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OZET
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SEKNIDAZOL TUREVI BILESIKLERIN TASARIMI, SENTEZi VE
ASETILKOLINESTERAZ-BUTIRILKOLINESTERAZ INHIBITOR
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Doruk SATICI
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Saglik Bilimleri Enstitiisii
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Danigsman: Dog. Dr. Esra DILEK

Amac: Bazi seknidazol tirevi (la-h) bilesiklerin tasarimi, sentezi ve asetilkolinesteraz
(AChE)-biitirilkolinesteraz (BChE) enzim aktiviteleri tizerine inhibisyon etkilerini
arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin AChE ve BChE enzim inhibitor
etkileri Ellman metodu ile arastirilmustir. Standart madde olarak donepezil ve Ellman'in
reaktifleri kullanilmustir.

Bulgular: Sonuglarimiz, tiim bilesiklerin referans bilesik olan donepezil'e kiyasla hem AChE
hem de BChE kars1 dnemli bir inhibisyon etkisi sergiledigini gdstermektedir. Ozellikle 1h
bilesigi her iki enzim iginde daha etkili inhibisyon sergilemistir. Elektroforus elektrikus
AChE (EeAChE) igin 0.024+0.009 nM ve equine serum BChE (eqBChE) i¢in 0.087+0.017
nM olan K degerleri ile en yiiksek etkiyi gostermistir. Ayrica, molekiiler docking ¢alismalari,
bu bilesiklerin AChE ve BChE kristal yapilarinin (sirasiyla PDB Kimlikleri: 4EY7 ve 4BDS)
aktif bolgelerindeki etkilesim mekanizmalar1 hakkinda degerli bilgiler saglamistir.

Sonu¢: Seknidazol tiirevlerinin Alzheimer hastaliginin (AD) tedavisi ig¢in umut vadeden
fonksiyonel ajanlar oldugu gosterilmistir. Bu enzimlerin ¢ift inhibisyonu, 6zellikle AD gibi
norolojik bozukluklarin tedavisi igin umut vadeden bir strateji olarak kabul edilmektedir.
2024, 59 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, metronidazol, seknidazol,

molekiiler doking, Alzheimer hastaligi.



ABSTRACT

MSc Thesis

DESIGN, SYNTHESIS, AND INVESTIGATION OF ACETYLCHOLINESTERASE
AND BUTYRYLCHOLINESTERASE INHIBITORY ACTIVITIES OF
SEKNIDAZOLE DERIVATIVES

Doruk SATICI

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Sciences

Supervisor: Assoc. Prof. Esra DILEK

Aim: The objective is to design, synthesize, and investigate the inhibitory effects of certain
seknidazole derivatives (1a-h) on the enzymatic activities of acetylcholinesterase (AChE)
and butyrylcholinesterase (BChE).

Material and Method: The inhibitory effects of the synthesized compounds on AChE and
BChE enzymes were investigated using the Ellman method. Donepezil and Ellman's
reagents were used as standard substances.

Results: Our results indicate that all compounds exhibit significant inhibitory effects
against both AChE and BChE compared to the reference compound donepezil. In
particular, compound 1h demonstrated more effective inhibition for both enzymes. It
exhibited the highest potency with Ki values of 0.024+0.009 nM for Electrophorus
electricus AChE (EeAChE) and 0.087+0.017 nM for equine serum BChE (eqBChE).
Additionally, molecular docking studies provided valuable insights into the interaction
mechanisms of these compounds within the active sites of the AChE and BChE crystal
structures (PDB IDs: 4EY7 and 4BDS, respectively).

Conclusion: Seknidazole derivatives have been shown to be promising functional agents
for the treatment of Alzheimer's disease (AD). The dual inhibition of these enzymes is
considered a promising strategy, particularly for the treatment of neurological disorders
such as AD.

2024, 59 Pages

Keywords: Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, metronidazole, secnidazole,
molecular docking, Alzheimer’s disease,
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1. GIRIS

Enzimler, yasayan sistemlerdeki metabolizmanin biiyiikk c¢ogunlugunu olusturan
biyokimyasal reaksiyonlarda goérev alan biyolojik Kkatalizorlerdir. Cogu enzim,
aktivitelerini siirdiirebilmek i¢in protein yapilariin disinda ek bir kimyasal gruba
ihtiyag duymaz. Enzimler, oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,
izomerazlar ve ligazlar olmak {izere alt1 temel kategoriye ayrilmaktadir. Kolinesterazlar
bilhassa asetilkolin ve biitirilkoline olan substrat secicilikleri sebebiyle iki gruba ayrilir.
Asetilkolinesteraz (AChE, asetilkolin asetilhidrolaz, EC 3.1.1.7) gercek (reel)
kolinesteraz olarak bilinirken, biitirilkolinesteraz (BChE, agilkolin agilhidrolaz, EC
3.1.1.8) psodokolinesteraz, serum kolinesterazi veya nonspesifik kolinesteraz olarak
adlandirilir.  AChE, norotransmitter asetilkolinin  hidrolizini  gergeklestiren bir
hidrolazdir. AChE enzimi, organofosfat tiirevi bilesikler olan pestisitler ve sinir gazlari
tarafindan inhibe edilmek igin birincil hedef olarak secilir. AChE, biitirilkolin,
asetilkolin ve siiksinilkolin gibi kolin esterlerinin hidrolizini katalize eder ve ayni
zamanda bazi aromatik aminlerin a¢il amidlerinin hidrolizini gergeklestiren agilamidaz
aktivitesine sahiptir. Alzheimer hastaliginda, AChE ve BChE enzimleri kritik bir rol
oynar. AD, yasla birlikte gelisen bir tiir demanstir. Davranigsal ve biligsel bozukluklar,
islevsel bagimsizligin kaybi, diisiinme becerilerinde azalma ve ilerleyici hafiza kaybi ile
karakterizedir (Karantzoulis ve Galvin, 2011; Ullah ve ark., 2023). Son zamanlarda 50
yasin altindaki kisileri etkileyen AD'nin yakinda 65 yas ve lizerindeki bireyler icin en
onemli saglik sorunlarindan biri haline gelecegi tahmin edilmektedir (Kumar ve ark,
2018). Alzheimer, gelismekte olan iilkelerde 6liimiin 6nde gelen nedenidir (Hammoudi
ve ark., 2018) ve 2050'de Alzheimer hastalarinin sayisinin 107 milyona ulasacagi
tahmin edilmektedir (Taha ve ark.,, 2021). AD’nin patogenezi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, amyloid-B (AP) birikimleri (Busciglio ve ark., 1993;
Butterfield ve ark., 2013), norofibriller demetler (NFT) (Brion ve ark., 2021),
hiperfosforile tau protein (Lippens ve ark., 2007; Igbal ve ark., 2010), beyin
hiicrelerinde inflamasyon (Kinney ve ark., 2018), oksidatif stres (Huang ve ark., 2018),
noronal hiicre 6limii (Goel ve ark., 2022) ve beyinde asetilkolin (ACh) seviyesinde
azalma gibi patolojik bulgular hastaligin seyrini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Ek
olarak, AD’nin %5'i ¢evresel faktorler ve genetik risklerden kaynaklanmaktadir (Boyd
ve ark., 2022).



AD'nin patolojisi gibi, uygun tedavi yontemleri hala net degildir, ancak bircok
mekanizma Onerilmistir (Pesaresi ve ark., 2022; Fan ve ark., 2022). Bir¢ok ¢alismada
ileri siiriilen kolinerjik hipoteze gore, AD'deki bilissel bozukluklarin temel nedeni
beyindeki ACh seviyelerindeki azalmadir. ACh, 6zellikle hafiza olmak {iizere biligsel
fonksiyonlarda 6nemli bir rol oynamaktadir (Hammoudi ve ark., 2021; Greig ve ark.,
2001). Bu nedenle, AD gibi ndrodejeneratif hastaliklarda kullanilan terapotik ajanlar,
ACh'nin yikimim1 azaltarak bilissel fonksiyon ve hafiza kapasitesinde etkili iyilesme
gostermistir (Hampel ve ark., 2018). Bugiine kadar, potansiyel anti-Alzheimer adaylari
olarak yaklasik 100 ilag tasarlanmis ve klinik testlere tabi tutulmustur. Ancak bunlardan
sadece besi FDA onaylidir. Bunlar, akridin halkali takrin (Kelly, 1999), adamantil grubu
iceren memantin (Kishi ve ark., 2017), N-metil-N-etil karbamat fonksiyonel grubu
iceren rivastigmin (Birks ve Grimley, 2015), benzofuran yapili azepan igeren
galantamin (Gaudig ve ark., 2011) ve inden ve piperidin igeren donepezil (Akasofu ve
ark., 2018) igermektedir. Takrin, dnemli bir hasta yiizdesinde hepatotoksisite gibi ciddi
yan etkiler nedeniyle piyasadan ¢ikarilmigtir (Gregson ve ark., 2019), donepezil,
rivastigmin ve galantamin ise AD semptomlarinin tedavisi i¢in kullanilan ilaglardir
(Pesaresi ve ark., 2022). Ancak, bu ilaglarin etkileri gecicidir ve tam iyilesme
saglamamaktadir (Ullah ve ark., 2023). Ayrica, bu ilaglarin ciddi yan etkileri arasinda
hepatotoksisite ve gastrointestinal rahatsizlik bulunmaktadir (Ullah ve ark., 2023).

Bir¢ok calismada, Alzheimer hastalarinin beyinlerinde AChE aktivitesinin degismedigi
veya azaldigi, BChE aktivitesinin ve BChE/AChE oraninin ise giderek arttigi
gozlemlenmistir (Ullah ve ark., 2023). Son ¢alismalar, belirli BChE inhibitorlerinin
yasl farelerin biligsel performansini ve transgenik farelerde AD’nin diger patolojik
belirteclerini iyilestirdigini gostermistir (Greig ve ark., 2001). Bu nedenle, AD tedavisi
icin sadece AChE inhibitorlerinin degil, ayn1 zamanda belirli BChE inhibitorlerinin

gelistirilmesi giderek artan bir ilgi konusu haline gelmistir.

Ilag yeniden konumlandirma ¢alismalar1 birgok bilim insanmnin odak noktasi haline
gelmistir. Bu baglamda, bircok ¢alisma devam etmektedir. Ornegin, calismamizda
kullandigimiz antibiyotik grubu ilaglar arasinda yer alan metronidazol ve seknidazolun
birgok tiireviden sentezlenmis ve ¢esitli aktiviteleri bir¢ok ¢alisma tarafindan

belirlenmistir. Yeni sentezlenen metronidazol igeren piridin tlirevinin antikanser



aktiviteleri incelenmistir (Elzahhar ve ark., 2023). Yeni sentezlenen Metronidazol-
tiyazol bilesiklerinin antibakteriyel aktiviteleri belirlenmistir (Patel ve ark., 2021). Yeni
sentezlenen Seknidazol metal komplekslerinin antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri
belirlenmistir (Yong ve ark., 2016). Yeni sentezlenen Metronidazol ve Seknilazol

Karbamatlarinin antiprotozoal aktiviteleri belirlenmistir (Qin ve ark., 2014).

Literatlirde, kanser, diyabet, depresyon, kalp ve epilepsi gibi farkli hastaliklar icin
gosterilen ¢esitli ilaglarin Alzheimer'in ¢esitli hedeflerine afinitesi oldugu bildirilmistir
(Rocha-Garduiio ve ark., 2020; Gabr ve Abdel-Raziq, 2018). Kumar ve arkadaslari, 150
antipsikotik ilact BACEI1 (beta-amyloid oncii protein kesme enzimil), BChE, AChE,
MAO (monoamin oksidaz) ve NMDA (N-metil-D-aspartat) hedefleri olarak ele alan bir
doklama tabanli yaklasim kullanarak AD tedavisi i¢in pimozid, bromperidol ve
benperidol'iin iyi potansiyele sahip oldugunu rapor etmislerdir (Zhao ve ark., 2017). Bir
grup bilim insani, antidiyabetik ilaglarin AD’nin tedavisinde kullanimini
degerlendirmek i¢in ¢esitli 6n klinik ve klinik ¢alismalar yapmistir (Bautista-Aguilera
ve ark., 2014; Zurek ve ark., 2013).

Bu calismada, kapsamli bir literatiir aragtirmasi yapildi ve aktif bilesikler (metronidazol-
seknidazol) in silico yontemlerle belirlendi. Daha sonra, bu bilesiklerin tiirevleri olan
yeni bilesikler Prof. Dr. Oztekin ALGUL ve Dr. Ogr. Uyesi Burak KUZU tarafindan
sentezlendi ve bunlarin AChE ve BChE aktivitesine karsi etkileri degerlendirildi.
Ayrica, inhibisyon c¢aligmalarini aydinlatmak i¢in molekiiler doklama ¢aligmalar1 Dog.

Dr. Burgin TURKMENOGLU tarafindan yapild.



2.GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlarin tiimiinii gerceklestiren, ylizde yiiz
verimle {iriin olusturan biyokatalizérlerdir (Yang ve ark., 2012). Katalizoérler, kimyasal
tepkimeyi hizlandiran bilesiklerdir. Enzimler ise reaksiyonlar1 yan iiriin olusturmadan
ve degisiklige ugramadan tepkimenin aktivasyon enerjisini diislirerek hizlandirirlar.
Enzimlerin ¢ogu protein yapilidir (katalitik RNA molekiilleri hari¢) ve molekiil agirligi,
12.000 ile 1.000.000 Da arasinda degismektedir. DNA tarafindan kodlanirlar ve
ozgiildiirler. Defalarca kullanilabilir ve tiiketilemezler. Girmis olduklar1 reaksiyonda
olusturduklart maddeye {iriin, etki ettikleri maddeye ise substrat adi verilir. Substratlar
enzimin aktif bolgesine non-kovalent (zayif) baglarla baglanirlar bunun sonucunda
enzim substrat kompleksi olusur. Enzimlerde substrata kars1 segiciciligin sebebi; protein
yapisint olusturan aminoasit zincirlerinin katlanarak kendine 6zgili dizilisleri ile iig
boyutlu bir yapi olusturmasidir. Enzim substrat baglanmasina iliskin iki hipotez
mevcuttur. Anahtar-kilit modeli, 1894 yilinda Hermann Emil Fischer tarafindan
tanimlanmistir. Fakat sonrasinda 1958 yilinda Daniel E. Koshland daha agik haliyle

Indiiklenmis Uyum Modelini &ne siirmiistiir.

Aktif Substrat Substrat
Bolge

0ol & o

Enzim-Substrat Kompleksi

Sekil 2. 1. Anahtar kilit modeli (Mohan ve ark., 2014)

Enzimin protein kismina apoenzim (apoprotein), protein olmayan yardimei kisimina ise
kofaktér veya koenzim denmektedir. Yardimc1 grup organik yapida (NAD®, FAD".
Koenzim A) veya vitaminlerden olusursa koenzim, metal iyonlar: (Mg*?, Fe*2, Zn*? vb.)
veya inorganik yapida olursa kofaktdr ismini alir. Holoenzimler (kofaktorlii enzim)
reaksiyonlarin katalizlenmesinde 6nemli rol almaktadirlar, apoenzimler tek basina

katalitik aktivite gosteremezler (Moini, 2019).
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Sekil 2. 2. Enzim Alt Birimleri

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler arasinda substrat konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu, pH, iyonik siddet, inhibitor ve aktivatér varhg ile sicaklik bulunur.
Proteinler, biyolojik aktivitelerini belirli sicaklik ve pH araliklarmda gosterebilirler. Bu
nedenle, bir proteinin saf halde bir hiicre veya doku 6rneginden izole edilmesi oldukca
zor olabilir. Ancak, bugiine kadar bircok protein basariyla saf hale getirilmistir.
Proteinlerin saflagtirilmasi  genellikle molekiiler agirlik, ¢o6ziintirlik, adsorpsiyon
ozellikleri ve elektriksel yiik farkliliklar1 gibi prensipiere dayali olarak gergeklestirilir.
Spesifik Ligand esasina dayali afinite kromatografisi, proteinlerin ayrilmasi igin
kullanilan yontemlerden biridir. Bu teknik, saflastinlmak istenen molekiiliin, kolona
kovalent olarak baglanmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve
tersinir bir sekilde baglandig bir tiir adsorpsiyon kromatografisidir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2007).

Enzim inhibitorleri, enzimle birleserek enzim-inhibitér kompleksi olustururlar ve
boylece enzimin katalitik aktivitesini azaltarak veya tamamen inhibe ederek reaksiyon
hizim1 disiiriirler. Bir inhibitor, enzim aktif bolgesine baglanarak substratin bu bolgeye
girmesini engelleyebilir. Bazi inhibitorler, aktif bolgeden farkli bir alana baglanarak,
substratin aktif bolgeye ulagimmi etkileyen konformasyonel degisikliklere yol agabilir.
Enzim inhibisyonu, geri doniisiimsiiz veya geri doniisiimlii olarak meydana gelebilir.
Geri doniisiimsiiz inhibitorler, enzime sikica baglanir ve bu nedenle enzimden kolayca
ayrnlamazlar. Bu tiir inhibitorler, enzimle kovalent veya kovalent olmayan baglar

kurabilirler. (Berg ve ark., 2014). Geri doniisiimlii enzim inhibisyonu ise, enzim-



inhibitér kompleksinden kolayca ayrilabilir. Ug tiir geri doniisiimlii inhibisyon
mevcuttur. Yarismali tip inhibisyon (kompetitif), enzimin substrata baglanmasiyla
birlikte enzim-substrat (ES) veya enzim-inhibit6ér (EI) komplekslerini olusturur, ancak
enzim-substrat-inhibitér (ESI) kompleksini olusturmaz. Yarismali inhibitorler, enzimin
aktif bolgesine substrata benzer sekilde baglanarak substratin enzime baglanmasini
engellerler. Substrat konsantrasyonu yiikseldiginde, aktif bolgeye substratin baglanma
olasiligi artabilir. (Keha ve Kiifrevioglu, 2007). Yarismasiz (non-kompetitif)

inhibisyonlarda ise, inhibitor ES kompleksine baglanir. Yarismasiz inhibitér, ES
kompleksi olustuktan sonra baglanma bolgesine yerlesir. Bu tiir inhibisyonda substrat

konsantrasyonunun degistirilmesi inhibisyonu etkilemez ¢iinkii substrat ve inhibitor,
enzimin farkli bolgelerine baglanirlar. Inhibitdr, serbest enzime oldugu gibi ES
kompleksine de baglanabilir (Berg ve ark., 2014). Yarn yansmali (unkompetitif)
inhibisyonda ise, inhibitér sadece enzim-substrat kompleksine baglanabilir, serbest

enzime degil (Keha ve Kiifrevioglu, 2007).

Tablo 2. 1. Enzim Inhibisyon Cesitleri

. Déniisiimsiiz Inhibisyon
. Déniisiim1ii Inhibisyon
«  Yansmali (competitive) Inhibisyon
. Yarismasiz (noncompetitive) Inhibisyon
. Yar yarismali (uncompetitive) Inhibisyon
. Lineer Karnisik Tip Inhibisyon
. Allosterik Inhibisyon

. Feed-Back Inhibisyon



2.1.1. Enzimlerin Smiflandirilmasi

Enzimlerin ¢ogu, substrat adinin sonuna "-az" eki eklenerek adlandirilir. 1961'de
toplanan Enzim Komisyonu raporuna gore enzimler katalize ettikleri reaksiyonlara gore
alt1 ana grupta siniflandirilmistir (Clifford, 1984):

i. Oksidorediiktazlar, oksidasyon-indirgeme reaksiyonlarmni katalize ederek H*, O2 ve
bir substrattan digerine transfer saglar. Dehidrogenezlar, oksidazlar, rediiktazlar,
peroksidazlar, monooksijenazlar ve katalaz bu grupta yer almaktadir.

ii. Transferazlar, fonksiyonel gruplarin transferini katalize eder (6rnegin, amino ve

fosfat gruplar1). Kinazlar, transaldolazlar, alanin transferaz, tranketolazlar, hekzokinaz

ve glukokinaz bu grupta yer almaktadir.

iii. Hidrolazlar, hidroliz reaksiyonlarmi katalize eder. Proteolitik enzimlerin tamami,
esterazlar, lipazlar, niikkleazlar, fosfatazlar bu grupta yer almaktadir.

iv. Liyazlar, bir grubun ¢ift bag lizerinden eklenmesini katalize eder. Hidratasyon ve
dehidratasyon reaksiyonlarimi katalize eden enzimler bu gruptandir. Karbonik anhidraz
enzim ailesi bu gurubun tiyesidir.

v. Izomerazlar, bir molekiil icindeki yeniden diizenleme reaksiyonlarini katalize eder.
Rasemazlar, mutazlar, epimerazlar bu grupta yer almaktadir.

vi. Ligazlar (sentetazlar), pirofosfat bagmnin hidrolizi ile birlestirilmis iki molekiil
arasindaki bag olusumunu katalize eder. Sentetazlar, karboksilazlar ve piruvat
karboksilaz bu grupta yer almaktadir.

2.2. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar, 1914 yilinda Henry Dale tarafindan kesfedilen ve 1930'lardan bu yana
yogun bir sekilde arastirilan serin hidrolaz sinifi enzimlerdir. 1959'larin basindan
itibaren, aktif bolgedeki reaktif serinin ve aminoasit diziliminin belirlenebildigi
bilinmektedir. 1987'de Lockridge tarafindan insan BChE'nin tam dizisi eksiksiz olarak
belirlenmistir (Massoulie ve ark., 1993). Asetilkolin ve biitirilkoline olan substrat
secicilikleri nedeniyle, kolinesterazlar iki gruba ayrilir. AChE, gercek kolinesteraz
olarak adlandirilirken; BChE, serum Kolinesterazi, psédokolinesteraz veya nonspesifik
kolinesteraz olarak bilinir. AChE ve BChE arasindaki onemli bir fark da yiiksek
substrat konsantrasyonlarinda AChE'nin inhibe olma egilimiyle BChE'nin aktive olma
egilimidir. AChE, ozellikle 1,5-bis (4-allildimetilaminopropilpentan-3-on-dibromiir)



ile inhibe olurken; BChE'nin inhibisyonu ise 10-(2-dietilaminopropil)-fenotiyazid
(etopropazin) ve tetraizopropil pirofosforamid (iso-OMPA) ile gergeklesir.

2.2.1. AChE Enzimi

AChE veya Asetilhidrolaz, asetilkolinin (ACh) asetat ve koline hidrolizini katalizleyen
bir enzimdir. Norotransmitter olarak goérev yapan ACh'in pargalanmasini saglayarak
islev gorlir. Bu enzim, hidrolaz smifina ve karboksilesteraz ailesine aittir. AChE'nin
yiiksek bir aktivitesi vardir ve saniyede yaklagik olarak 25.000 ACh molekiiliinii
pargalayabilir. AChE, genellikle karacigerde sentezlenir.

Enzimin aktif bolgesi, iki alt birimden olusur; biri katyonik, digeri ise anyonik
yapidadir. AChE'nin yapisi ve reaksiyon mekanizmasi, enzimin kristal yapis1 ile detayli

bir sekilde agiklanmistir (Sussman, 1991).

Sekil 2. 3. Asetilkolinin Yapis1

AChE ’nin Fizyolojik Onemi

Asetilkolin giiniimiizde Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin teshisinde ve
tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. (Zubenko ve ark., 1986). Kolinerjik ileti
sirasinda norotransmitter olarak gorev yapan asetilkolin, sinirsel uyarilart sinir
sistemince ileterek, bu uyarilarin kaslara veya iliskili dokulara ulasmasini saglar. AChE
inhibisyonu, AD, miyastenia gravis gibi hastaliklarda sinaptik araliktaki ACh
seviyelerini artirmak amaciyla tedavi olarak kullanilmasinin yan sira, kimyasal sinir
gazlarinin iretiminde de oldiiriicii asetilkolinerjik uyarim olusturmak igin de
kullanilmaktadir. (Singh ve ark., 2013). Kolinerjik sinirlerle uyarilmayan dokularda da

AChE enziminin varligi, enzimin kolinerjik olmayan etkilere sahip oldugunu



aciklamaktadir. AChE’nin viicuttaki diger 6nemli islevleri sunlardir (Singh ve ark.,
2013):

- Norogenez

- Hiicre Adezyonu

- Sinaptogenez (Sinaps Olusumu)

- Dopamin Noronlarin Aktivasyonu
- Sinir Hiicresi Rejenerasyonu

- Apoptozun Diizenlenmesi

- Hematopoez

- Lenfosit Aktivasyonu

AChE’nin Biyolojik Fonksiyonu

Norotransmisyon sirasinda, ACh sinir hiicrelerinden sinaptik bosluga salinir ve
sonrasinda post-sinaptik membrandaki ACh reseptorlerine baglanarak bir sinyal
olusturur. Bu siirecle iletim gerceklesir. Ayni sekilde, postsinaptik membranda bulunan
AChE enzimi, asetilkolini pargalayarak sinyal iletimini sonlandirir. Kolin, onceki
sinaptik sinir hiicresi tarafindan tekrar alinir ve kolin asetiltransferaz enzimi vasitasiyla

asetil-CoA ile birleserek yeniden asetilkolin sentezlenir.
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Sekil 2. 4. AChE’nin biyolojik rolii

AChE’nin Aktivitesi

AD, merkezi kolinerjik fonksiyonun yaygin kaybi ile tanimlanan ilerleyici bir
norodejeneratif bozukluktur. Bu hastaligin tek bilinen semptomatik tedavisi,
kolinesteraz inhibitorlerinin kullanilmasidir; bu, kolinerjik aktiviteyi artirmay1 amaglar.
Normal bir beyinde, AChE baskin bir rol oynarken, BChE beyin asetilkolin seviyelerini
diizenlemedeki rolii daha sinirlidir. Ancak, AD olan bireylerde BChE aktivitesi artarken,
AChE aktivitesi sabit kalir veya azalir. Bu bulgular, bellek isleme ve depolama
stireglerinde kolinerjik ndrotransmisyonun 6nemli roliiyle birlikte, asetilkolin etkisini
artirarak Alzheimer semptomlarini azaltma hipotezine yol agmistir. Alzheimer'in nedeni
ve tam patogenezi belirsiz oldugundan, bu hipotezin, bilissel islevleri iyilestirmesi
umudu ile, Alzheimer'in semptomatik tedavisinde merkezi kolinerjik fonksiyonu

giiclendirmeyi amaclayan bir mantik olusturmustur.

Bu baglamda, kolinesteraz inhibitdrlerinin kullanimiyla degisen AChE aktivitesinin

hastaligin seyriyle iligkili oldugu diistiniilmiistiir.
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AChE Inhibitorleri

AChE inhibitorleri, asetilkolinin pargalanmasin1  Onleyerek ndrotransmitterin
konsantrasyonunu artirir ve etki siiresini uzatir. Bu inhibitdrler genellikle geri
dontistimlii, yar1 geri doniisiim1ii ve geri donilistimstliz olarak siniflandirilir. Yarismali ve
yarismasiz geri doniisiim1i inhibitorler esas olarak tedavi odakli kullanilirken, yari-geri
donilisim1i ve geri doniisiimsiiz inhibitorler genelde kimyasal silahlar ve pestisitlerin

uretiminde tercih edilir.

Tedavi amaciyla kullanilan inhibitorler arasinda karbamatlar, fizostigmin, neostigmin,
pyridostigmine, ambenonium, demekaryum, rivastigmin, fenantren tiirevleri,
galantamin, kafein (yarigsmasiz), piperidinler, donepezil, takrin (tetrahidroaminokridin,
THA), edrofonyum, Huperzin A, ladostigil ve ungeremine 6rnek verilebilir (Zilbeyaz ve
ark., 2018). Kimyasal silahlar ve pestisitlerin liretiminde kullanilan inhibitorlere ise
ekotiofat, sarin, diazinon, ethiofencarb, propamocarb, diizopropilfluorofosfat,
malathion, soman, galantamin, cadusafos, klorprifos, pinmicarb, oxamyl, siklosarin,
diklorvos, dimethoat, tabun, parathion, aldicarb, bendiocarb, phenmedipham, bufencarb,
pirimicarb, huperzine A, Kkarbaril, karbendazim, propoxur, karbetamit, karbofuran,
karbosulfan, chlorbufam, chlorpropham, formetanate, methiocarb, methomyl, propham,
onchidal ve kumarinler drnek olarak gosterilebilir 6rnek olarak gosterilebilir (Pohanka,
2011). Tibbi bakimdan bu inhibitorler, glaukom ve myastenia gravis gibi hastaliklarin
tedavisinde ve antikolinerjik zehirlenmeye karsi antidot olarak, non-depolarize kas
gevseticilerin etkisini tersine dondiirmek amaciyla, Alzheimer gibi noropsikiyatrik
belirtileri olan hastaliklarin tedavisinde, 6zellikle de tepkisizlik durumlarinda
kullanilirlar. Ayrica Lewy Body Dementia ve Parkinson Hastaliklarmin tedavisinde de
etkili olabilirler. Normal sartlarda, beyinde AChE baskinken, BChE’nin beyindeki
asetilkolin seviyelerini diizenlemede sinirlt bir rolii oldugu diistiniiliir. Ancak, AD olan
bireylerde BChE aktivitesi giderek artarken, AChE aktivitesi degismeden kalir veya
azalir (Pohanka, 2011).
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2.2.2. BChE Enzimi

BChE, AChE'nin fonksiyonel ve yapisal bir tiirevidir. Cesitli dokularda (beyin, akciger,
karaciger, kalp, bobrek, kaslar) ve viicut sivilarinda (serum, ter, beyin-omurilik sivisi,
plevra gibi) yaygin olarak bulunur. insan barsak epitel hiicrelerinde de kolinesteraz
aktivitesi tespit edilmistir. BChE'nin kesin fizyolojik islevi heniiz tam olarak
anlagilamamistir; ancak, BChE'nin ksenobiyotiklerin ester veya karbamat kisimlarini
ayirdigr ve insan plazmasindaki dnemli bir detoksifikasyon ajani oldugu belirlenmistir.
flerlemis AD’de, beyindeki AChE seviyelerinin normalin %55-67'sine kadar azaldig,
BChE seviyelerinin ise normalin %120'sine kadar arttig1 gdzlemlenmistir. Bu bulgular,
BChE'nin AD’nin ileri evrelerinde ACh hidrolizi i¢in AChE'nin yerini aldigin1 ve kritik

bir fonksiyon oynadigini diistindiirmektedir.

BChE, ACh'nin hidrolizine ilave olarak, enzimatik olmayan fonksiyonlara da sahiptir.
Son zamanlarda, organofosfat yapidaki sinir gazlar ve kokain gibi esterlerin kismi
hidrolizini gerceklestirebilmesi nedeniyle, bu bilesiklerle olan zehirlenmelerde normal
ve mutant BChEmin terapdtik olarak kullanimiyla ilgili ¢alismalar artmistir. BChE,
AChE enzimi gibi ti¢ farkli katalitik bo1geye sahiptir, bunlar; esteraz, aril asilamidaz ve
peptidaz (proteaz) aktivitesi gosteren bolgelerdir. BChE enzimi, organofosfat ve
karbamat yapilarindaki molekiilleri dolasimda hidroliz eden, AChE'a ulagmasin
engelleyerek etki gosteren inhibitérler olarak bilinen bilesiklerdir. AChE eksikligi
durumunda, kolinerjik  sinir iletiminin  kontrolii  sirasinda, siiksinilkolinin
hidrolizi, aspirin, eroin ve amitriptilin gibi bazi ilaglarin metabolizmasi ve bambuteroliin
aktive edilmesi gibi reaksiyonlar BChE tarafindan katalizlenir. Bu nedenle, BChE ¢ok
sayida molekiilii arindiran bir enzim olarak kabul edilir (Massoulie ve ark., 1993).
Ornegin, insanlar icin kas gevsetici olan siiksinilkolinin parcalanma reaksiyonunun
gerceklesmemesinden otiirii anestezi altinda kalma siiresinin uzamasi, BChE enziminin

aktivitesinin disiikligiinden kaynakhidir (Zivkovic ve ark., 2018).
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BChE’nin Molekiiler Yapisi

Insan BChE, 85 kilodalton agrrhiginda ve 574 aminoasitten meydana gelen bir
glikoproteindir. BChE'in ¢esitli molekiiler formlar1 tanimlanmistir; bunlar, ¢6ziinebilir
monomer (G1), dimer (G2) ve tetramer (G4) globiiler yapilan icermektedir. Iki
monomer arasindaki disiilfid baglari, dimerik (G2) yapiyi olustururken, hidrofobik
etkilesimlerle bir araya gelen iki dimer, tetramer (G4) yapisint meydana getirir. Bu {i¢
molekiiler form (G1, G2 ve G4), BChE'nin simetrik, hidrofilik ve ¢dziinebilir globiiler
formlandir. Ancak, globiiler BChE, ayni zamanda bir protein baglayici ile membrana
bagl tetramerleri (G4) igeren, ¢Oziinebilir, asimetrik ve membrana bagli formlarda da
bulunabilir. BChE'nin membrana baglanmasini saglayan bir protein olan PRIMA
(proline-rich  membrane anchor), Kkatalitik alt birimlerin oligomerizasyonunu
kolaylastirir. Ek olarak, kollajen bir baglayiclya baglanarak, katalitik alt birimlerin
tetramerlerini i¢eren, asimetrik kollajen-kuyruklu BChE formlar mevcuttur. Kollajen-
kuyruklu formdaki tetramer A4, iki tetramer A8 formunu ve bu tetramerlerin {i¢ tanesi
A12 formunu olusturur. Bu heteromerik multimerler icinde BChE'yi toplayan kollajen
Q, ckstraseliiler matrikste bu yapilarin bir araya gelmesini saglar (Darvesh ve Hopkins,
2003).

200900099

i

Sekil 2. 5. BChE’nin molekiiler formlar1 (Darvesh ve ark., 2003)

13



BChE’nin Fizyolojik Onemi

AD’de BChE’nin rolii ve bu enzimin AD patofizyolojisindeki fizyolojik Onemi
incelendiginde, BChE’nin hastalikta kritik bir rol oynadig1 ve bu durumun hastaligin
mekanizmalarin1 anlamak ve tedavi yontemleri gelistirmek agisindan 6nemli oldugu
ortaya ¢ikmistir. BChE’nin aktivitesindeki artisin  AD’deki  beyin dokusunda
gozlemlendigi ve bu artisin hastalikla iligkili klinik semptomlarla baglantili oldugu ve
hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadig1 vurgulanmaktadir. BChE’nin beyindeki
artan aktivitesinin, sinir iletimini diizenleyen temel mekanizmalardan biri oldugu ve
AD’nin sinir hiicrelerindeki dejenerasyonunu tetikledigi goriilmiistiir.

Bu bulgular, BChE’nin AD patofizyolojisindeki roliiniin anlagilmasina énemli bir katk1
saglamaktadir. Ayrica, BChE’nin hedef alinmasiyla ilgili yapilan arastirmalarin,
hastaligin tedavisi ve yOnetimi i¢in yeni yaklagimlarin gelistirilmesine yol acabilecegi

One siiriilmektedir (Darvesh ve ark., 2008).

BChE ’nin Enzimatik Ozellikleri

BChE, her monomerde yaklasik 20 angstrom derinliginde ve yaklasik 55 amino asit
birimiyle ¢evrelenmis dar bir oluk igeren bir aktif bolgeye sahiptir. (Sekil 2.6.).

20A

Q J

Sekil 2. 6. BChE’nin enzimatik olarak aktif bolgesi. Ser226 (S), His466 (H), Glu353
(E), Lys286 ve Val288 igeren asil cebi (A), Trp82 (W), Asp70 (D) ve Tyr332 (Y)
(Darvesh ve ark., 2003)
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BChE'nin yap1 ve islevi, AChE ile yakindan iliskilidir. AChE'nin ve BChE'in aktif
bolge oluklart arasinda yapisal benzerlikler bulunmaktadir. Bununla birlikte, AChE'nin
aktif merkez olugunu sinirlayan on dort aromatik amino asit birimi, BChE'de alti alifatik
amino asit birimiyle degistirilmistir. Bu durum, BChE'nin aktif merkez oluk hacminin
(500 A3), AChE'ninkinden yaklasik 200 A3 daha biiyiik olmasma yol agar boylece iKi
enzimin substrat segicilikleri ve farkli inhibitorlere olan secici duyarliliklart tizerinde
etkili olabilir. BChE'ye spesifik inhibitorler, AChE'ye spesifik inhibitorlerden ¢ok daha
genis molekiiler yapiya sahiptir (Saxena ve ark., 1997).

BChE’nin Aktivitesi

Serumdaki BChE aktivitesinin belirlenmesi, ¢esitli klinik kimya alanlarinda 6nemli bir
arastirma konusudur. Yapilan calismalar, yiiksek serum BChE aktivitesi ile obezite,
insiilin direnci, metabolik sendrom, hiperlipidemi, koroner arter hastaligi, hipertansiyon
ve diyabetes mellitus arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle,
BChE'nin grelini inaktive ettigi gosterilmistir (Jonca ve ark., 2015). Ayrica, BChE
enzim aktivitesinin septik hastalarda belirgin sekilde azaldigi ve oOlgiilen BChE
aktivitesinin septik hastalarin sonucunu tahmin etmede 6nemli bir belirte¢ olabilecegi
gosterilmistir. Bu bulgular, sepsisin erken teshisinde BChE enzim aktivitesinin

kullanilabilecegini desteklemektedir (Zivkovic ve ark., 2018).

Organofosfat pestisit veya sinir ajanina maruz kalan bireylerde, genellikle insan
kanindaki AChE veya BChE aktivitelerinde azalma gozlemlenir. Bu nedenle, pestisit
maruziyeti durumunda klinik zehirlenme belirtileri olmaksizin BChE aktivitesinin
azalabilecegi goézlenmistir (Lockridge ve Masson, 2000). BChE aktivitesi ile LDL
kolesterol ve total kolesterol seviyeleri arasinda bir iliski oldugu oOne striilmistiir.
Ayrica, BChE''n VLDL kolesterolin LDL kolesterole doniisiimiinde etkili oldugu
distiniilmektedir (Kutty ve ark., 1975). Yiikksek BChE aktivitesi, anormal lipit
metabolizmasi ile iliskilendirilmistir. Ornegin, diyabetik ve saglikli siganlar iizerinde
yapilan bir ¢alismada, BChE inhibitorii olan iso-ompa (tetraizopropil pirofosforamid)
uygulandiktan sonra BChE aktivitesindeki azalmaya paralel olarak serum trigliserit,

LDL kolesterol ve gliserol seviyelerinde belirgin bir diisiis tespit edilmistir (Annapurna
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ve ark., 1991). Ayrica, diklorvos (DDVP) gibi organofosfatlar uygulanan tavsanlarda
serum BChE aktivitesindeki azalmanin yani sira LDL kolesterol diizeylerinde de bir

azalma gozlenmistir.

Anksiyete tedavi oncesi ve sonrasindaki serum BChE aktivitesinin degerlendirilmesi,
tedavi sonrasinda BChE aktivitesinde belirgin bir artis oldugunu gostermektedir. Tiim
bu bulgular, BChE enzim aktivitesinin birgok biyolojik fonksiyon ic¢in Onemli bir

belirteg olabilecegini gostermektedir (Agirgol ve ark., 2008).

BChE’nin Inhibitorleri

Kolinesteraz inhibitorleri, kolinesteraz adi verilen enzimlerin hidrolitik aktivitesini
engelleyen bir grup kimyasal bilesikleri icerir. Bu inhibitorler, AChE ve BChE igin
farklilik gosteren secicilik, inhibisyon mekanizmasi ve tersinirlik 6zellikleri sergiler.
Kolinesterazlarin inhibisyonu, Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan
ilaglarin, insektisit olarak kullanilan norotoksinlerin ve kimyasal savas i¢in kullanilan
sinir gazlarinin ana etkisidir. Kolinesteraz inhibitorleri, kolinesterazlarin aktivitesini
geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz sekilde inhibe ederek néronal ve noromiiskiiler
iletim i¢in mevcut olan asetilkolin miktarini arttirir. Bu farmakolojik etki, Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarda 6nemli bir rol

oynar (Gauthier, 2001).

Kolinesteraz inhibitorleri, AD’nin tedavisinde onaylanmis tek ilactir. AChE ve BChE
inhibitorleri, merkezi, periferik veya her ikisinde birden kolinerjik krizlere neden
olabilen norotoksik bilesiklerdir. Bu bilesiklerin bir kismi, AD ve myastenia gravis'in
tedavisi i¢in gelistirilen ilaglar olarak da kullanilmistir. Bunlarin esas amaci, beyindeki
asetilkolin reseptorlerinde asetilkolin seviyelerinin artirilmasiyla bilissel iglevin

iyilestirilmesine dayanir (Ofek ve Soreq, 2013).

Organofosfor bilesikleri, noronal iletimi etkileyen ve AChE ile BChE'yi etkisiz hale
getiren giiclli inhibitdrlerdir. Bu tiir bilesikler, sinir ajanlar1 olarak kullanilan son derece
toksik maddeler igerir, 6rnegin sarin, soman ve tabun gibi. Ayrica, 6nceden bdcek ilaci

olarak kullanilan paraokson, paration, malaokson ve malatiyon gibi bilesikler de
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organofosfor grubuna girer. Bu kimyasallar, kolinesteraz enzimlerini geri doniisiimsiiz
sekilde inhibe ederek sinir iletimini bozar ve ciddi saglik sorunlarma yol agabilirler

(Ahmed ve ark., 2007).

Organofosfor inhibitorleri genellikle yiiksek toksisiteye sahiptir ve kimyasal savasta
veya bocek ilaci olarak kullanilirlar. Bu bilesiklerin farmakolojik dnemi genellikle
smnirhidir.  Metrifonat (triklorfon), AD’nin tedavisi i¢in bir segenek olarak
diistiniilmiistlir, ancak yan etkileri nedeniyle geri ¢ekilmistir. Organofosfor bilesikleri
genellikle hem AChE'yi hem de BChE'yi inhibe ederken, tetraizopropil pirofosforamid
olarak da bilinen izo-OMPA, yalnizca BChE'yi inhibe eder ¢iinkii AChE'nin aktif
bolgesine niifuz etmez (Oropesa ve ark., 2013).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal maddeler

Sentez ve enzim inhibisyon ¢aligmalarinda kullanilan kimyasal maddeler ve reaktifler
Sigma (Almanya) ve Aldrich (ABD) firmalarindan temin edilmistir. Ayrica, AChE
(CAS no. 9000-81-1) ve BChE (CAS no. 9001-08-5) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Bilesikler Prof. Dr. Oztekin ALGUL ve Dr. Ogr. Uyesi Burak KUZU

tarafindan sentezlenmistir.

N N
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Sekil 3. 1. Kolinesterazlar i¢in sentezlenmis bilesikler

3.1.2. Kullanllan Cozeltiler

1M Tris/HCI - 5mM EDTA (pH:8,0 (tampon) ¢ozeltisi: 30,27 g tris ve 0,370 g
EDTA alinarak 200 mL distile suda ¢oziildi. HCI ¢ozeltisi ile pH 8’e ayarland..

Sonrasinda toplam hacim distile su ile 250 mL'ye tamamland..

10 mM asetil tiyokolin iyodat cozeltisi: 0,145 g asetil tiyokolin iyodat bir miktar

distile suda ¢oziindii. Daha sonra toplam hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlandi.
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10 mM biitiril tiyokolin yodat cozeltisi: 0,159 g biitiril tiyokolin iyodat bir miktar

distile suda ¢oziildii. Daha sonra toplam hacim destile su ile 50 mL'ye tamamland.

%1 lik sodyum sitrat - 0,5 mM DTNB cozeltisi: 0,5 g sodyum sitrat ile 0,01 g DTNB
(Ellman"in Reaktifi) (5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) alinarak bir miktar distile suda

¢oziildii. Daha sonra toplam hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlandi.

DTNB : Kolinesteraz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan bir bilesiktir. Ozellikle,
AChE ve BChE gibi enzimatik aktivitelerin 6l¢limiinde yaygin olarak kullanilir. DTNB,
kolinesteraz aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilan bir substrat olan tiyoilkolin {iretmek i¢in
kullanilir. Bu reaksiyon sirasinda, DTNB'nin tiyo grubu serbest kalir ve 5-tio-2-
nitrobenzoik asit (TNB) adi verilen bir iiriin olusur. Bu reaksiyon, kolinesteraz
aktivitesinin bir Sl¢iisli olarak kullanilir ¢linkii kolinesteraz substrat1 hidroliz ettiginde
tiyoilkolin ve asetik asit gibi lirlinler meydana getirir. Dolayistyla, TNB'min miktari,
kolinesteraz aktivitesinin miktarin1 yansitir. Bu nedenle, DTNB, kolinesteraz

aktivitesini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir reaktiftir.

Asetilkolin iyodat (ATCI), kolinesteraz aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilan bir bilesiktir.
Bu kimyasal, asetilkolinin bir tiirevidir ve kolinesteraz enzimi tarafindan hidrolize
edilerek asetilkolin ve tiyokolin olusturur. Bu hidroliz reaksiyonu sonucunda meydana
gelen tiyokolindeki renk degisimi Olgiilebilir ve kolinesteraz aktivitesini yansitir. Bu
nedenle, biyokimya ve farmakoloji alanlarinda aragtirmalarda ve tibbi tanimlamalarda

kullanilan yaygin bir reaktiftir.

Biitiriltiyokolin iyodat (BTI), kolinesteraz aktivitesini dlgmek icin kullanilan énemli bir
bilesiktir. Bu kimyasal, asetilkolinin tiirevlerinden biridir ve Kkolinesteraz enzimi
tarafindan hidrolize edilerek asetilkolin ve tio-biitanol olusturur. Bu hidroliz reaksiyonu
sirasinda ortaya cikan tio-biitanoldeki renk degisimi Olgiilerek kolinesteraz aktivitesi
belirlenebilir. BTI, biyokimya ve farmakoloji alanlarinda arastirmalarda ve tibbi

tanimlamalarda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir reaktiftir.
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3.2. Metot
3.2.1. Aktivite Tayini

AChE ve BChE, sirasiyla asetiltiyokolin ve biitiriltiyokolini tiyokoline hidroliz eder.
Tiyokolinin olusum hizi, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin sar1 rengi iireten 5,5'-ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu belirlenir ve bu reaksiyon 412 nm

dalga boyunda olgiiliir. (Ellman ve ark., 1951).

Tablo 3. 1. Kolinesteraz enzimlerinin aktivite tayin yonteminde kullanilan kiivet
icerigi ve madde miktarlari

Stok Aktivite Cozeltileri Kontrol Kiiveti | Numune Kiiveti
Tris-HCI 100 100
DTNB 50 50
Distile Su 795 Degisken
Enzim 5 5
Inhibitor 0 Degisken
Karisim 37°C'de 5 dakika inkiibe edilir.
Asetilkolin iyodat/Biitirilkolin iyodat 50 50
EU/ml '\t” - :— < f

EU/mI: 1 mL’deki enzim tinitesi

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

g: DTNB’nin molar ekstinksiyon katsayisi (13,6 M-tcm™)

V1: Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi (mL)

Ve: Olgiimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi (mL)

f: Seyreltme katsayisi

Absorbans artis1 412 nm’de bes dakikalik siire ile Olgiilmiis birer dakika araliklarla

sonuglar kaydedilmistir.
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3.2.2. AChE ve BChE ile ilgili in vitro Inhibisyon Calismalar

Bu ¢alismada kullanilan AChE (CAS no. 9000-81-1) ve BChE (CAS no. 9001-08-5)
enzimleri Sigma-Aldrich'ten satin alinmistir. Metronidazol-seknilazol tiirevlerinin (la-
h) AChE ve BChE aktiviteleri iizerindeki inhibitor etkileri, Ellman ve ark. tarafindan
belirtilen metodolojiyi takiben in vitro kosullarda I1Cso ve Ki degerleri ile belirlenmistir
(Huang ve ark, 2011). ICsp, enzim aktivitesini yartya indiren inhibitor
konsantrasyonunu ifade eder ve diisiik bir 1Cso degeri yiiksek inhibisyon giiciinii
gosterir. (1a-h) bilesiklerinin 1Cso degerlerini belirlemek amaciyla, her bir molekiil igin
en az bes farkli konsantrasyonda AChE ve BChE aktiviteleri 0Ol¢iilmiis ve aktivite
yiizdesi hesaplanmistir. Enzimlerin kontrol aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir.
Inhibitér konsantrasyonlarina karst %Aktivite, her bir molekiil igin ¢izilmistir. Bu
grafiklerden, her bir molekiilin AChE ve BChE igin ICso degerleri belirlenmistir. K
degerlerinin hesaplanmasi i¢in, test edilen bilesiklerin ii¢ farkli konsantrasyonu ve alti
farkli substrat (Asetil tiyokolin iyodiir: ACh ve Butiril tiyokolin iyodiir: BCh)
konsantrasyonu kullanilarak Lineweaver—Burk grafikleri ¢izilmistir. Calisma ayrica, en
etkili bilesiklerin inhibitor grafiklerini icermekte olup, bunlar ayr1 olarak ¢izilmistir.
AChE ve BChE enzimlerinin standart inhibit6rii olan donepezil i¢in de ayn1 prosediirler
uygulanmis ve hem ICso hem de K; degerleri hesaplanmistir. Enzim birimi, 5-
tiyobenzoik asidin 412 nm'de molar absorpsiyon katsayis1 (13.600 Mt.cm™)
kullanilarak hesaplanmistir (Ellman ve ark., 1961).

3.2.3. In Silico Calismalar

Fakiiltemiz 6gretim iiyelerinden Dog. Dr. Burgin TURKMENOGLU tarafindan yapilan
bu calismada tiim hesaplamali analizler (molekiiler baglanma, MM-GBSA ve ADMET
tahmini gibi) Schrodinger 2021-2 programu ile gergeklestirilmistir (Shirinzadeh ve ark.,
2022). Molekiiler baglanma, Glide modiilii ile uygulanmis, Prime MM-GBSA Prime
modili ile gergeklestirilmis ve ADMET tahmini QikProp modili ile
gerceklestirilmistir (Lineweaver ve Burk, 1934; Boztas ve ark., 2019). Hesaplamalar,

Schrodinger yaziliminin Maestro siiriim 12.8 kullanici arayiizii kullanilarak yapilmistir
(Shirinzadeh ve ark., 2022).
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Molekiil Yerlestirme Siirecleri

Ligand Hazirlama Adimi: Metronidazol ve seknidazol tiirevlerindeki her bir
molekiiliin en diisiik enerji durumu olusturulmus ve hesaplanmistir. Iyonlasma durumu,
Epik modiilii tarafindan pH degeri 7.4+0.0 olarak ayarlanarak hesaplanmistir. Tim

bilesiklerin konformasyonunda OPLS4 kuvvet alan1 kullanilmastir.

Protein Hazirlama Adim: insan asetilkolinesterazi ve butirilkolinesterazinin kristal
yapilar1 protein veritabanindan elde edilmistir. AChE ile iliskili hedef PDB Kimlik
Numarast 4EY7 olan enzim kristal yapisinin ¢oziiniirliigii Donepezil ile kompleks
halinde 2.35 A'dir. BChE ile iliskili hedef PDB Kimlik Numaras1 4BDS olan enzim
kristal yapismin ¢oziiniirliigii Tacrin ile kompleks halinde 2.10 A'dir. Hedefin yapist,
Schrédinger paketinin 'protein hazirlama sihirbazi' kullanilarak hesaplanmustir. Ithalat
ve isleme, gozden gecirme ve degistirme ve rafinaj gibi adimlar icerir. pH degeri, eksik
kalintilar1 ve yan zincirleri doldurmak i¢in 7.4+0.0 olarak ayarlanmistir. Kisitlama

minimizasyonu, OPLS3e kuvvet alan1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Reseptor Izgarasi Olusturma Adimi: Bu adim, proteinin aktif bolgesi etrafinda bir
1zgara olusturmak i¢in kullanilmistir ve bu 1zgara, ko-kristallesmis koligand tarafindan
siirlanmistir. Tiim parametreler varsayilan olarak tutulmus ve AChE i¢in 1zgara X, Y
ve Z koordinatlar1 sirasiyla -14.27, -43.95 ve 27.98 olarak ayarlanmistir. BChE igin
1zgara X, Y ve Z koordinatlar sirasiyla 133.19, 116.11 ve 40.922 olarak ayarlanmistir.

Molekiiler Baglanma Adimi: Molekiiler baglanma calismasi boyunca Schrédinger
2021-2 paketinin Maestro 12.8 siirimii kullanilmistir. Glide modiilii, molekiiler
baglanma araci olarak kullanilmistir. Hazirlanan ligandlar, protein veritabanindan elde
edilen hazirlanan hedeflerle etkilesime girmistir. Hazirlanan ligand 1h, in vitro
incelenen AChE ve BChE ile aktif baglanma bdlgesine baglanma modlari analizi i¢in
dock edilmistir. Molekiiler baglanma i¢in ek hassasiyet (XP) modlarina baglanma

parametre degerleri hesaplanmigtir.

Molekiiler Mekanik/Genellestirilmis Born Yiizey Alam1 (MM/GBSA) Kullanarak

Baglanma Serbest Enerjisinin Hesaplanmasi
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Enzim ile baglanmis ligand 1h arasindaki baglanma serbest enerjisi, Maestro'nun Prime
MM/GBSA arayiizii kullanilarak hesaplandi. Bu hesaplama, ligand baglanma
egilimlerini belirlemek i¢in yapilan MM/GBSA AGgind hesabidir. Prime MM/GBSA
arayiiziinde kompleksin serbest baglanma enerjisi hesaplanirken VSGB ¢6ziinme

modeli ve OPLS4 kuvvet alant kullanildi.
ADMET Tahmin Analizi

Sentezlenen ligandlarin ve in vitro olarak AChE ve BChE enzimlerine karsi analiz
edilen ligandlarin emilim, dagilim, metabolizma, atilm ve toksisite profillerini
belirlemek i¢in Schrodinger Maestro 12.8 QikProp arayiizii kullanildi. ADMET analizi
icin % Oral Emilim, gecirgenlik (QPPCaco), tahmin edilen oktanol/su béliinme
katsayist (QPlogPo/w), kardiyotoksisite (QPlogHERG) ve bes kat Lipinski kurali

belirlendi.

4. ARASTIRMA BULGULARI

Sentetik tiirevlerin inhibisyon etkisi, ICso ve Ki degerleri ile degerlendirildi. Bu
caligmalar kapsaminda, sekiz farkli bilesik 1a, 1b, 1c, 1d, le, 1f, 1g, 1h ve donepezil

icin elde edilen verilere dayanarak grafikler olusturuldu.

4.1. AChE Enzimi ile Yapilan Calisma Bulgulari

Sentetik ve yapisal olarak dogrulanmis piridazin tiirevlerinin ticari olarak tedarik edilen
AChE enzimi iizerindeki tesiri arastirildi. Olgiimler, esteraz aktivite ydntemi
kullanilarak 5 dakikalik araliklarla ve 412 nm'de yapildi. Sentetik tiirevlerin inhibitor
etkisi 1Cso ve Ki degerleri ile belirlendi. ICso degerleri ve K sabitleri hesaplandi.
Inhibisyon egrisini ¢izmek icin Aktivite (%) - [I] Olgiimleri 5 farkli inhibitor
konsantrasyonunda gergeklestirildi. Ek olarak, Ki i¢in 3 farkli inhibitér konsantrasyonu
secildi ve deneyler 6 farkli substrat konsantrasyonunda (0,08-0,12-0,16-0,20-0,24-0,28
mM) yapildi. ICso ve Ki degerleri ¢izilen grafiklerden hesaplanarak Tablo 4.1.°de

verilmistir.
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Sekil 4. 1. AChE enzimi i¢in 1a inhibitdori ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon
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grafigi
Kontrol W [11]: 0.156 nM A [12]:0.234 nM H[13]: 0.351 nM
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Sekil 4. 2. AChE enzimi i¢in 1a inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde

cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 3. AChE enzimi i¢in 1b inhibitori ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [11]: 0.242 nM A [12]: 0.364 nM B [13]: 0.546 nM
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Sekil 4. 4. AChE enzimi i¢in 1b inhibitori derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 5. AChE enzimi i¢in 1c inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [11]: 0.050 nM A [12]: 0.075 nM H([13]:0.113 nM
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Sekil 4. 6. AChE enzimi i¢in 1¢ inhibitorii derigimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 7. AChE enzimi i¢in 1d inhibitori ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [I11]: 0.101 nM A [12]:0.152 nM H[13]: 0.228 nM
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Sekil 4. 8. AChE enzimi i¢in 1d inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 9. AChE enzimi i¢in 1e inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon
grafigi

Kontrol W [11]: 0.147 nM A[12]:0.221 nM E[13]:0.332 nM
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Sekil 4. 10. AChE enzimi i¢in le inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 11. AChE enzimi i¢in 1f inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [11]: 0.192 nM A [12]: 0.288 nM E[13]: 0.432 nM
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Sekil 4. 12. AChE enzimi i¢in 1f inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 13. AChE enzimi i¢in 1g inhibitori ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [I11]: 0.144 nM A [12]:0.216 nM B [13]: 0.324 nM
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Sekil 4. 14. AChE enzimi i¢in 1¢g inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 15. AChE enzimi igin 1h inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [I11]: 0.162 nM A[12]:0.243 nM B [13]: 0.365 nM
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Sekil 4. 16. AChE enzimi i¢in 1h inhibit6rii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 17. AChE enzimi igin Donepezil ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [11]: 0.149 nM A [12]:0.224 nM B [13]: 0.336 nM
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Sekil 4. 18. AChE enzimi i¢in Donepezil inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat
derisiminde ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4. 1. AChE {izerinde inhibitor etkiye sahip bilesiklerin (1a-h) ve Donepezil
ilacinin ICsp degerleri ve Ki sabitleri

AChE
Bilesikler
I1Cs0 (M) R? Ki (nM)

la 0.234 0.9907 0.030+0.001
1b 0.364 0.9935 0.079+0.025
1c 0.075 0.9798 0.032+0.003
1d 0.152 0.9808 0.025+0.010
le 0.221 0.9913 0.031+£0.014
1f 0.288 0.9880 0.053+0.007
19 0.216 0.9795 0.049+0.011
1h 0.243 0.9818 0.024+0.009
Donepezil 0.224 0.9997 0.021+0.005

4.2. BChE Enzimi ile Yapilan Calisma Bulgular:

Sentetik ve yapisal olarak dogrulanmis piridazin tiirevlerinin ticari olarak tedarik edilen
BChE enzimi {izerindeki tesiri arastirildi. Olgiimler, esteraz aktivite ydntemi
kullanilarak 5 dakikalik araliklarla ve 412 nm'de yapildi. Sentetik tiirevlerin inhibitor
etkisi 1Cso ve Ki degerleri ile belirlendi. ICsp degerleri ve K sabitleri hesaplandi.
Inhibisyon egrisini ¢izmek icin Aktivite (%) - [I] dlgiimleri 5 farkli inhibitor
konsantrasyonunda gerceklestirildi. Ek olarak, Kj i¢in 3 farkli inhibitér konsantrasyonu
secildi ve deneyler 6 farkli substrat konsantrasyonunda (0,05-0,10-0,15-0,20-0,25-0,30
mM) yapildi. ICso ve K degerleri BChE i¢in ¢izilen grafiklerden hesaplanarak Tablo
4.2.” de verilmistir.
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Sekil 4. 19. BChE enzimi i¢in 1a inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W[I1]:1.65nM A [12]: 2.48 nM H[13]:3.71 nM
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Sekil 4. 20. BChE enzimi i¢in 1a inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 21. BChE enzimi i¢in 1b inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W[l11]:1.31 nM A[12]:1.97 nM H[13]:2.95nM
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Sekil 4. 22. BChE enzimi i¢in 1b inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 23. BChE enzimi i¢in 1c inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [I11]: 0.22 nM A [12]: 0.33 nM B [13]: 0.49 nM
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Sekil 4. 24. BChE enzimi i¢in 1c¢ inhibitorii derigimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 25. BChE enzimi i¢in 1d inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [I1]:0.31 nM A[12]:0.47 nM E[13]:0.71 nM
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Sekil 4. 26. BChE enzimi i¢in 1d inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 27. BChE enzimi i¢in 1e inhibitori ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [11]: 1.40 nM A [12]:2.09 nM H[13]:3.14 nM
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Sekil 4. 28. BChE enzimi i¢in 1e inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 29. BChE enzimi i¢in 1f inhibitori ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [I1]: 1.06 nM A [12]: 1.59 nM H[13]:2.39 nM
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Sekil 4. 30. BChE enzimi i¢in 1f inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 31. BChE enzimi i¢in 19 inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [11]: 1.20 nM A[12]:1.80 nM H[13]:2.70 nM
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Sekil 4. 32. BChE enzimi i¢in 1¢ inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 33. BChE enzimi i¢in 1h inhibitorii ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [11]: 0.38 nM A [12]: 0.57 nM H[13]: 0.85 nM
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Sekil 4. 34. BChE enzimi i¢in 1h inhibitorii derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 35. BChE enzimi i¢in Donepezil ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

grafigi
Kontrol W [I11]: 0.21 nM A [12]:0.32 nM M [I13]: 0.47 nM
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Sekil 4. 36. BChE enzimi i¢in Donepezil derisimi ve 6 farkli substrat derisiminde
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4. 2. BChE iizerinde inhibitér etkiye sahip bilesiklerin (1a-h) ve Donepezil
ilacinin ICso degerleri ve K sabitleri

BChE
Bilesikler
ICs0 (NM) R? Ki (nM)

la 2.475 0.9958 0.904+0.235
1b 1.969 0.99503 0.787+0.141
1c 0.327 0.9954 0.371+0.052
1d 0.471 0.9533 0.137+0.024
le 2.094 0.9833 0.856+0.0123
1f 1.593 0.9893 0.663+0.085
1g 1.800 0.9841 0.633+0.221
1h 0.569 0.9796 0.087+0.017
Donepezil 0.312 0.9992 0.090+0.028

5. TARTISMA ve SONUC

AChE ve BChE, norotransmiter asetilkolin ve biitirilkolini (ACh ve BuCh) hidrolize
ederek kolinerjik iletimde hayati bir rol oynayan enzimlerdir. AD’nin kolinerjik kayipla
baglantis1 nedeniyle, kolinesteraz inhibitorleri AD’yi tedavi etmede en etkili ve iyi
bilinen stratejidir. Kolinerjik hipoteze gore, bu enzimlerin inhibisyonu, ilerleyici ve
siklikla oliimciil olan ndrodejeneratif hastalik AD'yi hafifletmek i¢in umut vaat edici

olabilir.

Ticari olarak bulunabilen seknidazol tiirevlerinin sentetik ve yapisal olarak onaylanmis
etkileri, AChE ve BChE enzimleri tizerinde incelendi. Sentetik tiirevlerin inhibitor
etkisi, 1Cso ve Ki degerleriyle belirlendi. ICso degerleri ve Ki sabitleri hesaplandi. Bu
calismalar sonucunda; ICso degerlerinin AChE i¢in 0.075-0.364 nM ve BChE igin
0.327-2.475 nM araliginda oldugu belirlendi ve Ki degerlerinin AChE i¢in 0.024 +
0.009 - 0.079 £ 0.025 nM ve BChE i¢in 0.087 £ 0.017 - 0.904 £ 0.235 nM araliginda
oldugu belirlendi. Bu sonuglara gore, 1d ve 1h bilesiklerinin, sirasiyla 0.025 + 0.010 ve
0.024 £ 0.009 nM'lik Ki degerleri ile AChE iizerinde en 1yi inhibitor etkiyi gosterdigi
belirlendi. Benzer sekilde, 1d ve 1h bilesikleri BChE {izerinde sirasiyla 0.137 + 0.024
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ve 0.087 = 0.017 nM'lik Ki degerleri ile en iyi inhibitor etkiyi gosterdi. Bircok bilesik
gliclii inhibitor etkiler gosterse de, 1d ve 1h hem AChE hem de BChE enzimlerinde en

1yi inhibitor etkileri gosterdi.

Yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilen verilerle ¢izilen grafikler 1h bilesiginin,
BChE icin standart bilesik donepezil'den daha iyi bir inhibitdr etki gosterdigini
kanitlamistir. Inhibisyon sonuglari Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.'de 6zetlenmistir.

Bu bilgiler 1s1¢inda, bu calismada metronidazol-seknidazol tiirevlerinin (1a-h) hem
AChE hem de BChE aktiviteleri iizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Her iki enzim
i¢in referans inhibitdr olarak Donepezil kullamldi. inhibisyon sonuglari Donepezil ile
karsilagtirildiginda, bu ¢alismada kullandigimiz metronidazol-seknidazol tiirevlerinin
bazilar1t Donepezil'den daha az etkili, bazilar1 benzer sekilde etkili ve bazilar1 daha etkili
inhibitdrler olarak goriilmiistiir. Bu molekiillerin AChE ve BChE iizerindeki inhibitor
etkileri nanomolar seviyelerdeydi. Ayrica sonuglarimiz, 1h’nin her iki enzim tizerinde
giiclii etki gosterirken kalan tiim molekiillerin AChE {izerinde BChE'den daha giiglii bir
inhibitor etki gosterdigini ortaya koydu.

Geleneksel yontemlerle yeni bir ilag gelistirmek hem maliyetli bir siirectir hem de uzun
zaman gerektirir. Son yillarda bilim insanlari, daha yiiksek basari oranina daha kisa
siirede ulagsmak icin ilag yeniden amaglandirma stratejisine odaklanmistir. Bu strateji,
bilinen bir bilesigin farkli bir hastalig1 tedavi etmek i¢in yeni bir kullanimini kesfetme
stirecidir. AD’nin tedavisinde istenen nokta hala ulagilmadig1 ve mevcut ilaglarin bir¢ok
yan etkisi oldugu icin, daha az yan etkiye sahip etkili AChE-BChE inhibitorlerini
belirlemeye biiyiik ihtiyag vardir (2). Ilag yeniden konumlandirma galigmalari, bu

hastaligin tedavisine katki saglamak i¢in 6nemli bir baslangic noktas1 olacaktir.

AD’nin ciddiyeti ve hasta sayisindaki siirekli artis géz Oniline alindiinda, belirli
belirtegleri hedef alan bircok ilac1 gelistirmek zorunlu hale gelmistir. Bu nedenle, test
edilen bilesikler, norodejeneratif bozukluk arastirmalarina katilan bilim insanlarina yeni

bilgiler saglayarak ila¢ yeniden konumlandirma ¢aligmalarina katkida bulunacaktir.

Bu c¢alismada, bilesiklerin AChE ve BChE iizerindeki etkisini belirlemek i¢in in silico
yaklasimlar kullanilmistir. Belirlenmis kristal yapilar ile birlikte bir koligand olan
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Donepezil'in AChE ve BChE hedefleriyle baglanma modu belirlenmis ve en iyi
aktiviteye sahip 1h ile karsilastirilmistir. Mevcut ¢alismada, 1h'nin AChE ve BChE
tizerindeki inhibitor Ozellikleri de in silico yaklasimlarla incelenmistir. Bunun ig¢in
Schrodinger 2021-2 Maestro 12.8 ile molekiiler docking caligmalar1 Dog. Dr. Burgin
Tiirkmenoglu tarafindan yapilmigtir. Ligandlarin baglanma etkilesimleri ve docking
skoru degerleri hesaplanmistir. Ayrica, sekiz bilesigin ADMET analizleri
gerceklestirilmistir. ila¢ aday1 olabilecek 1h’nin hesaplamali sonuglarinin oldukga

dikkate deger oldugu belirlenmistir.

Molekiiler docking yonteminde, in vitro deneysel aktiviteleri dlgmek i¢in kullanilan
Donepezil'in oncelikle hesaplamalari yapildi. Ardindan, her iki enzime (AChE ve
BChE) karst en iyi aktivite degerine sahip olan 1h’nin etkilesimleri Tablo 4.1. ve
4.2.°de incelendi. Molekiiler dockingde 6nemli bir baglanma parametresi olan docking
skor degeri dikkate alindiginda, her iki enzimle elde edilen sonuglar Tablo 5.1. ve Tablo

5.2.'de sunulmustur.

[Ik hedef olan AChE igin Tablo 4.1.'de en iyi sonuglar1 veren bilesigin 1h oldugu
belirlendi. Benzer sekilde, in silico yaklasimlarla elde edilen sonuglarda, en iyi
baglanma parametre degerine sahip bilesigin 1h oldugu tespit edildi. Tablo 5.1.de,
1h'nin docking skor degeri -6.807 kcal/mol olarak kaydedilmistir. Ek olarak, 1h’nin
4EY7 kristal yapisiyla etkilesime giren 2D etkilesim diyagrami Tablo 5.1.°de
sunulmustur. 1h, AChE hedefinin aktif baglanma bolgesine yerlestirildiginde, Trp86
amino asit kalintistyla n-m y1g1lma etkilesimi ve Tyr124 amino asit kalintisiyla hidrojen

baglanmasi araciligiyla etkilesim kurmustur.
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Tablo 5 1. 2D etkilesim diyagrami, docking skoru ve MM/GBSA degerleri, Donepezil
ve 1h’nin AChE (PDB Kimligi: 4EY7) ile in silico yaklagimlar kullanilarak etkilesimde

bulunmasi durumunda su sekildedir:

Docking XP MM/GBSA
Ligand 2D Interaction Diagram score Gscore | AGsina(kcal/mol)
(kcal/mol) | (kcal/mol)
TR
PHE e HIS
A: 297 S A 447 =
A:125 \ 6Ly e
ASP A 121 :
A: 74 GLY
v A: 120
TYR 0 YN TRP
A: 341 \——As6
ILE - R -
1h J\/N aii 6.807 6.807 47.79
(0] TYR
i A: 133
¢ O
PHE © GLH
A: 338 }\: y
\ SER™
TR A: 203
A: 337
TR
A: 72
\ ASP
ARG A 74
SER _fvaL\ oo AA296)N prE ) @
A:203 1 1A:204 B, Do. | P p:207
PHE
A: 338
Donepezil / -16.484 -16.487 -80.12
N+ TYR
'& A: 337
TRP
= A: 86
HIS
SER A: 447
A: 203 ]
\ GLY
Gy G
A: 202 oy
A2 Gy ILE
A: 120 A: 451
TR
A: 133

Tablo 5.1., Donepezil'in AChE ile etkilesimindeki 2 boyutlu etkilesim diyagramini ve
docking skor degerini sunmaktadir. Donepezil-AChE (4EY7) kompleksinde Donepezil
ile amino asit kalintilar1 Tyr337, Trp86 ve Trp286 arasinda bir n-m y1gilma etkilesimi

bulunurken, Donepezil ve Phe295 amino asit kalintis1 arasinda bir hidrojen bagi
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bulunmaktadir. AChE ile etkilesime giren Donepezil'in docking skor degeri -16.484
kcal/mol'dur. MM/GBSA analizi sonucunda Tablo 5.1.°de komplekslerin AGBind

enerjileri, yani AChE ile etkilesime giren 1h ve Donepezil'in sirasiyla -47.79 ve -80.12

kcal/mol oldugu belirlenmistir.

Ikinci bir amac olarak, in silico hesaplamalar, deneysel aktiviteleri analiz edilen

bilesikler i¢in BChE iizerinde gergeklestirildi. Bu ¢aligmalar, in vitro sonuglari

desteklemek amactyla yapildi.

Tablo 5 2. Donepezil ve MNZ-8'in BuChE (PDB Kimligi: 4BDS) ile etkilesime

girerken in silico yaklagimlar kullanilarak elde edilen 2 boyutlu etkilesim diyagrami,

docking skoru ve MM/GBSA degerleri

Docking XP MM/G
Ligand 2D Interaction Diagram score Gscore BSA
(kcal/mol) | (kcal/mol) | AGsina(
kcal/m
ol)
GLY
A:qup ,-A: 439
%
PHE
A: 329 1LE
A: 442
N TRP
0 A: 82
I N
/ N TYR
LEU 0 A: 128
1h A: 286 -5.626 -5.626 -47.86
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BChE hedefiyle etkilesime giren 1h ve Donepezil'in 2 boyutlu etkilesim diyagramlari ve
baglanma skoru degerleri Tablo 5.2.'de sunulmaktadir. Tablo 5.2.'de, 1h bilesiginin
BChE'nin aktif cep bolgesinde yerlestigi ve Trp82 ile pi-pi yi1gilma etkilesimi yaptigi
belirlenmistir. Ayrica, 1h’nin 4BDS ile etkilesim skorunun diger bilesiklerden daha iyi

oldugu tespit edilmistir. Bu, in vitro sonuglar1 destekledigini kanitlar.

1h ile BChE hedefi arasindaki etkilesim sonucu baglanma skoru -5.626 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Karsilastirma bilesigi Donepezil ile BChE arasindaki baglanma skoru
ise -6.726 kcal/mol olarak belirlenmistir. ki degerin birbirine yakin oldugu
diigiiniildiigiinde, 1h bilesiginin Donepezil ile karsilastirilabilir oldugu sonucuna

varilmistir.

Ayrica, in silico yaklasimlarla BChE {izerindeki etkilesimleri Tablo 5.2.'de MM/GBSA
analiziyle incelenmistir. Tablo 5.2.'de serbest baglanma enerjisi degerleri olarak verilen
bu degerlerin birbirine olduk¢a yakin oldugu sdylenebilir. BChE ile etkilesime giren 1h
bilesiginin degeri -47.86 kcal/mol iken, Donepezil'in degeri -51.99 kcal/mol olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 5.1. (A) 1h bilesiginin AChE ile (PDB Kimligi: 4EY7) 3 boyutlu etkilesim
diyagrami. (B) Donepezil bilesiginin AChE ile (PDB Kimligi: 4EY7) 3 boyutlu
etkilesim diyagrami. (C) 1h bilesiginin BChE ile (PDB Kimligi: 4BDS) 3 boyutlu
etkilesim diyagrami. (D) Donepezil bilesiginin BChE ile (PDB Kimligi: 4BDS) 3

7 -
ER 293

boyutlu etkilesim diyagramu.

Sekil 5.2., hem Donepezil hem de 1h’nin her iki hedefle olan etkilesimlerinin 3 boyutlu
etkilesim diyagramlarin1 gostermektedir. 3 boyutlu helikal yapinin aktif baglanma
bolgesine yerlestirildigi ve helikal yapi ile etkilesime girdigi belirlenmistir. Ayrica,
Sekil 5.1.°de, baglanma bolgesinde olmas1 gereken amino asit kalintilari ile etkilesime
girdigi sunulmustur. In silico yaklasimlarda, ADMET o6zellikleri Schrodinger Maestro
12.8'in QikProp arayiizii ile hesaplanmistir. ilag¢ tasariminda ADMET ozelliklerinin
hesaplanmasi, bu bilesiklerin ilag aday1 olup olmayacagi konusunda arastirmacilara 6n
bilgi saglar. Bu nedenle, bu asama temel ilag eleme kriterlerinden biridir. In vitro olarak
sentezlenen ve incelenen bilesiklerin ilag benzeri Ozellikleri ADMET ile

degerlendirilmis ve Tablo 5.3.'de sunulmustur.
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Tablo 5 3. Sentezlenen tiim bilesiklerin ADMET analizi

. Onerilen
Ozellikler la 1b 1c 1d le 1f 1g 1h
Degerler
Molekiiler | 213139 | 255.273 | 239.230 | 281.311 | 227.219 | 269.300 | 253.257 | 295.338 | <500
agirhk
Hidrojen 0.000 | 0.000 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 | 0.000 | 0.000 <5
bag donorii
Hidrojen 4500 | 4.500 | 4.500 | 4.500 | 4.500 | 4.500 | 4.500 | 4.500 <10
bag alicisi
PSA 94.431 | 86.739 | 91.818 | 88.101 | 92.685 | 87.062 | 89.997 | 87.348 | 7-200
insan oral >80% is
emilim high
yiizdesi 76.096 | 88.355 | 82.426 | 90.594 | 78.436 | 87.058 | 84.642 | 93.600 ’
<25% is
low
Bes kurah 0 0 0 0 0 0 0 0 <4
QPlogPo/w -2.0to
0.720 1.874 1.427 2.227 1.075 2.120 1.756 | 2.661 )
5
QPlogS 21303 | 2.162 | 2227 | 2619 | -1.867 | -2.692 | -2.595 | -3.380 >-5.7
QPloghERG | -3376 | -3291 | -3.995 | -3.429 | -3.461 | -3.538 | -3.963 | -3.862 | Below-5
QPPCaco <25 poor
323.999 | 657.497 | 429.471 | 672.287 | 335.086 | 517.688 | 445.791 | 713.856 | >500
great
QPlogBB -0.961 | -0.747 | -1.021 | -0.758 | -0.999 | -0.876 | -1.005 | -0.799 | -3t0 1.2
QPlogKhsa -1.5to
-0.692 | -0.337 | -0.460 | -0.164 | -0.537 | -0.185 | -0.316 | 0.021 s

Tablo 5.3."e gore, Qikprop arayiizii ile hesaplanan ADMET degerlerinin sekiz bilesik

icin belirlenen degerler arasinda oldugu yorumlanabilir. Tiim bilesiklerin iyi bir insan

oral emilimi gosterdigi goriilmiistlir. Ayrica, tiim bilesiklerin molekiiler agirlik kuralimi

ihlal etmedigi belirlenmistir. Tablo 5.3.'e gore Lipinski'nin bes kuralina da uyuldugu

tespit edilmistir. Su ¢oziiniirliigli, oktanol/su dagilim katsayisi, hidrojen bag alicis1 ve
donodrii, PSA gibi ADMET o6zellikleri tabloda belirtilen araliklarda sunulmaktadir.
QPlogHERG, QPPCaco, QPlogBB ve QPlogKhsa'nin kabul edilebilir araliklarda

oldugu Tablo 4'te sunulmustur. Tim bilesikler Caco-2 gegirgenligi gosterirken,

QPlogBB degerleri referans araliklar igerisindedir. Sekiz bilesigin QPlogKhsa degerleri

kabul edilen degerler arasindadir. Yani, sekiz bilesik i¢cin hesaplanan tiim parametrelerin
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kabul edilebilir araliklar icinde oldugu ADMET tahmin analizi sonucunda

belirlenmistir.
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1994 yilinda Tunceli/Merkez’de dogdu. ilk ve orta 6grenimini Tunceli Cumhuriyet
[k gretim Okulu'nda, lise egitimini ise Tunceli Fen Lisesi’nde tamamladi. 2018 yilinda
Eskisehir Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’'nden mezun oldu. 2019 yilmmn ilk
ceyreginde Elazig Medicalpark Hastanesi’nde mesul miidiir olarak calisti, ardindan
Tunceli Devlet Hastanesi'ne atandi. iller arasi tayin ile Izmir Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi’ne, daha sonra ise il i¢i tayin ile Izmir Bayrakli Sehir Hastanesi’ne

gecti. Halen Izmir Bayrakli Sehir Hastanesi’nde eczaci olarak gérev yapmaktadir.
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