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OZET

Baz Ftalosiyanin Bilesiklerinin Kolinesteraz inhibitorleri Olma

Potansiyellerinin Incelenmesi

Bu tez c¢alismasinda 8-[3(trimetilamino)fenoksi]oktanoksi grubu iceren
silisyum (1V) ftalosiyanin (DM-C8-SiQ), 8-[3(trimetilamino)fenoksi]oktanoksi grubu
iceren ¢inko (1) ftalosiyanin (DM-C8-ZnQ) ve 8-[3-(Dimetilamino)fenoksijoktan-1-
ol (DM-C8- OH) bilesiginin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri
lizerinde inhibisyon c¢aligmas1 gerceklestirilmistir. Ayni zamanda bilesiklerin
antioksidan aktivite potansiyelinin arastirilmasi igin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal supiirme aktivitesi ve demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢
(FRAP) aktivitesi ¢alisilmistir. Bilesiklerin plazmid pBR322 DNA niikleaz 6zellikleri
agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak incelenmistir. Tim bu g¢alismalarin
sonucunda  8-[3-(Dimetilamino)fenoksi]oktan-1-ol (DM-C8-OH) ve  8-[3
(trimetilamino)fenoksi] oktanoksi grubu iceren ¢inko (1) ftalosiyanin (DM-C8-ZnQ)
bilesiginin Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in ilag olma potansiyellerinin oldugu

tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer Hastaligi, Asectilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz,

Ftalosiyanin, Inhibisyon
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ABSTRACT

Investigation of Potential of Some Phthalocyanine Compounds as

Cholinesterase Inhibitors

In this thesis, inhibition studies of silicon (IV) phthalocyanine containing 8-[3
(trimethylamino) phenoxy]octanoxy group and zinc (I1) phthalocyanine containing 8-
[3(trimethylamino)phenoxy]octanoxy  group  on  acetylcholinesterase  and
butyrylcholinesterase enzymes were carried out. In addition, 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity and iron (Ill) ion reducing
antioxidant power (FRAP) activity were studied to investigate the antioxidant activity
potential of the compounds. Plasmid pBR322 DNA nuclease properties of the
compounds were examined using agarose gel electrophoresis method. As a result of
all these studies, it was determined that 8-[3-(Dimethylamino)phenoxy]octan-1-ol
(DM-C8-0OH) and 8-[3-(trimethylamino)phenoxy]octanoxy group containing zinc (1)
phthalocyanine (DM-C8-ZnQ) compounds have the potential to be drugs for the

treatment of Alzheimer's Disease.

Keywords: Alzheimer's Disease, Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase,

Phthalocyanine, Inhibition
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH) noronlarin dejenerasyonu ve bilissel islevlerde diisiis ile
karakterize, diinya capinda yash niifusu etkileyen kronik ve ilerleyici bir hastaliktir.
Hastaligin yasla beraber insidansi ve prevelansi artmaktadir (1). Dinyada 6lim nedenleri
arasinda altinci sirada yer alan bu hastaligin kiiresel toplam maliyetinin 1.3 trilyon ABD
dolar1 oldugu tahmin edilmektedir (2, 3). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporlarina gére 2019
yilinda tahmin edilen demansli hasta sayist 55 milyondur ve bu sayinin 2050 yilinda 139

milyona yukselmesi beklenmektedir (3).

Alzheimer hastalig1 i¢in heniiz tamamen tedavi edici bir yontem bulunmamaktadir.
Ancak, hastaligin semptomlarini hafifletmek ve ilerlemesini yavaslatmak igin ¢esitli
tedaviler mevcuttur. lag tedavileri, AH’nin semptomlarini kontrol etmek igin kullanilan en
yaygin tedavi yontemidir. Bu ilaglar, beyindeki norotransmitterlerin dengesini diizenleyerek,
hastaligin semptomlarini hafifletmeye ¢alisirlar. Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri ve
anti-N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonistleri, bu ilaglarin en yaygin siniflar arasindadir
(4).

Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in simdiye kadarki en basarili yaklasim kolinerjik
hipotezdir. Bu hipoteze gore hastaligin asil nedeni beyindeki diisiik asetilkolin (ACh)
seviyesidir. ACh beyinde kolinerjik iletimde gorev alir. Kolinesterazlar (ChE) ise ACh
hidrolizini katalize eder (5). Terapotik bir yaklasim olarak hastalarda ChE'ler inhibe edilir
ve bdylece beyindeki ACh seviyesi artirilir (6). Bu dogrultuda ABD Gida ve Ilag Dairesi
(FDA), memantin, donepezil, galantamin ve rivastigmin adli ilaglar1 onaylamustir (7). Ancak
bu ilaglar semptomatiktir, AH'nin ilerlemesini geciktirememekte veya dnleyememektedir
(8). Bu nedenle hiicre olimlerini ve hastaligin ilerlemesini engelleyecek yeni ilag

tasarimlarina ihtiya¢ artmaktadir.

Serbest radikaller, dis orbitallerinde eslenmemis elektron bulunan molekiiller
olarak tanimlanirken, antioksidanlar ise bu serbest radikallerin istenmeyen etkilerini azaltan
endojen veya eksojen bilesikler olarak tanimlanir. Saglikli bir organizmada antioksidanlar
ve serbest radikaller arasinda bir denge mevcuttur. Ancak bu denge reaktif tiirler lehine
bozuldugunda oksidatif stres meydana gelir. Oksidanlar viicudun olagan metabolizmasinin
yan iiriinii olarak veya sigara dumani, alkol, ¢evresel kirleticiler, demir ve civa gibi agir
metallere maruziyet sonucu dis kaynakli tiretilebilir. Beyin dzellikle yiiksek oksijen tiikketimi

nedeniyle oksidatif hasara kars1 hassastir. Alzheimer hastaliginda antioksidan enzimlerin



aktivitesinde olumsuz degisiklikler meydana gelir. Bu nedenle oksidatif hasar birikmeye
baslar. Bu oksidanlarin yiiksek seviyeleri deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina sebep olur.
Alzheimer hastalarinin beyin plaklarinda oksidatif tiirler patolojik bir 6zelliktir. Reaktif
oksijen tdrlerinin (ROS) amiloid-beta (AB) plak olusumu ve klinik semptomlardan 6nce
varliginin arttigina dair kanitlar mevcuttur. Antioksidanlar ise detoksifikasyon yoluyla beyin
hiicrelerinde serbest radikal hasarini azaltmaya yardime1 olur. Antioksidan 6zelliklere sahip

bircok madde, bugiin sinir sistemi hastaliklarinin tedavisine yonelik olarak arastirilmaktadir

(9, 10).

Ftalosiyaninler, 18 & elektron sistemine sahip, glcli kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
olan, yesil-mavi renkte, aromatik makromolekillerdir (11, 12). Ftalosiyaninlerin merkezi
bosluguna farkli metaller eklenerek kimyasal yapilari degistirilebilir (13). GlUnumizde
ftalosiyaninler kimyasal sensor, biyolojik goriintiileme, optik veri depolama, katalizor, yar
iletkenler, fotodinamik terapi vb. gibi teknolojik ve endiistriyel alanlarda kullanilmakta olup,
ayni zamanda antioksidan, antimikrobiyal, enzim inhibisyonu, DNA etkilesimi, antikanser

gibi in vitro biyolojik alanlarda da ¢aligmalara konu olmaktadir (12).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii 6gretim tiyesi Prof. Dr. Zekeriya Biyiklioglu ve ekibi tarafindan sentezlenen 8-[3
(trimetilamino) fenoksi]oktanoksi grubu iceren silisyum(lV) ftalosiyanin ve 8-[3
(trimetilamino)fenoksi]oktanoksi grubu igeren ¢inko(Il) ftalosiyanin bilesiginin AH
tedavisinde kullanilmak tizere uygun ChE inhibitorleri olup olmadigmin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu dogrultuda ilk olarak bilesiklerin inhibisyon etkileri yiizde elli inhibisyon
yaptigi (ICso) degerleri belirlenerek incelenmistir. Etkin bulunan inhibitorlerin ileri
inhibisyon calismalar1 ChE enzimlerinin inhibisyon kinetigi ile ¢alisilmistir. Ayn1 zamanda
bilesiklerin antioksidan etkiye sahip olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal slipirme aktivitesi ve demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan
giic (FRAP) aktivitesi ¢alisilmistir. Son olarak bilesigimizin DNA niikleaz akvite ¢alismast
yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Demans

Uluslararas1 Hastalik Siniflandirmast ve ICD-11'in son revizyonuna gére demans
"onceki bilissel iglevsellik diizeyinden diisiisle karakterize edinilmis bir beyin sendromu"
olarak tanimlanmaktadir (14). Demans, bir hastaliktan ziyade, daha ¢ok ortaya g¢ikan
semptomlar1 ifade eder. Diger adiyla major norobilissel bozukluk olarak bilinir ve kisinin
giinliik yasam aktivitelerini, sosyal becerilerini, davranis, hafiza ve diisiinme yeteneklerini

olumsuz yonde etkiler (15).

Beklenen yasam siiresinin uzamasiyla beraber yasa bagl hastaliklarda da ciddi artig
meydana gelmektedir. Diinya lizerinde 703 milyondan fazla 65 yas iistii insan yagamaktadir
ve bunlarin yaklasik 50 milyonu demanstan muzdariptir. Norolojik hastaliklar arasinda
demans en yiiksek kiiresel ekonomik maliyete sahiptir ve bu sebeple hastaligi onlemek

biiyiik 6nem tagimaktadir (16).

Demans, altinda yatan patolojilerine gore; AH, vaskiiler demans, frontotemporal
lobar dejenerasyon, Lewy cisimcikli demans ve geng baslangicli demans olmak iizere bas

alt tipe ayrilmustir (14, 15).
2.1.1 Alzheimer Hastalhig:

Alzheimer hastaligi, hatirlamada gii¢liik, davranis anormallikleri, bilissel islev
bozuklugu ve dil becerilerinde gerileme ile karakterize yaygin norodejeneratif
bozukluklardan biridir. Alzheimer Hastaligi demans vakalarinin yaklagik %60-70’inden
sorumludur (7). Hastalik genellikle yakin ge¢misi hatirlamada giigliikle baslar, saldirganlik
ve depresyon gibi anormal davranislar da goriilebilir (17). Semptomlar yas ile beraber ilerler

ve geri dondurulemez (18, 19). Ancak hastalik yasliligin kac¢inilmaz bir pargasi degildir (20).

Diinya iizerinde yaklasik 55 milyon insan AH’den etkilenmektedir ve bu saymin
2030 yilinda 78 milyona, 2050 yilina kadar da 139 milyona yiikselmesi beklenmektedir.
Tiim bu hastalarin kiiresel toplam maliyeti 2019 yilinda 1.3 trilyon dolar iken bu rakamin
2030 yilinda yaklasik 2.8 trilyon dolara yiikselecegi tahmin edilmektedir (21). Hastalik 65
yas sonrasinda, her 5 yilda bir ikiye katlanmakla birlikte 65 yas 6ncesi AH riski genellikle

ailesel gen mutasyonlarina baglanmaktadir (22).
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Sekil 1. 2018 - 2050 yillar aras1 Tiirkiye’deki tahmini demansli hasta sayis1  (Bintener’den,
23)

Tiirkiye’deki duruma baktigimizda 2018 yilinda demansh kisi sayis1 528.547 olarak
belirlenmistir. Bu sayimnin 2050 yilinda ii¢ katindan daha fazla olacak sekilde 1.745.679'a
ulasacagi tahmin edilmektedir. Bu say1, Avrupa’daki demansli hasta saymin 2050 yilinda iki
katina yiikselecegi tahmininin iistiindedir. Bu 6nemli yiikselisin sebebinin, 65 yas iizeri

niifustaki artigtan kaynakli olacagi tahmin edilmektedir (23).
2.1.2 Alzheimer Hastahiginin Patofizyolojisi

Hastaligin baslangic evresinde hastalar yakin zamandaki olaylar1 hatirlamada zorluk
yasarlar. Bu durum kisa siireli hafiza kaybi olarak da degerlendirilebilir. Ilerleyen
asamalarda hasta konusma bozuklugu sebebiyle iletisim sorunlari, 6z bakimda yetersizlik,
uyku sorunlar1 ve davranigsal anormallikler gibi semptomlardan muzdarip hale gelir. Bu
rahatsizliklar baglangicta hafiftir ancak zamanla hastanin giinliik yasantisin1 olduk¢a zorlu
hale getirir. llerleyen evrede ise hasta ailesini taniyamayacak hale gelebilir ve beyin

fonksiyonlar1 zamanla azalarak kaybolur ve hastay1 6liime siiriikler (17, 24).

Alzheimer hastaliginin patolojik seyri, semptom gostermeden uzun yillar once
baglar. Beyinde amiloid-beta (AP) plaklar1 ve tau yumaklari yavas yavas birikmeye baslar
ancak hastanin bilissel islevleri bu asamada normaldir. Erken donemde AP plak olusumu

beyinde yaygin olarak goriiniir, tau birikimi odaksal olarak baslar ve beyin boyunca yayilir.

4



Bunu hastaligin klinik olarak ilerlemesi izler. Tau birikiminin beyindeki yeri ve yogunlugu,

hastanin gosterdigi semptomlar ve hastaligin siddeti ile yakindan iligkilidir (25).

Alzheimer hastalar1 tizerinde yapilan biyobelirteg c¢alismalari, AB-oligomerlerin
varliginin biligsel bozukluklarin ortaya ¢ikmasindan yaklasik yirmi yil veya daha uzun siire
once ortaya ciktigmi gostermistir. Ilk belirtiler ortaya ¢iktiginda dendritik dikenlerde ve
sinapslarda 6nemli 6lglide bozulma goralir (26).

Yumaklar
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Sekil 2. Alzheimer hastaliginin ilerlemesinin sematik gosterimi (Oumata’dan, 22)

Alzheimer hastaligi i¢in yasglanma, metaller ve pestisitler, travmatik beyin
yaralanmalar1 ve genetik faktorler olmak tlizere c¢esitli risk faktorleri mevcuttur. Aym
zamanda kadin cinsiyeti de AH’nin risk faktorlerinden biridir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde mevcut 5.3 milyon Alzheimer hastasinin yaklasik yiizde 60’1n1 kadinlar
olusturur. Kadinlarda 45 yas sonras1t AH’ye yakalanma riski erkeklerin yaklasik iki katidir.
Hastaligin kesin nedeni belli olmamakla beraber bazi hipotezler one siiriilmiistiir. Bunlar;
amiloid kaskad hipotezi, kolinerjik hipotez, hiperfosforile tau hipotezi ve néroinflamasyon
hipotezidir. Bu hipotezler kismen birbirlerini desteklemektedir (22, 27). Ayni zamanda
oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve metal iyonlarinin dengesizligi de AH
patolojisine katkida bulunur (28).



NOrodejeneratif birgok hastalikta hastaliga 6zgii proteinler beynin farkli bolgelerinde
¢Oziinmeyen agregatlar seklinde birikir. Genellikle bu birikme hastaligin heniiz semptomatik
olmayan erken evresinde baslar. Alzheimer hastaliginin noropatolojisinde de amiloid
peptidlerinin hiicre dis1 plak olusumu ve hiperfosforile tau proteinin fibriler birimi 6ne ¢ikan

iki agregattir (27).

Sekil 3. Tau proteinini birikim evreleri (Nascimento’dan, 29)

Amiloid hipotezi su zamana kadar en ¢ok kabul goriilen hipotezlerden biri olmustur.
Amiloid 6ncu protein (APP), 639-770 amino asitten olusan ve beyinde yaygin olarak
sentezlenen bir proteindir. Noronal gelisim ve sinaptogenezin diizenlenmesinde rol oynar.
Hastalik durumlarinda beta sekretaz 1 (BACE-1) ve y-sekretaz enzimleri bu proteini pargalar
ve farkli uzunluklarda AP peptidleri olusur. Olusan bu peptidlerden bazilar1 (Ap40/42)
norotoksik ozellige sahiptir. Normalde bu peptidler uzaklastirilmak i¢in hiicre digina atilir
ancak bu peptidler suda ¢oziinmez ve hiicre disinda kolayca agregat olusturur. Bu olusan
agregatlara plak adi verilir ve hastaligin erken doénemlerinde gézlemlenebilir (22, 30).
Olusan bu plaklar iyon kanallarinda bozulmaya, glukoz-enerji metabolizmasinda oksidatif
strese, kalsiyum dengesinde degisikliklere ve AChE transmembran kanalinda tikanmalara
yol acar. Ayni zamanda bu agregatlar hiicreler arasi iletisimi de engeller. AP oligomerleri
hiicre i¢cinde de birikerek ROS’larin olugsmasina ve otofajinin bozulmasina da neden olabilir.

Tum bu siireclerin hepsi néronlarda hiicre 6limine sebep olur (27, 30, 31).
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Sekil 4. Alzheimer hastaliginda protein birikiminin sematik sunumu (Cetin’den, 27)

Tau proteini hiicrenin iskeletini olusturan mikrotiibiiliin yapisinda yer alir ve
hucrenin stabilitelerini korumada yardimcidir. Ancak tau gereginden fazla fosforillendiginde
mikrotiibiil parg¢alanir ve tau proteini yapidan ayrilir. Ayrilan bu taular, birbirlerine yapisarak
hiicre i¢i yumak olustur (30). A peptidlerinin birikimi ve beyin glukoz metabolizmasindaki
anormallikler de tau proteininin hiper fosforilasyonuna yol acar ve boylece hiicre igi
norofibriler yumaklarin (NFT) olusumuna zemin hazirlanir (32). Ayni1 zamanda son yillarda
AP peptidininin tau proteininin yanlhs katlanmasina ve birlegsmesine yol actig1 bunun da
biligsel gerilemeye sebep oldugu bildirilmistir. Ayrica fosforile tau proteininin AChE
aktivitesini artirdig1 da bildirilmistir (24).

Kolinerjik hipotez AH’nin patolojisinde bir diger 6ne ¢ikan yaklagimdir. Bu hipotez
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde diigiik olan ACh seviyelerini korumay1 hedefler (27).
ACh, saglikli bir beyin igin 6nemli olan ve kolinerjik noronlar tarafindan {iiretilen bir
norotransmitterdir. Korteks, bazal ganglionlar ve bazal 6n beyin boyunca aktiviteye sahiptir
(21). Hafiza, uyku, konsantrasyon, biligsel ve 6grenme islevlerinin fonksiyonu i¢in 6nem arz
eder. Bunedenle AH’de yasanan bu sorunlarin kolinerjik ndronlardaki hasarla iliskili oldugu

distintiilmiistiir.

Insan viicudunda iki énemli ChE tiirii bulunmaktadir. AChE , kanda ve beyindeki
noronlarda yaygin olan, esas olarak merkezi sinir sisteminde bulunan ve ACh’yi hidrolize

eden enzimdir. BChE ise sinir sisteminde ve agirlikli olarak karacigerde bulunur ve
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batirilkolini (BCh) ve ACh’yi hidrolize eder (33). Bu iki tip ChE enzimi yaklasik %70
benzerlik gosterir (34). Saglikli bir beyinde normal AChE/BChE oran1 4/1’dir. Ancak
hastaligin ilerlemesiyle beraber AChE seviyeleri yaklasik yar1 yariya azalirken, BChE orani
%30-60 oraninda artar. Bu durum BchE’nin hastaliin ilerleyen evresinde, ACh hidrolizine

katki sagladigini diisiindiirmektedir (35, 36).

™1 T
- AChE N+

HsC 3 HsC
asetilkolin asetik asit kolin

Sekil 5. AChE enziminin, ACh’i asetat ve koline hidrolizi (Koganci’den, 37)

Saglikli bir beyinde, ndronlarda AChE vezikiiller araciligiyla presinaptik membrana
alinir. Sinaptik bosluga salindiktan sonra ACh, AChE enzimi tarafindan hidrolize ugrar ve
asetik asit ve koline ayrisir. Inhibitér varhginda ise, AChE gérevini yapamaz, bu sayede
ACh par¢alanmaz ve postsinaptik nérona dogru yoluna devam eder (31). Alzheimer
hastaliginda AChE enziminin aktivitesi normalden yiiksektir. Bu da asetilkolinin daha fazla
parcalanmasina ve beyindeki konsantrasyonunun azalmasina neden olur. Ayrica bu
enzimlerin senil plaklarin ve ndrofibriler yumaklarin olusumuna da katkida bulundugu ve
inhibisyonlarinin toksik AP plaklarinin agregasyonunu azaltarak AH’nin ilerlemesini

yavaslattigi bildirilmistir (6, 28, 34).
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Sekil 6. Presinaptik néronlarda gergeklesen kolinerjik olaylar (Min’den, 38)

Noroinflamasyon AH patogenezinde rol oynayan 6nemli yolaklardan biridir. Son
calismalar, merkezi sinir sistemi iltihabinin hastaligin olugsmasindan yillar 6nce basladigim
gostermektedir. Bu enflamatuar mekanizmada astrositler ve mikroglialar yer alir. Alzheimer
hastaliginin erken evresinde mikroglial hiicreler aktive olur ve 6l hiicre kalintilarin1 ve AP
peptidlerini fagosite ederek ortadan kaldirir. Ayn1 zamanda bu agregatlarin ¢evresinde bir
bariyer olusturarak, daha genis alanlara yayilmalarini engellerler. Ancak bu aktivasyonun
AP plaklar tarafindan kroniklestirilmesi uzun siireli enflamasyona neden olur. Bu durum
mikroglialardan proinflamatuar tumoér nekroz faktér (TNF-a) ve interlokin b1(IL-b1) gibi
stokinlerin salinmasini artirirken, antienflamatuar sitokinlerin salinimi engeller. Biitiin
bunlarin sonucunda ROS’lar olusur ve mikroglial hiicrelerin fagositik etkisi azalir.
Mikroglialar gibi astrositler de AP maruziyeti sonucu enflamatuar sitokinler uretir.

Nihayetinde néroenflamasyon ve ndron 6liimii gerceklesir (39).
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Sekil 7. Alzheimer hastaliginda nérodejenerasyona sebep olan yolaklarin sematik gosterimi
(Ahmad’dan, 16)

Alzheimer hastaliginin risk faktorleri arasinda apolipoprotein E (Apo E)
poliformizmi de yer almaktadir. Apo E allelinin varliginda hastalik riski artar. Apo E beyinde
astrositler tarafindan {iretilen, kolesterol ve trigliserit metabolizmasinda rol alan yag
baglayict bir proteindir. Ug adet izoformu vardir. Bunlardan ApoE4 izoformu, plak
birikimini ve ndroinflamasyonu artirarak ve AP klirensinde azalmaya sebebiyet vererek AH

riskini artirir. Apo E2 ekspresyonu ise azalmig AH ile iligkilidir (22, 32).
2.1.3. Alzheimer Hastahiginda Tam

Alzheimer hastaliginin belirtileri olduk¢a yavas ortaya cikar, ilerleme hizi ve

belirtiler kisiden kisiye farklilik gosterebilir (40).

Hastaligin tanis1 zihinsel ve biligsel muayenelerle beraber; patolojik olarak da A
senil plaklar1 ve norofibriler yumaklarin varliginin belirlenmesi sonucu konmaktadir. Ciinkii
bu agregatlarin varligi AH’nin ayirt edici 6zelliklerindendir (25, 34). Alzheimer hastalig
tanisinda bu proteinlerin birikimini ve ndronlardaki kayiplar1 6l¢gmek i¢in bazi goriintiileme
teknikleri kullanilmaktadir. Bunlar; manyetik rezonans gorintiileme (MRG), fonksiyonel
MRG (fMRI), yapisal MRG (sMRI), radyoniikleid goriintiileme ¢aligmalar1 (RIS), arteriyel
spin etiketleme (ASL), duyarlilik agirlikli goriintileme (SWI) ve pozitron emisyon
tomografisi (PET) gibi tekniklerdir.
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Sekil 8. Alzheimer hastaliginin néropatolojik ozellikleri. (a) Amiloid-p senil plaklarinin
yerini belirlemek i¢in AH beyin dokusu kesitinin immiinositokimyasi. (b)
Fosforile tau'nun norofibriler yumaklari (Plascencia-Villa’dan, 2).

Beyin omurilik sivisi da hastaligin patolojisinde bulunan fosforile tau, Ap 42 ve
ubikuitin biyobelirteclerini icerir. Kanda A proteini ve izoprostanlar, idrarda ise nérol iplik

proteini, hastaligin biyobelirteglerindendir (32).
2.1.4. Alzheimer Hastaliginda Tedavi

Alzheimer hastaliginin kesin tedavisi, 1902 yilinda hastali§in tanimlanmasindan bu
yana hala bulunamamistir. Mevcut ilaclar, hasta bireylerde sadece semptomatik bir
hafifleme saglamaktadir, A plaklarinin ve tau yumaklarinin olusumunu engellemezler (35).
Hastaligin ana patolojileri olan amiloid plaklar1 ve tau yumaklarinin yaninda sahip oldugu
enflamasyon, immiin duzensizlik, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres gibi fizyolojik
bozulmalar, hastaliin karmagik patolojisini ortaya koymakta ve tedaviyi gii¢lestirmektedir

(36).

Su an i¢in FDA tarafindan onaylanmis olan mevcut ilaglar ii¢ sinifta incelenebilir.
Bunlardan ilki ChE inhibitorleridir. Inhibitdrler bir enzimin aktivitesini durduran veya
yavagslatan genellikle kiiciik molekiil agirligina sahip bilesiklerdir (41). Su ana kadar mevcut
ChE inhibitorleri galantamin, rivastigmin, takrin ve donepezildir. Bu ilaglar ACh’in kolin ve
asetat bilesenlerine pargalanmasini engelleyerek, beyindeki mevcut ACh seviyesini
korumay1 veya artirmay1 hedefler. Boylece noromiiskiiler kavsaklarda ACh seviyesi ve etki

stiresi artmis olur (42). Hastaligin hafif-orta seviyelerinde kullanilmaktadir.

Bir inhibitoriin enzimi inhibisyonu geri doniisiimlii veya geri doniisimsiiz olabilir.

Geri doniigiimsiiz inhibisyonda inhibitorler enzime kovalent baglanma yaparlar ve enzimin
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aktif merkezindeki amino asit yapisin1 degistirebilir. Geri doniisiimlii inhibisyonlarda ise
inhibitorler enzime hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar veya hidrojen bag1 gibi kovalent
olmayan yollarla baglanir (41, 43). Donepezil ve galantamin AChE’1 geri doniistimlii olarak
inhibe ederken, rivastigmin AChE ve BChE’i geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder (28).
Takrin ise karaciger toksisitesine sebep oldugu igin ilag pazarindan g¢ekilmistir. Ancak
mevcut ChE inhibitorlerinin uzun donem ve artan doza bagh olarak kullaniminin
gastrointestinal sistemde mide bulantisi, ishal, kusma gibi yan etkilerinin oldugu

belirtilmistir (27, 44).

Ikinci grupta bir NMDA antagonisti olan memantin yer alir. Glutamat, NMDA
reseptorlerine baglanan bir nérotransmitterdir. Glutamat NMDA reseptoriine baglandiginda,
noronal hiicrede sodyum ve kalsiyum akisini diizenleyerek hafiza ve d6grenme islevlerine
katkida bulunur. Ancak reseptorlerin glutamat tarafindan asir1 uyarilmasi, eksitotoksisiteye
sebep olarak, néron 6lumine neden olur. Memantin, NMDA reseptor blokeri olarak gérev
alir. Glutamat aracili norotoksisiteyi inhibe ederek hareket eder (28, 45) ve hastaligin ileri

seviyesinde kullanilmaktadir (7).
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Sekil 9. Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in kullanilan FDA onayl ilaglar (Liu’dan, 46)

Son olarak FDA 2021 yilinda bir anti-amiloid antikoru olan Aducanumab’a AH
tedavisi icin onay vermistir. Ila¢ intravendz olarak uygulanir, kan beyin bariyerini gecerek
AP peptidinin n-terminaline baglanarak etki gosterir. Hastaligin hafif demans evresi igin

endikedir (47, 48).
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Hastaligin beynin islevlerini heniiz koruyabildigi erken evrede, ilerleyisinin
engellenmesi igin, hastaligi modifiye edici ilaglarin gelistirilmesine acil ihtiyag vardir. Su
anda mevcut ilaclar sadece semptomik ilaglardir ve hastaligin orta ve ileri evresi igin

onaylanmustir (44).
2.2. Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninler, (CgHaN2)sH2 molekiiler formiiliine sahip, yesil- mavi renkte
aromatik makrosiklik bilesiklerdir. Azot atomlar1 ile birbirine baglanmis dort izoindol alt
grubuna ve 18 =m elektron sistemine sahip iki boyutlu bilesiklerdir (11). Yapisal olarak
klorofil, hemoglobin, B12 vitamini gibi porfirinlere benzer. Ancak dogada bulunmazlar ve

tamamen sentetik yollarla uretilirler (49).
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Sekil 10. Porfirin ve ftalosiyanin arasindaki yapisal iliski (Telseren’den, 49)
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2.2.1. Ftalosiyaninlerin Tarihgesi

1907 yilinda, A.V. Braun ve J. Tcherniac tarafindan, asetondaki ftalamidden orto-
siyanobenzamidin hazirlanmasi esnasinda bir yan iiriin olarak tesadiifen ilk metal igermeyen

ftalosiyanin kesfedilmistir.
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Sekil 11. i1k metalsiz ftalosiyanin sentezinin sematik gdsterimi (Carobeli’den, 50)

Ftalosiyanin ismi, Yunanca kaya yag1 anlamina gelen ‘nafta’ koyu mavi anlamina
gelen ‘siyanin’ ve sentezlendigi ilk Oncii olan ftalik asit (CgHeOs4) kelimelerinden
tiretilmistir (51). Yaklasik 20 yil sonra Diesbach ve Van Der Weid, bakir siyaniir (CuCN)
ile o-dibromobenzenin (CsH4Br2) bilesigini piridin i¢inde 200 °C'de 1sitarak mavi renkli,

¢oziinmeyen, kararl bir {iriin ortaya ¢ikarmis, ancak yapilarini aydinlatamamiglardir (52).

Br
2 CuCN —» Ftalosiyanin

Br

Sekil 12. Diesbach ve Van Der Weid tarafindan gergeklestirilen reaksiyon (Oliveira’dan,
52)

1928 yilinda ise bir boya sirketi olan Scottish Dyes, Ltd. firmasinda, tesadiifi olarak
yeni bir demir ftalosiyanin iiretilmistir. Uriin ftalik anhidrit (CsHsO3 ve ftalimidin
amonyaktan tiretimi sirasinda, iiriiniin demir reaktdriiniin digina kazara sizmasiyla ortaya
cikmistir. Ortaya ¢ikan bu mavi yesil {iriin, boya sirketinde dikkat ¢ekmistir. Bu maddenin

demir ile ftalimidin bir yan iriinii olarak ortaya ¢iktig1, organik ¢ozuculerde ¢dziinmeyen
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oldukca kararli bir bilesik oldugu ve bir pigment olarak potansiyele sahip oldugu sirket
tarafindan gosterilmistir. Patent sirketten Dandridge, Drescher ve Thomas'a, 1929 yilinda
verilmistir. Aym1 yil Profesor Reginald P. Linstead ve arkadaslari bu bilesigin yapilarimi

aydinlatmis ve ismini tetraazabenzoporfirin olarak agiklamislardir (50, 52).
2.2.2. Ftalosiyaninlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ftalosiyaninler kararli bir kimyasal yapiya sahiptir. Bu kararli yapilarinin sebebi,
molekiiler yapilarindaki aromatiklik ve koordine kovalent baglanma yapabilmelerinden ileri
gelmektedir. Genellikle kuvvetli asit ve alkali, 151k gibi ¢oziiciilere karsi oldukca kararli ve
yiiksek sicakliklara karsi oldukga dayaniklidirlar. Bu kimyasal yapilari sebebiyle
ftalosiyaninler boyalar ve pigmentler, gaz sensorleri, katalizorler, giines pilleri gibi
endiistriyel ve teknolojik alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica ftalosiyaninlerin
antimikrobiyal, antioksidan, antikanser, tiimor goriintiileme, kemik iligi temizleme, enzim
inhibisyonu, fotodinamik terapi (PDT) gibi ¢esitli biyolojik etkilere sahip oldugu da rapor
edilmistir (12, 53). Son yillarda ftalosiyaninler, 1s1 ve 1s18a karsi sahip oldugu yiiksek
kimyasal kararlilik, yiiksek fototoksisite, tiimor hiicre seciciligi, reaktif oksijen liretim
kapasitesi ve viicuttan hizli atilimi1 sebebiyle fotodinamik terapide iizerinde calisilan
bilesiklerden olmustur. Eklenecek farkli substitiientlerle fiziksel ve kimyasal yapisi
degisebilen ftalosiyaninler, arastirmacilart yeni ve farkli g¢esitlerde ftalosiyanin

sentezlemeleri i¢in tesvik etmektedir (50).

Ancak ftalosiyaninlerin bir dezavantaji suda ve organik coziiciilerde diisiik bir
¢oziiniirliik sergilemeleri ve agregat olusturmalaridir. Iki veya daha fazla ftalosiyanin
molekiilii, molekiiler ¢ekim sonucu {ist liste yigilarak bir kiilmelesme meydana getirir. Bu
nedenle monomer yapi, dimer veya oligomer yapilara doniisebilir. Olusan bu y18in halindeki
yapiya agregat adi verilir. Agregati olusturan ftalosiyanin molekiilleri arasinda herhangi bir
kimyasal etkilesim yoktur (54, 55). Ancak bu durum ftalosiyaninlerin ¢6ziiniirliigiinii
olumsuz etkiler. Ozellikle ikame edilmemis ftalosiyaninler ve metaloftalosiyaninlerde
¢oziinme daha distktir (56). Disiik ¢oziniirlik tibbi ve teknolojik uygulamalarda
zorluklara sebep olur (57, 58). Ozellikle enzim inhibisyonu, fotodinamik terapi gibi biyolojik
alanlarda bu komplekslerin ¢oztniirliigiiniin artmasi, uygulamanin etkinligini artiracaktir.
Bu durum ftalosiyanin bilesigine, ¢dziiniirliigiiniin artmasini1 saglayacak olan ¢esitli alt

gruplarin eklenmesi ile ¢oziilebilir.
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Ftalosiyaninlerin fiziksel ve kimyasal yapilari, merkezi atomun boslugundaki metal
atomuna ve ftalosiyanin iskeletinin periferal veya periferal olmayan konumlarindaki alt
bilesenlerin yapisina gore degisim gosterir. Eklenecek farkli alt gruplar ile bilesigin
¢oziiniirliigii de degistirilebilir. Ik sentezlenen ftalosiyaninler daha kararli yapiya sahip
olmalarina ragmen, yeni sentezlenen ftalosiyaninler daha yiiksek ¢oziiniirliige ve daha diisiik
bozunma sicakliklarina sahiptir. Ftalosiyaninlerin giinlimiizde kolayca sentezlenebilmesi,

arastirmacilarin dikkatini ¢cekmis ve yeni uygulama alanlarinin agilmasina neden olmustur.

Sekil 13. Metalsiz ve metalli ftalosiyanin (Omeroglu’dan, 59)

Ftalosiyaninler neredeyse bitin metallerle koordine olabilirler. Merkezdeki iki
hidrojen atomu metaller ve yar1 metaller ile yer degistirerek metaloftalosiyaninleri olusturur.
Ftalosiyanin bilesigininin halkasimna ve cevresine eklenen bu molekiiller, halkalar arasi
mesafeyi artirir ve molekiiler etkilesimi azaltir. Sonug olarak molekiil daha ¢6ziiniir hale
gelir. Ozellikle biyolojik ve farmakolojik uygulamalarda etkinligin saglanmast igin ¢dziiniir

ftalosiyaninlerin sentezine ihtiya¢ vardir (60, 61).
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Sekil 14. Ftalosiyaninlerde merkez atom olarak kullanilabilen metaller (Telseren’den, 49)

Ftalosiyaninlerin su zamana kadar akut toksisitesi ve kanserojen etkisi
bildirilmemistir. Bu durum tibbi a¢idan kullanilmasinin ve arastirilmasinin 6niinii agmistir

(62).
2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller veya bir diger ismiyle oksidanlar, son yoriingelerinde bir veya daha
fazla eslesmemis, kararsiz elektron igeren kisa omiirlii, yiiksek enerjili bilesik, iyon veya
molekiillerdir. Bu bilesik, iyon veya molekiillerdeki elektronlar eslenik halde bulundugunda
kararli bir yapidadirlar ancak herhangi bir elektron kaybi veya ilavesi bu bilesikleri kararsiz
ve reaktif hale getirir. Kararsiz haldeki bu elektron bir ¢iftlenme egilimiyle yakindaki
molekiile siirekli bir saldiri halindedir. Serbest radikaller, canli metabolizmasinda
gerceklesen olagan siireclerde meydana gelebildigi gibi, ¢evresel kaynakli da olabilir.
Endojen kaynakli serbest radikaller mitokondri, peroksizomlar, arasidonik asit yolu,
egzersiz, fagositoz gibi dogal siireglerde meydana gelebilirken; sigara dumani, UV ve X-ray

1sinlari, tarim ilaglart ve kimyasal ¢oziiciilere maruziyet sonucu dis kaynakli da olabilir (63).

Serbest radikaller oksijen, nitrojen ve kukurt elementlerinden turerler. Oksijen
kaynakli olanlara ROS, nitrojen kaynakli olanlara reaktif nitrojen tiirleri denir. Tablo 1’ de

reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikal olmayan tiirlerin baslica 6rnekleri sunulmustur.
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Tablo 1. Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikal olmayan tiirler ( Giilgin’den, 63)

Reaktif oksijen tarleri

Reaktif nitrojen tarleri

Hidroksil radikali
Superoksit radikali

Hidroperoksil radikali
Lipid radikali
Lipid peroksil radikali
Peroksil radikali
Lipid alkoksil radikali
Azot dioksit radikali
Nitrik oksit radikali
Nitrosil katyonu
Tiil radikali

Protein radikali

HO-
o7

HOO:-

LOO-

ROO-

LO-
NO2-
NO-
NO*
RS-

Hidrojen peroksit
Singlet oksijen
Ozon
Lipid hidroperoksit
Hipoklorit
Peroksinitrit
Dinitrojen trioksit
Nitroz asit
Nitril klorur
Nitroksil anyonu
Peroksinitroz asit

Giilme gazi

H20:
10,
Os
LOOH
HOCI

ONOO
N203
HNO (HNO),
NOCI
NO
ONOOH
N20

Reaktif oksijen turleri notrofiller, makrofajlar ve monositler tarafindan yabanci

organizmalara kars1 savunmak icin, bagisiklik sistemi tarafindan da tiretilebilirler. Bu sayede

enfeksiyonlara kars1 savunmada rol oynarlar. Ayn1 zamanda hiicresel homeostaz, sinyal

iletimi ve hiicre farklilagsmast i¢in de gereklidirler. Ancak ROS’larin asir1 iiretiminin

membran lipitleri, niikleik asitler, karbonhidratlar, hiicre duvari ve proteinler tizerinde zararlh

etkileri vardir. Bu etkiler gen mutasyonuna, doku hasarina ve erken yaslanmaya neden olur.

Kademeli olarak gergeklesen bu oksidatif hasar nihayetinde hiicre 6liimii ile sonuglanir. Tiim

bu siireglerin sonunda cesitli hastaliklar meydana gelir. ROS’larin kanser, diyabet,

ateroskleroz, nérodejeneratif hastaliklar, fel¢ gibi 100°den fazla hastali§a katkida bulundugu

bilinmektedir (63).
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Sekil 15. Serbest radikallerin, hiicrede sebep oldugu hasarlar (Akkaya’dan, 64)

Viicudun dogal isleyisi sirasinda ROS’larin olusumu kaginilmazdir. Saglikli bir
organizmada, viicudun dogal isleyisi sirasinda ortaya c¢ikan bu serbest radikallerle savasan
bilesikler bulunur. Bu bilesiklere antioksidan, bu savunma sistemine ise antioksidan
savunma sistemi denir. Antioksidanlar serbest radikalleri engelleyebilir, notralize edebilir ve
detoksifikasyonunu saglayabilirler. Antioksidanlarin serbest radikallerle reaksiyonu cok
hizli bir sekilde gerceklesir. Bu sayede radikalleri etkisiz hale getirerek, viicudun savunma
sistemine katkida bulunur ve hastaliklarin olusumunu engellerler. Antioksidanlarin,

molekiillerle etkilesime girebilecegi farkli yollar Sekil 16°da gdsterilmistir.

a. OH + RS~ — OH™ + RS
b. CCl; + RH — CHCl; + R

c. CCl; + CCl; — CH,Clg

d. CCl; + CH, = CH, — CH,(CCl;) — CH,

e. CH;CH, + CH;CH,, — CH, = CH, + CH; — CHj

Sekil 16. Antioksidanlarin molekiillerle etkilesim yollari. (a) Elektron bagisi/kabulii (b)
Hidrojenin uzaklastirilmasi. (¢) Kendini yok etme (d) Katilma reaksiyonu (e)
Oderantisizlastirma yolu (Giilgin’den, 63).
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Antioksidanlar viicudun kendisi tarafindan tiretildigi gibi disaridan besinler yoluyla

da alinabilir. Gidalarin bozulmasini engellemek ve raf émriinii uzatmak i¢in kullanilan dogal

ve sentetik antioksidanlar da mevcuttur. Bazi antioksidanlar, belirli hastalilarin tedavisinde

ilag olarak da kullanilmaktadir (65). Saglikl1 bir binyede serbest radikaller ve antioksidan

sistemler denge halindedir. Ancak antioksidan sistemlerin yetersiz kaldigi veya serbest

radikallerin arttigi durumlarda denge bozulur. ROS’a siirekli maruz kalan organizmada

oksidatif stres dedigimiz siire¢ baslar. Oksidatif stres lipit peroksidasyonu, DNA, RNA

hasar1 ve mitokondriyal disfonksiyona neden olarak hastalik siireglerini baglatir.

Antioksidanlarin siniflandirilmasi Sekil 17’°de gosterilmistir (66).

Antioksidanlar

v

v
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Sekil 17. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Okan’dan, 67)
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2.4. DNA Nukleaz Aktivitesi

DNA genetik bilginin aktariminda rol alan, iki adet sarmal zincirden olusmustur. Her
bir insan hiicresinde, yaklagik 2 m uzunlugundaki DNA, ¢ap1 ortalama 10 pm olan bir
cekirdege sikigtirtlmis halde bulunur. DNA’nin ¢ift sarmalli yapisi ona essiz fiziksel ve
kimyasal Ozellikler kazandirir. Bu ¢ift sarmal yapr genetik bilginin depolanma seklidir,

ancak bu bilgiyi kopyalamak veya ifade etmek i¢in bu zincirin agilmasi gerekir (68).

Sekil 18. DNA’nin yapist (Gowda’dan, 69)

DNA radyasyon, ultraviyole (UV) 1s1n1, reaktif oksijen tiirleri gibi tehlikeli ajanlar
tarafindan stirekli bir saldirtya maruz kalir. Bunun yaninda DNA’nin replikasyonu ve
rekombinasyonu sirasinda ortaya cikan igsel hatalar da miimkiindiir. Tim bu saldirilar
sonucunda DNA hasara ugrar ve basta kanser olmak iizere, ndrodejenerasyon, yaglanma gibi
cesitli patolojilere katkida bulunur. Hiicreler tarafindan hayati 6neme sahip olan DNA’nin
korunmasi igin gesitli onarim mekanizmalar1 mevcuttur. Bunlardan biri olan niikleazlar,
hasarl1 niikleotidlerin onarimi1 veya ortadan kaldirilmasinda dnemli rol oynar. Niikleazlarin
gerceklestirdigi gorevler arasinda, kirilan ¢ift iplik¢igin onarimi, DNA replikasyonu,
uyumsuzluk onarimi, baz ve niikleotid eksizyon onarimi 6rnek verilebilir. DNA zincirleri

arasindaki fosfodiester baglar1 kuvvetli hidrolitik stabiliteye sahiptir ve bu sebeple hidrolizi
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icin enzim katalizorlerine ihtiya¢ duyarlar. Niikleazlar, DNA’nin sekerleri ve fosfatlari
arasindaki fosfodiester baglarini koparan bir makas gibi diisliniilebilir. DNA’nin ucunda
meydana gelen boliinmeleri katalizleyenlere ekzoniikleazlar, orta veya i¢ kismindaki

bélunmeleri katalizleyen niikleazlara endontkleazlar denir (70, 71).

Endoniikleaz

ij o

, - Sjmm@tﬂ-w,,
g@ td:?j @ E‘J::j E"'::""':] E§‘ +E=.=:;I Ekzoniikleaz

, Ao o
SRR

L

Sekil 19. Niikleazlarin katalize ettigi DNA boliinmesi (Nishino’dan, 70)

Niikleazlarin hiicrenin programli 6liimiinde (apoptoz) de onemli rolleri vardir.
DNA’nin yikimi apoptosiz siirecinde hem hiicrenin 6liimiinii hem de fagositik yutulmay1
kolaylagtirir. Hiicreye 6zgii niikleazlar, 6lmekte olan hiicrenin DNA’sim1 parcalar. Daha
sonra bu atiklari fagosite eden hiicrenin lizozomlarinda, kalan DNA pargalari, atik-yonetim

niikleazlari tarafindan yok edilir (72).

DNA ’nin béliinmesi canli organizmanin devamu igin hayati bir gerekliliktir. Ornegin
topizomeraz enzimi replikasyon ve transkiripsiyon siireci icin DNA ¢ift veya tek sarmalinin
boliinmesini indiikler. Yine yukarida bahsettigimiz gibi hiicrenin apoptozisine katkida
bulunan endoniikleazlar da DNA’nin béliinmesini saglar. Birgok kanser ilaci da hucreyi
apoptozise siiriikleyerek antitiimor etkiye katkida bulunur. DNA’nin béliinmesi hidrolitik,

oksidatif ve fotokimyasal kesim olmak iizere ii¢ farkli yolla gergeklesir.

Hidrolitik boliinme su varliginda DNA’daki fosfodiester baglarinin kirilmasi olarak
tanimlanabilir. Ancak DNA’nin hidrolize karsi oldukca kararli oldugu bilinmektedir. Bu
mekanizmada Lewis asitleri gibi davranan metal iyonlar1 hidrolizi kolaylastirmaktadir.

DNA ’y1 hidrolize eden enzimlerin aktif bolgelerinde genelde Mg?" Zn?*, Mn?*, Ca®* ve Fe?*
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gibi metal iyonlar bulunmaktadir. Bu sebeple bu tiir metal iyonlar1 iceren bilesikler

fosfodiesterlerin hidrolizi igin uygundur denilebilir (69, 73).

Oksidatif boliinme, niikleobazlarin oksidasyonu veya seker hidrojeninin ayrilmasi
yoluyla deoksiribozun hidrolizini ifade eder. Bu bélinme hem niikleik baz dizeyinde hem
de karbonhidrat dizeyinde olabilir. Oksidatif b6linmeye H20., hidroksil radikali veya DNA
parcalama ajanlar1 gibi harici iriinler eslik eder. Bu boliinmede deoksiriboz sekeri veya
niikleobazlarin tiimii zarar gorebilir. Hidrolitik ve oksidatif boliinmelerin her ikisinde de

DNA pargalar1 baglanamaz (69).
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Sekil 20. Hidrolitik ve oksidatif kesimin gésterimi ( Barut’dan, 73)

Fotokimyasal bdliinme, niikleaz aktivitesinin 151k yoluyla uyarilmast anlamina gelir.
Fotokimyasal olarak iiretilen radikaller seker halkasindan hidrojen atomunun ayrilmasina,
elektron transferine, baz eklentilerinin olusumuna, singlet oksijen iiretimine sebep olabilir.
Gorliniir veya UV 1s1nlari ile niikleazlar aktive olur. Bu sayede transkripsiyon gibi islemler
incelenebilir, niikleik asit yapilar fotoayak izi, foto dizileme gibi proseslerde kullanilabilir.

Ayni zamanda 151k yoluyla ilaglara karsi duyarli hale getirilen DNA, antitimor tedaviler igin
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yararli olabilir. Isikla baslatilan DNA hasari iki tiire ayrilir; tip 1°de tek elektronlu siiregler

varken, tip 2’de singlet oksijen olusumu vardir (69).

DNA’nin verimli ve bozunmaz bir sekilde, yiiksek bir segicilikle hidrolitik kesimi
yeni ilaglarin tasarimi igin son zamanlarda yogun bir sekilde ¢alisilan alanlardandir. Ustelik
DNA’nin hidrolitik kesimi, diger kesim yollarina gore radikal icermemesi acisindan daha
guvenli bir yoldur (73). DNA molekilu 6zellikle antikanser ve antiviral ilaglar i¢in hedef
molekiildiir. Su an i¢in sisplatin ve tiirevleri kanser tedavisi i¢in en yaygin sekilde kullanilan
metal tiirevi ilactir. Ancak mevcut ilaca direng ve sahip oldugu toksitite sebebiyle ciddi yan

etkileri vardir. Bu sebeple daha giivenli ve etkili ilag tasarimlarina ihtiyag vardir (74).

Son yillarda gecis metal kompleksleri ile niikleik asitlerin etkilesimi siklikla
arastirtlmaktadir. Bu sebeple metalo-nikleaz aktivitelerinin modellenmesi  6nem
tagimaktadir. Fosfodiester baglarinin boliinmesine aracilik eden ajanlar olarak gegis metal
kompleksleri siklikla kullanilmaktadir. Metal komplekslerinin DNA’y1 ¢ok ¢esitli yollarla
baglama ve parcalama potansiyelleri oldugu bulunmustur. Bunun sebebi ge¢is metallerinin

sahip olduklar1 Lewis asitlikleri ve yiiksek yiik yogunluklaridir (75).

Ftalosiyanin bilesikleri de sahip olduklar1 singlet oksijen verimi ve suda ¢oziiniirligi
sebebiyle bir niikleaz aktivitesi sergileme potansiyeline sahiptir. Ayn1 zamanda literatiirde
ftalosiyanin bilesiklerinin niikleaz aktivitesi gosterdigi ¢alismalar mevcuttur (76). GUnimuz
caginda viicutta kullanilacak terapotik molekiillerin ¢evresel ve toksik agidan giivenilir ve
temiz olmas1 da olduk¢a 6nemlidir. Bu sebeple sentezlenen ftalosiyanin bilesigimizin enzim
inhibisyon calismasinin yaninda, antioksidan aktivitesi ve niikleaz aktivite ¢aligmalar1 da

gerceklestirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Maddeler

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

Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Adi Marka, Kodu
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma-Aldrich, G7384
5,5’dithiobis (2-nitro-benzoik asit) (DTNB) Sigma-Aldrich, D8130
Agaroz Sigma-Aldrich, A9539
Asetiltiyokolin iyodur (AChl) Sigma-Aldrich, A5751
Asetilkolinesteraz (AChE) Sigma-Aldrich, C3389
Biitillenmis hidroksianisol (BHA) Sigma-Aldrich, A5751
Butiriltiyokolin iyodur (BChl) Sigma-Aldrich,20820
Bditirilkolinesteraz (BChE) Sigma-Aldrich, C1075
Demir (1) klortr (FeCls) Sigma-Aldrich, F2877
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich, 472301
Etidyum bromdir (EB) Sigma-Aldrich, E7637
Galantamin Sigma-Aldrich, G1660
Gallik asit Sigma-Aldrich, G7384
HCI Merck 1.09973
pBR322 plasmid DNA Thermo Scientific, SD0041
Potasyum ferrisiyanir (Ks[Fe(CN)s]) Sigma-Aldrich, 244023
Trikloroasetik asit (TCA) Fischer—Scientific, BP555
Trisma baz Sigma-Aldrich,93362

Calismada kullanilan aksiyal pozisyonlarda 8-[3-(trimetilamino) fenoksi] oktanoksi
grubu iceren silisyum (IV) ftalosiyanin (DM-C8-SiQ) ve periferal pozisyonlarda 8-[3
(trimetilamino) fenoksi] oktanoksi grubu iceren cinko (I1) ftalosiyanin (DM-C8-ZnQ)
bilesiklerinin sentezi ve karakterizasyonu Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi

Kimya Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Zekeriya Biyiklioglu ve ¢alisma grubu tarafindan
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gerceklestirilmistir.  Bilesiklerin yapilart IR, NMR, MALDI-TOF MS ve UV-Vis
spektroskopi teknikleri kullanilarak aydinlatilmistir.

3.1.2.Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Marka, Model
Buzdolabi (+4 °C) Argelik
Derin Dondurucu (-20 °C) Arcelik
Elektroforez gii¢ kaynagi BioRad Power PacTMBasic
Hassas terazi Ohaus PA 2140
Jel gorintuleme sistemi Bio Rad Universal Hood Imager Ge
Manyetik karistirici Dragon MS-H-Pro
Mikroplaka okuyucu Thermo Scientific Multiskan Go
Otomatik pipetler Socorex
pH metre Ohaus Starter 300
Vorteks Visemix WM-10 Wisd
Yatay DNA elektroforezi Biorad Wide Mini-Sub Cell GT System

3.1.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

50 mM Tris- HCI (pH 8) tamponunun hazirlanmasi

pH= 8’de 50 mM’lik 250 mL Tris- HCI tamponu hazirlamak i¢in 1. 514 gram Tris
tartildi. Yaklagik 200 mL saf suyun i¢ine alindi. Daha sonra seyreltik HCl damlatilarak pH’1
8’e kadar diistirtildii.

3 mM DTNB cozeltisinin hazirlanmasi

DTNB bilesiginden ihtiyacimiz olan 35 mL i¢in 42 gram tartildi. Daha sonra
hazirlanan bu ¢ozelti kapakl tiip icine alind1 ve Tris tamponu ekleyerek ¢oziildii. Cozelti bir

sonraki c¢alisma i¢in +4 °C ‘de muhafaza edildi.

15 mM ACHhI ¢ozeltisinin (subsrat) hazirlanmasi

AChI‘dan 3 mL’lik hacim i¢in 0.013 gram tartildiktan sonra pH 8 tamponunda

¢0Oziildii ve daha sonra ¢ozelti tamponla 3 mL’ye tamamlanda.
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15 mM BChl ¢ozeltisinin (subsrat) hazirlanmasi

BChI’dan 3 mL’lik hacim i¢in 0.0135 gram tartildiktan sonra pH 8 tamponunda

¢6z0ldl ve daha sonra ¢ozelti tamponla 3 mL’ye tamamlandi.

AChE enzim cozeltisinin hazirlanmasi

AChE enzim ¢06zeltisinden (0.2 Unite/mL) 89.5 pL alindiktan sonra pH=8 tamponu
ile 3 mL’ye tamamlandi. Enzimler ¢alismanin oldugu giin buzluktan ¢ikarildi ve oda

sicakligma getirilerek hazirlandi.

BChE enzim c¢ozeltisinin hazirlanmasi

BChE enzim ¢ozeltisinden (0.2 tinite/mL) 31.75 pL alindiktan sonra pH=8 tamponu
ile 3 mL’ye tamamlandi. Enzimler ¢alismanin oldugu giin buzluktan ¢ikarildi ve oda

sicakligina getirilerek hazirlandi.

Ftalosiyanin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan ftalosiyanin inhibitorlerinin derisimi 25 mM olacak
sekilde belli miktarlarda tartildiktan sonra DMSO iginde ¢oziildii. Daha sonra ¢alisacagimiz
ftalosiyaninleri gerekli molariteler (5, 10, 20, 40 ve 100 uM) icin saf su ile seyreltildi.

0.2 mM DPPH cozeltisinin hazirlanmasi

3.2 mg DPPH tartildi. Metanol ile ¢6ziiliip hacmi 40.576 mL’ye tamamlandi.

%1°lik K3[Fe(CN)s] cozeltisinin hazirlanmasi

100 mg K3[Fe(CN)e tartildi. Saf su ile ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

%10’luk TCA cozeltisinin hazirlanmasi

1 g TCA tartildi. Saf su ile ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye tamamland.

90.15’1lik FeCls ¢ozeltisinin hazirlanmasi

15 mg FeCl3 tartildi. Saf su ile ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

%0.8’1lik Agaroz Jel

800 mg agaroz tartilip, 100 mL TAE (1X) ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, 1sitict
yardimiyla kaynatilarak ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra sogutulan ¢ozeltiye 7 uLL EB (5

mg/mL) ilave edilerek agaroz jel tankina dokiiliip sogumast beklendi.
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Agaroz jel yiikkleme boyasi

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

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

50 mM Tris-HCI (pH 7) tamponu

605.70 mg trisma baz tartildi. Saf su ile ¢6ziiliip hacmi 75 mL’ye tamamlandiktan

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

3.2. Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz Enzimlerinin Ftalosiyanin Bilesikleri ile

Inhibisyon Cahsmalar
3.2.1. Calismada Kullanilan Ftalosiyaninler

AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyon caligmasinda kullanilan ftalosiyanin
bilesikleri igerdikleri yan gruplara gore dort gruba ayrilmistir. Calismada kullanilan
bilesiklerin isimleri ve molekiil agirliklar1 Tablo 4’de ayrintili bir sekilde verilmistir.
Bilesiklerin sentezinde kullanilan 6nciil maddenin yapis1 Sekil 21, sentezlenen bilesikler ise

Sekil 22°de gosterilmistir.

DM-C8-0H

Sekil 21. DM-C8-OH ftalosiyanin bilesiginin sentezi
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Sekil 22. Onciil bilesikten sentezlenen DM-C8-SiQ ve DM-C8-ZnQ ftalosiyanin
bilesiklerinin yapilar

Tablo 4. Calismada kullanilan bilesiklerin isimleri ve molekiil agirliklar

Bilesiklerin Isimleri Kisa Kodlar1  Molekiil Agirhiklar

2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-8-[3 DM-C8-ZnQ 2199 g/mol
(trimetilamino) fenoksi] oktanoksi
ftalosiyaninato ¢inko(ll) iyodur

Bis 8-[3-(trimetilamino) fenoksi]oktanoksi DM-C8-SiQ 1353 g/mol
ftalosiyaninato silisyum (1V) iyodur
8-[3-(dimetilamino)fenoksi]oktan-1-ol DM-C8- OH 265 g/mol

3.2.2. 1Cs0 Degerlerinin Belirlenmesi

ICso degeri bir inhibitdriin, enzimi inhibe etme giiciinii gosterir. Kiigiik ICso degerleri,

s0z konusu enzim tizerinde daha etkili bir inhibisyonu ifade eder (77).

AChE ve BChE akviteleri literatiirde bulunan Ellman metodu kullanilarak
Olgtilmiistiir (78). Bu metoda gore AChE enzimi, substrati olan AChI’y1, BChE enzimi ise
substrat1 olan BChI’y1 hidrolize eder. Bu hidroliz sonucu ortaya ¢ikan tiyokolin, Ellman
reaktifi olarak bilinen DTNB ile reaksiyona girerek sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit

(TNB) bilesigini olusturur. Olusan bu bilesigin absorbansi 412 nm dalga boyunda 6l¢iilerek
belirlenir.

29



U
0=: J2:0
00
I

o
N_ -
~oH
s oH [ >

+
o—ny ©
1 HS—_ —
[e] OH DTNB 7N San iyon
S— ——\— % o
< T
(=] o °
ATCh *@5 Asetk asit
AChE A

¥ m»: t
x .
Inhibitsrler .

Sekil 23. Kolinesteraz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan Ellman reaksiyonu (Ellman’dan, 78)

AChE aktivitelerinin tayini i¢in Oncelikle ftalosiyanin bilesiklerimizin son
konsantrasyonu 5, 10, 20, 40 ve 100 uM olacak sekilde tampon ¢ozelti ile hazirlandi. 96
kuyucuklu plakalara sirasiyla 50 pL 50 mM Tris-HCIl tamponu, tiim bilesiklerin ¢esitli
konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerinden 25 pL, 125 uL. 3 mM DTNB ve 25 pL
0.2 U/mL AChE enzimi eklendi. Sonrasinda 25 °C’de 15 dakika inkiibe edildi ve 412 nm
dalga boyunda absorbans 6l¢limii yapildi. Daha sonra kuyulara 25 pl.. AChI substratimiz

eklendi ve son él¢limi yine 412 nm dalga boyunda 6lculdi.

BChE aktivitelerinin tayini ic¢in Oncelikle ftalosiyanin bilesiklerimizin son
konsantrasyonu 5, 10, 20, 40 ve 100 uM olacak sekilde tampon ¢ozelti ile hazirlandi. 96
kuyucuklu plakalara sirastyla 50 pL 50 mM Tris-HCI tamponu, tiim bilesiklerin ¢esitli
konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerinden 25 pl, 125 pL 3mM DTNB ve 25 pLb
0.2 U/mL BChE enzimi eklendi. Sonrasinda 25 °C’de 15 dakika inkiibe edildi ve 412 nm
dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi. Daha sonra kuyulara 25 pLL BChI substratimiz

eklendi ve son 6l¢guimi yine 412 nm dalga boyunda 6lgildi.

Enzimatik olmayan reaksiyonlar1 belirlemek i¢in ayni deneme, 25 pL enzim

cozeltisi yerine, 25 pL tampon ¢ozelti (50 mM Tris-HCl) kullanilarak tekrarlandi. Pozitif
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kontrol olarak 20 pL galantamin c¢ozeltisi ile absorbans Ol¢limii yapildi. Elde edilen

verilerden yola ¢ikarak enzim inhibisyonu “ Esitlik 1 denklemine gdre hesaplandi;
% ICs0 = (Ao — A1/Ao) X 100 ( Esitlik 1)

Ao: kontrol; bilesik icermeyen absorbans degerini, Azi; bilesiklerin farkh

konsantrasyonlarinin absorbans degerini ifade etmektedir.
3.2.3. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzimlerinin Kinetik Calismalar:

Bir kimyasal reaksiyonun hizini etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bunlar;
sicaklik, pH, enzim ve substrat derisimi, inhibitor veya aktivator varligi gibi etkenlerdir (43).
Tezimizde gerceklestirdigimiz enzimlerin kinetik ¢aligmalarinin amaci, reaksiyon hizina
etki eden faktorlerden substrat derisiminin etkisini incelemektir. Bu nedenle diger
degiskenler sabit tutulurken, farkli substrat konsantrasyonlart1 ve inhibitor

varlig/yoklugunun reaksiyon hizina etkisi incelenmistir.

Asetilkolinesteraz enziminin Kkinetik parametrelerinin tayin edilmesi ic¢in 96
kuyucuklu plakalara sirasiyla 50 pul. 50 mM Tris-HCI tamponu, tim ftalosiyanin
bilesiklerinin cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek c¢ozeltilerinin 25 pL’si, 125 pL
3mM DTNB, 25 pL 0.2 U/mL AChE enzimi eklendi ve 25 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
412 nm’de kor 6l¢imii alindi. Siire sonunda kuyulara 25 pL AChI substrat ¢ozeltisi (son
konsantrasyon 2.5 ile 80 mM arasinda olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda) eklenerek
reaksiyon baslatildi. Ardindan son 6lgiimii yine 412 nm dalga boyunda olciildii. Negatif

kontrol olarak 25 pL kullanilan ftalosiyanin bilesigi ¢ozeltisi yerine 25 pL tampon ¢ozeltisi

eklendi.

Butirilkolinesteraz enziminin kinetik parametrelerinin tayin edilmesi icin 96
kuyucuklu plakalara sirasiyla 50 pl. 50 mM Tris-HCI tamponu, tim ftalosiyanin
bilesiklerinin ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerinin 25 pL’ si, 125 pL
3mM DTNB, 25 pL 0.2 U/mL BChE enzimi eklendi ve 25 C’de 10 dakika inkiibe edildi.
412 nm’de kor Ol¢timii alindi. Siire sonunda kuyulara 25 pLL BChI substrat ¢6zeltisi (son
konsantrasyon 2.5 ile 80 mM arasinda olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda) eklenerek
reaksiyon baslatildi. Ve son dl¢limii yine 412 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Negatif kontrol
olarak 25 pL kullanilan ftalosiyanin bilesigi ¢ozeltisi yerine 25 pL tampon ¢ozeltisi eklendi.
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Olgiimler, inhibitér madde varliginda ve inhibitér madde olmaksizin iki farkli sekilde
gerceklestirildi. Testler sonucunda elde edilen absorbans degerlerinin, degisen substrat
konsantrasyonlarina karsi Microsoft Office Excel-2013 bilgisayar programinda analizleri

gerceklestirildi daha sonra Lineweaver-Burk ve Dixon grafikleri ¢izildi.
3.3. Antioksidan Aktivite Calismalari
3.3.1. Bilesikler DPPH Radikal Stipiirme Aktivitesi

Bilesiklerin DPPH radikal supurme aktivitesi spektrofotometrik yontem kullanilarak
gergeklestirildi (79). Oncelikle DMSO’da bilesiklerin stok ¢ozeltisi 5 mM olacak sekilde
hazirlandi. Sonrasinda deneyde kullanilmak amaciyla 12.5-100 uM calisma ¢dozeltileri
hazirlandi ve 0.2 mM DPPH’1n metanoldeki ¢ozeltisi tizerine eklendi. Karanlik ortamda oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyon sonrasinda 517 nm degerinde absorbans 6lgiildii.
Numunelerin artan konsantrasyonuna karsi DPPH radikal siipiirme aktivitesi “ Esitlik 2”
denklemine gore hesaplandi. Calismada pozitif kontrol olarak gallik asit kullanildi. Tiim

deneyler ii¢ tekrarl gergeklestirildi.
Formiil : % Inhibisyon = (Ao — A1/Ag) x 100 ( Esitlik 2)

Ao: DPPH ¢0zeltisinin absorbansi, Ai:Numunelerin ilavesi sonrasinda DPPH

¢Ozeltisinin absorbansi

3.3.2. Bilesiklerin FRAP Aktivitesi

+39.s +25

Bilesiklerin FRAP aktivitesi Oyaizu ve arkadaslarinin gelistirdigi Fe™’lin Fe™’ye
indirgenmesine dayanan metot kullanilarak arastirildi (80). Calismada kullanilan gozeltiler
taze hazirlandi. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak BHA kullanildi. Standart grafik
olusturmak tizere BHA nin 100, 200, 400, 600 ve 1000 uM konsantrasyonlari tercih edildi.
Bu metotta dncelikle 250 pL bilesik (2000 uM), 250 pL fostat tamponu (200 mM, pH 6.6)
ve 250 pL Ka[Fe(CN)s] (%1) ¢ozeltileri karigtirildi. Ardindan bu karisim su banyosu
kullanilarak 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu siirenin ardindan 250 uLL. TCA (%10) ilave
edilip 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij gercgeklestirildi. Santrifiij isleminin ardindan
stipernatan kismindan 200 pL alinip tizerine 200 pL FeClz (%0.15) ilave edildikten sonra 30
dakika karanlikta inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda 700 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiis

olup sonuglar uM BHA es degeri (BHAE)/mM bilesik cinsinden verildi.
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3.4. Bilesiklerin Hidrolitik Niikleaz AKktivitesi

Bilesiklerin hidrolitik niikleaz aktivitesinin belirlenmesinde konsantrasyona bagli
olarak hidrolitik kosullarda denemeler gerceklestirildi. Bilesiklerinin ImM stok ¢ozeltisi
DMSO kullanilarak hazirlandi. Daha sonra 10 uM, 50 uM ve 250 uM olmak tizere ii¢ farkli
konsantrasyona seyreltme gerceklestirildi. Bu ¢alismada agaroz jel kuyu igerikleri 10 puL
olacak sekilde olusturuldu. Kuyu igerigine 1 pL 250 ng pPBR322 plasmid DNA, 7 pL tampon
cozelti (50 mM Tris-HCI1 pH 7) ve 2 uL bilesiklerin son konsantrasyonlari (1 uM, 10 uM ve
50 uM) ilave edilip, 37 °C’de 30, 60 ve 90 dakika inkiibe edildi. Bu siire sonrasinda,
olusturulan bu karisim jel yiikleme boyasi yardimiyla agaroz jele yiiklendi. Yiiriitme
tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika jelde
yiriitiildi. Bu c¢aligsmada pozitif kontrol olarak metilen mavisi kullanildi. Sonuglar BioRad
Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1 programu ile

niikleaz yiizdeleri hesaplandi (73).
3.5. Istatistiksel Analiz

Deneyler ii¢ tekrarli gergeklestirilmistir. 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
gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 karsilagtirmak igin T-testi

kullanilmistir. P degeri < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. AChE ve BChE Enzimlerinin Ftalosiyanin Bilesikleri ile Inhibisyon Cahsmalar
4.1.1. 1Cs0 Degerlerinin Belirlenmesi

AChE ve BChE enzimlerinin ftalosiyanin bilesikleri ile yapilan inhibisyon tayini
Boliim 3.3.2°de anlatildign sekilde gergeklestirildi. Deney sonucunda ICso degerleri
Microsoft Excel Windows 13 programi kullanilarak hesaplanmis olup, sonuglar Tablo 5’de

gosterilmistir.

Tablo 5. Ftalosiyanin bilesiklerinin AChE ve BChE {izerinde gosterdigi ICso degerleri

I1Cs0 (LM)
AChE BChE
DM-C8-SiQ 14.15+0.91 48.26 + 1.08
DM-C8-ZnQ 12.08 + 0.07 52.48 £ 2.05
DM-C8- OH > 100 11.94+0.71
Galantamin 2.54 £ 0.06 40.85 +0.83

4.1.2. Inhibisyon Tiirlerinin ve Inhibisyon Sabitlerinin Belirlenmesi

DM-C8-SiQ ve DM-C8-ZnQ bilesiklerinin AChE ve BChE’ye karsi, DM-C8- OH
bilesiginin ise BChE’ye karsi inhibiyon tipleri ve Ki sabitleri Lineweaver-Burk ve Dixon
grafikleri ¢izilerek belirlenmistir. Sonuglar Tablo 6 ve Sekil 23-27de verilmistir. Cizilen

Lineweaver-Burk grafikleri, bize ftalosiyanin bilesiklerimizin AChE ve BuChE iizerinde

yarigmali inhibisyona sahip oldugunu gdstermistir.
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Sekil 24. DM-C8-SiQ kodlu bilesigin AChE enzimi iizerindeki inhibiyon grafikleri. (a)
DMC8-SiQ kodlu bilesigin AChE'nin inhibisyonunu gosteren Lineweaver-Burk
grafigi.[S], substrat konsantrasyonu (mM); V, reaksiyon hiz1 (1/V). Inhibitor
konsantrasyonlari solda gosterilmektedir. (b) DM-C8-SiQ bilesiginin inhibisyon
sabitinin (Kj) hesaplanmasi i¢in ikincil grafik.
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Sekil 25. DM-C8-ZnQ kodlu bilesigin AChE enzimi iizerindeki inhibiyon grafikleri. (a)
DM-C8-ZnQ kodlu bilesigin AChE'nin inhibisyonunu gosteren Lineweaver-Burk
grafigi. (b) DM-C8-ZnQ kodlu bilesiginin inhibisyon sabitinin (K;) hesaplanmasi
icin ikincil grafik.
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Sekil 26. DM-C8-OH kodlu bilesigin BChE enzimi iizerindeki inhibiyon grafikleri. (a) DM-
C8-0OH kodlu bilesigin BChE'nin inhibisyonunu gosteren Lineweaver-Burk grafigi.
(b) DM-CB8-OH bilesiginin inhibisyon sabitinin (Kj) hesaplanmast i¢in ikincil grafik.
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Sekil 27. DM-C8-ZnQ kodlu bilesigin BChE enzimi uUzerindeki inhibiyon grafikleri. (a) DM-
C8-ZnQ kodlu bilesigin BChE'in inhibisyonunu gosteren Lineweaver-Burk grafigi.
(b) DM-C8-ZnQ bilesiginin inhibisyon sabitinin (Kj) hesaplanmasi igin ikincil
grafik.
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Sekil 28. DM-C8-SiQ kodlu bilesigin BChE enzimi tzerindeki inhibiyon grafikleri. (a) DM-
C8-SiQ kodlu bilesigin BChE'nin inhibisyonunu gosteren Lineweaver-Burk
grafigi. (b) DM-C8-SiQ kodlu bilesigin inhibisyon sabitinin (Kj) hesaplanmasi igin
ikincil grafik.
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Calisilan ftalosiyanin bilesiklerimizin AChE ve BChE enzimleri {izerindeki

inhibisyon tdrleri ve inhibisyon sabitleri (Ki) Tablo 6’da ayrintil1 bir sekilde verilmistir.

Tablo 6. Bilesiklerin inhibiyon tiiriinii ve Ki degerlerini gosteren tablo

Bilesik AChE K; degeri (LM) BChE K| degeri (LM) Inhibisyon tiirii

DM-C8-SiQ 9.4+ 0.41 75+ 0.08 Yarigmali inhibisyon

DM-C8-ZnQ 10.3 +0.67 405+ 0.91 Yansmalt inhibisyon

DM-C8- OH . 0.95 + 0.07 Yarigsmali inhibisyon

4.2. Bilesiklerin DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi

Bilesiklerin DPPH radikal siiplirme aktivitesi sonuglar1 Tablo 7°de verilmistir. Tablo
7’de de goruldigi gibi DM-C8-SiQ ve DM-C8-ZnQ bilesiklerinin pozitif kontrol olarak
kullanilan gallik asit ile kiyaslandiginda diisiik antioksidan ozellik gosterdigi ortaya
konulmustur. DM-C8-SiQ bilesigi 100 uM’da %20.55 + 3.06 radikal siipiirme etkinligi
gostermistir. Ayn1 konsantrasyonda DM-C8-ZnQ bilesigi ise %27.12 + 1.55 siiplirme

aktivitesi gostermistir.

Tablo 7. Bilesiklerin DPPH radikal siipiirme aktivitesi (%).

Bilesik 12.5 pM 25 uM 50 uM 100 pM
DM-C8-SiQ 424 +1.01 6.45 +0.75 10.86+1.59  20.55 + 3.06
DM-C8-ZnQ 3.04 +0.54 8.47 +1.97 1761+0.73  27.12+155

Gallik asit 4572+107  7147+096  87.47+113 94.07+154
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4.3. Bilesiklerin FRAP Aktivitesi

Bilesiklerin FRAP aktivitesi sonuglari Tablo 8’de verilmistir. Standart grafik
olusturmak iizere BHA nin 100, 200, 400, 600 ve 1000 uM konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Standart grafige ait sonuglar Sekil 29°da sunulmustur. Tablo 8’de de goriildiigu gibi DM-
C8-SiQ ve DM-C8-ZnQ bilesiklerinin FRAP aktivitesi degerleri 37.71 + 6.32 uM BHAE/
mM bilesik ve 40.99 + 3.27 uM BHAE/ mM bilesik olarak tespit edilmistir. Her iki bilesik
kendi arasinda kiyaslandiginda FRAP etkinligi acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gozlenmemis olup benzer etkinlige sahip olarak belirlenmistir.

Tablo 8. Bilesiklerin FRAP aktivitesi (%).

Bilesik pM BHAE/ mM bilesik
DM-C8-SiQ 37.71 +£6.32
DM-C8-ZnQ 40.99 + 3.27

1,8000
16000
y=0,0014x +0,1652

1.4600 R*=09938
1,2000
E 1.0000
ﬁm 0.8000
0,6000
0.4000
0.2000
0,0000

0 200 A00 GO0 800 1000 1200
Konsantrasyon (uM, BHA)

Sekil 29. BHA standart grafigi
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4.4. Bilesiklerin Hidrolitik Kesim Etkinligi

DM-C8-SiQ ve DM-C8-ZnQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plasmid DNA’nin
fosfodiester baglarini hidroliz ederek kesebilme etkinligini incelemek i¢in konsantrasyona
ve zamana bagli olarak hidrolitik kesim deneyi yapilmistir. Bilesiklerin hidrolitik kesim
aktivitesinin sonuglar1 Sekil 30°da verilmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak metilen
mavisi kullanilmistir. Her iki bilesik i¢in de hem artan konsantrasyona hem de inkiibasyon

siresine ragmen pBR322 plasmid DNA iizerinde herhangi bir hasar gozlemlenmemistir.

H-—.w‘—-—_‘ —

1 2 3 4a s (=3 7 8 9 10

Sekil 30. DM-C8-SiQ ve DM-C8-ZnQ stipersarmal pBR322 plazmid DNA hidrolitik kesim
etkinligi a) 30 dakika, b) 60 dakika, c) 90 dakika 37 °C. Bant 1: DNA kontrol; bant
2-4: DNA+ DM-C8-SiQ (50 uM — 10 uM — 1 uM); bant 5-7: DNA + DM-C8-ZnQ
(50 uM — 10 pM — 1 uM); bant 8-10: DNA + metilen mavisi (50 uM — 10 uM -1
uM).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda Prof. Dr. Zekeriya Biyiklioglu ve ¢alisma arkadaslar tarafindan
sentezlenen ftalosiyanin bilesiklerinin AChE ve BChE enzimleri iizerindeki inhibisyon
etkisi arastirllmistir. Bu iki enzim {izerindeki inhibisyonu belirlemek ic¢in 1Cso degerleri
hesaplanmistir. Diisiik 1Cso degeri daha yliksek inhibisyonu gosterir ve bir inhibitorin
etkinligi i¢in 6nemli bir parametredir (81). Ayrica galisilan bilesiklerin Lineveawer-Burk
grafikleri cizilerek inhibisyon tiirleri ve K; sabitleri hesaplanmistir. Ki sabiti, enzim- inhibitor
kompleksi i¢in s6z konusu olan ayrisma sabitidir. Diisiik Ki degeri, enzimi inhibe etmek igin

daha az inhibitor miktar1 gerektigini gosterir (43).

Inhibitdriin, enzimin substrati ile yarisip, enzimin aktif kismina baglandig
inhibisyon tiiriine yarigmali inhibisyon denir. Bu inhibisyon tiiriinde inhibitér ve substrat
enzimin aktif kismina baglanmak icin birbiri ile rekabet ederler. Inhibitér ile substrat yapisal
olarak benzerlige sahiptir. Bu tip geri doniisiimlii inhibisyonlarda inhibitorler enzime
hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar ve hidrojen bagi gibi kovalent olmayan yollarla
baglanir. Calistigimiz tiim ftalosiyanin bilesiklerinin Lineveawer-Burk grafikleri bize
maddelerimizin yarismali inhibitor 6zellik sergiledigini gostermektedir Sonu¢ olarak

ftalosiyanin bilesiklerimiz AChE ve BChE enzimini yarismali olarak inhibe etmistir.

AChE ve BChE enzimlerinin aktif merkezlerindeki aminoasit icerikleri
aydmlatilmistir. Asetilkolinesterazin aktif bolgeleri; katyon baglayici bolge, acil baglayic
bolge, anyonik substrat baglanma bolgesi, esteratik bolge, oksianyon gukuru ve periferik
anyonik bolge seklinde ifade edilmistir (82, 83). Calistigimiz ftalosiyanin bilesiklerinde Zn,
Si gibi metaller ve gesitli alt gruplar bulunmaktadir. Enzimin aktif bolgesinde bulunan, yan
zincirinde aromatik halka ve -OH grubu igeren gesitli aminoasitler ile ftalosiyanin
bilesiklerimiz arasinda hidrojen bagi, n-n etkilesimi gibi farkli tiirde kimyasal etkilesimler

olabilir.

Bilesiklerimiz AChE ve BChE {izerinde inhibisyon etki gostermislerdir. Bilesikler;
AChE tizerinde 9.4 + 0.41 ile 10.3 £ 0.67 uM, BChE uzerinde ise 0.95 + 0.07 ile 40.5 + 0.91
uM arasinda degisen Kj degerleri ile inhibisyon etkisi gostermistir. Calismada pozitif kontrol
olarak kullanilan galantaminin AChE’ye kars1 ICso degeri 2.54 + 0.06 uM iken BuChE’ye
kars1 ICso degeri ise 40.85 £+ 0.83 uM olarak bulunmustur. Bilesiklerimizin AChE iizerindeki
ICs0 degerleri DM-C8-ZnQ ve DM-C8-SiQ bilesikleri i¢in sirayla 12.08 £ 0.07 uM ve 14.15
+0.91 uM olarak ol¢iilmiistiir. DM-C8-OH bilesiginin AChE tizerindeki 1Cso degeri ise 100
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uM’1n tizerinde bulunmustur. DM-C8-ZnQ bilesigi AChE {izerinde 12.08 = 0.07 ICso degeri
ile en giiclii inhisiyon 6zelligi gosterirken Kj degeri 10.3 £ 0.67 uM olarak Ol¢iilmiistiir.
BChE uzerindeki 1Cso degerleri DM-C8-ZnQ, DM-C8-SiQ ve DM-C8-OH bilesiklerimiz
i¢in sirayla 52.48 £ 2.05 uM, 48.26 = 1.08 uM ve 11.94 = 0.71 uM olarak 6l¢iilmiistiir. DM-
C8-OH bilesigimiz BChE {izerinde 11.94 + 0.71 pM ICso degeri ile standart inhibitor
galantaminden 6nemli dl¢lide yiiksek inhibisyon 6zellik gostermistir. Calisilan ftalosiyanin
bilesikleri AChE ve BChE enzimlerinini aktif bolgesine baglanarak, substratlari olan AChI
ve BChI’nin enzime baglanmasii engellemis ve bdylece yarismali inhibisyon o6zellik

gostermislerdir.

Literatiire baktigimizda gesitli ftalosiyanin bilesikleri ile kolinesteraz inhibisyonu,
antioksidan aktivitesi ve niikleaz aktivitesi ¢caligmalar1 yapildig: gériilmektedir. 2020 yilinda
Barut ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmalarda ftalonitril ve periferal olmayan tetra triklosan
[5-kloro-2-(2,4-diklorofenoksi)fenol] sibstitlie ftalosiyanin ve onun metaloftalosiyanin
tiirevlerinin AChE ve BChE iizerindeki inhibisyon etkilerini rapor etmislerdir. Bu ¢calismaya
gore, bakir (II) iceren bilesikler sirasiyla 0.86 = 0.01 ve 20.46 + 2.47 uM ICsp degerleri ile
gucli bir AChE ve BChE inhibitor 6zelligi gostermistir. Yine metaloftalosiyanin tiirevinin
en iyl DPPH aktivitesi gostermis olup, bilesiklerin higbiri DNA iizerinde niikleaz aktivitesi

gostermemistir (12).

Agirtas ve arkadaslari Once 4-[1-({2-[bis(2-hidroksipropil) amino] etil} (2-
hidroksipropil) amino] propan-2-il} oksi) ftalonitril] (BHHP) bilesigini sentezlemis daha
sonra bu bilesigin metal tuzlar ile reaksiyonundan c¢inko, kobalt ve bakir ftalosiyanin
komplekslerini elde etmislerdir. Bilesiklerin niikleaz aktiviteleri ve DPPH radikali stiplirme
aktiviteleri incelenmistir. Bakir ftalosiyanin tim konsantrasyonlarda en iyi DPPH
aktivitesini gosterirken tiim metaloftalosiyaninlerin iyi birer niikleaz aktivitesi gosterdigi
gorlilmiigtir (76). 2021 yilinda yine Agirtas ve arkadaslari dort periferik 3,4,5-
trimetoksibenziloksi stibstitlientleri iceren yeni metaloftalosiyaninleri [M: Zn (1), Co (1),
Ni (I)] sentezlemis ve bilesiklerin DPPH aktiviteleri incelendiginde tetrakis [(3.4,5-
trimetoksibenziloksi) ftalosiyaninato] kobaltin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu

goriilmiistiir (84).

Periferal 1,2,3-triazol grubu substitiie metalloftalosiyanin turevlerinin AChE enzimi
tizerinde inhibisyon etkisini arastiran bir bagka c¢alisma, Kogyigit ve arkadaslar tarafindan

2022 yilinda gergeklestirilmistir. Bu yeni metaloftalosiyanin tiirevleri, 40.11 + 5.61 ile 78.27
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+ 15.42 uM araliginda Kj degerleri ve 44.31 ile 88.78 uM arasinda degisen ICso degerleri ile
calismada kullanilan standart AChE inhibitorii takrinden daha yiiksek inhibitér 6zelligi
gostermistir (13).

2019 yilinda Demirbas ve arkadaslar1 ftalonitril bilesigi ve periferal tetra siibstitiie
metalsiz ftalosiyanin, kursun (II), nikel (II) ve kobalt (II) ftalosiyaninlerinin kolinesterazlar
tizerindeki inhibisyon etkisini arastirmistir. Bilesikler arasinda nikel (IT) ftalosiyanin 65.04
+ 0.82 uM ICso degeri ile AChE iizerinde, kursun (II) ftalosiyanin ise 46.23 £+ 0.78 uM ICso
degeri ile BChE {izerinde en gii¢lii inhibitor etkisi gostermistir. Ayrica kursun (II) ve nikel
(1) ftalosiyaninlerinin Ki degerleri AChE'ye kars1 sirayla 28.23 + 0.30 uM ve 31.04 + 0.50
puM, BChE'ye kars1 16.13 + 0.44 uM ve 94.20 + 1.40 uM olarak hesaplanmis ve kolinesteraz

enzimlerine kars1 yarigsmali inhibitorler oldugu gosterilmistir (85).

Tekin ve Arslan tetra-kalkonlarla siibstitiie edilmis, i¢ ¢ekirdeginde Ni(II), Zn(II),
Co(Il) ve Cu(Il) iceren metaloftalosiyaninlerin kolinesteraz inhibisyonlar1 agisindan
degerlendirilmistir. Bu kompleksler AChE'ye kars1 1.243 £ 0.11 ile 2.369 + 0.15 uM ,
BChE'ye kars1 ise 2.865 £ 0.08 ile 3.372 £ 0.13 uM arasinda degisen 1Cso degerlerleri
gostermistir. CuPcs AChE'ye kars1, ZnPcs de BChE i¢in en etkili inhibisyonu gdstermistir
(86).

Keles ve  arkadaslart  tarafindan  periferal  tetra-{6-[3-(dietilamino)
fenoksi]heksil}oksi stibstitiie kobalt(Il), bakir(Il), mangan(Ill) ftalosiyaninlerin suda
¢Oziinlir tiirevleri hazirlanmis ve AChE ve BChE enzimi iizerindeki inhibitor etkisi
arastirilmistir. Bilesiklerin ICsodegeri AChE i¢in 0.65+0.01 uM ile 1.35 £ 0.01 uM arasinda
iken BChE igin 0.29 + 0.01 uM ve 3.57 + 0.03 uM arasinda degismekle birlikte, calismada
kullanilan galantaminden oldukga yiiksek inhibitor etki gostermislerdir (87).

Gunsel ve arkadaslar1 1-metil-1H-imidazol-2-tiyol siibstitiientleri tasiyan yeni
periferal [metalsiz, cinko (I1), galyum (I11) klorir] ftalosiyaninlere dayanan suda ¢ozinur
hidrokloriir formlarin1 sentezlemis ve AChE ve BChE iizerinde inhibisyon etkisini
arastirmislardir. Bu bilesikler arasinda, suda ¢oziiniir galyum kloriir ftalosiyanin 47.71 +
9.14 pM Ki degeri ve 68.22 uM ICso degeri ile AChE iizerinde; ¢inko ftalosiyanin 20.12 +
3.75 UM Ki ve 19.24 uM ICsp degerleri ile BChE enzimlerine karsi en iyi inhibitor 6zellik
gostermislerdir (60). Yine Giinsel ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptigi baska bir ¢alismada
periferal olmayan pozisyonlarda 4-(trifluorometiltiyo) fenoksi siibstitiientleri tasiyan yeni

metalloftalosiyaninleri [¢inko (II), bakir (II) ve kobalt (II) ftalosiyaninler] sentezlemis ve
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bilesiklerin DPPH aktivitesini incelemistir. Kobalt (II) ftalosiyaninin en iyi antioksidan

aktiviteye sahip oldugu gortilmiistiir (88).

2018 yilinda Alici ve arkadaslar1 tarafindan metalsiz, 4-metoksi-fenoksi ikame
edicileri tagiyan, periferal olmayan [1(4), 8(11), 15(18), 22(25)] veya periferal [2(3), 9(10),
16(17), 23(24)] pozisyonlarinda ¢inko ve kobalt ftalosiyaninlerin sentezini
gerceklestirmiglerdir. Bilesiklerin DPPH radikal siiplirme yetenegi ve gii¢c aktivitesini
azaltma antioksidan yontemleri uygulanarak arastirilmistir. Diger bilesikler orta dereceli
DPPH silplrme aktivitesi gosterirken kobalt ftalosiyanin oldukca yiiksek DPPH aktivitesi
gostermistir. Ayn1 zamanda tiim ftalosiyanin bilesiklerinin indirgeyici giic aktiviteleri,
kontrol grubu olan ve antioksidan Ozellik gosterdigi bilinen BHT (biitillenmis

hidroksitoluen) ve askorbik asitten daha yiiksek bulunmustur (89).

Calismamizda kullanilan ftalosiyanin bilesikleri AChE ve BChE iizerinde inhibisyon
etki gostermistir. Sonuclarimiz literatiirde var olan ¢aligmalar1 desteklemektedir. DM-C8-
ZnQ bilesigi AChE iizerinde 12.08 = 0.07 uM ICsp degeri ile bilesikler arasinda en giiclii
inhibitor 6zellik gosterirken, DM-C8-OH bilesigimiz BChE iizerinde 11,94 + 0.71 uM ICsp
degeri ile standart inhibitér galantaminden o6nemli Olgiide yiiksek inhibisyon 6zellik

gostermislerdir.

Oksidatif stres; kanser, norodejeneratif hastaliklar, yaglanma, diyabet gibi birgok
kronik hastaligin patolojisinde rol oynamaktadir. Antioksidanlar ise oksidatif stresi azaltarak
hastaliklara kars1 bir diren¢ olusturur. Bu nedenle antioksidanlar bugiin tip diinyasinda
siklikla arastirilmakta ve yeni antioksidan maddelerin sentezi 6nem tasimaktadir. DPPH
siiptirme testi, bir radikal olan DPPH’n, hidrojen atomu veya elektronu verebilen bir
antioksidanin varliginda temizlenmesi prensibine dayanir. DPPH’1n mor rengi, antioksidan
varhginda sariya doner ve bu degisim spektrofotometrik olarak Olgiilebilir (89).
Bilesiklerimizin, artan konsantrasyonlarda DPPH siipiiriicli etkisi artmasina ragmen, ayni
konsantrasyondaki kontrol ¢ozeltisi gallik asitle kiyaslandiginda diisiik bir DPPH siipiiriicii
etki gostermistir. Bu etkinlik gallik asit > DM-C8-ZnQ > DM-C8-SiQ seklinde siralanabilir.

Bir bagka antioksidan aktivite 6l¢lim yontemi ise indirgeyici gii¢c kapasitesidir. Bu
prensibe gore antioksidan madde, Fe**’ii Fe*?’ye indirgeyebilir. Bu reaksiyonda, antioksidan
bilesigin giiciine bagl olarak yesilden maviye bir renk degisimi goriiniir (90). Sonuclar uM
BHA es degeri (BHAE)/ mM bilesik cinsinden verilmistir. Bilesiklerimizin indirgeyici gii¢
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aktivitesi DM-C8-SiQ igin 37.71 = 6.32 uM DM-C8-ZnQ i¢in 40.99 + 3.27 uM olarak

bulunmus olup aralarinda istatistiksel anlamda bir fark goriilmemistir.

Son olarak ftalosiyanin bilesiklerimizin DNA {izerinde bir hasar olusturup
olusturmadiginin belirlenmesi amaci ile siipersarmal pBR322 plasmid DNA nin fosfodiester
baglar tlizerinde hidrolitik kesim deneyi agaroz jel elektroforezi kullanilarak yapilmistir.
Deneyde artan zamana ve konsantrasyona karsilik herhangi bir DNA hasan
gozlemlenmemistir. Bu da bilesiklerimizin DNA iizerinde herhangi bir toksik etkisi

olmayacagin diisiindiirmiistir.

Tiim bu sonuglar sonuglar, ¢aligilan ftalosiyanin bilesiklerinin AH’nin tedavisi i¢in
Oonem tasiyan kolinesteraz inhibitdrleri olma potansiyelleri agisindan degerlendirilebilir
oldugunu gostermektedir. Bilesiklerimiz c¢alisilan antioksidan testlerinde diisiik bir
antioksidan ozellik sergilemislerdir. Ancak DNA {izerinde herhangi bir hasar
gostermemislerdir. Bilesiklerin ilag olma potansiyelinin belirlenmesi ig¢in daha ileri

caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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