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ABSTRACT

DESIGN OF NEW INHIBITORS AGAINST ALZHEIMER'S DISEASE
USING MOLECULAR MODELING AND EVALUATION OF THE DRUG
SIMILARITY AND ADMET PROFILES OF THESE INHIBITORS USING

DIFFERENT in silico METHODS

DERELI CALISKAN Nida Nur
M.Sc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Isikk Didem KARAGOZ

January, 2022
121 pages

Alzheimer's disease is a multifactorial disease characterized by amyloid beta
deposition, hyperphosphorylation and decreased cholinergic transmission. From this
point of view, in this study, the inhibitory effects of cinnnamaldehyde and vanillin
Schiff bases and amine derivatives on acetylcholinesterase (AChE),
butyrylcholinesterase (BChE), beta secretase (BACEL), glycogensynthase kinase 3
beta (GSK38), histondeacetylase 2 and 6 enzymes were evaluated. First of all, by using
the "Swiss Target Prediction and Similarity Ensembl Approach" tools, which enzymes
were determined by the active substances, molecular docking and drug similarity-
toxicology analyzes were performed with the "Autodock 4.2.2" software. As a result
of the analysis, it was observed that all compounds had inhibitory effects on at least
two target enzymes. In addition, it was determined that all compounds comply with
Lipinski's 5 rule and are within toxicological limits. As a result, it is thought that the
compounds can be evaluated in a multi-drug strategy and used as a neuroprotective

anti-Alzheimer's agent.

Key Words: Alzheimer, Molecular Docking, ADMET, Vanillin, Schiff Bases,

Amines



OZET

ALZHEIMER HASTALIGINA KARSI MOLEKULER MODELLEME
YONTEMIi KULLANILARAK YENI iINHIiBITORLERIN DiZAYN
EDILMESI VE FARKLI in silico YONTEMLER KULLANILARAK BU
INHIBITORLERIN iLAC BENZERLIK VE ADMET PROFILLERININ
DEGERLENDIRILMESI

DERELI CALISKAN Nida Nur
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji

Damisman: Dog. Dr. Isikk Didem KARAGOZ

Ocak 2022

121 sayfa
Alzheimer hastaligi amiloid beta birikimi, tau hiperfosforilasyonu ve Kkolinerjik
iletimin azalmasiyla karakterize multifaktoriyel bir hastaliktir. Buradan hareketle bu
tez calismasinda sinnnamaldehit ve vanilinin Schiff bazlar1 ve amin tiirevlerinin
asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE), beta sekteraz (BACEL1),
glikojensentazkinaz 3 beta (GSK38), histondeasetilaz 2 ve 6 enzimleri lizerindeki
inhibitdr etkisi degerlendirilmistir. Oncelikle “Swiss Target Prediction ve Similarity
Ensembl Approach” araglartyla etken maddelerin belirlenen enzimlerin hangilerini
hedefledikleri belirlenerek “Autodock 4.2.2” yazilimi ile molekiiler docking ve ilag
benzerlik-toksiloji analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda tiim bilesiklerin en az
iki hedef enzim iizerinde inhibitdr etki yaptig1 gorlilmiistiir. Ayrica tiim bilesiklerin
Lipinski’nin 5 kuralina uydugu ve toksikolojik sinirlarda oldugu saptanmistir. Sonug
olarak bilesiklerin ¢oklu ilag stratejisinde degerlendirilebilecegi ve noroprotektif

olarak anti-Alzheimer ajan1 olarak kullabilecek diizeyde oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Molekiiler Docking, ADMET, Schiff Bazlari,

Aminler
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TESEKKUR

Bu ¢alisma siiresince tiim bilgilerini benimle paylagsmaktan ka¢inmayan, her tiirlii
konuda destegini benden esirgemeyen, ¢alisma esnasinda yoluma 11k olan ve tezimde
biiyiikk emegi olan, Gaziantep Universitesi dgretim iiyelerinden danisman hocam,
Sayin Dog. Dr. Isik Didem KARAGOZ e sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.
Tez kapsaminda kullanilan fitokimyasallarin kimyasal formiillerinin temininde
yardimct olan Sayin Prof. Dr. Ahmet CAKIR’a, molekiiler docking yonteminin
uygulanamasinda deneyimleri ile katkilaridan &tiirii Saym Prof. Dr. Hasan Basri ILA
ve Ars. gor. Mehmet Tahir HUSUNET e tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca ¢alisma alanlarimiz ¢ok farkli olsa dahi her zaman
yardimcir olmaya calisan ve mesleki deneyimlerini benden esirgemeyen ayrica
Gaziantep’e aligma siirecimde de her zaman destegini hissettigim degerli meslektagim

Uzm. Biyolog Basak SIMITCIOGLU’na ¢ok tesekkiir ederim.

Biitiin egitim hayatim boyunca yanimda olan, desteklerini esirgemeyen ve akademik
kariyerime en az benim kadar 6nem veren, her zaman daha iyisini yapabilmem adina
bana gii¢ veren en kiymetlilerim annem ve babama ¢ok tesekkiir ederim. En biiyiik
tesekkiirimii {iniversite hazirlik stirecim dahil her animda yanimda olan, bu kadar
strese ve zorluga ragmen destegi ve sevgisiyle hep gii¢ veren, ruhumun diger yarisi
¢ok degerli esim Kemal CALISKAN’a sunuyorum, sen olmasan da elbet olurdu ama

eksik olurdu.
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BOLUM |

GIRIS

Gliniimiizde gelisen teknoloji beraberinde tip alaninda yenilikleri ve saglik
hizmetlerine ulasimin kolaylagsmasin1 getirmis ve bu da insan Omriiniin uzamaya
baslayarak yasli niifusun artigina yol agmistir. Bu artigla birlikte demans gibi mental
hastaliklarin meydana gelme olasiligi da artmaya baslamistir (Altomare vd., 2021).
Tiim demans vakalarinin %50-70’ini olusturan Alzheimer hastaligi (AH) (Srivastava
vd., 2021), gelismis iilkelerde yasli populasyonda 6liime neden olan hastaliklar
arasinda dordiincii siradadir (Diinya Alzheimer Raporu, 2021). AH’nin, su an diinya
capinda yaklagik 35 milyon kisiyi etkiledigi ve 2050 yilina gelindiginde bunun 115
milyona ulagmas1 beklenmektedir (Diinya Alzheimer Raporu, 2021). Bu rakamlarin

ciddiyeti etkili bir tedavi gelistirmenin ne kadar acil oldugunu gostermektedir.

AH’nin patogenezi yapilan kapsamli arastirmalara ragmen heniliz tam olarak
anlagilamamis olsa da hastaligin gelismesine yol acan belirli risk faktorleri
tanimlanmustir (Birks, 2006; Altomare vd., 2021). Genel olarak 65 yas iistii olmakla
birlikte AH i¢in en 6nemli risk faktorleri ileri yas bireyin en az bir Apolipoprotein E
(APOE) &4 aleli tasimasidir (van der Lee vd., 2018; Knaopman vd., 2021). Ayrica,
ozellikle 80 yasindan sonra, benzer bir amiloid-B (AB) yiikiine sahip olsalar bile,
kadinlarin daha yiiksek tau yiikiine sahip olma olasilig1 oldugu i¢in kadinlarin AH’na
yakalanma olasilig1 erkeklere gore daha fazladir (Scheltens vd., 2021). Bunlara ek
olarak, aile hikayesi, diyabet, kardiyovaskiiler bozukluklar, obezite, travmatik beyin
hasar1 ve diisiikk egitim diizeyi de diger risk faktorleridir (Cummings vd., 2019;
Altomare vd., 2021; Knaopman vd., 2021). AH nin iki temel formu bulunmaktadir: 1)
vakalarin %90’dan fazlasinda goriilen sporadik (geg¢ baslangigli) formu 2) vakalarin
%35’inden daha azinda goriilen ailevi (erken baslangigli) formu. Otozomal dominant
olan erken baglangicli AH, 21. kromozom iizerinde yer alan amiloid prekiirsor protein

(APP) ve APP siirecinde rolii olan Presenilin 1 (PSEN1) ve Presenilin 2 (PSEN2)’ nin

1



de dahil oldugu AB kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonla iliskili olarak ortaya
¢ikmaktadir. Geg-baslangich olan AH’da ise hastalikla iliskili olarak 20’den fazla risk
faktorii tanimlanmais olup, bu faktérlerden APO €4°1in ve miyeloid hiicreler tarafindan
eksprese edilen tetikleyici reseptor 2 (TREM?2) varyantlar1 hastalikla en ¢ok iliskili
olanlardir (Cheignon vd., 2018; Gétz vd., 2018; Knaopman vd., 2021).

AH, protein birikimi, sinaps kaybi, néronal kayip, metal iyon birikimi ve bununla
baglantili olarak olusan oksidatif stres ve inflamasyon ile iliskili; hafiza ve kognitif
stireclerde meydana gelen bozukluklarla karakterize olmakla birlikte yasam
kalitesinde dnemli diizeyde diislise neden olan, ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir
(Knaopman vd., 2021). Hastaligin siddeti arttikca, AH hastalarinin, kendi kendine
bakim yetenegini zamanla kaybetmesine neden olan bozulmus dil, oryantasyon ve
yuriitiici islevler dahil olmak {izere g¢esitli semptomlar goriilmektedir. Bu
semptomlarin sebeplerinden biri kognitif fonksiyonlarla iliskili olan asetilkolin (ACh)
norotransmiterinin azalmasiyla ortaya c¢ikan bozukluklardir. Yapilan calismalar
AH’nin multifaktoriyel bir hastalik olarak olustugunu gostermekle birlikte, AH'nin A
birikimi ve hiperfosforile tau igeren norofibriler yumaklar (NFT'ler) olmak iizere iki
ayirt edici patolojisi bulunmaktadir (Jack vd., 2018; Knaopman vd., 2021). Ayrica
Klinik semptomlarin baglamasindan 10-20 yil dncesinde beyin dokusunda amiloid
birikiminin goriilebildigi bildirilmistir (Pluta vd., 2020).

Farkli dokularda yaslanmayla birlikte genetik mekanizmalarin yaninda farkh
epigenetik  mekanizmalarin  da  degistigi  bildirilmektedir.  Degisen  bu
mekanizmalardaki bozukluklar yasa bagli gelisen kanser ve norodejenerasyon gibi
hastaliklarin olusumuna katki saglamaktadir (Cacabelos ve Torrellas, 2015). Bu agidan
bakildiginda, epigenetik mekanizmalar1 hedefleyen tedavi stratejilerinin, AH dahil pek
cok norodejeneratif hastalik i¢in kullanilabilecegi goriilmektedir. Son zamanlarda
yapilan aragtirmalarin da AH nin patofizyolojisinde rol alan epigenetik mekanizmalar

tizerine yogunlagsmis olmasi bu fikri destekler niteliktedir (Liu vd., 2018).

Gilinlimiizde AH’nin tedavisinde kullanilan ve FDA tarafindan onayli olan alt1 ilacin
dordi hastaligin klinik semptomlari ile de iliskili olan ACh seviyesindeki azalmanin
arttirtlmasina yoneliktir (Zagorska ve Jaromin, 2020). Bu siiregte ACh’i pargalayan
kolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu iizerine kurulan mekanizmalar kullanilmistir.

[k onaylanan ilag “takrin” giiclii bir asetilkolinesteraz (AChE) inhibitdrii olmakla
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birlikte biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyonu da yapabilmektedir. Ancak yliksek
seviyede hepatotoksik etki gosterdigi i¢in kullanimi durdurulmustur (Watkins vd.,
1994). Ayni1 mekanizma ile hareket eden ilaglar “galantamin ve rivastigmin” tedavide
aktif olarak kullanilmaktadir. “Donezepil” ise sadece AChE inhibitérii olarak
kullanilmaktadir. Ayrica “memantin” glutamatin eksitotoksik etkisini azaltmaktadir
(Zagorska ve Jaromin, 2020). 2021 yilinda hizli onay alarak piyasa siiriilen ve oldukg¢a
spekiilatif yorumlara agik olan “aducanumab” insan immiinoglobulin gama 1 (IgG1)
monoklonal antikoru olup ¢oziilebilen ya da ¢oziilemeyen Al agregatlari tizerinde

pasif immunizasyon saglayarak A3 temizlenmesini arttirmaktadir (Dhillon, 2021).

Kolinesteraz  inhibitorleri  orta-siddetli AH’nin  semptomatik tedavilerinde
kullanilmasinin yani sira ciddi yan etkilere de sahiptir (Zagorska ve Jaromin, 2020;
Miziak vd., 2021). Bu yilizden Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Eliminasyon
(ADME) ve toksikoloji 6zellikleri ilag olma potansiyeline sahip yeni kolinesteraz
inhibitorlerinin gelistirilmesi gerektigi goriilmektedir. Ayrica son zamanlarda AH ile
iligkili molekiiler sinyal yolaklar1 aydinlatilmaya baslanmis ve buradan yola ¢ikarak
oncelikle AB ve tau mekanizmalari olmakla beraber mitokondriyal yolaklar ve

epigenetik mekanizmalar1 da baz alan yeni terapdtik ajan arayislart ortaya ¢ikmistir

(Rivieccio vd., 2009; Salau vd., 2020).

[lag dizayn1 ve gelistirme siirecinde bilgisayar tekniklerini kullanmak giderek nem
kazanmistir. Bu tekniklerden biri olan ve genellikle ilag adaylarinin, ilacin afinitesini
ve aktivitesini tahmin etmek amaciyla hedef proteinlere karsi baglanma
oryantasyonlarini 6ngdrmek i¢in kullanilan molekiiler docking, kullanim kolayligi
saglamasindan 6tiiri daha ¢ok tercih edilmekte olup giin gegtikge gelistirilmektedir.
Bir ¢ok basar1 hikayesi bulunan molekiiler docking teknigi su ana kadar gesitli ilaglarin

kesfinde kullanilmistir.

Bu tezde gida endiistrisinde yaygin kullanimlarinin yani sira bir ¢ok farkh
farmakolojik 6zellige sahip olan vanillin ve sinnamaldehit molekiillerinden yola
cikilarak tasarlanmis olan sekonder amin ve imin bazlar1 (Schiff bazlar) tiirevi
molekiillerin Alzheimer tedavisindeki rolleri arastirllmistir. Bu molekiillerinhem in
silico araglar kullanilarak ADME ve toksikoloji profilleri hem de AH tedavi stratejileri
arasinda yer alan AChE, BChE, beta sekretaz-1 (BACEL), glikojen sentazkinaz 303



(GSK38), Histondeasetilaz-2 (HDAC2) ve HDAC6 enzimleri {izerindeki inhibitor

etkileri molekiiler docking yontemi kullanilarak belirlenmistir.



BOLUM I1

GENEL BIiLGILER

2.1 Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastaligi, tipik olarak 65 yasindan sonra baslayan, bilissel ve zihinsel
islevlerde yavas, kademeli ve geri doniisiimsiiz bir bozulma ile karakterize ve yash
poplilasyonda goriilen en yaygin ndrodejeneratif hastaliklardan biridir. Ayrica hastalik
gbz ardi edilemeyecek diizeyde hafiza kaybina, yeni hatiralar olusturamamaya ve

davranig bozukluklarina yol agmaktadir (Vecchio vd., 2021).

Hastaligin kesin teshisi i¢in beyin dokularinin otopsisi gerekli olsa da giiniimiizde
giderek artan galigmalar klinik kriterlerle birlestirilmis beyin omurilik sivisinda (BOS)
bulunan APaso, APs2 veya bunlarin oraninin ve toplam tau veya hiperfosforile tau’nun
ve amiloid ve tau-pozitron emisyon tomografisinin (PET) hastaligin canli insanlarda
teshis edilmesinde biyobelirteg¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Jack vd.,
2018; Knaopman vd., 2021). PET verilerine gore, AP Oncelikle asosiyasyon
korteksleri gibi yiiksek enerji ihtiyact olan beyin bolgelerinde birikmekte ve daha
sonra neokorteksten allokortekse buradan beyin sapina gegerek serebelluma
ulagsmaktadir (Grothe vd., 2017). Tau patolojisinin ise ilk olarak, tau birikimilokus
coeruleus’tan bagladigini  Oneren arastirmalarin  yaninda (Braak vd., 2011),
(trans)entorhinal kortekste belirginlestigi, buradan limbik alanlara ve oradan

neokortekse yayildigi belirtilmektedir (Johnson vd., 2016).

AH’nin olusumunun ve ilerlemesinin kesin nedenleri heniiz tam olarak anlagilmamais
olmasma ragmen, simdiye kadar elde edilen bilgiler AH’nin hem genetik hem de
cevresel faktorlerin bir kombinasyonuna bagli olan multifaktériyel bir patoloji
oldugunu gostermektedir (Prince vd., 2013). Bu bilgiler 1s18inda, AH’nin baslangici
ile ilgili ¢esitli hipotezler ortaya atilmistir. Ayrica bu hipotezler ile iliskili farkli sinyal

yolaklar1 belirlenmistir.



2.2 Alzheimer Hastahgi’nin Olusumu ile Tlgili Hipotezler ve Sinyal Yolaklar
2.2.1 Amiloid Kaskad Hipotezi

Hastaligin patogenezini en iyi agiklayan bu hipotez, beynin degisik alanlarindaki A
plaklarinin anormal birikiminin hastalik siirecinde olusan noérodejenerasyonu
tetikledigini varsaymaktadir (Hardy ve Higgins, 1992). AH ile iligkili genetik
calismalar, monomerik, oligomerik, protofibriler ve fibriler yapilarda bulunabilen ve
kendi kendine agregatlar olusturabilen (Tyan vd., 2012) AB’nin iiretimi ve yikimi
arasinda olusan dengesizligin norodejenerasyona neden oldugunu gostermektedir
(Barage ve Sonawane, 2015). AB peptidi, 4 kDa boyutunda, 39-43 aminoasit
uzunlugunda olup (Tyan vd., 2012) ¢ogunlukla néronal ve glial hiicrelerde bulunan ve
yiksek oranda korunmus bir transmembran proteini olan APP’nin bir
parcasidir(Knaopman vd., 2021). APP’nin temel fonksiyonu tam anlamiyla
anlagilmamakla birlikte, ndranal plastisite ve sinaptik olusumda kritik bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (Nhan vd., 2015). APP iizerinde pro ya da anti-amiloid olmasi fark
etmeksizin birincil proteolitik olaylar, a, B ve y alt gruplarina ayrilan bir grup sekretaz
enzimi tarafindan transmembran bolgesinde veya g¢evresinde meydana gelmektedir
(Nhan vd., 2015). APP’nin kesimi bu enzimler kullanilarak non-amiloidojenik ve
amiloidojenik olmak tizere iki yolak tlizerinden gergeklesmektedir (Sekil 2.1) (Reedy
ve Beal, 2008; Knaopman vd., 2021).

Non-amiloidojenik yolakta olusan olusan iirlinler toksik etki gostermemektedir (Reedy
ve Beal, 2008). Bu yolakta APP oncelikle a-sekretaz ile membrana bagli oldugu alana
12 amino asit uzakliktaki bir noktadan kesilmekte ve bu kesim sonucu ¢oziinebilir ve
toksik olmayan APPa (sAPP a) ile 83 aminoasitlik membrana bagli C-terminal
pargasi-a (CTF-a, C83) olusmaktadir. Daha sonra olusan CTF-a y-sekretaz tarafindan
kesilmekte ve p3 pargasi ile membrana bagli boliim olan amiloid dnciil protein hiicreigi

bolgesi (AICD) meydana gelmektedir (Tiwari vd., 2019; Knaopman vd., 2021).

Amiloidojenik yolakta, BACE-1, APP’yi ¢oziilebilir APPB (sAPPB) ve 99 aminoasit
uzunlugundaki membrana bagli C-terminal pargasi-B (CTF-6,99) iiretimi ile
sonuglanan N terminal ucunun 671. aminosidinden kesmektedir. Daha sonra v-
sekretaz CTF-B’yi transmembran bolgesinden kesmekte ve bu kesim sonucunda

membrana bagli bir AICD bdlgesi ve 39-43 aminoasit uzunlugundaki AB parcalari



olusmaktadir (Zhao ve Zhao, 2013). Farkli uzunlukta AR pargalarinin olusmasinin
nedeni ise y-sekretazlarin APP’yi farkli aminoasit lokasyonlarindan kesebilmesidir
(Reedy ve Beal, 2008; Zhao ve Zhao, 2013). Plak olusumunda ve norotoksisitede
dogrudan rolii olan APso ve APs2 denilen iki ana AP peptit tiirii bulunmaktadir.
Yaklagik olarak %80-90 oraninda olusan Af40, ciddi oranda norotoksik olan ve agregat
olusturma egilimi daha fazla olan ve yaklasik %5-10 oraninda olusan AB42’den daha
az norotoksiktir (Tiiman vd., 2013; Tiwari vd., 2019). ABao/ABas2 agregasyonu, iyon
kanallarin bloke olmasi, degismis kalsiyum homeostazi, artan mitokondriyal oksidatif
stres ve azalmis enerji metabolizmasi ile sonu¢lanmaktadir. Bu da noronal sagligin

bozulmasina ve son olarak noronal hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Tiwari vd., 2019).
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Sekil 2.1 APP’nin kesim yolaklar1 (Tiwari vd., 2019’dan alinmistir).

%I( D

2.2.2 Tau Hipotezi

Tau, Mikrotiibiil Iliskili Protein Tau (MAPT) geni tarafindan kodlanmaktadir.
Fizyolojik kosullar altinda tau, hidrofilik ve dogal olarak katlanmamig ve N-terminal
alan (1-186 rezidiileri) ve C-terminal alan (187-430 rezidiileri) olmak iizere iki alandan
olusan bir proteindir (Wang ve Mandelkow, 2016). Tau baslica Santral Sinir Sistemi
(SSS) noronlarinin  aksonlarinda  eksprese  edilirken ayrica noronlarin,
oligodendrositlerin ve néronal olmayan dokularin somatodendritik bélmesinde de
bulunabilmektedir (Jameson vd., 1980). Fizyolojik kosullarda, tau proteininin temel
islevi, mikrotiibiillerle iliskili diger proteinlerle birlikte mikrotiibiillerin stabilitesini
arttirmaktir. Norodejenerasyon gibi patolojik kosullarda ise ¢oziiniir Tau monomerleri
hiicrede birikmekte ve agregatlar halinde kendi kendine birlesen oligomerler
olusturmaya baslamaktadir. Saglikli beyindeki normal tau ile patolojik tauyu
birbirinden fosforilasyon, glikosilasyon, asetilasyon ve kesilmeyi igeren post-
translasyonel modifikasyonlar ayirmaktadir (Lourdes vd., 2019). Fizyolojik sartlarda

tanimlanan fosforilasyon bdlgeleri N-terminal bolgesinde Ser46, Thr123, Ser198,
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Ser199, Ser202, Ser208, Ser210, Thr212, Ser214, Thr217, Thr231 ve Ser235 ve C-
terminal bolgesinde Ser396, Ser400, Thr403, Ser404, Ser409, Ser412, 2182 2182
Ser413 ve Ser422 bolgeleridir. Tau'yu fosforile eden ve en iyi c¢alisilmis kinazlar
arasinda GSK38, siklin bagimli kinaz 5 (CdkS5), kazein kinaz 1 (CK1) ve protein kinaz
A (PKA) bulunmaktadir. Patolojik kosullarda hiperfosforilasyon en ¢ok goriilen post-
translasyonel modifikasyon olup hiperfosforilasyonun anahtar enzimi GSK3B’dir
(Zhang vd., 2021). Hiperfosforile tau mikrotiibiillere baglanma yetenegini
kaybetmekte ve NFY ’lar1 olusturmaktadir (Sekil 2.2). Ayrica tau hiperfosforilasyonu
tau’nun oligomerlesmesine ve oligomerizasyon sonucu olusan NFY’lar néronlarin
mikrotiibiil aglarinin par¢alanmasina yol agmaktadir. Bu durum hiicre i¢inde ve hiicre
disinda herhangi bir biyokimyasal iletisimin inhibisyonuna ve hiicre iskeletinin tahrip

olmasina neden olmaktadir (Srivastava vd., 2021).
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Protofibril Fibriler Tau Norofibriler yumaklar

Sekil 2.2 Tau Hiperfosforilasyonu Sonucu Olusan Norofibriler Yumaklar (Aggidis,
2019’dan Tiirkge’ye uyarlanmistir)

2.2.3 Oksidatif Stres Hipotezi

Enzimatik ya da enzimatik olmayan tepkimeler sonucu olusan serbest radikaller, bir
veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip atom veya molekiillerdir. Yapilarinda
oksijen tiirevleri olanlar (Oz-+, OHe, RO¢, 10,) reaktif oksijen tiirlerini (ROS), nitrojen
tiirevleri olanlar (ONOOe, NO¢) ise reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) olusturmaktadir
(Cobb ve Cole, 2015; Huang vd., 2016). Kararsiz, reaktif ve kisa 6miirlii olan bu
serbest radikallerin iiretimi ve serbest radikallerin toksik etkilerini elimine eden

antioksidan kapasite arasindaki dengenin serbest radikallerin artig1 yoniine bozulan



dengesi sonucunda oksidatif stres olusmaktadir (Cobb ve Cole, 2015). Fizyolojik
kosullar altinda oldukea sert bir sekilde korunan oksidatif denge, patolojik kosullar
altinda bozulmaktadir (Huang vd., 2016).

ROS tarafindan gergeklestirilen oksidatif hasar AH’da ¢ok belirgindir ve hasara
maruz kalan noronlarda, diger bulgu ve semptomlar ortaya ¢ikmadan 6nce, nitrasyon,
beyinde demir, aliminyum ve civa yogunlugunun artmasi, artmis lipid
peroksidasyonu, niikleik asit oksidasyonu ve reaktif karbonillerin olusumu
artmaktadir. Ayrica oksidatif stresin Alzheimer hastalarinin orta frontal girusunda
kolestrol metabolizmasinin bozulmasi ve artan kolestrol seviyeleri ile iligkili oldugu
belirtilmistir (Cutler vd., 2004). Bunun yam sira, Alzheimer’li hastalarin plazma
antioksidan seviyelerinde azalma oldugu ve frontal ve temporal kortekslerindeyse
antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin olarak bir azalma oldugu rapor edilmistir
(Venkateshappa vd., 2012). Ayrica ROS biriktigi zaman inflamatuar sinyal yolaklar
aktive olmakta ve bu da oksidatif stresi indiiklemektedir. Bunun sonucunda ise
mikroglialar aktiflesmektedir. Bu aktivasyon sonucunda, TNF-o gibi sitokinler ve
ROS serbestlenmektedir. ROS ise, mitokondriyal disfonksiyona, mikroglial 6liime,
noral patogeneze ve inflamatuar siireclere katki saglamaktadir (Block vd., 2007; Bazan
vd., 2012; Cheignon vd., 2018). AH’nin karakteristik bulgularinin olusumuna onciiliik
eden oksidatif stresin belirtlegleri AB birikimi baslamadan 6nce AH’li beyinde
saptanmigtir (Nunomura vd. 2001). AH patofizyolojisinde ilk ortaya ¢ikan bulgulardan
biri olan oksidatif stres, AB plaklarinin birikimi ile iligkilidir (Liu vd., 2017). Buna ek
olarak, MAPK aktivasyonu aracilifiyla tau proteinlerinin hiperfosforilasyonuna, Bcl-
2 aktivasyonuyla mitokondri aracili apoptozun uyarilmasina, eksitoksisiteye ve redoks

iyon dengesinin bozulmasina yol agmaktadir (Liu vd., 2017).

2.2.4 Epigenetik Mekanizmalar ve Histon Asetilasyonu

[lk olarak 1940’larda Ingiliz embriyolog Conrad Waddington tarafindan ortaya atilan
epigenetik alan1 suan AH’nin da igerisinde bulundugu pek ¢ok hastalik patagoneziyle
iliskilendirilmektedir. AH nin patogenezi ile iliskili epigenetik mekanizmalar genel
olarak DNA metilasyonu, histonlarin post-translasyonal modifikasyonlar1 ve

kodlamayan RNA’larin diizenlenmesini icermektedir (Nikolac Perkovic vd., 2021).

Kromatinlerin temel birimleri olan, lizin ve arjinin kalintilarinca zengin ve bazik

yapidaki histon proteinleri (H1, H2A, H2B, H3 ve H4), DNA ile birleserek
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niikleozomlar1  olusturmaktadir. Bu mekanizma  Okaryotik  transkripsiyon
diizenlemesinin énemli bir boliimiini temsil etmektedir (Strahl ve Allis, 2000). Gen
ifadesinin baskilanmasi ya da aktivasyonunda yer alan ve histonlarin N-terminal
ucunda olusan histon modifikasyonlarmin en 6nemlileri metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon, ubikutinasyon, sumoylasyon ve ADP ribosilasyonudur (Strahl ve Allis,
2000; Nikolac Perkovic vd., 2021). Bu modifikasyon mekanizmalarindan en fazla

calisilan histon asetilasyonudur (Nikolac Perkovic vd., 2021).

Histon asetilasyon mekanizmalar1 reversibl olarak meydana gelen bir olaydir. Histon
proteinlerinin amino uglarina negatif yiiklii olan asetil gruplar1 eklendiginde pozitif
yikli olan lizin amino asidinin yiikiinii kismen kaybetmesine yol agmaktadir. Bu
durum sonucunda kromatin yapisi gevsemekte ve transkripsiyon baglatilmaktadir
(Bartova vd., 2008). Transkripsiyonun aktivasyonu ve kromatinlerin “agik” olarak
sekil degistirmeleri lizin kalintilarinindaki asetilasyon sonucu gergeklesmekte ve bu
reaksiyon Histon asetiltransferazlar (HAT'ler) tarafindan katalize edilmektedir. Buna
karsin, transkripsiyonun baskilanmast ve “kapali” konformasyondaki histonlarla
iligkili olan histon deasetilasyonu Histon deasetilazlar (HDAC'ler) tarafindan
diizenlenmektedir (Wang vd., 2013). Fizyolojik sartlar altinda bir hiicrede HAT ve
HDAC enzimlerinin aktiviteleri dengeli olmalidir, bu denge bozulursa patolojik
kosullar olusmakta ve Alzheimer hastaligi ve kanser gibi cesitli hastaliklar ortaya

¢ikmaktadir (Marsoni vd., 2008; Ding vd., 2008; Falkenberg ve Johnstone, 2014).

Histon deasetilaz (HDAC) Enzim Ailesi: Su ana kadar homolojik dizi benzerligi ve
etkilestikleri kofaktorlere goére 4 smif altinda 18 adet insan HDAC enzimi
tammmlanmastir. Stmif I HDAC'lar 1, 2, 3 ve 8; simif Ila HDAC'lar 4, 5 ve 7 ve sinif 1Ib
HDAC'lar 6 ve 10; sirtuin 1-7 olarak da adlandirilan simif III HDAC'lar ve simf IV
HDAC’lar HDAC11’den olusmaktadir (Pulya vd., 2021).

Alzheimer hastalarinda, bilissel ve sinaptik islevlerde bozukluklarin oldugu; 6grenme,
bellek ve néroplastisiteden sorumlu belirli beyin bolgelerinde, 6zellikle HDAC2 ve
HDAC3iin diger HDAC’lara kiyasla daha yiiksek seviyelerde eksprese edildikleri
saptanmistir (McQuown vd., 2011; Graff vd., 2012). Alzheimer’li hastalarda ve
hayvan modellerinde gergeklestirilen bir ¢alismada, HDAC6 seviyelerinde artis
oldugu gozlemlenmistir (Ding vd., 2008). Beyinde HDAC4’iin asir1 aktivasyonun

apoptoza neden oldugu ve inaktivasyonun néronal 6liimii baskiladigi bulunmustur
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(Bolger ve Yao, 2005). Bunlara ek olarak, Sirtuinler bellek ve plastisite olusumunda

onemli olup AH patogenezinde bazi proteinleri deasetile etmektedirler (Gao vd.,

2010).

2.2.5 Kolinerjik Hipotez

1976'da Peter Davies ve A. J. F. Maloney tarafindan 6nerilen ve suan i¢in en fazla
kabul goren hipotezdir. Hipotez, beyinde kolinerjik iletimde olusan eksikliklerin
AH’nin semptomlarina yol ac¢tigim1 ve kolinerjik iletim eksikligi giderildiginde
semptomlarin ortadan kalkacagini one siirmektedir (Davies ve Maloney, 1976).
Fizyolojik kosullarda, hippokampus, frontal korteks, amigdala, niikleus bazalis ve
medial septumda lokalize olan kolinerjik noronlar, dikkat, 6grenme, bellek ve farkli
kognitif islevlerde 6nemli rol oynamaktadirlar. AH’nin baslangicinda kolinerjik
ndronlarin hasartyla baslayan noronal kayip, hastaligin ilerleyen evrelerinde %90’lara
kadar ¢ikmaktadir (Mufson vd., 2016). Bu durum SSS’de kolinerjik iletim tizerinde
ciddi eksikliklerin olusmasina neden olmaktadir. Ayrica kolinerjik iletim
eksikliklerinin yani sira, asetilkolin sentezinde ve asetilkolinin presinaptik nikotinik
ve muskarinik reseptorlerinin sayilarinda azalma oldugu gozlemlenmistir (Ferreira-
Vieira vd., 2016). AH’da ortaya ¢ikan bu patolojiler ise kognitif bozukluklara yol
agmaktadir (Singh,2020). Bunlara ek olarak, Alzheimer’li beyinlerde asetilkolin
sentezinde anahtar enzim olan kolin asetiltransferazin aktivitesi ve miktarinin azaldigi
ve bunun sonucunda amigdala, hippokampus ve korteksteki sinapslarda asetilkolin
konsantrasyonlarinin biiyiik Ol¢iide azaldigr bildirilmistir (Mesulam vd., 1983;
Ferreira-Vieira vd., 2016). Kolinerjik sistemdeki fonksiyon bozukluklariyla birlikte
dopaminerjik ve serotonerjik iletimde de eksiklikler ve noronal kayiplar olusmakta bu
da hastalarda depresyon, anksiyete gibi psikiyatrik semptomlara neden olmaktadir
(Whitehouse vd., 1988; Grossberg, 2002).

SSS’de noronal iletimde degisimler oldugunda kolinerjik sistem ayni zamanda
glutamerjik sistemle de etkilesime girmektedir (Singh, 2020). Glutamat 6grenme ve
bellek siireclerinde etkili olan ana uyarici nérotranmiterdir (Dong vd., 2009).
Fizyolojik kosullarda, hippokampusteki glutamerjik noroiletim plastisite i¢in 6nemli
olan uzun siireli giiclendirme (LTP) gibi 6grenme ve bellek arasindaki konsalidasyonu
(pekistirme) indiikleyen kalsiyum sinyalizasyonuna yol agmaktadir. Ancak glutamatin
asir1 aktivitesi sonucunda NMDA reseptdrlerinin hiperaktivasyonu, kalsiyum, sodyum

ve kloriir iyonlarinda stirekli bir artisa yol agmaktadir. Bu da, postsinaptik membranda
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asir1 depolarizasyon, ndrodejeneratif siireclerin baslamasina, hiicre 6liimiine ve
serebellumda unutmayla da iliskili olan uzun siireli depresyona (LTD) neden

olmaktadir (Teaktong vd., 2004; Singh, 2020).

2.3 Tedavi

Su ana kadar hala AH i¢in kesin bir tedavi bulunamamakla birlikte, giincel tedavi
stratejileri hastaligin gidisatin1 yavaslatmay1 ve semptomlari kontrol altinda tutmay1
hedeflemektedir (Guzior vd., 2015). Hastaligin semptomatik tedavisi i¢in kolinesteraz
(takrin, NMDA-reseptor

antagonistleri (memantin) ve bunlarin kombinasyon tedavisi FDA tarafindan

inhibitorleri donezepil, rivastigmin ve galantamin),
onaylanmis stratejilerdir. Sadece gecici ve semptomatik tedavi imkan1 saglayan bu
ilaglar siddetli yan etkiler gostermektedir (Tablo 2.1) (Guzior vd., 2015; Husain vd.,
2021; Miziak vd., 2021). Norotransmiter temelli tedavilerin yaninda, hastaligin
olusum mekanizmalarindan biri olan AB birikiminin azaltilmasina ya da yok
edilmesine yonelik stratejiler de bulunmaktadir. Yaklasik 20 y1l sonra FDA tarafindan
hizli onay kapsaminda onaylanan aducanumab bu stratejiyi hedeflemektedir. Bir insan
IgG1 monoklonal antikoru olan bu ilag ¢oziilebilen ya da ¢oziilemeyen AB agregatlari
olarak AR

temizlenmesini arttirmaktadir (Athar vd., 2021; Dhillon, 2021). Bu stratejilere ek,

lizerinde pasif immunizasyon saglayarak beyinde doz bagimlh
noroinflamasyon, oksidatif stres, hipoglisemi ve vaskiiler bozukluk, metal dengesinin
bozulmasi, protein yanlis katlanmasi gibi hastaligin gelisimine katki saglayan diger
patolojilerin de hedeflendigi tedavi stratejileri gelistirilmistir (Husain vd., 2021). Bu
acidan bakildiginda, biiyiime faktorlerinin kullanimi, antioksidanlarin kullanimu,

antiinflamatuvar ilag kullanim1 ve Ostrojen kullanilmasi gibi ek yontemler
bulunmaktadir (Athar vd., 2021).

Tablo 2.1. FDA tarafindan onaylanmis AH ilaglari (Zagérska ve Jaromin, 2020; Miziak vd.,
2021; Dhillon, 2021)

ila¢ adx Etkisi Yan Etkisi Metabolizma
Hafif ve orta seviye AH Atriyoventrikiiler CYP2D6, CYP3A4
i¢in onaylanmigtir. AChE’L blokaj, istahsizlik,
Donepezil inhibe edebilmektedir. ishal, bag donmesi, bas
Ayrica BACEI ve A agrisi, hipertansiyon,
birikimini tizerinde bulanti, bayilma, kilo
inhibisyon kaybi1
yapabilmektedir. Kognitif
gerilemeyi yavaslatir.
AChE’1 kompetatif ve geri Atriyoventrikiiler CYP2D6, CYP3A4
Galantamin dontistimlii olarak inhibe blokaj, istahsizlik,

eder.
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Tablo 2.1 (devami)

Hafif ve orta seviye AH Karin agrist, atriyal Karaciger araciligiyla
icin onaylanmustir. fibrilasyon, metabolize olmaz
Rivastigmin Kolinesteraz inhibitoriidir atriyoventrikiiler
Oral kullanimda yarilanma blokaj, istahsizlik,
omrii kisa oldugu i¢in ishal, bag dénmesi, bag
2007’den beri transdermal agrisi, miyokard
formda kullanilmaktadir. enfarktiisii, bulanti,
kusma
NMDAR yarigsmasiz Kafa karisikligi, Karaciger araciligryla
antagonistidir. Glutamat kabizlik, ishal, bag metabolize olmaz
Memantin kaynakli NMDA donmesi, kusma;

akvivasyonunun yol actig1
Ca*? akisim engeller.

Erken evre AH igin Bas agris1,, mental Karaciger araciligryla
Aducanumab onerilmekte; beyinde AR durum degisikligi, metabolize olmaz
agregatlarini diyare

temizlemektedir.

Gilinlimiizde onaylanmis ilaglarin hedefledikleri mekanizmalara bakildiginda tek bir
yolagi hedefledikleri goriilmektedir (Athar vd., 2021; Husain vd., 2021). Oysa AH
multifaktoriyel bir hastaliktir ve son zamanlarda, birden fazla mekanizmay1
hedefleyebilen ilaglar tasarlamak ve gelistirmek amaciyla birden fazla hedef
mekanizmaya yoOnelinmesi dnem kazanmistir. Cok hedefli ilaglar (MTD'ler), farkli
hedef mekanizmalar tizerinde etkili olan biyoaktif ajanlarin iki ya da daha fazla
farmakoforik yapisal 6zelliginin tek bir molekiilde birlestirilmesiyle tasarlanmaktadir
(Athar vd., 2021). Su anda piyasada MTD yaklagimlari ile gelistirilmis onayli bir ilag
bulunmamaktadir. Ancak 2021°de yapilan bir aragtirmada, AH igin farkli etki
mekanizmalarina sahip 140'tan fazla ajanin klinik faz ¢aligmalarinda oldugu
bildirilmigtir. Bu c¢alismalardaki potansiyel ajanlarin ¢ogu, AChE ve BACE
inhibitorleri tizerinden AB birikimini, tau proteinlerini, mitokondriyal bozukluklari,
oksidatif stresi, metal dengesindeki diizensizligi, ndroinflamasyonu ve AH'iin
ilerlemesini durdurmak amaciyla cesitli molekiiler yolaklari hedeflemektedir (Athar
vd., 2021).

Bununla birlikte, yeni kii¢iik molekiil inhibitorler, AH i¢in yeni terapotik stratejiler
gelistirilmesi acisindan 6nem arz etmektedir (Mouchlis vd., 2020). Ancak AH igin
kiiciik molekiillii potansiyel inhibitorlerin gelistirilmesi, hem hastaligin ilerlemesinde
etkili olan molekiiler yolaklarin karmasik olmasi hem de hastaligin multifaktoriyel
kaynakli olmasindan dolay1 zor ve uzun bir siirectir (Cummings vd., 2019; Mouchlis
vd., 2020). Bu siirecleri hizlandirmak i¢in kullanilan Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarimi
(CADD), potansiyel hedefleri olan kiigiik molekiil inhibitdrlerinin baglanma pozunu
13



ve enerjisini tahmin etmek i¢in bilgisayar yazilimlarin1 kullanmaktadir. Hedef yolak
ve potansiyel ajanlarin se¢imine yardimei olmak i¢in kullanilan en yaygin CADD
teknikleri, genel olarak molekiiler docking ve dinamik simulasyonlar1 gibi yontemleri
kapsamaktadir (Mouchlis vd., 2020). AH’na kars1 potansiyel ajanlarin
gelistirilmesinde kullanilan temel molekiiler hedefler, B-sekretaz, asetilkolinesteraz,
glikojen sentaz kinaz enzimleriyle birlikte hastaligin diger patogenezleriyle iligkili
olan histon modifikasyonlar1 ve otofaji gibi yolak ve enzimleri igermektedir (Mouchlis

vd., 2020; Yiannopoulou ve Papageorgiou, 2020; Athar vd., 2021; Miziak vd., 2021).

2.4 Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE)

AChE, o/B hidrolaz katlanmuis siiper protein ailesi grubunda olup (Johnson ve Moore,
2006) hem periferik hem de merkezi sinir sistemlerinde kolinerjik sinir sisteminde yer
almaktadir (Thapa vd., 2017). Buna ek olarak kanda da bulunabilen AChE’in temel
islevi asetilkolinin kolin ve asetat iyonlarina hidrolizini katalizlemektir (Vecchio vd.,
2021). AChE’mn 3 boyutlu yapisi 1991°de elektrikli yilan baligi olan Torpedo
californica kullanilarak agiga ¢ikartilmistir (Sussman vd., 1991). Yapilan arastirmalar
sonucunda AChE’1n aktif bolge cebinin 20 A derinliginde dar bir oluga ve yaklasik
4.5 A genislige sahip oldugu ve katalitik ve periferik anyonik yore olmak iizere iki

onemli yore igerdigi belirlenmistir (Sekil 2.3) (Dvir vd., 2010).

2.4.1 Katalitik Aktif Yore (CAS)

Esteratik bolge olarak da adlandirilmakta olan bu yore ACh hidrolizini
katalizlemektedir (Quinn, 1987; Sussman vd., 1993; Dvir vd., 2010). Yapisinda
oksianyon c¢ukuru, kolin baglanma bdlgesi ve agil cebi bolgelerini ihtiva etmektedir.
Ayrica dar ve ince olan aktif cebin dip kisminda dizili ve katalitik aktive i¢in temel
olan Ser200, His440 ve Glu327 olmak iizere {i¢ amino asitten olusmaktadir (Quinn,
1987; Sussman vd., 1993). His440 ve Glu327 Ser200 hidroksil grubunun
aktivasyonunda rol oynamaktadir (Dvir vd., 2010; Atanasova vd., 2015).

Aktif bolgede bunlara ek olarak kolin baglanma bolgesi de denilen anyonik alt bolge
bulunmaktadir (Dvir vd., 2010; Singh vd., 2013; Atanasova vd., 2015). Bu alan Trp84,
Tyr130, Glu199, Phe330, Tyr442 aromatik kalintilarini igermektedir (Dvir vd., 2010;
Singh vd., 2013; Atanasova vd., 2015). Oksianyon bolgesi Gly118, Gly119 ve Ala201
kalintilarii icermektedir. Bu kalintilar serbest amin gruplariyla ligandlari stabilize

ederek katalitik aktiviteye katki saglamaktadirlar. Agil cebi Trp233, Phe288, Phe290

14



ve Phe331 aromatik kalintilarin1 icermekte ve ligand se¢iciliginde islev gostermektedir

(Dvir vd., 2010; Singh vd., 2013; Atanasova vd., 2015).

2.4.2 Periferik Anyonik Yore (PAS)

Bu yore Tyr70, Asp72, Tyr121, Trp279 ve Tyr334 aromatik kalintilar icermekte ve
aktif bolge cebinin agiz kisminda yer almaktadir (Schaffer vd., 1973). Ligand bu
bolgeye baglandig1 zaman enzimin aktif cebinde konformasyonel degisiklik meydana
gelmektedir. Substrat ya da ligand kompleks olusumunun ilk adiminda PAS’a
baglanmaktadir. Bu etkilesim ligandin CAS’a dogru ilerlemesini kolaylastirarak
enzimatik etkiyi pekistirmektedir (Dvir vd., 2010; Singh vd., 2013; Atanasova vd.,
2015). PAS ayrica AChE’a kolinerjik islevinin yaninda yapisindaki kalintilar
aracilifiyla AB’ya baglanma islevi de saglamaktadir. AB-PAS etkilesiminin kurulmasi,
amiloid plaklarin olusumuna ve kolinerjik ndronlarin harabiyetine yol agcmaktadir
(Inestrosa vd., 2008). Bu agidan bakildiginda, AChE’ 1 hem CAS hem PAS alanlartyla
etkilesim kurabilen yeni inhibitorlerin tasarlanmasi yaklagimlari olusmaya baglamistir.
Bu yaklagimlar kullanilarak, AChE’mn PAS alaninin bloke edilmesi ile AP birikimini
engelleyen yeni kolinesteraz inhibitorleri gelistirilmektedir. Buradan yola ¢ikilarak
yapilan ¢aligmalarda, PAS inhibisyonunu saglayan ajanlarin néron koruyucu etki

gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Dvir vd., 2010; Singh vd., 2013; Atanasova vd., 2015).

Katalitik Ucli

AKtif Yore Cukure

Periferik Anyonik Yére
(PAS)

Kolin Baglanma
Bolgesl

Sekil 2.3 AChE Enzim Cukuru (Sayar-Glimiis, 2017).

2.5 Biitirilkolinesteraz Enzimi (BChE)

Plazma kolinesteraz (ChE) ve psddokolinesteraz olarak da adlandirilmakta olan
butirilkolinesteraz (BChE), kolinlerin yaninda alifatik esterlerin de hidrolizini
katalizlemektedir (Xing vd., 2021). Karacigerde sentezlenen BChE, beyin, deri,

plazma ve bacak kasi gibi bir¢ok insan merkezi ve periferik dokusunda

15



bulunabilmektedir (Andersson vd., 2019). Ayrica aglik hormonu olan giberin ile
insulin ve glukoz hormonlarinin metabolizmalarinin diizenlenmesinde etkili oldugu

saptanmustir (Chen vd., 2017).

Insan BChE enziminin kristal yapusi ilk olarak 2003’te ag13a ¢ikarilmistir (Nicolet vd.,
2003). BChE, AChE ile yapisal benzerlik gostermelerine ragmen (%65 aminoasit
benzerligi), substrat spesifikliginde ve ACh'yi hidrolize etme yeteneginde farkliliklar
gostermektedirler (Nicolet vd., 2003; Xing vd., 2021). ACh fizyolojik sartlar altinda
daha yiiksek oranda AChE tarafindan metabolize edilmekte ve BChE’in ACh’1
metabolizma hizinin daha yavas oldugu bildirilmektedir . Buna ek olarak, BChE genel
olarak AChE yoklugunda ACh’i hidroliz etmektedir (Xing vd., 2021). AChE enzimine
benzer olarak ~20 A derin bir olugun dibine gémiilii olarak bulunmaktadir (Brus vd.,
2014). Insan BChE enzimindeki katalitik ii¢lii evrimsel olarak korunmustur ve Ser198,
His438, Glu325 kalintilarindan olusmaktadir (de Andrade vd., 2019). iki enzimin
molekiiler seviyedeki temel farklari, hidroliz esnasinda substratlarin agil bolgesinin
bulundugu olugun alt birim bolgelerinden biri olan agil baglama cebidir (Schopfer vd.,
2015). insan AChE'n agil baglama cebinde bulunan Tyr 124, Phe 297 ve Tyr338
kalintilari, insan BChE'da GIn119, VVal288 ve Ala328 ile degistirilmektedir. Bu durum
BChE aktif cebinin AChE’1n aktif cebiyle kiyaslandiginda yaklasik 300 A3 daha genis
olmasina yol agmaktadir (Franjesevic vd., 2019). Bunlara ek olarak, BChE enziminin
aktif bolgesi, katalitik bolge, oksianyon ¢ukuru, kolin baglanma bolgesi ve agil cebinin
dahil oldugu CAS ile PAS alt birimlerinden olusmaktadir (Sekil 2.4). Bu bolgelerin
enzimin Kkatalitik gorevindeki roller AChE enzimi ile genel olarak benzerlik

gostermektedir (Nicolet vd., 2003; Brus vd., 2014).

PAS, pozitif yiike sahip ligandlarin ve inhibitorlerin ilk karsilastigi baglanma bolgesi
olup Asn68, Asp70, Ala277, Phe329, Tyr332 kalintilarin1 icermektedir (Nicolet vd.,
2003; Brus vd., 2014). Bu yoredeki 2 adet H bagi kuran Asp70 ve Tyr332 kalintilar
enzimde bu pozitif yiiklii substratlar igin ilk baglanma ydresi olusturmakta ve substrati
kataliz i¢in hazir olarak enzim cebine iletmektedir. Ancak yapilan ¢alismalarda, BChE
enziminin, AChE’mn PAS yoéresine baglanan ligandlara kars1 daha diisiik afinite ile

baglandigi belirtilmistir (Masson vd., 2009).

Yapilan son aragtirmalar AH nin ana patolojik nedenlerinden biri olan A3 ile BChE

arasindaki iligkiyi ortaya koymustur (Diamant vd., 2006; Reid ve Darvesh, 2015).
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BChE’1n senil plaklarda birikmesinin ilerleyici AB birikimi ile paralellik gosterdigi ve
boylece AB plaklarinin olusumunda BChE’m etkin bir iglevi olabilecegi yapilan
histokimyasal ¢alismalarla gosterilmistir (Gomez-Ramos ve Moran, 1997). BChE-KO
farelerin beyinlerinde, fibriller AP plak birikiminin azaldig1 saptanmistir. Ayrica ayni
calismanin devaminda, bu farelere ve yabanil tip farelere toksik Apos.3s enjekte
edildiginde, BChE-KO farelerin kognitif fonksiyonlarinda bozulma olmazken yabanil
tip farelerde kognitif bozukluklar gorilmistir (Maurice vd., 2016). Ayrica
Alzheimer’l1 bireylerin hippokampuslerinde (Tasker vd., 2005) ve hastaligin ilerleyen
evrelerinde BChE seviyelerinde artis oldugu gézlemlenmistir (Xing vd., 2021). BChE
ve AH iliskisi hakkinda yapilan arastirmalar ve hastaligin ilerlerleyen evrelerinde
AChE diizeylerinin de azaldig1 diisiiniildiigiinde, BChE’1 inhibe edici ajanlar yeni
tedavi hedefleri arasinda yer almaktadir (Li vd., 2017; Xing vd., 2021).

Katalitik tighi
7 A0 = A:yonik ‘;'gre
\—_}-‘ Agcil cebi
Oksanyonik gukur
PAS
/ Tyr128
@/’ "
Tyr332
g His438
thne ! g
Phe329 4 Glu325 @
oz . Sm198
¢ ‘- Ala199
8 Leu286
U Vai288
Sekil 2.4 BChE Enziminin Aktif Bolgesi (Bajda vd., 2013’ten Tiirkce’ye

uyarlanmustir).

2.6 Beta-Sekretaz-1 Enzimi (3-Bolgesi APP Parcalama Enzimi, BACE1)

1996’da klonlanan BACE1, ¢ok sayida (~80) proteinin hidrolitik parcalanmasini
katalizleyen, birgok hiicresel yolakta islev goren, aspartil proteaz ailesine ait bir
transmembran enzimidir (Vassar vd., 1999; Hemming vd., 2009; Mouchlis vd., 2020).
Optimum enzimatik aktivitesini asidik pH’da gosteren BACEI, hiicre dis1 boslukta
APP’yi Met671-Asp672 amid bagmi keserek AL peptit(ler)inin  olusumunu
baslatmaktadir (Vassar vd., 1999; Dislich ve Lichtenthaler, 2012; Mouchlis vd., 2020).
BACEL1, beyinde bir¢cok ndronal hiicre grubunda olmakla birlikte 6zellikle ndronlarda,
oligodendrositlerde ve astrositlerde ¢ok fazla ifade edilmektedir (Vassar vd., 1999;
Hampel vd., 2021).
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BACEL'in ektodomain yapisi, substratin aktif bolgeye girisini ve buradan diger
alanlara yonlendirilmesini kontrol eden alt bolgeler igcermektedir. Enzimin aktif
bolgesi, katalitik ikiliyi olusturan iki korunmus Asp32/Asp228 kalintilarini ihtiva
etmektedir (Hong vd., 2000). Enzimin dogal yapis1t N- ve C- domainlerinden
olusmaktadir (Hong vd., 2000; Barman ve Prabhakar,2014). Substratin baglanma
bolgesi olan aktif cep kismi, Asp32/Asp228'in katalitik ikilisi ile N- ve C-terminal
domainleri arasinda konumlanmaktadir (Hong vd., 2000; Xu vd., 2012). Aktif cep
kismi, N-terminal domainde bulunan ve "kanat" olarak da adlandirilan Val67-Glu75
aminoasit kalintilarinda bulunan bir B-sa¢ tokasi halkasi ile sarilidir (Hong vd., 2000;
Xu vd., 2012; Mouchlis vd., 2020). Kanat kisminda, inhibitérlerin varligina ve
yokluguna gore konformasyon degisikligi gosteren korunmus bir Tyr71 kalintisi
bulunmaktadir. Ayrica Lys9-Tyrl4 kalintilarinda 10s halkasi, Lys107-Gly 117
kalintilarinda t¢iincii iplik ve Gly 158-Leu 167 kalintilarinda ise A girisi gibi enzim
aktivitesinde kilit rol oynayan birkag fonksiyonel bolge N-terminal domainde
konumlanmistir (Hong vd., 2000; Xu vd., 2012; Barman ve Prabhakar, 2014).
Aktiviteleriyle farkli inhibitorlerin aktif bolgeye girisine ve baglanmasina yardim eden
u¢ B (Lys218-Asn221), u¢ C (Ala251-Pro258), u¢ D (Trp270- Thr274), u¢ E (Glu290-
Ser295) ve ug F (Asp311-Asp317) bolgeleri enzimin C- domaininde yer almaktadir
(Sekil 2.6A). BACELI aktif bolgesinde ayrica WAT1 ve WAT2 olmak iizere korunmus
iki adet su molekiilleri bulunmaktadir (Hong vd., 2000; Barman ve Prabhakar, 2014).
Katalitik Asp ikilisinin yakininda bulunan WATI, peptit baginin hidrolitik olarak
parcalanmasinda islev gormektedir. WAT?2 ise, kanat kismin stabile etmekte ve
devamli olarak H-bagi olusumuna katilmaktadir (Sekil 2.5) (Hong vd., 2000; Barman
vd., 2014).

APP’yi B- sekretaz bolgesinden keserek AR peptitlerinin tiretimine yol acan BACE1’in
artmis aktivitesi sporadik AH’da goriilmektedir (Barage ve Sonawane, 2015). Al
seviyerindeki artis amiloid plaklarin olusumuna yol agarak norotoksisiteye ve
patolojik tau {iretimine neden olarak hiicre olimii ve ndrodejenerasyonu
tetiklemektedir (Kametani ve Hasegawa, 2018). Buradan yola ¢ikarak BACEL nakavt
fareler, aym1 zamanda B-sekretaz’in inhibi edilmesi ile AB’nin azalmasi arasinda
dogrudan bir baglanti oldugunu gostermistir (Awasthi vd., 2016). Bu durum

arastirmacilara B-sekretazin terapdtik ajan olarak hedeflenmesinin giivenilir bir strateji
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olabilecegi fikrini vermistir (Awasthi vd., 2016). Boylece B-sekretaz AH igin ilgi
cekici bir hedef haline gelmistir.

C-terminal domain B
/ Acik kanat

N-terminal domain

Sekil 2.5 BACE1’in 3B yapist (Xu vd., 2001°den Tiirk¢e’ye uyarlanmaistir).

2.7 Glikojen Sentazkinaz 3-Beta (GSK38)

Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK3), 1970'lerin sonlarindan beri taninan, fosfotransferaz
enzim ailesinde bulunan bir serin/treonin protein kinazdir. Evrim boyunca yiiksek
oranda korunmus olan bu enzim ailesi, farkli genler tarafindan kodlanan, o (51 kDa)
ve B (47 kDa) olmak tizere iki izoform icermektedir. Bu iki izoform kinaz
domainlerinde %98 sekans homolojisi gosterirken karboksil uglarinda %36 benzerlik
gostermektedir. Iki izoform arasindaki temel fark o izoformunun amino ucunda 63
aminoasit kalint1 daha uzun olan ekstra glisin igermesidir (Arfeen ve Bharatam, 2013;
Xu vd., 2019). GSK3, embriyogenesis, glikojen metabolizmasi, ndroplastisite, kanser,
tip-2 diyabet ve Alzheimer gibi gesitli hastaliklarda kilit islev gostermektedir (Xu vd.,
2019). Tau hiperfosforilasyonunda kilit enzim olan GSK3B3, en fazla beyinde
bulunmakta ve SSS néronlarinda ¢ok miktarda ifade edilmektedir (Xu vd., 2019).

Homodimer yapisindaki GSK3B baglanma bolgesi, ligandlar1 ortada tutan ve
genellikle B-tabakalar igeren kii¢iik bir N-terminal lobu ile sadece a-heliksler i¢eren
biiyiik bir C-terminal lobundan olusmaktadir (Sekil 2.6) (Noble vd., 2004). Ayrica bu
baglanma bolgesi, on cep, kap1 alan1 ve arka cep olarak da ifade edilebilmektedir (EI
Kerdawy vd., 2019). On cepte, mentese domaininde bulunan ve ATP niikleotidine ya
da hidrojen bagi araciligiyla GSK-3f inhibitorlerine baglanmada kilit rol oynayan
Aspl33 ve Vall35 amino asitleri bulunmaktadir. Kap1 alani, Cys 99, Leu 32 ile
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Asp200, Phe201 ve Gly202 amino asitlerinden olusmaktadir. Katalitik domainin (ATP
baglanma boélgesi) altinda yer alan hidrofobik cep Val70, Lys85 amino asitlerini
icermektedir (Bertrand vd., 2003; El Kerdawy vd., 2019).

GSK38 aktivitesinin arastirildigr caligmalarda, enzim aktivitesindeki artisin, tau
hiperfosforilasyonu arttirmakla kalmayip aymi zamanda AB patogenezine ve
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol actigi bildirilmektedir (Reddy, 2013).
GSK3p’nim inhibe edilmesi, tau proteininin hiperfosforilasyonunu onlemekte ve
taunun birikimini 6nleyerek NFT olusumunu engellemektedir (El Kerdawy vd., 2019;
Xu vd., 2019). Ayrica yapilan diger caligmalar, GSK38 inhibisyonunun apoptotik
sinyalizasyonu azalttigi ve bdylece noronal Olimii Onledigini bildirmektedir
(Hernandez vd., 2002; El Kerdawy vd., 2019; Xu vd., 2019). Buradan yola ¢ikarak,
GSK38 inhiborlerinin AH i¢in yeni umut verici tedavi stratejileri arasinda yer

alabilecegi diistiniilmektedir (Xu vd., 2019).

N terminal

domal )
/' C déngiisii
I = 2
X 77 Y
i acd.
f

Aktivasyon

\J ¢\ C terminal
domain

Sekil 2.6 GSK-38'nin 3B yapisinin gosterimi (Arfeen ve Bharatam, 2013’ten
Tiirkge’ye uyarlanmaigtir).

2.8 Histon Deasetilaz-2 (HDAC?2)

1996 yilinda ilk defa tanimlanan HDAC enzim ailesinin Sinif T izoformu olan HDAC2,
448 aminoasit kalintis1 icermektedir (Shetty vd., 2021). HDAC2, N ve C terminal
uzantilar1 olan evrimsel olarak korunmus deasetilaz bolgelerine sahiptir (Haberland
vd., 2009). HDAC?2 enziminin aktif bolgesi, katalitik bir arag, ylizeyden bu araca
uzanan lipofilik bir tiip ve bu aracin yaninda bulunan bir ayak cebi ihtiva etmektedir.
Enzimin kofaktdrii olan Zn*? atomu Asp181, His183 ve Asp269 aminoasit kalintilari
aracigiyla tutulmaktadir (Bressi vd., 2010). Ayrica C-terminalde, protein-protein
etkilesimi i¢in sarmal-sarmal bolge ve cep proteinleri ile etkilesimde rol alan IACDE
bolgesi icermektedir (Ma ve Schultz, 2016) (Sekil 2.7). HDAC2, Yin Yang-1 (YY1),
Mothers Against Decapentaplegic(MAD), niikleozom remodeling deasetilasyon
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(NURD), kofaktor-baskilayict eleman-1 susturma transkripsiyon faktorii (COREST),
mitotik deasetilaz kompleks (MIDAC) gibi transkripsiyon faktorleriyle baglantili
olarak gesitli ana ¢oklu protein ortak baskilayict kompleksleri araciligiyla aktivitesini
gostermektedir (Bondarev vd., 2021).

Noronal plastisitenin HDAC2’nin asetilasyon mekanizmalariyla kontrolii, hafizanin
olusumu ve korunmasinda biiylik 6nem arz etmektedir (Alcala-Vida vd., 2021).
2012’de hem AH fare beyinlerinin hem de AH insan beyinlerinin post-mortem analizi
ile yapilan kapsamli bir ¢alismada, HDAC2 enzim miktarmin néronal plastisite
genlerinde artmis oldugu saptanmistir (Graff vd., 2012). Erken evredeki AH’larinda
yapilan bir arastirmada, hippokampiiste HDAC2 nin upregiile oldugu ve bu durumun
AH’daki sinaptik kayip ile iliskili olabilecegi belirtilmistir (Yamakawa vd., 2017).
Yapilan bir ¢alismada, HDAC2’nin yetigkinlerin yasamlar1 boyunca periventrikiiler
beyaz cevherde yaklasik %30 oraninda arttig1 bildirilmistir (Wang vd., 2018). Ayrica
yaslandikca HDAC2’nin beynin beyaz maddesinde de artis gosterdigi saptanmistir
(Gilbert vd., 2019). Ayrica HDAC2’nin, noronal sagkalimi destekleyen ancak
seviyesinin AH’da azaldig1 belirlenen endofilin-B1’i baskilayarak, mitokondriyal
bozukluklar aracili AH patogenezine neden oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2019). Bu
caligmalarin yaninda, HDAC2’nin Alzheimer’l1 beyinlerin frontal kortekslerinde,
entorinal kortekslerinde ve bazal 6n beyinlerinde HDAC2 seviyesinin azaldigim

gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Mahady vd., 2019; Schueller vd., 2020).

b
{"" '@@u“'

Histon deasetilaz 2

K 7 &
DOG D ®
HDAG2 N_Hﬁm I I J——C 4882

415" 418 440 a0

o o
s =1
L = LN
s /s,
o

A s,
E" 6

IHDAC iliskili domain D Histon deasetilaz bélgesi IACDE bolgem 415-419 aa
13-326 aa

I‘Sarmal-sarmal bélge 440-470 aa ‘

( jﬁ’ ) Fosforilasyon L:}; Nitrosilasyon
Sekil 2.7 HDAC?2 yapis1 ve bolgeleri (Ma ve Schultz, 2016’den Tiirkge’ye

uyarlanmistir).

2.9 Histon Deasetilaz-6 (HDACSG6)
HDAC smif IIB izoformu olan HDAC6 1999°da kesfedilmistir (Grozinger vd., 1999).
HDACEG 1s1 soku proteini (Hsp90), tau proteini, kortaktin ve en ilk bildirilen HDAC6

substrat1 olan a-tubulin gibi spesifik sitozolik histon olmayan substratlar1 deasetile
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eden sitoplazmik bir deasetilazdir (Pulya vd., 2021). Bu substratlardan Hsp90 ve tau
proteini, HDAC6 ve AH patogenezi arasindaki iliskiyi gostermektedir (Cohen vd.,
2011). HDACS®, hiicre motilitesi, immiin sinaps olusumu, yanlis katlanan proteinlerin
temizlenmesi gibi ¢esitli hiicresel olaylarla birlikte c¢esitli kanser tiirleri, AH,
Parkinson hastaligi, Rett Sendromu ve viral enfeksiyonlar gibi hastaliklarla
iliskilendirilmistir (Hubbert vd., 2002; Kawaguchi vd., 2003; Serrador vd., 2004;
Pulya vd., 2021).

Yiiksek oranda korunmus iki katalitik domain iceren HDACS6, ¢ekirdekte olmakla
birlikte ¢ogunlukla sitoplazmada yer almaktadir (Pulya vd., 2021). En fazla kalp,
karaciger, gibi dokularda ifade edilen HDAC6 doku spesifik bir enzimdir (Cohen vd.,
2011). HDACS6, maya Hdal protein modeliyle sadece katalitik domainlerinde sekans
benzerligi gostermektedir (Zou vd., 2006). 1215 aminoasit kalintis1 igeren enzim,
yiiksek oranda korunmus iki katalitik domain (CD1, CD2) icermesi agisindan yapisal
olarak benzersizdir (Zou vd., 2006). Yapisal olarak bakildiginda, N-terminal ucu (1-
87 kalintilart), CD1 (88-447 kalintilar1), CD2 (482-800 kalintilari), sitoplazmik SE14
olarak bilinen tutma sinyali (884-1022 kalintilar1) ve bir ¢inko parmak ubikuitin
baglama bolgesi (ZnF-UBP, 1131-1192 kalintilar1) olmak iizere bes bolgeden
olugmaktadir. N-terminal alani, 14- 59 kalintilarinda arjinin ve lizin aminoasitlerince
zengin niikleer lokalize sinyal (NLS) ve birlikte HDAC6’nin gekirdekten sitoplazmaya
gecisini kontrol eden 67-76 kalintilarinda I6since zengin niikleer disa aktarma
sinyalinden (NES1) meydana gelmektedir (Pulya vd., 2021). Her iki katalitik domain
(CD1, CD2) arasinda bir dynein motor baglanma bolgesi bulunmakta ve Ser-Glu
tetrapeptid sekans1 (SE14), HDAC6 ve tau proteinin arasindaki etkilesimde rol
oynamaktadir (Bertos vd., 2004). C-terminal ucundaki ZnF-UBP bdlgesi tizerinden
poliiibikitlenmis protein birikintilerini toplayarak yanlis katlanmig proteinlerin

lizozoma taginmasi i¢in dyneine aktarmaktadir (Sekil 2.8) (Kawaguchi vd., 2003).

Alzheimer’li hastalarin korteks ve hippokampusleri incelendiginde HDAC6’nin bu
bolgelerde %52 ve %91 oranlarinda arttig1 bildirilmistir. Ayrica HDAC6’nin AH i
hippokampuste tau ile birlikte bulundugu ve HDAC6 seviyelerinin azaltilmasinin tau
fosforilasyonunu azaltabilecegi belirtilmistir (Ding vd., 2008). Govindarajan ve ekibi
tarafindan fare modellemesi ile yapilan bir AH c¢alismasinda HDAC6’nin
azaltilmasiin kognitif iyilesmeye katki sagladigi gézlemlenmistir. HDAC6’nin asir

ifade edilmesi a-tubulin asetilasyonun azalmasia yol agarak hem mikrotiibiil
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dengesinin bozulmasmma hem de mitokondriyal iletimin bozulmasina neden
olmaktadir. HDAC6 seviyelerinin azaltilmasinin tau birikimlerini hem azaltarak hem
de temizlenmesine katki saglayarak ndronal sag kalimi arttirabilecegi saptanmistir
(Nikolac Perkovic vd., 2021). Ayrica, HDAC6'nin segici olarak inhibe edilmesi
oksidatif stres kaynakli bozukluklara kars1 koruma saglarken ayn1 zamanda kortikal
noronlarda norit biiyiimesini arttirmaktadir (Rivieccio vd., 2009). Bu bilgiler 1s18inda,
artmis HDACG6 seviyelerinin inhibe edilmesinin AH i¢in yeni tedavi yaklasimlari

olabilecegi diisiiniilmektedir.

nukleer disa aktarma sinyali niikleer disa aktarma sinyali
NLS  NES1 D1 DMB cD2 SE14  NES2 ZnF-UBP
N=— @ —a-—.-  —
114-59 776 87 447 482 800 884-1022 13192 1215
1049-1058
i sitoplazmik ubikiitinasyon
Zn? katalitik bélge baglant: baglant:
noktasi noktasi

Sekil 2.8 HDAC6 Enzimi’nin yapis1 (Pulya vd., 2021°den Tiirk¢e’ye uyarlanmigtir).

2.10 Bilgisayar Destekli fla¢ Tasarim

Klasik ilag kesfi siirecleri, hedef olarak ifade edilen hastaligin tanimlanmasi ve
dogrulanmasi, hedefle iliskili olan reseptdriin biyolojik aktivitesini degistirebilen
onciil farmasotiklerin  kesfedilmesi ve optimizasyonu ile klinik denemeleri
kapsamaktadir (Vohora ve Singh, 2017). Ilag kesfi, yaklasik 10-15 yil siiren ve tahmini
olarak 0,8-2 milyar $ maliyet gerektiren pahali ve zaman alic1 bir siiregtir (Sekil 10B)
(am Ende ve am Ende, 2019). Bununla birlikte, 6zellikle bu yiiksek maliyetler g6z
Ontine alindiginda, bu siirecte ilag adayr kimyasal bilesiklerin klinik basari orani
tahmini olarak hala sadece %13 olup yiiksek bir basarisizlik riski mevcuttur (Zhong
vd., 2018). Bu agidan bakildiginda, bu siirece rasyonel bir rehber niteliginde olarak
bilgisayar destekli ilag tasarim teknikleri (CADD) gelistirilmistir (Hassan Baig vd.,
2015). CADD, ilag kesfine hesaplamali modelleme yaklasimlarinin uygulanmasi
olarak ifade edilmektedir (Salman vd., 2021). CADD proseslerinde yer alan temel
adimlar Sekil 2.10A ‘da ozetlenmistir. CADD yontemlerinin temel amaci aday
kimyasal bilesigin kalitesini diisiirmeden, normal ilag kesif siireclerindeki zaman ve
maliyet kaybini azaltmaktir (Kapetanovic, 2008). Bu nedenle CADD'nin ilag
gelistirme maliyetini %50'ye kadar azaltabilecegi tahmin edilmektedir (Macalino vd.,
2015). Ayrica hesaplamali yontemler molekiiler 6zelliklerin (6rnegin biyoaktivite,

secicilik, yan etkiler, fizikokimyasal 6zellikler, absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve
23



atilim) sistematik bir degerlendirmesini tahmin edebilmenin yani sira in silico olarak

uygun Ozelliklere sahip onciil molekiilleri de tiretmektedir (Zhong vd., 2018).
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Sekil 2.9 A. CADD proseslerinin temel adimlari. B. Zaman ve maliyet yatirimlar
acisindan geleneksel ve CADD'nin karsilagtirilmasi (Salman vd., 2021°den Tiirkge’ye
uyarlanmistir).

2.10.1 Molekiiler Kenetlenme (Docking)

[lk olarak Kuntz vd., tarafindan ortaya konulan molekiiler kenetlenme, belirli bir hedef
baglanma boélgesindeki bir bilesigin olasi baglanma modlarini tahmin eden ve
baglanma cebinde bulunan 6zelliklerle uyumluluguna ve tamamlayiciligina dayal
olarak afiniteyi tahmin eden en iyi bilinen yap1 temelli ilag dizayn1 yontemlerinden
biridir (Kuntz vd., 1982; Hung ve Chen 2014; Stanzione vd., 2021). Yap1 temelli kii¢iik
molekiil kenetlemede, kii¢iik bir ligand molekiilii, hedef makromolekiiliin (protein ya
da niikleik asit) baglanma boslugu i¢inde hizalanmakta ve ortaya ¢ikan yerlestirme
pozu, belirli bir skorlama islevi ile degerlendirilmektedir (Pantsar ve Poso, 2018;
Stanzione vd., 2021). Teorik olarak, docking siirecinde poz olusturma ve skorlama
fonksiyonlar1 olmak iizere iki bagimsiz asama bulunmaktadir. Poz olusturma, farkl
ligand ve protein konformasyonlar1 yaratmak ve farkli ligand konformasyonlarim
proteinin baglanma noktasi i¢inde hizalamak icin kullanilan metotlarla iligkilidir
(Pantsar ve Poso, 2018). Skorlama fonksiyonlar kiigiik kimyasal molekiiliin resept6r
olarak nitelendirilen proteinin hedef aktif cebine baglanma serbest enerjisini tahmin
etmek i¢in kullanilan matematiksel fonksiyonlardir (Bortolato vd., 2013). Kenetlenme
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islemi yapilmig bilesiklerin baglanmasini ve siralamasini dogru bir sekilde skorlama,
sanal taramada ¢ok onemli bir adimdir (Macalino vd., 2015). Molekiiler docking
proseslerinde bir diger onemli adim ise kenetlenme algoritmasidir. Bu algoritmalar
sadece ligand pozunu tahmin ederken ayni1 zamanda pozun kalitesini dogru olarak

degerlendirmeyi amaglamaktadir (Stanzione vd., 2021).

Yapi-temelli ila¢ tasariminda anlamli sonuglar alan kenetlenme yazilimlar
gelistirilmeye devam edilmis ve son 20 yilda 60’a yakin docking araci gelistirilmistir.
Bunlar arasinda DOCK, FlexX, GOLD, Glide, SwissDock ve Autodock yazilimlari
yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiiler docking analizlerinde yaygin olarak
kullanilan Autodock, ligand konformasyonlarini hesaplamak, makromolekiil-ligand
kompleksinin termodinamik dengesini saglamak ve skorlama fonksiyonunu
minimalize etmek igin stokastik yaklasimli Lamarckian genetik algoritmasini
kullanmaktadir (Morris vd., 2009). Ayrica elde ettigi sonuglarin dogruluk oraninin
yiiksek olmasinin yaninda, {icretsiz olarak kullanilabilen bir yazilimdir. Yazilimi
kurabilmek ve calistirabilmek i¢in gerekli olan AutoDockTools (ADT), ligand ve
reseptor cebi kompleksinin baglanma pozunun belirlemesinin dogrulugunu veren

licretsiz bir araytizdiir (EI-Hachem vd., 2017).

2.10.2 Tla¢ Benzerlik ve ADME Tahminleri

llag tasarlama ve gelistirme siirecleri ¢ok fazla zaman ve maliyet kaybina yol
acmaktadir. Bu kayiplara ek olarak milyonlarca aktif bilesik olmasina ragmen, son
yillarda onaylanan ilag sayisinin ¢ok fazla olmadigi goriillmektedir (Mullard, 2017;
Dong vd., 2018). Bunun nedenleri arasinda teknik olmayan konularin yani sira
giivenlik eksiklikleri, biiylik Ol¢lide farmakokinetik ve toksisite sorunlari
bulunmaktadir. ADME, bir ilag molekiiliiniin viicuttaki hedef proteine ulasip
ulasamayacagini ve kan dolagiminda ne kadar kalacagini belirleyen farmakokinetik
ozelliklerle iligkilidir (Dong vd., 2018) (Sekil 2.11). Bir ilacin absorbsiyonunun zayif
olmasi ve uzun siireli ilk geg¢is metabolizmasi gibi zayif ADME o6zellikleri, bir¢ok ilag
adayinin ilag gelistirme siirecinin ilk asamalarinda basarisiz olmasma neden
olmaktadir (Ghosh vd., 2016). Bu ac¢idan bakildiginda, ilag gelistirme siire¢lerinin ilk
asamalarinda ADME o6zelliklerinin tahmini, yalnizca iyi ilag adaylarinin secilmesine
yardimc1 olmasinin yani sira uygun dozaj formlar1 ve formiilasyonu i¢in temel verileri

saglamaktadir (Algahtani, 2017).
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ADME ve daha sonra bahsedilecek olan toksisite ozellikleri insan bagirsak
absorbsiyonu veya metabolik stabilite gibi coklu fizyolojik mekanizmalardan
kaynakladigi i¢in modellenmesi ve tahmin edilmesi zor bir islemdir. Ancak son
zamanlarda bu biyolojik karmasikligi tahmin etmek amaciyla in silico modellemeler
kullanilarak ¢esitli yaklagimlar gelistirilmistir. Bu modeller genel olarak 5 kural olarak
belirtilen 6zelliklerin, kantitatif yapr iligkileri (QSAR) ve nicel yapi-ozellik iliskisi
(QSPR) ve benzerlik aramalari, molekiiler modelleme ve fizyolojik temelli
farmakokinetik (PBPK) modelleme gibi kantitatif yontemlerle tahmin edilmesi
yaklasimlarina dayanmaktadir (Yamashita ve Hashida, 2004; Gedeck ve Lewis 2008).
Lipinski ve ark., (1997) tarafindan ortaya atilan 5 kurali, farmasétiklerin gegirgenligi,
¢ozliniirliigii ve bunlarla iliskili olarak ilag aday1 bilesiklerin absorpsiyonu ile alakali
olmakla birlikte baska onerileri igermektedir. Lipinski ve ark. Faz 2 klinik deneylerine
girmis olan, uygun ¢oziiniirliige ve gegirgenlige sahip olduklarini varsaydiklart Diinya
llag Indeksi'nden 2200'den fazla fitokimyasalin fizikokimyasal &zelliklerini analiz
etmisler ve su an Lipinski kurallar1 olarak anilan kurallar1 saptamislardir (Lipinski vd.,
1997). Bu kurallara ek olarak ise farkli caligma gruplari tarafindan, bir fitokimyasalin
ilag olma potansiyelini degerlendirmek igin bu kurallara ¢esitli eklemeler yapilmistir
(Tablo 3) (Oprea, 2000; Veber vd., 2002; Varma ve Panchagnula, 2005).

2.11 Fizikokimyasal Parametreler ve Bunlarn in silico Olarak Belirlenmeleri

2.11.1 Molekiiler Agirhk

Bir molekiiliin genel boyutunu tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Belirli bir molekiiliin
insan viicudundaki kan beyin bariyeri (KBB) gibi belirli bariyerlerden penetre olup
olamayacagimi tahmin edebilmek adina o6nem arz etmektedir. Ciinkii biyiik

molekiillerin %1001 yiiksek secicilik gosteren bu bariyerlerden gecememektedir
(Algahtani, 2017).

2.11.2 Lipofilisite
Bir ilacin terapdtik bir etki yaratmak i¢in, kan dolagimina girmesi ve ardindan etki
edecegi alana ulagsmasi gerekmektedir. Bundan dolay1, uygun bir ilacin viicut sivisinda

¢ozlinmesi ve biyomembrana etkili bir sekilde niifuz etmesi i¢in genellikle lipofiliklik

ve hidrofiliklik arasinda bir denge olmalidir (Testa vd., 2000; Arnott ve Planey, 2012).

Genel olarak LogP (lipofilisitenin logaritmasi) olarak ifade edilen lipofiliklik, bir yag

ve bir s1vi faz olmak iizere iki faz arasindaki (genel olarak n-oktanol/su olmak tizere)
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bir bilesigin konsantrasyonunun denge ortamindaki oranini ifade etmektedir. LogP,
hem membran gegirgenligi hem de hedef reseptér ve bunlara ek olarak, plazma
proteinleri, tagiyicilar ya da metabolize edici enzimler gibi diger proteinler dahil olmak
tizere makromolekiillere hidrofobik baglanma tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir
(Xiong vd., 2021). Ayrica absorbsiyon, dagilim ve gecirgenlik gibi fizikokimyasal
Ozelliklerin yani sira ilaglarin klirens yollari tizerinde de 6nemli bir etkiye sahip oldugu
bilindigi i¢in yeni ila¢c molekiilleri gelistirilirken dikkate alinmasi gereken

parametrelerden biridir (Dwivedi vd., 2013).

Lipofiliklik i¢erisinde degerlendirilen bir diger kavram olan dagilim katsayis1 (LogD),
iyonlasabilen ve iyonlasamayan bir bilesigin iki faz arasindaki toplam oranidir
(Tsaioun ve Kates, 2011). Bu LogD degeri pH bagimli oldugu i¢in Log D'nin
olgtildiigiic pH belirtilmelidir. LogD 7.4 degeri, fizyolojik pH olarak kabul edilen
pH=7.4'te n-oktanol/su dagilim katsayilarinin logaritmasini ifade etmektedir.
Yukarida da belirtildigi tizere, bir ilacin terapétik bir etki yaratabilmesi i¢in kan
dolagimina girmesi ve ardindan etki edecegi alana ulagmasi gerektigi i¢in, ilag kesfinin
ilk asamasinda aday farmasoétiklerin icin fizyolojik pH (logD 7.4) degerlerinde n-
oktanol/su dagilim katsayilarin1 tahmin etmek de 6nem arz etmektedir (Xiong vd.,

2021).

Lipofiliklik parametresinin = gdzlemlenebilir Onemi g6z Oniine alindiginda,
lipofilisitenin tahmini i¢in dogru ve kesin in silico modellere daimi bir ihtiyag ortaya
cikmistir. Daha spesifik olarak ise, ila¢ tasarim siireglerini kolaylastirmak adina

LogP’yi tahmin eden modeller kullanilmistir (Wenlock ve Barton, 2013).

2.11.3 Topolojik Polar Yiizey Alam (TPSA)

Hidrojenler, azotlar, oksijenler gibi polar atomlara ait yiizey alanlaridir. Genel olarak
viicuttaki biyolojik bariyerler araciligiyla molekiiler tasinmanin bir gostergesi olarak
ifade edilmektedir (Pajouhesh ve Lenz 2005). Ayrica TPSA, bir molekiiliin KBB’den
penetrasyonunun gerceklesip SSS’ne etki edip etmeyecegi iizerinde de etkilidir.
SSS’ni hedefleyen ilaglar incelendiginde, TPSA degerinin 60-70 A?den daha az olan
molekiillerin KBB yoluyla tagmabildigi saptanmistir (van de Waterbeemd vd., 1998).

2.11.4 Hidrojen Bag

Hidrojen bagi, H bagi (HB) alicis1 (O ve N) ile H bagi (HB) verici (OH ve NH) bilesik

arasindaki etkilesimi ifade etmektedir (Schwobel vd., 2011). Biyoaktif molekiillerin
27



HB yapabilme kapasiteleri bu molekiillerin  biyolojik = membranlardan
gecebilmelerinde rol oynamaktadir. Buna ek olarak, bir fitokimyasalin biyolojik bir
membrandan gecebilmesi i¢in s6z konusu potansiyel ilacin sulu ortamiyla hidrojen
baglarinin kirilmasi1 gerekmektedir (van de Waterbeemd ve Gifford, 2003). Cesitli
caligmalar, HB ile QSAR tabanli modellerin iliskili oldugunu ve ilag tasariminin yap1
temelli asamasinda 6nemli bir adim olarak kabul edilen hidrojen baglarinin giiciiniin

olgiilebildigini gostermektedir (Schwobel vd, 2011; Balakumar vd., 2017).

2.11.5 Donebilen (Rotatable) Bag Sayisi

Kimyasal olarak donebilen bag, halkasal yapida olmayan, u¢ noktada olmayan ve
hidrojen olmayan bir atoma bagli olan herhangi bir tekli bag: ifade etmektedir.
Donebilen bag sayisi, bir fitokimyasalin baglanma potansiyelini, segici
membranlardan gegirgenligini ve biyoyararlanimini etkilemektedir (Veber vd., 2002;
Wang ve Mandellow, 2016).

2.11.6 Molar Kirilabilirlik (Refractory) (MR)
MR, bir molekiiliin polarize edilebilirliginin gostergesi olan karakteristik bir 6zellik
olup ilag-hedef etkilesimleri iizerinde etkiye sahip fitokimyasalin ger¢cek hacminin

yaninda London kuvvetleri olarak ifade edilebilmektedir (Padron vd., 2002).

Tablo 2.2 Tlag-Benzerlik Ozellikleri (Muhammad vd., 2020°den alintilanmugtir)

Kural fsmi Ozellik Kurallar
Molekiiler Agirlik <500
Lipofilisite (logP) <5
Lipinski o B
Hidrojen Bag Alict <10
Hidrojen Bag1 Verici <5
Lipofilisite (logP) —5.6<logP<-0.4
Molekiiler Agirlik 160 < MW <480
Ghose Molar Kirilabilirlik (Refractory) 40 < MR < 130
Toplam Atom Sayis1 20 <atom <70
Halkasal Yap1 Sayisi >3
Oprea Rijit Bag Says >18
Dénebilen Bag Sayist >6
Donebilen bag sayisi >10
Veber TPSA <140
Hidrojen Bag1 Verici <12
Hidrojen Bag Alict <12
Molekiiler Agirlik <500
TPSA <125
Varma Hidrojen Bag1 Verici <9
Hidrojen Bag1 Alici <9
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2.11.7 Coziiniirlik

fla¢ olarak tasarlacak bir molekiiliin suda ¢oziiniirliigii ilag gelistirme siireglerinin
hemen hemen her asamasinda bulunmaktadir (Kayat vd., 2011). Eger bir maddenin
suda ¢Oziiniirliigii zayif ise, in vitro testler sirasinda ¢okelme ihtimali oldugundan
konstantrasyonunun normal sartlara gore diismesine yol agmaktadir. Buna ek olarak,
ilaglarin etkinligi temel olarak suda ¢oziiniirliklerine bagl olup ¢ozinirligii zayif
veya diisiik ¢oziinme oranlarina sahip ilaglar kan dolagimina girmeden Once ve
bununla iliskili olarak gerekli farmakolojik aktiviteyi vermeden elimine edilecektir
(Soni vd., 2016). Ayrica bagirsaklarda zayif ¢oziiniirlige sahip bir ilacin
membranlardan gecirgenligi diisiik olacak ve dolasiyla kotii absorbsiyona sahip
olacaktir (Chandrasekaran vd., 2018). Bu ag¢idan bakildiginda, ila¢ tasarlama
asamalarinda, suda ¢Ozilniirlik her zaman bir ADMET parametresi olarak
degerlendirilmese de bir ilacin oral absorbsiyonunda anahtar rol oynadigi
kanitlanmistir (Clark, 2005). Suda c¢oziiniirliigin tahmin edilmesinde bilgisayar
destekli modeller genellikle kimyasal bilesigin molekiil kiitlesinin yani sira
hidrofiliklik/hidrofobiklik degerlendirmeleri ve molekiiler yiizey alani hesaplamalari
gibi Dbilesiklerin molekiiler 6zelliklerini baz almaktadir (Lamanna vd., 2008;
Chandrasekaran vd., 2018).

2.11.8 Gegirgenlik/Permeabilite

Ilag olarak degerlendirilecek bir maddenin gegirgenligi, hiicre zarlarindan gegis,
gastrointestinal (GI) absorpsiyon ve KBB’den ve diger fizyolojik bariyerlerden
penetrasyonu igin 6nemli bir faktordiir. Transseliiler pasif difiizyon, paraseliiler pasif
tasima ve aktif/tastyict aracili ve akis olmak {izere kiigiik molekiillerin taginmasinda
cesitli mekanizmalar bulunmaktadir (Tsaioun ve Kates, 2011). lag absorpsiyonu igin
transseliiler pasif difiizyon ve P-gp veya ¢oklu ilaca direncli proteinler tarafindan disa
akis tasinmasi olmak iizere iki &nemli yol bulunmaktadir (Hou vd., 2006). ilag
potansiyeli olan molekiiliin gegirgenligini tahmin etmek i¢in daha onceleri Caco-2,
PAMPA, MDCK gibi in vitro modeller kullanilmistir. Ancak bu modeller maliyetli ve
zaman alici oldugu i¢in in silico tahmin modellerinin tercih edilmesi daha kullanighidir
(Algahtani, 2017). In silico olarak ilaglarin gegirgenliginin tahmin edilmesinde
lipofilisite profilleri, molekiil agirliklari, H-bag1 yapabilme kapasiteleri ve TPSA

degerleri baz alinan modeller gelistirilmistir (Balimane vd., 2000).
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2.11.9 Biyoyararlamim

Oral biyoyararlanim, verilen bir ilacin sistemik dolasima ve etki edecegi bolgeye
ulasan fraksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Ayrica ilacin emilen fraksiyonunun ve
bagirsak ve hepatik metabolizmadan kagan fraksiyonlarmin bir {rinidir. Bir
molekiiliin oral biyoyararlanimi1 temelde, absorbsiyon ve klirensi i¢eren karmasik bir
PK parametresidir (Tsaioun ve Kates, 2011). Bunlara ek olarak, fizikokimyasal,
biyofarmasotik faktorler dahil olmak {iizere cesitli faktorler oral biyoyararlanimi
etkilemektedir (Jamei vd., 2009). Oral biyoyararlanim, ila¢ kesfi ve gelistirme
stirecinde bir molekiiliin basarisint belirleyen en 6nemli faktorlerden biridir. Bu
nedenle, klinik deneylere baslamadan 6nce oral biyoyararlanim tahmini son derece
onemlidir (Algahtani, 2017). Oral biyoyararlanimn in silico olarak tahmini igin ise
donebilen bag sayisi, H-bagi yapabilme kapasiteleri ve TPSA degerleri baz alinan
modeller gelistirilmistir (Veber vd., 2002). Ayrica genellikle, oral biyoyararlanim
tahmin modellemeleri QSAR/QSPR analizine dayanmaktadir (Meyar ve Meyer,
1999).

2.12 ADME Ozellikleri ve in silico Olarak Belirlenmeleri

2.12.1 Absorbsiyon/Emilim

Emilim, bir ilacin uygulandig1 yerinden, agiz boslugu, mide, bagirsak vb. dahil olmak
lizere cesitli epitel hiicre membranlarindan insan dolagim sistemine girmesi siirecidir
(Dong vd., 2018). Bir ilacin emilimini farkli derecelerde etkileyen birgok faktor
bulunmaktadir. Bunlar, sindirim sistemi ve dolagim sistemi faktdrleri gibi fizyolojik
faktorler; ayrigma derecesi ve lipo-¢oziiniirliik gibi fizikokimyasal faktorler; bir ilacin
parcalanmas1 ve ¢ozlinmesi gibi dozaj form faktorleri olmak iizere ii¢ kategoride
smiflandirilabilmektedir (Dong vd., 2018). Oral absorpsiyon tahmini igin in vivo ve in
vitro tahmin teknolojilerinin modelleriyle birlikte kullanilan ¢esitli in silico modelleri
bulunmaktadir (Chandrasekaran vd., 2018). Bu modeller, log P, log D veya TPSA gibi
parametrelerle birlikte, alternatif olarak, farmakofor modelleme, ligand bazli
yaklagimlar ve biyolojik bir membran boyunca atomik c¢oziiniirlikte difiizyon

simiilasyonunu da i¢erebilmektdir (Tsaioun ve Kates, 2011).

2.12.2 Dagilm
Bir ilacin dagilim1 genel olarak kan ve dokular arasindaki bir tasinma stirecidir. Bir

ilag, verildigi yerden kana absorbe olduktan sonra, dolagim sistemi bu ilact hedef
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organa ve hedef bolgeye ulastirmak igin bir tasiyict gorevi gormektedir (Dong vd.,
2018). ilaglarin viicutta dagilimi, molekiiliin farmakolojik olarak bir yanit olusturup
olusturmayacagimi belirledigi i¢in O6nemlidir (Tsaioun ve Kates, 2011). Dagilimi
etkileyen ¢esitli faktorler bulunmaktadir. Bunlar ilacin yapisal O6zellikleri ve
lipofisitesi gibi ilacin fizikokimyasal 6zellikleri ve plazma protein baglanmas: (PBB),
kan akist ve damar gegirgenligi gibi fizyolojik o6zelliklerdir (Dong vd., 2018).
Dagilimin in silico olarak tahmininde incelenen dagilim parametreleri arasinda ise
KBB, PPB, dagilim hacmi (VD) ve tasiyici proteinler (transporterlar) bulunmaktadir
(Tsaioun ve Kates, 2011).

2.12.2.1 KBB: Maddeler i¢in segici gecirgenlik saglayan beyin mikrovaskiiler sistemi
tarafindan olusturulmaktadir. Beynin kilcal endotelyumu, hiicre kenarini ¢evreleyen
sik1 baglantilar olusturmakta ve bu da KBB’nin temelde hidrofilik bilesiklere karsi
gecirgen olmamasina yol olmaktadir (Eyal vd., 2009). Ancak KBB, daha biiyiik,
hidrofilik veya yiiklii bilesiklerin alimi1 i¢in tasiyict sistemler veya tasiyicilar
gelistirmistir. Bu tasiyicilar, KBB boyunca amino asitlerin, monokarboksilik asitlerin,
peptitlerin ve organik katyonlarin tasinmasinda rol oynamaktadir (Tsaioun ve Kates,
2011). KBB gecirgenligi beyindeki reseptorleri hedefleyen ilaglar i¢in ¢ok 6nemlidir
(Dong vd., 2018). Tlaglarin SSS’ne gegebilmesi icin KBB gegirgenligini tahmin
edebilen in silico metotlar gelistirilmistir (Tsaioun ve Kates, 2011). Bu metotlar genel
olarak, molekiiler agirlik, iyonizasyon durumlari, TPSA, toplam N ve O atomlarinin
sayilari, H- bagi kurabilme kapasiteleri, LogP ve LogD parametleri baz alinarak

gelistirilmistir (Tsaioun ve Kates, 2011).

2.12.2.2 PPB: llaclarin PPB'si, genel olarak ilacin sadece baglanmamis (serbest)
fraksiyonunun aktif oldugu kabul edildigi icin, hem farmakokinetigini hem de
farmakodinamigini etkileyebilmektedir (Chandrasekaran vd., 2018). Ilaclar,
eritrositler, 16kositler ve trombositlerin yani sira insan serum albiiminine (HSA)
(6zellikle asidik ilaclar), a-1 asit glikoprotein (AAG) (6zellikle bazik ilaglar),
lipoproteinler (ndtr ve bazik ilaclar) dahil olmak {izere kandaki cesitli partikiillere
baglanabilmektedirler. Bir ilacin ya da potansiyel ilacin 6zellikle HSA olmakla birlikte
PBB ile taginmasi, etkinligi gibi ADME/Toksikoloji 6zelliklerini de etkilemektedir
(Tsaioun ve Kates, 2011). PPB’nin ilag dizayn1 ve gelistirilme asamalarinda 6nemli
oldugu goriilmektedir. PBB’nin bu asamalarda tahmin edilmesinde ¢esitli in silico

araglar gelistirilmistir. (Li vd., 2011; Chandrasekaran vd., 2018).
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2.12.2.3 Tas1yic1 proteinler: Genel olarak organlarda bulunan bu proteinler, ilaglarin
oral absorbsiyonu, karaciger ve beyne alimi ve bobrekler yoluyla atilimi gibi gesitli
siiregleri  etkileyebilmektedirler —(Algahtani, 2017). ilaglarin  absorbsiyonu,
metabolizmas1 ve beyin penetrasyonunda onemli bir rol oynayan, ABC ailesinde
(¢oklu ilag direnci, ATP baglayici kaset) bulunan ve bir transmembran glikoproteini
olan P-gp'nin inhibisyonu veya indiiksiyonu, ilacin biyoyararlanimini, dagilimini ve
giivenligini 6nemli 6lglide degistirebilmektedir (van de Waterbeemd ve Gifford, 2003;
Tsaioun ve Kates, 2011). Buradan hareketle, tasiyici etkilesim profillerinin tahmini
icin in silico modelleme, ilag¢ kesif ve gelistirme siirecinin ilk asamasinda tasima
proteinlerinin yol agtigi farmakokinetik hareketleri tanimak i¢in nemli bir aragtir
(Algahtani, 2017).

2.12.4 Dagihm Hacmi: Ilaclarin in vivo dagilimini tanimlamak icin ¢ok dnemli bir
parametre olan VD, uygulanan dozu dolasimda mevcut olan ger¢ek baslangig

konsantrasyonuna baglayan teorik bir kavramdir. (Xiong vd., 2021).

2.13 Metabolizma

[lag metabolizmas1 geleneksel olarak Faz-1 ve Faz-1I reaksiyonlar: olmak iizere iki
kategoride incelenmektedir. Faz | enzimleri sitokrom P450 monooksijenaz (CYP'ler),
azo ve nitro grubu rediiktaz, monoamin oksidaz gruplarini i¢erirken, Faz Il enzimleri
N- ve O-metil transferazlar, D-glukuronik asit transferaz, glutatyon transferaz ve siilfat
transferaz gruplarimi igermektedir (Tsaioun ve Kates, 2011). CYP, yapisinda hem
grubu iceren, izoenzimlerden olusan ve cesitli oksidasyon reaksiyonlarini katalize
eden bir enzim {ist ailesidir. Insandaki en 6nemli formlar CYP2D6, CYP2C9,
CYP3A4, CYP1A1, CYP2C19 ve CYP2EL olup piyasadaki tiim ilaglarin %90'indan
fazlasi, CYP enzimlerinden en az biri tarafindan metabolik reaksiyonlara
ugratilmaktadir (Grossman, 2009). lilaglarin beklenmedik bir sekilde metabolize
edilmesi, ilk gecis metabolizmasindan kaynaklanan biyoyararlanimin zayiflamast,
klirensin artmasi, ila¢ birikiminin yol ag¢tig1 toksisite sorunlari, enzim inhibisyonu,
indiikksiyonu ve mekanizmaya kaynakli inaktivasyon dahil olmak iizere ilag-ilag
etkilesimleri gibi gesitli komplikasyonlara yol agabilmektedir. Hem olusabilecek
komplikasyonlarin 6nlenebilmesi hem de potansiyel etken maddelerin bir ¢ogunun
CYP enzimleri ile metabolize edilmeleri, ilag metabolizmasinin, son zamanlarda ilag
adaylarmin tasarimi ve gelistirilmesi sirasinda tahmin edilmesi gereken ana

parametrelerden biri oldugunu gostermektedir. Ancak bazi arastirmalar, metabolizma
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stirecinin, farkli genetik faktorler nedeniyle bireyler arasinda degisen ¢esitli enzimatik
aktiviteleri igeren ¢ok karmasik bir siire¢ oldugu gostermektedir. Bu yiizden ilaglarin
metabolizmasinin, diger farmakokinetik parametrelere kiyasla tahmin edilmesinin en
zor parametre oldugu belirtilmektedir (Chandrasekaran vd., 2018). Buna ragmen, bazi
ilaglarin metabolizmasina iligskin goreceli tahminleri yapmak i¢in genel olarak OSAR
tabanli farkli in silico modeller basariyla uygulanmistir (Pelkonen vd., 2005;
Chandrasekaran vd., 2018).

2.14 Atithhm/Eliminasyon

Genel olarak viicudun atik ve toksik {iriinlerden kurtulma siirecini ifade etmektedir
(Chandrasekaran vd., 2018). ila¢ atilim siireci, ilaglarm bobrek ve/veya karaciger
tarafindan gerceklestirilebilmekle birlikte bu siiregte akcigerler, deri vb. organlar da
rol oynamaktadir (Tsaioun ve Kates, 2011; Chandrasekaran vd., 2018). Ilaglarm uygun
olarak uzaklastirilma mekanizmasini belirleyen en 6nemli faktor, nispeten kiigiik
molekiiler agirliktaki maddelerin temelde idrar yoluyla atildigi molekiiler agirliktir
(Lamberti vd., 2016). Atilimin tahmin edilmesinde ¢ok az modelleme olsa da pasif
atilimin teorik olarak tahmin edilmesinde, kan akisi, protein baglanmasi, lipofiliklik,
glomertiler filtrasyon ve molekiiler agirlik gibi fizikokimyasal ve fizyolojik 6zellikler

kullanilabilmektedir (Tsaioun ve Kates, 2011).

2.14.1 Klirens: Klirens, bir kimyasalin yar1 émriinii (T12) ve dagilim hacmini ve
bunlarla iligkili olarak bir ilacin doz sikligini belirleyen 6nemli bir farmakokinetik

parametredir (Algahtani, 2017).

2.15 Toksisite

[laglarn ve diger ksenobiyotiklerin, anne karnindaki gelisim sirasinda veya dogum
sonrasindan ergenlige kadar gegen zamanda, homeostazi, normal biiylime, farklilagsma
ve gelisim siireglerini bozma potansiyeli bulunmaktadir. Bu durum gelismekte olan
organizmada, normal gelisimi bozarak, dogum kusurlari, teratojenez ve yapisal
anormallikler olusumuna ve organizmanin Oliimiine yol agmaktadir. Gelisimsel
toksisite ve akut oral toksisitenin degerlendirilmesi bir¢ok uluslararasi diizenleyici
kurum tarafindan degerlendirilmektedir. Toksisite testleri i¢in ¢ogunlugu ilag veya
kozmetik endiistrisi olmakla birlikte yilda yaklasik 100 milyon kemirgen hayvan
deneylerde kullanilmaktadir (Drwal vd., 2014). Ancak Degistir, Azalt, Iyilestir (3R)

ilkeleri dogrultusunda, in vitro testler ve in silico tahminler dahil olmak iizere alternatif
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yontemlerin gelistirilmesi ve optimizasyonu, son yillarda odak haline getirilmistir
(Drwal vd., 2014; Alves vd., 2018). Hayvan deneylerindeki etik kaygilarin yaninda
genel olarak deneysel platformlarda tiim fitokimyasallarin toksisitelerini test etmek
zaman ve maliyet kaybina neden olmaktadir (Zhang vd., 2020). Bu nedenle in silico
toksisite modellerinin amaci, Kimyasallarin toksisite etkilerini tahmin etmek igin
mevcut in vitro toksisite yontemlerini tamamlamayarak, kullanilacak zamani, hayvan
testi ihtiyacim1 ve bunlarin yol agacagi maliyeti en aza indirmektir (Banerjee vd.,
2018). DSSTox (Dagitilmis Yapi-Arastirilabilir Toksisite) (Richard ve Williams,
2002), CEBS: toksikolojik verilerin kapsamli agiklamalarini igeren bir veri tabani (Lea
vd., 2017), LiverTox: DILI (ilaca Bagl Karaciger Hasar1) hakkinda klinik ve arastirma
bilgileri hakkinda bir veri taban1 (Thakkar vd., 2018), ve Tox21 (Pilz vd., 2016) gibi
veri tabanlarini kullananan in silico araglar bulunmaktadir. Bu veri tabanlar1 baz
alinarak, bir kimyasalin toksisitesi, mutajenitesi, kanserojenitesi gibi toksisite son
noktalar1 tahmin edilebilmektedir. Tahminler hem LD50 (6liimciil doz) degerleri gibi
nicel olarak hem de belirli hiicre tipleri veya sitotoksisite, immiinotoksisite ve
hepatotoksisite gibi gosterge alani igin aktif veya inaktif olarak niteliksel olarak
degerlendirilebilmektedir (Raies vd., 2016).

2.16 Tarcin ve Sinnamaldehit

Tar¢in, Lauraceae familyasina ait Cinnamomum zeylanicum (C. verum, gergek tar¢in
ya da Ceylon cinnamon) bitkisinin kabugundan elde edilen bir baharattir (Hussain vd.,
2019). Diinya genelinde yaklagik 250 tiirli olan tar¢inin, ekonomik olarak 6nem arz
eden C. verum (Sri Lanka veya Seylan targini), C. cassia (Cin tar¢ini), C. burmannii
(Endonezya targini) ve C. loureiroi (Vietnam veya Saigon targini) olmak iizere dort
temel tiirti bulunmaktadir. As¢ilik tarihinin en eski baharati olan tar¢inin tibbi olarak
kullantminin yaninda mutfakta da kullanimi1 yaklagik 4000 y1l 6ncesine uzanmaktadir
(Rao ve Gan, 2014). Tar¢in tiirlerinin farkli bitkisel boliimleri ve ugucu yag diinya
genelinde baharat olmasinin yaninda aroma verici olarak da kullanilmaktadir (Pittman,
2011; Singh vd., 2021). Ayrica ¢ikolata, elmali turta ve tar¢inli ¢orek tarzindaki
tathilarin yaninda, baharath sekerlemelerin, ¢aylarin, sicak ¢ikolatanin ve likorlerin
icerisinde bulunabildigi gibi sadece tatlilarin iizerine de serpilebilmektedir. (Kowalska
vd., 2021). Bunlara ek olarak, gidalarin korunmasi amaciyla g¢esnilerin, soslarin,
sekerlemelerin ve igeceklerin igerisine konulmaktadir (Pittman, 2011; Singh vd.,

2021).
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Targin tiirii bitkilerin farkli bélimlerinden izole edilen tar¢in, Ayurveda tibbinda
sindirimsel, solunumsal, kardiyolojik ve jinekolojik hastaliklar dahil c¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Ranasinghe vd., 2013; Ribeiro-Santos vd.,
2017; Giilgin vd., 2019; Hussain vd., 2019; Kumar vd., 2019; Nascimento vd., 2020).
Ayrica yapilan ¢aligmalar tar¢inin amenore, tansiyon, bas agrisi, dis agrisi, soguk
alginlig1 semptomlar1 gibi rahatsizliklarin kontroliinde etkili oldugunu gdstermektedir
(Azimi vd., 2016; Singh vd., 2021). Cinnamomum tiirleri, antiviral, antifungal,
antibakteriyel olmak {lizere antimikrobiyal, lavrisit, bocek dldiiriicli, nematsit aktivite
gostermektedir (Gopinath vd., 2014; Utchariyakiat vd., 2016; Thomas vd., 2017;
Padalia vd., 2017; Momtaz vd., 2018; Hussain vd., 2019; Kumar vd., 2019;
Nascimento vd., 2020; Farias vd., 2020; Singh vd., 2021). Bunlarin yaninda tar¢inin,
antioksidan, antiplatelet, antilipidemik, anestezik, antiinflamatuvar, immiin
modiilatdr, antidiyabetik, antiiilser, antidepresant etkilerinin yaninda karaciger,
bobrek, anksiyete ve Parkinson rahatsizliklarinda da kullanildigr goriilmektedir
(Saranya vd., 2017; Beji vd., 2018; Qadir vd., 2018; Momtaz vd., 2018; Majeed,2018;
Gilcin vd., 2019; He vd., 2019; Hussain vd., 2019; Kumar vd., 2019; Nascimento vd.,
2020; Farias vd., 2020; Singh vd., 2021). Tar¢in tiirlerinin bu aktivitelerinin yaninda,
biligsel fonksiyonlar: arttirict etkisi oldugu, tau birikimi ve filamet olusumu tizerinde
inhibisyon yaptig1, antikolinesteraz aktivitesi dahil pek c¢ok yolak {izerinden anti-
Alzheimer etkisi gosterdigi bildirilmistir (Peterson vd.,2009; Salleh vd., 2016;
Momtaz vd., 2018; Giilcin vd., 2019; Hussain vd., 2019; Kumar vd., 2019; Nascimento
vd., 2020; Singh vd., 2021; Mahnashi vd., 2021). Tarcin tiirlerinin bu kadar genis
kullanim alanma ve biyolojik aktiviteye sahip olmasi igeriginde bulunan
fitokimyasallarla iliskilidir. Yapilan analitik analizler sonucunda tarc¢in tiirlerinin
ucucu yaglar, terpen tiirevleri, hidrokarbon tiirevleri ve polifenoller gibi bircok
kimyasal grubu igerdigi bildirilmistir. Tar¢cin ugucu yaglarinda bir ¢ok bilesen
bulunmasina kargin ana bilesenler baslica (E)-sinnamaldehit, (E)-sinnamil alkol,
eugenol, etil sinnamat, metil sinnamat, sinnamil asetat B-karyofillen ve a-humulen
molekiilleridir (Sekil 2.9) (Azeredo vd., 2014; Cardoso-Ugarte vd., 2016; Hussain vd.,
2019; Singh vd., 2021).

1834 yilinda Jean-Baptiste Dumas ve Eugeéne-Melchior Péligot tarafindan ilk kez
targindan saflagtirilan sinnamaldehit (CA, 3-fenil-2-propenal; CoH80) (Sekil 2.13),

targinin kokusundan, tadindan ve aromasindan sorumlu olup tar¢in kabugunun major
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biyoaktif bilesenidir. Bu bilesen dogal olarak bulunabildigi gibi, ilk kez 1854 yilinda
Luigi Chiozza tarafindan laboratuvarda da sentezlenmistir (Ashakirin vd., 2017
Hajinejad vd., 2020). Dogal tar¢cin aromasinin yerine sentetik olarak {iretilen
sinamaldehit, icecekler, dondurmalar, tatlilar ve sakizlar gibi gida maddelerine tar¢in
aromast vermesi i¢in de katilmaktadir (Roth-Walter vd., 2014). Parfiim ve esanS
maddelerin de igeriginde yer almakla birlikte, antimikrobiyal etkisinden dolay1 su ve
et Urlinlerinin mantarlardan korumada da kullanilmaktadir. Daha eski zamanlardan
beri, lokal analjezinin saglanmasinda, kan dolagimi sorunlar1 ve gastrit tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir (Roth-Walter vd., 2014). Tar¢in tiirlerinin en baskin
fitokimyasali olan sinnamaldehit, antibakteriyel, antifungal, antiviral etki
gostermektedir (El-Baroty vd., 2010; Lv vd.,2017; Hussain vd., 2019; Kumar vd.,
2019; Wang vd., 2021). Yapilan arastirmalar bu molekiiliin antimikrobiyal etkisinin
yaninda; antidiyabetik, antianjiogenez, antikanser, antiapoptotik, antioksidan, yara
iyilestirici,  antiinflamatuvar,  kardiyoprotektif, anti-obezite, antitrombosit,
antilipidemik ve antiglisemik etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Pei vd., 2009;
Chung vd., 2011; Song vd., 2013; Lv vd., 2017; Patil vd., 2017;Wu vd., 2017; Zuo
vd.,2017; Alves vd., 2018; Husain vd., 2018; Ahmadi vd., 2019; Zare vd., 2019;
Hussain vd., 2019; Kumar vd., 2019 Ogunyemi vd., 2020). Sinnamaldehit bu
etkilerinin yaninda genel olarak antioksidan, antiinflamatuvar, anti-apoptotik
etkilerinden otiirii ya da farkli yolaklar {lizerinden olabilmekle birlikte norolojik
bozuklarda kullanilmaktadir (Hajinejad vd., 2020). Sinnamaldehit molekiiliiniin
amnezi, depresyon, anksiyete, sistemik iskemi, siyatik sinir hasari, glutamat toksisitesi
ve Parkinson gibi SSS bozukluklarinda etkili oldugu bildirilmektedir (Rao ve Gan,
2014; Zhao vd., 2015; Lv vd., 2017; Ball vd., 2019; Jahromi vd., 2020; Hajinejad vd.,
2020; Angelopoulou vd., 2021). SSS {izerindeki bu etkilerine ek olarak,
sinnamaldehitin AH ile iliskili olan A plaklar ve NFY’larin olusumu ve birikimini
inhibe ettigi, tau proteinin agregasyonunu azaltarak ndronal oliimii engelledigi
belirtilmektedir (George vd., 2013). Ayrica erkek sineklerde yasam Kkalitesini
arttirirken, sicanlara sinnamaldehit uygulandiginda kognitif fonksiyonlarmin arttigi
bildirilmistir (Pham vd., 2018; Saeed vd., 2018). Bu aktivitelerine ek olarak
sinnamaldehitin pek ¢ok farkli yolak {izerinden anti-Alzheimer etkisi gosterdigini
belirten c¢alismalar bulunmaktadir (Park vd., 2016; Momtaz vd., 2018; Wang vd.,
2019; Hajinejad vd., 2020; Angelopoulou vd., 2021; Mahnashi vd., 2021).
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Sekil 2.10 A.Targin. B. Sinnamaldehit 2B yapis1 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
‘dan alinmistir).

2.17 Vanilya ve Vanilin

Kokeni Meksika olan vanilya bitkisi Orchidaceae familyasinda bulunmaktadir
(Childers Vecibes, 1959). Vanilya cinsi farkli tropikal ve alt tropikal alanlarda dagilim
gosteren 110'dan fazla tiir icermektedir (FAOSTAT, 2018). Vanilya cinsi 118 tiir
icermesine ragmen, Vanilla planifolia (Bourbon (Madagaskar, Meksika, Endonezya,
Hindistan vanilyasi), V. tahitensis (Tahiti ve Papua Yeni Gine vanilyasi) ve V.
pompona (Orta Amerika (Guadeloupa) vanilyasi) olmak iizere sadece {ii¢ tiirii
yetistirme ve ekonomik agidan 6nem arz etmektedir (Anuradha vd., 2013; Deveci vd.,
2016; Karremans vd., 2020; Leyva vd., 2021). V. planifolia, kalitesinin beraberinde,
temelde vanilyaya sahip oldugu tat ve aromay1 veren vanilinin yiiksek olmasindan
dolay1 tarimsal olarak ve asgilikta ¢ok fazla kullanilmaktadir (Deveci vd., 2016; Leyva
vd., 2021). Vanilya tarih boyunca tat ve aroma vermesinden 6&tiirli as¢ilik alaninda
kullanilmistir. Dondurmalarin, kremalarin, pudinglerin, kurabiyelerin, siitlii tatlilarin,
meyveli yogurtlarin, pasta ve keklerin, c¢ikolatalarin, sekerlemelerin, likorlerin ve
ilaglarin tadini iyilestirmek i¢in ilaglarin igerisine katilmaktadir (Anuradha vd., 2013;
Castella vd., 2014; Sandheep ve Jisha, 2014; Deveci, vd., 2016). Asciligin yaninda ¢ok
eski zamanlardan beri tibbi amagli da kullanilmaya devam etmektedir. Vanilya 1700-
1800' lerde, ates diisiiriicli, arindirict, idrar soktiiriicii, melankoli ve histeriye karsi
yatistirict etkilerinden 6tiirli Avrupa farmakopesinde bulunmaktadir (Anuradha vd.,
2013). Ayrica bazi toplumlarda, spazm ¢oziicii, afrodizyak, ates diisiiriicii ve kaygi
tedavisinde kullanildigi goriilmektedir (Anuradha vd., 2013; Deveci vd., 2016).
Bunlarin yaninda, antikanser, antiinflamatuvar, immun stimiilatér, antioksidan,
antimutajenik ve karaciger koruyucu etkilerinin oldugu da belirtilmektedir (Ravindran,
2006; Anuradha vd., 2013). Vanilyanin c¢ok farkli terapotik ve biyolojik

aktivitelerinden igeriginde bulunan fitokimyasallar sorumludur. Yapilan analitik
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calismalar sonucunda, vanilyada aroma ve tattan sorumlu, karboniller, ugucu bilesikler
(6zellikle vanillin (VAN) fenolikler, esterler, eterler, asitler dahil yaklasik 200’den
fazla aktif bilesik tanimlanmistir (Klimes ve Lamparsky 1976). Aktif bilesiklerin
ucucu bilesikler sinifinda yer alan VAN, vanilyaya aromasini veren temel bilesiktir
(Anuradha vd., 2013). Son zamanlarda farmakoloji, kimya gibi temel bilimlerin
kullandig1 tekniklerin gelismesiyle birlikte de vanilyanin eski zamanlardan beri

stiregelen tibbi etkilerinin vanilinle iligkili oldugu goriilmiistiir (Anuradha vd., 2013).

[lk defa 1858 yilinda Fransa’da V. planifolia’nin yesil baklalarinin etanol
ekstratlarindan izole edilen VAN hidrofilik yapida bir biyofenoldiir (Sekil 2.15)
(Deveci vd., 2016; Banerjee vd., 2019; Ciriminna vd., 2019; Leyva vd., 2021; Rakoczy
vd., 2021). Dogal olarak elde edilebildigi gibi sentetik olarak c¢esitli kimyasal ve
biyoteknolojik yontemlerle de iiretilebilmektedir (Anuradha vd., 2013; Deveci vd.,
2016; Banerjee vd., 2019; Ciriminna vd., 2019). Diinya genelinde tercih edilen tat ve
aromalardan biri olan p-vanilin, as¢ilik, icecek, ila¢ ve kozmetik endiistrisinde vanilya
meyvesinin aromasi yerine genis capta bir kullanima sahiptir (Anuradha vd., 2013;
Banerjee vd., 2019; Ciriminna vd., 2019). Ascilikta keklerin, pastalarin,
dondurmalarin ve alkolsiiz iceceklerin dahil oldugu farkli gidalarda aroma verici
olarak kullanilmakta; kozmetikte parflimlerin, kremlerin, dus jellerinin igerisinde
bulunabilmektedir (Havkin-Frenkel ve Belanger, 2018; Banerjee vd., 2019).
Tatlandirici etkisi ve hos kokusunun yaninda, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan
ozelliklerinden dolay1 gida koruyucu olarak da kullanilmaktadir (Banerjee vd., 2019).
Ayrica aldomet (metildopa), L-DOPA ve dopamin gibi ilaglarin liretiminde hammadde
rolii Uistlenen VAN; sahip oldugu antimikrobiyal 6zelliklerden dolay1 da ilag katki
maddesi olarak kullanilmaktadir (Converti vd., 2010; Banerjee vd., 2019). Ranadive
(1992) tarafindan yapilan bir arastirmada vanilya meyveleri VAN‘mn yam sira p-
hidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzaldehit, vanilik asit ve bu maddelerin glikozit

tiirevlerini igerdigi rapor edilmistir (Sekil 2.14).

Tarih boyunca ates diisiirlicii, kardiyak stimiilator, spazm giderici olarak; ayrica
uykusuzluk ve menstriiel dongli kaynakli rahatsizliklarda kullanildig1 goriilmektedir
(Halim, 2017). VAN’in, sahip oldugu antioksidan kapasiteden dolayr memeli
dokularinda olusan oksidatif hasar1 ve bu hasardan kaynakli olusan hastaliklar
(ndrodejeneratif hastaliklar gibi) dnlemek amaciyla kullanilabilecegi belirtilmektedir

(Kamat vd., 2000; Banerjee vd., 2019).  Antioksidan etkisine ek olarak
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antiinflamatuvar, analjezik, antimutajenik, antitimorojenik, antianjiogenez,
antikanser, antidepresan, anksiyolitik, ve nosiseptik aktiviteleri vanilyay: ilgi ¢ekici
kilmaktadir (Ho vd., 2009; Rakchoy vd., 2009; Tai vd.,2011; Anuradha vd., 2013;
Shoeb vd., 2013; Niazi vd., 2014; Gupta vd., 2014; Raffai vd., 2015; Peretti vd., 2017;
Naz vd., 2018; Pandey vd., 2019; Ben Saad vd., 2018; Kim vd., 2018; Banerjee vd.,
2019; Venkata vd., 2020; Yousuf vd., 2021; Ahammed vd., 2021). Antioksidan
etkisinden kaynakli olarak noroprotektif etki gostermektedir (Dhanalakshmi vd., 2015
ve 2016; Ben Saad vd., 2018; Lan vd., 2019; Chen vd., 2019; Salau vd., 2020).
Bunlarin yaninda, SSS ile iligkili olarak, allodini (bir agr1 ¢esidi), noropatik agri,
periferal sinir hasari, iskemik beyin hasari, spinal kord hasar1 ve 6dem tedavisinde
kullanildigina dair arastirmalar mevcuttur (Beaudry vd., 2010; Peretti vd., 2017; Lan
vd., 2019; Chen vd., 2019). Sicanlarda Parkinson modellemesi yapilarak
gercgeklestirilen bir diger ¢aligmada, vanilinin 6-OHDA lezyonuna kars1 koruyucu etki
gosterdigi bildirilmistir (Abuthawabeh vd., 2020). VAN’m, AH’nin FDA tarafindan
onaylanmis tedavilerden biri olan AChE enzimi iizerinde inhibisyon yaptig1
bildirilmistir (Kundu ve Mitra, 2013; lannuzzi vd. 2017, Ahammed vd., 2021).
Vanilin ve vanilin tiirevlerinin AH’nin olusumundaki temel faktorler olan AR birikimi
ve oksidatif stres yolaklari basta olmak tizere c¢esitli yolaklar ile AChE enzim
inhibisyonu yolaklar1 {izerinden anti-Alzheimer etkisi gosterdiklerini belirten
calismalar bulunmaktadir (Khan vd., 2017; Lee vd., 2018; Scipioni vd., 2019; Zhong
vd., 2019; Blaikie vd., 2020; Prasanna ve Jing, 2021; Anastassova vd., 2020; Salau
vd., 2020).

Sekil 2.11 A. Vanilya baklasi. B. Vanilinin 2B yapis1
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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2.18 Histamin ve Dopamin

Hem néroimmunitede 6nemli olan hem de biyojenik bir amin olan histamin (2-3H-
imidazol-4-yl-etanmin), ¢esitli memeli dokularinda L-histidin dekarboksilaz
tarafindan L-histidinden sentezlenmektedir (Sekil 2.16A) (Carthy ve Ellender, 2021).
Histamin temel olarak histaminerjik noronlar, gastrik mukozada bulunan
enterokromafin-benzeri hiicrelerde ve mast hiicreleri, bazofiller gibi immun hiicrelerde
sentezlenmektedir (Huang vd., 2018). Biyolojik aktivitesini her bir reseptoriin farkli
sinyal yolaklarini etkiledigi 4 adet G-proteini-kenetli reseptorler (H1-H4) ile etkilesim
kurarak gostermektedir (Flores-Clemente vd., 2021). Alerji gibi uyaranlara karsi
olusan yanitlarda mast hiicrelerinden salinarak 6nemli bir inflamatuvar araci olarak rol
oynamaktadir (Greaves vd., 1996). Midedeki enterokromafin-benzeri hiicrelerde
hidroklorik asit salgilanmasini diizenlemektedir (Andersson vd., 1998). Vazoaktif
etkisini brons diiz kaslar1 ve nosiseptif kasinti sinirleri tizerinde géstermektedir (Patel
ve Mohiuddin, 2021). Bu etkilerinin yaninda, duyusal ve motor fonksiyonlar, uyku-
uyaniklik durumu, sinaptik iletim, 6grenme, bellek, dikkat ve biligsel siireglerin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Flores-Clemente vd., 2021). SSS’°de
histaminerjik noronlar hipotalamusta tuberomamiller ¢ekirdekte (TMN) yer almakta
olup bazal 6n beyin, hippokampus, amigdala dahil ¢esitli beyin bolgeleri ile
projeksiyon yapmaktadir. Bu beyin bolgeleri AH’da da ciddi sekilde etkilenmektedir
(Flores-Clemente vd., 2021). Alzheimer hastalarinin hippokampus ve temporal lob
gibi beyin alanlarinda histamin seviyesinin azaldig: bildirilmistir (Panula vd., 1998).
Histamin seviyesindeki azalmanin ise H1 reseptdriiniin sinyal iletimindeki azalmadan
ve temelde TMN’deki néronal azalmadan kaynakladigi belirlenmistir (Oh vd., 2019).
TMN’deki nérodejenerasyonun ise NFY hasarla iligkili oldugu; bunun da AH’daki
kognitif bozulmay1 agikladigi Onerilmistir (Flores-Clemente vd., 2021). Ayrica
meydana gelen bu azalmanin kadinlarin prefrontal kortekslerindeki hem H3 reseptorii
hem de histamin-N-metiltransferaz-mesajct RNA (HNMT-mRNA) ifadesinin
artmasiyla iligkili oldugu saptanmistir (Shan vd., 2012). Aktif bir ndromodiilator olan
histamin norogelisim siireclerinde de 6nemli rol oynamaktadir. Norogelisim sirasinda
olusan histaminerjik fonksiyon bozukluklar1 Tourette sendromu, sizofreni ve otizm
spektrum bozukluklari dahil birgok norogelisimsel bozukluga yol agmaktadir (Carthy
ve Ellender, 2021).
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Homeostazin saglanmasinda da gorev alan dopamin (4-(2-aminoethyl)-1,2-
benzenediol), ilk defa 1951°de insanin da dahil oldugu bir¢cok hayvan beyninde
saptanan bir norotransmiterdir (Sekil 2.16B) (Raab ve Gigee, 1951; Franco vd., 2021).
Daha sonra yapilan arastirmalarda dopaminin sadece beyin degil beyin dis1 alanlarda
da islev gosterdigi ve L-DOPA’nin dopamine doniistiiriilebilen bir 6nciil molekiil
oldugu belirlenmistir. Memeli sinir sisteminin temel nérotransmiterlerinden biri olan
dopamin 6zellikle substantia nigrada olmak iizere beynin farkli alanlarinda bulunan
dopaminerjik noronlarda sentezlenmekte ve buralardan salinmaktadir. G-protein-
kenetli reseptor siiperailesine dahil olan ve DI1-D5 olmak iizere 5 adet dopamin
reseptorli tanimlanmistir. Fizyolojik sartlar altinda motor fonksiyonlar, 6grenme ve
biligsel siireglerin de dahil oldugu pek ¢ok siirecte yer almaktadir (Liu vd.,2021;
Franco vd., 2021; Stubbendorff ve Stevenson, 2021). Ayrica bazi reseptor alt tipleri
melatonin salgisinda rol oynayarak sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde etkilidir.
Periferal olarak hiicresel bazda beyin-bagirsak iletisiminde de gorev aldigini bildiren
caligmalar mevcuttur (Borroto-Escuela vd., 2014). Patolojik kosullarda dopamin
eksikligi ile iligkili olarak en cok arastirilan hastaliklardan biri Parkinson hastaligidir
(Zhang vd., 2019; Akyuz vd., 2021). Buna ek olarak, farkli beyin alanlari arasindaki
dopamin iletimindeki dengesizliklerin sizofreni ve bagimlilik dahil pek ¢ok norolojik
hastalikta rol aldig1 bildirilmektedir (Franco vd., 2021; Akyuz vd., 2021). Daha once
yapilan calismalarda AH’da dopamin hasar1 olduguna dair bulgulara rastlanilmasa da,
dopamin tasiyicilarinin goriintiilenme caligmalar1 strial postsinaptik degisikliklerin
AH ile iliskili oldugunu géstermektedir (Ceravolo vd., 2004; Patthy vd., 2021). Buna
ek olarak, dopamin tasiyicilarinin aslinda AH baglamadan 30 y1l 6ncesinde azaldig1 ve
NFY’larin ventral tegmental alanda oldugu bildirilmistir. Transgenik hayvan
modelinde ayn1 alandaki néronal kaybin A ve NFY birikimi olmadan once ilerleyici
dopamin hasarinin 6diil mekanizmalarin1 ve bellek siire¢lerini bozdugu saptanmistir
(Volkow vd., 1994). Cesitli in vivo modellemeler ve goriintiileme ¢aligmalar1 AH-
dopamin iligkisi goOsterilmis ve son zamanlarda dopaminin AH tedavisinde
kullanilmas: alternatif bir strateji olmustur (Bozzali vd., 2016; Patthy vd., 2021). A
ve tau birikimini 6nlemek amaciyla noroinflamasyonun blokaj1 dahil ¢esitli yolaklar
tizerinden etkili olan dopamin tiirevli molekiiller gelistirilmistir (Ziu vd., 2020; Cataldi
vd., 2021; Paul vd., 2021; Patthy vd., 2021).
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Sekil 2.12 A. Histamin 2B yapis1. B. Dopamin 2B yapis1
(Https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov ‘dan alinmislardir).

2.19 Schiff (Imin) Bazlan
Ik olarak Alman kimyager Hugo Schiff tarafindan sentezlenen Schiff bazlari

(iminler), aldehit ya da ketonlarin primer aminler ile niikleofilik katilma reaksiyonu
sonucu olusan, yapisinda -CH=N- (azometin grubu) iceren kondenzasyon tirlinleridir
(Degirmencioglu, 2010; Cavusoglu, 2014; Karaca, 2018). Schiff bazlar1 genel olarak
RiCH=NR> formiiliiyle gosterilmekte olup formiildeki R: ve R> alkil ya da aril
gruplaridir (Karaca, 2018). Bu bilesikler iyi bir azot dondr ligandi olarak da
bilinmektedir (Degirmencioglu, 2010). Schiff bazlari, tepkimeye giren karbonil
bilesiginin aldehit ya da keton olmasina bagli olarak aldimin (azometin) ya da ketimin
(imin) olarak adlandirilabilmektedir (Cavusoglu, 2014). Schiff bazlar1 kolay
sentezlenebilen, kararlt molekiillerdir. Schiff bazlarinin metal kompleksleri renkli
bilesikler oldugundan tekstil endiistrisinde pigment boyar maddesi olarak da
kullanilmaktadir (Degirmencioglu, 2010; Serin 1988). Bunun yani sira bu bilesikler
hastaliklarin teshisi ve tedavisinde, tarimda, roket yakiti hazirlanmasinda ve baska

alanlarda aktif olarak kullanilmaktadirlar (Degirmencioglu, 2010).

2.20 LITERATUR OZETi

Sinnamaldehit’in (CA) HDACS enzimi iizerindeki inhibitor etkisinin arastirildigi bir
molekiiler docking calismasinda, enzim ve ligand arasindaki baglanma enerjisinin
-7.18 kcal/mol oldugu saptanmustir. Ayrica ligandin His142 ve His143 kalintilar ile
H-bagi ve enzimin Zn*? iyonuyla Asp178, His180, Asp267 kalintilariyla kurdugu
bildirilmistir (Patil vd., 2017).

2019°da Mateen ve ekibi tarafindan docking yontemi kullanilarak, CA’nin TNF-a ve
IL-6 iizerindeki antiinflamatuvar etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada, CA’nin, TNF-

a'nin baglanma cebinin tepesine baglanarak, GIn61 kalintistyla bir H-bagi kurmus ve
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Pro117 kalintistyla hidrofobik olarak etkilesmistir. Ayrica TNF- a-CA kompleksinin
serbest baglanma enerjisi -5.4 kcal/mol olarak bildirilmistir. IL-6 CA arasinda ise
Thr43 ve Argl04 kalintilar1 arasinda H-baglari kurulmus olup serbest baglanma

enerjilernin -5 kcal/mol oldugu bulunmustur (Mateen vd., 2019).

226 tane Afrika bitkilerinin aktif bilesenleri ve SARS-Cov-2 RNA-bagimli RNA
polimeraz enzimi arasindaki etkilesimlerin incelendigi ve CA’nin negatif kontrol
olarak kullanildig1 bir ¢aligmada, enzim-ligand arasindaki serbest baglanma enerjisi -
5.4 kcal/mol olarak bulunmustur. Ayrica 2 adet Lys858 kalintilariyla H-bagi ve
Phe441(2), Ala550, ve Tyr546 kalintilariyla da 4 adet hidrofobik etkilesim kurdugu
bildirilmistir (Ogunyemi vd., 2020).

da Nobrega ve ekibi tarafindan yapilan bir ¢alismada, CA’nin, skualen epoksidaz ve
timidilat sentaz enzim yolaklar1 basta olmak tizere dnemli hiicresel yolaklar tizerinden
gerceklestirdigi  antifungal etkisi arastirilmistir. Bu calismada, CA, hedeflenen
enzimlerde en iyi serbest baglanma afinitesini skualen epoksidaz (—70.4951 kcal/mol)
ve timidilat sentaz (—66.4852 kcal/mol) enzimleri iizerinde gostermistir. Ayrica CA,
skualen epoksidaz enzimi ile GIn66 kalintis1 araciligiyla; timidilat sentaz enzimi ile

Arg92 kalintis1 araciligiyla H- bagi kurmustur (da Nobrega vd., 2020).

CA’nin anti-AH potansiyelinin incelendigi bir ¢alismada, CA’nin BACE1’i -4.237
kcal/mol baglanma afinitesiyle inhibe ederken, Trp137 kalintis1 ile H-bagi, Try132
kalintistyla n-w ekilesimi kurdugu bildirilmistir. Buna ek olarak, A agregasyonu ile
iligkili olan AB1.42 peptitiyle ise Asn21 kalintisiyla H-bag1 kurarak, -1.127 kcal/mol
baglanma enerjisi gostermistir (Chowdhury ve Kumar, 2020).SARS-Cov-2 viriisiiniin
spike proteini (mutant ve dogal) ve ACE2 enzimi ile CA arasindaki etkilesim
molekiiler docking yontemleri ile aragtirilmistir. CA’nin dogal S proteini ile -6.696
kcal/mol baglanma afinitesi gosterirken, Lys458, GIn474 kalintilartyla etkilesim
kurdugu; mutant S proteini ile -7.245 kcal/mol baglanma afinitesi gosterirken, Tyr449,
Gly496 kalintilariyla etkilestigi; ACE-2 enzimi ile —6.833 kcal/mol baglanma afinitesi
gosterirken, Tyrl58, Val491 kalintilariyla etkilestigi saptanmistir. Bunlara ek olarak,
ACE2+Dogal S protein kompleksi ile —6.672 kcal/mol baglanma afinitesi gdsterirken,
Asp494a, Arg403, Lys417 kalintilariyla etkilestigi; ACE2+Mutant S protein
kompleksi ile —8.066 kcal/mol baglanma afinitesi gosterirken, Vall32, Trpl63,
Phe490, Pro494 kalintilariyla etkilesim kurdugu bildirilmistir (Nag vd., 2021).
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Amiloid yolakla iligkili olan tavuk yumurta-beyazi lizozim (HEWL) proteini ve CA
arasinda yapilan bir diger docking calismasinda, protein-ligand kompleksi -1.79
kcal/mol docking skoru ile baglanirken, Trp108 kalintisiyla n-n etkilesimi kurdugu
belirtilmistir (Chowdhury ve Kumar, 2021).

2021°de yapilan bir arastirmada, Saprolegnia parasitica proteinleri ve CA arasindaki
etkilesimler incelenmistir. Arastirma bulgularina gore, CA, plazma membran ATPaz
ile -5 kcal/mol, V-tip proton ATPaz ile -5.7 kcal/mol, tirozin kinaz benzeri (TKL)
protein kinaz ile -6 kcal/mol, Host hedef protein-1 ile -4.3 kcal/mol baglanma afinitesi
gosterirken, sirasiyla Gly515 kalintisiyla, Cys226 kalintisiyla, Met440 kalintistyla H-
bagi kurdugu bildirilmistir. Ek olarak, Host hedef protein-1 ile H-bagi kurmadigi
sadece hidrofobik olarak etkilestigi gosterilmistir (Tandel vd., 2021).

Aldehit oksidaz enzimi ve vanilin arasinda yapilan bir in silico degerlendirmede,
enzimin Phe916 kalintis1 ile vanilin arasinda bir n-n etkilesimi oldugu ve Gly1012,
Ser1013 ve Gly1081 kalintilar1 arasinda H-bagi kuruldugu bildirilmistir (Hamzeh-
Mivehroud vd., 2014).

Vanilin’in (VAN) fokal adezyon kinaz (FAK) proteini araciligiyla antimetastatik
potansiyelinin arastirildig1 bir ¢alismada, protein-ligand kompleksinin Arg35, His35
ve Try397 kalintilart tizerinden etkilestigi ve Try397 kalintisinda 2 adet H-bagi
kurdugu bildirilmistir (Jantaree vd., 2017).

VAN’ antikanser etkisinin arastirildig1 bir diger calismada, Ca*?/kalmodilin bagiml
kinaz (CAMK) IV enzimi ve VAN’1n molekiiler docking analizi yapilmistir. Aragtirma
bulgularinda, enzim-ligand kompleksinin Leu96, Leu93, Leul04, Asp3l ve Asp35
kalintilar ile H-bagi kurdugu ve -5.68 kcal/mol serbest baglanma enerjisiyle kararli
bir yapi1 olusturdugu bildirilmistir (Naz vd., 2018).

Inflamatuvar hastaliklarda hayati onem tasiyan Toll-benzeri reseptor-4/miyoloid
farklilagsma faktorii-2 (TLR-4/MD-2) homodimerizasyonu ve antiinflamatuvar bir
molekiil olan VAN arasindaki etkilesimler incelenmistir. VAN-TLR-4/MD-2
kompleksinin Lys122, Phel26 ve Leu78, Val82 amino asit kalintilar1 araciligiyla H-
bagi kurduklari, hidrofobik olarak etkilestikleri ve -3.36 kcal/mol gibi yiiksek bir
serbest baglanma enerjisi ile baglandiklar1 saptanmistir (Mai vd., 2018). 2018’de

yapilan bir ¢alismada, Leishmania donovani'nin yol actigi Viseral leishmaniasis
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hastaligina kars1 patojenin infektivitesini etkileyen DEAD(Asp—Glu—Ala—Asp) -Box
RNA helikaz enzimi hedeflenerek VAN’ ilag olma potansiyeli arastirtlmistir.
Vanilin hedef enzime -5.692 kcal/mol baglanma afinitesi ile baglanmistir (Pandey vd.,
2019).

Birgok kanser ve inflamatuvar hastalik i¢in potansiyel ila¢ hedefi olan Sfingosin kinaz
1’in hedeflendigi ve VAN dahil 9 fitokimyasalin ila¢ olma potansiyenin incelendigi
bir arastirmada, VAN-enzim kompleksinin -5.3 kcal/mol baglanma afinitesi ile
baglandigi bildirilmistir (Gupta vd., 2021).

Son zamanlarda yapilan bir arastirmada, VAN’ Candida albicans’in patojenitesinin
inhibisyonunda hedeflenen izositrat liyaz ve malat sentaz enzimlerine karsi inhibitor
etkisi incelenmistir. Buna gore, VAN’in -8.4 kcal/mol baglanma afinitesi ile ve
Asp477, Phed78 ve Glu498 kalintilar1 arasinda ii¢ H-bag: kurarak izositrat liyaz ile
kararli bir kompleks olusturdugu bildirilmistir. Ayrica VAN-malat sentaz
kompleksinin -7.1 kcal/mol baglanma afinitesi ile ve Aspl25, Arg284 ve Trp285
kalintilar1 arasinda {i¢ H-bagi olusturarak kararli olarak olustugu belirtilmistir

(Venkata vd., 2020).

VAN’1n noroprotektif ve antioksidatif etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, VAN 1n
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile -4.7 kcal/mol, AChE ile -6.1 kcal/mol, ATPaz
ile -5.2 kcal/mol ve katalaz enzimi ile -6.5 kcal/mol baglanma afinitesi gosterdigi
saptanmustir. Ayrica O-H ve -O gruplari, Ser114, Argl12, Phe334 ve His75 amino asit
kalintilar1 ile H-bagi kurarken, Alal33 ve Argll2 kalintilariyla m-m etkilesimi
kuruldugu bildirilmistir (Salau vd., 2020).

Kan sekeri diizeyini diisiirerek Tip-2 diyabete karsi hedef enzim haline gelen a-
glukozidaz enzimi ve VAN arasinda bir molekiiler docking arastirmasi yapilmistir.
Enzimin-ligand kompleksi olustugunda, His80, Tyr82, Trp83, Hisl22, Glul66,
Leul73, Glul66, Asp206, Asp297 ve Arg344 kalintilart ile hidrofobik etkilesimler ile
Ser207 ve Glul66 kalintilar1 arasinda H-bag1 kuruldugu bildirilmistir (Liu vd., 2021b).

Siklin bagimh kinaz-6 (CDKG6) enzim inhibisyonu ve vanilinin potansiyel inhibitor
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, enzim-ligand kompleksinin -4.53 kcal/mol
baglanma afinitesi ile kararli bir yapt olusturdugu bildirilmistir. Ayrica Lys43 ve
Glu99 kalintilar ile H-bag1 kurduklar1 belirtilmistir (Yousuf vd., 2021).
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BOLUM I11

MATERYAL-METOT

Bu ¢alismada Swiss Target Prediction ve Similarity Enseml Approach veri tabanlar
verilerine dayanarak Alzheimer hastaligi ile iligkili oldugu saptanan enzimlerin ve
tasarlanan molekiillerin bilesiklerin baglanma enerjilerini arastirmak amaciyla
Autodock 4.2.6 programi kullanilarak molekiiler kenetlenme (docking) calismalari ve
SwissADME, ADMETIlab, Protox-II web sunucularnt kullanilarak molekiillerin
farmakokinetik (ADME) ve toksikolojik analizleri yapilmistir.

3.1 Kullanmilan Programlar ve Veritabanlar

3.1.1 Swiss Target Prediction (STP) ve Similarity Enseml Approach (SEA)

STP, biyoaktif kii¢iik bir molekiiliin mevcut olan en olasi makromolekiil hedeflerini
tahmin etmek amaciyla kullanilmaktadir. Biyohedef tahmini Homo sapiens L. ssp.
sapiens, Mus musculus L., ve Rattus norvegicus Berk tiirlerinden gelen 3000°den fazla
protein tizerinde 370000 bilinen biyoaktif bilesikten olusan bir kitaplik kullanilarak
yapilmaktadir (Daina vd., 2019). STP ile benzer amag i¢in kullanilan SEA, hedef
proteinlerin ya da enzimlerin ligandlari arasindaki kiime temelli kimyasal benzerligi
baz alarak iliskilendirme yapmaktadir (Keiser vd., 2007). SEA igin kullanicilar
molekiillerinin SMILES bilgilerini kullanarak, STP i¢in hem molekiil ¢izimi yaparak
hem de SMILES’1 kullanarak tahmin yapabilmektedirler.

3.1.2 Autodock 4.2.6
AD4 ve AutoDockTools (ADT), Scripps Research Institute tarafindan gelistirilen ve

ticretsiz olarak kullanilabilen otomatik docking yazilim paketleridir (Lohning vd.,
2017).

3.1.3 Discovery Studio 2021
Enzim ve ligand etkilesimlerinin goriintiilemeleri, etkilesimde bulunduklar1 aminoasit
kalintilar1, yaptiklar1 bag tipleri ve bag uzunluklar1 gézlenmlenmesi dahil ¢esitli

amagclar i¢in kullanilmistir.
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3.1.4 SwissADME

Bu web sitesi, ilag kesfini desteklemek igin bir veya daha fazla kii¢iik molekiiliin
ADME parametrelerinin, farmakokinetik 6zelliklerinin, ilaca benzer dogasinin ve tibbi
kimyaya uygunlugunun tahmin edilmesinin yani sira fizikokimyasal tanimlayicilar

hesaplanmasina olanak tanimaktadir. Ucretsiz olarak http://www.swissadme.ch/ web

araylizi araciligiyla kullanilabilmektedir. Kullanicilar analiz i¢in tek seferde bir
molekiil ¢izebilmekte ve ardindan ADMET’in bir SMILES doniisiimii yaparak tahmini
yapilabilmektedir. Buna ek olarak, kullanicinin SMILES bilgisi varsa, molekiillerin
SMILES’ini kullanarak da tahmin yapilabilmektedir (Daina vd., 2017).

3.1.5 ADMETlIab 2.0

Arastirmacilar tarafindan ADMET degerlendirmesini kolaylagtirmak amaciyla,
mevcut ADMET ve temel fizikokimyasal parametreler ile ilgili son verileri miimkiin
oldugunca entegre eden kapsamli bir sekilde toplanmis bir veri tabanidir. Bu modiiller,
licretsiz olarak erisilebilen bir web arayliziinde

(https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/index) bulunmaktadir (Xiong vd.,

2021). Kullanicilar isterlerse molekiil ¢izimi yapabilirler ya da SMILES bilgilerine
sahiplerse molekiillerin SMILES’ini kullanarak da tahmin yapilabilmektedir.

3.1.6 Protox-I1

ProTox-I web sunucusu, tahmin semasmin oral toksisite, organ toksisitesi
(hepatotoksisite), mutajenite, karsinotoksisite, sitotoksisite ve immiinotoksisite gibi
parametreler, toksikolojik yollar (AOP’ler) gibi farkli toksisite seviyelerinde
siniflandirilmasina olanak vermektedir (Banerjee vd., 2019). Ucretsiz kullanimda olan

https://tox-new.charite.de/protox Il/index.php?site=compound search similarity

web sitesinden ulagilabilmektedir. Kullanicilar ya molekiillerinin PubChem’deki

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) isimlerini girerek ya da SMILES bilgisiyle

toksikoloji tahminlerini gergeklestirebilmektedir.

3.2 Etken Maddelerin STP ve SEA Araglar1 Kullanilarak Yapilan Biyoaktvite
Analizleri

CA ve VAN’dan sentezlenen Schiff bazlar1 ve sekonder amin tiirevi etken maddelerin
STP web sitesinde ¢izimleri yapilarak elde edilen SMILES bilgileri kullanilarak ve

organizma filtrelemesi Homo sapiens segilerek tahmin yapilmistir. SEA web sitesinde
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STP’den elde edilen SMILES bilgileri girilerek organizma filtrelemesi yapilmadan

tahmin yapilmistir.

3.3 Molekiiler Kenetleme(Dockig) I¢in Hazirhk Islemleri
3.3.1 Enzimler ve Etken Maddelerin Discovery Studio Visualer Program ile
Hazirlanmasi

Protein Data Bank’tan (http://www.rcsb.org/pdb) elde edilen enzimlere ait X-ray

kristal yapist pdb formatinda indirilmistir (Tablo 3.1). Bu elde edilen yapilar
Discovery Studio Visualer 2021 programi kullanarak yapilar i¢erisinde bulunan ligand
ve sular c¢ikarilmigtir. Daha sonra hazirlanan yapit docking hesaplamalarinda

kullanilmak i¢in .pdb formatinda kaydedilmistir.

Tablo 3.1 Alzheimer Hastalig1 i¢in Hedeflenen Enzimler Hakkinda Bilgileri

Enzim ve PDB kodu Organizma 3B’lu yapisi
AchE- 1B41 Homo sapiens

BchE- 4BDS Homo sapiens
BACEL1L- 4XKX Homo sapiens

GSK38- 1109 Homo sapiens
HDAC2-3MAX Homo sapiens _,;\{‘ ~
HDACG6- 6CEE Homo sapiens
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Ligand olarak kullanilacak olan molekiillerin yapilart (Tablo 3.2-3.3) SwissADME
web sitesi lizerinden manuel olarak ¢izilmis ve .pdb formatinda kaydedilmistir.

Tablo 3.2 Kullanilan Sinnamilaldehit Turevi Molekiillerin Adlandirilmasi ve 2B’lu

Kimyasal Yapilar1
Madde Molekiil Adlandirmasi Molekiillerin 2B’lu kimyasal yapilari
Kodu
Schiff Bazlari
CA2-AFL  2-((E)-((E)-3-Fenilallildien)amino)fenol AN \N/Q
OH
CA3-AFL 3-((E)-((E)-3-Fenilallildien)amino)fenol ©/\/\N/©\OH
OH
CA4-AFL 4-((E)-((E)-3-Fenilallildien)amino)fenol @/\/\N/O/
OH
capopL 4 (@((E)-((E)-3-fenilallildien)amino)etil)benzen-1,2- O/\/\/\/O:
diol N OH
CAVAL 2-Metoksi-4-(((E)-((E)-3- S oCH;
fenilallildien)amino)methyl)phenol O/\/\N/\Oi
OH
9
CAAML (E)-N-((E)-3-fenilallildien)morfolin-4-amin ©/\/\N/N\)
NH
CAHISL (E)-2-(1H-imidazol-4-yl)-N-((E)-3- /\/EN)

fenilallildien)etanamine

%
J

Sekonder Aminler

CA2-AFA 2-(Sinnamilamino)fenol
CA3-AFA 3-(Sinnamilamino)fenol
CA4-AFA 4-(Sinnamilamino)fenol
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Tablo 3.2
CADOPA

CAVAA

CAAMA

CAHISA

(devamm)
(E)-4-(2-(Sinnamilamino)etil)50rogram-1,2-diol

(E)-4-((Sinnamilamino)metil)-2-metoksifenol

N-Sinnamilmorfolin-4-amin

(E)-N-(2-(2,3-Dihidro-1H-imidazol-4-yl)etil)-3-
fenilprop-2-en-1-amin

3

/\/O:OH
ll\l OH

H

O/\/\

O/\/\N OCH;
|/\©i

Y

[
s

N
I

Tablo 3.3 Kullanilan Vanilin Tiirevi Molekiillerin Adlandirilmasi ve 2B’lu Kimyasal

Yapilari
Madde Molekiil Adlandirmasi Molekiillerin 2B’lu kimyasal yapilari
Kodu
Schiff Bazlari
X
V2-AFL (E)-4-((2-hidroksifenilimino)metil)-2-metoksifenol "
"o OH
OCHj
T
V4-AFL (E)-4-((4-hidroksifenilimino)metil)-2-metoksifenol "
HO’
OCHg
OH
_4-(2-(4-hi i-3- X /\/©i
VDOPL (E)-4-(2-(4-hidroksi-3- . v or
metoksibenzilidenamino)etil)50rogram-1,2-diol
HO
OCHg
)
AN /N\)
VAML (E)-2-Metoksi-4-((morfolinoimino)metil)fenol N
HO
OCHs
NH
E)-4-((2-(1H-imidazol-4-yl)etilimi il)-2 A/E)
=4 - - - =4 -7~ N
VHISL (E)-4-((2-(1H-imidazol-4-yl)etilimino)metil) N

metoksifenol
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Tablo 3.3 (devami)

Sekonder Aminler

V2-AFA 4-((2-Hidroksifenilamino)metil)-2-metoksifenol T
o H OH
V4-AFA 4-((4-Hidroksifenilamino)metil)-2-metoksifenol Q/\N
H
HO'

OCHg
VDOPA 4-(2-(4-Hidroksi-3-metoksibenzilamino)etil)51rogram- oH
1,2-diol
N OH
}
HO'
VAMA 2-Metoksi-4-((morfolinamino)metil)fenol

VHISA 4-((2-(2,3-Dihidro-1H-imidazol-4-yl)etilamino)metil)-2- NH
metoksifenol /\/E >
N N

3.3.2 Autodocks Tools Arayiizii Kullanilarak Docking Hesaplamalarinin
Yapilmasi

ADT 4.2.2 arayiizii kullanilarak 6 adet enzim ve 24 adet ligandin molekiiler docking
hesaplamalar1 i¢in hazirlik islemleri gerceklestirilmistir. Hesaplama akisina
baslamadan 6nce enzimlerin ve ligandlarin .pdb uzantili dosya formatlari ayni klasére
kaydedilmistir. AutodockTools 1.5.6 programi agilarak gergeklestirilen tiim adimlar
her enzim ve ligand i¢in ayr1 ayri uygulanmistir. ilk olarak, ligandin .pdb uzantili
formati agilmis ve Gasteiger yiikii eklenerek polar olmayan H atomlar ¢ikartilarak
ligandlar .pdbq dosya formatinda kaydedilmistir. Ardindan enzimlerin .pdb formatlh
dosyalari ¢agirilmis ve ilk olarak H atomlar1 eklenerek, Kollman yiikleri eklenmis ve
son olarak polar olmayan H atomlar1 ¢ikartilarak .pdbq formatinda kaydedilmistir.
AD#4’iin hesaplamalar1 i¢in kullandig1 .pdbqt dosya formatlari enzim ve ligandlarin
.pdbq formatlarindan doénme (torsion) acilar1 eklenerek kaydedilmistir. Enzim ve
ligandinin .pdqt uzantilar1 birlikte agildiktan sonra aralarinda olusacak kompleksin

baglanma boélgelerini gosteren  Grid haritalarinin  olusturulmasi i¢in  AutoGrid
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programi kullanilmistir. Grid kutular1 (gridboxs) acilarak x, y, z kartezyen
koordinatlar1 60x60x60 olarak, koordinatlar arasi uzaklik (gridspace) ise 0.307 A
olarak belirlenmistir. Her etkilesim i¢in bu parametreler kullanilarak grid parametresi
dosyas1 .gpf uzantisiyla kaydedilmistir. Daha sonra docking hesaplamalar1 icin
kullanilacak olan arama algoritmas1 “Lamarkian Genetik Algoritma” segilerek her
hesaplama i¢in program algoritma tekrarlama sayisi (number of GA runs) 750
belirlenmistir. Ardindan docking hesaplamalar1 i¢in temel olan docking parameter
dosyasi .dpf olarak kaydedilmistir (Morris vd., 2009). Hazirlik islemleri bittikten sonra
“komut istemi” kullanilarak “autogrid4.exe -p 1.gpf -1 1.glg& ve autodock4.exe -p
1.dpf -1 1.dlg&” komutlar1 yazilarak docking hesaplamalar1 baslatilmistir. Daha sonra
analiz edilen sonuglarin “complex” dosyalar1 kaydedilerek, enzim-ligand etkilesimleri

Discovery Studio Visualizer programi kullanilarak gézlemlenmistir.

3.3.3 Enzim-Ligand Etkilesimlerinin Gériintiilemelerinin Incelenmesi

Enzim ve ligand etkilesimleri Discovery Studio Visualizer programi kullanilarak
enzim ve ligand etkilesimlerinin goriintiilemeleri, etkilesimde bulunduklar1 aminoasit

kalintilar1, yaptiklar1 bag tipleri ve bag uzunluklar1 gézlemlenmistir.

3.4 Molekiillerin Tla¢ Benzerlik, ADME Cahsmalar

Molekiillerin farmakokinetik, fizikokimyasal 6zellikleri gibi  ADME profillerinin
belirlenmesi i¢in kullanilan &nemli parametreleri, ilag benzerlik &zelliklerinin
degerlendirilmeleri SwissADME, ADMETIab 2.0 web sunucular1 kullanilarak
yapilmistir. SwissADME ve ADMETlIab 2.0 web siteleri iizerinden SMILES bilgisi

kullanilarak tahmin gerceklestirilmistir.

3.5 Protox-II1 Kullanilarak Toksikolojik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Toksikoloji tahmini i¢in web sitesi lizerinde “Tox Prediction” sekmesi secilmis ve

daha sonra molekiillerin SMILES bilgileri kullanilarak tahmin yapilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1 STP ve SEA Araclan Kullanilarak Yapilan Biyoaktivite Analizi’nin Sonug¢lari

STP ve SEA araglar1 kullanilarak gergeklestirilen analizler sonucunda etken
maddelerin hedefleyebilecegi pek ¢ok molekiil ya da enzim saptanmistir. Bunlar
arasinda literatiir aragtirmalari sonucunda STP’de organizma sadece H. sapiens olarak
secilirek calisilirken SEA’da organizma filtelemesi yapilmadan caligilarak elde edilen
sonuglar R. rattus (si¢an), Equus caballus (at) tiirleri ile ortolog olan enzimler se¢ilmis
ve Alzheimer hastalig: ile iligkili olanlar molekiiler docking analizleri sirasinda
kullanilmistir. Tablo 4.1°de etken maddeler ve AH ile iligkili oldugu diisiiniilen hedef

molekiiller verilmistir.

4.2 Molekiiler Docking Analizi Bulgular:

Toplamda 24 tane molekiil ve ilaglar ile 6 enzim hedeflenerek ¢alisilmistir. Tablo 3.2-
3.3 “de belirtilen molekiillerin Autodock 4.2.2 programi kullanilarak gergeklestirilen
molekiiler docking analizi bulgular1 Tablo 4.1-4.3’de gosterilmektedir. Arastirma
bulgularina gére, AChE enzimi ile en yiiksek baglanma afinitesi -9.96 kcal/mol
baglanma enerjisi ile CADOPA arasinda; BChE enzimi ile -9.46 kcal/mol baglanma
enerjisi ile CADOPA arasinda; BACEI enzimi ile en yiiksek baglanma afinitesi -6.91
kcal/mol baglanma enerjisi ile VA2-AFL arasinda; GSK38 enzimi ile en yiiksek
baglanma afinitesi -7.68 kcal/mol baglanma enerjisi ile CAVAL arasinda; HDAC2
enzimi ile en yiiksek baglanma afinitesi -8.36 kcal/mol baglanma enerjisi ile CA2-AFL
arasinda; HDACG6 enzimi ile en yiiksek baglanma afinitesi -7.18 kcal/mol baglanma
enerjisi ile VA2-AFL arasinda gergeklesmistir. Aday etken maddelerin Biyoaktivite
Analizi sonucu hedeflenen enzimleri ile aralarinda olusan komplekslerin baglanma
paketleri sonucu olusan konumlar1 ve etkilestigi aminoasit kalintilart Sekil 4.2-

4.20lerde gosterilmektedir. Aday etken maddelerin hedef enzimleriyle olusturduklari
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komplekslerde H-bag1 kurarak etkilestigi aminoasit kalintilar1 Tablo 4.4’te

gosterilmektedir.

Tablo 4.1 FDA Tarafindan Onayl ilaglar ve Hedef Enzimlerinin Molekiillerin

Docking Sonuglar1

ila¢ etken maddeleri Hedef Enzimler

AChE BChE BACE1 GSK38 HDAC2 HDAC6
Donezepil -8.77 - - - - -
Galantamin -9.77 -8.0 - - - -
Vorinostat - - - - -8.05 -7.52

Tablo 4.2 Sinnamaldehit tiirevi sentezlenen molekiillerin Biyoaktivite Analizi

Sonucu Hedeflenen Enzimleri ve Molekiillerin Docking Sonuglari
Baglanma Enerjisi (kcal/mol)

Hedef Enzimler

AChE BChE BACE1l GSK38 HDAC2 HDACG6
Etken Madde
Schiff baz tiirevleri
CA2-AFL -8.9 ! -6.52 -7.37 -8.36 -
CA3-AFL -8.0 -6.77 -4.16 - -6.5 -
CA4-AFL -7.18 -7.05 - -6.26 - -
CADOPL -8.21 -8.33 -5.57 -7.5 -7.68 -7.77
CAVAL - - - -7.68 - -
CAAML ! ! ! ! ! !
CAHISL -8.59 - - - - -
Sekonder amin tiirevleri
CA2-AFA - - -5.00 -7.40 - -
CA3-AFA - - -4.00 - - -
CA4-AFA - - - ! - -
CADOPA -9.96 -9.46 - - - -
CAVAA -9.67 -8.18 - - - -
CAAMA - - - - - !
CAHISA -8.19 -6.21 - - - -

Program ¢alistirmad,. - Hedef olarak bulunmadi

Tablo 4.3 Vanilin tiirevi sentezlenen molekiillerin Biyoaktivite Analizi Sonucu

Hedeflenen Enzimleri ve Molekiillerin Docking Sonuglari
Hedef Enzimler

Etken Madde AChE BChE BACE1 GSK38 HDAC?2 HDACS6
Schiff baz tiirevleri

V2-AFL -7.18 (SEA) -8.02 (SEA) -6.91 - -7.16 -
V4-AFL -7.93 (SEA) -6.8 (SEA) -6.31 - -6.24 -
VDOPL -7.14 (SEA) -8.56 (SEA) - -7.13 - -
VAML -7.05 (SEA) -6.71 (SEA) - - - -
VHISL -8.26 -6.36 -7.46 6.72 - -4.98
Sekonder amin tiirevleri

V2-AFA -7.5 (SEA) -8.07 (SEA) - -7.51 - -
V4-AFA -7.71 (SEA) -8.2 (SEA) - - - -
VDOPA -9.46 (SEA) -8.95 (SEA) - - - -
VAMA -7.24 -6.49 (SEA) - -6.87 - -7.06
VHIiSA -8.55 (SEA) -6.43 (SEA) - - - -
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Tablo 4.4 Molekiillerin hedef enzimleriyle olusturduklar1 komplekslerde H-bagi
kurarak etkilestigi aminoasit kalintilari

AChE BChE BACE1 GSK38 HDAC?2 HDAC6
Donezepil Asp74
Ser203 - - - - -
Tyr337
Galantamin Asp74 Glyl16
Tyrl24 Gly117
Glu202 Tyrl28 - - - -
Tyr337 Ala199
His438
Vorinostat - - - - Tyr29 Argl1155
Aspl8l Tyrl184
Asp269
Schiff baz tiirevleri
CA2-AFL Asp74 ! Thr232(2) Arg223 Met35 -
Gly82 116228 Pro37
CA3-AFL Glu2020 Gly116 - - Alal91 -
His438 Pro344
Gly439
CA4-AFL Trp86 Thr122 - Arg123 - -
Serl25 Tyrl22 Asp260
Glu202 Tyrl28
CADOPL - Gly117 Tyrld GIn265 Alall9 Cys1153
Gly118 Arg223(2) Lys149 Met1161
Alal99 Leul162
CAVAL - - - Arg220 - -
Asp260
GIn265
CAAML ! ! ! ! ! !
CAHISL Glu202 - - - - -
His447
Sekonder amin tiirevleri
CA2-AFA - - Gly230 Asp260 - -
Thr232(2) GIn265
CA3-AFA - - Gly230 - - -
Thr232
CA4-AFA - - - ! - -
CADOPA Gly82 Trp86 - - - -
Glu202(2) Thr122
Tyr337 Tyrl28
Trp439
CAVAA Ser125 - - - - -
Tyrl24(2)
Glu202(2)
Tyr337
CAAMA - - - - - !
CAHISA Glu202 Gly115 - - - -
His447(2)
Tyrd49(3)
Schiff baz tiirevleri AChE BChE BACE1 GSK38 HDAC2 HDAC6
Gly120 Gly116(2) Lys9 - - Argl15
Tyr124 Thr120 Ser10 Trpl1182
V2-AFL Glu202 Thr128 Gly11 Tyrl184
Ser198 Gly13 Tyrl189
Thr232
Arg307
Glu339
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Tablo 4.4 (devam1)

Tyr72 GIn67 Trp1143
V4-AFL Asp74 Prog84 Cys1153
Serl25 Glu197 - - - Arg1155
Glu202 His438(2) Met1161
His447 Tyrl184
GIn1187
GIn71 Asp70 Ser219
Tyr72 Gly78 - Arg220(2) - -
VDOPL Val73 Ser79 Tyr222
Asn87 Trp82 Gly253
Pro88 Ser198 Asp260
Tyr124 Ala199
Glu202 Trp231(2)
His447 Trp430
Tyrd40
Asp74 Asp74
Gly121 Tyrl24 - - - -
VAML Gly122 Glu202
Tyrl24 Ser203 (2)
Glu202
Ser203 (2)
His447
Tyrl24 Gly116 Gly34 Asn37 Ser215 - Trp1143
Serl25 Gly117 11e126 Alal27  Arg220 Gly1154
VHISL Tyr337 Ala199 Arg223 (2) GIn1187
His447 His438 Leu227 Tyrl189
Tyrd49 11e228 Asp60
Sekonder amin tiirevleri
Gly120(2) Gly1117 Cys218
Gly126 Glu197 - GIn265 - -
V2-AFA Alal27 Ser198
Tyrl33 His438
Glu202 Gly 439
Tyr337
Tyr72 Gly116 - - - -
Asp74 Pro285
V4-AFA Pro8s His438
Serl25
Glu202
Ser203
His447
Trp86 Gly116
Tyrl24 Gly117 - - - -
VDOPA Ala127 Gly121
Tyrl33 Thr122
Glu202 Tyrl28
Glu197
Ala199
Tyr72 Ser198 Asp260 Cys1153
Asp74 Leu286 - Cys218(2) - Argl155
VAMA Trp86 Ser287 Leul162
Tyrl24 Tyr1189
Serl25
Glu202
Ser203
Gly82 Asn83 - - - -
VHISA Tprs6 Prog4
Gly121(2) Gly115
Glu202 Gly121
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Sekil 4.1 Donezepil, Galantamin ve Vorinostat’in hedeflenen enzimleri ile
olusturdugu etkilesimler ve etkilestigi aminoasit kalintilari

BACEI] o1y
THR
L) €T AT?SRZ A:231
A1 Ai232 37
AChE F% 373 .
A5 H
i j
¢ : 7.39 A~
- 535 549 ¢ 09 |
3.05 s & 4‘82
) 845 ggp—0335 Atdo A S5 .

>
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3.
>,
W
w
or
(9]
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Jut] A4
5 Lys A:230
A9 g'—f} LEU
: A:30
- i HDAC2
Bids B15S  glfs s
B :
HIS 8:35 _eé.gs
GSK3ﬁ 8:14 $.72,
5T9 32
His 47850
B 8:145 §I55C, >
N 4.92 |
_— s 6.53 4.98
SN 8156
4.55 4 40 2.98 Q/ B:265 - LEY, ”'ZE 6.16 B‘:\{'ﬁl
: H Sy, 8305 ILE
1.85 306 8:40
p PHE
ARG ék 223 : B:114
B:220 QRGNS ILE. £R
2 B:228 B:118

Sekil 4.2 CA2-AFL’nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilari
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Sekil 4.3 CA3-AFL’ nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilari

AChE BChE
Al
: GLY. SER TYR
A48 A203  PHE Gl I PH A114
AEY . 9 A338 A2 A 5% GLY
Gly. A133 A:427 P JHR
s GLlY A122
o A120 HE, p 452
A:29 A:398 4 LEY,
.4.923.96 2 It A125
: 472 afoi
o ¥ 4 Tv§ 686 5.70 &y 4.8?3?63
' TR, Al N %
s, 4 AT98  ALA THED
3.80 5.04 &, A:337 fui P Fars f
\ ' A117 P
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A28 202 A5, A:197
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SER
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_ 8218 &% A28
B26 B:259
; ARG
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o ) ot
T %o 6555
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I ARG
A 538 ' B:223 |
A:260

Sekil 4.4 CA4-AFL’ nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilart
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Sekil 4.5 CADOPL’1n hedeflenen enzimleri ile olusturdugu
etkilestigi aminoasit kalintilari

etkilesimler ve

ILE £50;
| . A202
CAVAL B:228 CAHISL ’ C3-AFA
GSK3p -
AChE : BACEI
328 yis
s, v 474447 ARG, & Kb
" s - ) A235 &iv
¢ T’:m A48 SER
387378 W38/ 496 A3 R - w5k
4.48 o 5.97
y A:HIP
08 b @ ey a Afh
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"3.90
B ~som R :
A1 Stacked % Gy
rcanon = ] et 13

Sekil 4.6 CAVAL, CAHISL ve CA3-AFA nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu
etkilesimler ve etkilestigi aminoasit kalintilar

ILE
GSK3f % T
BACEI 2
GLN : ARG
A5 A73 =y A B:220 {Bs,
GLY THR A:223 CYS, 3
A:230 A:231 B:218 413
SER ' . ADT6 382 2360 ILE
A:229 Fary ' : ! 82 A26% | A:228
GLy, ™ : ARG :
A3 } A:235 LY,
TYR B:262 H.. 219
A:14 H s
s, paly)
wd A218 SR
(A ARG
THR ASN SER 3 ASp Ai220
A232 A233 B:261 2y %9
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A:ll ASP
8:260
[ #+00car g bond
R—— B 5o
M Urfovorable Dcror-Doror [ pramt Interactions
[E5] ven der Waals B Frcoion
B Convensonal Hydrogen Bond [ A

Sekil 4.7 CA2-AFA’nin hedeflenen enzimleri olusturdugu etkilesimler ve etkilestigi
aminoasit kalintilar
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B Conventional Hydrogen Bond
[T] carbon Hydrogen Bond

B P-Pi Stacked
B PP T-shaped

ALA
A:328

Interactions

B conventional Hydrogen Bond

I Fi-Pi Stacked

[ pi-alkyl

Sekil 4.8 CADOPA’nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilari

Interactions

[ ven der wasls

| Conventional Hydrogen Bond
[ arbon Hydrogen ond

I Psigme
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MET 1| Wy
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415 ‘ M [
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A439 e WY
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ILE
A:442
Interactions
] van der waals B F-piT-shaped
B conventional Hydrogen Bond [ At

[] carbon Hydrogen 8ond
Bl P-sigma

[ Praiy

Sekil 4.9 CAVAA’nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilari

idds

>,

B #iden Stacked

BChE

Interactions

[ conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.10 CAHISA nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilar
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Sekil 4.11 VA2-AFL’nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalitilart
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Sekil 4.12 VA4-AFL nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilar

Gl
> Asp
A5th A5
Interactions
Interactions [ conventional Hydrogen Bond B PP T-shoped
[ conventional Hydrogen Bond I Feistacked ] Carbon Hydrogen Bond [ pramy
[ carbon Hydrogen Bond [ praky [ PrDonor Hydrogen Bond

Sekil 4.13 VDOPL nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilar
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Interactions

AF:5I§8 [ van der waals I Fi-Pi T-shaped
s B8] conventional Hydrogen Bond I Amide-Pi Stacked
[ conventional Hydrogen Bond I Fi-Pi T-shaped [ carbon Hydrogen Bond [T Akt
[] carbon Hydrogen Bond [ Praky I unfavorable Acceptor-Acceptor [ pirakyl

Sekil 4.14 VAML nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve etkilestigi
aminoasit kalintilari

A:69
[ conventional Hydrogen Bond B Pr-# T-shaped
[ conventional Hydrogen sond I Amide-piStacked [~ Carbon Hydrogen Bond 0 Ayt
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HIS
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e
Carbon Hycrogen Bond peat PP T-shaped
= - [ carbon Hydrogen sond [ Pt

Sekil 4.15 VHISL 1n hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve etkilestigi
aminoasit kalintilari
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Sekil 4.16 V2-AFA’nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilari
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Sekil 4.17 V4-AFA’nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilari
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Sekil 4.18 VDOPA nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilart
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Sekil 4.19 VAMA 'nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilari
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Sekil 4.20 VHISA ’nin hedeflenen enzimleri ile olusturdugu etkilesimler ve
etkilestigi aminoasit kalintilari

4.3 Molekiillerin ila¢c Benzerlik, ADME ve Toksikoloji Bulgular

Etken maddelerin ve AH igin FDA tarafindan onaylanan ilaglarinin (donezepil,
neostigmin, rivastigmin, galantamin) ADMETIab web sitesi lizerinden elde edilen
farmakokinetik 6zellikleri ve ADME bulgular1 Tablo 4.4-4.5 ‘lerde gosterilmektir.
Biitiin molekiillerin GIS’ten yiiksek emilimi oldugu ve VHISA ’nin KBB’den gegisinin
zay1f oldugu ama diger molekiillerin gecebildikleri belirlenmistir. Bir molekiiliin ilag
aday1 olabilmesi i¢in lipofilisitenin saptanmasi amaciyla kullanilan LogP, 5’ten kiigiik
olmali, molekiiler agirligi <500; H-bagi alici sayis1 <10; verici sayisi >5 olmasi
beklenirken, TPSA degeri 6zellikle SSS’den gegcmesi hedeflenen ilaglar igin 60-70;
suda ¢oziintirliigiin gostergesi olarak LogS (suda ¢oziiniirliigiin logaritmasi) ‘in ¢ogu
ilag i¢in -1 ile -5 arasinda degistigi; plazma proteinlerine baglanma kapastesini ifade
eden PPB <%90; hiicre zarindan gecirgenlikle iligkili olan Caco-2 gegirgenligi >-5.15
Log/unit; ilaglar i¢in 6nemli bir indeks olan VD 0.04-20L/kg araliginda olmasi;
yartlanma omrii olan t % 3 saatten uzun olmamasi gerektigi bildirilmektedir. Tablo

4.4-4.5te molekiillerin belirtilen sinirlar igerisinde oldugu gortilmektedir.

Molekiillerin ADME karakterlerinin degerlendirildigi bir bagka platform olan
SwissADME web sitesi lizerinden elde edilen radar goriintiileri Sekil 4.21°de yer
almaktadir. Fitokimyasallardan sinnemaldehit Schiff bazlar1 olan CAHISL ve
CAAML; sinnamaldehit sekonder amin tiirevleri olan CADOPA, CAAMA ve
CAHISA; vanillin Schiff bazlar1 olan VDOPL, VAML ve VHISL; vanillin sekonder
amin tiirevleri olan VDOPA, VAMA ve VHISA lipofilisite, boyut, esneklik,
¢Oziinlirliik, polarite ve saturasyon parametlerinin hepsi i¢in uyumlu olup tiim

parametreler i¢in pembe alanin icerisinde konumladigi goriilmektedir. Ancak diger
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Schiff baz ve sekonder amin tiirevi molekiiller bu parametrelere uymamakta olup
pembe alan digina tagsmislardir. Bunlara ek olarak kullanilan biitiin fitokimyasallarin

Lipinski’nin 5 kuralina uydugu goriilmektedir (Tablo 2.2).

Hedef molekiillerin ve AH i¢in FDA tarafindan onaylanan ilaglarinin (donezepil,
neostigmin, rivastigmin, galantamin) ProTox-II web sitesi kullanilarak gergeklestirilen
toksikoloji analiz bulgular1 Tablo 4.6’da belirtilmektedir. Etken maddelerin LD50
degerleri kullanilarak belirlenen toksikoloji smiflarinin III-V arasinda degistigi
belirlenmistir. CA2-AFL, CA3-AFL, CA4-AFL ve CADOPL’1n toksikoloji siniflar
V olarak belirlenmis olup bu da toksikoloji siniflar1 sinif IV olan donezepil ve
rivastigminden, sinif III olan galantaminden ve smif II olan neostigminden daha az
toksik olduklarin1 gostermektedir. Ayrica CA2-AFL, CA3-AFL, CA4-AFL, CA4-
AFA, V2-AFL, V4-AFL, V4-AFA’nin mutajen, CAVAL, CAVAA, VA2-AFL, VA4-
AFL, VDOPL, VHISL, V2-AFA, V4-AFA, VHISA’nin immiintoksik, CAAMA,
VAML, VDOPA ve VAMA nin kanserojen oldugu saptanmustir.

Tablo 4.5 Molekiillerin Farmakokinetik Ozelliklerinin Admetlab 2.0 ile Analizi

Etken Madde Molekiiler nHA nHD TPSA(A?) LogS LogP LogD(pH=7.4)
Agirhk

Ilac etken maddeleri

Donezepil 379.21 4 0 38.77 -4.307 4191 3.631
Rivastigmin 250.17 4 0 32.78 -1.999 1.999 1.765
Neostigmin 223.14 4 0 29.54 0.598 -1.85 -1.115
Galantamin 287.15 4 1 41.93 -1.243 1.389 0.952
Sinnamilaldehit Schiff baz tiirevleri

CA2-AFL 223.1 2 1 32.59 -2.906 3.563 3.601
CA3-AFL 223.1 2 1 32.59 -4.145 3.705 3.603
CA4-AFL 223.1 2 1 32.59 -2.512 3.38 3.408
CADOPL 267.13 3 2 52.82 -3.669 3.291 3.468
CAVAL 267.13 3 1 41.82 -4.222 3.368 3.569
CAAML 216.13 3 0 24.83 -3.922 2.613 2.738
CAHISL 225.13 3 1 41.04 -3.275 2.225 2.551
Sinnamilaldehit sekonder amin tiirevleri

CA2AFA 225.12 2 2 32.26 -3.073 3.076 3.43

CA3-AFA 225.12 2 2 32.26 -2.834 3.022 3.272
CA4-AFA 225.12 2 2 32.26 -2.868 3.03 3.229
CADOPA 269.14 3 3 52.49 -2.342 2.145 2.946
CAVAA 269.14 3 2 41.49 -1.844 24 3.029
CAAMA 218.14 3 1 24.5 -0.999 1.342 1.86

CAHISA 229.16 3 2 36.42 -0.987 0.867 1.48

Vanilin Schiff baz tiirevleri

V2-AFL 243.09 4 2 62.05 -2.6 2.469 2.469
V4-AFL 243.09 4 2 62.05 -2.241 2.233 2.535
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Tablo 4.5 (devami)

VDOPL 287.12 5 3 82.28 2.722 2.14 2.544
VAML 236.12 5 1 54.29 -1.632 0.421 0.939
VHISL 245.12 5 2 70.5 -1.891 0.944 1.024
Vanilin sekonder amin tiirevleri

V2-AFA 245.11 4 3 61.72 -2.678 2.198 2.749
V4-AFA 245.11 4 3 61.72 -2.4 1.972 2.461
VDOPA 289.13 5 4 81.95 -2.012 0.828 1.835
VAMA 238.13 5 2 53.96 0.137 0.027 0.824
VHISA 247.13 5 3 70.17 -0.253 0.275 0.339

nHA:H-bag: alicisi, nHD:H-bag1 donor sayisi, TPSA:Topolojik Polar Yiizey Alani, LogS:Suda Coziiniirliigiin Logaritmast,
LogP:Lipofilisitenin Logaritmast LogD:Dagilim Katsayisinin Logaritmas1

Tablo 4.6 Molekiillerin ADME Ozelliklerinin Admetlab 2.0 ile Analizi

Absorbsiyon Dagilim
Caco-2 HIA PPB VD KBB
Gegirgenligi

Ilac etken maddeleri
Donezepil -4.793 0.003 87.74% 1.589 0.975
Rivastigmin -4.887 0.035 25.58% 1.166 0.95
Neostigmin -5.245 0.985 9.033% 1.139 0.417
Galantamin -4.584 0.008 19.52% 2.767 0.998
Sinnamilaldehit Schiff baz tiirevleri
CA2-AFL -4.87 0.009 97.70% 0.993 0.629
CA3-AFL -4.596 0.007 98.50% 0.66 0.52
CA4-AFL -4.89 0.014 96.84% 1.848 0.52
CADOPL -4.791 0.018 97.66% 0.656 0.107
CAVAL -4.681 0.008 98.61% 0.585 0.36
CAAML -4.486 0.004 89.47% 0.584 0.584
CAHISL -4.677 0.014 91.55% 1.329 0.639
Sinnamilaldehit sekonder amin tiirevleri
CA2-AFA -4.69 0.033 97.67% 0.777 0.571
CA3-AFA -4.843 0.124 96.82% 0.989 0.353
CA4-AFA -4.816 0.095 96.86% 0.88 0.375
CADOPA -5.08 0.114 85.42% 1.216 0.238
CAVAA -4.826 0.008 90.55% 1.009 0.387
CAAMA -4.442 0.005 62.65% 0.642 0.934
CAHISA -5.612 0.021 70.99% 1.369 0.76
ila¢ etken maddeleri
Donezepil -4.793 0.003 87.74% 1.589 0.975
Rivastigmin -4.887 0.035 25.58% 1.166 0.95
Neostigmin -5.245 0.985 9.033% 1.139 0.417
Galantamin -4.584 0.008 19.52% 2.767 0.998
VAML -4.581 0.021 69.03% 1.176 0.423
VHISL -4.913 0.012 67.47% 1.363 0.396
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Tablo 4.6 (devami)

Vanilin sekonder amin tiirevleri

V2-AFA -4.631 0.01 97.30% 0.557 0.153
V4-AFA -4.715 0.022 96.67% 0.66 0.066
VDOPA -5.13 0.154 56.80% 1.291 0.036
VAMA -4.36 0.006 20.28% 1.036 0.344
VHISA -5.028 0.042 20.29% 1.964 0.706
Etken Madde Metabolizma Atlhim

CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 CL(klirens) T1/2(yarilanma
inhibitor Inhibitor inhibitor  inhibitor inhibitor omrii)

Ilac etken maddeleri

Donezepil 0.14 0.413 0.097 0.986 0.339 10.635 0.164
Rivastigmin 0.258 0.074 0.014 0.447 0.059 13.544 0.794
Neostigmin 0.028 0.024 0.003 0.005 0.005 9.514 0.954
Galantamin 0.09 0.033 0.01 0.906 0.022 4.169 0.54

Sinnamilaldehit Schiff baz tiirevleri

CA2-AFL 0.956 0.368 0.151 0.418 0.047 4.106 0.788
CA3-AFL 0.984 0.885 0.622 0.733 0.408 6.78 0.588
CA4-AFL 0.963 0.457 0.215 0.242 0.128 6.578 0.861
CADOPL 0.921 0.712 0.526 0.928 0.364 13.887 0.768
CAVAL 0.97 0.939 0.666 091 0.666 10.316 0.622
CAAML 0.965 0.619 0.229 0.013 0.05 7.878 0.477
CAHISL 0.98 0.844 0.196 0.899 0.889 12.299 0.88

Sinnamilaldehit sekonder amin tiirevleri

CA2-AFA 0.971 0.877 0.682 0.6 0.573 10.728 0.863
CA3-AFA 0.99 0.91 0.585 0.78 0.837 12.31 0.88
CA4-AFA 0.977 0.917 0.66 0.527 0.736 12.505 0.882
CADOPA 0.598 0.276 0.13 0.864 0.221 15.723 0.915
CAVAA 0.927 0.754 0.198 0.945 0.734 12.541 0.885
CAAMA 0.535 0.141 0.027 0.018 0.123 10.348 0.469
CAHISA 0.027 0.046 0.002 0.044 0.017 8.007 0.395
ilag etken maddeleri

Donezepil 0.14 0.413 0.097 0.986 0.339 10.635 0.164
Rivastigmin 0.258 0.074 0.014 0.447 0.059 13.544 0.794
Neostigmin 0.028 0.024 0.003 0.005 0.005 9.514 0.954
Galantamin 0.09 0.033 0.01 0.906 0.022 4.169 0.54
Vanilin Schiff baz tiirevleri

V2-AFL 0.954 0.221 0.546 0.614 0.334 6.99 0.919
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Tablo4.6 (devami)

V4-AFL 0.931 0.199 0.345 0.372 0.586 9.419 0.922
VDOPL 0.687 0.101 0.261 0.396 0.14 15.291 0.915
VAML 0.699 0.053 0.043 0.033 0.118 7.415 0.877
VHISL 0.795 0.275 0.132 0.834 0.797 12.536 0.928

Vanilin sekonder amin tiirevleri

V2-AFA 0.84 0.78 0.614 0.808 0.615 13.447 0.924
V4-AFA 0.814 0.792 0.586 0.592 0.0821 13.689 0.922
VDOPA 0.301 0.216 0.066 0.628 0.096 19.272 0.921
VAMA 0.049 0.086 0.013 0.089 0.121 11.261 0.817
VHISA 0.13 0.345 0.044 0.904 0.801 12.589 0.935
DngneZEPii” _ERivasligmilT Ne’li;vtigminm nGalantamm CAZ'/”' L L CA3-AF L .. G44-AFL_ -
. cAamL " camisL Cq2-AFA CA3- AFA T X CM.AFA ‘
cAAMA ,., CAHISA V2 AFL” V4 AFL T vporL
V2-AFA 18 Va-AFA" vDoPA VAMA _, _ VHisa ”

B B "ﬁj B 8 B

Sekil 4.21 Molekiillerin SwissADME Radar Goriintiileri. (FLEX: Flexibity
(Esneklik), INSOLU: Solubity (Coziiniirliik), SIZE: Boyut, POLAR:Polarlik derecesi,

LIPO: Lipophilicity (Lipofilisite), INSATU: Saturation (Doygunluk)
Tablo 4.7 Molekiillerin Protox-1I Analiz Bulgulari
Etken LDso mg/kg Hepatoksisite Karsinojenite Immunotoksisite Mutajenisite Sitotoksisite
maddeler ve
Toksikoloji
Sinifi
Donezepil 505 mg/kg Inaktif Aktif Aktif Inaktif Aktif
Smf IV
Rivastigmin 1000 mg/kg Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif
Smuf IV
Neostigmin 7mg/kg-Simf Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif
Il 85mg/kg-
Galantamin Simif 11 Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif

Sinnamilaldehit Schiff baz tiirevleri

CA2-FL 2800mg/kg- inaktif naktif naktif Aktif inaktif
Simif V

CA3-AFL 2800mg/kg- inaktif inaktif naktif Aktif inaktif
Smif V
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Tablo 4.7 (devam)

CA4-AFL 2800mg/kg- Inaktif Inaktif Inaktif Aktif Inaktif
Simf V

CADOPL 2859mg/kg- Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif
Siif V

CAVAL 1560mg/kg- Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif
Simif IV

CAAMA 1012mg/kg- Inaktif Aktif Inaktif Inaktif Inaktif
Simif IV

CAHISL 270mg/kg Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif
S f 11T

Sinnamilaldehit sekonder amin tiirevleri

CA2-AFA 1450mg/kg- Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif
Smf IV

CA3-AFA 1450mg/kg- Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif
Simif IV

CA4-AFA 1450mg/kg- Inaktif Inaktif Inaktif Aktif Inaktif
Simf IV

CADOPA 500 mg/kg- Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif
Simf IV

CAVAA 841 mg/kg- Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif
Simf IV

CAAMA

CAHISA 450 mg/kg- Inaktif naktif naktif Inaktif Inaktif
Smuf IV

Donezepil 505 mg/kg Inaktif Aktif Aktif Inaktif Aktif
Simf IV

Rivastigmin 1000 mg/kg Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif
Simif IV

Neostigmin 7mg/kg-Simf Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif Inaktif

]

Galantamin 85mg/kg- Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif
S f 11T

Vanilin Schiff baz tiirevleri

V2-AFL 563 mg/kg- Inaktif Aktif Aktif Aktif Inaktif
Simf IV

V4-AFL 500 mg/kg- Inaktif Aktif Aktif Aktif Inaktif
Simf IV

VDOPL 900mg/kg- Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif
Smf IV

VAML 1800mg/kg- Inaktif Aktif Inaktif Inaktif Inaktif
Smf IV

VHISL 1000mg/kg- Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif
Smf IV

Vanilin sekonder amin tiirevleri

V2-AFA 290 mg/kg- Inaktif naktif Aktif Inaktif Inaktif
S f 1T

V4-AFA 400 mg/kg- Inaktif naktif Aktif Aktif Inaktif
Simf IV

VDOPA 400mg/kg- Inaktif Aktif Inaktif Inaktif Inaktif
Smf IV

VAMA 575 mg/kg Inaktif Aktif Inaktif Inaktif Inaktif
Smuf IV

VHISA 400mg/kg- Inaktif Inaktif Aktif Inaktif Inaktif
Smuf IV
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BOLUM V

TARTISMA

Bu tez caligmasinda ilk olarak sinnamaldehit ve vanilin fitokimyasallarinin Schiff
bazlart ve sekonder amin tiirevlerinin “Swiss Target Prediction” ve “SEA”
veritabanlar1 kullanilarak biyoaktivite analizleri gergeklestirilmistir. Biyoaktivite
analizleri sonucunda AH ile iliskili oldugu literatiir verilerinden belirlenen enzimler
ile ilgili molekiillerin Autodock 4.2.2 yazilmi kullanilarak molekiiler docking
caligmalart yapilmis ve enzim-ligand kompleksinin serbest baglanma afiniteleri ve
etkilesime girdigi aminoasit kalintilar1 belirlenmistir. Tez ¢alismasinin  son
asamasinda, ligand olarak kullanilan molekiillerin farmakokinetik, ADME ve
toksikoloji analizleri SwissADME, ADMETIlab ve Protox-1I web sitelerinin

veritabanlari kullanilarak yapilmistir.

Alzheimer hastaligin ilk teshis edilmesinin {izerinden 115 y1l gegmis olmasina ve her
yil yaklasik 7.7 milyon hastaya AH teshisi konulmasina ragmen hastalik i¢in hala etkili
bir tedavi bulunmamaktadir (Cummings vd., 2018; Yiannopoulou ve Papageorgiou,
2020). AH’nin temel tedavi stratejisinde, kolinerjik hipoteze dayali olarak gelistirilen
kolinerjik ajanlar yer almaktadir (Hampel vd., 2018). Azalan kolinerjik iletimi
arttirmak i¢in kullanilan ChE inhibitorleri, asetilkolinin neden oldugu intrasinaptik
yikimi geciktirmek ve etkisini uzatmak i¢in kullanilmaktadir (Dou vd., 2018). Fakat
bu inhibitorlerin tesir gosterebilmesi saglikli kolinerjik ndron miktartyla iliskili olup
sadece hastaligin hafif ve orta evrelerinde kullanilabilmektedirler (Francis vd., 1999;
Nygaard, 2013). Hastaligin ileri sathalarinda kullanilamamalar1 ve doza bagli olarak
cesitli yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi yeni kolinesteraz inhibitorlerine gereksinim
oldugunu gostermektedir (Nygaard, 2013). Kolinesteraz inhibitorlerine ek olarak daha
once klinik calismalar1 durdurulan ancak 2021°de FDA tarafindan sartli olarak

onaylanan “adacanumab™in hastaligin erken evrelerinde kullaniminin dnerilmesi, su

70



an i¢in tedavinin ne zaman sonlandirilacaginin bilinmemesi ve ilacin amiloid miktarin
azaltirken genel faydasinin heniiz bilinmiyor olusu gibi bilinmezlikleri bulunmaktadir
(Alexander ve Kesselheim, 2021). Hastaligin bir diger tedavi stratejesi olarak heniiz
Klinik onay alan bir ilag bulunmasa da amiloid plaklarin hedeflendigi BACE
inhibitorleri ve hiperfosforile taularla iligkili olarak GSK3B inhibitorleri
kullanilmaktadir (Hernandez vd., 2002; Awasthi vd., 2016; EI Kerdawy vd., 2019; Xu
vd., 2019). Farkli ¢alismalarda histon deasetilasyonunun AH patogeneziyle iliskili
oldugu ve HDAC inhibitorlerinin hastaligin bir diger tedavi stratejisi olabilecegi
belirtilmektedir (Govindarajan vd., 2013; Choubey ve Jeyakanthan, 2018; Pulya vd.,
2021). Hastaligin tedavisi ile iligkili yeni bulgular g6z oniine alinarak, semptomatik
tedavilere ek olarak ya da bunlarla birlikte, AH nin altinda yatan sebeplerle korele
olarak farmakolojik bir ¢6ziim sunulmasi gerektigi ortadadir. Buradan yola ¢ikarak bu
tez ¢alismasinda “STP” ve “SEA” veritabanlar1 kullanilarak belirlenen biyoaktive
analizleri sonucunda AChE, BChE, BACE1, GSK3i3, HDAC2 ve HDAC6 enzimleri

hedef olarak secilmistir.

Klasik ilag tasarlama ve gelistirme siirecleri ¢ok fazla zaman ve maliyet kaybina yol
agmaktadir (Mullard, 2017; Dong vd., 2018). CADD, deneysel platformlardaki
calismalar i¢in optimal seviyedeki molekiilleri daha hizli belirleyerek ila¢ kesif
stireclerinin yol a¢tig1 maliyet ve zaman kaybinin 6nlenmesine dnemli derecede katki
saglamaktadir (Stanzione vd., 2021). Bu kayiplara ek olarak milyonlarca aktif bilesik
olmasina ragmen, son yillarda onaylanan yeni terapdtik ajan sayisinin %12 oraninda
azaldig1 gortilmektedir (DiMasi vd., 2016; Mullard, 2017; Dong vd., 2018). Bunun
nedenleri arasinda giivenlik eksiklikleri, biiyiik 6l¢iide farmakokinetik ve toksisite
sorunlart bulunmaktadir. Yeni ila¢ gelistirmedeki ilag basarisizliklarinin yaklagik
%20-40'min toksisite problemleri ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Bu yiizden
potansiyel ilag adayina bagli toksisite problemleri, klinik ¢alismalarda basarisizliklar
Onleyebilmek i¢in miimkiin oldugunca erken tanimlanmalidir (Algahtani, 2017).
Toksisite testleri i¢in ¢ogunlugu ila¢ veya kozmetik endiistrisinde olmakla birlikte
yilda yaklasik 100 milyon kemirgen hayvan deneylerde kullanilmaktadir (Drwal vd.,
2014). Ancak “Degistir, Azalt, Iyilestir (3R)” ilkeleri dogrultusunda, in vivo testlere in
vitro testler ve in silico tahminler dahil olmak {izere gesitli alternatif yontemlerin
gelistirilmesinin ve optimizasyonun 6nemi son yillarda giderek artmaktadir (Drwal

vd., 2014; Alves vd., 2018). Hayvan deneylerindeki etik kaygilarin yaninda deneysel
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yontemlerle tiim aday kimyasallarin toksisite potansiyellerinin test edilmesi zaman ve
maliyet kaybina neden olmaktadir (Zhang vd., 2020). Bu nedenler géz Oniinde
bulundurularak bu tez ¢alismasi kapsaminda, tasarlanan schiff bazlar1 ve sekonder
amin tlrevlerinin potansiyel biyoaktivite analizleri, hedefleriyle olusturduklar
komplekslerin baglanma afiniteleri ve farmakokinetik ve toksisite analizleri in silico

araglar kullanilarak gergeklestirilmistir.

Molekiillerimizin ~ hepsinin ~ aday  molekiillerin ~ ilag¢  potansiyellerinin
degerlendirilmesinde  siklikla  kullanilan Lipinski’nin 5 kuralina uydugu
goriilmektedir. Molekiillerin  agirliklart <500 olup bu da farmasoétiklerin
membranlardan difiizyon yoluyla gegebilecegini gostermektedir. Oral absorbsiyonda
kritik bir deger olan LogP degerleri (~3) tiim molekiiller i¢in belirtilen araliktadir (<5).
Molekiiller icin belirlenen LogP’leri ¢oziiniirliik ve gegirgenlik arasinda iyi bir
dengeye sahip oldugunu, oral absorpsiyonun optimal oldugunu ve genel olarak KBB
penetrasyonun iyi oldugunu gostermektedir. Zaten yapilan SwisSADME ve
ADMETIab analizleri de tiim molekiillerin KBB’ni gegebildiklerini ve GIS’ten
emilebildiklerini gostermektedir. Ayrica AH icin terdpatik ajan arayisindaki ana
parametrelerden biri olan KBB gecisi, Ma’larin 6zellikle <300 olmasi, TPSA
degerinin <90 A2 olmas1 ve artan H-bagi sayist ile iliskilidir. Tiim bu parametreler hem
Lipinski’nin 5 kurali ile hem de FDA tarafindan onayli AH ilaclar1 ile paralellik
gostermektedir. Bunlara ek olarak, su an piyasadaki ilag aktiflerinin en az %90’1 en
az bir CYP enzimi araciligiyla metabolize edilmektedir. Ilag metabolizmasinda
oldukga 6nemli olan CYP enzimleri ilag gelistirmenin erken asamalarindan incelenen
bir diger parametredir (Tsaioun ve Kates, 2011). Yapilan arastirmalarda
ksenobiyotikler dahil bir¢ok molekiiliin spesifik CYP enzimlerini inhibe ederek ilac-
ilag etkilesimlerine yol actig1 belirtilmektedir. Bu agidan bakildiginda ilag aday1
molekiillerin CYP enzimleri iizerindeki olast inhibisyonlarinin Onceden tahmin
edilmesi ilag-ilag etkilesimlerini 6nlemek adina Onem arz etmektedir.
Molekiillerimizin CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 ve CYP3A4 enzimleri
tizerindeki inhibisyon durumlari incelenmistir. VAMA’ nin incelenen hicbir enzimi
inhibe etmedigi; ancak CAVAA nin tiim enzimleri inhibe ettigi goriilmektedir. Ayrica
VAMA hari¢ tiim molekiillerin CYP1A2 enzimi {izerinde inhibisyon yaptiklari
saptanmistir. FDA tarafindan onayli bir AH ilaci olan ve tedavide su an en cok

kullanilan donezepilin CYP2D6 inhibitorii oldugu goriilmektedir. Ancak bizim
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fitokimyasallarimizdan CA2-AFL, CA3-AFL, CA4-AFL, V2-AFL, V4-AFL ve
VAMA’nin CYP2D iizerinde inhibisyon etkisi bulunmamaktadir. Atilimin belirleyici
faktorlerinden biri olan “klirens (CL)” degeri ADMETlIab veritabanina gore > 5 ise
uygun degere sahiptir. CA2-AFL (4.106) hari¢ tiim molekiiller bu degeri
kargilamaktadir. Ayrica FDA tarafindan daha 6nce onaylanmis olan takrinden (2.833)
daha iyi klirens degerine sahip olduklar1 goriilmektedir. Ek olarak, Ma<350 olan
molekiillerin temelde %90’dan daha fazlasinin {irin olarak atildigi belirlenmistir
(Hirom vd., 1976). Bizim molekiillerimizin de Ma’st <350 olup bu veriyle
ortiismektedir. Atilimin bir diger belirleyicisi T12 degeridir. ADMET]Iab algoritmasina
gore potansiyel bir ilag olarak degerlendirilecek bir fitokimyasalin T1/» degeri 3 saatten
uzun olmamalidir. Bizim molekiillerimizin hepsi 1 saatten daha kisa siirede metabolize

olmaktadirlar.

Ayrica biyoaktive analizi sonucu belirlenen hedef enzimler ve iliskili molekiillerin
genel olarak (CA2-AFA-BACE1, CA3-AFA-BACE1 ve VHISL-HDACG6 komplekleri
hari¢) molekiiler docking analizlerinde referans kabul edilen -6 kcal/mol baglanma
afinitesinden daha diisiik baglanma afinitesi ile baglandiklar1 goriilmektedir. Bu da
ligandlarimizin hedef enzimleriyle stabil bir kompleks olusturarak bunlari inhibe
edebildigini gostermektedir. EK olarak enzim-ligand stabilitesi i¢in olduk¢a 6nem arz
eden spesifik etkilesimler olan H-baglarinin olusan komplekste bir ya da daha fazla
sayida kurulmasi kompleks arasinda saglam bir etkilesim oldugunu gdstermektedir
(Shukla vd., 2019). Gergeklestirilen tiim etkilesimlerde en az 1 adet H-bag1 kurulmasi
da baglanma afinitelerinin yaninda genel olarak olusan komplekslerin stabil oldugunu
dogrular niteliktedir. Ayrica baglanma afiniteleri referans degerden daha yiiksek olsa
dahi CA2-AFA-BACE1’de 3 adet; CA3-AFA-BACE1’de 2 adet; VHISL-HDACS6
kompleksinde 4 adet H-bagi kurulmustur.

Bir sinnamaldehit Schiff bazi tiirevi olan CA2-AFL’nin hedef enzimlerinin AChE,
BACEI1, GSK3B ve HDAC2 oldugu belirlenmistir. Autodock 4.2.2 yazilimi ile
gerceklestirilen docking analizi sonucunda, HDAC2 enzimine -8.36 kcal /mol afinite
ile en diisiik baglanma enerjiyle baglandigi goriilmiistir. FDA onayli AChE
inhibitorleri olan “donezepil” ve “galantamin” ile Asp74, Trp86 ve Tyr337 aminoasit
kalintilar1 ile olmak tizere benzer etkilesimler kurdugu belirlenmistir. FDA tarafindan
onaylanarak kutanéz T-hiicre lenfomasinda kullanilan bir HDAC2 inhibitorii olan

“vorinostat” ile Met35, Pro37, Ile40 ve Alal4l kalintilar1 ile benzer etkilesimler
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kurmustur. CA2-AFL’in AH i¢in halihazirda onaylanmis ilaglarin mekanizmalarinda
oldugu gibi AChE’1 inhibe edebildigi goriilmektedir. Ayrica AH tedavisinde yeni
terOpatik ajan arayislarinda alternatif enzimler olan BACE1, GSK38 ve HDAC2’yi
referans baglanma enerjisi degerinden daha diisiik afinite ile inhibe edebildigi
goriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak CA2-AFL’in 4 hedef enzimi de inhibe edebildigi
goriilmekte oldugu icin MTD stratejisine de uygun oldugu diisiiniilmektedir. CA3-
AFL’nin hedef enzimlerinin AChE, BChE, BACE1 ve HDAC?2 oldugu belirlenmistir.
Docking analizleri sonucunda, -8 kcal/mol baglanma enerjisiyle, AChE-CA3-AFL
kompleksinin birbirilerine diger hedef enzimlere gore daha diisiik baglanma afinitesi
ile baglandigi saptanmistir. Donezepil ile Trp86 ve His447 kalintilart ile benzer
etkilesimler kurarken; galantamin ile Trp86 ve Glu202 kalintilar1 ile benzer
etkilesimler kurdugu saptanmistir. Ayni1 zamanda BChE inhibitorii olarak da
kullanilan galantamin ile CA3-AFL’nin Gly116, His438 ve Trp231 kalintilariyla
benzer etkilesimler kurdugu belirlenmistir. Vorinoastat ile benzer bir etkilesim
kurulmadig1 goriilmektedir. CA3-AFL’in su anda onayl olan ilaglarda oldugu gibi
AChE ve BChE’1 inhibe edebildigi goriilmektedir. Ayrica AH tedavisinde yeni ajan
arayislarinda alternatif enzimler olan BACE1 ve HDAC2 iizerinde de referans
baglanma enerjisi degerinden daha diisiikk afinite ile inhibisyon yapabildigi
goriilmektedir. Bu veriler gz oniline alindiginda, CA3-AFL’in 4 hedef enzimi de
inhibe edebildigi goriilmekte oldugu icin MTD stratejisine de uygun oldugu
distiniilmektedir. CA4-AFL’nin AChE, BChE ve GSK38 enzimlerinin hedef enzimi
oldugu saptanmistir. Docking analizleri sonucunda -7.18 baglanma afinitesi ile AChE-
CA4-AFL’nin en iyi baglanma enerjisi ile kompleks olusturduklar: belirlenmistir.
AChE’m CA4-AFL ile karsilastirildiginda donezepil ile sadece Trp86 kalintilariyla
benzer etkilesimler kurdugu; galantamin ile ise Trp86 ve Glu202 ile benzer
etkilesimler yaptig1 belirlenmistir. BChE inhibitorii olan galantamin ile Trp82,
Alal99, Tyr128, His438, Trp231 kalintilariyla benzer etkilesimleri bulunmaktadir.
CA4-AFL’nin AChE ve BChE ile baglanma afiniteleri benzer olmakla birlikte FDA
onayli ilaglarla da benzer etkilesimler kurmustur. Ayrica tau hiperfosforilasyonunda
anahtar enzim olan GSK38 tizerinde de inhibitér etkisi goz 6niine alindiginda AH i¢in

MTD stratejisi ¢ercevesinde kullanilabilecek bir ligand oldugu goriilmektedir.

CADOPL’1m AChE, BChE, BACE1, GSK38, HDAC2 ve HDAC6 enzimlerinin hedef

enzimi oldugu belirlenmistir. Ligandin yapilan docking analizleri sonucunda -8.33
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kcal/mol baglanma afinitesi ile BChE ile kompleks olusturdugu goriilmiistiir.
Galantamin ile karsilagtirildiginda Trp82, His438, Glyl17 ve Alal99 kalintilari ile
benzer etkilesimler kurdugu belirlenmistir. Donezepil ve galantamin ile
karsilastirildiginda her ikisi ile de Trp86 kalintisi ile benzer etkilesimler kurmustur.
CADOPL ve vorinostat’ i HDAC?2 ile olusturduklar1 komplekslerde benzer aminoasit
kalintilariyla etkilesmedikleri; HDACS6 ile Leul162 ve Tyr1184 ile benzer etkilesim
kurduklar1 goriilmiistir. BACE1 ile referans alinan baglanma enerjisinden daha
yuksek baglanma enerjisi ile kompleks olusturmustur. Ligandimiz hem hedeflenen 6
enzimden 5’1 lizerinden referans degerden daha diisiik baglanma afinitesi ile kompleks
olustururken; BACEI! ile bu degerin lstlinde kalsa dahi (-5.57 kcal/mol) etkilesim
esnasinda H-bagi kuruldugu ve bu da aslinda enzim-ligand kompleksinin gii¢clii bir
etkilesim oldugunu gdstermektedir. Bunlara ek olarak, anti-AH tedavisinde kullanilan
kolinesteraz inhibitorleri ile benzer etkilesimler kurdugu ve baglanma afinitelerinin
belirtilen referans degerden yiiksek oldugu ve bunlarin alternatif tedavi stratejileri igin
de gecerligi oldugu goriilmektedir. Bu veriler CADOPL’in AH tedavisinde en etkili

molekiillerden biri oldugunu gostermektedir.

CAHISL’1in AH igin hedeflenen enzimi sadece AChE olarak belirlenmis olup docking
analizi sonucunda enzim ve ligand -8.59 kcal/mol affinite bile baglanmistir. Bu
etkilesimlerden Trp86, Tyr337 ve His447 ile kurulan etkilesimler donezepil ile
benzerlik gosterirken; Trp86, Glu202 ve Tyr337 kalintilar1 ile kurulanlar galantamin
ile benzerlik gostermektedir. Hem baglanma enerjisinden hem de FDA onayli ilaglarla
benzer aminoasitlerle benzer etkilesimler verdigi igin bir sinnamilaldehit schiff baz
tiirevi olan CAHISL 1 alternatif bir AChE inhibitdrii olabilecegi diisiiniilmektedir.

CA3-AFA’nin AH i¢in hedeflenen hedef enziminin sadece BACE1 oldugu ve docking
analizi sonucunda enzim-ligand kompleksinin baglanma afinitesi -4 kcal/mol olarak
belirlenmis olup bu deger belirtilen referans degerin istlindedir. Ancak olusan
kompleksin Gly230, Thr231 ve Thr232 kalintilariyla toplam 3 adet H-bagi kurdugu
belirlenmistir. Enzim-ligand arasinda kurulan 3 adet H-bagi etkilesimin kuvvetli

oldugunu gostermektedir.

STP ve SEA veritabanlar1 kullanilarak gerceklestirilen biyoaktivite analizinde
CADOPA’nin hedef enzimleri arasinda AH ile iliskilendirilerek ¢alismada hedeflenen

enzimlerin higbiri bulunamamistir. Ancak CADOPA’nin hedef proteinleri ve

75



enzimleri incelendiginde protein kinaz C (PKC) enziminin alt birimlerinin 6 tanesinin
hedefi oldugu goriilmiistiir. PKCB enziminin stres kaynakli asetilkolinesteraz AChE-
R varyant: ile bellek olusum siiregleri dahil farkl siireglerde etkilesime girdigi ¢esitli
calismalarda bildirilmistir (Birikh vd., 2003; Sklan vd., 2006; Dori ve Soreq, 2006).
Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak AChE hedef enzim olarak secilmistir. BChE’1in hedef
enzim segilmesinin nedeni ise bu galismalara paralel olarak AChE ve BChE enzimleri
arasindaki sekans homolojisidir. Yapilan docking analizleri sonucunda CADOPA nin
AChE enzime -9.96 kcal/mol, BChE’a -9.46 kcal/mol baglanma enerjisi ile baglanarak
calisma kapsamindaki tiim AChE ve BChE ile yapilan etkilesimler arasinda en iyi
baglanma afiniteleri gozlemlenmistir. Buradan yola ¢ikarak etken maddelerin hedef
enzim ya da proteinlerinin belirlenmesinde kullanilan araglarin eger hedefleri direkt
mekanizmalar iizerinden gerceklesiyorsa eslesme yaptiklarini ve molekiiler
mekanizmalara karst c¢ok fazla hassas olmadiklari sonucuna varilabilmektedir.
Kurulan bu etkilesimlerde Trp86 ve Tyr337 ile kurulanlar donezepille; Trp86, Tyr124,
Glu202 ve Tyr337 kalintilari ile kurulanlar galantamin ile benzerdir. Sadece Tyr128
ile kurulan etkilesim hem galantamin hem de CADOPA’da benzerdir.

CAVAA’in AChE ve BChE enzimlerinin hedef enzimi oldugu belirlenmistir. AChE
enzimi ve ligand -9.68 kcal/mol baglanma afinitesi ile baglanarak ligandin bir diger
hedef enzimi olan BChE’dan daha iyi baglanma afinitesi gostermistir. Kurulan
etkilesimler karsilastirildiginda; donezepil ile Trp86, Tyr337, Phe297, Phe338
kalintilart ile; galantamin ile Trp86, Tyr124, Phe297, Tyr337, Phe338, Glu202
kalmtilartyla benzer etkilesimler kurmustur. CAHISA’nin AChE ve BChE
enzimlerinin hedef enzimi oldugu belirlenmistir. Docking analizleri sonucunda enzim-
ligand kompleksinin -8.19 kcal/mol olmak {izere en iyi baglanma enerjisi ile AChE
baglandigi belirlenmistir. Donezepil ile Trp86 ve His447 kalintilariyla; galantamin ile
Trp86 ve Glu202 kalintilariyla benzer etkilesimler kurarken galantamin ile ortak

aminoasit etkilesimi bulunmadigi gézlemlenmistir.

V2-AFL’un hedef enzimlerinin AChE, BChE, BACE1 ve HDAC6 oldugu belirlenmis
olup en iyi baglanma afinitesi -8.02 kcal/mol baglanma enerjisi ile VA2-AFL-BChE
kompleksi arasinda olusmustur. Enzimin Tyrl128, Glyl16, Trp231 ve His438
kalintilar1 ile kurdugu etkilesimler galantamin ile benzerlik gostermektedir. AChE’la

kurulan kompleks arasinda Trp86 ve His447 ile kurulan etkilesimler donezepil ile;
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Trp86, Tyrl24, Glu202 ile kurulanlar galantamin ile benzerlik gostermektedir.

Vorinostat ile tiim kalintilarda benzer etkilesimler kurulmustur.

V4-AFL’nin hedef enzimlerinin AChE, BChE, BACE1 ve HDAC6 oldugu belirlenmis
olup en iyi baglanma afinitesi -7.93 kcal/mol baglanma enerjisi ile VA4-AFL-AChE
kompleksi arasinda olugsmustur. Asp74, Tyr86, Tyr337, His447 kalintilar1 donezepille;
Asp74, Trp86, Glu202 ve Tyr337 kalintilar1 galantaminle benzerdir. Olusan kompleks
sonucu Trp82 ve His438 ile kurulan etkilesimler galantaminle benzerlik
gostermektedir. Trp1182, Leul162, Tyr1184, Argl155 ile kurulan etkilesimler FDA

onayli bir HDAC6 inhibitdrii olan “vorinostat” ile benzerdir.

VDOPL’nin hedef enzimlerinin AChE, BChE ve GSK3B oldugu belirlenmistir.
Gergeklestirilen docking analizleri sonucunda -8.56 kcal/mol affinite ile en iyi
baglanma enerjisi BChE-ligand kompleksinde goriilmiistiir. Bu etkilesimlerden Trp82,
Alal99, Trp231 ve His438 kalintilar1 galantaminle de benzer etkilesimler kurmustur.
Donezepil ile bu etkilesimlerden Trp86, Tyr337 ve His447 kalintilar1 ile; galantamin
ile ise Trp86, Tyrl24, Glu202, Tyr337 ile yapilan etkilesimler benzerlik
gostermektedir. Bu veriler 1s183inda, VDOPL ligandinin AH tedavisi i¢in hem
semptomatik ve kognitif sorunlar i¢in kullanilabilecek kolinesteraz inhibitorii
olabilecegi hem de hastaligin molekiiler mekanizmasinda yer alan tau
hiperfosforilasyonunda anahtar enzim olan GSK38 inhibitorii olarak kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

VAML’1n hedef enzimleri arasinda AChE ve BChE’dir. Gly121-122, Tyr124, Glu202
kalintilari ile kurulan etkilesim disindakiler donezepil ile; Gly121-122, Ser203, His447
haricinde kurulan etkilesimler ise galantamin ile benzerdir. VHISL’m hedef
enzimlerinin AChE, BChE, BACE1, GSK3 ve HDAC6 olarak analiz edilmistir.
Docking analizleri sonucunda en iyi baglanma enerjisi -8.26 kcal/mol ile AChE’a
baglanmistir. Donezepil ile kiyaslandiginda Tyr337, Phe297, Phe338 ve His447
kalintilar1 ile; galantamin ile Tyr124, Tyr337, Phe297 ve Phe338 ile benzer
etkilesimler kurdugu goriilmektedir. Bu etkilesimler galantamin ile kurulan
etkilesimlerle kiyaslandiginda Trp231, Gly116, Gly117, Ala199 ve His438 kalintilari
ile benzerlik gostermektedirTrp1182 ve Tyr1184 ile kurulan etkilesimler vorinostat ile

benzerdir.
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V2-AFA AH ile iligkili olup ¢aligma kapsaminda hedeflenen hedef enzimi AChE,
BChE ve GSK38 olup en stabil olarak -8.07 kcal/mol baglanma enerjisi ile BChE-
ligand kompleksi olusmustur. Trp82, Gly117, Alal199, Trp231 ve His438 ile kurulan
bu etkilesimler galantaminle kurulan etkilesimlerle benzerdir. Trp86 ve Tyr337 ile
kurulan etkilesimler donezepil ile; Trp86, Glu202 ve Tyr337 ile kurulanlar
galantaminle benzerlik gostermektedir. V4-AFA’nin AH ile iliskili hedef enzimleri
AChE ve BChE olarak belirlenmis olup en iyi baglanma enerjisini (-8.2 kcal/mol)
BChE ile olusturdugu komplekste gostermistir. Bu etkilesimlerden Gly116, Gly117,
Alal99, Trp231 ve His438 kalintilar1 ile kurulanlar galantamin ile benzerlik
gostermektedir. Kurulan etkilesimler donezepil ile karsilastirildiginda Asp74, Trp86,
Ser203, Phe338 ve His447 kalintilariyla; galantamin ile karsilastirildiginda Asp74,
Trp86, Glu202 ve Phe338 ile ortak etkilesimler kurdugu goriilmektedir.

VDOPA’nin hedef enzimleri olarak AChE ve BChE belirlenmis olup ligand en iyi
baglanma afinitesini -9.46 kcal/mol ile AChE ile olusturdugu komplekste gostermistir.
Bu etkilesimlerden Trp86, Phe295, Phe297, Phe338, His447 kalintilari ile kurulan
etkilesimler donezepille; Trp86, Tyrl124, Glu202, Phe295, Phe297 ve Phe338 ile
kurulan etkilesimler galantamin ile benzerlik gostermektedir. Gly121, Thrl22 ve
Glul97 ile kurulan etkilesimler hari¢ kurulan etkilesimler BChE-galantamin ile

kurulanlara benzerdir.

VAMA’nin hedef enzimleri olarak AChE, BChE, GSK33 ve HDAC6 enzimleri
saptanmistir. Ligandin yapilan docking analizleri sonucunda, -7.24 kcal/mol baglanma
afinitesi ile AChE ile kompleks olusturdugu goriilmiistiir. Ligandimizin donezepil ile
Asp74, Trp86, Ser203, Tyr337 ve His447 kalintilari ile; galantamin ile Asp74, Trp86,
Tyr124, Glu202, Tyr337 kalintilar ile benzer etkilesimler kurmustur. Trp82, Trp231
ve His438 kalintilar ile kurdugu etkilesimler galantamin ile kurulanlarla benzerdir.
Tyr1189 ve Cysl153 kalintilar1 disindaki etkilesimler vorinstat ile benzerdir.
VAMA ’nin ¢alismadaki 6 hedeften 4’{inii inhibe ederek MTD stratejisine aday oldugu
diisiiniilmektedir. VHISA’nin AH ile iliskili hedef enzimleri AChE ve BChE olarak
belirlenmis olup en iyi baglanma enerjisi -8.55 kcal/mol ile AChE ile olusturdugu
komplekste vermistir. Bu etkilesimlerden Trp86, Tyr337, Phe297, Phe338 ve His447
kalintilart donezepil ile; sadece Gly82 ve Glyl21 kalintilar1 hari¢ tiim kalintilar
galantamin ile benzer etkilesimler kurmustur. Kurulan etkilesimlerden higbiri

galantamin ile benzer degildir.
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BOLUM VI

SONUC ve ONERILER

Calisma kapsaminda sinnamaldehit ve vanilinin Schiff bazlar1 ve sekonder amin

tiirevleri ¢alisilmistir. Buna gore;

1. Calismanin en diisiik baglanma enerjili kompleksi CADOPA-AChE arasindadir.
CADOPA ayni zamnda BChE’1 da diger etken maddelere gore daha diisiik baglanma
afinitesi ile inhibe etmistir. Bu inhibisyon degerleri donezepil ve galantaminin
degerlerinden daha disiiktiir. Buradan hareketle CADOPA’nin kuvvetli bir
kolinesteraz inhibitorii olabilecegi goriilmekte olup in vitro ve in vivo ¢alismalarina

devam edilmesi hedeflenmektedir.

2. Baglanma afniteleri karsilastirildiginda, CA2-AFL, VDOPA ve CAVAA’nin sadece
donezepile; her ne kadar AH i¢in onayli ilag olmasa dahi CA2-AFL (HDAC?2 ile) ve
CADOPL’1n (HDACS ile) vorinostata alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.

5. CA3-AFL, CA4-AFL, CAVAA, CAHISA ve tiim vanillin tiirevlerinin kuvvetli
kolinesteraz inhibisyonu yaptigi ve potansiyel bir anti-Alzheimer ajani olarak

degerlendirilebilecegi ongoriilmiistiir.

6. VHISL, V2-AFA, CA2-AFL, V4-AFL’nin BACE1’i; CAVAL, C2-AFL, CA4-
AFL, C2-AFA, VDOPL, VAMA, VHISL’1n GSK38’y1 iyi bir baglanma enerjisi ile

inhibe edebildikleri goriilmiistiir.

7. Mevcut veriler Schiff bazlari tiirevlerinin sekonder amin tiirevlerine gore hedef
enzimleri ile daha genis spektrumlu etlilesmistir. Bu veriler Schiff bazlarinin bir

azometin (-CH=N-) grubunun enzimle etkilesmede 6nemli oldugunu gostermektedir.

8. Hem baglanma enerjileri hem de ADMET profilleri ile ila¢ olabilecek molekiiller
saptanmstir. Kolinesterazlarda inhibisyon yapan CAHISA, VMAL ve VHISA nin
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ADMET parametreleri belirtilen seviyeler igerisindedir. VMAL ve VHISA nin CYP
enzimlerinin hicbirini inhibe etmedigi i¢in donezepil ve galantamine alternatif

olabilecek potansiyeldedir.
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