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OZET

Suda Coziinebilir Ftalosiyanin Bilesiklerinin Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz

Inhibitor Etkinliklerinin Arastirilmasi

Norodejeneratif hastaliklar, merkezi sinir sisteminin (CNS) ilerleyici hastaliklaridir
ve bu gruptaki hastaliklarin en yaygin tiiri Alzheimer hastaligi (AH)’dir. Bu hastalar
demans, bilissel bozukluk ve kisilik degisikligi belirtileri gosterirler. Giiniimiizde tedaviler
semptomatik terapilerle siirhidir ve hastaligin ilerlemesini yavaslatmazlar. Bu nedenle,

hastaligin patogeneziyle iligkili yeni terapdtik hedefleri belirlemek zorunludur.

Bu calismada, ftalosiyanin tiirevleri, molekiiler kenetleme yontemi kullanilarak in
silico olarak AChE (Asetilkolinesteraz) ve BuChE (Biitirilkolinesteraz) enzimlerine karsi
taranmistir. Elde edilen serbest baglanma enerjisi degerleri oldukca anlamli ve enzimlerin
aktif bolgelerindeki aminoasitlerle etkilesim gosterdigi, bdylece yarismali inhibitor
potansiyeli sundugu belirlenmistir. 3PY.H>O bilesiginin AChE ile -8.5 kcal/mol ve BuChE
ile de -10.7 kcal/mol kuvvetli affinite baglanma enerjisi gostermistir. Bilesikler i¢cin enzim
inhibisyon potansiyeli degerlendirilmis, AChE i¢in 1Cso degerleri 3PY.H>O, 3PY.NiQ ve
3PY.CoQ icin sirastyla 6.17 = 1.73, 8.67 £ 0.97 ve 8.61 = 0.88 uM olarak bulunmustur.
Kinetik ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore ii¢ ftalosiyaninin de yarigsmali inhibisyon
yaptigi, en iyl yarismalt inhibitér etkinligi 3PY.NiQ bilesigine ait olup inhibitor
etkinliklerinin 3PY.NiQ>3PY.CoQ>3PY.H,O seklinde oldugu goriilmiistiir. Bilesiklerin
elektroforetik olarak incelenen DNA hidroliz, oksidatif ve fotoniikleaz aktivitelerinde

onemli 6l¢iide DNA hasar1 gozlemlenmemistir.

Elde edilen bulgular neticesinde bahsi gegen ftalosiyanin tiirevlerinin Alzheimer
tedavisinde potansiyel ilag adaylar1 olabilecekleri goriilmiistiir. Sonraki yapilacak in vivo ve

in vitro dogrulama yontemleriyle gli¢lii bir olanak vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz, DNA Niikleaz, Ftalosiyanin
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ABSTRACT

Investigation of the Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase Inhibitory

Activities of Water-Soluble Phthalocyanine Compounds

Neurodegenerative diseases are defined as progressive diseases of the central nervous
system (CNS). Alzheimer's disease (AD) is the most common type of disease in this group.
The aforementioned patients manifest symptoms of dementia, cognitive impairment, and
personality changes. At present, therapeutic interventions are confined to the administration
of symptomatic therapies, with no efficacious strategies available to retard the progression
of the disease. Consequently, there is an urgent need to identify new therapeutic targets

associated with the pathogenesis of the disease.

In this study, phthalocyanine derivatives were screened in silico against AChE
(Acetylcholinesterase) and BuChE (butyrylcholinesterase) enzymes using a molecular
docking method. The binding energy values obtained were found to be of considerable
significance, indicating an interaction with amino acids in the active sites of the enzymes.
This suggests the potential for competitive inhibition. The compound 3PY.H>O
demonstrated strong binding affinities of -8.5 kcal/mol with AChE and -10.7 kcal/mol with
BuChE. The enzyme inhibition potential of the compounds was evaluated, and the ICso
values for AChE were found to be 6.17+1.73, 8.67+0.97, and 8.61 £ 0.88 uM for 3PY.H>O,
3PY.NiQ, and 3PY.CoQ, respectively. The results of the kinetic studies demonstrated that
all three phthalocyanines exhibited competitive inhibition, with the 3PY.NiQ compound
exhibiting the most effective competitive inhibitor activity. The inhibitor activities of the
compounds were observed to be 3PY.NiQ > 3PY.CoQ > 3PY.H;0. No significant DNA
damage was observed in the electroforetically examined DNA hydrolysis, oxidative, and

photonuclease activities of the compounds.

The findings suggest that the phthalocyanine derivatives previously referenced may
have potential as drug candidates for the treatment of Alzheimer's disease. This finding
offers a strong possibility for subsequent validation methods in both in vivo and in vitro

contexts.

Keywords: Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase, DNA Nuclease, Phthalocyanine
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1. GIRIS ve AMAC

Norodejeneratif bozukluklar, beyinde veya omurgada bulunan ndronlarin yapisin
veya islevini asamali olarak kaybettigi, semptomlarin genellikle ileri yasta ortaya ¢iktigi ve
bulasic1 hastaliklar gibi denilebilecek kadar bir halk sagligi sorunu teskil eden bir bozukluk
grubu olmustur (1).

Bu bozukluklar arasinda Alzheimer hastaligi (AH) en sik goriilen olmustur.
Alzheimer hastalifi, bellek, diisiince, kavrama ve karar verme gibi bilissel yetilerdeki
bozulmalara yol acarak insanlarin yasam kalitesine de biiyiik bir etki yapmaktadir (2).
Kiiresel olarak, yaslanma ile birlikte Alzheimer ve diger norodejeneratif hastalik vakalarinda
belirgin bir artis egilimi bulunmaktadir. Bu durum, bireyler ve toplum arasinda biiyiik bir

sosyoekonomik yiike yol agmaktadir (3).
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Sekil 1. 2020 — 2050 yill da Diinya Saglik Org WHO 2024 yilindak
yaptig1 ¢alismaya gore Alzheimer ve Parkinson Hastaliklarinin gelecek yillarda
ongoriilen artig grafigi (Ali’den, 4)

AH'nin ¢ok yonlii patofizyolojisine ragmen, kolinerjik etkinin AH'nin temel
ozelliklerinden biri oldugu iy1 belgelenmistir. Baz1 kolinesterazlarin (AChE ve BuChE)
sinaptik araliktaki asetilkolin seviyelerini diisiirerek biligsel fonksiyonlarda diislise neden
oldugunu bildirilmistir. Bu nedenle, bu enzimlerin inaktivasyonu, hastaligin semptomlarin

azaltmak i¢in mevcut tedavi stratejilerinin ana odaklarindan biri olmustur (5).

Son yillarda, biyolojik bir sistemde metal kompleksli bilesiklerin fizyolojik etkisi ilgi

konusu olmustur ve ftalosiyanin tiirevleri bu bakimdan oOnemli bir arastirma alam
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olusturmustur. Kanitlanmis konjuge sistemler, stabilite ve metal kompleksleri olusturabilme
kabiliyeti nedeniyle, ftalosiyaninler biyolojik hedeflerle etkilesimde bulunabildigi
bilinmektedir (6). Ozellikle birka¢ metal kompleksli ftalosiyaninin asetilkolinesteraz
(E.C.3.1.1.7) ve bitirilkolinesteraz (E.C.3.1.1.8) iizerindeki inhibitor kapasitesi incelemeye
tabi tutulmustur ve yeni bir jenerasyon kolinesteraz inhibitorlerinin alternatif temsilcileri

olarak goriilebilmektedir (7).

Bu c¢alismada ise, baz1 ftalosiyanin tlirevlerinin, farkli metal iyonlar ile kompleks
formlarinda, AChE ve BuChE enzimlerine karsi olasi inhibitor kapasitesini arastirmaya
odaklanilmistir. Bu baglamda, bu bilesiklerin enzimlerin aktif bolgelerine baglanma modlari,
molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 tarafindan agiklanmigtir. Ortaya ¢ikan veriler, bu
bilesiklerin ileri diizeydeki inhibitorler olarak gelistirilebilecegine dair bir fikir verecektir.
Calismanin amaci, ila¢ kesfinde yararli olabilecek potansiyel molekiilleri bulmak ve

bunlarin daha ileri biyolojik ¢aligmalarla dogrulanabilmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Norodejeneratif Hastahklar

Norodejeneratif hastaliklar, CNS veya periferik sinir sisteminde zamanla yapisal ve
islevsel gerileme ile ayirt edilen kronik ve ilerleyici hastaliklar grubudur (8). Bu patoloji
grubu, sinaptik iletisimin zarar gérmesine, ndron kaybina ve biligsel, motor ve davranigsal
bozukluklara neden olmaktadir. Cogu zaman kalict olduklari i¢in, birey ve saglik sistemi

tizerinde 6nemli bir yiik olusturdugu bilinmektedir.

Bu hastaliklarin patogenezinde bir dizi molekiiler ve hiicresel mekanizma rol
oynadig1 goriilmiistiir. Proteinlerin yanlis katlanmasi ve birikimi, mitokondriyal hasar,
oksidatif stres, hiicre i¢i kalsiyum dengesizligi ve siirekli noroinflamasyon, bu siirecte
tanimlanan en yaygin patolojik degisikliklerdir (9). Bu mekanizmalar ayrica AH’de B-
amiloid ve tau, Parkinson hastaliginda (PD) a-siniiklein ve Lewy cisimcikleri ve Huntington
hastaliginda huntingtin gibi bireysel hastaliklara 6zgii proteinlerin birikimiyle iligkili oldugu

goriilmiistiir (10).

Hastalik ilerledikce, genellikle beynin belirli bolgelerinde sinirli kalmaktadir. AH’de
hipokampus ve serebral korteks, PD’de substantia nigra, Amyotrofik Lateral Skleroz
(ALS)'de motor korteks ve omurilik gibi yapilar etkilenmektedir (11). Bu se¢ici duyarlilik,

klinik semptomlarin dagilim paternini vurgulamaktadir.

Epidemiyolojik acidan, norodejeneratif hastaliklarin insidanst kiiresel olcekte
giderek artmakta oldugu tespit edilmistir. Bu hastaliklar, yaslanan niifusun ortaya ¢ikmasiyla
birlikte oldukca yiiksek seyrettigi goriilmiistiir. Vaka oraninin %60-70'ini olusturan AH, hala
demansin en yaygin nedeni olmaya devam etmektedir. PD ise demansla iligkili olmayan
ikinci en yaygin ndrodejeneratif bozukluk oldugu goriilmiistiir (12). Bu hastaliklar sadece
kisisel diizeyde yasam kalitesini diislirmekle kalmaz, ayn1 zamanda saglik bakim1 maliyetleri
ve bakict yiikii seklinde niifus diizeyinde ©onemli bir ekonomik yiikk olusturdugu

bilinmektedir (12).

Son arastirmalar, sadece genetik faktorlerin disinda; ayn1 zamanda ¢evresel toksinler,
yasam tarzi, inflamasyon ve yaslanma siirecinin de bu hastaliklarin patogenezine anlamli
katkida bulundugunu gdstermistir (13). Ancak etiyoloji esas olarak ¢ok faktorlii olmakla

birlikte, su ana kadar herhangi bir kesinlik bilinmemektedir. Sonug olarak, bu hastaliklarin



erken teshisi ve dnlenmesi ve yeni terap6tik hedeflerin kesfi dncelikli aragtirma alanlarina

vesile olmustur.
2.2. Bashca Norodejeneratif Hastahiklar

Norodejeneratif hastaliklarin klinik ve patolojik 6zellikleri birbirinden farklidir;
ancak hiicresel mekanizmalar bu hastaliklar arasinda siklikla ortaklik s6z konusu olmaktadir.
Bunlar, sinir sisteminde bolgesel noronal kayip ve proteinli inkliizyonlar ile karakterize
edilmektedir. Klinik belirtiler, hastalik tarafindan hangi néronal yapinin etkilendigine bagl
oldugu goriilmiistiir. Bazilar1 agirlikli olarak biligsel islevleri etkilerken, digerleri motor

anormalliklere neden oldugu bilinmektedir.

Bu bozukluklar arasinda en taninabilir olanlar1 Alzheimer Hastaligi (AH), Parkinson
Hastalig1 (PD), Huntington Hastaligi (HD), Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Lewy
Cisimcigi Demansi’dir. Bu hastaliklarin bazilar oldukga soyut denilebilecek vakalar olarak
kendini gosterirken, bir kismi kalitsal mutasyonlar nedeniyle olusmaktadir. Ornegin, HD’de,
genetik faktorler tek basina hastalik patogenezini olustururken, Alzheimer ve Parkinson
hastaliklarinda genetik yatkinlik ve ¢evresel etkilerin bir kombinasyonu oldugu

diistiniilmektedir (14).

Patolojik agidan, belirli yanlis katlanmis proteinlerin birikimi, bu hastaliklarin
cogunda baskin bir 6zellik oldugu goriilmiistiir. AH’de, B-amiloid plaklar ve hiperfosforile
tau proteinleri goriiliirken, PD’de a-sintiklein lezyonlar1 siklagsmis; HD’de ise bu mutasyona
ugramis huntingtin kalintilar1 ve ALS'de ya TDP-43 ya da SODI1 kalintilar1 biriktigi
sonucuna ulasilmistir (10). Bu kiimeler sinaptik iletimi bozarak noral disfonksiyona neden

oldugu bilinmektedir.

Oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, eksitotoksisite ve noroenflamasyonun
etkisi de bu hastaliklarin evrimine yol acabilecek klasik mekanizmalardir (15). Klinik
fenotip hastaligin tiiriine gore degiskendir; ancak ¢ogu hasta ilerleyici bir hastaliga sahiptir
ve bu durum hastalarin tek basina islev gérme yeteneginde yikici bir bozulmaya yol agtig1
goriilmiistiir. Bu nedenle, her bir hastaligin inceliklerine iliskin dogru bilgi, teshis ve tedavi

agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir.



2.3. Alzheimer Hastahgi
2.3.1. Tammmi, Nozolojisi ve Tarihgesi

AH oldukga agresif seyirli, geri dondiiriilemez nitelikte néronal kayip ve sinaptik
disfonksiyon olarak tanimlanan demansin en yaygin nedeni olmustur (15). Klinik tablo tipik
olarak episodik hafiza bozuklugu ile baslamakta ve zamanla yiiriitiicii islevler, dil, gorsel-
uzamsal beceriler ve davranis alanlarinda ¢ok alanli bozulmalara yonelim gostermistir (16).
Hastalik 1906’da Alois Alzheimer’in 51 yasindaki Auguste Deter vakasini, noritik plaklar
ve norofibriller yumaklar ile tarif etmesiyle literatiire kazanilmistir (17). Giincel yaklagim
AH’yi, preklinik donemden hafif bilissel bozukluga (MCI) daha sonra ise demans siirekliligi
seyiri ile devam eden degerlendiren bir Dbiyolojik hastalik ¢ercevesinde
degerlendirilmektedir (11, 18). Bu cergevede A/T/N biyobelirte¢ siniflamasi (A: amiloid; T:

tau; N: norodejenerasyon) hastaliin biyolojik tanimlanmasina imkan saglamaktadir (11).
2.3.2. Alzheimer Hastaligi’min Alt Tipleri ve Klinik Fenotipleri

Klasik formun yani sira atipik fenotipler de tanimlanmustir: Posterior kortikal atrofi;
gorsel-uzamsal ve gorsel algisal bozulmalarin yer aldig1 goriilmiistiir (16). Logopenik primer
progresif afazi; akici konusma siirse de sozciik bulmanin ve tekrar edilmesinin bozulmasi
olarak tanimlanmaktadir (16). Davranigsal/yiiriitiicii baskin varyant; frontal baskin bozulma

ile seyrettigi goriilmiistiir (16).

Ayrica erken baglangigli (<65 yas) otozomal dominant formlar Amiloid 6ncii proteini
(APP), Presenilin-1 (PSENI), Presenilin-2 (PSEN2) mutasyonlar1 ile iliskisi olmus;
baslangic yasi daha erken goriildiigii ve seyir genellikle hizli bir seklide ilerledigi
saptanmistir (16). Down sendromu (trizomi 21) olan bireylerde A iiretimi artis1 nedeniyle

yasam boyu AH riski belirgin olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir (16).
2.3.3. Alzheimer Hastaligi’min Epidemiyolojisi ve Kiiresel Yiikii

Diinya genelinde demans ile yasayan kisi sayisi on milyonlar diizeyindedir ve
olgularin %60-70’1 Alzheimer’dan kaynaklandig1 bilinmektedir. (19). Artan yasam siiresi ve
yash niifusun biiylimesi nedeniyle 6niimiizdeki on yillarda prevalans ve insidans artisinin
siirmesi Ongoriilmektedir (19). ABD’de 65 yas ve tlizeri milyonlarca kisi AH ile
yasamaktadir; demografik yaslanma yiikii saglik ve bakim sistemleri tizerinde belirgin mali
ve sosyal sonuglar ortaya ¢ikarmistir (15). Avrupa i¢in bildirilen yayginlik 65 yas iistiinde
yaklasik %7-9 bandinda tespit edilirken; kadin cinsiyet daha yiiksek prevalans ve daha uzun



yasam slresiyle baglantili oldugu goriilmistiir (20). Tirkiye 6zelinde genis orneklemli
epidemiyolojik veriler siirli olmakla birlikte, yasli niifus artigina paralel olarak olgu
sayilarinda belirgin yiikselis Ongoriilmektedir (21). Demans yiikii; bakim maliyetleri,
iiretkenlik kayb1 ve bakim veren yiikii lizerinden toplum 6l¢eginde 6nemli bir halk saglig

problemi olmustur (15, 20, 22).
2.3.4. Alzheimer Hastaligi’min Yas, Genetik ve Diger Degistirilemez Risk Etmenleri

Ileri yas en giiclii risk etmeni olmustur; 65 yasindan sonra her 5 yilda risk yaklasik
iki katina ¢iktig1 tespit edilmistir (19, 20). Aile 6ykiisii ve Apolipoprotein — E (APOE &4)
aleli varlig1 riski ifade eder ve genellikle daha erken baslangici betimlemektedir (23, 24).
APOE €4 doz-yanit iliskisi gosterir (tek/cift alel) (23). Ayrica erkek-kadin farkliliklar
(hormonel, yasam siiresi ve olas1 biyolojik etkiler) ve etnik farkliliklar rapor edilmistir (23,
25). Genetik, monogenik formlar (APP/PSEN1/PSEN2) disinda ge¢ baslangicli olgularin

cogu polisentrik ve ¢evresel etmenlerle etkilesim i¢inde oldugu goriilmiistiir (24, 25).

2.3.5. Alzheimer Hastahigr’nin Degistirilebilir (Modifiye Edilebilir) Risk ve Koruyucu

Etmenleri

Vaskiiler risk kiimeleri (hipertansiyon, diyabet, dislipidemi, obezite, sigara), kalitesiz
egitim gormek, isitme kaybi, fiziksel inaktivite, sosyal izolasyon, depresyon, uyku
bozukluklari, hava kirliligi ve travmatik beyin hasar1 gibi etmenler AH riskinde artisla
bagdastirilmistir (25, 26). Kan basinci kontrolii (6zellikle orta yasta) bilissel gerileme riskini
azaltabilmis; yogun tansiyon kontroliiniin biligsel sonuglara olumlu etkisine dair randomize
kanitlar ~ bulunmaktadir (27). Yasam tarzi miidahaleleri (aerobik egzersiz,
Akdeniz/Hipertansiyonu Durdurmak I¢in Beslenme Yaklasimlari (DASH) benzeri
beslenme, zihinsel-sosyal aktivite) icin gozlemsel ve bazi miidahale ¢caligmalarindan destek
bulunmaktadir (26). Egitim ve biligsel rezerv kavrami, beyin patolojisi ile klinik belirti

arasindaki uyumsuzlugu (klinik sessizlik) a¢iklamada 6nemli bir katki saglamistir (26).
2.3.6. Alzheimer Hastalig’min Klinik Ozellikleri ve Seyiri

Erken evrede yakin dénem bellek bozuklugu (yeni 6grenmede giicliik, tekrarlayan
soru sorma), planlama ve dikkat sorunlar1 olduk¢a kendini gostermektedir (16, 28). Orta
evrede dil (afazi), praksi ve agnozi bozukluklari, davranigsal belirtiler (apati, irritabilite,
ajitasyon), uyku-ritim bozukluklar1 ve psikiyatrik komorbiditeler (depresyon, anksiyete)

bunlara dahil olabilmektedir (28, 29). Ileri evrede mobilite ve 6z bakim kaybi, disfaji,



inkontinans ve enfeksiyonlara yatkinlik kaydedilmis; mortalite genellikle enfeksiyon ve
beslenme komplikasyonlartyla baglantili oldugu goriilmiistiir (16, 30). Klinik seyir heterojen
olabilmekte; erken baslangi¢li olgularda ilerleme daha hizli olmaktadir (31). Fonksiyonel ve
evrelemeye yonelik o6l¢ekler arasinda Klinik Demans Derecelendirme (CDR) ve Kiiresel

Bozulma Olgegi (GDS) yaygin kullanilmaktadir (32).

MCI, giinliik yasam aktiviteleri biiylik 6l¢lide korunurken episodik bellek kusurunun
gosterildigi gecis evresini yansitmakta olup, bir alt grubunda yillik Alzheimer’a doniistim
orant arttig1 gozlemlenmistir (33). MCI tamisinda noropsikolojik testlerle objektif
bozulmanin kanitlanmasi ve islevsellikte belirgin yikimin olmamasi esas oldugu

bilinmektedir (33).

2.3.7. Alzheimer Hastaligi’nda Tanisal Yaklasim: Klinik, Noropsikoloji, Goriintiileme

ve Biyobelirtecler

Klinik degerlendirme ayrintili anamnez, sistemik ya da norolojik muayene ve bilissel
tarama testleri (Mini Mental Durum Smavi; MMSE, Demans I¢in Montreal Bilissel
Degerlendirme; MoCA) ile yapilabilmektedir (34, 35). Laboratuvar datalar1 (B12, tiroid
fonksiyonlari, enfeksiyon/metabolik taramalar) ve yapisal goriintiileme (Manyetik Rezonans
Goriintiileme; MRI) ayiric1 tanida rutin olarak tavsiye edilmektedir; MRI’da medial
temporal atrofi ve parietal atrofi oldukca ¢ok goriilmiistiir (18). Florodeoksiglukoz pozitron
emisyon tomografi (FDG-PET)’te posterior singulat-parietotemporal hipometabolizma,

amiloid PET ve tau PET ise patolojiye 6zgii goriintiileme sagladig: goriilmiistiir (11, 16, 18).

BOS biyobelirtegleri: AB42 diisiikliigli, toplam tau (T-tau) ve fosfo tau (P-tau)
yuksekligi tipik biyokimyasal biyobelirtecler arasinda olmustur (18). Kan bazh
biyobelirtegler (plazma p-tau217, p-taul81, AP42/40 orani) tanisal dogrulugu yiiksek
goriildiigii ve klinik pratige yaklagsmakta oldugu saptanmistir (36, 37). A/T/N ¢ergevesi,
biyobelirteglerle biyolojik AH tanimlamasini miimkiin kilmakta birlikte; klinik sendromdan

bagimsiz olarak hastaligin evrelenmesini destekledigi goriilmiistiir (11).

Tani kriterleri:  Ulusal Noérolojik ve Iletisimsel Bozukluklar ve Inme
Enstitiisii ve Alzheimer Hastalig1 ve Ilgili Bozukluklar Dernegi (NINCDS-AHRDA, 1984)
temelleri iizerine insa edilen Ulusal Yaslanma Enstitiisii ve Alzheimer Dernegi (NIA-AA,
2011) klinik kriterleri, olasi/olas1 olmayan AH ayrimlarin1 ve biyobelirteclerin destekleyici
roliinii belirtmislerdir (18). International Working Group 2 (IWG-2, 2014) ise amiloid/tau
biyobelirtegleri ile epizodik bellek bozuklugu birlikteligini baz almistir (12). A/T/N (2018)
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biyolojik siniflama, aragtirma ve artan 6l¢iide klinik kullanim i¢in bir ortak dil olarak

pekistirilmistir (11).
2.3.8. Alzheimer Hastaligi’nda Ayiric1 Tam

Ayirict tamida vaskiiler demans (¢oklu infarkt/beyaz cevher hastaligl), Lewy
cisimcikli demans (fluktuasyon, gorsel haliisinasyonlar, Rapid Eye Movement, REM,
uykusu davranis bozuklugu; dopaminerjik duyarlilik) ve frontotemporal demans (erken
davranig/dil bozuklugu) belirlemede oncii olan konu basliklaridir (16, 28-30). Hipotiroidi,
B12 eksikligi, ila¢ yan etkileri, major depresyon gibi geri dondiiriilebilir nedenler mutlaka
dislanmalidir (16, 18). Lewy cisimcikli demans (DLB) i¢in 2017 konsensus kriterleri, VaD
icin modern tant g¢ergeveleri ve Frontotemporal demans (FTD) ic¢in davranmigsal/dil

varyantlaria 6zgiil 6l¢iitler hastalig1 belirlemede 151k tutan ayraglar olmustur (28, 30).
2.3.9. Alzheimer Hastaligi’nda Prognoz, Yasam Siiresi ve Bakimi

Tan1 sonrasi ortalama yasam stiresi 3—12 yil arasinda degigsmekle birlikte, baslangic
yas1, komorbiditeler ve fenotipe bagli farkliliklar saptanmigtir (27). Bakim veren ytikii
(fiziksel, duygusal ve ekonomik) belirgin olmakla beraber; aile ve profesyonel bakim
modelleri lizerindeki etkiler literatiirde ayrintili gosterilmistir (22). Cok disiplinli yaklasim;
hasta ve bakim veren egitimi, giivenlik, beslenme, eslik eden psikiyatrik semptomlarin

yonetimi ve ileri bakim planlamasi unsurlarini barindirmaktadir (15, 16).
2.4. Alzheimer Hastalig1 Patofizyolojisi
2.4.1. Genel Cercevesi

AH; amiloid-B (AP) birikimi, tau patolojisi, sinaptik islev bozuklugu,
noroinflamasyon, oksidatif stres ve norovaskiiler iinite bozulmasi gibi coklu eksenlerin
zaman i¢inde etkilesimiyle sekillenen bir kapsama dahildir (38, 39). Noropatolojik olarak
noritik plaklar (AB), norofibriller yumaklar (tau) ve belirgin sinaptik/ndronal kayip temel
yaklasimlar olmustur (38, 40). Klinik patolojik korelasyon agisindan tau yiikii biligsel
yikimla AfB’den daha giiclii iligski gosterirken, AP birikiminin siirece baslatici/kolaylastirict
etkisine dair genetik ve biyobelirte¢ kanitlar1 oldukca saglam temelli oldugu bilinmektedir

(41-43).



2.4.2. Amiloid-p (Ap) Hipotezi ve Mekanizmalari

AB, APP’in B-sekretaz (BACEL) ve y-sekretaz ile ardigik kesimleri sonucu olusur;
AP42 daha hidrofobik olup agregasyona daha elverislidir (41). APP gen ikililikleri ve
PSEN1/PSEN2 mutasyonlar1 iiretimi artirarak erken baslangi¢ch ailesel formlara neden
olmaktadir (41, 42). Ozellikle oligomerik AB, Uzun siireli potansiyasyon (LTP)’yi baskilar,
a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionat reseptorii (AMPAR)/N-metil-D-aspartat
reseptorii (NMDAR) trafigini bozdugu, kalsiyum dengesini alt-iist ettigi ve dendritik spine
kaybini tetikledigi goriilmiistiir (38, 44). AB-PET ve Beyin Omurilik Sivis1t (BOS) Ap42
diisiikligii biyolojik tanida “A” bilesenini ifade etmistir (11, 18). Serebral amiloid anjiyopati
(CAA) baglaminda damar duvarinda AP birikimi perivaskiiler temizligi ve mikrovaskiiler

biitiinliigli bozdugu bilinmektedir (45-47).
2.4.3. Tau Hipotezi ve Norofibriller Yiginaklar:

Mikrotiibiil baglayici tau’nun hiperfosforilasyonu mikrotiibiil stabilitesini ortadan
kaldirmakta; tau’nun somato-dendritik yer degistirmesi sinaptik/dendritik islevi sekteye
ugrattig1 goriilmiistiir (48). Braak evreleri entorinal-hipokampal baslangictan neokortekse
yayilimi olarak ifade edilmektedir ve biligsel ¢okiisle yakindan bagdastirilmistir (40).
Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3p), Sikline bagimli kinaz 5 (CDKS) vb. kinaz aktivitesi
artist ile fosfataz etkinliginde azalma fosforilasyon yiikiinii arttirmakta; tau tohumlarinin
baglantisal yollar boyunca prion-benzeri yayilimi1 deneysel olarak gdsterilmistir (49, 50).

Tau-PET topografik yayilim ve evrelemeyi daima gostermistir.
2.4.4. Oksidatif/Nitrozatif Stres

Reaktif oksijen/azot tiirleri artisi; lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu ve
DNA/mtDNA hasar1 eslesmistir (51). AB-metal (Cu, Zn, Fe) etkilesimi redoks dongiilerini
tetikleyerek Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) iiretimini ve agregasyonu ylikseltebildigi i¢in
“metal hipotezi” bu baglamda gelistirilmistir (52). Oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon ve AP/tau patobiyolojisi arasinda ¢ift yonlii bir kisir dongii olmaktadir (51).

2.4.5. Kolinerjik Hipotez ve Kolinesterazlar

Nucleus basalis Meynert; kolinerjik néronlarinda kayip, kortikal kolinerjik
innervasyonda azalma ve kolin asetiltransferaz aktivitesinde bir diisiis gosterilmistir (53, 54).
Bu eksen, dikkat-6grenme-bellek islevlerindeki bozulmalarla erken dénemde birbirine

baglantili olmakta ve kolinesteraz inhibitorlerinin semptomatik yarariyla klinikte
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hedeflenebilir hale gelmistir (23, 53). AChE ve BuChE aktivitelerindeki evresel farklilagsma
inhibitor se¢imini etkileyip, AChE-Ap etkilesimi A fibrillogenezini kolaylastirabilmektedir
(23, 38).

2.4.6. Noroinflamasyon: Mikroglia, Astrositler ve Kompleman

Noroinflamasyon, seyri belirleyen dinamik bir eksendir. Mikroglia erken donemde
AP temizligi ve doku homeostazi i¢in koruyucu yanitlar tiretir; ancak kronik uyarilma altinda
fenotip, proinflamatuvar ve sinaptotoksik bir profile evrilebilir (55). Miyeloid hiicrelerde
ifade edilen tetikleyici reseptor 2 (TREM2) varyantlar1 mikroglial lipid metabolizmasi ve
fagositoz programlarini bozarak riski artirir; “Hastalikla Iliskili Mikroglia (DAM)” fenotipi
bu baglamda tanimlanmistir (56, 57). NOD benzeri reseptor Pirin 3 (NLRP3) inflamasyonu
ile Interldkin 1 B (IL-1B) gibi sitokinlerin kalic1 yiikselmesi, sinaptik plastisiteyi zayiflatir

ve tau patolojisini arttirdig1 saptanmstir (55).

Astrositlerin A1 norotoksik fenotipe kaymasi glutamat homeostazin1 bozarak
oksidatif stresi ve sinaptik yikimini yiikselttigi gorilmiistiir (58). Kompleman sistemi (C1q—
C3) aracili anormal sinaptik budama, deneysel modellerde erken sinaps kaybinin baglica
stiriiclilerinden biri olarak dogrulanmistir (31). AP birikimi mikroglial aktivasyonu
tetiklerken, mikroglial/astrositik tirtinler hem AP agregasyonunu hem tau hiper

fosforilasyonunu basitlestirmektedir (48, 55).
2.4.7. Mitokondriyal Disfonksiyon ve Enerji Metabolizmasi

Oksidatif fosforilasyon verimliliginin azalmasi, kompleks I/IV kusurlari, mtDNA
hasari, kalsiyum homeostaz1 bozuklugu ve membran potansiyeli kirilganligi, néronal enerji
talebi-arz dengesini alt {ist etmektedir (46, 51). Mitokondri-ER temaslarinda kalsiyum agir1
yuklenmesi ve lipid aligverisindeki dengesizlik, AP liretimi ve tau fosforilasyonu iizerinde
asir1 bir baski olusturmaktadir (59). Insan ¢alismalarinda beyin insiilin direnci ve IRS-1 serin
fosforilasyonu artis1, glukoz kullaniminda azalma ve FDG-PET te hipometabolizma ile es

oldugu goriilmistiir (51).

Fiizyon/fizyon dengesinin fizyon lehine kaymasi (Drpl), aksonal tasima ve sinaptik
enerji destegini bozar; mitofaji (PINK1/Parkin) akisindaki yavaslama hasarli organellerin
birikimini fazlalagtirmaktadir (59-61). Bu kalite kontrol kusurlari, oksidatif stres ve Ap/tau

toksisitesi arasinda kendi kendini besleyen bir dongii olusturdugu goriilmiistiir (46).
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2.4.8. Proteostaz, Endolizozomal-Otofaji Aksi ve Vesikiiler Trafik

AH beyninde erken endozom genislemesi, Rab5 aktivasyon artist ve APP/BACEL1
trafiginde bozulma, A iiretimini artiran bir mikrogevre olusturur (62). Retromer (VPS35)
yetmezligi endozomal geri tasimi sekteye ugratmakta; bu kusur hem A metabolizmas1 hem
sinaptik reseptor dongiisii izerinde derin etkilerin olusturdugu bulunmustur (39). Lizosomal
asitlenme defektleri ve otofaji akigindaki tikanma, Af/tau temizligini zayiflatir; presenilin-
I’in lizozomal pH diizenlenmesindeki rolii monogenik formlardaki lizozomal fenotipleri

aciklamakta faydali olmustur (63, 64).

Stres altinda Transkripsiyon faktorii EB (TFEB) aracili lizozomal biyogenez ve
otofaji programlari rol oynamaktadir; ancak kronik yiikte bu adaptasyon o kadar etkili
olmadig1 goriilmiistiir (65). Proteostatik agin ¢oklu diiglimlerindeki zayiflama, yalniz Ap/tau
agregasyonunu hizlandirmakla kalmaz; sinaptik protein cevrimi ve dendritik spine

biitiinliglinli de bozmaktadir (46, 64).
2.4.9. Norovaskiiler Unite, Kan—Beyin Bariyeri (BBB) ve Damar Katkisi

Norovaskiiler {linite (ndron-astrosit-endotel-perisit) biitiinliigii, kan akimi eslesmesi,
metabolik destek ve atik temizligi icin oldukca 6nem arz etmistir. AH’de BBB gecirgenligi
artis1, perisit kaybi ve endotelyal disfonksiyon hem LRP1-aracili AR disa tasimasim
zayiflatir hem RAGE {izerinden AP girisini basitlestirmektedir (22, 47, 66). CAA eslik
ettiginde mikrovaskiiler kirilganlik ve mikrohemorajiler artmakta; bu durum kognitif diisiisii

hizlandirabilmektedir (45, 46).

Insan ¢aligmalarinda BBB yikimi, erken kognitif bozulmanin biyobelirteci olarak
gosterilmistir; APOE €4 baglaminda perisit/PDGFR sinyallemesi 6zel bir duyarlilik s6z
konusu olmustur (67, 68). Norovaskiiler biitiinliigiin zayi1flamas1 yalniz oksijen-glukoz arzini

degil, glifatik/perivaskiiler temizleme yollarini da hasara yol agmaktadir (47, 69).
2.4.10. Glifatik Sistem ve Interstisyel Temizlenme

Perivaskiiler (glifatik) akis, Aquaporin-4 (AQP4) kanallar1 araciligiyla BOS’ un
arterlere komsu giris-veniillere komsu ¢ikis yonlii hareketini saglayarak AP ve metabolitlerin
uzaklastirllmasina fayda saglamistir (70). Uyku sirasinda arteriyel pulsasyonlar ve
ekstraselliiler bosluk hacmindeki degisim bu akisi oldukca fazlaca artirmakta; yaslanma ve

AQP4 kutuplagma kayb1 akis verimini azaltmaktadir (69).
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Glifatik islevin bozulmasi yalmiz AP birikimini degil, tau tasmim/birikim
dinamiklerini de etkileyebilir. Klinik ¢eviride uyku mimarisi ve vaskiiler saglik hedefleri,
glifatik akisin optimize edilmesi yoluyla patoloji yiikiinli azaltmaya doniik tamamlayict

stratejiler olarak tartisilmaktadir (69, 71).
2.4.11. Sinaptik Islev, Devre Fizyolojisi ve Ag Diizeyi Degisimler

Sinaptik kayip, biligsel yikimla en gii¢lii patolojik eslesmeyi betimlemistir (72). A3
oligomerleri LTP’yi baskilar, AMPAR/NMDAR trafigini bozar; interneuron (6zellikle PV-
pozitif) devre disfonksiyonu ve ag hipereksitabilitesi ile son bulmaktadir (44, 73). Klinik
olarak epileptiform etkinlik ve sessiz ndbetlere egilim bildirilmistir; ag dengesizligi bilissel

belirtileri baskin kilmaktadir (74).

Tau'nun somato-dendritik yer degistirmesi, mikrotiibiil-aktin etkilesimini,
postsinaptik yogunluk ve vezikiil salinim mekaniklerini zedeler; bdylece Ap-kaynakl
sinaptotoksisite ile sinergik bir yikim goriilmektedir (44, 48). Varsayilan mod ag1 baglanti
kayiplar1 ve hipokampal-neokortikal ileti bozukluklari, biligsel rezerv ile etkileserek klinik

seyrine yon vermektedir (73).
2.4.12. Metal Homeostazi, Kalsiyum Sinyali ve Diger Modiiller

Cu, Zn, Fe dengesizlikleri AP ile metal—peptid etkilesimleri lizerinden agregasyonu
ve ROS iretimini artirabildigi i¢in, “metal hipotezi” bu baglamda 6nem kazanmistir (52,
75). Selasyon/modiilasyon yaklagimlar1 biyobelirteclerde kisa donem sinyaller iiretse de
genis Olcekli etkinlik ve giivenlilik sorular1 siirmektedir (76). Demir birikimi ve ferroptoz

olas1t mekanistik ara yiizler olarak 6ne ¢ikmaktadir (75).

Kalsiyum sinyallemesi, ER-mitokondri temas bdlgelerinde akisin artmasiyla
Adenozin trifosfat (ATP) {retimini zayiflatir, apoptoz/nekroptoz programlarini
basitlestirdigi goriilmiistiir (59). Mikrobiyota-beyin ekseni ve sistemik inflamasyonla iligkili

fazla ilgi gorse de nedensellik ve klinik ¢eviri bagliklari aragtirma asamasindadir (46, 59).
2.5. Kolinesteraz Enzimleri (AChE ve BuChE)

Kolinesterazlar, kolin esterlerini hidrolize eden serin proteaz grubuna ait enzimlerdir.
Bu enzimler sinir sistemi, kas dokusu, karaciger ve plazma gibi bir¢ok dokuda bulunarak
sinaptik iletimin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir. Kolinesteraz ailesinin en
bilinen iki tiyesi Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BuChE) enzimleridir (77)
(Sekil 2). AChE, esas olarak sinaptik bosluklarda yer alarak asetilkolinin hizli bir sekilde
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hidrolizini gerceklestirmektedir. BuChE ise daha yaygin doku dagilimima sahip olup,

asetilkolin ve diger kolin esterlerini hidrolize etme kapasitesiyle dikkat ¢cekmektedir.

Sekil 2. Asetilkolinesteraz (sagda) ve Biitirilkolinesteraz (solda) enzimlerinin PDB
(https://www.rcsb.org/)’den alinan sematize hali

2.5.1. Asetilkolinesteraz (AChE)

ACHhE, sinaptik iletimin sonlandirilmasinda gorev alan yiiksek 6zgiilliige sahip bir
enzim oldugu bilinmektedir. Enzim, asetilkolini kolin ve asetik asit olmak iizere iki bilesene
ayirmaktadir. Yapisal olarak, esteratik merkezinde bir katalitik triyad (Ser203-His447-
Glu334) barindirmakta; bu triyad serin proteazlara 06zgli mekanizmanm temelini
olusturmaktadir (66). Enzim ayrica anyonik bdlge ve periferik aniyonik bolge (PAS) olmak
lizere baglanmay1 diizenleyen iki onemli alt bolgeye sahip oldugu goriilmiistiir. PAS,
yalnizca substrat baglanmasini degil, ayn1 zamanda Alzheimer hastaliginda goriilen f-
amiloid agregasyonunun diizenlenmesini de etkileyebilecek potansiyele sahip oldugu

goriilmiistiir (78).

Evrimsel agidan bakildiginda, AChE antik bir proteindir ve sinir sistemi gelismeden
once bile ilkel organizmalarda bulunmustur. Torpedo californica ve Electrophorus electricus
gibi tiirlerden izole edilen AChE izoenzimleri, kristal yap1 analizleri i¢in model sistemler
olarak kullanilmistir. insan AChE’si, bu evrimsel temelin komplekslesmis hali olmakta ve

farmakolojik olarak hedeflenmesi olduk¢a hassas mekanizmalar igerdigi bilinmektedir.
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2.5.2. Biitirilkolinesteraz (BuChE)

BuChE, substrat 6zgiilligii daha diisiik ancak katalitik cebinde daha genis hacim
barindiran bir enzim oldugu bilinmektedir. Karaciger, plazma, bobrek ve glia hiicrelerinde
yaygin sekilde bulunmaktadir. AChE gibi asetilkolini hidrolize edebilse de, tercih ettigi
substratlar arasinda biitirilkolin, propiyonilkolin ve benzeri biiylik esterler yer aldigi
goriilmiistiir (79). BuChE'nin biyolojik roli tam olarak net olmamakla birlikte, toksik kolin
esterlerinin eliminasyonu ve ndrotransmitter diizeylerinin diizenlenmesinde tamamlayici

islev gordiigii diisiintilmektedir (80).

Alzheimer hastaliginin ileri evrelerinde AChE aktivitesi azalirken, BuChE aktivitesi
belirgin bicimde artig1 saptanmistir (81). Bu durum, farmakolojik agidan BuChEmin de
hedef enzim olarak degerlendirilmesini giindeme getirmesini 6nemli kilmistir. Bu baglamda,
hem AChE’yi hem de BuChE’yi inhibe edebilen dual inhibitorlerin gelistirilmesi, tedavi

etkinligini artirmak icin arastirilmaktadir (29).
2.5.3. Farmakolojik Hedef Olarak Kolinesterazlar

AChE, giiniimiizde Alzheimer hastaliginda onayli ilaglarin dogrudan hedefi olan bir
enzim oldugu bilinmektedir. Donepezil, galantamin ve rivastigmin gibi ajanlar, kolinesteraz
aktivitesini baskilayarak sinaptik bosluktaki asetilkolin diizeyini artirir ve boylece bilissel
fonksiyonlari iyilestirmeyi amaglamaktadir (29, 82). Bununla birlikte, bu ilaglar hastaligin
patofizyolojisine dogrudan miidahale edemediginden, etki yalnizca semptomatik diizeyde

sinirli kalmaktadir.

Kolinesterazlarin inhibitorlerle hedeflenmesi sadece noérodejeneratif hastaliklarla
sinirl olmadigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda organofosfat zehirlenmelerinde, anestezi sonrasi
sinir-kas blokajinin ¢oziilmesinde ve miyastenia gravis gibi otoimmiin hastaliklarin

tedavisinde de kolinesteraz inhibitdrlerinden yararlanilmaktadir (83).

Bu nedenlerle, kolinesterazlar hem fizyolojik hem de farmakolojik agidan kritik
enzimler olup, biyokimya ile farmasétik bilimler arasinda 6nemli bir koprii olusturdugu

gOriilmiistiir.
2.6. Ftalosiyaninler ve Metal Kompleksleri

Ftalosiyaninler, porfirinlere benzer yapiya sahip, genis konjuge aromatik sistem
igeren makrosiklik bilesiklerdir (Sekil 3). Dort izoindol biriminin azometin koprileriyle

baglanmasi sonucu olusan diizlemsel yapilar1 sayesinde fotofiziksel ve kimyasal olarak
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oldukca kararlt bir yap1 olusmustur (84). Bu yapilar hem dogal pigmentlere hem de cesitli
biyolojik molekiillere yapisal benzerlik gostermekte; bu da onlar1 biyolojik sistemlerde

potansiyel etkilesim aday1 haline getirmektedir.

Xy
N N —
N NH
\ —
N N
\ -~
N

Sekil 3. Genel ftalosiyanin halka sisteminin yapisi

2.6.1. Kimyasal Yap1 ve Ozellikler

Temel ftalosiyanin iskeleti, m-elektron sistemleriyle zenginlesmis aromatik bir
halkaya sahiptir. Merkezinde dort azot atomu igeren i¢ bosluk, bir metal iyonu ile koordine
olabilmektedir. Bu merkezi bosluk sayesinde c¢esitli gecis metallerini baglayarak metal
kompleksli ftalosiyaninler olusturmaktadir (85). Bu kompleksler, koordinasyon
geometrisine ve metal tiirline bagli olarak farkli elektronik, manyetik ve biyolojik 6zellikler

sergiledigi gorilmiistiir.

Ftalosiyaninler hem hidrojen baglar1 kurabilir hem de ylizey etkilesimleri (m—mn
stacking, Van der Waals vb.) ile biyomolekiillerle etkilesime girebilmektedir. Metal iyonu
iceren kompleksler, yapinin redoks 6zelliklerini, ¢6ziiniirliigiinii ve baglanma davranislarini

onemli dl¢iide degistirebilmektedir (86).
2.6.2. Biyolojik Aktivite ve Farmakolojik Potansiyel

Metal kompleksli ftalosiyaninlerin antioksidan, antibakteriyel, antikanser, antiviral
ve enzim inhibitdrii gibi ¢cok sayida biyolojik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (87).
Ozellikle biyokimyasal sistemlerde serbest radikal siipiiriicii etkileri, metal iyonlar1 ile
olusturduklart redoks dengesizlikleri ve membranlarla etkilesim potansiyelleri

arastirilmaktadir.

Eczacilikta ftalosiyaninler 0Ozellikle fotodinamik tedavi (PDT) alaninda

kullanilmakta olup, 1s1kla aktive edilebilen 6zellikleri sayesinde hedef hiicrelerde sitotoksik
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etkiler yaratabilmektedirler. Bunun disinda, kolinesteraz enzimleri gibi norolojik hedeflerle
etkilesim kurabilme kapasiteleri, bu bilesikleri Alzheimer gibi ndérodejeneratif hastaliklar

acisindan da potansiyel inhibitér adaylar1 haline getirmistir (7).
2.6.3. Kolinesteraz Enzimleri ile Etkilesim Olasihigi

Aromatik yapilar sayesinde ftalosiyanin tiirevleri, kolinesteraz enzimlerinin anyonik
ve periferik baglanma bdolgeleri ile n—n etkilesimler kurabilme potansiyeline sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu yapilarin merkezi metal iyonlari, enzimlerin aktif bdlgesindeki amino
asitlerle koordinasyon etkilesimleri olusturabilmektedir (88). Bu sayede hem hidrojen bagi

hem de metal-amin koordinasyonu ile enzim inhibitorii 6zellik kazanabildigi saptanmuistir.

Ozellikle Zn(Il), Cu(ll), Co(Il) ve Ni(Il) gibi iyonlarla komplekslenmis
ftalosiyaninlerin asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BuChE) {izerindeki
etkileri cesitli in vitro ¢aligmalarla incelenmistir. Bazi ¢alismalarda bu komplekslerin enzim
aktivitesini anlamli diizeyde baskiladigi ve inhibitdr olarak degerlendirilebilecegi

gosterilmistir (89).

Bu yoniiyle ftalosiyaninler, hem kimyasal ¢esitlilikleri hem de biyolojik hedeflerle
cok yonlii etkilesim kapasiteleri nedeniyle eczacilikta yeni nesil inhibitor adaylar1 arasinda
yer alma potansiyeline 6nemli 6l¢iide sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapilarinin sentetik

olarak modifiye edilebilmesi, ila¢ tasarimi agisindan biiyiik bir avantaj sunmaktadir.
2.7. Molekiiler Modelleme ve Kenetleme Yontemleri

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi siireglerinde, hedef protein ile potansiyel inhibitor
molekiil arasindaki etkilesimleri sanal ortamda analiz etmek amaciyla molekiiler modelleme
ve Ozellikle molekiiler kenetleme teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler,
deneysel c¢aligmalara baslamadan Once yapisal uygunlugu yiiksek, etkinligi giiglii
molekiilleri 6nceden belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (90). Ozellikle farmasotik
biyokimya alaninda, protein-ligand etkilesimlerinin enerji diizeyleri, baglanma pozisyonlari

ve aktif bolge etkilesimleri lizerinden yorumlanmasi 6nemli oldugu bilinmektedir.

Molekiiler kenetleme, ligandin bir hedef proteine nasil ve ne sekilde baglandigini
ongoren hesaplamali bir simiilasyon teknigi olarak tanimlanabilmektedir. Bu baglanma
sirasinda olusabilecek hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik bolgeler, n—n

stacking gibi molekiiller aras1 kuvvetler dikkate alinarak, baglanma afinitesi ve uygunlugu
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degerlendirilmektedir (91). Kolinesteraz enzimleri gibi hedeflerde yapilan bu c¢alismalar,

inhibitor adaylariin degerlendirilmesinde yaygin ve giivenilir bir yaklasim olmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda AutoDock 4.2 ve AutoDock Vina yazilimlar1 kullanilmistr.
AutoDock 4.2, Lamarckian Genetic Algorithm ile en iyi baglanma pozisyonlarini tahmin
ederken; AutoDock Vina, gelismis skorlama fonksiyonu ve hizli hesaplama kabiliyeti

sayesinde ¢oklu ligand taramalarinda oldukga etkili bir yontem olmustur (92).

AutoDock, 6zellikle akademik cevrelerde yaygin olarak tercih edilmektedir ¢iinkii
ticretsiz, acik kaynakli ve giliclii bir validasyona sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan bir
calismada, ¢inko-fitalosiyanin tiirevlerinin AChE ve BuChE iizerine etkileri, AutoDock
kullanilarak degerlendirilmis; bu bilesiklerin aktif bolge icindeki Trp86, Ser203 ve His447
kalintilariyla stabil baglanmalar gosterdigi rapor edilmistir (7).

Kenetleme calismalarinda kullanilan diger 6nemli programlar arasinda:

MOE (Molecular Operating Environment): Kullanici dostu arayiizii ve farmakofor
modelleme kabiliyetiyle bilinmektedir.

Schréodinger Glide: Yiiksek dogruluklu skorlama fonksiyonu sayesinde FDA onayl1 ilaglara
en yakin sonuglar1 veren sistemlerden biri oldugu bilinmektedir.

GOLD: Genetik algoritma temelli bir diger gii¢lii platformdur, 6zellikle metalloproteinler
icin tercih edilmektedir.

SwissDock: Web tabanli ve erisimi kolaydir, baslangi¢c seviyesindeki kenetleme
uygulamalari i¢in ideal oldugu goriilmiistiir.

FlexX: Fragment tabanli kenetleme yaklagimiyla Ozellikle yapr temelli molekiil

tiiretmelerinde kullanilmaktadir (93).

Omegin Durmus ve Ahsen (2010), tarafindan yapilan bir calismada,
metaloftalosiyanin bilesiklerinin kolinesterazlara karsi gosterdigi baglanma profili
degerlendirilmis ve Cu(ll)-komplekslerinin yiiksek baglanma skorlarina sahip oldugu
gosterilmistir (88). Benzer sekilde Arslan vd. (2020) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada,
ftalosiyanin tlirevleri GOLD ve AutoDock programlariyla karsilagtirmali olarak

incelenmistir ve baglanma modlarinin biiyiik oranda ortiistiigiinii bildirmistir (89).

Bu veriler, molekiiler kenetleme yazilimlarinin ilag kesfi siirecinde ne derecede
onemli bir belirleyici olabilecegini gostermektedir. Kullanilan yazilimm seg¢imi,

arastirmanin derinligi, hedef proteinin yapis1 ve ligandlarin esnekligi gibi bircok faktore
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bagli olmaktadir. Bu ¢calismada AutoDock ve Vina’nin tercih edilmesi, hem literatiir destegi
hem de yapi-temelli ligand tasarimma uygunlugu agisindan bilimsel olarak

temellendirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Arastirmada Kullamilan Ekipmanlar ve Malzemeler
3.1.1 Faydanilan Cihazlar

Arastirmada kullanilan ekipman listesi Tablo 1’de ele alinmis olup listelenmistir.

Tablo 1. Ekipman listesi

Ekipman Ad1 Ticari AdMarkasi
Buzdolab1 (2 — 8 °C) Arcelik
Derin Dondurucu (-20°C) Argelik
Elektroforez Gii¢ Kaynagi BioRad Power Pac™ Basic
Hassas Analitik Terazi Ohaus PA 2140
Isitic1 Wisd Hotplate MSH-20A
Jel goriintiileme sistemi Bio Rad Universal Hood Imager Gel
Magnetik karistirici Dragon MS-H-Pro
Thermo Scientific Multiskan Go
Mikroplaka okuyucu
Thermo Varioskan, Singapur
Otomatik pipetler Socorex
pH metre Ohaus Starter 300
Vorteks Visemix WM-10 Wisd
Yatay DNA elektroforezi Biorad Wide Mini-Sub Cell GT System
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3.1.2. Kimyevi Malzemeler

Arastirmada kullanilan kimyasal maddelerin listesi Tablo 2 belirtilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ismi

Marka — Kodu

5,5’—Dithiobis(2—nitrobenzoik asit) (DTNB)

Sigma, D8130

Agaroz Sigma, A9539
Asetik asit Sigma, A6283
Asetilkolinesteraz Sigma, C3389

Asetiltiyokolin iyodiir (ATCI)

Sigma, A5751

Bromofenol mavisi

Sigma, B0126

Bitirilkolinesteraz

Sigma, C1057

Biitiriltiyokolin iyodiir (BTCI)

Sigma, 20820

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Sigma, 472301

Etidyum bromiir (EB)

Sigma, E7637

Etilendiamin tetraasetik asit disodyum (EDTA—Nay)

Sigma, E5134

Galantamin

Sigma, G1660

Gliserol

Sigma, G5516

Hidrojen peroksit (H20.)

Sigma, 216763

Ksilen siyanol

Sigma, X4126

pBR322 plasmid DNA

Thermo Scientific,

SD0041

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sigma, L3771

Trisma baz

Sigma, 93362
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3.1.3. Arastirmada Kullanilan Bilesikler

Bu calisma kapsaminda kullamilan bilesikler Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Fakiiltesi Anorganik Kimya Anabilim Dal1 gretim iiyesi Prof. Dr. Zekeriya BIYIKLIOGLU
ve arastirma grubu tarafindan sentezlenmis olup, c¢esitli spektroskopik yontemler
kullanilarak karakterize edilmistir. Bu bilesiklere ait bilgiler asagidaki Tablo 3’te

sunulmustur ve Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6’da molekiiler yapilar1 gosterilmistir.

Tablo 3. Bilesikler
Isimlendirmesi Bilesigin Kodu
2(3),9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(3-piridin-3-
.()( ) ( ) (..) (3-p 3PY.HAQ
ilpropoksi)ftalosiyanin iyodiir
2(3),9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(3-piridin-3-ilpropoksi)
3PY.NiQ
ftalosiyaninato nikel(II) iyodiir
2(3),9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(3-piridin-3-ilpropoksi)
3PY.CoQ
ftalosiyaninato kobalt(Il) iyodiir
R= ‘ N
/

pm
O]

[ 4
®

Sekil 4. 3PY.H:Q bilesiginin molekiiler yapist
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Sekil 5. 3PY.NiQ bilesiginin molekiiler yapisi

OR

Sekil 6. 3PY.CoQ bilesiginin molekiiler yapisi
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3.1.4. Cahiymada Kullanilan Soliisyon ve Icerikleri

50 mM Tris-HCI (pH 8) Tamponu (TBS)

1.514 g trisma baz tartilmistir. Saf su ile ¢oziiliip hacmi 225 mL’ye tamamlandiktan

sonra, seyreltik HClI ile pH 8’e ayarlanip, saf su ile hacmi 250 mL’ye tamamlanmuistur.

Yiiriitme Tamponu (10xTAE) (pH 8)

24.20 g trisma baz, 5.60 mL asetik asit, 10 mL 0.5 M EDTA son hacim 500 mL olacak

sekilde saf su icerisinde ¢oziiliip, 4 °C’de saklanmustir.

% 0.8’lik Agaroz Jel

800 mg agaroz tartilip, 100 mL TAE (x1) ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, 1sitici
yardimiyla kaynatilarak ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra sogutulan ¢ozeltiye 7 uL EB (5

mg/mL) ilave edilerek agaroz jel tankina dokiiliip sogumasi beklenmistir.

Agaroz Jel Yiikleme Bovyasi

1 g SDS (%10), 20 mg bromofenol mavisi (% 0.2), 20 mg ksilen siyanol (% 0.2) ve

3 mL gliserol (%30) icerecek sekilde saf su ile hacmi 10 mL’ye tamamlanmustir.

50 mM Tris-HCI (pH 7) Tamponu

605.70 mg trisma baz tartilmistir. Saf su ile ¢oziiliip hacmi 75 mL’ye tamamlandiktan

sonra seyreltik HCl ile pH 7’ye ayarlanip, saf su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanmaistir.

%?2 (h/h) H202 Cozeltisi

Stok H>O» ¢ozeltisinden 200 pL alinarak, saf su ile hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir.

AChE Stok Enzim Cozeltisi

1 mg AChE tartilip 8 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8) tamponunda ¢6zdiiriiliip hacmi 10
mL’ye aymi tamponla tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 14.9 U/mL asetilkolinesteraz

enzimi icermektedir. Bu enzim ¢6zeltisi -20°C’de saklanmustur.

BuChE Stok Enzim Cozeltisi

1 mg BuChE tartilip 8 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8) tamponunda ¢6zdiiriiliip hacmi
10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 12.62 U/mL biitirilkolinesteraz

enzimi icermektedir. Bu enzim ¢6zeltisi -20°C’de saklanmustur.
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0.2 U/mL AChE Enzim Cozeltisi

Onceden hazirlanan AChE stok enzim ¢dzeltisinden 134.23 pL alinarak 8 mL 50 mM

Tris-HCI (pH 8) tamponunda ¢ozdiiriiliip hacmi 10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlanmaistir.

0.2 U/mL BuChE Enzim Cozeltisi

Onceden hazirlanan BuChE stok enzim ¢dzeltisinden 158.48 uL almarak 8 mL 50
mM Tris-HCl (pH 8) tamponunda ¢ozdiiriiliip hacmi 10 mL’ye ayni tamponla

tamamlanmustir.

3 mM 5.5 -Dithiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) Cozeltisi

5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) maddesinden 12 mg tartilip 8 mL 50 mM

Tris-HCI (pH 8) tamponunda ¢ozdiiriiliip ayn1 tamponla hacmi 10 mL’ye tamamlanmaistir.

15 mM Asetiltivokolin ivodiir (ATCI) Cozeltisi

43.37 mg ATCI tartilip 8 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8) tamponunda ¢6zdiiriiliip hacmi

10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlanmaistir.

60 mM Asetiltivokolin ivodiir (ATCI) Cozeltisi

173.48 mg ATCI tartilip 8 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8) tamponunda ¢ozdiiriiliip

hacmi 10 mL’ye ayni tamponla tamamlanmustir.

15 mM Biitiriltivokolin ivodiir (BTCI) iyodiir Cozeltisi

45.17 mg BTCI tartilip 8 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8) tamponunda ¢6zdiiriiliip hacmi

10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlanmaistir.

60 mM Biitiriltivokolin ivodiir (BTCI) Cozeltisi

180.68 mg BTCI tartilip 8 mL 50 mM Tris-HCI1 (pH 8) tamponunda ¢ozdiiriiliip

hacmi 10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlanmustir.

0.01 M Fosfat Tampon Cozeltisi (10xPBS)

10 adet PBS tableti balon jojenin igerisine konuldu, saf su ile hacmi 900 mL’ye
tamamlandiktan sonra pH 7.4’e ayarlanip saf su ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanmigtir.

Otoklavlanan ¢ozelti, +4 °C’de saklanmustir.
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Tripsin-EDTA Cozeltisi

200 mg tripsin, 40 mg EDTA tartildi, PBS ¢ozelti ile hacmi 100 mL’ye

tamamlanmistir. Daha sonra 0.22 um ¢apindaki steril filtreden gecirilerek sterilize edilmistir.

%20 (h/h) DMSO Cozeltisi

Stok DMSO c¢ozeltisinden 20 mL alinarak, saf su ile hacmi 100 mL’ye

tamamlanmaistir.

%.0.5 (h/h) DMSO Cozeltisi

Stok DMSO ¢ozeltisinden 500 pL alinarak, saf su ile hacmi 100 mL’ye

tamamlanmugtir.
3.2. izlenilen Metot
3.2.1. Kolinesteraz Enzimlerinin Molekiiler Kenetleme Modellemeleri

Kolinesteraz enzimleri ile ftalosiyanin tiirevleri arasindaki olas1 baglanma
modlarinin belirlenmesi amactyla molekiiler kenetleme ¢alismalart gergeklestirilmistir. Tim
hesaplamali ¢alismalar, Windows 11 tabanli bir isletim sisteminde, ¢cok ¢ekirdekli islemci ve

32 GB RAM donanim konfigiirasyonu kullanilarak ytiriitilmustiir.

Ligand Hazirh@1: Calismada kullanilan ftalosiyanin tiirevleri 6ncelikle ChemDraw
Ultra 12.0 programinda (CambridgeSoft) iki boyutlu (2D) olarak ¢izilmis, ardindan
MarvinSketch (ChemAxon) yazilimi ile yap1 optimizasyonlar1 yapilmistir. Bu yapilar, ti¢
boyutlu (3D) formatta Avogadro (Version 1.2.0) yaziliminda enerji minimizasyonuna tabi
tutulmustur. Hesaplamalarda, molekiillerin konformasyonel esnekligi dikkate alinarak

Merck Molecular Force Field (MMFF94) uygulanmstir.

Protein Hazirhigi: Asetilkolinesteraz (AChE; PDB ID: 6NTO) ve biitirilkolinesteraz
(BuChE; PDB ID: 1XLW) kristal yapilari, Protein Data Bank (PDB) veri tabanindan
indirildikten sonra PyMOL (Schrédinger, LLC) ve Discovery Studio 2021 Client yazilimlari
ile temizlenmistir. Bu asamada ligand dist molekiiller, su molekiilleri ve kofaktorler

uzaklastirilmis; polar hidrojen atomlar1 eklenmis ve Gasteiger yiikleri atanmistur.

Format Doéniisiimii: Ligand ve protein dosyalarinin kenetleme yazilimina uygun
formata doniistiiriilmesi i¢in Open Babel GUI kullanilmistir. Bdylece tiim yapilar “pdbqt”

formatina c¢evrilerek diger programlarda kullanilmak tizere hazirlanmas1 yapilmistir.
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Kenetleme Islemleri: Molekiiler kenetleme analizleri AutoDock 4.2 ve AutoDock
Vina yazilimlar1 kullanilarak yiiriitilmustiir. Kenetleme oncesinde baglanma bdlgeleri,
literatiirde raporlanan aktif bolge amino asitleri referans alinarak (6r. AChE ig¢in Trp86,
Tyr337, Phe338; BuChE icin Trp82, Tyr332, His438) belirlenmistir. Grid kutusu boyutlari,
ligandin tiim baglanma cebini kapsayacak sekilde ayarlanmistir (AChE: 120x112x108 A;
BuChE: 74x68x90 A). Skorlama fonksiyonu olarak baglanma serbest enerjisi (AG,
kcal/mol) degeri esas alinmistir. AutoDock Vina analizleri, daha hizli hesaplama ve

dogrulama amaciyla tekrarlanmistir.

Gorsellestirme ve Etkilesim Analizi: Kenetleme sonuclart PyMOL ve Discovery
Studio Visualizer ile li¢ boyutlu (3D) olarak; iki boyutlu (2D) etkilesim semalar1 ise
ChemSketch yaziliminda hazirlanmistir. Hidrojen baglari, m—m stacking etkilesimleri,

hidrofobik etkilesimler ve metal-ligand koordinasyon baglar1 detayli olarak isaretlenmistir.

Veri Degerlendirme: Elde edilen baglanma serbest enerjileri, inhibitdr etkinlik
sonuglari ile karsilastirilarak yapisal—etkinlik iliskisi (SAR) analizi yapilmistir. En diisiik AG

degerine sahip baglanma pozisyonlari, farmakofor 6zellikleri agisindan ayrica incelenmistir.
3.2.2. Kolinesteraz Enzimlerinin inhibisyonu

AChE ve BuChE inhibisyonlarinin belirlenmesinde, spektrofotometrik Ellman
yontemi (58) 96 kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlanarak uygulanmistir. Deneylerde
enzim kaynagi olarak elektrik baligindan izole edilmis AChE ile at serumundan elde edilmis
BuChE kullanilmistir. Kolinesteraz aktivitesinin izlenmesinde substrat olarak asetiltiyokolin
iyodiir ve biitiriltiyokolin iyodiir; kromojen olarak ise 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoik) asit
(DTNB) tercih edilmistir. Hidrolizle agiga cikan tiyokolin ile DTNB’nin olusturdugu sari

tirliniin absorbans1 412 nm’de dl¢tilmiistiir.

Calismada kullanilan bilesikler 10 mM stok ¢6zeltisi DMSO kullanilarak
hazirlanmistir. Kontrol ve bilesikler 50 mM Tris-HCI1 tamponu (pH 8) ile ¢oziilerek son
konsantrasyonlar1 0.01-30 uM olacak sekilde seyreltilmistir. Calisilan mikroplatedeki tiim
kuyucuklara 50 pL 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8) pipetlendikten sonra son
konsantrasyonlart 0.01-30 uM olacak sekilde 25 pL bilesik ¢ozeltileri eklenmistir. Negatif
kontrol olarak ayrilan kuyucuklara 25 uL. 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8) ilave edilmistir.
Daha sonra tiim kuyucuklara 125 pL. 3 mM DTNB c¢ozeltisi ¢ok kanalli otomatik pipet
yardimiyla ilave edilmistir. Stok enzim ¢6zeltisinden 50 mM Tris-HCI1 tamponu (pH 8) ile
0.2 U/mL konsantrasyonunda enzim ¢ozeltileri hazirlanmistir ve ilgili mikrokuyucuklara 25
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uL’lik karigimlar pipetlenmis ve oda 1sisinda 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu
takiben her kuyuya, 15 mM derisimde hazirlanan substratlardan (asetiltiyokolin iyodiir ya
da biitiriltiyokolin iyodiir) 25 pL eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Substrat hidroliziyle
olusan tiyokolin, DTNB ile tepkimeye girerek sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat (TNB")
kromoforunu meydana getirmistir. Absorbanslar 412 nm’de Thermo Scientific Multiskan Go
cihaz1 ile spektrofotometrik olarak kaydedilmistir AChE ve BuChE ig¢in inhibisyon
yuzdeleri Esitlik (1) kullanilarak hesaplanmis; bulgular, pozitif kontrol olarak kullanilan

galantamin ile karsilagtirilmistir. Tiim deneyler ii¢ bagimsiz tekrar halinde yurtitilmiistiir.

A1—Ap

% Inhibisyon = X 100 (Esitlik 1)

1

A= Bilesiklerin yer almadig1 igerigin absorbansi
Ar= Bilesiklerin yer aldig1 igerigin absorbansi
3.2.3. Kolinesteraz Enzimlerinin Kinetik Incelemesinin Yapilmasi

Kinetik c¢alismalarda, inhibisyon calismasinda belirtilen deney protokolii
uygulanmistir. Fakat, inhibisyon yonteminden farkli olarak, bilesiklerin hesaplanan ICso
degerlerindeki konsantrasyonlart1 baz alinarak dort adet konsantrasyon segilmistir.
Konsantrasyonlardaki sec¢ilim su sekilde olmustur: Bilesiklerin hesaplanan ICso
degerlerindeki konsantrasyonundan diisiik bir konsantrasyon, bilesiklerin hesaplanan ICso
degerlerindeki konsantrasyonlar1 ve bilesiklerin hesaplanan ICso degerlerindeki
konsantrasyonlarindan daha yiiksek olan iki deger olarak belirlenmistir. Substrat ¢ozeltileri,
ardisik seyreltmelerle 540 mM araligimi kapsayacak bi¢cimde alti basamakta hazirlandi.
Olgiimler, inhibitériin belirlenen derisimlerinde ve inhibitér bulunmayan durumda olmak
tizere toplam bes kosul altinda yiiriitiildii. Denemelerden elde edilen absorbans verileri,
degisen substrat derisimleriyle iliskilendirilerek Microsoft Office Excel 2013 ortaminda

analiz edildi; bu ¢iktilardan Lineweaver—Burk ve Dixon diyagramlar1 olusturuldu.
3.2.4. Ftalosiyanin Bilesiklerinin DNA Niikleaz incelemeleri

3PY-H;0, 3PY-CoQ ve 3PY-NiQ bilesiklerinin olast DNA niikleaz etkileri, model
sistem olarak secilen pBR322’nin siipersarmal plazmid formu {izerinde agaroz jel
elektroforeziyle degerlendirildi. pBR322 plazmidi, niikleaz aktivitesinin saptanmasinda
literatiirde yaygin bicimde basvurulan bir DNA substrati olmustur. Elektroforez altinda

stipersarmal (SC) form en yiiksek mobiliteyi gosterirken, bilesiklerle etkilesim sonrasinda
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tek iplikte meydana gelen kesiler “kirik/relaks” (OC) formu olusturmakta ve bu formun gogii
en yavas oldugu bilinmektedir. Cift iplik kesisi gelistiginde ise lineer (L) form ortaya
cikmaktadir. Olusan form, siipersarmal ve kirik form arasinda olacak sekilde goc ettigi
bilinmektedir (94). Bu tez calismasi kapsaminda 3PY-H>O, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ
bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA niikleaz aktivitesi oksidatif ajanlarin

varliginda ve yoklugunda incelenmistir.
3.2.4.1. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Hidrolitik Niikleaz Aktivitelerinin Incelenmesi

3PY-H,O, 3PY-CoQ ve 3PY-NiQ bilesiklerinin hidrolitik niikleaz etkilerini
degerlendirmek iizere, farkli derisim basamaklarinda hidrolitik ortamda bir tarama
yuritiilmistir. Agaroz jel kuyulart 10 pL’lik yiikkleme hacmine gore hazirlanmistir. Her
kuyuda 1 pL pBR322 plazmid DNA, 7 pL tampon (50 mM Tris—HCI, pH 7) ve 2 uL bilesik
cozeltisi (son derisimler 10, 50 veya 100 uM) birlestirilerek 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Ardindan yiikleme boyasi eklenen karisimlar agaroz jele uygulanmistir. TAE
kogsma tamponu altinda, 100 V ve 400 mA kosullarinda 90 dakika elektroforez
gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak Metilen Mavisi (MB) kullanilmistir. Jel
goriintiileri Bio-Rad Gel Doc XR System ile elde edilerek, niikleaz etki yiizdeleri Image Lab

v4.0.1 yazilimi ile hesaplanmas1 saglanmistir (95).
3.2.4.2. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Bilesiklerin Fotoniikleaz Aktivitesi

3PY-H>0O, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ bilesiklerinin beyaz 1s1k varliginda siipersarmal
pBR322 plazmid DNA’nin fotoniikleaz aktivitesi incelenmistir. Bu ¢alismada agaroz jel
kuyu icerikleri 10 pL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu icerigine 1 pL pBR322 plasmid
DNA, 7 pL tampon ¢ozelti (50 mM Tris-HCl (pH 7)) ve 2 pL bilesiklerin artan
konsantrasyonlar1 (10, 50, 100 uM) ilave edilmistir. Olusturulan karisim 30 dakika ve 60
dakika siireyle 1518a (beyaz, 17.5 mw/cm?) maruz brrakilmistir. Daha sonra, karisim jel
yiikleme boyas1 yardimiyla agaroz jele yiiklenmistir. Yiiriitme tamponu TAE nin ilavesinden
sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika jelde yiiriitilmiistiir. Bu calismada pozitif
kontrol olarak Metilen Mavisi (MB) kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR System
cihaz1 yardimiyla goriintiilenip, Image Lab version 4.0.1 programu ile niikleaz yiizdeleri

hesaplanmistir (95).

28



3.2.4.3. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Oksidatif Niikleaz Aktivitelerinin Incelenmesi

Bilesiklerin niikleaz etkinliginin, ortamda bulunan yardimci ajanlara bagli olarak
degiskenlik gosterebildigi bilinmektedir. Bu nedenle, oksidatif kosullardaki etkilerini
incelemek amaciyla %2 (h/h) H2O: yardimci ajani ile tarama gergeklestirilmistir. Agaroz jel
icin kuyu karigimlari toplam 10 pL hacimde standardize edildi: her bir karisim 1 pL (250 ng)
pBR322 plazmid DNA, 5 pL 50 mM Tris—HCI (pH 7) tamponu, 2 pL H>O: ve bilesik
¢Ozeltisinden 2 pL (son derigimler 10, 50 ve 100 uM) icerecek sekilde hazirlanmistir.
Karisimlar 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra yiikleme boyasi eklenerek agaroz
jele aktarilmistir. TAE kosma tamponu altinda 100 V ve 400 mA uygulanarak 90 dakika
elektroforez yapilmistir. Pozitif kontrol olarak Metilen Mavisi (MB) kullanilmistir. Jel
goriintiileri Bio-Rad Gel Doc XR System ile elde edilmistir ve niikleaz aktivite ylizdeleri

Image Lab v4.0.1 yazilimi ile hesaplanmaistir (95).
3.2.4.4. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Oksidatif Niikleaz Aktivitelerinin incelenmesi

Agaroz jel i¢in kuyu yiikleme hacmi 10 pL olarak standardize edilmistir. Her bir
kuyuya sirastyla 1 pL pBR322 plazmid DNA, 5 pL 50 mM Tris—HCI (pH 7) tamponu, 2 pL
yardimc1 ajan ve 2 pL bilesik ¢ozeltisi (son derisimler 10, 50 ve 100 uM) eklenerek
karigimlar hazirlanmistir. Hazirlanan numuneler beyaz 151k altinda (17.5 mW/cm?) 30 ve 60
dakika olmak iizere iki farkli siireyle 1sinlanmistir. Bunu takiben yiikleme boyasi ilavesiyle
ornekler agaroz jele aktarilmistir. TAE kosma tamponu kullanilarak 100 V ve 400 mA
kosullarinda 90 dakika elektroforez uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak Metilen Mavisi
(MB) kullanilmistir. Jel goriintiileri Bio-Rad Gel Doc XR System ile kaydedilmistir ve
niikleaz aktivite yiizdeleri Image Lab v4.0.1 yazilimi araciligiyla hesaplanmaistir (95).
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4. BULGULAR
4.1. Molekiiler Kenetleme Analizlerinin incelenmesi

Kenetleme analizleri i¢in sadece 3PY.H>O bilesigi ile modelleme ¢alismasi yapilmis
olup, cikan sonuclar ftalosiyanin tiirevlerinin hedef enzimlerin aktif bolgelerine yiiksek
baglanma afinitesi ile yerlestigini gdstermektedir. Diger varyantlarinin dahi enzimle vermis
oldugu reaksiyon oldukga giiclii olmustur. Baglanma serbest enerjileri (AG®), bilesiklerin
inhibitor gili¢leri ile uyumlu olmasi bunu kanitlamistir; en diisiik baglanma enerjisine sahip

bilesikler deneysel olarak da en giiclii inhibitér oldugu saptanmistir (Tablo 4).

3PY.H,O bilesigi asetilkolinesteraz enziminde A zinciriyle olduk¢a baglanma
afinitesi gostererek giiclii bir sekilde etkilesim gostermistir (Sekil 7). Ozellikle n—n
etkilesimleri (Sekil 8A), hidrojen baglar1 (Sekil 8B), ve hidrofobik temaslar (Sekil 8C),
enzim-ligand komplekslerinin stabilitesine katkida bulunmugtur. 3PY.H.O bilesiginin,
katalitik aktif bolgede kritik amino asit kalintilart ile giiglii etkilesimler kurdugu
goriilmiistiir. Ozellikle ftalosiyanin halka sisteminde yer alan izoindol iskeletinde pirol
halkasinin asetilkolinesteraz enziminde bulunan GLU A:238 ile etkilestigi gortilmiistiir.
Izoindolde yer alan benzen halkas1 ise Ozellikle THR A:311 ve VAL A:303 peptit
kalintilartyla etkilesim gostermistir. Yan grupta yer alan propiloksideki oksijen atomu SER
A:541 ile hidrojen bagi yapmustir; diger bir grup pirimidin halkasi da ¢esitli aminoasit

rezidiileriyle hidrojen bagi ve n-alkil etkilesimleri gosterdigi goriilmiistiir.
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Tablo 4. 3PY.H>O bilesiginin asetilkolinesteraz
optimum (No:1) ve diger varyasyonlarinin baglanma enerjileri ile RMSD alt ve

ust simir verileri

(PDB ID: 6NTO) ile yapmis oldugu

N Affinite Enerjisi En lyiden Uzakhk
° (keal/mol) RMSD Alt Simir RMSD Ust Simir
1 -8,5 0,000 0,000
2 -8,3 65,933 72,262
3 -8,2 4,771 9,090
4 -8,2 68,429 73,676
5 -8,1 72,408 79,155
6 -8,1 4,543 7,929
7 -8,0 71,670 78,339
8 -8,0 65,641 71,778
9 -7,9 41,864 47,238

Sekil 7. 3PY.H,O bilesiginin (sar1 renkli) asetilkolinesteraz (PDB ID: 6NTO) ile yapmis
oldugu optimum (No:1) molekiiliiniin A zinciriyle yapmis oldugu molekiiler

kenetleme goriintiisii
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Sekil 8. 3PY.H>O bilesiginin asetilkolinesteraz (PDB ID: 6NTO) ile yapmis oldugu
optimum (No:1) molekiiliiniin A zinciriyle yapmis oldugu aromatik etkilesimleri
(A), hidrojen baglarinin gosterimi (B), hidrofobik etkilesimlerinin gdsterimi (C)
ve 2D olarak proteindeki aminoasitlerle etkilesim diyagrami (D)

3PY.H,O bilesiginin biitirilkolinesteraz enzimiyle vermis oldugu reaksiyon da
olduke¢a kuvvetli oldugu goriilmiistiir. AG®, bilesiklerin inhibitor giicleri ile uyumlu olmasi

bunu kanitlamistir (Tablo 5).
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3PY.H20 bilesigi biitirilkolinesteraz enzimi de oldukga ytiksek bir baglanma afinitesi
gostererek giiclii bir sekilde etkilesim gostermistir (Sekil 9). Ozellikle n—n etkilesimleri
(Sekil 10A), hidrojen baglar1 (Sekil 10B), ve hidrofobik temaslar (Sekil 11C), enzim-ligand
komplekslerinin stabilitesine katkida bulunmustur. 3PY.H-2O bilesiginin, asetilkolinesteraz
enziminde oldugu gibi katalitik aktif bolgede kritik amino asit kalintilar1 ile giicli
etkilesimler kurdugu goriilmiistiir. Ozellikle ftalosiyanin halka sisteminde yer alan izoindol
iskeletinde pirol halkasinin biitirilkolinesteraz enziminde GLU A:238 ile etkilestigi
goriilmiistiir. izoindolde yer alan benzen halkasi asetilkolinesteraz dan farkli olarak MET

A:302 peptit kalintisiyla etkilesim gostermistir.

Bu sonuglar neticesinde, molekiiler diizeydeki etkilesimlerin deneysel inhibisyon
verileri ile uyumlu oldugunu ve ftalosiyanin tiirevlerinin kolinesteraz inhibitorii olarak olasi
potansiyelini destekledigini gostermektedir. Ftalosiyaninlerin in silico aktivite ¢alismalari
olduk¢a anlamli rakamlar vererek inhibitdr potansiyelini siddetli bir seklide ortaya

koymustur.
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Tablo 5. 3PY.H,O bilesiginin biitirilkolinesteraz (PDB ID: 1XLW) ile yapmis oldugu
optimum (No:1) ve diger varyasyonlarinin baglanma enerjileri ile RMSD alt ve
iist sinir verileri

En Iyiden Uzakhik
No | Affinite Enerjisi (kcal/mol) ”
RMSD Alt Sinir RMSD Ust Sinir
1 -10,7 0,000 0,000
2 -9.,8 2,357 4,170
3 -9.,8 2,081 2,847
4 -9,7 4,785 10,796
5 -9,7 5,086 10,928
6 -9,6 6,846 11,481
7 -9,6 2,669 5,016
8 -9,5 5,813 12,827
9 -9,3 3,811 10,198

Sekil 9. 3PY.H2O bilesiginin (sar1 renkli) biitirilkolinesteraz (PDB ID: 1XLW) ile yapmis
oldugu optimum (No:1) molekiiliiniin zincirle yapmis oldugu molekiiler kenetleme
goruntisu
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Sekil 10. 3PY.H>O bilesiginin biitirilkolinesteraz (PDB ID: 1XLW) ile yapmis oldugu
optimum (No:1) molekiiliiniin A zinciriyle yapmis oldugu aromatik etkilesimleri
(A), hidrojen baglarinin gosterimi (B), hidrofobik etkilesimlerinin gosterimi (C)
ve 2D olarak proteindeki aminoasitlerle etkilesim diyagrami (D)
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4.2. Kolinesteraz Enzimlerinin Inhibisyonlar

Ftalosiyanin tlirevlerinin AChE ve BuChE enzimleri tizerindeki inhibitor etkileri

Ellman yontemi (58) kullanilarak belirlenmistir. ICso degerleri Tablo 4°te verilmistir.

Tablo 6. Ftalosiyanin bilesiklerinin AchE ve BuChE enzimlerine kars1 ICso degerleri

AChE ICso (uM) BuChE ICso(uM)
3PY.H20 6.17+1.73 38.47+2.34
3PY.NiQ 8.67+0.97 71.52 +1.68
3PY.CoQ 8.61 £0.88 48.42 £2.05

Galantamin 2.54+£0.56 40.85+0.83

ICso degerleri incelendiginde, ftalosiyanin tiirevlerinin her iki enzim iizerinde de
anlamli inhibitdr etki gosterdigi goriilmiistiir. Ozellikle 3PY.H,O bilesigi, AChE iizerinde
6.17 £ 1.73 uM olarak en giiclii inhibitor etki gosterirken, BuChE enzimi i¢in ise 38.47 +
2.34 uM ile en giiclii ftalosiyanin tiirevi olarak 6ne ¢ikmistir (Tablo 6). Galantamin referans
inhibitoriine gore inhibitoriin giic anlaminda oldukc¢a yakin bir performans gosterdigi
goriilmiistiir. 3PY.H2O bilesigini ikinci olarak 3PY.CoQ takip ettigi goriilmiistiir. Bu durum
merkezdeki metalik varligin AChE ve BuChE ic¢in inhibitor etkisi i¢in oldukca az etkili

oldugu anlasilmaktadir.
4.3. Enzim Kinetiginin Incelenmesi

Kolinesteraz enzimleri ile ftalosiyanin tiirevlerinin etkilesim tiplerini belirlemek
amaciyla farkli substrat konsantrasyonlarinda enzim kinetigi ¢aligmalar1 yapilmistir. Kj

degerleri Tablo 6’de verilmistir.
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Tablo 7. Bilesiklerin AchE ve BuChE ig¢in kinetik parametreleri

Enzimler AchE BuChE

Bilesik Kodlar1 | Inhibisyon Tipi K; (uM) Inhibisyon Tipi Ki (uM)
3PY.H:0 Yarismali 82=+1.19 Yarismali 12+1.95
3PY.NiQ Yarigsmali 3.7+ 0.86 Yarismali 11.1 £1.37
3PY.CoQ Yarigsmali 5.1+1.65 Yarismali 19.2+1.84

Kinetik caligmalar, tiim ftalosiyanin tiirevlerinin yarigsmali inhibitdér 06zellik

gosterdigini ortaya koymustur (Tablo 6). Lineweaver—Burk grafiklerinde inhibitor

varliginda K., degerlerinde artis, Vmax degerlerinde ise degisim olmamasi bu sonucu

desteklemektedir (Sekil 11). AChE i¢in en diistik K; degeri 3PY.NiQ bilesiginde (3.7 + 0.86

uM) bulunmus, bu da yiiksek baglanma afinitesini gostermektedir. BuChE i¢in de en diisiik
K; degeri yine 3PY.NiQ’de (11.1 +£1.37 uM) saptanmistir. Bu bulgular, 6zellikle 3PY.NiQ

bilesiginin hem AchE hem BuChE icin giiclii bir inhibitér adayr olabilecegini ortaya

koymaktadir.
SorM ®
0,28 - o5 .M .
®10 uM
®25uM
= -
= 0,18 -
E o oo
— Lo .
E .......................
3 [
> e e
= 0,08 - O o
RN TS
;.- """
..”,.,a!:'.". .... ... ........ eeeecoccscsncscans S SRR o
0,2 g1 0,02 0,1 0.2 3 0.4
1/[S] (mM-1)

Sekil 11. 3PY.H2O bilesiginin AChE i¢in Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 13. 3PY.H2O bilesiginin BuChE i¢in Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 14. 3PY.H,O bilesiginin BuChE i¢in Dixon Grafigi

Lineweaver—Burk grafiklerinden elde edilen veriler, tim ftalosiyanin tiirevlerinin
yarismali inhibitor 6zellik gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 11, 13, 15,17, 19). En diistik
Ki degeri AChE i¢in 3PY.NiQ’de (3.7 + 0.86 pM) olarak goriilmiistiir, bu da baglanma
afinitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir. BuChE i¢in en diisiik K; degeri ise 3PY.NiQ’de
(11.1 £1.37 uM) tespit edilmistir (Tablo 6). Lineweaver—Burk grafikleri, inhibitor varliginda
Km degerlerindeki artisi agikga gostermektedir. Vimax degerlerinin sabit kalmasi, inhibitor
tipinin yarismalt oldugunu gii¢lii bir sekilde dogrulamaktadir. Dixon grafikleri K;
degerlerinin hesaplanmasinda kullanilmis ve elde edilen degerler Tablo 6 ile uyumlu oldugu

gorilmiistir.
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Sekil 16. 3PY.NiQ bilesiginin AChE i¢in Dixon Grafigi
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Sekil 18. 3PY.NiQ bilesiginin BuChE i¢in Dixon Grafigi

41



0,191 o0 uM .
o5 uM
014 { ©lowM
= 025 .M
= i P
g
S 0,09 - -
=- .
E o S e °
- o o
004 1 o ST .
ROK SUPTE P SESTRITIELL
......-.-:_gﬂ“:':'.'-‘ """ o
0,35 =015 -0,01 4 005 0,25 0,45

1/[S] (mM1)
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Sekil 20. 3PY.CoQ bilesiginin AChE i¢in Dixon Grafigi
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Sekil 21. 3PY.CoQ bilesiginin BuChE i¢in Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 22. 3PY.CoQ bilesiginin BuChE i¢in Dixon Grafigi
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4.4. Ftalosiyanin Bilesiklerinin DNA Niikleaz Aktivitesinin Incelenmesi

3PY-H20, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plasmid DNA
niikleaz aktivitelerini belirlemek amaciyla agaroz jel elektroforez teknigi kullanilmistir.
Uygun sartlarin saglanmasiyla gergeklestirilen niikleaz reaksiyonlari sonrasinda elde edilen
tiriinler BioRad Gel Doc XR system cihaz1 yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version

4.0.1 programi ile analiz edilmistir.
4.4.1. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Hidrolitik DNA Niikleaz Aktivitesinin Incelenmesi

3PY.H>O, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plasmid
DNA’nin fosfodiester baglarini hidroliz ederek kesebilme etkinligini incelemek igin
hidrolitik niikleaz deneyi yapilmistir. Bilesiklerin hidrolitik niikleaz aktivitesinin sonuglari
Sekil 23’te verilmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak metilen mavisi kullanilmistr.
3PY.H20, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ bilesigi i¢in 100, 50 ve 10 uM’da dikkate deger niikleaz
aktiviteleri gozlenmemistir. 3PY.H>O, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ bilesiginde de 100, 50 ve 10
uM’da kayda deger bir niikleaz aktivitesi tespit edilememistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan metilen mavisi bilesiginin varliginda ise ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda negatif
kontrole gore dikkate deger niikleaz aktiviteleri gozlenmemistir. 37 °C’de 60 dakikalik
inkiibasyonda bekletilen bu deneyin sonucunda ¢alismada kullanilan 3PY.H,0, 3PY.CoQ ve
3PY.NiQ bilesiklerinin karanlikta 6nemli 6l¢ctide DNA hasar1 olusturmadiklar1 saptanmistir
(Sekil 23).
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Sekil 23. Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plazmid DNA hidrolitik niikleaz aktivitesi (30
dakika 37°C). Bant 1: DNA kontrol (1 pL DNA + 9 uL Tampon); bant 2—4: DNA+
3PY-H>0 (10 uM—50 uM—100 pM) + Tampon; bant 5-7: DNA + 3PY.NiQ (10
puM—-50 uM-100 uM ) + Tampon; bant 8—-10: DNA + 3PY.CoQ (10 uM—-50 uM—
100 uM ) + Tampon; bant 11-13: DNA + metilen mavisi (10 pM-50 uM-100 uM
) + Tampon.

4.4.2. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Hidrolitik DNA Fotoniikleaz Aktivitesinin

Incelenmesi

Sekil 24°te pBR322 siipersarmal plazmid DNA iizerinde 3PY.H-0O, 3PY.NiQ ve
3PY.CoQ bilesiklerinin fotoniikleaz aktiviteleri incelenmistir. Calisma 30 dakika boyunca
37 °C’de beyaz 151k altinda gerceklestirilmis ve bant yogunluklari ile beraber siipersarmal

DNA formunun korunma diizeyi degerlendirilmistir.

3PY.H:0 bilesigi i¢in 10 ve50 uM derisimlerinde genel olarak DNA {izerinde anlaml1
bir kesilme veya pargalanma saptanmamasina ragmen ve 100 uM bandinda diger
konsantrasyonlarina kiyasla daha etkili fotoniikleaz aktivitesi sergiledigi goriilmiistiir. Fakat

DNA biitiinliigii oldukea fazla korundugu dikkatten kagmamistir
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Sonug¢ olarak, beyaz 1sik altinda yiiriitiilen bu deneyde 3PY.H:0O, 3PY.NiQ ve
3PY.CoQ bilesiklerinin ¢alisilan konsantrasyonlarda fotoniikleaz aktivitesi gdstermedikleri,
yani DNA iizerinde anlamli bir hidrolitik etki olusturmadiklar1 ortaya konmustur. Buna

karsin pozitif kontrol olan metilen mavisinin DNA biitiinliigiinii bozarak form I DNA

miktarini ciddi sekilde azalttigi dogrulanmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plazmid DNA fotoniikleaz aktivitesi (30 dakika
beyaz 151k, 37°C). Bant 1: DNA kontrol (1 pL DNA + 9 puL. Tampon); bant 2—4:
DNA+ 3PY-H20 (10 uM-50 uM-100 puM) + Tampon; bant 5—7: DNA + 3PY.NiQ
(10 uM—-50 uM—-100 uM ) + Tampon; bant §—10: DNA + 3PY.CoQ (10 uM-50
uM—-100 uM ) + Tampon; bant 11-13: DNA + metilen mavisi (10 pM—50 uM—-100
puM ) + Tampon.

% Form 1

|

1 13

Bilesikler 60 dakikanin sonunda da inceleme yapilmis olup benzer sonug elde
edildigi goriilmiistiir. Bu durum siire ilerledik¢e de niikleaz aktivitesinin gzlemlenmedigi

sonucuna varilmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plazmid DNA fotoniikleaz aktivitesi (60 dakika
beyaz 151k, 37°C). Bant 1: DNA kontrol (I uL DNA + 9 puL Tampon); bant 2—4:
DNA+ 3PY-H20 (10 uyM—50 uM-100 uM) + Tampon; bant 5-7: DNA + 3PY.NiQ
(10 pM—50 uM-100 pM ) + Tampon; bant 8—-10: DNA + 3PY.CoQ (10 uM-50
uM—100 pM ) + Tampon; bant 11-13: DNA + metilen mavisi (10 pM—50 uM—-100
uM ) + Tampon

4.4.3. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Oksidatif DNA Niikleaz Aktivitesinin Incelenmesi

3PY-H,O, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ bilesiklerinin hidrolitik aktivitelerinin
belirlenmesinin ardindan oksidatif niikleaz etkilerinin incelenmesi i¢in niikleaz reaksiyonlari
%2 (h/h) H2O ajaninin ilavesiyle gerceklestirilmistir. Calismalarin sonucu Sekil 26’da
verilmistir. Kullanilan bu ajan, DNA’ya tek basina ilave edildiginde herhangi bir niikleaz
aktivitesi gdstermemistir, ancak bilesiklerin yiliksek konsantrasyonlariyla (100 ve 50 uM)
birlikte ilave edildiklerinde negatif kontrole gore yiiksek bir niikleaz 6zellik gdsterdigi

goriilmiistiir.

Ortamda H>O» varliginda bilesiklerin 100 ve 50 uM konsantrasyonlarinda negatif
kontrole gore hasar gozlense de diisiik konsantrasyonda herhangi bir hasar etkisi
gozlenmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan metilen mavisi varliginda ise 100, 50
uM’da bant yogunlugunun azaldigi tespit edilmistir. 3PY-H>O, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ
bilesiklerinin ajan varlifinda diisiik konsantrasyonda dikkate deger oksidatif niikleaz

aktivitesine sahip olmadig1 gosterilmistir (Sekil 26).

47



3

% Form [

5

20

Sekil 26. Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plazmid DNA oksidatif niikleaz aktivitesi (30
dakika beyaz 151k, 37°C). Bant 1: DNA kontrol (1 uL. DNA + 9 uL. Tampon); bant
2: DNA + %2 H20: ve 1 mM FeSO4 + Tampon; bant 3—5: DNA + %2 H»0; ve 1
mM FeSO4+ Tampon + 3PY-H>0 (10 uM—50 uM—-100 uM); bant 6-8: DNA + %2
H>0; ve 1 mM FeSO4+ Tampon + 3PY.NiQ (10 uM—50 uM—100 pM); bant 9—11:
DNA + %2 H20; ve 1 mM FeSO4+ Tampon + 3PY.CoQ (10 pM—50 pM-100
uM); bant 12-14: DNA + %2 H>O> ve 1 mM FeSO4+ Tampon + Metilen Mavisi
(10 uM-50 uM—100 uM).

4.4.4. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Oksidatif DNA Fotoniikleaz Aktivitesinin Incelenmesi

Sekil 27°de pBR322 siipersarmal plazmid DNA {izerinde 3PY.H-O, 3PY.NiQ ve
3PY.CoQ bilesiklerinin oksidatif fotoniikleaz aktiviteleri degerlendirilmistir. 3PY.NiQ,
oksidatif kosullarda DNA biitiinliigiinii 6nemli 6l¢iide bozmus ve DNA ylizdesinde ciddi
azalmaya neden olmustur. Jel goriintiisinde bu bilesigin farkli konsantrasyonlarda
uygulandigi bantlarda DNA’nin agik form ve lineer forma kaydig1 goriilmektedir. 3PY.H>O
ise daha sinirl bir etki gostermis, DNA siipersarmal formu biiyiik oranda korunmus ve DNA
yilizdesinde yalnizca kismi bir azalma gozlenmistir. Bu sonug, 3PY.H>O bilesiginin oksidatif
kosullarda DNA hasar1 olusturma kapasitesinin gorece diger bilesiklerle kiyaslandiginda
diisiik oldugunu diisiindiirmektedir. 3PY.CoQ varliginda ise DNA biitlinliigii belirgin sekilde
bozulmus, 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda siipersarmal formun azaldig1 ve pargalanma
tirtinlerinin arttig1 saptanmugtir. Grafik sonuglari da bu bulgularla uyumlu olup, 3PY.NiQ ve
3PY.CoQ’un DNA hasarmni artiric1 etkisinin daha belirgin, 3PY.H.O’nun ise daha zayif
oldugu anlagilmaktadir (Sekil 27).
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Sekil 27. Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plazmid DNA foto-oksidatif niikleaz aktivitesi
(30 dakika beyaz 151k, 37°C). Bant 1: DNA kontrol (1 uL. DNA + 9 puL Tampon);
bant 2: DNA + %2 H202 ve 1 mM FeSO4+ Tampon; bant 3—5: DNA + %2 H20:
ve | mM FeSO4+ Tampon + 3PY-H20 (10 uM—50 uM—100 uM); bant 6—8: DNA
+ %2 H202 ve 1 mM FeSO4+ Tampon + 3PY.NiQ (10 pM—50 uM—100 uM); bant
9-11: DNA + %2 H20; ve 1 mM FeSO4+ Tampon + 3PY.CoQ (10 pM—-50 pM—
100 uM); bant 12-14: DNA + %2 H>O; ve 1 mM FeSO4 + Tampon + Metilen
Mavisi (10 pM—50 puM—-100 pM).

Bilesiklerin 60 dakikanin sonunda da incelemesi yapilmis ve Sekil 28°de
gosterilmistir. Isiga maruz kalma siiresi ftalosiyaninlerin DNA foto-oksidatif niikleaz

aktivitesinde oldukca anlamli oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 28. Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plazmid DNA foto-oksidatif niikleaz aktivitesi
(60 dakika beyaz 151k, 37°C). Bant 1: DNA kontrol (1 uL DNA + 9 puL Tampon);
bant 2: DNA + %2 H202 ve 1 mM FeSO4+ Tampon; bant 3—5: DNA + %2 H20:
ve 1 mM FeSO4+ Tampon + 3PY-H20 (10 uM—50 uM—100 uM); bant 6—8: DNA
+ %2 H202 ve 1 mM FeSO4+ Tampon + 3PY.NiQ (10 pM—50 uM—100 uM); bant
9-11: DNA + %2 H20; ve 1 mM FeSO4+ Tampon + 3PY.CoQ (10 pM—-50 pM—
100 pM); bant 12-14: DNA + %2 H>O2 ve 1 mM FeSO4 + Tampon + Metilen
Mavisi (10 pM—50 uM—-100 pM).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, suda ¢ozilinebilir ftalosiyanin tiirevlerinin asetilkolinesteraz (AChE)
ve biitirilkolinesteraz (BuChE) enzimleri tizerindeki inhibitor etkileri hem deneysel hem de
in silico yontemlerle incelenmistir. Elde edilen veriler, 6zellikle 3PY.H2O bilesiginin her iki
enzim iizerinde anlamli inhibitdr aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. AChE i¢in
belirlenen ICso degeri (6.17 + 1.73 puM), klinikte Alzheimer tedavisinde kullanilan
galantaminin ICso degerine (2.54 + 0.56 uM) olduk¢a yakin olmakla birlikte, ftalosiyanin
tiirevlerinin gili¢lii inhibitér potansiyel tasidigini ve yapisal optimizasyon calismalariyla

etkinligin artirilabilecegini gostermektedir (96).

AChE inhibitorleri, Alzheimer hastaliginda biligssel fonksiyonlarin korunmasina
yardimct olurken, BuChE inhibitorlerinin 6zellikle hastaligin ilerlemis evrelerinde daha
belirgin bir rol iistlendigi bildirilmektedir (97). Bu arastirmada, 3PY.H-O bilesiginin her iki
enzimde de inhibitor etki goOstermesi, dual inhibitor potansiyelini isaret etmektedir.
Literatiirde dual inhibitdr stratejisinin, tek hedefe yonelik inhibitorlere kiyasla daha uzun
stireli terapotik etki sagladigi ve hastaligin semptomlarini daha etkili sekilde hafiflettigi
bildirilmistir (98).

Molekiiler kenetleme calismalar1 yalnizca 3PY.H20 bilesigi ile yiirtitiilmiis, elde
edilen baglanma serbest enerjisi degerleri deneysel ICso verileri ile uyumlu bulunmustur.
Kenetleme analizlerinde, ligandin AChE’nin aktif bolgesinde yer alan Ser200, His440,
Glu327 gibi katalitik triad amino asitleri ile hidrojen baglar1 kurdugu ve Trp84, Phe330 gibi
aromatik kalintilarla m—m etkilesimleri gerceklestirdigi goriilmiistii. Bu etkilesimler,
inhibitoriin aktif bolgeye yiiksek afiniteli baglanmasimni saglayarak enzimin katalitik

aktivitesini baskiladig1 goriilmiistiir (99).

Metal kompleksli ftalosiyanin tiirevlerinin kenetleme analizleri, mevcut teknik
smirliliklar  nedeniyle gerceklestirilememistir. Ancak literatiirde metal iyonlariin
ftalosiyanin g¢ekirdegine koordinasyonunun, molekiiliin diizlemsel yapisin1 ve elektronik
ozelliklerini degistirerek baglanma afinitesini artirabilecegi belirtilmektedir (100). Bu
nedenle, gelecekte yapilacak modelleme ¢alismalarinda metal kompleksli tiirevlerin de dahil

edilmesi, inhibitor potansiyelin daha kapsamli sekilde anlasilmasina katki saglayacaktir.
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Suda ¢oziinebilir ftalosiyaninlerin farmasoétik agidan en 6nemli avantajlarindan biri,
lipofilik yapili klasik ftalosiyaninlere kiyasla biyoyararlanimlarinin daha yiiksek olmasindan
kaynaklandig1 bilinmektedir (101). Ayrica, su ¢oziliniirliigii sayesinde fizyolojik kosullarda
agregasyon egilimi azalmakta ve biyolojik hedeflere ulagsma kabiliyeti arttig1 goriilmiistir.
Bu 6zellik, 6zellikle merkezi sinir sistemi hedefli ilag gelistirme ¢alismalarinda klinik agidan

Onemli bir avantaj saglamaktadir (102).

Literatiirde ftalosiyanin tlirevlerinin kolinesteraz inhibitor etkilerini arastiran
caligmalar smirli sayida olup, ¢ogunlukla fotodinamik terapi ve antioksidan ozellikler
lizerine yogunlasildigr gorilmiistiir (85). Bu agidan, calismada hem deneysel hem de
molekiiler modelleme verilerini birlikte sunarak literatiire 6nemli bir katki saglamak
amaglanmistir. Ayrica, 3PY.H2O bilesiginin suda ¢6ziinebilir yapisini temel alarak ve dual
inhibitor potansiyelini de géz oniinde alinirsa, gelecekte klinik dncesi arastirmalar i¢cin umut

verici bir temel olusturmasi adina 6nemli bir adim atilmis olacaktir.

Bu tez caligmasi, suda ¢oziinebilir ftalosiyanin tiirevlerinin AChE ve BuChE
enzimleri {izerindeki inhibitdr potansiyelini detayli bir sekilde ortaya koymustur. Ozellikle
3PY.H:O bilesigi, her iki enzimde de anlamli inhibitdr aktivite gostermistir. Molekiiler
modelleme sonuglari, deneysel verilerle uyumlu bulunmus ve inhibitor etkinligin molekiiler

diizeydeki mekanizmalar1 agiklanmistir.

Galantamin referans inhibitoriine kiyasla, incelenen diger bilesiklere gore daha
yiksek ICso degerlerine sahip olunmasi, etkinligin yapisal modifikasyonlarla
gelistirilebilecegini gostermektedir. Bu amacla, gelecekte yapilacak caligmalarda; metal
kompleksli tiirevlerin sentezlenmesi ve hem deneysel hem de in silico olarak test edilmesi
yapilabilirligini ortaya koymustur. Bunun yani sira yapisal optimizasyon stratejileri ile
baglanma afinitesinin artiritlmasi ve hiicre kiiltiirii ve in vivo modellerde biyolojik etkinligin

dogrulanmasi 6nerilmektedir.

Bu c¢alismada incelenen 3PY.H.O, 3PY.CoQ ve 3PY.NiQ bilesiklerinin DNA
tizerinde anlamli bir hidrolitik, fotoniikleaz veya oksidatif niikleaz aktivitesi gostermedigi
belirlenmistir. DNA biitlinliigiiniin korundugu bu sonug, ftalosiyanin tiirevlerinin karanlik

kosullarda genotoksik risk tasimadigini ortaya koymustur.

Literatiirde baz1 ftalosiyanin ve tiirevlerinin 1s1k varliginda DNA iizerinde

fotooksidatif hasar olusturabildigi bildirilmistir (103, 104). Ancak bu tez caligmasinda

52



kullanilan bilesiklerin, ayni kosullarda dahi DNA’da ciddi bir form degisikligine yol

acmamasi, onlarin daha giivenli bir profil sergiledigini diistindiirmektedir.

Benzer sekilde, Martins ve arkadaglarinin (2022) ftalosiyanin tiirevleri ile yaptiklari
calismada baz1 molekiillerin oksidatif DNA hasar1 olusturabildigi kayda ge¢mistir (105). Bu
tezin bulgulari ise, secilen bilesiklerin oksidatif stres kosullarinda bile DNA’ya zarar verme
kapasitesinin olduk¢a diisiik oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, bu bilesikler
kolinesteraz inhibitorliikk etkileri ile birlikte degerlendirildiginde, noérodejeneratif
hastaliklara yonelik ila¢ aday1 potansiyellerini genotoksisite agisindan destekleyen olumlu

veriler oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak, ftalosiyanin tiirevleri Alzheimer tedavisinde dual inhibitoér adaylari
olarak degerlendirilebilecek, suda c¢oziinebilirlikleri sayesinde farmakokinetik avantaj
sunabilecek ve gelecekte klinik Oncesi calismalara tasiyabilecek onemli kimyasal yapi
oldugunu biiyiik olc¢lide ortaya ¢ikarmis ve ileride yapilacak ¢aligsmalar i¢in literatiire 151k

tutacagi kanaatine varilmaistir.
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