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ÖZET 

Bu tez çalışmasında, bitkilerde bulunan 38 adet fenolik bileşiğin Alzheimer hastalığına (AH) karşı 
etkileri in vitro, in vivo, in silico ve hücre kültürü deneysel yöntemleri yanı sıra AH ile ilişkili genler 
üzerinde de araştırılmıştır. In vitro yöntemle yapılan ilk taramaya göre, rozmarinik asit, gallik asit, 
kersetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, epigallokateşin gallat (EGCG) ve 3-hidroksitirozol 
kolinesteraz (asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz) enzim inhibitörü olarak en etkili fenolik 
bileşikler olarak tespit edilmiştir. Ayrıca, EGCG, kersetin, rozmarinik asit, trans-resveratrol ve 
oleuropein, β-sekretaz enzim inhibitörü olarak da etkili bulunmuştur. Bunun yanında, bileşiklerin 
demir iyonu şelasyon etki, demir-indirgeme antioksidan gücü (FRAP), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
(DPPH) ve bakır-indirgeme antioksidan gücü (CUPRAC) gibi yöntemlerle antioksidan kapasiteleri 
araştırılmış ve enzim inhibitörü olarak etkili bulunan fenolik bileşiklerin yüksek antioksidan etki 
gösterdiği tespit edilmiştir. Daha sonra, en etkili olduğu tespit edilen bileşiklerden seçilenler 
farelerde pasif kaçınma, sirke sineği olarak bilinen Drosophila melanogaster’de nöroprotektif etki 
modeli ve zebra balığı (Danio rerio) davranış modelleri gibi in vivo yöntemlerle test edilmiş ve 3-
hidroksitirozol, EGCG, oleuropein, gallik asit ve rozmarinik asitin olumlu etki gösterdiği tespit 
edilmiştir. In vitro ve in vivo deney modellerinde etkili oldukları belirlenen fenolik bileşiklerin 
nöroprotektif etkileri, moleküler modelleme ve PASS yazılım programında biyolojik ve sitotoksik 
aktivite tahminleri gibi in silico yöntemlerle de değerlendirilmiştir. Bunun yanında, 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolyum bromür (MTT) ve Alamar Blue yöntemleri ile SH-SY5Y 
insan nöroblastoma hücre hattında seçilen bileşiklerin sitotoksisitesinin değerlendirildiği 
çalışmalarda, özellikle rozmarinik asit ve 3-hidroksitirozol en düşük sitotoksisiteyi göstermiştir. 
Ayrıca, AH patolojisinde yer alan düzensiz gen ifadelerinden yola çıkarak fenolik bileşiklerin bazı 
ilişkili genler üzerindeki gen ifade düzeyi değişimleri test edilmiştir. Fenolik bileşiklerin anti-
Alzheimer etkiyi sağlamadaki rolünün ilk defa bu kadar çok yöntem ile mukayeseli olarak araştırıldığı 
tez çalışmamızda, 3-hidroksitirozol, EGCG, oleuropein, gallik asit, rozmarinik asit ve kersetin ümit 
verici nöroprotektif bileşikler olarak öne çıkmaktadır. 
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ABSTRACT 

In this thesis study, the effects of 38 phenolic compounds commonly found in plants against Alzheimer's 
disease (AD) were investigated by in vitro, in vivo, in silico, and cell culture experimental methods, as 
well as on AD-related genes. According to the first screening performed by in vitro method, rosmarinic 
acid, gallic acid, quercetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, epigallocatechin gallate (EGCG), and 3-
hydroxytyrosol were determined to be the most effective phenolic compounds as cholinesterase 
(acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase) enzyme inhibitors. Additionally, EGCG, quercetin, 
rosmarinic acid, trans-resveratrol, and oleuropein were also found to be effective as β-secretase enzyme 
inhibitors. In addition, the antioxidant capacities of the compounds were investigated by methods such 
as iron ion chelation effect, iron-reduction antioxidant power (FRAP), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH), and copper-reduction antioxidant power (CUPRAC) and it was determined that phenolic 
compounds, found to be effective as enzyme inhibitors, displayed high antioxidant effect. Then, selected 
compounds found to be the most effective were tested with the in vivo methods such as passive 
avoidance test in mice, neuroprotective effect model in Drosophila melanogaster known as the fruit fly, 
and behavioral models in zebrafish (Danio rerio). 3-Hydroxytyrosol, EGCG, oleuropein, gallic acid, and 
rosmarinic acid were determined to exert positive results. The neuroprotective effects of phenolic 
compounds, which were determined to be effective in our in vitro and in vivo experimental models, 
were further evaluated using in silico methods such as molecular docking and biological and cytotoxic 
activity predictions in the PASS software program, where the positive results were obtained. In addition, 
in the studies evaluating cytotoxicity in the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line using MTT and 
Alamar Blue methods, rosmarinic acid and 3-hydroxytyrosol, in particular, exhibited the lowest 
cytotoxicity. Furthermore, based on the irregular gene expressions involved in AD pathology, the gene 
expression level changes of phenolic compounds on some related genes were tested. To conclude, in 
the study, in which the role of phenolic compounds in providing the anti-Alzheimer effect was 
investigated comparatively with many methods for the first time, 3-hydroxytyrosol, EGCG, oleuropein, 
gallic acid, rosmarinic acid and quercetin stand out as promising neuroprotective compounds against 
AD. 
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1. GİRİŞ 

İnsan fizyolojisi açısından bakıldığında, fenolik bileşiklerin antioksidan, anti-enflamatuvar, 

antiproliferatif ve yaşlanma karşıtı gibi etkilerle vücuttaki savunma yanıtlarında önemli bir 

rolü vardır ve oksidatif stresin yönetilmesi yoluyla nörodejeneratif hastalıklar, kanser, 

diyabet ve kardiyovasküler hastalıklar gibi birçok kronik rahatsızlığın görülme sıklığını 

azaltacak potansiyele sahiptirler (Anantharaju ve diğerleri 2016; Crozier ve diğerleri 2009; 

Dai ve Mumper, 2010; Działo ve diğerleri 2016; Jacobo-Velázquez ve Cisneros-Zevallos, 

2017; Lin ve diğerleri 2016). Bitkilerde bulunan en önemli ve geniş kimyasal gruplardan biri 

olan fenolik bileşiklerle ilgili dünyada uzun yıllardır pre-klinik ve klinik düzeyde yoğun 

araştırmalar sürdürülmekte olup, etki mekanizmaları fizyolojik, patofizyolojik ve moleküler 

yolaklar üzerinden de açıklanmaya çalışılmaktadır. Alzheimer hastalığı (AH), Parkinson 

hastalığı (PH), multipl skleroz (MS), amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Huntington hastalığı 

(HH) gibi kademeli nöron kaybı, atrofi ve karmaşık patofizyolojiler ile karakterize 

hastalıkların tümünde nörodejenerasyon gözlenmektedir (Dugger ve Dickson, 2017). 

Özellikle yaşlı nüfusta sık rastlanan, ilerleyici bir hastalık olan AH, demansın en yaygın 

türüdür ve bu hastalığa karşı henüz bir tedavi mevcut değildir (Niu ve diğerleri 2017). 

Hastalığın semptomlarını gidermeye yönelik uygulanan tedaviler içerisinde en kabul gören 

teori, asetilkolinesteraz (AChE) enzimi tarafından hidroliz edilen asetilkolinin miktarındaki 

azalma sebebiyle gözlenen patolojinin düzeltilmesini hedefleyen kolinerjik hipotezdir 

(Anand ve Singh, 2013; Saxena ve Dubey, 2019). Kolinerjik sistemde AH ile ilişkili bir diğer 

enzim olan bütirilkolinesterazın (BChE) β-amiloit plaklarda birikmesi sonucu oluşturduğu 

patolojinin düzeltilmesi de hastalığın tedavisinde diğer bir hedeftir (Darvesh, 2016; Xing ve 

diğerleri 2021). AH için kabul edilen diğer teori de amiloit hipotezi olmakla birlikte; bu 

mekanizma üzerinden semptomların giderilmesine veya tedavisine yönelik uzun yıllar 

herhangi bir ilaç geliştirilememiştir (Gouras ve diğerleri 2015; Paroni ve diğerleri 2019). 

Ancak, 2021 ve 2023 yıllarında sırasıyla, Aducanumab ve Lecanemab isimli iki anti-amiloit 

monoklonol antikor Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) 

tarafından onay almıştır (Wu ve diğerleri 2023). Ayrıca, beyinde bakır, çinko, alüminyum ve 

demir gibi geçiş metallerinin dengesizliğine bağlı bozulmalar AH’na sebep olmaktadır ve bu 

sebeple metal şelasyonun da tedavi potansiyeli olduğu düşünülmektedir (Das ve diğerleri 
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2021; Singh ve diğerleri 2022b). Sonuç olarak, AH tedavisinde klinikte en çok reçete edilen 

ilaç grubu donepezil, rivastigmin ve galantamin gibi hafif ve orta dereceli semptomları 

gidermede kullanılan kolinesteraz inhibitörlerinin yanında, orta ve şiddetli semptomları 

gidermeye yönelik N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptör antagonisti olan memantindir 

(Çizelge 1.1.) (Dou ve diğerleri 2018; Guo ve diğerleri 2020). 

Çizelge 1.1. AH tedavisinde kullanılan bazı sentetik ve doğal kökenli kolinesteraz 
inhibitörleri ile NMDA reseptör antagonistinin kimyasal yapıları 

 

AH’na karşı kullanılan doğal kaynaklı ilk kolinesteraz inhibitörü olan fizostigmin, 

Physostigma venenosum Balf. (Kalabar baklası) adlı bitkiden elde edilen bir alkaloit olup, 

yeni nesil inhibitörlerin tasarlanmasında öncü bir yapısal model olmuştur (Çizelge 1.1). 

Klinikte kullanılan kolinesteraz inhibitörü bir ilaç etken maddesi olan rivastigmin, 

fizostigminden hareketle geliştirilmiş sentetik bir alkaloittir (Mohs ve diğerleri 1985; Pinho 

ve diğerleri 2013). Amaryllidaceae familyasına mensup Galanthus woronowii Losinsk. gibi 

bazı bitki türlerinden izole edilen ve güçlü bir kolinesteraz inhibitörü olan galantamin, AH’da 

nörolojik dejenerasyon sürecini yavaşlatmak için klinikte kullanılan, doğal kaynaklı en son 

nesil ilaç etken maddesidir (Heinrich ve Teoh, 2004; Naguy ve diğerleri 2022). Flavonoit 

türevleri arasında izoflavonlar ve flavonların kolinesteraz inhibisyonunda güçlü, 

ksantonların ise daha zayıf bileşikler olduğu; diğer yandan kinonlar ve stilbenler üzerinde 

bu açıdan daha az sayıda çalışma bulunduğu vurgulanmıştır (Pinho ve diğerleri 2013). Bu 
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örneklerden yola çıkarak, doğal kaynaklardan elde edilen bileşiklerin AH tedavisinde 

potansiyeli olduğu ve umut vaat ettiği öngörülmektedir. 

Bu sebeple “Bitkisel kökenli bazı fenolik bileşiklerin anti-Alzheimer etkilerinin in vitro, in 

vivo ve in silico yöntemlerle incelenmesi” başlıklı tezimiz kapsamında, daha önceki 

çalışmalarla nörodejeneratif hastalıklara karşı farklı mekanizmalarla olumlu etkileri 

bildirilen ve tıbbi bitkilerde yaygın olarak bulunması nedeniyle seçilen 38 adet fenolik 

bileşiğin (Çizelge 3.1.) in vitro, in vivo ve in silico deneysel yöntemlerin kombinasyonu ile 

nöroprotektif etkileri araştırılmak üzere seçilmiştir. AH’nın tedavisinde en fazla reçetelenen 

ilaç grubu olan kolinesteraz inhibitörleri esas alınarak, ön tarama kapsamına alınan bu 

bileşiklerin kolinesterazlara (AChE ve BChE) karşı inhibitör etkileri ilk önce in vitro yöntem 

ile test edilmiştir (Ellman ve diğerleri 1961; Saxena ve Dubey, 2019; Sharma, 2019). Bunun 

yanında, yüksek kolinesteraz inhibisyonu gösteren bileşiklerin, beta amiloit (β-amyloid, Aβ) 

proteinlerin oluşumunda yer alan, “memapsin 2” olarak da bilinen β-sekretaz (β-site 

amyloid precursor protein cleaving enzyme, BACE1) enzimine karşı etkisi de in vitro 

yöntemle tayin edilmiştir (Youn ve diğerleri 2016). 

Diğer yandan, Alzheimer hastalarının beyinlerinde intranöronal düzeyde demir başta olmak 

üzere yüksek oranda metal birikimine bağlı nörotoksisite tespit edildiğinden, fenolik 

bileşiklerin demir iyonu şelasyon etkisi, demir-indirgeme antioksidan gücü (ferric-reducing 

antioxidant power, FRAP) ve bakır-indirgeme antioksidan gücü (copper-reducing 

antioxidant power, CUPRAC) de in vitro olarak tayin edilmiştir. Ayrıca, tez çalışmamızda 

seçilen fenolik bileşiklerin genel antioksidan aktivitesi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 

serbest radikal süpürücü tayini yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. 

Tez çalışmamızda, özellikle ön taramamızda in vitro yöntemlerde en etkili olduğu tespit 

edilen fenolik bileşiklerden seçilenler, in vivo deney modellerinde test edilmiştir. Yüksek 

inhibitör etkiye sahip olduğu belirlenen fenolik bileşikler, “sirke sineği” olarak bilinen 

Drosophila melanogaster modelinde in vivo olarak test edilmiştir. Genomu 2000 yılında 

dizilenen ilk kompleks organizma olan D. melanogaster, insan genomuyla yüksek oranda 

homoloji göstermesi ve çok sayıda ortak gene sahip olması, insan biyolojisi ve hastalık 

süreçlerinin incelenmesi ve özellikle nörodejeneratif hastalıklar için iyi bir model organizma 
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olması, kısa hayat döngüsüne sahip olması ve diğer birçok model organizmaya göre yüksek 

yavru sayısıyla çalışma imkânı vermesinden dolayı, tez çalışmamızın amacı açısından uygun 

bir model olarak seçilmiştir (Lee ve diğerleri 2014; McGurk ve diğerleri 2015). Ayrıca, 

tezimizde aktif inhibitör olduğu tespit edilen 5 adet fenolik bileşiğin anti-amnezik etkisi, AH 

için bir diğer in vivo model olan pasif kaçınma testinde skopolamin-nedenli amnezi 

oluşturulan farelerde test edilmiştir. Pasif kaçınma testi, merkezi sinir sistemi (MSS) ile ilgili 

bozuklukların kemirgen modellerinde hafıza ve öğrenmeyi değerlendirmek için kullanıldığı 

bir testtir (Jänicke ve Coper, 1996). Tez çalışmamızda seçilen fenolik bileşiklere uygulanan 

üçüncü in vivo deney modeli de zebra balığı (Danio rerio) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Zebra balığı, AH’nda mutasyona uğrayan genlere ortolog olan genlere sahiptir. Bu genlere 

bağlı özelliklerin kemirgen modellerinde gözlenmezken zebra balığında gözlenmesi, AH 

araştırmalarında zebra balığını giderek daha yaygın bir model haline getirmiştir (Newman 

ve diğerleri 2014). 

Tezimizde, enzim inhibitör etkili fenolik bileşiklerin nöroprotektif etkileri in silico deneysel 

modellerle de incelenmiştir. Bileşiklerin potansiyel biyolojik aktiviteleri ve insandaki olası 

toksik etkilerinin tahmini in silico yöntemle, maddeler için aktivite spektrumlarının tahmini 

(prediction of activity spectra for substances, PASS) programı kullanılarak 

değerlendirilmiştir. PASS yazılımı 4000’den fazla farmakolojik etki ve biyokimyasal 

mekanizmanın tahmininde bileşiğin kimyasal yapısını temel alarak tahminde bulunmaktadır 

(Filimonov ve diğerleri 2014). Son zamanlarda sentetik ve doğal kökenli öncü biyoaktif 

moleküllerin protein-ligant ilişkilerinin moleküler düzeyde incelenmesinde in silico 

yöntemlerin önem kazanmasıyla tez gereçlerimizi oluşturan inhibitör etkili fenolik 

bileşiklerin etkinlikleri moleküler modelleme (molecular docking) yöntemiyle AChE, BChE 

ve β-sekretaz enzimlerinin aktif bölgelerindeki protein-ligant etkileşmeleri simüle edilerek 

değerlendirilmiştir. 

In vitro ve in vivo deney modellerimizde etkili oldukları belirlenen fenolik bileşikler, 

nöroprotektif etki için SH-SY5Y insan nöroblastoma hücre hattı hücrelerinde de test 

edilmiştir. Fenolik bileşiklerin hücre canlılığı ve sitotoksik özelliklerinin değerlendirilmesi 3-

(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) ve Alamar Blue yöntemleriyle 

gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, AH’nın, birden fazla beyin bölgesinde, binlerce genin düzensiz 
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ifadesini içeren bir hastalık olması nedeniyle, tezimizde AH ile ilişkilendirilen bazı genler 

üzerinde seçilen fenolik bileşiklerin gen ifade düzeylerindeki etkileri araştırılmıştır.  

Sonuç olarak, doktora tez çalışmamızda bitkilerde yaygın bulunmaları nedeniyle seçilen 

fenolik bileşiklerin anti-Alzheimer etkilerine yönelik yapılmış çeşitli çalışmalar olmasına 

rağmen, tezimizde uygulanan in vitro, in vivo, in silico ve hücre kültürü yöntemlerinin yanı 

sıra AH ile ilişkili genler üzerindeki etkilerine dayalı moleküler mekanizmaları kümülatif ve 

mukayeseli olarak ilk defa tez çalışmamızda gerçekleştirilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Alzheimer Hastalığı 

2.1.1. Semptomlar 

Yüksek konsantrasyonda reaktif oksijen ve nitrojen türlerinin, hücre ölümü ve serebral 

redoks homeostazını bozarak AH, MS, PH, ALS ve HH gibi birçok nörodejeneratif bozukluğu 

içeren MSS bozukluklarına sebep olduğu bilinmektedir (Khadka ve diğerleri 2020; Wąsik ve 

Antkiewicz-Michaluk, 2017). Nörodejeneratif hastalıklarla ilişkilendirilen ve özellikle AH’nın 

ayırt edici özelliği olarak kabul edilen nöroenflamasyon, MSS’de yer alan özel bir bağışıklık 

tepkisidir (Fuster-Matanzo ve diğerleri 2013). AH, kronik, nörodejeneratif ve ilerleyici bir 

hastalık olup, esas olarak kolinerjik kaybın yanında üç grup semptom ile kategorize 

edilmektedir. İlk kategori, azalmış entellektüel koordinasyon yeteneği ve dil problemleri, 

hafıza ve planlama kaybı gibi semptomları içeren bilişsel işlev bozuklukları; ikinci kategori, 

depresyon, halüsinasyon, psikiyatrik ve davranışsal ajitasyon gibi bilişsel olmayan 

semptomları ve üçüncü kategori, yemek yemek, giyinmek, alışveriş veya araba kullanmak 

gibi günlük aktiviteleri yerine getirmedeki sorunlar ile ilgili semptomları içerir. AH, hafıza 

kayıpları gibi hafif semptomlarla başlayıp, kademeli olarak şiddetlenebilir ve demansın en 

yaygın tipidir (Burns ve Iliffe, 2009). 

2.1.2. Epidemiyoloji 

AH’nın dünya çapında yaklaşık 416 milyon insanı etkilediği ve % 70 oranında tanı 

konulabildiği tahmin edilmekte; insidansının 50 yaş ve sonrasında % 22 seviyesinden hızla 

yükseldiği, özellikle ileri yaş ve ileri hastalık evrelerinde kadınları % 54 oranda daha fazla 

etkilediği belirlenmiştir (Gustavsson ve diğerleri 2022). AH’dan etkilenen insan sayısının her 

20 yılda bir, 2’ye katlanarak artacağı öngörülmektedir (Prince ve diğerleri 2015). 

2.1.3. Risk faktörleri 

AH için temel risk faktörü olarak yaş görülmektedir. Bunun yanında, genetik yatkınlık, vücut-

kitle indeksi yüksekliği, diyabet, tansiyon yüksekliği, sigara bağımlılığı ve serebrovasküler 
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hastalıklar gibi vasküler faktörler; düşük eğitim düzeyi, zihinsel, sosyal ve fiziksel aktivite 

yönünden fakir yaşam tarzı gibi psikososyal faktörler; vitamin B12, folat ve 

antioksidanlardan fakir beslenme; toksinler ve elektromanyetik alanlara mesleki maruziyet, 

travmatik kafa yaralanmaları, hormon replesman tedavisi ile depresyon gibi faktörler de AH 

hastalığı için risk faktörü kabul edilmektedir (Blennow ve diğerleri 2006; Qiu ve diğerleri 

2022; Querfurth ve LaFerla, 2010). 

2.1.4. Genetik etiyoloji 

AH büyük oranda sporadik bir temelde ortaya çıkarken, düşük oranda ailesel kaynaklıdır. 

Ailesel kaynaklı AH’nın, presenilin 1 (PSEN1), presenilin 2 (PSEN2) ve amiloit öncü proteini 

(amyloid precursor protein, APP) genlerinde ortaya çıkan mutasyonlar sonucu oluştuğu; 

sporadik kaynaklı AH’dan ise büyük oranda apolipoprotein E (APOE) ɛ4 alelinin sorumlu 

olduğu, ancak çevresel faktörlerin de rol oynadığı bir mekanizmayla ortaya çıktığı 

gösterilmiştir (Blennow ve diğerleri 2006; Qiu ve diğerleri 2022). 

2.1.5. Patolojik bulgular 

Multifaktöryel ve progresif bir nörodejeneratif hastalık olan AH’nın patofizyolojisi son 

derece karışıktır ve henüz tamamen aydınlatılamamıştır. Ancak yaşlanmış beyinde yanlış 

katlanmış proteinlerin zamanla birikmesi sonucu oluşan protein agregasyonu, 

mitokondriyal disfonksiyon sonucu oluşan serbest radikaller, intranöronal düzeyde aşırı 

metal birikimi, beyaz ve gri cevher lezyonları, inme ve iskemik rahatsızlıkların enflamatuvar 

ve oksidatif stresle karakterize sinaptik disfonksiyona ve bilişsel süreçlerde bozulmaya 

neden olduğu düşünülmektedir (Bush, 2013; Duyckaerts ve diğerleri 2009; Y. Li ve diğerleri 

2017; Querfurth ve LaFerla, 2010). Gri cevherde “β-amiloit peptit (Aβ)” olarak adlandırılan 

senil plaklar ve tau proteinin hiperfosforile formu olan nörofibril yumaklar, AH’nın ayırt 

edici belirteçleridir (Gouras ve diğerleri 2015; Querfurth ve LaFerla, 2010).  

AH patolojisini açıklamada ilk ortaya çıkan hipotez, kolinerjik hipotezdir ve beyinde 

asetilkolin (ACh) içeren nöronlardaki işlev bozukluklarının ilerleyen yaş ve AH hastalarında 

gözlenen bilişsel gerilemeye katkı sunduğu öne sürülmüştür (Terry ve Buccafusco, 2003). 

Alzheimer hastalarının bazal ön beyinindeki kolinerjik nöronlarda meydana gelen kayıp ve 
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ACh seviyelerindeki düşüşün AChE, BChE, asetilkolin transferaz (ChAT) aktiviteleri ile ilgili 

olduğu vurgulanmıştır (Francis ve diğerleri 1999). 

AH’nın patolojisini açıklamada geçerli bir diğer hipotez ise amiloit kaskad teorisidir. Genel 

olarak Aβ plakların üretimi ve atılımı arasındaki dengesizlik sonucu oluştuğu, örneğin ailesel 

AH’da artmış Aβ üretimi, sporadik AH’da ise azalmış Aβ atılımının görüldüğü ifade edilmiştir 

(Blennow ve diğerleri 2006; Gouras ve diğerleri 2015; Paroni ve diğerleri 2019). 

Tau patolojisinin ise yavaş geliştiği ve nörofibril yumaklar halinde nöron gövdesinde, 

nörofibril iplik halinde dentritlerde ve senil plak halinde aksonlarda gözlenebildiği 

vurgulanmıştır (Dugger ve Dickson, 2017; Duyckaerts ve diğerleri 2009; Querfurth ve 

LaFerla, 2010).  

AH’nda nörofibriler dejenerasyona yol açan faktörlerin (Şekil 2.1.), patolojik koşullar altında 

kinaz ve fosfataz aktivitelerinde bir dengesizlik sonucu tau proteininin anormal 

hiperfosforilasyonuyla ortaya çıktığı kabul edilmektedir. Nörofibril yumaklar, bağlanmamış 

tau proteinlerinin birikmesi, ayrıca hiperfosforile tau proteininin salınmasıyla kararsız hale 

gelen mikrotübüllerin sinaptik işlev bozukluğu ve dejenerasyona sebep olmasıyla 

oluşabilmektedir. Sonuç olarak, hiperfosforile ve/veya kümelenmiş tau türlerinin 

nörotoksik etkilere sahip olduğu vurgulanmıştır (Klafki ve diğerleri 2006). 
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Şekil 2.1. AH’nda nörofibriler dejenerasyona yol açan mekanizma (Klafki ve diğerleri 
2016’dan Türkçe’ye çevrilmiştir) 

Tespit edilen bir diğer patoloji, özellikle bakır, çinko, alüminyum ve demir gibi geçiş 

metallerinin Aβ plaklarda birikip, beyin homeostazını bozarak AH’na sebebiyet vermesidir. 

Metal dengesinde meydana gelen bozulmalar genellikle yüksek protein agregasyonu, 

MSS’nde azalan enzimatik aktivite ve oksidatif stresle ilişkili olarak nörotoksisiteye yol 

açmaktadır (Bush, 2013; Das ve diğerleri 2021; Y. Li ve diğerleri 2017). 

Klinik açıdan AH değerlendirildiğinde ise patolojik bulgular; lezyonların tipine (yalnızca plak 

ve yumak ağırlıklı), nedene (genetik veya sporadik), başlangıç tipine (fokal başlangıç) ve 

ilişkili lezyonlara (Lewy cisimcikleri, hipokampal skleroz, vasküler lezyonlar, arjilofilik tahıl 

hastalığı) göre tanımlanmaktadır (Duyckaerts ve diğerleri 2009). 

2.1.6. Tedavi yaklaşımları 

AH tedavisinde klinik olarak kullanılan ilaçların çoğunun hedefinde bir nörotransmitter olan 

ACh’i hidroliz eden enzim olan AChE yer almaktadır. Ancak bu ilaçlar yalnızca semptomatik 
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tedavi sağlamaktadır (Anand ve Singh, 2013; Mangialasche ve diğerleri 2010; Saxena ve 

Dubey, 2019). Yukarıda da bahsedildiği gibi, AH’da kolinerjik hipotezden sonra kabul gören 

diğer hipotez olan amiloit kaskad hipotezi ile ilişkili mekanizma üzerinden yakın zamanda 

geliştirilen monoklonal antikor tedavileri bulunmakla birlikte, rivastigmin (Exelon®), 

donepezil (Aricept®) ve galantamin (Reminyl®) gibi kolinesteraz enzim inhibitörleri başta 

olmak üzere; NMDA reseptör antagonisti olan memantin (Ebixa®) klinik tedavide 

reçetelenen ilaç etken maddelerini oluşturmaktadır (Dou ve diğerleri 2018; Guo ve diğerleri 

2020; Wu ve diğerleri 2023). Son yıllarda yapılan çalışmalarda, AChE’ı hedef alan farklı 

stratejiler geliştirmek ve BChE, β-sekretaz, Aβ, tau proteini, metallerin antioksidan 

özellikleri gibi diğer hedeflere odaklanılsa da anti-Alzheimer etkili sentetik ve doğal kaynaklı 

moleküllerin keşfinde halen ilk in vitro hedef kolinesteraz inhibisyonu olarak kabul 

görmektedir (Darvesh, 2016; Das ve diğerleri 2021; Ghosh ve Osswald, 2014; Haas, 2012; 

Moussa, 2017; Murray ve diğerleri 2013; Panek ve diğerleri 2017; Saxena ve Dubey, 2019; 

Singh ve diğerleri 2022b; Xing ve diğerleri 2021). 

Kolinesteraz inhibitörleri 

Kolin esterlerinin hidrolizini gerçekleştiren kolinesterazlar hidrolaz sınıfı enzimlerdir. En iyi 

bilinen üyesi olan AChE, kolinerjik sistemde katyonik bir nörotransmitter olan ACh’i, kolin 

ve asetata hidroliz etmektedir (Çat, 2019). AChE enziminde ACh hidrolizinin meydana 

geldiği esteratik bölge (açil bölgesi ve kolin bağlama alt bölgesi) ve periferik anyonik bölge 

(periferal anionic site, PAS) olmak üzere iki aktif merkez bulunmaktadır (Şekil 2.2.). Esteratik 

bölgede Ser200, His440 ve Glu327 kodlu aminoasit birimlerinden oluşan katalitik üçlü yer 

almaktadır (Atay, 2014). Esteratik bölgede ester hidrolizi olurken, PAS’ta, AChE’nin boyun 

kısmında, yani Aβ peptit ile etkileşime girdiği yerde, ACh kuarterner amonyum atomuyla 

etkileşime girerek kolinerjik nöron bozulması ve plakların oluşumuna sebep olur (Pohanka, 

2011). 



12 
 

 

 

Şekil 2.2. AChE enzimine ait temsili aktif bölge (Dvir ve diğerleri 2010’dan Türkçe’ye 
çevrilmiştir)  

BChE, ACh’i çok daha yavaş hidroliz etmektedir ve AChE ile karşılaştırıldığında benzer bir 

kimyasal yapıya sahip olsalar da substrat özgüllükleri farklıdır (Masson ve Lockridge, 2010). 

BChE ile ilgili erken dönemde yapılan çalışmalar, bu enzimin rolü hakkında yeterli veri 

sağlayamamış olsa da Broomfield ve diğerlerinin (1991) BChE’nin nöronlar üzerindeki 

etkisini kanıtlayan çalışması büyük ilgi uyandırmıştır (Lockridge, 2015). Ayrıca, 

nörodejeneratif hastalıkların mekanizma çalışmalarında bir araç olması, dayanıklılığından 

dolayı farmasötik hedef olarak kullanılma potansiyeli ve ilerlemiş AH hastalarının 

beyinlerindeki plaklarda yüksek miktarda bulunmalarından dolayı ACh seviyesini artırması, 

BChE’ı çok yönlü bir hedef konumuna getirmiştir (Gómez-Ramos ve Moran, 1997; Q. Li ve 

diğerleri 2017). Dünya çapında orta şiddette ve ilerlemiş AH tedavisi için klinik onaya sahip 

kolinesteraz inhibitörleri rivastigmin, donepezil ve galantamindir (Scheltens ve diğerleri 

2021).  
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NMDA reseptör antagonistleri 

Glutamat, beyindeki uyarıcı nörotransmitterlerden biri olup, demans ve AH patogenezinde 

özellikle rol oynayan NMDA reseptörü dahil olmak üzere, bir dizi postsinaptik reseptörü 

uyarır (Farber ve diğerleri 1998; Fonnum, 1984; Orrego ve Villanueva, 1993; Shimizu ve 

diğerleri 2000). Glutamat tarafından aşırı uyarılan NMDA reseptörünün nöronal kalsiyum 

aşırı yüklenmesine yol açarak, nörodejeneratif bozukluklara sebep olduğu bilinmektedir 

(Lipton ve Rosenberg, 1994; Reisberg ve diğerleri 2003). Non-kompetitif bir NMDA reseptör 

antagonisti ve AH tedavisi için onaylanmış ilaçlardan biri olan memantinin ise patolojik 

seviyelere ulaşmış glutamatın etkisini inhibe etmesiyle AH’nda terapötik değere sahip 

olduğu bildirilmiştir (Danysz ve diğerleri 2000; Montemitro ve diğerleri 2017; Sani ve 

diğerleri 2012; Scheltens ve diğerleri 2021). Memantinin Alzheimer hastalarında günlük 

aktivitelerini geliştirdiği, hafızayı güçlendirdiği ve farkındalığı artırdığı doğrulanmıştır 

(Conway, 2020; Dias ve diğerleri 2007; Parsons ve diğerleri 2007). 

β-Sekretaz (BACE1) inhibisyonu 

BACE1, AH’nın hücre dışı amiloit plaklarında bulunan Aβ peptitlerinin üretiminde yer alan 

kilit enzimlerden biridir. Bu enzim, transmembran APP’nin proteolizi, Aβ sentezi ve 

birikmesinde rol oynayan bir aspartik proteazdır ve AH tedavisinde umut verici bir hedeftir 

(Ghosh ve Osswald, 2014). APP sırasıyla BACE1 ve γ-sekretaz tarafından parçalanarak 

çözünür ve Aβ öncü proteini (sAPPβ) ve amiloitβ42 (Aβ42) peptit parçasını oluşturur. Aβ42 

fragmanları daha sonra birikerek, AH’nda sıkça görülen senil plakları oluşturur (Şekil 2.3.). 

AH’nda bu zamana kadar BACE1'i kodlayan gende henüz bir mutasyon tanımlanmamıştır, 

ancak APP’deki tek bir kalıntı mutasyonu, BACE1 tarafından gerçekleşen proteolize karşı 

koruma sağladığı ve bunun da AH’nda BACE1’nin rol oynadığını kanıtlar niteliktedir 

(Moussa, 2017). BACE1 inhibisyonu; Aβ birikimini engelleyerek AH’nı önleyebileceğinden, 

hastalığın tedavisi için olası terapötik hedef olarak kabul edilmektedir (Ghosh ve diğerleri 

2012). 
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Şekil 2.3. APP bölünmesi, Aβ agregasyonu ve senil plakların oluşumu (Keske, 2023) 

Aβ agregasyonunun inhibisyonu 

Aβ üretiminin modülasyonu, Aβ-agregasyon inhibisyonu veya Aβ immünoterapisi gibi 

seçenekler AH tedavisinde değerli yaklaşımlar olarak kabul edilmektedir (Mo ve diğerleri 

2017; Pohanka, 2011). Aβ peptitler, AChE’nin periferik anyonik bölgesi ile etkileşime girerek 

plak oluşumu, dolayısıyla kolinerjik nöronlarda hasara yol açar; bu bölgenin inhibisyonu da 

Aβ agregasyonunu önlemesi nedeniyle AH’nda bir diğer tedavi yaklaşımıdır (Gouras ve 

diğerleri 2015; Panek ve diğerleri 2017; Paroni ve diğerleri 2019; Pohanka, 2011). Bu 

sebeple, AChE’nin periferik anyonik bölgesiyle etkileşen inhibitörlerin sadece AH’nın 

semptomlarını değil, aynı zamanda hastalığa sebep olan faktörlerin  de ortadan 

kaldırılmasında etkili olacağı düşünülmektedir (Pohanka, 2011). 

Tau protein agregasyonu inhibisyonu 

AH’nda önemli nöropatolojik bulgulardan biri de mikrotübülle ilişkili hiperfosforile tau 

proteinin agregasyonu sonucu oluşan nörofibril lezyonlardır (Braak ve Braak, 1991). Tau 

proteininin fosforillenmesi mikrotübülleri stabilize eden normal bir biyolojik süreçken, 

artmış fosforilasyon, taunun mikrotübüllere bağlanmasını engelleyerek faaliyet 

göstermesini kısıtlamaktadır (Alonso ve diğerleri 1994; Bramblett ve diğerleri 1993; 
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Lindwall ve Cole, 1984). Ayrıca, fosfoproteinlerin fosforilasyonundan sorumlu kinaz ve 

fosfataz aktivitelerindeki bir dengesizliğin, tau proteini hiperfosforilasyonu, taunun 

mikrotübüllerden ayrılması, aksonal taşınımın bozulması ve nihayetinde nörodejenerayona 

sebep olduğu öne sürülmüştür (Mandelkow ve Mandelkow, 1998). 

Diğer terapötik yaklaşımlar 

Metal şelasyonunun da AH tedavisinde etkili olabileceği öngörülmektedir (Das ve diğerleri 

2021; Singh ve diğerleri 2022b). Ayrıca, antioksidan, anti-enflamatuvar ilaçların kronik 

kullanımı, mitokondriyal hasardan koruyucu yaklaşımlar ve hormon terapisi gibi seçenekler 

AH’nın ilerlemesini yavaşlatabilir. Ancak bu yaklaşımlar ile hastalığın tedavisinde bu zamana 

kadar tatmin edici bir sonuç sağlanamamıştır (Huang ve Mucke, 2012). 

2.2. Fenolik Bileşikler 

2.2.1. Genel özellikler 

Bitkilerde bulunan fenolik bileşiklerin genellikle parazit, patojen saldırılarına ve ultraviyole 

radyasyona karşı savunma amacıyla üretildikleri bildirilmiştir (Dai ve Mumper, 2010). 

Fenolik bileşikler diyetimizin önemli bir parçasını oluşturmaktadır ve bu bileşiklerce zengin 

en önemli bitkisel diyet kaynakları; koyu renkli meyveler, sebzeler, baharatlar, sert kabuklu 

yemişler ve tohumlar olarak sıralanabilir (Anantharaju ve diğerleri 2016; Pérez-Jiménez ve 

diğerleri 2010). Fenolik bileşikler yönünden zengin beslenmenin kanser, diyabet, inme, cilt 

rahatsızlıkları, yaşlanma, kardiyovasküler hastalıklar ve özellikle oksidatif stresle bağlantılı 

hastalıkların önlenmesinde rol oynadığı epidemiyolojik çalışmalarla bildirilmiştir 

(Anantharaju ve diğerleri 2016; Crozier ve diğerleri 2009; Dai ve Mumper, 2010; De Souza 

ve diğerleri 2017; Działo ve diğerleri 2016; Jacobo-Velázquez ve Cisneros-Zevallos, 2017; 

Lin ve diğerleri 2016; Núñez-Sánchez ve diğerleri 2015; Parkinson ve Cicerale, 2016). Bunun 

yanında fenolik bileşiklerin dikkate değer nöroprotektif etkileri sayesinde 

nöroenflamasyon, AH, PH ve HH, ALS, iskemi, depresyon, epilepsi, beyin hasarı sonrası 

oluşan denge kaybı, görme ve işitme bozuklukları gibi birçok hastalıkta pozitif etkileri 

bulunmaktadır (Bhatt ve diğerleri 2015; Brezani ve diğerleri 2018; Cao ve diğerleri 2017; 
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Chen ve diğerleri 2016; Coelho ve diğerleri 2015; Daccache ve diğerleri 2011; Farbood ve 

diğerleri 2015; Hur ve diğerleri 2001; Khatri ve Juvekar, 2016; Moghadas ve diğerleri 2016; 

Moghaddam ve Zare, 2018; Ojha ve diğerleri 2015; Pasban-Aliabadi ve diğerleri 2013; St-

Laurent-Thibault ve diğerleri 2011; Szwajgier ve diğerleri 2017; Weinreb ve diğerleri 2004; 

Zeng ve diğerleri 2011). 

2.2.2. Biyosentez ve sınıflandırma 

Fenolik bileşikler bir veya daha fazla aromatik halkaya, bir veya daha fazla hidroksil 

grubunun bağlanmasıyla oluşur (Dai ve Mumper, 2010). Fenolik bileşikler bitkilerde 

bulunan en önemli ve geniş sekonder metabolit gruplarından biridir ve birçok alt kimyasal 

grubu da içermektedir (Alu’datt ve diğerleri 2017; Dai ve Mumper, 2010).  

Bitkilerde fenolik asitlerin biyosentezi tirozin ve/veya fenilalanin adlı aromatik 

aminoasitlerin şikimat/fenilpropanoit yoluyla ve deaminasyon, hidroksilasyon ve 

metilasyon olmak üzere üç farklı yoldan gerçekleşebilir (Cheynier ve diğerleri 2013; Maeda 

ve Dudareva, 2012). Kısaca, tirozin ve fenilalaninin deaminasyonu ile p-kumarik asit ve 

sinnamik asit oluşur; etil zincirinin ayrılması ile de benzoik asit (C6-C1) oluşur. Tüm fenolik 

asitler yapısal olarak benzoik asit veya sinnamik asitin hidroksillenmiş türevleridir (Al Jitan 

ve diğerleri 2018).  

Bugüne kadar bitkiler aleminde tanımlanan ve çeşitli kaynaklara göre yaklaşık sayısı 

8000’den fazla olduğu bilinen fenolik bileşikler kimyasal yapılarına göre; başlıca 

flavonoitler, fenolik asitler, tanenler, lignanlar ve stilbenler olarak sınıflandırılabilir (Dai ve 

Mumper, 2010; Del Rio ve diğerleri 2013). En yaygın polifenol olan flavonoit yapısı ise, 15 

karbon atomundan ve A, B ve C olarak adlandırılan 3 halkadan (C6-C3-C6) meydana gelen 

flavan çekirdeğinden oluşur ve C halkasında bulunan karbon atomu oksidasyon durumuna 

göre 6 ana alt gruba ayrılır: flavonlar, izoflavonlar, flavanoller, flavanonlar, flavonoller ve 

antosiyaninler (Dai ve Mumper, 2010). 
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2.2.3. İzolasyon 

Fenolik bileşiklerin izolasyonu ve yapı aydınlatması için ekstraksiyon ilk ve önemli bir 

adımdır ve elde edilmek istenen fenolik bileşiğe göre farklı yöntem ve çözücüler 

kullanılmalıdır (Ignat ve diğerleri 2011). Fenolik bileşiklerde kullanılan ekstraksiyon 

yöntemleri; katı-sıvı ekstraksiyonu, sıvı-sıvı ekstraksiyonu, süper kritik akışkan 

ekstraksiyonu ve diğer ekstraksiyon metotları olmak üzere sınıflandırılabilir (Baydar ve 

diğerleri 2004; Bleve ve diğerleri 2008; Bucić-Kojić ve diğerleri 2007; Cong-Cong ve diğerleri 

2017; Fredj ve Francois, 1990; Nahar ve Sarker, 2012; Palma ve Taylor, 1999). Basınçlı sıvı 

ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon da 

fenoliklerin elde edilmesinde kullanılan diğer ekstraksiyon yöntemleridir (Cong-Cong ve 

diğerleri 2017; Ignat ve diğerleri 2011; Yaman ve Kuleaşan, 2016). 

2.2.4. Kan beyin bariyeri geçebilme özellikleri 

Biyoaktif bileşiklerin MSS’de nöroprotektif etkinliği, kan beyin bariyeri (KBB) gibi fiziksel bir 

engel nedeniyle sınırlıdır. Bu nedenle, iyi terapötik etkinliğe sahip birçok ilaç, düşük KBB 

geçirgenliği ve hedef beyin bölgesine ulaşabilen düşük terapötik konsantrasyonları 

nedeniyle nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde sınırlı etkiye sahiptir. Lipofiliklik, 

moleküler ağırlık, hidrojen donörü veya alıcısı olmak gibi çeşitli moleküler parametreler 

bileşiklerin KBB geçişini etkilemektedir (Sánchez-Martínez ve diğerleri 2022). Örneğin, Yang 

ve diğerleri (2023), flavonoitlerde hidroksil ve glikozit grupları arttıkça KBB gibi hidrofobik 

bir bariyerden geçişin azaldığı, dolayısıyla yüksek molekül ağırlığına sahip bileşiklerin bu 

geçişte dezavantaj oluşturduğunu tespit etmiştir. Birçok araştırma, fenolik bileşiklerin 

çoğunun KBB’ni geçebildiğini ve nöronal dejenerasyonu önleyebildiğini doğrulamıştır. Tez 

gereçlerimizi oluşturan fenolik bileşiklerin çoğunun KBB’ni geçebildiğine dair veriler 

literatürde bildirilmiştir (Çizelge 2.1.). 
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Çizelge 2.1. Bazı fenolik bileşiklerin KBB’ni geçebilme özellikleri 

Fenolik Bileşikler KBB geçebilme özelliği Referanslar 

Gallik asit Evet (Feng ve diğerleri 2023) 

Sirinjik asit Evet (Sánchez-Martínez ve diğerleri 2022) 

Vanilik asit Zayıf (Sánchez-Martínez ve diğerleri 2022) 

D-(-)-Kinik asit Evet (Sánchez-Martínez ve diğerleri 2022) 

Elajik asit Evet (Sánchez-Martínez ve diğerleri 2022) 

Kafeik asit Evet (Feng ve diğerleri 2023) 

p-Kumarik asit Zayıf (Sánchez-Martínez ve diğerleri 2022) 

Trans-Ferulik asit Evet (Feng ve diğerleri 2023) 

Klorojenik asit Evet (Lee ve diğerleri 2021) 

Rozmarinik asit Evet (Sánchez-Martínez ve diğerleri 2022) 

p-Tirozol Evet (Gallardo-Fernandez ve diğerleri 2024) 

3-Hidroksitirozol Evet (Gallardo-Fernandez ve diğerleri 2024) 

Oleuropein Evet (R. Singh ve diğerleri 2023) 

Apigenin Evet (Yang ve diğerleri 2014) 

Luteolin Evet (Sawmiller ve diğerleri 2014) 

Tangeretin Evet (Datla ve diğerleri 2001) 

Trisin Evet (Jiang ve diğerleri 2012) 

İzokersitrin Zayıf (Sánchez-Martínez ve diğerleri 2022) 

Orientin Zayıf (Lam ve diğerleri 2016) 

Viteksin Evet (Lima ve diğerleri 2018) 

Hiperozit Evet (Song ve diğerleri 2023) 

Fisetin Evet (He ve diğerleri 2018) 

Kemferol Evet (Yang ve diğerleri 2014) 

Kersetin Evet (Feng ve diğerleri 2023) 

Mirisetin Evet (C. Wang ve diğerleri 2023) 

Morin Evet (Khamchai ve diğerleri 2020) 

Hesperetin Evet (Feng ve diğerleri 2023) 

Naringin Evet (Jäger ve Saaby, 2011) 

Taksifolin Zayıf (Inoue ve diğerleri 2019) 

EGCG Evet (Feng ve diğerleri 2023) 

Kateşin Evet (Jäger ve Saaby, 2011) 

Daidzein Evet (Jäger ve Saaby, 2011) 

Genistein Evet (Feng ve diğerleri 2023), (Jäger ve Saaby, 2011) 

Trans-Resveratrol Evet (Feng ve diğerleri 2023), (Rege ve diğerleri 2014) 

Pelargonidin Evet (Feng ve diğerleri 2023), (Jäger ve Saaby, 2011) 

Amentoflavon Evet (Jäger ve Saaby, 2011) 
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2.3. Bitkisel Kaynaklı Fenolik Bileşiklerin Nöroprotektif Etkileri 

2.3.1. Fenolik bileşikler ile yapılan AChE, BChE ve BACE1 enzim inhibisyonuna ait 

çalışmalar 

Başta tıbbi ve aromatik bitkiler olmak üzere, doğal kaynaklardan elde edilen moleküller, 

AH’nın tedavisinde etkin ve düşük yan etki profili ile sentetik kolinesteraz inhibitörlerine 

umut verici bir alternatif olmuştur. Ancak kolinesteraz inhibitörü olan doğal moleküllerin 

çoğu (fizostigmin ve galantamin gibi) alkaloit sınıfından ve klinikte de kullanımı olan 

bileşikler olup, kolinesteraz inhibisyon potansiyeline sahip fenolik bileşikler ise daha geri 

planda kalmıştır. Bu nedenle etkin ve güvenilir AH tedavisi için doğal kaynaklara, özellikle 

fenolik bileşiklere olan ilgi oldukça artmış olup, bu alanda çok sayıda araştırma 

yapılmaktadır (Tamfu ve diğerleri 2021).  

Örneğin, Rosmarinus officinalis L.’den (biberiye) elde edilen ekstrelerin, uçucu yağının ve 

rozmarinik asitin kolinesteraz inhibisyonunun değerlendirildiği bir çalışmada, rozmarinik 

asitin 1 mg/mL konsantrasyonda % 85,8 ± 1,31 BChE inhibisyonu ile referans ilaç olarak 

kullanılan galantaminden de (% 80,3 ± 1,14) yüksek inhibisyon gösterdiği bulunmuştur 

(Orhan ve diğerleri 2008). Bu değerler AChE inhibisyonu için % 47,3 ± 1,05 

(galantamin/referans ilaç= % 99,8 ± 0,31) olarak bulunmuştur. Ancak bitkinin ekstreleri 1 

mg/mL konsantrasyonda AChE inhibisyonu göstermemiştir. 

Ülkemizde genel olarak halk arasında “adaçayı” olarak bilinen Salvia türlerinin AH’ya karşı 

potansiyelini araştırmak üzere sekonder metabolitlerinin enzim inhibisyonunu 

değerlendiren bir çalışmada, 10 µg/mL dozda rozmarinik asitin AChE ve BChE’yi sırasıyla % 

20,18 ± 0,21 ve % 42,76 ± 0,32 inhibe ederken, referans ilaç olarak kullanılan galantaminin 

% 76,08 ± 0,39 ve % 67,52 ± 0,41 oranda inhibe ettiği bulunmuştur (Kocakaya ve diğerleri 

2020). 

Paudel ve diğerlerinin (2020) yaptığı çalışmada, kafeik asit türevlerinin yapı-aktivite ilişkisi 

incelendiğinde hidroksil gruplarının BACE1 inhibisyonunu artırdığı ve kafeik asit ile (IC50= > 
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200 µM) kıyaslandığında rozmarinik asitin BACE1 enzimini IC50= 29,77 ± 0,70 µM değeri ile 

daha güçlü inhibe ettiği tespit edilmiştir. 

2020’de yapılan bir çalışmada (Nazir ve diğerleri 2020), gallik asit, klorojenik asit ve elajik 

asitin AChE ve BChE inhibisyon değerleri hesaplanmış ve referans ilaç olarak donepezil 

kullanılmıştır. Elde edilen verilere göre, klorojenik asite ait AChE ve BChE inhibisyonu IC50 

değerleri sırasıyla 31 μg/mL ve 32 μg/mL ile donepezile (IC50= 25 μg/mL - 26 μg/mL) en 

yakın değer olarak kaydedilmiştir. Gallik asit ve elajik asite ait AChE ve BChE IC50 değerleri 

ise sırasıyla, 45 μg/mL - 83 μg/mL ve 59 μg/mL - 62 μg/mL olarak bildirilmiştir. 

Omar ve diğerlerinin (2018a) çalışmasında, Olea europaea L. (zeytin) biyofenollerinden 

birisi olan kersetinin, BChE (IC50= 19,08 μM) ve AChE (IC50= 55,44 μM) enzimlerini dikkate 

değer şekilde inhibe ettiği ve referans ilaç olarak kullanılan galantamin için bu değerlerin 

sırasıyla 5,48 ± 0,007 µM ve 0,59 ± 0,004 µM olduğu bildirilmiştir. Aynı çalışmada kersetin 

ve referans inhibitör epigallokateşin gallatın (EGCG) BACE1 inhibitör etkisi sırasıyla IC50= 

0,55 ± 0,24 µM ve IC50= 96,26 ± 0,04 µM olarak kaydedilmiştir. Bu çalışmada, hidroksitirozol 

(IC50= 0,035 ± 0,04 µM) güçlü BACE1 inhibisyonu gösterirken, onu luteolin (IC50= 0,52 ± 0,28 

µM), oleuropein (IC50= 2,76 ± 0,23 µM) ve kafeik asit (IC50= 16,67 ± 0,03 µM) takip etmiştir. 

2018 yılında yapılan başka bir çalışmada (Cheng, 2018), kersetin IC50= 24,57 µM BACE1 

inhibisyonu ile referans inhibitör EGCG’ye (IC50= 13,13 µM) yakın aktivite göstermiştir. Aynı 

çalışmada test edilen diğer fenolik bileşikler için BACE1 inhibisyonları sırasıyla; izokersitrin 

(IC50= 17,68 µM), taksifolin (IC50= 25,28 µM), morin (IC50= 31,42 µM ), fisetin (IC50= 33,8 

µM), mirisetin (IC50= 42,76 µM), luteolin (IC50= 56,99 µM), kemferol (IC50= 57,23 µM ), 

daidzein (IC50= 152,43 µM), genistein (IC50= 201,86 µM) ve kateşin (IC50= 448,95 µM) olarak 

bildirilmiştir. 

Birleşik Krallık’ta yapılan bir çalışmada (Okello ve Mather, 2020), referans ilaç olan 

galantaminin (IC50= 0,0004 μmol/mL) AChE inhibe etme gücünün EGCG’ye (IC50= 0,014 

μmol/mL) göre 31,8 kat daha fazla olduğu bildirilmiştir. Aynı çalışmada, BChE inhibisyonu 

için galantamin (IC50= 0,01 μmol/mL) EGCG’ye (IC50= 0,025 μmol/mL) göre 2,51 kat daha 

güçlü bulunmuş ve AChE inhibisyonuna göre daha düşük bulunan bu fark, galantaminin 

BChE’ye olan daha düşük afinitesiyle açıklanmıştır. 
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Nugroho ve diğerlerinin (2017) AChE inhibisyonunu in vitro olarak tayin ettiği çalışmasında, 

referans inhibitör olarak kullanılan berberin IC50= 0,33 μg/mL inhibisyon değeri gösterirken, 

test edilen bileşikler arasında en güçlü inhibitörler, kafeik asit (IC50= 1,05 ± 0,19 μg/mL) ve 

kersetin (IC50= 3,58 ± 0,02 μg/mL) olarak bildirilmiştir. Test edilen diğer bileşiklerin AChE 

inhibisyonları açısından sıralaması; p-kumarik asit (IC50= 18,73 ± 1,07 μg/mL), kemferol 

(IC50= 22,50 ± 0,83 μg/mL), hidroksitirozol (IC50= 56,36 ± 0,41 μg/mL) ve sirinjik asit (IC50= > 

100 μg/mL) olarak kaydedilmiştir. 

Güney Kore’de birçok flavonoitin AChE inhibitör aktivitesinin araştırıldığı bir çalışmada 

pozitif kontrol olarak takrin (IC50= 0,81 μM) ve EGCG (IC50= 8,14 μM) kullanılmıştır. Test 

edilen flavonoitler arasında referans inhibitörlere en yakın aktiviteyi 40,29 μM IC50 değeri 

ile taksifolin göstermiştir. Diğer flavonoitlere ait IC50 değerleri sırasıyla kersetin için 51,22 

μM, mirisetin için 59,33 μM, morin için 60,25 μM, luteolin için 79,53 μM, fisetin için 85,76 

μM, kemferol için 151,50 μM, genistein için 152,86 μM, naringin için 154,33 μM, daidzein 

için 159,88 μM ve kateşin için 413,44 μM olarak bildirilmiştir (Cheng, 2018). 

Pan ve diğerlerinin (2014) resveratrol ve türevlerinin kolinesterazları inhibe etme 

potansiyelini araştırdığı çalışmasında, siklik amin grubu eklenerek elde edilen türevin AChE 

ve BChE inhibitör aktivitesinin (sırasıyla IC50= 6,55 ± 0,16 μM ve 8,04 ± 0,22 μM) resveratrole 

göre (sırasıyla IC50= 165,24 ± 48 µM ve 752,46 ± 87 µM) oldukça yüksek olduğu bildirilmiştir. 

Resveratrol türevinin BChE inhibitör aktivitesi, referans olarak kullanılan galantaminden de 

(IC50= 13,61 ± 0,28 µM) yüksek bulunmuştur. 

Bazı fenolik bileşiklerin BACE1 inhibitör etkilerinin incelendiği bir çalışmada, en yüksek 

inhibitör etkiyi luteolin (IC50= 0,5 μM) göstermiştir. Diğer bileşiklere ait IC50 değerleri ise 

sırasıyla, rozmarinik asit için 21 μM, resveratrol için 28 μM, p-kumarik asit için 90 μM ve 

gallik asit için >90 μM olarak bildirilmiştir (Bhattacharjee, 2020). 

2017’de yapılan bir çalışmada, taksifolin adlı flavonoitin AChE inhibisyon potansiyeli in vitro 

yöntemle araştırılmış ve 16,42 ± 0,48 µg/mL IC50 değeri ile bileşiğin referans ilaç 

donepezilden (IC50= 22,00 ± 0,56 µg/mL) daha yüksek aktivite gösterdiği tespit edilmiştir 

(Kuppusamy ve diğerleri 2017). 
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Fys ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada (Fys ve diğerleri 2017), naringin, vanilik asit 

ve kateşin gibi fenolik bileşiklerin kolinesteraz inhibitör etkileri araştırılmış, referans ilaç 

olarak galantamin ve ezerin (fizostigmin) kullanılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, 

galantaminin AChE ve BChE inhibisyon değerleri sırasıyla IC50= 99,8 ± 0,31 μM ve IC50= 75,5 

± 1,1 μM olarak tespit edilirken, ezerin için bu değerler sırasıyla IC50= 0,04 ± 0,0001 μM ve 

IC50= 0,82 ± 0,001 μM olarak saptanmıştır. Naringin, vanilik asit ve kateşinin ise her iki enzim 

üzerinde de inhibisyon göstermediği tespit edilmiştir. 

Citrus flavanonlarının kolinesteraz ve BACE1 enzim inhibitör aktivitelerinin araştırıldığı bir 

çalışmada, hesperetin ve naringenin için AChE, BChE ve BACE1 inhibitör aktivite IC50 

değerleri, sırasıyla hesperetin için 45,70 ± 2,69 µM; >100 µM; 22,13 ± 1,81 µM ve naringenin 

için 42,66 ± 4,30 µM; >100 µM; 30,31 ± 2,06 µM olarak hesaplanmıştır. Bu çalışmada 

referans ilaç olarak galantamin (AChE- IC50= 1,59 ± 0,03 µM; BChE- IC50= 10,93 ± 0,69 µM) 

ve resveratrol (BACE1- IC50= 14,59 ± 0,79 µM) kullanılmıştır (Lee ve diğerleri 2018). 

Choi ve diğerlerinin (2014a) çalışmasında, viteksin ve apigeninin AChE ve BACE1 enzim 

inhibisyonu değerlendirilmiş ve viteksinin (AChE- IC50= 12,16 ± 3,58 μM; BACE1- IC50= 

51,07 ± 3,31 μM) apigenine (AChE- IC50= 34,43 ± 2,41 μM; BACE1- IC50= >100 μM) göre daha 

güçlü enzim inhibisyonu gösterdiği tespit edilmiştir. Elde edilen sonuç, bileşiklerin farklı 

pozisyondaki C-glikozilasyonuna bağlanmıştır. Choi ve diğerleri (2014b) tarafından yapılan 

diğer çalışmada, luteolin ve glikozillenmiş türevi orientin de araştırılmış ve luteolinin (AChE- 

IC50= 9,27 ± 0,73 μM; BChE= 9,60 ± 0,11; BACE1- IC50= 1,95 ± 0,02 μM) orientine (AChE- 

IC50= 20,06 ± 0,64; BChE= 11,05 ± 1,43; BACE1- IC50= 15,95 ± 0,54 μM) göre daha güçlü 

inhibisyon gösterdiği bildirilmiştir. Bu çalışmadan elde edilen sonuçların yanında, luteolinin 

tıbbi bitkilerde yaygın bulunan bir bileşik olması ve nispeten kolay ekstraksiyonu nedeniyle 

AH tedavisinde potansiyel bir inhibitör olabileceği vurgulanmıştır. 

2021 yılında yapılan bir çalışmada, Pueraria lobata (Willd.) Ohwi çiçeklerinden elde edilen 

ve bir izoflavon türevi olan glisiteinin nöroprotektif etkisi in vitro yöntemle incelenmiştir 

(Prajapati ve diğerleri 2021). Çalışmanın sonuçlarına göre, glisiteinin AChE, BChE ve BACE1 

enzim inhibisyonuna ait IC50 değerleri sırasıyla 142,98 ± 10,02 μM; 69,40 ± 3,24 μM ve 59,46 

± 3,94 μM olarak bildirilmiştir. 
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Hiperozit (kersetin 3--D-galaktozit) ve izokersitrinin in vitro AChE inhibisiyon aktivitesinin 

referans ilaç olan galantamine karşı ölçüldüğü bir çalışmada, galantaminin IC50 değeri 0,21 

µg/mL hesaplanırken, adıgeçen bileşikler için IC50 değerleri sırasıyla, 86 µg/mL ve 66 µg/mL 

olarak hesaplanmıştır (Hernandez ve diğerleri 2010). 

2.3.2. Fenolik bileşikler ile yapılan antioksidan aktivite çalışmaları 

Fenolik bileşikler, iyonları şelatlayarak ve özellikle süperoksit, peroksil ve hidroksil gibi 

serbest radikalleri temizleyerek antioksidan görevi görür (Rani ve diğerleri 2018). 

Antioksidanların, AH ile ilişkili nöroenflamasyonu azaltarak nöroprotektif etki sağladığı ve 

bilişi güçlendirdiği düşünülmektedir (Sinyor ve diğerleri 2020). 

Nenadis ve arkadaşlarının, 2002 ve 2004 yıllarında birçok fenolik bileşiğin antioksidan 

kapasitesini DPPH radikal süpürme yöntemiyle ölçtüğü çalışmasında, 20 dakikalık reaksiyon 

süresi ve % 60-80 inhibisyon değerini sağlayan molar oran seçilerek analitik protokol 

oluşturulmuştur (Nenadis ve Tsimidou, 2002; Nenadis ve diğerleri 2004). Elde edilen 

sonuçlara göre, gallik asit (% 96,3 ± 0,4), rozmarinik asit (% 88,4 ± 0,4), kafeik asit (% 76,6 ± 

0,5), kersetin (% 68,2 ± 1,0) ve hidroksitirozol (% 57,0 ± 0,2) referans olarak kullanılan 

trolokstan (% 53,4 ± 1,2) daha güçlü etki göstermiştir. Test edilen diğer bileşiklerin serbest 

radikal süpürücü etkisi sıralaması; klorojenik asit (% 52,0 ± 0,6), morin (% 43,2 ± 0,8), 

oleuropein (% 41,3 ± 0,2 ), trans-ferulik asit (% 30,9 ± 2,9), p-kumarik asit (% 3,6 ± 0,4) ve 

tirozol (% 2,7 ± 0,3) olarak bildirilmiştir. 

Nazir ve diğerlerinin (2020) çalışmasında, elajik asit, gallik asit ve klorojenik asitin DPPH 

aktivitesini referans olarak kullanılan askorbik asite (IC50= 29 μg/mL) karşı değerlendirmiş 

ve en güçlü aktiviteyi IC50= 39 μg/mL değeri ile klorojenik asit göstermiştir. Elajik asit ve 

gallik asitin IC50 değerleri ise sırasıyla 39 μg/mL ve 52 μg/mL olarak bildirilmiştir. Yine 

askorbik asitin (IC50= 58,19 μM) referans olarak kullanıldığı başka bir çalışmada, luteolinin 

(IC50: 67,14 μM) antioksidan aktivitesi, referans bileşiğe en yakın değer olarak 

kaydedilmiştir. Çalışmada test edilen fisetin, izokersitrin, kersetin ve kemferol bileşiklerinin 

IC50 değerleri ise sırasıyla 96,10 μM; 123,23 μM; 123,47 μM ve 203,81 μM olarak 

bildirilmiştir (Jang, 2015). 
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2018’de yapılan bir çalışmada, Tenebrio molitor adlı solucanın yetişkin bireylerinden izole 

edilen bazı bileşikler, bunlara karşılık gelen organik saf bileşikler ve pozitif kontrol olarak 

askorbik asit, bütilhidroksitoluen (BHT) ve EGCG gibi ticari olarak temin edilebilen 

antioksidanların aktivitesi DPPH radikal süpürme yöntemi ile değerlendirilmiştir. Test edilen 

bileşikler arasında izokersitrin (IC50: 3,54 μM), referans olarak kullanılan askorbik asitten 

(IC50: 142,08 μM) çok daha güçlü etki gösterirken, diğer bileşiklerin antioksidan aktiviteleri 

sırasıyla fisetin (IC50: 5,53 μM), kemferol (IC50: 5,80 μM), luteolin (IC50: 7,72 μM), kersetin 

(IC50: 8,03 μM), taksifolin (IC50: 25,88 μM), morin (IC50: 35,87 μM), mirisetin (IC50: 98,45 

μM), kateşin (IC50: 184,74 μM), EGCG (IC50: 208,67 μM), genistein (IC50: 214,35 μM) ve 

daidzein (IC50: 247,94 μM) olarak tespit edilmiştir (Cheng, 2018).  

Morus alba L. bitkisinin biyoaktivite potansiyelini araştıran bir çalışmada, DPPH radikal 

süpürme yöntemiyle ölçülen antioksidan aktivitenin, bitki tohumlarında, referans olarak 

kullanılan askorbik asit (IC50: 31,5 M) ve tokoferolden (IC50: 52,3 M) daha güçlü olduğu; bu 

etkinin içeriğindeki rutin (IC50: 20,2 M), izokersitrin (IC50: 22,5 M), kersitrin (IC50: 24,6 M), 

kersetin (IC50: 27,8 M), dihidrokersetin (IC50: 28,9 M) ve klorojenik asitten (IC50: 30,6 M) 

kaynaklandığı bildirilmiştir (Vishwakarma ve diğerleri 2022). 

Fenolik bileşiklerin DPPH radikal süpürme yöntemiyle antioksidan özellikleri benzer 

çalışmalarla değerlendirilmiş ve bazı çalışmaların sonuçları Çizelge 2.2.’de özetlenmiştir. 
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Çizelge 2.2. DPPH radikal süpürme yöntemiyle fenolik bileşikler üzerinde yapılan 
antioksidan aktivite çalışmalarına örnekler 

Fenolik bileşikler 
DPPH radikal 
süpürücü etki (IC50) 

Referans bileşik Kaynaklar 

Klorojenik asit 35 μg/mL 
Çalışmada referans 
bileşik kullanılmamıştır. 

(Marcucci ve 
diğerleri 2023) 

Kateşin 173 ± 8 μg/mL 
Çalışmada referans 
bileşik kullanılmamıştır. 

(Kamli ve diğerleri 
2022) 

p-Kumarik asit 59 µg/mL 
Çalışmada referans 
bileşik kullanılmamıştır. 

(Zahoor ve diğerleri 
2021) 

Taksifolin 35,3 ± 1,6 μM 
Çalışmada referans 
bileşik kullanılmamıştır. 

(Khelifi ve diğerleri 
2020) 

Viteksin 24,4 ± 0,026 μM 
Çalışmada referans 
bileşik kullanılmamıştır. 

(Ado ve diğerleri 
2019) 

Morin 
0,88 ± 0,51 μg/mL 

Çalışmada referans 
bileşik kullanılmamıştır. 

(Ginting ve 
diğerleri 2020) 

59 μM 
Çalışmada referans 
bileşik kullanılmamıştır. 

(Sinha ve diğerleri 
2015) 

Vanilik asit 725,79 µg/mL 
L-askorbik asit  
(IC50= 37,91 µg/mL) 

(Zhao ve diğerleri 
2012) 

Yapılan bir başka çalışmada, hidroksisinnamik asit türevi fenolik bileşiklerin demir-

indirgeme antioksidan güçlerinin (FRAP), artan konsantrasyon ve yapıya eklenen hidroksil 

ve metoksil gruplarıyla artış gösterdiği bulunmuştur. Bu bileşikler arasından rozmarinik asit 

ve kafeik asit 1 mM konsantrasyonda sırasıyla 3,65 ± 0,14 mM Fe2+ ve 2,12 ± 0,01 mM Fe2+ 

FRAP aktivitesi gösterirken; ferulik asit ve p-kumarik asitin FRAP değerleri sırasıyla 1,70 ± 

0,03 mM Fe2+ ve 0,11 ± 0,003 mM Fe2+ olarak kaydedilmiştir (Skroza ve diğerleri 2022). Aynı 

çalışmada hidroksibenzoik asit türevleri de incelenmiş ve FRAP değerleri sırasıyla gallik asit 

için 5,03 ± 0,10 mM Fe2+; vanilik asit için 0,85 ± 0,01 mM Fe2+; sirinjik asit için ise 3,20 ± 0,1 

mM Fe2+olarak bildirilmiştir.  

Soobrattee ve diğerlerinin (2005) çalışmasında, birçok fenolik bileşiğin FRAP aktivitesini 

referans olarak kullanılan sentetik antioksidanlar (bütilhidroksianisol/BHA: 3,05 mmol 

Fe2+/L; BHT: 0,04 mmol Fe2+/L; troloks: 1,91 mmol Fe2+/L; askorbik asit: 2,26 mmol Fe2+/L) 

ile mukayeseli olarak değerlendirmiş ve en güçlü aktiviteyi flavanol yapısındaki EGCG (FRAP: 

8,04 mmol Fe2+/L) göstermiştir. Aynı deneyden elde edilen FRAP değerleri sırasıyla; kersetin 

(7,39 mmol Fe2+/L), rozmarinik asit (6,21 mmol Fe2+/L), izokersitrin (5,52 mmol Fe2+/L), 

gallik asit (5,25 mmol Fe2+/L), kersetin 3--D-galaktozit (4,89 mmol Fe2+/L), mirisetin (4,58 

mmol Fe2+/L), elajik asit (4,39 mmol Fe2+/L), klorojenik asit (3,22 mmol Fe2+/L), orientin 
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(2,81 mmol Fe2+/L), kateşin (2,47 mmol Fe2+/L), luteolin (2,23 mmol Fe2+/L), apigenin (2,01 

mmol Fe2+/L), kemferol (1,95 mmol Fe2+/L), ferulik asit (1,33 mmol Fe2+/L), viteksin (0,56 

mmol Fe2+/L), genistein (0,46 mmol Fe2+/L) ve naringenin (naringinin aglikon formu, 0,44 

mmol Fe2+/L) olarak kaydedilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, flavonol, hidroksisinnamik 

asit ve basit fenolik asit gruplarına ait 9 adet bileşiğin antioksidan aktivitelerinin, referans 

olarak kullanılan BHA’dan daha etkili olduğu tespit edilmiştir. 

Firuzi ve diğerlerinin (2005) çalışmasında, bazı fenolik bileşiklerin antioksidan aktiviteleri 

referans bileşik olan troloksa (21,5 ± 1,7 μM) karşı FRAP yöntemi ile değerlendirilmiş, 4. 

dakikada kaydedilen döngüsel voltametri sonuçlarına göre, kersetin (65,0 ± 4,8 μM), fisetin 

(54,2 ± 2,9 μM) ve mirisetin (49,0 ± 1,9 μM) en aktif bileşikler olarak tespit edilmiştir. Elde 

edilen sonuçlara göre, kersetin, fisetin ve mirisetinin trolokstan sırasıyla 3,02; 2,52 ve 2,28 

kat daha aktif olmasının, B halkasındaki o-dihidroksi yapısı, C halkasındaki 3-hidroksi grubu 

ve 2,3- çifte bağı ile ilişkili olabileceği bildirilmiştir. Bunun yanında, FRAP aktivitesi ölçülen 

diğer bileşikler sırasıyla; kemferol (27,3 ± 0,3 μM), taksifolin (24,1 ± 1,4 μM), kateşin (20,7 

± 1,5 μM), hesperetin (13,3 ± 0,6 μM), apigenin (0,9 ± 0,3 μM), genistein (0,5 ± 0,1 μM), 

daidzein (0,5 ± 0,3 μM) ve naringin (0 μM) olmuştur. 

Hırvatistan’da yapılan bir çalışmada, gallik asit (1467,7 ± 58,8 μM), kafeik asit (754,7 ± 31,4 

μM), kersetin (1796,4 ± 105,4 μM), kateşin (635,6 ± 46,0 μM) ve resveratrolün (335,9 ± 3,3 

μM) antioksidan aktiviteleri FRAP yöntemi ile test edilmiş ve 20. dakikada alınan sonuçlar 

troloks eşdeğeri olarak kaydedilmiştir (Skroza ve diğerleri 2015). Bu sonuçlara göre, 

flavonol yapıdaki kersetinin, flavan-3-ol yapısındaki kateşinden 3 kat daha etkili olduğu ve 

bu farkın, aynı pozisyonlarda aynı sayıda hidroksil grubuna sahip olmalarına rağmen, C 

halkasındaki 2 ile 3 no’lu karbonlar arasındaki çift bağ ve 4. karbondaki oksi grubundan 

kaynaklanabileceği bildirilmiştir. Aynı çalışmada bileşiklerin DPPH süpürücü aktivitesi de 

değerlendirilmiş ve en etkili bileşik gallik asit (IC50: 301,2 μM), diğer bileşiklerin ise sırasıyla, 

kersetin (IC50: 593,4 μM), kafeik asit (IC50: 1343,2 μM), kateşin (IC50: 1406,9 μM) ve 

resveratrol (IC50: 5472,6 μM) olduğu bildirilmiştir. 

2018 yılında, flavonoit türevleri olan apigenin, luteolin ve diosmetinin antioksidan 

aktivitesinin DPPH radikal süpürme ve FRAP yöntemleriyle araştırıldığı bir çalışmada (Nile 
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ve diğerleri 2018), bileşikler DPPH radikal süpürme yönteminde sırasıyla % 82,7 ± 1,1; % 

85,5 ± 1,6 ve % 80,6 ± 2,1 inhibisyon gösterirken; FRAP yönteminde bu değerler % 68,5 ± 

1,3; % 70,6 ± 2,1 ve % 67,4 ± 1,9 olarak bildirilmiştir. Referans olarak kullanılan kersetin için 

ise DPPH radikal süpürme ve FRAP sonuçları sırasıyla % 80,4 ± 1,7 ve % 65,8 ± 1,2 olarak 

tespit edilmiştir. 

Çin’de yapılan başka bir çalışmada (Ma ve Huang, 2014), glisitein, daidzein ve genisteinin 

antioksidan aktiviteleri DPPH radikal süpürme ve FRAP yöntemleri ile test edilmiştir. DPPH 

radikal süpürme yönteminden elde edilen sonuçlar, sırasıyla 0,485; 0,613 ve 0,616 μM 

troloks eşdeğeri/g olarak kaydedilirken, FRAP sonuçları sırasıyla 0,710; 0,792 ve 0,750 

mmol Fe2+ eşdeğeri/100 g olarak bildirilmiştir. 

“Satsuma mandalinası” olarak bilinen Citrus unshiu Marsow. kabuklarından elde edilen 

başlıca flavonoitler olan hesperetin ve naringeninin antioksidan kapasitesinin araştırıldığı 

bir çalışmada (Kim ve Lim, 2020), DPPH radikal süpürme ve FRAP yöntemi sonuçlarına göre, 

hesperetinin sırasıyla 115,8 ± 3,9 mg askorbik asit eşdeğeri/g ve 549,1 ± 21,1 mmol FeSO4 

eşdeğeri/100 g değerleri ile naringenine (52,6 ± 3,3 mg askorbik asit eşdeğeri/g ve 150,3 ± 

3,7 mmol FeSO4 eşdeğeri/100 g) göre daha güçlü antioksidan aktivite gösterdiği tespit 

edilmiştir. 

Bileşiklerin fenolik yapısının CUPRAC aktivitesi üzerine etkisinin araştırıldığı bir çalışmada 

(Apak ve diğerleri 2007), flavonollerdeki A ve C halkalarında 5-hidroksi-4-keto grubu varlığı, 

flavonolün iki halka sistemini konjugasyon yoluyla bağlayan 2 ile 3 no’lu karbonlar 

arasındaki çift bağ ve B halkasındaki 3',4'-dihidroksi sübstitüsyonunun antioksidan etki için 

önemli yapısal özellikler olduğu ve tüm flavonoller arasında en yüksek troloks eşdeğeri 

antioksidan kapasite (TEAC) değerine kersetinin (TEAC: 4,38) sahip olduğu bildirilmiştir. 

Çalışmada yer alan diğer fenolik bileşikler için TEAC değerleri sırasıyla, EGCG: 4,89; fisetin: 

3,90; kateşin: 3,09; gallik asit: 2,62; morin: 1,88; kemferol: 1,58; vanilik asit: 1,24; sirinjik 

asit: 1,12; hesperetin: 0,99; naringin: 0,02 olarak bildirilmiştir. Bunun yanında, flavonoit 

glikozitler aglikonlarına hidroliz edildiğinde CUPRAC kapasitelerinin önemli ölçüde arttığı 

tespit edilmiştir. Hidroksisinnamik asit grubu bileşiklerde ise, 2 adet hidroksil grubu taşıyan 

bileşiklerin TEAC değerleri (kafeik asit: 2,89, klorojenik asit: 2,47) tek hidroksil veya metoksil 
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grubu taşıyanlara (ferulik asit: 1,20 ve p-kumarik asit: 0,55) göre yüksek bulunmuştur. 

Bunun yanında, DPPH ve ABTS radikal süpürme yöntemleriyle rozmarinik asit için elde 

edilen sonuçlar düşük antioksidan aktivite gösterdiği yönünde olsa da, bu çalışmada 

CUPRAC aktivitesi yüksek bulunmuştur (Apak ve diğerleri 2007; Kim ve Lee, 2004; 

Miliauskas ve diğerleri 2004).  

UV spektroskopisi ile çeşitli polifenol bileşiklerin Fe2+ oksidasyon kinetiği ve antioksidan 

özeliklerini araştıran çalışmada, Fe2+-polifenol kompleksi için en iyi IC50 değerleri sırasıyla 

EGCG (1,10 ± 0,01 μM), mirisetin (2,07 ± 0,05 μM), kersetin (10,4 ± 0,2 μM) ve gallik asit 

(15,2 ± 0,1 μM) olarak bildirilmiştir (Perron ve diğerleri 2010). 

Yine 2011 yılında yapılan bir çalışmada, mirisetinin, metal-kaynaklı Aβ agregasyonunu 

metal içermeyen Aβ agregasyonundan daha güçlü şekilde modüle ettiği, ayrıca Zn+2‘ye 

kıyasla Cu+2-kaynaklı Aβ agregasyonunu düzenlediği, ve canlı hücrelerde, metal iyonları-

nedenli Aβ sitotoksisitesini azaltarak daha yüksek hücre sağkalım oranı sağladığı 

bildirilmiştir (DeToma ve diğerleri 2011). 

Sinha ve diğerleri (2015), non-steroidal antienflamatuvar ilaç kaynaklı gastropatinin 

tedavisinde anti-ülser ilaçlara alternatif olarak morin bileşiğinin antioksidan aktivitesini test 

ettiği çalışmasında, DPPH radikal süpürücü etki (IC50= 59 μM), FRAP (IC50= 38 μM) ve demir 

iyonu şelasyon etki tayininden (IC50= 50 μM) elde edilen sonuçlar morinin güçlü bir 

antioksidan olduğunu ortaya koymuştur. 

Polonya’da yapılan bir çalışmada, bazı flavon ve flavonoller antioksidan aktiviteleri 

değerlendirilmek üzere test edilmiş ve en yüksek FRAP aktivitesini mirisetin (152 ± 5,8 

Fe/μmol) göstermiştir. Aynı deneyden elde edilen FRAP sonuçları sırasıyla kersetin (123 ± 

4,5 Fe/μmol), kemferol (92 ± 4,3 Fe/μmol), luteolin (89 ± 3,2 Fe/μmol), diosmetin (1,6 ± 

0,17 Fe/μmol) ve apigenin (0,48 ± 0,58 Fe/μmol) olarak kaydedilmiştir (Sroka ve diğerleri 

2015). 

Hidroksitirozol ve sentezlenen dimerik türevinin antioksidan aktivitesinin araştırıldığı bir 

çalışmada, dimerik türevin (DPPH: % 86,7; FRAP: 363 mg askorbik asit eşdeğeri/L) 

hidroksitirozole göre (DPPH: % 33,2; FRAP: 124 mg askorbik asit eşdeğeri/L) çok daha etkili 



29 

 

 
 

olduğu bulunmuştur (Zwane ve diğerleri 2012). Yine oleuropeinin antioksidan gücünü tespit 

etmek için 5 yöntemin kullanıldığı bir çalışmada, DPPH radikal süpürücü etki ve FRAP 

metotlarına göre sonuçlar sırasıyla IC50: 34,54 ± 0,14 μg/mL (referanslar; askorbik asit IC50: 

28,47 ± 1,09 μg/mL; BHT IC50: 31,15 ± 0,32 μg/mL) ve IC50: 75,32 ± 1,83 μg/mL (referanslar; 

askorbik asit IC50: 44,69 ± 1,08 μg/mL; BHT IC50: 83,32 ± 0,35 μg/mL) olarak kaydedilmiştir 

(Zun-Qiu ve diğerleri 2015). Ayrıca, oleuropein ve hidroksitirozolün antioksidan kapasitesi 

ve lenfositlerde H2O2-kaynaklı DNA hasarına karşı koruyucu etkilerinin FRAP ve CUPRAC 

yöntemleri kullanılarak araştırıldığı bir çalışmada, her iki bileşiğin de güçlü antioksidan 

ajanlar olduğu bildirilmiştir (Zorić ve diğerleri 2021). 

2011 yılında yapılan bir çalışmada, Teucrium ramosissimum Desf. bitkisinden izole edilen 

bileşiklerden biri olan apigeninin en yüksek CUPRAC (10,5 μM troloks eşdeğeri ) ve FRAP 

(0,71 μM troloks eşdeğeri) değerine sahip olduğu kaydedilmiştir (Sghaier ve diğerleri 2011). 

2022 yılında kinik asitin antioksidan özelliklerinin 7 adet yöntemle (CUPRAC, ABTS, FRAP, 

DPPH, demir iyonu şelasyon tayini ve N,N-dimetil-p-fenilendiamin analizi) araştırıldığı bir 

çalışmada, kinik asidin oldukça düşük antioksidan aktivite gösterdiği kaydedilmiştir (Ercan 

ve Doğru, 2022). 

Özyürek ve diğerleri (2010) tarafından, bazı polifenolik bileşiklerin % hidrojen peroksit 

süpürme aktivitelerinin modifiye CUPRAC yöntemiyle değerlendirildiği çalışmada, en 

yüksek aktivitenin gallik asit (% 62,8 ± 0,9) tarafından sağlandığını bildirmiştir. Test edilen 

bileşiklerden kersetin (% 47,1 ± 2,0), EGCG (% 42,9 ± 0,5), kemferol (% 31,7 ± 0,4), 

rozmarinik asitin (% 26,0 ± 0,5) ise askorbik asit (% 17,5 ± 0,5) ve trolokstan (% 17,0 ± 1,2) 

daha yüksek aktiviteye sahip olduğu kaydedilmiştir. Ayrıca, kafeik asit (% 17,3 ± 1,6), 

klorojenik asit (% 14,6 ± 0,8), kateşin (% 14,6 ± 1,9), p-kumarik asit (% 10,6 ± 0,3) ve 

apigeninde (% 2,5 ± 0,1) daha düşük aktivite gözlenmiştir. 

Bazı fenolik bileşiklerin farklı solvanlarda antioksidan kapasitelerinin CUPRAC ve FRAP 

yöntemleriyle değerlendirildiği bir çalışmada, en yüksek CUPRAC aktivitesi metanolde ve 

sırasıyla kersetin, kateşin, ferulik asit ve naringeninde gözlenmiştir. Diğer yandan, en yüksek 

FRAP aktivitesi metanol-su (1:1, v/v) karışımında kaydedilmiş olup sırasıyla kersetin, kateşin 
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ve ferulik asite ait değerler bildirilirken, naringeninin aktif olmadığı bildirilmiştir (Çelik ve 

diğerleri 2010). 

2.3.3. Fenolik bileşikler ile yapılan in vivo nöroprotektif etki tayinine ait çalışmalar 

Antiamnezik aktivite tayinine ait çalışmalar 

Yaşlanma sürecinin ana sebeplerinden biri olan oksidatif stres, amnezinin de sebebi olarak 

görülmektedir. Bu sebeple, amneziyi önlemek için fenolik bileşiklerin potansiyeli olduğu 

düşünülmekte ve bununla ilgili birçok bilimsel çalışma yürütülmektedir (Smach ve diğerleri 

2021). Örneğin, Hasanein ve Mahtaj'ın (2015) yaptığı çalışmada, sıçanlarda skopolamin 

(1 mg/kg, i.p.) ile hafıza kaybı oluşturulduktan sonra 8, 16 ve 32  mg/kg dozlarda, rozmarinik 

asit p.o. uygulamasının antiamnezik etki sağlama potansiyeli test edilmiştir. Rozmarinik 

asitin 8 mg/kg dozda uygulamasında etki gözlenmezken, 16 mg/kg ve 32 mg/kg dozlarda 

uygulandığında karanlık bölmeye geçiş süresinin geciktiği, yani hafızayı güçlendirdiği 

bildirilmiştir. Ayrıca, referans ilaç olarak kullanılan donepezilin, 32 mg/kg rozmarinik asite 

göre hafızanın korunmasında daha etkin olduğu görülmüştür. Hasanein ve arkadaşlarının 

(2017) yaptığı bir diğer çalışmada, sıçanlarda etanol ile hafıza kaybı tetiklendikten sonra 8, 

16 ve 32 mg/kg dozlarda (p.o.) rozmarinik asit uygulanmış ve 8 mg/kg dozda rozmarinik asit 

uygulaması hafızada herhangi bir değişiklik yaratmamıştır. Bunun yanında, 16 mg/kg ve 32 

mg/kg dozlarda rozmarinik asit uygulamasının hafıza kaybına karşı koruma sağladığı, ayrıca 

donepezil ve 32 mg/kg dozda rozmarinik asit uygulamasının hafızanın korunmasında 

donepezil ile benzer etkileri olduğu bildirilmiştir. 

2016 yılında yapılan bir çalışmada (Khodad ve diğerleri 2016), yetişkin erkek sıçanlarda 

hipokampüsün CA1 bölgesine iki taraflı uygulanan kolşisin (15 µg/sıçan) ile hafıza kaybı 

oluşturulmadan 10 gün önce sıçanlara 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarda (p.o.) oleuropein 

verilmiştir. Kolşisin uygulamasından bir hafta sonra öğrenme ve hafıza yeteneklerinin 

ölçülmesi için pasif kaçınma testi uygulanmış ve oleuropeinin kolşisin-kaynaklı hafıza 

kaybına karşı koruma sağladığı bildirilmiştir. 

İran’da yapılan bir çalışmada, sıçanlarda pentilentetrazol (PTZ) ile oluşturulan akut nöbet 

modelinde, 10 mg/kg ve 20 mg/kg (i.p.) dozlarda oleuropein uygulamasının pasif kaçınma 
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hafızasında önemli bir artış ve antikonvülzan etki sağladığı tespit edilmiştir (Sadate Hosseini 

ve diğerleri 2019). 

Pasif kaçınma hafızasının değerlendirildiği bir çalışmada (Salehi ve diğerleri 2019), erkek 

sıçanlar 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozda gallik asit; yalnızca fiziksel egzersiz veya hem fiziksel 

egzersiz hem de 10 ve 20 mg/kg dozda gallik asit uygulanacak şekilde gruplara ayrılmış ve 

10 gün boyunca uygulamalar devam etmiştir. Uygulama sonunda yapılan pasif kaçınma 

testinde gallik asit ve fiziksel egzersizin tek başına veya kombine olarak hafızayı 

güçlendirdiği bulunmuştur. 

Nagpal ve arkadaşlarının (2013) yılında erkek Swiss albino farelerde skopolamin (0,4 mg/kg, 

i.v.) kaynaklı amnezi oluşturduğu çalışmada, 7 gün boyunca 10 mg/kg (i.p.) gallik asit 

uygulamasının amneziyi tersine çevirdiği ve bileşiğin anti-amnezik aktivite gösterdiği 

bulunmuştur. 

Travmatik beyin hasarı sonrası gallik asitin pasif kaçınma hafızası üzerindeki etkisini 

inceleyen çalışmada, travmatik beyin hasarı oluşturulmadan 7 gün önce ve hasardan sonra 

2 gün olmak üzere 100 mg/kg dozda (p.o.) gallik asit uygulaması yapılmıştır (Sarkaki ve 

diğerleri 2015). Gallik asitin, travmanın sebep olduğu davranışsal, enflamatuvar ve 

elektrofizyolojik bozukluklara karşı, muhtemelen serebral proenflamatuvar sitokinlerin 

azalması yoluyla, hafızayı önemli ölçüde geliştirdiği ve nöroprotektif özellikler gösterdiği 

bildirilmiştir. 

Sıçanlarda skopolamin (1 mg/kg, i.p.)-nedenli hafıza kaybına karşı EGCG’nin etkisini 

inceleyen çalışmada, 10 gün boyunca 5 mg/kg (i.p.) dozda EGCG, takip eden 9 gün boyunca 

EGCG ve skopolamin, davranış testlerinden (Y-labirent, pasif kaçınma ve Morris su labirent 

testi) önce uygulanmıştır. Çalışma sonucunda, EGCG’nin pasif kaçınma hafızasını önemli 

ölçüde iyileştirdiği, davranış testlerinden sonra disekte edilen sıçan beyinlerindeki AChE 

aktivitesini azaltarak kolinerjik fonksiyonları geliştirdiği tespit edilmiştir (Kim ve diğerleri 

2021). 
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Drosophila melanogaster nöroprotektif etki modeliyle aktivite tayinine ait çalışmalar 

“Sirke sineği” olarak bilinen Drosophila melanogaster, kısa ömrü, basit anatomisi ve genetik 

özellikleri ile insan hastalıklarını incelemek için ideal bir model olup, genomunda bilinen 

insan hastalık genleri ile yaklaşık % 75 oranında homoloji gösterir (Lee ve Min, 2019). 

Memeli MSS’ne benzer özellikler gösteren D. melanogaster beyni, nörodejenerasyona dahil 

olan hücresel süreçleri incelemek için önemli bir model olmuştur (Tan ve diğerleri 2023). 

2019 yılında yapılan bir çalışmada, D. melanogaster ile AH modelinde gallik asitin bazı 

biyobelirteçler üzerindeki etkisi araştırılmış ve bu modelde, Aβ-nedenli oksidatif stresin 

yanı sıra yüksek kolinesteraz ve BACE-1 aktivitelerinin de gallik asit uygulaması ile 

iyileşebileceği tespit edilmiştir (Ogunsuyi ve diğerleri 2020). Ayrıca, gallik asit, kersetin ve 

limonenin antioksidan ve antigenotoksik etkilerinin D. melanogaster modeli üzerinde 

değerlendirildiği bir çalışmada, genotoksik bir ajan olan üretana karşı bahsedilen 

fitokimyasalların antioksidan ve antimutajenik etkileri olduğu bildirilmiştir (Nagpal ve 

Abraham, 2017). 

Kemferolün Aβ42 proteinini eksprese eden transjenik D. melanogaster’e karşı etkisini 

inceleyen çalışmada, sinekler 30 gün boyunca 10, 20, 30 ve 40 μM dozlarda kemferol ile 

beslenmiştir (Beg ve diğerleri 2018). Sineklerde tırmanma yeteneği, oksidatif stres 

belirteçleri ve AChE aktivitesinin araştırıldığı çalışmada, kemferolün tırmanma yeteneği ve 

hafıza kaybını geciktirirken, oksidatif stresi ve AChE aktivitesini azalttığı tespit edilmiştir. 

Khatri ve Juvekar'ın (2016) çalışmasında, elajik asitin zebra balığı ve D. melanogaster'da 

rotenon-nedenli toksisiteyi azalttığı ve bu modelin Parkinson hastalığı gibi hareket 

bozukluklarıyla ilgili tedavi yöntemlerini keşfetmek için önemli olduğu belirtilmiştir (Khatri 

ve Juvekar, 2016). 

2023 yılında yapılan bir çalışmada (Tan ve diğerleri 2023), D. melanogaster ile AH 

modelinde sinekleri p-kumarik asit ile beslemenin, kaba göz fenotipini kısmen tersine 

çevirerek, hayat süresini önemli ölçüde uzattığı ve hareketliliği cinsiyete bağlı bir şekilde 

önemli ölçüde artırdığı tespit edilmiştir. 
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2016 yılında yapılan bir çalışmada (Kong ve diğerleri 2016), D. melanogaster ile AH 

modelinde kısalan yaşam süresi ve bozulmuş lokomotif davranışı tersine çevirmek üzere 

ergin sineklere diyet yolu ile kersetin takviyesi yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, 

sineklerin ömrünün önemli ölçüde uzadığı ve tırmanma yeteneklerindeki bozuklukların 

kaybolduğu tespit edilmiştir. 

Diyetle alınan bazı fitokimyasalların yaşlanma karşıtı etkilerini inceleyen bir çalışmada 

(Bauer ve diğerleri 2004), resveratrol alımının kalori kısıtlamasını taklit ederek D. 

melanogaster’in sağlığını iyileştirerek ömrünü uzatabileceğini ortaya koymuştur. 

2023 yılında yapılan bir çalışmada (Ganesh, 2023), tau ve Aβ D. melanogaster hatları 

kullanılarak Moringa oleifera Lam., Sesamum indicum L., Vaccinium sp., Ginkgo biloba L. ve 

EGCG’nin AH’nı önleme potansiyeli araştırılmış, EGCG ve G. biloba su ekstresi birlikte 

sineklere verildiğinde, tüm pro-enflamatuvar sitokin üretiminin engellendiği ve AH 

başlangıcının yaklaşık 20 gün geciktiği gözlenmiştir. 

Zebra balığı davranış modelleriyle nöroprotektif etki tayinine ait çalışmalar 

Son yıllarda, hızlı gelişimi, optik şeffaflığı, yüksek yavru sayısı ve genetik manipülasyona 

yatkınlığı gibi özellikleriyle zebra balığı (Danio rerio) özellikle nörobiyolojik araştırmalarda 

avantajlı bir model organizma haline gelmiştir (Chávez ve diğerleri 2016). Örneğin, 2022 

yılında, zebra balığında lipopolisakkarit (LPS)-kaynaklı nöroenflamasyon ve oksidatif strese 

karşı 50 ve 100 mg/kg dozlarda (i.p.) kersetinin etkisini yeni tank dalış (novel tank diving 

test, YTT) testiyle inceleyen çalışmada, kersetinin davranışsal değişikliklerde düzelme 

sağladığı gözlenmiştir (Singh ve diğerleri 2022b). 

Kersetin ile yapılan başka bir çalışmada (Gupta ve diğerleri 2021), YTT yöntemiyle yetişkin 

zebra balıklarında streptozotosin (300 mg/kg, i.p.)-kaynaklı demans oluşturulduktan 24 

saat sonra, 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarda (i.p.) kersetin uygulanmıştır. YTT sonucuna 

göre, kersetinin zebra balıklarında tankın üst bölgesinde geçirilen süreyi ve üst bölgeye giriş 

sayısını önemli ölçüde artırdığı gözlenmiştir. Ayrıca kersetinin 100 mg/kg dozda, 50 mg/kg 

ile karşılaştırıldığında anlamlı derecede daha etkili olduğu bulunmuştur. 
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Zebra balığı üzerinde bisfenol A'nın (17,52 μM) neden olduğu nörotoksisite ve oksidatif 

strese karşı naringenin ve silibinin (10 μM) etkisini inceleyen bir çalışmada, zebra balığının 

nörodavranışsal özellikleri YTT ile değerlendirilmiştir (Thayumanavan ve diğerleri 2022). 

Silibin ve naringenin uygulamasının tankın üst bölgesinde geçirilen süre ve üst bölgeye 

geçişte gecikmeyi önemli ölçüde etkilediği, bisfenol A’nın dipte yaşama davranışına neden 

olan nörotoksik etkisini tersine çevirerek nöroprotektif etki gösterdiği bildirilmiştir. 

İspanya’da zebra balığı embriyo modeli kullanarak oleuropein, apigenin, klorojenik asit ve 

naringenin gibi fenolik bileşiklerin koruyucu özelliklerini araştıran çalışmada, embriyolar 

tert-bütil hidroperoksit ile oksidatif stres oluşturulmadan önce fenolik bileşiklere tabi 

tutulmuştur (Arteaga ve diğerleri 2021). Çalışma sonucunda, bileşiklerin tümünün oksidatif 

stres kaynaklı ölümden koruduğu, apigeninin ise oluşması muhtemel doğum defektlerini 

engellediği bildirilmiştir. 

Issac ve diğerleri (2021) zebra balığı larvaları üzerinde H2O2 ile oksidatif stres oluşturduktan 

sonra morin adlı flavonol türevinin davranışsal değişiklikler üzerindeki etkisini 

gözlemlemiştir. Morin uygulamasının, larvaların reaktif oksijen türleri (reactive oxygen 

species, ROS) seviyelerini önemli ölçüde azalttığı, davranışsal aktiviteyi geliştirdiği, 

antioksidan enzim aktivitesini artırarak H2O2-kaynaklı oksidatif stresten koruduğu 

bildirilmiştir. 

2021'de yapılan başka bir çalışmada, zebra balığında PTZ-kaynaklı nöbetleri önlemede 

hesperidinin antikonvülzan etkisi araştırılmıştır (Sharma ve diğerleri 2021). Larvalara, 

PTZ’ye maruz bırakılmadan önce, 1, 5 ve 10 µM dozlarda 1 saat süreyle hesperidin 

uygulaması yapılmış ve PTZ-kaynaklı hiperaktif tepkilerin önemli ölçüde azaldığı ve nöbet 

gecikme süresinin uzadığı tespit edilmiştir. 

2020 yılında, çinko oksit nanopartikülleriyle oluşturulan toksisiteye karşı resveratrolün 

koruyucu etkisini zebra balığı modelinde inceleyen bir başka in vivo çalışmada, 

resveratrolün ROS artışını inhibe ettiği, mitokondriyal membran potansiyeli işlev 

bozukluğunu ve ortaya çıkan hücre apoptozunu önlediği tespit edilmiştir (Giordo ve 

diğerleri 2020). Bunun yanında, zebra balıklarında mitokondriyal membran işlev bozukluğu 
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üzerine hidroksitirozolün etkisini araştıran in vivo bir çalışmada (Dong ve diğerleri 2022), 

balıklara normal (% 10) ve yüksek (% 16) yağ içeren diyetlerle birlikte 200 mg/kg 

hidroksitirozol içeren iki ek diyet uygulanmıştır. Çalışmanın sonucuna göre, 

hidroksitirozolün yüksek yağlı beslenmenin sebep olduğu oksidatif stresi ve mitokondriyal 

disfonksiyonu hafiflettiği bildirilmiştir. 

Brezilya’da yapılan bir çalışmada (Richetti ve diğerleri 2011), kersetin ve rutinin hafıza 

koruyucu özellikleri skopolamin (200 μM, 1 saat süreyle, tank suyu içinde çözünmüş halde) 

ile hafıza kaybı oluşturulan zebra balıkları üzerinde araştırılmış; 50 mg/kg (i.p.) dozda 

kersetin ve rutin ön uygulamasının, zebra balıklarında skopolamin-kaynaklı amneziyi genel 

lokomotor aktiviteyi etkilemeden önlediği tespit edilmiştir. 

2022 yılında yapılan bir çalışmada (Li ve diğerleri 2022), alüminyum klorür-nedenli zebra 

balığı AH modelinde, Lavandula angustifolia Mill. bitkisinin bileşenlerinden luteolin-7-

glukozit, apigenin-7-O-glukozit, salvianolik asit A and rozmarinik asitin AH tedavisinde etkin 

bileşikler olduğu vurgulanmıştır. Ayrıca, 2023 yılında yapılan başka bir çalışmada (Singh ve 

diğerleri 2023), EGCG'nin nöroprotektif ve antioksidan özelliklerinin, zebra balıklarında gen 

ifadesinin baskılanmasıyla oluşan nöronal hücre oksidasyonunun neden olduğu nörobilişsel 

bozulmayı iyileştirdiği bulunmuştur.  

Zebra balıklarında gallik asit ön uygulamasının akut etanol maruziyeti ile oluşabilecek 

değişikliklere etkisini inceleyen çalışmada, etanolün sebep olduğu oksidatif stres 

parametreleri üzerindeki inhibitör etkinin gallik asit tarafından önlendiği bildirilmiştir 

(Baldin ve diğerleri 2022). 

2.3.4. Fenolik bileşiklerin AChE, BChE ve BACE1 enzimleriyle moleküler modellemesine 

ait çalışmalar 

Moleküler biyolojik veri miktarının hızla artmasıyla birlikte bilgisayar tabanlı analizlerin 

uygulanabilirliğinde son yıllarda önemli ilerlemeler kaydedilmiş ve sentetik ve doğal kökenli 

öncü (lead) biyoaktif moleküllerin protein-ligant ilişkilerinin moleküler düzeyde 

incelenmesinde in silico yöntemler oldukça önem kazanmıştır (Fang ve diğerleri 2018; 
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Lengauer ve Rarey, 1996; Olğaç ve diğerleri 2017; Thomford ve diğerleri 2018). İlaç-hedef 

etkileşimlerinin tahmininde günümüzde kullanılan in silico yöntemler; hedef-temelli, ligant-

temelli, ağ-temelli, kemogenomik-temelli ve omik-temelli yaklaşımlar olarak 

sınıflandırılmaktadır. Moleküler modelleme en yaygın kullanılan hedef-temelli yaklaşımdır 

ve doğal bileşiklerin hedef proteinini, biyolojik hedefin 3 boyutlu yapısına dayanarak tahmin 

etmektedir (Fang ve diğerleri 2018). 

Moleküler modelleme, bir ligant ve hedef molekülün kararlı bir kompleks oluşturmak üzere 

birbirine bağlandığında, bir molekülün diğer moleküle tercih edilen yönelimini tahmin eden 

bir yöntemdir (Lengauer ve Rarey, 1996). Bu iki molekül arasındaki ilişkinin gücü veya 

bağlanma yakınlığı belirli skorlama fonksiyonları kullanılarak tahmin edilmektedir. 

Moleküler modelleme, küçük moleküllü ligantların uygun hedef bağlanma bölgesine 

bağlanma konformasyonunu tahmin etme kabiliyeti nedeniyle ilaç tasarımında en sık 

kullanılan yöntemlerden biridir (Kitchen ve diğerleri 2004). Moleküler modellemede en çok 

tercih edilen iki yaklaşım; protein ve ligantı tamamlayıcı yüzeyler olarak tanımlayan 

eşleştirme tekniğinin kullanıldığı ve protein-ligant arasında çift yönlü etkileşim enerjilerinin 

hesaplanarak gerçek modelleme sürecinin simüle edildiği yöntemdir (Feig ve diğerleri 2004; 

Goldman ve Wipke, 2000; Meng ve diğerleri 1992; Morris ve diğerleri 1998). 

Örneğin, 2018 yılında, fenolik bileşiklerin AChE, BChE ve BACE1 enzimlerinin aktif 

bölgesinde moleküler düzeydeki etkileşimini incelemek amacıyla in silico ortamda yapılan 

moleküler modelleme çalışmasında, referans ilaçlar olarak donepezil, galantamin ve 

rivastigmin kullanılmıştır (Alam ve diğerleri 2018). Yapılan çalışmanın sonuçlarına göre, 

gallik asit dışındaki tüm bileşikler referans ilaçlara göre daha iyi moleküler kenetlenme 

göstermiş ve bağlanma enerjileri Çizelge 2.3.’te verilmiştir. 
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Çizelge 2.3. Bazı fenolik bileşiklerin AchE, BChE ve BACE1 enzimleriyle moleküler 
modellemesine ait bağlanma enerjileri (Alam ve diğerleri 2018) 

Fenolik bileşikler Bağlanma enerjileri (Kkal/mol) 

AChE BChE BACE1 

Rozmarinik asit -8,2 -9,2 -7,4 

Elajik asit -9,7 -10,5 -8,1 

Gallik asit -6,4 -6,4 -5,5 

Hesperetin -8,4 -9,1 -8,4 

Tangeretin -8 -7,1 -8,2 

Kersetin -8,5 -9,4 -8,2 

Klorojenik asit -7,6 -8,3 -7,4 

Apigenin -8,9 -7,9 -8,4 

Resveratrol -8,2 -7,6 -7,4 

Naringenin -8,5 -9,1 -8,2 

Glisitein -9,1 -8,1 -10,2 

Daidzein -8,2 -8,3 -8,7 

Kemferol -8,9 -7,8 -8,5 

Pelargonidin -10,3 -10,1 -9 

Mirisetin -8,5 -9,4 7,9 

Luteolin -8,6 -9,7 -8,4 

Kateşin -9,6 -10,6 -9,5 

Genistein -8,6 -7,9 -9,1 

Referans ilaçlar 

Donepezil -7,5 -7,7 -8,6 

Galantamin -6,5 -6,8 -6,3 

Rivastigmin -6,2 -7,2 -6,2 

Madeswaran'ın (2017) çalışmasında, birçok fenolik bileşiğin AChE ve BChE enzimleriyle olan 

etkileşimi moleküler modelleme ile araştırılmış ve referans ilaç olarak kullanılan donepezile 

kıyasla çalışmaya dahil edilen fenolik bileşiklerin tümü AChE enzimiyle daha iyi 

kenetlenirken, BChE enzimi için referanstan daha iyi afinite gösteren fenolik bileşikler 

sırasıyla mirisetin, apigenin, morin, hesperetin, tangeretin, izokersitrin, diosmetin ve 

naringenin olarak tayin edilmiştir. Fenolik bileşiklerin AChE ve BChE enzimleriyle moleküler 

kenetlenmesine ait bağlanma enerjileri Çizelge 2.4.’te verilmiştir. 
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Çizelge 2.4. Bazı fenolik bileşiklerin AChE ve BChE enzimleriyle moleküler kenetlenmesine 
ait bağlanma enerjileri (Madeswaran, 2017) 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fenolik bileşikler 
Bağlanma enerjileri (Kkal/mol) 

AChE BChE 

Trisin -5,36 -3,28 

Orientin -4,08 -2,64 

Viteksin -5,96 -3,61 

Hesperetin -6,72 -3,83 

Tangeretin -6,24 -3,82 

Fisetin -5,28 -3,15 

Glisitein -4,76 -2,38 

Apigenin -6,33 -3,88 

EGCG -5,31 -3,40 

Naringenin -6,76 -3,59 

Pelargonidin -4,32 -2,53 

Daidzein -5,04 -3,08 

Kemferol -6,32 -3,06 

İzokersitrin -4,32 -3,73 

Mirisetin -6,34 -4,21 

Luteolin -4,35 -2,58 

Diosmetin -6,03 -3,66 

Taksifolin -5,22 -3,17 

Vanilik asit -5,34 -3,28 

Genistein -4,32 -2,50 

Morin -6,92 -3,88 

Referans ilaç 

Donepezil -3,87 -3,47 
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2.3.5. Fenolik bileşiklerin sitotoksisitelerine ait çalışmalar 

Aβ peptit nörotoksisitesinin AH patogenezinde merkezi bir rol oynadığı bilinmektedir. Doğal 

kaynaklı fenolik bileşiklerin ise amiloit sitotoksisitesini geriye çevirmek için potansiyeli 

olduğu bildirilmiştir (Stefani ve Rigacci, 2013). Bu kapsamda, hücre canlılığını ölçmek ve Aβ 

toksisitesini değerlendirmek için MTT yanında Alamar Blue da yaygın olarak kullanılan 

yöntemlerden biri haline gelmiştir (Liu ve Schubert, 1997; Rampersad, 2012). Örneğin, 

Omar ve diğerlerinin (2018b) çalışmasında, SH-SY5Y hücre hattına oleuropein, 

hidroksitirozol, kafeik asit, kersetin ve luteolin ile ön uygulamanın, nöroblastoma 

hücrelerinde Aβ42, bakır- Aβ42 ve L-DOPA- Aβ42-kaynaklı toksisitelerin neden olduğu hücre 

ölümününü hafiflettiği bildirilmiştir. Bu çalışmaya ait sonuçlar Çizelge 2.5.’te özetlenmiştir. 

Çizelge 2.5. Bazı fenolik bileşiklerin SH-SY5Y hücrelerinde Aβ42, bakır- Aβ42 ve L-DOPA- Aβ42-
kaynaklı toksisiteye karşı nöroprotektif etkileri (Omar ve diğerleri 2018b) 

Fenolik bileşikler 
Aβ-SH-SY5Y 

toksisitesi (%) 
Aβ-Cu-SH-SY5Y 

toksisitesi 
Aβ-L-DOPA-SH-
SY5Y toksisitesi 

Kontrol (besiyeri) 100 ± 1,21 100 ± 1,13 100 ± 0,92 

Negatif kontrol  
(Aβ42, Cu-Aβ42, ve L-DOPA- Aβ42) 

37 ± 1,41 34 ± 1,53 12 ± 0,37 

Kafeik asit 62 ± 0,53 62 ± 0,93 67 ± 0,43 

Hidroksitirozol 60 ± 1,00 60 ± 0,84 64 ± 1,02 

Oleuropein 68 ± 0,69 76 ± 1,61 74 ± 0,23 

Luteolin 65 ± 0,39 67 ± 0,52 69 ± 0,87 

Kersetin 63 ± 0,29 60 ± 0,52 61 ± 0,73 

Kalagatur ve diğerleri (2021), SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde deoksinivalenolün (DON) 

neden olduğu sitotoksik etkilere karşı 0,1; 0,5; 1; 2; 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda 

kersetin ön uygulamasının koruyucu etkisini araştırmıştır. Buna göre, 1 mM kersetin 

konsantrasyonunun DON'a bağlı canlılıktaki azalmayı tersine çevirmede etkili olduğu, ancak 

1 mM üzerindeki konsantrasyonlarda DON'a karşı ek bir koruma sağlamadığı bildirilmiştir. 

2021 yılında yapılan bir çalışmada (Leri ve diğerleri 2021), oleuropein ve hidroksitirozolün 

otofaji üzerindeki moleküler mekanizmaları toksik Aβ1-42 oligomerlerine maruz bırakılan SH-

SY5Y hücreleri üzerinde araştırılmış ve bu polifenollerin tek başına veya kombinasyonlarının 

otofajik yolları aktive ederek yaşlanmayla ilgili nörodejenerasyona karşı etkili olduğu tespit 

edilmiştir. 
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AH’da Aβ'nın nörotoksik etkilerini taklit etmek için akut olarak Aβ42 ile muamele edilen SH-

SY5Y hücrelerinin kullanıldığı bir çalışmada, Aβ kaynaklı meydana gelen MTT redüksiyon 

azalmasının, EGCG (EC50= 0,8µM) tarafından % 100 oranda geriye çevrildiği ve EGCG’nin 

güçlü koruyucu etki gösterdiği tespit edilmiştir (Del Castillo Frias, 2017). 

2022 yılında yapılan bir çalışmada (Roy ve diğerleri 2002), resveratrolün sitotoksik aktivitesi 

MTT testi ile akut miyeloblastik lösemi (HL-60), kronik miyelojenik lösemi (K-562), meme 

adenokarsinomu (MCF-7) ve servikal epitelyal karsinom (HeLa) olmak üzere dört insan 

tümör hücre hattında denenmiş ve resveratrolün sadece HL-60 (IC50= 49 μM) ve K-562 

(IC50= 68 μM) lösemi hücre hatlarında etkili olduğu bildirilmiştir. 

Bazı fenolik bileşiklerin MTT testi ile insan meme kanseri hücrelerinde sitotoksik aktivitesini 

araştıran bir çalışmada, MCF-7/wt ve MCF-7/Adr kanser hücre hatlarına karşı en sitotoksik 

bileşiğin rozmarinik asit (sırasıyla, EC50= 0,74 mM ve EC50= 0,81 mM) olduğu, bunu sırasıyla 

luteolin-7-O-glukuronit (EC50= 1,09 mM ve EC50= 1,87 mM) ve kafeik asitin (EC50= 1,36 mM 

ve EC50= 2,01 mM) takip ettiği bildirilmiştir (Berdowska ve diğerleri 2013). 

Fenolik bileşiklerin melanoma (B16F10 ve SK-MEL-1) ve dönüşmemiş melanosit (Melan-a) 

hücre hatlarında sitotoksik ve antiproliferatif etkilerini MTT yöntemiyle araştıran bir 

çalışmada (Yanez ve diğerleri 2004), hesperetin, luteolin, tangeretin, kersetin, mirisetin ve 

gallik asitin düşük dozlarda belirgin sitotoksik aktivite göstermediği bildirilmiştir. Flavon 

yapıdaki tangeretin ve luteolinin, 50 μM konsantrasyonda B16F10 hücre hattı üzerinde 

güçlü sitotoksik aktivite gösterirken (sırasıyla, % 57,18 ve % 70,23); SK-MEL-1 hücre 

hattında benzer etki gösterdiği bulunmuştur. Melan-a hücre hattı üzerinde ise mirisetinin 

(% 34,42) en güçlü etkiyi gösterdiği tespit edilmiştir. Aynı çalışmada, fenolik bileşiklerin 

hücre büyümesi üzerine etkileri incelendiğinde, tangeretin, B16F10 hücreleri üzerinde en 

etkili flavonoit türevi olurken (IC50= 11,2 μM), bunu gallik asit (IC50= 13,45 μM), mirisetin 

(IC50= 38,34 μM), hesperetin (IC50= >50 μM), kersetin (IC50= >50 μM) ve luteolin (IC50= >50 

μM) izlemiştir. Melan-a üzerinde ise mirisetin (IC50= 21,9 μM) en etkili bileşik olmuş ve bunu 

luteolin (IC50= 23,4 μM), gallik asit (IC50= 30 μM), kersetin (IC50= 63,9 μM) ve tangeretin 

(IC50= >50 μM) izlemiştir. 
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2.3.6. Fenolik bileşiklerin AH ile ilişkilendirilen genler üzerindeki etkilerine ait çalışmalar 

Genomik teknolojilerin gelişimi ve özellikle gen ekspresyon profili ile hastalıkları karakterize 

eden genler hakkında veri setlerinin elde edilmesi, AH gibi hastalıklar hakkında henüz 

anlaşılamamış süreçlerin aydınlatılmasına ışık tutmaktadır (Walker ve diğerleri 2004). 

Örneğin, AH fare modelinde EGCG’nin α-sekretaz bölünmesi için A disintegrin ve 

metalloproteinaz alanı içeren protein 10 (a disintegrin and metalloproteinase domain-

containing protein 10, ADAM10) adlı geni uyararak  antiamiloidojenik etkiyle Aβ birikmesini 

azalttığı ve farelerde bilişsel işlevi iyileştirdiği gözlenmiştir (Obregon ve diğerleri 2006; 

Rezai-Zadeh ve diğerleri 2005). Yine, ailesel bir AH modeli olan amiloit protein 

öncüsü/presenilin 1 (PSEN1) (APPswe/PS1dE9) farelerine EGCG ve polilaktik-ko-glikolik 

asit-polietilen glikol (PLGA-PEG) nanopartikülünün oral yoldan uygulanması ile 

nöroenflamasyonun yanı sıra Aβ plak yükünde ve çözünür/çözünmez Aβ1-42 peptidin 

kortikal seviyelerinde azalma tespit edilmiştir (Cano ve diğerleri 2019). Bunun yanında, 

EGCG ve melatoninin birlikte kullanımının PSEN1 geninde E280A mutasyonunun neden 

olduğu ailesel AH’da apoptotik belirteçleri tamamen azalttığı kanıtlanmıştır (Soto-Mercado 

ve diğerleri 2023). Ayrıca, EGCG'nin AH fare modelinde LPS-kaynaklı artmış sitokin 

ekspresyonunu, (tümör nekroz faktör-α (TNF-α), interlökin 1β (IL-1β), IL-6), dolayısıyla AH 

ile ilişkili enflamasyonu azalttığı bildirilmiştir (Lee ve diğerleri 2013). 

2002’de yapılan bir çalışmada (Sartor ve diğerleri 2002), birçok fenolik bileşiğin matriks 

metalloproteinaz-9’un (MMP9) enzimatik aktivitesi üzerindeki inhibitör etkisi test edilmiş 

ve morin, fisetin, pelargonidin, EGCG ile mirisetin inhibitör etki gösterirken, kersetin, 

resveratrol, rozmarinik asit, luteolin, apigenin, kemferol ve genisteinin inhibisyon 

göstermediği bildirilmiştir. Ayrıca, Spagnuolo ve diğerleri (2018), kersetin, EGCG, 

hesperetin ve genistein gibi flavonoitlerin pro-enflamatuvar sitokinlerin (TNF-α, IL-6, IL-1β 

ve siklooksijenaz (cyclooxygenase-2, COX-2) ekspresyonunu azaltarak nörodejenerasyonu 

önleyebildiğini bildirmiştir. 

Bir başka çalışmada, gallik asitin APP/PS1 transjenik fare modelinde Aβ1-42 agregasyonunu 

ve nörotokisisiteyi azaltarak bilişsel gerilemeyi yavaşlattığı gözlenmiştir (Yu ve diğerleri 



42 
 

 

2019). Yine, sıçanlarda oluşturulan modelde gallik asit (50 mg/kg), donepezil (2,5 mg/kg) ve 

portakal kabuğundan elde edilen ekstrelerin (100 ve 200 mg/kg) oral uygulamasının 

sıçanlarda alüminyum klorür-nedenli AH modeline kıyasla PSEN-2 gen ifadesinde önemli bir 

artış sağladığı gözlenmiştir (Abd El-Aziz ve diğerleri 2022). Benzer şekilde, sıçanlarda 

aluminyum klorür-nedenli AH modelinde kersetin uygulamasının BACE1, APP, PSEN1 ve ön 

yutak defektif-1 (anterior pharynx-defective 1, APH1) genlerinin aşağı regülasyonu ve 

hipokampüste ADAM10 ve ADAM17 genlerinin yukarı doğru regülasyonu ile davranışsal, 

kolinerjik ve dopaminerjik işlev bozukluklarının yanında hipokampüste çözünmeyen Aβ 

agregasyonunu azalttığı bildirilmiştir (Elfiky ve diğerleri 2021). 

Kersetinin antiamiloidojenik ve antioksidan özelliklerinin araştırıldığı bir çalışmada, 

kersetinin H2O2 ile muamele edilmiş APPswe hücrelerinde ROS oluşumunu tamamına yakın 

oranda azalttığı bildirilmiştir (Jiménez-Aliaga ve diğerleri 2011). Ayrıca, 2016 yılında yapılan 

bir çalışmada (Zhang ve diğerleri 2016), kersetinin astrositlerde APOE yıkımını inhibe ederek 

APOE seviyelerini önemli ölçüde artırdığı ve oral uygulamanın farelerin korteksindeki 

çözünmeyen Aβ seviyelerini azalttığı gözlenmiştir. 

Trimetiltin uygulanan AH modelinde egzersiz ve kronik gallik asit uygulamasının sıçan 

hipokampüsünde TNF-α seviyesi üzerindeki etkisini araştıran bir çalışmada (Bazyar ve 

diğerleri 2015), TNF-α seviyelerinin tüm gruplarda azaldığı, gallik asit ve egzersizin, tek 

başına ve birlikte, immünomodülatör etkiye sahip olduğu bildirilmiştir. 

Gallik asitin Aβ plakları üzerindeki etkisi ve bu etkinin cinsiyete bağlı olup olmadığını 

farelerde araştıran bir çalışmada, içme suyuna eklenen % 0,2 gallik asitin kontrole göre 

erkek APOE farelerde plağı azaltırken, dişi APOE farelerde ilgili kontrol gruplarına kıyasla 

plağı azaltmadığı gözlenmiştir (Clark ve diğerleri 2022). 

Rozmarinik asidin TNF-α ve nükleer faktör-kappa B (NF-ĸB) ekspresyonlarını azaltarak 

amiloit kaynaklı hafıza kaybını büyük ölçüde azalttığı bilinmektedir (Koul ve diğerleri 2023). 

Örneğin, sıçanlarda LPS ile nöroenflamasyon oluşturulan bir çalışmada, rozmarinik asit 

uygulamasının hipokampüs ve prefrontal kortekste TNF-α, IL-1β ve IL-6’nın aşırı üretimini 

önlediği bildirilmiştir (Hassanzadeh-Taheri ve diğerleri 2021). Yine, rozmarinik asit ile 
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muamelenin AH patolojileri üzerindeki etkilerini transjenik fareler üzerinde araştıran bir 

çalışmada, enflamatuvar rahatsızlıklarla ilişkili kemokin C-C (motif) ligant 5 [chemokine C-C 

(motif) ligant 5, CCL5] ve C-X-C motifli kemokin ligant 13 (C-X-C motif chemokine ligand 13, 

CXCL13) ekspresyonlarının rozmarinik asit uygulaması ile serebral korteks, hipokampus ve 

dalakta düştüğü gözlenmiştir (Yamamoto ve diğerleri 2021). 

2016 yılında yapılan bir çalışmada, APP/PS1 fare modelinde hidroksitirozolün AH 

patogenizinde rolü araştırılmış ve hidroksitirozolün APP’den bağımsız olarak nöronal 

enflamasyonu azalttığı tespit edilmiştir (Peng ve diğerleri 2016). Ayrıca, hidroksitirozolün 

enflamatuvar belirteç seviyelerini azaltma etkisinin araştırıldığı bir çalışmada (Fuccelli ve 

diğerleri 2018), farelerde 40 ve 80 mg/kg hidroksitirozol ön uygulamasından sonra LPS ile 

enflamasyon tetiklenmiştir. Çalışma sonucunda LPS ile artan TNF-α ve COX-2 seviyelerinin 

artmadığı gözlenmiştir. 

Omar ve diğerleri (2018b) APPswe/PS1dE9 transjenik fareleri 50 mg/kg oleuropein içeren 

zeytin yaprağı ekstresi ile 16 hafta boyunca beslenmiş ve kontrol grubuna kıyasla fare 

hipokampüs ve korteksinde Aβ plak birikimin önemli ölçüde azaldığı tespit edilmiştir. 

Ayrıca, oleuropeinin AH üzerinde koruyucu etkilerinin TgSwDI farelerinde araştırıldığı bir 

çalışmada, 4 hafta boyunca oleuropein ile beslenen farelerde Aβ yükünün önemli ölçüde 

azaldığı ve bunun farelerin beynindeki APOE'ye bağlı amiloit klerensinin aktive olmasıyla 

ilişkili olabileceği vurgulanmıştır (Qosa ve diğerleri 2015). Bunun yanında, 2017 yılında 

yapılan bir çalışmada, oleuropein ile ön uygulama sonucu insan sinovyal fibroblast hücre 

hattında (SW982) IL-1β muamelesi ile artan pro-enflamatuvar sitokinlerin (TNF-α ve IL-6) 

seviyelerinde önemli ölçüde azalma olduğu bildirilmiştir (Castejón ve diğerleri 2017). 

Şu ana kadar yapılan çalışmalarda, resveratrolün AH patogenezindeki nöroprotektif işlevleri 

farklı etki mekanizmalarıyla değerlendirilmiş ve anti-enflamatuvar etki oluşturduğu 

mekanizmalardan birinin pro-enflamatuvar sitokin aktivitesi (IL-1β, IL-6 ve TNF-α) ve 

prostaglandin E2 sentezinin engellenmesi olduğu vurgulanmıştır (Kim ve diğerleri 2007; 

Mendiola-Precoma ve diğerleri 2016). Ayrıca, AH Tg2576 fare modelinde düşük dozda (0,2 

mg/L) uygulanan resveratrolün Aβ seviyelerini düşürdüğü ve resveratrolün AH patolojisinde 

faydalı olduğu kanıtlanmıştır (Wang ve diğerleri 2006). Bunun yanında, AH APP/PS1 fare 
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modeli üzerinde oral resveratrol uygulamasının etkisini araştıran çalışmada, resveratrolün 

APP/PS1 fare hipokampüsünde meydana gelen dejenerasyonu azaltarak hafıza kaybını 

önlediği bildirilmiştir (Porquet ve diğerleri 2014). 

2013 yılında yapılan bir çalışmada, fisetin ve diosmetin ön uygulamasının LPS-nedenli PC12 

hücre hasarı üzerinde nöroprotektif etkileri araştırılmış; fisetin ve diosmetinin, tek başına 

veya birlikte, sırasıyla APP, siklofilin D ve ROS üretimini baskıladığı, IL-10 ekspresyonunu ise 

konsantrasyona bağlı şekilde artırdığı tespit edilmiştir (Bhatt ve Benzeroual, 2013). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

Tez çalışmamızda, bitkilerde yaygın olarak bulunan farklı kimyasal gruplardan 38 adet 

fenolik bileşik, skopolamin hidrobromür (S1875-5G) ve referans ilaç olarak kullanılan 

galantamin hidrobromür Sigma-Aldrich firmasından (St. Louis, Missouri, ABD) temin 

edilmiştir.  

Tez gereçlerimizi oluşturan fenolik bileşiklerin isimleri, kimyasal yapıları ve kimyasal sınıfları 

Çizelge 3.1.’de verilmiştir.  

Çizelge 3.1. Tez çalışması için seçilen bitkisel kaynaklı fenolik bileşiklerin kimyasal yapı ve 
sınıfları 

Fenolik 
Bileşikler 

Kimyasal Yapı Kimyasal Sınıf 

Gallik asit 

 

Hidroksibenzoik 
asit Sirinjik asit 

 

Vanilik asit 

 

D-(-)-Kinik asit 

 

Siklohekzan 
karboksilik asit 

 

 



46 
 

 

Çizelge 3.1. (devam) Tez çalışması için seçilen bitkisel kaynaklı fenolik bileşiklerin kimyasal 
yapı ve sınıfları 

Elajik asit 

 

Gallik asitin dimerik 
türevi 

Kafeik asit 

 

Hidroksisinnamik 
asit p-Kumarik asit 

 

Trans-Ferulik 
asit 

 

Klorojenik asit 

 
Kafeik asit esteri 

Rozmarinik asit 

 

p-Tirozol 

 Fenetil alkol 

3-Hidroksitirozol 
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Çizelge 3.1. (devam) Tez çalışması için seçilen bitkisel kaynaklı fenolik bileşiklerin kimyasal 
yapı ve sınıfları 

Oleuropein 

 

Sekoiridoit glikozit 

Apigenin 

 Flavon 

Luteolin 

 

Diosmetin 

 

Metoksiflavon 

Tangeretin 

 

Trisin 
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Çizelge 3.1. (devam) Tez çalışması için seçilen bitkisel kaynaklı fenolik bileşiklerin kimyasal 
yapı ve sınıfları 

İzokersitrin 

 

Flavon-3-O-glikozit 

Orientin 

 Flavon-8-C-glikozit 

Viteksin 

 

Hiperozit 

 

Tetrahidroksiflavon 
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Çizelge 3.1. (devam) Tez çalışması için seçilen bitkisel kaynaklı fenolik bileşiklerin kimyasal 
yapı ve sınıfları 

Fisetin 

 

Flavonol 

Kemferol 

 

Kersetin 

 

Mirisetin 

 

Morin 

 

Hesperetin 

 

Flavanon 
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Çizelge 3.1. (devam) Tez çalışması için seçilen bitkisel kaynaklı fenolik bileşiklerin kimyasal 
yapı ve sınıfları 

Naringin 

 

Flavanon-7-O-
glikozit 

Taksifolin 

 

Flavanonol 

EGCG 

 

Flavan-3-ol 

Kateşin 

 

Daidzein 

 
İzoflavon 

Genistein 
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Çizelge 3.1. (devam) Tez çalışması için seçilen bitkisel kaynaklı fenolik bileşiklerin kimyasal 
yapı ve sınıfları 

Glisitein 

 

İzoflavon 

Trans-
Resveratrol 

 

Stilben 

Pelargonidin 

 

Antosiyanidin 

Amentoflavon 

 

Biflavonoit 

 

3.2. Yöntemler 

3.2.1. In vitro yöntemler 

Asetilkolinesteraz (AChE) ve bütirilkolinesteraz (BChE) enzim inhibisyonu tayini 

Ellman ve arkadaşları tarafından geliştirilen yöntem modifiye edilerek AChE ve BChE 

inhibitör etki tayininde kullanılmıştır (Ellman ve diğerleri 1961). Yöntemin reaksiyon 

mekanizması Şekil 3.1.’de verilmiştir. 
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Şekil 3.1. Ellman Yöntemi reaksiyon mekanizması  

AChE inhibisyonu tayininde enzim kaynağı olarak elektrikli yılan balığı (Electrophorus 

electricus) AChE’ı (Sigma, EC 3.1.1), substrat olarak asetiltiyokolin iyodür (Sigma, ABD) 

kullanılmış ve BChE inhibisyonu tayininde enzim kaynağı olarak at serumu BChE’ı (Sigma, 

ABD), substrat olarak ise bütiriltiyokolin klorür kullanılmıştır. Deneyde renklendirici madde 

olarak 5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit (DTNB, Sigma, ABD) kullanılmıştır. 96 Kuyucuklu 

mikroplakta her kuyucuğa ilk olarak 140 μL fosfat tamponu çok kanallı mikropipet 

(Eppendorff, Almanya) kullanılarak konulmuştur. İlk 3 ve son 3 kuyucuğa kontrol olarak 20 

μL etanol eklenmiştir. Her bir fenolik maddeden (10 mM) 20 μL, 3 paralel olacak şekilde 

diğer kuyucuklara ilave edilmiştir. AChE veya BChE çözeltisinden 20 μL olacak şekilde tüm 

kuyucuklara eklendikten sonra 25 °C’de 10 dakika (dk) boyunca bekletilmiştir (Resim 4.1.). 

Sonrasında tüm kuyucuklara 10 μL DTNB ve 10 μL substrat çözeltisi (asetiltiyokolin iyodür 

veya bütiriltiyokolin klorür) eklenerek ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x 

microplate reader, ABD) 412 nm dalga boyunda okutulmuştur. Sonuçlar Eş. 3.1’de yer alan 

formüle göre hesaplanmış ve % AChE/BChE inhibisyonları 3 paralel çalışmadan elde edilen 

sonuçların ortalaması ± standart sapma (S.S.) olarak kaydedilmiştir.  
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% inhibisyon =  100 − [(A1/A2) × 100] (3.1) 

A1= Örnek çözeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansı 

A2= Kontrol çözeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansı 

Sonuçlar Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programı kullanılarak değerlendirilmiş ve referans 

ilaç olarak galantamin hidrobromür kullanılmıştır. 

IC50 değerlerinin hesaplanması 

AChE veya BChE’ı % 50 üzerinde inhibe eden fenolik bileşiklerin sırasıyla 1 mM, 0,5 mM, 

0,25 mM ve 0,125 mM final konsantrasyonlarında % inhibisyon değerleri hesaplanmış ve 

Graphpad Prism 6.01 programı kullanılarak IC50 değerleri hesaplanmıştır. Her bir inhibitör 

için IC50 değerleri 3 paralel çalışmadan elde edilen sonuçların ortalaması ± S.S. olarak 

kaydedilmiştir. 

β-Sekretaz (BACE-1) inhibisyonu tayini 

BACE1'in enzimatik aktivitesini ölçmek için floresans rezonans enerji transferi (FRET) 

teknolojisi kullanılmış, daha önce kullanılan yöntemler ve üreticinin (PanVera®) deney 

kitinde yer alan protokol modifiye edilerek ölçümler yapılmıştır (Youn ve diğerleri 2016). 

Test edilen bileşikler, insan rekombinant BACE1 (1,0 U/mL, Ph 7,5), tampon (50 mM 

sodyum asetat, pH 4,5) ve substrat (50 mM amonyum bikarbonat içinde Rh-EVNLDAEFK-

Quencher, 75 μM) reaksiyon kuyucuklarına eklenerek 25 °C'de 60 dk boyunca inkübe 

edilmiştir. Substrat hidrolizi ile üretilen floresans yoğunluğundaki artış, dalga boyları 

sırasıyla 545 nm (eksitasyon) ve 585 nm (emisyon) olacak şekilde floresans 

spektrofotometrede (SpectraMax i3x microplate reader, ABD) ölçülmüştür. İnhibisyon 

oranı Eş. 3.2’de verilen denklem kullanılarak hesaplanmıştır: 
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% inhibisyon =  [1 − (B − B0)/(K − K0)] × 100 (3.2) 

K0 = 0. Dakikada kontrol grubunun floresans değeri 

K = 60. Dakikada kontrol grubunun floresans değeri 

B0 = 0. Dakikada test bileşiğinin floresans değeri 

B = 60. Dakikada test bileşiğinin floresans değeri 

Antioksidan kapasite tayinleri 

Demir iyonu-şelasyon etki tayini 

Lantto ve diğerlerinin (2009) yönteminde bazı değişiklikler yapılarak, seçilen fenolik 

bileşiklerin demir iyonu-şelasyon etkisi tayin edilmiştir. Yöntem, örneklerin demir iyonu-

şelasyon etkilerini tayin etmek için demir (II) ve ferrozinin, 562 nm dalga boyunda güçlü 

absorbsiyon veren bir kompleks oluşturması esasına dayanmaktadır. Deneyde kullanılmak 

üzere 2 mM demir-II-klorür ile 5 mM ferrozin çözeltisi hazırlanmıştır. Yönteme göre; her bir 

örnekten ve kontrolden (etanol) 20 μL mikropipet ile alınarak 96 kuyucuklu mikroplağa 

konulmuş, üzerlerine 10 μL FeCl2 ve ardından 40 μL ferrozin çözeltisi eklenmiştir. Son hacim 

160 μL olacak şekilde etanol ilave edilerek, karışım 10 dk oda sıcaklığında bekletilmiş ve 

süre sonunda absorbans 562 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax 

i3x microplate reader, ABD) okunmuştur. Örneklerin % şelasyonları Eş. 3.3’e göre 

hesaplanmıştır. Her örnek 3 paralel olacak şekilde çalışılmış ve sonuçlar 3 deneyden elde 

edilen % şelasyonların ortalaması ± S.S. olarak verilmiştir (Çizelge 4.4.) Referans madde 

olarak etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Sigma) kullanılmıştır. 

% inhibisyon =  [(A1 − A2)/A1] × 100 (3.3) 

A1= Kontrol çözeltisinin 562 nm dalga boyundaki absorbansı 
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A2= Örnek çözeltilerinin 562 nm dalga boyundaki absorbansı 

Demir-indirgeme antioksidan gücü (FRAP) tayini 

FRAP değerleri, Benzie ve Strain’in (1996) yönteminde bazı değişiklikler yapılarak tayin 

edilmiştir. 96 Kuyucuklu mikroplakta 10 mM stok konsantrasyonda hazırlanan fenolik 

bileşiklerden 10’ar μL alınarak pH: 6,6; 0,2 M; 25 μL fosfat tamponu ve 25 μL potasyum 

ferrisiyanür eklenerek, 50 °C’de 20 dk inkübe edilmiştir. Süre sonunda 25 μL % 10 

trikloroasetik asit, 85 μL distile su ve 17 μL FeCl3 eklenmiştir. Örnekler 30 dk daha inkübe 

edildikten sonra 700 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x 

microplate reader, ABD) absorbanslar ölçülmüştür. Bu deneyde kersetin, referans bileşik 

olarak kullanılmıştır. Deneyler 3 paralel olarak uygulanmış ve sonuçlar absorbansların 

ortalaması ± S.S. olarak verilmiştir. 

DPPH serbest radikal süpürücü aktivite tayini 

Örneklerin DPPH radikali etkisiyle koyu viyoleden açık sarı renge dönüşümünün 515 nm 

dalga boyunda spektrofotometre ile ölçülmesi ile tayin yapılmaktadır (Barros ve diğerleri 

2007). 96 Kuyucuklu mikroplağa, 10 mM konsantrasyonda hazırlanmış fenolik bileşiklerden 

10’ar μL ve taze olarak hazırlanmış 0,138 mg/mL DPPH solüsyonundan 90’ar μL eklenmiştir. 

30 dk boyunca karanlıkta ve oda sıcaklığında inkübe edilen mikroplakların absorbansları 515 

nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x microplate reader, ABD) ölçülmüştür. 

Kersetin referans bileşik (pozitif kontrol) olarak, etanol ise negatif kontrol olarak 

kullanılmıştır. Deneyler 3 paralel olacak şekilde uygulanmış ve % süpürücü etkinin 

ortalaması ± S.S. olarak kaydedilmiştir. % Süpürücü etki Eş. 3.4’ e göre hesaplanmıştır: 

% Süpürücü etki =  [(A1 − A2)/A1] × 100 (3.4) 

A1= DPPH stok çözeltisinin 515 nm dalga boyundaki ortalama absorbansı  

A2= Örnek çözeltilerinin 515 nm dalga boyundaki absorbansı 
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Bakır-indirgeme antioksidan gücü tayini (CUPRAC) 

Bileşiklerin CUPRAC değerlerini tayin etmek amacıyla, esası bakır-neokuproin kompleksinin 

[Cu(II)-Nc] antioksidan etkili maddeler ile Cu(I)-Nc’e redüksiyonuna dayanan Apak ve 

diğerlerinin (2004) yöntemi mikroplakta uygulanmak üzere modifiye edilerek 

uygulanmıştır. Bunun için 25 μL 10 mM CuCl2, 25 μL 7,5 mM neokuproin, 25 μL 1 M 

amonyum asetat (pH: 7), 25 μL 10 mM fenolik bileşik ve 100 μL distile su 96 kuyucuklu 

mikroplak kuyucuğunda karıştırılmıştır. Daha sonra mikroplak 30 dk inkübe edilerek, süre 

sonunda absorbanslar 450 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x 

microplate reader, ABD) okutulmuştur. Her örnek 3 paralel olarak çalışılmış ve sonuçlar 3 

paralel deneyden elde edilen absorbansların ortalaması ± S.S. olarak verilmiştir. Referans 

bileşik olarak gallik asit kullanılmıştır. 

Drosophila melanogaster’de AChE ve BChE inhibitör aktivite ölçümleri 

AChE ve BChE inhibisyonu aktivite ölçümleri Ellman ve ark. (1961) tarafından geliştirilen, 

modifiye edilmiş spektrofotometrik yöntem ile gerçekleştirilmiştir. Enzim kaynağı olarak 

örnek numunelerinin bulunduğu besiyerinde beslenen Drosophila melanogaster (sirke 

sineği) ergin bireylerine ait kafa homojenatları kullanılmıştır. AChE inhibisyonu tayininde 

substrat olarak asetiltiyokolin iyodür (Sigma, ABD), BChE inhibisyonu tayininde ise substrat 

olarak bütiriltiyokolin klorür (Sigma, ABD) ile renklendirici madde olarak DTNB (Sigma, ABD) 

kullanılmıştır. 

96 Kuyucuklu mikroplak kuyucuğuna 110 μL distile su, 20 μL 1M tris-HCl (5 mM EDTA, pH: 

8) ve 10 μL 0,5 mM DTNB (% 1’lik sodyum sitrat içinde hazırlanmış) eklenmiştir. Enzim 

kaynağı olarak sinek kafa homojenatından 10 μL ve AChE inhibisyonu ölçümünde substrat 

olarak kullanılan asetiltiyokolin iyodürden (10 mM) 50 μL kuyucuklara ilave edilerek, 

mikroplaklardaki absorbans değişimleri 412 nm dalga boyunda 5 dk boyunca 96 kuyucuklu 

ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x microplate reader, ABD) okutulmuştur. BChE 

aktivite ölçümü için ise çözeltiler aynı şekilde kuyucuklara eklenmiş ve substrat olarak 

bütiriltiyokolin klorür kullanılmıştır. Her örnek 3 paralel çalışılmış ve süre sonunda 3 paralel 

deneyden elde edilen Vmax değerlerinin ortalaması ± S.S. olarak verilmiştir (Yıldız, 2013). 
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Hücre kültürü yöntemiyle sitotoksisite tayini 

MTT yöntemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi 

Kolinesteraz inhibitör etki açısından en aktif olduğu belirlenen fenolik bileşiklerin (kersetin, 

oleuropein, gallik asit, EGCG, rozmarinik asit ve 3-hidroksitirozol), insan nöroblastoma 

hücrelerinde olası sitotoksik aktivitesini belirlemek için, sitotoksisitenin 

değerlendirilmesinde yaygın olarak kullanılan kolorimetrik test yöntemlerinden biri olan 

MTT yöntemi kullanılarak hücre canlılığı üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Bu 

yöntemde, canlı hücreler MTT'yi formazana indirgeyen NAD(P)H'ye bağlı oksidoredüktaz 

enzimlerini içermektedir. Reaksiyon mitokondriyal süksinat dehidrogenaz tarafından 

katalizlenerek, mavi-mor renkli, suda çözünmeyen formazana indirgenir. Formazan 

kristallerinin çözülmesi ile elde edilen solüsyonun renk yoğunluğu spektrofotometrik 

ölçümle belirlenir. Formazon oluşumu yalnızca aktif mitokondrinin bulunduğu canlı 

hücrelerde görüldüğünden çözelti ne kadar koyu olursa, canlı yani metabolik olarak aktif 

hücrelerin sayısı o kadar fazla olmaktadır (Mosmann, 1983). 

Sitototoksik aktivitenin belirlenmesi için SH-SY5Y insan nöroblastoma hücreleri 

kullanılmıştır. Hücreler, Sağlık Bilimleri Üniversitesi, Gülhane Eczacılık Fakültesi öğretim 

üyesi Doç. Dr. Merve BACANLI’nın laboratuvarından temin edilmiştir. SH-SY5Y, SK-N-SH 

nöroblastoma hücre hattından türetilen 3 kez alt klonlanmış bir hücre hattıdır. SH-SY5Y 

hücreleri % 5 fetal sığır serumu (fetal bovine serum, FBS) ve % 1 penisilin-streptomisin 

içeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyerinde 37°C’de % 5 CO2 içeren 

inkübatörde T25 erlenlerde kültüre edilmiştir. Hücreler yeterli birleşme (confluent) 

düzeyine ulaştığında, deneye alınmadan önce tripan mavisi metodu ile canlı hücre sayımı 

yapılmıştır (Strober, 2015). MTT yöntemi için 96 kuyucuklu plaklarda her bir kuyucuğa 6000 

hücre ekilmiştir. Hücreler bir gece inkübe edildikten sonra deney tasarımına göre uygun 

dozlarda test edilecek bileşikler ve kontroller hücrelerle muamele edilmiştir. Test maddeleri 

dimetil sülfoksit (DMSO) ile çözüldüğünden, negatif kontrolün yanı sıra çözücü kontrol 

olarak DMSO uygulanmıştır. Referans ilaç (pozitif kontrol) olarak doksorubisin (0,3-10 µM) 

eklenmiştir. Test edilen bileşiklerin final konsantrasyonu 1000 µM (10 – 1000 µM) olacak 

şekilde 5 dozda sitotoksisite açısından değerlendirilmiştir. Sitotoksik aktivite deneyi her 
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örnek için 3 kez, her seferinde 3’lü tekrarlar olarak çalışılmıştır. Ardından hücreler 48 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda hücrelerin üzerindeki besi yeri 

uzaklaştırılarak besi yeri tazelenmiş ve üzerine 1 g/L konsantrasyondaki MTT çözeltisi (50 

μl) eklenmiştir. Üç saatlik inkübasyon sonrasında, kuyucuklardaki karışım uzaklaştırılıp, 

formazan kristallerinin çözülmesi için DMSO eklenmiştir. Mikroplak okuyucuda 570 nm’de 

absorbans değerleri ölçülmüştür. Çözücü kontrol % 100 canlı olarak kabul edilerek, test 

edilen dozların % hücre canlılıkları Graphpad Prizm v.7 yazılımı kullanılarak, doğrusal 

olmayan regresyon yöntemi ile hesaplanmış ve ardından IC50 değerleri tayin edilmiştir.  

Alamar Blue yöntemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi 

Kolinesteraz inhibitör etki açısından en aktif olduğu belirlenen fenolik bileşiklerin insan 

nöroblastoma hücrelerinde olası sitotoksik aktivitesini belirlemek için florometrik bir test 

yöntemi olan Alamar Blue yöntemi kullanılarak da hücre canlılığı değerlendirilmiştir 

(Erkekoğlu ve Baydar, 2021). Sitototoksik aktivitenin belirlenmesi için SH-SY5Y insan 

nöroblastoma hücre hattı kullanılmıştır. Hücreler 56 °C’de 30 dk boyunca ısıyla pasif hale 

getirilmiş, % 10’luk FBS ile desteklenmiş ve % 1 penisilin-streptomisin içeren DMEM/besin 

karışımı F-12 besiyerinde muhafaza edilmiştir. Hücreler 37 °C'de % 5 CO2 ve % 95 nem 

oranına sahip steril bir inkübatörde kültüre edilmiştir. Tam besiyerindeki (100 µl) 10000 SH-

SY5Y hücresi 96 kuyucuklu plağın her bir kuyusuna ekilmiş ve yüzeye tutunmaları için 16-24 

saat boyunca inkübe edilmiştir. Hücreler DMSO içinde çözülmüş fenolik bileşiklerin (gallik 

asit, rozmarinik asit, kersetin, EGCG, fisetin, 3-hidroksitirozol, oleuropein ve trans-

resveratrol) farklı konsantrasyonları (0-400 µM) ile muamele edilmiş ve % 5 CO2 ile 37 °C'de 

24 saat inkübe edilmiştir. Daha sonra her bir kuyucuğa filtre ile sterilize edilmiş 10 µl % 

0,015 resazurin çözeltisi (Sigma-Aldrich, R7017) eklenerek, 37 °C'de % 5 CO2 ile 2 saat 

inkübe edilmiştir. 560 nm dalga boyunda eksitasyon ve 590 nm dalga boyunda emisyon 

floresan ölçümleri yapılmış ve kontrol grubuna kıyasla % hücre canlılığı hesaplanmıştır 

(Eilenberger ve diğerleri 2018). 
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Seçilen fenolik bileşiklerin AH ile ilişkilendirilen bazı genler üzerinde gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu (real time/RT-PCR) yöntemi ile ekspresyon analizi 

RNA izolasyonu ve gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (real time/RT-PCR) 

SH-SY5Y hücreleri 24 saat boyunca gallik asit, rozmarinik asit, kersetin, EGCG, fisetin, 3-

hidroksitirozol, oleuropein ve trans-resveratrol ile muamele edilmiş ve RNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. RNA izolasyon protokolünde, hücre pelletleri 1 mL trizol reaktifi 

kullanılarak homojenize edilmiş ve oda sıcaklığında 5 dk inkübe edilmiştir. Kloroform (200 

µl)/trizol (1 mL) eklenmiş, karışım kuvvetlice çalkalanmış ve oda sıcaklığında 3 dk inkübe 

edilmiştir. Daha sonra karışım +4 °C'de 10000 rpm'de 15 dk boyunca santrifüj edilmiş ve 

üstteki renksiz faz RNaz içermeyen bir mikrosantrifüj tüpüne aktarılmıştır. Tüpe isopropanol 

(500 µL )/trizol (1 mL) eklenerek, karışım oda sıcaklığında 10 dk inkübe edilip 10000 rpm'de 

10 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatant uzaklaştırılarak pellet en az 1 mL % 75 etanol/1 mL 

trizol ile yıkanmış ve +4°C'de 7500 rpm'de 5 dk santrifüj edilmiştir. Tüm süpernatant tüpten 

çıkarıldıktan ve pellet havada kurutulduktan sonra, RNA içeren pelet yaklaşık 100 µl nükleaz 

içermeyen suda çözülmüş ve 55 °C'de 5 dk inkübe edilmiştir. Uzun süreli saklama için RNA 

- 80 °C'de saklanmıştır.  

cDNA sentezi abm, OneScript® Plus cDNA sentez kiti kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kit ile 

birlikte verilen protokolde belirtildiği gibi, 2000 ng/µl RNA, 1 µl dNTPS, 1 µl oligo (dT) primer 

ve 13 µl'ye kadar nükleaz içermeyen su içeren karışım hazırlanmış ve 65 °C'de 5 dk inkübe 

edilmiştir. Karışım buz üzerinde 1 dk inkübe edildikten sonra, tüpe 4 µl 5X RT tamponu ve 

1 µl OneScript® Plus RTase eklenmiştir. Tüm karışım 50 °C'de 50 dk ve 85 °C'de 5 dk inkübe 

edilmiştir. cDNA uzun süreli saklama için - 20 °C'de muhafaza edilmiştir. 

Real time (RT)-PCR; abm, BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix ve CFX Connect RT-PCR sistemi 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Çizelge 3.2.’de belirtilen toplam 14 genin (APP, PSEN1, 

ABCA7, APOE, CLU, PICALM, BIN1, CD2AP, CR1, CD33, SORL1, MMP9, TNF ve CCL5) gen 

ifade düzeyindeki değişim β-aktin ile normalize edilmiştir (Karch ve diğerleri 2014). Kontrol 

grubu olarak fenolik bileşiklerin çözücüsü olan DMSO kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.2. Gene özgü primer dizileri ve primer yapışma sıcaklıkları 

Genler* İleri Sekans Geri Sekans 

Primer 
Yapışma 
Sıcaklığı 

(annealing) 
(°C) 

APP GCCCTGCGGAATTGACAAG CCATCTGCATAGTCTGTGTCTG 62 

PSEN1 GCAGTATCCTCGCTGGTGAAGA CAGGCTATGGTTGTGTTCCAGTC 54,5 

ABCA7 CACTCTTCCGAGAGCTAGACAC CTCCATATCTGTGTCCGCAGCA 54,5 

APOE GGGTCGCTTTTGGGATTACCTG CAACTCCTTCATGGTCTCGTCC 54,5 

CLU TGCGGATGAAGGACCAGTGTGA TTTCCTGGTCAACCTCTCAGCG 54,5 

PICALM GGCAGCATTAGAGGAAGAACAGG CTGCTGAGGTGGATACAGGAGA 54,5 

BIN1 CGTCAACACGTTCCAGAGCATC CTTGACCGTGAAGGTGTTGCTC 54,5 

CD2AP CCAAAGCCTGAACTGATAGCTGC GGACTTGTGGAGCTGCTGGTTT 54,5 

CR1 TAGGTGTCAGCCTGGCTTTGTC GACATCTGGAGGTGGCTGACAT 54,5 

CD33 GTGACTACGGAGAGAACCATCC GCTGTAACACCAGCTCCTCCAA 54,5 

SORL1 GAACACCTGTCTTCGCAACCAG TGTCCAGGTCACAGATGGTGGT 54,5 

MMP9 GGGACGCAGACATCGTCATC TCGTCATCGTCGAAATGGGC 62 

TNF TGGGATCATTGCCCTGTGAG GGTGTCTGAAGGAGGGGGTA 62 

CCL5 CAGTCGTCTTTGTCACCCGA AGAGCAAGCAGAAACAGGCA 62 

β-Aktin GCCGCCAGCTCACCAT GATGCCTCTCTTGCTCTGGG 59 
*APP: amiloit öncü proteini; PSEN1: presenilin1; ABCA7: ATP Bağlayıcı Kaset Alt Ailesi A Üyesi 7; APOE: 
apolipoprotein E; CLU: Klusterin; PICALM: fosfatidilinositol bağlayıcı klatrin montaj proteini; BIN1: Köprüleme 
entegratörü 1; CD2AP: CD2-ilişkili protein; CR1: kompleman reseptörü tip 1; CD33: Sialik asit-
bağlayıcı immünoglobin-lektin 3; SORL1: sortilin-ilişkili reseptör 1; MMP9: matriks metalloproteinaz-9; TNF: 
tümör nekroz faktör; CCL5: kemokin C-C (motif) ligant 5 

3.2.2. In vivo yöntemler 

Antiamnezik aktivite tayini 

Enzim inhibisyon deneylerinde aktif bulunan fenolik bileşiklerin bazılarının hafıza üzerindeki 

etkileri, AH için önerilen in vivo deney modellerinden biri olan farelerde pasif kaçınma testi 

(passive avoidance test) ile değerlendirilmiştir. Bu amaçla aralarında giyotin kapı (5 × 5 cm) 

bulunan, aydınlık ve karanlık olmak üzere eşit iki bölmeden (20 × 20 × 20 cm) oluşan bir 

aparat (step-through type, Ugo-Basile Biological Research Apparatus, Comerio, Italy, Cat. 

No. 7550) kullanılmıştır. Tabanında 2 mm kalınlık ve 1 cm aralıklı paslanmaz çelik telden 

meydana gelen ızgara bulunan aparatın aydınlık bölmesi 100 watt’lık bir ampulle 

aydınlatılmıştır. Gazi Üniversitesi, Laboratuvar Hayvanları Yetiştirme ve Deneysel 

Araştırmalar Merkezinden (GÜDAM) satın alınan 64 adet erkek Swiss albino farenin (35-45 

g), Gazi Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi bünyesindeki Deney Hayvanları Bakım ve Deneysel 

Araştırmalar Ünitesinde bir hafta boyunca adaptasyon süreci tamamlanmış ve bir hafta 
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sonunda fareler rastgele, her grupta 8 fare olacak şekilde 8 gruba ayrılmıştır; A- (% 0,9 NaCl-

SHAM), B-(skopolamin hidrobromür-kontrol grubu), C-(oleuropein), D-(3-hidroksitirozol), 

E-(gallik asit), F-(rozmarinik asit), G-(EGCG) fenolik bileşik grupları ve referans H-

(galantamin hidrobromür) grubu oluşturulmuştur (Resim 3.1.). Öğrenme/edinim 

(acquisition) periyodunda fareler önce aydınlık bölmeye konulmuş, 10 sn sonra giyotin kapı 

açılmış ve farelerin karanlık bölmeye geçiş süresi ölçülmüştür (Çizelge 4.12.; Resim 3.2.). 

Karanlık bölmeye geçtikten sonra giyotin kapı kapanmış ve farelerin ayaklarına 3 sn 

boyunca 0,1 mA/10 g/vücut ağırlığı (v.a.) olacak şekilde elektrik akımı uygulanmıştır (Orhan 

ve Aslan, 2009). Öğrenme periyodundan hemen sonra A grubuna (SHAM) sadece % 0,9 

NaCl; C, D, E, F, G gruplarına sırasıyla % 0,9 NaCl içinde 20 mg/kg dozlarda olacak şekilde 

hazırlanmış olan oleuropein, 3-hidroksitirozol, gallik asit, rozmarinik asit ve EGCG i.p. yolla; 

H grubuna ise 10 mg/kg dozda, referans ilaç galantamin hidrobromür s.c. yolla enjekte 

edilmiştir (De Bruin ve Pouzet, 2006). B, C, D, E, F, G ve H gruplarına 30 dk sonra skopolamin 

hidrobromür 1 mg/kg dozda, % 0,9 NaCl içinde çözülerek i.p. yolla uygulanmış ve amnezi 

oluşturulmuştur (Orhan ve Aslan, 2009). Bu uygulamadan 24 saat sonra fareler tekrar 

aydınlık bölmeye yerleştirilmiş ve giyotin kapı açıldıktan sonra karanlık bölmeye geçiş 

zamanı (latency time) ölçülmüştür (Çizelge 4.12.). Karanlık bölmeye 9 dk (cut off time) 

içinde girmeyen farelerin pasif kaçınmayı hatırladıkları sonucuna varılmıştır. İstatistiksel 

değerlendirmeler tek yönlü ANOVA yöntemi ile GraphPad Prism 6.01 yazılımı kullanılarak 

yapılmıştır. Deneyler Gazi Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından verilen 

66332047-604.01.02 sayılı etik kurul izni doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. 
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Resim 3.1. Antiamnezik aktivite tayininde kullanılmak üzere gruplara ayrılmış erkek Swiss 
albino fareler 

 

Resim 3.2. Pasif kaçınma testi düzeneği 

Drosophila melanogaster nöroprotektif etki modeliyle aktivite tayini 

Kullanılan Drosophila melanogaster soyu 

Bu çalışma kapsamında kullanılan Drosophila melanogaster Berlin-K soyu, yabanıl bir soy 

olup gerek nörodejeneretif hastalıklar gerekse Drosophila ile yapılan diğer çalışmalarda 

yaygın olarak kullanılan bir soy hattıdır. Hacettepe Üniversitesi, Biyoloji Bölümü, 

Fonksiyonel ve Evrimsel Genetik Laboratuvarı bünyesinde bulunan bu soy ile, Drosophila 

melanogaster AChE genotiplerini çalışmak üzere yukarıda belirtilen in vitro çalışmalarda 

belirlenen fenolik bileşiklerin uygulamaları gerçekleştirilmiştir.  
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Stokların muhafaza edilmesi, çoğaltılması ve kafa homojenatlarının hazırlanması 

Soyun stokları ve deneysel çapraz setleri 25 ±1 ℃’deki sabit sıcaklık, ortalama % 65 bağıl 

nem ve 12 saatlik gece-gündüz döngüsü sağlayan iklim odasında, 16 gün aralıklarla transfer 

edilerek muhafaza edilmiştir. Stoklar ve deneysel çaprazlar standart Drosophila besiyerini  

içeren (Markow ve O'Grady, 2005) tüpler ve şişelerde gerçekleştirilmiştir. In vitro AChE ve 

BChE inhibisyon tayini sonucu aktif olduğunu belirlediğimiz fenolik bileşiklerden gallik asit, 

3-hidroksitirozol ve kersetin, ayrıca galantamin hidrobromür (pozitif kontrol) ve etanol 

(negatif kontrol) larvaların beslenmesi için seçilmiştir. Graf ve diğerleri (1984) tarafından 

geliştirilen yöntem modifiye edilerek; bu bileşiklerle beslenecek aynı yaştaki larvaları elde 

etmek için, standart Drosophila besiyerinde ön stoklar oluşturulmuştur (Graf ve diğerleri 

1984). Bu stoklardan gelen 5-7 günlük dişi ve erkek bireylerin, yeni kültür şişelerinde bir 

araya konularak 8 saat süresince yumurta bırakmaları sağlanmıştır (Resim 3.3.). Üçüncü 

evre larvalar bu şişelerin 72 saat sonunda ince gözenekli elekte yıkanmasıyla elde edilmiştir 

(Resim 3.4.). 72 ± 4 yaştaki larvalar hazır olduğunda, seçilen fenolik bileşikler için literatür 

ile belirlenen 2’şer konsantrasyon ve galantamin için 4 konsantrasyon (Çizelge 3.3.) 

hazırlanmış ve tüm bileşikler % 1 konsantrasyonda % 96’lık etanolde çözülmüştür. 2,5x7,5 

cm ölçülerindeki cam tüplere birer ölçü (4,5 g) Drosophila hazır besiyeri (Carolina- Formula 

4-24-Drosophila Instant Medium) konulmuş, fenolik bileşikler ve galantaminin farklı 

konsantrasyonlarıyla (9’ar mL) ıslatılmıştır. Bu şekilde hazırlanan her bir tüpe eleklerde 

ayrılmış larvalardan bir küçük spatül dolusu (yaklaşık 50 larva) konulmuş ve tüplerin ağızları 

sünger tıpalarla kapatılmıştır. Tüm tüpler 25 ± 1 ℃’ deki sabit sıcaklık kabinine kaldırılmıştır. 

Üçüncü evre larvalar fenolik bileşik ve galantamin hidrobromür ile hazırlanmış 

besiyerlerinde pupa evresine kadar yaklaşık 48 saat beslenerek kronik şekilde uygulanan 

bileşiklere maruz bırakılmıştır (Resim 3.5.). 
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Çizelge 3.3. 72 saat/yaştaki Drosophila melanogaster larvalarının beslendiği fenolik bileşik 
ve pozitif kontrol konsantrasyonları 

Fenolik bileşikler ve 
pozitif kontrol 

72 Saat/yaştaki Drosophila 
larvalarının beslendiği 
konsantrasyonlar 

Kaynaklar 

Gallik asit 0,5 mM, 1,5 mM 

(Gomes ve diğerleri 2020) 
(Cha ve diğerleri 2019) 
(Nagpal ve Abraham, 2017) 
(Ortega-Arellano ve diğerleri 2013) 

3-Hidroksitirozol 20 μM, 100 μM (Anter ve diğerleri 2014) 

Kersetin 50 μM, 150 μM 
(Nagpal ve Abraham, 2017) 
(Singh ve diğerleri 2011) 
(Gupta ve diğerleri 2007) 

Galantamin hidrobromür 20 μM, 1mM, 2 mM, 10 mM 
(Siddique ve diğerleri 2023) 
(Siddique ve diğerleri 2022) 
(Zarotsky ve diğerleri 2003) 

 

Resim 3.3. Fenolik bileşikler ile beslenmiş 5-7 günlük dişi ve erkek bireyler 
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Resim 3.4. Üçüncü evre larvaların ince gözenekli elekte yıkanması 

 

Resim 3.5. Üçüncü evre larvaların fenolik bileşiklerin 2 konsantrasyonuyla hazırlanan 
besiyerinde pupa evresine kadar beslendiği tüpler 

Fenolik bileşiklere 48 saat boyunca maruz bırakılarak beslenen D. melanogaster larvaları 

pupa evresinden ergin evreye geçtikleri ilk gün CO2 ile bayıltılarak, her konsantrasyon için 

15 birey olacak şekilde Eppendorf tüplerine alınmış ve – 80 oC’deki dondurucuya 

konulmuştur. 
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D. melanogaster Berlin-K soyu için uygulama grubunda (3 fenolik bileşik x 2 farklı 

konsantrasyon x 15 birey: 90 birey), negatif kontrol (etanol: 15 birey), referans (galantamin 

hidrobromür: 15 birey), toplamda 120 adet D. melanogaster ergin kafası elde edilmiştir. - 

80oC’de dondurulmuş Drosophila kafaları buz üzerinde disekte edildikten sonra, sıvı azot 

içeren havana aktarılıp ezilmiştir. Kafaların gramı başına 10 mL % 0,5 Triton X-100 içeren 

0,1 M fosfat tamponu (pH: 7,4) eklenip, +4 ℃’de 13 000 rpm hızda 15 dk santrifüj edilmiştir. 

Elde edilen süpernatantlar, enzim kaynağı olarak kullanılmak üzere steril tüplere alınıp 

Hacettepe Üniversitesi, Biyoloji Bölümü, Fonksiyonel ve Evrimsel Genetik Laboratuvarından 

soğuk zincir ile Gazi Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Farmakognozi Laboratuvarına transfer 

edilmiş (Resim 3.6.) ve in vitro AChE ve BChE inhibitör aktivite tayininde kullanılmıştır. 

 

Resim 3.6. Enzim kaynağı olarak kullanılan, steril tüplere konulmuş süpernatantlar 

Zebra balığı davranış modellerinde nöroprotektif etki tayini 

Tez deneylerimizin in vitro ve in vivo (farelerde) aşamalarında aktif olduğunu belirlediğimiz 

ve elimizde yeterli miktarda bulunan fenolik bileşiklerin hafıza üzerindeki etkileri, 

tezimizdeki in vivo deney modellerinden diğeri olan zebra balığı (Danio rerio) davranış 

modelleri kullanılarak, Iasi Alexandru Ioan Cuza Üniversitesi, Biyoloji Fakültesi, Biyoloji 

Bölümü Laboratuvarında (Romanya) gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla çalışmanın 

başlangıcında, her 2 cinsiyetten eşit sayıda, 3-4 aylık ve 3-4 cm uzunluğunda 90 adet yetişkin 

zebra balığının wild-type short-fin suşu yetkili bir ticari tedarikçiden (Iasi, Romanya) satın 

alınmıştır. En az 14 gün boyunca deney ortamına alıştırılan zebra balıkları 10'arlı gruplar 

halinde, Tetratec® hava pompaları (Tetra, Melle, Almanya) ile su filtrasyonu ve 
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havalandırmanın (7,20 mg O2/L) yapıldığı 24 L termostatlı (26 ± 1 °C) tanklarda tutulmuştur. 

Hayvanlar 14/10 saat aydınlık/karanlık döngüsünde tutulmuş ve günde 2 kez Norwin 

Norvitall marka balık yemi (Norwin, Gadstrup, Danimarka) ile beslenmiştir. Davranışsal 

çalışmalarda, zebra balığı için güvenli dozlar belirlenerek, ortama alıştırılmış zebra balıkları 

rastgele olarak kontrol, EGCG (EG, 3 µg/L), fisetin (FS, 3 µg/L), oleuropein (OP, 3 µg/L), 

rozmarinik asit (RA, 3 µg/L), kersetin (QC, 3 µg/L), 3-hidroksitirozol (3HT, 3 µg/L), gallik asit 

(GA, 3 µg/L) ve trans-resveratrol (RV, 3 µg/L) olacak şekilde gruplandırılmıştır. Seçilen 

fenolik bileşikler (3 µg/L) % 1 DMSO çözeltisinde çözülmüş ve zebra balıklarına 8 gün 

boyunca günde bir kez 1 saat süreyle daldırılarak uygulanmıştır. Kontrol grubu sadece % 1 

DMSO çözeltisi içeren klorsuz suya daldırılmıştır. Tüm deneyler Iasi Alexandru Ioan Cuza 

Üniversitesi, Biyoloji Fakültesi (Iasi, Romanya) Hayvan Araştırmaları Etik Kurulu tarafından 

verilen 1714/6.07.2023 sayılı etik kurul izni doğrultusunda gerçekleştirilmiş ve hayvanların 

güvenliğine ilişkin 22 Eylül 2010 tarihli ve 2010/63/EU sayılı Avrupa Parlamentosu ve 

Avrupa Konseyi Direktifine tam olarak uyulmuştur. Araştırmaya katılan tüm hayvanların 

sağlık durumu ve refahı davranış testleri sırasında düzenli olarak test edilmiştir. Uygulanan 

deneysel prosedürler, zebra balıklarında ciddi acıya veya uzun süreli hasara neden 

olmamıştır ve deneysel prosedürler sırasında hiçbir balık ölmemiştir. 

Yeni tank dalış testi-YTT (Novel Tank Diving Test) 

Cachat ve diğerleri (2010) tank dalış testini zebra balıklarında hem lokomotor aktiviteyi hem 

de anksiyete tepkisini değerlendirmek için özel bir test olarak tanımlamıştır. İkizkenar 

yamuk şeklinde, 1,5 L’lik bir tank (15,2 x 27,9 x 7,1 cm) sanal bir yatay çizgi ile üst ve alt 

kısımlara ayrılmıştır (Resim 3.7.). Her bir zebra balığının hareket ve keşif davranışları 6 dk 

boyunca test edilmiş ve ANY-maze® yazılımı (Stoelting Co., Wood Dale, IL, ABD) kullanılarak 

analiz edilmiştir. İncelenen parametreler, üst bölgede geçirilen süre (s), üst/alt oranında 

geçirilen süre, kat edilen toplam mesafe (m) ve hız (m/s) olmuştur. 
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Resim 3.7. Yeni tank dalış testi düzeneği  
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Y-labirent testi (Y-Maze test) 

Y-labirent testi, zebra balıklarının yeniliğe verdikleri tepkileri ve lokomotor aktiviteyi 

değerlendirmek için kullanılmaktadır (Boiangiu ve diğerleri 2022). Her bir zebra balığı, 

"başlangıç" kolu (her zaman açık), "yeni" kol (test denemesi sırasında açık) ve sürekli açık 

kol olarak tasarlanmış üç kolu (25 x 8 x 15 cm) olan Y şeklinde bir cam akvaryumda (3 L) 

uyum sürecinden geçirilmiştir (Resim 3.8.). Balıklar başlangıç koluna tek tek yerleştirilmiş 

ve yeni kol ilk eğitim seansı (5 dk) için kapatılmıştır. İkinci eğitim seansı (5 dk) 1 saat sonra 

başlamış ve balıklar bir kez daha başlangıç koluna yerleştirilmiş ve yeni kol açılmıştır. Yeni 

kolda geçirilen süre (toplam kol süresinin %'si) yeniliğe verilen tepkiyi (yeni kolun kilidi 

açıldığında cihaza yerleştirilen balığın tepkisi), spontan değişim (%) ise kısa süreli hafızayı 

değerlendirmek için kullanılırken; toplam kat edilen mesafe (m) ve dönüş açısı (°) lokomotor 

aktivite karakterizasyonu için kullanılmıştır. Videolar ANY-maze® yazılımı (Stoelting Co., 

Wood Dale, IL, ABD) ile analiz edilmiştir. 

  

Resim 3.8. Y-labirent testi düzeneği 
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Yeni nesne tanıma testi-YNT (Novel object recognition test) 

Zebra balığının hafıza yeteneğini incelemek için YNT testi kullanılmıştır (Capatina ve 

diğerleri 2021). Alışma aşamasında, zebra balığına 3 gün süreyle, nesnelerin yokluğunda 5 

dk boyunca yeni tanka (30 x 30 x 30 cm) alışma süresi verilmiştir. Zebra balığı, eğitim 

aşaması için 4. gün 10 dk süreyle benzer iki nesneye maruz bırakılmıştır (Resim 3.9.). Eğitim 

aşamasından bir saat sonra, iki benzer nesneden (tanıdık nesneler, TN) biri yeni bir nesne 

(YN) ile rastgele değiştirilmiş ve etkileşim 10 dk boyunca gözlemlenmiştir (test aşaması). 

Tercih yüzdeleri şu şekilde hesaplanmıştır: [YNkeşif zamanı/TNkeşif zamanı + YNkeşif zamanı x 100]. 

Davranış sonuçları, ANY-maze® yazılımı (Stoelting Co., Wood Dale, IL, ABD) kullanılarak 

analiz edilmiştir. 

 

Resim 3.9. Yeni nesne tanıma testi düzeneği 

Zebra balığı deneyleri için istatistiksel değerlendirme 

Sonuçları ifade etmek için ortalama ± S.S. kullanılmıştır. GraphPad Prism v. 9.0 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA, ABD), çoklu karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi 

(ANOVA) ve Tukey's post hoc analizini de içeren istatistiksel analizleri yürütmek için 
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kullanılmıştır. Veri dağılımının normalliği Shapiro-Wilk-Testi kullanılarak değerlendirilmiştir. 

p < 0,05 olduğunda, istatistiksel anlamlılığın mevcut olduğu kabul edilmiştir. 

3.2.3. In silico yöntemler  

In silico biyolojik aktivite tayini 

Biyolojik aktivite tahminleri, maddeler için aktivite spektrumu tahmini (Prediction of 

Activity Spectra for Substances, PASS) programı kullanılarak değerlendirilmiştir. PASS 

programında hafıza güçlendirici etkiyi sağlamada rol oynayabilecek biyolojik aktiviteler 

temel alınarak fenolik bileşiklerin Pa (aktif olma olasılığı) ve Pi (inaktif olma olasılığı) 

değerleri belirlenmiş, (Pa-Pi) değerlerine göre etki sıralaması yapılmıştır. Bileşikler PASS 

yazılımına basitleştirilmiş moleküler girdi hattı giriş sistemi kullanılarak girilmiştir. 

In silico toksisite tayini 

Belirlenen fenolik bileşiklere ait toksisite tahminlerinde PASS programından 

yararlanılmıştır. Toksisite tahmininde en yüksek olasılıktaki ilk 3 advers/toksik etki 

raporlanmıştır. Bileşikler PASS yazılımına basitleştirilmiş moleküler girdi hattı giriş sistemi 

kullanılarak girilmiştir. 

Moleküler kenetlenme çalışmaları 

Moleküler kenetlenme çalışmaları, Schrödinger Small-Molecule Drug Discovery Suite 2023-

1 (Schrödinger, LLC, New York, NY, 2023) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. RCSB Protein Data 

Bank (PDB) veri tabanından insan AChE (PDB kodu: 4EY7), BChE (PDB kodu: 4TPK) ve BACE1 

(PDB kodu: 2WJO) X-ışını kristal yapısı indirilmiş, Schrödinger programının Protein 

Preparation Wizard modülü kullanılarak hazırlanmıştır (Bao ve diğerleri 2023; Brus ve 

diğerleri 2014; Cheung ve diğerleri 2012). Hazırlık aşamasında hidrojen atomları eklenmiş, 

eksik veya yanlış atom tipleri düzeltilmiş ve su molekülleri silinmiştir. Sıvı simülasyonları için 

optimize edilmiş potansiyel (optimized potential for liquid simulations, OPLS4) kuvvet alanı 

uygulanarak, kök ortalama kare sapma (root mean square deviation, RMSD) değeri en fazla 

0.3 Å olacak şekilde enerji minimizasyonu yapılmıştır. Enzim X-ışını kristal yapısına bağlı 
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inhibitör molekül seçilerek, inhibitörün çevresinde aktif bölgeyi koordinatlarıyla tanımlayan 

20 Å’luk bir kutu (grid), “receptor grid generation” paneli ile oluşturulmuştur. Bu aşamada 

kuvvet alanı olarak yine OPLS4 kullanılmış, van der waals ölçeklendirme faktörü 0.80 ve yük 

parçalı kesme noktası 0,15 olarak tanımlanmıştır. Elde edilen reseptör, grid dosyaları 

moleküler modelleme çalışmasında kullanılmak üzere kaydedilmiştir. Moleküler 

modelleme işlemi, X-ışını yapısında bulunan inhibitörün yeniden kenetlenmesiyle (RMSD 

0.8427 Å) doğrulanmıştır. Seçilen bileşikler, Schrödinger programının Maestro ara yüzünde 

çizilmiş ve LigPrep (Schrödinger Release 2023-1: LigPrep, Schrödinger, LLC, New York, NY, 

2023) modülü ile varsayılan değerler kullanılarak 3 boyutlu yapıları hazırlanmıştır. 

Moleküller önceden kaydedilen grid dosyası üzerinden Schrödinger programının Glide 

modülü ile enzim aktif bölgesine ekstra hassasiyet (Extra Precision, XP) algoritması 

kullanılarak yerleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar GlideScore değerleri temel alınarak 

incelenip, moleküllere ait uygun bağlantı modları belirlenmiştir (Friesner ve diğerleri 2006).  
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4. BULGULAR 

4.1. AChE ve BChE Enzim İnhibisyonuna Ait Bulgular 

Tez çalışmamızda kullanılan fenolik bileşiklerin ve galantamin hidrobromürün (referans ilaç) 

1 mM final konsantrasyonda AChE ve BChE inhibitör etkilerine ait % inhibisyon değerleri 

Çizelge 4.1.’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.1. Fenolik bileşiklerin AChE ve BChE inhibitör etkileri (% İnhibisyon ± S.S.a, 1 mM 
final konsantrasyon) 

Fenolik Bileşikler 
Enzim İnhibisyonu (% İnhibisyon ± S.S.a) 

1 mMb 

AChE BChE 

Gallik asit 79,23 ± 0,54 84,4 ± 2,25 

Sirinjik asit 2,39 ± 4,18 17,56 ± 4,24 

Vanilik asit -c 35,06 ± 3,21 

D-(-)-Kinik asit 5,44 ± 4,0 5,84 ± 4,60 

Elajik asit - - 

Kafeik asit 57,33 ± 4,54 47,82 ± 2,75 

p-Kumarik asit - 5,15 ± 3,96 

Trans-Ferulik asit 6,26 ± 2,55 - 

Klorojenik asit 18,67 ± 1,76 25,35 ± 1,72 

Rozmarinik asit 69,99 ± 1,84 68,91 ± 4,51 

p-Tirozol - 35,58 ± 3,54 

3-Hidroksitirozol 62,40 ± 0,68 94,35 ± 2,40 

Oleuropein 84,10 ± 3,11 90,54 ± 2,51 

Apigenin 76,97 ± 1,50 - 

Luteolin - - 

Diosmetin - 18,04 ± 2,07 

Tangeretin - 9,97 ± 4,09 

Trisin - 10,48 ± 4,13 

İzokersitrin 43,17 ± 1,65 31,77 ± 0,39 

Orientin - - 

Viteksin 17,32 ± 2,77 23,14 ± 3,30 

Hiperozit 27,13 ± 1,28 - 

Fisetin 96,21 ± 0,06 76,19 ± 2,48 

Kemferol 30,91 ± 1,83 - 

Kersetin 80,98 ± 1,24 99,4 ± 0,76 

Mirisetin - - 

Morin 9,72 ± 0,96 2,81 ± 3,83 

Hesperetin 19,19 ± 2,75 25,58 ± 3,92 

Naringin 4,27 ± 4,28 14,94 ± 0,13 

Taksifolin 50,43 ± 1,12 14,36 ± 1,71 

EGCG 69,11 ± 3,91 84,43 ± 0,86 

Kateşin - - 

Daidzein - 32,15 ± 3,45 

Genistein 13,05 ± 0,50 - 

Glisitein - 29,77 ± 0,01 

Trans-Resveratrol 54,0 ± 3,59 53,21 ± 5,13 

Pelargonidin 34,25 ± 0,50 25,29 ± 4,13 

Amentoflavon - - 

Galantamin hidrobromürd 98,34 ± 0,72 87,22 ± 2,08 

a Standart sapma (n: 3), b Final konsantrasyon, c İnhibisyon gözlenmedi, d Referans (1 mM) 
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AChE ve BChE’ı % 50 üzerinde inhibe eden fenolik bileşikler ve galantaminin IC50 değerleri 

hesaplanmış ve sonuçlar Çizelge 4.2.’de verilmiştir. 

Çizelge 4.2. AChE’a karşı fenolik bileşikler ve galantaminin IC50 değerleri 

Fenolik Bileşikler 
AChE İnhibisyonu  
(IC50 ± S.S.a, mMb) 

BChE İnhibisyonu  
(IC50 ± S.S.a, mMb) 

Gallik asit 0,427 ± 0,007 0,318 ± 0,059 

Kafeik asit 0,383 ± 0,067 -c 

Rozmarinik asit 0,308 ± 0,050 0,614 ± 0,009 

3-Hidroksitirozol 0,456 ± 0,027 0,610 ± 0,019 

Oleuropein 0,539 ± 0,035 0,648 ± 0,103 

Apigenin 0,367 ± 0,002 - 

Fisetin 0,124 ± 0,124 0,962 ± 0,081 

Kersetin 0,122 ± 0,079 0,323 ± 0,024 

Taksifolin 0,718 ± 0,205 - 

EGCG 0,412 ± 0,101 0,516 ± 0,031 

Trans-Resveratrol 0,519 ± 0,283 0,987 ± 0,101 

Galantamin hidrobromürd 0,00018 ± 0,000005 0,025 ± 0,001 
a Standart sapma (n: 3), b Final konsantrasyon, c Test edilmedi, d Referans 

 

Resim 4.1. 96 kuyucuklu mikroplakta in vitro kolinesteraz enzim inhibisyonu tayini 

4.2. BACE1 İnhibisyonuna Ait Bulgular 

Seçilen fenolik bileşiklerin 1 mM final konsantrasyonda BACE1 inhibitör etkilerine ait % 

inhibisyon ve BACE1’i % 50 üzerinde inhibe eden fenolik bileşiklerin IC50 değerleri Çizelge 

4.3.’te verilmiştir. 
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Çizelge 4.3. Seçilen fenolik bileşiklerin 1 mM final konsantrasyonda BACE-1 inhibitör etkileri 
(% İnhibisyon ± S.S.a; IC50 ± S.S.a) 

Fenolik Bileşikler 
β-Sekretaz İnhibisyonu 

(% İnhibisyon ± S.S.a, 1 mMb) 
β-Sekretaz İnhibisyonu 

(IC50 ± S.S.a, mMb) 

Gallik asit 27,51 ± 2,97 -c 

Rozmarinik asit 67,04 ± 0,64 0,406 ± 0,068 

3-Hidroksitirozol 45,33 ± 0,22 - 

Oleuropein 52,38 ± 2,08 0,987 ± 0,101 

Fisetin 32,40 ± 4,59 - 

Kersetind 86,87 ± 4,48 0,316 ± 0,030 

EGCG 90,58 ± 1,07 0,162 ± 0,012 

Trans-Resveratrol 91,58 ± 3,59 0,180 ± 0,017 
a Standart sapma (n: 3), b final konsantrasyon, c Test edilmedi, d Referans 

4.3. Demir İyonu-Şelasyon Etki Tayinine Ait Bulgular 

Fenolik bileşikler 10 mM stok konsantrasyonda % 50’nin altında demir iyonu-şelasyon etki 

gösterdiğinden, IC50 değerleri hesaplanmamıştır. Sonuçlar Çizelge 4.4.’te sunulmaktadır. 
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Çizelge 4.4. Fenolik bileşiklerin demir iyonu-şelasyon etkileri (% Şelasyon ± S.S.a) 

Fenolik Bileşikler 
Demir İyonu-Şelasyon Etki 

(% Şelasyon ± S.S. a) (10 mM) 

Gallik asit 2,60 ± 0,03 

Sirinjik asit 4,84 ± 0,03 

Vanilik asit 3,47 ± 0,07 

D-(-)-Kinik asit 26,82 ± 0,08 

Elajik asit 39,82 ± 0,02 

Kafeik asit -b 

p-Kumarik asit 14,51 ± 0,07 

Trans-Ferulik asit 1,90 ± 0,01 

Klorojenik asit 11,99 ± 0,05 

Rozmarinik asit - 

p-Tirozol 14,71 ± 0,09 

3-Hidroksitirozol 2,84 ± 0,05 

Oleuropein 2,61 ± 0,05 

Apigenin 32,55 ± 0,02 

Luteolin 23,62 ± 0,03 

Diosmetin 5,65 ± 0,02 

Tangeretin 5,46 ± 0,05 

Trisin 37,13 ± 0,05 

İzokersitrin 8,33 ± 0,11 

Orientin 9,51 ± 0,05 

Viteksin 44,12 ± 0,09 

Hiperozit 38,96 ± 0,12 

Fisetin 22,64 ± 0,06 

Kemferol 8,88 ± 0,01 

Kersetin 13,87 ± 0,12 

Mirisetin 10,06 ± 0,08 

Morin 7,95 ± 0,03 

Hesperetin 10,69 ± 0,01 

Naringin 10,44 ± 0,07 

Taksifolin 5,15 ± 0,05 

EGCG 4,44 ± 0,07 

Kateşin 14,89 ± 0,06 

Daidzein 13,77 ± 0,09 

Genistein 13,11 ± 0,07 

Glisitein 14,99 ± 0,03 

Trans-Resveratrol 11,00 ± 0,05 

Pelargonidin - 

Amentoflavon 32,54 ± 0,05 

EDTAc 93,35 ± 0,01 
a Standart sapma (n: 3), b Şelasyon gözlenmedi, c Referans (10 mM) 
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4.4. FRAP Tayinine Ait Bulgular 

Tez gereçlerimizi teşkil eden fenolik bileşiklerin FRAP değerleri tayin edilmiş olup, sonuçlar 

Çizelge 4.5.’te sunulmaktadır. Elde edilen sonuçlara göre; referans olarak kullanılan 

kersetinden daha yüksek aktivite gösteren 5 bileşik sırasıyla; taksifolin, morin, EGCG, fisetin 

ve 3-hidroksitirozol olmuştur. En yüksek FRAP aktivitesine sahip diğer 2 bileşik olan 

rozmarinik asit ve sirinjik asitin değerleri ise kersetine çok yakın bulunmuştur. 
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Çizelge 4.5. Fenolik bileşiklerin 10 mM stok konsantrasyonda FRAP değerleri  

Fenolik Bileşikler 
FRAP 

(700 nm’de absorbans ± S.S a) (10 mM) 

Gallik asit 1,61 ± 0,02 

Sirinjik asit 1,80 ± 0,17 

Vanilik asit 1,17 ± 0,01 

D-(-)-Kinik asit 1,14 ± 0,23 

Elajik asit 1,59 ± 0,43 

Kafeik asit 1,72 ± 0,10 

p-Kumarik asit 1,08 ± 0,04 

Trans-Ferulik asit 1,57 ± 0,09 

Klorojenik asit 1,57 ± 0,11 

Rozmarinik asit 1,83 ± 0,05 

p-Tirozol 1,11 ± 0,12 

3-Hidroksitirozol 1,86 ± 0,05 

Oleuropein 1,68 ± 0,04 

Apigenin 1,10 ± 0,04 

Luteolin 1,70 ± 0,22 

Diosmetin 1,40 ± 0,10 

Tangeretin 1,14 ± 0,03 

Trisin 0,93 ± 0,05 

İzokersitrin 1,76 ± 0,06 

Orientin 1,30 ± 0,23 

Viteksin 0,98 ± 0,05 

Hiperozit 1,52 ± 0,05 

Fisetin 1,93 ± 0,05 

Kemferol 1,63 ± 0,05 

Kersetinb 1,84 ± 0,03 

Mirisetin 1,78 ± 0,23 

Morin 1,98 ± 0,03 

Hesperetin 1,20 ± 0,10 

Naringin 1,16 ± 0,03 

Taksifolin 2,00 ± 0,10 

EGCG 1,97 ± 0,06 

Kateşin 1,69 ± 0,08 

Daidzein 1,23 ± 0,06 

Genistein 1,02 ± 0,01 

Glisitein 1,09 ± 0,02 

Trans-Resveratrol 1,51 ± 0,03 

Pelargonidin 1,31 ± 0,03 

Amentoflavon 1,37 ± 0,04 
a Standart sapma (n: 3), b Referans (10 mM) 



80 
 

 

4.5. DPPH Serbest Radikal Süpürücü Aktivite Tayinine Ait Bulgular 

Tez gereçlerini teşkil eden fenolik bileşiklerin DPPH radikal süpürücü aktivitesi tayin edilmiş 

olup, sonuçlar Çizelge 4.6.’da sunulmuştur. Oleuropein, referans olarak kullanılan 

kersetinden daha yüksek aktivite göstermiştir. Bunun yanında, sırasıyla; kemferol, 

taksifolin, rozmarinik asit, gallik asit, trans-resveratrol ve EGCG’in DPPH radikal süpürücü 

aktivitesi de kersetine oldukça yakın bulunmuştur. 
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Çizelge 4.6. Fenolik bileşiklerin 10 mM stok konsantrasyonda DPPH radikal süpürücü etkileri  

Fenolik Bileşikler 
DPPH Radikal Süpürücü Etki  

(% Süpürücü etki ± S.S.a) (10 mM) 

Gallik asit 85,16 ± 0,06 

Sirinjik asit 83,08 ± 0,07 

Vanilik asit 26,38 ± 0,30 

D-(-)-Kinik asit 19,19 ± 0,33 

Elajik asit 78,72 ± 0,09 

Kafeik asit 83,66 ± 0,07 

p-Kumarik asit 16,95 ± 0,34 

Trans-Ferulik asit 82,41 ± 0,07 

Klorojenik asit 83,57 ± 0,07 

Rozmarinik asit 85,35 ± 0,06 

p-Tirozol 33,27 ± 0,27 

3-Hidroksitirozol 83,01 ± 0,07 

Oleuropein 87,05 ± 0,05 

Apigenin 24,36 ± 0,31 

Luteolin 82,28 ± 0,07 

Diosmetin 10,36 ± 0,37 

Tangeretin 11,78 ± 0,03 

Trisin 40,51 ± 0,24 

İzokersitrin 83,50 ± 0,07 

Orientin 20,46 ± 0,33 

Viteksin 46,15 ± 0,22 

Hiperozit 65,81 ± 0,14 

Fisetin 81,50 ± 0,08 

Kemferol 85,77 ± 0,06 

Kersetinb 86,20 ± 0,06 

Mirisetin 78,42 ± 0,09 

Morin 83,15 ± 0,07 

Hesperetin 60,07 ± 0,16 

Naringin 9,93 ± 0,37 

Taksifolin 85,72 ± 0,06 

EGCG 84,73 ± 0,06 

Kateşin 82,57 ± 0,07 

Daidzein 15,50 ± 0,35 

Genistein 16,53 ± 0,01 

Glisitein 14,12 ± 0,35 

Trans-Resveratrol 84,81 ± 0,06 

Pelargonidin 38,74 ± 0,25 

Amentoflavon 15,80 ± 0,35 
a Standart sapma (n: 3), b Referans (10 mM) 
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4.6. CUPRAC Tayinine Ait Bulgular 

CUPRAC yöntemine göre 10 mM stok konsantrasyonda test edilen fenolik bileşikler ile elde 

edilen sonuçlar Çizelge 4.7.’de verilmiştir. Sonuçlar, artan absorbans değerlerinin 

indirgeme gücünün arttığına işaret etmesi şeklinde değerlendirilmektedir. Sonuçlarımıza 

göre, izokersitrin, kersetin, luteolin, mirisetin, kemferol ve morin, referans olarak kullanılan 

gallik asitten daha yüksek aktivite göstermiştir. 
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Çizelge 4.7. Fenolik bileşiklerin 10 mM stok konsantrasyonda CUPRAC değerleri 

Fenolik Bileşikler 
CUPRAC 

(450 nm’de absorbans ± S.S a) (10 mM) 

Gallik asitb  3,40 ± 0,01 

Sirinjik asit 1,57 ± 0,03 

Vanilik asit 1,61 ± 0,07 

D-(-)-Kinik asit 0,31 ± 0,01 

Elajik asit 0,52 ± 0,08 

Kafeik asit 2,23 ± 0,16 

p-Kumarik asit 1,07 ±0,09 

Trans-Ferulik asit 1,58 ±0,003 

Klorojenik asit 2,37 ± 0,08 

Rozmarinik asit 2,71 ± 0,12 

p-Tirozol 0,67 ± 0,01 

3-Hidroksitirozol 1,80 ± 0,04 

Oleuropein 1,39 ± 0,10 

Apigenin 0,98 ± 0,30 

Luteolin 3,96 ± 0,05 

Diosmetin 0,43 ± 0,04 

Tangeretin 0,26 ± 0,01 

Trisin 0,07 ± 0,003 

İzokersitrin 3,99 ± 0,01 

Orientin 1,74 ± 0,24 

Viteksin 0,17 ± 0,01 

Hiperozit 3,11 ± 0,50 

Fisetin 2,66 ± 0,36 

Kemferol 3,60 ± 0,28 

Kersetin 3,99 ± 0,004 

Mirisetin 3,78 ± 0,11 

Morin 3,48 ± 0,26 

Hesperetin 1,79 ± 0,17 

Naringin 0,19 ±0,01 

Taksifolin 1,46 ± 0,11 

EGCG 1,96 ± 0,20 

Kateşin 3,33 ± 0,28 

Daidzein 0,47 ± 0,06 

Genistein 1,56 ± 0,14 

Glisitein 0,27 ± 0,01 

Trans-Resveratrol 1,69 ± 0,04 

Pelargonidin 1,30 ± 0,10 

Amentoflavon 2,50 ± 0,18 
a Standart sapma (n: 3), b Referans (10 mM) 
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4.7. Hücre Kültürü Yöntemiyle Sitotoksisite Tayinine Ait Bulgular 

4.7.1. MTT yöntemiyle elde edilen sitotoksik aktivite tayinine ait bulgular 

Hafıza güçlendirici etki açısından en aktif olduğu belirlenen fenolik bileşiklerin MTT yöntemi 

ile SH-SY5Y insan nöroblastoma hücrelerinde olası sitotoksik aktivitesi değerlendirilmiş ve 

Şekil 4.1.’de doz-cevap eğrileri elde edilmiştir. Bileşiklere ait IC50 değerleri ise Çizelge 4.8.’de 

verilmiştir.  

Çizelge 4.8. Fenolik bileşiklerin SH-SY5Y hücrelerinde MTT yöntemiyle sitotoksisite 
değerlendirmesine ait IC50 değerleri 

Fenolik bileşikler IC50 değerleri ± S.S.a (µMb) 

Gallik asit 12,01 ± 0,75 

Rozmarinik asit 28,52 ± 4,91 

3-Hidroksitirozol 33,12 ± 4,45 

Oleuropein 25,28 ± 4,75 

Kersetin 13,84 ± 17,81 

EGCG 18,52 ± 2,22 

Doksorubisinc 2,12 ± 0,22 

a Standart sapma (n: 3), b final konsantrasyon, c Referans 

Nörodejeneratif hastalıkların araştırmalarında yaygın kullanılan bir deneysel model olarak 

SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde, test edilen 6 adet fenolik bileşiğin IC50 değerleri de 35 

µM konsantrasyonun altında bulunmuştur. En düşük IC50 değerine gallik asit, en yüksek IC50 

değerine ise 3-hidroksitirozolün sahip olduğu tespit edilmiştir. Sitotoksik etki açısından aktif 

bulunan bu bileşiklerin kullanımlarında, hücre ölümü açısından doz ayarlaması yapılması 

önerilmektedir. Doz-cevap eğrisinde kersetinin düşük dozlarda hücre ölümüne neden 

olduğu, 1000 µM dozda kontrole göre düşük olmasına rağmen düşük dozlara göre daha 

yüksek hücre canlılığı gözlenmiştir. Bazı bileşiklerde olduğu gibi doz-cevap eğrilerinde 

karşılaşılan U-eğrisinin kersetin için de geçerli olabileceği düşünülebilir ve daha yüksek 

dozlarda ileri analizler gerçekleştirilebilir.  
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Şekil 4.1. Kersetin, oleuropein, gallik asit, epigallokateşin gallat, rozmarinik asit ve 3-
hidroksitirozole ait MTT yöntemiyle elde edilen sitotoksisite sonuçları 

4.7.2. Alamar Blue yöntemiyle elde edilen sitotoksik aktivite tayinine ait bulgular 

Anti-Alzheimer etki açısından en aktif olduğu belirlenen fenolik bileşiklerin Alamar Blue 

yöntemi ile SH-SY5Y insan nöroblastoma hücrelerinde olası sitotoksik aktivitesi 
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değerlendirilmiş ve Şekil 4.2. ve 4.3.’te sunulan doz-cevap eğrileri elde edilmiştir. DMSO 

çözücü kontrol olarak kullanılmış ve hücre canlılığı % 100 olarak kaydedilmiştir. Bileşiklere 

ait % 8 inhibisyon gözlenen konsantrasyon (IC08), yani % 92 canlılığın görüldüğü dozlar 

hesaplanarak Çizelge 4.9.’da verilmiştir.  

Çizelge 4.9. Fenolik bileşiklerin SH-SY5Y hücrelerinde Alamar Blue yöntemiyle sitotoksisite 
değerlendirmesine ait IC08 değerleri 

Fenolik bileşikler IC08 Değerleri (µM) 

Gallik asit 187,84 

Rozmarinik asit 545,97 

3-Hidroksitirozol 278,42 

Oleuropein 171,15 

Fisetin 102,73 

Kersetin 27,08 

EGCG 103,09 

Trans-Resveratrol 85,52 

 

 

Şekil 4.2. Kersetin, rozmarinik asit, gallik asit ve EGCG’a ait Alamar Blue yöntemiyle elde 
edilen sitotoksisite sonuçları 
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Şekil 4.3. Fisetin, oleuropein, 3-hidroksitirozol ve trans-resveratrole ait Alamar Blue 
yöntemiyle elde edilen sitotoksisite sonuçları 

4.8. Real Time-PCR Yöntemiyle Ekspresyon Analizine Ait Bulgular 

Gallik asit, rozmarinik asit, kersetin, EGCG, fisetin, 3-hidroksitirozol, oleuropein ve trans-

resveratrol ile muamele edilen SH-SY5Y hücrelerinden elde edilen PCR sonuçları Çizelge 

4.10. ve 4.11. ile Şekil 4.4.’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.10. Gallik asit, rozmarinik asit, kersetin ve EGCG’nin genler üzerindeki fold 
regülasyon değerleri 

Fenolik 
bileşikler 

Gallik asit Rozmarinik asit Kersetin EGCG 

Genler* 
Fold 
regulation 

p değeri 
Fold 
regulation 

p değeri 
Fold 
regulation 

p değeri 
Fold 
regulation 

p değeri 

APP  1,15 0,365900  1,01 0,987500  1,14 0,486800 2,45 0,009300 

PSEN1 -1,11 0,459700  1,55 0,027900 -1,13 0,398200 1,75 0,016900 

ABCA7  1,55 0,083200 -1,07 0,744800  1,82 0,003800 1,60 0,028700 

APOE -1,07 0,641300  1,45 0,201900 -1,02 0,721400 1,02 0,849000 

CLU -1,11 0,437700  1,11 0,494300 -1,09 0,427800 1,74 0,001900 

PICALM  1,22 0,259000  1,32 0,088000  1,26 0,165200 2,28 0,000300 

BIN1  1,16 0,427600  1,33 0,107000  1,58 0,022000 2,65 0,000700 

CD2AP  1,15 0,351800  1,08 0,595700  1,36 0,044100 2,12 0,001500 

CR1  2,20 0,025000  1,34 0,261700  2,20 0,004100 3,02 0,010400 

CD33  2,40 0,020100  1,88 0,033900  2,29 0,006000 3,47 0,008700 

SORL1  1,65 0,049600  1,23 0,357200  1,49 0,075100 2,24 0,015000 

MMP9  3,14 0,003700  3,02 0,000020  4,31 0,000006 7,86 0,000006 

TNF  2,06 0,049600  1,75 0,099400  2,59 0,008300 3,10 0,001600 

CCL5  1,92 0,033900  1,82 0,042900  2,38 0,007900 3,10 0,000600 

BACT  1,00   1,00   1,00  1,00  

*APP: amiloit öncü proteini; PSEN1: presenilin1; ABCA7: ATP Bağlayıcı Kaset Alt Ailesi A Üyesi 7; APOE: 
apolipoprotein E; CLU: Klusterin; PICALM: fosfatidilinositol bağlayıcı klatrin montaj proteini; BIN1: Köprüleme 
entegratörü 1; CD2AP: CD2-ilişkili protein; CR1: kompleman reseptörü tip 1; CD33: Sialik asit-
bağlayıcı immünoglobin-lektin 3; SORL1: sortilin-ilişkili reseptör 1; MMP9: matriks metalloproteinaz-9; TNF: 
tümör nekroz faktör; CCL5: kemokin C-C (motif) ligant 5 

Çizelge 4.11. Fisetin, 3-hidroksitirozol, oleuropein ve trans-resveratrolün genler üzerindeki 
fold regülasyon değerleri 

Fenolik 
bileşikler 

Fisetin 3-Hidroksitirozol Oleuropein trans-Resveratrol 

Genler* 
Fold 
regulation  

p değeri 
Fold 
regulation  

p değeri 
Fold 
regulation  

p değeri 
Fold 
regulation  

p değeri 

APP -1,76 0,010000 -1,07 0,531000  1,05 0,909700 1,28 0,181200 

PSEN1 -2,87 0,015200 -1,08 0,565900 -1,07 0,605000 2,14 0,000400 

ABCA7  1,52 0,008500  1,82 0,002800  2,42 0,000800 5,30 0,000000 

APOE  2,95 0,000043 -1,17 0,419400 -1,33 0,222500 1,59 0,092700 

CLU -1,60 0,013900  1,15 0,352600 -1,78 0,004800 2,66 0,000010 

PICALM -1,51 0,093000  1,21 0,263000  1,43 0,055500 2,40 0,000080 

BIN1  1,16 0,382000  1,87 0,000800 -1,14 0,435900 1,90 0,000200 

CD2AP -1,06 0,779700  1,36 0,056000  1,31 0,032800 2,16 0,000002 

CR1  1,82 0,014800  2,86 0,000800  3,45 0,000003 4,07 0,000002 

CD33  1,58 0,087400  2,88 0,000600  3,88 0,000002 7,12 0,000000 

SORL1  1,18 0,517400  1,81 0,008200  1,90 0,003100 2,49 0,000046 

MMP9  2,82 0,000300  4,38 0,000010  5,31 0,000001 8,46 0,000000 

TNF  1,50 0,227800  2,04 0,030400  2,09 0,047500 2,29 0,014900 

CCL5  2,27 0,029500  3,61 0,000005  2,67 0,002200 3,46 0,000070 

BACT  1,00   1,00   1,00  1,00  

*APP: amiloit öncü proteini; PSEN1: presenilin1; ABCA7: ATP Bağlayıcı Kaset Alt Ailesi A Üyesi 7; APOE: 
apolipoprotein E; CLU: Klusterin; PICALM: fosfatidilinositol bağlayıcı klatrin montaj proteini; BIN1: Köprüleme 
entegratörü 1; CD2AP: CD2-ilişkili protein; CR1: kompleman reseptörü tip 1; CD33: Sialik asit-
bağlayıcı immünoglobin-lektin 3; SORL1: sortilin-ilişkili reseptör 1; MMP9: matriks metalloproteinaz-9; TNF: 
tümör nekroz faktör; CCL5: kemokin C-C (motif) ligant 5 
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Şekil 4.4. Seçilen fenolik bileşiklerin test edilen genler üzerindeki fold regülasyon değerleri 

4.9. Antiamnezik Aktivite Tayinine Ait Bulgular 

Enzim inhibisyon deneylerimizde % 50’nin üstünde inhibitör etkiye sahip olduğu bulunan 

oleuropein, 3-hidroksitirozol, gallik asit, rozmarinik asit ve EGCG’ın hafıza üzerindeki 

etkileri, AH için yaygın olarak kullanılan in vivo deney modellerinden biri olan farelerde pasif 

kaçınma testi ile değerlendirilmiştir. Elde edilen istatistiksel sonuçlar Çizelge 4.12. ve Şekil 

4.5.’te verilmiştir. 
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Çizelge 4.12. Pasif kaçınma testinde deney gruplarına enjekte edilen doz, ağırlık 
ortalamaları, 1. ve 2. gün karanlık bölmeye geçiş süreleri [Ortalama (dk) ± 
S.S.] ve istatistiksel analiz sonuçları 

Deney grupları 
Doz 
(mg/kg) 

Fare 
ortalama 
ağırlığı (g) 

Karanlık bölmeye 
geçiş süresi 
ortalaması (dk) ± 
S.S.a - 1. Gün 

Karanlık bölmeye 
geçiş süresi 
ortalaması (dk) ± 
S.S.a - 2. Gün 

A SHAM   37 0,25 ± 0,04 3,52 ± 0,74 

B Kontrol (Skopolamin HBr) 1 37 0,38 ± 0,04 0,91 ± 0,14 

C Oleuropein  20 40 0,39 ± 0,07 7,68 ± 0,55*** 

D 3-Hidroksitirozol  20 37 0,44 ± 0,03 8,39 ± 0,31**** 

E Gallik asit 20 39 0,29 ± 0,03 6,76 ± 1,11*** 

F Rozmarinik asit 20 39 0,48 ± 0,11 6,02 ± 1,16** 

G EGCG 20 39 0,38 ± 0,04 4,01 ± 0,77 c 

H Galantamin HBr b 10 40 0,35 ± 0,08 6,42 ± 1,06*** 
a Standart sapma (n: 3), b Referans, c İstatistiksel olarak anlamlı değil p>0,05, **Kontrol grubuna göre 
istatistiksel anlamlılık p<0,01, *** Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık p<0,001, **** Kontrol 
grubuna göre istatistiksel anlamlılık p<0,0001 

 

Şekil 4.5. Pasif kaçınma testinde deney gruplarına göre 1. ve 2. günde farelerin karanlık 
bölmeye geçiş süreleri ve istatistiksel analiz sonuçları  

4.10. Drosophila melanogaster Nöroprotektif Etki Modeliyle Aktivite Tayinine Ait 

Bulgular 

In vitro AChE ve BChE inhibitör tayini sonucu aktif olduğu belirlenen gallik asit, 3-

hidroksitirozol, kersetin ve pozitif kontrol için literatür taraması sonucu belirlenen, 

çalışmamızda kullanılan konsantrasyonlar Çizelge 3.3.’te verilmiştir. Fenolik bileşikler, 
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pozitif ve negatif kontrollerin gösterdikleri AChE ve BChE aktivite ölçümüne ait (Vmax) 

bulgular Şekil 4.6. ve Şekil 4.7.’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.6. Seçilen fenolik bileşikler, pozitif ve negatif kontrollerin Drosophila melanogaster 
nöroprotektif etki modelinde AChE aktivite ölçümüne ait Vmax değerleri 

 

Şekil 4.7. Seçilen fenolik bileşikler, pozitif ve negatif kontrollerin Drosophila melanogaster 
nöroprotektif etki modelinde BChE aktivite ölçümüne ait Vmax değerleri 

30,47
32,35

26,89

22,79

4,62

29,44 29,62

20,15

30,89
29,68

27,93

0,00

5,00

10,00

15,00

20,00

25,00

30,00

35,00

A
C

h
E 

-
V

m
ax

Etanol Galantamin 20 μM Galantamin 1mM

Galantamin 2 mM Galantamin 10 mM Kersetin 50 μM

Kersetin 150 μM 3-HT-20 μM 3-HT-100 μM 

Gallik asit 0,5 mM Gallik asit 1,5 mM

12,75
13,54

10,50

8,35

2,27

15,00

17,55
16,95

13,28

15,17

17,01

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

14,00

16,00

18,00

20,00

Kategori 1

B
C

h
E 

-
V

m
ax

Etanol Galantamin 20 μM Galantamin 1mM

Galantamin 2 mM Galantamin 10 mM Kersetin 50 μM

Kersetin 150 μM 3-HT-20 μM 3-HT-100 μM 

Gallik asit 0,5 mM Gallik asit 1,5 mM



92 
 

 

4.11. Zebra Balığı Davranış Modelleriyle Nöroprotektif Etki Tayinine Ait Bulgular 

4.11.1. Fenolik bileşiklerin yeni tank dalış (YTT) testinde kaygı benzeri davranışlar üzerine 

etkisi 

Fenolik bileşiklerin zebra balığında kaygı benzeri davranış üzerindeki etkileri, aşağıdaki 

parametreler ölçülerek YTT modelinde değerlendirilmiştir: Üst bölgede geçirilen süre (s), 

üst/alt oranında geçirilen süre, kat edilen toplam mesafe (m) ve hız (m/s). Tukey's post hoc 

analizlerine göre, tankın üst bölgesinde geçirilen süre dikkate alındığında fisetin 3 μg/L ile 

rozmarinik asit 3 μg/L (p < 0,001), oleuropein 3 μg/L ile rozmarinik asit 3 μg/L (p < 0,0001), 

rozmarinik asit 3 μg/L ile kersetin 3 μg/L (p < 0,0001), rozmarinik asit 3 μg/L ile 3-

hidroksitirozol 3 μg/L (p < 0,001), rozmarinik asit 3 μg/L ile gallik asit 3 μg/L (p < 0,0001) ve 

rozmarinik asit 3 μg/L ile trans-resveratrol 3 μg/L arasında (p < 0,001) önemli farklılıklar 

ortaya çıkmıştır (Şekil 4.8.-A). Ayrıca, üst/alt oranında geçirilen süre için kontrol ile 

rozmarinik asit 3 μg/L (p < 0,0001), EGCG 3μg/L ile rozmarinik asit 3 μg/L (p < 0,01), fisetin 

3 μg/L ile rozmarinik asit 3 μg /L (p < 0,0001), oleuropein 3 μg/L ile rozmarinik asit 3 μg/L 

(p < 0,0001), rozmarinik asit 3 μg/L ile kersetin 3 μg/L (p < 0,0001), rozmarinik asit 3 μg/L 

ile 3-hidroksitirozol 3 μg/L (p < 0,0001), rozmarinik asit 3 μg/L ile gallik asit 3 μg/L (p < 

0,0001) ve rozmarinik asit 3 μg/L ile trans-resveratrol 3 μg/L (p < 0,0001) arasında da önemli 

farklılıklar ortaya çıkmıştır (Şekil 4.8.-B).  

Tek yönlü ANOVA testine göre, kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, rozmarinik asit 

uygulanan grubun tankın üst bölgesinde daha fazla zaman geçirdiği (p<0,0001) (Şekil 4.8.-

A), üst/alt oranında önemli miktarda zaman harcadığı (p<0,0001) (Şekil 4.8.-B) 

bulunmuştur. Bu sonuçlara göre, fenolik bileşikler, özellikle rozmarinik asit, güçlü 

anksiyolitik özellikler sergilemiştir. 

Bunun yanında, YTT’de katedilen toplam mesafe ve hız sonuçları değerlendirildiğinde, 

fenolik bileşikler ile muamelenin hareket kabiliyetini önemli ölçüde etkilediği görülmüştür. 

Tukey's post hoc analizleri, kat edilen toplam mesafe dikkate alındığında; EGCG 3 μg/L ile 

trans-resveratrol 3 μg/L (p < 0,001), fisetin 3 μg/L ile trans-resveratrol 3 μg/L (p < 0,001), 

oleuropein 3 μg/L ile 3-hidroksitirozol 3 μg/L (p < 0,01), oleuropein 3 μg/L ile trans-
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resveratrol 3 μg/L (p < 0,001) ve kersetin 3 μg/L ile trans-resveratrol 3 μg/L (p < 0,01) 

arasında önemli farklılıklar ortaya çıkarmıştır (Şekil 4.8.-C). Ayrıca, tanktaki zebra balığının 

hızı dikkate alındığında EGCG 3 μg/L ile trans-resveratrol 3 μg/L (p < 0,01), fisetin 3 μg/L ile 

trans-resveratrol 3 μg/L (p < 0,01), oleuropein 3 μg/L ile trans-resveratrol 3 μg/L (p < 0,001), 

rozmarinik asit 3 μg/L ile trans-resveratrol 3 μg/L (p < 0,01) ve kersetin 3 μg/L ile trans-

resveratrol 3 μg/L (p < 0,01) arasında da önemli farklılıklar ortaya çıkmıştır (Şekil 4.8.-D). 

Tek yönlü ANOVA testine göre, kontrol grubuyla kıyaslandığında, özellikle rozmarinik asite 

maruz kalmanın, kat edilen toplam mesafe (p < 0,05) (Şekil 4.8.-C) ve hızı (p < 0,01) (Şekil 

4.8.-D), dolayısıyla lokomotor aktiviteyi azalttığı görülmüştür. 

 

Şekil 4.8. Fenolik bileşikler (3 μg/L) kaygı durumunu azaltmış ve yeni tank dalış testinde 
(YTT) hareket kabiliyetini etkilemiştir. Kaygı benzeri davranış: farklı gruplarda üst 
bölgede geçirilen süre ve üst/alt oranında geçirilen süre; Hareket: Zebra balığının 
farklı gruplarda tankta kat ettiği toplam mesafe (m) ve hız (m/s). Değerler: 
ortalama ± S.S. (n: 10). EG - epigallokateşin gallat; FS – fisetin; OP – oleuropein; 
RA - rozmarinik asit; KK – kersetin; 3HT - 3-hidroksitirozol; GA - gallik asit; RV – 
trans-resveratrol 
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4.11.2. Fenolik bileşiklerin Y-labirent testinde hafıza ve yeniliğe tepki üzerindeki etkileri 

Zebra balığındaki yeniliğe tepki ve uzamsal hafıza, Y-labirent testi ile değerlendirilmiştir. 

Tukey's post hoc analizleri, spontan değişim yüzdesi üzerinde kontrol ile fisetin 3 μg/L (p < 

0,001), kontrol ile oleuropein 3 μg/L (p < 0,01), kontrol ile 3-hidroksitirozol 3 μg/L (p < 

0,001), kontrol ile gallik asit 3 μg/ L (p < 0,001) arasında önemli farklar ortaya çıkarmış (Şekil 

4.9.-A) ve uzamsal hafıza oluşumu üzerinde olumlu etkilerin olduğunu düşündürmüştür. 

Ayrıca, her bir kolda harcanan zaman üzerinde kontrol ve fisetin 3 μg/L (p < 0,01), kontrol 

ve oleuropein 3 μg/L (p < 0,001), kontrol ve rozmarinik asit 3 μg/L (p < 0,001) ve kontrol ve 

3-hidroksitirozol 3 μg/L (p < 0,001) arasında önemli farklılıklar gözlenmiştir (Şekil 4.9.-B). 

Fenolik bileşikler, kontrol ile kıyaslandığında yeni kolda geçirilen süreyi önemli ölçüde 

artırmakla birlikte kat edilen toplam mesafeyi (p < 0,001) (Şekil 4.9.-C), yani lokomotor 

aktiviteyi azaltmıştır. Bu sonuca dayanarak fenolik bileşiklerin yeniliğe tepki ve uzamsal 

hafıza üzerinde olumlu bir etkiye sahip olduğu, ancak bellek performansının lokomotor 

aktivitedeki değişikliklerle ilgili olmadığı görülmüştür.  
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Şekil 4.9. Fenolik bileşikler (3 μg/L), Y-labirent testinde hafızayı ve hareket kabiliyetini 
iyileştirmiştir. Bellek: farklı gruplarda spontan değişim %'si; her bir kolda geçirilen 
süre (toplam sürenin yüzdesi); Hareket: Zebra balığının farklı gruplarda tankta kat 
ettiği toplam mesafe (m) ve farklı gruplarda zebra balığının tankta dönüş açısı. 
Değerler: ortalama ± S.S. (n: 10). EG - epigallokateşin gallat; FS – fisetin; OP – 
oleuropein; RA - rozmarinik asit; KK – kersetin; 3HT - 3-hidroksitirozol; GA - gallik 
asit; RV – trans-resveratrol 

4.11.3. Fenolik bileşiklerin yeni nesne tanıma testinde tanıma belleği üzerindeki etkileri 

Zebra balığının tanıma hafızası, YNT testi kullanılarak değerlendirilmiştir. Zebra balığının, 

tanıdık ve yeni bir nesne arasında ayrım yapabildiği (May ve diğerleri 2016) ve çevreden 3 

boyutlu geometrik şekilleri tanıyabildiği (Lucon-Xiccato ve Dadda, 2014) literatürde 

belirtilmektedir. Tukey's post hoc analizleri, kontrol ile oleuropein (3 μg/L, p < 0,01) ve 

kontrol ile 3-hidroksitirozol (3 μg/L, p < 0,001) arasında önemli farklar ortaya çıkarmıştır ki; 

bu sonuç da, oleuropein ve 3-hidroksitirozolün güçlü promnezik etki sergilediğini 

düşündürmektedir (Şekil 4.10.). 
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Şekil 4.10. Fenolik bileşikler (3 μg/L), YNT testindeki tercih yüzdesini iyileştirmiştir. Değerler: 
ortalama ± S.S. (n: 10). EG - epigallokateşin gallat; FS – fisetin; OP – oleuropein; 
RA - rozmarinik asit; KK – kersetin; 3HT - 3-hidroksitirozol; GA - gallik asit; RV – 
trans-resveratrol 

4.12. In Silico Biyolojik Aktivite Tayinine Ait Bulgular 

PASS yazılımından elde edilen verilerde, anti-amiloidojenik etki (Aisen, 2005; Hamaguchi ve 

diğerleri 2006), A agregasyon inhibisyonu (Q. Wang ve diğerleri 2014), APOA1 ekspresyon 

artırıcı etki (Lin ve diğerleri 2015; Slot ve diğerleri 2017), asetilkolin nöromusküler blokajı 

(Baruah, 2008), serbest radikal süpürücü ve antioksidan etki (Behl ve Moosmann, 2002), 

protein kinaz inhibisyonu (Tell ve Hilgeroth, 2013), peroksidaz inhibisyonu (Atamna ve 

Boyle, 2006), lipit peroksidasyon inhibisyonu (Everse ve Coates, 2009) ve sistationin β-

sentaz inhibisyonu (Beyer ve diğerleri 2004) gibi mekanizmaların anti-Alzheimer etkiyi 

sağlamada rol oynadığı göz önüne alınarak, bileşiklerin bu biyolojik aktiviteler için aktif olma 

potansiyelleri değerlendirilmiştir ve olasılıklar Çizelge 4.13.’te listelenmiştir. PASS çevrimiçi 

yazılımının atomların çok düzeyli komşulukları (multilevel neighborhoods of atoms, MNA) 

tanımlayıcıları bazı kriterlerin sağlanması koşulu ile hesaplanabilmektedir. Bu kriterler 

arasında molekülün molekül ağırlığı, kovalent bağ varlığı, karbon atomu sayısı ve bileşik 

yükü gibi özellikler sayılmaktadır. Ancak pelargonidin, PASS yazılımı tarafından analiz 

edilememiştir. Moleküler yapının yüksüz olması durumunda MNA tanımlayıcılarının 
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belirlenebileceği kriterine istinaden, pelargonidinde bulunan oksijen atomunun + yüklü 

olması nedeniyle, ilgili bileşiğe ait biyolojik aktivite tahmin analizi yapılamamıştır. 

Çizelge 4.13. Seçilen doğal kaynaklı bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik aktivite 
tahminleri 

Fenolik Bileşikler Biyolojik Aktivite 
Olasılık 

Pa
a Pi

b 

Gallik asit 

Peroksidaz inhibitörü 0,891 0,003 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,789 0,002 

APOA1c ekspresyonu artırıcı 0,778 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,570 0,007 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,554 0,012 

Anti-amiloidojenik 0,548 0,009 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,531 0,056 

Antioksidan 0,520 0,006 

Kinaz inhibitörü 0,388 0,072 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,373 0,007 

Sirinjik asit 

Peroksidaz inhibitörü 0,846 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,662 0,007 

Serbest radikal süpürücü 0,619 0,005 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,559 0,012 

Anti-amiloidojenik 0,553 0,009 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,407 0,004 

Antioksidan 0,403 0,012 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,400 0,007 

Kinaz inhibitörü 0,307 0,137 

Vanilik asit 

Peroksidaz inhibitörü 0,836 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı  0,714 0,005 

Serbest radikal süpürücü  0,643 0,005 

Lipit peroksidaz inhibitörü  0,564 0,011 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan  0,570 0,035 

Antiamiloidojenik  0,539 0,010 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,422 0,004 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,410 0,006 

Antioksidan  0,374 0,014 

Kinaz inhibitörü 0,402 0,065 

D-(-)-Kinik asit 

Antioksidan 0,830 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,627 0,008 

Serbest radikal süpürücü 0,541 0,008 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,475 0,090 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,450 0,044 

Peroksidaz inhibitörü 0,424 0,048 

Kinaz inhibitörü 0,266 0,190 

 

 



98 
 

 

Çizelge 4.13. (devam) Seçilen doğal kaynaklı bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik 
aktivite tahminleri 

Elajik asit 

Peroksidaz inhibitörü 0,861 0,004 

Kinaz inhibitörü 0,849 0,004 

Antioksidan 0,699 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,596 0,006 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,536 0,013 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,527 0,022 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,534 0,054 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,429 0,004 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,225 0,013 

Kafeik asit 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,803 0,004 

Peroksidaz inhibitörü 0,753 0,007 

Serbest radikal süpürücü 0,647 0,005 

Antioksidan 0,603 0,005 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,570 0,011 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,482 0,086 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,300 0,007 

Kinaz inhibitörü 0,264 0,194 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,187 0,018 

p-Kumarik asit 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,824 0,003 

Peroksidaz inhibitörü 0,740 0,008 

Serbest radikal süpürücü 0,627 0,005 

Antioksidan 0,553 0,005 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,529 0,014 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,474 0,091 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,320 0,006 

Kinaz inhibitörü 0,246 0,225 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,176 0,020 

Trans-Ferulik asit 

Serbest radikal süpürücü 0,731 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,721 0,005 

Peroksidaz inhibitörü 0,708 0,011 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,618 0,008 

Antioksidan 0,540 0,005 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,490 0,081 

Kinaz inhibitörü 0,283 0,165 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,186 0,018 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,177 0,021 

Klorojenik asit 

Serbest radikal süpürücü 0,856 0,002 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,855 0,003 

Antioksidan 0,785 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,622 0,009 

Peroksidaz inhibitörü 0,141 0,140 
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Çizelge 4.13. (devam) Seçilen doğal kaynaklı bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik 
aktivite tahminleri 

Rozmarinik asit 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,751 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,745 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,719 0,005 

Peroksidaz inhibitörü 0,550 0,032 

Antioksidan 0,539 0,005 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,305 0,209 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,101 0,066 

p-Tirozol 

Peroksidaz inhibitörü 0,798 0,005 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,675 0,006 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,597 0,024 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,452 0,023 

Antioksidan 0,341 0,018 

Serbest radikal süpürücü 0,380 0,019 

Kinaz inhibitörü 0,366 0,085 

Anti-amiloidojenik 0,241 0,126 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,247 0,010 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,195 0,016 

3-Hidroksitirozol 

Peroksidaz inhibitörü 0,809 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,649 0,008 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,602 0,022 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,487 0,018 

Serbest radikal süpürücü 0,425 0,015 

Antioksidan 0,411 0,011 

Kinaz inhibitörü 0,380 0,077 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,232 0,012 

Anti-amiloidojenik 0,258 0,111 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,208 0,015 

Oleuropein 

Serbest radikal süpürücü 0,659 0,005 

Antioksidan 0,497 0,007 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,437 0,026 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,360 0,105 

Apigenin 

Kinaz inhibitörü 0,941 0,002 

Peroksidaz inhibitörü 0,924 0,002 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,866 0,001 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,826 0,003 

Antioksidan 0,732 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,719 0,004 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,695 0,005 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,598 0,023 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,232 0,012 
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Çizelge 4.13. (devam) Seçilen doğal kaynaklı bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik 
aktivite tahminleri 

Luteolin 

Kinaz inhibitörü 0,940 0,002 

Peroksidaz inhibitörü 0,936 0,002 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,897 0,001 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,822 0,003 

Antioksidan 0,775 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,755 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,740 0,004 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,570 0,035 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,282 0,009 

Diosmetin 

Kinaz inhibitörü 0,922 0,002 

Peroksidaz inhibitörü 0,922 0,002 

Serbest radikal süpürücü 0,808 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,767 0,004 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,751 0,002 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,753 0,004 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,571 0,034 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,276 0,010 

Tangeretin 

Kinaz inhibitörü 0,914 0,003 

Peroksidaz inhibitörü 0,736 0,009 

Serbest radikal süpürücü 0,715 0,004 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,682 0,005 

Antioksidan 0,645 0,004 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,599 0,023 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,451 0,044 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,266 0,009 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,108 0,059 

Trisin 

Peroksidaz inhibitörü 0,920 0,002 

Kinaz inhibitörü 0,919 0,002 

Serbest radikal süpürücü 0,797 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,760 0,004 

Antioksidan 0,737 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,726 0,005 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,714 0,002 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,573 0,034 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,269 0,010 

İzokersitrin 

Serbest radikal süpürücü 0,978 0,001 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,976 0,002 

Antioksidan 0,913 0,003 

Kinaz inhibitörü 0,843 0,004 

Peroksidaz inhibitörü 0,676 0,015 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,581 0,013 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,243 0,011 
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Çizelge 4.13. (devam) Seçilen doğal kaynaklı bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik 
aktivite tahminleri 

Orientin 

Serbest radikal süpürücü 0,955 0,001 

Kinaz inhibitörü 0,852 0,004 

Antioksidan 0,828 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,760 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,684 0,005 

Peroksidaz inhibitörü 0,558 0,031 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,188 0,018 

Viteksin 

Serbest radikal süpürücü 0,901 0,002 

Kinaz inhibitörü 0,847 0,004 

Antioksidan 0,780 0,004 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,741 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,716 0,005 

Peroksidaz inhibitörü 0,538 0,034 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,167 0,023 

Hiperozit 

Serbest radikal süpürücü 0,978 0,001 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,976 0,002 

Antioksidan 0,913 0,003 

Kinaz inhibitörü 0,843 0,004 

Peroksidaz inhibitörü 0,676 0,015 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,581 0,013 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,243 0,011 

Fisetin 

Peroksidaz inhibitörü 0,953 0,001 

Kinaz inhibitörü 0,950 0,002 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,903 0,001 

Antioksidan 0,787 0,004 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,755 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,753 0,003 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,629 0,009 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,570 0,035 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,195 0,017 

Kemferol 

Kinaz inhibitörü 0,959 0,001 

Peroksidaz inhibitörü 0,956 0,001 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,926 0,001 

Antioksidan 0,856 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,783 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,777 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,771 0,003 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,545 0,048 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,182 0,019 
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Çizelge 4.13. (devam) Seçilen doğal kaynaklı bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik 
aktivite tahminleri 

Kersetin 

Peroksidaz inhibitörü 0,962 0,001 

Antioksidan  0,872 0,003 

Serbest radikal süpürücü  0,811 0,003 

Kinaz inhibitörü 0,809 0,005 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,788 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,776 0,004 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan  0,512 0,067 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,386 0,004 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,213 0,014 

Mirisetin 

Peroksidaz inhibitörü 0,966 0,001 

Kinaz inhibitörü 0,958 0,001 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,944 0,001 

Antioksidan 0,924 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,836 0,003 

Serbest radikal süpürücü 0,832 0,002 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,761 0,004 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,482 0,086 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,232 0,012 

Morin 

Kinaz inhibitörü 0,959 0,001 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,904 0,001 

Antioksidan 0,850 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,783 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,777 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,759 0,003 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,491 0,080 

Peroksidaz inhibitörü 0,439 0,047 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,152 0,028 

Hesperetin 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,885 0,003 

Serbest radikal süpürücü 0,878 0,002 

Kinaz inhibitörü 0,818 0,005 

Peroksidaz inhibitörü 0,812 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,778 0,004 

Antioksidan 0,746 0,004 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,419 0,126 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,267 0,009 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,183 0,019 

Naringin 

Serbest radikal süpürücü 0,981 0,001 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,978 0,002 

Antioksidan 0,851 0,003 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,591 0,012 

Kinaz inhibitörü 0,477 0,039 
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Çizelge 4.13. (devam) Seçilen doğal kaynaklı bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik 
aktivite tahminleri 

Taksifolin 

Antioksidan 0,938 0,002 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,915 0,002 

Serbest radikal süpürücü 0,877 0,002 

Kinaz inhibitörü 0,850 0,004 

Peroksidaz inhibitörü 0,826 0,004 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,434 0,116 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,219 0,013 

EGCG 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,946 0,002 

Serbest radikal süpürücü 0,934 0,001 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,856 0,003 

Antioksidan 0,814 0,003 

Peroksidaz inhibitörü 0,759 0,007 

Kinaz inhibitörü 0,586 0,022 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,270 0,009 

Kateşin 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,888 0,003 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,863 0,003 

Serbest radikal süpürücü 0,842 0,002 

Antioksidan 0,810 0,003 

Kinaz inhibitörü 0,743 0,009 

Peroksidaz inhibitörü 0,721 0,010 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,440 0,112 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,428 0,006 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,267 0,009 

Hyaluronik asit agonisti 0,266 0,070 

Astrenjan 0,085 0,069 

Daidzein 

Peroksidaz inhibitörü 0,797 0,005 

Kinaz inhibitörü 0,722 0,011 

Antioksidan 0,623 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,564 0,015 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,547 0,047 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,537 0,013 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,430 0,004 

Serbest radikal süpürücü 0,353 0,022 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,109 0,057 

Anti-amiloidojenik 0,202 0,174 

Genistein 

Kinaz inhibitörü 0,844 0,004 

Peroksidaz inhibitörü 0,842 0,004 

Antioksidan 0,765 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,726 0,005 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,674 0,003 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,667 0,006 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,485 0,084 

Serbest radikal süpürücü 0,458 0,013 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,118 0,048 
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Çizelge 4.13. (devam) Seçilen doğal kaynaklı bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik 
aktivite tahminleri 

Glisitein 

Peroksidaz inhibitörü 0,791 0,005 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,734 0,004 

Kinaz inhibitörü 0,712 0,012 

Antioksidan 0,607 0,004 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,533 0,021 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,516 0,065 

Serbest radikal süpürücü 0,506 0,010 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,291 0,007 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,124 0,043 

Trans-Resveratrol 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,923 0,002 

Peroksidaz inhibitörü 0,825 0,004 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,587 0,028 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,585 0,010 

Serbest radikal süpürücü 0,572 0,007 

Antioksidan 0,546 0,005 

Kinaz inhibitörü 0,521 0,031 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,379 0,005 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,361 0,007 

Antiamiloidojenik 0,286 0,092 

Amentoflavon 

Kinaz inhibitörü 0,929 0,002 

Peroksidaz inhibitörü 0,859 0,004 

Sistationin β-sentaz inhibitörü 0,801 0,002 

APOA1 ekspresyonu artırıcı 0,726 0,005 

Serbest radikal süpürücü 0,658 0,005 

Antioksidan 0,652 0,004 

Lipit peroksidaz inhibitörü 0,582 0,010 

Asetilkolin nöromusküler bloke edici ajan 0,483 0,085 

Aβ agregasyon inhibitörü 0,177 0,020 
aPa: Aktif olma bPi: İnaktif olma cApolipoprotein A-1 

4.13. In Silico Toksisite Tayinine Ait Bulgular 

Tez gereçlerimizi teşkil eden fenolik bileşikler, sitotoksisite potansiyelleri ve insanlardaki 

olası toksik etkilerin tahmini amacıyla PASS yazılım programı ile taranmış, en yüksek 

olasılığa sahip ilk 3 advers/toksik etki belirlenmiş ve sonuçlar Çizelge 4.14.’te verilmiştir. 

PASS çevrimiçi yazılımının MNA tanımlayıcıları bazı kriterlerin sağlanması koşulu ile 

hesaplanabilmektedir. Bu kriterler arasında molekülün molekül ağırlığı, kovalent bağ varlığı, 

karbon atomu sayısı ve bileşik yükü gibi özellikler sayılmaktadır. Ancak pelargonidin, PASS 

yazılımı tarafından analiz edilememiştir. Moleküler yapının yüksüz olması durumunda MNA 

tanımlayıcılarının belirlenebileceği kriterine istinaden, pelargonidinde bulunan oksijen 

atomunun + yüklü olması nedeniyle, ilgili bileşiğe ait toksisite tahmini yapılamamıştır. 
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Çizelge 4.14. Seçilen fenolik bileşiklerin insanlarda oluşturabileceği potansiyel toksik veya 
advers etki tahminleri 

Fenolik Bileşikler Biyolojik Aktivite 
Olasılık 

Pa
a Pi

b 

Gallik asit 

Hematemezis 0,939 0,003 

Aft 0,934 0,003 

Gastrointestinal kanama 0,887 0,003 

Sirinjik asit 

Gastrointestinal kanama 0,907 0,003 

Hematemezis 0,897 0,004 

Aft 0,888 0,004 

Vanilik asit 

Ülser, aft 0,913 0,003 

Gastrointestinal kanama 0,910 0,003 

Hematemez 0,899 0,004 

D-(-)-Kinik asit 

Solunum toksisitesi 0,932 0,014 

Titreme 0,871 0,013 

Aft 0,855 0,008 

Elajik asit 

Hematemezis 0,830 0,010 

Solunum toksisitesi 0,829 0,023 

Titreme 0,829 0,026 

Kafeik asit 

İdrarda renk değişikliği 0,902 0,004 

Hematemezis 0,885 0,005 

Aft 0,877 0,005 

p-Kumarik asit 

Hematemezis 0,901 0,004 

Titreme 0,896 0,007 

İdrarda renk değişikliği 0,853 0,005 

Trans-Ferulik asit 

İdrarda renk değişikliği 0,839 0,007 

İrritasyon 0,819 0,004 

Hiperkolesterolemi 0,812 0,004 

Klorojenik asit 

Nörotoksisite 0,874 0,008 

Sensitizasyon 0,832 0,004 

İrritasyon 0,801 0,005 

Rozmarinik asit 
İdrarda renk değişikliği 0,739 0,015 

Titreme 0,748 0,059 

p-Tirozol 

Hematemezis 0,904 0,004 

İdrarda renk değişikliği 0,899 0,004 

Titreme 0,888 0,008 

3-Hidroksitirozol 

İdrarda renk değişikliği 0,930 0,003 

Hematemezis 0,889 0,004 

Ortostotik hipotansiyon 0,884 0,005 

Oleuropein 

Hiperkolesterolemi 0,761 0,009 

Enflamasyon 0,646 0,032 

Bulantı 0,630 0,055 

Apigenin 

Vasküler toksisite 0,833 0,011 

Titreme 0,835 0,024 

Üreme bozukluğu 0,805 0,018 

Luteolin 

Genotoksisite 0,824 0,004 

Üreme bozukluğu 0,819 0,016 

Titreme 0,823 0,028 
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Çizelge 4.14. (devam) Seçilen fenolik bileşiklerin insanlarda oluşturabileceği potansiyel 
toksik veya advers etki tahminleri 

Diosmetin 

Vasküler toksisite 0,858 0,008 

Genotoksisite 0,780 0,004 

Üreme bozukluğu 0,785 0,020 

Tangeretin 

Vasküler toksisite 0,793 0,019 

Yoksunluk 0,638 0,037 

Hipotermi  0,625 0,027 

Trisin 

Vasküler toksisite 0,822 0,013 

Üreme bozukluğu 0,782 0,021 

Genotoksisite 0,713 0,004 

İzokersitrin 

Enflamasyon 0,930 0,005 

Hematotoksisite 0,919 0,009 

Diyare 0,905 0,010 

Orientin 

Diyare 0,907 0,010 

Vasküler toksisite 0,853 0,009 

Nörotoksisite 0,834 0,014 

Viteksin 

Diyare 0,903 0,010 

Vasküler toksisite 0,845 0,009 

Enflamasyon 0,803 0,015 

Hiperozit 

Enflamasyon 0,930 0,005 

Hematotoksisite 0,919 0,009 

Diyare 0,905 0,010 

Fisetin 

Titreme 0,823 0,028 

Genotoksisite 0,761 0,004 

Vasküler toksisite 0,755 0,026 

Kemferol 

Genotoksisite 0,843 0,003 

Vasküler toksisite 0,773 0,023 

Titreme 0,783 0,044 

Kersetin 

Vasküler toksisite  0,797 0,018 

Titreme 0,766 0,052 

Endokrin bozucu 0,706 0,014 

Mirisetin 
Enflamasyon 0,763 0,019 

Hematotoksisite 0,774 0,031 

Morin 

Genotoksisite 0,800 0,004 

Vasküler toksisite 0,773 0,023 

Titreme 0,783 0,044 

Hesperetin 

Enflamasyon 0,796 0,015 

Vasküler toksisite 0,791 0,019 

Genotoksisite 0,687 0,005 

Naringin 

Enflamasyon 0,965 0,004 

Diyare 0,906 0,010 

Nörotoksisite 0,886 0,007 

Genotoksisite 0,877 0,003 

Taksifolin 

Diyare 0,830 0,020 

Vasküler toksisite 0,796 0,018 

Enflamasyon 0,728 0,022 
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Çizelge 4.14. (devam) Seçilen fenolik bileşiklerin insanlarda oluşturabileceği potansiyel 
toksik veya advers etki tahminleri 

Epigallokateşin 
gallat 

Enflamasyon 0,811 0,014 

Vasküler toksisite 0,804 0,017 

Hipertermi 0,671 0,022 

Kateşin 

Vasküler toksisite  0,797 0,018 

Titreme 0,766 0,052 

Endokrin bozucu 0,706 0,014 

Daidzein 

Hipokalsemi 0,775 0,002 

Titreme 0,783 0,044 

Karsinojenite (IARCc Grup 3) 0,715 0,005 

Genistein 

Karsinojenite (IARC Grup 3) 0,832 0,004 

Hipotermi  0,798 0,006 

Diyare 0,762 0,031 

Glisitein 

Hipotermi  0,801 0,006 

Hipokalsemi 0,730 0,003 

Peptik ülser 0,589 0,011 

Trans-Resveratrol 

İdrarda renk değişikliği 0,905 0,004 

Hematemezis 0,901 0,004 

Titreme 0,899 0,006 

Hematemezis 0,797 0,014 

Amentoflavon 

Genotoksisite 0,886 0,003 

Vasküler toksisite 0,806 0,016 

Üreme bozukluğu 0,767 0,023 
aPa: Aktif olma bPi: İnaktif olma cInternational Agency for Research on Cancer 

4.14. Moleküler Modelleme Çalışmalarına Ait Bulgular 

4.14.1. AChE ile gerçekleştirilen moleküler modelleme çalışmalarına ait bulgular 

AChE enzimine karşı inhibitör etkileri belirlenen kersetin, oleuropein, rozmarinik asit, 3-

hidroksitirozol, gallik asit ve EGCG’ın enzim aktif bölgesini oluşturan amino asitlerle 

meydana getirdikleri etkileşimler moleküler kenetlenme çalışması ile incelenmiştir. 

Çalışmalarda reseptör olarak donepezil-bağlı insan AChE (PDB kodu: 4EY7) seçilmiştir 

(Cheung ve diğerleri 2012). 

Moleküler kenetlenme sonuçlarına göre bileşiklerin enzim aktif bölgesinin katalitik üçlü 

cebine ulaşabildiği ve genel olarak oksianyon bölgesine ait amino asitlerle etkileştiği 

gözlenmiştir (Şekil 4.11.). 
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Kersetin, benzopiranon halkası ile enzimin katalitik bölgesine yönlenmiştir. Bu yönlenme 

sayesinde kersetinin benzopiranon halkası ile katalitik üçlü üyelerinden S203 ve H447 

arasında sırasıyla hidrojen bağı ve - etkileşimi meydana gelmiştir. Kersetini aktif bölgede 

stabilize eden diğer - etkileşimleri ise yine benzopiranon halkası ile oksianyon bölgesine 

ait F338 arasında meydana gelmiştir. Bu etkileşimlere ek olarak, benzopiranon halkasına 

bağlı fenil halkasının 3. konumunda yer alan hidroksil grubu, açil bağlama bölgesine ait F295 

amino asiti ile hidrojen bağı üzerinden etkileşmiştir (Şekil 4.11.-A). Kersetin için AChE 

bağlanma enerjisi -12.24 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

Oleuropein, oksianyon bölgesini işgal ederken PAS bölgesini oluşturan amino asitlerle de 

etkileşmektedir. Yapısında bulunan tetrahidropiran halkası üzerinde 4. konumda yer alan 

hidroksil grubu ile oksianyon bölgesinin üyesi W86 yan zinciri ile hidrojen bağı üzerinden 

etkileşmiştir. PAS bölgesiyle tespit edilen diğer etkileşimler ise karbonil grubu ile Y124 

arasındaki hidrojen bağı, dihidroksifenil halkası ile W286 arasındaki - etkileşim olarak 

gözlenmiştir (Şekil 4.11.-B). Oleuropein için bağlanma enerjisi -11.58 kkal/mol olarak 

hesaplanmıştır. 

Rozmarinik asit, AChE aktif bölgesine oksianyon ve PAS bölgelerini işgal ederek yerleşmiştir. 

Karboksilik asit grubuna yakın olan fenil halkası üzerindeki hidroksil grupları ile G120, Y133 

ve E202 amino asitleri arasında hidrojen bağlarının varlığı gözlenmiştir. Karboksilik asit 

grubu, PAS bölgesinin üyesi olan Y124 ile hidrojen bağı üzerinden etkileşmiştir. Bileşik 

yapısındaki diğer dihidroksifenil halkası ise PAS bölgesine ait Y341 ile - etkileşimi 

oluşturmuştur (Şekil 4.11.-C). Rozmarinik asit için bağlanma enerjisi -11.26 kkal/mol olarak 

hesaplanmıştır. 

Hidroksitirozol, oksianyon bölgesiyle etkileşerek enzim aktif bölgesine yerleşmiştir. Fenil 

halkasının 3. konumunda yer alan hidroksil grubu Y133 ve G120 amino asitleriyle, 4. 

konumunda yer alan hidroksil grubu E202 ile hidrojen bağı etkileşimine girerken, etil 

grubuna bağlı hidroksil grubu ise aktif bölge girişinde yer alan S125 ile hidrojen bağı 

oluşturmuştur (Şekil 4.11.-D). Hidroksitirozol için bağlanma enerjisi -6.45 kkal/mol olarak 

hesaplanmıştır. 
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Gallik asit, yapısal olarak küçük bir bileşik olduğundan enzim aktif bölgesinin derin kısmına 

kadar ilerleyebilmiş ve katalitik üçlüyü oluşturan amino asitlerin yakınında konumlanmıştır. 

Yapısındaki hidroksil grupları ile G120, Y133 ve E202 amino asitleriyle hidrojen bağları 

meydana getirerek enzim-inhibitör kompleksini stabilize etmiştir (Şekil 4.11.-E). Gallik asit 

için AChE bağlanma enerjisi -5.92 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

EGCG, benzopiran halkasında yer alan hidroksil grubupları E202 ve katalitik üçlü üyesi H447 

yan zinciri ile hidrojen bağları oluşturmuş, benzopiran halkası ile de H447 arasında - 

etkileşimi gözlenmiştir. Benzopiran halkasına doğrudan bağlanan trihidroksifenil halkasının 

hidroksil gruplarının PAS bölgesi üyesi D74 ile hidrojen bağları oluştururken, gallat kısmının 

Y341 ile - etkileşimi üzerinden bağlantı kurduğu görülmüştür (Şekil 4.11.-F). EGCG için 

AChE bağlanma enerjisi -12.95 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

 

Şekil 4.11. İnsan AChE aktif bölgesinde (PDB kodu: 4EY7) kersetin (A), oleuropein (B), 
rozmarinik asit (C), 3-hidroksitirozol (D), gallik asit (E) ve EGCG (F) için belirlenen 

bağlantı konformasyonları. Hidrojen bağları sarı, - etkileşimleri ise turkuaz 
kesikli çizgilerle gösterilmiştir. 
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4.14.2. BChE ile gerçekleştirilen moleküler modelleme çalışmalarına ait bulgular 

BChE enzimine karşı inhibitör etkileri belirlenen kersetin, oleuropein, rozmarinik asit, 3-

hidroksitirozol, gallik asit ve EGCG’ın enzim aktif bölgesini oluşturan amino asitlerle 

meydana getirdikleri etkileşimler moleküler kenetlenme deneyleri ile incelenmiştir. 

Çalışmalarda reseptör olarak N-[(1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-3-il)metil]-N-(2-

metoksietil)-2-naftamit bağlı insan BChE (PDB kodu: 4TPK) seçilmiştir (Brus ve diğerleri 

2014). 

Moleküler kenetlenme sonuçlarına göre bileşiklerin enzim aktif bölgesinin katalitik üçlü 

cebine ulaşabildiği ve ağırlıklı olarak oksianyon bölgesine ait amino asitlerle etkileştiği 

gözlenmiştir (Şekil 4.12.).  

Kersetin, benzopiranon halkası üzerinde yer alan hidroksil grubu ile G117 ve katalitik üçlü 

üyesi S198 arasında su (HOH767)-aracılı hidrojen bağı ağı meydana getirmiştir. 

Benzopiranon halkasıyla oksianyon bölgesinde yer alan F329 arasında - etkileşimlerine 

ek olarak fenil halkasına ait hidroksil grupları H438 ve Y440 ile hidrojen bağı üzerinden 

etkileşime girmiştir (Şekil 4.12.-A). Kersetin için BChE bağlanma enerjisi -8.60 kkal/mol 

olarak hesaplanmıştır. 

Oleuropein, tetrahidropiran halkası üzerindeki hidroksil grupları ile H438, Y440 arasında 

doğrudan hidrojen bağı etkileşimi göstererek enzim aktif bölgesinin katalitik üçlü kısmına 

yaklaşmıştır. Bileşik, u-şeklinde gösterdiği bağlanma modu ile PAS bölgesini de işgal 

ederken terminal dihidroksifenil halkası ile F329 arasında - etkileşimi oluşturarak 

oksianyon bölgesine tutunmuştur (Şekil 4.12.-B). Oleuropein için BChE bağlanma enerjisi -

11.41 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

Rozmarinik asit için, BChE aktif bölgesinde aldığı konformasyon incelendiğinde terminal 

fenil halkası üzerindeki hidroksil grupları ile açil bağlama bölgesi üyesi olan L286 arasında 

hidrojen bağları üzerinden bir etkileşim; karboksilik asit grubuna yakın konumlanan diğer 

fenil halkasındaki hidroksil grupları ile A328 ve Y440 arasında hidrojen bağları üzerinden 

etkileşimler gözlenmiştir. Ayrıca terminal fenil halkası F329 ile - etkileşimi meydana 
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getirmiştir (Şekil 4.12.-C). Rozmarinik asit için BChE bağlanma enerjisi -10.39 kkal/mol 

olarak hesaplanmıştır. 

3-Hidroksitirozol, oksianyon bölgesiyle katalitik üçlü arasında yer alan bir bölgede 

konumlanarak aktif bölgeye yerleşmiştir. Fenil halkasının 3. konumunda yer alan hidroksil 

grubu katalitik üçlü üyesi H438 ile hidrojen bağı meydana getirirken, halka üzerindeki diğer 

hidroksil grubu G78 ve Y440 ile hidrojen bağı üzerinden etkileşime girmiştir. Halka ise 

oksianyon bölgesinin üyesi olan W82 ile - etkileşimde bulunmuştur (Şekil 4.12.-D). 

Hidroksitirozol için bağlanma enerjisi -6.14 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

Gallik asit, yapısındaki fenil halkası ile oksianyon bölgesinin üyesi W82 ile - etkileşimde 

bulunurken, halka üzerinde 3. konumda yer alan hidroksil grubu ile katalitik üçlü üyesi H438 

ile hidrojen bağı meydana getirmiştir. Karboksilik asit grubu üzerinden E197 ile su (HOH781) 

köprülü hidrojen bağı oluşturarak enzim-inhibitör kompleksini stabilize etmiştir (Şekil 4.12.-

E). Gallik asit için BChE bağlanma enerjisi -6.03 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

EGCG, benzopiran halkasına doğrudan bağlı trihidroksifenil halkası ile L286 ve H438 

arasında hidrojen bağları, F329 ile de - etkileşimi oluşturmuştur. Terminal fenil halkası 

W82 ile - etkileşimi üzerinden bağlantı kurarken, yine bu halkaya bağlı karbonil grubu 

G197 ile su (HOH781) aracılı hidrojen bağı meydana getirmiştir. Enzim-inhibitör kompleksini 

stabilize eden bir diğer etkileşim ise terminal fenil halkasına bağlı hidroksil grubunun 

katalitik üçlü üyesi H438 amino asidinin yan zinciriyle oluşturduğu hidrojen bağıdır (Şekil 

4.12.-F). EGCG için BChE bağlanma enerjisi -13.52 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.12. İnsan BChE aktif bölgesinde (PDB kodu: 4TPK) kersetin (A), oleuropein (B), 
rozmarinik asit (C), 3-hidroksitirozol (D), gallik asit (E) ve EGCG (F) için belirlenen 

bağlantı konformasyonları. Hidrojen bağları sarı, - etkileşimleri ise turkuaz 
kesikli çizgilerle gösterilmiştir. 

4.14.3. BACE1 ile gerçekleştirilen moleküler modelleme çalışmalarına ait bulgular 

BACE1 enzimine karşı inhibisyon etkileri belirlenen rozmarinik asit, EGCG, oleuropein, 

kersetin, gallik asit ve 3-hidroksitirozol bileşiklerinin enzim aktif bölgesini oluşturan amino 

asitlerle meydana getirdikleri etkileşimler moleküler modelleme çalışması ile incelenmiştir. 

Çalışmalarda reseptör olarak siklohekzankarboksilik asit bağlı insan BACE1 (PDB kodu: 

2WJO) seçilmiştir (Bao ve diğerleri 2023). Elde edilen sonuçlara göre tüm bileşiklerin BACE1 

enziminin katalitik olmayan bölgesini işgal ettiği görülmüştür. Farklı olarak, rozmarinik asit 

ve EGCG, katalitik aspartik amino asitlerinden D228 ile hidrojen bağı üzerinden etkileşim 

göstermişlerdir (Şekil 4.13.). 

Rozmarinik asit için belirlenen bağlantı moduna göre, fenolik hidroksil grupları ile D228 ve 

T231 arasında, karboksilik asit oksijeni ile de Y198 arasında hidrojen bağı gözlenmiştir (Şekil 

4.13.-A). Rozmarinik asit için BACE1 bağlanma enerjisi -7.49 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 
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EGCG için sonuçlar incelendiğinde, benzopiran halkasında yer alan hidroksil grubunun 

katalitik D228 ile, benzopiran halkasına doğrudan bağlanan trihidroksifenil halkasının 

hidroksil gruplarının N37 ve I126 ile hidrojen bağ oluşturduğu, gallat kısmının ise Q73 ve 

K107 ile hidrojen bağı, F108 ile ise - etkileşimi kurduğu gözlenmiştir (Şekil 4.13.-B). EGCG 

için BACE1 bağlanma enerjisi -10.23 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

Oleuropein, dihidroksifenil grubu ile G230 amino asiti yakınına yerleşerek hidrojen bağı 

oluşturmuş, piran halkasına ait hidroksil grupları ile de G34, P70 ve Y198 amino asitleriyle 

hidrojen bağı üzerinden etkileşime girmiştir (Şekil 4.13.-C). Oleuropein için BACE1 

bağlanma enerjisi -9.59 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

Kersetin, benzopiranon halkası ile oleuropein yapısındaki piran halkasına benzer bir 

konumlama göstererek, G34, I126 ve Y198 ile hidrojen bağı oluşturmuştur. Ayrıca 

benzopiranon halkasına bağlı fenil halkasının 3. konumunda yer alan hidroksil grubu, V69 

birimi ile hidrojen bağı oluşturarak kersetin:BACE1 kompleksini stabilize etmiştir (Şekil 

4.13.-D). Kersetin için BACE1 bağlanma enerjisi -9.04 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 

Gallik asit, Y198 ile - etkileşimi oluştururken, karboksilik asit kalıntısı ile Y71 ve K224 ile 

hidrojen bağları, R235 ile ise tuz köprüsü meydana getirmiştir. Halka üzerindeki hidroksil 

grupları ile de G34 ve D228 amino asitleri arasında hidrojen bağları gözlenmiştir (Şekil 4.13.-

E). Gallik asit için BACE1 bağlanma enerjisi -5.31 kkal/mol olarak hesaplanmıştır.  

3-Hidroksitirozol, fenil halkasının 3. konumundaki hidroksil grubu ile hem G34 ile hem de 

Y198 ile hidrojen bağları üzerinden etkileşmiş, etil grubuna bağlı hidroksil grubu ile ise S36 

ve I26 amino asitleri ile hidrojen bağları meydana getirmiştir (Şekil 4.13-F). 3-Hidroksitirozol 

için BACE1 bağlanma enerjisi -5.68 kkal/mol olarak hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.13. İnsan BACE1 aktif bölgesinde (PDB kodu: 2WJO) rozmarinik asit (A), EGCG (B), 
oleuropein (C), kersetin (D), gallik asit (E) ve 3-hidroksitirozol (F) için belirlenen 

bağlantı konformasyonları. Hidrojen bağları sarı, - etkileşimleri turkuaz, tuz 
köprüsü ise pembe kesikli çizgilerle gösterilmiştir. 
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5. TARTIŞMA 

İlerleyici bir nörodejeneratif hastalık olan AH’nın dünya çapında yaklaşık 416 milyon insanı 

etkilediği ve demansın en yaygın tipi olduğu bilinmektedir (Gustavsson ve diğerleri 2022; 

Heneka ve diğerleri 2015). Sağlık alanında bugüne kadar yapılmış araştırmalar ve gelişen 

teknoloji yaşam süresi ve hayat kalitesini artırmış olsa da AH gibi yaşa bağlı hastalıkların 

görülme sıklığı artmıştır. AH tedavisinde mevcut farmakoterapi sadece semptomları 

gidermeye yöneliktir ve hastalığın seyrini geriye çevirmede sınırlı kalmaktadır (Alexander 

ve diğerleri 2014; Cooper ve Baculi, 1968; Venkatesan ve diğerleri 2015). Bu sebeple, AH 

patolojisinin karmaşıklığı ve görülme sıklığındaki artış da göz önüne alınırsa etkili bir tedavi 

geliştirmek halen önem arz etmektedir (Anderson ve diğerleri 2014). Konvansiyonel ilaçlar 

AH ve diğer birçok kronik hastalığın tedavisinde faydalı olsa da yan etkileri mevcuttur. Bu 

sebeple fitokimyasallar, antikolinesteraz, antioksidan, anti-enflamatuvar vb. etkilerinin 

yanısıra yan etkilerinin daha az olmasıyla terapötik açıdan umut vaat etmektedir (Rasool ve 

diğerleri 2014). Tıbbi ve aromatik bitkilerin, içerdikleri fitokimyasallar aracılığı ile AH’nın 

başlangıcını ve ilerlemesini yavaşlattığı, aynı zamanda antiamiloidojenik, anti-enflamatuvar 

ve antioksidatif özellikleriyle de hastalığın tedavisinde rol oynadığı etnofarmakolojide, 

özellikle geleneksel Çin tıbbındaki kullanımlarıyla bilinmektedir (Venkatesan ve diğerleri 

2015). Hayvansal drogların da nöroprotektif etkilerine dair çalışmalar mevcuttur. Örneğin 

Kore tıbbında kullanılan arı zehrinin, hücre ölümüne karşı koruma ile nörodejeneratif 

hastalıklarda glutamaterjik nörotoksisiteye karşı umut verici etkisi olduğu ortaya 

konmuştur (Lee ve diğerleri 2012). Ayrıca, omurgasız deniz canlılarından izole edilen bazı 

bileşiklerin de AChE inhibisyonu ile AH tedavisinde umut verici olduğu rapor edilmiştir 

(Farrokhnia ve Nabipour, 2014). Günümüzde AH tedavisinde FDA tarafından onay alan 

AChE inhibitörleri ve NMDA reseptör antagonisti olan memantin, klinikte günümüzde ilaç 

tedavisi olarak kullanılmaktadır (Dou ve diğerleri 2018; Guo ve diğerleri 2020; Kishi ve 

diğerleri 2017; Reisberg ve diğerleri 2003). 

Bunların yanında son yıllarda tedavide BACE, BChE, metal şelasyonu, tau proteini ve Aβ gibi 

hedeflerin yanında AH patogenezinde rol oynadıkları düşünülen östrojen, E vitamini, 

selejilin ve anti-enflamatuvar ilaçlar üzerinde de araştırmalar devam etmektedir (Darvesh, 
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2016; Das ve diğerleri 2021; Ghosh ve Osswald, 2014; Ozben ve Ozben, 2019; Panek ve 

diğerleri 2017; Wong ve diğerleri 2019).  

Tezimizde kolinesteraz enzim inhibisyonu, Drosophila melanogaster nöroprotektif etki 

modeli ile farelerde pasif kaçınma testi ile antiamnezik aktivite tayini çalışmalarında 

referans ilaç olarak kullanılan galantamin; Amaryllidaceae familyasında yer alan Galanthus 

nivalis L., Narcissus spp. ve Lycoris radiata Herb. gibi tıbbi bitkilerden elde edilen bir 

alkaloittir. Ayrıca, galantamin kompetitif ve selektif bir AChE inhibitörü olup, AH’nın klinik 

tedavisinde kullanılan rivastigmin ve donepezil gibi beyine selektif özellik gösterir ve 

sitokrom P450 enzimi ile metabolize edilmektedir (Atrahimovich ve diğerleri 2021; Bickel 

ve diğerleri 1991; Bullock, 2004; Gulcan ve diğerleri 2015; Howes ve Houghton, 2003; 

Marco ve Carreiras, 2006; Prvulovic ve diğerleri 2010; Scheltens ve diğerleri 2021). Bunun 

yanında, galantaminin klinik kullanımında bulantı ve kusma gibi hafif yan etkileri yaygın 

olarak bildirilse de, hepatotoksisiteye sebep olmadığı gösterilmiştir (Sramek ve diğerleri 

2000). 

Tez çalışmamızda, tıbbi bitkilerde bulunan en yaygın sekonder metabolit grubu olan fenolik 

bileşikler arasından, özellikle tezimizde kullanılan deney modellerinin çoğunda daha önce 

test edilmemiş olmalarına göre seçilen 38 adet bileşiğin (Çizelge 3.1.) AH’na karşı etkileri in 

vitro, in vivo ve in silico deney modelleri aracılığıyla incelenmiş ve elde edilen sonuçlar 

“Bulgular” başlığı altında detaylı şekilde verilmiştir. Bu sonuçlara göre; in vitro enzim 

inhibisyonu deneylerinde taradığımız fenolik bileşiklerden rozmarinik asit, kafeik asit, gallik 

asit, kersetin, apigenin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, EGCG, 3-hidroksitirozol ve 

taksifolin 1 mM final konsantrasyonda AChE’ye karşı % 50’nin üzerinde inhibisyon 

gösterirken; rozmarinik asit, gallik asit, kersetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, EGCG 

ve 3-hidroksitirozol BChE’yi % 50’nin üzerinde inhibe eden bileşikler olmuştur (Çizelge 4.1.). 

Kolinesteraz enzimlerini % 50’nin üzerinde inhibe eden fenolik bileşiklere ait IC50 değerleri 

de Çizelge 4.2.’de verilmiştir. Elde ettiğimiz verilere göre, aslında her iki enzimi de inhibe 

eden rozmarinik asit, gallik asit, kersetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, EGCG ve 3-

hidroksitirozol dual inhibitör olarak in vitro enzim inhibisyon deney sonuçlarımızda ön plana 

çıkan fenolik bileşikler olarak saptanmıştır. Tezimizde elde ettiğimiz sonuçlarla uyumlu 

şekilde sonuçlar literatürde mevcuttur (Cheng, 2018; Kocakaya ve diğerleri 2020; 
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Kuppusamy ve diğerleri 2017; Nazir ve diğerleri 2020; Nugroho ve diğerleri 2017; Okello ve 

Mather, 2020; Omar ve diğerleri 2018a; Orhan ve diğerleri 2008; Pan ve diğerleri 2014). 

Yine bu bileşiklerin BACE1 enzim inhibisyon sonuçlarına bakıldığında; EGCG (IC50: 0,162 ± 

0,012 mM) ve trans-resveratrol’ün (IC50: 0,180 ± 0,017 mM) referans olarak belirlenen 

kersetinden (IC50: 0,316 ± 0,030 mM) daha yüksek inhibisyon gösterdiği, rozmarinik asit ve 

oleuropeinin de sırasıyla IC50: 0,406 ± 0,068 mM ve IC50: 0,987 ± 0,101 mM inhibisyona sahip 

olduğu saptanmıştır (Çizelge 4.3). Ayrıca, tezimizde yüksek BACE1 inhibitör aktivite 

gösteren EGCG’nin diğer çalışmalarda referans inhibitör olarak kullanıldığı; sonuçlarımızla 

paralel şekilde rozmarinik asit, kersetin, oleuropein ve trans-resveratrolün de yapılan 

çalışmalarda BACE1’i inhibe ettiği bulunmuştur (Cheng, 2018; Choi ve diğerleri 2011; Omar 

ve diğerleri 2018a). 

AH’nın patolojik bulgularından biri olarak, beyindeki nörotik plaklarda aşırı miktarda metal 

birikimini (demir, bakır, çinko ve alüminyum vb.) hedef alarak seçilen fenolik bileşiklerin 

antioksidan kapasitesini ölçmek amacıyla, tezimiz kapsamında in vitro demir iyonu-şelasyon 

etki, FRAP ve CUPRAC deneyleri de yapılmıştır. Mladěnka ve diğerlerinin (2011) 26 adet 

flavonoit ile yaptığı çalışmada, 24 adet flavonoitin farklı pH koşullarında demiri çeşitli 

oranlarda şelatlayabildiği ve bu moleküllerde bulunan 6,7-dihidroksi yapısının en etkili 

demir bağlama bölgesi olduğunu bildirmiştir. Ayrıca, örneğin gallik asit ve EGCG gibi, 

pirogallol grubu içeren fenolik bileşiklerin, güçlü demir şelasyonu gösterdiği tespit edilmiştir 

(Chan ve diğerleri 2016). Tez çalışmamızda ise, demir iyonu şelatör etkisi test edilen fenolik 

bileşiklerin, referans olarak kullanılan EDTA’dan (% 93,35 ± 0,01) daha düşük ve % 50’nin 

altında şelasyon kapasitesine sahip olduğu bulunmakla birlikte; en yüksek şelasyon 

kapasitesiye sahip bileşiğin viteksin (% 44,12 ± 0,09) olduğu tespit edilmiştir (Çizelge 4.4.). 

Yapılan çalışmalar, viteksinin serebral iskemi de dahil olmak üzere oksidatif stresle ilişkili 

çeşitli hastalıklarda lipit peroksidasyonu, ROS ve diğer nedenlerle oluşan oksidatif hasarlara 

karşı güçlü bir antioksidan ajan olarak işlev gördüğünü göstermiştir (Babaei ve diğerleri 

2020). 

FRAP modelinde ise, taranan 38 adet fenolik bileşik arasında taksifolin, morin, EGCG, fisetin 

ve 3-hidroksitirozol referans olarak kullanılan kersetinden de yüksek aktivite göstermiş 
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olup, bunu rozmarinik asit ve sirinjik asit takip etmiştir (Çizelge 4.5.). Fenolik bileşikler 

üzerinde daha önce yapılmış FRAP çalışmaları, elde ettiğimiz sonuçlarla uyumlu 

bulunmuştur (Firuzi ve diğerleri 2005; Skroza ve diğerleri 2022; Soobrattee ve diğerleri 

2005). 

DPPH radikal süpürücü aktivite deneyinde oleuropein (% 87,05 ± 0,05), referans bileşik olan 

kersetinden (% 86,20 ± 0,06) daha yüksek aktivite göstermiştir. Bunun yanında, kersetine 

en yakın ve % 84 üzeri inhibisyon gösteren 6 fenolik bileşik sırasıyla; kemferol, taksifolin, 

rozmarinik asit, gallik asit, trans-resveratrol ve EGCG olmuştur (Çizelge 4.6.). 

Alzheimer hastalarının beyinlerindeki nörotik plaklarda biriken bir diğer metal elementi 

bakırdan yola çıkarak yapılan CUPRAC deneyi sonuçlarımıza göre, referans olarak kullanılan 

hidroksibenzoik asit türevi gallik asitten daha yüksek etkiye sahip olan bileşikler sırasıyla; 

çoğunlukla flavonol yapıdaki kersetin, izokersitrin, luteolin, mirisetin, kemferol ve morin 

olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.7.). CUPRAC değerleri bakımından bu bileşikleri, kateşin, 

hiperozit, rozmarinik asit, fisetin, amentoflavon, klorojenik asit ve kafeik asit takip etmiştir. 

Çalışmamızdan elde edilen sonuçlar, Apak ve diğerlerinin (2007) çalışmasıyla uyumlu 

şekilde, flavonol yapıdaki bileşiklerin CUPRAC deneyinde etkili olduğu yönündedir. 

Hücre kültürü yöntemi ile sitotoksisitenin değerlendirildiği çalışmalar test edilen bileşikleri 

karşılaştırmak ve sıralamak için bir ön çalışma verisi sunan faydalı modellerdir. Ancak, bu 

testler in vivo toksisiteyi güvenilir bir şekilde tahmin edememektedir (Hamid ve diğerleri 

2004). Tezimizde SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde MTT yöntemi ile sitotoksisiteyi 

değerlendirmek amacıyla doksorubisine karşı test edilen fenolik bileşiklerden rozmarinik 

asit ile 3-hidroksitirozolün en düşük sitotoksisiteyi gösterdiği tespit edilmiştir. Yine aynı 

hücre hattında, gen ekspresyonu tayininden önce % 8 hücre canlılılığın gözlendiği (IC08) 

dozu belirlemek için Alamar Blue yöntemiyle yapılan ön çalışmada, benzer şekilde 

rozmarinik asit ve 3-hidroksitirozolün en yüksek hücre canlılığını sağladığı belirlenmiştir. 

Literatürde, MTT ve Alamar Blue yöntemlerinin ilaç tarama çalışmalarında sitotoksik 

bileşikleri tanımlamada yüksek kalitede ve uygun yöntemler olduğu bildirilmiştir. Bununla 

birlikte, Alamar Blue yönteminin MTT’ye göre daha yüksek hassasiyette olduğu ve bu 

testlerin kullanımında hatalı pozitif veya negatif sonuç elde etmemek için ilaç metabolize 
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edici enzimlerin inhibisyonu veya indüksiyonlarının da dikkate alınması gerektiği 

vurgulanmıştır (Hamid ve diğerleri 2004; Page ve diğerleri 1993). 

Nörodejeneratif hastalıkların tedavilerinde sıklıkla kullanılan bir model olarak SH-SY5Y 

nöroblastoma hücrelerinden elde edilen PCR sonuçlarına göre; rozmarinik asit dışında test 

edilen bileşiklerin nöroprotektif etki açısından olumlu sonuçlar verdiği görülmektedir 

(Çizelge 4.10. ve 4.11.). Sonuçlara göre, kersetin, oleuropein, EGCG, gallik asit ve 3-

hidroksitirozol 14 adet genin gen ekspresyon seviyesinin değişiminde benzer modellere 

sahiptir. Doğrudan Aβ ile ilgili gen ifadesi önemli ölçüde değişmemesine rağmen, MMP9 ile 

ilgili sinaptik aktivite, bağışıklık ile ilgili TNF-α, CCL5, CD33 ve CR1'in ifade düzeyleri artmıştır. 

Ayrıca, APP ve PSEN1 genlerinin fisetin tarafından baskılandığı tespit edilmiştir. 

Antiamnezik aktivite tayini için skopolamin ile hafıza kaybı oluşturulan farelerde yapılan 

pasif kaçınma testinde en etkili fenolik bileşiğin 3-hidroksitirozol olduğu, bunu oleuropein, 

gallik asit, rozmarinik asitin takip ettiği, EGCG’nin ise referans ilaç galantamin hidrobromüre 

göre etkisinin daha zayıf olduğu gözlenmiştir (Çizelge 4.12.). Elde edilen in vivo sonuçlar, 

kolinesteraz enzim inhibisyonu sonuçlarıyla tutarlılık göstermiştir. Ayrıca, çalışma 

sonuçlarımızda galantamine göre pasif kaçınma tesinde farelerin hafızası üzerinde etkin 

olduğu belirlenen oleuropein, gallik asit ve rozmarinik asit bileşikleriyle pasif kaçınma 

hafızası üzerine yapılmış birçok çalışma olmasına rağmen, en yüksek antiamnezik aktiviteyi 

gösteren 3-hidroksitirozol ilk defa tezimiz dahilinde çalışılmıştır (Hasanein ve Mahtaj, 2015; 

Hasanein ve diğerleri 2017; Khodad ve diğerleri 2016; Nagpal ve diğerleri 2013; Sadate 

Hosseini ve diğerleri 2019; Salehi ve diğerleri 2019).  

Bir diğer in vivo deney olan D. melanogaster nöroprotektif etki modelinde, AChE ve BChE 

inhibisyonunda referans ilaç olarak kullanılan galantamin için 20 μM gibi düşük dozlarda 

etanolden daha yüksek Vmax değeri gözlenirken; sinekler 1 mM ve 2 mM gibi daha yüksek 

konsantrasyonlar ile beslendiğinde, etanole kıyasla etkinliğin olduğu ve etkinin dozla doğru 

orantılı olarak arttığı tespit edilmiştir. 10 mM konsantrasyonda ise aktivitenin önemli 

ölçüde arttığı gözlenmektedir. Test edilen fenolik bileşiklerden kersetin ve gallik asit AChE 

inhibisyonu için etanole yakın Vmax değerlerine sahipken, 3-hidroksitirozol dozla ters orantılı 

şekilde beklenmeyen bir etki göstermiştir. BChE inhibisyonunda ise test edilen tüm fenolik 
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bileşiklerin etanolden daha yüksek Vmax değeri gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 4.6. ve Şekil 

4.7.). Referans ilaç olarak kullanılan galantaminin farklı dozlarıyla D. melanogaster’de 

yapılan deneylerde, kullanılan doz belli bir eşiğin üzerinde tutulduğunda etki ve tutarlılık 

gözlendiği sonucuna varılmıştır. Fenolik bileşikler için de daha yüksek dozlarla çalışmalar 

yapıldığında, etkinliğin ölçülebileceği ve sonuçlar arasında mukayese yapılabileceği 

düşünülmektedir. 

AH için uygulanan deneysel in vivo modellerinden biri de zebra balığı kullanılarak yapılan 

davranışsal özelliklerin değerlendirildiği modeldir. Model organizma olarak zebra balığı, 

gelişim ve çoğalma hızlarının diğer in vivo modellere göre oldukça hızlı oluşu, birçok 

hücresel sinyal yolağının insana benzerlik göstermesi ve genetik manipülasyona yatkınlıkları 

gibi sebeplerle AH için oldukça avantajlı bir model olmuştur (Başak ve diğerleri 2023). 

Ayrıca, insana ait nörodejeneratif mekanizmaları simüle eden bir model olması dolayısıyla 

da potansiyel ilaç adaylarının hızlı bir şekilde taranması için kolaylık sağlamaktadır (Shenoy 

ve diğerleri 2022). Bu sebeple tezimizde uygulanan zebra balığı deney modeli sonuçlarına 

göre, EGCG ve rozmarinik asit lokomotor aktiviteyi önemli ölçüde etkilemeden YTT’de 

anksiyolitik özellikler sergilemiş ve kaygı durumunu azaltmıştır. Ayrıca, gallik asit, 3-

hidroksitirozol, fisetin ve oleuropein Y-labirent testinde bilişsel performansı iyileştirmiş ve 

uzamsal bellek üzerinde olumlu etki göstermiştir. Yeniliğe tepki üzerinde ise, rozmarinik 

asit, oleuropein, 3-hidroksitirozol ve fisetin olumlu sonuçlar vermiştir. Bunun yanında, 

bilişsel işlevin gelişimi, lokomotor aktivitede önemli bir değişiklik olmaksızın gerçekleşmiştir 

(Şekil 4.8. ve Şekil 4.9.). Yine oleuropein ve 3-hidroksitirozolün YNT’de tanıma hafızasını 

güçlendirdiği belirlenmiştir (Şekil 4.10.). Literatürde seçilen fenolik bileşikler ile zebra 

balıkları üzerinde oksidatif stresin önlenmesi, nöroproteksiyon, amneziyi önleme ve AH 

tedavisi üzerine yapılmış çalışmalar olmasına rağmen (Arteaga ve diğerleri 2021; Baldin ve 

diğerleri 2022; Dong ve diğerleri 2022; Giordo ve diğerleri 2020; Li ve diğerleri 2022; Richetti 

ve diğerleri 2011; Singh ve diğerleri 2023; Singh ve diğerleri 2022a), kullandığımız YTT, Y-

labirent, YNT gibi modeller ile bu etkilerin değerlendirildiği kıyaslamalı çalışma ilk defa 

tezimizde yapılmıştır. 

Tez gereçlerimizi oluşturan fenolik bileşiklerin AH’na karşı potansiyel biyolojik aktivite 

tahminleri in silico yöntemle PASS programında değerlendirilmiş ve olumlu sonuçlar 
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alınmıştır (Çizelge 4.13.). Bu sonuçlar in silico moleküler modelleme çalışmalarından alınan 

sonuçlarımızla da tutarlılık göstermiştir (Alam ve diğerleri 2018; Madeswaran, 2017). 

Moleküler kenetlenme deneylerinde, aktif kolinesteraz ve BACE1 inhibitörü olarak tespit 

edilen fenolik bileşikler, her 3 enzimin aktif bölgesindeki amino asit birimleriyle güçlü 

etkileşimler yapmıştır (Şekil 4.11., Şekil 4.12. ve Şekil 4.13.).  

Test edilen fenolik bileşikler AChE ve BChE enzimlerinin katalitik üçlü cebine ulaşabilmiş ve 

oksianyon bölgesiyle etkileşmiştir. Diğer yandan bu bileşiklerin BACE1 enziminin katalitik 

olmayan bölgesini işgal ettikleri tespit edilmiştir. Ayrıca, EGCG ve rozmarinik asit BACE1 

enziminde yer alan D228 aminoasiti ile hidrojen bağı oluşturarak etkileşmiştir. 

Madeswaran'ın (2017) EGCG ile AChE ve BChE üzerinden yaptığı moleküler kenetlenme 

çalışmasına kıyasla, çalışmamızda kaydedilen değerler (sırasıyla -12,95 ve -13,52 kkal/mol) 

EGCG’nin kolinesterazlarla daha stabil bir bağlanma gerçekleştirdiğini kanıtlar niteliktedir. 

Benzer şekilde, AChE, BChE ve BACE1 enzimleri için kersetin ve rozmarinik asitin hesaplanan 

bağlanma enerjileri önceki çalışmalara nazaran daha anlamlı bulunmuştur (Alam ve 

diğerleri 2018; Madeswaran, 2017). 

Tezimiz kapsamında incelenen fenolik bileşiklerin nöroprotektif etkisine dair kümülatif 

sonuçlarımız irdelendiğinde, en ümit verici bileşikler olarak rozmarinik asit, gallik asit, 3-

hidroksitrozol, oleuropein, EGCG ve kersetin ön plana çıkmaktadır. 

Literatür taramamıza göre; rozmarinik asitin AChE ve BChE’ı güçlü şekilde inhibe ettiğine 

dair çalışmalar mevcuttur (Chao ve diğerleri 2022; Costa ve diğerleri 2014; Gülçin ve 

diğerleri 2016). Bazı bitkisel fenoliklerin kolinesteraz enzimlerine karşı inhibitör etkilerinin 

incelendiği Szwajgier'in (2013, 2015) çalışmalarında, en yüksek etkiyi rozmarinik asit 

göstermiş olup etki sıralaması; rozmarinik asit > kafeik asit > gallik asit = klorojenik asit 

şeklinde bildirilmiştir. Bu sonucun elde edilmesinde, CH2-CH2-COOH veya bir COOH 

grubundan ziyade, CH=CH-COOH varlığının kolinesteraz inhibisyonu sağlamada daha etkili 

olduğu vurgulanmıştır (Szwajgier, 2013). Ayrıca, rozmarinik asitteki hidroksil gruplarının 

BACE1 inhibitör aktivitesini artırdığı bilinmektedir (Paudel ve diğerleri 2020). Yapılan in vitro 

deneylerin yanında, hücre kültürü, in silico ve farelerde yapılan in vivo deneyler sonucu da 

rozmarinik asitin nöroprotektif etkileri ortaya konulmuştur (Bhatt ve diğerleri 2015; Coelho 
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ve diğerleri 2016; De Mello Andrade ve diğerleri 2016; Grigoletto ve diğerleri 2016; Khamse 

ve diğerleri 2015; Madeswaran, 2017; Shan ve diğerleri 2016; Shang ve diğerleri 2017; 

Szwajgier ve diğerleri 2017). Ancak, rozmarinik asit için literatürde NF-B bağımlı 

nöroprotektif etki bildirilmiş olmasına rağmen (Hase ve diğerleri 2019; Lee ve diğerleri 

2006; Ma ve diğerleri 2020), tez çalışmamızda elde edilen PCR sonuçlarına göre anlamlı bir 

etki gözlenmemiştir. 

“Zeytin (Olea europaea L.) polifenolleri” olarak bilinen oleuropein ve 3-hidroksitirozol de 

tezimiz kapsamında ümit vaat eden fenolik bileşiklerdendir. Oleuropeinin Aβ peptidine 

kovalent olmayan bir şekilde bağlanarak polimerizasyonunu ve fibril oluşumunu engellediği 

bilinmektedir; bu nedenle nöroprotektif etki açısından umut verici bir polifenol olarak kabul 

edilmektedir (Barbaro ve diğerleri 2014; Bazoti ve diğerleri 2008). Ayrıca, oleuropeinin 

sıçanlarda toksik agregat kalıntılarını nötralize ettiği, Aβ toksisitesini geriye çevirdiği, tau 

birikimini inhibe ettiği ve SH-SY5Y hücre hattında dikkate değer nöroprotektif etki 

gösterdiği bildirilmiştir (Daccache ve diğerleri 2011; Luccarini ve diğerleri 2014; Omar ve 

diğerleri 2018a; Rigacci ve diğerleri 2011). Ayrıca, morfin-nedenli nörotoksisiteye karşı 

oleuropeinin sıçan hipokampüsünde oksidatif stres ve apoptozu azalttığı görülmüştür 

(Shibani ve diğerleri 2019). Yang ve diğerlerinin (2023) yaptığı çalışmada, farelerde AH 

modeli oluşturulmuş ve oleuropeinden zengin zeytin yaprağı ekstresinin NF-B yolağının 

inhibisyonu yoluyla nöroenflamasyonu azalttığı bildirilmiştir. Diğer yandan, fareler üzerinde 

yapılan çalışmalarla hidroksitirozolün nöroprotektif etkileri, uzamsal-bilişsel yetenekleri 

önemli ölçüde artırdığı ve güçlü bir beyin antioksidanı olduğu bazı çalışmalar ile ortaya 

konulmuştur (Arunsundar ve diğerleri 2015; González-Correa ve diğerleri 2008; Schaffer ve 

diğerleri 2007; Tasset ve diğerleri 2011; Zheng ve diğerleri 2015). Bunun yanında, 

nöroblastoma N2a, PC12 hücreleri, nöroblastoma IMR-32 ve histiyositik lenfoma U937 

hücre dizilerinin kullanıldığı hücre kültürü çalışmaları ile de hidroksitirozolün β-amiloit-

nedenli toksisite ve oksidatif strese karşı koruyucu etkileri bildirilmiştir (Hashimoto ve 

diğerleri 2004; St-Laurent-Thibault ve diğerleri 2011; Young ve diğerleri 2008). Ayrıca, bazı 

çalışmalar oleuropein ve 3-hidroksitirozolün TNF-α, IL-1β ve nitrik oksit dahil olmak üzere 

monositik enflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu ve pro-enflamatuvar sitokin üretimini 

azaltma işlevi gördüğünü (Barbaro ve diğerleri 2014; Giamarellos-Bourboulis ve diğerleri 

2006) ve her 2 bileşiğin de antikanser, antimikrobiyal, antiviral ve anti-anjiyogenik etkilerine 
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ek olarak nöroprotektif etkiye de sahip olabileceğini göstermiştir. Qosa ve diğerleri (2015) 

ise oleuropeinin APOE’ye bağlı amiloit klerensini artırdığını gözlemlemiş, ancak tezimizde 

bu bulgulardan farklı olarak, TNF-α ekspresyonu artarken APOE ekspresyonunda bir 

değişiklik olmadığı tespit edilmiştir. Bunun yanında, sonuçlarımıza göre oleuropeinin ve 3-

hidroksitirozolün sinaptik aktivite ve immun yanıtla ilişkili genlerin ekspresyonunda artışa 

neden olduğu da gözlemlenmiştir. Literatür taramalarımıza göre; hidroksitirozolün D. 

melanogaster ve farelerde pasif kaçınma testi yöntemleri üzerinden nöroprotektif etkileri, 

ilk defa tezimiz dahilinde çalışılmıştır. Ayrıca, hidroksitirozol ve oleuropein ile zebra 

balığında mitokondriyal membran işlev bozukluğu ve oksidatif hasardan koruma üzerine 

yapılmış çalışmalar olsa da (Arteaga ve diğerleri 2021; Dong ve diğerleri 2022), bilişsel 

süreçlere etkisi yine ilk defa tezimiz kapsamında çalışılmıştır. 

Kersetin de çeşitli etki mekanizmaları üzerinden nöroprotektif etkinliği oldukça dikkate 

değer fenolik bileşiklerden biridir. Literatürde bildirildiğine göre, kersetinin kolinesteraz 

inhibitör etkisinin araştırıldığı çalışmalar mevcuttur (Abdel-Diam ve diğerleri 2019; Adedara 

ve diğerleri 2017; Ademosun ve diğerleri 2016; Khan ve diğerleri 2009; Orhan, 2021). 

Ayrıca, tezimizde farelerde gerçekleştirilen pasif kaçınma testinin, sıçanlarda yapılmış olan 

modelinde bildirilen sonuçlara göre; kersetin, donepezil ve bunların kombinasyonları ile 

Morris su labirenti, pasif kaçınma testi ve yükseltilmiş artı labirenti gibi bilişsel deneysel 

modellerinde, geçiş süresinin uzamasında önemli bir artışa neden olmuştur (Pattanashetti 

ve diğerleri 2017). Yine kersetinin farelerde hafıza ve öğrenme, bilişsel performans ve 

nöroprotektif etkileri üzerine yapılan çalışmalar bildirilmiştir (Li ve diğerleri 2019; Sabogal-

Guáqueta ve diğerleri 2015; Singh ve diğerleri 2003; D. M. Wang ve diğerleri 2014). Bunun 

yanında, antioksidan etkinliğin ölçüldüğü çalışmalarda genellikle referans olarak kullanılan 

kersetin, birçok çalışmada olduğu gibi tez çalışmamızda da pozitif sonuçlar vermiştir (Firuzi 

ve diğerleri 2005; Nenadis ve Tsimidou, 2002; Nenadis ve diğerleri 2004; Nile ve diğerleri 

2018; Perron ve diğerleri 2010; Skroza ve diğerleri 2015; Soobrattee ve diğerleri 2005; 

Vishwakarma ve diğerleri 2022). Yine literatürle uyumlu şekilde, kersetinin davranışsal 

değişiklikler üzerine etkisinin zebra balıklarında YTT ile ölçüldüğü çalışmalara benzer 

sonuçlar elde edilmiştir (Gupta ve diğerleri 2021; Singh ve diğerleri 2022b). Ayrıca, 

tezimizde 50 μM ve 150 μM dozda kersetin ile beslenen D. melanogaster sineklerinde 

anlamlı bir etki gözlenmese de; Kong ve diğerlerine (2016) göre, 0,44 g/L gibi daha yüksek 
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doz denendiğinde, sineklerin ömrünün uzadığı tespit edilmiştir. Tezimizde gen ekspresyonu 

ile elde edilen sonuçlara göre, kersetinin immün yanıtla ilişkili TNF-α, CCL5, CR1 ve CD33 ile 

sinaptik aktiviteyle ilişkili MMP9 ekspresyonunu artırdığı, ancak Aβ regülasyonuyla ilişkili 

APP, PSEN1 ve kolesterol metabolizmasıyla ilişkili APOE, CLU ve ABCA7 ekspresyonlarında 

önemli bir değişikliğe yol açmadığı da tespit edilmiştir (Carter, 2011; Griciuc ve Tanzi, 2021; 

Reinhard ve diğerleri 2015). 

Yakın zamanda yapılan bir çalışmada, gallik asitin güçlü bir AChE inhibitörü olduğu ve gallik 

asidin 2. ve 4. konumlardaki hidroksil gruplarının sirinjik asit oluşturmak üzere 

metilasyonunun ve fenolik asite eklenecek uzun bir yan zincirin inhibisyon gücünü 

zayıflatacağı bildirilmiştir (Wu ve diğerleri 2022). Ayrıca, gallik asitin AH’na yönelik sıçan 

modelinde Aβ oligomerizasyonunu inhibe ederek bilişsel işlevi artırdığı görülmüştür 

(Hajipour ve diğerleri 2016). Yapılan bir çalışmada, tezimizde kullandığımız pasif kaçınma 

testine benzer bir testle erkek sıçanlarda 10 ve 20 mg/kg dozlarla yapılan tedavide 

beyindeki oksidasyon durumu ve malondialdehit (MDA) düzeylerinin ölçümü yoluyla 

hafızanın geliştiği ortaya konulmuştur (Salehi ve diğerleri 2019). Yine 21 gün boyunca 5, 10 

ve 20 mg/kg dozlarda erkek BALB/c farelerinde strese bağlı hafıza kaybı üzerinde denenen 

gallik asitin MDA seviyesinin düşüşü yoluyla nöroprotektif etkili olduğu bildirilmiştir (Salehi 

ve diğerleri 2018). Bunun yanında gallik asitin, AH transjenik Drosophila modelinde 

gözlenen nörokimyasal değişikliklere karşı koruduğu ispatlanmıştır (Ogunsuyi ve diğerleri 

2020). Bir diğer in vivo model olan zebra balıklarında bilişsel performans ve uzamsal belleğin 

değerlendirildiği Y-labirent testinde gallik asit ilk defa tezimizde incelenmiş ve olumlu etki 

gösterdiği saptanmıştır. Gallik asitin gen ekspresyonu üzerinde etkilerinin araştırıldığı 

çalışmalarda, allogreft modelinde gallik asit varlığında düzenleyici T hücrelerinin sayısının 

arttığı ve anti-enflamatuvar etki gözlendiği kaydedilmiştir (Elreedy ve diğerleri 2023). Ayrıca 

sonuçlarımızı destekler şekilde, gallik asit uygulaması sonrasında nekroptoz yoluyla TNF-α 

ekspresyonu artmaktadır (Chang ve diğerleri 2015). Elde edilen sonuçlarda, doğuştan gelen 

bağışıklık ve fagositik reseptörlerle ilişkili CD33 ve CR1 (Griciuc ve Tanzi, 2021) ekspresyonu 

ve MMP9 (Reinhard ve diğerleri 2015) ekspresyonu ile ilişkili sinaptik aktivite gallik asit 

uygulamasından sonra artmıştır. Ayrıca, ABCA7 ve CLU gibi doğuştan gelen bağışıklıkla ilgili 

diğer genlerin ekspresyonunda bir artış görülmesi beklenirken bu genlerin ifadesinde 

önemli bir değişiklik olmamıştır. APOE, PICALM, BIN1 ve CD2AP (Carter, 2011) gibi genom 
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çaplı ilişkilendirme çalışmaları (GWAS) tarafından ortaya konan diğer AH ve lipoprotein ile 

ilişkili genlerin ifade düzeyinin değişmediği de gözlenmiştir. 

Yeşil çayda yüksek miktarda bulunan bir polifenol olan EGCG özellikle nöroprotektif etki 

açısından tezimizde ön plana çıkan fenolik bileşiklerden biridir. Literatürde bildirildiğine 

göre, düzenli yeşil çay tüketiminin bilişsel bozukluk riskini azalttığı bilinmektedir (Cascella 

ve diğerleri 2017; Youn ve diğerleri 2022). Ayrıca, AH ve amiloitle ilişkili patolojilerde 

nöroprotektif etki gösterdiği, özellikle hayvan ve hücresel modeller üzerinde yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir (Rezai-Zadeh ve diğerleri 2005; Singh ve diğerleri 2018). Bunun 

yanında, EGCG’nin antioksidatif etki, metal şelasyonu, PKC, PKB/Akt, PI3K ve ERK1/2 

yolaklarının aktivasyonu yoluyla hücre sağkalımına bağlı moleküler yolakların 

desteklenmesi gibi sinerjik etkilerle de nörodejenerasyonu önleyebileceği ortaya 

konulmuştur (Kim ve Choi, 2015; Koh ve diğerleri 2003; Rai ve diğerleri 2019; Renno ve 

diğerleri 2017; Sadiq, 2023; Sun ve Alkon, 2014; Valverde-Salazar ve diğerleri 2023; Wang 

ve diğerleri 2020; Weinreb ve diğerleri 2009). Benzer şekilde, EGCG’nin anti-enflamatuvar 

ve nöroprotektif özelliklere sahip olduğu ve TNF-α ile indüklenen monosit üretiminin EGCG 

uygulamasından sonra inhibe edildiği kanıtlanmıştır (Ahn ve diğerleri 2008; Cascella ve 

diğerleri 2017; Lee ve diğerleri 2004). Bu bulgudan farklı olarak, tezimizde elde ettiğimiz 

sonuç, EGCG’nin TNF-α ekspresyonunu artırdığı yönündedir. Benzer şekilde, tezimizde 

çalışılan genlerin çoğunun EGCG tarafından eksprese edildiği, PSEN1 ve kolesterol 

metabolizmasıyla ilişkili ABCA7, APOE ve CLU gen ifadelerinde ise değişim olmadığı 

görülmüştür. Aynı zamanda, EGCG'nin D. melanogaster ve HH modeli oluşturulan 

sıçanlarda motor işlevi doğrudan iyileştirdiği; PH’nın D. melanogaster modellerinde 

bağırsak mikrobiyotasını ve TotM ekspresyonunu yeniden şekillendirerek nöronal ve 

davranışsal kusurları düzelttiği çalışmalarla tespit edilse de (Ehrnhoefer ve diğerleri 2006; 

Xu ve diğerleri 2020), farelerde yaptığımız pasif kaçınma testinde EGCG için anlamlı sonuç 

elde edilememiştir. Diğer yandan, EGCG’nin zebra balığı modelinde YTT ile güçlü anksiyolitik 

özellikler göstererek kaygı durumunu azalttığı elde ettiğimiz bulgular arasındadır. Zebra 

balıkları üzerinde 2023 yılında EGCG ile yapılan araştırmanın sonuçları da bulgularımızı 

desteklemektedir (Singh ve diğerleri 2023). 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında, bitkilerde yaygın olarak bulunan 38 adet fenolik bileşiğin AH’na karşı 

etkileri in vitro, in vivo, in silico ve hücre kültürü deneysel modellerin yanı sıra AH ile ilişkili 

genler üzerinde de araştırılmıştır. In vitro AChE, BChE ile BACE1 inhibisyonu ve antioksidan 

aktivite çalışmalarına göre (demir iyonu-şelasyon etki, DPPH radikal süpürücü etki, FRAP ve 

CUPRAC) rozmarinik asit, gallik asit, kersetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, EGCG ve 

3-hidroksitirozol bileşiklerinin en iyi sonuçları verdiği gözlenmiştir. Daha sonra, D. 

melanogaster sineğinde nöroprotektif etki modeli, farelerde pasif kaçınma ve zebra balığı 

(Danio rerio) davranış modelleri gibi in vivo yöntemlerle, in vitro deneylerimizde en etkili 

olduğu tespit edilen bileşiklerden seçilerek test edilmiş ve 3-hidroksitirozol, oleuropein, 

rozmarinik asit, EGCG ve gallik asitin etkili olduğu tespit edilmiştir. 

In vitro ve in vivo deney modellerimizde etkili oldukları belirlenen fenolik bileşiklerin AChE, 

BChE ve BACE1 enzimlerinin aktif bölgeleri ile etkileşimleri moleküler kenetlenme deneyleri 

ile incelenmiş ve etkileşim mekanizmalarına ait veriler elde edilmiştir. Ayrıca tez 

gereçlerimizi teşkil eden fenolik bileşiklerin biyolojik aktivite ve advers etki tahminleri de in 

silico olarak değerlendirilmiş ve olası advers etkilerine dair fikir elde edilmiştir. Ayrıca, MTT 

ve Alamar Blue yöntemleri ile SH-SY5Y insan nöroblastoma hücre hattında inhibitör etkili 

bileşiklerin sitotoksisitelerinin değerlendirildiği çalışmalarda, özellikle rozmarinik asit ve 3-

hidroksitirozol en düşük sitotoksisiteyi göstermiştir. Bunun yanında, AH patolojisinde yer 

alan düzensiz gen ifadelerinden yola çıkarak seçilen fenolik bileşiklerin bazı ilişkili genlerin 

ifade düzeylerine etkileri incelenmiştir. 

Fenolik bileşiklerin anti-Alzheimer etki açısından rolünün in vitro, in vivo, in silico ve 

moleküler düzeyde seçilen farklı deney modelleri ile mukayeseli olarak ilk defa araştırıldığı 

tez çalışmamızda, 3-hidroksitirozol, EGCG, oleuropein, gallik asit, rozmarinik asit ve kersetin 

potansiyeli en yüksek olan fenolik bileşikler olarak öne çıkmaktadır. 

Sonuç olarak; tez kapsamında incelediğimiz 38 adet bitkisel kökenli fenolik bileşiğin 

nöroprotektif etkinliğine dair in vitro, in vivo, in silico ve hücre kültürü yöntemleri ile ilişkili 

gen aktiviteleri incelenerek elde ettiğimiz bulgular, literatürde bildirilen bazı sonuçlar ile 
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uyumlu bulunmuş ve bazıları için ise kullandığımız deney modelleri literatürde ilk defa 

tezimizde uygulanmıştır. Bulgularımız, bitkisel kökenli fenolik bileşiklerin nöroprotektif 

etkileri açısından ümit verici moleküller olduğuna ve daha ileri çalışmalar yapılması 

gerektiğine işaret etmektedir. 
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