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OZET

Yeni Ftalosiyanin Bilesiklerinin Alzheimer Hastaligi Uzerinde Etkinliklerinin

incelenmesi

Bu calismada suda ¢oziinebilen periferal tetra-({6-[3-
(dietilamonyum)fenoksi)heksil } oksi substitiie ¢cinko ve nikel ftalosiyanin (DE-C6-ZnQ ve
DE-C6-NiQ) bilesiklerinin Alzheimer hastaligina karsi ilag olma potansiyellerinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu  kapsamda  bilesiklerin  asetilkolinesteraz  ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonlar1 ve kinetikleri UV-Vis spektrofotometri ile
belirlenmistir. Bilesiklerin plazmid pBR322 DNA niikleaz 6zellikleri agaroz jel elektroforez
yontemi kullanilarak incelenmistir. Ayrica bilesiklerin kolinesteraz enzimlerine karsi
inhibisyonuna ait molekiiler kenetleme ¢aligsmalari ger¢eklestirilmistir. Bilesiklerin insan
noroblastoma hiicre hattina (SH-SY5Y) kars sitotoksik etkinlikleri [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir] (MTT) hiicre canlilig: testi kullanilarak incelenmistir.
Molekiiler kenetleme sonuc¢larma gére DE-C6-CN ve AChE arasinda BuChE'den daha giiclii
bir afinite oldugu bulunmustur. DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ, standart olarak kullanilan
galantaminden daha yiiksek inhibisyon etkilerine sahip ve her iki bilesik de Lineweaver-
Burk grafiklerine gore AChE ve BuChE iizerinde yarigmali inhibisyon gostermislerdir. DE-
C6-NiQ, SH-SYS5Y hiicrelerinde DE-C6-ZnQ'dan daha giiglii bir sitotoksik etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Tiim bu sonuglar, DE-C6-ZnQ'nun Alzheimer hastaliginin tedavisinde

kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer Hastalig1, Asetilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz,
Ftalosiyanin
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of New Phthalocyanine Compounds on Alzheimer’s

Disease

In this study, the aim was to investigate the potential of water-soluble peripheral
tetra-({6-[3-(diethylammonium)phenoxy)hexyl}oxy  substituted zinc and  nickel
phthalocyanine (DE-C6-ZnQ and DE-C6-NiQ) compounds as drugs against Alzheimer's
disease. In this context, the inhibitions and kinetics of the compounds on
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase enzymes were determined using UV-Vis
spectrophotometry. The plasmid pBR322 DNA nuclease properties of the compounds were
investigated using agarose gel electrophoresis. Molecular docking studies on the inhibition
of cholinesterase enzymes by the compounds were also conducted. The cytotoxic activities
of the compounds against the human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) were examined
using the [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) cell
viability test. According to the molecular docking results, it was found that DE-C6-CN had
a stronger affinity with AChE than BuChE. DE-C6-ZnQ and DE-C6-NiQ exhibited higher
inhibitory effects compared to the standard galantamine, and both compounds showed
competitive inhibition on AChE and BUChE according to Lineweaver-Burk plots. DE-C6-
NiQ was found to have a stronger cytotoxic effect on SH-SY5Y cells compared to DE-C6-
ZnQ. All these results indicate the potential of DE-C6-ZnQ in the treatment of Alzheimer's
disease.

Keywords: Alzheimer's Disease, Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase,

Phthalocyanine
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1. GIRIS ve AMAC

Demansin en yaygin tiirii olan Alzheimer hastaligi (AH), genetik faktorler ve yasla
yakindan iliskili, ¢ok yiiksek 6liim oranina sahip, ilerleyici ve yaygin olarak teshis edilen
norodejeneratifbir hastaliktir (1). Yaslilar arasinda siklikla gériilen demansin baslica nedeni
olan AH, epizodik bellekte geri doniisii olmayan bir diisiisle baslar ve daha sonra genel
bilissel yeteneklerde kayiplara neden olur (2, 3). AH, kademeli davranis bozukluklari ile
karakterize edilmektedir (4, 5). 65 yas lstii insanlarin yaklagik %12'si bu hastaliktan
etkilenmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), diinya ¢apinda 48.6 milyondan fazla insanin
bu hastalikla yasadigin1 tahmin etmektedir (6). Kiiresel olarak yaslanan niifusun sayisinin
artmasi, kronik dejeneratif hastaliklarin, merkezi sinir sistemi hasarinin ve AH gibi demansin

goriilme sikligini artirmaktadir (7).

AH'nin patolojik 6zellikleri temel olarak serebral korteks ve hipokampiiste ¢ok
sayida senil plak birikimi, belirli beyin bolgelerinde isleyen néronlarin ve sinapslarin kaybi
ve asetilkolin (ACh) eksikligi ile karakterizedir. Baslica klinik belirtiler, davranis
bozukluklar1 ve ¢esitli nérolojik hastaliklarin semptomlarmin eslik ettigi ilerleyici hafiza
kayb1 ve biligsel gerilemedir. Glinlimiizde, AH icin kolinerjik hipotez, amiloid beta (Ap)
birikimi hipotezi, tau proteini hipotezi ve oksidatif stres hipotezi gibi birgok hipotez vardir,
ancak AH'nin kesin patogenezi hala belirsizligini korumaktadir. AH, diinya ¢apinda 50
milyon demans vakasinin %60-70'ini olusturmakta, bilissel gerileme ile karakterize
edilmekte ve uzun zamandir kolinerjik sistemin diizensizligi ile de iliskilendirilmektedir (8,

9).

Kolinerjik hipotez, AH patogenezinde 6nemli olan ve hastaligin patogenezine iliskin
en eski teoridir. ACh 6grenme, hafiza ve diger yiiksek davranislardarol oynayan énemli bir
uyarict norotransmitterdir. ACh seviyesi, ACh sentezini ve salinimini diizenleyen merkezi
kolinerjik sinir sistemi tarafindan etkilenebilir (10). Temel 6n beyin kolinerjik néronlari
ogrenme, hafiza ve biligsel islevde 6nemli olup (11), hafiza ve 6grenmeyle ilgili kortikal ve
hipokampal alanlara hakimdirler. Ayrica, hayatta kalmalari ve farklilagsmalar1 sinir bilylime
faktoriine baglidir (12). Hipokampus, nikotinik asetilkolin reseptorleri (NAChR)
bakimindan zengin bir beyin bolgesidir (13). AH hastalarinda her zaman derin ve erken bazal
on beyin kolinerjik ndronlarinda dejenerasyon vardir. Demansin derecesi, bazal 6n beyin ile
hipokampus ve korteksin hedef dokular1 arasindaki sinaptik kayipla iliskilidir ve bu da bellek

azalmasinin ana nedeni olarak kabul edilir (14). Son yillardaki verilere gore, Alzheimer



hastalarinin beyinlerinde ciddi nérodejenerasyon, kolinerjik ndronlarin azalmasi ve ciddi
ACh eksikligi goriilmektedir. Ayrica kolin asetiltransferaz (ChAT) aktivitesi de 6nemli
Olclide azalmistir. Bu veriler AH nin patogenezinde rol oynayan kolinerjik sistemdeki

hasarin ciddiyetini daha da gozler 6niine koymaktadir (15).

Bu nedenle, kolinerjik sistemi restore etmek su anda AH tedavisi i¢in klinik bir
terapidir. Asetilkolinesteraz (AChE), AP iiretimi siirecinde 6nemli bir enzim olan sekretaza
dogrudan baglanir ve ekspresyonunu arttirir. Boylece bilissel islev bozuklugunu hizlandiran
AP seviyesini artmisg olur (16, 17). Ek olarak, anormal merkezi kolinerjik degisiklikler tau
proteininin anormal fosforilasyonunu, sinir hiicresi iltihabini, hiicre apoptozunu,
norotransmitter ve norohormon sistemi dengesizligini ve diger patolojik olaylar1 da
indiikleyebilir, ancak etki mekanizmasi hala belirsizdir. AH sadece hastalarin yasam ve
zihinsel kalitesinde ciddi ve geri doniisii olmayan hasara neden olmakla kalmaz, aym
zamanda aileleri ve toplum tizerindeki ekonomik ve tibbi yiikii de artirmaktadir. AH tedavisi

i¢in yeni ila¢ arayis1 devam etmektedir (18).

Ftalosiyaninler, en bilinen sentetik porfirin analoglaridir. Bu makrosiklikler,
fotovoltaik hiicreler, kimyasal sensorler, elektrokromik malzemeler, sivi kristaller ve
fotodinamik kanser tedavisi gibi birgok yiiksek teknoloji uygulamasi i¢in yaygin olarak
calisilan bilesiklerdir. Son yillarda, ftalosiyaninlerin enzim inhibitorii olarak kullanim

ozellikle dikkat ¢cekmektedir (19).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Béliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Zekeriya BIYIKLIOGLU ve ekibi tarafindan sentezlenen
suda ¢ozilinebilen periferal tetra-({6-[3-(dietilamonyum)fenoksi)heksil } oksi substitiie ¢inko
ve nikel ftalosiyanin (DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ) bilesiklerinin AH’nin tedavisinde
kullanilmak {izere uygun bir kolinesteraz inhibitorii olup olmadiginin belirlenmesi
amaglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak bilesiklerin sentezlendigi ligandin
kolinesteraz enzimlerine karst molekiiler kenetleme ¢alismasi yapilmistir. Daha sonra
bilesiklerin enzimler {izerindeki inhibisyon etkinlikleri spektrofotometrik yontemlerle
incelenmistir. Daha sonra bu bilesiklerin DNA niikleaz aktiviteleri agaroz jel elektroforez
yontemleri ile belirlenmistir. Ayrica, ftalosiyanin tiirevi bilesiklerin insan noroblastoma
hiicre hatt1 (SH-SY5Y) iizerindeki olasi sitotoksik etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil

tetrazolium bromiir (MTT) hiicre canlilik testi ile incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastalig

Alzheimer Hastaligi (AH), ilk olarak 1906 yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanmuis yiikii agir nérodejeneratif bir bozukluktur (20). AH, su anda diinya genelinde
50 milyon insan1 etkileyen ve diinya yasli niifusunun %5'ini olusturan demansin en yaygin

nedenidir. Bu sayinin, 2050 yilina kadar daha da artabilecegi ongoriilmektedir (21).

Klinisyenler ve arastirmacilar, bu hastaligin patogenezi iizerinde uzun siiredir
arastirma yapmaktadir. Beyindeki hiicresel ve molekiiler patolojinin degisimi, klinik
belirtilerden ¢ok daha dnce baslamis olabilir (22). AH net bir sekilde Amiloid beta (A)
birikimi ve norofibriler tau demetlerinin belirgin hale geldigi durumda teshis edilebilmekte
ve hastaligin ilerlemesini engellemek i¢in yeterli siire kalmamaktadir. Bu sebeple AH'yi
biyobelirte¢lerle tanimlamak ve ilerlemesini 6nleyebilmek i¢in yeterince erken teshis etmek
son derece zordur. AH genellikle bilissel degerlendirmeler yoluyla teshis edilmektedir (23).
AH teshisi konuldugunda mevcut olan baslica belirtiler hafiza kayb1, karisiklik ve diisiinme
ile iletisimde zorluklardir. Hastalik ilerledikge, hastalar anksiyete, ajitasyon veya sanrilar

gibi kisilik ve davranis degisiklikleri yasayabilmektedir (24).

AH’nin iki ana tiirli vardir. Birincisi, 65 yasindan Once demans belirtileri
basladiginda ve bir AH teshisi aldiginda meydana gelen erken baslangigli AH'dir. Diinya
genelinde erken baslangicli AH vakalarin %5—10"unu olusturur (21). Erken baslangigh
AH'nin ana nedeni, belirli genlerdeki mutasyonlarin ailevi kalitim araciligiyla kolaylastirdig
genetik yatkinliktir. Buna karsilik, ge¢ baslangicli veya sporadik AH, vakalarin ¢gogunlugunu
olusturur, ancak bu AH tiiriiniin nedenleri daha az tanimlanmis ve ¢ok faktorliidiir. Sporadik
AH'nin gelisimine katkida bulunan risk faktorlerinin ¢oklugu ve karmasikligi, arastirmacilar
ve klinisyenler i¢in bir bulmaca olusturmakta ve etkili tedaviye bir engel olusturmaktadir

(24).

Ancak bu belirtiler ile AH'de gozlenen bilissel bozukluklar arasindaki mekanistik
baglant1 hala iyi anlagilmamistir. Biriken kanitlar, ndronal sinapslarin kaybinin AH
patogenezinin erken evresinde meydana geldigini ve biligsel gerileme ile iliskilendirildigini
one stirmektedir (20). Ayrica, son arastirmalar AR ve tau proteininin néronal sinapslarda

etkili oldugunu ve hastalik ilerledikg¢e patolojik rollerini oynadiklarini 6ne siirmektedir (25,

26).



2.2. Alzheimer Hastalig1 Patofizyolojisi
2.2.1. Amiloid Beta Hipotezi

Bu hipotezde AH’ye sebep olan durum toksik AB’nin merkezi sinir sisteminde
birikmesidir. Sinir hiicreleri diger hiicre tiplerine gore daha fazla A tiretir ve bu da hiicreler

aras1 sinyallesme gibi merkezi sinir sisteminin normal fizyolojik faaliyetlerinde 6nemli rol

oynar (27, 31).

AP 4042 amino asitten olusan kisa bir peptittir, AB'nin Onciisii amiloid 6ncii
proteinidir (APP). Bu oncii protein ndronal sinapslarda yogunlagsan ve beyinde yiiksek
oranda eksprese edilen tek gecisli bir transmembran proteinidir. APP AB ile
karsilagtirildiginda daha biiyiik bir 6ncii molekiildir. APP'nin fizyolojik islevleri
belirsizligini korusa da beyin gelisimi, hafiza ve sinaptik plastisitede onemli bir rol
oynamaktadir (28, 29). Sadece noronlar1 korumakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicreler arasi
etkilesimleri modiile ederek néronlarin biiylimesini ve sinaptik plastisiteyi diizenler (30).
APP'deki mutasyonlarin, senil plaklar olusturan ve periferik ndronlarda dejeneratif

degisikliklere neden olan AP sentezinde artisa yol actig1 gosterilmistir (31).

AP peptidleri, APP'nin amiloidojenik yol olarak da bilinen f—sekretazlar ve y—
sekretazlar tarafindan boliinmesi sonucu tiretilir. En bol bulunan A tiirleri 27—43 amino asit
uzunlugundadir. AP iretildikten sonra bir monomer olarak hiicre dis1 bosluga salgilanir.
Dizilimi nedeniyle, AP (6zellikle AP 42) konsantrasyona bagli bir sekilde meydana gelen
yiiksek bir agregatlasma egilimine sahiptir. AB'ye ek olarak, amiloidojenik yolda ¢6ziiniir
amiloid oncii protein beta (APPsp), B—sekretaz ile parcalanmig APP C-terminal iiriinii
(BCTF) ve amiloid oncii proteini hiicre i¢i alan1 (AICD) gibi diger molekiiller de olusur.
APP'nin o—sekretaz tarafindan pargalanmasi ¢oziiniir amiloid 6ncii protein alfa (APPsa) ve
a—sekretaz ile pargalanmig APP C-terminal {irinii (o CTF) olusturur ve AB olusumunu 6nler;
aCTF daha sonra y—sekretaz tarafindan p3 peptidi (p3) ve AICD'ye parcalanir (Sekil 1). Tim
hiicreler AP iiretmesine ragmen, sinaptik aktivite gosteren hiicrelerde yliksek seviyelerde

tiretilir ve liretimi ve salinimi sinaptik aktivite tarafindan diizenlenir (32).
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Sekil 1. Amiloidojenik yol (Knopman’dan, 32)

Viicudun kronik strese verdigi yanit, néronal protein sentezi oranini artirir ve bu da
fosfat gibi yan iirlinlerin birikmesine yol agar. Protein sentez bolgesindeki yiiksek fosfat
konsantrasyonlar1 APP'nin fosforilasyonunu tesvik edebilir. Dahasi, B-sekretaz APP'nin
fosforilasyonuislemine katilir ve bu da daha fazla A birikimine yol acar. Bununla birlikte,
viicutta AP konsantrasyonunu stabilize eden siire¢ belirli kosullar altinda kontrolden
cikabilir. Ornegin, dogal AP, fosforilasyon ve amiloid isleminden gecen ve AP
konsantrasyonlarinin artmasina yol agan ilave APP sentezini indiikleyebilir. Bu arada,
yikksek AP konsantrasyonlart APP sentezini indiikleyebilir ve periferik noéronlarda

amiloidozu tetikleyebilir (31, 33).

AP peptitleri, kararli bir ikincil yap1 sergileyen yanlis katlanmis proteinlerdir. Ayrica,
APB'min anormal birikimi beyinde norotoksisiteye yol acar. Monomerik AP parcalarn
¢Oziinebilir maddelerdir. Coziinmeyen oligomerler halinde toplanirlar ve daha sonra
norolojik plaklar olustururlar. Bu durum da noronlar1 ve sinapslari olumsuz etkileyerek

AH’nin olugmasina sebebiyet verir (Sekil 2) (31, 33-34).
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Sekil 2. AB proteinlerinin AH’de olusumu (Panza’dan, 35)

2.2.2. Tau Hipotezi

Tau normalde akson sitoplazmasinda bulunan mikrotiibiil ile iliskili bir proteindir.
Ancak ayni zamanda hem presinaptik hem de postsinaptik kompartmanlarda bulunur ve
nikkleer membranla iliskilidir (36-38). Tau'nun ana islevi hiicre biitiinliigiiniin
stirdiirilmesinde temel faktorlerden biri olan mikrotiibiilleri stabilize etmektir ve bunu da bir
tiir tiibiilin bilesimini tesvik ederek yapar (37—-39). Tau sinaptik aktivite ile hiicre dis1 bosluga

salinir ve postsinaptik néronlar ve glia tarafindan alinan bir molekiildiir (32).

Tau, post translasyonel modifikasyonlara ve agregasyona yatkin hale gelebilir. Bu
oldugunda, hiicre govdelerinde ve dendritlerde hiperfosforile bir formda birikir. Tau-tau
etkilesimlerinin ve hiperfosforilasyonunun AH'deki roliinii tanimlamak ig¢in g¢esitli
molekiiller incelenmistir (40). Mikroglial hiicreler ve astrositlerde bulunan, sinyalizasyonu
saglayan ¢ok sayida faktoriin bu durumla iliskili oldugu ortaya konulmustur (41). Bu
faktorler NF-kB salinimina ve TNF—a ve interlokinler gibi pro—inflamatuar aracilarin asiri
tiretimine yol acarak beyin hiicrelerinde inflamatuara ve norotik hasara neden olmaktadir.
Inflamatuar aracilarin asir1 ekspresyonu da mitojenle aktive olan protein kinazin (MAPK)

aktivasyonuna yol agmakta, bu da sikline bagimli kinaz—5'i (CDK-5) aktive etmektedir. Bu



kinazlarin aktivasyonu nihayetinde tau fosforilasyonuna yol agmaktadir. Bu bulgular,
kinazlarin  asir1  aktivasyonunun  ve  fosfatazlarin  inaktivasyonunun  tau
hiperfosforilasyonunun indiiklenmesine yol acacagini gostermistir. Bu nedenle, glikojen
sentaz kinaz-3p (GSK-3p) gibi kinazlar, CDK-5, tau protein kinaz—I (TPKI), mikrotiibiil
afinitesini diizenleyen kinaz (MARK), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen protein kinazlar 1 ve
2 (ERK1/2), MAPK, AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), ¢ift 6zgiilliiklii tirozin-
fosforilasyonla diizenlenen kinaz-1 A (Dyrk1A), Src ailesi reseptor olmayan tirozin kinaz
(SFK'lar), protein kinaz—A (PKA), Ca?*kalmodulin bagimli kinaz (CaMK) ve Janus kinaz
(JNK) tau hiperfosforilasyonundan sorumludur (Sekil 3). AH'de tau proteinleri
hiperfosforile olarak ¢6ziinmeyen hiicre i¢i norofibriler yumaklara doniisiir ve beyin
hiicrelerinin mikrotiibiillerine baglanma ihtimali azalir. Bu hiperfosforile formlar
birbirlerine baglanarak, noronal plastisiteyi bozan ve norodejenerasyona neden olan

norofibril yumaklar adi verilen diigiimler olusturur (42).
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GSK-3B. CDK-5, TPKI, Fosfatazlar
MARK, ERK1/2, MAPK, PPs
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Sekil 3. Tau proteinin hiperfosforilasyonu ve AH olusumu (Sharma’dan, 42)

2.2.3. Oksidatif Stres Hipotezi

Beyin, yiiksek diizeyde oksijen tiiketir; ancak diisiik diizeyde antioksidana sahiptir.
Bu durum, beyini oksidatif strese kars1 daha savunmasiz hale getirir. Oksidatif stres,

viicuttaki pro—oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengesizligin bir sonucudur (43).



Beyin sistemi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hasara karsi bir savunma olarak
antioksidan faktorleri kullanir (44). ROS, temel olarak mitokondriyal elektron tasima
zincirinden, metal degerligindeki degisikliklerden ve enzimatik reaksiyon siire¢lerinden (6r.
MAO-B, NADPH oksidaz) tiiretilen hidroksil iyonu (OH"), siiperoksit anyonu (Oz"), singlet
oksijen (*0,), hidrojen peroksit (H,02) gibi tiirleri igerir. Normal fizyolojik kosullar altinda,
ROS sinyal yolaklarinda ve transkripsiyon aktivasyonunda 6énemli bir rol oynar. Ancak,
ROS siirekli olarak arttifinda antioksidan aktiviteyi asabilir, hiicre biyolojik
makromolekiillerine (fosfolipid tabaka, protein, niikleik asit) zarar verebilir, hiicrenin
normal islevini bozabilir, mitokondriyi proapoptotik proteinler iiretmesi i¢in uyarabilir ve

nihayetinde merkezi sinir sisteminde néronal apoptozu indiikleyebilir (45).

Amiloid beta hipotezine gore, AP peptitleri giiclii sitotoksisite sergiler. AB peptitleri,
N-metil-D—aspartat (NMDA) reseptorlerinin aktivitesini bozarak ekstraselliiler ROS
olusumuna ve ndéronlara asir1 kalsiyum girisineneden olarak nihayetinde mitokondriyal islev
bozukluguna yol agar. Ayrica, AP peptitlerinin birikimi AP lifleri ve ekstraselliiler senil
plaklar olusturur, bu da oksidatif strese neden olabilir ve hiicre apoptozunu tesvik edebilir
(46-47). Oksidatif stres, APP'nin modifikasyonunda ve ilgili sekretaz aktivitelerinin
diizenlenmesinde dnemli bir rol oynar. Oksidanlar ve oksidatif irlinler, oksidatif stres altinda

APP'nin ifadesini artirabilir, bu da AB'nin birikmesine yol agabilir (48, 49, 52).

Intraseliiler nérofibril yumaklar, AH’nin ikinci en belirgin patolojik 6zelligidir ve
hiperfosforlutau icerirler. Tau'nun hiperfosforlanmasi, protein kinazlarinin ve fostfatazlarin
anormal aktivitesi tarafindan baslica nedenlerden biridir ve tau protein kinaz aktivasyonu ve
fosfataz inhibisyonu tarafindan diizenlenir (50). Oksidatif stres, tau fosforilasyonunu
indiikleyerek bu protein kinazlarini, 6zellikle GSK—3pB, dogrudan etkileyebilir. Oksidatif
stres, tau fosforilasyonuna ve ndrofibropati olusumuna katkida bulunabilir. Patolojik
kosullar altinda, ROSun normal fonksiyonu bozulur ve ardindan CDK-5 ve GSK-3f3
kinazlariile etkilesime girer, sonugta hiperfosforilasyona ugrar. Daha sonra, mikrotiibiillere
baglanma yetenegini daha da bozar ve mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu hizlandirarak
sinirsinyallerininiletimini keser. Tau hiperfosforilasyonu patofizyolojisinde oksidatif stres,
JNK aracili apoptoz ve ndronal hiicre dongii bozukluklarini beyinde indiikleyebilir. Tau
proteininin hiperfosforilasyonu, mikrotiibiil bozuklugu ve tau proteininin birikimi ROS

tiretimini tesvik edebilir (52, 53). Calismalar, fosforile tau oligomerlerinin nérotoksisitede



onemli faktorler oldugunu gostermistir. Fosforile tau ayrica peroksizom proteazomun

taginmasini engelleyebilir ve oksidatif stresin meydana gelmesini tesvik edebilir (52).
2.2.4. Kolinerjik Hipotez

AH'nin baslangici ve evrimiyle ilgili mekanizmalar arasinda, tizerinde ¢ok ¢alisilmis
bir hipotez, AH patogeneziyle ilgili ilk teori olan kolinerjik hipotezdir. Genel olarak, AH
tastyicilarinin beyni, daha dnce tanimlanan histopatolojik belirteclere ek olarak, atrofi,
sinaptik kay1p ve merkezi norotransmisyonda eksiklik gosterir. Bazal 6n beyin néronlarinda
genel bir dejenerasyon vardir. Hastaligin baslangicinda bazal c¢ekirdekteki ve korteksteki
kolinerjik noronlarda kayip vardir, ancak AH'nin ileri evresinde bazal ¢ekirdekteki kolinerjik
noronlarin %90'indan fazlasi kaybolur (53). 1970'lerde beyindeki kolinerjik defisitlerin ACh
sentezinden sorumlu olan ChAT enzimiyle iligkili oldugu bildirilmistir. ACh’nin bilissel
islevdeki temel rolii nedeniyle, AH'nin kolinerjik hipotezi 6nerilmistir. Beyinde ACh, hafiza,
dikkat, duyusal bilgi, 6grenme ve diger kritik islevler gibi ¢esitli fizyolojik siire¢lerde yer
alir. Kolinerjik noronlarin dejenerasyonunun AH'de gerceklestigi ve bilissel islevlerde
degisime ve hafiza kaybina neden oldugu bulunmustur. Beyinde bulunan ChAT; 6grenme,
hafiza ve biligsel islevlerin ndromodiilasyonunda énemli rolii olan bir nérotransmitter olan

ACh’nin sentezinden sorumludur (54).

Kolinerjik sinir iletimi, ACh’nin sentezinde, depolanmasinda, tasinmasinda ve
parcalanmasindarol oynayan proteinlere dayanir. Bu, kolinerjik ndronlarin sitoplazmasimda
kolin ve aktif asetatin yaklasik %20'sinin sentezlendigi ve ¢ogunlugunun da terminal
boliimlerde sentezlendigibir siirectir. Kolin ndronun disindan gelir (6zellikle lesitin kaynakli
lipid parcalanmasindan ve ACh hidrolizinden kaynaklanir) ve spesifik bir tasima
mekanizmasinin miidahalesi ile akson terminali tarafindan yakalanir. Asetil-koenzim A
(asetil-KoA), mitokondride piriivatin oksidasyonu ile olusur. Kolinin asetil radikali ile
esterlesmesi, yiiksek konsantrasyonlarda kolinerjik sinir u¢larinin sitoplazmasinda bulunan
¢Oziiniir bir enzim tarafindan katalize edilir ve enzimin aktivitesi néronal depolarizasyon,

kalsiyum iyonlarinin akisi ve enzimin fosforilasyonu tarafindan diizenlenir (55, 56).

ACh’nin salinimi sinaptik keseciklerin ekzositozu ile gergeklesir. Bu kesecikler, 6n
sinaptik zarla birleserek sinaptik boslugun i¢indeki nérotransmitter igerigini ortadan kaldirir
ve burada hem muskarinik hem de nikotinik reseptorleri aktive edebilir. Gomiili
keseciklerin zarlar1 gecgici olarak sinir membraninin yilizeyini genisletir ve ardindan

endositoz silirecine ugrayarak kesecik olusturmayi sinir hiicresi u¢ noktasinin
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sitoplazmasinda geri yiiklerler. Sinir impulsu norotransmitter ACh’nin saliniminm biiyiik
Ol¢iide artirir. Salinim aktivitesi depolarizasyon kontroliinde olan yavas kanallarm
acilmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan kalsiyum iyonlarinin girisi nedeniyle meydana
gelir. ACh, sinaptik araligi geger; kismen onu hidrolize eden AChE tarafindan korunur.
Bunun nedeni, bazi kanallarin varligi, fazla substratin inhibisyonu veya postsinaptik
membranin belirli bilesenleri tarafindan olusabilir. ACh molekiilii, aktif reseptor yiizeyinin
anyonik bir bolgesine giren katyonik bir uca ve bir ester grubuna sahiptir; bu grup, ylizeyin
esterofilik bir bolgesi tarafindan sabitlenir. Kolinerjik reseptor kompleksinden parcalanan
ACh, sinaptik aralikta bulunan ve muhtemelen bazal lamina ile iliskili olan AChE etkisi
altinda hizla hidrolize edilir ve etkisiz hale getirilir. ACh, kolin ayristirildiktan sonra,
presinaptik koliner ndronlarda aktif bir tasima sistemi araciligtyla toplanir (Sekil 4) (55, 57,

58).
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g — Kolin Asetiltransferaz — Asetilkolinesteraz Bl —» Kolin Tasiyicist
ChT

Y —» Vezikiiler Asetilkolin
VAChT Tastyicisi

— Transselliiler Membran

Sekil 4. Kolinerjik sinir iletimi (dos Santos’dan, 53)

Yapilan arastirmalarda, Alzheimer hastaligina yakalanan kisilerin beyninde ChAT
seviyelerinin azaldigi bildirilmistir. ChAT enziminin azalmasi, ACh’nin AH'deki 6nemli

rolii hakkinda fikir olusturmustur. Ayrica, AH sirasinda nérodejenerasyonun meydana
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geldigi hipokampal ve neokortikal bolgelerde ChAT enziminin biiyiik 6l¢iide azaldig
bildirilmistir. Alzheimer hastalar lizerinde yapilan ¢calismalarkolin taginmasi, ACh salinimu,
nikotinik ve muskarinik reseptor ekspresyonu ve aksonal tasinma gibi kolinerjik
anormalliklerin davranigsal islev bozukluklarina 6nemli 6l¢iide katkida bulunabilecegini 6ne
stirmistiir. Bu bulgular, AH tedavisinde kolinerjik replasman tedavisinin birincil yaklagim
olmasi gerektigini ortaya koymustur. Kolinerjik hipotez, AH'nin erken evresinde kolinerjik
noronlarin etkilendigini ve bazal 6n beyinde ACh sentezinde yer alan kolinerjik islevlerin

kaybinin bilissel islev bozukluklarina yol agtigini belirtmektedir (42).

2.2.4.1. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar, ilk defa 1914'te Henry Dale tarafindan 6ne siiriilmiis olup, 1930'dan
beri siiren detayli ¢galismalar neticesinde serin hidrolaz sinifina aittir. Bu enzimlerin aktif
bolgede gorev alan reaktif serisinin ve aktif bolgenin amino asit dizilimi, 1959 yilindan

itibaren belirlenebilmektedir.

Kolinesterazlar, ACh ve biitirilkolin (BCh) gibi kolin tiirlerinin ayrigma
tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimler, plazma ve diger viicut sivilarinda genis
bir dagilima sahiptir. Substrat spesifikligine gore ikiye ayrilmislardir; bir tanesi segici olarak
ACh’1 hidroliz eden asetilkolinesteraz (AChE; E.C. 3.1.1.7), digeri ise ACh ve diger kolin
esterlerini hidroliz edebilen biitirilkolinesteraz (BUChE; E.C. 3.1.1.8) dur.

AChE ve BuChEnin temel fonksiyonu kolinerjik sinirsel iletiminin
sonlandirilmasidir. Kolinesterazlar, hiicre yenilenmesi, farklilasmasi ve ¢esitli etkenlere

yanit olarak ortaya ¢ikan stresle birlikte AP olusumunda da goérev almaktadir (114).
2.2.4.1.1. Asetilkolinesteraz

AChE (EC 3.1.1.7), karboksilesteraz enzim ailesine ait spesifik bir esterazdir.
Agirlikli olarak nérotransmitter ACh’1 hidrolize eder. AChE, o6zellikle kirmizi kan
hiicrelerinde ve beyinde néromiiskiiler kavsaklarda ve kolinerjik beyin sinapslarinda ytiksek

konsantrasyonlarda bulunur.

AChE sirasiyla bir, iki veya dort katalitik alt birim iceren G1, G2 ve G4 olarak da
bilinen monomerik, dimerik ve tetramerik globiiler formlarda bulunur. Yalnizca G1 ¢6ziiniir
olarak bulunurken, G4 hem ¢6ziiniir hem de membrana bagli olarak bulunur (59). Demanssiz
insan beyninde AChE, toplam kolinesteraz aktivitesinin %80'ini olusturur ve oranlar1 farkl

beyin bolgelerinde degisen Gl ve G4 formlarinda bulunur. Alzheimer hastalarmn
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beyinlerinde, biiyiik olasilikla presinaptik terminallerin kaybina bagli olarak belirli
bolgelerde G4 membrana bagli formun seviyesinde %90 oraninda se¢ici bir azalma olurken,

G1 formunun seviyeleri degismeden kalir (60, 61).

AChE, x-151n1 kristalografisiile 20 A derinliginde oldugu gosterilen, ACh'nin difiize
oldugu ve pargalandigi esas olarak hidrofobik bir aktif gecide sahiptir. ACh bu aktifbolgeye
girdiginde iki yere baglanir: ge¢idin tabanina yakin bir katalitik bolge ve ortada bir kolin
anyonik baglanma bolgesi. ACh, kolin ve asetata hidrolize olur ve bdylece nérotransmitter
islevi sona erer. Bu oldukg¢a verimli bir siiregtir, tek bir AChE birimi saniyede yaklasik 1 x10°
ACh molekiiliinii parcalar. AChE, ACh i¢in olduk¢a secicidir ve diisik ACh
konsantrasyonlarinda daha yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir, bu da daha yiiksek dozlarda
substrat inhibisyonu ile sonug¢lanir. AChE'nin periferal anyonik bolgesi (PAS), aktif bolge
gecidinin girisinde bulunan alt bolge, AChE'nin substrat inhibisyonuna aracilik eder (61).

2.2.4.1.2. Biitirilkolinesteraz

BuChE (EC 3.1.1.8), farkli kolin esterlerini hidrolize eden spesifik olmayan bir
kolinesteraz enzimi tiiriidiir ve insan karacigeri, kan serumu, pankreas ve merkezi sinir
sistemi basta olmak {izere viicudun her yerinde yaygin olarak bulunur. Beyinde, BuChE

oncelikle glial hiicreler ve endotel hiicreleri ile iliskilidir (61, 62).

BuChE, AChE ile yapisal homolojinin %65'ini paylagsmaktadir. Normalde, BuChE
beyinde destekleyici bir rol oynar ve temporal kortekste yaklasik %10 kolinesteraz
aktivitesini olusturur. AChE gibi, BUChE enzimi de norotransmitter ACh'nin hidrolizinde
rol oynar ve bu nedenle, kolinerjik eksiklikle karakterize bir hastalik olan AH'de uygun bir
terapotik hedef olarak onerilmistir. AChE ve BuChE farkli K, (Michaelis Menten sabiti)
degerlerine ve dolayisiyla ACh konsantrasyonlarina farkli kinetik yanitlara sahiptir. Diisiik
ACh konsantrasyonlarinda AChE oldukea etkilidir ancak BuChE ¢ok daha az etkilidir.
Bununla birlikte, daha yiiksek ACh konsantrasyonlarinda, AChE substrat inhibisyonuna
ugrarken, BuChE ACh'nin hidrolizinde oldukga verimli hale gelir (61, 63).

AChE ile karsilastirildiginda normal memeli beynindeki diisiik ekspresyonu
nedeniyle, BuChE'nin insan beynindeki 6nemi ilk basta hafife alinmistir. Ancak daha sonra
yapilan ¢alismalar BuChE'nin sinir sistemindeki 6nemini, o&zellikle de AH gibi
norodejeneratif hastaliklarda beyindeki ACh seviyelerinin diizenlenmesindeki 6nemli

roliini dogrulamistir. AH'de, AChE seviyeleri belirli beyin bdlgelerinde %85'e kadar
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diiserken, BuChE seviyeleri (0zellikle G1 formu) hastalik ilerledikce artar. AChE'nin
BuChE'ye oram1 AH'min ilerlemesiyle degistiginde bu, BuChE'nin normalde oynadigi

yardimci rolii degistirir ve bunun yerine BuChE'yi artan islevsel 6neme sahip bir enzim

haline getirir (61, 64).
2.3. Alzheimer Hastaligi Tedavisinde Kullanilan fla¢ Molekiilleri

AH ilag¢ kesfi, norotransmitter olan ACh seviyelerinin anormal oldugunun tespit
edilmesiyle baglamistir. ACh, sinaptik iletisimde 6nemli bir rol oynar ve AH ile olas1 bir
iliskisi vardir. Bu iligki, sinaptik ACh konsantrasyonunu artirmak amaciyla AChE

aktivitesinin inhibisyonuyla gergeklestirilmistir (65, 69).

Dort AChE inhibitérii AH tedavisi icin Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Bu inhibitorlerden biri olan takrin su anda
pazarlanmamaktadir. Diger ti¢ AChE inhibitorii ise galantamin, rivastigmin ve donepezil dir
(66). Bu AChE inhibitorleri, biligsel fonksiyonlarda iyilesme saglama ve giinliik
aktivitelerde gegici stabilizasyonu tesvik etme konusunda benzer etkilere sahiptirler (67).
AChE inhibitérleri, AH nin 6zgiil biyolojik durumuna odaklanarak presinaptik kolinerjik
hiicre kaybin1 Onlemeye ve korteksteki postsinaptik kolinerjik noronlar1 korumaya
yonelmistir (68). Bu nedenle, AChE aktivitesini bloke ederek, kolinerjik iletimde artis
saglanmis ve bu, laboratuvar ¢aligmalarinda ve klinik deneylerde daha iyi biligsel islevlerin
gbzlemlenmesiyle sonuglanmistir. Ancak, sistemik AChE inhibisyonuna bagli olarak baz
davranissal ve fizyolojik yan etkiler de gézlemlenmistir (65). Kolinerjik hipotezle ilgili
olarak, gelistirilen kolinesteraz inhibitorlerinin AH nin biligsel bozuklugunu yalnizca orta
diizeyde hafiflettigi ve hastaligin ilerlemesini durdurmakta basarili olamadigi birkag sorun
bulunmaktadir. AChE inhibitorleri yiiksek dozlarda sadece AH ileri evrelerinde avantajli

olabilir ve tedavinin yan etki ve ilag yiiki riskine kars1 dikkatle ayarlanmasi gerekebilir (42,
69).

Donepezil, AH nin tedavisinde diinya genelinde tercih edilen bir ilagtir. Donepezil,
diger AChE inhibitorlerine kiyasla daha yiiksek bir secicilige sahiptir ve ayni zamanda
biligsel iyilesme agisindan en etkili geri dontlistimlii AChE inhibitor aktivitesini sergileyen
bir piperidin tirevidir (Sekil 5). Bu 6zellikleri sayesinde, Alzheimer hastalarinin bilissel
islevlerini iyilestirmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Ayrica, donepezil, BUChE iizerinde

AChE'ye gore yaklasik 500-1000 kat daha yiiksek bir secicilige sahiptir. Bu, donepezilin
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AChE'yi hedef alirken BuChE'yi neredeyse 10 kat daha giiclii bir sekilde inhibe ettigi
anlamina gelir. Bu, donepezilin tercih edilme nedenlerinden biri olabilir, ¢iinkii BuChE'nin
aktivitesinin artmas1 AH ile iligkilendirilen baz1 patolojik siireglerle baglantili olabilir ve

BuChE inhibisyonunun, tedaviye ek fayda saglayabilecegi diisiiniilmektedir (69, 70).

Sekil 5. Donepezil yapisi (Stanciu’dan, 58)

Rivastigmin, hafif ila orta siddette AH’ye bagli demansin tedavisi i¢in dnerilen bir
ilagtir (Sekil 6). AH’nin tedavi odaklarindan biri, beynin ACh seviyelerini artirmak ve bu
ndrotransmitterin eksikligini telafi etmektir. Beyinde ACh'yi pargalayan iki farkh
kolinesteraz enzimi bulunur: AChE ve BuChE. Rivastigmin, diger kolinesteraz
inhibitorlerinden farkli olarak, geri doniisiimlii olarak bu iki enzimi de bloke ettigi ve sonug
olarak genel olarak ACh seviyelerini artirdigi gosterilmistir. Bu nedenle, Alzheimer
hastalarinin bilissel islevlerini iyilestirmek ve semptomlari hafifletmek i¢in kullanilan bir

ilagtir (69, 71).

SN

Sekil 6. Rivastigmin yapisi (Stanciu’dan, 58)

14



Galantamin hidrobromid, hafif ile siddetli AH’yi tedavi etmek amaciyla bitki
kaynaklarindan izole edilmis bir tersiyer alkaloiddir (Sekil 7). Galantamin, ¢ift etkili bir ilag
olarak islev goriir; hem ACh-nikotinik reseptorlerin allosterik modiilatoriidiir hem de
AChE'yi geri doniisiimlii yarismali bir sekilde inhibe eder (69, 72). Galantaminin baz
ozellikleri, biiyiikk bir eliminasyon hacmi, diisiik protein baglanmast ve yliksek
biyoyararlanmadir. Bu, galantaminin viicutta hizli bir sekilde dagildigin1 ve yiiksek bir
biyoyararlanim oranina sahip oldugunu gosterir. Kisa siireli ¢ift kor, plasebo kontrollii
calismalar, galantamin tedavisinin hafif—orta siddetli AH olan bazi hastalarda bilissel
degerlendirmelerde ve genel degisim olgtimlerinde orta derecede kazanimlara yol agtigim
gostermektedir. En etkili dozun 16-24 mg/giin arasinda oldugu goriinmektedir ve bu doz
araliglr diinya capindaki bir¢cok bdlgede onerilen optimal uygulanan dozudur. Diger
kolinesteraz inhibitdrleri gibi, galantaminin terapotik etkisi benzer diizeydedir. Galantamin
kullanan bazi bireylerde, dozun azaltilmasi ile daha iyi hale gelebilen hafif gastrointestinal
yan etkiler gelisebilir. Bu nedenle, galantamin tedavisi altinda olan hastalarin yakindan

izlenmesi ve uygun doz ayarlamalarinin yapilmasi 6nemlidir (69, 73).

Sekil 7. Galantamin yapis1 (Massoulie’den, 59)

Takrin, AH i¢in FDA onayi alanilk ilag olmasiyla dikkat ¢cekmektedir (Sekil 8). 1993
yilinda onaylandiginda, hafif—orta siddette AH’nin etkili bir tedavisi olarak goriiliiyordu.
Ozellikle, merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde ilacin kan beyin bariyerini (KBB)
hizla gecisi biiyiik bir basar1 olarak kabul ediliyordu. Ayrica, yapilan calismalar Alzheimer
hastalarinda biligsel performansi iyilestirebilecegini géstermistir. Ancak, takrinin karaciger

hasartylailigkilendirilmesi endiselerinedeniyle 2013 yilinda piyasadan ¢ekilmistir (69, 74).
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Sekil 8. Takrin yapis1 (Massoulie’den, 59)

2.4. Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninler, isoindol gruplariyla bagli porfirin halkasi igeren makrosiklik
bilesiklerdir ve delokalize 18 m-elektron i¢eren iki boyutlu bir geometriye sahip, non—

stibstitiie iki pirol hidrojen atomuna sahiptir (Sekil 9) (75).

pag<S
%

Sekil 9. Ftalosiyanin yapisi (Araujo’dan, 113)

Ftalosiyaninler ve metal kompleksleri, elektronik yap1 6zellikleri nedeniyle malzeme
biliminde birgok uygulama i¢in Onemli kompleksler olarak kabul edilmistir.
Ftalosiyaninlerin 6zellikleri, farkli metallerin eklenmesi, eksenel ve cevresel ligandlarin
degistirilmesi ve siibstitlientlerin kullanilmasi gibi yontemlerle modiile edilebilir. Bu
modifikasyonlar, elektrokromik cihazlar (76), fotoduyarlastiricilar (77), giines pilleri (78),
katalizorler (79), agir metal sensorleri (80) gibi 6nemli uygulama alanlarinda kullanilmaya

devam etmelerini saglar (81).
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Bilim insanlar1 son yillarda ftalosiyanin bilesiklerine, suda ¢oziiniir formlarinm
sentezlenebilmesi, antioksidan, antibakteriyel, DNA etkilesimi, enzim inhibisyonu,
antikanser ve fotodinamik terapi gibi farmakolojik ve biyolojik uygulamalarda
kullanilabilirligi nedeniyle ilgi duymaktadir (82-87). Bu uygulamalar arasinda
ftalosiyaninlerin enzim inhibitorii olarak kullanimi son yillarda siklikla arastirilmaktadir. Bu
uygulama alanlarinda kullanim igin ftalosiyanin komplekslerinin ¢oziiniirliigiiniin
saglanmas1t ¢ok Onemlidir. Ftalosiyanin komplekslerinin ¢oziiniirliigli, bilesiklerin
etkinligini artirmak igin kritik bir faktordiir. Periferal, periferal olmayan veya eksenel
pozisyonlarda ¢esitli siibstitiientlerin eklenmesi ve © elektron yogunlugunun uzatilmasi,
coziiniirliik 6zelliklerini arttirmakla birlikte elektronik ve absorpsiyon 6zellikleri tizerinde

de giiclii bir etkiye sahiptir (88).
2.5. Literatiir Ornekleri

Bu boliimde ftalosiyanin bilesiklerinin AChE ve BuChE enzim inhibitor 6zelliklerini

ortaya koyan literatiirdeki ¢alismalara yer verilmistir.

Kogyigit ve arkadasglari 2022 yilinda periferal 1,2,3—triazol grubu siibstitiie
metalloftalosiyanin tiirevlerini sentezlemistir. Ardindan bilesiklerin AH {izerindeki etkisini
arastirmak tizere AChE enzimine karsi inhibisyon etkinligini incelemistir. Bu yeni
metalloftalosiyanin tiirevleri (2—6),40.11 +5.61 — 78.27 + 15.42 uM araliginda K; degerleri
ile AChE'yi etkili bir sekilde inhibe etmistir. Ayrica, metal komplekslerinin kimyasal ve
biyolojik aktivitelerini karsilastirmak i¢in teorik hesaplamalar incelendiginde sonuglarin

uyumlu oldugu bulunmustur (Sekil 10) (81).
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M: Zn (2), Mn (3), Ni (4), Cu (5), Co (6)

Sekil 10. Metalloftalosiyanin tiirevleri (2-6) (Kogyigit’ten, 81)
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2021 yilinda Giizel ve arkadaglar1 tarafindan furan-2-il-metoksi siibstitiie
metaloftalosiyanin bilesiklerinin hazirlanmas1 ve kolinesteraz enzim inhibisyon
aktivitelerinin arastirilmasini rapor edilmistir. Furan—2—il-metoksi gruplarinin varlig,
komplekslerin ¢oziiniirliigiiniin artmasina yardimci olmustur. Bilesiklerin AChE‘ye kars1 K;
degerleri 11.17 = 1.03 — 83.28 + 11.08 uM arasinda kaydedilmistir. BUChE'ye kars1 ise,
bilesikler 7.55 + 0.98 — 81.35 = 12.80 uM arasinda K; degerleri gostermistir. Genel olarak,
furan—2—il-metoksi stibstitiie ftalosiyaninler, AH tedavisi igin potansiyel ajanlar olarak
diistiniilebilecegi bildirilmistir (Sekil 11) (89).

L Q L gz
P~ 2 ,\ | NN N\, *’-L H /} P N
I N—M—N [ JO [ 1IN N | +0
O. N ‘_\‘\ , /’\, % Z O N ‘,‘\ H (;7 N
KLO7 N- NN M: Zn (2) X:-- o N NN
\_/ In (3) X: CI \_/
/\ Ga (4) X: CI KL)

Cu (5) X:--

\ J);/b Mn (6) X:-- ) 0\/@

Sekil 11. Furan—2—-il-metoksi siibstitiie metaloftalosiyanin bilesikleri (Gtlizel’den, 89)

Giinsel ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, baslangic maddesi olarak yeni 3—(4—
aminopirimidin—2—ylthio) ftalonitril (1) sentezlenmis ve daha sonra, periferal olmayan tetra-
stibstitiie Cu (II) ve Co (Il) ftalosiyaninler ve sitozin tiirevi igeren metillenmis tiirevleri
sentezlenmistir. Bu bilesiklerin asetilkolinesterazi inhibe etme potansiyelleriincelendiginde
AH tedavisi i¢in 6nemli terapdtik ilag olma kapasitelerinin oldugu kaydedilmistir (Sekil 12)
(75).
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Sekil 12. Ftalosiyanin Cu (Il), Co (II) ve sitozin tiirevi igeren metillenmis tiirevleri
(Giinsel’den, 75)

Arslan ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, tetra—kalkon
stibstitiie metalsiz ve metalli (Mn (III), Co (I), Cu (1)) ftalosiyaninlerilk kez sentezlenmistir
ve AChE’ye karsi etkilesimleri arastirilmistir. Sentezlenen bu ftalosiyaninlerin AChE'ye

karg1 onemli derecede inhibitor etki gosterdigi belirtilmistir (Sekil 13) (90).

M = 2H, MnCl, Co, Cu
4, 5 6 7

Sekil 13. Tetra-kalkon siibstitiie metalsiz ve metalli ftalosiyaninler (Arslan’dan, 90)

Demirbasg ve arkadaslarinin yaptigi calismada, 4—{2— (2—tiyenil)etoksi } ftalonitril (3)
ve onun tetra siibstitlie periferal metalsiz (4), Pb (II) (5), Mg (II) (6) ve Co (II) (7)
ftalosiyaninleri sentezlenmistir. Bu bilesiklerin inhibitor o6zellikleri Ingkaninan'in
kolinesteraz enzimlerine karsi1 yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Test edilen bilesikler
arasindan (7) nolu ftalosiyaninin AH i¢in ila¢ olabilme potansiyelinin daha yiiksek

bulundugu belirtilmistir (Sekil 14) (91).
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Sekil 14. 4—{—(2—tiyenil)etoksi}ftalosiyanin 4, 5, 6 ve 7 bilesikleri (Demirbas’tan, 91)

Tekin ve arkadaslari merkezde Ni (IT), Zn (II), Co (IT) ve Cu (II) igeren daha 6nce
sentezlenmis tetra—kalkon siibstitiie metaloftalosiyaninlerin AH kars1 antikolinerjik
aktivitelerini incelemistir. Bilesikler, Ellman'in kolorimetrik prosediirii kullanilarak AChE
ve BuChE inhibisyonlar1 acisindan degerlendirildiginde Cu (II) ftalosiyanin bilesigi
AChE'ye karsi1 en giiclii inhibitor aktiviteyi gostermistir. Ayrica, Zn (II) bilesigi ise, BuChE
i¢in en etkili inhibisyonu gdstermistir (Sekil 15) (92).

M = cuqly, Zn(ll), Coll), Ni(ll)
2, 3 4 5

Sekil 15. Ni (II), Zn (IT), Co (II) ve Cu (II) igeren tetra—kalkon siibstitiie metaloftalosiyanin
bilesikleri (Tekin’den, 92)



Giinsel ve arkadaglarinin 1-metil-1H-imidazol-2—tiyol siibstitiientleri igeren
periferal metalsiz, Zn (II) ve Ga (III) iceren ftalosiyaninler sentezlenmistir. Ardindan bu
bilesiklerin AChE ve BuChE enzimlerine karsi inhibitor 6zellikleri incelenmistir. Suda
¢Oziinebilen Ga (III) ftalosiyanin bilesiginin AChE’ye kars1 en iyi inhibitor etki gosterdigi
bulunmustur. Suda ¢6ziinebilen Zn (II) ftalosiyanin bilesiginin ise BuChE enzimine karst

etkili oldugu rapor edilmistir (Sekil 16) (88).
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M: 2H (2): Zn (3); GaCl (4) M: 2H (2a); Zn (3a); GaCl (42)

Sekil 16. I-metil-1H-imidazol-2—tiyol siibstitiient iceren metalsiz, Zn (II) ve Ga (III)
ftalosiyaninler (Giinsel’den, 88)

Giizel ve arkadaglarinin gergeklestirdigi caligmada, periferal olmayan (4—
izopropilbenzil)oksi siibstitiie ftalosiyaninlerin hazirlanmasi, agregasyon calismalar1 ve
kolinesteraz enzim inhibisyon 0&zelliklerinin incelenmesi ilk kez rapor edilmistir.
Ftalosiyanin kompleksleri AChE'ye kars1 68.33 = 9.13 — 201.15 + 35.86 uM ve BuChE'ye
kars1 86.25 + 13.65 — 237.54 + 24.7 uM araliginda K degerleri gostermistir (Sekil 17) (93).

NG CN g
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Sekil 17. (4-izopropilbenzil)oksi siibstitiie ftalosiyanin bilesikleri (Giizel’den, 93)
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Keles ve arkadaglarinin 2022 yilinda yaptig1 ¢alismada, periferal tetra—({6-[3-
(dietilamino)fenoksi]heksil }oksi siibstitiie Co (II), Cu (1), Mn (lIl) ftalosiyaninler ve
bunlarin suda ¢6ziinen tiirevleri hazirlanmistir. Suda ¢oziinebilen ftalosiyanin bilesiklerinin
in vitro kolinesteraz inhibitor etkileri spektrofotometrik yontemler kullanilarak
incelendiginde bilesiklerin pozitif kontrol olarak kullanilan galantaminden daha yiiksek
inhibitor etkileri oldugu gosterilmistir. Kinetik caligmalarda, Co (II) ftalosiyanin bilesiginin
AChE i¢in yarismali bir inhibitor oldugu belirlenmistir. Bu bilesiklerin terapotik potansiyeli
in vitro c¢alismalarla gosterilmis olmasina ragmen Verilerin daha ileri ¢aligmalarla

desteklenmesi gerektigi bildirilmistir (Sekil 18) (94).

Sekil 18. Periferal tetra—({6—[3—(dietilamino)fenoksi]heksil}oksi siibstitiie Co (1), Cu (I1),
Mn (1) ftalosiyanin bilesikleri (Keles’ten, 94)

Barut ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayinladiklari ¢aligmada, periferal olmayan
tetra triklosan (5—kloro—2—(2,4 diklorofenoksi) fenol) siibstitiie metalsiz, Cu (II) ve Ni (II)
ftalosiyaninler hazirlanmigtir. AChE ve BUChE inhibisyon 6zellikleri spektrofotometrik
yontem kullanilarak arastirilirken bilesiklerin stipersarmal plazmid pBR322 DNA hidrolitik
niikleaz etkileri de agaroz jel iizerinde arastirilmistir. Cu (II) ftalosiyanin bilesigi sirasiyla
0.86 = 0.01 ve 20.46 £ 2.47 uM ICso degerleri ile en giiclii AChE ve BuChE inhibitér
ozelliklerini gostermistir ve Cu (II) ftalosiyanin bilesiginin selektif indeks degeri 23.79
olarak hesaplanmistir. Bilesikler, siipersarmal plazmid DNA'ya karst artan
konsantrasyonlarda hidrolitik niikleaz etkisi gostermemistir. Bu sonuglar, Cu (II)
ftalosiyanin bilesiginin AH tedavisi i¢in yeni bir inhibitor gelistirmek lizere daha ileri

aragtirmalar i¢in oncii bir bilesik olabilecegini gostermistir (Sekil 19) (95).
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M= 2004), CulS), N6y

Sekil 19. Metalsiz, Cu (II) ve Ni (II) ftalosiyanin bilesikleri (Barut’tan, 95)

Tim bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismada kolinesteraz enzimlerini inhibe etme
potansiyelleri ortaya konulan ftalosiyanin bilesiklerinin se¢ilmesinin AH tedavisinde
kullanilabilecek yeni bir ila¢ molekiilii olmasi agisindan olduk¢a degerli oldugu
distiniilmektedir. Bu tez c¢alismasinda suda ¢oziinebilen periferal tetra-({6-[3-
(dietilamonyum)fenoksi)heksil }oksi substitiie Zn (1) ve Ni (Il) ftalosiyanin (DE-C6-ZnQ
ve DE-C6-NiQ) bilesiklerinin AH karsi ilag olma potansiyellerinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu baglamda bilesiklerin ila¢ olma potansiyellerini ortaya koymak icin
AChE ve BUChE inhibisyonlar1 ve kinetik analizleri UV-Vis spektrofotometrik yontemlerle
ile belirlenmistir. Bilesiklerin plazmid pBR322 DNA niikleaz o6zellikleri agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilarak incelenmistir. Calismanin son kisminda kolinesteraz
enzimlerine kars1 inhibisyon etki gosteren bilesiklerin SH-SY5Y hiicre hattina kars1 in vitro

sitotoksik etkileri MTT yontemi kullanilarak incelenmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Marka/Model
Buzdolabi (+4 °C) Arcelik

CO; inkiibatorii Niive EC160
Derin dondurucu (-20 °C) Argelik

Derin dondurucu (-80 °C)
Elektroforez gii¢ kaynagi
Faz kontrast mikroskop
Hassas analitik terazi
Isitici

Jel goriintiileme sistemi
Laminar akis kabini
Magnetik karistirici
Mikroplaka okuyucu

Otomatik pipetler

pH metre

Santrifii

Su banyolu galkalayici
Vorteks

Thermo Scientific 88400V
BioRad Power PacTM Basic
Leica DM1

Ohaus PA 2140

Wisd Hotplate MSH-20A

Bio Rad Universal Hood Imager Gel
Mikrotest Class Il A2

Dragon MS-H-Pro

Thermo Scientific Multiskan Go
Thermo Varioskan, Singapur
Socorex

Ohaus Starter 300

Niive MF800R

Memmert WNB 7-45

Visemix WM-10 Wisd

Yatay DNA elektroforezi Biorad Wide Mini-Sub Cell GT System

3.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Adi Marka, Kodu
3—(4,5-Dimetiltiyazol-2—il)—difenil tetrazolyum Sigma, M5655
bromiir (MTT)

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
Biitirilkolinesteraz Sigma, C1057
Biitiriltiyokolin iyodiir (BTCI) Sigma, 20820
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma, 472301
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) Gibco, 11965092
Etidyum bromiir (EB) Sigma, E7637
Etilendiamin tetraasetik asit disodyum (EDTA-Na;) Sigma, E5134
Fetal bovine serum ATCC 30-2020
Galantamin Sigma, G1660
Gliserol Sigma, G5516
Hidrojen peroksit (H205) Sigma, 216763
Izopropanol Sigma, 19516
Ksilen siyanol Sigma, X4126
pBR322 plasmid DNA Thermo Scientific, SD0041
Streptomisin/Penisilin Gibco, 15240096
Sodyum dodesil stilfat (SDS) Sigma, L3771
Tripsin/EDTA Multicell, 3R5-542-EL
Trisma baz Sigma, 93362

3.1.3. Cahismada Kullamlan Bilesikler

Bu calisma kapsaminda kullanilan bilesikler Karadeniz Teknik Universitesi Fen

Fakiiltesi Anorganik Kimya Anabilim Dal1 6gretim {iyesi Prof. Dr. Zekeriya BIYIKLIOGLU
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ve arastirma grubu tarafindan sentezlenip, cesitli spektroskopik yontemler kullanilarak
karakterize edilmistir. Bu bilesiklere ait bilgiler asagidaki Tablo 3’te sunulmustur ve Sekil
20 ve 21°de kimyasal yapilar1 gosterilmistir.

Tablo 3. Bilesiklere ait bilgiler

Bilesigin Adi Bilesigin Kodu
Cinko (II) asetat Zn(CHsCOO0)2
Nikel (IT) kloriir NiCl2
4-({6-[3-(Dietilamino)fenoksi]heksil}oksi)ftalonitril DE-C6-CN
4-({6-[3-(Dietilamino)fenoksi]heksil }oksi) siibstitiie ¢inko (II) ftalosiyanin DE-C6-Zn
4-({6-[3-(Dietilamino)fenoksi]heksil } oksi) siibstitiie nikel (I) ftalosiyanin DE-C6-Ni
4-({6-[3-(Dietilamonyum)fenoksi]heksil } oksi) siibstitiie ¢inko (II) ftalosiyanin DE-C6-ZnQ
4-({6-[3-(Dietilamonyum)fenoksi]heksil }oksi) siibstitiie nikel (IT) ftalosiyanin DE-C6-NiQ

VS P

£ k«

by f
S
&3

‘IIJ M= Ni (DE-C6-Ni) ~\~LLO
Zn (DE-C6-Zn)
N

\_N

Sekil 20. DE-C6-Zn ve DE-C6-Ni bilesiklerinin sentezi. (i) Zn(CH3COQ)2, NiCl, n-
pentanol, DBU, 160 °C.
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Zn (DE-C6-Zn) Zn (DE-C6-ZnQ)

o N AM/O N
oAy S
‘ M= Ni (DE-C6-Ni) (M= Ni (DE-C6-NiQ) ]

Sekil 21. DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin sentezi. (ii) oda sicakligi, kloroform,
iyodometan.

3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

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

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

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

Yiritme 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 igerisinde ¢oziiliip, 4 °C’de saklanmistir.

% 0.8’1lik Agaroz Jel

800 mg agaroz tartilip, 100 mL TAE (1X) ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, 1sitici
yardimiyla kaynatilarak ¢6ziinmesi saglanmistir. Daha sonra sogutulan ¢ozeltiye 7 pL EB

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

Agaroz Jel Yiikleme Bovasi

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

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

50 mM Tris-HCI (pH 7) Tamponu

605.70 mg trisma baz tartilmistir. Saf suile ¢6ziiliip hacmi 75 mL’ye tamamlandiktan

sonra seyreltik HCl ile pH 7’ye ayarlanip, saf su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir.
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%2 (h/h) H,O, Cozeltisi

Stok H20; ¢ozeltisinden 200 pL alinarak, saf su ile hacmi 10 mL’ye tamamlanmaistir.

AChE Stok Enzim Cozeltisi

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

enzimi igermektedir. Bu enzim ¢o6zeltisi -20°C’de saklanmistir.

BuChE Stok Enzim Cozeltisi

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

enzimi icermektedir. Bu enzim ¢ozeltisi -20°C’de saklanmuistir.

0.2 U/mL AChE Enzim Cozeltisi

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

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

0.2 U/mL BUChE Enzim Cozeltisi

Onceden hazirlanan BUChE stok enzim ¢6zeltisinden 158.48 pL alinarak 8 mL 50 mM

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

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 tamamlanmuistir.

15 mM Asetiltivokolin iyodiir (ATCI) Cozeltisi

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

10 mL’ye ayni1 tamponla tamamlanmistir.

60 mM Asetiltivokolin iyodiir (ATCI) Cozeltisi

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

10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlanmistir.

15 mM Biitiriltiyokolin iyodiir (BTCI) Iyodiir Cozeltisi

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

10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlanmastir.
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60 mM Biitiriltiyvokolin iyodir (BTCI) Cozeltisi

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

10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlanmistir.

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 tamamlanmagtir.

Otoklavlanan ¢ozelti, +4 °C’de saklanmistir.

Tripsin-EDTA Cozeltisi

200 mg tripsin, 40 mg EDTA tartildi, PBS ¢o6zelti ile hacmi 100 mL’ye

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

Antibiyotik Cozeltisi

1 mL streptomisin (10 mg/mL)/penisilin (10.000 U) alinip saf su ile hacmi 10 mL’ye

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

Hiicre Stoklama Besiyeri

Besiyeri icerigi 400 uL PBS, 100 pL gliserin ve 5 pL antibiyotik ¢ozeltisi olacak

sekilde olusturulmustur.

SH-SY5Y Hiicreleri icin Besiyeri

Besiyeri igerigi 10 mL PBS, 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi ve 89 mL DMEM c¢d6zeltisi

olacak sekilde olusturulmustur.

MTT Cozeltisi

500 mg MTT tartilip, lizerine 100 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) ilave

edilmistir. Cozelti +4°C’de karanlikta saklanmistir.

%20 (h/h) DMSO Cozeltisi

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

tamamlanmuistir.

%0.5 (h/h) DMSO Cézeltisi

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

tamamlanmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Kolinesteraz Enzimleri Molekiiler Modelleme Calismasi

Sentezlenen ftalosiyanin bilesiklerin baslangic ligandi (DE-C6-CN) Maestro
programinda LigPrep ve MacroModel (2018-4, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2018)
yazilimlar1 ile OPLS4 kuvvet alami kullanilarak eglenik gradyan yontemine gore
kiigtiltiilerek modellenmistir (96). AChE enzimi i¢in (PDB id: 4MOE (98), ¢oziiniirliik: 2.00
A) ve BuChE enzimi icinise (PDB id: 610B (97), ¢oziiniirliik: 2.38 A) kristalografik yapilari,
RCSB protein veri bankasindan (www.rcsb.org) indirilmistir. (98). Proteinler, Maestro
Protein Hazirlama Sihirbazi (2021-4, Schrodinger LLC, New York, NY) kullanilarak
hazirlanmistir. Bu kapsamda Maestro Protein Hazirlama Sihirbazi (2021-4, Schrodinger
LLC, New York, NY) ile sirasiyla ligand-enzim komplekslerindeki fazlalik molekiillerin
cikarilmasi, hidrojen atomlarinin eklenmesi, bag siralarinin verilmesi, kismi yiiklerin
eklenmesi, iyonizasyon ve tautomerik durumlarin olusturulmasi, hidrojen baglarinin
eklenmesi ve kisitlama minimalizasyonunun (agir atomlarin yakinsamasii¢in RMSD kesme:
0.3 A) olusturulmasi gerceklestirilmistir. AChE i¢in —17.27, —42.32, 25.90 ve BUChE i¢in
135.05, 112.49, 40.61 koordinatlarinda merkezlenmis 8000 A®'liik kiipler olarak tanimlanan
reseptor aktif bolgeleri i¢in 1zgara haritalar iiretilmistir. Molekiiler yerlestirme, ligand
basina 100 calistirma ile ekstra kesinlik modunda Glide (2021-4, Schrodinger LLC, New
York, NY) kullanilarak gerceklestirilmistir (99). Prime (2021-4, Schrodinger LLC, New
York, NY) (100) kullanilarak AG baglanma enerjilerini belirlemek igin her reseptérden en
1yl puan alan bes ligand-reseptor kompleksi icin MM-GBSA hesaplamalar1 yapilmis olup bu
stiregte VGSB solvasyon modeli kullanilmig, ligandlardan 4 uzakliga kadar olan kalintilar
esnek tutulmus ve OPLS4 forcefield parametrelerine gore drnekleme i¢in minimizasyon

kullanilmistir. Pozlar Maestro iizerinde gorsel olarak kontrol edilmistir.
3.2.2. Kolinesteraz inhibisyon Calismalan

AChE ve BUChE inhibisyon 6l¢timleri i¢in spektrofotometrik bir yontem olan
Ellman metodu 96 kuyucuklu mikroplakalarda yapilacak sekilde modifiye edilerek
kullanilmistir. Deney sirasinda enzim olarak elektrik baligindan elde edilen AChE ve at
serumundan elde edilen BUChE kullanilmistir. Kolinesteraz aktivitesinin dlgiilmesinde
asetiltiyokolin iyodiir ve biitiriltiyokolin iyodiir substrat olarak kullanilirken; DTNB (5,5’ -
ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit) renklendirici madde olarak kullanilmistir. DTNB bilesigi,

hidroliz reaksiyonu sonucunda aciga ¢ikan tiyokolin yapist ile sar1 renkli bir kompleks
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olusturmaktadir ve bu kompleksin maksimum absorbans yaptig1412 nm’de 6l¢timler alind.
Calismada kullanilan bilesikler 10 mM stok ¢ozeltisi DMSO kullanilarak hazirlanmistir.
Kontrol ve bilesikler 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8) ile ¢6ziilerek son konsantrasyonlar
0.01-30 uM olacak sekle diliie edilmistir. Calisilan mikroplatedeki tiim kuyucuklara 50 uLL
50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8) pipetlendikten sonra son konsantrasyonlar1 0.01-30 uM
olacak sekilde 25 uL bilesik ¢ozeltileri eklenmistir. Negatif kontrol olarak ayrilan
kuyucuklara 25 uLL 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8) ilave edilmistir. Daha sonra tiim
kuyucuklara 125 pL 3 mM DTNB ¢ozeltisi gok kanalli otomotik pipet yardimiyla ilave
edilmistir. Stok enzim ¢ozeltisinden 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8) ile 0.2 U/mL
konsantrasyonunda enzim ¢o6zeltileri hazirlanmistir ve 25 pL olacak sekilde mikroplakada
belirlenen kuyucuklara ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda tiim kuyucuklara 25 pL 15 mM konsantrasyonunda olacak sekilde
hazirlanan substratlar (asetiltiyokolin iyodiir veya biitiriltiyokolin iyodiir) eklenerek
reaksiyon baslatilmistir. Substratlarin hidrolizi ile meydana gelen tiyokolin, DTNB ile
reaksiyona girerek sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu meydana getirmistir.
Olgiimler 412 nm dalga boyunda, Thermo Scientific Multiskan Go cihazinda
spektrofotometrik olarak absorbans olgiimleri gergeklestirilmistir. Orneklerin AChE ve
BUuChE inhibisyon ylizdeleri asagida verilen “Esitlik 1 denklemine gore hesaplanmis ve
pozitif kontrol olarak kullanilan galantamin ile karsilastirilmistir. Deneyler ti¢ tekrarli olarak

caligilmastir.

% inhibisyon = (A"A‘Ay) x 100 (Esitlik 1)

X

A= Bilesiklerin yer almadigi igerigin absorbansi

Ay= Bilesiklerin yer aldig1 icerigin absorbansi
3.2.3. Kolinesteraz Kinetik Calismalari

Kinetik ¢aligmalarda, inhibisyon c¢alismasinda belirtilen deney protokolii
uygulanmistir. Fakat, inhibisyon yonteminden farkli olarak, bilesiklerin hesaplanan ICso
degerlerindeki konsantrasyonlar1 baz alinarak dort adet konsantrasyon secilmistir.
Konsantrasyonlardaki se¢ilim su sekilde olmustur: Bilesiklerin hesaplanan ICsg
degerlerindeki konsantrasyonundan diislik bir konsantrasyon, bilesiklerin hesaplanan ICsg
degerlerindeki konsantrasyonlar1 ve bilesiklerin hesaplanan ICso degerlerindeki

konsantrasyonlarindan daha yiiksek olan iki deger. Substrat ¢ozeltileri ise seri seyreltmeler
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ile 40-5 mM araligindaki alt1 farkli konsantrasyonda kullanilmistir. Olgiimler, inhibitdr
maddenin secilen konsantrasyonlar1 varliginda ve inhibitér madde olmaksizin bes farklh
sekilde yapilmistir. Testler sonucunda elde edilen absorbans degerlerinin, degisen substrat
konsantrasyonlarina kars1 Microsoft Office Excel-2013 bilgisayar programinda analizleri

gergeklestirilmis ve Lineweaver-Burk grafikleri ve Dixon grafikleri ¢izilmistir.
3.2.4. DNA Niikleaz Calismalari

DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin DNA niikleaz ¢alismalar: siipersarmal
pBR322 plazmid DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle belirlenmistir.
pBR322 plazmid DNA’nin, molekiillerin niikleaz aktivitesinin belirlenmesinde oldukca
yaygin kullanilan bir DNA tiirii oldugu bilinmektedir. Siipersarmal plazmid DNA
elektroforeze maruz birakildiginda, stipersarmal formun en hizli gog ettigi bilinmektedir.
Maddelerle etkilesim sonrasi tek bir zincirde kirilma meydana geldiginde kirik form olusur
ve bu formun go¢ etmesi en uzundur. Cift zincirde kirilma meydana gelirse lineer form
olusur. Olusan form, siipersarmal ve kirik form arasinda olacak sekilde go¢ eder (101). Bu
tez ¢alismasi kapsaminda DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322

plazmid DNA niikleaz aktivitesi oksidatif ajanlarin varliginda ve yoklugunda incelenmistir.
3.2.4.1. Bilesiklerin Hidrolitik Niikleaz Aktivitesi

Bilesiklerin hidrolitik niikleaz aktivitesinin belirlenmesinde konsantrasyona bagl
olarak hidrolitik kosullarda denemeler gergeklestirilmistir. DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ
bilesiklerinin 10 mM stok ¢6zeltisi saf su kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra 50 puM,
100 uM ve 500 uM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyona seyreltme gergeklestirilmistir. Bu
caligmada agaroz jel kuyu igerikleri 10 uL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerigine 1
uL 250 ng pBR322 plasmid DNA, 7 uL tampon ¢6zelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)) ve 2 ulL
bilegiklerin artan konsantrasyonlar: (10 pM, 50 uM ve 100 uM) ilave edilip, 37 °C’de 60
dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonrasinda, olusturulan bu karisim jel yiikleme boyasi
yardimiyla agaroz jele yiiklenmigtir. Yiirlitme tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 100 V,
400 mA akim uygulanarak 90 dakika jelde yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada pozitif kontrol
olarak metilen mavisi kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla

goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1 programi ile niikleaz ylizdeleri hesaplanmistir (102).
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3.2.4.2. Bilesiklerin Oksidatif Niikleaz Aktivitesi

Bilesiklerin niikleaz etkinlikleri ¢esitli ajanlarin varligina bagli olarak degistigi
bilinmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda yardimci ajan olarak %2 (h/h) H,O. ¢ozeltisi
kullanilarak oksidatif niikleaz aktiviteleri incelenmistir. Bu ¢alismada agaroz jel kuyu
igerikleri 10 pL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyuigerigine 1 pL 250 ng pBR322 plasmid
DNA, 5 uL tampon ¢6zelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)), 2 uL H20, ve 2 pL bilesiklerin artan
konsantrasyonlar1 (10 uM, 50 uM ve 100 uM) ilave edilip, karigim 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edilmistir. Bu siire sonrasinda, karisim jel yilikleme boyas1 yardimiyla agaroz jele
yuklenmigtir. Yiiriitme tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 100 V, 400 mA akim
uygulanarak 90 dakika jelde yiirtitilmiistiir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak metilen
mavisi kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip,

Image Lab Version 4.0.1 programi ile niikkleaz yiizdeleri hesaplanmistir (102).
3.2.5. Hiicre Kiiltiirii

Calisma kapsaminda kullanilan insan néroblastoma (SH-SY5Y) (ATCC®CRL-
2266) hiicre hatt1 Acibadem Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Meslek Bilimleri
Boliimii Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Hiicreler —-196 °C’de
s1v1 azot tanki igerisinde saklanmistir. Hiicre kiiltiirii calismalari Acibadem Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.
3.2.5.1. MTT Hiicre Canlilik Testi

DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin 10 mM stok ¢6zeltisi DMSO kullanilarak
hazirlanmistir. Daha sonra 5 farkli konsantrasyona (0.05-50 pM) seyreltme
gergeklestirilmistir. Maruziyet besiyerleri ¢oziicli orant %0.01’1 ge¢meyecek sekilde
olusturulmustur. Calismada negatif kontrol grubu icin sadece besiyeri iceren hiicreler,
¢oziicii kontrol grubu igin %0.5 (h/h) oraninda DMSO ve pozitif kontrol grubu i¢in de %20
(h/h) DMSO kullanilmastir.

Hiicre kiiltiirii pasajinin ardindan sayimi1 gergeklestirilerek 48 kuyucuklu mikroplaka
icerisine her kuyucuk igin 1x10° hiicre/100 uL olacak sekilde ilave edilmistir. Sonra
bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 igeren maruziyet besiyerleri ilave edilmis ve 24 saat
37°C’de inkiibe edilmistir. Bu siireler sonunda besiyerleri atilmistir. 0.5 mg/mL MTT olacak

sekilde hazirlanan besiyerinden her kuyucuk basina 100 pL konulmustur. Plaka inkiibatore
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alinarak 2 saat beklenmistir. Bu siire sonrasinda hiicrelerin yiizeyinde bulunan besiyeri atilip,
100 pL izopropanol ilave edilmistir. Plaka 10 dakika ¢alkalayicida bekletilip, MTT nin
indirgenmesi sonucu olugan mor renkli formazan mikroplaka okuyucu spektrofotometre
(Thermo Varioskan, Singapur) ile 570/690 nm’de 6l¢iilmiistiir. Deneyler her konsantrasyon

icin alt1 tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir (103).

Canlilik i¢in DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerine maruz birakilan hiicrelerin
absorbanst, negatif kontrol ile muamele edilen hiicrelerin canliligina oranla % hiicre canliligt

olarak tanimlanmuistir.
3.2.6. istatistiksel Analiz

Deneyler ii¢ tekrarli gerceklestirilmistir. Sonuglarin hesaplanmasinda GraphPad
Prism 6.0 ve Microsoft Excel Windows 13 programlari kullanilmustir. Istatistiksel analiz tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan enzim inhibisyonu i¢in Tukey testleri ile
gergeklestirilmistir. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklan karsilastirmak ig¢in T-testi
kullanildi. P degeri <0.05 sitotoksisite testleri i¢in istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kolinesteraz Enzimleri Molekiiler Kenetleme Calismasi

Ftalosiyanin bilesiklerinin sentezinin baslangi¢ maddesi olan DE-C6-CN bilesiginin
kolinesteraz enzimleri ile etkilesimlerinin molekiiler diizeyde belirlenmesi amaciyla

molekiiler kenetleme ¢aligsmalar1 gergeklestirilmistir.
4.1.1. Tla¢ Benzerligi ve Farmakokinetik Degerlendirilmesi

DE-C6-CN ligandinin ilag benzerligi, lipofilisite igcin XLOGP3, boyut i¢in molekiiler
agirlik (MA), polarite i¢in toplam polar yiizey alan1 (TPYA), sulu ¢oziiniirliik i¢in log S,
doygunluk i¢in toplam karbon sayisindaki sp3-hibritlesmis karbonlarin yiizdesi ve esneklik
i¢in donebilen bag sayisi1 olmak iizere alt1 tanimlayici kullanilarak degerlendiril mistir ve bu
degerler SwissADME programi ile hesaplanmistir (104,105). Sonuglar incelendiginde
DE-C6-CN bilesiginin kabul edilebilir molekiiler agirliga, polariteye ve sulu ¢oziiniirliige
sahip oldugunu, ayni zamanda dengeli bir doymus karbon oranina sahip oldugunu
gostermistir (Sekil 22). DE-C6-CN bilesiginin lipofilikligi sinir ¢izgisindeyken, dénebilen
bag sayisinin ilag olma araliginin disinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 22) ve bu durumun
yapisal modifikasyonlarla optimize edilebilir oldugu tespit edilmistir. DE-C6-CN bilesigi
SwissADME tarafindan saglanan tanimlayicilara iliskin Lipinski'nin bes kuralina gore ilag¢
olmabenzerligi yiiksek ¢cikmistir. Buna ek olarak, DE-C6-CN bilesiginin yiiksek oranda oral
olarak emilebilecegi ve effiizyon pompasi (P-gp) i¢in bir substrat olmadigi tahmin edilmistir
(Tablo 4).

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Sekil 22. DE-C6-CN bilesigi igin SwissADME portali tarafindan olusturulan ilag benzerligi
grafigi
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Tablo 4. DE-C6-CN bilesiginin ilag benzerligi igin hesaplanmis tanimlayicilari

Genel MA Agir atom  Aromatik agir Csp3 orant Donebilen H bagi akseptorii g‘ogg?ﬁ
parametreler sayist atom sayisl bagsayisi say1st sayisi
391,51 29 12 0.42 12 4 0
. Silicos-1T .
Lipofilisite iLOGP XLOGP3 WLOGP MLOGP LogP Konsensiis LogP
4.38 5.28 5.29 281 542 4.64
Suda ESOL EsoL _Esor ESOL . Ali Coziiniirliik Al
¢oziintirlik ¢Oziniirliik Ali LogS Cozintrlik
¢coziiniirliik LogS (mg/mL) (mol/L) Simfy (mg/mL) (moliL)
-5.11 3.05x1073 7.80x10° Qé(zgsﬁr -6.49 1.28x10* 3.27x107
Cilt
Gi .. penetrasyon CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9
E_arm_?(ko- Emilim  KBB gegisi - Pgp substrati TR0 e hibitoni inhibitorii inhibitorii
Ineti (cm/s)
Yiiksek Hayir Hayir -4.94 Hayir Hayir Hayir
Lipinski Ghose o il o A Muegge Biyoyararlanim
ila¢ benzerlik  ihlali Ihlali Sl SRR hla i fhlali Skoru
0 0 1 0 1 0.55
Medisinal PAINS Brenk Leadlikeness Sentez
Kimya uyarist uyarist Ihlali edilebilirlik
1 0 3 2.87
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4.1.2. Kolinesteraz Enzimleri ile Molekiiler Yerlestirme

DE-C6-CN bilesigi AChE ve BuChE enzimlerinin aktif bolgesine yerlestirilmistir.
Bu aktifbolge periferik (P) ve agilasyon (A) bolgeleri igeren yaklasik 20 A derinliginde bir
gegittir. P bolgesi gecitin giris kisminda yer almaktadir ve substratlarin aktif bolge icerisine
yerlesmesini saglayan aromatik rezidiilerle kaplidir. A bolgesi ise substratlar1 barindirmak
i¢in acil ve kolin baglama cepleri bulundurur. Bu bolgenin derininde substrat hidrolizinden
sorumlu olan katalitik ti¢lii (serin, histidin ve glutamat) ve substratlar ile ara iirlinlerini

stabilize etmeyi saglayan oksianyon deligi yer almaktadir (106).

Yerlestirme skorlar1 ve AG degerleri DE-C6-CN ve AChE arasinda BuChE'den daha
giiclii bir afinite oldugunu agikca gostermistir (Tablo 5). DE-C6-CN bilesiginin AChE ile
ongoriilen baglanma modu, P bolgesinden gec¢idin altina kadar uzanan bilesik tarafindan
aktif bolgenin etkili bir sekilde isgal edildigini gostermistir (Sekil 23A). DE-C6-CN
bilesiginin anilin azotu araciligiyla Trp86 ve Glu202 ile giiclii elektrostatik etkilesimler
yaptig1 ongoriilmiistiir. Azotun protonlanmasi ve Trp86'nin aromatik yan zinciriyle t-katyon
etkilesimi yapmasi, substrattaki azotun yaptig1 etkilesim yoluyla stabilize oldugu
mekanizmaya benzemektedir. Diger bir taraftan anilin benzen ise His447 (katalitik Giglii
tiyesi) ve Phe338 (acil baglama cebi) yan zinciri ile etkilesim halindedir. DE-C6-CN
bilesiginin AChE aktif bolgesine baglanmasi, P bolgesi rezidiileri ile van der Waals (vdW)
temaslar1 yoluyla daha da stabil hale getirilmistir (Sekil 23B). Ancak BuChE durumunda,
bilesigin anilin azotunun nétr oldugu ve katalitik ti¢liiye yakin olmadigi tahmin edilmistir.
DE-C6-CN bilesigi agil ve kolin baglama ceplerini isgal edecek sekilde biikiilmiistiir (Sekil
23C). Oksianyon deligi rezidiisii olan Ser198 ile bir hidrojen bagi ve agil baglama cebinde
bulunan Phe329 ile etkilesim goézlenmistir (Sekil 23D).

Tablo 5. DE-C6-CN bilesiginin AChE ve BuChE igin yerlestirme skorlar1 ve AG degerleri

Yerlestirme Skoru AG (kcal/mol)
AChE -11.2 -82.7
BuChE —-6.3 -56.1
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Sekil 23. DE-C6-CN bilesiginin AChE (A ve B) ve BuChE (C ve D) ile molekiiler
yerlestirme ile tahmin edilen baglanma etkilesimleri

4.2. Bilesiklerin in vitro Kolinesteraz inhibisyonu

AChE ve BUChE inhibisyonu deneyi sonucunda bilesiklerinin ICso degerleri
Microsoft Excel Windows 13 programi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 6°da
verilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak galantamin kullanilmistir. DE-C6-Zn, DE-C6-
ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin AChE’ye kars1 ICso degerleri sirasiyla22.63 £+ 1.48 uM,
0.83+0.26 uM ve 0.61 £ 1.05 uM olarak hesaplanmistir. Zn(CH3COO),, NiCl, ve DE-C6-
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Ni bilesiklerinin ICso degerleri 50 uM’dan yiiksek olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar
incelendiginde DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin AChE’yi inhibe etme
potansiyellerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. BUChE inhibisyonu deneyinin sonucunda ise
DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin ICsodegerleri 9.59+ 0.57 uM ve 10.11 + 0.87 uM
olarak hesaplanirken, diger bilesiklerin ICso degerlerinin 50 uM’1n iistiinde oldugu tespit
edilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan galantaminin AChE’ye karst ICsg
degeri 2.54 + 0.03 uM’dir. BuChE’ye kars1 ICso degeri ise 40.48 £ 0.06 uM olarak
bulunmustur. Yapilan ¢alismada iki enzim {lizerinde de galantaminden daha yiiksek inhibe
edici etki gosterdigi ortaya koyulan DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesikleri kinetik analizleri
gergeklestirilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Bilesiklerin AChE ve BuChE iizerinde inhibisyon ¢alismalari

1Cs0 (uM)
AChE BuChE
Zn(CH3COO0); >50 >50
NiCl, >50 >50
DE-C6-Zn 22.63+1.48 >50
DE-C6-Ni >50 >50
DE-C6-ZnQ 0.83+0.26 0.59 + 0.57
DE-C6-NiQ 0.61+1.05 10.11 +0.87
Galantamin 2.54 +0.03 40.48 £ 0.06

Bilesiklerin AChE ve BuChE’ye kars1 selektifindeksleriincelendiginde DE-C6-ZnQ
ve DE-C6-NiQ sirasiyla 11.55 ve 16.57 olarak bulunmustur. Standart olarak kullanilan

galantamin bilesiginin selektif indeksi ise 15.93 olarak hesaplanmistir.

Tablo 7. Bilesiklerin AChE ve BuChE iizerinde inhibisyon ¢aligmalari

S| (BuChE/AChE)
Zn(CH3;COO0), -
NiCl, -
DE-C6-Zn -
DE-C6-Ni -
DE-C6-ZnQ 11.55
DE-C6-NiQ 16.57
Galantamin 15.93
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4.3. Bilesiklerin Kinetik Calismalar:

DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin AChE ve BuChE’ye kars1 inhibiyon tipleri
ve K; sabitleri Lineweaver-Burk ve Dixon grafikleri kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar
Tablo 8, 9 ve Sekil 24-31’de verilmistir. Lineweaver-Burk grafigi sonuglarina gore
bilesiklerin AChE ve BuChE’ye kars1 yarismali inhibisyon 6zellik gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 24-27). DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin AChE’ye kars1 K;i degerleri
strastyla0.13+ 0.02 uM ve 0.30 £ 0.05 uM iken BuChE’ye kars1 ise 3.40 + 0.03 uM ve 4.80
+ 0.04 uM olarak belirlenmistir (Tablo 8 ve 9, Sekil 28-31).

Tablo 8. Bilesiklerin AChE enzimine kars1 kinetik parametreleri

Inhibisyon Tipi Inhibisyon Sabiti
DE-C6-ZnQ Yarismali 0.13+0.02
DE-C6-NiQ Yarismali 0.30 + 0.05

Tablo 9. Bilesiklerin BuChE enzimine karsi kinetik parametreleri

Inhibisyon Tipi Inhibisyon Sabiti
DE-C6-ZnQ Yarismali 3.40+0.03
DE-C6-NiQ Yarigmali 4.80 + 0.04
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Sekil 24. DE-C6-ZnQ bilesiginin AChE inhibisyonunun Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 25. DE-C6-ZnQ bilesiginin BuChE inhibisyonunun Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 26. DE-C6-NiQ bilesiginin AChE inhibisyonunun Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 27. DE-C6-NiQ bilesiginin BUChE inhibisyonunun Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 28. DE-C6-ZnQ bilesiginin AChE inhibisyonunun Dixon grafigi (0-0.5-0.8-1-3 uM
inhibitor konsantrasyonu)
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Sekil 29. DE-C6-ZnQ bilesiginin BUChE inhibisyonunun Dixon grafigi (0-2.5-5-10-20 uM
inhibitér konsantrasyonu)
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Sekil 30. DE-C6-NIiQ bilesiginin AChE inhibisyonunun Dixon grafigi (0-0.1-0.6-1-3 uM
inhibitor konsantrasyonu)
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Sekil 31. DE-C6-NiQ bilesiginin BuChE inhibisyonunun Dixon grafigi (0-2.5-5-10-20 uM
inhibitér konsantrasyonu)
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4.4, Bilesiklerin Niikleaz Aktivitesi

DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plasmid DNA
niikleaz aktivitelerini belirlemek amaciyla agaroz jel elektroforez teknigi kullanilmaistir.
Uygun sartlarin saglanmasiyla ger¢eklestirilen niikleaz reaksiyonlari sonrasinda elde edilen
tiriinler BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version

4.0.1 programi ile analiz edilmistir.
4.4.1. Bilesiklerin Hidrolitik Niikleaz Aktivitesi

DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plasmid DNA’nin
fosfodiester baglarini hidroliz ederek kesebilme etkinligini incelemek i¢in hidrolitik niikleaz
deneyi yapilmistir. Bilesiklerin hidrolitik niikleaz aktivitesinin sonuglar1 Sekil 32’de
verilmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak metilen mavisi kullanilmistir. DE-C6-ZnQ
bilesigii¢in 100, 50 ve 10 uM’da dikkate deger niikleaz aktiviteleri gozlenmemistir. DE-C6-
NiQ bilesiginde de 100, 50 ve 10 uM’da kayda deger bir niikleaz aktivitesi gozlenmemistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan metilen mavisi bilesiginin varliginda ise ¢alisilan tiim
konsantrasyonlarda negatif kontrole gore dikkate deger niikleaz aktiviteleri gézlenmemistir.
37 °C’de 60 dakikalik inkiibasyonda bekletilen bu deneyin sonucunda ¢alismada kullanilan
DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin karanlikta onemli oOl¢iide DNA hasan

olusturmadiklar1 gézlenmistir.
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Sekil 32. Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plazmid DNA hidrolitik niikleaz aktivitesi (60
dakika 37°C). Bant 1: DNA kontrol (1 pL DNA + 9 puL Tampon); bant 2—4: DNA+
DE-C6-ZnQ (100 uM-50 uM-10 puM) + Tampon; bant 5-7: DNA + DE-C6-NiQ
(100 uM-50 uM-10 uM ) + Tampon; bant 8-10: DNA + metilen mavisi (100 uM-
50 uM-10 uM ) + Tampon.

4.4.2. Bilesiklerin Oksidatif Niikleaz AKktivitesi

DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin hidrolitik aktivitelerinin belirlenmesinin
ardindan oksidatif niikleaz etkilerinin incelenmesi i¢in niikleaz reaksiyonlar1 %2 (h/h) H,O>
ajaninin ilavesiyle gergeklestirilmistir. Calismalarin sonucu S$ekil 33’te verilmistir.
Kullanilan bu ajan, DNA’ya tek basina ilave edildiginde herhangi bir niikleaz aktivitesi
gostermemistir, ancak bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlariyla (100 ve 50 uM) birlikte ilave

edildiklerinde negatif kontrole gore yliksek bir niikleaz 6zellik gostermislerdir.

Ortamda H>0, varliginda bilesiklerin 100 ve 50 uM konsantrasyonlarinda negatif
kontrole gore hasar gozlense de diisilk konsantrasyonda herhangi bir hasar etkisi
gbzlenmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan metilen mavisi varliginda ise 100, 50

uM’da bant yogunlugunun azaldigi tespit edilmistir. DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ
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bilesiklerinin ajan varliginda diisiik konsantrasyonda dikkate deger oksidatif niikleaz

aktivitesine sahip olmadig1 gosterilmistir.
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Sekil 33. Bilesiklerin siipersarmal pPBR322 plazmid DNA oksidatif niikleaz aktivitesi (60
dakika 37°C). Bant 1: DNA kontrol (1 uL DNA + 9 pL Tampon); bant 2: DNA +
%2 H,0, + Tampon; bant 3-5: DNA + %2 H,0, + Tampon + DE-C6-ZnQ (100
uM-50 pM-10 puM); bant 6-8: DNA+ %2 H,O, + Tampon + DE-C6-NiQ (100
uM-50 uM-10 uM; bant 9-11: DNA +%2 H,O, + Tampon + metilen mavisi (100
uM-50 uM-10 uM).

4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

4.5.1. Invitro Sitotoksisite Calismalar:

DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin SH-SYSY hiicre hattina kars1 sitotoksik
etkileri MTT hiicre canlilik testiyle incelenmistir. Calismalarin sonuglar1 Sekil 34’te

verilmistir.
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Sekil 34. DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin SH-SY5Y hiicre hattindaki sitotoksisite
profili. Kontrol ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar *p<0.01; **p<0.001; DE-

C6-ZnQ (50 uM) ve DE-C6-NiQ (50 uM) #p<0.001. Kontrol: Negatif kontrol
(DMSO %0.5, h/h); PK: Pozitif kontrol (DMSO %20, h/h).

DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin sitotoksisite profillerini degerlendirmek
i¢in, bilesikler SH-SYS5Y hiicrelerine 24 saat boyunca 0.05-50 uM arasinda uygulanmistr.
Bulgularimiza gére DE-C6-NiQ, SH-SY5Y hiicre hattinda DE-C6-ZnQ'dan daha giiglii bir
sitotoksisite profili sergilemistir ve bu durum en yliksek deneysel doz olan 50 uM'de ( Sekil
34) dikkat ¢ekicidir (p<0.001). Ayrica, DE-C6-ZnQ bilesigi 0.05—1 uM dozlarinda %122.60
+ 1.73, %102.62 + 4.81 ve %102.47 + 4.00 seklinde SH-SYSY hiicre canliligini negatif
kontrole (%96.18+3.84) gore artirmistir. DE-C6-NiQ bilesigi ise 0.05 ve 0.1 uM dozlarinda
hiicre canliligin1 %120.65 + 2.60 ve %105.17 + 4.43 diizeyine kadar artirmistir. Hiicre
canliligi sonuglarina gore, DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin ICso degerleri sirasiyla
41.84 + 0.99 uM ve 19.45 £2.07 uM olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Demansin en yaygin tiirii olan AH, davramis bozuklugu ve hafiza ile zekanin
kademeli olarak bozulmas ile karakterize nérodejeneratif bir hastaliktir (1). DSO, diinya
capinda 48.6 milyondan fazla insanin bu hastalikla yasadigini tahmin etmektedir (6).
Diinyada yaglanan niifus sayisinin artmasi, kronik dejeneratif hastaliklarin, merkezi sinir
sistemi hasarinin ve AH gibi demansin goriilme sikligini artirmaktadir (7). AH'nin patolojik
ozellikleri temel olarak beyinde senil plak birikimi, néronlarin ve sinapslarin kaybi ve
asetilkolin eksikligi ile karakterizedir. Gliniimiizde, AH i¢in kolinerjik hipotez, AP birikimi
hipotezi, tau proteini hipotezi ve oksidatif stres hipotezi gibi birgok hipotez ortaya
konulmustur, ancak AH'nin kesin patogenezi hala belirsizligini korumaktadir (9). Bu
hastalikta ilag kesfi, norotransmitter olan asetilkolin (ACh) seviyelerinin anormal oldugunun
tespit edilmesiyle baglamistir. ACh, sinaptik iletisimde 6nemli bir rol oynar ve AH ile olasi
bir iligkisi vardir. Bu iliski, sinaptik ACh konsantrasyonunu artirmak amaciyla AChE

aktivitesinin inhibisyonuyla gergeklestirilmistir (69).

Bu caligmada suda ¢oziinebilen periferal tetra-({6-[3-
(dietilamonyum)fenoksi)heksil } oksi substitiie ¢inko ve nikel ftalosiyanin (DE-C6-ZnQ ve
n-DE-C6-NiQ) bilesiklerinin AH tedavisinde ilag olma potansiyellerinin incelenmesi
amaclanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak kompleksin sentezinin ger¢eklegsmesini
saglayan ligand olan DE-C6-CN bilesiginin AChE ve BuChE enzimlerine kars1 molekiiler

kenetleme ¢alismasi gerceklestirilmistir.

DE-C6-CN bilesiginin ilag 6zelligi degerlendirildiginde kabul edilebilir molekiiler
agirlik, polarite ve sulu ¢ozilinlirliiglin yan1 sira dengeli bir doymus karbon oranina sahip
oldugu tespit edilmistir. DE-C6-CN bilesiginin lipofilikligi sinir ¢izgisindeyken, donebilen
bag sayist ilag olma araliginin diginda oldugu gorillmiistir ve bunun da yapisal
modifikasyonlarla optimize edilebilir oldugu tespit edilmistir. DE-C6-CN, SwissADME
tarafindan saglanan tanimlayicilara iliskin Lipinski'nin bes kuralina gore de ilaca benzerligi
yiiksek ¢ikmistir. Bunaek olarak, DE-C6-CN bilesiginin yiiksek oranda oral olarak emildigi
ve efluks pompasi (P-gp) i¢in bir substrat olmadigi tahmin edilmistir. Molekiiller yerlestirme
caligmalarinda metal komplekslerinin kullaniminda yasanilan zorluklar nedeniyle bu
calismada yalnmizca baslangic bilesigine ait calismalar gerceklestirilmistir. DE-C6-CN
bilesigi antikolinesteraz potansiyeli ve bunlarin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda bilgi

saglamak i¢in kolinesteraz aktif bolgesine yerlestirilmistir. Kolinesteraz aktif bolgesi
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yaklasik 20 A derinliginde bir gegittir ve periferal ve agilasyon bdlgelerinden (sirastyla P
bolgesi ve A bolgesi) olusur. P bolgesi gecitin giris kisminda yer almaktadir ve substratlarin
aktif bolge igerisine yerlesmesini saglayan aromatik rezidiilerle kaplidir. A bolgesi ise
substratlar1 barindirmak i¢in a¢il ve kolin baglama cepleri bulundurur. Bubdélgenin derininde
substrat hidrolizinden sorumlu olan katalitik ii¢lii (serin, histidin ve glutamat) ve substratlar
ile ara drlinlerini stabilize etmeyi saglayan oksianyon deligi yer almaktadir (106).
Yerlestirme skorlar1 ve serbest baglanma enerjisi (AG) degerleri DE-C6-CN bilesigi ile
AChE arasinda BuChE'den daha giiclii bir afinite oldugunu agikca gostermistir. DE-C6-CN
bilesiginin AChE ile 6ngdriilen baglanma modu, P bdlgesinden gegidin altina kadar uzanan
molekiil tarafindan aktif bolgenin etkili bir sekilde isgal edildigini gdstermistir. DE-C6-CN
bilesiginin anilin azotu araciligiyla Trp86 ve Glu202 ile giiglii elektrostatik etkilesimler
Ongoriilmistiir. Protonlanan ve Trp86'nin aromatik yan zinciriyle n-katyon etkilesimiyapan
azot, ACh'nin acilasyon mekanizmasindan bilindigi gibi oldukga benzer bir sekilde
konumlanir ve burada kolin nitronyum araciligiyla ayni etkilesim yoluyla stabilize edilir.
Ote yandan anilin benzen, His447 (katalitik iiclii {iyesi) ve Phe338 (acil baglama cebi) yan
zinciri ile istiflenmistir. DE-C6-CN bilesiginin AChE aktif bolgesine baglanmasi, P bolgesi
kalintilari ile esas olarak van der Waals (vdW) etkilesimleri yoluyla daha da stabilize
edilmistir. BuChE’de ise, anilin azotunun nétr oldugu ve katalitik triada yakin olmadig
tahmin edilmistir. Molekiil esas olarak acil ve kolin baglama ceplerini isgal edecek sekilde
biikiilmiistiir. Bir oksianyon deligi kalintis1 olan Ser198 ile H bag1 ve agil baglama cebinde

bulunan Phe329 ile istiflenme gézlenmistir.

Bu caligmada, nitril bilesiginin enzimlerle etkilesimine iligkin veriler elde edildikten
sonra, bilesiklerin AChE/BuChE iizerindeki in vitro inhibitor etkileri spektroskopik bir
yontem olan Ellman metodu kullanilarak arastirilmistir. Oncelikle calismada kullanilan
metal tuzlarinin enzim inhibisyon etkileri incelenmis ve her iki tuzun ICso degerlerinin 50
uM'in tizerinde oldugu tespit edilmistir. Bilesiklerin tersiyer amonyum formlari (DE-C6-Zn
ve DE-C6-Ni) incelendiginde ise sadece DE-C6-Zn bilesiginin AChE enzimine kars1 1Cso
degerinin 22.63 + 1.48 uM oldugu, DE-C6-Ni bilesiginin ise ICsg degerlerinin hem AChE
hem de BuChE enzimlerine kars1 50 uM'in {lizerinde oldugu tespit edilmistir. Kuarternize
amonyum tuzlar1 tiirevli bilesikler olan DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin AChE ve
BuChE enzimlerine kars1 etkileri incelendiginde pozitif kontrol olarak kullanilan galantamin
bilesiginden daha gii¢lii inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir. AChE enzimine karst
DE- C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin ICsp degerleri 0.83 +0.26 uM ve 0.61 + 0.15 uM
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olarak bulunmugtur. Her iki bilesik de AChE'ye kars1 galantamine gore yaklasik 3.06 ve 4.16
kat daha yiiksek inhibitor etki gostermistir. Ayrica, DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesikleri,
pozitif kontrolle karsilastirnildiginda BuChE'ye kars1 istatistiksel olarak anlamli inhibitor
ozelliklere sahiptir. DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin SI degerleri sirasiyla 11.55
ve 16.57 olarak hesaplanmistir. Galantaminin SI degeri DE-C6-ZnQ bilesiginden daha
yiiksek ancak DE-C6-NiQ bilesiginden daha diisiik oldugu belirlenmistir. AChE ve BuChE
tizerinde en iyi inhibitor etkileri gosteren bilesiklerin kinetik parametreleri Lineweaver-Burk
ve Dixon grafikleri kullanilarak incelenmistir. Lineweaver-Burk grafigi, Michaelis—-Menten
esitliginin ¢ift tarafli ters cevrilmesiyle elde edilen bir grafiktir. Michaelis-Menten bagintist
enzimler i¢in uyarlandiginda 1/Vy’a karsilik 1/[S] grafigi ¢izildiginde lineer bir ¢izgi elde
edilir. Bu ¢izginin egimi Kn/Vmax, 1/Vo eksenini kestigi yer 1/Vmax ve 1/[S] eksenini kestigi
yer ise -1/Kn'ye karsilik gelmektedir. Dogrunun egimi Kn/Vmax'a esittir. Bu grafik, bir
enzimin bir inhibitore nasil baglandigini belirlemenin en kolay yoludur (107). Sonuglar, DE-
C6-ZNQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin her iki enzimi de yarismali bir sekilde inhibe ettigini
acikca gostermistir. Inhibitdr ve substrat konsantrasyonlar1 artirildiginda, enzimin Vax
degerinin degismedigi, ancak Ky degerinin arttigi gézlenmistir. Bu durum, inhibitoriin
enzimin substratina benzer yapisal 6zellikler gosterdigini ve aktif bolgeye baglanmak i¢in
onunla yaristigini ortaya koymustur. Ote yandan, Dixon grafigi, inhibitdr sabitini (Kj)
belirlemek igin [I] ile 1/Vo'nun grafigi cizilerek olusturulmustur. Inhibisyon tipini
degerlendirmek i¢in inhibitor konsantrasyonlarina denk gelen 1/Vo degerleri i¢in lineer bir
dogru olusturacak sekilde grafik ¢izilir ve bu islem substratin farkli konsantrasyonlari igin
de tekrarlanarak grafik ¢izgilerinin kesisim noktasinda x eksenine karsilik gelen deger Ki’yi
vermektedir (108). Bu hesaplama dogrultusunda, DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin
Kidegerleri AChE iizerinde 0.13 + 0.02 uM ve 0.30 = 0.05 uM iken, BuChE i¢in K; degerleri
sirastyla3.40+£0.03 uM ve 4.80 £ 0.04 uM olarak hesaplanmistir. Kogyigit ve arkadaslarinin
yaptigi calismada periferal 1,2,3-triazol grubu siibstitiie Zn (11), Mn (111), Ni (I1), Cu (11), Co
(IT) ftalosiyanin tiirevleri sentezlenmis ve bu bilesiklerin AChE inhibisyon etkileri
incelenmigstir. Bilesiklerin AChE enzimine kars1 40.11+5.61 — 78.27 + 15.42 mM araliginda
Ki degerleri oldugu raporlanmistir (81). Bir baska ¢alismada ise, 2021 yilinda Giizel ve
arkadaslar1 tarafindan furan-2-ilmetoksi stibstitiie Zn (I1), In (111), Ga (111), Cu (11), Mn (II)
ftalosiyanin bilesiklerinin kolinesteraz enzim inhibisyon 6zellikleri incelenmistir. AChE ve
BuChE enzimlerine karsi yarigsmali inhibisyon gdsteren bilesiklerden en yiiksek inhibisyon

gosteren bilesigin Cu (II) kompleksi oldugu tespit edilmistir. Bu bilesigin AChE ve BuChE
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enzimlerine kars1 K; degerleri sirasiyla 11.17 £ 1.03 uM ve 7.55 £+ 0.98 uM olarak tespit
edilmistir (89). Demirbas ve arkadaslarinin yaptigt calismada ise 4-{2-(2-
tiyenil)etoksi}ftalonitril ve bunun tetra siibstitiie periferal metalsiz, Pb (II), Mg (II) ve Co
(I1) ftalosiyaninleri sentezlenmistir. Bu g¢alismada, bilesiklerin AH gibi nérodejeneratif
hastaliklarda kullanilma potansiyelini belirlemek i¢in ftalosiyaninlerin kolinesteraz inhibitér
ozellikleri arastirildiginda Co (1) kompleksi, sirasiyla 23.71 + 0.39 ve 27.29 £ 0.22 uM 1Csg
degerleri ile AChE ve BuChE enzimlerine karsi en gii¢lii inhibitor etkilere sahip oldugu
bulunmustur. Lineweaver-Burk grafigi incelendiginde, Co (Il) kompleksinin AChE
enzimine kars1 yarismasiz inhibitor, BuChE enzimine kars1 ise yari yarigsmali inhibitor
ozellik gostermistir (91). 2019 yilinda Demirbas ve arkadaslarinin yaptiklari ¢caligsmada,
periferal tetra siibstitiie metalsiz, Pb (1), Ni (II) ve Co (Il) ftalosiyaninlerin AChE/BuChE
inhibitor etkileri ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde bilesiklerin terapdtik potansiyelini
belirlemek i¢in incelenmistir. Ni (1) kompleksi, 65.04 + 0.82 uM ICsq degeri ile AChE'ye
kars1 en yiiksek inhibitor etkiye sahipken, Pb (1) kompleksiise, 46.23 +0.78 uM ICso degeri
ile en giicli BuChE inhibitor etki gostermistir. Kinetik analizler sonucunda, bu iki
kompleksinde AChE/BuChE'yi artan substrat konsantrasyonlar1 varliginda sabit Vimax degeri
ve artan Ky degerleri ile yarigmali inhibitor 6zellik gostererek inhibe ettigini ortaya
koymustur. Bilesiklerin K; degerleri AChE'ye kars1 28.23 + 0.30 ve 31.04 £ 0.50 pM,
BuChE'ye kars1 16.13 £ 0.44 ve 94.20 + 1.40 uM olarak hesaplanmistir. Tiim bu sonuclar
ftalosiyanin bilesiklerinin sentezinde kullanilan metal iyonlarinin ve ligandlarmin
kolinesteraz enzimleri iizerinde etki yarattiin1 ortaya koymaktadir. Calismamizda
kullanilan tetra-({6-[3-(dietilamonyum)fenoksi)heksil } oksi substitiie ligandinin bu enzimler

tizerinde onemli inhibitor etki gosterdigi anlagilmistir.

Ftalosiyaninler disinda sentezlenen diger bilesiklerde kullanilan nikel ve ¢inko
metallerinin AChE ve BuChE enzim inhibisyonu c¢alismalari1 incelendiginde Ajayeoba ve
arkadaslarinin 2019 yilinda 3-hidroksibenzaldehit-4-nitrobenzoik asit hidrazon, Ni (Il) ve
Cu (1) komplekslerinin AChE inhibisyon aktivitesine bakildiginda ligandin aktivitesi 190 +
20 pug/mL olarak 6lg¢tilmiistiir. Cu (II) kompleksi 220 + 20 pg/mL degerine sahipken, Ni (1)
kompleksi 390 + 80 pg/mL ile en diisiik inhibitor degere sahiptir (109). Huseynova ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise tiyosemikarbazon glioksalik asit ile yeni bir Zn (1)
koordinasyon polimeri sentezlenmistir ve bu kompleks, BUChE ve AChE enzimlerine karsi
etkili bir inhibitdr 6zellik gostermistir. Zn kompleksinin K; degerleri sirasiyla BUChE i¢in
0.47 £0.10 uM ve AChE i¢in 0.58 + 0.13 uM olarak hesaplanmistir (110). Tiim bu sonuglar
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metal iyonlarinin ve kullanilan bilesiklerin kolinesteraz enzimleri iizerindeki etkilerini
gostermistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan Ni ve Zn metal komplekslerinin bu enzimler

iizerindeki inhibitor etkilerinin kullanilan ligandlarla gili¢clenecegi anlasilmistir.

Oksidatif stres, yagslanmanin dogal bir parg¢asi ve AH’deki 6nemli bir patolojik
ozelliktir, bu da biligsel gerilemeye katki saglayabilir. AH riskine katkida bulunan bir dizi
faktor mevcuttur, bunlar arasinda DNA hasar1 da bulunmaktadir. DNA hasari, onarimi ve
yaslanma arasinda karmasgik bir iliski bulunmaktadir. AH’de artan DNA hasar1 ve yasa bagh
olarak azalan DNA onarimi, hastaligin ilerlemesini siddetlendirebilir. Ayrica, ¢esitli DNA
hasar1 tiirlerinin norodejenerasyon ile iliskilendirildigi gozlemlenmistir. Bu nedenle,
arastirmalarin DNA hasari, onarimi ve AH dahil yasa bagli hastaliklar arasindaki iliskiye
odaklanmas1 onemlidir (111). Bilesiklerin niikleaz aktivitesini tespit etmek i¢in yaygin
olarak kullanilan bir yontem olan agaroz jel elektroforezi, ¢oziinmiis biyomolekiillerin
elektrik ytliklerine oranla belirlenen hizda bir elektrik alaninda go¢ etmelerine dayanmaktadir
(112). Bu yontem, genellikle molekiiliin buytkligi, sekli ve kimyasal yapisi gibi
faktorlerden etkilenen molekiiler go¢ prensibine dayanmaktadir. Elektrik alandaki molekiiler
go¢, DNA'min negatif yiiklii olmasindan kaynaklanarak, DNA'nin elektrik alanina
yerlestirildiginde anoda dogru hareket etmesiyle gergeklesir. Bu gog siirecine elektrik alanin
giicli, agaroz jel ve tamponun yogunlugu ve DNA'nin biiyiikliigii gibi ¢esitli faktorler etki
etmektedir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda ftalosiyanin bilesiklerinin niikleaz aktivitesi
siipersarmal pBR322 plazmid DNA kullanilarak belirlenmistir. Bu calismanin amaci
bilesiklerin toksik etkileri iizerinde 6n bir ¢alisma gergeklestirmektir. Elektroforezde
stipersarmal pBR322 plazmid DNA'nin go¢ 6zellikleri incelendiginde, siipersarmal formun
en hizli hareket ettigi bilinmektedir. Maddelerle etkilesim sonucunda tek bir zincirde hasar
meydana geldiginde kirik form olusmakta olup jel iizerinde en yavas hareket eden form olma
ozelligine sahiptir. Eger maddeler ve bilesikler arasindaki maruziyet sonucunda ¢ift zincirde
hasar meydana gelirse, bu durumda lineer form adi verilen bir form olusur. Olusan bu form,
genellikle stipersarmal ve kirik formlarin arasinda yer alacak sekilde go¢ etmektedir (112).
Bu c¢alisma kapsaminda bilesiklerin ilk olarak DNA hidrolitik niikleaz etkileri
incelendiginde hem DE-C6-ZnQ hem de DE-C6-NiQ bilesikleri i¢in 100, 50 ve 10 uM’da
dikkate deger niikleaz aktivite gézlenmemistir. DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin
hidrolitik niikleaz etkinliklerinin incelenmesinin ardindan oksidatif niikleaz etkileri
incelenmistir. Bu ¢alismada oksidatif ajan olarak %2 (h/h) H.O; kullanilmistir. Kullanilan

bu ajan, DNA’ya tek basinailave edildiginde herhangi bir niikleaz aktivitesi gostermemistir,
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ancak bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlariyla (100, 50 uM) birlikte ilave edildiklerinde
negatif kontrole gore yiiksek bir niikleaz 6zellik gostermislerdir. 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 pM’da bant yogunlugunun azaldig: tespit
edilmistir. DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin ajan varliginda diisiik konsantrasyonda

dikkate deger oksidatif niikleaz aktivitesine sahip olmadig1 gosterilmistir.

Bilesiklerin sitotoksik etkileri, hiicre morfolojisinin bozulmasi, hiicre biiylime
hizinda azalma veya hiicre 6liimii degerlendirilerek hiicre kiiltiirii sistemleri tizerinde in vitro
olarak test edilmistir. MTT testi, metabolizmanin canliligina dayal1 sitotoksisiteyi 6lgmek
i¢cin uygulanan nicel bir kolorimetrik yontemdir. Bu yontem hizli, kolay ve yiiksek dogruluga
sahiptir. Bu ¢alismanin esasi bir tetrazolyum tuzu olan sar1 renkli MTT bilesiginin, canli
hiicrelerde Krebs dongiisii enzimlerinden olan siiksinat dehidrojenaz tarafindan parcalanarak
mor renkli suda ¢oziinmeyen formazan kristallerine dontistimiidiir. Bu kristallerin, DMSO
ve izopropanol gibi organik bir ¢oziiciide ¢oziinmesi sonucu spektrofotometrik olarak 6l¢iim
gerceklestirilmektedir. Olgiilen absorbansin hiicre canlilig: iliskisi oldugu bilinmektedir
(104). Bu ¢alismada, DE-C6-ZnQ ve DE-C6-NiQ bilesiklerinin SH-SY5Y hiicre hattina
karsi sitotoksik etkileri MTT hiicre canlilik testi kullanilarak arastirilmistir. DE-C6-ZnQ ve
DE-C6-NiQ bilesiklerinin sitotoksisite profillerini degerlendirmek igin bilesikler SH-SY5Y
hiicrelerine 24 saat boyunca 0.05-50 uM arasinda uygulanmistir. Bulgularimiza gére DE-
C6-NiQ bilesigi, SH-SYS5Y hiicreleri igin DE-C6-ZnQ bilesiginden daha sitotoksik oldugu
goriilmustiir. Ayrica, her iki bilesigin 0.05-0.1 uM konsantrasyonlarinda SH-SY5Y hiicre
canliliginin arttig1 goriilmiistiir. Hiicre canlilig1 sonuglarina gére DE-C6-ZnQ ve DE-C6-
NiQ bilesiklerinin ICso degerleri sirasiyla 41.84 + 0.99 uM ve 19.45 + 2.07 uM olarak
bulunmustur. Bu ¢alismadan elde edilen ICso degerleri goz dniine alindiginda, DE-C6-ZnQ
bilesiginin daha yiiksek ICso degerinin olmasi, bu bilesikle bu konsantrasyonlara kadar
giivenle ¢alisilabilecegini  gostermektedir. Dolayisiyla, DE-C6-ZnQ  bilesiginin
AChE/BUChE enzimi inhibitorii olarak, AH tedavisinde kullanilma potansiyelinin daha
yliksek oldugu fikrini olusturmaktadir. Bu aragtirmanin devaminda bilesiklerin AH’de rol
oynadig1 diisiiniilen diger hipotezlere karsi etkinliginin arastirilmasi ve bilesiklerin kan beyin

bariyerini gegebilme ihtimallerinin incelenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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