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ÖZET 

7,8-dihidroksiflavon ve 4'-dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon'un 

Farmakokinetik Özellikleri ve Teorik Kimyasal Aktivitelerinin 

Araştırılması 

Nörotrofinler merkezi sinir sisteminde çoğalma, farklılaşma, miyelinasyon, 

sinaptik plastisite, aksonal büyüme, sağkalım gibi farklı işlevlerden sorumlu 

biyolojik faktörlerdir. Bu büyüme faktörleri işlevlerini tropomiyozin reseptör kinaz 

ailesine ait TrkA, TrkB ve TrkC olarak bilinen 3 farklı reseptör üzerinden 

gerçekleştirirler. Beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF), sinir sisteminde 

nöronların sağkalımı, sinapsların stabilizasyonunu, sinaptik fonksiyonun 

sağlanması, nörogenez, öğrenme ve hafıza gibi çok önemli roller üstlenen, p75NTR 

ve büyük oranda TrkB reseptörü üzerinden fizyolojik işlevlerini gerçekleştiren bir 

nörotrofindir. 

TrkB reseptörünün güçlü ve seçici bir agonisti olarak tanımlanan 7,8-

dihidroksiflavon (7,8-DHF) molekülü, BDNF’nin fizyolojik etkilerini taklit edebilen 

bir molekül olarak tanımlanmış ve kanserden nörodejeneratif hastalıklara kadar 

bir çok hastalık patolojisine karşı olumlu etkileri olduğu gösterilmiştir. 4'-

dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon (4'-DMA-7,8-DHF) molekülü ise 7,8-DHF’e göre 

daha potent olduğu düşünülen bir flavon türevidir. Her iki molekül de düşük 

BDNF seviyeleri ile ilişkili fonksiyonel eksiklikleri etkili bir şekilde aşılabilecek 

potansiyele sahiptirler. Ancak, ne 7,8-DHF için ne de 4'-DMA-7,8-DHF için kan ve 

beyin omurilik sıvılarında eş zamanlı in vivo farmakokinetik özelliklerinin ve 

teorik kimyasal aktivitelerinin araştırıldığı mevcut bir çalışmaya ulaşılamamıştır. 

Bu amaçla planlanan bu tez çalışmasında 7,8-DHF ve 4'-DMA-7,8-DHF 

maddelerinin sıçanlarda kan ve beyin omurilik sıvısındaki farmakokinetik 

etkinliklerinin ve teorik kimyasal özelliklerinin araştırılması ve bu verilerin 

karşılaştırılması amaçlanmaktadır. 

Bu bağlamda 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF maddeleri Wistar albino sıçanlara 

intraperitonel olarak uygulanmış ve belirlenen zaman aralıklarında sıçanlardan 
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plazma örneği ve beyin omurilik sıvılarından mikrodiyalizatlar toplanmıştır. 

Toplanan mikrodiyalizatlar ve plazmadan elde edilen örnekler LC/MS-MS metodu 

ile yüksek hassasiyette ölçülmüştür. Teorik kimyasal analizler her iki molekülün 

de enerji değerlerini hesaplayarak bu moleküllerin kararsız olduklarını, 

dolayısıyla bağ yapmaya eğilimli olduklarını göstermiştir. Analitik bulgular ise 

7,8-DHF molekülünün sistemik uygulandığında 4’-DMA-7,8-DHF molekülüne göre 

daha iyi bir farmakokinetik profile sahip olduğunu göstermiştir. Analitik bulgular 

ayrıca 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF moleküllerinin ilk geçiş etkisinden yüksek 

oranda etkilendiğini ve enjeksiyondan sonra konsantrasyonlarının hızla 

düştüğünü de ortaya koymuştur. Sonuç olarak hücre kültürü çalışmalarında TrkB 

aktivasyonunu daha iyi sağladığı için 7,8-DHF’ten daha potent olduğu düşünülen 

4’-DMA-7,8-DHF molekülünün, sistemik uygulanmasıyla daha iyi bir 

farmakokinetik profil sergilemediği görülmüştür.  

 

Anahtar Sözcükler: Nörotrofin, BDNF, TrkB, 7,8-dihidroksiflavon, 4'-

dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon 
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SUMMARY 

 Investigation of the Pharmacokinetic Properties and Theoretical 

Chemical Activities of 7,8-dihydroxyflavone and 4'-dimethylamino-7,8-

dihydroxyflavone 

Neurotrophins are biological factors responsible for different functions such 

as proliferation, differentiation, myelination, synaptic plasticity, axonal growth, 

survival in the central nervous system. Neurotrophins accomplish these functions 

mainly through three different receptor types of the tyrosine-receptor kinase family 

known as TrkA, TrkB and TrkC and depending on the alteration of trk receptor 

function, there may onset or develop common neurodegenerative diseases. Brain-

derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin which show its physiological 

effects via p75NTR and its common receptor TrkB, so that plays crucial roles in the 

nervous system such as survival of neurons, stabilization of synapses, providing 

synaptic function, neurogenesis, learning and memory. 

7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF), a plant-derived secondary metabolite, is a 

potent and selective agonist of TrkB receptor that mimics these known beneficial 

effects of BDNF. 7,8-DHF has thought to be shown therapeutic effects against 

common neurological disorders and cancer. Recently, a methylated derivative of 

7,8-DHF, 4'-dimethylamino-7,8-dihydroxyflavone (4'-DMA-7,8-DHF), is a flavone 

derivate and thought to be more potent than 7,8-DHF. Both of these molecules are 

potential agents that functional deficiencies associated with low levels of BDNF 

can effectively be overcomed. However, studies investigating in vivo 

pharmacokinetic properties or the theoretical chemical activities of 7,8-DHF or 4'-

DMA-7,8-DHF are yet to be published. The aim in this thesis project is to 

investigate and compare the pharmacokinetic activities and chemical active 

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

For these purposes, 7,8-DHF and 4’-DMA-7,8-DHF were intraperitoneally 

administrered to Wistar albino rats in a specific time order and then, blood and 

cerebrospinal fluid samples were collected from each subject. Collected 
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microdialysates and blood plasma samples were analyzed via high sensitivity 

method, LC/MS-MS. Theoretical analysis has shown that both molecules are 

unstable and tend to bond with high affinity by calculating the energy values of 

both molecules. According to analytical findings, 7,8-DHF is more potent and has 

a better pharmacokinetic profile compared to 4’-DMA-7,8-DHF molecule. 

Additionally, pharmacokinetic analyses showed that these molecules were highly 

affected by the first pass effect and their concentrations have decreased 

significantly after injection. As a result, in contrast to the cell culture studies 

showing that 4’-DMA-7,8-DHF molecule is more potent than 7,8-DHF due to its 

ability of TrkB activation, these analyses showed that systematic administration 

of 4’-DMA-7,8-DHF molecule did not provide a more potent pharmacokinetic profile 

when compared to 7,8-DHF. 

 

Keywords: Neurotrophin, BDNF, TrkB, 7,8-dihydroxyflavone, 4'-dimethylamino-

7,8-dihydroxyflavone 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Büyüme faktörleri hücrelerin yaşamsal faaliyetleri için gerekli faktörler olup 

büyük çoğunluğu peptid yapılı moleküllerdir. Bu faktörler çeşitli hücresel yolakları 

doğrudan ya da dolaylı olarak uyararak hücresel dinamiğe etki eder. Nörotrofik 

faktörler ise, büyüme faktörleri ailesinden olup baskın olarak sinir sistemi 

hücreleri tarafından sentezlenirler. Nörotrofik faktörlerin ilk keşfedilen ve en çok 

çalışılan grubu, nörotrofinlerdir.  

Nörotrofinler sinir hücrelerinin sağkalımı, çoğalması, farklılaşması, stres 

koşullarına karşı dayanıklılığın artırılması ve sinaptik bağlantının korunması gibi 

bir çok sinirsel faaliyette görev alırlar (Skaper, 2017). İnsanlarda en iyi bilinen 

nörotrofin molekülleri; sinir büyüme faktörü (NGF), beyin-türevli nörotrofik faktör 

(BDNF), nörotrofin-3 (NT-3) ve nörotrofin 4/5’tir (Eric J Huang & Reichardt, 2001). 

Nörotrofinler, tümör nekroz faktör ailesinden olan p75NTR ve tirozin reseptör 

kinazlar (Trk) olmak üzere 2 farklı reseptör grubu üzerinden  etkilerini gösterirler 

(Uren & Turnley, 2014). Bu reseptörlerin uyarılmasıyla çeşitli sinyal yolakları aktif 

hale getirilir ve böylece nörotrofinler fizyolojik etkilerini gösterirler. Nörotrofinler 

üzerinde yapılan çalışmalar nörotrofinlerin ya da nörotrofin reseptörlerinin sentez, 

ifade, taşınım ya da salınımlarında ortaya çıkan bozuklukların, nörodejeneratif  

hastalıkların patogenezinde rol oynayabildiğini ortaya koymaktadır (Lima 

Giacobbo vd., 2019; Sampaio, Savall, Gutierrez, & Pinton, 2017). Bu nedenle 

geçmişten günümüze nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde nörotrofinler ve 

nörotrofin reseptörleri potansiyel birer terapötik hedef olarak düşünülmüştür. 

BDNF, sinir büyüme faktöründen sonra nörotrofin ailesinin en iyi bilinen 

üyesidir. BDNF peptid yapılı bir moleküldür ve etkisini  TrkB üzerinden göstererek 

sinir hücrelerinin fizyolojik faaliyetlerinin yürütülmesine aracılık eder (Lipsky & 

Marini, 2007). BDNF transkripsiyonu veya gen ifadesinin azalması, aksonal 

taşınımının bozulması ya da TrkB reseptör aktivasyonunun yetersiz olması 

nöronal atrofiye aracılık eden çeşitli hastalık patolojileriyle ilişkilendirilmiştir 
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(Montroull, Danelon, Cragnolini, & Mascó, 2019a; Park vd., 2017). Bu nedenle 

nörodejeneratif hastalıkların tedavisine yönelik araştırmalarda; BDNF ifadesinin 

artırılması, rekombinant BDNF uygulaması ya da TrkB aktivasyonunu sağlayacak 

mimetiklerin kullanımı gibi yaklaşımlara başvurulmaktadır (Katsu-Jiménez, 

Loría, Corona, & Díaz-Nido, 2016).  

Flavonoidler bitkisel kaynaklı ürünlerde bulunan ikincil (sekonder) 

metabolitlerdir. Flavonoidler sahip olduğu antioksidan, antikanser ve 

nöroprotektif özellikleri sebebiyle, çeşitli hastalıklara karşı olumlu etkileri 

bilinmektedir. Flavonoid ailesinden olan 7,8-dihidroksiflavon (7,8-DHF), TrkB 

reseptörüne güçlü ve seçici olarak bağlanan bir moleküldür. Sanal tarama (virtual 

screening) çalışmaları sonucu TrkB agonisti olarak seçilen 7,8-DHF ile in vivo ve 

in vitro çalışmalar yapılmış, ve bu çalışmalarda 7,8-DHF’nin TrkB’ye 

bağlanabildiği ve aktive edebildiği gösterilmiştir (Liu vd., 2010). 7,8-DHF’nin, 

TrkB agonisti olarak bildirilmesinden sonra çeşitli hastalık patolojilerine karşı 

etkileri araştırılmış ve günümüzde hala araştırılmaya devam edilmektedir. 

Özellikle nörodejeneratif hastalık patolojilerine karşı 7,8-DHF uygulamasının 

tedavi edici etkileri olduğu, farklı araştırmacı gruplar tarafından gösterilmiştir 

(Devi & Ohno, 2012b; Zeng vd., 2012). 7,8-DHF’nin hücre kültürü çalışmalarında 

olumlu etkileri bildirilmiş olsa da sistemik uygulanmasında uğradığı metabolik 

faaliyetler sonucu biyoyararlanımı oldukça düşmektedir (Y. Chen vd., 2020). Bu 

gibi nedenlerle araştırmacılar yeni sentetik flavon türevleri üretmiş ve aktivite 

karşılaştırmaları yapmışlardır (C. Chen vd., 2018b). 7,8-DHF’nin metillenmiş ve 

sentetik bir türevi olan 4’-DMA-7,8-DHF’nin, TrkB reseptörünü 7,8-DHF’den daha 

potent bir şekilde aktive edebildiği düşünülmektedir. Ancak bu konudaki literatür 

bilgisi oldukça sınırlıdır (Liu vd., 2010).  

Tedavi edici etkileri olduğu düşünülen bu moleküllerin, dozlama ve 

biyoyararlanımlarının doğru hesaplanması, deneysel çalışmalardan daha doğru 

bulguların elde edilebilmesine aracılık edeceği için, bu moleküllere yönelik 

çalışmaların genişletilmesi gerekmektedir. Bu doğrultuda planlanan bu tez 
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çalışması, TrkB reseptörünün güçlü ve seçici agonisti olduğu ortaya konulan 7,8-

DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF moleküllerinin kimyasal özellikleri ile , in vivo kan ve 

beyin omurilik sıvılarında farmakokinetik profillerini ortaya koyup, daha sonra 

elde edilecek verileri karşılaştırmayı amaçlamaktadır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Nörotrofik Faktörler  

Büyüme faktörleri hücre bölünmesi, büyümesi ve farklılaşması gibi önemli 

fizyolojik fonksiyonları düzenleyen steroid ya da peptid yapıdaki 

biyomoleküllerdir. Büyüme faktörü ailesinden olan nörotrofik faktörler, sinir 

sisteminde nöronal yaşamı destekleyen faktörler olarak bilinir ve "nörotrofinler, 

GDNF ailesi ve nörotrofik sitokinler" şeklinde sınıflandırılırlar (Tablo 2.1) (Deister 

& Schmidt, 2006; Popova, Ilchibaeva, & Naumenko, 2017; Siegel & Chauhan, 

2000). Nörotrofin ailesi, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi nöronları 

tarafından, ayrıca nöronal olmayan dokularda dahi bir çok hücre tipinden 

sentezlenen büyüme faktörleridir (Deister & Schmidt, 2006; Ernsberger, 2008; 

Henderson, 1996). Nörotrofinlerin varlığı ilk olarak 1950'li yılların başlarında 

Montalcini ve Cohen tarafından ortaya çıkarılmış ve bu keşif çalışmayı yapan bilim 

insanlarına nobel ödülü kazandırmıştır (Raju, 2000).  

Nörotrofinlerin memelilerde bilinen yaygın üyelerini NGF, BDNF, NT-3 ve 

nörotrofin-4 oluşturmaktadır (Tablo 2.1). Nörotrofinler; sinirsel rejenerasyon, 

nöronal atrofi, sinaps oluşumu, sinaptik aktivite, sinaptik plastisite (Bonhoeffer, 

1996, p. 3; E. Castrén & Antila, 2017; Deister & Schmidt, 2006), sinaps 

stabilizasyonu, aksonal ve dendritik büyüme (McAllister, Lo, & Katz, 1995; Patel, 

Jackman, Rice, Kucera, & Snider, 2000) ve nörotransmitter sentezi gibi hemen 

hemen tüm sinirsel faaliyetlerde rol almaktadırlar (Tyler, Perrett, & Pozzo-Miller, 

2002). 
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Tablo 2.1 Nörotrofik faktörlerin sınıflandırılması: Nörotrofik 

faktörler üç gruba ayrılır: TGF-beta super ailesi, nörotrofik sitokinler ve 

nörotrofinler. TGF; dönüştürücü büyüme faktörü, GDNF; gliyal-hücre türevli 

nörotrofik faktör, NGF; sinir büyüme faktörü, BDNF; beyin-türevli nörotrofik 

faktör. 

 

Bilinen nörotrofinlerin tamamı öncül-nörotrofin olarak sentezlenirler ve 

görevlerini yerine getirebilmek üzere kesilerek aktif hale getirilirler. Öncül olarak 

sentezlenen nörotrofinler inaktif olarak düşünülmektedir ancak bunların p75NTR 

üzerinden etkileri vardır (Koshimizu vd., 2009; Marchetti vd., 2019). Pro- halinde 

salınan nörotrofinler ya intraselüler ya da  ekstraselüler olarak özel proteazlar ile 

aktif hale getirilirler (Allen & Dawbarn, 2006; Nagahara & Tuszynski, 2011). 

Nörotrofinler sağkalım, çoğalma, farklılaşma, aksonal büyüme ve nörotransmitter 

salınımının kontrolü gibi bilinen etkilerini; olgun hale getirilmiş formda, Trk 

reseptörlerine bağlanarak ya da p75NTR reseptörüne bağlanarak gösterirler (Şekil 

2.1) (Koshimizu vd., 2009; Marchetti vd., 2019; Nykjaer, Willnow, & Petersen, 

2005).  



6 
 

 

 

 

Şekil 2.1 Nörotrofinler ve reseptörleri: Olgun nörotrofin reseptörleri TrkA, 

TrkB ve TrkC olmak üzere üç çeşittir. Öncül nörotrofinlerin tamamı p75 

reseptörüne yüksek ve aynı düzeyde bağlanma eğilimi gösterir. Ayrıca pro-

nörotrofinlerin yokluğunda olgun nörotrofinler de p75NTR reseptörüne etki edebilir. 

p75: Pan-nörotrofik reseptör, Trk: tirozin reseptör kinaz, BDNF: Beyin-türevli 

nörotrofik faktör, NT-3: Nörotrofin-3. 

 

Trk reseptörleri, tirozin kinaz aktivasyonu gösteren büyüme faktörü 

reseptörleridir ve TrkA, TrkB ve TrkC olmak üzere 3 tiptir (Eric J. Huang & 

Reichardt, 2003; Stoleru vd., 2013). Bu reseptörler destekleyici fonksiyonlarını, 

çoğunlukla fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K)/Akt, mitojen-aktive edici protein kinaz 

(MAPK)/ekstraselüler sinyal-düzenleyici kinaz (ERK), ve fosfolipaz C-gama 

(PLCg)/protein kinaz C (PKC) yolaklarının aktivasyonuyla gösterirler.  
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Nörotrofinler ve etki ettiği reseptörlerden; TrkA/NGF sinyal kompleksi, bazal 

ön beyin kolinerjik nöronlarında nöronal fonksiyonun düzenlenmesi ve ayrıca  

miyelinasyona aracılık ederken (Stoleru vd., 2013; Villoslada vd., 2000), 

BNDF/TrkB kompleksi sinaptik plastisite ve uzun süreli potensiyalizasyona (Long-

term potentiation, LTP), TrkC/NT-3 ise mikrogliyal aktivasyona aracılık ettiği 

bildirilmiştir (Sanchez-Ortiz vd., 2012; Yamada & Nabeshima, 2003; Zhou & Rush, 

1996).  

Trk reseptörlerine ligand bağlanması sonucu sinyal iletiminin nasıl 

gerçekleştiğine dair iki hipotez mevcuttur ancak günümüzde kabul gören model 

sinyal-endozom modelidir. Bu modelde reseptöre ligand bağlanması monomer 

haldeki reseptörlerin dimerizasyonunu teşvik eder (Shen & Maruyama, 2011). 

Reseptörün dimerizasyonu, reseptörün tirozin kalıntıları üzerinden 

fosforillenmesine aracılık eder (Eric J. Huang & Reichardt, 2003; Patapoutian & 

Reichardt, 2001). Bu esnada klatrin aracılı endozom oluşumu tetiklenerek 

reseptör/ligand kompleksi vezikül içerisine alınır ve akson somasına doğru dinein 

proteini aracılığıyla retrograd olarak taşınır (Şekil 2.2) (Howe, 2005; Howe, 

Valletta, Rusnak, & Mobley, 2001; Ito & Enomoto, 2016).  
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Şekil 2.2 Sinyal endozom modelinin şematik gösterimi: Akson terminalinde 

monomer haldeki reseptör ve nörotrofin (A). Ligandın reseptöre bağlanması 

reseptörün dimerizasyonuna aracılık eder (B). Aktifleşen reseptör ve ligand 

vezikül içerisine alındıktan sonra adaptör proteinler reseptör vezikül 

kompleksine bağlanır (C-D). Adaptör proteinler yardımıyla motor proteine 

bağlanan vezikül içerisindeki kompleks akson somasına doğru taşınır ve bu 

esnada hücresel yolakları aktive edecek faktörlerin aktivasyonunu uyarmaya 

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

 

TrkB reseptörü, NTRK2 geninden sentezlenen ve insan beyninde iki farklı 

uzunlukta (9,5 kb ve 8,0 kb) mRNA’sı transkripte edilen bir reseptördür. Uzun 

transkript tam uzunlukta TrkB kodlarken, kısa transkript budanmış-TrkB 

(truncated-TrkB) kodlamaktadır (Nakagawara vd., 1995). Budanmış TrkB beyinde 

bir çok yerde ifade edilmesine karşın katalitik bir kinaz domaini barındırmaz, bu 

yüzden BDNF üzerine dominant inhibitör etki gösterir (Eide vd., 1996; Fenner, 
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2012). TrkB reseptörü hem kanser fizyolojisinde hem de merkezi sinir sisteminde 

hücresel sağkalıma aracılık etmesinden dolayı bir çok araştırmaya konu olmuştur 

(Brodeur vd., 2009; Nakamura vd., 2014). TrkB reseptör ifadesindeki düşüşler 

BDNF aracılı trofik desteğin azalmasına neden olacağından, bu düşüşler çeşitli 

hastalık patolojileriyle ilişkilendirilmiştir (Nguyen, Rymar, & Sadikot, 2016). TrkB 

aracılı trofik desteğin bozulması, dendritik dikenlerin (spine) atrofisine ve sinaptik 

plastisitenin bozulmasına aracılık etmesi bu görüşü desteklemektedir (Hashimoto 

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

TrkB nakavt deneysel hayvan modelleri, bu reseptörün merkezi sinir 

sistemindeki fonksiyonunu daha iyi belirleme açısından çeşitli araştırmalarda 

kullanılmıştır. Bu bağlamda Zörner ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, ön-

beyin hücrelerinde TrkB reseptörlerinin nakavt edilmesi; bu farelerde 

hiperaktiviteye ve bilişsel bozukluklara eşlik etmiştir. Bu fareler daha hareketli 

olduklarından daha fazla yeri gözlemlemiş ancak öğrenme ve hafızada tutma 

anlamında yetersiz kalmışlardır (Zörner vd., 2003). TrkB nakavt farelerin 

mekansal öğrenme ve yüzme testlerinde başarısız olmasından dolayı, bu reseptör 

aktivasyonunun hipokampal öğrenme için elzem olduğu da öne sürülmüştür 

(Minichiello vd., 1999). TrkB ifadesinin hipokampüste artırılması, Morris yüzme 

testinde (Morris maze water test) hareketsizliğe geçiş sürecini önemli derecede 

artırması yine önceki çalışmalarla tutarlı olup TrkB’nin hipokampal öğrenme için 

önemli bir rol üstlendiğini desteklemektedir (De Vry vd., 2016). Literatürdeki çoğu 

çalışmada, TrkB’nin özellikle sinaptik plastisite ve öğrenme ile ilişkili olduğu ve 

sinaptik bağlantının korunmasıyla nöronal atrofinin önlendiği gösterilmiştir 

(Numakawa, Odaka, & Adachi, 2018). TrkB(+/–) farelerin sinir kas kavşaklarında 

görülen morfolojik bozukluklar ve sinyal taşınımlarındaki bozukluklar, bu 

reseptörün özellikle ALS gibi nörodejeneratif hastalıklarda önemli bir hedef 

olabileceğini düşündürmektedir (Just-Borràs vd., 2019; Mantilla vd., 2014; Santafé 

vd., 2014). Tüm bu araştırmalar TrkB reseptörünün merkezi sinir sistemindeki 
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fonksiyonunu daha iyi öğrenmeye ve TrkB fonksiyon bozukluklarının organizmada 

oluşturabileceği patolojiyi açıklamaya çalışmaktadır.  

2.2. Beyin-Türevli Nörotrofik Faktör (BDNF) 

BDNF, 1982 yılında domuz beyninden Yves Borde ve Hans Thoenen 

tarafından saflaştırılmasıyla tanımlanan peptid yapılı bir moleküldür (Barde, 

Edgar, & Thoenen, 1982). BDNF geninin hem transkripti hem de proteini olfaktör 

bulb, korteks, ventral tegmental alan (VTA), bazal önbeyin, hipokampüs, striatum, 

beyin sapı ve medulla spinalis gibi bir çok merkezi sinir sistemi bölgelerinde ve 

fibroblastlar gibi çeşitli periferik hücre ve dokularda eksprese edilmektedir 

(Greisen, Altar, Bolwig, Whitehead, & Wörtwein, 2005; Lippmann, Bress, 

Nemeroff, Plotsky, & Monteggia, 2007; Roceri vd., 2004). Endoplazmik 

retikulumda yaklaşık 27 kDa büyüklüğünde ifade edilen BDNF, sentezlendiği 

halinde 129 amino asitlik bir öncül-bölge ile 118 amino asitlik esas bölge içerir ve 

daha sonra çeşitli proteazlarla olgun formuna dönüştürülür (Bathina & Das, 2015; 

Mowla vd., 2001).  

BDNF’nin her iki formu da (öncül-BDNF ve olgun-BDNF) aktif olup farklı 

işlevlere aracılık etmektedir. Örneğin in vitro deneyler öncül-BDNF’nin sempatik 

nöronlarda ve bazal ön-beyin nöronlarında hücre ölümünü artırdığı, uzun-süreli 

depresyona (long-term depression, LTD) ve dendritik spine’ların kaybına aracılık 

ettiğini göstermiştir (Kenchappa vd., 2006; Koshimizu vd., 2009; Teng vd., 2005; 

Volosin vd., 2006). Aksine egzersiz ve antidepresanlar aracılığıyla olgun BDNF’nin 

ifadesinin artırılması; hücresel sağkalım, LTP ve spine morfolojisine yönelik 

olumlu etkiler sağladığı gösterilmiştir (Miranda, Morici, Zanoni, & Bekinschtein, 

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

BDNF nörogenez, nöronal gelişim, sinaptik iletim, sinapsların stabilizasyonu, 

sinaptik fonksiyon, akson ve dendrit dallanmalarını düzenlerken, motor nöronların 

ve dorsal kök gangliyonlarının sağkalımını da destekler (L. Y. Chen, Rex, Pham, 

Lynch, & Gall, 2010; Hansen vd., 2007; Louhivuori vd., 2011; Waterhouse vd., 
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2012). Korteks, serebellum, amigdala ve hipokampüsteki dağılımıyla hipokampal, 

kortikal ve kolinerjik nöronların sağkalımını desteklemektedir (Acheson vd., 1995; 

da Penha Berzaghi vd., 1993; Laricchiuta vd., 2018; Sakata vd., 2013). Aynı 

zamanda serebral iskemi ve  glutamat toksisitesine karşı koruma (Almeida vd., 

2005), nörogenez (Benraiss, Chmielnicki, Lerner, Roh, & Goldman, 2001), görsel 

korteksin gelişimi (Z. J. Huang vd., 1999; Pizzorusso, Ratto, Putignano, & Maffei, 

2000), öğrenme ve hafızanın geliştirilmesinde de rol alır (Cunha, Brambilla, & 

Thomas, 2010). BDNF’nin yukarıda bahsedilen farklı fizyolojik faaliyetlerde rol 

aldığı belirtilse de, en önemli etkisinin sinaptik plastisite üzerine olduğu 

düşünülmektedir (Z. J. Huang vd., 1999).  

2.2.1. BDNF’nin bazı sinir sistemi hastalıklarındaki rolü 

BDNF seviyeleri, sağlıklı bireylerin plazmasnda ortalama 92,5 pg/ml olarak 

bildirilmiştir. Bu düzey cinsiyet ve yaşa göre değişiklik göstermektedir ve 

depresyon, ALS, Alzheimer, Parkinson, Huntington, gibi sinir sistemini etkileyen 

hastalıklara sahip bireylerde daha düşük oranlardadır (Ai vd., 2019; Bocchio-

Chiavetto vd., 2010; Budni, Bellettini-Santos, Mina, Garcez, & Zugno, 2015; Eero 

Castrén, 2004; Cattaneo, Cattane, Begni, Pariante, & Riva, 2016; Dwivedi vd., 

2003; Jiao vd., 2016; Karege vd., 2002; Mughal vd., 2011; Numakawa vd., 2010; 

Pandey vd., 2008; Scalzo, Kümmer, Bretas, Cardoso, & Teixeira, 2010; Sen, 

Duman, & Sanacora, 2008; Sohrabji & Lewis, 2006; Tapia-Arancibia, Aliaga, Silhol, 

& Arancibia, 2008; Yasutake, Kuroda, Yanagawa, Okamura, & Yoneda, 2006).  

2.2.2. BDNF’nin terapötik etkinliği  

BDNF, merkezi sinir sisteminde geniş çaplı yayılımı, hastalıklarla olan 

ilişkisi ve koruyucu aktiviteye sahip olmasından dolayı nörolojik ve psikiyatrik 

hastalıklara karşı potansiyel bir terapötik molekül olabileceğini akla getirmiştir. 

Ancak BDNF'nin büyük moleküler ağırlığa sahip olması, kan  

beyin  bariyerini  geçememesi  ve  zayıf  farmakokinetik  profile sahip olması bu 

molekülün terapötik özelliklerini etkileyerek klinik olarak  kullanımını 
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kısıtlamaktadır (Fletcher vd., 2018; Giampa vd., 2013; Tan vd., 2016; Vaghi vd., 

2014). Bu nedenle bahsi geçen kısıtlamaların üstesinden gelmek, BDNF/TrkB 

sinyal yolağını verimli bir şekilde aktive edebilmek ve klinik açıdan kullanıma 

daha uygun bir hedef bulabilmek için, agonist moleküller araştırılmaya devam 

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

2.3. Flavonoidler 

Flavonoidler bitkilerde kök, kabuk, mevye, sebze, çiçek ve tohumlar gibi 

bitkisel türevli bir çok kaynakta bulunan sekonder metabolitlerdir. İsimlerini 

sahip oldukları renklerinden dolayı latincede sarı anlamına gelen flavus 

kelimesinden alırlar. Omurga yapısında bir fenil halkasıyla bir heterosiklik halka 

bulunduran ve 15 karbon atomundan oluşan bu bileşikler (Şekil 2.3), fizyolojik 

olarak koruyucu özelliklere sahip moleküllerdir (T.-y. Wang, Li, & Bi, 2018). 

Flavonoidler sahip oldukları kimyasal özellikleri ile farklı reseptörler üzerinden 

etki ederek sinyal yolaklarının aktivasyonunu sağlarlar (Johnston, 2015; X. H. 

Zhang vd., 2012). Ayrıca sahip oldukları antioksidan, antikanser, antiviral ve  

nöroprotektif özelliklerinden dolayı farklı hastalıklara karşı kullanım alanı 

bulmaktadırlar (Ashaari vd., 2018; de Andrade Teles vd., 2018; Izzo, Naponelli, & 

Bettuzzi, 2020; Kopustinskiene, Jakstas, Savickas, & Bernatoniene, 2020; Lalani 

& Poh, 2020; Tangney & Rasmussen, 2013).  

 

 

 

 

 

Şekil 2.3 Flavonoidlerin omurga yapısı: Fragment 1 (A ve C halkaları beraber) ve 

fragment 2 (B halkası). 
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2.3.1. 7,8-dihidroksiflavon 

7,8-DHF meyve ve sebzelerde bulunan; antioksidan, antiapoptotik ve nöron 

koruyucu özellikleri dahil olmak üzere çeşitli biyolojik etkilere sahip, flavonoid 

ailesine mensup bir moleküldür (Şekil 2.4). 7,8-DHF, BDNF’nin fizyolojik 

özelliklerini taklit eden ilk molekül olarak tanımlanmıştır (Liu vd., 2010). 7,8-

DHF’nin, TrkB’ye bağlanarak reseptör fosforilasyonunu sağladığı, böylece BDNF 

ile benzer sinyal yolaklarını aktive edebildiği vitro çalışmalar ile gösterilmiştir 

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

 

 

 

 

 

Şekil 2.4 7,8-Dihidroksiflavon molekülünün kimyasal yapısı 

 

7,8-DHF’nin bir çok hastalık patolojisine karşı olumlu yönde etki ettiği 

deneysel hayvan modeli çalışmaları ile gösterilmiştir (Nie vd., 2019; Z. Zhang vd., 

2014a). Alzheimer modeli 5xFAD farelere 5mg/kg kronik oral DHF 

uygulanmasıyla, nöronların beta amiloidden kaynaklı toksisiteden korunduğu 

gösterilmiş, sinaptogenezin ve dendritik dallanmanın ise uyarıldığı bildirilmiştir 

(Z. Zhang vd., 2014b). Ayrıca Alzheimer modeli farelere intraperitonel (i.p.) 5mg/kg 

7,8-DHF uygulanması, kortekste amiloid plakların azalması sonucu kortikal 

nöronların korunduğu bildirilmiştir. Bu çalışmada 7,8-DHF’nin kolin içeren 

bileşiklerin artmasını sağlayarak glutamat kaybını engellediği, böylece 

hipokampal nöronların glutamat toksisitesinden ve atrofiden korunduğu 

bildirilmiştir (Aytan vd., 2018). 7,8-DHF, sinaptik plastisiteseye yönelik gösterdiği 
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etki sebebiyle hipokampal sinapslardaki atrofi oranını azaltmış ve hafıza kaybının 

azalmasına aracılık etmiştir. Ayrıca 7,8-DHF uygulamasıyla mekansal hafızada 

gelişmeler ve dendritik kayıplarda azalmalar sağlandığı da gözlenmiştir (Andero, 

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

7,8-DHF’nin farelere i.p. olarak 5 mg/kg ve 20 mg/kg enjeksiyonun yapılması,  

farelerin zorunlu yüzme testinde (Forced swim test, FST) hareketsizliğe geçiş 

sürecini doz ile doğru orantılı bir şekilde önemli derecede arttırdığından bu 

molekülün antidepresan özellik gösterdiği öne sürülmüştür (Chang, Wang, Tung, 

Yeh, & Liu, 2016). 

7,8-DHF uygulamasının ALS hayvan modellerine karşı da pozitif etkileri 

olduğu bildirilmiştir. 7,8- DHF ile tedavi edilen SOD1-G93A ALS modeli farelerde,  

ALS grubuna göre motor performanslarda anlamlı derecede iyileşme gözlenmiştir. 

Bu gruplarda dendritik spine sayısındaki kayıp azalmış, 7,8-DHF uygulanan 

farelerin motor bozukluklarının  düzeldiği görülmüştür. Ayrıca bu çalışmada 7,8-

DHF ile tedavi edilen farelerin alt motor nöronlarının atrofiden korunduğu da 

bildirilmiştir (Korkmaz vd., 2014).  

7,8-DHF’nin bazı nörodejeneratif hastalıklara karşı kullanımı Tablo 2.2’de 

verilmiştir. Ancak 7,8-DHF sadece nörodejeneratif hastalıklara karşı değil kanser 

ve diğer hastalıklara karşı da sağkalıma aracılık eden, antiproliferatif ve apoptozu 

uyarıcı özellikler gibi terapötik etkiler göstermektedir. Memelilerde hücresel 

büyüme ve farklılaşmayı regüle eden SP1 proteini, kanserli hücrelerde daha fazla 

miktarda ifade edilerek hücresel metastaza aracılık eder (Kong vd., 2010). HN22 

ve HSC4 oral skuamöz hücreli karsinom (OSHK) hücre hatlarında artan dozlarda 

DHF uygulamasının doz artışıyla doğru orantılı bir şekilde SP1 proteininin 

ifadesini düzenleyerek apoptozu indüklediği gözlenmiştir (Lee vd., 2015). Bu 

çalışmada DHF uygulamasıyla SP1 mRNA’sının azaltıcı yönde düzenlenmesinin 

(down regulation) yanı sıra kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozun uyarıldığı 

bildirilmiştir. Bir diğer memeli transkripsiyon faktörü melanosit gelişimi 
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farklılaşması ve melanoma tümörleriyle ilişkili mikroftalmi ile ilişkili 

transkripsiyon faktörü (MITF)’dür ve sağkalıma aracılık eden proteinlerin 

ifadesini sağladığından fazla ifadesi ya da aktivasyonu melanoma gelişimine 

aracılık eder.  B16F10 melanoma hücre hattına 7,8-DHF uygulaması melanoma 

hücrelerinin büyümesini engellemiştir ve uygulanan madde herhangi bir toksik 

etki göstermemiştir. Aynı zamanda bu hücreler için hem metastatik hem de invazif 

özelliklerinin doz bağımlı bir şekilde %50’ye kadar azaldığı da bildirilmiştir (Sim, 

Sohng, & Jung, 2016).  

7,8-DHF, hidrojen peroksit (H2O2) ile uyarılmış oksitatif stres, hipoksi ve 

iskemi gibi stres koşullarına karşı da koruyucu etkiler göstererek hücresel ölümleri 

azaltığı bildirilmiştir (Kang vd., 2015; Uluc vd., 2013). 
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Tablo 2.2 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF’nin bazı deneysel hayvan modellerindeki 

hastalık ve hastalık patolojilerine karşı terapötik etkinliği 

Hastalık Doz / Enjeksiyon Etki Referans 

 

 

 

Alzheimer 

 

 

 

DHF 5mg/kg; i.p.  

 

  

DHF 5mg/kg; oral 

Amiloid-beta birikiminde 

azalma 

 

(Aytan 

vd., 2018) 

Hipokampal nöronların 

apoptozdan korunması 

 

 Sinaptogenezin 

desteklenmesi 

(Z. Zhang 

vd., 

2014b) 

ALS DHF 5mg/kg; i.p. 

Alt motor nöronların 

atrofiden korunması 

Sinaptik plastisitede artış 

Motor performansta 

iyileşme 

(Korkmaz 

vd., 2014) 

Depresyon DHF 5mg/kg; gavaj 

Hipokampal nörogenezin 

desteklenmesi 

(Liu vd., 

2010) 

Parkinson 

 

DHF 12-16mg/kg; 

oral 

Striatal nöron kayıplarının 

azalması 

Davranışsal bozukluklarda 

iyileşme 

(Luo vd., 

2016) 
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Huntington 

 

DHF 5mg/kg; gavaj  

4’-DMA 1mg/kg; 

gavaj 

 

5mg/kg; gavaj 

 

Survival uzama (%20), 

 

 

Motor performansta 

iyileşme, 

(Jiang vd., 

2013) 

 

 

(García-

Díaz 

Barriga 

vd., 2017) 

 

Bilinen tüm bu olumlu etkilerine karşı 7,8-DHF molekülünün in vivo 

farmakokinetik profili düşük düzeydedir ve faz reaksiyonları sonucu 

biyoyararlanımı oldukça azalmaktadır (C. Chen vd., 2018a). Bu nedenle 7,8-

DHF’nin biyoyararlanım oranını ve beyne geçiş miktarını arttırmak amacıyla 

hedef molekülün türevleri elde edilmeye çalışılmış ve çok sayıda moleküller 

türetilmiştir. 4’-dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon (4’-DMA-7,8-DHF), bir 7,8-DHF 

türevidir ve heterosiklik halkanın 4’üncü karbonu üzerinden metillenmiş formudur 

(Liu vd., 2013a). 4-DMA-7,8-DHF, 7,8-DHF gibi TrkB aktivasyonunu 

sağlamaktadır ancak 7,8-DHF’e göre daha potent olduğu ileri sürülmektedir (Liu 

vd., 2010).  

Tüm bu bilgiler ışığında planlanan bu tez çalışması kapsamında öncelikle her 

iki molekülün teorik kimyasal aktiviteleri Gaussian paket programı yardımıyla 

belirlenmiş ve karşılaştırılmış, daha sonra 6 aylık Wistar albino sıçanlara 7,8-DHF 

ve 4’-DMA-7,8-DHF uygulaması yapılarak kan ve BOS örneklerinde LC/MS 

yöntemi ile zamana göre miktar tayini yapılmış; nihayetinde de teorik ve analitik 

sonuçlar karşılaştırılmalı olarak değerlendirilmiştir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Kullanılan Materyaller 

Ketamin      : Bayer, Almanya 

Ksilazin       : Bayer, Almanya 

Asetonitril      : Sigma, A.B.D 

Ringer       : CMA, Stokholm, İsveç 

Dimetil sülfoksit    : Sigma, A.B.D 

7,8-Dihidroksiflavon    : Sigma, A.B.D 

4’-dimetilamino-7,8-dihidroksiflavon  : TRC, Kanada  
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3.2. Kullanılan Cihazlar 

Stereotaksimetrik tabla    : Kopf 5600, David Kopf Ins., A.B.D. 

Isıtıcı ped      : CMA 150, CMA Co., İsveç 

Perfüzyon pompası    : KD Scientific, Amerika 

Hayvan muhafaza ünitesi    : CMA/120 CMA Co., İsveç 

Mikrodiyaliz pompası     : CMA 402, CMA Co., İsveç 

Mikrodiyaliz probu     : CMA 12 (PAES Memb.), CMA Co., İsveç 

Otomatik toplayıcı     : CMA 170, CMA Co., İsveç 

Vorteks      : NM110, Nuvemix, Türkiye 

Santrifüj cihazı     : EBA 20, Hettich, Almanya 

Derin dondurucu (-80)    : Panasonic, Japonya 

Buzdolabı      : Arçelik No-Frost, Türkiye 

Stereo mikroskop     : Nikon, Japonya 

LC cihazı       : Agilent 1290, A.B.D.  

LC/MS      : Agilent 6460, A.B.D. 

LC/MS-MS kolonu    : C18-Luna, Phenomenex, A.B.D. 

LC/MS-MS pompası    : LCV-10AL, Shimadzu, Japonya 
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3.3. Teorik Kimyasal Analizler 

Teorik kimyasal analizler için Gaussian 09, Revision C.; 01  (2010); DFT 

(Yoğunluk fonksiyonel teorisi), (RB3LYP) metodu kullanılmıştır (paket programı 

için, Kırıkkale Üniversitesi BAP-2016/016 projesinden yararlanılmıştır). Elde 

edilen sonuçlar kontrol olarak katekol grubu barındıran 6-hidroksidopamin ile 7,8-

DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF arasında kaşılaştırılmıştır. 

3.4. Deney Hayvanları 

Bu çalışmada Wistar albino erkek sıçanlar kullanılmıştır. Ağırlıkları 200-250 

gram aralığında değişen 6 aylık sıçanlar 52x32x20 santimetreküp hacimli 

kafeslerde ve kafes başına  3 hayvan konulacak şekilde barındırılmıştır. Karanlık 

aydınlık safhalar 12 saat – 12 saat olacak şekilde ayarlanmış, 24 santigrat derece 

sıcaklık ve %55 nem oranları sağlanmıştır. Temel ihtiyaçlar için içme suyu ve katı 

gıda olarak pelet yem kullanılmıştır. Bakım süresi boyunca su ve yemlere 

erişimleri tamamen serbest bırakılmıştır. Tüm deneyler Eskişehir Osmangazi 

Üniversitesi yerel etik kurulu izni çerçevesinde gerçekleştirilmiştir (Protokol no: 

652/2018); Bu tez çalışması Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Bilimsel Araştırma 

Projeleri tarafından desteklenmiştir (Proje Kodu: 2018-2239). 

3.4.1. Deney grupları 

Bu çalışmada 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF enjeksiyonu yapılacak iki farklı 

grup (n=6) olmak üzere toplam 12 adet Wistar albino sıçan kullanılmıştır.  

3.4.2. Anestezi işlemi 

İşlem yapılacak deney hayvanı tekli kafese alınarak stres halinden çıkması 

beklenmiştir. Daha sonra tartımı yapılan her bir deney hayvanı için mevcut kiloya 

göre 100 mg/kg olacak şekilde ketamin çözeltisi ve 5 mg/kg olacak şekilde ksilazin 

çözeltisi intraperitonel olarak enjekte edilmiştir. Anestezi derinliği ayak çekme 

refleksi ile kontrol edilmiştir. Anesteziye giren sıçanlar için deney prosedürü takip 

edilmiştir. 
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3.4.3. Unilateral karotis arter kateterizasyonu 

Ketamin-ksilazin anestezisi altına alınan sıçanlar boyun ön yüzden median 

insizyonla açılarak sağ karotis arteri görünür hale getirilmiş ve PE 50 kateter 

kullanılarak kateterize edilmiş, kateterin ucu sıkıca kapalı içi anti-

koagülanlanmış bir şekilde ense derisinden çıkartılmıştır. Kateterizasyon için 

açılan doku kapatılıp deri sütüre edilmiştir. Sütür hattına antibiyotik merhem 

uygulanarak mikrodiyaliz probunun yerleştirilmesi işlemine geçilmiştir. 

3.4.4. Mikrodiyaliz probunun yerleştirilmesi 

Anestezi altında olan sıçanlar vücut sıcaklığını koruyucu pede sahip 

sterotaksik tablaya yerleştirilmiştir. Paxinos-Watson sıçan beyin atlasına göre 

lokalizasyonu belirlenen kafatasında iki adet ankor vida deliği ve bir adet kılavuz 

kanül deliği açılmış ve bu deliğe kılavuz kanül yerleştirilerek akışkan akrilik 

dental dolgu ile sabitlenmiştir. Daha sonra bu kanül yardımı ile sol lateral 

ventriküle giriş sağlanmıştır (Koordinatlar: Lambda 8,2; Bregma -0,8; Lateral 1,6; 

Derinlik: 5,4; Paxinos-Watson sıçan beyin atlası; Figür 21). Kafa derisi sütüre 

edilip antibiyotik merhem uygulanmış ve hayvanlar kateter ve prob kanüllerinin 

düğümlenmesini ya da katlanmasını engelleyecek özel şaftlı awake mikrodiyaliz 

sistem ünitesine yerleştirilmiş, kılavuz kanül çıkartılarak yerine mikrodiyaliz 

probu yerleştirilip hayvanların anesteziden çıkması beklenmiştir (Şekil 3.1). 
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Şekil 3.1. Karotis arter kateterizasyonu ve mikrodiyaliz probu yerleştirme işlemi 

yapılmış hayvanın anestezi altındaki görüntüsü: A; Asılı pozisyonda heparin (100  

I.U./kg) içeren enjektör, B; Kateter vanası; C: Kateter, D; Perfüzyon sıvısını 

içeren mikrodiyaliz tüpünün kanüle giriş yaptığı kısım (inlet); E: Toplanan 

örnekleri içeren mikrodiyaliz tüpünün kanülü terkettiği kısım (outlet). 
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3.5. Uygulanacak Maddelerin Enjeksiyonu 

3.5.1. Enjekte edilecek maddenin hazırlanması 

Enjekte edilecek madde olan 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF çözücüsü olarak 

dimetil sülfoksit (DMSO) kullanılmıştır (25 mg/ml). DMSO ile çözülen maddeler 

daha sonra 1:10 oranında serum fizyolojik ile seyreltilmiştir. 

3.5.2. Enjeksiyonun yapılması ve örneklerin toplanması 

Kateterizasyon ve prob yerleştirilmesi ardından deney hayvanı awake sistem 

içerisine alınmış ve anesteziden çıkması beklenmiştir (En az 8 saat). Anesteziden 

çıkan hayvandan deney prosedürü kapsamında sırasıyla şu işlemler 

uygulanmıştır: Enjeksiyon yapılmadan önce 0,3cc ilk kan örneği toplanmıştır. İlk 

örneğin alınmasını takiben analizi yapılacak madde olan 7,8-DHF’nin 5m/kg 

olacak şekilde i.p. enjeksiyonu yapılmıştır. Enjeksiyonu takiben sonraki örnekler 

için 15 dk., 30 dk., 60dk. ve daha sonrasında birer saat arayla örnek toplama 

işlemleri yapılmıştır. Daha sonra kateter tekrar awake sistemde hayvanın ve 

sistemin güvencesi açısından uygun bir pozisyonda asılı konumda tutulmuştur. 

Alınan her bir örnek 6000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda 

100 mikrolitre süpernatant yeni bir ependorfa aktarılıp üzerine 1:2 oranında 

soğukta (+4oC) muhafaza edilmiş asetonitril eklenerek protein presipitasyonu 

sağlanması için tekrar 6000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj 

sonunda tekrar süpernatant kısımdan 100 mikrolitre alınarak analiz gününe 

kadar muhafazası sağlanmak üzere -80 santigrat derece soğutucuya konulmuştur. 

BOS örnekleri ise CMA Marka mikrodiyaliz ünitesi ve soğutuculu otomatik 

toplayıcı ile her yarım saatte bir otomatik olarak toplanmış (Şekil 3.2 ve Şekil 3.3) 

ve -80 santigrat derecede analiz gününe kadar muhafaza edilmiştir. 
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Şekil 3.2 Mikrodiyaliz sistem ünitesi: A: Akış hızı ve hacmi ayarlanabilir 

otomatik şırınga pompası; B: Perfüzyon tampon çözeltisini içeren şırınga; C: 

Sıçanın hareketlerini kısıtlamamak için kullanılan ve sıçanın hareketi esnasında 

prob kanüllerinin düğümlenmesini ya da sıçana dolanmasını önleyen aparat 

(swivel); D: Sıçanın serbestçe dolaşabileceği büyük plastik kase; E: Soğutuculu 

otomatik toplayıcı. 
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Şekil 3.3 Mikrodiyaliz sistem ünitesinin ve probun beyne yerleştirilmesinin 

şematik gösterimi: Kılavuz kanül ve probun beyin dokusuna yerleştirilmesi (A) ve 

beyin dokusundaki maddelerin difüzyon kuvveti yardımıyla sisteme girişi (B). 

Kafatasının delinmesiyle beyin dokusuna kanül yardımıyla yerleştirilen probdan 

beyin dokusuna, doku ile izotonik tampon çözeltinin girişi sağlanır ve bu tampon 

çözelti membran boyunca dolaşır. Bu esnada membran porlarının büyüklüğüne 

bağlı olarak farklı moleküllerin difüzyonu ile tampon çözeltiye geçiş sağlanır, 

daha sonra elde edilen diyalizat, probun outlet kısmından sistemi terkederek 

otomatik toplayıcı yardımıyla toplanır.  

 

3.6. Örneklerin Analizi 

3.6.1. Sıvı kromatogrofisi 

7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF maddelerinin belirlenebilmesi için sıvı 

kromatografisi yöntemi kullanılmıştır. Bu maddelerin ayrışması ve kütle 

spektrometrisinde belirlenebilmesi için ters faz sıvı kromatogrofisi tekniği 

kullanılmış ve polar bir hareketli faz ile apolar bir durağan faz belirlenmiştir. 

Hareketli faz için asetonitril, su ve %0,1’lik formik asit, durağan faz için ise C18 
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kaplı silika kolon kullanılmıştır ve hareketli faz için gradiyent elüsyon 

uygulanmıştır. 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF maddelerinin toplanan örnekler 

içerisinde belirlenebilmesi için ayrı ayrı yöntem oluşturma ve plazma kalibrasyonu 

işlemleri yapılmıştır (Şekil 3.4), durağan fazdan 7,8-DHF molekülünün ayrılma 

süresi 5.89 dakika, 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün ayrılma süresinin ise 7.53 

dakika olduğu görülmüştür (Şekil 3.5). Uygun analitik yöntem oluşturulduktan 

sonra her bir molekül için muhafaza edilen örnekler sırasıyla viellere aktarılmıştır. 

Daha sonra vieller sıvı kromatogrofi (LC) cihazına numune sırasına göre dizilerek 

tayin işlemine geçilmiştir. Durağan fazda birbirinden hareketli faz yardımıyla 

ayrılan maddeler moleküler ağırlıklarının belirlenebilmesi ve miktar tayini 

yapılabilmesi için kütle spektrometri cihazına iletilmiştir. 

3.6.2. Kütle spektrometrisi (MS) 

Durağan faz içerisinde hareketli faz yardımı ile ayrışan moleküller ince 

kapiller yardımı ile MS cihazına aktarılarak maddelerin varlığı ve miktarı 

ölçülmüştür. Kütle spektrometrisinde molekülleri parçalamak için uygulanan 

enerji 7,8-DHF için 39 volt, 4’-DMA-7,8-DHF için ise 43 volttur. 

 

Şekil 3.4 Kalibrasyon için kullanılan plazmalara ait kromatogram. 
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Şekil 3.5 1 ppb 7,8-DHF (solda) ve 1 ppb 4’-DMA-7,8-DHF (sağda) için elde edilen 

standart kromatogramlar.  

 

Kütle spektrometrisinde 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF için kütlesel 

büyüklüğü belli eden kütle sinyalleri ve parçalanma sonucu oluşan ürünlerin 

moleküler büyüklüklerine karşılık gelen kütle sinyalleri şekil 3.6 ve 3.7’de 

gösterilmiştir. 7,8-DHF’nin fragmentasyon öncesi kütle sinyali 254.900 m/z, 

fragmentlerden elde edilen kütle sinyalleri ise sırasıyla 107.0 ve 128.0 m/z’dir 

(Şekil 3.6). 4’-DMA-7,8-DHF için, fragmentasyon öncesi moleküler büyüklüğüne 

karşılık gelen kütle sinyali 298.0 m/z, fragmentasyon sonrası fragmentlerden en 

çok elde edilen kütle sinyalleri ise 146.10 m/z ve 172.0 m/z’dir (Şekil 3.7).  
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Şekil 3.6 7,8-DHF’nin fragmentasyon öncesi ve sonrası elde edilen kütle 

spektrumları; fragmentasyon öncesi elde edilen spektrum 254,9; fragmentasyon 

sonrası en çok gözlenen fragmentlerin kütlesel büyüklükleri ise 107,0 ve 128,9 

(m/z)’dir. 

 

Şekil 3.7 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün fragmentasyon öncesi ve sonrası elde 

edilen kütle spektrumları; fragmentasyon öncesi elde edilen spektrum 298,0; 
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fragmentasyon sonrası gözlenen fragmentlerin kütlesel büyüklükleri ise 146,0; 

172,0 (m/z). 

Bu tez çalışmasında belirtilmiş olan sıvı kromatografisi ve kütle spektrometrisi 

çalışmalarının tamamı Anadolu Üniversitesi Bitki, İlaç ve Bilimsel Araştırmalar 

Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde (AÜBİBAM) yürütülmüştür. 

3.7. İstatistiksel Değerlendirme  

Farmakokinetik veriler, GraphPad prism 6.0 programıyla normal dağılım gösterip 

göstermediği değerlendirilmiş, sonrasında t-testi ile istatistiksel analizleri 

yapılmıştır; datalar ortalama (mean) ± SEM (standart error mean) olarak verilmiş, 

p< 0.05 anlamlı farklılık olarak kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Teorik Kimyasal Bulgular 

Kimyasal hesaplamalar sonucu 7,8-DHF molekülünün serbest enerjisinin -

878.4 Hartree (Hartree bir atom ya da molekülün en düşük enerji durumundaki 

bağlanma enerjisinin iki katına eşit bir fizik sabitidir) olduğu görülmüştür (Tablo 

4.1). Bu molekülün en yüksek dolu moleküler orbital (HOMO, the highest occupied 

molecular orbital) değerine bakıldığında iyonizasyon enerjisinin yüksek, yani 

elektron vermeye yatkın olduğu görülmektedir. 4'-DMA-7,8-DHF molekülünün ise 

serbest enerji değeri -1012.3 olarak belirlenmiş ve HOMO ile en düşük dolu 

olmayan moleküler orbital değerleri (LUMO, the lowest un-occupied molecular 

orbital) (0.12947) aralığına bakıldığında; 7,8-DHF molekülüne göre daha düşük ve 

daha kararsız olduğu görülmektedir. Bu sonuçlara göre 4’-DMA-7,8-DHF 

molekülünün, 7,8-DHF molekülüne göre reaksiyon vermeye daha yatkın olduğu 

söylenebilir. Her iki molekülün dipol momentleri karşılaştırıldığında 4’-DMA-7,8-

DHF molekülünün daha büyük dipol momente sahip olduğu, 7,8-DHF 

molekülünün ise 4’-DMA-7,8-DHF molekülüne göre daha düşük dipol momente 

sahip olduğu görülmektedir. Bu değerler her iki molekülün polar çözücülerdeki 

çözünürlüklerinin oldukça iyi olduğu hakkında fikir vermektedir. HOMO ve 

LUMO değerleri ile HOMO-LUMO enerji değerleri  hesaplanmış, dar HOMO-

LUMO aralığı her iki molekülün de kararsız ve reaksiyon vermeye yatkın 

olduğunu göstermiştir (Gökalp, 2018). Aktivite kıyaslamaları yapıldığında 

büyükten küçüğe 4’-DMA-7,8-DHF, 7,8-DHF, 6-hidroksidopamin olarak 

sıralanabilir. Burada 6-hidroksidopamin in diğerlerine gore oldukça kararlı olduğu 

görülmektedir (Tablo 4.1).  
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Tablo 4.1 7,8-DHF ve 4’-DMA moleküllerinin kimyasal özellikleri: Serbest 

enerji birimi Hartree, HOMO,LUMO ve HOMO-LUMO değerlerinin birimleri ise 

eV’dur (eV: Bir voltluk elektrik potansiyel farkında hareket eden tek bir 

elektronun yükü ile elde edilen enerji miktarıdır). Bu tabloda 7,8-DHF 

molekülünün ve 4’-DMA-7,8-DHF moleküllünün serbest enerji değerleri 

karşılaştırılmış ve her iki molekülün kararsız ve reaksiyon vermeye yatkın 

olduğu, ancak 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün 7,8-DHF’e göre daha kararsız 

olduğunu göstermektedir.  

 

 

4.2. Analitik bulgular 

Standartlar ve blank kromatogramları doğrultusunda hareketli faz yardımı 

ile ayrışan bileşiklerin durağan faz içerisindeki hareketi ve çıkış süresi şekil 4.1 ve 
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Şekil 4.2 de gösterilmiştir. 7,8-DHF molekülünün polar hareketli faz aracılığıyla 

apolar durağan fazı terketme süresi 5.86 dakika, 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün 

durağan fazı terketme süresi ise 7.60 dakikadır. Bu sonuçlara göre polar hareketli 

faz aracılığı ile apolar durağan fazdan ayrılma süreleri 4’-DMA-7,8-DHF 

molelükünün, 7,8-DHF molekülüne kıyasla daha apolar olduğu görülmüştür. 

 

Şekil 4.1 Sıvı kromatografisinde plazma örneklerinin analizi ile elde edilen 7,8-

DHF molekülüne ait kromatogram: Bu kromatogram 7,8-DHF molekülünün 

hareketli polar çözücü içerisinde durağan fazdan 5.86 dakikada ayrıldığını 

göstermektedir.  

 

Şekil 4.2 Sıvı kromatografisinde, plazma örneklerinin analizi ile elde 4’-DMA-

7,8-DHF molekülüne ait kromatogram: Bu kromatogram 4’-DMA-7,8-DHF 
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molekülünün hareketli polar çözücü içerisinde durağan fazdan 7.60 dakikada 

ayrıldığını göstermektedir.  

 

 

4.3. Farmakokinetik Bulgular 

7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF moleküllerinin plazma konsantrasyonları 

zamana bağlı olarak birbirleri ile karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırmaya ve teorik 

sonuçlardan elde edilen bulgulara göre daha kararlı olduğu görülen 7,8-DHF 

molekülünün hızla kana geçtiğini ve ilk 15 dakika içerisinde ortalama 50 ng/ml 

(nanogram/mililitre) konsantrasyonunda seyrettiğini, sonraki 15 dakikaya 

ulaşana kadar konsantrasyonunda büyük bir düşüş sergileyerek ortalama yaklaşık 

15 ng/ml konsantrasyonuna gerilediği görülmektedir. İkinci saate kadar her yarım 

saatte ortalama %50 civarı konsantrasyon kaybına uğrayarak ikinci saatte 

yaklaşık 2 ng/ml konsantrasyonuna düşmektedir. 7,8-DHF molekülü 12’nci saate 

kadar düşük dozlarda varlığını sürdürmüştür. Bu çalışmada plazma örnekleri için 

ölçülebilir en düşük konsantrasyon 0,1 ng/ml olduğundan molekülün çeşitli zaman 

aralıklarındaki varlığı yüksek hassasiyette belirlenmiştir. 4’-DMA-7,8-DHF 

molekülü sistemik uygulamada 7,8-DHF kadar verimli bir farmakokinetik profil 

gösterememiştir. Başlangıç olarak 15’inci dakikada plazma yaklaşık ortalaması 8,4 

ng/ml olarak belirlenen 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün sonraki 15 dakika 

içerisinde konsantrasyonunun çok ciddi bir şekilde düştüğü ve 30’uncu dakikada 

ortalama 8 ng/ml’nin altına gerilediği görülmüştür. Sonraki yarım saatlik süre 

zarfında konsantrasyonları stabil ilerleyen 4’-DMA-7,8-DHF molekülü ikinci saate 

kadar giderek azalma göstererek yaklaşık 0,7 ng/ml konsantrasyonuna düşmüş, 

ikinci saatten sonra ise yavaş yavaş elimine olmuştur. Beyin mikrodiyalizatlarının 

değerlendirilmesinde plazma örneklerine benzer bir metodoloji uygulanmış ancak 

herhangi bir madde varlığı tespit edilememiştir. Ölçüm düzeyi 0,1 ng/ml gibi 

yüksek hassasiyette ölçülmüş olsa da ne 7,8-DHF ne de 4’-DMA-7,8-DHF 
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molekülünün beyin mikrodiyalizatlarında varlığı belirlenememiştir. Sonuç olarak 

teorik bulgularda geniş HOMO-LUMO aralığına sahip olan 7,8-DHF molekülünün, 

plazma konsantrasyonlarının, 4’-DMA-7,8-DHF molekülüne göre aynı zaman 

dilimlerinde daha fazla konsantrasyonlarda ve daha uzun sürelerde varlığını 

koruduğu görülmüştür (p<0.01) (Şekil 4.3).  
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Şekil 4.3 LC/MS metoduyla farklı zaman aralıklarında toplanan plazma 

sıvılarında, miktarları belirlenen 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF moleküllerinin 

zamana bağlı oluşturduğu karşılaştırmalı farmakokinetik profil: Bu grafikte 

zaman aralıkları yatay x ekseninde dakika türünden belirtilmiştir İlk 2 saat 

onbeşer dakikalık zaman aralıklarına bölünmüş, sonraki 10 saat birer saatlik 

zaman aralıklarına bölünmüştür. Madde konsantrasyonları ise dikey Y ekseninde 

nanogram/mililitre cinsinden belirtilmiştir. Bu grafiğe göre 7,8-DHF molekülü 

kanda ilk 15 dakikada maksimum konsantrasyona ulaşmakta (48 ng/ml) ve daha 

sonraki 15 dakika içerisinde konsantrasyonu hızla düşmektedir (14 ng/ml). İkinci 

saatteki konsantrasyonu yaklaşık 2 ng/ml olarak belirlenen 7,8-DHF, 720’nci 

dakikaya kadar plazmada varlığını düşük konsantrasyonlarda göstermeye devam 

ettirmiştir. 720’nci dakikada belirlenen 7,8-DHF konsantrasyonu ise 0,8 
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ng/ml’dir. Aynı şekilde 4’-DMA-7,8-DHF’nin de kandaki konsantrasyonu ilk 15 

dakika içerisinde 8 ng/ml değerine yükselip sonraki 15 dakika boyunca 8 ng/ml 

seviyesinde seyretmiş daha sonra ise hızla elimine olmuştur. 4’-DMA-7,8-

DHF’nin ikinci saatteki konsantrasyonu 0,7 ng/ml, 720’nci dakikadaki 

konsantrasyonu ise 0,13 ng/ml’dir (p<0.01). 

7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF moleküllerinin intraperitonel olarak 5 mg/kg 

dozda uygulanması sonucu elde edilen bulgulara göre, 7,8-DHF için en yüksek 

konsantrasyona ulaşma süresi (Tmax) 15 dakika, en yüksek konsantrasyonu 

(Cmax) ise 48 ng/ml olarak belirlenmiştir (Tablo 4.2). Enjeksiyonu takiben ilk 

yarım saat içerisindeki konsantrasyon 14 ng/ml değerine kadar gerilemiş, sonraki 

her saat azalmaya devam etmiştir. 4’-DMA-7,8-DHF için Tmax süresi yine 15 

dakika, Cmax değeri ise 8 ng/ml olarak belirlenmiştir (Tablo 4.2).  

Tablo 4.2 Sıçanlara enjekte edilen 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF moleküllerinin 

sıçan plazmalarında sergilediği in vivo farmakokinetik parametrelerinin 

karşılaştırılması. İntraperitonel olarak 5mg/kg dozlarda uygulanan her iki 

molekül için plazmada maksimum konsantrasyona erişme süresi (Tmax) 15 

dakika olarak belirlenmiştir. Tmax süresinde eriştiği maksimum konsantrasyon 

değerleri (Cmax) ise 7,8-DHF molekülü için 48,43 ng/ml, 4’-DMA-7,8-DHF 

molekülü için 8,40 ng/ml olarak belirlenmiştir. Bu veriler 7,8-DHF’nin 4’-DMA-

7,8-DHF’e göre plazmada daha fazla miktarda bulunduğunu göstermektedir. 

AUC: konsantrasyon-zaman eğrisi altında kalan alan (Area under curve, AUC). 

Bileşik adı Doz Cmax Tmax 
AUC 

(min*ng/ml) 

7,8-DHF 5 mg/kg 48,43 15 2241 

4’-DMA-7,8-DHF 5 mg/kg 8,40 15 797,4 
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5. TARTIŞMA  

Bu tez çalışmasında 7,8-DHF ve 7,8-DHF’e göre daha potent olduğu 

düşünülen 4’-DMA-7,8-DHF’nin, Gaussian paket programı kullanılarak kimyasal 

özellikleri belirlenmiş, ve her iki molekülün sıçan kan ve beyin omurilik 

sıvılarındaki farmakokinetiği araştırılmıştır. Elde edilen kimyasal özellikler ile in 

vivo farmakokinetik deney sonuçlarından gelen veriler değerlendirilerek bahsi 

geçen moleküllerin tedavi edici çalışmalar için uygunluğu ele alınmıştır. Her iki 

molekül için literatürde kimyasal özelliklerinin, in vivo farmakokinetik 

özellikleriyle birlikte ele alınarak karşılaştırıldığı bizim bilgilerimiz dahilinde 

herhangi bir çalışmaya ulaşılamadığından dolayı bu çalışma kendi konusunda bir 

ilki ele almıştır.  

Günümüze kadar BDNF eksikliği veya TrkB ifadesinin azalması sonucu 

ortaya çıkan çeşitli patolojilerinin tedavisine yönelik; rekombinant BDNF 

uygulaması, BDNF gen replasmanı ya da TrkB ifadesinin replasmanı gibi 

yöntemlere başvurulmuştur (Maynard vd., 2016; Montroull, Danelon, Cragnolini, 

& Mascó, 2019b). Ancak yüksek genetik düzenlemeler, kan beyin bariyeri engeli ve 

yüksek konsantrasyonlarda eksojen peptid uygulamalarının toksik etki 

göstermesinden dolayı istenilen sonuçlar elde edilememiştir (Dittrich vd., 1996). 

Buna karşılık TrkB reseptörünü BDNF gibi aktive edebilen 7,8-DHF molekülünün 

kan beyin bariyeri engelini geçebilmesi ve yüksek dozlarda toksik etki 

göstermemesi, BDNF uygulamalarına alternatif olmuş ve daha verimli sonuçların 

eldesini sağlamıştır.  

BDNF’nin TrkB reseptörüne bağladığı kısım D5 bölgesidir (D5-domain) ve 

BDNF’nin tanınıp aktivite gösterebilmesi için esas bölgeyi teşkil etmektedir. Bu  

bölgede bağlanma cebini oluşturan aminoasitlerin çoğunluğu polar yapıdadır ve 

7,8-DHF bu bağlanma cebine girerek TrkB aktivasyonu sağlamaktadır. Teorik 

araştırma sonuçlarımız 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün polaritesinin 

yüksek olduğunu, ayrıca kararsızlıkları dolayısıyla bağ yapmaya eğilimli 
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olduklarını gösterdiğinden dolayı, her iki molekülün de D5 domaininde yüksek bir 

bağ etkileşimi gösterebileceklerini düşündürmektedir. (Chitranshi, Gupta, Kumar, 

& Graham, 2015). Ayrıca 7,8-DHF molekülü ile TrkB reseptörünün bağlanma cebi 

arasındaki etkileşimin, esas olarak flavonun A halkası üzerinden gerçekleştiği 

bilinmektedir. Bu etkileşim moleküler bağlama çalışmaları için üretilen tüm 7-

8,DHF türevleri için korunmuş olup pi-alkil, pi-sigma, pi-katyon ve hidrojen bağı 

etkileşimlerine aracılık etmektedir. Bu çalışmadan elde edilen teorik kimyasal 

sonuçlarımız da her iki molekülün enerji seviyelerini ve kararsızlıklarını ortaya 

koymuş, böylece reseptör-ligand etkileşimlerini verimli bir şekilde 

sağlayabileceklerini göstermiştir (Chitranshi vd., 2015).  

7,8-DHF’nin de dahil olduğu flavonların A halkası üzerinde yapılan 

fonksiyonel grup modifikasyonlarıyla, 7,8-DHF’den daha yüksek bağlanma 

skorlarına sahip moleküllerin varlığı gösterilmiştir. Ancak bilgisayar tabanlı elde 

edilen sonuçlar tek başına yeterli olmadığından, elde edilen teorik sonuçların in 

vitro ve in vivo özelliklerinin karşılaştırılması gerekmektedir (Benfenati, Gini, 

Hoffmann, & Luttik, 2010). Gerçekten de 7,8-DHF’nin farklı türevleri in vitro 

çalışmalarda TrkB reseptörünü, 7,8-DHF’e göre daha güçlü aktive etmiştir. Ancak 

elde ettiğimiz analitik bulgular 7,8-DHF türevlerinden biri olan 4’-DMA-7,8-

DHF’nin sistemik uygulamasında daha düşük farmakokinetik profil sergilediğini 

göstermiştir. Bu molekülün teorik kimyasal özelliği kararsız bir yapı olarak 

görüldüğünden, 7,8-DHF’e göre daha potent olabileceğini düşündürse de sistemik 

uygulama sonrası elde edilen plazmaların farmakokinetik bulguları bu düşüncenin 

aksini göstermiştir (Liu vd., 2012).  

7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün kimyasal yapısına bakıldığında, 

her ikisinin yapısında da TrkB etkileşimi için elzem olduğu düşünülen katekol 

grubu olduğu görülmektedir. Katekol grubunun katekol-O-metil transferaz 

(COMT) ile metillenmesiyle 7,8-DHF-TrkB etkileşiminin daha güçlü olduğu 

düşünülmektedir. COMT inhibitörlerinin kullanımı ise bu olumlu etkiyi  

azaltmaktadır (Liu vd., 2013a). Ancak literatür bilgileri, katekol grubu içeren 
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moleküllerin yarılanma ömürlerinin çok düşük olduğunu, dolayısıyla 

konsantrasyonlarının hızla düştüğünü bildirmektedir (LeWitt, 2004). Bizim 

çalışmamızda elde ettiğimiz bulgulara göre plazma 7,8-DHF miktarı 15’inci 

dakikada 48 ng/ml konsantrasyonlarında iken sonraki 15 dakika içerisinde 

yaklaşık 2/3oranında düşerek 14 ng/ml konsantrasyonlarına gerilemiştir. Plazma 

4’-DMA-7,8-DHF miktarı ise ilk 15’inci dakikada 8,40 ng/ml olarak hesaplanmış, 

ikinci 15 dakikadaki konsantrasyonu yine aynı miktarlarda görülmüştür. 

Dolayısıyla her iki molekülün plazma seviyelerinin ilk 60 dakika arasında görülen 

ciddi azalmaların; katekol grubu içeren bileşiklerin COMT kaynaklı düşük 

yarılanma ömrüne sahip olabilmeleri bilgisiyle tutarlılık göstermektedir.  

Liu ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, 7,8-DHF’nin oral gavaj yoluyla 

verilmesinden sonra hem 7,8-DHF’nin hem de metillenmiş metabolitleri olan 7-

metoksi-8-hidroksiflavon ve 7-hidroksi-8-metoksiflavon’un varlığı plazmada tespit 

edilmiştir. Bu araştırma bulgularına göre, 7,8-DHF plazmada 10’ncu dakikada 

Cmax değerine (70 ng/ml) ulaşmış, 7-metoksi-8-hidroksi metabolitinin ise 3’üncü 

dakikada varlığı tespit edilse de Cmax değerine (1ng/ml) 10’uncu dakikada ulaştığı 

bildirilmiştir. Aynı çalışmanın beyin örneklerinden elde edilen bulgularına 

bakılacak olursa; 7,8-DHF’nin beyindeki varlığı 10’uncu dakikada tespit edilmiş ve 

her 1 gramlık beyin homojenatında yaklaşık 52 ng olduğu bildirilmiştir (52 ng/g). 

Metillenmiş metabollerinin ise beyin örnekleri için ölçülebilir limitin altında 

kaldığı bildirilmiştir (Liu vd., 2013a). Bizim çalışmamızda ise 5 mg/kg i.p. 7,8-DHF  

uygulaması sonucu, plazma Cmax değeri 48 ng/ml olarak ölçülmüş; beyin omurilik 

sıvısı mikrodiyalizatlarında ise 0,1 ng/ml hassasiyette ölçümüyle varlığı tespit 

edilememiştir. Bunun sebebi Liu ve arkadaşlarının çalışmasında varlığı 3’üncü 

dakikada tespit edilmiş olan 7-metoksi-8-hidroksi metaboliti ile ilgili olabileceğini 

düşündürmektedir. Bu bulgu, 7,8-DHF’nin çok hızlı bir şekilde metabolize 

edildiğini göstermektedir, böylece; hem plazma konsantrasyonlarının hızla 

düşmesi hem de BOS örneklerinde 7,8-DHF varlığının tespit edilememesi bu 

metabolizasyon süreci ile ilişkili olabilir. Ayrıca beyin homojenatlarında 7,8-DHF 
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ve metabolitlerinin varlığının belirlenebilmesi için terapötik dozun 10 katı 

konsantrasyonda uygulaması yapılmış (Liu vd., 2013a) olduğundan bu molekülün, 

düşük konsantrasyonlarda uygulandığında BOS mikrodiyalizatlarında varlığının 

tespit edilemeyeceğine işaret etmektedir. İlaveten yukarıdaki bilgilere bağlı olarak  

plazma konsantrasyonlarını ve dolayısıyla BOS konsantrasyonlarını arttırmak 

amacıyla COMT inhibitörleri kullanıbilir. Böylece her iki molekülün BOS 

mikrodiyalizatlarında tespiti daha da mümkün hale gelebilir.  

Maymunlara, oral olarak 30mg/kg uygulaması yapılan, 7,8-DHF ve 

metabolitlerinin plazmadaki farmakokinetiklerinin araştırıldığı bir çalışmada, 

Cmax değerinin 800 ng/ml, Tmax değerinin ise 4 saat olduğu bildirmiştir (He vd., 

2016). Ayrıca maymunlarda yapılan bir başka farmakokinetik çalışmada (30 

mg/kg, oral), Tmax yine 4 saat olarak bildirilmiş, Cmax değerinin ise yaklaşık 1400 

ng/ml olduğu bildirilmiştir (Sun vd., 2017). Bizim çalışmamızdan elde edilen 

bulgularda ise Wistar albino sıçanların plazmasında 7,8-DHF’nin Cmax değeri 48 

ng/ml, Tmax değeri ise 15 dakika olduğu görülmüştür. Buna göre, 7,8-DHF 

molekülü için farklı türe ait hayvanlarda önemli derecede konsantrasyon farkının 

gözlenmesi, 7,8-DHF’nin metabolik reaksiyonlardan ne derece etkilenebildiğini 

göstermektedir.  

Liu ve arkadaşlarının fareler üzerinde yapmış olduğu bir çalışmada 1 mg/kg 

kronik oral 4’-DMA-7,8-DHF uygulaması uygulaması fare hipokampüsünde 

nörogenezi arttırmıştır (Liu vd., 2010). Bu bulgu 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün 

merkezi sinir sisteminde TrkB fosforilasyonunu sağladığına işaret etmektedir (Liu 

vd., 2010). Ancak bizim çalışmamızdaki LC-MS/MS bulgularına göre, i.p. olarak 5 

mg/kg uygulanan 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün varlığı plazmada tespit 

edilebilmiş ancak BOS mikrodiyalizatlarında 0,1 ng/ml hassasiyete rağmen tespit 

edilememiştir. Liu ve arkadaşları çalışmalarında 7,8-DHF molekülünün 4’- 

pozisyonuna metil grubunun eklenmesiyle, molekülün metabolizasyonunu 

hızlandırdığı yönünde bir önerme ifade etmişlerdir (Liu vd., 2013a). Bu önerme ve 

4’-DMA-7,8-DHF’nin neden düşük bir farmakokinetik profil sergilediğine bir cevap 
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olabilir ancak hala 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün nasıl nörogenezi teşvik ettiği 

sorusuna cevap verememektedir. Ancak bu etkiyi metabolitleri aracılığıyla 

gerçekleştirdiği önerilebilir. 

7,8-DHF’nin verimli farmakokinetik profiline karşı 4’-DMA-7,8-DHF'nin 

plazma konsantrasyonunun neden 7,8-DHF kadar verimli olmadığına yönelik 

farklı bir açıklama daha olabilir. Bu durumun olası bir nedeni dar HOMO-LUMO 

aralığına sahip, yani daha kararsız olan 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün serum 

albüminle daha fazla bağ yapma isteği içerisinde olması olabilir.  

Sonuç olarak literatürde 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF molekülünün 

farmakokinetik profilini bildiren veriler ile bizim bulgularımız tutarlılık 

göstermektedir. Bu bilgilere göre 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF molekülü sistemik 

olarak uygulandığında hızla kana geçerek varlığını göstermektedir. 15 dakika gibi  

çok kısa bir sürede Cmax değerine ulaşan moleküllerin plazma konsantrasyonları 

hızla düşmektedir. Dolayısıyla her iki molekülün ilk geçiş etkisinden önemli 

derecede etkilendiğini görmekteyiz (Mehrotra, Gupta, Kovar, & Meibohm, 2007). 

Ayrıca analitik bulguların standart sapmalarının değişken olması, bu moleküllerin 

aynı türe ait hayvanlarda bile  değişik hızlarda metabolize olduğunu 

düşündürmektedir. Bu yüzden molekülün doğru farmakokinetik profilini 

belirlemek için aynı hayvan üzerinden deneyin tamamlanması gerektiğini 

düşünmekteyiz. 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF için daha önce yapılan 

farmakokinetik çalışmada ilgili araştırmacı grup, her bir zaman dilimi için farklı 

fareleri sakrifiye etmiş, dolayısıyla her fareden farklı zamanlardan madde 

izolasyonu yapmışlardır (Liu vd., 2013b). Bu tez çalışmasında ise hem plazma 

örnekleri için aynı sıçan kullanılmış hem de mikrodiyaliz yöntemi ile BOS 

örnekleri yine aynı hayvandan toplanmıştır. Dolayısıyla her bir molekülün aynı 

hayvan üzerindeki zamana bağlı konsantrasyonları araştırılmıştır. Terapötik 

dozda uygulanan maddelerin tespiti beyin örneklerinde yüksek hassasiyete 

rağmen belirlenememiş olsa da, metabolik reaksiyonları çok iyi bilinmeyen bu 

moleküllerin plazma ve BOS farmakokinetiklerinin bizim çalışmamızdaki gibi aynı 
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hayvan üzerinde yapılması daha verimli bir yöntemdir. Kemirgenlerde ve 

maymunlarda yapılan çalışmalar birlikte göz önünde bulundurulduğunda, her iki 

molekülün kan ve BOS konsantrasyonlarında metabolik hızın; dolayısıyla hayvan 

türünün önemli olduğunu göstermektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER  

Sonuç olarak bu tez çalışmasında 7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF 

moleküllerinin teorik kimyasal aktiveleri ve in vivo farmakokinetik etkinliklerinin 

gösterilerek karşılaştırıldığı ilk çalışmadır. 4’-DMA-7,8-DHF molekülünü, 7,8-

DHF molekülüne göre teorik kimyasal özellikler ve in vitro çalışmalarda daha 

yüksek aktivite gösterse de 7,8-DHF’den daha iyi bir farmakokinetik profil 

sergilemediği görülmüştür. Bundan dolayı 7,8-DHF’nin sistemik uygulamasının 4’-

DMA-7,8-DHF’den daha verimli olabileceğini düşündürmüştür. Ayrıca 

farmakokinetik çalışmaları için molekülün teorik kimyasal özelliklerinin yanında 

fizikokimyasal yapısının da iyi bilinip sistemik uygulamalarda ne tür metabolik 

reaksiyonlardan geçeceği iyi analiz edilmeli ve bu molekülün metabolitleri de 

incelenmelidir. 7,8-DHF ve türevi olan 4’-DMA-7,8-DHF molekülü sistemik 

uygulandığında ilk geçiş etkisinden yüksek oranda etkilenmiştir. Ancak bu 

moleküllerin metabolize olması aktivasyon kaybına sebep olmamaktadır ve 

metillenmiş formları daha iyi aktivite göstermektedir. Buna karşılık metillenmiş 

7,8-DHF ve 4’-DMA-7,8-DHF’nin metabolizma hızının daha yüksek olduğu da 

görülmüştür. Dolayısıyla metilasyonunun engellenmesi molekülün aktivitesini 

azalttığından dolayı, hastalıklarda kullanılan COMT gibi inhibitör moleküllerle 

uygulandığında aktivite kaybı gösterecek ve Parkinson hastalığı gibi bazı 

hastalıklarda sistemik uygulamasında yeterli terapötik etki göstermesine engel 

teşkil edecektir. Diğer yandan bu moleküllerin metillenmenin engellenmesi ise 

plazmada daha uzun süre kalmasına aracılık edecek ve serbest radikalleri 

yakalayarak antioksidan özellik göstermesine yardımcı olacaktır. Ayrıca 7,8-DHF 

ve 4’-DMA-7,8-DHF’nin metillenmesinin engellenmesi, bu moleküllerin 

plazmadaki konsantrasyonlarının düşüşünü engelleyeceğinden, BOS 

mikrodiyalizatlarında her iki molekülün varlığının tespit edilebilmesine yardımcı 

olacabileceği de düşünülebilir. Bu yüzden bu moleküllerin türevlerinin ve 

metabolitlerinin, sistemik uygulamalarda tedavi edici dozlarının belirlenmesi ve 
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farmakokinetiklerinin iyi araştırılması, hastalık patolojilerine karşı daha geniş 

çerçevede kullanım alanı bulması için gereklidir. 
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