T.C.
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJI ANABILIiM DALI

LIPOPOLISAKKARIT iLE INDUKLENEN SICAN
NOROINFLAMASYON MODELINDE HiDROJEN SULFUR
TEDAVISININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZI
DR. AYSE KUBRA KiBAR GUZIN

TEZ DANISMANI
DOC. DR. GOKCE SEVIM OZTURK FINCAN
DOC. DR. ERGIN DIiLEKOZ

EYLUL 2024
ANKARA



T.C.
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJI ANABILIiM DALI

LIPOPOLISAKKARIT iLE INDUKLENEN SICAN
NOROINFLAMASYON MODELINDE HiDROJEN SULFUR
TEDAVISININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZI
DR. AYSE KUBRA KiBAR GUZIN

TEZ DANISMANI
DOC. DR. GOKCE SEVIM OZTURK FINCAN
DOC. DR. ERGIN DILEKOZ

Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TTU-2023-8592 proje
numarasi ile desteklenmistir.

EYLUL 2024
ANKARA



TESEKKUR

Her daim bana Ornek olan etik ve deontolojik ilkeleri, derin bilgi birikimi,
akademik yaklasimi ve nezaketi ile dnce dgrencisi sonra asistant olmaktan gurur
duydugum, 6grenciligimin, asistanligimin ve tezimin her asamasinda bana destek
olan saygideger tez damigmanim Dog. Dr. Gokge Sevim OZTURK FINCAN’a;
Farkl1 bilimsel bakis acisin1 kendime Ornek aldigim, tez siirecimde destek olan,
hep nezaketiyle hatirlayacagim saygideger tez danismanim Dog. Dr. Ergin
DILEKOZ’e; asistanligim siiresince bir tibbi farmakolog olarak yetismemde
biiyiik katkilar1 olan saygideger Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi tiim hocalarima;

Bu tez calismasimmi TTU-2023-8592 nolu proje kapsaminda destekleyen Gazi
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne; tezimdeki
verilerin analizinde sagladiklar1 imkanlardan otiirii Norobilim ve Noroteknoloji
Miikemmeliyet Ortak Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne;

Tez stirecime destek olan, bilgisini ve teknigini comertge paylasan degerli hocam
Prof. Dr. Atiye Seda YAR SAGLAM’a; tez c¢alismalarimda bana teknigini
ogreterek destek olan degerli Dr. Ogr. Uyesi Duygu Deniz USTA SALIMI ye;

Asistanlik siirecimin basindan sonuna kadar tiim inislerde ve ¢ikislarda bu yolu
beraber yiiriidiigiimiiz sevgili Uzm. Dr. Celil Ilker ASKIN’a; tez ¢alismalarim
stiresince bana 6zenle destek olan sevgili Dr. Tilbenur AKYEL’e; hep mutlulukla
hatirlayacagim asistanlik yillarimda beraber calistigimiz asistan arkadaslarima;

Zaman zaman klavyemin ilizerinde uyuyarak bana olan sessiz destekleri ve sadece
sevimli olduklar1 i¢in bir tanecik kedilerim Kestane ve Zeytin’e; sevgisi, 0zverisi,
nezaketi ve anlayisi ile her zaman yanimda olan, varlig1 sayesinde zorlu tez
siirecini mutlulukla gecirdigim kiymetli esim Bilgehan GUZIN’e; bu tez
calismasimni ithaf ettigim, beni yetistiren, iyi bir hekim olmanin yaninda iyi bir
insan olma yolunda bana 6rnek olan, bu giinlere gelmemde benden emeklerini,
Ozverilerini ve sevgilerini hi¢gbir zaman esirgemeyen en kiymetlim canim aileme;

Tesekkiirlerimi sunmay1 borg bilirim.
Dr. Ayse Kiibra KIBAR GUZIN
ANKARA, 2024



ICINDEKILER

ICINDEKILER ......ociiiinciincianicssssssssssssssssssssssess w11
SEKIL VE GRAFIK DIZINT c...ucuovreecrcrerreencresenseesesesesssesesesssssssssesssssesees |AY
SIMGELER VE KISALTMALAR ......c.ocevvvueeneuesesserennes we.' V
L GIRIS ittt ssssssssssss s ssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
2. GENEL BILGILER ......uiicinisnnisnsissscssssssssssssssssens 3
2.1. NOroinflamasyomn.........cccecvereccssssnrecsssssssecssssssssssssssesssnnns 3
2.1 T TAIIIN . ettt et b et e bt st e et e e bt e s bt e ebee s 3
2.1.2. Noroinflamasyon Aracilt NOrodejenerasyon..........ceecvereervererenveneennesnesnesnnennns 3
2.1.3. Norodejenerasyonun Endotoksin Hipotezi ........ccccceeveerienvenienienienie e 5
2.1.4. Norodejeneratif Hastaliklarin Etiyolojisi, Epidemiyolojisi........cccccceveververvenennne. 6
2.1.5. Alzheimer Hastalig1 Benzeri Semptomlar Olusturmak i¢in Kullanilan................ 8
Deneysel Noroinflamasyon Modelleri........cueecvieriieiiieiiiieciie e 8
2.1.6. Anksiyete Bozuklugu ve Arastirilmasinda Kullanilan Deneysel Hayvan
1Y (o4 (<] 1 3 SRR UPUPRP 9
2.1.7. Hafiza ve Anksiyetenin Degerlendirilmesinde Kullanilan Davranis Testleri ..... 11
2.2, LipopolisaKKarit ......cccoveeiercricssnnicssnnecssnnncssnnncsssnscssnsecsannes 13
2.2.1. Lipopolisakkarit ile Noroinflamasyon Indiiksiyonu ..............ccccevevuereceerrvrnnnne. 14
2.3. Hidrojen SUlfir........cceevveeesseecsseecssnnecssnnecssneecssnnecsssnecnns 14
2.3.1. Santral Sinir Sisteminde Hidrojen Siilfiir’iin Koruyucu Etkisi..........ccccceeeeneee. 15
2.3.2. Hidrojen Siilfiir’iin Néroinflamasyon Uzerine BtKileri............c.ccocovevueveveeverernnne. 17
2.3.3. Hidrojen Siilfiir’iin Ogrenme ve Hafiza ile TliskiSi...........ccoooveverevreerierercnne. 18
3. GEREC VE YONTEM ....uucurreeencnernnenesesesessssssesesssssssssssssssssssssesessssssssssens 20
3.1. Deney Hayvanlar .......ecccccveeiccscsnnnecsscsnnnecsssassesssssssssssnnes 20
3.2. Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler ...........coueevueenernsnensnenseecsnecnnnes 21
3.3. Deney Gruplari....ceecenseeccssnecssnncsssncssssrsssssscssssssnns 21
3.4. Deney ProtoKolil ......ccueieeeicnnerccsssnniccsssnnrecsssnnseccssnsssssans 23
3.4.1. Lipopolisakkarit ile Olusturulan Noroinflamasyon Modeli ve H,S Uygulamasi123
3.4.2. DavIanis TeStIETi....cc.uiiiviiiiiieiiieciie ettt ettt et 24
3.4.2.1. Morris Su Labirenti TeStl ....cc.eeeueriririeiiiieiieieeee et 24
3.4.2.1.1. Kag1s GeCiKmEST TESi.....ccuuieeuiieiuiiieiieeiee ettt 25
34.2.1.2. PrODE TSt cueeuieeiiieeieieieeiee ettt ettt sttt et 26
3.4.2.2. AGIK ALAN TSt .eccuveiiiieieeeieeetee ettt ettt e et 27

II



3.4.2.3. Yiikseltilmis Artit Labirent Testi.........cccoeevieeiiieiieeeiecceceee e 27
3.4.2.4. Video Kayit ANAlIZICTi........c.cccvieiiiiiiiicie ettt 28
3.4.3. DOKU ANALIZI c..coviniiniiiiiiiniiicictee ettt 28
3.4.3.1. Western BIot YONEEIMI ......coueverieriiniereeiinieeectenieniceteee et 28
3.4.3.1.2. Sigan Hipokampiis Doku Orneklerinden Protein Ekstraksiyonu.................. 30
3.4.3.1.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid (SDS-PAGE) Jelin Hazirlanmast...... 31
3.4.3.1.4. Proteinlerin SDS-PAGE’e Yiiklenme Oncesi Hazithi1 ............c.cocvevueunnnee. 31
3.4.3.1.5. Proteinlerin SDS-PAGE’e Yiiklenmesi ve Elektroforez.............ccccooveenee. 31
3.4.3.1.6. Protein Orneklerinin Poliviniliden Floriir (PVDF) Membrana Aktarilmast .32
3.4.3.1.7. BIOKIAMA ..ottt e 32
3.4.3.1.8. Membran Uzerindeki Proteinlerin Immunolojik Gésterilmesi ..................... 32
3.4.3.1.9. GOTUNTHIEIME ....cc.vitiiieiiiirieeteie ettt st 33
3.5. Istatistiksel ANALZ......ccceverreerreerereesesnesessesesesssssessssssessesssses 34
4. BULGULAR .....cuuiriitiitinnennnennensnessnesssecssesssseenes ..35
4.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhigi Degisimi Bulgulari 35
4.2. Morris Su Labirenti Testi Bulgulari ..........coceevueevneennne. 36
4.3. Acik Alan Testi BulGUIATT .....cuueiiiveiiiieiiisnrcisnicssninssnicssnsisssssisssssscssssssanns 40
4.4. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgulari...........cccouvcciicnsvvuericcscsnnnccsccnnnns 51
4.5. Western Blot Analizi Bulgulari.............cccovueeenneeennes .58
5. TARTISMA ....uuiiiiiiinnninstensnecssnssnesssessssscssessssssssassssessssssssssssassssassssssssssssasens 60
6. SONUGCLAR ..ccocttritteinnencstnensteecsseessssessssssssssssssssssssssesssssesssssessssssssssassssses 73
7. KAYNAKLAR ....uuiiiiiiininnicnnnicssnnicsssencssssncssssscsssecsssnee .74
8. OZET oouuerrnnrrrnersnssssnssssssssssssssnsssssnssssssssssmsssssnssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssnss 89
9. SUMMARY .uuuutiitiiinnnncssnnccssenccsssnscsssnesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssns 91

III



SEKIL VE GRAFIK DiZiNi

Tablo 1. Deney Gruplar ....cceeicccceeccssencsssnncssssnessssnssssncsssssssssssssssssssssssssssssssssss 22
Tablo 2. Deney Gruplarina Ait Hayvanlarin 0., 7., 10. ve 14. Giin Agirhk
OICUINIET i vovveverererererereresesesesesesesesesesesesesesesssesssssssssesesssssesssssesssssssssssssesesesssssssssens 35
Sekil 1. Deney ProtoKolil ......c..cccevveicivenccssencsssunssssnnesssnnsssnssssanssssasssssssssssnssssssssse 23
Sekil 2. A¢ik Alan Testi 2.Hafta Grup Ortalamalarina Gore Cizilmis Sicakhk
|5 £ 121 ) o TR 50
Sekil 3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi 2. Hafta Grup Ortalamalarina Gore
Cizilmis S1caklik Haritalar ....ceeeiiiiciiiiinnnsnesiiicccsssssssssssssscccsssssssssssssssscsssssssens 57
Sekil 4. Hipokampiis dokularinda CBS, CSE, IL-6, IL-17, IL-23 ve TNF-a
Protein Ifadelenme Diizeylerinin Temsili Western Blot Gériintiileri ............. 59

Grafik 1. Morris Su Labirenti Testi 1. Hafta Ahistirma Giinlerinde Platformu

Bulma Siiresinin Degigimi......ccccceerveresssnrcsssrncsssnncsssnncssnncsssncssssessssssssssssssssssssnss 36
Grafik 2. Morris Su Labirenti Testi 2. Hafta Alistirma Giinlerinde Platformu
Bulma Siiresinin DegiSimi.....cccceeervieciseresssenissnrenssnncssnecssssecsssnecssssecssssnessssscssses 37
Grafik 3. Morris Su Labirenti Testi 2. Hafta Probe Testi Hedef Kadranda
Gegcirilen Siirenin Gruplara Gore DegiSimi .......cccceevereisnicssnrcssneicssnnscssanscsenns 38
Grafik 4. Morris Su Labirenti Testi 2. Hafta Probe Testi Hedef Kadranda
Katedilen Toplam Mesafenin Gruplara Gore Degisimi .39
Grafik 5. A¢ik Alan Testinde Katedilen Toplam Mesafenin Gruplara Gore
DEBISIIMI cuuuverriirirnriensissnricssssanricssssanresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
Grafik 6. Acik Alan Testinde Ortalama Hizin Gruplara Gore Degisimi........ 43
Grafik 7. Ac¢ik Alan Testinde Toplam Hareketli Zamanin Gruplara Gore
DEBISIIMI couueerriiiirnriensssnricssssanrncssssannessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssss 45
Grafik 8. A¢ik Alan Testinde Merkez Kadranda Gegirilen Siirenin Gruplara
GOre DegiSiMmi.....eciccceicsseicssncsssencssssnsssssnssssnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnss 47
Grafik 9. A¢ik Alan Testinde Merkez Kadranda Katedilen Toplam Mesafenin
Gruplara Gore DegiSimi ....oeeeveecrennsnensenssnenssnnssnesssncsssecsssssssssssnesssesssssssassssacens 49
Grafik 10. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde A¢ik Kolda Gegirilen Siirenin
Gruplara Gore DegiSimi .....ccovveeiccsisnricsscsannecssssansecsssssessssssssscssssssssssssssssssssssssss 52
Grafik 11. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde Acik Kolda Katedilen Toplam
Mesafenin Gruplara Gore Degisimi.......cccccceervurecrvanccnnns .54
Grafik 12. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde Asir1 U¢ Kisma Giris Sayisinin
Gruplara Gore DegiSimi .....ccovveeiccissnricssssnnnecssssnnnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 55
Grafik 13. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde Asir1 Ucgta Gegirilen Siirenin
Gruplara Gore DeZisimi .......ccovveeeireresssencsssnicsssnnssssnnssssnssssasssssasssssssssssssssssssssssans 56

Grafik 14. Hipokampiis Dokularindaki Goreceli Protein ifade Diizeyleri .... 59

IV



SIMGELER VE KISALTMALAR

ng Mikrogram

3-MST 3-merkaptopiriivat siilflirtransferaz
ACTB Beta-aktin

AMP Adenozin 5'-monofosfat
AMPK Aktive edilmis protein kinaz
APS Amonyum Perstilfat

AP Amiloid beta

BSA Bovine Serum Albumin

CBS Sistatyonin-p-sentaz

CO Karbonmonoksit

CSE Sistatyonin-y-liyaz

cm Santimetre

g Gram

GSH Glutatyon

H>S Hidrojen Siilfiir

IL Interlokin

IRAK-M IL-1 reseptor iligkili kinaz-M
L.c.v. Intraserebroventrikiiler

L.p. Intraperitoneal

kg Kilogram

Karp ATP-bagimli K" Kanali



LBP

LPS

m

mg
MAPK
MD2
mitoKATP
Kanal
MyD88
NO

NOD
igeren protein
NF-xB
Polyl:C
PVDF
ROS

RNA
NaHS

S

SDS
SDS-PAGE
SEM

TBS-T

LPS baglayici protein

Lipopolisakkarit

metre

miligram

Mitojenle aktive edilmis protein kinazlar
Miyeloid farklilagma faktorii 2

Mitokondriyal ATP'ye bagimli Potasyum

Miyeloid farklilasma faktorii 88
Nitrik oksit

Niikleotid baglayici oligomerizasyon alani

Niikleer faktor-kappa B
Poliriboinosinik-poliribositidilik asit
Poliviniliden Floriir

Reaktif oksijen tiirleri

Riboniikleik asit

Sodium Hydrosulfide Hydrate

Saniye

Sodyum Dodesil Siilfat

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid
Standart Error of the Mean

Tris Buffer Saline-Tween 20

VI



Toll Like Receptor
Timor nekroz faktorii-a

TNF-reseptor iliskili faktor-6

Vil



1. GIRIS

Noroinflamasyon, beyin ve omurilik dahil olmak iizere merkezi sinir
sistemindeki inflamatuvar yanit olarak tanimlanmaktadir (1). Baslangicta doku
onarimi saglamak i¢in ortaya ¢ikan noroinflamasyon, kroniklestiginde
proinflamatuvar sitokinlerin mikroglia aracili siirekli saliverilmesiyle noéronlara
zarar vermeye baslamaktadir (2). Norodejeneratif hastaliklarin baglatic1 nedenleri
ve semptomlart farklidir. Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi gibi gesitli
norodejeneratif hastaliklarda ortak olan ve bu hastaliklara ilerleyici 6zellik katan
mekanizmanin ndroinflamasyon oldugu diisiiniilmektedir. Inflamasyon aracili
norodejenerasyona neden olan hiicreler icerisinde en dikkat ¢ekeni ve Onemlisi
mikrogliadir (3). Beyindeki degisikliklere yanit veren mikroglia ndroprotektif
durumda; inflamasyonu azaltmak, noronlar1 korumak ve ndronal onarimi
saglamak i¢in anti-inflamatuvar mediyatorlerin saliverilmesini saglar. Norotoksik
durumlarda ise IL-1B, TNF-a, iNOS ve kemokinler gibi pro-inflamatuvar
sitokinlerin saliverilmesine aracilik ederek néroinflamasyonu gii¢lendirir, ndronal
Olimi indiikler, ndrodejenerasyona neden olur ve hastaligin ilerlemesini
siddetlendirir (4, 5). IL-6, IL-23, IL-1pB, IFNy ve TNF néroinflamasyon siirecinde
yer alan baslica sitokinlerdir (6). Noroinflamasyonda rolii olan interlokinlerden
IL-1B, IL-6, IL-17, IL-23 ve IL-36 pro-inflamatuvar; IL-2, IL-4, IL-10, IL-27 ve

IL-35 anti-inflamatuvar 6zellige sahiptir (7).



Lipopolisakkarit gram-negatif bakterilerin dis zarmin bir bilesenidir.
Lipid A, ¢ekirdek sekerler ve O-antijenden olusur. Lipid A, Lipopolisakkarit’e
norotoksin  Ozelligini  veren yapisidir (8). Alzheimer hastaligi  gibi
noroinflamasyonla 1ilerleyen hastaliklar1 ve anksiyete benzeri semptomlari
aragtirmak i¢in ndroinflamasyon modeli olugturmak amaciyla yaygin olarak tercih
edilen, hem periferden (intraperitoneal) hem santralden (intraserebroventrikiiler)
uygulanabilen bir molekiildiir (8-10). Lipopolisakkarit kaynakli néroinflamasyon,
noroinflamasyonu incelemek i¢in standart bir yontem olarak kabul edilmektedir
(11). Lipopolisakkarit, TLR4 aracilig1 ile ndéroinflamasyona neden olur (12). Bu
model literatiirde “TLR ligand ile indiiklenen inflamasyon modelleri” olarak da
bahsedilen modeller igerisinden siklikla tercih edilenidir (1). TLR ve gama
interferon sinyal yolu; IL-1, IL-6, IL-1B, TNF-a ve kemokinler gibi ¢esitli pro-
inflamatuvar sitokinlerin saliverilmesi ile karakterize olan inflamatuvar mikroglia
alt tipinin tiretimini indiikler (13).

Hidrojen Siilfiir memeli viicut sistemleri lizerindeki onemli fizyolojik
etkileri bircok ¢alisma ile gosterilmis, endojen gaz modiilator olarak kabul edilen
bir molekiildiir. Hiicre sinyalizasyonunda rol oynar ve noroprotektif molekiil
olarak literatirde ge¢mektedir. Hidrojen Siilfiir’iin anti-inflamatuvar ve
antioksidan etkileri, noroprotektif etkisinin olusmasina katki saglamaktadir (14,
15). Hidrojen Siilfiir’iin TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-17, IL-23 ve NO dahil pro-
inflamatuvar sitokinlerin saliverilmesini azaltabilecegi ayrica bu mekanizma ile
noroinflamatuvar siireglerin bagslamasini ve ilerlemesini onleyerek bilissel islevde

iyilesme saglayabilecegi one siirlilmiistiir (16).



Bu bilgiler 1s1¢inda Hidrojen Siilfiir tedavisinin Lipopolisakkarit ile
indiiklenmis  néroinflamasyon  modelinde  tedavi  edici  etkinliinin

degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Noroinflamasyon
2.1.1. Tanim

Inflamasyon hiicreler arasindaki karmasik etkilesimler dizisidir. Bir onarim
stirecini ifade eder ve travmatik, enfeksiy6z, post-iskemik, toksik veya otoimmiin
hasara yanit olarak herhangi bir dokuda ortaya ¢ikabilir. Normal bir inflamatuvar
slireg, onarim siirecinin tamamlanmasinin ardindan dokuda iyilesmeyle
sonuclanir. Ancak hedeflenen yikim ve onarim uygun sekilde asamalandirilamaz
ise inflamasyon kalic1 doku hasarina yol agabilir (17, 18). Beyin, noronal baglanti
ve noronal sinyal iletimi aracilifi ile insan viicudundaki diger tiim organlarin
islevlerini kontrol eden 6nemli bir organdir. Santral sinir sistemindeki noronal
baglantilar ve islevleri noroinflamatuvar hastaliklarda bozulur (19).
Noroinflamasyon, beyin ve omurilik dahil olmak iizere merkezi sinir sistemindeki
inflamatuvar yanit olarak tamimlanmaktadir. Alzheimer hastalii, Parkinson
hastalig1 gibi ¢esitli nérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde ¢ok 6nemli rolii
olan ortak mekanizma ndroinflamasyondur (1). Beyindeki bagisiklik hiicrelerinin
ozellikle de mikroglialarin aktivasyonunu igerir (2).
2.1.2. Noroinflamasyon Aracili Norodejenerasyon

Inflamasyon eskiden sadece ndronal hasara pasif bir yanit olarak kabul

edilmekteydi. Giinlimiizde ise inflamasyonun aktif olarak néronal 6liime ve hasara



neden olabilecegi literatiirde artan bilgilerle birlikte kabul gormektedir. Farkli
norodejeneratif hastaliklarin  tetikleyicileri farklidir ancak ndorodejeneratif
hastaliklara ilerleyici Ozellik katan temel mekanizmanin inflamasyon oldugu
diistiniilmektedir (3).

Enfeksiyonlar, yaralanmalar veya travma gibi akut olaylara kars1 dogal bir
savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikan inflamasyon, baslangigta hasar1 kontrol
altina almaya ve iyilesme siirecini baslatmaya yardimci olmaktadir (20, 21).
Kontrolsiiz akut inflamasyon kronikleserek ¢esitli kronik inflamatuvar hastaliklara
neden olabilmektedir (22). Kronik noroinflamasyonun, noronal hasar ve
dejenerasyon dongiisiiniin devam etmesine neden olarak, noéronlar igin zararl
olabilecegi literatiirde ¢esitli caligmalarla gosterilmistir. Birgok norodejeneratif
hastalikta ilk inflamatuvar yanit, etkilenen beyin dokusunu korur ve onarir. Ancak
inflamatuvar yanit devam ederse ya da inflamasyon azalmazsa, kronik
inflamatuvar durum ortaya c¢ikar ve bu kronik inflamasyon ndérodejeneratif
hastaliklarin ilerlemesine neden olan kritik noktadir. Kronik inflamasyon,
mikroglianin uzun siire devam eden aktivasyonu ile karakterizedir; inflamatuvar
mediyatdrlerin saliverilmesini siirdiirerek mitokondriyal disfonksiyonda artisa,
reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artisa ve oksidatif stresin artmasina neden olur.
Bu duruma “inflamatuvar dongii” adi verilir (23, 24). Alzheimer hastaligi,
Parkinson Hastaligi, Huntington hastaligi gibi hastaliklarda goriilen; ndéronlarda
ilerleyici bozulmaya neden olarak noéronal hasar1 kétiilestiren inflamatuvar

dongiidiir (25).



Inflamasyon aracili ndrodejenerasyona neden olan hiicreler icerisinde en
dikkat ¢ekeni ve dnemlisi mikroglialardir (3). Beyindeki degisikliklere yanit veren
mikroglia noroprotektif durumda; inflamasyonu azaltmak, néronlar1 korumak ve
noronal onarmmi saglamak icin anti-inflamatuvar mediyatorlerin saliverilmesini
saglar. Norotoksik durumlarda ise IL-1B, TNF-a, iNOS ve kemokinler gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin saliverilmesine aracilik ederek ndroinflamasyonu
giiclendirir, néronal 6limii indiikler, ndrodejenerasyona neden olur ve hastaligin
ilerlemesini  siddetlendirir (4, 5). IL-6, IL-23, IL-1B, IFNy ve TNF
noroinflamasyon siirecinde yer alan baglica sitokinlerdir (6). Noroinflamasyonda
rolii olan interlokinlerden IL-1pB, IL-6, IL-17, IL-23 ve IL-36 pro-inflamatuvar;
IL-2, IL-4, IL-10, IL-27 ve IL-35 anti-inflamatuvar &zellige sahiptir (7). IL-6,
JAK-STAT sinyal yolagi araciligi ile ndroinflamasyonu artirir ve kan-beyin
bariyerini bozar (26). IL-17; ndroinflamasyonu indiikler, pro-inflamatuvar sinyal
yollarin1 aktive ederek ve nétrofillerin toplanmasini saglayarak doku hasarina
neden olur (27). IL-23; noroinflamasyonu indiikler, Th17 hiicrelerinin
farklilagsmasini ve pro-inflamatuvar sitokinlerin tiiretimini saglayarak doku
hasarma neden olur (28).

Noroinflamasyon igin yiiksek sitokin saliverilmesi, mikroglial hiicre
aktivasyonu, periferik bagisiklik hiicrelerinin gocli ve lokalize doku hasarinin
tanimlayici oldugu varsayilmaktadir (29).

2.1.3. Norodejenerasyonun Endotoksin Hipotezi
Endotoksinler, memeliler i¢in toksik olan bakteri bilesenleridir.

Lipopolisakkarit (LPS) ana endotoksinlerden biridir ve “endotoksin” terimi



genellikle LPS ile esanlamli olarak kullanilmaktadir (30). Endotoksinin
ndrodejenerasyon gelisimine zemin hazirlayan genetik olmayan tetikleyicilerden
biri olduguna dair literatirde pek c¢ok kanit vardir. Endotoksin insanlarin
dolagiminda mevcuttur fakat kandaki seviyeleri kisiden kisiye ¢ok degiskendir.
Dolasimdaki artmis endotoksin norodejeneratif hastaliklar ile iliskilendirilmistir
ve norodejenerasyon olusumuna neden oldugu veya katkida bulundugu one
siiriilmektedir. Ancak norodejeneratif hastaliklarin  artmis  endotoksinden
seviyesinden kaynaklanip kaynaklanmadigi bilinmemektedir. Bu nedenle
endotoksin seviyeleri veya endotoksin etkileri azaltilarak norodejeneratif
hastaliklarin gelisiminin azaltilip azaltilamadiginin belirlenmesi, potansiyel tedavi
hedeflerinin arastirilmasi i¢in 6nemlidir (31). Endotoksinin kandaki seviyesinin
artisina neden olan kaynaklar incelediginde ilk olarak aktif bakteriyel
enfeksiyonlar dikkat cekmektedir. LPS; bagirsak, dis etleri, akcigerler ve idrar
yolunun gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlarinda yiiksek kan endotoksin
seviyelerinin kaynagi olabilmektedir (32-34). Aktif bakteriyel enfeksiyon
yoklugunda ise endotoksin; bagirsak, dis etleri ve akcigerlerin dogal florasinda
bulunan mikroorganizmalar araciliiyla kandaki seviyesini artirabilmektedir. Ana
kaynak ise bagirsak gecirgenligidir (35, 36).
2.1.4. Norodejeneratif Hastaliklarin Etiyolojisi, Epidemiyolojisi

Norodejeneratif  bozukluk, ndronlarin  kademeli olarak ilerleyici
bozulmasiyla karakterize bir durumdur (37). Noron 6liimiiniin kademeli olarak
artmasi ve zaman ic¢inde hastalik siddetinin artmasi, ndérodejeneratif hastaliklarin

ortak noktasidir (3). Norodejeneratif hastaliklar goriilme sikligi giderek artan;



demans, motor ve diger fonksiyonel bozukluklara neden olarak hem hastalarin
hem de hasta yakinlarinin yasam kalitesini maddi ve manevi olarak zorlagtiran
kiiresel bir saglik sorunu haline gelmistir (37). Kronik ve ilerleyici nérodejeneratif
bozukluklar; motor, duyu veya bilissel sistemlerdeki secici ndron kaybiyla
karakterizedir. Belirgin 6zelligi norodejenerasyon olan hastaliklar toplu olarak
‘Norodejeneratif Hastaliklar’ olarak adlandirilir (38).

Norodejeneratif hastaliklar son otuz yilda giderek yaygin hale gelmistir.
Diinya niifusunun yaklasik %15'1 fiziksel ve biligsel sakatliga neden olan
norodejeneratif hastaliklarin  bir ¢esidinden etkilenmektedir. En yaygimn
norodejeneratif hastaliklar arasinda Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
amiyotrofik lateral skleroz ve Huntington hastaligi bulunmaktadir (18, 39).

Norodejeneratif hastaliklarin farkli ortaya ¢ikma yollari, gelisme yollari,
her birinin kendine 0zgli semptomlart ve ilerleyisi vardir, ancak
patofizyolojilerinde kilit rol oynayan noroinflamasyon zemini hepsinde ortaktir
(40). Bazilar1 bilissel bozulmaya yol agarken bazilar1 hareketleri, konusmay1 ve
nefes almayi etkiler. Bu hastaliklarin bazilarinda genlerle baglantil ailesel vakalar
vardir, ancak ¢ogu vaka sporadiktir ve etiyolojik olarak bilinmemektedir (41).

Norodejeneratif hastaliklarin geligimlerinin ana nedenleri arasinda ilk
olarak noronlardaki yaslanma, normal hiicre 6liimii siireglerini siirdiirme yetenegi
kayb1 ve yaslanma ile iliskili anormal proteinlerin kullanimi vardir; bu 6zellige
sahip hastaliklarin en karakteristik olanlar1 Alzheimer hastalii ve Parkinson
hastaligidir. Ikinci olarak cogunlukla triniikleotid tekrarlarnin genislemesi

(Huntington hastalig1 ve spinoserebellar ataksi tip 1, 2, 3, 6, 7 ve 17) ile olusan



mutasyonlar vardir. Ugiincii sebep olarak sinir sistemindeki inflamatuvar siiregler
yer alir. Son olarak da olumsuz cevresel faktorlerin neden oldugu etkiler bu
hastaliklarin baglica gelisim nedenleridir (41).

2.1.5. Alzheimer Hastalig1 Benzeri Semptomlar Olusturmak i¢in Kullanilan
Deneysel Noroinflamasyon Modelleri

Alzheimer hastaligini aragtirmak i¢in kullanilan deneysel néroinflamasyon
modelleri arasinda genetik olarak manipiile edilen ve edilmeyen néroinflamasyon
modelleri mevcuttur. Bu kisimda genetik olarak manipiile edilmeyen modellerden
bahsedilecektir.

Periferik enfeksiyonlarin beyindeki inflamatuvar durumu etkiledigi
literatiirde gosterilmistir (42). Santral sinir sistemi mikroglia aktivasyonuyla
sistemik inflamasyona tepki verir ve bunun nérodejeneratif siire¢ i¢in potansiyel
bir tetikleyici oldugu diisiiniilmektedir (43, 44). Periferik immiin yanit olusturarak
kronik noroinflamasyon modeli olusturmak igin intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon
yoluyla LPS ve Poliriboinosinik-poliribositidilik asit (polyl:C) uygulamas1 en sik
tercih edilen yontemlerdir. Poly I:C sentetik cift sarmalli ribontikleik asit
(RNA)’tir ve uygulandigi hayvanda akut viral enfeksiyonlara benzer sekilde
dogustan gelen immiin yanitt indiikler. Bu bagisiklik yanit1 santral sinir sisteminde
mikroglianin TLR3 aracili aktivasyonuna neden olur (45). Noroinflamasyon
modeli olusturmak i¢in tercih edilen en yaygin yontem LPS ile olusturulan
modeldir (46). LPS, TLR4 aracilig1 ile noroinflamasyona neden olur (12). Bu
modellerden literatirde “TLR ligand ile indiiklenen inflamasyon modelleri”

olarak da bahsedilmektedir (1). TLR ve gama interferon sinyal yolu; IL-1, IL-6,



IL-1B, TNF-a ve kemokinler gibi ¢esitli pro-inflamatuvar sitokinlerin
saliverilmesi ile karakterize olan inflamatuvar mikroglia alt tipinin iiretimini
indiikler (13).

Intraserebroventrikiiler (i.c.v.) enjeksiyon uygulama yolu kullanilarak
lokal noroinflamasyon olusturmak icin tercih edilen yontemler arasinda okadaik
asit enjeksiyonu, streptozotosin enjeksiyonu ve kolsisin enjeksiyonu vardir (47).
Icv uygulama yolunun periferik uygulama yoluna kiyasla bazi dezavantajlari
vardir. Icv uygulama daha zor bir tekniktir, anestezi gerektirir ve anestezi
esnasinda, cerrahi siwrasinda ya da cerrahi sonrasinda hayvan kayiplari
yasanabilmektedir.

LPS kaynakli noroinflamasyon, néroinflamasyonu incelemek i¢in standart
bir yontem olarak kabul edilmektedir (11). Sicanlarda, 7 giinden fazla siiren bir
ndroinflamatuvar siire¢ kronik noroinflamasyon olarak kabul edilmektedir (48,
49).

2.1.6. Anksiyete Bozuklugu ve Arastirllmasinda Kullanilan Deneysel Hayvan
Modelleri

Diinya niifusunun %4.05’inde anksiyete bozuklugu oldugu literatiirde
bildirilmistir. Anksiyete bozukluklar1 tiim psikiyatrik hastaliklar icerisinde en
yaygin goriilenlerden biri olarak yer almaktadir. Anksiyete bozuklugundan
etkilenen kisi sayist 1990°dan 2019’a kadar %55°ten fazla artmistir (50, 51).
Giliniimiizde anksiyetenin kesin patogenezi hala tam olarak belirlenememistir.

Literatiirde anksiyetenin ortaya c¢ikisinin ndrotransmitter disfonksiyonu,



noroendokrin disfonksiyon ve immiin-inflamatuvar aktivasyon ile iligkili oldugu
tizerinde durulmaktadir (52).

Yeni ilag tedavilerini arastirmak ve anksiyete patogenezini anlamak ig¢in
yapilan arastirmalarda hayvan modellerinin yeri énemlidir. Deney hayvanlarinda
anksiyete benzeri semptom modelleri kosulsuz, kosullu, ilagla olusturulan ve
genetik modeller olmak tizere dort ayri1 siiftan olusmaktadir (52). Bu kisimda
ilagla olusturulan anksiyete benzeri semptom modellerinden bahsedilmistir. ilag
uygulanmasi hayvanlarda ndrotransmitter diizeylerini degistirerek fizyolojik
mekanizmay1 bozar ve anksiyeteye neden olur. Ilagla olusturulan yaygin modeller
arasinda kafein ve LPS ile olusturulan deneysel anksiyete benzeri semptom
modelleri yer almaktadr.

Kafein kaynakli anksiyete benzeri semptom modeli olusturularak yapilan
bir ¢aligmada, L-tipi kalsiyum kanal antagonisti olan lasidipin anksiyolitik 6zellik
gostermistir. L-tipi kalsiyum kanali iizerinden etki gosterebilecek anksiyete
Onleyici yeni ajanlarin arastirilmasinda, kafein ile olusturulan anksiyete benzeri
semptom modeli tercih edilebilir (53).

Noroinflamasyon ve anksiyete bozukluklari arasinda bir iliski oldugu
literatiirdeki ¢aligmalarda one siiriilmektedir. LPS uygulanmasi, proinflamatuvar
sitokinlerin artan iiretimi nedeniyle sistemik inflamasyonu indiikleyerek
hayvanlarda anksiyete ve depresyon benzeri davraniglara yol acabilmektedir.
Anksiyetenin ndrobiyolojik mekanizmalarin1 aragtirmak i¢in ip. LPS ile
olusturulan anksiyete benzeri semptom modeli yaygin olarak tercih edilmektedir

(9, 54-57).
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2.1.7. Hafiza ve Anksiyetenin Degerlendirilmesinde Kullanilan Davranis Testleri
Hayvan arastirmalarinda davranigsal bir test, davranigsal bir yap: ile ilgili
olarak belirli bir tiiriin tipik davranisinin degerlendirilmesini igerir (58). Deneysel
bir hayvan modeli, organizmada belirli davranislar1 veya semptomlar1 harekete
gecirmek icin biyolojik veya g¢evresel faktorlerin manipiile edilmesiyle
olusturulur. Davranis testleri ise modelin ¢iktilarim1  goézlemlemek igin
tasarlanmigtir (59). Bir hayvan modelinde insan fizyolojisindeki bozukluklarin
tim yonlerini yakalamak miimkiin olmadigi i¢in semptomlar i¢in olusturulan
modeller hastaliklarin yalmizca belirli yonlerini yansitmaktadir. Davranis
deneylerinden elde edilen hayvan verilerini degerlendirirken hayvanlarda birgok
fizyolojik ve biyokimyasal siirecin insanlara gore farkli oldugunu hatirlamanin
oneminden literatiirde bahsedilmektedir. Bu nedenle hayvan verilerini
degerlendirirken, hayvan modelindeki etiyoloji ve patogenezin insanlardaki
hastaliga ne kadar yakin oldugunu ve semptomlarin dlgtimlerinin insanlardakilere
benzeyecek kadar giivenilir olup olmadigmi bilmek gerekmektedir. Bu nokta
ozellikle 6l¢iim i¢in nérodavranigsal araglar kullanildiginda 6nemlidir (60).
Hipokampiis uzamsal bellekle ilgili olan beyin kismidir (61, 62). Morris su
labirenti testi Ozellikle uzamsal bellegi test etmek icin kemirgenlerde en yaygin
kullanilan uzamsal 6grenme ve hafiza testlerinden biridir (63). Morris su labirenti
testi uzamsal hafiza ve yer Ogrenimini degerlendirmek i¢in Richard Morris
tarafindan tasarlanmig bir yontemdir (64). Richard Morris 1984'te temel
prosediirleri tantmlamustir (65). Morris su labirenti uzamsal hafizay1 ve 6grenmeyi

incelemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir ve davranigsal norobilimin altin
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standartlarindan biri olarak kabul edilmektedir (66). Morris su labirenti aslinda bir
labirent degildir, su ile doldurulmus agik dairesel bir havuzdur. Deney hayvaninin,
su ylizeyinin altinda sabit bir yere yerlestirilmis gizli bir kagis platformunu
bulmak i¢in aramas1 gerektigi anlaminda bir “labirent” olarak isim almustir. Toksik
olmayan bir gida boyasi suya eklenerek havuzun suyu opaklastirilir ve kagis
platformu kamufle edilir (67). Opak suda olduklar1 i¢in hayvanlar kagis
platformunu géremezler ve platforma ¢ikis yolunu bulmak i¢in labirentin etrafina
yerlestirilmis olan ipuglarini takip etmeleri gerekir (66). Gida boyasi olarak deney
hayvanmin kiirk rengine zit bir renk segilerek suyun rengi ile deney hayvaninin
rengi arasinda kontrast yaratilir. Bu kontrast sayesinde deney esnasinda ve
analizlerde deney hayvani gézlem igin belirgin hale getirilmis olur.

Agik alan testi ilk olarak 1934'te Hall tarafindan gelistirilmistir (68). Agik
alan testi, anksiyete ile iliskili davranislarin ve lokomotor aktivitenin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (69-71). Test sirasinda hayvanin agik
alanda birakilma siiresi degismekle birlikte genellikle 5 dakikadir (71-73).
Literatiirde genellikle deney hayvani aparatin ortasmna yerlestirilerek deney
baglatilmistir (71, 73). Acik alan diizenegindeki deney hayvaninin periferde mi
yoksa merkezde mi daha fazla vakit gecirdigi incelenir. A¢ik ve genig ortam
kemirgenlerde anksiyeteye neden oldugu icin kapali ve dar ortamlara girme
yoniinde istekleri vardir. Kemirgenlerde artan anksiyetenin Olciisii azalan
lokomotor aktivite ve periferde kalma tercihidir (73). Merkez kadranda harcanan
zamandaki artig, periferik kadranda harcanan zamandaki artistan fazlaysa,

uygulanan maddenin veya ilacin anksiyeteyi azalttigi kabul edilir (71). Periferik
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kadranda gecirilen siire ve periferik kadranda kat edilen mesafe anksiyete
gostergesi olarak degerlendirilir. Toplam kat edilen mesafe, toplam hareketli
zaman ve ortalama hiz ise lokomotor aktivite gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (69).

Yiikseltilmis art1 labirent testi kemirgenlerde anksiyete bozuklugu ile ilgili
davranis1 degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan davranis testlerinden
biridir (71, 74). Kemirgenler normalde karanlik yerlerde yasamay1 ve aydinlik
yerlerden kaginmay1 tercih ederler. Bu davranislarindan yola ¢ikarak acik ve
kapali kollarda gegirilen siire, maddelerin ve ilaglarin anksiyete benzeri davranis
tizerine olan etkisini degerlendirmek icin kullanilmaktadir (71). Kapali kollara
kiyasla agik kollarda daha az zaman harcanmas1 anksiyete benzeri davranis olarak

degerlendirilmektedir (75).

2.2. Lipopolisakkarit

LPS gram-negatif bakterilerin dis zarmin bir bilesenidir. Lipid A, ¢ekirdek
sekerler ve O-antijenden olusur. Lipid A, LPS’ye noérotoksin &zelligini veren
yapisidir (8). Giiglii bir endotoksindir ve memeli enzimlerine karsi oldukga
direnclidir. Bu sayede kalic1 bir inflamatuvar yanita neden olur ve sonucunda pro-
inflamatuvar sitokinler {iretilir (10).

LPS deney hayvaninda uygulandiginda “hastalik davraniglar1 (sickness
behaviors)” olarak adlandirilan gesitli spesifik olmayan davranislarin olugsmasina
neden olur. Bu davraniglar aktivitede azalma, kesifte azalma, sosyal etkilesimde

azalma, ates, asir1 uyku hali, yiyecek ve icecek tiiketiminde azalma olarak kendini

belli eder (76).
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LPS literatiirde TLR4 agonisti olarak ge¢mektedir (77). LPS, TLR4 i¢in
potansiyel ligand olarak bilinmektedir ve norotoksisiteye ardindan da
norodejenerasyona yol agabilmektedir (78, 79).

2.2.1. Lipopolisakkarit ile Noroinflamasyon Indiiksiyonu

LPS santral sinir sisiteminde TLR4’¢ ve nikleotid baglayic
oligomerizasyon alani iceren protein (NOD) benzeri reseptorlere baglanir.
LPS’nin TLR4’¢ baglanmast LPS baglayic1i protein (LBP) tarafindan
kolaylastirilir. LBP, LPS'yi bakteriden c¢ikarir ve bir kompleks olusturmak igin
CD14'e tasir. CD14-LPS kompleksi, miyeloid farklilagma faktorii 2 (MD2)-TLR4
kompleksine baglanir ve olusan iiglii TLR4-MD2-LPS kompleksi bir¢cok pro-
inflamatuvar sitokin ve kemokin iiretimi i¢in kritik transkripsiyon faktorii olan
niikleer faktor-kappa B (NF-kB) aktivasyonunu saglar. Bu kompleksin olusumu
ve sinyal kaskadinin ilerleyisi Miyeloid farklilasma faktori 88 (MyD88)-bagimli
yolak aracilifiyla olur. Ayrica LPS, MyD88'den bagimsiz NF-kB aracili
interferon-1 saliverilmesine de neden olur. Aktiflesen sinyal yolaklar1 sinaptik
kayip ve noroinflamasyona, en nihayetinde ndrodejenerasyona neden olan pro-
inflamatuvar sitokinlerin, serbest radikallerin ve kemokinlerin tiretiminin

artmasina neden olur (12, 80-84).

2.3. Hidrojen Siilfiir

Hidrojen Siilfiir (H2S), memeli viicut sistemleri iizerindeki O6nemli
fizyolojik ve patolojik etkileri bir¢ok ¢alisma ile kanitlanmis, Nitrik oksit (NO) ve
Karbonmonoksit (CO) ile birlikte {igiincii bir endojen gaz modiilator olarak kabul

edilen bir molekiildiir (15). H2S memeli dokularinda, endojen {iretimi i¢in temel
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substratlar olarak kabul edilen amino asit sistein ve homosisteinden; sistatyonin-f3-
sentaz (CBS), sistatyonin-y-liyaz (CSE) ve 3-merkaptopiriivat siilflirtransferaz (3-
MST) olmak {izere ii¢ farkli enzim tarafindan sentezlenir (85). H2S, hiicre
sinyalizasyonunda rol oynar ve noroprotektif bir molekiil olarak kabul edilmistir.
H2S sentezleyen enzimlerden CBS beyinde yogun olarak ifade edilir ve H2S'nin
beyindeki iiretimini saglayan ana enzimdir. CBS’nin hipokampiis ve serebellumda

yiiksek ifadelenme diizeyine sahip oldugu literatiirde gosterilmistir (14).

2.3.1. Santral Sinir Sisteminde Hidrojen Siilfiir’iin Koruyucu Etkisi

H>S, NF-kB ve mitojenle aktive edilmis protein kinazlar (MAPK) sinyal
yolagini inhibe ederek santral sinir sisteminde anti-inflamatuvar o6zellik
gostermektedir (15). Yapilan bir c¢alismada; mikroglianin pro-inflamatuvar
mediyatdrlerin belirgin iiretimi ile karakterize olan polarizasyonundan, anti-
inflamatuvar 6zellikte olan fenotip polarizasyonuna H2S'nin aracilik ettigini tespit
etmislerdir. H2S’in adenozin 5'-monofosfat (AMP) ile aktive edilmis protein kinaz
(AMPK) aktivasyonu yoluyla mikrogliay1 anti-inflamatuvar fenotipine polarize
ettigi ve bu sayede mikroglia aracili ndroinflamasyonu inhibe ettigi gosterilmistir
(86).

Beyin, memeli viicudundaki diger organlara gore oksidatif strese oldukca
yatkindir (87). ROS'un asir1 iiretilmesinin neden oldugu oksidatif stres zararlidir
ve bir¢cok noérodejeneratif hastaliin etyolojik faktdrlerinden biridir. Yapilan bir
calismada H2S'min primer ndronlari, glutamatin neden oldugu oksidatif glutamat
toksisitesinden korudugu bulunmustur. Bu calismanin sonuglarina goére HaS,

gama-glutamil sistein sentetaz aktivitesini artirarak ve sistin taginmasini up-regiile
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ederek antioksidan glutatyon (GSH) seviyelerini yiikseltmistir. Gama-glutamil
sistein sentetaz aktivitesinin diizenlenmesi, GSH'nin mitokondriye yeniden
dagitilmasii kolaylastirarak hiicreleri oksidatif stres hasarina karsi korur (88).
Baska bir ¢alismada, H2S’nin hiicrelerdeki ana antioksidan olan GSH’nin hiicre
ici konsantrasyonlarini artirarak primer kortikal ndronlar1 oksidatif stresten
korudugu gosterilmistir. ATP-bagimli K* (Karp) ve CI” kanallarin1 aktive ederek
fare hipokampal hiicre hattin1 oksidatif glutamat toksisitesinden korudugu ayni
caligmada gosterilmistir (89). H2S’nin, glutamat tasiyicisi-1'in glutamat alim
fonksiyonunu artirarak ve GSH {retimini artirarak astrositleri korudugu da
literatiirde gosterilmistir. Boylece H2S’nin sinaptik yariklarda asirt glutamat
birikimini 6nleyerek ndéronlar eksitotoksisiteden korudugu gosterilmistir (90).
Antioksidan etkilerinin yan1 sira, H2S'min noroprotektif anti-apoptotik
Ozelliklere sahip oldugu da literatiirde bildirilmistir. H2S'nin insan ndroblastom
hiicre hattinda rotenon (Parkinson hastaligi modelini olusturmak i¢in kullanilan
bir toksin) tarafindan indiiklenen apoptozu, mitokondriyal fonksiyonlar
koruyarak inhibe ettigi gosterilmistir. H2S'nin Mitokondriyal ATP'ye bagiml
Potasyum Kanali (mitoKATP) kanalin1 diizenleyerek mitokondriyal membran
potansiyeli dagilimini, sitokrom c saliverilmesini ve kaspaz-9/3 aktivasyonunu
onleyerek apoptozu engelledigi gosterilmistir (91). Bu bulgular oksidatif stresle
iligkili norodejeneratif hastaliklara terapotik yaklagimlarda H2S’nin  etkisi

olabilecegine dikkat ¢ekmektedir (92).

16



2.3.2. Hidrojen Siilfiir’iin Néroinflamasyon Uzerine Etkileri

H>S'nin anti-inflamatuvar ve antioksidan etkileri, ndroprotektif 6zelliginin
olugsmasina katki saglamaktadir (15). H2S'nin noéroinflamasyon gelisimini
azaltarak biligsel semptomlar iyilestirebilecegi one siirtilmiistiir. Hizli saliml bir
H2S dondrii olan NaHS’nin uygulanmasinin, TNF-o diizeylerini ve TNF
reseptorlerinin ekspresyonunu azaltarak LPS'nin neden oldugu biligsel islevdeki
bozulmay iyilestirdigi gosterilmistir (93). Bir baska calismada, mikroglia ve
astrositlerden LPS ile indiiklenen TNF-o, IL-6 ve NO dahil olmak iizere
proinflamatuvar mediyatorlerin saliverilmesinin, H2S saliveren non-steroidal anti-
inflamatuvar ilaglarin 6n tedavisi ile dnemli Ol¢lide azaldig1 gosterilmistir (94).
Literatlirde yer alan bilgiler géz 6niinde bulunduruldugunda, H2S’nin TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-17, IL-23 ve NO dahil pro-inflamatuvar sitokinlerin saliverilmesini
azaltabilecegi ayrica bu mekanizma ile ndroinflamatuvar siireglerin baslamasini
ve ilerlemesini onleyerek bilissel islevde iyilesme saglayabilecegi one siiriilmiistiir
(16). Alzheimer hastaligt modeli olusturulmus farelerden izole edilen primer
noronlarin, mitokondriyal olarak hedeflenmis H2S dondrii olan AP39 ile tedavisi,
mitokondride spesifik olarak artan H2S seviyeleri ve azalan ROS ile
iliskilendirilmistir. Ayrica bu farelere 6 hafta boyunca AP39un in vivo
uygulanmasinin uzamsal bellegi énemli Olgiide iyilestirildigi gosterilmistir. Bu
sonuglar biligsel fonksiyon iyilesmesinde mitokondriyal H2S seviyelerindeki
artisin anahtar roliinii géstermektedir (95).

NaHS'nin, oksidatif stres gelisimini Onleyerek biligsel fonksiyon

bozuklugunu diizeltebilecegini gosteren calismalara ek olarak LPS kaynakli
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anksiyete benzeri davranisi diizeltebilecegini gosteren calismalar da literatiirde
mevcuttur (73, 96). Oksidatif stres ve inflamasyon yolaklarinin patolojik
anksiyetenin siirdiiriilmesinden sorumlu oldugundan literatiirde bahsedilmektedir.
Patolojik anksiyete i¢in anti-inflamatuvar ve antioksidan etkileri bilinen H2S’in
etkili olabilecegi diislinlilmektedir ve yapilan c¢alismalar bunu destekler
niteliktedir (97, 98).

2.3.3. Hidrojen Siilfiir’iin Ogrenme ve Hafiza ile Iliskisi

H2S, oOgrenme ve hafiza islevleriyle iliskili 6nemli bir bolge olan
hipokampiis dahil olmak {iizere beyinde endojen olarak firetilir. Yapilan bir
calismada, CBS aktivatori olan S-adenozil metiyoninin  hiicre i¢i
konsantrasyonlarinin, Alzheimer hastalarin beyinlerinde normal beyinlerdekilere
gore azaldigi bulunmustur (99). Baska bir ¢alismada ise H2S seviyesinin, yaslar
uyumlu normal bireylerin beyinlerine kiyasla Alzheimer hastalarmin beyinlerinde
biiylik ol¢iide azaldig1 tespit edilmistir (100). Alzheimer ve vaskiiler demans
hastalarinda yiiriitiilen kapsamli bir klinik ¢alismada, plazma H2S seviyelerinin
normal kontrollerden 6nemli dl¢iide daha diisiik oldugu gosterilmistir. Plazma H2S
konsantrasyonunun Alzheimer hastaliginin siddeti ile negatif korelasyon
gosterdigi de ayni calismada tespit edilmistir (101).

Yapilan c¢aligmalarda H2S dondérlerinin ekzojen uygulanmasinin LPS ile
indiiklenmis bilissel bozuklugu 1iyilestirdigi Morris su labirenti testinde
gosterilmistir (93, 102). Alzheimer hastaliginin hayvan modeli olusturularak
yapilan bir ¢alismada ise ¢ift transgenik APP/PS1 farelerinde H2S uygulanmasinin

uzamsal 6grenmeyi iyilestirdigi gosterilmistir (103).
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Literatiirdeki bilgiler goz oniine alindiginda, kronik néroinflamasyonun
sonucu olarak hasara ugrayan beyin dokusu ileride ortaya ¢ikan norodejeneratif ve
noropsikiyatrik  hastaliklarla iliskilendirilmistir.  Anksiyete bozuklugu ve
Alzheimer hastalifi basta olmak iizere norodejeneratif ve noropsikiyatrik
hastaliklar, hastalarin hafiza ve gilinlilk yasam aktivitelerini slirdiirme yetilerini
kademeli olarak kaybetmelerine neden olarak yasam kalitelerini ciddi sekilde
diisiiriirken hasta yakinlarinin da siirekli bakim ve artan sorumluluklar ile
hayatlarim1 zorlagtiran kiiresel bir saglik sorunu haline gelmistir. Bahsedilen
hastaliklarin mevcut tedavi yoOntemleri hastalik semptomlarinit hafifletmeye
yardimc1 olmaktadir ancak bu hastaliklarin ilerleyisini durduran ya da geri ¢eviren
etkin bir tedavi segenegi halen tam olarak bulunmamaktadir. Bu calismada
Lipopolisakkarit araciligiyla ndroinflamasyon indiiklenerek uzamsal hafiza ve
anksiyete benzeri semptomlar iizerindeki meydana gelebilecek degisimleri,
potansiyel tedavi edici ajan olarak arastirilan Hidrojen Siilfiir’iin 6nleyebilecegi

ya da diizeltebilecegi hipotezini test etmek amag¢lanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanm etik kurul onayr 28.10.2022 tarih ve G.U.ET-22.106 kod
numarasiyla Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
almmistir. Tez ¢alismast Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan Tipta Uzmanlik Tez Projesi kapsaminda, TTU-

2023-8592 proje koduyla onaylanmis ve maddi destek saglanmustur.

3.1. Deney Hayvanlarn

Calisma igin Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM)’nden temin edilen 60 adet Wistar
Albino erkek sigan kullanilmistir. Calismamizda kullanilan deney hayvani sayisi,
orneklem biiyiikliigiiniin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen gii¢ analizi
sonucunda her grup i¢in 10 hayvan olarak belirlenmistir. Calisma 6ncesinde deney
hayvanlarmin 14 giin boyunca yeni ortamlarina aligmalar1 saglanmistir. Siganlar
21 £ 2° C sicaklikta, %40-60 nem oraninda, 12 saat aydinlik ve karanlik
dongiisiiniin saglandig1 odalarda, ad libitum beslenme ile standart sican kafesinde
ticerli gruplar halinde veteriner gdzetiminde barindirilmistir. Deney protokoliiniin
1.,7.,11. ve 14. giinlerinde deney hayvanlarmin agirlik ol¢timleri yapilmistir.
Deney hayvanlarmma tiim enjeksiyonlar giindiiz 09:30-10:00 araliginda
uygulanmistir, davranis deneyleri ise giindiiz saat 11:30-16:00 araliginda
yapilmistir. Deney hayvanlarina uygulanan i1.p. enjeksiyonlar ve gergeklestirilen
davramis deneyleri GUDAM’da yapilmusti. Morris su labirenti testinin her

denemesinin ardindan deney hayvanlarinin 1slak kalmamasina dikkat edilmis;
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deney hayvanlarinin her bir1 tam olarak kurulandiktan sonra kafesine

yerlestirilmigtir.

3.2. Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan Lipopolisakkarit (LPS) (Escherichia coli O55: BS
ve Hidrojen Siilfiir (H2S) dondrii Sodium Hydrosulfide Hydrate (NaHS) Sigma-
Aldrich’ten (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) temin edilmistir. LPS ve NaHS
icin ¢oziicii olarak salin (%0,9 Izotonik Sodyum Kloriir) kullamlmistir (104).
NaHS dozu 5 mg/kg ve LPS dozu 250 ng/kg olarak belirlenmistir (93, 105).

Maddeler steril kosullar altinda hazirlanmis ve siganlara i.p. olarak uygulanmistir.

3.3. Deney Gruplan

Calismada 60 adet Wistar Albino erkek sican kullanilmistir. Sicanlar
randomize 6 gruba ayrilmistir. 4. gruptan 1 hayvanin kafesinde 6ldiigii tespit
edilmistir bu nedenle bu grupta hayvan sayisi 9’a inmistir. 5. Gruptan 1 hayvan
boyun dengesini saglayamadigi icin Morris su labirenti testi esnasinda
ylizememistir, bu nedenle ¢alismadan ¢ikartilmistir. Caligmadaki deney gruplari

ve Ozellikleri Tablo 1’de sunulmustur.
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Tablo 1. Deney Gruplari

Grup No Grup Ad1 Uygulanan Madde Uygulama Siiresi n

1 KONTROL salin 14 giin 10
i1k 7 giin salin, sonraki 7

2 LPS salin ve LPS 10

giin LPS

3 NaHS(14) NaHS 14 giin 10
[lk 7 giin salin, sonraki 7

4 NaHS(7) NaHS 9

giin NaHS

14 giin NaHS, son 7 giin

5 LPS+NaHS(14) LPS ve NaHS 9

LPS

Ilk 7 giin salin, sonraki 7

6 LPS+NaHS(7) salin, LPS ve NaHS 10

giin LPS ve NaHS

LPS: 250 pg/kg, NaHS: 5 mg/kg uygulanmistir. Tiim enjeksiyonlar giinde 1 kez ve
intraperitoneal uygulama ile yapilmistir. Salin: %0,9 izotonik Sodyum Kloriir. n: hayvan

sayisl.

Enjeksiyon stresi nedeniyle gruplar arasinda farklilik olugmasini engellemek i¢in
enjeksiyon stresini her grupta esit giin boyunca olusturmak hedeflenmistir ve bu
dogrultuda;

Kontrol grubuna 14 giin boyunca salin uygulanmistir.

LPS grubunun ilk 7 giinlinde salin uygulanmastir.

NaHS(7) ve LPS+NaHS(7) gruplarinin ilk 7 giiniinde salin uygulanmistir.
LPS+NaHS(14) grubunda NaHS’nin koruyucu etkisi degerlendirilmistir.

LPS+NaHS(7) grubunda NaHS nin tedavi edici etkisi degerlendirilmistir.
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3.4. Deney Protokolii

Deney protokolii Sekil 1°de verilmistir.

Acik Alan Acik Alan
Testi Testi
ve ve
Yikseltilmis Yikseltilmis
Arti Arti
Labirent : . . . Labirent
Morris Su Labirenti Testi Testi Morris Su Labirenti Testi  1ecti
A— | A A A
: Aklimatizasyon { \( \( \( (
' = 1 1 ‘ . Sakrifikasyon
14 glin ! !
1. gin 5. gln 7.gun 12.gin  14.gin
KONTROL | Y J
Salin uygulamasi
s L J\ )
1 1
Salin uygulamasi LPS uygulamasi
NaHs (14) | Y ]
NaHS uygulamasi
NaHSs (7) | ] J
\ |
Salin uygulamasi NaHS uygulamasi
LPS + NAHS(14) \ Y )\ . J
NaHS uygulamasi LPS ve NaHS uygulamasi
LPS + NAHS(7) | Y J\ Y )
Salin uygulamasi LPS ve NaHS uygulamasi

Sekil 1. Deney Protokolii

3.4.1. Lipopolisakkarit ile Olusturulan Noroinflamasyon Modeli ve H2S

Uygulamasi

Tez calismas1 kapsaminda H2S’nin, siganlarda LPS ile olusturulan
noroinflamasyon modeli {izerindeki etkilerinin davranigsal ve molekiiler agidan
degerlendirilmesi amacglandig1 i¢in Oncelikle LPS ile noroinflamasyon modeli
olusturulmustur. Literatiir arastirmalar1 sonucunda LPS ve H2S enjeksiyonu

davranis deneylerinden 2 saat dnce uygulanmistir (1, 11, 106-111). Tiim si¢anlarin
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enjeksiyonlart giindiiz 09.30-10.00 araliginda steril kosullar altinda yapilmistir.
Enjeksiyonlar tamamlandiktan sonra deney hayvanlar1 davranis deneylerinin

gergeklestirildigi odaya alinarak iki saat ortama aligmalar1 saglanmustir.

3.4.2. Davranis Testleri

Calisma boyunca kullanilan davranissal deney yontemleri su sekildedir;

1. Morris Su Labirenti Testi

2. Acik Alan Testi

3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Yukarida sunulan her davranig deneyi yiiriitiilirken video kaydi alinmistir.
Davranis deneyleri nedeniyle olusan stresin diger testi etkilememesi i¢in deney
hayvanlar1 bir giinde yalnizca bir davranis testine alimmigtir. Davranis
deneylerinin tamami her giin ayni saatler arasinda, 11:30-16:00, sessiz bir ortamda
yapilmistir. Deneyin gergeklestirilecegi ortama alistirmak amaciyla deney
hayvanlari, tim deneylerden iki saat dnce testin yapilacagi odaya yerlestirilmistir.
Deney protokoliiniin 14. giinii, son davranis deneyinin bitigini takiben deney
hayvanlar1 anestezi ile sakrifiye edilerek hipokampiis dokular1 ¢ikartilmis ve ileri
analiz i¢in saklanmak {izere -80 °C’ye kaldirilmistir.
3.4.2.1. Morris Su Labirenti Testi

Caligmada 150 cm genisliginde ve 65 cm derinligindeki pleksiglas havuz

yaklasik 50 cm’ye kadar su ile doldurulmustur. Suyun sicakligi 25°C’ye
ayarlanarak deney hayvanlarinin hipotermi yasamasi engellenmistir. Wistar albino
sicanlarin kiirkii beyaz oldugu i¢in su toksik olmayan siyah renkli gida boyasi ile

siyaha boyanmistir. Deneyin gerceklestirildigi odadaki farkli uyaranlarin deney
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hayvanlarim1 etkilemesini engellemek ve her deney giinii i¢cin standart ortami
saglayabilmek i¢in havuzun dort tarafi siyah perdelerle kapatilmistir ve deneyi
ylriiten arastirmaci perdelerle ayni renk olmasi i¢in siyah kiyafet giymistir. Havuz
birbirini dik kesen hayali iki ¢izgi ile dort kadrana ayrilmistir. Her ¢izginin ucuna
denk gelen perdelere birer adet gorsel ipucu simgeleri (yuvarlak, kare, licgen ve
yildiz) konulmustur. Deney hayvanlar1 deney Oncesi ortama aligtirmak i¢in odaya
alinirken, gorsel ipuglarini ve havuzu géremeyecekleri sekilde yerlestirilmislerdir.

Caligmada ilki 1.-5.giinler ve ikincisi 8.-12.giinler arasinda olmak tizere iki
kez Morris su labirenti testi yapilmistir. Morris su labirenti testi ilk 4 giinli kagis
gecikmelerinin degerlendirildigi donem:kacis gecikmesi testi ve 5. giin hedef
kadranda gegcirilen siirenin degerlendirildigi donem:probe testi olmak {iizere
toplamda 5 giin siirmiistiir.
3.4.2.1.1. Kagis Gecikmesi Testi

Kacis gecikmesi testi, havuza birakilan deney hayvanlarmin gizli
platformu bulmasi ve havuzun etrafina yerlestirilen gorsel ipuglarmi kullanarak
platformun yerini 6grenmesine dayali bir testtir. Sagliklt bir deney hayvaninin
denemelerle beraber platformun yerini Ogrenmesi beklenir. Eger deney
hayvaninda uzaysal bellek ile ilgili bir problem var ise platformu bulmak icin
gecen siire denemelerle beraber degismez veya artar.

Deney hayvanlarinin havuza bir kez birakilmasi bir deneme olarak kabul
edilir. Calismada deney hayvanlarina bir giinde iki deneme yaptirilmistir (112,
113). Tim hayvanlarin ilk denemesi bittikten sonra ikinci denemelere

baglanmistir. Deney hayvanlar1 her denemede farkli bir kadrandan havuza
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birakilmistir. Ilk giin birakilan ilk kadran olarak platformun bulundugu kadrana en
uzak kadran se¢ilmistir ve bu kadrana 1. kadran ad1 verilmistir. Saat yoniiniin tersi
takip edilerek sirayla 2. kadran, 3. kadran ve 4. kadran olarak isimlendirilmistir.
Deney hayvanlar1 havuza birakildiklar1 anda kronometre calistirilarak 90 saniye
havuzu kesfetmeleri ve platformu bulmalari i¢in siire verilmistir (112). Eger deney
hayvani 90 saniyeden Once platformu bulursa kronometre durdurulup yeniden
baslatilarak platformun {izerinde etraftaki gorsel ipuglarini 6grenmeleri i¢in 30
saniye silire verilmistir. Aksine eger deney hayvani 90 saniyede platformu
bulamadiysa arastirmaci tarafindan platformun {izerine yerlestirilerek gorsel
ipuclart araciligy ile platformun yerini 6grenmesi i¢in 30 saniye izin verilmistir.
Her giin yapilan denemelerde deney hayvanlarinin platformu bulmak i¢in
harcadiklar siire degerlendirilmistir.
3.4.2.1.2. Probe Testi

Besinci giin gerceklestirilen probe testinde platform havuzdan ¢ikartilir ve
platformun bulundugu kadran hedef kadran olarak adlandirilir. Deney hayvani
hedef kadrana en uzak kadrandan havuza birakilir ve 90 saniye siire verilerek
hedef kadranda gecirdigi siire ve hedef kadranda katettigi toplam mesafe
hesaplanir. Saglikli bir 6grenme siireci olan deney hayvanindan en fazla siireyi
hedef kadranda gecirmesi, en fazla mesafeyi bu kadranda kat etmesi beklenir ve
referans bellek islevinin kazanildigini gosterir. Bu test asamasinda elde edilen
veriye ‘hedef kadranda gecirilen siire’ adi verilir ve probe testi siiresi olarak

ifade edilmistir.
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3.4.2.2. Agik Alan Testi

Calismada LPS ve H2S’nin anksiyete ve lokomotor aktivite iizerine
etkilerini incelemek amaciyla 6. ve 13. giinlerde olmak {izere iki kez agik alan
testi uygulanmistir. Bu test i¢in, 40 cm duvar yiiksekligi olan 50x50 c¢cm taban
Ol¢iilerine sahip kare seklinde bir aparat kullanilmigtir. Test aparatt siyah renkte
olup tabani beyaz renkli cizgilerle 10x10 cm'lik esit karelerle bdlmelere
ayrilmistir. Calismamizda her deney hayvani 5 dakika stire ile teste alinmigtir. Her
deney hayvani aparatin ortasmna yerlestirilmisticr (71, 73). Sonraki deney
hayvanmin testi oncesinde ortam havalandirilmis ve diizenek %70'lik alkol ile
silinmistir boylece dnceki deney hayvanina ait kokulardan ortam arindirilmistir.

Acik alan testi’de zaman Olgiitleri olarak; toplam katedilen mesafe,
ortalama hiz, toplam hareketli zaman, merkez kadranda gecirilen siire ve
merkez kadranda Kkatedilen toplam mesafe degerlendirilmistir. Toplam
katedilen mesafe, ortalama hiz ve toplam hareketli zaman lokomotor aktivite
gostergesi olarak degerlendirilmistir Merkez kadranda gecirilen siire ve
merkez kadranda katedilen mesafe azalmis anksiyete gostergesi olarak
degerlendirilmistir (69).
3.4.2.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Calismada art1 seklinde birbirine dik olarak diizenlenmis, 70x70 cm
ebatlarinda, iki tanesi agik iki tanesi kapali olmak tizere toplamda dort kolu olan
bir platform kullanilmistir. Kollarin arasindaki merkezi kadran olarak adlandirilan
merkezi kare 9x9 cm Olgilisiindedir ve deney hayvani diizenege ilk buradan

yerlestirilmistir. Yikseltilmis art1 labirent testi deney hayvanlarina 7. ve 14.
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giinlerde olmak {tizere iki kez uygulanmistir. Calismada deney hayvanlar1 merkez
kadrana yiizleri acik kola bakacak sekilde yerlestirilmistir ve 5 dakika boyunca
labirenti kesfetmeleri icin siire verilmistir. Acik kollarin en ugtaki 10 cm’lik
kisimlar1 ““asir1 u¢” olarak tanimlanmistir ve siganlarin bu bolgede gecirdikleri
stireler takip edilmistir (114). Deney hayvanlarinin acik kolda gecirdikleri siire,
acik kolda katettikleri toplam mesafe, asir1 u¢ kisma giris sayilar1 ve asiri
ucta gecirdikleri siire hesaplanmigtir. Anksiyete benzeri davramis, bu

parametrelerin azahsinin degerlendirilmesi ile tanimlanmigtir (75).

3.4.2.4. Video Kay1t Analizleri

Davranis deneyleri esnasinda deney hayvanlariin sabitlenmis kameralar
aracilig1 ile alinan video kayitlarinin kantitatif hesaplamalar1 ve analizleri ANY-
maze version 7 tracking engine kullanilarak Norobilim ve Noroteknoloji
Miikemmeliyet Ortak Uygulama ve Arastirma Merkezi (NOROM) davranis
deneyi laboratuvarinda yapilmistir.
3.4.3. Doku Analizi

Hipokampiis dokusundan protein ifade diizeyi i¢in calismalar Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda
yapilmistir.
3.4.3.1. Western Blot Y 6ntemi

TNF-alfa, CBS, CSE, IL-6, IL-17 ve IL-23 proteinlerinin ifadelerinin
varligit Western Blot yontemiyle belirlenmistir. Housekeeping protein olarak beta-

aktin (ACTB) proteini kullanilmistr.
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3.4.3.1.1. Kullanilan Soliisyonlar

- 0,5 M Tris-HCI Cozeltisi (pH 6.8): 12,1 g Tris baz 50 ml ultra saf su i¢inde
cozdiiriilmiistiir. pH metre ile takip edilerek ¢ozeltiye HCI eklenmistir. pH
6.8’¢ ayarlandiktan sonra ultra saf su eklenmis ve c¢ozelti 200 ml’ye
tamamlanmustir. Cozelti +4 °C’de muhafaza edilmistir.

- 1,5 M Tris-HCI Cozeltisi (pH 8.8): 36,3 g Tris baz 150 ml ultra saf su iginde
cOzdiiriilmiistiir. pH metre ile takip edilerek ¢ozeltiye HCI eklenmistir. pH
8.8’¢ ayarlandiktan sonra ultra saf su eklenmis ve c¢ozelti 200 ml’ye
tamamlanmistir. Cozelti +4 °C’de muhafaza edilmistir.

- Akrilamid — Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29 g Akrilamid ve 1 g
Bisakrilamid 100 ml ultra saf su ile ¢ozdiiriilmiistiir ve +4 °C’de koyu renkli
cam sisede 1s1ktan korunarak muhafaza edilmistir.

- Amonyum Persiilfat Cozeltisi (%10): 0,1 g Amonyum Persiilfat (APS) 1 ml
ultra saf su i¢inde ¢Ozdiirilmiistiir ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

- Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi: 1 g Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 10 ml
ultra saf su ile ¢ozdiiriilmiistiir ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

- 1X Jel Transfer Tamponu: 10X’lik transfer tamponu stogundan 100 ml
almmugtir ve lizerine 200 ml metanol eklenerek 700 ml ultra saf su igerisinde
¢Ozdiiriilmiistiir. +4 °C’de muhafaza edilmistir.

- 1X Jel Yiirtitme Tamponu (Running Buffer): 10X’lik yiiriitme tamponu
stogundan 100 ml alinarak 900 ml ultra saf suda ¢ozdiirilmiistir ve oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.
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- 1X Tris Buffer Saline-Tween 20 (TBS-T) Cozeltisi: 10X’lik TBS stogundan

100 ml alinmistir ve iizerine 1 ml Tween 20 eklenerek 900 ml ultra saf su

icinde ¢ozdiiriilmistiir. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

- 1X BSA Bloklama Cozeltisi: 10X’lik Bovine Serum Albumin (BSA)

Bloklama soliisyonu stogundan 1 ml almarak 9 ml TBS-T iginde

¢Ozdiiriilmiistiir. +4 °C’de muhafaza edilmistir.

- Primer Antikor Hazirligi: 1 ml BSA 9 ml TBS-T i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir ve

kullanilan primer antikor diliisyon faktoriine dikkat edilerek c¢ozeltiye

eklenmistir. +4 °C’de muhafaza edilmistir.

- Sekonder Antikor Hazirhigi: 1,5 ml BSA 13,5 ml TBS-T i¢inde

cOzdiiriilmiistiir ve kullanilan sekonder antikor diliisyon faktoriine dikkat

edilerek ¢ozeltiye eklenmistir. +4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.4.3.1.2. Sican Hipokampiis Doku Orneklerinden Protein Ekstraksiyonu

Tiim deney gruplarindan alindiktan sonra -80 °C’de muhafaza edilen

hipokampiis 6rneklerinden 100 mg doku 6rnegi alinarak, buz iizerinde steril
bistiiri yardimiyla kiiciik pargalara ayrildiktan sonra proteaz ve fosfataz
inhibitorleri igeren RIPA tamponu eklenmistir. Doku 6rnekleri homojenizator buz
iizerinde parcalandiktan sonra +4 °C’de 20 dakika 12.000 rpm’de santrifiij
edilerek doku oOrneklerinden protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Yiikleme
esnasinda kuyucuklara esit miktarda protein yiliklenmesini saglamak amaciyla

BCA Protein Assay Kiti ile elde edilen 6rneklere ait protein miktar1 belirlenmistir.
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3.4.3.1.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid (SDS-PAGE) Jelin Hazirlanmasi

Arastirilan tiim proteinler i¢in aymrma jeli %10 ve %12°lik, yigmlama jeli
(stacking gel) %5’lik oran hazir edilmistir. Jelin dokiilecegi camlar jel kasetine
yerlestirildikten sonra 6nce ayirma jeli (resolving gel) tarak i¢in belirlenen hizanin
bir miktar alt kismina kadar dokiilmiistiir. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra
yiginlama jeli hazirlanarak ayirma jelinin lizerine dokiilmiis ve taraklar
yerlestirilerek polimerlesmeye birakilmistir.
3.4.3.1.4. Proteinlerin SDS-PAGE’e Yiiklenme Oncesi Hazirlig

Icerdikleri toplam protein miktarlar1 belirlenmis olan protein lizatlarmm
her birinden 30 pg/ml olacak sekilde protein karigimi alinmis ve 4X Laemmli
yiikleme tamponu ile (%10 SDS, 20% Gliserol, %0.01 Bromofenol mavisi,
0.3125 M Tris HCI pH:6.8) 3:1 oraninda karistirilmistir. -20 °C’de muhafaza
edilen ornekler 6nce +4 °C’ye indirilerek bekletilmistir. Ardindan kuru 1sitict
blokta 5 dakika siire ile 95°C’de bekletilerek proteinleri denatiire edildikten sonra

SDS-PAGE’e yiiklenene kadar +4 °C’de bekletilmistir.

3.4.3.1.5. Proteinlerin SDS-PAGE’e Yiiklenmesi ve Elektroforez

Jel polimerlestikten sonra jel kaseti dikey elektroforez sisteminin (Biorad),
tankina yerlestirilmistir. Hazirlanan yiiriitme tamponu anot-katot bosluklarindan
jel tankma dokiilmiistiir. Yiiriitme tamponu dokiildiikten sonra tarak dikkatlice
cikartilmistir. 11k kuyucuga boyali peroksidaz isaretli protein molekiiler agirlik
belirteci ve diger kuyucuklara sirasiyla denatiire edilmis protein Ornekleri
yiiklenerek 120 V’da 1.5 saat +4 °C’de yiiriitme islemi ile elektroforez

gerceklestirilmistir. Yiikleme boyasi jelin en alt kismina gelince yiiriitme islemi
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sonlandirilmistir. Bu islem ile proteinlerin yiirlitme tamponu araciligiyla
molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi saglanmaigtir.
3.4.3.1.6. Protein Orneklerinin Poliviniliden Floriir (PVDF) Membrana
Aktarilmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, camlardan ayrilarak transfer
tamponuna alinmistir. Boyu 8 cm, eni 6 cm olacak sekilde kesilen poliviniliden
difloriir (PVDF) membran %100 metanol icerisinde 15 saniye bekletilmis ve
aktivasyonu saglanmigtir. Yari-islak transfer sistemi tepsisi i¢ine en alta slinger
ped, ped iizerine membran, membranlarin {izerine arada bosluk kalmayacak
sekilde jeller yerlestirilmistir. Jelden sonra liste transfer soliisyonu ile 1slanmig
siinger ped konularak transfer sistemi hazirlanmistir. Yari-islak transfer sistemi
kullanilarak (Biorad) 30 dakikada transfer gerceklestirilmistir.
3.4.3.1.7. Bloklama

Birincil antikorlarin 6zgiil olmayan baglanmasini engellemek amaciyla
membranlar TBS-T igerisinde hazirlanmis %3 BSA ¢ozeltisi ile 1 saat oda
sicaklifinda otomatik yatay calkalayici {izerinde bloklama islemine tabi
tutulmustur.
3.4.3.1.8. Membran Uzerindeki Proteinlerin Immunolojik Gosterilmesi

Bloklama isleminden sonra membranlar %3 BSA igeren TBS-T igerisinde
her bir primer antikor 1:1000 oraninda seyreltilerek +4 °C’de bir gece yatay
calkalayic1 tlizerinde inkiibe edilmistir. Ertesi giin inkiibasyonun ardindan
membranlar, 5 dakika boyunca 3 kez TBS-T c¢ozeltisi kullanilarak yikanmis ve

spesifik olmayan baglanmalar ortamdan uzaklagtirilmigtir. Yikama islemi sonunda
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membranlar, %3 BSA ig¢eren TBS-T igerisinde 1:2000 seyreltilmis anti-tavsan
IgG, HRP konjuge sekonder antikoru ile oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe
edilmistir.
3.4.3.1.9. Goriintiileme

Sekonder antikor ile inkiibasyonun ardindan membranlar, 5 dakika
boyunca 3’er defa TBS-T ¢ozeltisinde yikandiktan sonra kemiliiminesans 1sima
veren kromojen substrat (Luminata Forte Western HRP Substrate, Millipore,
Almanya) ile muamele edilmistir. Elde edilen kemiluminesans 1s1ma Kodak Gel
Logic 2200 Carestream (ABD) goriintiileme sisteminde fotografi ¢ekilerek bant
goriintiileri kaydedilmistir. Western blot analizi her bir antikor i¢in en az 3 tekrarh

olacak sekilde gerceklestirilmistir (115).
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3.5. Istatistiksel Analiz
Verilerinin analizinde SPSS (IBM Corp. Version 29.0.2.0. New York,
ABD), grafiklestirilmesinde GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Boston,
ABD) programlar1 kullanilmigtir. Veriler ortalama + standart hata (Standart Error
of the Mean, SEM) olarak belirtilmistir. p<0,05 degeri anlamli kabul edilmistir.
Gruplarin 1. hafta ve 2. hafta verileri degerlendirilmistir. 1. hafta kendi iginde
Kontrol grubuna gore tiim gruplar degerlendirilmistir. 2. hafta kendi icinde
Kontrol grubuna gore tiim gruplar degerlendirilmistir. Ayrica 2. hafta Kontrol,
NaHS(14) ve NaHS(7) gruplarn birlikte; LPS, LPS+NaHS(14) ve LPS+NaHS(7)
gruplar birlikte; NaHS(14) ve LPS+NaHS(14) gruplan birlikte; NaHS(7) ve
LPS+NaHS(7) gruplart birlikte degerlendirilmistir. Tiim deney gruplar1 analiz
yapilmadan once normallik dagilimi agisindan incelenmistir. Gruplardan en az
birinin normal dagilmadigi durumlarda non-parametrik testler secilmistir. iki
farkli grubun sayisal Olglimlerinin analizinde ‘Mann-Whitney U testi’
yapilmistir. 2’den fazla grubun sayisal dl¢limlerinin analizinde ‘Kruskal-Wallis
testi’ yapilmistir. Bu calismada gerceklestirilen Kruskal-Wallis testi sonuglari,
Bonferroni diizeltmesi uygulanarak degerlendirilmistir. Ayn1 gruplarin 1. hafta ve

2. hafta kiyaslanmasinda ise ‘Wilcoxon testi’ yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhgi Degisimi Bulgular

Deney gruplarindaki hayvanlarin agirhik ol¢timleri 0., 7., 10. ve 14.

giinlerde yapilmistir. Tiim gruplara ait deney hayvanlarinin agirlik degerlerinde 2

haftalik deney siiresi boyunca anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Deney

gruplarina ait agirlik 6l¢iimlerinin giinlere gore degisimi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Deney Gruplarma Ait Hayvanlarmn 0., 7., 10. ve 14. Giin Agirhk

Olciimleri
Deney Grubu 0.Giin Agirhk 7.Giin Agirhk 10.giin Agirhk 14.Giin Agirhk
Olgiimii Olgiimii Olgiimii Olgiimii
KONTROL 2341115 239,90 £ 10,53 242,70 £ 11,71 24930+ 11,15
LPS 242,6 £ 9,34 250,3 + 8,22 238,1+£7,19 243,2+7,04
NaHS(14) 232 +9,86 2454 + 8,83 249,5 £ 9,25 253,1+8,29
NaHS(7) 234,11 +£9,53 241,44 £8,73 245,56 + 8,64 249,33 £ 9,08
LPS+NaHS(14) 238,78 £ 9,69 249,78 £ 10,88 234,89 + 9,64 241,11+ 10,13
LPS+NaHS(7) 235,5+9,69 2473+ 11,18 228,9+9,09 237,2+9,89
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4.2. Morris Su Labirenti Testi Bulgular

Morris su labirenti testinin aligtirma gilinlerinde platformu bulma siiresinin
1. haftada, gruplara gore degisimi Grafik 1’de verilmistir. NaHS(14) grubunun
(55,6+8,92 s) 3. giinde platformu bulma siiresinde Kontrol grubuna (28,53+6,24 s)

gore istatistiksel olarak anlaml artig goriilmiistiir (p<0,05, Grafik 1).
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Grafik 1. Morris Su Labirenti Testi 1. Hafta Ahstirma Giinlerinde Platformu Bulma
Siiresinin Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim
gruplarda LPS uygulamasi 2. hafta yapilmistir. *:Kontrol grubuna goére anlamhhg ifade
etmektedir (p<0,05). n=9-10/grup.
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Morris su labirenti testinin aligtirma gilinlerinde platformu bulma siiresinin
2. haftada, gruplara gore degisimi Grafik 2’de verilmistir. Morris su labirenti
testinin alistirma giinlerinde platformu bulma siiresinin 2. haftada degisiminde

gruplar arasinda anlaml bir fark goriilmemistir (Grafik 2).
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Grafik 2. Morris Su Labirenti Testi 2. Hafta Ahstirma Giinlerinde Platformu Bulma
Siiresinin Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim
gruplarda LPS uygulamasi 2. hafta yapilmistir. '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil
etmektedir. n=9-10/grup.
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Morris su labirenti testinin 2. haftasinda probe testinde, hedef kadranda
gegirilen silirenin gruplara gore degisimi Grafik 3’te verilmistir. Morris su labirenti
testinin probe testinde 2. haftada, hedef kadranda gecirilen siirenin degisiminde

gruplar arasinda anlaml bir fark gortilmemistir (Grafik 3).

501

Hedef Kadranda Gegirilen Siire (s)

Deney Gruplari

Grafik 3. Morris Su Labirenti Testi 2. Hafta Probe Testi Hedef Kadranda Gegirilen Siirenin
Gruplara Gore Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren
tiim gruplarda LPS uygulamasi 2. hafta yapilmistir. '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil

etmektedir. n=9-10/grup.
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Morris su labirenti testinin probe testinde 2. haftada, hedef kadranda
katedilen toplam mesafenin gruplara gore degisimi Grafik 4’te verilmistir. Morris
su labirenti testinin probe testinde 2. haftada, hedef kadranda katedilen toplam
mesafe LPS+NaHS(14) grubunda (7,3+0,68 m) NaHS(14) grubuna (5,724+0,9 m)
gore istatistiksel olarak anlamli artmistir, (p<0,05, Grafik 4). Morris su labirenti
testinin probe testinde 2. haftada, hedef kadranda katedilen toplam mesafede diger

gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Grafik 4).
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Grafik 4. Morris Su Labirenti Testi 2. Hafta Probe Testi Hedef Kadranda Katedilen Toplam
Mesafenin Gruplara Gore Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistr,
LPS iceren tiim gruplarda LPS uygulamasi 2. hafta yapilmistir. '2: gruplarin 2. hafta
verilerini temsil etmektedir. [1:p<0,05, NaHS(14) grubuna gore anlamhhg ifade etmektedir.
n=9-10/grup.
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4.3. Acik Alan Testi Bulgulan

Acik alan testinde katedilen toplam mesafenin 1. hafta ve 2. haftaya gore
gruplarda degisimi Grafik 5-A’da verilmistir. LPS grubunda katedilen toplam
mesafe 2. hafta (7,1+0,89 m) 1. haftaya (14,1£1,01 m) gore istatistiksel olarak
anlamli azalmistir (p<0,01, Grafik 5-A). LPS+NaHS(14) grubunda katedilen
toplam mesafe 2. hafta (5,3440,63 m) 1. haftaya (11,41£1,05 m) gore istatistiksel
olarak anlaml1 azalmistir (p<0,01, Grafik 5-A). LPS+NaHS(7) grubunda katedilen
toplam mesafe 2. hafta (6,49+0,77 m) 1. haftaya (11,37£1,31 m) gore istatistiksel
olarak anlaml azalmistir (p<0,05, Grafik 5-A).

Acik alan testinde katedilen toplam mesafenin 1. haftasinin gruplara gore
degisimi Grafik 5-B’de verilmistir. Acik alan testinin 1. haftasinda katedilen
toplam mesafe LPS grubunda (14,1+1,01 m) kontrol grubuna (9,82+0,75 m) gore
istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<<0,01, Grafik 5-B).

Agik alan testinde katedilen toplam mesafenin 2. haftasinin, gruplara gore
degisimi Grafik 5-C’de verilmistir. Acik alan testinin 2. haftasinda, LPS+NaHS(7)
grubunda (6,49+0,77 m) katedilen toplam mesafe NaHS(7) grubundakine

(12,17£1,61 m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05, Grafik 5-C).
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Grafik 5. Agik Alan Testinde Katedilen Toplam Mesafenin Gruplara Gore Degisimi. 1.
haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim gruplarda LPS
uygulamasi 2. hafta yapilmistir. A) Acik alan testi 1. hafta ve 2. hafta katedilen toplam
mesafenin haftalara gore degisimi. *:p<0,05, 1. haftaya gore anlamhhg ifade eder.**: p<0,01,
1. haftaya gore anlamhihi@ ifade eder. B) Acik alan testi 1. hafta katedilen toplam mesafenin
gruplara gore degisimi. *:p<0,05, Kontrol grubuna giére anlamhihg ifade eder. C) Acik alan

testi 2. hafta katedilen toplam mesafenin gruplara gore degisimi. ” :p<0,05, NaHS(7)
grubuna gore anlamhihi@ ifade eder. '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil etmektedir. n=8-
10/grup.
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Acik alan testinde ortalama hizin, 1. hafta ve 2. hafta gruplara gore
degisimi Grafik 6-A’da verilmistir. LPS grubunda ortalama hiz 2. hafta (0,02+0
m/s) 1. haftaya (0,050 m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,01,
Grafik 6-A). LPS+NaHS(14) grubunda ortalama hiz 2. hafta (0,020 m/s) 1.
haftaya (0,04+0 m/s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05, Grafik 6-
A). LPS+NaHS(7) grubunda ortalama hiz 2. hafta (0,02+0 m/s) 1. haftaya (0,04+0
m/s) istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05, Grafik 6-A).

Acik alan testinde ortalama hizin 1. haftasinin gruplara gore degisimi
Grafik 6-B’de verilmistir. Ac¢ik alan testinin 1. haftasinda ortalama hiz LPS
grubunda (0,050 m/s) Kontrol grubuna (0,030 m/s) gore istatistiksel olarak
anlaml artmistir (p<0,05, Grafik 6-B).

Agik alan testinde ortalama hizin 2. haftada gruplara gore degisimi Grafik
6-C’de verilmistir. Ag¢ik alan testinin 2. haftasinda, LPS+NaHS(7) grubunun
(0,02+0 m/s) ortalama hiz1 NaHS(7) grubunun (0,04+0,01 m/s) ortalama hizina

gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05, Grafik 6-C).

42



0.06- Y%k * *
— |
o
~
E oo
N
I
£
E -

S  0.02-
=
@)
0.00- r T
> N 2 LY » D a8 AR
oéé & Q \39 \{,‘,\'\ (\b-\ 8‘6\ %@ &(‘ Q) ‘3@\ %Q\
Ll FFEITFSTFEFS
3 Al N
S & v
N vV
Deney Gruplari

B C

0.064 & A

Ortalama Hiz (m/s)

g 2 g
1

Ortalama Hiz (m/s)
. N ...
Y.
< "
< |
) J
°

N v a4 a9 A
& < QS"\\ £ & & S L » N » 0
L & & 0 & SN o N o
o X F & F K FX
& 3 2 % & ¥ 8 6,5\
Deney Gruplan \36 \g
Deney Gruplan

Grafik 6. Acik Alan Testinde Ortalama Hizin Gruplara Gore Degisimi. 1. haftada LPS
gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim gruplarda LPS uygulamasi 2. hafta
yapimistir. A) Acik alan testi 1. hafta ve 2. hafta ortalama hizin haftalara gore degisimi.
*:p<0,05, 1. haftaya gore anlamhhg ifade eder.**: p<0,01, 1. haftaya gore anlamhhg ifade
eder. B) Acik alan testi 1. hafta ortalama hizin gruplara gore degisimi. *:p<0,05, Kontrol
grubuna gore anlamhhg ifade eder. C) Acik alan testi 2. hafta ortalama hizin gruplara gore
degisimi. ” :p<0,05, NaHS(7) grubuna gore anlamhhg ifade eder. '2: gruplarin 2. hafta
verilerini temsil etmektedir. n=8-10/grup.
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Acik alan testinde toplam hareketli zamanin, 1. hafta ve 2. hafta gruplara
gore degisimi Grafik 7-A’da verilmistir. Kontrol grubunda toplam hareketli zaman
1. hafta (221,09+10,92 s) 2. haftaya (173,52+17,6 s) gore istatistiksel olarak
anlamh artmigtir. LPS grubunda 2. hafta (154,66£13,71 s) 1. haftaya
(256,03+10,95 s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,01, Grafik 7-A).
LPS+NaHS(14) grubunda toplam hareketli zaman 2. hafta (142,26+15,16 s) 1.
haftaya (227,23+16,27 s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05,
Grafik 7-A). LPS+NaHS(7) grubunda ortalama hiz 2. hafta (166,55+17,06 s) 1.
haftaya (239,03+18,61 s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05,
Grafik 7-A).

Acik alan testinde toplam hareketli zamanin 1. haftada gruplara gore
degisimi Grafik 7-B’de verilmistir. A¢ik alan testinin 1. haftasinda, LPS grubunun
(256,03£10,95 s) toplam hareketli zamani Kontrol grubuna (221,09+10,92 s) gore
istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<0,05, Grafik 7-B).

Agik alan testinde toplam hareketli zamanin 2. haftada gruplara gore
degisimi Grafik 7-C’de verilmistir. A¢ik alan testinde toplam hareketli zamanda 2.

haftada gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (Grafik 7-C).
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Grafik 7. Acik Alan Testinde Toplam Hareketli Zamanin Gruplara Gore Degisimi. 1. haftada
LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim gruplarda LPS uygulamasi 2.
hafta yapilmistir. A) Acik alan testi 1. hafta ve 2. hafta toplam hareketli zamanin haftalara
gore degisimi. *:p<0,05, 1. haftaya gore anlamhh@ ifade eder.**: p<0,01, 1. haftaya gore
anlamhih@ ifade eder. B) Acik alan testi 1. hafta toplam hareketli zamanin gruplara gore
degisimi. *:p<0,05, Kontrol grubuna gore anlamhhg ifade eder. C) Acik alan testi 2. hafta
toplam hareketli zamanin gruplara gore degisimi. '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil
etmektedir. n=8-10/grup.
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Acik alan testinde merkez kadranda gegirilen siirenin, 1. hafta ve 2. hafta
gruplara gore degisimi Grafik 8-A’da verilmistir. LPS grubunda merkez kadranda
gegirilen siire 2. hafta (0,88+0,48 s) 1. haftaya (3,53+0,84 s) gore istatistiksel
olarak anlamli azalmistir (p<0,01, Grafik 8-A). NaHS(14) grubunda merkez
kadranda gecirilen siire 2. hafta (2,03+0,92 s) 1. haftaya (13,66+6,19 s) gore
istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,01, Grafik 8-A). LPS+NaHS(7)
grubunda merkez kadranda gegirilen siire 2. hafta (2,93+1,95 s) 1. haftaya
(11,6643,41 s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05, Grafik 8-A).

Acik alan testinin 1. haftasinda, merkez kadranda gecirilen siirenin
gruplara gore degisimi Grafik 8-B’de verilmistir. Ag¢ik alan testinde, merkez
kadranda gegirilen siirede 1. haftada gruplar arasinda fark goriilmemistir (Grafik
8-B).

Agik alan testinde merkez kadranda gegirilen siirenin 2. haftada, gruplara
gore degisimi Grafik 8-C’de verilmistir. A¢ik alan testinin 2. haftasinda, merkez
kadranda gegirilen siire, LPS grubunda (0,88+0,48 s) Kontrol grubuna (3,76+1,19

s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05, Grafik 8-C).
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Grafik 8. Acik Alan Testinde Merkez Kadranda Gegirilen Siirenin Gruplara Gore Degisimi.
1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim gruplarda LPS
uygulamasi 2. hafta yapilmistir. A) Acik alan testi 1. hafta ve 2. hafta merkez kadranda
gecirilen siirenin haftalara gore degisimi. *:p<0,05, 1. haftaya gore anlamhhg ifade eder.**:
p<0,01, 1. haftaya gore anlamhihg: ifade eder. B) Acik alan testi 1. hafta merkez kadranda
gecirilen siirenin gruplara gore degisimi. C) Ac¢ik alan testi 2. hafta merkez kadranda
gecirilen siirenin gruplara gore degisimi. *:p<0,05, Kontrol grubuna goére anlamhhg ifade
eder. '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil etmektedir. n=8-10/grup.
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Acik alan testinde merkez kadranda katedilen toplam mesafenin, 1. hafta
ve 2. hafta gruplara gore degisimi Grafik 9-A’da verilmistir. LPS grubunda
merkez kadranda katedilen toplam mesafe 2. hafta (0,1+0,05 m) 1. haftaya
(0,56+0,17 m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,01, Grafik 9-A).
NaHS(14) grubunda merkez kadranda katedilen toplam mesafe 2. hafta
(0,18+0,07 m) 1. haftaya (0,64+0,15 m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir
(p<0,01, Grafik 9-A).

Agik alan testinde merkez kadranda katedilen toplam mesafenin 1. haftada
gruplara gore degisimi Grafik 9-B’de verilmistir. A¢ik alan testinin 1. haftasinda,
merkez kadranda katedilen toplam mesafede gruplar arasi fark goriillmemistir.

Acik alan testinde merkez kadranda katedilen toplam mesafenin 2. haftada
gruplara gore degisimi Grafik 9-C’de verilmistir. Ac¢ik alan testinin 2. haftasinda
merkez kadranda katedilen toplam mesafe, LPS grubunda (0,140,05 m) Kontrol
grubuna (0,45+0,15 m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05, Grafik

9-C).
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Grafik 9. Acik Alan Testinde Merkez Kadranda Katedilen Toplam Mesafenin Gruplara Gore
Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim gruplarda
LPS uygulamasi 2. hafta yapilmistir. A) Acik alan testi 1. hafta ve 2. hafta merkez kadranda
katedilen toplam mesafenin haftalara gore degisimi. **: p<0,01, 1. haftaya gore anlamhihg:
ifade eder. B) Acik alan testi 1. hafta merkez kadranda katedilen toplam mesafenin gruplara
gore degisimi. C) Acik alan testi 2. hafta merkez kadranda katedilen toplam mesafenin
gruplara gore degisimi. *:p<0,05, Kontrol grubuna gore anlamhhg ifade eder. '2: gruplarin
2. hafta verilerini temsil etmektedir. n=8-10/grup.
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4.4. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgulan

Yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda gecirilen siirenin, 1. hafta ve
2. hafta gruplara gore degisimi Grafik 10-A’da verilmistir. LPS grubunda agik
kolda gecirilen siire 2. hafta (3,01+0,81 s) 1. haftaya (13,714£3,11 s) gore
istatistiksel olarak anlamli azalmigtir (p<0,05, Grafik 10-A). LPS+NaHS(7)
grubunda acik kolda gecirilen siire 2. hafta (8,04+3,09 s) 1. haftaya (27,11+6,74 s)
gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05, Grafik 10-A).

Yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda gecirilen siirenin 1. haftada
gruplara gore degisimi Grafik 10-B’de verilmistir. Yiikseltilmis art1 labirent
testinin 1. haftasinda agik kolda gegirilen siirede gruplar arasinda fark
goriilmemistir (Grafik 10-B).

Yiikseltilmig art1 labirent testinde agik kolda gecirilen siirenin 2. haftada
gruplara gore degisimi Grafik 10-C’de verilmistir. Yiikseltilmis art1 labirent
testinin 2. haftasinda, LPS grubunun (3,01+0,81 s) a¢ik kolda gecirdigi siire
Kontrol grubuna (21,01+£6,09 s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmigtir
(p<0,05 Grafik 10-C). Yikseltilmis art1i labirent testinin 2. haftasinda,
LPS+NaHS(14) grubunun (10,26+6,95 s) acik kolda gecirdigi siire NaHS(14)
grubuna (18,5446,58 s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmigtir (p<0,05 Grafik

10-C).
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Grafik 10. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde Acik Kolda Gegirilen Siirenin Gruplara Gore
Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim gruplarda
LPS uygulamasi 2. hafta yapilmistir. A) Yiikseltilmis art1 labirent testi 1. hafta ve 2. hafta
acik kolda gecirilen siirenin haftalara gore degisimi. *: p<0,05, 1. haftaya gore anlamhhg
ifade eder. B) Yiikseltilmis art1 labirent testi 1. hafta acik kolda gecirilen siirenin gruplara
gore degisimi. C) Yiikseltilmis art1 labirent testi 2. hafta acik kolda gecirilen siirenin
gruplara gore degisimi. *:p<0,05, Kontrol grubuna gére anlamhhg: ifade eder. []:p<0,05,
NaHS(14) grubuna gére anlamhihig ifade etmektedir '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil
etmektedir. n=9-10/grup.
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Yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda katedilen toplam mesafenin,
1. hafta ve 2. hafta gruplara gore degisimi Grafik 11-A’da verilmistir. Kontrol
grubunda acik kolda katedilen toplam mesafe 2. hafta (0,55+0,16 m) 1. haftaya
(0,83+0,21 m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (*p<0,05, Grafik 11-A).
LPS grubunda agik kolda katedilen toplam mesafe 2. hafta (0,1+0,04 m) 1.
haftaya (0,41+£0,12 m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (*:p<0,05,
Grafik 11-A). LPS+NaHS(14) grubunda acik kolda katedilen toplam mesafe 2.
hafta (0,09+0,04 m) 1. haftaya (0,62+0,13 m) gore istatistiksel olarak anlamli
azalmistir (*:p<0,05, Grafik 11-A). LPS+NaHS(7) grubunda acik kolda katedilen
toplam mesafe 2. hafta (0,21+0,08 m) 1. haftaya (0,81+£0,2 m) gore istatistiksel
olarak anlamli azalmistir (*:p<0,05, Grafik 11-A).

Yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda katedilen toplam mesafenin 1.
haftada gruplara gore degisimi Grafik 11-B’de verilmistir. Yiikseltilmig arti
labirent testinin 1. haftasinda acik kolda katedilen toplam mesafede gruplar arasi
fark bulunmamaktadir.

Yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda katedilen toplam mesafenin 2.
haftada gruplara gore degisimi Grafik 11-C’de verilmistir. Yiikseltilmis arti
labirent testinin 2. haftasinda, LPS grubunda (0,1+£0,04 m) ve LPS+NaHS(14)
grubunda (0,09+0,04 m) acik kolda katedilen toplam mesafe Kontrol grubuna
(0,55+0,16 m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05 Grafik 11-C).
Yiikseltilmis artt labirent testinin 2. haftasinda, LPS+NaHS(14) grubunda
(0,09+0,04 m) a¢ik kolda katedilen toplam mesafe NaHS(14) grubuna (0,62+0,19

m) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05 Grafik 11-C).
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Grafik 11. Yiikseltilmis Art1i Labirent Testinde Acik Kolda Katedilen Toplam Mesafenin
Gruplara Gore Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren
tiim gruplarda LPS uygulamasi 2. hafta yapilmistir. A) Yiikseltilmis arti labirent testi 1.
hafta ve 2. hafta acik kolda katedilen toplam mesafenin haftalara gore degisimi. *: p<0,05, 1.
haftaya gore anlamhhg: ifade eder. B) Yiikseltilmis arti labirent testi 1. hafta acik kolda
katedilen toplam mesafenin gruplara gore degisimi. C) Yiikseltilmis arti1 labirent testi 2.
hafta acik kolda katedilen toplam mesafenin gruplara gore degisimi. *:p<0,05, Kontrol
grubuna gore anlamhhg ifade eder. [[:p<0,05, NaHS(14) grubuna gore anlamhhg ifade
etmektedir '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil etmektedir. n=9-10/grup.
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Yiikseltilmis art1 labirent testinin 1. haftasinda, asir1 u¢ kisma giris
sayisinin gruplara gore degisimi Grafik 12-A’da verilmistir. Yiikseltilmis art1
labirent testinin 1. haftasinda asir1 u¢ kisma giris sayisinda gruplar arasinda
anlamli bir fark gortilmemistir.

Yiikseltilmis art1 labirent testinin asir1 u¢ kisma giris sayisinin 2. haftada
gruplara gore degisimi Grafik 12-B’de verilmistir. Yiikseltilmis art1 labirent
testinde asir1 u¢ kisma giris sayisi 2. haftada, LPS grubunda (0+0) Kontrol
grubuna (1,5+0,64) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05 Grafik 12-
B). Yiikseltilmis art1 labirent testinde 2. haftada diger gruplararasinda anlamli bir

fark goriilmemistir.
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Grafik 12. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde Asir1 U¢ Kisma Giris Sayisimn Gruplara
Gore Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim
gruplarda LPS uygulamas: 2. hafta yapilmistir. A) Yiikseltilmis art1 labirent testi 1. hafta
asir1 u¢ kisma giris sayisimin gruplara gore degisimi. B) Yiikseltilmis art1 labirent testi 2.
hafta asir1 u¢ kisma giris sayisinin gruplara gore degisimi. *:p<0,05, Kontrol grubuna gore
anlamhhg ifade eder. '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil etmektedir. n=9-10/grup.
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Yiikseltilmis art1 labirent testinin asir1 ugta gegirilen siirenin 1. haftada,
gruplara gore degisimi Grafik 13-A’da verilmistir. Yikseltilmis art1 labirent
testinin asir1 ugta gecirilen siirede 1. haftada; gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (Grafik 13-A).

Yiikseltilmis art1 labirent testinde asir1 ugta gecirilen siirenin 2. haftada,
gruplara gore degisimi Grafik 13-B’de verilmistir. Yiikseltilmis art1 labirent
testinde asir1 ugta gecirilen siire 2. haftada, LPS grubunda (0+£0 s) Kontrol

grubuna (3,59+1,78 s) gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05 Grafik

13-B).
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Grafik 13. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde Asir1 Ucta Gegirilen Siirenin Gruplara Gore
Degisimi. 1. haftada LPS gruplarina sadece saline uygulanmistir, LPS iceren tiim gruplarda
LPS uygulamasi 2. hafta yapilmistir. A) Yiikseltilmis art1 labirent testi 1. hafta asir1 ucta
gecirilen siirenin gruplara gore degisimi. B) Yiikseltilmis arti labirent testi 2. hafta asir1 ucta
gecirilen siirenin gruplara gore degisimi. *:p<0,05, Kontrol grubuna goére anlamhihg ifade
eder. '2: gruplarin 2. hafta verilerini temsil etmektedir. n=9-10/grup.
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Sekil 3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi 2. Hafta Grup Ortalamalarina Gore Cizilmis
Sicaklik Haritalari. LPS grubunda acik koldaki azahs, LPS+NaHS gruplarinda acik koldaki
artis dikkat cekicidir.
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4.5. Western Blot Analizi Bulgulan

Hipokampiis dokularinda CBS, CSE, IL-6, IL-17, IL-23 ve TNF-a protein
ifade diizeylerinin analizi i¢gin Western blot yontemi uygulanmistir (Sekil 4).
Hipokampiis dokularindaki goreceli protein ifade diizeyleri Grafik 14°te
verilmistir.

CBS protein ifade diizeyinin LPS+NaHS(7) grubunda Kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (*:p<0.05, Grafik 14).

IL-17 protein ifade diizeyinin LPS+NaHS(7) grubunda Kontrol grubuna

kiyasla anlaml diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (*:p<0.05, Grafik 14).
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Sekil 4. Hipokampiis dokularinda CBS, CSE, IL-6, IL-17, IL-23 ve TNF-a Protein
ifadelenme Diizeylerinin Temsili Western Blot Goriintiileri. G1: Kontrol 1; G2: LPS; G3:
NaHS(14); G4: NaHS(7); G5: LPS+NaHS(14); G6: LPS+NaHS(7).
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Grafik 14. Hipokampiis Dokularindaki Goreceli Protein ifade Diizeyleri. Veriler ortalama +
Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Grafikler, her grup icin en az
dort farkhh sicanda belirtilen proteinlerin kat degisimini temsil etmektedir.
Gosterilen sonuclar ii¢c bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Kontrol gruplarn ile
karsilastirildiginda *:p<0.05. G1: Kontrol 1; G2: LPS; G3: NaHS(14); G4: NaHS(7); GS:
LPS+NaHS(14); G6: LPS+NaHS(7).
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5. TARTISMA

LPS’nin 0.25,0.5 ve 0.75 mg/kg dozlarinda 7 giin uygulanmasiyla deneysel
noroinflamasyon modeli olusturulan bir ¢alismada viicut agirligi incelendiginde
LPS’nin deney hayvanlarinin viicut agirliklarinda anlaml bir degisiklige neden
olmadig1 gosterilmistir (49). NaHS nin 12 giin boyunca 5 mg/kg uygulandig1 bir
calismada deney hayvanlarinin viicut agirliginda bir degisiklik olmadigi tespit
edilmistir (73). Calismamizda deneylerin 0.,7.,10. ve 14. giinlerinde yapilan viicut
agirhigr olglimlerine gore 14 giinlilk deney siiresi boyunca deney hayvanlariin
agirliklarinda anlamh bir degisiklik goriilmemis olup, sonuglarimiz literatiir ile
uyumludur.

LPS uygulamasi, noroinflamasyon modeli olusturmak ic¢in siklikla tercih
edilen yontemlerden biridir. Periferik (i.p.) ve santral (i.c.v.) olmak tizere iki farkli
yontem ile uygulanabilmektedir. Iki farkli uygulama yolunun karsilastirildigi bir
calismada, LPS’nin i.p. uygulamasi ve i.c.v. uygulamasinin Morris su labirenti
testinde bu iki grupta da hafizada bozulmaya neden oldugu gosterilmistir (116).

LPS’nin hafiza ve 0Ogrenme bozukluguna neden oldugunu gosteren
calismalar oldugu gibi hafiza ve 6grenme iizerinde herhangi bir etkisi olmadigini
gosteren caligmalar da mevcuttur. i.p. LPS uygulamasi yapilan bir ¢alismada
Morris su labirenti testi alistirma gilinlerinde, platformu bulmak i¢in gegen siirede
LPS grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir fark goriilmemistir (117). Morris
su labirenti, yeni nesne tanima ve baglam nesnesi ayrimciligi (context object
discrimination) olmak {izere hipokampiise bagli goérevlerin incelendigi farkh

davranig testleri kullanilan bagka bir caligmada; 167 pg/kg sistemik LPS
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uygulamasinin baglam nesnesi ayrimciligi testinde hafizay1 bozdugu ancak Morris
su labirenti ve yeni nesne tanima testinde hafizay etkilemedigi gosterilmistir. LPS
uygulanan si¢anlarin, Morris su labirentindeki gizli platformu hatirlayabildigi ve
yeni bir nesneyi tanidik bir nesneden ayirt edebildigi ancak bir nesnenin farkli bir
baglamda oldugunu belirlemede basarisiz olduklar1 gdsterilmistir. Bu bulgular
dogrultusunda LPS ile indiiklenen noroinflamasyonun hipokampiis bagimli tim
bellek gorevlerini degil, baglam ayrimciligi gerektiren gorevleri 6zel olarak
bozabilecegini One siirmiislerdir (118). Calismamizda literatiirle paralel sekilde
Morris su labirenti testi alistirma giinlerinde platformu bulmak i¢in gegen siirede
ve probe testinde hedef kadranda gecirilen slirede LPS grubu ile diger gruplar
arasinda anlamh bir fark goriilmemistir. Sistemik LPS 500 pg/kg ve 750 pg/kg
uygulanan bir calismada doz arttik¢a hafiza bozuklugu goriildiigii saptanmigtir
(116). Calismamizda LPS’nin diisiikk doz olarak kullanilmigs olmasi nedeniyle
sonuglarimizda farklilik olabilir. LPS dozunun daha yiiksek olmasi bellek
fonksiyonu tizerindeki etkisini degistiriyor olabilir. Bu sonuglar, 7 giin uygulanan
250 pg/kg LPS’nin Morris su labirenti testinde goézlenen hafiza fonksiyonu
tizerinde belirgin etkisi olmadigini gostermektedir.

Tekrarlanan TLR uyarilmasinin IL-1 reseptor iliskili kinaz-M (IRAK-M)
indiiksiyonuna yol ag¢tigin1 ve bunun IRAK'nin TNF-reseptor iligkili faktor-6
(TRAF6) ile etkilesimini durdurarak TLR sinyal yolunu negatif yonde
diizenledigini gostermislerdir. Bu nedenle 6zellikle LPS’nin tekrarlanan
uygulamasinda LPS’ye karsi  tolerans  gelisebileceginden  literatiirde

bahsedilmektedir (46, 119). LPS’nin tek enjeksiyonunun ve tekrarlayan
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enjeksiyonlarinin bellek fonksiyonu iizerine olan etkisi Morris su labirenti testinde
incelendigi bir calismada LPS’nin tekrarlanan uygulamasinda LPS’ye karsi
tolerans geligebilecegi tespit edilmistir. Gruplardan birine LPS (100 pg/kg, i.p.)
Morris su labirenti testinin 1. alistirma giiniinde bir kez enjekte edilmistir, baska
bir gruba ise LPS (100 pg/kg, i.p.), alistirma giinlerinin tamaminda her giin testten
once 1 kez enjekte edilmistir. Bu calismanin sonuglarma goére tek bir LPS
enjeksiyonunun 6grenmeyi bozdugu, giinlik uygulanan LPS enjeksiyonun ise
O0grenmeyi bozmadig1 gosterilmistir (120). Noroinflamasyonu indiikleyerek hafiza
bozuklugunu arastirmak i¢in yaygin olarak tercih edilen LPS’nin ¢alismamizda
Morris su labirenti testinde hafizada belirgin bir bozukluguna neden olmamasi,
calismamizda her giin uygulanan LPS enjeksiyonuna bagli olarak tolerans
gelisiminden kaynaklaniyor olabilir.

Sicanlarda i.c.v. LPS uygulamasmin neden oldugu bilissel fonksiyon
bozukluguna NaHS’ nin etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, i.p. NaHS’ nin
tek basina uygulanmasinin Morris su labirenti testinde platformu bulmak igin
gecen siireyl kontrol grubuna gore degistirmedigi ancak LPS ile birlikte
uygulandiginda LPS’nin  neden oldugu bilissel bozuklugu iyilestirdigi
gosterilmistir (93). Sicanlar lizerinde P2-microglobulin ile biligsel fonksiyon
bozuklugu olusturulan bir ¢alismada, NaHS nin tek basina verildigi gruplarda
kontrole kiyasla degisim olmadigi ancak B2-microglobulin uygulanan gruplarda
bozulmus olan biligsel fonksiyonlarm NaHS ile iyilestigi Morris su labirenti
testinde gosterilmistir (121). Sicanlarda i.p. streptozotosin ile olusturulan diyabet

modelinde biligsel fonksiyonlarin Morris su labirenti testinde degerlendirildigi
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calismalarda, NaHS’nin tek uygulandig1 grup ile kontrol grubu arasinda bir fark
olmadig1 ancak diyabetik sicanlarda streptozotosin ile bozulan hafizayr NaHS nin
tyilestirdigi gosterilmistir (122, 123). Bu sonuglar beraber ele alindiginda
NaHS’nin tek basina hafiza {izerine bir etkisi olmadigi ancak hafizada
bozukluguna neden olan LPS, P2-microglobulin, streptozotosin gibi ajanlarla
beraber uygulandiginda bu ajanlarin neden oldugu hafiza bozuklugunu
iyilestirdigi dikkat ¢ekmektedir. Calismamiz NaHS nin tek basina uygulanmasinin
Morris su labirenti testinde degerlendirilen hafiza iizerine belirgin bir etkisi
olmadigini1 gostermektedir.

Caligmamizda Morris su labirenti testinde NaHS(14) grubunda alistirma
glinlerinde platformu bulma siiresi, NaHS uygulanan 3. giinde kontrol grubuna
gore anlamli olarak artmistir. Morris su labirenti testinin diger giinlerinde ise
kontrol grubuna goére anlamli bir fark goriilmemistir. Literatiirdeki bagka bir
calismada Morris su labirenti testinde 3 mg/kg ve 5 mg/kg dozlarinda uygulanan
NaHS’nin alistirma giinlerinde platformu bulmak i¢in gegen siireyi kontrole gore
degistirmedigi gosterilmistir. Ayrica probe testinde hedef kadranda gecirilen
siireyi kontrol grubuna kiyasla azalttig1 gosterilmistir. NaHS uygulamasinin hafiza
tizerindeki bu olumsuz etkisi, bahsedilen ¢aligmada NaHS nin neden oldugu fazla
miktarda ROS eliminasyonu ile iliskilendirilmistir (98). ROS’nin artmis iretimi
hiicre fizyolojisini bozsa da fizyolojik miktarda bulunmasmin hiicre
sinyalizasyonu i¢in 6nemli oldugundan literatiirde bahsedilmektedir. ROS’nin

fazla miktarda eliminasyonunun hafiza iizerine olumsuz etkisi, hiicre

63



sinyalizasyonunun  0grenme ve hafiza siireclerinde 6nemli roliiniin
etkilenmesinden kaynaklaniyor olabilecegi ile agiklanmigtir (124).

Yetiskin, orta yasli ve yash farelerde i.p. 200 pg/kg LPS'nin davranissal
etkilerinin degerlendirildigi bir calismada, LPS uygulamasinin yetiskin ve orta
yasl farelerde agik alan testinde lokomotor aktiviteyi azalttigi gosterilmistir (125).
Sicanlarda farkli dozlardaki (1, 5, 15, 50, 125, ve 250 pg/kg) ip. LPS
enjeksiyonlarinin davranis iizerindeki etkilerinin incelendigi bir calismada, 1
pg/kg hari¢ test edilen tiim dozlarda LPS’nin lokomotor aktiviteyi bozdugu
gosterilmigtir (126). Siganlarda H2S dondrii NaxS’nin farkli dozlart (4,8 ve 12
mg/kg) uygulanarak lokomotor aktivitenin degerlendirildigi bir ¢alismada,
H>S’nin acik alan testinde lokomotor aktiviteyi degistirmedigi gosterilmistir
(127). Salin ve NaHS’nin lateral ventrikiile i.c.v. uygulamasinin ardindan
sicanlarin iki gruba ayrildigi ve bir gruba i.p. saline diger gruba ise i.p. LPS
uygulanarak etkilerinin acik alan testinde degerlendirildigi bir calismada; LPS’nin
lokomotor aktiviteyi azalttigi, LPS’nin azalttigt lokomotor aktivite iizerine
NaHS’nin bir etkisinin olmadig1 ve NaHS’nin tek basina da lokomotor aktivite
tizerine bir etkisi olmadigr gosterilmistir (128). Calismamizda lokomotor
aktivitenin degerlendirildigi katedilen toplam mesafe, ortalama hiz ve toplam
hareketli zaman parametreleri LPS uygulanan gruplarda anlamh sekilde
azalmistir. Bu bulgu LPS’nin lokomotor aktiviteyi azalttigini gostermektedir.
LPS+NaHS tedavisi uygulanan gruplarda da lokomotor aktivitede azalma olmasi
NaHS’nin lokomotor aktivitede azalma tizerine diizeltici bir etkisinin olmadigini

gostermektedir. Ayrica tek basmma NaHS uygulamasmin lokomotor aktivite
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lizerine bir etkisi olmadigi da goriilmektedir. Kontrol ve LPS grubu
karsilastirmas1 yapildiginda, LPS grubunda LPS uygulanmadan 6nce 1. hafta
verileri degerlendirildiginde katedilen toplam mesafe, ortalama hiz ve toplam
hareketli zaman parametreleri agisindan LPS grubu kontrol grubuna goére anlamli
oranda yliksektir. LPS uygulamasinin yapildig: 2. hafta verilerine bakildiginda
LPS grubunun verileri kontrol grubuna gore anlamli fark olmasa da azalmistir. Bu
bulgu da lokomotor aktiviteyi LPS’nin azalttigin1 desteklemektedir. Tiim sonuglar
birlikte degerlendirildiginde literatiir ile benzer sekilde LPS’nin lokomotor
aktiviteyi azalttig1 ve NaHS nin bu azalma iizerine diizeltici bir etkisinin olmadigi
goriilmektedir.

Farelerde i.p. LPS uygulanarak yapilan caligmalarda LPS gruplarinda
kontrol gruplarina kiyasla acgik alan testinde merkez kadranda gegirilen siirenin
azaldig ve yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda gegirilen siirenin azaldigi,
bu nedenle LPS uygulamasinin anksiyete benzeri davraniglara neden oldugu
gosterilmistir (9, 129). 7-8 haftalik siganlara i.p. yol ile LPS’nin farkli dozlar1 (10-
50-100-200 ve 500 pg/kg) uygulanan bir calismada, yiikseltilmis art1 labirent
testinde LPS’nin dozu arttik¢a acgik alana giris sayis1 ve acik alanda gegirilen
stirenin azaldig1 goriilmiis ancak bu azalis sadece 500 pg/kg dozunda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Bu nedenle LPS'nin neden oldugu anksiyete benzeri
davraniglarin ortaya ¢ikisinda doza bagh bir artis oldugu 6ne stiriilmiistiir (130).
Caligmamizda acik alan testinde LPS uygulanan grubun; merkez kadranda
gecirdigi siire ve merkez kadranda katettigi toplam mesafe, kontrol grubuna gore

anlamli bir sekilde azalmistir. Yiikseltilmis artt labirent testinde ise LPS
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uygulanan grubun; agik kolda gecirdigi siire, agik kolda katettigi toplam mesafe,
asirt u¢ kisma giris sayisi ve asir1 u¢ kisimda gegirdigi siire; kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde azalmigtir. LPS, acik alan testi ve yiikseltilmis art1 labirent testi
olmak tizere iki farkli davranis testinde de deney hayvanlarinda literatiir ile benzer
sekilde anksiyete benzeri davraniglara neden olmustur.

Farelerde i.p. LPS ile indiiklenen noroinflamasyon ile iligkili davranig
degisiklikleri {izerine i.p. NaHS’nin etkisinin degerlendirildigi bir caligmada
sadece NaHS uygulanan gruplarda yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kollarda
gecirilen stirenin degismedigi gosterilmistir (73). Calismamizda yiikseltilmis arti
labirent testinde agik kolda gecirilen siirede NaHS uygulanan gruplar ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. H2S dondrii NaxS’nin 1.p. yiiksek
dozda 12mg/kg kronik (sekiz giin boyunca) uygulamasinin degerlendirildigi bir
calismada, NaxS’nin agik kollarda harcanan zamanda bir artisa neden oldugu
gosterilmistir. Ancak 4 mg/kg ve 8 mg/kg dozlarda uygulandigi gruplarda
kontrole kiyasla anlamli bir fark goriilmemisticr (127). Benzer sekilde,
calismamizda tek basina uygulanan NaHS nin anksiyete benzeri davranisi azaltici
yonde bir etkisi bulunmamaktadir. Siganlarda yapilan bir ¢alismada i.p. NaHS
uygulamasmin yiiksek yagli diyet tiiketiminin neden oldugu anksiyete benzeri
davraniglar1 azalttig1 gosterilmistir (98). Farelerde streptozotosin ile diyabet
modeli olusturularak yapilan bir ¢alismada, diyabetik farelere i.p. NaHS
uygulandiginda agik alan testinde merkez kadranda daha fazla vakit gegirdikleri
bulunmustur, dolayisiyla NaHS’nin streptozotosinin neden oldugu anksiyete

benzeri davranislart azalttii gosterilmistir (131). Bu nedenle streptozotosin
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uygulamasi, yiiksek yagl diyet gibi anksiyete benzeri davranislara neden olan
modeller olusturulduktan sonra tedavi i¢in NaHS uygulandigi zaman H2S’nin
anksiyeteyi Onleyici bir etkisi oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Calismamizda 2. hafta anksiyete parametreleri olan agik alan testinde
merkez kadranda gegirilen siire, merkez kadranda katedilen toplam mesafe;
ylkseltilmis art1 labirent testinde agik kolda gecirilen siire, agik kolda katedilen
mesafe, asir1 u¢ kisma giris sayist ve asirt ugta gecirilen siire LPS grubunda
kontrole kiyasla azalmigtir. LPS ve NaHS nin beraber uygulandig1 gruplarda ise
acik kolda katedilen mesafe harici diger tiim anksiyete parametreleri agisindan
kontrol grubuyla aralarinda fark bulunmamaktadir. Bu bulgular NaHS
uygulamasmin, LPS’nin neden oldugu anksiyete benzeri semptomlari
azaltabildigini gostermektedir.

Norodejenerasyon modeli olusturmak i¢in 0.25 mg/kg LPS’nin yaslh farelere
1.p. yol ile 9 giin boyunca uygulandig1 bir ¢alismada, LPS grubunda hipokampiiste
TNF-a mRNA diizeyinin arttigi gosterilmistir (132). Sicanlarda i.c.v. LPS
uygulanarak yapilan bagka bir ¢aligmada, IL-6’nin LPS uygulamasi ile beyinde
up-regiile edildigi gosterilmistir (133). Yenidogan sicanlarda i.p. 1 mg/kg LPS’nin
etkisinin degerlendirildigi bir calismada, hipokampiiste IL-6 ve TNF-a ifadelenme
diizeylerinin LPS uygulamasindan sonra 1., 2. ve 3. gilinde kontrollerle
karsilagtirildiginda belirgin  sekilde up-regiile edildigi gosterilmistir (134).
Caligmamizda LPS uygulamasindan sonra hipokampiiste TNF-a ve IL-6
ifadelenme diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla anlamhi bir degisim

goriilmemistir. Bu durum literatiirde insan monositlerinin LPS ile aktive edildigi
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bir calismada, LPS ile aktive edilmis hiicreler tarafindan aktivasyondan 7 saat
sonra yliksek seviyelerde fiiretilen anti-inflamatuvar sitokin IL-10 iiretimi ile
aciklanmistir  (135). TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin {iretiminin
azalmasinda IL-10’un aktif rol oynadig1 bilinmektedir (136).

Literatiirde H2S’nin  inflamasyondaki rolii tartigmalidir ve hem
proinflamatuvar hem de anti-inflamatuvar etkileri gosterilmistir. Bir ¢alismada
hizli salimli H2S donérii NaHS ve yavag salimli H2S donoérii olan GY'Y4137'nin,
LPS uygulanan RAW264.7 makrofajlarinda proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar
mediyatdrlerin saliverilmesi lizerindeki etkileri karsilastirilmistir. GYY4137'nin,
LPS ile indiiklenen IL-6 ve TNF-a saliverilmesini konsantrasyona bagli olarak
inhibe ettigi gosterilmistir. NaHS’nin proinflamatuvar mediyatorler iizerinde
bifazik bir etki gosterdigi ve yliksek konsantrasyonlarda IL-6 ve TNF-a sentezini
arttirdig1 gosterilmistir. Bu c¢alismada, H2S'nin inflamatuvar siire¢ iizerindeki
etkilerinin yalnizca H2S konsantrasyonuna degil ayni zamanda H2S dondrlerinin
saliverilme hizina da bagli oldugu 6ne stirtilmiistiir (137).

Sicanlarda i.c.v. LPS uygulamasinin neden oldugu biligsel bozukluga i.p. 5
mg/kg NaHS uygulamasimin etkisinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, tek basina
NaHS uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla hipokampiiste TNF-a ifadelenme
diizeyini degistirmedigi goriilmiistiir. LPS uygulamasi TNF-a ifadelenmesini
yukseltirken; LPS ile beraber NaHS uygulamasi LPS’nin neden oldugu bu
yiikselisi digtirmiistiir (93). Farelere i.p. 0.25 mg/kg LPS’nin 7 giin boyunca
uygulandig1 bir ¢alismada LPS’nin beyinde TNF- a ve IL-6 aktivitesini kontrol

grubuna gore arttirdig1 gosterilmistir. LPS ile beraber NaHS’ nin farkli dozlari
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uygulandiginda ise NaHS nin 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarinda TNF- a ve IL-6
seviyelerini diislirdiigli ancak 2.5 mg/kg dozunda bir degisiklige neden olmadigi
gosterilmigtir (104). Farelerde i.p. 1 mg/kg LPS kaynakli anksiyete benzeri
davranis ve hipokampiisteki protein ifadelenme diizeylerindeki degisimler {izerine
H2S donérii GYY4137’nin etkisinin incelendigi bir calismada, LPS uygulanan
farelerin hipokampiisiinde IL-6 ifadelenme diizeyinin arttig1 gosterilmistir. LPS+
GYY4137 grubunda ise IL-6 ifadelenme diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (138).
Calismamizda 5 mg/kg NaHS nin tek basina uygulandig1 gruplarda hipokampiiste
IL-6 ve TNF-a ifadelenme diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark
bulunmamistir. LPS+NaHS gruplarinda IL-6 ve TNF-a ifadelenme diizeylerinin
kontrol grubuna kiyasla azaldig1 ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1
bulunmustur.

Farelerde i.p. 1 mg/kg LPS kaynakli hipokampiisteki protein ifadelenme
diizeylerindeki degisimler tizerine H2S donérii GY Y4137 nin etkisinin incelendigi
bir ¢caligmada, hipokampiisteki CBS ve CSE protein ifadelenme diizeylerinin LPS
uygulamasiin ardindan azaldig1 gosterilmistir. Tek basina GYY4137 uygulamasi
ise CBS ve CSE protein ifadelenme diizeylerini hipokampiis dokusunda
degistirmemistir. LPS+GYY4137 uygulamasinda ise CBS ve CSE protein
ifadelenme diizeyinde kontrole gére anlamli bir degisiklik bulunmamistir (138).
MAC-T (slit bezi epitel) hiicreleri lizerinde yapilan bir in vitro calismada, LPS’nin
CBS ve CSE ifadelenme diizeylerini diisiirdiigli gosterilmistir. NaHS diisiik veya
yliksek dozlarda tek basina uygulandigi zaman ise her iki dozda da CBS ve CSE

mRNA ve protein ifadelenme diizeylerini diisiirdiigii gosterilmistir. LPS ile
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beraber diislik veya yiiksek NaHS uygulanan grupta, LPS grubuna kiyasla CBS ve
CSE mRNA ve protein ifadelenme diizeyinin arttig1 gosterilmistir. Bu sonuglara
dayanarak NaHS uygulamasmin LPS araciligiyla CBS ve CSE sentezinin
inhibisyonunu modiile ettigi One siirlilmiistiir. Ayrica H2S'min  diisiik
konsantrasyonlarda LPS tarafindan indiiklenen inflamasyonu hafiflettigini ancak
yiiksek konsantrasyonlarda H2S’nin pro-inflamatuvar faktorlerin ekspresyonunu
artirarak apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir. Bu durum H2S’nin, inflamatuvar
siiregcleri hem azaltict hem de artirict yonde etkileyebilecek potansiyele sahip
oldugu ve bu etkilerin doza bagiml olabilecegi ve ayrica ortam ve kosullara gore
farklilik gosterebilecegi ile agiklanmustir (139).

IL-17, gesitli hiicreler tarafindan tiretilen bir proinflamatuvar sitokindir. Bu
hiicreler arasinda CD4 T hiicreleri de bulunmaktadir. CD4 T hiicreleri, Th17
hiicreleri olarak adlandirilan yeni bir alt grupta smiflandirilmaktadir. IL-17
spesifik reseptorii olan IL-17R, hipokampiisiin CA1 bdlgesinde yiiksek diizeyde
ifade edilmektedir (140, 141). Diyabetik farelerde yapilan bir ¢aligmada diyabetik
farelerde artmis olan IL-23 ve IL-17 seviyelerini NaHS tedavisinin diistirdiigii
gosterilmistir (142). Amiloid beta (AB) kaynakli sinaptik disfonksiyon ve biligsel
bozukluklarda IL-17"nin patolojideki roliine deginilen bir ¢aligmada, AB'nin IL-17
aracilifiyla noronlara zarar verebilecegini ve IL-17 inhibisyonunun A kaynakli
norotoksisiteyt TRAF6/NF-kB yolagin1 down-regiile ederek geri ¢evirebilecegini
gostermislerdir (143). Literatiirdeki ¢aligmalar IL-17’yi hedef alan tedavi
stratejilerinin iligkili hastaliklarin onlenmesindeki 6nemine dikkat ¢cekmektedir.

Bu anlamda NaHS’nin LPS ile uygulandig1 gruptaki IL-17 {izerine olan azaltici

70



etkisi noronal hasardan koruma yoniinde olabilir. Calismamizda hipokampiisteki
IL-17 ifade diizeyi LPS+NaHS(7) grubunda kontrol grubuna gore azalmistir.
Sadece NaHS uygulanan gruplarda ise kontrole gore bir miktar azalmistir ancak
bu azalis anlamli bulunmamaistir. IL-17 ifade diizeyi tizerine NaHS nin tek basina
anlaml bir etkisi olmazken, LPS ile ayn1 anda uygulandiginda IL-17 ifadelenme
diizeyinde diisiisiine neden oldugu tespit edilmistir. Calismamizda IL-23

ifadelenme diizeyi gruplar arasinda degismemistir.

Tiim sonuglar beraber ele alindiginda i.p. 250 pg/kg LPS‘nin 7 giin
boyunca uygulanmasinin deney hayvanlarinda Morris su labirenti testinde
degerlendirilen uzamsal hafiza {izerine belirgin bir etkisi olmadigi, lokomotor
aktiviteyi azalttig1 ve anksiyete benzeri davraniglara neden oldugu gosterilmistir.
LPS uygulamasi oncesi ve LPS ile eszamanli 5 mg/kg NaHS uygulamasinin
Morris su labirenti testinde degerlendirilen uzamsal hafiza iizerine belirgin bir
etkisi olmadigi, lokomotor aktivite ilizerine bir etkisi olmadig1 ancak anksiyeteyi
engelleyici bir etkisinin oldugu gosterilmistir. NaHS’nin lokomotor aktivite
tizerine bir etkisinin olmamasi, NaHS’ nin anksiyete parametreleri iizerine olan
etkisinin motor hareketlerdeki farkliliktan degil direkt olarak deney hayvanlarinin
anksiyete durumundan kaynaklanabilecegini destekler niteliktedir. Ancak bu
etkilerin kanitlanmasi ve H2S tedavisinin LPS kaynakli ndroinflamasyon
tizerindeki etkisini daha ayrintili olarak degerlendirmek i¢in; agik alan testinde

degerlendirilen lokomotor aktivite i¢in ek olarak Rotarod testi uygulamasina,
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literatiirde yer alan yavas salimli H2S donoérleri kullanilmasina ve histopatolojik

goriintiileme yontemlerinin kullanildig: ileri ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR

1. LPS uygulamasmin siganlarda Morris su labirenti testinde degerlendirilen
hafiza fonksiyonu iizerine anlamli bir etkisi olmamistir, lokomotor
aktiviteyi azaltmistir ve anksiyete benzeri davraniglari arttirmistir.

2. NaHS’nin tek bagina uygulanmasinin Morris su labirenti testinde
degerlendirilen hafiza fonksiyonu iizerine anlamli bir etkisi olmamustir,
lokomotor aktiviteyi degistirmemistir ve anksiyete benzeri davranislara
neden olmamustir.

3. LPS ve NaHS’nin beraber uygulanmasmin Morris su labirenti testinde
degerlendirilen hafiza fonksiyonu iizerine anlamli bir etkisi olmamistir,
lokomotor aktiviteyi degistirmemistir, ancak LPS’nin neden oldugu
anksiyete benzeri davraniglar1 azaltmistir.

4. NaHS ve LPS beraber uygulandiginda sigan hipokampiis dokusunda IL-17
ifadelenme diizeyi azalmistir. 14 giin uygulanan NaHS’ye kiyasla 7 giin
uygulanan NaHS’nin IL-17 seviyesini anlamli bir miktarda diiglirmesi,
LPS ile ayn1 anda NaHS uygulamasinin profilaktik NaHS uygulamasindan

daha etkili olduguna isaret ediyor olabilir.
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8. OZET
Lipopolisakkarit ile indiiklenen Si¢an Néroinflamasyon Modelinde Hidrojen

Siilfiir Tedavisinin Etkilerinin Arastirilmasi

Noroinflamasyonun bilissel bozulmaya neden olan Onemli faktorlerden biri
oldugu ve birgok ndrodejeneratif hastaligin olusmasina zemin hazirladigt
bilinmektedir. Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarindaki immiinstimiilator
bilesen olan Lipopolisakkarit, ilk kez TLR-4 ligandi olarak tanimlanmistir ve
santral sinir sisteminde primer olarak mikroglia {izerinde ifade edilen bu reseptor
aktive oldugunda ndroinflamatuvar siireci baglatan proinflamatuar sitokinlerin
artisina aracilik eder. Bu etkisinden dolay1 LPS enjeksiyonu, deney hayvanlarinda
noroinflamasyon modeli olusturmak i¢in tercih edilen bir yontemdir. HaS,
viicuttaki 6nemli fizyolojik etkileri bircok g¢alisma ile gosterilmis endojen gaz
modiilator olarak kabul edilen bir molekiildiir. H2S’nin néroprotektif, anti-
inflamatuvar, anti-oksidan etkileri gosterilmistir. Calismamizda LPS ile
indiiklenen néroinflamasyon modelinde H2S donérii NaHS ile tedavinin etkisini
incelemeyi amagladik. Siganlar rastgele 6 gruba ayrildi (Kontrol, LPS, NaHS(14),
NaHS(7), LPS+NaHS(14), LPS+NaHS(7)). 7 giin boyunca i.p. 250 pg LPS, 7
veya 14 giin boyunca 5 mg/kg i.p. NaHS uygulandi. Morris su labirenti testinde
hipokampal hafiza fonksiyonu, acik alan testinde lokomotor aktivite ve anksiyete
benzeri davranislar, yiikseltilmis artt labirent testinde anksiyete benzeri
davraniglar incelendi. Davranis deneylerinin bitisini takiben deney hayvanlar
sakrifiye edilerek hipokampiis dokular1 ¢ikarilarak Western blot incelemeleri i¢in

muhafaza edildi. Western Blot yontemi ile hipokampiis dokusunda CBS, CSE, IL-
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6, IL-17, IL23 ve TNF- o ifadelenme diizeylerine bakildi. LPS’nin lokomotor
aktiviteyi azalttif1 ve anksiyete benzeri davraniglara neden oldugu, NaHS’nin
LPS’nin neden oldugu anksiyete benzeri davraniglar1 azalttigi goriilmiistiir. LPS
ve NaHS’nin beraber uygulanmasi IL-17 ifadelenmesini diisiirmiistiir.
Caligmamizin sonuglar1 Hidrojen Siilfiir’lin  immiin-inflamatuvar aktivasyon
patogenezi ile ortaya ¢ikan anksiyete benzeri davraniglari azaltic etkisinin 1L-17
ile iligkisi oldugu/olabilecegini diislindiirmektedir. Santral sinir sistemindeki IL-17
artist ile iliskilendirilen anksiyete bozuklugu ve Alzheimer hastalig1 gibi
noropsikiyatrik  hastaliklar1  engellemek i¢in Hidrojen Silfiir tedavisinin
potansiyelini daha detayli gostermek amaciyla ileri caligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Lipopolisakkarit, hidrojen siilfiir, néroinflamasyon
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9. SUMMARY
Investigating the Effects of Hydrogen Sulfide Treatment on a
Lipopolysaccharide-Induced Rat Model of Neuroinflammation
Neuroinflammation has been accepted as an important trigger for cognitive
impairment and promotes the development of certain neurodegenerative diseases.
Lipopolysaccharide, an immunostimulatory component of the cell wall of Gram-
negative bacteria, first became known as a TLR-4 ligand. The activation of TLR-
4, which is mainly expressed in microglia in the central nervous system, promotes
the production of proinflammatory cytokines that trigger the neuroinflammatory
process. LPS injection is a common method for developing a neuroinflammation
model in animal experiments. H2S is a molecule known as an endogenous gas
modulator that has significant physiological effects, as demonstrated by many
studies. The neuroprotective, anti-inflammatory, and antioxidant properties of H2S
have been demonstrated. Our work aimed to investigate the effects of the H2S
donor NaHS on the LPS-induced neuroinflammation model. We randomly
assigned rats into six groups: Control, LPS, NaHS(14), NaHS(7), LPS+NaHS(14),
and LPS+NaHS(7). 250 pg of LPS was administered intraperitoneally for 7 days,
and 5 mg/kg of NaHS was administered intraperitoneally for either 7 or 14 days.
The hippocampal memory function was examined by the Morris water maze test,
and the locomotor activity and anxiety-like behaviors were examined in the open
field test. Anxiety-like behaviors have also been examined in the elevated plus
maze test. After completing the behavioral experiments, animals were euthanized,

their hippocampus tissues were collected and preserved for Western blot analysis.

91



The expression levels of CBS, CSE, I1L-6, IL-17, IL-23, and TNF-a in
hippocampal tissue have been examined by the Western Blot procedure. LPS
decreased locomotor activity and induced anxiety-like behaviors, whereas NaHS
alleviated the anxiety-like behaviors caused by LPS. The combined administration
of LPS and NaHS reduced IL-17 expression in the hippocampus tissue. Our
investigation findings indicate that Hydrogen Sulfide's impact on alleviating
anxiety-like =~ behaviors related to  immune-inflammatory  activation
pathophysiology may be related to IL-17. Further study needs to be done for a
better understanding of the beneficial effects of Hydrogen Sulfide treatment in
preventing IL-17-related neuropsychiatric disorders, including anxiety disorder
and Alzheimer's disease, which have been linked to elevated IL-17 levels in the

central nervous system.

Keywords: Lipopolysaccharide, hydrogen sulfide, neuroinflammation
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