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OZET
Cosarderelioglu Secer, C., Alzheimer Hastalig”’min beyin anjiyotensin
reseptorleri ile iliskisi ve anjiyotensin reseptor blokorlerinin bu iliskiye etkisi.
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara, 2023. Alzheimer Hastalig1 siklig1 giderek artan ve bilissel islevlerde
azalma ile seyreden etiyolojisi heniliz netlesmemis noérodejeneratif bir hastaliktir.
Giliniimiizde heniiz kiir saglayacak bir tedavisi yoktur. Alzheimer Hastaligi (AH)
insidansinin Anjiyotensin tip 1 reseptor blokér (ARB) kullananlarda daha diisiik
oldugu cesitli calismalarda gosterildikten sonra, beyin renin-anjiyotensin sistemi
(RAS) ve Alzheimer Hastalig1 iligkisi 6dnem kazanmistir. Beyin renin anjiyotensin
sistemi esas olarak ii¢ reseptor alt tipi araciligiyla hareket eder: AT1R, AT2R ve AT4R.
ATiR, inflamasyonu ve oksidatif stresi destekler. AT>R nitrik oksidi arttirir. AT4R,
dopamin ve asetilkolin salinimi i¢in 6nemlidir ve hafiza konsolidasyonuna aracilik
ettigi gosterilmistir. Bu tezde, kognitif olarak normal ve AH olan bireylerin
postmortem frontal-korteks beyin ornekleri kullanilarak AH ile iliskili beyin RAS
farkliliklarinin incelenmesi, bu farkliliklarin beyin oksidatif stresi, inflamasyon, ayrica
amiloid-beta ve tangle patolojileri ile iligkisi ve son olarak ARB’lerin bu iligkiye
etkisinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Beyin RAS reseptorlerinin gen ve protein
ifadeleri, oksidatif stres belirteci olarak protein karbonil seviyeleri ve inflamasyon
belirteci olarak IL-6, TNF-a, IFN-y ve IL-1pB seviyeleri dl¢iilmiistiir. Sonug olarak,
Alzheimer hastalarinin  beyinlerinde ATiR protein seviyeleri daha yiiksek
bulunmustur. Beyin ATiR seviyesinin, daha yiiksek oksidatif stres ve amiloid-beta
skorlart ile korele oldugu saptanmistir. Ayrica, ARB kullanimi, kognitif olarak normal
katilimcilarda daha yiiksek AT4R protein seviyeleri ve daha diisiik oksidatif stres ve
amiloid-beta skorlar1 ile iligskilendirilmistir. ARB'lerle tedavi edilen Alzheimer
hastalarimin beyinlerinde oksidatif stres, inflamasyon veya tangle ve amiloid-beta
yikiinde anlamli bir fark gozlenmemistir. Bu calisma, AH ile iliskili beyin
patolojilerinde beyin RAS'!m rolii hakkinda literatiire katki saglarken, kognitif
bozuklugu olmayan bireylerde ARB'lerin olasi koruyucu etkilerine AT4R'lin aracilik

ediyor olabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer Hastaligi, Beyin, Beyin renin-anjiyotensin sistemi,

Anjiyotensin reseptor blokdrleri.
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ABSTRACT
Cosarderelioglu Secer, C., The relationship between Alzheimer’s disease and
brain renin-angiotensin system and the effects of angiotensin receptor blockers
on this relationship. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
Medical Biology Master Thesis, Ankara, 2023. Alzheimer's disease (AD) is a
neurodegenerative disease, that is characterized by a decline in cognitive function, and
whose etiology is not yet fully understood. Recently, it has been shown that the
incidence of AD is lower in individuals with a history of Angiotensin Receptor
Blockers (ARBs) use. However the mechanistic relationship between the brain renin-
angiotensin system (RAS) and AD remains unknown. The brain RAS mainly acts
through three receptor subtypes: ATiR, AT:R, and AT4R. ATiR promotes
inflammation and oxidative stress. AT2R increases nitric oxide. AT4R is essential for
dopamine and acetylcholine release and mediates memory consolidation. The first part
of this thesis aims to dissect the brain RAS differences associated with AD and assess
how brain RAS levels correlate with brain oxidative stress, inflammation, as well as
amyloid-beta and tangle pathologies. The second part of the thesis aims to analyze the
effects of ARBs on brain RAS, oxidative stress, inflammation, as well as amyloid-beta
and tangle pathologies in postmortem frontal-cortex brain samples of cognitively
intact and AD individuals. To this end, gene and protein expressions of brain RAS
receptors, protein carbonyl levels as a marker of oxidative stress, and levels of
inflammatory markers such as IL-6, TNF-a, IFN-y, and IL-1p were measured. Our
results showed higher protein levels of the ATiR in the brains of AD participants.
Brain ATR levels was correlated with higher oxidative stress and amyloid-beta scores.
ARB use was associated with higher protein levels of AT4R and lower oxidative stress
and amyloid-beta scores in cognitively normal participants. No significant changes
observed in oxidative stress, inflammation or tangle and amyloid-beta load in AD
brains treated with ARBs. This study offers insight into the role of brain RAS in AD-
related brain pathology and suggests a possible role for AT4R in ARBs-mediated

protective effects in cognitively intact individuals.

Keywords: Alzheimer’s disease, Brain, Brain renin-angiotensin system, Angiotensin
y > > y

receptor blockers
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1. GIRIS

Alzheimer Hastaligi, ilerleyici ndron kaybi ve kognisyonda bozulma ile
seyreden karmasik bir ndrodejeneratif hastaliktir. Hastaligin patolojik karakteristikleri
olarak néron dejenerasyonu, ekstraseliiler amiloid plaklar ve intranéronal norofibriller
yumaklar (NFY) tanimlanmistir. Bu patolojik degisikliklerin hastaligin klinik
semptomlar1 baglamadan ¢ok once gelistigi birgok calismada gosterilmistir (1,2).
Hastaligin etiyolojisi tam olarak netlesmese de patogenezinde inflamasyon ve
oksidatif stresin 6dnemli bir rol oynadigina dair kanitlar giderek artmaktadir (2—4).
Epidemiyolojik ¢alismalarda renin-anjiyotensin sistemi lizerinden etki gosteren ilaglar
ile Alzheimer Hastalig1 arasindaki iliskinin gosterilmesi ile heniiz kiiratif bir tedavisi

bulunmayan hastalik ile beyin renin-anjiyotensin sistemi iliskisi onem kazanmaigstir.

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) ilk olarak su ve elektrolit dengesini, sistemik
vaskiiler direnci, aldosteron salinimini ve kardiyovaskiiler homeostazi diizenleyen
endokrin sistemin bir parcgasi olarak tanimlanmistir (5-7). Klasik RAS, renal afferent
arteriyollerin jukstaglomeriiler hiicrelerinden renin salgilanmasiyla aktiflesir. 11k ve
hiz smirlayic1 adim olarak renin, dncii molekiil anjiyotensinojeni anjiyotensin (Ang)
I'e doniistiiriir ve sentezlenen Ang I daha sonra c¢ogunlukla akciger endotel
hiicrelerinde yerlesim gosteren anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) tarafindan
anjiyotensin II'ye donistiiriiliir. Bu sistem i¢inde Ang II, anjiyotensin II tip 1
reseptoriine (ATiR) ve anjiyotensin II tip 2 reseptoriine (AT2R) baglanarak birbirine
z1t etkilere yol agan biyoaktif bir iiriindiir (8—10).

Klasik endokrin RAS"in 6tesinde, ilave arastirmalar RAS'in otokrin ve parakrin
etkileri de oldugunu gostermistir (11). RAS elemanlarinin  lokal olarak
sentezlenebildigi ve endotel hiicreleri, adrenal ve hipofiz bezleri, testis, yumurtalik,
bobrek, kalp ve goz dahil olmak {izere bircok dokuda lokal olarak etki ettigi
gosterilmistir ve bu RAS formu lokal / doku RAS olarak adlandirilmistir (10,12,13).
Lokal RAS'lar arasinda, Ganten ve ark. tarafindan kesfedilen beyin RAS, sistemik
RAS bilesenleri beyin bolgelerinin ¢oguna kan-beyin bariyeri nedeni ile

erisemediginden 6zel bir 6neme sahiptir (14,15).



Beyin RAS’1n, vaskiiler ve kan basinct kontrolii gibi RAS’in iyi bilinen
rollerinin 6tesinde santral sinir sisteminde oksidatif stres ve ndroinflamasyon dahil
olmak iizere ¢esitli mekanizmalar araciliiyla 6grenme ve hafiza, noronal farklilagma,
beyin homeostazi, ndrotransmiter sekresyonundaki degisiklikler gibi karmagik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (16-21). Noronlarda ve astrositlerde, Ang I1 /ATiR yolag,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretir ve oksidatif strese sebebiyet verebilir (15,22).
Tersine, Ang II/AT2R yolaginda nitrik oksit (NO) {iretilir ve siiperoksit artig1 engellenir
(23). Boylece, AT2R, AT R’ nin yikici etkilerini antagonize eder (24,25). Ang II/AT|R
yolaginin aksine Ang II/AT2R yolagi ndroprotektif mekanizmalari, NO iiretimini, norit
biliylimesini ve beyin gelisimini indiikler ve boylece bilissel islevi iyilestirir (26). Bu
baglamda, bozulmus AT2R sinyali, ATR aracili oksidatif stres ve noroinflamasyon ile
sonuglanir, bu da biligsel bozulmaya yol agabilir. Ek olarak, beyin RAS mikroglialar
izerinde de etkilidir (23,27). Beyin RAS'1n asir1 aktif Ang II/ATiR yolag1 mikroglial
aktivasyonu ve M1 pro-inflamatuar polarizasyonu artirarak néroinflamasyona énemli
katkida bulunur (20). Sonug olarak, uzun siireli ve ¢éziilmemis inflamasyon, néronlara
ve sinapslara zarar verir, bu da glial hiicrelerin kronik diizensizligine ve ardindan beyin

yapisinda ve islevinde kronik bozulmaya neden olur (28).

Alzheimer Hastalig1 etiyolojisine katkida bulunan mekanizmalardan bazilar
oksidatif stres, mitokondri islev kayb1 ve antioksidan sistemdeki degisikliklerdir (29).
Oksidatif stres, mitokondri membraninin lipid peroksidasyonu ile yapisal ve enzimatik
proteinlerin ve niikleik asitlerin oksidasyonu yoluyla hasara neden olur. Mitokondri
DNA'siin artan oksidasyonu, mitokondrinin biitiinliiglinii bozar ve ATP {iiretimini
azaltir, boylece potansiyel olarak mitokondrinin islev gérmemesine neden olur (4).
Mitokondrinin islevi azaldik¢a, amiloid-beta {iretimi, tau fosforilasyonu, sinaptik
dejenerasyon ve oksidatif stres gibi hiicresel degisikliklere yol agar (30,31). Ayrica,
proteinlerin oksidatif stresle iliskili modifikasyonlari, amiloid-beta agregasyonuna ve
tau proteininin fosforilasyonuna neden olabilir (32). Beyin RAS diizensizlikleri,
yukarida anlatilan mekanizmalarla oksidatif stres ve ndroinflamasyona yol agarak,
Alzheimer Hastaligt gibi kronik ndrodejeneratif hastaliklarin gelisiminde rol

oynayabilir (33,34).



Alzheimer Hastaligi’nin 6nleme yontemleri ve tedavisine baktigimiz da ise
maalesef bugiin itibariyle etkili bir risk azaltma, dnleme veya tedavi stratejisi mevcut
degildir. 20 yildan fazla bir siiredir, AH'min tedavisi ic¢in iki kategoride ilag
kullanilmaktadir. Bunlardan biri asetilkolinin yar1 Omriinii uzatan kolinesteraz
inhibitorleri iken digeri glutamat eksitotoksisitesini ve ndronal hasari sinirlayan bir
NMDA reseptor antagonisti olan memantindir (35). FDA tarafindan yeni onay alan
aducanumab kulanimu ise etki diizeyi ve yan etkileri dolayisiyla tartigmalidir (36). Son
zamanlarda, anjiyotensin II tip 1 reseptor blokdrleri (ARB) veya ACE inhibitorleri
(ACEI) gibi RAS iizerinden etki gosteren ilaglarin kullanimi ile Alzheimer Hastalig1
prevelansi arasinda bir iligki gosterilmesi ile de beyin RAS ve Alzheimer Hastalig1

iligkisi 6nem kazanmugtir.

Iki tiir RAS iizerinden etki gdsteren, sik kullanilan ilag vardir: ARB'ler ve
ACED’ler. Bunlar arasinda, ATiR blokaji yapan ARB'ler, Ang II seviyelerinin
artmasina neden olur ve sonug¢ olarak AT>R'min uyarilmasini artirir. Aksine, ACE
inhibitorleri daha diisiik Ang II seviyelerine neden olur ve sonug¢ olarak hem AT{R
hem de AT>R'nin uyarilmasini azaltir (37). Bu nedenle ARB’ler ile, sistemin, anti-
oksidan ve anti-inflamatuar AT>R y0niine kaymasindan ve zararli etkilerin daha
spesifik olarak bloke edilmesinden dolay1 biligsel bozuklugun onlenmesinde diger
RAS etkili ilaglara gore ARB’lerin potansiyel avantajlari oldugu diistintilmustiir

(38,39).

ARB’lerin c¢esitli ¢alismalarda goriillen AH’ye karst koruyucu etkileri ilk
olarak, kan basinci diisiiriicii etkilerine baglanmistir (40). Yukarida agiklanan sistemik
RAS’tan bagimsiz hareket eden beyin dokusuna spesifik RAS’1in gdsterilmesi ve
gorevlerinin aydinlatilmaya baglanmasi ile bu koruyucu etki 6nem kazanmstir. Fakat,
yasa bagli RAS degisiklikleri ve bunun AH'nin gelismesine ve ilerlemesine katkisi
arasindaki iligki hala net degildir (41-44). Birkag¢ epidemiyolojik ¢alismada, ARB ile
tedavi edilenlerde, diger anti hipertansif ilaglarla tedavi edilenlere kiyasla AH

insidansinda ve ilerlemesinde 6nemli bir azalma goriilmiistiir (45,46).

Ozetle, RAS simdiye kadar bahsedilen birgok mekanizma araciligiyla AH
patogenezine etki eden kritik bir bilesen olma potansiyeline sahiptir. Bu etkinin

kanitlanmasi, RAS"1 diizenleyen ilaglarin hali hazirda bulunmasi ve AH gelisim



riskinin azaltilmasi ve hastaligin ilerlemesinin yavaslatilmasi i¢in kullanilabilme

potansiyellerinin yiiksek olmasi nedeni ile olduk¢a dnemlidir.

Bu tezde, oncelikle beyin anjiyotensin reseptorlerinin Alzheimer Hastalig
patogenezindeki roliinii gdstermek ve anjiyotensin reseptdr blokorlerinin beyin RAS
tizerindeki etkilerini ve Alzheimer Hastalig1 {izerindeki roliinii ortaya koymak

amaglanmistir.

[k amag dogrultusunda, RAS sistemini etkileyen ACEI ve ARB cinsi ilag hi¢
kullanmamis kognitif bozuklugu olmayan (NK) (n=30) ve Alzheimer Hastalig1 (AH)
olan (n=30) katilimcilarin beyin AGT (anjiyotensinojen geni), REN (renin geni), ACE
(anjiyotensin doniistiiriicii enzim geni) gen ifadeleri, beyin AGTR1, AGTR2 ve LNPEP
(AT4R) gen ifadeleri ve ATiR, AToR ve AT4R protein diizeyleri ile oksidatif stres
belirteci olarak protein karbonil diizeyleri, inflamasyon belirtegleri olarak interlokin 6
(IL-6), interlokin 1f (IL-1p), interferon-gamma (IFN-y) ve tiimdr nekrozis faktor-a
(TNF- a) seviyeleri dlgiilerek, gruplar arasi farkliliklar tespit edilmistir. Ikinci asamada
ise ARB’lerin etkilerini kognitif olarak bozuklugu olmayan ve AH olan katilimcilarda
ayr1 ayr1 gozlemleyebilmek i¢in hi¢ ARB kullanmamis ve ARB kullanmis kognitif
bozuklugu olmayan katilimcilar birbirleri ile karsilastirilirken, ARB kullanmamis ve

ARB kullanmig AH olan katilimcilar da kendi arasinda karsilagtirilmistir.
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L99032481-CR0O7 bagvuru numarasi ile alinmistir. Bu arastirmanin izni ise The
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2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer Hastaligi, ilerleyici noronal kayip ve biligsel bozulma ile
karakterize, siklig1 yas ile artan karmasik bir nérodejeneratif hastaliktir (47). Hastalik
ilk kez 1906 yilinda Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmustir. Ilerleyici biling kaybi
ve kisilik degisikligi gibi klinik 6zellikleri olan kadin hastay1 takip eden Alzheimer,
hastanin 0liimii sonrasi beyinde gelisen makroskopik ve mikroskopik degisiklikleri
detayli olarak tarif etmistir (48). Yasli niifusta en sik demans nedenidir ve tlim demans
vakalarmin %50-80'ini olusturmaktadir. Su anda diinya ¢apinda yaklagik 50 milyon
kisi demans hastasidir ve yasl niifusun artmasiyla birlikte bu saymin her 20 yilda bir
neredeyse ikiye katlanarak toplam saymin 2050 yilinda 152 milyona ulasacagi
ongoriilmektedir (49). 2000 ve 2019 yillar1 arasinda kalp hastaligina bagli 6liimler
%7.3 azalirken, AH’ye bagh oOliimler %145 oraninda artmistir (50). Tiirkiye ise
demans sikligmmin en yiiksek oldugu iilkeler arasindadir (51). Saglik Bakanligi
verilerine gore Tiirkiye’de 2018 yili itibariyle yaklasik 500 bin Alzheimer Hastalig1
tanis1 almis hasta bulunmaktadir ve Tiirkiye Istatistik Kurumu tarafindan 2050 yilinda
bu saymin 1.8 milyona ulasacagi dngoriilmektedir. 2019 Saglik Istatistikleri Yillig
verilerine gore 65 yas ve lizeri bireylerin son 1 yil iginde gecirdigi saglik sorunlarinin
%6’sin1 Alzheimer Hastaligi olustururken, 6limlerin %3’ii Alzheimer Hastaligi ve

demans kaynakli gerceklesmistir (52).

Demansi olan ve olmayan 83 hastanin beyin otopsilerine dayanarak, Braak ve
ark. hastaligin patolojik 6zelliklerini spesifik sinir hiicrelerinin dejenerasyonu, noritik
plaklarin varligi ve ndorofibriler yumaklar olarak tanimlamistir (53). En belirgin
patolojik degisikliklerin, klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasindan yillar Once
olusmaya baslayan ekstraseliiler amiloid plaklari ve intrandronal NFY birikimleri
oldugu saptanmistir (54,55). Bu birikimlerin AH patogenezinde nedensel olmamasi
miimkiin olsa da, AH'yi demansa yol agabilen farkli hastaliklar arasinda benzersiz bir

norodejeneratif hastalik olarak karakterize ederler.

2.1.1. Alzheimer Hastalhig1 Patofizyolojisi



Alzheimer Hastaligi, beta amiloid peptid iceren ndritik plaklar ve
hiperfosforile tau protein iceren ndrofibriler yumaklar ile karakterize ve noron ve
sinaps kaybi sonucunda beyin atrofisine yol agan karmasik bir hastaliktir. insan
beyninin karmasikligi, makul hayvan modellerinin ve arastirma araglarinin eksikligi
nedeniyle, AHnin ayrintili patogenezi su ana kadar belirsizdir. Alzheimer Hastalig1
hakkinda amiloid-beta, tau, kolinerjik néron hasari, oksidatif stres ve noroinflamasyon

dahil olmak iizere ¢esitli hipotezler gelistirilmistir (56).
a. Amiloid-Beta Hipotezi

Amiloid-beta peptidi, bir transmembran protein olan amiloid prekiirsor
proteininin (APP) yikim {iiriinlerindendir. Santral sinir sisteminde, APP bir dizi
proteolitik enzimle kesilerek metabolize edilmektedir. APP, iki ayr1 yolak {izerinden
yikima ugrayabilir. Her iki yolakta da ikinci basamakta y-sekretaz tarafindan kesime
ugrar. Amiloidojenik olmayan yolakta birinci basamakta a-sekretaz tarafindan kesilen
APP’den ¢oziilebilir formda olan, ¢oziilebilir amiloid prekiirsor protein o (SAPPa) ve
membrana bagl 83 aminoasitlik C83 fragmani olusur. Daha sonra bu parga y-sekretaz
ile kesildiginde ise yine ¢oziilebilir bir form olan p3 ortaya ¢ikar ve membrana bagh
amiloid intraseliller domain (AICD) isimli fragman sitoplazmaya salinir.
Amiloidojenik yolakta ise APP ilk olarak B-sekretaz (BACE-1; b-site APP cleavage
enzyme 1) tarafindan kesime ugrar. Bunun sonucunda ¢oziilebilir amiloid prekiirsér
protein B (SAPPB) ve membrana bagli 99 aminoasitlik C-terminal pargasi C99 ayrilir.
C99’un y-sekretaz ile isleme girmesi ise Amiloid-beta sekresyonu ve ACID olugumu
ile sonuglanir. C99’un vy-sekretaz ile kesilmesinden ortaya c¢ikan amiloid-beta
peptidinin uzunlugu 37 ve 42 aminoasit arasinda degiskenlik gosterir. Fakat, uzun
varyantlar (Amiloid-beta 40 ve 6zellikle 42) birikmeye daha yatkindir. Amilod-beta,
fazla tiretilmesi ya da azalmis temizlenmesi sonucunda, parcalanamayip, yapisi
nedeniyle oligomerize olmakta ve “beta-tabakasi” tipinde baglantilar kurarak

coziinemez hale gelip plaklar seklinde ¢okmektedir (56,57).

Hem c¢oziilebilir amiloid-beta hem de plaklar toksiktir ve bu hipotezde, bu
toksik etkilerin tau hiperfosforilasyonu, inflamasyon, oksidatif stres gibi sekonder

olaylara yol agtig1 diisiiniilmektedir (58,59).



b. Tau Hipotezi

Norofibriler yumaklarin temel bileseni hiperfosforile tau proteinleridir. Tau 17.
kromozom tarafindan kodlanan mikrotiibiil-iligkili protein (microtubule-associated
protein; MAP) ailesinden bir protein olup mikrotiibiillerin stabilizasyonu, hiicre
iskeleti biitiinliigli ve kargo vezikiillerinin aksonal taginmasinda rol almaktadir. Bu
hipoteze gore, tau proteinlerinin islevini ve izoform ekspresyonunu degistiren
mutasyonlar, onun hiperfosforilasyonuna yol acar. Stabilitelerini kaybeden tau
proteinleri mikrotiibiillere ¢cok diisiik bir afinite ile baglanarak mikrotiibiil stabilitesinin
bozulmasina neden olurlar. Ayrica, hiper fosforlanmig tau ipliklerinin toplanmasiyla
olusan norofibriller yumaklar, sinir hiicrelerinin mikrotiibiil agin1 parcalar. Bu, hiicre
icinde ve hiicreden herhangi bir biyokimyasal iletisimin inhibisyonuna ve hiicre

iskeletinin tahrip olmasina yol agar (60).
c. Oksidatif Stres ve Alzheimer Hastahg:

Oksidatif stres, AH patogenezinde yer aldig1 diisiiniilen mekanizmalardan bir
digeridir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminin hiicrenin antioksidan
savunma mekanizmasint astigi durumda gerceklesir. Beyin, yiiksek enerji ihtiyaci,
yiiksek oksijen tiiketimi, kolayca peroksitlenebilir ¢oklu doymamais yag asitleri, giiglii
bir ROS katalizorii olan demirin fazlali§i ve antioksidan enzimlerin gorece azligi
nedeniyle oksidatif dengesizlige olduk¢a duyarlidir, bu durum Alzheimer Hastaligi’na

sahip beyinlerde daha da belirgindir (61).

Serbest radikallerin birikimi ve oksidatif stres, plazma ve mitokondri
membranlart gibi membranlarin lipit peroksidasyonu veya protein tersiyer yapi ve
islevinin ve niikleik asitlerin geri doniisii olmayan modifikasyonu ile yapisal ve
enzimatik proteinlerin oksidasyonuna sebep olarak hasara ve néronal dejenerasyona
neden olur. Ayrica, amiloid-beta oligomerleri membran ¢ift katmanlari arasina girerek,
ROS iiretimine ve ardindan hiicre i¢i protein ve niikleik asit oksidasyonuna yol acabilir

(60).

Abartili bir ROS iiretimine karsi koymak ic¢in, mitokondri ¢ok etkili bir

antioksidan sisteme sahiptir, glutatyon peroksidaz, katalaz ve peroksiredoksin gibi.



Mitokondri DNA’s1 (mtDNA), elektron transfer zincirinin yakininda yerlestigi ve
histonlarla cevrili olmadig1 icin oksidatif hasara 6zellikle duyarlidir. Mitokondri
DNA’sinin eszamanl artan oksidasyonu ve DNA onariminin eksikligi, mitokondri
genomunda hasar1 arttirabilir ve ndronal hasara neden olabilir. Oksidatif stres
belirteclerinin yiiksekligi Alzheimer hastalarinin beyinlerinde raporlanirken, ayrica
oksidatif stresten korunma mekanizmalarinda da bozukluk saptanmistir (3,62—-66). Bu
temelde, biyomolekiillerde oksidatif aracili hasarin yaygin olarak AH'de rapor
edilmesi oksidatif stresin hastalik patogenezinde kritik bir rol oynadigim
diisiindiirmiistiir (67). ROS olusumunun ana kaynagi ve oksidatif hasarin ana hedefi
olarak, mitokondrinin ilerleyici bozulmasi yaslanma ve AH ile iliskilendirilmistir (68).
Oksidatif stres ve mitokondri islevsizligi arasindaki etkilesim, muhtemelen AH'de

gozlenen degisiklikleri artiran kisir bir dongii olusturur.
d. inflamasyon ve Alzheimer Hastalig

Reaktif gliozis ve noroinflamasyon, AH'nin karakteristik 6zelliklerindendir.
Transkriptomik ¢aligmalarla da desteklendigi gibi, mikroglia ile ilgili yolaklarin AH

riski ve patogenezinde 6nemli bir yere sahip oldugu diisiiniilmektedir (56).

Mikroglia, bir yandan kompleman bilesenleri, kemokinler, serbest radikaller
ve inflamatuar sitokinler gibi inflamatuar mediatdrleri serbest birakarak, amiloid-beta
olusumuna ve oligomerlerin toplanmasina yol acarak AH patogenezini baslatir (69).
Ote yandan, mikroglia, amiloid plaklarmnin temizlenmesini uyarir. Bdylece, mikroglia
aktivasyonunun neden oldugu néroinflamasyon bir kisir dongiiye girer ve amiloid-beta
plaklar1 mikrogliay1 aktive ederken, mikroglia inflamatuar mediatorler {retir,
inflamasyona ve amiloid-beta birikimine neden olur (70). Bu nedenle, mikroglia asir1
aktivasyonunun onlenerek bu dongiiniin inhibe edilmesi, AH'ye kars1 potansiyel bir
hedef olabilir. Mikroglianin erken uyarimi, amiloid-beta plaginin temizlenmesinde

oldukca yararlt olsa da, sonraki asamalarda ndroinflamasyon ve apoptozu indiikler

(71).
2.2. Renin-Anjiyotensin Sistemi

2.2.1. Klasik ve Lokal Renin-Anjiyotensin Sistemine Giris



Renin-anjiyotensin sistemi ilk olarak sivi-elektrolit dengesini saglayan,
sistemik vaskiiler rezistans1 ve kan basicini diizenleyen endokrin sistemin pargasi
olarak tanimlanmistir. 1lk olarak reninin kesfinden (7) 40 sene sonra diger bir RAS
bileseni olan anjiyotensin es zamanli olarak iki ayr1 grup tarafindan tanimlanmistir
(5,6). Klasik renin-anjiyotensin sistemi renal jukstaglomerular hiicrelerden renin
salimmu ile baslar. Ilk ve hiz kisitlayict basamak olarak renin, anjiyotensinojeni
anjiyotensin I’e gevirir. Anjiyotensin I daha sonra ACE enzimi ile Ang II’ye ¢evrilir.
Bu sistem ic¢inde, Ang II primer biyoaktif {irlin olarak Anjiyotensin II tip 1 ve tip 2

reseptorleri iizerinden antagonistik etki gosterir (72—74).

Klasik (sistemik) renin-anjiyotensin sisteminin yaninda yakin zamanda lokal
olarak sentezlenerek etki gdsteren bir lokal RAS sisteminin de oldugu ve akciger,
bobrek, kalp ve goz gibi bir cok dokuda etkin oldugu gosterilmistir (73,75,76). Bu yeni
sistem lokal (doku) RAS olarak adlandirilmistir. Bu lokal RAS sistemleri i¢inde,
Ganten ve ark. tarafindan kesfedilen beyine spesifik RAS, sistemik RAS bir¢ok beyin
bolgesinde kan beyin bariyerini gegerek etki gosteremedigi i¢in ayr1 bir Sneme sahiptir

(77,78).
2.2.2. Beyin Renin-Anjiyotensin Sistemi

Sistemik ve lokal olmak tiizere beyinde iki ana renin-anjiyotensin sistemi
mevcuttur (79,80). Sistemik RAS etkilerini kan beyin bariyeri (KBB) olmayan
sirkiimventrikiiler organlar araciligtyla hipotalamus ve medullaya uzanarak gosterir
(81,82). Beyin RAS’ta ise sistemik RAS’in tiim komponentleri bagimsiz olarak
sentezlenerek etki gosterebilir (78,83). Beyinde aktif RAS genleri yam1 sira RAS

bilesenlerinin de novo iiretimi de genel olarak kabul edilmektedir (83—86).

Anjiyotensinojen, beyinde ¢esitli ndroaktif anjiyotensin peptitlerine doniismek
tizere astrositlerden iiretilir ve salinir (87,88). Anjiyotensinojenin dekapeptit Ang I'e
doniislimii, renin tarafindan katalizlenir. Daha sonra, bir ¢inko metalloproteaz olan
ACE, oktapeptit Ang Il'yi olusturmak i¢in Ang I'in karboksi-terminal dipeptidini
hidrolizler (78). Glutamil aminopeptidaz A (AP-A), Ang II'nin N-terminalindeki
aspartat kalintisini/rezidiisiinii keserek heptapeptid anjiyotensin III'ii olusturur ve Ang

IIT daha sonra alanil aminopeptidaz N (AP-N) tarafindan heksapeptit anjiyotensin [V'e
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(Ang 1V) dontstiriiliir (89,90). Alternatif olarak Ang II, ACE'nin bir izoformu olan
karboksipeptidaz P ve ACE2 tarafindan Ang (1-7)’ye donistiiriilebilir (78). ACE2
ayrica Ang I'i Ang (1-9)'a doniistiirebilir. Ang (1-7), ACE ile Ang (1-9)’dan veya notr
endopeptidaz ile Ang I'den doniistiiriilebilir (91). Ang I, Ang (1-7) ve Ang IV beyinde

etkileri gosterilen ana ndroaktif anjiyotensin peptidleridir (Sekil 1).

[Angiotensinogen]
Renin 1
ACE 1 - .

Sekil 2. Beyin renin-anjiyotensin sistemi ligand ve reseptorleri

Ang I1, her ikisi de G-proteine bagli reseptor (GPCR) ailesinin iiyeleri olan iki
reseptOr alt tipi aracilifiyla etki eder: Anjiyotensin II tip 1 reseptorii (ATiR) ve
Anjiyotensin II tip 2 reseptorii (AT2R) (92). Insan anjiyotensin II tip 1 reseptdrii 359
amino asit igerir ve 41 kDa'dir. Anjiyotensin II tip 2 reseptorii ise ATiR’e %34
Ozdestir, 363 amino asitten olusur ve 41kDa'lik bir kiitleye sahiptir (93,94). ATiR'ler
ve AT:R'ler cogunlukla korteks, hipokampus ve bazal gangliyonlarda tanimlanmistir
(20,34,95). ATiR ve AT:2R noronlar, astrositler, mikroglia ve oligodendrositlerde

gosterilse de, normal ve hipertansif kosullar altinda ATiR ve AT;R'nin hiicresel
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konumlar1 gostermeyi hedefleyen bir ¢alisma ndronlarda daha yogun bulunduklarini

gostermistir (96).

Sistemin en yeni kesfedilen bir baska reseptorii ise anjiyotensin tip 4
reseptoriidiir (AT4R). Ang IV bu reseptdr zerinden etki gosterir. Diger anjiyotensin
reseptorlerinden farkli olarak AT4R, insiilinle diizenlenen aminopeptidaz (IRAP)’dur.

AT4R'ler beynin bilissel ve duyusal alanlarinda bol miktarda bulunmustur (90).

ATIR ve AT:R wuyarmm genellikle zit etkilere yol agar. ATiR
vazokonstriksiyon, hiicresel proliferasyon, hiicre biiyiimesi ve siiperoksit liretimine
aracilik ederken, AT2R vazodilatasyona aracilik eder ve antioksidan ve antiinflamatuar
ozellikleri gosterilmistir (97,98). ATiR'nin Ang II ile uyarilmasindan sonra, inositol
trisfosfat, diacilgliserol ve arasidonik asitten olusan ikincil haberci sinyali, fosfolipaz
C, A ve D gibi yolak efektorlerinin aktivasyonunu baglatir. Protein kinaz C, Akt, hiicre
ici protein kinazlar (reseptdr ve reseptdr olmayan tirozin kinazlar gibi) ve serin /
treonin kinazlar (mitojenle aktive edilmis protein kinaz [MAPK] ailesi kinazlar gibi),
ATIR sinyal kaskadiyla etkinlestirilir (21). AT2R, protein fosfataz ve NO / siklik GMP
sistemini aktive eder ve fosfolipaz A2'yi uyarir (97). AT2R ayrica insiilin ve epidermal
bliylime faktorii reseptorlerinin otofosforilasyonunu engelleyerek hiicre biiylimesini ve
proliferasyonunu bloke eder (99). Ayrica, ATiR blokaji, negatif geri beslemeyi inhibe

ederek anjiyotensinojen ve AT>R uyarimini artirir (100).
2.2.3. Anjiyotensin Reseptorlerinin Hiicre Tipine Gore Islevleri

Noronlarda, Ang II/AT:R yolagi, diger dokularda oldugu gibi NADPH oksidaz
aracilifiyla reaktif oksijen tiirleri iireterek, oksidatif stres olusturur. Tersine, Ang II/
AT>R yolagi NO iiretir ve siiperoksit artisin1 engeller (23). Noronlarda, Ang II/ATR
yolag1 prooksidatif ve proinflamatuar ozelliklere sahipken, Ang II/AT2R yolagi
koruyucu olarak iglev goriir (23). Ayrica AT2R agonisti CGP421140'in NO {iretimini
doza bagh bir sekilde aktive ettigi ve AT>R blokdrii PD-123319'un bunu azalttig
gosterilmistir (17).

Mitokondriye 0zgli RAS'ta oldugu gibi, niikleer RAS, oksidatif stresin

diizenlenmesi i¢in esastir. Ek reseptor tiirlerinin transkripsiyonu ve trafigi yoluyla
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RAS'n zararli ve koruyucu yolaklar1 arasindaki dengeyi korur (23,101,102). Niikleer
ATiR'ler aktive edildiginde, hem oksidatif hem de anti-oksidatif mekanizmalar
baglatilir. Anjiyotensinojen ve renin mRNA seviyelerinde bir artis goriiliir, bu da daha
fazla hiicre i¢i Ang II sentezine yol acar. Eszamanli olarak, koruyucu AT2R seviyeleri
artar ve AT2R'ler mitokondri ve hiicre zarlar1 gibi farkli organellere iletilir. Bu telafi

edici mekanizmalar, yaglanma ve bilissel bozukluklarda islevsiz olabilir (20).

Ang II/ATiR ekseninin agir1 aktivasyonunun beyin iizerinde hipertansiyon,
ndroinflamasyon, artan oksidatif stres, kan beyin bariyerinin bozulmasi ve
ndrotoksisite gibi bir¢ok zararl etkisi vardir (103,104). Ang II/AT:R yolagi, merkezi
sinir sisteminde sempatik ndrotransmitter salinimim artirir. Ozellikle vazopressin,
dopamin ve norepinefrin salinimini kolaylastirmaktadir (105-107). Ayrica ¢alismalar,
beyin RAS"!n inhibitor GABA ve uyarici glutamat vericileri iizerindeki etkilerini
aragtirmistir. Ang II/ATiR ekseninin GABA'y1 azalttigi ve glutamat saliiminm
arttirdigr gosterilmistir (108—110). AT2R aktivasyonunun ATiR'nin norosekretuar
etkisine karsi islev gordiigline dair kanitlar vardir (107,111).

Ang II/ATR sinyalinin etkilerinin aksine, Ang II, AT2R aktivasyonu yoluyla
noroprotektif mekanizmalari, NO {iretimini, ndrit bilylimesini ve beyin gelisimini
indiikler, boylece biligsel islevi gelistirir (26). Bu baglamda, bozulmus AT2R sinyali,
ATiR aracili oksidatif stres ve ndroinflamasyon ile sonuglanir, bu da biligsel
bozulmaya neden olabilir. Ornegin, hipokampus iginde AT.R aktivasyonunun
azalmasimin dendritik iskelet anormalliklerine ve uzaysal bellek eksikliklerine neden
oldugu gosterilmistir (112). Baska bir noroprotektif mekanizma olarak, AT:R
aktivasyonu, kemirgenlerde iskemik yaralanmadan sonra artan VEGF iiretimi yoluyla
noronal sagkalimi ve norolojik eksiklikleri iyilestirmistir (113). AT2R aktivasyonu
ayrica, ubikuitin-konjuge edici bir enzim varyant1 olan metil metansiilfonata duyarl
2'nin indiikklenmesi yoluyla sinir sistemindeki hasarli DNA'min onarimini ve

farklilasmay1 da arttirir (25).

ATsR'ler ¢ogunlukla noronlarda, o6zellikle duyusal ve biligsel bolgelerde
bulunur. AT4R'lerin biligsel etkileri i¢in davranissal kanitlar sunan ilk ¢aligmalardan
birinde, intraserebroventrikiiler olarak bir Ang IV analogu kullanarak dairesel su

labirenti gorevinde skopolaminle indiiklenmis eksiklikleri olan si¢anlarin 6grenme ve
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hafiza islevlerinde iyilesme gosterilmistir (114). Onceki calismalarda, Ang IV'iin
etkisini, kismen insiilinle diizenlenen glikoz tasiyicis1 (GLUT 4) ile birlikte dagilan
IRAP araciligiyla gosterdigi 6ne siiriilmiistiir (115,116). Bu baglamda, AT4R'lerin bazi
etkilerini IRAP'1n katalitik aktivitesini inhibe ederek gosterdikleri diislinlilmiistiir
(117-119). Bu inhibisyonla birlikte, Ang IV, vazopressin, oksitosin, somatostatin ve
endotelyal NOS gibi bellek konsolidasyonunu ve geri ¢agrimini arttirdigi gosterilen
cesitli pro-biligsel endojen peptitlerin yar1 dmriinii uzatir. Bellegi gelistiren bir diger
AT4R/IRAP aracili yol da, GLUT4 vezikiiler trafiginin diizenlenmesi yoluyla néronal
glikoz alimidir (26,120-122), Ayrica, AT4R aktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum
akisindaki artiglar yoluyla N-metil-d-aspartat bagimli olmayan (NMDA olmayan) bir
LTP (uzun siireli potansiyasyon) formunu indiikler (123). Ang IV'iin bilissel etkileriyle
ilintili olarak, IRAP inhibitdrlerinin hafizay: iyilestirdigi gosterilmistir (124—126).
Ang IV/AT4R'nin 6nerilen diger bir ndroprotektif yolu, hepatik biiylime faktorii ve tip
1 tirozin kinaz reseptorii (c-Met) sinyallemesidir. HGF/c-Met yolunun bir aracisi
olarak Ang IV, c-Met'i uyarir (121,127), bu da daha sonra NMDA'ya bagimli olmayan
LTP yolunu indiikler (128—130).

Ek olarak, HGF/c-Met sistemi, serebral kan akimini1 diizenleyerek
serebroprotektif etkiler gosterir. HGF/c-Met sisteminin tiim bu islevleri, AngIV/AT4R
sistemininkilerle ortiismektedir (131). Ang IV'in 6grenme ve hafiza etkilerinin bir
bagka sebebi ise, ndrotransmiter salgilanmasinin diizenlenmesidir. Bu baglamda, Ang
IV'lin serotonin, dopamin ve asetilkolin salinimini1 modiile ettigi hipoteze edilmistir
(120,132,133). Bu hipotez, AT4R'ler ve D2 reseptorlerinin yakin lokalizasyonunu ve
D2 ve D4 dopamin reseptorlerinin blokaji yoluyla AnglV ile indiiklenen biligsel

iyilesmenin sinirlandirildigini gosteren ¢aligmalarla desteklenmistir (134—137).

Astrositler beynin ana anjiyotensinojen kaynagidir. Astrositlerin de hiicre
zarlarinda, mitokondrilerinde ve c¢ekirdeklerinde ATiR ve AT:R bulunur
(23,138,139). Tamamen net olmasa da, az sayida ¢aligma astrositlerde ATsR'lerin
varligimi gostermektedir (140,141). Noronlarda oldugu gibi, AT R'lerin astrositlerde

asir1 aktivasyonu oksidatif strese, inflamasyona ve biligsel bozulmaya katkida bulunur.
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Bununla birlikte, astrositik AT;R aktivasyonu KBB'nin gegirgenligini de etkiler
(142,143).

Mikroglial hiicreler, beynin immiin ve inflamatuar yanitlarina aracilik eden
makrofajlardir (144). iki durumda olabilirler: dinlenir veya aktif. Normal kosullarda,
ndronlar tarafindan salgilanan immiinosupresif proteinler nedeniyle mikroglia
dinlenme durumunda kalir. Adlarimin aksine, dinlenme durumundaki mikroglia
hiicreleri, beyin homeostazindaki herhangi bir anormalligi tespit etmek i¢in ¢evrelerini
aktif olarak taramaktadirlar. Aktiflestiklerinde, iki farkli alt duruma kutuplasabilirler:
proinflamatuar/klasik olarak aktive edilmis (M1) ve anti-inflamatuar/alternatif olarak
aktive edilmis (M2) alt durumlari. M1 alt durumu, proinflamatuar mediyatorleri ve
serbest radikalleri salgilayarak ndronal 6liimii siddetlendirir. Buna karsilik, bagisiklik
diizenleyici mikroglia olan M2 substrati, beyin onarimini/rejenerasyonunu destekler,
ndronlart koruyan biiylime faktorleri ve anti-inflamatuar sitokinler {iretir ve iltihab1
azaltir (20). Herhangi bir beyin lezyonunun varliginda proinflamatuar M1'den
immiino-diizenleyici M2 substratina yetersiz geg¢is, inflamatuar sitokinlerin ve ROS'un
uzun siireli salinimina neden olabilir, bunu artan noéroinflamasyon ve
ndrodejenerasyon izler (145-147). RAS"n periferik bagisiklik sisteminde oldugu gibi
bu bagisiklik diizenleyici yanitta da rolii oldugu bilinmektedir (20). Ozellikle RAS,
mitokondri, ¢ekirdek ve hiicre zarlari lizerindeki ATiR'ler ve AT2R'ler araciligiyla
mikrogliay1 etkiler (23,27,139). M1 mikroglia proinflamatuar yanitt uyarmasi ile
AT R'ler ve AT2R'ler upregiile olur. Bu sekilde, niikleer AT R'nin aktivasyonu kendini
upregiile eder ve M1 fenotipine dogru kaymaya yol acar. M1 pro-inflamatuar yanitin
ATR aracili aktivasyonunun, hiicre 6liimiinii ve inflamasyonu siddetlendiren ve
sonucta bozulmus bilige yol agan mekanizma oldugu one siiriilmiistiir (148). ATR ile
gozlemlenene benzer sekilde, niikleer AT2R'nin aktivasyonu kendini upregiile eder ve
M2 fenotipine dogru bir kaymaya yol acar (20). Bu degisim ayrica, IL-10 ve IL-4 gibi
anti-inflamatuar sitokinlerin {iretimine ve sinaptik klirense yardimei olan fagositik
reseptorlerin ifadelerinin artisina yol agar (16,27,149,150). Bu mekanizma ile beyin
RAS'm Ang II/ATIR yolagi mikroglial aktivasyonu ve polarizasyonu artirarak
noroinflamasyona o6nemli katkida bulunur (20). Sonug¢ olarak, uzun siireli ve
¢ozlilmemis inflamasyon, ndronlara ve sinapslara zarar verir, bu da glial hiicrelerin

kronik diizensizligine ve ardindan beyin yapisinda ve islevinde kronik bozulmaya
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neden olur (28). Antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip olan AT2R, hiicrenin
hayatta kalmasin1 ve sinaptik plastisiteyi destekledigi bilinen beyin kaynakli nérotrofik
faktoriin (BDNF) iiretimini de arttirir (148) ve bilisi gelistirir (151). AT2R ifadesi
genellikle ATiR ile birlikte telafi edici bir mekanizma olarak artarken, bu iligkinin

yaslanma ile bozuldugu gosterilmistir (20).

Oligodendrositler akson miyelinlestirici hiicrelerdir ve hiicre zarlarinda AT;R
ve AT.R'lerin mevcut oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle oligodendrositlerde,
ATiR'ler demiyelinizasyona yol acarken, AT:>R'ler yeniden miyelinizasyonu tesvik

ederek sinaptik iletimi artirir ve noronal iletigimi gelistirir (90,152).

2.2.4. Beyin Renin-Anjiyotensin Sistemi ile Oksidatif Stres ve

Néroinflamasyon Iliskisi

Onceki boliimde gozden gecirildigi gibi, RAS'm beyindeki islevleri
hipertansiyonla sinirli degildir. Bu islevlerin diizensizligi beyin iizerinde zararh
etkilere neden olabilir. Bu baglamda, beyindeki anksiyete, depresif bozukluk ve
alkolizm dahil olmak {izere bir¢ok farkli néropsikiyatrik bozuklukta beyin RAS'in rolii
tanimlanmistir (20). Beyin RAS, oksidatif stres ve néroinflamasyonda énemli bir rol

oynayarak kronik ndrodejeneratif hastaliklara da yol agabilir (153).
a. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirlerinin, fizyolojik kosullar altinda metabolizma, hiicresel
sinyalizasyon ve 6grenme ve bellek siireclerinin uygun sekilde olusumunda temel
rolleri olsa da (154—156), asir1 miktarda tiretilmeleri oksidatif strese yol agabilir (157).
ROS, NADPH-oksidazin (NOX) birincil {iriinii ve ksantin oksidaz, siklooksijenazlar,
uncoupled NOS ve mitokondriyal elektron tagima zinciri gibi diger bir¢cok enzimatik
islemin ikincil trlinleri olarak iiretilirler (18). Bunlar arasinda, membran NOX
kompleksleri ve mitokondri, ROS'un iki ana kaynagidir (158). Ayrica, biriken ROS
miktarlart mitokondriyal biitiinligii bozabilir, ATP {iretimini azaltabilir ve daha fazla
mitokondri kaynakli ROS'a yol acabilir (159). Mitokondri kaynakli ROS'un

sitoplazmaya ulasarak hiicresel islev bozukluguna katkida bulundugu bilinmektedir.
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ROS ile iliskili oksidatif stres, oksidasyon yoluyla proteinlerin yapisal ve
islevsel modifikasyonlarina yol agar. Bu modifikasyonlar, baz1 proteinlerin
hidrofobikligini arttirarak protein agregasyonuna yol agabilir. Protein agregasyonunun
bir sonucu olarak hiicresel toksisiteyi sinirlamak i¢in okside olmus ve hasar gérmiis
proteinlerin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi esastir. Bu uzaklastirma, protein
yikilmasi ya da otofajik yol ile gerceklestirilebilir. Bununla birlikte, ROS, proteazom
sistemini de bozabilir ve protein yikiminin azalmasina ve siniiklein veya tau gibi
anormal proteinlerin birikmesine nérodejeneratif hastaliklarda yol agabilir (160,161).
Proteazom bazli protein yikiminin ROS ile iliskili inhibisyonu, otofajiyi arttirir. Hafif
oksidatif strese yanit olarak otofaji ndéroprotektif olmasina ragmen, asir1 veya kronik
upregiilasyonu hiicresel oliimii tesvik eder (162). Bu yollar ile ROS iiretimi ve
oksidatif stresin yikic1 etkileri daha da siddetlenebilir (163). Ozellikle, hem proteazom
aracilt yikim hem de otofaji, yasa bagli islev bozuklugu gosterir ve ROS'un bu siirecler
izerindeki etkileri, yasa bagli norodejeneratif hastaliklarin gelisimine katkida bulunur

(162,164).

NOX'un yedi izoformu vardir. Bunlar arasinda beyinde NOX1, NOX2 ve
NOX4 tespit edilmistir (165). Ang II/ATR yolaginin asir1 uyarilmasi, bu beyin NOX
komplekslerini aktive edebilir ve agirt miktarda ROS iiretilebilir (166). Ang II'nin akut
ve kronik uygulanmasi ile NOX2 aktivasyonu yoluyla beyinde ROS'un yiikseldigi
gosterilmistir (167,168). Hiicre dis1 Ang II’nin, membrandaki ATR'ye baglanmasi ile
NOX2'yi aktive eder, hiicre i¢i Ca+2 seviyelerini arttirir ve hiicre i¢i oksidatif stres
olusturur (169). Ek olarak, Ang II'nin serebral dolasimdaki endotel bagiml
vazodilatasyonu yok edebildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, ilging bir sekilde Ang
II'nin bu zararl etkilerinin, Ang II ile tedavi edilen NOX2 eksikligi olan farelerde
meydana gelmedigini gosterilmistir (168). Niikleer ve mitokondriye ait AT R'lerin
aktivasyonu, noronlarda fosfoinositol-3 kinaza ve protein kinaz C aktivasyonuna
baglanarak NOX4'ten tiiretilen ROS fiiretir (170-174). Onemli olarak, niikleer
ATiR'lerin aktivasyonu, gen ifadelerini diizenler ve hiicreleri oksidatif strese karsi
koruyan ¢esitli mekanizmalar tetikler (174). Ozellikle niikleer RAS, AT,R mRNA ve
anjiyotensinojenin ifadesini arttirir ve ndronlardaki AT R etkilerine karst koymak igin

Ang I1 /AT>R eksenini aktive eder (174—176).
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Reaktif oksijen tiirleri olusumunu artirmanin yani sira, RAS, siipiiriicii
enzimlerin aktivitesini azaltarak mitokondrinin redoks dengesini degistirebilir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon dahil olmak {izere bir¢ok temizleyici,
beyindeki oksidatif stresin azaltilmasinda &nemli bir role sahiptir. U¢ SOD formu
vardir: sitozolik bakir-¢inko SOD (CuZnSOD; SOD1), mitokondriye ait manganez
SOD (MnSOD; SOD2) ve hiicre dis1 CuZnSOD (SOD3). SOD1 ve SOD2 6&zellikle
yasa bagli beyin bozukluklari i¢in ¢ok Onemlidir (163). Alzheimer hastalig
patolojisinin transgenik fare modellerinde, bir SOD2 allelinin silinmesi amiloid plak
olusumunu arttirirken, SOD1'in silinmesi amiloid-beta oligomerizasyonunu, biligsel
bozuklugu ve noronal islev kaybimi arttirmistir (177,178). Ayrica, SOD'un asir1
ifadesinin, amiloid-beta kaynakli ndrotoksisiteye ve iskemik beyin hasarina kars
duyarliligin azalmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir (179,180), ancak RAS
aktivasyonu ile antioksidan molekiiller olan glutatyon, SOD ve katalaz aktivitesinin

azaldig1 gosterilmistir (181-183).

Beyindeki ROS iiretimi, yiiksek oksijen tliketimi ve ndorotransmiterlerin
oksidatif metabolizmas1 nedeniyle yliksektir ve beyni ek serbest radikal saldirilarina
kars1 son derece savunmasiz hale getirir (184,185). Bazal ganglionlarda, dopaminerjik
noronlarda AT1R ifadesinin arts1 ile hiicre 6liimii ve islev kaybinin arttig1 gosterilirken
(186—188), ayni tip hiicrelerde, Ang II/AT2R yolag: aktivasyonunun ROS iiretimini
azalttig1 gosterilmistir (175). Oksidatif stresin bu RAS aracili artigi, hiicre dliimiinii

siddetlendiren proinflamatuar yanita yol acar (186,188).
b. inflamasyon

Beyinde, mikroglial hiicreler NOX kaynakli ROS'a en onemli katkiy
yapanlardir (189). NOX izoformlar1 arasinda, NOX2, mikrogliadaki hiicre dis1
ROS'un birincil kaynagidir (163). NOX'ten tiiretilen ROS ayrica mikroglial
aktivasyon, proliferasyon ve proinflamatuar sinyallerin salinimi ile ilgili hiicre ici
sinyal yollari1 da etkiler (163,190-192). Olii hiicrelerin ve kalintilarin
uzaklastirilmasi i¢in mikroglial hiicrelerin aktivasyonu gerekli olsa da, bu inflamatuar
kaskadin alevlenmesi cevredeki ndronlara zarar verebilir ve ndrodejenerasyonun

ilerlemesine neden olabilir (193).
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AT R/NOX yolaginin upregiilasyonu ile pro-inflamatuar yolak aktive olurken
bu sinyal kaskadi ile mikroglia ROS iiretimini daha da siddetlendirir (194). Bu
mekanizma, ATR antagonistlerinin M1 mikroglia aktivasyonunu azalttigin1 ve M2
mikroglia polarizasyonunu arttirdigini gdsteren bir calisma ile de desteklenmistir
(195). Ayrica, Ang II’nin proinflamatuar sitokinlerin (6rn., IL-18 ve IL-6) iiretimini
tesvik ederken, anti-inflamatuar IL-10 seviyelerini diisiirdiigii gosterilmistir (196).
Ornek olarak, yakin tarihli bir ¢alisma, Ang II uygulamasinin hipokampal CD68-
pozitif hiicrelerde artisla birlikte hipokampusta bir pro-inflamatuar yanita yol agtigini
gostermistir (197). Astrositlerde de, Ang II/ATR yolagi, NF-kpB/ROS yoluyla IL-6 ve
ROS iiretimine aracilik eder (198).

RAS reseptorleri araciligiyla indiiklenen inflamasyon diizenleyici
mekanizmalar da vardir. AT4R'nin bir fare AH modelinde anti-inflamatuar etkilere
aracilik ettigi gosterilmistir (199). Beyinde, Ang II/AT|R/NOX prooksidatif ve
proinflamatuar yolaklar ile Ang II/AT2R antioksidan ve antiinflamatuar yolaklar

arasinda hassas bir denge vardir.
2.3. Alzheimer Hastahig1 ve Beyin Renin-Anjiyotensin Sistemi Tliskisi

Cesitli RAS iligkili mekanizmalarin Alzheimer Hastalig1 patogenezine katkida
bulundugu diisiiniilmiistiir. Beyin RAS 6nceki boliimlerde tartisildigr gibi, oksidatif
stres ve noroinflamasyon dahil olmak {izere ¢esitli mekanizmalar yoluyla 6grenme ve
hafiza, noronal farklilagma ve sinir rejenerasyonu siirecleri ile ilgilidir. Genetik, yas
ve muhtemelen cevresel toksinler gibi cesitli yatkinlik faktorleri, senil plaklar ve
NFY'ler gibi baslangic lezyonlarinin gelisimine katkida bulunur. Bu iiriinler
inflamatuar yanita, mikroglial aktivasyona ve sitokin salinimina yol acar, bu da néron
islevsizligini ve biligsel diistisii hizlandirir (55). Bu baglamda inflamasyonun AH'nin
ilerleyici noropatolojisine katkida bulundugu diisiiniilmiistiir (200). Onceki béliimde
tartigtldigr gibi, beyin RAS'm Ang II/ATiR yolagi, mikroglial aktivasyonu ve
polarizasyonu artirarak néroinflamasyona énemli bir katkida bulunur. Bu uzun siireli
ve ¢ozlilmemis inflamasyon, noronlara ve sinapslara zarar verir, bu da glial hiicrelerin
kronik diizensizligine ve ardindan beyin yapisi ve islevinde kronik bozulmaya neden

olur (201). Bununla uyumlu sekilde, daha yiliksek Ang II seviyelerinin, daha diigiik
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toplam gri madde, hipokampal, rostral orta frontal ve supramarjinal parietal lob

hacimleriyle iligkili oldugu gosterilmistir (202).

Artan oksidatif stresin, mitokondriyal bozulmanin ve antioksidan sistemdeki
degisikliklerin AH'ye katkida bulundugu 6ne siiriilmektedir (29). B6lim 2.2.3.1.'de
aciklandig: gibi, Ang II/AT R ekseninin asir1 aktivitesi, artan ROS ve oksidatif strese
neden olur. Birincisi, oksidatif stres, mitokondri membraninin lipid peroksidasyonu ile
yapisal ve enzimatik proteinlerin ve niikleik asitlerin oksidasyonu ile hasara neden
olur. Mitokondri DNA'sinin artan oksidasyonu mitokondrinin biitlinligiinii bozar ve
ATP iiretimini azaltir, bdylece potansiyel olarak mitokondrinin iglev kaybina neden
olur (4). Mitokondri islevinin azalmasi, AH'de gozlenen amiloid-beta iiretimi, tau
fosforilasyonu, sinaptik dejenerasyon ve oksidatif stres gibi hiicresel degisikliklere yol
acar (30,31). Ikinci olarak, proteinlerin oksidatif stresle iliskili modifikasyonlari,
amiloid-beta’nin toplanmasi ve tau proteininin fosforilasyonu ile sonuclanarak AH'de

yikict dongiiyii indiikleyebilir (32).

Amiloid-beta birikimi, AH patogenezinin bir bagka Onemli parcasidir.
Intraserebroventrikiiler Ang II uygulamasinin siganlarda, y-sekretaz aktivitesini ve
amiloid-beta liretimini arttirdig1 gosterilmistir ve losartan uygulamasi ile bu etkilerin
azalmasi bu etkilerin AnglI/ATR yolagi ile ortaya ¢iktigini ortaya koymustur (203).
Ayrica, RAS agir1 aktivitesinin, perisit hasarmi gosteren yliksek BOS ¢oziiniir
trombosit tiirevli bilyiime faktorii reseptorii B ve KBB yikimini gosteren yiiksek BOS
alblimini dahil olmak tizere, AH'deki kilcal damar hasarinin BOS belirtegleri ile korele

oldugunu gosterilmistir.

Vaskiiler hastalik da AH'nin patogenezine katkida bulunabilir. Kalinlagmig
bazal membran, azalmis damar elastikiyeti gibi beyin kilcal damarlarinin ilerleyici
dejenerasyonu beyne giden kan akisint bozar (204). AH'deki amiloid-beta
kiimelenmelerinin ve néronal hasarin merkezi nedeni olarak néroinflamasyon ile
birlikte bozulmus kan akisi da Onerilmistir (205). RAS, bu temel faktorlerin her ikisini
de modiile edebilir. Bu baglamda, Ang II/ATiR yolagi, serebral damarlarda
vazokonstriksiyona, vaskiiler yeniden sekillenmeye, bozulmus serebrovaskiiler
otoregiilasyona ve endotel islevsizligine neden olur (206,207). Ang II/AT:R yolaginin

KBB'ye zarar verebilecek, gecirgenligini artirabilecek ve serebral kan akimini
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azaltabilecek, boylece AH'nin patogenezine katkida bulunabilecek proinflamatuar ve

prooksidan etkileri vardir (208).

Son olarak, beyin RAS'm 6grenme ve hafiza ile ilgili 6nemli etkileri vardir
(209). Bu etkilerden biri olarak, Ang II/ATiR yolagimin asir1 aktivasyonunun
asetilkolin salinimini azalttig1 bilinmektedir (210,211). Ayrica, Ang II enjeksiyonunun
hipokampusta LTP’yi inhibe ettigi gdsterilmistir. Ote yandan, RAS"n koruyucu kolu
hafiza gelistirici etkilere sahiptir. Ang II/III yoluyla AT2R aktivasyonu, rejeneratif
stireclerin eslik ettigi hiicresel ¢ogalma ve farklilasmayi baglatir. Ang IV, striatumda
dopamin saliimini ve hipokampusta asetilkolin salinimin1 arttirir, boylece LTP'yi ve
noroproteksiyonu kolaylastirir  (212-215). Ang IV, AT4R'nin aminopeptidaz
aktivitesini inhibe ederek vazopressin ve oksitosin gibi bilisi gii¢lendiren peptitlerin

konsantrasyonlarini arttirir (216,217).

RAS, simdiye kadar bahsedilen bircok mekanizma aracilifiyla AH
patolojilerinin kesisim noktasinda yer alir ve bu nedenle AH patogenezinin potansiyel
olarak kritik bir bilesenidir. Bunun 1s181nda ileri arastirmalar i¢in anjiyotensin hipotezi
Onerilmistir (218). Son olarak, RAS'1 modifiye eden ilaglarin hali hazirda mevcudiyeti
ve bu ilaglarin AH'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeniden konumlandirilma potansiyeli

beyin RAS ve AH iliskisinin 6nemini arttirmaktadir.

2.4. Renin Anjiyotensin Sistemi Uzerinden Etki Gosteren Ilaclar ve

Alzheimer Hastahg:

Bugiin itibariyle, AH i¢in etkili bir risk azaltma, 6nleme veya tedavi stratejisi
mevcut degildir. 20 yili askin bir siiredir, AH tedavisi i¢in iki ilag¢ kategorisi
kullanilmigtir. Bunlardan biri asetilkolinin yar1 Omriinii uzatan kolinesteraz
inhibitorleri, digeri ise glutamat eksitotoksisitesini ve noronal hasart sinirlayan bir
NMDA reseptor antagonisti olan memantindir (219). Son olarak da 2021 yilinda
Aducanumab, amiloid-beta agregatlarini hedefleyen bir anti-amiloid-beta antikor,
yiiksek dozlarda bilissel gerilemede azalma etkisinin gosterilmesi ile FDA tarafindan
hizlandirilmis onay almistir (36). Beyin RAS''!n kesfi ve iyi bilinen hipertansif
etkisinin 6tesinde sinir sistemi iizerindeki ¢ok boyutlu etkileri ile RAS etkili ilaglar,

ndrodejeneratif hastaliklar i¢in potansiyel bir koruyucu ve tedavi edici miidahale
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olarak diisiiniilmiistiir. Ug tip RAS etkili ilag vardir: ARB'ler, ACEI'ler ve dogrudan
renin inhibitorleri (DRI), bunlarin her biri RAS siirecinin farkli adimlarinda etkilidir.
ARB'ler (6rn. losartan, valsartan, telmisartan ve kandesartan) Ang II'nin ATiR'ye
baglanmasin1 bloke ederken, ACEI'ler (&rn. kaptopril, enalapril, lisinopril ve
perindopril) Ang I'in Ang II'ye hidrolizini bloke eder. ATiR'nin blokaji, artan Ang 11
seviyeleri ile sonuglanir ve sonug olarak AT>R'nin uyarilmasini arttirir. Buna karsilik,
ACEI daha diisiik Ang II seviyelerine neden olur ve sonug olarak hem ATiR hem de
AT>R'nin uyarilmasini azaltir (220). ARB'lerin, RAS’ 1n zararl etkilerini daha spesifik
bir sekilde bloke etmesi nedeniyle bilissel bozulmanin énlenmesinde ACEl'lere gére
potansiyel avantajlara sahip oldugu varsayilmustir (221,222). DR1i'ler, hem ARB'lerin
hem de ACEl'lerin yukar1 akiginda hareket ederek anjiyotensinojenden Ang I
olusumunu dogrudan inhibe eder (223). Tim beyin anjiyotensin sistemi
diistintildiginde Ang II/ATiR yolaginin bloklanmasi amiloid-beta birikimini ve
bunun sonuglarin1 azaltabilir ve ayrica inflamasyonu, oksidatif stresi, vaskiiler
hasar1/iskemiyi baskilayabilir ve asetilkolin salinimini ve glutamat alimini artirabilir
(224,225). ARB'ler KBB'nin bozulmasin1 Onleyebilir ve AH gibi birgok
norodejeneratif hastalikta goézlenen inflamatuar mediatorlerin  infiltrasyonunu

azaltabilir (224).
2.4.1. Anjiyotensin Reseptor Blokorleri Hayvan Calismalar:

Losartan ile on tedavinin, hayvanlarda kronik etanol kaynakli biligsel
eksiklikleri azalttig1 (226) ve hem uzaysal hem de kisa siireli ¢alisma bellegini
gelistirdigi gosterilmistir (227,228). Telmisartanin in vitro ve in vivo olarak
mikrogliayr modiile ederek uzun siireli antiinflamatuar etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (229). Losartanin kronik intranazal uygulamasi, bir AH fare modelinde
amiloid plak sayisin1 azaltmistir (230) ve ayrica Ang II'nin neden oldugu biligsel
bozulmay1 ve tau fosforilasyonunu azaltmistir (231). Anti-amiloid-beta 6zelliklerine
gore yaygin olarak regete edilen 55 antihipertansif ilaci tarayan bir caligsmada, yalnizca
valsartan ve losartanin primer ndron kiiltiirlerinde hem amiloid-beta'y1 diisiirme hem
de amiloid-beta peptitlerinin oligomerizasyonunu azaltma yetenegine sahip oldugu,
buna karsin kandesartanin yalnizca oligomerizasyon {izerinde etkili oldugunu

bulunmustur (232,233). Valsartan ile Onleyici tedavi, AH fare modelinde kan
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basincinin diismesinden bagimsiz olarak beyin amiloid-beta birikintilerini ve amiloid-
beta aracili biligsel bozulmay1 6nemli 6l¢iide azaltmistir (233). Baska bir ¢alismada
ise, olmesartan ve losartanin, amiloid-beta diizeylerini diisiirmeden beyin
mikrodamarlarinda oksidatif stresi azaltarak kan basinci degisikliklerinden bagimsiz
olarak bilissel islevi ve serebrovaskiiler aktiviteyi korudugu gosterilmistir (234,235).
Baz1 ARB'lerin, 6zellikle telmisartanin, anti-inflamatuar, anti-amiloidojenik ve insiilin
duyarlilastirici etkileri ile AH'de bir hedef olan peroksizom proliferatdrii ile aktive olan
reseptor-y'nin  (PPAR-y) kismi agonistleri oldugu bulunmustur. Bu baglamda,
telmisartanin faydali etkilerinin sadece ATiR antagonist 6zelliklerine degil, ayni

zamanda PPAR-y aktivasyonuna da atfedilmistir (225,229,236).
2.4.2. Anjiyotensin Reseptor Blokérleri Insan Cahismalar:

Losartan ve hidroklorotiyazidi 69 yasli hastada karsilastiran ¢ift kor, randomize
kontrollii bir ¢alismada losartanin sadece kan basinci iizerinde degil, ayn1 zamanda
bozulmus bilisgsel islev lizerinde de olumlu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (237).
The Study on COgnition and Prognosis in the Elderly (SCOPE) c¢alismasinda yaslar
70 ile 89 arasinda olan 4937 hafif-orta hipertansif hasta ortalama 3.7 yil takip
edilmigtir. Bu ¢aligmada kandesartan grubunda mini-mental durum testinde zamanla
diisiisiin daha az oldugu bulunmustur (238). Ayrica SCOPE c¢alismasinin sonuglariyla
uyumlu olarak, katilmcilar1 periyodik mini-mental durum muayenesi ile
degerlendirilen baska bir ¢alismada anti-hipertansif tedavi ile diislis daha yavagken,

ARB alan hastalarin biligsel puanlarinin iyilestigi goriilmiistiir (239).

Ote yandan, kardiyovaskiiler hastalig1 olan 65 yas ve iistii 819.491 erkek
katilimcida ARB'ler ACEl'ler ve diger kardiyovaskiiler ilaglarla karsilastirildiginda
AH ve demans insidansini ve ilerlemesini azalttigi bulunmustur (240). The Ginkgo
Evaluation of Memory Caligsmasinin (n =1.928) ikincil veri analizinde, diiiretik, ARB
ve ACEI kullanimlarinin, ortalama sistolik kan basincindan bagimsiz olarak, normal
bilisi olan yash erigkinlerde AH riskinin azalmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir
(241). Ayrica, bir bagka meta-analizde de ARB'lerin Alzheimer'in biligsel bozulma
riskinde koruyucu bir rolii oldugu gosterilmistir (242). Daha yakin tarihli bir
retrospektif kohort calismasi, statinlerle birlestirilen ARB'lerin AH'yi, RAS etkili



23

olmayan antihipertansiflerle kombine edilen statinlerden daha fazla azalttigim
bulunmustur (243). Benzer sekilde, 2 vaka kontrol c¢alismasinin ve 7 kohort
caligmasinin meta-analizi, ARB kullaniminin AH olay riskinin azalmasiyla iligkili
oldugunu gdstermistir (244). ARB'lerin AH iizerindeki roliinii daha fazla aydinlatmay1
amaglayan caligmalar devam etmektedir (245,246).

ARB'lerin umut verici birgok caligmasinin yaninda, RAS etkili ilaglarin
herhangi bir yararli etkisini gdstermeyen cesitli hayvan ve insan caligmalari da
mevcuttur. Ornegin, bir hayvan calismasinda losartanin tek basina &grenme ve
hafizada herhangi bir degisiklige neden olmadigmi gosterilmistir (247). insan
calismalarinda da benzer celiskili sonuclar mevcuttur. Ornegin, 6nceki béliimde
bahsedilen SCOPE c¢alismasinda, demans insidansi ac¢isindan kandesartan ve plasebo

gruplar1 arasinda herhangi bir fark gosterilmemistir (248).
2.5. Hipotez ve Amag

Bu tez, beyin renin anjiyotensin sistemi ve Alzheimer Hastalig1 patogenezi

iliskisini aydinlatmak {izere asagidaki hipotez kapsaminda caligiimustir.

Hipotez: Beyin renin-anjiyotensin sistemindeki diizensizlikler, oksidatif strese
ve noroinflamasyona yol agarak Alzheimer Hastalig1 gelisimine katkida bulunur, bu
nedenle anjiyotensin reseptor blokorleri Alzheimer Hastaligi’nda gozlenen oksidatif

stresi ve noroinflamasyonu azaltmada kullanilabilir.

Yukaridaki hipotez dogrultusunda;

Tezin amaclari,

- Alzheimer Hastaligi’nda anjiyotensin reseptorleri farkliliklarint ve bu
farkliliklarin ~ hastalifin  patogenezinde Onemli role sahip oksidatif stres,

ndroinflamasyon, tangle ve amiloid-beta patolojileri ile iliskisini gostermektir.

- Anjiyotensin reseptor blokdrlerinin kognitif bozuklugu olmayan bireylerde
beyin RAS iizerindeki etkilerini ve oksidatif stres, ndroinflamasyon, tangle ve amiloid-

beta patolojileri lizerindeki roliinii ortaya koymaktir.
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- Anjiyotensin reseptor blokdrlerinin Alzheimer Hastaligi’na sahip bireylerde
beyin RAS iizerindeki etkilerini ve oksidatif stres, ndroinflamasyon, tangle ve amiloid-

beta patolojileri lizerindeki roliinii ortaya koymaktir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Gerecler

Bu tezde, beyin renin-anjiyotensin sistemi ve AH ile iligkisi oksidatif stres ve
ndroinflamasyon gibi olast patogenez mekanizmalar1 {izerinden tanimlanmistir.
Ardindan da ARB’lerin bu iligskiye olan etkisi arastirilmistir. Calisma Amerika Birlesik
Devletleri’nde bulunan Johns Hopkins Universitesi Geriatri ve Gerontoloji Bilim Dali
dahilindeki Biology of Healthy Aging departmaninda Dog¢. Dr. Peter Abadir’in
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. The Rush Memory and Aging Projesi kapsaminda
yillik olarak takip edilmis 70 yas ve {izerinde 120 hastanin serum Ornekleri ve 6liim

sonrasi elde edilen beyin kesitleri ¢alisma i¢in kullanilmigtir.

Bu calisma kapsaminda, cinsiyet ve yas eslestirilerek 6liim 6ncesi AH tanisi
alan ve herhangi bir kognitif bozukluk saptanmadan 6len katilimeilar iki gruba
ayrilmistir. Daha sonra, kendi aralarinda da ARB kullanan ve hi¢ kullanmamis olanlar
olarak toplam dort grupta siniflandirilarak (her bir grupta 30 katilimci olmak {izere)

caligmaya toplam 120 katilimei1 dahil edilmistir. Bu 4 grup;

1. Kognisyon bozuklugu olmayan ve ARB/ACEI kullanmayan (30

katilimci)
2. Alzheimer Hastalig1 olan ve ARB/ACEI kullanmayan (30 katilimcr)
3. Kognisyon bozuklugu olmayan ve ARB kullanan (30 katilimc1)
4. Alzheimer Hastalig1 olan ve ARB kullananlardir (30 katilimci).
Bu dort grubun otopsiden elde edilen beyin dokularindan;

1. AGT (anjiyotensinojen geni), REN (renin geni), ACE (anjiyotensin

doniistiiriicii enzim geni) ifadeleri,

2. Anjiyotensin II tip 1, tip 2 ve tip 4 reseptdrlerinin gen ve protein

diizeyinde ifadeleri (AGTRI/ATIR, AGTR2/AT2R ve LNPEP/AT4R),

3. Beyin oksidatif stres belirteci olarak protein karbonil diizeyleri,
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4. Inflamasyon belirtegleri olan interldkin 6 (IL-6), interlokin 1B (IL-1B),

interferon-gamma (IFN-y) ve tiimor nekrozis faktor-o (TNF- o) diizeyleri dl¢lilmiistiir.

5. Katilimeilarin The Rush Memory and Aging Projesi kapsaminda

hesaplanmis PHF-tau tangle ve amiloid-beta skorlar1 analiz i¢in kullanilmstir.

Ayrica, inflamasyon gostergelerinin diizeyleri (IL-6, TNF-a, IFN-y ve IL-1B)

hastalarin serum 6rneklerinde de galisilmistir.

Beyin RAS bilesenleri ile AH mekanizmalar1 (oksidatif stres ve inflamasyon)
ve patolojileri (ortalama PHF-tau tangle ve amiloid-beta skorlar1) arasindaki iliski

arastirilmastir.

Calisgmanin ilk kisminda kognitif bozuklugu olmayan / normal kognisyonlu
(NK) bireyler ve AH olan bireyler birbiri ile karsilastirilirken, ikinci kisimda ise ARB
kullanan ve kullanmayan kognitif bozuklugu olmayan bireyler kendi icinde ve ARB

kullanan ve kullanmayan AH olan bireyler kendi i¢inde karsilastirilmistir.
3.1.1. Bireyler

Bu calismada, The Rush Memory and Aging Projesi kapsaminda goniilli
katilimcilardan toplanan beyin ve serum 6rnekleri kullanilmistir. The Rush Memory
and Aging Projesi, AH ve diger patolojilerin beyinde birikmesine ragmen kisinin
kognisyonunun korunmasi ile ilgili faktorlerin belirlenmesi ana amaci ile 1997 yilinda
olusturulmus bir projedir (249). Bu proje kapsaminda hali hazirda demans1 olmayan
ve yillik klinik degerlendirme ile organ bagisina izin veren katilimcilar calismaya dahil
edilmistir. Caligma kapsaminda katilimcilar beyin dokularina ek olarak, motor
islevlerdeki azalmay1 aragtiran diger caligmalar1 desteklemek amaci ile spinal kord,
kas ve sinir bagist yapmislardir (250). The Memory and Aging Project icin etik kurul
onay1, The Institutional Review Board of Rush University Medical Center’dan
L99032481-CR0O7 bagvuru numarasi ile alinmistir. Bu arastirmanin etik kurul onay1
ise The Institutional Review Board of The Johns Hopkins Medicine’dan
IRB00229782 bagvuru numarasi ile alinmigtir. Tiim katilimcilar bilgilendirilmis onam

formu, Anatomic Gift Act’1 ve kaynak paylasimi i¢in onam formunu imzalamstir.
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Katilimcilar ¢aligmaya dahil olduktan sonra kullandiklari ilaglar ve hastaliklari
kaydedilmistir. Katilimcilarin  yilda bir kontrolleri yapilmistir. Katilimcilarin
hastaliklar1 ve ilaglar1 bu kontrollerde kaydedilmistir. Kan basinct 6l¢iimleri bu
kontrollerde yapilmistir. Ayrica her kontrolde katilimcilarin kognitif islevleri

Ol¢iilmiistiir.
3.1.2. Fiziksel islev

Yiriime hizi ve el sikma giicii Rush MAP projesi kapsaminda yillik
kontrollerde hesaplanmistir. Bu ¢alismada kullanilan yiirliylis hizi ve kavrama giicii

Rush MAP verilerinden elde edilmistir.
3.1.3. Calismada Kullanilan Beyin Ornekleri

Oliim sonras1 dokularin temini i¢in gérevli ekip otopsileri gergeklestirmistir
(251). Kafatasi agildiktan sonra, beyin ¢ikarilmis ve tartilmistir. Beyin sap1 ve beyincik
hemisferlerden ayrilmis, steril kosullar altinda frontal korteksten 50 mg gri madde

cikarilmis ve analiz edilene kadar -80°C'de saklanmustir.
3.1.4. Cahsmada Kullanilan Serum Ornekleri

Katilimeilarin yillik kontrollerde kan ornekleri alinmis ve serum alikotlart -

80°C'de saklanmustir.
3.2. Yontemler
3.2.1. insan Beyin Orneklerinden Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Protein ekstraksiyonu i¢in 25 mg beyin dokusu liziz tamponunda (T-PER,
Pierce Biotechnology, Waltham, MA), Bullet Blender homogenizer (Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ) kullanilarak homojenize edilmistir. Elde edilen protein

miktari, BCA (Bikinkoninik asit) (Pierce) testi kullanilarak dl¢iilmiistiir.
3.2.2. Western Blot

Anjiyotensin I tip 1, tip 2 ve tip 4 reseptdr protein ifadeleri icin Western blot
yontemi kullanilmigtir. On bes mikrogram protein, %4- %12 akrilamid gradyan
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sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutularak analiz edilmistir.
Numuneler daha sonra standart kosullar kullanilarak bir nitroseliiloz membrana
aktarilmigtir. Membran, oda sicakliginda 1 saat stireyle TBS-T i¢inde %5 yagsiz siit
ile bloke edildikten sonra asagida listesi verilen primer antikorlarla ayr1 ayr1 4°C'de

gece boyunca inkiibe edilmistir. Kullanilan antikorlar:
-ATiR (sc-515884- Santa Cruz, CA),
-AT>R (s¢-9040- Santa Cruz, CA),
-AT4R (HPA043642; Sigma-Aldrich, MO),
-Anti-Aktin (A2066, Sigma-Aldrich, MO).

Primer antikor uygulamasindan sonra membranlar yikanarak horseradish
peroxidase (HRP)- konjuge sekonder antikor ile inkiibe edilmistir. Kemiliiminesan
sinyal, West Femto kiti ile elde edilmistir ve Kodak Gel Logic 2200 yazilim
kullanilarak degerlendirilmistir. Beta-aktin proteini normalizasyon i¢in kullanilmistir.

Ornek Western blot bandlar1 Ek-1"de gdsterilmistir.
3.2.3. insan Beyin Orneklerinden cDNA Hazirlanmasi

Yirmi bes miligram beyin 6rnegi RNA izolasyonu ve cDNA hazirlanmasi i¢in
kullanilmistir. TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) ve DNase (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) RNA izolasyonu ve genomik DNA’nin
uzaklastirllmasi i¢in kullanilmistir.  RNA konsantrasyonu ve safligi UV-Vis
spectrophotometre (NanoDrop, Wilmington, DE) kullanilarak o6l¢iilmiistiir. RNA
absorbans oran1 A260/280 > 1.8 olmasi yeterli kabul edilmistir. Elde edilen RNA
—80°C ve altinda saklanmistir. Daha sonra elde edilen RNA’dan cDNA
sentezlenmistir. cDNA 37°C 60 dakikada sentezlenmistir ve reaksiyon karigimi 94

°C’ ye 1sitilarak durdurulmustur.

3.2.4. Kantitatif Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (kGZ-
PZR)
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cDNA sentezlendikten sonra PCR dongii parametreleri ve tiim primerler,
Mx3000P Real-Time PCR System cihazi (Stratagene, La Jolla, CA) kullanilarak
optimize edilmistir. Reaksiyon kosullari: 95 °C 10 dakika, 40 dongii (15 saniye 95 °C
ve 60 °C 60 saniye) olarak belirlenmistir. Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (kGZ-PZR) icin TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) kiti iiretici tarafindan saglanan talimatlara gore kullanilmistir. AGT
(Hs01586213 ml), renin (Hs00982555 ml), ACE (Hs00174179 ml), AT4R
(Hs00893646 ml) gen ekspresyonu icin TagMan tahlil primerleri kullanilmistir.
ATIR gen primer sekanslart F-5'-CACAGTGTGCGCGTTTCATT-3', R-5'-
TGGTAAGGCCCAGCCCTAT-3'" ve AT;R gen primer sekanslar1 F-5'-
CCCTAAAGGTGTCCAGCATT-3', R-5-AGAGAGGAAGGGTTGCCAAAA-3'
dir.

Housekeeping genler olarak, Cytochrome c-1 (CYCI) (Hs00357718 gl) ve eukaryotic
translation initiation factor 4A isoform 2’nin (EIF442) (Hs00756996 gl)
kullanilmistir (252). Bu tez kapsaminda, katilimeilarin beyin dokularindan elde edilen
housekeeping genlerin ve AGT, REN, ACE, ATiR, AT>R ve AT4R genlerinin Ct
degerleri kullanilmistir. Housekeeping Ct degeri CYCI ve EIF4A2 genlerinin Ct
verilerinin ortalamasi kullanilarak hesaplanmigtir. Gen ifadesindeki kat degisimleri 2
AACt yontemi ile hesaplanmustir ve kontrol gruplart hipoteze gore belirlenmistir. Kat
degisim tablolar1 Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6, Tablo 8 ve Tablo 9’da

verilmistir. Ayrica gruplar arasindaki farkliliklarin  anlamliligi  ACt verileri

kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 2, Sekil 3).
3.2.5. Oksidatif Stres

Beyin oksidatif stres belirteci olarak protein karbonil diizeyleri OxiSelect
ELISA (Cell Biolabs, San Diego, CA) ile Ol¢lilmiistiir. Bu tez kapsaminda,
katilimcilarin beyin 6rneklerinden elde edilen protein karbonil diizeyleri korelasyon

ve farkliliklarin anlamlilig1 analizleri i¢in kullanilmistir (Sekil 4 ve Sekil 8).

3.2.6. Sitokinler
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Beyin ve serum IL-6, TNF-a, IFN-y ve IL-1p sitokin diizeyleri, mesoscale 4-
Plex sitokin test kiti kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Pro-inflamatuar sitokinler, hastalarin
beyin dokusunda ve serumunda test edilmistir. Bu kitten elde edilen veriler Meso
Sector S 600 (Meso Scale Discovery) ile oOl¢iilmiistir. Bu tez kapsaminda,
katilimcilarin serumlarindan ve beyin Orneklerinden elde edilen sitokin seviyeleri

korelasyon ve farkliliklarin anlamlilig1 analizleri i¢in kullanilmistir (Sekil 11).
3.2.7. Amiloid-beta Yiikii ve Tangle Yogunlugu

Amiloid-beta yiikii ve tangle yogunluk skorlar1 Rush MAP ¢aligmasindan
temin edilmistir. Bu ¢caligma kapsaminda daha once tarif edildigi gibi beyin otopsileri
yapildiktan sonra immiinohistokimyasal boyama ve goriintilleme ile, entorhinal
korteks, kalkarin korteks, singulat korteks, parietal girus, temporal girus, hipokampus,
orta frontal girus, iist frontal korteks olmak iizere sekiz beyin bdlgesinden ortalama
yiizde yogunluk kullanilarak hesaplanmistir. Son olarak, tiim beyin bdlgelerinin
ortalamasi kullanilarak tiim beyin i¢in genel amiloid-beta yiikii ve tangle yogunlugu
skorlar1 elde edilmistir. Bu tez kapsaminda, yukarida siralanan beyin bolgelerine ve
tim beyinin ortalamasina ait amiloid-beta skorlar1 ve tangle skorlar1 analiz igin

kullanilmistir.
3.3. Istatiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS 23 ve GraphPad Prism 9 kullanilmistir. Normal
dagilim gosteren degiskenler ortalama+standart sapma (SD) olarak ifade edilirken,
normal dagilim gostermeyen degiskenler ortanca (¢eyrekler arasi aralik (CAG)) olarak
ifade edilmistir. Normal dagilimi test etmek i¢in Shapiro Wilk-W testi kullanilmistir.
Farkliliklarin anlamliliini test etmek i¢in normal dagilan degiskenler i¢in bagimsiz
gruplarda t testi ve normal dagilmayan degiskenler i¢cin Mann-Whitney U testleri
kullanilmistir. ikili degiskenleri karsilastirmak icin ki-kare testi kullanilmustir.
Korelasyon analizi Spearman korelasyon testi ile yapilmustir. iki yénlii varyans analizi
(ANOVA) (hastalik durumu (NK’ye kars1t AH) ve faktor olarak ARB kullanima ile) ile
dort grup analizi yapilmistir. Aracilik analizi, SPSS i¢cin PROCESS makro programi
kullanilarak &nyiikleme yontemiyle yapilmustir (253). Istatistiksel anlamlilik esigi
olarak < 0.05'lik bir p degeri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Alzheimer Hastaligi Olan Bireylerde Kognitif Bozuklugu Olmayan
Bireylere Gore Beyin Renin Anjiyotensin Sistemi Farkhiliklar:

Ilk olarak birinci hipotezimiz ¢ergevesinde, Alzheimer Hastaligi olan
bireylerdeki beyin renin-anjiyotensin sistemindeki farkliliklar1 anlayabilmek ve fark
saptanirsa bu farkin Alzheimer Hastalig1 patogenezinde 6nemli rolii olan oksidatif
stres ve inflamasyon ile iligkisini ortaya koyabilmek ve son olarak saptanan farklarin
Alzheimer Hastalig1’nin temel patolojik gostergeleri olan amiloid-beta yiikii ve tangle
yogunlugu ile iliskisini ortaya koyabilmek iizere kognitif (biligsel) islev bozuklugu
olmayan (AH ve hafif biligsel bozuklugu olmayan) yani normal kognisyonlu bireyler
ile Alzheimer Hastalig1 olan bireylerin AGT, ACE ve REN gen ifadeleri ve beyin ana
anjiyotensin reseptorlerinin (ATiR, AT:R ve AT4R) gen ve protein ifadeleri
Ol¢iilmiistiir ve birbirleri ile karsilastirilmistir. Daha sonra bu diizeylerin oksidatif

stres, inflamasyon, amiloid-beta yiikii ve tangle yogunlugu ile iliskisi incelenmistir.

4.1.1. Demografik Ozellikler

Kognitif bozuklugu olmayan ve AH olan katilimeilarin karakteristikleri Tablo
1. de gosterilmistir. Yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, egitim seviyesi ve fiziksel
parametreler agisindan iki grup arasinda fark saptanmazken hipertansiyon tanisi alan
kisi say1s1 AH grubunda NK’ye gore yiiksek bulunmustur (p = 0,01), fakat sistolik ve
diyastolik kan basinci Ol¢limleri agisindan iki grup arasinda anlamli bir farklilik

gbzlenmemistir (sirast ile, p = 0,06, p = 0,19).

Tablo 1. Katilimci karakteristikleri

NK (n =30) AH (n=30) p-
degeri
Yas, ortalama+ SD 90.2+5.1 90.14£5.7 1
Cinsiyet, erkek, n (%) 5(17) 5(17) 1
Egitim, yil, ortanca (CAG) 18 (16-21) 18 (18-21) 0,73
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VK, ortanca (CAG) 24 (22,6-25,2) 24,8 (23,4-29) 0,29
Yiiriime hi1zi, m/s, ortalama+SD 0,63+0,24 0,56+ 0,19 0,34
El sikma giicii, kg, 33,5+15,1 30,1+10,4 0,50
ortalama+SD

Koroner damar hastahgi, n (%) 7 (23,3) 7(23,3) 1
inme, n (%) 6 (20) 6 (20) 1
Kanser, n (%) 12 (40) 9 (30) 0,42
Hipertansiyon, n (%) 16 (53,3) 25(83.3) 0,01*
Tiroid hastahgi, n (%) 5(16,7) 11 (36,7) 0,08
Diabetes mellitus, n (%) 3(10) 7(23,3) 0,17
Sistolik KB, ortalama+SD 124+19 134+16 0,06
Diyastolik KB, ortalama+SD 67+10 72+12 0,19
PMI, saat, ortanca (CAG) 5,63(4,3-15,3) 6,93(4,2-10,6) 0,98

Kisaltmalar: AH, Alzheimer Hastaligi; CAG, Ceyrekler arasi aralik (interquartile
range); KB, kan basinct; NK, Kognitif bozuklugu olmayan; PMI, 6liim sonrasi gegen
siire (post-mortem interval); SD, standart sapma; VK1, viicut kitle indeksi; * p < 0.05.

4.1.2. Alzheimer Hastaligi’nda Beyin RAS Ana Ligandi Anjiyotensinojen
ve Katalitik Enzimlerin (Renin ve ACE) Gen ifade Diizeylerindeki Farklihklar

Beyin RAS sistemi ana ligand1 Anjiyotensinojen (4GT) gen ifadesinde iki grup
arasinda fark saptanmamustir (p = 0,33). Benzer sekilde, katalik enzimler Renin (REN)
ve ACE gen ifade seviyelerinde de istatistiksel anlamli fark saptanmamastir (sirast ile,

p=0,07, p=0,66). Gen ifadelerinin kat degisim sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 2. Alzheimer Hastalig1 Olan Katilimcilarda Kognitif Olarak Normal Olan
Bireylere Gore AGT, REN ve ACE Gen Ifadeleri

Gen Protein Kat degisimi p degeri
AGT Anjiyotensinojen 0,79 0,33
REN Renin 0,65 0,07
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ACE Anjiyotensin-doniistiiriicli 0,92 0,66
enzim

4.1.3. Alzheimer Hastah@i’nda Anjiyotensin Reseptorlerinin Gen Ifade ve

Protein Seviyelerindeki Farklihklar

Oktapeptid Ang II, anjiyotensin sisteminin ana vazoaktif peptididir. Ang I, her
ikisi de G-protein kenetli reseptorler olan ATiR ve AT2R anjiyotensin reseptorlerine
esit afinite ile baglanir (254). Ang Il baglanmasinin islevsel sonuglari, reseptor alt tipi
ekspresyonu ve mevcudiyeti tarafindan yonetilir, yani, daha yiiksek ATiR seviyeleri,
daha baskin bir AT R yanitin1 tetikleyecektir. Bu tez calismasinda, bu baglamda ATiR,
AT2R ve AT4R gen ve protein ifade seviyelerini iki grup arasinda karsilastirilmistir.
Sonuglar, AH'li katilimcilarin daha diisiik AT{R mRNA diizeyine (0.40 kat-degisimi,
p = 0.01) ve daha yiiksek ATiR protein diizeyine sahip olduklarin1 gostermistir
(ortanca [CAG] 0.59 [0.45-0.76] vs. 0.47 [0.19-0.63], AH vs. NK, p = 0.03) (Sekil 2).
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Sekil 2. Kognitif olarak normal olan ve Alzheimer Hastaligi olan katilimcilarda
angiotensin II tip 1 reseptdr gen ve protein ifade seviyeleri (A) Rolatif gen ekspresyon
seviyesi NK’li (n = 29) ve AD’li (n = 30) grupta. Gen kat-degisimi 2-%T metotu ile
hesapland1 ve logy olarak gosterilmistir. Veri ortalama ve giliven araligi seklinde
sunulmustur. (B) ATi{R protein seviyesi NK’li (n = 30) ve AH’li (n = 30)
katilimcilarda. Veri kutu-¢izgi (minimum-maksimum degerleri ile) grafigi ile
verilmigstir. * p < 0.05. Kisaltmalar: AH, Alzheimer Hastali§1; ATi1R, Anjiyotensin 11
tip 1 reseptdr; NK, Normal Kognisyon
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Anjiyotensin II tip 2 reseptor seviyesine baktigimizda ise, verilerimiz AH'li
katilimcilarin daha diisiikk AT2R gen ifade diizeyine sahip oldugunu gostermistir (kat
degisimi= 0,38, p = 0,01), ancak gruplar arasinda AT>R protein ifade seviyeleri

acisindan istatistiksel anlamli bir fark gozlemlenmemistir (p = 0,86).

Son olarak, beyin RAS’1n en yeni iiyelerinden olan anjiyotensin tip 4 reseptorii
gen ifadesi seviyeleri agisindan gruplar arasinda fark gozlenmemistir (p = 0,88).
Benzer sekilde, AT4R protein seviyeleri NK’li ve AH’li bireyler arasinda farkl
saptanmamistir (p = 0,95). Reseptorlerin gen ifade kat degisim sonuglar1 Tablo 4’te

verilmistir.

Tablo 3. Alzheimer Hastalig1 Olan Katilimcilarda Kognitif Olarak Normal Olan
Bireylere Gore AGTRI, AGTR2 ve LNPEP Gen [fadeleri

Gen Protein Kat degisimi p degeri
AGTRI Anjiyotensin II tip 1 reseptorii | 0,40 0,01
AGTR2 | Anjiyotensin II tip 2 reseptoric | 0,38 0,01
LNPEP | Anjiyotensin tip 4 reseptorii 1,10 0,88

Bu sonuglar birlikte ele alindiginda, AH'li katilmecilarin beyinlerinde
Anjiyotensin II tip 1 reseptor proteini daha yiiksek seviyedeyken, AT2R ve ATsR
seviyelerinde bir farklilik gdézlenmemistir (Sekil 3). Daha yiiksek ATiR protein
seviyelerinin, AT{R’nin bilinen etkileriyle korele olup olmadigin1 ve Alzheimer
Hastalig1 ile iligkisini incelemek i¢in, daha sonra anjiyotensin reseptdrlerinin oksidatif

stres ve inflamasyon ile iligkisini incelenmistir.
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Sekil 3. Alzheimer Hastaligt olan katilimcilarin beyin renin anjiyotensin
sistemlerindeki farkliliklarin sekilsel gosterimi. Kisaltmalar: ACE; Anjiyotensin
doniistiirici  enzim, Ang; Anjiyotensin, AP-A; Aminopeptidaz A, AP-N;
Aminopeptidaz N, AT R; Anjiyotensin II tip 1 reseptorii, AT2R; Anjiyotensin II tip 2
reseptorii, AT4R; Anjiyotensin tip 4 reseptorii, Kesikli ok; Istatistiksel anlamli
olmayan degisiklikler, Ok; Istatistiksel anlamli degisiklikler.

4.1.4. Anjiyotensin Reseptorleri ve Oksidatif Stres Tliskisi

Beyin ATiR protein seviyeleri hem kognitif olarak normal olan hem de
Alzheimer Hastalig1 olan katilimcilarda oksidatif stres gostergesi olan protein karbonil
seviyeleri ile pozitif korele bulunmustur (r = 0,62 p = 0,02, r = 0,337 p = 0,03, siras1
ile) (Sekil 4). Beyin AT>R protein seviyeleri ile oksidatif stres arasinda bir korelasyon
bulunmazken, beyin AT4R protein seviyeleri ile protein karbonil seviyeleri normal

kognisyonlu bireylerde ters iligkili bulunmustur (r =-0,363 p = 0,02) .
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Sekil 4. Anyiyotensin II tip 1 reseptdr seviyesi ile oksidatif stres iliskisi. Serpilme
diyagrami (95% giiven aralig1 ve regresyon ¢izgisi) protein karbonil seviyeleri ile
ATIR seviyeleri arasindaki korelasyon (A) Normal kognisyonlu katilimcilar (n = 30)
(B) Alzheimer Hastalig1 olan katilimeilar (n = 30).

4.1.5. Anjiyotensin Reseptorleri ve Inflamasyon Iliskisi

Alzheimer Hastalig1 néropatogenezinde dnemli bir yeri olan inflamasyonun
anjiyotensin reseptorleri ile iligskisini ortaya koymak icin ATiR, AT:R ve AT4R
seviyeleri ile serum ve beyin IL-6, TNF-a, IFN-y ve IL-1p seviyeleri arasindaki iliski
incelenmistir. Bu iki grupta, serum ve beyin IL-6, TNF-a, IFN-y, ve IL-1f sitokin
seviyeleri ile anjiyotensin reseptor seviyeleri arasinda bir korelasyon saptanmamustir.
Ayrica, inflamatuvar sitokinlerin serum ve beyin seviyeleri arasinda da bir korelasyon

saptanmamistir.

4.1.6. Anjiyotensin Reseptor Seviyeleri ile Amiloid-Beta Yiikii ve Tangle
Yogunlugu iliskisi

Son olarak, anjiyotensin reseptorleri ile Alzheimer Hastaligi patogenezinde
Oonemli bir yere sahip olan amiloid-beta ve tangle skoru arasindaki iliski bu tezin ilk
hipotezi ¢ercevesinde incelenmistir. ATiR proteini ve AT2R protein seviyeleri ile
beyin patolojileri arasinda NK ve AH gruplarinda bir korelasyon saptanmamustir.
AT4R proteini, AH'de tiim beyin ve hipokampal tangle skorlari ile negatif korelasyon
gostermistir (sirastyla r =—0,349, p = 0,03, r = —0,356, p = 0,03).
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4.1.7. AT1R Protein Seviyelerinin Oksidatif Stres Aracihigiyla Tangle

Yogunlugu Uzerine Etkisi

Beyin oksidatif stresinin AT1R ve AH patolojileri arasindaki iliskiye aracilik
edebilecegini diisiinerek bunu test etmek i¢in standartlastirilmis bagimsiz degiskenler
ve bootstrapped aracilar (n = 1000) kullanarak bir aracilik modeli olusturduk.
Hipotezimizle uyumlu olarak, ATiR ve tangle olusumuna sahip modelin 6nyiiklemeli
yol analizi, bu degiskenler arasinda oksidatif stres araciligiyla etkilesim gosteren
onemli bir dolayl1 yol (beta = 0,2372, %95 Giiven aralig1 [0,0487, 0,4318]) bulundu.
Bu aracili etki kismiydi ve toplam etkinin %35.7'sini olusturuyordu (Sekil 6). Buna

karsilik, ATiR ve amiloid-beta arasinda bdyle bir dolayli etki mevcut degildi.

Oksidatif Stres

7’
a*b=0.2372 %95 CI (0,0487, 0,4318)
1

C
c'= 0.4259 95%Cl (-5.9872-6.8390), p = 0.89

Sekil 5. Anyiyotensin II tip 1 reseptoriiniin oksidatif stres aracili etkisi. a*b, dolayl
etki; ¢’, dogrudan etki. Aracili analiz bootstrapping metotu ile SPSS i¢in the

PROCESS macro programi kullanilarak yapilmistir.

4.2. Anjiyotensin Reseptor Blokorii Kullanominin Normal Kognisyonlu

Bireylerin Beyinlerine Etkisi

Oncelikle ARB’lerin normal kognisyonlu bireylere etkisini incelemek icin

ARB ve ACEI hi¢ kullanmamis normal kognisyonlu bireyler ile ARB kullanmus
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normal kognisyonlu bireylerin 6liim sonrasi elde edilen beyin dokularinda AGT, ACE
ve REN gen ifadeleri ve beyin ana anjiyotensin reseptorlerinin (ATiR, AT2R ve AT4R)
gen ve protein ifadeleri ol¢lilmiistiir ve birbirleri ile karsilagtirilmistir. Daha sonra bu
diizeylerin oksidatif stres, inflamasyon, amiloid-beta yiikii ve tangle yogunlugu ile

iligkisi incelenmistir.
4.2.1. Demografik Ozellikler

Katilimcilarin karakteristik 6zellikleri Tablo 2.de verilmistir. Viicut kitle
indeksi ve fiziksel islev gostergeleri istatistiksel olarak gruplar arasinda farkli degilken
ARB kullanan grubun egitim yili ARB kullanmayan gruba goére daha diisiik
saptanmigtir. Ayrica, ARB kullanan grupta kullanmayan gruba gore daha fazla sayida
hipertansiyon tanist alan katilimer saptanmistir (p <0,001) ve ortalama sistolik kan

basinct da bu grupta daha yliksek saptanmustir (p = 0,025).

Tablo 4. Anjiyotensin reseptor blokor (ARB) kullanan ve kullanmayan normal
kognisyonlu katilimei karakteristik 6zellikleri

NK (n=30) NK +ARB (n=30) | p value
Yas, ortalama+SD 90,2+5,1 90,04+3,5 0,858
Cinsiyet, erkek, n (%) 5(17) 5(16,7) 1
Egitim, yil, ortanca | 18 (16-21) 15 (12-17) <0,001*
(CAG)
VKI, ortanca (CAG) 24 (22,6-25,2) 25,6 (23-28,6) 0,156
Yiiriime hizi, m/s, | 0,63+0,24 0,58+0,17 0,441
ortalama+SD
El sikma giicii, kg, | 33,5+15,1 36,1+11,0 0,605
ortalama+SD
Koroner damar hastahg, | 7 (23,3) 7(23,3) 1
n (%)
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inme, n (%) 6 (20) 8(26,7) 0,542
Kanser, n (%) 12 (40) 14 (46,7) 0,605
Hipertansiyon, n (%) 16 (53,3) 29 (96,7) <0,001*
Tiroid hastahigi, n (%) 5(16,7) 12 (40) 0,045*
Diyabet mellitus, n (%) 3 (10) 6 (20) 0,472
Sistolik KB, ortalama+ | 124+19 13618 0,025%
SD

Diyastolik KB, ortalama+ | 67+10 71£10 0,420
SD

PMI, saat, ortanca (CAG) | 5,63 (4,3-15,3) 5,33 (4,5-6,5) 0,574

Kisaltmalar: CAG, Ceyrekler arasi aralik (interquartile range); KB, kan basinci; NK,
Kognitif bozuklugu olmayan; PMI, 6liim sonrasi gegen siire (post-mortem interval);
SD, standart sapma; VKI, viicut kitle indeksi. * p < 0.05.

4.2.2. Normal Kognisyonlu ARB Kullanan Bireylerde Kullanmayanlara

Gore Beyin RAS Ana Ligand1 Anjiyotensinojen ve Katalitik Enzimler (Renin ve

ACE) Gen Ifade Diizeylerindeki Farklhihklar

Beyin RAS sistemi ana ligand1 Anjiyotensinojen (4GT) ve renin (REN) gen

ifadesi ARB kullanan grupta azalmistir (0,54 kat-degisimi, p = 0,03- 0,47 kat-degisimi,

p = 0,03, swras1 ile). ACE gen ifade seviyelerinde ise istatistiksel anlamli fark

saptanmamustir (p = 0,26). Kat degisim sonuglar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 5. Anjiyotensin Reseptdr Blokdr Kullanan Normal Kognisyonlu Bireylerin
Kullanmayanlara Gére AGT, REN ve ACE Gen Ifadeleri

Gen Protein Kat degisimi P degeri

AGT Anjiyotensinojen 0,54 0,03

REN Renin 0,47 0,03

ACE Anjiyotensin-doniistiiriicli 0,71 0,26
enzim
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4.2.3. Normal Kognisyonlu Bireylerde ARB Kullaniminin Anjiyotensin

Reseptor Gen ve Protein Ifade Diizeyleri Uzerine Etkisi

Anjiyotensin reseptor blokoriinlin beyin anjiyotensin reseptorleri tizerindeki
etkilerini aydinlatmak icin ATiR, AT:R ve AT4R'nin gen ve protein seviyeleri
Ol¢lilmiistlir ve ARB ile tedavi edilen ve edilmeyen gruplar arasinda karsilagtirilmistir.
Sonuglarimiz, kognitif bozuklugu olmayan (Hafif Kognitif Bozukluk veya demans
olmayan) ARB kullanan ve kullanmayan iki grup arasinda ARB kullanimi ile AT|R
gen ifade diizeyi anlamli sekilde diistikken (0,32 kat-degisimi, p = 0,004), AT{R
protein seviyelerinde anlamli bir fark olmadigimni gosterilmistir (ortanca (CAG) 0,47
(0,19-0.63) vs 0,46 (0,30-0.68), NK vs NK+ARB, p = 0,243) (Sekil 7A). Benzer
sekilde, ARB tedavisi ile AT2R gen ifade diizeyi anlaml sekilde diistikken (0,29 kat-
degisimi, p = 0,003), AT2R protein seviyeleri arasinda da istatistiksel anlamli bir fark
gbézlenmemistir (ortanca (CAG) 0,45 (0,26-1,08) vs 0,39 (0,27-1,11), NK ve
NK+ARB, p =0,848) (Sekil 7B). Bununla birlikte, ARB kullanan NK’li katilimcilarda
AT4R gen ifade diizeylerinde fark yokken (1,14 kat-degisimi, p = 0,56), daha yiiksek
AT4R protein seviyeleri tespit edilmistir (ortanca (CAG), 0,17 (0,01-0,76) ve 0,69
(0,23-0,96), NK vs NK+ARB, p =0,018) (Sekil 7C). Kat degisim sonuglar1 Tablo 7°de

verilmistir.

Tablo 6. Anjiyotensin Reseptdr Blokdr Kullanan Normal Kognisyonlu Bireylerin

Kullanmayanlara Gére AGTRI, AGTR2 ve LNPEP Gen Ifadeleri

Gen Protein Kat degisimi P degeri
AGTRI Anjiyotensin II tip 1 reseptorii | 0,32 0,004
AGTR2 | Anjiyotensin II tip 2 reseptoric | 0,29 0,003

LNPEP | Anjiyotensin tip 4 reseptorii 1,14 0,56
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Sekil 6. Normal kognisyonlu ARB kullanan ve kullanmayan bireylerde anjiyotensin
reseptOr protein seviyeleri farklari. (A) Anjiyotensin II tip 1 reseptdr (ATiR) protein
seviyeleri (B) Anjiyotensin II tip 2 reseptdr (AT2R) protein seviyeleri (C) Anjyiotensin
tip 4 reseptor (AT4R) protein seviyeleri ARB kullanan (n = 30) ve kullanmayan (n =
30) kognitif bozuklugu olmayan grupta. (D) Gruplara ait western blot drnekleri.
Veriler kutu-cizgi (min-maks) ile gdsterilmistir. (* p < 0,05).

4.2.4. Normal Kognisyonlu Bireylerde ARB Kullanimimin Oksidatif Stres
ile Iliskisi

Yaslanma ve kognitif islevlerde dnemli bir yere sahip olan oksidatif stresin
biyolojik belirteci olarak beyin protein karbonil seviyeleri 6l¢iildii ve gruplar arasinda
karsilastirildi. Protein karbonil seviyeleri, NK grubuna kiyasla NK+ARB grubunda
daha diisiiktii (ortanca ve (CAG) 10,6 (9.5-11.9) vs. 11,3 (10.5-13.8), NK+ARB vs.
NK, p =0,035) (Sekil 8).
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Sekil 7. ARB kullanan (NK+ARB) ve kullanmayan (NK) normal kognisyonlu
bireylerde protein karbonil seviyeleri farki. * p < 0,05

4.2.5. Normal Kognisyonlu Bireylerde ARB Kullaniminin inflamasyon ile
Tiskisi

ARB kullanan ve kullanmayan gruplar arasinda beyin ve serum sitokinleri (IL-

6, TNF-a, IFN-y ve IL-1p) agisindan fark saptanmamustir.

4.2.6. Normal Kognisyonlu Bireylerde ARB Kullaniminin Amiloid-Beta
Yiikii ve Tangle Yogunlugu ile iliskisi

Son olarak, ARB tedavisinin normal kognisyonlu bireylerde beyin amiloid-
beta yiikiinii ve tangle yogunlugunu etkileyip etkilemedigi incelenmistir. ARB ile
tedavi edilen NK grubunda, tedavi edilmeyen kontrol NK grubuna kiyasla belirgin
olarak daha diisiik kalkarin korteks amiloid-beta (1,92 (1,17-4,44) vs 0,43 (0-2,39), p
= 0,011) ve inferior temporal amiloid-beta skorlar1 (3,47 (1,61-8,04)'e karst 1,09 (0-
3,83), p = 0,030) saptanmustir (Sekil 9). ARB alan ve almayan iki grup arasinda
hipokampus (1,15 (0-2,04) vs 0 (0-0,56), NK’ya kars1i NK+ARB, p = 0,057) ve
entorhinal kortekste (3.30 (1,27-6,43) vs 0,60 (0-3,58), NK’ya kars1t NK+ARB, p =
0,051) ise smirda bir farhilik saptandi. Beynin diger bdlgelerinde amiloid-beta
skorlarinda anlamli bir farklilik saptanmamuistir. Bunun yaninda, higbir bolgede tangle

yogunlugu agisindan iki grup arasinda fark saptanmamustir.
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Sekil 8. Normal kognisyonlu bireylerde ARB kullanan ve kullanmayan grupta kalkarin
korteks ve inferior temporal korteks amiloid-beta skorlari. * p < 0,05

4.3. Anjiyotensin Reseptor Blokorii Kullannminin Alzheimer Hastahg:

Olan Katimcilarin Beyinlerine Etkisi

Bu tez calismasinin son amaci dogrultusunda, ARB kullaniminin Alzheimer
Hastalig1 olan katilimcilarin beyinlerindeki etkilerini ortaya koymak i¢cin ARB veya
ACEI hig¢ kullanmamis AH olan bireyler ile ARB kullanmis AH olan bireyler beyin
anjiyotensin reseptorleri gen ve protein ifade diizeyleri ve oksidatif stres, inflamasyon,

amiloid-beta yiikii skorlar1 baglaminda karsilastirilmistir.
4.3.1. Demografik Ozellikler

Katilimeilarin karakteristik 6zellikleri Tablo 3’te verildi. Viicut kitle indeksi
ve fiziksel islev belirtecleri istatistiksel olarak gruplara arasinda farkli degilken ARB
kullanan grubun egitim y1li ARB kullanmayan gruba gore daha diisiik saptanmistir (p
<0,001).

Tablo 7. Anjiyotensin reseptorii kullanan ve kullanmayan Alzheimer Hastalig1 olan
katilimcilarin karakteristik 6zellikleri.

AH (n=30) AH +ARB (n=30) | p value

Yas, ortalama+SD 90,1+5,7 90,20+5,5 0,952

Cinsiyet, erkek, n (%) 5(17) 5(16,7) 1
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Egitim, yil, ortanca (CAG) | 18 (21-18) 16 (18-12) <0,001*
VKI, ortanca (CAG) 24,8 (29-23,4) 26,2 (30-24,6) 0,428
Yiiriime hizi, m/s, | 0,56=0,19 0,52+0,20 0,488
ortalama+SD

El sikma giicii, kg, | 30,1+10,4 37,6£16,2 0,122
ortalama+SD

Koroner damar hastahgy, | 7 (23,3) 6 (20) 1

n (%)

inme, n (%) 6 (20) 10 (33,3) 0,783
Kanser, n (%) 9 (30) 24 (80) 0,741
Hipertansiyon, n (%) 25(83,3) 14 (46,7) 0,436
Tiroid hastahigi, n (%) 11 (36,7) 7(23,3) 0,264
Diyabet mellitus, n (%) 7(23,3) 8 (26,7) 0,767
Sistolik KB, ortalama+SD | 134+16 138+19 0,635
Diyastolik KB, 72+12 72+10 0,602
ortalama+SD

PMI, saat, ortanca (CAG) | 6,93 (4.2-10.6) 5,43 (4.4-13.2) 0,947

Kisaltmalar: AH, Alzheimer Hastaligi; CAG, Ceyrekler arasi aralik (interquartile
range); KB, kan basinci; PMI, 6liim sonrasi gecen siire (post-mortem interval); SD,
standart sapma; VKI, viicut kitle indeksi. * p < 0.05.

4.3.2. ARB Kullanan Alzheimer Hastalarinin Beyin RAS Ana Ligandi

Anjiyotensinojen ve Katalitik Enzim (Renin ve ACE) Diizeylerindeki Farkhihklar

Beyin RAS sistemi ana ligand1 Anjiyotensinojen (4GT) gen ifadesinde iki grup

arasinda fark saptanmamustir (p = 0,44). Benzer sekilde, katalik enzimler renin ve ACE
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gen ifade seviyelerinde de istatistiksel anlamli fark saptanmamustir (sirast ile, p = 0,07,

p = 0,16). Gen ifadelerinin kat degisim sonuglar1 Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 8. Anjiyotensin Reseptor Blokdr Kullanan Alzheimer Hastalarinin

Kullanmayanlara Gére AGT, REN ve ACE Gen Ifadeleri

Gen Protein Kat degisimi p degeri

AGT Anjiyotensinojen 0,81 0,44

REN Renin 1,06 0,07

ACE Anjiyotensin-doniistiiriicli 0,74 0,16
enzim

4.3.3. Alzheimer Hastaligi Olan Bireylerde ARB Kullaniminin

Anjiyotensin Reseptor Gen ve Protein ifade Diizeylerine Etkisi

Kognitif olarak normal bireylerin aksine, AH grubunda, ATiR gen ifade
diizeylerinde fark saptanmazken (p = 0,71), ATiR protein seviyeleri ARB kullanan
grupta kullanmayanlara gére anlamli derecede diisiik saptanmistir (0,59 (0,45-0,76)
vs. 0.47 (0,21-0,63), AH'ye karst AH+ARB, p = 0,023) (Sekil 10). Bununla birlikte,
AT>R ve AT4R gen ifade diizeylerinde (p = 0,78, p = 0,54, sirasi1 ile) ve AT2R (0.46 (-
0,32-0,79) vs 0,52 (0,34-0,67), AH’ye kars1t AH+ARB, p = 0,965) veya AT4R protein
seviyeleri (0,13 (0,03-0,51) vs. 0,06 (0,01-0,22), AH'ye kars1t AH+ARB, p = 0,117)
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 10). Gen ifadelerinin kat degisim

sonuclar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 9. Anjiyotensin Reseptor Blokdr Kullanan Alzheimer Hastalarinin

Kullanmayanlara Gére AGTRI, AGTR2 ve LNPEP Gen Ifadeleri

Gen Protein Kat degisimi p degeri
AGTRI Anjiyotensin II tip 1 reseptorii | 1,25 0,71
AGTR2 | Anjiyotensin II tip 2 reseptoric | 0,97 0,78

LNPEP | Anjiyotensin tip 4 reseptorii 1,15 0,54
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Sekil 10. Alzheimer Hastaligi olan ARB kullanan ve kullanmayan bireylerde
anjiyotensin reseptor protein seviyeleri farklari. (A) Anjiyotensin II tip 1 reseptor
(AT1R) protein seviyeleri (B) Anjiyotensin II tip 2 reseptor (AT2R) protein seviyeleri
(C) Anjiyotensin tip 4 reseptor (AT4R) protein seviyeleri ARB kullanan (n = 30) ve
kullanmayan (n = 30) Alzheimer Hastalig1 olan grupta. (D) Gruplara ait western blot
ornekleri. Veri kutu-¢izgi (min-maks) ile gosterilmistir. (* p < 0.05).

4.3.4. Alzheimer Hastaligr Olan Bireylerde ARB Kullaniminin Oksidatif
Stres ile Tliskisi

ARB ile tedavi edilen AH grubunda beyin protein karbonil diizeyinde anlamli
bir fark gozlenmemistir (10,6 (9,6-13,3) vs 10,9 (9,9-13,9), AH’ye kars1t AH+ARB, p
=0,478).

4.3.5. Alzheimer Hastaligi Olan Bireylerde ARB Kullaniminin

Inflamasyon ile Iliskisi

ARB ile tedavi edilen ve edilmeyen AH gruplari arasinda beyin ve serum
sitokin seviyeleri agisindan anlamli bir farklilik saptanmamistir. Bununla birlikte,

beyin AT4R protein seviyeleri, AH+ARB grubunda beyin IL-6 seviyeleri (r = -0,523
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p = 0,003) ve serum IL-1f (r = -0,460 p = 0,020) ile negatif korelasyon gostermistir.

Diger gruplarda ise anlaml bir korelasyon saptanmamagtir.
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Sekil 10. Anjiyotensin tip 4 reseptorii ve sitokin seviyeleri arasindaki korelasyonu
gosteren serpilme diyagrami (95% giiven aralifi ve regresyon ¢izgisi) (A) ARB
kullanmayan grupta AT4R ve beyin IL-6 (n = 30) (B) ARB kullanan grupta AT4R ve
beyin IL-6 (n = 30) (C) ARB kullanmayan grupta AT4R ve serum IL-1beta (n = 26)
(D) ARB kullanan grupta AT4R ve serum IL-1beta (n = 26).

4.3.6. Anjiyotensin Reseptor Seviyeleri ile Amiloid-Beta Yiikii ve Tangle
Yogunlugu iliskisi

Anjiyotensin reseptor blokdrii kullanan ve kullanmayan gruplar arasinda tangle

ve amiloid-beta skolarlar1 agisindan istatistiksel anlamli bir fark saptanmamustir.

4.4. Anjiyotensin Reseptor Blokorlerinin Normal Kognisyonlu ve

Alzheimer Hastalarinda Anjiyotensin Reseptorleri Uzerindeki Etki Farklihg

Son olarak, ARB tedavisinin AH ve NK gruplarinda farkli etkileri olup
olmadigin1 belirlemek i¢in dort grubun tamami igin iki yonli ANOVA analizi
yapilmistir. ARB kullanimui ile hastalik durumu (AH ile NK) arasinda anjiyotensin tip
4 reseptOr seviyesi lizerinde anlamli bir etkilesim etkisi vardi (F (1,116) = 9.349, p =
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.003, np2 = 0.075). Etkilesim teriminin anlamliligi, ARB kullanimimnin AT4R diizeyi
iizerindeki etkisinin AH ve NK gruplar1 arasinda farkli oldugunu gostermistir. Izlem
basit etki analizinde ARB kullanim1 NK grubunda AT4R diizeyi iizerinde istatistiksel
olarak anlamli bir etkiye sahipken (p = 0,014) AH grubunda anlamli bir etki
gorliilmemistir (p = 0,093). Benzer sekilde, ARB kullanima ile hastalik grubu arasinda
anjiyotensin tip 1 reseptor diizeyi lizerinde anlamli bir etkilesim etkisi saptanmustir (F
(1,116) = 5,351, p =,022, np2 = 0,044). Takip basit etki analizinde ARB kullanima,
AH grubunda ATiR seviyesi ilizerinde anlamli bir etkiye sahipken (p = 0,017), NK
grubunda anlamli bir degisiklik saptanmamistir (p = 0,260). ARB tedavisinin ve
hastalik durumunun (AH'ye karst NK) anjiyotensin tip 2 reseptorleri lizerinde etkisi

saptanmamigtir.

Anjiyotensin reseptor blokorii kullanan normal kognisyonlu ve Alzheimer
Hastalig1 olan bireylerin beyinlerinde kullanmayanlara gore gozlenen degisiklikler

Sekil 12°de 6zetlenmistir.

Angiotensinogen

Renin ‘
ACE 1

AP-A AP-N

ARB kullanan ARB kullanan
Normal kognisyonlu bireyler l Alzheimer Demansli bireyler ]

» Yiksek AT 4R seviyeleri »> Disiik AT R seviyeleri

> Diisiik oksidatif stres » Oksidatif streste fark yok

» Sitokin seviyelerinde fark yok » Sitokin seviyelerinde fark yok
> Diisiik Amiloid-beta yiiki » Amiloid-beta yiikiinde fark yok

Sekil 11. Anjiyotensin reseptor blokorii kullanan kognitif bozuklugu olmayan ve
Alzheimer Hastalig1 olan katilimcilarin ARB kullanmayanlara gore farkliliklarinin
sekilsel gosterimi.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinin ilk kisminda Alzheimer hastalarinin beyinleri ile normal
kognisyonlu bireylerin beyinleri beyin renin-anjiyotensin sistemi komponentleri
yoniinden karsilastirilmis ve beyin RAS ile AH mekanizmalar iligkisi incelenmistir.
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde, saglikli beyinlere gore artmig ATiR protein
seviyeleri saptanmistir. AT R protein diizeyleri Alzheimer hastalarinda oksidatif stres
diizeyi ile dogru orantiliyken, inflamasyon ile iliskili bulunmamistir. Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde AT2R protein seviyelerinde herhangi bir fark saptanmazken,
bu ¢alismada AT4R'nin oksidatif stres ve tangle yumag1 yogunluguna karsi koruyucu

bir rolii olduguna dair bazi ipuclari elde edilmistir.

Epidemiyolojik ¢aligmalarda (44,255) ve hayvan modellerinde (256,257)
ATiR'yi bloke etmenin AH’de ¢esitli faydalar1 gosterilmis olsa da, mevcut literatiir
bilgilerine gore, bu tez calismasi AH olan katilimcilarin beyinlerindeki RAS
degisikliklerini kapsamli olarak inceleyen ilk c¢alismadir. AH beyinlerinde daha
yiiksek ATiR seviyeleri saptanmasi, insan beyinlerinde yapilan dnceki bir ¢aligma ile
uyumludur (258). Ilk olarak, Savaskan ve ark. 9 Alzheimer hastasinin ve 9 kontrol
grubundaki katilimcinin beyinlerini inceleyerek immiinhistokimyasal olarak parietal
kortekste artmig ATiR seviyelerini gostermistir. Fakat, bu calismada diger

anjiyotensin reseptorleri incelenmemistir (258).

flging olarak, tez ¢alismasinda, Alzheimer hastalarinda daha az AT\R mRNA
seviyeleri fakat daha yiliksek ATiR protein seviyeleri saptanmistir. Boyle bir
uyumsuzluk negatif geri besleme kaynakli olabilir. Literatiirde yiiksek protein
seviyelerinin, proteinin daha fazla iiretimini inhibe etmek i¢in mRNA ekspresyonunu
azaltilabilecegi sOylenmistir (259). Bu uyumsuzlugun bir diger nedeni de proteinlerin
mRNA’ya gore yart dmiirlerinin daha uzun olmasi ve daha stabil olmalar1 olabilir

(260,261).

Ayrica, onceki hayvan ¢aligmalari, ATiR'nin artan protein ifadesi durumunda,
gen¢ hayvanlarda AT:R'nin telafi edici mekanizma olarak ifadesinin arttigin
gostermektedir (262,102) fakat yaslhi hayvanlarda bu telafi edici mekanizma
bozulmustur (262,263). Bu bilgiler ile uyumlu olarak, tez c¢alismasinda, yash
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poplilasyonunda daha yiiksek ATiR seviyelerinin beyin AT:R seviyesindeki

farkliliklar ile iliskili olmadig1 gézlenmistir.

ATiR'nin oksidatif stres ile iligkisi, ATiR'nin hayvanlar iizerindeki zararh
etkisini gosteren onceki ¢aligmalarla uyumludur (256,264-267). ATiR seviyeleri ve
beyin sitokinleri arasinda benzer bir iligski olmasin1 beklerken, inflamasyon ve ATiR
protein seviyeleri arasinda bir baglanti saptanmamustir. Oliim sonras1 ¢aligmalarda
sitokinlerin stabilitesi de dahil olmak iizere bu olumsuz sonuglara bir¢ok faktor katkida

bulunmus olabilir (268,269).

Anjiyotensin tip 4 reseptoril, anjiyotensin reseptdr ailesinin en yeni tiyesidir ve
hafiza ve bilissel islevle baglantili bulunmustur. Tez calismasinda, AT4R seviyelerinde
AH ile higbir fark gozlenmese de beyin AT4R seviyeleri ile tangle yogunlugu arasinda
negatif bir iliski oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, Ang III/Ang-IV/AT4R yolunun
diizensizliginin tangle yumagi olusumu ile iligkili oldugunu bildiren yakin tarihli bir
caligma tarafindan desteklenmektedir (270). Anjiyotensin II, Aminopeptidaz A (AP-
A) ve Aminopeptidaz N (AP-N) seviyelerini Alzheimer hastalarinin beyinlerinde 6lim
sonrasi inceleyen bu calismada Alzheimer Hastaligi’'nda artmis Ang II seviyeleri
yaninda AP-A/Ang-III/AP-N/Ang-IV/AT4R yolaginin da regiilasyonunun bozuldugu
ve bunun tangle yogunlugu ile iliskili oldugu gdsterilmistir (270).

AH ile beyin RAS farkliliklarini inceleyen bu tez ¢alismast AH olan
katilimcilarin beyinlerinde renin-aniyotensin sistemi dengesinin yikici etkileri olan
ATIR lehine kaydigini gostermistir. Bu beyin RAS diizensizligi, RAS’1 modiile eden
ilaglarin biligsel gerilemeye karsi gdzlenen koruyucu etkinliklerinin potansiyel

mekanizmalarini aydinlatmada rol gosterici olabilir.

Tez g¢aligmasinin ikinci kisminda ise oksidatif stres ve amiloid-beta ile
korelasyonu gosterilen ve AH’de yiiksek oldugu saptanan ATiR’yi ARB’ler ile
bloklamanin saglikli beyinlerde ve Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki etkileri
arastirilmistir. Bunun i¢in Oncelikle kognitif bozuklugu olmayan bireylerin ve
Alzheimer Hastalig1 olan katilimcilarin 6liim sonrasi beyinlerinde ARB kullanimai ile
iligkili beyin RAS reseptor seviyeleri farkliliklart arastirilmigtir.  Saglikli beyinlerde
ARB kullanan grupta daha yiliksek AT4R seviyeleri ve daha diisiik oksidatif stres ve
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amiloid-beta skorlar1 saptanirken, Alzheimer hastalarinda ise ARB’lerin bu yararh
etkileri gdzlenmemistir. AH olan ve ARB kullanan katilimcilarda goriilen anjiyotensin
reseptOr ifadesindeki tek anlamli fark, daha diisiik AT|R protein seviyeleri olmustur.
ARB kullanan ve kullanmayan hem NK’li hem de AH’li katilimcilarin arasinda

inflamasyon agisindan fark saptanmamustir.

Bildigimiz kadartyla, ARB kullanimmnin beyin renin-anjiyotensin sistem
reseptorleri ve bunlarin potansiyel mekanizmalar1 ile iliskisini degerlendiren
literatiirde ¢cok az sayida insan beyni iizerine yapilmis ¢aligma mevcuttur. Tez
sonuglari, AH'li olanlarin aksine normal kognisyona sahip katilimcilarin beyinleri

tizerinde ARB'lerin yararl etkilerinin goriildiiglinii gdstermistir.

Anjiyotensin tip 4 reseptorii, ¢ogunlukla korteks ve hipokampusun kolinerjik
ndronlarinda bulunan islevsel anjiyotensin reseptdr ailesinin son tespit edilen
iyelerinden biridir (90). AT4R serebral kan akisi, ndroproteksiyon, uzun siireli hafiza
konsolidasyonu ve geri ¢agirma iizerindeki olumlu etkileriyle bilinmektedir (271).
Brazsko et al. daha yiiksek Ang II seviyelerinin Ang I'V'e doniistiiriildiigiinii ve bu
doniistimiin hayvan modelinde Ang II'nin biligsel koruyucu etkilerinden sorumlu
oldugunu o6ne slirmiistiir (272). Bu nedenle, ARB kullanan NK’li bireylerin
beyinlerinde goriilen daha yiiksek AT4R seviyeleri, Ang II'nin Ang I'V'e daha yiiksek
doniistimiiniin ve Ang IV/AT4R yolagimin daha yiiksek aktivasyonunun bir sonucu
olabilir. insan beyninde elde edilen tez sonuglari, bir hayvan modelinde AT4R'nin
blokajiyla bir anjiyotensin reseptor blokorii olan losartanin faydali etkilerinin geri

dondiiriildiiglinti gosteren dnceki bir ¢aligsma tarafindan desteklenmektedir (273).

Ayrica, ARB kullaniminin biligsel bozuklugu olmayan bireylerde daha diisiik
oksidatif stres seviyeleri ile iliskili olduguna dair tez bulgusu, 6nceki Alzheimer
hastalig1 hayvan modelleri ve in vitro ¢aligmalarla uyumludur (274-276). Ek olarak,
yakin zamanda daha yiiksek Ang IV seviyelerinin, tezde gdzlemlenene benzer sekilde
daha diisiik oksidatif stres ile iligkili oldugu gdosterilmistir (277). AT4R antagonisti
kullanimt ile losartanin faydali etkilerinin engellediginin gosterilmesi ve AT4R’nin
AH’de potansiyel bir hedef olarak belirlenmesinden sonra ayni g¢alisma grubu
tarafindan dogrudan AT4R'ler hedeflenerek ATsR’nin etkilerinin gosterilmesi

amaglanmistir. Bu amagla, insan amiloid oncii proteini (APP) transgenik (J20 hatt1)
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farelere bir ay boyunca intraserebroventrikiiler olarak Anjiyotensin IV verilmistir.
Anjiyotensin IV, bu farelerde kisa siireli hafizay1 ve uzamsal 6grenmeyi iyilestirmistir.
Anjiyotensin IV, hipokampal AT4R seviyelerini arttirirken, hipokampal subgraniiler
bolge hiicresel proliferasyonunu ve dendritik dallanmay1 da arttirmistir ve oksidatif
stresi azaltmistir. Anjiyotensin IV, kan basmcin1 veya ndoroinflamasyonu
degistirmemistir. Tez ¢alismasina benzer sekilde, bu hayvan ¢aligmasinin sonuglari da,

AT4R'nin AH’ye kars1 gelecek vaat eden bir hedef olabilecegini géstermistir (277).

Son olarak, ARB kullanan biligsel bozuklugu olmayan katilimcilarda daha
diisiikk amiloid-beta seviyelerine iligkin tezde elde edilen sonug¢, ARB kullanimi ile
neprilisin ve transtiretin gibi katabolizma ve amiloid-beta klirensinde rol oynayan
enzimlerin ifade artigini raporlayan klinik dncesi kanitlarla desteklenmektedir (278—
282). ARB kullanimi ile azalmig amiloid-beta seviyeleri arasindaki dogrudan iligki,
birkag hayvan ¢aligmasinda (256,279,283,284) ve bir insan ¢alismasinda 6liim sonrasi
beyin incelemesi ile gdsterilmistir (285). Yakin tarihli bir diger ¢alismada ise, ARB ve
ACEI'lerin kullanimu ile daha diisiik amiloid-beta birikimi arasindaki iliski incelenmis
ve ARB'nin ACEl'ye kiyasla iistiinliigii oldugunu bildirilmistir (282). AH'de
ARB’lerin faydali etkilerinin goriilmemesinin degerlendirilmesi zordur ve AH'nin
siddeti, tan1 ile ARB tedavisine baslama arasindaki siire ve tedavi siiresi gibi ¢esitli

faktorler bu duruma katkida bulunmus olabilir.

Onceki literatiiriin aksine, hem Alzheimer hem de Alzheimer olmayan hayvan
modelleri ve in vitro ¢alismalarda ARB’lerin anti-inflamatuar etkileri gosterilmis olsa
da verilerimizde ARB'nin inflamasyon {izerinde etkisi saptanmamuistir (256,286—288).
Bununla birlikte, AT4R seviyeleri ve beyin IL-6 ve serum IL-1f seviyerleri arasinda
negatif bir korelasyon ARB kullanan AH grubunda saptanmistir. Bu sonug, kronik
serebral hipoperfiizyon sican modellerinde Anjiyotensin IV infiizyonu ile bu
sitokinlerin daha diisiik seviyelerini gosteren ve bu etkilerin divalinal-Ang IV (AT4R

antagonist) ile tersine ¢evrildigini gosteren yakin tarihli bir ¢alisma ile benzerdir (289).

Tez calismasinin birkag simirlamasi vardir. ilk olarak, katilimeilar tarafindan
kullanilan ARB tiirleri bilinmemektedir. Bu, giliniimiizde klinik ortamda sik olarak

kullanilan ARB'lerin farkli kan-beyin penetrasyonuna, ATiR'ye afiniteye ve
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peroksizom proliferatorii ile aktiflesen reseptor gama aktivasyon seviyelerine sahip
olmas1 nedeniyle 6zellikle dnemlidir (89,275,290). Ikincisi, katilimcilarin ARB'yi
kullandiklar1 stirenin bilinmemesi, ARB’lerin zamana bagl etkilerini saptamamizi
engellemistir. Calismanin bir diger sinirlamasi da, AT R ve AT2R'ye karst ticari olarak
temin edilebilen antikorlarin 6zgiilliigiiniin diisiik olmasidir (291-293). Su anda,
dogrulanmis antikorlar1 kullanan western blot teknikleri, daha iyi ve daha hassas
teknolojilerin gelistirilmesine kadar anjiyotensin reseptorlerini dlgmenin temel tasi
olmaya devam etmektedir. Son olarak, katilime1 sayisinin azligi, hipertansiyon, egitim
diizeyi ve otopsi ve Oliim sonrasi gecen siire (PMI) gibi 6nemli faktorlerin analiz
sirasinda dikkate alinmasini engellemistir. Yiiksek tansiyon, AH’nin gelisimine ve
ilerlemesine katkida bulunur. Onceki arastirmalar, daha yiiksek kan basinci
seviyelerinin, daha yiiksek amiloid-beta seviyeleri ile iliskili oldugunu gostermistir
(294-296). 1lging bir sekilde, ARB'lerle tedavi edilen NK grubunda daha yiiksek
hipertansiyon yiizdesine ragmen, ARB’ler ile tedavi edilmeyen NK grubuyla
karsilastirildiginda daha diisiik amiloid-beta skoru bulunmustur. Ayrica, Onceki
caligmalarda, ACE ve Ang Il diizeylerinin 6l¢iimlerinin 6liim sonrasi gecen zamandan
etkilenmedigi gosterilmistir (270,297). Son olarak, caligmada karisik bir doku
kullanildig1 igin farkli hiicre tiplerine &6zgiil ifade belirlenememistir. Onceki
arastirmalar, frontal korteks dokusunun %63 néron, %26 oligodendrosit, %5 astrosit,
%4 oligodendrosit progenitor, %3 mikroglia, %0.2 perisit ve %0.2 endotel hiicre
icerdigini gostermistir (298).

Bugiin itibariyle, AH nin tedavisi veya etkili bir 6nleme yontemi yoktur. AT|R
blokdrleri ve AH iligkisi, AH’yi dnleme ve progresyonunu yavaslatma i¢in ARB
kullanimin1 destekleyen epidemiyolojik kanitlardan (299,300) ve endokrin RAS’tan
bagimsiz olarak islev gdsteren beyin renin-anjiyotensin sisteminin kesfinden sonra
onem kazanmistir. Tez sonucglart AT4R’nin biligsel bozuklugu olmayan bireylerde
ARB’nin koruyucu etkilerine aracilik etmede bir rolii olabilecegini gostermektedir.
Anjiyotensin reseptor blokdrlerinin, Alzheimer Hastali§i’'nda kullanimina dair daha
ayrintili bilgi sahibi olabilmek i¢in, ARB’lerin tiirlerinin, baslangi¢ zamanlarinin ve

tedavi siirelerinin de dikkate alindig1 daha genis caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinin amaci Oncelikle beyin anjiyotensin reseptorlerinin
Alzheimer Hastalig1 patogenezindeki roliinii gdstermek ve anjiyotensin reseptor
blokdrlerinin beyin RAS iizerindeki etkilerini ve Alzheimer Hastalig1 {izerindeki

roliinii ortaya koymaktir.

[k amag¢ dogrultusunda, RAS sistemini etkileyen ACEI ve ARB cinsi ilag hi¢
kullanmamis kognitif bozuklugu olmayan (n=30) ve Alzheimer Hastalig1 (AH) olan
n=30) katilimcilarin beyin AGT (anjiyotensinojen geni), REN (renin geni), ACE
(anjiyotensin doniistiiriicii enzim geni) gen ifadeleri, anjiyotensin II tip 1 reseptort,
anjiyotensin II tip 2 reseptorli ve anjiyotensin tip 4 reseptorii gen ifadeleri (AGTRI,
AGTR2 ve LNPEP) ve protein diizeyleri Olgiilerek, gruplar arasi1 farkliliklar tespit
edilmigtir. Ayrica, beyin RAS sisteminin, oksidatif stres belirteci olarak protein
karbonil diizeyleri, inflamasyon belirtecleri olarak interldkin 6 (IL-6), interldkin 1B
(IL-1P), interferon-gamma (IFN-y) ve Tiimdr nekrozis faktdr-o (TNF- a) seviyeleri ve
AH patolojilerinden tangle yogunlugu ve amiloid-beta yiikii ile iligkisi incelenmistir.
Ikinci asamada ise ARB’lerin etkilerini kognitif olarak bozuklugu olmayan ve AH olan
katilmcilarda ayr1 ayr1 gozlemleyebilmek icin hi¢ ARB kullanmamis ve ARB
kullanmis kognitif bozuklugu olmayan katilimecilar birbirleri ile beyin RAS sistemi
komponentleri yoOniinden karsilastirilmis ve bu komponentlerin AH potansiyel
mekanizmalarindan oksidatif stres, inflamasyon ve AH patolojileri tangle yogunlugu
ve amiloid-beta yiikii ile iligkisi incelenmistir. Son olarak da, ARB kullanmamis ve
ARB kullanmis AH olan katilimcilar da birbirleri ile beyin RAS sistemi komponentleri
ve bu komponentlerin AH potansiyel mekanizmalarindan oksidatif stres, inflamasyon

ve AH patolojileri tangle yogunlugu ve amiloid-beta yiikii ile iligkisi incelenmistir.
6.1. Sonuclar

1. Alzheimer Hastaligi olan katilimcilarda kognitif olarak normal olan
katilimcilara gore daha yiikksek ATiR protein diizeyleri saptanmigtir.
Artmig ATR seviyelerinin yaninda, beyin renin-anjiyotensin sisteminin
koruyucu tarafinda yer alan AT2R ve AT4R protein diizeylerinde fark

saptanmamistir. Bu da Alzheimer hastalarinin beyinlerinde renin-
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anjiyotensin sistemi dengesinin pro-oksidatif ve pro-inflamatuar 6zellikleri
ile taninan AT R lehine kaydigin1 gostermektedir.

. Artmis beyin ATiR seviyeleri, daha yliksek protein karbonil seviyeleri
(oksidatif stres belirteci) ve daha yiiksek amiloid-beta yiikii ile pozitif
yonde iligkili bulunmustur.

. Kognitif bozuklugu olmayan katilimcilarin beyinlerinde ARB kullanan
grupta daha yiiksek AT4R seviyeleri saptanmigtir.

. Kognitif olarak normal olan ve ARB kullanan grupta daha diisiik oksidatif
stres ve daha diisiik amiloid-beta skorlar1 saptanmustir.

. Alzheimer hastalarinda ise ARB kullanan grupta yalnizca azalmis AT|R
protein seviyeleri saptanirken, diger reseptor diizeylerinde anlamli fark
saptanmamistir.

. ARB kullanan ve kullanmayan hem kognitif olarak normal hem de AH olan
katilimcilar arasinda inflamasyon agisindan fark saptanmamustir.

. Anjiyotensin reseptor blokorlerinin kognitif olarak normal bireylerde ve

Alzheimer hastalarinda farkl etkileri oldugu ortaya konmustur.

6.2. Oneriler

Tez ¢alismas1 kapsaminda beyin renin-anjiyotensin sisteminin ve ARB’lerin

Alzheimer Hastalig1’ndaki roliine 151k tutulmustur. Anjiyotensin reseptor blokdrlerinin

kognitif olarak normal bireylerde ve Alzheimer hastalarinda farkli etkileri oldugu goz

onlinde bulundurularak, bu tedavilerin baslanma zamaninin 6nemli oldugu sonucu

ortaya cikabilir. Bu baglamda, bu zamansal etkiyi ortaya koymak i¢in kullanan

ARB’lerin baslanma zamanlarinin ve kullanim siirelerinin de kaydi Onemlidir.

Anjiyotensin reseptdr blokorlerinin  Alzheimer Hastalii’'n1 onleme ve seyrini

yavaglatmaki roliinii daha ayrintili ortaya koyabilmek icin kullanilan ARB’lerin

tiirlerinin, baglanma zamanlarinin ve kullanim siirelerinin de dikkate alindigi daha

genis katilimcili ¢alismalara ihtiyag vardir.
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Ek-1B. Anjiyotensin II tip 2 reseptdrii. *Dahili kontrol.
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