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OZET

7,8-dihidroksiflavon ve 4'-dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon'un
Farmakokinetik Ozellikleri ve Teorik Kimyasal Aktivitelerinin

Arastirilmasi

Norotrofinler merkezi sinir sisteminde cogalma, farklilasma, miyelinasyon,
sinaptik plastisite, aksonal blyime, sagkalim gibi farkl iglevlerden sorumlu
biyolojik faktorlerdir. Bu biiylime faktorleri iglevlerini tropomiyozin reseptor kinaz
ailesine ait TrkA, TrkB ve TrkC olarak bilinen 3 farkli reseptor tizerinden
gerceklestirirler. Beyin kaynakli noérotrofik faktér (BDNF), sinir sisteminde
noronlarin sagkalimi, sinapslarin stabilizasyonunu, sinaptik fonksiyonun
saglanmasi, norogenez, 6grenme ve hafiza gibi ¢ok énemli roller tistlenen, p75NTR
ve bliylik oranda TrkB reseptori tizerinden fizyolojik iglevlerini gergeklestiren bir

norotrofindir.

TrkB reseptoruniin gliglii ve segici bir agonisti olarak tanimlanan 7,8-
dihidroksiflavon (7,8-DHF) molekiilii, BDNF’nin fizyolojik etkilerini taklit edebilen
bir molekiil olarak tanimlanmis ve kanserden norodejeneratif hastaliklara kadar
bir ¢ok hastalik patolojisine karsi olumlu etkileri oldugu gosterilmistir. 4'-
dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon (4'-DMA-7,8-DHF) molekiili ise 7,8-DHF’e gore
daha potent oldugu diistiniilen bir flavon turevidir. Her iki molekiil de disuk
BDNF seviyeleri ile iligkili fonksiyonel eksiklikleri etkili bir sekilde agilabilecek
potansiyele sahiptirler. Ancak, ne 7,8-DHF i¢in ne de 4'-DMA-7,8-DHF i¢in kan ve
beyin omurilik sivilarinda es zamanl in vivo farmakokinetik o6zelliklerinin ve
teorik kimyasal aktivitelerinin arastirildigi mevcut bir calismaya ulasilamamagtir.
Bu amacgla planlanan bu tez calismasinda 7,8-DHF ve 4'-DMA-7,8-DHF
maddelerinin sicanlarda kan ve beyin omurilik sivisindaki farmakokinetik
etkinliklerinin ve teorik kimyasal o6zelliklerinin arastirilmasi ve bu verilerin

karsilastirilmas: amacglanmaktadir.

Bu baglamda 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF maddeleri Wistar albino sicanlara
intraperitonel olarak uygulanmig ve belirlenen zaman araliklarinda siganlardan



plazma oOrnegi ve beyin omurilik sivilarindan mikrodiyalizatlar toplanmistir.
Toplanan mikrodiyalizatlar ve plazmadan elde edilen 6rnekler LC/MS-MS metodu
le yiiksek hassasiyette cl¢tilmistiir. Teorik kimyasal analizler her iki molekiiliin
de enerji degerlerini hesaplayarak bu molekiillerin kararsiz olduklarini,
dolayisiyla bag yapmaya egilimli olduklarini géstermistir. Analitik bulgular ise
7,8-DHF molekiiliinlin sistemik uygulandiginda 4’-DMA-7,8-DHF molekiiliine gore
daha 1iy1 bir farmakokinetik profile sahip oldugunu gostermistir. Analitik bulgular
ayrica 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekiillerinin ilk gegis etkisinden yiiksek
oranda etkilendigini ve enjeksiyondan sonra konsantrasyonlarinin hizla
distiigiini de ortaya koymustur. Sonug olarak hiicre kultiiria calismalarinda TrkB
aktivasyonunu daha 1iyi sagladigi i¢cin 7,8-DHF’ten daha potent oldugu diistiniilen
4-DMA-7,8-DHF molekiiliiniin, sistemik uygulanmasiyla daha 1iyi bir

farmakokinetik profil sergilemedigi gorualmustir.

Anahtar Sozcukler: Norotrofin, BDNF, TrkB, 7,8-dihidroksiflavon, 4'-

dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon



SUMMARY

Investigation of the Pharmacokinetic Properties and Theoretical
Chemical Activities of 7,8-dihydroxyflavone and 4'-dimethylamino-7,8-
dihydroxyflavone

Neurotrophins are biological factors responsible for different functions such
as proliferation, differentiation, myelination, synaptic plasticity, axonal growth,
survival in the central nervous system. Neurotrophins accomplish these functions
mainly through three different receptor types of the tyrosine-receptor kinase family
known as TrkA, TrkB and TrkC and depending on the alteration of trk receptor
function, there may onset or develop common neurodegenerative diseases. Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin which show its physiological
effects via p75NTR and its common receptor TrkB, so that plays crucial roles in the
nervous system such as survival of neurons, stabilization of synapses, providing

synaptic function, neurogenesis, learning and memory.

7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF), a plant-derived secondary metabolite, is a
potent and selective agonist of TrkB receptor that mimics these known beneficial
effects of BDNF. 7,8-DHF has thought to be shown therapeutic effects against
common neurological disorders and cancer. Recently, a methylated derivative of
7,8-DHF, 4'-dimethylamino-7,8-dihydroxyflavone (4'-DMA-7,8-DHF), is a flavone
derivate and thought to be more potent than 7,8-DHF. Both of these molecules are
potential agents that functional deficiencies associated with low levels of BDNF
can effectively be overcomed. However, studies investigating in vivo
pharmacokinetic properties or the theoretical chemical activities of 7,8-DHF or 4'-
DMA-7,8-DHF are yet to be published. The aim in this thesis project is to
investigate and compare the pharmacokinetic activities and chemical active

properties of 7,8-DHF and 4'-DMA-7,8-DHF in rat plasma and brain fluids.

For these purposes, 7,8-DHF and 4-DMA-7,8-DHF were intraperitoneally
administrered to Wistar albino rats in a specific time order and then, blood and
cerebrospinal fluid samples were collected from each subject. Collected
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microdialysates and blood plasma samples were analyzed via high sensitivity
method, LC/MS-MS. Theoretical analysis has shown that both molecules are
unstable and tend to bond with high affinity by calculating the energy values of
both molecules. According to analytical findings, 7,8-DHF is more potent and has
a better pharmacokinetic profile compared to 4’-DMA-7,8-DHF molecule.
Additionally, pharmacokinetic analyses showed that these molecules were highly
affected by the first pass effect and their concentrations have decreased
significantly after injection. As a result, in contrast to the cell culture studies
showing that 4-DMA-7,8-DHF molecule is more potent than 7,8-DHF due to its
ability of TrkB activation, these analyses showed that systematic administration
of 4-DMA-7,8-DHF molecule did not provide a more potent pharmacokinetic profile
when compared to 7,8-DHF.

Keywords: Neurotrophin, BDNF, TrkB, 7,8-dihydroxyflavone, 4'-dimethylamino-
7,8-dihydroxyflavone
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1. GIRIS VE AMAC

Biiylime faktorleri hiicrelerin yagsamsal faaliyetleri icin gerekli faktorler olup
bliylik cogunlugu peptid yapili molekillerdir. Bu faktorler gesitli hiicresel yolaklar:
dogrudan ya da dolayl olarak uyararak hiicresel dinamige etki eder. Norotrofik
faktorler ise, bliyiime faktorleri ailesinden olup baskin olarak sinir sistemi
hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Norotrofik faktorlerin ilk kesfedilen ve en ¢ok

calisilan grubu, norotrofinlerdir.

Norotrofinler sinir hiicrelerinin sagkalimi, cogalmasi, farklilagsmasi, stres
kogullarina kars1 dayanikliligin artirilmasi ve sinaptik baglantinin korunmasi gibi
bir ¢ok sinirsel faaliyette gorev alirlar (Skaper, 2017). Insanlarda en iyi bilinen
norotrofin molekilleri; sinir biiyime faktori (NGF), beyin-tiirevli norotrofik faktor
(BDNF), norotrofin-3 (NT-3) ve norotrofin 4/5’tir (Eric J Huang & Reichardt, 2001).
Norotrofinler, timor nekroz faktor ailesinden olan p75NTR ve tirozin reseptor
kinazlar (Trk) olmak tizere 2 farkli reseptor grubu tizerinden etkilerini gésterirler
(Uren & Turnley, 2014). Bu reseptorlerin uyarilmasiyla cesitli sinyal yolaklar: aktif
hale getirilir ve boylece norotrofinler fizyolojik etkilerini gosterirler. Norotrofinler
uzerinde yapilan ¢calismalar norotrofinlerin ya da nérotrofin reseptorlerinin sentez,
ifade, tasinim ya da salinimlarinda ortaya ¢ikan bozukluklarin, nérodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde rol oynayabildigini ortaya koymaktadir (Lima
Giacobbo vd., 2019; Sampaio, Savall, Gutierrez, & Pinton, 2017). Bu nedenle
gecmisten ginumiize norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde nérotrofinler ve

norotrofin reseptorleri potansiyel birer terapotik hedef olarak digtinilmustir.

BDNF, sinir biiyime faktoriinden sonra noérotrofin ailesinin en iyi bilinen
uyesidir. BDNF peptid yapili bir molekiildiir ve etkisini TrkB tizerinden géstererek
sinir hiicrelerinin fizyolojik faaliyetlerinin yiiriitiilmesine aracilik eder (Lipsky &
Marini, 2007). BDNF transkripsiyonu veya gen ifadesinin azalmasi, aksonal
tasinnminin bozulmasi1 ya da TrkB reseptor aktivasyonunun yetersiz olmasi

noronal atrofiye aracilik eden cesitli hastalik patolojileriyle iligkilendirilmigtir

1



(Montroull, Danelon, Cragnolini, & Mascé, 2019a; Park vd., 2017). Bu nedenle
norodejeneratif hastaliklarin tedavisine yonelik arastirmalarda; BDNF ifadesinin
artirilmasi, rekombinant BDNF uygulamasi ya da TrkB aktivasyonunu saglayacak
mimetiklerin kullanimi1 gibi yaklagsimlara bagvurulmaktadir (Katsu-Jiménez,

Loria, Corona, & Diaz-Nido, 2016).

Flavonoidler bitkisel kaynakli trinlerde bulunan ikincil (sekonder)
metabolitlerdir. Flavonoidler sahip oldugu antioksidan, antikanser ve
noroprotektif ozellikleri sebebiyle, cesitli hastaliklara karsi olumlu etkileri
bilinmektedir. Flavonoid ailesinden olan 7,8-dihidroksiflavon (7,8-DHF), TrkB
reseptoriine gucli ve secici olarak baglanan bir molekildir. Sanal tarama (virtual
screening) calismalari sonucu TrkB agonisti olarak secilen 7,8-DHF ile in vivo ve
in vitro calismalar yapilmis, ve bu calismalarda 7,8-DHFnin TrkB’ye
baglanabildigi ve aktive edebildigi gosterilmistir (Liu vd., 2010). 7,8-DHF’nin,
TrkB agonisti olarak bildirilmesinden sonra cesitli hastalik patolojilerine karsi
etkileri arastirilmis ve ginlimiizde hala arastirilmaya devam edilmektedir.
Ozellikle nérodejeneratif hastalik patolojilerine karsi 7,8-DHF uygulamasinin
tedavi edici etkileri oldugu, farkli arastirmaci gruplar tarafindan gosterilmistir
(Devi & Ohno, 2012b; Zeng vd., 2012). 7,8-DHF’nin hiicre kiiltiri ¢alismalarinda
olumlu etkileri bildirilmis olsa da sistemik uygulanmasinda ugradigi metabolik
faaliyetler sonucu biyoyararlanimi oldukc¢a diismektedir (Y. Chen vd., 2020). Bu
gibi nedenlerle arastirmacilar yeni sentetik flavon tlirevleri Giretmis ve aktivite
kargilastirmalar1 yapmiglardir (C. Chen vd., 2018b). 7,8-DHF’nin metillenmis ve
sentetik bir tiurevi olan 4-DMA-7,8-DHF’nin, TrkB reseptorunt 7,8-DHF den daha
potent bir sekilde aktive edebildigi diisiniilmektedir. Ancak bu konudaki literatiir
bilgisi olduk¢a sinirlidir (Liu vd., 2010).

Tedavi edici etkileri oldugu dustiniilen bu molekiillerin, dozlama ve
biyoyararlanimlarinin dogru hesaplanmasi, deneysel calismalardan daha dogru
bulgularin elde edilebilmesine aracilik edecegi igin, bu molekiillere yonelik

calismalarin genigletilmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda planlanan bu tez
2



calismasi, TrkB reseptoriiniin giliclii ve secici agonisti oldugu ortaya konulan 7,8-
DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekiillerinin kimyasal 6zellikleri ile , in vivo kan ve
beyin omurilik sivilarinda farmakokinetik profillerini ortaya koyup, daha sonra

elde edilecek verileri karsilagtirmay: amaclamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Norotrofik Faktorler

Blytme faktorleri hiicre béliinmesi, bliylimesi ve farklilasmasi gibi 6nemli
fizyolojik  fonksiyonlar1  diizenleyen steroid ya da peptid yapidaki
biyomolekiillerdir. Bliiyime faktorii ailesinden olan norotrofik faktorler, sinir
sisteminde néronal yasami destekleyen faktorler olarak bilinir ve "nérotrofinler,
GDNF ailesi ve norotrofik sitokinler" seklinde siniflandirilirlar (Tablo 2.1) (Deister
& Schmidt, 2006; Popova, Ilchibaeva, & Naumenko, 2017; Siegel & Chauhan,
2000). Norotrofin ailesi, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi néronlari
tarafindan, ayrica noéronal olmayan dokularda dahi bir ¢ok hiicre tipinden
sentezlenen buyume faktorleridir (Deister & Schmidt, 2006; Ernsberger, 2008;
Henderson, 1996). Norotrofinlerin varlhigi ilk olarak 1950'1i yillarin baslarinda
Montalcini ve Cohen tarafindan ortaya ¢ikarilmis ve bu kesif calismay1 yapan bilim

Insanlarina nobel 6dili kazandirmistir (Raju, 2000).

Norotrofinlerin memelilerde bilinen yaygin tyelerini NGF, BDNF, NT-3 ve
norotrofin-4 olusturmaktadir (Tablo 2.1). Norotrofinler; sinirsel rejenerasyon,
noronal atrofi, sinaps olusumu, sinaptik aktivite, sinaptik plastisite (Bonhoeffer,
1996, p. 3; E. Castrén & Antila, 2017; Deister & Schmidt, 2006), sinaps
stabilizasyonu, aksonal ve dendritik biytime (McAllister, Lo, & Katz, 1995; Patel,
Jackman, Rice, Kucera, & Snider, 2000) ve norotransmitter sentezi gibi hemen
hemen tim sinirsel faaliyetlerde rol almaktadirlar (Tyler, Perrett, & Pozzo-Miller,

2002).



Tablo 2.1 Norotrofik faktorlerin siniflandirilmasi: Norotrofik
faktorler i¢ gruba ayrilir: TGF-beta super ailesi, norotrofik sitokinler ve
norotrofinler. TGF; dontistirici biytime faktérii, GDNF; gliyal-hiicre tiirevli

norotrofik faktér, NGF; sinir bliiytime faktori, BDNF; beyin-tiirevli nérotrofik

faktor.
2 2
Norotrofik Faktorler
8 J
4 ™\ ™\
TGF-8 Norotrofik Nérotrofinle
| Ustailesi Sitokinler rotrolinier )
J
N . )
TGF-Beta NGF
ailesi -
~ R
BDNF
~—
NT-3
—
[ GDNF ailesi ] NT-4/5
| —

Bilinen nérotrofinlerin tamami oOnciil-nérotrofin olarak sentezlenirler ve
gorevlerini yerine getirebilmek tizere kesilerek aktif hale getirilirler. Onciil olarak
sentezlenen norotrofinler inaktif olarak diisiinilmektedir ancak bunlarin p75NTR
uzerinden etkileri vardir (Koshimizu vd., 2009; Marchetti vd., 2019). Pro- halinde
salinan norotrofinler ya intraseliiler ya da ekstraseliler olarak 6zel proteazlar ile
aktif hale getirilirler (Allen & Dawbarn, 2006; Nagahara & Tuszynski, 2011).
Norotrofinler sagkalim, cogalma, farklilasma, aksonal biiytime ve nérotransmitter
salinimimin kontrolii gibi bilinen etkilerini; olgun hale getirilmis formda, Trk
reseptorlerine baglanarak ya da p75NTR reseptoriine baglanarak gosterirler (Sekil
2.1) (Koshimizu vd., 2009; Marchetti vd., 2019; Nykjaer, Willnow, & Petersen,
2005).
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Sekil 2.1 Norotrofinler ve reseptorleri: Olgun noérotrofin reseptorleri TrkA,
TrkB ve TrkC olmak tizere ii¢ ¢esittir. Onciil nérotrofinlerin tamami p75
reseptorine yuksek ve ayni diizeyde baglanma egilimi gosterir. Ayrica pro-
norotrofinlerin yoklugunda olgun nérotrofinler de p75NTR reseptoriine etki edebilir.
p75: Pan-norotrofik reseptor, Trk: tirozin reseptor kinaz, BDNF: Beyin-tiirevli

norotrofik faktor, NT-3: Norotrofin-3.

Trk reseptorleri, tirozin kinaz aktivasyonu gosteren biylime faktora
reseptorleridir ve TrkA, TrkB ve TrkC olmak tizere 3 tiptir (Eric J. Huang &
Reichardt, 2003; Stoleru vd., 2013). Bu reseptorler destekleyici fonksiyonlarini,
¢ogunlukla fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K)/Akt, mitojen-aktive edici protein kinaz
(MAPK)/ekstraseliiler sinyal-diizenleyici kinaz (ERK), ve fosfolipaz C-gama

(PLCg)/protein kinaz C (PKC) yolaklarinin aktivasyonuyla goésterirler.



Norotrofinler ve etki ettigi reseptorlerden; TrkA/NGF sinyal kompleksi, bazal
on beyin kolinerjik néronlarinda noéronal fonksiyonun diizenlenmesi ve ayrica
miyelinasyona aracilik ederken (Stoleru wvd., 2013; Villoslada wvd., 2000),
BNDF/TrkB kompleksi sinaptik plastisite ve uzun siireli potensiyalizasyona (Long-
term potentiation, LTP), TrkC/NT-3 ise mikrogliyal aktivasyona aracilik ettigi
bildirilmistir (Sanchez-Ortiz vd., 2012; Yamada & Nabeshima, 2003; Zhou & Rush,
1996).

Trk reseptorlerine ligand baglanmasi sonucu sinyal iletiminin nasil
gerceklestigine dair iki hipotez mevcuttur ancak giniimiizde kabul géren model
sinyal-endozom modelidir. Bu modelde reseptore ligand baglanmasi monomer
haldeki reseptorlerin dimerizasyonunu tesvik eder (Shen & Maruyama, 2011).
Reseptoriin = dimerizasyonu, reseptorin  tirozin  kalintilar1  tizerinden
fosforillenmesine aracilik eder (Eric J. Huang & Reichardt, 2003; Patapoutian &
Reichardt, 2001). Bu esnada klatrin aracili endozom olusumu tetiklenerek
reseptor/ligand kompleksi vezikiil icerisine alinir ve akson somasina dogru dinein
proteini araciligiyla retrograd olarak tasimir (Sekil 2.2) (Howe, 2005; Howe,
Valletta, Rusnak, & Mobley, 2001; Ito & Enomoto, 2016).
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Sekil 2.2 Sinyal endozom modelinin sematik gésterimi: Akson terminalinde
monomer haldeki reseptor ve norotrofin (A). Ligandin reseptore baglanmasi
reseptorin dimerizasyonuna aracilik eder (B). Aktiflesen reseptor ve ligand
vezikil igerisine alindiktan sonra adaptor proteinler reseptor vezikiil
kompleksine baglanir (C-D). Adaptor proteinler yardimiyla motor proteine
baglanan vezikiil igerisindeki kompleks akson somasina dogru tasinir ve bu
esnada hiuicresel yolaklar: aktive edecek faktorlerin aktivasyonunu uyarmaya

devam eder (E). Trk: Tirozin reseptor kinaz.

TrkB reseptorii,, NTRK2 geninden sentezlenen ve insan beyninde iki farkh
uzunlukta (9,5 kb ve 8,0 kb) mRNA’s1 transkripte edilen bir reseptordiir. Uzun
transkript tam uzunlukta TrkB kodlarken, kisa transkript budanmis-TrkB
(truncated-TrkB) kodlamaktadir (Nakagawara vd., 1995). Budanmis TrkB beyinde
bir ¢ok yerde ifade edilmesine karsin katalitik bir kinaz domaini barindirmaz, bu
yizden BDNF itizerine dominant inhibitor etki gosterir (Eide vd., 1996; Fenner,
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2012). TrkB reseptori hem kanser fizyolojisinde hem de merkezi sinir sisteminde
hiicresel sagkalima aracilik etmesinden dolay1 bir ¢ok arastirmaya konu olmustur
(Brodeur vd., 2009; Nakamura vd., 2014). TrkB reseptor ifadesindeki distisler
BDNF aracihi trofik destegin azalmasina neden olacagindan, bu dustsler gesitli
hastalik patolojileriyle iligkilendirilmistir (Nguyen, Rymar, & Sadikot, 2016). TrkB
aracili trofik destegin bozulmasi, dendritik dikenlerin (spine) atrofisine ve sinaptik
plastisitenin bozulmasina aracilik etmesi bu goriisii desteklemektedir (Hashimoto

vd., 2005; Marshall vd., 2018; Z.-H. Wang vd., 2019).

TrkB nakavt deneysel hayvan modelleri, bu reseptorin merkezi sinir
sistemindeki fonksiyonunu daha 1iyi belirleme acisindan cesitli arastirmalarda
kullanilmigtir. Bu baglamda Zérner ve arkadaslarinin yaptigr bir ¢calismada, 6n-
beyin hicrelerinde TrkB reseptorlerinin nakavt edilmesi; bu farelerde
hiperaktiviteye ve biligsel bozukluklara eglik etmistir. Bu fareler daha hareketli
olduklarindan daha fazla yeri goézlemlemis ancak 6grenme ve hafizada tutma
anlaminda yetersiz kalmiglardir (Zorner vd., 2003). TrkB nakavt farelerin
mekansal 6grenme ve yiizme testlerinde basarisiz olmasindan dolayi, bu reseptor
aktivasyonunun hipokampal 6grenme i¢in elzem oldugu da oOne strilmustir
(Minichiello vd., 1999). TrkB ifadesinin hipokampiiste artirilmasi, Morris ylizme
testinde (Morris maze water test) hareketsizlige gecis slirecini énemli derecede
artirmasi yine onceki ¢calismalarla tutarli olup TrkBnin hipokampal 6grenme igin
onemli bir rol tistlendigini desteklemektedir (De Vry vd., 2016). Literatiirdeki ¢ogu
calismada, TrkB'nin 6zellikle sinaptik plastisite ve 6grenme ile iligkili oldugu ve
sinaptik baglantinin korunmasiyla néronal atrofinin o6nlendigi gosterilmistir
(Numakawa, Odaka, & Adachi, 2018). TrkB®" farelerin sinir kas kavsaklarinda
goriillen morfolojik bozukluklar ve sinyal tasinimlarindaki bozukluklar, bu
reseptorin ozellikle ALS gibi norodejeneratif hastaliklarda onemli bir hedef
olabilecegini diisindiirmektedir (Just-Borras vd., 2019; Mantilla vd., 2014; Santafé

vd., 2014). Tim bu arastirmalar TrkB reseptoriiniin merkezi sinir sistemindeki



fonksiyonunu daha iyi 6grenmeye ve TrkB fonksiyon bozukluklarinin organizmada

olusturabilecegi patolojiyil aciklamaya ¢alismaktadir.

2.2. Beyin-Tiirevli Norotrofik Faktor (BDNF)

BDNF, 1982 yilinda domuz beyninden Yves Borde ve Hans Thoenen
tarafindan saflastirilmasiyla tanimlanan peptid yapili bir molekildir (Barde,
Edgar, & Thoenen, 1982). BDNF geninin hem transkripti hem de proteini olfaktor
bulb, korteks, ventral tegmental alan (VTA), bazal 6nbeyin, hipokampiis, striatum,
beyin sap1 ve medulla spinalis gibi bir ¢ok merkezi sinir sistemi boélgelerinde ve
fibroblastlar gibi c¢esitli periferik hiicre ve dokularda eksprese edilmektedir
(Greisen, Altar, Bolwig, Whitehead, & Wortwein, 2005; Lippmann, Bress,
Nemeroff, Plotsky, & Monteggia, 2007; Roceri wvd., 2004). Endoplazmik
retikulumda yaklagik 27 kDa buytkliginde ifade edilen BDNF, sentezlendigi
halinde 129 amino asitlik bir 6nciil-bolge ile 118 amino asitlik esas bélge igerir ve
daha sonra gesitli proteazlarla olgun formuna dontstirilir (Bathina & Das, 2015;

Mowla vd., 2001).

BDNF’nin her iki formu da (6nctil-BDNF ve olgun-BDNF) aktif olup farkl
iglevlere aracilik etmektedir. Ornegin in vitro deneyler 6nciil-BDNF’nin sempatik
noronlarda ve bazal 6n-beyin néronlarinda hiicre 6limiini artirdigl, uzun-siireli
depresyona (long-term depression, LTD) ve dendritik spine’larin kaybina aracilik
ettigini gostermistir (Kenchappa vd., 2006; Koshimizu vd., 2009; Teng vd., 2005;
Volosin vd., 2006). Aksine egzersiz ve antidepresanlar araciligiyla olgun BDNF’nin
ifadesinin artirilmasi; hiicresel sagkalim, LTP ve spine morfolojisine yonelik
olumlu etkiler sagladig1 gosterilmistir (Miranda, Morici, Zanoni, & Bekinschtein,

2019; Radahmadi, Hosseini, Alaei, & Sharifi, 2016).

BDNF noérogenez, néronal gelisim, sinaptik iletim, sinapslarin stabilizasyonu,
sinaptik fonksiyon, akson ve dendrit dallanmalarini diizenlerken, motor néronlarin
ve dorsal kok gangliyonlarinin sagkalimini da destekler (L. Y. Chen, Rex, Pham,
Lynch, & Gall, 2010; Hansen vd., 2007; Louhivuori vd., 2011; Waterhouse vd.,
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2012). Korteks, serebellum, amigdala ve hipokampusteki dagilimiyla hipokampal,
kortikal ve kolinerjik néronlarin sagkalimini desteklemektedir (Acheson vd., 1995;
da Penha Berzaghi vd., 1993; Laricchiuta vd., 2018; Sakata vd., 2013). Ayni
zamanda serebral iskemi ve glutamat toksisitesine karsi koruma (Almeida vd.,
2005), norogenez (Benraiss, Chmielnicki, Lerner, Roh, & Goldman, 2001), gorsel
korteksin gelisimi (Z. J. Huang vd., 1999; Pizzorusso, Ratto, Putignano, & Maffei,
2000), 6grenme ve hafizanin gelistirilmesinde de rol alir (Cunha, Brambilla, &
Thomas, 2010). BDNF’nin yukarida bahsedilen farkli fizyolojik faaliyetlerde rol
aldig1 belirtilse de, en oOnemli etkisinin sinaptik plastisite {lizerine oldugu

distnilmektedir (Z. J. Huang vd., 1999).
2.2.1. BDNPF’nin bazi sinir sistemi hastaliklarindaki rolii

BDNF seviyeleri, saghkl bireylerin plazmasnda ortalama 92,5 pg/ml olarak
bildirilmistir. Bu diizey cinsiyet ve yasa gore degisiklik gostermektedir ve
depresyon, ALS, Alzheimer, Parkinson, Huntington, gibi sinir sistemini etkileyen
hastaliklara sahip bireylerde daha diigiik oranlardadir (Ai vd., 2019; Bocchio-
Chiavetto vd., 2010; Budni, Bellettini-Santos, Mina, Garcez, & Zugno, 2015; Eero
Castrén, 2004; Cattaneo, Cattane, Begni, Pariante, & Riva, 2016; Dwivedi vd.,
2003; Jiao vd., 2016; Karege vd., 2002; Mughal vd., 2011; Numakawa vd., 2010;
Pandey vd., 2008; Scalzo, Kimmer, Bretas, Cardoso, & Teixeira, 2010; Sen,
Duman, & Sanacora, 2008; Sohrabji & Lewis, 2006; Tapia-Arancibia, Aliaga, Silhol,
& Arancibia, 2008; Yasutake, Kuroda, Yanagawa, Okamura, & Yoneda, 2006).

2.2.2. BDNF’nin terapoétik etkinligi

BDNF, merkezi sinir sisteminde genis capli yayilimi, hastaliklarla olan
iligkisi ve koruyucu aktiviteye sahip olmasindan dolay1 nérolojik ve psikiyatrik
hastaliklara karsi potansiyel bir terapotik molekil olabilecegini akla getirmigtir.
Ancak  BDNFnin  biyik  molekiiler agirliga sahip olmasi, kan
beyin bariyerini gecememesi ve zayif farmakokinetik profile sahip olmasi bu

molekiliin terapotik ozelliklerini etkileyerek klinik olarak kullanimini
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kisitlamaktadir (Fletcher vd., 2018; Giampa vd., 2013; Tan vd., 2016; Vaghi vd.,
2014). Bu nedenle bahsi gecen kisitlamalarin tistesinden gelmek, BDNF/TrkB
sinyal yolagini verimli bir sekilde aktive edebilmek ve klinik ag¢idan kullanima
daha uygun bir hedef bulabilmek i¢in, agonist molekiiller arastirilmaya devam

etmektedir (Jang vd., 2010; Longo & Massa, 2013).
2.3. Flavonoidler

Flavonoidler bitkilerde kok, kabuk, mevye, sebze, cicek ve tohumlar gibi
bitkisel tirevli bir cok kaynakta bulunan sekonder metabolitlerdir. Isimlerini
sahip olduklar1 renklerinden dolay1 latincede sari1 anlamina gelen flavus
kelimesinden alirlar. Omurga yapisinda bir fenil halkasiyla bir heterosiklik halka
bulunduran ve 15 karbon atomundan olusan bu bilesikler (Sekil 2.3), fizyolojik
olarak koruyucu o6zelliklere sahip molekiillerdir (T.-y. Wang, Li, & Bi, 2018).
Flavonoidler sahip olduklar: kimyasal 6zellikleri ile farkli reseptorler lizerinden
etki ederek sinyal yolaklarimin aktivasyonunu saglarlar (Johnston, 2015; X. H.
Zhang vd., 2012). Ayrica sahip olduklar1 antioksidan, antikanser, antiviral ve
noroprotektif ozelliklerinden dolay1 farkli hastaliklara karsi kullamim alam
bulmaktadirlar (Ashaari vd., 2018; de Andrade Teles vd., 2018; Izzo, Naponelli, &
Bettuzzi, 2020; Kopustinskiene, Jakstas, Savickas, & Bernatoniene, 2020; Lalani
& Poh, 2020; Tangney & Rasmussen, 2013).

Sekil 2.3 Flavonoidlerin omurga yapisi: Fragment 1 (A ve C halkalari1 beraber) ve
fragment 2 (B halkasa).
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2.3.1. 7,8-dihidroksiflavon

7,8-DHF meyve ve sebzelerde bulunan; antioksidan, antiapoptotik ve néron
koruyucu ozellikleri dahil olmak tizere cesitli biyolojik etkilere sahip, flavonoid
ailesine mensup bir molekildir (Sekil 2.4). 7,8-DHF, BDNFnin fizyolojik
ozelliklerini taklit eden ilk molekil olarak tanimlanmistir (Liu vd., 2010). 7,8-
DHF’nin, TrkB’ye baglanarak reseptor fosforilasyonunu sagladigi, béylece BDNF
ile benzer sinyal yolaklarini aktive edebildigi vitro calismalar ile gosterilmistir

(Devi & Ohno, 2012a; Wu vd., 2014; Wurzelmann, Romeika, & Sun, 2017).

OH

HO o

Sekil 2.4 7,8-Dihidroksiflavon molekiliiniin kimyasal yapisi

7,8-DHFnin bir ¢ok hastalik patolojisine karsi olumlu yonde etki ettigi
deneysel hayvan modeli ¢alismalari ile gosterilmistir (Nie vd., 2019; Z. Zhang vd.,
2014a). Alzheimer modeli 5xFAD farelere 5mg/kg kronik oral DHF
uygulanmasiyla, noronlarin beta amiloidden kaynakli toksisiteden korundugu
gosterilmig, sinaptogenezin ve dendritik dallanmanin ise uyarildig1 bildirilmigtir
(Z. Zhang vd., 2014b). Ayrica Alzheimer modeli farelere intraperitonel (i.p.) 5mg/kg
7,8-DHF uygulanmasi, kortekste amiloid plaklarin azalmasi sonucu kortikal
noronlarin korundugu bildirilmigstir. Bu c¢alismada 7,8-DHFnin kolin iceren
bilesiklerin artmasini saglayarak glutamat kaybin1 engelledigi, bdylece
hipokampal noéronlarin glutamat toksisitesinden ve atrofiden korundugu

bildirilmistir (Aytan vd., 2018). 7,8-DHF, sinaptik plastisiteseye yonelik gosterdigi
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etki sebebiyle hipokampal sinapslardaki atrofi oranini azaltmis ve hafiza kaybinin
azalmasina aracilik etmistir. Ayrica 7,8-DHF uygulamasiyla mekansal hafizada
gelismeler ve dendritik kayiplarda azalmalar saglandigi da gozlenmistir (Andero,

Daviu, Escorihuela, Nadal, & Armario, 2012; Z. Zhang vd., 2014a).

7,8-DHF’nin farelere 1.p. olarak 5 mg/kg ve 20 mg/kg enjeksiyonun yapilmasi,
farelerin zorunlu yizme testinde (Forced swim test, FST) hareketsizlige gecis
stirecini doz ile dogru orantili bir sekilde onemli derecede arttirdigindan bu
molekiiliin antidepresan 6zellik gosterdigi 6ne stirilmistir (Chang, Wang, Tung,

Yeh, & Liu, 2016).

7,8-DHF uygulamasinin ALS hayvan modellerine karsi da pozitif etkileri
oldugu bildirilmistir. 7,8- DHF ile tedavi edilen SOD1-G93A ALS modeli farelerde,
ALS grubuna gore motor performanslarda anlamli derecede iyilesme gézlenmisgtir.
Bu gruplarda dendritik spine sayisindaki kayip azalmis, 7,8-DHF uygulanan
farelerin motor bozukluklarimin dizeldigi gérilmustir. Ayrica bu ¢alismada 7,8-
DHF ile tedavi edilen farelerin alt motor néronlarimin atrofiden korundugu da

bildirilmigtir (Korkmaz vd., 2014).

7,8-DHFnin baz1 nérodejeneratif hastaliklara kargi kullanimi Tablo 2.2°de
verilmistir. Ancak 7,8-DHF sadece norodejeneratif hastaliklara karsi degil kanser
ve diger hastaliklara kars1 da sagkalima aracilik eden, antiproliferatif ve apoptozu
uyarici oOzellikler gibi terapotik etkiler gostermektedir. Memelilerde hiicresel
bliiyiime ve farklilasmayi regiile eden SP1 proteini, kanserli hiicrelerde daha fazla
miktarda ifade edilerek hiicresel metastaza aracilik eder (Kong vd., 2010). HN22
ve HSC4 oral skuamoz hiicreli karsinom (OSHK) hiicre hatlarinda artan dozlarda
DHF uygulamasinin doz artisiyla dogru orantihi bir sekilde SP1 proteininin
ifadesini diizenleyerek apoptozu indiikledigi gézlenmistir (Lee vd., 2015). Bu
calismada DHF uygulamasiyla SP1 mRNA’sinin azaltici yonde diizenlenmesinin
(down regulation) yani sira kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozun uyarildig:

bildirilmigtir. Bir diger memeli transkripsiyon faktéri melanosit gelisimi

14



farklilasmasi ve melanoma timorleriyle iligkili mikroftalmi 1ile iligkili
transkripsiyon faktériit (MITF)diur ve sagkalima aracilik eden proteinlerin
ifadesini sagladigindan fazla ifadesi ya da aktivasyonu melanoma gelisimine
aracilik eder. B16F10 melanoma hiicre hattina 7,8-DHF uygulamasi1 melanoma
hiicrelerinin bliyiimesini engellemistir ve uygulanan madde herhangi bir toksik
etki gostermemistir. Ayni zamanda bu hiicreler icin hem metastatik hem de invazif
ozelliklerinin doz bagimh bir sekilde %50’ye kadar azaldigi da bildirilmistir (Sim,
Sohng, & Jung, 2016).

7,8-DHF, hidrojen peroksit (H202) ile uyarilmis oksitatif stres, hipoksi ve
1skemai gibi stres kosullarina karsi da koruyucu etkiler gostererek hiicresel 6liimleri

azaltig1 bildirilmistir (Kang vd., 2015; Uluc vd., 2013).
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Tablo 2.2 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF’nin bazi1 deneysel hayvan modellerindeki
hastalik ve hastalik patolojilerine kargi terapétik etkinligi

Hastalik Doz / Enjeksiyon Etki Referans
Amiloid-beta birikiminde
(Aytan
azalma
DHF 5mg/kg; i.p. vd., 2018)
Hipokampal néronlarin
: apoptozdan korunmasi
Alzheimer pop (Z. Zhang
vd.,
DHF 5mg/kg; oral . . 2014b)
Sinaptogenezin
desteklenmesi
Alt motor néronlarin
atrofiden korunmasi
DHF 5mg/kg; i Si ik plastisited (Korkmasz
mg/kg; 1.p. 1naptik plastisitede artis
ALS vd., 2014)
Motor performansta
iyilesme
' Hipokampal nérogenezin (Liu vd.,
Depresyon DHF 5mg/kg; gavaj desteklenmesi 2010)
Striatal néron kayiplarinin
. azalmasi
Parkinson DHF 12-16mg/kg; (Luo vd.,
oral 2016)

Davranigsal bozukluklarda

1yllesme
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(Jiang vd.,

. ) 2013)
DHF 5mg/kg; gavaj Survival uzama (%20),
4’-DMA 1mg/kg;
avaj
Huntington saval
(Garcia-
Motor performansta
_ o Diaz
5mg/kg; gavaj 1yilesme, )
Barriga
vd., 2017)

Bilinen tim bu olumlu etkilerine karsi 7,8-DHF molekiliiniin in vivo
farmakokinetik profili diisiik dizeydedir ve faz reaksiyonlari sonucu
biyoyararlanimi oldukca azalmaktadir (C. Chen vd., 2018a). Bu nedenle 7,8-
DHF’nin biyoyararlanim oranini ve beyne gec¢is miktarimi arttirmak amaciyla
hedef molekiiliin tirevleri elde edilmeye calisilmig ve ¢ok sayida molekiller
turetilmistir. 4’-dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon (4’-DMA-7,8-DHF), bir 7,8-DHF
turevidir ve heterosiklik halkanin 4’ iincii karbonu tizerinden metillenmis formudur
(Liu  vd., 2013a). 4-DMA-7,8-DHF, 7,8-DHF gibi TrkB aktivasyonunu
saglamaktadir ancak 7,8-DHF’e gore daha potent oldugu ileri stirilmektedir (Liu
vd., 2010).

Tim bu bilgiler 1s1g81nda planlanan bu tez ¢calismasi1 kapsaminda oncelikle her
iki molekiiliin teorik kimyasal aktiviteleri Gaussian paket programi yardimiyla
belirlenmis ve kargilastirilmig, daha sonra 6 aylik Wistar albino sicanlara 7,8-DHF
ve 4-DMA-7,8-DHF uygulamas1 yapilarak kan ve BOS o6rneklerinde LC/MS
yontemi ile zamana gore miktar tayini yapilmis; nihayetinde de teorik ve analitik

sonuclar kargilastirilmali olarak degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Materyaller
Ketamin

Ksilazin

Asetonitril

Ringer

Dimetil stlfoksit
7,8-Dihidroksiflavon

4’-dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon
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: Bayer, Almanya

: Bayer, Almanya

: Sigma, A.B.D

: CMA, Stokholm, Isvec
: Sigma, A.B.D

: Sigma, A.B.D

: TRC, Kanada



3.2. Kullanilan Cihazlar

Stereotaksimetrik tabla

Isitic1 ped

Perfiizyon pompasi

Hayvan muhafaza tinitesi

Mikrodiyaliz pompasi
Mikrodiyaliz probu
Otomatik toplayici
Vorteks

Santrifiij cihazi
Derin dondurucu (-80)
Buzdolab1

Stereo mikroskop

LC cihaz

LC/MS

LC/MS-MS kolonu

LC/MS-MS pompasi

: Kopf 5600, David Kopf Ins., A.B.D.
: CMA 150, CMA Co., Isvec

: KD Scientific, Amerika

: CMA/120 CMA Co., Isvec

: CMA 402, CMA Co., isve(;

: CMA 12 (PAES Memb.), CMA Co., Isvec
: CMA 170, CMA Co., isve(;

: NM110, Nuvemix, Turkiye

: EBA 20, Hettich, Almanya

: Panasonic, Japonya

: Argelik No-Frost, Turkiye

: Nikon, Japonya

: Agilent 1290, A.B.D.

: Agilent 6460, A.B.D.

: C18-Luna, Phenomenex, A.B.D.

: LCV-10AL, Shimadzu, Japonya
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3.3. Teorik Kimyasal Analizler

Teorik kimyasal analizler icin Gaussian 09, Revision C.; 01 (2010); DFT
(Yogunluk fonksiyonel teorisi), (RBSLYP) metodu kullanilmistir (paket programi
icin, Kirikkale Universitesi BAP-2016/016 projesinden yararlanilmigtir). Elde
edilen sonuclar kontrol olarak katekol grubu barindiran 6-hidroksidopamin ile 7,8-

DHF ve 4-DMA-7,8-DHF arasinda kasilastirilmisgtir.
3.4. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada Wistar albino erkek sicanlar kullanilmistir. Agirliklar: 200-250
gram araliginda degisen 6 aylik sicanlar 52x32x20 santimetrekiip hacimli
kafeslerde ve kafes bagina 3 hayvan konulacak sekilde barindirilmistir. Karanhk
aydinhik safhalar 12 saat — 12 saat olacak sekilde ayarlanmis, 24 santigrat derece
sicaklik ve %55 nem oranlar: saglanmastir. Temel ihtiyaclar i¢in igme suyu ve kati
gida olarak pelet yem kullanilmistir. Bakim siiresi boyunca su ve yemlere
erisimleri tamamen serbest birakilmistir. Tim deneyler Eskisehir Osmangazi
Universitesi yerel etik kurulu izni ¢ercevesinde gerceklestirilmistir (Protokol no:
652/2018); Bu tez caligmasi Eskigehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri tarafindan desteklenmistir (Proje Kodu: 2018-2239).

3.4.1. Deney gruplart

Bu calismada 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF enjeksiyonu yapilacak iki farkl

grup (n=6) olmak tizere toplam 12 adet Wistar albino sican kullanilmistir.
3.4.2. Anestezi islemi

Islem yapilacak deney hayvan: tekli kafese alinarak stres halinden ¢ikmas:
beklenmigtir. Daha sonra tartimi yapilan her bir deney hayvani i¢cin mevcut kiloya
gore 100 mg/kg olacak sekilde ketamin ¢ozeltisi ve 5 mg/kg olacak sekilde ksilazin
¢ozeltisi intraperitonel olarak enjekte edilmistir. Anestezi derinligi ayak g¢ekme
refleksi ile kontrol edilmistir. Anesteziye giren siganlar i¢in deney prosediiri takip
edilmigtir.
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3.4.3. Unilateral karotis arter kateterizasyonu

Ketamin-ksilazin anestezisi altina alinan sigcanlar boyun 6n ylizden median
insizyonla agilarak sag karotis arteri gorliniir hale getirilmis ve PE 50 kateter
kullanilarak kateterize edilmis, kateterin wucu sikica kapali i¢1 anti-
koagiilanlanmis bir sekilde ense derisinden cikartilmistir. Kateterizasyon icgin
acilan doku kapatilip deri sitire edilmistir. Stitir hattina antibiyotik merhem

uygulanarak mikrodiyaliz probunun yerlestirilmesi islemine gecilmigtir.
3.4.4. Mikrodiyaliz probunun yerlestirilmesi

Anestezi altinda olan siganlar viicut sicakligini koruyucu pede sahip
sterotaksik tablaya yerlestirilmigtir. Paxinos-Watson sican beyin atlasina gore
lokalizasyonu belirlenen kafatasinda iki adet ankor vida deligi ve bir adet kilavuz
kantil deligi acilmig ve bu delige kilavuz kanil yerlestirilerek akiskan akrilik
dental dolgu ile sabitlenmistir. Daha sonra bu kantil yardimi ile sol lateral
ventrikiile giris saglanmistir (Koordinatlar: Lambda 8,2; Bregma -0,8; Lateral 1,6;
Derinlik: 5,4; Paxinos-Watson sican beyin atlasi; Figiir 21). Kafa derisi sttire
edilip antibiyotik merhem uygulanmis ve hayvanlar kateter ve prob kaniillerinin
diigiimlenmesini ya da katlanmasini1 engelleyecek 6zel safthh awake mikrodiyaliz
sistem tUnitesine yerlestirilmis, kilavuz kanil g¢ikartilarak yerine mikrodiyaliz

probu yerlestirilip hayvanlarin anesteziden ¢ikmasi beklenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Karotis arter kateterizasyonu ve mikrodiyaliz probu yerlestirme iglemi
yapilmis hayvanmin anestezi altindaki gorintiisii: A; Asili pozisyonda heparin (100
1.U./kg) iceren enjektor, B; Kateter vanasi; C: Kateter, D; Perflizyon sivisini
iceren mikrodiyaliz tiiptiniin kantle giris yaptigi kisim (inlet); E: Toplanan

ornekleri iceren mikrodiyaliz tiiptinin kanili terkettigi kisim (outlet).
22



3.5. Uygulanacak Maddelerin Enjeksiyonu

3.5.1. Enjekte edilecek maddenin hazirlanmasi

Enjekte edilecek madde olan 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF ¢oziiclisii olarak
dimetil silfoksit (DMSO) kullanilmistir (25 mg/ml). DMSO ile ¢éziilen maddeler

daha sonra 1:10 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilmistir.
3.5.2. Enjeksiyonun yapilmast ve érneklerin toplanmasi

Kateterizasyon ve prob yerlestirilmesi ardindan deney hayvani awake sistem
icerisine alinmis ve anesteziden ¢ikmasi beklenmigstir (En az 8 saat). Anesteziden
cikan hayvandan deney prosediirin= kapsaminda sirasiyla su islemler
uygulanmistir: Enjeksiyon yapilmadan 6nce 0,3cc ilk kan 6rnegi toplanmistir. Ik
ornegin alinmasini takiben analizi yapilacak madde olan 7,8-DHF’nin 5m/kg
olacak sekilde 1.p. enjeksiyonu yapilmistir. Enjeksiyonu takiben sonraki érnekler
icin 15 dk., 30 dk., 60dk. ve daha sonrasinda birer saat arayla ¢rnek toplama
islemleri yapilmistir. Daha sonra kateter tekrar awake sistemde hayvanin ve
sistemin glivencesi agisindan uygun bir pozisyonda asili konumda tutulmustur.
Alinan her bir 6rnek 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
100 mikrolitre siipernatant yeni bir ependorfa aktarilip lzerine 1:2 oraninda
sogukta (+4°C) muhafaza edilmis asetonitril eklenerek protein presipitasyonu
saglanmas1 i¢in tekrar 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifij
sonunda tekrar slipernatant kisimdan 100 mikrolitre alinarak analiz giiniline
kadar muhafazasi saglanmak tizere -80 santigrat derece sogutucuya konulmustur.
BOS ornekleri ise CMA Marka mikrodiyaliz tinitesi ve sogutuculu otomatik
toplayici ile her yarim saatte bir otomatik olarak toplanmis (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3)

ve -80 santigrat derecede analiz giiniine kadar muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.2 Mikrodiyaliz sistem tinitesi: A: Akis hiz1 ve hacmi ayarlanabilir
otomatik siringa pompasi; B: Perfiizyon tampon ¢6zeltisini igeren siringa; C:
Sicanin hareketlerini kisitlamamak i¢in kullanilan ve sigcanin hareketi esnasinda
prob kaniillerinin diigimlenmesini ya da sigana dolanmasini 6nleyen aparat
(swivel); D: Sicanin serbestce dolagabilecegi buiytlik plastik kase; E: Sogutuculu

otomatik toplayica.
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Otomatik toplayici « Giren perfiizat
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Sekil 3.3 Mikrodiyaliz sistem tinitesinin ve probun beyne yerlestirilmesinin
sematik gosterimi: Kilavuz kanil ve probun beyin dokusuna yerlestirilmesi (A) ve
beyin dokusundaki maddelerin difiizyon kuvveti yardimiyla sisteme girisi (B).
Kafatasinin delinmesiyle beyin dokusuna kanil yardimiyla yerlestirilen probdan
beyin dokusuna, doku ile izotonik tampon ¢ézeltinin girisi saglanir ve bu tampon
¢ozelti membran boyunca dolasir. Bu esnada membran porlarinin biytkligiine
bagl olarak farkli molekiillerin diftizyonu ile tampon ¢6zeltiye gegis saglanir,
daha sonra elde edilen diyalizat, probun outlet kismindan sistemi terkederek

otomatik toplayici yardimiyla toplanir.

3.6. Orneklerin Analizi

3.6.1. Sivr kromatogrofisi

7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF maddelerinin belirlenebilmesi i¢in siv1
kromatografisi yontemi kullamilmigtir. Bu maddelerin ayrismas1 ve kiitle
spektrometrisinde belirlenebilmesi igin ters faz sivi kromatogrofisi teknigi
kullanilmig ve polar bir hareketli faz ile apolar bir duragan faz belirlenmigtir.

Hareketli faz icin asetonitril, su ve %0,1’lik formik asit, duragan faz icin ise C18
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kaplh silika kolon kullanilmistir ve hareketli faz icin gradiyent ellisyon
uygulanmigtir. 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF maddelerinin toplanan o6rnekler
icerisinde belirlenebilmesi i¢in ayr1 ayri yontem olusturma ve plazma kalibrasyonu
islemleri yapilmistir (Sekil 3.4), duragan fazdan 7,8-DHF molekiliiniin ayrilma
sturesi 5.89 dakika, 4-DMA-7,8-DHF molekilinin ayrilma sliresinin ise 7.53
dakika oldugu gorulmustir (Sekil 3.5). Uygun analitik yontem olusturulduktan
sonra her bir molekiil icin muhafaza edilen 6rnekler sirasiyla viellere aktarilmistir.
Daha sonra vieller sivi kromatogrofi (LLC) cihazina numune sirasina gore dizilerek
tayin islemine gecilmistir. Duragan fazda birbirinden hareketli faz yardimiyla
ayrilan maddeler molekiiler agirhklarinin belirlenebilmesi ve miktar tayini

yapilabilmesi i¢in kiitle spektrometri cihazina iletilmistir.
3.6.2. Kiitle spektrometrisi (MS)

Duragan faz igerisinde hareketli faz yardimi ile ayrisan molekiller ince
kapiller yardimi1 ile MS cihazina aktarilarak maddelerin varligi ve miktar
olctilmiustir. Kitle spektrometrisinde molekiilleri pargalamak i¢cin uygulanan

enerji 7,8-DHF i¢in 39 volt, 4-DMA-7,8-DHF i¢in ise 43 volttur.

x107 [+ TIC MRM CF=0.000 DF=0.000 {~ -> =) ACN.d

9454
9.4
9,35
23/
9.5
92
5.15
9.1
5,054

8.95
894
8.85

45 47 48 49 5 51 52 53 54 55 56 57 58 59 & 6162 63 64 65 66 67 68 69 7 71 72 7374 75 76 77 78 78 & 81 82 83 84
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 3.4 Kalibrasyon i¢in kullanilan plazmalara ait kromatogram.
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%102 |+ TIC MRM CF=0.000 DF=0.000 {** -> **) PLAZMAS.d
1.454°
1.4
1.35
13
1.254
124
1.154
114
1,054

0.95
0.9
0.85
0.3

45 47 48 49 5 51 52 53 54 55 56 57 58 59 & 61 62 63 64 65 66 67 68 63 7 71 72 73 74 7576 7778 79 8 B1 82 83 84
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 3.5 1 ppb 7,8-DHF (solda) ve 1 ppb 4-DMA-7,8-DHF (sagda) i¢in elde edilen

standart kromatogramlar.

Kitle spektrometrisinde 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF icin kiitlesel
buyukligi belli eden kitle sinyalleri ve parcalanma sonucu olusan iriinlerin
molekiiler buyukliklerine karsilik gelen kiitle sinyalleri sekil 3.6 ve 3.7°de
gosterilmistir. 7,8-DHF’nin fragmentasyon oncesi kiitle sinyali 254.900 m/z,
fragmentlerden elde edilen kiitle sinyalleri ise sirasiyla 107.0 ve 128.0 m/z'dir
(Sekil 3.6). 4-DMA-7,8-DHF igin, fragmentasyon 6ncesi molekiiler biiyiikligline
karsilik gelen kiitle sinyali 298.0 m/z, fragmentasyon sonras1 fragmentlerden en

cok elde edilen kiitle sinyalleri ise 146.10 m/z ve 172.0 m/z'dir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6 7,8-DHF’nin fragmentasyon 6ncesi ve sonrasi elde edilen kitle
spektrumlari; fragmentasyon 6ncesi elde edilen spektrum 254,9; fragmentasyon
sonrasli en ¢ok gozlenen fragmentlerin kitlesel buytiklikleri ise 107,0 ve 128,9

(m/z)’dir.
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Sekil 3.7 4-DMA-7,8-DHF molekiiliiniin fragmentasyon 6ncesi ve sonrasi elde
edilen kiutle spektrumlari; fragmentasyon oncesi elde edilen spektrum 298,0;
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fragmentasyon sonrasi gozlenen fragmentlerin kiitlesel biiytuiklikleri ise 146,0;

172,0 (m/z).

Bu tez calismasinda belirtilmig olan sivi kromatografisi ve kiitle spektrometrisi
calismalarimin tamami Anadolu Universitesi Bitki, Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar

Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde (AUBIBAM) yiiriitilmistiir.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Farmakokinetik veriler, GraphPad prism 6.0 programiyla normal dagilim gésterip
gostermedigi degerlendirilmis, sonrasinda t-testi ile istatistiksel analizleri
yapilmigtir; datalar ortalama (mean) = SEM (standart error mean) olarak verilmis,

p< 0.05 anlaml farklilik olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Teorik Kimyasal Bulgular

Kimyasal hesaplamalar sonucu 7,8-DHF molekiliiniin serbest enerjisinin -
878.4 Hartree (Hartree bir atom ya da molekiliin en diisiik enerji durumundaki
baglanma enerjisinin iki katina esit bir fizik sabitidir) oldugu gorilmiistiir (Tablo
4.1). Bu molekiilin en yiiksek dolu molekiiler orbital (HOMO, the highest occupied
molecular orbital) degerine bakildiginda iyonizasyon enerjisinin yliksek, yani
elektron vermeye yatkin oldugu gorilmektedir. 4'-DMA-7,8-DHF molekiiliiniin ise
serbest enerji degeri -1012.3 olarak belirlenmis ve HOMO ile en disik dolu
olmayan molekiler orbital degerleri (LUMO, the lowest un-occupied molecular
orbital) (0.12947) araligina bakildiginda; 7,8-DHF molekiiliine gére daha diisiik ve
daha kararsiz oldugu gorilmektedir. Bu sonuglara gore 4’-DMA-7,8-DHF
molekiliniin, 7,8-DHF molekiiliine gore reaksiyon vermeye daha yatkin oldugu
soylenebilir. Her iki molekiliin dipol momentleri karsilastirildiginda 4’-DMA-7,8-
DHF molekiliinin daha biayik dipol momente sahip oldugu, 7,8-DHF
molekiliniin ise 4-DMA-7,8-DHF molekiiliine gore daha disiik dipol momente
sahip oldugu gorilmektedir. Bu degerler her iki molekiiliin polar ¢éziicilerdeki
¢oziinurliiklerinin olduk¢a iyi oldugu hakkinda fikir vermektedir. HOMO ve
LUMO degerleri ile HOMO-LUMO enerji degerleri hesaplanmis, dar HOMO-
LUMO araligi her iki molekilin de kararsiz ve reaksiyon vermeye yatkin
oldugunu gostermistir (Gokalp, 2018). Aktivite kiyaslamalari yapildiginda
biuyiukten kiigige 4-DMA-7,8-DHF, 7,8-DHF, 6-hidroksidopamin olarak
siralanabilir. Burada 6-hidroksidopamin in digerlerine gore olduk¢a kararh oldugu

gorilmektedir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1 7,8-DHF ve 4-DMA molekiillerinin kimyasal 6zellikleri: Serbest
enerji birimi Hartree, HOMO,LUMO ve HOMO-LUMO degerlerinin birimleri ise
eV’dur (eV: Bir voltluk elektrik potansiyel farkinda hareket eden tek bir

elektronun ytki ile elde edilen enerji miktaridir). Bu tabloda 7,8-DHF

molekiliniin ve 4-DMA-7,8-DHF molekiilliiniin serbest enerji degerleri

karsilastirilmis ve her iki molekiliin kararsiz ve reaksiyon vermeye yatkin

oldugu, ancak 4-DMA-7,8-DHF molekilinin 7,8-DHF’e gore daha kararsiz

oldugunu gostermektedir.

DFT

6-hidroksidopamin

7,8-dihidroksiflavon

4’-dimetilamino-
7,8-dihidroksiflavon

Serbest enerji

=rhe -591.94413879 -878.406485 -1012.324563
(Birimi Hartree)
N
o) e 3.6050 8.4463 13.6491
(Debye)
HOMO (Birimi eV) -0.20989 -0.23664 -0.20386
LUMO (Birimi eV) -0.01735 -0.08246 -0.07439
HOMO-LUMO -0.19254 -0.15418 -0.12947

4.2. Analitik bulgular

Standartlar ve blank kromatogramlar:1 dogrultusunda hareketli faz yardimi

ile ayrisan bilesiklerin duragan faz igerisindeki hareketi ve ¢ikis stiresi sekil 4.1 ve
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Sekil 4.2 de gosterilmistir. 7,8-DHF molekiliniin polar hareketli faz araciligiyla
apolar duragan fazi terketme stiresi 5.86 dakika, 4’-DMA-7,8-DHF molekiiliiniin
duragan faz terketme siiresi ise 7.60 dakikadir. Bu sonuglara gére polar hareketli
faz araciligi ile apolar duragan fazdan ayrilma stireleri 4-DMA-7,8-DHF

molelikintn, 7,8-DHF molekiiliine kiyasla daha apolar oldugu gorilmiustiir.
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Sekil 4.1 Siv1 kromatografisinde plazma 6rneklerinin analizi ile elde edilen 7,8-
DHF molekiiliine ait kromatogram: Bu kromatogram 7,8-DHF molekiliiniin
hareketli polar ¢oziici icerisinde duragan fazdan 5.86 dakikada ayrildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.2 Sivi kromatografisinde, plazma orneklerinin analizi ile elde 4’-DMA-

7,8-DHF molekiiliine ait kromatogram: Bu kromatogram 4’-DMA-7,8-DHF
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molekiiliniin hareketli polar ¢oziici igerisinde duragan fazdan 7.60 dakikada

ayrildigini géstermektedir.

4.3. Farmakokinetik Bulgular

7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekillerinin plazma konsantrasyonlar:
zamana bagh olarak birbirleri ile karsilastirnlmistir. Bu karsilastirmaya ve teorik
sonuc¢lardan elde edilen bulgulara gore daha kararlh oldugu gorilen 7,8-DHF
molekiliniin hizla kana gegtigini ve ilk 15 dakika igerisinde ortalama 50 ng/ml
(nanogram/mililitre) konsantrasyonunda seyrettigini, sonraki 15 dakikaya
ulasana kadar konsantrasyonunda biiyiik bir diislis sergileyerek ortalama yaklagik
15 ng/ml konsantrasyonuna geriledigi gériilmektedir. Ikinci saate kadar her yarim
saatte ortalama %50 civar1 konsantrasyon kaybina ugrayarak ikinci saatte
yaklasik 2 ng/ml konsantrasyonuna diismektedir. 7,8-DHF molekili 12'nci saate
kadar diigiik dozlarda varhigini stirdiirmiustiir. Bu ¢calismada plazma 6rnekleri i¢in
Olctilebilir en diisiik konsantrasyon 0,1 ng/ml oldugundan molekiiliin ¢esitli zaman
araliklarindaki varhg yiiksek hassasiyette belirlenmigtir. 4’-DMA-7,8-DHF
molekili sistemik uygulamada 7,8-DHF kadar verimli bir farmakokinetik profil
gosterememistir. Baglangic olarak 15’inci dakikada plazma yaklasik ortalamasi 8,4
ng/ml olarak belirlenen 4-DMA-7,8-DHF molekiliiniin sonraki 15 dakika
icerisinde konsantrasyonunun cok ciddi bir sekilde distigi ve 30’'uncu dakikada
ortalama 8 ng/ml'nin altina geriledigi gorilmustir. Sonraki yarim saatlik stire
zarfinda konsantrasyonlari stabil ilerleyen 4-DMA-7,8-DHF molekiilii ikinci saate
kadar giderek azalma gostererek yaklasik 0,7 ng/ml konsantrasyonuna diismiis,
ikinci saatten sonra ise yavas yavas elimine olmustur. Beyin mikrodiyalizatlarinin
degerlendirilmesinde plazma 6rneklerine benzer bir metodoloji uygulanmig ancak
herhangi bir madde varlig1 tespit edilememistir. Ol¢iim diizeyi 0,1 ng/ml gibi
yiksek hassasiyette oOlciilmis olsa da ne 7,8-DHF ne de 4-DMA-7,8-DHF
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molekiliniin beyin mikrodiyalizatlarinda varligi belirlenememistir. Sonug olarak
teorik bulgularda genis HOMO-LUMO araligina sahip olan 7,8-DHF molekilinin,
plazma konsantrasyonlarinin, 4-DMA-7,8-DHF molekiiltine gére ayni zaman
dilimlerinde daha fazla konsantrasyonlarda ve daha uzun siirelerde varligini

korudugu gorulmiustiir (p<0.01) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 LC/MS metoduyla farkli zaman araliklarinda toplanan plazma
sivilarinda, miktarlar: belirlenen 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekillerinin
zamana bagl olusturdugu kargilastirmali farmakokinetik profil: Bu grafikte
zaman araliklar: yatay x ekseninde dakika tiiriinden belirtilmistir Ik 2 saat
onbeger dakikalik zaman araliklarina béliinmis, sonraki 10 saat birer saatlik
zaman araliklarina bolinmistiir. Madde konsantrasyonlar: ise dikey Y ekseninde
nanogram/mililitre cinsinden belirtilmistir. Bu grafige goére 7,8-DHF molekiili
kanda ilk 15 dakikada maksimum konsantrasyona ulagsmakta (48 ng/ml) ve daha
sonraki 15 dakika icerisinde konsantrasyonu hizla dissmektedir (14 ng/ml). Ikinci
saatteki konsantrasyonu yaklasik 2 ng/ml olarak belirlenen 7,8-DHF, 720'nc1
dakikaya kadar plazmada varhigini diisik konsantrasyonlarda géstermeye devam

ettirmistir. 720'nci dakikada belirlenen 7,8-DHF konsantrasyonu ise 0,8
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ng/ml’dir. Ayni sekilde 4’-DMA-7,8-DHF’nin de kandaki konsantrasyonu ilk 15
dakika icerisinde 8 ng/ml degerine ytlikselip sonraki 15 dakika boyunca 8 ng/ml
seviyesinde seyretmis daha sonra ise hizla elimine olmustur. 4-DMA-7,8-
DHF’nin ikinci saatteki konsantrasyonu 0,7 ng/ml, 720’nci dakikadaki
konsantrasyonu ise 0,13 ng/ml’dir (p<0.01).

7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekiillerinin intraperitonel olarak 5 mg/kg
dozda uygulanmasi sonucu elde edilen bulgulara gére, 7,8-DHF icin en yliksek
konsantrasyona ulasma siresi (Tmax) 15 dakika, en yiiksek konsantrasyonu
(Cmax) ise 48 ng/ml olarak belirlenmistir (Tablo 4.2). Enjeksiyonu takiben ilk
yarim saat igerisindeki konsantrasyon 14 ng/ml degerine kadar gerilemis, sonraki
her saat azalmaya devam etmistir. 4-DMA-7,8-DHF icin Tmax siliresi yine 15

dakika, Cmax degeri ise 8 ng/ml olarak belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Siganlara enjekte edilen 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekiillerinin
sican plazmalarinda sergiledigi in vivo farmakokinetik parametrelerinin
karsilastirilmasi. Intraperitonel olarak 5mg/kg dozlarda uygulanan her iki
molekil i¢in plazmada maksimum konsantrasyona erisme siiresi (Tmax) 15
dakika olarak belirlenmistir. Tmax siiresinde eristigi maksimum konsantrasyon
degerleri (Cmax) ise 7,8-DHF molekiilii i¢in 48,43 ng/ml, 4-DMA-7,8-DHF
molekili i¢in 8,40 ng/ml olarak belirlenmigstir. Bu veriler 7,8-DHF nin 4’-DMA.-
7,8-DHF’e gore plazmada daha fazla miktarda bulundugunu géstermektedir.

AUC: konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan (Area under curve, AUC).

AUC
Bilesik ad1 Doz Cmax Tmax
(min*ng/ml)
7,8-DHF 5 mg/kg 48,43 15 2241
4-DMA-7,8-DHF 5 mg/kg 8,40 15 797,4
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda 7,8-DHF ve 7,8-DHF’e gore daha potent oldugu
diisiinilen 4’-DMA-7,8-DHF nin, Gaussian paket programi kullanilarak kimyasal
ozellikleri belirlenmig, ve her iki molekiilin sican kan ve beyin omurilik
sivilarindaki farmakokinetigi arastirilmistir. Elde edilen kimyasal 6zellikler ile in
vivo farmakokinetik deney sonuclarindan gelen veriler degerlendirilerek bahsi
gecen molekiillerin tedavi edici ¢alismalar i¢in uygunlugu ele alinmistir. Her iki
molekiil i¢in literatiirde kimyasal o6zelliklerinin, in vivo farmakokinetik
ozellikleriyle birlikte ele alinarak karsilastirildigr bizim bilgilerimiz dahilinde
herhangi bir calismaya ulasilamadigindan dolay:1 bu ¢alisma kendi konusunda bir

1lki ele almagtar.

Giuniumiize kadar BDNF eksikligi veya TrkB ifadesinin azalmasi sonucu
ortaya cikan cesitli patolojilerinin tedavisine yonelik; rekombinant BDNF
uygulamasi, BDNF gen replasmani ya da TrkB ifadesinin replasmani gibi
yontemlere bagsvurulmustur (Maynard vd., 2016; Montroull, Danelon, Cragnolini,
& Masco, 2019b). Ancak yiuksek genetik diizenlemeler, kan beyin bariyeri engeli ve
yiksek konsantrasyonlarda eksojen peptid uygulamalarinin toksik etki
gostermesinden dolay1 istenilen sonuglar elde edilememistir (Dittrich vd., 1996).
Buna karsilik TrkB reseptoriinii BDNF gibi aktive edebilen 7,8-DHF molekiiliniin
kan beyin bariyeri engelini gecebilmesi ve yiiksek dozlarda toksik etki
gostermemesi, BDNF uygulamalarina alternatif olmus ve daha verimli sonuglarin

eldesini saglamigtir.

BDNF’nin TrkB reseptoriine bagladigi kisim D5 bélgesidir (D5-domain) ve
BDNF'nin tanimip aktivite gésterebilmesi i¢in esas bolgeyi teskil etmektedir. Bu
bolgede baglanma cebini olusturan aminoasitlerin ¢ogunlugu polar yapidadir ve
7,8-DHF bu baglanma cebine girerek TrkB aktivasyonu saglamaktadir. Teorik
arastirma sonuclarimiz 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekiiliintiin polaritesinin

yiksek oldugunu, ayrica kararsizliklar1 dolayisiyla bag yapmaya egilimli
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olduklarinmi gésterdiginden dolayi, her iki molekiiliin de D5 domaininde yiiksek bir
bag etkilesimi gosterebileceklerini diisindtirmektedir. (Chitranshi, Gupta, Kumar,
& Graham, 2015). Ayrica 7,8-DHF molekili ile TrkB reseptoriiniin baglanma cebi
arasindaki etkilesimin, esas olarak flavonun A halkas1 lizerinden gercgeklestigi
bilinmektedir. Bu etkilesim molekiiler baglama calismalar: i¢in tretilen tiim 7-
8, DHF tirevleri icin korunmus olup pi-alkil, pi-sigma, pi-katyon ve hidrojen bagi
etkilesimlerine aracilik etmektedir. Bu calismadan elde edilen teorik kimyasal
sonuclarimiz da her iki molekiliin enerji seviyelerini ve kararsizliklarin1 ortaya
koymus, boylece reseptor-ligand etkilesimlerini  verimli  bir sekilde

saglayabileceklerini gostermistir (Chitranshi vd., 2015).

7,8-DHFnin de dahil oldugu flavonlarin A halkas1 {tizerinde yapilan
fonksiyonel grup modifikasyonlariyla, 7,8-DHF'den daha yiiksek baglanma
skorlarina sahip molekiillerin varligr gosterilmistir. Ancak bilgisayar tabanl elde
edilen sonuclar tek basina yeterli olmadigindan, elde edilen teorik sonuclarin in
vitro ve in vivo 6zelliklerinin karsilagtirilmas: gerekmektedir (Benfenati, Gini,
Hoffmann, & Luttik, 2010). Gergekten de 7,8-DHF'nin farkli tiirevleri in vitro
calismalarda TrkB reseptoriini, 7,8-DHF’e gore daha gii¢li aktive etmistir. Ancak
elde ettigimiz analitik bulgular 7,8-DHF tarevlerinden biri olan 4’-DMA-7,8-
DHF’nin sistemik uygulamasinda daha diisiik farmakokinetik profil sergiledigini
gostermigtir. Bu molekiiliin teorik kimyasal 6zelligi kararsiz bir yap1 olarak
gorildiuginden, 7,8-DHF’e gore daha potent olabilecegini diisiindiirse de sistemik
uygulama sonrasi elde edilen plazmalarin farmakokinetik bulgulari bu diistincenin

aksini gostermistir (Liu vd., 2012).

7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekiiliniin kimyasal yapisina bakildiginda,
her ikisinin yapisinda da TrkB etkilesimi i¢in elzem oldugu diisiiniilen katekol
grubu oldugu gorilmektedir. Katekol grubunun katekol-O-metil transferaz
(COMT) ile metillenmesiyle 7,8-DHF-TrkB etkilesiminin daha gii¢lii oldugu
distinilmektedir. COMT inhibitorlerinin kullanimi ise bu olumlu etkiyl

azaltmaktadir (Liu vd., 2013a). Ancak literatur bilgileri, katekol grubu igeren
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molekiillerin yarilanma oOmirlerinin ¢ok diisik oldugunu, dolayisiyla
konsantrasyonlarinin hizla distigini bildirmektedir (LeWitt, 2004). Bizim
calismamizda elde ettigimiz bulgulara goére plazma 7,8-DHF miktar1 15inci
dakikada 48 ng/ml konsantrasyonlarinda iken sonraki 15 dakika icerisinde
yaklasik 2/3oraninda diiserek 14 ng/ml konsantrasyonlarina gerilemistir. Plazma
4’-DMA-7,8-DHF miktari ise 1lk 15’inci dakikada 8,40 ng/ml olarak hesaplanmais,
ikinci 15 dakikadaki konsantrasyonu yine ayni miktarlarda goralmistir.
Dolayisiyla her iki molekiiliin plazma seviyelerinin ilk 60 dakika arasinda goériilen
ciddi azalmalarin; katekol grubu igeren bilesiklerin COMT kaynakh dusik

yarilanma 6mriine sahip olabilmeleri bilgisiyle tutarlilik gostermektedir.

Liu ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada, 7,8-DHF’nin oral gavaj yoluyla
verilmesinden sonra hem 7,8-DHF’nin hem de metillenmis metabolitleri olan 7-
metoksi-8-hidroksiflavon ve 7-hidroksi-8-metoksiflavonun varlig: plazmada tespit
edilmigtir. Bu arastirma bulgularina goére, 7,8-DHF plazmada 10'ncu dakikada
Cmax degerine (70 ng/ml) ulasmis, 7-metoksi-8-hidroksi metabolitinin ise 3’tncl
dakikada varlhigi tespit edilse de Cmax degerine (1ng/ml) 10’uncu dakikada ulastigi
bildirilmistir. Ayni calismanin beyin oOrneklerinden elde edilen bulgularina
bakilacak olursa; 7,8-DHF’nin beyindeki varligi 10’'uncu dakikada tespit edilmig ve
her 1 gramlik beyin homojenatinda yaklasik 52 ng oldugu bildirilmistir (52 ng/g).
Metillenmis metabollerinin ise beyin ornekleri i¢in 6lgililebilir limitin altinda
kaldigr bildirilmistir (LLiu vd., 2013a). Bizim ¢calismamizda ise 5 mg/kg 1.p. 7,8-DHF
uygulamasi sonucu, plazma Cmax degeri 48 ng/ml olarak 6l¢tilmiis; beyin omurilik
sivis1 mikrodiyalizatlarinda ise 0,1 ng/ml hassasiyette 6l¢imiyle varligi tespit
edilememistir. Bunun sebebi Liu ve arkadaslarinin ¢alismasinda varligi 3’tnci
dakikada tespit edilmis olan 7-metoksi-8-hidroksi metaboliti ile ilgili olabilecegini
distindirmektedir. Bu bulgu, 7,8-DHF’nin ¢ok hizli bir sekilde metabolize
edildigini gostermektedir, bdylece; hem plazma konsantrasyonlarinin hizla
dismesi hem de BOS orneklerinde 7,8-DHF varliginin tespit edilememesi bu
metabolizasyon siireci ile iligkili olabilir. Ayrica beyin homojenatlarinda 7,8-DHF
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ve metabolitlerinin varliginin belirlenebilmesi icin terapétik dozun 10 kat:
konsantrasyonda uygulamasi yapilmis (Liu vd., 2013a) oldugundan bu molekiiliin,
diisiik konsantrasyonlarda uygulandiginda BOS mikrodiyalizatlarinda varliginin
tespit edilemeyecegine isaret etmektedir. Ilaveten yukaridaki bilgilere bagh olarak
plazma konsantrasyonlarini ve dolayisiyla BOS konsantrasyonlarini arttirmak
amaciyla COMT inhibitorleri kullanibilir. Boéylece her iki molekilin BOS

mikrodiyalizatlarinda tespiti daha da mimkiin hale gelebilir.

Maymunlara, oral olarak 30mg/kg uygulamasi1 yapilan, 7,8-DHF ve
metabolitlerinin plazmadaki farmakokinetiklerinin arastirildigr bir calismada,
Cmax degerinin 800 ng/ml, Tmax degerinin ise 4 saat oldugu bildirmigstir (He vd.,
2016). Ayrica maymunlarda yapilan bir baska farmakokinetik calismada (30
mg/kg, oral), Tmax yine 4 saat olarak bildirilmis, Cmax degerinin ise yaklagik 1400
ng/ml oldugu bildirilmigtir (Sun vd., 2017). Bizim calismamizdan elde edilen
bulgularda ise Wistar albino sicanlarin plazmasinda 7,8-DHF'nin Cmax degeri 48
ng/ml, Tmax degeri ise 15 dakika oldugu gorilmistir. Buna gore, 7,8-DHF
molekuli i¢in farkl: tiire ait hayvanlarda énemli derecede konsantrasyon farkinin
gozlenmesi, 7,8-DHF’nin metabolik reaksiyonlardan ne derece etkilenebildigini

gostermektedir.

Liu ve arkadaslarinin fareler tizerinde yapmig oldugu bir ¢alismada 1 mg/kg
kronik oral 4’-DMA-7,8-DHF uygulamasi uygulamasi fare hipokampiisiinde
norogenezi arttirmistir (Liu vd., 2010). Bu bulgu 4’-DMA-7,8-DHF molekiliniin
merkezi sinir sisteminde TrkB fosforilasyonunu sagladigina isaret etmektedir (Liu
vd., 2010). Ancak bizim ¢alismamizdaki LC-MS/MS bulgularina gore, i.p. olarak 5
mg/kg uygulanan 4’-DMA-7,8-DHF molekiiliinin varhig plazmada tespit
edilebilmis ancak BOS mikrodiyalizatlarinda 0,1 ng/ml hassasiyete ragmen tespit
edilememistir. Liu ve arkadasglar1 calismalarinda 7,8-DHF molekilinin 4’-
pozisyonuna metil grubunun eklenmesiyle, molekiillin metabolizasyonunu
hizlandirdig1 yoéniinde bir 6nerme ifade etmiglerdir (Liu vd., 2013a). Bu 6nerme ve

4’-DMA-7,8-DHF’nin neden dustk bir farmakokinetik profil sergiledigine bir cevap
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olabilir ancak hala 4’-DMA-7,8-DHF molekiiliiniin nasil noérogenezi tesvik ettigi
sorusuna cevap verememektedir. Ancak bu etkiyi metabolitleri araciligiyla

gerceklestirdigi onerilebilir.

7,8-DHFnin verimli farmakokinetik profiline karsi 4’-DMA-7,8-DHF'nin
plazma konsantrasyonunun neden 7,8-DHF kadar verimli olmadigina yoénelik
farkl bir agitklama daha olabilir. Bu durumun olasi bir nedeni dar HOMO-LUMO
araligina sahip, yani daha kararsiz olan 4-DMA-7,8-DHF molekiliniin serum

albiiminle daha fazla bag yapma istegi i¢erisinde olmas1 olabilir.

Sonu¢ olarak literatirde 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekiiliiniin
farmakokinetik profilini bildiren veriler ile bizim bulgularimiz tutarhilhk
gostermektedir. Bu bilgilere gore 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF molekiili sistemik
olarak uygulandiginda hizla kana gecgerek varligini gostermektedir. 15 dakika gibi
cok kisa bir siirede Cmax degerine ulasan molekiillerin plazma konsantrasyonlari
hizla dismektedir. Dolayisiyla her iki molekiiliin ilk ge¢is etkisinden 6nemli
derecede etkilendigini gérmekteyiz (Mehrotra, Gupta, Kovar, & Meibohm, 2007).
Ayrica analitik bulgularin standart sapmalarinin degisken olmasi, bu molekiillerin
ayni tlre ait hayvanlarda bile degisik hizlarda metabolize oldugunu
disiindiirmektedir. Bu yilizden molekilin dogru farmakokinetik profilini
belirlemek i¢in aym1 hayvan {iizerinden deneyin tamamlanmasi1 gerektigini
distinmekteyiz. 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF 1i¢cin daha oOnce yapilan
farmakokinetik ¢calismada ilgili arastirmaci grup, her bir zaman dilimi i¢in farklh
fareleri sakrifiye etmis, dolayisiyla her fareden farkli zamanlardan madde
1zolasyonu yapmiglardir (Liu vd., 2013b). Bu tez calismasinda ise hem plazma
ornekleri i¢in ayni sican kullanilmis hem de mikrodiyaliz yontemi ile BOS
ornekleri yine aym1 hayvandan toplanmastir. Dolayisiyla her bir molekiiliin aym
hayvan uzerindeki zamana baglh konsantrasyonlar1 arastirilmistir. Terapotik
dozda uygulanan maddelerin tespiti beyin orneklerinde yiiksek hassasiyete
ragmen belirlenememis olsa da, metabolik reaksiyonlar: ¢ok iyi bilinmeyen bu

molekiillerin plazma ve BOS farmakokinetiklerinin bizim ¢alismamizdaki gibi aym
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hayvan {lizerinde yapilmasi daha verimli bir yontemdir. Kemirgenlerde ve
maymunlarda yapilan ¢galismalar birlikte g6z 6niinde bulunduruldugunda, her 1ki
molekilin kan ve BOS konsantrasyonlarinda metabolik hizin; dolayisiyla hayvan

tirtinin 6nemli oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak bu tez c¢alismasinda 7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHF
molekiillerinin teorik kimyasal aktiveleri ve in vivo farmakokinetik etkinliklerinin
gosterilerek karsilagtirildigr ilk calismadir. 4-DMA-7,8-DHF molekilint, 7,8-
DHF molekiiliine gore teorik kimyasal 6zellikler ve in vitro calismalarda daha
yiuksek aktivite gosterse de 7,8-DHF’den daha iy1 bir farmakokinetik profil
sergilemedigi gorilmiistiir. Bundan dolay1 7,8-DHF’nin sistemik uygulamasinin 4’-
DMA-7,8-DHF’den daha verimli olabilecegini distindirmustir. Ayrica
farmakokinetik ¢aligsmalari i¢in molekiliin teorik kimyasal 6zelliklerinin yaninda
fizikokimyasal yapisinin da iyi bilinip sistemik uygulamalarda ne tir metabolik
reaksiyonlardan gececegi iyl analiz edilmeli ve bu molekiiliin metabolitleri de
incelenmelidir. 7,8-DHF ve turevi olan 4-DMA-7,8-DHF molekiliu sistemik
uygulandiginda ilk gecis etkisinden yiiksek oranda etkilenmistir. Ancak bu
molekiillerin metabolize olmasi1 aktivasyon kaybina sebep olmamaktadir ve
metillenmis formlar1 daha iyi aktivite gostermektedir. Buna karsilik metillenmig
7,8-DHF ve 4-DMA-7,8-DHFnin metabolizma hizinin daha yiiksek oldugu da
gorilmistiir. Dolayisiyla metilasyonunun engellenmesi molekiiliin aktivitesini
azalttigindan dolayi, hastaliklarda kullanilan COMT gibi inhibitér molekiillerle
uygulandiginda aktivite kaybi gosterecek ve Parkinson hastaligni gibi baz
hastaliklarda sistemik uygulamasinda yeterli terapotik etki gostermesine engel
tegkil edecektir. Diger yandan bu molekiillerin metillenmenin engellenmesi ise
plazmada daha uzun siire kalmasina aracilik edecek ve serbest radikalleri
yakalayarak antioksidan 6zellik gostermesine yardimci olacaktir. Ayrica 7,8-DHF
ve 4-DMA-7,8-DHFnin metillenmesinin engellenmesi, bu molekiillerin
plazmadaki konsantrasyonlarinin distisini engelleyeceginden, BOS
mikrodiyalizatlarinda her iki molekiiliin varliginin tespit edilebilmesine yardimeci
olacabilecegi de dislinilebilir. Bu ylizden bu molekiillerin tirevlerinin ve

metabolitlerinin, sistemik uygulamalarda tedavi edici dozlarinin belirlenmesi ve
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farmakokinetiklerinin i1yi arastirilmasi, hastalik patolojilerine karsi daha genis

cercevede kullanim alam bulmasi i¢in gereklidir.
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