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0z

Bu ¢alismada, antioksidan 6zelliklere ve metal selasyon bolgelerine sahip dogal bir bilesik
olan 2,6-diasetil-7,9-dihidroksi-8,9b-dimetildibenzo[ b , d |furan-1,3(2 H ,9b H )-dion, usnik asit
(UA) oncii bir molekiil olarak segilmistir. Kolinesteraz inhibitorleri ve metal selatorleri olarak orjinal
ti¢ farkli UA tiirevleri ve 1-Cu kompleksi sentezlenmistir. Bu tiirevler, kolinesterazi inhibe etmede
kritik bir farmakofor olarak bilinen amin gruplarim icermektedir. Calisma kapsaminda, tiirevlerin
antioksidan, antikolinesteraz ve metal selasyon aktiviteleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar,
1-3 tiirevlerinin istlin antioksidan aktiviteler sergiledigini gostermistir. Siipiirme kapasiteleri
acgisindan Cu(Il) igin Agsdegeri 72.52 uM, ABTS i¢in ICso degeri 118.67 uM olarak 6l¢tilmiistiir.
Bunun yaninda, 1-3 tiirevleri kolinesteraz inhibisyonunda da etkili bulunmus; asetilkolinesteraz
(AChE) i¢in en yiiksek yiizdelik deger %32.63, biitirilkolinesteraz (BuChE) i¢in ise %29.31 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar, AChE ve BuChE ile yapilan kuantum kimyasal hesaplama ve molekiiler
kenetlenme caligmalariyla elde edilen sonucglarla uyumluluk gostermistir.  Ayrica, In vivo
calismalari, Cu(Il) uygulamasina bagli Alzheirmer olusturulan deney hayvanlarinda, yeni
sentezlenen ve Cu(ll) ile selasyon yapabilen tert-biitil(E)-(2-((1-(6-asetil-7,9-dihidroksi-8,9b-
dimetil-1,3-diokso-3,9b-dihidrodibenzo[b,d]furan-2(1H)-iliden)etil)amino)ethyl)karbamit, (1)
molekiiliiniin uygulanmasi sonucu, Alzheirmer tablosunda gelisen 6grenme ve bellek fonksiyon
bozukluklarinin, depresyon davraniglarinin diizeldigini géstermistir. Cu(Il) kullanimiyla olusturulan
Alzheimer modelinin karaciger ve bdbrek iizerinde belirgin toksik etkiler gdsterdigini ancak, 1’in
tedavi edici potansiyelinin bu etkileri hafiflettigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Agir Metal, AChE, Swiss Albino, Molekiiler Kenetlenme.
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ABSTRACT

In this study, 2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyldibenzo[b,d]furan-1,3(2H,9bH)-
dione, known as usnic acid (UA), a natural compound with antioxidant properties and metal chelation
regions, was selected as a precursor molecule. Three original UA derivatives and one Cu(Il) complex
were synthesized as cholinesterase inhibitors and metal chelators. These derivatives contain amino
groups, which are known as critical pharmacophores for cholinesterase inhibition. Within the scope
of the study, the antioxidant, anticholinesterase, and metal chelation activities of the derivatives were
evaluated. The obtained results demonstrated that derivatives 1-3 exhibit superior antioxidant
activities. In terms of scavenging capacity, the Ay s value for Cu(Il) was measured as 72.52 uM, and
the 1Cso value for ABTS was 118.67 uM. Furthermore, derivatives 1-3 were found to be effective in
cholinesterase inhibition, with the highest percentage values calculated as 32.63% for
acetylcholinesterase (AChE) and 29.31% for butyrylcholinesterase (BuChE). These results were
consistent with findings from quantum chemical calculations and molecular docking studies
conducted with AChE and BuChE. Additionally, in vivo studies demonstrated that the newly
synthesized tert-butyl(E)-(2-((1-(6-acetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyl-1,3-dioxo-3,9b-
dihydrodibenzo[b,d]furan-2(1H)-ylidene)ethyl)amino)ethyl)carbamate (1), which can chelate with
Cu(Il), alleviated learning and memory dysfunctions, as well as depressive behaviors, in
experimental animals with Alzheimer’s induced by Cu(Il) administration. It was also shown that the
Cu(Il)-induced Alzheimer model exhibited significant toxic effects on the liver and kidneys, whereas
the therapeutic potential of compound 1 mitigated these effects.

Keywords: Alzheimer, Heavy Metals, AChE, Swiss Albino, Molecular Docking.
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1. GIiRiS

Beynimiz, birbirine bagli milyonlarca nérondan olusan bir kontrol merkezidir. Bu néronlar,
viicudumuzda yaptigimiz her seyi diizenleyen ve kontrol eden mesajlari alir, isler ve farkli bolgelere
gonderir. Beyin li¢ ana boliime ayrilir: beyin sapi, beyincik ve serebrum. Her bir boliim, hareket,
konugma, duyu algisi, duygular, kalp atis hizi, bilis ve hafiza gibi farkli fonksiyonlardan sorumludur.

Bilgi, beyin ve viicut arasinda néronlar aracilifiyla elektrik sinyalleri olarak taginir. Sinir
sinyali bir néronun sonuna ulastiginda, kimyasal bir sinir iletici (nSrotransmitter) salgilanir. Bu sinir
iletici, sinyalin bir nérondan digerine gecmesini saglar. Beynin farkli bolgelerindeki néronlar, bilgi
iletiminde cesitli sinir ileticiler kullanir. Bazi sinir ileticiler beyin etkinligini harekete gecirirken,
bazilar1 beyni sakinlestirir ve bazilar1 her iki islevi de gerceklestirebilir. Beyin fonksiyonlarmin

saglikli ¢alismasi, sinir ileticilerin dengede oldugunu gosterir (Rizzi ve ark., 2014).

1.1. Demans

Demans, zamanla sinir hiicrelerini tahrip eden ve beyne zarar veren, tipik olarak biyolojik
yaslanmanin olagan sonuglarindan beklenenin 6tesinde bilissel islevlerde (yani diisiinceyi isleme
yeteneginde) bozulmaya yol agan bir dizi hastaligin neden olabilecegi bir sendromdur. Biling
etkilenmezken, biligsel islevdeki bozulmaya genellikle ruh hali, duygusal kontrol, davranig veya
motivasyondaki degisiklikler eslik eder ve bazen de ondan 6nce gelir.
Demansin sadece demans ile yasayan kisiler i¢in degil, ayn1 zamanda aileleri, bakicilar1 ve genel
olarak toplum i¢in de fiziksel, sosyal, psikolojik ve ekonomik etkileri vardir. Genellikle bunamada
farkindalik ve anlayis eksikligi vardir, bu da tan1 ve bakimin éniindeki engellere neden olur (DSO,

2015).

1.2. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastaligi, en ¢ok goriilen demans nedeni olup konusma, hafiza, yon bulma,
problem ¢6zme, insanlar1 tanima gibi giinliik yasantida bir ¢ok kez gerceklestirilen pratiklerin gesitli
zihinsel islevlerin zamanla zayifladig1, giinliik aktiviteleri kisitlayabilecek derecede kronik, ilerleyici
ve geri doniissiiz kotiilesme nedeni ile diisinme ve davramis bozukluklarinin gerceklestigi
norodejeneratif, kronik bir beyin hastaligidir (Calis ve Aytemir, 2019). 1907 yilinda Dr. Alois
Alzheimer tarafindan 6zellikle yasli kisilerde goriilen demansin tiirii olarak kesfedilmistir (Sener ve

Tekin, 2020).

1.3. Tiirkiye’de Alzheimer
Tiirkiye’de 1960’larda yas ortalamasi 48 iken, bu rakam 2011 yilinda 72’ye yiikselmistir.
DSO, 2050°1i yillarda 65 yas iistii niifusun %20 civarinda olacagimni tahmin etmektedir. Tiirkiye nin

bu yillarda en ¢cok Alzheimer hastasi olacak iilkeler arasinda 4.sirada olacagi belirtilmektedir.



Ulkemizde 65 ve iizerindeki niifus 2012 yilinda 5.682.003 kisi iken, 2016 yilinda %17,1 artarak
6.651.503 kisi olmustur. Yasl niifusun toplam niifus i¢indeki orani ise 2012 yilinda %7,5 iken, 2016
yilinda %8,3’e yiikselmistir (Asiret ve Kapucu, 2015). Tiirkiye Alzheimer Dernegi ve istanbul
Universitesinin yaptig1 ortak ¢alismada, Istanbul’un Kadikdy bolgesi taranmis ve ¢alismada 70 yas
tizerinde AH goriilme sikligi %10 oraninda bulunmustur (Canbolat ve Yardimci, 2016).

Istatistiklere gore, alzhiemer hastalig1 yiiziinden dlen kisilerin sayis1 2011-2015 yillari
arasinda yaklasik %100y yiikselmistir. Diinya genelinde alzhiemer hastaligindan dlen kisilerin orani
2011 y1linda %2,9 iken bu oran 2015 yilinda %4,3'e artmistir. Alzhiemer hastaligindan 6len kisilerin
orani cinsiyete gore incelendiginde, her iki cinsiyette de yilikselmis oldugu goriilmiistiir. Bu
hastaliktan 6len kisilerin orani, 2011 yilinda kadinlarda %3,4, erkeklerde %2.,4, iken bu oranlar 2015
yilinda kadinlarda ise %35,2’ye, erkeklerde %3,5’e artmistir (Soner, 2017).

1.4. Hasthginin Temel Nedenleri

AH’nin esas prensibi, beyin hiicrelerinde ortaya ¢ikan kaybolmanin nedeni hala
bilinmemekle birlikte, hastaligin meydana gelmesinde temel etkenlerin genetik faktorler, toksik
reaksiyonlar, anormal proteinlerin rolii, otoimmiin reaksiyonlar, kafa travmalar ve viriisler oldugu
disiiniilmektedir. Ayni1 zamanda hastaliginin diger etkenleri arasinda agir metalerinin rolii de 6nemli

bulunmustur (Calis ve Aytemir, 2019).

1.4.1. Alzheimer Hastaliginin Genetigi

Giliniimiizde Alzheimer Hastaligimin genetik etiyolojisinde yer aldigi diisliniilen 4 lokus
tanimlanmistir. 21.kromozomda APP (amiloid prekiirsor protein), 14.kromozomda presenilinl
(PS1), 1.kromozomda presenilin 2 (PS2) genleri ailesel otozomal dominant Alzheimer Hastalig1 ile
iliskili iken, 19. kromzomdaki APOE ileri yaglarda goriilen Alzheimer hastaligindan sorumludur

(Ozpak ve ark., 2017)

1.4.2. Anormal Proteinlerin Birikimi

Alzheimer hastaliginin ani belirtilerinden biri olan beyinde protein birikmesi. Bu protein
birikintileri iki tiptir: Birinci tip birikim; néronlarin periniikleerinde goriilen protein birikintileridir.
Hiicrelerin i¢indeki kiimelere norofibriler yumaklar denir ve bunlar bir sarmalda birbiri etrafinda
donen bir ¢ift filamana benzerler. 1975 yilinda arastirmacilar ilk 6nce mikrotiibl olusumunu
azaltabilen bir protein faktoriinii izole ettiler ve buna tau adini verdiler. 1980'lerde, birkag laboratuvar
tarafindan yapilan analizler, norofibriler yumaklarin igeriginin tau ad1 verilen bir protein oldugunu
belirledi. Bu olay dnemlidir ¢iinkii tau, hiicre iskeletinin temelini ortaya ¢ikaran mikrotiibiil yapisina
giren tilibiiline baglanir. Mikrotiibiiller hiicre i¢indeki yapilara destek saglarken hiicrenin seklini

koruma goérevini de iistlenirler.



Healthy

Neuron Tau Protein
< / 3
Dendrites i E
£ &Y
. <A

Sekil 1.1. Tau proteini ve mikrotiibiil iligkisi

Burada tau proteinin etkisindeki olumsuzluk mikrotiibiillerin geregi gibi ¢caligmasini ve nakil
mekanizmalarindaki gorevlerin yerine getirilmesini engellemektedir. Bunun sonunda ise noronlar

nutrientleri, elektriki sinyalleri ve diger 6nemli maddeleri hiicreden hiicreye iletememektedir.

Tau proteininin serin ve treoninde anormal fosforilasyonu plak olusumunun en Snemli
nedenlerinden biridir ve bazi arastirmacilar bu fosforilasyonun gerceklestigi amino asitlere bagh
olarak dolasikligin beynin farkli bolgelerinde bulundugunu gostermistir. Tau yumaklar1 Alzheimer
hastaligina 6zgii degildir ve diger demans tiirleri ile yakindan iligkili olabilir. Bununla birlikte,
Alzheimer hastalifinda yiiksek yumak yogunlugu demansin siddetiyle iligkilidir. Birgok

aragtirmactya gore tau diizensizligi, amiloid plaklarinin varlig1 kadar 6nemlidir.
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Sekil 1.2. Amyloid plak yapilanmasi

Ikinci tip birikim olan protein birikimleri ndrofibriler yumaklara benzemez ancak sinir hiicreleri
arasinda birikir. Genellikle bu plaklara reaktif inflamatuar hiicreler (6rn. mikroglia) eslik eder.
Mikroglia beyin bagisiklik sisteminin bir pargasidir ve hasarli néronlar1 ve muhtemelen plaklart yok
etmekten sorumludur. Plak yogunlugu demansin ciddiyeti ile de iligkilidir ve plaklarin ¢ok yash
insanlarda da mevcut oldugu bildirilmistir. Plak yogunlugu iizerine yapilan bir morfolojik ¢alismada,
68-82 yaslarinda demansi olmayan sekiz kisinin ve 73-93 yaslarinda ileri derecede AH olan 17
kisinin neokorteksi analiz edilmistir. Demansli olmayan hastalarda 4/mm2 fi briller plak (%64'i
klasik fi briller plak) bulunurken, agir AH'li hastalarda 41/mm?2 fi briller plak (%3'ii klasik fi briller
plak) bulunmustur. Hipokampus ve korteksteki yaygin plaklarin Alzheimer hastaligina 6zgii oldugu



diistiniilmektedir; AH'deki plaklarin yiiksek yogunlugu ve erken ortaya ¢ikmalari arastirmacilara

Alzheimer hastaliginin nedeninin biyokimyasal olarak aydinlatilabilecegini diistindiirmiistiir..

Sekil 1.3. Beta-amiloid birikimi

Temel unsurun 1984 yilinda bir peptit olarak tanimlanmasindan sonra, bu plaklarin izole
edilmesi i¢in yogun caba sarf edilmistir. Prensip olarak, bu temel unsur artik f-amiloid peptit (B-AP)
adi verilen ve genellikle 40 amino asitten olusan bir peptit bilesigi olarak taninmaktadir. Bunlarm
%10'unda fazladan iki amino asit bulunur ve bu hafifce uzamis yap1 plak olusumunu uyarir ve
noronal hiicreler i¢in dogrudan toksiktir. Bir aragtirma grubu tarafindan yiiriitiilen bu 6n ¢aligsma,
daha sonra sinir hiicrelerinin nasil yaralandigim belirlemeye calisan bagkalar1 tarafindan devam
ettirildi. Aragtirma sirasinda, peptitlerin ya Ca*? regiilasyonunu bozarak ya da mitokondriye zarar
vererek, serbest radikalleri serbest birakarak ve proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi organik
bilesiklere zarar vererek hiicre dliimiine yol actig1 vurgulandi. Her 42 amino asit i¢in fazladan iki
amino asit igeren bu peptit, bu hasarin bagisiklik hiicrelerini harekete gecirerek iltihabi bir yanit
olusturmasina, goriilecek diger hasarlarin siddetinin artmasina ve bu olaylarin bir kisir dongii iginde

devam etmesine olanak sagliyor (Ober, 2008).

1.4.3. Agir Metallerin Etkisi

'Agir metal' terimi yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle kirlilik veya potansiyel
toksisite veya ekotoksisite ile iligkili bir metal veya yar1 metal (metaloid) olarak tanimlanir.
Giinimiizde agir metaller yogunluklarina, atom agirliklarina, kimyasal ozelliklerine veya
toksisitelerine gore gesitli sekillerde tanimlanmaktadir. Pratikte agir metaller, yogunlugu 5 g/cm? 'ten
fazla olan metaller olarak tanimlanmaktadir. Tipta agir metal tanimi, elementin atom agirligina
bakilmaksizin toksik olan herhangi bir metal olarak ifade edilir. Agir metallere 6rnek olarak 60'tan
fazla element siralanabilir, ancak en yaygin ve en ¢ok bilinenleri civa (Hg), manganez (Mn), kobalt
(Co), bakir (Cu), nikel (Ni), ¢inko (Zn), kadmiyum (Cd), demir (Fe), arsenik (As), krom (Sn), kursun
(Pb), giimiis (Ag ) ve selenyum (Se) agir metallerdir. (Ozbolat ve Tuli, 2016).

Bakir
Beyin, karaciger ve bobreklerde bulunan temel bir eser element olan bakir, viicudun kirmizi

kan hiicreleri olusturmasini, kemik sagligin1 korumasini saglar ve kardiyovaskiiler hastalik ve



osteoporozu dnlemeye yardimci olabilir. Bakir, hiicresel solunum gibi metabolik siireglerde hayati
bir rol oynadig1 i¢in akciger fonksiyonunun korunmasinda da nemli bir elementtir. Insan viicudunda
depolanan bakir, protein ve enerji tiretimi i¢in kullanilabilir. Yetigkinler i¢in saglikli bakir seviyeleri
50 ila 80 mg arasinda degisir; Bu araligi asan seviyeler toksik olarak kabul edilir ve bobreklerde,
beyinde ve gozlerde bakir birikmesine yol agabilir. Bu, olasi karaciger hiicresi 6liimii, kalici sinir
hasari, oksidatif stres ve azalmis hiicre proliferasyonu ile sonu¢lanabileceginden viicut lizerinde bir
yiike neden olur. Oliimciil bir bakir dozu 10 ila 20 g arasinda degisir. Bakir toksisitesinin yaygin
belirtileri bas agrisi, kanli kusma, ishal ve siyah digkiy1 igerir, ancak bunlarla sinirli degildir (Patel
ve Aschner, 2021).

Denge duodenal emilim ve biliyer atilim ile saglanir. Bagirsak liimeninden gegtikten sonra
portal dolasim ile karacigere taginirlar. Bir kismi karacigerde depolanir ve bir kismi da diger
organlara dagitilir. Hepatositlerde seruloplazmine baglanir ve periferik dolagima yonlendirilir.
Atilim1 safra sistemine salgilanir. Emilim ve atilim dengelidir. Bakir birgok biyolojik oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonunda yer alir. Ayn1 zamanda bir¢ok redoks enzimi ic¢in bir kofaktordiir.
Antioksidan savunma sistemi zayifsa, Cu kolayca Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarina girer ve
hidroksil radikalleri tiretir. Yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif reaksiyonlara, hiicre hasarina ve
6lime yol agarlar. Cu(Il) ve Fe(IIl) ile iliskili AP toksisitesi hiicre kiiltiirinde gosterilmigtir. Ap,
Cu(Il) ve Fe(Il)'ii indirger ve H,O» olusumunu katalize eder. Burada AP, O, molekiillerini ve diger
biyolojik indirgeyici ajanlar1 (kolesterol, C vitamini, katekolaminler) substrat olarak kullanir

(Kendirci, 2013).

Aluminyiim

Aliiminyum, Diinya’da en ¢ok bulunan metallerden biridir, bu nedenle ¢evrede ve insan
maruziyetinde yaygin olarak bulunan bir elementtir. Aliiminyum giiniimiizde ilagtan mobilyaya,
mutfak malzemesinden elektrik sanayine, arabadan kozmetige kadar hayatimizin hemen hemen her
alaninda kullanilmaktadir. Ayrica antasitler, ter 6nleyiciler, deodorantlar ve gida katki maddelerinde
aliminyum bilesikleri kullanilmaktadir (ATSDR, 1992).

Saglikl1 insanlarda aliiminyuma maruz kalmanin ana yolunun gida oldugu bildirilmektedir;
Diinya Saglk Orgiitiine (DSO) gore, oral aliiminyum maruziyetinin %4'{i icme suyundan
kaynaklanmaktadir ve yetiskinler gidalardan giinde ortalama 5 mg/L ve igme suyundan 0,1 mg/L
aliiminyum tiiketmektedir. Diinya Saghk Orgiiti (DSO) verilerinde hayvan calismalari ve

aliiminyum ile yapilan in vitro ¢alismalar da vurgulanmaktadir (DSO, 2003).

1.5. Alzheimer Hastahi@inin Tedavi Yaklasimlan
Alzheimer hastalarinda yapilan biyokimyasal ¢aligmalar kortekste bazi néromediyatorlerin
ve Ozellikle de asetilkolinin azaldigimi gostermektedir (Mendiola-Precoma ve ark., 2016).

Kolinerjik hipotez olarak ac¢iklanan bu iligkiye gore, asetilkolin ve kolin asetil transferaz diizeyindeki



azalma AH ile iligkilidir (Perry, 1986). Atropin benzeri santral etkili kolinerjik antagonistlerin
uygulanmasiyla da demansa benzer bozukluklar olustugu bulunmaktadir. AH’inda goriilen
asetilkolinin segici eksikligi, hastaligin semptomlarinin gelismesinde asetilkolin eksikliginin
O6nemini vurgulayan “kolinerjik hipotez”in ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Swerdlow, 2012).
Beyindeki asetilkolin i¢eren noronlarm islev bozuklugunun ileri yasta ve Alzheimer hastalarinda
gbzlenen kognitif diisiisiin agiklanmasina 6nemli 6l¢iide katkida bulunmustur. Bu diisiince, bugiine
kadar, AH'nin tedavi stratejilerinin ve ilag gelistirme yaklagimlarinin gogunun temelini olugturmustur

(Farlow, 1998).

1.5.1. Asetilkolin

ACh onemli biyolojik rolleri olan bir esterdir. Baslangicta, sinir uyarilarmin sinir uglarmdan
etkilenen organlara veya sinir uglarindan ikinci sinir hiicrelerine taginmasmda rol oynadigi
diisiiniilmiistiir, ancak daha sonraki ¢aligmalar sinir ve kas lifleri boyunca biyoakimlarin olusumunda
da rol oynadigim gostermistir. Omurgalilarda ve diger hayvanlarda, kas hiicresi kasilmasini baslatan
yakin aralikli sinir hiicreleri arasindaki dar bosluklardan sinir uyarilarinin tasinmasinda rol oynarlar.
Sinir uyarilarinin iletimi ve kas hiicresi kasilmasi elektrokimyasal olaylardir. Yiiklii iyonlar sinir ve
kas hiicrelerini kaplayan zarlar boyunca akar ve bir sinir uyarildiginda, iyon akisi sinapsa ulagsana
kadar uzun sinir lifleri boyunca devam eder. Burada, sinir hiicresinde kiiciik kabarciklar halinde
depolanan tasiyict ACh salinir.

ACh sinaps boyunca yayilir ve yakindaki sinir lifi membranina baglanir. Bu baglanma gergeklesir
gerceklesmez, hiicre zar1 boyunca sodyum (Na®) ve potasyum (K*) iyonlar1 degis tokus edilir. Bu,

ikinci sinir hiicresinde sinir uyarimini baslatir.
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Sekil 1.4. Asetilkolinin etki mekanizmasi



Sinir uglart tarafindan salgilanan asetilkolin, gorevini yaptiktan sonra AChE enzimi

tarafindan hidrolizlenerek kolin ve asetata ayrilir (Giiven, 2000).
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Sekil 1.5. ACh’nin AChE tarafindan hidrolizlenmesi

1.5.2. Kolinesteraz Enzimleri

Omurgalilarda kolinesterlerini hidrolize eden iki enzim bilinmektedir: asetilkolin hidrolaz
(AChE) ve agilkolin agilhidrolaz (BuChE). Her iki enzim de asetilkolinin hidrolizini katalize eder;
AChE enziminin asetilkolini BChE enziminden daha hizli hidrolize ettigi gosterilmistir AChE ve
BChEnin yapilar1 ¢ok benzerdir. Substrat 6zgiilliigli, doku dagilimi ve inhibitorlere duyarlilik
acisindan farklilik gosterirler: AChE enzimi, kolin esterleri arasinda asetilkolini en hizli bozan
enzimdir. BChE enzimi ise kolin esteri olan biitirilkolini en hizli sekilde pargalar. Bu nedenle bu
enzime biitirilkolinesteraz (BChE) adi1 verilir. Biitirilkolinesteraz MSS'deki sinapslarda bulunmaz ve

sinapsta asetilkolinin pargalanmasini etkilemez. (Demir ve Tiirkan, 2022).

Sekil 1.6. AChE ve BChE enzimlerinin 3D yapilar

ACHhE inhibitori aktivitede inhibitér molekiillerin enzime baglanma bdlgeleri i¢in ti¢ hipotez
ileri  siiriilmektedir.  Birincisi  hipotez, =~ AChEI  bilesiklerin  yapisinda  bulunan
heterosiklik halkanin enzimin periferal baglanma bolgesiyle etkilesebilen periferal anyonik
bolge olarak etki gosterdigidir. ikinci hipotez, pek cok giiclii AChE inhibitdriiniin yapisinda yer
alan azot atomunun pozitif yiik merkezi olarak etki ettigidir. Bu grubun AChE’nin katalitik
merkezi ile etkilegebildigi AChE/donepezil ve AChE/galantamin komplekslerine ait X-ray
kristalografisi calismalarityla belirlenmistir. Ugiincii hipotez ise azot atomuna bagl fenil

halkasi gibi hidrofobik gruplarin kolin baglanma bolgesi olarak bulundugudur (C6l, 2019).



H3CO

choline

H;CO
bin(_lrirr}'g_ site

peripheral
anionic site positive "
charge center .

Sekil 1.7. AChEI'ler i¢in yapisal hipote

1.5.3. Kolinesteraz Enzim inhibitorii laclar

AChHE inhibitorleri veya antikolinesterazlar, kolinesteraz enziminin ACh'yi pargalamasini
engelleyerek, norotransmitter etkisinin hem seviyesini hem de siiresini arttirir. Etki sekline gore,
ACHE inhibitorleri iki gruba ayrilabilir: geri doniisiimsiiz ve geri doniisiimlii . Rekabet¢i olan veya
olmayan geri doniisiimlii inhibitérler gogunlukla terapotik uygulamalara sahipken, toksik etkiler geri
donisiimsiiz AChE aktivite modiilatorleri ile iliskilidir. Aslinda, AH ile ilgili farkli fizyolojik
stiregler, ACh iireten ve kullanan hiicrelere zarar verir veya yok eder, boylece diger hiicrelere mesaj
iletmek i¢in mevcut olan miktari azaltir. AChE aktivitesini inhibe eden kolinesteraz inhibitor ilaglari,
ACh'nin par¢alanma hizin1 azaltarak seviyesini korur. Bu nedenle, 6n beyin bdlgelerinde kolinerjik
ndrotransmisyonu artirirlar ve isleyen beyin hiicrelerinin kaybim telafi ederler. Higbir ilacin
hastaligin ilerlemesini geciktirme veya durdurma endikasyonu yoktur. Su anda ABD Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) ve Avrupa ilag Ajans1 (EMA) gibi kurumlar tarafindan AH'nin bilissel belirtilerini
tedavi etmek ve hastalarin yasam kalitesini iyilestirmek i¢in onaylanan ilaglar sunlardir: geri
doniistimlii AChE inhibitorleri olarak donepezil, rivastigmin ve galantamin ve bir NMDA reseptor
antagonisti olarak memantin. Takrin, 1993 yilinda AH tedavisi i¢in onaylanan AChE inhibitorlerinin
ilkiydi, ancak hepatotoksisite dahil olmak iizere yiiksek yan etki insidansi nedeniyle kullanimi terk

edildi (Colovié ve ark., 2013).

Donepezil

Donepezil, hafif, orta ve siddetli Alzheimer hastaliginda demansin tedavisi icin FDA
onaylidir. Donepezilin hastaligin ilerlemesini degistirdigine dair bir kanit yoktur. Bununla birlikte,
bilis ve/veya davranisi iyilestirerek bazi semptomlar: azaltabilir.

Donepezil hidrokloriir, bir piperidin tiirevi ve merkezi etkili, hizl, geri doniistimlii bir
asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Asetilkolinesteraz, presinapstan salindiktan sonra asetilkolini
pargalayan bir enzimdir. Donepezil, asetilkolinesteraza geri doniisiimlii olarak baglanir ve
asetilkolinin hidrolizini inhibe eder, bdylece asetilkolinin sinapslarda mevcudiyetini arttirir,
kolinerjik iletimi arttirir. Bazi1 in vitro veriler, donepezilin antikolinesteraz aktivitesinin beyindeki
asetilkolinesteraz icin nispeten spesifik oldugunu dne stirmiistiir. Takrin ve fizostigmin gibi diger

antikolinesteraz ajanlariyla yapisal olarak ilgisizdir.



Baz1 kolinerjik olmayan mekanizmalar da onerilmistir. Donepezil, kortikal néronlardaki
nikotinik reseptorleri yukart dogru diizenleyerek noroprotektif 6zelligi arttirir. Voltajla aktive olan
sodyum akimlarimi geri doniisiimlii olarak inhibe eder ve dogrultucu potasyum akimlarini ve hizlt
gecici potasyum akimlarini geciktirir, ancak bu eylemin klinik etkilere katkida bulunmas1 muhtemel

degildir (Kumar ve ark., 2021).
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Sekil 1.9. Donepezil sentezi

Rivastigmin

Hafif ila orta dereceli Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan bir kolinesteraz
inhibitoriidiir.  Bir kolinesteraz ~ inhibitérii ~ olan rivastigmin ~ hem butirilkolinesterazi hem
de asetilkolinesterazi iinhibitoriidii (asetilkolinesterazi segici olarak inhibe eden donepezilden farkli

olarak) (Khoury ve ark., 2018).

Sekil 1.10. Rivastigmin’in 3D yapist
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Sekil 1.11. Rivastigmin’in sentezi
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Galantamin

Galantamin, hafif ila orta siddette vaskiiler demans ve Alzheimer tedavisi i¢in endikedir .
Galantamin, asetilkolini hidrolize eden bir enzim olan asetilkolinesterazi inhibe eder . Ek olarak
galantamin, nikotinik maddenin allosterik bolgelerine baglanir.Konformasyonel degisiklige neden
olan reseptorler. Bu allosterik modiilasyon, nikotinik reseptoriin asetilkolin yanitini artirir (Cerner,

2023).

Sekil 1.12. Galantamin’in 3D yapisi

Takrin

Takrin, Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisi i¢in ABD'de onaylanan ilk
asetilkolinesteraz inhibitoriidir. Asetilkolinesteraz inhibitérlerine karsi geri doniisiimlii olarak etki
eder. Ancak takrin, alanin aminotransferaz konsantrasyonlarini énemli 6lgiide artinr ve klinik

uygulamasimni sinirlayan ksenotoksisiteye neden olur. (Ekiz, 2016).
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Sekil 1.13. Takrin’in 3D yapisi

Memantin

Memantin, bir NMDA reseptor antagonistidir. NMDA reseptorleri, beyinde glutamat
ndrotransmitterinin etkisini ileten proteinlerdir. Memantin, NMDA reseptorlerini bloke ederek
glutamat ndrotransmitterinin etkisini azaltir. Bu, Alzheimer hastaligi olan hastalarda ndronal
disfonksiyonun azalmasina yardimci olabilir. Memantin, Ingiltere’de orta ila siddetli Alzheimer

hastalig1 olan hastalarin tedavisi i¢in onaylanmistir (NICE, 2011).
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Sekil 1.14. Memantin sentezi
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1.6. Usnik Asit
Usnik asit, likenlerde bulunan dogal bir antibakteriyel bilesiktir. Molar kiitlesi 344,32 g/mol
sar1 kristaller ve toz halinde bulunur. Erime notasi 204 °C iken 594.8+500 °C’de kaynamaktadir.
Usnik asit, likenlerde bulunan dogal bir antibakteriyel bilesiktir. Bir karboksilik asit

degildir; bunun yerine asitligi fenolik hidroksil gruplarindan alir. pKa's1 4.4 tiir.

Me
(@)

Sekil 1.15. (R)-Usnik asidin yapis1

Usnik asit, ilk olarak 1840 yilinda Usnea gibi likenlerden izole edilmis bir dihidroksibenzoik
asittir. Usnik asit, dogal olarak rasemik bir karisim (enzim ve ayna goriintiisii formlarinin esit
karisimi) olarak bulunur ve (R) ve (S) enantiyomerleri olarak bulunur. (R) formunun ii¢ boyutlu bir
goriintiisli verilmistir.

Usnik asidin yapist, izole edilmesinden 90 yildan fazla bir siire sonra 1933 yilinda Frank H.
Curd ve Alexander Robertson tarafindan ingiltere’deki Liverpool Universitesi’nde ¢oziildii. Bu
yazarlar, usnik asit ve tiirevlerinin yapisini ve laboratuvar sentezini bildirdiler.

Usnik asit, biyolojik olarak aktif bir bilesiktir ve anti-enflamatuar, antioksidan ve anti-kanser
ozelliklerine sahiptir. Usnik asit, geleneksel olarak Cin tibbinda, artrit, bronsit ve kanser gibi gesitli
tibbi durumlari tedavi etmek i¢in kullanilmustir.

Son yillarda, usnik asit yeni bir tibbi tedavi olarak artan ilgi gérmektedir. Hayvanlar {izerinde
yapilan ¢aligmalar, usnik asitin artrit, bronsit ve kanser gibi ¢esitli tibbi durumlari tedavi etmek igin
etkili olabilecegini gdstermistir. Bununla birlikte, bu sonuglari dogrulamak i¢in daha fazla insan

calismasina ihtiyag¢ vardir (ACS, 2021).

1.6.1. Usnik Asidin ve Tiirevleri Tipta Kullanim

UA agisindan zengin liken 6zleri, geleneksel tipta uzun siiredir kullanilmaktadir. UA’nin ilk
belgelenmis kullanimi, kurutulmus liken 6zlerinin resmi olarak geleneksel Cin tibb1 metinlerine dahil
edildigi M.O. Uriin, giinde 60-120 mg UA’ya karsilik gelen, ¢ay veya kaynatma seklinde alinan 6-9
g kurutulmus liken dozunda sitma, yaralar, yilan 1sirmas1 ve oksiiriik tedavisinde kullanildi (Croce
ve ark., 2022).

Usnik asit ile yapilan ¢alismalar, usnik asidin antiproliferatif ve anti-inflamatuar etkilere
sahip oldugunu, hiicre dongiisii ve apoptotik hiicre 6liimii lizerinde etkileri oldugunu gdstermistir.

Son ¢alismalar usnik asidin D. melanogaster somatik hiicreleri lizerinde rekombinasyon indiikleyici,
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mutajenik ve karsinojenik etkilere sahip oldugunu ve insan kan hiicrelerinde total antioksidan
kapasite (TAC) seviyelerini artirarak doza bagli antioksidan etkiye neden oldugunu bildirmistir.
Usnik asit ayrica CD44, siklin D2 ve c-myc mRNA seviyelerini azaltir ve Racl ve RhoA aktivitesini
azaltir, bu da kanser hiicresi metastazini inhibe etme yetenegini gosterir ve antikanser tedavisi igin
kullanilabilir MCF7 ve H1299 hiicrelerine uygulanmasinda usnik asit ikincil metabolitlerin
mikrotiibiillerde morfolojik degisikliklere neden olmamasi ve mitotik indeksi artirmamasi, usnik
asidin anti-timor aktivitesinin mikrotiibiil olusumu ve stabilize edici degisikliklerden bagimsiz

oldugunu gostermektedir (Din¢soy, 2017).

1.7. Hesaplamah Kimya

Hesaplamali kimya, son yillarda kimya bilimi i¢in giiclii bir aragtirma arac1 haline gelmistir.
Bilgisayar biliminde kaydedilen hizli ilerlemeler, sayisal hesaplama ydntemlerinin dogrulugunu ve
simiilasyon tekniklerinin verimliligini 6nemli 6l¢iide artirmig, boylece kuantum teorisinin kimyasal
problemlerin ¢6ziimiinde daha yaygin bir sekilde uygulanmasini miimkiin kilmistir. Bu baglamda,
hesaplamali kimya yontemleri giinlimiizde kimyasal siireclerin anlagilmasi ve dngoriilmesi amaciyla
yaygin bir sekilde kullanilmakta olup, senteze yonelik galismalar da dahil olmak iizere bir¢ok
kimyagerin arastirma arag setinin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir.

Teorik kimya, kimyasal siireglerin matematiksel agiklamasi olarak tanimlanirken,
hesaplamali kimya genellikle bu matematiksel yontemlerin bilgisayar ortaminda uygulanabilir hale
getirildigi ve otomatiklestirildigi durumlari ifade etmektedir. Bu disiplin, kimyasal sistemlerin
atomik ve molekiiler diizeyde modellenmesi i¢in fiziksel prensiplerden (6rnegin kuantum mekanigi,
molekiiler mekanik ve molekiiler dinamik) tiiretilen matematiksel denklemlerden yararlanir.
Hesaplamali kimya, bu 6zellikleri sayesinde deneysel yontemlerle elde edilmesi giic veya maliyetli

olan bilgilerin ngoriilmesinde etkili bir yaklagim sunmaktadir (Buluz, 2023).

1.8. Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler kenetlenme (docking), yapiya dayali ilag tasariminda (Structure-Based Drug
Design, SBDD) yaygin olarak kullanilan énemli bir yontemdir ve ilk olarak 1980'lerin basinda
uygulanmaya baglanmistir. Bu yontem, hedef protein yapisinin ii¢ boyutlu (3B) yapisinin mevcut
oldugu durumlarda tercih edilen bir analiz aracit olarak One ¢ikar. Molekiiler kenetlemenin
yayginlagsmasinda, bilgisayar teknolojisinin hiz ve kapasitesindeki gelismelerin yani sira kiigiik
molekiil ve protein yapilarina erisim imkanlarinin artmasi biiyiik bir rol oynamustir.

Molekiiler kenetlemenin temel amaci, molekiiler tanimay1r hem yapisal (olasi baglanma
modlarinin belirlenmesi) hem de enerjik (baglanma afinitesinin tahmin edilmesi) agidan anlamak ve
tahmin etmektir. 1k olarak kiiciik molekiiller (ligandlar) ile makromolekiiller (proteinler) arasindaki
etkilesimlerin analizine yonelik olarak gelistirilmis olan bu yontem, giiniimiizde protein-protein

etkilesimleri ile niikleik asit (DNA ve RNA)-ligand etkilesimlerinin analizini de kapsayacak sekilde
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genisletilmigtir. Molekiiler kenetleme, biyolojik sistemlerdeki baglanma mekanizmalarini anlamak
ve yeni terapotik molekiillerin tasariminda yol gdsterici bir arag olarak kullanilmaktadir.

Molekiiler kenetlenme, {i¢ ana hedef iizerine odaklanmaktadir: poz tahmini, sanal tarama ve
baglanma afinitesi tahmini. Basarili bir molekiiler kenetleme metodolojisi, reseptoriin baglanma
bolgesindeki dogal ligand pozisyonunu dogru bir sekilde tahmin edebilmelidir. Bu, belirli bir tolerans
araligr i¢inde deneysel olarak belirlenmis ligand geometrisine uygun bir tahminde bulunmay1 ve bu
sirada molekiiller arasindaki fizikokimyasal etkilesimleri dogru modellemeyi gerektirir. Ayrica,
biiyiik bilesik kiitliphanelerinin taranmasinda, kenetleme yonteminin baglanmay1 dogru bir sekilde
degerlendirmesi, iyi baglanmayan molekiilleri etkin baglanma gosteren molekiillerden ayirt
edebilmesi dnemlidir. Bunun yaninda, veri tabanindaki en iyi bilesikleri siralamada isabetli sonuglar
iretebilmesi, metodolojinin giivenilirligi acisindan kritik bir gerekliliktir. Bu o6zellikler, hem
baglanma mekanizmalarinin anlasilmasini hem de terapotik amaglarla kullanilabilecek potansiyel

bilesiklerin secilmesini kolaylagtirmaktadir (Buluz, 2022).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Yang ve ark (2022) antioksidan aktiviteye sahip ve metal selasyon bolgeleri i¢eren dogal
bir iiriin olan UA (usnik asit), bir 6ncii bilesik olarak se¢mislerdir. Calismada 4 farkli tersiyer amin
bilesigi kullanilarak 4 usnik asid tiirevi sentezlenmistir. Antioksidan, anti-kolinesteraz ve metal
selasyonu gibi ilgili aktiviteler degerlendirilmistir. Sonuglar, 1-4'iin iistiin antioksidan aktivite
gosterdigi, -OH giderme yetenegi igin en diisiik ICso'nin 0.433 pM ve -O,— giderme yetenegi igin
8.808 uM oldugu bulunmustur. Ayrica, 1-4'in en diisiik ICsq'siyle iyi anti-kolinesteraz aktiviteleri
sergiledigi goriilmiistii: asetilkolinesteraz (AChE) i¢in 0.269 uM ve butirilkolinesteraz (BuChE) i¢in
0.361 uM. AChE ve BuChE ile molekiiler baglanma c¢alismalarinin sonuglar1 deneysel sonuglarla
uyumluydu. 1-4, UV—vis spektrum analizi ile Cu(Il) ve Fe(Ill) ile belirgin selasyon yetenekleri

sergiledi ve metal kompleksleri ayn1 zamanda iyi anti-AH aktivitelerini gostermistir.
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Sekil 2.1. Usnik asit tiirevlerinin sentezi (Yang ve ark., 2022)

Shi ve ark (2020) tau protein birikimi, Alzheimer hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarda
kritik bir rol oynar. Shi ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptiklari ¢alismada, usnik asit tiirevlerinin
sentezi ve tau birikimi ile ndroinflamasyon karsit1 inhibe edici aktivitelerinin degerlendirmesini rapor
edilmistir. 30 numarali bilesik AcPHF6'nin kendi fibrilizasyonuna karsi en etkili inhibe edici
aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, bu bilesigin anti-inflamatuar aktivitesini incelenip ve
sodyum usnat ile karsilastirildiginda, fare mikroglia BV2 hiicrelerinde LPS tarafindan uyarilan NO
salimimini azalttigini, ve daha da Onemlisi, farelerde okadaik asit tarafindan indiiklenen hafiza
bozukluguna karsi 6nemli koruyucu etkiler gostermistir. Bu nedenle, 30.bilesik, Alzheimer igin

potansiyel bir terapotik aday1 temsil eden yeni bir tau-agregasyon ve noroinflamasyon inhibitoriiydii.
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Cizelge 2.1. 26-50 bilesiklerinin AcPHF6 iizerindeki etkileri (Shi ve ark., 2020)
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Cazarin ve ark (2021) Usnik asidin (UA) asetilkolinesteraz (AChE) tizerindeki etkilesimleri
molekiiler baglanma yontemi ile ve AChE {izerindeki inhibisyon yetenegi in vitro olarak
degerlendirmisler. In vivo deneyler, farelere AB1—42 peptidi (400 pmol/fare) intraserebroventrikiiler
olarak maruz birakildiktan sonra (R)-(+)-UA veya (S)-(-)-UA'nin giinde 24 giin boyunca 25, 50 veya
100 mg/kg dozlarinda oral olarak tedavi edilmistir. Hayvanlar bilissel eksiklikleri degerlendirmek
i¢in yeni nesne tanima, Morris su labirenti ve inhibisyon-kaginma goérevine tabi tutulmustur. Ayrica,
farelerin korteks ve hipokampusundaki UA antioksidan kapasitesi ve ndroinflamatuar
biyobelirtegleri 6l¢iilmistiir. Sonuglar, UA'nin enantiyomerlerinin, in silico olarak galantamin gibi
AChE ile karmasik reseptor etkilesimlerini tetikledigini gostermistir. Ayrica, UA'nin
enantiyomerlerinin hayvanlarin 6grenme ve hafizasin iyilestirdigi ve paralel olarak korteks ve
hipokampusta miyeloperoksidaz aktivitesini, lipid hidroperoksitleri (LOOH) azalttigi ve
hipokampusta IL-1p seviyelerini diisiirdiigii belirlenmistir. Ozetle, UA, farelere AB1-42 uygulamasi
tarafindan indiiklenen bilissel eksiklikleri, LOOH belirtilerini ve néroinflamasyonu geri

kazandirmustir.
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Cizelge 2.2. AP1-42 uygulamasina maruz kalan ve agik alan testine tabi tutulan farelerde UA
enantiomerlerinin [(R)-(+)-UA ve (S)-(-)-UA)] 25, 50 ve 100 mg/kg (p.o.) dozlarinda
veya donepezil (2 mg/kg, p.o.) ile 24 giin boyunca uygulanan tedavinin etkisi (Cazarin

Crossings Rearings
Naive 123.7 + 4.5 57.6 + 5.1
Sham 127.8 + 5.4 63.3 = 4.9
APy _42+Vehicle 130.2 + 8.6 68.7 + 5.6
APy _42+(R)-(+)-UA 25 144.2 + 10.8 56.1 + 7.4
APy _42+(R)-(+)-UA 50 132.5 + 8.7 67.8 +11.5
APy _42+(R)-(+)-UA 100 150.7 = 11.6 57.8 + 8.6
APy _a2+(S)-(-)-UA 25 131.8 + 5.2 53.6 + 5.2
APy 42+(S)-(-)-UA 50 145.6 + 8.9 52.0 + 5.1
APy _42+(S)-(-)-UA 100 130.2 + 4.8 61.2 + 6.0
APy _42+Donepezil 134.8 = 8.5 64.3 + 7.8

Cakmak ve Giilcin (2019) yilinda usnik asidin énemli bir dogal iiriin olarak antioksidan,
antikolinerjik ve antidiyabetik potansiyellerini degerlendirmisler. Usnik asidin antioksidan profili,
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH"), 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS%+),
stiperoksit anyon radikali (0,%—) ve N,N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD%+) gibi sekiz ayr
biyoanalitik antioksidan yontemi kullanilarak belirlenmistir. Usnik asidi, etkili DPPH- (ICso: 49.50
pg/mL), DMPD%+ (ICso: 33.00 pg/mL), O, %— (ICso: 18.68 pg/mL) ve ABTS%+ (ICso: 10.41

ug/mL) giderme etkileri sergilemistir.

Absocbance (700 o)
Absortans (450 na)

Absorhance (593 um)

Sekil 2.2. Usnik asidin antioksidan aktivitesi. A. Fe(IlI)-Fe(Il) indirgeme yetenegi testi, B. Cupric
iyonlarinin (Cu(Il)) Cuprac testi ile indirgeme yetenegi, C. Fe(Il)-TPTZ+ kompleks
indirgeme yetenegi testi, D. Ferroz iyonlarinin (Fe(Il)) selatleme yetenegi (Cakmak ve
Giilgin, 2019)
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Sekil 2.4. Usnik asidin radikal temizleme aktivitesi. A. DPPH- temizleme testi, B. ABTS%+
temizleme testi, C. DMPD%+ temizleme testi. D. O, %— temizleme testi (Cakmak ve
Giilgin, 2019)
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Sekil 2.3. Usnik asidin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE) enzimleri
izerindeki etkisi. A ve C: AChE ve BChE i¢in Usnik asidin ICso degerleri. B ve D:
AChE ve BChE i¢in Lineweaver-Burk grafiginden belirlenen Usnik asidin Ki
degerleri (Cakmak ve Giilgin, 2019)

Ayrica, usnik asidin inhibisyon etkileri, norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilen
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) gibi metabolik enzimlere karsi test
edilmistir. Her iki enzim de asetilkolinin kolinerjik sinapslarda, merkezi sinir sistemi, ndromuskiiler
baglantilar ve otonom gangliyonlarda hidrolizini saglayarak kolinerjik iletimde 6nemli roller oynar.
Usnik asidin AChE (ICsp: 1.273 nM) ve BChE (ICsp: 0.239 nM) enzimlerine karsi etkili
inhibisyonprofillerini sergiledigi gozlenmistir. Sonuglar agik¢a gdstermektedir ki usnik asid,
antioksidan ve antikolinerjik potansiyellere sahip 6nemli bir dogal {iriindiir.

Piskaa ve ark (2018) usnik asidin genis biyolojik etkilerine ragmen, hepatotoksik bir ajan
oldugu ve bu nedenle ilag olarak potansiyel kullaniminin sinirli oldugu bilinmektedir. Bazi
hepatotoksik ilaglar, karacigeri hasar verebilecek reaktif metabolitler olusturarak etki gosterebilir.
Piskaa ve arkadaglar1 2018 yaptiklari ¢alismanin amaci, usnik asidin enantiyomerlerinin insan, sigan
ve fare karaciger mikrozomlarinda reaktif {irlinlere biyotransformasyonunu glutatyon ile bir
tuzaklama testi kullanarak tahmin etmektir. Sonug olarak, her enantiyomerin iki reaktif metabolit
olusturdugunu gostermektedir; bu metabolitler sirastyla glutatyon ile addiikt olusturarak, usnik asidin
toksisitesinin bir kismini agiklayabilir. In silico analiz, usnik asidin formiiliinde reaktif metabolitlerin

olusumu igin yapisal uyarilart géstermektedir, ayrica usnik asidin ve tiirevlerinin tipta potansiyel
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uygulamalarina dair gelecekteki arastirmalara yonlendirmeler saglamaktadir. Usnik asidin

farmakoforunun daha fazla kimyasal modifikasyonunda orto-metil fenol kismindan kagmilmasi

o

onerilmistir.

Sekil 2.5. Usnik asidindeki yapisal uyarilar (orto-metil fenoller — kirmizi; Michael akseptorii —
yesil) ve bir kinonmetilidler biyotransformasyonu 6nerisi (Piskaa v ark., 2018)

Fernandez-Moriano ve ark (2017) Parmeliaceae likenleri Evernia prunastri ve Usnea
ghattensis'in in vitro sitoprotektif 6zelliklerini (antioksidan aktivitelerine dayal1 olarak) ve bunlarin
ana fenolik bilesenleri olan evernik ve usnik asitlerin etki mekanizmasini degerlendirmisler. Merkezi
sinir sistemi benzeri hiicre modellerinde (U373-MG ve SH-SYSY hiicre hatlari), H,O,'nin neden
oldugu oksidatif stres aracili sitotoksisite degerlendirilmistir. ilk olarak, radikal temizleme
kapasitelerini (ORAC ve DPPH testleri) ve oziitlerin fenolik igerigi degerlendirilmistir. Optimal
konsantrasyonlarda, evernik asit 6n islemleri her iki modelde de H,O, tarafindan neden olunan
sitotoksik hasara karst 6nemli koruma sagladi. Bu, oksidatif stres belirteglerindeki degisiklikleri
tersine ¢evirdi (ROS {iretimi, glutatyon sistemi ve lipid peroksidasyon seviyeleri dahil) ve hiicresel
apoptozu (kaspaz-3 aktivitesi). Bu etkiler, hiicresel faz-II antioksidan enzimlerin ifadesinde dikkate
deger bir artig tarafindan kismen iletilmistir; NRF2 sitoprotektif yolunun muhtemel bir dahli
onerilmektedir. Usnik asit benzer etkileri, bir 6l¢iide daha 1limli bir sekilde gdsterdi. Sonuglar, liken
poliketitleri evernik ve usnik asitlerin, nérodejeneratif bozukluklar da dahil olmak tizere oksidatif
stresle iligkili hastaliklarin tedavisinde umut vadeden antioksidan adaylari olarak daha fazla
arastirmayi hak ettigini 6ne stirmektedir.

Aslan Engin ve ark (2023) Usnea longissima Ach. ve ikincil metaboliti usnik asidin insan
gastrik adenokarsinom hiicreleri (AGS), insan kolon adenokarsinom hiicreleri (CACO-2) ve fare
fibroblastlart (NIH/3T3) tizerindeki sitotoksisitesi etkiler incelenmistir: U. longissima'nin metanol
ve su Oziitleri Soxhlet 6ziitleyici kullanilarak elde edilmistir. Usnik asit Fourier transform infrared
spektroskopisi (FTIR) ile karakterize edilmistir. Ekstraktlarin ve metabolitlerin sitotoksik aktivitesi
2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) testi ile
belirlenmistir. Sonuglar metanol ekstraktinin AGS ve NIH/3T3 hiicrelerine karsi daha etkili
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oldugunu (sirastyla 373.17 pg/ml ve 318.81 pg/ml) ve Caco-2 hiicrelerine karsi daha diisiik IC50
degerine sahip oldugunu (230.05 pg/ml) gostermistir. Usnik asidin kanser hiicreleri iizerindeki
sitotoksik aktivitesinin normal hiicrelere gore daha yiiksek oldugu kaydedilmistir. Bu sonugclar,
usuninin metanolik ve sulu ekstraktlarinin, 6zellikle de usnik asidin, tamamlayici tedaviler olarak

kullanim potansiyeline sahip iiriinler oldugunu gostermektedir.

Usnic acid

Treatment
ULWE

E 50 pg/ml
e HE 100 pg/ml
B 200 pg/ml
= 300 pg/ml
® 400 pg/ml
bo & 500 pg/ml
M 750 no/ml

Sekil 2.6. CACO-2 hiicrelerine uygulanan U. longissima ekstreleri ve sekonder metaboliti ile elde
edilen XTT analizindeki canlilik oranlar1 (Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Aslan
E. ve ark., 2023)

ULME
-

Campanella ve ark (2002) usnik asidin fare poliomavirusiiniin proliferasyonunu giiglii bir
sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Etkisi, viryonun konak hiicreye giris seviyesinde

gerceklesmemektedir.

1 Z 3 4 S5 & 7 8 9 10

Sekil 2.7. Py DNA replikasyonunun hem enfeksiyondan sonra (seritler 1-5) hem de transfeksiyondan
sonra (seritler 6-10) inhibisyonu. (Campanella ve ark., 2002)

Takani ve ark (2002) yilinda usnik asidinin (UA) fenolik bir liken maddesinin metal
baglama 6zellikleri ve asetil ve enamind tiirevleri 9-O-asetilusnik asit (MAUA), 7,9-di-O-asetilusnik

asit (DAUA), A2,11-enaminusnik asit (EUA) ve N-substitiic A2,11-enaminusnik asitleri, sentetik ve
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spektroskopik yontemlerle incelemislerdir ve bakir(Il) ve paladyum(Il) komplekslerinin yapilart X-
1s1n1 difraksiyon yontemiyle belirlemislerdir. Cu(Il), UA ve DAUA ile sirasiyla Cu(UA),-H20 ve
Cu(DAUA)?2 biner kompleksleri vermek lizere reaksiyona girdi ve Cu(bpy) (bpy=2,2’-bipiridin) UA
ve DAUA ile ternary kompleksler olusturdu. Pd(I) ayrica UA, DAUA, EUA ve N-substitiie A2,11-
enaminusnik asitleri ile karsilik gelen biner kompleksleri vermek tizere reaksiyona girmistir.
Chollet-Krugler ve ark (2008) (+)-usnik asitten sentezledikleri yeni ligandin, asagidaki
semaya gore diasetat tuzlar ile reaksiyon sonucunda kiral bakir(Il) ve nikel(Il) kompleksleri elde

etmislerdir.

(@]
RO o
o
OR
o 11 o

MesNOH, PhCH2Br E (S)-usmcacid. 1. Rkl
HMPA, O °C, 4 h 5: R = Bn, 26%

NH2(CH2z)2NH2 (0.5 equiv)
EtOH 7/ THF (3 /7 10), reflux, 4-5 h

6: R=Bn, 15%

M(OAC)2, CHCl2/MeOH l

Sekil 2.8. 2,3,4,5,6,7,8 bilesiklerinin sentezi (Chollet-Krugler ve ark., 2008)

Pyrczak-Felczykowska ve ark (2019) yaptiklar calismada, usnik asidinden tiiretilen bir
dizi bilesik sentezlenmis ve farkli kdkenli kanser hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkinlikleri
degerlendirilmistir. Sentezlenen bazi bilesikler, usnik asidinden daha etkili olmustur. 2a ve 2b
bilesikleri, tiim test edilen kanser hiicre hatlariin hayatta kalmasini doza ve zaman bagiml bir
sekilde inhibe etmistir. 48 saatlik tedavinin ardindan MCF-7 ve PC-3 hiicreleri i¢in IC50 degerleri
yaklagik 3 pM, HeLa hiicreleri igin ise 1 uM civarindaydi, 3a ve 3b ise sadece HeLa hiicrelerine kars1
antiproliferatif aktivite gostermistir. Aktif usnik asidi tiirevleri, HeLa hiicrelerinin S ve G2/M
fazlarindaki fraksiyonunda diisiise ve G0/G1 durmasina neden olmustur. 2a ve 2b bilesikleri,
degerlendirilen kanser hiicrelerinin klonojenik potansiyelini azaltmis ve MCF-7 hiicrelerinde GO/G1

fazinda hiicre dongiisii durmasina ve apoptoza neden olmustur.
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Usnic acid derivatives

Q, = lrl cellcycle arrest
L= apoptosis

excessive
endocytosis

@ @g @ @ MCF-7

@

Sekil 2.9. Usnik asit tiirevinin hiicrelerin ilizerindeki etkisi (Pyrczak-Felczykowska ve ark., 2019)

Borisov ve ark (2022) (+)-usnik asidinin alt1 enamin tiirevini sentezlemisler ve bunlardan
ikisi yeni gelistirmiglerdir. Tiim bilesikler, alloxan ile indiiklenmis diyabetli farelere agizdan 50
mg/kg dozunda uygulandiktan sonra hipoglisemik etki agisindan degerlendirmiglerdir. 4-
trifluorometilfenil fragmanini igeren tiirev, deneyin altinci giiniinden itibaren tespit edilen en belirgin
hipoglisemik etkiyi gostermisti. Ayrica, glukoz metabolizmas1 degisikligi olmadan farelerde
(C57BL/6) OGTT yapildi,, bu da incelenen tiim bilesiklerin agizdan uygulamasindan sonra

hipoglisemik etki gostermedigini belirtmisler.

(70%)

EtOH, reflux, 4 h for 2-5,7 or 40 h for 6

Sekil 2.10. 2-7 bilesiklerinin sentezi (Borisov ve ark., 2022)

40

35

30

= Control
= Alloxan

25 - Metformin

-UuUA
20 +

Blood glucose concentration, mmol/|

Day 1 Day 3 Day 6 Day 8

Sekil 2.12. Alloksan ile indiiklenmis diyabetli farelerde bilesikler 2-7'nin kan glukoz seviyesi
iizerindeki etkisi. * Alloksan grubuyla karsilastirildiginda p < 0.05, # Metformin grubuyla
karsilagtirlldiginda p < 0.05 (Borisov ve ark., 2022)

Luzina ve ark (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada usnik asidinin her iki enantiyomerinin enamin

tiirevleri ile birlikte kuaternize N atom bilesiklerinin sentezlemislerdir, bilesikler 3 ve 4'te orta
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diizeyde sitotoksik aktiviteye neden olmustur. Ilging bir sekilde, kuaternize bilesikler 7 ve 8,
Mycobacterium smegmatis'e karsi belirgin antimikobakteriyel aktivite géstermisti, ancak N atomlari
arasindaki bagcik uzunlugu arttikga etkinlik azalmistir. (+)-8 bilesigi, Staphylococcus aureus, S.
Epidermidis, Streptococcus pneumoniae ve Enterococcus faecalis dahil olmak lizere patojen Gram-

pozitif mikroorganizmalarin etkili bir sekilde biiyiimesini engellemistir.

3:R=Men=1;4:R=Et,n=1 7:R=R, =Me,X=1n=1
8,9R=ELR; =Me,X=18n=1;9n=2
N
S:R=Et,n=2;6:R= O,n=2
~ 10: R = "': 0,R, =Me,X=Ln=2

1:R=Me.R, =Et X=Br.n=1
Sekil 2.13. 3-11 bilesiklerinin sentezi (Luzina ve ark., 2015)

Hao ve ark (2023) ki yeni dibenzofuran (1-2), ¢oklu substitiie edilmis tek bir benzen
halkas1 (3) ve iki organik asit bilesigi (4-5) dahil olmak tizere 25 bilesik sentezlemisler ve (6-30)
bilesikleri izole etmislerdir. Bilesikler 1, 2 ve 6-8'in asetilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri anti-
AChE testi ve molekiiler baglanma c¢aligmasi ile degerlendirmislerdir. Bilesik 2, 0.3 pmol/ml
konsantrasyonunda AChE'yi etkili bir sekilde inhibe etmistir (%61.07 £+ 0.85). Molekiiler baglanma
calismasi, bilesik 2'nin en giliclii baglanma affinitesine sahip oldugunu ve "-CDOCKER Energy"
degerinin 14.4513 kcal/mol oldugunu ortaya koymustur.

Interactions

Bl Anmide—Pi Stacked
| —Alkyl

Sekil 2.14. Bilesik 2'nin AChE ile olan ligand-protein etkilesiminin 2D diyagrami (Hao ve ark.,
2023)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Diklorometan (Merck),
Dietileter (Merck),
DMF (Merck),
DMSO (Merck),
THF (Merck),
Benzen (Merck),
Etanol (Merck),
Metanol (Merck),
Etil asetat (Merck),
Aseton (Merck),
Hekzan (Merck),
Saf H;O,

Ligandlarin sentezlerinde;
(+)-Usnik asit (Aldrich),
Etilendiamin
1,2-diaminbenzen
1,4-diaminbenzen
N-Boc-etilendiamin

8-aminokinolin

Metal komplekslerinin sentezinde;

CuClL.2H,0 (Fluka).

3.1.2. Kullamilan Cihaz ve Programlar

Elementel Analiz (Cukurova Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii),
FT- IR Spektroskopisi (Perkin-Elmer RX-1, KBr disk; 4000-400cm-1),

UV-Vis Spektrometre; Perkin Elmer Lambda 25,

Erime Noktas1 Tayin cihazi; Gallenkamp,

pH metre; pH 211 Hanna Instruments,

UV lambasi, Uvgl 58, Handheld UV Lamp (254-365 nm),

Karistirict; Velp,
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Etiiv; Elektromag M 420 P,

LA-ICP, Perkin Elmer, Nexion 2000 P,

Termogravimetrik/Diferansiyel Termal Analiz: Perkin Elmer Pyris DiamondTG/DTA, N2
atmosferinde, 25-800 °C’de, 10°C.dk-1,

ICP-OES: Perkin-Elmer Optima 2100DV ICP,

Gaussien09

Gaussview5

Autodock Vina

3.2. Metod
3.2.1. Ligantlarin Sentezi
Tert-biitil(E)-(2-((1-(6-asetil-7,9-dihidroksi-8, 9b-dimetil- 1, 3-diokso-3,9b-
dihidrodibenzo[b,d][furan-2(1H)-iliden)etil)amino)ethyl)karbamit (1) sentezi

7 mL saf etanol i¢inde 172,4 mg (0,5 mmol) usnik asit ¢oziildiikten sonra 82 uL (0,5 mmol)
N-Boc-etilendiamin yavas¢a eklendi. Karigim 2 saat oda sicakliginda geri sogutucu altinda
karigtirildi. TLC'ye bakilarak reaksiyonun tamamlandigimi dogruladiktan sonra, 50 mL %1 HCI
eklendi ve 1 saat daha karistirildi. 1 gece bekletildikten sonra olusan sar1 ¢okelti siiziilerek %1 HCI
(3%x20 mL), ardindan saf su (3x20 mL) ile yikandi. Ham {iriin, ligant bilesikleri verecek sekilde 1:1

saf etanol ve saf su karisimi i¢inde yeniden kristallendirildi.

Boc. NH
\H/\/ 2

EtOH, 25°C, pH= 1-2

NH

)

0C

Sekil 3.1. 1’in sentezi ve olas1 yapist
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Sekil 3.2. 1'in 3 boyutlu yapist

(2E,2E")-2,2'-((etan- 1,2-diilbis(azandiil))bis (etan- 1-il- 1 -iliden)) bis (6-asetil- 7, 9-dihidroksi-8, 9b-
dimetildibenzo[b,d]furan-1,3(2H,9bH)dion (2) sentezi

7 saf etanol i¢inde 172,4 mg (0,5 mmol) usnik asit ¢oziildiikten sonra 17 pL (0,25 mmol)
etilendiamin yavas¢a eklendi. Karisim 2 saat oda sicakliginda geri sogutucu altinda karistirild.
TLC'ye bakilarak reaksiyonun tamamlandigin1 dogruladiktan sonra, 50 mL %1 HCI eklendi ve 1 saat
daha karistirildi. 1 gece bekletildikten sonra olusan agik sar1 ¢okelti siiziilerek %1 HCI (3x20 mL),
ardindan saf su (3%x20 mL) ile yikandi. Ham {iriin, ligant bilesikleri verecek sekilde 1:1 saf etanol ve

saf su karigimi i¢inde yeniden kristallendirildi.

NH
AN N

EtOH, 25°C, pH= 1-2

Sekil 3.3. 2'nin sentezi ve olas1 yapisi

(E)-6-asetil-2-(1-((2-aminofenil)amino)etiliden)-7,9-dihidroksi-8,9b-dimetildibenzo[b,d]furan-
1,3(2HY9bH)-dion (3) Sentezi

7 saf etanol i¢inde 172,4 mg (0,5 mmol) usnik asit ¢dziildiikten sonra 84 mg (0,5 mmol) 1,2-
diaminobenzen yavasca eklendi. Karigim 8 saat oda sicakliginda geri sogutucu altinda karistirild.
TLC'ye bakilarak reaksiyonun tamamlandigini dogruladiktan sonra, 50 mL %1 HCI eklendi ve 1
saat daha karigtirildi. 1 gece bekletildikten sonra olusan kahverengi ¢okelti 5 siiziilerek %1 HCl
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(3%x20 mL), ardindan saf su (3%x20 mL) ile yikandi. Ham {iriin, ligant bilesikleri verecek sekilde 1:1

saf etanol ve saf su karigimi i¢inde yeniden kristallendirildi.

Sekil 3.4. 3'lin sentezi ve olas1 yapisi

3.2.2. Kompleksin Sentezi
Cu(Cl)2.2H>0 (0.5 mmol), 1 (1 mmol) ve potasyum tert-biitoksit (1mmol) karisimi etanolde
oda sicakliginda 3 saat karistirildi ve kuruyana kadar buharlastirildi, kalint1 sulu etanolden geri

kristallendirildi. Elde edilen iiriin koyu mavi bir tozdur.

CuCl, 2H,0

Sekil 3.5. 1-Cu’1n sentezi ve olasi yapisi

Sekil 3.6. 1-Cu’1in 3 boyutlu yapisi
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3.2.3. Hesaplamah Kimya Metodlari

Kuantum Hesaplamalar

Tiim bilesiklerin temel durum (So) geometrileri, Gaussian 09 (Frish ve ark., 2009) paket
programi ve hibrit fonksiyonel B3LYP (Becke, 1988; Lee ve ark., 1988) ile DFT (Kohn ve Sham,
1965) kullanilarak optimize edildi. Ttim atomlar i¢in kullanilan temel set, geometri optimizasyonlari
icin 6-31G olarak segildi. Bilesiklerin {i¢lii (T) ve tekli uyarilmis durumlar (S), TD-DFT kullanilarak
minimum enerji geometrilerini elde etmek i¢in gevsetildi. Tiim yapilarin gaz fazi geometri
optimizasyonlart ilk olarak MM2 yodntemi ve ardindan tutarli molekiiler orbital (SCFMO) yontemi
kullanilarak yar1 deneysel PM3 kullanilarak gerceklestirildi. Her bilesik igin, ilgili geometri
optimizasyonlarinda kullanilan ayni temel set kullanilarak titresim analizleri gerceklestirildi
(Turhan Irak ve Giimiis, 2017).
Molekiiler Kenetlenme

Optimizasyonu yapilan bilesiklerin enzimler ile Autodock Vina kullanarak
molekiiler kenetlenme ¢alismasi yapildi (Huey ve ark., 2012) . Protein databank dan elde

edilen ve bir 6nceki ¢alismalarda da kullanilan secilen enzim molekiilleri tarandi.

Yapilan literatiir taramasindan sonra kenetlenme ¢alismasi yapilacak her bir enzimin insan

kaynakli olmasina 6zellikle dikkat edilerek se¢imler yapildi:

a. AChE=>» 4MOE
b. BChE=»4BDS
c. Beta Amyloid = 1IYT

3.2.4. Antioksidan Aktivitelerin Tayini

Antioksidan aktivite tayini i¢in saf maddelerin DPPH serbest radikal giderim, ABTS katyon
radikal giderim, CUPRAC (Bakir II indirgeme antioksidan) yontemileri ile aktivite tayinleri
yapilmustir.

DPPH (1, 1-Difenil-2-Pikrilhidrazil) Serbest Radikal Giderim Yontemi

Saf maddelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikali kullanilarak belirlenmistir (Blois, 1958). Saf maddelerin 1 mM’ lik stok ¢6zeltileri
hazirlanmigti4. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40 uL’ye
tamamlanmigtit ve lizerlerine 0,1 mM DPPH c¢ozeltisinden 160 pL ilave edilmistir. Hazirlanan
cozeltilerin oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslari
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplanmistir.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirilmistir. Serbest radikal giderim aktivitesi

(% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

29



% Inhibisyon = (Axontrol — Asmek) / Axontrot X 100 (3.1
A: Absorbans
Her bir 6rnekten {i¢ paralel ¢alisma yapilmistir. Standart olarak BHT, BHA ve a-Toc kullanilmistir.

ABTS Katyon Radikali Siipiirme Aktivitesi

Saf maddelerin ABTS katyon radikal siiptirme aktiviteleri 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit) kullanilarak belirlenmistir (Re ve ark., 1999). Saf maddelerin 1 mM’ lik stok
cozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40
uL’ye tamamlanmis ve tizerlerine 7 mM ABTS katyon radikali ¢6zeltisinden 160 pL ilave edilmistir.
Reaksiyon karanlikta 6 dakika bekletildikten sonra 734 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Orneklerin
absorbans degerleri kontrole karsi1 degerlendirilmistir. ABTS katyon radikal siipiirme aktivitesi (%

inhibisyon) 3.1. esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

CUPRAC Yéntemi

CUPRAC yonteminde, oOrneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(Il)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(I)-Nc kelatina indirgenir ve bu kelatin 450 nm’de absorbansi
Olclilmiistiir. Saf maddelerin 1 mM stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan oOrnekler ve
standartlarin {izerine, son konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 uM olacak sekilde Cu (II), neokuproin
ve NH40OA ¢ tamponu ilave edilmis ve 1 saat sonra 450 nm’de absorbans dl¢lilmiistiir (Apak ve ark.,
2004). Orneklerin absorbans degerleri standartlara kars1 degerlendirilmistir. Her bir érnekten iic

paralel calisma yapilacak. Standart olarak BHT, BHA ve a-Toc kullanilmistir.

3.2.5. Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi
AChE Aktivite Testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz enzimi, substrat
olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmistir. Sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun
konsantrasyonu 412 nm’de mikroplaka reader ile 6l¢tilmiistiir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL
fosfat tamponu (pH =8), saf maddelerin etanol i¢inde 4 Mm konsantrasyonda hazirlanan
¢ozeltilerinden 10 uL ve enzim ¢6zeltisinden 20 uL. koyulmustur. Bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 25°C
de inkiibe edilmistir. 10 dakika sonra 20 uLL. DTNB reaktifi ve substrat (asetiltiyokolin iyodiir) ilave
edilmigstir. Standart olarak galantamin kullanilmistir. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek
412 nm dalga boyunda absorbans okunacak. AChE aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanacak (Ellman ve ark., 1961).
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BuChE Aktivite Testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak butirilkolinesteraz enzimi, substrat
olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanilmistir. Sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun
konsantrasyonu 412 nm’de mikroplaka reader ile 6l¢tilmiistiir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL
fosfat tamponu (pH =8), saf maddelerin etanol i¢inde 4 Mm konsantrasyonda hazirlanan
¢ozeltilerinden 10 uL ve enzim ¢6zeltisinden 20 uL. koyulmustur. Bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 25°C
de inkiibe edilecek. 10 dakika sonra 20 pL. DTNB reaktifi ve substrat (butiriltiyokolin iyodiir) ilave
edilmigstir. Standart olarak galantamin kullanilmmustir. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek
412 nm dalga boyunda absorbans okundu. BChE aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanmistir (Ellman ve ark., 1961).

3.2.6. Farmakoloji Deneyleri

Deney Hayvani ve Barindirma Kogsullar

Calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinden (CUTF-SABIDAM) temin edilen, ( 25-35 g; 8-10 haftalik) Swiss Albino tiirii erkek
fareler kullanildi. Deneylerde kullanilan fareler her kafeste 10 tane olacak sekilde yerlestirildi,
Standart laboratuvar kosullar1 saglandi ve SABIDAM yénergesinde belirtilen etik kurallara uygun
olarak barmndirildi. Deneylere baslamadan énce Cukurova Universitesi Deney Hayvanlari Etik
kurulundan onay alinmistir (Karar sayisi: 17, Ek M).

Farelerde motor fonksiyonlarin degerlendirilmesi icin rota rod testi, Alzheimer hastaliginin
en 6nemli bulgularindan biri olan bellek kaybin1 6l¢mek icin Modifiye Yiikseltilmis Art1 Labirent
Testi (Plus-maze Testi) ve Pasif Sakinma Testi yapilmistir. Alzheimer hastaliginin bir diger 6nemli
bulgularindan biri olan depresyon davranislari olup olmadigini 6lgmek i¢im Zorunlu Yiizdiirme testi
( Force Swimming Test) yapilmistir. Tiim testler C.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dali, Davranis Farmakolojisi Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Fareler 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik dongiisiinde, ses yalitimli, sicaklik ve nemi sabit tutulan laboratuvarda, yem ve su
kisitlanmast yapilmadan barindirilmistir. Deney hayvanlariyla arastirmaya baslamadan once yedi

giin boyunca ortama aligtirildi.

Deney Gruplar: ve Uygulama Stralart

Swiss Albino erkek fareler deney protokoliine gore alt1 (6) gruba ayrilmistir. Her bir grupta
8 adet erkek fare bulunmaktadir. Grup I (kontrol), saglam farelerden olusan, hig bir islem yapilmamis
gruptur. Grup II (sham) distile su 10 mL/kg uygulanmigtir. Grup III (bakir kontrol) grubudur. Bu
gruba 25 mg/kg CuSO4 oral (gastrik gavaj) verilmistir. Grup IV, ligand 1 uygulanan gruptur. Bu
gruba usnik asit 25 mg/kg oral (gastrik gavaj) verilmistir. Grup V. CuSO4+ ligand 1 oral (gastrik
gavaj) uygulanmistir. Grup VI’ya usnik asit ¢oziiciisii %2 DMSO+ misir yagi uygulanmistir. Grup
III ve Grup IV deki farelere sirrastyla CuSOs ve ligand 1 90 giin boyunca giinde bir kez
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uygulanmustir. Grup V deki fareler CuSO,4 gastrik gavajla uygulandiktan 20 dakika sonra ligand 1

uygulanmustir.

Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Uygulama Sekilleri

Bu calismada bakir (II) siilfat, ligand 1, dimetilsiilfoksit ve misir yagir kullanilmistir.
Bakir(Il) siilfat 2.5 (mg/mL) olarak hazirlanmistir. Bakir siilfat dozu 25 (mg/kg) olarak onceki
arastirmalardan elde edilen CuSO4’1n LDso degerlerine gore hesaplanarak belirlenmistir (Agarwal
ve ark., 1990). Ligand 1’in dozu 25 (mg/kg) (Cazarin ve ark., 2021), ¢ozeltisi 2.5 (mg/mL) olarak
%2 DMSO musir yagi i¢inde hazirlanmstir.

Davranis Testleri
Modifiye Yiikseltilmis Arti Labirent Testi

Modifiye Yiikseltilmis Arti Labirent Testi (mYALT), deney hayvanlarinda 6grenme ve
hafizayla ilgili davraniglar1 6lger. Deneyler, bir masa lambasiyla (80 liiks) aydinlatilan aydinlik, yar1
ses gecirmez bir odada gerceklestirildi. Labirent, 5 cm'lik kare bir orta kisim olusturacak sekilde
birbiriyle kesisen iki acik kol (29 cm uzunluk x 5 cm genislik) ve iki kapali kol (29 cm x 5 cm x 15
cm yiiksekliginde duvarlar) ile ahsaptan yapilmistir. Ac¢ik alanin etrafi hayvanlarin diismesini
onlemek amaciyla kisa (1 cm) pleksiglas bordiirle ¢evrildi. Labirent yerden 40 cm yiiksekliktedir.
Ogrenme ve hafiza deneylerinde degistirilmis yiikseltilmis art1 labirent testi kullanildiginda deneyler
iki asamada gercgeklestirildi. ilk asama edinim/6grenme donemidir. Ikinci asama, bir 6nceki giiniin
edinim/6grenme doneminde Ogrenilen ve depolandigi diisiiniilen bilgilerin 24 saat sonra
hatirlanacag: akilda tutma dénemidir. ilk giin denekler yiikseltilmis art1 labirentin acik kollarindan
birinin ucuna yerlestirilir. Fare 90 saniye i¢inde kapali kollardan birine girmezse, yavasga kapali
kollardan birine dogru itinir. Farenin karanlik kollardan (GS1) birine girmesi igin gegen siireyi
kaydedilir. Karanlik boliime gegen farelerin bu kollarda 10 saniye kalmalarina izin verilir ve bu
stirenin sonunda fareler ev kafeslerine geri gonderilir. Bu uygulamadan tam 24 saat sonra fare tekrar
acik kollardan birinin ucuna yerlestirilir ve koyu renkli kollardan birine girmek i¢in gereken siire
kaydedilir (GS2). Bu testte GS1 degerinden daha diisiik bir GS2 degeri, denegin 6grendiginin kanitt
olarak kabul edilir.

Pasif Sakinma Testi

Bu testte; pasif sakinma test cihaz1 (Ugo Basile, pasif kaginma kontroldrii Cat 7551, Italya)
kullanilir. Pasif sakinma genellikle en hizli 6grenme testlerinden biridir. Test, birbirinden bir erigim
kapisiyla ayrilan karanlik bolme (24x12,5x14 cm) ve aydinlik bélme (7x12,5x14 cm) (2000 liiks)
olmak iizere iki bolmeden olusuyordur. Farelerin oda igerisinde ¢ignedigi zemin, 0,3 cm g¢apinda
paslanmaz ¢elik tellerden yapilmis ve 0,9 cm araliklarla birbirine paralel yerlestirilmis 1zgara

yapisina sahiptir. Zemini, deney hayvanlarinin ayaklarina programlanmis elektrik soklarinin
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verilebilecegi sekilde ayarlidir. Hayvanin elektrik sokunu aldig1 bolge karanlik bolgedir. Tipik olarak
fareyi 151k odasina yerlestirdikten sonra kisa bir siire iginde tercih ettigi karanlik odaya ge¢mesi
beklenir. Bu testi iki asamadan olusur: kazanim denemeleri ve tutma denemeleri. Kazanim
denemesinde, fare 1zgara zeminden verilen ayak sokundan sakinmay1 6grenmek i¢in egitilir. Deneyin
1. giinii (kazanim denemesi) fare aydinlik bdlmeye yerlestirilir ve bolmeler arasindaki kapi 10 saniye
sonra agilir. Fare aydinlik bélmeden karanlik bélmeye gegtiginde (kuyrugun 2/3°i karanlik bolmeye
girmeli), kap1 kapatilir ve karanlik kompartmanin 1zgara zemininden hayvanin ayagina elektrik soku
(0.25mA/1 saniye) verilir. Ayak sokunu aldiktan 30 saniye sonra, hayvanlar karanlik bélmeden
kafeslerine geri alinir. Karanlik bélmeye 5 dakika icinde gegmeyen fareler deneyden ¢ikarilir. Her
egitim denemesinden sonra, bdlmeler temizlenerek kokuya bagli olumsuz etkiler Onlenir. Bu
asamada farenin aydinlik boliimden karanlik bélmeye ge¢mesi icin gecen siire kaydedilir. Hatirlama
denemesi, kazamim denemesinden 1 giin sonra yapilir. Fare egitim denemesinde oldugu gibi aydinlik
bolmeye yerlestirilir. Bolmeler arasi kap1 10 saniye’lik alistirma peryodundan sonra agilir. Hayvan
elektrik soku alacagini anlayarak normalde tercih ettigi karanlik bolmeye 5 dakika i¢cinde gegmezse
olay1 6grenmis kabul edilir. Hatirlama denemesinde karanlik bolmeye gecme siiresi “hatirlama siiresi
indeksi” olarak kullanilir. Hatirlama denemesinde farelere ayak soku uygulanmaz. Hatirlama siiresi
indeksi arttikga 6grenilmis deneyim daha iyi hatirlanir. Hatirlama siiresinin kazanim siiresine goére

uzamasi daha iyi bellek fonksiyonunun gostergesidir (Uygun ve ark., 2023).

Zorunlu Yiizme Testi

Zorunlu Yiizme Testinde (ZYT) fareler tek baslarina 23-25°C sicakliginda su igeren
Pleksiglas silindire (cap 12 cm) birakilirlar ve orada 6 dakika boyunca tutulurlar. Bu durum
kacamayacaklar1 bir durum oldugu i¢in, hayvanlar kisa siirede hareketsiz hale gelirler, dikey
pozisyonda ve sadece kafalarini sivi listinde muhafaza etmelerini saglayacak kiigiik hareketler
yaparak su tistiinde dururlar. 6 dakikalik test siiresinin son 4 dakikasindaki deney hayvanlarinin
hareketsizlik zamani kaydedilir. Bu testte, antidepresan-benzeri etki gosteren kimyasallarin
hareketsizlik siiresini kisalttiklar1 ve hayvanlarin ortamdan ¢ikmak i¢in daha ¢ok caba gosterdikleri

gozlemlenmektedir (Can ve ark., 2012).

Rotarod Testi

Rotarod test; performansi, direnme giiciinii, denge ve koordineli hareketleri degerlendirmede
kullanilir. Rotarod testinde, sabit hizda donen bir gubuk {izerinde, deney hayvanmin diismeden
kaldig1 siire kaydedilir. Test diizenegi 4 veya daha fazla bolmeyle birbirinden ayrilmis en az 5 cm
capinda bir ¢ubuk, bu gubugun hizini ayarlayan elektrikle ¢alisan bir motor sistemi ve cubugun altina
yerlestirilmis bir 1zgaradan olugmaktadir. Her bir disk dijital saate sahiptir. Dijital saatle; saat, dakika,
saniye ve salise diizeyinde siire Ol¢iilebilmektedir. Dijital saat, deney hayvanin {izerinde durdugu

cubuktan diistiigii an, otomatik olarak durmaktadir. Disklerin hizi: 16, 20, 24, 28 ve 32 tur/dk olarak
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yarlanabilir. Calismada denekler dakikada, 32 tur/dk olacak sekilde donen platformun iistiine
yerlestirilir (Ugo Basile, Rotarod 7600, Italy). Her hayvan i¢in cut—off siiresi 120 saniyedir. Ol¢iim
sonucunda, platform {istinde dénen hayvanin spontan aktivitesindeki degisiklikler ve motor
koordinasyon hareketleri, yapilan tiim 6l¢iimlerin ortalamasi alinarak degerlendirilir. Test siiresince
deneklerin donen ¢ubuk iizerinde kalig siiresi aletin otomatik sayaci ile (saniye) kaydedilir (Uzbay,

2004).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada usnik asidi tiirevlendirerek 3 farkli ligand sentezlenmis, 1 ile Cu(Il) tuzlari
muamele edilerek bir metal kompleksi sentezlenmis ve yapilar1 ICP, LC-MS, TGA, FT-IR,
elementel analiz gibi analitik ve spektroskopik yontemleriyle aydinlatilmistir. Elde edilen sonuglar
literatiir bilgileri 1s181inda degerlendirilerek ligantlar ve metal kompleksi i¢in yapisal formiiller
Onerilmistir. Teorik ve deneysel sonuglarin birbiriyle uyumu bazi yapilar i¢in gozlemlenememistir.
Sentezler i¢gin, materyal ve metod kisminda onerilen yontemle 1-Cu kompleks sentezlenmis ancak
analiz sonuglarina gore dnerilen yapi yerine yeni bir yapi ortaya ¢ikmistir. Kompleksin yapisindaki
degisiklik, 1'in bozulmaya ugramasi sonucu olarak degerlendirilmistir. Yeni kompleks “4-Cu” ve
1’in bozulmus yapis1 “4” olarak kodlandirilmistir.

Sentezlenen 1 icin In vivo ¢alismalar1 CU Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim dalinda
yliriitiilmistiir. Alzheimer Hastali§ina sebep olan agir metal birikiminin doku ve organ azaltilmasi

laboratuvar fareleri icin C.U. Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim dalinda incelenmistir.

4.1. Sentezlenen Ligantlarin Deney Verileri

1 ve 2 agik sar1 renkli iken 3 agik kahverengine sahiptir. Ligantlarin erime noktalari sirayla,
140.2~141.0 °C, 237.0~238.5°C, 120.0~122.8°C.
Cizelge 4.1. ve 4.2. de ligantlarin fiziksel 6zellikleri belirtilmektedir.

Cizelge 4.1. Ligantlarin ¢6ziiniirliik 6zellikleri

Coziicii 11213
Hekzan - l- -
Etanol - - -
Kloroform | + | + | +
DMSO Bl e
Asetonitril | + | - | +
Etilasetat | + | - | +
DMF + 1+ |+
THF + 1+ |+
Aseton + 1+ |+
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Cizelge 4.2. Ligantlarin fiziksel 6zellikleri

Ligant Renk Erime noktas1 (°C) | %verim
1 Sar1 140.2~141.0 86.50
2 Agik sari 237.0~238.5 64.00
3 Siitlii kahve 120.0~122.8 41.47

4.2. Elemental Analiz, ICP ve LC-MS Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen ligantlarin elementel analizi ve 1'in bagladigi Cu(ll) yiizdesinin oranlar1 ve ICP
sonuglarinin deneysel ve teorik olarak hesaplanan sonuglar ¢izelge 4.3.te verilmistir. Ligantlarin

deneysel ve teorik verilerin birbirleriyle uyumludur. Kompleksin verileri birbirleriyle uymayip

beklenen yap1 yerine yeni bir yapi ortaya koyulmustur.

Cizelge 4.3. Sentezlenen bilesiklerin elementel ve ICP analizleri

. % Deneysel % Teorik

é %C | %H | %N | %Cu(l) | %C | %H | %N | %Cu(Il)
1 61.7 |62 |58 61,4 |58 |42

2 640 |51 |39 63.7 |50 |3.0

3 664 |51 |64 66.7 |52 |47

1-Cu 53.1 | 3.6 |0.0 10.3 514 |50 |48 10.9
4-Cu 53.1 | 3.6 |0.0 10.3 530 |54 (00 |11.7

Ligantlarin LC-MS analizi teorik ve deneysel verileri gizelge 4.4. da verilmistir. 2’nin LC-MS

spektrumu 694'da kesildigi i¢in ligandin molekiiler piki tespit edilememistir.

Cizelge 4.4. Bilesiklerin LC-MS verileri

Molekiil kiitlesi
Ligand
(g/mol)
Teorik | Deneysel
1 486.52 487.23
2 726.24 668.00
3 434.15 435.17
4-Cu 563.90 564.70
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4.3. 4 ve 4-Cu’1n Acik Yapilarn

Sekil 4.1. 4 ve 4-Cu’in 2D yapilan

4.4. Hesaplamali Kimya Calismalari

Cizelge 4.5. Bilesiklerin hesaplamali kuantum kimya parametreleri

1-Cu 1 4-Cu 4
Eklektronik (a.11.) -2336.696 | -1642.250 | -9610.035 | -1454.084
w (D) 11.153 4.179 7.012 7.572
Enomo (€V) -6.403 -5.939 -6.438 -6.109
Erumo (eV) -4.705 -1.892 -3.256 2732
Egup (V) 1.698 4,047 3.183 3.384
1(eV) 5.554 3.916 4.847 4417
n(eV) 0.849 2.021 1.591 1.692
G (eV-) 1.178 0.494 0.628 0.591
o (10™2% esu) 402.637 309.131 343.491 275.620
B (10730 esu) 4382 0.442 2.908 0.793

Toplam Elektronik Enerji ve Kararlilik

Toplam elektronik enerji degerleri, molekiillerin termodinamik kararliligim degerlendirmek
icin onemli bir kriterdir. Yapilan hesaplamalarda en diisiik toplam enerji degerine sahip bilesik 4-Cu
(-9610.035 au) olarak belirlenmistir. Bu durum, 4-Cu’in diger bilesiklere kiyasla daha kararh
oldugunu ve bozunmaya kars1 daha direngli bir yapiya sahip oldugunu gdstermektedir. 1 (-1642.250
au) ve 4 (-1454.084 au) arasinda enerji farki gézlemlense de her iki ligand, 4-Cu’a kiyasla daha az
kararli yapilardir. Bu bilgiler 1s18inda, 4-Cu gibi kararli yapilar, uzun siireli kullanim gerektiren

kimyasal ve biyolojik uygulamalarda avantaj saglayabilir.
Dipol Momenti (p) ve Polarite
Dipol momenti, molekiillerin polarite seviyesini belirler ve ¢oziicli se¢imi ile molekiiller

arasi etkilesimler iizerinde 6nemli bir rol oynar. 1-Cu’in dipol momenti 11.153 D ile en yiiksek deger
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olarak bulunmustur ve bu durum, molekiiliin oldukg¢a polar bir yap1 sergiledigini gosterir. Yiiksek
polarite, 1-Cu’in polar ¢oziiciilerde kolayca ¢oziinmesine ve polar ortamlarda etkili bir sekilde
etkilesim kurmasina olanak tanir. Ote yandan, 1’in diisiik dipol momenti (4.179 D) ile daha apolar
bir karakter sergiler. Bu durum, 1’in lipofilik (yagda ¢6ziinebilen) uygulamalar igin uygun
olabilecegini ifade eder. Polariteye bagli olarak bu bilesikler, katalizor sistemleri, biyolojik

tastyicilar, ve ¢oziicii-temelli reaksiyonlar i¢in uyarlanabilir.

HOMO-LUMO Enerjileri ve Kimyasal Reaktivite

HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) ve LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) enerji seviyeleri, bir molekiiliin elektron verme (HOMO) veya alma (LUMO) egilimini
belirler. 1-Cu, diisitk HOMO enerjisine (-6.403 eV) sahip olup, elektron bagis1 konusunda diisiik bir
egilim gostermektedir. HOMO-LUMO enerji farki (Egap), molekiiliin elektronik gecis egilimini ve
kimyasal reaktivitesini belirler. En diisiikk Egap degeri 1-Cu’da (1.698 eV) gozlemlenmis ve bu
durum, bu bilesigin yiiksek kimyasal reaktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Reaktif molekiiller,
fotokimyasal reaksiyonlarda, organik yar iletkenlerde, ve sensor teknolojilerinde genis bir kullanim

alanina sahiptir.

Elektronegatiflik (y) ve Elektron Alicilig

Elektronegatiflik (y), molekiiliin elektron ¢ekme kapasitesini ifade eder. Yapilan
hesaplamalar sonucunda en yiiksek elektronegatiflik degeri 1-Cu’da (5.554 eV) bulunmustur. Bu
durum, 1-Cu’mn elektron alic1 bir yapi sergiledigini ve kimyasal baglar olustururken elektron
yogunlugu ¢ekebilecegini gostermektedir. Buna karsilik, 1 (3.916 e¢V) en diisiik elektronegatiflik
degerine sahip olup, elektron bagislama egiliminde olan bir yapiy1 temsil eder. Elektron alic1 veya
bagislayici 6zellikler, fotovoltaik sistemler, organik LED (OLED) teknolojileri ve elektron transfer

reaksiyonlar1 gibi uygulamalarda énemli rol oynar.

Polarizabilite (o) ve Elektriksel Duyarlilik

Polarizabilite, molekiillerin bir elektrik alan karsisinda ne kadar kolay uyarildigini gosterir.
En yiiksek polarizabilite degeri 1-Cu’da (402.637 x 1072* esu) gozlemlenmistir ve bu durum, bu
molekiiliin elektriksel alanlara kars1 yiksek hassasiyet gosterdigini ifade eder. Bu 6zellik, 1-Cu’m
optik materyaller, elektriksel sensorler, ve kapasitif cihazlar gibi uygulamalarda kullaniminm
destekler. En diisiik polarizabilite degeri ise 1’de (309.131 x 1072* esu) hesaplanmis ve bu, 1’in
elektriksel alanlarla daha az etkilesim sergileyebilecegini gostermistir. Polarizabilite degerleri,
bilesiklerin elektronik cihazlar ve elektriksel 6zellik gerektiren sistemlerdeki uygulama potansiyelini

belirlemede kritik oneme sahiptir.

Kimyasal Sertlik (1) ve Yumusaklik (o)
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Kimyasal sertlik (1), molekiiliin kimyasal reaksiyonlara karsi direncini; kimyasal
yumusaklik (o) ise reaktivite egilimini belirler. 1, en yiiksek sertlik degerine (2.021 ¢V) sahiptir ve
bu durum, bu molekiiliin kimyasal reaksiyonlara karsi oldukga direngli oldugunu gostermektedir.
Buna karsilik, 1-Cu (n = 0.849 eV) en diisiik kimyasal sertlik degeriyle, yiiksek reaktivite
sergilemektedir. Yumusak ve reaktif bilesikler, organik sentezlerde veya reaktif ara iiriin olarak
tercih edilirken, sert ve kararli bilesikler ilag tasiyici veya biyolojik sistemlerde stabil yap1 olarak

kullanilabilir.

Sonug ve Potansiyel Uygulama Alanlar1
Bu veriler 15181nda, bilesiklerin teorik 6zellikleri degerlendirildiginde asagidaki sonuglara

ulagilmustir:

e 1-Cu, yiiksek polarizabilitesi, diisiik Eciekronik degeri ve yliksek elektronegatifligi ile optik ve
elektronik cihazlar igin ideal bir adaydir. Ayrica, polar ortamlarla uyumu sayesinde sensor
uygulamalarinda kullanilabilir.

e 1, diisiik polarizabilitesi ve yiiksek sertlik degeri ile kimyasal reaksiyonlara kars1 direngli
olup, ilag tasiyici sistemlerde veya stabil kaplama materyalleri olarak kullanilabilir.

e 4-Cu, diisiik toplam enerji ve kimyasal kararlilig1 sayesinde katalizor tasiyici veya biyolojik
sistemlerde uzun siireli stabil bir yap1 olarak degerlendirilebilir.

e 4, HOMO ve LUMO seviyelerinin yiiksekligi nedeniyle optik materyaller ve organik yari

iletkenler i¢in potansiyel gostermektedir.

Bu ozelliklerin detayli analizi, bilesiklerin hem kimyasal hem de endiistriyel uygulamalar icin
uygunlugunu degerlendirmeye olanak tanir. Gelecekte yapilacak deneysel ¢alismalar, bu teorik

verilerin dogrulugunu ve pratik kullanim potansiyelini daha iyi anlamamiza yardimc1 olacaktir.

4.5. Molekiiler Kenetlenme Calismalar:
4.5.1.1

Ligantlardan, enzimler ile etkilesimini arastirilmak {izere ‘1’ secilmistir.

Asetilkolinesteraz Kenetlenme Calismasi Analizi
Protein data banktan yapilan tarama sonrasinda 4MOE kodlu pdb yapisi secilmistir. Bu

yapinin segilmesinin nedenleri;

e insan kaynakli olmas1
e X-RAY yonteminin kullanilmis olmast

e  (Coziiniirlik katsayismin 2 olmast
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e Yilmin yeni olmasidir.
Secilen 4MOE kodlu AChE enzimi Autodock Vina Tools ara yiizii kullanilarak agilmis ve
icerisinde var olan sular silinmistir. Daha sonra enzim igerisinde bulunan 1YL, NAG, EDO ve NO;
ligandlan silinmistir. Polar hidrojenler eklenmistir ve yiikleri hesaplanmistir. Aktif bolgeyi

tammlamak amaciyla grid box degerlerinin bulundugu config.txt dosyast hazirlanmigtir.

Yapilan doking ¢alismasi sonrasinda, A zincirinde yer alan TYR124 nolu amino asit ile 1H
bag1 gbzlenmis, Van der Waals ve pi-pi etkilesimlerinin var oldugu gézlenmistir. Baglanma enerjisi
-9.7 kcal/mol’dur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde oldugu aminoasitler asagidaki sekilde

goriilebilir.

Interactions
van dor Wials [ Fi-Fi Stacked
B coreersional Ik ryrrmgen Road ] etk

Cachan Hiydmgon Rand

Sekil 4.2. 1'in AChE ile etkilesimi

Buturilkolinesteraz Kenetlenme Calismast Analizi
Protein databanktan yapilan tarama sonrasinda 4BDS kodlu pdb yapisi segilmistir. Bu

yapinin segilmesinin nedenleri;

e insan kaynakli olmasi
e X-RAY yonteminin kullanilmis olmasi
e (Coziiniirlik katsayisinin 2.10 olmasi
e Yilmin yeni olmasidir.
Secilen 4BDS kodlu BChE enzimi Autodock Vina Tools ara yiizii kullanilarak agilmis ve
igerisinde var olan sular silinmistir. Daha sonra enzim igerisinde bulunan NAG, THA, FUC, FPK,

SO4, GOL, CI ve UNX ligandlar silinmistir. Polar hidrojenler eklenmistir ve yiikleri hesaplanmustir.

Aktif bolgeyi tanmimlamak amaciyla grid box degerlerinin bulundugu config.txt dosyasi

hazirlanmistir. Bu sekilde molekiiler kenetlenme hazir hale getirilmistir.
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Yapilan kenetlenme ¢alismasi sonrasinda, A zincirinde yer alan SER198, HIS438, GLY116
ve ASN68 nolu amino asit ile 4H bag1 gozlenmis, Van der Waals ve pi-pi etkilesimlerinin var oldugu
gbzlenmistir. Baglanma enerjisi -9.4 kcal/moldur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde oldugu

aminoasitler asagidaki sekilde goriilebilir.

Interactions

|:| van der Waals l:l Pi-Pi T-shaped

D Conventional Hydrogen Bond I:I Amide-Pi Stacked

Sekil 4.3. 1'in BuChE ile etkilesimi

Beta Ameloid Kenetlenme Calismast Analizi

Yapilan doking caligmasi sonrasinda, A zincirinde yer alan GLN15 nolu amino asit ile 2H
bag1 gozlenmis, A zincirindeki VAL12 nolu aminoasit ile C-H bag1 gdzlenmis, Van der Waals ve pi-
pi etkilesimlerinin var oldugu gozlenmistir. Baglanma enerjisi -5.4 kcal/moldur. Aktif bdlgede

ligandin etkilesimde oldugu aminoasitler asagidaki sekilde goriilebilir.

i
ALy

win
allE

Interactions
:l van der Waals :' Fi-Sigma
D Convortional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

I:I Carbon Hydrogen Bond

Sekil 4.4. 1'in beta ameloid ile etkilesimi

4.5.2.1-Cu

1I’in, Cu(II) ile kompleksinin enzimler ile etkilesimi molekiiler kenetlenme ile arastirilmistir.
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Asetilkolinesteraz Kenetlenme Calismasi Analizi

Secilen 4MOE kodlu AChE enzimi Autodock Vina Tools ara yiizii kullanilarak agilmis ve
icerisinde var olan sular silinmistir. Daha sonra enzim igerisinde bulunan 1YL, NAG, EDO ve NO3
ligandlar1 silinmistir. Polar hidrojenler eklenmistir ve yiikleri hesaplanmistir. Aktif bolgeyi
tanimlamak amaciyla grid box degerlerinin bulundugu config.txt dosyas: hazirlanmistir.

Yapilan kenetlenme ¢alismasi sonrasinda, A zincirinde yer alan TYR72, GLU292, SER293
ve LEU289 nolu amino asitler ile 4H bag1 gbzlenmis, Van der Waals ve pi-pi etkilesimlerinin var
oldugu gdzlenmistir. Baglanma enerjisi -7.2 kcal/mol’dur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde oldugu

aminoasitler agagidaki sekilde goriilebilir.

Sekil 4.5. 1-Cu’in AChE ile etkilesimi

Buturilkolinesteraz Kenetlenme Calismast Analizi

Secilen 4BDS kodlu BChE enzimi Autodock Vina Tools ara yiizii kullanilarak a¢ilmis ve
icerisinde var olan sular silinmistir. Daha sonra enzim igerisinde bulunan NAG, THA, FUC, FPK,
SOs, GOL, Cl ve UNX ligandlari silinmistir. Polar hidrojenler eklenmistir ve yiikleri hesaplanmustir.
Aktif bélgeyi tanimlamak amaciyla grid box degerlerinin bulundugu config.txt dosyasi
hazirlanmustir.

Yapilan Kenetlenme ¢aligmasi sonrasinda, A zincirinde yer alan SER198 ve HIS438 nolu
amino asit ile 4H bag1 gbzlenmis, Van der Waals ve pi-pi etkilesimlerinin var oldugu goézlenmistir.
Baglanma enerjisi -10.6 kcal/mol’dur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde oldugu aminoasitler

asagidaki sekilde goriilebilir.

Sekil 4.6. 1-Cu’in BuChE ile etkilesimi
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Beta Ameloid Kenetlenme Calismast Analizi

Secgilen 1IYT kodlu Beta Amyloid enzimi Autodock Vina Tools ara yiizii kullanilarak
acilmis ve igerisinde var olan sular silinmistir. Polar hidrojenler eklenmistir ve yiikleri
hesaplanmugtir. Aktif bolgeyi tanimlamak amaciyla grid box degerlerinin bulundugu config.txt
dosyasi hazirlanmistir.

Yapilan kenetlenme ¢aligmasi sonrasinda, A zincirinde yer alan ASP7 nolu amino asit ile 1H
bag1 gozlenmis, Van der Waals ve pi-pi etkilesimlerinin var oldugu gbzlenmistir. Baglanma enerjisi
-5.6 kcal/mol’dur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde oldugu aminoasitler asagidaki sekilde

goriilebilir.

Sekil 4.7. 1-Cu’1n beta Ameloid ile etkilesimi
4.5.3.4

Asetilkolinesteraz Molekiiler Kenetlenme Calismasi

Yapilan kenetlenme ¢aligmasi sonrasinda, A zincirinde yer alan HIS287, TRP286, TYR341
ve TYR72 ile aktif bolgede etkilegimlerin var oldugu goriilmiistiir. TRP286 ve TYR341 aminoasitleri
ile pi-pi etkilesimi goriilmiistir. TYR72 ve HIS287 aminoasitleri ile ise pi-alkil etkilesimi
gbzlenmistir. Baglanma enerjisi -8.1 kcal/mol’dur. Aktif bdlgede ligandin etkilesimde oldugu

aminoasitler asagidaki sekilde goriilebilir.

8P
A286

Interactions

Pi-Pi Stacked Pi-Alky!

Sekil 4.8. 4'iin AChE ile etkilegimi
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Biiturilkolinesteraz Molekiiler Kenetlenme Calismasi

Yapilan kenetlenme c¢alismasi sonrasinda, A zincirinde yer alan TYR332 ve TRP82 nolu
amino asitler ile pi-sigma etkilesimleri gozlenmistir. Ayrica TRP82 aminoasiti ile pi-pi etkilesimleri
vardir. Baglanma ejisi -9.0 kcal/moldur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde oldugu aminoasitler

asagidaki sekilde goriilebilir.

A
>

T¥R
Ao

Interactions

[:l Pi-Pi Stacked

Sekil 4.9. 4'in BuCheE ile etkilesimi

Beta Ameloid Molekiiler Kenetlenme Calismast
Yapilan kenetlenme ¢alismasi sonrasinda, TYR10 nolu amino asit ile pi-pi etkilesimlerinin
var oldugu goézlenmistir. Baglanma enerjisi -5.3 kcal/moldur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde

oldugu aminoasitler asagidaki sekilde goriilebilir.

SER
A:198

3\

AN
y
-
0 — \\ / TRP
('_‘\\ o A:82
TYR
A:332
Interactions
D Conventional Hydrogen Bond D Pi-Sigma
I:l Pi-Donor Hydrogen Bond D Pi-Pi Stacked

Sekil 4.10. 4'iin beta ameloid ile etkilesimi
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4.54. 4-Cu

Asetilkolinesteraz Molekiiler Kenetlenme Calismasi

Yapilan kenetlenme caligmasi sonrasinda, A zincirinde yer alan ARG296 ve PHE295
aminoasitleri ile 2 adet Hidrojen Bagi etkilesimi goriilmiistiir. TRP286 aminoasiti ile ise pi-pi
etkilesimi gozlenmistir. Baglanma enerjisi -8.1 kcal/moldur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde

oldugu aminoasitler asagidaki sekilde goriilebilir.

Sekil 4.11. 4-Cu'nin AChE ile etkilesimi

Biiturilkolinesteraz Molekiiler Kenetlenme Calismasi

Yapilan kenetlenme c¢alismasi sonrasinda, A zincirinde yer alan TRP82 nolu amino asit ile 1
adet Hidrojen Bag1 gézlenmistir. Ayrica TRP82 amino aside ile pi-sigma etkilesimleri gézlenmistir.
Ayrica TRP82 aminoasiti ile pi-pi etkilesimleri de vardir. Baglanma ejisi -9.3 kcal/moldur. Aktif

bolgede ligandin etkilesimde oldugu aminoasitler asagidaki sekilde goriilebilir.

Sekil 4.12. 4-Cu’in BuChE ie etkilesimi

Beta Ameloid Molekiiler Kenetlenme Calismasi

Yapilan kenetlenme c¢alismasi sonrasinda, GLN15 nolu amino asit ile 1 adet Hidrojen Bag1
etkilesiminin var oldugu gozlenmistir. Ayrica, PHE19 aminoasiti ile pi-sigma etkilesimi mevcuttur.
Baglanma enerjisi -5.1 kcal/moldur. Aktif bolgede ligandin etkilesimde oldugu aminoasitler

asagidaki sekilde goriilebilir.
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Sekil 4.13. 4-Cu’1n beta ameloid ile etkilesimi

Molekiiler Kenetlenme Sonug¢larin Degerlendirilmesi
Yapilan c¢alismalar sonrasinda, 3 enzim ile kompleks ligandin kenetlenmesi
karsilastirildiginda, en iyi baglanmayi biitilkolinesteraz ile gerceklestirdigi goriilmektedir. Burada
yapilan 4 H bag1 ve diger etkilesimlerdeki fazlalik, baglanma enerjisinin digerlerine gore daha
yiiksek olmasina ve ila¢ aday1 olarak BuChE enzimine daha uygun olmasina sebep olmaktadir.
Sonuglardan da anlasilacag tizere, Cu(Il) ve Cl varlig1 genel olarak enzim etkilesimlerinde
baglanma potansiyelini arttirmistir. Her enzim i¢in degerlendirildiginde;

e Asetilkolinesteraz enziminde; Aktif bolge cebine kompleks yapt biiyiikk gelmis ve tam
yerlesim saglanamadigindan baglanma enerjisi diigmiistiir.

e Biitilkolinesteraz enziminde; aktif bolge cebine kompleks yap1 daha iyi yerlesmis ve H bagi,
vander walls bag1 ve pi-pi etkilesimlerinde artis yasanmistir. Kompleks yap1 bu enzim i¢in
iyi bir ilag.

e Beta adayidir amyloid enziminde; kompleks yapmin varligi etkilesim agisindan bir
degisiklik gostermemistir. lgili enzimin kisa zincirli olmasi ve aktif bolge cebinin diger
enzimlere gore oldukea kiigiik olmasi her iki ligand yapisi igin negative bir etki yaratmuistir.
Baglanma enerjisinde de etkilesime girilecek aminoasit sayisinda artig zincir kiigiikliiglinden

dolay1 ger¢eklesmediginden dnemli bir degisiklik yasanmamustir.

Cizelge 4.6. Ligant, kompleks, usnik asit ve takrinin enzimler ile baglanma afiniteleri

Baglanma
afinitesi 1 1-Cu 4 4-Cu UA Takrin
(Kcal/mol)
AchE -9.70 -7.20 -8.10 -8.10 -9.36 -7.46
BuChE -9.40 -10.60 -9.00 -9.30 -8.16 -6.45
AB -5.40 -5.60 -5.30 -5.10 - -5.10
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Cizelge 4.6. géz Onilinde bulundurarak, sentezlenen 1, AChE ve BuChE i¢in hem tacrine hem de
usnik asitten daha iyi baglanma egilimi gostermistir. 1-Cu, AChE i¢in takrine'e benzer bir baglanma
egilimi gosterirken, usnik aside gore daha az baglanma egilimi gosterir; BuChE igin ise, hem usnik
aside hem de tacrine'e gore daha yiiksek baglanma egilimi sergilmistir. Beta amyloid icin, biitiin

bilesikler takrine benzer etki gdstermistir.

4.6. Ligantlarin Antioksidan Aktivitelerin Degerlendirilmesi

Cizelge 4.7. sonuglar, usnik asit ligandlarin antioksidan aktivitelerini DPPH, ABTS ve
CUPRAC yontemlerine gore gostermektedir.
DPPH Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesi:
1, 2, 3 ve Usnik Asit icin DPPH serbest radikal siipiirme kapasitesi ICso degerleri >1000 mM olarak
verilmis. Bu, bu bilesiklerin DPPH radikallerine kars1 olduk¢a diisiik antioksidan aktiviteye sahip

oldugunu gosterir.

ABTS Katyon Radikali Siipiirme Kapasitesi:

1 ve 2 yine >1000 mM ICsy degerleriyle diisiik bir antioksidan aktivite gostermis. 3 ise
118.67+1.23 mM ile biraz daha iyi bir aktivite sergilemis. Usnik asit i¢in ICso degeri 222.634+2.54
mM olarak verilmis, yani ABTS radikaline karsi orta derecede diisiik bir aktivite ve 3’¢ gore daha

diisiik aktiveye sahiptir.

CUPRAC (Bakir indirgeme Kapasitesi):
3 (72.52+0.19 mM) bu testte en iyi sonucu veren ligandlardan biri olarak 6ne ¢ikiyor. 1 ve
usnik asit ise daha yliksek degerlerle (105.74+1.14 mM ve 154.94+1.84 mM) daha diisiik antioksidan

aktivite gostermistir.

Genel Degerlendirme:

1, 2 ve usnik asit genel olarak hem DPPH hem de ABTS radikallerine karsi diisiik
antioksidan aktivite sergiliyor. 3 ise Ozellikle ABTS ve CUPRAC testlerinde daha iyi sonuglar
vermis, yani nispeten daha giiglii bir antioksidan olabilmektedir.

Bu sonuglara gore, ligandlar referans bilesiklere gore daha zayif antioksidan ozellikler
sergiliyor, ancak 3 ozellikle ABTS ve CUPRAC testlerinde gorece daha iyi performans

gostermektedir.
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Cizelge 4.7. Ligantlarin antioksidan aktiviteleri

ICso degerleri (uM)? Ao sdegerleri (UM)®
Bilesikler | DPPH serbest radikal | ABTS katyon radikal CUPRAC

1 >1000 >1000 105.74+1.14
2 >1000 >1000 163.20+0.34

3 >1000 118.67+1.23 72.52+0.19
UA >1000 222.63+2.54 154.94+1.84
BHA® 68.27+1.46 2.51+0.06 19.28+0.65
a-TOC® 49.88+0.79 13.82+0.91 54.33+0.02
BHT® 64.29+0.46 25.294+0.11 20.09+0.17

? Degerler, DPPH serbest radikal ve ABTS katyon radikal siipiirme aktiviteleri igin ICso olarak
verildi.

® Degerler, CUPRAC aktivitesi i¢in Ag s olarak verildi.

¢ Standart bilesikler.

4.7. Ligantlarin Antikolinesteraz Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Cizelge 4.8. de ligandlarin Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz (BChE)
enzimleri iizerindeki inhibitor etkileri incelenmis. AChE ve BChE inhibisyonu, 6zellikle Alzheimer
hastalig1 tedavisinde 6nemli bir hedef oldugundan, bu sonuglar biyolojik aktivite agisindan biiyiik
Onem tasir.

ACHhHE Inhibisyonu:

1: AChE inhibisyon oranm %17.93£0.59 ile diisiik bir inhibisyon gdstermis. 2: %32.52+0.51
inhibisyon degeriyle 1'e gore daha yiiksek bir inhibitor aktivite gostermis. 3: AChE inhibisyon verisi
bulunmamakta (NA). Usnik Asit: %32.63£0.71 ile AChE inhibisyonunda 2’e yakin bir etki
gostermis. Galantamin (standart bilesik): %91.154+0.18 inhibisyon orani ile en yiiksek AChE
inhibisyonunu gosteren bilesik olmustur.

Galantamin gibi standart bir inhibitér ile karsilastirildiginda, Ligandlarinin AChE
inhibisyonu oldukga diisiik kalmakta. Ancak 2 ve usnik Asit i¢in belirgin bir inhibisyon etkisi
goriilmektedir. Bu bilesikler, AChE inhibisyonunda orta derecede etkili olabilir.

BChE Inhibisyonu:

1: BuChE inhibisyonu verisi bulunmamaktadir (NA). 2: %29.31+1.30 inhibisyon oraniyla
BChE iizerinde orta diizeyde bir inhibitdr etkiye sahiptir. 3: %8.45+0.05 gibi oldukga diisiik bir
inhibisyon orami1 gostermistir. Usnik Asit: %2.11+0.00 ile ¢ok diisiik bir inhibisyon gdstermistir.
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Galantamin: %79.59+£0.46 ile BuChE inhibisyonunda en yiiksek etkiyi gdstermistir. 2'in BuChE
tizerindeki inhibitor etkisi, diger ligandalara ve usnik asite gore daha yiiksek olsa da, standart bilesik
olan galantamine gore ¢ok daha zayif bir inhibisyona sahiptir. 3 ve usnik asit, BuChE inhibisyonunda
oldukga diistik aktivite sergilemektedir.

Bu sonuglar, ligandlarinin ve usnik asidin, Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde kullanilan standart inhibitorler kadar gii¢lii olmadigini, ancak potansiyel bir inhibitor

etkiye sahip olabileceklerini gdstermektedir.

Cizelge 4.8. Ligantlarin AChE ve BuChE inhibisyon aktiviteleri

Inhibisyon %
Bilesikler AchE BChE
1 17.93+0.59 NA
2 32.52+0.51 29.31+1.30
3 NA 8.45+0.05
UA 32.63+0.71 2.11£0.00
Galanthamin® 91.15+0.18 79.59+0.46

*Degerler li¢ paralel 6l¢tiimiin ortalamasi + Standart sapma olarak verilmistir. N = 3

2 AChE ve BChE icin standart bilesik

4.8. Farmakoloji Calismalari
4.8.1. Davrams Testleri
Modifiye Yiikseltilmis Arti Labirent Testi Bulgular

Calismamizda GS2 siiresi kontrol, sham, bakir, ligand 1, bakir+ligand 1 ve ¢dziicii
gruplarinda sirastyla 22+7,8 , 33,5+ 6,6, 52,25+ 4,27+ 6,7, 17,8+ 4 , 23,6£3,5 Ol¢iilmiistir. Bu
sonuglara gore bakir uygulanan grupta kontrol grubuna gore karanlik kola gecis siiresi anlamli
sekilde uzarken, bakir+ligand 1 uygulanan grupta karanlik alana gecis siiresi bakir grubuna gore
anlamli sekilde kisalmistir (P<0.05). Bu sonuglar bakir uygulamasina bagli olarak farelerde 6grenme

—bellek fonksiyonlarinin bozuldugunu ve bakirla birlikte uygulanan 1’in bu bozulmay1 énledigini

gostermektedir.
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Sekil 4.14. Kontrol, Sham, Bakir, Ligand 1, Bakirt+ligand 1 ve ¢oziicii gruplarinin Modifiye
Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde G2 (sn) degerleri; + kontrole gore, * Bakir’a gore
anlamli (p<0.05).

Pasif Sakinma Testi Bulgular

Calisgmamizda pasif sakinma testinde (sn) 1. Giin degerleri kontrol, sham, bakir, ligand 1,
bakir+ligand ve ¢ozlicii gruplarinda sirastyla 51,2+4,7 , 42483 , 48,4+5,9 , 59,66+11,3
50,42+13,4 ,40,71+7,8 olgiilmiistiir. Ikinci giin tiim gruplardaki fareler karanlik alana girmemis

300 sn’lik test siiresince aydinlik alanda kalmistir (bulgular gosterilmemistir)
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Sekil 4.15. Kontrol, Sham, Bakir, Ligand 1, Bakir+ligand 1 ve ¢oziicii gruplarinin Pasif Sakinma
Test (sn) degerleri (p<0.05)

Zorunlu Yiizme Testi Bulgular

Calismamizda Zorunlu Yiizme Testinde kontrol, sham, bakir, ligand 1, bakir+ligand 1 ve
¢Oziicli gruplarinda hareketsizlik siiresi (sn) olarak sirasiyla 109,4+9,2 , 139+15,2, 161,4£11,1 ,
126,6+ 12,8 , 85+£5,2 , 123+ 15,7 oOlgiilmistiir. Bu sonuglar bakir uygulanan grupta kontrole gore
depresif davranislarin arttigini, bakir+ ligand 1 grubunda ise hareketsizlik zamaninin bakir grubuna
gore azaldigim1 gostermektedir. Bu bulgular bakirin 6grenme- bellek davranislarini azaltirken
depresyon davranislarini ortaya ¢ikardigini, bakirla birlikte kullanilan 1’in depresyon davranislarimi

azalttigini gostermektedir.
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Sekil 4.16. Kontrol, Sham, Bakir, Ligand 1, Bakir+ Ligand 1 ve ¢oziicii gruplarinin Zorunlu Yiizme
Testinde hareketsizlik zaman1 (sn) degerleri; + kontrole gore, * Bakir’a gore anlaml
(p<0.05).

Rotarod Test Bulgulart

Rotarod testi; direnme giiciinii, denge, performansi, ve koordineli hareketleri degerlendirmek
amaciyla kullanilan bir testtir. Calismamizda tiim deney gruplarinda deneyler baglamadan 6nce ve
ila¢ uygulamalarinin sonunda yapilan dl¢iimlerde Rotarod test sonuglari tam deger olan 120 sn olark
Olciilmiistiir (Bulgular gosterilmemistir). Bu sonuglar deney gruplarimin motor fonksiyonlarinin
uygulanan ilaglara bagli olarak degismedigini gostermektedir.
Genel degerlendirme

Calismada elde edilen sonuglar; Cu(Il) uygulamasina bagli Alzheirmer olusturulan

deney hayvanlarinda, yeni sentezlenen ve Cu(Il) ile selasyon yapabilen 1 molekiiliiniin uygulanmasi
sonucu, Alzheirmer tablosunda gelisen 6grenme ve bellek fonksiyon bozukluklarinin, depresyon
davraniglarinin  diizeldigini gostermektedir. 1’in bu etkisinin olusmasinda antikolinesteraz,
antiinflamatuar, antioksidan ve rejeneratif etkisinin olabilecegi diigiiniilmektedir. Ancak 1’in hangi
mekanizmalar iizerinden etki olusturdugunun daha detayli deneylerle arastirilmasi gerekmektedir.
Ayrica beyin dokusundaki etkilerinin histopatolojik yontemlerle gdsterilmesi gerekmektedir. Yeni
sentezlenen bu molekiiliin daha detayli arastirilmasi sonucunda belki gelecekte Alzheirmer

hastaligin tedavisinde yeni bir molekiil olarak yer alacaktir.

4.9. Deney Hayvan Gruplarimin Histopatolojik Bulgular:

Kontrol Grubu:

e Karaciger: siniizoidal dilatasyon, konjesyon, seyrek tek hiicre nekrozlari ve bazi

hepatositlerde balonlagma dejenerasyonu izlendi.
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e Bobrek: parankim ve glomeriillerde konjesyon, tiibiil liimenlerinde hyalen silindirler ve

intertisyumda hafif inflamasyon gozlendi.

Sekil 4.17. Kontrol grubuna ait karaciger (a,b) ve bobrek (c) drneklerinin histolojik goriintiileri

Sham Grubu:

e Karaciger: hafif siniizoidal dilatasyon ve konjesyon gortildii.

e Bobrek: konjesyon disinda belirgin bir patolojik bulgu saptanmada.

(b)
Sekil 4.18. Sham grubuna ait karaciger (a) ve bobrek (b) 6rneklerinin histolojik goriintiileri

Coziicti Grubu:
e Karaciger: hepatositlerde balonlagma dejenerasyonu, seyrek tek hiicre nekrozlari, hafif
siniizoidal dilatasyon ve konjesyon gdzlendi.

e Bobrek: bazi glomeriil yumaklarinda konjesyon ve hafif irilesme diginda bulgu bulunmadi.
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(b)

Sekil 4.19. Coziicii grubuna ait karaciger (a) ve bobrek (b) 6rneklerinin histolojik goriintiileri

Bakir Grubu:

e Karaciger: portal alanlarda hafif-orta, yer yer siddetli inflamasyon, hepatositlerde
balonlagsma dejenerasyonu, yaygin tek hiicre nekrozlari, hafif siniizoidal dilatasyon ve
Kupffer hiicre hiperplazisi gézlendi.

e Bobrek: glomeriil yumaklarinda irilesme, konjesyon, selliilerite artisi, interstisyumda orta ve

yer yer siddetli inflamasyon izlendi.

Sekil 4.20. Bakir grubunda karacigerde portal inflamasyon ve tek hiicre nekrozlar izlenmekte
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Sekil 4.21. Bakir grubunda bobreklerde glomeriil yumaklarinda hafif selliilerite artigi, kojesyon ve
intertisyel inflamasyon izlenmektedir

Ligand 1’in Grubu:
e Karaciger: Konjesyon, siniisoidal dilatasyon ve hafif balonlagsma dejenerasyonu tespit edildi.

e Bobrek: Glomeriil yumaklarinda ve parankimde konjesyon goézlendi.

(a) (b)
Sekil 4.22. Ligand 1 grubunda karaciger (a) ve bobreklerde (b) konjesyone goriiniim

Bakir-Ligand 1’in Grubu:
e Karaciger: Portal alanlarda minimal inflamasyon, parankimde tek hiicre nekrozlari,
hepatositlerde niikleer irilesme ve balonlagsma dejenerasyonu saptandi.

e Bobrek: Glomeriil yumaklarinda irilesme, konjesyon, selliilerite artii, intertisyumda hafif

inflamasyon ve tiibiillerde az sayida hyalen silindirler izlendi.

2" o 3

Sekil 4.23. Baklrligand 1 rubund karacigerde portal alanlarda minimal inflamasyon, parankimde
tek hiicre nekrozlari, hepatositlerde niikleer irilesme, balonlagma dejenerasyonu
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Sekil 4.24. Bakir-ligand 1 grubunda boreklerde glomeriil yumaklarinda irilesme, selliilerite artig1 ve
konjesyon, intertisyumda hafif derecede inlamasyon ve tiibiillerde hyalen silendirler izlendi

Degerlendirme:

Deney sonuglari, sham, kontrol ve ligand 1 gruplarinda izlenen konjesyon ve
karacigerde ki hafif siniizoidal dilatasyon bulgularimin normale yakin oldugu degerlendirilmistir.
Cu(Il) kullanimiyla olusturulan Alzheimer modelinin karaciger ve bobrek iizerinde belirgin toksik
etkiler gosterdigini, ancak 1’in tedavi edici potansiyelinin bu etkileri hafiflettigini ortaya
koymaktadir. Bakir-ligand 1 grubunda inflamasyon ve nekroz gibi patolojik degisikliklerin minimal
diizeyde olmasi, 1’in koruyucu bir rol iistlenebilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgular, 1’in
Alzheimer hastaligt  gibi nérodejeneratif hastaliklarda  terap6tik  bir  ajan  olarak

degerlendirilebilecegini destekler niteliktedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, insan sagligii tehdit eden Cu(Il) fazlaligi ve bu metalin asir1 birikiminin yol
acabilecegi saglik sorunlari ele alinmistir. Ayni zamanda, bu metalin fazla birikimini azaltmak igin
kimya ve tip bilimlerinin ortak ¢aligmasiyla olusturulan sinerjinin, olasi ¢éziimler agisindan ne kadar
faydal1 olabilecegi incelenmistir. Arastirma, agir metal toksisitesinin etkilerini azaltmaya yonelik
disiplinler arasi bir yaklagimi kesfetmeyi amaglamaktadir.

Bu calismada Usnik Asidin orjinal ii¢ farkli ligandi sentezlenmis, ayrica 1’in Cu(Il) ile
kompleksi sentezlenmistir. Erime noktasi, elementel analiz, FT-IR, ICP, TG yontemleri kullanilarak
karakterize edilmistir. Ligantlar DMSO, DMF ve koloroform'da ¢oziinmektedir. Ligantlarin teorik
ve deneysel sonuglarin birbiriyle uyum igerisinde oldugu gozlemlenmisken kompleksin sonuglar
uyumamustir. Analiz bulgular1 ve literatiir bilgileri dikkate alinarak ligantlar ve kompleks icin en
uygun yapisal formiiller 6nerilmistir.

Yapilan teorik analizler sonucunda elde edilen bulgular, ¢alisilan bilesiklerin kimyasal ve
endiistriyel uygulamalar i¢in potansiyel tasidigini gdstermektedir, 1-Cu, yliksek polarizabilitesi,
diisiik Egap degeri ve yiiksek elektronegatifligi ile optik ve elektronik cihazlar i¢in ideal bir aday
olarak One c¢ikmaktadir. Ayrica, polar ortamlarla uyumu sayesinde sensér uygulamalarinda
kullanilma potansiyeline sahiptir. 1, diisiik polarizabilitesi ve yliksek sertlik degeriyle kimyasal
reaksiyonlara kars1 direng gostermekte ve bu nedenle ilag tasiyici sistemlerde veya stabil kaplama
materyali olarak degerlendirilebilmektedir. 4-Cu, diisiik toplam enerji ve yiiksek kimyasal kararlilig
sayesinde katalizor tasiyici olarak veya biyolojik sistemlerde uzun siireli stabil bir yapi olarak
kullanilabilir. 4, HOMO ve LUMO enerji seviyelerinin yiiksekligi nedeniyle optik materyaller ve
organik yari iletkenler i¢in giiclii bir aday olarak degerlendirilmistir.

Bu teorik 6zelliklerin detayli analizi, bilesiklerin potansiyel kullanim alanlarina 11k tutmus
ve gelecek ¢aligmalar igin 6nemli bir temel olusturmustur. Ileride yapilacak deneysel ¢alismalar, bu
teorik bulgularin dogrulugunu test etmek ve bilesiklerin pratik uygulamalardaki etkinligini daha iyi
degerlendirmek acisindan kritik 6neme sahiptir.

Molekiiler kenetlenme ¢alismalarinda, sentezlenen 1, AChE ve BuChE i¢in hem takrin hem
de usnik asitten daha iyi baglanma egilimi gostermistir. 1-Cu, AChE i¢in takrine'e benzer bir
baglanma egilimi gosterirken, usnik aside gore daha az baglanma egilimi gosterir; BuChE igin ise,
hem usnik aside hem de takrin'e gore daha yiiksek baglanma egilimi sergilmistir. Beta amyloid i¢in,
biitiin bilesikler takrine benzer etki gostermistir. Bu sonuglar, bu bilesiklerin Alzheimer hastalig1 i¢in
ila¢ potansiyelleri oldugu gostermektedir.

In vitro olarak ligandlarinin ve usnik asidin, Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde kullanilan standart inhibitorler kadar giiclii olmadigini, ancak potansiyel bir inhibitor
etkiye sahip olabileceklerini gostermektedir. 3, Gzellikle ABTS ve CUPRAC testlerinde iyi

performans gostermektedir.
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In vivo ¢aligmalarinda, Cu(Il) uygulamasina bagli AH olusturulan deney hayvanlarinda, yeni
sentezlenen ve Cu(ll) ile selasyon yapabilen 1 molekiiliiniin uygulanmasi sonucu, AH tablosunda
gelisen O0grenme ve bellek fonksiyon bozukluklarmin, depresyon davramislarinin diizeldigini
gostermektedir. 1’in bu etkisinin olusmasinda koruyucu etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ancak 1’in hangi mekanizmalar tizerinden etki olusturdugunun daha detayli deneylerle arastirilmasi
gerekmektedir. Ayrica beyin dokusundaki etkilerinin histopatolojik yontemlerle gosterilmesi
gerekmektedir. Patoloji ¢alismalarina gore, Cu(Il) kullanimiyla olusturulan AH modelinin karaciger
ve bobrek iizerinde belirgin toksik etkiler gdsterdigini, ancak 1’in tedavi edici potansiyelinin bu
etkileri hafiflettigini ortaya koymaktadir. Bakir-ligand 1 grubunda inflamasyon ve nekroz gibi
patolojik degisikliklerin minimal diizeyde olmasi, 1’in koruyucu bir rol {istlenebilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular, 1’in AH gibi norodejeneratif hastaliklarda terapotik bir ajan olarak
degerlendirilebilecegini destekler niteliktedir. Yeni sentezlenen bu molekiiliin daha detayl
arastirilmasi sonucunda belki gelecekte Alzheirmer hastaligin tedavisinde yeni bir molekiil olarak
yer alacaktir.

Usnik Asit ligantlarinin ve metal kompleksinin sentezi ve molekiiler kenetlenme
calismalarinin incelenmesi konulu poster 26-27 Subat 2023 tarihli Milazzo 4th European NECTAR

Conference and Final Action Meeting’nde sunulmustur (Ek. N)
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EK C. 2’nin IR spektrumu
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EK F. 1’in LC-MS spektrumu
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EK J. 1’in asetilkonlinesteraz ile etkilesimi

Kod Kaynak Mutasy | Coziiniirlik | Metod | Yil ligand1 | Tanim
on A
1EVE | Tetronarc | Yok 2.50 X-Ray | 1999 | E2020 | Structure of
ecaliforni acetylcholinesterase
a complexed with
E2020 (Aricept):
implications for the
design of new anti-
Alzheimer drugs.
1GQR | Tetronarc | Yok 2.20 X-Ray | 2002 | Rivasti | ACETYLCHOLINE
ecalifornc gmine | STERASE (E.C.
a 3.1.1.7)
COMPLEXED
WITH
RIVASTIGMINE
1QTI | Tetronarc | Yok 2.50 X-Ray | 1999 | - Acetylcholinesterase
ecalifornc
a
4MOE | Homo Yok 2.00 X-Ray | 2013 . Structure of human
Sapien dihydr acetylcholinestera:
p1iens cetylcholinesterase
gtansh in complex with
inone I dihydrotanshinone I
10CE | Tetronarc | Yok 2.70 X-Ray | 1999 | MF26 | ACETYLCHOLINE
ecalifornc 8 STERASE (E.C.
a 3.1.1.7)
COMPLEXED
WITH MF268
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EK K. 1’in buturilkolinesteraz ile etkilesimi

Kod

Kaynak

Mutasyon

Coziiniirlik

(A)

Metod | Y1l

ligand1

Tanim

NNO

Homosa
piens

Yes

2.10

X-Ray | 2018

8 tane var

Crystal structure
of huBChE with
N-((1-(2,3-
dihydro-1H-
inden-2-
yl)piperidin-3-
yl)methyl)-N-(2-
(dimethylamino)e
thyl)-2-
naphthamide.

R6V

Homosa
piens

Yes

2.50

X-Ray | 2020

3 tane var

Structure of
recombinant
human
butyrylcholinester
ase in complex
with a fluorescent
coumarin-based
probe

XLV

Homosa
piens

Yes

2.25

X-Ray | 2005

5 tane var

Ethylphosphorylat
ed
Butyrylcholineste
rase (Aged)
Obtained By
Reaction With
Echothiophate

XLW

Homosa
piens

Yes

2.10

X-Ray | 2005

5 tane var

Diethylphosphory
lated
Butyrylcholineste
rase (Nonaged)
Obtained By
Reaction With
Echothiophate

BDS

4

Homosa
piens

Yes

2.10

X-ray | 2013

& tane var

Human
butyrylcholinester
ase in complex
with tacrine
https://doi.org/10.
1016/j.compbiolc
hem.2020.107355
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EK L. I’in beta amyloid ile etkilesimi

Code Name Dissolution Method Source
Solution structure of the

YT Alzheimer's disease amyloid | NMR Human
beta-peptide (1-42)
3D Structure of Alzheimer's

2BEG Abeta(1-42) fibrils NMR Human
Type 11 amyloid-beta 42
filaments  from  high-spin

8AZT supernatants of agque(I))uS ELECTRON Human

. MICROSCOPY

extracts from  Alzheimer's
disease brains | ABeta42
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EK M. Etik Kurulu Karar
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EK N. NECTAR kongresi katilim sertifikasi
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