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OZET

Arasidonik Asit Tiirevlerinin Hiicre Kiiltiirii ve Sicanlarda Olusturulan Deneysel
Alzheimer Modellerinde Etkilerinin Arastirilmasi ve Molekiiler Modelleme

Amag: Alzheimer hastaligi (AH), nedeni kesin olarak bilinmeyen ve ilerleyen
yasla birlkte diinya niifusunun 6nemli bir kisminda goriilecegi tahmin edilmektedir Agr1
stireci esas olarak amiloid plaklar, norofibriler yumaklar ve beyindeki sinir baglantilarinin
kayb1 ile ilgilidir. Su anda diinyada yaklasik 50 milyon AH vakasi oldugu tahmin
edilmektedir. AA, siklooksijenaz ve lipoksijenaz, farkli yollarin substratlar1 olabilir ve
inflamasyonu kontrol eden farkli aracilara yol agabilir. Bu pro-inflamatuar lipid
aracilarinin aksine, lipoksinler gibi diger AA aracilari iltihab1 azaltabilir ve gii¢lii anti-
inflamatuar etkilere sahip olabilir. Calismamiz Alzheimer hastaliginin in vitro ve in vivo
modelleri izerinde Arasidonik Asitten iiretilen tiirevlerinin etkinliklerini degerlendirmeyi
amaclamaktadir.

Materyal ve Metot: ilk olarak tasarlanan arasidonik asitin amid tiirevlerinin
molekiiler modelleme ile Alzheimer hastaliginda uyumlu olup olmadig kontrol
edilmistir. Molekiiler modellemeden olumlu sonug¢ alinan yeni amidler sentezlenmistir.
Daha sonra sentezlenen bu maddelere hiicre kiiltiiriinde Alzheimer modeli yapilarak
etkileri test edilmistir. Hiicre kiiltiiriinde etkili bulunan maddeler ise deney hayvanlarinda
Alzheimer modeli yapilarak denenmistir.

Bulgular: Molekiiler modellemeye gore yedi tane madde Alzheimerde hem COX-
2 hemde 5-LOX’ta etkili bulundu. Bu maddeler sentezlenerek invitro Alzheimer
modelinde test edildi ve iki tanesi ¢ok etkili bulundu. Etkili bulunanlar invivo Alzheimer
modelinde diisiik ve yiiksek doz olarak kullanildi. Yapilan davranis testleri, biyokimyasal
parametreler ve histopatolojik bulgular sonucunda maddelerden A-1 ve A-2
molekiillerinin yliksek dozlarinda biitiin testlerden olumlu sonuglar alinmstir.

Sonug: Bu tez ¢alismasinda tasarimi, molekiiler modellemesi, sentezi, iv vitro ve
in vivo galismalari ile bir ilacin faz galismalarina girmeden onceki biitiin asamalari
yapilmustir. Arasidonik asitten sentezlenen bu yeni tiirevlerin Alzheimer hastaligina bir
umut kaynagi olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, amidasyon, arasidonik asit, molekiiler

modelleme
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ABSTRACT

Molecular Modeling and Investigation of the Effects of Arachidonic Acid
Derivatives in Cell Culture and Experimental Alzheimer's Disease Models in Rats

Aim: Alzheimer's disease (AD) is a disease of unknown cause and is estimated to
affect a significant proportion of the world's population with advancing age. The pain
process is mainly related to amyloid plaques, neurofibrillary tangles and loss of nerve
connections in the brain. It is estimated that there are currently around 50 million cases
of AH worldwide. AA, cyclooxygenase and lipoxygenase can be substrates of different
pathways and lead to different mediators controlling inflammation. In contrast to these
pro-inflammatory lipid mediators, other AA mediators such as lipoxins can reduce
inflammation and have potent anti-inflammatory effects. Our study aims to evaluate the
efficacy of Arachidonic Acid derivatives on in vitro and in vivo models of Alzheimer's
disease.

Material and method: Firstly, we checked whether the designed amide
derivatives of arachidonic acid are compatible with Alzheimer's disease by molecular
modeling. New amides with positive results from molecular modeling were synthesized.
Then, the effects of these synthesized substances were tested in Alzheimer's model in cell
culture. The substances found to be effective in cell culture were tested in experimental
animals using Alzheimer's model.

Results: According to molecular modeling, seven substances were found to be
effective in both COX-2 and 5-LOX in Alzheimer's. These substances were synthesized
and tested in an in vitro Alzheimer's model and two were found to be very effective. Those
found effective were used in low and high doses in the in vivo Alzheimer's model. As a
result of behavioral tests, biochemical parameters and histopathological findings, positive
results were obtained from all tests at high doses of A-1 and A-2 molecules.

Conclusion: In this thesis, all stages of design, molecular modeling, synthesis, in
vitro and in vivo studies of a drug before entering phase studies were carried out. It is
thought that new derivatives synthesized from arachidonic acid may be a source of hope
for Alzheimer's disease.

Key Words: Alzheimer's disease, amidation, arachidonic acid, molecular

modeling
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1. GIRIS

Merkezi sinir sisteminde (MSS) makrofaj olarak gorev yapan ve molekiiler
sensorler olarak bilenen mikroglialar, dogumdan itibaren beynin bagisiklik sisteminde
onemli bir yere sahiptir ve herhangi bir hasar olustugunda hizlica aktive edilir (Quan ve
ark., 2013). Bu gibi hayati durumlarda aktive edilen mikroglialar Alzheimer gibi bir¢ok
norodejeneratif hastaliklarin ortak patolojik 6zelliklerini temsil eder (Sarlus & Heneka,
2017).

Alzheimer hastalifi (AH), nedeni kesin olarak bilinmeyen ve ilerleyen yasla
birlikte diinya niifusunun 6nemli bir kisminda goriilecegi tahmin edilen bir hastaliktir
(Esquerda-Canals ve ark., 2017). Alzheimer hastaliginda beynin glutamat tasiyici
fonksiyonlarinda azalma goriiliir. Glutamat tastyicilarin yetersiz isleyisi, sinaptik aralikta
asir1 glutamat birikimi ve eksitotoksik noéronal hasar ile sonuglanabilir. Bu da Alzheimer
hastaliginda néropatolojik belirti ve biligsel diisiise katkida bulundugunu ortaya
koymaktadir.

Bunlara ek olarak beyinde Amiloid-p (AB) plakalarinin hiicre disinda birikimide
cesitli yolaklarda metabolik diizensizliklere sebep olmaktadir ve AH'nin baglamasina yol
acan norodejenerasyonun olusmasi miimkiindiir (de la Monte & Tong, 2014). Bu sirada
hiicre i¢cinde de Tau proteini toplanir ve AH’li bireylerin néronlarinda nérofibril yumaklar
olusur. Sonugcta hiicresel metabolit tasima sistemi bozularak néronlarda enerji agig1 olur
ve yeni sinapslar tiretilmez (Patrick, 2019).

Baz1 ¢oklu doymamis yag asitleri beta amiloidleri temizler ve dolayisiyla AH'yi
onler. Yaslhlikla birlikte ortaya ¢ikan bir¢ok hastalikta beyindeki ¢oklu doymamis yag
asitleri metabolizmasindaki diizensizlikler ortaya ¢ikmistir. Coklu doymamis yag asitleri

ve metabolitleri, hiicre zarimin yapisinda ve beyinde bulunmalar1 sebebiyle



noroinflamasyonu, ndrotoksisiteyi ve oksitatif stresi diizenleyen onemli bilesenlerdir
(Sanchez-Mejia & Mucke, 2010).

Yapisinda bulunan ¢ift bagin konumuna gore isimlendirilirken omega (o) ucundan
baslanmasiyla bu ¢oklu doymamis yag asitlerine omega yag asitleri denilmistir. Bu
omega yag asitlerinde ¢ift baglarin oldugu kisimlarda hidrojen atomlar1 cis- bigimde
yonlenmistir. Omega yag asitlerinde (o) 3-6 ve 9 pozisyonlarinda c¢ift baglar
bulunmaktadir (Ajith, 2018).

Arasidonik asit (AA), hiicre zarinin yapisinda lipit formda bulunan bir -6 ¢oklu
doymamis yag asididir. Hiicre stres altindayken hiicre zarindaki fosfolipitlerden
fosfolipaz Az (PLA2) enzimi yardimiyla serbest AA saliverilir(Wang ve ark., 2019).

Serbest AA, inhibisyonun yani sira aktivasyon yoluyla iyon kanallarinin, gesitli
reseptorlerin ve enzimlerin islevini modiile eder. AA ii¢ yolakla viicutta metabolize edilir.
Bunlar;

o Siklooksijenaz (COX) ile prostaglandin, prostasiklin ve tromboksanlara,

e Lipooksijenaz (LOX) ile 16kotrienler ve lipoksinler,

e Sitokrom P450 (CYP-450) enzimi ile hidroksieikosatetraenoik asitler

(HETE'ler) viicutta tiretilir.
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Sekil 1.1. Arasidonik asit metabolizmasi

AA’dan LOX enzimleri tarafindan iiretilen lipoksin A4 (LXA4) antiinflamatuvar
etkiye sahiptir. Bu, anti-enflamatuar lipoksin As, ¢oziiciiler, koruyucular ve maresinlere
yol agan AA vererek prostaglandin Ez2 (PGEz2)'yi inhibe ederek basarilabilir. ® -6 yag
asitleri ve metabolitleri arasindaki dengesizligin ndrodejeneratif hastaliklar
etkileyebilecegine inanilmaktadir (Poorani ve ark., 2016).

AH, proinflamatuar PGE: igeren diisiik dereceli sistemik inflamatuar bir hastaliktir
(Combrinck ve ark., 2006). Yaslanan beyin, yasa baglh bilissel gerilemede ve AH'nin
yiiksek prevalansinda goriilebilen iltihaplanmaya egilimlidir. Boylelikle coklu doymamis
yag asitleriyle demansin 6nemli nedenlerinden biri olan AH, durdurabilir hatta tersine

cevrilebilir. AA ayrica toksik madde degildir ve FDA tarafindan onay1 bulunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastaligy, ilerleyici biligsel gerileme ve hafiza bozuklugu ile karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir. Tiim vakalarin yaklasik %60-80'ini olusturan en yaygin
demans tiiridiir (Lopez & Kuller, 2019; Tahami Monfared ve ark., 2022). Alzheimer
hastaliginin kesin nedenleri hala tam olarak anlagilamamustir. Bununla birlikte, hastaligin
gelisme olasiligini artirabilecek bilinen birkag risk faktorii vardir. Bunlar arasinda ileri
yas, ailede hastalik oykiisii, belirli genetik mutasyonlar, kardiyovaskiiler risk faktorleri
(hipertansiyon ve diyabet gibi) ve sigara igmek ve fiziksel aktivite eksikligi gibi yasam
tarz1 faktorleri yer almaktadir (Armstrong, 2019; Guerreiro & Bras, 2015; Podcasy &
Epperson, 2022).

Alzheimer hastali§1 tipik olarak asamalar halinde ilerler ve erken belirtiler
genellikle normal yaslanma belirtileri ile karistirilir. Hastalik ilerledikge, bireyler hafiza
kaybi, kafa karisikligi, alisilmis gorevleri yerine getirmede zorluk, dil sorunlari, kisilik
degisiklikleri ve davranig bozukluklari yasayabilir. Semptomlarin ilerlemesi giinliik
isleyisi ve yasam kalitesini 6nemli 6lgiide etkileyebilir (Tahami Monfared ve ark., 2022).

Alzheimer hastaliginin dogru teshisi, zamaninda miidahale ve yonetim i¢in ¢ok
onemlidir. Su anda, bir hastanin yasami boyunca Alzheimer hastaligini kesin olarak teshis
edecek kesin bir test yoktur. Teshis Oncelikle klinik degerlendirme, tibbi ge¢mis
degerlendirmesi, bilissel testler, norolojik muayeneler ve demansin diger olasi
nedenlerinin ekarte edilmesine dayanir.

Alzheimer hastaliginin tedavisi olmamakla birlikte, cesitli tedavi segenekleri
semptomlar1 yonetmeyi ve ilerlemesini yavaslatmayir amaglamaktadir. Kolinesteraz
inhibitdrleri ve memantin gibi ilaglar biligsel semptomlar1 hafifletmek i¢in yaygin olarak

recete edilir. Ayrica, bilissel uyarim terapisi, fiziksel egzersiz programlar1 ve bakici



destegi gibi farmakolojik olmayan yaklagimlar da genel iyilik halinin artirilmasinda
onemli bir rol oynamaktadir (Winslow ve ark., 2011).

Alzheimer hastaliginin bireyler ve bir biitiin olarak toplum ftizerindeki 6nemli
etkisi goz Oniine alindiginda, devam eden arastirma cabalar1 hastaligin altinda yatan
mekanizmalar1 anlamaya ve yeni tedavi stratejileri gelistirmeye odaklanmaktadir. ilgi
alanlar1 arasinda Amiloid-f plaklarin ve tau protein yumaklarinin hastaligin
ilerlemesindeki rolii, potansiyel genetik ve ¢evresel faktorler ile immiinoterapi ve gen
terapisi gibi yeni tedavi yaklagimlar1 yer almaktadir.

2.1.1. Klinik Ozellikleri

AH'nin klinik gériiniimii bireyler arasinda farklilik gdsterir ve zaman icinde ilerler.
Baslangicta, hafif bilissel bozukluk, hafif hafiza kaybi, kelime bulmada zorluklar veya
bozulmus yiiriitme islevleri olarak kendini gosteren hastalik ilerledikgce biligsel eksiklikler
daha belirgin hale gelir ve dikkat, dili anlama ve gorsel-uzamsal yetenekler gibi diger
alanlara da yayilir (Tahami Monfared ve ark., 2022).

Bellek bozuklugu, AHmin ayirt edici 6zelliklerinden biridir. Hastalar tipik olarak
yeni bilgileri, 6zellikle de kisisel deneyimleri veya olaylar1 iceren epizodik hafizayi
tutmakta zorluk yasarlar. Yakin zamanda Ogrenilen bilgilerin hatirlanmasi hastalik
ilerledikce giderek zorlagir. Uzun siireli bellek de AH'nin ilerleyen asamalarinda
etkilenebilir (Fleischman & Gabrieli, 1999; Gallagher & Koh, 2011; Tahami Monfared
ve ark., 2022).

Dil bozuklugu, AH'de sik goriilen bir diger ozelliktir. Hastalar kelime bulma
giicliikleri, anlama eksiklikleri ve artikiilasyon sorunlari ile miicadele edebilirler. Hastalik
ilerledikce, bireyler konusmalar1 takip etmekte veya kendi diisiincelerini tutarl bir sekilde
ifade etmekte zorluk ¢ekebilirler. Yavag yavas, iletisim daha parcali ve kopuk hale gelir

(Ferris & Farlow, 2013; Taler & Phillips, 2008).



Yiiriitiicii islevler planlama; problem ¢dzme, karar verme ve kendini izlemeyi
saglayan Ust diizey biligsel siirecleri ifade eder. AH'de yiiriitiicii islevlerdeki eksiklikler
genellikle muhakeme yeteneginde bozulma, konsantre olma veya ¢oklu gorevleri etkili
bir sekilde yerine getirme becerisinde azalma, insiyatif almada azalma ve organizasyon
ve planlamada zorluklar seklinde kendini gosterir (Allain ve ark., 2013; McGuinness ve
ark., 2010).

Gorsel-Uzamsal Bozukluga bagh olarak hastalar harita okuma, nesneleri tanima
veya mesafeleri degerlendirme gibi gorevlerde zorluklar yasayabilir. Gorsel-uzamsal
yeteneklerin bozulmasi oryantasyon bozukluguna, tanidik yerlerde kaybolmaya veya
araba kullanma veya giyinme gibi giinliik aktivitelerde zorluklara yol agabilir
(McGuinness ve ark., 2010; Plaza-Rosales ve ark., 2023; Possin, 2010; Price, 1986).

Bunlarin yami sira AH hastalarinda davranigsal ve psikolojik belirtiler de siklikla
goriiliir. Bu belirtiler depresyon, anksiyete, sinirlilik, ajitasyon, ilgisizlik ve uyku
bozukluklarini igerir. Haliisinasyonlar ve sanrilar gibi psikotik semptomlar da hastaligin
ileri asamalarinda ortaya ¢ikabilir (Li ve ark., 2014; Piccininni ve ark., 2005).

2.1.2. Epidemiyolojisi

Alzheimer hastaligi diinya capinda 6nemli bir halk sagligi sorunu teskil
etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) gére, su anda yaklasik 50 milyon kisinin
demansla yasadig1 ve vakalarin yaklasik %60-70'inin AH'ye atfedildigi tahmin
edilmektedir. AH'nin artan prevalansi, diinya ¢apinda saglik sistemleri {izerinde énemli
bir yiik olusturmaktadir (Lopez & Kuller, 2019; Tahami Monfared ve ark., 2022).

Alzheimer hastalig1 agirlikli olarak yasla iligkili bir durumdur ve risk ilerleyen
yasla birlikte katlanarak artmaktadir. Calismalar, 65 yasindan sonra AH goriilme
oranlariin yaklasik her bes yilda bir ikiye katlandigini gostermistir. 65-74 yas arasi

bireylerin yaklasik %5'inde AH oldugu tahmin edilirken, bu oran 85 yas ve iizeri



bireylerde yaklasik %30'a yiikselmektedir (Barnes ve ark., 2015; Guerreiro & Bras, 2015;
Raji ve ark., 2009).

Aragtirmalar, hastaligin  epidemiyolojisinde cinsiyet farkliliklarim1 da
vurgulamistir. Kadinlar erkeklere kiyasla AH'den daha fazla etkilenme egilimindedir. Bu
durum kismen kadinlarin erkeklere kiyasla genellikle daha uzun bir yasam beklentisine
sahip olmalarina baglanabilir. Bununla birlikte, hormonal faktorler ve genetik yatkinlik
da bu cinsiyet esitsizligine katkida bulunabilir (Mielke ve ark., 2014; Podcasy &
Epperson, 2022).

Alzheimer hastalig1 icin c¢esitli risk faktorleri tanimlanmistir. En belirgin risk
faktorii daha 6nce de belirtildigi gibi ilerleyen yastir. Diger degistirilebilir risk faktorleri
arasinda hipertansiyon, diabetes mellitus, hiperlipidemi, obezite ve sigara gibi
kardiyovaskiiler hastaliklar yer almaktadir. Ayrica, hareketsiz bir yasam tarzi, diisiik
egitim diizeyi ve sosyal izolasyon da AH gelisme riskinin artmasiyla iliskilendirilmistir
(Armstrong, 2019; Silva ve ark., 2019).

Vakalarin ¢ogunlugu sporadik olarak ortaya ¢ikarken, genetik faktorler vakalarin
bir alt kiimesinde rol oynamaktadir. Amiloid oncii proteini (APP), presenilin 1 (PSENT)
ve presenilin 2 (PSEN2) gibi genlerdeki mutasyonlar erken baslangich ailesel AH ile
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, bu ailesel vakalar genel AH vakalarinin yalnizca
kiigtik bir yiizdesini olusturmaktadir (Kelleher 111 & Shen, 2017; Nilsberth ve ark., 2001;
Thomas & Fenech, 2007).

2.1.3. Noropatolojisi

2.1.3.1. Amiloid-Beta Plaklar

AP plaklarimin Alzheimer hastaligindaki rolii, bilim camiasinda onemli bir
aragtirma ve tartisma konusudur. AP plaklari, Alzheimer hastaligi olan bireylerin

beyinlerinde gézlemlenen ayirt edici patolojik 6zelliklerden biridir (Glenner & Wong,



1984). Bu plaklar, APP proteolitik boliinmesinden tiiretilen toplanmis AP peptitlerinden
olusur (Hardy & Selkoe, 2002). AB plaklarinin beyinde birikmesinin normal néronal
islevi bozarak Alzheimer hastaligiyla iligkili bilissel gerileme ve hafiza bozukluguna yol
actigr distnilmektedir (Hyman ve ark., 2012; Thal ve ark., 2002). Ek olarak, AP
plaklarinin nérodejenerasyona daha fazla katkida bulunan néroinflamasyon ve oksidatif
stresi tesvik ettigi diistiniilmektedir (D4 Mesquita ve ark., 2016; Hyman ve ark., 2012).
AP plaklar1 iizerine yapilan kapsamli calismalara ragmen, Alzheimer hastaliginin
patogenezindeki kesin rolleri hala anlasilamamistir. Bununla birlikte, terapotik
miidahaleler yoluyla AP plaklarinin hedeflenmesi, bu yikici nérodejeneratif bozukluk i¢in
potansiyel tedavilerin gelistirilmesinde umut verici bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir.

2.1.3.2. Norofibriler Yumaklar

Norofibriler yumaklar (NFY'ler) AH’nin gelisiminde ve ilerlemesinde kritik bir
rol oynamaktadir.(WWood ve ark., 1986) AH, tau da dahil olmak iizere anormal proteinlerin
beyinde birikmesi ile karakterizedir.(lgbal ve ark., 2005) Tau, noronlar igindeki
mikrotiibiilleri stabilize etmekten sorumlu mikrotiibiille iliskili bir proteindir (KoSIK ve
ark., 1986; NUKINA & IHARA, 1986) AH'de tau'nun anormal hiperfosforilasyonu
mikrotiibilillerden ayrilmasina yol agarak mikrotiibiillerin parcalanmasina ve ardindan
NFY'lerin olusmasina neden olur (Delacourte & Defossez, 1986). NFY'lerin olusumunun
genetik ve c¢evresel faktorlerin  karmasik bir etkilesiminden kaynaklandigina
inanilmaktadir. Sonug olarak, bozulmus aksonal tasima ve néron 6liimii meydana gelir ve
AH hastalarinda gozlenen bilissel bozukluklara katkida bulunur (Kolarova ve ark., 2012).
NFY'lerin varlig1 ve siddeti hastalifin ilerlemesiyle yakindan iliskilidir, bu da onlar1
AH'nin altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasinda onemli bir patolojik ayirt edici

Ozellik haline getirmektedir (Gomez-Isla ve ark., 1997).



2.1.3.3. Noronal Kayip ve Atrofi

Hipokampus ve serebral korteks gibi belirli beyin bolgelerinde AP plaklarinin ve
NFY'lerin birikmesi néron kaybina ve atrofiye yol agar. Néron 6liimii 6ncelikle hafiza ve
biliste cok 6nemli bir rol oynayan kolinerjik noronlar1 etkiler. Hastalik ilerledikg¢e, beyin
atrofisi daha belirgin ve yaygin hale gelir ve bilissel gerilemeyi daha da siddetlendirir
(Bondareff ve ark., 1989; West ve ark., 1994).

2.1.3.4. Enflamasyon ve Oksidatif Stres

Enflamasyon ve oksidatif stres, Alzheimer hastali§inin patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu ile karakterize edilen kronik
enflamasyon, pro-enflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salinmasina yol agar. Bu
enflamatuar aracilar, beyindeki bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina ve aktivasyonuna
katkida bulunarak enflamatuar yanit1 siddetlendirir (Hemonnot ve ark., 2019; Katsumoto
ve ark., 2018; Preman ve ark., 2021). Ayrica, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile
antioksidan savunma mekanizmalari arasinda bir dengesizlik durumu olan oksidatif stres,
Alzheimer hastaliginda yaygin olarak goriilmektedir. ROS lipidlere, proteinlere ve
niikleik asitlere zarar vererek hiicresel islev bozukluguna ve noron dliimiine yol agabilir.
Ek olarak, oksidatif stres, redoksa duyarli sinyal yollariin aktivasyonu yoluyla
inflamasyonu daha da uyarabilir (Bhatt ve ark., 2021; Monterey ve ark., 2021; Multhaup
ve ark., 1997; Taupin, 2010). Alzheimer hastaliginda inflamasyon ve oksidatif stres
arasindaki etkilesim, hastaligin ilerlemesini yavaslatmayir veya onlemeyi amaglayan
miidahale stratejileri i¢in terapotik hedefler olarak potansiyellerini vurgulamaktadir.

2.1.4. Deneysel Alzheimer Modelleri

Ilerleyici bir nérodejeneratif bozukluk olan Alzheimer hastaligi, diinya ¢apinda
milyonlarca insani etkilemektedir. Kapsamli arastirmalara ragmen, bu yikict durumun

altinda yatan karmasik mekanizmalar anlasilmasi zor olmaya devam etmektedir.



Deneysel Alzheimer modelleri, hastaligi cevreleyen gizemlerin ¢oziilmesinde ¢cok degerli
araclar olarak ortaya ¢ikmistir. Bu modeller, patolojinin ¢esitli yonlerini taklit ederek
arastirmacilara Alzheimer hakkinda daha derin bir anlayis sunmakta ve etkili tedaviler
gelistirmek i¢cin muazzam bir potansiyel barindirmaktadir.

2.1.4.1. In vitro Alzheimer Modelleri

Hiicre kiiltiirii modelleri

Hayvan modellerinden veya insan kaynaklarindan elde edilen dliimsiizlestirilmis
hiicre hatlar1 veya birincil noronal kiiltiirleri kullanarak AH patolojisinin basitlestirilmis
bir temsilini saglar. Bu modeller, AP plak olusumu, tau hiperfosforilasyonu, oksidatif
stres, ndroinflamasyon ve sinaptik disfonksiyon gibi AH'de yer alan hiicresel siireclerin
aydinlatilmasinda etkili olmustur. Kayda deger drnekler arasinda SH-SYS5Y noroblastom
hiicreleri, birincil kortikal néronlar ve indiiklenmis pluripotent kok hiicre (1iPSC) tiirevli
noronlar bulunmaktadir (Slanzi ve ark., 2020; Trinchese ve ark., 2004).

Organotipik Beyin Dilim Kiiltiirleri

Organotipik beyin dilimi kiiltiirleri, arastirmacilarin AH ile ilgili siiregleri daha
karmasik bir doku ortaminda incelemelerini saglar. Bu ex vivo modeller beynin hiicresel
ve yapisal mimarisini koruyarak néronal baglanti, sinaptik plastisite ve AH'de gbzlenen
ag diizeyindeki degisikliklerin arastirilmasini kolaylastirir. Hipokampal ve kortikal dilim
kiltiirleri, AP toksisitesini, tau patolojisini ve ndroinflamasyonun noronal fonksiyon
tizerindeki etkisini arastirmak igin kapsamli bir sekilde kullanilmistir (Croft & Noble,
2018; Noraberg ve ark., 2005).

Mikroakiskan Tabanh Sistemler

Mikroakiskan cihazlar, beynin karmasik hiicresel mikro ortamini taklit etmek i¢in
umut verici bir platform saglar. Bu sistemler siv1 akiginin, hiicresel etkilesimlerin ve ilag

dagitiminin hassas bir sekilde kontrol edilmesini saglayarak hiicre-hiicre etkilesimlerinin,
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noronal devrelerin ve kan-beyin bariyerinin arastirilmasina olanak tanir. Mikroakiskan
modellerin AH'de A agregasyonu, ndronal migrasyon, sinaptik baglanti ve norovaskiiler
disfonksiyonun incelenmesinde degerli oldugu kanitlanmustir (Li ve ark., 2020).

3D Beyin Organoidleri

3D beyin organoidlerinin tretimi, iPSC'lerin noéral progenitor hiicrelere
farklilagtirilmasin1 ve daha sonra insan beyninin cesitli bolgelerine benzeyen karmasik
3D yapilara kendi kendilerine monte olmalarina izin verilmesini igerir. Bu organoidler
hiicresel cesitlilik gosterir ve gelismekte olan insan beyninde bulunanlara benzer islevsel
ozellikler sergiler. Arastirmacilar, AH ile iliskili spesifik genetik mutasyonlar ekleyerek
veya hastadan tiiretilen hiicreleri kullanarak AH'ye 6zgii 3D beyin organoid modelleri
olusturabilirler (Chang ve ark., 2020; Venkataraman ve ark., 2020).

2.1.4.2. In vivo Alzheimer Modelleri

Transgenik Fare Modelleri

Transgenik fare modelleri, AH'yi incelemek i¢in en yaygin olarak kullanilan in
vivo modellerdir. Genetigi degistirilmis bu fareler, APP, PSEN1 veya tau protein
mutasyonlart gibi AH'nin ailesel formlartyla iliskili insan genlerini ifade eder. Bu
modeller, AP birikimi, tau hiperfosforilasyonu, sinaptik disfonksiyon ve bilissel
eksiklikler dahil olmak tizere insan AH beyinlerinde gbzlenen temel patolojik 6zellikleri
tekrarlar. AH patogenezinde rol oynayan molekiiler yolaklari anlamamiza énemli dl¢ilide
katkida bulunmuslardir (Elder ve ark., 2010; Myers & McGonigle, 2019).

Sican Modelleri

Sican modelleri, daha biiyiikk boyutlar1 ve insanlara daha yakin fizyolojik
benzerlikleri nedeniyle Alzheimer hastaligini incelemek igin alternatif bir yaklagim
saglar. AP oligomerlerinin veya streptozosinin (STZ) intraserebroventrikiiler enjeksiyonu

veya AP peptidlerinin belirli beyin bdlgelerine infiizyonu, sicanlarda AH benzeri
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patolojiyi indiiklemek i¢in kullanilmistir. Bu modeller, AP aracili norotoksisite, sinaptik
islev bozuklugu ve bilissel bozukluklar hakkinda degerli bilgiler saglamistir (Benedikz
ve ark., 2009; Flood ve ark., 2009).

Insan Dis1 Primat Modelleri

Insan olmayan primatlar, &zellikle makaklar, insanlarla fizyolojik ve genetik
benzerlikler paylasir, bu da onlar1 Alzheimer hastaligi gibi karmasik ndrolojik
bozukluklar: incelemek i¢in uygun hale getirir. AP agregatlarinin veya AH ile iliskili
genleri tagiyan viral vektorlerin intraserebral enjeksiyonlari, bu modellerde AH benzeri
patolojiyi indiiklemek igin kullanilmistir. Insan dis1 primat modelleri, etkilenen daha iist
diizey bilissel islevlerin degerlendirilmesine olanak taniyan daha sofistike bir bilissel
repertuar avantaji sunar (Li & Gu, 2023).

Diger Hayvan Modelleri

Fareler, sinekler (Drosophila) ve nematodlar (Caenorhabditis elegans) gibi diger
hayvan modelleri de Alzheimer hastaligini anlamamiza katkida bulunmustur. Bu
modeller, arastirmacilarin hastaligin ilerlemesini etkileyen genetik ve ¢evresel faktorleri
kesfetmelerine ve potansiyel terapdtik hedefleri belirlemelerine olanak saglamaktadir
(Alexander ve ark., 2014; Bouleau & Tricoire, 2015).

2.2. Coklu Doymamis Yag Asitleri

Coklu doymamis yag asitleri, genel sagligin korunmasinda ¢ok 6nemli bir rol
oynayan bir tiir temel yagdir. Bu yag asitleri, karbon zincirlerinde birden fazla ¢ift bagin
bulunmas: ile karakterize edilir ve bu da onlar1 doymus ve tekli doymamis yaglardan
ayirir. Coklu doymamis yag asitleri iki ana grupta siniflandirilir: Omega-3 ve omega-6
yag asitleri (Tapiero ve ark., 2002).

Eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA) gibi omega-3 yag

asitleri 6ncelikle somon, uskumru ve sardalya gibi yagl baliklarda bulunur. Ayrica keten
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tohumu, chia tohumu ve ceviz gibi bitkisel kaynaklardan da elde edilebilirler. Omega-3
yag asitleri, saglia olan sayisiz faydalar1 nedeniyle kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Aragtirmalar, enflamasyonu azaltmaya, kardiyovaskiiler sagligi iyilestirmeye, beyin
fonksiyonlarin1 gelistirmeye ve hamilelik sirasinda saglikli fetal gelisimi desteklemeye
yardimci olabileceklerini gostermektedir (Cottin ve ark., 2011; Tapiero ve ark., 2002; von
Schacky, 2021).

Ote yandan, linoleik asit (LA) ve AA gibi omega-6 yag asitleri soya fasulyesi yagi,
misir yagl ve aycicegi yagi gibi bitkisel yaglarda yaygin olarak bulunur. Omega-6 yag
asitleri de viicudun normal isleyisi igin gerekli olmakla birlikte, omega-3 ile omega-6 yag
asitlerinin dengeli bir oranim1 korumak onemlidir. Modern Bati diyeti, omega-3'lere
kiyasla omega-6 yag asitlerinde daha yiiksek olma egilimindedir, bu da dengesizlige ve
potansiyel saglik sorunlarina katkida bulunabilir (Burns ve ark., 2018; Tapiero ve ark.,
2002).

Coklu doymamus yag asitleri, anti-enflamatuar etkilerinin yani sira uygun hiicre
fonksiyonunun siirdiiriilmesinde de hayati bir rol oynarlar. Hiicre zarlarinin temel
bilesenleridir ve hiicre sinyalizasyonu, gen ekspresyonu ve hormon sentezi dahil olmak
tizere ¢esitli biyolojik stireglerde yer alirlar. Coklu doymamis yag asitleri, ayrica merkezi
sinir sisteminin, 6zellikle de beynin gelisimi ve bakimi i¢in 6nemlidir (Hussein, 2013;
Zamaria, 2004).

2.2.1. Arasidonik Asit

AA veya 5,8,11,14-¢eikosatetracnoik asit olarak da bilinen arasidonik asit, insan
viicudundaki ¢esitli fizyolojik siire¢lerde ¢ok 6dnemli bir rol oynayan temel bir omega-6
yag asididir. Oncelikle diyet yoluyla, agirlikli olarak et, yumurta ve siit iiriinleri gibi

hayvansal kaynaklardan elde edilir.
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Aragidonik asidin kimyasal yapisi, dort ¢ift baga sahip 20 karbonlu bir zincirden
olusur ve bu da onu ¢oklu doymamus bir yag asidi yapar. Bu benzersiz yapi, eikosanoidler
olarak bilinen 6nemli sinyal molekiillerinin sentezi i¢in bir 6ncii gorevi gérmesini saglar
(Martin ve ark., 2016). Ayrica, arasidonik asit beyin fonksiyonu ve gelisiminde de rol
oynar. Merkezi sinir sistemindeki hiicre zarlarinin 6nemli bir bilesenidir ve sinapslarin ve
norotransmisyonun olusumunda rol oynar. Yetersiz arasidonik asit seviyeleri biligsel
bozukluklar ve noérolojik rahatsizliklarla iliskilendirilmistir (Martin ve ark., 2016;
Zamaria, 2004).

Arasidonik asit ve diger yag asitleri, 6zellikle de DHA gibi omega-3 yag asitleri
arasindaki denge optimal saglik icin gereklidir. Omega-3 yag asitleri ayn1 enzimatik
yollar i¢in arasidonik asit ile rekabet ederek daha az enflamatuar eikosanoid {iretimine
yol acar. Bu hassas denge, uygun bagisiklik fonksiyonunun siirdiiriilmesi ve kronik
enflamatuar hastalik riskinin azaltilmasi igin ¢ok onemlidir (Colombo ve ark., 2017;
Hadders-Algra, 2008; Lauritzen ve ark., 2015).

Prostaglandinler, tromboksanlar ve 16kotrienler gibi cesitli biyoaktif lipidlerin
sentezi i¢in dnemli bir 6ncili gorevi goriir. AA metabolizmasi, COX, LOX ve CYP450
enzimlerini iceren enzimatik yollarla siki bir sekilde diizenlenir. COX enzimleri
arasidonik asidi prostaglandinlere ve tromboksanlara doniistiiriirken, LOX enzimleri
l6kotrienleri iiretir. Bu yollar, homeostazin korunmasinda ve ¢esitli uyaranlara yanit
verilmesinde kritik rol oynar (Lauritzen ve ark., 2015).

Prostaglandinler:

Aragidonik metabolizma, prostaglandinlerin sentezinde yer alan biyokimyasal
yolu ifade eder. Prostaglandinler, insan viicudundaki ¢esitli biyolojik siireclerde 6nemli

roller oynayan bir grup fizyolojik olarak aktif lipid bilesigidir.

14



Prostaglandinler viicutta yag asidi arasidonik asitten iiretilir. Ilk olarak, fosfolipaz
A2 enzimi lipid diagilgliserolii arasidonat molekiiliine ayirdiginda arasidonik asit olusur.
Siklooksijenaz enzimleri daha sonra her bilesigi sirayla oksitleyerek arasidonik asitten
prostaglandinler tiretir.(Korbecki, 2014) COX-1 enzimleri bazal diizeyde prostaglandin
iiretirken, kimyasal medyatorler COX-2 izoformunun prostaglandin iiretimini artirmasina
neden olur. Prostaglandinler, prostaglandin tasiyict (PGT) adi verilen 6zel bir
prostaglandin tastyict yoluyla hiicrelere giren oldukea lipofilik molekillerdir. (Schuster
ve ark., 2015) Prostaglandin reseptorlerine baglanarak orada etki gosterirler.

Lokotrienler:

LOX yolu, AA'dan 16kotrienlerin sentezinden sorumludur. Lokotrienler, oncelikle
enflamatuar ve immiin yanitlarda rol oynayan bir grup gii¢lii lipid aracidir. Lokotrien
sentezindeki ilk adim, AA'nin 5-lipoksijenaz (5-LOX) tarafindan oksidasyonunu igerir ve
5-hidroperoksiyeikosatetraenoik asit (5-HPETE) olusumuna yol acar. Bu ara {iriin daha
sonra enzimatik reaksiyonlar yoluyla farkli I6kotrien tiirlerine doniistiiriilebilir (Chen &
Yu, 2023; Morales ve ark., 2014).

Tromboksanlar:

Tromboksan yolu 6zellikle COX enziminin etkisiyle arasidonik asitten tiiretilen
tromboksan A2 (TXA?2) iiretimine odaklanir. Bu yol 6zellikle trombosit aktivasyonu ve
agregasyonu, vazokonstriksiyon ve inflamasyonda onemlidir.

TXA2, agregasyonu ve kan pihtis1 olusumunu tesvik etmek icin trombositler
tizerinde etkili olan giiglii bir prostanoiddir. Bunu, trombosit yiizeylerindeki spesifik
reseptorlere baglanarak, aktivasyonlarin1 ve agregasyonlarini uyararak basarir. Bu siireg
hemostazda ¢ok 6nemlidir ve yaralanma sonrasi asirt kanamay1 onler (Kouba ve ark.,

2023).
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2.2.2. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Aragidonik asit agirlikli olarak diyet kaynaklarindan, 6zellikle de hayvansal
kaynakl1 kat1 ve siv1 yaglardan elde edilir. Ek olarak, linoleik asit gibi esansiyel yag
asitlerinden de novo olarak sentezlenebilir. AA alindiktan veya sentezlendikten sonra,
yag asidi baglayici proteinler olarak bilinen spesifik tasima proteinleri tarafindan hiicresel
membranlar boyunca tasinir. AA'min hiicrelere bu sekilde kolaylikla alinmasi, sonraki
metabolik siirecler i¢in kullanilabilirligini saglar. Arasidonik asit metabolizmasi iki ana
yol iizerinden gergeklesir: COX yolu ve LOX yolu. CYP P450 yolu, arasidonik asidin
genel metabolizmasina katkida bulunarak bu yollarin her ikisine de karmasik bir sekilde
baglidir (Kumar ve ark., 2020).

COX Yolag

AA i¢in baslica metabolik yollardan biridir. COX enzimleri, yani COX-1 ve COX-
2, AA'y1 prostanoidlerin sentezinde 6nemli bir ara madde olan prostaglandin H2'ye
(PGH2) doniistliriir. Daha sonra PGH2, prostaglandinler (PGD2, PGE2, PGF2a),
prostasiklinler (PGI12) ve TXAZ2 gibi gesitli prostanoidleri tiretmek i¢in spesifik sentazlar
tarafindan metabolize edilir. Bu lipid aracilar1 inflamasyon, vaskiiler homeostaz ve
trombosit agregasyonunda hayati rol oynar (Gorica & Calderone, 2022).

LOX Yolag

LOX vyolagi, AA'min spesifik LOX enzimleri tarafindan HPETE'lere
dontstiirilmesini  icerir. HPETE'lerin spesifik enzimler tarafindan daha ileri
metabolizmasi1 16kotrienlerin (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4) ve lipoksinlerin (LXA4,
LXB4) olusumuna yol agar. Lokotrienler giiclii pro-enflamatuar 6zellikleri ve astim ve
alerjik reaksiyonlardaki rolleri ile bilinirken, lipoksinler anti-enflamatuar etkiler gosterir

ve enflamasyonun ¢6ziilmesine katkida bulunur (Esposito ve ark., 2008).
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Sitokrom P450 Yolag:

COX vyolunda, arasidonik asit siklooksijenaz enzimi tarafindan PGH2’ye
dontstiiriiliir. Bu ilk adim, enflamasyon, trombosit agregasyonu ve diger fizyolojik
siireclerde hayati rol oynayan ¢esitli prostaglandinlerin sentezi i¢in ¢ok onemlidir. Bazi
CYP P450 enzimleri de arasidonik asidi COX enzimleri tarafindan iiretilenlere benzer
biyolojik olarak aktif bilesiklere metabolize edebilir.

LOX yolunda, arasidonik asit lipoksijenazlar tarafindan 16kotrienlere
dontstiiriilir. Bu molekiiller giiglii inflamasyon aracilaridir ve alerjik reaksiyonlar ve
astimda rol oynarlar. CYP P450 yolu da bazi 16kotrienlerin tliretimine katkida bulunarak
aragidonik asit metabolizmasindaki 6nemini daha da vurgulayabilir (Chen & Yu, 2023).

Aragidonik asit metabolizmasinda yer alan CYP P450 enzimlerinin aktivitesi,
hormonal etkiler, diyet, ilaclar ve genetik varyasyonlar dahil olmak iizere ¢esitli faktorler
tarafindan diizenlenebilir. Bu tiir bir diizenleme, arasidonik asit metabolizmasinin ve
biyoaktif maddelerin sentezinin hassas bir sekilde kontrol edilmesini saglar.

2.2.3. Noroinflamasyon ve Arasidonik asit

Noroinflamasyon, norodejeneratif hastaliklar ve psikiyatrik bozukluklar da dahil
olmak tizere cesitli norolojik bozukluklarda onemli bir rol oynayan karmasik bir
fizyolojik tepkidir (Thakur ve ark., 2023). Noroinflamasyon, merkezi sinir sisteminde
mikroglia ve astrositler gibi yerlesik bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu ile karakterize
edilir ve pro-inflamatuar mediatorlerin salinimma yol agar. Giderek artan kanitlar,
noroinflamatuar siireclerin diizensizliginin ¢esitli norolojik bozukluklarin patogenezine
ve ilerlemesine katkida bulundugunu gostermektedir (Jang ve ark., 2020). AA biyoaktif
lipid aracilarinin iiretimindeki rolii nedeniyle néroinflamasyonda kilit bir oyuncu olarak
ortaya c¢ikmistir. AA'nin noroinflamasyona katkisinin anlasilmasi, noroinflamatuar

siirecleri hedef alan terapotik miidahalelerin gelistirilmesi i¢in umut vaat edebilir.
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Noroinflamasyonda AA metabolizmast prostaglandinler, I6kotrienler ve
tromboksanlarin {iretimine yol acar. Bu molekiiller vazodilatasyonu tesvik ederek,
vaskiiler gegirgenligi artirarak ve bagisiklik hiicrelerini inflamasyon bolgesine ¢ekerek
inflamasyonu diizenleyen sinyal molekiilleri olarak islev goriir (Chen & Yu, 2023).

Calismalar, AA metabolizmasinin  dilizensizliginin ve bunu izleyen
noroinflamasyonun Alzheimer hastalig1, Parkinson hastaligi, multipl skleroz ve inme gibi
cesitli norolojik bozukluklarda rol oynayabilecegini gostermistir. Pro-inflamatuar
eikosanoidlerin agir1 {iretimi noronal hasara yol agabilir ve bu hastaliklarin ilerlemesine
katkida bulunabilir (Gorica & Calderone, 2022).

Bu nedenle, arasidonik asidin noroinflamasyondaki roliiniin anlasilmasi, terapdtik
midahaleler i¢in firsatlar sunmaktadir. Arastirma ¢abalari, noroinflamatuar tepkileri
modiile etmek icin arasidonik asit metabolizmasinda yer alan spesifik enzimleri hedef
alan ilaclar gelistirmeye odaklanmistir. Bu miidahaleler, pro-enflamatuar aracilarin
iiretimini diizenleyerek ve enflamasyonun c¢oziilmesini tesvik ederek noronal hasari
azaltmayr ve noro-enflamatuar hastaliklardan etkilenen bireyler icin sonuglari
tyilestirmeyi amaglamaktadir.

2.3. Molekiiler Modelleme Calismalari

Molekiiler yerlestirme, ilag kesfi alaninda yaygin olarak kullanilan bir hesaplama
teknigidir. (Fan ve ark., 2019; Morris & Lim-Wilby, 2008) Kiigiik molekiiller (ligandlar)
ve hedef proteinler arasindaki etkilesimlerin tahmin edilmesi ve analiz edilmesinde
onemli bir rol oynayarak yeni ilaglarin ve tedavilerin gelistirilmesinde degerli bilgiler
saglar.

Molekiiler modelleme, bir ligand ve hedef protein arasindaki optimum baglanma
yOniiniin ve afinitesinin tahmin edilmesini igerir. Stire¢, hem ligandin hem de proteinin

konformasyonel uzayimi kesfeden ve miimkiin olan en iyi baglanma pozunu arayan
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algoritmalara dayanmaktadir (Lukauskis ve ark., 2022; Oshima ve ark., 2020; Wang ve
ark., 2020). Baglanma etkilesimlerinin kalitesini degerlendirmek igin ¢esitli puanlama
fonksiyonlar1 kullanilir ve potansiyel ila¢ adaylarmin belirlenmesini saglar.(Askin ve
ark., 2021)

Molekiiler modelleme, ila¢ kesfinin Oncii tanimlama, optimizasyon ve sanal
tarama gibi cesitli asamalarinda 6nemli bir rol oynar. Arastirmacilar, genis kimyasal
kiitiiphaneleri kesfederek, belirli hedef proteinler icin arzu edilen baglanma afinitelerine
sahip potansiyel ila¢ adaylarin1 verimli bir sekilde belirleyebilirler (P. H. Torres ve ark.,
2019). Yerlestirme ayrica ligand-reseptor etkilesimlerinin  yapisal temelinin
anlasilmasina yardimci olarak rasyonel ilag tasarimini kolaylastirir.

Molekiiler modellemenin 6nemi, ilag¢ kesif siireglerini hizlandirma kabiliyetinde
yatmaktadir (Pagadala ve ark., 2017). Arastirmacilar, ligand-protein etkilesimlerini
tahmin etmek icin hesaplamali yontemler kullanarak, geleneksel deneysel tarama
teknikleriyle iligskili zaman ve maliyeti 6nemli Gl¢iide azaltabilirler. Ayrica, docking
caligmalar1 ilag-hedef etkilesimlerinin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasina olanak
taniyarak oncii bilesiklerin optimizasyonuna ve iyilestirilmesine yardimci olur (Pinzi &
Rastelli, 2019).

Molekiiler modelleme ilag kesfinde devrim yaratmis olsa da, sinirlamalari da yok
degildir. Baglanma afinitelerinin dogru tahmini, protein esnekligi ve solvasyon etkileri
ile iliskili dogal karmasikliklar nedeniyle bazi zorluklar1 olmaya devam etmektedir.
Bununla birlikte, algoritmalar ve hesaplama giiciindeki gelismeler, kenetlenme
dogrulugunu artirmaya devam etmektedir (Sulimov ve ark., 2019; P. H. Torres ve ark.,
2019). Ayrica, molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ve makine 6grenimi yaklagimlari gibi
diger tekniklerle entegrasyon, molekiiler docking performansini daha da iyilestirmek i¢in

umut vaat etmektedir (Singh ve ark., 2022).
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Molekiiler modelleme, arastirmacilara ligand-protein etkilesimleri hakkinda
degerli bilgiler saglayarak ila¢ kesfinde vazgegilmez bir ara¢ haline gelmistir(Laskowski;
Lill; Macalino). Baglanma yakinliklarini tahmin etme ve genis kimyasal kiitiiphaneleri
kesfetme yetenegi, potansiyel ilag adaylarinin tanimlanmasini ve optimizasyonunu
kolaylastirir. Hesaplama giicli ve algoritmalar gelistikce, molekiiler yerlestirme yeni
terapdtiklerin gelistirilmesini saglamada daha da 6nemli bir rol oynamaya, sonucta
hastalara fayda saglamaya ve modern farmasotik arastirmalart ilerletmeye
hazirlanmaktadir(Pinzi & Rastelli, 2019; P. H. M. Torres ve ark., 2019).

2.4. Amidasyon Reaksiyonlari

Amidasyon reaksiyonlar1 organik sentezde, 6zellikle de amidlerin olusumunda
hayati bir rol oynamaktadir (Lanigan & Sheppard, 2013). Bu ¢ok yonlii bilesikler,
farmasotikler, zirai kimyasallar ve malzeme bilimi dahil olmak iizere ¢esitli endiistrilerde
yaygin olarak kullanilmaktadir.

0]

M

R™ “NH,

Amidasyon reaksiyonlari, hidroksil grubunun (-OH) bir amino grubu (-NH2) ile
degistirilmesi yoluyla karboksilik asitlerin veya tiirevlerinin amidlere doniistiiriilmesini
igerir (Vaidyanathan ve ark., 2004; Woodman ve ark., 2009). Amidasyon reaksiyonlari
icin en yaygin kullanilan reaktifler aminler ve agcil kloriirler, anhidritler veya asit
anhidritler gibi karboksilik asit tiirevleridir.

Bu tezde in siliko olarak etkin olabilecegi tespit edilmis arasidonik asit tiirevlerinin
in vitro ve in vivo Alzheimer modellerinde canlilik, kognitif fonksiyonlara etki ve

oksidatif hasara etkisinin arastirilmasi planlanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Molekiiler Modelleme Calismalari

Calisilan  bilesikler Schrodinger program paketi (Schrodinger. (2022b).
Schrodinger. In (Version 2022-2) Schrédinger) igerisindeki modiiller kullanilarak in
siliko hesaplamalar yapilmistir. Molekiiler kenetleme (molecular docking) ¢alismasi i¢in
Glide XP (extra precision) metodu kullanildi (Friesner). Kenetlemede 5-LOX enziminin
AA ile kompleks halinde elde edilmis yiiksek ¢oziiniirliikteki x-ray kristal yapisi protein
veri tabanindan indirildi (PDB ID: 3V99, ¢dziiniirliik: 2.25 A). COX-2 i¢in ise, selekoksib
ile kompleks halindeki yiiksek c¢oziintirliiklii x-ray kristal yapisi, yine protein veri
tabanindan alind1 (PDB ID: 3LNI, ¢dziiniirliik: 2.40 A). Hep iki yap1 da hesaplamalara
baslamadan Once protein hazirlama modiiliiyle hazirlandi (Madhavi Sastry). Bu
basamakta, eksik hidrojenler eklendip bag dereceleri ayarlandi. Dogal ligand haricindeki
tiim heteroatomlar ve sular da silinip yap1 6nce optimize edildi. Daha sonrasinda da
OPLS4 kuvvet alan1 kullanilarak minimizasyon islemi gergeklestirildi.

Calisilan tiim bilesikler de LigPrep (LigPrep. In (Version 2022-2) Schrodinger)
modiilii kullanilarak hesaplamalara hazir hale getirildi. Bu basamakta da her bir yapinin
olas1 tiim ii¢ boyutlu konformasyonlar1 ve tatomerleri olusturuldu. Ayrica pH 7.00 + 2
araligindaki olas1 iyonlagma halleri de hesaplanmistir.

3.2. Sentez Calismalari

3.2.1. Sentez Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3.1. Bilesiklerin sentezinde, saflastirilmasinda ve kimyasal analizlerinde kullanilan
kimyasallar ve ¢oziiciiler

Kimyasalin Adi Mensei Kimyasalin Adi Mensei
Aragsidonik asit Merck Dopamin HCI Merck
Karbonil diimidazole Merck Morfolin Fluka
Etilasetat Carlo Erba Pirolidin Sigma
Détoro kloroform Merck Etanolamin Merck
Amilod-f 1.4 Merck Streptozosin Sigma
Sisteamin Merck
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3.2.2. Amidlerin Genel Sentez Yontemi

Arasidonik asit (1eq) ve 1,1’- karbonildiimidazole (CDI) (1eq) ¢6ziiciisiiz ortamda
10 dakika iyice karistirildi. Uzerine 1eq kullanilmas1 planlanan amin bazindan eklenerek
10 dakika daha reaksiyona birakildi. Reaksiyon balonuna 4 mL su eklendi ve 5 dakika
daha karistirilmaya birakildi. Biitiin bu islemler oda sicakliginda ve ¢oziiclisiiz ortamda
yesil sentez ile gerceklestirildi. Daha sonra reaksiyon kabina 10 mL etil asetat (EtOAC)
eklendi ve work-up yapildi. EtOAcC fazina gegen maddede, reaksiyona girmeden kalan
CDI’y1 uzaklastirmak igin siizme islemi yapildi. Elde edilen siiziintii bir silikajel kolona
yiiklenerek EtOAC ile madde saflagtirildi (Métro ve ark., 2015). Toplanan siiziintiilere
ince tabaka kromatografisi ile bakild1 ve temiz oldugu belirlenen tiipler birlestirilerek

¢oziiciileri ugurulduktan sonra CDClz ile *H-NMR, *C-NMR ve QTOF-MS spektrumlari

alindi.
y o) o) )
RT
L + N//\N/U\N/\E — R/U\N/\§+ Imid + CO,
R” “OH _ 10 dk. _
\9’ \\N \\N
R1_NH2
10 dk.
1) H,0, 5dk. Y
i 2) Saflasti O
arlastirma
R)J\N’R1 < R)LN,R1 + Imid
Imid

Sekil 3.1. Amidasyon reaksiyon mekanizmasi (R:Arasidonik Asit, R1:Aril grup)
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3.2.3.Arasidonik Asitten Tiiretilen Amidlerin Sentezi (A Serisi) ve
Spektrumlar:

3231 A-1l: (572,82,117,147)-1-(pirolidin-1-il)ikosa-5,8,11,14-tetraen-1-
on’un Sentezi

AA (0.100 g, 0.328 mmol) ve CDI (0.053 g, 0.328 mmol) ¢oziiciisiiz ortamda 10
dakika iyice karistirildi. Uzerine pirolidin (0.023g, 0.328 mmol) eklenerek 10 dakika daha
reaksiyona birakildi. Reaksiyon balonuna 4 mL su eklendi ve 5 dakika daha karistirilmaya
birakildi. Biitiin bu islemler oda sicaklikliginda gerceklestirildi. Daha sonra reaksiyon
kabina 10 mL EtOAc eklendi ve work-up yapildi. Madde kolondan siizdiiriiliip *H-NMR,
3C-NMR ve QTOF-MS spektrumlar alindi. %85 izole verimle 100 mg sar1 renkli

yagimsi1 bir madde elde edildi.

(52,82,11Z,14Z)-1-(pirolidin-1-il)ikosa-5,8,11,14-tetraen-1-on
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Sekil 3.3. A1’in *C-NMR spektrumu
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w10 5 |*ESI Scan (rt: 0.221 min) Frag=90.0V
2.5 * 358.31049
2
1.5
1 *359.31118
0.5
457 29505 360.31435
0 .
357.5 358 358.5 359 359.5 360 360.5

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 3.4. A1’in QTOF-MS Spektrumu

3.232. A-2. (52,82,11Z,14Z)-N-(3,4-dihidroksifenetil)ikosa-5,8,11,14-
tetraenamid’in Sentezi

Aragidonik asit (0.100 g, 0.328 mmol) ve CDI (0.100 g, 0.328 mmol) ¢oziiciisiiz
ortamda 10 dakika iyice karistirildi. Uzerine dopamin HCI (0.062 g, 0.328 mmol)
eklenerek 10 dakika daha reaksiyona birakildi. Reaksiyon balonuna 4 mL su eklendi ve
5 dakika daha kanstirilmaya birakildi. Biitiin bu islemler oda sicaklikliginda
gerceklestirildi. Daha sonra reaksiyon kabina 10 mL EtOAc eklendi ve work-up yapildi.
Madde kolondan siizdiiriiliip *H-NMR, 3C-NMR ve QTOF-MS spektrumlari alind1. %68

izole verimle 98 mg sar1 renkli yagimsi bir madde elde edildi.

(52,82,11Z,1472)-N-(3,4-dihidroksifenetil)ikosa-5,8,11,14-tetraenamid
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Sekil 3.6. A2°nin 3C-NMR spektrumu
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*10 4 |C28 H41 N OQ3: +ES| Scan (rt: 0.916 min) Frag=90.0%

1.2 440,31228
([C28 H41 N O3]+H)+

0.8

0.6 441.31351

0.4 {[C28 H41 N Q3]+H)+

0.2 442.31938

([C28 H41 N O3]+H)+

439.5 440 440.5 441 441.5 442 442.5 443 443.5
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Sekil 3.7. A2’nin QTOF-MS spektrumu

3.233. A-3: (572,8Z,11Z,14Z)-1-morfolinoikosa-5,8,11,14-tetraen-1-on’un

Sentezi

Aragidonik asit (0.100 g, 0.328 mmol) ve CDI (0.053 g, 0.328 mmol) ¢oziiciisiiz

ortamda 10 dakika iyice karistirildi. Uzerine morfolin (0.027 g, 0.328 mmol) eklenerek

10 dakika daha reaksiyona birakildi. Reaksiyon balonuna 4 mL su eklendi ve 5 dakika

daha karistirilmaya birakildi. Biitiin bu islemler oda sicaklikliginda gergeklestirildi. Daha

sonra reaksiyon kabma 10 mL EtOAc eklendi ve work-up yapildi. Madde kolondan

siizdiiriiliip *H-NMR, *C-NMR ve QTOF-MS spektrumlar1 alind1. %80 izole verimle 98

mg acik sar1 renkli yagimsi bir madde elde edildi.

(52,82,117,14Z)-1-morfolinoikosa-5,8,11,14-tetraen-1-on
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Sekil 3.9. A3’iin 3C-NMR spektrumu
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w10 4 |G24 H39 N OZ: +ES| Scan (rt: 0.119 min) Frag=920.0V
14 374.30500
' ([C24 H39 N O2]+H)+
1.2
1
0.8
0.6 375.30646
0.4 ([C24 H39 N O2]+H)+
0.2 376.31125
) ([C24 H39 N O2]+H)+
0
374 374.5 375 375.5 376 376.5

Counts vs. Mass-to-Charge (m/fz)

Sekil 3.10. A3’tin QTOF-MS spektrumu

3.234. A-4: (52,82,11Z,14Z)-N- heksilikosa-5,8,11,14-tetraenamid’in
Sentezi

Arasidonik asit (0.100 g, 0.328 mmol) ve CDI (0.053 g, 0.328 mmol) ¢6ziiciisiiz
ortamda 10 dakika iyice karistirildi. Uzerine hegzilamin (0.033 g, 0.328 mmol eklenerek
10 dakika daha reaksiyona birakildi. Reaksiyon balonuna 4 mL su eklendi ve 5 dakika
daha karistirilmaya birakildi. Biitiin bu islemler oda sicaklikliginda gergeklestirildi. Daha
sonra reaksiyon kabma 10 mL EtOAc eklendi ve work-up yapildi. Madde kolondan
siizdiiriiliip *H-NMR, *C-NMR ve QTOF-MS spektrumlar1 alind1. %73 izole verimle 93

mg koyu sar1 renkli yagimsi bir madde elde edildi.

(52,82,11Z,14Z)-N- heksilikosa-5,8,11,14-tetraenamid
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Sekil 3.12. A4’iin 3C-NMR spektrumu
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w10 5 |G26 H45 N O: +ES| Scan (rt: 0.111 min) Frag=20.0V
25 * 388.35758
([C26 H45 N O)+H)+
2
1.5 " 389.35739
1
0.5
=80 600s 391.36399
0 .
388 3885 389 3895 390 390.5 3 3915
Counts vs. Mass-to-Charge (m/fz)
Sekil 3.13. A4’{in QTOF-MS Spektrumu
3.2.3.5. A-5: (52,82,11Z,14Z)-N-(2-hidroksietil)ikosa-5,8,11,14-

tetraenamid’in Sentezi

Arasidonik asit (0.100 g, 0.328 mmol) ve CDI (0.053 g, 0.328 mmol) ¢6ziiciisiiz
ortamda 10 dakika iyice karistirildi. Uzerine etanolamin (0.019 g, 0.328 mmol) eklenerek
10 dakika daha reaksiyona birakildi Reaksiyon balonuna 4 mL su eklendi ve 5 dakika
daha karistirilmaya birakildi. Biitiin bu islemler oda sicaklikliginda gergeklestirildi. Daha
sonra reaksiyon kabma 10 mL EtOAc eklendi ve work-up yapildi. Madde kolondan
siizdiiriiliip *H-NMR, *C-NMR ve QTOF-MS spektrumlar1 alind1. %83 izole verimle 90

mg acik sar1 renkli yagimsi bir madde elde edildi.

(52,82,11Z,14Z)-N-(2-hidroksietil)ikosa-5,8,11,14-tetraenamid
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Sekil 3.15. A5’in *C-NMR spektrumu
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w10 3 |G22 H37 N OZ: +ES| Scan (rt: 0.121 min) Frag=920.0V
348.28969

3 ([C22 H37 N O2]+H)+
2.5

2
1.5 349.29186

1 ([C22 H37 N O2]+H)+
0.5

0

3475 348 348.5 349 3495 350 350.5
Counts vs. Mass-to-Charge (m/fz)
Sekil 3.16. A5’in QTOF-MS spektrumu
3.2.3.6. A-6: (52,82,117,147)-N-(2-merkaptoetil)ikosa-5,8,11,14-

tetraenamid’in Sentezi

Aragidonik asit (0.100 g, 0.328 mmol) ve CDI (0.053 g, 0.328 mmol) ¢oziiciisiiz
ortamda 10 dakika iyice karistirildi. Uzerine sisteamin (0.037 g, 0.328 mmol) eklenerek
10 dakika daha reaksiyona birakildi. Reaksiyon balonuna 4 mL su eklendi ve 5 dakika
daha karistirilmaya birakildi. Biitiin bu islemler oda sicaklikliginda gergeklestirildi. Daha
sonra reaksiyon kabma 10 mL EtOAc eklendi ve work-up yapildi. Madde kolondan
siizdiiriiliip *H-NMR, *C-NMR ve QTOF-MS spektrumlari alind1. %65 izole verimle 78

mg turkuaz renkli yagimsi bir madde elde edildi.

(52,82,117,147)-N-(2-merkaptoetil)ikosa-5,8,11,14-tetraenamid
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w10 2 |G22 H37 N O 5: +ES| Scan (i 0.245 min) Frag=30.0V

4
364.26633

3 {[C22 H37 N O S]+H)+

2

1

0

364 364.5 365 365.5 366 366.5 36y 367.5 368 368.5
Counts vs. Mass-to-Charge (m/fz)

Sekil 3.19. A6’nin QTOF-MS spektrumu

3.2.3.7. A-T: (52,5'2,82,8'2,112,11'Z,147,14'Z)-N,N"-(etan-1,2-diil)
bis(ikosa-5,8,11,14-tetraenamid)’in Sentezi

Aragidonik asit (0.100 g, 0.328 mmol) ve CDI (0.053 g, 0.328 mmol) ¢oziiciisiiz
ortamda 10 dakika iyice karistirildi. Uzerine etilendiamin (0.019 g, 0.328 mmol)
eklenerek 10 dakika daha reaksiyona birakildi. Reaksiyon balonuna 4 mL su eklendi ve
5 dakika daha karistirilmaya birakildi. Biitiin bu islemler oda sicaklikliginda
gerceklestirildi. Daha sonra reaksiyon kabina 10 mL EtOAc eklendi ve work-up yapildi.
Madde kolondan siizdiiriilip *H-NMR, *C-NMR ve QTOF-MS spektrumlari alindi.
Spektrumlar incelendiginde etilen diaminin her iki ucundan da arasidonik asidin
baglandig belirlendi. %82 izole verimle 170 mg turuncu renkli yagimsi bir madde elde

edildi.

(562,5'2,82,82,112,11'2,14Z,14'Z)-N,N'-(etan-1,2-diil)bis(ikosa-5,8,11,14-tetraenamid)
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Sekil 3.21. A7°nin *C-NMR spektrumu
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w10 4 | G442 HE8 N2 O2: +ESI Scan (n: 0.133 min) Frag=90.0V

1.75
1.5

1.25 63453731
1 ([C42 HBS N2 O2)+H)+
0.75

0.5 £35.53848
0.25 ([C42 HES N2 02]+H)+

633.5 634 634.5 635 635.5 G636 636.5 637 637.5
Counts vs. Mass-to-Charge (m/fz)

Sekil 3.22. A7’nin QTOF-MS spektrumu

3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.3.1. SH-SYSY Noroblastoma Kiiltiirii

Calismamiz icin, SH-SY5Y Noéroblastoma hiicre hatti, Atatiirk Universitesi
(Erzurum, Tiirkiye) Tibbi Farmakoloji boliimiinden elde edildi. Hiicre slispansiyonu, 5
dakika boyunca 1200 rpm'de santrifiijlendi. Taze ortam Dulbecco ile modifiye edilmis
kartal ortam1 (DMEM F-12), %10 Fetal bovin serumu (FBS) ve %1 antibiyotik (penisilin,
streptomisin ve amphotrisin B) ile yeniden siispanse hale getirilen hiicreler 25 cm?’lik
flaskta alind1 (Corning, ABD). Hazirlanan flask %5 CO2 ve 37 °C sartlarinda inkiibatore
birakildi. Flaskin %80°1 hiicre ile kaplaninca Tripsin-Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
(%0.25 tripsin-%0.02 EDTA) ile hiicreler yapistigi zeminden kaldirilarak santrifiij
yapildi. Siipernatant kisim atilarak hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu doku kiiltiiri
plakalarina 100ul/kuyucuk (10.000 hiicre/kuyucuk) dagitildi.

3.3.2. Noroblastoma Hiicre Kiiltiiriinde Alzheimer Modeli Olusturma

Ticari olarak temin edilebilen liyofilize Api-42, norotoksisite caligmalarinda
gerekli peptit agregatlarii elde etmek icin Onerilen On kiiltiir protokoliine gore

hazirlanmistir (Shipley ve ark., 2016).
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Peptit kiimelerinin olusumu:
e Peptidleri ¢ozmek icin 167 pl AccuGENE Molecular Biology Water
(katalog numaras1 BE51200, Lonza, Belgika) kullanildi.
e Son konsantrasyonu 1 mg/ml'ye ayarlamak i¢in 833 ul steril PBS eklenir.
e 37°C'de 48 saat inkiibe edilecektir.
e Daha sonra kiiltiir ortamindaki ndroblastoma hiicrelerine her kuyucuga 10
uM'lik konsantrasyonda liyofilize ABi-42 uygulandi.
Deney Tasarim
Plakalara biiyiimesi i¢in birakilan SH-SYSY hiicrelerinde %80’lik bir yogunluga
ulasildig1 zaman 10 uM Retinoik asit (RA) ile muamele edilerek farklilastirma ¢aligmalari
yapilmustir. Her 3 giinde bir ortam, RA igeren taze medyum ile degistirilmistir. 11 gilinlin
ardindan plakadaki farklilagtirilan hiicreler PBS ile yikanarak deney i¢in hazir hale
getirilmistir. (Sekil 3.23) Api-42 peptidinin, hiicrelerin %50’sini 6ldiiren dozu (IC50)
20uM kullanilarak in vitro AH modeli olusturulmustur. Arasidonik asit tiirevi olan A
serisindeki 7 molekiil i¢in 0.1, 1, 10 ve 100 uM olacak sekilde konsantrasyonlar

hazirlanarak deney tasarimi yapilmistir. Her konsantrasyon i¢in 8 tekrar kullanilmistir.
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Sekil 3.23. SH-SYS5Y Noroblastoma hiicre hatti A) Model olusturulmamig SH-SY5Y
noroblastoma hiicreleri B) RA ile muamele edilmis Noroblastoma hiicreleri

3.3.3. Sitotoksisite Analizi (MTT Testi)

Bu testin temeli, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
adi1 verilen PBS'de ¢Oziinebilen bir maddedir. Canli hiicreler bu maddeyi isleyerek
formazan kristallerine doniistiiriir. Ortaya ¢ikan turuncu renk ayrica bir spektrofotometre
kullanilarak uygun dalga boylarinda dl¢tiliir.

MTT uygulamasi sonrasinda olugan formazan kristallerinin ¢dziinmesi i¢in Sher
kuyucuguna 100 ul dimetil siilfoksit (DMSO) ilave edildi ve tekrar 4 saat inkiibe edildi.
Daha sonra 570 nm'deki absorbans bir spektrofotometrede (nQuant, Bad Friedrichshall,
Biotek) olgtildii. Veriler SPSS one way anova yontemi kullanilarak analiz edilecektir.

3.3.4. Elisa Testleri

3.3.4.1. Total Oksidan Seviyeleri (TOS) Testi

TOS tespitinde, numunede bulunan oksidantlarin miktariyla iliskili olan rengin

yogunlugu spektrofotometrik olarak dlciilerek degerlendirme yapilmistir. Calismamizda
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Rel Assay Diagnostics® firmasi tarafindan iiretilen TOS kitleri kullanilmigtir. pQuant,
Bad Friedrichshall, Biotek cihazinda 530 nm’de okundu. Elde edilen absorbans degerleri
H202 equiv./umol * cinsinden TOS diizeyleri tespit edilmistir.

3.3.4.2. Total Antioksidan Seviyeleri (TAS) Testi

TAS diizeyi tespitinde, 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- siilfonat = ABTS+)
radikal katyonunun olusumunu inhibe edecek antioksiolan antioksidan kapasitesi tespit
edilmistir. Tespit isleminde Rel Assay Diagnostics® (Sigma, USA) firmasi1 tarafindan
tiretilen TAS ticari kitleri kullanilmistir. pQuant, Bad Friedrichshall, Biotek cihazinda 660
nm’de okundu. Elde edilen absorbans degerleri Trolox Equiv/mmol? cinsinden TAS
diizeyleri tespit edilmistir.

3.3.4.3. Superoxide Dismutase (SOD) Testi

Serum SOD tayini human superoxide dismutase ELISA ticari kitinde (BT LAB,
Cat. No: E4502Hu) belirtilen protokole uygun olarak yapilarak pQuant, Bad
Friedrichshall, Biotek cihazinda 450 nm’de okundu.

3.3.4.4. Tiimor Nekroz Faktor a (TNF-a) Testi

Serum TNF-o tayini human tumor necrosis factor alpha ELISA ticari kitinde (BT
LAB, Cat. No: E0O082Hu) belirtilen protokole uygun olarak yapilarak pQuant, Bad
Friedrichshall, Biotek cihazinda 450 nm’de okundu.

3.4. Hayvan Deneyleri

3.4.1. Deney Gruplari

Her biri 9 sigandan olusan ¢aligmamizda gruplar agsagidaki sekilde tasarlamistir ve
kontrol grubu hari¢ diger deney gruplarina 3 mg/kg STZ intraserebroventrikiiler (i.c.v)
olarak enjeksiyonu yapilarak in vivo Alzheimer modeli olusturulmustur. Bu g¢alisma
Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Ofisi tarafindan TDK-2021-9826 kodlu

doktora projesi ile desteklenmistir. Tez calismamiz Atatiirk Universitesi Hayvan
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Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 22.06.2021 tarihli E42190979-000-
2100159363 sayil karar ile onaylanmstir.

Al ve A2 maddelerinin siganlar i¢in dozlar1 belirlenirken literatiirdeki AA ile
alakali calismalardan faydalanilmistir (KASIKCI, 2022; Wu, 2007). Bu makalelere gore
tedavi gruplarimizin ilag¢ dozlar1 3 mg/kg ve 6 mg/kg olarak belirlenmistir.

Kontrol: Saglikli kontrol grubu

ALZ Kontrol: 3 mg/kg uygulanan STZ Alzheimer Kontrol grubu

MEM: 3 mg/kg STZ + 10 mg/kg Memantin uygulanan tedavi grubu

A-1D: 3 mg/kg STZ + 3 mg/kg Al (diisiik doz) uygulanan tedavi grubu

A-1Y: 3 mg/kg STZ + 6 mg/kg Al (yiiksek doz) uygulanan tedavi grubu

A-2D: 3 mg/kg STZ + 3 mg/kg A2 (diistik doz) uygulanan tedavi grubu

A-2Y: 3 mg/kg STZ + 6 mg/kg A2 (yiiksek doz) uygulanan tedavi grubu

Davranis Deneyileri: Davranis Deneyleri:
Lokomotor Aktivite Lokomotor Aktivite =
Pasif Sakinma Pasif Sakinma 3 s
Kontrol Morris Water Maze Morris Water Maze -/
: N » N *’
@ | @/« B3 By > i
‘ | 1 1 1
ALZ- Kontrol y ; : i ! S
@ % | % | % | ik
( & &1 =& ] A
i I MEM ! ! K
MEM : s | i R
1 1 i
1~ / " CH—CH— P
o ° 3
Q | R .
1 1 A-1D : : Y
A-1D 1 i
1 e 1 1
E
S /‘ sz ! . l :
o " T —— [ 9, T : T I\ ( )
! 1 & ) A-1Y : I EY
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| | ! a2n € ! ' g
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Sekil 3.24. Deney Plam

41



3.4.2. Deney Hayvanlarinda Alzheimer Modeli Olusturma

Bu c¢alismada si¢anlarda i.c.v STZ ile olusturulmus Alzheimer modelinde
arasidonik asitten sentezlenen yeni molekiillerin 6grenme ve bellek fonksiyonlarina etkisi
aragtirildi. Alzheimer modeli olusturmak ig¢in stereotaksik yontem ile siganlara i.c.v
olarak bilateral STZ 3 mg/kg dozda uygulandi. STZ’yi hazirlamak i¢in pH 4.5 olan sitrat
tamponunda ¢dzmek gereklidir ve sitrat tamponu soguk olmalidir. Icv. enjeksiyon
yapmak icin stereotaksi cihazi kullanildi (Sekil 3.25). Her iki ventrikiiliin yeri 0.8 mm
anterioposterior; 1.5 mm mediolateral ve 3.6 mm dorsoventral koordinatlari ile sigan
beyin atlasindan bilateral olarak tespit edildi. Si¢anlarin kafalar1 delinerek Hamilton
enjektorii ile beyinlerine STZ enjeksiyonu yapildi (Sekil 3.26). Uygulama yapildiktan
sonra model olugmasi i¢in yirmi bir giin beklendi. Yirmi ikinci giinde sirasiyla lokomotor
aktivite testi, pasif sakinma testi ve Morris water mase testleri ile 6grenme ve bellek
fonksiyonlar1 degerlendirildi. Ogrenmesinin bozuldugu gosterilen siganlara 7 giin
boyunca deney gruplarinda belirtilen sekilde ilag¢ tedavileri uyguland: ve takiben ayni
davranis testleri tekrarlandi. Davranis deneyleri tamamlandiktan sonra tiim hayvanlar

dekapite edildi.

Sekil 3.25. Stereotaksi cihazi
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Sekil 3.26. Siganda STZ enjeksiyonu asamalari

3.4.2. Davrams Testleri

3.4.2.1. Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite dl¢lim sisteminin temeli, her bir kenar1 {izerinde kizil6tesi 151k
kaynaklar1 bulunan kare bir dortgendir. Bu dikdortgenin ig¢inde kare seklinde bir
Pleksiglas kafes bulunmaktadir. Bu kafesin boyutu degisebilir. Test edilen hayvanin kafes
icerisinde hareket etmesi halinde karsilikli kizilotesi sensorler arasindaki iletisim
kesilerek, cihaza baglanan kayit cihazi vasitasiyla test edilen hayvanin hareketi kayit

altina alinmaktadir. Kemirgenlerin horizontal (yatay), vertikal (dikey) ve ambulatuar
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(yiirime) aktiviteleri kayit altina alinmaktadir. Yatay hareket, kisinin hareketsiz dururken
veya hareket ederken yaptig1 bir harekettir. Dikey hareketler ayakta yapilan hareketlerdir
ve kayislarin iizerindeki dikey sensorler tarafindan kayit altina alinir. Ayakta durma
hareketleri, ayakta durma durumu harig, denek tarafindan kafeste gerceklestirilen tiim
lokomotor (yliriime) hareketlerdir. Horizontal ve vertikal aktivite, deney hayvaninin
desenli hareketleri ve saldirganligi hakkinda bir izlenim verir. Ayni1 zamanda hayvan
hareketi, kesfetme duygusu ve bir¢ok davranigsal ve fizyolojik siirecle de iligkilidir.
Ayrica ritim, beslenme ve su eksikligi gibi i¢ faktorlerden de etkilenir ancak cinsiyet, yas
ve tiir gibi parametreler de belirleyicidir. Tibbi Farmakoloji Laboratuvarlarinda mevcut
May ACT 508 Locomotor Activity Meter cihazi araciligiyla lokomotor aktiviteler
degerlendirilmistir. 10 dakikalik lokomotor aktivite testi esnasinda siganlarin stereotypic,
ambulatory, vertical, resting, distance ve horizantal 6l¢limler yapilarak hareket sayilari,

dinlenme siireleri ve hareketsiz kalma siireleri sistem tarafindan kaydedilmistir (H.,

2010).

Sekil 3.27. Lokomotor aktivite 6l¢iim cihazi
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3.4.2.2. Pasif sakinma Testi

Biri aydinlik bolme digeri karanlik bolme olmak iizere bu testte iki bélmeli bir
diizenek kullanilmistir. Bu bolmelerin arasinda yukariya dogru agilan ve yazilimla
otomatik acilip kapanma fonksiyonu olan bir kap1 bulunmaktadir. Test standi, bolmelerin
altindan gegen iletken ylizey aracilifiyla farelerin ayaklarina elektrosok vermek iizere
tasarlandi. Deneyin baglangicinda fare 1s1kl1 bélmede birakilir ve test baslar. Hayvan test
diizenegine aydinlik tarafinda birakildiginda yazilim tarafindan deney otomatik olarak
baslatilir ve 20 saniyelik alisma siiresinden sonra otomatik kap1 a¢ilir. Kapi acildiktan
sonra deney hayvanlari i¢cgiidiisel olarak karanlik tarafa gegcecek, ardindan otomatik kapi
kapanacak ve her bir hayvana, hayvanin patilerine ii¢ saniye boyunca 0,5 mA ile elektrik
verilmistir. Ertesi giin ayni test tekrarlanmistir. Laboratuvar hayvanlarinin karanlik
bolmeye gegis stireleri kayit altina alinacak ve gec¢is olmadigi takdirde 5 dakika sonra test
sonlandirildi. Bu test diizenegi ile ikinci giin 5 dakika boyunca karanlik bdélmeye
girmeyen si¢anlarda 6grenmenin bozulmadigi gostermistir. Karanlik bélmeye giren
hayvanlarin ise onceki giin hangi taraftan elektrosok aldiklarini unutarak soka maruz
kalmalari, bu farelerde 6grenmenin de bozuldugunu goéstermistir. Tibbi Farmakoloji
Laboratuvarlarinda mevcut pasif sakinma deney diizenegi (MAY PAC-214) ve Noldus
Ethovision XT10 yazilimi aracilifiyla deneyler gergeklestirilecektir. Sonuc¢ olarak

aydinlik alanda gegirilen siireler sistem tarafindan kaydedilmistir (C Wu, 2020).
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Sekil 3.28. Pasif sakinma testi 6l¢lim cihazi

3.4.2.3. Morris Water Mase Testi

Morris-Tank testi, hipokampusa bagli 6grenme ve hafiza performansini 6lgmek
icin yaygin olarak kullanilan bir testtir ve 0zgilliigii bu amag¢ i¢in benimsenmistir.
Sozlesme, platformun tank i¢indeki konumunun kontrol edilmesi ve daha sonra 6grenilen
konumun korunmasina dayanmaktadir. Deneklerin dort giin boyunca gosterdikleri
performans, calisma hafizalarinin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Morris
Water Mase testi, ¢apt 150 cm, derinligi 50 cm olan su deposunda gergeklestirilir. Tank
varsayimsal olarak 4 c¢eyrege boliinmiistiir. Su, dogal boyalarla renklendirilerek
platformun goriinmez hale getirilmesi saglanmistir. Su sicakligi 224+2°C'dir. Tank su

seviyesinin 2 cm altina 10 cm ¢apinda bir platform yerlestirildi. Farelerin platformu
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bulmay1 6grenmesine yardimci olmak i¢in havuzun etrafina gorsel ipuglar1 birakildi. Her
sigan, her test arasinda 16 dakika olacak sekilde giinde dort egitim testi aldi. Sican 90
saniye i¢inde platformu bulmalidir. Platformu bulmak i¢in ve alandaki ipuglarina dikkat
etmeleri i¢in platformda 15 saniye durmalarina izin verildi. Test dort giin siirdii ve besinci
giin, platform konumundan c¢ikarilacak ve son egitim testinden sonraki 24 saat i¢inde
siganin platformun 6nceki kadraninda ne kadar siire kaldigin1 hesaplandi. Tiim testler
sirasinda tankin tamamini izlemek ve goriintiiyii izleme ve kayit sistemine iletmek icin
tepeye bir kamera yerlestirilmistir. Siganlarin her bir kadranda gegirecegi siire, platformu
bulana kadar gecen siireler ve 5. giin platformun bulundugu kadranda gegirilecek siireler
tiniversitemiz Tibbi Farmakoloji ABD Laboratuvarlarinda mevcut Morris Water maze
cihazi igerisinde (MAY WM-150) ve Noldus Ethovision XT10 yazilimi araciligiyla

kaydedilmistir (Babur E, 2017).

Sekil 3.29. Morris su labirenti tanki
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3.4.3. Elisa Testleri

3.4.3.1. IL-6 Testi

Serum IL-6 tayini rat interleukin 6 ELISA ticari kitinde (BT LAB, Cat. No:
EO0135Ra) belirtilen protokole uygun olarak yapilarak nQuant, Bad Friedrichshall, Biotek
cihazinda 450 nm’de okundu.

3.4.3.2. PGE2 Testi

Serum PGE?2 tayini rat prostaglandin E2 ELISA ticari kitinde (BT LAB, Cat. No:
E0504Ra) belirtilen protokole uygun olarak yapilarak pQuant, Bad Friedrichshall, Biotek
cihazinda 450 nm’de okundu.

3.4.3.3. LXA4 Testi

Serum LXA4 tayini rat lipoxin A4 ELISA ticari kitinde (BT LAB, Cat. No:
E1136Ra) belirtilen protokole uygun olarak yapilarak pQuant, Bad Friedrichshall, Biotek
cithazinda 450 nm’de cihazinda okundu.

3.5. Patolojik Cahsmalar

3.5.1. Histopatolojik Yontem

Alzheimer hastaliginda histopatolojik olarak AP, NFY olusumu, sinaptik
noronlarin kaybi ve beyinde belirgin atrofi bulunur. NFY ve AP ic¢in test yapilmasi
gereklidir, ancak AH'yi teshis etmek icin yeterli degildir. Bu lezyonlarin her ikisi de
normal yaslanma ve diger bazi norodejeneratif hastaliklarda goriilebilir. Normal
insanlarda, 60 yasindan itibaren limbik sistemin neokorteks ve NFY'sinde plaklar
olusmaya baslar. Anatomik korelasyon ¢alismalari, NFY'lerin neokortekste, AP'lerin ise
limbik sistemde "norit plaklar1" olarak goriindiigiinii géstermistir. AH'ye duyarlilik ve
Ozgiilliikklerinin sifira yakin oldugu bulunmustur. NFY limbik sistemde birikir ve normal
yaslanma hafif bir biligsel bozukluktur. Bazi insanlar, bunamanin esnekliginin patolojik

bir karsilig1 oldugunu 6ne siirmektedir. Benzer sekilde, sekil degistiren (ndrit plaklari
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haline gelen) ve limbik sistemde gériinmeye baslayan norit plaklari, klinik evre ile sayisal
ve bolgesel olarak iyi bir korelasyona sahip olmasalar da, hemen hemen her zaman AH'y1
HBB'den ayirmaya yardimci olmaktadir. NFY ve AP, gliosis, inflamasyon, néron ve
sinaps kaybi, kortikal kolinerjik innervasyon kaybi ve diger nérotransmitter sistemleri
AH noéropatolojisinin bilesenleridir.

Siganlarin nekropsileri yapilarak beyin dokulart %10’luk nétral formalin
soliisyonunda tespit edildi. Dokular rutin alkol-ksilol takip islemlerinden gegirilerek
parafin bloklara alindi. Poly-lysinli lamlara alinan 4 um’lik kesitler hematoksilen-eosin
ile boyanarak cornu ammonis (CA1/CA2, CA3) kisimlarindaki néronlarda goriilen
piknotik ve dejeneratif degisimler yoniinden semikantitatif olarak yok (-), hafif (+), orta
(++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

3.5.2. Iimmunohistokimyasal Yéntem

Polilisinli lamlara alinan 4 um’lik kesitler ksilol ve alkol serilerinden gegirilecek,
PBS ile yikandiktan sonra ise %3’lik H202’ de 10 dk. tutularak endojen peroksidaz
inaktivasyonu saglandi. Dokulardaki antijeni ag¢iga cikarmak icin antijen retrieval
soliisyonu ile 2x5 dk 500 watt’ da muamele edildi. Daha sonra f-amiloid (Santa cruzi
Katalog no. sc-28365, dilusyon 1/100), Tau (Santa cruz, Katalog no. sc-390476, dilusyon
1/2000) ve Asetilkolinesteraz (Santa cruz, Katalog no. sc-373901, dilusyon 1/100) primer
antikorlariyla tespit edilen +4 °C’de overnight olarak inkubasyona birakildi. Sekonder
olarak; Large Volume Detection System: anti-Polyvalent, HRP (Thermofischer, Katalog
no: TP-125-HL) tiretici firmanin 6nerdigi sekilde uygulandi. Kromojen olarak AEC (3-
Amino-9-Ethylcarbazole) kullanildi. Mayer’s Hematoksilen ile zit boya yapildiktan
sonra kesitler su bazli yapistirici ile kapatilarak 1s1k mikroskobunda incelendi.

Incelemede cornu ammonis (CA1/CA2, CA3) kisimlarindaki immunpozitiflikler
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semikantitatif olarak yok (-), hahif (+), orta (++), siddetli (+++) ve ¢ok siddetli (++++)
olarak degerlendirildi.

3.5.3. In Situ Hibridizasyon Yontemi

Boyamada B-amiloid, Tau ve Asetil kolin esteraz oligoniikleotidleri kullanildi
(Tablo 1). Bu amagla polilisinli lamlardaki 4 pm’lik kesitler parafin kesitler 57 °C de 1
saat bekletildi ve ardindan ksilol alkol serisinden gecirilerek deparafinizasyon islemi
gerceklestirildi. PBS ile yikama isleminden sonra, kesitler proteinaz K ile muamele edildi.
Prehibridizasyon soliisyonu ile 50 °C’ de 3 saat bekletilen kesitler sonrasinda, digoxigenin
bagli prob ve hidridizasyon soliisyonu ile 45 °C de overnight olarak inkube edildi. Yikama
ve bloking islemlerinden sonra anti-dig antikoru (dilusyon 1/50) ile oda 1sisinda 4 saat
siireyle inkubasyona birakildi. Daha sonra 10’ar dk PBS ile {i¢ kere, alkalin fosfataz buffer
ile 57 er dk. iki kere yikandiktan sonra 6.6 pul NBT ve 3.3 pl BCIP oranindaki kromojen
ile oda 1sinda boyanma islemi saglandi. Daha sonra kesitler distile su ile yikanip zit boya
yapilarak mikroskopta incelendi. Incelemede cornu ammonis (CA1/CA2, CA3)
kisimlarindaki mRNA ekspresyon diizeyleri semikantitatif olarak yok (-), hahif (+), orta

(++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

Tablo 3.2. B-amiloid, Tau ve Asetil kolin esteraz oligoniikleotidleri

Oligoniikleotid

B-amiloid: 5Dig/GGACTGACCACTCGACCAG
(NCBI Reference Sequence: NM_019288.2)

Tau: 5Dig/CATCACAAGCCAGGAGGTGG

(NCBI Reference Sequence: NM_017212.2)

Asetil kolin esteraz: 5Dig/CACAGACACGCTGGACGAG
(NCBI Reference Sequence: NM_172009.1)
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3.6. Istatistiksel Analizler

3.6.1. Hiicre Kiiltiirii ve Hayvan Deneylerinde Kullamlacak Testler icin
Istatistiksel Analiz

Tlm hiicre kiiltiirii ve deney sicanlari ile yapilan testlerin verilerinin istatistiksel
olarak analizi IBM SPSS 20.0 sofware programi yardimiyla gergeklestirilecektir. One-
Way ANOVA testine gore yapilacak analizde uygulamalar arasindaki farkliliklar LSD ve
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi ile tespit edilecektir.

3.6.2. Patolojik Calismalar icin Istatistiksel Analiz

Elde edilen histopatolojik, immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon
bulgulari SPSS 20.00 programi ile analiz edildi. Gruplar arasindaki farklilik
nonparametrik testlerden olan Kruskal Wallis ile farkliligi olusturan grup ise Mann

Whitney U testi ile belirlendi. (p <0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Molekiiler Modelleme Bulgular:

Tablo 4.1. 5-LOX ve COX-2’ye karst dogal ligand and Arasidonik Asid tiirevleri igin
hesaplanan molekiiler kenetleme skorlari.

5-LOX COX-2
Skor Skor
Bilesik (kcal/mol) Bilesik (kcal/mol)

Al -7.66 3LN1-NL -10.94
A2 -6.66 A6 -8.74
A7 -6.53 A4 -8.38
A3 -5.69 A5 -7.93
A5 -5.56 Al -7.61
A6 -5.22 A2 -6.82
3V99-NL -3.02 A3 -2.02

HIS
367

LEU

/ g7
VAL

ASN

GLN 557
363

Charged (negative) Polar === Distance —®  Pi-cation

e

Charged (positive) &  Unspecified residue - H-bond —  Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination

o Metal X Hydration site (displaced) ®®  Pi-Pi stacking

Sekil 4.1. Schrodinger yazilimi kullanarak iiretilmis aragidonik asid’in 5-LOX ile
yaptig1 X-1s1m1 iki boyutlu baglanma etkilegimi.
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PHE
610

PHE
151

147

Sekil 4.2. Molekiiker kenetleme sonucu hesaplanmis Al (iist sol), AA19 (iist sag) ve A2
(alt) bilesikleriin 5-LOX ile yaptig1 iki boyutlu ligand etkilesim diyagrami.

Sekil 4.3. Molekiiler kenetleme sonucu hesaplanmis dogal ligand ve COX-2 etkilesimi.
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Sekil 4.4. Molekiiker kenetleme sonucu hesaplanmis FA-6 (iist sol), FA-2 (iist sag) ve
AAI19 (alt) bilesikleriin COX-2 ile yaptig1 iki boyutlu ligand etkilesim diyagramu.

4.2. Sentez Caliymalarimin Deneysel ve Spektral Bulgular:

Tablo 4.2. Arasidonik asit tiirevlerinin sentezine iliskin deneysel veriler

Bilesik AA (mmol) CDI (mmol) Kapah Formiil Molekiil Agirhg  Verim (%)

A-1 0.328 0.328 Ca4H3NO 357.58 85
A-2 0.328 0.328 C28H11NO3 439.64 68
A-3 0.328 0.328 Ca9H3sNO> 373.58 80
A-4 0.328 0.328 C26HasNO 387.65 73
A-5 0.328 0.328 C22H37NO> 347.54 83
A-6 0.328 0.328 C22Hz7NOS 363.60 65
A-7 0.328 0.328 Ca2HesN20- 633.02 82
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Tablo 4.3. Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR verileri

Bilesik

8 (ppm)

A-l

5.34-5.37 (SH. m). 3.38-3.44 ( 4H. m). 2.78-2.82 (S8H m). 2.26-2.30 (2H. m)
2.10-2.14 (2H. m). 1.99-2.03 (2H. m). 1.93-1.95 (2H. m), 1.80-1.84 (2H. m).
1.69-1.72 (2H. m), 1.28-1.1.32 (8H, m), 0.86-0.90 (3H. m).

A2

6.63-7.12 (3H. m). 5.36-5.40 (SH, m), 3.44-3 48 (2H. m). 2.78-2.82 (4H. m ),
2.68-2.72 (2H. m). 2.59-2.61 (2H. m). 2.48-2.52 (1H. m), 2.34-2.38 (2H. m).
2.02-2.22 (4H. m). 1.79-1.88 (2H. m). 1.66-1.76 (2H. m), 1.26-1.37 (2H. m).
0.87-0.90 (3 H, m).

A3

5.36-5.38 (8H. m). 3.61-3.65 (6H. m), 3.42-3 46 (2H., m). 2.79-2.82 (6H. m),
2.30-2.34 ( 2H. m), 2.11-2.14 (2H. m), 2.01-2.04 (2L m). 1.68-1.72 (2HL. m).
1.28-1.32 (6H. m), 0.85-0.87 ( 3H. m)

A4

5.34-5.38 (9H., m). 3.18-3 22 (2H. m), 2.80-2.84 (8H. m), 2.28-2.32 (1H. M),
2.08-2.12 (8H. m). 1.69-1.72 (3H. m). 1.43-1.46(2H. m). 1.26-130 (9H.
m).0.86-0.9 (3H. m)

A-5

6.05 (1H.bs), 5.34-5.38 (8H. m). 3.68-3.72(2H. m). 3.39-3.42 (2H. m). 2.80-
2.84 (4H. m). 2.34-236 (1H. m). 2.19-2.21 (2H. m).2.06-2.1 (4H.m). 1.60-
1.72 (3H. m).1.28-1.32 ( 7, m). 0.86, 0.90 ( 3H. m)

A-6

5.86 (1H. bs). 5.33-5.37 (8H. m), 3.40-3.44 (2H, m). 2.98-3.02 (2H. m). 2.78-
2.84 (4H. m), 2.58-2.62 (2H. m), 2.32-2.37 (2H. m), 2.02-2.20 (5H. m), 1.67-
1.75 (4H. m). 1.26-1.37(4H., m). 0.82- 0.93 ( 3H. m).

6.34 (2H. bs). 5.33-5.36 (16H, m). 3.34-3.38 (41 m). 2.78-2.82(12 H. m),
2.17-2.20(4H m). 2.06-2.08 (8H. m). 1.67-1.70 (4H, m), 1.28-1.32(14H. m),
0.91-0.87 (6H, m)

Tablo 4.4. Sentezlenen bilesiklerin **C-NMR verileri

Bilesik

6 (ppm)

A-1

171.7, 130.6, 129.6, 128.7, 128.6, 128.4, 128.2, 128.0, 127.6, 46.7, 45.7, 34.2, 31.6,
29.4,27.3,26.9, 26.2, 25.8, 25.7, 24.8, 24.5, 22.7.

A-2  172.4,137.7, 137.4, 130.6, 129.0, 128.9, 128.7, 128.3, 128.0, 127.6, 122.9, 122.7,
120.6, 117.7, 40.6, 36.2, 35.3, 33.7, 31.7, 29.5, 27.4, 26.8, 26.6, 25.8, 24.9, 24.8, 22.7.

A-3  171.7,130.6, 129.3, 128.9, 128.7, 128.3, 128.3, 127.9, 127.6, 67.1, 66.8, 46.1, 42.0,
32.5,31.6,29.4, 27.3, 26.9, 25.8.

A-4 1729, 130.6, 129.3, 128.8, 128.7, 128.3, 128.3, 128.0, 127.6, 39.7, 36.3, 31.6, 29.8,
29.5, 27.3, 26.8, 26.6, 25.8, 25.7, 24.7, 22.7.

A-5 174.5,130.7, 129.2, 129.0, 128.8, 128.4, 128.3, 128.0, 127.7, 62.5, 60.6, 42.5, 36.1,
33.4, 31.6, 29.4, 27.3, 26.8, 25.8.

A-6  200.0, 152.8, 130.6, 129.3, 129.2, 128.7, 128.7, 128.3, 128.0, 127.6, 43.6, 39.7, 36.1,
31.6, 29.5, 28.6, 27.4, 26.8, 25.8, 22.7.

A-7  174.4,130.6, 129.1, 128.9, 128.7, 128.4, 128.3, 127.9, 127.6, 40.3, 36.1, 31.6, 29.4,

27.3,26.8, 25.7, 25.6, 22.7, 14.2.
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Tablo 4.5. Sentezlenen Bilesiklerin QTOF-MS verileri

Bilesik M*+1 M1
Hesaplanan Olgiilen
Al 3583100 358.3105
A2 4403100 440.3030
A-3 3743100 374.3050
A4 3883600 388.3576
A5 3482900 3482897
A-6 364 2700 364.2663
AT 634 5300 634.5374

4.3. Hiicre Kiiltiirii Bulgular

4.3.1. MTT Analizi (Sitotoksisite Analizi)

SH-SY5Y noroblastoma hiicre hattinda Alzheimer Modeli olusturularak
sentezlenen 7 molekiiliin tamamu hiicre kiiltiiriinde kullanilmistir. Molekiillerin 0.1, 1, 10

ve 100 uM’lik konsantrasyonu hazirlanarak in vitro Alzheimer modeli olusturulan

hiicrelerin oldugu plakalara uygulanmistir. 24 saat sonra deney sonlandirilmis ve MTT
testi yapilmistir. MTT testi sonuglar1 Sekil 4.5 ‘tedir.
MTT TESTi SONUGLARI
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Sekil 4.5. A serisinin MTT sonuclari. ALZ Kontrol grubuyla diger gruplar
kiyaslandiginda *p<0.05
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MTT testi sonuglarina gére ALZ kontrol grubu ile Al molekiiliiniin A1-0.1 uM
(1.061£0.15), Al1-1 uM (1.061+0.02), A1-10 uM (0.89+0.15) konsantrasyon gruplari, A2
molekiiliiniin A2-0.1 uM (1.08+0.06) ve A2-1 uM (1.06+£0.04) konsantrasyon gruplari,
A4 molekiiliiniin A4-0.1 uM (1.00+0.12) ve A4-1 uM (1.05+£0.09) konsantrasyon
gruplari ve A7 molekiilinin ise A7-0.1 puM (1.89+0.03) konsantrasyon grubu
karsilastirildiginda istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir
(*p<0.05). MTT testi sonuclarina bakildiginda nérorejenerasyon etkisi daha fazla oldugu
icin hayvan deneylerinde bu iki molekiiliin kullanilmas1 uygun goriildii. Bu sebepten
dolay1 elisa testlerindeki analizlerde de bu iki maddenin biyokimyasal testleri yapildi.

4.3.2. Elisa Testleri

4.3.2.1. TOS Testi

TOS testi sonucglart Sekil 4.6’da verilmistir. Sonuglara goére biitiin ilag
konsantrasyonlart ALZ kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Sonug olarak A1-100 uM ve A2-
100 pM’lik konsantrasyonlar1 istatistiksel verilere bakildiginda ¢ok anlamli oldugu
sonucuna varilmigtir (***p<0.001). Bu konsantrasyonlar MTT sonuglariyla uyumludur.
ALZ grubu ile diger konsantrasyon gruplar1 kiyaslandiginda istatistiksel verilere

bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmaistir.

TOS TESTI SONUGLARI
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Sekil 4.6. TOS testi sonuglar1t ALZ Kontrol grubuyla diger gruplar kiyaslandiginda
***p<0.001
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4.3.2.2. TAS Testi

TAS testi sonuglar1 Sekil 4.7°de verilmistir. Biitlin ila¢ konsantrasyonlar1t ALZ
kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Sonug olarak ALZ kontrol grubu ile kiyaslanan Al1-0.1
uM, Al-1 uM ve A2-0.1 uM’lik konsantrasyonlari istatistiksel verilere bakildiginda
anlamli oldugu sonucuna varilmistir. (*p<0.05). Bu konsantrasyonlar MTT sonuglariyla
da uyumludur. ALZ grubu ile diger konsantrasyon gruplar1 istatistiksel verilere

bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir.

TAS TESTi SONUGLARI
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Sekil 4.7. TAS testi sonuglart. ALZ Kontrol grubuyla diger gruplar kiyaslandiginda
*
p<0.05

4.3.2.3. SOD Testi

SOD testi sonuglart Sekil 4.8’de verilmistir. Biitlin ila¢ konsantrasyonlart ALZ
kontrol grubu ile kiyaslanmistir. ALZ kontrol grubu ile kiyaslanan konsantrasyonlardan
Al-1 uM (17.52 £ 1.29), A2-0.1 uM (21.57 = 1.99) ve A2-1 uM’lik (21.82 + 1.80)
konsantrasyonlar istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir
(*p<0.05). ALZ kontrol grubu ile kiyaslanan ila¢ gruplarindan A2-10 uM (24.59 + 0.55)

uM’lik konsantrasyonu ile arasinda istatistiksel verilere bakildiginda ¢ok anlamli oldugu
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sonucuna varilmistir (***p<0.001). ALZ kontrol grubu ile diger konsantrasyon gruplari

kiyaslandiginda ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
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Sekil 4.8. SOD testi sonuclari. ALZ Kontrol grubuyla diger gruplar kiyaslandiginda
*p<0.05, ***p<0.001

3.3.4.4. TNF-a Testi

TNF-a testi sonuglar1 Sekil 4.9’da verilmistir. Kontrol grubu (26.68 + 7.22) ile
ALZ Kontrol grubu (37.68 + 6.26) birbiriyle kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel
verilere bakildiginda ¢ok anlamli oldugu sonucuna varilmigtir (###p<0.001). ALZ
kontrol grubu ile biitiin konsantrasyonlarin birbiriyle kiyaslanmasi sonucunda ile A1-0.1
uM (32.40 £ 0.24), A1-1 uM (33.18 = 1.34), A1-10 uM (35.65 = 1.94) ve A2-0.1 uM’lik
(33.07 = 0.86) konsantrasyonlar istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu

sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ Kontrol grubu ile diger konsantrasyon gruplari

arasindaki fark anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.9. TNF-a testi sonuglar1 Kontrol grubu ile ALZ Kontrol grubu kiyaslandiginda
###p<0.001. ALZ Kontrol grubuyla diger gruplar kiyaslandiginda *p<0.05

4.4. Hayvan Deneyleri Bulgular:

4.4.1. Lokomotor Aktivite Testi Sonuclar:

Lokomotor aktivite testi STZ enjeksiyonundan sonra yirmi ikinci giinde
gerceklestirilmigtir.  Siganlarin 10 dakika boyunca alandaki hareketleri izlendi.
Lokomotor aktivite testinde stereotipik, ambulatuvar hareket, dinlenme zamani
yiizdelerine ve katedilen mesafeye bakildi. Yapilan tedavi sonrasinda elde edilen 6l¢iim
sonuclar1 Sekil 4.10’da verildi.

Lokomotor testi tedavi 6l¢timii sonrasinda stereotipik hareket i¢in kontrol (80.17
+ 9.00) ve ALZ kontrol grubu (56.65 £ 9.00) arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (#p<0.05). ALZ kontrol grubu ile
tedavi gruplart kiyaslandiginda A-1D (86.77 £ 7.00) ve A-2Y (94.74 £+ 9.00) gruplari
arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna
vartlmigtir (*p<0.05). A-1Y ve A-2D gruplari ile ALZ kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark yoktur.

Ambulatuvar hareket yiizdeleri dikkate alindiginda kontrol (213.2 = 11.00) ve

ALZ kontrol grubu (125 + 6.00) birbiriyle kiyaslandiginda aralarindaki fark istatistiksel
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verilere bakildiginda ¢ok anlamli oldugu sonucuna varilmistir (###p<0.001). ALZ
kontrol grubu ile tedavi gruplar kiyaslandiginda MEM grubu (177.6+7.00) ve A-1Y
(86.77 = 7.00) grubu ile ¢ok anlamli bir fark, A-2Y (170.3 = 5.00) grubu ile arasindaki
fark istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (***p<0.001,
*p<0.05). ALZ kontrol grubu ile A-1D ve A-2D gruplari arasinda ise anlamli bir fark
yoktur.

Dinlenme zaman ytizdeleri dikkate alindiginda ise kontrol (49.40 + 1.00) ile ALZ
kontrol grubu (64.20 +1.00) arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda anlaml
oldugu sonucuna varilmistir (###p<0.001). ALZ Kontrol grubu ile MEM grubu (58.80 +
1.00) kiyaslamasinda fark istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna
varilmistir (*p<0.05). ALZ kontrol ve tedavi gruplarimiz olan A-1Y (55.80 + 1.00) ve A-
2Y (49.60 + 1.00) kiyaslandiginda da istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu
sonucuna varilmistir (***p<0.001). ALZ kontrol grubu ile A-1D ve A-2D gruplar
arasinda ise anlamli bir fark bulunmamustir.

Katedilen mesafeleri 6l¢ciimleri incelendiginde ise kontrol (2508 + 55.00) ile ALZ
kontrol grubu (1180 + 59.00) arasinda istatistiksel verilere bakildiginda ¢ok anlamli
oldugu sonucuna varilmistir (###p<0.001). ALZ Kkontrol grubu ile MEM grubu (1513 +
80.00) kiyaslamasinda da arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu
sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ kontrol ve tedavi gruplarimiz olan A-1Y (1793 +
65.00) ve A-2Y (2160 + 23.00) kiyaslandiginda da istatistiksel verilere bakildiginda ¢ok
anlamli oldugu sonucuna varilmistir(***p<0.001). ALZ kontrol grubu ile A-1D ve A-2D

gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark bulunmamustir.
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Sekil 4.10. Tedavi Sonras1 Lokomotor Aktivite Testi Sonuglar1. Kontrol grubu ile ALZ
Kontrol grubu kiyaslandiginda #p<0.05, ###p<0.001. ALZ Kontrol grubuyla diger
gruplar kiyaslandiginda *p<0.05, ***p<0.001

Lokomotor aktivite testi ile ratlarin alandaki stereotipik, ambulatuvar, resting ve
kat ettikleri mesafeler Slgiildii. Gruplarin kafes i¢inde bulunduklar1 sirada bilgisayar
tarafindan elde edilen ambulatuvar hareketleri mavi renk ile vertikal hareketleri yesil
renkte olmak tizere bir aktivite haritas1 olusturuldu. Elde edilen 6l¢iim sonuglar1 Sekil

4.11 - Sekil 4.17° de gosterildi.

62



Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi

Kontrol ve tedavi gruplar1 alandaki her bolgeyi kullandigi belirlenitken ALZ
kontrol grubundaki siganlarin orta alana girmedikleri ve genellikle kenarlarda dolastiklari
belirlendi. Tedavi dozlar1 ise MEM grubu ve kontrol arasinda bir lokomotor aktivite

gosterdiler.

Sekil 4.12. Alzheimer Kontrol grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi
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Sekil 4.13. Memantin grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi

Sekil 4.14. A-1D grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi
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Sekil 4.15. A-1Y grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi

Sekil 4.16. A-2D grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi
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Sekil 4.17. A-2Y grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi

4.4.2. Pasif Sakinma Testi Sonuclari

Sicanlara STZ ile muamele edilip 21 giin bekletildikten sonra iki giin ard arda
yapilan ve siganlar1 ilk giin egitip sonraki giin 6grenmelerini kontrol eden Pasif Sakinma
testinin 1. giin sonuglar1 Sekil 4.18’de verildi. 1. giin yapilan egitim testi sonuglarina gore
kontrol grubu (284.2 + 38.78) ile ALZ Kontrol grubu (199.6 + 68.12) arasindaki fark
istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (#p<0.05). ALZ
kontrol grubu ile MEM grubu (299.8 + 0.40) kiyaslamasinda da arasindaki fark
istatistiksel verilere bakildiginda ¢ok anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05).
ALZ kontrol ve tedavi grubundan A-2Y (280.0 + 44.72) kiyaslandiginda da aralarindaki
fark istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05).
ALZ kontrol grubu ile A-1D, A-2D ve A-1Y gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark

bulunmamustir.
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Sekil 4.18. Tedavi Sonras1 Pasif Sakinma 1. giin Test sonuglari. Kontrol grubu ile ALZ
kontrol grubu kiyaslandiginda #p<0.05. ALZ Kontrol grubuyla diger gruplar
kiyaslandiginda *p<0.05

Pasif Sakinma testinin 2. giin sonuglar1 Sekil 4.19°da verilmistir. 2. giin yapilan
Ogrenme testi sonuglarina gore kontrol grubu (300.0 £ 0.70) ile ALZ kontrol grubu (211.5
+ 9.29) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (###p<0.001). ALZ kontrol grubu
ile MEM grubu (275.0 + 0.81) kiyaslamasinda istatistiksel verilere bakildiginda anlamli
oldugu sonucuna varilmistir (***p<0.001). ALZ kontrol ve tedavi gruplar
kiyaslandiginda A-1D (293.4+ 14.76), A-2D (300.0 £ 0.70), A-1Y (300.0 + 0.70) ve A-
2Y (300.0 + 1.58) gruplarinin tamaminda arasindaki fark istatistiksel verilere

bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (***p<0.001).
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Pasif Sakinma 2. giin (sn)
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Sekil 4.19. Tedavi Sonras1 Pasif Sakinma 2. giin Test sonuglari. Kontrol grubu ile ALZ

Kontrol grubu kiyaslandiginda ###p<0.001. ALZ Kontrol grubuyla diger gruplar
kiyaslandiginda ***p<0.001

4.4.3. Morris Water Mase Test Sonugclari

Morris Water Mase testinde giiney, dogu, kuzey ve bat1 olmak iizere hergiin farkli
bir yonden atilmak kosuluyla si¢anlarin 4 giin boyunca havuzda yiizdiiriilmesi ile olusur.
1. giin yapilan water mase testi sonuglarina gére kontrol grubu (29.13 £ 8.28) ile ALZ
Kontrol grubu (49.0 + 11.24) kiyaslandiginda arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (###p<0.001). ALZ Kontrol grubu ile
MEM grubu (18.25 + 7.88) kiyaslamasinda da arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (***p<0.001). ALZ kontrol ve tedavi
gruplart kiyaslandiginda A-2D grubu (14.46 + 4.39) kiyaslamasinda da istatistiksel
verilere bakildiginda ¢ok anlamli oldugu sonucuna varilmistir (***p<0.001). ALZ
kontrol grubu ile A-1Y (27.25 + 9.24) ve A-2Y (27.58 + 10.18) gruplarinda ise fark
istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ
kontrol grubu ile A-1D grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlilik yoktur.

2. giin yapilan water mase testi sonuglarina gore kontrol grubu (17.85 + 5.42) ile

ALZ kontrol grubu (35.25 + 5.10) kiyaslandiginda arasinda istatistiksel verilere
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bakildiginda ¢ok anlamli oldugu sonucuna varilmistir (###p<0.001). ALZ kontrol grubu
ile MEM grubu (22.05 + 4.09) kiyaslamasinda da arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ kontrol ve tedavi
gruplari kiyaslandiginda A-1D grubu (14.46 + 4.86), A-2D grubu (14.46 + 4.39), A-1Y
grubu (16.40 + 5.31) ve A-2Y grubu (18.55 + 5.47) kiyaslamasinda ise arasindaki fark
istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (***p<0.001).

3. giin yapilan water mase testi sonuglarina gore kontrol grubu (18.54 + 5.61) ile
ALZ kontrol grubu (30.20 + 6.50) kiyaslandiginda arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmustir (#p<0.05). ALZ kontrol ve tedavi
gruplari kiyaslandiginda A-1D grubu (14.07 + 3.52), A-2D grubu (13.75 + 2.89), A-1Y
grubu (14.10 = 3.93) ve A-2Y grubu (11.60 + 3.54) ile arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (***p<0.001). ALZ kontrol grubu ile
MEM grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.

4. gilin yapilan water mase testi sonuglarina gore kontrol grubu (14.42 + 2.62) ile
ALZ kontrol grubu (22.43 + 7.22) kiyaslandiginda arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (#p<0.05). ALZ kontrol ve tedavi
gruplari kiyaslandiginda A-1D grubu (13.04 + 4.92), A-2D grubu (11.75 + 1.63) ve A-
2Y grubu (12.15 + 2.52) ile aralarinda arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda
anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ kontrol grubu ile MEM ve A-1Y

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur.
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Sekil 4.20. Tedavi sonrasti ilk dort giin Water Mase test sonuglar1. Kontrol grubu ile
ALZ kontrol grubu kiyaslandiginda #p<0.05, ###p<0.001. ALZ kontrol grubuyla diger
gruplar kiyaslandiginda *p<0.05, ***p<0.001

Deney sonu 1s1 haritalarinda tiim gruplarin kadranda gecirdikleri siire
incelendiginde kontrol grubu (21.63 + 4.53) ile ALZ kontrol grubu (13.30 + 1.95)
kiyaslandiginda arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhidir (#p<0.05). ALZ kontrol
grubu ile MEM grubu (21.83 + 4.36) kiyaslamasinda da arasindaki fark istatistiksel

verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ kontrol grubu
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ile A-2D grubu (22.97 + 2.33) kiyaslamasinda da istatistiksel verilere bakildiginda gok
anlamli oldugu sonucuna varilmistir (***p<0.001). ALZ kontrol ve diger tedavi gruplari
kiyaslandiginda A-1Y grubu (22.23 + 3.48), ve A-2Y grubu (21.27 + 5.68) ile aralarinda
arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir
(*p<0.05). ALZ kontrol grubu ile A-1D grubu arasindaki fark istatistiksel verilerde

anlamlilik yoktur(Sekil 4.21).

Platformun Bulundugu Kadraninda Gegirilen Siire (sn)
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Sekil 4.21. Platformun bulundugu kadranda gegirilen siire grafigi. Kontrol grubu ile
ALZ kontrol grubu kiyaslandiginda #p<0.05. ALZ kontrol grubuyla diger gruplar
kiyaslandiginda *p<0.05, ***p<0.001

Deney gruplarindaki 6rnek sicaklik harita goriintiileri Sekil 4.21 - Sekil 4.27
arasinda verilmistir. Sicaklik haritalar1 incelendiginde de kadranda bulunma siireleri ile

benzer bir goriintii elde edilmistir.
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Sekil 4.22. Water Mase Testi Kontrol grubu 6rnek sicaklik haritasi

Sekil 4.23. Water Mase Testi ALZ Kontrol grubu 6rnek sicaklik haritasi

Sekil 4.24. Water Mase Testi MEM grubu 6rnek sicaklik haritasi
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Sekil 4.25. Water Mase Testi A-1D grubu 6rnek sicaklik haritasi

Sekil 4.26. Water Mase Testi A-1Y grubu 6rnek sicaklik haritasi

Sekil 4.27. Water Mase Testi A-2D grubu 6rnek sicaklik haritasi
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Sekil 4.28. Water Mase Testi A-2Y grubu 6rnek sicaklik haritasi

4.44. 1L-6 Test Sonuclari

IL-6 testi sonuglar1 Sekil 4.29°da verilmistir. Kontrol grubu (18.63 + 1.33) ile ALZ
kontrol grubu (22.08 + 0.26) kiyaslandiginda arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmistir (#p<0.05). ALZ kontrol ve MEM grubu
(15.20 + 2.02) kiyaslandiginda arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda gok
anlamli oldugu sonucuna vartlmistir (***p<0.001). ALZ kontrol ve A-2D grubu (18.14
+ 1.89) kiyaslandiginda arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu
sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ kontrol grubu ile A-1D, A-1Y ve A-2Y gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik yoktur.
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Sekil 4.29. IL-6 test sonuglari

Kontrol grubu ile ALZ kontrol grubu kiyaslandiginda #p<0.05. ALZ kontrol grubuyla
diger gruplar kiyaslandiginda *p<0.05, ***p<0.001
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4.4.5. PGE2 Test Sonuclari

PGE?2 testi sonuglar1 Sekil 4.30’da verilmistir. Kontrol grubu (23.86 + 2.52) ile
ALZ kontrol grubu (26.10 + 1.57) kiyaslandiginda arasindaki fark istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli olmadigi sonucuna varilmigtir. ALZ kontrol ve MEM grubu (20.47
+ 3.61) kiyaslandiginda aralarinda arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda
anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ kontrol ve A-1D grubu (20.21 +
2.24), A-2D grubu (19.91 + 0.96) ve A-1Y grubu (20.16 + 1.33) kiyaslandiginda
arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda anlamli oldugu sonucuna varilmigtir
(*p<0.05). ALZ kontrol grubu ile A-2Y gruplarn (17.09 + 2.67) kiyaslandiginda
arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda ¢ok anlamli oldugu sonucuna varilmigtir

(***p<0.001).
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Sekil 4.30. PGE2 test sonuglart. ALZ Kkontrol grubuyla diger gruplar kiyaslandiginda
*p<0.05, ***p<0.001

4.4.6. LXA4 Test Sonug¢lar
LXA4 testi sonuglart Sekil 4.31°de verilmistir. Kontrol grubu (21.40 + 2.36) ile

ALZ kontrol grubu (25.55 + 0.44) kiyaslandiginda arasinda arasindaki fark istatistiksel
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olarak herhangi bir anlamlilik bulunmamustir. ALZ kontrol ve MEM grubu (18.37 + 3.78)
kiyaslandiginda aralarinda arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (*p<0.05). ALZ
kontrol ve A-1D grubu (17.61 + 0.25), A-2D grubu (20.54 + 0.88) ve A-2Y grubu (18.73
+ 2.18) kiyaslandiginda aralarinda arasindaki fark istatistiksel verilere bakildiginda ¢ok
anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05). ALZ kontrol grubu ile A-1Y grubu

arasindaki fark istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik bulunmamustir.
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Sekil 4.31. LXA4 test sonuglari. ALZ kontrol grubuyla diger gruplar kiyaslandiginda
*
p<0.05

4.6. Patolojik Bulgular
4.6.1. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirmede gruplar arasindaki farklar istatistiksel verilere
bakildiginda anlamli oldugu sonuglrina varilmigtir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Noronlarda goriilen dejeneratif degisimlerin istatistiksel analizi.

Gruplar CAl/CA2 CA3

Kontrol 0,16+0,40° 0,33+0,51%
ALZ Kontrol 2,83+0,40° 3,00+0,00°
MEM 1,83+0,40° 2,16+0,40°
FA-1D 1,83+0,40° 1,00+£0,00¢
FA-1Y 1,33+0,51¢ 1,16+0,40¢
FA-2D 1,8340,40° 2,16+0,40°
FA-2Y 2,00+0,00° 1,33+0,51¢

abed Ayng siitundakigruplar arasi farkliigr gostermektedir (p <0.05)

Kontrol sicanlarin CA1/CA2 ve CA3 kisimlarindaki néronlar normal histolojik
goriiniimdeydi. Diger uygulama gruplarinda beynin CA1/CA2 ve CA3 kisimlarindaki
noronlarda farkli diizeyde piknotik ve dejeneratif degisimlere rastlandi.

CA1/CA2 kismindaki dejeneratif noronlarm en fazla ALZ kontrol grubunda
oldugu belirlendi. Kombine gruplardan MEM, A-1D, A-2D ve A-2Y gruplarinda orta
diizeyde, A-1Y grubunda ise hafif diizeyde dejeneratif noronlarin oldugu tespit edildi.
CA3 kisminda ise dejeneratif noronlarin CA1/CA2’ye benzer sekilde en fazla ALZ
kontrol grubunda oldugu tespit edildi. Diger uygulama gruplarindan MEM ile A-2D’de
dejeneratif noronlar orta diizeyde, A-1D, A-1Y ile A-2Y’de ise hafif diizeydeydi.
Mikroskobik olarak piknotik ve dejeneratif degisimlerin oldugu noronlarin ¢ekirdekleri

koyu ve bliziigmiis haldeydi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Deney Gruplarmin Histopatolojik degerlendirilmesi

(A-G) CAl1/2 kismindaki piknotik-dejeneratif noronlar. (A)-Kontrol grubu.
Normal histolojik goriiniim, (B)-ALZ kontrol grubu. Siddetli diizeyde, (C)-MEM grubu.
Orta diizeyde (D)-A-1D grubu. Orta diizeyde, (E)-A-1Y grubu. Hafif diizeyde, (F)-A-2D
grubu. Orta diizeyde, (G)-A-2Y grubu. Orta diizeyde piknotik-dejeneratif néronlar, (H-
N) CA3 kismindaki piknotik-dejeneratif ndronlar. (H)-Kontrol grubu. Normal histolojik
goriiniim, (I)-ALZ kontrol grubu. Siddetli diizeyde, (J)-MEM grubu. Orta diizeyde (K)-
A-1D grubu. Hafif diizeyde, (L)-A-1Y grubu. Hafif diizeyde, (M)-A-2D grubu. Orta
diizeyde, (N)-A-2Y grubu. Hafif diizeyde piknotik-dejeneratif noronlar, (»), H-E.

4.6.2. immunohistokimyasal Bulgular

B-Amyloid, Tau ve AChE yoniinden yapilan immunohistokimyasal boyamalarda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edildi (p <0.05).

Immunohistokimyasal olarak B-Amyloid ile yapilan boyamalarda CA3 kismindaki
immunpozitiflikler CA1/2 kismina gore daha fazlaydi. CA1 kisminda ALZ kontrol
grubunda siddetli diizeyde, MEM grubunda orta diizeyde, diger gruplarda ise hafif

diizeyde immunpozitiflikler goriildii. CA3 kisminda ALZ kontrol grubunda ¢ok siddetli
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diizeydeki immunpozitifliklerin MEM, A-1D ile A-2D grubunda siddetli, A-1Y ile A-2Y

grubunda orta diizeyde oldugu tespit edildi (Tablo 4.7, Sekil 4.33).

Tablo 4.7. B-Amyloid ile yapilan immunohistokimyasal boyamalari

Gruplar CA1/CA2 CA3

Kontrol 0,83+0,40° 1,160,402
ALZ kontrol 2,83+0,40P 3,66+0,51°
MEM 2,00+0,00° 2,66+0,51°
A-1D 1,33+0,512 2,8340,40°
A-1Y 1,16+0,402 2,00+0,004
A-2D 1,33+0,512 2,66+0,51°¢
A-2Y 1,000,002 1,83+0,40°

abed Aym siitundaki gruplar arasi farkliligi gdstermektedir (p <0.05)

CA1/2

Sekil 4.33. B-Amyloid immunpozitiflikler.

(A-G) CA1/2 kismindaki B-Amyloid immunpozitiflikler. (A)-Kontrol grubu.
Hafif diizeyde, (B)-ALZ kontrol grubu. Siddetli diizeyde, (C)-MEM grubu. Orta diizeyde
(D)-A-1D grubu. Hafif diizeyde, (E)-A-1Y grubu. Hafif diizeyde, (F)-A-2D grubu. Hafif
diizeyde, (G)-A-2Y grubu. Hafif diizeyde immunpozitiflik, (H-N) CA3 kismindaki [-

Amyloid immupozitiflikler. (H)-Kontrol grubu. Hafif diizeyde, (I)-ALZ kontrol grubu.
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Cok siddetli diizeyde, (J)-MEM grubu. Siddetli diizeyde (K)-A-1D grubu. Siddetli

diizeyde, (L)-A-1Y grubu. Orta diizeyde, (M)-A-2D grubu. Siddetli diizeyde, (N)-A-2Y

grubu. Orta diizeyde immunpozitiflikler (» ). IHC.

Immunohistokimyasal olarak Tau ile yapilan boyamalarda CA1/2 kismindaki

immunpozitiflikler ALZ kontrol grubunda siddetli iken, MEM ile A-2D grubunda orta,

diger uygulama gruplari olan A-1D, A-1Y ile A-2Y’de ise genel olarak hafif seviyedeydi.

CA3 kisminda da CA1/2’ye benzer bulgular tespit edilmekle birlikte, sadece A-1D

grubunda CA1/2 bolgesinde goriilen hafif diizeydeki immunpozitifliklerin yerini CA3

bolgesinde orta diizeyde immunpozitifliklerin aldigi gozlendi (Tablo 4.8, Sekil 4.34).

Tablo 4.8. Tau ile yapilan immunohistokimyasal boyamalari.

Gruplar CA1/CA2 CA3

Kontrol 0,83+0,40? 1,00+0,00?
ALZ kontrol 2,66+0,51° 3,00+0,00°
MEM 2,16+0,40° 2,33+0,51°¢
A-1D 1,16+0,402 2,16+0,40°
A-1Y 1,330,512 1,00+0,002
A-2D 1,83 £0,40° 2,16+0,40°
A-2Y 0,83+0,40? 1,16+0,40?

abe Ayni siitundaki gruplar aras: farklihig: gostermektedir (p <0.05)

80



(A-G) CA1/2 kismundaki Tau immunpozitiflikler. (A)-Kontrol grubu. Hafif
diizeyde, (B)-ALZ kontrol grubu. Siddetli diizeyde, (C)-MEM grubu. Orta diizeyde (D)-
A-1D grubu. Hafif diizeyde, (E)-A-1Y grubu. Hafif diizeyde, (F)-A-2D grubu. Orta
diizeyde, (G)-A-2Y grubu. Hafif diizeyde immunpozitiflik, (H-N) CA3 kismindaki Tau
immunpozitiflikler. (H)-Kontrol grubu. Hafif diizeyde, (I)-ALZ kontrol grubu. Siddetli
diizeyde, (J)-MEM grubu. Orta diizeyde (K)-A-1D grubu. Orta diizeyde, (L)-A-1Y grubu.
Hafif diizeyde, (M)-A-2D grubu. Orta diizeyde, (N)-A-2Y grubu. Hafif diizeyde
Immunpozitiflikler (» ). IHC.

Immunohistokimyasal olarak AChE ile yapilan boyamalarda CA3 kismindaki
immunpozitiflikler ALZ kontrol ve A-1D grubunda siddetli iken, MEM ile A-2D
grubunda orta seviyedeydi. Kontrol, A-1Y ve A-2Y gruplarinda ise hafif olarak
belirlendi. CA1/2 kisminda ise siddetli Immunpozitiflikler en fazla ALZ kontrol
grubundaydi. Diger uygulama gruplarindan MEM, A-1D ile A-2D gruplarinda orta,
Kontrol, A-1Y ile A-2Y gruplarinda hafif diizeyde immunpozitifliklere rastlandi (Tablo

4.9, Sekil 4.35).

Tablo 4.9. AChE ile yapilan immunohistokimyasal boyamalari.

Gruplar CA1/CA2 CA3

Kontrol 1,16+0,512 1,33+0,512
ALZ kontrol 2,83+0,40P 3,00+0,00°
MEM 2,00+0,00° 2,1620,40°
A-1D 2,16+0,40° 2,83+0,40°
A-1Y 1,160,402 1,330,512
A-2D 1,83 +0,40° 2,00:£0,00°
A-2Y 1,00+0,00? 1,160,407

abe Ayny siitundaki gruplar arasi farklilig: géstermektedir (p <0.05)
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Sekil 4.35. AChE immupozitiflikler.

(A-G) CA1/2 kismindaki AChE immupozitiflikler (A)-Kontrol grubu. Hafif
diizeyde, (B)-ALZ kontrol grubu. Siddetli diizeyde, (C)-MEM grubu. Orta diizeyde (D)-
A-1D grubu. Orta diizeyde, (E)-A-1Y grubu. Hafif diizeyde, (F)-A-2D grubu. Orta
diizeyde, (G)-A-2Y grubu. Hafif diizeyde immunpozitiflik, (H-N) CA3 kismindaki AChE
immupozitiflikler. (H)-Kontrol grubu. Hafif diizeyde, (I)-ALZ kontrol grubu. Siddetli
diizeyde, (J)-MEM grubu. Orta diizeyde (K)-A-1D grubu. Siddetli diizeyde, (L)-A-1Y
grubu. Hafif diizeyde, (M)-A-2D grubu. Orta diizeyde, (N)-A-2Y grubu. Hafif diizeyde
immunpozitiflikler (» ). THC.

4.6.3. In situ Hibridizasyon Bulgular

B-Amyloid, Tau ve AChE yoniinden yapilan in situ hybridizasyon ile yapilan
boyamalarda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edildi (p <0.05).

In situ hibridizasyonla yapilan boyamalarda da immunohistokimyasal bulgulara
benzer olmakla birlikte daha hafif diizeyde pozitiflikler tespit edildi. p-Amyloid mMRNA
ekspresyon diizeyi CA1 kisminda ALZ ve MEM gruplarinda orta, A-1D grubunda hafif
diizeydeydi. Diger gruplarda ise onemli diizeyde pozitiflikler tespit edilmedi. CA3

kismindaki B-Amyloid mRNA ekspresyonu ALZ grubunda siddetli, MEM, A-1D ve A-
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2D grubunda orta iken, kontrol, A-1Y ile A-2Y gruplarinda hafif diizeydeydi (Tablo 4.10,

Sekil 4.36).

Tablo 4.10. B-Amyloid ile yapilan in situ hibridizasyon boyamalari.

Gruplar CA1/CA2 CA3

Kontrol 0,33+0,512 1,000,002
ALZ kontrol 1,83+0,40° 2,66+0,51°
MEM 1,66+0,51° 1,83+0,40°
A-1D 1,00+0,00° 1,83+0,40°
A-1Y 0,33+0,512 1,00+0,00?
A-2D 0,16+0,402 1,66+0,51°¢
A-2Y 0,33+0,512 1,16+0,402

abed Ayn siitundaki gruplar arast farklihig: gostermektedir (p <0.05)

CA1/2

Sekil 4.36. B-Amyloid mRNA ekspresyon diizeyleri.

(A-G) CA1/2 kismindaki B-Amyloid mRNA ekspresyon diizeyleri. (A)-Kontrol
grubu. Negatiflik (B)-ALZ kontrol grubu. Orta diizeyde, (C)-MEM grubu. Orta diizeyde
(D)-A-1D grubu. Hafif diizeyde mRNA ekspresyonu, (E)-A-1Y grubu. Negatiflik, (F)-
A-2D grubu. Negatiflik, (G)-A-2Y grubu. Negatiflik, (H-N) CA3 kismindaki 3-Amyloid

mRNA ekspresyon diizeyleri. (H)-Kontrol grubu. Hafif diizeyde, (I)-ALZ kontrol grubu.
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Siddetli diizeyde, (J)-MEM grubu. Orta diizeyde (K)-A-1D grubu. Orta diizeyde, (L)-A-
1Y grubu. Hafif diizeyde, (M)-A-2D grubu. Orta diizeyde, (N)-A-2Y grubu. Hafif
diizeyde mRNA ekspresyonu (P ). ISH.

In situ hibridizasyon ile yapilan boyamalarda CA1/2 ve CA3 kisimlarindaki Tau
mRNA ekspresyonu ayni bolgedeki Tau immunpozitiflikleri ile benzerdi (Tablo 4.11,

Sekil 4.37).

Tablo 4.11. Tau ile yapilan in situ hibridizasyon boyamalari.

Gruplar CA1/CA2 CA3

Kontrol 0,83+0,402 1,00+0,002
ALZ kontrol 2,66+0,51° 2,8340,40°
MEM 1,66+0,51° 1,83+0,40°
A-1D 0,83+0,40° 2,00+0,00°
A-1Y 1,000,402 1,16+0,40?
A-2D 1,83+0,40° 1,66+0,51°
A-2Y 0,830,402 1,000,002

abe Aym siitundaki gruplar arasi farklihig1 gdstermektedir (p <0.05)

Sekil 4.37. Tau mRNA ekspresyon diizeyleri.
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(A-G) CA1/2 kismindaki Tau mRNA ekspresyon diizeyleri. (A)-Kontrol grubu.
Hafif diizeyde (B)-ALZ kontrol grubu. Siddetli diizeyde, (C)-MEM grubu. Orta diizeyde
(D)-A-1D grubu. Hafif diizeyde, (E)-A-1Y grubu. Hafif diizeyde, , (F)-A-2D grubu. Orta
diizeyde, (G)-A-2Y grubu. Hafif diizeyde mRNA ekspresyonu, (H-N) CA3 kismindaki
Tau mRNA ekspresyon diizeyleri. (H)-Kontrol grubu. Hafif diizeyde, (I)-ALZ kontrol
grubu. Siddetli diizeyde, (J)-MEM grubu. Orta diizeyde (K)-A-1D grubu. Orta diizeyde,
(L)-A-1Y grubu. Hafif diizeyde, (M)-A-2D grubu. Orta diizeyde, (N)-A-2Y grubu. Hafif
diizeyde mRNA ekspresyonu (P ). ISH.

In situ hibridizasyonla yapilan boyamalarda CA3 kismindaki AChE mRNA
ekspresyonlari, immunohistokimyasal boyalamalardaki immunpozitifliklere benzer
diizeyde tespit edildi. Fakat CA1/2 kismindaki AChE mRNA ekspresyonlarindan sadece
A-1Y’de orta diizeyde pozitiflikler gdzlenirken immunohistokimyasal kisimda bu grupta

hafif diizeyde Immunpozitiflikler tespit edildi (Tablo 4.12, Sekil 4.38).

Tablo 4.12. AChE ile yapilan in situ hibridizasyon boyamalari.

Gruplar CAl/CA2 CA3

Kontrol 0,83+0,402 0,830,402
ALZ kontrol 2,66+0,51P 2,83+0,40P
MEM 1,83+0,40° 1,83+0,40°
A-1D 1,66+0,51¢ 2,66+0,51°
A-1Y 1,66+0,51°¢ 0,83+0,40?
A-2D 1,83+0,40° 1,66+0,51°¢
A-2Y 1,00+0,002 0,66+0,512

abe Aymi siitundaki gruplar arast farklihgi gostermektedir (p <0.05).
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Sekil 4.38. AChE mRNA ekspresyon diizeyleri.

(A-G) CA1/2 kismindaki AChE mRNA ekspresyon diizeyleri. (A)-Kontrol grubu.
Hafif diizeyde (B)-ALZ kontrol grubu. Siddetli diizeyde, (C)-MEM grubu. Orta diizeyde
(D)-A-1D grubu. Orta diizeyde, (E)-A-1Y grubu. Orta diizeyde, (F)-A-2D grubu. Orta
diizeyde, (G)-A-2Y grubu. Hafif diizeyde mRNA ekspresyonu, (H-N) CA3 kismindaki
AChE mRNA ekspresyon diizeyleri. (H)-Kontrol grubu. Hafif diizeyde, (I)-ALZ kontrol
grubu. Siddetli diizeyde, (J)-MEM grubu. Orta diizeyde (K)-A-1D grubu. Siddetli
diizeyde, (L)-A-1Y grubu. Hafif diizeyde, (M)-A-2D grubu. Orta diizeyde, (N)-A-2Y

grubu. Hafif diizeyde mRNA ekspresyonu (P ). ISH.
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5. TARTISMA

Alzheimer hastaligi, ilerleyici biligsel gerileme ve hafiza kaybiyla karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir. Tiim vakalarin yaklasik %80'ini olusturan en yaygin
demans tiirtidiir (Zhang ve ark., 2021) Alzheimer hastaliginin kesin nedeni tam olarak
anlasilamamustir. Ancak bu hastaliga yakalanma riskini artiran bilinen bazi risk faktorleri
vardir. Diinya capinda yaklasik 50 milyon insan demans hastasidir ve yaslanan niifus
nedeniyle hasta sayisinin 2050 yilina kadar {i¢ katina ¢ikmasi beklenmektedir, bu da
engellilik riskini, hastalik yiikiinii ve saglik bakim maliyetlerini artiracaktir (Patterson,
2018). Ustelik mevcut terapétik stratejiler yalnizca semptomlari iyilestirmektedir ve AH
icin etkili bir tedavi yoktur. Ancak AH'nin uzun bir prodromal dénemi vardir ve bu
donemde erken korunma, AH'nin ilerlemesini yavaslatmak agisindan 6zellikle 6nemli
goriinmektedir. Bu nedenle, bilisi giiclii bir sekilde etkileyen risk ve koruyucu faktorleri
belirlemek i¢in yeni ¢calismalar 6nem arz etmektedir.

Noroinflamasyon, mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu, pro-inflamatuar
sitokinlerin ve kemokinlerin {iretimini ve sinaptik fonksiyonun ve néronal sagkalimin
bozulmast Alzheimer hastaliginin 6nemli bir 6zelligidir (Thakur ve ark., 2023).
Noroinflamasyon, inflamatuar cevap tiiriine, siiresine ve yogunluguna bagl olarak sinir
sistemi tlizerinde zararli etkilere sahip olabilir ve Alzheimer hastalii ve Parkinson
hastalig1 gibi major nérodejeneratif hastaliklar igin iyi bilinen bir biyobelirtegtir (Shabab
ve ark., 2017). AH'de noroinflamasyon esas olarak merkezi sinir sisteminin yerlesik
bagisiklik hiicreleri olan mikroglia ve astrositlerin aktivasyonundan kaynaklanmaktadir.
Aktive edildikten sonra bu hiicreler, ndronal fonksiyon ve hayatta kalma iizerinde faydali
veya zararli etkileri olabilen gesitli sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen tiirleri, nitrik
oksit ve prostaglandinler salgilar(Thakur ve ark., 2023). Sitokinler/kemokinler, fosfolipaz

A2 ve COX’u uyararak, AA ve DHAnin membran gliserofosfolipidlerinden salinmasini
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kolaylastirir; buradaki fosfolipitler, proinflamatuar eikosanoidler (prostaglandinler,
l6kotrienler ve tromboksanlar) iiretmek {izere oksitlenir.

Bir¢ok calisma AH'de AA metabolizmasinin degistiini gdstermistir. Ornegin
Alzheimer hastalarinin beyninde ve beyin omurilik sivisinda yiiksek COX-2 ve PG
seviyeleri bulunmustur. COX-2, yalnizca néronlarda degil ayn1 zamanda aktiflestirilmis
mikroglia ve astrositlerde de eksprese edilen, uyarilabilir bir enzimdir. COX-2, AA'nin
PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2 ve tromboksan A2 (TXA2) gibi PG'lere doniisiimiinii
katalize eder. PG'ler spesifik reseptorler lizerinde etkili olduklari i¢in néroinflamasyon
tizerinde farkl etkilere sahiptirler. PGE2 dort reseptor alt tipine baglanabilir: EP1-EPA4.
EP2 ve EP4 reseptorleri Gs proteinlerine baglanir ve anti-inflamatuar ve noroprotektif
etkilere sahip olabilen siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyelerini artirir. EP1 ve
EP3 reseptorleri Gq veya Gi proteinlerine baglanir ve cAMP seviyelerini azaltir veya
hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini arttirir. Bu, proinflamatuar ve norotoksik etkilere yol
acabilir (Kouba ve ark., 2023). Bu nedenle, farkli PG'ler ve bunlarin reseptorleri
arasindaki denge, AH'deki néroinflamasyonun sonucunu belirleyebilir.

Intraserebroventrikiiler STZ ile olusturulmus Alzheimer modelinde 6grenme ve
bellek fonksiyonlarinda belirgin bozulma oldugu ve bu bozulmaya oksidatif hasarin eslik
ettigi gosterilmistir. Yaptigimiz ¢alismada in siliko olarak belirlenen arasidonik asit
tiirevlerinin hem kognitif fonksiyon testlerinde hem de oksidatif hasarda azalmaya neden
olarak bozulmus fonksiyonlar1 diizeltebilecegi bu ¢alismada gosterilmistir.

Molekiiler kenetlenme caligsmalari, bir bilesigin  calisilan  biyolojik
makromolekiiller ile yaptigr olasi etkilesimleri goérmemize yardimci olarak ilgili
mekanizmanin agiklanmasina 1s1k tutabilmektedir (Ece, 2020) (Orujova ve ark., 2023).

Molekiiler kenetleme sonuglarina baktigimizda 5-LOX enzimine karsi secerek

sentezledigimiz tiim bilesiklerin dogal ligand olan arachidonic asit’ten daha iy1 baglandigi
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gozlenmistir (Tablo 4.1). Molekiiler kenetlemede kullanilan skorlama algoritmalarinin
yaniltabilecegi de gozoniinde bulunduruldugunda bilesiklerin 1ilgili baglanma
bolgelerindeki amino asitlerle yaptiklari etkilesimler de tek tek incelenmistir.

Iki boyutlu ligand etkilesim diyagramlar1 incelendiginde, arachidonic asidin 5-
LOX'un baglanma bolgesiyle biiylik oranda hidrofobik etkilesimlerle baglandig1 (Sekil
4.1), Al bilesiginin ise VAL671, ALA672 ve ASN554 aminoasit kalintilariyla hidrojen
baglar1 yaptig1 goriilmektedir (Sekil 4.2). AA19 bilesigi, ASN554, VAL671 ve GLU614
amino asitleriyle yaptigi hidrojen baglarinin yaninda PHE610 amino asit kalintis1 ile
katyon-mt etkilesimi yaptigi goze carpmaktadir. Diger taraftan Arachidonic asidin
tiirevlerinden biri olan A2, ALAO6 ile yaptig1 bir hidrojen baginin disinda, ASN554 ile
iki hidrojen bagi yapmis, PHE610 ile de n- m etkilesimi yapmaktadir. Hidrofobik
etkilesimlerin yanina bilesiklerde gézlenen bu ek molekiiller aras1 etkilesimlerin, 5-LOX
ile daha iyi kenetlenebilecegi, dolayisiyla daha aktif olabilecegi ongoriilmiistiir.

COX-2 enzimine gelince, COX-2 ile kompleks halinde olan celecoxib dogal
ligandinin ¢ogunlukla siilfonamid bdlgesi iizerinden hidrojen baglar1 yaptigi, pirazol
halkas1 lizerinden de n- 7 etkilesimi yaptig1 goriilmiistiir (Sekil 4.3). Hidrofobik bolgeleri
cok olan arasidonik asit'ten yola ¢ikip elde edilen A6 bilesigimiz de hidrofobik
bolgelerinin ¢ok olmasi nedeniyle c¢ogunlukla hidrofobik etkilesimlerle COX-2’ye
kenetlendigi hesaplanmistir (Sekil 4.4). A2 blesiginde ise hidrofobik etkilesimlerin
yaninda amit ucundaki azot ile SER339 amino asidi ile hidrojen bagi yaptigi
goriilmektedir (Sekil 4.4). Son olarak AA19 bilesiginde HIS80 ile katron -pi etkilesimi,
TYR79 ve PRO500 ile hidrojen baglari ile COX-2'nin baglanma bolgesiyle etklesimde
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).

Arasidonik asidin yaptigimiz in siliko ¢alismalar1 sonucunda belirlenen COX-2 ve

5-LOX enzimleri tizerinde etkili bulunan A1-A7 molekillerinin sentezlenmesine karar
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verilmistir. Molekiiller amidasyon reaksiyon mekanizmasina gore ¢oziicii kullanmadan
yesil sentez ile sentezlenmistir. Bu maddelerin kimyasal yapilar1 *H-NMR, 3C-NMR ve
QTOF-MS ile dogrulanmustir. (Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5.)

Hiicre kiiltiiriinde Alzheimer modeli olusturmak icin 96 kuyucuklu plakalara
ekilen SH-SY5Y hiicreleri RA ile muamele edilerek ndéron benzeri hiicrelere
doniistiirilmiistir. Dondstimiinii tamamlayan 96 kuyucuklu plakadaki hiicrelere
sentezlenen molekiillerden 0.1, 1, 10 ve 100 puM konsantrasyonlarda verilerek
inkiibatorde (37 °C ve %5 CO2) 24 saat bekletilmistir. 24 saatin sonunda hiicrelere MTT
soliisyonu verilerek MTT testi ile biitiin gruplarin canlilik oranlar1 belirlenmistir (Sekil
4.5). MTT sonuglarinda bakildiginda biitiin molekiillerin Alzheimer toksisitesine karsi bir
iyilestirici etkileri gdzlemlenmistir. Bu etki genelde diisiik dozlarda daha iyi goriilmiis ve
en yiiksek olan dozlarda ise toksik etki belirlenmistir. Biitiin sonuglar incelendiginde ise
Al ve A2 molekiilleri digerlerine kiyasla yapmis oldugumuz in vitro Alzheimer
modelinde en etkili molekiiller olarak belirlenmistir. Calismalarimiz etkili bulunan bu iki
molekiil ile devam ettirilmistir.

TOS sonuglarina gére A1-100 uM ve A2-100 uM’lik konsantrasyonlarda total
oksidan seviyelerin arttigi, A1-10 uM’da ile TOS aktivitesinin ileri derecede diistiigii
goriilmiistiir (Sekil 4.6). Bu sonuglar MTT ile yapilan canlilik test sonuglarimizla da
ortigmektedir (Sekil 4.5). MTT testinde A1-100 ve A2-100 uM’lik konsantrasyonlar
hiicre canlilik oranlarini artiramamustir. En etkili bulunan A-1 ve A-2 molekiillerinin dahi
en yiiksek dozlar1 toksik bulunmustur. Bu durum hem MTT testlerinde hem de oksidan
parametre testlerinde ortaya ¢ikmistir. TAS sonuclarina gore en etkili dozlar Al i¢in 0.1
ve 1 uM, A2 igin 0,1 uM’lik konsantrasyonlar olarak bulunmustur (Sekil 4.7). TAS

sonuglart MTT sonuglariyla uyumludur.
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SOD, anyonik ROS ve siiperoksit radikallerine karsi en onemli antioksidan
savunma sistemidir. SOD, bir siiperoksit radikalini O2'ye oksitler ve diger siiperoksit
radikalinin daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen peroksite (H202) indirgenmesini
katalize eder (Aslankog ve ark., 2019). Calismamizda SOD aktiviteleri, A1-1 uM’da, A2-
0.1, 1 ve 10 uM’da yiiksek bulunmustur. Canlilik oranlar1 TAS ve TOS aktiviteleriyle
bazi calismalarda birebir ortiisebilir fakat 6liimiin tek sebebi oksidan aktivite artiglari
olmadigindan korelasyon goriilse de doz baglaminda birebir ortiisme olmayabilir.

Paganelli ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismalarda TNF-a diizeylerinin 6nemli
derecede yiikselmesinin hastaligin ilerlemesi ile iliskili oldugu ve Chang ve
arkadaglarinin  Alzheimer hastas1 transjenik farelerin beyin dokularinda TNF-a
seviyelerinin yiiksek olduklarini buldular (Paganelli ve ark., 2002) (Chang ve ark., 2017).
TNF-0, Alzheimer kontrole gore yapilan istatistiklerde A1 0.1, 1 ve 10 ve A2 0.1
konsantrasyonlarda anlamli bir diisiis gostermistir (Sekil 4.9). Bu da in vitro Alzheimer
modelinde TNF-o’nin énemli bir parametre oldugunu gostermistir. MTT testi sonrasi
se¢mis oldugumuz Al, A2 maddeleri TNF-a’y1 azaltarak etkisini gostermesi énemli bir
bulgudur. Dolayis1 ile Alzheimer’in TNF-a ile ilgili komponenti sectigimiz ilaglarla
normal seviyelere gelmektedir (Sekil 4.9).

STZ modelleme, diyabetojenik ajan streptozotosini deney hayvanlarinin beynine
yerlestirerek norodejenerasyonu ve biligssel bozuklugu tetikleyen bir yontemdir. STZ,
beyinde beta-amiloid ve fosfo-tau diizeylerinde artis, alfa-sekretaz aktivitesinde azalma,
uzaysal ve uzaysal olmayan hafizada bozulma gibi sporadik Alzheimer hastaliginin bazi
yonlerine benzeyen bir insiiline direngli duruma neden olur (Gaspar ve ark., 2021).

Icv STZ modeli mevcut modeller arasinda en iyi klinik ve patolojik modeldir
clinkii AP plak birikimini indiikler, tau hiperfosforilasyonundan sonra NFY patolojisini

indiikler ve néroinflamasyonun olusmasina sebep olur (Zhu, 2022). Icv STZ enjeksiyonu
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ile olusturulan AH modelinin temeli hastalarinin beyinlerindeki oksijen ve glikoz
tilketiminin azalmasina dayanmaktadir. Bu goézlemlere dayanarak, hastaligin temel
biyokimyasal = parametrelerindeki  alevlenmenin, beyindeki insiilin  reseptor
sinyallemesindeki degisiklikler yoluyla glikoz metabolizmasiyla iliskili oldugu
varsayillmistir (Hoyer ve ark., 1994; Hoyer ve ark., 1993). Bu ¢alismada icv olarak
bilateral 1.5 mg/kg iki doza boliinmiis her sicana 3 mg/kg STZ uygulanmistir (Kraska ve
ark., 2012). Yaptigimiz davranig testlerini kullanarak STZ grubunda kontrol grubuna
kiyasla 6grenme ve hafizanin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigin1 bulduk. Bu
da in vivo Alzheimer modelinin si¢anlarda olustugunu gostermistir.

Alzheimer hastalarinda artan I1L-6 sitokin tiretimi, bu hastalarda anormal hiicresel
bagisikliga isaret ettigi ve IL-6’nin Alzheimer hastaliginin patogenezinde rol oynadigi
calismalarda belirlenmistir (Cojocaru ve ark., 2011). IL-6 test sonuglarimizda bu
calismayla paralel bir sonug¢ vermistir. IL-6, ALZ kontrol grubunda yiikselirken tedavi
gruplarinda diisiis gézlenmistir. Bu sonug tedavide kullandigimiz A1 ve A2 maddelerinin
Alzheimer hastalig: iizerinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

AH beyinlerinde, o6zellikle A ve noérofibriler yumaklarin yiiksek oldugu
bolgelerde COX-1 ve COX-2 seviyelerinde artis tespit edilmistir (Kouba ve ark., 2023)
COX-2 ekspresyonu ayrica kiiltiirlenmis néronlarda ve glial hiicrelerde A tarafindan
indiiklenir ve COX-2 inhibitérleri AP tiretimini ve norotoksisiteyi azaltabilir (Kouba ve
ark., 2023).

Beyindeki COX-2 ekspresyonunun birincil boélgesinin noéronlar olduguna dair
kanitlar, COX-2'nin Alzheimer'daki noronal hassasiyeti dogrudan etkileyebilecegi
thtimalini arttirmaktadir. Aslinda COX-2'nin segici inhibisyonu, eksitotoksin kaynakli
nobetler ve fokal ve global iskemi dahil olmak iizere cesitli ndrodejenerasyon

modellerinde néron kaybini iyilestirir (Kumar ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda da
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COX-2 iizerindeki etkilerin uyarict mi yoksa inhibe edici mi oldugu incelenmistir. PGE2
diizeylerine ¢alismada bakilmis bu etkinin se¢ilmis Al ve A2’de tiim dozlarda inhibisyon
yoniinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.30).

AH'de rol oynayan diger bir AA metabolik yolu, lokotrienler ve
hidroksiikosatetraenoik asitler iireten LOX yoludur. LOX enzimleri néronlarda ve glial
hiicrelerde eksprese edilir ve aktiviteleri AP ve inflamatuar sitokinler tarafindan
diizenlenebilir. 5-LOX yolu yoluyla {iretilir ve anti-inflamatuar etkilerin yani sira
inflamasyonun ¢6ziilmesine katkida bulunur (Esposito ve ark., 2008; Kumar ve ark.,
2020). LOX iriinleri noronlarda oksidatif stresi, inflamasyonu ve apoptozu
indiikleyebilir, ayrica sinaptik plastisiteyi ve ndrotransmisyonu diizenleyebilir. Cesitli
calismalar, LOX inhibitorlerinin AH'li hayvan modellerinde Amiloid beta kaynakli
noroinflamasyonu ve ndrodejenerasyonu azaltabildigini gostermistir (Esposito ve ark.,
2008). Ayrica DHA ve onun lipit medyatorleri, NF-kB'yi bloke ederek, eikosanoid
tiretimini inhibe ederek, sitokin sekresyonunu 6nleyerek ve 16kosit trafigini diizenleyerek
noroinflamatuar yanitlar1 inhibe ettigi diistiniilmektedir. Mevcut ¢alisma AA tiirevlerinin
COX ve LOX yolunu hedef alan uygun tedavi segeneklerinin gelistirilmesini
kolaylastirmak i¢in yapilmaktadir.

LXA4, 5-LOX yolu metabolitidir (Singh ve ark., 2017). Bannion ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada, 6liim sonrast AH'li beyin, korteks ve hipokampustaki saglikli
kontrol beyinleriyle karsilastirildiginda daha yiiksek 5-LOX protein seviyeleri
gosterilmistir. AH hastalarinda normal kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli
diizeyde yukari regiile edilmis serum 5-LOX seviyeleri bulunmustur (O’Banion, 1999).

Sunulan calismamizda STZ ile olusturulmus AH modelinde, STZ’nin ndéronal
kayba neden oldugu dejeneratif degisimler literatiirdeki ¢alismalarda da bildirilmistir

(Rasheed ve ark., 2018; Sirwi ve ark., 2021) Bununla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda

93



da dejeneratif degisimler 6n plandaydi. Histopatolojik bulgularimiza gore hipokampusun
CA1/CA2 kismindaki dejeneratif ndronlarin en fazla ALZ grubunda oldugu
belirlenmistir. Kombine gruplardan MEM, A-1D, A-2D ve A-2Y gruplarinda orta
diizeyde, A-1Y grubunda ise hafif diizeyde dejeneratif ndronlarin oldugu tespit edilmistir.
Burda mevcut Alzheimer tedavisinde kullanilan memantinin olusturdugu faydali etki FA-
1’in yiiksek dozunda in vivo ¢alismada asildig1 gosterilmistir (Tablo 4.6, Sekil 4.32). CA3
kisminda ise dejeneratif noronlarin CA1/CA2’ye benzer sekilde en fazla ALZ grubunda
oldugu tespit edilmistir. Diger uygulama gruplarindan MEM ile A-2D’de dejeneratif
noronlar orta diizeyde, A-1D, A-1Y ile A-2Y’de ise hafif diizeyde bulunmustur. Bu
durum kullanilan ilag kombinasyonlarindan A-1D, A-1Y ile A-2Y’nin AH’a karsi
memantine gore daha etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Sicanlarda AH’de hippocampusta AP birikimlerinin oldugu bildirilmistir
(10.1016/j.intimp.2014.01.018, 10.22038/1JBMS.2017.8669). Sunulan ¢alismada da AH
ile birlikte AP birikimlerinin oldugu tespit edilmis ve immunohistokimyasal/in situ
hibridizasyon yontemle yapilan boyamalarda, Ap ekspresyon diizeylerinin A-1D ile A-
2D grubunda Memantin grubu ile ayn1 seviyede oldugu tespit edilmesine karsin, 6zellikle
A-1Y ile A-2Y gruplarinda AP ekspresyon seviyesinin Memantin grubuna gore daha az
oldugu belirlenmistir. Tau yoniinden yapilan boyamalarda da benzer sekilde en etkili
gruplarin A-1Y ile A-2Y oldugu gozlenmistir. Cilinkii STZ ile birlikte Tau’nun
seviyesinin arttig1 diger ¢alismalarda da tespit edilmistir (Osmanovic Barilar ve ark.,
2015; Shalaby ve ark., 2019). Sunulan ¢alismada A-1Y ile A-2Y gruplarinda hem Tau
seviyesinin hem de yukarida belirtildigi gibi AP seviyesinin, STZ grubuna gore diismesi
bu ilaclarin AH kars1 etkili oldugunu gostermektedir.

AH ile AChE arasinda sistematik bir iligki vardir. Kolinerjik sistem eksikligi, kolin

asetiltransferaz (ChAT) miktarinin azalmasini igerir, bu da asetilkolin (ACh) miktarinin
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azalmasina neden olur ve ters bir etki olarak AChE artar. STZ ile yapilan AH modeli ile
ilgili galigsmalarda hippocampus’ta AChE seviyesinin Kontrol grubuna gore arttigi
gosterilmistir (Agrawal ve ark., 2009; Costa ve ark., 2016; Sorial & El Sayed, 2017)
Sunulan ¢alismada da AChE seviyesi en fazla ALZ kontrol ve A-1D grubunda tespit
edilmistir. MEM ve A-1Y gruplarinda orta seviyede iken, A-1Y ve A-2Y gruplarinda
hafif seviyede bulunmus olmasi yeni ilag sentezlerinden 6zellikle bunlarin etkili oldugunu
diistindiirmektedir.

Immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon ydntemle yapilan boyamalarda
gruplardaki AP, Tau ve AChE ekspresyon diizeyleri incelendiginde yeni ilag sentezlerinin
uygulandigr A-1D, A-1Y, A-2D ve A-2Y gruplarda olumlu sonuglar elde edilmistir.
Belirtilen bu gruplar kendi i¢lerinde incelendiginde ise yeni ilag sentezlerinin 6zellikle

A-1Y ve A-2Y gruplarinda etkili oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada arasidonik asidin Alzheimer tedavisinde 6nemli olduguyla ilgili
veriler bulunmaktadir. Biz de yapmis oldugumuz kapsamli in siliko g¢alismalar ile
arasidonik asidin Alzheimer ile en fazla iligkili komponentleri olan 5-LOX ve COX-2
enzimleri lizerinde etkili tlirevleri tespit edilmistir. Bu tlirevler hiicre canlilik testlerinde
denenmis bu maddelerden en etkili 2 {rtn ile in vitro ve in vivo calismalar
stirdiiriilmiistiir. Bu maddelerin de faydal etkileri ve etki mekanizmalar1 bu ¢alisma ile
ortaya konmaya ¢alisilmistir. Bulunan 6nemli sonuglarin degere doniisebilmesi i¢in daha

ileri ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

96



KAYNAKLAR

Agrawal, R., Tyagi, E., Shukla, R., & Nath, C. 2009. A study of brain insulin receptors,
AChE activity and oxidative stress in rat model of ICV STZ induced dementia.
Neuropharmacology, 56(4), 779-787.

Ajith, T. A. 2018. A Recent Update on the Effects of Omega-3 Fatty Acids in Alzheimer's
Disease. Curr Clin Pharmacol, 13(4), 252-260.

Alexander, A. G., Marfil, V., & Li, C. 2014. Use of Caenorhabditis elegans as a model to
study Alzheimer’s disease and other neurodegenerative diseases. Frontiers in
genetics, 5, 279.

Allain, P., Etcharry-Bouyx, F., & Verny, C. 2013. Executive functions in clinical and
preclinical Alzheimer's disease. Revue neurologique, 169(10), 695-708.

Armstrong, R. A. 2019. Risk factors for Alzheimer’s disease. Folia neuropathologica,
57(2), 87-105.

Askin, S., Tahtaci, H., Tiirkes, C., Demir, Y., Ece, A., Cift¢i, G. A., & Beydemir, S. 2021.
Design, synthesis, characterization, in vitro and in silico evaluation of novel
imidazo [2, 1-b][1, 3, 4] thiadiazoles as highly potent acetylcholinesterase and
non-classical carbonic anhydrase inhibitors. Bioorganic Chemistry, 113, 1050009.

Aslankog, R., Demirci, D., Inan, U., Yildiz, M., Oztiirk, A., Cetin, M., Savran, E., &
Yilmaz, B. 2019. The role of antioxidant enzymes in oxidative stress-superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). Med J SDU,
26(3), 362-3609.

Babur E, T. B., Yildiz N, Batak¢i M, Siier C, Dursun N. . 2017. Gender-Dependent
Differences On Spatial Learning Performance in Hypothyroid Rats. In (Vol. 26,

pp. 233-239): Journal of Health Sciences.

97



Barnes, J., Dickerson, B. C., Frost, C., Jiskoot, L. C., Wolk, D., & van der Flier, W. M.
2015. Alzheimer's disease first symptoms are age dependent: evidence from the
NACC dataset. Alzheimer's & dementia, 11(11), 1349-1357.

Benedikz, E., Kloskowska, E., & Winblad, B. 2009. The rat as an animal model of
Alzheimer's disease. Journal of cellular and molecular medicine, 13(6), 1034-
1042,

Bhatt, S., Puli, L., & Patil, C. R. 2021. Role of reactive oxygen species in the progression
of Alzheimer’s disease. Drug Discovery Today, 26(3), 794-803.

Bondareff, W., Mountjoy, C., Roth, M., & Hauser, D. 1989. Neurofibrillary degeneration
and neuronal loss in Alzheimer's disease. Neurobiology of aging, 10(6), 709-715.

Bouleau, S., & Tricoire, H. 2015. Drosophila models of Alzheimer's disease: advances,
limits, and perspectives. Journal of Alzheimer's Disease, 45(4), 1015-1038.

Burns, J. L., Nakamura, M. T., & Ma, D. W. 2018. Differentiating the biological effects
of linoleic acid from arachidonic acid in health and disease. Prostaglandins,
Leukotrienes and Essential Fatty Acids, 135, 1-4.

CWu, L. Y., Y Li, YAN Dong, B Yang, LD Tucker, X Zong, Q Zhang. 2020. Effects of
exercise training on anxious—depressive-like behavior in Alzheimer rat. Medicine
and science in sports and exercise, 52(7 ), 1456.

Chang, R., Yee, K.-L., & Sumbria, R. K. 2017. Tumor necrosis factor a inhibition for
Alzheimer’s disease. Journal of central nervous system disease, 9,
1179573517709278.

Chang, Y., Kim, J., Park, H., Choi, H., & Kim, J. 2020. Modelling neurodegenerative
diseases with 3D brain organoids. Biological Reviews, 95(5), 1497-15009.

Chen, Y., & Yu, Y. 2023. Tau and neuroinflammation in Alzheimer’s disease: interplay

mechanisms and clinical translation. Journal of Neuroinflammation, 20(1), 1-21.

98



Cojocaru, I. M., Cojocaru, M., Miu, G., & Sapira, V. 2011. Study of interleukin-6
production in Alzheimer’s disease. Rom J Intern Med, 49(1), 55-58.

Colombo, J., Jill Shaddy, D., Kerling, E. H., Gustafson, K. M., & Carlson, S. E. 2017.
Docosahexaenoic acid (DHA) and arachidonic acid (ARA) balance in
developmental outcomes. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids, 121, 52-56.

Combrinck, M., Williams, J., De Berardinis, M. A., Warden, D., Puopolo, M., Smith, A.
D., & Minghetti, L. 2006. Levels of CSF prostaglandin E2, cognitive decline, and
survival in Alzheimer’s disease. Journal of Neurology, Neurosurgery &
Psychiatry, 77(1), 85-88.

Costa, M., Bernardi, J., Fiuza, T., Costa, L., Brandao, R., & Pereira, M. E. 2016. N-
acetylcysteine protects memory decline induced by streptozotocin in mice.
Chemico-biological interactions, 253, 10-17.

Cottin, S., Sanders, T., & Hall, W. 2011. The differential effects of EPA and DHA on
cardiovascular risk factors. Proceedings of the Nutrition Society, 70(2), 215-231.

Croft, C. L., & Noble, W. 2018. Preparation of organotypic brain slice cultures for the
study of Alzheimer’s disease. F1000Research, 7.

Da Mesquita, S., Ferreira, A. C., Sousa, J. C., Correia-Neves, M., Sousa, N., & Marques,
F. 2016. Insights on the pathophysiology of Alzheimer's disease: The crosstalk
between amyloid pathology, neuroinflammation and the peripheral immune
system. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, 68, 547-562.

de la Monte, S. M., & Tong, M. 2014. Brain metabolic dysfunction at the core of
Alzheimer's disease. Biochemical pharmacology, 88(4), 548-559.

Delacourte, A., & Defossez, A. 1986. Alzheimer's disease: Tau proteins, the promoting
factors of microtubule assembly, are major components of paired helical

filaments. Journal of the neurological sciences, 76(2-3), 173-186.

99



Ece, A. 2020. Towards more effective acetylcholinesterase inhibitors: a comprehensive
modelling study based on human acetylcholinesterase protein—drug complex.
Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, 38(2), 565-572.

Elder, G. A., Gama Sosa, M. A., & De Gasperi, R. 2010. Transgenic mouse models of
Alzheimer's disease. Mount Sinai Journal of Medicine: A Journal of Translational
and Personalized Medicine: A Journal of Translational and Personalized
Medicine, 77(1), 69-81.

Esposito, G., Giovacchini, G., Liow, J.-S., Bhattacharjee, A. K., Greenstein, D., Schapiro,
M., Hallett, M., Herscovitch, P., Eckelman, W. C., & Carson, R. E. 2008. Imaging
neuroinflammation in Alzheimer's disease with radiolabeled arachidonic acid and
PET. Journal of Nuclear Medicine, 49(9), 1414-1421.

Esquerda-Canals, G., Montoliu-Gaya, L., Giiell-Bosch, J., & Villegas, S. 2017. Mouse
Models of Alzheimer's Disease. J Alzheimers Dis, 57(4), 1171-1183.

Fan, J., Fu, A., & Zhang, L. 2019. Progress in molecular docking. Quantitative Biology,
7, 83-89.

Ferris, S. H., & Farlow, M. 2013. Language impairment in Alzheimer’s disease and
benefits of acetylcholinesterase inhibitors. Clinical interventions in aging, 1007-
1014.

Fleischman, D. A., & Gabrieli, J. 1999. Long-term memory in Alzheimer’s disease.
Current opinion in neurobiology, 9(2), 240-244.

Flood, D. G, Lin, Y.-G., Lang, D. M., Trusko, S. P., Hirsch, J. D., Savage, M. J., Scott,
R. W., & Howland, D. S. 2009. A transgenic rat model of Alzheimer's disease
with extracellular AP deposition. Neurobiology of aging, 30(7), 1078-1090.

Friesner, R. A., Murphy, R. B., Repasky, M. P., Frye, L. L., Greenwood, J. R., Halgren,

T. A, ... & Mainz, D. T. (2006). Extra precision glide: Docking and scoring

100



incorporating a model of hydrophobic enclosure for protein— ligand complexes.
Journal of medicinal chemistry, 49(21), 6177-6196.

Gallagher, M., & Koh, M. T. 2011. Episodic memory on the path to Alzheimer's disease.
Current opinion in neurobiology, 21(6), 929-934.

Gaspar, A., Hutka, B., Ernyey, A. J., Tajti, B. T., Varga, B. T., Zadori, Z. S., & Gyertyan,
I. 2021. Intracerebroventricularly injected streptozotocin exerts subtle effects on
the cognitive performance of long-evans rats. Frontiers in Pharmacology, 12,
662173.

Glenner, G. G., & Wong, C. W. 1984. Alzheimer's disease: initial report of the
purification and characterization of a novel cerebrovascular amyloid protein.
Biochemical and biophysical research communications, 120(3), 885-890.

Gomez-Isla, T., Hollister, R., West, H., Mui, S., Growdon, J. H., Petersen, R. C., Parisi,
J. E., & Hyman, B. T. 1997. Neuronal loss correlates with but exceeds
neurofibrillary tangles in Alzheimer's disease. Annals of Neurology: Official
Journal of the American Neurological Association and the Child Neurology
Society, 41(1), 17-24.

Gorica, E., & Calderone, V. 2022. Arachidonic acid derivatives and neuroinflammation.
CNS & Neurological Disorders-Drug Targets (Formerly Current Drug Targets-
CNS & Neurological Disorders), 21(2), 118-129.

Guerreiro, R., & Bras, J. 2015. The age factor in Alzheimer’s disease. Genome medicine,
7(1), 1-3.

H., Y. 2010. Erkek Sicanlarda Bitkisel Yaga Sinirli Erisimle Olusturulan “Binge Eating”
Modelinin Kompulsif Davranis Ortaya Cikarma Potansiyelinin Misket Gomme

Testiyle Incelenmesi.

101



Hadders-Algra, M. 2008. Prenatal long-chain polyunsaturated fatty acid status: the
importance of a balanced intake of docosahexaenoic acid and arachidonic acid. J
Perinat Med, 36(2), 101-1009.

Hardy, J., & Selkoe, D. J. 2002. The amyloid hypothesis of Alzheimer's disease: progress
and problems on the road to therapeutics. science, 297(5580), 353-356.

Hemonnot, A.-L., Hua, J., Ulmann, L., & Hirbec, H. 2019. Microglia in Alzheimer
disease: well-known targets and new opportunities. Frontiers in Aging
Neuroscience, 11, 233.

Hoyer, S., Miiller, D., & Plaschke, K. 1994. Desensitization of brain insulin receptor
Effect on glucose/energy and related metabolism. In Cell and Animal Models in
Aging and Dementia Research (pp. 259-268). Springer.

Hoyer, S., Prem, L., Sorbi, S., & Amaducci, L. 1993. Stimulation of glycolytic key
enzymes in cerebral cortex by insulin. Neuroreport, 4(7), 991-993.

Hussein, J. S. 2013. Cell membrane fatty acids and health. Int J Pharm Pharm Sci, 5(3),
38-46.

Hyman, B. T., Phelps, C. H., Beach, T. G., Bigio, E. H., Cairns, N. J., Carrillo, M. C.,
Dickson, D. W., Duyckaerts, C., Frosch, M. P., & Masliah, E. 2012. National
Institute on Aging—Alzheimer's Association guidelines for the neuropathologic
assessment of Alzheimer's disease. Alzheimer's & dementia, 8(1), 1-13.

Igbal, K., Alonso, A. d. C., Chen, S., Chohan, M. O., EI-Akkad, E., Gong, C.-X., Khatoon,
S., Li, B,, Liu, F., & Rahman, A. 2005. Tau pathology in Alzheimer disease and
other tauopathies. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of

Disease, 1739(2-3), 198-210.

102



Jang, Y., Kim, M., & Hwang, S. W. 2020. Molecular mechanisms underlying the actions
of arachidonic acid-derived prostaglandins on peripheral nociception. Journal of
Neuroinflammation, 17, 1-27.

KASIKCI, E., Murat YALCIN. 2022. Effect of Intravenously Injected Arachidonic Acid
on Electrocardiography in Rats. Journal of Research in Veterinary Medicine,
41(2), 62-66.

Katsumoto, A., Takeuchi, H., Takahashi, K., & Tanaka, F. 2018. Microglia in Alzheimer's
disease: risk factors and inflammation. Frontiers in Neurology, 9, 978.

Kelleher 111, R. J., & Shen, J. 2017. Presenilin-1 mutations and Alzheimer’s disease.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 114(4), 629-631.

Kolarova, M., Garcia-Sierra, F., Bartos, A., Ricny, J., & Ripova, D. 2012. Structure and
pathology of tau protein in Alzheimer disease. International journal of
Alzheimer’s disease, 2012.

Korbecki, J., Baranowska-Bosiacka, 1., Gutowska, 1., & Chlubek, D. 2014.
Cyclooxygenase pathways. Acta Biochimica Polonica, 61(4).

KoSIK, K. S., Joachim, C. L., & Selkoe, D. J. 1986. Microtubule-associated protein tau
(tau) is a major antigenic component of paired helical filaments in Alzheimer
disease. Proceedings of the National Academy of Sciences, 83(11), 4044-4048.

Kouba, B. R., Camargo, A., & Rodrigues, A. L. S. 2023. Neuroinflammation in
Alzheimer’s disease: potential beneficial effects of vitamin D. Metabolic Brain
Disease, 38(3), 819-829.

Kraska, A., Santin, M. D., Dorieux, O., Joseph-Mathurin, N., Bourrin, E., Petit, F., Jan,
C., Chaigneau, M., Hantraye, P., & Lestage, P. 2012. In vivo cross-sectional
characterization of cerebral alterations induced by intracerebroventricular

administration of streptozotocin.

103



Kumar, A., Behl, T., Jamwal, S., Kaur, I., Sood, A., & Kumar, P. 2020. Exploring the
molecular approach of COX and LOX in Alzheimer’s and Parkinson’s disorder.
Molecular Biology Reports, 47, 9895-9912.

Lanigan, R. M., & Sheppard, T. D. 2013. Recent developments in amide synthesis: Direct
amidation of carboxylic acids and transamidation reactions. European Journal of
Organic Chemistry, 2013(33), 7453-7465.

Laskowski, R. A., & Swindells, M. B. (2011). LigPlot+: multiple ligand—protein
interaction diagrams for drug discovery.

Lauritzen, L., Fewtrell, M., & Agostoni, C. 2015. Dietary arachidonic acid in perinatal
nutrition: a commentary. Pediatr Res, 77(1-2), 263-269.

Li, X.-L., Hu, N., Tan, M.-S., Yu, J.-T., & Tan, L. 2014. Behavioral and psychological
symptoms in Alzheimer’s disease. BioMed research international, 2014.

Li, Y., & Gu, B. J. 2023. Non-human Primate Models of Alzheimer’s Disease. Journal
of Exploratory Research in Pharmacology(000), 0-0.

Li, Y., Li, D., Zhao, P., Nandakumar, K., Wang, L., & Song, Y. 2020. Microfluidics-
based systems in diagnosis of Alzheimer’s disease and biomimetic modeling.

Micromachines, 11(9), 787.

LigPrep. In (Version 2022-2) Schrodinger, L., New york. https://www.schrodinger.com/.

Lill, M. A., & Danielson, M. L. (2011). Computer-aided drug design platform using
PyMOL. Journal of computer-aided molecular design, 25, 13-19.

Lopez, O. L., & Kuller, L. H. 2019. Epidemiology of aging and associated cognitive
disorders: Prevalence and incidence of Alzheimer's disease and other dementias.

Handbook of clinical neurology, 167, 139-148.

104


https://www.schrodinger.com/

Lukauskis, D., Samways, M. L., Aureli, S., Cossins, B. P., Taylor, R. D., & Gervasio, F.
L. 2022. Open Binding Pose Metadynamics: An Effective Approach for the
Ranking of Protein-Ligand Binding Poses. J Chem Inf Model, 62(23), 6209-6216.

Macalino, S. J. Y., Basith, S., Clavio, N. A. B., Chang, H., Kang, S., & Choi, S. (2018).
Evolution of in silico strategies for protein-protein interaction drug discovery.
Molecules, 23(8), 1963.

Madhavi Sastry, G., Adzhigirey, M., Day, T., Annabhimoju, R., & Sherman, W. (2013).
Protein and ligand preparation: parameters, protocols, and influence on virtual
screening enrichments. Journal of computer-aided molecular design, 27, 221-234.

Martin, S. A, Brash, A. R., & Murphy, R. C. 2016. The discovery and early structural
studies of arachidonic acid. J Lipid Res, 57(7), 1126-1132.

McGuinness, B., Barrett, S., Craig, D., Lawson, J., & Passmore, A. 2010. Executive
functioning in Alzheimer's disease and vascular dementia. International Journal
of Geriatric Psychiatry: A journal of the psychiatry of late life and allied sciences,
25(6), 562-568.

Métro, T. X., Bonnamour, J., Reidon, T., Duprez, A., Sarpoulet, J., Martinez, J., &
Lamaty, F. 2015. Comprehensive Study of the Organic-Solvent-Free CDI-
Mediated Acylation of Various Nucleophiles by Mechanochemistry. Chemistry—
A European Journal, 21(36), 12787-12796.

Mielke, M. M., Vemuri, P., & Rocca, W. A. 2014. Clinical epidemiology of Alzheimer’s
disease: assessing sex and gender differences. Clinical epidemiology, 37-48.

Monterey, M. D., Wei, H., Wu, X., & Wu, J. Q. 2021. The many faces of astrocytes in
Alzheimer's disease. Frontiers in Neurology, 12, 619626.

Morales, 1., Guzman-Martinez, L., Cerda-Troncoso, C., Farias, G. A., & Maccioni, R. B.

2014. Neuroinflammation in the pathogenesis of Alzheimer’s disease. A rational

105



framework for the search of novel therapeutic approaches. Frontiers in cellular
neuroscience, 8, 112.

Morris, G. M., & Lim-Wilby, M. 2008. Molecular docking. Molecular modeling of
proteins, 365-382.

Multhaup, G., Ruppert, T., Schlicksupp, A., Hesse, L., Beher, D., Masters, C. L., &
Beyreuther, K. 1997. Reactive oxygen species and Alzheimer's disease.
Biochemical pharmacology, 54(5), 533-539.

Myers, A., & McGonigle, P. 2019. Overview of transgenic mouse models for Alzheimer's
disease. Current protocols in neuroscience, 89(1), e81.

Nilsberth, C., Westlind-Danielsson, A., Eckman, C. B., Condron, M. M., Axelman, K.,
Forsell, C., Stenh, C., Luthman, J., Teplow, D. B., & Younkin, S. G. 2001.
The'Arctic' APP mutation (E693G) causes Alzheimer's disease by enhanced A
protofibril formation. Nature neuroscience, 4(9), 887-893.

Noraberg, J., Poulsen, F. R., Blaabjerg, M., Kristensen, B. W., Bonde, C., Montero, M.,
Meyer, M., Gramsbergen, J. B., & Zimmer, J. 2005. Organotypic hippocampal
slice cultures for studies of brain damage, neuroprotection and neurorepair.
Current Drug Targets-CNS & Neurological Disorders, 4(4), 435-452.

NUKINA, N., & IHARA, Y. 1986. One of the antigenic determinants of paired helical
filaments is related to tau protein. The Journal of Biochemistry, 99(5), 1541-1544.

O’Banion, M. K. 1999. COX-2 and Alzheimer’s disease: potential roles in inflammation
and neurodegeneration. Expert opinion on investigational drugs, 8(10), 1521-
1536.

Orujova, T., Ece, A., Akalin Ciftci, G., Ozdemir, A., & Altintop, M. D. 2023. A new
series of thiazole-hydrazone hybrids for Akt-targeted therapy of non-small cell

lung cancer. Drug Development Research, 84(2), 185-199.

106



Oshima, H., Re, S., & Sugita, Y. 2020. Prediction of Protein-Ligand Binding Pose and
Affinity Using the gREST+FEP Method. J Chem Inf Model, 60(11), 5382-5394.

Osmanovic Barilar, J., Knezovic, A., Grinblatt, E., Riederer, P., & Salkovic-Petrisic, M.
2015. Nine-month follow-up of the insulin receptor signalling cascade in the brain
of streptozotocin rat model of sporadic Alzheimer’s disease. Journal of neural
transmission, 122, 565-576.

Pagadala, N. S., Syed, K., & Tuszynski, J. 2017. Software for molecular docking: a
review. Biophysical reviews, 9, 91-102.

Paganelli, R., Di lorio, A., Patricelli, L., Ripani, F., Sparvieri, E., Faricelli, R., larlori, C.,
Porreca, E., Di Gioacchino, M., & Abate, G. 2002. Proinflammatory cytokines in
sera of elderly patients with dementia: levels in vascular injury are higher than
those of mild—moderate Alzheimer's disease patients. Experimental gerontology,
37(2-3), 257-263.

Patrick, R. P. 2019. Role of phosphatidylcholine-DHA in preventing APOE4-associated
Alzheimer's disease. Faseb j, 33(2), 1554-1564.

Patterson, C. 2018. World Alzheimer report 2018: the state of the art of dementia
research: new frontiers. Alzheimer’s Disease International (ADI): London, UK,
2(4), 14-20.

Piccininni, M., Di Carlo, A., Baldereschi, M., Zaccara, G., & Inzitari, D. 2005. Behavioral
and psychological symptoms in Alzheimer’s disease: frequency and relationship
with duration and severity of the disease. Dementia and geriatric cognitive
disorders, 19(5-6), 276-281.

Pinzi, L., & Rastelli, G. 2019. Molecular Docking: Shifting Paradigms in Drug

Discovery. Int J Mol Sci, 20(18).

107



Plaza-Rosales, I., Brunetti, E., Montefusco-Siegmund, R., Madariaga, S., Hafelin, R.,
Ponce, D. P., Behrens, M. I., Maldonado, P. E., & Paula-Lima, A. 2023. Visual-
spatial processing impairment in the occipital-frontal connectivity network at
early stages of Alzheimer’s disease. Frontiers in Aging Neuroscience, 15,
1097577.

Podcasy, J. L., & Epperson, C. N. 2022. Considering sex and gender in Alzheimer disease
and other dementias. Dialogues in clinical neuroscience.

Poorani, R., Bhatt, A. N., Dwarakanath, B. S., & Das, U. N. 2016. COX-2, aspirin and
metabolism of arachidonic, eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids and their
physiological and clinical significance. European Journal of Pharmacology, 785,
116-132.

Possin, K. L. 2010. Visual spatial cognition in neurodegenerative disease. Neurocase,
16(6), 466-487.

Preman, P., Alfonso-Triguero, M., Alberdi, E., Verkhratsky, A., & Arranz, A. M. 2021.
Astrocytes in Alzheimer’s disease: pathological significance and molecular
pathways. Cells, 10(3), 540.

Price, D. L. 1986. New perspectives on Alzheimer's disease. Annual review of
neuroscience, 9(1), 489-512.

Quan, Y., Jiang, J., & Dingledine, R. 2013. EP2 receptor signaling pathways regulate
classical activation of microglia. J Biol Chem, 288(13), 9293-9302.

Raji, C. A., Lopez, O., Kuller, L., Carmichael, O., & Becker, J. 2009. Age, Alzheimer
disease, and brain structure. Neurology, 73(22), 1899-1905.

Rasheed, N. O. A, El Sayed, N. S., & El-Khatib, A. S. 2018. Targeting central 2

receptors ameliorates streptozotocin-induced neuroinflammation via inhibition of

108



glycogen synthase kinase3 pathway in mice. Progress in Neuro-
Psychopharmacology and Biological Psychiatry, 86, 65-75.

Sanchez-Mejia, R. O., & Mucke, L. 2010. Phospholipase A2 and arachidonic acid in
Alzheimer's disease. Biochim Biophys Acta, 1801(8), 784-790.

Sarlus, H., & Heneka, M. T. 2017. Microglia in Alzheimer's disease. J Clin Invest, 127(9),
3240-3249.

Schrdodinger. (2022b). Schrodinger. In (Version 2022-2) Schrodinger, L.

Schuster, V. L., Chi, Y., & Lu, R. 2015. The prostaglandin transporter: Eicosanoid
reuptake, control of signaling, and development of high-affinity inhibitors as drug
candidates. Transactions of the American Clinical and Climatological
Association, 126, 248.

Shabab, T., Khanabdali, R., Moghadamtousi, S. Z., Kadir, H. A., & Mohan, G. 2017.
Neuroinflammation pathways: a general review. International Journal of
Neuroscience, 127(7), 624-633.

Shalaby, M. A., Nounou, H. A., & Deif, M. M. 2019. The potential value of capsaicin in
modulating cognitive functions in a rat model of streptozotocin-induced
Alzheimer’s disease. The Egyptian Journal of Neurology, Psychiatry and
Neurosurgery, 55, 1-13.

Shipley, M. M., Mangold, C. A., & Szpara, M. L. 2016. Differentiation of the SH-SY5Y
Human Neuroblastoma Cell Line. J Vis Exp(108), 53193.

Silva, M. V. F., Loures, C. d. M. G., Alves, L. C. V., de Souza, L. C., Borges, K. B. G,
& Carvalho, M. d. G. 2019. Alzheimer’s disease: risk factors and potentially
protective measures. Journal of biomedical science, 26, 1-11.

Singh, A., Rahman, T., Bartiss, R., Arabshahi, A., Prasain, J., Barnes, S., Musteata, F.

M., & Sellati, T. J. 2017. Lipoxin A4, a 5-lipoxygenase pathway metabolite,

109



modulates immune response during acute respiratory tularemia. Journal of
Leucocyte Biology, 101(2), 531-542.

Singh, S., Baker, Q. B., & Singh, D. B. 2022. Molecular docking and molecular dynamics
simulation. In Bioinformatics (pp. 291-304). Elsevier.

Sirwi, A., El Sayed, N. S., Abdallah, H. M., lbrahim, S. R., Mohamed, G. A., El-
Halawany, A. M., Safo, M. K., & Abdel Rasheed, N. O. 2021. Umuhengerin
neuroprotective effects in streptozotocin-induced Alzheimer’s disease mouse
model via targeting Nrf2 and NF-Kf Signaling cascades. Antioxidants, 10(12),
2011.

Slanzi, A., lannoto, G., Rossi, B., Zenaro, E., & Constantin, G. 2020. In vitro Models of
Neurodegenerative Diseases [Review]. Frontiers in Cell and Developmental
Biology, 8.

Sorial, M. E., & El Sayed, N. S. E. D. 2017. Protective effect of valproic acid in
streptozotocin-induced sporadic Alzheimer’s discase mouse model: possible
involvement of the cholinergic system. Naunyn-Schmiedeberg's archives of
pharmacology, 390, 581-593.

Sulimov, V. B., Kutov, D. C., & Sulimov, A. V. 2019. Advances in Docking. Curr Med
Chem, 26(42), 7555-7580.

Tahami Monfared, A. A., Byrnes, M. J., White, L. A., & Zhang, Q. 2022. Alzheimer’s
disease: epidemiology and clinical progression. Neurology and therapy, 11(2),
553-569.

Taler, V., & Phillips, N. A. 2008. Language performance in Alzheimer's disease and mild
cognitive impairment: a comparative review. Journal of clinical and experimental

neuropsychology, 30(5), 501-556.

110



Tapiero, H., Nguyen Ba, G., Couvreur, P., & Tew, K. D. 2002. Polyunsaturated fatty
acids (PUFA) and eicosanoids in human health and pathologies. Biomedicine &
Pharmacotherapy, 56(5), 215-222.

Taupin, P. 2010. A dual activity of ROS and oxidative stress on adult neurogenesis and
Alzheimer's disease. Central Nervous System Agents in Medicinal Chemistry
(Formerly Current Medicinal Chemistry-Central Nervous System Agents), 10(1),
16-21.

Thakur, S., Dhapola, R., Sarma, P., Medhi, B., & Reddy, D. H. 2023. Neuroinflammation
in Alzheimer’s disease: current progress in molecular signaling and therapeutics.
Inflammation, 46(1), 1-17.

Thal, D. R., Riib, U., Orantes, M., & Braak, H. 2002. Phases of AB-deposition in the
human brain and its relevance for the development of AD. Neurology, 58(12),
1791-1800.

Thomas, P., & Fenech, M. 2007. A review of genome mutation and Alzheimer's disease.
Mutagenesis, 22(1), 15-33.

Torres, P. H., Sodero, A. C., Jofily, P., & Silva-Jr, F. P. 2019. Key topics in molecular
docking for drug design. International Journal of Molecular Sciences, 20(18),
4574,

Torres, P. H. M., Sodero, A. C. R., Jofily, P., & Silva-Jr, F. P. 2019. Key Topics in
Molecular Docking for Drug Design. Int J Mol Sci, 20(18).

Trinchese, F., Liu, S., Ninan, |., Puzzo, D., Jacob, J. P., & Arancio, O. 2004. Cell cultures
from animal models of Alzheimer's disease as a tool for faster screening and

testing of drug efficacy. J Mol Neurosci, 24(1), 15-21.

111



Vaidyanathan, R., Kalthod, V. G., Ngo, D. P., Manley, J. M., & Lapekas, S. P. 2004.
Amidations using N, N ‘-carbonyldiimidazole: Remarkable rate enhancement by
carbon dioxide. The Journal of Organic Chemistry, 69(7), 2565-2568.

Venkataraman, L., Fair, S. R., McElroy, C. A., Hester, M. E., & Fu, H. 2020. Modeling
neurodegenerative diseases with cerebral organoids and other three-dimensional
culture systems: Focus on Alzheimer’s disease. Stem Cell Reviews and Reports,
1-22.

von Schacky, C. 2021. Importance of EPA and DHA blood levels in brain structure and
function. Nutrients, 13(4), 1074.

Wang, A., Zhang, Y., Chu, H., Liao, C., Zhang, Z., & Li, G. 2020. Higher Accuracy
Achieved for Protein-Ligand Binding Pose Prediction by Elastic Network Model-
Based Ensemble Docking. J Chem Inf Model, 60(6), 2939-2950.

Wang, T., Fu, X., Chen, Q., Patra, J. K., Wang, D., Wang, Z., & Gai, Z. 2019. Arachidonic
Acid Metabolism and Kidney Inflammation. International Journal of Molecular
Sciences, 20(15), 3683.

West, M. J., Coleman, P. D., Flood, D. G., & Troncoso, J. C. 1994. Differences in the
pattern of hippocampal neuronal loss in normal ageing and Alzheimer's disease.
The lancet, 344(8925), 769-772.

Winslow, B. T., Onysko, M. K., Stob, C. M., & Hazlewood, K. A. 2011. Treatment of
Alzheimer disease. American family physician, 83(12), 1403-1412.

Wood, J. G., Mirra, S. S., Pollock, N. J., & Binder, L. I. 1986. Neurofibrillary tangles of
Alzheimer disease share antigenic determinants with the axonal microtubule-
associated protein tau (tau). Proceedings of the National Academy of Sciences,

83(11), 4040-4043.

112



Woodman, E. K., Chaffey, J. G., Hopes, P. A., Hose, D. R., & Gilday, J. P. 2009. N, N'-
Carbonyldiimidazole-mediated amide coupling: Significant rate enhancement
achieved by acid catalysis with imidazole- HCI. Organic Process Research &
Development, 13(1), 106-113.

Wu, M., Wang, X., Duan, Q., & Lu, T.. 2007. Arachidonic acid can significantly prevent
early insulin resistance induced by a high-fat diet. Annals of Nutrition and
Metabolism, 51(3), 270-276.

Zamaria, N. 2004. Alteration of polyunsaturated fatty acid status and metabolism in
health and disease. Reproduction Nutrition Development, 44(3), 273-282.

Zhang, X.-X., Tian, Y., Wang, Z.-T., Ma, Y.-H., Tan, L., & Yu, J.-T. 2021. The
epidemiology of Alzheimer’s disease modifiable risk factors and prevention. The
journal of prevention of Alzheimer's disease, 8, 313-321.

Zhu, B. T. 2022. Pathogenic mechanism of autoimmune diabetes mellitus in humans:
potential role of streptozotocin-induced selective autoimmunity against human

islet B-cells. Cells, 11(3), 492.

113



EKLER

EK-2. ETIiK BILDIiRiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETIK BIiLDIiRIM VE iNTIHAL BEYAN FORMU'

Ogrencinin Adi ve Soyad Fatma YESILYURT
Ogrencinin Numarast

Ana Bilim Dali | Tibbi Farmakoloji
Ogrencinin Kayitl Oldugu Program Tiirii | Doktora

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazihmuyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlari asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde

dogacak hukuki sorumluluklari kabul ve beyan ederiz.

Biliimler | Benzerlik Oram  Maksimum Benzerlik Oranlan
1. Giris 1 % 7 %15
IL. Genel Bilgiler % 3 % 35
III. Materyal ve Metod | % 19 % 35
IV. Bulgular % 10 % 15
V. Tartisma ‘ L % 3 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baslik, Kaynakca, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekier kisimlart
tarama disi brrakilabiliv. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarmmin %65 'den biiyiik olmamasi gerekir.

l" Bu form bilgisayar ortaminda doldurulmah, ¢iktist imzalamip Tez Savunmasi Juri Oneri Formu’yla birlikte Ana Bilim Dali Bagkanhg: aracihigryla
UBYS tizerinden Enstitiiye iletilmelidir.

114



EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Rektorlik

Sayr : E-75296309-050.01.04-2100173902 30.06.2021
Konu: HADYEK Karar.

TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

figi : 22.06.2021 tarihli ve E-42190979-000-2100159363 sayili belge.

Iigide kayith yazimz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
25.06.2021 tarihli ve 5 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru
Formu ve ekli belgeleri, gerekge, amag, yaklagim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asagiya cikarilan 160 no’lu karari ile sozkonusu tez ¢alismasinin yiuriitiilmesinin etik
kurallarina uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilmis olup, ¢aliymanin Atatiirk
Universitesi T1ibbi Deneysel Uygulama ve Aragtirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda
ylritilmesine ve taahhiitname hiikiimlerine gore galigmada kullanilan hayvanlara ait
bilgilerin, T.C. Tarim ve Orman Bakanhigi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Miidiirligiiniin, Hayvanlari Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIS)'ne girilebilmesi i¢in ekte
sunulan “HADYEK Sonug Raporu”nun Bagkanligimiza gonderilmesi hususunda;

Geregini bilgilerinize arz ederim.

TOPLANTI TARIHI : 25.06.2021
TOPLANTI SAYISI : 5

KARAR N0 160: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, Dahili Tip Bilimleri
B6limi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof.Dr.Ahmet
HACIMUFTUOGLU nun yiiriitiiciiliigiinde, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Aragtirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda yiiriitiilecek olan “Arasidonik Asit
Tiirevlerinin Hiicre Kiiltiirii ve Siganlarda Olusturulan Deneysel Alzheimer
Modellerinde Etkilerinin Arastirilmasi ve Molekiiler Modelleme” isimli tez caligmasi ile
ilgili Tip Fakiiltesi Dekanhginin 22.06.2021 tarihli ve E-42190979-000-2100159363 sayili
yazisi ile ekleri goriisiildii.

Yapilan goriigmelerden sonra; adi gegen tez galigmasinin yiiriitiilmesinin etik kurallarina
uygun olduguna, taahhiitname hiikiimleri geregince ¢aliyma sonucunun Bagkanligimiza
bildirilmesine, meveut oy birligi ile kabuliine; (Yénetmeligin 8.maddesinin 8/h bendi
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geregince, Prof.Dr.Ahmet HACIMUFTUOGLU goriismeye katilmadi ve oy kullanmadu).

Prof.Dr. Mustafa Sinan AKTAS
Baskan Vekili

Ek : Sonug Raporu. | Adet.
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