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GIRIS VE AMAC

Gunimuzde c¢ok 6nemli bir demans nedeni olan ve yash niifusun biiyiik kismini
etkileyen Alzheimer Hastaligi (AH), lizerinde c¢okca calisma yapilsa da patofizyolojisi ve
tedavisi tam olarak belirlenememis bir problemdir. Patolojik olarak, yanlis katlanmis amiloid-
B’nin (AP) senil plaklarda hiicre dist birikimi ve hiperfosforile tau iceren ndrofibriler
yumaklarin (NFT) olusumu ile karakterizedir (1). Cok sayida kanit, anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (ACE)/anjiyotensin 2/anjiyotensin reseptor alt tipi-1 (ACE/Ang2/AT1R) ekseninin AH
patofizyolojisinde yer aldigin1 desteklemektedir. Bir¢ok ¢alisma, ACE/Ang2/AT1 ekseninin
asirt aktivasyonunu, AH’de AP ile indiiklenen nérodejenerasyon ve apoptozun yapisal
katkilarindan biri olarak degerlendirmistir (2). Renin-anjiyotensin sistemi (RAS), kan basinci
ve elektrolit homeostazinin 6nemli bir diizenleyicisidir. Kardiyovaskiiler fonksiyonun
diizenleyicisi olarak 6neminin yani sira RAS, bilis, hafiza, depresyon ve anksiyete dahil olmak
tizere daha yiiksek beyin fonksiyonlarinin modiilasyonu ile de iliskilendirilmistir (3).
Gunumuzde RAS’in oncelikle iki zit koldan olustugu disiiniilmektedir. Klasik renin-
anjiyotensin sistemi (cCRAS), (ACE/Ang2/AT1R), bilissel gerileme dahil olmak tizere gesitli
organ hasarlarma neden olur. Ote yandan, ACE2/Ang-(1-7)/Mas ekseninden olusan diizenleyici
(regllatuvar) RAS (rRAS) ise, klasik RAS eksenine karsi antagonistik etkiler olusturan bir

sistem olarak vurgulanmaistir (4).



ACE2, Ang II’nin Ang-(1-7)’ye doniismesini katalize eder ve beyinde, ¢ogunlukla
kardiyovaskiiler fonksiyonun kontrolii ile ilgili bolgelerde tanimlanmistir (5). Hucre
kiiltiirlerinde ozellikle ndronlarin mitokondriyal membranlarinda ve astrositlerde eksprese
edilen ACE2’nin ACE2/Ang-(1-7)/Mas ekseni antioksidan ve antiinflamatuvar etkiler gosterir.
Bu sekilde, Mas reseptor sinyali, bilis ve hiicre hayatta kalmasini kolaylastirir (6,7). ACE2
eksikligi, farelerin beyninde pro-oksidan bir etkiye sahiptir ve kontrol hayvanlarina kiyasla
otonomik islev bozuklugu ile iligkilendirilirken, beyin ACE2 aktivasyonu, kardiyovaskiiler
fonksiyon, bilissel siiregler, beyin hasari ve sinir sisteminin gelisimi iizerinde énemli faydali
etkilerle iligkilendirilmistir (8). Bu etkilerin Mas reseptor antagonisti A-779 tarafindan ortadan
kaldirildigin1 gosteren ¢alismalar nedeniyle, Ang-(1-7)/Mas ekseninin aracilik ettigi yoniindeki
kanitlar artmistir (9).

ACE2 aktivatori dimanezin asetlirat’in (DIZE) sistemik uygulamasinin, transgenik
AH’li farelerde davranis deneylerinde hafizayr gelistirdigi ve AP tretimini azalttigi, ayrica
asemptomatik transgenik farelerde AH olusumunu 6nledigi gosterilmistir (10). Mas reseptori
Uzerine agonist etkisi oldugu bilinen non-peptid yapidaki AVE0991’in ise, bellek ve bilissel
gelisme tizerindeki etkileri hakkinda detayli bir arastirma yapilmamustir. Fakat sistemik
uygulama yoluyla kan-beyin bariyerini gegerek ndroinflamasyonu azalttig1 yoniinde bulgular
mevcuttur (11-13). SAMPS8 farelerinde 30 giin boyunca intraperitoneal 3 ve 10 mg/kg/giin
AVEQ0991 uygulamasinin beyinde AH ile iligkilendirilen néroinflamasyonu gosteren IL 183, IL6
ve TNF seviyelerini 6nemli 6lglde azalttigi da tespit edilmistir (12).

Sistemik lipopolisakkarit (LPS) uygulamasi uzun zamandir nontransgenik AH hayvan
modeli olarak sik¢a kullanilmaktadir. LPS uygulamasi hem in vivo hem de in vitro
noroinflamasyonu incelemek i¢in mevcut standardi temsil eder (14,15). Ayrica 6nceki bir
caligmada, davranis deneylerinden 7 giin o6nce 5 mg/kg tek doz intraperitoneal LPS
uygulamasinin, néroinflamasyona yol agarak bilissel fonksiyon bozuklugunu uyardigina dair
sonuglar elde edilmistir (16). Bu c¢alismamizda, Onceki arastirmalar 1siginda, LPS ile
indiklenen AH modelinde Mas reseptor agonisti AVE0991’in olasi rolii davranis deneyleri ve

molekdler incelemelerle ortaya konmaya ¢aligiimistir.



GENEL BIiLGILER

ALZHEIMER HASTALIGI VE HIPOTEZLERI

Alzheimer hastalig1 (AH) bellek basta olmak iizere giinliik islevler ve davraniglarda
bozulmaya yol agan, multifaktoriyel dogaya sahip, ilerleyici tipte, geri doniigsUz, kisilik ve
davranig bozuklugu gibi noropsikiyatrik bozukluklarin eslik ettigi nrodejeneratif bir hastaliktir
(17). AH, giiniimiizde demansin (bunama) en yaygin nedenidir. Calismalarda elde edilen
ilerlemeler, hastaligin ayirt edici 6zellikleri olan amiloid B’dan (AP) olusan plaklarin ve
hiperfosforile tau’dan olusan yumaklarin molekiiler patogenezinin anlasilmasini saglamistir.
Bunun yaninda, bu konudaki bilgiler arttik¢a, hastaligin patolojik karmagsikligina yonelik fikir
birligi de artmistir (18). Ailesel Alzheimer hastaligi (Familial Alzheimer’s Disease- fAD), her
ikisi de AP metabolizmasina bagli Amiloid prekirsor protein (APP) ve presenilin genlerindeki
(PSEN1 ve PSEN2) mutasyonlarin neden oldugu, erken baslangigli (<65 yas), nadir gorilen
otozomal dominant bir hastalik iken, sporadik Alzheimer hastaligi (SAD), ¢ogunlukla 65 yas
tizerinde ortaya ¢ikan, diinya ¢apinda 50 milyona yakin insanda goriilen ve insidansi hizl
sekilde artan ciddi bir saglik sorunudur (19).

Alzheimer hastaliginin bu ilerleyici, yavas seyirli ve yikici siireci, bu hastaligin Diinya
Saglhik Orgiiti (DSO) tarafindan insan saghgmi etkileyen oOncelikli sorunlar arasinda
sayillmasina neden olmustur. Bu nedenle, AH igin kesin ve kalic1 bir tedavi protokolinun

olusturulmasi uzun yillar arastirma konusu olmustur (20).



1700’1 yillarin sonunda Fransiz Hekim Phillipe Pinel, 34 yasindaki bir kadin hastada
yavasg yavas unutkanlik olustugunu ve birkag yil iginde hafizasin1 tamamen kaybetmesinin yani
sira; konugma, yiiriime gibi glinliik ihtiyaclarini da gergeklestiremedigini gézlemlemistir. Hasta
Oldiikten sonra yaptig1 otopside; beyin boyut ve agirhiginin yaklasik 2/3 oraninda kii¢iildiigiinii
ve stvi miktarinin arttigini belirlemistir. Bu vaka, Dr. Pinel tarafindan, Latince ‘zihinsel
yeteneklerin bozulmasi” anlamina gelen demence (demans) adiyla literatiire kaydedilen ilk vaka
olma 6zelligine sahiptir.

1900’lerin baslarina gelindiginde ise, Dr. Alois Alzheimer tarafindan, 51 yasindaki
baska bir kadin hastada paranoya tarzi takintili diisiinceler, agresif davraniglar, bellek kayb1 ve
konusma bozuklugu tespit edilmis, sonrasinda belirtiler gittikge ilerlemis ve bunlara
haliisinasyon ve biligsel bozukluklar da eklenmistir. Birkag¢ yil sonra hasta 6ldiigiinde yapilan
otopside yine beynin kii¢iik ve s1vi dolu oldugu, korteksin inceldigi ve korteks hiicrelerinin
yerinde norofibriller yumaklar ve plaklarin yer aldigi belirtilmistir. Bu bulgular 1s181inda yapilan
yayinlarda, Dr. Alzheimer ile birlikte ¢alisan psikiyatrist Emil Krapelin tarafindan bu hastalik
ilk defa ‘Alzheimer tipi demans’ olarak adlandirilmistir (21).

En yaygin yasa bagli nérodejeneratif hastalik olan ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi
demansi, klinik olarak ilerleyici bir hafiza kayb1 ve diger bilissel islevlerle karakterizedir.
Amiloid-p anormallikleri ile dogrudan baglantili olan Alzheimer hastaliginin erken baslangigl
otozomal dominant formlarinin aksine, ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligina yol acan
patofizyolojik olaylar dizisi heniiz tam olarak anlasilamamigtir. Glnumuzdeki kanitlar, gec¢
baslangicli Alzheimer hastaliginin, ¢esitli molekiiler yollar arasinda anormal etkilesimi iceren
karmagik bir poligenik hastalik oldugunu gostermektedir. En 6nemli risk faktorleri yas ve
apolipoprotein E’nin &4 aleli (APOE €4) olarak bilinir (22,23).

AH’nin tedavisinde kullanilan Amerikan Besin ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onayl
dort ilag kolinesteraz inhibitorleri olan donepezil, rivastigmin, galantamin ile nonkompetitif
NMDA reseptdr antagonisti olan memantindir (24). Bunun yani sira bilissel fonksiyon kaybini
duzeltmek ve norodejenerasyonu baskilamak amaciyla AH tedavisinde kullanilacak birgok
bilesik, klinik faz 3 ¢aligmalarina kadar gelmis, fakat ndronal kayb1 ve hastaligin geri doniigsiiz
ve kontrolsiiz ilerleyisini durduramadiklari i¢in heniiz basarili olamamistir (25).

AH etyopatogenezinde kolinerjik disfonksiyon hipotezi, Amiloid-p hipotezi, tau ve
norofibriller yumak hipotezi, kalsiyum homeostazisi ve eksitotoksisite hipotezi, nérovaskuler
disfonksiyon hipotezi, néroinflamasyon hipotezi, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres
hipotezi, glukoz metabolizmasi hipotezi, metal iyon hipotezi, lenfatik sistem hipotezi gibi pek

cok teori 6ne surilmektedir.



Amiloid g Hipotezi

John A. Hardy ve Gerald A. Higgns tarafindan 1992°de ¢alisilan amiloid kaskad
hipotezine gore; plaklarin ana bileseni olan AR, AH patolojisinde primer nedendir. Bu plaklar
beynin ¢esitli bolgelerinde birikip ¢oziinmeyen yapida fibrillerden olusan senil amiloid plaklari
(SAP) olusturur ve bu plaklara bagli vaskiiler hasar, norofibriller yumak (NFY'), noron kaybi
ve demans gibi AH’nin diger patolojik bilesenleri olusur (26). AH’yi arastirmak amacli yapilan
caligmalar, bellekte bozulmayla birlikte goriilen noronal ve sinaptik kayiplarda AP peptidler ve
NFY’nin rolii lizerine yogunlasir.

AP peptid, noéronlar tarafindan {iretilir ayrica néron ylzey reseptori olan ve diger
hiicrelerle birlikte ndronal gelisimi saglayan amiloid beta prekiirsor proteinlerin (APP) bir
pargasidir. AP peptidlerin, fizyolojik rolii tam olarak bilinmemekte ve bu peptidlerin
yoklugunun da herhangi bir fizyolojik aksamaya neden olmadigi diisiiniilmektedir. AP,
tiretildikten sonra kan ve beyin omurilik sivisina (BOS) gecerek atilir ve normal sartlarda depo
edilmez. Fakat patolojik olarak biriken ¢ozunur (soluble) AP oligomerleri sinaptik baglantiya
zarar verebilir ve néron hasarina neden olabilir. Ekstraselluler olarak biriken bu AP peptidlerin
temel yapist APP’nin par¢alanmasi ile olusan amiloid B 40-42°dir. Bu birikme durumu, Ap’nin
cokmesi, tau proteininin toksik hale gelmesi, intraselluler kalsiyum dengesi ve kolinerjik sinir
sisteminin bozulmasi, NFY olusumu gibi sonuglar dogurur (27). AH’de néronlar arasi plak
olusumuna neden olmasinin yani sira, AP peptidler ayn1 zamanda beyindeki kan damarlarinda
da birikerek serebral amiloid anjiyopatiye neden olmaktadir. Bir tip 1 membran glikoproteini
olan APP ve olusan bu protein parcalari, transkripsiyonun diizenlemesinden sinaptik islevlere,
noronal homeostazdan sinyal ve iletisime kadar birgok kompleks aktiviteye sahiptir (28).

APP’nin parcalanmasi islemi sirasinda gorev alan en 6nemli enzimler a ve y sekretazdir.
Bu islemde B ve y sekretaz enzimleri daha baskin hale gelirse, amiloid B 40-42 proteini Uretilir
ve bu durum amiloid plak olusumunun temelini olusturur (29) (Sekil 1). B-sekretaz (BACE1)
ve y-Sekretaz tarafindan tretilen AP fibrilleri ¢oziinmezler ve sinaptik araliga difiize olarak
sinaptik sinyalleri engellerler (30,31). Sonugta, ¢ziinmeyen polimerize amiloid fibrillerin plak
halinde birikmesiyle kinazlar aktive olur. Kinazlarin aktivasyonu sonraki boliimde anlatilacagi
tizere mikrotiibiillerle iliskili tau proteininin fosforillenmesine ve norofibriler yumaklarin

(NFY) olusumuna neden olur (32).



Tau ve Norofibriller Yumak (NFY) Hipotezi

Tau proteinleri saglikli insan beyninde mRNA tarafindan alti izoformu 0retilen ve
mikrotubul asosiye proteinler (MAP)’ler ailesine mensup, hiicre iskelet biitiinliigiinii korumakla
gorevli proteinlerdir (33). Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda tau proteininin néron
iletisimiyle baglantili olarak presinaptik, postsinaptik ya da her iki kisimda da yerlesmis oldugu
goriilmistiir (34). Normal tau proteinlerinden farkli olarak AH patolojisinde yer alan NFY
denilen yapilar bu tau proteinlerinin hiperfosforile formlaridir (Sekil 2). Bu formlar da
mikrotubullerin yapisini bozar ve bu sekilde néron transportunu da bozarak hiicre 6liimlerine

neden olurlar (35).
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Sekil 1. Amiloid prekirsor proteinin (APP) sekretazlar tarafindan parcalanmasi ve
amiloid f (A-p) plaklarinin olusumu. (s-APP: soluble amiloid prektrsor proteini)
(36).
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Sekil 2. Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu ve norofibriler yumaklarin olusumu (37).

Kolinerjik Disfonksiyon Hipotezi

AH’de onaylanan ve kullanilmakta olan iki ilag sinifindan biri asetilkolinesteraz
inhibitorleridir. Hatta 2012 yilinda, yan etkileri nedeniyle piyasadan ¢ekilene kadar AH’nin
semptomatik tedavisinde kullanilmis olan takrin, bu anlamda onaylanmis ilk AH ilacidir.
Kolinerjik sistemin AH tedavisinde bu kadar 6nemli yer edinmesinin en biyik nedeni, limbik
sistem ve neokortekste bolca kolinerjik sinaps bulunmasi ve bu kolinerjik iletimin hafiza,
ogrenme, dikkat ve diger yiiksek beyin islevleri i¢in kritik oneme sahip olabileceginin
diistiniilmesidir. Bu nedenle, beynin kolinerjik sistemi, Alzheimer hastalig1 gibi demanslar da
dahil olmak {izere, normal bilis ve yasa bagli bilissel gerileme ile ilgili devam eden
aragtirmalarda merkezi bir rol oynamaktadir. Alzheimer hastaliginin kolinerjik hipotezi,
ilerleyici limbik ve neokortikal kolinerjik innervasyon kaybina odaklanir (38).

Bazal on beyindeki norofibriler dejenerasyonun, yaygin bir presinaptik kolinerjik
denervasyona yol agan 6n beyin kolinerjik noronlarinin islev bozuklugu ve 6liimiiniin birincil
nedeni olduguna inanilmaktadir. Kolinesteraz inhibitérleri, beyindeki sinapslarda asetilkolinin
mevcudiyetini artirir. Bu nedenle, Alzheimer hastaligi demansinin tedavisinde klinik olarak
yararlt oldugu kanitlanmis birkac ila¢ tedavisinden biridir ve kolinerjik sistemi hastalikta
6nemli bir terapotik hedef olarak dogrular. Bu konuda yapilan ¢aligmalarin ve elde edilen
kanitlarin bilyiikliigii, Alzheimer hastaliginda standart, kdse tasi farmakolojik bir yaklagim

olarak kolinerjik ilaglarin devam eden degerini desteklemektedir (39).
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Norovaskuler Disfonksiyon Hipotezi

Norovaskiiler hipotezde asil durum, beyin mikrosirkiilasyonunun bozulmasi ve buna
bagli metabolizmanin ve drenajin azalmasi temeline dayanir. Bununla ilgili olarak yapilan
hayvan deneylerinde zamanla olusan Ap’larin drene edilememesi ve birikip plak
olusturmasinin, mikrovaskiileritenin bozulmasiyla ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica
yapilan c¢aligmalarda gorlintiileme yontemleriyle incelenen Alzheimer hastalarinda, A
olusumundan O6nce norovaskiiler bozuklugun etkisiyle serebral hasarin olustugu tespit

edilmistir (40,41).

Oksidatif Stres Hipotezi

Hicrelere gereken enerjiyi iiretmek i¢in mitokondride yapilan aerobik solunum
esnasinda elektron transport sistemi (ETS) ile serbest oksijen radikalleri (ROS) olusur. Fakat
yaslanma gibi fizyolojik siire¢lerde ya da AH gibi patolojik siire¢lerde bu sistemin bozulmasi
ile gereginde fazla ROS iiretilir ve uzaklastirilamaz. Boylece dokudaki gesitli proteinler, lipidler
ve niikleik asitlerde hasarlar olusur. Bu alanda elde edilen sonuglara gére AP’ nin endotel
hicrelerinde stiperoksit (O2- bir ROS tiirii) liretimini artirip, hiicre hasarina ve 6liimlerine neden
oldugu bulunmustur. Ayrica mitokondri disfonksiyonunun kendisi de AH patolojisinde yer alan
onemli bir noktadir. AH’li bireylerde yapilan biyopsi ¢alismalarinda mitokondrinin kiigildigii

ve genetik materyalinin sitoplazma i¢ine dagildigi bulunmustur (42).

Bozulmus Glukoz Metabolizmas: Hipotezi

Bildigimiz iizere insan beyni, viicut agirliginin yaklasik %2’sini olusturmasina ragmen
kullanilan toplam oksijen miktarinin %?20’sine ihtiyag¢ duymaktadir. Bu enerji ihtiyaci
mitokondrilerde trikarboksilik asit dongust (TCA) ve oksidatif fosforilasyon ile glukozun
yikimdan iiretilen ATP tarafindan karsilanmaktadir. Fakat yapilan arastirmalar gostermistir ki
yasli popiilasyonda goriilen AH’de, glukoz yikiminda azalma meydana gelmektedir. Bu
bozulmus glukoz metabolizmasi, mitokondriyal disfonksiyon ile birlikte oksidatif stres aracili

ndron hiicrelerinin kaybina aracilik etmektedir (43).

Noroinflamasyon Hipotezi

AH gibi norodejeneratif hastaliklarda ndroinflamasyon 6nemli bir faktordir.
Mikrogliyalar néroinflamasyonla birlikte aktive olduklarinda M1 (Kklasik -aktif- fenotip) haline
gelirler. Boylelikle patojen ve tumor hiicrelerine karsi proinflamatuvar sitokinler ve reaktif

oksijen tirleri saliverilir ve buna kars1 savunma ve ardindan bununla baglantili hiicre 6lumu
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gerceklesir. Alternatif olarak M2 antiinflamatuvar fenotip ise anti-inflamatuvar sitokinlerin
saliverilmesini artirir ve proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesinin azaldigi doku
tamiri/remodelling ve anjiogenezisi tetikler (Sekil 3). Son yillarda bu rollerinin nérodejeneratif
hastaliklardaki néroinflamasyonda 6nemli oldugu saptanmustir. Interleukin 74 (IL-1 B), IL6 ve
tumor necrosis factor o (TNF-a) gibi proinflamatuvar sitokinler M1 fenotipinde salgilanip
patojenlere ve tiimor hiicrelerine karsi savunmadan ve sonucunda ndronlar gibi saglikli
dokularin da kaybindan sorumluyken, M2 fenotipinde salgilanan IL-4, IL-10, IL-13 ve TGF
gibi sitokinler doku tamiri, yeniden yapilandirma (remodeling) ve anjiogenezisi tetikler.
Inflamasyon ve mikrogliyal aktivasyon, Alzheimer hastalig1, Parkinson hastalig1 (PD),
Huntington hastaligi, Multipl skleroz (MS) ve Amyotrofik lateral skleroz (ALS) dahil olmak
Uzere ¢oklu ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinin ortak bir bilesenidir. Beyindeki yerlesik
dogustan gelen bagisiklik hiicreleri olan mikrogliyalar, cevrelerini aktif olarak izler ve
stiperoksit, nitrik oksit ve timaor nekrozis faktor alfa (TNFa) gibi sitotoksik faktorler tiretmek
i¢in ¢esitli ipuclarina yanit olarak asir1 aktive olabilir. Mikrogliyal aktivasyon, konak savunmasi
icin gerekli ve kritik olsa da, mikrogliyanin asir1 aktivasyonu norotoksiktir (44). Bu hipotez
onceleri daha ¢cok SSS’nin lokal immiin hiicreleri olarak bilinen mikrogliyalar: iceren gesitli
reaksiyonlarla ve bunun sonucunda noronlarin etkilenmesi ile agiklanmaya calisilmistir. Daha
sonra SSS’de kalabalik bir hiicre grubu olan astrositlerin de bu olaylar tizerinde ¢esitli etkileri

olabilecegi disiiniilerek ¢alismalar bu yone dogru da ilerletilmistir (45).

LIPOPOLISAKKARIT VE NOROINFLAMASYON

Inflamasyon, viicudun kendi kendini dogal sekilde savunmasini saglayan bir bagisiklik
sistemi yamtidir. Steril durumlardan (mekanik zedelenme, doku zedelenmesiyle sonuglanan
ameliyatlar vs.) kaynaklanabilecegi gibi, bakteriyel ve viral invazyon gibi steril olmayan
yollardan da tetiklenebilmektedir. Inflamatuvar yanit gesitli hiicreler ve sinyal molekiillerinin

etkilesimi sonucu diizenlenmektedir.
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Sekil 3. Mikrogliya fenotiplerinden saliverilen inflamatuvar sitokinler ve rolleri (46).

Inflamatuvar yamtin akut déneminde dokudaki 16kositler, endoteliyal hiicreleri
uyararak adezyon molekiillerine sunulmaktadir. Bu da bolgeye daha fazla I6kosit gogline neden
olmaktadir. Bu adezyon molekulleri I6kositleri yavaslatarak endoteliyuma daha fazla
tutunmasini saglamaktadir. Boylece endoteliyumun yapis1 degiserek I0kositlere gegirgen hale
gelmekte ve lokositler uyariin yakinindaki sitokinden zengin alana dogru hareket etmektedir.
Bunun yani sira, dokudaki monositler, makrofajlara doniisiip fagositoz yetenegi kazanarak
inflamatuvar yanit1 giiglendirmektedir. Buradaki amag¢ inflamasyona neden olan yikici
durumlari kontrol altina almak ve yok etmek olsa da, asir1 inflamatuvar yanit doku hasarina ve
cesitli hastalik patolojilerine neden olmaktadir (47). Inflamasyonun bu hem olumlu hem de
olumsuz roll santralde de kendini gostermektedir (48). Beyin ve omurilikteki bu inflamatuvar
yanita noroinflamasyon denilmektedir. Yakin zamana kadar sahip oldugumuz bilgiler, santral
sinir sisteminin periferik dolasimdaki olaylardan, kan beyin bariyeri (KBB) yoluyla tamamen
ayrilmig bir bolge oldugu yoniindeydi. Gergekten de fizyolojik kosullarda immiiniteden
sorumlu hiicreler KBB’yi gecemezler. Fakat inflamasyon durumunda endotel biitiinliigiiniin

bozulmasi, KBB yapisinin da hasarlanmasmma ve immiin hiicrelere karsi gecirgen hale
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gelmesine neden olmaktadir. Dahasit KBB’nin sadece periferik immiin sistem hiicrelerine karsi
gecirgen olmakla kalmayip, kendi iginde de gesitli sitokinlerin saliverilmesini indikleyerek
santrale 16kosit goc¢iinii sagladig1 bilinmektedir.

SSS’de bu sitokin saliverilmesinde ve néroinflamasyondan sorumlu olan baslica
hicreler mikrogliyalar olsa da son yillarda yapilan calismalar astrositlerin de ayni sekilde
néroinflamasyondan sorumlu oldugunu gostermistir (49).

Daha 6nce de bahsedildigi gibi inflamasyon koruyucu bir mekanizma olarak islese de
siiresine ve siddetine bagli olarak dokuya hasar verme potansiyeline sahiptir. Iste
noroinflamasyon siirecinin boyle kontrol disi artis1 da beyinde doku hasarina ve nérodejeneratif
hastaliklara neden olmaktadir. Bunlarin baginda da Alzheimer Hastalig1 gelmektedir.

Lipopolisakkaritler (LPS), gram negatif bakterilerin lipid membraninda yapisal
biitiinligiin korunmasinda 6nemli rolii olan endotoksinlerdir. Viicutta etkilerini toll-benzeri
reseptorlerden (TLR) TLR-4’e baglanarak gosterirler. TLR-4 reseptOri pattern recognition
receptors (PRR) reseptor ailesine dahil, enfeksiyon gelisimine karsi immiin sistemi uyarmakla
gorevli reseptorlerdendir. LPS endotoksinleri bu reseptore baglanarak inflamasyonda gorevli
sitokinlerin saliverilmesine neden olurlar. (47). Bunlar IL-6, IL-1p, IL-12, IL-17A, 1L-18 ve
TNF-a gibi proinflamatuvar ve IL-10 ve transforming growth factor-f (TGF-B) gibi
antiinflamatuvar sitokinlerdir (50). Buradan da anlasilacagi gibi inflamatuvar sure¢ hem
kendini kisitlayan hem de alevlendiren bir durumdur.

Beyindeki ndéroinflamasyondan sorumlu hicreler olan mikrogliyalar ve astrositler
membranlarinda TLR-4 reseptorlerini bulundururlar. LPS, CD14’1 bu hiicrelerin membranlari
tizerinde baglayarak LPS-CD14 kompleksini olusturur ve bu daha sonra TLR-4 ile etkilesime
girer (50). Bakteriyel endotoksin olan LPS, TLR4 reseptorii araciligiyla, astrositlerde NF«j,
mikrogliyalarda p38a yolagiyla proinflamatuvar sitokinler IL1B, IL6 ve TNFa’ nin ifadelerini
artirarak noroinflamatuvar siirecini baglatir (46). Bu konuda yapilan pek ¢ok ¢alismada sistemik
LPS uygulamalarinin 6zellikle hipokampusta kontrol gruplarina kiyasla IL-1f, IL-6 ve TNF-a
gibi proinflamatuvar sitokinleri artirdigi goriilmiistiir (51).

LPS ile induklenen ndéroinflamasyon, hem in vivo hem de in vitro néroinflamasyonu

incelemek icin mevcut standardi temsil eder (52).

SANTRAL RENIN ANJIYOTENSIN SISTEMI
Renin-anjiyotensin sistemi (RAS), sodyum ve su homeostazini korumak i¢in dolagim
sisteminde Onemli bir modiilator olarak kabul edilmistir. Dolagim sistemine ek olarak,

kiimiilatif kanitlar, RAS’1n kolon, akcigerler, karaciger ve beyinde de bulundugunu ve bu organ

11



Renin l
Anjiotensin I

|

Anjiotensin IT AT2

reseptirii
, ACE2 l

Oksidatif stres, apopitozis,
inflamasyon Anjiotensin-(1-7) ——» Mas reseptior

|

Nirodejenerasyon - Beyin Hasamn

ATl

reseptorii

Sekil 4. Klasik Ras ve duzenleyici Ras eksenlerinin etkileri. Saghklh durumda beyin renin
anjiyotensin sistemi (RAS) bilesenlerinden biri olan anjiyotensin (1-7)
vazodilatasyon, antiinflamatuvar ve anti-proliferatif etkileri ile ndroprotektif
etkilere sahiptir. AH’de RAS dengesi bozulur; regiilator kol azalirken klasik Ang-
11/111 artar (53).

ve dokularda 6nemli fizyolojik iglevlere aracilik ettigini gostermistir. Viicudun her bolgesinde
oldugu gibi beyinde de RAS anjiyotensinojenin renin etkisi ile anjiyotensin | (Ang I)’e, onun
da ACE etkisi ile anjiyotensin II’ye (Ang Il) doniismesiyle baslar. Ang Il ise AT1 ve AT2
reseptorlerine baglanarak etki gosterir. Ya da ACE2 etkisi ile anjiyotensin-(1-7)’ye (Ang-(1-
7)) dontisiir ve Ang II’nin aktivitesine zit 6zellikler gosterir (Sekil 4).

RAS’in yeni tamimlanmig bir heptapeptidi olan anjiyotensin-(1-7), ACE2 ve MAS1
(Mas) reseptor ile birlikte ACE2/Ang-(1-7)/Mas eksenini olusturur. Ortaya ¢ikan kanitlar,
kolit, akciger fibrozu, hepatik steatoz ve iskemik inme gibi durumlarda inflamatuvar yanitlari
diizenlemede de bu eksenin roliinii ortaya koymustur (12).

Renin-anjiyotensin sistemi, kan basincini ve sivi homeostazini modiile etmek igin
beyinde derin fizyolojik etkiler olusturur. RAS’m baslica aktif bileseni olan anjiyotensin-II
(Ang 1), 0n beyin sirkiimventrikiiler organlar1 ve hipotalamus i¢indeki tip 1 reseptorleri
(ATIR) araciligryla sempatik ¢ikisi ve kan basincini, su alimini ve vazopresin sekresyonunu
artirict yonde etki olusturur (54-56). Bununla birlikte, beyindeki bu Ang II/AT1R ekseninin
asir1 aktivitesi, belirli hastaliklara dnemli derecede katkida bulunur. Ornegin, kardiyovaskiiler

kontrol merkezlerinde Ang II tarafindan kalici AT1R aktivasyonu, sempatoeksitasyona ve
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norojenik kaynakli yiiksek kan basincina sebep olabilir (57). Santral RAS bilesenlerinin
kardiyovaskiiler etkileri, Ang II/ATIR ile sinirli degildir. Beyindeki reseptorlerinin (Prorenin
reseptori —PRR-) kardiyovaskiiler ve sivi homeostazinda Ang II’ye hem bagimli hem de
bagimsiz etkiler ortaya cikardigi ve norojenik hipertansiyonda RAS katilimina katkida
bulundugu artik iyi bilinmektedir (58).

Renin-anjiyotensin sisteminin yeni tanimlanan ekseni olan ACE2/Ang-(1-7)/Mas
ekseni, ¢esitli patolojik kosullar altinda inflamatuvar yanitlar1 modiile etmede ¢ok 6nemli bir
rol oynar. Beyin ACE2/Ang-(1-7)/Mas ekseninin yaslanmaya bagli noroinflamasyon ile
iligkisinin aragtirildig1 bir ¢alismada, hizlandirilmis yaslanmanin bir hayvan modeli olan
“hizlandirilmis yaslanmaya meyilli fare 8 (SAMP8)” fareleri kullanilarak, yash beyindeki
noroinflamasyonun, azalmis bir Ang-(1-7) seviyesine baglanabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.
Daha da onemlisi, Ang-(1-7)’nin peptit olmayan bir analogu olan AVE0991’in, Mas
reseptoriine bagli bir sekilde mikroglial aracili inflamatuvar yanitin baskilanmasi yoluyla
yaslanmaya bagli néroinflamasyonu azalttigina dair kanitlar saglanmistir (12).

Bunun yaninda yine santral RAS’da etkili olan, anjiyotensin 11 (Ang I11)/ AT2 reseptor
ekseni, anjiyotensin IV (Ang IV)/ insulin regule aminopeptidaz (IRAP) ekseni ve Ang IV/AT4
reseptor ekseni de mevcuttur. Bu eksenlerden kisaca bahsedecek olursak, Ang IIl/ AT2
reseptdri, hicre rejenerasyonuna etki ederek, Ang I1V/ IRAP, vazopressin, oksitosin,
somatostatin, kolesistokinin 8 gibi bellek gii¢lendirici enzimlerin aktivitesini artirarak, Ang 1\V/
AT4 reseptorii ise serebral kan akigi ve noroproteksiyonda rol alarak etki eder. Sonug olarak
tim beyin RAS ile iliskili reseptorler ve aktif molekiller disiinildiigiinde, AH’nin
baslamasida en 6nemli sistem Ang II/AT1 reseptor eksenidir. Buradaki durumlara karsi
koyacak sekilde konumlandirilmig RAS bilesenleri ise Ang I1I/AT2 reseptori, Ang IV/IRAP,
Ang IV/ATA4 reseptori ve Ang(1-7)/Mas reseptorudir (59).

MAS RESEPTORU VE AVE0991

Renin-anjiyotensin  sistemi, periferik dokularda kardiyovaskiiler homeostazin
dizenlenmesindeki rolu ile bilinir fakat artik beynin periferik organlardan ayr olarak kendi
intrinsik RAS’1na sahip oldugu oldukga iyi bilinmektedir. ACE, anjiyotensin Il (Ang I1) ve Ang
I1tip 1 reseptori (AT1R), AH patogenezine katildigi gosterilen beyin RAS’inin klasik eksenini
olusturmaktadir. AH hastalarinin 6liim sonrasi ¢alismalari, Ang II’nin metabolik enzimi olan
ACE’nin ekspresyonunun ve aktivitesinin, frontal korteks ve hipokampus dahil olmak (zere
beyin bolgelerinde 6nemli Ol¢lide degistigini bulmustur. Bu arada, beyindeki asir1 Ang II
seviyeleri, AP birikimi ve tau proteininin hiperfosforilasyonu dahil olmak izere AH ile iliskili
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noropatolojiyi dogrudan siddetlendirebilir. Ek olarak, beyne niifuz eden ACE inhibitdrlerinin
(ACEL’ler) veya anjiyotensin reseptor blokorlerinin (ARB’ler) uygulanmasinin, AH riskinin
azalmasi ve bu hastaligin yavas ilerlemesi ile baglantili oldugu da gézlenmistir (60).

Beyin RAS’min yakin zamanda tanimlanmis bir heptapeptidi olarak, anjiyotensin-(1-7)
[Ang-(1-7)], metabolik enzimi ACE2 ve reseptoru Mas ile birlikte ACE2/Ang-(1-7)/Mas
eksenini olusturur, hem beyin hem de periferik dokularda ACE/Ang II/AT1R ekseninin sayisiz
fizyolojik durumuna ters etki eder.

Baglarda Mas reseptoriiniin durumu detayli olarak anlagilamasa da 2000’lerin basinda
anjiyotensin-(1-7)’nin sinyallerini alan G protein bagl reseptér (GPCR) ailesinin bir liyesi
olarak aciklanmistir (61). Biriken kanitlar, ACE2/Ang-(1-7)/Mas ekseninin hem hayvanlarda
hem de insanlarda normal bilissel islevlerin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. Daha da oOnemlisi, bu eksenin diizensizligi, hipertansiyona baglh
norodejenerasyon ve vaskiiler demans gibi gesitli nérodejeneratif hastaliklarin etiyolojisine ve

ilerlemesine katkida bulunmustur (62).

. . Serebral kan B
Vazodilatasyon 1 ¢ Anjiogenez
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Sekil 5. ACE2/Ang-(1-7)/Mas ekseni kaynakh noroproteksiyonda yer alan ana sinyal
yollar1 ve mekanizmalari (3).
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Sekil 6. AVE0991’in Mas reseptoru tzerinde etkileri. Ang I1°’nin ACE2 etkisi ile Ang-(1-
7)’ye doniistiiriillmesi. Ang II’nin AT1R Uzerindeki etkileri (63).

ACE2/Ang-(1-7)/Mas ekseni, renin-anjiyotensin sisteminin koruyucu kolu olarak
bilinir (Sekil 5). Mas reseptor uyarimi yoluyla Ang-(1-7), fosfolipaz A2 (PLAZ2) aktivasyonunu,
arasidonik asit (AA) salinimini saliverilmesini ve nitrik oksit (NO) olusumunu saglar. Artan
NO, AA seviyeleri ve protein kinaz-A (PKA) yolunun aktivasyonu, noronal sagkalimi
destekler. NO ve AA uretimi vazodilatasyona neden olabilirken, endoteliyal nitrik oksit
sentazin (eNOS) aktivasyonu vazodilatasyona dahil olmasinin yani sira anjiyogenez ile
iliskilidir. RAS’1n koruyucu ekseni, beyin niikleer faktor kB (NF-kB)’nin inhibisyonu yoluyla
serebral oksidatif durumdaki gelismeler ve inflamasyon yoluyla faydal etkilere sahiptir. Mas
reseptor araciligiyla Ang-(1-7), cekirdekte ve mitokondride siiperoksit anyonunun azalmasina
katilir ve bu da NADPH oksidaz’in (NOX)’1n inhibisyonuna yol agar, boylece oksidatif streste
azalma ve daha fazla ndronal sagkalim ve oksidatif stresin azalmasi saglanir. ACE2/Ang-(1-
7)/Mas ekseni de makrofaj popllasyonunun bir antiinflamatuvar fenotipe doniismesinde rol
oynar (3).

Ang(1-7), G-protein-bagli Mas reseptdriine baglanir ve bu sistemin periferik organlarda
inflamasyon ve fibrozise karsi koydugu, glukoz kullanimini arttirdigir ve insiilin direncini
azalttig1 gosterilmistir. Mas reseptdrii, hipokampal ve piriform korteksler basta olmak iizere

bellek ve bilis ile iligkili beyin yapilarinda bulunmustur. Bu bilgilerle tutarli olarak Ang(1—
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7)’nin hipokampusun Cornu Ammonis 1 (CA1) bolgesinde bellek olusumunun yapi tasi olan
uzun donem potensiyalizasyonu potansiyalizasyonu (LTP) kolaylastirdigi gosterilmistir.
Ayrica, Ang(1-7)’nin bellegi gelistirdigi, Mas reseptoriiniin blokajinin ise korkuyla iligkili
bellegi olumsuz etkiledigi gosterilmistir (64).

AVE0991, yukarida bahsedilen Ang(1-7)’nin aktivitesine aracilik eden ve Angll’nin
etkilerini diizenleyen non-peptid bir bilesik olarak gelistirilmistir (65) (Sekil 6). ilk olarak 2002
yilinda Wiemer ve ark.’lar1 tarafindan tanimlanan ve endotel tizerinde Ang(1-7)’in etkilerini
taklit eden AVEQ0991’in kimyasal adlandirmasi 5-formil-4-metoksi-2-fenil-1[[4-[2-
etilaminokarbonil-stlfonamido)-5-izobditil-3-tienil]-fenil]-metil]-imidazol seklindedir. Ang(1-
7)’ye gore en onemli avantajlari, oral kullanimda, daha kararli bir bilesik olmas1 ve daha uzun

bir yar1 6mre sahip olmasidir (66).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
27.10.2021 tarih ve 10 no’lu oturumda 2021.10.02 karar no’su ile onaylanmistir (Ek1).
Calismamuz Iyi Laboratuvar Uygulamalar Kilavuzu ve Hayvan Etigi Evrensel ilkelerine uygun
olarak gergeklestirilmistir. Bu c¢alisma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi
tarafindan TUBAP 2021/144 kayit numarast ile desteklenmistir (EK2).

HAYVANLAR

Calismada agirliklar1 ortalama 30-40 gr arasinda degisen, 2-3 aylik, erkek, Balb-C
fareler kullanilmistir. Deneyde kullanilan fareler, Trakya Universitesi Deney Hayvanlari
Birimi’nden temin edilmis ve daha sonra tiim deneyler boyunca Anabilim Dalimiz Hayvan
Laboratuvarinda standart kosullar altinda barindirilmistir. Beslenmeleri icin standart fare yemi
ve musluk suyu ad libitum olarak verilmistir. Kafeslerin bulundugu odalarda 12 saat karanlik

12 saat aydinlik seklinde aydinlatma, %45-65 aras1 nem ve 20-25 °C sicaklik uygulanmustir.
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DENEY PLANI VE CALISMA GRUPLARI

Deneyimizde hayvanlar 14 grupta toplanmis ve her grup 15 hayvandan olugmustur.
Gruplar da kendi aralarida dért sekilde ayrilmustir. ilk 2 grup kontrol ve LPS, sonraki 4 grup
acquisition (edinim), daha sonraki 4 grup consolidation (saglamlastirma- konsolidasyon) ve en
son 4 grup retrieval (geri ¢cagirma) seklinde siniflandirilmistir. Kontrol gruplarindan ilkine
sadece ilk gln ¢oOzicu (%10 dimetilstlfoksit), ikincisine ise sadece ilk gin LPS enjekte
edilmistir. Diger gruplara ise ¢oziicii veya tedavi ajan1 AVE0991°in 1 mg/kg, 3 mg/kg ve 5
mg/kg dozlarindan biri uygulanmistir. Bu gruplarda, ilk giin 5 mg/kg LPS verilip ardindan
davranig deneyinin ilk ginu (FC1) deneyden 6nce (edinim), veya FC1 glinl deneyden sonra
(konsolidasyon) ya da korku kosullanma deneyinin ikinci giini (FC2) deneyden 6nce (geri
cagirma) ¢oziicli ve 1, 3 ve 5 mg/kg AVE0991 enjekte edilmistir.

Hayvanlarim bellek diizeyinin, bir Onceki giin 6grendikleri soku ertesi giin
hatirlamalarina ve donma davranisi sergilemelerine bakarak 6l¢iilmesi hedeflenmistir. Bunun
icin de davranis deneyi olarak baglamsal korku kosullanma diizenegi (fear conditioning- FC)
kullanilmigtir. Hayvanlarin korku diizeyi, hareketsiz kalma (donma) siireleri Olgllerek
degerlendirilmistir.

1. gun: Her bir hayvana, grubuna gore ¢ozici veya lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu
yapildi.

8. gun: Her bir hayvana korku kosullanma 1 (FC1- 1. giin) uygulandi, gruplarina gore
enjeksiyonlar yapildi. Kontrol gruplarina herhangi bir enjeksiyon yapilmadi. Edinim grubuna
FC1’e baglamadan yarim saat once, konsolidasyon grubuna FC1’den hemen sonra yukarida
belirtildigi dozlarda enjeksiyon yapildi, geri ¢agirma grubuna ise 8. giin enjeksiyon yapilmadi.

9. giin: Geri ¢gagirma grubuna FC2 (2. Glin FC)’ye baglamadan yarim saat 6nce yukarida
belirtildigi dozlarda enjeksiyon yapildi. 9. giiniin sonunda ise her bir hayvana agik alan (open
field-OF) testi uygulandi. Ardindan sakrifiye edilen hayvanlarin tim beyin dokulari ¢ikarilarak

tartild1 ve molekiler incelemeler yapildi (Sekil 7 ve 8).
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Sekil 7. Fare beyinlerinin ¢ikarilmasi.

Sekil 8. Fare beyinlerinin tartilmasi.
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Korku Kosullanma Calisma Plani
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Sekil 9. Deney Plani.

Caligmada uygulanan deney plani Sekil 9’da gosterilmistir.
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ILACLAR

Lipopolisakkarit (lipopolysaccharides from escherichia coli 0111:B4, Sigma Aldrich)
distile suda ¢6zuldiu. Daha onceki ¢alismalardan elde edilen verilere dayanilarak davranig
deneyinden 1 hafta dnce tek doz 5 mg/kg LPS uygulamasi yapildi (16).

AVE0991 (Cayman-35375), %10 dimetilstlfoksit (DMSO, Merck, 67-68-5, %99), %90
distile su iginde ¢ozildiu. Gruplara 1 mg/kg, 3 mg/kg ve 5 mg/kg seklinde ayr1 dozlarda
AVE0991 verilmesinin nedeni ise daha dnce yapilan bir ¢calismada farelere 1 mg/kg, 3 mg/kg
ve 10 mg/kg dozlarinda verilen ilacin, molekiiler inceleme yontemleriyle bakildiginda
beyindeki AH ile iliskilendirilen néroinflamasyonu gosteren IL 1B, IL6 ve TNF seviyelerini
onemli Olgiide azalttiginin tespit edilmis olmasidir (12).

Ilag enjeksiyonlar1 intraperitoneal yoldan yapildi. Enjeksiyonlar, viicut agirligina gore

0,5 ml/100 g hacminde ayarlandi.

FEAR CONDITIONING (KORKU KOSULLANMA) CALISMALARI

Baglamsal korku kosullanma test diizeneginin (FCS 21200-R, COMMAT, Tiirkiye) dis
tarafi siyah mat pleksiglas malzemeden, i¢ tarafi ise seffaf pleksiglas malzemeden tiretilmistir
ve 18 cm genisliginde, 18 cm derinliginde ve 30 cm yiiksekligindedir. Seffaf pleksiglas i¢
tarafin disar1 bakan kisminda 13 cm ¢apinda daire seklinde kapisi mevcuttur. Tabaninda
birbirine paralel dizilmis ve elektrosok cihazina bagl celik 1zgaralarin bulundugu ve
duvarlarinda gorsel belirteglerin yer aldigi kafesten olugsmaktadir. Tavaninda ise aydinlatma
icin beyaz 1sik bulunmaktadir. Diizenegin alt tarafinda farelerin digkilarinin toplandigi
¢ikarilabilir ¢ekmece yer almaktadir. Diizenegin tavaninda bulunan bir kamera araciligiyla
alinan gorlintii bilgisayara aktarilmakta ve gerek FCS 21200-R diizeneginin (COMMAT,
Tiirkiye) bir parcasi olan yazilim ile gerekse bu diizenegin bir par¢ast olmayan Ethovision XT
versiyon 16 (Noldus, Hollanda) kullanilarak donma siireleri hesaplanmaktadir (Sekil 10).

Test iki agamali olarak gerceklestirilmektedir. Birinci giin egitim fazi1 (edinim) 6 dakika
stirmektedir. Fare kafese konduktan sonraki ilk 3 dakika herhangi bir uyaran verilmemekte, 4.,
5. ve 6. dakikalarin baginda zeminden ayak soku (0,5 mA siddet, 2 saniye siireyle) verilmekte
ve 6. dakikanin sonunda hayvan kafesten alinmaktadir. Bu testten tam 24 saat sonra hayvan
yeniden ayni kafese konularak tekrar 6 dakika kafeste birakilir ve herhangi bir sok
uygulanmamaktadir. Deneyler sirasinda her hayvan diizenekten ¢ikarildiktan sonra kafesin

zemini %10’luk etanol ile silinerek temizlenmektedir.
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Sekil 10. Baglamsal korku kosullanma deney diizenegi.

Calismamizda hayvanlar1 3 ayr1 grupta (edinim, konsolidasyon ve geri cagirma) test
etmemizin amaci, soka bagli travmanin hangi asamasinda ilacin daha etkili oldugunun
arastirilmasiydi. Edinim asamasinda hayvana heniiz sok vermeden ila¢ uygulandi ve soku
“ogrenme” yetenegine ilacin etkisi test edildi. Konsolidasyon asamasinda, birinci gln
egitiminden hemen sonra ila¢ uygulandi ve alinan travmanin hatirlanmasina etkinin
incelenmesi amaglandi. Geri ¢agirma asamasinda ise daha 6nce uygulanmis bir sokun, ayni
ortama girince hatirlanmasi iizerine ilacin etkisi test edildi. Baglamsal korku kosullandirmada
edinim, baglamin sokla eslesmesini ifade eder. Korku iliskisinin uzun siireli bellege
sabitlenmesine konsolidasyon denir. Geri getirme ise, korku belleginin kullanilmasidir (67).

Korku kosullanma testinde her bir grupta 15 hayvan kullanilmasinin nedeni, bu konuda
daha once yapilan ¢aligmalar istatistiksel olarak inceleyen bir meta analize gore, istenilen guc
yaninda etki biiylikliigii de dikkate alinarak olusturulan gruplarin ideal hayvan sayisinin bu
sekilde bildirilmesidir. Bu nedenle 6rnek biiytikligii hesaplamasi yapilmadan, her grupta 15

deney hayvani olmasi planlanmistir (68).

ROTA ROD TREADMILL

Diizenek deney farelerinin birbirlerini géremeyecekleri sekilde ayarlanmis yan yana 4
bélmeden olugsmaktadir. Her bir bdlmenin genisligi 8,5 cm, yiiksekligi 40 cm ve derinligi 25
cm’dir. Her bOlmenin i¢inden silindir seklinde yatay mil gegmektedir. Hayvanlar asagi
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diismemek i¢in silindirin dondiigii yoniin tersi yonde yiirlimeye calisirlar. Her bir deney
hayvanmin Kkesintisiz olarak en az 180 saniye silindirin iizerinde diigmeden durmasi
beklenmektedir. Bu testte performans diisiikliigli gosteren hayvanlarin verileri degerlendirme

dis1 birakilmastir.

ACIK ALAN TESTI

Kare seklinde dort duvart yerden 60 cm yiikseklikte, her yeri siyah opak, iistii acik ve
tepede kamera ile farenin hareketlerinin kaydinin yapildigi, 60 cm x 60cm 6lcllerinde bir
kutudur. Fareler 6 dakika boyunca bu alan iginde gozlenmistir. Farelerin alisik oldugu kafesten
almarak yeni ortama konulmalari, grup ya da siiriiden ayrilma ve agik alana birakilma,
anksiyeteye yol agmaktadir. Hayvan test diizeneginin merkezine konularak teste baslanir.
Anksiyetenin azalmasina bagli olarak merkezi bolgeye girme sayisi ve merkezi bolgede
gecirdigi zaman artar. Tersine anksiyete artisi ile periferik bolgede gecgen siire artar. iki ayak
tizerine kalkma davranig1 (sahlanma, rearing), toplam hareket edilen siire, merkez alani terk
etme, hareketsiz gecirilen sire, merkez alanda toplam hareket stresi, merkeze giris ¢ikis sayist,
periferde gecirilen sire incelenmektedir. Bahsedilen parametrelerin incelenmesi, kamera
araciligiyla bilgisayara kaydedilen videolar iizerinde bir yazilim araciligiyla (Noldus,
Ethovision XT 16, Hollanda) gergeklestirilmistir. Hayvanlarin diizenekten ¢ikarilmasinin
ardindan kafesin zemini %210’luk etanol ile silinerek temizlenmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Acik alan testi i¢in kayit alma.

23



ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) OLCUMLERI

Calismamizda noroinflamasyonu tetikleyerek bir Alzheimer modeli olusturmak
hedeflenmistir. Bu nedenle ELISA yontemiyle beyinde inflamasyon belirteclerinin 6lgimi
yapilmistir. ELISA yontemiyle spesifik bir antikora, antijenin baglanmasi ve bunun 6zel
yontemlerle Ol¢iilmesi amaglanir. Burada iiretici firmanin talimatlarina gore, homojenize
ettigimiz dokudan elde ettigimiz homojenatlarda néroinflamasyon belirtecleri TNF-a, IL-1p ve
IL-6 6lctimleri yapilmis ve bunlar istatistiksel yontemlerle analiz edilmistir.

ELISA olctimleri i¢in Cloud Clone marka Tumor Necrosis Factor Alfa (TNF A) Mouse
ELISA Kit (SEA133MU), Interleukin 6 (IL6) Mouse ELISA Kit (SEA079MU) ve Interleukin
1Beta (IL 1B) Mouse ELISA Kit (SEA563MU) kullanilmigtir. Davranig testlerinin sonunda
dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edilen hayvanlardan elde edilen tim beyin numunelerinin
homojenizasyonu ve TNF-a, IL-6 ve IL-1B seviyelerinin 6lgilmesi i¢in iireticinin talimatlarina
gore ticari olarak temin edilen ELISA kitleri kullanilmistir. Kitler 96 kuyucuklu oldugu igin,

her bir gruptan yaklasik 6 6rnek olacak sekilde numune temin edilmistir.
Homojenizasyon islemi su sekildedir:

1. Dokular, homojenizasyondan dnce tartildi.

2. Dokular kiiciik parcalara ayrildi ve taze lizis tamponunda homojenize edildi
(katalog: 1S007: Lysis Buffer Spesific for ELISA).
Her 50 mg doku 6rnegine 1 mL lizis tamponu ve cam boncuk eklendi.

4. Elde edilen stispansiyon, Next Advance Bullet Blender speed 8’de homojenizatore
tabi tutuldu.

5. Daha sonra homojenatlar, 10.000 x g’de MSA Mistral 2000 cihaziyla 5 dakika
santriftijlendi. Stipernatantlar: toplandi ve ELISA islemi yapilana kadar -20°C’de

sakland.
ELISA 6l¢im islemi su sekildedir:

1. Seyreltilmis standart, bos ve numune i¢in kuyular belirlendi. Standart i¢in 7 kuyu,
bos icin 1 kuyu hazirlandi. Uygun kuyucuklara standart diliisyonlarinin kor ve
numunelerin her birinden 100 uL eklendi. Plaka kapatici ile ortiildu. 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi.

2. Her kuyucuktan sivi1 ¢ikarildi, yikanmadi.
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3. Herkuyucuga 100 uL Detection Reactive A soliisyonu eklendi, kuyular plak kapatici
ile kapatildi ve 37°C ‘de 1 saat inkibe edildi.

4. Soliisyon aspire edildi ve ¢ok kanall1 bir pipet kullanilarak her kuyu 350uL 1x
yikama soliisyonu ile yikandi ardindan 1~2 dakika bekletildi. Plakay1 emici kagida
yaslayarak tiim kuyucuklardan kalan s1vi tamamen c¢ikarildi. Tekrar 3 kez yikandi.
Son yikamadan sonra, kalan yikama tamponu aspire edilerek ¢ikarildi. Plaka ters
cevrildi ve emici kagida bastirildi.

5. Her kuyucuga 100 pL Detection Reactive B solusyonu eklendi, kuyular plaka
kapatici ile kapatildi ve 30 dakika 37°C ‘de inkibe edildi.

6. Aspirasyon/yikama isleminin 4. adim1 toplam 5 kez tekrarlandi.

7. Her kuyucuga 90 pL Substrate Solution eklendi. Yeni bir plaka kapatici ile ortiildi.
37°C’de 10-20 dakika inkiibe edildi Substrate Solution eklenmesiyle sivinin maviye
donmesi gozlendi.

8. Her kuyucuga 50 uL Stop Solution eklendi. Stop solisyonunun eklenmesiyle sivinin
sartya donmesi gozlendi. Plakanin kenarina vurarak sivi karistirildi.

9. Ardindan, mikroplaka okuyucu ¢alistirildi ve hemen 450 nm’de 6l¢iim yapildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Baglamsal korku kosullanma, agik Alan testi ve ELISA sonuglarinin istatistiksel
degerlendirilmesinde, Mann-Whitney U testi, Kruskal-Wallis varyans analizi ve post hoc Dunn
testleri uygulanmistir. Calismamizda istatistiksel analizleri yapmak i¢in GraphPad Prism for

Mac 8.4.3 programi kullanilmis ve p<0,05 anlaml kabul edilmistir.
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BULGULAR

Calismamizda kullanilan hayvanlara 6nce gruplara gore LPS/¢6ziicti enjeksiyonlari
yapildi. 1 hafta sonra yine gruplarina uygun olarak AVE0991/¢0ziicii uygulanarak davranis
deneylerine maruz birakildi. Davranis deneyinin hemen ardindan da hayvanlar dekapitasyon ile
sakrifiye edilerek tiim beyin dokular1 alindi, homojenize edildi ve ELISA yontemi ile TNF-a,
IL-1pB ve IL-6 diizeyleri 6l¢uldi. Bu agidan bulgular1 davranis deneyleri ve molekiiler diizeyde
incelemeler olarak iki asamada ele alabiliriz.

Korku kosullanma Oncesi yapilan rota rod testlerinde fareler herhangi bir hata
sergilemediler. Bu asamada ¢alisma dig1 birakilan hayvan olmadi. Baz1 gruplarda hayvan
kayiplar1 yasandi. Bu kayiplarin LPS alan gruplarda yasanmasi, inflamatuvar strecle ve sitokin
firtinasiyla alakali olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak kayiplar, deneyi durduracak kadar
fazla sayida degildi. Baglamsal korku kosullanmanin ilk giiniinden 6nce gerceklesen kayiplar,
yerine konuldu, ilk giinden sonra ger¢eklesen kayiplarda ise yeni hayvan eklenmedi ve bu
nedenle bazi gruplarda n sayisi azalmis oldu. Ancak hicbir grupta n sayist 12’nin altina

diismedi.

Coziicii ve LPS Gruplarimin Davranis Deneylerinin Sonuclari

Cozuci grubunda donma suresi 161,88 saniye iken LPS grubunda 151,49 sn olarak
kaydedilmistir. LPS grubunda donma siiresi ¢6zlici grubuna gére minimal bir azalma
gostermistir ve bu azalma istatistiksel anlamliliktan uzaktir (p>0,05, Mann-Whitney U testi,
Sekil 12).

26



200 =

[ -1

. 150
.l
)
L{M]
¢ 1004
=
o
(]

504

0 T T

CAG

Sekil 12. Coziicii ve LPS gruplarimn korku kosullanma 2. giinti (FC2) donma sureleri.
(Cozicu grubu igin n=15, LPS grubu igin n=14, grafikteki dikey cizgiler
standart hatay: gostermektedir).

Edinim Gruplarinin Davranis Deneylerinin Sonuclari

Cozuci grubunda ortalama donma siresi 224,3 sn diizeyindedir. 1, 3 ve 5 mg AVE0991
gruplarinda ise sirastyla 205,0; 194,4 ve 136,9 sn diizeyindedir. Bu sonuclar donma srelerinde
doza bagli bir azalmaya isaret etmektedir ve yalnizca 5 mg dozunda bu azalma istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, post hoc Dunn testi, Sekil 13).
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Sekil 13. Edinim gruplar1 korku kosullanma 2. gini (FC2) donma sureleri. (C6zlcu
grubu igin n=12, diger gruplar icin n=13. Grafikteki dikey cizgiler standart
hatayi gostermektedir, *p<0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, post hoc Dunn
testi).
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Sekil 14. Konsolidasyon gruplari korku kosullanma 2. gini (FC2) donma sureleri.
(Cozucu ve 3 mg AVEQ0991 alan gruplar icin n=13, 1 mg AVE0991 alan grup
icin n=12, 5 mg alan grup i¢in n=14, grafikteki dikey ¢izgiler standart hatay:
gostermektedir).

Konsolidasyon Gruplarinin Davranis Deneylerinin Sonuclar:
(Coziicii grubunda ortalama donma siiresi 239,13 sn seklindedir. 1 mg, 3 mg ve 5 mg
gruplarinda sirastyla 183,40; 201,21 ve 187,72 sn ile birbirine ¢ok yakin ve istatistiksel olarak

anlamli olmayan sonuglar elde edilmistir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Sekil 14).

Geri Cagirma Gruplarinin Davramis Deneylerinin Sonuclari

Coziict grubunda ortalama donma stiresi 169,14 sn diizeyindedir. 1 mg, 3 mg ve 5 mg
AVEQ0991 alan gruplarda ise sirastyla 179,96; 205,18 ve 170,80 sn seklindedir. Buna gore 3 mg
alan grupta hafif bir yukseklik gorilse de, istatistiksel anlamli bir degisiklik bulunmamistir

(p>0,05, Kruskal Wallis varyans analizi, Sekil 15).
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Sekil 15. Geri cagirma gruplari korku kosullanma 2. giind (FC2) donma siireleri. (Cozicu
ve 1 mg AVEQ991 alan gruplar igin n=12, 3 mg ve 5 mg AVEQ991 alan gruplar
icin n=15, grafikteki dikey cizgiler standart hatay: gostermektedir).

Acik Alan Testlerinin Sonuglar:

Acik alan testlerinde Oncelikle toplam kat edilen mesafelere bakilmistir. 6 dakika iginde
kat edilen en yiiksek mesafe, ¢oziicii grubunda 3444,9 cm ile gériilmiistiir. En az toplam Kkat
edilen mesafe ise 2044,94 ile Retr-5mg grubundadir. Fakat istatistiksel olarak anlamli sonuglar

elde edilememistir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Sekil 16).
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Sekil 16. Acik alan testinde her bir grubun kat ettigi toplam mesafe. (Cozucl, Retr-3mg
ve Retr-Smg gruplar1 n=15, LPS ve Cons-Smg gruplar1 n=14, Acq-1mg, Acg-
3mg, Acg-5mg, Cons-Coz ve Cons-3mg gruplart n=13, Acq-C6z, Cons-1mg,
Retr-3mg, Retr-5mg gruplar1 n=12, grafikteki dikey cizgiler standart hatayi
gostermektedir).

Periferde gegirilen siire, yani anksiyete diizeylerine baktigimizda ise Retr-3mg (260,0
sn) ve Retr-bmg (277,6 sn) gruplarinda istatistiksel anlamli sonuglar bulunmustur. (*p=0,0002,
**p=0,0006, Kruskal-Wallis varyans analizi, post hoc Dunn testi, Sekil 17).
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Sekil 17. Acik alan testinde her bir grubun periferde gecirdigi siire. (COzlcu, Retr-3mg
ve Retr-Smg gruplar1 n=15, LPS ve Cons-5Smg gruplar1 n=14, Acq-1mg, Acq-
3mg, Acg-smg, Cons-C6z ve Cons-3mg gruplar1 n=13, Acq-C0z, Cons-1mg,
Retr-3mg, Retr-5mg gruplar1 n=12. Grafikteki dikey cizgiler standart hatayi
gostermektedir. *p= 0,0002, **p= 0,0006, Kruskal-Wallis varyans analizi, post
hoc Dunn testi).

Merkezde gegirilen siirelere baktigimizda, periferde gecirilen siirelerle korele sekilde,
Retr-3mg (99,70 sn) ve Retr-Smg (82,16 sn) gruplar1 belirgin sekilde yiiksek diizeydedir
(*p<0,0001, **p=0,0002; Kruskal-Wallis varyans analizi, post hoc Dunn testi, Sekil 18).
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Sekil 18. Acik alan testinde her bir grubun merkezde gecirdigi siire. (Cozucu, Retr-3mg
ve Retr-Smg gruplar1 n=15, LPS ve Cons-5Smg gruplar1 n=14, Acq-1mg, Acq-
3mg, Acg-5mg, Cons-Coz ve Cons-3mg gruplart n=13, Acq-C6z, Cons-1mg,
Retr-3mg, Retr-5mg gruplar1 n=12. Grafikteki dikey ¢izgiler standart hatay:
gostermektedir, *p<0,001, **p=0,0002, Kruskal-Wallis varyans analizi, post hoc
Dunn testi).

Destekli rearing (sahlanma) siiresi ve sikligi, agik alan testinde hayvanin kesif
davranigini gosteren bir diger parametredir. Burada da istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde
edilmis olup, toplam rearing slresi Retr-5mg grubunda 46,63 sn ve Retr-3mg grubunda 56,79
sn olarak ol¢iilmistiir. Rearing sikliginda ise yine Retr-5mg grubunda en diisik deger
bulunmustur (*p<0,001, **p=0,0003 Kruskal-Wallis varyans analizi, post hoc Dunn testi, Sekil
19).
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Sekil 19. Acik alan testinde her bir grubun destekli rearing sikhig (A) ve siiresi (B).
(Cozucl, Retr-3mg ve Retr-5mg gruplart n=15, LPS ve Cons-5mg gruplari
n=14, Acg-1mg, Acg-3mg, Acg-5mg, Cons-Co6z ve Cons-3mg gruplar1 n=13,
Acg-Coz, Cons-1mg, Retr-3mg, Retr-Smg gruplarnt n=12. Grafikteki dikey
cizgiler standart hatayi gostermektedir. *p<0,001, **p=0,0003, Kruskal-Wallis
varyans analizi, post hoc Dunn testi).

Acik alan testinde son olarak ortalama gezinme hizina bakildiginda, toplam katedilen
mesafe ile korele bir sekilde, Coziicii grubunda 9,60 cm/sn ile en yiksek, Retr-5mg grubunda
5,68 cm/sn ile en diislik degerler elde edilmistir fakat bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli

bulunamamistir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Sekil 20).
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Sekil 20. Acik alan testinde her bir grubun ortalama gezinme hizi. (C6zUcU, Retr-3mg ve
Retr-Smg gruplar: n=15, LPS ve Cons-5mg gruplar1 n=14, Acq-1mg, Acg-3mg,
Acg-5mg, Cons-Coz ve Cons-3mg gruplar1 n=13, Acq-C0z, Cons-1mg, Retr-
3mg, Retr-Smg gruplart n=12. Grafikteki dikey cizgiler standart hatay:
gostermektedir).

TNF-Alfa Olgiim Sonuglar

TNF-a oOlglimleri arasinda istatistiksel olarak yalnizca 1 mg AVE0991 alan grupta
LPS’ye gore anlamli bir diigiikliik saptanmistir. Grup igi standart hata degerleri gorece yuksek
oldugundan belirgin gibi goriinen farkliliklar istatistiksel anlamliliga erisememistir. Ayrica,
muhtemelen n sayilarinin az olmasi nedeniyle doza baglh tutarli bir degisim kalib1
gozlenememistir. Baz1 gruplarda homojenizasyonun santrifiij asamasinda homojenat kaybi
olmus veya her test i¢cin supernatant miktar1 yeterli gelmedigi i¢in n sayis1 diismiistiir.

Edinim fazinda beklenildigi gibi LPS grubunun néroinflamasyon gostergesi olan TNF-
a degeri en yiksek diizeyde bulunmustur (1720,37 pg/ml). Coziict grubu ile Acg-C6z grubunda
ise diizeyler birbirine yakindir (p<0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, post hoc Dunn testi,
Sekil 21).
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Sekil 21. Edinim gruplarimin TNF-a konsantrasyonlar1 (Coziicii ve LPS gruplan i¢in
n=7, Acgq-C0z grubu icin n=4, diger gruplar icin n=5. Grafikteki dikey cizgiler
standart hatay gostermektedir. *p<0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Dunn
testi).

Konsolidasyon gruplarinda ise, yine LPS grubunda TNF-a en yiiksek diizeyde
bulunmustur. AVEQ0991 enjekte edilen gruplarda ise belirgin istatistiksel fark olmamakla

birlikte, LPS grubundan daha diisiik seviyededir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Sekil
22).

2500+
2000+
1500+

1000+

T

500+

Konsantrasyon (pa/ml)

S . S
ORI

Sekil 22. Konsolidasyon gruplarinin TNF-a konsantrasyonlar: (COzicu ve LPS gruplar:
icin n=7, Cons-C6z ve 1 mg AVEQ991 alan gruplar i¢in n=6, 3 mg ve 5 mg
AVEQ0991 alan gruplar i¢in n=5. Grafikteki dikey cizgiler standart hatay
gostermektedir).
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Sekil 23. Geri ¢agirma gruplarinin TNF-a konsantrasyonlar1 (Coziicii ve LPS gruplar
icin n=7, 1 mg AVEQ991 alan grup i¢in n=6, diger gruplarda n=5. Grafikteki
dikey cizgiler standart hatay: gostermektedir).

Geri c¢agirma gruplarinda da yine beklenildigi gibi en yiiksek diizey LPS grubunda
bulunmustur. 1 mg, 3 mg ve 5 mg AVE0991 alan gruplarda sirasiyla 1182,22 pg/ml, 713,69
pg/ml ve 600,30 pg/ml degerleri 6l¢giilmiis olup, istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da doza
bagli olarak bir miktar diisiis géze carpmistir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Sekil
23).

IL-6 Olclim Sonuclar:

TNF-a 6l¢iimlerinde oldugu gibi, IL-6 6l¢limlerinde de yalnizca bir grupta istatistiksel
anlamli bir fark saptanmistir. Bu dl¢limlerde grup i¢i degisimi gosteren standart hata degerleri
TNF-a degerlerinde oldugu gibi belirgin farkliliklar gbstermemistir.

Edinim gruplarinda, tiim gruplarin ortalama degerleri yaklasik olarak aym diizeyde
¢ikmig ve higbirinde istatistiksel anlamlilik bulunamamistir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans
analizi, Sekil 24).

36



40

201

10+

Konsantrasyon (pg/ml)

S o o
RPN

Sekil 24. Edinim gruplarimin IL-6 konsantrasyonlar: (Coziict grubu icin n=6, LPS grubu
icin n=7, diger gruplar icin n=5. Grafikteki dikey cizgiler standart hatay:
gostermektedir).

Konsolidasyon gruplarinda ise 20,54 pg/ml 6lglilen 1 mg AVEQ0991 alan grup ile, 28,63
pg/ml dlgiilen LPS gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark goriilmistiir (p<0,05, Kruskal-
Wallis varyans analizi, Sekil 25).
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Sekil 25. Konsolidasyon gruplarimin IL-6 konsantrasyonlari (LPS ve Cons-Co6z gruplari
icin n=7, Cozucu ve 5 mg AVEQ0991 alan gruplar i¢in n=6, diger gruplar icin
n=5. Grafikteki dikey cizgiler standart hatayr goéstermektedir. *p<0,001,
Kruskal-Wallis varyans analizi, post hoc Dunn testi).
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Sekil 26. Geri Cagirma gruplarinin IL-6 konsantrasyonlar1 (LPS grubu icin n=7,
Cozucu, Retr-Coz ve 1 mg AVEQ0991 alan gruplar i¢in n=6, diger gruplar i¢in
n=5. Grafikteki dikey cizgiler standart hatayi gostermektedir).

Geri ¢agirma gruplarinda, AVE0991 uygulananlarda, diger gruplardan daha yiiksek
degerlerde IL-6 sonuglar1 gbzlenmistir, ancak bu sonuglarin higbiri istatistiksel olarak anlamli

degildir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Sekil 26).

IL-1Beta Ol¢lim Sonuglar

IL-1B Olclimleri yoniinden gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark
saptanamamugtir. Gruplar i¢inde verilerin dagilimi gérece homojen olup, standart hatalar biraz
yiiksektir. LPS grubunda ¢oziicii grubuna kiyasla belirgin yiiksek degerler gozlenmemistir.

Edinim gruplarinda, AVE0991 gruplarinda elde edilen degerler ¢oziiciiye gore daha

yuksek olmakla birlikte higbiri istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05, Kruskal-Wallis
varyans analizi, Sekil 27).
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Sekil 27. Edinim gruplarimin IL-1p konsantrasyonlari (Céziicii ve LPS gruplar icin n=7,
diger gruplar icin n=5. Grafikteki dikey cizgiler standart hatay
gostermektedir).

Konsolidasyon grubunda ise, yine AVE0991 uygulanan gruplarda digerlerinden yiiksek
Olcude IL-1B bulunmus olsa da, bu miktar doza bagli olarak azalmaktadir. Bu degerlerin higbiri
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Sekil 28).

3004
£
o
2 9004 T
C
)
=4
n
©
€ 100
0
C
)
-
- T
> =l O S O &
O L
ISP

Sekil 28. Konsolidasyon gruplarinin IL-1p konsantrasyonlar1 (Coziicii ve LPS gruplari
n=7, Cons-C6z ve 1 mg AVE0991 alan gruplarda n=6, diger gruplar n=5.
Grafikteki dikey cizgiler standart hatay: gostermektedir).
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Sekil 29. Geri cagirma gruplariin IL-1p konsantrasyonlar1 (Coziicii ve LPS gruplar
icin n=7, 1 mg AVEQ0991 alan grup i¢in n=6, diger gruplarda n=5. Grafikteki
dikey cizgiler standart hatay: gostermektedir).

Geri cagirma gruplarinda AVE0991 dozlari ile elde edilen degerler doz bagimli bir seyir

sergilememistir. Gruplar arasinda Olgiilen degerler yoniinden istatistiksel anlamli bir fark

saptanamamustir (p>0,05, Kruskal-Wallis varyans analizi, Sekil 29).
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TARTISMA

Alzheimer hastalig1, glinimiizde 6zellikle 50 yas istii niifusu ciddi anlamda ilgilendiren
bir saglik sorunu olmanin yaninda, énemli sosyal sikintilara da yol agmasi sebebiyle toplumu
derinden etkileyen bir hastaliktir. Ortalama yagam siiresinin yiikselmesi ile birlikte AH’ye sahip
bireylerin orani artmakta, bu durum hem hasta bireylerin hem de bakim verenlerin hayat
kalitesini diistirmektedir. Ayrica artan bakim ve saglik giderlerinin yine toplum tizerindeki
baskist bu durumu 6nemli bir halk sagligi sorunu haline getirmistir. Bu nedenle AH
patofizyolojisinin anlasilmas1 ve kesin bir ila¢ tedavisinin bulunmasi uzun siiredir bilim
insanlarinin aragtirma konulart arasindadir. 2022 yihi itibariyle AH tedavisi i¢in Faz 3’te 31
ajan, Faz 2’de 82 ajan ve Faz 1’de 30 ajan denenmektedir. Fakat hastaligin semptomlarinin
hafifletilmesi disinda maalesef kesin bir tedavi yontemine heniiz ulasilamamaistir (69).

AH’nin etyolojisiyle alakali g¢esitli hipotezler vardir; hem genetik, hem de ¢esitli
cevresel faktorler izerinde durulmustur. Patofizyolojisiyle ilgili en yaygin kani ise, AH’nin,
ilerleyici hafiza kaybi, hiicre dis1 amiloid B (AP) plaklarinin birikmesi ve tau kiimelerinden
olusan hiicre i¢i norofibriler yumaklar (NFT’ler) ile karakterize, yasa bagh norodejeneratif bir
hastalik oldugu seklindedir (70-72).

AH’nin etyopatogenezinin arastirilmasinda noroinflamasyona bagli nérodejenerasyon
hipotezi ise son yillarda oldukca belirgin hale gelmistir. Noroinflamasyon yalnizca AH degil
Parkinson, MS, ALS gibi bir¢ok norodejeneratif hastaligin da temelini olusturan bir patolojidir.

Bu nedenle iizerinde pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir (73).
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Bizim calisgmamizda da literatiirde sik¢a kullanilan periferik LPS uygulamasiyla
olusturulan noéroinflamasyonla bellek bozulmast modeli uygulanmigtir (74-76). Ayrica
kullandigimiz Balb/c tiirii fareler, yine literatiirde sik¢ca LPS ile indiiklenen ndéroinflamasyon
modellemesi i¢in uygun oldugu goriilmiis hayvanlardir (77,78). Buna gére uygulanan tek doz
5 mg/kg LPS’in farelerde noroinflamasyonla AH benzeri semptomlara yol agmasi amaglanmis
ve bunu Olgmek i¢in yine sik¢a kullanilan korku-kosullanma diizenegi tercih edilmistir
(74,75,79,80). Noroinflamasyonla olusturulan AH modellemesinde Morris su labirenti, Y
maze, yeni obje tanima testi, pasif kaginma testi gibi farkli davranis deney diizenekleri de
denenebilirken (81,16), bizim ¢alismamizda literatiirdeki diger ¢alismalarda basarili sonuglar
verdigi goriilen FC tercih edilmistir.

Noroinflamasyonu molekdler olarak 6lcebilmek igin ise, yine uzun zamandir basarili
sonuglar veren ELISA yontemi ile TNF-o, IL-1p ve IL-6 Olglimi yapilmistir. Bu
proinflamatuvar sitokinler, inflamasyon olustugunda mikrogliya ve astrositlerden salgilanarak,
savunma mekanizmasi olusturmakta ve doku hasarindan sorumlu olmaktadir (82-84).

Alzheimer Hastaligi baglaminda, son yillarda popiiler arastirma konusu olan santral
RAS incelenmis (53) ve bunun igin dnceki ¢alismalarda, néroinflamasyonda etkili olabilecegi
tespit edilen, beyin ACE2/Ang-(1-7)/Mas aksimin reseptor agonisti olan AVE0991 molekull
incelenmistir (12). AVE0991 molekilii intraperitoneal yolla uygulamaya uygun (85) nonpeptid
bir maddedir ve intraperitoneal yol disinda intranazal yol gibi periferik uygulamalarla da
KBB’yi asabildigi goriilmiistiir (13,86).

Calismamizda diger ¢aligmalardan farkli olarak, kolay uygulanabilen intraperitoneal
LPS ile olusturulmus néroinflamasyon modeli ve nontransgenik fareler kullanilmistir. Benzer
yontemle olusturulan baska ¢alismalarda transgenik fareler kullanilmis ve AVE0991’in bellegi
gelistirici etkileri tespit edilmistir (12,87,88). Ayrica g¢alismamizda geng (8 haftalik)
hayvanlarda bu etki arastirilmisken, 2021 yilinda yayinlanan baska bir ¢aligmada 18 aylik
sicanlarda AVE0991’in bellek iizerindeki olumlu etkileri ele alinmustir (13).

Bizim ¢alismamizin davranis deneyleri kisminda baglamsal korku kosullanma ve agik
alan deneyleri yapilmigtir. Cogunlukla 10 dakika olarak planlanan agik alan testlerinin, 5 dakika
ile de sinirlandirilabilecegini gosteren caligmalar mevcut oldugundan (89), biz deney
slirecimizin igleyisi acisindan 6 dakika olarak uyguladik. Acik alan testlerinin kullanildig1 daha
onceki ¢aligmalarda, bizim ¢alismamizla benzer kat edilen mesafeler goriilmiis ve buna gore
lokomotor aktivitenin normal oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica periferde ve merkezde
gecirilen siireler anksiyetenin gostergesi olarak bildirilmistir (90). Ozellikle Retr-3mg ve Retr-

Smg gruplarinda istatistiksel anlamli olarak periferde gegirilen siirenin kisa, merkezde gegirilen
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slirenin uzun olmasi, bizi AVE0991’in anksiyolitik etki gosterebildigi sonucuna
yonlendirmistir. Ayn1 dozda fakat agik alan testinden 1 giin 6nce AVE0991’in uygulandigi
konsolidasyon ve edinim gruplarinda bu etkileri gobrmememiz ise, anksiyolitik etkinin uzun
stireli olmadigini, ayn1 giin i¢cinde uygulandiginda etki gosterebildigini bize diisiindiirmiistiir.

Acik alan testlerinde 6nemli bir parametre de rearing davranisidir. Rearing, hayvanin
her iki arka ayagi iizerinde sahlanip dik konuma gelme hareketidir ve kesif davranisiyla
bagdastirilmistir. Cogu zaman ihmal edilse de, 6zellikle desteksiz rearing anksiyolitik etkinin
¢ok Onemli bir gostergesi olarak bilinir. Bunun yaninda destekli ve desteksiz rearing
davraniglarinin  benzer goriinmesine ragmen farkli davramis degiskenini temsil ettigi
diistiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda, desteksiz rearing 6l¢iimii yapilmamis olmakla birlikte
yine Retr-3mg ve Retr-Smg gruplarinda destekli rearing sayist ve sikliginin anlamli olarak
diisiik olmasi, diger gruplarda tanidik olmayan ortamdaki anksiyetenin daha yiiksek oldugunu
bize disiindlirmektedir (91). Bunun yaninda bazi arastirmacilar rearing davranigini
anksiyetenin artisiyla, bazilari da azalmasiyla iligkili bulsa da genelde tek basina degil de, bizim
caligmamizdaki gibi diger parametrelerle birlikte degerlendirilmesi uygundur (92).

Baglamsal korku kosullanma deneylerine baktigimizda beklenilenin aksine,
deneylerden 1 hafta once yapilan LPS enjeksiyonu korku kosullanma testinde bellegi
bozmamustir. Fidalgo ve ark.’nin (80) yaptig1 bir ¢alismada, farkli bir fare irki olan C57BL/6
farelere (12-14 haftalik) bizim kullandigimiz dozdan daha disiik (0,1 mg/kg) LPS dozu
uygulanmistir. Bir gruba 1. giin LPS uygulanip 2. giin elektrosok verilmis ve 4. giin donma
yanitlar1 dl¢lilmiis; diger bir gruba 1. giin elektrosok verilip 2. giin LPS uygulanmis ve 4. giin
donma yanitlar1 6l¢iilmiis; son gruba ise 1. giin elektrosok verilip 4. giin LPS uygulanmis ve
32. giinde donma yanitlar1 6l¢lilmiistiir. Her 3 deney diizeneginde de LPS uygulanan gruplarda
kontrol gruplarina gore anlamli 6lglide diisiik donma siireleri bulunmustur. Buna gére bizim
bekledigimiz diizeyde bir donma yaniti1 elde edemememizde, ¢caligmamizi Balb/c 1rk1 ve daha
geng fareler kullanarak yapmamiz ve deneylerden 1 hafta 6nce LPS uygulamis olmamiz etken
olabilir. LPS enjeksiyonu ile bellek bozuklugu olusturulamadigindan, AVEQ991 verilerek bu
bozuklugun degistirilebilip degistirilemeyecegini test etmek de olanaksiz hale gelmistir. Ancak
elde ettigimiz veriler, AVE0991’in, LPS’den bagimsiz olarak, bellek iizerine etkilerini
gosterebilir. Bu nedenle, davranis deneylerinden elde edilen AVE(0991 verileri bu yonde bir
etkinin s6z konusu olup olmadigini incelemek i¢in kullanilabilir.

Edinim grubunda, 5 mg/kg AVEO0991 alan grupta donma siresi istatistiksel anlamli
derecede azalmistir. Bu durum, 5 mg/kg dozda AVEQ0991’in korku kosullanmanin edinim

fazinda bellegi bozabilmesinden kaynaklanabilecegi gibi, bir bagka etkiden de kaynaklanabilir.
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Soyle ki, Wang ve ark. ACE2 reseptoru overeksprese edilmis farelerde nontransgenik farelere
gore ankiyete davranisinin azaldigini, bu anksiyolitik davranigsin Mas reseptor antagonisti A-
779 ile bloke edildigini bildirmistir (93). Ayrica yine yakin tarihli farkli ¢alismalarda Ang-(1-
7) ve Mas reseptoriiniin anksiyolitik etkileri oldugu saptanmistir (94, 95). Oyleyse AVE0991’in
donma davranigini azaltmasini bu yonden, korku bellegine etkiden ziyade, anksiyeteyi
azaltmasmin bir sonucu olarak yorumlamak da mimkindir. Bu anksiyolitik etki, agik alan
testinde periferde ve merkezde gecirilen sire oOlcuimlerimizle uyusmaktadir. Agik alan
testlerimizde sadece geri cagirma protokoliindeki AVE0991 3 ve 5 mg/kg dozlarinda merkezde
gecirilen siire degerleri belirgin olarak daha fazla idi. Bu durum AVE(0991 aracili anksiyolitik
bir etkiye isaret edebilir. Bu etkinin 1 mg/kg dozunda goriilmemis olmasi, s6z konusu dozun
bu etki i¢in diisiik bir doz olabilecegi seklinde yorumlanabilir. AVE0991 ile gbzlenen bu
etkinin, edinim ve Kkonsolidasyon protokollerindeki doz gruplarinda neden gozlenemedigi
sorusunu diisiindiirmektedir. Edinim ve konsolidasyon protokollerinde ilag enjeksiyonlarinin
birinci giin testleri sirasinda yapilmasi ve agik alan testinin ise ikinci giin deneylerinden sonra
gergeklestirilmis olmasi nedeniyle, edinim ve konsolidasyon protokollerinde AVE0991’in
benzer bir etki gdsterememis oldugu seklinde yorumlanabilir. Sonug olarak, AVE0991 3 ve 5
mg/kg dozlarinda anksiyolitik bir etki olusturmakla birlikte, bu etki ertesi giin yapilan acik alan
testinde saptanabilecek kadar uzun émiirlii olmamustir.

Onceki ¢alismalarda AVE0991 molekiiliiniin bellek iizerinde artiric1 etkisi tespit edilmis
fakat mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Biz bu c¢alismadaki hipotezimizi, beyin
ACE2/Ang-(1-7)/Mas ekseninin, klasik anjiyotensin dondstiiriicii  enzim/anjiyotensin
2/anjiyotensin reseptor tip-1 (ACE/Ang2/ATI1R) ekseninin tam tersi sekilde etki gosterdigi
goriisiine dayandirdik ve bu etkiler arasinda antiinflamatuvar etki de mevcuttur. Beyinde klasik
RAS ekseni aktivitesinin, AP birikimi, oksidatif stres, néroinflamasyon gibi siireglerden
sorumlu oldugu, bu nedenle KBB’yi asan perindopril gibi ACE inhibitorii (ACEI) ilaglarm AH
tizerinde etkili olabilecegi goriilmiistiir (96,97). Bunun yaninda mevcut kanitlar géstermistir ki,
biligsel gerileme dahil olmak iizere ¢esitli organ hasarlarina neden olan klasik RAS (cRAS)
ekseni ile dizenleyici RAS olarak adlandirilabilen (rRAS) ACE2 /Ang-(1-7)/Mas ekseni
birbirlerine kars1 antagonistik etkiler uygularlar (4). cRAS aktivitesi, AH’de az aktif olan ve
AH’deki patolojik isaretlerle ve santral sinir sistemi hastaliklarinin hayvan modellerinde
biligsel diisiis ile giiglii bir sekilde iliskili olan rRAS ekseni tarafindan diizenlenir. Bununla
birlikte, biligsel islevde rRAS’1n rolleri biiyiikk 6l¢iide aydinlatilmay: beklemektedir ve bu

nedenle biligsel islevde ACE2’nin olasi rolleri noroinflamasyon tizerinden incelenmistir (10).
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Her ne kadar inflamasyon (zerinde daha 6nce olumlu etkileri saptanmis olsa da (98),
LPS enjeksiyonu ile hedefledigimiz noroinflamasyon indiiksiyonunu gergeklestireme-
digimizden AVEQ991’in néroinflamasyon ve dolayli olarak bellek iizerine olan etkisini
inceleyebilmemiz miimkiin olmamustir. LPS enjeksiyonlarinin néroinflamasyon olusturmasi ile
ilgili olarak literattirdeki protokoliin laboratuvarimizda basarili bir sekilde tekrarlanamamasinin
olas1 nedenleri iizerindeki incelemelerimiz siirmektedir. Literatiirde yer alan bir modelin
benzer/ayn1 kosullar altinda tekrarlanamamis olmasi, siire¢ boyunca bir veya birden fazla
noktada gozden kagan bir hataya bagli olabilir. Bir bagka agiklama ise, modelin
tekrarlanabilirliginin diisiik olmasidir. Pozitif sonuglarin yayimmlanma sansinin ¢ok daha yiiksek
oldugu konusu g6z Oniinde bulundurularak, bizim yasadigimiz gibi basarisizliga ugrayan
denemelerin yayinlanma sansi bulma olasilig diisiiktiir. Eger bu ikinci agiklama gecerli ise,
LPS enjeksiyonlarinin néroinflamasyon modeli olarak kullanilmasi diisiincesinin g6zden
gecirilmesi gerekecektir.

Davranis deneyleri sonrasi hayvanlar sakrifiye edilerek, tiim beyin dokusu alinmistir.
Her ne kadar hafizadan sorumlu beyin bolgeleri ¢ogunlukla, hipokampus ve amigdala olarak
gorilse de Mas reseptoriiniin beynin tiim bolgelerinde yaygin olarak bulundugu bilinmektedir
(3). Biz de g¢alismamizda tiim beyin dokusundan alinip tartilarak iireticinin talimatlarina gore
hazirlanan homojenatlarm ELISA 6lgiimlerine gore degerlendirme yapmaya calistik. Onceki
caligmalarda ¢ogunlukla LPS uygulamasindan sonra ilk 24 saat igerisinde yapilan ELISA
Olgtimleri referans alinmistir (83). Fakat Qin ve ark.’nin (99) calismamiza benzer sekilde erkek
C57BL/6 farelerine intraperitoneal olarak LPS (5 mg/kg) enjekte ettikleri bagka bir caligmada,
beyin dokusunda yapilan ELISA incelenmelerinde ilk 1 saatte pik yapan TNF-alfa degerlerinin,
10 ay boyunca bu yiiksek seviyede kaldigi goriilmiistiir.

Calismamizda LPS enjeksiyonlar1 TNF-a diizeyinde %50 civarinda bir artis olusturdu,
ancak bu artis istatistiksel yonden anlamli bulunmadi. Daha 6nce de belirtildigi tizere, TNF-a
degerleri grup icinde biiylik degiskenlik gosterdiginden yliksek standart sapma degerlerine
sahipti. Smirli kaynak nedeniyle 6rnek sayisinin diisiik tutulmas: da bu duruma katkida
bulunmus olabilir. Bir bagka agiklama da beyinde spesifik bir bolgede 6l¢iim yapmaktan ziyade
tiim beyin Ol¢iimlerinin tercih edilmesidir. LPS enjeksiyonlart sonrasinda TNF-a duzeylerinin
daha yiiksek bir artis gostermesini beklerdik. Ancak, bulgularimiz bu derecede yiiksek bir
diizey ortaya koymamistir. Bu da az once yukarida sozii edildigi {izere, kullanilan modelin
tekrarlanabilirliginin diisiik olmasindan kaynaklanabilir.

Calismamizda edinim, konsolidasyon ve geri ¢agirma protokollerinde yer alan, ¢oziicii

grubu da dahil olmak Gzere tum gruplarda TNF-a diizeyleri, LPS grubuna kiyasla daha diisiik
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gerceklesmistir. Baz1 gruplardaki diigme belirgin gibi gériinmekle birlikte bunlar istatistiksel
anlamli diisiisler degildir. Bu nedenle yorumlarken dikkatli olmak gerekmektedir. Ornek
sayisinin daha fazla olmasi durumunda daha saglikli ¢ikarimlara ulagsmak miimkiin
gorinmektedir.

Lipopolisakkarit enjeksiyonlar1 IL-6 diizeyinde herhangi bir degisiklige neden
olmamigtir. Ayni sekilde, IL-1B diizeyinde de kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
olusmamistir. TNF-a, IL-6 ve IL-1B degerlerinde beklenen yiikselmenin gergeklesmemis
olmasi, LPS enjeksiyonlari ile bagarili bir sekilde néroinflamasyonun olusturulamadigina isaret
etmektedir. Bu durum, davranis deneyleri i¢in belirttigimiz {izere, yontemin basarili bir sekilde
tekrarlanamadig1r anlamima gelmektedir. Bu tekrarlanamama durumunun nedenleri ile ilgili
incelemelerimiz  bu sorunun bizdeki teknik bir aksakliktan m1 yoksa deneyin
tekrarlanabilirliginin diisiik olmasindan m1 kaynaklandigini gosterebilir. IL-6 degerleri, sadece
konsolidasyon protokoliinde 1 mg/kg AVE0991 grubu disinda incelenen gruplar arasinda
anlamli bir farka isaret etmedi. G6zlenen bu anlamli fark da gerek diger (daha yiiksek) doz
dizeylerinde, gerckse diger protokollerde uygulanan AVE0991 dozlari ile benzer bir
degisikligin goriilmemesi nedeniyle anlamli bir duruma isaret etmemektedir. IL-1p degerleri
incelendiginde de gruplar arasinda herhangi bir fark gézlenmedi. Buna dayanarak, en azindan
AVEQ0991’in s6z konusu parametreleri dogrudan degistirici bir etkisi olmadigi yorumu
yapilabilir.

Bildigimiz kadariyla Mas reseptdr ve AVE0991 ile ilgili bu kadar detayli ELISA
testlerinin yapildig1 ve ndéroinflamasyonun incelendigi baska ¢alisma yoktur. Biz bu ¢alismada
sonug ne olursa olsun, AVE0991’in noroinflamasyonla indiklenen AH modelindeki etkisini
gOrmeyi 6zgun bir yoldan denemek istedik. LPS enjeksiyonlari ile basarili bir néroinflamasyon
olusturulamamasinin olast nedenleri iizerinde titiz bir ¢alisma yapmamiz gerekecektir. Bu
baglamda kullandigimiz ydntemler gelistirilebilir ve yeni calismalara evrilebilir. Ornegin
ileride yapilacak ¢aligmalarda immunohistokimya yontemiyle GFAP ve IBA-1 gibi mikroglial
ve astrositer hiicre belirtegleri arastirilabilir, ayrica Western-Blot, real time PCR gibi molekiiler
yontemler eklenebilir. ELISA yontemi uygulanirken her bir kit 96 kuyucuktan olustugu i¢in 6
ornekle siirlandirilan n sayisi artirtlabilir. Ayrica AVE0991 uygulanan gruplara, dncesinde
LPS uygulanmayan bir grup eklenerek, néroinflamasyonsuz gruplarda da AVE0991’in etkisi
karsilastirilabilir. Imkanlar dahilinde AVE0991’in dozu artirilarak daha detayli bir doz-yanit

sonucu da alinabilir.
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SONUCLAR

Alzheimer hastalig1, ortalama yasam siiresinin yilikselmesiyle birlikte insidansi artan ve
uzun yillardir lizerinde ¢alisilan bir sorun olmasina ragmen, bu hastaligin kesin tedavisi ve
mekanizmasi heniiz kesfedilememistir. En 6nemli patolojik gostergeleri amiloid B plaklari,
hiperfosforile tau ve norofibriler yumak birikiminin bir arada bulunmasidir. Olusum hipotezleri
arasinda yer alan néroinflamasyon hipotezi, bu konudaki 6nemli arastirma alanlarindan biridir.
Beyin RAS ekseni A ile indiiklenen nérodejenerasyon ve apoptozun yapisal katkilarindan biri
olarak son yillarda AH basta olmak {izere bir¢ok nérodejeneratif hastalik ile ilgili popiilerlesen
bir arastirma konusu olmustur. Biz de ¢alismamizda RAS ekseninde Mas reseptor agonisti
olarak bulunan AVEO0991 molekdlinin lipopolisakkarit (LPS) ile induklenen
noroinflamasyonda olasi etkilerini incelemeyi amagladik.

1. Davranis deneylerinden 1 hafta dnce intraperitoneal yolla uygulanan 5 mg/kg dozundaki
LPS enjeksiyonu ile baglamsal korku kosullanma testinde bekledigimiz diizeyde donma
stireleri elde edemedik. Bu anlamda olusturmayi hedefledigimiz bellek bozulmasi
modeline ulasamadik.

2. Baglamsal korku kosullanma deneylerinin edinim, konsolidasyon ve geri ¢agirma
asamalarinda, intraperitoneal olarak uygulanan 1, 3 ve 5 mg/kg dozlarinda
AVE0991’in, bellegi bekledigimiz diizeyde etkilemedigini gordiik.

3. AVEQ0991, acik alan testinde 3 ve 5 mg/kg dozunda, anksiyolitik etkiye isaret eden
parametrelerde istatistiksel anlamli sonuglar sergiledi. Bu sonuglari sadece geri ¢agirma
asamasinda gérmemiz nedeniyle, AVE0991’in olas1 anksiyolitik etkisinin uzun siireli

olmadigini, ayn1 giin i¢indeki uygulamalarda etkili olacagin diisiindiik.
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4. LPS enjeksiyonu ELISA incelemelerinde sadece TNF-o diizeyinde yaklasik %50
oraninda bir artis olusturdu, ancak bu artis istatistiksel anlamli degildi. IL-6 ve IL-18
duzeylerinde de beklenen 6lclide bir degisiklik goriilmedi. Bu anlamda da LPS
enjeksiyonu ile hedefledigimiz néroinflamasyon modeline ulasamadik.

5. AVEQ0991, TNF-a, IL-6 ve IL-1p diizeylerinde herhangi bir degisiklige neden olmadi.
AVE0991’in uyguladigimiz yontem ve dozlarda, ndroinflamasyon ve bellek Gzerinde

anlaml bir etki olusturma agisindan basarisiz oldugu sonucuna ulastik.
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OZET

Alzheimer hastaligi icin Onemli etyolojik faktdrlerden biri oldugu diisliniilen
noroinflamasyon, bu hastaligin kesin tedavisinin anlasilabilmesi i¢in sik¢a arastirma konusu
olan bir durumdur. Son yillarda dikkat ¢eken bir baska konu da beyinde ACE2/Ang-(1-7)/Mas
seklindeki diizenleyici RAS ekseninin bellek iizerindeki olumlu etkilerinin bilinmesi fakat
mekanizmasinin anlasilamamasidir. Calismamizda intraperitoneal lipopolisakkarit (LPS) (5
mg/kg) uygulamasi ile farelerde néroinflamasyon ve Alzheimer hastaligi (AH) benzeri bir stireg
olusturmak ve Mas reseptor agonisti AVE0991’in 1, 3 ve 5 mg/kg intraperitoneal dozlarinin
korku bellegi ve ndroinflamasyon belirtecleri olan TNF-a, IL-6 ve IL-1p duzeyleri (izerine
etkisini incelemek amaglanmistir. LPS enjeksiyonundan 1 hafta sonra korku kosullanma
testinde farelerin donma siirelerinde herhangi bir bozulma goriilmemistir. AVE0991 dozlarinin
korku belleginde edinim, konsolidasyon ve geri ¢agirma asamalarinda bellek {lizerine anlaml
bir etkisi saptanmamistir. NOroinflamasyon belirteclerinin  ELISA  Ol¢imleri ile
degerlendirilmesinde, LPS enjeksiyonu ile beyinde sadece TNF-a diizeyinde yaklasik %50’lik
bir artig goriilmiis, IL-6 ve IL-1p diizeylerinde fark edilir bir degisim gozlenmemistir. TNF-a,
IL-6 ve IL-1B diizeylerinde AVE0991 dozlar1 herhangi bir istatistiksel anlamli degisiklik
olusturmamistir. Sonug olarak farelerde 5 mg/kg dozda intraperitoneal yoldan uygulanan LPS
enjeksiyonlarinin noroinflamasyon ve buna bagli olarak AH’dekine benzer bir strec
olusturmada basarisiz oldugu, AVE0991°in bellek ve TNF-a, IL-6 ve IL-1p dizeyleri (izerine

anlamli bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: ACE2, Mas reseptort, bellek, néroinflamasyon, lipopolisakkarit
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INVESTIGATION OF THE POSSIBLE ROLE OF MAS RECEPTOR
AGONIST AVEQ0991 IN A MODEL OF LIPOPOLYSACHARIDE-
INDUCED IMPAIRED MEMORY IN MICE

SUMMARY

Neuroinflammation, which is thought to be the one of the important etiological factors
for Alzheimer’s disease, is a condition that is frequently the subject of research in order to
understand the definitive treatment of this disease. Another interesting issue in recent years is
that the positive effects of the ACE2/Ang-(1-7)/Mas regulatory RAS axis on memory are
known, but its mechanism is not understood. In our study, it was aimed to induce
neuroinflammation and an Alzheimer’s disease (AD)-like process in mice by intraperitoneal
administration of lipopolysaccharide (LPS) (5 mg/kg), and to investigate the effects of 1, 3 and
5 mg/kg intraperitoneal doses of Mas receptor agonist AVE0991 on fear memory and on the
levels of neuroinflammation markers (TNF-a, IL-6 and IL-1p). In the fear conditioning test, no
deterioration in the freezing times of the mice was observed 1 week after the LPS injection.
There was no significant effect of AVE0991 doses on memory acquisition, consolidation and
retrieval in fear memory. In the evaluation of neuroinflammation markers with ELISA
measurements, only a 50% increase in TNF-a level was observed in the brain with LPS
injection, and no noticeable change was observed in IL-6 and IL-1p levels. AVE0991 doses did
not produce any statistically significant changes in TNF-a, IL-6 and IL-1B levels. As a result,
it was concluded that 5 mg/kg intraperitoneal LPS injections in mice failed to cause
neuroinflammation and consequently a process similar to that in AD, and AVEQ0991 did not

have a significant effect on memory and TNF-a, IL-6 and IL-1p levels.

Keywords: ACE2, Mas receptor, memory, neuroinflammation, lipopolysaccharide
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