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OZET

Bu tez calismasinda, bitkilerde bulunan 38 adet fenolik bilesigin Alzheimer hastaligina (AH) karsi
etkileri in vitro, in vivo, in silico ve hicre kiltiirii deneysel yontemleri yani sira AH ile iliskili genler
Uzerinde de arastirilmistir. In vitro yontemle yapilan ilk taramaya gore, rozmarinik asit, gallik asit,
kersetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, epigallokatesin gallat (EGCG) ve 3-hidroksitirozol
kolinesteraz (asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz) enzim inhibitori olarak en etkili fenolik
bilesikler olarak tespit edilmistir. Ayrica, EGCG, kersetin, rozmarinik asit, trans-resveratrol ve
oleuropein, B-sekretaz enzim inhibitorl olarak da etkili bulunmustur. Bunun yaninda, bilesiklerin
demir iyonu selasyon etki, demir-indirgeme antioksidan giicii (FRAP), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) ve bakir-indirgeme antioksidan glici (CUPRAC) gibi yontemlerle antioksidan kapasiteleri
arastirilmis ve enzim inhibitort olarak etkili bulunan fenolik bilesiklerin yiksek antioksidan etki
gosterdigi tespit edilmistir. Daha sonra, en etkili oldugu tespit edilen bilesiklerden secilenler
farelerde pasif kacinma, sirke sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster'de néroprotektif etki
modeli ve zebra balgi (Danio rerio) davranis modelleri gibi in vivo yontemlerle test edilmis ve 3-
hidroksitirozol, EGCG, oleuropein, gallik asit ve rozmarinik asitin olumlu etki gosterdigi tespit
edilmistir. In vitro ve in vivo deney modellerinde etkili olduklari belirlenen fenolik bilesiklerin
noroprotektif etkileri, molekiler modelleme ve PASS yazilim programinda biyolojik ve sitotoksik
aktivite tahminleri gibi in silico yontemlerle de degerlendirilmistir. Bunun yaninda, 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolyum bromir (MTT) ve Alamar Blue yontemleri ile SH-SY5Y
insan noroblastoma hiicre hattinda segilen bilesiklerin sitotoksisitesinin degerlendirildigi
¢alismalarda, 6zellikle rozmarinik asit ve 3-hidroksitirozol en disik sitotoksisiteyi gostermistir.
Ayrica, AH patolojisinde yer alan diizensiz gen ifadelerinden yola ¢ikarak fenolik bilesiklerin bazi
iliskili genler Uzerindeki gen ifade dlzeyi degisimleri test edilmistir. Fenolik bilesiklerin anti-
Alzheimer etkiyi saglamadaki roltinlin ilk defa bu kadar ¢cok yontem ile mukayeseli olarak arastirildig
tez calismamizda, 3-hidroksitirozol, EGCG, oleuropein, gallik asit, rozmarinik asit ve kersetin mit
verici noroprotektif bilesikler olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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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 B-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. GIRIS

insan fizyolojisi agisindan bakildiginda, fenolik bilesiklerin antioksidan, anti-enflamatuvar,
antiproliferatif ve yaslanma karsiti gibi etkilerle viicuttaki savunma yanitlarinda 6nemli bir
roli vardir ve oksidatif stresin yonetilmesi yoluyla nérodejeneratif hastaliklar, kanser,
diyabet ve kardiyovaskiler hastaliklar gibi birgok kronik rahatsizhgin gorilme sikhgini
azaltacak potansiyele sahiptirler (Anantharaju ve digerleri 2016; Crozier ve digerleri 2009;
Dai ve Mumper, 2010; Dziato ve digerleri 2016; Jacobo-Velazquez ve Cisneros-Zevallos,
2017; Lin ve digerleri 2016). Bitkilerde bulunan en 6nemli ve genis kimyasal gruplardan biri
olan fenolik bilesiklerle ilgili diinyada uzun yillardir pre-klinik ve klinik diizeyde yogun
arastirmalar sirdirtlmekte olup, etki mekanizmalari fizyolojik, patofizyolojik ve molekiler
yolaklar Uzerinden de aciklanmaya calisiimaktadir. Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson
hastaligi (PH), multipl skleroz (MS), amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Huntington hastalig
(HH) gibi kademeli noron kaybi, atrofi ve karmasik patofizyolojiler ile karakterize
hastaliklarin tiimiinde norodejenerasyon gozlenmektedir (Dugger ve Dickson, 2017).
Ozellikle yash niifusta sik rastlanan, ilerleyici bir hastalik olan AH, demansin en yaygin
tlrtdir ve bu hastaliga karsi heniliz bir tedavi mevcut degildir (Niu ve digerleri 2017).
Hastaligin semptomlarini gidermeye yonelik uygulanan tedaviler icerisinde en kabul goren
teori, asetilkolinesteraz (AChE) enzimi tarafindan hidroliz edilen asetilkolinin miktarindaki
azalma sebebiyle gozlenen patolojinin dlzeltilmesini hedefleyen kolinerjik hipotezdir
(Anand ve Singh, 2013; Saxena ve Dubey, 2019). Kolinerjik sistemde AH ile iliskili bir diger
enzim olan butirilkolinesterazin (BChE) B-amiloit plaklarda birikmesi sonucu olusturdugu
patolojinin dizeltilmesi de hastaligin tedavisinde diger bir hedeftir (Darvesh, 2016; Xing ve
digerleri 2021). AH i¢in kabul edilen diger teori de amiloit hipotezi olmakla birlikte; bu
mekanizma lizerinden semptomlarin giderilmesine veya tedavisine yonelik uzun vyillar
herhangi bir ilag gelistirilememistir (Gouras ve digerleri 2015; Paroni ve digerleri 2019).
Ancak, 2021 ve 2023 yillarinda sirasiyla, Aducanumab ve Lecanemab isimli iki anti-amiloit
monoklonol antikor Amerikan Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan onay almistir (Wu ve digerleri 2023). Ayrica, beyinde bakir, ¢inko, aliminyum ve
demir gibi gecis metallerinin dengesizligine bagh bozulmalar AH’na sebep olmaktadir ve bu

sebeple metal selasyonun da tedavi potansiyeli oldugu disinilmektedir (Das ve digerleri



2021; Singh ve digerleri 2022b). Sonug olarak, AH tedavisinde klinikte en ¢ok recete edilen
ilag grubu donepezil, rivastigmin ve galantamin gibi hafif ve orta dereceli semptomlari
gidermede kullanilan kolinesteraz inhibitorlerinin yaninda, orta ve siddetli semptomlari
gidermeye yonelik N-metil-D-aspartat (NMDA) resept6r antagonisti olan memantindir

(Cizelge 1.1.) (Dou ve digerleri 2018; Guo ve digerleri 2020).

Cizelge 1.1. AH tedavisinde kullanilan bazi sentetik ve dogal kokenli kolinesteraz
inhibitorleri ile NMDA resept6r antagonistinin kimyasal yapilari

Galantamin Donepezil
~
H\":/
A
Rivastigmin Fizostigmin

Takrin Memantin

NH,

AH’na karsi kullanilan dogal kaynakl ilk kolinesteraz inhibitéri olan fizostigmin,
Physostigma venenosum Balf. (Kalabar baklasi) adli bitkiden elde edilen bir alkaloit olup,
yeni nesil inhibitérlerin tasarlanmasinda 6nci bir yapisal model olmustur (Cizelge 1.1).
Klinikte kullanilan kolinesteraz inhibitéri bir ilag etken maddesi olan rivastigmin,
fizostigminden hareketle gelistirilmis sentetik bir alkaloittir (Mohs ve digerleri 1985; Pinho
ve digerleri 2013). Amaryllidaceae familyasina mensup Galanthus woronowii Losinsk. gibi
bazi bitki tlrlerinden izole edilen ve gliclii bir kolinesteraz inhibitori olan galantamin, AH’ da
norolojik dejenerasyon slirecini yavaslatmak icin klinikte kullanilan, dogal kaynakli en son
nesil ilagc etken maddesidir (Heinrich ve Teoh, 2004; Naguy ve digerleri 2022). Flavonoit
turevleri arasinda izoflavonlar ve flavonlarin kolinesteraz inhibisyonunda giicli,
ksantonlarin ise daha zayif bilesikler oldugu; diger yandan kinonlar ve stilbenler {izerinde

bu acidan daha az sayida calisma bulundugu vurgulanmistir (Pinho ve digerleri 2013). Bu



orneklerden yola cikarak, dogal kaynaklardan elde edilen bilesiklerin AH tedavisinde

potansiyeli oldugu ve umut vaat ettigi ongorilmektedir.

Bu sebeple “Bitkisel kdkenli bazi fenolik bilesiklerin anti-Alzheimer etkilerinin in vitro, in
vivo ve in silico yontemlerle incelenmesi” baslikli tezimiz kapsaminda, daha onceki
calismalarla noérodejeneratif hastaliklara karsi farkli mekanizmalarla olumlu etkileri
bildirilen ve tibbi bitkilerde yaygin olarak bulunmasi nedeniyle secgilen 38 adet fenolik
bilesigin (Cizelge 3.1.) in vitro, in vivo ve in silico deneysel yontemlerin kombinasyonu ile
noroprotektif etkileri arastirilmak tzere secilmistir. AH’nin tedavisinde en fazla recetelenen
ilag grubu olan kolinesteraz inhibitorleri esas alinarak, 6n tarama kapsamina alinan bu
bilesiklerin kolinesterazlara (AChE ve BChE) karsi inhibitor etkileri ilk dnce in vitro yontem
ile test edilmistir (Ellman ve digerleri 1961; Saxena ve Dubey, 2019; Sharma, 2019). Bunun
yaninda, ylksek kolinesteraz inhibisyonu gosteren bilesiklerin, beta amiloit (B-amyloid, AB)
proteinlerin olusumunda yer alan, “memapsin 2” olarak da bilinen B-sekretaz (B-site
amyloid precursor protein cleaving enzyme, BACE1l) enzimine karsi etkisi de in vitro

yontemle tayin edilmistir (Youn ve digerleri 2016).

Diger yandan, Alzheimer hastalarinin beyinlerinde intrandronal diizeyde demir basta olmak
Uzere ylksek oranda metal birikimine bagh norotoksisite tespit edildiginden, fenolik
bilesiklerin demir iyonu selasyon etkisi, demir-indirgeme antioksidan giici (ferric-reducing
antioxidant power, FRAP) ve bakir-indirgeme antioksidan gilcl (copper-reducing
antioxidant power, CUPRAC) de in vitro olarak tayin edilmistir. Ayrica, tez ¢calismamizda
secilen fenolik bilesiklerin genel antioksidan aktivitesi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

serbest radikal stipdriici tayini ydontemi ile gergeklestirilmistir.

Tez calismamizda, 6zellikle 6n taramamizda in vitro yontemlerde en etkili oldugu tespit
edilen fenolik bilesiklerden secilenler, in vivo deney modellerinde test edilmistir. Yiksek
inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenen fenolik bilesikler, “sirke sinegi” olarak bilinen
Drosophila melanogaster modelinde in vivo olarak test edilmistir. Genomu 2000 yilinda
dizilenen ilk kompleks organizma olan D. melanogaster, insan genomuyla yiiksek oranda
homoloji gostermesi ve cok sayida ortak gene sahip olmasi, insan biyolojisi ve hastalik

slreclerinin incelenmesi ve 6zellikle nérodejeneratif hastaliklar icin iyi bir model organizma



olmasi, kisa hayat déngtisline sahip olmasi ve diger bircok model organizmaya goére ylksek
yavru sayislyla calisma imkani vermesinden dolayi, tez calismamizin amaci agisindan uygun
bir model olarak segilmistir (Lee ve digerleri 2014; McGurk ve digerleri 2015). Ayrica,
tezimizde aktif inhibitor oldugu tespit edilen 5 adet fenolik bilesigin anti-amnezik etkisi, AH
icin bir diger in vivo model olan pasif kaginma testinde skopolamin-nedenli amnezi
olusturulan farelerde test edilmistir. Pasif kaginma testi, merkezi sinir sistemi (MSS) ile ilgili
bozukluklarin kemirgen modellerinde hafiza ve 6grenmeyi degerlendirmek igin kullanildigi
bir testtir (Janicke ve Coper, 1996). Tez calismamizda segilen fenolik bilesiklere uygulanan
Uglinci in vivo deney modeli de zebra baligi (Danio rerio) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Zebra baligi, AH'nda mutasyona ugrayan genlere ortolog olan genlere sahiptir. Bu genlere
bagh ozelliklerin kemirgen modellerinde gézlenmezken zebra baliginda gézlenmesi, AH
arastirmalarinda zebra baligini giderek daha yaygin bir model haline getirmistir (Newman

ve digerleri 2014).

Tezimizde, enzim inhibitor etkili fenolik bilesiklerin néroprotektif etkileri in silico deneysel
modellerle de incelenmistir. Bilesiklerin potansiyel biyolojik aktiviteleri ve insandaki olasi
toksik etkilerinin tahmini in silico yéntemle, maddeler igin aktivite spektrumlarinin tahmini
(prediction of activity spectra for substances, PASS) programi kullanilarak
degerlendirilmistir. PASS vyazilimi 4000’den fazla farmakolojik etki ve biyokimyasal
mekanizmanin tahmininde bilesigin kimyasal yapisini temel alarak tahminde bulunmaktadir
(Filimonov ve digerleri 2014). Son zamanlarda sentetik ve dogal kdkenli éncl biyoaktif
molekdllerin protein-ligant iliskilerinin molekiiler diizeyde incelenmesinde in silico
yontemlerin 6nem kazanmasiyla tez gereclerimizi olusturan inhibitor etkili fenolik
bilesiklerin etkinlikleri molekiiler modelleme (molecular docking) yoéntemiyle AChE, BChE
ve B-sekretaz enzimlerinin aktif bolgelerindeki protein-ligant etkilesmeleri simile edilerek

degerlendirilmistir.

In vitro ve in vivo deney modellerimizde etkili olduklari belirlenen fenolik bilesikler,
noroprotektif etki icin SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hatti hicrelerinde de test
edilmistir. Fenolik bilesiklerin hiicre canliligi ve sitotoksik 6zelliklerinin degerlendirilmesi 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) ve Alamar Blue yontemleriyle

gerceklestirilmistir. Ayrica, AH’nin, birden fazla beyin bolgesinde, binlerce genin diizensiz



ifadesini iceren bir hastalik olmasi nedeniyle, tezimizde AH ile iliskilendirilen bazi genler

Uzerinde secilen fenolik bilesiklerin gen ifade dlizeylerindeki etkileri arastiriimistir.

Sonug olarak, doktora tez galismamizda bitkilerde yaygin bulunmalari nedeniyle segilen
fenolik bilesiklerin anti-Alzheimer etkilerine yonelik yapiimis cesitli calismalar olmasina
ragmen, tezimizde uygulanan in vitro, in vivo, in silico ve hiicre kiltlrl yontemlerinin yani
sira AH ile iliskili genler (izerindeki etkilerine dayali molekiler mekanizmalari kiimilatif ve

mukayeseli olarak ilk defa tez calismamizda gergeklestirilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastaligi

2.1.1. Semptomlar

Yiksek konsantrasyonda reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin, hiicre 6limi ve serebral
redoks homeostazini bozarak AH, MS, PH, ALS ve HH gibi bircok nérodejeneratif bozuklugu
iceren MSS bozukluklarina sebep oldugu bilinmektedir (Khadka ve digerleri 2020; Wasik ve
Antkiewicz-Michaluk, 2017). Noérodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilen ve 6zellikle AH nin
ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilen néroenflamasyon, MSS’de yer alan 6zel bir bagisiklik
tepkisidir (Fuster-Matanzo ve digerleri 2013). AH, kronik, nérodejeneratif ve ilerleyici bir
hastalik olup, esas olarak kolinerjik kaybin yaninda (i¢ grup semptom ile kategorize
edilmektedir. ilk kategori, azalmis entellektiiel koordinasyon yetenegi ve dil problemleri,
hafiza ve planlama kaybi gibi semptomlari iceren bilissel islev bozukluklari; ikinci kategori,
depresyon, hallsinasyon, psikiyatrik ve davranissal ajitasyon gibi bilissel olmayan
semptomlari ve lglncl kategori, yemek yemek, giyinmek, alisveris veya araba kullanmak
gibi glinlik aktiviteleri yerine getirmedeki sorunlar ile ilgili semptomlari icerir. AH, hafiza
kayiplari gibi hafif semptomlarla baslayip, kademeli olarak siddetlenebilir ve demansin en

yaygin tipidir (Burns ve lliffe, 2009).

2.1.2. Epidemiyoloji

AH’nin dinya capinda yaklasik 416 milyon insani etkiledigi ve % 70 oraninda tani
konulabildigi tahmin edilmekte; insidansinin 50 yas ve sonrasinda % 22 seviyesinden hizla
yukseldigi, ozellikle ileri yas ve ileri hastalik evrelerinde kadinlari % 54 oranda daha fazla
etkiledigi belirlenmistir (Gustavsson ve digerleri 2022). AH’dan etkilenen insan sayisinin her

20 yilda bir, 2’ye katlanarak artacagi 6ngorilmektedir (Prince ve digerleri 2015).

2.1.3. Risk faktorleri

AH icin temel risk faktori olarak yas gorilmektedir. Bunun yaninda, genetik yatkinlk, viicut-

kitle indeksi ylksekligi, diyabet, tansiyon yiksekligi, sigara bagimhlgi ve serebrovaskiler



hastaliklar gibi vaskiiler faktorler; distk egitim dizeyi, zihinsel, sosyal ve fiziksel aktivite
yoninden fakir yasam tarzi gibi psikososyal faktorler; vitamin B12, folat ve
antioksidanlardan fakir beslenme; toksinler ve elektromanyetik alanlara mesleki maruziyet,
travmatik kafa yaralanmalari, hormon replesman tedavisi ile depresyon gibi faktorler de AH
hastaligi icin risk faktort kabul edilmektedir (Blennow ve digerleri 2006; Qiu ve digerleri

2022; Querfurth ve LaFerla, 2010).

2.1.4. Genetik etiyoloji

AH blylik oranda sporadik bir temelde ortaya ¢ikarken, distk oranda ailesel kaynaklidir.
Ailesel kaynakh AH’nin, presenilin 1 (PSEN1), presenilin 2 (PSEN2) ve amiloit 6ncl proteini
(amyloid precursor protein, APP) genlerinde ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucu olustugu;
sporadik kaynakli AH’dan ise blyilik oranda apolipoprotein E (APOE) €4 alelinin sorumlu
oldugu, ancak cevresel faktorlerin de rol oynadigl bir mekanizmayla ortaya c¢iktigi

gosterilmistir (Blennow ve digerleri 2006; Qiu ve digerleri 2022).

2.1.5. Patolojik bulgular

Multifaktoryel ve progresif bir nérodejeneratif hastalik olan AH'nin patofizyolojisi son
derece karigiktir ve heniiz tamamen aydinlatilamamistir. Ancak yaslanmis beyinde yanhs
katlanmis proteinlerin zamanla birikmesi sonucu olusan protein agregasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon sonucu olusan serbest radikaller, intranéronal diizeyde asiri
metal birikimi, beyaz ve gri cevher lezyonlari, inme ve iskemik rahatsizliklarin enflamatuvar
ve oksidatif stresle karakterize sinaptik disfonksiyona ve bilissel sireglerde bozulmaya
neden oldugu dislinilmektedir (Bush, 2013; Duyckaerts ve digerleri 2009; Y. Li ve digerleri
2017; Querfurth ve LaFerla, 2010). Gri cevherde “B-amiloit peptit (AB)” olarak adlandirilan
senil plaklar ve tau proteinin hiperfosforile formu olan noérofibril yumaklar, AH nin ayirt

edici belirtecleridir (Gouras ve digerleri 2015; Querfurth ve LaFerla, 2010).

AH patolojisini aciklamada ilk ortaya cikan hipotez, kolinerjik hipotezdir ve beyinde
asetilkolin (ACh) iceren néronlardaki islev bozukluklarinin ilerleyen yas ve AH hastalarinda
gozlenen bilissel gerilemeye katki sundugu 6ne siriilmustir (Terry ve Buccafusco, 2003).

Alzheimer hastalarinin bazal 6n beyinindeki kolinerjik néronlarda meydana gelen kayip ve



ACh seviyelerindeki dlistisiin AChE, BChE, asetilkolin transferaz (ChAT) aktiviteleri ile ilgili

oldugu vurgulanmistir (Francis ve digerleri 1999).

AH’nin patolojisini agiklamada gegerli bir diger hipotez ise amiloit kaskad teorisidir. Genel
olarak AB plaklarin Gretimi ve atilimi arasindaki dengesizlik sonucu olustugu, 6rnegin ailesel
AH’da artmig AB Uretimi, sporadik AH’da ise azalmig AB atiliminin gérildugi ifade edilmistir

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

Tau patolojisinin ise yavas gelistigi ve norofibril yumaklar halinde noéron goévdesinde,
norofibril iplik halinde dentritlerde ve senil plak halinde aksonlarda gozlenebildigi
vurgulanmistir (Dugger ve Dickson, 2017; Duyckaerts ve digerleri 2009; Querfurth ve
LaFerla, 2010).

AH’nda norofibriler dejenerasyona yol acan faktorlerin (Sekil 2.1.), patolojik kosullar altinda
kinaz ve fosfataz aktivitelerinde bir dengesizlik sonucu tau proteininin anormal
hiperfosforilasyonuyla ortaya ¢iktigl kabul edilmektedir. Noérofibril yumaklar, baglanmamis
tau proteinlerinin birikmesi, ayrica hiperfosforile tau proteininin salinmasiyla kararsiz hale
gelen mikrotlbillerin sinaptik islev bozuklugu ve dejenerasyona sebep olmasiyla
olusabilmektedir. Sonug¢ olarak, hiperfosforile ve/veya kimelenmis tau turlerinin

norotoksik etkilere sahip oldugu vurgulanmistir (Klafki ve digerleri 2006).



10

' Normal sartlarda tau proteini mikrotiibiile baglanir ve stabilize eder ’

dengesizligi

Patolojik sartlarda fosfataz/kinaz aktivite l

Anormal tau hiperfosforilasyonu

¥

’ Mikrotiibiillerden tau salinimi (fonksiyon kaybi) ’

s ] 7
‘ Mikrotiibiil destabilizasyonu ‘ ’
v Né&rofibril yumaklar

Bozulmus aksonal tagima
[

Li

Sinaptik disfonksiyon

v

I NORODEJENERASYON

Sekil 2.1. AH’'nda norofibriler dejenerasyona yol acan mekanizma (Klafki ve digerleri
2016’dan Tirkge’ye gevrilmistir)

Tespit edilen bir diger patoloji, 6zellikle bakir, ¢inko, aliminyum ve demir gibi gecis

metallerinin AR plaklarda birikip, beyin homeostazini bozarak AH'na sebebiyet vermesidir.

Metal dengesinde meydana gelen bozulmalar genellikle yiiksek protein agregasyonu,

MSS’'nde azalan enzimatik aktivite ve oksidatif stresle iliskili olarak norotoksisiteye yol

acmaktadir (Bush, 2013; Das ve digerleri 2021; Y. Li ve digerleri 2017).

Klinik agcidan AH degerlendirildiginde ise patolojik bulgular; lezyonlarin tipine (yalnizca plak
ve yumak agirlikl), nedene (genetik veya sporadik), baslangi¢ tipine (fokal baslangig) ve
iliskili lezyonlara (Lewy cisimcikleri, hipokampal skleroz, vaskiiler lezyonlar, arjilofilik tahil

hastaligl) gére tanimlanmaktadir (Duyckaerts ve digerleri 2009).

2.1.6. Tedavi yaklasimlari

AH tedavisinde klinik olarak kullanilan ilaglarin cogunun hedefinde bir nérotransmitter olan

ACh’i hidroliz eden enzim olan AChE yer almaktadir. Ancak bu ilaglar yalnizca semptomatik
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tedavi saglamaktadir (Anand ve Singh, 2013; Mangialasche ve digerleri 2010; Saxena ve
Dubey, 2019). Yukarida da bahsedildigi gibi, AH’da kolinerjik hipotezden sonra kabul goéren
diger hipotez olan amiloit kaskad hipotezi ile iliskili mekanizma lzerinden yakin zamanda
gelistirilen monoklonal antikor tedavileri bulunmakla birlikte, rivastigmin (Exelon®),
donepezil (Aricept®) ve galantamin (Reminyl®) gibi kolinesteraz enzim inhibitorleri basta
olmak Uzere; NMDA reseptor antagonisti olan memantin (Ebixa®) klinik tedavide
recetelenen ilag etken maddelerini olusturmaktadir (Dou ve digerleri 2018; Guo ve digerleri
2020; Wu ve digerleri 2023). Son vyillarda yapilan galismalarda, AChE’1 hedef alan farkli
stratejiler gelistirmek ve BChE, B-sekretaz, AB, tau proteini, metallerin antioksidan
ozellikleri gibi diger hedeflere odaklanilsa da anti-Alzheimer etkili sentetik ve dogal kaynakli
molekdillerin kesfinde halen ilk in vitro hedef kolinesteraz inhibisyonu olarak kabul
gormektedir (Darvesh, 2016; Das ve digerleri 2021; Ghosh ve Osswald, 2014; Haas, 2012;
Moussa, 2017; Murray ve digerleri 2013; Panek ve digerleri 2017; Saxena ve Dubey, 2019;
Singh ve digerleri 2022b; Xing ve digerleri 2021).

Kolinesteraz inhibitorleri

Kolin esterlerinin hidrolizini gerceklestiren kolinesterazlar hidrolaz sinifi enzimlerdir. En iyi
bilinen Uyesi olan AChE, kolinerjik sistemde katyonik bir nérotransmitter olan ACh’i, kolin
ve asetata hidroliz etmektedir (Cat, 2019). AChE enziminde ACh hidrolizinin meydana
geldigi esteratik bolge (acil bolgesi ve kolin baglama alt bolgesi) ve periferik anyonik bolge
(periferal anionic site, PAS) olmak tizere iki aktif merkez bulunmaktadir (Sekil 2.2.). Esteratik
bolgede Ser200, His440 ve Glu327 kodlu aminoasit birimlerinden olusan katalitik tcli yer
almaktadir (Atay, 2014). Esteratik bolgede ester hidrolizi olurken, PAS’ta, AChE’nin boyun
kisminda, yani AB peptit ile etkilesime girdigi yerde, ACh kuarterner amonyum atomuyla
etkilesime girerek kolinerjik néron bozulmasi ve plaklarin olusumuna sebep olur (Pohanka,

2011).



12

15A

Sekil 2.2. AChE enzimine ait temsili aktif bolge (Dvir ve digerleri 2010’dan Tirkge'ye
cevrilmistir)

BChE, ACh’i cok daha yavas hidroliz etmektedir ve AChE ile karsilastirildiginda benzer bir
kimyasal yapiya sahip olsalar da substrat 6zgulltkleri farkhidir (Masson ve Lockridge, 2010).
BChE ile ilgili erken donemde yapilan calismalar, bu enzimin roli hakkinda yeterli veri
saglayamamis olsa da Broomfield ve digerlerinin (1991) BChE’nin noronlar Gzerindeki
etkisini kanitlayan c¢alismasi buydk ilgi uyandirmistir (Lockridge, 2015). Ayrica,
norodejeneratif hastaliklarin mekanizma calismalarinda bir arag¢ olmasi, dayanikhligindan
dolayr farmasoétik hedef olarak kullanilma potansiyeli ve ilerlemis AH hastalarinin
beyinlerindeki plaklarda yiksek miktarda bulunmalarindan dolayi ACh seviyesini artirmasi,
BChE'1 ¢cok yonli bir hedef konumuna getirmistir (Gémez-Ramos ve Moran, 1997; Q. Li ve
digerleri 2017). Diinya ¢apinda orta siddette ve ilerlemis AH tedauvisi i¢in klinik onaya sahip
kolinesteraz inhibitorleri rivastigmin, donepezil ve galantamindir (Scheltens ve digerleri

2021).
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NMDA reseptor antagonistleri

Glutamat, beyindeki uyarici nérotransmitterlerden biri olup, demans ve AH patogenezinde
ozellikle rol oynayan NMDA reseptori dahil olmak lizere, bir dizi postsinaptik reseptori
uyarir (Farber ve digerleri 1998; Fonnum, 1984; Orrego ve Villanueva, 1993; Shimizu ve
digerleri 2000). Glutamat tarafindan asiri uyarilan NMDA reseptorinin néronal kalsiyum
asiri yiklenmesine yol agarak, nérodejeneratif bozukluklara sebep oldugu bilinmektedir
(Lipton ve Rosenberg, 1994; Reisberg ve digerleri 2003). Non-kompetitif bir NMDA reseptor
antagonisti ve AH tedavisi i¢cin onaylanmis ilaglardan biri olan memantinin ise patolojik
seviyelere ulasmis glutamatin etkisini inhibe etmesiyle AH'nda terapoétik degere sahip
oldugu bildirilmistir (Danysz ve digerleri 2000; Montemitro ve digerleri 2017; Sani ve
digerleri 2012; Scheltens ve digerleri 2021). Memantinin Alzheimer hastalarinda ginlik
aktivitelerini gelistirdigi, hafizayr guglendirdigi ve farkindalgi artirdigr dogrulanmistir

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

B-Sekretaz (BACE1) inhibisyonu

BACE1, AH’nin hiicre disi amiloit plaklarinda bulunan AB peptitlerinin iretiminde yer alan
kilit enzimlerden biridir. Bu enzim, transmembran APP'nin proteolizi, AB sentezi ve
birikmesinde rol oynayan bir aspartik proteazdir ve AH tedavisinde umut verici bir hedeftir
(Ghosh ve Osswald, 2014). APP sirasiyla BACE1 ve y-sekretaz tarafindan parcalanarak
¢Ozlinlr ve AB oncli proteini (SAPP8) ve amiloitBaz (ABa2) peptit parcasini olusturur. ABa;
fragmanlari daha sonra birikerek, AH’nda sik¢a gorilen senil plaklari olusturur (Sekil 2.3.).
AH’nda bu zamana kadar BACE1'i kodlayan gende heniiz bir mutasyon tanimlanmamistir,
ancak APP’deki tek bir kalinti mutasyonu, BACE1 tarafindan gergeklesen proteolize karsi
koruma sagladigi ve bunun da AH’nda BACE1l’nin rol oynadigini kanitlar niteliktedir
(Moussa, 2017). BACE1 inhibisyonu; AB birikimini engelleyerek AH’niI 6nleyebileceginden,
hastaligin tedavisi icin olasi terapotik hedef olarak kabul edilmektedir (Ghosh ve digerleri

2012).
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Sekil 2.3. APP boliinmesi, AP agregasyonu ve senil plaklarin olusumu (Keske, 2023)

AB agregasyonunun inhibisyonu

AB Uretiminin modilasyonu, AB-agregasyon inhibisyonu veya AP immiinoterapisi gibi
secenekler AH tedavisinde degerli yaklasimlar olarak kabul edilmektedir (Mo ve digerleri
2017; Pohanka, 2011). AB peptitler, AChE’nin periferik anyonik bolgesi ile etkilesime girerek
plak olusumu, dolayisiyla kolinerjik néronlarda hasara yol agar; bu bélgenin inhibisyonu da
AB agregasyonunu Onlemesi nedeniyle AH'nda bir diger tedavi yaklasimidir (Gouras ve
digerleri 2015; Panek ve digerleri 2017; Paroni ve digerleri 2019; Pohanka, 2011). Bu
sebeple, AChE’nin periferik anyonik bolgesiyle etkilesen inhibitorlerin sadece AH’nin
semptomlarini degil, ayni zamanda hastaliga sebep olan faktérlerin de ortadan

kaldiriimasinda etkili olacagi diisiiniilmektedir (Pohanka, 2011).

Tau protein agregasyonu inhibisyonu

AH’nda 6nemli noropatolojik bulgulardan biri de mikrotibiille iliskili hiperfosforile tau
proteinin agregasyonu sonucu olusan norofibril lezyonlardir (Braak ve Braak, 1991). Tau
proteininin fosforillenmesi mikrotibilleri stabilize eden normal bir biyolojik strecken,
artmis fosforilasyon, taunun mikrotibdlllere baglanmasini engelleyerek faaliyet

gostermesini kisitlamaktadir (Alonso ve digerleri 1994; Bramblett ve digerleri 1993;
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Lindwall ve Cole, 1984). Ayrica, fosfoproteinlerin fosforilasyonundan sorumlu kinaz ve
fosfataz aktivitelerindeki bir dengesizligin, tau proteini hiperfosforilasyonu, taunun
mikrotibdillerden ayrilmasi, aksonal tasinimin bozulmasi ve nihayetinde nérodejenerayona

sebep oldugu 6ne sirilmistir (Mandelkow ve Mandelkow, 1998).

Diger terapotik yaklasimlar

Metal selasyonunun da AH tedavisinde etkili olabilecegi 6ngorilmektedir (Das ve digerleri
2021; Singh ve digerleri 2022b). Ayrica, antioksidan, anti-enflamatuvar ilaglarin kronik
kullanimi, mitokondriyal hasardan koruyucu yaklasimlar ve hormon terapisi gibi secenekler
AH’nin ilerlemesini yavaslatabilir. Ancak bu yaklasimlar ile hastaligin tedavisinde bu zamana

kadar tatmin edici bir sonug saglanamamistir (Huang ve Mucke, 2012).

2.2. Fenolik Bilesikler

2.2.1. Genel 6zellikler

Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin genellikle parazit, patojen saldirilarina ve ultraviyole
radyasyona karsi savunma amaciyla Uretildikleri bildirilmistir (Dai ve Mumper, 2010).
Fenolik bilesikler diyetimizin 6nemli bir parcasini olusturmaktadir ve bu bilesiklerce zengin
en 6nemli bitkisel diyet kaynaklari; koyu renkli meyveler, sebzeler, baharatlar, sert kabuklu
yemisler ve tohumlar olarak siralanabilir (Anantharaju ve digerleri 2016; Pérez-Jiménez ve
digerleri 2010). Fenolik bilesikler yoniinden zengin beslenmenin kanser, diyabet, inme, cilt
rahatsizliklari, yaslanma, kardiyovaskiler hastaliklar ve 6zellikle oksidatif stresle baglantili
hastaliklarin  6nlenmesinde rol oynadigl epidemiyolojik c¢alismalarla bildirilmistir
(Anantharaju ve digerleri 2016; Crozier ve digerleri 2009; Dai ve Mumper, 2010; De Souza
ve digerleri 2017; Dziato ve digerleri 2016; Jacobo-Velazquez ve Cisneros-Zevallos, 2017,
Lin ve digerleri 2016; Nufiez-Sanchez ve digerleri 2015; Parkinson ve Cicerale, 2016). Bunun
yaninda fenolik bilesiklerin  dikkate deger noroprotektif etkileri sayesinde
noroenflamasyon, AH, PH ve HH, ALS, iskemi, depresyon, epilepsi, beyin hasari sonrasi
olusan denge kaybi, gérme ve isitme bozukluklari gibi bircok hastalikta pozitif etkileri

bulunmaktadir (Bhatt ve digerleri 2015; Brezani ve digerleri 2018; Cao ve digerleri 2017;
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Chen ve digerleri 2016; Coelho ve digerleri 2015; Daccache ve digerleri 2011; Farbood ve
digerleri 2015; Hur ve digerleri 2001; Khatri ve Juvekar, 2016; Moghadas ve digerleri 2016;
Moghaddam ve Zare, 2018; Ojha ve digerleri 2015; Pasban-Aliabadi ve digerleri 2013; St-
Laurent-Thibault ve digerleri 2011; Szwajgier ve digerleri 2017; Weinreb ve digerleri 2004;
Zeng ve digerleri 2011).

2.2.2. Biyosentez ve siniflandirma

Fenolik bilesikler bir veya daha fazla aromatik halkaya, bir veya daha fazla hidroksil
grubunun baglanmasiyla olusur (Dai ve Mumper, 2010). Fenolik bilesikler bitkilerde
bulunan en 6nemli ve genis sekonder metabolit gruplarindan biridir ve bir¢ok alt kimyasal

grubu da icermektedir (Alu’datt ve digerleri 2017; Dai ve Mumper, 2010).

Bitkilerde fenolik asitlerin biyosentezi tirozin ve/veya fenilalanin adli aromatik
aminoasitlerin sikimat/fenilpropanoit yoluyla ve deaminasyon, hidroksilasyon ve
metilasyon olmak (izere (g farkh yoldan gerceklesebilir (Cheynier ve digerleri 2013; Maeda
ve Dudareva, 2012). Kisaca, tirozin ve fenilalaninin deaminasyonu ile p-kumarik asit ve
sinnamik asit olusur; etil zincirinin ayrilmasi ile de benzoik asit (Ce-C1) olusur. Tim fenolik
asitler yapisal olarak benzoik asit veya sinnamik asitin hidroksillenmis tiirevleridir (Al Jitan

ve digerleri 2018).

Bugline kadar bitkiler aleminde tanimlanan ve cesitli kaynaklara gore yaklasik sayisi
8000’den fazla oldugu bilinen fenolik bilesikler kimyasal yapilarina goére; baslica
flavonoitler, fenolik asitler, tanenler, lignanlar ve stilbenler olarak siniflandirilabilir (Dai ve
Mumper, 2010; Del Rio ve digerleri 2013). En yaygin polifenol olan flavonoit yapisi ise, 15
karbon atomundan ve A, B ve C olarak adlandirilan 3 halkadan (Ce-C3-Cs) meydana gelen
flavan gekirdeginden olusur ve C halkasinda bulunan karbon atomu oksidasyon durumuna
gore 6 ana alt gruba ayrilir: flavonlar, izoflavonlar, flavanoller, flavanonlar, flavonoller ve

antosiyaninler (Dai ve Mumper, 2010).



17

2.2.3. izolasyon

Fenolik bilesiklerin izolasyonu ve yapi aydinlatmasi icin ekstraksiyon ilk ve énemli bir
adimdir ve elde edilmek istenen fenolik bilesige gore farkh ydntem ve ¢ozlcller
kullanilmalidir (Ignat ve digerleri 2011). Fenolik bilesiklerde kullanilan ekstraksiyon
yontemleri; kati-sivi  ekstraksiyonu, sivi-sivi  ekstraksiyonu, siper kritik akiskan
ekstraksiyonu ve diger ekstraksiyon metotlari olmak Uzere siniflandirilabilir (Baydar ve
digerleri 2004; Bleve ve digerleri 2008; Buci¢-Koji¢ ve digerleri 2007; Cong-Cong ve digerleri
2017; Fredj ve Francois, 1990; Nahar ve Sarker, 2012; Palma ve Taylor, 1999). Basingli sivi
ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon da
fenoliklerin elde edilmesinde kullanilan diger ekstraksiyon yontemleridir (Cong-Cong ve

digerleri 2017; Ignat ve digerleri 2011; Yaman ve Kuleasan, 2016).

2.2.4. Kan beyin bariyeri gecebilme 6zellikleri

Biyoaktif bilesiklerin MSS’de néroprotektif etkinligi, kan beyin bariyeri (KBB) gibi fiziksel bir
engel nedeniyle sinirlidir. Bu nedenle, iyi terapotik etkinlige sahip birgok ilag, diisiik KBB
gecirgenligi ve hedef beyin bolgesine ulasabilen disik terapotik konsantrasyonlari
nedeniyle norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde sinirli etkiye sahiptir. Lipofiliklik,
molekiler agirlik, hidrojen donéri veya alicisi olmak gibi ¢esitli molekiler parametreler
bilesiklerin KBB gegisini etkilemektedir (Sdnchez-Martinez ve digerleri 2022). Ornegin, Yang
ve digerleri (2023), flavonoitlerde hidroksil ve glikozit gruplari arttikca KBB gibi hidrofobik
bir bariyerden gecisin azaldigi, dolayisiyla yliksek molekil agirligina sahip bilesiklerin bu
geciste dezavantaj olusturdugunu tespit etmistir. Bircok arastirma, fenolik bilesiklerin
cogunun KBB'ni gecebildigini ve néronal dejenerasyonu onleyebildigini dogrulamistir. Tez
gereglerimizi olusturan fenolik bilesiklerin ¢ogunun KBB’ni gegebildigine dair veriler

literatlrde bildirilmistir (Cizelge 2.1.).



18

Cizelge 2.1. Bazi fenolik bilesiklerin KBB'ni gegebilme 6zellikleri

Fenolik Bilegikler

KBB gegebilme ozelligi

Referanslar

Gallik asit Evet (Feng ve digerleri 2023)

Sirinjik asit Evet (Sadnchez-Martinez ve digerleri 2022)
Vanilik asit Zayif (Sanchez-Martinez ve digerleri 2022)
D-(-)-Kinik asit Evet (Sadnchez-Martinez ve digerleri 2022)
Elajik asit Evet (Sanchez-Martinez ve digerleri 2022)
Kafeik asit Evet (Feng ve digerleri 2023)

p-Kumarik asit Zayif (Sanchez-Martinez ve digerleri 2022)
Trans-Ferulik asit Evet (Feng ve digerleri 2023)

Klorojenik asit Evet (Lee ve digerleri 2021)

Rozmarinik asit Evet (Sadnchez-Martinez ve digerleri 2022)
p-Tirozol Evet (Gallardo-Fernandez ve digerleri 2024)
3-Hidroksitirozol Evet (Gallardo-Fernandez ve digerleri 2024)
Oleuropein Evet (R. Singh ve digerleri 2023)

Apigenin Evet (Yang ve digerleri 2014)

Luteolin Evet (Sawmiller ve digerleri 2014)
Tangeretin Evet (Datla ve digerleri 2001)

Trisin Evet (Jiang ve digerleri 2012)

izokersitrin Zayif (Sanchez-Martinez ve digerleri 2022)
Orientin Zayif (Lam ve digerleri 2016)

Viteksin Evet (Lima ve digerleri 2018)

Hiperozit Evet (Song ve digerleri 2023)

Fisetin Evet (He ve digerleri 2018)

Kemferol Evet (Yang ve digerleri 2014)

Kersetin Evet (Feng ve digerleri 2023)

Mirisetin Evet (C. Wang ve digerleri 2023)

Morin Evet (Khamchai ve digerleri 2020)
Hesperetin Evet (Feng ve digerleri 2023)

Naringin Evet (Jager ve Saaby, 2011)

Taksifolin Zayif (Inoue ve digerleri 2019)

EGCG Evet (Feng ve digerleri 2023)

Katesin Evet (Jager ve Saaby, 2011)

Daidzein Evet (Jager ve Saaby, 2011)

Genistein Evet (Feng ve digerleri 2023), (Jager ve Saaby, 2011)
Trans-Resveratrol Evet (Feng ve digerleri 2023), (Rege ve digerleri 2014)
Pelargonidin Evet (Feng ve digerleri 2023), (Jager ve Saaby, 2011)
Amentoflavon Evet (Jager ve Saaby, 2011)
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2.3. Bitkisel Kaynakli Fenolik Bilesiklerin Noroprotektif Etkileri

2.3.1. Fenolik bilesikler ile yapilan AChE, BChE ve BACE1l enzim inhibisyonuna ait

¢alismalar

Basta tibbi ve aromatik bitkiler olmak Uzere, dogal kaynaklardan elde edilen molekiiller,
AH’nin tedavisinde etkin ve disuk yan etki profili ile sentetik kolinesteraz inhibitorlerine
umut verici bir alternatif olmustur. Ancak kolinesteraz inhibitori olan dogal molekiillerin
cogu (fizostigmin ve galantamin gibi) alkaloit sinifindan ve klinikte de kullanimi olan
bilesikler olup, kolinesteraz inhibisyon potansiyeline sahip fenolik bilesikler ise daha geri
planda kalmistir. Bu nedenle etkin ve glvenilir AH tedavisi icin dogal kaynaklara, 6zellikle
fenolik bilesiklere olan ilgi olduk¢a artmis olup, bu alanda c¢ok sayida arastirma

yapilmaktadir (Tamfu ve digerleri 2021).

Ornegin, Rosmarinus officinalis L'den (biberiye) elde edilen ekstrelerin, ucucu yaginin ve
rozmarinik asitin kolinesteraz inhibisyonunun degerlendirildigi bir ¢alismada, rozmarinik
asitin 1 mg/mL konsantrasyonda % 85,8 + 1,31 BChE inhibisyonu ile referans ilag olarak
kullanilan galantaminden de (% 80,3 + 1,14) yiiksek inhibisyon gosterdigi bulunmustur
(Orhan ve digerleri 2008). Bu degerler AChE inhibisyonu icin % 47,3 + 1,05
(galantamin/referans ilag= % 99,8 + 0,31) olarak bulunmustur. Ancak bitkinin ekstreleri 1

mg/mL konsantrasyonda AChE inhibisyonu gostermemistir.

Ulkemizde genel olarak halk arasinda “adacay!” olarak bilinen Salvia tiirlerinin AH’ya karsi
potansiyelini arastirmak Uzere sekonder metabolitlerinin enzim inhibisyonunu
degerlendiren bir calismada, 10 pg/mL dozda rozmarinik asitin AChE ve BChE’yi sirasiyla %
20,18 £ 0,21 ve % 42,76 £ 0,32 inhibe ederken, referans ilag olarak kullanilan galantaminin
% 76,08 + 0,39 ve % 67,52 + 0,41 oranda inhibe ettigi bulunmustur (Kocakaya ve digerleri
2020).

Paudel ve digerlerinin (2020) yaptigi calismada, kafeik asit tlrevlerinin yapi-aktivite iliskisi

incelendiginde hidroksil gruplarinin BACE1 inhibisyonunu artirdigi ve kafeik asit ile (ICso= >
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200 uM) kiyaslandiginda rozmarinik asitin BACE1 enzimini ICso= 29,77 £ 0,70 uM degeri ile

daha glcll inhibe ettigi tespit edilmistir.

2020’de yapilan bir calismada (Nazir ve digerleri 2020), gallik asit, klorojenik asit ve elajik
asitin AChE ve BChE inhibisyon degerleri hesaplanmis ve referans ila¢ olarak donepezil
kullanilmistir. Elde edilen verilere gore, klorojenik asite ait AChE ve BChE inhibisyonu ICso
degerleri sirasiyla 31 pg/mL ve 32 pug/mL ile donepezile (ICso= 25 pg/mL - 26 pug/mL) en
yakin deger olarak kaydedilmistir. Gallik asit ve elajik asite ait AChE ve BChE ICso degerleri
ise sirasiyla, 45 pg/mL - 83 pug/mL ve 59 pug/mL - 62 pug/mL olarak bildirilmistir.

Omar ve digerlerinin (2018a) calismasinda, Olea europaea L. (zeytin) biyofenollerinden
birisi olan kersetinin, BChE (ICso= 19,08 uM) ve AChE (ICso= 55,44 uM) enzimlerini dikkate
deger sekilde inhibe ettigi ve referans ila¢ olarak kullanilan galantamin i¢in bu degerlerin
sirasiyla 5,48 + 0,007 uM ve 0,59 + 0,004 uM oldugu bildirilmistir. Ayni calismada kersetin
ve referans inhibitor epigallokatesin gallatin (EGCG) BACE1 inhibitor etkisi sirasiyla 1Cso=
0,55 + 0,24 uM ve ICs0= 96,26 + 0,04 uM olarak kaydedilmistir. Bu calismada, hidroksitirozol
(ICs50= 0,035 + 0,04 uM) giiclt BACE1 inhibisyonu gosterirken, onu luteolin (ICso= 0,52 £ 0,28
UM), oleuropein (ICso= 2,76 + 0,23 uM) ve kafeik asit (ICso= 16,67 + 0,03 uM) takip etmistir.
2018 yilinda yapilan baska bir calismada (Cheng, 2018), kersetin ICso= 24,57 uM BACE1
inhibisyonu ile referans inhibitér EGCG’ye (ICso= 13,13 uM) yakin aktivite gostermistir. Ayni
calismada test edilen diger fenolik bilesikler icin BACE1 inhibisyonlari sirasiyla; izokersitrin
(ICs0= 17,68 uM), taksifolin (ICso= 25,28 uM), morin (ICso= 31,42 uM ), fisetin (ICso= 33,8
UM), mirisetin (ICso= 42,76 uM), luteolin (ICso= 56,99 uM), kemferol (ICso= 57,23 uM ),
daidzein (ICso= 152,43 uM), genistein (ICso= 201,86 uM) ve katesin (ICso= 448,95 uM) olarak

bildirilmistir.

Birlesik Krallik’ta yapilan bir calismada (Okello ve Mather, 2020), referans ila¢ olan
galantaminin (ICsp= 0,0004 pmol/mL) AChE inhibe etme gilicinin EGCG’ye (ICso= 0,014
umol/mL) gore 31,8 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Ayni ¢calismada, BChE inhibisyonu
icin galantamin (ICso= 0,01 umol/mL) EGCG’ye (ICso= 0,025 pmol/mL) gore 2,51 kat daha
glicli bulunmus ve AChE inhibisyonuna gore daha disik bulunan bu fark, galantaminin

BChE’ye olan daha dislik afinitesiyle agiklanmistir.
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Nugroho ve digerlerinin (2017) AChE inhibisyonunu in vitro olarak tayin ettigi calismasinda,
referans inhibitor olarak kullanilan berberin ICso= 0,33 pg/mL inhibisyon degeri gosterirken,
test edilen bilesikler arasinda en glicli inhibitorler, kafeik asit (ICso= 1,05 + 0,19 pug/mL) ve
kersetin (ICso= 3,58 + 0,02 ug/mL) olarak bildirilmistir. Test edilen diger bilesiklerin AChE
inhibisyonlari agisindan siralamasi; p-kumarik asit (ICso= 18,73 £ 1,07 pg/mL), kemferol
(ICs0= 22,50 + 0,83 pg/mL), hidroksitirozol (1Cso= 56,36 + 0,41 pug/mL) ve sirinjik asit (ICso= >
100 pg/mL) olarak kaydedilmistir.

Guney Kore’de bir¢cok flavonoitin AChE inhibitor aktivitesinin arastirildigi bir calismada
pozitif kontrol olarak takrin (ICso= 0,81 uM) ve EGCG (ICso= 8,14 uM) kullaniimistir. Test
edilen flavonoitler arasinda referans inhibitorlere en yakin aktiviteyi 40,29 uM ICso degeri
ile taksifolin gdstermistir. Diger flavonoitlere ait ICso degerleri sirasiyla kersetin icin 51,22
UM, mirisetin i¢in 59,33 uM, morin igin 60,25 pM, luteolin igin 79,53 uM, fisetin igin 85,76
UM, kemferol i¢cin 151,50 uM, genistein icin 152,86 WM, naringin icin 154,33 uM, daidzein
icin 159,88 uM ve katesin icin 413,44 uM olarak bildirilmistir (Cheng, 2018).

Pan ve digerlerinin (2014) resveratrol ve tirevlerinin kolinesterazlari inhibe etme
potansiyelini arastirdigi calismasinda, siklik amin grubu eklenerek elde edilen tiirevin AChE
ve BChE inhibitor aktivitesinin (sirasiyla ICs0=6,55+ 0,16 UM ve 8,04 + 0,22 uM) resveratrole
gore (sirasiyla ICso= 165,24 + 48 uM ve 752,46 + 87 uM) oldukca yiiksek oldugu bildirilmistir.
Resveratrol tirevinin BChE inhibitor aktivitesi, referans olarak kullanilan galantaminden de

(ICs0= 13,61 £ 0,28 uM) yiiksek bulunmustur.

Bazi fenolik bilesiklerin BACE1 inhibitor etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, en yliksek
inhibitor etkiyi luteolin (ICso= 0,5 uM) gostermistir. Diger bilesiklere ait 1Cso degerleri ise
siraslyla, rozmarinik asit icin 21 uM, resveratrol igin 28 uM, p-kumarik asit igin 90 uM ve

gallik asit icin >90 uM olarak bildirilmistir (Bhattacharjee, 2020).

2017’de yapilan bir calismada, taksifolin adli flavonoitin AChE inhibisyon potansiyeli in vitro
yontemle arastiriimis ve 16,42 + 0,48 pg/mL ICso degeri ile bilesigin referans ilag
donepezilden (ICsp= 22,00 + 0,56 pug/mL) daha yiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Kuppusamy ve digerleri 2017).
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Fys ve arkadaslari tarafindan yapilan galismada (Fys ve digerleri 2017), naringin, vanilik asit
ve katesin gibi fenolik bilesiklerin kolinesteraz inhibitor etkileri arastiriimis, referans ilag
olarak galantamin ve ezerin (fizostigmin) kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
galantaminin AChE ve BChE inhibisyon degerleri sirasiyla ICso= 99,8 £ 0,31 uM ve ICso= 75,5
+ 1,1 uM olarak tespit edilirken, ezerin icin bu degerler sirasiyla ICso= 0,04 £ 0,0001 uM ve
IC50=0,82 £ 0,001 uM olarak saptanmistir. Naringin, vanilik asit ve katesinin ise her iki enzim

uzerinde de inhibisyon gostermedigi tespit edilmistir.

Citrus flavanonlarinin kolinesteraz ve BACE1 enzim inhibitor aktivitelerinin arastinldigi bir
calismada, hesperetin ve naringenin icin AChE, BChE ve BACE1l inhibitdr aktivite ICso
degerleri, sirasiyla hesperetin icin 45,70 + 2,69 uM; >100 uM; 22,13 + 1,81 uM ve naringenin
icin 42,66 + 4,30 uM; >100 uM; 30,31 + 2,06 uM olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada
referans ilag olarak galantamin (AChE- 1Cso= 1,59 + 0,03 uM; BChE- 1Cso= 10,93 + 0,69 uM)
ve resveratrol (BACE1- ICso= 14,59 £ 0,79 uM) kullaniimistir (Lee ve digerleri 2018).

Choi ve digerlerinin (2014a) calismasinda, viteksin ve apigeninin AChE ve BACE1 enzim
inhibisyonu degerlendirilmis ve viteksinin (AChE- ICso= 12,16 + 3,58 uM; BACE1- ICs0=
51,07 £ 3,31 uM) apigenine (AChE- ICso= 34,43 + 2,41 uM; BACE1- ICs0=>100 pM) gére daha
glicli enzim inhibisyonu gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonug, bilesiklerin farkh
pozisyondaki C-glikozilasyonuna baglanmistir. Choi ve digerleri (2014b) tarafindan yapilan
diger calismada, luteolin ve glikozillenmis tlrevi orientin de arastiriimis ve luteolinin (AChE-
ICs0= 9,27 £ 0,73 uM; BChE= 9,60 £ 0,11; BACE1- ICso= 1,95 £+ 0,02 uM) orientine (AChE-
ICso= 20,06 + 0,64; BChE= 11,05 +1,43; BACE1- ICso= 15,95 + 0,54 uM) gore daha giglu
inhibisyon gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢calismadan elde edilen sonuglarin yaninda, luteolinin
tibbi bitkilerde yaygin bulunan bir bilesik olmasi ve nispeten kolay ekstraksiyonu nedeniyle

AH tedavisinde potansiyel bir inhibitor olabilecegi vurgulanmustir.

2021 yilinda yapilan bir calismada, Pueraria lobata (Willd.) Ohwi ciceklerinden elde edilen
ve bir izoflavon tiirevi olan glisiteinin noéroprotektif etkisi in vitro yontemle incelenmistir
(Prajapati ve digerleri 2021). Calismanin sonugclarina gore, glisiteinin AChE, BChE ve BACE1
enzim inhibisyonuna ait ICso degerleri sirasiyla 142,98 + 10,02 uM; 69,40 * 3,24 uM ve 59,46
1 3,94 uM olarak bildirilmistir.
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Hiperozit (kersetin 3-4-D-galaktozit) ve izokersitrinin in vitro AChE inhibisiyon aktivitesinin
referans ila¢ olan galantamine karsi 6lctldigi bir cahismada, galantaminin ICso degeri 0,21
ug/mL hesaplanirken, adigecen bilesikler icin ICso degerleri sirasiyla, 86 pg/mL ve 66 pg/mL

olarak hesaplanmistir (Hernandez ve digerleri 2010).

2.3.2. Fenolik bilesikler ile yapilan antioksidan aktivite ¢alismalari

Fenolik bilesikler, iyonlar selatlayarak ve ozellikle sliperoksit, peroksil ve hidroksil gibi
serbest radikalleri temizleyerek antioksidan gorevi goriir (Rani ve digerleri 2018).
Antioksidanlarin, AH ile iliskili néroenflamasyonu azaltarak néroprotektif etki sagladig ve

bilisi gliglendirdigi diistiniilmektedir (Sinyor ve digerleri 2020).

Nenadis ve arkadaslarinin, 2002 ve 2004 vyillarinda bir¢cok fenolik bilesigin antioksidan
kapasitesini DPPH radikal stiptirme yontemiyle 6l¢tligl calismasinda, 20 dakikalik reaksiyon
suresi ve % 60-80 inhibisyon degerini saglayan molar oran segilerek analitik protokol
olusturulmustur (Nenadis ve Tsimidou, 2002; Nenadis ve digerleri 2004). Elde edilen
sonuclara gore, 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 kullanilan
trolokstan (% 53,4 + 1,2) daha giicli etki gbstermistir. Test edilen diger bilesiklerin serbest
radikal stpirici etkisi siralamasi; 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 bildirilmistir.

Nazir ve digerlerinin (2020) calismasinda, elajik asit, gallik asit ve klorojenik asitin DPPH
aktivitesini referans olarak kullanilan askorbik asite (ICso= 29 pg/mL) karsi degerlendirmis
ve en glicllu aktiviteyi ICso= 39 pug/mL degeri ile klorojenik asit gostermistir. Elajik asit ve
gallik asitin 1Cso degerleri ise sirasiyla 39 pg/mL ve 52 pg/mL olarak bildirilmistir. Yine
askorbik asitin (ICso= 58,19 uM) referans olarak kullanildigi baska bir calismada, luteolinin
(ICso: 67,14 M) antioksidan aktivitesi, referans bilesige en yakin deger olarak
kaydedilmistir. Calismada test edilen fisetin, izokersitrin, kersetin ve kemferol bilesiklerinin
ICso degerleri ise sirasiyla 96,10 uM; 123,23 uM; 123,47 uM ve 203,81 uM olarak
bildirilmistir (Jang, 2015).
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2018’de yapilan bir calismada, Tenebrio molitor adl solucanin yetiskin bireylerinden izole
edilen bazi bilesikler, bunlara karsilik gelen organik saf bilesikler ve pozitif kontrol olarak
askorbik asit, batilhidroksitoluen (BHT) ve EGCG gibi ticari olarak temin edilebilen
antioksidanlarin aktivitesi DPPH radikal siiplirme yontemi ile degerlendirilmistir. Test edilen
bilesikler arasinda izokersitrin (ICso: 3,54 uM), referans olarak kullanilan askorbik asitten
(ICs0: 142,08 uM) ¢ok daha giicli etki gosterirken, diger bilesiklerin antioksidan aktiviteleri
sirasiyla fisetin (ICso: 5,53 uM), kemferol (ICso: 5,80 uM), luteolin (ICso: 7,72 uM), kersetin
(ICs0: 8,03 uM), taksifolin (ICso: 25,88 M), morin (ICso: 35,87 uM), mirisetin (ICso: 98,45
uM), katesin (ICso: 184,74 uM), EGCG (ICso: 208,67 uM), genistein (ICso: 214,35 uM) ve
daidzein (ICso: 247,94 uM) olarak tespit edilmistir (Cheng, 2018).

Morus alba L. bitkisinin biyoaktivite potansiyelini arastiran bir ¢alismada, DPPH radikal
siiplirme yontemiyle o6lclilen antioksidan aktivitenin, bitki tohumlarinda, referans olarak
kullanilan askorbik asit (ICso: 31,5 M) ve tokoferolden (ICso: 52,3 M) daha gi¢lii oldugu; bu
etkinin igerigindeki rutin (ICso: 20,2 M), izokersitrin (ICso: 22,5 M), kersitrin (ICso: 24,6 M),
kersetin (ICso: 27,8 M), dihidrokersetin (ICso: 28,9 M) ve klorojenik asitten (ICso: 30,6 M)

kaynaklandig bildirilmistir (Vishwakarma ve digerleri 2022).

Fenolik bilesiklerin DPPH radikal stplrme yontemiyle antioksidan ozellikleri benzer

calismalarla degerlendirilmis ve bazi ¢calismalarin sonuglari Cizelge 2.2.'de 6zetlenmistir.
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Gizelge 2.2. DPPH radikal siplirme yontemiyle fenolik bilesikler (zerinde yapilan
antioksidan aktivite ¢alismalarina 6rnekler

Fenolik bilesikler ?::::Ji:'::lil (ICs0) Referans bilesik Kaynaklar
orojenikasit | 35 ug/mk stk kulamimamsr. | digeriot 2023
pasougm. | Gl aivedierer
ssasteu | o
2easocsu |l e e
osssostigmL |
59 UM Cgllg.mada referans (Sinha ve digerleri
bilesik kullaniimamistir. | 2015)
Vanilik asit 725,79 pg/ml (Llé":okf;g"; fi;/mu (zzohlaZO) ve digerleri

Yapilan bir baska calismada, hidroksisinnamik asit tirevi fenolik bilesiklerin demir-
indirgeme antioksidan gticlerinin (FRAP), artan konsantrasyon ve yapiya eklenen hidroksil
ve metoksil gruplariyla artig gosterdigi bulunmustur. Bu bilesikler arasindan rozmarinik asit
ve kafeik asit 1 mM konsantrasyonda sirasiyla 3,65 + 0,14 mM Fe?*ve 2,12 + 0,01 mM Fe?*
FRAP aktivitesi gosterirken; ferulik asit ve p-kumarik asitin FRAP degerleri sirasiyla 1,70
0,03 mM Fe?*ve 0,11 + 0,003 mM Fe?* olarak kaydedilmistir (Skroza ve digerleri 2022). Ayni
calismada hidroksibenzoik asit tiirevleri de incelenmis ve FRAP degerleri sirasiyla gallik asit
icin 5,03 + 0,10 mM Fe?*; vanilik asit icin 0,85 + 0,01 mM Fe?*; sirinjik asit icin ise 3,20 + 0,1

mM Fe?*olarak bildirilmistir.

Soobrattee ve digerlerinin (2005) ¢calismasinda, bircok fenolik bilesigin FRAP aktivitesini
referans olarak kullanilan sentetik antioksidanlar (butilhidroksianisol/BHA: 3,05 mmol
Fe?*/L; BHT: 0,04 mmol Fe?*/L; troloks: 1,91 mmol Fe?*/L; askorbik asit: 2,26 mmol Fe?*/L)
ile mukayeseli olarak degerlendirmis ve en giiclii aktiviteyi flavanol yapisindaki EGCG (FRAP:
8,04 mmol Fe?*/L) gdstermistir. Ayni deneyden elde edilen FRAP degerleri sirasiyla; kersetin
(7,39 mmol Fe?*/L), rozmarinik asit (6,21 mmol Fe?*/L), izokersitrin (5,52 mmol Fe?*/L),
gallik asit (5,25 mmol Fe?*/L), kersetin 3-/-D-galaktozit (4,89 mmol Fe?*/L), mirisetin (4,58

mmol Fe?*/L), elajik asit (4,39 mmol Fe?*/L), klorojenik asit (3,22 mmol Fe?*/L), orientin
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(2,81 mmol Fe?*/L), katesin (2,47 mmol Fe?*/L), luteolin (2,23 mmol Fe?*/L), apigenin (2,01
mmol Fe?*/L), kemferol (1,95 mmol Fe?*/L), ferulik asit (1,33 mmol Fe?*/L), viteksin (0,56
mmol Fe?*/L), genistein (0,46 mmol Fe?*/L) ve naringenin (naringinin aglikon formu, 0,44
mmol Fe?*/L) olarak kaydedilmistir. Elde edilen sonuglara gére, flavonol, hidroksisinnamik
asit ve basit fenolik asit gruplarina ait 9 adet bilesigin antioksidan aktivitelerinin, referans

olarak kullanilan BHA’dan daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Firuzi ve digerlerinin (2005) galismasinda, bazi fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri
referans bilesik olan troloksa (21,5 + 1,7 uM) karsi FRAP yontemi ile degerlendirilmis, 4.
dakikada kaydedilen dongtisel voltametri sonuglarina gore, kersetin (65,0 + 4,8 uM), fisetin
(54,2 £ 2,9 uM) ve mirisetin (49,0 + 1,9 uM) en aktif bilesikler olarak tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, kersetin, fisetin ve mirisetinin trolokstan sirasiyla 3,02; 2,52 ve 2,28
kat daha aktif olmasinin, B halkasindaki o-dihidroksi yapisi, C halkasindaki 3-hidroksi grubu
ve 2,3- cifte bagi ile iliskili olabilecegi bildirilmistir. Bunun yaninda, FRAP aktivitesi olglilen
diger bilesikler sirasiyla; kemferol (27,3 + 0,3 uM), taksifolin (24,1 + 1,4 uM), katesin (20,7
+ 1,5 uM), hesperetin (13,3 £ 0,6 uM), apigenin (0,9 £ 0,3 uM), genistein (0,5 + 0,1 uM),

daidzein (0,5 £ 0,3 uM) ve naringin (0 uM) olmustur.

Hirvatistan’da yapilan bir calismada, gallik asit (1467,7 + 58,8 uM), kafeik asit (754,7 + 31,4
uM), kersetin (1796,4 + 105,4 uM), katesin (635,6 + 46,0 uM) ve resveratroliin (335,9 £ 3,3
uM) antioksidan aktiviteleri FRAP yontemi ile test edilmis ve 20. dakikada alinan sonuclar
troloks esdegeri olarak kaydedilmistir (Skroza ve digerleri 2015). Bu sonuglara gore,
flavonol yapidaki kersetinin, flavan-3-ol yapisindaki katesinden 3 kat daha etkili oldugu ve
bu farkin, ayni pozisyonlarda ayni sayida hidroksil grubuna sahip olmalarina ragmen, C
halkasindaki 2 ile 3 no’lu karbonlar arasindaki cift bag ve 4. karbondaki oksi grubundan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Ayni ¢calismada bilesiklerin DPPH stpuriicl aktivitesi de
degerlendirilmis ve en etkili bilesik gallik asit (ICso: 301,2 uM), diger bilesiklerin ise sirasiyla,
kersetin (ICso: 593,4 uM), kafeik asit (ICso: 1343,2 uM), katesin (ICso: 1406,9 uM) ve
resveratrol (ICso: 5472,6 uM) oldugu bildirilmistir.

2018 vyilinda, flavonoit tlrevleri olan apigenin, luteolin ve diosmetinin antioksidan

aktivitesinin DPPH radikal sliplirme ve FRAP yontemleriyle arastirildigi bir calismada (Nile
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ve digerleri 2018), bilesikler DPPH radikal sliptirme yonteminde sirasiyla % 82,7 + 1,1; %
85,5+ 1,6 ve % 80,6 * 2,1 inhibisyon gosterirken; FRAP yonteminde bu degerler % 68,5 +
1,3; % 70,6 £ 2,1 ve % 67,4 + 1,9 olarak bildirilmistir. Referans olarak kullanilan kersetin icin
ise DPPH radikal slipiirme ve FRAP sonuglari sirasiyla % 80,4 £ 1,7 ve % 65,8 = 1,2 olarak

tespit edilmistir.

Cin’de yapilan baska bir ¢alismada (Ma ve Huang, 2014), glisitein, daidzein ve genisteinin
antioksidan aktiviteleri DPPH radikal stipirme ve FRAP yontemleri ile test edilmistir. DPPH
radikal slipirme yonteminden elde edilen sonuglar, sirasiyla 0,485; 0,613 ve 0,616 uM
troloks esdegeri/g olarak kaydedilirken, FRAP sonuglari sirasiyla 0,710; 0,792 ve 0,750
mmol Fe?* esdegeri/100 g olarak bildirilmistir.

“Satsuma mandalinasi” olarak bilinen Citrus unshiu Marsow. kabuklarindan elde edilen
baslica flavonoitler olan hesperetin ve naringeninin antioksidan kapasitesinin arastirildigi
bir calismada (Kim ve Lim, 2020), DPPH radikal stiptirme ve FRAP ydontemi sonuglarina gore,
hesperetinin sirasiyla 115,8 + 3,9 mg askorbik asit esdegeri/g ve 549,1 + 21,1 mmol FeSO4
esdegeri/100 g degerleri ile naringenine (52,6 + 3,3 mg askorbik asit esdegeri/g ve 150,3 +
3,7 mmol FeSO, esdegeri/100 g) gore daha gli¢lu antioksidan aktivite gosterdigi tespit

edilmistir.

Bilesiklerin fenolik yapisinin CUPRAC aktivitesi lzerine etkisinin arastirildig bir ¢calismada
(Apak ve digerleri 2007), flavonollerdeki A ve C halkalarinda 5-hidroksi-4-keto grubu varhgi,
flavonollin iki halka sistemini konjugasyon yoluyla baglayan 2 ile 3 no’lu karbonlar
arasindaki ¢ift bag ve B halkasindaki 3',4'-dihidroksi stibstitlisyonunun antioksidan etki igin
onemli yapisal ozellikler oldugu ve tim flavonoller arasinda en yiiksek troloks esdegeri
antioksidan kapasite (TEAC) degerine kersetinin (TEAC: 4,38) sahip oldugu bildirilmistir.
Calismada yer alan diger fenolik bilesikler icin TEAC degerleri sirasiyla, EGCG: 4,89; fisetin:
3,90; katesin: 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 bildirilmistir. Bunun yaninda, flavonoit
glikozitler aglikonlarina hidroliz edildiginde CUPRAC kapasitelerinin 6énemli 6l¢lide arttigi
tespit edilmistir. Hidroksisinnamik asit grubu bilesiklerde ise, 2 adet hidroksil grubu tasiyan
bilesiklerin TEAC degerleri (kafeik asit: 2,89, klorojenik asit: 2,47) tek hidroksil veya metoksil
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grubu tasiyanlara (ferulik asit: 1,20 ve p-kumarik asit: 0,55) gore yiksek bulunmustur.
Bunun yaninda, DPPH ve ABTS radikal stiplirme yontemleriyle rozmarinik asit icin elde
edilen sonuclar diisiik antioksidan aktivite gosterdigi yoniinde olsa da, bu calismada
CUPRAC aktivitesi yliksek bulunmustur (Apak ve digerleri 2007; Kim ve Lee, 2004;
Miliauskas ve digerleri 2004).

UV spektroskopisi ile cesitli polifenol bilesiklerin Fe?* oksidasyon kinetigi ve antioksidan
dzeliklerini arastiran calismada, Fe?*-polifenol kompleksi icin en iyi ICso degerleri sirasiyla
EGCG (1,10 = 0,01 uM), mirisetin (2,07 £ 0,05 uM), kersetin (10,4 £ 0,2 uM) ve gallik asit
(15,2 £ 0,1 uM) olarak bildirilmistir (Perron ve digerleri 2010).

Yine 2011 yilinda yapilan bir g¢alismada, mirisetinin, metal-kaynakli AB agregasyonunu
metal icermeyen AP agregasyonundan daha giiclii sekilde modiile ettigi, ayrica Zn*?ye
kiyasla Cu*2-kaynakli AR agregasyonunu diizenledigi, ve canh hiicrelerde, metal iyonlari-
nedenli AP sitotoksisitesini azaltarak daha yilksek hiicre sagkalim orani sagladigi

bildirilmistir (DeToma ve digerleri 2011).

Sinha ve digerleri (2015), non-steroidal antienflamatuvar ilag kaynakli gastropatinin
tedavisinde anti-llser ilaglara alternatif olarak morin bilesiginin antioksidan aktivitesini test
ettigi calismasinda, DPPH radikal stpurici etki (ICso= 59 uM), FRAP (ICs0= 38 uM) ve demir
iyonu selasyon etki tayininden (ICso= 50 uM) elde edilen sonuglar morinin glcla bir

antioksidan oldugunu ortaya koymustur.

Polonya’da yapilan bir calismada, bazi flavon ve flavonoller antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmek lizere test edilmis ve en yiksek FRAP aktivitesini mirisetin (152 + 5,8
Fe/umol) gostermistir. Ayni deneyden elde edilen FRAP sonuglari sirasiyla kersetin (123 +
4,5 Fe/umol), kemferol (92 + 4,3 Fe/umol), luteolin (89 + 3,2 Fe/umol), diosmetin (1,6 *
0,17 Fe/umol) ve apigenin (0,48 + 0,58 Fe/umol) olarak kaydedilmistir (Sroka ve digerleri
2015).

Hidroksitirozol ve sentezlenen dimerik tiirevinin antioksidan aktivitesinin arastirildigi bir
calismada, dimerik tlUrevin (DPPH: % 86,7; FRAP: 363 mg askorbik asit esdegeri/L)
hidroksitirozole gore (DPPH: % 33,2; FRAP: 124 mg askorbik asit esdegeri/L) cok daha etkili
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oldugu bulunmustur (Zwane ve digerleri 2012). Yine oleuropeinin antioksidan glcini tespit
etmek icin 5 yontemin kullanildig1 bir calismada, DPPH radikal sliplrici etki ve FRAP
metotlarina gore sonuglar sirasiyla 1Cso: 34,54 + 0,14 pug/mL (referanslar; askorbik asit ICso:
28,47 £ 1,09 pg/mL; BHT ICso: 31,15 + 0,32 ug/mL) ve ICso: 75,32 + 1,83 pug/mL (referanslar;
askorbik asit 1Cso: 44,69 + 1,08 pug/mL; BHT ICso: 83,32 £ 0,35 pg/mL) olarak kaydedilmistir
(Zun-Qiu ve digerleri 2015). Ayrica, oleuropein ve hidroksitirozoliin antioksidan kapasitesi
ve lenfositlerde H,0,-kaynakli DNA hasarina karsi koruyucu etkilerinin FRAP ve CUPRAC
yontemleri kullanilarak arastirildigi bir calismada, her iki bilesigin de glcli antioksidan

ajanlar oldugu bildirilmistir (Zorié ve digerleri 2021).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada, Teucrium ramosissimum Desf. bitkisinden izole edilen
bilesiklerden biri olan apigeninin en ylksek CUPRAC (10,5 uM troloks esdegeri ) ve FRAP
(0,71 uM troloks esdegeri) degerine sahip oldugu kaydedilmistir (Sghaier ve digerleri 2011).

2022 yihinda kinik asitin antioksidan ozelliklerinin 7 adet yontemle (CUPRAC, ABTS, FRAP,
DPPH, demir iyonu selasyon tayini ve N,N-dimetil-p-fenilendiamin analizi) arastirildigi bir
¢alismada, kinik asidin oldukca distk antioksidan aktivite gosterdigi kaydedilmistir (Ercan
ve Dogru, 2022).

Ozyiirek ve digerleri (2010) tarafindan, bazi polifenolik bilesiklerin % hidrojen peroksit
siplrme aktivitelerinin modifiye CUPRAC yontemiyle degerlendirildigi ¢alismada, en
yuksek aktivitenin gallik asit (% 62,8 + 0,9) tarafindan saglandigini bildirmistir. Test edilen
bilesiklerden 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 ylksek aktiviteye sahip oldugu kaydedilmistir. Ayrica, kafeik asit (% 17,3 + 1,6),
klorojenik asit (% 14,6 + 0,8), katesin (% 14,6 + 1,9), p-kumarik asit (% 10,6 + 0,3) ve

apigeninde (% 2,5 + 0,1) daha dusik aktivite gozlenmistir.

Bazi fenolik bilesiklerin farkli solvanlarda antioksidan kapasitelerinin CUPRAC ve FRAP
yontemleriyle degerlendirildigi bir calismada, en ylksek CUPRAC aktivitesi metanolde ve
sirasiyla kersetin, katesin, ferulik asit ve naringeninde gézlenmistir. Diger yandan, en yiksek

FRAP aktivitesi metanol-su (1:1, v/v) karisiminda kaydedilmis olup sirasiyla kersetin, katesin
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ve ferulik asite ait degerler bildirilirken, naringeninin aktif olmadig bildirilmistir (Celik ve

digerleri 2010).

2.3.3. Fenolik bilesikler ile yapilan in vivo néroprotektif etki tayinine ait ¢alismalar

Antiamnezik aktivite tayinine ait calismalar

Yaslanma siirecinin ana sebeplerinden biri olan oksidatif stres, amnezinin de sebebi olarak
gorlilmektedir. Bu sebeple, amneziyi 6nlemek igin fenolik bilesiklerin potansiyeli oldugu
distnilmekte ve bununla ilgili bircok bilimsel calisma ylrttilmektedir (Smach ve digerleri
2021). Ornegin, Hasanein ve Mahtaj'in (2015) yaptig calismada, sicanlarda skopolamin
(1 mg/kg, i.p.) ile hafiza kaybi olusturulduktan sonra 8, 16 ve 32 mg/kg dozlarda, rozmarinik
asit p.o. uygulamasinin antiamnezik etki saglama potansiyeli test edilmistir. Rozmarinik
asitin 8 mg/kg dozda uygulamasinda etki gézlenmezken, 16 mg/kg ve 32 mg/kg dozlarda
uygulandiginda karanlik bolmeye gegis slresinin geciktigi, yani hafizayr glgclendirdigi
bildirilmistir. Ayrica, referans ilag olarak kullanilan donepezilin, 32 mg/kg rozmarinik asite
gore hafizanin korunmasinda daha etkin oldugu gorilmdistir. Hasanein ve arkadaslarinin
(2017) yaptigi bir diger calismada, sicanlarda etanol ile hafiza kaybi tetiklendikten sonra 8,
16 ve 32 mg/kg dozlarda (p.0.) rozmarinik asit uygulanmis ve 8 mg/kg dozda rozmarinik asit
uygulamasi hafizada herhangi bir degisiklik yaratmamistir. Bunun yaninda, 16 mg/kg ve 32
mg/kg dozlarda rozmarinik asit uygulamasinin hafiza kaybina karsi koruma sagladigi, ayrica
donepezil ve 32 mg/kg dozda rozmarinik asit uygulamasinin hafizanin korunmasinda

donepezil ile benzer etkileri oldugu bildirilmistir.

2016 yilinda yapilan bir ¢alismada (Khodad ve digerleri 2016), yetiskin erkek siganlarda
hipokampdsiin CA1 boélgesine iki tarafli uygulanan kolsisin (15 pg/sigan) ile hafiza kaybi
olusturulmadan 10 giin 6nce sicanlara 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarda (p.o.) oleuropein
verilmistir. Kolsisin uygulamasindan bir hafta sonra 6grenme ve hafiza yeteneklerinin
Olclilmesi icin pasif kacinma testi uygulanmis ve oleuropeinin kolsisin-kaynakl hafiza

kaybina karsi koruma sagladigi bildirilmistir.

iran’da yapilan bir calismada, sicanlarda pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan akut nébet

modelinde, 10 mg/kg ve 20 mg/kg (i.p.) dozlarda oleuropein uygulamasinin pasif kacinma
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hafizasinda 6nemli bir artis ve antikonviilzan etki sagladigi tespit edilmistir (Sadate Hosseini

ve digerleri 2019).

Pasif kaginma hafizasinin degerlendirildigi bir ¢calismada (Salehi ve digerleri 2019), erkek
sicanlar 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozda gallik asit; yalnizca fiziksel egzersiz veya hem fiziksel
egzersiz hem de 10 ve 20 mg/kg dozda gallik asit uygulanacak sekilde gruplara ayriimis ve
10 glin boyunca uygulamalar devam etmistir. Uygulama sonunda yapilan pasif kaginma
testinde gallik asit ve fiziksel egzersizin tek basina veya kombine olarak hafizayi

glglendirdigi bulunmustur.

Nagpal ve arkadaslarinin (2013) yilinda erkek Swiss albino farelerde skopolamin (0,4 mg/kg,
i.v.) kaynakli amnezi olusturdugu calismada, 7 giin boyunca 10 mg/kg (i.p.) gallik asit
uygulamasinin amneziyi tersine cevirdigi ve bilesigin anti-amnezik aktivite gosterdigi

bulunmustur.

Travmatik beyin hasari sonrasi gallik asitin pasif kacinma hafizasi lzerindeki etkisini
inceleyen ¢alismada, travmatik beyin hasari olusturulmadan 7 giin 6nce ve hasardan sonra
2 glin olmak lizere 100 mg/kg dozda (p.o.) gallik asit uygulamasi yapilmistir (Sarkaki ve
digerleri 2015). Gallik asitin, travmanin sebep oldugu davranissal, enflamatuvar ve
elektrofizyolojik bozukluklara karsi, muhtemelen serebral proenflamatuvar sitokinlerin
azalmasi yoluyla, hafizayl 6nemli 6lglde gelistirdigi ve noroprotektif ozellikler gosterdigi

bildirilmistir.

Sicanlarda skopolamin (1 mg/kg, i.p.)-nedenli hafiza kaybina karsi EGCG’nin etkisini
inceleyen ¢alismada, 10 giin boyunca 5 mg/kg (i.p.) dozda EGCG, takip eden 9 glin boyunca
EGCG ve skopolamin, davranis testlerinden (Y-labirent, pasif kaginma ve Morris su labirent
testi) once uygulanmistir. Calisma sonucunda, EGCG’nin pasif kacinma hafizasini 6nemli
Olclide iyilestirdigi, davranis testlerinden sonra disekte edilen sican beyinlerindeki AChE
aktivitesini azaltarak kolinerjik fonksiyonlar gelistirdigi tespit edilmistir (Kim ve digerleri

2021).
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Drosophila melanogaster noroprotektif etki modeliyle aktivite tayinine ait calismalar

vy

“Sirke sinegi” olarak bilinen Drosophila melanogaster, kisa 6mr, basit anatomisi ve genetik
Ozellikleri ile insan hastaliklarini incelemek igin ideal bir model olup, genomunda bilinen
insan hastalik genleri ile yaklasik % 75 oraninda homoloji gosterir (Lee ve Min, 2019).
Memeli MSS’ne benzer 6zellikler gbsteren D. melanogaster beyni, nérodejenerasyona dahil

olan hiicresel stregleri incelemek icin dGnemli bir model olmustur (Tan ve digerleri 2023).

2019 yilinda yapilan bir ¢calismada, D. melanogaster ile AH modelinde gallik asitin bazi
biyobelirtecler izerindeki etkisi arastiriimis ve bu modelde, AB-nedenli oksidatif stresin
yani sira ylksek kolinesteraz ve BACE-1 aktivitelerinin de gallik asit uygulamasi ile
ivilesebilecegi tespit edilmistir (Ogunsuyi ve digerleri 2020). Ayrica, gallik asit, kersetin ve
limonenin antioksidan ve antigenotoksik etkilerinin D. melanogaster modeli (zerinde
degerlendirildigi bir calismada, genotoksik bir ajan olan (retana karsi bahsedilen
fitokimyasallarin antioksidan ve antimutajenik etkileri oldugu bildirilmistir (Nagpal ve

Abraham, 2017).

Kemferolliin ABa4; proteinini eksprese eden transjenik D. melanogaster’e karsi etkisini
inceleyen ¢alismada, sinekler 30 glin boyunca 10, 20, 30 ve 40 uM dozlarda kemferol ile
beslenmistir (Beg ve digerleri 2018). Sineklerde tirmanma yetenegi, oksidatif stres
belirtecleri ve AChE aktivitesinin arastirildigi calismada, kemferollin tirmanma yetenegi ve

hafiza kaybini geciktirirken, oksidatif stresi ve AChE aktivitesini azalttigi tespit edilmistir.

Khatri ve Juvekar'in (2016) calismasinda, elajik asitin zebra baligi ve D. melanogaster'da
rotenon-nedenli toksisiteyi azalttigi ve bu modelin Parkinson hastaligi gibi hareket
bozukluklariyla ilgili tedavi yontemlerini kesfetmek icin dnemli oldugu belirtilmistir (Khatri

ve Juvekar, 2016).

2023 yilinda yapilan bir calismada (Tan ve digerleri 2023), D. melanogaster ile AH
modelinde sinekleri p-kumarik asit ile beslemenin, kaba goz fenotipini kismen tersine
cevirerek, hayat siliresini 6nemli dlglide uzattigl ve hareketliligi cinsiyete bagh bir sekilde

onemli 6lclide artirdigi tespit edilmistir.
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2016 yilinda yapilan bir calismada (Kong ve digerleri 2016), D. melanogaster ile AH
modelinde kisalan yasam siresi ve bozulmus lokomotif davranisi tersine ¢evirmek lzere
ergin sineklere diyet yolu ile kersetin takviyesi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
sineklerin dmrinidn 6nemli 6l¢iide uzadigl ve tirmanma yeteneklerindeki bozukluklarin

kayboldugu tespit edilmistir.

Diyetle alinan bazi fitokimyasallarin yaslanma karsiti etkilerini inceleyen bir ¢alismada
(Bauer ve digerleri 2004), resveratrol aliminin kalori kisitlamasini taklit ederek D.

melanogaster’in saghgini iyilestirerek dmriinl uzatabilecegini ortaya koymustur.

2023 yilinda yapilan bir calismada (Ganesh, 2023), tau ve AR D. melanogaster hatlari
kullanilarak Moringa oleifera Lam., Sesamum indicum L., Vaccinium sp., Ginkgo biloba L. ve
EGCG’nin AH’ni 6nleme potansiyeli arastirilmis, EGCG ve G. biloba su ekstresi birlikte
sineklere verildiginde, tim pro-enflamatuvar sitokin Uretiminin engellendigi ve AH

baslangicinin yaklasik 20 glin geciktigi gbzlenmistir.

Zebra baligi davranis modelleriyle ndroprotektif etki tayinine ait calismalar

Son vyillarda, hizl gelisimi, optik seffafligi, ylksek yavru sayisi ve genetik manipilasyona
yatkinligi gibi 6zellikleriyle zebra baligi (Danio rerio) 6zellikle nérobiyolojik arastirmalarda
avantajli bir model organizma haline gelmistir (Chavez ve digerleri 2016). Ornegin, 2022
yilinda, zebra baliginda lipopolisakkarit (LPS)-kaynakh néroenflamasyon ve oksidatif strese
karsi 50 ve 100 mg/kg dozlarda (i.p.) kersetinin etkisini yeni tank dalis (novel tank diving
test, YTT) testiyle inceleyen calismada, kersetinin davranissal degisikliklerde diizelme

sagladig gbzlenmistir (Singh ve digerleri 2022b).

Kersetin ile yapilan baska bir calismada (Gupta ve digerleri 2021), YTT yontemiyle yetiskin
zebra baliklarinda streptozotosin (300 mg/kg, i.p.)-kaynakli demans olusturulduktan 24
saat sonra, 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarda (i.p.) kersetin uygulanmistir. YTT sonucuna
gore, kersetinin zebra baliklarinda tankin Gst bolgesinde gecirilen siireyi ve Ust bolgeye giris
sayisini 6nemli 6l¢lide artirdig1 gozlenmistir. Ayrica kersetinin 100 mg/kg dozda, 50 mg/kg

ile karsilastirildiginda anlamli derecede daha etkili oldugu bulunmustur.
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Zebra balig Gzerinde bisfenol A'nin (17,52 uM) neden oldugu norotoksisite ve oksidatif
strese karsi naringenin ve silibinin (10 uM) etkisini inceleyen bir ¢alismada, zebra baliginin
noérodavranissal ozellikleri YTT ile degerlendirilmistir (Thayumanavan ve digerleri 2022).
Silibin ve naringenin uygulamasinin tankin Ust bdlgesinde gegcirilen sire ve (st bolgeye
geciste gecikmeyi 6nemli 6lglide etkiledigi, bisfenol A’nin dipte yasama davranigina neden

olan norotoksik etkisini tersine gevirerek néroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir.

ispanya’da zebra baligi embriyo modeli kullanarak oleuropein, apigenin, klorojenik asit ve
naringenin gibi fenolik bilesiklerin koruyucu 6zelliklerini arastiran calismada, embriyolar
tert-bitil hidroperoksit ile oksidatif stres olusturulmadan 6nce fenolik bilesiklere tabi
tutulmustur (Arteaga ve digerleri 2021). Calisma sonucunda, bilesiklerin tim{inin oksidatif
stres kaynakl 6limden korudugu, apigeninin ise olusmasi muhtemel dogum defektlerini

engelledigi bildirilmistir.

Issac ve digerleri (2021) zebra baligi larvalari izerinde H,0; ile oksidatif stres olusturduktan
sonra morin adh flavonol tirevinin davranigsal degisiklikler Uzerindeki etkisini
gozlemlemistir. Morin uygulamasinin, larvalarin reaktif oksijen tirleri (reactive oxygen
species, ROS) seviyelerini 6nemli Olcide azalttig, davranissal aktiviteyi gelistirdigi,
antioksidan enzim aktivitesini artirarak H;0j;-kaynakli oksidatif stresten korudugu

bildirilmistir.

2021'de yapilan baska bir ¢alismada, zebra baliginda PTZ-kaynakli nébetleri 6nlemede
hesperidinin antikonvilzan etkisi arastirilmistir (Sharma ve digerleri 2021). Larvalara,
PTZ'ye maruz birakilmadan 6nce, 1, 5 ve 10 uM dozlarda 1 saat siireyle hesperidin
uygulamasi yapilmis ve PTZ-kaynakli hiperaktif tepkilerin 6nemli dlclide azaldigl ve ndbet

gecikme sliresinin uzadigi tespit edilmistir.

2020 yilinda, cinko oksit nanopartikiilleriyle olusturulan toksisiteye karsi resveratroliin
koruyucu etkisini zebra baligi modelinde inceleyen bir baska in vivo calismada,
resveratroliin ROS artisini inhibe ettigi, mitokondriyal membran potansiyeli islev
bozuklugunu ve ortaya cikan hiicre apoptozunu onledigi tespit edilmistir (Giordo ve

digerleri 2020). Bunun yaninda, zebra baliklarinda mitokondriyal membran islev bozuklugu



35

Uzerine hidroksitirozollin etkisini arastiran in vivo bir calismada (Dong ve digerleri 2022),
baliklara normal (% 10) ve ylksek (% 16) yag iceren diyetlerle birlikte 200 mg/kg
hidroksitirozol iceren iki ek diyet uygulanmistir. Calismanin sonucuna gore,
hidroksitirozollin yliksek yagli beslenmenin sebep oldugu oksidatif stresi ve mitokondriyal

disfonksiyonu hafiflettigi bildirilmistir.

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada (Richetti ve digerleri 2011), kersetin ve rutinin hafiza
koruyucu 6zellikleri skopolamin (200 uM, 1 saat siireyle, tank suyu iginde ¢dzlinmis halde)
ile hafiza kaybi olusturulan zebra baliklari Gizerinde arastirilmis; 50 mg/kg (i.p.) dozda
kersetin ve rutin 6n uygulamasinin, zebra baliklarinda skopolamin-kaynakli amneziyi genel

lokomotor aktiviteyi etkilemeden onledigi tespit edilmistir.

2022 yilinda yapilan bir ¢alismada (Li ve digerleri 2022), aliminyum kloriir-nedenli zebra
baligi AH modelinde, Lavandula angustifolia Mill. bitkisinin bilesenlerinden luteolin-7-
glukozit, apigenin-7-0-glukozit, salvianolik asit A and rozmarinik asitin AH tedavisinde etkin
bilesikler oldugu vurgulanmistir. Ayrica, 2023 yilinda yapilan baska bir calismada (Singh ve
digerleri 2023), EGCG'nin noroprotektif ve antioksidan 6zelliklerinin, zebra baliklarinda gen
ifadesinin baskilanmasiyla olusan néronal hiicre oksidasyonunun neden oldugu noérobilissel

bozulmayi iyilestirdigi bulunmustur.

Zebra baliklarinda gallik asit 6n uygulamasinin akut etanol maruziyeti ile olusabilecek
degisikliklere etkisini inceleyen calismada, etanoliin sebep oldugu oksidatif stres
parametreleri Gzerindeki inhibitor etkinin gallik asit tarafindan 6nlendigi bildirilmistir

(Baldin ve digerleri 2022).

2.3.4. Fenolik bilesiklerin AChE, BChE ve BACE1 enzimleriyle molekiiler modellemesine

ait galigmalar

Molekiler biyolojik veri miktarinin hizla artmasiyla birlikte bilgisayar tabanli analizlerin
uygulanabilirliginde son yillarda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis ve sentetik ve dogal kokenli
oncl (lead) biyoaktif molekdillerin protein-ligant iliskilerinin molekiler diizeyde

incelenmesinde in silico yontemler olduk¢ca 6nem kazanmistir (Fang ve digerleri 2018;
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Lengauer ve Rarey, 1996; Olgac ve digerleri 2017; Thomford ve digerleri 2018). ilag-hedef
etkilesimlerinin tahmininde giinim{izde kullanilan in silico yontemler; hedef-temelli, ligant-
temelli, ag-temelli, kemogenomik-temelli ve omik-temelli yaklasimlar olarak
siniflandiriimaktadir. Molekiiler modelleme en yaygin kullanilan hedef-temelli yaklasimdir
ve dogal bilesiklerin hedef proteinini, biyolojik hedefin 3 boyutlu yapisina dayanarak tahmin

etmektedir (Fang ve digerleri 2018).

Molekiler modelleme, bir ligant ve hedef molekilin kararli bir kompleks olusturmak Gzere
birbirine baglandiginda, bir molekiliin diger molekiile tercih edilen yonelimini tahmin eden
bir yontemdir (Lengauer ve Rarey, 1996). Bu iki molekil arasindaki iliskinin gilicii veya
baglanma vyakinhg belirli skorlama fonksiyonlari kullanilarak tahmin edilmektedir.
Molekiler modelleme, kiglik molekilli ligantlarin uygun hedef baglanma bdlgesine
baglanma konformasyonunu tahmin etme kabiliyeti nedeniyle ilag tasariminda en sik
kullanilan yontemlerden biridir (Kitchen ve digerleri 2004). Molekiler modellemede en ¢ok
tercih edilen iki yaklagim; protein ve liganti tamamlayici ylizeyler olarak tanimlayan
eslestirme tekniginin kullanildigi ve protein-ligant arasinda cift yonli etkilesim enerijilerinin
hesaplanarak gercek modelleme siirecinin simile edildigi yontemdir (Feig ve digerleri 2004;

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

Ornegin, 2018 vyilinda, fenolik bilesiklerin AChE, BChE ve BACE1l enzimlerinin aktif
bolgesinde molekiler diizeydeki etkilesimini incelemek amaciyla in silico ortamda yapilan
molekiiler modelleme c¢alismasinda, referans ilaglar olarak donepezil, galantamin ve
rivastigmin kullanilmistir (Alam ve digerleri 2018). Yapilan ¢alismanin sonugclarina gore,
gallik asit disindaki tim bilesikler referans ilaglara gére daha iyi molekiler kenetlenme

gostermis ve baglanma enerijileri Cizelge 2.3.’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. BazI fenolik bilesiklerin AchE, BChE ve BACE1l enzimleriyle molekiler

modellemesine ait baglanma enerijileri (Alam ve digerleri 2018)

Fenolik bilesikler Baglanma enerijileri (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
Katesin -9,6 -10,6 -9,5
Genistein -8,6 -7,9 9,1
Referans ilaglar
Doneperzil -7,5 -7,7 -8,6
Galantamin -6,5 -6,8 -6,3
Rivastigmin -6,2 -7,2 -6,2

Madeswaran'in (2017) ¢alismasinda, birgok fenolik bilesigin AChE ve BChE enzimleriyle olan

etkilesimi molekiler modelleme ile arastirilmis ve referans ilag olarak kullanilan donepezile

kiyasla ¢alismaya dahil edilen fenolik bilesiklerin timi AChE enzimiyle daha iyi

kenetlenirken, BChE enzimi icin referanstan daha iyi afinite gosteren fenolik bilesikler

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

naringenin olarak tayin edilmistir. Fenolik bilesiklerin AChE ve BChE enzimleriyle molekiler

kenetlenmesine ait baglanma enerijileri Cizelge 2.4.’te verilmistir.
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Cizelge 2.4. Bazi fenolik bilegiklerin AChE ve BChE enzimleriyle molekiler kenetlenmesine
ait baglanma enerijileri (Madeswaran, 2017)

Baglanma enerijileri (Kkal/mol)

Fenolik bilesikler 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
izokersitrin -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 ilag

Doneperzil -3,87 -3,47
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2.3.5. Fenolik bilesiklerin sitotoksisitelerine ait ¢alismalar

AP peptit norotoksisitesinin AH patogenezinde merkezi bir rol oynadigi bilinmektedir. Dogal
kaynakl fenolik bilesiklerin ise amiloit sitotoksisitesini geriye g¢evirmek igin potansiyeli
oldugu bildirilmistir (Stefani ve Rigacci, 2013). Bu kapsamda, hticre canliligini 6lgmek ve AR
toksisitesini degerlendirmek icin MTT yaninda Alamar Blue da yaygin olarak kullanilan
ydontemlerden biri haline gelmistir (Liu ve Schubert, 1997; Rampersad, 2012). Ornegin,
Omar ve digerlerinin (2018b) c¢alismasinda, SH-SY5Y hicre hattina oleuropein,
hidroksitirozol, kafeik asit, kersetin ve luteolin ile 6n uygulamanin, noéroblastoma
hiicrelerinde ABaz, bakir- ABa2 ve L-DOPA- ABaz-kaynakli toksisitelerin neden oldugu hiicre

O0luminind hafiflettigi bildirilmistir. Bu ¢alismaya ait sonuglar Cizelge 2.5.'te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.5. Bazi fenolik bilesiklerin SH-SY5Y hiicrelerinde ABaa, bakir- ABaz ve L-DOPA- ABa»-
kaynakli toksisiteye karsi ndroprotektif etkileri (Omar ve digerleri 2018b)

Fenolik bilesikler AB-SH-SY5Y AB-Cu-SH-SY5Y AB-L-DOPA-SH-
toksisitesi (%) toksisitesi SY5Y toksisitesi
Kontrol (besiyeri) 100+1,21 100+1,13 100+ 0,92
Negatif kontrol
(ABa2, Cu-ABaz, ve L-DOPA- AB4») 371,41 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+ 0,52 610,73

Kalagatur ve digerleri (2021), SH-SY5Y néroblastoma hiicrelerinde deoksinivalenoliin (DON)
neden oldugu sitotoksik etkilere karsi 0,1; 0,5; 1; 2; 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda
kersetin 6n uygulamasinin koruyucu etkisini arastirmistir. Buna gore, 1 mM kersetin
konsantrasyonunun DON'a bagli canhliktaki azalmayi tersine ¢cevirmede etkili oldugu, ancak

1 mM Uzerindeki konsantrasyonlarda DON'a karsi ek bir koruma saglamadigi bildirilmistir.

2021 yilinda yapilan bir calismada (Leri ve digerleri 2021), oleuropein ve hidroksitirozoliin
otofaji tizerindeki molekiler mekanizmalari toksik AB1-42 oligomerlerine maruz birakilan SH-
SYSY hiicreleri Gizerinde arastiriimis ve bu polifenollerin tek basina veya kombinasyonlarinin
otofajik yollari aktive ederek yaslanmayla ilgili nérodejenerasyona karsi etkili oldugu tespit

edilmistir.
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AH’da AB'nin norotoksik etkilerini taklit etmek igin akut olarak ABa42 ile muamele edilen SH-
SY5Y hicrelerinin kullanildigi bir ¢calismada, AB kaynakli meydana gelen MTT rediksiyon
azalmasinin, EGCG (ECso= 0,8uM) tarafindan % 100 oranda geriye cevrildigi ve EGCG’nin
glclu koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir (Del Castillo Frias, 2017).

2022 yilinda yapilan bir galismada (Roy ve digerleri 2002), resveratroliin sitotoksik aktivitesi
MTT testi ile akut miyeloblastik I6semi (HL-60), kronik miyelojenik l6semi (K-562), meme
adenokarsinomu (MCF-7) ve servikal epitelyal karsinom (Hela) olmak Uzere dort insan
tiimor hiicre hattinda denenmis ve resveratroliin sadece HL-60 (ICso= 49 uM) ve K-562

(ICs0= 68 uM) I6semi hiicre hatlarinda etkili oldugu bildirilmistir.

Bazi fenolik bilesiklerin MTT testi ile insan meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik aktivitesini
arastiran bir calismada, MCF-7/wt ve MCF-7/Adr kanser hiicre hatlarina karsi en sitotoksik
bilesigin rozmarinik asit (sirasiyla, ECso= 0,74 mM ve ECso= 0,81 mM) oldugu, bunu sirasiyla
luteolin-7-0O-glukuronit (ECso= 1,09 mM ve ECso= 1,87 mM) ve kafeik asitin (ECso= 1,36 mM
ve ECso= 2,01 mM) takip ettigi bildirilmistir (Berdowska ve digerleri 2013).

Fenolik bilesiklerin melanoma (B16F10 ve SK-MEL-1) ve doniismemis melanosit (Melan-a)
hiicre hatlarinda sitotoksik ve antiproliferatif etkilerini MTT yontemiyle arastiran bir
calismada (Yanez ve digerleri 2004), hesperetin, luteolin, tangeretin, kersetin, mirisetin ve
gallik asitin distk dozlarda belirgin sitotoksik aktivite gostermedigi bildirilmistir. Flavon
yapidaki tangeretin ve luteolinin, 50 uM konsantrasyonda B16F10 hiicre hatti lzerinde
gucli sitotoksik aktivite gosterirken (sirasiyla, % 57,18 ve % 70,23); SK-MEL-1 hiicre
hattinda benzer etki gosterdigi bulunmustur. Melan-a hiicre hatti (izerinde ise mirisetinin
(% 34,42) en glgli etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada, fenolik bilesiklerin
hiicre bliylimesi lizerine etkileri incelendiginde, tangeretin, B16F10 hiicreleri lizerinde en
etkili flavonoit tirevi olurken (ICso= 11,2 uM), bunu gallik asit (ICso= 13,45 uM), mirisetin
(ICs0= 38,34 uM), hesperetin (ICso= >50 uM), kersetin (ICsp= >50 uM) ve luteolin (ICso= >50
uM) izlemistir. Melan-a (izerinde ise mirisetin (ICso= 21,9 uM) en etkili bilesik olmus ve bunu
luteolin (ICso= 23,4 uM), gallik asit (ICso= 30 uM), kersetin (ICso= 63,9 pM) ve tangeretin
(ICs0=>50 pM) izlemistir.
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2.3.6. Fenolik bilesiklerin AH ile iligkilendirilen genler lizerindeki etkilerine ait caligmalar

Genomik teknolojilerin gelisimi ve 6zellikle gen ekspresyon profili ile hastaliklari karakterize
eden genler hakkinda veri setlerinin elde edilmesi, AH gibi hastaliklar hakkinda heniz

anlasilamamis suireclerin aydinlatiimasina isik tutmaktadir (Walker ve digerleri 2004).

Ornegin, AH fare modelinde EGCG’nin a-sekretaz béliinmesi icin A disintegrin ve
metalloproteinaz alani iceren protein 10 (a disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 10, ADAM10) adli geni uyararak antiamiloidojenik etkiyle AB birikmesini
azalttig1 ve farelerde bilissel islevi iyilestirdigi gozlenmistir (Obregon ve digerleri 2006;
Rezai-Zadeh ve digerleri 2005). Yine, ailesel bir AH modeli olan amiloit protein
oncusi/presenilin 1 (PSEN1) (APPswe/PS1dE9) farelerine EGCG ve polilaktik-ko-glikolik
asit-polietilen glikol (PLGA-PEG) nanopartikilinin oral yoldan uygulanmasi ile
noroenflamasyonun yani sira AR plak yukinde ve ¢ozinir/¢c6zinmez ABi-42 peptidin
kortikal seviyelerinde azalma tespit edilmistir (Cano ve digerleri 2019). Bunun yaninda,
EGCG ve melatoninin birlikte kullaniminin PSEN1 geninde E280A mutasyonunun neden
oldugu ailesel AH’da apoptotik belirtecleri tamamen azalttigi kanitlanmistir (Soto-Mercado
ve digerleri 2023). Ayrica, EGCG'nin AH fare modelinde LPS-kaynakh artmis sitokin
ekspresyonunu, (timor nekroz faktor-a (TNF-a), interlokin 1B (IL-1B), IL-6), dolayisiyla AH

ile iliskili enflamasyonu azalttigi bildirilmistir (Lee ve digerleri 2013).

2002’de yapilan bir galismada (Sartor ve digerleri 2002), bir¢ok fenolik bilesigin matriks
metalloproteinaz-9’un (MMP9) enzimatik aktivitesi Gzerindeki inhibitor etkisi test edilmis
ve morin, fisetin, pelargonidin, EGCG ile mirisetin inhibitor etki gosterirken, kersetin,
resveratrol, rozmarinik asit, luteolin, apigenin, kemferol ve genisteinin inhibisyon
gostermedigi bildirilmistir. Ayrica, Spagnuolo ve digerleri (2018), kersetin, EGCG,
hesperetin ve genistein gibi flavonoitlerin pro-enflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-6, IL-1
ve siklooksijenaz (cyclooxygenase-2, COX-2) ekspresyonunu azaltarak norodejenerasyonu

onleyebildigini bildirmistir.

Bir baska calismada, gallik asitin APP/PS1 transjenik fare modelinde AB1.42 agregasyonunu

ve norotokisisiteyi azaltarak bilissel gerilemeyi yavaslattigi gézlenmistir (Yu ve digerleri
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2019). Yine, siganlarda olusturulan modelde gallik asit (50 mg/kg), donepezil (2,5 mg/kg) ve
portakal kabugundan elde edilen ekstrelerin (100 ve 200 mg/kg) oral uygulamasinin
siganlarda aliminyum klorir-nedenli AH modeline kiyasla PSEN-2 gen ifadesinde énemli bir
artis sagladig gozlenmistir (Abd El-Aziz ve digerleri 2022). Benzer sekilde, sicanlarda
aluminyum klortir-nedenli AH modelinde kersetin uygulamasinin BACE1, APP, PSEN1 ve 6n
yutak defektif-1 (anterior pharynx-defective 1, APH1) genlerinin asagl regilasyonu ve
hipokamptiiste ADAM10 ve ADAM17 genlerinin yukari dogru regiilasyonu ile davranissal,
kolinerjik ve dopaminerjik islev bozukluklarinin yaninda hipokampiiste ¢6ziinmeyen AR

agregasyonunu azalttigi bildirilmistir (Elfiky ve digerleri 2021).

Kersetinin antiamiloidojenik ve antioksidan ozelliklerinin arastirildigi bir calismada,
kersetinin H,0; ile muamele edilmis APPswe hiicrelerinde ROS olusumunu tamamina yakin
oranda azalttig bildirilmistir (Jiménez-Aliaga ve digerleri 2011). Ayrica, 2016 yilinda yapilan
bir calismada (Zhang ve digerleri 2016), kersetinin astrositlerde APOE yikimini inhibe ederek
APOE seviyelerini 6nemli ol¢lide artirdigi ve oral uygulamanin farelerin korteksindeki

¢o6ziinmeyen A seviyelerini azalttigl gézlenmistir.

Trimetiltin uygulanan AH modelinde egzersiz ve kronik gallik asit uygulamasinin sican
hipokampisiinde TNF-a seviyesi Uzerindeki etkisini arastiran bir calismada (Bazyar ve
digerleri 2015), TNF-a seviyelerinin tim gruplarda azaldigi, gallik asit ve egzersizin, tek

basina ve birlikte, immiinomodiilator etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

Gallik asitin AB plaklari Gzerindeki etkisi ve bu etkinin cinsiyete bagh olup olmadigini
farelerde arastiran bir calismada, icme suyuna eklenen % 0,2 gallik asitin kontrole gore
erkek APOE farelerde plagi azaltirken, disi APOE farelerde ilgili kontrol gruplarina kiyasla
plagl azaltmadigi gézlenmistir (Clark ve digerleri 2022).

Rozmarinik asidin TNF-a ve nikleer faktor-kappa B (NF-kB) ekspresyonlarini azaltarak
amiloit kaynakh hafiza kaybini biiyik 6lctide azalttigi bilinmektedir (Koul ve digerleri 2023).
Ornegin, sicanlarda LPS ile ndroenflamasyon olusturulan bir ¢alismada, rozmarinik asit
uygulamasinin hipokampus ve prefrontal kortekste TNF-a, IL-1B ve IL-6'nin asiri Gretimini

onledigi bildirilmistir (Hassanzadeh-Taheri ve digerleri 2021). Yine, rozmarinik asit ile
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muamelenin AH patolojileri Gizerindeki etkilerini transjenik fareler izerinde arastiran bir
¢alismada, enflamatuvar rahatsizliklarla iliskili 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) ekspresyonlarinin rozmarinik asit uygulamasi ile serebral korteks, hipokampus ve

dalakta distigi gozlenmistir (Yamamoto ve digerleri 2021).

2016 yilinda yapilan bir c¢alismada, APP/PS1 fare modelinde hidroksitirozoliin AH
patogenizinde roli arastirilmis ve hidroksitirozoliin APP’den bagimsiz olarak ndéronal
enflamasyonu azalttigl tespit edilmistir (Peng ve digerleri 2016). Ayrica, hidroksitirozolln
enflamatuvar belirte¢ seviyelerini azaltma etkisinin arastirildigi bir calismada (Fuccelli ve
digerleri 2018), farelerde 40 ve 80 mg/kg hidroksitirozol 6n uygulamasindan sonra LPS ile
enflamasyon tetiklenmistir. Calisma sonucunda LPS ile artan TNF-a ve COX-2 seviyelerinin

artmadigl goézlenmistir.

Omar ve digerleri (2018b) APPswe/PS1dE9 transjenik fareleri 50 mg/kg oleuropein iceren
zeytin yapragi ekstresi ile 16 hafta boyunca beslenmis ve kontrol grubuna kiyasla fare
hipokampis ve korteksinde AB plak birikimin 6nemli Olglide azaldigl tespit edilmistir.
Ayrica, oleuropeinin AH (izerinde koruyucu etkilerinin TgSwDI farelerinde arastirildig bir
calismada, 4 hafta boyunca oleuropein ile beslenen farelerde AB yikiiniin 6nemli dlclde
azaldigl ve bunun farelerin beynindeki APOE'ye bagl amiloit klerensinin aktive olmasiyla
iliskili olabilecegi vurgulanmistir (Qosa ve digerleri 2015). Bunun yaninda, 2017 yilinda
yapilan bir calismada, oleuropein ile 6n uygulama sonucu insan sinovyal fibroblast hiicre
hattinda (SW982) IL-1 muamelesi ile artan pro-enflamatuvar sitokinlerin (TNF-a ve IL-6)

seviyelerinde dnemli 6l¢lide azalma oldugu bildirilmistir (Castején ve digerleri 2017).

Su ana kadar yapilan galismalarda, resveratroliin AH patogenezindeki néroprotektif islevleri
farkli etki mekanizmalariyla degerlendirilmis ve anti-enflamatuvar etki olusturdugu
mekanizmalardan birinin pro-enflamatuvar sitokin aktivitesi (IL-1B, IL-6 ve TNF-a) ve
prostaglandin E, sentezinin engellenmesi oldugu vurgulanmistir (Kim ve digerleri 2007;
Mendiola-Precoma ve digerleri 2016). Ayrica, AH Tg2576 fare modelinde disiik dozda (0,2
mg/L) uygulanan resveratrolun AB seviyelerini dustrdigl ve resveratroliin AH patolojisinde

faydal oldugu kanitlanmistir (Wang ve digerleri 2006). Bunun yaninda, AH APP/PS1 fare
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modeli Gzerinde oral resveratrol uygulamasinin etkisini arastiran calismada, resveratroliin
APP/PS1 fare hipokampusinde meydana gelen dejenerasyonu azaltarak hafiza kaybini

onledigi bildirilmistir (Porquet ve digerleri 2014).

2013 yilinda yapilan bir ¢calismada, fisetin ve diosmetin 6n uygulamasinin LPS-nedenli PC12
hiicre hasari lizerinde néroprotektif etkileri arastiriimis; fisetin ve diosmetinin, tek basina
veya birlikte, sirasiyla APP, siklofilin D ve ROS Uretimini baskiladigl, IL-10 ekspresyonunu ise

konsantrasyona bagh sekilde artirdigi tespit edilmistir (Bhatt ve Benzeroual, 2013).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Gereg

Tez ¢alismamizda, bitkilerde yaygin olarak bulunan farkli kimyasal gruplardan 38 adet
fenolik bilesik, skopolamin hidrobromiir (S1875-5G) ve referans ila¢ olarak kullanilan
galantamin hidrobromir Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis, Missouri, ABD) temin

edilmisgtir.

Tez gereclerimizi olusturan fenolik bilesiklerin isimleri, kimyasal yapilari ve kimyasal siniflari

Cizelge 3.1.'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez calismasi icin secilen bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerin kimyasal yapi ve

siniflari
Fenolik . .
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Cizelge 3.1. (devam) Tez galismasi igin secilen bitkisel kaynakh fenolik bilesiklerin kimyasal
yapi ve siniflari
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Cizelge 3.1. (devam) Tez galismasi igin secilen bitkisel kaynakh fenolik bilesiklerin kimyasal

yapi ve siniflari
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Cizelge 3.1. (devam) Tez galismasi igin secilen bitkisel kaynakh fenolik bilesiklerin kimyasal
yapi ve siniflari
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Cizelge 3.1. (devam) Tez galismasi igin secilen bitkisel kaynakh fenolik bilesiklerin kimyasal

yapi ve siniflari
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Cizelge 3.1. (devam) Tez galismasi igin secilen bitkisel kaynakh fenolik bilesiklerin kimyasal
yapi ve siniflari
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Cizelge 3.1. (devam) Tez galismasi igin secilen bitkisel kaynakh fenolik bilesiklerin kimyasal
yapi ve siniflari
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3.2. Yontemler

3.2.1. In vitro yontemler

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

Ellman ve arkadaslar tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek AChE ve BChE
inhibitor etki tayininde kullanilmistir (Ellman ve digerleri 1961). Yontemin reaksiyon

mekanizmasi Sekil 3.1.’de verilmistir.
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Sekil 3.1. Ellman Yontemi reaksiyon mekanizmasi

AChE inhibisyonu tayininde enzim kaynagi olarak elektrikli yilan bahg (Electrophorus
electricus) AChE’1 (Sigma, EC 3.1.1), substrat olarak asetiltiyokolin iyodir (Sigma, ABD)
kullaniimis ve BChE inhibisyonu tayininde enzim kaynagi olarak at serumu BChE’1 (Sigma,
ABD), substrat olarak ise butiriltiyokolin klorir kullaniimistir. Deneyde renklendirici madde
olarak 5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit (DTNB, Sigma, ABD) kullaniimistir. 96 Kuyucuklu
mikroplakta her kuyucuga ilk olarak 140 pL fosfat tamponu c¢ok kanalli mikropipet
(Eppendorff, Almanya) kullanilarak konulmustur. ilk 3 ve son 3 kuyucuga kontrol olarak 20
uL etanol eklenmistir. Her bir fenolik maddeden (10 mM) 20 uL, 3 paralel olacak sekilde
diger kuyucuklara ilave edilmistir. AChE veya BChE ¢ozeltisinden 20 plL olacak sekilde tim
kuyucuklara eklendikten sonra 25 °C’'de 10 dakika (dk) boyunca bekletilmistir (Resim 4.1.).
Sonrasinda tim kuyucuklara 10 uL DTNB ve 10 ulL substrat ¢ozeltisi (asetiltiyokolin iyodir
veya butiriltiyokolin kloriir) eklenerek ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x
microplate reader, ABD) 412 nm dalga boyunda okutulmustur. Sonuglar Es. 3.1’de yer alan
formile gore hesaplanmis ve % AChE/BChE inhibisyonlari 3 paralel calismadan elde edilen

sonuglarin ortalamasi  standart sapma (S.S.) olarak kaydedilmistir.
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% inhibisyon = 100 — [(A,/A,) X 100] (3.1)

A:= Ornek ¢6zeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglar Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi kullanilarak degerlendirilmis ve referans

ilag olarak galantamin hidrobromir kullaniimistir.

ICso degerlerinin hesaplanmasi

AChE veya BChE'1 % 50 Uzerinde inhibe eden fenolik bilesiklerin sirasiyla 1 mM, 0,5 mM,
0,25 mM ve 0,125 mM final konsantrasyonlarinda % inhibisyon degerleri hesaplanmis ve
Graphpad Prism 6.01 programi kullanilarak ICso degerleri hesaplanmistir. Her bir inhibitor
icin ICso degerleri 3 paralel ¢alismadan elde edilen sonuglarin ortalamasi + S.S. olarak

kaydedilmistir.

B-Sekretaz (BACE-1) inhibisyonu tayini

BACE1'in enzimatik aktivitesini 6lgmek igin floresans rezonans enerji transferi (FRET)
teknolojisi kullaniimis, daha 6nce kullanilan yontemler ve Ureticinin (PanVera®) deney
kitinde yer alan protokol modifiye edilerek dlgiimler yapiimistir (Youn ve digerleri 2016).
Test edilen bilesikler, insan rekombinant BACE1 (1,0 U/mL, Ph 7,5), tampon (50 mM
sodyum asetat, pH 4,5) ve substrat (50 mM amonyum bikarbonat icinde Rh-EVNLDAEFK-
Quencher, 75 uM) reaksiyon kuyucuklarina eklenerek 25 °C'de 60 dk boyunca inkibe
edilmistir. Substrat hidrolizi ile Uretilen floresans yogunlugundaki artis, dalga boylari
sirasiyla 545 nm (eksitasyon) ve 585 nm (emisyon) olacak sekilde floresans
spektrofotometrede (SpectraMax i3x microplate reader, ABD) élciilmistiir. inhibisyon

orani Es. 3.2’de verilen denklem kullanilarak hesaplanmistir:
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% inhibisyon = [1 — (B — By)/(K—K;)] x 100 (3.2)

Ko = 0. Dakikada kontrol grubunun floresans degeri

K = 60. Dakikada kontrol grubunun floresans degeri

Bo = 0. Dakikada test bilesiginin floresans degeri

B = 60. Dakikada test bilesiginin floresans degeri

Antioksidan kapasite tayinleri

Demir iyonu-selasyon etki tayini

Lantto ve digerlerinin (2009) yonteminde bazi degisiklikler yapilarak, segilen fenolik
bilesiklerin demir iyonu-selasyon etkisi tayin edilmistir. Yontem, oérneklerin demir iyonu-
selasyon etkilerini tayin etmek icin demir (ll) ve ferrozinin, 562 nm dalga boyunda glgli
absorbsiyon veren bir kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Deneyde kullaniimak
Uzere 2 mM demir-ll-klorir ile 5 mM ferrozin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Yonteme goére; her bir
ornekten ve kontrolden (etanol) 20 uL mikropipet ile alinarak 96 kuyucuklu mikroplaga
konulmus, Gzerlerine 10 pL FeCl; ve ardindan 40 ulL ferrozin ¢ozeltisi eklenmistir. Son hacim
160 pL olacak sekilde etanol ilave edilerek, karisim 10 dk oda sicakhiginda bekletilmis ve
siire sonunda absorbans 562 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax
i3x microplate reader, ABD) okunmustur. Orneklerin % selasyonlari Es. 3.3’e gére
hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olacak sekilde calisiimis ve sonuclar 3 deneyden elde
edilen % selasyonlarin ortalamasi £ S.S. olarak verilmistir (Cizelge 4.4.) Referans madde

olarak etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Sigma) kullanilmistir.

% inhibisyon = [(A; — A;)/A;] X 100 (3.3)

A1= Kontrol ¢dzeltisinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi
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A= Ornek ¢6zeltilerinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi

Demir-indirgeme antioksidan giicii (FRAP) tayini

FRAP degerleri, Benzie ve Strain’in (1996) yonteminde bazi degisiklikler yapilarak tayin
edilmistir. 96 Kuyucuklu mikroplakta 10 mM stok konsantrasyonda hazirlanan fenolik
bilesiklerden 10’ar pL alinarak pH: 6,6; 0,2 M; 25 uL fosfat tamponu ve 25 L potasyum
ferrisiyanir eklenerek, 50 °C’'de 20 dk inkiibe edilmistir. Sire sonunda 25 pL % 10
trikloroasetik asit, 85 L distile su ve 17 pL FeCls eklenmistir. Ornekler 30 dk daha inkiibe
edildikten sonra 700 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x
microplate reader, ABD) absorbanslar dl¢llmustir. Bu deneyde kersetin, referans bilesik
olarak kullanilmistir. Deneyler 3 paralel olarak uygulanmis ve sonuclar absorbanslarin

ortalamasi £ S.S. olarak verilmistir.

DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite tayini

Orneklerin DPPH radikali etkisiyle koyu viyoleden agik sari renge déniisimiiniin 515 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile 6lctilmesi ile tayin yapilmaktadir (Barros ve digerleri
2007). 96 Kuyucuklu mikroplaga, 10 mM konsantrasyonda hazirlanmis fenolik bilesiklerden
10’ar pL ve taze olarak hazirlanmis 0,138 mg/mL DPPH solliisyonundan 90’ar pL eklenmistir.
30 dk boyunca karanlikta ve oda sicakliginda inkibe edilen mikroplaklarin absorbanslari 515
nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x microplate reader, ABD) 6l¢iimustr.
Kersetin referans bilesik (pozitif kontrol) olarak, etanol ise negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Deneyler 3 paralel olacak sekilde uygulanmis ve % slpurici etkinin

ortalamasi £ S.S. olarak kaydedilmistir. % Stpurici etki Es. 3.4" e gbre hesaplanmistir:

% Stupirici etki = [(A; —Az)/A,] X 100 (3.4)

A1= DPPH stok ¢ozeltisinin 515 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

A,= Ornek ¢6zeltilerinin 515 nm dalga boyundaki absorbansi
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Bakir-indirgeme antioksidan gticii tayini (CUPRAC)

Bilesiklerin CUPRAC degerlerini tayin etmek amaciyla, esasi bakir-neokuproin kompleksinin
[Cu(ll)-Nc] antioksidan etkili maddeler ile Cu(l)-Nc’e rediiksiyonuna dayanan Apak ve
digerlerinin  (2004) yo6ntemi mikroplakta uygulanmak Uzere modifiye edilerek
uygulanmistir. Bunun icin 25 pL 10 mM CuCly, 25 pL 7,5 mM neokuproin, 25 uL 1 M
amonyum asetat (pH: 7), 25 puL 10 mM fenolik bilesik ve 100 uL distile su 96 kuyucuklu
mikroplak kuyucugunda karistirilmistir. Daha sonra mikroplak 30 dk inkibe edilerek, siire
sonunda absorbanslar 450 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x
microplate reader, ABD) okutulmustur. Her 6rnek 3 paralel olarak c¢alisiimis ve sonuglar 3
paralel deneyden elde edilen absorbanslarin ortalamasi + S.S. olarak verilmistir. Referans

bilesik olarak gallik asit kullaniimistir.

Drosophila melanogaster’ de AChE ve BChE inhibitor aktivite dlcimleri

AChE ve BChE inhibisyonu aktivite 6l¢limleri Ellman ve ark. (1961) tarafindan gelistirilen,
modifiye edilmis spektrofotometrik yontem ile gerceklestirilmistir. Enzim kaynagi olarak
ornek numunelerinin bulundugu besiyerinde beslenen Drosophila melanogaster (sirke
sinegi) ergin bireylerine ait kafa homojenatlari kullaniimistir. AChE inhibisyonu tayininde
substrat olarak asetiltiyokolin iyodir (Sigma, ABD), BChE inhibisyonu tayininde ise substrat
olarak butiriltiyokolin klorir (Sigma, ABD) ile renklendirici madde olarak DTNB (Sigma, ABD)

kullantimistir.

96 Kuyucuklu mikroplak kuyucuguna 110 puL distile su, 20 uL 1M tris-HCI (5 mM EDTA, pH:
8) ve 10 pL 0,5 mM DTNB (% 1’lik sodyum sitrat iginde hazirlanmig) eklenmistir. Enzim
kaynagi olarak sinek kafa homojenatindan 10 plL ve AChE inhibisyonu 6l¢glimiinde substrat
olarak kullanilan asetiltiyokolin iyodirden (10 mM) 50 uL kuyucuklara ilave edilerek,
mikroplaklardaki absorbans degisimleri 412 nm dalga boyunda 5 dk boyunca 96 kuyucuklu
ELISA mikroplak okuyucuda (SpectraMax i3x microplate reader, ABD) okutulmustur. BChE
aktivite 6lcimdi icin ise c¢ozeltiler ayni sekilde kuyucuklara eklenmis ve substrat olarak
bitiriltiyokolin klortr kullanilmistir. Her 6rnek 3 paralel ¢alisiimis ve siire sonunda 3 paralel

deneyden elde edilen Vmax degerlerinin ortalamasi + S.S. olarak verilmistir (Yildiz, 2013).
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Hicre kaltlrt yontemiyle sitotoksisite tayini

MTT yéntemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Kolinesteraz inhibitdr etki agisindan en aktif oldugu belirlenen fenolik bilesiklerin (kersetin,
oleuropein, gallik asit, EGCG, rozmarinik asit ve 3-hidroksitirozol), insan néroblastoma
hicrelerinde  olasi  sitotoksik  aktivitesini  belirlemek igin,  sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan kolorimetrik test yontemlerinden biri olan
MTT yontemi kullanilarak hiicre canhligi Uzerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu
yontemde, canh hiicreler MTT'yi formazana indirgeyen NAD(P)H'ye bagh oksidorediiktaz
enzimlerini icermektedir. Reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan
katalizlenerek, mavi-mor renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana indirgenir. Formazan
kristallerinin ¢ozilmesi ile elde edilen soliisyonun renk yogunlugu spektrofotometrik
Olclimle belirlenir. Formazon olusumu vyalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canh
hicrelerde gorildiglinden ¢ozelti ne kadar koyu olursa, canli yani metabolik olarak aktif

hiicrelerin sayisi o kadar fazla olmaktadir (Mosmann, 1983).

Sitototoksik aktivitenin belirlenmesi i¢in SH-SY5Y insan néroblastoma hicreleri
kullanilmistir. Hiicreler, Saghk Bilimleri Universitesi, Giilhane Eczacilik Fakiltesi 6gretim
Uyesi Do¢. Dr. Merve BACANLI'nin laboratuvarindan temin edilmistir. SH-SY5Y, SK-N-SH
noroblastoma hiicre hattindan tiretilen 3 kez alt klonlanmis bir hiicre hattidir. SH-SY5Y
hiicreleri % 5 fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS) ve % 1 penisilin-streptomisin
iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyerinde 37°C'de % 5 CO: igeren
inklibatorde T25 erlenlerde kiltlire edilmistir. Hicreler yeterli birlesme (confluent)
diizeyine ulastiginda, deneye alinmadan 6nce tripan mavisi metodu ile canli hiicre sayimi
yapilmigtir (Strober, 2015). MTT yontemi icin 96 kuyucuklu plaklarda her bir kuyucuga 6000
hiicre ekilmistir. Hiicreler bir gece inklibe edildikten sonra deney tasarimina gére uygun
dozlarda test edilecek bilesikler ve kontroller hiicrelerle muamele edilmistir. Test maddeleri
dimetil silfoksit (DMSO) ile ¢oziildigliinden, negatif kontroliin yani sira ¢ozlici kontrol
olarak DMSO uygulanmistir. Referans ilag (pozitif kontrol) olarak doksorubisin (0,3-10 uM)
eklenmistir. Test edilen bilesiklerin final konsantrasyonu 1000 uM (10 — 1000 uM) olacak

sekilde 5 dozda sitotoksisite agisindan degerlendirilmistir. Sitotoksik aktivite deneyi her
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ornek icin 3 kez, her seferinde 3’lU tekrarlar olarak calisiimistir. Ardindan hticreler 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiilbasyon sonunda hiicrelerin {izerindeki besi vyeri
uzaklastirilarak besi yeri tazelenmis ve lzerine 1 g/L konsantrasyondaki MTT ¢ozeltisi (50
ul) eklenmistir. Ug saatlik inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklardaki karisim uzaklastirilip,
formazan kristallerinin ¢dzilmesi icin DMSO eklenmistir. Mikroplak okuyucuda 570 nm’de
absorbans degerleri 6lglilmustir. Cozlici kontrol % 100 canli olarak kabul edilerek, test
edilen dozlarin % hiicre canliliklari Graphpad Prizm v.7 yazihmi kullanilarak, dogrusal

olmayan regresyon yontemi ile hesaplanmis ve ardindan 1Cso degerleri tayin edilmistir.

Alamar Blue yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Kolinesteraz inhibitér etki agisindan en aktif oldugu belirlenen fenolik bilesiklerin insan
noroblastoma hiicrelerinde olasi sitotoksik aktivitesini belirlemek icin florometrik bir test
yontemi olan Alamar Blue yontemi kullanilarak da hiicre canliligi degerlendirilmistir
(Erkekoglu ve Baydar, 2021). Sitototoksik aktivitenin belirlenmesi icin SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicre hatti kullanilmistir. Hicreler 56 °C’de 30 dk boyunca isiyla pasif hale
getirilmis, % 10’luk FBS ile desteklenmis ve % 1 penisilin-streptomisin igeren DMEM/besin
karisimi F-12 besiyerinde muhafaza edilmistir. Hicreler 37 °C'de % 5 CO2 ve % 95 nem
oranina sahip steril bir inkiibatorde kiltiire edilmistir. Tam besiyerindeki (100 pl) 10000 SH-
SY5Y hiicresi 96 kuyucuklu plagin her bir kuyusuna ekilmis ve ylizeye tutunmalari icin 16-24
saat boyunca inklbe edilmistir. Hiicreler DMSO iginde ¢6ziilmis fenolik bilesiklerin (gallik
asit, rozmarinik asit, kersetin, EGCG, fisetin, 3-hidroksitirozol, oleuropein ve trans-
resveratrol) farkli konsantrasyonlari (0-400 uM) ile muamele edilmis ve % 5 CO;ile 37 °C'de
24 saat inkube edilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga filtre ile sterilize edilmis 10 pl %
0,015 resazurin ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich, R7017) eklenerek, 37 °C'de % 5 CO; ile 2 saat
inklibe edilmistir. 560 nm dalga boyunda eksitasyon ve 590 nm dalga boyunda emisyon
floresan olglimleri yapilmis ve kontrol grubuna kiyasla % hiicre canhligi hesaplanmistir

(Eilenberger ve digerleri 2018).
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Secilen fenolik bilesiklerin AH ile iliskilendirilen bazi genler {izerinde gercek zamanli

polimeraz zincir reaksiyonu (real time/RT-PCR) yontemi ile ekspresyon analizi

RNA izolasyonu ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time/RT-PCR)

SH-SY5Y hiicreleri 24 saat boyunca gallik asit, rozmarinik asit, kersetin, EGCG, fisetin, 3-
hidroksitirozol, oleuropein ve trans-resveratrol ile muamele edilmis ve RNA izolasyonu
gercgeklestirilmistir. RNA izolasyon protokoliinde, hiicre pelletleri 1 mL trizol reaktifi
kullanilarak homojenize edilmis ve oda sicakliginda 5 dk inklbe edilmistir. Kloroform (200
ul)/trizol (1 mL) eklenmis, karisim kuvvetlice calkalanmis ve oda sicakliginda 3 dk inklbe
edilmistir. Daha sonra karisim +4 °C'de 10000 rpm'de 15 dk boyunca santrifiij edilmis ve
Ustteki renksiz faz RNaz icermeyen bir mikrosantrifij tipline aktarilmistir. Tipe isopropanol
(500 pL )/trizol (1 mL) eklenerek, karisim oda sicakliginda 10 dk inklbe edilip 10000 rpm'de
10 dk santrifij edilmistir. Sipernatant uzaklastirilarak pellet en az 1 mL % 75 etanol/1 mL
trizol ile yikanmis ve +4°C'de 7500 rpm'de 5 dk santrifiij edilmistir. Tim sipernatant tipten
cikarildiktan ve pellet havada kurutulduktan sonra, RNA iceren pelet yaklasik 100 ul niikleaz
icermeyen suda ¢6zllmis ve 55 °C'de 5 dk inkibe edilmistir. Uzun sireli saklama icin RNA

- 80 °C'de saklanmistir.

cDNA sentezi abm, OneScript® Plus cDNA sentez kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Kit ile
birlikte verilen protokolde belirtildigi gibi, 2000 ng/ul RNA, 1 ul dNTPS, 1 ul oligo (dT) primer
ve 13 pl'ye kadar niikleaz igermeyen su igeren karisim hazirlanmis ve 65 °C'de 5 dk inkiibe
edilmistir. Karisim buz tzerinde 1 dk inklibe edildikten sonra, tipe 4 pl 5X RT tamponu ve
1 pul OneScript® Plus RTase eklenmistir. Tim karisim 50 °C'de 50 dk ve 85 °C'de 5 dk inkiibe

edilmistir. cDNA uzun sireli saklama igin - 20 °C'de muhafaza edilmistir.

Real time (RT)-PCR; abm, BlasTag™ 2X qPCR MasterMix ve CFX Connect RT-PCR sistemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Cizelge 3.2.”de belirtilen toplam 14 genin (APP, PSENI,
ABCA7, APOE, CLU, PICALM, BIN1, CD2AP, CR1, CD33, SORL1, MMP9, TNF ve CCL5) gen
ifade diizeyindeki degisim B-aktin ile normalize edilmistir (Karch ve digerleri 2014). Kontrol

grubu olarak fenolik bilesiklerin ¢6zliclisii olan DMSO kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Gene 0zgl primer dizileri ve primer yapisma sicaklklari

Primer
Yapisma
Genler* ileri Sekans Geri Sekans Sicakhgi
(annealing)
(°)
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
B-Aktin GCCGCCAGCTCACCAT GATGCCTCTCTTGCTCTGGG 59

*APP: amiloit dncii proteini; PSEN1: presenilinl; ABCA7: ATP Baglayici Kaset Alt Ailesi A Uyesi 7; APOE:
apolipoprotein E; CLU: Klusterin; PICALM: fosfatidilinositol baglayici klatrin montaj proteini; BIN1: Képriileme
entegratori 1; CD2AP: CD2-iliskili protein; CR1: kompleman reseptoéri tip 1; CD33: Sialik asit-
baglayici immiinoglobin-lektin 3; SORL1: sortilin-iliskili reseptér 1; MMP9: matriks metalloproteinaz-9; TNF:
tiimor nekroz faktér; CCL5: kemokin C-C (motif) ligant 5

3.2.2. In vivo yéntemler

Antiamnezik aktivite tayini

Enzim inhibisyon deneylerinde aktif bulunan fenolik bilesiklerin bazilarinin hafiza Gzerindeki
etkileri, AH icin 6nerilen in vivo deney modellerinden biri olan farelerde pasif kaginma testi
(passive avoidance test) ile degerlendirilmistir. Bu amacla aralarinda giyotin kapi (5 x5 cm)
bulunan, aydinlik ve karanlik olmak lizere esit iki bolmeden (20 x 20 x 20 cm) olusan bir
aparat (step-through type, Ugo-Basile Biological Research Apparatus, Comerio, Italy, Cat.
No. 7550) kullaniimistir. Tabaninda 2 mm kalinhk ve 1 cm aralikli paslanmaz celik telden
meydana gelen izgara bulunan aparatin aydinlik boélmesi 100 watt’lik bir ampulle
aydinlatilmistir.  Gazi Universitesi, Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezinden (GUDAM) satin alinan 64 adet erkek Swiss albino farenin (35-45
g), Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi biinyesindeki Deney Hayvanlari Bakim ve Deneysel

Arastirmalar Unitesinde bir hafta boyunca adaptasyon siireci tamamlanmis ve bir hafta
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sonunda fareler rastgele, her grupta 8 fare olacak sekilde 8 gruba ayrilmistir; A- (% 0,9 NaCl-
SHAM), B-(skopolamin hidrobromir-kontrol grubu), C-(oleuropein), D-(3-hidroksitirozol),
E-(gallik asit), F-(rozmarinik asit), G-(EGCG) fenolik bilesik gruplari ve referans H-
(galantamin hidrobromiir) grubu olusturulmustur (Resim 3.1.). Ogrenme/edinim
(acquisition) periyodunda fareler 6nce aydinlik bolmeye konulmus, 10 sn sonra giyotin kapi
aciimis ve farelerin karanlk bélmeye gegis siiresi dl¢tlmustir (Cizelge 4.12.; Resim 3.2.).
Karanlik bolmeye gectikten sonra giyotin kapi kapanmis ve farelerin ayaklarina 3 sn
boyunca 0,1 mA/10 g/viicut agirligi (v.a.) olacak sekilde elektrik akimi uygulanmistir (Orhan
ve Aslan, 2009). Ogrenme periyodundan hemen sonra A grubuna (SHAM) sadece % 0,9
NaCl; C, D, E, F, G gruplarina sirasiyla % 0,9 NaCl icinde 20 mg/kg dozlarda olacak sekilde
hazirlanmis olan oleuropein, 3-hidroksitirozol, gallik asit, rozmarinik asit ve EGCG i.p. yolla;
H grubuna ise 10 mg/kg dozda, referans ila¢ galantamin hidrobromir s.c. yolla enjekte
edilmistir (De Bruin ve Pouzet, 2006). B, C, D, E, F, G ve H gruplarina 30 dk sonra skopolamin
hidrobromir 1 mg/kg dozda, % 0,9 NaCl icinde ¢6zllerek i.p. yolla uygulanmis ve amnezi
olusturulmustur (Orhan ve Aslan, 2009). Bu uygulamadan 24 saat sonra fareler tekrar
aydinlik bélmeye yerlestirilmis ve giyotin kapi acildiktan sonra karanlik bélmeye gegis
zamani (latency time) Olgllmuistir (Cizelge 4.12.). Karanlk bélmeye 9 dk (cut off time)
icinde girmeyen farelerin pasif kacinmayi hatirladiklari sonucuna varilmistir. istatistiksel
degerlendirmeler tek yonli ANOVA yontemi ile GraphPad Prism 6.01 yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Deneyler Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen

66332047-604.01.02 sayili etik kurul izni dogrultusunda gerceklestirilmistir.
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Resim 3.1. Antiamnezik aktivite tayininde kullaniimak lzere gruplara ayrilmis erkek Swiss
albino fareler

Resim 3.2. Pasif kaginma testi diizenegi

Drosophila melanogaster noroprotektif etki modeliyle aktivite tayini

Kullanilan Drosophila melanogaster soyu

Bu calisma kapsaminda kullanilan Drosophila melanogaster Berlin-K soyu, yabanil bir soy
olup gerek norodejeneretif hastaliklar gerekse Drosophila ile yapilan diger calismalarda
yaygin olarak kullanilan bir soy hattidir. Hacettepe Universitesi, Biyoloji B&limi,
Fonksiyonel ve Evrimsel Genetik Laboratuvari blinyesinde bulunan bu soy ile, Drosophila
melanogaster AChE genotiplerini gcalismak Uzere yukarida belirtilen in vitro galismalarda

belirlenen fenolik bilesiklerin uygulamalari gerceklestirilmistir.
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Stoklarin muhafaza edilmesi, ¢ogaltiimasi ve kafa homojenatlarinin hazirlanmasi

Soyun stoklari ve deneysel ¢apraz setleri 25 £1 °C’deki sabit sicaklik, ortalama % 65 bagil
nem ve 12 saatlik gece-giindiiz donglist saglayan iklim odasinda, 16 glin araliklarla transfer
edilerek muhafaza edilmistir. Stoklar ve deneysel ¢caprazlar standart Drosophila besiyerini
iceren (Markow ve O'Grady, 2005) tlipler ve siselerde gerceklestirilmistir. In vitro AChE ve
BChE inhibisyon tayini sonucu aktif oldugunu belirledigimiz fenolik bilesiklerden gallik asit,
3-hidroksitirozol ve kersetin, ayrica galantamin hidrobromiir (pozitif kontrol) ve etanol
(negatif kontrol) larvalarin beslenmesi igin segilmistir. Graf ve digerleri (1984) tarafindan
gelistirilen yontem modifiye edilerek; bu bilesiklerle beslenecek ayni yastaki larvalari elde
etmek icin, standart Drosophila besiyerinde 6n stoklar olusturulmustur (Graf ve digerleri
1984). Bu stoklardan gelen 5-7 giinlik disi ve erkek bireylerin, yeni kiltlr siselerinde bir
araya konularak 8 saat siiresince yumurta birakmalari saglanmistir (Resim 3.3.). Uciincii
evre larvalar bu siselerin 72 saat sonunda ince gézenekli elekte yikanmasiyla elde edilmistir
(Resim 3.4.). 72 + 4 yastaki larvalar hazir oldugunda, segilen fenolik bilesikler igin literattr
ile belirlenen 2’ser konsantrasyon ve galantamin icin 4 konsantrasyon (Cizelge 3.3.)
hazirlanmis ve tim bilesikler % 1 konsantrasyonda % 96’lik etanolde ¢ozilmdistir. 2,5x7,5
cm oOlculerindeki cam tlplere birer 6lct (4,5 g) Drosophila hazir besiyeri (Carolina- Formula
4-24-Drosophila Instant Medium) konulmus, fenolik bilesikler ve galantaminin farkh
konsantrasyonlariyla (9’ar mL) islatiimistir. Bu sekilde hazirlanan her bir tiipe eleklerde
ayrilmis larvalardan bir kiiclik spatil dolusu (yaklasik 50 larva) konulmus ve tiplerin agizlari
siinger tipalarla kapatilmistir. Tim tlipler 25 + 1 °C’ deki sabit sicaklik kabinine kaldiriimistir.
Uglincli evre larvalar fenolik bilesik ve galantamin hidrobromiir ile hazirlanmis
besiyerlerinde pupa evresine kadar yaklasik 48 saat beslenerek kronik sekilde uygulanan

bilesiklere maruz birakilmistir (Resim 3.5.).
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Cizelge 3.3. 72 saat/yastaki Drosophila melanogaster larvalarinin beslendigi fenolik bilesik
ve pozitif kontrol konsantrasyonlari

72 Saat/yastaki Drosophila
larvalarinin beslendigi Kaynaklar
konsantrasyonlar

Fenolik bilesikler ve
pozitif kontrol

(Gomes ve digerleri 2020)
(Cha ve digerleri 2019)

Gallik asit 0,5mM, 1,5 mM (Nagpal ve Abraham, 2017)
(Ortega-Arellano ve digerleri 2013)
3-Hidroksitirozol 20 uM, 100 uMm (Anter ve digerleri 2014)
(Nagpal ve Abraham, 2017)
Kersetin 50 uM, 150 uM (Singh ve digerleri 2011)

(Gupta ve digerleri 2007)

(Siddique ve digerleri 2023)
Galantamin hidrobromir | 20 uM, 1mM, 2 mM, 10 mM | (Siddique ve digerleri 2022)
(Zarotsky ve digerleri 2003)

Resim 3.3. Fenolik bilesikler ile beslenmis 5-7 glinliik disi ve erkek bireyler
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Resim 3.5. Uclincii evre larvalarin fenolik bilesiklerin 2 konsantrasyonuyla hazirlanan
besiyerinde pupa evresine kadar beslendigi tipler

Fenolik bilesiklere 48 saat boyunca maruz birakilarak beslenen D. melanogaster larvalari
pupa evresinden ergin evreye gectikleri ilk giin CO> ile bayiltilarak, her konsantrasyon igin
15 birey olacak sekilde Eppendorf tiiplerine alinmis ve — 80 °C'deki dondurucuya

konulmustur.



66

D. melanogaster Berlin-K soyu igin uygulama grubunda (3 fenolik bilesik x 2 farkl
konsantrasyon x 15 birey: 90 birey), negatif kontrol (etanol: 15 birey), referans (galantamin
hidrobromdir: 15 birey), toplamda 120 adet D. melanogaster ergin kafasi elde edilmistir. -
80°C’'de dondurulmus Drosophila kafalari buz tzerinde disekte edildikten sonra, sivi azot
iceren havana aktarilp ezilmistir. Kafalarin grami basina 10 mL % 0,5 Triton X-100 iceren
0,1 M fosfat tamponu (pH: 7,4) eklenip, +4 °C’de 13 000 rpm hizda 15 dk santriflj edilmistir.
Elde edilen sipernatantlar, enzim kaynagi olarak kullaniimak (izere steril tiplere alinip
Hacettepe Universitesi, Biyoloji B6liimii, Fonksiyonel ve Evrimsel Genetik Laboratuvarindan
soguk zincir ile Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Laboratuvarina transfer

edilmis (Resim 3.6.) ve in vitro AChE ve BChE inhibitor aktivite tayininde kullanilmistir.

Resim 3.6. Enzim kaynagi olarak kullanilan, steril tiplere konulmus stipernatantlar

Zebra baligi davranis modellerinde néroprotektif etki tayini

Tez deneylerimizin in vitro ve in vivo (farelerde) asamalarinda aktif oldugunu belirledigimiz
ve elimizde yeterli miktarda bulunan fenolik bilesiklerin hafiza Gzerindeki etkileri,
tezimizdeki in vivo deney modellerinden digeri olan zebra balg (Danio rerio) davranis
modelleri kullanilarak, lasi Alexandru loan Cuza Universitesi, Biyoloji Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimi Laboratuvarinda (Romanya) gergeklestiriimistir. Bu amagla calismanin
baslangicinda, her 2 cinsiyetten esit sayida, 3-4 aylik ve 3-4 cm uzunlugunda 90 adet yetiskin
zebra baliginin wild-type short-fin susu yetkili bir ticari tedarik¢iden (lasi, Romanya) satin
alinmustir. En az 14 giin boyunca deney ortamina alistirilan zebra baliklari 10'arh gruplar

halinde, Tetratec® hava pompalari (Tetra, Melle, Almanya) ile su filtrasyonu ve
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havalandirmanin (7,20 mg O2/L) yapildigi 24 L termostath (26 + 1 °C) tanklarda tutulmustur.
Hayvanlar 14/10 saat aydinlik/karanhk dongusinde tutulmus ve giinde 2 kez Norwin
Norvitall marka balik yemi (Norwin, Gadstrup, Danimarka) ile beslenmistir. Davranissal
¢alismalarda, zebra balgi igin glivenli dozlar belirlenerek, ortama alistiriimis zebra baliklari
rastgele olarak kontrol, EGCG (EG, 3 pg/L), fisetin (FS, 3 pg/L), oleuropein (OP, 3 pg/L),
rozmarinik asit (RA, 3 pg/L), kersetin (QC, 3 pg/L), 3-hidroksitirozol (3HT, 3 pg/L), gallik asit
(GA, 3 pg/L) ve trans-resveratrol (RV, 3 pg/L) olacak sekilde gruplandiriimistir. Segilen
fenolik bilesikler (3 pg/L) % 1 DMSO cozeltisinde ¢ozllmis ve zebra baliklarina 8 giin
boyunca glinde bir kez 1 saat siireyle daldirilarak uygulanmistir. Kontrol grubu sadece % 1
DMSO ¢ozeltisi iceren klorsuz suya daldirilmigtir. Tim deneyler lasi Alexandru loan Cuza
Universitesi, Biyoloji Fakiiltesi (lasi, Romanya) Hayvan Arastirmalari Etik Kurulu tarafindan
verilen 1714/6.07.2023 sayih etik kurul izni dogrultusunda gergeklestirilmis ve hayvanlarin
guvenligine iliskin 22 Eylal 2010 tarihli ve 2010/63/EU sayil Avrupa Parlamentosu ve
Avrupa Konseyi Direktifine tam olarak uyulmustur. Arastirmaya katilan tim hayvanlarin
saglhk durumu ve refahi davranis testleri sirasinda diizenli olarak test edilmistir. Uygulanan
deneysel prosedirler, zebra baliklarinda ciddi aclya veya uzun siireli hasara neden

olmamistir ve deneysel prosedirler sirasinda higbir balik 6lmemistir.

Yeni tank dalis testi-YTT (Novel Tank Diving Test)

Cachat ve digerleri (2010) tank dalis testini zebra baliklarinda hem lokomotor aktiviteyi hem
de anksiyete tepkisini degerlendirmek icin ézel bir test olarak tanimlamistir. ikizkenar
yamuk seklinde, 1,5 L’lik bir tank (15,2 x 27,9 x 7,1 cm) sanal bir yatay ¢izgi ile Ust ve alt
kisimlara ayrilmistir (Resim 3.7.). Her bir zebra baliginin hareket ve kesif davranislari 6 dk
boyunca test edilmis ve ANY-maze® yazilimi (Stoelting Co., Wood Dale, IL, ABD) kullanilarak
analiz edilmistir. incelenen parametreler, iist bélgede gecirilen siire (s), Gist/alt oraninda

gecirilen siire, kat edilen toplam mesafe (m) ve hiz (m/s) olmustur.
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Resim 3.7. Yeni tank dalis testi diizenegi
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Y-labirent testi (Y-Maze test)

Y-labirent testi, zebra baliklarinin yenilige verdikleri tepkileri ve lokomotor aktiviteyi
degerlendirmek igin kullanilmaktadir (Boiangiu ve digerleri 2022). Her bir zebra baligi,
"baslangi¢" kolu (her zaman agik), "yeni" kol (test denemesi sirasinda acik) ve strekli agik
kol olarak tasarlanmis (i¢ kolu (25 x 8 x 15 cm) olan Y seklinde bir cam akvaryumda (3 L)
uyum silirecinden gegirilmistir (Resim 3.8.). Baliklar baslangi¢ koluna tek tek yerlestirilmis
ve yeni kol ilk egitim seansi (5 dk) icin kapatilmistir. ikinci egitim seansi (5 dk) 1 saat sonra
baslamis ve baliklar bir kez daha baslangi¢ koluna yerlestirilmis ve yeni kol agilmistir. Yeni
kolda gegirilen siire (toplam kol slresinin %'si) yenilige verilen tepkiyi (yeni kolun kilidi
acildiginda cihaza yerlestirilen baligin tepkisi), spontan degisim (%) ise kisa sireli hafizayi
degerlendirmek icin kullanilirken; toplam kat edilen mesafe (m) ve dénis agisi (°) lokomotor
aktivite karakterizasyonu igin kullanilmistir. Videolar ANY-maze® yazilimi (Stoelting Co.,

Wood Dale, IL, ABD) ile analiz edilmistir.

Resim 3.8. Y-labirent testi diizenegi
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Yeni nesne tanima testi-YNT (Novel object recognition test)

Zebra balginin hafiza yetenegini incelemek igin YNT testi kullaniimistir (Capatina ve
digerleri 2021). Alisma asamasinda, zebra baligina 3 giin slireyle, nesnelerin yoklugunda 5
dk boyunca yeni tanka (30 x 30 x 30 cm) alisma siresi verilmistir. Zebra baligi, egitim
asamasi icin 4. giin 10 dk siireyle benzer iki nesneye maruz birakilmistir (Resim 3.9.). Egitim
asamasindan bir saat sonra, iki benzer nesneden (tanidik nesneler, TN) biri yeni bir nesne
(YN) ile rastgele degistirilmis ve etkilesim 10 dk boyunca gézlemlenmistir (test asamasi).
Tercih yizdeleri su sekilde hesaplanmistir: [YNkesif zaman/TNkesif zamam + YNkesif zamani X 100].
Davranis sonuglari, ANY-maze® yazilimi (Stoelting Co., Wood Dale, IL, ABD) kullanilarak

analiz edilmistir.

Resim 3.9. Yeni nesne tanima testi diizenegi

Zebra baligi deneyleri igin istatistiksel degerlendirme

Sonugclari ifade etmek icin ortalama + S.S. kullaniimistir. GraphPad Prism v. 9.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, ABD), coklu karsilastirmalar igin tek yonli varyans analizi

(ANOVA) ve Tukey's post hoc analizini de iceren istatistiksel analizleri yiritmek icin
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kullanilmistir. Veri dagiliminin normalligi Shapiro-Wilk-Testi kullanilarak degerlendirilmistir.

p < 0,05 oldugunda, istatistiksel anlamliligin mevcut oldugu kabul edilmistir.

3.2.3. In silico yontemler

In silico biyolojik aktivite tayini

Biyolojik aktivite tahminleri, maddeler igin aktivite spektrumu tahmini (Prediction of
Activity Spectra for Substances, PASS) programi kullanilarak degerlendirilmistir. PASS
programinda hafiza gliclendirici etkiyi saglamada rol oynayabilecek biyolojik aktiviteler
temel alinarak fenolik bilesiklerin P, (aktif olma olasiligl) ve Pi (inaktif olma olasiligi)
degerleri belirlenmis, (P.-Pi) degerlerine gore etki siralamasi yapilmistir. Bilesikler PASS

yazilimina basitlestirilmis molekuler girdi hatti giris sistemi kullanilarak girilmistir.

In silico toksisite tayini

Belirlenen fenolik bilesiklere ait toksisite tahminlerinde PASS programindan
yararlanilmistir. Toksisite tahmininde en yiliksek olasiliktaki ilk 3 advers/toksik etki
raporlanmistir. Bilesikler PASS yazilimina basitlestirilmis molekiler girdi hatti giris sistemi

kullanilarak girilmistir.

Molekuler kenetlenme calismalari

Molekiler kenetlenme galismalari, Schrédinger Small-Molecule Drug Discovery Suite 2023-
1 (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2023) kullanilarak gerceklestirilmistir. RCSB Protein Data
Bank (PDB) veri tabanindan insan AChE (PDB kodu: 4EY7), BChE (PDB kodu: 4TPK) ve BACE1
(PDB kodu: 2WIJO) X-isin1 kristal yapisi indirilmis, Schrédinger programinin Protein
Preparation Wizard moduli kullanilarak hazirlanmistir (Bao ve digerleri 2023; Brus ve
digerleri 2014; Cheung ve digerleri 2012). Hazirlik asamasinda hidrojen atomlari eklenmis,
eksik veya yanlis atom tipleri diizeltilmis ve su molekiilleri silinmistir. Sivi simtlasyonlariigin
optimize edilmis potansiyel (optimized potential for liquid simulations, OPLS4) kuvvet alani
uygulanarak, kok ortalama kare sapma (root mean square deviation, RMSD) degeri en fazla

0.3 A olacak sekilde enerji minimizasyonu yapilmistir. Enzim X-isini kristal yapisina bagl
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inhibitor molekil secilerek, inhibitoriin cevresinde aktif bolgeyi koordinatlariyla tanimlayan
20 A’luk bir kutu (grid), “receptor grid generation” paneli ile olusturulmustur. Bu asamada
kuvvet alani olarak yine OPLS4 kullanilmig, van der waals 6lgeklendirme faktori 0.80 ve yik
parcali kesme noktasi 0,15 olarak tanimlanmistir. Elde edilen reseptér, grid dosyalari
molekiler modelleme ¢alismasinda kullaniilmak Uzere kaydedilmistir. Molekiler
modelleme islemi, X-1sini yapisinda bulunan inhibitériin yeniden kenetlenmesiyle (RMSD
0.8427 A) dogrulanmistir. Secilen bilesikler, Schrédinger programinin Maestro ara yiiziinde
cizilmis ve LigPrep (Schrodinger Release 2023-1: LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY,
2023) moduli ile varsayillan degerler kullanilarak 3 boyutlu yapilari hazirlanmistir.
Molekiiller onceden kaydedilen grid dosyasi lizerinden Schrodinger programinin Glide
modill ile enzim aktif bolgesine ekstra hassasiyet (Extra Precision, XP) algoritmasi
kullanilarak yerlestirilmistir. Elde edilen sonuglar GlideScore degerleri temel alinarak

incelenip, molekillere ait uygun baglanti modlari belirlenmistir (Friesner ve digerleri 2006).
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4. BULGULAR

4.1. AChE ve BChE Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular

Tez calismamizda kullanilan fenolik bilesiklerin ve galantamin hidrobromiiriin (referansilag)
1 mM final konsantrasyonda AChE ve BChE inhibitor etkilerine ait % inhibisyon degerleri

Cizelge 4.1.'de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Fenolik bilesiklerin AChE ve BChE inhibitér etkileri (% inhibisyon +5.5.2, 1 mM
final konsantrasyon)

Enzim inhibisyonu (% inhibisyon * S.5.?)

Fenolik Bilesikler 1 mmP
AChE BChE

Gallik asit 79,23 £ 0,54 84,4 +2,25
Sirinjik asit 2,39+4,18 17,56 £ 4,24
Vanilik asit -¢ 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
izokersitrin 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
Katesin - -
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 hidrobromiir? 98,34 +0,72 87,22 +2,08

aStandart sapma (n: 3), ®Final konsantrasyon, ¢inhibisyon gézlenmedi, ¢ Referans (1 mM)
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AChE ve BChE’I % 50 Uzerinde inhibe eden fenolik bilesikler ve galantaminin ICso degerleri

hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. AChE’a karsi fenolik bilesikler ve galantaminin I1Cso degerleri

Fenolik Bilesikler

AChE inhibisyonu
(ICso £ 5.5.2, mMP)

BChE inhibisyonu
(ICso £ 5.5.2, mMP)

Gallik asit 0,427 £ 0,007 0,318 £ 0,059
Kafeik asit 0,383 + 0,067 -

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 hidrobromiir? 0,00018 + 0,000005 0,025 £ 0,001

aStandart sapma (n: 3), ®Final konsantrasyon, ¢ Test edilmedi, ¢ Referans

,,,,,,
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Resim 4.1. 96 kuyucuklu mikroplakta in vitro kolinesteraz enzim inhibisyonu tayini

4.2. BACE1 inhibisyonuna Ait Bulgular

Segilen fenolik bilesiklerin 1 mM final konsantrasyonda BACE1 inhibitor etkilerine ait %

inhibisyon ve BACE1’i % 50 (izerinde inhibe eden fenolik bilesiklerin ICso degerleri Cizelge

4.3.'te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Segilen fenolik bilesiklerin 1 mM final konsantrasyonda BACE-1 inhibitor etkileri
(% inhibisyon +5.5.%; ICsp % S.S.?)

Fenolik Bilegikler

B-Sekretaz inhibisyonu
(% inhibisyon +S.5.2, 1 mMP)

B-Sekretaz inhibisyonu
(ICso £ 5.5.2, mMP)

Gallik asit 27,51 +£2,97 -¢
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 -
Kersetin® 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

aStandart sapma (n: 3), P final konsantrasyon, ¢ Test edilmedi, ¢ Referans

4.3. Demir iyonu-Selasyon Etki Tayinine Ait Bulgular

Fenolik bilesikler 10 mM stok konsantrasyonda % 50’nin altinda demir iyonu-selasyon etki

gosterdiginden, 1Cso degerleri hesaplanmamistir. Sonuclar Cizelge 4.4.te sunulmaktadir.



Cizelge 4.4. Fenolik bilesiklerin demir iyonu-selasyon etkileri (% Selasyon +S.5.2)
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Fenolik Bilegikler

Demir iyonu-Selasyon Etki
(% Selasyon + S.S.?) (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
izokersitrin 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
Katesin 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

aStandart sapma (n: 3), ® Selasyon gézlenmedi, ¢ Referans (10 mM)
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4.4. FRAP Tayinine Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden fenolik bilesiklerin FRAP degerleri tayin edilmis olup, sonuglar
Cizelge 4.5.te sunulmaktadir. Elde edilen sonuglara gore; referans olarak kullanilan
kersetinden daha yuksek aktivite gosteren 5 bilesik sirasiyla; taksifolin, morin, EGCG, fisetin
ve 3-hidroksitirozol olmustur. En yliksek FRAP aktivitesine sahip diger 2 bilesik olan

rozmarinik asit ve sirinjik asitin degerleri ise kersetine ¢ok yakin bulunmustur.



Cizelge 4.5. Fenolik bilesiklerin 10 mM stok konsantrasyonda FRAP degerleri
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Fenolik Bilegikler FRAP
(700 nm’de absorbans +5.5?) (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
izokersitrin 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
Kersetin® 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
Katesin 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

aStandart sapma (n: 3), ?Referans (10 mM)
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4.5. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Tez gereglerini teskil eden fenolik bilesiklerin DPPH radikal stiptirtict aktivitesi tayin edilmis
olup, sonuglar Cizelge 4.6.da sunulmustur. Oleuropein, referans olarak kullanilan
kersetinden daha yiksek aktivite gostermistir. Bunun yaninda, sirasiyla; kemferol,
taksifolin, rozmarinik asit, gallik asit, trans-resveratrol ve EGCG’in DPPH radikal stpdrici

aktivitesi de kersetine oldukga yakin bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Fenolik bilesiklerin 10 mM stok konsantrasyonda DPPH radikal stipUriicu etkileri

Fenolik Bilegikler

DPPH Radikal Sipiiriicii Etki
(% Supiricii etki £ 5.5.?) (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
izokersitrin 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
Kersetin® 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
Katesin 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

2Standart sapma (n: 3), PReferans (10 mM)
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4.6. CUPRAC Tayinine Ait Bulgular

CUPRAC yontemine gore 10 mM stok konsantrasyonda test edilen fenolik bilesikler ile elde
edilen sonuclar Cizelge 4.7.'de verilmistir. Sonuglar, artan absorbans degerlerinin
indirgeme glclnln arttigina isaret etmesi seklinde degerlendirilmektedir. Sonuglarimiza
gore, izokersitrin, kersetin, luteolin, mirisetin, kemferol ve morin, referans olarak kullanilan

gallik asitten daha yilksek aktivite gdstermistir.



Cizelge 4.7. Fenolik bilesiklerin 10 mM stok konsantrasyonda CUPRAC degerleri
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Fenolik Bilegikler CUPRAC
(450 nm’de absorbans £ 5.5?) (10 mM)

Gallik asit® 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
izokersitrin 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
Katesin 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

2Standart sapma (n: 3), PReferans (10 mM)
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4.7. Hiicre Kiltiirii Yontemiyle Sitotoksisite Tayinine Ait Bulgular

4.7.1. MTT yontemiyle elde edilen sitotoksik aktivite tayinine ait bulgular

Hafiza gliglendirici etki agisindan en aktif oldugu belirlenen fenolik bilegiklerin MTT yéntemi
ile SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde olasi sitotoksik aktivitesi degerlendirilmis ve
Sekil 4.1."de doz-cevap egrileri elde edilmistir. Bilesiklere ait ICso degerleriise Cizelge 4.8.'de

verilmistir.

Cizelge 4.8. Fenolik bilesiklerin SH-SY5Y hiicrelerinde MTT ydntemiyle sitotoksisite
degerlendirmesine ait ICso degerleri

Fenolik bilegikler ICso degerleri +5.5.2 (uMP)
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
Doksorubisin® 2,12 +£0,22

aStandart sapma (n: 3), ®final konsantrasyon, Referans

Norodejeneratif hastaliklarin arastirmalarinda yaygin kullanilan bir deneysel model olarak
SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde, test edilen 6 adet fenolik bilesigin ICso degerleri de 35
UM konsantrasyonun altinda bulunmustur. En diislik ICso degerine gallik asit, en yliksek ICsg
degerine ise 3-hidroksitirozollin sahip oldugu tespit edilmistir. Sitotoksik etki agisindan aktif
bulunan bu bilesiklerin kullanimlarinda, hiicre 6limi agisindan doz ayarlamasi yapilmasi
onerilmektedir. Doz-cevap egrisinde kersetinin dlisiik dozlarda hiicre 6limine neden
oldugu, 1000 uM dozda kontrole gore distk olmasina ragmen distik dozlara gore daha
yliksek hicre canliigl gozlenmistir. Bazi bilesiklerde oldugu gibi doz-cevap egrilerinde
karsilasilan U-egrisinin kersetin icin de gecerli olabilecegi distnilebilir ve daha yliksek

dozlarda ileri analizler gergeklestirilebilir.



85

Kersetin
Oleuropein
100+
100+
o -
= >
8 ; 8
p 507 S
S § 3
z 2
2 . °
L ]
0 2 s s L . 0 T = T T T o
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon (uM) Konsantrasyon (uM)
Epigallokatesin gallat
Gallik asit e ¥ne
100+
100+
B T
= § -
§ 8
: E
F z
* 2
0+ =4 o T - T T T :
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon (uM) Konsantrasyon (uM)
Rosmarinik asit 3-Hidroksitirozol
100+ 100
2 2
z z
3 8
o
g 3 § 3
2 !
- - I
* =
L
0 3 0 . P
A d 1] L) L) 1) A
0 500 1000 0 500 1000
Konsantrasyon (M) Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1. Kersetin, oleuropein, gallik asit, epigallokatesin gallat, rozmarinik asit ve 3-
hidroksitirozole ait MTT yontemiyle elde edilen sitotoksisite sonuclari

4.7.2. Alamar Blue yontemiyle elde edilen sitotoksik aktivite tayinine ait bulgular

Anti-Alzheimer etki acisindan en aktif oldugu belirlenen fenolik bilesiklerin Alamar Blue

yontemi ile SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde olasi sitotoksik aktivitesi
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degerlendirilmis ve Sekil 4.2. ve 4.3."te sunulan doz-cevap egrileri elde edilmistir. DMSO
¢6zlcl kontrol olarak kullaniimis ve hicre canliigi % 100 olarak kaydedilmistir. Bilesiklere

ait % 8 inhibisyon gozlenen konsantrasyon (ICos), yani % 92 canlihgin goraldigi dozlar

hesaplanarak Cizelge 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Fenolik bilesiklerin SH-SY5Y hiicrelerinde Alamar Blue yontemiyle sitotoksisite
degerlendirmesine ait ICos degerleri

Fenolik bilesikler ICos Degerleri (UM)
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
120
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Sekil 4.2. Kersetin, rozmarinik asit, gallik asit ve EGCG’a ait Alamar Blue yontemiyle elde
edilen sitotoksisite sonuglari
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Sekil 4.3. Fisetin, oleuropein, 3-hidroksitirozol ve trans-resveratrole ait Alamar Blue
yontemiyle elde edilen sitotoksisite sonuglari

4.8. Real Time-PCR Yontemiyle Ekspresyon Analizine Ait Bulgular

Gallik asit, rozmarinik asit, kersetin, EGCG, fisetin, 3-hidroksitirozol, oleuropein ve trans-

resveratrol ile muamele edilen SH-SY5Y hicrelerinden elde edilen PCR sonuglari Cizelge

4.10.ve 4.11. ile Sekil 4.4.'de verilmistir.
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Cizelge 4.10. Gallik asit, rozmarinik asit, kersetin ve EGCG’nin genler lzerindeki fold
reglilasyon degerleri

Ft.eno.hk Gallik asit Rozmarinik asit Kersetin EGCG
bilegikler

Fold o Fold .. Fold . Fold -
Genler* regulation p degeri regulation p degeri regulation p degeri regulation p degeri
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
CcCL5 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 6ncl proteini; PSEN1:

entegratori 1; CD2AP: CD2-iligkili

presenilini;

protein; CR1l: kompleman

ABCA7: ATP Baglayici Kaset Alt Ailesi A Uyesi 7; APOE:
apolipoprotein E; CLU: Klusterin; PICALM: fosfatidilinositol baglayici klatrin montaj proteini; BIN1: Kdprileme

reseptori tip 1; CD33: Sialik asit-

baglayici immiinoglobin-lektin 3; SORL1: sortilin-iliskili reseptér 1; MMP9: matriks metalloproteinaz-9; TNF:
tiimor nekroz faktér; CCL5: kemokin C-C (motif) ligant 5

Cizelge 4.11. Fisetin, 3-hidroksitirozol, oleuropein ve trans-resveratroliin genler tzerindeki
fold reglilasyon degerleri

F?no,hk Fisetin 3-Hidroksitirozol Oleuropein trans-Resveratrol
bilesikler
Fold - Fold .. Fold .. Fold ..
Genler* regulation p degeri regulation p degeri regulation p degeri regulation p degeri
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
CccL5 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 dncili proteini; PSEN1: presenilinl; ABCA7: ATP Baglayici Kaset Alt Ailesi A Uyesi 7; APOE:

apolipoprotein E; CLU: Klusterin; PICALM: fosfatidilinositol baglayici klatrin montaj proteini; BIN1: Kopriileme
protein; CR1: kompleman reseptori tip 1; CD33: Sialik asit-
baglayici imminoglobin-lektin 3; SORL1: sortilin-iliskili reseptor 1; MMP9: matriks metalloproteinaz-9; TNF:
tiimor nekroz faktér; CCL5: kemokin C-C (motif) ligant 5

entegratori 1; CD2AP: CD2-iligkili
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Sekil 4.4. Secilen fenolik bilesiklerin test edilen genler tizerindeki fold regiilasyon degerleri

4.9. Antiamnezik Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Enzim inhibisyon deneylerimizde % 50’nin Ustlinde inhibitor etkiye sahip oldugu bulunan
oleuropein, 3-hidroksitirozol, gallik asit, rozmarinik asit ve EGCG’'In hafiza Uzerindeki
etkileri, AH icin yaygin olarak kullanilan in vivo deney modellerinden biri olan farelerde pasif
kacinma testi ile degerlendirilmistir. Elde edilen istatistiksel sonuclar Cizelge 4.12. ve Sekil

4.5.te verilmistir.
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Cizelge 4.12. Pasif kagcinma testinde deney gruplarina enjekte edilen doz, agirlik
ortalamalari, 1. ve 2. giin karanlik bélmeye gegis streleri [Ortalama (dk) +
S.S.] ve istatistiksel analiz sonuglari

0 Fare Kar.:;\nl!!( bii.lmeye Kar:cmlluk bt'flmeye

0z gegis siiresi gegis siiresi

Deney gruplan (mg/kg) :g::ag:né) ortalamasi (dk) £ | ortalamasi (dk) £
$.5.2- 1. Giin $.5.7 - 2. Giin

Al 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°¢

H| Galantamin HBr® 10 40 0,35+0,08 6,42 + 1,06***

aStandart sapma (n: 3), ®Referans, © istatistiksel olarak anlamli degil p>0,05, **Kontrol grubuna gore

istatistiksel anlamhhk p<0,01, *** Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik p<0,001,

grubuna gore istatistiksel anlamhlik p<0,0001
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Sekil 4.5. Pasif kacinma testinde deney gruplarina gore 1. ve 2. glinde farelerin karanhk
bolmeye gecis slreleri ve istatistiksel analiz sonuglari

4.10. Drosophila melanogaster Noéroprotektif Etki Modeliyle Aktivite Tayinine Ait

Bulgular

In vitro AChE ve BChE inhibitor tayini sonucu aktif oldugu belirlenen gallik asit, 3-

hidroksitirozol, kersetin ve pozitif kontrol icin literatlir taramasi sonucu belirlenen,

calismamizda kullanilan konsantrasyonlar Cizelge 3.3.'te verilmistir. Fenolik bilesikler,



91

pozitif ve negatif kontrollerin gosterdikleri AChE ve BChE aktivite 6lgimine ait (Vmax)

bulgular Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.'de verilmistir.

35,00
30,00
25,00
20,00

15,00

AChE - Vmax

10,00

5,00

0,00

32,35
30,47

30,89 29,

27,93
20’15 I I

H Galantamin 1mM
B Kersetin 50 uM
W 3-HT-100 uM

29,44 29,62
26,89

22,79
4,62

M Galantamin 20 uM
B Galantamin 10 mM
W 3-HT-20 uM

B Gallik asit 1,5 mM

H Etanol
Galantamin 2 mM

B Kersetin 150 uM

B Gallik asit 0,5 mM

Sekil 4.6. Secilen fenolik bilesikler, pozitif ve negatif kontrollerin Drosophila melanogaster

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
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BChE - Vmax

noroprotektif etki modelinde AChE aktivite 6lcimiine ait Vimax degerleri

17,55

16,95 17,01
15,00 15,17
13,54
12,75 13,28
10,50
I 2,27
Kategori 1

H Galantamin 1mM
B Kersetin 50 pM
W 3-HT-100 uM

H Galantamin 20 uM
M Galantamin 10 mM
W 3-HT-20 pM

M Gallik asit 1,5 mM

M Etanol
Galantamin 2 mM

B Kersetin 150 pM

B Gallik asit 0,5 mM

Sekil 4.7. Segilen fenolik bilesikler, pozitif ve negatif kontrollerin Drosophila melanogaster

noroprotektif etki modelinde BChE aktivite 6lglimiine ait Vmax degerleri
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4.11. Zebra Balhigi Davranig Modelleriyle Néroprotektif Etki Tayinine Ait Bulgular

4.11.1.Fenolik bilesiklerin yeni tank dahs (YTT) testinde kaygi benzeri davranislar iizerine

etkisi

Fenolik bilesiklerin zebra baliginda kaygi benzeri davranis lizerindeki etkileri, asagidaki
parametreler dlciilerek YTT modelinde degerlendirilmistir: Ust bélgede gecirilen siire (s),
Ust/alt oraninda gegirilen sire, kat edilen toplam mesafe (m) ve hiz (m/s). Tukey's post hoc
analizlerine gore, tankin Ust bolgesinde gecirilen slire dikkate alindiginda fisetin 3 pg/L ile
rozmarinik asit 3 pug/L (p < 0,001), oleuropein 3 pg/L ile rozmarinik asit 3 pug/L (p < 0,0001),
rozmarinik asit 3 pg/L ile kersetin 3 pg/L (p < 0,0001), rozmarinik asit 3 pg/L ile 3-
hidroksitirozol 3 pg/L (p < 0,001), rozmarinik asit 3 ug/L ile gallik asit 3 pg/L (p < 0,0001) ve
rozmarinik asit 3 pg/L ile trans-resveratrol 3 pg/L arasinda (p < 0,001) 6nemli farkhliklar
ortaya cikmistir (Sekil 4.8.-A). Ayrica, Ust/alt oraninda gecirilen siire icin kontrol ile
rozmarinik asit 3 pg/L (p < 0,0001), EGCG 3pug/L ile rozmarinik asit 3 pg/L (p < 0,01), fisetin
3 pg/L ile rozmarinik asit 3 pg /L (p < 0,0001), oleuropein 3 pg/L ile rozmarinik asit 3 pg/L
(p < 0,0001), rozmarinik asit 3 pg/L ile kersetin 3 pg/L (p < 0,0001), rozmarinik asit 3 pg/L
ile 3-hidroksitirozol 3 pg/L (p < 0,0001), rozmarinik asit 3 pg/L ile gallik asit 3 pg/L (p <
0,0001) ve rozmarinik asit 3 pg/Lile trans-resveratrol 3 ug/L (p < 0,0001) arasinda da 6nemli
farkhliklar ortaya ¢cikmistir (Sekil 4.8.-B).

Tek yonli ANOVA testine gore, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, rozmarinik asit
uygulanan grubun tankin Ust bdlgesinde daha fazla zaman gecirdigi (p<0,0001) (Sekil 4.8.-
A), Ust/alt oraninda O6nemli miktarda zaman harcadigi (p<0,0001) (Sekil 4.8.-B)
bulunmustur. Bu sonuglara gore, fenolik bilesikler, oOzellikle rozmarinik asit, gigli

anksiyolitik 6zellikler sergilemistir.

Bunun yaninda, YTT'de katedilen toplam mesafe ve hiz sonuglari degerlendirildiginde,
fenolik bilesikler ile muamelenin hareket kabiliyetini onemli 6l¢lide etkiledigi goriilmustdr.
Tukey's post hoc analizleri, kat edilen toplam mesafe dikkate alindiginda; EGCG 3 pg/L ile
trans-resveratrol 3 pg/L (p < 0,001), fisetin 3 pg/L ile trans-resveratrol 3 pg/L (p < 0,001),
oleuropein 3 pg/L ile 3-hidroksitirozol 3 pg/L (p < 0,01), oleuropein 3 pg/L ile trans-
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resveratrol 3 pg/L (p < 0,001) ve kersetin 3 pg/L ile trans-resveratrol 3 pg/L (p < 0,01)
arasinda onemli farkhliklar ortaya ¢ikarmistir (Sekil 4.8.-C). Ayrica, tanktaki zebra balginin
hizi dikkate alindiginda EGCG 3 pg/L ile trans-resveratrol 3 pg/L (p < 0,01), fisetin 3 pg/Lile
trans-resveratrol 3 ug/L (p < 0,01), oleuropein 3 pg/Lile trans-resveratrol 3 ug/L (p < 0,001),
rozmarinik asit 3 pg/L ile trans-resveratrol 3 pg/L (p < 0,01) ve kersetin 3 pg/L ile trans-
resveratrol 3 pg/L (p < 0,01) arasinda da 6nemli farkhliklar ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.8.-D).
Tek yonli ANOVA testine gore, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, 6zellikle rozmarinik asite
maruz kalmanin, kat edilen toplam mesafe (p < 0,05) (Sekil 4.8.-C) ve hizi (p < 0,01) (Sekil

4.8.-D), dolayisiyla lokomotor aktiviteyi azalttig goralmastir.
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Sekil 4.8. Fenolik bilesikler (3 pg/L) kaygl durumunu azaltmis ve yeni tank dalis testinde
(YTT) hareket kabiliyetini etkilemistir. Kaygi benzeri davranis: farkli gruplarda (st
bolgede gecirilen sire ve Ust/alt oraninda gegirilen slire; Hareket: Zebra baliginin
farkli gruplarda tankta kat ettigi toplam mesafe (m) ve hiz (m/s). Degerler:
ortalama = S.S. (n: 10). EG - epigallokatesin 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 bilesiklerin Y-labirent testinde hafiza ve yenilige tepki lizerindeki etkileri

Zebra baligindaki yenilige tepki ve uzamsal hafiza, Y-labirent testi ile degerlendirilmistir.
Tukey's post hoc analizleri, spontan degisim ylzdesi Gzerinde kontrol ile fisetin 3 pg/L (p <
0,001), kontrol ile oleuropein 3 pg/L (p < 0,01), kontrol ile 3-hidroksitirozol 3 ug/L (p <
0,001), kontrol ile gallik asit 3 pg/ L (p < 0,001) arasinda 6nemli farklar ortaya ¢ikarmis (Sekil

4.9.-A) ve uzamsal hafiza olusumu tzerinde olumlu etkilerin oldugunu disiindirmustar.

Ayrica, her bir kolda harcanan zaman lizerinde kontrol ve fisetin 3 pg/L (p < 0,01), kontrol
ve oleuropein 3 pg/L (p < 0,001), kontrol ve rozmarinik asit 3 pug/L (p < 0,001) ve kontrol ve
3-hidroksitirozol 3 pg/L (p < 0,001) arasinda 6nemli farklilklar gbzlenmistir (Sekil 4.9.-B).
Fenolik bilesikler, kontrol ile kiyaslandiginda yeni kolda gecirilen siireyi 6nemli 6lclide
artirmakla birlikte kat edilen toplam mesafeyi (p < 0,001) (Sekil 4.9.-C), yani lokomotor
aktiviteyi azaltmistir. Bu sonuca dayanarak fenolik bilesiklerin yenilige tepki ve uzamsal
hafiza Gzerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu, ancak bellek performansinin lokomotor

aktivitedeki degisikliklerle ilgili olmadig1 gorilmustir.
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Sekil 4.9. Fenolik bilesikler (3 pg/L), Y-labirent testinde hafizayr ve hareket kabiliyetini
ivilestirmistir. Bellek: farkh gruplarda spontan degisim %'si; her bir kolda gecirilen
sure (toplam siirenin ylizdesi); Hareket: Zebra bahginin farkli gruplarda tankta kat
ettigi toplam mesafe (m) ve farkl gruplarda zebra baliginin tankta donis acisi.
Degerler: ortalama * S.S. (n: 10). EG - epigallokatesin gallat; FS — fisetin; OP —
oleuropein; RA - rozmarinik asit; KK — kersetin; 3HT - 3-hidroksitirozol; GA - gallik
asit; RV — trans-resveratrol

4.11.3.Fenolik bilesiklerin yeni nesne tanima testinde tanima bellegi lizerindeki etkileri

Zebra baliginin tanima hafizasi, YNT testi kullanilarak degerlendirilmistir. Zebra baliginin,
tanidik ve yeni bir nesne arasinda ayrim yapabildigi (May ve digerleri 2016) ve cevreden 3
boyutlu geometrik sekilleri taniyabildigi (Lucon-Xiccato ve Dadda, 2014) literatiirde
belirtiimektedir. Tukey's post hoc analizleri, kontrol ile oleuropein (3 pg/L, p < 0,01) ve
kontrol ile 3-hidroksitirozol (3 pg/L, p < 0,001) arasinda 6nemli farklar ortaya cikarmistir ki;
bu sonug¢ da, oleuropein ve 3-hidroksitirozolin gl¢li promnezik etki sergiledigini

distndirmektedir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Fenolik bilesikler (3 ug/L), YNT testindeki tercih ylzdesini iyilestirmistir. Degerler:
ortalama = S.S. (n: 10). EG - epigallokatesin 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 yazilimindan elde edilen verilerde, anti-amiloidojenik etki (Aisen, 2005; Hamaguchi ve
digerleri 2006), AP agregasyon inhibisyonu (Q. Wang ve digerleri 2014), APOA1 ekspresyon
artirici etki (Lin ve digerleri 2015; Slot ve digerleri 2017), asetilkolin néromuskiiler blokaji
(Baruah, 2008), serbest radikal stipuriict 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 B-
sentaz inhibisyonu (Beyer ve digerleri 2004) gibi mekanizmalarin anti-Alzheimer etkiyi
saglamada rol oynadigi g6z 6niine alinarak, bilesiklerin bu biyolojik aktiviteler i¢in aktif olma
potansiyelleri degerlendirilmistir ve olasiliklar Cizelge 4.13.te listelenmistir. PASS ¢evrimigi
yaziliminin atomlarin ¢ok diizeyli komsuluklari (multilevel neighborhoods of atoms, MNA)
tanimlayicilari bazi kriterlerin saglanmasi kosulu ile hesaplanabilmektedir. Bu kriterler
arasinda molekiliin molekil agirligi, kovalent bag varligi, karbon atomu sayisi ve bilesik
yuki gibi ozellikler sayilmaktadir. Ancak pelargonidin, PASS yazilimi tarafindan analiz

edilememistir. Molekiler yapinin yiksiz olmasi durumunda MNA tanimlayicilarinin
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belirlenebilecegi kriterine istinaden, pelargonidinde bulunan oksijen atomunun + yiklu

olmasi nedeniyle, ilgili bilesige ait biyolojik aktivite tahmin analizi yapilamamistir.

Cizelge 4.13. Secilen dogal kaynakl bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik aktivite

tahminleri

Fenolik Bilesikler Biyolojik Aktivite SI:SIIIk pb
Peroksidaz inhibitori 0,891 0,003
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,789 0,002
APOAI° ekspresyonu artirici 0,778 0,004
Serbest radikal stpirici 0,570 0,007
. . Lipit peroksidaz inhibitori 0,554 0,012
Gallik asit Anti-amiloidojenik 0,548 0,009
Asetilkolin noromuskdler bloke edici ajan 0,531 0,056
Antioksidan 0,520 0,006
Kinaz inhibitori 0,388 0,072
AP agregasyon inhibitori 0,373 0,007
Peroksidaz inhibitori 0,846 0,004
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,662 0,007
Serbest radikal stpdrici 0,619 0,005
Lipit peroksidaz inhibitori 0,559 0,012
Sirinjik asit Anti-amiloidojenik 0,553 0,009
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,407 0,004
Antioksidan 0,403 0,012
AP agregasyon inhibitori 0,400 0,007
Kinaz inhibitord 0,307 0,137
Peroksidaz inhibitori 0,836 0,004
APOA1 ekspresyonu artirici 0,714 0,005
Serbest radikal stipUrici 0,643 0,005
Lipit peroksidaz inhibitori 0,564 0,011
Vanilik asit Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,570 0,035
Antiamiloidojenik 0,539 0,010
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,422 0,004
AB agregasyon inhibitori 0,410 0,006
Antioksidan 0,374 0,014
Kinaz inhibitori 0,402 0,065
Antioksidan 0,830 0,003
Lipit peroksidaz inhibitori 0,627 0,008
Serbest radikal stpirici 0,541 0,008
D-(-)-Kinik asit Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,475 0,090
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,450 0,044
Peroksidaz inhibitori 0,424 0,048
Kinaz inhibitori 0,266 0,190
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Cizelge 4.13. (devam) Secilen dogal kaynakl bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik
aktivite tahminleri

Peroksidaz inhibitori 0,861 0,004
Kinaz inhibitori 0,849 0,004
Antioksidan 0,699 0,004
Serbest radikal stpirici 0,596 0,006
Elajik asit Lipit peroksidaz inhibitori 0,536 0,013
APOA1 ekspresyonu artirici 0,527 0,022
Asetilkolin néromuskiiler bloke edici ajan 0,534 0,054
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,429 0,004
AB agregasyon inhibitori 0,225 0,013
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,803 0,004
Peroksidaz inhibitori 0,753 0,007
Serbest radikal stpdrici 0,647 0,005
Antioksidan 0,603 0,005
Kafeik asit Lipit peroksidaz inhibitori 0,570 0,011
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,482 0,086
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,300 0,007
Kinaz inhibitori 0,264 0,194
AP agregasyon inhibitori 0,187 0,018
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,824 0,003
Peroksidaz inhibitori 0,740 0,008
Serbest radikal stpdrici 0,627 0,005
Antioksidan 0,553 0,005
p-Kumarik asit Lipit peroksidaz inhibitori 0,529 0,014
Asetilkolin néromuskdiler bloke edici ajan 0,474 0,091
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,320 0,006
Kinaz inhibitori 0,246 0,225
AB agregasyon inhibitori 0,176 0,020
Serbest radikal stipUrici 0,731 0,004
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,721 0,005
Peroksidaz inhibitori 0,708 0,011
Lipit peroksidaz inhibitori 0,618 0,008
Trans-Ferulik asit Antioksidan 0,540 0,005
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,490 0,081
Kinaz inhibitori 0,283 0,165
AB agregasyon inhibitori 0,186 0,018
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,177 0,021
Serbest radikal stipUrici 0,856 0,002
Lipit peroksidaz inhibitori 0,855 0,003
Klorojenik asit Antioksidan 0,785 0,004
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,622 0,009
Peroksidaz inhibitori 0,141 0,140
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Cizelge 4.13. (devam) Secilen dogal kaynakh bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik
aktivite tahminleri

APOA1 ekspresyonu artirici 0,751 0,004

Serbest radikal stpirici 0,745 0,003

Lipit peroksidaz inhibitori 0,719 0,005

Rozmarinik asit Peroksidaz inhibitori 0,550 0,032
Antioksidan 0,539 0,005

Asetilkolin néromuskiiler bloke edici ajan 0,305 0,209

AB agregasyon inhibitori 0,101 0,066

Peroksidaz inhibitori 0,798 0,005

APOA1 ekspresyonu artirici 0,675 0,006

Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,597 0,024

Lipit peroksidaz inhibitori 0,452 0,023

p-Tirozol Antioksidan 0,341 0,018
Serbest radikal stpdrici 0,380 0,019

Kinaz inhibitori 0,366 0,085

Anti-amiloidojenik 0,241 0,126

Sistationin B-sentaz inhibitori 0,247 0,010

AP agregasyon inhibitori 0,195 0,016

Peroksidaz inhibitori 0,809 0,004

APOA1 ekspresyonu artiricl 0,649 0,008

Asetilkolin noromuskdiler bloke edici ajan 0,602 0,022

Lipit peroksidaz inhibitori 0,487 0,018

. . Serbest radikal stpdrici 0,425 0,015
3-Hidroksitirozol 17 ioksidan 0,411 0,011
Kinaz inhibitori 0,380 0,077

Sistationin B-sentaz inhibitori 0,232 0,012

Anti-amiloidojenik 0,258 0,111

AB agregasyon inhibitori 0,208 0,015

Serbest radikal stipUrici 0,659 0,005

Oleuropein Antioksidan 0,497 0,007
Lipit peroksidaz inhibitori 0,437 0,026

APOA1 ekspresyonu artirici 0,360 0,105

Kinaz inhibitori 0,941 0,002

Peroksidaz inhibitori 0,924 0,002

Sistationin B-sentaz inhibitori 0,866 0,001

APOA1 ekspresyonu artiricl 0,826 0,003

Apigenin Antioksidan 0,732 0,004
Serbest radikal stipUrici 0,719 0,004

Lipit peroksidaz inhibitori 0,695 0,005

Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,598 0,023

AP agregasyon inhibitori 0,232 0,012
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Cizelge 4.13. (devam) Secilen dogal kaynakh bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik
aktivite tahminleri

Kinaz inhibitori 0,940 0,002
Peroksidaz inhibitori 0,936 0,002
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,897 0,001
APOA1 ekspresyonu artirici 0,822 0,003
Luteolin Antioksidan 0,775 0,004
Serbest radikal stpiriici 0,755 0,003
Lipit peroksidaz inhibitori 0,740 0,004
Asetilkolin néromuskiiler bloke edici ajan 0,570 0,035
AB agregasyon inhibitori 0,282 0,009
Kinaz inhibitori 0,922 0,002
Peroksidaz inhibitori 0,922 0,002
Serbest radikal stipirici 0,808 0,003
Diosmetin Lipit peroksidaz inhibitori 0,767 0,004
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,751 0,002
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,753 0,004
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,571 0,034
AP agregasyon inhibitori 0,276 0,010
Kinaz inhibitori 0,914 0,003
Peroksidaz inhibitori 0,736 0,009
Serbest radikal stpdrici 0,715 0,004
Lipit peroksidaz inhibitori 0,682 0,005
Tangeretin Antioksidan 0,645 0,004
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,599 0,023
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,451 0,044
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,266 0,009
AB agregasyon inhibitori 0,108 0,059
Peroksidaz inhibitori 0,920 0,002
Kinaz inhibitori 0,919 0,002
Serbest radikal stipUrici 0,797 0,003
Lipit peroksidaz inhibitori 0,760 0,004
Trisin Antioksidan 0,737 0,004
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,726 0,005
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,714 0,002
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,573 0,034
AB agregasyon inhibitori 0,269 0,010
Serbest radikal stipUrici 0,978 0,001
Lipit peroksidaz inhibitori 0,976 0,002
Antioksidan 0,913 0,003
izokersitrin Kinaz inhibitori 0,843 0,004
Peroksidaz inhibitori 0,676 0,015
APOA1 ekspresyonu artirici 0,581 0,013
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,243 0,011
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Cizelge 4.13. (devam) Secilen dogal kaynakh bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik

aktivite tahminleri

Serbest radikal stpirici 0,955 0,001
Kinaz inhibitori 0,852 0,004
Antioksidan 0,828 0,003
Orientin Lipit peroksidaz inhibitori 0,760 0,004
APOA1 ekspresyonu artirici 0,684 0,005
Peroksidaz inhibitori 0,558 0,031
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,188 0,018
Serbest radikal stpiriicl 0,901 0,002
Kinaz inhibitori 0,847 0,004
Antioksidan 0,780 0,004
Viteksin Lipit peroksidaz inhibitori 0,741 0,004
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,716 0,005
Peroksidaz inhibitori 0,538 0,034
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,167 0,023
Serbest radikal stpdrici 0,978 0,001
Lipit peroksidaz inhibitori 0,976 0,002
Antioksidan 0,913 0,003
Hiperozit Kinaz inhibitord 0,843 0,004
Peroksidaz inhibitori 0,676 0,015
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,581 0,013
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,243 0,011
Peroksidaz inhibitori 0,953 0,001
Kinaz inhibitori 0,950 0,002
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,903 0,001
Antioksidan 0,787 0,004
Fisetin Lipit peroksidaz inhibitori 0,755 0,004
Serbest radikal stipUrici 0,753 0,003
APOA1 ekspresyonu artirici 0,629 0,009
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,570 0,035
AB agregasyon inhibitori 0,195 0,017
Kinaz inhibitori 0,959 0,001
Peroksidaz inhibitori 0,956 0,001
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,926 0,001
Antioksidan 0,856 0,003
Kemferol Lipit peroksidaz inhibitori 0,783 0,004
APOA1 ekspresyonu artirici 0,777 0,004
Serbest radikal stipUrici 0,771 0,003
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,545 0,048
AB agregasyon inhibitori 0,182 0,019
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Cizelge 4.13. (devam) Secilen dogal kaynakh bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik
aktivite tahminleri

Peroksidaz inhibitori 0,962 0,001
Antioksidan 0,872 0,003
Serbest radikal stpirici 0,811 0,003
Kinaz inhibitori 0,809 0,005
Kersetin Lipit peroksidaz inhibitori 0,788 0,004
APOA1 ekspresyonu artirici 0,776 0,004
Asetilkolin néromuskiiler bloke edici ajan 0,512 0,067
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,386 0,004
AB agregasyon inhibitori 0,213 0,014
Peroksidaz inhibitori 0,966 0,001
Kinaz inhibitori 0,958 0,001
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,944 0,001
Antioksidan 0,924 0,003
Mirisetin Lipit peroksidaz inhibitori 0,836 0,003
Serbest radikal stiplrici 0,832 0,002
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,761 0,004
Asetilkolin noromuskdler bloke edici ajan 0,482 0,086
AP agregasyon inhibitori 0,232 0,012
Kinaz inhibitori 0,959 0,001
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,904 0,001
Antioksidan 0,850 0,003
Lipit peroksidaz inhibitori 0,783 0,004
Morin APOA1 ekspresyonu artiricl 0,777 0,004
Serbest radikal stpdrici 0,759 0,003
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,491 0,080
Peroksidaz inhibitori 0,439 0,047
AB agregasyon inhibitori 0,152 0,028
Lipit peroksidaz inhibitori 0,885 0,003
Serbest radikal stipUrici 0,878 0,002
Kinaz inhibitori 0,818 0,005
Peroksidaz inhibitori 0,812 0,004
Hesperetin APOA1 ekspresyonu artiricl 0,778 0,004
Antioksidan 0,746 0,004
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,419 0,126
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,267 0,009
AB agregasyon inhibitori 0,183 0,019
Serbest radikal stipUrici 0,981 0,001
Lipit peroksidaz inhibitori 0,978 0,002
Naringin Antioksidan 0,851 0,003
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,591 0,012
Kinaz inhibitori 0,477 0,039




103

Cizelge 4.13. (devam) Secilen dogal kaynakh bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik
aktivite tahminleri

Antioksidan 0,938 0,002
Lipit peroksidaz inhibitori 0,915 0,002
Serbest radikal stpirici 0,877 0,002
Taksifolin Kinaz inhibitord 0,850 0,004
Peroksidaz inhibitori 0,826 0,004
Asetilkolin néromuskiiler bloke edici ajan 0,434 0,116
AB agregasyon inhibitori 0,219 0,013
Lipit peroksidaz inhibitori 0,946 0,002
Serbest radikal stpirici 0,934 0,001
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,856 0,003
EGCG Antioksidan 0,814 0,003
Peroksidaz inhibitori 0,759 0,007
Kinaz inhibitori 0,586 0,022
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,270 0,009
Lipit peroksidaz inhibitori 0,888 0,003
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,863 0,003
Serbest radikal stpdrici 0,842 0,002
Antioksidan 0,810 0,003
Kinaz inhibitori 0,743 0,009
Katesin Peroksidaz inhibitori 0,721 0,010
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,440 0,112
AP agregasyon inhibitori 0,428 0,006
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,267 0,009
Hyaluronik asit agonisti 0,266 0,070
Astrenjan 0,085 0,069
Peroksidaz inhibitori 0,797 0,005
Kinaz inhibitéri 0,722 0,011
Antioksidan 0,623 0,004
APOA1 ekspresyonu artirici 0,564 0,015
Daidzein Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,547 0,047
Lipit peroksidaz inhibitori 0,537 0,013
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,430 0,004
Serbest radikal stipUrici 0,353 0,022
AB agregasyon inhibitori 0,109 0,057
Anti-amiloidojenik 0,202 0,174
Kinaz inhibitori 0,844 0,004
Peroksidaz inhibitori 0,842 0,004
Antioksidan 0,765 0,004
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,726 0,005
Genistein Sistationin B-sentaz inhibitori 0,674 0,003
Lipit peroksidaz inhibitori 0,667 0,006
Asetilkolin néromuskiler bloke edici ajan 0,485 0,084
Serbest radikal stpirici 0,458 0,013
AB agregasyon inhibitori 0,118 0,048
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Cizelge 4.13. (devam) Secilen dogal kaynakh bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik
aktivite tahminleri

Peroksidaz inhibitori 0,791 0,005
Lipit peroksidaz inhibitori 0,734 0,004
Kinaz inhibitéri 0,712 0,012
Antioksidan 0,607 0,004
Glisitein APOA1 ekspresyonu artirici 0,533 0,021
Asetilkolin néromuskiiler bloke edici ajan 0,516 0,065
Serbest radikal stpirici 0,506 0,010
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,291 0,007
AB agregasyon inhibitori 0,124 0,043
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,923 0,002
Peroksidaz inhibitori 0,825 0,004
Asetilkolin néromuskdler bloke edici ajan 0,587 0,028
Lipit peroksidaz inhibitori 0,585 0,010
Trans-Resveratrol Serbest radikal stipirici 0,572 0,007
Antioksidan 0,546 0,005
Kinaz inhibitori 0,521 0,031
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,379 0,005
AP agregasyon inhibitori 0,361 0,007
Antiamiloidojenik 0,286 0,092
Kinaz inhibitori 0,929 0,002
Peroksidaz inhibitori 0,859 0,004
Sistationin B-sentaz inhibitori 0,801 0,002
APOA1 ekspresyonu artiricl 0,726 0,005
Amentoflavon Serbest radikal stpdrici 0,658 0,005
Antioksidan 0,652 0,004
Lipit peroksidaz inhibitori 0,582 0,010
Asetilkolin néoromuskdler bloke edici ajan 0,483 0,085
AB agregasyon inhibitori 0,177 0,020

2p,: Aktif olma °P;: inaktif olma Apolipoprotein A-1

4.13. In Silico Toksisite Tayinine Ait Bulgular

Tez gereclerimizi teskil eden fenolik bilesikler, sitotoksisite potansiyelleri ve insanlardaki
olasi toksik etkilerin tahmini amaciyla PASS yaziim programi ile taranmis, en yiksek
olasiliga sahip ilk 3 advers/toksik etki belirlenmis ve sonuclar Cizelge 4.14.te verilmistir.
PASS cevrimici yaziliminin MNA tanimlayicilari bazi kriterlerin saglanmasi kosulu ile
hesaplanabilmektedir. Bu kriterler arasinda molekilin molekil agirhgi, kovalent bag varligi,
karbon atomu sayisi ve bilesik yiiki gibi 6zellikler sayilmaktadir. Ancak pelargonidin, PASS
yazilimi tarafindan analiz edilememistir. Molekiiler yapinin yiksiz olmasi durumunda MNA
tanimlayicilarinin belirlenebilecegi kriterine istinaden, pelargonidinde bulunan oksijen

atomunun + yikli olmasi nedeniyle, ilgili bilesige ait toksisite tahmini yapilamamistir.
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Cizelge 4.14. Secilen fenolik bilesiklerin insanlarda olusturabilecegi potansiyel toksik veya
advers etki tahminleri

Fenolik Bilesikler Biyolojik Aktivite SI:SIIIk pb
Hematemezis 0,939 0,003
Gallik asit Aft 0,934 0,003
Gastrointestinal kanama 0,887 0,003
Gastrointestinal kanama 0,907 0,003
Sirinjik asit Hematemezis 0,897 0,004
Aft 0,888 0,004
Ulser, aft 0,913 0,003
Vanilik asit Gastrointestinal kanama 0,910 0,003
Hematemez 0,899 0,004
Solunum toksisitesi 0,932 0,014
D-(-)-Kinik asit Titreme 0,871 0,013
Aft 0,855 0,008
Hematemeazis 0,830 0,010
Elajik asit Solunum toksisitesi 0,829 0,023
Titreme 0,829 0,026
idrarda renk degisikligi 0,902 0,004
Kafeik asit Hematemezis 0,885 0,005
Aft 0,877 0,005
Hematemeazis 0,901 0,004
p-Kumarik asit Titreme 0,896 0,007
idrarda renk degisikligi 0,853 0,005
idrarda renk degisikligi 0,839 0,007
Trans-Ferulik asit irritasyon 0,819 0,004
Hiperkolesterolemi 0,812 0,004
Norotoksisite 0,874 0,008
Klorojenik asit Sensitizasyon 0,832 0,004
irritasyon 0,801 0,005
. Idrarda renk degisikligi 0,739 0,015
Rozmarinik asit Titreme 0,748 0,059
Hematemezis 0,904 0,004
p-Tirozol idrarda renk degisikligi 0,899 0,004
Titreme 0,888 0,008
idrarda renk degisikligi 0,930 0,003
3-Hidroksitirozol Hematemezis 0,889 0,004
Ortostotik hipotansiyon 0,884 0,005
Hiperkolesterolemi 0,761 0,009
Oleuropein Enflamasyon 0,646 0,032
Bulanti 0,630 0,055
Vaskdler toksisite 0,833 0,011
Apigenin Titreme 0,835 0,024
Ureme bozuklugu 0,805 0,018
Genotoksisite 0,824 0,004
Luteolin Ureme bozuklugu 0,819 0,016
Titreme 0,823 0,028
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Cizelge 4.14. (devam) Segilen fenolik bilesiklerin insanlarda olusturabilecegi potansiyel
toksik veya advers etki tahminleri

Vaskdler toksisite 0,858 0,008
Diosmetin Genotoksisite 0,780 0,004
Ureme bozuklugu 0,785 0,020
Vaskuler toksisite 0,793 0,019
Tangeretin Yoksunluk 0,638 0,037
Hipotermi 0,625 0,027
Vaskuler toksisite 0,822 0,013
Trisin Ureme bozuklugu 0,782 0,021
Genotoksisite 0,713 0,004
Enflamasyon 0,930 0,005
izokersitrin Hematotoksisite 0,919 0,009
Diyare 0,905 0,010
Diyare 0,907 0,010
Orientin Vaskuler toksisite 0,853 0,009
Norotoksisite 0,834 0,014
Diyare 0,903 0,010
Viteksin Vaskuler toksisite 0,845 0,009
Enflamasyon 0,803 0,015
Enflamasyon 0,930 0,005
Hiperozit Hematotoksisite 0,919 0,009
Diyare 0,905 0,010
Titreme 0,823 0,028
Fisetin Genotoksisite 0,761 0,004
Vaskuler toksisite 0,755 0,026
Genotoksisite 0,843 0,003
Kemferol Vaskdler toksisite 0,773 0,023
Titreme 0,783 0,044
Vaskiler toksisite 0,797 0,018
Kersetin Titreme 0,766 0,052
Endokrin bozucu 0,706 0,014
Mirisetin Enflamasyon 0,763 0,019
Hematotoksisite 0,774 0,031
Genotoksisite 0,800 0,004
Morin Vaskdler toksisite 0,773 0,023
Titreme 0,783 0,044
Enflamasyon 0,796 0,015
Hesperetin Vaskiiler toksisite 0,791 0,019
Genotoksisite 0,687 0,005
Enflamasyon 0,965 0,004
Naringin Diyare 0,906 0,010
Norotoksisite 0,886 0,007
Genotoksisite 0,877 0,003
Diyare 0,830 0,020
Taksifolin Vaskuler toksisite 0,796 0,018
Enflamasyon 0,728 0,022
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Cizelge 4.14. (devam) Secilen fenolik bilesiklerin insanlarda olusturabilecegi potansiyel
toksik veya advers etki tahminleri

Epigallokatesin Enflamasyon 0,811 0,014
gallat Vaskuler toksisite 0,804 0,017
Hipertermi 0,671 0,022
Vaskuler toksisite 0,797 0,018
Katesin Titreme 0,766 0,052
Endokrin bozucu 0,706 0,014
Hipokalsemi 0,775 0,002
Daidzein Titreme 0,783 0,044
Karsinojenite (IARC® Grup 3) 0,715 0,005
Karsinojenite (IARC Grup 3) 0,832 0,004
Genistein Hipotermi 0,798 0,006
Diyare 0,762 0,031
Hipotermi 0,801 0,006
Glisitein Hipokalsemi 0,730 0,003
Peptik tlser 0,589 0,011
idrarda renk degisikligi 0,905 0,004
Trans-Resveratrol Hematemeazis 0,901 0,004
Titreme 0,899 0,006
Hematemeazis 0,797 0,014
Genotoksisite 0,886 0,003
Amentoflavon Vaskuler toksisite 0,806 0,016
Ureme bozuklugu 0,767 0,023

3p,: Aktif olma PPi: inaktif olma ‘International Agency for Research on Cancer

4.14. Molekiiler Modelleme Calismalarina Ait Bulgular

4.14.1.AChE ile gergeklestirilen molekiiler modelleme ¢alismalarina ait bulgular

AChE enzimine karsi inhibitor etkileri belirlenen kersetin, oleuropein, rozmarinik asit, 3-
hidroksitirozol, gallik asit ve EGCG’in enzim aktif bdlgesini olusturan amino asitlerle
meydana getirdikleri etkilesimler molekiler kenetlenme g¢alismasi ile incelenmistir.
Calismalarda reseptor olarak donepezil-bagl insan AChE (PDB kodu: 4EY7) secilmistir
(Cheung ve digerleri 2012).

Molekiiler kenetlenme sonuclarina gore bilesiklerin enzim aktif bolgesinin katalitik Gcli
cebine ulasabildigi ve genel olarak oksianyon bolgesine ait amino asitlerle etkilestigi

gozlenmistir (Sekil 4.11.).
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Kersetin, benzopiranon halkasi ile enzimin katalitik bolgesine yénlenmistir. Bu yonlenme
sayesinde kersetinin benzopiranon halkasi ile katalitik Ggli UGyelerinden S203 ve H447
arasinda sirasiyla hidrojen bagi ve n-n etkilesimi meydana gelmistir. Kersetini aktif bolgede
stabilize eden diger n-n etkilesimleri ise yine benzopiranon halkasi ile oksianyon bdlgesine
ait F338 arasinda meydana gelmistir. Bu etkilesimlere ek olarak, benzopiranon halkasina
bagl fenil halkasinin 3. konumunda yer alan hidroksil grubu, agil baglama bdlgesine ait F295
amino asiti ile hidrojen bag lizerinden etkilesmistir (Sekil 4.11.-A). Kersetin i¢in AChE

baglanma enerjisi -12.24 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

Oleuropein, oksianyon bolgesini isgal ederken PAS bdlgesini olugturan amino asitlerle de
etkilesmektedir. Yapisinda bulunan tetrahidropiran halkasi Gzerinde 4. konumda yer alan
hidroksil grubu ile oksianyon bolgesinin tyesi W86 yan zinciri ile hidrojen bagi lizerinden
etkilesmistir. PAS bolgesiyle tespit edilen diger etkilesimler ise karbonil grubu ile Y124
arasindaki hidrojen bagi, dihidroksifenil halkasi ile W286 arasindaki m-m etkilesim olarak
gozlenmistir (Sekil 4.11.-B). Oleuropein icin baglanma enerjisi -11.58 kkal/mol olarak

hesaplanmistir.

Rozmarinik asit, AChE aktif bolgesine oksianyon ve PAS bdélgelerini isgal ederek yerlesmistir.
Karboksilik asit grubuna yakin olan fenil halkasi tizerindeki hidroksil gruplari ile G120, Y133
ve E202 amino asitleri arasinda hidrojen baglarinin varligi gézlenmistir. Karboksilik asit
grubu, PAS bolgesinin Uyesi olan Y124 ile hidrojen bagi lzerinden etkilesmistir. Bilesik
yapisindaki diger dihidroksifenil halkasi ise PAS bdélgesine ait Y341 ile w-n etkilesimi
olusturmustur (Sekil 4.11.-C). Rozmarinik asit icin baglanma enerjisi -11.26 kkal/mol olarak

hesaplanmistir.

Hidroksitirozol, oksianyon bolgesiyle etkileserek enzim aktif bolgesine yerlesmistir. Fenil
halkasinin 3. konumunda yer alan hidroksil grubu Y133 ve G120 amino asitleriyle, 4.
konumunda yer alan hidroksil grubu E202 ile hidrojen bagi etkilesimine girerken, etil
grubuna bagl hidroksil grubu ise aktif bolge girisinde yer alan S125 ile hidrojen bagi
olusturmustur (Sekil 4.11.-D). Hidroksitirozol icin baglanma enerjisi -6.45 kkal/mol olarak

hesaplanmistir.
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Gallik asit, yapisal olarak kuguk bir bilesik oldugundan enzim aktif boélgesinin derin kismina
kadar ilerleyebilmis ve katalitik Ggllyl olusturan amino asitlerin yakininda konumlanmistir.
Yapisindaki hidroksil gruplari ile G120, Y133 ve E202 amino asitleriyle hidrojen baglari
meydana getirerek enzim-inhibitér kompleksini stabilize etmistir (Sekil 4.11.-E). Gallik asit

icin AChE baglanma enerjisi -5.92 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

EGCG, benzopiran halkasinda yer alan hidroksil grubuplari E202 ve katalitik Gg¢li Gyesi H447
yan zinciri ile hidrojen baglari olusturmus, benzopiran halkasi ile de H447 arasinda ©-©
etkilesimi gozlenmistir. Benzopiran halkasina dogrudan baglanan trihidroksifenil halkasinin
hidroksil gruplarinin PAS bolgesi tyesi D74 ile hidrojen baglari olustururken, gallat kisminin
Y341 ile -1 etkilesimi Gzerinden baglanti kurdugu gorilmustir (Sekil 4.11.-F). EGCG igin

AChE baglanma enerjisi -12.95 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.11. insan AChE aktif bdlgesinde (PDB kodu: 4EY7) kersetin (A), oleuropein (B),
rozmarinik asit (C), 3-hidroksitirozol (D), gallik asit (E) ve EGCG (F) igin belirlenen
baglanti konformasyonlari. Hidrojen baglari sari, ©-n etkilesimleri ise turkuaz
kesikli gizgilerle gosterilmistir.
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4.14.2.BChE ile gergeklestirilen molekiiler modelleme ¢alismalarina ait bulgular

BChE enzimine karsi inhibitor etkileri belirlenen kersetin, oleuropein, rozmarinik asit, 3-
hidroksitirozol, gallik asit ve EGCG’in enzim aktif bdlgesini olusturan amino asitlerle
meydana getirdikleri etkilesimler molekiler kenetlenme deneyleri ile incelenmistir.
Calismalarda reseptor olarak N-[(1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-3-il)metil]-N-(2-
metoksietil)-2-naftamit bagli insan BChE (PDB kodu: 4TPK) secilmistir (Brus ve digerleri
2014).

Molekiler kenetlenme sonuglarina gore bilesiklerin enzim aktif bdlgesinin katalitik Ggl
cebine ulasabildigi ve agirlkli olarak oksianyon bdlgesine ait amino asitlerle etkilestigi

gozlenmistir (Sekil 4.12.).

Kersetin, benzopiranon halkasi tizerinde yer alan hidroksil grubu ile G117 ve katalitik Ggli
Uyesi S198 arasinda su (HOH767)-aracih hidrojen bagl agli meydana getirmistir.
Benzopiranon halkasiyla oksianyon bdélgesinde yer alan F329 arasinda n-m etkilesimlerine
ek olarak fenil halkasina ait hidroksil gruplari H438 ve Y440 ile hidrojen bagi lizerinden
etkilesime girmistir (Sekil 4.12.-A). Kersetin icin BChE baglanma enerjisi -8.60 kkal/mol

olarak hesaplanmistir.

Oleuropein, tetrahidropiran halkasi Gzerindeki hidroksil gruplari ile H438, Y440 arasinda
dogrudan hidrojen bagi etkilesimi gostererek enzim aktif bolgesinin katalitik Gcli kismina
yaklasmistir. Bilesik, u-seklinde gosterdigi baglanma modu ile PAS bolgesini de isgal
ederken terminal dihidroksifenil halkasi ile F329 arasinda m-m etkilesimi olusturarak
oksianyon bolgesine tutunmustur (Sekil 4.12.-B). Oleuropein icin BChE baglanma enerjisi -

11.41 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

Rozmarinik asit icin, BChE aktif bdlgesinde aldigi konformasyon incelendiginde terminal
fenil halkasi Gzerindeki hidroksil gruplari ile acil baglama bolgesi liyesi olan L286 arasinda
hidrojen baglari lizerinden bir etkilesim; karboksilik asit grubuna yakin konumlanan diger
fenil halkasindaki hidroksil gruplari ile A328 ve Y440 arasinda hidrojen baglari tizerinden

etkilesimler gozlenmistir. Ayrica terminal fenil halkasi F329 ile - etkilesimi meydana
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getirmistir (Sekil 4.12.-C). Rozmarinik asit i¢cin BChE baglanma enerijisi -10.39 kkal/mol

olarak hesaplanmistir.

3-Hidroksitirozol, oksianyon bolgesiyle katalitik Uc¢li arasinda yer alan bir bolgede
konumlanarak aktif bolgeye yerlesmistir. Fenil halkasinin 3. konumunda yer alan hidroksil
grubu katalitik Gglu tyesi H438 ile hidrojen bagi meydana getirirken, halka lzerindeki diger
hidroksil grubu G78 ve Y440 ile hidrojen bag lzerinden etkilesime girmistir. Halka ise
oksianyon bdlgesinin lyesi olan W82 ile n-n etkilesimde bulunmustur (Sekil 4.12.-D).

Hidroksitirozol icin baglanma enerjisi -6.14 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

Gallik asit, yapisindaki fenil halkasi ile oksianyon bdlgesinin iyesi W82 ile n-nt etkilesimde
bulunurken, halka tGzerinde 3. konumda yer alan hidroksil grubu ile katalitik G¢li Gyesi H438
ile hidrojen bagi meydana getirmistir. Karboksilik asit grubu tGizerinden E197 ile su (HOH781)
koprill hidrojen bagi olusturarak enzim-inhibitdér kompleksini stabilize etmistir (Sekil 4.12.-

E). Gallik asit icin BChE baglanma enerijisi -6.03 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

EGCG, benzopiran halkasina dogrudan bagh trihidroksifenil halkasi ile L286 ve H438
arasinda hidrojen baglari, F329 ile de w-n etkilesimi olusturmustur. Terminal fenil halkasi
W82 ile -1t etkilesimi lGzerinden baglanti kurarken, yine bu halkaya bagli karbonil grubu
G197 ile su (HOH781) aracili hidrojen bagi meydana getirmistir. Enzim-inhibitér kompleksini
stabilize eden bir diger etkilesim ise terminal fenil halkasina bagh hidroksil grubunun
katalitik UGgli Gyesi H438 amino asidinin yan zinciriyle olusturdugu hidrojen bagidir (Sekil

4.12.-F). EGCG igin BChE baglanma enerjisi -13.52 kkal/mol olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.12. insan BChE aktif bdlgesinde (PDB kodu: 4TPK) kersetin (A), oleuropein (B),
rozmarinik asit (C), 3-hidroksitirozol (D), gallik asit (E) ve EGCG (F) icin belirlenen
baglanti konformasyonlari. Hidrojen baglari sari, ©-n etkilesimleri ise turkuaz
kesikli gizgilerle gdsterilmistir.

4.14.3.BACE1 ile gergeklestirilen molekiiler modelleme g¢alismalarina ait bulgular

BACE1 enzimine karsi inhibisyon etkileri belirlenen rozmarinik asit, EGCG, oleuropein,
kersetin, gallik asit ve 3-hidroksitirozol bilesiklerinin enzim aktif bolgesini olusturan amino

asitlerle meydana getirdikleri etkilesimler molekiiler modelleme calismasi ile incelenmistir.

Calismalarda reseptor olarak siklohekzankarboksilik asit bagl insan BACE1 (PDB kodu:
2WJO) secilmistir (Bao ve digerleri 2023). Elde edilen sonuglara gore tiim bilesiklerin BACE1
enziminin katalitik olmayan bélgesini isgal ettigi gorilmustir. Farkh olarak, rozmarinik asit
ve EGCG, katalitik aspartik amino asitlerinden D228 ile hidrojen bagi lizerinden etkilesim

gostermislerdir (Sekil 4.13.).

Rozmarinik asit igin belirlenen baglanti moduna gore, fenolik hidroksil gruplari ile D228 ve
T231 arasinda, karboksilik asit oksijeni ile de Y198 arasinda hidrojen bagi gdzlenmistir (Sekil

4.13.-A). Rozmarinik asit i¢cin BACE1 baglanma enerjisi -7.49 kkal/mol olarak hesaplanmistir.
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EGCG icin sonuglar incelendiginde, benzopiran halkasinda yer alan hidroksil grubunun
katalitik D228 ile, benzopiran halkasina dogrudan baglanan trihidroksifenil halkasinin
hidroksil gruplarinin N37 ve 1126 ile hidrojen bag olusturdugu, gallat kisminin ise Q73 ve
K107 ile hidrojen bagi, F108 ile ise mt-m etkilesimi kurdugu gozlenmistir (Sekil 4.13.-B). EGCG

icin BACE1 baglanma enerjisi -10.23 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

Oleuropein, dihidroksifenil grubu ile G230 amino asiti yakinina yerleserek hidrojen bagi
olusturmus, piran halkasina ait hidroksil gruplari ile de G34, P70 ve Y198 amino asitleriyle
hidrojen bagi Uzerinden etkilesime girmistir (Sekil 4.13.-C). Oleuropein igin BACE1l

baglanma enerijisi -9.59 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

Kersetin, benzopiranon halkas! ile oleuropein yapisindaki piran halkasina benzer bir
konumlama gostererek, G34, 1126 ve Y198 ile hidrojen bagi olusturmustur. Ayrica
benzopiranon halkasina bagh fenil halkasinin 3. konumunda yer alan hidroksil grubu, V69
birimi ile hidrojen bagi olusturarak kersetin:BACE1 kompleksini stabilize etmistir (Sekil

4.13.-D). Kersetin igin BACE1 baglanma enerijisi -9.04 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

Gallik asit, Y198 ile -t etkilesimi olustururken, karboksilik asit kalintisi ile Y71 ve K224 ile
hidrojen baglari, R235 ile ise tuz koprisi meydana getirmistir. Halka tzerindeki hidroksil
gruplariile de G34 ve D228 amino asitleri arasinda hidrojen baglari gézlenmistir (Sekil 4.13.-

E). Gallik asit icin BACE1 baglanma enerjisi -5.31 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

3-Hidroksitirozol, fenil halkasinin 3. konumundaki hidroksil grubu ile hem G34 ile hem de
Y198 ile hidrojen baglari lizerinden etkilesmis, etil grubuna bagl hidroksil grubu ile ise S36
ve 126 amino asitleriile hidrojen baglari meydana getirmistir (Sekil 4.13-F). 3-Hidroksitirozol

icin BACE1 baglanma enerjisi -5.68 kkal/mol olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.13. insan BACE1 aktif bolgesinde (PDB kodu: 2WJO) rozmarinik asit (A), EGCG (B),
oleuropein (C), kersetin (D), gallik asit (E) ve 3-hidroksitirozol (F) icin belirlenen
baglanti konformasyonlari. Hidrojen baglari sari, n-nt etkilesimleri turkuaz, tuz
koprusu ise pembe kesikli gizgilerle gosterilmistir.
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5. TARTISMA

ilerleyici bir nérodejeneratif hastalik olan AH’nin diinya ¢apinda yaklasik 416 milyon insani
etkiledigi ve demansin en yaygin tipi oldugu bilinmektedir (Gustavsson ve digerleri 2022;
Heneka ve digerleri 2015). Saglk alaninda bugiine kadar yapilmis arastirmalar ve gelisen
teknoloji yasam siresi ve hayat kalitesini artirmis olsa da AH gibi yasa bagli hastaliklarin
gortlme sikhgr artmistir. AH tedavisinde mevcut farmakoterapi sadece semptomlari
gidermeye yoneliktir ve hastaligin seyrini geriye ¢evirmede sinirli kalmaktadir (Alexander
ve digerleri 2014; Cooper ve Baculi, 1968; Venkatesan ve digerleri 2015). Bu sebeple, AH
patolojisinin karmasikligi ve goriilme sikhgindaki artis da gbz online alinirsa etkili bir tedavi
gelistirmek halen 6nem arz etmektedir (Anderson ve digerleri 2014). Konvansiyonel ilaclar
AH ve diger birgok kronik hastaligin tedavisinde faydali olsa da yan etkileri mevcuttur. Bu
sebeple fitokimyasallar, antikolinesteraz, antioksidan, anti-enflamatuvar vb. etkilerinin
yanisira yan etkilerinin daha az olmasiyla terapotik acidan umut vaat etmektedir (Rasool ve
digerleri 2014). Tibbi ve aromatik bitkilerin, icerdikleri fitokimyasallar aracihgi ile AH'nin
baslangicini ve ilerlemesini yavaslattigi, ayni zamanda antiamiloidojenik, anti-enflamatuvar
ve antioksidatif ozellikleriyle de hastaligin tedavisinde rol oynadigl etnofarmakolojide,
ozellikle geleneksel Cin tibbindaki kullanimlariyla bilinmektedir (Venkatesan ve digerleri
2015). Hayvansal droglarin da néroprotektif etkilerine dair calismalar mevcuttur. Ornegin
Kore tibbinda kullanilan ari zehrinin, hiicre 6limiine karsi koruma ile nérodejeneratif
hastaliklarda glutamaterjik norotoksisiteye karsi umut verici etkisi oldugu ortaya
konmustur (Lee ve digerleri 2012). Ayrica, omurgasiz deniz canlilarindan izole edilen bazi
bilesiklerin de AChE inhibisyonu ile AH tedavisinde umut verici oldugu rapor edilmistir
(Farrokhnia ve Nabipour, 2014). Glinlimizde AH tedavisinde FDA tarafindan onay alan
AChE inhibitorleri ve NMDA reseptor antagonisti olan memantin, klinikte glinimizde ilag
tedavisi olarak kullanilmaktadir (Dou ve digerleri 2018; Guo ve digerleri 2020; Kishi ve

digerleri 2017; Reisberg ve digerleri 2003).

Bunlarin yaninda son yillarda tedavide BACE, BChE, metal selasyonu, tau proteini ve AB gibi
hedeflerin yaninda AH patogenezinde rol oynadiklari distnilen Ostrojen, E vitamini,

selejilin ve anti-enflamatuvar ilaglar tGzerinde de arastirmalar devam etmektedir (Darvesh,



116

2016; Das ve digerleri 2021; Ghosh ve Osswald, 2014; Ozben ve Ozben, 2019; Panek ve
digerleri 2017; Wong ve digerleri 2019).

Tezimizde kolinesteraz enzim inhibisyonu, Drosophila melanogaster noroprotektif etki
modeli ile farelerde pasif kaginma testi ile antiamnezik aktivite tayini ¢alismalarinda
referans ila¢ olarak kullanilan galantamin; Amaryllidaceae familyasinda yer alan Galanthus
nivalis L., Narcissus spp. ve Lycoris radiata Herb. gibi tibbi bitkilerden elde edilen bir
alkaloittir. Ayrica, galantamin kompetitif ve selektif bir AChE inhibitori olup, AH nin klinik
tedavisinde kullanilan rivastigmin ve donepezil gibi beyine selektif 6zellik gosterir ve
sitokrom P450 enzimi ile metabolize edilmektedir (Atrahimovich ve digerleri 2021; Bickel
ve digerleri 1991; Bullock, 2004; Gulcan ve digerleri 2015; Howes ve Houghton, 2003;
Marco ve Carreiras, 2006; Prvulovic ve digerleri 2010; Scheltens ve digerleri 2021). Bunun
yaninda, galantaminin klinik kullaniminda bulanti ve kusma gibi hafif yan etkileri yaygin
olarak bildirilse de, hepatotoksisiteye sebep olmadigl gosterilmistir (Sramek ve digerleri

2000).

Tez ¢alismamizda, tibbi bitkilerde bulunan en yaygin sekonder metabolit grubu olan fenolik
bilesikler arasindan, 6zellikle tezimizde kullanilan deney modellerinin cogunda daha 6nce
test edilmemis olmalarina gore secilen 38 adet bilesigin (Cizelge 3.1.) AH’na karsi etkileri in
vitro, in vivo ve in silico deney modelleri araciligiyla incelenmis ve elde edilen sonuglar
“Bulgular” bashgi altinda detayl sekilde verilmistir. Bu sonuglara gore; in vitro enzim
inhibisyonu deneylerinde taradigimiz fenolik bilesiklerden rozmarinik asit, kafeik asit, gallik
asit, kersetin, apigenin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, EGCG, 3-hidroksitirozol ve
taksifolin 1 mM final konsantrasyonda AChE’ye karsi % 50’nin Uzerinde inhibisyon
gosterirken; rozmarinik asit, gallik asit, kersetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, EGCG
ve 3-hidroksitirozol BChE'yi % 50’nin (izerinde inhibe eden bilesikler olmustur (Cizelge 4.1.).
Kolinesteraz enzimlerini % 50'nin lizerinde inhibe eden fenolik bilesiklere ait ICso degerleri
de Cizelge 4.2.de verilmistir. Elde ettigimiz verilere gore, aslinda her iki enzimi de inhibe
eden rozmarinik asit, gallik asit, kersetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, EGCG ve 3-
hidroksitirozol dual inhibitor olarak in vitro enzim inhibisyon deney sonuglarimizda 6n plana
cikan fenolik bilesikler olarak saptanmistir. Tezimizde elde ettigimiz sonuglarla uyumlu

sekilde sonuclar literatiirde mevcuttur (Cheng, 2018; Kocakaya ve digerleri 2020;
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Kuppusamy ve digerleri 2017; Nazir ve digerleri 2020; Nugroho ve digerleri 2017; Okello ve
Mather, 2020; Omar ve digerleri 2018a; Orhan ve digerleri 2008; Pan ve digerleri 2014).

Yine bu bilesiklerin BACE1 enzim inhibisyon sonuglarina bakildiginda; EGCG (ICso: 0,162 *
0,012 mM) ve trans-resveratrol’iin (ICso: 0,180 + 0,017 mM) referans olarak belirlenen
kersetinden (ICso: 0,316 + 0,030 mM) daha yliksek inhibisyon gdsterdigi, rozmarinik asit ve
oleuropeinin de sirasiyla [Csp: 0,406 £ 0,068 mM ve ICs0: 0,987 £ 0,101 mM inhibisyona sahip
oldugu saptanmistir (Cizelge 4.3). Ayrica, tezimizde yiksek BACE1l inhibitor aktivite
gosteren EGCG’nin diger calismalarda referans inhibitér olarak kullanildigi; sonuglarimizla
paralel sekilde rozmarinik asit, kersetin, oleuropein ve trans-resveratroliin de yapilan
calismalarda BACE1’i inhibe ettigi bulunmustur (Cheng, 2018; Choi ve digerleri 2011; Omar
ve digerleri 2018a).

AH’nin patolojik bulgularindan biri olarak, beyindeki nérotik plaklarda asiri miktarda metal
birikimini (demir, bakir, ¢cinko ve aliminyum vb.) hedef alarak segilen fenolik bilesiklerin
antioksidan kapasitesini 6lgmek amaciyla, tezimiz kapsaminda in vitro demir iyonu-selasyon
etki, FRAP ve CUPRAC deneyleri de yapilmistir. Mladénka ve digerlerinin (2011) 26 adet
flavonoit ile yaptigi calismada, 24 adet flavonoitin farkl pH kosullarinda demiri cesitli
oranlarda selatlayabildigi ve bu molekillerde bulunan 6,7-dihidroksi yapisinin en etkili
demir baglama bdlgesi oldugunu bildirmistir. Ayrica, 6rnegin gallik asit ve EGCG gibi,
pirogallol grubu iceren fenolik bilesiklerin, gliclii demir selasyonu gosterdigi tespit edilmistir
(Chan ve digerleri 2016). Tez calismamizda ise, demir iyonu selator etkisi test edilen fenolik
bilesiklerin, referans olarak kullanilan EDTA’dan (% 93,35 + 0,01) daha distk ve % 50'nin
altinda selasyon kapasitesine sahip oldugu bulunmakla birlikte; en yilksek selasyon
kapasitesiye sahip bilesigin viteksin (% 44,12 + 0,09) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4.).
Yapilan calismalar, viteksinin serebral iskemi de dahil olmak lzere oksidatif stresle iliskili
cesitli hastaliklarda lipit peroksidasyonu, ROS ve diger nedenlerle olusan oksidatif hasarlara
karsi glicli bir antioksidan ajan olarak islev gordiglini gostermistir (Babaei ve digerleri

2020).

FRAP modelinde ise, taranan 38 adet fenolik bilesik arasinda taksifolin, morin, EGCG, fisetin

ve 3-hidroksitirozol referans olarak kullanilan kersetinden de yliksek aktivite gostermis
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olup, bunu rozmarinik asit ve sirinjik asit takip etmistir (Cizelge 4.5.). Fenolik bilesikler
Uzerinde daha o6nce vyapilmis FRAP c¢alismalari, elde ettigimiz sonuglarla uyumlu
bulunmustur (Firuzi ve digerleri 2005; Skroza ve digerleri 2022; Soobrattee ve digerleri

2005).

DPPH radikal stipuricu aktivite deneyinde oleuropein (% 87,05 + 0,05), referans bilesik olan
kersetinden (% 86,20 £ 0,06) daha yuksek aktivite gdstermistir. Bunun yaninda, kersetine
en yakin ve % 84 (izeri inhibisyon gosteren 6 fenolik bilesik sirasiyla; kemferol, taksifolin,

rozmarinik asit, gallik asit, trans-resveratrol ve EGCG olmustur (Cizelge 4.6.).

Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki norotik plaklarda biriken bir diger metal elementi
bakirdan yola cikarak yapilan CUPRAC deneyi sonuclarimiza gore, referans olarak kullanilan
hidroksibenzoik asit tirevi gallik asitten daha yliksek etkiye sahip olan bilesikler sirasiyla;
cogunlukla flavonol yapidaki kersetin, izokersitrin, luteolin, mirisetin, kemferol ve morin
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7.). CUPRAC degerleri bakimindan bu bilesikleri, katesin,
hiperozit, rozmarinik asit, fisetin, amentoflavon, klorojenik asit ve kafeik asit takip etmistir.
Calismamizdan elde edilen sonuglar, Apak ve digerlerinin (2007) calismasiyla uyumlu

sekilde, flavonol yapidaki bilesiklerin CUPRAC deneyinde etkili oldugu yontindedir.

Hicre kiltlirt yontemi ile sitotoksisitenin degerlendirildigi calismalar test edilen bilesikleri
karsilastirmak ve siralamak icin bir 6n calisma verisi sunan faydali modellerdir. Ancak, bu
testler in vivo toksisiteyi glivenilir bir sekilde tahmin edememektedir (Hamid ve digerleri
2004). Tezimizde SH-SY5Y noéroblastoma hiicrelerinde MTT yontemi ile sitotoksisiteyi
degerlendirmek amaciyla doksorubisine karsi test edilen fenolik bilesiklerden rozmarinik
asit ile 3-hidroksitirozoliin en dislik sitotoksisiteyi gosterdigi tespit edilmistir. Yine ayni
hiicre hattinda, gen ekspresyonu tayininden énce % 8 hiicre canliiligin goézlendigi (1Cos)
dozu belirlemek icin Alamar Blue yontemiyle yapilan 6n calismada, benzer sekilde
rozmarinik asit ve 3-hidroksitirozollin en yliksek hiicre canliligini sagladigi belirlenmistir.
Literatlirde, MTT ve Alamar Blue yontemlerinin ilag tarama calismalarinda sitotoksik
bilesikleri tanimlamada yiksek kalitede ve uygun yontemler oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte, Alamar Blue yonteminin MTT'ye gore daha yiksek hassasiyette oldugu ve bu

testlerin kullaniminda hatali pozitif veya negatif sonug elde etmemek icin ilagc metabolize
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edici enzimlerin inhibisyonu veya indulksiyonlarinin da dikkate alinmasi gerektigi

vurgulanmistir (Hamid ve digerleri 2004; Page ve digerleri 1993).

Norodejeneratif hastaliklarin tedavilerinde siklikla kullanilan bir model olarak SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerinden elde edilen PCR sonuglarina gore; rozmarinik asit disinda test
edilen bilesiklerin noroprotektif etki agisindan olumlu sonuglar verdigi gorilmektedir
(Cizelge 4.10. ve 4.11.). Sonuglara gore, kersetin, oleuropein, EGCG, gallik asit ve 3-
hidroksitirozol 14 adet genin gen ekspresyon seviyesinin degisiminde benzer modellere
sahiptir. Dogrudan AB ile ilgili gen ifadesi dnemli 6l¢lide degismemesine ragmen, MMP9 ile
ilgili sinaptik aktivite, bagisikhk ile ilgili TNF-a, CCL5, CD33 ve CR1'in ifade diizeyleri artmistir.

Ayrica, APP ve PSEN1 genlerinin fisetin tarafindan baskilandigi tespit edilmistir.

Antiamnezik aktivite tayini icin skopolamin ile hafiza kaybi olusturulan farelerde yapilan
pasif kacinma testinde en etkili fenolik bilesigin 3-hidroksitirozol oldugu, bunu oleuropein,
gallik asit, rozmarinik asitin takip ettigi, EGCG’nin ise referans ila¢ galantamin hidrobromiire
gore etkisinin daha zayif oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.12.). Elde edilen in vivo sonuglar,
kolinesteraz enzim inhibisyonu sonuglariyla tutarliik gostermistir. Ayrica, calisma
sonuclarimizda galantamine gore pasif kacinma tesinde farelerin hafizasi lizerinde etkin
oldugu belirlenen oleuropein, gallik asit ve rozmarinik asit bilesikleriyle pasif kaginma
hafizasi Gizerine yapilmis bircok ¢calisma olmasina ragmen, en yliksek antiamnezik aktiviteyi
gosteren 3-hidroksitirozol ilk defa tezimiz dahilinde ¢alisiimistir (Hasanein ve Mahtaj, 2015;
Hasanein ve digerleri 2017; Khodad ve digerleri 2016; Nagpal ve digerleri 2013; Sadate
Hosseini ve digerleri 2019; Salehi ve digerleri 2019).

Bir diger in vivo deney olan D. melanogaster néroprotektif etki modelinde, AChE ve BChE
inhibisyonunda referans ila¢ olarak kullanilan galantamin i¢in 20 uM gibi diisiik dozlarda
etanolden daha yliksek Vmax degeri gozlenirken; sinekler 1 mM ve 2 mM gibi daha yiksek
konsantrasyonlar ile beslendiginde, etanole kiyasla etkinligin oldugu ve etkinin dozla dogru
orantili olarak arttigi tespit edilmistir. 10 mM konsantrasyonda ise aktivitenin 6nemli
Olclide arttig1 gozlenmektedir. Test edilen fenolik bilesiklerden kersetin ve gallik asit AChE
inhibisyonu icin etanole yakin Vmax degerlerine sahipken, 3-hidroksitirozol dozla ters orantili

sekilde beklenmeyen bir etki gbstermistir. BChE inhibisyonunda ise test edilen tim fenolik
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bilesiklerin etanolden daha yiksek Vmax degeri gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.6. ve Sekil
4.7.). Referans ila¢ olarak kullanilan galantaminin farkli dozlariyla D. melanogaster'de
yapilan deneylerde, kullanilan doz belli bir esigin lGzerinde tutuldugunda etki ve tutarlilik
gozlendigi sonucuna varilmistir. Fenolik bilesikler icin de daha yiksek dozlarla ¢alismalar
yapildiginda, etkinligin Olcllebilecegi ve sonuclar arasinda mukayese yapilabilecegi

dustndlmektedir.

AH icin uygulanan deneysel in vivo modellerinden biri de zebra baligi kullanilarak yapilan
davranigsal 6zelliklerin degerlendirildigi modeldir. Model organizma olarak zebra baligi,
gelisim ve c¢ogalma hizlarinin diger in vivo modellere gore oldukga hizh olusu, bir¢ok
hiicresel sinyal yolaginin insana benzerlik gostermesi ve genetik manipulasyona yatkinliklar
gibi sebeplerle AH icin olduk¢a avantajli bir model olmustur (Basak ve digerleri 2023).
Ayrica, insana ait nérodejeneratif mekanizmalari simile eden bir model olmasi dolayisiyla
da potansiyel ila¢ adaylarinin hizl bir sekilde taranmasi igin kolaylik saglamaktadir (Shenoy
ve digerleri 2022). Bu sebeple tezimizde uygulanan zebra baligi deney modeli sonuclarina
gore, EGCG ve rozmarinik asit lokomotor aktiviteyi 6nemli 6lclide etkilemeden YTT'de
anksiyolitik 6zellikler sergilemis ve kaygl durumunu azaltmistir. Ayrica, gallik asit, 3-
hidroksitirozol, fisetin ve oleuropein Y-labirent testinde bilissel performansi iyilestirmis ve
uzamsal bellek Gizerinde olumlu etki gostermistir. Yenilige tepki Gizerinde ise, rozmarinik
asit, oleuropein, 3-hidroksitirozol ve fisetin olumlu sonuglar vermistir. Bunun yaninda,
bilissel islevin gelisimi, lokomotor aktivitede 6nemli bir degisiklik olmaksizin gerceklesmistir
(Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.). Yine oleuropein ve 3-hidroksitirozoliin YNT'de tanima hafizasini
glclendirdigi belirlenmistir (Sekil 4.10.). Literatirde secilen fenolik bilesikler ile zebra
baliklari izerinde oksidatif stresin énlenmesi, néroproteksiyon, amneziyi 6nleme ve AH
tedavisi Uzerine yapilmis calismalar olmasina ragmen (Arteaga ve digerleri 2021; Baldin ve
digerleri2022; Dong ve digerleri 2022; Giordo ve digerleri 2020; Li ve digerleri 2022; Richetti
ve digerleri 2011; Singh ve digerleri 2023; Singh ve digerleri 2022a), kullandigimiz YTT, Y-
labirent, YNT gibi modeller ile bu etkilerin degerlendirildigi kiyaslamali ¢calisma ilk defa

tezimizde yapilmistir.

Tez gereclerimizi olusturan fenolik bilesiklerin AH’na karsi potansiyel biyolojik aktivite

tahminleri in silico yontemle PASS programinda degerlendirilmis ve olumlu sonugclar
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alinmistir (Cizelge 4.13.). Bu sonuglar in silico molekiler modelleme g¢alismalarindan alinan
sonuglarimizla da tutarlihk gostermistir (Alam ve digerleri 2018; Madeswaran, 2017).
Molekiler kenetlenme deneylerinde, aktif kolinesteraz ve BACE1 inhibitorii olarak tespit
edilen fenolik bilesikler, her 3 enzimin aktif bolgesindeki amino asit birimleriyle glgli

etkilesimler yapmistir (Sekil 4.11., Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.).

Test edilen fenolik bilesikler AChE ve BChE enzimlerinin katalitik ti¢li cebine ulasabilmis ve
oksianyon bolgesiyle etkilesmistir. Diger yandan bu bilesiklerin BACE1 enziminin katalitik
olmayan bolgesini isgal ettikleri tespit edilmistir. Ayrica, EGCG ve rozmarinik asit BACE1
enziminde vyer alan D228 aminoasiti ile hidrojen bagl olusturarak etkilesmistir.
Madeswaran'in (2017) EGCG ile AChE ve BChE lizerinden yaptigi molekiler kenetlenme
calismasina kiyasla, calismamizda kaydedilen degerler (sirasiyla -12,95 ve -13,52 kkal/mol)
EGCG’nin kolinesterazlarla daha stabil bir baglanma gergeklestirdigini kanitlar niteliktedir.
Benzer sekilde, AChE, BChE ve BACE1 enzimleriigin kersetin ve rozmarinik asitin hesaplanan
baglanma enerjileri 6nceki c¢alismalara nazaran daha anlamh bulunmustur (Alam ve

digerleri 2018; Madeswaran, 2017).

Tezimiz kapsaminda incelenen fenolik bilesiklerin néroprotektif etkisine dair kiimulatif
sonuclarimiz irdelendiginde, en Umit verici bilesikler olarak rozmarinik asit, gallik asit, 3-

hidroksitrozol, oleuropein, EGCG ve kersetin 6n plana ¢ikmaktadir.

Literatlir taramamiza gore; rozmarinik asitin AChE ve BChE'l gliclii sekilde inhibe ettigine
dair calismalar mevcuttur (Chao ve digerleri 2022; Costa ve digerleri 2014; Glilgin ve
digerleri 2016). Bazi bitkisel fenoliklerin kolinesteraz enzimlerine karsi inhibitor etkilerinin
incelendigi Szwajgier'in (2013, 2015) calismalarinda, en yilksek etkiyi rozmarinik asit
gostermis olup etki siralamasi; rozmarinik asit > kafeik asit > gallik asit = klorojenik asit
seklinde bildirilmistir. Bu sonucun elde edilmesinde, CH,-CH;-COOH veya bir COOH
grubundan ziyade, CH=CH-COOH varliginin kolinesteraz inhibisyonu saglamada daha etkili
oldugu vurgulanmistir (Szwajgier, 2013). Ayrica, rozmarinik asitteki hidroksil gruplarinin
BACE1 inhibitor aktivitesini artirdigi bilinmektedir (Paudel ve digerleri 2020). Yapilan in vitro
deneylerin yaninda, hiicre kiltird, in silico ve farelerde yapilan in vivo deneyler sonucu da

rozmarinik asitin noroprotektif etkileri ortaya konulmustur (Bhatt ve digerleri 2015; Coelho
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ve digerleri 2016; De Mello Andrade ve digerleri 2016; Grigoletto ve digerleri 2016; Khamse
ve digerleri 2015; Madeswaran, 2017; Shan ve digerleri 2016; Shang ve digerleri 2017;
Szwajgier ve digerleri 2017). Ancak, rozmarinik asit icin literatirde NF-kB bagimh
noroprotektif etki bildiriimis olmasina ragmen (Hase ve digerleri 2019; Lee ve digerleri
2006; Ma ve digerleri 2020), tez calismamizda elde edilen PCR sonugclarina goére anlamh bir

etki gbzlenmemistir.

“Zeytin (Olea europaea L.) polifenolleri” olarak bilinen oleuropein ve 3-hidroksitirozol de
tezimiz kapsaminda (imit vaat eden fenolik bilesiklerdendir. Oleuropeinin AR peptidine
kovalent olmayan bir sekilde baglanarak polimerizasyonunu ve fibril olusumunu engelledigi
bilinmektedir; bu nedenle néroprotektif etki acisindan umut verici bir polifenol olarak kabul
edilmektedir (Barbaro ve digerleri 2014; Bazoti ve digerleri 2008). Ayrica, oleuropeinin
sicanlarda toksik agregat kalintilarini noétralize ettigi, AB toksisitesini geriye cevirdigi, tau
birikimini inhibe ettigi ve SH-SY5Y hicre hattinda dikkate deger noroprotektif etki
gosterdigi bildirilmistir (Daccache ve digerleri 2011; Luccarini ve digerleri 2014; Omar ve
digerleri 2018a; Rigacci ve digerleri 2011). Ayrica, morfin-nedenli nérotoksisiteye karsi
oleuropeinin sican hipokampisiinde oksidatif stres ve apoptozu azalttigi gorulmuistir
(Shibani ve digerleri 2019). Yang ve digerlerinin (2023) yaptig ¢alismada, farelerde AH
modeli olusturulmus ve oleuropeinden zengin zeytin yapragi ekstresinin NF-xB yolaginin
inhibisyonu yoluyla néroenflamasyonu azalttigi bildirilmistir. Diger yandan, fareler lizerinde
yapilan calismalarla hidroksitirozoliin néroprotektif etkileri, uzamsal-bilissel yetenekleri
onemli 6lctde artirdigl ve glgll bir beyin antioksidani oldugu bazi ¢calismalar ile ortaya
konulmustur (Arunsundar ve digerleri 2015; Gonzalez-Correa ve digerleri 2008; Schaffer ve
digerleri 2007; Tasset ve digerleri 2011; Zheng ve digerleri 2015). Bunun yaninda,
noroblastoma N2a, PC12 hiicreleri, néroblastoma IMR-32 ve histiyositik lenfoma U937
hicre dizilerinin kullanildigi hiicre kiltlri ¢alismalari ile de hidroksitirozoliin B-amiloit-
nedenli toksisite ve oksidatif strese karsi koruyucu etkileri bildirilmistir (Hashimoto ve
digerleri 2004; St-Laurent-Thibault ve digerleri 2011; Young ve digerleri 2008). Ayrica, bazi
calismalar oleuropein ve 3-hidroksitirozoliin TNF-a, IL-1B ve nitrik oksit dahil olmak Uzere
monositik enflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu ve pro-enflamatuvar sitokin Gretimini
azaltma islevi gorduglinii (Barbaro ve digerleri 2014; Giamarellos-Bourboulis ve digerleri

2006) ve her 2 bilesigin de antikanser, antimikrobiyal, antiviral ve anti-anjiyogenik etkilerine
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ek olarak noroprotektif etkiye de sahip olabilecegini gostermistir. Qosa ve digerleri (2015)
ise oleuropeinin APOE’ye bagh amiloit klerensini artirdigini gdzlemlemis, ancak tezimizde
bu bulgulardan farkh olarak, TNF-a ekspresyonu artarken APOE ekspresyonunda bir
degisiklik olmadigi tespit edilmistir. Bunun yaninda, sonuglarimiza gére oleuropeinin ve 3-
hidroksitirozollin sinaptik aktivite ve immun yanitla iliskili genlerin ekspresyonunda artisa
neden oldugu da gozlemlenmistir. Literatlir taramalarimiza gore; hidroksitirozoliin D.
melanogaster ve farelerde pasif kacinma testi yontemleri (izerinden néroprotektif etkileri,
ilk defa tezimiz dahilinde ¢ahsiimistir. Ayrica, hidroksitirozol ve oleuropein ile zebra
baliginda mitokondriyal membran islev bozuklugu ve oksidatif hasardan koruma lizerine
yapilmis ¢alismalar olsa da (Arteaga ve digerleri 2021; Dong ve digerleri 2022), biligsel

slreclere etkisi yine ilk defa tezimiz kapsaminda ¢alisiimistir.

Kersetin de cesitli etki mekanizmalari Gzerinden noroprotektif etkinligi oldukca dikkate
deger fenolik bilesiklerden biridir. Literatlrde bildirildigine gore, kersetinin kolinesteraz
inhibitor etkisinin arastirildigi calismalar mevcuttur (Abdel-Diam ve digerleri 2019; Adedara
ve digerleri 2017; Ademosun ve digerleri 2016; Khan ve digerleri 2009; Orhan, 2021).
Ayrica, tezimizde farelerde gerceklestirilen pasif kacinma testinin, sicanlarda yapilmis olan
modelinde bildirilen sonuglara gore; kersetin, donepezil ve bunlarin kombinasyonlari ile
Morris su labirenti, pasif kacinma testi ve ylkseltilmis arti labirenti gibi bilissel deneysel
modellerinde, gegis siiresinin uzamasinda 6nemli bir artisa neden olmustur (Pattanashetti
ve digerleri 2017). Yine kersetinin farelerde hafiza ve 6grenme, bilissel performans ve
noroprotektif etkileri (izerine yapilan galismalar bildirilmistir (Li ve digerleri 2019; Sabogal-
Gudqueta ve digerleri 2015; Singh ve digerleri 2003; D. M. Wang ve digerleri 2014). Bunun
yaninda, antioksidan etkinligin olclldigi calismalarda genellikle referans olarak kullanilan
kersetin, bircok calismada oldugu gibi tez calismamizda da pozitif sonuglar vermistir (Firuzi
ve digerleri 2005; Nenadis ve Tsimidou, 2002; Nenadis ve digerleri 2004; Nile ve digerleri
2018; Perron ve digerleri 2010; Skroza ve digerleri 2015; Soobrattee ve digerleri 2005;
Vishwakarma ve digerleri 2022). Yine literatiirle uyumlu sekilde, kersetinin davranissal
degisiklikler Gzerine etkisinin zebra baliklarinda YTT ile 6lcildigu calismalara benzer
sonuglar elde edilmistir (Gupta ve digerleri 2021; Singh ve digerleri 2022b). Ayrica,
tezimizde 50 uM ve 150 uM dozda kersetin ile beslenen D. melanogaster sineklerinde

anlamh bir etki gézlenmese de; Kong ve digerlerine (2016) gore, 0,44 g/L gibi daha yiksek
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doz denendiginde, sineklerin 6mriniin uzadigi tespit edilmistir. Tezimizde gen ekspresyonu
ile elde edilen sonuglara gore, kersetinin immiin yanitla iliskili TNF-a, CCL5, CR1 ve CD33 ile
sinaptik aktiviteyle iliskili MMP9 ekspresyonunu artirdigi, ancak AB regiilasyonuyla iligkili
APP, PSEN1 ve kolesterol metabolizmasiyla iliskili APOE, CLU ve ABCA7 ekspresyonlarinda
onemli bir degisiklige yol agmadigi da tespit edilmistir (Carter, 2011; Griciuc ve Tanzi, 2021;
Reinhard ve digerleri 2015).

Yakin zamanda yapilan bir calismada, gallik asitin glicli bir AChE inhibitori oldugu ve gallik
asidin 2. ve 4. konumlardaki hidroksil gruplarinin sirinjik asit olusturmak Uzere
metilasyonunun ve fenolik asite eklenecek uzun bir yan zincirin inhibisyon gicilni
zayiflatacag bildirilmistir (Wu ve digerleri 2022). Ayrica, gallik asitin AH’na yonelik sigan
modelinde AB oligomerizasyonunu inhibe ederek bilissel islevi artirdigi gorilmustir
(Hajipour ve digerleri 2016). Yapilan bir calismada, tezimizde kullandigimiz pasif kagcinma
testine benzer bir testle erkek sicanlarda 10 ve 20 mg/kg dozlarla yapilan tedavide
beyindeki oksidasyon durumu ve malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6l¢iimi yoluyla
hafizanin gelistigi ortaya konulmustur (Salehi ve digerleri 2019). Yine 21 giin boyunca 5, 10
ve 20 mg/kg dozlarda erkek BALB/c farelerinde strese bagh hafiza kaybi lizerinde denenen
gallik asitin MDA seviyesinin disusl yoluyla néroprotektif etkili oldugu bildirilmistir (Salehi
ve digerleri 2018). Bunun yaninda gallik asitin, AH transjenik Drosophila modelinde
gozlenen norokimyasal degisikliklere karsi korudugu ispatlanmistir (Ogunsuyi ve digerleri
2020). Bir diger in vivo model olan zebra baliklarinda bilissel performans ve uzamsal bellegin
degerlendirildigi Y-labirent testinde gallik asit ilk defa tezimizde incelenmis ve olumlu etki
gosterdigi saptanmistir. Gallik asitin gen ekspresyonu Ulizerinde etkilerinin arastirildigi
calismalarda, allogreft modelinde gallik asit varliginda diizenleyici T hiicrelerinin sayisinin
arttigi ve anti-enflamatuvar etki gézlendigi kaydedilmistir (Elreedy ve digerleri 2023). Ayrica
sonuclarimizi destekler sekilde, gallik asit uygulamasi sonrasinda nekroptoz yoluyla TNF-a
ekspresyonu artmaktadir (Chang ve digerleri 2015). Elde edilen sonuclarda, dogustan gelen
bagisiklik ve fagositik reseptorlerle iliskili CD33 ve CR1 (Griciuc ve Tanzi, 2021) ekspresyonu
ve MMP9 (Reinhard ve digerleri 2015) ekspresyonu ile iliskili sinaptik aktivite gallik asit
uygulamasindan sonra artmistir. Ayrica, ABCA7 ve CLU gibi dogustan gelen bagisiklikla ilgili
diger genlerin ekspresyonunda bir artis goriilmesi beklenirken bu genlerin ifadesinde

onemli bir degisiklik olmamistir. APOE, PICALM, BIN1 ve CD2AP (Carter, 2011) gibi genom
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capli iliskilendirme ¢alismalari (GWAS) tarafindan ortaya konan diger AH ve lipoprotein ile

iliskili genlerin ifade diizeyinin degismedigi de gdzlenmistir.

Yesil cayda yliksek miktarda bulunan bir polifenol olan EGCG 6zellikle néroprotektif etki
acisindan tezimizde 6n plana gikan fenolik bilesiklerden biridir. Literatirde bildirildigine
gore, diuzenli yesil cay tiketiminin bilissel bozukluk riskini azalttigi bilinmektedir (Cascella
ve digerleri 2017; Youn ve digerleri 2022). Ayrica, AH ve amiloitle iliskili patolojilerde
noroprotektif etki gosterdigi, 6zellikle hayvan ve hiicresel modeller lzerinde yapilan
calismalarla gosterilmistir (Rezai-Zadeh ve digerleri 2005; Singh ve digerleri 2018). Bunun
yaninda, EGCG’nin antioksidatif etki, metal selasyonu, PKC, PKB/Akt, PI3K ve ERK1/2
yolaklarinin  aktivasyonu yoluyla hicre sagkalimina bagh molekiiler yolaklarin
desteklenmesi gibi sinerjik etkilerle de noérodejenerasyonu Onleyebilecegi ortaya
konulmustur (Kim ve Choi, 2015; Koh ve digerleri 2003; Rai ve digerleri 2019; Renno ve
digerleri 2017; Sadiq, 2023; Sun ve Alkon, 2014; Valverde-Salazar ve digerleri 2023; Wang
ve digerleri 2020; Weinreb ve digerleri 2009). Benzer sekilde, EGCG’nin anti-enflamatuvar
ve noroprotektif 6zelliklere sahip oldugu ve TNF-a ile indiklenen monosit Giretiminin EGCG
uygulamasindan sonra inhibe edildigi kanitlanmistir (Ahn ve digerleri 2008; Cascella ve
digerleri 2017; Lee ve digerleri 2004). Bu bulgudan farkli olarak, tezimizde elde ettigimiz
sonu¢, EGCG’nin TNF-a ekspresyonunu artirdigl yoniindedir. Benzer sekilde, tezimizde
cahisilan genlerin ¢ogunun EGCG tarafindan eksprese edildigi, PSEN1 ve kolesterol
metabolizmasiyla iliskili ABCA7, APOE ve CLU gen ifadelerinde ise degisim olmadigi
gorulmuistir. Ayni zamanda, EGCG'nin D. melanogaster ve HH modeli olusturulan
sicanlarda motor islevi dogrudan iyilestirdigi; PH'nin D. melanogaster modellerinde
bagirsak mikrobiyotasini ve TotM ekspresyonunu yeniden sekillendirerek noéronal ve
davranissal kusurlari diizelttigi calismalarla tespit edilse de (Ehrnhoefer ve digerleri 2006;
Xu ve digerleri 2020), farelerde yaptigimiz pasif kacinma testinde EGCG icin anlamli sonug
elde edilememistir. Diger yandan, EGCG’nin zebra baligi modelinde YTT ile glicli anksiyolitik
ozellikler gostererek kaygi durumunu azalttigi elde ettigimiz bulgular arasindadir. Zebra
baliklari Gizerinde 2023 yilinda EGCG ile yapilan arastirmanin sonuglari da bulgularimizi

desteklemektedir (Singh ve digerleri 2023).
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6. SONUCG VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, bitkilerde yaygin olarak bulunan 38 adet fenolik bilesigin AH'na karsi
etkileri in vitro, in vivo, in silico ve hicre kiltiiri deneysel modellerin yani sira AH ile iligkili
genler lzerinde de arastirilmistir. In vitro AChE, BChE ile BACE1 inhibisyonu ve antioksidan
aktivite calismalarina gore (demir iyonu-selasyon etki, DPPH radikal stiplrici etki, FRAP ve
CUPRAC) rozmarinik asit, gallik asit, kersetin, trans-resveratrol, oleuropein, fisetin, EGCG ve
3-hidroksitirozol bilesiklerinin en iyi sonuglari verdigi gozlenmistir. Daha sonra, D.
melanogaster sineginde noroprotektif etki modeli, farelerde pasif kaginma ve zebra balig
(Danio rerio) davranis modelleri gibi in vivo yontemlerle, in vitro deneylerimizde en etkili
oldugu tespit edilen bilesiklerden secilerek test edilmis ve 3-hidroksitirozol, oleuropein,

rozmarinik asit, EGCG ve gallik asitin etkili oldugu tespit edilmistir.

In vitro ve in vivo deney modellerimizde etkili olduklari belirlenen fenolik bilesiklerin AChE,
BChE ve BACE1 enzimlerinin aktif bolgeleriile etkilesimleri molekiiler kenetlenme deneyleri
ile incelenmis ve etkilesim mekanizmalarina ait veriler elde edilmistir. Ayrica tez
gereclerimizi teskil eden fenolik bilesiklerin biyolojik aktivite ve advers etki tahminleri de in
silico olarak degerlendirilmis ve olasi advers etkilerine dair fikir elde edilmistir. Ayrica, MTT
ve Alamar Blue yontemleri ile SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hattinda inhibitor etkili
bilesiklerin sitotoksisitelerinin degerlendirildigi calismalarda, 6zellikle rozmarinik asit ve 3-
hidroksitirozol en disik sitotoksisiteyi géstermistir. Bunun yaninda, AH patolojisinde yer
alan dizensiz gen ifadelerinden yola ¢ikarak secilen fenolik bilesiklerin bazi iliskili genlerin

ifade diizeylerine etkileri incelenmistir.

Fenolik bilesiklerin anti-Alzheimer etki agisindan rolinin in vitro, in vivo, in silico ve
molekiler diizeyde secilen farkli deney modelleri ile mukayeseli olarak ilk defa arastirildigi
tez calismamizda, 3-hidroksitirozol, EGCG, oleuropein, gallik asit, rozmarinik asit ve kersetin

potansiyeli en yiksek olan fenolik bilesikler olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Sonuc¢ olarak; tez kapsaminda inceledigimiz 38 adet bitkisel kdkenli fenolik bilesigin
noroprotektif etkinligine dair in vitro, in vivo, in silico ve hiicre kiltlri yontemleri ile iliskili

gen aktiviteleri incelenerek elde ettigimiz bulgular, literatiirde bildirilen bazi sonuclar ile
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uyumlu bulunmus ve bazilar igin ise kullandigimiz deney modelleri literatlrde ilk defa
tezimizde uygulanmistir. Bulgularimiz, bitkisel kokenli fenolik bilesiklerin néroprotektif
etkileri agisindan Umit verici molekiller olduguna ve daha ileri ¢alismalar yapilmasi

gerektigine isaret etmektedir.
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