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OZET

Doktora Tezi

BAZI BITKISEL LIGANDLARIN VE TUREVLERININ ANTIHELMINTIK
ETKILERININ IN SILICO MOLEKULER MODELLEME YONTEMIYLE TAHMIN
EDILMESI

Dilara KARAMAN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damsman: Dog. Dr. Ahmet Onur GIRISGIN

Helmintik enfeksiyonlar diinya iizerinde oldukca yaygindir ve 2 milyardan fazla insan
en az bir helmint tiiri ile enfektedir. Bu ¢calismada bitkisel ligand iskeletleri kullanilarak
piyasadaki en sik kullanilan antihelmintik ilaglardan daha diisiik dozda etki edebilen,
daha az yan etkili, ulasilmasi kolay ve giivenilir yeni bir antihelmintik ila¢ adaymin in
silico modelleme yontemleriyle modellenmesi ve bazi bitki oziitlerinin kilkurtlar
tizerindeki antihelmintik etkisinin gosterilmesi hedeflenmistir. Direng gelisimi, yeni
antihelmintiklerin kesfini gerektirdigi i¢in, antihelmintik direng gelisimi durumunda
ortaya ¢ikabilecek mutant proteinlerin inhibe edilmesi amaciyla en potent bitkisel
ligandlar kenetleme simiilasyonlar1 vasitasiyla arastirilmigtir. Eriositrin  molekiilii
tiirevlerinin ¢izilmesi amaciyla iskelet olarak kullanilmistir. Bazi hedef proteinlerin 3
boyutlu yapisi bilinmediginden, sekonder yapisi homoloji modelleme ile tahmin
edilmistir. Sonug olarak kukurbitasin-B’nin fevkalade iyi bir skor degeri ile (Kj= 57,11
pikomolar ve AG= -13,97 kcal/mol) rat karnitin palmitoil transferaz 2 enzimini inhibe
edebildigi, direng gelisiminde arteannuin-B’nin Mebendazolden daha potent bir ilag
aday1 oldugu, tasarlanan 24 eriositrin tiirevinden E05’in eriositrinden daha disik K;
degerine sahip oldugu, oreganoliin secici bir inhibitdr aday1 oldugu ve fumarat rediiktaz
igin selektivite indeksinin 20 310,53 bulundugu ve in vivo deneylerde Artemisia annua
L. n-hekzan oziitiinin 1200 mg/kg dozunun kilkurtlarina karsi %36,91°lik bir
antinematodal etki gosterdigi ilk kez bu ¢alismada ortaya ¢ikarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antihelmintik, Artemisia annua, molekiiler modelleme,
Momordica charantia, Origanum vulgare, Rubus canescens
2022, xxv + 392 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

PREDICTION ON THE ANTHELMINTIC EFFECTS OF SOME HERBAL
LIGANDS AND THEIR DERIVATIVES WITH IN SILICO MOLECULAR
MODELLING METHOD

Dilara KARAMAN

Bursa Uludag University
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Department of Biology
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Helminthic infections are quite common around the world and more than 2 billion
people are infected with at least one helminth species. In this study, it was aimed to
model a new anthelmintic drug candidate, which can act at lower doses than the most
commonly used anthelmintic drugs in the market, with less side effects, easy to access
and reliable, using herbal ligand scaffolds, and to show the anthelmintic effect of some
plant extracts on pinworms. Since development of resistance requires the discovery of
new anthelmintics, the most potent herbal ligands were investigated via docking
simulations to inhibit mutant proteins that may arise in the event of anthelmintic
resistance development. Eriocitrin was used as a scaffold for drawing derivatives. The
secondary structures of some target proteins were predicted by homology modeling
because their 3D structures are unknown. As a result, in this study, it was revealed for
the first time that cucurbitacin-B can inhibit rat carnitine palmitoyl transferase 2 enzyme
with an exceptionally good score value (Ki= 57,11 picomolar and AG=-13,97 kcal/mol),
and arteannuin-B is a more potent drug candidate than Mebendazole in the development
of resistance. Among the 24 designed eriocitrin derivatives, EO5 has a lower K; value
than eriocitrin, oreganol is a selective inhibitor candidate and the selectivity index for
fumarate reductase is 20 310,53, and in vivo experiments, Artemisia annua L. n-hexane
extract was an antinematodal effect of 36,91% at the 1200 mg/kg dose against
pinworms.

Key words: Anthelmintic, Artemisia annua, molecular modelling, Momordica
charantia, Origanum vulgare, Rubus canescens
2022, xxv + 392 pages.
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1. GIRIS

Teknolojinin ve saglik hizmetlerinin hizla gelistigi bir diinyada, helmintik enfeksiyonlar
halen 6nemini korumaktadir. 2012 yili verilerine gore diinya genelinde yaklasik 2
milyar insanin en az bir helmint tiiri ile enfekte oldugu tahmin edilmistir (Diinya Saglik
Orgiitii [DSO], 2012). Sanitasyonun yeterli olamadig1 bolgelerde yasayan insanlar ve
Ozellikle de okul oncesi donemdeki c¢ocuklar i¢in enfeksiyonlarin sik tekrarlanmasi,
sentetik ilaglarin yerini alacak alternatif tedavi yontemlerinin dnemini arttirmaktadir. Bu
nedenle daha az yan etkiye sahip yeni antihelmintiklerin kesfi olduk¢a 6nemli ve zorlu
bir gorevdir. Oral yolla bulagan ve otoenfeksiyon nedeniyle sik tekrarlayan Oksyurid
nematod enfeksiyonlar1 ise daha ¢ok ¢ocuklarda goriilmekte ve gelisimin aksamasina
neden olmaktadir (Giray ve Keskinoglu, 2006). Diinya genelinde 400 milyon kisinin
Enterobius vermicularis ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (Strelkauskas, Edwards,
Fahnert, Pryor & Strelkauskas, 2015).

Laboratuvar farelerini en fazla enfekte eden helmint paraziti Syphacia obvelata’dir.
Oksyurid grubundaki bu tiiriin yasam dongiisii dogrudan ve kisadir yani ergin hale
gelebilmesi i¢in konak degistirmesi gerekmez. (Hedrich, 2012). Bu tiir, hem laboratuvar
farelerinde hem de insanlarda bulunabilmektedir (Flynn, 1973). Insanlarda Enterobius
vermicularis  enfeksiyonunun tedavisinde  kullanilabilecek  antihelmintiklerin
denenmesinde S. obvelata model olarak kullanilmaktadir (Flynn, 1973; Griffiths, 1971).

Diinya Saglik Orgiitiine gére (DSO, 2017), helmintik enfeksiyonlarin en temel sebepleri
fekal kontamine toprak iizerinde ¢iplak ayakla dolagilmasi, helmint yumurtalar igeren
sebzelerin 1yl yikanmadan yenilmesi ve kontamine sularin i¢ilmesidir. Bu nedenle
ozellikle gelismekte olan iilkelerde helmintik enfeksiyonlar diger enfeksiyon tiplerinden
farklt olarak ¢ok sik tekrarlanmaktadir. Hafif enfeksiyonlara sahip insanlarda
semptomlar goriilmezken, daha agir enfeksiyonlar diyare, karin agrisi, genel zayiflik
veya fiziksel ve bilissel gelisimin bozulmasi ile kendini gosterir. Kancali nematodlar
kronik intestinal kan kayb1 ve dolayisiyla anemiye yol acar. DSO bu durumun kontrolii
icin periyodik olarak helmintlerin giderilmesinin, tekrar eden enfeksiyonlar1 6nlemek

icin verilecek saglik egitiminin ve topragin enfekte yumurtalar ile kontaminasyonunu



azaltmak icin sanitasyonu artirmanin 6nemine dikkat cekmektedir (DSO, 2017). Ancak
periyodik olarak sentetik ilaclarin kullanilmas1 bir siire sonra bu ilaglara direng gelisimi
sorununu beraberinde getirmektedir (Sargison, 2012). Ayrica bu ilaglarin bazi yan
etkilerinin yani sira uzun siire kullanilmalarinin karaciger ve bobrek fonksiyonlari
tizerine olumsuz etkileri olmaktadir (Ogbru, 2017). Bu nedenle sentetik ilaclarin yerini
alabilecek olan bitkilerden hangilerinin antihelmintik olarak bu ilaglar kadar basarili

olup olmayacagi sorusu bu tez ¢alismasinin konusunu olusturmaktadir.

Hayvancilik sektorii acisindan bakildiginda paraziter enfeksiyonlar hayvan sagligina
zarar verebilir ve ekonomik kayiplara yol agabilir. 1984’de Ivermectin’in (IVC) ve
sonraki yillarda diger makrosiklik laktonlarin Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi
(Food and Drug Administration) FDA’dan onay almasi ile Amerika’daki veterinerler ve
kiicikbas hayvan fireticileri koyun ve kecilerin parazitleri i¢in iyi bir ilk etkiye sahip
ilaglara kolay, ucuz ve gilivenli bir sekilde ulasabildiler (Waters, t.y.). Bu tiir
antiparazitik ilaglar baglangicta %100 parazit 6ldiirme oranina sahip olsalar da yapilan
son bilimsel ¢aligmalar antiparazitik diren¢ gelisiminin ka¢inilmaz olmasi dolayisiyla

bunun siirdiiriilebilir olmadigint géstermektedir (Kornele ve digerleri, 2014).

Baz1 helmint tiirlerine ait dokular diger ¢ogu organizmanin dokularindan farkli olarak
yiiksek bir rejenarasyon kabiliyetine sahiptir. Bu nedenle helmintleri 6ldiirmek
zorlagmaktadir. Ayrica ¢ogu helmint tiirli yiizlerce yumurta olusturarak neslinin
devamini saglamakta ve kist olusturarak 1s1 degisimleri veya toksik maddelere karsi
direngli hale gelmektedirler (Ustagelebi, 1999). Bu nedenle helmintlerle miicadelede
devamli olarak kullanilabilecek ve konak organizmaya zarar vermeyecek ajanlar
secilmelidir. Bu ajanlardan baslicalar1 ise pek c¢ok ilacin ham maddesi olan bitkisel

urtnlerdir.

Insanlarda yaklasik 7 000 enzim ve 20 000 reseptdr bulunmaktadir. Ilaglarm hedefleri
bu enzimler veya reseptdrlerin biri ya da bir kagidir. Ilag adaylarinin yan etkilerini
azaltabilmek i¢in ilacin inhibisyon katsayisinin (Ki) olabildigince diisiik olmasi ve
bdylece ¢ok diisiik dozlarda kullanilmasi ile yeterli etkililigin saglanabilmesi hedeflenir

(Silverman, 2004). Bitkisel irtinlerin kullanilmasiyla ¢ok sayida aktif bilesen viicuda



alinmis olur ve bunlarin metabolitleri binlerce enzim ve reseptor iginden bazilarma
baglanabilmekte, agonist veya antagonist olarak calisabilmekte ve kimi zaman da inhibe
edilmesi sakincali olan bir enzim veya reseptore baglanarak zehirlenmelere neden

olabilmektedir. Bu nedenle bitkilerin bilingsizce ila¢ olarak kullanilmasi oldukca
risklidir.

Helmintik enfeksiyonlarin endemik oldugu bolgelerde enfeksiyonun kontrol altinda
tutulabilmesi i¢in periyodik olarak helmint diisiiriilmesi amaciyla en sik kullanilan iki
antihelmintik ila¢ Albendazol (ABZ) ve Mebendazol’diir (MBZ). Ancak yine de
periyodik olarak helmint diisiirme uygulamas: tiim endemik bdlgelerde hedeflenen
seviyede degildir (DSO, 2015). DSO verilerine gore 2013°de, intestinal helmintler igin
tedaviye ihtiya¢ duyan ¢ocuklarm sadece %40°ma antihelmintik ilaglar ulasmistir (DSO,
2015). Gelismekte olan pek ¢ok {iilkede insanlar halen ¢esitli bitkisel tedaviler ile
helmint enfeksiyonlarin1 tedavi etmektedir. Asya, Afrika ve bazi Latin Amerika
iilkelerinde bitkisel ilaglar, geleneksel tedaviler ve geleneksel pratisyenler, intestinal
helmint enfeksiyonlarin1 da kapsayan cesitli yaygin rahatsizliklar1 tedavi etmek igin
saghigin korunmasinda temel kaynaklari olusturmaktadir (DSO, 2013). Bu yiizden bu
bitkisel ilaglar sadece yeni ilaclarin kesfedilmesinde degil, intestinal helmintlerin tedavi
ve kontroliinde bilimsel kanitlarin sunulabilmesi i¢in de 6nemli bir yer tutar (Deori ve

Yadav, 2016).

Ozellikle kronik veya malign gidisatl hastaliklar sdz konusu oldugunda bitkisel
tedavinin binlerce yildir sliregelen 6nemli bir yeri varsa da sentetik ilaglarin basaris1 da
bir gercektir. Bu basarinin arttirilmasi i¢in ise yeni ve daha iyi ilaglarin kesfedilmesi
arzu edilmektedir. En az yan etkiye sahip olan, ¢ok diisiik dozda tesir gdsteren ve
ulasilabilir nitelikteki bir ilac1 kesfedebilmek amaciyla mevcut ilaglara ait veritabanlari
taranabilecegi gibi binlerce yildir kullanilagelen bitkisel receteler de yeniden gozden
gecirilebilir. Bunun yaninda hepsinden Onemlisi gozlem yoluyla kesiftir ki bugiin
kullanilan en popiiler ilaglarin bir kism1 gozlem sonucu bulunmustur (her ne kadar adina

“sansh tesadiif” denilse de).



In silico molekiiler modelleme yontemiyle gerceklestirilen protein-ligand kenetleme
simiilasyonlari, ilag gelistirme c¢alismalarinin ilk basamagini olustururken, hedef-ilag
etkilesimleri konusunda arastirmacilara atomik diizeyde veri saglamaktadir. Bu tiir
hesaplamali1 deneyler ilag gelistirilmesinde is yiikiiniin azaltilmasi i¢in biiyiik bir 6neme

sahiptir.

Yiiksek basarimli tarama (high throughput screening) tekniklerinin ilag arastirmalarinda
kullanilmalarinin nedeni “rasyonal” ila¢ tasarimi ile karsilagtirilabilecek kadar etkin
lider molekiiller {iretmeleridir. Bundan daha 6nemlisi bu tekniklerin terapotik imkanlari
genisletmesi ve boylece ilag kesfinde lider molekiilleri arttirmasidir. Kurulan metodoloji
tibbi kimyagere, ¢ogu zaman nispeten kisa bir siire i¢inde, bu yeni lider molekiilleri
potansiyel bir ilag adayina yarasir bir in vitro etkinligi olan bilesenlere doniistiirmesi
icin imkan verir. Kesif isleminin bu asamasi olduk¢a tahmin edilebilir bir haldedir. Ne
var ki, ilaglarin biiyik bir ¢ogunlugu oral tedavi igin gelistirilmektedir ve oral
aktivitenin ne oldugu tahmin edilebilir degildir, in vitro aktivitenin optimizasyonundan
daha fazla kaynak tiiketir ve daha fazla masraf ve zaman anlamina gelir (Lipinski,

Lombardo, Dominy ve Feeney, 2001).

Yeni gelistirilecek antihelmintik ilaglar yliz milyonlarca insanin kullanabilecegi
giivenilirlikte, ulasilabilirlikte ve etkililikte olmalidir. Antinematodal ila¢ hedefi olarak
in silico deneylerde kullanilan Karnitin palmitoiltransferaz (KPT) ailesindeki enzimler
(EC 2.3.1.21) nematodlarda bir “chokepoint” yani nematodun hayati fonksiyonlarini
tehlikeye sokan “vurucu nokta”lardir. KPT 2 inhibisyonunun nematodun hayati
fonksiyonlarmi etkiledigi ve bazi nematod tiirlerinin Oliimiine yol ac¢tigi Tyagi ve
digerleri (2018) tarafindan gosterilmistir. Yeni antinematodal ilaclarin gelistirilmesi i¢in
rat KPT 2 enziminin kristalize yapisinin kenetleme deneylerinde kullanilmasinin 6nemi
Taylor ve digerleri (2013) ve Tyagi ve digerleri (2018) tarafindan ifade edilmistir.
Metabolik “chokepoint” bilesenler tek bir reaksiyonda {iretilen veya tiiketilen
bilesenlerdir ve “chokepoint” enzimin katalizledigi bu reaksiyonlar bloke olursa, parazit
organizma i¢in ters etkiye sebep olabilecek bir reaksiyon bu bilesenin yoklugu veya
toksik olusumu ile meydana gelecektir. Bu “chokepoint” enzimlerin hedefledigi bazi

bilesenler Caenorhabditis elegans’a karst Taylor ve digerleri (2013) tarafindan



denenmis ve etkili bulunmustur. KPT 2’nin ratta bulunan yapisi (Protein DataBank
(PDB) ID:2HA4T), Taylor ve digerleri tarafindan kullanilmig, Perhexiline i¢in baglanma
enerjisi -5.8 kcal/mol bulunmus ve D137 ile hidrojen bagi olusturdugu ve P133, F134,
M135, F370, H372, D376, G377, V378, L381, S590, G601 ve F602 ile etkilestigi

goriilmiis, H372 ise katalitik rezidii olarak belirlenmistir.

Yeni bir antihelmintik ilag¢ iskeletinin bitkisel ligandlar tabaninda akilci ilag tasarimi
yoluyla arastirilmasi i¢in g¢esitli biyoinformatik yazilimlar1 gelistirilmis ve bunlar
kullanilarak bazi bitkisel ligandlar Marrero-Ponce ve digerleri (2005) tarafindan
taranmistir. Marrero-Ponce ve digerleri tarafindan yapilan bu kapsamli calismada
ligandlarin aktiflik/inaktiflik oranina gore tahminde bulunulmus ve bazi ligandlarin ileri
arastirmalara alinmaya deger oldugu gosterilmistir. Bu tez calismasinda da benzer bir
amagla farkli bir metod kullanilmistir ve in silico molekiiler modelleme yontemiyle

bitkisel ligandlar temel alinarak yeni ilag molekiillerinin tasarlanmasi amaglanmistir.

Bu ¢alismada antihelmintik potansiyellerinin arastirilmasi igin dort bitki tiirii segilmistir.
Bu bitki tiirleri; Artemisia annua L. (Peygamber Siipiirgesi) (Asteraceae), Origanum
vulgare subsp. hirtum (istanbul kekigi) (Lamiaceae), Momordica charantia L. (Kudret
nar1) (Cucurbitaceae) ve Rubus canescens DC. (Cobankostegi)’dir (Rosaceae).
Arastirmanin hipotezi gelistirilirken bu bitkilerin icerdigi bilesenlerden bazilarinin
nematodlarda kasilma ile, solunum ile veya glukoz transportu ile ilgili hedef proteinlere
baglanarak bu hedef proteinlerin inhibisyonuna sebep olacagi tahmin edilmistir. Bu
tahmini dogrulayabilmek icin, bu bilesenlerin hangileri oldugunun hesaplamali

yontemlerle saptanmas1 hedeflenmistir.

Bu tez ¢alisgmasinin 6nemli amaglaridan birincisi in silico yontemler kullanilarak segili
bitkilerin igerdigi aktif bilesenlerin antihelmintik ilag hedefi olan belli basl proteinler
ile baglanma Ozelliklerini ortaya c¢ikarmaktir. Bu hedef proteinlerin yar1 kristalize
formlart RSCB Protein Data Bank’tan alinmistir. Bu veri tabaninda bulunmayan
proteinlere ait sekanslar UniProt veritabanindan alindiktan sonra homoloji modelleme

yontemiyle 3 boyutlu (3D) yapisi tahmin edilerek bu modeller Biovia Discovery Studio



2020 yazilimi (Dassault Systémes BIOVIA, 2020) ile hazirlanip optimize edilmis ve
AutoDock 4.2 yazilimi1 (Morris ve digerleri, 2009) ile ligandlara kenetlenmistir.

Antihelmintik ilaglarin hedefledigi proteinlerden baslicalar1 beta tubulin (B-tubulin),
fumarat rediiktaz (FR), Glukoz transporter reseptorii (GLUT), P Glikoprotein (P-Gp),
nikotinik reseptor ve asetilkolin esteraz reseptoriidiir. ABZ ve MBZ, B-tubulini hedefler.
B-tubulin enzim degildir, tiim organizmalarda bulunan hiicre iskeleti ile ilgili bir
proteindir. Albendazole gibi benzimidazollerin hedefi B-tubuline baglanarak proteinin
islevsel olarak inhibisyonunu saglamaktir. Bu tiir bir inhibisyon helmintin paralizine ve
atilmasina neden olur. Ivermectin ve piperazine GABA-A’y1 hedefler, enzim
hedeflemez. Thiabendazole cytP450 enzimini hedefler ayrica fumarat reduktazi inhibe
ettigi distiniiliir, ancak kesin mod bilinmemektedir (Taylor ve digerleri, 2013). Bu
nedenle bu caligmada inhibisyonu hedeflenen proteinler nematodlara ait p-tubulin
proteini, GLUT3 reseptorii, FR enzimi, rat KPT-2 enzimi ve nematoda ait Sitokrom C
Oksidaz | ve 1l (COX1 ve COX2) enzimleridir. S. obvelata tiiri kilkurdu bu ¢alismada
in vivo deneylerde antihelmintik etkinin gosterilmesinde segildigi i¢in S. obvelata’ya ait
mtCOX1 ve mtCOX2 proteinlerini kodlayan gen sekansi homoloji modelleme igin
kullanilmistir. Bugiin i¢in S. obvelata tiirii igin gen sekansi bilinmediginden dolayi, bu
organizma i¢in hayati oneme sahip olan ve genom sekansi bilinen mtCOX1 ve mtCOX2

enzimleri inhibisyon arastirmalari i¢in en ideal iki komponenttir.

Bu calismada, bitki oOziitlerinde bulunabilecek etken maddenin ayristirilip
saflastirilmadan 6nce hesaplamali yontemlerle potansiyel etkisinin tahmin edilmesi ve
antihelmintik  potansiyele sahip molekiil iskeletlerinin kenetleme (docking)
simiilasyonlar1 sonucu belirlenmesi amaclanmistir. Bulunan sonuglara gore en yiiksek
skora sahip ligandlarin, proteinlerin baglanma bdlgelerindeki rezidiiler ile etkilesimleri

detayli olarak incelenmistir.

Kenetlenen bitkisel ligandlar igerisinden secilen bir molekiil lizerine degisik yan gruplar
eklenerek tiirev molekiillerin olusturulmasi hedeflenmistir. Eriositrin, O. vulgare subsp.
hirtum infuzyonunda ve daha ¢ok limon kabugunda bulunan bir eriodiktyol tiirevidir

(Kulisi¢ ve digerleri, 2007) ve eriodiktyole 7. pozisyonda O-B-rutinozit eklenmesiyle



meydana gelmistir. Eriositrin antiinflamatuvar ve antioksidan 6zelliklere sahiptir (Guo
ve digerleri, 2019; Miyake, Yamamoto ve Osawa, 1997). Bu ¢alismada eriositrinden
daha potent bir tiirevi olup olmayacagini arastirmak icin eriositrin tabanli 24 tiirev
tasarlanmistir. Bu tlirevler AutoDock4.2 ile kenetleme simulasyonu sonucu serbest
baglanma enerjileri ve K; degerleri agisindan karsilastirilmistir. En iyi skora sahip tiirev
ise KPT 2 i¢indeki yerlesimi ve kimyasal etkilesimleri bakimindan incelenmistir. En
potent eriositrin tiirevi SwissADME web sunucu ile ilag olabilme kriterlerinden
gecirilmistir. Eriositrinin KPT 2 i¢indeki etkilesim ag1 ile en iyi skora sahip tiirevin
etkilesim ag1 karsilastirilmistir. Bu karsilasgtirmalar ile, eriositrin tabanli yeni bir
antihelmintik gelistirilmesinde yapi-aktivite iligkisinin anlasilmasina yonelik ilk

verilerin saglanmas1 amag¢lanmistir.

Bazi yazarlara gore antihelmintik ilaglara kars1 direng gelisimi kagiilmazdir ve er ya da
geg¢, mevceut ilaglarin elimine edemeyecegi mutant tiirler ortaya ¢ikacaktir (Sargison,
2012). O giin gelmeden, ayn1 amagla kullanilabilecek giivenilir ve ulagilabilir yeni
antihelmintiklerin kesfedilmesi gereklidir. Hesaplamali yontemler, uygun ilag
iskeletlerinin arastirilmasinda, giderek daha onemli bir konuma yiikselmektedir. Bu
calismada, olast bir direng gelisimi durumunda kullanilabilecek ila¢ adaylarinin
belirlenmesi i¢in in silico bir senaryo tasarlanmistir. En popiiler antihelmintiklerden
olan MBZ ile benzimidazol grubundaki ilaglarin bilinen hedefi B-tubulin proteini,
kenetleme simiilasyonlar1 i¢in se¢ilmistir. Direng gelisimi ile ilgili oldugu bilinen belli
pozisyonlarda tekli niikleotit degisimi sonucu ortaya ¢ikacak yeni amino asit ve
beraberinde ti¢ boyutlu yap1 degisimi hesaba katilarak, yeni durumda hem MBZ’ye hem
de potent bitkisel ligandlara kars1 serbest baglanma enerjisi hesaplanmistir. Denenen
ligandlar iginde, MBZ’den daha etkili olabilecek bir bitkisel ligand bulunup
bulunmadig arastirilirken, olast diren¢ gelisimi durumunda faydalanilabilecek veriler

sunulmasi amaglanmistir.

Cesitli protein hedefleri ile yapilacak dockinglerin sonuglaria gore en yiiksek skora
sahip ligandlarin ADME 6zelliklerinin in silico arastirilmasi ve ilag adaylarmin
sentezinden 6nce bu konuda ihtiya¢ duyulacak verilerin sunulmasi da bu c¢aligmanin

hedeflerinden biridir.



In silico arastirma ile organizmaya selektifliginin arastirilmasi da amaglanmistir. Bunun
icin insanlarda ve nematodlarda bulunan homolog hedef proteinlerin kullanilmasi
planlanmistir. Helmintlerde paralizle ilgili bilinen ilag hedefi proteinleri kullanarak
helmintin paralize edilme ihtimalini aragtirmanin yaninda helminti 6ldiirmeye yonelik
ilaglarin hedefi olan c¢esitli proteinlerden biri olan glukoz transporter reseptoriiniin

inhibisyonu i¢in K; degerlerinin de tahmin edilmesi hedeflenmistir.

Bu tez ¢alismasinda A. annua n-hekzan ekstrakti ve O. vulgare subsp. hirtum ugucu
yagmin (OUY) farelerde bulunan kilkurtlar1 iizerinde denenmeleri durumunda
piyasadaki mevcut sentetik bir antihelmintik ila¢ kadar basarili olup olamayacaklar
arastirilmistir.  Boylece bitkide bulunan aktif bilesenlerin sinerjistik  etkisinin
dogurabilecegi sonuglarin da gozlemlenebilmesi hedeflenmistir. Laboratuvar fareleri
tizerinde yapilan deneysel caligsmalar vasitasiyla alternatif ve giivenli bir tedavi olarak
helmintlere karsi etkinliginin saptanmasi ve bitki Oziitlerinin en uygun kullanim
dozlarinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in A. annua ekstrakti {i¢ farkli dozda, OUY ise iki farkl

dozda uygulanmstir.

Farelerde bulunan ve ¢alismamizin konusu olan S. obvelata’nin insanlara da gegebildigi
bildirilmistir (Flynn, 1973). Her ne kadar insanlarda bulunabilen 342 helmint tiiriinden
sadece bazilar farelerde de bulunabiliyorsa da bu ¢alismada kullanilan bitki 6ziitlerinin
ortak olarak bulunabilen bu helmint tiirii {izerine ne gibi etkilerde bulunabildigi ortaya
cikarilarak insanlardaki olas1 etkilerinin de tahmin edilmesinin kolaylagmasi

amaclanmustir.

Yeni ilaglarin gelistirilebilmesi i¢in ilgili ilag iskeletlerinin kesfedilmesi gerekmekte ve
bunun i¢in daha once denenmemis ancak etki etme olasiligina sahip bitkisel iirlinler
hedef organizma tizerinde denenmektedir. Ancak bu in vivo deneyler hem uzun siireli
calismalar1 hem de ciddi bir masrafi beraberinde getirmektedir. Bu nedenle bitkilerde
bulundugu daha Once gosterilmis bilesenlerin inhibisyon o6zelliklerinin bilgisayar
destekli ilag tasarimi (Computer Aided Drug Design, CADD) yoluyla arastirilmasi is
yiikiinii ve maliyeti 6nemli derecede azaltmaktadir. Ozellikle antidiyabetik oldugu

bilinen bitkiler antihelmintik olarak da iyi birer adaydir. 300’den fazla bitkisel



molekiiliin antidiyabetik oldugu bilinmektedir (Bharti, Krishnan, Kumar ve Kumar,
2018). Bu molekiillerden (genistein, ellajik asit, taninler, kurkumin, zingiberen,
stigmasterol, linalool, ursolik asit, kaemferol, apigenin, momordin, kukurbitasin-B ve
allicin gibi) bazilarinin anthelmintik olmalar1 bu bilesenleri ihtiva eden bazi
antidiyabetik bitkilerin ayn1 zamanda antihelmintik etkiler gostermelerine neden
olabilmektedir. Bahsi gecen bilesenlerin antihelmintik mekanizmalar1 bir ¢izelgede
(bkz. Cizelge 2.3) ve bu tez calismasinin sonuglar kisminda verilmistir. Ayrica bazi
hipoglisemik etkili antidiyabetik bitkilerin insanlarda glukoz emilimini azaltmalar
(Karaman ve Elgin Cebe, 2016), helmintin de glukozdan yararlanmasini
azaltabilecektir. M. charantia yapraklar1 (Grover ve Yadav, 2004) ve R. canescens
koklerinin (Karaman ve Elgin Cebe, 2016) antidiyabetik 6zellikleri vardir. Mevcut
calismada bu bitkilerin igerdikleri/icerebilecekleri bilesenlerden antidiyabetik etkiye
sahip olanlarin ayni zamanda antihelmintik olup olmadiklarinin gosterilebilmesi igin

hesaplamali biyoloji yontemleri vasitasiyla olasi etkilesimler arastirilmistir.

Bu calismadaki bazi enzim ve ligandlarin kisaltmalarinda literatiire uygun sekilde ligand
veya proteinlerin isimlerini olusturan bas harfler biraraya getirilerek yazilmigtir. Ascaris
suum fumarat rediiktaz enzimi igin AsFR, insan fumarat rediiktaz enzimi i¢in iFR,
Syphacia obvelata COX enzimi i¢in SoCOX, Haemonchus contortus B-tubulini igin
Hcp-tubulin, insan B-tubulini igin if-tubulin, Rattus norvegicus karnitin palmitoil
transferaz 2 enzimi i¢in KPT 2 veya RnKPT 2, Caenorhabditis elegans glukoz tastyici
(transporter) reseptorii icin CeGLUT ve 9,12,15-oktadekantrienoik asit metil ester i¢in
ODTAME kisaltmalar1 kullanilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Alternatif Antihelmintik Terapi

Insanlar binlerce yildir sifay1 cesitli kaynaklarda aradilar. Bundan 4000 yil dnce cesitli
hastaliklar bitkiler ile tedavi ediliyordu. M.S. 1000 yillarinda bitkilerin yerini dua,
yiizlerce yil sonra duanin yerini iksirler, sonrasinda haplar, antibiyotikler aldi. En son
olarak antibiyotiklerin kimyasal oldugu gerekgesiyle bitkiler yine giindeme gelmis
durumdalar (Cankaya, 2014). 4000 y1l 6ncesine geri mi doniildii? Her ne kadar tip tarihi
dogru bilinen yanlislar ve hastalarin hayatina mal olan yanilsamalar ile dolu asamalar
gecirmis olsa da edinilen tecriibeler ve birikimler, hep daha iyisinin arayisinda olan
bilingle birlesince, gelinen noktada geriye doniilmedigi agiktir. ilk bulundugunda
radyumun sifa verecegine inanilarak insanlarin goglis cebinde tasidigi akla
getirildiginde (Aksoy, 2014), tibbin en gézde buluslarinin bile bir siire sonra yerini daha

dogru gbzlem ve sonuglara birakacag: bir gergektir.

Opr. Dr. Ayse Turan bir bildirisinde “Insanlik tarihi inanmakla baslar” demistir.
Iyilesmek de inanmakla baslar. Bunun en agik kanitlarindan biri Bati Anadolu’da
kurulmus ilk hastanelerden olan Asklepion Hastanesinin (Sekil 2.1) girisinde yazan

“Buraya Oliim Giremez” levhasidir (Turan, 2014).

Sekil 2.1. Bergama’da bulunan Asklepion Hastanesi’nin girisi (Girgin, 2014)
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Gelmis ge¢mis en biiyiik Alim, Hekimlerin Pir-i, Filozoflarin Prensi, Seyhii’r Reis Eba
Ali el-Hiiseyn b. Abdillah b. Ali b. Sina hastalarindan asla iimidini kesmemis, “degersiz
bitki yoktur taninmamasindan baska, sifasiz hastalik yoktur irade eksikliginden bagka”
diyerek tedavide inancin 6nemini dile getirmistir. Ibn Sina tarafindan yazilan 274 kitap
icerisinde yer alan yaklasik bir milyon kelimelik El Kantin Fi’t-T1ibb isimli eserde ¢esitli
hastaliklarm tedavisinde kullanilmak {izere ¢ok sayida bitkisel drog tanimlanmistir (ibn
Sina, ¢ev. 2000). Biiyiik Alim bu muazzam eserinde ilaglarin hazirlanis1 ve uygulanisini
tarif etmis ve boylece ilag terkibi konusunda Tiirk Islam tarihindeki o giine kadar

yazilmig en kapsamli farmakopeyi ortaya koymustur (Turan, 2014).

Tibbi bitkilerin yazili kaynaklari, bundan en az 5000 yil 6nce, defne ve kekik gibi
bitkilerin tibbi amacgh kullanimini ilk tanimlayan Siimerlere dayaniyorsa da (Falodun,
2010), arkeolojik ¢aligmalar tibbi bitkilerin uygulanmasinin aslinda ¢ok daha gerilere,

Irak’ta 60 000 y1l 6ncesine uzandigini gostermistir (Leroi Gourhan, 1975).

Bitkiler, geleneksel Materia Medica’nin en dnemli 6geleridir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Dioscorides tarafindan yazilan De Materia Medica’nin (MS 40-90)
manuskriptinden bir folyo. Kuzey Mezopotamya’dan ya da Irak’tan (belki Bagdat’tan)
bir hekim iksir hazirlarken tasvir edilmekte (“Medievalists”, 2016)
(https://www.medievalists.net/2016/07/monastic-medicine-medieval-herbalism-meets-
modern-science/)
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Tohumlu bitkiler, karayosunlar1 ve egreltileri kapsayan yaklasik 350 000 tiir bitkinin
diinya {izerinde varoldugu tahmin edilmektedir ve bunlardan 287 655 tiir bitki 2004
yilina kadar tanimlanabilmistir (“Botanic gardens conservation”, 2013). Diinya
tizerindeki iki yiiz elli binden fazla yiiksek bitki icerisinde seksen binden fazla bitkinin

tibbi degeri vardir (Fabricant ve Farnsworth, 2001).

VIII. yiizyil boyunca, tarihte ilk kez tibbi ilimleri farmakolojik ilimlerden ayiranlar
Bagdat’taki Araplar olmustur. O donemde calisilan formlar, bugiin halen tedavide
kullanilmakta ve bazi ilag formiilasyonlar1 giiniimiiz farmakopelerinde bile
bulunabilmektedir (“Medicine in the medieval”, 2013). Dogal tedavilerden 6zellikle
bitkisel olanlarmn insan saghgini korumada katkis1 giderek artmaktadir. DSO’ye gore,
diinya niifusunun %75'1 temel saglik ihtiyaclar1 igin sifali bitkileri kullanmaktadir.
Birgok geleneksel/farmasotik ilag, hem dogadan hem de tiim diinyada varolan
geleneksel ilaglardan dogrudan elde edilmektedir. Bugiine kadar yapilmis ¢aligmalar
neticesinde bitkisel ila¢ uygulamalar1 53 000'den fazla tiiriin kullanimini1 kapsamakta ve
bunlarin bir kismi asir1 kullanim nedeniyle yok olma tehlikesi altindadir (Pan ve
digerleri, 2014). 2001 yilina kadar modern tipta kullanilan bitkisel kdkenli bilesenlerin
122’si tanimlanmig olup bunlarin %80°1, bitkilerin su anki kullanim sebepleri ile ilgili
olan aktif bilesenlerdi (Cordell, 2009). Bu bilesenlerden bazilari: tubokurarin, morfin,
kodein, aspirin, atrofin, pilokarpin, efedrin, vinblastin, vinkristin, taksol, podofilotoksin,
kamptotekin, dijitoksijenin, jitoksijenin, digoksijenin, kapsaisin, allisin, kurkumin ve
artemisinindir. Ne var ki diinya {izerindeki pek ¢ok bitki tiirliniin nesli tilkenme tehlikesi
altindadir ve bu bitkilerin ve bitkisel iirlinlerin tiiketimindeki artis devam etmektedir.
Artan sifali ot talebinin karsilanmasinda bir siire sonra dikkatler yeryiiziindeki bitki

kaynaklarinin tiikkenmesine odaklanacaktir (Pan ve digerleri, 2014).

Ulkemiz ii¢ farkli fitocografik bolgenin kesistigi bir noktada yer almasinin yani sira,
iklim, yiikseklik ve habitat farkliliklar1 sebebiyle iliman iklim kusaginda bulunan
tilkeler i¢inde en fazla bitki gesitliligine sahip olan iilkedir. Yaklasik ticte biri endemik
olan 12 000 civarinda tohumlu bitki tiirii yetisen llkemizdeki floristik zenginligimiz
Avrupa kitasindakine esittir. Bitkisel bir kaynaktan hazirlanan bir {riiniin

farmakoterapide kullanilabilmesi i¢in mutlaka etkin ve standardize edilmis bir ekstreden
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hazirlanmis olmasi, {irlinlin stabilitesinin belirlenmis olmasi, farmakolojik ve klinik
bulgularin yani sira toksikolojik verilerin de saptanmis olmasi1 gerekmektedir (Cankaya,
2014). Ulkemizden diger iilkelere ihra¢ edilen en &nemli tibbi bitkiler ve baharatlar
kekik, zencefil, ¢orekotu, defne, kisnis, kimyon, ¢oven, safran, sarimsak, meyan kokii,
nane, ¢gemen, rezene, adacayi, anason, thlamur ve kec¢iboynuzudur. Tiim bu bitkilerin
ihra¢ miktarlar1 ve degerleri seneden seneye farklilik gostermekte ancak bunlarin toplam
ihracat degeri Dis Ticaret Istatistiklerine gore her yil artmaktadir. Bu bitkilerden kekik,
2008 yilinda tiim bu bitkiler icerisinde en fazla ihracati yapilan bitki olmustur ve
%42°1ik paya sahiptir (Yildirim, 2010).

2.1.1. Antihelmintik Bitkiler

Antiparaziter ajanlar tip alaninda tedavi amaciyla kullanilan ilk maddelerdendir.
Ozellikle bagirsak helmintlerinin atilmasi igin bitkisel alkoloidlerden faydalanilmistir.
Cok uzun zaman Oncesine uzanan bazi regeteler bagirsak helmintlerinin distiriilmesine
yonelik bitkilerden bahsetmektedir. M.0.1550 yillarindan kalma papiruslarda nar agaci
kabugunun sestodlardan kurtulmaya yaradig1 ifade edilmistir. M.0.300 yilinda Yunanh
bilgin Theophrastus ise erkek egrelti otunun (Aspidium) antiparazitik olarak
kullanilabileceginden bahsetmistir (Ustacelebi, 1999). Ortacagda Tiirk Islam Hekimleri
gozle gorilebilen parazitler ile ilgili bilgilere sahip olup eserleri ile bu bilgilerin
diinyaya yayilmasina onciiliik etmislerdir. Biiyiik Tiirk islam Hekimi ve bilgini Ibn Sina
(980-1037), nematodlardan Ascaris, Enterobius ve Ancylostoma’lari tarif etmis ve
bunlarin insanlardaki bulunuslarmi ve tedavilerini anlatmistir (Unat, 1995). Ibn Sini
yaklasik 1000 yillarinda yazdig: El Kéntin Fi’t-Tibb adli emsalsiz eserinde pelin otunun;
ozellikle Roma pelin otu ile Artemisia absinthium tiirlerinin bagirsak helmintlerinin

atilmasina yaradigini bildirmistir (Ibn Sina, ¢ev. 2000).

Antihelmintik olarak bilinen goézde bitkilerden sarimsak ekstraktinin Entamoeba
histolytica, Leishmania sp., Giardia sp., Tripanosoma brucei, Leptomonas gibi parazitik
protozoonlara kars1 antiparazitik 6zellikte oldugu bildirilmistir. Ozellikle Giardia igin
kullanilan sentetik ilaglara direng gelisiminin artis1 sarimsagin alternatif tedavideki

Oonemini gostermektedir. Biitiin diinyada onemli bir saglik problemi olan Giardia
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intestinalis’e karsi sarimsak ekstraktinin etki ettigi klinik olarak kanitlanmistir (Corzo-

Martinez, Nieves Corzo ve Villamiel, 2007).

Anadolu’da kiiltiirel bir miras olarak goriilebilecek folklorik tedavi yontemlerinin en
onemli unsurlar1 olan bitkilerden antihelmintik olduklari kanitlanan sarimsak (Allivum
sativum), tespih agaci (Melia azedarach) yapraklari, nar (Punica granatum) (Sekil 2.3),
tatlipelin (Artemisia absinthium), feslegen (Ocimum basilicum) ve ceviz (Juglans regia)

gibi tibbi bitkiler hem Cin tibbinda hem de Ayurvedik tipta benzer amaglarla yiizlerce

yildir kullanilagelmistir (Tariq ve Tantry, 2012).

Sekil 2.3. Antihelmintik bitkilerden sarimsak (solda), Tespih agaci (Melia azedarach)
yapraklar1 ile meyveleri (ortada) ve nar (sagda) (Orijinal)

Cizelge 2.1°de Ayurvedik tipta kullanilan antihelmintik bitkilerin bir listesi
verilmektedir. Bu listedeki bitkilerin belli basli baz1 kisimlar1 helmintlerin giderilmesi
amactyla kullanilabilmektedir. Bazi tibbi bitkilerin meyveleri zehirli olabildigi i¢in,

ancak literatiirde kullanimi tavsiye edilen pargalarindan faydalanilabilinmektedir

Cizelge 2.1. Hindistan’in Kashmir vadisinde bulunan antihelmintik aktiviteye sahip
bitki tiirleri (Tariq ve Tantry 2012’den Tiirkcelestirilerek alinmistir)

Bitki tiirleri Familya Kullamilan parca
Acia arabica willd. Fabaceae Kok, govde, kabuk
Aconitum  chasmanthum Rananculaceae Kok

Stapf.

Aconitum  heterophyllum Rananculaceae Kok

Wall. ex. Royle.
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Cizelge 2.1. Hindistan’in Kashmir vadisinde bulunan antihelmintik aktiviteye sahip
bitki tiirleri (Tariq ve Tantry 2012°den Tiirkgelestirilerek alinmistir) (devam)

Aconitum violaceum Rananculaceae Kok
Jacquerm.

Acorus calamus L. Araceae Rizom
Ajuga bracteosa Wall. Lamiaceae Tiim bitki
Allium sativum L. Liliaceae Sogan
Artemisia absinthium L. Asteracea Tiim bitki
Artemisia maritime L. Asteraceae Tim bitki
Asparagus filicinus Buch.  Liliaceae Kok
Brassica nigra L. Brassicaceae Tohumlar
Cannabis sativa L. Cannabinaceae Yaprak
Chenopodium ambrosoides Chenopodaceae Tiim bitki
L.

Datura stramonium L. Solanaceae Tohumlar
Daucus carrota L. Umbelliferae Kokler
Delphinium denodatum Rananculaceae Tohumlar
Wall.

Delphinium elatum L. Rananculaceae Tiim bitki/ Tohumlar

Euphorbia royleana Boiss.

Euphorbiaceae

Aerial kisimlar

Euphorbia  thomsoniana Euphorbiaceae Aerial kisimlar
Boiss.

Ficus carica Moraceae Meyve ve kabuk
Fritillaria royeli Hook. Liliaceae Sogan

Inula racemesa Hook. Asteraceae Kok

Juglans regia L. Juglandaceae Kabuk ve yaprak
Juniperus macropoda Cupressceae Yaprak

Boiss.

Juniperus communis L. Cupressaceae Meyve
Matricaria chammomila L. Asteraceae Aerial kisimlar
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Cizelge 2.1. Hindistan’in Kashmir vadisinde bulunan antihelmintik aktiviteye sahip

bitki tiirleri (Tariq ve Tantry 2012’den Tiirkgelestirilerek alinmistir) (devam)

Mentha sylvestris L. Lamiaceae Tiim bitki
Myrisine africana L. Myricaceae Tiim bitki
Morus alba L. Moraceae Kabuk ve yapraklar
Nelumbo nucifera Gaertn.  Nymphacaceae Tiim bitki
Nepeta cataria L. Lamiaceae Yaprak/tiim bitki
Nymphea alba L. Nymphacaceae Tiim bitki
Ocimum basilicum L. Lamiaceae Tohumlar
Peganum harmala L. Rutaceae Tohumlar
Populus alba L. Silicaceae Kabuk

Populus nigra L. Silicaceae Kabuk

Pinus wallichiana A.B. Pinaceae Igneler

Jacks

Platanus orientalis L.

Platanaceae

Kabuk, tohum

Punica granatum L.

Punicaceae

Cicekler

Prunella vulgaris L.

Lamiaceae

Kok, govde, kabuk

Raphanus sativus L.

Brassicaceae

Kok

Salix alba L.

Salicaceae

Kabuk

Urtica dioica L.

Urticaceae

Yaprak

Ulkemizde parazitik enfeksiyonlarm, diyabet ve kanser gibi hastaliklarin tedavisinde
sartmsak (Allium sativum), sogan (Allium cepa), ¢orekotu (Nigella sativa), isirgan
(Urtica dioica) ve dar yaprakli sinirliot (Plantago lanceolata) geleneksel olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Sarimsak (Allium sativum), kabak ¢ekirdegi (Cucurbita pepo)
ve ¢orekotu (Nigella sativa) bal ile karistirilip gastrointestinal parazitik enfeksiyonlarin
tedavisi amaciyla tavsiye edilmektedir (Baytop, 1999; Ayaz, Yilmaz, Ozbek, Tas ve
Orunc, 2007). Ayaz ve digerleri (2007) tarafindan ifade edildigi gibi bugiin igin
parazitik enfeksiyonlarin kontroliinde en etkili yol sentetik antihelmintik ilaglarin
kullanilmasidir. Bununla beraber bu tiir ilaglar pahali oldugu i¢in gelismekte olan
iilkelerde kirsal kesimdeki hayvan iireticilerinin bunlara ulagmasi bazen miimkiin

olmamaktadir. Ayrica diinya genelinde kemiricilerde antihelmintik ilaglara direng
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giderek artmaktadir (Waller, 1997). Cizelge 2.2°de insanlarda ve kemiricilerde bulunan
helmintler iizerinde etkili oldugu bilimsel olarak gosterilmis tibbi bitkilerin bir listesi
verilmistir. Listedeki bitkilerden Azadirachta indica (Neem agaci1) Hindular i¢in kutsal
kabul edilen bir agagtir (Aslanoglu, 2021). Her sene basinda bu agacin yapraklarinin
suyu ile yikanirlarsa saglikli kalacaklarina, yiizlerini bu suyla yikarlarsa yiizlerinin
giizellesecegine inanirlar. Bu agacin dogal bir insektisit oldugu ve aynm1 zamanda
parazitlere karsi da etkili oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Erdogan, 2013). Bu
agacin meyveleri zehirli oldugu i¢in yapraklar1 kaynatilarak suyu antihelmintik amach

kullanilabilmektedir.

Cizelge 2.2. Insanlarda ve kemiricilerde bulunan helmintler {izerinde etkili olan
bitkilerden bazilar1 (Jain ve digerleri, 2013°den Tiirkgelestirilerek alinmistir)

Kullanilan bitki Kullanilan kisim Etkiledigi Helmintin
helmint konag

Annona senegalensis Yaprak, kabuk, Nippostrongyllus Ratlarda

(Annonaceae) kokler braziliensis

Carum copticum Tohumlar Ascaris Insanlarda

( Umbelliferae) lumbricoides

Cucurbita moschata Tohumlar Sestodlar Insanlarda

(Cucurbitaceae)

Helleborus niger Govde Ascaris Insanlarda

(Ranunculaceae) lumbricoides

Mitragyna stipulosa Kokler Guinea-helminti  Insanlarda

(Rubiaceae)

Terminalia avicennoides  Yapraklar Nippostrongylus Ratlarda

(Combretaceae) braziliensis

Azadirachta indica Yapraklar Sestod ve Kiigtik

(Meliaceae) nematodlar kemiricilerde

Heniiz literatiire gecememis olsa da iilkemizde geleneksel tedavi yontemlerinden biri
olarak Dioscorea communis L. geng siirgiinleri (Sekil 2.4) kaynatilarak acimsi suyu
gastrointestinal helmintlerin disiiriilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu bitkinin diger
kisimlar1 (6zellikle meyveleri) ¢ok zehirli oldugu i¢in diger kisimlari dahilen
kullanilmamalidir. Bitkinin kullanima uygun geng siirgiinleri de ancak bir botanikgi

tarafindan ayirt edilebilir. Halk tarafindan toplanip kullanilmasi ¢ok risklidir.
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Sekil 2.4. Dioscorea communis L. geng siirgiinleri (Orijinal)

Diinya genelinde kullanilan antihelmintik bitkilerden bazilari; Salvia hispanica,
Pongamia pinnata, Nerium indicum, Oxalis corniculata, Pinus roxburghii,
Podophyllum emodi, Abutilon indicum, Adiantum capillus, Anethum graveolens,
Callicarpa macrophylla, Calotropis procera, Cassia occidentalis, Cinnamomum
camphora, Cissampelos pareira, Eclipta alba, Embelia ribes, Gmelina arborea,
Helicteres isora, Moringa oleifera (“anthelmintic herbs”, 2017), Pleurotus eryngii,
Delphinium consolida, Ruta graveolence, Fraxinus excelsior, Berberia spp, Artemisia
salina, Artemisia inculata, Artemisia maritima, Artemisia abyssinica, Artemisia
abrotanum, Albizia grandibracteata, Ficus exasperata, Zygophyllum albiim,
Zygophyllum coccineum, Citrullus colocynthis, Artemisia vulgaris, Calamintha nepeta,
Datura stramonium, Nerium oleander, Nicotina tabacum, Pteridium aquilinum,
Polypodium vulgare, Sambucus nigra, Tanacetum vulgare, Salvia officinalis, Zingiber
officinale, Olea europaea, Embelia schimperi, Teloxys graveolens, Thymus vulgaris,
Milletia thonningii, Albizia anthelmintica, Butea frondosa (Karam ve Bhavna, 2013;
Chaluvaraju, Makrabbi ve Naveenkumar, 2015), Ocimum sanctum L., Piliostigma
thonningii, Melia azedarach Linn, Moghania vestita, Mimusops elengi L., Punica
granatum L., Calotropis procera (Ait.), Neolamarkia cadamba (Roxb.), Capparis
decidua, Xylopia aethiopica, Butea monosperma ve Gynandropsis gynandra tiirleridir
(Mali ve Mehta, 2008).
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2.1.2. Antihelmintik Bilesenler

Antihelmintik olduklar1 bilinen bazi bitkilerin etken maddelerinin arastirilmasi i¢in ¢ok
sayida in vitro/in vivo ¢alisma yiiriitiilmiistiir. En bilinen bitkisel antihelmintik etken
maddeler papain, allisin, ellajik asit, timol ve kurkumindir. Kurkumin, kanser dahil daha
pek ¢ok hastaligin tedavisinde oldugu gibi trematodlarin eliminasyonunda da etkili
oldugu gosterilmis ¢ok degerli bir molekiildiir (Cheraghipour Marzban, Ezatpour,
Khanizadeh ve Koshki, 2018). Zerdegal (Curcuma longa L.)’in etken maddesi olan
kurkumin, Fasciola enfeksiyonlarinin tedavisinde denenmis ve basarili bulunmustur

(Ullah ve digerleri, 2017).

Cizelge 2.3’de antihelmintik etkili molekiiller ve bulunduklar1 bitkiler verilmistir. Bu
molekiillerden bazilar ¢izelgede ifade edildigi gibi belirli bir yolagi kullanarak paraziti
elimine etmektedir. Belirli parazit tiirleri ile yapilan deneysel g¢alismalar antihelmintik
bitkisel molekiillerin etki mekanizmasina dair in vivo sonuglari ortaya g¢ikarmistir
(Wynn ve Fougére, 2007). Buna ragmen A. annua’da bulunan arteannuin-B’nin
antihelmintik etki mekanizmas1 bilinmemektedir ve diger antihelmintik molekiiller de
yeterince arastirilmamustir. Cizelge 2.3’deki bazi maddelerin birlikte kullanimi saglik
acisindan risklidir. Papain ve allisin hicbir zaman birlikte kullanilmamalhidir ¢iinkii

sartmsak ve ananas birlikte tiiketildiginde komaya sebebiyet vermektedir.

Cizelge 2.3. Bitkisel antihelmintik biyoaktif molekiiller

Molekiil Bulundugu Bitkinin Etki Ettigi Etki Mekanizmasi
bitki Parazit
Artemisinin ~ A. annua Plasmodium falciparum,  Demir iireten serbest
Fasciola hepatica radikaller ile

endoperoksit
kopriilerinin yikilmasi
vasitasiyla oksidatif
strese neden olur ve

parazite zarar verir.
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Cizelge 2.3. Bitkisel antihelmintik biyoaktif molekiiller (devam)

Papain Carica papaya Entaamobea histolitica, Proteaz enzimi ile
L. Trichuris, nematod kiitikiiliiniin
Trichostrongylus, Ascaris  sindirilmesi vasitasiyla
suum, paraziti zedeler.
Palasonin Butea Ascaris lumbricoides,
monosperma  Oksyuridler, Giardia,
Dipylidium caninum
Tanin Terminalia Haemonchus contortus Biiziicii etki gosterir.
arjuna
Protopin Fumaria H. contortus, Trichuris,
parviflora Trichostrongylus
Allisin Allium sativum  A. suum, H. contortus, A.  H. contortus
L. galli kitikiliinde
deformiteye sebep
olur. Allisin Giardia,
Leishmaina major ve
Leptomonas colosoma
tiirlerine etkilidir.
Kukurbitin Cucurbita Nematodlar ve sestodlar ~ Parazitin tireme
maxima H. nana, H. diminuta, A.  organlarinda
lumbricoides dejenerasyona neden
olur.
Zingiberen Zingiber A.lumbricoides, H. nana,
officinale H. contortus
Timokinon Nigella sativa  Seritler, kancali Timokinon pro-
nematodlar, Schistosoma  oksidan olarak rol
mansoni, Entamobea oynayabilir.
histolitica
Piperin Piper longum  A. lumbricoides
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Cizelge 2.3. Bitkisel antihelmintik biyoaktif molekiiller (devam)

Genistein

Fleminga

procumbes

Raillietina
echinobothridia,

Fasiolopsis buski

Genistein
Echinococcus
multicularis ve E.
granulosus’a kars1
etkilidir. Glikoliz ve
glikojenoliz ile ilgili
enzimleri inhibe
ederek ve Ca™"
homeostazisine ve NO
aktivitesine zarar

vererek i goriir.

Mliacaprin

Skopoletin

Meliartenin

Melia

azedarach L.

H. contortus, Taenia

solium

H. contortus lizerine
larvisidal ve ovisidal

etki gosterir.

Azadirachtin

Azadirachta

P. falciparum,

indica A. Juss  H. contortus,
Trichostrongylus
Eugenol Ocimum P. falciparum,
Urosilik asit _ sanctum L. C. elegans
B-Karyofilen
Karanjin Pongamia P. falciparum Larvisidal aktivite
pinnata gosterir. Nitrifikasyon
inhibitor 6zelliklere
sahiptir.
Triterpenoid  Achyranthes Paramphistomum cervi, Saponinler A.
saponin aspera A. aegypti aegypti’ye kars1

larvisidal aktivite

gosterir.
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Cizelge 2.3. Bitkisel antihelmintik biyoaktif molekiiller (devam)

Calotropain  Calotropis

procera

H. contortus, Calotropain proteolitik

P. falciparum, bir enzimdir.
Leishmania,

Trypanosoma,

Oesophagostomum

columbianum,

Bunostomum

trigonocephalum

Alantolakton Inula helenium

Nematod, kamgil1
nematod ve kancali

nematod

Hidrastin Hydrastis

canadensis

Echinococcus granulosus  Larvisidal etkilidir.

Cizelge igerigindeki bilgiler Bauri, Tigga ve Kullu (2015) ve Wynn ve Fougére

(2007)’den alinmistir.

2.2. Bu Calismada Kullanmilan Bitki Tiirleri

2.2.1. Origanum vulgare subsp. hirtum

Origanum vulgare L. subsp hirtum (Link) letswaart (Istanbul kekigi) (Sekil 2.5)

Akdeniz ve Asya bolgelerinde dagilim gosteren Lamiaceae familyasina ait bir cali

tiiridiir (Ietswaart, 1982).
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Sekil 2.5. O. vulgare subsp. hirtum, (ty). (www.gardentags.com/plant-
encyclopedia/origanum-vulgare-subsp-hirtum-hot-and-spicy/15518)

Origanum vulgare subsp. hirtum asagida belirtilen taksonomik kategorilerde yer
almaktadir (letswaart, 1982).
Alem: Plantae
Boliim (Divisio) : Spermatophyta
Altboliim (Subdivisio) : Angiospermae
Sinif (Classis) : Dicotyledonae
Altsmif (Subclassis) : Dialypetalae
Takim (Ordo) : Tubiflorae
Familya (Familia) : Labiatae (Lamiaceae)
Cins (Genus) : Origanum
Tiir (Species): Origanum vulgare

Alttiir (Subspecies): Origanum vulgare subsp. hirtum

Bitkinin genel morfolojisi: Dallar her bir kok basina 12 ¢ift, 25 cm. Yapraklar petiolat
veya subsessile, ovat, eliptik veya yuvarlagimsi, 6-40 X 5-30 mm, akut veya kiit uglu.

Spikiiller 3-30 x 2-8 mm. Korolla mor, pembe veya beyaz, 3-10 mm (ietswaart, 1982).

Dort alttiirti vardir: hirtum, gracile, vulgare ve viride. Bu alttiirlerinin farkli yayilis
alanlar1 vardir. Gracile alttliriiniin yayilis alant: Giimiishane, Maras, Malatya, Tunceli,
Bitlis, Van, Hakkari. Hirtum alttiiriiniinki Edirne, Canakkale, Istanbul, Sakarya,
Balikesir, Izmir, Aydin, Mugla, Icel, Nigde. Viride alttiiriiniin yayilis alani: Istanbul,
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Bursa, Sakarya, Balikesir, Izmir, Aydin, Mugla, igel, Nigde. Vulgare alttiiriiniin yayilis
alan1: Kirklareli, Tekirdag, [stanbul, Bolu, Zonguldak, Kastamonu, Cankiri, Sinop,
Rize, Kars (Davis, 1982).

Tiirkiye’de yaygin sekilde kullanilan kekik tiirlerinin tiimii Labiatae (Ballibabagiller)
familyasina dahil olan cinsleri sunlardir: Thymus, Satureja, Thymbra, Coridothymus ve
Origanum. Yiiksek oranda ugucu yag igeren yani karvakrol ve timolce zengin olan ve
ucucu yag eldesi amaciyla kullanilip 6nemli miktarlarda ihracati yapilan tiirler sunlardir:
Origanum onites (Bilyal1 kekik), O. vulgare subsp. hirtum (Istanbul kekigi, Karakekik),
Origanum minutiflorum (Sitgtler kekigi), Origanum majorana (Beyaz kekik),

Origanum syriacum var. bevanii (Dag kekigi) (Baser, 2001).

Ulkemiz Oregano igin esas iireticidir ve kiiltiivasyon Bat1 Anadolu'da 80 000 dekar:
asan alanlarda gerceklestirilmektedir. Bu hasat Tiirk Oregano ihracatinin biiyiikk bir
kismini olusturmakla birlikte en ¢ok kiiltiive edilen tiir O. onites (bilyali kekik)'tir. O.
vulgare subsp. hirtum yag ve karvakrol igerigi bakimindan O. onites'ten daha zengindir
ve eger agronomik olarak gelistirilirse daha iyi bir alternatif sunabilir (Tinmaz, Baser,

Karik, Kiirk¢iioglu ve Oztiirk, 2009).

Oregano igerigindeki bilesenlerin saptanan oranlar1 populasyondan populasyona
degismektedir. Yine de hemen hemen her populasyonda bitki i¢erigindeki maddelerden
karvakrol baskin bilegsendir (Tinmaz ve digerleri, 2009). Esen ve arkadaslar kiiltiive ve
yabani O. vulgare subsp. hirtum yaglarinin karvakrol (sirasiyla %82,9-7,5 ve %85,4-
5,3) ve timol (sirasiyla %60,1-0 ve %68,0-0,3) ihtiva ettiklerini belirlemistir (Esen,
Azaz, Kurkcuoglu, Baser ve Tinmaz, 2007). Bu sonuglar kiiltiive ve yabani Istanbul
kekiginin karvakrol ve timol igerigi agisindan fazla bir farklilia sahip olmadigini
gostermektedir. Ayrica; Origanum, Satureja, Thymbra, Thymus ve Corydothymus
cinsinden elde edilen ugucu yagda ana bilesen olarak 6ne ¢ikan karvakrol (S-izopropil-
2-metilfenol), antibakteriyal, antifungal, antihelmintik, insektisidal, analjezik ve
antioksidan olarak onemli rol oynadig1 bilinen monoterpenik bir fenoldiir (Koparal ve
Zeytinoglu, 2003). Timol (2-izopropil-5-metilfenol), karvakroliin izomeri olan,

antioksidan bir aromatik monoterpendir (Moldao-Martins, Bernardo-Gil, Da Costa, ve
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Rouzet, 1999). Timokinon ise antioksidan ve agr1 kesici 6zelliklere sahip bir bilesendir
ve Ozellikle ¢orekotunda (Nigella sativa) bulunmaktadir. Bu maddenin normal hiicreler
tizerinde ¢ok diisiik toksik etkisi olmasina ragmen kanser hiicreleri {lizerinde oldiiriicii

etki gosterdigi bulunmustur (Badary, 1999).

O. vulgare subsp. hirtum'un etanol Oziitiindeki B-karoten ve likopenin en yiiksek
konsantrasyonlari sirasiyla 0,79 mg/g ve 0,31 mg/g bulunmustur (Bejaoui, Boulila ve
Boussaid, 2013). Ozcan ve arkadaslariin calismalarma gore O. vulgare subsp. hirtum
yapraklarinin GC-MS (gaz kromotogrofisi- kiitle spektrometrisi) ile analizi sonucunda
yirmisekiz bilesen tanimlanmigtir. Bunlarin biiyiik bir kismi karvakrol (%51,4 ve
%63,3), linalool (%28,3 ve %2,3), y-terpinen (%6,0 ve %9,9) ve p-simen (% 4,8 ve
%8,7) olusturmaktadir. Yaglar ayrica oksijene monoterpenoidler ve monoterpenoid
hidrokarbonlar1 igerir (Ozcan ve digerleri, 2012). Ucgucu yaginda bulunan diger
bilesenler: borneol, mirsen, B-karyofilen, a-tujen, a-pinen, a-terpinen, terpinen-4-ol ve
diger monoterpenlerdir (Prof. Dr. Mine Kiirk¢lioglu’nun analiz sonucu). Bu aktif
bilesenler yani sira oregano kurutulmus yapraklarinda bitkiye has olarak oreganol
maddesi bulunmaktadir. Kuru oregano yapraklari ayrica rosmarinik asit (Koukoulitsa ve
digerleri, 2006; Shen ve digerleri, 2010) ursolik asit (Shen ve digerleri, 2010;
Venkateswara, Mukhopadhyay, Annamalai, Radhakrishnan ve Sahoo, 2011), oleanolik
asit (Shen ve digerleri, 2010; Venkateswara ve digerleri, 2011), kafeik asit (Koukoulitsa
ve digerleri, 2006), Oreganol A ve Oreganol B maddeleri (Matsuura ve digerleri, 2003)
bulundurur. Flavanoidlerden apigenin, luteolin, eriositrin, krisoeriol, diosmetin,
kuersetin (Kulisi¢, Krisko, Dragovi¢-Uzelac, Milos ve Pifat, 2007) ve eriyodiktiyol
(Matsuura ve digerleri, 2003) igerir. Oregano yapraklarmin bulundurdugu diger baslica
maddeler ise; kosmosid, visenin-2, p-ment-3-en-1,2-diol 1-O-B-glukopiranosid, Epi-
litospermik asit B, litospermik asit B, 10-epilitospermik asit B, 10-epilitospermik asit,
12-hidroksijasmonik asit ve onun B-glukopiranosidi (Koukoulitsa ve digerleri, 2006), -

sitosterol ve triacontanol (Venkateswara ve digerleri, 2011) gibi bilesenlerdir.
Oregano ucucu yagi icerigindeki timol ve karvakrol fenolik bilesenleri ile baglantili

olarak antiparazitik aktiviteye sahiptir (Sartoratto ve digerleri, 2004; Santoro ve

digerleri, 2007). Timol, Lippia ve Thymus cinsi bitkilerin ugucu yaglarindaki baslica
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bilesen olup (Gomes Nogueira ve Moraes, 2011; Boubaker Elandalousi ve digerleri,
2013) H. contortus iizerine antihelmintik aktivite gosterdigi kanitlanmistir (Camurga-
Vasconcelos ve digerleri, 2007; Boubaker Elandalousi ve digerleri, 2013; Ferreira ve
digerleri, 2016). Hidroksil radikali bulundurdugu i¢in yiiksek toksisiteye neden olan bir
fenolik bilesendir. Timolilin asetilasyonu, hidroksil radikalinin asetil grubuyla yer
degistirmesi, toksisiteyi diistirmek ve biyolojik etkilerini giiclendirmek icin bir alternatif
olabilir (Andre ve digerleri, 2016). Timoliin oldukga iyi bir antifungal ve antiseptik
oldugu ve fenollere kiyasla ¢ok daha fazla antiseptik ve daha az toksik etkisi oldugu
bildirilmistir. (Fakili, 2010).

Comet analizi karvakrolun in vivo DNA hasarini indiiklemedigini gostermistir. Ayni
zamanda histopatoloik degisimler de gozlenmedigi i¢in potansiyel gida koruyucusu
olarak iyi bir profile sahiptir. Timol, karvakrol, p-simen, y-terpinen ve timil asetatin
antiradikal aktivitesi yiiksek bulunurken, anti-inflamatuvar aktivitesi diisiik bulunmustur
(Llana-Ruiz-Cabello ve digerleri, 2016). O. vulgare L. ugucu yaginin yaygin bir sestod
olan Echinococcus granulosus iizerine antihelmintik etkisi oldugu gosterilmistir (Pensel
ve digerleri, 2014).

Kekik yag1 giiclii antimikrobiyal ve antifungal etkilere sahiptir. Gida endiistrisinde pek
cok sosun igeriginde kekik yagi bulunur. Bu yag bazi yorelerde kesme seker iizerine bir
damla damlatilarak dahilen kullanilabilmekle beraber genellikle haricen kullanilir.
Kekigin suyla damitilmas1 yoluyla elde edilen kekik yagi (esansi) kendine 6zgii keskin
bir kokuya ve yakict bir lezzete sahiptir. Kekik ¢ay1r hazmettirici ve gaz gidericidir.
Yapilan calismalar kekik suyunun mide ve bagirsaklardaki kasilmalar1 ¢ozdiigiinii ve
agrilar1 gidermenin diginda sindirim sisteminin ¢aligmasini diizenledigini, safray1
arttirarak sindirimi kolaylastirdigini  kanitlamigtir. O. vulgare subsp. hirtum tiirii
genellikle yurdumuzun Bati1 bolgelerinde nadiren de Giiney sahillerinde toplanip baharat
veya tibbi ¢ay hazirlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Bu kekik tiiriinden %1-7
oraninda ugucu yag elde edilirken, yag icerigindeki karvakrol orani %23-80 arasinda

degismektedir (Bager, 2001).
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Kekik yag1 deriyi yakici 6zellikte olmasina ragmen agik yara iizerine siiriiliirse yanma
hissine sebep olmaz. Ayrica icerdigi antimikrobiyal ve antifungal etkili maddeler
sayesinde yara iyilesmesini kolaylastirir. Kekik yaginin ana bileseni olan karvakroliin
agr kesici 6zelligi vardir. Halk arasinda romatizma agrilar1 ve bas agrisinin giderilmesi
icin agrili bolgelere siiriilmesi bu 6zelliginden dolayidir. Karvakrol ciltten kolayca
emilebilen ve hiicre zarimi1 gecebilen bir bilesendir. Kekik, et yemekleri, ¢orbalar ve
salatalarda baharat olarak kullanilmasimin yaninda iilkemizin ¢esitli yorelerinde kekik
cay1l hazirlamak i¢in de toplanmaktadir. Kekik ¢aymin hazirlanmasi sirasinda kekik
yalnizca 1-2 dakika sicak suda birakilir veya kuru kekik iizerinden sicak su gegirilir

(Baser, 2001).

Antioksidan 6zellikte maddeleri iceren gidalarin tiiketilmesi sagligin korunabilmesi igin
gereklidir. Bitkisel antioksidanlar temelde iki gruptur; flavanoller ve fenolik asitler. Bu
maddeler bitkinin kendisini UV 1sinlar1 veya yaralanma gibi durumlara kars
korumasinda gorev almak iizere sentezlenirler. Ayrica bitkinin hastaliklara kars1 direncli
olmasin1 da saglarlar (Bennett ve Wallsgrove, 1994). Kekik, antioksidan bitkilerden
biridir ve lilkemizin en énemli ihracat iiriinlerinin basinda gelen baharattir (Giirbiliz ve
digerleri, 2011). Kekik icerdigi c¢esitli bilesenlerin faydali O6zelliklerinden dolay1
tarimda, ila¢ ve kozmetik endiistrisinde yer alir (Novak ve digerleri, 2000). Gidalarin
bozulmasmna neden olan bakterilere karst antiseptik Ozelliginden dolayr gida

endiistrisinde de son yillarda daha ¢ok kullanilmaya baglanmistir (Kilig ve Bagci, 2008).

Helicobacter pylori pek ¢ok gastrointestinal ve ekstra-gastrointestinal hastaliga sebep
olabilen ve gastrik karsinoma igin biiyiik bir risk faktorii olan bir patojendir. Satureja
hortensis ile O. vulgare subsp. hirtum ugucu yaglarinin ikiye bir oraninda karigtirilmasi
ile hazirlanan karisimin farelerde in vivo olarak H. pylori'ye karsi denenmesi sonucunda
farelerde patojenin %70 oraninda basarili bir sekilde azaltildigini gostermistir (Lesjak
ve digerleri, 2016). Adam, Sivropoulou, Kokkini, Lanaras ve Arsenakis, (1998) O.
vulgare subsp. hirtum yagmin Mentha spicata, Lavandula angustifolia ve Salvia
fruticosa ugucu yaglarindan daha giiglii bir antifungal etkiye sahip oldugunu
kanitlamislardir. Bu ¢alismada bitkinin ugucu yaginin 1/50 000 diliisyonda 6 saat

boyunca uygulanmasinin metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisinda %95 azalmaya
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sebep oldugu gosterilmistir. Ayrica bu calismada yapilan Ames testi ile mutajenik

etkisinin olmadig1 da ortaya ¢ikarilmistir.

2.2.2. Momordica charantia L.

Momordica charantia L. (Kudret nar1), Cucurbitaceae familyasindan, Dogu Afrika,
Giliney Amerika, Asya, Karayipler, Hindistan ve Gilineydogu Asya’yr kapsayan
tropiklerin yerli bitkilerindendir (Gupta, Sharma, Gautam ve Bhadauria, 2011).
Tiirkiye’de bahgelerde siis bitkisi olarak yetistirilmekle birlikte, Mersin’de ve Bursa

Cekmekoy’de kiiltiivasyonu yapilmaktadir.

Momordica charantia L. tiirii asagida verilen taksonomik kategoride yer almaktadir
(Integrated Taxonomic Information System, [ITIS], t.y.a).
Alem: Plantae
Altalem: Viridiplantae
Superdivision: Embryophyta
Division: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytina
Smif: Magnoliopsida
Usttakim: Rosanae
Takim: Cucurbitales
Aile: Cucurbitaceae
Cins: Momordica L.

Tur: Momordica charantia L.

Meyvalari 10-15 cm uzunlukta, ig bigiminde, tizeri piirtiiklii, 6nce yesil sonra parlak sar1
veya turuncu renklidir. Olgunlasinca kendiliginden yarilir ve i¢inden, iistii kirmizi bir
arillus ile kapli tohumlar goriiliir. Tohumlar 1 cm kadar uzunlukta, bocek bigiminde,
tizerleri desenli ve kenarlar tirtiklidir (Baytop, 1999). Petaller serbest, kirmizi kabuklu
tohumlar1 tagiyan meyve etli bir kapsiildiir. Tirmanici genis sekilde loplu yaprakli, erkek
cicek saplari iizerinde belirgin yesil brakteler median, sar1 ¢igekler ve turuncu-kirmizi,

tuberkiilat meyveler ile karakterizedir ve genellikle bahgelerde kiiltiirii yapilir (Davis
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1972). Tek yillik, 2-3 metre boya sahip olan, tiiysiiz veya c¢ok az tlylii, yesil govdeli,
yapraklar1 basit alternat bir bitkidir.

Kudret nar1 igeriginde demir, kalsiyum, fosfor ve B vitaminleri, %40-50 protein, sabit
yaglar; trienasitlerden, a-elaosterinasit ve trichosanasit, alkaloitler, saponinler, kinonlar,
recine, musilaj, steroller, taninler, momordikosid, momordisilin, kukurbitinler,
kukurbitasinler ve lektinler bulunur. Momordisin I ve II kudret narinin ikincil
metabolitleridir ve Spodoptera litura yumurta hiicrelerine uygulandiklarinda glukoz
absorbsiyonunu engelleyerek sitotoksik etki gosterir (Liu ve Wang, 2015). Cok sayida
tibbi ozellige sahip olan bu bitki antibakteriyel (Costa, Nascimento, Campos ve
Rodrigues, 2010), antifungal (Gupta, Sharma ve Bhadauria, 2016) ve antiviral (Puri ve
digerleri, 2009) aktivitelerinin yanisira antihelmintik aktiviteye de sahiptir
(Tjokropranoto ve Nathania 2011; Pereira ve digerleri, 2016). Momordica charantia
yapraklarinin %70’lik etanolik 6ziitleri domuz nematodu Ascaris suum’a karst %88’e
varan helmint 6ldiirme kabiliyeti gostermistir (Tjokropranoto ve Nathania, 2011). Bagka
bir ¢alismada 12,5 mg/mL konsantrasyondaki yaprak oziitlerinin Fasciola hepatica
yumurtalar1 izerine embriyonik gelisimi engelleyici etki ettigi gosterilmistir (Pereira ve
digerleri, 2016). M. charantia’nin sulu Oziitlerinin ratlarin  kursun ile akut
zehirlenmesinde karaciger ve bobrekler iizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu
kanmitlanmistir (H. H. Lee, Cheong, Huh, Song ve Boo, 2009). Bu nedenle daha once
sentetik antihelmintik ilaglar kullanmis ve kullandiklari ilaglarin etkisi ile karaciger ve
bobrek fonksiyonlarinda bozukluk olan kisiler veya hayvanlar tekrarlanan bir helmint
enfeksiyonunda M. charantia yapraklarimi veya yapraklarindan elde edilen ekstreyi
uygun dozda kullandiklarinda hem helmintlerden kurtulabilmekte hem de bu organlar
tizerindeki olumlu etkisi sayesinde daha gii¢lii bir iyilesme saglayabilmektedir.
Momordica charantia yapraklarinin hidroalkolik oziitiiniin 100 mg/kg ve 200 mg/kg
dozlarda yedi giin boyunca ratlara verilmesi durumunda ratlarda karbontetraklorid ile
indiiklenen karaciger hasarina kars1 onemli bir karaciger koruyucu aktivite gosterdigi

bulunmustur (Chaudhari, Chaware ve Joshi, 2009).

Sekil 2.6’da oOziiti hazirlanmak tiizere Temmuz aymmda Bursa Cekmekdy’deki

kiiltivardan almip kurutulan M. charantia yapraklarindan birinin preslenmis hali ve
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Ekim ayinda Istanbul Géktiirk kdyiinden alman M. charantia meyvesinin fotograflari

goriilmektedir.

Sekil 2.6. M. charantia yaprak ve meyvesi A) Bursa Cekmekdy’deki kiiltiivardan yas
olarak temin edildikten sonra preslenen M. charantia yapragi B) M. charantia yas
meyvesinin dig goriiniimii, C) Meyvenin parlak kirmizi tohumlarla dolu i¢i (Orijinal)
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M. charantia Asya’da geleneksel tedavi amaciyla ve bir sebze olarak tiiketilmektedir
(Gupta ve digerleri, 2011). Ancak bu bitkinin meyveleri i¢inde yer alan kirmizi parlak
tohumlar1 tizerindeki arillus zarda toksik maddeler bulunmaktadir. Bu nedenle bu bitki
toksik etkilere neden olabilir. Bitkinin yapraklar1 ve meyvesinin etli kismi dahilen
kullanilabilirse de farmakolojik amaclhh kullaniminda doza dikkat edilmesi

gerekmektedir.

Kudret nar1 Oziitlerinin farelerde spontane meme tumdrijenezin inhibisyonunda
(Nagasawa, Watanabe ve Inatomi, 2002) ve benzo(a)piren-indiikli fare onmide
timorijenezinde (Deep, Dasgupta, Rao ve Kale, 2004) antitimor ozellikte oldugu
bildirilmistir. Bunlarin disinda bitkinin antioksidan (Shi, Hiramatsu, Komatsu ve
Kayama, 1996), antiviral (Lee-Huang ve digerleri, 1995), antidiyabetik ve bagisiklig
diizenleyici (Cunnick, Sakamoto, Chapes, Fortner ve Takemoto, 1990) o6zellikleri
oldugu kesfedilmistir. Momordica charantia’dan izole edilen kimyasal bilesenler
insiilin-benzeri etki gosterir veya insiilin salinmasimi tesvik edebilir (Ng, Wong, Li ve
Yeung, 1986). Literatiire gore bitkinin hipoglisemik etkisi; hepatik glukoneojenezisi
azaltarak ve akabinde hepatik glikojen sentezini arttirarak veya kirmizi kan hiicreleri ve
yag hiicrelerinde glukoz oksidasyonunu arttirarak ortaya ¢ikiyor olabilir (Shibib, Khan
ve Rahman, 1993).

Ratlarda yapilan bir ¢aligmanin sonuglarina goére M. charantia yapraklarinin sulu
oOziitleri spermatogonial hiicreler lizerinde mutajenik etkiye sahip bulunmustur. Bunun
kromozomal aberasyon etkisinden kaynaklandigi diisiiniilebilir. 80 mg/kg, 100 mg/kg
ve 120 mg/kg dozlarda uygulanan sulu 6ziitlerin istatistiksel olarak anlamli derecede
Dominant Lethal Faktor artisina neden oldugu tespit edilmistir (Shittu, Adeleye ve
Taiwo, 2015). Bu sonuglar M. charantia sulu Oziitiiniin veya bitkinin kendisinin
genotoksik ozelliginden dolayr antihelmintik amagla kullanildiginda disiik dozda
kullanilmas1 gerektigini veya bitkiden izole edilecek biyoaktif maddelerin tedavide

kullanilmasinin daha uygun olacagini diistindiirmektedir.

M. charantia’nin antosiyaninler, askorbijen, karoten, likopen ve flavanoidlerden

kuersetin, luteolin, saponinlerden momordisin | ve momordisin 1I, momordin,
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momordikosid, karavilagenin, karavilosid ve kuguasin-J, steroidlerden daucosterol,
terpenoidler ve kukurbitasin ihtiva ettigi bilinmektedir (Poolperm ve Jiraungkoorskul,
2017). Bunlarin yam1 sira karantadiol-A, goyaglikozitler, karantozitler ve

momordikozitler M. charantia’da bulunan biyolojik aktif maddelerdir.

2.2.3. Rubus canescens DC.

Rubus canescens DC., (Cobankdostegi) Rosaceae (Giilgiller) familyasindan ¢ok yillik

dikenli bir ¢ali tiiriidiir. Rubus cins ismi “tatli ¢ali” anlamina gelmektedir.

Rubus canescens DC. tiiriiniin taksonomik hiyerarsisi (Integrated Taxonomic
Information System — Report, t.y.b) su sekildedir:
Alem: Plantae

Boliim: Tracheophyta

Sinif: Magnoliopsida
Takim: Rosales
Aile: Rosaceae
Cins: Rubus L.

Tir: Rubus canescens DC.

Morfolojisi: Yapraklar 3 veya 5 yaprakeikli, yaprakciklar alt yiizde tiyli ve disli
kenarli, yaprakeiklar tizeri pamuk gibi, asagidakiler tiiysiiz yukaridakiler yildiz seklinde
beyaza ¢alan pamugumsu, 1sirici, lateral olanlar neredeyse sapsiz, terminal olan kisa
sapcikli, kamamsi-taban kismi ince. Cicek filizleri dik, 15-40 cm, acili, ince tiiylii.
Seyrek salkim terminal, ¢ok ¢igekli, dar oblong, sadece 1,5-3 cm genislikte. Petaller
beyaz (kuruyunca soluk sarimsi), taban kismi ince, 5-8 mm. Yapraklar ii¢ yaprakeikli
veya bes yaprakeikli. Meyva dnce yesil, sonra kirmizi ve olgunlukta siyahimsi renklidir
(Davis, 1972). Yayilis alanlari cok genistir; Kirklareli, Balikesir, Istanbul, Bolu,
Kastamonu, Samsun, Amasya, Giimiishane, izmir, Kiitahya, Eskisehir, Yozgat, Denizli,
Sivas, Tunceli, Isparta, i¢el ve Adana. Sadece Dogu’da nadir bulunur (Davis, 1972).

Sekil 2.7°de oziitii ¢ikarilmak icin kokleri sokiilen R. canescens tiiriiniin Bursa’da
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cekilen resimleri gosterilmektedir. Sekil 2.7. A’daki resim, 6ziit hazirlamak iizere
bogiirtlen koklerinin sokiildiigii Bursa Uludag Universitesi Goriikle Kampiisii i¢inde, 5
Ekim 2018 tarihinde cekilmistir. Sekil 2.7. B’deki resimde ise beyaz cicek tag
yapraklarinin bazilar1 dokiilmiis olsa da koyu yesil yapraklarin iist yiizleri ile beyaz alt

yiizli ve kirmiz1 dikenler belirgin sekilde goriilmektedir.

Sekil 2.7. R. canescens toprak istii kisimlari, A) Bitkinin karekteristigi beyaz ¢igekler

B) 2017 yili Ekim aymnda Bursa Hiiseyinalan kdyiinden toplanan R. canescens ornegi
(Orijinal)

Meyvelerinin akut toksik etkisini gdstermeyi amaglayan bir g¢aligmaya gore R.
canescens meyvelerinin metanolik o6ziitleri 800 mg/kg dozda, hayvanlar iizerinde
yaklasik %40 LDsg degerine sahiptir. Ayni ¢aligmadaki in vitro deneyde R. canescens’in
40 mg/mL konsantrasyonu Raillietina spiralis ve Ascaridia galli parazitleri iizerine
oldiiriicii etki ve paraliz siireleri agisindan ABZ ve Piperazin sitrat’m 10 mg/mL
konsantrasyonuna yakin bir antihelmintik etki gostermistir (Ali ve digerleri, 2013).
Bitki aneljezik 6zellige de sahip oldugu i¢in (Riaz ve Rahman, 2015) helmintleri %100
oldliirmese bile bazi helmintik enfeksiyonlardan kaynaklanan siddetli karin agrist
sikayetlerini de giderebilecek bir bitkidir. Bogiirtlende bulunabilen bir bilesen olan
ellajik asidin Haemonchus contortus’a kars1 antihelmintik etki gosterdigi in vitro bir
caligmada gosterilmistir (Mondal ve digerleri, 2014). Bitkinin icerdigi ellajik asidin
antihelmintik etkisinin ¢ok 1iyi bir elektron alicis1 olmasi dolayisiyla oksijenli
solunumdaki elektron tagima sistemine miidahale etmesi ve nematodlarin ATP tiretimini

aksatmasi vasitasiyla olabilecegi tahmin edilmektedir (Vattem ve Shetty, 2005). Ellajik
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asidin levamisole ve albendazole direncli C. elegans yabani tiplerinde inhibe edici etki
gostermesi ve bu tiir ilaglardan farkli bir aksiyon mekanizmasina sahip olmasi (Ndjonka
Rapado, Silber, Liebau ve Wrenger, 2013), ellajik asidin antihelmintik ilaglara direng

gelisimi durumunda kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Gaz kromotografisi ile yapilan bir ¢alismaya gore R. fruticosus kokiinde bulunan temel
bilesenler %40,55 ile 2-furankarboksaldehid, %43,97 ile diizooktil fitalat, %2,13 ile
hekzadekanoik asit metil ester, %4,09 ile 12-oktadekanoik asit metil esterdir (Abu-

Shandi ve digerleri, 2015). Bu molekiillerin 2 boyutlu yapilar1 Sekil 2.8’de

gosterilmigtir.
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Sekil 2.8. Bogiirtlen koklerinde saptanan major bilesenler. A) Diizooktil fitalat B) 9, 12,
15-oktadekantrienoik asit metil ester C) Hekzadekanoik asit metil ester D) 2-
Furankarboksaldehid E) 9, 12, 15-oktadekantrienoik asit propilen diol F) Vitamin E
(Abu-Shandi ve digerleri, 2015)

Bogiirtlen yaslanmaya bagli problemlerin giderilmesinde onemli faydalari olan bir
bitkidir. I¢erdigi antioksidan bilesikler (vitamin C, ellajik asit, antosiyaninler ve total
fenolikler) sayesinde serbest radikallerin hiicrelere zarar vermesini engelleyerek (Elisia,
Hu, Popovich ve Kitts, 2007; Wang ve Lin 2000) kanser riskini azaltir. Bitkinin
yapraklar1 diyabetik ratlarda hipoglisemik bir etki gostermistir (Bailey ve Day, 1989).
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Son zamanlarda, hafiza ve 6grenme iizerine yapilan testlerde de bitkinin kullanilmasinin
sonuglar1 olumlu etkiledigi bildirilmistir (Gomar, Hosseini ve Mirazi, 2014).
Meyvelerinin sulu 6ziitiiniin hiyalurodinaz inhibitor aktivitesi olmasi1 da (Marquina,
Corao, Araujo, Buitrago ve Sosa, 2002) derinin sarkmasini 6nleme 6zelligi oldugunu
gostermektedir. Kanser, diyabet, hafizanin zayiflamasi ve derinin elastikiyetinin
azalmasi yasa bagl olarak arttig1 i¢in bogiirtlen yaslanmaya karsi kullanilabilecek iyi

bir bitkisel se¢imdir.

Bogiirtlenin icerdigi fenolik asitler, taninler ve flavanoidler acisindan arastirildigi bir
calismada ise gallik asit; gallokatesin; protokatekuik asit; epigallokatesin; katesin; 7, p-
hidroksibenzoik asit; kaffeik asit; malvidin-3-glukozid; p-kumarik asit; katesin gallat;
siyanidin; ellajik asit; kuersetrin (kuersetin-3-ramnozid); sinnamik asit ve luteolin

icerdigi gosterilmistir (Huang, Zhang, Liu ve Li, 2012).

2.2.4. Artemisia annua L.

Artemisia annua L. (Peygamber Siipiirgesi, Kabe Siipiirgesi, Tatli pelin) 50-150 cm
yiikseklikte, tiiysiiz, keskin ve hos kokulu, tek yillik, otsu bir bitkidir (Sekil 2.9). Ismini
otkeli kralice Artemis’ten aldig1 da rivayet edilmistir. Kralice Artemis kocasinin savasta
oldiirtildiiglinii 6grendiginde buna ¢ok dfkelenmis ve o giinden sonra igtigi her seye
kocasinin kiillerini serpistirmis. Bu nedenle acimsi tadi sebebiyle bu bitkiye onun
isminin verilmis olabilecegi tahmin edilmistir. Antik Cince “yesil ot” manasina gelen
Qing Hao (Willcox ve digerleri, 2004), Latince Artemisia annua, Ingilizce “sweet
annie”, Tiirkce ise “Peygamber Siipiirgesi” olarak isimlendirilmis ve diinyanin farkli
yerlerinde binlerce yildir farkli tedavi amagclariyla kullanilmigtir. Papatyagiller
(Asteraceae) familyasina ait Artemisia cinsi, diinyada en genis yayilisa sahip cinstir

(Bora ve Sharma, 2011).
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Sekil 2.9. A. annua yapraklari (Orijinal) (2020 yilinda Istanbul Eyiip’ten toplandi)

Artemisia annua L.’nin taksonomisi agsagida verilmistir (Babac 2004).
Alem Plantae
Altalem Tracheobionta
Sube Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Altsiif Asteridae
Takim Asterales
Aile Asteraceae
Cins Artemisia

Tur Artemisia annua L.

Ulkemizdeki yayilis alani: Canakkale, Istanbul, Bursa, Samsun, Elazig, Konya ve
Hatay’dir. A. annua ugucu yag ve rezin tasir. Govde ince tiiylii genellikle kirmizimsidir.
Yapraklar 2-pinnatisekt, segmentler diizenli ve derin sekilde disli. Kapitula kiiresel, ¢ok

cigekli, 2-4 mm kalinlikta. Distaki yapraklar oblong, igtekiler ince tabanli-oblong ve
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distakilerden daha uzun, ¢ogunlukla ince ve kuru zarli. Distaki ¢icekler filiform, disi,
ictekiler hermafrodit, kisir, korolla sarimsi, kiiresel. Tarlalar ve diisiik yiiksekliklerde

bulunur (Davis, 1975).

Dahilen dizanteri ve vereme karsi, infusyon (%2-3) halinde, haricen ise ¢ibanlari
tyilestirici olarak kullanilmistir (Baytop, 1999). A. annua ¢esitli flavanoidler,
terpenoidler ve kumarinler igerir ve bu bitkide bulunabilen 600°den fazla ikincil
metabolit tanimlanmistir (Van der Kooy ve Sullivan, 2013). Bunlardan bazilar
artemisinin, deoksiartemisinin, artemisinik asit, arteannuin-B, stigmasterol, friedelin ve
artemetindir (Zheng, 1994). A. annua anti-hiperlipidemik, anti-plasmodial, anti-
inflamatuvar, anti-kolestrolemik (Abad ve digerleri, 2012, Wang ve digerleri, 2020) ve
antiviral (Lubbe ve digerleri, 2012) ozelliklere sahiptir. A. annua ugucu yaginin
antibakteriyal, antifungal (Juteau, Masotti, Bessiére, Dherbomez ve Viano, 2002) ve
akarisidal (Pirali-Kheirabadi ve Teixeirada-Silva, 2011) aktiviteler gosterdigi
kaydedilmistir. Son zamanlarda Corona viriise kars1 etkinligi in vitro olarak arastirilmig
ve SARS-CoV-2’nin replikasyonunu engelledigi anlasilmistir (Nair ve digerleri, 2021).
Anavatani Cin olan bu bitki 2000 yildan uzun siiredir Geleneksel Cin Tibbinda yiiksek
atesi diislirmek amaciyla kullanilmaktadir (Willcox ve digerleri, 2004). 1970 yillarinda
A. annua’dan izole edilen artemisinin maddesinin sitma tedavisinde etkili oldugu
kesfedildikten sonra bitki diinya ¢apinda dnemsenmis ve genis cografyalara yayilmistir.
Artemisinin maddesinin sitma paraziti Plasmodium falciparum tizerindeki inhibisyonu
in silico bir galismayla da gosterilmistir (Shukla, Gund ve Meshnick, 1995).
Artemisinin analoglarinin antimalarial mekanizmasinin arastirildig in silico ¢aligmalar
da artemisinin tiirevlerinin daha detayli sekilde incelenmesine imkan vermistir (Cheng
ve digerleri, 2002). Pelin otu (Artemisia absinthium) yaklasik bin yildir antihelmintik
amagl kullanilmaktadir. Tbn Sind’nin meshur eseri El Kantin Fi’t-Tibb’ta verdigi
bilgiler 1s18inda absintin bebeklerde kilkurdunu yok ettigi ve pelin otu surubunun
bagirsak nematodlarma karsi faydali oldugu bin yildir bilinmesine ragmen, A.
annua’nin antinematodal etki mekanizmasi halen bilinmemektedir. Cala ve digerleri
(2014) tarafindan yapilan ¢alismada A. annua’da bulunan artemisinin maddesinin

antinematodal etkiden sorumlu oldugu One siiriiliirken, artemisinin icermeyen A.
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absinthium tiiriiniin de antinematodal oldugunun ¢ok uzun siiredir bilinmesi, bu etkiyi

meydana getiren bagka bilesenlerin varligini akla getirmektedir.

A. annua biyoaktif maddelerce genis bir yelpazeye sahip bir bitkidir. Igerdigi
flavanoidler, kumarinler, steroidler, fenolikler, purinler, lipitler, alifatik bilesenler,
monoterpenoidler, triterpenoidler ve sesquiterpenoidler igerisinden sesquiterpenoid
ailesine mensup artemisinin, dihidroartemisinik asit, artemisinik asit ve arteannuin B
yapraklar iizerinde bulunan glandular trikomlar i¢inde depolanan en 6nemli biyoaktif

bilesenlerdendir (Ferreira ve Janick, 1995).

A. annua Asya’nin yerli bitkilerindendir ve pek cok iilkede dogal olarak yayilis
gostermektedir (Ferreira ve Janick, 2009). Sekil 2.10°da, sonradan getirilip yayildigi
alanlarla birlikte Diinya’daki yayilis alanlar1 gosterilmektedir. Sekilde mavi ile tarali
bolgeler A.annua’nin dogal olarak yetistigi veya yetistirildigi bolgeleri temsil

etmektedir.
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Sekil 2.10. A. annua’nin diinya iizerindeki dagilimi. Mavi noktalar bulundugu yerleri
temsil etmektedir (Jiang ve digerleri, 2021°den degistirilerek alinmistir)

38



A. annua binlerce yildir Cin tibbinda genis bir kullanim alanina sahip olmustur. Ancak
yine de diinya lizerinde biiylik bir yayilisi olmasina ragmen bitkinin antimalarial
Ozellikleri 1970’lere kadar bilinmiyordu. Bitkinin tedavideki yeri s6z konusu oldugunda
ilk olarak sitma tedavisi akla gelir. Ozellikle 1970’de artemisinin saflastirilip sitmayi
tedavide etkili bilesen oldugu kanitlaninca, bitkinin ¢ok eskiden beri yiiksek ates
tedavisinde kullanilmasinin bilimsel temelleri de acgiga ¢ikmis oldu. A. annua yiiz
kirktan fazla kimyasal madde icermekte ve bunlarin otuzdan fazlasinin antimalarial
aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir. A. annua ayn1 zamanda immiinosupresif etkiler

gosteren bir bitkidir (Tu, 2011).

Insanlarda gastrointestinal sistem (GIiS)’de bulunan parazitlerin giderilmesi i¢in bin
yildan uzun bir siiredir gesitli bitkisel droglar kullanilmaktadir. ibn Sinad’nin yaklasik
bin yil 6nce yazdig1 El Kanlin Fi’t-T1bb adli eserinde bebeklerde bulunan kilkurtlarinin
disiiriilmesi i¢in “absint” isimli bir ilagtan bahsetmektedir. Artemisia absinthium
antinematodal ozellikte oldugu bilimsel olarak gosterilmis bir bitkidir. Yine ibn
Sind’nin bu eserinde artemisia cinsi bitkilerin (Pelin otu, Roma pelini) antihelmintik
amagla kullanilabilecegi ifade edilmektedir. Roma pelin otu ve bazi bitkilerin karistirilip
pisirilmesi ile hazirlanan pelin otu lapasinin karaciger agrisi, mide agrisi, sogugun sebep
oldugu ates, flegmatik ve melankolik sikayetlerde yararli oldugu yazmaktadir (s. 145).
Bu lapa, Roma pelin otunun, anason, kereviz tohumlari, Hint kedi otu, rezene tohumlari,
bataklik saz1 kokleri ile birlikte pisirilmesi ile hazirlanir. Suyu alindiktan sonra geri
kalan kisimlar1 ilag olarak kullanilir. Aynmi eserde (s. 109) pelin otu ile hazirlanan
surubun diger bazi faydalari yanisira bagirsak helmintlerinden kurtulmaya faydali

oldugu da gegmektedir.

A. annua yapraklarinda bulunan bazi aktif bilesenler: Artemisinin, artemisinik asit,
arteannuin B, deoksiartemisinin, artemetin, dihidroksiartemisinik asit, krisosplenetin,
skopoletin, krisosplenol D, kamfer, 1,8-sineol (6kaliptol), kamfen, spatulenol, fridielin,
stigmasterol ve kumarinlerden skoparon, 6,8-dimethoksi-7- hidroksi kumarin
(izofraksidin) ve umckalin (5,6-dimetoksi-7-hidroksi kumarin)’dir ve bu bilesenler bazi
arastirmacilarca gesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Cai, Zhang, Ji ve Xing, 2017; Zheng,
1994).
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2.3. Bitkisel Ligandlar1 Meydana Getiren Temel Molekiiler Yapilar

2.3.1. Terpenler

Ugucu vyaglarda bulunan bilesenleri ¢alismak, kimyasal aragtirmalarin en eski
uygulamalarindan biri olmustur. Ugucu yag bilesenleri terpenler olarak isimlendirilen
bilesiklerden meydana gelmektedir. Terpenlerin en 6nemli yapisal 6zelligi, izopren

birimlerinden olugmalaridir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. izopren (2-metil-1,3-biitadien) (Orijinal)

Sekil 2.12°de gosterilen mirsen, mum agacindan izole edilebilen tipik bir terpendir.
Mirsenin karbon iskeleti (ikili baglar1 diginda) tamamen iki izopren biriminden

meydana gelmistir (Atkins ve Carey, 2003).

\

Bas

Sekil 2.12. Mirsenin 3D yapisi. Bir izopren yapisinin bas kismi diger izoprenin kuyruk
kismina baglanarak (sekilde kesikli cizgilerle gosterilen noktadaki bag olusumu ile)
terpen meydana gelmistir (Orijinal)

Monoterpenler son derece 6nemli, kokulu ve dogada ¢ok cesitli tiirlerde (400’den fazla
yap1) bulunabilen molekiillerdir. Bunlar parfiimeri endiistrisinde kullanilmak iizere ¢cok

sayida bitkinin meyveleri, ¢igekleri ve yapraklarindan izole edilebilirler. Ayrica gida ve
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eczacilik endiistrilerinde dogal aroma kimyasallarinin biyoteknolojik iretimi i¢in uygun

baslangi¢ materyalleridir (Alcantara, Hernaiz ve Sinisterra, 2011).

Terpenler genel olarak izopren tiirevi bilesikler olarak bilinmekte ve sahip olduklari
karbon atomlarinin sayisina gore siniflandirilmaktadirlar. Terpen terimi yalnizca
hidrokarbonlar1 tanimlamak i¢in kullanilirken, bunun tiirevleri de diger gruplarin
ilavesiyle adlandirilmaktadir. Bazi terpen tiirlerinde izopren birimlerinin gosterilmesi
nispeten kolayken bazi halkali terpen tiirlerinde bu birimleri gostermek biraz daha zor
olabilir. Sekil 2.13’de gosterilen seskiterpende 3 izopren birim, bas kuyruk baglanmasi
seklinde birlesmislerdir. Cogu terpen bir veya daha fazla sayida halka yapisina sahiptir
ve bunlar izopren birimleri toplulugu seklinde gosterilebilir (Atkins ve Carey, 2003).

Sekil 2.13. Bir seskiterpen 6rnegi olan fernasol ve fernasolii olusturan izopren birimleri,
B: Bas, K: Kuyruk. Kesikli ¢izgiler izoprenler arasi bagi gostermektedir. Karbon
atomlar1 yesil, oksijen atomu kirmizi, hidrojen atomu beyaz renkle temsil edilmistir
(Orijinal)

Terpenler yapilarindaki karbon atomlarinin sayisina gore simiflandirilmaktadir.
Monoterpenler 10; seskiterpenler 15; diterpenler 20; triterpenler 30 ve tetraterpenler 40
karbon atomuna sahip gruplardir. Seskiterpenler renksiz lipofilik bilesiklerdir.
Bitkilerde biyosentezleri ii¢ izopren biriminin biraraya gelmesi ve endoplazmik

retikulumda farnesil pirofosfat (FPP) yoluyla gerceklesir (Yu ve Utsumi 2009). Sekil
2.14°de tek halkali bir monoterpen ve iki halkali bir seskiterpen yapis1 verilmektedir.
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Sekil 2.14. Soldaki sekilde verilen a-felantren tek halkali bir monoterpendir ve
okaliptus agacinda bulunur. Sagdaki sekilde gosterilen bas kuyruga bagli li¢ izopren
biriminden olusan a-selinen iki halkali bir seskiterpendir (Orijinal)

Seskiterpenlerin stres yaniti olarak iretildigi bazi tiirlerde yolaklarin diizenlenmesi
yiiksek oranda kontrol edilmektedir. Aquilaria sinensis (Lour.), seskiterpenleri yalnizca
otgullara yanit olarak iiretir ve bunlarin tiretiminden sorumlu yedi enzimi kodlayan 26
unigen karakterize edilmistir (Zhang ve digerleri, 2012). Sekil 2.15’de seskiterpenlere

bir 6rnek olarak B-karyofilenin molekiiler yapisi verilmektedir.

Sekil 2.15. B-karyofilenin solda 3D ve sagda 2D gosterimi (Orijinal)

Diterpenlere 6rnek olarak ¢amdan izole edilen kempren ve memelilerin yag dokusunda
ve balik yaginda bulunan vitamin A verilebilir. Kopekbalig1 karaciger yaginda bulunan
skualan triterpenlere bir 6rnek ve havucda bulunan B-karoten ise tetraterpenlere bir

ornektir (Atkins ve Carey 2003).
Dogal kukurbitasinler, yiiksek oranda oksijenli, kukurbitan ¢ekirdek iskeletini igeren

tetrasiklik triterpenlerdir ve agirlikli olarak, bitkilerde ve hayvanlarda sergiledikleri

genis biyolojik aktivite nedeniyle, dogu ilaglarinda uzun siiredir kullanilan
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Cucurbitaceae familyasinin bitkilerinde bulunur (Duangmano, Sae-Lim, Suksamrarn,
Patmasiriwat ve Domann, 2012). Sekil 2.16’da kukurbitasin-B’nin molekiiler yapisi ve

karbon atomlarinin numaralanigi gosterilmektedir.

Kukurbitasin B

Sekil 2.16. Kukurbitasin-B’nin sagda 3D ve solda 2D gdsterimi (Orijinal). Top-¢ubuk
modelinde kirmiz1 toplar oksijen, beyaz toplar hidrojen, yavruagzi toplar karbon
atomlari temsil etmektedir

2.3.2. Laktonlar

Laktonlar, hidroksi asitlerin siklik esterleridir. Hidroksi asitler veya aktif formlar
genellikle laktonlarin biyosentezindeki dogal onciilerdir. Bes ve alt1 iiyeli laktonlar,
ilgili hidroksi asitlerden kolayca olusturulur. Bu laktonlarin ¢esitli varyantlar1 kimyasal
iletisimde kullanilir. Baz1 makrosiklik laktonlar boceklerin salgt bezlerinde olusturulur
ve cezbedici feromonlar olarak islev goriirler. Ozellikle baz1 parazitoidler igin bu tiir
makrosiklik laktonlar 6nemli bir uyarandir ve baz1 erkek parazitler tarafindan disileri

¢cekmek i¢in kullanilir (Schulz ve Hotling 2015).

Seskiterpen laktonlar (STL'lar), bilinen en biiyiik biyojenetik olarak homojen dogal iiriin
gruplarindan biridir. Halihazirda, Dogal Uriinler Soézliigii, seskiterpenler hakkinda, 11
000'den fazla kayda sahiptir. Bu dogal iiriinler sinifinin ¢ok sayida tekli bilesiklerinin ve
iligkili yapisal c¢esitliliginin bir nedeni, kesinlikle onlarin muazzam genis biyolojik
aktivite spektrumuyla ilgilidir ve onlar1 sentezleyen organizmalar i¢in olduk¢a degerli
bir savunma araci haline getirir. Bu nedenle, cogu STL"n izole edildigi bitki ailesi, yani
Compositae, gezegenimizdeki en biiyilkk ve ekolojik olarak en ¢esitli bitki aileleri

arasindadir. Bununla birlikte, 6zellikle nicel yapi-aktivite iliskileri (QSAR) a¢isindan
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bilgi mevcutsa, STL'larin yeni terapétik ajanlara dnciilikk eden yapilar olarak 6nemli bir

rol oynayabilecegi diisiiniilebilir (Schmidt, 2006).

Asteraceae'de bulunan terpenoidler, alkaloidler, fenolikler ve poliasetilenler gibi
biyoaktif bilesiklerin bollugu, onu hem biyokimyasal hem de farmakolojik olarak
olduk¢a onemli bir familya haline getirir. STL’lar, mevcut sekonder metabolitlerin en
yaygin ve biyolojik olarak énemli siiflarindan biridir ve bu nedenle bir dizi ¢alismaya
konu olmustur. Seskiterpen laktonlar, en yaygin olarak Cactaceae, Solanaceae, Araceae
ve Euphorbiaceae (Canales ve digerleri, 2005) gibi familyalarda bulunan, biiyiik bir
sekonder metabolit grubudur (Wedge, Galindo ve Macias, 2000). Sekil 2.17’de

STL’lara bir 6rnek olarak arteannuin-B’nin molekiiler yapis1 gosterilmektedir.

a-metilen-y-biitirolakton

\

Arteannuin-B

Sekil 2.17. A. annua’da bulunan 6nemli bir seskiterpen lakton olan arteannuin-B’nin 3D
gosterimi (Orijinal). Karbon atomlar1 koyu yesil, oksijen atomlar1 kirmizi renkle temsil
edilmistir

STL igeren bircok bitki yiizyillardir tiim kiiltiirlerin geleneksel ilaglarinda kullanilmis
ve modern fitoterapide de kullanilmaya devam etmektedir. STL'larin saf kimyasallar
olarak terapdtik kullanimi —bitkiler veya ham ekstraktlar seklinde genis kullanimlarina
ragmen- ¢ok az Ornekle smirlidir, bu da temel olarak biyolojik olarak secicilik
konusunda yapisal gerekliliklere iliskin bilgi eksikliginden kaynaklanmaktadir. Modern

farmakolojinin ortaya ¢ikisindan yaklasik bir asir sonra, canli organizmalarda biyoaktif
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bilesiklerin arastirilmasi, yeni terapotik ilaclar ve zirai kimyasallarin bulunmasinda hala
en 6nemli yaklagimlardan biridir. Son yirmi yilda onaylanan yeni terapdtik maddelerin
tiimli olmasa da cogu, dogrudan veya dolayli olarak dogal kaynaklardan elde edilen
bilesikleri igerir. Cogunlukla "ikincil metabolitler" olarak adlandirilan (ikincil 6neme
sahip olduklar1 anlamina gelmez) diisiik molekiiler agirlikli dogal iiriinler, yasamin
farkli alanlarindan organizmalarin birbirleriyle ve ¢evreleriyle basa ¢ikmalarina hizmet

eden kimyasal iletisim sistemlerinin ana pargalaridir (Schmidt, 2006).

2.3.3. Kumarinler

Diger ad1 2-H-kromen-2-on olan kumarin, benzen halkasi ve a-piron halkasindan olusan
beyaz bir laktondur (Sekil 2.18). Kumarin ¢ekirdegi (benzo-2-piron), biyo-sentezde
sinamik asitten elde edilir. Kumarin ailesi iiyeleri, biyolojik aktivitelerini degistirebilen
cok degisken yapilara sahiptir. Kumarinler, antikoagiilan, antimikrobiyal, anti-
inflamatuar, analjezik, antioksidan, antikanser, antiviral, antimalarial (Sahoo, Shukla,
Nandy ve Sahoo, 2012), anti-osteoporoz, antiseptik, anti-HIV, anti-hipertansiyon, anti-
aritmi, antifungal (Ca¢i¢, Pavi¢, Molnar, Sarkanj ve Has-Schén, 2014) ve antinosiseptif
(Alipour ve digerleri, 2008) ozellikler gibi g¢esitli  biyolojik aktiviteler
gosterebilmektedir. Kumarinin kendisinin ve 7-hidroksikumarinin, bir dizi insan malign
hiicre hattinin proliferasyonunu in vitro olarak inhibe ettigi ve ¢esitli hayvan
tiimorlerine karst aktivite gosterdigi bildirilmistir (Darla ve digerleri, 2013). Kumarin
hepatotoksik ve kanserojen 0zelliklere sahip ikincil bir fitokimyasal olmasina ragmen,
kumarinin hepatotoksisite etkisi ile ilgili klinik verilere gore, bu bilesik diisiik dozda
ilag olarak kullanim i¢in olduk¢a faydalidir (Abraham, Wohrlin, Lindtner, Heinemeyer
ve Lampen, 2010). Kumarin alkol ve eter igerisinde cok iyi c¢oziiniitken suda

¢Ozilinemez. 69°C’de erir ve oda sicakliginda ortorombik kristaller halindedir.
Kromonlar mast hiicresi stabiliztori olarak bilinmektedir. Etkilerini mast hiicre zarin

stabilize ederek veya eozonofil ve epitel hiicrelerinin aktivasyonlarin1 engelleyerek

gosterebilirler (Bulut, 2012).
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Kumarin cekirdegi

Sekil 2.18. Kumarin ve kromon halkalarinin molekiiler yapilar1 ve numaralandirilmasi
(Orijinal)

2.3.4. Sakkaritler

Monosakkaritlerin en bilineni ve organizmalarda en bol bulunani D-glikozdur. Optik
15181 saga dogru g¢evirdigi i¢in dekstroz olarak da bilinir. Karbonhidratlarin bes tyeli
halkalar1 furanoz, alt1 iiyeli halkalar1 ise piranozlar olarak adlandirilir. Halka yapisi
igerisinde oksijen atomu tasiyan karbona anumerik karbon denilmektedir. Glikozitler,
anomerik karbona bagli atomlara gore O-glikozitler ve S-glikozitler olarak adlandirilir.
O-glikozitler karigik asetallerdir. Bunlar furanoz ve piranoz sekillerinin anomerik
konumunda eterler olustururlar (Atkins ve Carey, 2003). Sekil 2.19°da rutinozitin

molekiiler yapist gosterilmektedir.

Sekil 2.19. Rutinozidin solda 3D ve sagda top ¢ubuk modelinde 2D gdsterimi. Karbon
atomlar1 mavi, oksijenler kirmizi, hidrojenler beyaz renkle temsil edilmektedir (Orijinal)
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2.3.5. Flavanoidler

Flavonoidler, tiim karasal vaskiiler bitkilerde bulunan bitki sekonder metabolitleridir.
Flavonoidler kimyasal olarak, tiirevler de dahil olmak {izere bir veya daha fazla
hidroksil ikamesi ile ortak bir fenilkromanon yapisindan (C6)C3)C6) olusan maddeler
olarak tanimlanir (Birt ve digerleri, 2001). Sekil 2.20°de temel flavanoid yapilari

gosterilmektedir.
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Sekil 2.20. Temel flavanoid tiirlerinin molekiiler yapilarmin 2D gosterimi ve
numaralandiriliglari. Kirmizi toplar oksijen, beyaz toplar hidrojen atomlari, diger renkler
ise karbon atomlarini temsil etmektedir. Sekildeki molekiillerden sadece flavonolda C2
ve C3 arasinda ¢ift bag bulunmakta, flavan, flavanon ve katesinde ise tek bag
bulunmaktadir (Orijinal)
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Flavonoidlerin temel yapist bir aromatik A-halkasi ve heterosiklik bir C-halkasindan
meydana gelir ve bu iki halka birbirine karbon-karbon bagiyla baglidir. Heterosiklik C-
halkasinindaki varyasyonlar nedeniyle flavanoidler alti altsinifa ayrilir: flavonlar,
flavanoller, flavanonlar, katesinler, antosiyanidinler ve izoflavonlar (Weng ve Yen,
2012). Avustralya Ulusal Beslenme Arastirmasi (10 851 kisi, >18 yas) verilerine gore
flavanoidlerin anahtar kaynaklari ¢ay (siyah ve yesil), sebze (sogan, kereviz, maydanoz,
brokoli, Ingiliz 1spanag1 ve fasiilye), meyveler (elma, iiziim, kahve, portakal, limon,

mandalina, kiraz ve yabanmersini) gibi besinlerdir (Somerset ve Johannot, 2008).

Flavonlar, flavonoid iskeletinde C2 ve C3 arasinda cift baga sahip olmalar1 bakimindan
diger flavonoidlerden farklidir. C3 konumunda bagli grup yoktur (Martens ve Mithofer
2005) ve C4 konumunda oksitlenirler (Hostetler, Ralston ve Schwartz, 2017).
Bitkilerden elde edilen flavonlar tipik olarak 7-O-glikozitler olarak konjuge edilir
(Martens ve Mithofer 2005) ve ayrica asetil veya malonil kisimlarma sahip olabilir

(Hostetler ve digerleri, 2017). Sekil 2.21°de flavon ¢ekirdegi gosterilmektedir.

Flavon cekirdegi

Sekil 2.21. Temel flavanoidlerden biri olan flavon ve karbonlarin numaralandirilisi
(Orijinal)

Bu bilesikler bitkilerde ¢esitli rollere sahiptirler. Flavonollerle birlikte beyaz ve krem
renkli ¢iceklerde birincil pigmentlerdir (Harborne ve Grayer 1994) ve mavi cigeklerde
antosiyaninlerle (Sekil 2.22) kopigment gorevi goriirler. Flavonlar ve diger flavonoidler,
280 ila 315 nm araligindaki 15181 absorbe edebildikleri i¢in bitkilerde UVB koruyuculari
olarak da islev gorebilir (Harborne ve Williams 2000).
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Sekil 2.22. Antosiyanin yapisi ve karbon atomlarinin numaralandirilist (Orijinal)

Diyet fenolik bilesiklerin uygun kosullar altinda prooksidan ve sitotoksik ozellikler
sergiledikleri bilinmektedir. Fitofenollerin antioksidan/prooksidan aktiviteleri farkli
faktorlere baglidir. Flavonoidler, insan diyetinin enerjik olmayan kisminin farkh
bilesenlerini temsil eden bir fenolik bilesik ailesidir. Sebze ve meyvelerde bulunurlar.
Flavonoidlerin antioksidanlari ve serbest radikalleri giderme yetenekleri dolayisiyla
coklu biyolojik etkileri oldugu bildirilmistir. Bunun yani sira ¢ok yiiksek dozlarda
kullanildiklarinda pro-oksidanlar olarak davrandiklarini kanitlayan bagka farkli etkiler
gosterdikleri de bildirilmistir. Goriiniiste saghga faydali etkilerine ragmen, hem
bakteriyel hem de memeli deney sistemlerinde bunlarin mutajenitesini  ve
genotoksisitesini ortaya ¢ikaran cesitli calismalar mevcuttur (Popp ve Schimmer 1991).
Bunun iki olast nedeni vardir: pro-oksidanlar olarak aktiviteleri (Dickancaité,
Nemeikaite, Kalvelyt¢ ve Cenas, 1998), DNA'ya zarar veren serbest radikaller
olusturmalart ve topoizomeraz gibi DNA ile iliskili enzimlerin inhibisyonu.
Onarilmamis veya yanlis onarilmis DNA oksidatif hasari, DNA zinciri kopmalarina,
mutasyonlara, (Breimer 1990) veya kromozomal anormalliklere neden olabilir (Aruoma
2003). Ayn1 zamanda antimutajenler ve promutajenler ve ayrica antioksidanlar ve pro-
oksidanlar olarak hareket edebilirler. Gergekten de toksikolojik alanda, bu biyokimyasal
mekanizmalar ve yapi-aktivite iligkileri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Ote

yandan, faydali nitelikler genellikle asir1 vurgulanir (Hostetler ve digerleri, 2017).

Kanser oranlarinin azalmasiyla iligkili bir¢ok bitkisel gidada bulunabildiklerinden

dolay1 flavonoidlerin (flavonlar ve izoflavonlar) kanseri nleyebilecegi 6ne siiriilmiistiir.
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Bu anlamda, Finlandiya'da 10 054 kisiyi takip eden bir ¢alismada (Knekt ve digerleri,
2002), daha yiiksek kuersetin alimi olan erkeklerin akciger kanseri insidansinin daha
diisiik oldugu ve daha fazla mirisetin alanlarin prostat kanseri insidansinin daha diisiik
oldugu gosterilmistir. Olas1 etki mekanizmalar1 arasinda &strojenik/antiostrojenik
aktiviteler, antiproliferatif etkiler, kanser hiicrelerinin 6zel bir fazda hiicre dongiisii
blogunun indiiklenmesi ve apoptoz, oksidasyonun Onlenmesi, detoksifikasyon
enzimlerinin  indiiksiyonu,  bagisiklik  sisteminin  diizenlenmesi ve  hiicre

sinyallesmesindeki degisiklikler (Birt ve digerleri, 2001) sayilabilir.

2.4. Bu Cahsmada Kenetleme Deneyine Aliman Bitkisel Ligandlar ve Kontrol
Grubundaki Ilaclarin Genel Ozellikleri

Ivermectin (IVC), Streptomyces avermitilis'ten tiiretilen, antiparazitik ve potansiyel
anti-viral aktivitelere sahip agizdan alinabilen bir makrosiklik laktondur. IVC, nematod
noronlar1 ve faringeal kas hiicreleri {lizerinde eksprese edilen glutamat-kapili kloriir
kanallarii (GluCls) baglayarak ve aktive ederek antelmintik etkisini gosterir. Bu, kloriir
iyonlarinin gecirgenliinin artmasina, hiperpolarizasyon durumuna ve parazitin felg
olmasina ve oliimiine neden olur. IVC, viral proteinlerin niikleer salinimindan sorumlu
olan importin alfa/betal heterodimerine baglanarak, siddetli akut solunum sendromu
koronaviriis-2'ye (SARS-CoV-2) karsi potansiyel aktivitesi de dahil olmak iizere
antiviral etkisini gosterebilir. Bu mekanizma, konak¢1 hiicrelerinde viral proteinlerin
cekirdekten salinmasini ve viral replikasyonu inhibe edebilir (National Cancer Institue
[NCI], t.y.a)

Praziquantel (PZQ), (2-(siklohekzankarbonil)-3,6,7,11b-tetrahidro-1H-pirazino[2,1-
alizokinolin-4-on) antihelmintik o6zellige sahip bir pirazizokinolin tiirevidir. PZQ,
duyarli helmintlerin zar gecirgenligini arttirir, bu da sarkoplazmik retikulumdaki
kalsiyum seviyelerinde miiteakip bir artisla helmintin kas yapisinda hizli kasilmalara ve
felce yol agan intra-teglimental kalsiyumda bir artisa neden olur. Ek olarak, tegumental
sinsityumun vakuolizasyonu, kabarciklanma ve tegument parcalanmasina neden olur,

antijen maruziyetine yol agar ve helmintin konaga kars1 savunma tepkilerini ortaya
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¢ikarir. Sonug, graniilom ve fagositoz olusumudur (National Cancer Institue [NCI],
t.y.b).

Piperazin, piperazin tiirevleri i¢in bir omurga gorevi goren ve nematodlarda bir gama-
amino-butirik asit (GABA) reseptor agonisti olarak gorev yapan, 6 iiyeli bir heterosiklik
halka icinde zit pozisyonlarda iki nitrojen atomuna sahip olan bir antihelmintiktir.
Uygulamanin ardindan, piperazin hassas nematodlarda GABA reseptorlere baglanir ve
boylece kloriir kanalinin agilmasini ve hiperpolarizasyonu indiikler. Bu durum, helmint
kaslarmin felce ugramasina ve helmintin viicuttan atilmasina neden olur. GABA'nin
bulunusunun merkezi sinir sistemi ile smirli oldugu omurgalilardan farkli olarak,
helmintlerdeki GABA reseptorleri periferik sinir sisteminde de ifade edilir (National
Cancer Institue [NCI], t.y.c).

Mebendazol (metil N-(6-benzoil-1H-benzimidazol-2-il) karbamat), sentetik bir
benzimidazol tiirevi ve antelmintik bir ajandir. Mebendazol, sitoplazmik
mikrotiibiillerinin olusumunu inhibe ederek helmintlerin {iiremesine ve hayatta
kalmasina miidahale eder, bdylece secici ve geri dondiiriilemez sekilde glikoz alimini
bloke eder. Bu inhibisyon, glikojen depolarinin tiikenmesine neden olur ve helmintin
hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in gereken ATP olusumunun azalmasina yol agar. Bu

durum, helmintlerin 6liimiine neden olur (National Cancer Institue [NCI], t.y.d).

Albendazol, genis spektrumlu, sentetik bir benzimidazol tlirevi antelmintiktir.
Albendazol, tubulinden mikrotiibiil olusumunu inhibe ederek helmintlerin liremesine ve
hayatta kalmasina miidahale eder. Bu inhibisyon, bozulmus bir glikoz alimina, glikojen
depolarinin tiikkenmesine ve helmintin 6liimiine neden olur. Albendazol, Kist hidatik ve
norosistiserkoz dahil olmak iizere kopek ve domuz tenyasinin neden oldugu
hastaliklarin ~ tedavisinde kullanilir.  Albendazol ayrica diger baz1 nematod

enfeksiyonlarini tedavi etmek igin de kullanilabilir (National Cancer Institue [NCI],

ty.e).

“Flavanoids” kelimesi Latince “flavus” yani sar1 kelimesinden gelmektedir. Diosmetin

de bir flavanoiddir ve kekik gibi bazi tibbi bitkilerde ve turung meyvelerinde bulunur
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(Bitis, Kultur, Melikoglu, Ozsoy ve Can, 2010; Mueller ve digerleri, 2008; Roowi ve
Crozier, 2011). Diosmetinin bilinen terapdtik etkileri arasinda antibakteriyel, anti-
inflamatuar ve antioksidan O&zellikleri sayilabilir. Bazi c¢alismalar diosmetinin
hepatositler {izerinde anti-kanser etkilere sahip oldugunu da ortaya c¢ikarmistir
(AlGamdi, Mullen ve Crozier, 2011; Chan ve digerleri, 2013; Chandler ve digerleri,
2010). Son yillarda yapilmis bir calisma diosmetinin inflamatuvar sitokinlerin

seviyesini diisiirdigiinii géstermistir (D. Lee, Park, Choi, Jang ve Seol, 2020).

Arteanuuin B alisilmadik bir a-metilen-y-lakton ile kadinan tip bir iskeletten
olusmustur. Bu molekiil ilk kez 1973’te Artemisia annua’dan izole edilmistir (Jeremic,
Joki¢, Behbud ve Stefanovié¢, 1973). Arteannuin B’nin anti-tiimor 6zellikte oldugu
bilinmektedir (Lang ve digerleri, 2019). Bunun yani sira bazi arteannuin B tiirevlerinin
MCF7 tiimor hiicrelerinde glikolizisin diizenlenmesi ile ilgili olabilecegini gdsteren bir

calisma Klochkov ve digerleri (2020) tarafindan yapilmistir.

Krisosplenetin, 5-hidroksi-2- (4-hidroksi-3-metoksifenil) -3,6,7-trimetoksikromen-4-on,
kuersetagetin'in  3,6,7,3'-tetrametil eter tiirevi olan bir tetrametoksiflavondur. Bir
antiviral ajan ve bir bitki metaboliti olarak rol oynar (Chemical Entities of Biological
Interest [ChEBI], t.y.a).

Krisosplenol D, 2-(3,4-dihidroksifenil)-5-hidroksi-3,6,7-trimetoksikromen-4-on,
sinonim  3',4' 5-trihidroksi-3,6,7-trimetoksiflavon, bir trihidroksiflavon ve bir
trimetoksiflavondur. Kuersetagetin'in 3,6,7-trimetil eter tiirevidir. Bir metabolit olarak

rol oynar (Chemical Entities of Biological Interest [ChEBI], t.y.b).

Kamfor, pozisyon 2'de oksijen tasityan bir siklik monoterpen ketondur. Dogal olarak
olusan bir monoterpenoiddir. Bitki metaboliti olarak rol oynar (Chemical Entities of
Biological Interest [ChEBI], t.y.c) Kamfor, naftalin gibi gii¢lii bir kokuya sahip, renksiz
veya beyaz renkli kristal bir toz olarak goriiniir. Su ile yaklagik ayni yogunluktadir.
150°F'm iizerinde yanici buharlar yayar. Ilaglar, bilhassa giive ilaglar1 ve tatlandiricilar
yapmak icin kullanilir (““Cameochemicals”, t.y.a). Kamfor yagi, Kamfor agaci

Cinnamomum camphora'nin odunundan elde edilen yagdir. Kamfor yagi, anti-
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enflamatuar ve analjezik Ozelliklere sahiptir ve aromatik O6zellikleri nedeniyle, bocek
kovucu olarak, mumyalama sivilarinda ve gesitli topikal cilt preparatlarinda kullanilir

(National Cancer Institue [NCI], t.y.f).

Kamfen, bisiklik bir iskelete sahip bir monoterpendir. Birgok ucucu yagda bulunan
yaygin bir dogal {irlindiir. Bitki metaboliti ve koku verici olarak rol oynar (Chemical
Entities of Biological Interest [ChEBI], t.y.d). Kamfen, kafur benzeri bir kokuya sahip,
tatsiz, renksiz veya beyaz kristalli bir kat1 olarak goriiniir. Toz ve kristaller gozleri,
burnu ve bogazi tahris edicidir. Isitildiginda yanict buharlar yayar. Yiiksek sicaklikta
keskin duman ve tahris edici dumanlar yayar. Sentetik kafur imalatinda kullanilir

(“Cameochemicals”, t.y.b).

Okaliptol, sinonim 1,8-sineol, 1,3,3-trimetil-2-oksabisiklo [2.2.2] oktan, kafur benzeri
bir kokuya sahip renksiz bir sividir. Baharatl serinletici bir tad1 vardir. Suda ¢éziinmez
(68°F'de<l mg/ml) Alkollerde, sabit yaglarin ¢ogunda, gliserin, propilen glikolde
¢oziiniir; %60 alkolde 1: 5 (Burdock 2009). Sineol, okaliptiis yaginin ana bilesenidir ve
esas olarak iltihapli hava yolu hastaliklarinda mukolitik bir ajan olarak kullanilir

(Worth, Schacher ve Dethlefsen 2009).

Spatulenol, (1aR,4aR,7S,7aR,7bR)-1,1,7-trimethil-4-metiliden-1a,2,3,4a,5,6,7a,7b-
oktahidrosiklopropa [h] azulen-7-ol, pozisyon 1, 1 ve 7'de ii¢ metil grubu yan1 sira 7.
pozisyonda bir hidroksi grubu tasiyan trisiklik bir seskiterpenoiddir. Ucucu bir yag
bileseni, bir bitki metaboliti, bir anestezik ve bir vazodilatdr ajan olarak gorev alir. Bir
tigtinciil alkol ve bir olefinik bilesiktir (Chemical Entities of Biological Interest
[ChEBI], t.y.e).

Skoparon, kumarinler ve tiirevleri olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir.
Bunlar, C2 karbon atomunda (1-benzopiran-2-on) bir keton grubu ile bir 1-benzopiran
kismi iceren polisiklik aromatik bilesiklerdir. Skoparon, son derece zayif bazik (esasen
notr) bir bilesiktir (pKa'sia gore). Skoparon, en yiiksek konsantrasyonda tatl portakal

ve tarhunlarda bulunur. Skoparon ayrica limon, rezene, narenciye, yabani kereviz ve
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misket limonu gibi birkac¢ farkli gidada tespit edilmis, ancak miktart belirlenmemistir

(“FoodB”, t.y.a).

Izofraksidin, 6,8-dimetoksi-7-hidroksikumarin veya 7-hidroksi-6,8-dimetoksi-2h-1-
benzopiran-2-on olarak da bilinen  7-hidroksi-6,8-dimetoksikromen-2-on,  7-
hidroksikumarinler olarak bilinen bilesikler sinifinin bir liyesidir. 7-hidroksikumarinler,
C7 pozisyonuna bagli kumarin iskeletine bagli bir veya daha fazla hidroksil grubu
iceren kumarinlerdir. Izofraksidin suda az ¢oziiniir ve ¢ok zayif asidik bir bilesiktir
(pKa'sma gore). Izofraksidin, Eleutherococcus senticosus, misk kavunu, tarhun ve

karpuz da dahil olmak tizere g¢esitli bitkilerde bulunabilir (“FoodB”, t.y.b)

Momordisin I, M. charantia’da kismen yiiksek oranda bulunan bir bilesendir ve
kapsiiller halinde hipoglisemik ila¢ olarak kullanilmaktadir (Li, Lin, Yang, Wang ve
Qiao, 2015).

Momordisin II, kukurbitasin glikozitler olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir.
Bunlar, bir kurkubitan ¢ekirdegine glikosidik olarak baglanmig bir karbonhidrat tiirevi
iceren polisiklik bilesiklerdir. Momordisin II, olduk¢a zayif bazik (esasen nétr) bir

bilesiktir (pKa'sina gore) (“FoodB”, t.y.c).

Kukurbitasin B, 25- (Asetiloksi) -2,16,20-trihidroksi-9-metil-19-norlanosta-5,23-dien-
3,11,22-trion, lanostan iskeletinin ¢oklu oldugu bir kukurbitasindir. Pozisyon 5 ve 23'te
doymamis baglar ihtiva eder ve hidroksi, metil ve okso siibstitiientleri ile siibstitiie
edilmistir; C-25'teki bir hidroksi grubu asetillenmistir (Chemical Entities of Biological
Interest [ChEBI], t.y.f).

Diizooktil fitalat, bir fitalat ester ve bir diesterdir. Di-izooktil fitalat, hafif bir ester

kokusu olan yagli, renksiz bir sividir. Sudan daha yogundur. Suda ¢6ziinmez

(Cameochemicals, t.y.c).

54



Sabinen, 4-metiliden-1-propan-2-il bisiklo [3.1.0] heksan, ¢esitli bitki tiirlerinin ugucu
yaglarindan izole edilmis bisiklik bir monoterpendir. Bitki metaboliti olarak rol oynar

(Chemical Entities of Biological Interest [ChEBI], t.y.g).

Ellajik asit, aromatik heteropolisiklik bilesenlerden hidrolize taninler grubunda yer alir
ve c¢ilek, bogiirtlen, nar gibi ¢esitli meyvelerde bulunur. Nar igeriginde cesitli terapotik
bilesenler vardir fakat en aktif olan ve en bol bulunan molekiil ellajik asittir. Ellajik
asitin terapotik aksiyonu c¢ogunlukla antioksidan ve anti-proliferatif etkileri ile
iligkilidir. 7,8-dihidroksikumarinlerden olan bu molekiil ila¢ arastirmalarinda folikiiler
lemfomanin tedavisinde (faz 2 asamasi), obez olan yetiskinlerde kardiyovaskiiler
fonksiyonun iyilestirilmesinde (faz 2 asamasi) ve glines lekelerinin topikal tedavisinde

denenmektedir (“DrugBank”, t.y.).

Gallik asit 3., 4. ve 5. pozisyonlarinda hidroksi gruplart olan bir trihidroksibenzoik
asittir. Bu molekiil bitkilerde bulunan bir metabolit olmasinin yani sira insanlarda
ksenobiyotik bir metabolit olarak bulunur. Siklooksijenaz 2 inhibitorii olarak ¢alismakta
ve ayrica antioksidan ve apoptoz indiikleyicidir (Haslam ve Cai, 1994). Gallik asit ¢ay
yapraklari, mese kabugu, sumak, gilivercinotu (Hamamelis virginiana) ve mazi iginde
bulunur. Gallik asit serbest olarak bulunabilecegi gibi taninlerin bir parcasi olarak da
bulunabilir. Genel olarak eczacilik endiistrisinde kullanilir. Halusinojenik bir alkoloid
olan mescaline sentezi i¢in de kullanilabilir. Gallik asitin tuzlar1 ve esterleri gallatlar

olarak adlandirilir (Human Metabolome Database [HMDB], t.y.a).

Karvakrol, kilkurtlarin1 kapsayan nematodlarin 6ldiiriilmesinde etkili oldugu bilimsel
olarak kanitlanmisg bir molekiildiir. Bu nematodlardan bazilar1 Bursaphelenchus
xylophilus (Kong, Park, Choi, Shin ve Ahn, 2007) ve bir domuz nematodu olan
A.suum’dur (Lei, Leser ve Enan, 2010).

p—Simen, hiicre veya organel zarlarinin fonksiyonu ve yapisal olarak saglamligini

saglayan, membran stabilize edici kimyasal bir maddedir (Human Metabolome
Database [HMDB], t.y.b)
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Artemisinin antimalarial tedavi amaciyla kullanilir. Tlag-direngli malarial suslara karsi

kullanilmast i¢in avantajlar gosterir. Reaktif oksijen radikalleri iiretir (ZINC Database,
t.y.a).

Kuersetin kilcal damarlart koruyucu 6zellikte olmasinin yani sira ayni zamanda

antioksidan ve anti-HIV olarak da islevlere sahip bir molekiildiir (ZINC Database,
t.y.b).

Friedelin, pentasiklik bir triterpenoid ve bir siklik terpen ketondur. Bu molekiil 3.
pozisyonunda oksijen ve 4, 4a, 6b, 8a, 11, 11, 12b ve 14a pozisyonlarinda metil gruplari
bulundurur. Bir bitki metaboliti olan bu molekiil narkotik olmayan bir agr1 kesici, bir
anti-inflamatuvar ve bir ates diistirlici olarak is goriir (Chemical Entities of Biological
Interest, ChEBI, t.y.h).

Stigmasterol, bir steroid tiirevidir ve yaglarda, soya fasiilyesinde, bitki tohumlarinda ve

¢ig siitte bulunur (National Cancer Institue Thesaurus [NCIt], t.y.).

Luteolin (3°, 4°, 5, 7-tetrahidroksiflavon) pek ¢ok bitki, meyve ve sebzede bulunan bir
polifenolik flavondur ve Cin tibbinda geleneksel olarak kullanilir. Bu madde anti-
kanser, anti-oksidan anti-apoptotik ve anti-inflamatuvar 6zelliklere sahiptir (Molnar ve
digerleri, 1981; Selvi ve digerleri, 2015; Xia ve digerleri, 2016). Bununla beraber, bu
faydali etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin detayli olarak ¢alisilmasi daha 1yi
ilaglarin gelistirilmesi i¢in ¢ok Onemlidir (Swaminathan, Basu, Bekri, Drapeau ve
Kundu, 2019). Luteolinin, gelisimin erken agamalarinda beyin hiicrelerindeki mitozu
azalttigi ve muhtemelen lizin asetiltransferaz inhibisyonu yoluyla noéronal farklilasma
tizerinde etkisini gosterdigi ortaya cikarilmistir. Apigenin ise ndronal farklilagsmayi
inhibe etmemistir (Swaminathan ve digerleri, 2021). Luteolin en yaygin flavonlardan
biridir ve molekiiler formiili C15H1006’dir. Havug, kabak, enginar, cay, kereviz ve
elma luteolin agisindan zengin besinlerdir. Luteolinin gilinliik ortlama alim: 0,01-0,20
mg/giin (0,0349-0,698 umol/giin)’diir (Wang ve digerleri, 2009). Luteolin intestinal
mukozada emilir. Oral uygulama ile 143 mg/kg alindiktan sonra plazmadaki maksimum

konsantrasyonu 1,97 + 0,15 gr/ml’dir. Ratlarin plazmasinda luteolin, diosmetin ve
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krisoeriole doniistiiriiliir. Serbest luteolin insan plazmasinda da bulunur (Lopez-Lazaro,
2009). Luteolin, sinyal iletim yolaklarinda gorev alarak kardiyovaskiiler koruyucu
aktiviteler gosterir. Gergekten de luteolince zengin bir beslenme akut miyokardiyal

infarktiis riskini azaltmaktadir (Qi ve digerleri, 2011; Si, Wyeth ve Liu, 2014).

Karantadiol-A, M. charantia’da bulunan bir triperpenoiddir. Dis eti gingivi etkeni olan
Porphyromonas gingivalis ile indiiklenen inflamasyona karsi potensiyel bir anti

inflamatuvar bilesendir (Tsai ve digerleri, 2021).

Apigenin bir flavanoiddir ve ¢ok sayida biyolojik aktivitesi tanimlanmistir. Salehi ve
digerleri (2019) tarafindan hazirlanan bir derleme ¢alismasinda bildirildigi gibi apigenin
hiperglisemik ratlarda oral tedaviden sonra kan sekerini azaltir ve glikoz ile indiiklenen
insiilin sekresyonunu uyarir (Malik ve digerleri, 2017). MAO-A inhibitérii oldugundan
kan beyin bariyerini gecebilmekte ve depresyon tedavisinde kullanilabilmektedir
(Sloley ve digerleri, 2000). 25 ve 50 mg/kg dozda alindiginda timor biiylimesini
geciktirir (Caltagirone ve digerleri, 2000). Ayrica hafiza ve 6grenmeyi gelistirmek gibi

onemli bir etkisi vardir (Zhao ve digerleri, 2013).

2.5. Nematodlara Spesifik Tlaclar ve Hedef Proteinleri

2.5.1. Sentetik antihelmintik Tlaclar

Cesitli bilesenler parazitik nematodlarin enfeksiyonunun 6nlenmesinde ve tedavisinde
kullanilmaktadir. Bunlarin en énemlileri Cizelge 2.4°de listelenmistir. Ayrica bu listede
bu ilaglarin hangilerinin néron ve kaslarda bulunan hedef molekiillere spesifik oldugu
da belirtilmistir. Bu hedef proteinlerin pek ¢ogu, memeliler de dahil, hayvanlarda
bulunmustur. ilaglarin secici toksisitesi géz oniine alindiginda, nikotinik asetilkolin
reseptorleri ve potasyum kanallar1 gibi bazi kriter proteinler, helmintlere spesifik ila¢
gelistirme agisindan pek cekici hedefler olarak diisiiniilmezler. Diger bir yandan, bu
reseptorler ve iyon kanallar1 ¢oklu allosterik ve diizenleyici bolgeleri ile kompleks bir
farmakolojiye sahiptir ve bu da, siklikla ¢cok selektif ve kullanigh bilesenlerin genis bir

farmakopesine imkan verir (Wolstenholme, 2011).
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Cizelge 2.4. Piyasadaki baz1 sentetik antihelmintik ilaglar ve hedefleri

flacin 2 boyutlu  Helmint siniflarina Eylem modu Ait oldugu
gosterimi ve gore antihelmintik organik
ilacin ismi etkisi molekiil sinifi
Antinematodal Tubuline baglanir ve hiicresel Benzimidazol
hasar olusturur
Albendazole
Antinematodal Nikonitik asetilkolin esteraz ~ Tetrahidropri-
! agonist midin
Levamisole
Antinematodal Asetilkolin esteraz inhibisyonu Tetrahidropiri-
ile sinir sistemine zarar verir ~ midin
Morantel
Nl/j Antinematodal Nikotinik aktivasyon Hidropirimidin
S N
Pyrantel
Antinematodal Glukoz alimi inhibitorii, Benzimidazol

P R N

mikrotibil inhibitori

Mebendazole

po s Antinematodal GIuCI" agonisti Makrosiklik
g ‘“J‘fr;t*"i;i Ko lakton
Ivermectin
ot Antinematodal Glutamat-gegisli klorid iyon ~ Milbesidin

reseptoriine baglanir

Moxidectin

Antinematodal Asetilkolin esteraz inhibitorii ~ Organofosfataz

Dichlorvos
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Cizelge 2.4. Piyasadaki baz1 sentetik antihelmintik ilaglar ve hedefleri (devam)

LN Antinematodal GABA agonisti Piperazin
Piperazine
Antitrematodal Ca ™" gecirgenligini arttirict  Tetrahidroizo-
kinolon

Praziquantel

Antinematodal ve  Kitinaz enzimini inhibe eder  Salisilanilid

antitrematodal. ve ATP iiretimine zarar verir
O. volvulus’a da
etkilidir
Closantel
Anticestodal DNA antagonisti Benzanilid
Niclosamide
ar Antinematodal Muhtemelen fumarat rediiktazi Benzimidazol
) ¥ inhibe eder
Thiabendazole
Antinematodal, Nitrik oksit sentaz ve Dietilkarbama-
ozellikle siklooksijenaz yolagini etkiler zin

Wucheria bancrofti

Dietilkarbamazin VeYa Loa loa igin

Cizelge 2.4, Saygin ve Karaman’dan (2021) alinmistir.

Filum icinde iyi korunmus ve nematodlara spesifik proteinleri kodlayan genlerin
bazilar1 Cizelge 2.5’de verilmistir. Bu ¢izelge ayni zamanda pek ¢ok antihelmintik
ilacin neden genis spektrumlu olduklarmi da agiklamaktadir. Bu “eski” hedefler
oniimiizdeki senelerde de yeni ilaglar i¢in 6nemli olmaya devam edebilirler. Sentetik
bazi ilaclarin parazitlerde hedefledikleri enzimler bilinmektedir. Koyun ve keciler gibi
hayvanlarin paraziter enfeksiyonlarinda 6nemli bir faktor olan H. contortus ve model

organizma olan C. elegans’ta bu enzimleri kodlayan genler de tespit edilmistir. Bu
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hedef enzimlere ait genlerin bazilar ise tiim parazitlerde bulunduklarindan korunmus

dizilere sahiptir (Wolstenholme, 2011).

Cizelge 2.5. Bazi ilag hedefi proteinlerin genleri

Ilag smifi Hedef C. elegans H. contortus Diger
genleri genleri parazitler
Makrosiklik laktonlar ~ GluCl glc-1 Hco-glc-2 avr-14
glc-2 Hco-glc-3 incelenmis
glc-3 Hco-avr-14b  tim tiirlerde
avr-14b Hco-glc-5 mevcuttur
avr-15 Hco-glc-6
Piperazin GABA unc-49 Hco-unc-49  unc-49
reseptorleri nematodlarda
cogunlukla
korunmus
Siklik depsipeptidler ~ Potasyum slo-1 Hco-slo-1 Cogunlukla
kanallar1 korunmus
Amino-asetonitril Kolin acr-23 Hco-mptl-1
tiirevleri reseptorleri deg-3 Hco-deg-3
deg-2 Hco-deg-2
Tetrahidropirimidinler nAChR lev-1 Hco-acr-8 Acr-8, unc-
lev-8 Hco-lev-1 29, unc-38 ve
unc-29 Hco-unc-29  unc-63
unc-38 Hco-unc-38  cogunlukla
unc-63 Hco-unc-63  korunmus

Cizelge 2.5’in igerigi Wolstenholme 2011°den degistirilerek alinmustir.

Siklik depsipeptid smifi ilaglar potasyum kanallari ve latrofilin reseptdrlerini inhibe
ederler. Bu iki sinif reseptor parazitlerde korunmus rezidiilerdir. Bu nedenle siklik

depsipeptidler parazit tiirleri i¢in spesifik degildir (Wolstenholme, 2011).
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2.5.2. Antihelmintik ilaclarin etki mekanizmalari

Antihelmintik ilaglarin mekanizmalarinin anlasilmasinda parazitin kendisi veya
homojenat1 kullanilmaktadir. Radyoizotop yontemiyle isaretli ilacin parazit tarafindan
alinip alinmadig1 ve alindiktan sonra baglandigi proteinlerin hangileri oldugu molekiiler

analizler ile tespit edilebilmektedir.

Okaryotik parazitlere kars1 kullanilan ilaglarin etki mekanizmalar1 6zetle sunlardir:

Karbohidrat metabolizmasinin inhibisyonu: Sistozomlara karsi1 kullanilan antimon
bilesiklerinin hedef enzimi fosfofruktokinazdir. Trypanosoma’da ise hedef piruvat kinaz
enzimidir. Thiabendazole ve levamisole, glikolizde kullanilan fumarat rediiktaz
enzimini bloke ederler. Niridazole, glikojen fosforilazi inhibe ederek glikojen

depolarinin titkkenmesi yoluyla parazitin 6lmesine yol agar.

Protein sentezinin engellenmesi: Emetin, polipeptid uzamasini Onleyen bir
mekanizmaya sahiptir, Diloxanid ise protein sentezini bloke ederek Entamoeba

histolytica’nin dokularinin harabiyetine yol agar.

Niikleik asit sentezinin blokasyonu: Klorokinin, mepakrin, kinin ve primakininin
molekiilleri interkalasyon ajanlar1 seklinde DNA’nin baz ciftleri arasina girerler ve

transkripsiyonu engellerler.

Noromiiskiiler yolun blokasyonu: Bu yolla etki gdsteren ilaglar helmintin fel¢ olmasina
neden olarak atilmalarini saglar. Pyrantel bagirsaktan emilmez ve nematod iizerine
direkt paraliz edici etki eder. Bephenium adli ilag yap1 olarak asetilkoline benzedigi i¢in

¢engelli nematodun biiziilmesini ve basini yapistirdigi yeri birakmasini saglar.

Folik asit kullanilmasinin engellenmesi: Pyrimethanine ve trimethoprim secici olarak
bazi protozoanlarin dihidrofolat rediiktaz enzimine baglanir. Dihidro-triozin adl ilag ise
helmintteki dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederken konaktaki homolog enzime

cok az baglanmaktadir.
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Piruvattan H; saliniminin inhibisyonu yoluyla: Bu gruptaki Metronidazole anaerobik
protozoanlar lizerinde etkisini gosterirken elektronlar: tutar ve piruvatta H, salinmasini
engeller. Metronidazole ait nitro halkasinin pargalanmasi sonucu olusan toksisite

helmintin 6liimiinii hizlandirir (Ustagelebi, 1999).

2.5.3. Modern antihelmintik terapinin yan etkileri, toksisitesi ve sinirhiliklari

Bitkisel droglarin binlerce yildir kullanilmalarinin yani sira antiparaziter sentetik ilaglar
1940’11 yillardan sonra artis gostermistir. Yeni ¢ikan ilaglara ragmen sistozomiyazin
sistosomulum evresinin tedavisi i¢in kesin etkili ve toksisitesi az belli bir ilag yoktur

(Ustagelebi, 1999).

Piyasadaki antihelmintik ilaglarin bilinen yan etkilerinden bazilar1 sunlardir:

Albendazol: Kisa siireli kullanildiginda ¢ok az yan etkisi vardir. En sik karsilagilan yan

etkisi serum aminotransferaz aktivitesindeki artigtir (Ogbru, 2017).

Mebendazol: Yiiksek dozda alindiginda hipospermi, agranulositozis ve alerjik
reaksiyonlara neden olabilmektedir. MBZ potansiyel bir teratojen ve embriyotoksindir.
10 mg/kg ve tek doz uygulandiginda bile hamile ratlarda bu etkileri ortaya ¢ikarmistir.
Insanlarda bdyle bir teratojenite kaniti olmamasina ragmen hamilelerde ve 2 yasindan
kiiglik ¢ocuklarda kullanilmasi tavsiye edilmez (Mebendazole, 2013; Pantziarka,
Bouche, Meheus, Sukhatme ve Sukhatme, 2014).

Praziquantel: Karin rahatsizliklari, act ve bulanti, diyare, basagrisi, bas donmesi gibi
etkiler praziquantel alinmasindan kisa siire sonra ortaya ¢ikabilir. Bu etkiler doza
baglhdir ve gegicidir.

Pirantel pamoat: Bas agrisi, bulanti, ates gibi gegici ve 1limli yan etkileri vardir.

Dietilkarbamazin: Reaksiyonlar O. volvulus ile agir enfekte vakalarda en siddetlidir.

Oncocercosis hastalarinda goriilen Mazzotti reaksiyonu denilen bu yan etkiler, ilk dozun
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uygulanmasindan sonra birkag saat icinde yogun bir kasinti, lenf nodlarinin genislemesi
ve hassaslasmasi ve bazen de papular dokiintii, ates, tasikardi ve bas agris1 seklinde

ortaya ¢ikar (Dominguez-Vazquez ve digerleri, 1983).

Ivermectin: Hayvanlarda, santral sinir sisteminde toksisite ¢ok yiiksek dozlarda
verildiginde ortaya ¢ikar (Campbell, 1993). Insanlarda ise filariyal enfeksiyonun tipi ve
siiresine ve enfeksiyonun siddetine gore bu reaksiyonlarin yogunlugu ve dogasi degisse
bile ¢cogunlukla Mazzotti benzeri reaksiyonlar hemen hemen daima yan etki olarak

goriilmektedir (Campbell ve Benz, 1984).

2.5.4. Helmintlerde ila¢ direnci

Helmintler kiiresel dneme sahip organizmalardir. Helmintik enfeksiyonlarin tedavisi
icin heniiz bir as1 gelistirilememis oldugundan tedavi ¢ogunlukla smirli sayidaki
sentetik ilacin kullanilmasina baghdir (Keiser ve Utzinger, 2008). Ne var ki 6zellikle
kiigiikbas hayvanlarda bulunan helmintlerde bu kimyasallara kars1 direng gelisimi son
zamanlarda kritik seviyeye ulasmustir (Sargison, 2012). Insanlarda da ayni tehlikenin
ortaya ¢ikmaya basladigini diisiindiiren verilerden dolay:r (Osei-Atweneboana, Eng,
Boakye, Gyapong ve Prichard, 2007) yeni antihelmintik ilaglarin kesfedilmesi
zorunludur. Pek c¢ok bitki ugucu yaglar ve ikincil metabolitleri de kapsayan
antimikrobiyal ve anti-parazitik bilesenlerce zengindir ve bunlarin kullanilmasi yeni
ilaglarin kesfi icin Onemli bir yere sahiptir (Hoste ve digerleri, 2012). Cogu
antihelmintik ilaca kars1 direng gelisimi ilag piyasaya siiriildiikten yillar sonra ortaya
cikmaktadir. Sekil 2.23’te, ilaglarin piyasaya siiriiliisii ve bunlara karsi direng

gelisiminin rapor edilmesi arasinda gegen stireler gosterilmektedir (Kaplan, 2004).
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Sekil 2.23. Antihelmintik ilaglara diren¢ gelisimi i¢in gegen siireler (Kaplan, 2004’den
degistirilerek alinmistir)

Cesitli tekli niikleotit polimorfizmleri (TNPler) ile ilag alinmasindan sonra helmint
genomundaki mutasyonlarinin olusumu sonucunda ilacin hedef proteine baglanamamasi
yoluyla (ki bu TNPler populasyonlarda dogal olarak ortaya ¢ikar ve 6rnegin insanlarin
genomunda on iki milyon TNP vardir) helmintlerde ilaca diren¢ gelismektedir. Ilag
direncinin en temel sebeplerinden biri plazma membraninda yer alan P-glikoprotein (P-
gp) asirt ekspresyonu olarak goriilmektedir. P-gp, ATP-binding cassette (ABC)
sliperailesinin oldukc¢a yiiksek oranda korunmus bir iyesidir. P-gp, ATP-kullanan bir
hiicre digina atilim pompasidir ve hiicre i¢i ilag kiimelenmesini azaltmak icin gorev alir.
Bu sekilde kemoterapdtik ajanlarin ¢ogunun etkinligini azaltir  (Anuchapreeda,
Leechanachai, Smith, Ambudkar ve Limtrakul,  2002; Larsen, Escargueil ve
Skladanowski, 2000; Lehnert 1998; Schoenlein, Shen, Barrett, Pastan ve Gottesman,
1992). Ilacin etki edebilmesi i¢in P-gp’yi inhibe edecek sentetik bilesenler ilag ile
beraber verilse de bunlarin ise yaramalar1 i¢in yiliksek dozda alinmalar1 toksisite

problemini de beraberinde getirmektedir.

2.6. Antinematodal Ila¢ Hedefi Proteinler

2.6.1. Tubulin

Tubulin, mikrotiibiillerin ana bilesenidir. Biri beta zincirinde degistirilebilir bir bolgede

ve digeri alfa zincirinde degistirilemez bir bdlgede iki mol GTP'ye baglanir (“Uniprot
Veritaban1”, t.y.a). Mikrotiibiiller (MTler) tiim Okaryotik hiicrelerde hiicre iskeletinin
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anahtar bilesenidir. Cok sayida hiicresel siireg, 0zellikle de hiicre bdliinmesi ve mitoz
icin kritik dneme sahiptirler. MT’ler dinamik davraniglari ile karakterizedir. GTP nin
hidrolizi ile enerji elde ederek uzama ve biiziilme siireclerinde gorev alirlar.
Polimerizasyon sirasinda tubulin diiz bir konformasyona kavusurken, potansiyel enerji
MT i¢inde depolanir. Depolarizasyon sirasinda bu enerji saliverilir ve dimerler egik bir

konformasyona gegerler (Lowe, Li, Downing ve Nogales, 2001).

Insan beta-tubulin proteini TUBB geni tarafindan kodlanir. Kromozom 6’nin p kolu
tizerindeki 21.33 kromozom bdlgesinde 6 ekzon TUBB genini meydana getirir (Sekil
2.24). Bu protein a-tubulin ile dimer halinde bulunur. Bu gendeki mutasyonlar kortikal
displaziye (beyin zarinin bozuk gelisimine) sebep olur ve diger beyin malformasyonlari
ile komplekstir. TUBB geni 188 organizmada insan TUBB geni ile ortologdur (ayni
atadan gelen ve ayni isleve sahip homolog genlerdir). Gen ID: 203068’dir. (National
Center for Biotechnology Information [NCBI], t.y.a).
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Sekil 2.24. insan TUBB geninin 6. Kromozom iizerindeki lokalizasyonu. Kirmiz1 serit,
genin bulundugu noktayr gostermektedir (Sekil GeneCards’dan alinmistir, Rosen ve
digerleri, 1996-2019).

GeneCards verilerine gore TUBB geni {izerindeki tekli niikleotit polimorfizmleri

sizofreni, unipolar depresyon ve otizm hastaligina neden olabilmektedir (Safran, t.y.).

Haemonchus contortus B-tubulin proteini Sekil 2.25’te gosterildigi gibi sitosolde hiicre

membranina yakin bdlgede bulunmaktadir.
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Sitoiskelet

Sekil 2.25. H. contortus beta tubulinin hiicrede lokalizasyonu. Beta tubulin
sitoplazmada sitoiskeleti olusturmak {izere konumlanmaktadir (Orijinal)

Mikrotiibiil, altbirim yapis1 alfa ve beta zincirlerinden olusan bir dimerdir. Tipik bir
mikrotiibiil, dis ¢ap1 25 nm ve i¢ ¢ap1 15 nM olan i¢i bos su dolu bir tiiptiir. Alfa-beta
heterodimerler, mikrotiibiil duvart boyunca uzunlamasina uzanan protofilamentler
olusturmak icin, beta-tiibiilin alt birimi ile mikrotiibiile bakan arti uca yapisal bir
polarite kazandiran protofilamentler olusturmak i¢in bastan sona birlesirler.
Mikrotiibiillerin genellikle 13 protofilamenti vardir, ancak bazi organizmalarda ve 6zel
hiicrelerde farkli protofilament sayilari bulunabilir (“Uniprot Veritabani”, t.y.a). B-

tubulin proteininin sekans ve sekonder yapisi Sekil 2.26’da gosterilmektedir.
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Sekil 2.26. B-Tubulinin sekans ve ikincil yapisi. Alfa heliksler pembe, B-pililer mavi ve
ilmekler sar1 goriiliiyor. M-ilmegi mor, S9-S10 ilmegi yesil renk. Tiim segmentler Lowe
ve digerleri (2001) tarafindan yapilan ¢alismadaki gibi tanimlandi ve isaretlendi, PDB
kodu: 1JFF. Sekil Field, Diaz ve Miller, 2013’den alinmustir.

Her bir altbirim bir niikleotid baglama bdlgesine sahiptir. a-tubulin degismez bir
niikleotid (GTP) baglama bolgesine sahipken (N-bolgesi), B-tubulin GTP ya da GDP’ye
baglanan degisebilir bir niikleotid bolgesine (E-bolgesi) sahiptir. GTP baglandiginda
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hemen ardindan polimerizasyon gergeklesir. GTP bagli dimerler protofilamentleri
olusturma yetenegindedir, GDP bagli dimerler ise inaktiftir ve Mg™" varliginda cift
halkalar olustururlar (Field, Diaz ve Miller, 2013).

Paclitaxel (PTX)’in B-tubuline nasil baglandigi 1992 yilinda dogrudan fotoafinite-
isaretleme yontemiyle anlasilmistir (Rao ve digerleri, 1992). PTX baglanma bdolgesi -
tubulinin luminal bolgesinde bulunmakta ve S9-S10 ilmegi ve HI1, H6 ve H7
helikslerinin pargalar1 ve S7°den meydana gelmektedir (Sekil 2.27). PTX’e bagl taxane
halkast MT-ilmeginin (S7’yi H9’a baglayan M ilmegi) N-terminal bolgesine oturur ve
bu yapt MT nin stabilizasyonu i¢in 6nemli bir ikincil yapidir (Field ve digerleri, 2013).

Sekil 2.27. Baglanma bolgesinde paclitaxel (PTX) bulunan B-tubulinin goériiniimii.
Cekirdek heliks H7 yesil, M-ilmegi fusya, S9-S10 ilmegi sari, H6-H7 ilmegi mor ve
H1-H2 ilmegi mavi renk goriiliiyor (Field, Diaz ve Miller, 2013)

Bazi kanser ilaglar1 o veya B tubulin birimine baglanabilirken, ilaca direncli hiicre
soylarinda mutasyonlar sadece B-tubulinde saptanabilmistir. PTX direngli hiicrelerde
mutasyonlar por tip 1 bdlgesinden ziyade luminal baglanma bolgesinde goriilmektedir

(Sekil 2.28) (Giannakakou ve digerleri, 1997).
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Sekil 2.28. Tubulinin iki birimi A) a-tubulinin 3D modelinde H7 ¢ekirdek heliks yesil,
M ilmegi magenta, Paclitaxel ile baglanan rezidiiler sari, GTP ise H7 heliksin hemen
tizerinde kirmizi-turuncu renk ile temsil edilmekte. B) B-tubulini meydana getiren
sekonder yapilar. Yesil ile gosterilen H7 a-heliks, magenta ilmek M-ilmegi, kirmizi ile
gosterilenler baglanma bdlgesinde yer alan mutasyona ugramis ve direng gelisimine
neden olmus rezidiileri temsil etmektedir (Field, Diaz ve Miller, 2013’den alinmistir)

Insan beta tubulin proteini iizerinde belli amino asitlerin mutasyonu sonucu bir
antikanser ilac1 olan Paclitaxele direng gelisimi in silico bir simulasyon ¢aligmasi ile
gosterilmistir (Tripathi, Srivastava ve Sharma, 2016). Aslinda proteinin baglanma
bolgesinde yer almayan 225. amino asit olan 16sin, methionin ile yer degistirecek olursa
Sekil 2.29°da gosterildigi gibi ligandin baglanma bdolgesindeki konformasyonu
degismektedir. PTX e direng gelisimi ile iligkili oldugu gosterilen mutasyonlar L225M,
L215H ve L217R mutasyonlaridir (Sekil 2.29). Bu mutasyonlar sonucu direng
gelisiminin ortaya ¢ikmasina neden olan yapisal degisiklik ve ligandin farkli bir bolgede
kenetlenmesi sonucu proteine baglanma ilgisinin degisimi, beta tubulin {izerindeki bu
mutasyonlarin aym1 zamanda benzimidazole direnci ile iliskili de olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle bu tez calismasinda benzimidazollere direng gelisiminin
arastirildigr in silico deneyde Caenorhabditis elegans tiirii nematoda ait beta tubulin
sekansinda L225M mutasyonu da olusturularak MBZ’e direng gelisimi ile iligkisi

arastirilmastir.
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(C) (@)

Sekil 2.29. L215H, L217R ve L225M mutasyonlarinda beta-tubulinin paclitaxele
baglanma pozisyonlarindaki degisimler. A) Yabani tip beta-tubulin, B) L215H, C)
L217R ve D) L225M. Turuncu renk protein yabani tip, ten rengi protein mutant tipi
temsil ediyor. Paclitaxale gokkusagi renklerinde gosteriliyor. L217R mutasyonunda
mutant proteinin yabani tipten farkli bir 3 boyutlu katlanma yapisina ve dolayisiyla
ilacin baglanma bdlgesinde ¢ok daha degisik bir konuma sahip oldugu goriilmektedir.
Sekil Tripathi ve digerleri, 2016’dan alind1

2.6.2. Fumarat rediiktaz

Diger ismiyle suksinat dehidrojenaz mitokondrial bir flavoproteindir (Sekil 2.30). Bu

kompleks proteinin flavoprotein altbirimi mitokondrial elektron transfer sisteminde
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suksinattan ubiquinona elektron transferinde gorev alir. (Renkema ve digerleri, 2015)
Ayrica bir tiimor baskilayici olarak rol oynayabilir. (Burnichon ve digerleri, 2010).

Protein sembolii: P31040-SDHA HUMAN dur.

Sekil 2.30. Antihelmintik ila¢ hedefi proteinlerden fumarat rediiktaz (Ascaris suum’a ait
ve PDB kodu: 4YSX) ve bagli haldeki ligandlarinin 3 boyutlu gosterimi (Orijinal)

Fumarat rediiktaz (FR) enzimi SDHA geni tarafindan kodlanir. Bu gen, mitokondriyal
solunum zincirinin bir kompleksi olan siiksinat-ubikinon oksidorediiktazin biiyiik bir
katalitik alt birimini kodlar. Kompleks, niikleer olarak kodlanmig dort alt birimden
olusur ve mitokondriyal i¢ zarda lokalizedir. Bu gendeki mutasyonlar, Leigh Sendromu
olarak bilinen bir mitokondriyal solunum zinciri eksikligi formuyla iliskilendirilmistir

(National Center for Biotechnology Information [NCBI], t.y.b).

SDHA geni Kromozom 5’in p kolu iizerinde yer alir (Sekil 2.31). 46,576 baz ¢iftinden
meydana gelen SDHA geni 664 amino asitlik bir protein kodlar.
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Sekil 2.31. SDHA geninin lokasyonu. 5p15.33 bdlgesi kromozomun en ucunda kirmizi
serit ile gosterilmektedir (GeneCards’dan alinmistir, Rosen ve digerleri, 1996-2019a)
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2.6.3. Karnitin palmitoiltransferaz

Karnitin palmitoiltransferaz (KPT) ailesindeki enzimler (EC 2.3.1.21) mitokondri zarina
bagli enzimlerdir ve uzun zincirli yag asitlerinin sitoplazmadan mitokondriye gecisinde
gorev alirlar, enerji vermek icin oksidize olabilirler (Sekil 2.32). Uzun zincirli yag
asitleri mitokondri membranindan kolayca gecemezler. Mitokondri zarindan karnitin
araciligiyla transfer edilirler ve bu gecis i¢in mitokondri dis zarinda KPT 1, i¢ zarinda
ise KPT 2 enzimlerine ihtiya¢ vardir (McGarry ve Brown, 1997). KPT 2, karnitinden
gelen konjuge yag asitlerini mitokondriyal matriks i¢indeki koenzim-A’ya cevirerek
mitokondri membranina geri dondiiriir (Bonnefont ve digerleri, 2004). Bu nedenle
mitokondri i¢indeki uzun zincirli yag asitlerinin beta-oksidasyonu, viicuttaki enerji

homeostazisinde ¢ok 6nemli bir rol oynar.

Sekil 2.32. Rat KPT 2 enzimi (PDB kodu: 2H4T). Alfa heliksler kirmizi, beta pililer
mavi ve ilmekler beyaz, su molekiilleri kii¢iik kirmizi noktalar ile temsil edilmekte
(Orijinal)

KPT 2 eksikliginin {i¢ degisik formu mevcuttur. Bunlar letal neonatal, siddetli infantil
hepatokardiyomuskular ve miyopatik formlardir. KPT 2 eksikliginin yetiskinlerdeki
miyopatik formu otozamal resesif bir bigimde kalitilir (Wieser, 2004). KPT 2 eksikligi,
hem dinlenmede hem de kas aktiviteleri sirasinda bir enerji kaynagi olarak uzun zincirli

yag asitlerinin oksidasyonunun azalmasiyla sonuc¢lanan, kas yag asidi metabolizmasinin
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en sik goriilen kalitsal kas hastaligidir. KPT2 eksikligi, 6liimciil bir yenidogan hastalig1
olan siddetli infantil hepatokardiyomiiskiiler hastaliktan hafif bir miyopatik forma kadar

degisen c¢esitli klinik durumlara yol agar (Boemer ve digerleri, 2016).

KPT 2 eksikliginde, semptomlar1 ve rabdomiyolizi 6nlemek i¢in, mevcut miidahaleler
giinliik diyet yag kisitlamasini ve karbonhidrat alimmi artirmayr igerir. Hastada
metabolik talebi yiikselten ates veya enfeksiyon varsa, glukoz inflizyonu uygulanir.
Onerilen beslenme rejimi, egzersiz toleransinda kisa siireli bir artisla sonuglanir ancak
bu vakalarda tekrarlayan rabdomiyoliz de gozlenmistir (Deschauer ve digerleri, 2005).

Bu nedenle, genellikle fiziksel aktivitenin kisitlanmasi 6nerilir (Roe ve digerleri, 2008).

KPT 2 proteini insanda CPT2 geni tarafindan kodlanmaktadir. Kromozom 1’in p32.3
bolgesinde bulunur (Sekil 2.33). 658 amino asitlik bir protein kodlar (Rosen ve
digerleri, 1996-2019b)
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Sekil 2.33. Insanda bulunan CPT2 geninin kromozom 1 iizerindeki lokasyonu (Sekil
GeneCards’dan alinmigtir. Rosen ve digerleri, 1996-2019b)

KPT’ler nematodlarda bir ‘“chokepoint” yani nematodun hayati fonksiyonlarini
tehlikeye sokan “vurucu nokta”lardir. KPTler i¢in inhibitér olan cesitli kiiciik
molekiiller, tip 2 diyabet ve insiilin direnci i¢in uzun zamandir {imit verici hedeflerdir
(Ceccarelli, Chomienne, Gubler ve Arduini, 2011; Wagman ve Nuss, 2001). Oksiran
karboksilik asit sinifindaki inhibitdérler KPT 2’nin tersinmez kovalent inhibitorleridir ve
acilkarnitin inhibitorleri ise yarismali inhibitorleridir (Ceccarelli ve digerleri, 2011).
Ayrica iskemik kalp hastaligi tedavisinde kullanilan Perhexiline (Winchester ve Pepine,
2015) adli ilacin insanlardaki homolog enzimleri hedefledigi bildirilmistir (Ceccarelli ve
digerleri, 2011). Ceccarelli ve digerleri tarafindan Perhexiline’in Caenorhabditis
elegans larvalarina, kanla beslenen parasitik nematod H. contortus’a ve filaryal nematod

Onchocerca linealis e karsi etkili oldugu gosterilmistir.
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2.6.4. Glukoz transporter reseptorii

Glukoz transporter 3 proteinin semboli: P11169-GTR3 HUMAN’dir. GLUT-3,
hiicresel heksoz transportu, vitamin C metabolizmasi, nétrofil degraniilasyonu gibi
yolaklarda gorev alir. Bu ¢alismada hedef olarak segilen C. elegans GLUT1 proteininin
homoloji modeli insan GLUT3 proteini ile aynidir. Bu model Sekil 2.34’de

gosterilmektedir.

Sekil 2.34. C. elegans GLUT1 homolji modeli (PDB kodu: 4ZWB). SWISSMODEL ile
modellendi, Discovery Studio ile gdsterilmektedir (Orijinal)

Hiicre zar1 boyunca diger c¢esitli monosakkaritlerin alimma da aracilik edebilen
kolaylastirict glikoz tasiyicisi, glikoz, 2-deoksiglukoz, galaktoz, mannoz, ksiloz ve
fukoz ve muhtemelen dehidroaskorbat alimina aracilik eder. Fruktoz tasinmasina

aracilik etmez (Rosen ve digerleri, 1996-2019c).

GLUT3 reseptoriiniin hiicrede yerlesimi membran iizerinde olmakla birlikte sinir

baglant1 noktalarinda yogun olarak bulunmaktadir (Sekil 2.35).
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PRI Y

Glut-3 reseptori

Sekil 2.35. GLUT3 reseptorii cogunlukla sinaps boélgelerinde yogun olarak yer
almaktadir (Orijinal)

Glikoz Transporter Tip 3 insanlarda SLC2A3 geni tarafindan kodlanir. 12.
Kromozomun p kolu iizerinde p13.31 bolgesinde bulunur (Sekil 2.36) (Rosen ve
digerleri, 1996-2019c).
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Sekil 2.36. SLCA3 Geni lokasyonu, genin konumu kirmiz1 gerit ile gosterilmektedir.
Sekil GeneCards’dan alinmistir (GeneCards’dan alinmistir, Rosen ve digerleri, 1996-
2019c)

SLC2A3 geni tarafindan kodlanan proteinler 496 amino asitten olusmaktadir. Bu
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilari veri bankalarinda bulunmaktadir. Bu proteinlerin

kodlar1: 4ZW9, 4ZWB, 4ZWC, 5C65 ve 7CRZ’dir.

2.6.5. Sitokrom c oksidaz 1 (COX1) ve COX2 enzimleri

Sitokrom c oksidaz enzimi (EC:7.1.1.9) mitokondrial genomdan kodlanan bir enzimdir.
Bu enzim solunum ve elektron tasinmasi ile iligkili oldugu i¢in helmintte bulunan

formunun inhibisyonu helmintin &liimiine yol acacaktir. insanlarda MT-CO1 geni
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tarafindan kodlanir. MtDNA’da 5 904-7 445 arasinda bulunan 1 542 baz ¢iftlik bir
niikleotit sekansini igerir. Gen sembolii MT-COI1, protein sembolii ise P00395-
COX HUMAN’diwr. Insanlarda 513 amino asitlik bir protein sekansina sahiptir.
Kofaktér olarak hem tasir. COX1, COX kompleksinin bir altbirimidir ve COX
kompleksi 14 altbirimden olusmaktadir. Bunlardan iicii (MT-CO1, MT-CO2 ve MT-
CO3) mtDNA tarafindan kodlanirken digerleri niikleer genom tarafindan
kodlanmaktadir (“UniProt Veritabani1”, t.y.b). Bu ¢alismada kullanilan oksyuridlerin
genom sekansi heniiz bilinmedigi i¢in mtDNA’dan kodlanan COX1 ve COX2 enzimleri

in silico deneyde arastirilmak tizere segilmistir (Sekil 3.37).

Sekil 3.37. S. obvelata COX1 (solda) ve SoCOX2 (sagda) homoloji modeli
(SWISSMODETL ile olusturuldu, Discovery Studio ile gdsterilmektedir) (Orijinal)

Solunum zinciri, siiksinat dehidrojenaz (kompleks 1I, CII), ubikinol-sitokrom c
oksidorediiktaz (sitokrom b-c1 kompleksi, kompleks IlI, CIll) ve sitokrom ¢ oksidaz
(kompleks 1V, CIV) olmak iizere 3 ¢ok alt birimli kompleks icerir ve bunlar, tiiretilen
elektronlart transfer etmek i¢in is birligi yapar. NADH ve siiksinattan molekiiler
oksijene, i¢ zar lizerinde transmembran tagimay1 ve ATP sentazi harekete geciren bir
elektrokimyasal gradyan olusturur. Sitokrom c oksidaz, oksijenin suya indirgenmesini
katalize eden solunum zincirinin bilesenidir (“UniProt Veritabani”, t.y.b). S. obvelata

COX1 enzimi 113 amino asitten olusmaktadir ve Uniprot
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kodu:AOAO059P1F9 _SYPOB’dir. S. obvelata COX2 enzimi 244 amino asitten meydana
gelmektedir. Uniprot kodu:AOAOU3CJ84 dir.

2.6.6. Nikotinik asetilkolin reseptorii
Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChRs) pentamerik ligand-kapili iyon kanallaridir

(Sekil 2.38). Omurgali ve omurgasizlarda néromiiskiiler baglantilarda sinaptik gegislere

aracilik ederler (Changeux ve Edelstein, 1998).

Sekil 2.38. Antihelmintik ila¢ hedefi proteinlerden Nikotinik Asetilkolin Reseptorii Alfa
9 altiinitesi (PDB kodu: 4UY2) ile bagli haldeki ligandlarin 3 boyutlu gosterimi
(Discovery Studio ile gosterilmektedir) (Orijinal)

Asetilkolin norotransmitterleri nAChRlerin ekstraselliiler domainindeki orthosteric
baglanma bdlgesine baglanir ve transmembran domainindeki kanal porunun agilmasini
tetikler. Nikotinik reseptorlerin acilmasi, reseptor alttipine gore sodyum veya kalsiyum
iceri alinmasi ve potasyum disar1 atilmasini baslatir. Boylece membran depolarizasyonu
ve kas kasilmasi gergeklesir. Kas nAChRIeri i¢in nikotinik antihelmintikler parazitlerin

spastik paralizine neden olan segici agonistlerdir (Buxton ve digerleri, 2014).
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2.7.7. Diger hedef proteinler

UniNem’e gore nematodlarin 6ldiiriilmesinde kullanilabilecek hedef enzimler: alkalin
fosfataz, B-fruktofuranosidaz, B-ureidopropionaz, fumarilasetoasetaz, 4-coumarate-CoA
ligaz (4CL, EC:6.2.1.12) (ideal ilag hedefidir) nematodlarda bulunur, konakta (H.
sapiens’te) bulunmaz (Taylor ve digerleri, 2013).

Diger ilag hedefi proteinler sunlardir:

1TW9: Glutatyon Transferaz-2 (Heligmosomoides polygyrus’dan elde edilmistir.
Resol=1.71 A) (Sekil 2.39 A),

3SQ6: insan a7 nAChR chimeras epibatidine bagl

3SQ9: insan a7 nAChR ligandsiz

4HQP: insan a7 nAChR a-bungarotoksine bagli

2BG9: T. marmorata nAChR pentamerik yapisi

2HAT: Ratta KPT-2 (Karnitin o-palmitoiltransferaz-2)

2FW3: inhibitor ile bagli KPT-2

F1KYJ9: Ascaris suum ACR-16 sekanst UNIPROT KB/Swiss Prot’ta mevcuttur.

Helmintlerde ila¢ direnci ile ilgili olan P-glikoprotein biiyiikk bir integral membran
proteinidir. Pek cok ila¢ da dahil ¢ok sayida lipofilik maddenin transportunda gorev alir.
llaglarin aktif transportu yoluyla ¢oklu ilag¢ direncini (multidrug resistance, MDR)
ortaya cikarir. Bu transport ilacin hedefine ulasmasini ve ilacin etkisini azaltir (Lage,

2003).

4-coumarate-CoA ligaz (4CL) (Sekil 2.39 B) fenilpropanoid biosentezi yolunda pek ¢ok
reaksiyon ile iliskilidir, chokepoint bileseni ise Cinnamoyl-CoA (C00540)dir. 4CL’nin
nematodlardaki rolii kesin olmamakla birlikte konak-parazit etkilesimleri ile ilgili

olabilecegi bildirilmektedir (Taylor ve digerleri, 2013).
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Sekil 2.39. iki hedef enzimin 3 boyutlu gdsterimi A) 4-coumarate-CoA ligaz enzimi
(PDB kodu: 3A9U, Céziiniirliik:2.4 A) (Hu ve digerleri, 2019). B)  Glutatyon
Transferaz-2, apo form, nematod Heligmosomoides polygyrus. PDB
Kodu:1TW9,Céziiniirliik: 1.71 A (Schuller ve digerleri, 2005)

2.7. Rasyonal Ila¢ Tasarim

“Primum non nocere” demistir Hippocrates, “Once zarar verme”. Sadece tibbi degil,
farmakolojiyi, kimyay1, genetigi, nanoteknolojiyi, elektronigi, ekolojiyi; yani insan
sagligini uzaktan yakindan ilgilendiren tiim bilim alanlarin1 bu bakis agisiyla ele alacak
olsaydik, ilaglara bu kadar ¢ok ihtiya¢ olmayabilirdi. Hippocrates’t dinlemek i¢in halen
gec kalinmis sayilmaz. Siirekli veya yiiksek dozda kullanildiginda bile tamamen yan
etkisiz sentetik bir ilag gelistirebilmek basarilmasi ¢ok zor bir hedef olsa da, rasyonal
ilag tasariminin dogus sebebi budur. Uretilecek ilag adaymin olasi yan etkilerini tahmin
ederek, ilag iskeleti iizerinde cesitli modifikasyonlar ile bu yan etkileri ortadan
kaldirmak veya azaltmak i¢in son 50-60 yildir, neredeyse tiim Fen bilimlerini i¢ine alan
karmasik bir simiilasyonlar diinyasi yaratilmaktadir. Kuantum mekaniginden organik
kimyaya, molekiiler biyolojiden bilgisayar programcilifina, birbirinden ¢ok farkl
alanlarin bir arada caligilmasini gerektiren bu yeni diinya, ila¢ tasarimina ufuk o6tesi bir
boyut kazandirmistir. Kompleks protein yapilarina iliskin kristalografi ve NMR
ciktilarinin bilgisayar ortamina aktarilabilmesi, atomik seviyedeki gorsellestirmeler,
kompleks makromolekiillerin tiim atom mesafelerinin ve elektron yiiklerinin
hesaplandig1 enerji formiilleri ve milyonlarca ilag adaymin hedef makromolekiiller ile

etkilesimlerinin modellendigi siiper bilgisayarlar, bir ila¢ molekiiliiniin olas1 kimyasal-
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biyolojik etkilerinin anlasilmasinda ¢igir agmustir. Sekil 4.40°da rasyonal ilag
tasarimindaki kurallar ve ¢ignenmesi durumunda ortaya ¢ikabilecek problemler

verilmistir.

1. Kural: Farmakofor sec¢iminde
milyonlarca bilesenin bulundugu genis
veritabanlar1 taranmalidir.

2. Kural: “Primum non nocere”.
llac  adayr farkli  organizmalardaki
homolog proteinler  veya ayni

organizmadaki izoenzimler ile
kenetlenerek yan etkileri agisindan test
edilmelidir.

3. Kural: ila¢ adaymin enantiyomerleri
zit etkiye neden olmamalidir.

4. Kural: Tlag adaymin ADME 6zellikleri,
ADME  tahmini  yapabilen  ¢esitli

yazilimlardan biri kullanilarak
arastirilmalidir.
5. Kural:  Hedef organizmadaki

inhibisyonu amaglanan proteinlere karsi
ilag adaymin K; degerleri arastirilarak
uygulanabilir en diisik doz konusunda
veri elde edilmelidir.

6. Kural: Ilag adayr geri donebilir
inhibisyona neden olmali, protein
hedefleri ile kovalent bag
olusturmamalidir.

Sekil 2.40. Bilgisayar destekli rasyonal ila¢ tasariminda temel kurallar ve bu kurallarin
cignenmesi durumunda ortaya ¢ikabilecek durumlar (Igerik kismen Prof. Dr. Kemal
Yelek¢i’nin “Organic Chemistry and Drug Design” dersindeki bilgilerden alinmistir)
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Dogal bilesenler kimyasal modifikasyon ve optimizasyon ig¢in iskelet yapisi olarak
hizmet etmekte ve de novo ilag sentezi i¢in yapisal sablonlar saglamaktadir. Molekiiler
kenetleme calismalari, fitokimyasal ligandlarin bilinen protein hedeflerine karsi etkili
ilaglar olarak fonksiyon gosterip gosteremeyeceklerini tanimlama imkani saglar.
Bununla birlikte dogal iriinler ile yapilan kenetleme calismalarinda diistiniilebilecek
ilave etkiler vardir: 1) Pek ¢ok dogal iiriin sinirli ¢oziiniirliik, membran gegirgenligi ve
hidrolizisten, ve diger metabolik transformasyonlardan dolay1 diisiik biyoyararlanima
sahiptir. 2) Ligandlar insanlarda homolog izoenzimlerin hedefi olabilirler ve ciddi yan
etkilere sahip olabilirler. 3) Kenetleme c¢alismalart biyoaktif antiparazitik bilesenlerin

olas1 sinerjizimini hesaplayamamaktadir (Ogungbe ve Setzer, 2016).

Yapilarin ayrintilariyla incelendigi bir derleme ¢aligmasina gdre iimit verici kenetleme
Ozellikleri olan ¢esitli fitokimyasal ligandlar, uygun ilag-benzeri Ozelliklere sahip
gorinmektedir. Bundan dolayi, farmakokinetik ve farmakodinamik caligmalar, yap1
tabanli tasarim ve optimizasyon c¢aligmalarina ek olarak, biyoyararlanim ve secicilik

konularin1 ¢6zmek i¢in gereklidirler (Ogungbe ve Setzer, 2016).

2.7.1. Bilgisayar destekli ila¢ tasarim

Yeni bir ilacin kesfedilmesi i¢in uzun zamandir kullanilmakta olan bir yontem, oncii
fragmentten tiirevlenen analog bilesenlerin arzu edilen biyolojik aktivitelere sahip olup
olmadiklarmin arastirilmasidir. Ilag kesfinde bilgisayar destekli yontemler giderek
onemini artirmaktadir. Bu yontemler eski ila¢ arastirma yontemlerine kiyasla ¢cok daha
hizly, etkili ve daha az maliyetlidir. Bilgisayar Destekli ilag Tasarimi (Computer Aided
Drug Design CADD), ruhsatl ilaglarin gelistirilmelerinin ilk asamasinda ¢ok dnemli bir

yere sahiptir ve biiylik yarar saglamaktadir (Eren ve Yalgin, 2020).

Her ne kadar deneyler ilag kesfinde esas gorevi iistlense de, deneyler yalnizca bilgisayar
modelleri ve teoriler ile birarada oldugunda anlamli hale gelir. Biyolojik sistemlerin
karmasik ve zor anlasilir bir dogasinin olmasi, biyolojik sistemleri olusturan kimyasal
sistemlerin kompleks ve hareketli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu tiir kompleks

yapilarin anlagilmasi i¢in bilgisayar teknolojileri, gelisen hafiza ve gorsel 6zellikleri ile
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faydali olmaktadir. Ilag kesfinde giderek onemi artan bilgisayar simiilasyonlari, teorik
arka plan ile canli deney ortaminin birbirine baglanmasinda en temel rolii

istlenmektedir (Eren ve Yalgin, 2020).

Bilgisayar destekli ilag tasariminda hedef proteinin yap1 bilgisi mevcutsa protein-ligand
kenetleme, molekiiler dinamikler ve de novo ilag tasarimi metotlart kullanilabilir.
Protein bilgisi mevcut degilse QSAR, sanal tarama, farmakofor modelleme, liganda
dayali sanal tarama gibi metotlarin kullanildig1 ilag tasarimi yontemleri devreye girer.
Yapiya dayali ilag tasariminda ilag adaymin hedef yapiya baglanip baglanmayacagi
veya hangi derecelerde baglanabilecegi CADD ile arastirilabilir. Burada CADD ile
amagclanan, sentezlenmeye deger bilesenin hangisi olduguna dair tahminlerde
bulunulmasidir. Protein ve ligandin baglanabilmesi i¢in uygun bir konformasyonun
saglanmast gerekmektedir (Eren ve Yalgin, 2020). Konformasyon, molekiillerin
rotasyonal baglarinin doniisii ile meydana getirilen en diisiik enerjiye sahip ti¢ boyutlu
yapiy1 ifade etmektedir. Konformasyon degisimi molekiiliin entropisinin ve dolayisiyla
kararliliginin degisimine neden olur. Bu durumda molekiil i¢in hesaplanan enerji

degerleri degisir ve bu degisim de baglanma yetenegini dogrudan etkiler.

Proteinlerin ti¢ boyutlu yapilari, molekiiler diizeyde islevleri hakkinda degerli bilgiler
saglar ve yasam bilimleri arastirmalarinda genis bir uygulama yelpazesine sahiptir.
Genellikle, protein kompleksleri bir¢ok hiicresel islemin merkezinde yer alir.
Etkilesimlerinin ve genel kuaterner yapinin ayrintili aciklamasi, biyolojik sistemlerin,
protein komplekslerinin ve aglarin nasil calistigimi  ve onlart nasil modiile
edebilecegimizi kapsamli bir sekilde anlamak i¢in gereklidir (Fuller, Burgoyne ve
Jackson, 2009; Nim ve digerleri, 2016).

Protein komplekslerinin deneysel olarak daha iyi belirlenmis yapilarinin kullanilabilir
hale gelmesiyle, aktif bolgelerin genellikle homolog kompleksler arasinda korundugu
ve bu modelleme kaliplarinin bilinen protein-protein etkilesimlerinin ¢ogu i¢in uygun
oldugu gézlemlenmistir (Kundrotas, Zhu, Janin ve Vakser, 2012; Zhang, Petrey, Norel
ve Honig, 2010).
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2.7.2. Molekiiler modelleme

Molekiiler modelleme, molekiiler yapt ve davramisi tahmin etmek i¢in kullanilan
hesaplama yontemlerini ifade etmektedir. Malzeme biliminden yapisal biyolojiye kadar
bircok alanda molekiiler modelleme metodolojileri kiigiik molekiillerden, proteinler,
reseptorler ve niikleotid zincirleri gibi biyolojik makromolekiillere kadar ¢ok ¢esitli
komplekslerden olusan sistemleri anlamak i¢in kullanilir. Bu sistemler, kuvvet alanlar1
(molekiiler mekanik) kullanilarak atomlar1 yiiklii ve potansiyel enerjili parcaciklar
olarak ele alarak veya atomik ve atom alt1 6l¢eklerde dalga fonksiyonunu uygulayarak
(kuantum mekanigi) modellenebilir. Kimyasal yapilarin ¢izilmis temsillerinden
biyolojik sistemlerin milisaniyelik simiilasyonlarina kadar, molekiiler modelleme tarih

boyunca biiyiik bir ilerleme kaydetmistir (Leach, 2001; Sar1, 2020; Schlecht, 1997)

2.7.3. Yapi-tabanh ila¢ tasarim

Yapi-tabanlh ila¢ tasarimu ilag firmalar1 ve akademik arastirma gruplar tarafindan ¢cokca
kullanilmaktadir. Yeni ilaglarin kesfi i¢in gereken zamani ve maliyeti azaltabilmek
amaciyla biyolojik hedefin atomistik yapisinin bilinmesine dayanan bu yaklagim x-1sin1
kristallografisi, NMR spektroskopisi, kriyo-elektron mikroskopinin kullanildig:
deneylerle veya homoloji tabanli modelleme ile elde edilen bilgileri esas almaktadir.
Standart prosediirler ¢ogunlukla in silico docking deneyleri ile baglamakta ve bu
deneyler molekiiler fragmentler veya binlerce bilesenin sanal taramasini kapsamaktadir
(Duarte, Marquez-Miranda, Miossec ve Gonzalez-Nilo, 2019; Leelananda ve Lindert
2016; Sliwoski, Kothiwale, Meiler ve Lowe, 2014; Souza, Limongelli, Wu, Marrink ve
Monticelli, 2021).

2.7.4. Molekiiler kenetleme
Protein-ligand kenetleme, bir ligand (¢cogu zaman kiigiik bir organik molekiil) ile en
muhtemel pozisyon, oryantasyon ve konformasyonun tahmin edilmesi i¢in faydalanilan

hesaplamali bir yontemdir (Sari, 2020). Sekil 2.41°de bu caligmada yararlanilan

kenetleme simulasyonu araytizii gosterilmektedir.
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Sekil. 2.41. ADT arayiizii acilis ekrani

Bir ligandin bir proteine olan serbest baglanma enerjisi farkli sekillerde tahmin
edilebilir ve bu nedenle kenetleme programlart ii¢ kategoriden birinde siniflandirilabilir.
1. Force-field (kuvvet alani) tabanli 2. Empirik skorlama fonksiyonlar1 3. Bilgi-tabanli
potansiyeller. Empirik skorlama fonksiyonlari, protein-ligand baglanmasinin afinitesini
veya uyumunu c¢ok sayida Ozel terimin yardimiyla hesaplar. Protein-ligand
baglanmasinda bu terimlerin her biri genellikle 6nemli bir enerjetik faktorii temsil eder.
Tahminleri daha kesin hale getirebilmek yani gelistirebilmek i¢in modifiye edilebilen
bu fonksiyonlarin her biri ile ilgili gesitli parametreler mevcuttur. En sonunda tahmin
edilecek baglanma afinitesinin hesaplanmasindan once her bir terim bir sabit ile ¢arpilir
(Liu ve Wang, 2015). Sonugta bulunan serbest baglanma enerjileri karsilastirilarak en
uygun ilag adayr molekiil iskeletlerine karar verilir. Antihelmintik bir ilag molekiili
kesfedilebilmesi igin bu ¢aligmada bitkisel kokenli ligandlarin yani sira hedef proteinler

olarak nematodlara ait ila¢ hedefi olarak bilinen reseptor ve proteinler kullanilmigtir.

2.7.5. Homoloji modelleme

SWISS-MODEL https://swissmodel.expasy.org  tam otomatik protein homoloji

modelleme sunucularinin ilkidir ve son 25 yilda siirekli olarak gelistirilmistir (Peitsch
1996; Guex ve Peitsch 1997; Schwede, Kopp, Guex ve Peitsch, 2003; Arnold, Bordoli,
Kopp ve Schwede, 2006; Bordoli ve Schwede 2012; Biasini ve digerleri, 2014).
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Karsilagtirmalt modellemede, bir hedef dizisinin 3D protein modeli kalip iglevi goren
evrimsel iligkili bir protein yapisindan ¢ikarilan deneysel bilgiler 1s18inda olusturulur.

SWISS-MODEL'de varsayilan modelleme is akisi asagidaki ana adimlardan olusur:

Girdi verileri: Hedef protein, ya FASTA, Clustal formatinda ya da diiz metin olarak
amino asit dizisi olarak saglanabilir. Alternatif olarak, bir UniProtKB erisim kodu
belirtilebilir. Hedef protein heteromerik ise yani alt birimler olarak farkli protein
zincirlerinden olusuyorsa amino asit dizileri veya UniProtKB giris kodlar1 her alt birim

icin belirtilmelidir.

Kalip arama: 1. adimda saglanan veriler, SWISS-MODEL kalip kitapligina karsi
evrimsel iligkili protein yapilarim1 aramak i¢in bir sorgu islevi goriir (Biasini ve
digerleri, 2014). SWISS-MODEL bu gorevi iki veritabani arama yontemini kullanarak
gerceklestirir: BLAST (Altschul ve digerleri, 1997; Camacho ve digerleri, 2009), ki
hizlidir ve birbiriyle yakindan iliskili kaliplar i¢in yeterince dogru sonuglar verir ve

HHblits (Remmert ve digerleri, 2011) uzak homoloji durumunda hassasiyet de saglar.

Sablon se¢imi: Sablon aramasi tamamlandiginda, sablonlar, Global Model Kalite
Tahmini (GMQE) (Biasini ve digerleri, 2014) ve Kuaterner Yapt Kalite Tahmini
(QSQE) (Bertoni, Kiefer, Biasini, Bordoli ve Schwede, 2017) tarafindan tahmin edildigi
haliyle elde edilen modellerin beklenen kalitesine gore siralanir. En iyi sonuca sahip
olan kaliplar ve hizalamalar alternatif konformasyonel durumlart m1 temsil ettiklerini
yoksa hedef proteinin farkli bolgelerini mi kapsadiklarin1 dogrulamak icin karsilastirilir.
Bu durumda, birden ¢ok kalip otomatik olarak segilir ve buna gore farkli modeller

olusturulur.

Model olusturma: Secilen her kalip icin, ilk once hedef-kalip hizalamasiyla belirlenen
korunmus atom koordinatlar1 aktarilarak bir 3D protein modeli otomatik olarak
olusturulur. Hizalamadaki eklemelere/silmelere karsilik gelen kalinti koordinatlari,
ilmek modelleme ile olusturulur ve korunmamis amino asit yan zincirleri de

olusturularak tam atomlu bir protein modeli elde edilir. SWISS-MODEL, bu adimi
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gerceklestirmek icin OpenStructure hesaplamali yapisal biyoloji ¢er¢evesine (Biasini ve

digerleri, 2013) ve ProMod3 modelleme motoruna giivenir.

Model kalitesi tahmini: Modelleme hatalarini 6l¢gmek ve beklenen model dogruluguna
iligkin tahminler vermek i¢in SWISSMODEL, QMEAN puanlama islevine (Benkert,
Biasini ve Schwede, 2011) giivenir. QMEAN global ve her rezidiiyli kapsayan kalite
tahminleri olusturmak igin ortalama giiciin istatistiksel potansiyellerini kullanir. Lokal
kalite tahminleri, bulunan tiim kalip yapilarindan elde edilen toplu bilgiyi temsil eden

ikili mesafe kisitlamalari ile gelistirilir.

Niteliksel Model Enerji Analizi (Qualitative Model Energy Analysis, QMEAN)
vasitastyla protein yapt modellerinin kalitesini tahmin etmek, protein yapisinin
tahmininde hayati bir adimdir. Cogu zaman, en iyi adayin segilecegi bir dizi alternatif
modele sahip olunur veya sonraki deneyler i¢in uygunlugu hakkinda bir fikir sahibi
olmak icin mutlak kalitenin tahmin edilmesi gereken tek bir model olusturulmustur.
QMEAN, tek bir model temelinde hem global (yani tiim yap1 i¢in) hem de yerel (yani
her bir rezidii i¢in) mutlak kalite tahminlerini tiiretebilen bir bilesik puanlama
fonksiyonudur. Iki global puan degeri vardir, QMEAN4 ve QMEAN6. QMEAN4, dort
istatistiksel potansiyel terimin dogrusal bir kombinasyonudur. Her iki genel puan da
baslangigta [0,1] aralifindadir ve 1’e yaklagmasi iyi olur. Varsayilan olarak, onlari
yiiksek ¢oziiniirliklii X-151m1 yapilarindan beklenebilecek seyle iliskilendirmek i¢in Z-
skorlarina doniistiiriiliirler. Yerel puanlar, dort istatistiksel potansiyel terimin ve kalinti

basina degerlendirilen puanlarin dogrusal bir birlesimidir (Benkert ve digerleri, 2011).

2.7.6. Ramachandran Grafikleri

Sekil 2.42 A’da gosterilen Co etrafindaki ¢ ve y dihedral agilarin birgok
kombinasyonunu inceleyen Ramakrishan ve Ramachandran, onlarin bagintilarinin
grafigini  hazirladilar. Protein yapisinin anlagilmasinda ©6nemli bir yeri olan
Ramachandran grafiginde, ikincil yapi elemanlar1 ile ilgili alanlar1 tanimladilar
(Ramachandran, Ramakrishnan ve Sasisekharan, 1963). Ramachandran grafigi,

proteinlerin ti¢ boyutlu yapilarinin dogrulugunun anlagilmasinda yararlanilan bir grafik
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tiiridiir. Cesitli bilgisayar yazilimlar1 bu grafikleri olusturabilmektedir. Ramachandran
ve digerleri (1963) peptid yapisini sekillendiren psi ve phi agilarinin sekonder yapilarin
meydana gelisi ile olan baglantilarin1 detayli kimyasal tanimlamalar ile ortaya
cikarmislar ve proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarinin tahmininde ¢ok énemli bir mihenk tas1
olan Ramachandran grafigini Sekil 2.42 B’deki gibi yorumlanabilecegi sekilde

tasarlamiglardir.

B
Sterik distorsiyon W
5 2 Kollajen heliks
Antiparalel -pili M
L — ¢

Sol el a-heliks

Paralel B-pili

Sag el a-heliks

Sekil 2.42. Ramachandran plot elemanlari. A) Ayni1 Ca atomuna bagli iki peptit baginin
oryantasyonunu tanimlayan dihedral agilar (Brzozowski, 2021) B) Ramachandran
grafigi ve yorumlanmasi (Brzozowski 2021°den degistirilerek alinmistir, Paralel B-pili
ve Kollajen heliks kisimlar1 ilave edilmistir)
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Iyi bir modelde genellikle tim ¢ ve vy degerlerinin %90’1 arzu edilen alanlarda
bulunmalidir. Sekil 2.42 B’de gosterilen koyu yesil alanlar arzu edilen alanlari, agik
yesil alanlar ise ilaveten izin verilen bolgeleri temsil etmektedir. Konformasyonel
analizde Ramachandran grafigi, omurganin elde edilen konformasyonunun dogru
sekilde olusturulup olusturulmadigini  belirlemek i¢in kullanilabilir. Yalnizca
gorsellestirme yazilimi kullanarak tiim yapiy1 kontrol etmek miimkiin degildir. Birgok
sterik bozulma, omurganin yanlis konformasyonunun sonucudur. Burada sunulan arag,
peptit veya protein modellerinin kalitesini kontrol eden en basit, en hizli ve en popiiler
aracglardan biridir. Sekil 2.42 B’de ikincil yap1 elemanlarinin 6rnekleri ve iki oksijen
atomunun birbirine ¢ok yakin oldugu 6rnek sterik distorsiyon yerlesimi bulunmaktadir

(Brzozowski, 2021).

2.7.7. Farmakokinetikler

Farmakokinetikler, bir ilag adayinin hedef hiicreye ulasana kadar gecirdigi ya da
gecirebilecegi asamalari icine alan ve ilag adaymin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini
hesaplamak i¢in gelistirilmis bir formiilasyonlar silsilesinin hesaplamali ortamdaki
neticeleridir. Farmakokinetikler temelde ADMET yani ilacin bagirsaklardan, deriden ve
hiicre zarindan absorbsiyonu, viicutta dagilimi (hangi tip hiicre, doku ve organa ulasip
orada ne oranda bulunacagi, kan-beyin bariyerini gecip gecemedigi), metabolizma
sonucu doniisecegi yan {riinler (karacigerdeki sitokrom enzimlerinden etkilenip
etkilenmeyecegi), tiim bunlarin viicuttan atilimi ve olasi toksisitelerini aragtirmak i¢in
tanimlanmis olsa da, bilgisayar programlari vasitasiyla gelistirilen ADME arastirma
yontemleri, daha ¢ok ilacin absorbsiyonu ve dagilimma iliskin tahminlerde
bulunulmasina dair bilgiler vermektedir. Bir ila¢ molekiilii viicuda alindiginda, onun
ilgili hiicreye ulasip etkisini gosterebilmesi i¢in bazi kriterleri karsilayabilmesi
gereklidir. Bu kriterler cesitli aragtirmacilar tarafindan yorumlanmis ve molekiiliin bazi
onemli kimyasal 6zelliklerini degerlendiren bellirli sinirlar olusturulmustur. Bunlardan
en bilinenleri ”Lipinski besin kurali”, Ghose filtresi, Veber filtresi, Egan filtresi ve
Muegge filtresi (veya kurallar1) olarak ifade edilmektedir (Pathania ve Singh, 2021).
Lipinski besin kurali, bir molekiiliin ila¢ aday1 olabilmesi i¢in dort onemli 6zelligi sart

kosmaktadir: hidrojen dondr say1s1<§ olmali, hidrojen alict say1s1<10 olmali, molekiiler
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agirhik<500 olmali ve logP<5 olmalidir (Lipinski ve digerleri, 2001). Ghose’nin
filtresine gore; 160<molekiiler agirlik< 480, -0,4 <WLOGP (lipofilisite)< 5,6, 40<molar
refraktivite<130, 20<atom sayisi<70 olmali (Ghose, Viswanadhan ve Wendoloski,
1999). Veber’in filtresine gére donebilen bag sayisi<10, toplam polar yiizey alani (total
polar surface area, TPSA)<140 olmal1 (Veber ve digerleri, 2002). Egan’in filtresine gore
WLOGP (lipofilisite)<5,88 ve TPSA<131 olmali (Egan, Merz ve Baldwin, 2000).
Muegge’nin filtresine gore 200<molekiiler agirlik<600, -2<XLOGP3 (lipofilisite)<5,
TPSA<I50, halkalarin sayisi<7, karbonlarin sayisi>4, heteroatomlarin sayisi>1,
donebilen bag sayisi<15, hidrojen bagi alicilarin say1s1<10 ve hidrojen bagi vericilerin
say1si<5 olmalidir (Muegge, Heald ve Brittelli, 2001). Hidrojen dondr sayisi
molekiildeki toplam nitrojen-hidrojen ve oksijen-hidrojen baglarinin sayisini, hidrojen
alict sayis1 ise molekiildeki tiim oksijen ve nitrojenlerin sayisini vermektedir. LogP
ifadesinde logaritmasi alinan P partisyon katsayidir. Partisyon katsayis1 denge halinde
yag fazinda ¢ozilinen ilag derisiminin su fazindaki ilag derisimine oranini ifade eden bir
sabittir ve ([oktanol]/[su]) olarak da gosterilebilmektedir. Bu deger, ilag benzeri
molekiiliin yag tabiatindaki hiicre zarindan gegebilme yeteneginin bir gostergesi oldugu
icin ADME tahmininde absorbsiyona iligkin bilgi saglamaktadir. LogP degeri ne kadar
kiiciik olursa molekiiliin hidrofilisitesi o kadar ¢ok artar ve bu da absobsiyon ve zardan
gecisi o kadar kolaylastirir. Bunun yanisira partisyon katsayisinin farkli teorilerle
yorumlanmasinin bir sonucu olarak SWISSADME programina dahil edilen WLOGP,
XLOGP ve MLOGP gibi parametreler de lipofilligin anlagilmasinda kullanilan temel
gostergelerdir (Daina, Michielin ve Zoete, 2017).

2.8. Helmintik Enfeksiyonlar ve Korunma

2.8.1. Helmintik enfeksiyonlarin diinya genelinde yayginhgi

Helmintik enfeksiyonlar hemen hemen tiim iilkelerde goriilebilmekle beraber Giiney
Amerika, Afrika ve Asya iilkelerinde bu enfeksiyonlara daha sik rastlanmaktadir.

Sekilde 2.43’te 2018 yilinda yapilan tahminlere dayali bir helmintik enfeksiyon haritasi
verilmistir (DSO, 2017).
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DSO verilerine gore tiim diinyada yaklasik olarak 1,5 milyar insan topraktan gegen
helmintler ile enfektedir. Bunlardan 819 milyon insanin Ascaris ile, 464 milyon insanin
Trichuris (kamgili nematod) ile ve 438 milyon insanin kancali nematod ile enfekte
oldugu tahmin edilmektedir. Sistosomiyaz 70 iilkede endemiktir ve 200 milyondan fazla
insan1 etkilemektedir. Lenfatik Filariyazis 83 iilkede endemiktir ve 180 milyon vaka

oldugu tahmin edilmektedir (DSO, 2017).

Ulkemizde ¢ocuklarda en sik rastlanan helmintik enfeksiyonlar kilkurdu
enfeksiyonlaridir. Enterobius vermicularis tiirti oksyurid nematod daha ¢ok ¢ocuklarda
goriilmekte ve diinya genelinde 400 milyon insanda bulundugu tahmin edilmektedir. A.
lumbricoides enfeksiyonuna tim yas gruplarinda rastlanmakla beraber, okul Oncesi

donemdeki ¢ocuklarda daha yaygin oldugu bildirilmistir (Steinberg ve digerleri, 2003).

g Veri mevcut degil sV
Onleyici kemoterapi arastiiriimad: &
Uygulanabilir degil

L] |

Sekil. 2.43. Topraktan gegen helmintiyazisin endemik iilkelerdeki dagilimi ve yaslari 1-
14 arasinda olan ¢ocuklardaki oram (DSO, 2017°den degistirilerek alinmustir,
http://www.who.int/intestinal_worms/epidemiology/en/)
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Diinyada Orta-Dogu ve Giiney Amerika’da yer alan gelismemis iilkelerde hijyen
yetersizligi en onemli risk faktorii olarak ifade edilmektedir (Galzerano, Sabatini ve
Duri, 2010). Trichuris trichiura’nin Asya ve Afrika’daki sanitasyon kosullarinin
yetersiz oldugu bolgelerde prevalansi oldukga yiiksektir ve diinya genelinde ¢ogunlugu
cocuklardan olusan 450 milyon ile 1 milyar aktif olgu olabilecegi tahmin edilmistir
(Truscott, Turner ve Anderson, 2015).

2.8.2. Insanlarda bulunabilen helmintler ve bunlarin tibbi acidan en énemlileri

Insanlarda 342 tiir helmint bulunabilir. Bunlarin iginde insan sagligii olumsuz etkileme
acisindan en Onemlileri topraktan gecen helmintler ve hayati organlara yerlesebilen
nematod, sestod ve trematod tiirleridir. Bunlar beyin, kalp, goz, akcigerler, karaciger
gibi organlarda g¢ogalarak bu organlarin fonksiyonlarinin bozulmasina yol acarlar.
Nematodlarin larvalari insan viicudunda parazit olarak bulunabildikleri gibi, larvalar
cesitli organlara go¢ ederken esas yerlesim yerlerine ulasana kadar gegtikleri dokularda
tahribata neden olurlar. Nematodlarin insana gegisleri ¢esitli yollardan olabilir, fekal
kontamine toprakta gelisen yumurtalar agiz yoluyla alinabilir, toprakta bulunan larva
konagin derisini delerek iceri girebilir. Bazi vivipar nematodlarda ise gelisim i¢in bir ara

konak kullanilir. Bu arakonakta gelisen larva diger konaklara bulasir (Ustagelebi, 1999).

Paraziter enfeksiyonlarin ¢ocuklarda en sik goriildiigii donem, ilkokul ¢agidir (7-14 yas
aralig1). E. vermicularis, Taneia saginata, A. lumbricoides, T. trichiura ve Hymenolepis
nana en sik rastlanan parazit tiirleri olarak bildirilmistir (Ozdemir, t.y.). E. vermicularis,
tiim diinyada en yaygin nematod enfeksiyonu etkeni olarak tanimlanmistir (Cook 1994;
Markell 1985). Bu tiiriin dogal konagi sadece insandir ve enfeksiyonlar ise ¢ogunlukla
asemptomatiktir. Tedavi orani1 yiiksek olsa bile, sik sik niiksettigi ifade edilmektedir.
Anal bolgedeki parazit yumurtalari, bu bolge ile temas eden ellerin agza siiriillmesinden
sonra tekrar sindirim sistemine girer ve bdylece otoefeksiyona neden olur (Rawla ve
Sharma 2020). Fekal kontaminasyon ve yumurtalarin oral yolla alinmasi vasitasiyla
bulasan askariyaz ¢ogu zaman asemptomatik kalsa bile, ¢ocuklarda zayifliga ve
bagirsak tikanmasi neticesinde her yil yaklasik 3000- 60 000 kisinin 6liimiine sebep
olmaktadir (Baba, Ahmad ve Sheikh, 2009; Dold ve Holland, 2011; Hotez, Fenwick,
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Savioli ve Molyneux, 2009). Trichuris trichiura, insanlarda trisuriyaza neden olan bir
nematod tiiriidiir. Posterior ugta kamg1 benzeri bir yapi ihtiva ettigi i¢in kameili nematod
olarak bilinmektedir. Konagina anterior ucu ile tutunan bu nematodlarin boylar1 3-5 cm
arasinda degismektedir (Bansal, Huang ve Chun, 2018). Trisuriyaz, topraktan gegen {i¢
onemli helmintten biridir (diger ikisi ancylostoma ve ascarisdir). T. trichiura fekal-oral
yolla konag1 enfekte etmektedir. 1-4 yil boyunca bagirsaklarin herhangi bir boliimiinde
yasayabilir. Enfekte ¢ocuklarda anemi ve gelisme geriligi goriilebilmekte, bazen bilissel
gelisimin bozulmasi1 da kronik semptomlara eklenmektedir (Viswanath, Yarrarapu ve
Williams, 2020). Hymenolepis nana; ciice serit, diinya genelinde yaygin olan ve
insanlarda bulunabilen en kiigiik tenya tiirtidiir. H. nana enfeksiyonu Asya (Mirdha ve
Samantray 2002), Orta ve Giiney Amerika (Diaz, Mondragon, Ramirez ve Bernal, 2003;
Jacobsen, Ribeiro, Quist ve Rydbeck, 2007) ve Dogu Avrupa (Waloch, Sobolewska ve
Dzbenski, 2010) gibi 1liman iklimlerde daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Hafif H. nana
enfeksiyonlart genellikle asemptomatik olabilir, fakat iki binden fazla sestodun
bulundugu agir enfeksiyonlar ¢esitli gastrointestinal rahatsizliklar ve alerjik reaksiyonlar
ile ciddi sekilde belirti vermektedir (Al-Amry, Al-Amri, ve Khan, 2008; Di Lernia,
Ricci ve Albertini, 2004; Marseglia, Marseglia, Licari, Castellazzi ve Ciprandi, 2007).
Teniyazis, sik rastlanan bir diger serit enfeksiyonudur ve insanlar1 ilgilendiren ii¢ tiirii:
Taenia solium, T. saginata ve T. asiatica’dir (DSO, 2020). Insanlarda T. saginata
enfeksiyonu enfekte sigir eti tiiketilmesiyle gelisir. Sistiserki iceren iyi pismemis etin
yenilmesinden sekiz hafta sonra bagirsakta eriskin seritler haline geldiklerinde karmn
agris1, bulanti, diyare veya kabizlik goriilebilmektedir. Ilag tedavisinden sonra seritler
giderilinceye kadar bu semptomlar devam edebilmekte veya tedavi edilmezse seritler
yillarca bagirsaklarda yasayabilmektedir (DSO, 2020). “Ekinokokkosis” ise ekinokok
cinsindeki tiirlerin sebep oldugu bir hastaliktir (Yilmaz ve Babiir, 2007). Ekinokok
cinsine ait dort tiir: Echinococcus multilocularis, E. granulosus, E. oligartrus ve E.
vogeli’dir (Eckert ve Deplazes, 2004). Bunlardan E. granulosus ve E. multilocularis
Tiirkiye’de enfeksiyon etkeni olan tiirler olarak bilinmektedir (Y1lmaz ve Babiir, 2007).
Ulkemizde endemik olan ve toplum saghigi agisindan risk olusturan tiir  E.
granulosus’dur. Fekal kontamine toprak ve kontamine sular en 6nemli enfeksiyon
kaynagidir. Insan rastlantisal konak olsa da, E. granulosus periton zarina yerleserek

burada gelisip “kist hidatik” olarak bilinen ve i¢i parazit yumurtalar1 ile dolu kistlerin
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olusmasina ve kaza ile bu Kkistlerin yirtilmast durumunda soka ve Olime neden

olmaktadir.

Cengelli nematodlar GIS’de kanamaya ve dolayisiyla anemiye sebep olmaktadir (Fauci
ve digerleri, 2008). Insanlarda goriilebilen iki tiir ¢engelli nematod Necator americanus
ve Ancylostoma duodenale’dir. Bu tiirler daha c¢ok iliman ve tropik iklimlerde
goriilmektedir (Uner ve Ertug, 2007). Yaklasik 1 cm boyunda olan ¢engelli nematodlar,
konagin ince bagirsagina baslarm gomerken giinlik yaklasik 0-0,5 ml kan
kaybedilmesine neden olur. Gaitadaki yumurtalar toprakta veya kontamine suda enfektif
hale gegtikten sonra larva, insan derisine yapisip deriyi delerek kan yoluyla akcigerlere
gocmekte ve ardindan 6zafagus yoluyla sindirim kanalina inerek burada erigkin hale

gecmektedir (Shanson, 1989).

Nematodlarin biiyiikliikleri birbirilerinden oldukg¢a farkli olabilmektedir. Cogunlukla
disi bireyler erkeklere gore daha biiyiiktiir. Insanlarda bulunabilen tiirler acisindan ele
alindiginda ise en biiyiik nematod tiirii, deri altina yerlesen Dracunculus medinensis’tir
ve boyu 1 m’den uzun olabilmektedir. En kiigiik nematod ise Trichinella spiralis’tir ve
disileri yaklasik 1,5 mm boyundadir (Ustagelebi, 1999).

2.8.3. Paraziter hastaliklardan korunmak icin temel adimlar

Konagin 1slahina yonelik caligmalar: Parazitoz kaynagi, tasiyici olan insan veya
hayvanlar olduklar1 i¢cin bu kaynaklarin enfeksiyon acisindan tedavi edilmeleri,
tasinimlarin kesilmesini ve enfeksiyon oraninin hizla gerilemesini saglar (Ustagelebi,
1999). Kaynak evcil hayvan ise uygun kemoteropdtikler ile tedavi edilmeli veya
karantinaya alinmalidir. Kaynak yabani hayvanlar veya vektorler ise bunlarin yasam
alanlarindan uzak bolgelerdeki yerlesim alanlar1 devamli yasamak i¢in tercih

edilmelidir.

Cevrenin hijyene uygun hale getirilmesi: Fekal kontamine toprak 6nemli bir bulas

faktorii oldugu icin kanalizasyon sisteminin var olmasi ve giibre olarak kullanilan
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materyalin saglik agisindan kullanima uygun ve insan kaynakli olmamasi dikkate

alinmali ve idareciler tarafindan halka bu imkanlar saglanmalidir (Ustagelebi, 1999).

Toplumun bilgilendirilmesi: Ozellikle okul 6ncesi donemdeki cocuklarda bagirsak
parazitleri ile enfeksiyonun daha yaygin oldugu diistiniildiigiinde hem ilkokul 6ncesi
hem de ilkokul ¢agindaki ¢ocuklarin bu konuda bilgilendirilmesi, parazitlerin ve bulas
yollarinin, zararlarinin, neden oldugu hastaliklarin neler oldugunun anlatilmasi halk

sagliginin korunmasi i¢in 6nemli bir adimdir (Hazir, Gilindesli, Ozkirim ve Keskin,

2009).

2.9. Bu Calismadaki Enfekte Konak Organizma: Mus musculus

Bu ¢aligmada kullanilan deney hayvani laboratuvar faresi olarak bilinen Balb-c irkina
ait Mus musculus albinus tiirii faredir. Bu albino fareler 1-2 yas arasinda yaklasik 28-40

gr agirlik araliginda olan, 1s18a duyarh ve geceleri aktif hayvanlardir.

2.9.1. Taksonomisi

Mus musculus taksonomik hiyerarsisi asagida verilmistir (Wilson ve DeeAnn, 1993):
Alem: Animalia
Sube: Chordata
Alt sube: Vertabrata
Sinif: Mammalia
Takim: Rodentia
Familya: Muridae
Cins: Mus

Ttiir: Mus musculus Linnaeus (1758)

2.9.2. Anatomisi

Farelerin iskelet sisteminde ossa cranii, columnae vertebralis, sternum, thoraks, pelvis

ve iki ¢ift ekstremite bulunmaktadir. Sol akciger bir, sag akciger 4 lopludur. On
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bacaklar1 4, arka bacaklar1 5 parmaklidir. Bu ¢alismanin nekropsi asamasinda ¢ikarilan
abdominal organlarin yerlesimini gosterebilmek amaciyla, Mus musculus abdominal

organlar1 genel hatlari ile sematize edilerek Sekil 2.44°de verilmistir.

Kalp
| = |
i1 Safra kesesi
/ / \ | G
/ Karaciger
/ y
Yag dokusu
\ﬂ 72 —————— Kahn bagirsak
<7 L —+——— Sekum

Idrar kesesi

Yag dokusu

Sekil 2.44. Farenin abdominal organlar1 (Orijinal)

2.9.3. Yayihsi

Sekil 2.45°te ev faresinin (Mus musculus) diinyadaki yayilis1 gosterilmektedir (Reid,
2006). Cok genis bir yayilis alanina sahip olan ev faresi kozmopolit bir tiirdiir ve ¢ok

sayida helmint tiirii i¢in uygun bir konaktir.

DoMyOwnPestControl,

Sekil 2.45. Mus musculus tiiriiniin diinyaki yayilist. Kirmizi alanlar bulunabildigi
bolgelerdir (Reid, 2006, https://www.domyown.com/all-about-mice-c-21_579.html)
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2.10. Laboratuvar Farelerinde Goriilebilen D1s Parazitler

Laboratuvar farelerini en fazla enfeste eden ektoparazit tiirleri Myobia musculi,
Myocoptes musculinus ve Radfordia affinis tir. Nadir bulunan tiirler ise Demodex
musculi ve Ornithonyssus bacoti’dir. Bu ektoparazitlerin higbiri zoonotik degildir
(Hedrich, 2012).

Myobia musculi tiiriiniin hayat devri 23 giindiir. Myobia disileri erkeklerinden biiyiiktiir.
Disileri yumurtalar tagirken goriilebilir. Disiler 400-500 mikrometre uzunlugunda ve
160-180 mikrometre genisliktedir. M. musculi hiicresel dokular arasi sivi ile beslenir.
Myocoptes musculinus 300-325 mikrometre uzunlukta ve 130-135 mikrometre

genigliktedir. Deri yigmtilari ile beslenir. Yasam dongiisii 14 giindiir (Hedrich, 2012).

Farelerin kilkurdu enfeksiyonu agidan taranmasi sirasinda fekal flotasyonda ve selofan

bantta goriilen ektoparazitlerden bazilar1 Sekil 2.46°da verilmistir.

B

Sekil 2.46. Farclerde goriilen bazi ektoparazitler. A) Selofan bant {izerinde
goriilen bir Mycoptes musculinus erkegi. B) Fekal flotasyonda goriilen bir M.
musculinus disisi C) Gomlek degistiren bir Myobia musculi, D) I¢inde yumurta
gelismis bir M. musculinus kalintis1 ve E) Fekal flotasyonda goriilen biiziilmiis
bir M. musculinus erkegi (Orijinal)
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2.11. Laboratuvar Farelerinde Gériilebilen i¢ Parazitler

Bunlar protozoa ve helmintler olarak iki gruptur. Sestod parazitler modern kosullara
sahip laboravutar farelerinde ¢ok nadiren bulunurlar. Kilkurtlar1 ¢ok daha sik goriiliir.
Heligmosomoides polygyrus, parazitik immunoloji ve antihelmintik bilesenlerin

etkilerinin degerlendirilmesi i¢in diizenli olarak kullanilir (Hedrich, 2012).

2.11.1. Protozoan parazitler

Protozoan parazitler bagirsaklar veya dokularda bulunabilirler. Dokularda bulunanlar
Klossiellla, Hepatozoon, Babesia, Toxoplasma ve Plasmodiumdur. Bunlar modern
laboratuvar farelerinde neredeyse hicbir zaman bulunmazlar. Non-patojenik enterik
protozoan tiirleri ise Entamoeba muris, Chilomastrix bettencourti ve gesitli trichomonad
tirleridir (Hedrich, 2012).

Entamoeba muris, farelerde bulunan kamgisiz enterik bir protozoa parazittir. Sekiz
cekirdek¢igin bulunmasiyla kist yapist karakteristiktir. Farenin kolonunda veya
¢ekumunda bulunabilir (Lin, 1971). Teshisi kistlerin fekal flotasyon yontemiyle
bulunmasi ile gergeklestirilebilir. Kistler yuvarlak ve 9-20 um ¢apindadir.

Chilomastrix bettencourti kamgili bir enterik protozoan parazittir. Cekum liimeni ve
¢ikan kolonda bulunabilir. Kist ve trofozoit olmak tizere iki formu vardir (Baker, 2007).
Kistler 15 pm ve 7 um boyutlarinda trofozoitler ise armut bi¢cimindedir. Flagella ve

niikleus anterior ugta bulunur. Yasam dongiisii dogrudandir ve kistler gaita iginde agilir
(Hedrich, 2012).

Trichomonad cinsine dahil olan en az dort tiiriin laboratuvar farelerini enfekte ettigi
bilinmektedir. Bunlardan en sik rastlanan1 T. muris’tir. U¢ adet anterior flagellumu
bulunmaktadir. Mikroskop altinda kolayca goriilebilen membran1 sayesinde diger

protozoalardan kolayca ayrilir. Gergek bir kist yapist olusmaz.
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Patojenik protozoalarin neredeyse higbiri modern laboratuvar farelerinde bulunmaz.
Sadece Spironucleus muris modern laboratuvar farelerinde bazen bulunabilmekte ancak

Giardia muris ve Crytosporidium muris oldukga nadir goriilmektedir.

2.11.2. Sestodlar

Hymenolepis diminuta, Rodentolepis microstoma ve Hymenolepis nana son konagi
fareler olan ii¢ sestod tiirtidiir. Sestodlar genel olarak skoleks (bas) ve strobila (viicut)
olmak tiizere iki kistmdan olusur. Strobila proglottid denilen segmentlerden olusur ki

bunlar ¢ok sayida yumurta tagir.

Hymenolepis diminuta rat seridi olarak bilinmesine ragmen fareleri de enfekte edebilir.
H. diminuta yumurtalar1 polar filamentler tasimaz ve H. nana ve R. microstoma’ya gore
daha kiireseldir. H. diminuta yumurtalar1 yaklasik 70 x 68 um boyutlarindadir ve iig¢ ¢ift

kiiciik kanca igerir.

Rodentolepis microstoma farelerin safra kesesinde bulunan bir serittir. Skoleks 4 vantuz
tasir ve rostellum yaklasik olarak 25 kiiclik kanca ile kollara ayrilmistir. Yumurtalar
ovoid sekilde 72 x 60 um boyutlarinda, hem polar filamentler hem de 3 ¢ift kii¢iik kanca
tasir. Hem R. microstoma hem de H. diminuta ara konak olarak giive ve pireleri

kullanirlar.

Rodentolepis nana (Hymenolepis nana) ciice serit olarak bilinir. Fare sestodlar1 iginde
en kiigiikleridir. Skoleks 4 vantuzludur ve rostellum yaklasik 25 kiigiik kanca tasir. R.
nana yumurtalar1 oval, yaklasik 50 x 35 pm boyutlarindadir. Embriyo tagiyan yumurta
3 ¢ift kanca ve polar filamentler tasir. R. nana ara konaga girmeksizin de yasayabilir.
Direkt yasam dongiisiinde, yumurtalari igeren gaitayr sindiren farenin intestinal
villislerinin mukozasi iginde sistiserkoid larva haline gelir, buradan tekrar intestinal
liimene geger. Dogrudan yasam dongiisii 14-16 giin siirer. Indirekt yasam déngiisiinde

ise pireleri ara konak olarak kullanir.
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Sestod enfeksiyonunun teshisi genellikle fekal flotasyon ile yumurtalarin goriilmesi
veya ergin sestodlarin tipik lokasyonlarinda arastirilmalari ile gergeklesir (Hedrich,
2012).

Taenia taeniaeformis (kedi tenyasi) normalde laboratuvar farelerinde goriillmez. Fare
kedi tenyasinin arakonagidir. Yumurtalarin yutulmasindan yaklagik 30 giin sonra
enfekte olan farenin karaciger ya da kaslarinda bu parazitin strobiloserkusu bulunabilir.
Strobiloserkus 4-10 mm ¢apindadir ve segmenli bir strobila ile bir skloleks tasir. Eski
kaynaklarda strobiloserki Cysticercus fasciolaris olarak gegmektedir (Balk, 1970). Bu
parazit ile ilgili genel olarak klinik belirti yoktur ve yalnizca nekropside goriilebilir.

Kedi gaitasinin fare tarafindan alinmasiyla fareye gegmektedir (Hedrich, 2012).

2.11.3. Nematodlar

Nematodlar silindirik yapili yuvarlak helmintlerdir. Ayr1 eseylidirler. Cogunlukla
intestinal sisteme yerlesirler ancak deri ve i¢ organlara yerlesip hastaliklara sebep

olanlar da mevcuttur.

Tiim nematodlar silindirik yapili olmalarinin yani sira bazi nematodlar kamgi, kil, iplik
gibi ilave yapilar tagir. On ve arka uglar ¢ogunlukla sivridir ancak baz tiirlerde 6n ug
kalin ve kiit, arka kisim ise sivridir. Bazi tiirlerde bas bolgesi belirgin bir sekilde
viicuttan bogumla ayrilmistir, bazi tiir nematodlarda ise arka u¢ kivrilmis halde durur.
Nematodlarin en dis kisimlarinda kiitikula denilen koruyucu bir tabaka bulunur. Bu
tabaka saydam, yar1 gecirgen ve viicudun bazi kisimlarinda daha kalin veya genislemis
bir halde bulunur. Bu tabaka 6zellikle viicudun son kisminda veya bas bolgesinde daha
cok gelismis olabilir ve helmintin larva doneminde birka¢ kez degistirilir (gomlek
degistirme). Kiitikula tabakasinin altinda hipoderma, onun altinda ise bir kas tabakasi
bulunur. Kan emen nematod tiirleri genellikle pembe renkteyken, diger tiirler
beyazimsi-grimsi renktedir. Sindirim sistemleri gelismistir ve agiz kapsiilii, agiz,
Ozafagus, bagirsak, rektum ve aniisten olusur. Agiz boslugu da kiitikula ile ¢evrilidir ve
iki, ti¢c veya dort dudaktan meydana gelmistir. Agi1z etrafinda kuvvetli disler bulunur.

Ozafagus iki tipten biridir: rhabtidiform 6zafagusta bir bogum ve ardinda ise bir
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siskinlik bulunur, strongyloid 6zafagusta ise bogum ve siskinlik bulunmaz. Ozafagusta
bulunan kiitikula yapis1 distakinden farklidir ve hareketli bir kas dokusunu orter,
bagirsak ve rektum ise bir Ozellige sahip degildir. Bosaltim sistemi oldukca basit
yapidadir; ikiser veya iiger adet kanal karnin ortaya yakin bir bolgesindeki ¢ikinti ile
sonlanmaktadir. Sinir sistemleri 6zafagusu saran bir halka yapisi ve gangliyonlar ile
esey organlarina uzanan bir lif yapisindan ibarettir. Disilerde esey organlari genital
borucuk {iizerindeki ovaryum, ovidukt, uterus, vulva ve vajenden olusur. Erkeklerde ise
tic kisma ayrilir; testisler, vas deferens ve vesicula seminalis ile ductus ejaculatorius.
Son kisimda ise spikiil adli bir yapit bulunur ki gorevi vulvayr agmaktir. Nematod
yumurtalar1 oval, yuvarlak veya elips seklinde, tek veya ¢ift ¢eperli olabilmektedir.
Nematod yumurtalarinda kapak bulunmaz. Yumurtadan larva gelisebilmesi i¢in
yumurtanin boéliinmeler gecirmesi gereklidir. Larvanin bas ve kuyruk kisimlart vardir.
Larva yumurtadan ¢ikmadan iki kez gomlek degistirebilir. Nematod olgun hale gelene
kadar dort kez gomlek degisir. Nematodlarda yumurta olusumu ii¢c sekildedir:
ovovivipar (i¢lerinde larva olusmus yumurta), ovipar (iglerinde larva olusmamis

yumurta) ve vivipar (uterusta olusmus yumurtadan larva ¢ikmasi) (Ustagelebi, 1999).

Heligsomoides polygyrus arastirma amagli ¢ok kullanilan bir nematod tiiriidiir ve
modern kosullara sahip olan labratuvarlarda yetisen farelerde bulunmaz. Hayat dongiisii
dogrudandir ve yumurtadan ¢iktiktan 4-5 giin sonra larva enfektif hale gelir. Larva
kiiclik bagirsagin dokular1 igine girer ve burada olgunlasir. Prepatent donemi 9-12 giin
stirer. Teshisi fekal flotasyon yontemi ile veya nekropsi sirasinda bagirsakta parazitlerin
goriilmesi ile olur. Konaga etkileri genellikle immiin sistem ile ilgilidir. Tedavisinde
IVC etkilidir (Hedrich, 2012).

Oksyuridler (Kilkurtlar1) halk saghigr agisindan onemli kosmopolit nematod
parazitlerdir (Khalil, Lashein, Morsy ve Abdel-Mottaleb, 2014). Hayvanlarda hafif
enfestasyon genellikle subkliniktir, ancak yogun parazit enfeksiyonu aktivitede
azalmaya, kilo kaybma ve bazen de bagirsak lezyonlarina neden olabilir (Heatley ve
Harris, 2008; Whary, Baumgarth, Fox ve Barthold, 2015). Hayvanlarin sagligi
tizerindeki olumsuz etkiye ek olarak, Oxyuridae ailesinin bazi iiyelerinin zoonotik

potansiyeli de bulunmakta ancak onemli bir zarara sebep olmamaktadirlar (Pritchett,
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2007). Oksyuridlerden sadece S. obvelata’nin insana gectigine dair bilgi mevcuttur
(Flynn, 1973). Erkek fareler disilere kiyasla kilkurdu enfeksiyonlarinda daha ¢ok parazit
tasimaktadir (Derothe, Loubes, Orth, Renaud ve Moulia, 1997). Sekil 2.47°de bu tez

calismasinin konusu olan iki oksyurid nematod tiirli gosterilmektedir.

Sekil 2.47. Disi oksyurid nematodlar. Solda S. obvelata (10x biiyiitme) ve sagda ise A.
tetraptera (5x biiyiitme) tiirii

Syphacia obvelata Laboratuvar farelerini en fazla enfekte eden helmint parazitidir.
Yumurtalar yaklasik 134 x 36 pum boyutlarinda ve muz seklindedir. Yasam dongiisii
dogrudan ve kisadir, yani gelisimini tamamlayabilmek i¢in konak degistirmesine gerek
yoktur. Disiler yumurtladiktan sonra yumurtalarin ¢atlamasi yaklasik 5-20 saat siirer.
Prepatent donem 11-15 giindiir. Disilerin boyutlar1 3,5-6 mm, erkekler 1-1,5 mm’dir.

Disinin kuyrugu uzun ve sivridir (Hedrich, 2012).

Bu calismada bulunan S. obvelata tiirleri kiigiik, renksiz veya soluk beyaz, dar posterior
ekstremiteli tiirlerdi. Kutikil enine c¢izgilere sahiptir. Agz1 bir yutak izler, ii¢-151nl
bukkal kavite keskin dis benzeri dentikiiller ile distal olarak desteklenen ii¢ kalin
kitinize plaka ile cizgilidir. Bukkal kavite kisa bir 6zafagusa agilir ki burasi anterior
silindirik kisim, bir korpus, ve bir globular bulbdan olusur. Ozafagus uzun bir bagirsaga
baghdir ve bagirsak da disilerde anal aciklik ile erkeklerde ise kloakal agiklik ile disart
acilir. Disilerin viicudu erkeklerden daha biiyliktiir. Abdel-Gaber (2014) tarafindan
gerceklestirilen S. obvelata morfolojisi ile ilgili ¢aligmaya gore 10 olgun Ornege
dayanarak disilerin viicudu 2,9-4,6 (3,5 = 0,1) mm uzunlugunda ve 0,12-0,23 (0,15 +
0,001) mm genislikte dl¢iilmiistiir. Lateral alae yoktur. Ozafagus 0,213-0,410 (0,342 +
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0,01) mm uzunlugundadir. Farinks 0,146-0,192 (0,181 £ 0,01) mm uzunlugunda, korpus
0,018-0,062 (0,051 £+ 0,01) mm uzunlukta, bulb ise 0,049-0,156 (1,10 + 0,01) mm
uzunlukta Ol¢tilmistiir. Sekil 2.48°de S. obvelata ergini disi ve erkek bireylerin viicut

kisimlar1 sematize edilerek gosterilmektedir.
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Sekil 2.48. S. obvelata disi ve erkek bireyin cinsiyet gostergesi olan viicut kisimlari
(Orijinal)

Syphacia obvelata taksonomisi su sekildedir:
Parazit- Syphacia obvelata Rudolphi, 1802 (F: Oxyuridae Cobbold 1864)
Konak tipi- Laboratuvar faresi Mus musculus Linnaeus (1758) (F: Muridae)

Enfeksiyon bolgesi- ince bagirsak, sekum, kolon ve anal agiklik
Lokalite tipi- Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlart Merkezi, Bursa

Numunelerin muhafaza edildigi yer- Bursa Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii Parazitoloji Laboratuvari
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Syphacia obvelata’nin taksonomik hiyerarsisi (Gargominy, 2020):
Alem : Animalia
Sube : Nematoda
Sinif : Chromadorea
Takim : Rhabditida Chitwood, 1933
Aile : Oxyuridae
Cins : Syphacia Seurat, 1916
Tiir : Syphacia obvelata (Rudolphi 1802)

Bu tiir, zoonoz karakterdedir. S. obvelata ile insan enfeksiyonuna iligkin ilk rapor
1919'da Riley'in (1919) Filipinler, Zamboanga'dan bir ¢ocukta parazitin yumurtalarini
ve iki olgun disisini tanimlamasiyla ortaya ¢ikmistir. Aymi yil, Amerika Birlesik
Devletleri'nde Teksas, Oklahoma, New Mexico ve Arizona'da muayene edilen 140 000
asker arasinda 429 vakada oksyurid yumurta bildirilmistir (Kofoid ve White, 1919).
2009 yilinda enfeksiyon taramasi yapilan 200 hastanin 25'inde (%12,5) agiklanamayan
karin agris1 ve eozinofili tespit edilmis ve bunlarin Syphacia spp. enfeksiyonu ile iligkili
oldugu bildirilmistir (Mahmoud ve digerleri, 2009). Ayrica M.O. 700-300 yillarina
tarihlenen Nubia'dan mumyalanmis insan bedenlerinde S. obvelata yumurtalarinin

bulunduguna dair kayitlar bulunmaktadir (Harter, 2003).

Aspiculuris tetraptera laboratuvar farerlerinde en sik rastlanan bir diger kilkurdu
tiirtidiir. A. tetraptera’da oval 6zafagal siskinlik, daha kiigiik dudaklar ve daha kalin
servikal alae bulunur. A. tetraptera’nin yasam dongiisii kisa ve direkt olup S.
obvelata’ninkinden daha uzundur. Her bir disi giinlik 17 yumurta yumurtlar. Toplam
yasam stiresi 45-50 giindiir. Disiler 3-4 mm boyunda ve 250 um genislikte, erkekler, 2-4
mm uzunlukta ve 160 pm genisliktedir. Sekil 2.49°da A. tetraptera disi ve erkek

bireyleri sematize edilmistir.
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Sekil 2.49. A. tetraptera disi birey solda ve erkek birey sagda sematize edilmis
(Orijinal)

Aspiculuris tetraptera’nin taksonomik hiyerarsisi (Liljeblad, 2021):
Alem : Animalia
Sube : Nematoda
Sinif : Chromadorea
Takim : Rhabditida
Aile : Oxyuridae
Cins : Aspiculuris Schulz, 1927
Tiir : Aspiculuris tetraptera (Nitzsch, 1821)

Sinonim Aspicularis tetraptera

S. obvelata ile A. tetraptera’nin morfolojik ayiriminda faydalanilan 6zellikleri Cizelge
2.6’da verilmistir (Pritchett, 2007).
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Cizelge 2.6. S. obvelata ve A. tetraptera’nin karsilastirilmasi

S. obvelata A tetraptera
Servikal alae Gelismemis Gelismis
Disi kuyrugunun bi¢imi  Uzun ve ince Konik
Vulvanin lokasyonu Viicudun anteriorunde Viicudun ortasinda
Erkekte mameleonlar Mevcut Mevcut degil
Spikiil Mevcut Mevcut degil
Yumurta biiytikligi 134 x 36 uM, bir yani diiz 86 x 37 uM, ovoid, simetrik

Syphacia muris laboratuvar farelerini daha nadir enfekte eden bir diger Onemli
kilkurdudur. Bu tiiriin S. obvelata’dan ayirt edilmesi biraz zor olsa da vulvanin konumu
ve erigkin helmintin boyu morfolojik olarak ayirt edilmesine yardim edebilir. Vulvanin
konumu posteriora biraz daha yakindir. S. muris eriskini S. obvelata’dan biraz daha
kiigliktlir ve yumurtalar1 da hem daha kiigiik hem de daha simetriktir, yumurta boyutu
yaklagik 75 x 29 um civarindadir. Hem S. obvelata hem de S. muris ile ayn1 anda

enfeksiyona ¢ok nadiren rastlanir (Pritchett, 2007).

Teshiste altin standart nekropside kolon ve ¢ekumda bulunan muhtevanin erigkin
helmintler agisindan incelenmesidir. A. tetraptera yumurtalar1 gaitada, S. obvelata ve
S.muris yumurtalar1 ise perianal deride kolonize olurlar. Teshiste PCR kullanilabilir. A.
tetraptera ve S. obvelata i¢in 16S ribozomal DNA gen bolgesini igeren PCR analizleri
kullanilmaktadir (Hedrich, 2012). Sekil 2.50’de A. tetraptera, S.obvelata ve S. muris’e

ait yumurtalar boyut ve bigimlerinin kiyaslanmasi1 amaciyla gosterilmektedir.

Sekil 2.50. Oksyurid yumurtalari. Solda S. obvelata, ortada S. muris ve sagda A.
tetraptera’ya ait yumurtalarin sematize edilmis ¢izimi (Orijinal)
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Trichuris muris laboratuvar farelerini nadiren de olsa enfekte edebilen bir kamgili
nematoddur. T. muris enfeksiyonu yabani farelerde olduk¢a yaygin olsa da konak-
parazit iliskisinin calisilmasinda model olarak kullanilmasi amaciyla laboratuvar
farelerinin deneysel olarak enfekte edildigi ¢alismalar disinda dogal enfekte farelerde
neredeyse hi¢ bulunmaz. Yumurtalar disiden ¢iktiktan sonra 30 giin boyunca enfekte
hale gecemeyecegi i¢in hijyenik laboratuvarlarda bu tiire rastlanmamaktadir (Fahmy,
1954). Erigkin bir T. muris’in boyu yaklasik 16-25 mm kadardir ve erigkinler bagirsagin
sekum kisminda bulunur (Pritchett, 2007).

2.12. Farelerin Tasiyabilecegi Parazit Tiirleri

Diinya genelinde yapilmig ¢alismalara gére Mus musculus tiirii ev fareleri gok ¢esitli
parazit tiirleri ile enfekte olabilmektedir. Bu tiirlerin bilinmesi hem dogadan toplanan
fareler ile c¢alisacak arastirmacilarin sagligit hem de yeterli hijyenin saglanamadigi
kosullarda bakilan laboratuvar farelerinde karsilagilabilecek bazi1 tiirlerin neler
olabileceginin tahmin edilebilmesi agisindan fayda saglayacaktir. Mus musculus tiirii
fareleri dogal olarak enfekte edebilen helmint, protozoan ve ektoparazit tiirleri ile
laboratuvarda yapay olarak enfekte edilebildikleri helmint tiirlerinin bir listesi Cizelge

2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.7. Mus musculus tiirii farelerde bulunabilecek parazit tiirleri

Helmintin tiirti Bulundugu Bulundugu iilke Referans
organ

Acanthocephala

Moniliformis Ince [ran, Kanarya  Zarei ve digerleri, 2016,
moniliformis bagirsak,  adalan Feliu ve digerleri, 2012
kiiciik
bagirsak
Prosthorhychus Peritonal ~ Kanarya adalar1  Feliu ve digerleri, 2012
cylindraceus kavite
(larva)
Trematoda
Digenea
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Cizelge 2.7. Mus musculus tiirii farelerde bulunabilecek parazit tiirleri (devam)

Brachylaima spp. Intestin Sicilya Milazzo ve digerleri, 2003
Corrigia spp. Corsica Jimenez Piqueras, 1992
Fasciola hepatica Corsica Jimenez Piqueras, 1992
Mesostephanus Misir Elshazly ve digerleri, 2008
aegypticus
Prosthodendrium Misir Elshazly ve digerleri, 2008
ascidia
Stictodora Misir Elshazly ve digerleri, 2008
tridactyla
Zoonorchis sp. Corsica Jimenez Piqueras, 1992
Cestoda
Catenotaenia Intestin Sicilya, Corsica Milazzo ve digerleri, 2003;
pusilla Jimenez Piqueras, 1992
Cysticercus Karaciger Iran, Portekiz Zarei ve digerleri, 2016;
fasciolaris Sumangali, Rajapakse ve
Rajakaruna, 2011
Hymenolepis Intestin Sicilya, Milazzo ve digerleri, 2003;
diminuta Nijerya, Isaac, Igbinosa, Ohiolei ve
Kanarya Osimen, 2018; Feliu ve
adalari, digerleri, 2012; Sharma,
Uttarakhand Joshi, Vatsya ve Yadav,
2013
Hymenolepis nana  Ince Iran, Nijerya, Zarei ve digerleri, 2016;
bagirsak Misir, Brezilya  Isaac ve digerleri, 2018;
Elshazly ve digerleri, 2008;
Guimaraes ve digerleri, 2014
Hymenolepis sp. Intestin Formentera Mas-Coma ve digerleri, 1998
Mesocestoides sp. ~ Peritonal ~ Formentera, Mas-Coma ve digerleri,
bosluk Kanarya 1998; Feliu ve digerleri,
Adalar1 2012
Paranoplocephala  Ince Iran Zarei ve digerleri, 2016
sp. bagirsak
Rodentolepis Kiiciik Kanarya adalart  Feliu ve digerleri, 2012
fraterna bagirsak
Rodentolepis Intestin Sicilya, Milazzo ve digerleri, 2003;
microstoma Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
Adalan
Rodentolepis Karaciger  Corsica, Jimenez Piqueras 1992; Feliu
stramina Kanarya ve digerleri, 2012
Adalar1
Taenia Karaciger Kanarya Feliu ve digerleri, 2012;
taeniaformis adalar1, Misir Elshazly ve digerleri, 2008
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Cizelge 2.7. Mus musculus tiirii farelerde bulunabilecek parazit tiirleri (devam)

Nematoda

Angiostrongylus sp.

Nijerya, Iran

Isaac ve digerleri, 2018;
Gholipoury, Rezali,
Namroodi ve Arab Khazaeli,
2018

Aonchotheca Sicilya Milazzo ve digerleri, 2003
annulosa
Aspicularis Sekum Sicilya, Filistin, Milazzo ve digerleri, 2003,
tetraptera Sili, Misir, Al-Hindi, Meqdad ve Kishta
Brezilya 2021; Landaeta-Aqueveque,
Robles ve Cattan, 2007,
Elshazly ve digerleri, 2008;
Guimaraes ve digerleri, 2014
Capillaria hepatica Karaciger, Sicilya, Iran, Milazzo ve digerleri, 2003;
(Calodium Sekum, GI  Portekiz, Zarei ve digerleri, 2016;
hepaticum) Kanarya Valente ve digerleri, 2014;
adalari, Feliu ve digerleri, 2012;
Uttarakhand Sharma ve digerleri, 2013
Eucolens bacillatus Sicilya, Misir Guimaraes ve digerleri, 2014
Heligmonoides Filistin Al-Hindi ve digerleri, 2021
Jjosephi
Heligmosomoides Corsica Jimenez Piqueras 1992
polygyrus
Heligmosomum sp.  Ince Iran, Kore Zarei ve digerleri, 2016; Seo,
bagirsak Rim, Yoon, Koo ve Hong,
1968
Heterakis spumosa ~ Sekum Nijerya, Isaac ve digerleri, 2018;
Kanarya adalart  Feliu ve digerleri, 2012
Gallegostrongylus Eivissa Mas-Coma ve digerleri, 2000
ibicensis
Gongylonema Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
brevispiculum Adalari
Gongylonema Mide Sicilya Milazzo ve digerleri, 2003
musculi
Gongylonema Mide Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
neoplasticum Adalar
Gongylonema sp. Formentera, Mas-Coma ve digerleri,
Eivisia, 1998; Mas-Coma ve
Sicilya digerleri, 2000; Milazzo ve

digerleri, 2003
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Cizelge 2.7. Mus musculus tiirii farelerde bulunabilecek parazit tiirleri (devam)

Mastophorus muris Sicilya, Milazzo ve digerleri, 2003;
Corsica, Jimenez Piqueras 1992; Isaac
Nijerya, ve digerleri, 2018; Feliu ve
Kanarya digerleri, 2012
Adalar

Nippostrongylus Nijerya Isaac ve digerleri, 2018

brasiliensis

Nippostrongylus Intestin Kore Seo ve digerleri, 1968

muris

Physaloptera Gl Sili Landaeta-Aqueveque ve

calnuensi digerleri, 2007

Physaloptera Formentera, Mas-Coma ve digerleri,

getula Sicilya 1998; Milazzo ve digerleri,

2003

Protospirura Misir Elshazly ve digerleri, 2008

marsupialis

Protospirura muris Misir Elshazly ve digerleri, 2008

Protospirura sp. Mide Kanarya adalar1  Feliu ve digerleri, 2012

Rictularia sp. Mide Kanarya adalart  Feliu ve digerleri, 2012

Specularis Iran Rahdar ve digerleri,2017

Spiruridae gen sp.  Mide Iran Zarei ve digerleri, 2016

Streptopharagus Mide Kanarya adalar1  Feliu ve digerleri, 2012

greenbergi

Streptopharagus Ince Iran Zarei ve digerleri, 2016

kuntzi bagirsak

Strongyloides ratti Misir Elshazly ve digerleri, 2008

Strongyloides sp. Gl Nijerya, Isaac ve digerleri, 2018;
Uttarakhand Sharma ve digerleri, 2013

Syphacia frederici  Kalin [ran Zarei ve digerleri, 2016

bagirsak
Syphacia musculi Intestin Iran Usafi, Eslami ve Mobedi,
2012

Syphacia muris Sekum Kanarya Feliu ve digerleri, 2012;
adalart, Sharma ve digerleri, 2013
Uttarakhand
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Cizelge 2.7. Mus musculus tiirii farelerde bulunabilecek parazit tiirleri (devam)

S. obvelata Sekum Formentera, Mas-Coma ve digerleri,
Eivisia, 1998; Mas-Coma ve
Corsica, digerleri, 2000; Jimenez
Sicilya, Piqueras 1992; Milazzo ve
Kanarya digerleri, 2003; Feliu ve
adalari, Filistin, digerleri, 2012; Al-Hindi ve
Kore, Sili, Iran, digerleri, 2021; Seo ve
Brezilya, Misir  digerleri, 1968; Landaeta-
Aqueveque ve digerleri,
2007; Rahdar, Sadat
Roointan, Vazirianzadeh ve
Alborzi, 2017; Guimariaes ve
digerleri, 2014; Elshazly ve
digerleri, 2008
Syphacia ratti Iran Rahdar ve digerleri, 2017
Trichosomoides Safra Kanarya adalart  Feliu ve digerleri, 2012
crassicauda kesesi
Trichosomoides sp. Nijerya Isaac ve digerleri, 2018
Trichuris muris Sekum Sicilya, Milazzo ve digerleri, 2003;
Formentera, Mas-Coma ve digerleri,
Corsica, 1998; Jimenez Piqueras
Kanarya 1992; Feliu ve digerleri,
adalar, Filistin, 2012; Al-Hindi ve digerleri,
Uttarakhand, 2021; Sharma ve digerleri,
Misir 2013; Elshazly ve digerleri,
2008
Trichuris Kalin [ran Zarei ve digerleri, 2016
rombomidis bagirsak
Trichuris sp. Kalin Iran, Nijerya Zarei ve digerleri, 2016;
bagirsak Isaac ve digerleri, 2018

Laboratuvarda enfekte etmesi saglanan helmint
tiirleri

Heligmosomoides Clark, Ward, Lang, Saghbini
bakeri ve Kristan, 2013
Nematospiroides Behnke ve Robinson 1985
dubius

Schistosoma Simoes ve digerleri, 2015
mansoni

Strongyloides

venezuelensis Marra, Amarante ve

Amarante, 2007

Trichinella spiralis

Wakelin ve Donachie, 1980
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Cizelge 2.7. Mus musculus tiirii farelerde bulunabilecek parazit tiirleri (devam)

Protozoa Bulundugu Bulundugu Referans
organ tilke
Babesia sp. Nijerya, Isaac ve digerleri, 2018;
Brezilya Guimaraes ve digerleri, 2014
Cryptosporidium Bagirsak  Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
parvum adalar1
Eimeria sp. Bagirsak  Nijerya, Isaac ve digerleri, 2018; Feliu
Kanarya ve digerleri, 2012
adalari
Giardia muris Bagirsak ~ Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
adalari
Isospora sp. Nijerya Isaac ve digerleri, 2018
Plasmodium sp. Kan Nijerya Isaac ve digerleri, 2018
Toxoplasma gondii Nijerya Isaac ve digerleri, 2018
Trypanosoma lewis Nijerya Isaac ve digerleri, 2018
Trypanosoma Kan Finlandiya Laakkonen ve digerleri, 2007
musculi
Ektoparazitler
Ctenophthalmus Finlandiya Laakkonen ve digerleri, 2007
agrytes agyrtes
Echidnophaga Kiirk Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
murina adalar
Lealaps nuttalli Iran Gholipoury ve digerleri, 2018
Leptosylla segnis Kiirk Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
adalar1
Liponyssoides Kiirk Kuzey Reeves ve Cobb 2005
sanguineus Karolina, ABD
Myobia musculi Kiirk Kuzey Reeves ve Cobb 2005
Karolina, ABD
Myocoptes Kiirk Kuzey Reeves ve Cobb 2005
musculinus Karolina, ABD
Nosopsyllus Kiirk Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
barbarus adalari
Nosopsyllus Finlandiya, Laakkonen ve digerleri, 2007;
fasciatus Iran Gholipoury ve digerleri, 2018
Radfordia affinis Kiirk Kuzey Reeves ve Cobb 2005
Karolina, ABD
Ornithonysus Kiirk Kuzey Reeves ve Cobb 2005
bacoti Karolina, ABD
Peromyscopsylla Finlandiya Laakkonen ve digerleri, 2007
silvatica
Polyplax serrate Kiirk Kuzey Reeves ve Cobb 2005
Karolina, ABD
Rhipicephalus spp. Iran Gholipoury ve digerleri, 2018
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Cizelge 2.7. Mus musculus tiirii farelerde bulunabilecek parazit tiirleri (devam)

Stenoponia Kiirk Kanarya Feliu ve digerleri, 2012

tripectinata adalar

tripectinata

Xenopsylla cheopis  Kiirk Kanarya Feliu ve digerleri, 2012
adalari
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Molekiiler Kenetleme Deneyi

3.1.1. Deneysel prosediir

Bitkisel ligandlarin hedef proteinler i¢indeki yerlesimleri anahtar-kilit uyum modeline
gore incelenirken, AutoDock 4.2 (Morris ve digerleri, 1998) ve ADT (Huey, Morris,
Olson ve Goodsell, 2007; Morris ve digerleri, 2009) ile kenetleme simulasyonu
gerceklestirilmistir. Proteinin baglanma bdlgesindeki ligandlarin  olast  kimyasal
etkilesimleri Discovery Studio 2020 Client (Dassault Systémes Biovia Inc., 2020) ile
gorsellestirilmistir. Intel core islemci 2GB RAM ile Asus laptop bilgisayarda kenetleme

simulasyonunun gergeklestirilmesi i¢in Linux isletim sistemi kullanilmaistir.

3.1.2. Ligandlarin hazirlanmasi

A. annua igin artemisinin, arteannuin B, artemisinik asit, deoksiartemisinin, artemetin,
krisosplenetin, dihidroksiartemisinik asit, krisosplenol D, kamfen, kamfor, 1,8-sineol
(6kaliptol), spatulenol, friedelin, stigmasterol, sabinen ve kumarinlerden skoparon,
skopoletin, 6,8-dimethoksi-7- hidroksi kumarin (izofraksidin) ve 5,6-dimetoksi-7-
hidroksi kumarin (umckalin), O. vulgare subsp. hirtum i¢in karvakrol, timol, p-simen, y-
terpinen, linalool, a-pinen, a-tujen, mirsen, a-terpinen, -karyofilen, borneol, terpinen-
4-ol, apigenin, luteolin, eriodiktyol, eriositrin, krisoeriol, diosmetin, kuersetin; M.
charantia i¢in: momordisin I, momordisin I, karavilagenin-D, kuguacin-J, karantadiol-
A, kukurbitasin B, R. canescens i¢in: gallik asit, ellajik asit, diizooktil fitalat,
hekzadekanoik asit metil ester, 9,12,15-oktadekantrienoik asit metil ester ve 2-
furankarboksaldehid  molekiilleri  kenetleme deneylerinde kullanilan  bitkisel
ligandlardir. Bu bilesenlerden bazilari mol2 formatinda ZincDataBase (Sterling ve Irwin
2015), bazilar1 sdf formatinda PubChem (Kim ve digerleri, 2021) veritabanlarindan
alinarak Discovery Studio 2020 (Biovia Inc.) ile optimize edilmis ve pdb olarak
kaydedilmigtir. Mol2 formatindaki bitkisel ligandlar ADT (Huey ve digerleri, 2007;
Morris ve digerleri, 2009) programi ile ve sdf formatindakiler Open Babel (O’Boyle ve
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digerleri, 2011) ile pdbqt formatina doniistiiriilmiistiir. Cizelge 3.1’de bu galismanin

kenetleme deneylerinde kullanilan

ligandlarin  molekiiler

yapilart yani sira

biyouygunluk ve kenetleme prosediirii agisindan 6nemli 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi 6zellikleri

Molekiil yapisi H Hbagi Done Molekiiler — PubChem
bagi alici bilen  agirlik CID
Molekiil ismi Verici  sayisi bag (gr/mol) (referans)
Sayis1 Sayis1
e 3 14 8 875,1 6 321 424
o,
o_ | Hl‘v"_ij~o1(“' ,.\“
Ivermectin
0 g 0 2 1 312,4 4891
PPy
URew
» A
y)
Praziquantel
i 2 2 0 86,14 4 837
w
Piperazine
it 2 4 4 295,29 4 030
(¢ LH&
Mebendazole
NP 2 4 5 265,33 2 082
I:\_ | HN%Q‘

Albendazole
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Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi

ozellikleri (devam)

M. charantia’da bulunabilen molekiiller

3 4 5 4727
6 9 8 634,8
2 3 4 454,68
HF______:S{; *
Karantadiol-A
o 3 8 6 558,7
w \ 4
N/
S
e ,'-»(}‘“O
0¥ S
Kukurbitasin-B
2 3 5 4547

Kuguasin J
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101 293 615

101 019 708

102 004 718

5281316

25 243 357



Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi

ozellikleri (devam)

Karavilagenin D

O. vulgare subsp. hirtum’da bulunabilen molekiiller

0 0 0 136,23
a-Pinen

0 0 1 136,23
a-Terpinen

0 0 1 136,23
a-Tujen

115

2 4 4 470,694

57330179

82 227

7462

17 868



Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi

ozellikleri (devam)

0 0 0 204,35
B-Karyofilen
0 0 4 136,23
M
Mirsen
1 1 0 154,25
Ho M
Borneol
1 1 1 154,25

Terpinen-4-ol

S~ 1 1 1 150,221

|

Timol
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5281515

31253

64 685

11 230

6 989



Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi
ozellikleri (devam)

\I./ 1 1 1 150,221 10 364
T
oy
|
Karvakrol
. 0 0 1 136,23 7461
)
|
y-terpinen
I 0 0 1 134,22 7 463
C
|
p-simen
3 7 11 7 438,4 5320735
o /E: I H
Oreganol
1 1 4 154,25 6 549
\ S
"o X (
Linalool
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Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi
ozellikleri (devam)

H 3 5 1 270,24 5280 443

! 4 6 1 286,24 5280 445

4 6 1 288,25 440 735

o 9 15 6 596,5 83 489

Eriositrin
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Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi
ozellikleri (devam)

Ho o 3 6 2 300,26 5 280 666

Krisoeriol
He o 3 6 2 300,26 5281612
S
H “\\;//Lo/u R
l|‘~._—.’;l\ -
L o
Diosmetin
o o 5 7 1 302,238 5280 343
P
LT
o7 ™~ To T TN

Kuersetin

A. annua’da bulunabilen molekiller

0 5 0 282,33 68 827

Artemisinin
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Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi

ozellikleri (devam)

0 2 2 233,33
H'O

Artemisinik asit

1 8 6 388,37
Artemetin

0 3 0 248,32
Arteannuin-B

0 4 0 266,337

Deoksiartemisinin
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10 922 465

5320 351

6543 478

12 814 879



Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi

ozellikleri (devam)

0 1 0 426,729
Friedelin
1 1 5 412,702
Stigmasterol
L 0 2 8 5 374,3
QNN
R
7
Krisosplenetin
3 8 4 360,3
ey
R

Krisosplenol D

121

91472

5280 794

5281 608

5280 699



Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi

ozellikleri (devam)

~J) 0 1 0
LS
e
T
Kamfor
0 0 0
T~
g
Kamfen
\ 0 1 0
07\
A
/.I"}“'\\W.""
1,8-sineol (Okaliptol)
) \\\\ ! 1 1 0
/’fr__l\"‘/ \‘f
\\\ .1\\(/f:""
H—o)(:; it \:Lf-
Spatulenol
0 0 1
Sabinen
0 4 2
)
\| N =
0~ ‘ \/?"‘\O _:L;s\o
|
Skoparon
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152,23

136,23

154,25

220,35

136,23

206,19

2 537

6 616

2 758

92 231

18 818

8417



Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi

ozellikleri (devam)

1 4
|
PO O
Skopoletin
1 5
|
~ R R
DO
(0] \|’ (0] ~0
6,8-dimetoksi-7-
hidroksikumarin
(1zofraksidin)
1 5

~0

o L
—~ \|,;:/ ‘»(‘\\ \]
s 0 N0

I
H

5,6-dimetoksi-7-
hidroksikumarin
(Umckalin)

R. canescens’de bulunabilen molekiiller

I8 0 4
g
J
a b
)
Diizooktil fitalat
0 2
/07(\/\/\/\/\/\/\/

Hekzadekanoik asit metil
ester (metil palmitat)

16

15

192,17

222,2

222,2

390,6

270,5

5 280 460

5 318 565

5 316 862

33934

8181



Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan ligandlarin molekiiler yapilar1 ve bazi
ozellikleri (devam)

0 2 14 2925 9 316
B I R e T
9,12,15-oktadekantrienoik
asit metil ester
1 3 1 1111 6 871 288
4 8 0 302,19 5281 855
0 1 1 170,12 370

Gallik asit

3.1.3. Proteinlerin hazirlanmasi

Nematodlarda ilag hedefi olan protein ve enzimler arastirilmistir. Proteinlerin
hazirlanmas1 i¢in Biovia Discovery Studio 2020 ve Autodock 4.2 yazilimlar
kullanilmistir. Bu amagla, hedef protein ve enzimlerin nematodlarda bulunanlar1 ve
insanlardaki homologlar1 kristalize yapilar1 ile Brookhaven Protein Databank'tan
(http://www.rcsb.org/pdb) elde edilmistir. Bu proteinler sunlardir: Ascaris suum

furmarat rediiktaz enzimi PDB ID: 4YSX (mitokondriyal rodokinol-fumarat rediiktaz,
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¢oziiniirliik: 2,25 A, NN23 inhibitérii ile bagli halde) (Inaoka ve digerleri, 2015), insan
furmarat rediiktaz enzimi PDB ID: 6VAX (¢oziiniirliik: 2,59 A) (Sharma, Maklashina,
Cecchini ve Iverson, 2020); insan B-tubulin proteini PDB ID: 6E7C (¢oziiniirliik: 3,65
A) (Ti, Alushin ve Kapoor, 2018); Haemonchus contortus B-tubulin proteini PDB ID:
10J0 (ABZ ile kompleks halinde, teorik yap1) (Robinson, McFerran, Trudgett, Houy ve
Fairweather, 2004); literatiirde 6nemli bir “chokepoint enzyme” olarak goriilen
antihelmintik ila¢ hedefi rat karnitin o-palmitoiltransferaz PDB ID: 2H4T (¢6zitintirliik:
1,90 A) (Hsiao, Jogl, Esser ve Tong, 2006) ve PDB ID: 2FW3 (¢oziiniirlik: 2,50 A)
(Rufer ve digerleri, 2006); direng gelisimi durumunu arastirmak tiizere segilen C.
elegans’a ait tubulin proteini PDB ID: 6E88 (¢oziiniirliik: 4.80 A) (Chaaban ve
digerleri, 2018). ADME sonuglari en iyi bulunan ligandlarin iigiincii kenetlemesinde
kullanilmak tizere fare B-tubulin proteini EPB ile kompleks halde PDB ID: 7DAE
(coziiniirlik: 2.39 A) (Xiao ve digerleri, 2021) kenetleme simiilasyonlarinda
kullanilmak tizere se¢ilmistir. Bazi hedef proteinlerin belirlenmesinde Taylor ve
digerleri (2013) referans alinmistir. Haemonchus contortus’a ait p-tubulinin kristalize
formu protein veri tabanlarinda bulunmadigi i¢in teorik yapist kullanilmistir. Kofaktor
disinda kalan iyon ve ligandlar ile su molekiilleri ¢ikarilmistir. Eksik hidrojen atomlari
eklenmistir (Sekil. 3.1). Proteine ait rezidiilerdeki eksik atom ve baglarin tamamlanmasi
icin manuel olarak kontrol edilmistir. Tiim hidrojenler eklendikten sonra ilk ©nce
“Clean Geometry” araci ile sonrasinda ise Charmforcefield ile optimize edilmistir.
Optimize edilen proteinler Discovery Studio 2020 Client ile pdb formatinda
kaydedildikten sonra ADT ile acilarak Gasteiger ylikler eklenmis ve sonrasinda pdbqt

formatinda kaydedilmistir.
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Sekil 3.1. Discovery Studio ile hidrojenleri eklerken (arka plan rengi normalde siyah
olmasina ragmen bu goriintli alinmadan 6nce yavruagzina doniistiiriilmiistiir)

3.2. Homoloji Modelleme ve Hedef-Kalip Sekanslarin Hizalanmasi

UniProt Knowledgebase (UniProtKB)’den S. obvelata igin bilinen protein dizileri
aragtirtlmistir. Bilinen bir antihelmintik ilag hedefi olmamakla beraber oksyurid
nematodlarda hayati 6nemi oldugu i¢in Mt genomdan iiretilen Sitokrom C Oksidaz 1
(COX1) ve COX2 proteinleri secilmistir. S. obvelata genom sekansi ve SoCOX1,
SoCOX2 proteinlerinin deneysel kristal yapist bilinmedigi icin 3D yapist
modellenmistir. Bagka bir oksyurid nematod olan Enterobius vermicularis B-tubulin
proteini ve C. elegans GLUT1 (Glukoz transporter) reseptorii de homoloji modelleme
ile modellenmistir. SWISS-MODEL (Waterhouse ve digerleri, 2018) ve Zhang Lab I-
TASSER web sunucular1 (Roy, Kucukural ve Zhang, 2010; Yang, Yan, Roy, Xu,
Poisson ve Zhang, 2015; Yang ve Zhang, 2015) sekanslarin ortiismesini temel alarak bir
model gelistirilmesi amactyla kullanilmistir. En uygun 3D yap1 Global Model Quality
Estimating (GMQE) ve Qualitative Model Energy Analysis (QMEAN) degerleri goz
oniine aliarak secilmistir. QMEAN icin 4.0 altindaki degerler giivenilirligi gosterirken,
GMQE i¢in 0-1 arasinda en yiiksek deger en gilivenilir tahmini yapiy1 gostermektedir.
Hedef-kalip sekanslarin benzerlik oran1 Discovery Studio ile gosterilmistir. RMSD
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(Root mean square deviation) hesabi1 model ve kaliptaki karbonlar arasindaki
pozisyonlarin farkliligina gore yapilmistir. Tahmin edilen 3D yapilarin kimyasal

ortiismeleri Ramachandran grafigi ile gosterilmistir.

RMSD hesaplanmasinda kullanilan formiil Denklem 3.1’de verilmistir (Kabsch, 1978).

RMSD= (2= 3.1)
N

Formiildeki di iki atom arasindaki uzakligi, N ise atom sayisini temsil etmektedir.
3.3. Proteinlerin karsilastirllmasi

Hedef proteinin insan ve farelerde bulunan iki formunun sekanslari Discovery Studio
kullanilarak pairwise alignment ile karsilagtirilmistir. En iyi sonucu veren ligandlar ile
her iki proteinin docking deneyleri yapilmistir. Sonugta en yiiksek skoru veren
ligandlarin dlg dosyalar1 igindeki yerlesim koordinatlart Discovery Studio ile

gorsellestirilerek baglanma bolgelerindeki farkliliklar incelenmistir.
3.4. Molekiiler Kenetleme (Docking) Deneyi

Bu calismada farkli asamalarda farkli amaclarla kenetleme (docking) deneyi yapilmasi
planlanmistir.

1. Asama-Proteinlerin hazirlanmasi: Kristalize proteinlerin PDB’den alindiktan
sonra hazirlanmasi sirasinda Re-docking prosediirii uygulanmistir. Bunun igin
dogal ligand: ile bagli haldeki proteinin ligandi ve sulari silinip hazirlandiktan
sonra dogal ligandi ile kenetlenmistir, RMSD hesab1 sonucu uygun degere

ulasilincaya kadar parametreler degistirilerek re-docking islemi tekrarlanmaistir.

2. Asama-Hedef Proteinler ile bitkisel ligandlarin dockingi: Bitkilerde
bulundugu bilimsel olarak gdsterilmis olan bazi bilesenler birinci asamayi
gecebilmis ilag hedefi proteinler ile kenetlenmistir. Karsilastirma yapilmasi

amaciyla ayn1 hedef proteinler piyasada kullanilan ilag molekiilleri olan

127



antinematodal ~ Albendazole, Mebendazole, Ivermectin, Piperazine ve
anticestodal Praziquantel ile de kenetleme simulasyonuna tabi tutulmustur.
Praziquantelin de kullanilma nedeni aym1 zamanda antitrematodal olusudur.

Boylece bu ilag in silico yontemle antinematodal a¢idan da arastirilmastir.

3. Asama-Homoloji modelleme ile tahmin edilen proteinler ile en yiiksek skora
sahip ligandlarin dockingi: Ilk ii¢ asama sonunda en iyi sonuglara sahip
molekiiller segilerek bilinen ilag hedefi proteinler disinda kalan, 3 boyutlu yapisi
bilinmedigi i¢cin homoloji modelleme ile tahmin edilen ve baglanma potansiyeli

yiiksek olan protein yapilariyla kenetlenmistir.

4. Asama-ADMET sonucu en ideal ila¢ adayimmin farelerde, insanlarda ve
nematodlarda bulunan ila¢ hedefi olabilecek homolog proteinler ile
dockingi: In silico ADMET arastirmast sonucunda en uygun sonuglara sahip
ligand, seg¢iciliginin ikinci kez sinanmasi amaciyla ti¢ farkli organizmadaki
homolog proteinler ile kenetlenmistir. Bdylece organizmaya 6zgiiliik konusunda

karsilagtirma yapilmistir.

Fare tubulini (PDB kodu: 7DAE) kompleks bir yapidir ve farkli alt birimlerden
olusmaktadir. Bu ¢aligmada pdb dosyasindaki B zinciri alinmig, diger tiim ligandlar,
iyon ve proteinler silinmistir. Superimpose islemi oncesi hazirliklarin resimleri Sekil
3.2°de goriilmektedir. Ik on resimde sar ile isaretlenen tiim yapilar sirayla silinmistir.
Sekil biiyiitiilerek dokuzuncu resimde gosterildigi gibi kalan iyonlardan Mg"* ve Ca"™
da bulunmus ve silinmistir. On {iglincii resimde yalniz kalan B zinciri optimizasyon i¢in
secilmistir. Protein optimize edildikten sonra on dordiincii resimde goriildiigi gibi Hep-
tubulin ithal edilmis, proteinlerin kolayca ayirt edilebilmesi i¢in proteinlerin ve arka
planin rengi degistirilmistir. Superimpose sonucu on altinci resimdeki 3D yapr elde

edilmis ve sekil yakinlastirilip proteinler dondiiriilerek farkliliklar incelenmistir.
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Sekil 3.2. Superimpose i¢in hazirlik evreleri ve farkliliklarin incelenmesi

Docking prosediirii kisaca su sekildedir:

Protein Data Bank’tan alinan veya homoloji modelleme yontemiyle 3 boyutlu yapisi
tahmin edilen proteinler ile secili ligandlar AutoDock4.2 programi kullanilarak
kenetlenmistir. Gridbox boyutu, ligandin biyiikliigli veya torsiyon sayisina gore
belirlenmistir. Proteinin kofaktorii merkez olarak secilmis veya kofaktor tasimamasi
durumda proteinin i¢indeki dogal ligandi Gridbox merkezine alinmistir. Beta tubulin
proteininin kenetleme simiilasyonunda proteine bagli haldeki ligand merkez olarak
secilmistir. KPT enzimi i¢in ise Taylor ve digerleri (2013) tarafindan verilen
koordinatlar kullanilmistir. Proteinin, aktif bolgesinde yer alan atomlar hareketlerinde
serbest birakilirken, diger kisimlari hareketsiz tutulmustur. Yar1 kristalize formlarinda
dogal ligandlar1 ile bagli bulunan proteinlerin docking (kenetleme) islemlerinde dogal

ligandlari referans almmustir. iyonik kuvvet 0,145 ve dielektrik sabiti 10 olacak sekilde
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ayarlanmigtir. Docking analizi Lamarkian Genetic Algorithm 4.2 ile gergeklestirilmistir.
AutoDock 4.2 skorlama fonksiyonlar1 kullanilarak her bir ligand i¢in 10 farkh
konformasyon olusturulmustur. Serbest baglanma ilgilerine gore siralandiktan sonra en
yiiksek skora sahip ligandlar baglanma bdlgesinde yaptiklari etkilesimler agisindan
AutoDock Tools (Sekil 3.3), PyMOL ve Discovery Studio 2020 ile analiz edilmistir.
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Sekil 3.3. AutoDock Tools ile protein-ligand etkilesimlerini analiz ederken (solda
hiyerarsi tablosu, ortadaki ekranda p-tubulin ile arteannuin-B’nin sferik etkilesim ag1 ve
sagdaki panoda {istte hidrojen bagi olusturan atomun bulundugu amino asitin numarasi
ve altta ise baglanma bolgesindeki etkilesimlerin goriintii opsiyonlarini ayarlama ekrani
goriilmektedir)

AutoDock 4.2, protein ligand etkilesimlerinin, AMBER kuvvet alani kullanilarak
skorlama fonksiyonu ile hesaplanmasina dayali en diisiik K; degerleri ve serbest
baglanma enerjilerini bulmak i¢in hesaplamali yontemleri kullanan oldukga kullanigh
bir molekiiler kenetleme programidir (Morris ve digerleri, 1998). AutoDock
programinda molekiiler serbest baglanma enerjisi (AG) hesaplamalarinda kullanilan tiim

enerjiler Denklem 3.2’de gosterilmektedir.
AGyaw = Waw Y (A / i - Bij /i)
AGhbag = Whipag i j EQ) * (Cij /1" - Dy / 1™ + Enpag, )

AGetek = Werek i, j (Gi * @) / (&(rig) * rij)
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AGaesol = Waesol i ), (Si * Vi * exp (i’ / 2 * 6% ))
AGior = WGtor Nior
AG:(VL-Lhaglz-VL-Layn)"' (VP-Phaglz-VP-Payrl)'F (VP-Lbagll-VP-Layrl+ ASkonf) (32)

Yukaridaki denklemlerde AGygw, ¢ekme/itme etkilesimleri i¢in hesaplanan Lenard-
Jones 6/12 potansiyelidir ve van der Waals kuvvetlerinden kaynaklanan enerjiyi ifade
etmektedir. A ve B, Amber kuvvet alaninin parametreleridir. Ikinci denklemde hidrojen
baglarindan kaynaklanan enerji hesaplanmaktadir ve burada rij, i ve j atomlari
arasindaki mesafedir. E(t), secili atom ile hedef atom arasindaki agiya (t) bagli olan
yonlii bagil degerdir. Ugiincii denklem elektrostatik gekim kuvvetinin hesaplandig
Coulomb potansiyeline dayanmaktadir. Yikli parcaciklar qi ve qj arasindaki
elektrostatik etkilesim, atomlarin kismi yiikleridir. Dordiincii denklem, belirli bir atomu
¢evreleyen atomlarin hacmine (Vj) dayali desolvasyon potansiyelini hesaplarken, Si ve
o, hacimler ve mesafe i¢in bagil faktorlerdir. Besinci denklemde AGtor, baglanmadaki
torsiyonal entropidir. Ntor, donebilen bag sayisidir. ASyes baglanma sirasinda
kaybedilen tahmini konformasyonal entropi, V ikili degerlendirme, L ligand ve P ise
proteini temsil etmektedir. Formiildeki V; van der Waals, hidrojen bagi, elektrostatik ve
¢oziinme enerjilerinin toplamidir. Bagli halde bulunan enerjilerin bagli olmayan halde
bulunan enerjilerden ¢ikarilmasi ve hem ligand-ligand hem protein-protein hem de
protein-ligand kompleksleri i¢in bulunan enerjilerin tahmini konformasyonal entropi ile

toplanmasi sonucu serbest baglanma enerjisi hesaplanir (Morris ve digerleri, 2014).
Inhibisyon sabiti K;, protein ligand baglanmasinda maksimum inhibisyon i¢in harcanan
substrat konsantrasyonunun yarisin1 ifade etmektedir. K;i’nin hesaplanmasinda
kullanilan formiil Denklem 3.3’te verilmistir.

AG = RTInK; (3.3)

Formiildeki T Kelvin cinsinden ortamin sicakligini ifade etmektedir. R gaz sabitidir

(R=8,314 K™* mol™)).
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AG = AG°+RTInKi formiilii Gibbs enerji degerinin bulunmasi i¢in Onerilmistir. Denge
halindeki bir ortamda AG=0 oldugu i¢in standart sartlarda AG°=-RTInK olarak ifade

edilmektedir (Lehmann, Fuentes-Arderiu ve Bertello, 1996).

Sistemin i¢ enerjisi ile ilgili olan potansiyel fonksiyon, potansiyel ve kinetik enerjilerin
toplamidir. Potansiyel enerjinin minimizasyonu sistemin dogal haline en yakin duruma
gelmesini amaglar. Molekiiler potansiyel enerjinin olusumu Denklem 3.4’te

gosterilmektedir.

E=E baglar T E ac F E dinedral T E elektrostatik + E van der waals (3-4)

Bir potansiyel fonksiyon (Denklem 3.4) molekiiler potansiyel enerjiyi bag uzunluklart,
bag agilari, torsiyon agilari, elektrostatik etkilesimler ve van der Waals kuvvetlerinden
kaynaklanan enerjilerin bir toplami1 olarak hesaplar. Bag agilari, bag uzunluklari, kuvvet
sabitleri, kismi yiikler ve van der Waals kuvvetlerini kapsayan bir parametreler dizisi
kuvvet alanin1 meydana getirir. Bir kuvvet alan1 kuantum hesaplamalar1 ve deneysel
veriler ile gelistirilir. Enerji minimizasyonu ile baglantili olarak, biyolojik siireglerde en
diisiik enerjili asamalar daha duragandir. Molekiiler mekanikler molekiiliin fiziksel
durumunu agiklayabilmek i¢in Newton mekaniklerine dayanmaktadir. Atomlar spesifik
i¢ koordinatlara yerlestirilir ve sistemin sicakligi ile baglantili sekilde, atomik hareketler
dinamik simulasyonlar ile belirlenir (Heinz ve Ramezani-Dakhel, 2016).

3.5. ADME Tahmini

Bitkisel ligandlarin kenetleme simiilasyonlarinin sonuglarina gore en yliksek baglanma
ilgisine sahip molekiillerin ve tubulin ile bagli haldeki Albendazole’iin ADME
(Absorption, Distribution, Metabolism, Excreation) 6zellikleri SwissADME (Daina ve
digerleri, 2017) web sunucu araciligiyla tahmin edilmistir. Kan beyin bariyerini gegme
yetenekleri, gastrointestinal absorbsiyonlari, lipofilik ozellikleri, deriden gegebilme
hizlari, karaciger enzimlerini inhibisyonlari, p-gp substratt olup olmayacaklar1 ve oral
biyouygunluklar1 karsilastirilarak hesaplamali  yontemlere dayali bir tahminde

bulunulmustur.
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3.6. Bitkisel Ligand Tabanh Tiirev Molekiillerin Antihelmintik Amach

Kenetlenmeleri

3.6.1. Tiirev molekiillerin hazirlanmasi

De novo antihelmintik ilag tasarlanmasi amaciyla bu ¢aligmada iskelet olarak eriositrin
kullanilmistir. Eriositrin Pubchem (Kim ve digerleri, 2021) veritabanindan alinarak
OpenBabel (O’Boyle ve digerleri,, 2011) programi ile pdb formatina doniistiiriildiikten
sonra optimize edilmistir. R gruplariin yerlestirilmesi i¢in kromen halkasinin 3. ve 8.
pozisyonlar1 seg¢ilmistir (Sekil 3.4). Yerlestirilen R gruplar1 hidrojen (-H), asetat
(CH3COO-), fenol (-C6H60), anilin (-C6H5NH2) ve propilsulfanil (C3H7S-)
gruplaridir.

Sekil 3.4. Tiirev iskeleti olarak segilen eriositrin tizerinde R gruplariin yerlesimi

Tirev molekiiller Discovery Studio 2020 Client (Biovia Inc.) ile ¢izilmis ve Drieden
benzeri hizli bir minimizasyon aract olan “Clean Geometry” ile optimize edilmistir. Pdb
formatindaki tiirev molekiiller ADT (Huey ve digerleri, 2007; Morris ve digerleri, 2009)
programi ile pdbqt formatina doniistiiriilmiistiir. Yan gruplarin secilmesinde iki kriter
g6z Oniline alimmustir; 1) mevcut ilag yapisinda ve antihelmintik bitkisel molekiillerin
yapisinda rastlanan bir yan grup olmasi, 2) olasi kimyasal etkilesimlerin artmasina
sebep olacak aromatik yan gruplardan sentezi miimkiin olabilecek bir grup olmasi. Buna
gore propilsulfanil grubu Albendazoliin yapisinda oldugu ve oldukca etkili
antihelmintik bir bitkisel ligand olan allicin de kiikiirtlii bir bilesen oldugu i¢in yan grup
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olarak segilmistir. Daha onceki ¢alismamizda en iyi antihelmintik bilesenlerden biri
oldugunu saptadigimiz oreganoliin yapisinda bulundugu ve yapisindaki oksijen atomlari
ile hidrojen bagi olusumuna imkan verebilecegi i¢in bir diger yan grup olarak asetat
secilmistir. Fenol ve anilin aromatik etkilesimleri arttirabilecek ve sentezi kolay
olabilecek iki grup olduklar i¢in ve hidrojen ise yan grup eklenmediginde goriilecek
etkiyi (baska bir ifadeyle eklenen diger grubun tek basina etkisini) anlamak amaciyla
secilmistir. 3. ve 8. pozisyonlarin se¢ilmelerinin nedeni ise kromen halkasinin kumarin
halkasi ile bliyiik benzerlik gostermesi ve 3. ve 8. pozisyonlarin sentezlenebilir biyoaktif
kumarin tiirevleri tasarlanmasinda kullaniliyor olmasidir. Cizilen eriositrin tiirevlerinin

3D ve 2D yapilari Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Cizilen eriositrin tiirevleri

EO1

E02
F t}y}_‘!-."l I, _Jr 'I'
'L‘T."-:{f'ﬂ-' }?’}}i ;..'__r;l"'.
j_' >N
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E03 cr
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Cizelge 3.2. Cizilen eriositrin tiirevleri (devam)

EO4

EO05

E06

EO07
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Cizelge 3.2. Cizilen eriositrin tiirevleri (devam)

EO8

Ell
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Cizelge 3.2. Cizilen eriositrin tiirevleri (devam)

El12

E13

El4

E15
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Cizelge 3.2. Cizilen eriositrin tiirevleri (devam)

E19
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Cizelge 3.2. Cizilen eriositrin tiirevleri (devam)

E20

E21

E22
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Cizelge 3.2. Cizilen eriositrin tiirevleri (devam)

E24

E25

Eriositrin tiirevlerinin sol siitunda 3 boyutlu ve sag siitunda 2 boyutlu gésterimi

3.6.2. Tiirev molekiillerin molekiiler kenetleme deneyi

KPT 2 enziminin kenetleme simiilasyonu i¢in Taylor ve digerleri (2013) tarafindan
verilen koordinatlar kullanilmistir ve merkez kabul edilen x, y, z koordinatlari: 61,752,
72,800 ve 52,032°dir. Kenetleme prosediiriinde protein kati halde tutulmus, ancak
hidrojenlerin, sadece proteinin aktif bdlgesinde olan hareketlerinde serbest
birakilmasia izin verilmistir. Dielektrik sabiti 10, iyonik giic 0,145, grid kutusu
boyutlar1 60x60x60 ve grid noktas1 0,375A olarak ayarlanmistir. Rotasyonel bag sayisi
10'dan kiigiik oldugu i¢in maksimum jenerasyon sayist 27 000'e ayarlanmis ve
maximum gelistirme sayis1 ise 2 500 000 olarak segilmistir. Lamarkian genetik
algoritmast kullanilmigtir. Tiim kenetleme prosediirii icin Autodock4.2 programi

secilmigtir. Kenetleme simiilasyonu 20 calistirma ile gerceklestirilmistir.
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3.6.3. En uygun tiirev molekiiliin ADME tahmini

Tirev molekiillerin kenetleme simiilasyonlarinin sonuglarina gore en yiiksek baglanma
ilgisine sahip eriositrin tiirevi molekiilin ADME 6zellikleri SwissADME (Daina ve
digerleri, 2017) web sunucu araciligiyla tahmin edilmistir. Kan beyin bariyerini gegme
yetenekleri, gastrointestinal absorbsiyonlar1 ve oral biyouygunluklar1 karsilastirilarak

hesaplamal1 yontemlere dayali bir tahminde bulunulmustur.

3.7. Bitkisel Ligandlarin Antihelmintik Diren¢ Gelisimi Durumunda Etkinliginin

Arastirilmasi

3.7.1. Direng gelisimi icin fonksiyonel mutasyon olusturulmasi

B-tubulin proteininde benzimidazole direnci ile ilgili bazi mutasyonlar Diawara,
Schwenkenbecher, Kaplan ve Prichard (2013) tarafindan tanimlanmistir. Bunlardan
ikisi B-tubulinin 198. ve 167. amino asidinde goriilen mutasyonlardir. Tripathi ve
digerleri (2016) tarafindan bir antikanser ilact olan Paclitaxel’e direng¢ gelisiminin -
tubulinin  225. amino asidindeki 16sin-methionin doniisiimiine baghh oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda B-tubulinin amino asit sekansi iizerindeki 198.,
167. ve 225. pozisyonlar mutasyona ugratilmak iizere segilmistir (Sekil 3.5).
Caenorhabditis elegans’a ait B-tubulin Fasta sekanst UniProt’tan elde edilmistir (“The
UniProt Consortium 2021, 2021). Protein sekansi tizerindeki 167., 198. ve 225. amino
asitler tespit edilmistir. Bu amino asitleri kodlayan {i¢lii kodonlar arastirilmistir.
DNA’nin replikasyonu sirasinda hatali baz eslesmesinden kaynaklanabilecek nokta
mutasyonu yaratilmasi amaciyla bilgisayar ortamimnda ¢ transisyon meydana
getirilmistir. Bu transisyonlar sonucu yeni kodonlarin kodlayacagi amino asitler
igerisinden se¢im yapilmistir. Yeni olusturulan dort mutant protein sekansindan E198G
mutantinda 198. rezidiide glutamin— glisin, F167L mutantinda 167. rezidiide
fenilalanin— 16sin, F167Y mutantinda 167. rezidiide fenilalanin— tirozin ve L225M
mutantinda 225. rezidiide 16sin— methiyonin doniisiimii yapilmistir (Karaman, Girisgin

ve Giriggin, 2021).
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Sekil 3.5. Aktif bolgeler ve mutasyona ugratilan noktalarin C. elegans -tubulin protein
fasta sekansinda gosterimi. Turuncu bolgeler proteinin aktif bolgesinde ligand ile
etkilesen rezidiileri ve mavi ¢ember icindeki rezidiiller mutasyona ugratilan noktalari
temsil etmektedir

Mutasyona ugratilan rezidiilerin liganda gére konumlar1 Discovery Studio yazilimi ile

gorilmistiir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Mutasyona ugratilan noktalardan baglanma bdlgesinde yer alanlar. Sari ile
gosterilen bolgeler 167. ve 198. amino asitlerin bulundugu noktalar1 temsil etmektedir

3.7.2. Homoloji modelleme

Tekli niikleotit degisimi ile dort farkli mutant protein sekansi (E198G, F167L, F167Y
ve L225M) meydana getirildikten sonra bu mutasyonun ii¢ boyutlu yapida degisime
neden olabilecegi varsayimina uygun olarak SWISS-MODEL web sunucu yardimiyla
homoloji modelleme yapilmistir (Waterhouse ve digerleri, 2018). C. elegans’a ait -
tubulin  yapist  (ceP-tubulin)  kristalize ~ halde Protein Data  Bank’tan
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(http://www.rcsb.org/pdb) elde edilmistir (PDB ID: 6E88, Coziiniirliik: 4.8 A, Chaaban
ve digerleri, 2018). Bu kristalize yap1 kalip olarak kullanilmis ve mutant sekanslar bu

kalip esliginde modellenmistir.

3.7.3. Proteinlerin hazirlanmasi

Proteinlerin hazirlanmasi i¢in Discovery Studio 2020 Client (Dassault Systémes Biovia
Inc., 2020) programi kullanilmistir. 6E88 kodlu polimerize mikrotubulin yapisindan [3-
tubulinin se¢ilmesi i¢in sekans baglangict mutant protein ile ayni olan yapi tespit
edilmistir. B zincir tutulup diger polipeptidler, heteroatomlar ve GDP molekiilleri
silinmistir. Homoloji modelleme ile olusturulan mutant B-tubulin 3D yapilar1 da GDP
ile beraber bulundugu i¢in bunlardaki GDP molekiilleri de silinmistir. Tiim hidrojenler
eklenmistir. Histidin rezidiileri manuel olarak kontrol edilmis ve eksik atom
olmadigindan emin olunmustur. “Clean Geometry” aract ile proteinler optimize

edilmistir. Ayrica Charm Forcefield uygulanmistir.

3.7.4. Ligandlarin hazirlanmasi

Direng gelisimine karsi kullanilabilecek bitkisel ligandlarin se¢imi, bundan o6nceki
kenetleme deneylerinin sonuglarina bagliydi. Dort farkl: bitki (A. annua, R. canescens,
M. charantia ve O. vulgare subsp. hirtum) tiirtinde bulunan toplam 50 bitkisel biyoaktif
bilesen ile bes sentetik antihelmintik ilag molekiili Haemonchus contortus B-tubulin
(hcB-tubulin) proteinine, Ascaris suum Suksinat dehidrojenaz enzimine (AsFR) ve
Rattus norvegicus Karnitin Palmitoiltransferaz 11 (rmmKPT II) enzimine Kkarsi
inhibisyonlar1 agisindan aragtirilmigti. Bulunan K; degerlerine gore en potent 10 ligand,
mutant [B-tubulin proteinlerine inhibisyonlar1 acisindan degerlendirilmek {izere
secilmistir. Bu ligandlar; Mebendazole (aym1 zamanda kontrol ilag), arteannuin-B,
kukurbitasin-B, karantadiol-A, momordisin I, eriositrin, apigenin, diosmetin, oreganol
ve 9,12,15-oktadekantrienoik asit metil esterdir (Cizelge 3.3). Segilen ligandlarin 3D
yapilart PubChem (Kim ve digerleri, 2021) veritabanindan sdf formatinda alinmistir.
OpenBabel programi  (O’Boyle ve digerleri, 2011) ile pdbqt formatina

doniistiirilmiistir.
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Cizelge 3.3. Secilen ligandlarin molekiil yapilari
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3.7.5. Molekiiler kenetleme

Intel core islemcili Asus laptop bilgisayarda (2GB RAM), Linux ve Windows isletim
sistemlerinin 1kisi de kullanilarak kenetleme simiilasyonlar1 yapilmistir. Parametre
dosyalarinin hazirlanmasinda ADT (Huey ve digerleri, 2007; Morris ve digerleri, 2009)
programi kullanilmistir. Dielektrik sabiti 10, iyonik gii¢ 0,145, grid kutusu boyutlar
60x60x60 ve grid noktasi 0,375A olarak ayarlanmistir. Maksimum jenerasyon sayist 27
000 ve maksimum gelistirme sayisi 2 500 000 olarak se¢ilmistir. Lamarkian genetik

algoritmas1 kullanilmistir. Kenetleme prosediirii i¢cin Autodock4.2 programi (Morris ve
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digerleri, 1998) se¢ilmistir. Kenetleme simiilasyonu 10 ¢alistirma ile gerceklestirilmigtir

(Karaman, Giriggin ve Girisgin, 2021).

3.8. Invivo Deney

Kullanilan teknik malzemeler

Stereo mikroskop, Leica E24 ve Nikon marka

Binokiiler mikroskop, Nikon Eclipse E100 ve Nikon ALPHAPOT2 marka
Hassas terazi AND marka GX200 model 210 model kapasiteli
Kameral1 binokiiler mikroskop, Olympus

Masaiistii Bilgisayar, LG FLATRON W1942S

Buzdolabi, Altus A+ Enerji, Tek kapili

Elektrikli su 1s1tic1, Sinbo

Derin dondurucu, Vestel

Isitict tabla, MTOPS MS300HS

Rotary evaporator cihazi

Liyofilizator

-80°C’de sogutucu

Celik gavaj

Celik stizgec

Mikropipet

Hematokrit 6l¢tim kiti

Santrifiij

Sarf malzemeleri

Entellan

Cinko stilfat
Sodyum kloriir
Soya yagi
Misir yagi
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Sevoflurone (Anestezik madde)
Insiilin ignesi

Ependorf

Petri kab1

Cam vial

Lam lamel

Etil alkol

Seffaf oje

Fare yemi kuru pelet

Talas
3.8.1. Bitki oziitiiniin hazirlanmasi

A. annua’nmn toprak iistii kistmlart Dr. Oya Girisgin (Bursa Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali) ve Prof. Dr. Hulusi Malyer (Bursa
Uludag Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii) tarafindan 12.11.2005
tarihinde Bursa Acemler bolgesindeki acik araziden toplanmistir. Bitkiler Prof. Dr.
Hulusi Malyer tarafindan teshis edilmistir. Bitki 6ziiti Dr. Oya Girisgin tarafindan
cikarilmistir. Bitkiler golgede ve acgik havada kurutulmus, 6giitiicii ile toz haline
getirilmistir. Soxhlet cihazindaki balon joje igerisine alabildigi kadar n-hekzan
doldurulmustur. Yaklasik 90 gr bitki tozu kurutma kagidina sarildiktan sonra
ekstraktore yerlestirilmistir. N-hekzan kaynayip buhar1 ¢6ziicii ¢ikis borusundaki
ekstrakt seviyesi ile ayni seviyeye gelince renkli ekstrakt balona ge¢mistir. Ekstraksiyon
sonunda n-hekzan rotary evaporator ile uzaklastirilmistir. Oziit koyu renk cam sisede
buzdolabinda -20'C’de muhafaza edilmistir. Genel bir ekstraksiyon prosediiriiniin

asamalar1 Sekil 3.7°de gosterilmektedir.
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Bitkinin segilen kisimlarinin toplanmasi
Bitki dokusunun kurutulmasi/liyofilizasyonu

Bilesenlerin kimyasal yapilar1 temel alinarak ekstraksiyonlari
Coziicli buharlagtirma/liyofilizasyon

Ekstraksiyon gozeltileri

~ ! S~

Polar bilesenler Semipolar bilesenler Apolar bilesenler
* Su * Metanol * Diklorometan
» Etanol, Etil asetat * Kloroform

» Petroleum-eter
» Hekzan, etil asetat

Sekil 3.7. Bitkilerden tek bir grup fitokimyasal bilesen eldesi i¢in yapilan hazirlik
stirecinin basamaklarin1 gdsteren bu diyagram Hrchova ve Vlebny’den (2013) alinarak
degistirildi

O. vulgare subsp hirtum ugucu yag (OUY) Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi’nden Prof. Dr. Hulusi Malyer tarafindan temin edilmistir. Ugucu yag,
Nurcihan Giiven tarafindan hazirlanmis ve igerigi Prof. Dr. Mine Kiirk¢iioglu tarafindan

Kiitle/Gaz kromotografisi ile analiz edilmistir.

OUY c¢ikarilis1 kisaca su sekildedir: Oncelikle bitkiler toplanip yikanmis ve gdlgede

kurutulmustur. Blender ile toz haline getirilmistir. Clevenger aparatindaki sogutucuya
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baglanan bir cam balon igerisine kekik tozu ile birlikte su konularak 2-8 saat
kaynatilmis, su buhari ile birlikte kolonda yiikselen yag molekiilleri sogutucuda

yogunlasip sudan ayrilmistir.

3.8.2. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Her iki cinsiyetten (28-35 gr) Balb-c fareleri Bursa Uludag Universitesi Deney
Hayvanlant Yetistirme ve Uygulama Merkezinden temin edilmistir. Hayvanlar 20-
24'C'de, %55 bagil nemde, standart polipropilen kafeslerde tutularak istedikleri kadar
standart pelet ve su ile beslenmistir. S. obvelata veya A. tetraptera ile dogal enfekte
deney hayvanlari, perianal selofan bant ve fulleborn fekal flotasyon yontemleri
kullanilarak 250 fareden se¢ilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Deney farelerinin bakimi. Enfeksiyona sahip oldugu tespit edilen farelerden
bir grup

Her grup alti hayvandan olusturulmustur. Tiim deneyler Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu (no: 2017-10 / 07) tarafindan onaylanmistir.
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3.8.3. Farelerin bakilmasi

HADYEK’ten temin edilen fareler -7. giiniin 6ncesine kadar gruplar halinde bakilmaistir.
Yaklasik 1,5 ay boyunca enfeksiyonun fareler arasinda dengeli yayilmasi i¢in fareler
ayrilmadan bakilmistir. Bu siire sonunda deneye alinacak fareler ayri kafeslere
almmugtir. 18 fare ilk olarak deneye alinmistir. Hemen deneye alinmayan fareler ile
beraber toplam 54 fare (yaklasik 30 kafes) iki glinde bir kafesleri yikanarak, yem, su ve
talaslar1 yenilenerek bakilmaya devam edilmistir. Kafesler sadece su ile yikanmis ve
kagit havlu ile kurulanmistir. Suluklar kaynar su, tuz ve alkolle yikanip iyice

durulanmustr.

3.8.4. Oziitlerin farelere verilmesi

Bu ¢alismada A. annua n- hekzan 6ziitii 300mg/kg, 600 mg/kg ve 1200 mg/kg olmak
tizere lic dozda uygulanmistir. Bunlar misir yaginda diliie edildikten sonra farelere gavaj
ile 7 glin boyunca verilmistir. O. vulgare ugucu yaginin seyreltilmesi i¢in ise soya yagi

kullanilmastir.

Once literatiirden n-hekzan ve A. annua oziitlerinin ¢dziilmesinde (seyreltilmesinde)
Kullanilan soliisyonlar arastirilmistir. Coziicii olarak kullanilan DMSO, tween 80 gibi
soliisyonlar kismen toksik olabilecegi i¢in bu soliisyonlar yerine saf su, normal salin
veya diger polar c¢oziiciiler kullanilmasina karar verilmistir. Uygun ¢6ziiciiniin
secilmesinde: 1) hayvan i¢in toksik olmayan, 2) oziitii tamamen ¢ozen, 3) literatiirde
kullanilmasi tavsiye edilen bir sivi olmasina dikkat edilmistir. Daha onceki aragtirmalar
soya yagl veya misir yaginin hayvanlardaki nematodlara karst antihelmintik bir ajanin
denenebilmesi i¢in oral uygulamada en uygun c¢oziicii yaglar oldugunu gostermisti
(Harvey, 1996). Bu nedenle ¢alismamizda her iki yag da ¢6ziicii olarak kullanilmis ve
birbirileri ile kiyaslanmigtir. Baska bir calismada ise ABZ’nin ¢oziinme problemi
oldugu ve bu nedenle soya yagi icinde emiilsifiye edilerek verilmesinin daha iyi bir etki
gostermesini sagladigl ifade edilmisti. Bu calismada ABZ iyice ezildikten sonra A.

annua grubunda 5 mg/kg dozda ve misir yagi igerisinde; OUY grubunda ise 20 mg/kg
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dozda ayarlandiktan sonra soya yaginda emiilsifiye edilmistir. A. annua grubundakilere

gavaj ile, OUY grubundakilere ise yemlerine katilarak verilmistir.

Albendazolun 5 mg/kg’lik dozunun segilmesinde Albani ve arkadaslarmin (2015)
calismalari; ilag ve 6ziitlerin normal salin i¢inde diliie edilmeleri konusunda Islamuddin
ve digerleri (2014) tarafindan gerceklestirilen ¢alisma 6rnek alinmistir. Calismada tek
tek tartimlar1 yapilan farelere, tartim agirliklarina gore soliisyon hazirlanmistir ve
sollisyonun stvi kismi sabit tutularak hayvanlarin agirliklarina bagl olarak 6ziit miktari
verilecek doza uygun olarak ayarlanmistir. A. annua n-hekzan 6ziitliniin tim dozlar1 ve
karsilastirilma yapilan pozitif kontrol grubunun misir yaginda diliie edilen 5 mg/kg

dozdaki ABZ ve negatif kontrol grubunun saf misir yagi 2 ml hacimde, paslanmaz gavaj

kullanilarak oral olarak verilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Farelere gavaj ile 6ziit ve ilag uygulamasi sirasinda ayni hacimde misir yagi
kullanilmig ve ayn1 bigimde uygulanmistir. A) A. annua 300 mg/kg dozunun verilmesi
B) Misir yagi verilmesi

Deney hayvanlar her iki cinsiyetten ve her biri 6 fareden olusan gruplara boliinmiistiir.
1. gruba negatif kontrol amaciyla misir yagi, 2-4. gruplara sirasiyla 300 mg/kg, 600
mg/kg ve 1200 mg/kg dozlarda A. annua bitkisi hekzan 6ziitii yedi giin boyunca ve
pozitif kontrol amaciyla misir yaginda siispansiye edilen 5 mg/kg ABZ ii¢ giin boyunca
gavaj ile oral olarak verilmistir. 6. ve 7. gruplara OUY 300 mg/kg ve 600 mg/kg
dozlarda ve 8. gruba da O. vulgare yagini1 seyreltmek icin kullanilan soya yagi ise 2.
¢oziict kontrol olarak yedi giin boyunca, 9. gruba ise OUY grubu i¢in pozitif kontrol
amactyla soya yaginda siispansiye edilen ABZ 20 mg/kg dozda birer giin arayla {i¢ giin
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yemlerine katilarak uygulanmistir (Cizelge 3.4). 10. gruptaki farelere gavajla uygulama
yapilmamis ancak her bir farenin uygulama yapilanlarla ayn1 giinlerde, fekal flotasyon
ve selofan bant ile parazit yumurtalari sayilmistir. Tiim fareler ayr1 kafeslere alindiklari
i¢in yemleri yeyip yemedikleri izlenebilmistir. Nekropside ¢ekumlari incelenmeyen fi¢
fare (ikisi misir yagi, biri A. annua 600 grubundaki fareler) nedeniyle bu uygulamalar
i¢in ti¢ fare daha bir hafta boyunca gavajla beslenerek fekal flotasyon ve selofan bant ile
yumurtalar1 sayilmis ancak bu fareler ve bundan sonraki OUY uygulamasinin yapildigi
fareler otenazi edilmemistir. Otenazi edilmeyen fareler icinde o6ziit ve ilag

uygulanmayan farelerden enfeksiyonu devam edenler deneylerde tekrar kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Uygulama gruplari

Uygulama Coziici Uygulama siiresi
(gtin)
1. Grup Misir yagi 7
2. Grup A. annua n-hekzan ekstrakti | Misir yagi 7
300 mg/kg
3. Grup A. annua n-hekzan ekstrakti | Misir yagr | 7
600 mg/kg
4. Grup A. annua n-hekzan ekstrakti | Misir yagi 7
1200 mg/kg
5. Grup ABZ 5 mg/kg Misir yagr | 3
6. Grup OUY 300 mg/kg Soya yag1 7
7. Grup OUY 600 mg/kg Soya yag1 7
8. Grup Soya yagi 7
9. Grup ABZ 20 mg/kg Soya yagi |3 (birer gilin
(stispansiye | arayla)
edici)
10. Grup Icme suyu kontrol 7
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3.8.5. Perianal bant ile yumurta sayim

Farelerin gruplandirilmasindan sonra, tiim farelerde S. obvelata enfeksiyonun devam
ettiginin kesin olarak tespit edilmesi i¢in perianal selofan bant yontemi kullanilmistir.
Bitki 6ziitlinliin yumurta sayilari tizerindeki etkinliginin belirlenmesi amaciyla, A. annua
deney gruplarinda (1.-5. arasi ilk bes grup ve 10.grup, 36 fare) uygulama oncesi -7. ve
-1. gilinlerde ve uygulama siiresince 1., 3., 5. ve 7. giinlerde, OUY deneyi grubundaki
(6.-10. gruplardaki) fareler 6tenazi edilmedikleri i¢in baki siiresi uzun tutularak -7., 0.,
7, 14., 21. giinlerde yumurta sayilarindaki % azalmanin hesaplanabilmesi i¢in selofan
bant tizerindeki parazit yumurtalariin aritmetik ortalamalart karsilagtirilmistir. Bu
yontemi uygulamak i¢in farenin rektumuna 10-15 kez yaklasik 9 cm uzunlugunda

selofan bant bastirilip mikroskop lami iizerine yapistirildiktan sonra, S. obvelata

yumurtalart sayilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Laboratuvar farelerine perianal bant yonteminin tek basina uygulanigi. A)
Her bir fare kendi kafesi ilizerine alinir. B) Ters dolanan selofan bant, 9 cm’lik bant
boyunca fare rektumuna 15 kez bastirilir

S. obvelata enfeksiyonunun belirlenmesinde selofan bant yontemi tavsiye edilmektedir
(Hill, Randolph ve Mandrell, 2009). Her bir lamimn sag veya sol uglarina farelerin
numaralart ve tarih yazilarak tiim fareler i¢in lamlar 6nceden hazirlanmistir. Her bir
lama iki bant sigdirilabildigi icin, 6rnegin, 1 ve 2 nolu farelerin selofan bantlar1 lama

yan yana yapistirilmistir. Boylece daha az sayida lama ihtiya¢ duyulurken, bandin lama
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diizgiin bir sekilde yapismasi ve yumurtalarin dogru sekilde sayilmasi

kolaylastirilmistir.

Bu teknigin uygulanmasi i¢in selofan bant biraz ¢ekilerek yapiskan yiizey disa gelecek
sekilde bant iizerine tersten dolanmustir. Tek elle farenin kuyrugundan tutulup farenin
On ayaklar ile kafes tellerine tutunmasi saglandiktan sonra arka ayaklar yukarida olacak
sekilde hafif¢e yukar1 kaldirilip, ¢cok fazla yliriimemesi i¢in orta ve yiiziik parmaklari ile
farenin kaidesine hafifce bastirilarak govdesi sabit tutulmus, diger eldeki selofan bant
farenin rektumuna tim bant boyunca bastirilip cekilmistir. Tim lam uzunlugunu
kaplayacak kadar bir alan bu islem i¢in kullanilmistir. Fareler bu islemden higbir zarar
gormemis ve rahatsizlik hissetmemistir. Fareler devamli hareket ettikleri icin bu
yontemin bu sekilde uygulanmasi daha fazla zaman almasina ragmen hayvan refahi
disiiniilerek c¢ogunlukla bu sekilde 6rnek alinmistir. Bir makasla kesilen bant lam
tizerine diizgiin bir sekilde yapistirildiktan sonra tiim Ornekler Parazitoloji
laboratuvarina getirilmistir. 5x’lik objektifte numaranin oldugu noktadan baglanarak
lam boyunca, muz bigimindeki S. obvelata veya daha kii¢iik olan S. muris yumurtalari
arastirthp goriilen yumurtalar sayilmistir. Bir bant 3 parcaya boliinerek taranmustir.
Ayni alanin tekrar sayllmamasina dikkat edilmistir. Bazi preparatlar iki veya {i¢ tekrarh
olarak sayilmistir. Baz1 parazit yumurtalarinin resimleri Olympus marka mikroskopta

cekilmigstir. Preparatlar Parazitoloji laboratuvarinda saklanmaktadir.

3.8.6. Gaita orneklerinin toplanmasi

Fekal flotasyon yonteminin uygulanmasi i¢in uygulama yapilacak tiim fareler ayri
kafeslere alinmis ve deney siiresince her bir kafeste tek bir fare tutulmustur. Kafesler
numaralandirildiktan sonra 6ziit uygulamasindan 6nce en az iki kez fekal flotasyon
yontemi ile enfekte farelerin enfeksiyonunun devam ettigi kesinlestirilmistir. Her bir
farenin kafesinden pens ile gaita materyalleri toplanmistir. Fareler hayvan refahi
diisiiniilerek daima talas i¢inde bakilmistir. Fekal ornekler talaslar iginden arastirilarak
tek tek alinmis ve Onceden her bir farenin numarasina goére numaralandirilmis steril
plastik numune kaplarina konularak veya etiketli naylonlar icine sarilarak deney

hayvanlart merkezinden Parazitoloji laboratuvarina taginmaistir.
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3.8.7. Fekal orneklerin diisen helmintler agisindan incelenmesi

A. annua n-hekzan 6ziitii i¢in yapilan deneyde, deney stiresince -7,-1, 0, 1, 3, 5 ve 7.
giinlerde 36 farenin her birinin kafeslerinden ayr1 ayri alinan fekal 6rnekler diisen
helmintler agisindan aragtirilmistir. Fekal materyal plastik kaplar i¢inde acilarak hassas
terazide tartilmistir. Her bir fareden toplanan gaita agirligi yaklasik birer gr’di. Bu
ornekler bekletilmeden tuzlu su ilave edilmis ve helmint bulunup bulunmadigin
anlamak igin stereomikroskop altinda incelenmistir. Gaitada bulunan helmintler lam
lizerine alinarak 151k mikroskobunda teshis edilmistir. Bu helmintler resimleri
cekildikten sonra %70’lik alkol igerisine alinmis, sonrasinda lam {izerinde gliserine
gomiliip daimi preparat haline getirilerek Parazitoloji laboratuvarinda muhafaza

edilmistir.

3.8.8. Fulleborn teknigi ile yiizdiirme (flotasyon) yontemi

Oncelikle her bir fareye ait gaita 6rnegi darasi alinmg kagit {izerinde hassas terzide
tartilarak gaita agirliklar1 deftere kaydedilmistir. Fekal 6rnekler her bir fare numarasi ile
numaralandirilmis plastik bardaklara alinmistir. Fekal flotasyon i¢in daha onceden
hazirlanip sogutulan doymus tuzlu su soliisyonu kullanilmistir. Bu soliisyon
hazirlanirken bir litre suya 450 gr yemek tuzu ilave edilerek iyice karistirilarak
kaynatilip siiziilmistiir. Gaita tizerine doymus tuzlu sudan azar azar ilave edilerek,
plastik bagetle siispansiyon haline getirilmistir. Siispansiyon tel siizge¢ yardimiyla
bagska bir kaba siiziiliip, kapta 1-2 cm’lik bosluk kalacak sekilde tuzlu su ilave
edilmistir. Uzerine yiizecek bigimde 2 lamel atilarak 15-20 dakika beklenilmistir. Lamel
pens ile su ylizeyine paralel kaldirilip, damlanin diismemesine dikkat edilerek lam
tizerine yerlestirildikten sonra mikroskopta 5x ve 10x biiylitmelerde incelenmistir
(Kasim, 1994). Her bir fareye ait gaita 6rneginde goriilen parazitler, parazit yumurta
tirleri ve her bir tiire ait yumurta sayilar1 her gilin i¢in ayri tarih atilan deftere
kaydedilmistir. A. tetraptera ve S. obvelata yumurtalarinin sayilar1 bir tablo
olusturulmasi i¢in kullanilirken bunlarin disginda kalan degisik yumurtalar ve
ektoparazitler de resimleri gekilerek not edilmistir. Her bir fareye ait gaita 6rneginde 1

gr’daki kilkurdu yumurta sayilarinin hesaplanabilmesi i¢in fekal flotasyonda iki lamel
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tizerindeki toplam kilkurdu yumurta sayisi, tarttim sonucu bulunan gaita agirligina

bolinmistiir.

3.8.9. Santrifiij kullanilarak parazit yamurtalarinin sayilmasi

Her bir fareye ait gaita numunesi stereomikroskopta incelendikten sonra tuzlu su
soliisyonu ile ezilip karistirilmigtir. Soliisyonun hazirlanmasi igin bir litre kaynar suya
250 gr yemek tuzu ve 250 gr toz seker atilip iyice karistirildiktan sonra siiziilmiistiir.
Plastik kap icinde bu soliisyon ile yumusatilan gaita ezilerek dagitilmis ve tel siizgecten
ikinci numune kabina gecirilmistir. Her bir bakida yaklasik 18 fareye ait numune
incelenmistir. Plastik kaplardan huni vasitasiyla plastik santrifiij tiiplerine gecirilmistir.
Doymus sekerli tuzlu su soliisyonu siv1 ylizeyde bombe yapana kadar ilave edilmistir. 2
dk. 1200 rpm devirde santrifiij edilmistir. Yiizeydeki kisimdan damlalik ile bir damla
lam tizerine alinarak 5x biiyiitmede A. tetraptera ve S. obvelata yumurtalar1 sayilmigtir
(Senlik, 2006). Bu yonteme alternatif bir modifikasyonla bazi bakilarda santrifiij tiipii
agzina kadar siispansiyon ile doldurulduktan sonra tiipiin tipasi1 kapatilmadan selofan
bant ile Ortiilmiis ve tuzlu su ile santrifiij sonrasinda bu bant lam tizerine yapistirilarak
yumurtalar sayilmistir. Santrifiij uygulamasi yapilan tim 6rnekler ayn1 zamanda fekal
flotasyonun yiizdiirme yontemi ile de bakilmis ve yumurta sayilart karsilastirilmistir.
Yiizdiirme yonteminde daha fazla parazit yumurtas: sayildig icin ylizdiirme yontemi

diger bakilar i¢in de tercih edilmistir.

3.8.10. Direkt baki yontemi ile parazit yumurtalarimin sayilmasi

Fekal flotasyon ig¢in yeterli zaman olmadigi ve yumurta saymminin yalnizca
enfeksiyonun belirlenmesi i¢in yapilacagi bazi durumlarda lam iizerine alinan bir damla
su lizerine gaitadan alinan piring tanesi biiyiikliiglindeki bir parca dagitilarak 5x’lik
objektifte incelenmistir. Buradaki goriintii daha bulanik oldugu ve yumurta sayisi
flotasyona kiyasla daha az oldugu ig¢in bu ydntem yumurta sayimi amaciyla

kullanilmamustir.
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3.9. Nekropside Helmintlerin Tespiti

A. annua n-hekzan oziitiiniin etkisinin arastirildigi gruplardaki (1-5. Gruplar) fareler 8.
giin Sevofluron anestezisi altinda kalpten kan alinarak 6tanazi edilmistir. Her bir fare
karmm tarafi yukar1 gelecek sekilde yatirilarak aniisten anteridre dogru makasla
acilmistir. Farelerin beyin, pankreas ve iireme organlar1 diginda kalan tiim i¢ organlari
(6zafagus, akcigerler, mide, karaciger, bobrekler, kalp ve bagirsaklar) tek tek acilarak
icinde tuzlu su veya %70’lik alkol bulunan petri kaplarina alinmis ve stereomikroskop
altinda incelenmistir. Bu organlardaki helmintler fir¢a, damlalik ve igne ucu yardimiyla
toplanmis ve %70’lik alkol bulunan etiketli vialler i¢cine alinmistir. Her bir vial {izerine,
toplandiklar1 tarih, helmint tiirii, alindiklar1 fare numarasi ve alindiklar1 organ adi

yazilmstir.

Bitki 6ziitlerinin helmintler {izerindeki etkisinin cinsiyete gore degisip degismediginin
saptanmast i¢in nematodlar cinsiyetlerine gore ayrilarak toplam disi ve erkek
helmintlerin sayilari belirlenmistir. Isik mikroskobunda incelenmeye uygun olan
helmintler gliserinli su i¢inde Nikon marka 1s1tk mikroskobunda tiir teshislerinin

yapilmasi ve resimlerinin ¢ekilmesi i¢in kullanilmigtir.

Tiim helmintler alindiklar1 fare numaralarinin yazili oldugu lamlar tizerinde sabitlenerek
daimi preparat haline getirilmistir. Gliserinin lam ile lamel arasina girebilmesi i¢in
lamelin bir ucundan kurutma kagidi ile alkollii su ¢ekilirken diger ucundan gliserin
yavas¢a damlatilarak lamelin arasina dolmasi ve alkollii su ile yer degistirmesi
saglanmistir. Bundan sonra yine kurutma kagidi ile lamel tizeri ve ¢evresindeki fazla

malzeme temizlenip lamel kenarlarina seffaf oje siiriilerek kurumaya birakilmistir.

Tiim preparatlar Bursa Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

Parazitoloji laboratuvarinda muhafaza edilmektedir.
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3.10. Eritrosit-Lokosit Sayim

A. annua n-hekzan oziitlerine ait 3 grupta (A. annua n-hekzan 6ziitii 600 mg/kg doz, saf
misir yagl 2 ml, misir yaginda siispansiye edilen 5 mg/kg Albendazole gruplarinda)
eritrosit 16kosit sayimi1 yapilmistir. Kalpten alinan kanlar, her biri i¢in iki ependorf
tiipiinde toplanmustir. Icinde EDTA olan tiipteki kanlar eritrosit-16kosit saymmi igin

kullanilirken bos tiipler ise serum elde edilmesi amaciyla kullanilmstir.

3.11. istatistiksel Analiz

A. annua uygulama gruplarinda fekal flotasyonda sayilan parazit yumurtalarinin,
selofanda sayilan S. obvelata yumurtalarinin ve nekropside bulunan helmintlerin, OUY
uygulama gruplarinda selofan bantta sayilan yumurta sayilarinin degisimlerinde tedavi
tiri ve haftalara gore anlamli bir fark olup olmadiginin anlasilmasi i¢in Oncelikle
normallik analizi yapilarak, kullanilabilecek posthoc teste karar verilmistir.
Normalitenin ~ belirlenmesi i¢in Shapiro Wilk testinin sonuglar1 kullanilmistir.
Varyansin homojenliginin belirlenebilmesi i¢in Levene istatistigi sonucuna bakilmistir.
Parazit yumurta sayilarinin ortalamalarinin karsilagtirllmasi i¢in SPSS programi ile
Kruskal Wallis non-parametrik one way ANOVA analiz metodu, nekropside bulunan
helmintlerin uygulama gruplarindaki ortalamalarinin karsilastirilmasi i¢in ise Tamhane-

T2 testi ve ayrica Kruskal Wallis testi kullanilmigtir. P<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR (BULGULAR ve TARTISMA)

4.1. Bitkisel Ligandlarin Sanal Gériintiilleme Sonucu

fla¢ tasariminda sanal gériintiileme (virtual screening), milyonlarca bilesenden olusan
cok genis ligand veritabanlarinin taranmasi i¢in en ideal yontemlerden biridir. Bu
calismada, AutoDock4.2 ile karsilastirilma yapilabilmesi amaciyla 55 liganddan bazilari
oncelikle AutoDock Vina ile taranmistir. Sonuglar karsilastirildiginda Vina programi ile
bulunan serbest baglanma enerjilerinin AutoDock4.2 ile bulunanlar kadar iyi
olmadiklar1 goriilmiis ve bu nedenle diger tiim kenetleme prosediirlerinde, basarili
sonuglar veren iyi bir skorlama fonksiyonu kullanan AutoDock4.2 tercih edilmistir.
llerleyen sayfalarda goriilebilecegi gibi AutoDock4.2 ile yapilan kenetleme
simiilasyonlar1 ilaglarin gergek etkileri ile paralel sonuglar vermis ve bu sonuglar
kenetlemelerin dogrulugunu isaret etmistir. Bu nedenle bu ¢aligmadaki in silico sonuglar
yeni antihelmintikler gelistirmek igin ¢alisan aragtirmacilara Onemli veriler

saglayacaktir.

Sanal goriintiileme sonucunda iki kumarin tiirevi digindaki tiim ligandlarin yaklasik
olarak ayni bolgede ve ayni dogrultuda konumlandiklar1 gérilmektedir (Sekil 4.1 A).
Sekildeki iki kumarin tiirevi ise hem dogrultu hem konum bakimindan farkli bir aciya
sahiptir (Sekil 4.1 B). Bu kenetleme simiilasyonunda, proteinin bagli halde bulundugu
ABZ molekiilii grid merkezine alinmistir ve hemen hemen ayni bdlgede konumlanan
ligandlarin enerji hesaplamalar1 sonucunda +18,5 kcal/mol ile -7,4 kcal/mol arasinda
serbest baglanma enerjisi (AG) degerleri gézlenmistir. Bu ligandlardan kukurbitasin-B
ve krisoplenoliin, Haemonchus contortus p-tubulin (Hcp-tubulin) igin inhibitor

ozelliklerinin olmadig1 anlasilmistir.

Vina sonuglar1 genel olarak ele alindiginda, HeB-tubulin inhibisyonu agisindan bulunan
AG degerleri igerisinde anilmadan gecilemeyecek ikisi, mebendazol ve 9,12,15-
oktadekantrienoik asit metil ester (ODTAME) i¢in bulunan -5,2 kcal/mol ve -7 kcal/mol
degerleridir ki bu iki ligand aslinda HcB-tubulin i¢in en iy1 sonuglart veren ligandlardir

ancak Vina bunu farkli tahmin etmistir.
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Sekil 4.1. Bitkisel ligandlarin HcB-tubulin i¢indeki konumlanmalari. A) Genel goriiniim
B) Yakinlastirilmis goriiniim

4.2. Bitkisel Ligandlarin AutoDock4.2 Yazilimi ile Kenetleme Sonuglar:

Bitkisel ligandlarin kenetleme deneyine gegilmeden Once in silico deneyin dogrulugunu
test edebilmek amaciyla HcB-tubulin icindeki dogal ligand1 ABZ ile rekenetleme islemi
yapilmistir. Zanglag web sunucu hizmetlerinden biri olan DockRMSD (Bell ve Zhang
2019) araci kullanilarak RMSD 1,564 A olarak hesaplanmistir. Bulunan bu degere gore
kenetleme simulasyonunun dogrulugu anlasilmistir. Sekil 4.2°de gorildiigii gibi
ABZ’ler ¢akisik bir durumda konumlanmastir.
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Sekil 4.2. Hcp-tubulin proteini (PDB Kodu:10j0) ve ABZ ile kontrol kenetleme deneyi
sonucu ligandlarin ¢akisik konumu. Okside ABZ molekiilii 10j0 i¢indeki ligandi (listteki
molekiil) ve kenetleme simiilasyonu ile baglanma bdlgesine yerlestirilen normal ABZ
molekiilii (alttaki molekiil)

A. annua, M. charantia, R. canescens ve O. vulgare subsp. hirtum tiirlerinde
bulunabilecek bitkisel ligandlar daha 6nce literatiirden arastirilmis ve segilmisti. Bu
ligandlarin antihelmintik etkilerini arastirabilmek i¢in antinematodal hedefler olduklar
bilinen proteinler (FR enzimi, B-tubulin ve KPT 2 enzimi) ve ayrica antinematodal bir
etkiyle baglantili olabilecegi tahmin edilen bazi enzim ve reseptorler (SoCOX1,
S0COX2 enzimi ve CeGLUTI1 kanali) ile in silico kenetleme araglari kullanilarak
Amber kuvvet-alani tabaninda kenetlendiler. Bu ligandlarin yani sira, piyasada en sik
bagvurulan antihelmintikler de ayn1 yontemle kenetlenerek serbest baglanma enerjileri
ve inhibisyon katsayilarmin hesaplanmasi yoluyla hem kullanilan parametrelerin
dogrulugu hem de ilaglarin bu proteinlere olan baglanma ilgileri agisindan arastirildi.
Tim bu ligandlarim H. contortus B-tubulin proteini (10J0), rat karnitin palmitoil
transferaz 2 enzimi (2H4T) ve A. suum fumarat rediiktaz enzimi (4YSX) ile AutoDock
4.2 yazilimi kullanilarak kenetleme sonuglar1 asagidaki Cizelge 4.1’de verilmistir.
Cizelge 4.1°de her bir ligandin kenetleme simiilasyonlar1 sonucu hesaplanan inhibisyon

sabiti (Ki) degerleri gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1. Ligandlarin hedef proteinler ile kenetleme sonucu K; degerleri

Molekiil 10J0 Ki (nM)  2HA4T Ki (nM) 4YSX Ki (nM)
ABZ 225,44 9130 87 690
Ivermectin 0,29

MBZ 1,09 4,6 96,25
Piperazine 246 090 178 530 52170
Praziquantel 902 330 42,51 555,35
Karantadiol-A - 2,06 16,6
Momordisin | - 11,59 1980
Momordisin 1l - 0,072 69 40,78
Kuguasin-J - 8,06 1640
Karavilagenin-D - 8,77 141,17
Kukurbitasin-B - 0,057 11 531
a-Pinen 22 500 32 890 374 820
a-Terpinen 10 300 41 190 326 840
a-Tujen 13 960 34 460 85 810
B-Karyofilen 873,99 1190 32 850
y-Terpinen 10 310 42 970 288 340
Mirsen 36 210 101 540 891 000
Borneol 15 060 9780 167 750
Terpinen-4-ol 6 730 12 850 86 610
p-Simen 37 390 134 630 1 030 000
Timol 26 020 84 850 438 160
Karvakrol 22 480 73 840 477 120
Diosmetin 31,13 12,72 88,95
Apigenin 13,23 36,26 369,08
Oreganol 24,32 0,137 8 1,9
Eriodiktyol 94,95 12,94 124,2
Eriositrin - 663,49 14 130
Linalool 8 960 13430 120 960
Luteolin 60,09 22,59 161,45
Krisoeriol 32,84 11,86 337,21
Artemisinin 6 370 255,16 18 710
Artemetin 140 870 000 10 750 37710
Artemisinik asit 7 380 5590 26 250
Deoksiartemisinin 2 820 476,99 41 280
Friedelin - 13,07 1280
Arteannuin-B 14,93 170,29 1850
Stigmasterol - 9,43 673,11
Skopoletin 158,57 962,7 4990
Kuersetin 146 930 8530 41 860
Kamfen 33020 30 900 317 190
Kamfor 26 120 14 060 253 310
Krisosplenetin 4 820 17,68 151,64
Krisosplenol-D 5740 24,12 187,45
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Cizelge 4.1. Ligandlarin hedef proteinler ile kenetleme sonucu K; degerleri (devam)

Okaliptol (1,8-sineol) 15 440 15970 181 480
[zofraksidin 33,07 512,38 7 030
Sabinen 13 100 32 340 306 470
Skoparon 128,73 1490 5740
Spatulenol 785,19 232,16 14990
Umckalin 78,21 600,35 2 530
Diizooktil fitalat 2 880 1380 8 640
2-furankarboksaldehid 29 670 25 640 8 280
Hekzadekanoik asit metil 13 720 62 200 1 340 000
ester (Metil palmitat)

9,12,15- 18,71 1410 29 140
oktadekantrienoik asit

metil ester (ODTAME)

Ellajik asit 145 840 000 6 160 44 010
Gallik asit 817 360 142 750 1 780 000

Kenetlenen ligandlarin hesaplanan serbest baglanma enerjisi (AG) Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge.4.2. Ligandlarin hedef proteinler ile kenetleme sonucu AG degerleri

Molekiil 10J0 AG 2HAT AG 4YSX AG
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
ABZ -9,07 -6,87 -5,53
Ivermectin 1,25E+03 -13,01 8,98
MBZ -12,23 -11,37 -9,57
Piperazine -4,92 -5,11 -5,84
Praziquantel -4,15 -10,06 -8,53
Karantadiol-A 18,06 -11,85 -10,61
Momordisin | 26,17 -10,83 -7,78
Momordisin 1l 72,67 -13,83 -10,08
Kuguasin-J 14,54 -11,04 -7,89
Karavilagenin-D 21,91 -10,99 -9,35
Kukurbitasin-B 17,9 -13,97 -11,29
a-Pinen -6,34 -6,12 -4,67
a-Terpinen -6,8 -5,98 -4,76
a-Tujene -6,62 -6,09 -5,55
B-Karyofilen -8,27 -8,08 -6,12
y-Terpinen -6,8 -5,96 -4,83
Mirsen -6,06 -5,45 -4,16
Borneol -6,58 -6,83 -5,15
Terpinen-4-ol -7,06 -6,67 -5,54
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Cizelge.4.2. Ligandlarin hedef proteinler ile kenetleme sonucu AG degerleri (devam)

p-Simen -6,04 -5,28 -4,07
Timol -6,25 -5,55 -4,58
Karvakrol -6,34 -5,64 -4,53
Diosmetin -10,24 -10,77 -9,62
Apigenin -10,75 -10,15 -8,78
Oreganol -10,39 -13,45 -11,9
Eriodiktyol -9,58 -10,76 -9,42
Eriositrin +15,66 -8,43 -6,62
Linalool -6,89 -6,65 -5,34
Luteolin -9,85 -10,43 -9,27
Krisoeriol -10,21 -10,81 -8,83
Artemisinin -7,09 -8,99 -6,45
Artemetin -1,16 -6,78 -6,03
Artemisinik asit -7,01 -7,17 -6,25
Deoksiartemisinin -1,57 -8,62 -5,98
Friedelin 72,37 -10,76 -8,04
Arteannuin B -10,68 -9,23 -7,82
Stigmasterol 5,17 -10,95 -8,42
Skopoletin -9,28 -8,21 -7,23
Kuersetin -5,23 -6,92 -5,97
Kamfen -6,11 -6,15 -4,77
Kamfor -6,25 -6,62 -4,91
Krisosplenetin -7,25 -10,58 -9,3
Krisosplenol-D -7,15 -10,39 -9,18
Okaliptol -6,56 -6,54 -51
Izofraksidin -10,21 -8,58 -7,03
Sabinen -6,66 -6,13 -4,79
Skoparon -9,4 -7,95 -7,15
Spatulenol -8,33 -9,05 -6,58
Umckalin -9,7 -8,49 -7,64
Diizooktil fitalat -7,56 -8 -6,91
2-furankarboksaldehid -6,18 -6,26 -6,93
Hekzadekanoik asit metil -6,63 -5,69 -3,92
ester (metil palmitat)

9,12,15- -10,54 -7,98 -6,19

oktadekantrienoik asit

metil ester (ODTAME)

Ellajik asit -1,14 -7,11 -5,94
Gallik asit -4,21 -5,25 -3,75

Cizelge 4.2°deki sonuglara gore kiiciik molekiillerin kenetleme sonuglar1 diisiik skor
degerleri gostermistir. Bu molekiillerin bazilar1 (karvakrol, timol, ellajik asit ve bir ilag

olarak piperazine) antihelmintik olmalarina ragmen, serbest baglanma enerjisinin
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hesaplanmasinda  kullanilan ~ formiiller agisindan  yeterli sayida etkilesim
yapmadiklarindan dolayr kenetleme sonuglari molekiillerin bu {i¢ proteine afinitelerini
diisiik gostermistir. Diger bir ihtimal de bu molekiillerin baska reseptor veya proteinlere

baglanmasiyla antihelmintik etkinin ortaya ¢ikiyor olmasidir.

MBZ’nin helmintlerde bulunan B-tubulini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu ¢aligmada
MBZ’nin HcB-tubulini inhibisyonu 1 nM diizeyde bulunmustur ve bu sonug literatiirle
uyumludur. Ayrica diger iki protein i¢in de (KPT 2 i¢in 4,6 nM ve ASFR i¢in 96,25 nM
inhibisyon sabiti (Kj) degerleri ile) iyi bir afiniteye sahip bulunmustur.

Cizelge 4.1°deki sonuglar IVC’nin antinematodal oldugunu in silico olarak da
gostermektedir. Bunun disinda IVC, Hcp-tubuline ve AsFR’a baglanmamaktadir ve bu
sonu¢ IVC’nin GABA ve glutamat gegisli klorid kanallarinin agonisti olmastyla
ortigmektedir. Dikkat ¢ekici olan ise IVC’nin rat KPT 2 enzimine 290 pM K degeri ile
¢ok iyi bir afiniteye sahip bulunmus olmasidir. Rat KPT 2 enzimi Onchocerca linealis
tiri i¢in hedef bir enzim olarak literatiirde isaret edildigi (Tyagi ve digerleri, 2018) ve
IVC O. volvulus tedavisinde kullanilan tek ilag oldugu igin bu sonug ¢aligmadaki in

silico deneyin literatiirle uyumlu ve 6nemli veriler sagladigini gostermektedir.

ABZ ve MBZ benzer etkili benzimidazol tiirevleri olmalarina ragmen ABZ’nin KPT 2
ve AsFR enzimlerine ilgisi MBZ’den farkli bulunmustur. ABZ’nin Hcp-tubulin
inhibisyonu beklendigi gibi nanomolar diizeyde bulunurken KPT 2’ye kars1 yaklasik 9
uM ve AsFR’ye karst 87,7 uM K degerlerine sahip bulunmustur. Bu sonug, ABZ’nin
oncelikli olarak nematoddaki B-tubulini inhibe ettigini ve ayrica diger iki hedef enzime

de baglanabildigini in silico olarak gostermistir.

AutoDock4.2 sonuglarina gore kukurbitasin-B, momordisin Il ve oreganol, pM diizeyde
rat KPT 2 enzimini inhibe etmektedir. Bu molekiillerden kukurbitasin-B, 2H4T pdb
kodlu KPT 2 enzimine kars1 57,11 pikomolar (pM) gibi fevkalade iyi bir K; degerine
sahip bulunmustur. 57,11 pM nadiren bulunabilecek elzem bir sonuctur ve molekiiliin

¢ok 6nemli bir antihelmintik potansiyeli oldugunu géstermektedir.
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Piperazine Cizelge 4.2°deki diger dort ilaca kiyasla kii¢iik bir molekiil oldugu igin hedef
proteinlerle pek fazla kimyasal bag olusturmamis ve AutoDock4.2 ile hesaplanan K;
degerleri yliksek bulunmustur. Piperazine piyasada sik bagvurulan ilaglardan olmasina
ragmen kenetleme sonuglari antihelmintik oldugunu goéstermemistir. Bunun temel
sebebi piperazinin bir GABA agonisti olmasidir. PZQ antitrematodal ve anticestodal bir
ila¢ olarak kullanilmaktadir ve kenetleme sonuglari antinematodal olabilecegini de
gostermistir. Cizelgede gosterildigi gibi PZQ’nin rat KPT 2 enzimine kars1 -10,06
kcal/mol serbest baglanma enerjisine ve 42,51 nM gibi oldukg¢a diisiik bir
konsantrasyonda inhibisyona sahip olacagi tahmin edilmistir. Bu ilag AsFR’a da 555,35
NM K; degerine sahip bulunmustur. ilaglar icin bulunan bu in silico degerler, dogru
hedef proteinlerin secilmesi ve dogru parametrelerin kullanilmasi durumunda, bes
ilagtan dordiiniin antinematodal etkisinin hesaplamali yontemlerle dogrulanabildigini
gostermektedir. Piperazin GABA agonisti oldugu ve normal biyolojik sartlarda da bu
enzimleri inhibe etmedigi i¢in, bu ¢alismada bulunan sonuglar kenetleme prosediiriiniin

dogruluguna isaret etmekte ve literatiir ile 6rtlismektedir.

Cizelge 4.1°deki monoterpenoidlerin biiyilik bir kismi1 (B-karyofilen disinda kalan hepsi)
bu ii¢ hedef proteine uM ve mM diizeyde K; degerleri ile baglanabilmektedir. Bu
monoterpenoidlerden a-pinen, a-terpinen, a-tujen, y-terpinen, mirsen, borneol, terpinen-
4-ol, p-simen, timol ve karvakrol Prof. Dr. Mine Kiirk¢iioglu tarafindan O. vulgare
subsp. hirtum ugucu yaginda (OUY) saptanmustir (heniiz yaymlanmamis ¢aligma). Bu
molekiillerin inhibisyon sabitleri birbirilerine yakin degerlerde bulunmustur. Hcp-
tubuline kars1 bu degerler yaklasik olarak 20uM civarinda iken, KPT 2’ye kars1 30 uM
ve AsFR’ye karsi ise 300 puM civarindadir. Kamfor, kamfen ve okaliptol gibi
monoterpenoidler ise A. annua’da bulunabilen bilesenlerdir ve benzer yapilartyla paralel
olarak benzer inhibisyon degerleri gostermislerdir. AG tablosunda monoterpenler i¢in
gosterilen enerji degerlerinin birbirine yakin olmalar1 yapi-aktivite iliskisi konusunda
bir fikir vermistir. Inhibitdr adayr molekiillerin genis spektrumlu antihelmintik etki
gosterebilmeleri i¢in tek halkali ve hidroksil gruplari igeren yan zincirlere sahip
olmalar yeterli olmamaktadir. Hidroksil grubunun monosiklik yapi tizerindeki konumu
baglanma enerjisi lizerinde dnemli bir degisime neden olmamaktadir. Bu durum, izomer

olan timol ve karvakrol 6rneginde goriilebildigi gibi, y-terpinen ve a-terpinen drneginde
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de goriilebilir. Bu izomer ikililerin AG degerleri birbirine oldukca yakin bulunmustur.
Cizelge 4.1’deki monoterpenlerin baglanabilmesi i¢in fazlasiyla genis bir baglanma
kavitesine sahip olan AsFR, KPT 2 ve B-tubulin proteinlerinin inhibisyonunda, hem en
azindan bisiklik veya tetrasiklik kor yapisi hem de oksijen veya kiikiirt iceren dalli yan
gruplar tercih edilmelidir. Cizelge 4.1°deki degerler, monoterpen iskeletinin ilag hedefi
olarak daha kii¢iik baglanma kavitesine sahip olan enzim veya reseptorlere
uyabilecegini ve bu nedenle GABA agonisti olup olmayacaklarinin da in silico olarak
arastirilabilecegini  diisiindiirmektedir. Bu  sonuglar monoterpen  iskeletinin
benzimidazoller veya makrosiklik laktonlardan farkli bir aksiyon mekanizmasina sahip

oldugunu gostermistir.

Cizelgede 4.1°de en dikkat ¢ekici sonu¢ M. charantia’da bulunan bilesenlerin tiimiiniin
HcpB-tubulini inhibe etmiyor olmasidir. Bu bilesenler karantadiol-A, momordisin | ve 11,
kuguasin-J, karavilagenin-D ve kukurbitasin-B’dir. Bunlardan ikisi (kukurbitasin-B ve
momordisin 1) ise bu ¢alismada en yiiksek skor degerine sahip olan ve dolayisiyla
antihelmintik agidan en potent bulunan iki bitkisel liganddir. Momordisin II 72,69 pM
Ki degeriyle bu caligmada denenen elli bitkisel ligand icinde en iyi inhibisyon skoruna
sahip ikinci liganddir. Oyle ki bu fevkalede iyi inhibisyon derecesiyle, denenen bes
sentetik ilagtan daha iyi bir sonu¢ gostermistir. 2H4T ye (KPT 2 enzimine) kars1 ¢ok iyi
bir baglanma enerjisine sahip olmasi beklenen IVC her ne kadar 290 pM degerle
gercekten cok basarilt bir inhibisyon yetenegi gostermis olsa da momordisin II ve

kukurbitasin-B bu ilagtan bile iyi bir baglanma ilgisi gostermistir.

Bir diger 6nemli sonu¢ M.charantia igerigindeki bu alt1 bitkisel ligandin da ¢ok iyi
inhibisyon sabitlerine sahip bulunmus olmasi dolayisiyla bu bitkinin yag bazh
¢oOziiciilerde hazirlanacak ekstraktinin bitkisel bir ila¢ olarak kullaniminin c¢ok etkili
olabilecegidir. Bu alt1 liganddan dordii (karantadiol-A, momordisin Il, karavilagenin-D
ve kukurbitasin-B) bir diger dnemli antinematodal hedef olan AsFR enzimine kars1 da
nanomolar diizeyde etki gostermektedir. Bu arzu edilen sonug, M. charantia’ya ait bu
triterpenoidlerin ¢ift eylemli ila¢ gelistirilmesinde degerlendirilebilecegini gostermistir.
Bu sonuglar gergekten de yeni ve piyasadaki ilaglardan daha etkili bir antihelmintik

gelistirilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan bilgileri saglamistir. Gelecekte iiretilecek en etkili
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antihelmintiklerden bazilar1 kukurbitanlar temelinde olacaktir. Bugiin i¢in en etkili
antihelmintik smiflar1 olan benzimidazoller ve makrosiklik laktonlara Oniimiizdeki
senelerde kukurbitanlar sinifi da eklenecektir. Bunun igin gerekli olan in silico bilimsel

verilere ise ilk kez bu ¢alismada ulagilmustir.

Cizelge 4.1°de gosterilen molekiillerden M. charantia’da bulunanlarin tiimiinde steroid
yapida bir ¢ekirdek oldugu gibi bu yapi friedelin ve stigmasterolde de mevcuttur. Bu
nedenle bu iki molekiiliin de kenetleme sonuglar1 kukurbitan halka iceren M. charantia
bilesenleri ile benzer bulunmustur. In silico deneyde, bu iki molekiil Hep-tubulini inhibe
etmemis ancak KPT 2’yi ¢ok iyi diizeyde inhibe edebilmistir (stigmasterol i¢in 9,43 nM
ve friedelin i¢in 13,07 nM).

O. vulgare subsp. hirtum infiizyonunda bulunabilen diosmetin, apigenin, oreganol,
eriodiktyol, luteolin ve krisoeriol; A. annua’da bulunabilen arteannuin-B, izofraksidin,
umckalin ve skopoletin kenetlendikleri her ti¢ protein ile de ¢ok iyi Ki degerleri ile
inhibisyon yetenegine sahip bulunmustur. Bu nedenle bu molekiiller genis spektrumlu
antinelmintiklerin gelistirilmesinde uygun ila¢ adaylaridir. Bu molekiillerin, Istanbul
kekigi ve Kabe siipiirgesi’nde bulunmalari, bu iki bitkinin antihelmintik potansiyellerini
dogrulamaktadir. Bu molekiillerin yapilar1 goéz oniline alindiginda bunlarin bir kism
semi-polar tabiattaki flavonoidler, kumarin tiirevleri ve sakkarit tiirevleri, bir kism1 da
apolar tabiattaki terpenler ve bir kismi da polar tabiattaki flavanoidler (diosmetin) ve
fenoller (oreganol) olduklar1 i¢in ¢oziicli olarak alkol veya su kullanilabilir. Ayrica

bitkilerin iceriginin salinabilmesi i¢in yag bazli ¢oziiciilerde de bekletilebilir.

HcpB-tubulin proteini ile kenetleme simiilasyonlarina gore bitkilerde bulunan elli aktif
bilesen ve bes ilag igerisinde en iyi skor degerlerine sahip ilk on bir bilesenin K;
degerleri Sekil 4.3°te gosterilmistir. Bu bilesenlerden MBZ 1,09 nM ile en diisiik K;
degerine sahip bilesendir. Sekil 4.3’e gore ABZ ilk on bir igerisine girememistir. MBZ,
ABZ’ye kiyasla daha etkili bir ilag oldugu i¢in bu sonuglar literatiir ile uyumludur.
Arteannuin-B, izofraksidin ve umckalin her ii¢ proteini de inhibe edebilirken 9,12,15-
oktadekantrienoik asit metil ester (ODTAME) bu ¢alismaya gore yalniz Hcp-tubulini iyi

derecede inhibe edebilmektedir. Hcp-tubulin inhibisyonu agisindan apigenin,
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arteannuin-B, 9,12,15-oktadekantrienoik asit metil ester ve oreganol 25 nM’1n altinda K;
degerine sahip olan en potent ilk dort bitkisel liganddir. Bunlardan apigenin ve oreganol
O. vulgare spp. hirtum’da, arteannuin-B A. annua’da ve 9,12,15-oktadekantrienoik asit

metil ester ise R. canescens koklerinde bulunmaktadir.

10J0 K, (nM)

Sekil 4.3. H. contortus B-tubulinine kars1 en diisiik K; degerlerine sahip ilk on bir
molekiil

Her ne kadar ilk on bire girmese de bir kumarin tiirevi olan skoparon da Hcf-tubuline
karst 128,73 nM diizeyde K; degeriyle potansiyel HcB-tubulin inhibitérii bitkisel
ligandlardan biridir. Bagka bir kumarin tiirevi olan spathulenol ise hem Hcp-tubulini
hem de KPT 2’yi nM diizeyde inhibe edebilmektedir.

Sekil 4.4’te sentetik bir benzimidazol tiirevi olan MBZ’nin 6nemli bir farkla bitkisel
ligandlardan daha diisiik serbest baglanma enerjisine sahip oldugu goriilmektedir. MBZ
disindaki on molekiiliin ortalama AG degerleri -10 kcal/mol civarinda hesaplanmistir.
Bu molekiillerden {i¢ii A. annua L’ye (arteannuin B, izofraksidin ve umckalin), altisi
(apigenin, oreganol, diosmetin, krisoeriol, luteolin ve eriodiktyol) O. vulgare spp.
hirtum’a ve biri (9,12,15-oktadekantrienoik asit metil ester) R. canescens’e aittir.
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10J0 AG (kcal/mol)
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Sekil 4.4. HeB-tubulin inhibisyonu agisindan en iyi AG degerlerine sahip ilk on bir
molekiil

Sekil 4.5’te kukurbitasin-B’nin diger molekiillerden daha yiliksek skora sahip oldugu
goriilmektedir. Cizelge 4.2°deki degerlere gore kukurbitasin-B -13,97 kcal/mol serbest
baglanma enerjisiyle ¢ok Onemli bir KPT 2 inhibitoriidiir ve aktif bolgede oldukga
diisiik bir entalpi ile uyumlu bir sekilde konumlanmaktadir. Kenetleme sonuglarina gore
kukurbitasin-B, KPT 2 i¢in uygun bir anahtardir. Bu arzu edilen serbest baglanma
enerjisi kukurbitasin-B’nin ¢ok diisiik dozda etkili olacak ideal bir antinematodal ilag

olabilecegini isaret etmektedir.
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Sekil 4.5. KPT 2 enzimini (PDB ID: 2HA4T) en iyi skor degerleriyle inhibe eden ilk
yirmi molekiiliin AG degerlerinin karsilagtirilmasi

Bu sonug tek ilag segenegi olan Onchocerca volvulus tedavisinde yeni ve daha etkili bir
ilag adayinin hesaplamali yontemlerle kesfedildigini gostermektedir. Daha once highir
in silico ¢alismada kukurbitasin-B’nin antihelmintik &zelligi kesfedilmedigi igin bu

caligma Kukurbitasin-B’nin antihelmintik oldugunu kanitlayan ilk in silico caligmadir.

Diger grafiklerle karsilastirildiginda kenetleme yapilan elli bes molekiiliin ¢ogunun
KPT 2’yi yiiksek skor degerleriyle inhibe ettikleri goriilmektedir. Bes ilagtan {igii
(lvermectin, MBZ ve Praziquantel) ilk yirmi igerisine girmistir ve grafikte de gorildigii
gibi bu molekiillerin serbest baglanma enerjileri yaklasik olarak -11 kcal/mol
civarindadir. Kuguasin-J ile Praziquantel arasindaki liganlarin AG degerleri birbirine
yakin goriilmekle beraber serbest baglanma enerjilerindeki kiigiik farklarin nemli

afinite degisimlerine sebep oldugu K; degerlerinin verildigi grafikten anlagilmaktadir.

Sekil 4.6’ya gore en iyi K; degerlerine sahip molekiillerden 5 nM degerinin altinda alt1
molekiil vardir ve bunlardan ikisi piyasada yaygin olarak kullanilan iki sentetik ilag
Ivermectin ve MBZ’dir. En iyi ilk dort ligand olan kukurbitasin-B, momordisin I,
oreganol ve Kkarantadiol ise O. vulgare ve M. charantia’da bulunan biyoaktif
molekiillerdir. Bu sonuglar bitkisel ligandlarin sentetik ilaglardan daha etkin ve daha az

yan etkili ilaclar olabileceklerini gdstermektedir.
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Sekil 4.6. KPT 2 enzimi igin en iyi K; degerlerine sahip ilk yirmi molekiiliin
karsilastirilmasi

Ascaris suum’a ait suksinat dehidrojenaz (fumarat rediiktaz) enzimi (AsFR) (PDB ID:
4ysx) helmintin hayati fonksiyonlari ile dogrudan iliskili bir enzimdir. Bu c¢alismada
AsFR ile kenetlenen elli bes molekiilden altisinin Kj degerleri 100 nM’dan kiigiik
bulunmustur. Bu molekiiller ve inhibisyon sabitleri Sekil 4.7’de verilmistir. Grafikteki
molekiillerden oreganol 1,9 nM diizeyde K; degeriyle en yiiksek skora sahip bitkisel
ligand olarak goriilmektedir. Oreganol hem KPT 2 enzimine hem de AsFR’ye karsi
uygun bir inhibitér adayidir. Oreganol bu sonuglara gore oldukga iyi bir antihelmintik
ilag adayidir ve Istanbul kekiginde bulunan bu biyoaktif molekiil ilk kez bu ¢alismada

antihelmintik olarak arastirilmistir.
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Sekil 4.7. AsFR icin en yiiksek skora sahip alt1 molekiiliin K; degerleri

Sekil 4.8’de molekiillerin serbest baglanma enerjilerinin énemli farklara sahip oldugu
goriilmektedir. En iyi sonucu veren bitkisel ligand oreganol ile sentetik ilag MBZ
arasinda 2,33 kcal/mol’liik bir enerji farki vardir. Bu enerji farklar: ligandlarin AsFR
icinde yaptiklart kimyasal etkilesimlerin 6nemli degisiklikler gdsterdigini isaret
etmektedir. Sekil 4.8’de goriildiigli gibi en iyi AG degerlerine sahip ilk on bir molekiiliin
onu bitkisel liganddir ve AsFR’e kars1 hesaplanan degerler -9,18 kcal/mol’iin altindadir.
Bu grafikteki molekiillerin tiimii O. vulgare subsp. hirtum veya M. charantia’da
bulunan bilesenlerdir. Bu nedenle hem KPT 2 enzimi hem de AsFR enziminin
inhibisyonunda bu iki tiir bitkinin bilesenleri en potent inhibitdr adaylari olarak

saptanmistir.
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Sekil 4.8. AsFR i¢in en iyi serbest baglanma enerji degerlerine sahip bulunan ilk on bir
molekiil ve AG degerleri

Sekil 4.9’a gore kukurbitasin-B, momordisin Il ve oreganol KPT 2’ye pikomolar
diizeyde K; degerlerine sahip bulunmugstur. Grafikte gosterilen bes molekiil hem KPT 2
hem de AsFR’ye ¢ok iyi derecelerde baglanma ilgisine sahip molekiillerdir. Grafikte
momordisin 11 her ne kadar AsFR’ye kars1 yiiksek bir K; degerine sahip goriinse de 35-
40 nM K degeri oldukga iyi bir inhibisyon potansiyeline isaret etmektedir.
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Sekil 4.9. KPT 2 (2H4T) igin en diisiik K; degerlerine sahip olan ilk yedi bitkisel
ligandin KPT 2 ve AsFR’ye (4YSX) kars1 K; degerlerinin karsilagtirilmasi

Sekil 4.10’da KPT 2 ve AsFR’ye karsi en iyi AG degerlerine sahip 17 bitkisel
molekiiliin ii¢ hedef protein i¢in serbest baglanma enerjilerini gostermektedir. Grafik
ozellikle momordisin 1l ve friedelin igin antinematodal etkinin B-tubulin
inhibisyonundan bagimsiz bir yolla ortaya ciktigini isaret etmektedir. Ayn1 tahmin
kukurbitasin-B, karantadiol-A, kuguasin-J, karavilagenin-D, stigmasterol ve
momordisin | i¢in de yapilabilir. Kukurbitasin-B ve karantadiol-A’nin AsFR’ye ve Hcp-
tubuline serbest baglanma enerjileri birbirine ¢ok yakindir ve her iki molekiil de M.
charantia’nin bilesenleridir. Oreganoliin her {i¢ proteine de yiiksek inhibisyon yetenegi
dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.10. KPT 2 ve 4ysx’e karsi en iyi AG degerlerine sahip on yedi bitkisel
molekiiliin ii¢ hedef protein i¢in serbest baglanma enerjileri

Sekil 4.11°e gore oreganol, krisoeriol, diosmetin, eriodiktyol, luteolin ve apigenin bu
calismada her ii¢ hedef protein i¢in de birbirine yakin ve en iyi derecelerde baglanma
ilgisine sahip molekiillerdir. Grafikte Hcp-tubulin i¢in en diisiik skora sahip iki molekiil
krisosplenetin ve krisosplenol-D olsa da KPT 2 inhibisyonu agisindan sirasiyla -10,58
kcal/mol ve -10,39 kcal/mol gibi diisiik enerji degerleriyle bu iki ligand da en potent
molekiiller i¢inde yer almaktadir. Molekiiler yapilar1 da benzer olan krisosplenetin ve
krisosplenol D her ii¢ protein i¢in de yaklasik olarak ayni degerde serbest baglanma
enerjilerine sahiptir ve A. annua’da bulunmaktadir. Bu iki molekiil disinda kalan ve
grafikte gosterilen tiim molekiiller O. vulgare spp. hirtum’da bulunmaktadir.
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Sekil 4.11. KPT 2, AsFR ve Hcp-tubulin proteinleri i¢in en iyi serbest baglanma enerjisi
degerlerine sahip oldugu hesaplanan molekiillerin AG degerlerinin karsilastirilmasi

4.3. Homolog Proteinlerin Kenetleme Simiilasyonu Sonuclari

Cizelge 4.3’teki molekiillerden apigenin, arteannuin-B, ODTAME, oreganol ve
diosmetin HcB-tubulin i¢in en iyi inhibisyon degerlerinin bulunmus oldugu ilk bes
bitkisel liganddir. Karantadiol-A, momordisin 1l, kukurbitasin-B ve oreganol ise hem
KPT 2 hem de AsFR enzimleri i¢in en iyi inhibisyona sahip oldugu bulunan ilk dort
bitkisel liganddir. Bu dort ligandin her iki hedef proteine de en yiiksek skor degerleriyle
baglanabiliyor olmalar1 ¢ift eylemli ila¢ gelistirilmesi acisindan ¢ok degerli bir bilgi

saglayan en 6nemli sonuglardan biridir.

S. obvelata mitokondrial sitokrom ¢ oksidaz 1 (SoCOX1), SoCOX2 ve Caenorhabditis
elegans glukoz transporter 1 reseptorii (CeGLUT1) ile ilgili 3D yapilar1 SwissModel ile
tahmin edilmistir. Enterobius vermicularis B-tubulin proteini (Evp-tubulin) 3D yap1
tahmininde Zhang Lab Web sunucusuna ait I-TASSER araci kullanilmis ve aktif
bolgelere ait bilgi bu yazilim vasitasiyla elde edilmistir. Mitokondriyal sitokrom c
oksidaz 2 (COX2) enzimi, helmint igin hayati fonksiyona sahip oldugu ve S.
obvelata’nin genom sekansi bilinmedigi i¢in mitokondriyal genomdaki en uygun sekans
olarak diisiiniilerek secilmistir. Ilk olarak COX2 proteinine ait protein sekansi
UniProt’tan alinmisti. Protein sekansinin 3D yapist Zhang Lab web sunucusuna ait I-

TASSER yazilimi ile tahmin edildikten sonra proteinin baglanma bdlgesi saptanmis,
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ayni sekansin 3D yapist homoloji modelleme yoluyla SwissModel ile de tahmin
edilmistir. QMEAN degeri -5,2 bulundugu i¢in hem bu protein, hem de QMEAN degeri
-3,26 bulunan COX1 proteinine ait sekanstan modellenen 3D yapi kullanilmistir.
Cizelge 4.4’teki 2FW3 pdb kodlu KPT-2 enzimi ise 2H4T den farkli bir 3D yapisidir ve

kenetleme dogrulugunun test edilmesi igin grid merkezi degistirilmistir.

Cizelge 4.3. Potent ligandlarin homolog proteinler ile kenetleme sonuglart

6E7C (iB-tubulin) Evp-tubulin

Molekiil AG (kcal/mol) |K;(uM) |AG (kcal/mol) |K;(uM)
ODTAME +0,20 - -1,76 50 850
Apigenin +4,37 - -2,27 21 600
Arteannuin-B +1,20 - +12,25 -
Kukurbitasin-B  |+263,11 - +142,05 -
Diosmetin +8,93 - -1,75 51 960
Eriositrin +72,3 - +52,50 -
Karantadiol-A  |+130,39 - +64,38 -
Momordisin II  |+287,60 - +166.,41 -
Oreganol +13,18 - +8,30 -

Cizelge 4.3. Potent ligandlarin homolog proteinler ile kenetleme sonuglar1 (devam)

7DAE (fare B-tubulini) 6VAX (iFR)
Molekiil AG (kcal/mol) |K;(uM) | AG (kcal/mol) |K;(uM)
ODTAME +4,24 - -5,08 187,87
Apigenin -0,94 204 300 |-6,56 15,65
Arteannuin-B +2,92 - -7,28 4,58
Kukurbitasin-B -8,97 0,267 14
Diosmetin +1,93 - -7,52 3,07
Eriositrin -12,87 0,000 370 31
Karantadiol-A -8,43 0,662 65
Momordisin II -7,19 5,33
Oreganol +37,46 - -6,02 38,59
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7DAE (fare B-tubulini) i¢in yapilan kenetlemeler i¢in ADME o6zellikleri en uygun

ligandlar se¢ilmistir.

Cizelge 4.4. Potent ligandlarin diger hedef proteinler ile kenetleme sonuglari

CeGlutl 2FW3 (rat KPT 2)

Molekiil AG (kcal/mol) | K;(uM) AG (kcal/mol) |K; (uM)
ODTAME -5,75 60,48 -6,55 15,89
Apigenin -7,58 2,79 -8,85 0,324 32
Arteannuin-B -7,67 2,40 -8,07 1,22
Kukurbitasin-B  |-7,47 3,35 -10,64 0,015 81
Diosmetin -8,42 0,676 44 -8,10 1,15
Eriositrin -6,61 14,24 -9,72 0,075 32
Karantadiol-A -8,82 0,340 52 -10,92 0,009 95
Momordisin II -6,85 9,58 -9,43 0,122 26
Oreganol -7,60 2,69 -6,72 11,83

Cizelge 4.4. Potent ligandlarin diger hedef proteinler ile kenetleme sonuglar1 (devam)

SoCOX1 SoCOX2
Molekiil AG (kcal/mol) |K;(uM) AG (kcal/mol) |K;(uM)
ODTAME -6,18 29,40 -3,32 3690
Apigenin -6,84 9,61 -5,59 79,80
Arteannuin-B -6,73 11,61 -5,69 67,39
Kukurbitasin-B  |-9,48 0,113 39 -7,67 2,39
Diosmetin -6,84 9,65 -5,55 84,83
Eriositrin -5,92 45,64 -3,92 1340
Karantadiol-A -9,56 98,21 nM |-8,09 1,18
Momordisin I1 -5,85 51,89 -4,33 671,20
Oreganol -5,14 169,70 -3,60 2310

Cizelge 4.4°teki CeGLUT1 proteinin sekans bilgisi Uniprottan alinmistir. Modellenen
3D yap: incelendiginde insan GLUT3 proteini ile ayni oldugu goriilmiistiir ve bu

nedenle insandaki GLUT3 proteini ile kenetleme deneyleri tekrar yapilmamistir ¢linki
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bu ¢alismada insanda bulunan homolog proteinlerin kullanilmasinin amac selektiviteye

yonelik karsilastirma yapilmasidir.

Cizelge 4.3’teki sonuglar, denenen proteinler igerisinde segili bitkisel ligandlara
baglanmayan iki proteinin insan B-tubulin (ip-tubulin, pdb ID: 6E7C) ve Enterobius
vermicularis B-tubulin (EvB-tubulin) proteinleri oldugunu gostermektedir. 6E7C igin
hesaplanan AG degerleri oldukga ilgingtir. Bu sonuglar kukurbitasin-B, karantadiol-A
ve momordisin II’nin en potansiyel ila¢ adaylar1 oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Bu fi¢
bitkisel ligand nematodlardaki hedef proteinlere baglanabilirken, insandaki p-tubuline
baglanamamaktadir. Bu sonug, bu ligandlarin daha az yan etkiye neden olacagini
gostermektedir ve yeni bir ilacin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir bilgi saglamaktadir.
Cizelge 4.3’teki sonuglara gére momordisin Il hem ip-tubulin hem de Evp-tubulin igin
en yiiksek AG degerlerine sahip bilesendir. En yiiksek AG degerlerine sahip diger iki
bilesen kukurbitasin-B ve karantadiol-A’dir. Bu iki molekiil ip-tubulinine
baglanamazken rat karnitin palmitoil transferaz 2 enzimi (pdb ID: 2FW3) ve insan
furmarat rediiktaz enzimi (iFR, pdb ID: 6VAX) i¢in oldukg¢a iyi inhibisyon katsayilarina
sahiptir. Bu calismada kullanilan fumarat rediiktaz enzimlerinin her ikisi de PDB’den
kristalize formda elde edildigi ve kenetleme prosediiriinde flavin adenin diniikleotit
(FAD) N5 atomu merkeze alindig1 i¢in bu sonuglar, homoloji modelleme ile elde edilen
proteinlerin kenetleme sonuglarina kiyasla daha giivenilir degerlerdir. Oreganol, fumarat
rediiktazin nematodda bulunan formuna (4YSX) -11,9 kcal/mol AG ve insandaki
formuna (6VAX) -6,02 kcal/mol AG degerlerine sahip bulunarak en selektif bitkisel
ligand olarak tahmin edilmistir. Cizelge 4.4’te gosterildigi gibi S. obvelata mt sitokrom
c oksidaz 2 (SoCOX2) proteinine karsi eriositrin diginda kalan ligandlarin baglanma
ilgileri daha diisiik olmakla birlikte rat KPT 2 enziminin (2FW3) sonuglari ile benzerlik
gostermektedir. Bu sonug oldukca dikkat ¢ekicidir ve molekiillerin yapilarinin, serbest
baglanma enerjisinin hesaplanmasinda ve entalpi degerlerinin artisinda ne kadar 6nemli
oldugunu gostermektedir. Bu iki protein birbirinden oldukga farkli baglanma bolgesine
sahip olmalarina ragmen orantili AG sonuglari bulunmasi bu molekiillerin birden fazla
antihelmintik hedef proteine baglanabilecek molekiiler yapilarda olduklarini da isaret
etmektedir. SOCOX2 i¢in hesaplanan degerlerde karantadiol-A en iyi skora sahipken (-

9,56 kcal/mol serbest baglanma enerjisi, 98,21 nM K;), ikinci sirada kukurbitasin-B
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gelmektedir. 9,12,15-oktadekantrienoik asit metil ester (ODTAME) her iki enzim igin
de en diisiik afiniteye sahip liganddir. Cizelge 4.3°teki bilesenler icinde ODTAME ayni
zamanda IFR enzimi (6VAX) ve CeGLUTI reseptoriine karsi da en diisiik baglanma
ilgisine sahip bitkisel ligand olarak goriinmektedir. Ancak bu ¢alismada Hep-tubulin ile
iyi derecede baglanma ilgisine sahip bulunmus olmasi homolog proteinler ile de
denenmesini gerektirmistir. ODTAME nin ¢ok sayida rotasyonal baga sahip esnek bir
molekiil olmasi kenetleme programmmin dogru tahmin edebilme basarisim
etkilemektedir. Oreganol de bazi proteinlerin inhibisyonlarinda ODTAME ile paralel
sonuglar gdstermistir ve SoCOX2 enzimi i¢in inhibisyon katsayis1 2.31 uM olarak
hesaplanmistir. SoOCOX2 modeli homoloji modelleme ile olusturuldugu i¢in bu tahmini
sonuglar SoCOX2 inhibisyonuna yonelik kesin veriler sunulmasindan uzaktir.
ODTAME, SoCOXI1 inhibisyonu ag¢isindan ise en yiiksek AG degerine sahip bulunan
bitkisel liganddir ve bu tahmini protein yapist i¢in de en elverissiz inhibitér olarak
goriinmektedir. Bu tahmini protein yapisinin QMEAN degeri -3,26 olarak hesaplanmis
ve karantadiol-A i¢in AG degeri -9,56 kcal/mol olarak tahmin edilerek iyi kabul
edilebilecek sonuglar bulunmustur. CeGLUT1 inhibisyonu ile ilgili sonuglar SoOCOX2’¢e
kiyasla daha giivenilirdir ¢iinkii kalip model olarak insan GLUT3 proteininin kristalize
yapist kullanilmigtir. Cizelge 4.4’te goriildiigii gibi karantadiol-A ve diosmetin
CeGLUTI i¢in nanomolar seviyede inhibisyon degerlerine sahiptir ve apigenin,
arteannuin B, oreganol ve kukurbitasin-B de -7,47 kcal/mol’den daha kii¢iik serbest
baglanma enerjileri ile reseptore baglanmaktadir. Bu sonucglar bu alti molekiiliin
antidiyabetiklere benzer bir mekanizma ile helmintleri elimine edebilecegini in silico
yontemlerle ortaya ¢ikarmistir. Insan GLUT3 reseptoriiniin antagonisti olabilecek bu
molekiillerin yiiksek doz ve devamli kullaniminda hipoglisemiye bagli yan etkilerin
ortaya cikabilecegi unutulmamalidir. Karantadiol-A oral yolla yiiksek dozda alinsa bile
gastrointestinal absorbsiyonu c¢ok diisliktiir ve yalniz bitkisel bir diyetle alinimi
durumunda bu oran ¢ok daha fazla diisecek ve yan etki goriilme olasilig1 azalacaktir.
KPT 2 enzimi (2FW3) ve ip-tubulin proteini (6Y3C) inhibisyonu igin gosterilen
degerler bu molekiillerden kukurbitasin-B, momordisin Il, oreganol ve karantadiol-
A’nin  yag metabolizmasimi etkileyerek antihelmintik etki gosterebileceklerini

kanitlamaktadir. KPT 2 enziminin tersinir inhibisyonu 6nemli bir yan etkiye yol
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acmazken, kisa siireli inhibisyonu durumunda iiretilecek metabolitler bazi helmint

tiirlerinin 6liimiine yol agmaktadir (Taylor ve digerleri, 2014).

Sekil 4.12°deki sonuglar kenetleme prosediiriinde grid kutusu merkezinin se¢iminde
dogru noktalarin kullanilmasinin sonuclari ne kadar ¢ok etkiledigini gostermektedir.

2HAT icin segilen merkezin koordinatlar1 Taylor ve digerleri (2014)’dan alinmusti.

boyutlarinda grid kutusu olusturulmasina ragmen 2FW3 i¢in merkezin otomatik olarak

belirlenmesi AG degerlerinin degismesine neden olmustur.

AG Degerleri

0
-10

-15

ODTAME  Apigenin Arteannui Kuk.urb|ta Diosmetin Eriositrin Karantadi Momord| Oreganol
n-B sin-B ol-A sin Il
2FW3  -6,55 -8,85 -8,07 -10,64 -8,1 -9,72 -10,92 -9,43 -6,72
W 2HAT -7,98 -10,15 -9,23 -13,97 -10,77 -8,43 -11,85 -13,83 -13,45
2FW3 m2HAT

Sekil 4.12. Dokuz ligandin 2FW3 ve 2H4T (rat karnitin palmitoil transferaz 2 enzimi)
ile kenetleme simiilasyonu sonucu bulunan AG degerlerinin karsilastirilmasi

Farkli organizmalardaki B-tubulin inhibisyonlar1 agisindan degerlendirildiginde, Sekil
4.13’te gortldigi gibi denenen bitkisel ligandlar i¢inde en iyi AG degerlerine sahip
bilesen apigenindir. Apigenin, Hcp-tubulin (10J0) igin -10,75 kcal/mol, if-tubulin
(6E7C) igin 4,37 kcal/mol ve Evp-tubulin igin ise -2,27 kcal/mol serbest baglanma
enerjilerine sahip bulunmustur. Sekil 4.13’te Evp-tubulinin inhibisyon degerleri if-
tubulin ile benzer sonuglar gostermistir. Bunun en olas1 nedeni Evp-tubulin proteinin
homoloji modellenmesinde I-Tasser yazilimi tarafindan insan f-tubulinin kalip olarak
alinmis olmasidir. Bu nedenle Evp-tubulin inhibisyonu ger¢ek anlamda Enterobius
vermicularis’e ait hedef proteinin inhibisyonunu gostermez. Evp-tubulin, 3D protein
yapisi olarak iB-tubulinine benzedigi icin grafikte gosterilen sonuglar EvfB-tubulin ile if3-

tubulinini selektivite acisindan karsilastirmak icin kullamlamayacaktir. ikisine ait
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inhibisyon degerlerinin karsilastirilmasi, benzer proteinlerin benzer kenetleme
sonuglarina sahip oldugunu gostermektedir. Haemonchus contortus’a ait teorik [-
tubulin yapisi ise, kenetlenen ligandlardan bazilari igin olduk¢a uygun bir baglanma
bolgesine sahiptir. Sekil 4.13’te gosterildigi gibi arteannuin-B, apigenin, ODTAME,
diosmetin ve oreganol, Hcp-tubulini (10J0) oldukea iyi degerlerde inhibe ederken, 13-
tubulini inhibe etmemektedir. Bu sonug bu bitkisel ligandlarin B-tubulin inhibisyonu

acisindan insanda yan etkiye neden olmayacagini gosterdigi i¢in ¢ok dnemlidir.

AG Degerleri

350
300
250
200
150
100
50 I
—— O . N0
=0 Arteannui Kukurbitas Karantadio Momordisi
ODTAME  Apigenin n-B in-B Diosmetin Eriositrin LA na Oreganol
H6E7C 0,2 4,37 1,2 263,11 8,93 72,3 130,39 287,6 13,18
=10J0 -10,54 -10,75 -10,68 17,9 -10,24 15,66 18,06 72,67 -10,39
Ev B-Tubulin  -1,76 -2,27 12,25 142,05 -1,75 104,96 64,38 166,41 8,3

E6E7C m10J0 Ev B-Tubulin

Sekil 4.13. Dokuz ligandin 6E7C (insan [-tubulini kristalize yapis1), 10J0
(Haemonchus contortus B-tubulini teorik yapisi) ve Evp-tubulin (homoloji modelleme
ile tahmin edilen Enterobius vermicularis B-tubulin proteini) ile kenetleme simiilasyonu
sonucu bulunan AG degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.14’te gorildigii gibi denenen dokuz liganddan sekizi nematoda ait proteine
(AsFR, PDB kodu:4YSX) daha iyi baglanmaktadir. Grafikteki ligandlar icinde
eriositrin, ODTAME ve arteannuin-B -8 kcal/mol’lin iizerinde AG degerine sahip
bulunurken diger alti molekiil olduk¢a iyi baglanma enerjilerine sahip bulunmustur.
Sekil 4.14°te ilk goze ¢arpan sonuc¢ oreganolun istenen selektiviteyi gostermis
olmasidir. Ascaris suum’da bulunan fumarat rediiktaz enzimine karsi olduk¢a iyi bir

skora sahipken insanda bulunan homolog proteine baglanma ilgisi diistiktiir.
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Bu ligandlar igerisinde momordisin Il ikinci en selektif liganddir. Eriositrin ise fumarat
rediiktazin insandaki formuna kars1 ¢cok daha iyi bir skora sahip olmakla beraber her iki
organizmadaki formuna da baglanma ilgisi gostermistir (4YSX i¢in -6,62 kcal/mol,
6VAX igin -12,87 kcal/mol). Dokuz liganddan dordii (kukurbitasin-B, karantadiol-A,
momordisin Il ve oreganol) proteinin nematoddaki formuna kars1 -10 kcal/mol’den daha

diisiik serbest baglanma enerjilerine sahip bulunmustur.

Grafik Bashgi

M 6VAX 4YSX

-12,87

Sekil 4.14. Dokuz ligandin 6VAX (insan fumarat rediiktaz enzimi kristalize yapisi) ve
4YSX (Ascaris suum fumarat redilktaz enzimi kriztalize yapisi) ile kenetleme
simiilasyonu sonucu bulunan AG degerlerinin karsilastirilmast

Fumarat rediiktaz i¢in K; degerlerinin karsilastirilmasi ise apigenin, kukurbitasin-B,
diosmetin, karantadiol-A, momordisin Il ve oreganoliin nematoddaki hedef proteine
kars1 nanomolar diizeyde inhibisyon katsayisina sahip olduklarini géstermektedir (Sekil
4.15). Bunlardan diosmetin, apigenin, momordisin Il ve oreganol ise hedef proteinin
insandaki homologuna karsi mikromolar diizeyde inhibisyona sahip bulunmustur.
Istenmeyen yan etkiler acisindan eriositrinin en énemli dezavantaji, insan hiicrelerinde
suksinat dehidrojenaz inhibisyonuna bagli olarak hiicre 6liimiine neden olmasi olabilir.
Bu yan etki eriositrinin diisiik dozda kullanilmas: ile giderilebilir. Insanlar icin diisiik
dozda toksik madde smifina girmemesi ise eriositrinin geridonebilir inhibisyonuna
baglanabilir. Eriositrinin oldukga iyi degerlere sahip bulunan suksinat dehidrojenaz

inhibisyonu, antikanser ila¢ arastirmalarinda da bu molekiiliin denenmesinin fayda
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saglayabilecegini gostermistir. Antihelmintik amagli kullaniminda ise eriositrin yerine

oreganol, momordisin Il, karantadiol-A veya kukurbitasin-B tercih edilebilir.
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Sekil 4.15. Dokuz bitkisel ligandin insanda (6VAX) ve nematodda (4YSX) bulunan
fumarat rediiktaz enzimleri ile kenetleme sonucu bulunan inhibisyon katsayilarmin (K;)
(UM diizeyde) karsilagtirilmasi

Oreganol, fumarat rediiktazin nematodda bulunan formuna -11,9 kcal/mol AG ve 1,9
nM K; degerlerine ve insandaki formuna -6,02 kcal/mol AG ve 38,59 uM K degerlerine
sahip bulunarak 20 310,53 selektivite indeksi ile en selektif bitkisel ligand olarak

tahmin edilmistir.

Selektivite indeksi grafigine gore momordisin 11, nematod FR proteini i¢in 130 kat daha
secicidir. Kukurbitasin-B 50,28 kat, apigenin 42,4 kat, karantadiol-A 39,92 kat ve
diosmetin 34,51 kat selektivite gostermistir (Sekil 4.16). Eriositrin ise iFR i¢in ¢ok
yiikksek bir baglanma ilgisine sahiptir ve AsFR’ye kiyasla daha iyi bir inhibisyon
katsayis1 tahmin edilmistir. Bu nedenle selektivite indeksi grafigine dahil edilememistir.
Eriositrin disinda kalan tiim bu bilesenlerin nematod proteinine karsi daha iyi baglanma
moduna sahip olmalar1 fumarat rediiktazi hedefleyen yeni inibitorlerin gelistirilmesi
acisindan onemlidir. Her ne kadar K; degerleri grafiginde ODTAME, proteinin iki

homologuna kars1 6nemli bir inhibisyon farki meydana getiriyor gibi goriinse de,
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selektivite grafiginde gorildiigii gibi 6,45 kat secicilige sahiptir ve secili bilesenler
icinde selektiflik agisindan sekizinci siradadir. Oreganol, fumarat rediiktaz inhibisyonu

acisindan degerlendirildiginde en uygun ilag adayidir.
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Sekil 4.16. Selektivite indekslerinin karsilagtirilmasi. Grafikteki tiim bilesenler nematod
proteinine karsi daha selektiftir

Oreganol tiim kenetlemeler genelinde degerlendirildiginde SoCOX2’e baglanma ilgisi
cok disiiktiir (bkz. Cizelge 4.3). B-tubulinin insandaki formuna baglanmamaktadir
ancak nematoddaki formuna karsi (10J0) oldukca iyi bir serbest baglanma enerjisi
degerine sahip oldugu (-10,39 kcal/mol AG) hesaplanmis ve rat KPT 2 enzimi (2H4T)
icin de 0,1378 nM K; degerlerine sahip bulunmustur. CeGLUT1 igin ise inhibisyon
ozelligi cok zayifir ki bu aym1 zamanda insandaki GLUT3 reseptoriine de

baglanamayacagini gostermektedir. Ozetle denenen proteinler iginde en iyi baglandig
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proteinler nematod fumarat rediiktaz enzimi (4YSX), nematod B-tubulin proteini (10J0)
ve rat KPT 2 (2H4T) enzimidir. Oreganol hem fumarat rediiktaz hem de B-tubulin
inhibisyonu agisindan segicidir ve timid verici bir ilag adayidir. COX enzimleri ve
GLUT3 reseptorii ile baglanma ilgisi ¢ok diisiik bulundugu i¢in bu agidan yan etkisinin

de olmayabilecegi in silico hesaplamalar ile ilk kez gosterilmistir.

4.4. Homoloji Modelleme ile Olusturulan Proteinlerin Incelenmesi

Homoloji modelleme ile olusturulan proteinlerin 3D yapilar1 tahmin edildikten sonra
Ramachandran grafikleri, proteinlerin hidrofobik rezidiilerini gosteren grafikler ve 3D

resimler Discovery Studio ile olusturulmustur.

4.4.1. S0OCOX1 ve SoCOX?2 icin tahmin edilen 3D yapilarin degerlendirilmesi

SoCOX1 ve SoCOX2 enzimlerinin ii¢ boyutlu yapilari veritabanlarinda bulunmadig
icin bunlara ait amino asit sekanslari Uniprot veritabanindan alindiktan sonra
SWISSMODEL ile modellenmis ve kullanilmistir. SOCOX1 protein sekansi 113 amino
asitten olugmakta ve bes heliks yapisi ile ilmek yapilarindan meydana gelmektedir
(Sekil 4.17 A). Bu homoloji modeli i¢in olusturulan Ramachandran grafiginde de sag el
a-heliks i¢in uygun a¢inin oldugu bodlgede amino asitlerin yogunlagtigi goriilmektedir
(Sekil 4.17 B). SoCOX2 proteini oldukga kiigiik ve basit yapili bir proteindir (Sekil 4.17
C). Yapiy1 olusturan iki uzun a-heliks birbirine paralel dururken, Sekil 4.17 D’deki
Ramachandran grafiginde bu heliks yapilarinin sag el a-heliks yapisinda olduklar1 ve
yalnizca bir amino asidin sol el a-heliks yapisinda olabilecegi gosterilmektedir. Ayrica
hem paralel B-pili hem de antiparalel B-pili yapilarmin bulundugu goriilmektedir. Sekil
4.17 D’deki yapilarin ¢ogu —y ve —¢ acilarina sahip olduklar1 i¢in izin verilen
konfigurasyonlar1 temsil etmektedir. Sekil 4.17 D’de sadece dort amino asidin zit
konformasyonda olabilecegi tahmin edilmistir ve bunlardan ikisi sol el a-heliks

bolgesine denk diigmiistiir.
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Sekil 4.17. SOCOX1 ve SoCOX2. A) S. obvelata’ya ait COX1 (sitokrom c oksidaz 1)
enziminin homoloji modeli (SoCOX1). B) SoCOX1 i¢in Ramachandran grafigi. C)
SoCOX2 homoloji modeli. D) SoCOX2 i¢in Ramachandran grafigi

SoCOX1 proteini homoloji modeli i¢in ¢izilen Sekil 4.18 A’daki hidrofobisite grafigine
gore 10.-15. amino asitler arasinda kalan bolgede ve 50. amino asitte olduk¢a hidrofilik
bir yap1 oldugu, 23.-26. ve 55.-60. arasindaki amino asitlerin ise bu proteindeki en

hidrofilik karakterdeki amino asitler oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.18 B’de SoCOX2 igin ¢izilen hidrofobisite grafiginde hidrofobik amino asitlerin
20.- 30. ve 55.- 70. amino asitler arasinda olduklari, bunlardan muhtemelen 25. ve 60.
amino asitlerin ise en hidrofobik iki amino asit olduklar1 gosterilmektedir. En hidrofilik

amino asitler ise proteinin son kisimlarindaki ilmek yapis1 lizerinde bulunmaktadir.
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Sekil 4.18. Hidrofobiklik grafigi. A) SoCOXI1 i¢in, B) SoCOX2 i¢in

Uniprot veritabanindan alinan S. obvelata mtCOX2 amino asit sekansi ile insandaki
homolog proteinin BLAST ile karsilastirilmas1 sonucunda Sekil 4.19°da gdsterilen
%28,6 oraninda benzerlik saptanmistir. Bu sonug, ayni zamanda S. obvelata tiir
teshisinde PCR icin kullanilan bu sekansin, inhibisyon i¢in uygun olabilecegini
gostermistir. Ne var ki bu gen sekansi ve amino asit sekansi bilinmesine ragmen
proteinin kristalografik yapisi veri tabanlarinda mevcut olmadigr icin bu ¢alismada
kullanilan SoCOX2 proteini homoloji modelleme ile iiretilmis ve QMEAN degeri -5,67

bulundugu i¢in kesin bir tahminde bulunulmasina imkan verememistir (Sekil 4.20).

Match hit

POOE0T —— 28, 5%

_-‘I Cytochrama ¢ oxidase sulsnit I (Homo sapiens)

Sekil 4.19. S. obvelata’da bulunan COX2 amino asit sekansinin insandaki homologu ile
karsilastiritlmast BLAST sonucu

SoCOX2 igin olusturulan homoloji modelinde kalip olarak kullanilan protein ile S.
obvelata amino asit sekansi arasindaki ortiisme Sekil 4.20°de gosterilmektedir. Kalip
olarak kullanilan bagka bir tiire ait COX2 enzimi (pdb kodu: 5z62) ile benzerlik orani
%26,61 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.20. SoCOX2 amino asit sekansinin SWISS-MODEL programi ile analizi sonucu
3D yapisinin tahmini. Eslesen bolgeler koyu harflerle, bosluklar kesikli ¢izgilerle ve
eslesmeyen aminoasitler flu harflerle ikinci siradaki sekans iizerinde gosterilmektedir

Zhang Lab web sunucusunun bir opsiyonu olan COACH analizi (Yang, Roy ve Zhang,
2012; Yang, Roy ve Zhang, 2013) vasitasiyla SoCOX2 proteininin liganda baglanma
bolgesi tahmin edilmistir. Korunmus bolgelerdeki baglanma noktalarindan en fazla
kullanilan amino asitler segilerek dort amino asit sekans iizerinde isaretlenmis (Sekil
4.21) ve bu noktalarin denk geldigi bolgeler Discovery Studio ekraninda goriildiikten
sonra bu bolgeleri kapsayacak sekilde grid kutusu merkezi secilmistir. Bu korunmus

amino asitler izolosin 30, prolin 66, valin 69 ve 16sin 70°dir.
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Sekil 4.21. COX2 proteininde en olast baglanma bdlgelerinin Discovery Studio ile
gosterilmesi. 3D yapida olasi baglanma bolgeleri sar1 renkle, sekans {izerinde ise siyah
renkle isaretli olarak gosterilmistir

4.4.2. CeGLUT]1 reseptorii homoloji modelinin degerlendirilmesi

CeGLUTI1 reseptorii icin amino asit sekanst Uniprottan alindiktan sonra
SWISSMODEL ile ii¢ boyutlu yapist modellenmistir. CeGLUT1 reseptorii glukoz gibi
sakkaritlerin gecisinden sorumlu bir kanal sistemi oldugu icin Sekil 4.22 A’da
gosterilen halkasal olarak dizilmis o-helikslerden meydana gelmektedir ve yapinin
merkezinde bir por bulunmaktadir. Sekil 4.22 A’da sadece a-heliks ve ilmek yapilari

goriilse de Sekil 4.22 B’deki Ramachandran grafiginde B-tabakalarin bolgesinde de tek
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tilk amino asitler var goriinmektedir. Ayrica kollajen helikslerin arzu edilen bolgede
olduklar1 ve ¢ok sayida sag el a-heliksin de hem arzu edilen hem de ilaveten izin verilen
bolgelerde olduklar1 goriillmektedir. Yaklasik 10-15 amino asitin ise adaciklarin disinda
kalan izin verilmeyen alanlarda olduklari tahmin edilmistir. Sekildeki CeGLUTI1
homoloji modeli insan GLUT3 reseptorii kalibinda modellenmis oldugu i¢in bu amino

asitlerin ¢ogunun comertge izin verilen alanlara tekabiil ettigi de varsayilabilir.
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Sekil 4.22. CeGLUT1. A) Caenorhabditis elegans’a ait GLUT1 reseptoriiniin homoloji
modeli (CeGLUT1) B) CeGLUTT! igin Ramachandran grafigi

Hidrofobisite grafiginde protein sekansinin tam merkezindeki ve sekansin en sonundaki
amino asitlerin hidrofilik olduklari, bunun diginda sekans boyunca a-heliksler ile ilmek
yapilarmin aridisik siralanmalari dolayisiyla hidrofobik amino asitlerin dagiliminin da
inis c¢ikislarla tiim sekans boyunca homojen bir sekilde oldugu Sekil 4.23’te

goriilmektedir.
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Hidrofobiklik

o 125 250 375

Amino asit sirasi

Sekil 4.23. CeGLUT1 igin hidrofobiklik grafigi

4.4.3. EvB-tubulin proteininin homoloji modelinin degerlendirilmesi

E. vermicularis B-tubulin ii¢ boyutlu kristalografik yapisi bilinmemekte ancak E.
vermicularis’e ait genom sekansi Genbank veritabaninda bulunmaktadir (Erisim no:
PRJEB503). Proteine ait fasta sekansi UniProt veritabaninda mevcuttur. E. vermicularis
tubulin Beta zinciri, EVEC_LOCUS6493 geni tarafindan eksprese edilmekte ve iki
domainden olusmaktadir. Bunlar 47-244 pozisyonlar1 arasinda 198 amino asitlik ve
246-383 pozisyonlar1 arasinda 138 amino asitlik iki domaindir (“Uniprot Veritabani”,
t.y.c). Bu c¢alismadaki homoloji modeli olusturulurken memeli hiicrelerindeki [-
tubulinin kalip olarak alinmis olabilecegi tahmin edilmektedir ¢iinkii kenetleme
sonuglari fare ve insanda bulunan B-tubulin ile benzerlik gostermekte, Hep-tubuline ise
uymamaktadir. Sekonder yapmin goérselinde proteinin en az sekiz a-heliks yapisina
ilaveten en az alti uzun B-tabaka ve heliksler ile f-tabakalari birbirine baglayan ilmek
yapilarindan meydana geldigi anlasilmaktadir (Sekil 4.24 A). EvpB-tubulin ig¢in
olusturulan Ramachandran grafiginde her tiir B-tabaka yapisi ve hem sag el hem de sol
el a-heliksler ile en az on amino asidin kollajen heliks yapida oldugu gosterilmektedir
(Sekil 4.24 B). Bu homoloji modelinde izin verilmeyen bdlgede olan amino asit sayist
cok azdir ve sekildeki noktalarin ¢ok biiylik bir kisminin arzu edilen veya ilaveten izin

verilen alanlarda bulundugu anlasilmaktadir.
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Sekil 4.24. EvB-tubulin. A) E. vermicularis’e ait B-tubulin proteininin homoloji modeli
B) EvpB-tubulin i¢in Ramachandran grafigi

Sekil 4.25’te gosterilen hidrofobisite grafiginde proteini meydana getiren hidrofilik ve
hidrofobik amino asitler arasinda, sayr ve sekans tizerindeki dagilim agisindan, bir
denge oldugu goriilmektedir. En hidrofobik amino asitler 55.-60., 120.-125., 145.-149.,
298.-300., 305.-310. ve 365-375. amino asitler arasinda bulunmaktadir. Grafikteki cogu
amino asit median bolge civarinda yer almaktadir. En hidrofilik olanlar ile en hidrofobik

olanlarin sayilar1 benzer oldugu i¢in, protein genel olarak orta seviyede hidrofobiktir.

Hidrofobiklik
_—

] 50 100 150 200 250 300 350 400

Amino asit sirasi

Sekil 4.25. EvB-tubulin i¢in hidrofobiklik grafigi

193



E. vermicularis ile Syphacia muris beta tubulin proteinleri %90 sekans benzerligi
gostermektedir. S. muris tubulin beta zinciri de iki domainden olusmaktadir ve E.
vermicularis’inki ile aymidir. Bu iki domain disinda kalan 425-449 pozisyonlari

arasindaki amino asit diziliminde 6nemli bir farklilik vardir.

Insan beta tubulini (PDB ID:6E7C) ile S. muris beta tubulini (Uniprot
ID:AOAONSAKBI1 9BILA) sekans hizalamasi sonucu benzerlik oran1 %86,414 olarak

bulunmustur. Iki sekans arasindaki eslesen bdlgeler Sekil 4.26°da gosterilmektedir.

Sekil 4.26. Insana ve S. muris’e ait f-tubulin amino asit sekanslarinmn hizalanmasi

Beta tubulin proteinin dort farkli organizmadaki ortologlarinin UniProt “sequence
alignment” araci kullanilarak ¢oklu hizalama yontemiyle hizalanmas1 sonucu asagidaki
veriler elde edilmistir. Insana ve E. vermicularis’e ait B-tubulin protein sekanslarinin
karsilastirilmast  Sekil 4.27°de gosterilmistir. Bu calismada dort bitki tiiriinde
bulunabilecek bitkisel ligandlar icerisinde en iy1 skor degerine sahip olan ilk 9 ligand
EvB-tubuline segici inhibisyonlart agisindan arastirilmistir. Her ne kadar E.
vermicularis’e karsi ilaglar mevcutsa da bu enfeksiyonun ¢ocuklarda sik tekrarliyor
olmasi, diyete eklenebilecek besinlerin antihelmintik potansiyellerinin aragtirilmasini

gerektirmektedir.
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S. muris tubulin beta zinciri (Uniprot ID: AOAON5SAKB1) ve H. contortus tubulin beta
zincirinin (Uniprot ID: Q25049) sekans hizalamasi sonucu benzerlik orani %83,964
olarak saptanirken, S. muris, H. contortus ve E. vermicularis tubulin beta zincirinin
fasta sekanslarmin karsilastirilmasi sonucu {igiiniin benzerlik orami %76,615 olarak
bulunmustur. Asagidaki Sekil 4.27°de bosluklar, eslesmeyen ve eslesen bolgeler

gosterilmektedir.
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Sekil 4.27. Dort farkli organizmaya ait B-tubulin sekanslarinin hizalanmasi. 6E7C 1
Chain insana ait 426 amino asitlik sekans; AOAON5SAKBL1 S. muris’e ait 449 amino
asitlik sekans; Q25049 H. contortus’a ait 448 amino asitlik sekans ve AOAON4V965 ise
E. vermicularis’e ait 448 amino asitlik sekanslardir. Tamamen eslesen bolgeler koyu
gri, biiyiik oranda eslesen bolgeler gri, az eslesenler acik gri ve en diisiik skor ile eslesen
bolgeler ise beyaz ile temsil edilmistir

4.4.4. Farkh organizmalara ait p-tubulin proteinlerinin superimpose sonucu

Sekil 4.28°’de dort farkli organizmaya ait B-tubulin proteinlerinin 3D yapilarinin

superimpose analizi sonucu dort proteinin ¢ok iyi bir sekilde ortlistiigli goriilmektedir.
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Proteinlerin sekans uzunluklarindaki farkliliga bagli olarak N terminal ucunda belirgin
bir fark olmasina ragmen diger kisimlar biiyiik oranda st tiste gelmistir. Bu durum, tiim
organizmalarda var olan B-tubulinin ii¢ boyutlu yapisinin korunmus dizilere bagh

oldugunu gostermektedir.

C

Sekil 4.28. Tubulinlerin superimpose modeli. Sar1 renk insan beta tubulini, mor renk H.
contortus beta tubulini, kirmizi renk S. muris beta tubulini, turkuaz renk is E.
vermicularis beta tubulinini gostermektedir. A) iB-tubulini disinda kalan ii¢ protein. B)
Dort protein. C) y ekseni etrafinda 180° dénmesiyle elde edilen superimpose modeli. D)
ligandin gevresini gosteren biiyiitiilmiis hali

Sekilde 4.28’de goriildiigii gibi S. muris B-tubulin en uzun N terminal yapisina sahip
proteindir ve onu mavi renkte gsterilen E. vermicularis B-tubulin izlemektedir. Insan
B-tubulin ve H. contortus B-tubulini ise hemen hemen ayni hizada sonlanmaktadir. Insan

B-tubulin ¢ogunlukla diger tubulin gruplari ile kompleks halde bulunmaktadir. Sekil
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4.29’da gosterilen insan PB-tubulini a-tubulin ile kompleks halinde dimer olarak
bulunmakta ve B-tubulinin N terminal ucu a-helikse doniik vaziyette iki tubulin bir
arada durmaktadir. Diger proteinlerden H. contortus p-tubulinin teorik yapist PDB’den
alindiginda sadece Albendazol ile kompleks halinde bir monomerdi. E. vermicularis ve
S. muris’e ait kristalize yapilar bilinmedigi i¢in bu organizmalara ait protein sekanslari

kullanilarak tahmin edilen 3D yapilar1 da yine monomer yapidaydi.

Sekil 4.29. Insan tubulin proteini dimer halinde bulunmaktadir. Mor renk alfa tubulini,
koyu yesil renk ise beta tubulini gostermektedir (PDB ID: 6E7C). Sekilde her iki
tubulin de ligandlari ile bagli haldedir

Bu dort proteinin superimpose analizinde en dikkat ¢ekici nokta (Sekil 4.28A°da okla
gosterilen) E. vermicularis B-tubulininde goriilen ekstra bir a-heliks olusumudur ve
Ala275 ile Arg282 amino asit rezidiileri arasinda kalan bolgedeki protein katlanmasi
diger ii¢ organizmadakinden farklilik gostermektedir; diger organizmalarda ilmek
yapisi, E. vermicularis’de ise o-heliks yapisi olusmustur. Baglanma bolgesindeki
rezidiilerin Ortiismeleri incelendiginde biiyiik oranda ¢akistiklar1 goriilmektedir. Ancak
Thr238 ile Pro243 arasinda kalan bolgede bu dort tubulin yapist i¢in farkli katlanma
konformasyonlari géze ¢arpmaktadir. Bu bolgede Evp-tubulin a-heliks yaparken, Hc ve
Sm B-tubulinleri ilmek yapisinda goriilmekte, insan B-tubulininin ise EvB-tubulininden

farkli bir acidan a-heliks yaptigi ve sonugta bu bolgede higbirinin c¢akigmadig
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anlasilmaktadir. Bunun disinda HcP-tubulinin baglanma bolgesi ¢cok az bir farkla diger
ic tubulin yapisindan daha genis goriinmektedir. Hcp-tubulin i¢in Gly223 ile Val236
arasindaki a-heliks biraz daha liganddan uzakta goriinmektedir. Bu mesafe farki diger

tubulinlerin ligand ile etkilesimlerinde bir enerji farkina neden olabilecektir.

Sekil 4.30’da dort farkli organizmaya ait B-tubulin proteinlerinin superimpose sonrast
Discovery Studio programi ile tahmin edilen Ramachandran grafigi verilmistir.
Beklendigi gibi B-plaka bolgesinde ¢ok sayida uygun Psi agis1 goriilmektedir. En yogun
bolge ise sag el a-heliks konformasyonunun beklendigi bolge olarak goriilmektedir ki

bu protein ¢ok sayida a-heliks igerdigi i¢in bu da 3D yapilar ile ortiigmektedir.
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Sekil 4.30. Dort organizmaya ait beta tubulin proteinlerinin siiper impose konumundaki
Ramacanhran Plot. Discovery Studio ile olusturuldu

Dort farkli B-tubulin i¢in Uniprot veritabanindaki opsiyonlar kullanilarak akrabalik
iliskisine yonelik bir agag olusturuldugunda Sekil 4.31°deki agaca benzer bir sonug elde

edilmistir (Sekil, net goriilebilmesi igin paint ile ¢izilmistir). Bu agac yapist
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yorumlandiginda beklendigi gibi S. muris ve H. contortus’un en yakin akraba tiirler
oldugu goriilemektedir. Ancak E. vermicularis’in en uzak tiir olmasi ilgingtir ¢linkii en

uzak tiirin insan olmasi beklenmektedir.

Enterobius vermicularis
B-tubulin

insan B-tubulin

Syphacia muris
B-tubulin

Haemonchus contortus
B-tubulin

Sekil 4.31. Maksimum parsimony yontemiyle olusturulan bir OTU agacin yapis1 bu dort
organizmanin B-tubulin proteinlerinin benzerlik oranlarinin hesaplanmasi ve kombine
olarak karsilastirilmasi ile olusturulmustur. Sekilde en yakin tiirler H. contortus ve S.
muris iken, en uzak tiirtin E. vermicularis oldugu gésterilmektedir (Orijinal)

Bu calismada kenetlenen bitkisel ligandlar icerisinde en yiiksek skora sahip
ligandlardan ADME sonuglar1 en uygun kriterlere sahip olanlar; arteannuin-b, apigenin,
diosmetin, oreganol ve ODTAME’dir. Bunlarin hem nematod hem insan hem de
farelerde bulunan homolog proteinlerle kenetlenmesi amaciyla fare B-tubulin proteini
(PDB kodu: 7DAE) {i¢iincii yapilan kenetlemeler icin se¢ilmistir. Kenetleme 6ncesi grid
merkezinin bulunabilmesi igin HcpB-tubulin ile fare B-tubulin proteini superimpose ile
biraraya getirilmis ve Sekil 4.32°de goriildiigii gibi bu iki proteinin birbirilerine
uyumlari da incelenmistir. Iki proteinden sar1 renkle gdsterilen HeB-tubulin ve turkuaz
olan fare B-tubulinidir. Bunlardan fare B-tubulininin ilmek yapisinda bazi eksiklikler
oldugu ve ayrica heliks yapilar1 benzer olsa da bazi1 bolgelerde fare B-tubulininin a-
heliks yaptig1 ancak Hcp-tubulinin ilmek olarak devam ettigi goriilmektedir. En ¢arpici
ozellik ise ilmek yapilarindaki farkliliktan kaynaklanan bir konformasyonel kayma ve
dolayisiyla a-helikslerin tam olarak iist iiste gelememesidir. ilging olarak a-helikslerin
aksine proteinlerdeki B-tabakalar iist liste ¢akisik durmaktadir. Proteinin merkezinde yer
alan baglanma bolgesindeki ii¢ B-tabaka ise neredeyse ¢akisik pozisyondadir. Ancak
resme dikkatli bakilacak olursa ¢ekirdek heliks iki proteinde yakin dursa da tam olarak

ortismemektedir. Ayrica ligandin baglanma bolgesinde yer aldigi tahmin edilen bir
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diger a-helikste farklilik vardir ve bu bolge de ortiismemektedir. Tamamen Ortiisen ug
kismina ragmen onun hemen yaninda yer alan bu sekonder yapidaki farklilik

muhtemelen ligandin baglanma ilgisindeki farkliligin da en onemli nedenlerinden

biridir.

Sekil 4.32. Hcp-tubulin ile fare P-tubulini i¢in superimpose. Sari renk protein H.
contortus’a, turkuaz protein fareye ait -tubulindir

Superimpose resminde M-ilmeginin ortiisemedigi ve turkuaz renkle temsil edilen,
fareye ait B-tubulininin kopmus iki parg¢a halinde bulundugu goriilmektedir. Elbette
gercek proteinde boyle bir kopukluk yoktur, gorseldeki bu durum, superimposedan
kaynaklanmaktadir. Ayrica S9 ilmeginde de yapilar ayn1 olsa da dnemli bir konum farki
vardir ve ayn1 durum H6-H7 ilmegi icin de gegerlidir. Sonug olarak bu iki tiire ait olan
B-tubulin proteinlerinin B-tabaka yapilar1 ve heliks yapilar1 biiyiik benzerlik gostermekte
ancak ilmek yapilar1 kimi bolgelerde hi¢ 6rtiismemekte ve sekanslar arasindaki uzunluk
farki da bu konformasyonel farkliligi dogurmaktadir. Sekil 4.33’te bu iki proteinin

amino asitlerinin hizalanmasi ile eslesen ve eslesmeyen bolgeler goriilmektedir.
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Sekil 4.33. HcB-tubulin ile fare B-tubulininin amino asit sekanslarinin hizalamasi

Bu iki B-tubulinin 280. amino aside kadar biiyiik oranda eslestigi, 280-428 arasinda ise

sadece alt1 noktada eslestigi ve ayn1 sekans uzunluguna sahip olduklari goriilmektedir.

4.45. Fumarat rediiktazin insanda ve nematodda bulunan formunun

karsilastirilmasi

Fumarat rediiktazin insandaki formu ile A. suum’daki formunun sekans oOrtiigmeleri
karsilastirildiginda Sekil 4.34’te gosterildigi gibi 260. ve 440. pozisyonlar arasinda
yalnizca altt amino asidin eslestigi, diger kisimlarin ise eslesmedigi, bazi kisimlarda
bosluklarin bazi kisimlarda da birbirinden farkli amino asitlerin bulundugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.34. 6VAX’a ait A zinciri ile 4YSX’e ait A zincirinin protein sekanslarinin
hizalanmasi. Hizalama ve gorsel Discovery Studio ile olusturuldu
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Fumarat rediiktazin insanda ve A. suum’da bulunan iki homologunun {i¢ boyutlu
yapilariin karsilastirilmalar i¢in bir superimpose modeli olusturulmustur. Asagida bu
superimpose modeli gosterilmektedir (Sekil 4.35). Sekle gore ligandlarin bulundugu
bolgedeki ilmek yapilar1 biiylik oranda ortiismekle beraber aktif bolgede kalan alfa

heliks ve beta konformasyonlar arasinda hi¢ ortiismeyen bolgeler mevcuttur.

Sekil 4.35. 4YSX ile 6VAX’in superimpose analizi sonras1 gorinimi. 6VAX’e ait A
zinciri turkuaz, 4YSX’e ait A zinciri ise mor renkle temsil edilmektedir

Fumarat rediiktazin aktivitesinde onemli bir yere sahip oldugu tahmin edilen FAD
kofaktorii her iki enzimde de neredeyse ¢akigik sekilde konumlanmistir. Kenetleme
prosediirinde FAD N5 atomu merkeze alindigi i¢in FAD’in bu yerlesimi deney
sonuclarinin karsilastirilabilmesi a¢isindan O6nemlidir. Ne var ki Sekil 4.36’da da

gorildiigli gibi FAD etrafindaki protein sekonder yapilart kimi kisimlarda
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ortiismemektedir. Bu durum da aktif bdlgeye dahil olan rezidiilerde ve dolayisiyla

ortaya cikacak etkilesimlerde degisiklige yol agacaktir.

Sekil 4.36. Superimpose sonrast 4YSX ve 6VAX igindeki FAD kofaktorlerinin
birbirilerine gére konumu. Her iki proteinde de FAD’in hemen hemen ayn1 bodlgede
yerlestigi goriilmektedir

4.5. En Iyi Skora Sahip Ligandlarin ADME Degerlendirmesi

Bu calismada kenetleme deneylerinde AsFR, KPT 2 ve Hcp-tubulin inhibisyonlari
acisindan arastirilan elli bitkisel ligand igerisinde en iyi baglanma ilgisine sahip bulunan
ligandlar, farmakokinetiklerinin arastirilabilmesi amaciyla SWISSADME web sunucu
vasitastyla degerlendirilmistir. Bu programdaki formiilasyonlar tamamen molekiiliin
kimyasal Ozellikleri g6z Oniline alinarak ADME 6zelliklerinin tahmin edilmesine
dayanmaktadir. Cizelge 4.5’deki molekiillerden oreganol her ii¢ hedef proteine de iyi
derecede baglanabilen bir ligand oldugu i¢cin ADME ozellikleri arastirilmistir.
Oreganoliin radar grafigi, molekiiliin ¢oziiniirliigliniin, doymamighiginin, esnekliginin,
lipofilitesinin ve biiylikliigliniin makul sinirlar igerisinde oldugunu, yalnizca polarliginin
arzu edilenden daha fazla olmasi dolayisiyla oral kullantma uygun olmadigini
gostermektedir. Oreganoliin GI absorbsiyonu zayiftir ve kan beyin bariyerini de
gecemez. Cizelgedeki sitokrom enzimlerinin higbirini inhibe etmeyecegi ve p-gp

substrati da olmayacagi tahmin edilmistir. Bu 6zellikleri oreganoliin yan etki agisindan
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problem yaratmayacagini gostermektedir. Her ne kadar yan etkilerinin arastirilmasi i¢in
daha bagska ¢aligmalara ihtiyag olsa da, bu in silico ¢alismada oreganol fumarat rediiktaz
enziminin insanda bulunan formuna diisiik bir ilgi gdsteren en selektif ligand oldugu
icin hem hedefe 6zgiinliik hem de ADME sonuglar1 agisindan en az yan etki meydana
ideal bir GIS’deki

oldirilmesinde etkili

getirebilecek ligand olarak ©ne ¢ikmistir. helmintlerin

olabilecek bu molekiiliin olas1 inhibisyon mekanizmasi
nematoddaki beta tubulin proteini ve FR enziminin ayni anda inhibisyonu yoluyla

ortaya ¢ikacak gibi goriinmektedir.

Cizelge 4.5. KPT-2 ve AsFR enzimleri i¢in en iyi baglanma moduna sahip ilk dort
ligandin ADME o6zellikleri

Molekiil ismi | Oreganol Momordisin 11
Kimyasal PC PO
ozellikleri
= o\ \
| i \ \
IMsCL INSCLU
Molekiiler C20H22011 C36H5809
Formiil
Molekiiler 438,38 g/mol 634,84 g/mol
Agirlik
Donebilen bag | 7 8
sayisi
Hidrojen-bagi | 11 9
alic1 sayisi
Hidrojen-bagi | 7 6
Sunucu Sayisi
Gl Zayif Zayif
absorbsiyonu
KBB Yok Yok
gecebilirligi
P-gp Yok Var
substratlig1
Deriden -8,95 cm/s -7,57 cmls
gecebilirligi
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Cizelge 4.5. KPT-2 ve AsFR enzimleri i¢in en iyi baglanma moduna sahip ilk dort
ligandin ADME 6zellikleri (devam)

Lipinski’nin Yok, 2 ihlal; Yok, 2 ihlal;

besler kuralina | N veya O sayisi>10, NH veya | MA>500, NH veya OH sayis1>5
uygunlugu OH sayis>5
Ghose, Veber, | Yok Yok
Egan ve
Muegge’nin
kurallarina
uygunlugu
Biyouygunluk | 0,17 0,17
Skoru
CYP1AZ2, Yok Yalnizca CYP3A4 inhibitorii
CYP2C19,
CYP2C9,
CYP2D6,
CYP3A4
enzimleri i¢in
inhibitorligii
TPSA 186,37 A” 156,91 A*

Cizelge 4.5. KPT-2 ve AsFR enzimleri i¢in en iyi baglanma moduna sahip ilk dort
ligandin ADME 6zellikleri (devam)

Molekiil ismi | Karantadiol-A Kukurbitasin-B
Kimyasal PO PO
ozellikleri
F ,J\ ; ELE -
-.'rll IIII’_._.-' \.\' |
- I'Illl lrf.._-' . ) -._.\--_- b | .
Molekiiler C30H4603 C32H4608
Formiil
Molekiiler 454,68 g/mol 558,70 g/mol
Agirlik
Donebilen bag | 4 6
sayisi
Hidrojen-bagi | 3 8
alic1 sayisi
Hidrojen-bag1 | 2 3
Sunucu Sayisi
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Cizelge 4.5. KPT-2 ve AsFR enzimleri i¢in en iyi baglanma moduna sahip ilk dort
ligandin ADME 6zellikleri (devam)

Gl Yiiksek Zayif
absorbsiyonu
KBB Yok Yok
gecebilirligi
P-gp Var Var
substratligi
Deriden -3,85 cm/s -7,83 cm/s
gecebilirligi
Lipinski’nin Var, 1 ihlal; MLOGP>4,15 Var, 1 ihlal,
besler kuralina MA>500
uygunlugu
Ghose, Veber, | Veber’e gore uygun Veber’e ve Muegge’ye gore
Egan ve uygun

Muegge’nin
kurallarina
uygunlugu
Biyouygunluk | 0,55 0,55
Skoru
CYP1AZ2, Yalnizca CYP2C9 inhibitori Yalnizca CYP3A4 inhibitori
CYP2C19,
CYP2C9,
CYP2D6,
CYP3A4
enzimleri i¢in
inhibitorligii
TPSA 49,69 A* 138,20 A®

Bu dort molekiil igerisinde oreganol -8,95 cm/s degeriyle deriden en hizli gecebilen
molekiildiir. Oreganolden daha biiyiik bir molekiil olan momordisin II ise oreganol
kadar olmasa da hizli sekilde deriden gegebilir. Oreganolden daha az hidrojen bag: alici
ve Verici atoma sahip olsa da momordisin II de kan beyin bariyerini gegemez ve GI
absorbsiyonu zayiftir. Oreganolden farkli olarak momordisin II, P-gp substrati olarak da

gorev alabilir ve boylece ilacin atilimini yavaslatma potansiyeli ortaya ¢ikabilir.

Karantadiol-A molekiil agirligi ve biiyiikligii acisindan oreganole yakindir ancak farkli
olarak hidrojen bagi alici1 ve verici sayisi ¢ok daha azdir. Boylece Lipinski’nin
kurallarindan tigiine uyar. TPSA degeri 49,69 A? bulunmustur, molekiil radar grafiginde
gortldiigi gibi oldukea lipofiliktir ve suda ¢oziinilirligli de ¢ok diisiiktiir. Karantadiol-A
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Cizelge 4.5’deki dort molekiilden GI absorbsiyonu yiiksek tek molekiildiir. GIS disinda
bulunabilen helmintlerin giderilmesinde etkili olabilecek bu triterpenoid yapidaki
molekiil, CeGLUT reseptorii inhibisyonunda en 1yi skora sahip bulunan bitkisel ligand
oldugu i¢in, glukozdan faydalanilmasini azaltma yoluyla doku nematodlarina etki

edebilecek bir ilag aday1 oldugu, bu sonuglardan anlagilmaktadir.

Cizelge 4.5°te ADME ozellikleri gosterilen dort molekiilden higbiri agizdan alinabilecek
bir ilag olma acisindan biouygunluk sergilememistir. Bu dort molekiilden yalnizca
kukurbitasin-B kriterleri saglamaya oldukga yaklagsmistir ve bu molekiiliin molekiil
biiyiikliigii istenen Olgiileri hafifce asmakta oldugu i¢in son kriteri saglayamamuistir.
Cizelge 4.5te goriildiigii gibi kukurbitasin-B, GI absorbsiyonu zayif olan 558,7 g/mol
molekiil agirlikta ve deriden -7,83 cm/s hizla emilebilen bir triterpenoiddir. Bir halk
tedavisi olarak zeytinyaginda bekletilen M. charantia meyvelerinin deri {iizerine
stiriilerek uygulanmas1 bu ADME sonuglari ile uyumludur ve bu bilesenin deri yoluyla
uygulanmasi dogru bir uygulama seklidir. Cizelgede gosterilmese de kukurbitasin-B’nin
ILOGP degeri 3,77 bulunmustur ve 5°ten kii¢iik oldugu i¢in bu molekiil lipofilik
karakterdedir, bu nedenle hiicre zarindan da kolayca gegebilir ve yagda ¢ozilindiiriilerek

kullanilabilir.

Kenetleme deneylerine gore HeB-tubulin i¢in en yiiksek skor degerleri gdsteren ilk dort

bitkisel ligandin ADME degerlendirmesi Cizelge 4.6’da verilmistir. 13,24 nM K;
degeriyle en potent inhibitdr olan apigenin hem Lipinski’nin hem de Egan, Muegge,
Veber ve Ghose’nin kurallarina tam olarak uymaktadir. Kan beyin bariyerini gegcemez
ancak GI absorbsiyonu yiiksektir. Radar grafigine gére apigenin doymamus ikili baglar
acisindan ¢ok zengindir, tek bir rotasyonal bagi oldugu i¢in molekiil esnek degildir,
lipofillik, polarlik ve bliytlikliik acisindan makul sinirlar icerisinde yer alir. Cizelgedeki
sitokrom enzimlerinden bazilarini inhibe edebilir. Ayrica hiicreden atilim agisindan
degerlendirildiginde p-gp substrati olmadigi ve bu nedenle atilima etki etmeyecegi

tahmin edilmistir.
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Cizelge 4.6. HcB-tubulin igin en iyi baglanma moduna sahip ilk doért ligandin ADME

ozellikleri

Molekiil ismi

Apigenin

Arteannuin-B

Kimyasal
ozellikleri

=)

S0

Molekiiler
Formul

C15H1905

C15H2003

Molekiiler
Agirlik

270,24 gr/mol

248,32 gr/mol

Donebilen bag
say1s1

1

0

Hidrojen-bagi
alic1 sayisi

5

3

Hidrojen-bagi
Sunucu sayisi

3

0

Gl
absorbsiyonu

Yiiksek

Yiksek

KBB
gecebilirligi

Yok

Gegebilir

P-gp
substratlig1

Yok

Yok

Deriden
gecebilirligi

-5,80 cm/s

-5,98 cm/s

Lipinski’nin
besler kuralina
uygunlugu

Tamamen uygun

Tamamen uygun

Ghose, Veber,
Egan ve
Muegge’nin
kurallarina
uygunlugu

Hepsine uygun

Hepsine uygun

Biyouygunluk
Skoru

0,55

0,55
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Cizelge 4.6. Hcp-tubulin i¢in en i1yl baglanma moduna sahip ilk dort ligandin ADME

ozellikleri (devam)

CYP1A2,
CYP2C19,
CYP2C9,
CYP2D6,
CYP3A4
enzimleri i¢in
inhibitorligii

CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4
inhibitori

Higbirini inhibe etmez

TPSA

90,90 A°

38,83 A°

Cizelge 4.6. HcB-tubulin i¢in en iyi baglanma moduna sahip ilk dort ligandin ADME
ozellikleri (devam)

Molekiil ismi | Diosmetin ODTAME

Kimyasal o _

ozellikleri =

\ l- -;;"_'-_- \'\
."|l b N
v 7 I".I \ ;,-"
, \ <
AT ;/_ s POLA T \\"f:: A
INSCLU SOLU

Molekiiler C16H1206 C19H3202

Formiil

Molekiiler 300,26 gr/mol 292,46 gr/mol

Agirlik

Donebilen bag | 2 14

sayi1s1

Hidrojen-bagi | 6 2

alic1 sayisi

Hidrojen-bagi | 3 0

Sunucu Sayisi

Gl Yiiksek Yiiksek

absorbsiyonu

KBB Yok Gegebilir

gecebilirligi

P-gp Yok Yok

substratlig1

Deriden -5,93 cm/s -3,62 cm/s

gecebilirligi
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Cizelge 4.6. HcB-tubulin i¢in en iyi baglanma moduna sahip ilk dort ligandin ADME
ozellikleri (devam)

Lipinski’nin Tamamen uygun Uygun ancak MLOGP>4,15
besler kuralina
uygunlugu
Ghose, Veber, | Hepsine uygun Ghose, Veber ve Muegge’nin
Egan ve kurallarina uygun degil,
Muegge’nin Egan’inkilere uygun

kurallarina
uygunlugu
Biyouygunluk | 0,55 0,55
Skoru
CYP1A2, CYP1A2, CYP2D6, CYP2D6, | CYP1A2, CYP2C9 inhibitori
CYP2C19, CYP3A4 inhibitorii
CYP2C9,
CYP2D6,
CYP3A4
enzimleri i¢in
inhibitorligii
TPSA 100,13 A* 26,30 A°

(SwissADME ile tahmin edildi) Gl: Gastrointestinal, KBB: Kan-beyin bariyeri, P-gp: P-
glikoprotein, TPSA: Topolojik Polar Yiizey Alani (Topological Polar Suface Area),
MA: Molekiiler Agirlik, FLEX: Fleksibilite, Esneklik, LIPO: Lipofillik, SIZE:
Biiyiikliik, POLAR: Polarlik, INSOLU: Coziinmezlik, INSATU: Doymamislik

ADME o6zellikleri degerlendirilen ligandlar icinde en uygun sonuglara sahip olan, oral
olarak alinmaya miisdit ve ayn1 zamanda kan beyin bariyerini gegebilen tek molekiil
arteannuin-B’dir. Bu kiigiik molekiil Hcp-tubulini 14,95 nM gibi oldukea diisiik bir Ki
degeriyle inhibe edebilmektedir. Arteannuin-B’nin hi¢ rotasyonal bag: yoktur ki bu da
kenetlemelerin dogrulugunu ve in silico deneyin giivenilirligini artiran bir faktordiir. Bu
molekiil esnek olmadigr gibi hidrojen bagi dondrii de yoktur. Arteannuin-B’nin GI
absorbsiyonu yiiksektir ve deriden de ortalama sayilabilecek bir hizla emilebilir.
Lipinski’nin, Ghose, Egan, Veber ve Muegge’nin tiim kurallarin1 saglar ve kimyasal
ozellikleri ile, radar grafigindeki oral alinimin makul simrlar igerisinde kalir. Bu
molekiil orta derecede apolar ve yagda ¢oziiniir bir karakter géstermektir. Karacigerdeki
onemli sitokrom enzimlerinden Cizelge 4.6’da yer alanlarin higbirini inhibe etmez.
38,83 A TPSA degeriyle oldukg¢a arzu edilen bir polar ylizey alanina sahiptir. Tiim bu
olumlu 6zellikleri arteannuin-B’nin oral olarak alinabilecek ve sinir sistemine yerlesen

helmintlerin giderilmesinde bile kullanilabilecek ¢ok 6nemli bir ilag adayr oldugunu
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gostermistir. Ozellikle MBZ ve ABZ gibi rekor seviyede bagislanan ve yiiz milyonlarca
insan tarafindan uzun yillardir kullanilan benzimidazollere kars1 direng gelisimi gibi bir
durumda, arteannuin-B bu muazzam ADME o6zellikleri ve olduk¢a basarili inhibisyon
yetenegi ile benzimidazollerin yerini alabilecek c¢ok degerli bir bitkisel ligand ve

potansiyel bir ilag olarak 6ne ¢ikmistir.

Farmakokinetikler acisindan arteannuin-B’den sonra en onemli sonuglara sahip ligand
ODTAME’dir (9,12,15-oktadekantrienoik asit metil ester). Bu molekiil de kan beyin
bariyerini gecebilir, Lipinski’nin kurallarindan iiclinii saglarken sadece yliksek
lipofilisite ozelligi dolayisiyla son kuralim1 saglamaz. Bu kiiciik molekiil on dort
rotasyonal baga sahip oldugu icin ¢ok esnektir ve uzun yan zinciri ona fazlasiyla
lipofilik bir 6zellik kazandirmaktadir. Radar grafiginde goriildiigii gibi, ODTAME
apolar bir yapiya sahip, ¢oziinmezligi ve doymamisligt makul sinirlar igerisinde kalan
bir bitkisel liganddir. Ilging olarak, kii¢iik molekiil boyutu ve lipofilik karakterine
ragmen deriden gecebilirligi -3,26 cm/s gibi diisiik bir degerde tahmin edilmistir.

Diosmetin yap1 olarak apigenine benzedigi i¢in radar grafiginde doymamislik agisindan
makul smirlarin digina ¢ikmistir. Sadece iki rotasyonal baga sahip oldugu i¢in bu
molekiil ¢ok az esneyebilir. Molekiil biiyiikliigi, lipofilisite, polarlik ve ¢oziinmezlik
acisindan oral alimimin makul smirlar iginde yer alir. Kan beyin bariyerini gegemez
ancak GI absorbsiyonu yiiksektir. Bu nedenle akciger veya karacigere yerlesen
helmintlerin giderilmesi i¢in uygundur. Lipinski’nin, Ghose, Veber, Egan ve
Muegge’nin tiim kurallarim1 karsilar. Bu molekiiliin oral alinimindaki tek engel ¢ok

sayida ¢ift bag iceren siklik yapilardan meydana geliyor olmasidir.

4.6. En Iyi Ligandlar ve Etkilesimleri

Bu c¢alismadaki bitkisel ligandlar iginde O. vulgare subsp. hirtum igeriginde
bulunabilecek bilesenlerden oreganol ve apigenin yani sira bitkinin ugucu yaginda
saptanan monoterpenlerden en yiiksek skora sahip olan B-karyofilen; M. charantia
igerigindeki kukurbitasin-B, momordisin 1l ve karantadiol-A; A. annua igerigindeki

arteannuin-B, friedelin ve stigmasterol hedef proteinler ile yaptiklari olas1 etkilesimleri
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acisindan detayli olarak incelenmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Bu calismada
gosterilen kimyasal etkilesimler ve biyolojik aktivite bir arada degerlendirildiginde
CADD araciligiyla gelistirilecek yeni ilag adaylarinin kesfi i¢in faydalanilabilecek bazi
yeni mekanizma ve yolaklar tahmin edilebilecektir. Bu agidan, olasi etkilesimlerin
dikkatle incelenmesi ve yapi-aktivitie konusunda one siiriilen yeni verilerin
yorumlanmasi, antihelmintik bitkisel ligandlar konusunda c¢alisacak arastirmacilara

onemli bilgiler saglayacaktir.

4.6.1. Oreganoliin Hep-tubulin proteini icindeki olas: etkilesimleri

Oreganol  (3-hidroksi-4-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil)oksan-2-
il)oksifenil)metil  3,4-dihidroksibenzoat) molekiiler etkilesimlerinin daha rahat
anlasilabilmesi i¢in molekiiler yapisi ve karbon atomlarinin numaralandirilis1 sekilde

verilmistir (Sekil. 4.37).

/)\T,"
l »
6 _4

- by

3.4-dihidroksibenzoat

(2S,3R,4S5,55,6R)-3,4,5-trihidroksi-
6-(hidroksimetil)oksan-2-il

Sekil 4.37. Oreganoliin 2D gdsterimi, karbon atomlarinin numaralandirilist ve
oreganolii meydana getiren gruplar (Orijinal)
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Oreganoliin H. contortus B-tubulini i¢indeki yerlesiminde ilk dikkat ¢eken durum ¢ok
yogun bir etkilesim agi olmasidir. Sekil 4.38’de gosterildigi gibi HIS6 ve VAL7
rezidiilerinin iizerinde bulundugu a-heliks yapis1t ve GLU198, VAL233 gibi rezidiilerin
meydana getirdigi a-heliks, oreganoliin bu boélgede ¢ok sayida etkilesim yapmasina
imkan veren rezidiileri bulundurmaktadir. Oreganole en yakin konumda bulunan bes
serinil rezidiisii polar etkilesimlerin olusmasinda 6nemli bir role sahip goriinmektedir.

Bu serinil rezidiileri SER165, SER166, SER168, SER230 ve SER138’dir.

Sekil 4.38. Oreganoliin H. contortus B-tubulin i¢indeki konumlanisi

Sekil 4.39°da oreganoliin yerlestigi kavitede HIS137, GLN134 ve PHE20 gibi
rezidiilerin bulundugu bdlgenin daha aromatik oldugu, resme gore ligandin asagisinda
kalan serinil ve fenilalaninil rezidiileri ile ¢evrili kismin ise aromatik olmadigi

goriilmektedir. Bu kavitede hemen her alanin hidrofobik oldugu Sekil 4.39’da
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gosterilmektedir. Ozellikle aromatik olmayan bélgelerde ve kavitenin iki ug bolgesinde

daha yogun bir hidrofillik s6z konusudur.

WEER166 o

Sekil 4.39. Oreganoliin H. contortus B-tubulin proteini yerlestigi bolgedeki rezidiilerin
A) aromatik ve B) hidrofobik bolgelerinin gosterimi

Oreganoliin H. contortus B-tubulini ile olasi etkilesimlerinde ¢cok Gnemli bir sonug
olarak bes hidrojen bagi olusumu gdzlenmistir. Bunlardan biri mutasyona duyarli olan
PHE167 rezidiisii ile hidroksil grubunun hidrojeni arasinda olusmustur. HIS137 ile
metil 3,4-dihidroksibenzoat yapisindaki 4. pozisyondaki hidroksilin hidrojeni arasinda
2.03 A mesafede bir hidrojen bagi yam sira SER165 ile 2S,3R.4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroksi-6-(hidroksimetil)oksan-2-il grubunun oksijeni arasinda 1.9 A mesafede ve
aym grubun hidroksilindeki hidrojen ile 2.12 A mesafede hidrojen baglar1 olusmustur.
MET233 ile 2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil)oksan-2-il grubundaki
metoksi arasinda 2.18 A mesafede bir hidrojen bagi goriilmektedir. Diger dnemli
etkilesimler ILE16 ve THR136 ile oreganoliin metil 3,4-dihidroksibenzoat yapisi
arasinda goriilen m-sigma etkilesimleridir. Ayn1 halka ile CYS12 arasinda 5.43 A
mesafede bir m-alkil etkilesimi goriilmektedir. Sekil 4.40’da gosterildigi gibi bu
etkilesimler sirasiyla, 3,8 ve 3,24 A mesafede meydana gelmistir. Ligandin
merkezindeki halka ile PHE20 arasinda bir n-m etkilesimi olurken, ayni halka ile

MET233in kiikiirt atomu arasinda bir 7 -siilfiir bag1 olusmustur.
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VAL169 ile metil 3,4-dihidroksibenzoat grubundaki hidroksil arasinda olustugu tahmin
edilen bir dondr-dondr itme kuvvetine ragmen ayni rezidii ile halka yapisi arasinda =-
alkil etkilesimi goriilmesi serbest baglanma enerjisinin diismesine neden olmaktadir.
Sekil 4.40°da flu yesil daireler ile gosterilen rezidiiler van der Waals etkilesimi yapan
amino asitlerdir. Bunlar GLY13, SER138, SER168, HIS6, TYR50, LEU250, GLU198,
PHE200, VAL236, THR237, THR238 ve VAL229dur.
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Sekil 4.40. Oreganol ile H. contortus p-tubulinin (10J0) etkilesimlerinin 2D gosterimi

4.6.2. Oreganoliin insan p-tubulin proteini (Pdb Kodu: 6E7C) icindeki olasi

etkilesimlerinin degerlendirilmesi

Oreganol insan B-tubulini icerisinde H. contortus’a ait protein ile aym aktif bolgede
kenetlenerek incelenmistir. Sekil 4.41°de oreganoliin 6E7C i¢indeki konumlanmasi
proteinin tiimiinii kapsayacak sekilde gosterilmektedir. Bu sekilde oreganoliin -
heliksler ile c¢evrili bir alanda konumlandig1r goriilmektedir. Ligand, proteinin C-
terminal ucuna olduk¢a yakin bir noktada bulunmaktadir. Ligandin metil 3,4-
dihidroksibenzoat grubu proteinin ilmek yapisina ¢ok iyi bir sekilde uyum saglayarak

kaviteye yerlesmistir.
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Sekil 4.41. Oreganoliin insan B-tubulini (6E7C) i¢indeki yerlesimi

Sekil 4.42°de insan B-tubulini icerisindeki az sayida rezidiinlin oreganol ile etkilesim
yaptig1 goriilmektedir. Oreganol iki izol6sinil ve iki valinil rezidiisii arasina girmektedir.
Oreganol bir taraftan ILE16 ve VAL229 tarafindan diger taraftan da ILE202 ve
VAL169 tarafindan uygulanan ¢ekim kuvvetine maruz kalmaktadir. Ayrica sekilde
goriilebilecegi gibi PHE167 ve PRO268, oreganoliin halkalar1 ile paralel durarak

aromatik etkilesimleri meydana getirmektedir.
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Sekil 4.42. Oreganoliin insan B-tubulini ig¢indeki olas1 etkilesimlerinin 3D gosterimi.
Oreganol top-cubuk modeliyle, etkilestigi rezidiiler ise ince ¢ubuk modeliyle temsil
edilmekte ve bag olusumlar kesikli ¢izgiler ile gosterilmektedir

Oreganoliin insan B-tubulini igindeki en onemli etkilesimleri Sekil 4.43’te goriildiigi
gibi PRO268, MET233 ve VAL169 rezidileri ile ligand arasinda olusan =-alkil
etkilesimleri ve VAL229, ILE202 ve ILE16 rezidiileri ile olusturulan =n-sigma
baglaridir. Bunlarin disinda PHE167, oreganoliin her iki halkasi ile etkilesmektedir ve
metil 3,4-dihidroksibenzoat grubu ile n-sigma etkilesimi yaparken merkezdeki halka ile

aromatik etkilesimler yapmaktadir.
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Sekil 4.43. Oreganoliin insan B-tubulini i¢indeki olasi etkilesimleri ve etkilestigi
rezidiilerin 2D gosterimi

4.6.3. Oreganoliin rata ait karnitin palmitoil transferaz 2 (KPT 2) (Pdb kodu:
2HA4T) icindeki etkilesimlerinin degerlendirilmesi

KPT 2 enzimine ait aktif bolge P-tubulinin aktif bolgesine kiyasla daha genistir ve
oreganoliin rat KPT 2 enzimi igindeki konumlanisi Sekil 4.44’de gosterilmektedir.
Ligandin baglandig1 bolgenin koordinatlar1 daha once belirlenmis oldugu igin bu
calismadaki kenetleme simulasyonlarinda da aymi koordinatlar kullanilmistir. Bu
nedenle ligandin aktif bolgedeki yerlesimi literatiir ile uyumludur. Sekil 4.44’de
gosterildigi gibi oreganol, B-konformasyon ve ilmek yapisinin olusturdugu alana uyum
saglayarak yerlesmistir. Sekil 4.45°te oreganoliin yaptig1 etkilesimler icerisinde PHE131
ile yaptig1 iki hidrojen bagi dikkat g¢ekicidir. PHE131 rezidiisii ligand ile aromatik
etkilesim de yapabilecekken hidrojen baglari olugsabilecek bir a¢1 saglandigindan daha
kuvvetli baglar olan hidrojen baglar1 hesaba katilmistir. Oreganoliin merkez halkasi
ALAG613 ile MET135 arasinda sikismaktadir. Dihidroksifenil rezidiisii de PHE602 ile

PRO133 arasinda aromatik sandvi¢ olusturmustur.
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Sekil 4.44. Oreganoliin rat karnitin palmitoil transferaz 2 i¢indeki konumlanis1

131

$6

Sekil 4.45. Oreganoliin rat KPT 2 (pdb kodu: 2H4T) enzimi igindeki olasi kimyasal
etkilesimleri ve etkilestigi rezidiiler. Etkilesimler kesikli ¢izgilerle ve oreganol turuncu
top-¢ubuk modeliyle gosterilmektedir

Oreganoliin rat KPT 2 enzimi ic¢indeki olasi etkilesimlerinin semas: Sekil 4.46’da

gosterilmektedir. Sekil 4.46’ya gore KPT 2 aktif bolgesinde yer alan dort rezidii,

oreganoliin hidroksil gruplarindaki hidrojen atomlar1 ile hidrojen baglar1 olusturmustur.
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Bu rezidiiler PHE131, HIS617, LEU592 ve LEU599’dur. Ayrica PRO133, oreganoliin
dihidroksifenil halkas1 ile ¢ok yakin bir mesafede kuvvetli bir m-alkil etkilesimi
yapmustir. MET135 de merkezdeki halka ile daha uzak mesafeli baska bir w-alkil bagi
olusturmustur. PHE602 rezidiisii oreganoliin dihidroksifenil grubu ile n-m T bigimli

etkilisim yaparken, ALA613 rezidiisii de ligandin merkez halkasi ile pi-alkil etkilesimi

yapmistir.
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Sekil 4.46. Oreganoliin Karnitin Palmitoil transferaz 2 (2H4T) icindeki olast
etkilesimlerinin 2D gdsterimi

4.6.4. Oreganoliin insan fumarat rediiktaz enzimi (pdb kodu: 6VAX) ic¢indeki

etkilesimlerinin degerlendirilmesi
Oreganoliin 6VAX i¢inde kenetleme simiilasyonlar1 yapilirken FAD (Flavin adenin

diniikleotit) N5 atomu grid merkezine alinmisti. Sonug olarak oreganol FAD’a ¢ok

yakin olarak konumlanmistir. Sekil 4.47°de FAD’a ait izoalloksazin halkasi belirgin
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olarak gortliirken oreganol, FAD’in izoalloksazin halkasinin hemen karsisinda,

proteinin sar1 renkle gosterilen beta konformasyon yapisinin 6niinde durmaktadir.

Sekil 4.47. Oreganoliin insan fumarat rediiktaz enzimi (pdb kodu: 6VAX) i¢indeki
yerlesimi. Oreganol boslukta, FAD’1n karsisinda top-¢ubuk modeliyle gosterilmektedir

Sekil 4.48’de oreganoliin dihidroksifenil grubu ile FAD’1n izoalloksazinin iki halkas1
arasinda aromatik etkilesimler goriilmektedir. ARG340 rezidiisiinlin amino gruplari
oreganoliin dihidroksifenil grubuna ¢ok yakin bir noktada bulunmaktadir ve ligandin

bulundugu konumu almasinda en 6nemli rezidiilerden biri olarak goriinmektedir.
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Sekil 4.48. Oreganoliin 6VAX i¢indeki olas etkilesimlerinin gdsterimi. Oreganol sar1
top ¢ubuk modeliyle, FAD ise mavi ¢ubuk modeliyle ve etkilestigi rezidiiler ince ¢ubuk
modeliyle, etkilesimler kesikli ¢izgilerle gosterilmektedir

Oreganolin 6VAX iginde yerlestigi bolgedeki rezidiilerin hidrofobik-hidrofiliklik
acisindan incelenmesinde FAD’m bulundugu bdlgedeki rezidiilerin hidrofilik ve
oreganoliin 3,4,5-trihidroksifenil grubunun oldugu kisimlarda yer alan rezidiilerin ise
hidrofobik olduklar1 goriilmektedir. ARG340 ve ALA464 rezidiilerinin bulundugu
kisimlar ise hidrofiliktir ve bu bolgeye oreganoliin dihidroksifenil grubu yerlesmistir

(Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. Oreganoliin IFR (6VAX) i¢indeki yerlesim bolgesindeki rezidiilerin
hidrofobiklik-hidrofiliklikleri. Proteinin hidrofobik bdolgeleri kahverengi ile hidrofilik
bolgeleri ise mavi renk ile temsil edilmektedir. Oreganoliin karbon atomlar1 sar1, oksijen
atomlar1 kirmizi ile gosterilmektedir

Sekil 4.50’de oreganoliin insan fumarat rediiktaz (iFR) enzimi (PDB kodu: 6VAX)
icindeki olas1 etkilesimlerinin 2D gosteriminde ¢esitli rezidiiler ile hidrojen bagi
olusumlar1 goriilmektedir. Bunlardan LEU306 en giiclii etkilesime giren rezidiidiir ve
trihidroksi oksan-2-il halkasindaki hidroksil gruplari ile iki hidrojen bagi olugturmustur.
Bunlardan biri 6-hidroksimetil grubunun hidrojeni ile 1,97 A mesafede ve digeri 5-
hidroksi grubunun hidrojeni ile 1,95 A mesafede olusturulmustur. Hidrojen bagi
olusumu gozlenen diger ii¢ rezidi GLN104, ALA454 ve ARG340’dir. GLN104 ile
merkez halkanm oksijen atomu arasinda 1,97 A uzunlukta bir hidrojen bagi meydana
gelirken, ALA454 ile benzoat grubunun 3. pozisyonundaki oksijen atomu arasinda 1,98
A mesafede ve ARG340 ile halkanin disinda kalan oksijen atomu arasinda 2,21 A
mesafede hidrojen baglari olusmustur. GLN104 ile oreganoliin merkez halkasi arasinda
3,8 A mesafede bir n-sigma bag1 olusumu ve ARG340 ile benzoat halkasi arasinda 4,23

A mesafede bir n-katyon etkilesimi goriilmektedir.
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Sekil 4.50. Oreganoliin insan fumarat rediiktaz enzimi (6VAX) igindeki olasi
etkilesimlerinin 2D gdsterimi

4.6.5. Oreganoliin Ascaris suum fumarat rediiktaz enzimi (pdb kodu: 4YSX)

icindeki baglanma 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Kenetleme sonuglarina gore oreganol nematodlardaki bilinen bir hedef protein olan
fumarat rediiktaz enzimi i¢in iyi bir inihibitor adayidir ve K; degeri 1,9 nM olarak
hesaplanmistir. Sekil 4.51°de oreganoliin nematoda ait fumarat rediiktaz enzimi i¢inde
FAD’a yakin bir bolgede yerlestigi ancak izoalloksazin halkasinin tam karsisina
gelmedigi goriilmektedir. Kenetleme simiilasyonlar1 i¢in merkez olarak FAD N5 atomu
secildigi ve 60x60x60 boyutlarinda grid kutusu i¢inde hareketlerine izin verildigi icin
her ne kadar FAD ile etkilesime girebilecegi bir alan icerisinde bulunsa da insan
fumarat rediiktaz enzimi (6VAX) i¢indeki konumlanmasina kiyasla FAD’a biraz daha
uzakta bir noktada konumlanmistir. Konumu enzimin i¢indeki bir kavite degil yiizeye

yakin bir alan gibi goriinmektedir.
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Sekil 4.51. FAD sar1 ince ¢gubuk modeliyle, oreganol ise mor renk top ¢ubuk modeliyle
4YSX igindeki konumlanmalarinda gdsterilmektedir

Oreganol ile A. suum fumarat rediiktaz (AsFR) enziminin etkilesimde oldugu rezidiiler
incelendiginde bunlarin biiyiik ¢ogunlugunun polar aminoasitler oldugu Sekil 4.52°de
gorilmektedir. Bunlarin da c¢ogu tirionin rezidiileridir ve ligandi {i¢ taraftan
cevirmektedir. Bunlarin yani sira ligandi iki ucundan c¢eken iki arjinil rezidiisii géze
carpmaktadir. Sekil 4.52’ye gore FAD, oreganoliin merkez halkasi ile etkilesmekte
ancak oreganol nematod fumarat rediiktaz enzimi i¢inde, insandaki homologuna kiyasla
FAD N5 atomundan daha uzak bir noktada konumlanmaktadir. Ilging bir sekilde buna
ragmen hesaplanan serbest baglanma enerjileri ve inhibisyon katsayilar1 incelendiginde
oreganoliin nematoddaki fumarat rediiktaz1 insandaki homologuna kiyasla ¢ok daha iyi
bir skor degeriyle inhibe edebildigi goriilmektedir (bkz. Cizelge 4.1, Cizelge 4.2,
Cizelge 4.3 ve Sekil 4.16). Bu sonuglar oreganoliin ASFR ig¢indeki konumunun

inhibisyon i¢in daha potent bir yerlesim bolgesi oldugunu ortaya ¢ikaran 6nemli bir veri
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saglamistir. Ayrica bu incelemeler vasitasiyla iki homolog proteinin baglanma

bolgelerindeki farkliliga dair ilk bilgiler literatiire kazandirilmistir.

FAD702

Sekil 4.52. Oreganol, AsFR enzimi (pdb kodu: 4YSX) iginde etkilesimde oldugu
rezidiiler ile gosterilmektedir. Oreganol elementer renklerde top-cubuk modeliyle, FAD
ince ¢ubuk modeliyle sar1 renk, etkilesimde oldugu rezidiiler elementer renklerde ince
cubuk modeliyle temsil edilmektedir

Oreganoliin AsFR i¢indeki etkilesimlerinde en dikkat ¢ekici nokta dort rezidii ile yaptigt
tahmin edilen hidrojen baglaridir. Bunlardan ALA 83 ile ligandin hidroksil grubu
arasinda 2,18 A mesafede, diger ii¢ farkl1 hidroksil grubundan biri ile proteinin THR 81
rezidiisii arasinda 2,09 A, bir digeri ile THR 248 arasinda 2,13 A ve baska bir hidroksil
grubunun hidrojen atomu ile THR 247 arasinda 2,76 A mesafede hidrojen baglari
olusumu Sekil 4.53’te gosterilmektedir. Bunlarin disinda HIS 250, VAL 283 ve LEU
286 rezidiileri ile ligandin ¢esitli atomlar1 arasinda konvensiyonel hidrojen baglar
meydana geldigi tahmin edilmistir. Ancak sekilde gosterilen mesafeler hidrojen bagi
olusumu icin biraz genistir. Bu baglar polar etkilesimler olarak da degerlendirilebilir.
ALA 82 oreganoliin dihidroksifenil grubu ile amid-pi etkilesimi (koyu pembe ile
gosterilen kesikli ¢izgi) ve merkezdeki halka ile pi-alkil etkilesimi yapmaktadir (agik
pembe kesikli ¢izgiler). Sekil 4.53’te kirmizi1 kiire i¢ine alinan ARG 241 ile oreganoliin
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Sekil 4.53. Oreganoliin 4YSX icindeki olasi etkilesimlerinin 2D gdsterimi

4.6.6. Momordisin II’nin insan fumarat rediiktaz enzimi (6VAX)

etkilesimlerinin degerlendirilmesi

gelecegi

icindeki

Oreganolde oldugu gibi momordisin II de FAD’mn izoalloksazin halkasina yakin bir

pozisyonda konumlanmigtir. Sekil 4.54’te goriildiigii gibi momordisin II biiylik bir

molekiil oldugu i¢in ¢esitli rotasyonel baglar etrafinda kivrilarak U bi¢iminde bir yapiya

kavugmus ve bu bigimde aktif bolgeye yerlesmistir. Ligandin aromatik yapidaki iki ucu

FAD’a yaklasacak bicimde kivrilmis ve ligandin merkezindeki karbon zinciri, proteinin

ilmek yapilarinin oldugu kisma denk gelecek sekilde bir kambur olusturmustur.

Momordisin II’nin rat KPT 2 enzimi (pdb kodu: 2FW3) igindeki olas1 etkilesimlerinin

gosterildigi Sekil 4.55’te yogun bir etkilesim ag1 goriilmektedir. Sekil 4.55’teki bu

etkilesimlerden biiyiik bir cogunlugu van der Waals ¢ekim kuvvetleri olsa da hidrojen

bag1 olusumunun tahmin edildigi dort polar ve bir apolar rezidii mevcuttur.

227



Sekil 4.54. Momordisin [I’'nin insan fumarat rediiktaz enzimi (6VAX) ig¢indeki
konumlanist
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Sekil 4.55. Momordisin Il ile rat KPT 2 (2FW3) etkilesimlerinin 2D gosterimi
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Bu hidrojen baglart TYR614, THR591, LEU592, SER590 ve ASNI30 rezidiileri
vasitasiyla olusturulmustur. Bunun disinda HIS372 hem pi-sigma bagi hem de pi-alkil
etkilesimleri yapmistir. Pi-alkil etkilesimlerinden sorumlu diger rezidiiler PRO133,
PHE370, PHE602, TYR486, VAL605 ve PHE131’dir. Van der Waals etkilesimleri
yapan rezidiiler ise SER588, SER488, ALA613, ILE612, GLU601, ALA615, ASN593,
VALS587, MET135, GLY377, ASP376, TRP116, TYR120 ve THR499’dur.

Sekil 4.55’te polar bir rezidii olan SER590 ile momordisin II’'nin oksijen atomu
arasindaki itme kuvvetine ve apolar bir rezidii olan LEU592’nin hidrojen atomu ile
momordisin II’nin hidroksil grubuna bagli hidrojen atomu arasinda olusacagi tahmin
edilen bir diger itme kuvvetine ragmen ligandin bu hidroksil grubunu tasiyan kismu ile
cevredeki rezidiiler arasinda goriilen c¢ok sayidaki hidrojen bagi olusumu serbest

baglanma enerjisinin diismesini saglamistir.

4.6.7. Momordisin 11, karantadiol-A ve kukurbitasin-B’nin rat KPT 2 (pdb kodu:
2FW3) icindeki olasi yerlesimleri

Hem karantadiol-A hem de kukurbitasin-B molekiil biiyiikliigii agisindan momordisin
II’ye benzerlik gostermekte ve bu ii¢ molekiil rat KPT 2 enzimi igin en iyi baglanma
enerjilerine sahip ilk bes molekiil icerisinde yer almaktadir (bkz. Cizelge 4.2). Ayrica
molekiillerin yapilart ve torsiyonlart bakimindan da benzerlik oldugu Sekil 4.56’da

gorilmektedir.

Aromatik bolgeler karsilagtirildiginda ligandlar g¢evreleyen rezidiiler i¢inde sadece
THRS501 rezidiisiinlin bulundugu bolgede aromatik olmayan bir yiliz bulunurken, diger
bolgeler aromatik bir yiizeye sahiptir. Ozellikle ligandlarin merkezi etrafindaki rezidiiler

en aromatik alan1 meydana getirmistir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.56. Momordisin II (sar1 renk), karantadiol-A (mor) ve kukurbitasin-B’nin
(mavi), 2FW3 i¢indeki konumlanislari. Protein gokkusagi renklerde gosterilmektedir
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Sekil 4.57. Ligandlar1 g¢evreleyen rezidiilerin aromatikliklerinin gdsteriminde mavi
bolgeler aromatik uglart kirmizi bolgeler aromatik olmayan kisimlari temsil etmektedir
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Sekil 4.58’de ise hidrofilik bolgeler mavi ile gosterilmekte ve proteinin baglanma
bolgesinde aromatik olmayan ylizeylerin hidrofilik karakterde olduklar1 goriilmektedir.
Sekil 4.58’de mavi serit ile gosterilen ilmek yapisinin olusturdugu bosluk iginde
konumlanan amino asitlerin yan zincirleri bu hidrofilik 6zellige neden olmakta ve
cesitli serinil ve tirioninil rezidiileri bu bolgeyi meydana getirmektedir (bkz. Sekil 4.57).
Ligandlarin yerlestigi alandaki diger ugta ise valinil, glisinil, alaninil ve 16sinil gibi
apolar rezidiiler daha hidrofobik bir baglanma yiizeyinin olusumuna imkan

saglamaktadir.
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Sekil 4.58. Ligandlar1 c¢evreleyen bolgedeki rezidiilerin  hidrofobikliklerinin
gosteriminde mavi bolgeler hidrofilik kisimlar1 kahverengi bolgeler hidrofobik kisimlart
temsil etmektedir

4.6.8. Karantadiol-A ve kukurbitasin-B’nin SoCOX1 icindeki yerlesimleri

Bu c¢alismada yapilan kenetleme deneyleri karantadiol-A ve kukurbitasin-B’nin
SoCOX1 enzimi i¢in -9 kcal/mol’den daha kii¢ciik AG degerine sahip iki 6nemli bitkisel
ligand oldugunu gostermistir. Sekil 4.59°da mavi ile gosterilen karantadiol-A ve pembe
top-cubuk modelindeki kukurbitasin-B, homoloji modelleme ile tahmin edilen SoCOX1

enzimi i¢inde ayni bolgede yerlesmistir. Ligandlarin farkli kimyasal yapilarina ragmen
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yaklasik olarak ayni boyutlarda olmalari ve karbon atomlar1 arasindaki rotasyonal
acilarin benzerligi, kenetleme bolgesindeki yerlesimlerinde cakisik bir goriiniim
meydana getirmis ve ayn1 zamanda iki ligandin benzer K; degerlerine sahip olmasina

neden olmustur.
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Sekil 4.59. SoCOX1 i¢inde karantadiol-A (mavi top ¢ubuk) ve kukurbitasin-B (pembe
top ¢ubuk modeli) en diisiik enerji seviyelerindeki konumlanmalarinda, SoCOX1
enziminin hidrofobik boélgeleri kahverengi, hidrofilik bolgeleri ise mavi renk ile
gosterilmektedir

Kukurbitasin-B’nin SoCOX1 iginde yaptig1 tahmin edilen en 6nemli etkilesimler Sekil
4.60°da gosterilmistir. Bunlardan en dikkat cekici olanlar1 PHE97, ILE105 ve GLY 104
rezidiileri ile kukurbitasin-B’nin hidrojen atomlar1 arasinda olusabilecegi tahmin edilen
hidrojen baglardir. Sekil 4.60°da ilging olarak nitelendirilebilecek bir sonug, ligandi
saran rezidiilerden biiylik ¢ogunlugunun aromatik halkalar igermesine ragmen bunlarin
kukurbitasin-B’nin merkezindeki siklik yapilar ile aromatik etkilesim yapmamis
olmasidir. HIS39, THR58, THR65 ve THR98 aromatik etkilesimler yerine yalnizca van
der Waals c¢ekim kuvveti meydana getirmistir. Ligandla pi-alkil etkilesimleri yapan

rezidiiler ise VAL69, PHE70, ILE91 ve LEU102’dir.
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Sekil 4.60. Kukurbitasin-B ile SOCOX1 etkilesimlerinin 2D gosterimi

Tipki kukurbitasin-B’de goriildiigii gibi karantadiol-A da HIS39, HIS40, THR98 ve
THR65 rezidilleri ile aromatik etkilesim yapmamis, ligandin siklik yapilariin
etrafindaki bu rezidiiler ile van der Waals etkilesimleri yapabilmistir. Karantadiol-A’nin
pi-alkil etkilesimi yaptigi rezidiiler ise PHE97 ve VALG69 olarak tahmin edilmistir.
Ayrica THRS5S ile giiglii bir polar etkilesim yapmis ve bu etkilesim Discovery Studio
programi tarafindan konvensiyonel hidrojen bagi olarak gosterilmis ancak 3,07 A

mesafe bunun i¢in fazlasiyla uzaktir (Sekil 4.61).

PHE
A:97
THR
A:98
GLY
A:66
4.33
THR
VAL A:65
A:69
HIS
A:40

Sekil 4.61. Karantadiol-A ile SOCOX1 etkilesimlerinin 2D goésterimi
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4.6.9. Kukurbitasin-B ile KPT 2 enziminin etkilesimlerinin degerlendirilmesi

Bu calismada KPT 2 enzimini (pdb kodu: 2H4T) en iyi inhibe edebilen bitkisel ligand
kukurbitasin-B’dir ve K; degeri 57,11 pM, AG degeri -13,98 kcal/mol olarak
bulunmustur. Kukurbitasin-B’nin sonuglarin1 bir diger kukurbitan sinifi molekiil olan
momordisin II izlemistir ve 72,69 pM degeriyle o da ¢ok basarili bir inhibitér adayidir.
Momordisin 1l ile kukurbitasin-B’nin KPT 2 enzimi (pdb kodu: 2FW3) igindeki
yerlesimleri, birbirileriyle daha kolay kiyaslanmasi igin iist iiste getirilerek incelenmistir
(bkz. Sekil 4.52). Asagida ise kukurbitasin-B’nin 2H4T i¢indeki etkilesimleri sekiller

tizerinden detayl sekilde anlatilacaktir.

Kukurbitasin-B KPT 2 enziminin baglanma bolgesindeki kaviteye yerlesirken etrafini
bir yonden a-heliksler diger yonden p-tabaka yapilar1 sarmistir. Kukurbitasin-B
triterpenoid simifinda biiyiik bir molekiill oldugundan bu kaviteye ancak kendisini
ceviren paralel B-tabakalara paralel durarak sigabilmistir. Sekil 4.62’de gorildiigii gibi
ligandin kor yapisina bagli uzun yan zincir proteinin iki ilmek yapisina ¢ok yakin
durmaktadir ve yarim ay seklini alan mavi renkle gosterilen PB-tabaka yapisinin

olusturdugu girintiye yaklasarak kaviteye iyi bir sekilde yerlesmeyi bagsarmustir.

Sekil 4.62. Kukurbitasin-B, KPT 2 enzimi (PDB kodu: 2H4T) i¢inde, birbirilerine
paralel konumlanmus ii¢ B-pilinin yaninda onlara paralel durmakta
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MET 135, GLY 600, SER 590, TYR 614 ve PRO 133 Sekil 4.63’te sar1 renkle
gosterilen ve kukurbitasin-B ile etkilesen sekonder yapilarin iizerinde bulunan
rezidilerdir. Kukurbitasin-B’nin etkilestigi yapilarin iki ilmek yapisi ile p-tabakalar
tizerinde bulunan baz1 ufak bolgeler oldugu, a-heliksler ile etkilesim yapmadigi, ancak

sadece bir o-heliksin kiigiik bir parcast ile etkilesebilecegi Sekil 4.63°te

gosterilmektedir.
[‘5”
LEUSBEG26
VAL597
ASNG24
CYS623
VAL616

Sekil 4.63. Kukurbitasin-B, KPT 2 enzimi baglanma bolgesinde, yakin etkilesimde
oldugu bolgeler ve amino asitler sari, van der Waals etkilesimi yapabilecegi biraz daha
uzaktaki amino asitler ise yesil ile yazili

Kukurbitasin-B’nin uzun yan zinciri ii¢ farkli B-tabaka ile etkilesmekte ve Sekil 4.64’te
bu etkilestigi rezidiilerin ALA 613, GLY 601, PHE 134, LEU 592 ve PHE 602 olduklar1
goriilmektedir. Ligandin steroid halkasi ise proteinin ilmek yapilar {izerinde bulundugu
tahmin edilen ASN 593 ve SER 488 tarafindan cekilmektedir. Bu rezidiiler icinde
ligand1 zit yonden ceken tek rezidiiniin SER 488 oldugu ve ligandin steroid halka
yapisinin L seklinde katlanmis olmasiin diger taraftaki ¢ok sayida rezidii tarafindan

cekilebilmesini kolaylastirdigi tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.64. Kukurbitasin-B ile KPT 2 enzimi (pdb kodu: 2HA4T) arasindaki olasi
etkilesim aginin 3D gosterimi

Kukurbitasin-B  merkezde bulunan halka yapilarim1 aromatik etkilesimlerde
kullanmamig ve sekildeki iki fenilalanil rezidiisii yalnizca ligandin polar yan zinciriyle
geri donebilir baglar olusturmustur. Bunlardan en 6nemlileri PHE 134 ile ligandin
oksijen atomu arasinda olusan 2,2 A uzunlukta ve aym oksijen ile GLY 601 arasinda
olusan 2,31 A uzunlukta hidrojen baglaridir. Diger 6nemli hidrojen baglar1 lanostan
halka ile ASN 593 arasinda goriilen cifte baglardir ki bunlardan biri 1,78 A uzunluktadir
ve ligandin oksijen atomu ile olusmustur, digeri de ligandin hidroksil grubu ile olusan
2,27 A uzunluktaki hidrojen bagidir (Sekil 4.65). Kukurbitasin-B’nin pentan halkasina
bagl hidroksil grubu ile SER 488 arasinda 1,95 A mesafede oldukca gii¢lii oldugu
gosterilen bir hidrojen bagi daha meydana gelmistir. Bu hidrojen baglart uzunluk olarak
gercek hidrojen bagi olmaya uygundur ve bu nedenle inhibisyon sabiti oldukc¢a kii¢iik
bulunmustur. Sekilde gosterildigi gibi LEU 592 ve PHE 602 ligandla birer pi-alkil
etkilesimi, ALA 613 ise iki pi-alkil etkilesimi yapmustir.
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Sekil 4.65. Kukurbitasin-B ve KPT 2 enzimi olas1 etkilesim agmin 2D gdsterimi.
Kukurbitasin-B merkezde top-cubuk modeliyle karbon atomlar1 yesil, oksijenler kirmizi
ve hidrojenler beyaz renk toplarla temsil edilirken, proteinin i¢indeki pi-alkil
etkilesimler pembe kesikli cizgilerle, hidrojen baglar1 ise yesil kesikli cizgilerle
gosterilmektedir

Kukurbitasin-B’nin KPT 2 enzimi iginde van der Waals etkilesimi yaptig1 rezidiiler ise
acik yesil kiirelerle gosterilen HIS 372, PHE 370, SER 490, GLY600, MET 135, SER
590, THR 591, LEU 381 ve VAL 378 rezidiileridir.

4.6.10. Kukurbitasin-B ile AsFR etkilesimlerinin degerlendirilmesi

Bu caligmada AsFR enzimini en iyi skor degerleri ile inhibe eden bes bitkisel liganddan
iciiniin ilging sekilde M. charantia’da bulunan molekiiller olmasi bitkinin suksinat
dehidrojenaz inhibisyonu vasitasiyla antihelmintik etki gosterebilecegini ortaya
cikarmistir. Bu ti¢ 6nemli molekiil kukurbitasin-B, momordisin 1l ve karantadiol-A’dir.
Sekil 4.66’da kukurbitasin-B’nin AsFR i¢indeki konumlanmasi gosterilmektedir.
Kukurbitasin-B’nin etkilesimde bulundugu rezidiilerin 6nemli bir kisminin liganda

paralel uzanan bir ilmek yapist boyunca dizildikleri goriilmektedir. Ligandi diger
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yonden c¢eken rezidiiler ise o-heliks yapisi iizerinde bulunmakta, bu nedenle

kukurbitasin-B, ilmek ile a-heliks arasinda kalmig goriinmektedir.

Sekil 4.66. Kukurbitasin-B ile AsFR’in etkilesimlerinin 3D gosteriminde ligand sari
renk, etkilestigi rezidiiler ise elementer renklerde gubuk modeliyle, protein mavi kurdele
modeliyle sekonder yapida gosterilmektedir

Kukurbitasin-B’nin AsFR igindeki olasi etkilesimlerinde {i¢ O6nemli hidrojen bagi
olusumunun yant sira ¢esitli rezidiilerle olusturulan pi-alkil etkilesimleri goriilmektedir.
Bu hidrojen baglarmin THR247, ALA83 ve GLNS84 rezidiilerinden kaynaklandig:
tahmin edilmistir. Ayrica CYS246 ile ligandin oksijen atomu arasinda polar etkilesim
goriilmiistiir. Discovery Studio programi tarafindan yesil cizgilerle temsil edilen
konvansiyonel hidrojen baglar1 olarak gosterilmis olsa da aradaki mesafe hidrojen bagi
olusumuna imkan veremeyecek derecede genistir. Kukurbitasin-B’nin AsFR aktif
bolgesinde pi-alkil etkilesiminde bulundugu rezidiiler sekilde pembe kiireler ile
gosterilmis olup bunlar CYS285, VAL283, HIS79, ALA249 ve ALAS2 rezidiileridir.
Sekil 4.67°de GLY284’iin de CYS246 ile ayn1 oksijen atomuna c¢ekim kuvveti
uyguladigi goriilmektedir.
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Sekil 4.67. Kukurbitasin-B ile AsFR’1n olasi etkilesimlerinin 2D gdsterimi

Kukurbitasin-B’nin van der Waals etkilesimleri meydana getirdigi rezidiler ise
PHE244, LEU286, GLY362, GLY177 gibi apolar rezidiiler ile SER245, ARG175,
ARG241, HIS250 ve ASP174 gibi polar rezidiilerdir. Ayrica FAD702 atomu da van der

Waals etkilesimlerine katilmistir.

Kukurbitasin-B, karantadiol-A ve momordisin II’'nin ASFR ig¢indeki konumlanmalari,
birbirilerine gore yerlesimlerinin karsilastirilabilmesi icin tek bir sekil {izerinde (Sekil
4.68) gosterilmistir. Bu sekilde ¢ok dikkat ¢ekici olan, her ii¢ bilesende de ilk halkalarin
tam olarak ayni noktada konumlanmalaridir ve bu konum FAD NS5 atomunun karsisina
denk gelmektedir. Diger bir dnemli sonug ise farkli gruplar tasiyan bu {i¢ molekiiliin
adeta ayn1 molekiilmiis gibi tist {iste ¢akisik bir konumda yerlesmeleridir. Molekiillerin
diizlemsel olarak aymi agida durmalar1 da bu bolgedeki aromatik etkilesimlerin,
enerjinin digiirilmesinde ne derecede 6nemli oldugunu gostermistir. Sekle gore bu
acinin korunmasinda ligandlarin ilmek ve a-heliks tarafindan iki yonden ¢ekilmesinin

de pay1 vardir.
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Sekil 4.68. En iyi skora sahip ligandlardan {i¢iiniin AsFR ig¢indeki konumlanmalari.
Momordisin Il mor, kukurbitasin-B sar1 ve karantadiol-A koyu yesil ¢ubuk modeliyle,
FAD eclementer renklerde, protein sekonder yapida ve yapisal renklerinde
gosterilmektedir

4.6.11. Karantadiol-A’nin CeGLUT1 i¢indeki olas1 etkilesimleri

Bu calismada kenetleme deneyinde kullanilan CeGLUT1 resetoriiniin 3 boyutlu yapisi
SwissMODEL web sunucu ile tahmin edilmis ve bu tahmini yapinimn insanda bulunan
GLUT3 reseptoriiniin birebir aynisi (PDB kodu: 4ZWB) oldugu anlasildiginda

insandaki homologunun bulunabilmesi amaciyla PDB kayitlarinda mevcut GLUTI
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reseptorleri aragtirllmigtir. Ancak insan GLUTI1 reseptoriiniin kriztalize yapist PDB’da
bulunamadigr i¢in SwissMODEL analizine gére CeGLUTI1 reseptoriiniin protein
sekansi ile %43 oraninda ortiisen 4ZWB kodlu 3D yap1 kullanilmistir. Sekil 4.69°da
CeGLUT!1 i¢in tahmin edilen 3D yap1 ve kenetleme simiilasyonuna gore en iyi

sonugclar1 veren iki liganddan biri olan karantadiol-A’nin yerlesimi gosterilmistir.

Sekil 4.69. Karantadiol-A’nin CeGLUT]1 reseptorii i¢indeki olast yerlesimi (mavi okla
gosterilmektedir)

Karantadiol-A CeGLUT1 e en iyi baglanma ilgisine sahip ikinci bitkisel liganddir. Bu
calismada kullanilan CeGLUT1 3D yapisinin aslinda insan GLUT3 reseptorii oldugu ve
sonucta CeGLUT]1 ile ¢ok diisiik konsantrasyonda baglanma yetenegindeki molekiiller
ayni zamanda insandaki GLUT3 reseptoriine baglandiklar1 i¢in yan etkilerin ortaya
cikabilecegi de goz Oniline almmalidir. Bu molekiillerin ila¢ olarak kombine

kullaniminda hipoglisemik ajanlarin kombinasyonundan kag¢inilmasi gereklidir.

Sekil 4.70’de gosterildigi gibi karantadiol-A ¢ok sayida apolar amino asit ile etkilesim
halindedir ve bu apolar rezidiiler ligand1 dort bir yandan ¢ekmektedir. Bunlar igerisinde
en Onemlileri sekilde tam merkezde duran ve ligand iizerindeki bes farkli nokta ile

etkilesimleri pembe kesikli c¢izgelerle gosterilen ILE64°diir. ILE64 tarafindan ¢ekilen
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ligand iizerindeki gruplara VAL67 ve PHE106 gibi diger apolar amino asitler de ilgi
gostermistir. Sekil 4.70°de karantadiol-A’nin PHE106, PHE60, TRP427 ve PHE418 ile
cevrili aromatik bir kaviteye yerlesmis olmasina ragmen ligandin merkez halkalarinin
herhangi bir aromatik sandvi¢ yapmadigi goriilmektedir. Oysa ki ligandin merkezindeki
halka, PHE418 ile TRP427 arasina girerek aromatik sandvi¢ meydana getirebilir ve
entropiyi diistlirebilirdi. Ne var ki bu durumda ILE64’ten de uzaklasacak ve pek ¢ok

olas1 elektrostatik etkilesim hesaba katilamayacakti.

TLE320

PHE418

TRP427

Sekil 4.70. Karantadiol-A’nin CeGLUT1 igindeki olas1 etkilesimlerinin 3D gdsterimi

Karantadiol-A’nin CeGLUT!1 igindeki etkilestigi rezidiilerden ASN321’in, ligandin
oksijen atomu ile bir hidrojen bagi olusturdugu Sekil 4.71°de gosterilmektedir. Sekilde
pembe kesikli cizgiler pi-alkil baglarini, pembe kiirelerin etrafindaki gri haleler ise
elektrostatik ¢ekim kuvvetinin giiclinii temsil etmektedir. Buna gore ILE64 en giiglii
cekim alanmi olustururken, pi-alkil baglarinin kuvveti acisindan MET324 ikinci
siradadir. ASN454 her ne kadar van der Waals kuvvetleri ile ligandi ¢ekse bile yine de
giiclii bir kuvvet uygulamaktadir. PHE60 ve VAL103 de diger rezidiilere kiyasla daha
yakin mesafeden pi-alkil bagi olusturmustur. Pi-alkil etkilesimleri yaptig1 tahmin edilen
diger rezidiiler PHE418, TRP427, ILE320, PHE106, VAL67 ve ILE202’dir. Van der
Waals etkilesimi yapan diger rezidiiler ise VALI198, GLY423, GLN315 ve
ARG160’drr.
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Sekil 4.71. Karantadiol-A’nin CeGLUT]1 igindeki olasi etkilesimlerinin 2D gdsterimi

4.6.12. Apigenin ve H. contortus B-tubulini ile etkilesimleri

Apigenin, O. vulgare subsp. hirtum infuzyonu igerisinde bulunabilen bir flavanoiddir.
Sekil 4.72°de gosterildigi gibi apigenin H. contortus pB-tubulini iginde dort beta
konformasyonu, iki ilmek yapis1 ve ii¢ a-heliks ile ¢evrili bir alanda durmaktadir. ilmek
yapilar1 beyaz, beta konformasyon mavi ve a-heliks yapilari ise kirmizi renk ile
sekonder yapida gosterilmektedir. Sekil 4.72°deki beta konformasyonlar liganda daha
uzakta bulunurken en yakinda konumlandigi yapilar iki a-heliks yapist ve bir ilmek
yapisidir. Bu heliks yapilarinda ligand ile etkilesen bolgeler Sekil 4.72°de yesil ile
gosterilmektedir. Etkilesimde oldugu tahmin edilen rezidiiler ASN247, VAL236,
THR237, THR238, ILE16, TYR60 ve ARG46’dir. Bunlar disinda van der Waals
etkilesimi yapabilecegi bir mesafede bulunan pek ¢ok rezidii de mevcuttur. MET1 ile
gosterilen proteinin C-terminal ucu da liganda ¢ok yakin durmaktadir. Apigenini
cevreleyen rezidiilerin pek ¢cogu polar olmakla beraber LEU260, ALA248, VAL169 ve

ILE202 gibi apolar rezidiiler apigenine oldukc¢a yakin rezidiiler olarak gériinmektedir.
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THR238

Sekil 4.72. Apigeninin HcB-tubulin i¢indeki konumlanisi

Sekil 4.73 A ve B’de apigenine ait bisiklik yapinin ii¢ farkli fenilalanin rezidiisi
arasinda aromatik sandvi¢ yaptigr goriilmektedir. Bu rezidiiler PHE20, PHE167 ve PHE
200°diir. Apigenin 2. pozisyonunda yer alan fenoliin bisiklik yapiya bagli oldugu
rotasyonal bag donmeyerek molekiil diiz durmakta ve bu fenol halkast VAL236 ile
LEU?250 arasinda sikismaktadir.

\ GLU198

Sekil 4.73. Apigeninin Hcp-tubulin (10J0) igindeki etkilesimleri. Sekil B, Sekil A’nin
90° saga dondiiriilmiis halidir
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Sekil 4.74’te gosterildigi gibi apigeninde bulunan hidroksil gruplar ¢esitli rezidiiler ile
hidrojen baglar1 olusturmustur. Fenol iizerindeki hidroksil grubunun hidrojeni ile
GLU198 arasinda ve bunun yani sira bisiklik yapida 7. pozisyondaki hidroksil grubunun
hidrojeni ile GLN134 arasinda ve aymi hidroksil grubunun oksijen atomu ile PHE167
arasinda hidrojen baglar1 olusmustur. MET233 ile apigeninin bisiklik yapisindaki her iki
halka arasinda & -alkil etkilesimleri goriilmektedir. PHE20 ve PHE200 bu halkalar ile -
n T bigimli etkilesimler yapmistir. Fenol halkas1 LEU250 ile & -sigma bagi olusturmus,
VAL236 ile ise m -alkil etkilesimi yapmustir.

PHE
PHE A:20
A:200
VAL
A:236 &, i ?
GLN
A:250 A34
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A:198
Sekil 4.74. Apigeninin HcB-tubulin i¢indeki etkilesimlerinin 2D gosterimi

4.6.13. Apigenin ile fare p-tubulin proteini arasindaki etkilesimlerin

degerlendirilmesi

HcpB-tubulini i¢in kenetlenen ligandlar i¢inde en 1iyi skora sahip ligandlar ADME
ozellikleri agisindan degerlendirildikten sonra en uygun o6zellikteki ligandlar farede
bulunan B-tubulin ile de kenetlenmistir. Bu islemin amaci bitkisel bile olsa ligandlarin
olast yan etkisinin in silico yontemlerle aragtirilmasidir. Apigenin, fare B-tubulini ile
kenetleme sonucu baglanabilecek tek molekiil oldugu i¢in olas1 etkilesimi incelenmistir.
Bununla beraber kenetleme sonucu bulunan baglanma ilgisi ¢ok diisiiktiir (-0,94
kcal/mol serbest baglanma enerjisi ve yaklasik 204,3 milimolar K; degeri). Diger
ligandlar ise bu homologa hi¢ baglanamamuistir (bkz. Cizelge 4.13). Bu sonug, -tubulin
inhibisyonuna bagli bir yan etkinin goriilmeyecegini hesaplamali ortamda kanitlamigtir.

Apigenin ligandin merkezindeki grid kutusunun bir kenarinda en diisiik enerji degeriyle
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konumlanabilmistir. Ligandin fare B-tubulini ig¢indeki yerlesimi, tubulinin ii¢ paralel

beta pili yapisinin hemen 6niinde onlara dik bir konumdadir (Sekil 4.75).

Sekil 4.75. Apigenin fare B-tubulini i¢indeki olasi konumunda. Apigenin sar1 top-gubuk
modeli, protein kahverengi serit kurdale ile temsil edilmekte

Apigeninin sadece fenol grubu, proteinin i¢ kismina girebilmis ve buradaki a- heliks ile
etkilesime imkan verebilecek bir mesafede konumlanmistir. Bu fenol grubuna ait

hidrojen, ASN226 rezidiisii ile bir hidrojen bagi meydana getirmistir (Sekil 4.76).

Sekil 4.76. Apigeninin fare B-tubulini i¢indeki olas1 etkilesimlerinin 2D gosteriminde
apigenin merkezde top cubuk modelinde karbon atomlar1 sari, oksijenler kirmizi ve

246



hidrojenler beyaz renk, pi-siilfiir bag1 turuncu, pi-alkil etkilesimleri pembe, hidrojen
baglar1 ise yesil kesikli ¢izgilerle, van der Waals etkilesimleri ise agik yesil kiirelerle
temsil edilmekte

Proteinin CYS12 rezidiisii apigeninin her iki ¢ekirdek halkasi ile pi-siilfiir baglar
meydana getirmistir. Bu tez ¢alismasinda incelenen etkilesimlerin baska higbirinde bu
tip pi-siilfiir etkilesimi gortilmemistir. Bu nedenle bu sonu¢ oldukga dikkat ¢ekicidir.
Ayrica SER138 ve ASP177 ile apigeninin hidroksil gruplar1 arasinda hidrojen baglari
olusacagi tahmin edilmistir. VAL169 ise apigeninin ii¢ siklik yapisi ile de pi-alkil bagi
yapmis goriinmektedir. Prol71, Leu207 ve Leu225 ise pi-alkil etkilesimi yapacagi
tahmin edilen diger rezidiilerdir. Bu kuvvetli etkilesimlere ragmen enerjinin yeterince
diismemesi ilging goriinse de, ligandin proteinin i¢ine giremedigini gosteren Sekil 4.76,

yeterince yogun olmayan etkilesim agin1 ve hesaplanan bu sonucu normal gostermistir.

4.6.14. B-karyofilen ile KPT 2 enziminin olasi etkilesimlerinin degerlendirilmesi

O. vulgare subsp. hirtum ugucu yagindan izole edilen baslica bilesenler olan on molekiil
(karvakrol, timol, p-simen, y-terpinen, a-pinen, PB-karyofilen, a-tujene, o-terpinen,
terpinen-4-ol, mirsen ve borneol) igerisinde p-karyofilen ((1R, 9S, E) -4,11,11-trimetil-
8-metilenbisiklo (7.2.0) undec-4-en), kenetleme simiilasyonu sonucuna gore hem KPT 2
enzimine hem Hcp-tubuline karsi en yliksek baglanma ilgisi gosteren molekiildii. f-
karyofilenin kenetleme sonuglart KPT 2 i¢in AG= -8.08 kcal/mol ve Ki= 1,19 uM, Hcp-
tubulin i¢in AG= -8,27 kcal/mol ve Ki= 873,99 nM bulunmustur. B-karyofilenin KPT 2
icindeki yerlesiminde apolar dort rezidii (ALA615, ALA613, LEU592 ve VALS97) ile
cevrelendigi ve bu rezidiilerle elektrostatik etkilesimler yaptigi goriilmiistiir (Sekil 4.77
A ve B). B-karyofilenin dokuz karbonlu siklo yapist HIS617 ve TRP620 ile aromatik
etkilesimler yapmasinda etkili oldu. Bilesen ile van der Walls etkilesimleri yapan

rezidiiler ise SER590, GLY600, TYR614, CYS623, LEU599, GLY 622 ve SER598 idi.
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Sekil 4.77. B-karyofilen ile KPT 2 enzimi arasindaki olasi etkilesimler A) Etkilesimlerin
kesikli ¢izgiler ile gosterimi, B) KPT 2 enziminin sekonder yapist gokkusagi
renklerinde, ADT ile analizinde bir yiizey alani igerisinde gosterilen B-karyofilen
etkilestigi rezidiiler ile ¢evrili

B-karyofilen sahip oldugu ii¢ metil grubu ve bir metilen grubu sayesinde KPT 2 iginde
cok sayida pi-alkil etkilesimi yapabilmistir. Bu pi-alkil baglari Sekil 4.78’de pembe

kesikli cizgilerle gosterilmektedir.

CYs
A623
GLY
A:600 AGEL‘{Z
s LEU .
Ab14  oog
ALA :
A:613 3.98
398 3) o
SER \\
A:590 | W\ 5.66
308 . | 3.22
4.57 506
_‘:5‘_(’];/ .62
LEU 93 / 8.57 TRP
A9y 86 4.07 A:620
5.02 531
SER HIS
: A:617
T A:598
A:597

Sekil 4.78. B-karyofilen ile KPT 2 enziminin etkilesimde olabilecegi olas1 rezidiiler ve
kimyasal baglarin 2D gosterimi
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4.6.15. p-karyofilen ile Hcp-tubulinin olasi etkilesimlerinin degerlendirilmesi

Ligand ve tizerindeki metil gruplarinin tetrasiklik kismi PHE20 ile pi-sigma etkilesimi
yaparken, PHE167 ve MET233 ile pi-alkil etkilesimleri, metil gruplarinin karsisinda
kalan HIS6 ile alkil baglari olusturmustur (Sekil 4.79 A ve B). Bu tetrasiklik halka ve
metil gruplari, PHE20 ve PHE167 rezidiileri arasinda aromatik bir sandvi¢ meydana
gelmistir. PHE200, ligandin dokuz karbonlu ¢ekirdegine en yakin bulunan rezidiilerden
biridir ve 4. pozisyonda metil grubu ile hem aromatik etkilesimi hem de pi-alkil
etkilesimini gerceklestirmistir. LEU250 ve VAL236, ligand ile alkil etkilesimleri yapan
hidrofobik amino asit rezidiileridir. THR136, THR237, TYR50, SER165 ve GLN134,
Hcp-tubulin aktif bolgesinde B-karyofilen ile van der Waals etkilesimleri yapmistir. Bu
molekiil, hem KPT 2 hem de Hcp-tubuline karsi inhibe edici 6zellige sahiptir ¢linkii AG
degeri = -8 kcal/mol’den daha kiiciiktir.

HIS6

PHE20

MET233

Sekil 4.79. B-karyofilen ile Hcp-tubulin etkilesimlerinin 3D gosterimi. A) Etkilestigi
rezidiiler, B) Protein sekonder yapida, lacivert yiizey B-karyofileni temsil etmekte

Asagidaki Sekil 4.80’de B-karyofilen ile HcpB-tubulin etkilesimlerinin ADT programu ile
olusturulan 3D gorselleri verilmektedir. Sekil 4.80 A’da liganda en yakin konumdaki
rezidiilerin isgal ettikleri alanlar kiirelerle gosterilirken polar etkilesimde bulundugu
rezidiiler kirmizi ve mavi kiirelerle temsil edilmektedir. Sekil 4.80 B’de ligand pembe
top ¢ubuk modeliyle gosterilirken, etkilesimde oldugu rezidiiler ¢ubuk modeliyle ve
protein sekonder yapida gosterilmektedir. Sekil 4.80 B’de en dikkat ¢ekici yerlesim

0zelligi ligandin ti¢ farkli fenil rezidiisii arasina sikismis olmasidir.
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Sekil 4.80. HcB-tubulin ile B-karyofilen etkilesimlerinin 3D gésterimi A) Kiire bigimli
etkilesim agi. B) Ligandin aktif boélgede konumlanmasi. f-karyofilen pembe top ¢ubuk
modeliyle, protein sekonder yapida gokkusag: renklerinde ve etkilesimde oldugu tahmin
edilen rezidiiler ise ince ¢ubuk modeliyle temsil edilmektedir

Beta-karyofilen SwissADME tabaninda farmakokinetik agidan degerlendirildiginde P-
glikoprotein substrati degildir, gastrointestinal absorbsiyonu diisiiktiir, kan-beyin
bariyerini gegemez, CYP1A2 enzimini, CYP2D6 enzimini, CYP3A4 enzimini inhibe
edemezken, CYPC19 enzimini ve CYC2C9 enzimini inhibe edebilir. Cizelge 4.7°de
gosterildigi gibi agizdan alinabilen bir ila¢ olma potansiyeli agisindan Ghose, Veber ve
Egan’in kurallarina uyarken, Muegge’nin kurallarina uymaz ve Lipinski’nin dort
kuralindan ii¢linii saglar. Molekiiler agirlig1 250°den kiigiik (204,35 gr/mol) oldugu ve
lipofillik 6zelligi Log Pow (XLOGP3) >3,5 (4,38) oldugu icin tibbi kimya a¢isindan ilag
iskeleti olmak i¢in uygun degildir. Cizelgede gdsterildigi gibi apolar bir molekiildiir.

Cizelge 4.7. B-karyofilen i¢in SwissADME degerlendirmesi

)

Kimyasal 6zellikleri

FLEX SIZE

INSATL PaOLER

Molekiiler Formiil C15H24
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Cizelge 4.7. B-karyofilen i¢in SwissADME degerlendirmesi (devam)

Molekiiler Agirlik 204,35 g/mol

Donebilen bag sayisi 0

Hidrojen-bagi alic1 sayisi 0

Hidrojen-bagi sunucu sayisi 0

Gl absorbsiyonu Zay1f

KBB gecebilirligi Yok

P-gp substratlig Yok

Deriden gegebilirligi -4,44 cm/s

Lipinski’nin ~ besler  kuralina | Uygun

uygunlugu

Ghose,  Veber, Egan  ve | Muegge harig digerleri i¢in uygun
Muegge’nin kurallarina

uygunlugu

Biyouygunluk Skoru 0.55

CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, | CYP2C19 ve CYP2C9 inhibitorii,
CYP2D6, CYP3A4 enzimleri i¢in | digerleri i¢in degil

inhibitorligii

TPSA 0,00 A

GI: Gastrointestinal, KBB: Kan-beyin bariyeri, P-gp: P-glikoprotein, TPSA: Topolojik
Polar Yiizey Alan1 (Topological Polar Suface Area), MA: Molekiiler Agirlik, FLEX:
Fleksibilite, Esneklik, LIPO: Lipofillik, SIZE: Biiyiikliik, POLAR: Polarlik, INSOLU:
Suda ¢6ziinmezlik, INSATU: Doymamiglik

Gastrointestinal ~ sistemde bulunan helmintlerin  atilmasi1  i¢in  B-karyofilenin

absorsiyonunun diisiik olmasi1 avantajdir. Boylece helmintler daha yiiksek
konsantrasyonda B-karyofilene maruz kalabileceklerdir. SwissADME sonuglarina gore
radar grafigindeki kimyasal o6zellikleri gz Oniine alindiginda agizdan alinmak ig¢in

uygun goriinmekte ve cogu kriteri karsilamaktadir.

In silico kenetleme yontemi ile inhibisyon ozellikleri arastirilan ve bu ¢alismadaki in
vivo deneyde farelere verilen Oreganum ugucu yagi igerisinde bulundugu Prof. Dr.
Mine Kiirk¢iioglu (Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi) tarafindan tespit edilen ve
kenetleme simiilasyonlar1 yapilan on molekiilden dokuzunun (karvakrol, timol, p-simen,
y-terpinen, a-pinen, a-tujen, a-terpinen, terpinen-4-ol, mirsen ve borneol) AG degerleri
KPT 2 igin -5,28 ile -6,83 kcal/mol ve B-tubulin i¢in ise -6,04 ile -7,06 kcal/mol
arasinda bulunmustur. Bu sonu¢ bu dokuz molekiiliin antihelmintik etkisinin Hcp-

tubulin veya KPT 2 inhibisyonu diginda bir yola bagli oldugunu gostermektedir.
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Bu molekiiller igerisinde p-simen KPT 2 ve HcP-tubulin i¢in en diisiik baglanma
ilgisine sahip molekiilken (K; degerleri sirasiyla 134,63 uM ve 37,79 uM), B-karyofilen
disindaki diger sekiz molekiill de p-simene yakin degerler gostermistir. Cok kiiclik
molekiil yapilar1 ve az sayidaki yan zincir, proteinlerdeki olas1 kimyasal etkilesimlerin
sayisinin ve gesitliliginin sinirli kalmasina neden olmustur. Test edilen bu molekiiller
antelmintik etkili olabilse de, diger antelmintik protein hedefleriyle in silico modelleme

yontemiyle test edilmesi ve in vitro olarak da arastirilmasi yararli olabilir.

B-karyofilen, kannabinoid reseptoriiniin bir agonistidir (Francomano ve digerleri, 2019).
Kannabinoid reseptorii, G proteini (protein baglayict GTP)-iliskili reseptorler
grubundadir ve bazi G-baglh reseptorler, antihelmintik ilaglarin hedefleridir (Martin ve
digerleri, 2014; Lacey, 1990). Bu nedenle B-karyofilenin bu tip ilag hedefi G bagh
reseptorlerle kenetlenme deneyleri yapilmalidir. Molekiiler kenetleme calismalari, -
karyofilenin, aktif bolgede (valin-113, fenilalanin-117, izolosin-198, triptofan-258 ve
metiyonin-265) CBR-2'nin (kanabinoid reseptorii) hidrofobik aminoasit rezidiileri ile
etkilesime girdigini gostermistir (Gertsch ve digerleri, 2008). Bu calismada ise f-
karyofilen, KPT 2 enzimi ve Hcp-tubulindeki hidrofobik kalintilarla etkilesime
girmistir. Bu amino asit rezidiileri sunlardi: KPT 2'de TRP620, ALA613, LEU592,
VAL597 ve ALAG15; ve GLY134, VAL236, LEU250, Hcp-tubulin i¢cinde PHE200,
PHE20, PHE167 ve MET233.

4.6.16. A. annua icerisinde bulunan bilesenlerin kenetleme sonu¢larinin

degerlendirilmesi

A. annua igin secilen aktif bilesenlerin molekiiler kenetleme analizleri Haemonchus
contortus B-tubulin proteini Hcp-tubulin ve Rattus norvegicus karnitin palmitoil
transferaz 2 enzimi rnKPT 2 (PDB ID: 2H4T) igin olduk¢a farkli ve ilging sonuglar
vermistir. Bu molekiillerden arteannuin-B ve izofraksidinin Hcp-tubulin ile serbest
baglanma enerjileri (AG) -10 kcal/mol’den kiiglik bulunmustur. KPT 2 enzimi i¢in ise
A. annua’da bulundugu tahmin edilen on dokuz molekiilden doérdiiniin (friedelin,
stigmasterol, krisoplenetin ve krisoplenol-D) AG degerleri -10 kcal/mol’iin altinda

bulunmustur. Bu molekiiller i¢erisinde KPT 2 enzimine kars1 diisiik ilgiye sahip oldugu
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tahmin edilen artemetin (AG = -6,78 kcal/mol) ise Autodock4.2 analizlerine gére KPT 2
baglanma bolgesi icinde bir hidrojen bagi olusturmustur ve cesitli rezidiilerle van der

Waals etkilesimleri yapmustir (Sekil 4.81).

teve
X y 1]
o)/ ~L__ H\Em
= A f L
T2 3 =) = Y
J AT :‘y—ﬁ;*u'—':\’_ \,'“ L /%872
\fm{, \ ﬁ‘

Sekil 4.81. Artemetin-KPT 2 kenetleme simulasyonu sonucu ligandin baglanma
bolgesindeki rezidiilerle kimyasal etkilesimlerinin 3 boyutlu gosterimi. HIS372 ile
artemetinin H11 atomu arasinda bir hidrojen bagi olustugu goriilmektedir

Friedelin ve stigmasteroliin KPT 2 enzimine afinitelerinin oldukga yiiksek olmasi (13,07
nM ve 943 nM, sirasiyla), HcB-tubulin ile bulunan K; degerlerinin ise
hesaplanamayacak bir durumda olmasi dikkat ¢ekici bir sonugtur (bkz. Cizelge 4.2). Bu
molekiillerin dlg dosyalar1 incelendiginde Hcp-tubulin icinde aktif bolgede yerlestikleri
ve kenetleme simulasyonunun dogru yapildig1 goriilmiistiir (Sekil 4.82 A). Bu sonuglar
bu iki molekiilin A. annua bitkisinin antinematodal etkisinden sorumlu baslica
molekiillerden olabileceklerini ve Hcp-tubulini inhibe etmediklerini gostermektedir. Bu
molekiillerin ABZ’den farkli bir etki mekanizmasina sahip oldugunu kanitlayan bu
sonuclar, bitkinin antinematodal etki mekanizmasinin tahmin edilmesinde 6nemli bir

veri saglamigtir.

HcpB-tubulin proteininde ABZ’nin baglanma bdlgesine yerlesen friedelinin ¢ok sayida
polar veya aromatik amino asit yan zincirleriyle ¢evrili olmasina ragmen serbest
baglanma enerjisinin +72,37 kcal/mol diizeyinde bulunmus olmas1 enerjinin
diislirilmesi icin gerekli olan konum degistirilmesinin yapildigi alaninin ¢ok dar

olmasindan kaynaklanmis olabilir (Sekil 4.82 B).
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Sekil 4.82. Friedelin ile HeB-tubulinin baglanma bolgesindeki etkilesimler

Friedelinin KPT 2 igindeki konumlanmasinda ise yeterli bosluk mevcut oldugu i¢in
enerjinin disiiriilebilecegi konum degisikligi saglanabilmistir (Sekil 4.83A). KPT 2
icindeki aktif bolgede bulunan iki oa-helix yapist da bu konformasyonun

olusturulmasinda etkili olmustur (Sekil 4.83B).

Sekil 4.83. Friedelin—-KPT 2 etkilesimleri

Hcp-tubulinde ise birbirine yakin konumlu ¢ok sayida P-konformasyon yapisi
friedelinin rotasyonunu gii¢lestirmistir (bkz. Sekil 4.82 B). Friedelinin yerlesiminde en
dikkat ¢ekici Ozellik molekiiliin bir ylizeyinin etrafindaki rezidiiler ile etkilesim
yapmamasi, diger yondeki rezidiilerin ise molekiilii adeta bir hamakta duruyor gibi

yukaridan ¢evirip van der Waals kuvvetleri ve aromatik etkilegsimler ile c¢ekiyor
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olmalaridir (Sekil 4.84A). Bu yerlesim, molekiiliin enzime giris boslugu konusunda da
bir fikir vermektedir. Sekil 4.84 B ve C’de goriildiigii gibi SER488 ve PHE370 amino

asitlerinin oldugu bolgeden ligandin baglanma bosluguna giris yapacak olmas1 olasidir.

% VALG0S
Fans PHE13 PHEB
PHET31 -
PHED4 VALSOS
e PROTIS
PHES02
H8372
PHE134
psr;_~ PROWS HS372
-~ ’ N MET135 PHES70
SER590 =
. - PROB3
SER488 4 f =
PHE370
METRS PHED4
LEUB92 7 SER488
2 F
‘ AMETIAR

Sekil 4.84. Friedelin molekili KPT 2 iginde. Etkilesimlerin daha rahat goriilebilmesi
icin molekiiler yiizeylerin de gosterildigi ve farkli 90° lik agilardan alinmig {i¢ resim

Sekil 4.85 A’da gosterildigi gibi friedelinin 4 halkasi da ¢evresindeki rezidiilerle giicli
alkil etkilesimleri yaparken 6zellikle ligandin 3. ve 5. halkalari, PRO133 ve HIS372 ile
cok sayida aromatik etkilesim yapmistir. Karsilikli etkilesen halkalar arasindaki
mesafeler 4-5 A civarinda olmasina ragmen ligand1 ¢epegevre saran bes aromatik yan
zincir (PHE370, PRO133, PHE602, HIS372, PHE131) yogun bir etkilesim ag1 meydana
getirmistir (Sekil 4.85 A). Pentasiklik yapinin 11. karbon diizleminde kivrilarak {i¢
farkli fenilalanin rezidiisi (PHE131, PHE602 ve PHE370) arasinda degisik bir tiir
aromatik sandvi¢ olusturmasi dikkat cekicidir. Friedelinin 5. halkasi PHE602 ile
PHEI131 arasina girerken, 2. halkas1 PHE370 ile PHE602 rezidiilerinin etkisinde kaliyor
gibi goriinmektedir (Sekil 4.85 B). Sekil 4.85 A’da ise PHE370 ile PHE131’in
liganddaki metil gruplar ile w-alkil etkilesimleri yaptig1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.85. Friedelin ile KPT 2 etkilesimleri. A) 2D gdsterimi, uzakliklar A 6l¢iisiinde
verilmistir. B) 3D gosterimi, ti¢ farkli fenil rezidiisii (PHE131, PHE602 ve PHE370) ile
cevrili bir bosluga cok iyi sekilde yerlesimi ile ¢cok sayida kimyasal etkilesim yaptigi
goriilmektedir

PHE602 ise hem 11. metil grubu ile n-sigma hem de 14. metil grubu ile m-alkil
etkilesimleri yaparken ayni zamanda 4. ve 5. halkalar ile de aromatik etkilesimler
yapmaktadir. KPT 2 enziminin aktif bolgesinde friedelin ile van der Waals ¢ekim
kuvveti meydana getiren diger rezidiiller ASN130, TYR486, SER488, SERS590,
LEU592, ALA613, MET135, PHE134, GLY600, GLY601 VE GLY377°dir. Bunlardan
SER488, SER590 VE LEUS592 daha giiclii bir ¢ekim kuvveti uygulamistir. A. annua
iceriginde bulunabilen ve serbest baglanma enerjileri agisindan karsilastirilan bu on
dokuz bitkisel ligand igerisinde KPT 2 enzimi ile en yiiksek baglanma ilgisine sahip
molekiil -10,95 kcal/mol enerji degeriyle stigmasterol olarak bulunmustur.

Stigmasteroliin KPT 2 igindeki olasi etkilesimleri Sekil 4.86 A ve B’de goriilmektedir.

HIS372 PHEST0

PRO133
AS?!‘I‘
METHS
S\ N LY601
\( | PHEB02
. ALY600
E
b\\\ ' TN
\ ALASTS

Sekil 4.86. Stigmasterol ile KPT 2 enzimi aktif bolgesindeki etkilesimler
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Stigmasteroliin birbirine paralel iki a-heliks ile birbirine dik duran iki f-konformasyon
arasina girmesinde molekiiliin tetrasiklik c¢ekirdeginin yani sira siklopentan halkasina
bagli dallanmig bir yan zincirin bulunmasinin énemli bir pay1 vardir. Friedelinde oldugu
gibi stigmasterolde de merkezdeki halkalar PHE370, PRO133 ve HIS372 rezidiileri ile
aromatik etkilesimler yapmistir (Sekil 4.87 A) ve HIS372 yine liganda en yakin
konumdaki rezidiilerden biridir. Friedelin i¢in merkez halkalara bagli metil gruplar
etkilesimlerin 6nemli bir kismindan sorumluyken stigmasterolde de 1. halkada bulunan
metil grubu hem PRO133 hem de HIS372 ile alkil bagi olusturmustur. 3. pozisyondaki
hidroksi grubu da HIS372 ve GLY375 ile polar etkilesimler yapmistir (Sekil 4.87 B).

THR

B A488 A499
TRP
SER J
koo A:116
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PHE THR A:376
A:602 A591 S
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A:498
GLY _Qu
A:601 LEU R
A:592
oLy : o
MET A600 ‘ YR GLY HIS A:375
A:135 ABl4 A377  TA372
PRO : =R
A133 A373
LEU
A:593 PHE
PHE A:370
A134 ALA
VAL A615
A:597

A613

Sekil 4.87. Stigmasterol ile KPT 2 etkilesimleri A) 3 boyutlu gosterimi, B) 2 boyutlu

gosterimi
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4.6.17. Arteannuin B ile Hcp tubulin etkilesimlerinin degerlendirilmesi

Arteannuin B, artemisinin ve deoskiartemisininin aksine Hcp-tubuline daha yiiksek bir
baglanma ilgisine sahip bulunmustur (bkz. Cizelge 4.1). Hcp-tubulin ile hesaplanan AG
degeri = -10,68 kcal/mol ve K; = 14,93 nM iken, KPT 2’ye kars1 AG = -9,23 kcal/mol ve
Ki = 170,29 nM’dir. Arteannuin B’nin Hcp-tubulin igerisinde ii¢ fenilalanin (PHEZ20,
PHE200 ve PHE167), iki trionin (THR238 ve THR 237) ve tirozinden (TYRS50) olusan
aromatik yan zincirli amino asitler ile ¢evrili bir alanda yerlesiminde bilesenin dortli
halka yapisinin ve 6zellikle a-metilen-y-biitirolakton halkasinin énemli bir rolii oldugu
Sekil 4.88 A’da goriilmektedir. Arteannuin B ile Hcp-tubulin arasinda Sekil 4.88 B’de
gosterilen etkilesimler igerisinde en Onemlileri Arteannuin B’nin a-metilen-y-
biitirolakton halkasindaki oksijen atomlar1 ile THR238 arasinda 2,02 A uzunlugunda ve
GLN134 arasinda 2,34 A uzunlugunda oldugu gériilen hidrojen baglari olusumudur.
Ayn1 zamanda PHE200 ile bir n-sigma bagi olustugu goriilmektedir (Sekil 4.88 B).

B ILE
A:24 THR
A:238
2.02 THR
- %?QA:Z?,?
A:50
/9 THR
GLN A:232
2.34 ‘A*134
\
o P2
1.84 3'7‘:’HE
e 3.59 A:200
5.04
MET 1382
A233 4.38 5.34
VAL
306 A:236
HIS
A6 PHE PHE
A:20 A:167

Sekil 4.88. Arteannuin B ile Hcp tubulin etkilesimleri A) 3 boyutlu ve B) 2 boyutlu
gosterimi

4.6.18. Arteannuin-B ile insan p-tubulinin etkilesimlerinin degerlendirilmesi

Arteannuin-B’nin iB-tubulin ile etkilesimlerinin gosterilmesinin nedeni beta-tubulinin

insanda bulunan homologu ile de olas1 etkilesimlerinin gosterilmesi ve bdylece ip-
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tubuline kars1 afinitesinin oldukg¢a diisitk bulunmasinin nedenlerinin etkilesim gorseli
vasitasiyla karsilastirilabilmesidir. Kenetleme deneyleri ile arteannuin-B’nin if-tubuline

kars1 AG degeri +1,2 olarak hesaplanmustir.

Sekil 4. 89 A ve B’de arteannuin-B ile insan B-tubulin proteini (ip-tubulin) arasinda
olas1 etkilesimler gosterilmektedir. Arteannuin-B ile iB-tubulin etkilesimlerinde ilk géze
carpan ligandin dar bir alanda sikismis oldugudur. Resimde tirozin 222 ligandin ii¢
farkli grubu ile aromatik etkilesimler yaparken bu etkilesimlerde tirozinin fenol halkasi
ile ligandin metil gruplar1 arasinda olusan ¢ekim kuvvetleri kadar iki siklohekzan
halkas1 arasinda meydana gelen aromatik etkilesim de rol oynamistir. Bunun yani sira
CYS12 rezidiisiiniin karboksil grubuna ait oksijen atomu ile arteannuin-B’nin hidrojen
atomu arasinda yakin mesafeli bir etkilesim oldugunun gosterildigi bu sekilden, ligandi
cevreleyen rezidiilerin bazilariin rotasyon ile liganda yer actiklar1 ve bazi yan gruplarin

disar1 dogru yonelerek olasi etkilesimlerin arttirildigi tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.89. Arteannuin-B ile insan B-tubulin proteininin olas1 etkilesimleri. A) Ligand
top cubuk modeliyle, rezidiiler ise ince ¢ubuk modeliyle gosterilmektedir. B)
Arteannuin-B ile iB-tubulin proteininin etkilesimlerinin 2D gdsterimi. Itme kuvvetleri
kirmiz1 ¢izgilerle, pi-alkil baglar1 pembe kesikli ¢izgilerle ve pi-sigma bagi mor kesikli
cizgilerle temsil edilmektedir

Sekil 4.89 B’de gosterilen rezidiilerden VAL229, ILE203, LEU207, ASN226, GLN15,
GLN11 ve TYR208 van der Waals kuvvetleri ile arteannuin-B’yi ¢ekerken, ASN204
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rezidiisii ise ligand1 itmektedir. Ayrica van der Waals etkilesimi yaptig1 rezidii sayis1 da
oldukga smirhdir. ILE16, CYS12, VAL169 ve LEU225 rezidiileri ligandin siklohekzan
halkalar1 ve metil gruplarn ile m-alkil baglari meydana getirmistir. TYR222 ise
arteannuin-B’nin 3 farkli grubu ile 3 w-alkil bagi yanmi sira pi-sigma bagi da

olusturmustur.

Sekil 4.89 B’de gosterilen etkilesimlerin azlig1 enerjinin diisiiriilememesinde 6nemli bir
faktor olarak degerlendirilirken, ASN204 ile meydana geldigi tahmin edilen itme
kuvveti de ligandin baglanma bolgesine uyumunu engelleyen en 6nemli bir diger unsur
olarak goze carpmaktadir. Etkilesim gorselinde en ilging nokta ise baglanma bolgesinde
yer aldig1 bilinen en 6dnemli li¢ amino asitten 167., 198, ve 200. amino asitlerin hi¢ biri
ile ligandin etkilesim yapmamis olmasidir. 169. ve 202. rezidiiler ile ise uzak mesafeden
bile olsa etkilesmektedir. Ligandin protein i¢indeki konumu dogru goriinmekle beraber
iB-tubuline baglanamadigini kanitlayan AG degeri (+1,2 kcal/mol), arteannuin-B’nin (-
tubulin inhibisyonu agisindan uygun bir ilag aday1 oldugunu gostermektedir ¢iinkii Hep-
tubulin igin serbest baglanma enerjisi -10,68 kcal/mol olarak hesaplanmistir (bkz.
Cizelge 4.1).

4.6.19. Arteannuin-B ile KPT 2 enzimi etkilesimleri

Arteannuin B ile KPT 2 enzimi aktif bolgesindeki etkilesimler ise daha da ilgi ¢ekicidir
(Sekil 4.90 A ve B). LEU329 rezidiisiinde karboksiliasitte yer alan oksijen ile bilesenin
a-metilen-y-biitirolakton halkasinda 3. pozisyondaki oksijen atomu arasindaki itme
kuvvetine ragmen 16sinin hemen yaninda yer alan ALA603 ile yaklasik 3,09 A’luk bir
konvensiyonel hidrojen bagi olusumu Sekil 4.90 B’de goriilmektedir. Ancak bu mesafe
gercek bir hidrojen bagi olusumu i¢in fazlasiyla genistir ve bu nedenle bu etkilesim
polar etkilesimlerden biri olarak degerlendirilebilir. Molekiilin TYR120, PHE131,
PHEG602, PRO133 ve HIS372 ile aromatik etkilesimler yapmasi elektrostatik ¢ekim
kuvvetinin artmasini ve dolayisiyla aktif bolgedeki serbest baglanma enerjisinin

azalmasini saglamistir.
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Sekil 4.90. Arteannuin B ile KPT 2 etkilesimleri A) 3 boyutlu gosterimi B) 2 boyutlu
gosterimi

SwissADME web sunucu, friedelin ve stigmasterolin ADME o6zelliklerinin tahmin
edilmesi i¢in kullanilmigtir. Friedelin ve stigmasteroliin her ikisinin de kan beyin
bariyerini gecemedigi anlagilmigtir. SwissADME sonuglarina gore ABZ de kan beyin
bariyerini gegememektedir, ancak GI absorbsiyonu yiiksektir. Fridelin ve
stigmasteroliin ise GI absorbsiyonlar1 diisiiktiir. Oral biyouygunluk acisindan
karsilastirilacak olursa, friedelin ve stigmasterol molekiilleri Lipinski ve Veber’in
kurallarina gére agizdan alinmak igin uygun bulunurken; Ghose, Egan ve Muegge
kurallarmma gore uygun degildir. ABZ ise oral biyouygunluk agisindan tiimii i¢in

uygundur.

4.6.20. Pseudoeriositrin ve rat karnitin palmitoil transferaz 2 arasindaki olasi

etkilesimlerin degerlendirilmesi

Eriositrin ((2S)-2-(3,4-dihidroksifenil)-5-hidroksi-7-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroksi-6-({[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroksi-6-metilokzan-2-

ilJoksilmetil]okzan-2-ilJoksi-kromen-4-on) daha ¢ok limon kabugu ve turunggil
posasinda bulunan bir eriodiktyol tiirevi flavanon bilesenidir. Eriodiktyola 7.
pozisyonda O-B-rutinozit eklenmesiyle olusmustur. Yaptig1 etkilesimlerin daha rahat

anlagilabilmesi i¢in  eriositrinin  molekiiler yapisi asagida detayli sekilde
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gosterilmektedir  (Sekil 4.91). Pseudoeriositrin ise FooDB  (https://foodb.ca/)
veritabanindan indirilen eriositrin molekdiliidiir ki bu molekiiliin gergek bir eriositrin
olmadig ¢iinkii pdb dosyasindaki z koordinatlarinin sifir oldugu ve buna ilaveten pdbqt
dosyasinda bir hidrojen donoriiniin eksik oldugu sonradan anlasilmistir. Dockingler
bittikten sonra etkilesimlerin incelenmesi sirasinda fazladan bir bag olusumu fark
edilmis ve tg¢iincli kez dockingler yapildiktan sonra AutoDock programinin yazari Dr.
Stefano Forli ile goriisiilmistiir. Bu eriositrin molekiiliiniin veritabaninda hatali formatta
bulundugu ve programin da bazen bunu gorsellestirip bazen gorsellestirmedigi
Ogrenilmigtir. Bu c¢alismada pseudoeriositrin  olarak adlandirilan bu molekiiliin
olaganiistii yiiksek skor degerleri ile yaptig1 etkilesimler yapi-akvitive iliskisine dair

onemli bilgiler verebilecegi goz oniine alinarak asagida verilmistir.

Sekil 4.91. Eriositrini meydana getiren halkalar (Orijinal). Pseudoeriositrin olusmasina
neden olan bag kromen4-on halkasinin 6. pozisyonu ile O-B-rutinozitin kromene bagl
monosakKariti {izerinde 3. pozisyondaki hidroksil grubunun oksijen atomu arasinda
olusacaktir (karbon ile oksijen arasinda olusacak bagin yeri okla gosterilmektedir)

Bu calismadaki en ilging sonuglardan biri pseudoeriositrinin rat KPT 2’ye (2H4T) kars1
inhibisyon sabitinin 15,83 femtomolar bulunmus olmasidir. Bu sonug pseudoeriositrinin
¢ok basarili bir KPT 2 inhibitérii olabilecegini gostermektedir. Eriositrinin
gastrointestinal sistemden emilimi zayif olmasina ragmen pseudoeriositrinin

gastroabsorbsiyonunun yiiksek olacagi SWISSADME web sunucu ile tahmin edilmistir.
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Ne var ki pseudoeriositrinin bu &zellikleri ancak de novo bir ilag adayr molekiil
tasarlanmasinda faydalanilabilecek bilgi vermede kullanilabilir, ger¢cekte bu molekiile

veritabanlarinda erigsilememistir.

Pseudoeriositrinin 2H4T pdb kodlu rat KPT 2 enzimi igindeki olasi etkilesimleri
incelendiginde Sekil 4.92 A’da gosterilen gok sayida rezidii ile etkilesim goriilmektedir.
Bunlarin biiyiik bir kismi apolar amino asitler olmakla beraber serinil ve tirozinil gibi
rezidiilerin de pseudoeriositrine olduk¢a yakin bir konumda bulunduklar1i ve
TYR486’nin aromatik etkilesimler meydan getirdigi goriilmektedir. Ayrica PHE131 ve
PHE134 gibi siklik yan zincirli rezidiilerin aromatik etkilesimlerden ziyade hidrojen

bagi olusumuna katkida bulunduklar1 da Sekil 4.92 B’de gosterilmektedir.

LEU 326 %375 320
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Sekil 4.92. Pseudoeriositrin ile rat KPT 2 enzimi arasindaki etkilesimler. A)
Pseudoeriositrinin karbon atomlar1 mavi, oksijen atomlart kirmizi, etkilestigi rezidiiler
sart gubuk modeliyle gosterilmektedir. B) Pseudoeriositrin ile rat KPT 2 enziminin
etkilesimlerinin 2D gdsterimi (AutoDock4.2 programi hatali molekiildeki anormal bag
olusumunu dlg dosyas1 koordinat ekseninde gostermedigi i¢in sekilde goriilmemektedir)

Pseudoeriositrinin etkilesimlerinde en 6nemli faktorlerden biri ligandin her halkasinda
bulunan oksijen atomlari ile olusturulan kimyasal ¢ekim kuvvetleridir. Sekil 4.92 B’de
gosterildigi gibi LEU599, GLY600, PHE134, PHE131, SER588 ve TYR486 rezidiileri
ligand iizerindeki hidroksil gruplarinin oksijeni ile hidrojen baglari olusturmustur.
Bunlardan PHE134 ligandin oksijen atomlari ile biri 2,75 A digeri 3,29 A mesafede iki
hidrojen bagi ve SER588 ise 1.81 A mesafede konvansiyonel bir hidrojen bagi meydana
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getirmistir. PHE602 ise ligandin merkezindeki iki halkadan biri ile aromatik etkilesim
digeri ile amid-pi etkilesimi yapmistir. PRO ve ALA rezidiileri de ligandin iki farkli
halkasi ile pi-alkil etkilesimleri yapmustir. Ligandin tiim halklar1 en az bir pi-alkil

etkilesimi altindadir.

Pseudoeriositrin etrafindaki rezidiilerin olusturdugu alanin hidrofobiklik 6zelligi
ligandin etkilesimlerini dogrudan etkiledigi i¢in sonuglar agisindan Gnemlidir.
Asagidaki Sekil 4.93’te hidrofobik ve hidrofilik alanlar gosterilmektedir. Ligandin bir
yoniinli ¢evreleyen apolar rezidiilerden alanin, valin, glisin, fenilalanin ve 16sin gibi
amino asitlerin yan zincirlerinin yol agtigi hidrofobik yilizey alaninin ilerisinde bazi
polar rezidiilerin bulunmasi, bu kisimlarin hidrofilik karakter gdstermesine neden
olmustur. Sekil 4.93’te mavi ile gosterilen yiizeyler en hidrofilik bolgeleri temsil
ederken, kahverengi yiizeyler ise hidrofobik alanlar1 géstermektedir. Tirozinil ve serinil

rezidiilerinin bulundugu u¢ kisimdaki hidrofilik alan géze ¢arpmaktadir.

Sekil 4.93. Rat KPT 2 enziminin baglanma bdlgesinde pseudoeriositrin etrafindaki
yiizeyin hidrofobikliginin gosterilmesi

Etkilesimlerin karsilastirilabilmesi amaciyla Sekil 4.94°te gergek eriositrinin rat KPT 2
(2FW3) enzimi i¢indeki konumu ve baglandig: rezidiiler gosterilmektedir. Sekil 4.95 A

ve B’de ise pseudoeriositrinin ayni enzim i¢indeki farkli durumu gosterilmektedir.
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Sekil 4.94. Gergek eriositrinin rat KPT 2 enzimi (2FW3) i¢indeki yerlesimi

%ﬁ\

Sekil 4.95. Pseudoeriositrin ve KPT 2 enziminin (PDB kodu: 2FW3) etkilesimleri. A)
3D gosterimi, B) 2D gosterimi

Pseudoeriositrinin KPT 2 enzimi (2FW3) igindeki yerlesiminin daha iyi goriilebilmesi

i¢in hazirlanan video, tezin arka cebindeki CD’de Ek-1 bagligi ile verilmistir.

KPT 2 enziminin yiizey alanini ve ligandin muhtemel giris bolgesini gosteren Sekil 4.96
A’da turuncu ¢ember icine alinan oyuk kisim enzimin baglanma bdlgesi igin giris
kavitesi olarak tahmin edilmis ve ilk kez bu ¢caligmada gosterilmistir. Sekil 4.96 B’de ise
pseudoeriositrin  enzim  ig¢inde baglandigi noktada karsilastirma amaciyla

gosterilmektedir.
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Sekil 4.96. KPT 2 enzimi (2FW3). A) Enzimin yiizeyinin gosteriminde turuncu daire
icindeki kavite pseudoeriositrinin enzime giris boslugu olarak tahmin edilmistir. Sekilde
mavi bolgeler hidrofilik alanlar1 kahverengi boélgeler ise hidrofobik alanlari temsil
etmektedir. B) A’daki seklin yiizey alani olmaksizin gosterilen bu halinde
pseudoeriositrin merkezde, en diisiik enerji ile konumlandig1 bolgede gubuk modelinde
goriilmektedir

4.6.21. Pseudoeriositrin ile AsFR ve IFR arasindaki olas1 etkilesimlerin

degerlendirilmesi ve karsilastirilmasi

Pseudoeriositrin AsFr’ye 512 pM Ki degeriyle baglandigi i¢in, bu enzim i¢in de ¢ok
basaril1 bir inhibisyon gostermistir. Pseudoeriositrinin AsFR ve iFR enzimleri igindeki
konumu Sekil 4.97 ve Sekil 4.98’de gosterilmektedir. Sekillere dikkatle bakilacak
olursa pseudoeriositrin yapisina sebep olan anormal bag olusumu ile meydana gelen iki
oksijenli  siklik yap1 (molekiilin tam ortasindaki halka) goriilmektedir.
Pseudoeriositrinin iFr igindeki yerlesimi ve etkilesimlerinin daha iyi anlasilabilmesi

icin hazirlanan kisa video Ek-2’de verilmistir.
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Sekil 4.97. Pseudoeriositrin, 6VAX ve 4YSX. Her iki farkli proteindeki yerlesimlerinin
karsilastirilabilrmesi i¢in pseudoeriositrin molekiilleri AsFR (PDB kodu: 4YSX) ve iFR
(PDB kodu: 6VAX) enzimleri i¢indeki konumlanmalarinda gosterilmektedir. AsFR
Kiremit turuncusu serit kurdale ve AsFR’a ait FAD lila renk ¢ubuk modeliyle, iFR krem
rengi serit kurdale ve iFR’a ait FAD koyu yesil ¢ubuk modeliyle, AsFR’a kenetlenen
pseudoeriositrin fugya top-¢ubuk ve iFR’a kenetlenen pseudoeriositrin ise turkuaz top-
cubuk modeliyle temsil edilmektedir

Sekil 4.98. Pscudocriositrinler, iFR ve AsFR igindeki konumlanmalarinda, FAD’lar
mor ve mavi renklerde ¢ubuk modeliyle, isolloksazin halkasi pseudoeriositrinlere
olduk¢a yakin, yavruagzi top ¢ubuk modeliyle verilen pseudoeriositrin AsFR i¢indeki,
turkuaz top gubuk modeliyle temsil edilen pseudoeriositrin ise iFR i¢indeki en diisiik
enerji seviyesinde bulunduklari kenetlenme noktalarinnda gosterilmektedir
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Pseudoeriositrinin AsFR i¢indeki olas1 etkilesimleri Sekil 4.99 A ve B’de verilmistir.
Bes farkli rezidii ile hidrojen bagi olusumu tahmin edilmistir. Ayrica THR81 ile bir pi-

sigma bagi meydana gelebilecektir.

Sekil 4.99. Pseudoeriositrin ve AsFR (4YSX) etkilesimleri. A) 3D gosterimi, B) 2D
gosterimi (Sekilde gercek eriositrin yapist goriilmesine ragmen aslinda pseudoeriositrin)

Etkilesimlerin karsilastirilabilmesi i¢in pseudoerisitrinin iFR i¢indeki etkilesimleri Sekil
4.100 A ve B’de gosterilmektedir. 6VAX ile ¢ok iyi bir inhibisyona sahip oldugu i¢in

on iki hidrojen bagi olusumu tahmin edilmistir.
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Sekil 4.100. Pseudoeriositrin ve iFR enzimi (6VAX) etkilesimleri A) 2D gosteriminde
pseudoeriositrinin olusumuna neden olan hatali bag goriilmektedir. Sekilde mor kiire ile
temsil edilen LEU306 rezidiisiiniin tam karsisinda duran oksijen atomunun kromen ile
bag yaparak anormal bir siklik yap1 meydana geldigi goriilmektedir. B) 3D gosterimi
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4.6.22. Pseudoeriositrin ile CeGLUT1 arasindaki olas1 etkilesimlerin

degerlendirilmesi

Kenetleme simiilasyonlarin sonucunda son derece iyi bir baglanma ilgisine sahip
oldugu anlasilan pseudoeriositrinin CeGLUT1 i¢indeki konumu ve etkilestigi rezidiiler
Sekil 4.101 A ve B’de gosterilmistir. CeGLUT1 yapis1 homoloji modelleme ile tahmin
edilmis olmasina ragmen pseudoeriositrin i¢in bulunan AG degeri -17,18 kcal/mol
oldugu i¢in, s6z konusu etkilesimlerin daha detayli olarak gosterilebilmesi amaciyla Ek-
3’teki video hazirlanmistir. Bu videoda pseudoeriositrin mor renk top ¢ubuk modeli ile,

protein pembe serit kurdale ve rezidiiler ince ¢ubuk modeliyle gosterilmektedir.

. iw/ o
B SN
@¢

[+}

TRP O~

AA51 A321

ASN 1aa
A50 A320 ASH
A454

Sekil 4.101. Pseudoeriositrin ile CeGLUT1 etkilesimleri. A) 3D gosteriminde
pseudoeriositrin  turkuaz top g¢ubuk modeliyle, etkilestigi rezidiiler ince c¢ubuk
modeliyle, protein ise pudra pembesi serit kurdale modeliyle temsil edilmektedir. B)
Pseudoeriositrin  ve  CeGLUT1 etkilesimlerinin 2D gosterimi (program gergek
pseudoeriositrini  gostermemektedir, sekildeki ligand gergek eriositrin  gibi
goriinmektedir)

4.6.23. Pseudoeriositrin ve SoCOXI1 etkilesimleri

Pseudoeriositrinin kromen halkasi ile rutinozit yapisi arasinda ekstra bir bag olusumu ile
meydana gelen halka yapisi, pseudoeriositrine Sekil 4.102 A ve B’de goriilen
etkilesimler i¢in olanak tanmmsti. SoCOX1 ile etkilesimlerinin daha rahat

incelenebilmesi i¢in Ek-4’teki kisa video izlenebilir.
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Sekil 4.102. Pseudoeriositrin ve SoCOX1 olasi etkilesimleri. A) Pseudoeriositrin sari
top-cubuk, etkilestigi rezidiiler mor ince cubuk, etkilesimler kesikli ¢izgiler, proteinin
sekonder yapisi ise krem rengi serit kurdale modeliyle temsil edilmektedir. B) 2D
temsilinde anormal yapili pseudoeriostrin net sekilde goriilmektedir

Sekil 4.102 A’da goriildiigli gibi ligandin halkalarinin meydana getirdigi L seklindeki
yap1 ALAG62 tarafindan kuvvetli sekilde ¢ekilmektedir. Ayrica ligandin diger ucundaki
rutinozit grubunun ramnosil halkas1 HIS39 ve HIS40 rezidiilerinin siklik yan gruplar
tarafindan aromatik etkilesimleri ile ¢ekilmekte, diger bir a-heliks tizerindeki VAL107
ise ayn1 gruba zit yonden ¢ekim uygulamakta boylece ligand bulundugu konuma ¢ok iyi
bir sekilde uyum saglamaktadir. Sekil 4.102 B’de gosterilen kimyasal etkilesimler
icinde en Onemliler1 HIS39 ve GLY104 rezidiilerinin ligandin oksijen atomlar: ile
meydana getirdigi hidrojen baglaridir. Bunun yani sira ALA62 ligandin farkli noktalari
ile alt1 etkilesim meydana getirmistir. Bu etkilesimlerden sekilde kesik c¢izgilerle
gosterilenler renklerine gore simiflandirilacak olursa mor renk olan pi-sigma bagi, koyu
yesil kisa mesafeli ¢izgilerle gosterilen hidrojen bagi, pembe ¢izgiler pi-alkil bagi ve

acik yesil uzun mesafeli olan ¢izgiler ise polar etkilesimleri temsil etmektedir.

4.6.24. Pseudoeriositrinin tiim proteinlerle kenetleme sonuclari

Pseudoeriositrinin kenetleme deneyleri diger molekiillerden farkli olarak ii¢c kez
yapilmistir. Bunun sebebi molekiilde optimizasyon prosediiriinden kaynaklandig
tahmin edilen bir yap1 degisikliginin goriilmiis olmasidir. Gergek sebebin ise ligandin
alindigi FooDB veritabaninda hatali molekiillerin bulunmast oldugu sonradan

anlasilmistir. Pseudoeriositrinin sahip oldugu degisik molekiiler yapida, ilave bir bag
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olusumu molekiiliin ¢ok iyi bir skor degerine sahip olmasini saglamistir. Cizelge 4.8’de

pseudoeriositrinin kenetleme sonuglart gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. Pseudoeriositrinin kenetleme sonuglari

10J0 2HAT 4YSX 6VAX SoCO SoCO 6E7C Ev  CeGlut 2FW3

X1 X2 Tub 1
Erio- +15,6 -8,43 -6,62 -12,87  -5,92 -3,92 +72,30 +10 -6,61 -9,72
sitrin 49
PE -3,21 -18,83 -13,84 -12,30 -8,70 +169,7 +11 -8,62 -12,17
8,6
PE +3,67 -18,09 -12,67 -18,45 -16,93 -11,22 +49,1 +52 -17,18 -19,73
5

AG degerleri (kcal/mol)

Cizelge 4.8. Pseudoeriositrinin kenetleme sonuglar1 (devam)

10J0 2H4T 4YSX 6VAX SoCO SoCO 6E7C Ev  CeGlut 2FW3

X1 X2 Tub 1
Erio- - 663,49 14,13 370,31 4564 1,34 - - 14,24 75,23
sitrin nM uM pM uM mM uM nM
PE 2270 1583 71,76 971,51 4177 - - 479,82 1,19
uM fM pM pM nM nM nM
PE - 55,00 512 29,86 389,40 594 - - 257,26 3,45
M pM fM M nM fM M

Ki degerleri. (Cizelgedeki PE: Pseudoeriositrin, fM: femtomolar)

Sekil 4.103 A ve B’de bu molekiiliin SwissADME sonuglari verilmektedir.

Sekil 4.103. Pseudoeriositrinin SWISSADME sonucu. A) Pseudoeriositrinin molekiiler
yapisi, B) Radar grafigi, C) Kan beyin bariyerini gegme 6zelligi
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flging sekilde bu molekiil kan beyin bariyerini gecebilmekte, gastrointestinal sistemde
cok iyi sekilde absorbe edilmekte ve eriositrinin inhibe etmedigi bazi sitokrom
enzimlerine de baglanabilmektedir. Bu oOzelliklerinin gosterildigi SWISSADME
sunucusundan alinan ¢iktinin  orijinal hali Ek-5’te verilmistir. Ne var Ki
ZincDatabase’de  arastirtlan  bu  molekiil  veritabaninda mevcut  degildir.
Pseudoeriositrinle ilgili etkilesimler, olduk¢a elverisli baglanma enerjilerine istinaden

yeni bir antihelmintik kesfinde kullanilabilmesi amaciyla verilmistir.

4.7. Tiirev Molekiillerin Kenetleme Simiilasyonlarinin Sonug¢lar:

Bu calismada eriositrin tabanli 24 tiirev molekiil ¢izilerek, KPT 2 enzimine karsi
baglanma yetenekleri eriositrin ile karsilastirilmistir. Bu tiirevler igerisinde en iyi
sonuca sahip ilk dort molekiiliin K; degerleri Sekil 4.104’te gosterilmistir. Grafige gore
bu molekiiller E05, E23, E11 ve E25’tir. Bu tilirevlerin 3. ve 8. pozisyonlarinda
tagidiklar1 gruplar sirasiyla soyledir; EOS5: fenol ve hidrojen, E11: hidrojen ve
propilsiilfanil, E23: propilsiilfanil ve fenol, E25: fenol ve fenol. Bu molekiillerin 3
boyutlu ve 2 boyutlu yapilar1 Materyal ve Metod kisminda verilmistir (bkz. Cizelge
3.2).

& KPT 2 AG (kcal/mol) KPT 2 Ki (uM)
2,00 0,66 0,22 0,78 0,83 0,85
Qoo E1 =Es B3 —En &S
w0 2§ & B & =
0 = = 2= 2= =
(8,000 = = = = =

Sekil 4.104. Kenetleme sonucu en iyi skor degerlerine sahip ilk dort ligand ve
eriositrinin KPT 2 i¢in Kjve AG degerleri

Sekil 4.105 A’da 5 ligandin (4 tiirev ve eriositrin) KPT 2 iginde olas1 yerlesim bdlgeleri
gosterilmektedir. Yaklasik 24x24x24 A®1iik bir hacim icinde molekiillerin ¢ogunlukla

st iiste geldikleri goriilmekte, ligandlarin rotasyonal baglarindan kaynaklanan esneklik
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ise sekilde goriilen farkli konformasyonlara neden olmaktadir. 3. ve 8. pozisyonlardaki
farkli gruplar da molekiiliin proteinin aktif bdlgesi igerisindeki yerlesiminde goriilen

degisimlerde 6nemli yere sahiptir (Sekil 4.105 A ve B).

Sekil 4.105. En iyi baglanma ilgisine sahip dort tiirev molekiiliin (E05, E11, E23, E25)
ve eriositrinin (E01) KPT 2 iginde yerlesimleri. A) EO1 pembe, EO5 mor, E11 sar1, E23
yesil ve E25 turkuaz renkte, protein ise turuncu kati kurdale bi¢iminde tam boy
gosterilmekte. B) Dort tiirev molekiilin  ve eriositrinin  yerlestikleri bolgede
goriniimlerinin  biylitilmiis hali. KPT 2 turuncu gizgilerle sekonder yapida
gosterilmektedir
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Sekil 4.105 B’de neredeyse cakisik denilebilecek kadar birbirine yakin konumlanan dort
tiirevden en farkli sekilde konumlanan tiirev turkuaz ile gosterilen E25°tir. E25 3. ve 8.
pozisyonda fenol tagimaktadir. K;j degerleri verilen ligandlardan en iyi degere sahip olan

tiirev ise E05’tir (bkz. Sekil 4.104).

E05’in KPT 2 ile yaptig1 etkilesimler Sekil 4.106 A ve B’de detayli sekilde
gosterilmektedir. Sekil 4.106A’daki 3 boyutlu gosteriminde EO05 sar1 top ve cubuk
yapida, cevresindeki rezidiiller ince cubuk yapida, etkilesimler kesikli ¢izgilerle,
hidrojen alic1 ve verici atomlar etraflar1 yesil halelerle ve liganda en yakinda bulunan
beta konformasyonal protein bolgeleri lila renk sekonder yapilar ile temsil edilmektedir.
Etkilesimde bulunan atomlar aras1 mesafeler A cinsinden ve en yakin olanlar kirmizi,
1,85-4 A arasindakiler yesil ve 4 A’dan biiyilk olanlar pembe yazi renklerinde
goriilmektedir. Sekil 4.106B’deki 2 boyutlu gosteriminde kirmizi kesikli ¢izgiler itme
kuvvetlerini ve yesil kesikli ¢izgiler konvansiyonel hidrojen baglarini, mor kesikli

cizgiler m-sigma baglarini, pembe kesikli ¢izgiler m-alkil baglarini temsil etmektedir

Gly375 rezidiisiiniin oksijen atomu ile ligandin H70 atomu arasinda 1,86 A mesafede
(yesil ile gosterilen) konvensiyonel hidrojen bagi olusmustur ve ayni oksijen ile ligandin
H71 atomu arasinda 1,6 A mesafede (kirmizi ile gosterilen) bir itme kuvveti tahmin
edilmistir (Sekil 4.106 A). Ser488 ile ligandin kromen halkasinda 2. pozisyonda yer
alan dihidroksi fenil halkasinin 3-hidroksi grubundaki hidrojen arasinda 1,45 A
mesafede konvensiyonel hidrojen bagi meydana gelmistir (Sekil 4.106 B).

Sekil 4.106 C’de eriositrinin KPT 2 enzimi i¢indeki etkilesimlerinde alt1 farkli rezidi ile
hidrojen bag1 olusturdugu goriilmektedir. Bu rezidiiler TRP 116, ASP 376, SER 590,
TYR 486, ASN 130 ve TYR 120°dir. Ne var ki ASN 585 ile eriositrinin glikozit yapisi
lizerindeki iki hidroksil grubu arasinda 2,63 A mesafede istenmeyen bir donor-dondr
itme kuvveti olabilecegi tahmin edilmistir (Sekil 4.106 D). Bu durum enerjinin biraz
daha diismesine engel olmus olabilir. E05’in bdyle bir itme kuvvetine maruz kalmiyor
olmasi, onun daha iyi bir skor degeri gostermesine imkan vermistir. Sekil 4.106 C’deki

3D gosteriminde eriositrin merkezde top-¢ubuk modeliyle ve etkilestigi rezidiiler ise
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ince cubuk modeliyle gosterilmektedir. Sekil 4.106 D’deki 2D gosteriminde etkilestigi

rezidiiler renkli kiireler ile temsil edilmektedir.

LEU
A:381

D ARG
A:498 MET
TRP A:119
A:ll6 Asp
. A:376
230 L
&
|‘.“

THR

A:591 ) f\;

ARG HIS
A:554 [ TYR:372

L4
THR

.
" 503 A:499
+ %199
.~'4‘
SER
A:590

ASN'
A:130

Sekil 4.106. 24 tiirev igerisinde en 1yi skora sahip bulunan E05’in KPT 2 igerisindeki
kimyasal etkilesimleri. A) 3D, B) 2D gosterimi. C) Eriositrin (E01)’in KPT 2 (PDB
kodu: 2H4T) igerisindeki kimyasal etkilesimlerinin 3D gdsterimi, D) 2D temsili

Sekil 4.107°de gosterildigi ve Sekil 4.104 B ile Sekil 4.105 A’nin karsilastirilmasindan
anlasilacag gibi EOS, eriositrinin bulundugu bolgenin biraz solunda konumlanmis ve bu
farklilik bir enerji farkliligint da beraberinde getirmistir. Sekil 4.107°da goze carpan bir
konformasyon E05’teki rutinozit grubunun eriositrinin rutinozit grubuna kiyasla dik bir
acida duruyor olmasidir. Rutinozitin kromen halkasina baglandig1 bagdaki rotasyon, bu
konformasyona ve dolayisiyla farkli etkilesimlere yol agmistir. Sekil 4.107°de mor
renkle gosterilen o-heliks ve hemen yanindaki beta-pili yapisi eriositrinin
dihidroksifenil grubunu araya alirken, E05’in 3. pozisyonuna yerlesen fenol grubu

turkuaz renk ilmek ve mavi renk heliks yapilarina olduk¢a yaklasmis goriinmektedir.
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E05’in bu ilmek yapisi lizerinde etkilestigi iki rezidiiniin LEU 381 ve LEU 592 oldugu
ve bu amino asitler ile pi-alkil etkilesimleri yaptig1 goriilmektedir (bkz. Sekil 4.106 A
ve B).

Sekil 4.107. Gokkusagr renklerinde serit kurdale ile temsil edilen KPT 2 enziminin
baglanma bolgesinde iki ligand. Top-¢ubuk modelindeki turuncu renk ligand EOS,
turkuaz ligand ise eriositrin

Cizelge 4.9°da 24 tiirev molekiilin AutoDock4.2 kullanilarak hesaplanan serbest
baglanma enerjileri ve K; degerleri verilmistir. Tablodaki degerler denenen tiirevlerin on
ikisinin (%50) -7 kcal/mol’den biiyiilk AG degerlerine sahip oldugunu gostermektedir.
Bu tiirevler icerisinde KPT 2 ile en diisiik baglanma ilgisine sahip olan tiirev E12’dir.
E12, 3. pozisyonda asetat ve 8. pozisyonda propilsiilfanil tasimaktadir ve bu durum
afiniteyi azaltmaktadir. Tablodaki tiirevlerin kenetleme sonuglar1 genel olarak
mikromolar diizeyde K; degerleri gostermektedir. En iyi ve en kotii sonuglara sahip

tiirevlerin serbest baglanma enerjileri arasindaki fark -3,8 kcal/mol’diir.

Cizelge 4.9. Tiirev molekiillerin kenetleme sonuglari

Tiirev R1 R2 KPT 2 AG KPT 2 K;
molekiil (kcal/mol) (uM)

EO01* H H -8,43 0,66349

E02 CH3COO- H -6,83 9,85

EO03 C3H7S- H -7,29 4,55
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Cizelge 4.9. Tiirev molekiillerin kenetleme sonuglar1 (devam)

E04 -C6H5NH2 H -7,66 2,41
EO0S -C6H60 H -9,08 0,22017
E06 H CH3COO- -6,28 24,75
EO07 CH3COO- CH3COO- -5,98 41,11
E08 C3H7S- CH3COO- -5,96 42,90
E09 -C6H5NH2 CH3COO- -7,61 2,62
E10 -C6H60 CH3COO- -6,18 29,69
E1l H C3H7S- -8,29 0,83333
E12 CH3COO- C3H7S- -5,28 133,88
E13 C3H7S- C3H7S- -6,73 11,61
E14 -C6H5NH2 C3H7S- -6,82 10,00
E15 -C6H60 C3H7S- -8,01 1,33
E16 H -C6H5NH2 -8,04 1,28
E17 CH3COO- -C6H5NH2 -6,06 36,03
E18 C3H7S- -C6HS5NH2 -6,01 39,31
E19 -C6H5NH2 -C6H5NH2 7,78 1,97
E20 -C6H60 -C6HS5NH2 -7,50 3,16
E21 H -C6H60 -6,36 21,73
E22 CH3COO- -C6H60 7,57 2,85
E23 C3H7S- -C6H60 -8,34 0,77585
E24 -C6H5NH2 -C6H60 -6,88 9,10
E25 -C6H60 -C6H60 -8,28 0,85338

* Kontrol ligandi eriositrin, AG: Serbest Baglanma

(mikromolar seviyede)

Cizelge 4.10°da en diisiik baglanma enerjisine sahip olan ligandin SwissADME web
sunucusuna gore oral biyouygunluk, gastrointestinal (GI) absorbsiyon, kan-beyin

bariyerini gec¢ebilme gibi onemli Ozellikleri gosterilmektedir. Farmakokinetik acidan
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ilactn TPSA degerinin 140 A%den kiigiik olmasi arzu edilir. Cizilen tirev molekiil
E05’in molekiiler agirligt (MA) 500°den biiyiik, molekiildeki OH (hidroksil grubu)
sayis1 5’dan fazla ve oksijen atomu sayist 10°dan fazla oldugu i¢in Lipinski’nin
kurallarindan 3’iine uymamaktadir. Yani sira Muegge, Veber ve Ghoose’ nin kurallarini
da saglamamaktadir. MA>480, WLOGP<-0,4, Molekiiler Refraktivite (MR)>130 ve
atom sayist >70 oldugu i¢in Ghose’nin kurallarindan dordiine, topolojik polar yiizey
alan1 (TPSA)>140 oldugu icin Veber’e ve TPSA>131,6 oldugu icin Egan’a uymaz.
MA>600, TPSA>150 ve H alici1 sayisi>10 ve H dondr sayisi>5 oldugu igin en
hosgoriilii olan Muegge’nin kurallarina dahi uymamaktadir. Bu tlirev molekiil kan-
beyin bariyerini ge¢emez ve GI absorbsiyonu da olduk¢a zayiftir. Ancak bu
ozellikleriyle GI’deki nematodlarin giderilmesi i¢in avantajhidir. Cizelge 4.10°daki
geometrik diyagramda kirmizi konveks ile gosterilen sekil, EO05’in molekiiler
polaritesinin en st diizeyde ve biiyilikliigliniin de olduk¢a fazla oldugunu, esneklik,
lipofillik, doymamishik ve c¢ozliinmezlik degerlerinin ise makul sinirlar igerisinde
kaldigin1 gostermektedir. SwissSADME programi tarafindan hesaplanan n-oktanol/su
partisyon katsayisi (log P), ligandin yag ve su ortamlarindaki derisimi arasindaki orani
vermektedir. E05’in Log P (WLOGP) degeri -0,68 ve TPSA (topolojik polar yiizey

alani) ise 265,5 A? olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.10. E05’in ADME baglantili 6zellikleri (SwissADME web sunucu ile
hesaplandi)

E05’in konformasyonal yapisi E05’in kimyasal 6zellikleri

Molekiiler Formiil C33H36016
Molekiiler Agirlik 688,63 g/mol
Donebilen bag sayisi 7
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Cizelge 4.10. E05’in ADME baglantil1 6zellikleri (SwissADME web sunucu ile
hesaplandi) (devam)

Hidrojen-bagi alici sayisi 16

Hidrojen-bagi sunucu sayisi 10

Gl absorbsiyonu Zayif

KBB gegebilirligi Yok

P-gp substratligi Var

Deriden gegebilirligi -9,88 cm/saniye

Lipinski’nin besler kuralina uygunlugu Yok, 3 ihlal; MA>500, N veya O
say1s1>10, NH veya OH sayis1>5

Ghose, Veber, Egan ve Muegge’nin Yok

kurallarina uygunlugu

Biyouygunluk Skoru 0,17

CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, | Yok

CYP3A4 enzimleri i¢in inhibitorliigii

TPSA 265,52 A*

GI: Gastrointestinal, KBB: Kan-beyin bariyeri, P-gp: P-glikoprotein, TPSA: Topolojik
Polar Yiizey Alan1 (Topological Polar Suface Area), MA: Molekiiler Agirlik, FLEX:
Fleksibilite, Esneklik, LIPO: Lipofillik, SIZE: Biiyiikliik, POLAR: Polarlik, INSOLU:
Suda ¢6ziinmezlik, INSATU: Doymamiglik

4.8. Direnc¢ Gelisimi Durumunda En Potent Ligandlarin Etkililikleri

Antihelmintiklere diren¢ gelisimi bazi tekli niikleotit polimorfizmlerinin bir sonucu
olarak da meydana gelebilmektedir. Benzimidazollere karsi ortaya c¢ikan direng
durumunda antihelmintik olarak kullanilabilecek bitkisel ligandlarin ortaya ¢ikarilmasi
icin bu ¢alismada in silico bir senaryo tasarlanmistir. Direng gelisimi ile ilgili noktalar
literatiirden arastirildiktan sonra tekli niikleotit degisimi ve mutant sekanslar
olusturulmustur. Mutant protein sekanslarmin tahmini 3D yapilar1 ile Dbitkisel
ligandlarin kenetleme deneyi yapilmistir. Bu deneyin sonuglari Cizelge 4.11°de
gosterilmektedir. Denenen ligandlardan Hcp-tubuline karsi iyi sonuglar verenler C.
elegans B-tubuline (Cep-tubuline) kars1 da diger ligandlara kiyasla daha iyi sonuglar
vermistir. Bu ligandlar Mebendazole, apigenin, arteannuin-B, diosmetin ve oreganoldiir.
Cizelge 4.11°de de gosterildigi gibi eriositrin, kukurbitasin-B, karantadiol-A ve
momordisin Il ise hem yabani tip hem de mutant B-tubulinleri (Cef-tubulinleri) inhibe

etmemektedir.
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Cizelge 4.11. Inhibitér adaylarinin direngli proteinler ile Ki (uM) ve AG degerleri

(kcal/mol)

Molekiil

Mebendazole*

ODTAME

Apigenin

Arteannuin-B

Kukurbitasin-B

Diosmetin

Eriositrin

Karantadiol-A

Momordisin Il

Oreganol

Yabani tip
Ki

0,307 3
20,87
16,60

2490

7,59

325,55

AG
-8,88
-6,39
-6,52
-3,55
+81,81
-6,98
+28,90
+25,11
+111,88

-4,76

E198G
Ki

1,16
48,07
6,22
0,642 6
843 630

4,46

291 540

141,76

AG
-8,10
-5,89
-7,10
-8,45
-0,10
-7,30
+16,40
-0,73
+40,09

-5,25

F167L
Ki
0,346 7
13,92
8,48

8,22

10,68

4,64

AG
-8,81
-6,63
-6,92
-6,94
+22.,27
-6,78
+31,93
+9,83
+29,77

-7,28

Cizelge 4.11. Inhibitér adaylarmin direngli proteinler ile Ki (uM) ve AG degerleri

(kcal/mol) (devam)

Molekil

Mebendazole*

ODTAME

Apigenin

Arteannuin-B

Kukurbitasin-B

Diosmetin

F167Y
Ki
0,380 6
12,49
8,16

8 540

5,05

AG
-8,76
-6,69
-6,94
-2,82
+50,29

-7,23
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L225M
Ki
0,193 2
35,89
4,98

1950

2,12

AG
-9,16
-6,06
-7,23
-3,70
+38,19
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Cizelge 4.11. Inhibitér adaylarinin direngli proteinler ile Ki (uM) ve AG degerleri
(kcal/mol) (devam)

Eriositrin - +75,24 - +46,93
Karantadiol-A - +33,28 - +12,67
Momordisin 1l - +94,55 - +69,24
Oreganol 1580 -3,82 41,08 -5,98

AG: Serbest baglanma enerjisi (kcal/mol), K;: Inhibisyon katsayisi, ODTAME: 9,12,15-
oktadekantrienoik asit metil ester, Mebendazole*: ila¢ kontrol, Yabani tip: C. elegans B-
tubulin (Cep-tubulin) (PDB ID: 6E88, B-zincir)

Cizelge 4.11°de en dikkat g¢ekici sonug -9,16 kcal/mol baglanma enerjisi ile MBZ’nin
yabani tip proteindekine kiyasla L225M mutantinda ¢ok daha iyi bir baglanma moduna
sahip olmasidir. Bu sonug, L225M mutasyonu ile antinematodal ilaglara direng gelisimi
s0z konusu olsa bile bu durumda MBZ’nin bu sorunu ¢dzebilecegini isaret etmektedir.
Aslinda bu ¢aligmadaki tiim mutant proteinler icin MBZ iyi bir inhibisyon gdstermistir.
Ancak E198G mutasyonunda arteannuin-B, Cep-tubulin inhibisyonu agisindan
MBZ’den bile daha iyi sonu¢ vermistir. Mutant (E198G) Cef-tubulin ile MBZ’ nin AG
degeri -8,1 kcal/mol olarak hesaplanirken, arteannuin-B i¢in -8,45 kcal/mol
bulunmustur. Sekil 4.108 A’da MBZ’lerin Cep-tubulinleri (yabani ve mutant tipler)
icindeki konumlanmalar1 gosterilmektedir. Bu sekilde ilk gbze c¢arpan, ilaglarin
neredeyse ¢akisik bir modda konumlanmalaridir. Sekilde gosterilen bes proteinin
superimpose ile ¢ok iyi sekilde ortiismeleri, tekli niikleotit degisimi sonrasinda 3D
yapilart SWISS-MODEL web sunucu kullanilarak homoloji modelleme ile tahmin
edilen dort mutant proteinin sekonder yapilarinda 6nemli bir degisim olmadigini
gostermektedir. Ancak bazi ilmek yapilarmin hafif bir farkla yabani tipteki normal
koordinatlarindan uzaklastiklar1 goriilmektedir. Sekil 4.108 B’de arteannuin-B’nin
yabani tipteki Cep-tubulin ve mutant E198G ile kenetleme simiilasyonu sonucu
proteinler i¢indeki konumu gosterilmektedir. Bu resimde ayni zamanda proteinlerdeki
167. ve 198. amino asitlerin bulunduklar1 yerler sar1 renk ile isaretlenmistir. Bu

pozisyonlarin ligandlara oldukca yakin durduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.108. Yabani tip ile mutant B-tubulinlerin superimpose ¢akigsmalari. A) Yabani
tip turuncu, E198G lila, F167L acik sari, F167Y turkuaz ve L225M acik yesil.
Merkezdeki ligandlar olan MBZ’ler ise kenetleme simiilasyonu sonucu yerlestikleri
konumda ve kenetlendikleri protein ile ayni renkle gosterilmektedir. B) Yabani tip -
tubulin lila, E198G ise turkuaz renkte ve 167. ve 198. rezidiilerin oldugu yerler sar1
renkte, koyu pembe renk top-¢ubuk modeliyle gosterilen arteannuin-B yabani tip
protein ile kenetleme sonucu ve mavi renk arteannuin-B ise E198G ile kenetleme
sonucunda yerlestikleri bolgede gosterilmektedir. C) MBZ’lerin superimpose sonucu
proteinlerdeki konumlari. Cakisan tubulinler serit kurdale modeliyle gokkusagi
renklerde, D) Ligandlarin daha yakindan gosteriminde bu kez yabani tiple kenetlenen
arteannuin-B sar1 top-cubuk, mutant E198G ile kenetlenen arteannuin-B ise turkuaz
renkte goriilmektedir

Resimde pembe top-gubuk modeliyle gosterilen arteannuin-B yabani tip protein ile
kenetlendigi konumda bulunmakta ve 167. amino aside daha yakin durmaktadir. Mavi
renkle gosterilen arteannuin-B ise E198G mutant1 ile kenetlendigi konumda bulunmakta
ve 198. amino aside yakin durmaktadir. Sekil 4.109 B ve D’de gosterildigi gibi her iki
konumda da hem 167. amino asit ile hem de TYR200 ile etkilesim yapmaktadir. Sekil
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4.108 C’de turuncu (yabani tipe ait) MBZ, diger MBZ’lerden biraz daha farkli bir
bolgede, L225M ile cok iyi sonu¢ veren acgik yesil MBZ ise tam merkezde
konumlanarak proteine uyum saglamig goriinmektedir. Sekil 4.108 D’de arteannuin-
B’nin yabani tip ve E198G mutant proteini i¢indeki olasi yerlesimlerinin goriintiisii,
E198G i¢indeki yeni konumunun, (turkuaz renkle gosterilen) enerjinin diistiriilmesi ve
giiclii etkilesimlerin saglanabilmesi i¢in arteannuin-B’ye Onemli bir imkan verdigini

gostermistir.

Sekil 4.109 A’da arteannuin-B’nin yabani tip Cef-tubulin i¢inde etkilestigi rezidiiler ve
gokkusagi renklerindeki proteinin baglanma bdlgesinde a-heliksler ile ¢evrili bir alanda
konumlandig1 gosterilmektedir. Burada en yakin konumda oldugu ve 2,82A mesafede
giiclii bir polar etkilesim yaptigt SER168 rezidiisii disinda, diger polar rezidiilerden
TYR200, THR232, THR136, HIS137 ve CYS12 ile van der Waals etkilesimleri yaptig1
ve ayrica MET233, ILE16, PHE167, VAL229, ILE202 ve VALI169 ile 3,61 A-5,44 A
arasinda degisen mesafelerde m-alkil etkilesimleri yaptig1 goriilmektedir (Sekil 4.109 B).
Sekil 4.109 C’deki mutant E198G igindeki yerlesiminde ise {i¢ a-heliksin ve (mavi ve
turuncu ile gosterilen) iki ilmek yapisinin arasinda kalmaktadir. Bu a-helikslerde
bulunan PHE167, ALA254, VAL236, LEU253 ve MET257 ile m-alkil etkilesimleri
yaparken, B-konformasyon tizerindeki TYR200 ile hem m-alkil hem de m-Ssigma bagi
olusturmustur. Diger bir B-konformasyon iizerindeki SER165 ile 2,26 A uzunlukta bir
hidrojen bagi meydana gelmistir (Sekil 4.109 C ve Sekil 4.109 D). PHE266, VAL258,
ASP197, ILE163 ve LEU250 ise van der Waals etkilesimleri yaptig1 rezidiilerdir. Sekil
4109 D’de gosterildigi gibi arteannuin-B, 198. pozisyonda polar glutaminil
rezidiisliniin apolar glisinil ile yer degistirmesi durumunda proteinin baglanma
bolgesinde farkli bir konuma yerleserek TYR200 ile m-sigma bagi olusturmustur.
Arteannuin-B, MBZ’ye kiyasla kii¢iik bir molekiil olmasina ragmen c¢ok sayida

etkilesim yapmasi, basarili bir inhibitor aday1 oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.109. Arteannuin-B ile yabani tip B-tubulin ve E198G mutantinin kenetleme
simiilasyonu sonucu olas1 etkilesimlerinin karsilastirilmasi. Kesikli ¢izgiler etkilesimleri
ve lizerlerindeki sayilar A cinsinden uzakliklar1 temsil etmektedir. A) Yabani tip ile 3D
gosteriminde arteannuin-B top-cubuk modeliyle, etkilestigi rezidiiler ise ince ¢ubuk
modeliyle, B) Yabani tip ile 2D gosteriminde pembe ¢izgilerle temsil edilen yogun bir
n-alkil etkilesim agi, C) E198G mutanti ile 3D gosteriminde protein sekonder yapida
gokkusagi renklerinde, D) E198G ile 2D gosteriminde arteannuin-B ve TYR200 ile
olusturulan m-sigma bag1 mor ¢izgilerle 3,63 A uzunlukta gosterilmektedir

Onemsenmeyen tropikal hastaliklar ile benzer bir kadere sahip olursa, helmintik
enfeksiyonlarda ilaca diren¢ gelisimi problemi XXI. yiizyilda bile bir medikal kabus
olarak goriilebilir. Ozellikle de tek ila¢c seceneginin oldugu Onchocerca volvulus
enfeksiyonu gibi olgularda yaklasan tehlikeye dikkat ¢ekilmektedir (Osei-Atweneboana
ve digerleri, 2007). Bazi mutant proteinlere karsi inhibisyonun molekiiler modelleme

araglariyla arastirildigt bu calismada arteannuin-B gelecek vaat eden bir bitkisel
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molekiil olarak one ¢iksa da daha fazla ligand ve mutant protein ile bu tiir ¢aligmalarin
kapsamimin  genisletilmesi, uygun inhibitérlerin bulunabilmesi i¢in  gerekli

goriinmektedir.

Tripathi ve digerleri (2016) insan B-tubulini tizerinde L225M mutasyonunun bir
antikanser ila¢ olan Paclitaxel’e direng¢ gelisimi ile ilgili oldugunu gostermislerdi.
Mevcut ¢alismada ise ilging sekilde L225M mutasyonu Cep-tubulini MBZ igin daha
duyarli hale getirmistir. Ancak daha net bir yorumda bulunabilmek igin bu in silico
sonuglarin in vitro sartlarda da arastirilmasi gereklidir. Nokta mutasyonlari, her ne
kadar, bu ¢alismada gosterildigi gibi, baglanma bolgesindeki rezidiilere isabet etse bile
(bkz. Sekil 4.109), superimpose sonuglarindan da anlasildig: lizere proteinin ii¢ boyutlu
yapisinda 6nemli bir degisime neden olmamis ancak yine de ligand ile etkilesimlerinde
bir fark yaratmistir. Bu calismada denenen dort mutant igerisinde E198G mutanti
diren¢li bir varyant olmaya aday goriinmiistiir. Diger li¢ mutant ise MBZ’ye direng

gelisimi ile ilgili bulunmamistir (Karaman, Girisgin ve Giriggin, 2021).

Tekli niikleotit polimorfizmleri pek c¢ok parazitik organizmada ila¢ direnci ile
iliskilendirilmistir (Gilleard 2006). Ancak bu ikisi arasindaki korelasyon helmint
tiirlerine gore degisiklik gostermektedir (Prichard ve digerleri, 2007).

Direngli organizmalarda tanimlanan tekli niikleotit polimorfizmlerinden biri de
artemisininin uzun zamandan beri sitma tedavisinde kullanilmasi dolayisiyla P.
falciparum iizerinde yaptigi ATPase6 genindeki S769N doniisiimiidiir (Jambou ve
digerleri, 2005). Ilging olarak mevcut calismada artemisininin bulundugu A. annua
bitkisinin icerdigi bir diger 6nemli bilesen arteannuin-B diren¢ gelisimi durumunda
kullanilabilecek en potent ilag aday1 olarak tahmin edilmistir. Artemisinin her ne kadar
nematodlara diren¢ gelisimi ile ilgili bulunmamissa da, sik kullanimi1 dolayisiyla boyle
bir diren¢ gelisimi durumunda arteannuin-B’nin ise yarayabilecegini gdsteren mevcut
sonuglar, igerdigi tek bir maddedense, bitkinin kendisinin antihelmintik amagh
kullanilmasmin direng gelisiminin 6nlenmesinde de ©nemli bir yeri olabilecegini
gostermistir. Bitki mi yoksa bitkiden elde edilen madde mi kullanilmali sorusuna yanit

verilmesi agisindan bu ¢alismanin 6zgiin in silico sonucu gelecekte kullanilabilecektir.
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Tayland’dan elde edilen kudret nar1 yaprak Oziitiiniin servikal karsinomada goriilen
coklu ilag direncini terSine ¢evirdigi ve kemoterapotik bir ajan olan vinblastine
duyarliligr arttirdigr gosterilmistir (Limtrakul ve digerleri, 2004, Pitchakarna ve
digerleri, 2012). Bu nedenle bu bitki yapraklarinin 6ziitiiniin antihelmintik ilaglara kars1
diren¢ gelisimini de tersine ¢evirme Ozelliginin olup olmadigi arastirilmalidir. Bu tez
calismasinda M. charantia’da bulunan bazi 6nemli biyoaktif molekiiller antinematodal
hedef proteinlerine karsi ¢ok diisiik diizeyde inhibisyon katsayisina sahip bulunmustur.
KPT 2 enzimine Kkarsi; karantadiol-A 2,06 nM, momordisin 1l 72,69 pM ve
kukurbitasin-B ise 57,11 pM diizeyde Ki degerlerine sahip olduklari i¢in bu ¢alismada
en potent antihelmintik bitkisel ligandlar olarak 6ne ¢ikmislardir. Bu {i¢ molekiil her ne
kadar Hcp-tubulini inhibe etmiyor olarak bulunmus olsalar da beta-tubulin tizerindeki
mutasyonlardan kaynaklanacak olast bir diren¢ gelisimi durumunda direnci tersine
cevirme potensiyelleri olabilecegi icin direng¢ baglantili olmaya aday dort farkli mutant
protein ile kenetlenmistir. Sonuglar, bu ii¢ bitkisel molekiiliin s6z konusu mutant
proteinleri inhibe etmediklerini ve bu nedenle olusturulacak diger mutant proteinlerle de
in silico ortamda denenmeleri gerektigini gostermistir. Kudret nar1 yapraklarinda
bulunan bir bilesen veya bazi bilesenler monooksijenazlar1 baskilar (Kusamran ve
digerleri, 1998). S. muris enfeksiyonu farelerde biiyiiylip gelismeyi geciktirir ve hepatik
monooksijenaz sisteminin gelisimini hizlandirir (Mohn ve Philip, 1981). Bu ¢alismada
kudret nar1 yapraklarinda bulunabilen iki O6nemli bilesen olan momordisin II ve
kukurbitasin B, benzimidazollere diren¢ gelisimi durumunda kullanilabilirlikleri
acisindan arastirildiklarinda MBZ kadar etkili bulunmamistir. Ancak diger mutant
proteinler ve farkli mutant reseptorler ile de denenmeleri, olasi inhibisyon yolunun

anlasilabilmesi i¢in faydali olabilir.
Diinyanin dort bir yaninda direng gelisimine karsi arastirmalar yapan degerli

aragtirmacilar ve iyi olanaklara sahip laboratuvarlarin varlig1 hesaba katilinca, uyanma

zamani geldigi anlagilmaktadir.
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4.9. In vivo Deney Sonuclar:

4.9.1. A. annua n-hekzan o6ziitii icin bulunan makroskobik sonuclar

A. annua n-hekzan 6ziitii verilen farelerin gaitalarinda tgilincii glinden sonra diisen

helmintler bulunmustur. Bu helmintler 151k mikroskobunda teshis edilmistir. Diisen

helmintlerin tiimii S. obvelata tiirii helmintlerdi (Sekil 4.110 A, B, C).

Sekil 4.110. A. annua 600 mg/kg uygulamasinin 3. giinii bitki oziitiiniin verildigi bir
farenin gaitasinda bulunan helmintler. A) Bir eriskin S. obvelata disisi. B) Yumurta
icermeyen bir S. obvelata 6rnegi. C) S. obvelata’nin kivrik posterioru
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Disi helmintler i¢indeki spesifik muz bi¢imli yumurtalar ¢ok sayida ve belirgindi. S.

obvelata erkekleri fertilizasyondan sonra atildiklari igin bu drnege rastlanmamustir.

A. annua oziitiinlin uygulandig1 giinler boyunca farelerden toplanan fekal orneklerde
bulunan oksyurid nematod sayisi 3’tiir. Makroskobik incelemede goriilen nematod
orneklerinden ikisinde goriilen aniis acikligindaki disar1 dogru hafif ¢ikint1 erkek tireme
organindaki spikiil yapisiyla karistirilabilirse de dikkatli incelendiginde posteriorun
mameleon tasimadigi ve testis benzeri partikiillerin bulunmadig1 anlagilmaktadir (aniis
yapist okla gosterilmektedir) (Sekil 4.110 C). Diisen bu helmintler tuzlu su ic¢inde
bulunduklar1 i¢in morfolojileri biraz degismisti. Deplazmoliz sonucu tegiimenin

burustugu Sekil 4.110 B’de goriilmektedir.

4.9.2. A. annua n-hekzan 6ziitii icin perianal bant sonug¢lari

Uygulama Oncesi (-7. ve -1. giinler) ve uygulama boyunca (1., 3., 5. ve 7. giinler)
selofan bantta sayilan S. obvelata yumurtalarinin aritmetik ortalamalarindaki degisimler
Sekil 4.111°de gosterilmistir. Glinlere gore parazit yumurta sayilarindaki degisimler
incelendiginde ¢ok sasirtici sonuglarla karsilagilmistir. Son uygulama giiniinde anal
bantta sayilan S. obvelata yumurta sayilarinin ortalamalar1 A. annua n-hekzan 6ziitiiniin
600 mg/kg dozda uygulandigi fare grubunda (V. grup) 147,9 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.12). V. grupta 2. giinden itibaren uygulamanin son giiniine kadar yumurta
sayilarinin ortalamalarinda artig goriilmiistiir. IV, Grup (A. annua 300) iginse son giinde
sayllan yumurtalarin aritmetik ortalamasi -1. giine kiyasla %77,55 azalmistir. IV. grupta
V. gruptakinin aksine uygulamanin ilk giiniinden itibaren devamli bir azalma
goriilmiistiir. Buna benzer bir durum 6ziitiin 1200 mg/kg dozda uygulandig1 VI. grupta
gozlenmistir ve -1.giinden son giline kadar devamli azaliglar1 son giin hafif bir artig
izlemistir. Ancak yine de son giinkii ortalama -1. giinkii ile karsilastirildiginda %88
oraninda bir azalma saptanmistir. ABZ’nin 5 mg/kg dozda ii¢ ardigik giin uygulandigi
III. grupta da IV. ve VI. gruplardakine benzer bir durum goézlenmistir ve -1. giinden 7.
giine kadar ortalama yumurta sayist devamli azalmistir. Son giinkii gbzlenen artiga
ragmen -1. giinkii ile kiyaslandiginda %65,58’lik bir azalma saptanmustir. In vivo

deneyin sonuclarindaki en ilging bulgu igme suyu verilen gruptaki yumurta sayist
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ortalamalarinda goriilen azaliglardir. -1. gline kiyasla son giinkii ortalamada %73,47

azalma gorlilmistiir. Misir yag1 ¢oziicii kontrol grubunda ise bu azalma %50,84

olmustur. Farelerin bireysel selofan bant sonuglar1 Cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.12. Enfekte farelerde uygulama dncesi ve uygulama sirasinda selofan bantta
sayilan S. obvelata yumurtalarinin aritmetik ortalamalari

-7. glin -1. glin 1. glin 3. giin 5. giin 7. giin
Igme suyu 6,4 37,7 2,7 1,9 10,8 10
Misir Yagi 24,1 29,7 63,1 20,6 10,5 14,6
ABZ 13 24,7 16,2 15 0,5 8,5
A.annua 300 |6 24,5 9,3 60,1 25 5,5
mg/kg
A.annua 600 | 51,7 18,7 32 24,7 112,3 147,9
mg/kg
A.annua 1200 | 0,3 40 19,3 6,7 2,5 4,8
mg/kg

Oziitiin 300 mg/kg dozda uygulandig1 IV. grupta ise artis ve azalislar birbirini takip
etmistir (Sekil 4.111).
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B A. annua 600 mg/kg
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Sekil 4.111. Uygulama 6ncesi (-7. ve -1. gilinler) ve uygulama boyunca (1., 3., 5. ve 7.
giinler) selofan bantta sayilan S. obvelata yumurtalarinin aritmetik ortalamalari
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Cizelge 4.13. Bireysel selofan bant sonuglari

Uygulama Fare Selofan Selofan Selofan Selofan Selofan Selofan
no -7.gdn -1.gin 1.gdn 3.gun 5.g0n 7.gin

Saf su 28E 0 10 5 0 22 0
Saf su 29E 29 198 9 3 0 30
Saf su 30E 0 0 0 0 45 40
Saf su 31D 0 10 0 0 0 0
Saf su 32D 0 0 0 0 8 0
Saf su 34E 16 46 4 9 0 0
Saf su 36E 0 0 1 1 0 0
Misir yagi 2E 0 33 2 51 9 17
Misir yagi 4E 1 21 123 4 30 31
Misir yagi 5E 42 39 186 5 7 10
Misir yagi 10K 92 0 18 0 0 0
Misir yagi 11K 33 0 2 37 11 0
Misir yagi 12K 25 0 13 4 9 38
Misir yagi 38E 0 145 72 5 0 0
Misir yagi 43E 0 0 89 59 18 21
ABZ 5mg/kg 3E 6 31 1 6 0 0
ABZ 5mg/kg 7E 7 5 59 71 3 27
ABZ 5mg/kg 9E 45 108 28 13 0 0
ABZ 5mg/kg 13K 5 0 9 0 0 0
ABZ 5mg/kg 14K 12 0 0 0 0 0
ABZ 5mg/kg 15K 3 4 0 0 0 24
A. annua 300 20E 1 11 45 259 4 12
A.annua 300 21E 15 22 2 71 69 15
A.annua 300 23D 0 0 0 0 0 0
A. annua 300 27D 0 11 3 0 5 0
A. annua 300 35E 20 1 6 30 72 1
A.annua 300 44D 0 102 0 1 0 5
A. annua 600 16K 43 0 0 8 32 344
A. annua 600 17K 3 0 0 0 0 0
A. annua 600 18K 13 26 145 105 581 453
A. annua 600 1E 0 92 5 1 5 77
A. annua 600 6E 1 1 12 6 140 158
A.annua 600 8E 302 10 32 53 21 0
A. annua 600 42E 0 2 30 0 7 3
A. annua 1200 19E 1 5 10 8 7 0
A.annua 1200 22K 1 0 0 0 0 0
A. annua 1200 24K 0 11 1 0 1 0
A. annua 1200 26K 0 0 19 0 0 0
A. annua 1200 37E 0 57 80 16 7 12
A.annua 1200 41E 0 167 6 16 0 17

A. annua 600 grubundaki ii¢ farede ilk duruma kiyasla ciddi bir artis goriilmiis, bu
grupta yalnizca 8E kodlu bir farede sayilan S. obvelata yumurtalarinda giin gectikge

azalma oldugu saptanmistir.
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4.9.3. A. annua n-hekzan éziitii icin fekal flotasyon sonuglari

Oksyurid nematodlara kars1 etkinligin gostergesi olan yiizde azalma asagidaki gibi

hesaplanmaistir:

% azalma=100 x ((i-S)/) (4.1)

Burada I karsilastirma yapilan parazit yumurtalarinm ilk durumdaki aritmetik

ortalamasi, S ise son durumdaki aritmetik ortalamasidir.

Fare gruplarindaki A. tetraptera yumurtalarinin sayilar1 ylizde azalma acgisindan
karsilastirildiginda ABZ uygulanan gruptaki fareler disindaki gruplarda onemli bir
azalma gorlilmemistir. Ancak misir yagi verilen grupta Onemli bir yiizde artis
gozlenmigtir. Aslinda misir yagt verilen farelerde de laksatif etkiye bagli olarak
helmintlerin bazilarmin diismesi ve buna bagli olarak yumurta sayisinda da azalma
goriilebilirdi. Ancak tam aksine bu grupta %218,1°lik bir artis olmasi, misir yagimnin
muhtemelen helmint sayisin1 veya yumurtlama yetenegini arttirdigini gostermektedir.
Icme suyu grubunda ise yine belirgin bir artis gdzlenmistir. Bunun yanisira A. annua
ekstraktlarmin 300 ve 1200°likk iki dozunun gaita i¢inde yumurta bulunma yiizdesini
arttirmasi, bunlarin da artiga neden olan musir yagi iginde seyreltilmis olmalarindan
kaynaklanabilir. Burada her ne kadar A. annua 600 mg/kg uygulamasmin yumurta
yilizdesini ¢ok az bir oranla asagi cektigi goriilse de bu 6nemsenmeyecek derecede
diisiiktiir ve sonu¢ olarak ABZ disinda hi¢bir uygulamanin yumurta yiizdesi lizerine

antihelmintik bir etki gostermedigi anlagilmaktadir (Sekil 4.112).
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700,0

600,0
500,0
400,0
300,0
200,0
100,0
0,0
-100,0
-200,0
-300,0
icme Misir A.annua | A. annua | A. annua
suyu vag! ABZ 300 600 1200
mg/kg | mg/kg | mg/kg
m Kontrol ginlerinin ortalamasi| 425,4 198,4 74,4 112,4 244,1 64,1
1 Son giinkl yumurta sayilari 466,4 631,2 42,0 112,6 233,8 81,3
%'de azalma -9,6 -218,1 43,5 -0,1 4,2 -26,8

Sekil 4.112. -7. ve -1. giinler bakilan fekal flotasyondaki A. tetraptera yumurta
sayilarinin aritmetik ortalamalar1 ile 7. glinkii yumurta sayilarinin ortalamalarinin
karsilastirilarak yiizde azalmanin hesaplanmasi

Ardisik  gilinler arasindaki farka gore yumurta sayilarmin ortalamalarinin
karsilagtirilmasi ise Ozellikle 3. giiniin ardindan yumurta bulunma oranlarinin artis
gosterdigini ve bu durumun %255,3’liik bir artis ile en fazla A. annua 300 mg/kg dozda
uygulanan grupta goriildiigiinii ifade etmektedir. Misir yag1 verilen gruptaki fareler ile
A. annua 1200 mg/kg dozda verilen gruptaki farelerin durumu ise neredeyse aynidir.
ABZ uygulanan gruptaki fareler ise A. annua 600 mg/kg dozda uygulanan farelere gore
daha biiyiik oranda bir yiizde azalma gostermistir. ABZ uygulamasi sadece ilk ii¢ giin 5
mg/kg dozda uygulandigi ve Oziitler ise yedi giin boyunca uygulandigi i¢in ABZ
uygulanan grupta ozellikle 3. ve 5. giinlerdeki bakilarda diger gruplara gore daha
yiiksek bir yiizde azalma beklenmistir. Ancak bu sonuglara gére ABZ uygulanan grupta
3. glin ve 7. glinlerde azalma yerine yumurta yiizdesinde artis goriilmiistiir. Buna benzer
sonuglar misir yagr ve A. annua’nin 300 mg/kg grubunda da goriilmektedir. Buna
ragmen 5. giindeki baki sonuglar karsilastirildiginda en fazla yiizde azalma ABZ ve A.
annua 300 mg/kg dozda uygulanan farelerde goriilmiistiir (Sekil 4.113).
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100,0
50,0 |
-50,0
=
& -100,0
x
-150,0
-200,0
-250,0
-300,0
icme suvu Misir vagi ABZ A. annua A. annua A. annua
sme suy yag 300 mg/kg | 600 mg/kg | 1200 mg/kg
m 1. gln 2,3 -65,0 20,8 32,2 65,8 -18,8
m 3. glin -7,1 -75,8 -31,7 -255,3 -60,1 -74,5
m 5. glin 45,0 18,5 73,4 76,2 -23,5 -60,8
7.glin -90,3 -34,4 -103,2 -74,5 -41,6 62,0

Sekil 4.113. Ardisik giinler arasindaki farka gore yumurta sayilarinin ortalamalarinin
karsilastirilarak yiizde azalmanin hesaplanmasi

Fekal flotasyon sonuglarina gore misir yagt verilen grupta uygulamanin 7. giiniinde ilk
duruma gére %68,56 artis goriilmiistiir (Sekil 4.114). Tk durum, uygulama &ncesi -7. ve
-1. giinlerde sayilan yumurtalarin ortalamasidir. ABZ grubu en fazla azalisin gorildiigi
gruptur ancak %43,51 oraninda bulunan bu azalma hafif bir etkinin gostergesidir. A.
annua 600 grubunda c¢ok az bir azalis (%4,22) ve A. annua 1200 grubundaki %21,12

oranindaki artig 6ziitlin antinematodal etkisinin fekal flotasyon ile saptanamadigin1 veya

etkisinin goriilebilmesi i¢in biraz daha siire gegmesi gerektigini gostermistir.
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ABZ5 A.annua | A.annua | A.annua
mg/kg 300 600 1200

| M%Azalma| -8,8 -68,6 43,51 0,17 4,22 21,12

icme suyu | Misir yagi

Sekil 4.114. ilk iki bakinin ortalamalariyla karsilastirildiginda son giinkii % azalma

Fekal flotasyonda ¢ok sayida kilkurdu yumurtasi yani sira nadiren ¢ok kiiciik
nematodlar da gortilmistiir (Sekil 4.115).

Sekil 4.115. Fekal flotasyonda goriilen oldukga kiigiik bir nematod
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Fekal flotasyonda goriilen oksyurid yumurtalar1 A. tetraptera, S. obvelata ve S. muris

tiirtine ait yumurtalardi. Bunlara ait fotograflar Sekil 4.116’da verilmektedir.

Sekil 4.116. Fekal flotasyonda goriilen oksyurid yumurtalari. A) Bir A. tetraptera
yumurtast B) S. obvelata yumurtasi C) S. muris yumurtasi

Uygulama siiresince bakilan fekal flotasyonda bulunan A. tetraptera yumurta sayilarinin
mg’daki yiizdeleri karsilastirildiginda misir yagi uygulanan grupta diger gruplara
kiyasla daha yiiksek oranda yumurta bulunurken ABZ ve A. annua 300 mg/kg dozdaki
uygulama gruplarinda en diisiik oranda yumurta bulundugu gozlenmistir. Bu grafikte
ilk géze carpan yumurta sayilarindaki artis ve azalislarin hem gruplar arasinda hem de
giinler bazinda devamli bir seyirde olmamasidir. Hemen hemen tim gruplarda artis-
azalig-artig-azalis tarzinda bir degisim goriilmektedir. Oysa ki beklenen ABZ grubunda
devaml1 bir azalig goriilmesi ve igme suyu grubunda ise giinler arasinda belirgin bir
farkin olmamasidir. Oziit gruplar arasinda ise sdyle bir beklenti vardir: en yiiksek
dozda uygulanan grupta diger 6ziit gruplarina kiyasla 6zellikle 5. ve 7. giinlerde en az
sayida helmint yumurtasina rastlanmali, en diisiik doz uygulanan grupta ise en fazla
sayida yumurta bulunmalidir. Bu ¢alismada bulunan sonuglara gore 6ziit gruplarinda
beklenenden farkli bazi oranlar gézlenmistir. A. annua 600 mg/kg ve A. annua 1200
mg/kg gruplarinda ilk 5 gilin iki grup arasinda birbirine benzer sonug¢lar bulunurken 7.
giin bakilarinda yiliksek doz uygulanan grupta énemli bir azalma oldugu goriilmektedir

(Sekil 4.117).
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Sekil 4.117. Fekal flotasyonda bulunan A. tetraptera yumurtalarinin her bir fare grubu
icin hesaplanan aritmetik ortalamalari

A. annua deneyinde gruplart olusturan tiim farelerin bireysel olarak baki sonuglari
objektif bir karsilastirma yapilabilmesi amaciyla asagidaki ¢izelgelerde verilmistir.
Cizelge 4.14°de F. A. feges agirhgm (gr), ILTTYS iki lamelde sayilan toplam A.
tetraptera yumurta sayisini, 1gTYS ise 1 gr’daki toplam yumurta sayisini ifade
etmektedir.

Cizelge 4.14°de igme suyu kontrol grubundaki, ABZ grubundaki ve A. annua 300
grubundaki birer farede son giinkii bakida hi¢ helmint yumurtas: goriilmemistir. Ayrica

cogu farenin bakilarinda azaliglar1 artislarin takip ettigi gériilmektedir.

Gruplar arasinda baslangic durumunda enfeksiyon agirligi ve parazit yumurtas: sayisi
acisindan bir dengenin olabilmesi i¢in -7. giinkii bakida en yiiksek yumurta sayisi
degerlerine sahip olan fareler her bir gruba bir agir enfekte fare denk gelecek sekilde
dagitilmistir. Bu nedenle Cizelge 4.14°de her bir grupta bir farenin gruptaki diger
farelerden ¢ok daha fazla enfekte oldugu ve yaklastk 2000 yumurta sayildigi
goriilmektedir. Bu farelerin numaralar1 36E, 43E, 21E, 42E ve 40E’dir. E harfi erkek
fareyi temsil ettigi i¢in en agir enfekte farelerin tiimiiniin erkek fareler oldugu

gozlenmistir. Bu sonug literatiir ile uyumludur.
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Cizelge 4.14.

Uygulama

Saf su

Saf su

Saf su

Saf su

Saf su

Saf su

Saf su

Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
. annua 300
. annua 300
. annua 300
. annua 300
. annua 300
annua 300
annua 600
annua 600
annua 600
annua 600
annua 600
annua 600
annua 600

>>>>>>P>P>P>PPPP>P>DDD DD

Bireysel fekal flotasyon sonuglari

Fare

No

28E
29E
30E
31D
32D
34E
36E
2E

4E

5E

10K
11K
12K
38E
43E
3E

7E

9E

13K
14K
15K
20E
21E
23D
27D
35E
44D
16K
17K
18K
1E

6E

8E

42E

.annua 1200 19E
annua 1200 22K
.annua 1200 24K
.annua 1200 26K
.annua 1200 37E
.annua 1200 41E

F. A

0,64
0,3
0,47
0,15
0,36
0,2
0,3
0,36
0,35
0,45
0,3
0,4
0,2
0,75
0,5
0,68
0,28
0,47
0,4
0,3
0,5
0,29
0,38
0,42
0,2
0,17
0,26
0,2
0,8
0,4
0,28
0,52
0,48
0,5
0,44
0,26
0,17
0,26
0,53
0,5

Flotasyon
-7.9ln
ILTTYS

1gTYS F. A.

2 3125 081

5 1667 0,9

0 0 0,85
19 126,7 0,77
49 1361 0,76
75 375 06
677 2257 0,9
8 2222 075
30 8571 0,72
80 177,8 0,67
137 456,7 0,25
16 40 044
0 0 06

2 2667 122
529 1058 0,9
11 16,18 0,64
3 10,71 0,96
31 6596 0,56
19 475 0,13
81 270 0,25
6 12 045

1 3448 053
295 7763 0,63
1 2381 0,74

0 0 0,65
23 1353 0,67
19 7308 1,12
2 10 03

6 75 042
49 1225 0,43
133 475 0,67
16 30,77 0,86
0 0 045
815 1630 0,8
0 0 041

1 3846 0,48

3 17,65 0,61
19 73,08 0,59
7 1321 1,07
103 206 0,88
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Flotasyon
-1. glin
ILTTYS 1gTYS F. A.
2 2469 0,78
100 1111 0,72
0 0 0,69
84 109,1 0,5
0 0 0,65
6 10 0,66
2528 2809 0,42
0 0 045
57 79,17 0,3
60 89,55 0,42
225 900 0,35
13 29,55 0,7
17 28,33 0,75
1 082 048
184 204,4 0,42
0 0 041
10 10,42 0,42
0 0 0,3
7 5385 043
100 400 0,97
3 6,667 1
1 1,887 0,78
187 296,8 1,02
5 6,757 1,03
1 1538 0,72
12 1791 0,37
38 3393 0,37
38 126,7 0,8
0 0 0,4
19 44,19 0,7
142 2119 0,66
2 2326 0,24
5 11,11 0,3
596 745 0,5
38 92,68 041
115 2396 0,61
19 31,15 1
9 1525 1,05
28 26,17 0,49
45 51,14 0,6

Flotasyon

1. gun

ILTTYS 1gTYS

20
69
1
66
384
0
867
0
56
270
310
14
12

364
13
108
13

14

337

=

44
22

174

47
53
36
120
42

13
62

25,64
95,83
1,449
132
590,8
0
2064
0
186,7
642,9
885,7
20

16
2,083
866,7
31,71
257,1
43,33
2,326
14,43
5
3,846
330,4
0
1,389
2,703
118,9
27,5
2,5
2,857
263,6
25
156,7
106
87,8
196,7
42
0,952
26,53
103,3



Cizelge 4.14. Bireysel fekal flotasyon sonuglari (devam)

Uygulama

Saf su

Saf su

Saf su

Saf su

Saf su

Saf su

Saf su

Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
Misir yagi
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg
ABZ 5mg/kg

. annua 300

. annua 300

. annua 300

. annua 300

. annua 300

. annua 300

. annua 600

. annua 600

. annua 600

. annua 600

. annua 600

. annua 600

. annua 600

. annua 1200
. annua 1200
. annua 1200
. annua 1200
. annua 1200
. annua 1200

S>> rrrrr

Fare Flotasyon Flotasyon Flotasyon
No 3.gln 5. gln 7.90ln

F.A. ILTTYS 1gTYS F.A. ILTTYS 1gTYSF.A. ILTTYS 1gTYS
28E 0,39 1 2,564 0,7 41 58,57 0,73 1 1,37
29E 041 0 0 0,6 1 1,667 0,77 0 0
30E 0,77 0 0 0,7 20 28,57 0,81 108 133,3
31D 0,31 59 190,3 0,64 120 187,5 0,72 77 106,9
32D 0,22 13 59,09 0,53 7 13,21 0,76 121 159,2
34E 0,47 1 2128 0,57 12 21,05 0,6 1 1,667
36E 0,95 2720 2863 0,6 843 1405 0,8 2290 2863
2E 1,02 3 2941 0,37 0 0 0,67 1 1,493
4E 0,54 57 1056 0,35 132 377,1 0,31 79 254,8

5E 1,04 208 200 0,46 453 984,8 0,29 227 7828
10K 0,38 1365 3592 0,5 570 1140 0,1 84 840
11K 1,02 115 112,7 0,29 64 220,7 0,8 251 3138

12K 0,44 86 1955 0,86 141 164 0,7 95 1357
38E 081 6 7,407 0,67 2 2,985 0,7 1 1,429
43E 0,7 273 390 0,66 572 866,7 0,2 544 2720
3E 1,14 15 13,16 045 6 13,33 0,8 24 30
7E 1,03 46 44,66 0,555 40 72,73 0,73 94 128,8
9E 0,42 14 33,33 0,35 0 0 0,29 0 0
13K 0,33 7 21,21 045 0 0 0,5 7 14
14K 0,38 126 3316 0,42 16 381 0,4 23 575
15K 0,36 8 2222 124 0 0 0,5 11 22
20E 0,3 25 83,33 0,4 1 25 0,36 1 2,778
21E 0,67 835 1246 0,8 225 2813 0,33 189 572,7
23D 0,8 5 6,25 0,7 11 15,71 0,58 0 0
27D 0,4 17 425 0,5 1 2 046 0 0
35E 0,67 10 14,93 0,3 3 10 0,7 2 2,857
44D 0,7 162 2314 041 31 7561 0,35 34 97,14
16K 0,33 8 24,24 0,5 19 38 0,6 144 240
17K 0,09 0 0 014 0 0 0,3 2 6,667

18K 0,53 105 198,1 0,61 141 2311 0,4 60 150
1E 0,51 242 4745 0,4 48 120 0,74 305 412,22

6E 0,44 34 77,27 0,69 16 23,19 0,4 12 30
8E 0,29 0 0 034 4 11,76 0,33 1 3,08
42E 0,85 137 161,2 0,7 512 7314 0,72 572 794,4
19E 0,3 74 246,7 0,5 63 126 041 6 14,63
22K 0,64 172 268,8 0,7 186 265,7 0,35 112 320
24K 0,52 87 167,3 11 125 113,6 0,4 10 25
26K 0,6 12 20 0,8 16 20 0,37 6 16,22
37E 0,33 18 54,55 0,7 512 7314 0,45 7 15,56
41E 0,66 27 40,91 0,6 16 26,67 0,58 56 96,55
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4.9.4. A. annua n-hekzan o6ziitii uygulanan farelerin nekropsi sonuclari

Laboratuvar farelerinin ince bagirsak, sekum ve kolonlarinda toplam 808 adet oksyurid
nematod bulunmustur. Enfeksiyon bakimindan taranan 250 fareden 54’1 (%21,6) en az
bir nematod tiirii ile dogal enfekteydi. Disi farelerde enfeksiyon orani %16 (24 /150)
iken, erkek farelerde enfeksiyon orani1 %30 (30/100) ile disilerdekinden daha yiiksekti.

Nekropsi sonuglarina gore hem toplam helmint sayis1 hem de geometrik ortalamalari
acisindan en yliksek degerlere sahip olan misir yagi verilen fare grubuydu. Bu durum
normal olarak beklenen bir durumdu. Misir yagi verilen grupta bulunan helmintler tiir
ve cinsiyetlerine gore degerlendirildiginde toplamda 155 adet disi A. tetraptera erginine
rastlanmistir. Bunlarin aritmetik ortalamalar1 25,83 olarak hesaplanmistir. Diger hicbir
gruptaki disi A. tetraptera sayisi bu kadar yiikksek bulunmamistir. Bunun en muhtemel
nedeni misir yagimin A. tetraptera iizerine helmint diisiirme etkisinin olmamasi veya
ilag veya 0ziit gruplariyla karsilastirildiginda daha diisiik olmasidir. Bu gruptaki erkek
ve disi farelerin intestinlerinde bulunan helmintlerin toplam sayilar1 birbirine ¢ok yakin
bulunmustur ve bu gruptaki farelerde her iki helmint tiiriiniin disi ve erkeklerine de
rastlanmistir. Oysaki ABZ verilen gruptaki farelerde ilging bir sekilde hi¢ erkek
helminte rastlanmamustir (Sekil 4.118).

Erkek obvelata

Disi obvelata M Annua 1200
B Annua 600
Erkek tetraptera
Annua 300
Disi tetraptera mABZ
B Misir yagi

Sekil 4.118. Her bir grup farede nekropsi sonucunda bulunan helmintlerin aritmetik
ortalamalari

299



Nekropsi sonuglarina gore helmint sayilarinin gruplardaki geometrik ortalamalari gz
Oniine alindiginda A. annua n-hekzan ekstraktinin dozu arttikga helmint diistirme veya
oldiirme etkisi azalmaktadir (Sekil 4.119). Normalde beklenen durum bunun tam tersi
oldugu i¢in ekstrakt icindeki biyolojik aktif bilesenlerin ¢dziicii misir yagi i¢ine tam
olarak gecemedigi diisiiniilebilir. Bir diger bakis agisiyla ¢alismada kullanilan fareler
dogal enfekte olduklart i¢in gruplar arast helmint dagilimi homojen degildir ve sonuglari

etkileyen en 6nemli faktoriin bu durum oldugu diisiiniilebilir.

B Geo ort
20,16
17,43
12,95
i I7'33 I
A.annua 300 A.annua 600 A.annua 1200 ABZ Misir yagl

Sekil 4.119. Farelerin nekropsileri sonucu bagirsaklarinda bulunan helmintlerin
geometrik ortalamalar1

Nekropsi sonuglarina gore fare basina diisen helmint ortalamalar1 géz oniine alindiginda
5 mg/kg dozda uygulanan ABZ grubundaki ile Artemisia 300 grubundaki antihelmintik
etkinlik hemen hemen ayni diizeyde bulunmustur (Sekil 4.120). Sirasiyla %34,76 ve
%34,08 azalma olarak saptanan bu antihelmintik etkinlik A. annua n-hekzan 6ziitiiniin
300 mg/kg dozunun ve 5 mg/kg dozda 3 giin siireyle uygulanan ABZ’nin hafif bir etkisi
oldugunu gostermektedir. A. annua 1200 mg/kg dozu da bunlara yakin bir etki
gostermektedir (9%36,91). A. annua 600 mg/kg dozunun da bu degerlerde olmasi

beklenirken ¢ok az bir azalma goriilmiistiir (%15,88).
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% Etki

mA.annua300 ™A.annua 600 ™A.annual1200 ™ABZ

36,91
34,76

34,08
T

15,88

Sekil 4.120. Nekropsi sonuglarina gore % etki

Cizelge 4.15’te uygulamanin bitiminde 8. giin sevofluron anestezisi ile kalplerinden kan
alinarak 6tanazi edilen farelerin i¢ organlarindan toplanan helmint sayilar1 grup bazinda

verilmektedir.

Cizelge 4.15. A. annua etkililiginin arastirilmasinda fare gruplarinda bulunan helmint
sayilari

Nekropsideki helmint sayisi
Uygulama Toplam | Min- Aritmetik | Etkinlik
say1 Maks ortalama
Misir yagt 2 ml 233 4-107 38,83
ABZ 5 mg/kg 152 2-78 25,33 34,76
A. annua 300 mg/kg 128 2-115 24,5 34,08
A. annua 600 mg/kg 196 0-125 32,83 15,88
A. annua 1200 mg/kg 98 3-38 25,6 36,91
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Cizelge 4.16’da nekropsilerden ¢ikan helmint sayilar1 farelerin bireysel sonuglari

tablosunda gosterilmektedir.

Cizelge 4.16. Farelerin bireysel nekropsi sonuglari

Fare |Uygulama Disi A. |Erkek |Disi S. |Erkek |Disi |Erkek [Degisik |Toplam
no tetrapte (A. obvelat |S. S. S. Syphaci |nematod
ra tetrapte |a obvelat |muris [muris |a
ra a

31D |A. annua 300 0 3 3
22E |A. annua 300 0 3 1 1 5
23E |A. annua 300 46 16 45 6 1 1 115
26D [A. annua 300 1 1 2
35E |A. annua 300 1 2 3
1E |A. annua 600 0 2 2
13E |A. annua 600 1 120 4 125
10E |A. annua 600 29 4 28 1 62
7K |A. annua 600 0 4 1 5
8K |A. annua 600 0 0 0
9K |A. annua 600 2 2
20E [A. annual200 0 3 3
25D |A. annual200 29 5 4 38
27D |A. annual200 10 5 12 27
29D |A. annual200 2 27 1 30
11E |Albendazole 12 20 3 35
14E |Albendazole 4 74 78
4K |Albendazole 2 2
5K |Albendazole 16 0 0 0 16
6K |Albendazole 1 17 18
3E |Albendazole 3 3
2E |Yag 1 1 1 1 4
5E |Yag 19 2 1 22
7E |Yag 58 3 9 11 81
1K |Yag 62 12 30 3 107
2K |Yag 7 1 8
3K |Yag 8 2 1 11

4.9.5. A. annua n-hekzan 6ziitii uygulanan farelerin kan degerleri sonuclari

Farelerin kan degerlerinin sonuglart ABZ uygulanan gruptaki farelerin diger gruplara

gore baslangictan itibaren daha diisik enfeksiyona sahip olmasinin hematokrit

diizeylerinin diger farelerden yiiksek ¢ikmasina neden oldugunu gostermistir (Cizelge

4.17). Bu sonug beklenen ile uyumludur.
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Cizelge 4.17. Kan degerleri 0Ol¢iilen ii¢c grup farenin bireysel sonuglari

Fare no Uygulama Hemoglobin Hematokrit
2E Misir yagi 13 20
SE Misir yagi 10 26
7E Misir yagi 14 30
10K Misir yagi 11 27
11K Misir yagi 13 28
12K Misir yagi 10 25
3E ABZ 9 30
11E ABZ 11 29
14E ABZ 13 34
13K ABZ 12 27
14K ABZ 11 23
15K ABZ 14 34
13E A. annua 600 13 30
10E A. annua 600 11 26
1E A. annua 600 12 30
16K A. annua 600 8 20
17K A. annua 600 11 25
18K A. annua 600 14 25

Fare gruplarindaki hemoglobin ve hematokrit sayilarinin aritmetik ortalamalarinin

karsilastirilmast Sekil 4.121°de gosterilmektedir.

Daha yogun enfeksiyona sahip olduklar1 hem fekal flotasyon hem de nekropsi
sonuclarina gore anlasilan diger iki gruptaki (¢Oziicii kontrol olarak misir yagi
uygulanan gruptaki fareler ile 600 mg/kg dozda A. annua ekstrakti uygulanan gruptaki)
farelerin hem hematokrit hem de hemoglobin degerleri birbirine oldukc¢a yakin
bulunmustur. Bu durum o6ziitin bu dozunun farelerin hemoglobin ve hematokrit

sayilarini etkilemedigini géstermistir.
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35

30

B Hemoglobin

® Hemotokrit

Misir yagi ABZ A. annua 600 mg/kg

Sekil 4.121. Uygulamanin 8. giiniinde her bir gruptaki farelerin kan degerlerinin
aritmetik ortalamalari

4.9.6. A. annua n-hekzan ekstrakti uygulama gruplarinin istatistiksel analizi
[statistik agidan kullanilabilecek testin segilmesi amaciyla fekal flotasyonda sayilan
parazit yumurtalari i¢in oncelikle normallik ve u¢ deger kontrolleri yapilmistir. Sonug

tablosu Cizelge 4.18’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.18. Fekal flotasyonda bulunan parazit yumurta sayilari igin normalite testi

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Iag tipi Istatistik  df Sig. Istatistik ~ df Sig.
Parazit Icme suyu ,409 42 <001 519 42 <,001
yumurtast ~ Misir yagi ,279 48 <,001 ,603 48 <,001
say1sl ABZ ,295 36 <001 ,607 36 <,001

A. annua 300 ,314 36 <,001 ,548 36 <,001

A. annua 600 278 42 <,001 ,622 42 <,001

A. annua 227 36 <,001 ,687 36 <,001

1200

a. Lilliefors Anlamlilik Diizeltmesi

A. annua deneyindeki gruplar i¢in normalligin saglanamadig: anlagilmistir. Bu durumda

yapilabilecek seylerden biri non-parametrik testleri kullanmaktir. Karsilastirma yapilan
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gruplar icme suyu kontrol, misir yagi, ABZ, A. annua 300, A. annua 600 ve A. annua
1200 gruplaridir. Kruskal Wallis analizi sonuglar1 Cizelge 4.19’da verilmektedir.

Cizelge 4.19. Kruskal Wallis testi ile ilag tipinin iki yanl karsilastiriimalar

Std. Test Ayar.
Ornek 1-Ornek 2 Test Istatistigi Std. Hata  Istatistigi Sig. Sig.®
ABZ-A. annua 300 -5,250 16,352 -,321 ,748 1,000
ABZ-igme suyu 20,750 15,757 1,317 ,188 1,000
ABZ-A. annua 600 -30,024 15,757 -1,905 ,057 ,851
ABZ-A. annua 1200 -33,569 16,352 -2,0563  ,040 ,601
ABZ-Misir yagi 49,375 15,296 3,228 ,001 ,019
A. annua 300-i¢me suyu 15,500 15,757 ,984 325 1,000
A. annua 300-A. annua 600  -24,774 15,757 -1,572 116 1,000
A. annua 300-A. annua 1200 -28,319 16,352 -1,732 ,083 1,000
A. annua 300-Misir yagi 44,125 15,296 2,885 ,004 ,059
Igme suyu-A. annua 600 -9,274 15,139 -,613 ,540 1,000
Igme suyu-A. annua 1200 -12,819 15,757 -,814 416 1,000
Igme suyu-Misir yagi -28,625 14,658 -1953 051 763
A. annua 600-A. annua 1200 -3,546 15,757 -,225 ,822 1,000
A. annua 600-Misir yagi 19,351 14,658 1,320 ,187 1,000
A. annua 1200-Misir yagi 15,806 15,296 1,033 ;301 1,000

Her bir satir igin Ho hipotezi Ornek 1 ve Ornek 2’nin dagilimlarmin ayni oldugudur.
Asemptomatik anlamliliklar (2-yonlii testler) gosterilmektedir. Anlamlilik seviyesi 0,05.
a. Anlamli degerler ¢oklu testler i¢in Bonferroni diizeltme ile ayarlanir

Cizelge 4.19’a gore fekal flotasyonda sayilan yumurtalar agisindan sadece ABZ ile
misir yagi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (P=0,019) saptanmistir. Bu sonug ii¢
farkli dozda uygulanan A. annua n-hekzan oziitlerinin A. tetraptera yumurta sayilar
tizerinde Onemli bir etkisi olmadigin1 gostermistir. Uygulama gruplari arasindaki

istatistiksel bagint1 Sekil 4.122°de gosterilmektedir.
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Adj. Sig.

— .05
=005

icme suyu Misir yadi
i 667 145 79

ABZ // \ & annua 300

95,92 10117

A, annua 1200 A annua 600
129

Sekil 4.122. Fekal flotasyondaki uygulama gruplarinda ayarlanan anlamliliklar (Ad;.
Sig.) acisindan bagintilar

Selofan bant {izerinde sayilan S. obvelata yumurta sayilarinin gruplar arasinda
karsilastirilmast i¢in yine ilk olarak normallik ve u¢ deger kontrolleri yapilmistir
(Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. Selofan bantta bulunan S. obvelata yumurta sayilari i¢in normalite testi

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Ilag tipi [statistik df Sig.  Istatistik df Sig.
S. Igme suyu ,359 42 <,001 ,387 42 <,001
obvelata ~ Misir yagi 250 48 <,001 ,698 48 <,001
yumurta ABZ ,294 36 <,001 ,615 36 <,001
sayis1 A. annua ,325 36 <,001 ,500 36 <,001

300

A. annua 314 42 <,001 ,566 42 <,001

600

A. annua 347 36 <,001 ,435 36 <001

1200

a. Lilliefors Anlamlilik Diizeltmesi
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Cizelge 4.20’ye gore normal dagilim olmadigr i¢cin non-parametrik one way ANOVA

testi Kruskal Wallis kullanilmistir. Cizelge 4.21°de sonuglar yer almaktadir.

Cizelge 4.21. Selofan bantta sayilan yumurtalarin ilag¢ tipine gore iki-yanl
karsilastirmalari

Test Std. Test Ayar.
Ornek 1-Ornek 2 Istatistigi Std. Hata Istatistigi Sig. Sig.®
Igme suyu-A. annua 1200 -7,508 15,300 -,491 ,624 1,000
Icme suyu-ABZ -14,230 15,300  -,930 ,352 1,000
Igme suyu-A. annua 300  -26,022 15,300 -1,701 ,089 1,000
fcme suyu-Misir yagi -45,390 14,233 -3,189 ,001 ,021
Igme suyu-A. annua 600  -46,917 14,700  -3,192 ,001 ,021
A. annua 1200-ABZ 6,722 15,877 423 672 1,000
A. annua 1200-A. annual8,514 15,877 1,166 ,244 1,000
300
A. annua 1200-Misir yag1 37,882 14,852 2,551 ,011 161
A. annua 1200-A. annua39,409 15,300 2,576 ,010 ,150
600
ABZ-A. annua 300 -11,792 15,877  -743 458 1,000
ABZ-Misir yagi 31,160 14,852 2,098 ,036 ,539
ABZ-A. annua 600 -32,687 15,300 -2,136 ,033 ,490
A. annua 300-Misir yagr 19,368 14,852 1,304 ,192 1,000
A. annua 300-A. annua 600-20,895 15,300  -1,366 172 1,000
Misir yagi-A. annua 600  -1,527 14,233 -,107 915 1,000

Her bir satir igin Ho hipotezi Ornek 1 ve Ornek 2’nin dagilimlarmin ayni oldugudur.
Asemptomatik anlamliliklar (2-yonlii testler) gosterilmektedir. Anlamlilik seviyesi 0,05.
a. Anlamli degerler ¢oklu testler i¢in Bonferroni diizeltme ile ayarlanir

A. annua 600 grubu ile igme suyu grubu arasinda ve i¢gme suyu (negatif kontrol) ile
¢oziicli kontrol (misir yagi: ikinci negatif kontrol) gruplar1 arasinda anlamli bir fark
oldugu bulunmustur (her ikisi i¢in de P = 0, 021). A. annua n-hekzan 6ziitlerinin 300 ve

1200 mg/kg dozlarinin uygulandigr gruplarda ve ilag kontrol ABZ 5 mg/kg gruplarinda
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anlamli bir fark olmadigi goriilmistiir. Gruplar arasi istatistik bagintt semast Sekil
4.123’te gosterilmektedir. Boncuk mavisi ¢izgiler gruplar aras1 anlamli fark oldugunu,
koyu yesil ¢izgiler ise olmadigim isaret etmektedir. Ilging olarak semadaki ortalamalar
dikkate alindiginda A. annua 600 grubunda azalma degil igme suyu grubuna kiyasla S.
obvelata yumurta ortalamalarinda artig oldugu saptanmistir. Ayni artis misir yagi grubu

i¢in de s6z konusudur.

Adj. Sig.

m— (.05
=== 0.05

icme suyu Wi yad
55.05 141 44

ABZ \ A&, annua 300
122,07

A annua 1200 A annua 600
103 56 142 95

o= =]

Sekil 4.123. Selofan bant uygulama gruplarinda ayarlanan anlamliliklar (Adj. Sig.)
acisindan bagintilar

Nekropsilerden sonra cikarilan helmintlerin sayilar1 acisindan normal dagilimin
arastirildigl asagidaki Cizelge 4.22 diger cizelgelerden farklidir. Bu ¢izelgede Shapiro-
Wilk testine gore A. annua 600, A. annua 1200, ABZ ve Misir yag gruplarinda normal

dagilim gézlenmistir. Sadece A. annua 300 grubunda normal dagilim saglanamamustir.

Cizelge 4.22. Nekropside bulunan helmint sayilar i¢cin normalite testi

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Ilag tipi Istatistik df Sig.  Istatistik df Sig.
helmint  A. annua ,460 5 <,001 572 5 <,001
300
A. annua 372 6 ,009 125 6 ,011
600
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Cizelge 4.22. Nekropside bulunan helmint sayilari i¢in normalite testi (devam)

A. annua ,316 4 . ,885 4 ,362
1200

ABZ ,268 6 200" ,831 6 ,110
Misir yagi ,316 6 ,062 7197 6 ,055

*. Bu gercek anlamliligin bir alt siniridar.
a. Lilliefors Anlamlilik Diizeltmesi

Nekropsi sonucu her bir farenin i¢ organlarindan toplanan helmintlerin sayilari
karsilastirildiginda Levene istatistiklerine gore varyans homojenligi kabul edilemez

(Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. Helmint sayilarinin karsilastirilmasinda Levene Testi

Levene Istatistik dfl df2 Sig.

helmint Ortalamalara dayal 1,699 4 22 ,186

Ortadaki sayiya dayali ,288 4 22 ,883

Ortadaki saylya ve ,288 4 15,531 ,882

ayarlanan serbestlik

derecesine (df) dayali

Trimmed ortalamaya 1,334 4 22 ,289

dayali

Ho hipotezi bagimsiz degiskenin hata varyansinin kars1 gruplara denk oldugudur
a. Bagimli degisken: helmint
b. Tasarim: Intercept + ilac_tipi

ANOVA, gruplardaki birey sayilart esit oldugunda normallik ve grup varyans
homojenligi varsayimi ihlallerine direnclidir. Ancak bu calismada uygulama yapilan
farelerin bazilar1 sekizinci giinden O6nce oOldiikleri i¢in gruplardaki fare sayilari son
durumda esit degildi. Gruplardaki fare sayilar1 (N) ve gruplarda bulunan helmint

sayilarinin ortalamasi Cizelge 4.24’te verilmektedir.
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Cizelge 4.24. Nekropsideki helmint sayilari i¢in tanimlayici istatistikler

Bagimli degisken: helmint

Ilag tipi Ortalama Std. Sapma N
A. annua 300 25,60 49,988 5
A.annua 600 32,67 51,185 6
A. annua 1200 24,50 15,067 4
ABZ 25,33 28,465 6
Misir yagi 38,83 43,925 6
Toplam 29,89 38,397 27

Varyanslar esit degilse se¢ilebilecek posthoc testleri Tamhane T2 veya Tamhane T3,
Dunnet’s C, Dunnets T3 ve Games-Howell olduklar1 i¢in 6ncelikle Tamhane 2 testi

denenmistir. Sonuclar Cizelge 4.25’te verilmistir.

Cizelge 4.25. Tamhane 2 testine gore ¢coklu karsilastirmalar

Ortalama %95 Giiven aralig1
Farklilik
(I) ilag tipi (J) ilag tipi (1-J) Std. Hata Sig. En alt stnir  En st sinur
A.annua 300 A.annua600 -7,07 30,601 1,000 -120,61 106,48
A. annua 1200 1,10 23,590 1,000 -112,66 114,86
ABZ 27 25,195 1,000 -107,13 107,66
Misir yagi -13,23 28,659 1,000 -122,07 95,60
A.annua 600 A.annua300 7,07 30,601 1,000 -106,48 120,61
A. annua 1200 8,17 22,212 1,000 -85,70 102,04
ABZ 7,33 23,910 1,000 -84,63 99,30

Misir yagi -6,17 27536 1,000 -105,00 92,67
A. annua 1200 A.annua 300 -1,10 23,590 1,000 -114,86 112,66
A.annua 600 -8,17 22,212 1,000 -102,04 85,70
ABZ -,83 13,849 1,000 -54,17 52,51
Misir yagi -14,33 19,450 ,999 -94,41 65,74
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Cizelge 4.25. Tamhane 2 testine gore ¢oklu karsilastirmalar (devam)

ABZ A.annua 300 -,27 25,195 1,000 -107,66 107,13
A.annua 600 -7,33 23,910 1,000 -99,30 84,63
A. annua 1200 ,83 13,849 1,000 -52,51 54,17
Misir yagi -13,50 21,368 1,000 -93,22 66,22

Misir yagi A.annua 300 13,23 28,659 1,000 -95,60 122,07
A.annua 600 6,17 27,536 1,000 -92,67 105,00
A. annua 1200 14,33 19,450 999  -65,74 94,41
ABZ 13,50 21,368 1,000 -66,22 93,22

Gozlenen ortalamalara dayali
Hata terimi Ortalamanin Karesidir(Hata) = 1703,350

Tamhane 2 testinin sonuglarina gore nekropsiden ¢ikan helmint sayilart agisindan

gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktur.

Nekropside bulunan helmintlerin ilag tiiriine gore anlamli derecede bir azalma
gostermedigi Kruskal Wallis testi ile de anlasilmigtir (Cizelge 4.26). Bagimsiz
orneklerin karsilagtirilmasi i¢in olusturulan Sekil 4.124°e gore grup ortalamalar ile
standart sapmalar arasinda ¢ok ciddi fark vardir ve bunun en belirgin 6rnegi A. annua
600 grubudur. Grup i¢indeki enfeksiyon dagiliminin en bastan beri ¢ok farkli olmasi bu
sonucu dogurmustur. Nekropsi sonuglarina gore Oziitlerden beklenen etki

goriilmememistir.

Cizelge 4.26. Bagimsiz-Ornekler Kruskal-Wallis Test Ozeti

Toplam N 27
Test Istatistigi 2,590°
Serbestlik derecesi 4
Asemptomatik Sig.(2-yonli ,629
test)

a. Test istatistigi baglantilar i¢in ayarlandi
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Sekil 4.124. Kruskal Wallis ile nekropside bulunan helmintlerin ila¢ gruplarindaki
karsilastirilmalari

49.7. A. annua n-hekzan ekstrakti uygulanan farelerde bulunan helmintlerde

gozlemlenen morfoloji ve anatomi

A. annua 0ziit uygulamasi sonrasi farelerin nekropsilerinden elde edilen g¢esitli
nematodlardan bazilariin resimleri asagida verilmistir. Bu nematodlarin tiimd,
resimleri ¢ekildikten sonra entellan ile kapatilarak daimi preparat haline getirilmistir.
Incelenen nematodlarda dikkat gekici bir 6zellik S. obvelata veya S. muris tiirlerinin
bazilarinin erigkin formlariin hi¢ yumurta bulundurmamasiydi. Bu kilkurtlarinda kivrik
bir posteriora rastlansa bile spikiil, mameleon veya testis benzeri yapilarin goriillmemesi
erkek birey olmadiklarini da diisiindlirmektedir. Sekil 4.125’te kivrik bir posteriora
sahip ancak yumurta igermeyen bir Syphacia cinsi eriskin nematod ve hemen yaninda

yavru bir nematod goriilmektedir.
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Sekil 4.125. A. annua n-hekzan ekstraktinin 600 mg/kg dozda uygulandigr 10 nolu
erkek farenin bagirsagindan ¢ikan S. obvelata ergin ve yavru nematodlara ait mikroskop
goriintiisti (10x biiyilitmede, Olympus mikroskopta alindi)

Sekil 4.126°da A. annua 600 mg/kg uygulamasina maruz kalan bir farenin 6zafagusunda
bulunan bir S. obvelata erigskin helminti gériilmektedir. Bu 6rnegin bulundugu 11 nolu
fare kilkurtlar1 ile yogun olarak enfekteydi ve ¢ekumdan ¢ok sayida S. obvelata ergini
cikarilmistir. Sekil 4.126°daki helmintte hi¢ yumurta bulunmamasi da dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.126. A. annua n-hekzan ekstraktinin 600 mg/kg dozda uygulandigr 11 nolu
farenin 6zofagusundan ¢ikan S. obvelata ergin nematoduna ait mikroskop goriintiisii (5x
biiylitmede, Olympus mikroskopta alind1)

A. annua n-hekzan oziitiiniin 600 mg/kg uygulamasinda nekropsiden ¢ikarilan Syphacia
cinsi disi kilkurtlariin yumurta igcermemesi her ne kadar 6ziitiin yumurta tiretilmesi
tizerine etkisi oldugunu gosterse bile fekal flotasyonda yumurtalara rastlanmasi kesin

bir yorum yapilmasini giiclestirmektedir.

4.9.8. Albendazole 5 mg/kg dozda uygulanan farelerin nekropsilerinde toplanan

helmintlerin morfolojilerindeki degisimler

ABZ 5 mg/kg uygulamasinin helmint morfolojilerine 6nemli bir etkisi olmadig1 ve bazi
disi kilkurtlarinin ¢ok sayida yumurta icermeye devam ettigi nekropsi sonrasi incelenen
cok sayidaki helmintin morfolojileri ve anatomilerinden anlasilmistir. Sekil 4.127°de

gosterilen A. tetraptera 6rneginde govde ¢ok sayida yumurta ile doludur.
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Sekil 4.127. Albendazol’in 5 mg/kg dozda uygulandigi 3 nolu erkek farenin
nekropsisinde ¢ikan erigkin bir A. tetraptera disisine ait gdvdenin mediani. Bu 6rnek
icin yorumlandiginda; yumurtalarin ¢ok sayida olusu ii¢ gilinliik ila¢ uygulamasinin
yumurta olusumunu azaltmadigini géstermektedir

Nekropsi sonunda ¢ikarilan kilkurtlarinin boyutlar1 birbirinden farkli olmakla beraber
tiirlerin teshisinde yardimci olan yumurta bigimleri, servikal alae ve kuyruk yapilarinin
karakteristik bigimleri &zellikle disi ve erkek A. tetraptera bireylerinin ayriminda
anahtar rolii oynamistir. Bu 6zellikler tiim helmintlerde benzerlik gostermistir. Sekil

4.128’de gosterildigi gibi disi A. tetraptera’larda servikal alae oldukga belirgindi.

Sekil 4.128. Albendazol’iin 5 mg/kg dozda uygulandigi 3 nolu erkek farenin
nekropsisinde ¢ikan erigkin bir disi A. tetraptera basi (40 x biiyiitmede). Bu tiirlin
karakteristigi olan duvak benzeri serkival alae oldukga belirgindir
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Bunun yanisira tiim disi A. tetraptera’larin govdelerinde ¢ok sayida yumurta tagidiklari
goriilmiistiir. Bu sonu¢ hem 06ziit hem de ilacin A. tetraptera yumurtalar lizerinde
antihelmintik bir etki gostermediklerine isaret etmektedir. Ne var ki S. obvelata i¢in
bulunan sonuglar bunun aksidir. incelenen 6rneklerin ¢ogunda hi¢ yumurta igermeyen
erigkin Syphacia cinsi disiler gériilmiistiir. Bunlarin hem boyutlari hem de 6zafagusun
konumu birbirinden farkliydi. Bu nedenle tiirlerini tespit etmek olduk¢a zordu. S.
muris’e ait yumurtalar S. obvelata’ninkilere kiyasla biraz daha kii¢iik olmakla beraber
bu disiler hem yumurta icermedikleri, hem de vulvanin konumu resimlerde
goriilemedigi i¢in S. muris mi yoksa S. obvelata m1 oldugu kesinlestirilememistir. Bu iki
tiriin ayriminda viicut biiyiikligli de bir gosterge olarak kullanilabilirse de bulunan
nematodlarin gelisimlerinin hangi asamasinda oldugu bilinemedigi i¢in viicut
biiyilikliigii bir kriter olarak alinmadi. Erkekleri ise fertilizasyondan sonra atildigi i¢in
nekropside ¢ok az sayida erkege rastlanmigtir. Ancak A. tetraptera erkekleri spesifik
kuyruk yapilar1 ile kolayca taninmis ve pek ¢ok A. tetraptera bireyi sayilmis ve

resimleri ¢ekilmistir.

4.9.9. Misir yag uygulamasi sonucu farelerin nekropsilerinde goriilen helmintlerin

morfolojileri

Misir yag1 verilen farelerin nekropsilerinden ¢ikan nematodlarda da ABZ grubunda
oldugu gibi hi¢ yumurta igermeyen pek c¢ok Syphacia cinsi kilkurdu goriilmiistiir.
Bunlarin biri agsagidaki resimde gosterilmektedir (Sekil 4.129). Resimde hem vulva hem
de spikiil goriilmemekte ve tiirlin cinsiyeti konusunda kesin bir sey soylenememektedir.
Yalniz agiz yapist ve 6zafagusun konumu Syphacia tiirlerine benzerlik gosterdigi ve
fekal flotasyonda bu tiirlere ait yumurtalar goriilmiis oldugu igin Syphacia muris veya S.

obvelata oldugu tahmin edilmistir.
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Sekil 4.129. Misir yag1 uygulanan bir erkek farenin nekropsisinden ¢ikan ve yumurta
icermeyen bir kilkurdu

Incelen &rneklerde dikkat cekici bir sonug labiay1 ¢evreleyen alae yapisinin oldukga
farkli bigimlerde gelismis olmasidir. Bazi A. tetraptera 6rneklerinde ¢ok gelismis yarim
ay seklinde bir alae goriiliirken (Sekil 4.130), baz1 6rneklerde dudak c¢evresindeki alae
hafifce bombe yapmis, bazi Orneklerde ise enteresan sekilde asimetrik olarak
gelismistir. Incelenen helmintlerde A. tetraptera orneklerinin biiyiik ¢ogunlugunda
labiay1 ¢evreleyen alae yapisinin bombeli halde bulundugu ve bazi erkek bireylerde
yarim ay seklinde oldukca iy1 gelistigi ancak bu bireylerde servikal alaenin gelismedigi

goriilmistiir (Sekil 4.130).
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Sekil 4.130. A. tetraptera erkegi. Solda anterior, sagda ise posterioru gosterilmektedir

Syphacia tiirlerinde ise genellikle gelismis bir alae yapist hi¢ goriilmezken bir 6rnekte
asimetrik alae yapisina rastlanmistir (Sekil 4.131). Literatlir aragtirmasina gore bu

oldukca nadir bir durumdur ve literatiirde bunun 6rnegine rastlanmamustir.

Sekil 4.131. Misir yagi verilen fare grubunun nekropsisi sonucu elde edilen Syphacia
cinsi bir oksyurid nematod. 10x biiylitmede yumurtalar igeren govdenin bir bolimii
gosterilmektedir

4.9.10. O. vulgare subsp. hirtum u¢ucu yag (OUY) uygulamasimin perianal bant ve

fekal flotasyon sonuglari

Yedi giin boyunca OUY uygulanmasi sonucu farelerin aniisleri etrafinda bulunan S.

obvelata yumurtalar1 perianal bant yontemi ile toplanmis ve mikroskopta muz bi¢imli
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parazit yumurtalar1 arastirilarak bulunan yumurtalar sayilmistir. S. obvelata

yumurtalarindan birinin selofan {izerindeki goriintimii Sekil 4.132°de verilmistir.

QY a W »

M\

%W

Sekil 4.132. Selofan bantta goriilen bir S. obvelata yumurtasi

Perianal bant yontemi ile sayilan S. obvelata yumurtalarinin aritmetik ortalamalar1 Sekil
4.133’te verilmistir. Coziicii kontrol olarak soya yag1 verilen grup ile ila¢ kontrol olarak
ABZ’nin 20 mg/kg dozda birer giin arayla ii¢ giin verildigi gruptaki bulunan parazit
yumurtasi sayilart arasinda 7. giinden itibaren 6nemli bir fark ortaya ¢ikmistir. Boyle bir
farkin goriilmesi beklenen bir durumdur. Soya yag: verilen farelerde 14. giine kadar
parazit yumurtasi sayisinda devamli bir azalma goriilmesi bu yagin laksatif etkisinden
dolay1 parazitlerin kismen atilmis olabilecegini veya soya yagimin tek basina

antihelmintik bir etkisi olabilecegini gostermektedir.

Yumurta sayilarindaki degisimler

90
80
70

60 —— M Soya yagl

50 ' mOriganum 300
40 —

30 | Origanum 600
20 — ABZ 20 mg/kg
L L d D

0
-7 0 7 14 21

Sekil 4.133. Farkli giinlerde yapilan bakilar sonucu sayilan S. obvelata yumurtalarinin
aritmetik ortalamalari
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Bu yapilan bakilar sonucu uygulamanin 7. giiniinde tim gruplarda yumurta sayisinda
onemli bir azalma fark edilmistir. Bu azalma % olarak ele alindiginda, uygulama 6ncesi
-7. ve 0. glnlerin ortalamasi ile kiyaslandiginda %99 ile ABZ uygulanan grupta
goriilmistir. Bunu OUY 600 grubu %380 ile takip etmistir. Bu sonuglar literatiir ve
uygulanan dozlar ile uyumludur. 14. giinkii bakida ABZ grubunda hi¢ yumurta
sayllmazken OUY uygulanan gruplarda ise 7. giine kiyasla artis goriilmesine ragmen
hi¢ uygulama yapilmayan -7. ve 0.giinlerdeki sayilan yumurta sayisi ile kiyaslandiginda
yine de baglangica gore onemli oranda bir azalma mevcuttur. Bu durum OUY’nin
uygulamadan 7 giin sonra dahi etkisini siirdiirdiigiinii gdstermektedir. ilging olarak 21.
glinkii bakilarda OUY 600 uygulanan farelerdeki S. obvelata yumurtasi sayisinda ciddi
bir artig gériilmistiir (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. Farklh giinlerde yapilan bakilar sonucu sayilan parazit yumurtalarinin
aritmetik ortalamalar1

Uygulama  -7. giin 0. giin 7. giin 14. giin 21. gilin
Soya yagi 57,3 33 19,2 13 28,5
OouYy 300 79 66,2 6,2 26,5 23,7
mag/kg

OuY 600 4,7 15,5 0,3 0,7 63,2
mg/kg

ABZ 20 614 12,8 0,1 0 0
mg/kg

21. glin ABZ grubunda hi¢ yumurta bulunmazken, ABZ digindaki tiim gruplarda 7.
giine kiyasla bir artig goriilmiistiir. Bunun en muhtemel sebebi OUY ve soya yaginin
helmintlerin iizerinde vermifiij etki gostermelerine ragmen %100 bir vermisid etki
gostermemesidir. Uygulama oncesi -7. ve 0. giinlerde ise yumurta sayilarinin pek fazla
degisim gostermemesi beklenirken {i¢ grupta azalma goriilmiistiir. ABZ grubunda ise bu
iki giin arasinda 6nemli bir fark olmasi uygulamaya baslamadan 6nce goriilen bu
azalmanin in vivo kosullara bagli olarak ortaya ¢ikan durumlardan biri oldugunu
gostermektedir. OUY uygulamasinin yapildigi deney gruplarindaki farelerin bireysel

sonuclar1 Cizelge 4.28’de gosterilmektedir. Cizelgedeki tiim fareler -7. giin 6ncesinde
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A. tetraptera veya S. obvelata ile enfekte olmalarina ragmen bazi farelerde selofan

bantta hig S. obvelata yumurtasi goriilmemistir.

Cizelge 4.28. OUY uygulamasinda farelerin bireysel selofan bant sonuglari

Fare no -7. giin 0. glin 7. glin 14. giin 21. giin

soya 1 0 0 0 0 0
soya 2 0 48 0 50 0
soya 3 0 6 81 5 0
soya 4 324 22 28 17 0
soya 5 10 35 4 3 161
soya 6 10 87 2 3 10
OuUY 300 7 37 320 15 85 0
OuUY 300 8 0 6 0 67 0
OUY 300 9 194 3 11 5 32
OuUY 300 10 227 33 1 0 5
OUY 300 11 5 0 4 0 16
OUY 300 12 11 35 6 2 89
OUY 600 13 10 81 0 4 0
OuUY 600 14 5 0 2 0 351
OUY 600 15 0 0 0 0 0
OUY 600 16 0 11 0 0 0
OuUY 600 17 3 1 0 0 10
OUY 600 18 10 0 0 0 18
ABZ 19 127 13 0 0 0
ABZ 20 24 48 0 0 0
ABZ 21 128 29 0 0 0
ABZ 22 149 12 0 0 0
ABZ 23 0 0 0 0 0
ABZ 24 60 0 0 0 0
ABZ 25 3 0 0 0 0
ABZ 26 0 0 1 0 0

Bu c¢alismada antihelmintik oldugu bilinen A. annua bitkisine ait n-hekzan o6ziitii,

nekropsi sonuglarina gore literatiire uyumlu bir antihelmintik etki gostermedigi igin,

OUY etkisinin arastirildigi deneyde nekropsi yapilmadi ve fareler yasatildilar. Gavaj

uygulamasi sirasinda fareler strese girdikleri, bu durum immiin sistemi ve c¢alisma

sonuglarini etkiledigi icin OUY yemlerine katilarak verilmistir. Fareler ayr1 kafeslere

ayrilarak yemleri verildigi i¢in, farelerin yemleri yedigi gozlenebilmistir. Bu ¢aligmada

iki farklir ¢oziicii kullanilmistir. A. annua Oziitiiniin seyreltilmesinde misir yagi, OUY
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icin ise soya yag1 kullanilmigtir. Misir yagi, A. annua oziitlerinin verildigi sekilde gavaj
ile verilmigtir. Fareler yeme siiriilen misir yagini yemek istemezlerken, soya yagi
stiriilen yemleri istahla yedikleri gozlemlenmistir. Literatiire gére antihelmintik ilaglarin
uygulanmasi1 amaciyla soya yagi da musir yagi da oncelikli olarak tercih edilmektedir
(Harvey, 1996). Bu tez calismasinda ise bu tiir ilag ve 0ziit uygulamalarinda soya
yaginin tercih edilmesi daha dogru bulunmustur. Yine literatiire gore 5 mg/kg dozda
ABZ uygulamasi farelerde helmintlerin elimine edilmesinde akcigerde bulunabilen
Metastrongylus apri iizerinde yaklasik %32,6 oraninda etkili bulunurken (Ferguson,
1981), mevcut calismada ABZ’nin 5 mg/kg dozunun aygicek yaginda emiilsifiye
edilerek 3 giin uygulanmast %42’lik (nekropsi sonuglarina gore aritmetik ortalama
alindiginda) bir etkililige sahip oldugu bulunmustur. Bu sonu¢ 5 mg/kg’lik dozun 3 giin
uygulanmasinin yetersiz oldugunu gdstermekle beraber misir yagmin etkisine de
baglanabilir. 20 mg/kg dozda 3 giin uygulanan ABZ soya yaginda emiilsifiye edilip
yemlerine katilarak verildiginde ise (anal bant sonuglarina gore) %100’lik bir
antihelmintik etki gostermistir. Gavaj uygulamasi hayvanlart irrite ettigi i¢in ilk ilag
uygulama grubunda (ABZ 5 mg/kg) beklenen sonu¢ gozlenmemesine ragmen,
yemlerine katilan ve 4 misli yiiksek doz uygulanan farelerde beklenen etki gozlenmistir.
ABZ i¢in 20 mg/kg doz insanlarda antinematodal olarak kullanilmasi tavsiye edilen
dozun 2 mislidir. Ancak bu ¢alismada 20 mg/kg dozun hayvanlar lizerinde bir yan etkisi
gozlenmemistir. Bu ¢alisma sonunda hayvanlarin dis goriiniisleri, c¢eviklikleri,
uysalliklart ve genel saghik durumlarinin ¢alisma baglangicindan daha iyi olduklar
gozlemlenmistir. Buna, hayvanlarin tutulduklar sartlarin etkisi olmakla beraber (12 saat
aydinlik/karanlik periyod, 6zel olarak sterile edilen suluklardan temiz suya ulagimlari,
daima calisan ventilasyonun yani sira her giin temiz hava girisi ve 2-3 giinde bir
talaglarinin degistirilip kafeslerin steril edilmesi), stresi azaltilmig bir uygulama sekli ve
verilen maddelerin kalitesi de etki etmis olabilir. OUY grubundaki fareler Bursa Uludag
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Histoloji Laboratuvarinda
bakilmistir. Burada hayvanlarin bakimi ve tutulduklari sartlar literatiire ve hayvan
refahina uygundu. Burada hasta fareler bile iyilesti. A. annua grubundaki fareler ise
Deney Hayvanlari Merkezinde ayrilan bir odada bakilmistir. Burada tutulan farelerin bir
kismi daha deney baslamadan Olmistiir. Geri kalan fareler OUY uygulamasi igin

Histoloji Laboratuvarina taginmaigtir.
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OUY’nin 300 mg/kg ve 600 mg/kg dozlarda yedi giin boyunca verildigi bu farelerde
uygulama sonras1 yirmi bir giin boyunca gézlemlenebilir bir yan etkiye rastlanmamistir.
OUY oldukga keskin ve irrite edici 6zellikte oldugundan bunun 4 ml’ye kadar soya yagi
ile tamamlanmasi, farelerin yemleri ile beraber yemeleri igin yeterli olmustur. Boylece

fareler strese girmeden ve a¢ kalmadan uygulama yapilmistir.

4.9.11. OUY uygulamasinin istatistiksel sonuclari

ABZ’nin 20 mg/kg dozda birer giin arayla {i¢ giin uygulandig1 farelerde perianal
banttaki yumurta sayisinda, beklendigi gibi, %100 azalma goriilmiistiir. 7. giiniin
sonunda ve ilerleyen tiim bakilarda parazit yumurtasina hi¢ rastlanmamistir. Sonuclar
istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da bu durumun parazit yumurta sayisinin gruplar
arasinda esit (homojen) dagilim gdstermemesinden kaynaklandigr disiiniilebilir.

Normalitenin arastirildigr istatistiksel analizin sonuglar1 Cizelge 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.29. OUY uygulamasinda selofan bantta bulunan S. obvelata yumurta sayilar
icin normalite testi

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Ilag tipi [statistik df Sig.  Istatistik df Sig.
S. ABZ 20 ,356 30 <,001 ,542 30 <,001
obvelata mg/kg
yumurta -
sayisi Soya yagi ,323 30 <,001 512 30 <,001
Origanum ,317 30 <,001 ,584 30 <,001
300
Origanum ,436 30 <,001 277 30 <,001
600

a. Lilliefors Anlamlilik Diizeltmesi

Daha giivenilir olmasi nedeniyle Shapiro-Wilk testinin sonuglar1 dikkate alindiginda
gruplarda normal dagilimin olmadigr gozlenmistir. Ayrica Levene istatistigine gore
varyanslar homojen degildir. Bu nedenle tek yonliit ANOVA testinin yan1 sira Kruskal
Wallis testi de uygulanmistir (Cizelge 4.30).
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Cizelge 4.30. OUY deneyinde selofan bantta sayilan yumurtalarin ilag tipine goére iki-
yanli kargilastirmalari

Test Std. Test Ayar.
Ornek 1-Ornek 2 Istatistigi Std. Hata Istatistigi Sig. Sig.?
Origanum 600-ABZ 202,167 8,511 ,255 ,799 1,000
mg/kg
Origanum 600-Soya yag1 17,167 8,511 2,017 044 262
Origanum  600-Origanum25,267 8,511 2,969 ,003 ,018
300
ABZ 20 mg/kg-Soya yagi -15,000 8,511 -1,762 ,078 468
ABZ 20 mg/kg-Origanum-23,100 8,511 -2,714 ,007 ,040
300
Soya yagi-Origanum 300 -8,100 8,511 -,952 341 1,000

Her bir satir igin Ho hipotezi Ornek 1 ve Ornek 2’nin dagilimlarmin ayni oldugudur.
Asemptomatik anlamliliklar (2-yonlii testler) gosterilmektedir. Anlamlilik seviyesi 0,05.
a. Anlamli degerler ¢oklu testler i¢in Bonferroni diizeltme ile ayarlanir

Kruskal Wallis testine gore Origanum gruplar ile negatif kontrol grubu olan Soya
grubu arasinda anlamli bir fark saptanmazken, Origanum 600 ve Origanum 300 gruplari
arasinda ve ABZ 20 mg/kg ile Origanum 300 gruplari arasinda anlamli bir fark oldugu
bulunmustur. Anova tek yonlii analizinde Tamhane-T2 sonuglar1 ise OUY deneyinde
selofanda sayilan S. obvelata yumurtalari agisindan higbir grup arasinda anlamli bir fark

gostermemistir.

4.9.12. Antihelmintik uygulamalarin literatiir ile karsilastirimasi

Bu c¢aligmada A. annua oziitlerinin uygulandig1 farelere gavaj uygulanmasina baglh
olarak, bazi farelerin mide veya 6zafagus delinmesi nedeniyle 6ldiikleri gézlenmistir.
Bunun en temel sebebi farelerin tek elle tutulup diger elle gavajin mideye kadar
indirilmesi sirasinda, fare bas-govde-kuyruk boyunca dik tutulmus olsa bile gavajdan
irrite olmast nedeniyle ani hareketler yapip kurtulmaya calisirken gavajin i¢ organlara

zarar vermesi ve Oziitiin ¢ok keskin olmasi nedeniyle bu irritasyonun artmasidir. Oziit
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yaklasik on misli seyreltilmis olmasina ragmen yine de tadi oldukca rahatsiz edici
oldugu i¢in 2-3 uygulamadan sonra farelerde tiksinme refleksine yol actigi gozlenmistir.
Bu nedenle artemisia oOziitii yemlerine katilarak verilememistir. Cilinkli fareler ag
kalsalar bile, artemisia 6ziitii katilmis yemleri yemedikleri gézlenmistir. Ayrica soya
yaginin albendazoliin siispansiye edilmesinde kullanilmasimin antihelmintik olarak
etkisini gostermesi i¢in uygun oldugu goriisii (Harvey, 1996) bu ¢alismanin sonuglari ile

desteklenmektedir.

OUY soya yaginda seyreltildikten sonra yemlerine katilarak verilen farelerde uygulama
sonrasindaki yirmi bir giin boyunca herhangi bir yan etki gézlenmemistir. Ayrica
farelerin yemlerine katildigi igin higbir irritasyona neden olmamustir. Daha Onceki
uygulamalarda misir yagi ile seyreltildikten sonra gavaj yoluyla verilen OUY’nin
farenin agiz ¢evresindeki deriye bulasmasi ve/veya muhtemelen mide delinmesi sonucu
irritasyona neden olmus ve bu uygulamanin yapildigi bazi fareler deney siiresi
tamamlanmadan Olmiistiir. Yemlerine katilarak verilen fareler ise deney siiresi ve
sonrasinda da yasamaya devam etmistir. Bu yemlerden kontrol grubundaki fareler
sadece soya yagi katilmig yemleri biiyiik istahla yemistir. OUY ’nin 600 mg/kg ve 300
mg/kg dozlarda uygulandig: farelere ise bu yemler gece boyunca aktif olduklar siiregte
yemeleri i¢in verilmistir. Bu fareler, bu yemler disinda, giindiiz periyodunda ugucu yag
katilmamis normal yemler ile de beslenmistir. Bu fareler gayet saglikli goriinmelerinin
yani sira hayvan refahina, havalandirma ve hijyen kosullarina dikkat edildigi i¢in deney
sonunda genel saglik durumlarinin baslangica gore daha iyi durumda oldugu gézlenmis

ve buna bagli olarak helmintik enfeksiyonun gerilemesi normal olarak diistiniilmistiir.

Farelerin bagisiklik sisteminin kuvvetlenmesi, stres faktorlerine de bagli oldugu i¢in, bu
calismada gavaj uygulamasi yerine farelerin yemlerine OUY katilmasi uygulamasinin
farelerin stresini azalttigi gézlemlenmistir. Bu durum, bu yagin gercek etkisini saptamak
icin, insanlarda uygulanmadan Once hayvanlar {izerinde denenmesi amacina daha
uygundur ¢linkii insanlara bu uygulama gavaj uygulamasi ile yapilmamakta ve strese
yol agmamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada insanlardaki uygulama sekline benzer bir

yol kullanilmastir.
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Bu ¢alismadaki deneylerde her iki cinsten fare kullanilmasinin baslica nedeni her iki
cinsiyete olan etkisinin ve 6zellikle disilerdeki menstiirel siklusun ilacin antihelmintik

etkisine bir etkisi olacaksa bunun da bu ¢alismada gézlemlenebilmesidir.

Literatiire gore en yaygin fare kilkurtlart S. obvelata ve A. tetraptera’dir (Baker 1998;
Percy ve Barthold 1993). S. obvelata’nin insanlar1 da enfekte edebildigi bildirilmistir
(Flynn 1973; National Research Council [NRC], 1991). Brezilya’da yapilan bir
caligmada, fare yetistirilen bir merkezde bulunan fare kolonilerindeki helmintlerin
yayginhigi arastirildiginda, S. obvelata %86,6, A. tetraptera %60 ve H. nana %53,3
oraninda bulunmustur (Gilioli ve digerleri, 1996). Kashan’da (iran) yakalanan 120 fare
helmintik olarak incelendiginde bunlarin 68’inde sindirim sisteminde helmintlere
rastlanmistir. Bulunan nematodlar; S. obvelata, A. tetraptera, Trichuris muris,
Capillaria annulosa, Trichosomoides crassicuda ve Gongylonema cinsidir. Cestodlar;
Hymenolepis nana fraterna, H. diminuta, Mathevataenia symmetrica, Meggittina spp.
olarak teshis edilmistir. Bunlardan Megittina Iran i¢in ilk kez farelerde tanimlanmisti
(Rasti, Moubedi, Dehghani ve Abas, 2000). Bu tez ¢alismasinda ise parazitik agidan
taranan 250 fareden 54’tinde helmint yumurtalarina rastlanmis, yumurta sekilleri ve
nekropsiler birlikte degerlendirildiginde ii¢ tiir helmint tespit edilmistir. Bu tiirler S.
obvelata, S. muris ve A. tetraptera’dir.

Daha oOnce yapilmis bazi deneysel calismalar cesitli bitki Oziitlerinin oksyuridler
tizerindeki antihelmintik etkilerini ortaya ¢ikarmistir. Gogoi ve Yadav (2016)
Caselpinia bonducella’nin in vivo ve in vitro antihelmintik etkisini S. obvelata tizerinde
gostermistir. Anal bant ve fekal inceleme ile arastirildiginda C. bonducella 6ziitii dogal
enfekte farelerde S. obvelata yumurtalarinin %41 oranmninda azalmasina ve in vitro
caligmada S. obvelata erginlerinin %93 oraninda daha hizli paralize ugramasi ve bunun
sonucunda Olmelerine yol agmustir. Turel, Oto, Ayaz, Yilmaz ve Mercan (2008)
yaptiklart ¢alismaya gore Urtica dioica L. yapraklarmin ve tohumlarimin metanolik
ozitlerinin Aspicularis tetraptera ile dogal enfekte farelere oral olarak 250 pL dozda
yedi giin boyunca verilmesi sonucunda tohumlarinin metanolik oziitiiniin 6nemli bir
etkisi olmazken, yapraklarmin metanolik o0ziitii ise potent antihelmintik aktivite

gostermistir. Kozan ve digerleri (2011) tarafindan Tiirkiye’deki Verbascum tiirlerinin
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dogal enfekte farelerdeki Aspicularis tetraptera {izerine antihelmintik etkisinin
arastirildigr bir calismaya gore, 100 mg/kg dozda V. lasianthum, V. latisepalum, V.
mucronatum ve V. salvifolum oziitleri, 0,5 mg/kg dozdaki Fenbendazole ile
karsilastirildiginda, Fenbendazole kadar etki gostermeseler de %50°ye yakin etki
gostermislerdir. De Amorin, Borba, Carauta, Lopes ve Kaplan (1998) iki farkli incir
tiiriintin lateksinin in vivo antihelmintik etkisini inceledikleri bir ¢alismalarinda, Ficus
insipida Willd’den elde edilen lateks 4 ml/kg dozda ii¢ ardisik giin S. obvelata, A.
tetraptera ve Vampirolepis nana ile enfekte farelere oral olarak verildiginde, S. obvelata
tizerine %38,6 oldiirlicli etki gosterirken, A. tetraptera iizerine pek az etki gostermistir
(%8,4). Ficus carica lateksi ise 3 ml/kg dozda ii¢ ardisik giin verildiginde S. obvelata
tizerindeki antihelmintik etkisi daha yiiksek (%41,7) olmakla beraber, A. tetraptera
tizerinde onemli bir etki yaratmamistir (%2,6). Lateksin yiiksek akut toksisitesine ve
hemorajik enteritise neden olmasina ragmen zayif bir antihelmintik etkiye sahip olmasi
bitkinin lateksinin bu amagla kullanilmamasinin daha uygun olacagini gostermistir.
Mevcut ¢alismada ise A. annua n-hekzan oziitiiniin 1200 mg/kg’lik dozunun S. obvelata
tizerine antihelmintik etkili oldugu ve igme suyu kontrol grubu ile karsilastirildiginda

ABZ’nin 5 mg/kg’lik dozunun 6nemli bir etkiye yol agmadigi sdylenebilir.

Topraktan gecen helmintler i¢in ¢esitli model organizmalar laboratuvardaki deney
hayvanlarinda bulundurulabilmektedir. Bunlardan Trichuris muris farelerde trichuriosis
icin ¢ok elverigli bir modeldir (Keeling 1961a; Keeling 1961b). Strongyloides ratti
ratlarda strongyloidiasis i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Wertheim ve Lengy,
1965). Ascaris suum ile enfekte kemiriciler Ascaris lumbricoides’in enfeksiyon
baslangicini taklit eden bir model olusturmaktadir. Bu ¢alismada ise A. tetraptera ve S.
obvelata tiirii oksyurid nematodlar bitki oziitiiniin GIS’deki antinematodal etkisini
kanitlayabilmek i¢in uygun model organizmalar olarak goriilmiistir. Bu iki tiir
nematodun Onemi, hem laboratuvar farelerinde yaygin olarak bulunmalari hem de S.
obvelata’nin insanlara gegerek asemptomatik bile olsa enfeksiyon olusturabilmesinden
kaynaklanmaktadir. Piyasada en sik kullanilan antinematodal ilaglar genellikle genis
spektrumlu olduklar: igin bu amagla kullanilabilecek bitkilere de ayni bakis agisiyla

bakildiginda bu ¢aligma, A. annua’nin gastrointestinal sistemdeki nematodlara hafif de
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olsa etki ettifini gosteren bir kanit niteligindedir. Bu nedenle topraktan gecen

helmintlere etki edebilecegi de g6z 6niine alinmalidir.

Bazi deneysel calismalar antidiyabetik besinlerin antihelmintik olma bakimindan
oncelikli adaylar olduklarini ortaya ¢ikarmistir. Borba ve digerleri (2010) antidiyabetik
bir bitki olan patatesin (Solanum lycocarpum L.), A. tetraptera’ya karsi in vivo etkisini
gostermistir. Bu tlir cogu bitkide glikozdan yararlanilmasini 6nleyen bazi bilesenler
mevcuttur ve bunlar helmintler {izerinde oldiiriicli etki yapmaktadir. Bunlarin yanisira
diger antihelmintik bitkilerde bulunan glikoproteinler parazitin kiitikiilii {izerine etki
ederek (Thompson ve Geary, 2010), taninler ise konak hayvanin gastrointestinal
boslugundaki serbest proteinlere baglanarak antihelmintik aktivite gostermektedir
(Athanasiadou, Kyriazakis, Jackson ve Coop, 2001). Fenolik bilesenler helmintlerde
oksidatif fosforilasyona miidahale ederek enerji liretimini durdurmakta (Martin, 1997)
ve helmintlerin 6lmelerine sebep olmaktadir. A. annua igeriginde ¢ok sayida fenolik

bilesenin yani sira taninler, glikoproteinler ve kumarin tiirevleri bulunmaktadir.

A. annua’nin taze veya soguk kurutulmus materyalleri besleyicilik ve antioksidanlik
acisindan analiz edilecek olursa igerdigi mineral, amino asit, demir, ¢inko, sodyum ve E
vitamini gibi 6geler bakimlardan zengin olmasi, 6zellikle insan ve damizlik hayvan
diyetine katilmasimin faydali olacagini diisiindiirmektedir. Ayrica bu bitki oldukc¢a
yiiksek miktarda esansiyel amino asitler igerir ve bunlardan izoldsin, lizin ve triptofan
gibi aminoasitler DSO (1973) verilerine gére okul Oncesi donemdeki gocuklarda
alinmasi tavsiye edilen standart miktarlardan daha fazla bulunmaktadir (Noack, 1973).
Dahas1 bitki hem vitamin E ve antioksidanlar acgisindan hem de kuersetin gibi
flavonoidlerce zengindir (Bahorun, Luximon-Ramma, Crozier ve Aruoma, 2004). A.
annua yaprak Oziitlerinin potansiyel antioksidan aktivitesinin insan sagligina olumlu
etkileri vardir. A. annua yapraklarinin etanolik ozitleri ile yapilmig bir in vitro
caligmaya gore bitkinin %70’lik etanolik oziitii saf etanolik dziitiine gore daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir ve Oziitlerin antioksidan aktivitesi hidroksil, nitrikoksit
ve hidrojen peroksit radikal yakalama aktiviteleri goz Oniine alindiginda yiiksektir.

Ozellikle hidroksil yakalama aktivitesi standartlarin iistiinde (ICso= 2,39-3,81 mg/mL)
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ve ayni zamanda lipid peroksidasyonunu inhibe edisi de fevkalade (%79,81- %86,70)
bulunmustur (Chukwurah, Brisibe, Osuagwu ve Okoko, 2014).

A. annua oziitiiniin 200 ve 400 mg/kg’lik dozlarda verilmesi, kimyasal bir bilesen
tarafindan indiiklenen sistemik anafilaktik soku, doza bagli olarak baskilar. Genel olarak
artemisia Ozitii, bir kimyasal ajan tarafindan indiiklenen histamin salinimini, kasima
davranigin1 ve vaskular gecirgenligi etkili sekilde azaltabilme kabiliyetindedir (Deng,

Liu ve Geng, 2016).

A. annua'nin o6ziitleri farelerde Cryptosporidium parvum'a karst %81,6-83,2 oraninda

baskilayict bulunmustur (Youn ve Noh 2001).

Visceral leishmaniasis, sitmadan sonra en ¢ok korkulan ikinci parazitik hastaliktir ve 88
tilkede halen endemiktir. Enfeksiyon oranindaki dramatik artis, ilag direncinin ortaya
cikmis olmasi ve giivenilir asilarin olmamasi yeni ve ucuz anti-leishmanial ajanlarin
dogal kaynaklardan elde edilmesinin gerekliligine isaret etmektedir. A. annua
yapraklarinin ugucu yaginin Leishmania donovani'ye karsi leishmanisidal etkisi in vitro
ve in vivo olarak gosterilmistir. Bu etki apoptozisin indiiklenmesi araciligiyla
gerceklestirilmektedir (Islamuddin ve digerleri, 2014). A. annua ugucu yaginin
antibakteriyal, antifungal (Juteaua ve digerleri, 2002) ve akarisidal (Pirali-Kheirabadi ve
Teixeira da Silva, 2011) aktiviteler gosterdigi kaydedilmistir. Bitkinin, kiimes
hayvanlarmi1 kok bakterilerinden korumak icin gida takviyesi olarak kullanilip
kullanilamayacagina iliskin bilimsel ¢alismalar (Brisibe ve digerleri, 2008; Dragan ve
digerleri, 2014), bu bitkinin ayn1 zamanda antibakteriyel amagla kullanilabilecek uygun

bir gida takviyesi oldugunu gostermektedir.

Haemonchus contortus ile enfekte koyunlarda yapilan bir ¢alisma A. annua sulu
Oziitlinliin ve bu bitkiden elde edilen artemisin maddesinin oral uygulamasinin diigiik
seviyede bir antihelmintik etkiye sahip oldugunu gostermistir (Cala ve digerleri, 2014).
Fasciola hepatica ile enfekte koyunlarda, A. annua’dan elde edilen artesunate 40 mg/kg

(i.v.) tek doz uygulamasi yumurta sayisin1 %69, trematod sayisini ise %77 azaltmistir.
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Ayni1 bitkiden elde edilen artemetherin ayni sekilde uygulanmasi ise yumurta sayisini

%97,6 trematod sayisini ise %91,9 azaltmistir (Keiser ve digerleri, 2010).

Artemisinin alisilmadik bir peroksit kopriisii ihtiva eden sesquiterpen bir laktondur. Bu
peroksidin, ilacin etki mekanizmasindan sorumlu olduguna inanilir. Prekiirsor bilesen
genetik olarak modifiye edilmis maya kullanilarak da tretilebilir (“Chemical studies on
ginghaosu (artemisinine)”, 1982). Artemisinin, Eimeria spp. (protozoan) ile enfekte
tavuklarda ve Schistosoma spp. (trematoda) ile enfekte farelerde faydali bulunmus
olmasina ragmen, H. contortus (nematod) ile enfekte EPG sayis1 yliksek hayvanlarda
bitkinin ikincil metabolitlerinin antihelmintik etkisini ayn1 seviyede ve tek dozda elde
etmek tipik olarak zor olmustur (Cala ve digerleri, 2014). Artemisinin-tiirevli ilaglarin
F. hepatica ve gastrointestinal nematodlardan (kii¢iikkbas hayvanlarda bulunan)
Plasmodium spp., Coccidia spp., Babesia spp., Leishmania spp., Neospora caninum ve
Schistosoma spp. gibi pek ¢ok parazite kars1 etkili oldugu gosterilmistir (Tariq, Chishti,
Ahmad ve Shawl, 2009).

Artemisininin, sitokinler ve diger pro-inflamasyon faktorlerinin -NF-kf gibi ilgili
oldugu genlerin- baskilanmasinda etkili oldugu rapor edilmistir (Salminen, Lehtonen,

Suuronen, Kaarniranta ve Huuskonen, 2008).

Artemisininin antihelmintik etkisi bilinmekle beraber ¢ok uzun zamandir (1972°de
saflastirilmasindan itibaren) kullanilmasi dolayisiyla artemisinine direng gelisimi de
rapor edilmistir. Bu nedenle 6zellikle Schistosoma ve sitmanin birlikte yaygin oldugu
bolgelerde kullanmilmak amaciyla her iki parazite birden etki edebilecek ¢ift etkili
ilaglarmn gelistirilmesine yonelik c¢alismalar siirmektedir. Ornegin Praziquantel ve
artesunatin etkisini birlestirmek i¢in tiretilen bir dual etkili ilag ilk verildigi giinlerde (1.
ve 3. giin) Schistosoma japonicum {iizerinde %85 ve %75’lik bir trematod azalmasina
neden olmustur (Dong ve digerleri, 2014). Bu gibi ¢aligmalar A. annua bitkisinin
etkisini arttirabilecek ikincil bitkilerin arastirilmasinin dnemine isaret etmektedir.
Mevcut ¢alismanin sonuglarina goére A. annua n-hekzan 6ziitii fare nematodlarina karsi
etkili bulunmakla birlikte, antihelmintik etkinin arttirilabilmesi i¢in diger bitkiler ile

birlikte kullanilmasinin sonuglar1 da gelecek ¢alismalarla arastirilmalidir.

330



Icerdigi artemisinin gibi bilesenlerin her ne kadar sitma tedavisinde ise yaradig
(6zellikle 1970°de saflastirilip sitma i¢in etken madde oldugu ileri siiriildiikten sonra)
genel olarak kabul gorse de artemisinin maddesini hi¢ igermeyen Artemisia cinsi bitkiler
de (Artemisia absinthium) sitmanin tedavisinde iyi sonug¢ vermistir. Bu nedenle bu
konunun halen arastirmaya agik oldugu sdylenebilir. Tipki sitmanin tedavisinde oldugu
gibi, pelin otu bin yildan uzun siiredir antihelmintik amacla kullanilmasina ragmen
bitkinin etki mekanizmasi bugiin halen bilinmemektedir. igerdigi etken maddelerden
hangisi veya hangileri gorev almakta veya bir sinerji varsa hangi molekiiller hangi
yolaklar1 etkilemektedir? Bir inhibisyon mu yoksa aktivasyon mu séz konusudur?
Bitkinin antihelmintik etkisini arttirabilmek i¢in ikincil faktorler nelerdir? Bu gibi
sorulara verilecek yanitlar hem yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi hem de ilag

direnci gibi problemlerin azaltilmasi i¢in 6nemlidir.

DSO verilerine gore diinya genelinde yaklasik olarak 20 000 bitki medikal alanda
kullanima sahiptir. Bu bitkilerden 4000 kadar1 ¢esitli droglarin igeriginde yaygin olarak

kullanilirken, yaklasik 2000 bitkisel ilag Avrupa’da satisa sunulmaktadir (Ozgiiven ve
digerleri, 2005).

Antihelmintik amagla kullanilan gesitli ilaglarin bazi istenmeyen yan etkileri olmasi ve
direng gelisimi gibi problemler nedeniyle antihelmintik etki gosterebilecek bitkilerin
arastirilmasi i¢in ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogu, bitkilerden elde
edilen ekstraktlarin in vivo veya in vitro olarak antihelmintik etkilerini gostermeye
dayalidir. Yapilan deneysel caligmalar hindistan cevizi, sarimsak, sogan, incir, giinliik
agact ve ananas gibi bitkilerden hazirlanan ekstraktlarim Hymenolepis diminuta, H.
microstoma ve Taenia taeniaformis cestodlara karsi onemli etkilere sahip olduklarini

gostermistir (Ayaz, Gokbulut, Coskun, Tiirker, Ozsoy ve Ceylan, 2015).

Genis spektrumlu oluslari, 1yi tolere edilebilirlikleri ve diisiik maliyetleri nedeniyle son
elli yildan uzun zamandir antihelmintik ilaglar uzun siireli kullanilan ilaglardan
olmuslardir (Lanusse ve digerleri, 2014). Ne var ki, bu tip ilaglarin asir1 ve yanlis
sekilde kullanilmas1 diren¢li nematod populasyonlarinin seleksiyonuna zemin

hazirlamaktadir (Dos Santos ve digerleri, 2014). Geleneksel Tamamlayict Tip
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uygulamalarindan biri olan fitoterapi gelenegine uygun olarak, helmintik hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecek bitkilerin anlasilmasmna dair bilimsel ¢aligmalar giin
gectikce artmaktadir. Piyasadaki mevcut ilaglara kiyasla ¢ok daha fazla sayida alternatif
olusturabilecegi i¢in bitkilerden antihelmintik amagla faydalanilmasi1 akilc1 bir
yaklasimdir. Ozellikle diinyanin bazi bélgelerinde helmintik enfeksiyonlar sik
tekrarlayan enfeksiyonlardan oldugu i¢in devamli kullanilabilecek giivenli terapdtiklerin

kesfedilmesi 6nemli bir yere sahiptir.

Insanlarda ve veteriner tibbinda en yaygin kullanilan antinematodal ilaglar kolinerjik
agonistler, imidazothiazole (levamisole), tetrahidropirimidinler (pyrantel, morantel ve
oxantel), dordiinciil/iiginciil aminler (bephenium ve tribendimidine), piridinler
(methyridine) ve amino-asetonitril tiirevleridir. Ikincil grup antinematodal ilaglar ise
avermectinlerdir ki bunlar GABA ve glutamat-gecisli klorid kanallarinin agonistleridir.
Son olarak, benzimidazoller antinematodal tedavide 6nemli yere sahip genis spektrumlu
antihelmintik bilesenlerdir ki bunlar B-tubuline baglanarak nematodlardaki mikrotiibiil

formasyonunu inhibe ederler (Lacey 1990; Martin ve digerleri, 1997).

ABZ nematodlara karsi etkili bir ilag olmakla beraber belli yan etkileri de vardir. En
genel yan etkileri karin agrisi, ruhi bunalim, bas agrist ve sik idrara ¢ikmadir. Bu ilag
ayni zamanda karaciger enzimlerinin sentezinin artmasina ve bazen de karaciger
bozukluguna neden olabilir. Yaygin olmamakla beraber, bazi hayvanlar bu ilaca
alerjiktir ve asir1 hassasiyet gosterirler. Bu ila¢g gebe hayvanlarda kullaniimamalidir.
ABZ tedavisi alan bazi1 hastalarda kemik iliginin baskilanmasina ek olarak akyuvar
hiicrelerinde azalma gozlenmistir (“Mayoclinic”, t.y.). Bu nedenle gebe hayvanlarda da
kullanilabilecek giivenli ve etkili yeni ilaglarin kesfedilmesi icin bitkisel 6ziitlerin veya
bitkilere ait ugucu yaglarin enfekte hayvanlara uygulandigi ¢ok sayida arastirma
yapilmaktadir. Bu ¢alismada OUY’nin hem fare hem de insanlarda ortak olarak
bulunabilen bir oksyurid nematoda kars1 antinematodal etkileri gosterilmis ve yeni ilag
molekiilii iskeletlerinin kesfedilmesi i¢in ugucu yag icerisinde en yiiksek oranda
bulunan biyoaktif molekiillerin hedef proteinler ile etkilesimleri in silico yontemler ile
aragtirtlmistir.  Sonu¢ olarak OUY igeriginde bulunan B-karyofilenin kenetleme

deneyinde Hcp-tubulini inhibe edebildigi gosterilmistir. Bu calisma [-karyofilenin
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antihelmintik etkisini hesaplayan ilk ¢aligmadir. Ayrica OUY igerisinde bulunmasa da
O. vulgare subsp. hirtum infuzyonunda bulundugu gosterilmis olan (Kulisi¢ ve
digerleri, 2007) oreganol, in silico deneyde ¢ok selektif ve potent bir inhibitor olarak

kesfedildigi i¢in, yeni ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli bir baslangic¢ noktasi olabilir.

Parazitik helmintlerin tedavisinde kullanilabilen ¢esitli ilaglardan yararlanim
konusundaki goriisler bazi1 farklara sahiptir. Bu amagla ilaglarin kullanimi i¢in yapilan

cesitli gruplandirilmalardan bazilar1 asagida verilmistir.

DSO’ye gore lenfatik filaryasiz; dietilkarbamazin ve ABZ’ nin beraber kullanilmasiyla
tedavi edilir. Hamilelerde, iki yas alti ¢cocuklarda ve siddetli hastalikta kullanilmasi
uygun degildir. Onchocerciasis; ivermectin ile tedavi edilir. Mezo ve hiperendemik
komunitelerde kullanilmasi gerekir. Hamile kadinlar, 90 cm’den kisa ¢ocuklar ve agir
enfekte hastalar kullanamaz. Schistosomiasis, Praziquantel veya ABZ ve MBZ ikilisi ile
tedavi edilir. PZQ hamileler tarafindan da kullanilabilir. Topraktan gecen helmintler
ABZ veya MBZ ile tedavi edilir. Yilda bir veya iki kez tekrarlanir. Bir yasindan biiyiik

cocuklar kullanabilir, hamileler ise 3. aym sonundan itibaren kullanabilir (DSO, 2006).

Topraktan gecen helmintler sunlardir; Ascaris lumbricoides (nematodlar), Trichuris
trichiura (kamgili nematodlar), Necator americanus ve Ancylostoma duodenale (kancali
nematodlar). DSO’niin 2016 yilindaki verilerine gére topraktan gecen helmintlere karst
onleyici tedavi 103 iilkede gereklidir ve enfeksiyonlarin kontrol altinda tutulabilmesi
igin okul oncesi déonemdeki 267,5 milyon ¢ocuk, okul ¢agindaki 568,8 milyon ¢ocuk ve
688 milyon kadin (¢ocuk sahibi olabilecek yas araliginda bulunan kadinlar) ABZ veya
MBZ ile korunmalidir (DSO, 2017).

Topraktan gegen helmintiyazis, schistosomiasis, onchocerciasis, lenfatik filariazise
yonelik onleyici tedavi su faydalara da sahiptir: bit ve pireler gibi diger ektoparazitik
enfeksiyonlardan ve diger helmintik enfeksiyonlardan da kurtulmaya - epidemiyolojik
kanitlara gore- schistosomiasis ve topraktan gecen helmint enfeksiyonlar1 tedavi

edildiginde, HIV enfeksiyonunun yerlesmesini azaltmaya, topraktan geg¢en helmint

333



enfeksiyonlarmin tedavisi sitmanin azalmasina, helmint enfeksiyonlarinin tedavisi

veremin azalmasia yardim edebilir (DSO, 2006).

Bugiin icin yalnizca bes ilag, topraktan gegen helmintler ile enfekte insanlarin tedavi
edilebilmesi i¢in DSO tarafindan olusturulan esansiyel ilaglar listesine alinmistir. Bu
antihelmintiklerin pek ¢ogu 1980’lerden 6nce kesfedilmistir. Bu ilaglara karsi direng
gelisiminin acilen 6nlem alinmasini gerektiren cinsten olduguna dair heniiz bir kanit
olmamasina ragmen, antihelmintik etkinligin diisebilecegine dair bazi endiseler

mevcuttur (De Clercq ve digerleri, 1997; Albonico ve digerleri, 2003).

Hayvan yetistiricileri hayvanlarin1 koruma amaciyla ¢ogu kez sentetik antihelmintik
ilaglar1 kullanabilirler. Ancak hayvanin bagisiklik sistemini bozan oksidatif stres, cogu
zaman bu tiir ilaglarin metabolitlerinin bir sonucudur. Boylece bir siire sonra hayvan
kolay hastalanir hale gelir ve helmintik enfeksiyonlar da daha sik tekrarlanmaya baslar.
Bu durumda iiretici bilmeden bir kisir dongiiye girmis olur. Uretici, her seferinde
enfeksiyonu tedavi etmek i¢in ilag verir ve her seferinde iyilestigini diisiindiigii
hayvanin durumu aslinda daha kotiiye gitmektedir. Organizmanin bagisiklik sistemi
¢ogu paraziter enfeksiyonun gelismesini ve yayilmasini baskilama kabiliyetindedir.
Bagisiklik sistemi yeterince giiglii oldugu siirece organizma sahip oldugu parazitler ve
de trilyonlarca bakteri ile sorunsuzca yasayabilir. Ancak gereksiz ila¢ kullanmak
homeostazisi bozar ve viicudun dengesi bir kez bozuldugunda onu eski haline getirmek
¢ok zordur. Tedavide dogru bitki kisimlarindan elde edilen ekstraktlar uygun dozda
kullanildiklarinda; i¢erdikleri antioksidan maddeler sayesinde helmintik enfeksiyonlarin
tekrarlanmamas1  i¢in  dogal  yollarla  hayvanlarin  bagisgikhik  sisteminin
kuvvetlendirilmesi, hayvanlarin tasidiklar1 parazitlerde ilaca diren¢ gelisiminin Oniine
gecilmesi ve tedavide sentetik ilaclara duyulan ihtiyacin azaltilmasi gibi faydalara sahip

olabilir.

Bu tez c¢alismasinda c¢esitli bitki Oziitlerinin antinematodal etkileri ABZ ile
karsilastiritlmis ve OUY’nin etkisi ABZ 20 mg/kg dozunun ii¢ giinliik uygulamasina
kiyasla daha diisiik bulunmustur. Bu sonuglar bu c¢alismada kullanilan bitki 6ziitlerinin

ABZ’nin yerini tutamayacagini gostermekte ve tedavide oOncelikli secenegin ABZ
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olmasinin daha saglikli olacagini ortaya ¢ikarmistir. Ne var ki helmintik enfeksiyonlarin
stk tekrarlanmast durumunda sadece ABZ kullanilmasi yerine antihelmintik etkili
bitkilerden yararlanilmasi1 da onemlidir. Bu nedenle ¢alismamizin sonuglarina gore
antinematodal etki gdosteren OUY soya yaginda seyreltilerek ve yiyeceklere katilarak,
kilkurtlarinin giderilmesi amaciyla saglikli bir tedavi segenegi olarak kullanilabilir.
Ancak 300 mg/kg dozda kullanimi bile insanlar i¢in oldukc¢a fazla miktarda tiiketilmesi
anlamina gelecegi i¢in daha kiiclik miktarlarda kullanilmasi gereklidir. Gidalari
bakteriyel kontaminasyondan koruma amaciyla eklenen kekik yagi, aynm1 zamanda
gidalar parazitlerin iireyemeyecegi bir ortam haline getirmektedir. Bu nedenle hem
gidalarin uzun siireli muhafazast hem de bireylerin helmintik enfeksiyonlardan
korunmast i¢in olduk¢a uygun bir se¢enektir. O. vulgare subsp. hirtum tiirii iilkemizde
bol miktarda yetismekte ve diinyaya rekor miktarda ihrag¢ edilmektedir. Ulkemizde
yetistirilen bu kekik tiirii diger iilkelerdekilere kiyasla ¢cok daha kaliteli bulunmus ve
icerigindeki aktif bilesenler de daha yiiksek oranda tespit edilmistir (Yildirim, 2010). Bu
nedenle bu tiirlin igerdigi bilesenlerin saflastirilarak helmintler {izerinde in Vvitro
calismalar ile denenmesi ve etki mekanizmasinin anlasilmasi, antihelmintik ilaglarin

gelistirilmesinde lilkemizdeki imkanlarin kullanilmasi agisindan yerinde olacaktir.

4.9.13. In vivo ve in silico sonuglarin literatiire katkis1 ve doldurulmasi gereken

bosluklar

Bu calismanin sonuglar ile birlestirilerek yeni analizler yapilabilir. Ornegin in vivo
deney sonuglart kullanilarak buradaki bitkilerin diger nematod tiirleri {izerine olan
etkileri arastirilarak karsilagtirma yapilabilir. Bu bitkilerin O. volvulus ve Sistosoma gibi
olduke¢a yaygin ve mortalitesi yiiksek nematod ve trematod enfeksiyonlarina kars1 etkisi
ileriki caligsmalarla arastirilabilir ¢linkii bu ¢alismada s6z konusu bitkilerin igerdikleri
bazi molekiillerin nematodlara kars1 etkili olabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle
diinyada ¢ok yaygin olan ve tedavisi i¢in tek bir ila¢ segenegi olan O. volvulus gibi
tirlerin tedavisinde gelistirilecek yeni ilag modelleri i¢in bu bitkilerdeki oreganol,
kukurbitasin-B ve momordisin Il gibi komponentler denenmeli ve arastirmalar in vitro

ve in silico deneylerle de desteklenmelidir.
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Molekiiler modelleme c¢aligmalar1 i¢in kullanilan bilgisayar programlar1 bugiin i¢in
rasyonel ila¢ tasarimi amaciyla kullanilan en faydali araglardir. Bunlardan Autodock 4.2
ve Discovery Studio programlar1 ise ligand-protein etkilesimlerinin biyolojik
ortamdakine benzer sekilde olusumunu tahmin etmede kullanilabilecek en giivenilir
programlardan ikisidir. Bu g¢aligmada kenetleme hesaplamalari, grid haritalari
olusturulmas1 gibi islemler i¢in Autodock4.2 programindan faydalanilirken,
etkilesimleri farkli agilardan inceleyebilmek ig¢inse Discovery Studio programi tercih
edilmistir. Zinc Database yan1 sira PubChem gibi gelismis veritabanlari, bu ¢caligsmadaki
secili bitkilerde bulunan ligandlar1 arastirmak ve kimyasal 6zellikleri, 3 boyutlu yapilari
ve enzimlere olan afiniteleri konularinda bilgi sahibi olmak i¢in kullanilmistir.
Ligandlarin hazirlanmasi ve optimizasyonu i¢in yine Discovery Studio programi
kullanilmis ve bu programlar vasitasiyla elde edilen sonuglar bitkisel organik
molekiilleri esas alan yeni ilag iskeletlerinin kesfedilmesinin ilk basamaklarini

olusturmustur.

Bu ¢alismadaki hedef organizmalar olan A. tetraptera ve S. obvelata tiirlerinin genom
sekans1 bilinmemektedir. Bu iki tlirlin model organizma olarak kullanilabilmesi i¢in
yeni nesil sekanslama teknikleri ile genom haritalarinin ¢ikarilmasi, hem bu ¢alismanin
sonuglarmin degerlendirilmesinde yeni analizlere imkan verecek hem de bu alanda
Oonemli veri girisi saglayacaktir. Bu nedenle bu konuda ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir. Bu iki
tiiriin oldukga kiiglik olmalar1 numunenin biyokimyasal ve genetik analizini zorlastirdig
icin bu giline kadar yeterli veri toplanamamis olsa da bu eksiklik ileriki ¢alismalarla

kapatilabilir.

Bu calismadaki kenetleme (docking) islemlerinin A. tetraptera ve S. obvelata’ya ait
proteinler ile yapilamamis olmasi bu tiirlere ait sekanslarin heniiz bilinmemesinden
kaynaklanmigtir. PDB’den alinan proteinler diger nematodlara ait hedef proteinler ile ve
mekanizma teorilerine gore hedef olabilecegi bu tez ¢alismasinda tahmin edilen bazi
proteinler ile kenetleme islemleri ve analizleri gergeklestirilmistir. A. tetraptera ve S.
obvelata tiirlerine ait kristolografik protein yapilarinin elde edilmesi ve PDB’ye
yiiklenmesi gerekmektedir. Bu iki tiire ait protein ve DNA saflagtirma c¢aligmalarinin

gerceklestirilmesi 6nemli bir ihtiyactir ¢linkii bu iki tiir nematod deney hayvanlarindan
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laboratuvar farelerinde yaygin olarak bulunmaktadir ve ¢ok sayida in vivo antihelmintik
arastirmada kullanilmistir. Rasyonal ilag¢ tasarimi i¢in 6nemli bir kaynak teskil eden bu
yari-kristalize formlarin bilinmesi sadece bitkisel kaynakli ligandlarin denenmesini
degil, de novo ilag gelistirilmesini de kolaylastiracaktir. Sadece bu iki tiir nematod igin
degil, sistosomiyaz gibi her yil 200 000 insanin Oliimiine yol agan c¢ok ciddi bir
enfeksiyonun kaynagi olan sistosoma tiirlerine ait deneysel yari-kristalize yapilarin
PDB’de mevcut olmayist ve hedef proteinlerin 3D yapilarinin tahmini igin homoloji
modelleme yontemi kullanilarak kenetleme deneyinin yapilmast bu hastaligin
tedavisinde ilag gelistirilmesini kisitlamaktadir. Diinya’da 1 milyara yakin sayida insani
etkileyen bazi helmintik enfeksiyonlarin 6nemli bir kisminda halen tek bir ilag
seceneginin olmasi (Nehir korliigii tedavisinde sadece hayvanlarda kullanim ruhsath
olan IVC’nin tek ilag olmasi ve sistosoma tedavisinde ise cogunlukla PZQ’nin tek ilag
secenegi olarak ele alinmasi), bu alanda biiyiik bir bosluk oldugunu ve bitkisel veya
sentetik yeni ilaglarin acilen gelistirilmesi gerektigini gozler oniline sermektedir. Bu
hastaliklar yoksul insanlarin deneyimledigi seyler olarak goriildiikleri i¢in ilag
gelistirilmesi amaciyla yeterli finansman ayrilmamakta ve arastirmacilar tesvik
edilmemektedir. Bu nedenle bu konudaki arastirmalarin kiiciik biitceli olmalari
yontemin gergekei kanitlar sunmasinda yeterli olamamaktadir. Enfeksiyonlar daha ¢ok
yetersiz hijyen kosullarindan kaynaklanmakta, bu durumun diizeltilmesinde egitim ve
temiz su ihtiyacinin karsilanmasi ilk sirayr almaktadir. Global dlgekte bu sorunlarin
coziilmesi i¢in adimlar atilmasina ragmen heniiz tam anlamiyla bir ¢6ziim
getirilememistir. 2020 yili istatistiklerine gore bir yilda diinya genelinde aglik
nedeniyle bes yasini dolduramadan 6len ¢ocuk sayist 3,1 milyon (Child International
[CI], 2021), yetersiz beslenmeye bagli sebeplerden yasamini yitiren bes yas altt ¢ocuk
sayist ise 5 milyon civarindadir (Feed The Children [FTC], 2021). 2020 yilinda yaklasik
olarak 720-811 milyon insan aglikla yilizyiize gelmistir ve 2019 yilina kiyasla aglik
¢eken insanlarin sayisi artis gostermistir (Food and Agriculture Organization [FAQ],
2020). Bununla birlikte, bir paradoks olarak yilda 1,3 milyar ton gida kaybolmakta veya
israf edilmektedir (FAO, 2021). Diinya genelinde aghigin azaltilmas: amaciyla gida
israfin1 6nlemeye yonelik bazi projeler ve yardim kuruluslarinin devamli ¢alismalarina
ragmen FAO verilerine gore heniiz hedeflenen seviyeye ulasilamamistir. Gida ve Tarim

Orgiitii (FAO) nun hedefi 2030 yilinda diinyada “sifir aclik” olarak agiklanmistir. 2020
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yilt BM raporunun 6nsdziine gore ise: Diinyanin agliga, gida giivensizligine ve kot
beslenmeye son vermeyi taahhiit etmesinin tizerinden bes yil gecti. Ancak halen, 2030
yilina kadar bu hedefe ulasma yolunda degiliz (DSO, 2020b). Gida tasarrufu ve gida
paylasimi, beslenme saati sponsorlugu ve gida bagis1 gibi Kitlesel hareketler vasitasiyla
gida esitsizligi ve buna bagli saglik sorunlarinin 6niine gegilebilir (Karaman, 2021).
Diinya’da iki milyardan fazla sayida insanmi etkiledigi tahmin edilen helmintik
enfeksiyonlarin bu denli yaygin olmasinin en 6nemli sebeplerinden biri siiphesiz temiz
gidalara ulasmadaki imkansizliklar ve beraberinde gelen hastaliklardir. Ne kadar c¢ok
antinelmintik bagislansa bile, israf edilen gidalar ve umarsamazlik nedeniyle gida
esitliginin saglanamadigr bir diinyada helmintik enfeksiyonlarin kontrolii de
saglanamaz. Bu nedenle helmintik enfeksiyonlarin tedavisinde gida bagisi, ilag

gelistirilmesinden daha 6ncelikli olmalidir.

Bitkilerde bulunan aktif bilesenlerin in silico yontemlerle antihelmintik agidan
arastirildigi baz1 6nemli ¢alismalarda bitkisel ligandlarin aktivitelerine dair tahminlerde
bulunulmustur. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan HcpB-tubulin teorik yapisi daha once
Satyendra ve digerleri (2011) tarafindan baz1 tiirev molekiillerin antihelmintik
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla molekiiler kenetleme deneyinde kullanilmistir.
Bagka bir ¢alismada Achyrocline satureioides tiirii tibbi bitkide bulunan ellajik asit,
kuersetin, izokuersetin ve kafeik asit gibi bilesenler saflastirilmig, kafeik asit
antioksidan ve toksikolojik aktiviteleri agisindan in silico ve in vitro yontemlerle
arastirilmis, sonucta kuersetin, izokuersetin ve kafeik asitin in silico toksisite tanminleri
diisiik toksik risk ihtimalini gdstermistir (Salgueiro ve digerleri, 2016). Jamkhande ve
Barde (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise Cordia dichotoma (Forst.) kok
ekstraktinin antihelmintik etkisi in vivo olarak arastirilirken, literatiire gore bitkide
bulundugu gosterilen bilesenler de in silico olarak arastirilmistir. Bu ¢alismada oldugu
gibi onlar da bilesenleri saflastirmaksizin literatiir taramasi sonucunda secerek hedef
protein ile kenetleme deneyleri gergeklestirmislerdir. Bu sekilde oOziitlerin biyolojik

aktivitesinin hangi bilesenden kaynaklandigini tahmin etmislerdir.

Bu calismada degerlendirilen bitkilerin igerdikleri biyoaktif bilesenlerden bitkiye has

olarak en yiiksek oranda bulunanlar daha 6nce yapilmis spektroskopi ve kromotografi
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analizlerinin sonuglarma gére belirlenmistir (Ozcan ve digerleri, 2012; Li ve digerleri,
2015; Abu-Shandi ve digerleri, 2015). Bu bilesenlerin gelecek calismalarda tek tek
saflastirilarak in vivo ve in vitro calismalarla antihelmintik etkilerinin arastirilmasindan
once hem is yikiini hem de maliyeti diisiirmek i¢in bu ¢alismanin sonuglari
kullanilabilecektir. Calisgmamizin sonucunda ortaya c¢ikarilmig olan bu molekiiler
etkilesimlere ait yeni bilgiler molekiiler biyoloji veya biyoinformatik calismalarinda

arastirma yapacak bilim insanlarina veri saglayacaktir.

Bu caligmadaki sonuglar ¢ok biiytik bir eksikligi kapatmaya yonelik veriler saglamistir.
Bugiin icin helmintik enfeksiyonlarin diinyadaki yayginligi (cesitli helmint tiirleri ile
enfekte yaklasik 2 milyar insan ve nematod tiirleri ile enfekte yaklasik 1,5 milyar insan)
diistiniildiigiinde ucuz, ulasilabilir ve giivenli yeni antihelmintiklerin kesfinin ¢ok biiyiik

bir ihtiya¢ oldugu anlagilmaktadir.

Yeni ilaglarin gelistirilebilmesi i¢in ilgili ilag iskeletleri kesfedilmeli ve bunun i¢in daha
once denenmemis ancak etki etme olasiligina sahip bilesenler oncelikle hesaplamali
yontemler kullanilarak denenmelidir. Bu ¢alismada dort farkli bitkide bulunan major
bilesenlerin antinematodal etkisi bilgisayar ortaminda arastirilmis ve ileriki ¢alismalarda
kullanilmak {izere arteannuin-B, B-karyofilen, oreganol, friedelin ve stigmasterol gibi

pek cok yeni ilag iskeleti 6ne siirtilmiistir.

Pek ¢ok helmint tiirii viicutlarinin dis kismindaki hiicrelerin glukozu absorblamasi
sayesinde beslenmekte ve hayatta kalmaktadir. Kudret narinda bulunan aktif
bilesenlerden ikisi olan momordisin I ve II, glukoz absobsiyonunu engelleyebildigi i¢in
(Liu ve digerleri, 2015) bu iki aktif bilesen antihelmintik etki gostermek igin iyi birer
adaydir. Literatiirde, kullanmay1 planladigimiz bitkilerin bazilarinin antihelmintik etki
gosterebildiklerine dair bazi in vitro c¢alismalar bulunmaktadir. Ancak M. charantia
(kudret nar1) bitkisinin igerdigi major bilesenleri temel alan bu ¢alismadaki gibi bir in
silico antihelmintik arastirma heniiz yapilmamistir. Bu ¢alisma sonucunda momordisin
IT baz1 antihelmintik hedef proteinlere karsi ¢ok iyi bir inhibisyon katsayisina sahip

bulunmustur.
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Bu tez caligmasi sonucunda hem iilkemizde hem de helmintik enfeksiyonlarin yaygin
oldugu iilkelerde bulunan (dogal olarak yetisen veya kiiltiivasyonu yapilan) bu bitkilerin
antinematodal etkileri in silico deneylerle gosterilerek, sentetik antihelmintik ilaglara
direng gelisimi durumunda bu bitkilerden de ayn1 amacgla yararlanilabilmesi igin
insanlar iizerinde denenmeden Once yapilmasi gereken on ¢alismalardan bir kismi
gerceklestirilmistir. Sonucta hem ciddi bir saglik sorununa siirdiirtilebilir bir ¢dziim
getirilmesine 6nemli bir katki saglanabilmis hem de iilkemizdeki bitki zenginliginden
tibbi olarak daha fazla yararlanilabilmesi i¢in 6nemli nedenler ortaya konulmustur. M.
charantia meyvesinin ve yapraklarinin antihelmintik etkisini gostermeye yonelik
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalari destekleyen in silico sonuglar ilk kez bu ¢aligmada
literatiire kazandirilmistir. Bu ¢alisma, kukurbitasin-B ve momordisin II’nin pM
seviyede K; degerleriyle antinematodal hedefleri inhibe edebilecegini gosteren ilk
caligmadir. Ayni1 zamanda bu bitkisel ligandlarin antihelmintik hedef enzim ve

reseptorler icindeki olasi kimyasal etkilesimleri ilk kez ¢aligilmistir.

5. SONUC

Daha az yan etkili ilaglarin kesfi icin bu c¢alismanin sonuglarinin farkli agilardan
degerlendirilmesi ve A. annua’da bulunabilen arteannuin-B, friedelin ve stigmasteroliin
in vitro ve in vivo deneylere alinmasi faydali olacaktir. Bu ¢alismadaki olasi kimyasal
etkilesim gorselleri antihelmintik ilag gelistirilmesinde yalnizca etkilesimleri atomik
diizeyde tahmin etmeyi degil ayn1 zamanda yapi-aktivite iligkisinin 6nemine dikkat
cekmeyi amaglamistir. Calismadan ¢ikan en 6nemli sonuglardan biri steroid halkada
siklopentana bagli dallanmig bir yan zincirin KPT 2 baglanma bdlgesine olan affiniteyi
dogrudan etkiledigidir. Ayrica en az dort halkanin birlesmesi ile genis bir ¢ekirdege
sahip olan kukurbitasin-B, momordisin Il, karantadiol-A, stigmasterol ve friedelinin
protein icinde yerlesebilmek i¢in biraz genis bir kaviteye ihtiyag duymalari, tubulin
icinde konumlanmasii engellemektedir. Bu sonu¢ ABZ’den daha az yan etkili
alternatif ilaglarin kesfinde degerlendirilebilecek yeni bir veri saglamigtir. Bu
molekiillerin kenetleme analizleri bunu desteklemektedir. Bu bilesenler, gastrointestinal
sistemde bulunan ve oOzellikle de cocuklarin biligsel ve fiziksel gelisimini aksatan

nematod tiirlerinin elimine edilmesinde gelecek vaat etmektedir. SwissADME web
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sunucu ile yapilan tarama sonucu bu bilesenlerin Gl absorbsiyonu diisiik bulunmustur.
Ne var ki bu ozellikleri GIS’de bulunan helmintlere karsi inhibisyonunun
arttirilmasinda  pozitif bir etki yapacaktir. Boylece GIS’de bu molekiillerin
konsantrasyonu kolayca azalmayacak ve helmintler daha yogun sekilde bu molekiillere
maruz kalabileceklerdir. Triterpenoid yapidaki bu molekiillerin suda ¢dziinmemeleri
normaldir ve bu bilesenler agizdan alindiklarinda yag bazli ¢oziiciiler ile beraber
alinabilir. In vivo deneyde musir yaginda ¢oziinen A. annua n-hekzan oziitiiniin 300
mg/kg ve 1200 mg/kg dozlarda uygulandiklarinda uygulamanin son giliniinde S.
obvelata yumurta sayisinda azalmaya neden olmasi arteannuin-B, stigmasterol ve
friedelinden kaynaklanmis olabilir. Bitkisel ligand tabanli yeni bir antihelmintik
molekiiliin kesfi i¢in yararlanilabilecek sonuglar bu bilesenlerin saflastirilarak in vitro

ve in vivo galismalarla arastirilmaya deger olduklarini gostermektedir.

Bu calismada kullanilan ve Tiirkiye'de yetistirilen O. vulgare spp. hirtum, Tiirk
kekiginin muhtesem tibbi degerini gosteren yiiksek oranda (%84) karvakrol igerir.
Karvakroliin antelmintik etkisi, molekiiler modelleme yoluyla diger antihelmintik ilag
hedef proteinleri {izerinde arastirtlmalidir. OUY, doza bagh olarak parazit yumurta
azalimi agisindan oksyurid nematodlar {izerinde antinematodal O6zelligine sahiptir.
Kenetleme sonuglarima goére B-karyofilen, OUY'nin antinematod etkisinden sorumlu
bilesik olabilir. OUY nin uygulama sirasinda ve sonrasinda iki hafta boyunca gozle
goriliir bir yan etkisi olmazken, yumurta sayisinda azalmaya neden olmustur. Bu bitki
ucucu yagmin antihelmintik etkisi, ABZ'den daha diisiik, ancak ayn1 zamanda ¢oziicii
kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur. Sonug olarak, O. vulgare subp. hirtum
parazit yumurtalarin1 azaltmakta ancak bu etkisi uzun siireli olmadigi igin siirekli
kullanilmas1 gerekmektedir. Diisiik dozlarda kullanilmasi da etkili oldugu i¢in ¢ok

diistik dozda tekrarlanabilir bir kiir tercih edilmelidir.

OUY igeriginde bulunan monoterpenler hiicre zarindan kolayca gegebildikleri ve
deriden niifus edebildikleri i¢in, deride nodiiller olusturan parazitlere karst merhem
olarak uygulanabilecek ilaglarin gelistirilmesinde degerlendirilebilirler. Bu acgidan,
Dracunculiasis gibi parazitlere has GABA reseptorlerinin, monoterpen bazli inhibitor

gelistirilmesinde oncelikli hedefler olarak arastirilmalar1 akilci bir yaklagimdir.
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In silico kenetleme simulasyonlarmnin sonuglarina gore eriositrin tabanli bazi tiirev
molekiiller eriositrinden daha iyi bir antinematodal aktivite gostermeye adaydir.
Kromen halkasina eklenen ekstra gruplar afiniteyi degistirmektedir. 3. pozisyona fenol
eklenmesi KPT 2’ye karsi daha iyi bir baglama enerjisinin goriilmesine imkan
vermektedir. Bu tiirevler igerisinde EO5 eriositrinden daha iyi inhibisyon degerlerine
sahiptir. Bu calismada eriositrin baz alinarak tasarlanan tiirevlerinin yarist -7
kcal/mol’den daha diisiik bir serbest baglanma enerjisine sahip bulunmustur. Tasarlanan
tiirevler icerisinde eriositrinden daha potent oldugu tahmin edilen EO05’in ileri
arastirmalara alinmasi yeni bir antinematodal ilag gelistirilmesinde faydali

gorinmektedir.

Benzimidazollere  direng gelisimi durumunda  kullanilabilme  acisindan
degerlendirildiginde bu calismada denenen ligandlar i¢inde arteannuin-B olasi direng
gelisimi durumunda MBZ’den daha etkili olabilecek tek bitkisel liganddir ve E198G
mutasyonu durumunda basarili bir inhibitor olarak rol oynamaktadir. Bu sonuclar
hesaplamali yontemlerle gergeklestirilen bu ¢alismanin, in vitro uygulamasinin
yapilmasinin ve arteannuin-B’nin ileri ¢alismalara alinmasinin gergek bir direng
gelisimi durumunda ise yarar veriler sunulmasi agisindan biiyiik bir 6nemi olabilecegini

gostermistir.

Bu ¢alismanin en 6nemli sonuglarindan biri AsFR, KPT 2 ve HcB-tubulin ile kenetleme
deneyinin sonucunda elli bitkisel ligand i¢inde dort ligandin hem KPT 2 hem de AsFR
i¢in en iyi ilk dort ligand olduklarmin anlasiimasidir. Bu ligandlardan oreganol Istanbul
kekiginin bileseni; kukurbitasin-B, momordisin 1l ve karantadiol-A ise kudret narimnin
bilesenleridir ve bu molekiiller ¢ift etkili antihelmintik gelistirilmesinde kullanilabilecek
ilag adaylaridir.  Oreganol, kekik yaginda bulunmazken kekik suyunda
bulunabilmektedir. Bu sonuglar antihelmintik amagli kekik kullaniminda ugucu yagi
yerine kekik c¢ayr veya kekik baharatinin kullanilmasinin daha isabetli olacagini
gostermistir. Kukurbitasin-B ise bu c¢alismada en iyi inhibisyon &zelliklerine sahip
ligand olarak bulunmus ve KPT 2 enzimine karsi Ki degeri 57,11 pM oldugu i¢in

inhibisyon mekanizmasinin KPT 2 araciligyla olabilecegi tahmin edilmistir. Bu
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mekanizmaya iligkin akis semast Sekil 4.134’te verilmis ve tahmini mekanizma yolagi
Sekil 4.135’te gosterilmistir.

Hiicre i¢i kukurbitasin-B konsantrasyonu artar

Kukurbitasin-B KPT2'ye ¢ok iyi bir uyumla
baglanir

KPT2'nin inhibisyonu, KPT2 substratlarinin
konsantrasyonunu artirir

Hicre disina salinan KPT2 substratlari nematodun
olimune yol agar

Sekil 4.134. Kukurbitasin-B’nin KPT2 baglantili etki mekanizmasinin akis semast
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Sekil 4.135. Kukurbitasin-B’nin KPT2 baglantili antihelmintik etki mekanizmasi
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Bu bitkisel molekiillerden oreganol, gastrointestinal absorbsiyonu olduk¢a zayif bir
molekiil oldugu icin oreganol agisindan zengin olan Istanbul kekigi ve karantadiol-A
acisindan zengin olan kudret nari yapraginin birlikte tiiketilmesi yan etkiye sebep
olmayabilir. Ancak bunlarin saflastirilarak kombine bir ilag olarak kullanilmadan once
deney hayvanlarinda denenmesi ve oOzellikle hipoglisemi agisindan etkisinin test
edilmesi, oncelikle dikkat edilmesi gereken hususlardandir. Bu ¢alismanin kenetleme
simiilasyonlari, en rasyonel ilag kombinasyonlarinin, en segici bitkisel ligand olan
oreganol ile en etkili ligandlardan kukurbitanlar (oreganol + karantadiol-A, momordisin
I1, kukurbitasin-B) seklinde olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Bu tiir bir kombinasyon
genis spektrumlu bir ilag adayr olmak i¢in de uygun goriinmekte ¢ilinkii oreganol Hef3-
tubulini inhibe ederken, kukurbitan ligandlar CeGLUT1, SoCOX1, AsFR ve KPT 2’yi
diisiik bir konsantrasyonda inhibe edebilmektedir (Sekil 4.136).

g Mom-11

¥

Karantadiol-A

KPT 2

T T AsFR

HcB-tubulin m

Oreganol

Sekil 4.136. Bu calismadaki en potent ligandlar ve hedefleri

Oreganol hem AsFR hem de Hcp-tubulin inhibisyonu agisindan segicidir. Ayni
zamanda insan GLUT3 reseptorii ile baglanma ilgisi ¢ok diisiik bulundugu i¢in bu

acidan yan etkisinin de olmayabilecegi in silico hesaplamalar ile ilk kez gosterilmistir.
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Kukurbitasin- B ve momordisin Il i¢in bulunan sonuglar bu iki molekiiliin IVC’den bile
daha iyi inhibitorler olabilecegini gostermistir. Bu arzu edilen sonug, O. volvulus
tedavisinde tek ila¢ segenegi olan IVC yerine, ondan daha etkili bir ilag
gelistirilebilmesi i¢in kukurbitasin-B ve momordisin II’nin bitkilerden izole edilerek
denenmesi gerektigini gdstermistir. Bu sonuglar gercekten de yeni ve piyasadaki
ilaglardan daha etkili bir antihelmintik gelistirilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan bilgileri

saglamistir.

Bu calismaya gore karantadiol-A, CeGLUT] reseptorii icin denenen elli bitkisel ligand
icinde en potent inhibitdr adayidir ve olasi inhibisyon mekanizmasi Sekil 4.137°de

verilmistir.

Karantadiol-A .
- - I|~
Glukoz

CeGLUT1

/j Hicre olimu

Proliferasyon |
/Q . Glukoz¢
Solunum

Sekil 4.137. Karantadiol-A’nin CeGLUT1 inhibisyonu ve etki mekanizmasi

Tezin arka cebindeki Ek-6’da bir pargasi eksik olan bir yapboz bulunmaktadir. Bitkisel
ligandlar tabaninda yeni bir ilacin kesfini, ihtiyaglar ve potansiyel faydalar eksenleri ile
resmeden bu yapboz, resmin biitliniinii goérebilmek i¢in pargalar1 dogru sekilde bir araya
getirme azmini gosteren aragtirmacilar tarafindan ¢oziilebilecektir. Yeni bir ilag kesfinin
sabir isteyen sonucunu gorebilmek icin, dogru yontem ve materyalleri bir araya
getirmeye calisan ve Onemli bir saglik sorununun ¢oziimiinde azimle c¢alisan

aragtirmacilarin yaptig1 binlerce isten biri gibi...
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Pseudoeriositrinin KPT2 (2FW3) i¢indeki konumlanisinin video gosterimi
Pseudoeriositrinin  iFR  (6VAX) icindeki konumlanisinin ve olasi
etkilesimlerinin video gdsterimi

Pseudoeriositrinin CeGLUT1 igindeki konumlaniginin video gosterimi
Pseudoeriositrinin SOCOX1 igindeki konumlanisinin video gésterimi
Pseudoeriositrinin SWISSADME sonucu

Yapboz

390



Koy Water Solubility

i Log S (ESOL) -285
Solubility 7.98e-01 mg/mi ; 1.41e-03 mol/l
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fe Very soluble
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WSO -
Pharmacokinetics
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[ODecee(c(cONIO] BBB permeant Yes
Physicochemical Properties P-gp substrate Yes
Formula C27015 CYP1A2 inhibitor No
Molecular weight 564.28 gimol CYP2C19 inhibitor No
MNum. heavy atoms 42 CYP2C9 inhibitor Yes
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Fraction Csp3 0.1 CYP3A4 inhibitor No
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