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Monoamin oksidaz A ve B (MAO-A, MAO-B) izoenzimleri, dopamin metabolizmasindaki
bazi aksakliklarin sebep oldugu nérodejeneratif hastaliklarla (Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastalig1 vs.) dogrudan iliskilidir. MAO-B’nin se¢ici ve geri doniistimlii inhibitorleri parkinson
hastaligi (PH) tedavisinde kullanilirken, MAO-A’nin segici ve geri doniigimlii inhibitorleri
bazi psikiyatrik rahatsizliklarin tedavasinde kullanilir. Asetilkolinesteraz enzimi (AChE)
metabolizmada Asetilkolin’i (ACh) hidrolizleme reaksiyonun da gérev alan enzimdir. AChE,
eritrosit, sinir hiicreleri ve beyin hiicrelerinde, BChE ise karaciger, pankreas, kan serumu ve
merkezi sinir sisteminde yogun olarak bulunmaktadir. Beyindeki nérotransmitterlerin,
ozellikle ACh miktarinin azalmasi, Alzheimer hastaligi (AH) ile iligkilendirilmistir.

Tez kapsaminda indol-3-karbinol (I3C) ve 3,3 -diindolilmetan (DIM) molekiillerinin, AChE,
BChE, MAO-A ve B enzimleri iizerine in vitro inhibisyon etkileri ¢alisildi. AChE enzimiyle
yapilan inhibisyon ¢alismalarinda I13C igin sirasiyla 1Cso Ve Kjdegerleri 239,295 — 243,528
uM olarak belirlendi. Ayrica, DIM igin ICso ve Kidegerleri sirastyla 95,257— 67,195 uM olarak
bulundu. BChE enzimiyle yapilan inhibisyon g¢alismalarinda 13C i¢in ICso ve Ki degerleri
sirastyla 21,515— 2,784 uM olarak belirlendi. Ayn1 zamanda, DIM igin ICso ve K;degerleri
sirastyla sirasiyla 61,545- 35,529 uM olarak bulundu. MAO-A enzimi i¢in 13C ve DIM
maddeleri igin sirasiyla ICso degerleri 19,522-20,563 uM iken MAO-B igin sirasiyla 40,057-
26,653 uM olarak belirlendi.

Calismanzin devaminda 13C ve DIM’in antioksidan ve serbest radikal giderme kapasitesini
belirlemek i¢in Fe**-Fe?* indirgeme metodu, kuprak metodu ile kuprik iyonlari (Cu?*)
indirgeme metodu, FRAP metodu, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal (DPPH")
giderme metodu ve 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) radikal (ABTS™)
giderme metodlari ¢alisildi. Calisma esnasinda BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks molekiilleri
standart olarak kullanildi. Antioksidan metodlarda aldigimiz sonuglar standartlarla
karsilastirildi. 13C ve DIM’in giiclii antioksidan kapasitesine sahip oldugu gozlendi.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION of THE EFFECTS ANTIALZHEIMER DISSEASE,
ANTIPARKINSON DISSEASE, ANTIDEPRESSIVE and ANTIOXIDANT
ACTIVITIES of INDOLE-3-CARBINOL and 3,3>-DIINDOLYLMETHANE
MOLECULES
Thesis Advisor: Assoc. Prof. Hiilya AKINCIOGLU
Jury: Prof. Dr. Ilhami Giilgin
Jury: Assoc. Prof. Ramazan DEMIRDAG

Monoamine oxidase A and B (MAO-A, MAO-B) isoenzymes are directly related to
neurodegenerative diseases (Parkinson Dissease, Alzheimer Dissease, etc.) caused by some
defects in dopamine metabolism. While selective and reversible inhibitors of MAO-B are used
in the treatment of Parkinson's disease (PD), selective and reversible inhibitors of MAO-A are
used in the treatment of some psychiatric disorders. Acetylcholinesterase enzyme (AChE)
involved in the catalysis of the hydrolysis reaction of Acetylcholine (ACh) metabolism. AChE
is found in erythrocyte, nerve cells and brain cells, BChE is intensely present in the liver,
pancreas, blood serum and central nervous system. The decrease of neurotransmitters in the
brain, especially the amount of ACh, has been associated with Alzheimer's disease (AD).

In the scope of the thesis, in vitro inhibition effects of indole-3-carbinol (I13C) and 3,3’-
diindolylmethane (DIM) molecules on AChE, BChE, MAO-A and B enzymes were studied.
In inhibition studies with AChE enzyme, ICsy and K; values for I13C were determined as
239,295 - 243,528 uM, respectively. In addition, ICso and K; values for DIM were found as
95,257 - 67,195 uM, respectively. In inhibition studies with BChE enzyme, ICso and K; values
for 13C were determined as 21,515 - 2,784 uM, respectively. At the same time, ICso and K;
values for DIM were found as 61,545 - 35,529 uM, respectively. ICso values of 13C and DIM
substances for MAO-A enzyme were determined as 19,522 -20,563 uM respectively and
40,057 - 26,653 uM for MAO-B enzyme, respectively.

Continuation of our study, for evaluation of antioxidant and radical scavenging capacity 13C
and DIM, Fe®**-Fe?* reducing capacity, cupric ion (Cu?*) reduction capacity by Cuprac method,
reducing capacity by FRAP method, 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl free radical (DPPH)
scavenging method, 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) radical (ABTS™)
scavenging were performed separately and during study, BHA, BHT, a-tocopherol and trolox
were used as the reference antioxidant compounds. The results obtained from antioxidant
methods were compared with the standards. 13C and DIM molecules were possesed to have
strong antioxidant capacity.

2020, 87 Pages
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 Katalizleyen neredeyse tamami protein
yapili molekiillerdir. Katalizledikleri reaksiyonlardan higbir degisiklige ugramadan
cikarlar. Enzimle katalizlenen reaksiyonlar enzimsiz reaksiyonlara oranla yaklasik 10°
kat daha hizli gergeklesir (Kalaycioglu vd 2013; Nelson and Cox 2013). Enzimler
sadece hiicre iginde (in vivo) aktivite gostermekle kalmayip, optimal sartlar
saglandiginda hiicre disinda (in vitro) da aktivite gosterebilirler. Bu nedenle
enzimlerden c¢esitli is sahalarinda yararlanilmaktadir (Kara 2009). Biyolojik
reaksiyonlarin katalizorii olan enzimlerin etki ettigi maddelere substrat, katalizlenen
reaksiyon sonucu elde edilen maddeye iiriin denilir. Uriin olustuktan sonra enzim
tekrar tiriin olusturmak tizere farkli bir substratla reaksiyona girmektedir. Bu dongii
uygun sartlar ve ihtiya¢ halinde tekrarlanir (Bhat 2000). Enzim substrat baglanma
modeli, iki model ile agiklanmistir. Bunlardan birincisi anahtar-kilit modeliyken digeri
indiiklenmis-uyum modelidir. Anahtar-kilit modeli Emil Fischer tarafindan tarafindan
1984 yilinda ileri siiriilmistiir (Fischer 1984). Enzim substrat arasindaki baglanti
anahtar kilit uyumuna benzetilmistir. Indiiklenmis-uyum modeli ise Daniel Koshland
tarafindan 1958 yilinda ileri siiriilmiistiir (Koshland 1958). Bu modelde ya ortamda
substrat yoktur ya da olan substrat katalize uygun hale gelmektedir (Nelson and Cox,
2004; Megep, 2006).
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Substrat Uriinler
+ +

A

ENZIM ENZIMSUBSTRAT KOMPLEKSI ENZIM

Sekil 1.1. Enzim - substrat arasindaki anahtar-kilit modeli



INDUKLENMIS UYUM MODELI

AKTiF MERKEZ ESNEK DEGISMi$ AKTIF MERKEZ AKTIF MERKEZ ESNEK

Sekil 1.2. Enzim - substrat arasindaki indiiklenmis uyum modeli

Enzimler hem katalizledikleri tepkimeye hemde substratlarina ¢ok 6zgiildiirler.
Genellikle enzimler bir kimyasal tepkimeyi veya birbirine benzer bir grup tepkimeyi
katalizlerler (Nelson and Cox, 2004). Kimyasal ve fiziksel nitelikleri farkli ancak ayni
canli tiiriinde aym reaksiyonu katalizleyen enzimlere izoenzim denir. Izoenzimler
izoelektrik noktalarinin, aminoasit dizilimlerinin, elektriksel alan hareketlerinin farkl
olmasi1 yoniiyle birbirlerinden ayrilirlar. Ayrica inhibitér ve substratlarina karsi
afiniteleride farklilik gosterir (Devlin, 2002; Miiserref, 2012). Enzimler bazen
yapilarinda bulunmayan metal iyonlarina veya kompleks organik molekiillere ihtiyag
duyarlar. Bu ihtiya¢ duyduklar1 yapilar Mg?*,Fe3* gibi metal iyonlari igeriyorsa buna
kofaktor, NAD*, FAD" gibi kompleks organik molekiil i¢eriyorsa koenzim denir. Bazi
enzimler bu iki yapiy1 birlikte kullanabilirler (Onat 1996). Eger enzim kofaktorii ya da
koenzimiyle birlikte katalitik olarak aktif halde bulunuyorsa enzimin bu haline
holoenzim denir. Bu tiir enzimlerin kofaktérden ve koenzimden ayrilmis aktif olmayan

haline apoenzim denir.



Aktif B3ige

Sekil 1.3. Holoenzim yapisi (Setiawan, 2020)

Enzimlerin genel 6zellikleri;

Hiicre icinde sentezlenirler. Ancak hem hiicre i¢i hemde hiicre disinda
kullanilabilirler.

Enzimler aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonlart hizlandirirlar.
Enzimler spesifiktirler.

Bazi1 enzimler katalizledikleri reaksiyonun ¢esidine ve etki ettikleri maddelerin
sonuna —az eki alarak adlandirilirlar.

Enzimler multienzim sistemi olarak galisabilirler. Bir enzimin son {iriinii
digerinin substrat1 olabilir.

Enzim tepkimelerinin biiyiik kismi doniisimlidiir.

Enzimlerin  katalizledikleri  tepkimlerin hangi yonde ilerleyecegini
termodinamik kanunlar belirler (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Uluslararas1 biyokimya birligi (IUB) tarafindan, enzimler katalizledikleri

reaksiyona gore alt1 sinifta toplanmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).



Cizelge 1.1. Enzim Siniflar1 ve Katalizledikleri Reaksiyonlar

Sinif Adi Katalizlenen Tepkime
1. Oksidorediiktazlar Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini
katalizler.
2. Transferazlar Hidrojen harici islevsel gruplarin transferini
saglar.
3. Hidrolazlar Hidrolitik reaksiyonlar1 katalizler.
4. Liyazlar Gruplarin uzaklagmasi veya katilmast ile ¢ift bag

Olusumu saglar.

5. Izomerazlar Bir molekiildeki geometrik, optik ve yapisal

izomerizasyon degisikligini katalizler.

6. Ligazlar(Sentetazlar) C-0, C-S, C-N ve C-C arasi1 bir bag olustururlar.

Enzimler substrat molekiiliinii baglayarak, parcalanacak bagi aktif merkeze

yaklagtirirlar. Bazi enzimler substrat ile dayaniksiz kovelent ara iiriin olusturarak, asit-

baz katalizi yaparak ya da substrattaki bagin gerilmesini saglayarak katalitik etki

gosterebilirler. Her enzimin katalitik aktive gosterebilmesi igin belirli optimal sartlar

vardir. Enzim aktivitelerini etkileyen faktorler;

Sicaklik

pH

Zaman

Enzim substrat konsantrasyonu

Ortamda inhibitor veya aktivator varligi

Radyoaktivite, UV

Reaksiyon iirlinleri

Iyon konsantrasyonlart

Bazi fiziksel dis etmenler olarak siralanabilir (Nelson and Cox 2013).

Enzimlerin aktivitelerinin bazi bilesiklerce durdurulmasi veya azaltilmasi

olayina enzim inhibisyonu denir. Inhibe edici bilesiklere inhibitor adi verilir.

Inhibitdrler genel itibariyle kiigiik molekiil yapisina sahip bilesik veya iyonlardir.

Inhibisyon olay1 biyolojik sistemlerde kontrol mekanizmasi olarak kullanildig igin

biiyiik éneme sahiptir (Keha ve Kiifrevioglu 2004). Inhibisyon calismalari enzim

mekanizmalar1 hakkinda bilgi verdigi gibi bazi1 metabolik yollar hakkinda da bilgi



verir. Enzim inhibisyonu doniisiimlii ve doniisiimsiiz inhibisyon olarak ikiye ayrilir
(Nelson and Cox 2013). Doéniisiimlii inhibisyon dorde ayrilir. Bunlar;

Yarismah (kompetitif) inhibisyon: Bu inhibitorler enzimin aktif bolgesine
yani substratin baglandigi1 yere baglanirlar. Bu sebeple substrat ve inhibitoér yarigma
halindedir. Substrat konsantrasyonu artirilarak enzim substrat etkilesimi

gerceklestirilir (Goziikara 2011).
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Sekil 1.4. Yarismali (kompetitif) inhibisyon

Yarismasiz (nonkompetetif) inhibisyon: Bu inhibitorler enzime aktif
bolgenin disinda bir yerden baglanirlar. Olusan inhibisyona yarigmasiz inhibisyon adi
verilmektedir. Enzimin ii¢ boyutlu yapisinin bozulmasina neden olurlar. Yarismali
inhibisyon gibi konsantrasyonu artirmak her hangi bir degisiklik olusturmamaktadir

(Goziikara 2011).
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Sekil 1.5. Yarismasiz (nonkompetetif) inhibisyon

Yar1 yarismah (unkompetitif) inhibisyon: Bu inhibitorler dogrudan enzime
degil enzim substrat kompleksine baglanirlar. Olusan inhibisyona yar1 yarismali

inhibisyon adi verilmektedir (Goziikara 2011).
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Sekil 1.6. Yar1 yarigsmali (unkompetitif) inhibisyon

Lineer-Karisik inhibisyon: Enzim, substrat ve inhibitore ait baglanma denge
sabitlerinin farklilastig1 6zel bir nonkompetetif inhibisyon tiiridiir (Nelson and Cox
2013).
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Sekil 1.7. Lineer-karisik inhibisyon

Dontigiimsiiz inhibisyon inhibitoriin enzimin aktif bolgesine doniistimsiiz
olarak baglanmasi1 durumudur. Enzim aktivitesi i¢in elzem olan bir gruba bozucu etki
etmesi veya kovalent olarak enzime baglanarak kararli bir yap1 olusturup ii¢ boyutlu
yapiy1 bozmasi olarak da tanimlanabilir (Nelson and Cox 2013). Ornegin Sinir gazi
zehirlenmeleri, agir metaller, baz1 insektisitler doniisiimsiiz inhibisyona yol agar

(Nelson and Cox 2013).

1.1.1.Monoamin oksidaz enzimi (MAO)

Monoamin oksidaz enzimi (MAO) mitokondri dis zarinda lokalize olmus,
flavin  molekiili (FAD) igeren ve norotransmitter aminlerin oksidasyonunu
katalizleyen enzimdir (De Colibus et al. 2005). MAO, 1930’da kesfedilmis
ndrotranSmitter metablizmasinin énemli enzimlerinden biridir (Youdim and Riederer
2004).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUMBM) E.C.1.4.3.4
enzim kod numarasini vermistir (Weyler et al. 1990). Serotonin, dopamin gibi amin
grubu igeren norotransmitterlerin oksidasyonunu katalizlerler. Baska bir ifadeyle

primer ve sekonder aminlerin iminlere oksidasyonunu katalizleme yapmaktadirlar. Bu
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aminlerin  metabolizmada canliliga, hipofizin  diizenlenmesine, beslenme
davraniglarina ve uyku gibi temel olaylara etkisi bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan
calismalar dopamin ve serotonin gibi norotransmitterlerin nérodejeneratif hastalarda
normal seviyeden olduk¢a az oldugu saptanmustir. Parkinson hastaliginda (PH)
dopamin, depresyon hastalarinda serotonin azligr bilinmektedir. MAO enzimi
inhibitorleri yani enzimi inaktivite eden bilesikler anti-depresif ve anti-parkinson
etkiye sahiptir (Binda et al. 2004).

MAO enzimi dopaminerjik, noradrenerjik ve serotonerjik sinir uglarinda
bulunur. Sinir uglarindaki MAO enzimi, sitoplazmaya néromediyator vezikiillerden
sizan noromediyatdor molekiillerin bir kismini1 oksidatif deaminasyona ugratarak
etkisizlestirir. ~ Oksidatif deaminasyona ugramayan molekiiller sitoplazma
membranindan gegip sinaps araligina ulasabilirler. MAO enzimi geri-alim (re-uptake)
ile sitoplazmada bulunan néromediyator molekiillerini etkisizlestirir. Bu isleyis ile
dokulardaki norotransmitter maddelerin miktarlart olmasi beklenen seviyede yani
denge durumunda kalir (Kayaalp 2005).

MAO’nun iki farkli formu 1968 yilinda yapilan calismalarda bulunmustur.
Bunlar MAO-A ve MAO-B izoenzimleri olarak adlandirilmistir. insan beyninde
bulunan MAO enziminin %80°’i MAO-B‘dir (Binda et al. 2002). MAO enzimi
karaciger ve plasentada ¢ok¢a bulunurken, dalakta az miktarda bulunur (Kalgutkar et
al. 2001). Beyinde katekolaminerjik noronlarda ¢ogunlukla MAO-B, serotonerjik ve
histaminerjik noronlarda MAO-A bulunur (Naoi et al. 2016). MAO’nun izoenzimleri
olan MAO-A ve MAO-B substrat tercihleri, inhibitor segicilikler, dokudaki
dagilimlari, aminoasit dizilimleri ve immiinolojik ozellikleri ile birbirlerinden
ayrilirlar (Abdelhafez et al. 2013). Yapilan aragtirmalar bu iki formun %70 benzerlik
gosterdigini MAO-A’nin 527, MAO-B’nin 520 aminoasit kalintist ihtiva ettigini
gostermistir (Lee et al. 2006). MAO-A epinefrin, serotonin ve norepinefrini segici
olarak okside eder. Ayrica klorgilin tarafindan selektif olarak inhibe edilr. MAO-B
benzilamin ve B-fenetilamini oksitler ve rasagilin ve selegilin tarafindan inhibe edilir
(Matos et al. 2012; Abdelhafez et al. 2013).



Human MAO A Human MAO B

Sekil 1. 8. Insan MAO-A ve insan MAO-B enzimlerinin ii¢ boyutlu yapisi (C.
Binda et al. 2011)

Yaslanmayla birlikte MAO-A ve MAO-B’nin metabolizmadaki aktivitesi
artar. MAO-B glia hiicrelerinde bulunmaktadir. Glia hiicreleri néronlarin yaninda
onlardan miktarca daha fazla bulunan néron hiicrelerine destekgi hiicrelerdir. Glia
hiicrelerinde MAO-B’nin ¢ok bulunmasi ve aktivitesinin artmasi yaglanmaya ve
gliozise baglidir. Merkezi sinir sisteminde hasar olmasi durumunda astrositler
prolifere olurlar. Gliozis bu durumda hasar géren dokunun yerini bag dokunun
almasidir. MAO-B yalnizca dopamin metobolizmasiyla degil ayn1 zamanda serbest
radikal ve diger norotoksik tiirlerlede iligkilidir. MAO-B’nin katalitik ¢evriminde, her
1 mol dopamin molekiiliiniin metabolize edilmesi sonucu iiriin olarak 1 mol H20, ve
dopaaldehit molekiilii olugur (Fowler et al. 1980; Westlund et al. 1988; Saura et al.
1996; Parkinson and Ogilvie 2008). Bu metobolik iiriinler toksik olduklari i¢in PH’ nin
patogenezinde artirici rol oynar (Cohen and Neural 1990). MAO-B aktivitesinin arttig
durumlarda, AH’nin beyinlerinde bulunan astrosit (yildiz sekilli glia hiicreleri)
hiicrelerinde plaklar gdzlenmistir. MAO-B aktivitesinin artis1 ayn1 zamanda f3
amoloyid plak olusumunda etkili olan OH radikalinin artisina da sebep olmaktadir.
Dolayisiyla, segici tersinir MAO-B inhibitorlerinin terapdtik potansiyeli sadece
dopaminin (semptomatik etkileri) biyolojik yarilanma omriinii artirma yeteneklerine
sahiptir. Ayni zamanda Parkinson hastaliginin hizli ilerleyisini diizenleyerek yavaslatir

ve B amoloid plak olusumunu inhibe eder (Fowler et al. 1980).



1.1.1.1.Monoaminoksidaz inhibitorleri (MAO-I)

Monoaminoksidaz inhibitorleri (MAO-I), mitokondriyal bir enzim olan MAO
enzimi izoformlarim ve farkli enzimleri de kuvvetli bir sekilde inhibe edebilmektedir.
Inhibisyon genellikle geri doniisiimsiizdiir. Segici olmayan geri doniisiimsiiz bu tiir
inhibitorlerin farmakolojik agidan etkili olmasina ragmen plazmada olusturduklari
toksik birikim sebebiyle tercih edilmezler. MAO-I’lerin yapilan ¢alismalarda
antideprasan etkisi tespit edilmistir. Bu etkinin merkezi sinir sisteminde MAO
enziminin inhibisyonuyla ortaya ¢iktig1 bulunmustur (Eskazan ve Kayaalp 2009; Tural
ve Onder 2001). Ilk kullanilan MAO-I’leri sebep oldugu bircok yan etkilerden dolay:
artik siklikla kullanilmamaktadir. Bu ilaglarin yan etki yapmalarinin sebebi MAO
enziminin seg¢ici olarak inhibe etmemesi ve geri doniisiimsiiz inhibisyona
ugramasindan kaynaklanmaktadir. Yeni kusak inhibitérler MAO-A ve MAO-B
enzimini se¢ici olarak inhibe ettiklerinden son yillarda bu ilaclara 6zelliklede inhibitor
potansiyeli olan dogal molekiillere olan ilgi artmaktadir (Sahoo and Suar 2010). Bunun
yaninda geri dontisimlii ve se¢ici inhibit6rlerin bulunmasi i¢in daha ileri ¢alismalara
ithtiya¢ duyulmaktadir.

Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde monoamin oksidaz inhibitorleri
onemli yer tutar (Sahoo et al. 2010). MAO-I dopamin, serotonin ve noradrenalin
etkisini azalatarak sinir uglarinda bulunan MAO enzimini inhibe eder. Bunun
sonucunda da noérotransmitterlerin miktarca azalmasini engelleyip noronlardaki
diizeyinin artmasma Yyardimci olur. Depresif durum kaynakli norotransmitter
eksikligini onledigi diistiniiliir (Nair et al. 1993). MAO enziminin iki izoformu oldugu
belirtilmistir. Bu izoformlardan biri olan MAO-A inhibitorlerinin depresyon gibi
ruhsal bozukluklarin tedavisinde, MAO-B’nin ise Alzheimer ve Parkinson gibi
demans tetikleyici ve beyin fonksiyonlarmni bloke eden hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir (Sahoo et al. 2010).

MAO inhibitérleri baslica birinci, ikinci, iigiincti kusak inhibitorleri olarak tige
ayrilir.

Birinci Kusak MAO Inhibitérleri: Bu inhibitorler, enzimi geri doniisiimsiiz
inhibe eder ve se¢ici inhibisyon gostermezler. Bu grup inhibitorlerin ciddi saglik
sorunlarina sebep oldugu tespit edilmistir. Karaciger iizerine olumsuz etkileri vardir

(Eskazan ve Kayaalp 2009).



Ikinci Kusak MAO Inhibitérleri: Bu inhibitorler, enzimi genel olarak geri
doniisiimsiiz inhibe eder fakat segici etkilesim gosterirler. MAO-A segici inhibitorii
Klorjilin, MAO-B segici inhibitorii iginse rasagilin, selegilin (deprenil) ve pargilin
kullanilir (Palaska 2004). Bunun yaninda hem geri dontisiimlii hem de segici 6zellik
gosteren ikinci kusak inhibitorleride vardir. Segici ve geri doniisimli MAO-A
inhibitorlerinden pirlindol ve toloksaton 6rnek verilebilir.

Uciincii Kusak MAO Inhibitérleri: Farkli biyolojik aminleri (dopamin,
seratonin vs.) segici ve geri dontisimlii olarak etki etmektedir. Moklobemit bu gruba
ornek verilebilir (Palaska 2004; Chimenti et al. 2007; Eskazan ve Kayaalp 2009).

1.1.2.Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE ) enzimi

Esteraz enzimleri, esterleri su ile tepkimeye sokarak asit ve alkol firetirler.
Protein yapilar1 ve substratlar1 ile farklilik gosterdiklerinden farkli reaksiyonlari
katalizleyebilirler (Oakeshott et al. 1993). Esterazlar dort gruba ayrilir. Bunlar; kolin
esterazlar, aromatik esterazlar, aril esterazlar, nonspesifik esterazlardir (Tuna 2007,
Kose 2016).

Kolinesterazlar strese yanit vermede, hiicre farklilasmasi ve yenilenmesinde
gorevlidirler (Wilson and Nachmansohn 1954; Carlson 1992; Temel 2008). Kolinerjik
noronun diizenlenmesi icin asetilkolinin kolin ve asetik asite hidrolizini katalizlerler
(Pohanka 2011). Iki tip kolinesteraz vardir. Asetilkolinesteraz (E.C.3.1.1.7) ve
biitirilkolinesteraz (E.C.3.1.1.8). Spesifik kolinesterazda denilen AChE kirmizi1 kan
hiicreleri, sinir hiicreleri ve beyin hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda bulunur.
Pseudokolinesteraz da denilen BChE enzimi ise karaciger, pankreas, kan serumu ve
merkezi sinir sisteminde yogun olarak bulunmaktadir (Kaplay 1976; Rao et al. 2007).
Kolinesteraz enzimlerinin substrat segicilikleride oldukga farklidir. AChE asetilkolini
diger uzun esterlere oranla daha hizli hidrolizlemektedir. BChE enzimi ise sentetik

yapili substratlari hizlica hidrolizlemektedir (Chatonnet and Lockridge 1989).

N 2 T I
Il
H3C_ITI+'CH2 CH2 O—C—CH3 + HZO _>H3C_IT+'CH2 CH2 OH +CH3_C_ O_
CH, CH;
Asetilkolin Kolin Asectat

Sekil 1. 9. Asetilkolinesteraz enzimi hidroliz mekanizmasi
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AChE metabolizmada ACh’yi (Asetilkolin) hidrolizleme isleminin katalizinde
gorev alan enzimdir. ACh, ndrotransmitter madde olmakla beraber, biyolojik acidan
olduk¢a onemlidir. Onun giicli farmakolojik etkisi 1906 yilinda bulunmustur
(Nacmansohn 1952). ACh’nin gérevi yalnizca sinirden etki ettigi organa ya da impulsu
bir sinir ucundan diger bir sinir hiicresine aktarma degildir. Yakin zamandaki
caligmalar bunun boyle olmadigini gostermistir. Ayrica ACh’nin sinir hiicreleri ve kas
liflerinde biyoelektriksel akim olusumunda gorev yaptigi bulunmustur (Wilson and
Nachmansohn 1954; Carlson 1992). AChE enziminin g¢alismamasi veya aksamasi
durumunda merkesi sinir sisteminde aksakliklar meydana gelmektedir (Lotti 1995).
1938’de ilk kez elektrik baliginin (Torpedo marmoreta) elektrik organindan
saflastirilan AChE, asetilkolini hidrolizlemesinden dolay1 diger esterazlardan ayirt
edilebilerek saflastirilmaktadir (Phillips 1996). Diisiik konsantrasyonlu substrat
AChE’m aktif bolgesindeki ¢ok az protein ile dahi reaksiyona girer. Substratin makro
molekiil oldugu durumlarda bile substratin kiigiik bir kisminin enzimle reaksiyona
girdigi goriiliir. AChE enziminin Kkatalizi iki asamada meydana gelir. Birinci
basamakta enzim kuvvetli bir niikleofil olarak gdrev yapar. Ikinci basamaktaysa;
enzim 6zgil bir serin kalintisinin niikkleofilik hidroksil grubu araciligi ile kusursuz bir
pargalayict islevi goriir (Demir ve Turkoglu 2005). AChE’in temel islevi kolinerjik
ndrotransmisyonun sona erdirilmesidir. Diger taraftan ACh ve diger kolin esterlerini
hidroliz eden BChE’nin gergek fizyolojik islevi tam olarak bilinmemektedir (David et
al.2004; Temel 2008).

N ) S .38 = HO

Bunrilkolin Biitirat Kolin

Sekil 1. 10. Biitirilkolinesteraz enzimi hidroliz mekanizmasi

AChE nérotransmitter olan ACh’yi kolin ve asetik asite hidrolizler (Vale 1998;
Pope et al. 2005). Merkezi sinir sistemi, parasempatik ve sempatik motor sinirleri
AChE’mn ¢alismasinda engelle karsilastiklarinda hata verirler (Lotti 1995). AChE’in
en onemli inhibitorleri OF’lu pestisidlerdir. Bu petisitler enzimin aktif bolgesindeki
serin rezidiisiine kovalent baglanarak ndrotransmitterin dogal katabolizmasini

engellerler ve bu durum inhibisyona sebep olur (Dailianis et al. 2003). Enzimin inhibe
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oldugu durumlarda sinaps ve néromuskular bosluklarda ACh artisiyla aktivasyon
arttigi icin, kolinerjik sistem uyaris1 yogunlasir (Soreq and Zakut 1993; Hazarika et al.
2003; Tuovinen 2004).
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Sekil 1. 11. Katekolaminerjik noronlarda Asetilkolinesteraz (Baskurt 2010)

Beyindeki noérotransmitterin azaligtyla Alzheimer hastaligi goriilmektedir.
Norotransmitterlerden en fazla ACh azalir (David et al. 2004). ACh; ChAT (Kolin
asetiltransferaz) enzimi tarafindan kolinerjik noronlarda asetilkoenzim A (CoA)’dan
gelen kolin ve asetil’in birlesimiyle olusur. Asetil CoA glikolizde meydana gelen
piruvatin bes farkli metabolik akibetlerinden birinde olusan metabolik bir iirtindiir.
Kolin’in ise besinler ve hiicre membranindaki fosfolipidlerden elde edilmesinin yani
sira, AChE’nin ACh’yi hidrolizlemesi sonucu olusan kolinden de elde edilir. Bu kolin
eldesinin en 6nemli kaynagi hidrolizle agiga ¢ikan ve tekrar asetilkolin sentezinde
kullanilan kolindir. ACh’in sinapstaki varlig1 miktari, coklugu ya da eksikligi ChAT
ve AChE enzimlerine baglidir. Uretilen ACh presinaptik ndronlardaki vezikiillerde
depolanir. Sinir uyarisi gelen nérondan sinaptik bosluga aktarilir. Sinaptik araliga
saliman ACh molekiillerinin birgogu postsinaptik reseptorlere baglanirlar. Reseptorlere
baglanmayanlar ise AChE’ce yikima ugrar. ACh molekiillerinden postsinaptik nérona
baglananlar, sinir uyarist diger bir norona iletildiginde reseptérden uzaklasirlar.

AChE’ce yikilir ve ortaya ¢ikan kolin presinaptik néronda yeniden kullanilir.
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Baska bir ifadeyle, hiicreye giren Ca?* sekonder haberci olarak gorev yaparak
vezikiillerde birikmis olan ACh presinaptik bosluga ekzositoz yoluyla bosalmasini
saglar. Asetilkolin post sinaptik membranda bulunan reseptoriine baglanir ve kanalin
acilmasini saglayarak uyarinin post sinaptik hiicre gecisini saglar. Uyari iletildiginde
AChE ACh’ni asetat ve koline ayirir. Kolin tekrar kullanilmak iizere presinaptik
hiicreye geri doner (Nelson and Cox 2005).

Alzheimer hastalig1 son zamanlarda ¢ok yaygin olarak rastlanan bir demans
hastaligidir ve norodejenaratif bir rahatsizliktir. Bu hastalik bellegin fonksiyon
bozuklugu olarak karakterize edilmistir. Asetilkolin diizeyinin beyindeki azalmasi
Alzheimer hastaliginin biyokimyasal anlamdaki en biiyiik degisikligidir (Akincioglu
vd 2013). Demans hastaligi; sosyal ve 6grenme islevlerinde azalma sonucu olarak
bellekte, konusma yetisinde, algilama ve yargilama kapasitesinde, soyut diisiinme ve
problem ¢dzme gibi dnemli islevlerde bozukluk olmasidir (Sahin ve Yazict 2007).
Alzheimer hastaligimin kesin tedavisi yoktur. Giiniimiizde kullanilan tedaviler
hastaligin belirtilerini ortadan kaldirmaya yoneliktir. Ortadan kaldiran tedavi heniiz
bulunmamisgtir. AChE inhibitorlerinden Donepezil ve Rivastigmin 6rnek verilebilir
(Goger vd 2013). Ancak, rapor edilmistir ki bu ilaglar gastrointestinal bozukluklar ve
hepatotoksisiteye neden olur. Bu sebeple, etkin ve giivenli degildir (Akincioglu vd
2013).

Sinir hiicrelerinin gorev yapabilmesi icin AChE’nin ACh adli nérotransmitteri
kolin ve asetat olarak pargalanmasi gerekmektedir. Bu isleyis norotransmitter
maddeler arasinda nispeten az goriimektedir. Ciinkii norepinefrin, dopamin ve
serotonin gibi bir¢ok norotransmitter par¢alanmazlar. Sinaptik boslukc¢a absorbe
edilirler. Tarimda ve tipta AChE inhibitorleri ¢okca kullanilmaktadir. Bu inhibitorler
canli metabolizmasinda yan etkilere sebep olugundan yeni dogal inhibitorlere yonelim

giin gectikce artmaktadir (Akincioglu vd 2013).

1.2. Alzhimer Hastahg (AH)

Alzheimer Hastaligi (AH) ne zaman basladigi tam olarak kestirilemeyen,
hafiza, dil becerilerinde bozulma, karar verme gii¢liigii, giinliik islerde yetersizlik gibi
semptomlarla kendini gosteren geri doniisiimsiiz noérodejeneratif bir hastaliktir.
Demans hastaliklarinin %75’ini kapsamaktadir (Houmani et al. 2018). AH 65 yas

tizerindeki bireylerde geng bireylere oranla daha fazla goriiliir (Cassani et al. 2018).
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1907 yilinda Alman néropatalog ve psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan ilk
kez davranis problemleri ve bellek bozuklugu olan hastasinin 6liimii sonrasi klinik ve
patolojik bulgulariyla tanimlanmis bir hastaliktir (Shampo et al. 2013). Klinik
semptomlarindan en belirgin olami giincel hafiza yitimi ve gorsel karisikliklardir
(Wells et al. 1992).

AH yakin akrabalarda olup olmamasina gore sporadik ve ailesel olarak
smiflandirilabilir. Ancak AH’larinin %901 sporadik olusumludur buda yaslanmayla
dogru orantili oldugunu diisiindiirmektedir (Kimura 2016). Hastaligin basladig yas
g0z Oniine alinarakta erken baslangi¢clhi ve ge¢ baslangi¢li olarak siniflandirilir (Tysoe
et al. 1997).

1970’lerden buyana AH’liginin kolinerjik kayip ile ilgisi oldugu bilinmektedir.
Bu sebeple kolinerjik sistemin giiclendirilmesiyle hastaligin tedavi edilebilecegi
diistiniilmiistir. AH tedavisinde ACh yikimi azaltilarak kolinerjik etki artirilmaya
calistlmistir. ACh beyinde dikkat ve bellek ile ilgili bolgelerde rol oynayan kimyasal
haberci olmasi sebebiyle tercih edilmistir. Asetilkolini artiran ilaglar noéronal
fonksiyon kaybinin bir kismin télere etselerde bu durum gecici bir iyilesmedir. Bu
ilaglar noronlarin progresif kaybini 6nleyememistir (Howell 1996). Hastaligin ilk ve
orta evrelerinde durdurucu ve yikimi azaltici etkiside saptanmistir. Fakat ilerleyen
caligmalar gostermistirki bu hastaliga sebep sadece kolinerjik kayip degil, fazlaca
hiicre kayb1, beyindeki kimyasal dengesizlikleride etkilidir (Qizilbash 1998). Yapilan
klinik ¢alismalarda AH’nin seyrini degistirebilecek ¢esitli bilesikler bulunmustur.
Bunlar MAO-I, anti-enflamatuar ajanlar, antioksidanlar, dstrojen, apolipoprotein E4

antagonistleri, f-amiloid iiretim ve agregasyon inhibitorleridir (Marx 1996).

1.3. Parkinson Hastahigi (PH)

AH’ligindan sonra nérodejeneratif hastaliklar arasinda ikinci en sik rastlanan
hastaliktir. Daha 6nce yapilan diinya lizerindeki degisik iilke ve irklardaki istatistiklere
gore bu hastaligin goriilme sikligi 360/100000°dir (de Lau and Breteler 2006).
Ulkemiz i¢in ise bu durum 111/100000 olarak saptanmistir (Torun vd. 1995).

Parkinson Hastaligi’'nin (PH) baslangi¢ yasi ortalama 55 yas civardir.
Erkeklerde kadinlara oranla iki kat daha fazla goriiliir (Jankovic and Tolosa 2006). 20
yas altinda baslayan tiirtine juvenil Parkinson denilmektedir (Tan and Jankovich
2006).
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Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS); hastaligin klinik
degerlendirmesi yapilirken kullanilan Olgektir. Bu 6l¢ek hastalifi ayirt etmede
kullanilan belirtileri kapsamaktadir (Fahn and Elton 1987). PH belirgin belirtileri
bradikinezi (yavaslayan hareketler), tremor (dinlenme halindeyken titreme), rijidite
(kaslarda sertlik hali) ve refleks bozukluklaridir. Orta beyinde bulunan substantia nigra
pars kompakta ve striatum bdlgesindeki dopaminerjik ndronlarin kaybi ve néronlarda
bulunan Lewy cisimciklerinin artmasi patolojik bulgularidir. Otonom bulgular ise;
impuls kontrol bozukluklari, demans ve depresyondur (Akinci 2015). Dopamin
eksikligi motor semptomlara etki eder. Motor semptom dopamininin %80’1 tiikkenip,
nigral noronlarinda %50-70’sini kaybedilmesiyle ortaya ¢ikar (Kurman 2018).
PH’liginin tedavisinde altin standart beyinde dopamine doniisen L-dopa olarak bilinen
levodopa tarafindan saglanmaktadir (Karatas 2005). Dopamin yerine prokiirsorii olan
levodopa kullanilir. Bunun sebebi dopaminin kan beyin bariyerini gecememesidir.
Levodopa beyinde tekrar dopamine doniiserek etkisini gosterir. Levodopa
dekarboksilaz inhibitorleri (karbidopa veya benserazid) ile kullanilir. Amag
levodopanin periferde dopamine doniismesine engel olmaktir. Bunun yam sira
dopamin reseptor antogonistleride dopamin metabolizmasina girmeden etki edebilen
ilaglardandir. Levodopadan sonra en fazla etki eden ilag tiiriidiir. Yan etkileri ve daha
az motor komplikasyon olusturmalar1 sebebiyle tercih edilmemektedir. Bu iki ana grup
disinda MAOB-I, antikolinerjik ilaglar, COMT (katekol-O-metiltransferaz enzimi) ve
amantadin kullanilir (Fahn and Jankovic 2007). PH’nda medikal tedavinin yeterli

gelmedigi durumlarda cerrahi tedaviden de yararlanilmaktadir (Savas 2008).

1.4.Depresyon

Depresyon (major depresif bozukluk) nasil hissettiginizi, nasil diislindiigiliniizii
ve nasil davrandiginizi olumsuz etkileyen yaygin ve ciddi ancak tedavi edilebilen tibbi
bir hastaliktir.

Depresyon hastaligi ¢ok sayida etmenin birlesimiyle olustugu diisiiniilen
patofizyolojisi tam olarak bilinmeyen ndrodejeneratif hastaliklardandir. Kullanilan
tedaviler simnirsiz kaldigindan giincel calismalara sik¢a konu olmaktadir (Gaynes
2009). Cevresel faktorler, genetik yatkinlik, psikolojik ve biyolojik sebepler tek tek
veya birlikte hastaliga sebep olurlar (Lieb et al. 2002).

15



Depresyon tedavisinde ilk sirada kullanilacak ilaglar, daha gelismis giivenlik
ve tolerabilite Ozellikleri sebebiyle, segici serotonin gerialim inhibitorleri (SSRI),
serotonin noradrenalin gerialim inhibitorleri (SNRI) ve dopamin ve diger serotonin
reseptorleri lizerinden etki eden ilaglardir. Monoamin oksidaz inhibitérleride ikinci

sirada tercih goren ilaglardandir (Stahl 2008).

1.5. Serbest Radikaller

Orbital molekiillerdeki atomlarin uzayda kapladigi yerdir. Bir orbitalde iki
elektron zit yonde hareket etmektedir. Eger orbitalde tek elektron varsa buna
eslesmemis elektron denir (Halliwell 1996, Gil¢in 2010, Giilgin 2012). Serbest
radikaller dis yoriingelerinde eslesmemis bir veya daha fazla elektron ihtiva eden
kararsiz ve reaktif yapilardir (Marzatico and Cafe 1993). Elektron aligverisini kolayca
yapabilen bu molekiillere oksidan molekiiller ya da reaktif oksijen tiirleri (ROS)
denilmektedir (Halliwell 1991). Reaktif ve kisa Omiirlii serbest radikaller negatif,
pozitif ve notral yiiklere sahip olabilirler (Castaner et al. 1990). Stres, radyasyon, UV
1sinlar, kimyasal maddeler, olumsuz ¢evre sartlari, genetigi bozuk gidalar serbest
radikal olusumunu artirir. Ayrica viicutta dogal metabolik isleyis sirasinda da serbest
radikaller olusabilirler. Radikaller metabolizmadaki biyomolekiilere karsi reaktif olma
egilimLerinden dolay: hiicre, doku ve organlarda hasara neden olabilirler. Bunlarin
zararli etkilerini antioksidanlar nétralize ederler (Giilgin 2012). Metabolizmada enerji
tiretimi, elektron transferi (ETS) ve diger metabolik isler esnasinda serbest radikaller
tiretilebilir (Halliwell and Gutteridge 1999).

Oksijen tiim hiicre tiplerine kolayca girebilen ve metabolik olaylarda en ¢ok
kullanilan molekiildiir. Aerobik canlilarda serbest radikalin en 6nemli kaynagidir.
Oksijen molekiiliiniin yan1 sira kiikiirt ve karbon orjinli radikallerde olusur (Harman
1956).

Kanser, kardiovaskiiler hastaliklar, astim, hipertansiyon, romatoid artrit,
diabet, Parkinson, demans, Alzheimer gibi bir¢ok hastalikta ve yaslanmada da serbest

radikallerin pay1 oldugu diisliniilmektedir (Aruoma 1994).
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Cizelge 1.2. Serbest Radikal Kaynaklari

EKSOJEN KAYNAKLAR ENDOJEN KAYNAKLAR
Mlaglar Enzimler

Diyet faktorleri Oksidasyon tepkimeleri
Pestisitler Redoks tepkimeleri

Organik ¢oziiciiler Mitokondriyal ETS
Uyusturucu, alkol vb. Arasidonik asit metabolizmasi

1.6. Oksidatif Stres

Serbest radikallerin organizmada artig gostermesi sonucu antioksidan savunma
sistemi olarak devreye girer ve bir denge kurar. Bu olaya oksidatif denge
denilmektedir. Oksidatif denge sabit kaldigi miiddetce metabolizma zarar gérmez.
Ancak bu denge serbest radikaller lehine eksojen ve endojen kaynaklarin etkisiyle artis
gosterdiginde bozulmaktadir. Serbest radikallerin mevcut antioksidanlardan fazla
gelmesi savunma sisteminin yetersiz kalmasi olay1 oksidatif stres olarak adlandirilir
(Halliwell and Gutteridge 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2004). Oksijenden meydana
gelen oksitleyici yapidaki serbest radikalar metabolizmadaki ntikleik asit, protein ve
ozelliklede lipit gibi makro molekiillere zarar verirler (Mercan 2004; Darley-Usmar
and Halliwell 1995).

1.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonu engelleyip,
serbest radikalleri stabilize ederek yakalama gorevi yapan maddelerdir (Elliot 1999).
Protein, lipit, niikleik asit gibi organizmadaki makro molekiilleri korurlar (Yal¢in
1992; Halliwell and Gutteridge 1999).

Ik olarak 19.yy da metalin oksitlenmesini yani kimyasal asinmay1 énlemek
amaciyla bulunmus, 20. yy ortalarinda ise besinlere eklendiginde raf dmriiniin uzay1ip
kotii tat ve koku olusumunu engellendigi goriiliip gida maddelerine eklenmeye
baglamistir (Giilgin vd. 2003).

Antioksidan maddeler viicutta iretilebildigi gibi disaridan yiyecekler
vasitasiyla da almnabilirler. Disaridan beslenme yoluyla dogal olarak aldigimiz

antioksidanlara vitaminler, karotenoidler, flavonoidler ve polifenolleri 6rnek
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verebiliriz. Bu dogal antioksidanlardan en 6nemlisi polifenol ve tiirevleridir (Shadidi
1996, Giiglii vd. 2009). Beslenme yoluylada dogal antioksidanlarin metabolizmaya
katilabilmesi bu konudaki arastirmalar: artirmistir. Besinlerin bozulmadan uzun siireli
kalabilmesi i¢in dogal ve sentetik antioksidanlar belirli oranlarda kullanilmaktadir. Bu
oranlar iilkemizde Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi ile yasal olarak belirlenmektedir
(Turk Gida Kodeksi 2011). Besinleri uzun siireli saklamaya yonelik sentetik (biitil
hidroksitoluen vb) ve dogal (katekol vb) bu maddeler metabolizmaya girdikten sonra
antioksidan olarak gorev yapmaktadirlar (Yavaser 2011). Gidalarda yaygin olarak
kullanilan antioksidanlar sentetik olarak iiretilmektedir. Bunlara 6rnek olarak biitil
hidroksitoluen (BHT), biitil hidroksianisol (BHA), tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ)
ve etoksiguin verilebilir. Ucuz ve yiiksek kararlikli olmalariyla tercih edilirken zehirli
yan etki olusturmalariyla ilgili slipheler hala mevcuttur (Chen et al. 1992,
Wanasundara and Shadidi 2005).

Cizelge 1.3. Dogal ve sentetik antioksidanlarin karsilastrilmasi (Giilgin 2012)

SENTETIK ANTIOKSIDANLAR DOGAL ANTIOKSIDANLAR
Ucuzdur. Pahalidir.

Genis uygulama alanina sahiptir. Bazi tiriinlerin kullanimi siirlidir.
Giivenirliligi giderek azalmaktadir. Zararsiz ve giivenilirdir.
Bazilarimin kullanimi yasaklanmistir. Kullanim, uygulama alani artmustir.
Coziniirliikleri diisiiktiir. Coziintirliikleri yuksektir.

Bu antioksidanlara ilgi azalmaktadir. Bu antioksidanlara ilgi artmaktadir.
Bazilar adipoz dokuda depolanmaktadir Tamami metabolize olmaktadir.

Giintimiiziin popiiler konularindan olan antioksidanlar sagliga olumlu etkilert,
hastaliklara olan koruyucu yoniiyle daha ¢ok arastirilmaya baslanmistir. Kanser,
kardiovaskiiler hastaliklar gibi ciddi hastaliklara karsi koruma, yaslanmay1 geciktirme
etkisi vardir. Ozellikle ilerleyen yaslarda savunma sistemini gii¢lendirip, yaslanma
etkilerini azaltip, cilt ve sag¢lar1 besledigi bilinmektedir (Erdztiirk 2000, Eken 2007).

Mekanizmalarina gore birincil ve ikincil olarak iki gruba ayrilirlar. Birincil
antioksidanlar; bulunan radikallerle reaksiyona girerler ve bunlarin daha zararl hale

dontismelerini Onlerler. Ayrica yeniden serbest radikal olusumunada izin vermezler

18



(Diplock 1998). Ikincil antioksidanlarsa; E vitamini, C vitamini, bilurubin, iirik asit,
ve polifenoller gibi oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran
bilesiklerdir (Ou et al. 2002). Ayrica antioksidanlar1 genel olarak viicut i¢i ve besin
kaynakli antioksidanlar olmak {izere ikiye ayirmak da miimkiindiir (Ak ve Giilgin
2008). Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri ve katalaz
(CAT) insandaki hiicre i¢i antioksidanlardandir. SOD yapisinda ¢inko, bakir ve
manganez; GPx selenyum iyonu bulundurur. Bu sebeple enzimler metaloenzim olarak
da isimlendirilir (Halliwel 1991). Viicuttaki reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina kars1
farklt dogal savunma sistemleri serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu
sistemler farkli farkli yerlerde rol aldiklar1 igin birbirlerini tamamlayici niteliktedirler
(Diplock 1998).

Antioksidanlarin birgok etki sekilleri mevcuttur. Bunlardan bir veya birkagini
gosterebilirler. Metabolizmada serbest radikal ve antioksidanlar arasindaki dengeyi
korumak i¢in dort yontem mevcuttur. Bunlardan birincisi siipiiriici  etkidir.
Antioksidanlarin olusmus radikallerin etkisini azaltmasi veya olusmasin1 dnlemesi
durumudur. ikincisi baskilayici etki olarak adlandirilir. Antioksidanlarin oksidanlara
hidrojen vererek onlari inaktive etmesi veya etkilerini azaltmas1 durumudur. Ugiinciisii
zincir kiricr etki olup antioksidanlarin serbest radikalleri kendine baglayip zincirlerini
kirma esasina dayanir. Ddordiinciisii onarici etkidir. Metiyonin stilfoksit rediiktaz ve
DNA tamir enzimleri kullanilir (Krinsky 1992, Pinchuk and Lichtenberg 2002,
Klouche et al. 2004).

BHA, BHT, Trolox ve TBHQ fenolik bilesik yapili en sik kullanilan sentetik
antioksidanlardir (Giilgin 2012). BHA mumsu, beyaz, kat1 yapili yagda ¢oziiniip suda
¢dziinmeyen sentetik bir antioksisdandir (Venkatesh and Sood 2011). ik kez 1948°de
ABD’de kullanimi onaylanmistir. Bunun {izerinede baska iilkelerde de kat1 ve sivi
yaglara eklenmistir (Efsa 2011). BHT ise 1954 yilinda gliseridler iizerinden
bulunmustur. Tiiketilen gida ve yaglara eklenmeye baslanmistir (Collii 2007). Beyaz
renkli ve kristal yapilidir. Yagda ¢oziiniir olmalarina karsin suda ¢oziinmezler (Edin
et al. 2010, Efsa 2012). BHA ve BHT kanserojen ve toksik olma siliphesiyle yasal
olarak yasaklanma yoluna gidilmistir (Wichi 1988; Sherwin 1990). Bu sebeplerden
dolay1 dogal antioksidanlar sentetiklere oranla daha fazla talep gérmekte ve
aragtirtlmaktadir. Sentetik antioksidanlara kiyasla daha giivenli ve saglikli

bulunmaktadir (Valenzuela and Nieto 1996). Tokoferoller, karatenoidler, flavonoidler
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ve ¢ vitaminleri dogal yolarla alinan antioksidanlardan en 6nemlileridir (Sies and Stahl
1995; Rice-Evans and Miller 1996; Giilgin 2012).

OH CHy OH
OH
OH 0
SEINPZN C(CH) C(CHy)
C(CHs),
OH
/ CHy 0
CH,
CH
OCH; C(CHy); ! OH

Sekil 1.12. Baz1 sentetik antioksidanlar

1.8. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerde ¢ok az miktarda bulunmalarina ragmen
ancak tat ve renk olusumunda etkilidirler (Shahidi and Naczk 1995). Lezzetinin
olusmasinda etkili yendiginde agizda buruk tat birakan dogal bilesenlerdir. Sagliga
yararli gliglii antioksidan etkileri vardir (Sousa et al. 2015). Hava ile temas etmedikg¢e
renksizdirler, temas ettiklerinde ise kirmizi renk alirlar. Su, alkol, eter gibi organik
coziiclilerde 1yi ¢oziiniirler. Oldukga zehirli yapilar1 vardir bu sebeple seyreltilerek
kullanilmahidirlar. Aksi takdirde yaniklara sebep olabilirler (Anonmyous 1984).

Kimyasal yapilari bir aromatik benzen halkasina bagh bir veya daha fazla
hidroksil grubu iceren bilesik seklindedir (Shahidi and Naczk 1995). En basit yapili
fenolik madde bir hidroksil grubu ve benzen halkasindan olusan fenoldiir (Cemeroglu
ve Acar 1986). Fenoller biinyelerinde bulunan H atomunu serbesrt radikallere verme
egilimi gosterirler (Ranalli et al. 2003). Metabolizmamizda bulunan serbest radikaller
oksidatif strese sebep olurlar. Dolayisiyla DNA, protein gibi 6nemli yapilara zarar
verirler. Antioksidanlar bu olumsuz etkileri durdurur ve reaktif oksijen tiirlerini
ortadan kaldirirlar (Kampa et al. 2000). Bu sebeptendirki insan diyetinde yer alan
fenolik yapili bitkisel gidalar antioksidan etki gostermeleri sebebiyle arastirmalarda
daha ¢ok yer almaktadir (Balasundram et al. 2006). Bu bilesiklerin gosterdikleri
antioksidan aktiviteler; aromatik halka iizerinde bulunan gruplara, hidroksil gruplarin
kag tane ve nerede olduklarina baglidir (Balasundram et al. 2006).

Fenolik bilesikler bitkilerde sekonder metabolit olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bir¢ok Ornegi yapisal olarak aydinlatilmis ve sik¢a kullanilmaktadir (Kafkas vd.
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2006). Yapilan caligmalara bakildiginda ortalama 5000 tane fenolik bilesik
tanimlanmis olup bunlarin yaklasik 2000 tanesi dagol orjinlidir. Dogal orjinli olanlar
genellikle bitkilerin canli dokularinda meyve, yaprak ve c¢icek’te glikozit seklinde;
odunsu dokularda aglikonlar formunda bulunurlar. Cekirdek kisimlarinda ise hem
glikozit hemde aglikonlar seklinde bulunabilirler (Shahidi and Naczk 1995).

Meyve ve sebzelerin biinyelerinde barindirdiklart C vitamini, E vitamini,
karetonoidler ve en c¢okta flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Gidalarda en zengin
bulunan1 flavonoidlerdir ve 6500 tiirii bilinmektedir (Saldamli 2007). Meyve ve
sebzeyi bolca tiikketen toplumlarla dejeneratif hastaliklarin az goriilmesiyle
iliskilendirilmistir (Caldwell 2003). Fenolik bilesiklerin fazlaca tiikketilmesi toksik etki
gostermesi sebebiyle zararli olabilmektedir. Girtlak kanserine sebep olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak alinmasi1 gereken miktarda tiiketildiginde de kanser, kroner
kalp yetmezligi gibi hastaliklarda olumlu etki gosterdigi bilinmektedir (Shahidi and
Naczk 1995).

1.9.indol-3-Karbinol (13C)

Kakule bitkisi zencefilgiller ailesine ait bir bitki olup latince ismi Elettaria
cardamomum ingilizce’de cardomum olarak adlandirilir. Ulkemizde yetismemekte
ancak yesil kabuklu tiirii diizenli olarak ithal edilmektedir. Saghga bir¢cok faydasi
oldugu bilinmektedir (Lawrence 1979). Kakule bitkisi i¢eriginde yer alan 13C ve DIM

maddeleri ¢alismalarimizda etken madde olarak kullanilacaktir.
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Sekil 1.13. Indol-3-karbinol (13C) yapisi

Bir benzen ve pirol halkasinin birlesiminden olugmus benzopirol halkasina
indol denir. Dogal ve sentetik birgok aktif bilesigin yapisini olustururlar (Broadbent
ve Broadbent 1998). 13C lahana, brokoli ve briiksel lahanasi gibi brassica sebzelerinde
ve kakulede dogal olarak bulunan bir bilesendir (Cover et al. 1998).
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Viicuttaki dogal detoksifikasyon enzimlerinin antioksidan1 ve uyaricisidir.
Ayrica prostat ve akciger kanseri tiimor hiicreleri lizerinde serbest antioksidan etkisi
oldugu saptanmustir (Kaymaz 2006). Indol, ilag kesfinde en 6nemli motiflerden birini
temsil etmektedir. Indol tiirevleri peptidlerin yapisini taklit eden ve enzimlere geri
doniisiimklii olarak baglanabilen essiz bir 6zellige sahiptir. Indol biyolojik agidan aktif
dogal iiriinlerin her yerinde bulunan bir bilesendir (Y1ldiz 2015).

1.10. 3,3’-Diindolilmetan (DIiM)

DIM giiclii anti-kanser, anti-inflamatuvar &nleyici 6zelliklere sahip bir madde
olan 13C‘un ana metabolitidir. DIM, turunggil sebzelerin potansiyel bir antikanser
bileseni olan 13C’iin nemli bir sindirim iiriiniidiir (Le et al. 2003). DIM in vivo ve in
vitro olarak olusturulan 13C’iin bir dimeridir (Ge 1996).
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Sekil 1. 14. 3,3 -diindolilmetan (DIM) yapis1

Ostrojen reseptdrlerine segici olarak baglanabilen DIM &strojen antagonisti
olarak davranir ve DIM oram yiiksek oldugunda dstrojen testosteron oranimi normal
seviyeye tasimada etkilidir. DIM igin &strojenin metabolize olmasinda yardimcidir
diyebiliriz (Riby et al. 2000).

I3C ve DIM biyolojik caligmalarda antikanserojen ve antioksidan etkileri
nedeniyle arastirmalara konu olmustur. Cesitli bitkilerde dogal olarak bulunan bir
indol alkaloidi olan Ajmalisin yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan bir anti
hipertansiyon ilagtir. Bir indol alkaloidi olan Rezerpin ruhsal bozuklugu olan
hastalarda yiiksek kan basinci ve siddetli ajitasyon tedavisinde kullanilir. Meme veya
testis kanseri dahil olmak lizere gesitli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in de kullanilir
(Zhang et al. 2014).

1.11. Calismanin Amaci

Parkinson, sizofreni ve Alzheimer hastaliklarinin artisi, diinyada yasli niifusun

artigiyla paralel olarak ilerlemektedir. 2018 verilerine gore diinya tizerinde 50 milyon
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demans vakasi bulunmaktadir. 2050 yilinda bu saymin 115,4 milyona ulagacag:
ongoriilmektedir. Bu durumda her sekiz kisiden birinin Alzheimer hastasi olacagi
anlamina gelmektedir (Alzheimer’s Association 2015).

Kesin sebebi bilinmeyen bu hastaliklarin mutlak tedaviside bulunamamustir.
Ancak kullanilan bazi ilaglarla insan yasamini olumsuz etkileyen semptomlar
baskilanarak yasam kalitesi artirilmaya ¢alisilmistir. Bu hastaliklarin tedavisinde farkl
yaklasimlar olsada, Parkinson hastaliginin tedavisi i¢cin MAO-B enziminin segici
inhibitorleri ya da antikolinerjik ilaglar kullanilirken (Fahn ve Jankovic 2007), AH’nin
tedavisi i¢cin AChE, BChE (Howell 1996) ve MAO-B enzimlerinin inhibitorleri
kullanilmaktadir (Marx 1996). Yine sizofreni hastalarinda periferal dokudan alinacak
bir belirtecin etkili olacag: diisiiniildiigiinden mitokondrial elektron zinciri arastirma
konusu olmus dolayisiyla da mitokondri dis zarinda lokalize olan MAO-A’nin da
tedavide kullanilmasi diistiniilmiistiir (Shachar 2002; Praabakaran 2004). Kullanilan
bazi ilaglarin hasta metabolizmasinda ciddi hasarlara sebep oldugu saptanmistir. Bu
sebeple yan etkisi daha az olan ya da olmayan dogal hammadde arayisinda olmak
gerekmektedir.

Yapilan ¢alismanin amaci tam olarak tedavi yolu bulunamayan nérodejeneratif
hastaliklar1 iyilestirme siirecinde kullanilabilecek dogal etken maddeye ulagabilmektir.
Gegmiste yapilan ¢alismalar géz 6niine alindiginda kullandigimiz maddelerin kimyevi
yapist ve tercih edilen enzimler bu konuda oldukga timit vermektedir. Tercih ettigimiz
maddelerin daha once bu konuda yapilan ¢alismalarda kullanilmamis olmasi
calismanin Ozgiinliigiinii ortaya koymaktadir. Hedefimiz diinya {izerinde bu
hastaliklardan miizdarip insanlara daha kaliteli yasam siirebilmeleri i¢in hastalig
geciktirecek, biraktigi hasarlar1 ortadan kaldiracak veya hafifletebilecek ¢oziim

yolunda bir basamak olabilmektir.
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2. KAYNAK OZETi

Dale tarafindan 1914 yilinda 6ne siiriilen kolinesterazlarin varligi Loewi ve
Navratil tarafindan 1926 yilinda géz dniine serilmistir. ilk defa 1938 yilinda Torpedo
marmoreta ‘dan saflastirilan AChE diger esterlerden ayrilmistir (Phillips 1996).
Akincioglu ve ekibinin (2013) yaptigi ¢alismalara gore asetilkolinin beyindeki miktar
farkliliklarinin bazi hastalilara sebep oldugu vurgulanmistir. AH’da bu hastaliklardan
biridir ve asetilkolin miktarindaki azalma hastaligin biyokimyasal anlamdaki en biiyiik
degisikligidir. Metabolizmada AChE enziminin asetilkolini asetat ve koline hidrolizini
katalizledigi bilinmektedir. Alzheimer hastaliginin tedavisi icin AChE enzimi inhibe
edilerek, metabolizmadaki asetilkolin miktar1 artirilmast yoniinde ¢alismalar
yapilmistir.

BChE enzimi metabolizmada biitirilkolinin biitirat ve koline hidroliz olayini
katalizleyen enzimdir. Bu enzimin memelilerde bilinen bir substrati yoktur (Kutty et
al. 1989). Mossoulie ve digerlerinin yaptigi ¢alismalar Alzheimer hastaliginda AChE
gibi BChE enzimininde beyindeki miktarimin fazla oldugunu bulmustur. Bu
sebepledirki AChE enzimi inhibitdrlerinin BChE enzim inhibisyonuyla da ilgili
olabilecegi diistiniilmiistiir (Giilgin vd. 2016).

Binda ve digerlerinin (2002) yaptiklar1 ¢aligmalara goére 1968 yilinda
MAO’nun iki farkli formu oldugu bulunmustur. Insan beynindeki MAO’nun %80’i
MAO-B’dir. Bu iki form %70 oraninda benzer yapilar ihtiva etmektedirler. MAO-
A’nin 527 MAO-B’nin 520 aminoasit kalintis1 vardir (Lee et al. 2006). Sahoo ve
arkadasarinin (2010) bu konuda yaptiklar1 arastirmalara gore MAO-A inhibitdrleri
depresyon gibi ruhsal bozukluklarda kullanilirken, MAO-B inhibitorleri ise
Alzheimer, Parkinson gibi demans hastaliklarinda tedavi amacli kullanilir. Sizofreni
hastalig1 tedavi siirecinde periferal dokudan alinacak bir belirtecin hastaligin tanisinda
etkili olacagi diistiniilmiis ve bu sebeple de mitokondrial elektron transport sisteminde
arastirmalar artirilmistir (Shachar 2002; Praabakaran 2004).

PH’liginda Karatas (2005) bazi tipik ilag tedavileri yapildigim sdylemistir. ilag
tedavilerindeki amag¢ altin standart olarak bilinen L-Dopanin beyinde dopamine
dontismesidir. Hastaya verilen levodopanin beyine kolayca ge¢ip dopamine doniigsmesi
esasia dayanir. MAO-B inhibitdrleri, antikolinerjikler, dopamin antogonistleri gibi

baska tedavi yollar1 oldugunuda sdylemistir.
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Glil¢in (2006) fenolik bilesiklerin hemen hemen biitiin bitkisel kokenli
materyallerde bulunan ikincil bitki metaboliti oldugunu sdylemistir. Insan ve hayvan
diyetlerinin bu metabolitleri igerdigi disiiniilmektedir. Giiniimiize kadar bu konuda
pek c¢ok calisma yapilmis ve fenolik yapili bilesiklerin ¢ogunlugunun dogal
antioksidan oldugu bulunmustur. Bunlardan en 6nemlileri flavonoidler, tokoferoller,
fenolik asitlerdir (Shahidi and Naczk 1995; Giil¢in 2012).

Cilek (Abuja et al. 1998), brokoli (Giilgin et al. 2004e), nane (Elmastas et al.
2005), kizilcik (Giilgin et al. 2005c¢), semizotu (Oliveira et al. 2009), karanfil (Giilgin
et al. 2004d), kivi (Dawes and Keene 1999), defne (Elmastas et al. 2006a), karabiber
(Gtilgin 2005), targin (Chua et al. 2007), meyan kokii (Glycyrrhiza glabral.) (Serbetgi
and Giilgin 2009), patates (Friedman 1997), lavanta (Giilgin et al. 2004d), karnabahar
(Koksal and Gilgin 2008), 1sgin (Oktay et al. 2007), mantar (Elmastas et al. 2006b),
reyhan (Giil¢in et al. 2007a), zencefil (Stoilova et al. 2006), zeytinyag: (Blekas et al.
1998), sogan (Ewald et al. 1999), propolisin (Giilgin et al. 2010b), 1spanak (Gil et al.
1999), madimak (Polygonum cognatum) (Yildirim et al. 2001), kuru erik (Donavan
1998) gibi bir¢ok sebze ve meyve antioksidan yontemlerle galisiimustir.

Zhang ve arkadaslari (2014) I13C ve DIM ile yaptiklari calismalarda
antikanserojen ve antioksidan etkilerinden bahsetmislerdir. Meme ve testis kanseri
basta olmak iizere bircok kanser tiirliniin tedavisinde kullanilabilecegini

aktarmiglardir.
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3. MATERYAL YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Tez calismasi esnasinda kullanilan kimyasallar; Tris (Trihidroksi metilamino
metan), EDTA, HCI (Hidroklorik asit), NaOH (Sodyum hidroksit), asetilkoliniyodat,
DTNB (5,5'Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit), sodyum sitrat, sodyum fosfat (NA2HPOs),
biitirilkoliniyodat, KsFe(CN)s, TCA (trikloroasetik asit), FeCls, CuCl., neokuprin,
etanol, CHsCOONH., DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil), ABTS (2,2 -azino-bis(3-
etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit)), K20sS2, NaCHsCOO, TPTZ (Tripiridil triazin) , 4-
aminoantiripin, vanilik asit, p-tiramin, KH2POa, selegilin, klorgilin 13C (Indol-3-
karbinol), DIM (3,3’-diindolilmetan), Monoamin oksidaz A (MAO-A) ve B (MAO-
B), Asetilkolinesteraz (AChE), Biitirilkolinesteraz (BChE), Horseradis hperoksidaz

(HRP), enzimleri sigma aldrich’den satin alindi.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre : Evolution 201

Derin dondurucular (-30 ve -86°C) : Sanyo, Japan

pH metre : Thermo

Hassas terazi : Shimadzu AUX220
Inkiibator : Wiseven

Otomatik pipetler : Eppendorf ve Socorex
Calkalayici : Nive SL 350

Vorteks : WiseMix

Saf su cihazi . Firstreem Calypso MK 1 Glass
Magnetik karigtirict : Jeio Tech
UV-Spektrofotometre kiiveti : 1 cm¥liik Kuartz Kiivet
Mikroplaka Okuyucu : ThermoFisher Scientific, Multiskan

3.1.3 Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Caligmalarin tamaminda 1mg/mL konsantrasyonda stok ¢6zelti hazirlanip
kullanildi.
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a)

Asetilkolinesteraz Enziminin aktivite 6l¢ciimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

1 M’1ikTris-HCI Tamponunun (pH:8) Hazirlanisi: 30,27 g Tris hassas terazide
tartilip 5 mM’lik 0,370 g EDTA ile 200 mL destile suda ¢oziiliip pH metre
kullanilarak pH’s1 8’e ayarlandi. Son hacim 250 mL’ye destile su ile
tamamlandi.

10 mM’lik  Asetilkoliniyodat  Cozeltisinin ~ Hazirlanisi:  0.145 g
Asetilkoliniyodat hassas terazide tartilip 50 mL destile suda ¢ozildii.

10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis(2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisinin
Hazirlanist: 0.01 g DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat hassas terazide tartilip 50 mL

destile suda ¢oziildii.

b) Biitirilkolinesteraz enziminin aktivite él¢iimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

1.

50 mM’lik Fosfat Tamponunun (pH: 8) Hazirlanisi: 1,7745 g sodyum fosfat
(Na2HPO4 ) hassas terazide tartilip 200 mL destile suda ¢oziildi. pH metre
kullanilarak pH’s1 8’e¢ ayarlandi. Son hacim 250 mL’ye destile su ile
tamamlandi.

0,5 mM’lik Biitirilkolin iyodat Cozeltisinin Hazirlanisi: 0.008 g Biitirilkolin
iyodat hassas terazide tartilip 50 mL destile suda ¢6ziildii.

0,35 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis(2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisinin
Hazirlanisi: 7 mg DTNB hassas terazide tartilip 50 mL destile suda ¢oziildii.
MAO-A ve MAO-B izoenzimlerinin aktivite o6l¢iimlerinde kullanilan
cozeltiler

Kromojenik Cozeltinin Hazirlanisi: Bu ¢6zelti hazirlanirken kullanilan 500 uM
4- Aminoantiripin ¢6zeltisi, | mM vanilik asit ¢dzeltisi ve 4 U/mL Horseradish
peroksidaz enzimi 2:1:1 oraninda karigtirtlarak giinliik olarak hazirlandi. Bu
¢ozelti giin i¢inde +4 °C de saklandi (Evranos B. 2011).

ImM Vanilik Asit Cozeltisi Hazirlanisi: 0.0168 g Vanilik asit hassas terazide
tartilip 75 mL saf suda ¢6ziildii. Cozeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamland:
(Evranos 2011).

500 uM 4- Aminoantiripin Cozeltisi Hazirlanigi: 0.0101 g 4- Aminoantiripin
hassas terazide tartilip 75 mL destile suda ¢oziildii. Czeltinin son hacmi 100
mL’ye tamamlandi (Evranos 2011).

Substrat ¢ozeltisi Hazirlanisi: Substrat olarak ¢alismalarimizda molekiil

agirhigr 137.18 g\mol olan p-tiramin kullanildi. Kullanilan p-tiramin’in
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d)

1.

konsantrasyonu MAO-A enzimi i¢in 500 uM olacak sekilde hazirlanirken,
MAO-B i¢in 2,5 mM olacak sekilde hazirland1 (Evranos 2011).

0,2M KH2PO4 Tampon Cozeltisi (Ph:7.6) Hazirlanisi: 7,6 pH’s1 olan KH2PO4
tamponu hazirlamak i¢in 6,8 KH2PO4 tartilip 150 mL saf suda ¢oziildii.
Ardindan pH metrede NaOH ¢ozeltisi eklenerek pH’s1 7,6 olarak ayarlandi.
Cozeltinin son hacmi 250 mL tamamlandi (Evranos 2011).

Standart Olarak Kullanilan MAO-A ve MAO-B Izoenzimlerinin Secici
Inhibitdr Cozeltileri: MAO-A i¢in klorgilin standart inhibitdr olarak kullanildi.
Klorgilinden 10 mg alinip 10 mL saf suda ¢6ziiliirek hazirlandi. MAO-B igin
ise selegilin standart inhibitor olarak kullanildi. Selegilinden 10 mg hassas
terazide tartilip 10 mL saf suda ¢oziliirek hazirlandi. Stok ¢ozeltiler lizerinden
gerekli seyreltmeler yapildi (Evranos 2011).
Fe®*-Fe?* indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

0,2 M fosfat tamponunun (pH: 6,6 ) hazirlanist: 6,24g NazHPO4 yaklagik 180
mL destile suda ¢oziiliip pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Son
hacim 200 mL olacak sekilde destile su ile tamamlandi.

%1’lik K3sFe(CN)s ¢ozeltisinin hazirlanisi: 1,5 g KsFe(CN)e destile suda
¢oziiliip ve son hacim 150 mL’ye destile su ile tamamlanda.

%10’luk TCA ¢06zeltisinin hazirlanisi: 10 g TCA destile suda ¢oziiliip ve son
hacmi 100 mL’ye destile suyla tamamlandi.

%0,1°1lik FeClz ¢ozeltisinin hazirlanisi: 85 mg FeClz.6H»0 destile suda ¢oziiliip
son hacim 50 mL’ye tamamlandi.
Kuprak metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

0,01 M’lik CuCl; gozeltisinin hazirlanmasi: 47 mg CuCl, hassas terazide
tartilip 50 mL destile suda ¢oziildii.

7,5x103M’1ik etanolik neokuprin ¢ozeltisinin hazirlanisi: 78 mg Neokuprin
hassas terazide tartilip 50 mL etanolda ¢oziildii.

1 M’lik CH3COONHj4 tamponunun (pH: 6,5) hazirlanisi: 7,7 g CH3COONH4
hassas terazide tartilip 80 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH metre ile pH’s1

6,5’e ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.
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f) DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili cozeltiler

1.

3 M’lik DPPH¢ozeltisinin hazirlanisi: 40 mg DPPH 100 mL etanolda
manyetik karigtirict ile tamamen ¢oziiniinceye kadar bir gece etanolda

karistirildi.

g) ABTS™ giderme aktivitesi ile ilgili cozeltiler

1.

0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanis1 (pH: 7,4): 2,84 g Na;HPO4 180 mL
destile suda ¢oziiliip pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Son hacim
destile su ile 200 mL’ye tamamlandi.

2 mM’lik ABTS ¢ozeltisinin hazirlanisi: 0,1 M’lik 1mg ABTS ve pH’s1 7,4
olan fosfat tamponunda tamamen c¢oziiniinceye kadar bir gece boyunca
manyetik karistirict ile karigtirildi. Toplam hacim destile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

2,5 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanisi: 0,1 M’lik 66,25 mg
K20gS2 ve pH’st 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen ¢o6ziiniinceye kadar
manyetik karistirict ile karigtirildi. Toplam hacim destile su ile 100 mL’ye

tamamland.

h) FRAP indirgeme metodu ile ilgili ¢cozeltiler

1.

0,3 M’lik Asetat Tamponunun (pH:3.6) Hazirlanisi: 2,46 g NaCH3COO hassas
terazide tartilip 80 mL destile suda ¢oziiliip ve pH metre kullanilarak pH’s1
3,6’ya ayarland1. Son hacim 100 mL’ye destile su ile tamamlandi.

40 mM’lik HCI Cozeltisinin Hazirlanisi: 0,334 mL %37 lik HC1 ¢6zeltisinden
hassas terazide tartilip son hacim 100 mL olacak sekilde destile su ile
tamamland.

10 mM’lik TPTZ Cozeltisinin Hazirlanisi: 0,312 g TPTZ hassas terazide
tartilip 100 mL 40 mM’lik HCl igerisinde ¢oziildii.

20 mM’lik FeClsz Cozeltisinin Hazirlanisi: 0,54 g FeCls.6H20 hassas terazide
tartilip 100 mL destile suda ¢oziildii.

FRAP Reaktifinin Hazirlanmasi: 0,3 M’lik asetat tamponu, 10 mM’lik 1 hacim
TPTZ ve 20 mM’lik 1 hacim FeClz.6H20 ¢ozelti karisimlariyla hazirlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Enzim inhibisyon ¢alismalari

a) AChE ve BChE Enzimlerinin Aktivitelerinin Tayini

Elman metodunun modifikasyonuyla AChE ve BChE enzimleri iizerinde
calisildi. Calismanin esasi asetilkolinesterazin asetilkolini asetat ve koline par¢alama
esasina dayanmaktadir. Bu katalizleme reaksiyonunun ardindan tiyokolin ile DTNB
tirtin olarak a¢iga ¢ikar ve reaksiyona girerek sar1 renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
olusur. Elde edilen ¢6zelti 412 nm’de 6l¢iildii (Ellman et al. 1961).

Ilk olarak stok enzimler seyreltilerek aktivite dl¢iimleri yani kontrol 6lgiimleri
her iki enzim igin de yapildi. Aktivite 6l¢limii yaparken kiivet igerigi Cizelge 3.1.’de
verildigi gibi kullanildi. Aktivite 6l¢iimil igin pipetleme miktarlar1 tabloda verilen
kontrol tiipii icerigi seklinde yapildi. 5. dakikanin sonunda meydana gelen absorbans
farki bulunarak EU/mL hesabi yapildi ve enzimlerin aktiviteleri belirlendi.
Asetilkolintiyoiyodat AChE enzimi igin substrat olarak  kullanilirken,

biitiriltiyokoliniyodat BChE enzimi igin substrat olarak kullanildi.

Cizelge 3.1. AChE ve BChE enzimlerinin aktivite tayininde kullanilan kiivet

icerikleri

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii (uL)
Tris-HCI 100 100

Saf Su 790 780

Ornek - 10

Enzim ¢ozeltisi 10 10
Asetilkolintiyoiyodat 50 50

DTNB 50 50

Calkalanir ve 30 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. 412 nm dalga boyunda kor ve
ornek kiivetlerin baglangic ve 5. dakikalari oOlgiiliip aradaki farki alindi.
Biitiriltiyokolinintiyokoline hidrolizini butirilkolinesteraz katalizler. BChE i¢in
aktivite Ol¢iimii prensip olarak biitiriltiyokoliniyodat’in kataliz sonrasi tiyokolin
olusturmasi esasina dayanir. Sonrasinda DTNB ile olusan tiyokolinin reaksiyonu

sonucu sar1 renkli bir bilesik olan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin 412 nm’de absorbans
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6l¢iimii yapilir. Ellman metodunun modifikasyona ugramis hali olan bu yontemde en
Iyi absorbans 412 nm’de gozlenmektedir (Ellman et al. 1961).

Aktivite Ol¢limii sonrasinda inhibiyon ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bunun igin
pipetleme islemi Cizelge 3.1.’de verilen numune tiipii igerigine gore yapildi.
Enzimlerin  aktivitelerindeki ~ degisim 412 nm’de  absorbansta UV
spektrofotometresindeki 6l¢iim ile takip edildi. Kullanilan her bir inhibitor i¢in 1Cso ve
Ki degerleri hesaplandi. inhibisyon etkisi gosteren inhibitorler igin aktivite (%)-[l]
grafigi ¢izilip ve bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan inhibit6r konsantrasyonlari
(ICso degerleri) hesaplandi. Ayrica inhibisyon etkisi gésteren inhibitorlerin bu iki
enzim ile etkilesim kinetikleri Lineweaver-Burk grafigi ile hesaplandi. Sayisal olarak
Ki degerleri tespit edilerek inhibitérlerin enzimlere olan ilgisi yorumlandi.
Lineweaver- Burk grafigi, bes farkli substrat konsantrasyonunda 1/V nin 1/S’ye kars1
grafige edilmesi ile olusturuldu. Bu g¢alisma sonunda inhibitorlerin AChE ve BChE
enzimlerini iizerine inhibisyon etkileri ile ilgili veriler degerlendirilerek segicilik
ozellikleri ve inhibisyon tiirleri belirlendi.

b) MAO-A ve MAO-B izoenzimlerinin Aktivitelerinin Tayini

1 Mm Vanillik asit, 500 uM 4-aminoantipirin ve 4 U.mL-1 HRP iceren
kromojenik ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢6zelti giinliik hazirlanmasi gereken bir ¢ozeltidir.
Aktivite tayininde 96 kuyucuklu mikroplate kullanildi. Deney sirasinda kuyu igerigi
50 pL kromojenik ¢ozelti, 200 pL substrat ¢ozeltisi (500 puM p-tiramin MAO-A igin,
2.5mM MAO-B i¢in) ve 50 pL KoHPO4 tamponundan (pH 7.6) ve 50 uL enzimden
olusur. Kuyucuklara ¢ozeltiler pipetlenirken oncelikli olarak substrat ¢ozeltisi, tampon
ve enzim eklendi daha sonra 60 sn c¢alkalamadan sonra 15 dk 37 °C‘de karanlikta
inkiibe edildi. Ardindan kromojenik ¢dzelti konularak 498 nm ‘de 15 dk boyunca takip
edildi. Absorbans farki dikkate alinarak enzimlerin aktiviteleri hesaplandi (Bozdag
Diindar vd. 2008; B. Evranos, 2010).

MAO-A ve MAO-B izoenzimlerinin Yeni Inhibitorlerle Etkilesiminin
Kinetik Tayini

Bir bilesigin veya inhibitdriin ICso degeri, ilgili enzimin aktivitesinin %50’ sini
inhibe eden inhibitér konsantrasyonudur. ICsp degeri, bir bilesigin bir enzime olan
afinitesinin dogrudan belirteci olmamakla beraber inhibitdriin enzime olan ilgisinin bir
ifadesi olan Kj degeri ile iligkilidir. Bu ilskiyi ifade etmek i¢in su ifade kullanilabilir.
(Cheng and Prusoff, 1973; Evranos vd. 2007; Bozdag Diindar vd. 2008).
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ICSO
1+[S]/Km

=

ICs0 : Inhibitdriin fonksiyonel aktivitesinin bir ifadesi,

[S] : Substrat konsantrasyonu,

Km : Enzimin substratina olan ilgisinin bir gdsterir.

MAO-A ve MAO-B izoenzimlerinin yapilacak inhibisyon ¢aligmalarinda 96
kuyucuklu siyah mikroplateler kullanilda.

Inhibisyon etkisi gdsteren inhibitdrler icin Aktivite(%)-[I] grafigi ¢izildi ve bu
grafikten %50 inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyonlart (ICso degerleri)

hesaplandi.

3.2.2. Antioksidan Cahismalar

a) Fe¥-Fe?* indirgeme Kkapasitesi: Oncelikli olarak 1 mg/mL
konsantrasyonunda 13C ve DIM stok ¢dzeltisi hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 40, 80, 120
pg/mL olacak sekilde deney tiiplerine aktarildi. Deney tiiplerindeki ¢6zelti hacmi 1
mL olacak sekilde destile suyla tamamlandi. Calismanin devaminda deney tiiplerinin
her birine 2,5 mL 0,2 M’lik fosfat tamponu (pH:6,6) ve 2,5 mL %1’lik potasyum
ferrisiyaniir [K3Fe(CN)e] eklenerek karisim 20 dakika 50 °C’de inkiibe edilir.
Devaminda elde edilen reaksiyon karigimina 2,5 mL %10’luk TCA eklendi. Cozeltinin
tist fazindan 2,5 mL alinip ve bunun tizerine 2,5 mL destile su ve 0,5 mL %0,1’lik
FeCls ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de okundu. Kor olarak destile su
kullanildi. Kontrol olarak ise numune yerine destile su kullanildk.

b) Cu?-Cu* indirgeme kapasitesi (Kuprak metodu): 13C ve DIM
molekiiliiniin Cu?* indirgeme aktivitesi Apak metodunun (Apak et al. 2006) hafif bir
modifikasyonuyla yapildi (Ak and Gilgin 2008). 1 mg/mL konsantrasyonunda
hazirlanan 13C ve DIM stok ¢ozeltisi; 10, 20, 30 pg/mL olacak sekilde pipetlenip
sirastyla 0,25 mL CuCly ¢ozeltisi (0,01 M), 0,25 mL etanolikneokuprin ¢ozeltisi
(7,5x10° M) ve 0,25 mL CH3COONH,4 tampon ¢ozeltisi (1 M) eklendi. 450 nm’de
yarim saat sonra destle su olan kore kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii.

¢) FRAP indirgeme aktivitesi: Oncelikli olarak 1 mg/mL konsantrasyonunda
I3C ve DIM stok ¢ozeltisi hazirlandi. Deney tiiplerine 50, 100 ve 150 pg/mL
konsantrasyonlaria denk gelecek sekilde 13C ve DIM stok ¢ozeltilerinden ve standart

cozeltilerden aktarildi. Tampon ¢ozeltiyle hacimleri 0,5 mL’ye tamamlandu.
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Calismanin devaminda deney tiiplerine sirastyla 20 mM’lik FeCls ¢ozeltisi 2250 mL
olarak ve FRAP reaktifi 2250 pL eklenerek toplam hacmin 5 mL’ye tamamlandu.
Vortex’de deney tiipleri karistirilip 10 dakika sonra 593 nm’de absorbanslari
kaydedildi. Asetat tamponu kor olarak kullanildi (Goger ve Giilgin 2011).

d) 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikali giderme aktivitesi:
DPPH'1n 1 mM’lik ¢ozeltisi serbest radikal olarak kullanildi. Stok ¢ozeltisi dnceden
hazirlanip 1 mg/mL konsantrasyonunda deney tiiplerine eklendi. Deney tiiplerine
sirasiyla 25, 50 ve 75 pg/mL stok ¢ozeltiden eklendi. Etanol ile toplam hacimleri 3 mL
olarak ayarlandi. Calismanin devaminda stok DPPH- ¢ozeltisindenher bir numune
tiptine 1 mL olacak sekilde eklendi. Yarim saat karanlikta ve oda sicakligi inkiibe
edildi. Kor olarak etanol kullanilip 517 nm’de absorbans okundu. Kontrol olarak, 1
mL DPPH:- ¢ozeltisi ve 3 mL etanol kullanildi (G6ger ve Giilgin 2011).

e) 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali
giderme aktivitesi: Re ve arkadaslarinin metodu dogrultusunda ABTS radikali
giderme aktivitesi calisildi (1999). ilk olarak 7 mM’Iik ABTS ¢ozeltisi hazirland.
ABTS radikalleri iiretmek igin ¢ozeltiye 2,45 mM’lik persiilfat ¢ozeltisi eklendi.
ABTS radikal giderme aktivitesine bakilmadan 6nce 0,1 M ve pH’s1 7,4 olan fosfat
tamponu ile kontrol ¢ozeltisi 734 nm’de absorbansi 0,700+0,025 olacak sekilde
ayarlandi. 1 mg/mL konsantrasyonunda 13C ve DIM stok ¢dzeltisi hazirland1 ve farkli
konsantrasyonlarma (20-40 ve 60 pg/mL) ABTS radikal ¢ozeltisi ilave edilip yarim
saat inkiibe edildi. 734 nm’de etanoldan olusan kore karsi absorbans degerleri
kaydedildi.

3.2.3. Molekiiler Docking

Inhibitérler ve enzimler arasindaki baglanma afinitesini ve olasi etkilesimleri
belirlemek i¢in molekiiler docking ¢alismalar1 yapildi. Bu amagla, Asetilkolin esteraz
(PDB kodu: 4TVK), Butirilkolin esteraz (PDB kodu: 5SNNO), Monoamin oksidaz-A
(PDB kodu: 2Z5X) ve Monoamin oksidaz-B (PDB kodu: 2V60) enzimlerinin yiiksek
¢ozlinlirliiklii x-ray kristal yapilar1 Protein Data Bank (PDB)’dan temin edildi. Elde
edilen x-ray yapilar1 molekiiler docking ¢alismalarinda kullanildi. Molekiiler docking
simiilasyonlar1 igin Schrodinger Maestro programi kullanildi (Maestro Version
12.4.072, Release 2020-2). Oncelikle, elde edilen 3 boyutlu protein yapilari Protein
Preparation Wizard kullanilarak hazirlandi. Maestro programi biinyesinde bulunan

Prime modiilii kullanilarak eksik olan rezidiiler yapiya eklendi. Amino asitler, Propka
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modiilii yardimiyla fizyolojik pH’da iyonize edildi. Protein veya liganttan 3 A
uzaklikta bulunan su molekiilleri yapidan uzaklastirildi. Enerji minimasyonu
OPLS 2005 Force Field kullanilarak gerceklestirildi. Ligandlarin 3 boyutlu yapilar
LigPrep programi yardimiyla elde edildi. Ligandlarin pH 7.0 & 2.0'da dogru molekiiler
geometrilerinin ve protonasyon durumlarinin eldesi i¢in Epik modiilii ve OPLS 2005
force field kullanildi. Receptor Grid Generation platformu kullanilarak, dockingi
yapilacak olan ligandlarin muhtemel baglanma bdlgesi belirlendi. Daha sonra, Glide
kullanilarak hazirlanan ligandlar hedef enzimlere dock edildi. Docking
gerceklestirilirken protein rijid yapida tutulurken, ligandlar esnek olarak ayarlandi ve
ekstra hassasiyet (Extra Precision (XP)) ayarlanarak docking hesaplamalar1 yapildi.
Docking isleminden sonra inhibitorlerin enzimlerin aktif bdlgesinde bulunan
aminoasit rezidiileriyle olan etkilesim tiirleri ve docking skorlar1 gibi cesitli

parametreleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA VE BULGULAR

4.1. Asetilkolinesteraz Enziminin Aktivitesi Uzerine indol-3-Karbinol (13C) ve
3,3’-diindolilmetan (DIM) Molekiillerinin Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesiyle
Ilgili Yapilan Cahisma Sonuclar

Asetilkolinesteraz enzimi i¢in doygun substrat konsantrasyonunda I3C ve DIM
molekiillerinin inhibisyon calismalar1 yapildi. Olgiimler Ellman metodunun hafif
modifikasyona ugramis sekliyle gerceklestirildi. inhisyon gdsteren maddeler igin
Aktivite(%)-[1] ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. ICso ve Kj degerleri her bir

madde i¢in ¢izilen grafikler {izerinden hesaplandi.

Aktivite (%)

20 1

[13C] (mM)

Sekil 4.1. Asetilkolinesteraz enziminin ¢alisilan bes farkli indol-3-karbinol
(13C) konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[13C] grafigi
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Sekil 4.2. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat
konsantrasyonu ve ti¢ farkli indol-3-karbinol (13C) konsantrasyonunda ¢izilen

Lineweaver-Burk grafigi

100 +4

y = 100e-7:275%
R?=0,8632

80 1

60 -

Aktivite (%)

40 A

20 A

0,000 0,040 0,080 0,120 0,160
[DIM] (mM)

Sekil 4.3. Asetilkolinesteraz enziminin galisilan bes farkli 3,3’-diindolilmetan

(DIM) konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[DIM] grafigi
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Sekil 4.4. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat
Konsantrasyonu ve ii¢c farkli 3,3’-diindolilmetan (DIM) konsantrasyonunda

cizilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.1. AChE enziminin aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gdsteren

I3C ve DIM molekiillerinin inhibisyon sonuclart

: ICso Ki Ortalama Inhibisyon
Inhibitor R2
(M) (M) Tiirii
OH
| \ 239,295 243,528+33,7 Yarigmali 0,895

13C

e,

.

DIM

O 95,257 67,195+28,3 Yarigmali 0,863
i

NH,

0,116 6,31E-05 Yargmali 0,888

\

Takrin
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4.2. Biitirilkolinesteraz Enziminin Aktivitesi Uzerine indol-3-Karbinol (13C) ve
3,3’-diindolilmetan (DIM) Molekiilleri Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesiyle
Ilgili Yapilan Cahisma Sonuclar

Biitirilkolinesteraz icin doygun substrat konsantrasyonunda 13C ve DIM
molekiillerinin inhibisyon calismalar1 yapildi. Olgiimler Ellman metodunun hafif
modifikasyona ugramis sekliyle gerceklestirildi. inhisyon gdsteren maddeler igin
Aktivite(%)-[1] ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. ICso ve K degerleri her bir

madde igin gizilen grafikler tizerinden hesaplandi.

100 +4

y = 100e-3221x
R? =0,8943
80 1

60

Aktivite (%)

40 A

20 1

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

[13C] (mM)

Sekil 4.5. Biitirilkolinesteraz enziminin ¢aligilan bes farkli indol-3-karbinol

(13C) konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[13C] grafigi
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Sekil 4.6. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat
konsantrasyonu ve ti¢ farkli indol-3-karbinol (I3C) konsantrasyonunda ¢izilen

Lineweaver-Burk grafigi

100 +4

80 9 y = 100e-11.26%

R2=0,9858

60 1

40 4

20 1

[DiM] (mM)

Sekil 4.7. Biitirilkolinesteraz enziminin ¢alisilan bes farkli  3,3’-

diindolilmetan (DIM)  konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[DiM]

grafigi
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Sekil 4.8. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat
konsantrasyonu ve ii¢ farkli 3,3’-diindolilmetan (DIM) konsantrasyonunda

cizilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.2 BChE enziminin aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi gosteren 13C

ve DIM molekiillerinin inhibisyon sonuglar

] Ki Inhibisyon
Inhibitor 1Cso(uM) R?
Ortalama(uM) Tiirii

\ 21,51 2,784+0,4 Yarismali 0,894
H

13C

/ \ 61,54 35,529+2,0 Yarismali 0,985
NH,
X

165,78 0,136 Yarigsmali 0,966

7

Takrin
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4.3. Monoamin Oksidaz A ve B Enzimi Aktivitesi Uzerine Indol-3-Karbinol (13C)
ve 3,3’-diindolilmetan (DIM) Molekiilleri inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesiyle
Tlgili Yapilan Calisma Sonuclar

MAO-A ve MAO-B igerisinde HRP bulunan koromojenik ¢ozeltiyle 13C ve
DIM molekiillerinin inhibisyon ¢alismalar1 yapildi. Calismada 96 kuyucuklu siyah
mikroplate kullanildi. 498 nm’de 15 dk absorbans degeri Olgiiliip enzim aktivitesi
hesaplandi. Inhisyon gosteren maddeler icin Aktivite(%)-[1] grafikleri ¢izilip I1Cso

degerleri hesaplandi.

y = 100e-3552¢
80 R*=0,9901

Aktivite (%)

40

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
[13C] (M)

Sekil 4.9. MAO-A enzimi kullanilarak bes farkli indol-3-karbinol (13C)
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[13C] grafigi
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Aktivite (%)

(%)

y = 100e-33.75x
R>=0,9283

Akti\{jte

20

0,02
[DIM] (mM)

Sekil 4.10. MAO-A enzimi kullanilarak bes farkli 3,3 -diindolilmetan (DIM)
konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[DIM] grafigi

y = 100e"17:37%
R>=0,9377

80

3
o

40

20

[13C] (mM)

Sekil 4.11. MAO-B enzimi kullanilarak bes farkli indol-3-karbinol (13C)
konsantrasyonunda g¢izilen Aktivite (%)-[I13C] grafigi
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Aktivite %o

4 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045 0,05

[DIM] (mM)

Sekil 4. 12. MAO-B enzimi kullanilarak bes farkli 3,3 -diindolilmetan (DIM)
konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[DIM] grafigi

Cizelge 4.3. MAO-A ve MAO-B enzimlerinin aktiviteleri tizerine inhibisyon

etkisi gosteren 13C ve DIM molekiillerinin ICso ve R? degerleri

indol-3-karbinol 3,3’-diindolilmetan Klorgilin® Selegilin*
1Cs0(uM) R? ICso(uM)  R? ICs(nM) R? ICs0 (NM) R?
MAO-A 19,52 0,990 20,56 0,928 2,869 0,914
MAO-B 40,05 0,937 26,65 0,877 - - 53,00 0,963

*: MAO-A igin pozitif kontrol; ¥: MAO-B i¢in pozitif kontrol

4.4. Antioksidan Calismalar ile Ilgili Arastirma Bulgular:

a) Fe**-Fe?* indirgeme kuvveti bulgulari

Indirgeme metodlarmdan biri olan demir indirgeme metodunda antioksidan
maddelerin indirgeme 6zelliginden dolayi test ¢ozeltisinin sar1 olan rengi yesil renk
almaktadir (Giilgin 2006b; Giilgin vd. 2006a). Calismada kullanilan 13C ve DIM
molekiillerinin ortamda artan konsantrasyonla birlikte indirgeme kapasitesi artis
gostermektedir. 13C ve DIM’in indirgeme potansiyel farki olgiiliirken farkl
konsantrasyonlarda 10-20 ve 30 pug/mL olmak {lizere pipetleme yapildi. 700 nm’de

Ol¢iim yapilarak absorbans degerleri bulundu.
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30ug/mL) I3C ve DIM
molekiillerinin ferrik iyonlarin1 (Fe**) indirgeme kuvvetlerinin birer standart

antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi
I3C ve DIM molekiillerinin ferrik iyonlarmi (Fe*) ferrdz iyonlarina (Fe?")
indirgeme kapasitesi grafigi cizildi. Daha sonra her bir standart antioksidan, Indol-3-
karbinol (13C) ve 3,3’-diindolilmetan (DIM) i¢in 10 pg/mL’ye karsilik gelen
absorbans degerleri c¢izelge 4.4.°de verilerek birbirleriyle karsilastirildi. Bu
konsantrasyonda indol-3-karbinol (I3C), 3,3’-diindolilmetan (DIM) ve standart
antioksidanlarin ferrik iyonlarim1 (Fe®") indirgeme kuvvetlerinin birbirleriyle
karsilastiriimalar1 13C > DIM > BHA >BHT > Troloks > a-Tokoferol seklinde oldugu
belirlendi. Cizelgedeki yiiksek absorbans degerleri maddelerin yiiksek indirgeme
kapasitesi oldugunu gostermektedir.

b) Cu?*-Cu* indirgeme kuvveti (Kuprak metodu) bulgular

Indol-3-karbinol (13C) ve 3,3’-diindolilmetan (DIM) molekiillerinin kuprik
iyonlarinin (Cu?") indirgeme kapasitesinin, konsantrasyon ile dogru orantili olarak
arttign gdzlendi. Indol-3-karbinol (I13C) ve 3,3’-diindolilmetan (DIM)’in kuprik
iyonlarmi (Cu?") indirgeme Kkapasitesi farkli konsantrasyondaki (10-30pg/mL)
¢ozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslari dlgiilerek belirlendi. indol-3-karbinol (13C),
3,3’-diindolilmetan (DiM)’in ¢bzeltilerinin ve standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarmi (Cu?*) indirgeme grafigi cizildi. Daha sonra her bir standart antioksidan,
Indol-3-karbinol (13C), 3,3’-diindolilmetan (DIM) igin 10 pug/mL’ye karsilik gelen

absorbans degerleri cizelge 4.4.” de verilerek birbirleriyle karsilastirildi.
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Sekil 4.14. 13C, DIM molekiillerinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30
png/mL) kuprik iyonlarmi (Cu?*) indirgeme aktivitelerinin birer standart

antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi

10pg/mL konsantrasyonda 13C, DIM ve standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarmi1 (Cu?") kuprdéz iyonlarina (Cu*) indirgeme aktiviteleri birbirleriyle
karsilastirildi. Sonuglar 13C > BHA > DIM > BHT > Toroloks > a-Tokoferol olarak
bulundu.

c) Ferrik indirgeme kuvveti (FRAP) bulgulari

Elektron vererek antioksidan aktivite gosteren metodlardan bir digeride FRAP
metodur. Ferrik iyonlarmin (Fe**) ferrdz iyonlarma (Fe?*) indirgenmesi esasina
dayanir. Elde edilen ferrdz (Fe?") iyonlar Tripiridil triazin (TPTZ) ile mavi renkli bir

kompleks olusturmaktadir. Bu kompleks 593 nm’de maksimum absorbans gosterir.
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlardaki 13C ve DIM molekiillerinin (10-30 pug
/mL) FRAP indirgeme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT,

a -tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi

I3C ve DIM molekiillerinde FRAP metoduna gore ferrik iyonlarinin (Fe®")
ferrdz iyonlarma (Fe?") indirgeme kapasitesinin konsantrasyon ile dogru orantil
olarak arttig1 bulundu. Ayrica Indol-3-karbinol (13C) ve 3,3’-diindolilmetan (DIM)’in
standart antioksidanlarla karsilastirildi. Sonu¢ olarak 13C > Troloks > BHA > a-
Tokoferol > DIM > BHT seklinde siralama elde edildi.
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Cizelge 4.4. 10 pg/mL konsantrasyonunda I3C ve DIM’in ¢ozeltilerinin ferrik
iyonlarm (Fe®*), kuprik (Cu?*) iyonlarmi1 ve FRAP indirgeme kapasitelerinin

birer standart antioksidan olan BHA, BHT, o-tokoferol ve troloks ile

karsilastirmalart
Antioksidanlar Fe3 -Fet? Cu?* -Cu* FRAP

indirgeme indirgeme Indirgeme

BHA 0,946 0,850 0,948

BHT 0,743 0,464 0,495

a-Tokoferol 0,331 0,197 0,633

Troloks 0,628 0,374 1,228

13C 3,590 1,784 1,340

DiM 1,131 0,722 0,581

d) DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulgulari

DPPH radikal giderme aktivite tayin metodu i¢in ilk olarak standart grafik
¢izildi.(r*:0,991)

1,8 1
1,5 A1
1,2 1
0,9 1
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0,3 4
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0 200 400 600 800 1000
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Sekil 4.16. DPPH radikal giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart

grafik

DPPH radikal miktar1 standart grafikten elde edilen ve asagida verilen
denklemden hesaplandi.

(Absorbans As17) =0,0028 x [DPPH] — 0,0125
DPPH radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.
DPPH - giderme aktivitesi (%) = (1- Mj <100
17-K

Burada A517-N DPPH radikal ¢6zeltisine numune ilavesinden sonra bulunan

absorbans degeri, A517-K ise sadece DPPH radikal ¢ozeltisi igeren kontrol degerinin
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absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-Tokoferol ve
Troloks kullanildi.

1,6 4
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—
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w0
S
2 —e—BHT
@ 08
<
S —+—-TOCOPHEROL
<
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—#—DIM

—&—13C

0 5 10 15 20 25 30

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.17. Farkli konsantrasyonlardaki 13C ve DIM’in (10-30 pug/mL) DPPH:
giderme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a -tokoferol

ve troloks ile karsilagtirmasi

1I3C ve DIM molekiilleri ile DPPH radikal giderme aktivitesi grafigi ¢izildi.
Her iki maddeyide tiim standartlar igin ICso degeri hesaplandi. 13C, DIM ve standart
antioksidanlar sirasiyla DIM < I13C = BHT < o-Tokoferol < BHA < Troloks

siralamastyla aktivite gosterdiler.
e) ABTS radikal giderme aktivitesi bulgulari

ABTS’den ABTS "’nin olusturulmasi i¢in gerekli ¢ozeltiler bir gece 6nceden
hazirlandi. Daha sonra 734 nm’de 0.750+0.025 degerlerine ulagak sekilde seyreltildi.
ABTS™ giderme aktiviteleri tayini igin ilk olarak standart grafik cizildi. (r*:0,999)
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Sekil 4.18. ABTS™" giderme aktivitesi tayininde kullanilan ABTS"" i¢in hazirlanan

standart arafik

ABTS™ giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan ABTS™ miktar1
standart grafikten elde edilen ve asagida da verilen denklemden hesaplandi.

Absorbans (4,5, ,,) =0.0017 X [ABTS *"]-0.0359
ABTS " giderme ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.
ABTS™ Giderme (%) = (1- MJ x100
34K
Burada A7zs-n ABTS ™ ¢dzeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans
degeri, A73s-k ise sadece ABTS™ ¢ozeltisi igeren kontrol degerinin absorbansini ifade

eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks kullanildi.
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Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlardaki 13C ve DIM molekiillerinin (10-30

pug/mL) ABTS™ giderme aktivtesinin birer standart antioksidan olan BHA,

BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

ABTS™" radikali giderme aktivitesi grafigi 13C, DIM ve standartlar icin

cizildikten sonra her biri icin ICso degeri hesaplandi. Indol-3-karbinol (13C), 3,3’-

diindolilmetan (DIM) ve standart antioksidanlar sirastyla BHT < BHA = Troloks

=DIM < 13C < a-Tokoferol sirasiyla aktivite gosterdiler.

Cizelge 4.5. 13C, DIM molekiilleri ve standart antioksidanlara ait DPPH" ve

ABTS™ radikal giderme aktiviteleri sonucu hesaplanan ICso (ng/mL) ve R?

degerleri

DPPH'Giderme

ABTS*Giderme

1Cso
BHA 11,35
BHT 34,65

a-Tokoferol 13,86
Troloks 9,90
13C 34,65
DIM 69,30

R?
0,995
0,962
0,946
0,948
0,890
0,891

1Cso

5,33
5,77
4,07
5,33
4,95
5,33

R2

0,875
0,860
0,986
0,865
0,855
0,864
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f) Molekiiler Docking Sonugclar:

Cizelge 4.6. Calisilan inhibitorlerin molekiiler docking skorlari, baglanma

enerjileri (kcal/mol ) ve ligand etkilesim tiirlerinin sonuglari

Hedef Molekiil Docking AG AG Glide Glide H-bas1 Pi-Pi
Enzim skoru vdW  coulomb energy emodel g Etkilesimi
13C 7.35 29.64 39.66 H15440 PHESS0,
-9.16 -22.29 . . . TRP84
AChE
. PHE330,
DIM -8.63 -22.34 -2.60 -24.95  -44.42 TYR334
: TRP84
ALA328,
13C -6,82 -19,88 -4,43 24,31 -31,87 TRP82
BChE H1S438
DIM -8,78 -31,47 -3,59 -35,07  -51,72 H1S438 TRP82
TYRG69, TYRA407,
13C -7,41 -20,63 -9,06 -29,69  -39,78
GLN215 TYRA444
MAO-A
; TYRG9, TYRA407,
DIM -10,05 -38,88 -4,87 -43,76  -64,73
ASN181 TYR444
ILE199,
13C -7,64 -25,34 5,72 -31,06  -41,45 -
MAO-B TYR326
DIM -10,18 -32,47 -1,52 -33,99 -56,90 TYR326 TYR326

Sekil 4.20. Sirasiyla 13C ve DIM molekiillerinin AChE enzimi ile
etkilesimlerini gdsteren docking pozlari. Katalitik olarak aktif ligand baglanma

bolgeleri kati yiizey olarak gosterimi
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Sekil 4.21. Smrasiyla 13C ve DIM molekiillerinin BChE enzimi ile
etkilesimlerini gosteren docking pozlari. Katalitik olarak aktif ligand baglanma

bolgeleri kati yiizey olarak gosterimi

Sekil 4.22. Sirasiyla 13C ve DIM molekiillerinin MAO-A enzimi ile
etkilesimlerini gosteren docking pozlari. Katalitik olarak aktif ligand baglanma

bolgeleri kati yiizey olarak gosterimi
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Sekil 4.23. Sirasiyla 13C ve DIM molekiillerinin MAO-B enzimi ile
etkilesimlerini gdsteren docking pozlari. Katalitik olarak aktif ligand baglanma

bolgeleri kati yiizey olarak gosterimi

TRP
sz 32
PHE
T \ .’..330
s el W /
o/
ay ;\
18 /L HE
" w0 LEU
333
SR 43 \
¢! TR
34
TRP
4z
SR
iz
{ 'Asa VET
TYR
7 | 43 5
£ ar ar
g 18— 119
) Changed (negative) Polar Distance: * Pi-cdion
) Charged (postive) J  Unspecfied residue + Hbond — sal bridge 2 Charged {negative) Polar ) ~* Distance —+ Pication
Clyene ater Halogen band Salvent expemre || @ Charaed postive) O Unspeciied residue + H-bond — Saltbridgs
Pydraphotic Hydiation ste Mt raordination Glycine Water Halogen bond Solvent exposure
Metd % Hrdiation dboldisphed) o8 Fifistacki Hydrophobic Hydration se —  Metal coordination
J e bydvation site {displaced) P Stacking ) Metal X Hydration site (displaced) &% Pi-Pistacking

Sekil 4.24. AChE enziminin aktif bolgesiyle I13C ve DIM ligandlarinin anahtar

amino asitlerle etkilesimlerini gosteren 2D ligand etkilesim diyagramlari
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Sekil 4.25. BChE enziminin aktif bolgesiyle 13C ve DIM ligandlarinin anahtar
amino asitlerle etkilesimlerini gosteren 2D ligand etkilesim diyagramlari
RE
a6z
ay
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Sekil 4.26. MAO-A enziminin aktif bdlgesiyle 13C ve DIM ligandlarinin

anahtar amino asitlerle etkilesimlerini

diyagramlari
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Sekil 4.27. MAO-B enziminin aktif bdlgesiyle 13C ve DIM ligandlariin

anahtar amino asitlerle etkilesimlerini

diyagramlar1
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5.TARTISMA VE SONUC

Mitokondri dis zarinda bulunan MAO enzimi flavin igerir ve aminlerin
iminlere oksidasyonunu katalizler (De Colibus et al. 2005). 1930 yilinda ilk olarak
bulunmustur (Youdim and Riederer 2004). Enzim kod numaras1 (E.C.1.4.3.4)
Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUMBM) tarafindan verilmistir
(Weyler et al. 1990). MAO-A ve MAO-B olmak tizere iki formu oldugu 1968 yilinda
bulunmustur (Binda et al. 2002). % 70 benzerlik gésteren MAO-A ve MAO-B’nin
aminoasit kalintt miktarlar farklilik gosterir (Lee et al. 2006). Bu enzimin iki formu
inhibitor segicilikleri, substrat tercihleri, aminoasit dizilimleri, dokudaki dagilimlari,
immiinolojik 6zellikleriyle birbirlerinden ayrilirlar (Abdelhafez et al. 2013). Beyinde,
karacigerde, plasentada miktarca fazla bulunurken, dalakta az miktarda bulunurlar
(Kalgutkar et al. 2001). Primer ve sekonder aminlerin iminlere oksidasyonunu
katalizlerler. Seratonin, dopamin gibi ndrotransmitterlerin oksidasyonunu katalizler.
Bu noérotransmitterler norodejeneratif hastaliklarda oldukg¢a azalmaktadirlar.
MAQO’nun substratt olan bu norotransmitterlerin seviyesinin yiikselmesi ise MAO
enzimlerinin aktivitelerinin durdurulmasi yani inhibe edilmesi ile olur. MAO-A
enzimini inhibe eden bilesikler, norepinefrin ve serotonin miktarindaki azalmayi
engelleyeceginden dolay1 antidepresyon etki gosterirler. Dopaminin parg¢alanmasinda
etkili olan MAO-B inhibitorleri ise Parkinson hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadirlar. MAO-I yani enzimi inaktif hale getiren bilesikler anti-depresif ve
anti-parkinson etkiye sahiptir (Binda et al. 2004).

MAO enziminin insan beyninde %80’i MAO-B’dir (Binda et al. 2002).
Beyinde histaminerjik ve serotonerjik ndronlar MAO-B igerirken, katekolaminerjik
noronlar MAO-A igerir (Naoi et al. 2016). Epinefrin, serotonin ve norepinefrini MAO-
A segici olarak okside ederken klorigin tarafindan selektif olarak inhibe edilir.
Benzilamin ve -fenetilamini MAO-B oksitler. Ayrica rasagilin ve selegilin tarafindan
inhibe edilir (Matos et al. 2012; Abdelhafez et al. 2013).
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Sekil 5.1. Rasagilin ve selegilin yapisi

Literatiirde MAO enzimleri ile alakal1 6zellikle inhibisyon ¢alismalari fazlaca
bulunmaktadir. Yapilan inhibisyon cailsmalrinin genis yelpazede ve 6zellikle yapi-
aktivite iligkilerinin g6z Oniinde bulundurularak yapilmast yeni ilaglarin
tasarlanabilmesine olanak saglayacaktir. Genel olarak da pek ¢ok metobalik olaya
bilimsel agidan yaklagilarak daha iyi anlagilmasinda ©nemli Ol¢iide yarar
saglayacaktir.

Biitiin bunlar dikkate alindigimizda, tez ¢calismasi kapsaminda ilk olarak 13C
ve DIM molekiillerinin MAO-A ve MAO-B enzimlerini inhibe etme potansiyellerini
arastirildik. Bu arastirmayr yapmamizda, MAO-A ve MAO-B enzimlerinin
norodejeneratif hastaliklar ile ilgili olmasi, bu hastaliklarin tedavisinin heniiz tam
bulunamamis olmasi ve dnleyici ilaglarinda yan etkilerinin ciddi boyutta olmas1 bizi
yonlendiren onemli sebeplerdi. Inhibisyon calismalarinda inhibitér potansiyelini
inceledigimiz 13C ve DIM molekiilleri 6zellikle kakule bitkisinde bulanan
fitokimyasallardir. Bu molekiillerin dogal kaynakli olmasi sebebiyle inhibit6r olarak
kullanilan ve yan etkisi olan bir¢cok ila¢ ve molekiilden daha faydali olacag
muhakkaktir. Bu agidan yaklasarak yaptigimiz tez ¢aligmasinin bu ayaginda, sonuglara
bakildiginda mikromolar seviyede her iki molekiiliin her bir enzim igin iyi inhibisyon

etkisi gosterdigi tespit edildi.

e N N

OH

| \ O

- J . J

T Z

Sekil 5.2. indol-3-karbinol (13C) ve 3,3’-diindolilmetan (DIM) molekiillerinin
yapisi
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Inhibisyon etkisi gosteren 13C ve DIM molekiilleri icin Aktivite (%)-[13C] ve
Aktivite(%)-[DIM] grafikleri ayr1 ayn cizildi. Bu grafiklerden yararlanilarak ICsg
degerleri hesaplandi. Pozitif kontrol olarak klorgilin (MAO-A i¢in) ve selegilin
(MAO-B i¢in) molekiilleri kullanildi ve ¢alismalar yapilip sonuglar karsilastirildi.
Sonuglar degerlendirildiginde 13C ve DIM molekiillerinin MAO-A ve MAO-B
enzimleri igin iyi bir inhibitér potansiyeline sahip oldugu tespit edildi. 13C ve DIM
molekiillerinin MAO-A enzimi igin ICso degerleri sirasi ile 19,522 - 20,563 uM olarak
hesaplanirken, MAO-B enzimi i¢in ise sirayla 40,057 - 26,653 uM olarak
hesaplanmistir. Calisma sirasinda molekiillerin stok ¢dzeltisinin hazirlanmasinda
kullanilan ¢oziiciilerin de, sanki bir inhibitormiis gibi enzimler {izerine denenerek
inhibisyon etkilerinin olup olmadigi c¢aligmalarla belirlenmistir. Sayisal verilere
¢oziiciilerden gelen interferans bir etki olmamasi igin inhibitdr konsantrasyonu, kiivet
iceriginin  %1’ini ge¢meyecek sekilde gerekli pipetlemeler yapilmistir. Pozitif
kontrollerinde ¢alisildig1 bu ¢caligmada, MAO-A enzimi igin klorgilin MAO-B enzimi

icin ise Selegilin standar molekiil olarakkullanilmstir.

Cizelge 5.1. MAO-A, MAO-B enzimlerinin 13C ve DIM molekiillerinin 1Csg

sonuglari
1Cso
Klorgilin Selegili 13C(uM) DIM(uM)
(nM) (nM)
MAO-A 2,869 - 19,521 20,563
MAO-B - 53,000 40,057 26,653

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarmn ikinci basamaginda ise, 13C ve DIM
molekiillerinin  AChE, BChE enzimleri iizerine inhibisyon etkileri arastirild.
Kolinesterazlardan olan AChE beyin, sinir, kan hiicrelerinde BChE ise pankreas,
karaciger, merkesi sinir sistemi ve kan serumunda yiiksek konsantrasyonda bulunur
(Kaplay 1976; Rao et al. 2007). AChE enzimi ACh’ni asetat ve koline hidrolizler (Vale
1998; Pope et al. 2005). Norotransmitter olan ACh biyolojik agidan da dnemli bir
maddedir (Nacmansohn 1952). Sinirler arasi impuls iletimi, kas lifleri ve sinir

hiicrelerinde biyoelektriksel akim olusturma gibi gorevleri vardir (Wilson and
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Nachmansohn 1954; Carlson 1992). Sinapstaki ACh miktar1i AChE ve ChAT
enzimlerine baglidir (Nelson and Cox 2005).

Calisma sirasinda molekiillerin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan
¢oziiciilerin de, sanki bir inhibitormiis gibi enzimler tizerine denenerck inhibisyon
etkilerinin olup olmadigi ¢alismalarla belirlenmistir. Sayisal verilere ¢oziiciilerden
gelen interferans bir etki olmamasi i¢in inhibitdr konsantrasyonu, kiivet igeriginin
%T7’y1 gegmeyecek sekilde gerekli pipetlemeler yapilmistir.

AChE’nin en 6nemli inhibitorlerinden olan OF’lu pestisitler enzimin aktif
bolgesindeki serin rezidiisiine kovalent baglanir ve enzimin katabolizmasini engeller
ve inhibisyon olusur (Dailianis et al. 2003). Enzim inhibe olur ve sonug olarakta sinaps
ve ndromuskular bosluklarda ACh artisiyla kolinerjik sistem hata verir (Soreq and
Zakut 1993; Hazarika et al. 2003; Tuovinen 2004). BChE ise biitirilkolini biitirat ve
koline hidrolizler (Kutty et al. 1989). Alzheimer hastaligi norotransmitter azalisiyla
ozellikle de ACh azalisiyla ilgilidir (David et al. 2004).

Beyindeki ACh diizeyindeki azalis bu hastalik i¢in biyokimyasal en biiyiik
belirtisidir (Akincioglu vd 2013). Alzheimer hastaliginin kesin tedavisi yoktur. Suan
kullanilan tedaviler hastalik belirtilerini ortadan kaldirmaya yoneliktir (Goger vd
2013). Alzheimer hastaliginda AChE enzimin yani sira BChE enzimi’nin de beyindeki
miktarmin fazla oldugu saptanmistir. Bu nedenle AChE inhibitérlerinin BChE
inhibitorleriyle iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir (Giilgin vd. 2016).

AChE, BChE enzimleri igin inhibisyon ¢aligmalar1 spektrofotometrik bir metot
olan Ellman metodu ile yapilmaktadir (Ellman et al. 1961). Tez ¢alismasi kapsaminda
ticari olarak (Sigma AChE C3389, BChE C4290), temin edilen AChE ve BChE
enzimlerini kullanarak 13C ve DIM molekleri ile inhibisyon galismasi yapildi.
Calismalarin  sonucunda dogal kaynakli fitokimyasallar olan 13C ve DIM
molekiillerinin inhibisyon potansiyelleri degerlendirildi. Her bir enzim i¢in beg farkl
inhibitér derisiminde, sabit substrat konsantrasyonunda 412 nm dalga boyunda
dlgiimler yapildi. 13C ve DIM icin Aktivite (%)-[13C] ve Aktivite (%)-[DIM] grafikleri
ayr1 ayn ¢izildi. Grafiklerden yararlanilarak ICso degerleri hesaplandi. Ayni islem
AChE ve BChE enzimlerinin pozitif kontrolii olarak kullanilan takrin igin de
tekrarland1 ve grafik ¢izilip ICso degeri hesaplandi. Sonuglar degerlendirildiginde
molekiillerin enzimler iizerinde inhibisyon etkisinin oldugu belirlendi ve bununla

birlikte inhisyon tiirii ve Kj degerlerinin tespiti icin ¢alismalar siirdiiriildii. Ug farkli
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inhibitér derisiminde, bes farkli substrat derisimi kullanilarak aktivite olgtimleri
gerceklestirildi. 1/V (EU/mL)? ye kars1 1/[S] (nM)? grafikleri ¢izildi. Bu grafikler
1s1ginda K degerleri ve inhibisyon tiirleri belirlendi. Sonuglar pozitif kontrol ile
(TACRIN) karsilastirldiginda Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2. *de 13C ve DIM’in AChE
ve BChE enzimleri i¢in gii¢lii birer inhibit6r oldugu tespit edilmis oldu.

Sonuglarin sayisal verilerine gore; 13C molekiiliiniin AChE enzimi i¢in ICso Ve
Ki degerleri sirasi ile 239,295; 243,528 + 33,7 uM iken BChE enzimi igin ise sirasiyla
21,515; 2,785+0,4 pM olarak hesaplandi. Aym degerlendirmeler DIM molekiilii i¢in
yapildiginda ise AChE enzimi i¢in ICsg Ve Ki degerleri sirasi ile 95,257; 67,195+28,3
uM BChE enzimi igin ise sirasiyla 61,545; 35,529+2,0 uM olarak hesaplanda.

Sonuglar Cizelge 5.2 de verilmistir.

Cizelge 5.2. AChE, BChE enzimlerinin 13C ve DIM ile inhibisyon ¢alisma

sonuglarindan elde edilen ICso ve K ortalama degerleri

AChE BChE
. 1Cso0 1Cs0
Inhibitor Ki Ortalama Ki Ortalama
(M) (M)

CE\{ 239,20 243,528:33,7 2151 2,784:0,4
) \i 95,25 67,1954283 61,54 35,52942,0

DIM

0,11 6,31E-05 165,78 0,136
7

N
Takrin

Yaptigimiz inhibisyon calismalarinin sonuglari incelendiginde kullandigimiz
molekiiller I3C ve DIM’in farmokolojik ¢alismalarda ilag tasariminda kullanilabilecek

potansiyelde molekiiller olduklar diisiiniilmiistiir. Alzheimer, Parkinson, Depresyon
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gibi norodejeneratif hastaliklarin kesin tedavi yolunun bulunmasinda basamak
olabilecek niteliktedir.

Yiiksek lisans tez kapsamimnda 13C ve DIM molekiillerinin inhibisyon
calismalar1 yaninda bes farkli antioksidan yontemle her iki molekiiliin antioksidan ve
radikal giderme potansiyelleri arastirildi. Bilindigi {lizere bilimsel ¢alismalarda
antioksidan ¢alismalar son yillarin popiiler ¢alisma konular1 arasinda yer almaktadir.
Ciinkii bir molekiil ya da dogal iiriiniin antioksidan ve radikal giderme 6zelliginin
bilinmesi, o dogal iiriin ya da molekiil i¢in onemli bir veridir. Ila¢ dizayn
calismalarinda tedavi amagh kullanilacak dogal iirlin ya da molekiiliin antioksidan
Ozelligi ilacin yan etkilerini en aza indireceginden tedavinin lehine bir etki
gosterecektir. Ozellikle demans tedavisinde (Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig:
vs.) kullanilan ilaclarin, hastaligit tamamen ortadan kaldirict 6zelliklerinin
bulunmamasi yaninda ciddi yan etkilerinin varlig1 hasta agisindan olumsuz etkiye
sebeptir. Bu nedenle tedavilerde kullanilan ilaglarin yan etkilerinin minimize edilmesi
ila¢ dizayn ¢alismalari i¢in 6nemlidir.

Calismamizda kullanilan yontemler ve sonuglari asagida verilmistir.

1. Fe*Fe?" indirgeme kapasitesi

2. Cu?" -Cu" indirgeme kapasitesi (Kuprak metodu)
3. FRAP indirgeme kapasitesi

4. ABTS radikali giderme aktivitesi

5. DPPH serbest radikalleri giderme aktivitesi

Bu antioksidan ydntemlerin her biri i¢in 13C ve DIM molekiillerinden
hazirlanan stok ¢ozeltileri ile antioksidan ve radikal giderme potansiyelleri arastirildi.
I3C ve DIM molekiillerinin konsantrasyonlar1 10, 20 ve 30 pg/mL artan ii¢ ayri
konsantrasyonda ¢alisilmis olup, konsantrasyon ile dogru orantili olarak indirgeme
kapasitelerinde, DPPH, ABTS radikal giderme aktivitelerinde konsantrasyona bagh
artis goriilmistiir. Yapilan caligmalarin tamaminda standart antioksidanlar olarak
BHA, BHT, Troloks ve a-Tokoferol kullanildi ve sonuglar1 mukayese edildi.
Sonuglarin standartlara yakin ya da daha iyi antioksidan etki gosterdigi belirlendi.

Bir molekiiliin yiikseltgenme 6zelliginin varligi, yani karsisindaki molekiilii
indirgeme kapasitesine sahip olmasi, o molekiiliin antioksidan aktivite sergilemesinde
onemli bir etkendir (Goger 2004). Ancak antiokisdan molekiiller farkli mekanizmalar

tizerinden etkili olabilirler. Soyle ki, primer antioksidan enzimlerin (katalaz,
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stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi) antioksidan 06zelligi, onlarin
indirgeme giiclerinden veya fenolik bilesik icerdiklerinden degil, hidrojen peroksiti
uzaklastirabilme 6zelliklerinden kaynaklanir (Halliwell and Gutteridge 1989). Sonug
olarak, antioksidan bilesikler antioksidan aktivitelerini indirgeme, peroksitleri
parcalama, radikal giderme gibi 6zelliklerinden dolay1 degisik mekanizmalar ile ortaya
koyarlar (Diplock 1997; Giilgin 2002; Giilgin 2012). Calismamizda yapilan {i¢ ayr
indirme kapasitesi metodu bu anlamda énem tasimaktadir. 13C ve DIM molekiillerinin
bu ii¢ indirgeme kapasitesi metodu sonuglarina bakildiginda molekiillerin 13C ve DIM
giiclii indirgeme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

Calisilan  indirgeme metotlarindan ilki Fe®*-Fe?* indirgeme kapasitesi
metodudur. Kararli, kisa siirede sonug¢ alinabilir olmasi ve diisitk maliyet metodun
kullanilabilitesini artirmaktadir. Metot i¢in kullanilan kontrol ¢6zeltisinin rengi saridir.
I3C ve DIiM ilavesiyle indirgenen iiriine Fe3* eklenerek ¢cozelti rengi Prussian mavisine
doniisiir. Antioksidan aktiviteye sahip numunelerin tiiplere eklenmesiyle maddelerin
indirgeme kapasitesine bagl olarak farkli tonlarda mavi ve yesil arasi renkler elde
edilir. 700nm’de en giiclii absorbans Ol¢iimii yapilir. Kompleksin olusumuna bagh
olarak absorbans ve indirgeme kapasitesi artis1 gozlenir. Calisma sonuclar1 bu metot
icin degerlendirildiginde kullanilan fenolik bilesiklerin standart antioksidanlarla
siralamasi1 13C > DIM > BHA > BHT > Troloks > a-Tokoferol seklindedir.

Tez kapsaminda ¢alisilan diger bir indirgeme metodu ise kuprak metodudur.
Redoks tepkimesi olan bu metot 6,5 pH’da calisan kromojenik yapidir. Diigiik
maliyetli, hizli sonu¢ alinan, kolay uygulanabilir bir metottur. (Apak et al. 2006;
Giilgin 2008; Koksal et al. 2009). Etanol ile hazirlanan neokuprin ve CuCl. ¢ozeltisi
kullanilir. Kuprak metodunun esas1 kuprik iyonlarmi (Cu*?) kuproz iyonlarma (Cu®)
doniismesi seklindedir. Elde edilen kompleks i¢in 450nm’de en giiglii absorbans
Olctimii yapilir. Caligma sonuglar1 bu metot i¢in degerlendirildiginde kullanilan fenolik
bilesiklerin standart antioksidanlarla siralamasi 13C > BHA > DIM> BHT > Troloks
> a-Tokoferol seklindedir.

Calisilan iigiincii indirgeme metodu FRAP’tir. Ferrik iyonlarmin (Fe*®) ferroz
iyonlarina (Fe*?) indirgenmesi esasina dayanir. Fe3*-TPTZ kompleksi Fe?*-TPTZ
kromojenik kompleksine dontisiir. Bu yontem diisiik maliyetli, kolay ve hizli

uygulanabilir yapidadir. Diisiik pH’da calisilan bu yontem i¢in 595nm’de en giiclii
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absorbans gozlenir. Calisma sonuglari bu metot i¢in degerlendirildiginde 13C >
Troloks > BHA > a-Tokoferol > DIM > BHT > seklindedir.

I3C ve DIM’in indirgenme kapasitesini tayin etmek igin calisilan her {i¢ metot
icinde birbiriyle baglantili sonuglar ¢iktigr gézlenmistir. Her li¢ metotta da artan
konsantrasyona bagli olarak indirgenme kapasitesi artis1 ve standart antioksidanlara

yakin sonuglar alinmustir.

Cizelge 5.3. Calismada kullamlan 13C ve DIM molekiillerinin 10 pg/mL
konsantrasyonunda Demir indirgeme, Kuprak ve FRAP indirgeme

kapasitesinin standart antioksidanlarla mukayesesi.

Antioksidanlar Fe®* -Fe* Cu® -Cu* FRAP
Indirgeme Indirgeme Indirgeme
(700nm) (450nm) (593nm)
BHA 0,946 0,850 0,948
BHT 0,743 0,464 0,495
a—Tokoferol 0,331 0,197 0,633
Troloks 0,628 0,374 1,228
13C 3,590 1,784 1,340
DIM 1,131 0,722 0,581

Antioksidanlar radikal giderme aktivitesi yaparak serbest radikallerin
farmasotik iiretimlerde, gida ve biyolojik sistemlerde olumsuz etkilerini azaltma ve
giderme yoniinde oldukga etkilidirler. Antioksidanlarin olmadig1 yerlerde serbest
radikaller meydana gelip lipit peroksidasyonunu hizlandirir ve hasara neden olur (Min
1998). DPPH" ve ABTS " gibi radikal giderici metotlar gida, bitkisel ekstreler ve saf
maddelerin  antioksidan kapasite tayinlerinde kullanilan spektrofotometrik
yontemlerdir. Kolay uygulanabilir, hizli ve hassas sonu¢ alinabilen bu kromojenik
metotlar sikca tercih edilir (Awika et al. 2003; Van den Berg et al. 2000; Yu et al.
2002). Yesil-mavi renkli ABTS™ ve menekse renkli DPPH' kromojenleri birgok
numuneyle ayni anda ¢alisma kolayligir sundugu gibi duyarliligi yiiksek metotlardir
(Awika et al. 2003) ABTS™* ve DPPH' radikallerine antioksidan maddde ilave

edildiginde reaktifler indirgenerek renksizlesme meydana gelir.

ABTS " radikal giderme metodu sulu karisimlarda, saf maddelerde, ekstre ve
iceceklerde sik¢a tercih edilmektedir (Miller 1996; Giilgin 2006b). Kolay
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uygulanabilir, kisa siirede sonug alinan, tekrarlanabilir nitelikte ve segici bir metottur
(Ozcelik et al. 2003). ABTS radikali olusturmak i¢in K2S;0s (persiilfat) ve Mn2O3
(mangan oksit) oksidan maddeleri kullanilir. ABTS’ den K2S20g ve Mn203 oksidanlari
kullanilarak mavi yesil renkli ABTS™ olusturulur. Radikalin en giiglii absorbans1 734
nm’de 8liiliir. ABTS radikallerini giderme tayininde de 13C ve DIM ICso degeri 4,95-
5,33pg/mL oldugu bulunmustur.

DPPH radikal giderme metodu ise, radikal giderme metotlarindan en sik
kullanilamdir (Ozgelik et al. 2003). Yéntemin esast hidrojen veren grup barmdiran
antioksidan yapidaki maddeler ile etil alkolde ¢6ziinen DPPH' radikallerinin
indirgenmesi seklindedir. Indirgenmis ve radikal hali DPPH-H olan molekiiller
517nm’de absorbans vermezler. Bu sayede geride kalan DPPH- radikalleri ile
517nm’de spektrofotometrik Sl¢iim yapilarak aktivite tayini yapilir (Giilgin 2002).
DPPH radikallerini giderme tayininde de 13C ve DIM ICso degeri 34,65-69,3 pg/mL
oldugu bulunmustur.

Cizelge 5.4. 13C ve DIM ve standart antioksidanlara ait DPPH" ve

ABTS radikal giderme aktiviteleri sonucu hesaplanan ICso (ug/mL) ve R?

degerleri

DPPH'Giderme ABTS*Giderme

1Cso R? 1Cso R2
BHA 11,35 0,995 5,33 0,875
BHT 34,65 0,962 5,77 0,860
a-Tokoferol 13,86 0,946 4,07 0,986
Troloks 9,90 0,948 5,33 0,865
13C 34,65 0,890 4,95 0,855
DIiM 69,30 0,891 5,33 0,864

Her iki metot igin sonuglar standart antioksidanlarla kiyaslandiginda neredeyse
ayni ya da daha giiclii antioksidan kapasiteye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Sonuglar
Cizelge 5.4.’de verilmistir.

Tez ¢alismasinin devaminda yapilan ¢aligsmalarin tutarliligini desteklemek i¢in

molekiiler docking caligmalar1 da yapilmistir. Molekiiler docking yaklasimi, hedef

64



proteinlerin baglanma bolgesindeki kiigiikk molekiillerin davraniglarini karakterize
etmemize ve ayni zamanda temel biyokimyasal siirecleri aydinlatmamiza izin veren
kiiglik bir molekiil ve bir protein arasindaki etkilesimi atomik diizeyde modellemek
icin kullanilir. Docking islemi iki temel adimi igerir: ligand konformasyonunun
tahmini ve bunun yami sira bu bolgeler i¢indeki pozisyonu ve ydnlendirmesi

(genellikle poz olarak adlandirilir) ve baglanma afinitesinin degerlendirilmesi.

Docking ¢alismalar1 i¢cin AChE (PDB kodu: 4TVK), BChE (PDB kodu:
5NNO0), MAO-A (PDB kodu: 2Z5X) ve MAO-B (PDB kodu: 2V60) enzimleri
PDB’den temin edilerek yontem kisminda anlatildig sekliyle hazirland1 ve docking
islemleri i¢in kullanildi. 13C ve DIM ligandlar1 yine Schrodinger paket programinda
bulunan LigPrep programi kullanilarak 3 boyutlu yapilar1 ve dogru konformasyonlari
ayarlanarak docking islemleri i¢in hazir hale getirildi. AChE enzimi i¢in yapilan
docking calismalarmin sonuglari I13C ve DIM molekiillerinin enzimin aktif merkezinde
benzer aminoasit rezidiileriyle etkilestigini gostermektedir. Aktif merkezde bulunan
PHE330 ve TRP84 aminoasitleriyle iki bilesigin de mn-m etkilesimi yaptigi
goriilmektedir sekil 4.20. Docking skorlar1 ve diger etkilesimler gozoniine alindiginda
DIM molekiiliiniin enzimin aktif merkeziyle daha iyi etkilestigi goriilmektedir ¢izelge
4.6. 13C bilesigi icin AChE enziminin aktif bolgesinde bulunan HIS440 rezidiisii ile
hidrojen bag: yaparken, DIM molekiilii TYR334 rezidiisii ile hidrojen bag1 yapmustir.
Bu iki aminoasitin enzimin inhibisyonunda kilit bir éneme sahip oldugu sonucu
c¢ikarilabilir. BChE enzimi i¢in yapilan docking c¢alismalarinin sonuglarindan 13C ve
DIM molekiillerinin enzimin aktif merkezinde benzer aminoasit rezidiileriyle
etkilestigi goriilmektedir. iki bilesik de TRP82 aminoasidiyle n-r etkilesimi yaparken,
yine HIS438 amino asidiyle de H-bagi yapmislardir. BChE inhibisyonunda bu
aminoasitlerin 6nemli rol oynadiklar1 agiktir. Docking skorlari, Van der Waals
etkilesimleri ve diger etkilesimler gdzoniine alindiginda BChE enzimiyle DIM
molekiiliiniin 1I3C molekiiliinden daha iyi etkilestigi ve enzimin katalitik olarak aktif
bolgesine daha iyi yerlestigi sdylenebilir. Insan MAO-A enzimi igin yapilan docking
calismalarinin sonuclarina gore her iki molekiil de TYR407 ve TYR444 rezidiileriyle
n- etkilesimi yapmuslardir. 13C bilesigi TYR69 ve GLN215 aminoasitleriyle H-bag:
yaparken DIM bilesigi TYR69 ve ASN181 aminoasitleriyle H-bag1 yapmustir. 13C
bilesigi ALA68, TYR69, VAL70, TYR407, MET445, TYR444 ve PHE352 hidrofobik
rezidiileri dahil toplam 12 aminoasit ile etkilesirken, DIM molekiilii insan MAO-A
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enziminin aktif merkezinde 19 aminoasit ile etkilesmistir (Sekil 4.22). Yine skorlar ve
etkilesim enerjileri gdzéniine alindiginda MAO-A enzimiyle DIM molekiiliiniin 13C
molekiiliinden daha iyi etkilestigi goriilmektedir. MAO-B enzimi i¢in yapilan docking
calismalarinin sonuclarindan 13C ve DIM molekiillerinin enzimin aktif merkezinde
yine benzer aminoasit rezidiileriyle etkilestigi goriilmektedir. 13C molekiilii ILE199
ve TYR326 aminoasitleriyle H-bag1 yaparken DIM molekiilii TYR326 aminoasitiyle
H-bag1 yapmistir. I3C molekiilii enzimle herhangi bir n-r etkilesiminde bulunmazken
DIM molekiilii TYR326 amino asitiyle n-r etkilesiminde bulunmustur. Inhibitérlerle
yaptig1 etkilesimler diisiiniildiigiinde MAO-B enziminin inhibisyonunda TYR326
aminoasitinin ¢ok énemli bir rol iistlendigi acik¢a goriilmektedir. Her iki molekiiliin
de enzimin hidrofobik bolgesiyle etkilestigi Sekil 4.23°den goriilmektedir. Diger biitiin
enzimlerde oldugu gibi yine skorlar ve etkilesim enerjilerinin degerleri
diisiiniildiigiinde DIM molekiiliiniin 13C molekiilinden MAO-B enzimiyle daha iyi

etkilestigi ve katalitik merkeze daha iyi yerlestigi sonucu ¢ikarilabilir.

Sonuc olarak, 13C ve DIM molekiillerinin AChE, BChE, MAO-A ve MAO-B
enzimleriyle yapilan docking calismalarinin sonuglar1 molekiillerin teorik olarak bahsi
gecen enzimler i¢in iyl birer inhibitor olduklar1 sonucunu ortaya c¢ikarmaktadir.
Yapilan docking c¢alismalart sonucunun deneysel sonuglarla biiylik oranda oOrtiistiigii

gorilmiistiir.
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