil gruplarini dahil ederek baglanma arayiiziinii giiglendirme yetenekleriyle taninir.

Son olarak Glisin A: 378 (GLY A:378) ve Serin A: 439 (SER A:439) arasinda kurulan
karbon hidrojen bagi, komplekse baska bir stabilite katmani ekler. Karbon hidrojen baglarinin ek bir
etkilesim enerjisi kaynagi sagladigi ve proteinin konformasyonel dinamiklerini etkileyebildigi

bilinmektedir.

5.2.2. Apigenin

Sekil 5.3 de gosterilen yapida pozitif kontrol olarak segilen Aldumastat ile Apigenin
molekiiliiniin ADAMTSS ile baglanma seklinin karsilastirmali 3B yapisi gosterilmistir. Kismi olarak
ayni bolgelerden baglant1 yaptig1 gézlemlenmistir.

9

Si¥o L8

Sekil 5.3 ADAMTSS5(gri) ile Apigenin(sar1) ve Aldumastat’in(kirmizi) docking sonras1 kompleks
yapist ve yakinlagtirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.
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Elde edilen bag tiirleri bolgelerine gore; Apigenin ile hedef protein ADAMTSS arasindaki
baglanma etkilesimleri arastirildi. Sunulan analiz verileri dikkate deger baglanma bolgelerini ve ilgili
etkilesimleri ortaya g¢ikardi. Spesifik olarak LYS A: 681, GLU A: 460 ve ARG A: 698 ile Apigenin
arasinda giiclii iyonik baglarin olusumunu yansitan bir pi-katyon etkilesimi gdzlemlendi. Ek olarak
Apigenin ile ASP A: 463 ve ALA: 456 arasinda geleneksel bir hidrojen bagi tanimlandi, bu da

baglanma arayiiziinde stabilize edici kuvvetlerin varliginin bir gostergesidir.

5.2.3. Biitein
Sekil 5.4°de pozitif kontrol olarak segilen ADAMTSS inhibitorii ile Biitein molekiiliiniin
baglanma bolgeleri gosterilmistir. Pozitif kontrol ve Biitein molekiili ADAMTSS5’e baglanma

bolgesi olarak ¢cok yakin ve benzer oldugu gozlemlenmistir.

T~ IS ks

Sekil 5.4 ADAMTSS5(gri) Biitein (sar1) ve Aldumastat’in (kirmizi) docking sonrast kompleks yapisi
ve yakinlastirilmig pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

AutoDock Vina kullanilarak yiiriitilen bu molekiiler yerlestirme c¢alismasinda, kiigiik
molekiil ligand1 Biitein ve ADAMTSS proteini arasinda spesifik etkilesimler belirlendi. Bu
etkilesimler ¢esitli bag tiirlerini icermektedir ve iligkilerinin molekiiler temelinin anlasilmasinda ¢ok
onemli oldugu sOylenebilir. ADAMTSS baglaminda Butein’in biyolojik aktivitesini potansiyel
olarak etkiler. Butein, ADAMTSS igerisinde Asparagin 599 ve Glisin 549 ile geleneksel hidrojen
baglar1 olusturur. Hidrojen baglari, buteinin fonksiyonel gruplarindan bir hidrojen atomunun, amino
asit yan zincirleri i¢indeki elektronegatif atomlarla (tipik olarak oksijen veya nitrojen) uygun bir

elektrostatik etkilesim olusturdugu kovalent olmayan etkilesimlerdir. Bu baglar kompleksin
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stabilitesini arttirabilir ve ligand baglanmasi ve taninmasinda énemli bir rol oynayabilir. Butein ve
Histidin 304 arasinda bir pi-katyon etkilesimi gozlenir. Bu etkilesim, tipik olarak aromatik
sistemlerle iligkili olan buteinin pi elektron bulutunun, Histidin 304'iin imidazol halkasindaki pozitif
yiikli nitrojen atomu ile etkilesiminden kaynaklanir, genel baglanma afinitesini etkiler ve
ADAMTSS'in baglanma cebi igindeki ligandin yonelimini ve ozgiilliigiini etkileyebilir. Butein,
Alanin 446 ve Prolin 533 ile karbon-hidrojen (C-H) baglar1 kurar. Bu C-H baglari, kovalent
baglardan nispeten daha zayiftir ancak yine de ligand-protein etkilesimine katkida bulunabilir. Bu
tiir etkilesimler, kompleksin baglanma afinitesini ve stabilitesini modiile etmede Onemlidir ve
muhtemelen proteinin konformasyonunu ve fonksiyonel 6zelliklerini etkiler. Son olarak, ADAMTSS
'te Butein ve Valin 535 arasinda bir pi-alkil etkilesimi kaydedilmistir. Bu etkilesim, Butein’in
aromatik halkasinin pi elektronlari ile Valin 535'in alkil grubu arasindaki etkilesimden kaynaklanir.
Pi-alkil etkilesimleri, ligandin baglanma bolgesi i¢indeki konumunu etkileyebilir ve genel baglanma

enerjisine katkida bulunabilir.

5.2.4. Kurkumin
Sekil 5.5 ’de pozitif kontrol olarak segilen ADAMTSS inhibitoriinii ve Kurkumin
molekiiliiniin baglanma bolgeleri gosterilmistir. Pozitif kontrol ve Kurkumin molekiili ADAMTSS5’e

baglanma bolgesi olarak ¢ok yakin ve benzer oldugu gézlemlenmistir.

L858
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Sekil 5.5 ADAMTSS5(gri) Kurkumin (sar1) ve Aldumastat’in (kirmizi) docking sonrasi kompleks
yapis1 ve yakinlastirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

Autodock Vina kullanilarak yapilan molekiiler yerlestirme caligmasinda Kurkumin’in

ADAMTSS proteinindeki birka¢ 6nemli amino asitle etkilesime girdigi bulundu. Bu etkilesimler
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Kurkumin ve ADAMTSS arasindaki baglanma mekanizmasi hakkinda degerli bilgiler saglar.
Ozellikle Kurkumin, ARG 259, ARG 270 ve ARG 261 ile gelencksel hidrojen baglari
olusturmaktadir; bu durum Kurkumin molekiilii ile arjinin kalintilar1 arasindaki hidrojen atomlarini
iceren glilii, spesifik etkilesimleri gosterir. Ek olarak, Kurkumin ve TRP 256 arasinda bir pi-pi
istifleme etkilesimi gézlemlendi; bu durum da Kurkumin ve triptofanin aromatik halkalarinin paralel
bir sekilde uygun sekilde hizalandigini ortaya koydu. Ayrica Kurkumin, sirasiyla ARG 258 ve ARG
700 ile alkil ve pi-alkil etkilegimleri sergiledi; bu, arjinin kalintilarindaki alkil gruplarini igeren
spesifik olmayan ancak stabilize edici temaslar1 ima eder. Bu cesitli etkilesimler toplu olarak,
Kurkumin’in ADAMTSS5 proteini i¢indeki genel baglanma afinitesine ve stabilitesine katkida

bulunur ve potansiyel olarak terapdtik etkisini etkiler.

5.2.5. Gallik Asit
Sekil 5.6’da Gallik asit ve pozitif kontroliin ADAMTSS’e baglanma bolgeleri gosterilmistir.
Gallik asit ADAMTSS ’e pozitif kontroliin baglanma yaptigi bolgeye kismen yakin bir baglanma

gostermistir.

Sekil 5.6 ADAMTSS5(gri) Gallik asit (sar1) ve Aldumastat’in (kirmiz1) docking sonrasi kompleks
yapist ve yakinlagtirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

Gallik asit molekiilii ile ADAMTSS proteini arasindaki molekiiler kenetlenme baglaminda,
bu etkilesimin stabilize edilmesinde birkag anahtar amino asit rol oynar. 616. pozisyondaki valin
(VAL) ve 687. pozisyondaki Glutamik Asit (GLU), gallik asit molekiilii ile geleneksel hidrojen
baglar1 olusturur; bu, hidrojen atomlarinin énemli bir rol oynadigi giiglii, spesifik etkilesimleri

belirtir. 708 pozisyonundaki glisin (GLY), polar olmayan gruplarin yakinlig1 nedeniyle nispeten daha
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zay1f ancak yine de dnemli olan van der Waals kuvvetleri araciligiyla etkilesime katkida bulunur. Ek
olarak, 707 pozisyonundaki Aspartik Asit (ASP), pi elektronlarini ve aromatik halkalar1 igeren
spesifik bir kovalent olmayan bag olan amid-pi y1gilmis bir etkilesime girer. Bu farkli baglanma
tirleri, gallik asit-ADAMTSS etkilesiminin ¢ok yonlii dogasim aydinlatarak, bu amino asitlerin
kompleksin stabilitesini ve baglanma afinitesini yonetmedeki 6nemini vurgularyarak, biyolojik

stirecler ve ilag kesif ¢abalari icin potansiyel ¢ikarimlarla birlikte ortaya ¢ikar.

5.2.6. Harpagosit
Sekil 5.7°de pozitif kontrol olarak secilen ADAMTSS inhibitoriinii ve harpagosit
molekiiliiniin baglanma bolgeleri gosterilmistir. Pozitif kontrol ve harpagosit molekiili ADAMTSS’e

baglanma bolgesi olarak kismen yakin ve benzer oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 5. 7 ADAMTS5(gri) Harpagosit (sar1) ve Aldumastat’in (kirmizi) docking sonrasi kompleks
yapisi ve yakinlastirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

AutoDock Vina kullanilarak yapilan molekiiler yerlestirme simiilasyonu baglaminda,
harpagosit molekiilii ile ADAMTSS5 proteini arasindaki etkilesim incelendi. Ozellikle Harpagosit
molekiili, ADAMTSS igindeki spesifik amino asitlerle farkli tiirde etkilesimler kurar. Bu
etkilesimler arasinda TYR 821, GLU 687, ARG 579, LYS 624 ile geleneksel hidrojen baglar1 ve
VAL 616 ve PRO 618 ile ilging bir karbon-hidrojen bag1 yer alir. Ayrica, CYS 619 ile potansiyel
sterikligi gosteren (iki molekiil arasinda catisma veya itme) olumsuz bir alici-alict etkilesimi
gozlemlendi. Son olarak, TYR 691 ile tirozinin aromatik halkalarim ve Harpagosit molekiiliinii
iceren bir pi-pi istifleme etkilesimi kaydedilmistir. Bu molekiiler etkilesimlere iligskin bu tiir ayrintili

bilgiler, Harpagosit molekiiliinin ADAMTSS5 proteini ile etkilesiminin potansiyel baglanma
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mekanizmalarin ve biyolojik sonuglarini agiklamada etkili olup, molekiiler biyoloji alaninda daha

fazla arastirma ve anlayis i¢in bir temel saglamaktadir.

5.2.7. Oleuropein
Sekil 5.8’de pozitif kontrol olarak segilen ADAMTSS inhibitoriinii ve Oleuropein
molekiiliiniin baglanma bolgeleri gdsterilmistir. Pozitif kontrol ve Oleuropein molekiili ADAMTSS

’e baglanma bdlgesi olarak cok yakin ve benzer ve fazla cakisma oldugu gézlemlenmistir.

)

Sekil 5.8 ADAMTSS5(gri), Oleuropein (sar1) ve Aldumastat’in (kirmizi) docking sonrasi kompleks
yapisi ve yakinlagtirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

Oleuropein’in ADAMTSS proteini ile molekiiler kenetlenme simiilasyonunda bir¢ok kritik
etkilesim tespit edilmistir. Ligand ile SER 692, THR 704, GLY 705, TYR 821 ve GLY 582 amino
asitleri arasinda geleneksel hidrojen baglar1 olusturulur; bu, oleuropeindeki hidrojen atomlar ile bu
amino asitlerdeki elektronegatif atomlar arasindaki gii¢lii ¢ekimleri gosterir. ASN 693 ve GLY 801
ile karbon hidrojen baglar1 kurulur; bu, ligandin karbon atomlar1 ile bu amino asitlerin yan
zincirlerindeki hidrojen atomlar1 arasindaki hidrofobik etkilesimleri gdsterir. ARG 579 ile, ligand ile
bu arjinin kalintis1 arasinda sterik engel veya ¢atisma oldugunu diisiindiiren, olumsuz bir donér
etkilesimi gozlenir. Ek olarak, CYS 619 ve TYR 691 ile pi-alkil etkilesimleri meydana gelir; bu da
ligandin aromatik halkas1 ile bu amino asitlerin hidrofobik kisimlar1 arasinda olumlu etkilegimler
oldugunu gosterir. Bu cesitli etkilesimler, Oleuropein-ADAMTSS protein kompleksinin stabilitesi
ve 0zgiilliigiinde 6nemli bir rol oynamakta ve biyolojik sistemlerde ligand baglanmasinin molekiiler

mekanizmalarina dair degerli bilgiler sunmaktadir.
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5.2.8. Hiperforin
Sekil 5.9’da pozitif kontrol olarak segilen ADAMTSS inhibitoriinii ve Hiperforin
molekiiliiniin baglanma bolgeleri gosterilmistir. Pozitif kontrol ve hiperforin molekiili ADAMTSS’e

baglanma bolgesi olarak kismen yakin ve benzer oldugu gézlemlenmistir.

P
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Sekil 5.9 ADAMTSS5(gri), Hiperforin(sar1) ve Aldumastat’in (kirmizi) docking sonrasi kompleks
yapisi ve yakinlagtirilmig pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

Autodock Vina kullamilarak Hiperforin molekiilii ile ADAMTSS proteini arasinda
gergeklestirilen molekiiler kenetlenme simiilasyonunda birgok dikkate deger etkilesim gézlemlendi.
[lk olarak arjinin (ARG) 259, hiperforin ile giiclii bir geleneksel hidrojen bag sergiledi; bu, giiclii bir
elektrostatik etkilesime isaret ederken ayni zamanda hidrofobik yan zinciri nedeniyle bir alkil
etkilesimine de girmektedir. Ek olarak triptofan (TRP) 256, Hiperforin ile bir pi-alkil etkilesimi
gosterdi; bu, stabilizasyon i¢in ¢ok 6nemli olabilecek bir aromatik istifleme kuvvetine isaret ediyor.
Ayrica valin (VAL) 702, arjinin (ARG) 700, sistein (CYS) 701 ve prolin (PRO) 659 amino asitlerinin
tiimii hiperforin ile alkil etkilesimlerine katilmistir; bu da agirlikli olarak hidrofobik yan zincirleri
aracilifiyla polar olmayan etkilesimler oldugunu diisindiirmektedir. Bu ¢esitli etkilesimler toplu
olarak hiperforin-ADAMTSS5 kompleksinin stabilitesine ve baglanma afinitesine katkida bulunarak

ligand-protein etkilesiminde rol oynayan molekiiler kuvvetleri aydinlatir.
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5.2.9. Quercetin
Sekil 5.10’da pozitif kontrol olarak segilen ADAMTSS inhibitoriinii ve Quercetin
molekiiliiniin baglanma bolgeleri gosterilmistir. Pozitif kontrol ve Quercetin molekiiliit ADAMTSS’e

baglanma bolgesi olarak kismen yakin ve benzer oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 5.10 ADAMTSS5(gri), Quercetin(sar1) ve Aldumastat’in (kirmizi) docking sonrasi kompleks
yapisi ve yakinlagtirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

Quercetin'in ADAMTSS proteinine ait farkli amino asitlerin farkl tiirde etkilesimlere dahil
oldugu tanimlandi. Ozellikle ASP 684, ARG 698, ARG 608, ASP 463 ve LYS 681 ile geleneksel
hidrojen baglar1 gozlendi; burada bu amino asitler, ADAMTSS protein dizisi i¢indeki spesifik
pozisyonlar1 temsil etmektedir. Bu hidrojen baglari, Quercetin ile protein arasindaki nispeten zayif
ama Onemli etkilesimleri ifade eder. Ek olarak, GLU 460 ile bir pi-anyon etkilesimi kaydedildi; bu,
quercetinin aromatik halkasinin pi elektronlar1 ile GLU 460 iizerindeki negatif yiiklii bir grup
arasindaki etkilesimi gosterir. Ayrica, ARG 698 ile, GLU 460'm pi elektronlarini igeren bir pi-katyon
etkilesimi meydana geldi. Son olarak, LYS 681 ile bir pi-alkil etkilesimi kuruldu; bu, LYS 681'in
alkil grubunun Quercetin’in aromatik halkasi ile etkilesime girdigini ortaya koymaktadir. Bu farkl
etkilesimler, Quercetinin ADAMTSS'e baglanmasinmin ardindaki molekiiler mekanizmalara 151k
tutarak, potansiyel terapstik uygulamalar ve protein-ligand etkilesimleri alaninda daha ileri

aragtirmalar i¢in degerli bilgiler sunmaktadir.
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5.2.10. Wogonin
Sekil 5.11°de pozitif kontrol olarak secilen ADAMTSS inhibitoriinii ve Wogonin
molekiiliiniin baglanma bdlgeleri gdsterilmistir. Pozitif kontrol ve Wogonin molekiiliit ADAMTSS’e

baglanma bolgesi olarak kismen yakin ve benzer oldugu gézlemlenmistir.

A48

Sekil 5.11 ADAMTSS (gri), Wogonin (sar1) ve Aldumastat’in (kirmiz1) docking sonrasi kompleks
yapis1 ve yakinlagtirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

Wogonin molekiilinin ADAMTSS proteini ile Autodock Vina kullanilarak yapilan
molekiiler kenetlenme ¢alismasinda birgok kritik etkilesim tespit edildi. Ozellikle, ARG 300 ve SER
600 ile geleneksel hidrojen baglar1 olusturuldu; burada pozitif ylikli arjinin amino grubu ve serin
hidroksil grubu, Wogonin ile hidrojen baglarn kurdu. GLU 536 ile bir pi-anyon etkilesimi
gozlemlendi; bu, Wogonin'in elektron agisindan zengin kismu ile negatif yiikli glutamik asit
arasindaki c¢ekici kuvveti gosterir. Ek olarak, Wogonin'in aromatik kisminin arjininin alkil grubu ile
etkilesime girdigi ARG 300 ile bir pi-alkil etkilesimi ve ayn1 ARG 300 ile bir karbon-hidrojen bag1
kaydedildi. Ayrica PHE 404 ile fenilalaninin aromatik halkasina karst Wogonin aromatik halkasmin
istiflenmesini igeren pi-pi T seklinde bir etkilesim meydana geldi. Son olarak, VAL 535, ILE 297,
LEU 301, PRO 449 ve HIS 304' igeren van der waals etkilesimleri, Wogoninin ADAMTSS5'e
baglanmasin1 yoneten ve potansiyel olarak biyolojik aktivitesini etkileyen molekiiler etkilesimleri

toplu olarak sekillendirerek genel baglanma stabilitesine katkida bulundu.
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5.2.11. EGCG
Sekil 5.12°de pozitif kontrol olarak se¢ilen ADAMTSS inhibitériinii ve EGCG molekiiliiniin
baglanma boélgeleri gosterilmistir. Pozitif kontrol ve EGCG molekiilli ADAMTSS’e baglanma

bolgesi olarak ¢cok yakin ve benzer ortak bolgelerden ¢akisik oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 5.12 ADAMTSS5(gri), EGCG (sar1) ve Aldumastat’in (kirmizi1) docking sonras1 kompleks
yapis1 ve yakinlagtirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

EGCG molekiilii ile ADAMTSS5 proteini arasinda Autodock Vina kullanilarak yapilan
molekiiler kenetlenme simiilasyonu sirasinda bir¢ok nemli etkilesim gdzlemlendi. Ozellikle, EGCG
ve ARG 668 (668 pozisyonundaki arjinin) arasinda giiclii bir etkilesime isaret eden geleneksel bir
hidrojen bag1 olusturuldu. Ayrica, ASP 798 (798 pozisyonundaki aspartik asit) ile bir pi-anyon
etkilesimi meydana geldi; burada EGCG'nin pi elektronlari, amino asidin negatif yiikli kismi ile
etkilesime girdi. Van der waals kuvvetleri de SER 625 (625 pozisyonundaki serin) ile etkilesime
girmistir ve bu da zayif ama kayda deger bir etkilesimi temsil etmektedir. Ek olarak, EGCG ile LYS
624 (624. pozisyonda lizin) ve HIS 628 (628. pozisyonda histidin) arasinda pi-pi T seklinde bir
etkilesim gozlendi; bu, 6nemli stabilizasyon kuvvetlerini gosterir. Bununla birlikte, TYR 654 (654.
pozisyonda tirozin) ve ARG 668 ile olumsuz dondr etkilesimleri tespit edildi; bu, gii¢lii baglanma
icin optimal olmayan geometriye isaret etmektedir. Son olarak EGCG, VAL 651 (651. pozisyonda
valin), PRO 652 (652. pozisyonda prolin) ve ILE 796 (796. pozisyonda izoldsin) ile pi-alkil
etkilesimlerini sergiledi. Bu cesitli etkilesimler, EGCG ile adamt-5 proteinindeki spesifik amino
asitler arasindaki karmasik etkilesime 151k tutarak, bunlarin baglanma afinitesini ve biyolojik siiregler

ve terapdtik uygulamalar igin potansiyel etkilerini anlamamiza katkida bulunur.
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5.2.12. Resveratrol

Sekil 5.13’de pozitif kontrol olarak segilen ADAMTSS inhibitoriinii ve resveratrol
molekiiliiniin baglanma bolgeleri gosterilmistir. Pozitif kontrol ve Resveratrol molekiilii
ADAMTSS5’e baglanma bdlgesi olarak birbirine uzak ve farkli bolgelerden baglandigi

gbzlemlenmistir.

Sekil 5.13 ADAMTS5(gri), Resveratrol (sar1) ve Aldumastat’in (kirmizi) docking sonrasi kompleks
yapis1 ve yakinlagtirilmis pozu ile bag tiirleri ve baglanma bolgeleri.

Resveratrolin  ADAMTSS ile molekiiler kenetlenme simiilasyonunda bir¢ok Onemli
etkilesim gdzlemlendi. Ozellikle Resveratrol, 649. pozisyonda Glutamat (GLU) ile geleneksel bir
hidrojen bag1 olusturdu; bu, hidrojen atomlar1 ve oksijen atomlarini igeren spesifik bir etkilesimi akla
getirmektedir. Ek olarak pi-alkil etkilesimleri, 648. pozisyonda Valin (VAL) ve 669. pozisyonda
Alanin (ALA) ile tanmimlandi; bu, ligand-protein kompleksinin hidrofobik etkilesimler yoluyla
stabilizasyonunun gostergesidir. Tirozin (TYR) ile 674 pozisyonunda bir pi-pi y1gilmis etkilesimi
tespit edildi; bu, bu baglanma olayinda aromatik halka yigiminin roliinii vurguladi. Ayrica, 670.
pozisyonda Lizin (LYS), 647. pozisyonda Fenilalanin (PHE) ve 672. pozisyonda Treonin (THR) ile
van der Waals etkilesimleri gozlendi; bu, zayif c¢ekim kuvvetleri nedeniyle protein-ligand
kompleksinin genel stabilitesini gosterir. Bu g¢esitli etkilesimler goz Oniine alindiginda
Resveratrol’{in protein ile ¢ok yonlii bir baglanma profiline sahip oldugu s6ylenebilir. Bu etkilesimler
toplu olarak Resveratrol’iin, protein yapisindaki spesifik amino asitlere baglanmasi yoluyla

ADAMTSS fonksiyonunu nasil etkileyebilecegine dair bir tahminde bulunulmasina olanak saglar.
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5.3. Absorbsiyon, Dagihm, Metabolizma, Ekskresyon, Toksikolojik (ADMET) Ozellikleri
AdmetSAR2.0 sunucusu kullanarak Aldumast’ta dahil docking’i yapilan 12 molekiiliin
Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Ekskresyon, Toksikolojik (ADMET) 6zelliklerinden, Insan
Bagirsak Emilimi (IBE), Kan-Beyin Bariyeri (KBB), Insan Oral Biyoyararlanmi (iOB),
Hepatotoksisite (HPT), Nefrotoksisite (NFT), Akut Oral Toksisite giiven araligi (AOT(c)), Akut Oral
Toksisite (gilinliik), Suda Coziinme Katsayis1 (SCK) arastirilmis ve elde edilen veriler Tablo 5.2 ‘de

sunulmustur.

Cizelge 5.2 Molekiillerin ADMET degerleri.

AOT
IBE | KBB | IOB | HPT | NFT ‘A‘(?)T (giinliik) ?chlg
log(1/(mol/kg))
111
Aldumastat + - + + - 0.5853 2.117 -3.889
Apigenin | + | - o+ |- I 1.484 2.777
0.7012
Biitein + - - - - 1 1.765 -2.272
0.7755
Kurkumin | + | - | + | - | - - 2.147 3.364
0.6349
Gallikasit | + | - | + | + | - . 2317 1,097
0.6904
Harpagosit ils - - - - 1 1.777 -2.582
0.5445
Oleuropein + - + - - 1 2.603 -2.454
0.6219
Hiperforin + + - + + I 2.146 -3.84
0.4938
. II
Quercetin + - - + - 0.7348 2.526 -2.999
Wogonin | + | - | + | - | - I 1348 3222
0.7362
v
EGCG + - - + - 0.3764 1.614 -3.314
Resveratrol + - - - + I 2.377 -2.778
0.6825

Bu 6zellikler farmasotik arastirma ve ilag gelistirme alaninda onemli unsurlardir. iBE, bir
ilacin sindirim sisteminden kan dolagimina ne kadar verimli bir sekilde emilebilecegi konusunda bizi
bilgilendirir; bu, ilacin oral uygulamasinda ve genel etkinliginde kritik bir faktoérdiir. KBB, bir ilacin
beyne erisip erisemeyecegini belirleyen karmasik bir koruyucu gorevi goriir ve dolayisiyla nérolojik
durumlarm tedavisinde énemli bir rol oynar. IOB, oral olarak uygulanan bir ilacin aktif formunda

kan dolagimina ulasan fraksiyonunu 6lgerek ila¢ dagitim yontemlerine iliskin kararlar1 sekillendirir.
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HPT ve NFT degerlendirilmesi, ilag metabolizmasi ve eliminasyonundaki rolleri goz oniine
alindiginda hayati organlar olan karaciger ve bobreklerin giivenligini saglamak i¢in gereklidir. Hem
tek yiiksek dozlar hem de giinliik maruz kalmalar icin AOT degerlendirmeleri, acil giivenlik hususlari
agisindan ¢ok 6nemlidir. Ek olarak, SCK ila¢ formiilasyonunu yonlendirir ve ilacin viicutta ne kadar
iyi emilip dagitildigim etkiler. Birlikte bu 6zellikler, bir ilacin viicutla olan etkilesimlerini, zarar
verme potansiyelini ve giivenli ve etkili terap6tik kullanima uygunlugunu anlamak i¢in kapsamli bir
¢erceve olusturur.

Tablo 5.2’de sunulan degerlere gore, oral biyoyarlanimi olan 5 molekiil tespit edilmistir. Bu
molekiiller, Aldumastat, Kurkumin, Gallik asit, Oleuropein ve Wogonindir. Diger bir yandan bu
molekiiller arasinda hepatotoksisite ve nefrotoksisitesi negatif olan 3 molekiil Kurkumin, Oleuropein
ve Wogonin’dir. Affinite degerleri goz oniine alindiginda en yiiksek molekiiller arasinda olan EGCG
ve Apigenin molekiiliiniin oral biyoyararlanimi negatiftir. Bu da bu molekiillerin oral yolla
uygulanmasinin terapotik etkisinin zayif olacagini isaret etmektedir. Ayni zamanda 2 molekiiliinde
HPT pozitif olarak belirlenmistir. Ote yandan KBB ’den sadece Hiperforin ‘in gecebildigi tespit

edilmistir.

5.4. ADAMTSS5 Uzerindeki Enerji Degisimlerinin Karsilastirilmasi

Docking 6ncesi ADAMTSS ‘in sahip oldugu enerji ile secili molekiillerin docking sonrast
molekiil+ADAMTSS kompleks yapisinin toplam enerjileri Resim 5.14 *de sunulmustur. ADAMTSS
proteininin enerji minimizasyonu Oncesindeki baslangi¢ toplam enerjisinin (-31.687,684) oldugu
hesaplanmustir. Enerji minimizasyon takiben, bu molekiillerin ADAMTSS ile kompleks halleri igin
toplam enerji degerleri oldukga tutarli bulunmustur; (-36.718,336) gibi biraz daha diisiik bir enerji
degerine sahip olan Gallik asit diginda diger 10 molekiiliin ve pozitif kontrol Aldumastat’in enerji
degeri (-36.738,152) civarinda hesaplanmigtir. Oleuropeinin enerji degeri ise (-36.742,250) olarak
hesaplanmistir. Bu da Oleuropein ’in diger molekiiller arasinda ADAMTSS en kararli baglanmasini
ve ADAMTSS5’in enerjisi lizerindeki etkisinin daha fazla oldugunu bu etkinin ADAMTSS proteinini
daha kararli ve stabil hale getirerek inhibe edebilecegini gdstermektedir. Ayrica bu durum, enerji
minimizasyon siirecinin, test edilen tim molekiiller i¢in stabil ve uygun kompleks olusumlarla
sonuclandigini ve bunlarin ADAMTSS proteini ile etkilesim potansiyellerine isaret ettigini
gostermektedir. Elde edilen enerji degerleri olumlu baglanmay1 gosterse de molekiiler kenetlenme
tahminlerinin gercek baglanma affinitelerini dogrulamak i¢in in vitro ve in vivo sartlar altinda
deneysel dogrulama gerektirdigini unutmamak 6nemlidir. Genel olarak, bu calisma bu bilesiklerin
ADAMTSS ile etkilesime girmedeki terapdtik potansiyeline isaret etmektedir. Ancak, baglanma
mekanizmalarinin ve biyolojik etkilerinin kapsamli bir sekilde anlasilmasi i¢in daha fazla aragtirma

yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 5.14 ADAMTSS iizerindeki enerji degisim grafigi.
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6. TARTISMA

OA, dejeneratif eklem hastaligidir ve gelismis tilkelerde yas ortalamasinin yiikselmesiyle
birlikte sikligi artmaktadir. Olusum mekanizmalar1 halen tam olarak anlasilamamis ve hastaligi
duraklatacak ya da ilerlemesini dnleyecek terapotik bir ilag gelistirilememistir. Bu mekanizmalari
anlamak ve terapotik ilag caligmalart yapmak amaciyla hayvan deneyi modelleri gelistirilmistir. En
sik kullanilan modeller arasinda fare, sican ve Gine domuzu gibi hayvanlarin cerrahi veya kimyasal
OA modelleri yer almaktadir. Bu modellerde kikirdak lezyonunun evresini belirlemek ve standardize
etmek icin cesitli skorlama yontemleri gelistirilmistir (Tiras, 2021).

Sunulan ¢alismada, ADAMTSS inhibitorii olarak pozitif kontrol Aldumastat ile secili IL-1(
inhibitorlerinin ADAMTSS5’e baglanma bolgeleri, baglanma affinite degerleri ile baglanma sonrasi
3B kompleks yapilart incelenmis ve birbirleri arasinda karsilastirma yapilmistir. Ayni zamanda,
ileride yapilmasi planlanan in vitro ve in vivo ¢alismalar i¢in potansiyel inhibitor olarak secilen
molekiillerin ADMET 6zellikleri de belirlenmistir.

Chen ve ark (2014) tarafindan yapilan ¢alismada tavsanlarda osteoartrit (OA) cerrahi yolla
indiiklenmis ve kikirdak dejenerasyonunu iyilestirmek i¢in hyaluronik asit hidrojeli iginde verilen
ADAMTSS inhibitorii yiiklenerek tedavi potansiyeli incelenmistir. Sonuglar, hidrojelde ADAMTSS
inhibitoriiyle yapilan tedavinin, kontrol grubuyla karsilastirildiginda kikirdak dejenerasyonunu
onemli Ol¢iide azaltabildigini gostermislerdir. Ek olarak, yapilan tedavi ile eklem fonksiyonlarinda
iyilesme ve inflamasyon belirteclerinde azalma gosterildigini bildirmislerdir (Chen ve ark., 2014).
Kandir ve ark (2020) atlarda yapmig olduklar ¢aligmalarinda ADAMTS5’in posttravmatik OA’da
o6nemli bir belirte¢ olabilecegini vurgulamislardir.

Brebion ve ark (2021) Aldumastat’in, ADAMTSS aktivitesindeki etkili inhibisyonunu
tanimlamak in siliko analiz gergeklestirmis ve farmakolojik 6zelliklerini in vitro degerlendirerek,
diger ADAMTS enzimlerine karsi etkinligini ve segiciligini ve ayrica kikirdak yikimini ve
inflamasyon 6nleme potansiyelini test etmislerdir. Ayrica, bilesigin siganlarda oral biyoyararlanimin
da degerlendirirmiglerdir. Elde ettikleri bulgulara gore, Aldumastat’in (GLPG1972/5201086) giiclii
ve segici bir ADAMTSS inhibitorii oldugunu, kikirdak yikimmi 6nleyebildigini, inflamasyon
belirteglerini azaltabildigini ve farelerde iyi oral biyoyararlanima sahip oldugunu gostermislerdir.
Arasgtirmacilar, Aldumastat’in OA tedavisi i¢in umut verici bir ilag aday1 olma potansiyeline sahip
oldugunu ve ADAMTSS 'in inhibisyonunun bu hastalik i¢in terapdtik bir hedef olabilecegini 6ne
siirmiislerdir (Brebion ve ark.,2021). Clement ve ark (2022), ADAMTSS5 enziminin kiigiik molekiilli
bir inhibitorii olan Aldumastat’in OA {izerindeki etkilerini hem in vitro hem de in vivo olarak
degerlendirmislerdir. Elde ettikleri bulgulara gore, Aldumastat’in gii¢lii ve segici bir ADAMTSS
inhibitorii oldugunu ve OA sigan modelinde kikirdak yikimini 6nleyebildigini, inflamasyon
belirteclerini azaltabildigini ve eklem fonksiyonunu iyilestirebildigini gdstermisler ve Aldumastat’in

OA tedavisi igin umut verici bir ilag aday1 oldugunu ve ADAMTSS5'in inhibisyonunun bu hastalik
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icin terapotik bir hedef olabilecegini one siirmiiglerdir (Clement ve ark., 2022). Schnitzer ve ark
(2023) insanlarda OA tedavisi icin Aldumast’in ADAMTSS inhibititorii olarak degerlendirildigi faz
2 randomize olarak 932 kisi ile klinik ¢alismalarinda plaseboya gore, farkli dozlarda oral yolla
uygulanan Aldumastat’in hasta gruplarinda kikirdak kaybinda herhangi bir etki gostermedigini
bildirmiglerdir. Sunulan bu ¢alismada elde ettigimiz verilere gore de Aldumastat’in affinite degeri (-
5.1) diisiik bulunmustur. Bu durumun, ADAMTSS5’e baglanma olasiligimmin karsilastirilan diger
molekiillere kiyasla zayif oldugu gostermektedir. Dolasiyla, literatiir veri de in vitro ve in vivo
kosullarda Aldumastat her ne kadar umut vadedici olarak nitelendirilse de yapilan klinik ¢alismanin
verilerimizle uyum icerisinde oldugu goriilmektedir.

Scalfo ve ark (2014) inek kikirdagindan elde edilen kondrosit kiiltiiriinde Oleuropein,
Quercetin ve Curcumin’in OA biyobelirtecleri lizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda,
ADAMTSS gen ekspresyonunun azaldigini bildirmislerdir. Takuma ve ark (2018) spontandz OA
STR/ort farelere 8 hafta boyunca 100 mg/kg dozunda zeytin yapragi ekstrakti uyguladiklar
calismalarinda, OA bagli dejenerasyonun zayifladigimi ve OA semptomlarini iyilestirdigini
bildirmislerdir. Horcajada ve ark (2022) yapmis olduklar1 ¢ok merkezli klinik ¢aligmada OA hastasi
yaglilarda Oleuropein bazli gida takviyesinin ¢ok siddetli agriya sahip olanlar disinda OA ‘e bagh
diz eklemi agrisini azalttigia yonelik veriler elde ettiklerini ileri stirmiislerdir. Sunulan ¢aligmada,
Oleuropein’in ADAMTSS’e baglanma olasiligi (-8.1) yiliksek bulunmustur. Bu durum, Oleuropein
in ADAMTSS inhibitor potansiyelinin yiiksek olabilecegini gostermektedir. Nitekim, elde edilen
bulgular ADAMTSS inhibisyonu ile OA dejenerasyonunun azaldigina dair in vitro ve in vivo

bulgular ile uyum igerisindedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Artan obezite ve metabolik hastaliklara da bagli olarak gelisebilen OA ve gesitleri
giinimiizde halk sagligi problemi olarak karsimiza c¢ikmakta ve yas ile birlikte kikirdak
dejenerasyonuna bagl olarak prevalansi artis gostermektedir. Giincel tedavi yontemleri kikirdak
dejenerasyonunu yavaslatmak, eklem sivisimi artirmak ve eklem biitlinliigiinii korumak {izerine
uygulanmakta ve hastanin yasam kalitesini artiracak oOnlemlerle prognozun yavaglatilmasi
hedeflenmektedir. Yeni ilag ve molekiil arayislari, olusmus kikirdak degredasyonunu yavaslatmak
veya geri doniistiirebilmeye dayalidir. Buna ilaveten, inflamatuar siireci hedef alarak inflamatuar
sitokin ekspresyonlarin1  baskilamak oOnem arz etmektedir. Bu amagcla, o6zellikle IL-1B
inhibitorlerinden faydalanilmakta, kikirdak degredasyonunda bir makas protein gorevi iistlenen ve
IL-1pB ile aktive olan ADAMTSS ‘in etkinligini inhibe etmek 6n plana ¢ikmaktadir. Bu bilgiler
1s1ginda sunulan calismada potansiyeli yiiksek olarak goriilen ve literatiirde giincel arastirma
konularinda dogrudan veya dolayli yolaklarla IL-1p inhibisyonunda yer alan bitkisel kokenli etken
maddeler ADAMTSS inhibisyonu kanitlandigindan pozitif kontol olarak tercih edilmis Aldumastat
ile in siliko yontemlerle karsilagtirmali olarak ADAMTSS inhibisyonu 6zelinde incelenmis ve
degerlendirmistir.

Elde edilen bulgulara gére, hem ADAMTSS ’in aktif bolgesine affinite yoniinden baglanma
olasilig1 en yiiksek 4 molekiil EGCG, Apigenin, Oleuropein ve Wogonin olarak tespit edilmis ve bu
molekiiller arasindan hem oral biyoyararlanimi ve bagirsak emilimi en yiiksek hem de hepatotoksik
ve nefrotoksik 6zellikleri en diisiik olarak Oleuropein ve Wogonin 6n plana ¢ikmustir.

Elde edilen bulgularin in siliko analiz sonucu oldugu ve in vitro ile in vivo sartlar altinda
daha detayl1 analizlere ihtiya¢ duyuldugu unutulmamalidir. Bu baglamda, ADAMTSS inhibitorii
potansiyeline sahip bu molekiillerin in vitro ve in vivo sartlar altinda daha detayli molekiiler
analizlerle incelenmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Yapilan in siliko ¢alismalar in vitro ve in vivo ¢aligmalar icin bir kilavuz niteliginde olup,

ileriki ¢calismalara onciiliik etmektedir.
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