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OZET

Deneysel Alzheimer Modeli Olusturulmus Sicanlarda Glutamat Geri Alinim
Parametre Degisimi ve Yeni Tedavi Onerileri

Amag: Calismamizda deneysel Alzheimer Hastaligi modeli olusturulmus
siganlarda glutamat geri alinim stirelerinin voltametrik olarak 6l¢iilmesi, yeni tedavilerle
farkliliklarin diizeltilmesi ve bu manipiilasyonlarin klinik iyilesme tizerindeki etkilerini
incelemeyi amagladik.

Materyal ve Metot: Her bir grupta 6 adet sigan olmak iizere 4 grup olarak
calisma plani olusturuldu. Siganlarda deneysel Alzheimer Hastaligi modeli olusturmak
icin intraserebroventrikiiler streptozosin enjeksiyonu yapildi. Gruplar kontrol grubu,
streptozosin grubu, streptozosin + memantin grubu, streptozosin + seftriakson grubu
olarak belirlendi. Her bir hayvan davranis testlerine alinarak 2 giin pasif sakinma ve 5
giin Morris’in su tankinda yiizdiirme testleri yapildi. Voltametrik olarak glutamat geri
alim siireleri 6lgiildii. Istatistiksel analizler SPSS 20.0 programi araciligiyla One-Way
Anova testi ile yapildi.

Bulgular: Yaptigimiz davranis testlerine gore 2. giin pasif sakinma sonuglari
degerlendirilerek 6grenme ve bellegin streptozosin grubunda bozuldugu ve tedavi
gruplarinda bu bozulmanin diizeldigi tespit edildi. Benzer sekilde Morris’in su tanki
testinde streptozosin grubunda kontrol grubuna kiyasla bellegin bozuldugu gosterildi.
Tedavi gruplarinda bu bozulmanin diizeldigi gosterildi. Voltametri test sonuglarina gore
prefrontal korteks ve hipokampiis beyin bdlgelerinde streptozosin grubunda glutamat
geri alinim siirelerinin anlamli bigimde uzadigi ve uzamis siirenin tedavi gruplarinda
anlaml1 bigimde diizeldigi tespit edildi.

Sonug¢: Bu ¢alismayla glutamat ve Alzheimer arasinda bir iligski oldugunu saniye
bazli Olglimler yaparak ilk kez gostermis olduk ve yine Alzheimer tedavisinde
kullan1lan memantinin glutamat geri alim parametrelerini diizelttigini ilk kez gostermis
olduk. Ayrica glutamat tasiyicilarint hizlandirdigi gésterilmis olan seftriaksonun
hayvanlarda streptozosin ile olusturulmus Alzheimer hastaligt modelinde faydali
oldugunu gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, glutamat, memantin, rat, seftriakson,
streptozosin.



ABSTRACT

Glutamate Reuptake Parameter Changes and New Treatment Recommendations
in Experimental Alzheimer Model Formed Rats

Aim: We aimed to investigate the measurement of glutamate reuptake times in
rats with experimental Alzheimer's disease model by voltammetry, to correct
differences with new treatments and to study the effects of these manipulations on
clinical recovery.

Material and method: Study plan was formed as 4 groups each group
containing 6 rats. Intracerebroventricular streptozocin injection was performed in rats to
establish an experimental Alzheimer's Disease model. Groups were determined as
control group, streptozocin group, streptozocin + memantin group, streptozocin +
ceftriaxone group. Each animal was subjected to behavioral tests, 2 days of passive
avoidance and 5 days of Morris Water Maze tests. Glutamate reuptake times were
measured by voltammetry. Statistical analyzes were performed using the One-Way
ANOVA test through the SPSS 20.0 program.

Results: According to our behavioral tests, on the 2nd day of passive avoidance
test results were evaluated and it was found that learning and memory were disrupted in
streptozosin group and this disruption was corrected in treatment groups. Similarly, in
Morris's water tank test, the streptozosin group was shown to be defective compared to
the control group. It has been shown that this disorder is corrected in treatment groups.
According to the voltammetric test results, glutamate reuptake times in the prefrontal
cortex and hippocampus brain regions were significantly longer in the streptozocin
group and the prolonged reuptake times were significantly corrected in treatment
groups.

Conclusion: For the first time we have shown that there is a correlation between
glutamate and Alzheimer's in this study by second by second measurements, and we
have shown for the first time that memantine which is used in Alzheimer's treatment
improves glutamate reuptake parameters. We have also shown that the ceftriaxone
which is known to accelerate glutamate carriers is useful in the streptozocin-induced
Alzheimer's disease model in animals.

Keywords: Alzheimer's Disease, glutamate, memantine, rat, ceftriaxone,
streptozocin.
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH), demansin sebep oldugu, bellek, yargi ve islevselligin
kademeli olarak kaybedilmesine neden olan dejeneratif bir beyin hastaligidir.’ Bu
bozukluk genellikle 65 yas iistii kisilerde goriiliir, ancak hastaligin az goriilen bigimleri
yetigskinlikte daha erken ortaya c¢ikar. Hafiza kaybi, AH’nin en yaygin belirtisidir.>
Unutkanlik baslangicta zayif olabilir, ancak bellegin kaybi, giinliik yasamin bircok
yoniinii etkileyene kadar zamanla kétiilesir.® Bilinen ortamlarda dahi, Alzheimer
hastalig1 olan bir kisi kaybolabilir veya kafas1 karigabilir. Yemek hazirlamak, ¢amasir
yikamak ve diger ev islerini yapmak gibi rutin isler zorlasabilir. Ek olarak, insanlari
tanimak ve nesneleri isimlendirmek zorlasabilir. Etkilenen insanlar giyinme, yemek
yeme ve kisisel bakim konularinda giderek daha fazla yardim isteyebilir. Bozukluk
ilerlediginde, Alzheimer hastaligi olan bazi insanlar kisilik ve davranig degisiklikleri
yasarlar ve toplumsal acidan uygun bir sekilde etkilesimde sikint1 gekerler. Diger ortak
belirtiler ajitasyon, huzursuzluk, geri ¢ekilme ve konugma ile ilgili sorunlar icerir. Bu
hastalig1 olan insanlar genellikle hastaligin ileri agamalarinda kapsamli bakima ihtiyag
duyar. Belirtilerin ortaya ¢ikmasindan sonra, etkilenen kisiler genellikle 8 ile 10 yil
hayatta kalir, ancak hastaligin seyri 1 ile 25 yil arasinda degisebilir.3 Oliim genellikle
pndmoni, yetersiz beslenme veya organ yetmezliklerinden kaynaklanir.

Glutamat beynin baslica uyarici norotransmitteridir ve muhtemelen tiim
sinapslarinin  yarisindan ¢ogunda bulunur. Glutamat reseptor aktivitesi motor
hareketlerin uygulanmasi, hafiza edinimi ve algilama gibi c¢esitli fizyolojik noronal
islemler i¢in gereklidir.“"6

AH’da beyin glutamat tasiyict fonksiyonlarinda azalma oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Glutamat tasiyicilarinin yetersiz isleyisi, sinaptik aralikta

asirt glutamat birikimi ve eksitotoksik ndronal hasar ile sonuclanabilir.” Daha sonraki



caligmalar ise astroglial glutamat tasiyici alt tiplerinden eksitatér amino asit tasiyici 2
(EAAT2)'nin AH’da islevsiz oldugunu ve bunun amiloid prekiirsér proteinin anormal
isleyisi ve/veya islenmesiyle iliskili oldugunu gostermistir. 8

Klinik ve preklinik ¢alismalar, glutamat homeostazinin bozulmasimin AH'daki
noropatolojik belirti ve biligsel diistise katkida bulundugunu ortaya koymaktadir.
Glutamat sinir iletimi, 6grenme ve hafizada kritik sekilde yer alir ve sinapslari, AH'da
etkilenen savunmasiz bir bolge olan hipokampusa yogun sekilde yogunlagmustir.
Noronlardaki uzun siireli glutamat girisini ve daha sonra glutamata bagli uyarilmis
eksitotoksisiteyi Onlemek i¢in insanlardaki glutamaterjik sinaps g¢evresinde 5 farkli
glutamat tasiyicisi tarafindan glutamat ndérotransmisyonu siki bir sekilde kontrol edilir.
Bu tasiyicilar arasinda, sinapslarda glutamat seviyelerinin % 90'mnin diizenlenmesinden
sorumlu olan eksitatér amino asit tasiyict 2 veya bunun farelerdeki homologu glutamat
tastyicist 1 (GLT-1) agirlikli olarak astrositler iizerinde sentezlenir. % AH'mn erken
asamasinda GLT-1 aktivitesinde 6nemli bir azalmanin meydana geldigi ve hastalarda
sinaptik kaybi ve kognitif kayip ile iyi korelasyon oldugu bildirilmistir. * Ek olarak,
AH’da hipokampiiste GLT-1 gen ifadesi ve protein seviyeleri degismistir.lo Bu
calismalar GLT-1'deki bozulmanin sadece AH patolojisinin baglangi¢c agsamalarinin bir
parcas1 olmadigini, ayn1 zamanda biligsel gerilemenin ilerlemesinde de 6nemli bir rol
oynadigini gostermektedir.

Maalesef 2005 sonuna kadar, EAAT2 tasiyict aktivasyonunun MSS
rahatsizliklarinin tedavisinde etkili bir yaklasim olacag: hipotezi, EAAT2' aktive ettigi
bilinen bilesiklerin eksikligi nedeniyle Oncelikle test edilmemistir. 2005 yilinda beta
laktam antibiyotik grubundan bir antibiyotik olan seftriaksonun EAAT2’i aktive
ettiginin gosterilmesi iizerine norodejeneratif hastaliklar1 tedavi etmek icin yeni bir

umut dogmustur. 1



Sigan beynine STZ uygulamasi sonucu, norodejeneratif hastaligin erken
patofizyolojik degisikliklerinin gegerli bir deneysel modeli oldugu diisiiniilen,
noroinflamasyon, oksidatif stres ve biyokimyasal degisiklikler ortaya ¢iktigi
gosterilmistir. STZ'in neden oldugu mekansal 6grenme kaybi, Morris'in su tanki testi ve
AH'da oldugu gibi sigan beyninde tau fosforilasyonundaki patoloji ile gé')sterilmistir.12

Biz de bu ¢alismada STZ ile indiiklenen deneysel AH modelinde seftriakson gibi
bir glutamat tasiyict aktivatorii ilacin ve rutin olarak AH tedavisinde kullanilan
memantin ilacinin etkilerini hem davranis testleri araciligiyla hem de hipokampiis ve
prefrontal kortekste voltametrik olarak glutamat geri alinim parametreleri araciligiyla
incelemeyi hedefledik. Heniiz tedavi imkani olmayan AH’nin altinda yatan sebepleri
daha i1yi anlayabilmek ve yeni tedavi Onerileri sunabilmek i¢in bu deneysel c¢alismay1

planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastalig1 (AH), ayn1 zamanda basit¢e Alzheimer olarak da adlandirilir
ve genellikle yavas baslangicli zamanla kotiiye giden kronik norodejeneratif bir
hastaliktir.” Demans vakalarimin % 60 ile % 70'inin sebebi AH'dir. * En sik karsilagilan
erken belirti, yakin zamanda gerceklesen olaylar1 hatirlama konusunda yasanan
zorluktur.! Hastalik ilerledik¢e, semptomlar; dil ile ilgili sorunlar, kolayca kaybolma da
dahil olmak {izere yonelim bozukluklari, ruhsal degisimler, motivasyon kaybi, kisisel
bakimin azalmasi ve davranis bozukluklari olarak siralanabilir.! Progresyonun hizi
degisebilmesine ragmen, tanidan sonra ortalama yasam siiresi 231316 3 9 yildir. 316

2.1.1. Alzheimer Tarihgesi

Alzheimer, Kasim 1901'de Frankfurt Psikiyatri Hastanesi’nde heniiz kidemli
asistan iken goOzlemledigi ve arastirdigi kadin hastasi1 Auguste D.'nin hastaliginin
semptomatolojisi, progresyonunu ve seyrini belgelemistir. Mart 1901'de 50 yasindaki
Auguste D.'nin kocasi esinde ilerleyici ve artan yogunlukta uyku bozukluklari, hafiza
bozukluklari, agresiflik, aglama ve huzursuzluk gibi belirtiler tespit etmis ve sonunda
esini Frankfurt’taki Toplum Psikiyatri Hastanesi’ne gotiirmek zorunda kalmustir.
Auguste D, 8 Nisan 1906'da dliimiine kadar bu hastanede kalmistir. Oliimiinii takiben
kendisine otopsi yapilmis ve beyni morfolojik ve histolojik agidan incelenmistir. Kasim
1906'da, bir klinik psikiyatrist ve noroanatomist Alois Alzheimer, Tubingen'deki 37.
Giiney Bati1 Alman Psikiyatristleri Toplantisi’nda "serebral korteksin kendine has ciddi
bir hastalik siireci" olarak bu hastaligi ilk kez tanimlanustir. Ilk kez bu sunumda, beyin
histolojisinde Alzheimer hastaliginin karakteristik patolojik bulgulart olan amiloid

plaklar ve norofibriler yumaklar gézlemlendigi belirtilmistir. Alzheimer 1909 yilinda ii¢



vaka daha yaymlamistir. 1910 yilinda Alzheimer ile ¢alisan bir Alman psikiyatrist olan
Emil Kraepelin, Psychiatrie kitabinin sekizinci baskisinda bu hastaliga ilk kez
"Alzheimer Hastalig1" adini1 vermistir. o

1986 yilinda tau proteininin AH’nin ikinci patolojik isareti ve sinir hiicresi
dejenerasyonunda birincil siipheli oldugu kesfedilmistir. 1993 yilinda ise FDA hafiza
kayb1 ve bunama belirtilerini hedef alan Takrin isimli ilac1 ilk Alzheimer ilaci olarak
onaylamistir. 2013 yilinda Ingiltere'deki G8 Demans Zirvesinde, AH ile savasmak ve
2025 yilina kadar bir ¢are bulmak i¢in uluslararasi bir karar alinmastir.

2.1.2. Alzheimer Epidemiyolojisi

Demans, hafizadaki zorluklar, dil ve diger bilissel islevlerdeki bozukluklar,
davranis degisiklikleri ve giinliik yasam aktivitelerinde bozulma ile kendini gdsteren
semptom ve bulgular kiimesi ile karakterize bir klinik sendrom olarak tanimlanabilir.
AH demansin en yaygin nedeni olup demans olgularimin % 75'ini olusturmaktadir.
Niifus yaslanmasi diinya ¢apinda evrensel bir fenomen haline gelmistir. Birlesmis
Milletler Yaslanma Programi ve ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi’nden
gelen raporlara gore, 2000 yilinda 420 milyon olan yash insan sayisinin (65 yas stii)
2030 yilina kadar yaklasik 1 milyara yiikselecegi tahmin edilmektedir. Yasl insanlarin
oraninin, % 7'den % 12'ye yiikselecegi Ongoriilmektedir. 8 Gelismekte olan iilkeler
mutlak yash insan sayisindaki en blylik artis1 gorecektir. Boylece gelismekte olan
ilkelerin diinya genelinde yaslanan niifus i¢indeki pay1 % 59'dan % 71'e yiikselecektir.
AH'nin ortaya c¢ikmasi, yasin artmasiyla kuvvetli bir sekilde iligkili oldugu i¢in bu
hastaligin tiim tilkelerdeki halk sagligi ve yasli bakim sistemlerine biiyiik zorluklar
getirmesi beklenmektedir. Avrupa popiilasyonunun temel alan arastirmalarin bir araya
toplanmis verileri, prevelansin 65 yas iistii bireylerde demans i¢in % 6.4 ve AH i¢in %

4.4 oldugunu gé')stermektedir.19 ABD'de i1se 70 yas istii bireylerde % 9.7 oldugu



gosterilmistir. 20 Diinya genelinde demansin kiiresel yayginligi, 60 yas iizeri niifusta %
3.9 olarak tahmin edilmistir; bolgesel yayginlik Afrika'da % 1.6, Cin ve Bati Pasifik
bolgelerinde % 4.0, Latin Amerika'da % 4.6, Avrupa'da % 5.4 ve Kuzey Amerika'da %
6.4'tiir. ** Diinyada her yil yaklasik 5 milyon yeni vaka goriilmektedir. 2122 Demans
hastas1 sayisinin her 20 yilda iki katina ¢ikacagi beklenmektedir. Gelismis {ilkeler
arasinda yaklagik 65 yas ve iizeri her on yaghidan birinde demans varken, 85 yas {istli
bireylerin iigte birinden fazlasinin demans ile ilgili semptom ve bulgular1 vardir. 23, 24
Demansin en yaygin iki formu olan AH ve vaskiiler demans, bunama olgularinin
strasiyla % 50 ile % 70'ini ve % 15 ile % 25'ini olusturmaktadir. 2

2.1.3. Risk Faktorleri

AH icin yas, cinsiyet ve aile hikayesi degistirilemez risk faktorleri arasinda yer
alirken, sigara i¢gme, alkol tiiketimi, yiliksek kan basinci, diyabet, yiiksek kolesterol,
obezite, sedanter yasam, depresyon, kafa travmalar1 ve diisiik egitim seviyesi
degistirilebilir risk faktorlerindendir.

Genetik risk faktorleri incelendiginde AH ailesel ve sporadik formlar1 olan bir
hastaliktir. AH’nin ailesel formu otozomal dominant gegislidir. 21. kromozomdaki
amiloid prekiirsor protein (APP) geninde bulunan mutasyon ilk bulunmus mutasyondur.
Tim AH vakalarinin % 0.1°den daha az bir kismini olusturmaktadir. Otozomal
dominant gecisli vakalarin biiylik bir kismindan 14.kromozomdaki presenilin 1
(PSEN1) ve Il.kromozomdaki presenilin 2 (PSEN2) gen mutasyonlart sorumlu
tutulmaktadir. Bu mutasyonlara sahip bireylerde hastaligin ortaya ¢ikma yasi 40-60
olarak bildirilmistir. ®® Benzer sekilde 19. kromozomdaki apolipoprotein E geninin de

otozomal dominant form igin risk faktorleri arasinda yer aldigi bildirilmistir.?’



2.1.4. Patogenez
AH'nin ndéropatolojik degerlendirmesi hem noropatolojik degisikliklerin

degerlendirilmesini hem de klinik, ndropsikolojik, beyin goriintiileme ve diger

laboratuar verileri ile korelasyonunu igerir 2 ?°. AH'nin esas noropatolojik degisiklikleri

arasinda asagidakiler bulunur:

¢ Noronal hasarla iliskili norotik plaklar, amiloid beta ve ayrica siklikla fosfo-tau
immiinreaktivitesi olan distrofik nevritlerden olusan amiloid ile karakterizedir 30-33

¢ Amiloid beta peptitlerin ekstraselliiler birikmesi

¢ Norofibriler dejenerasyon, en bilinen 6rnegi norofibriler yumaklardir. Bu temel
ozelliklere ek olarak, AH ile iliskili olarak diger bazi1 patolojik degisiklikler siklikla
gbzlenmektedir.

¢ Serebral amiloid anjiyopati, parankimal amiloid beta depozitlerinde siklikla bulunur.
34,35

¢ Lewy cisimleri olarak bilinen anormal alfa-siniiklein birikimi i¢eren inkliizyonlar,
baz1 erken baslangich ailesel AH olgular1 da dahil olmak iizere, AH noropatolojik
degisikliginin orta ila yiiksek seviyelerinde yaygin olarak goriilmektedir. 36, 37
AH'daki Lewy cisimleri siklikla amigdalada birikir.

¢ Vaskiiler beyin hasari, AH olan beyinlerde yaygin olarak goriiliir. Vaskiiler beyin
hasarinin patolojik degisiklikleri, beyin bolgelerindeki farkl biiyiikliikteki damarlari
igeren oligemi, hipoksemi veya iskemiden kaynaklanir.

¢ AH'daki hipokampal skleroz (HS), hippokampal formasyondaki piramidal hiicre
kayb1 ve gliozis ile tanimlanmaktadir. % HS tek basina veya AH ile birlikte,
frontotemporal lob dejenerasyonu veya vaskiiler beyin hasar1 ile birlikte

gozlemlenebilir. Benzer bir lezyon ayni zamanda kronik epilepsi ve hipokampusa

zarar veren diger siireglerde de goriilebilir.



¢ Amiyotrofik lateral sklerozda ve frontotemporal lob dejenerasyonunun bir alt
kiimesinde goriilen immiinreaktif inkliizyonlar, AH noropatolojik degisikligi olan
vakalarda da yaygin olarak goriilmektedir 39,

AH'nin patogenezi acik olmamasina ragmen, tim AH tiplerinde amiloid beta
peptidlerin asir1 {iretimi ve /veya Klerensinde azalma mevcuttur. Amiloid beta peptidleri,
APP geninden gevrilen ve beta-sekretaz ve gama-sekretaz ile boliinen olgun proteinin
endoproteolitik boliinmesi ile iiretilir. Presenilin, gama-sekretaz kompleksinin bir
parcasini olusturur ve PSEN1 veya PSEN2'deki mutasyonlar, genel olarak amiloid beta
tiretimini veya daha norotoksik amiloid beta formlarini desteklemektedir. AH'daki nihai
norotoksin tartisilmaktadir, ancak deneysel kanitlar, oligomerler olarak adlandirilan
amiloid beta peptitlerin kiiciik agregatlarinin altin1 ¢izmektedir.

AH patogenezinde ikinci bir protein olarak tau karsimiza ¢ikar. Tau mikrotiibiile
bagli ve stabilizasyona yardimci olan mikrotiibiille iliskili bir proteintir. AH'da, tau,
hiperfosforillenmis hale gelir ve ndronal sitoplazmada ndrofibriler yumaklarin biiyiik
bir bilesenini olusturan ¢iftli sarmal filament tau'yu olusturmak iizere birlesir. Bu
degismis proteinin birikiminin, deneysel modellerde noronlar icin toksik oldugu
gosterilmistir. 40-42

Muhtemelen AH patojenezinde rol oynayan 6nemli yollar vardir, bunlarin ¢ogu
cesitli risk genleri ile iliskilendirilmistir. Ornek olarak, insan apolipoprotein E geni
(APOE), kolestrol tasinimi, gelisimi, sinaptik plastisite ve bagisiklik diizenlenmesi gibi
coklu hiicresel siireclerde rol oynayan pleiotropik bir lipoproteindir. APOE'in e2, €3 ve
e4 diye adlandirilan ¢ alleli vardir ve kodlanmis izoformlar1 da ¢esitli etkinliklerde
degisiklik gosterir. APOE e4'e bakacak olursak amiloid beta klerensini beyinde bozmak

suretiyle AH riskini artirdig1 gosterilmistir. 43



2.1.5. Semptomlar

AH'nin en yaygin goriilen semptomu hafiza bozuklugudur. Alzheimer hastalar
baz1 seyleri hatirlamak ve diisiincelerini organize etmek konusunda olagandis1 zorluk
yasadigim1 ilk olarak kendisi fark edebilir. Genellikle hastalarda, diger biligsel
alanlardaki kayiplar, hafiza zayiflamasi gelisimiyle birlikte veya sonrasinda ortaya
cikabilir. Karar verme zorluklari nispeten erken ortaya ¢ikarken, dil ile ilgili kayiplar ve
davranigsal belirtiler hastaligin seyrinde ilerleyen donemlerde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
eksiklikler sinsice gelisir.44 Birinci sikayet olarak ortaya ¢ikmasa dahi, hekime basvuru
aninda Alzheimer hastalarinin cogunda hafiza kayiplar1t mevcuttur.

AH'daki erken hafiza eksikligi tam olarak anterograt uzun siireli epizodik
amnezi olarak tanimlanmaktadir. Bellek agiklari, sinsice gelisir ve zamanla yavas yavas
ilerler. Islemsel bellegin bozulmasi, yalnizca AH 'nin geg evrelerinde gériiliir.

Depresyon, ilgisizlik, sosyal ¢ekilme, ruh hali degiskenlikleri, baskalarina
giivensizlik, sinirlilik ve agresiflik, uyku aliskanliklarinda degisiklikler ve deliizyonlar
AH belirtileri arasinda sayilabilir. Birgok 6nemli beceri hastaligin ge¢ donemlerine dek
kaybolmaz. Bunlara okuma, dans etme ve sarki sdyleme, el sanatlar1 ve hobileri yapma,
hikayeler anlatma dahildir. Ciinkii hayatin erken dénemlerinde 6grenilen bilgi, beceri ve
aliskanliklar, hastalik ilerledikge kaybolacak son yetenekler arasinda yer almaktadir.

AH'nin erken evrelerinde yiirlitme islevindeki bozulma, belirsizden belirgin
derecelere kadar cesitlilik gosterebilir. Kotii i¢goriiye ilaveten, soyut akil yliriitme
becerisinin azalmis olmasi da miimkiindiir. Genellikle hastalik ilerledikce, gorevleri
tamamlayamama ortaya ¢ikmaktadir. e Noropsikiyatrik semptomlar 6zellikle hastaligin
orta ve ge¢ doneminde AH'da sik goriiliir. Bunlar, apati, sosyal ayrilma ve sinirlilik gibi
belirtilerle baglayabilir. Ajitasyon, saldirganlik ve psikoz gibi nispeten daha sikintili

belirtiler de AH'ya eslik edebilmektedir.



Koku alma islevindeki degisiklikler AH hastalarinda yaygindir ve teshis araci
olarak arastirllmistir. Bununla birlikte, basit koku algilama testinin 6ngoriisel degeri
sinirlidir  ve  standartlagtirilmis  degerlendirmenin  zorlugu nedeniyle koku
degerlendirmesinin kullanimi yaygin degildir. Dahasi, koku alma bozuklugu, hastalar
veya aileleri tarafindan siklikla bildirilen klinik bir semptom degildir. *©*

AH'da uyku bozukluklar1 yaygmdlr.50 AH'da hastalar, uykuya ge¢mek icin daha
fazla zaman harcamaktadir ve AH olmayan yasl eriskinlere kiyasla uykular1 daha fazla
boliiniir. Bu degisiklikler, hastalik siirecinin ¢ok erken donemlerinde ortaya ¢ikabilir. 51-

53

Epileptik ndbetler Alzheimer hastalarinin ylizde 9 ile 16'sinda, genellikle

>* Otozomal dominant AH hastalarinda,

hastaligin ilerleyen asamalarinda goriiliir.
hastalik seyrinde daha erken ortaya ¢ikabilen nobetler tarif edilmistir.>

Motor belirtiler incelendiginde erken donemde AH'da genellikle biligsel
muayene disinda normal norolojik muayene bulgulari mevcuttur. AH'da piramidal ve
ekstrapiramidal motor belirtiler olarak miyoklonus ve nébetler goriiliirken, bunlar tipik
olarak ge¢ evre bulgularidir. %0

AH'da hastalarin az bir kismi, klasik tarzda ilerleyici amnestik demansa sahip
degildir.”">®

2.1.6. Tanm Yontemleri

Ayritili bir klinik degerlendirme, cogunlukla AH'da makul tanisal dogruluk
saglar, ancak hassasiyet ve ozgilliik sinirhidir. AH i¢in klinik kriterler, sinsi baslangi¢
ve ilerleyici seyir Oykiisii, diger etyolojilerin diglanmas1 ve biligsel bozukluklarin bir

veya birden fazla alanda gosterilmesi iizerine kurulmustur. Ayrintili bilissel ve genel

norolojik muayene her seyden 6nemlidir.*
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AH’nin pozitif teshisinde rutin laboratuvar testleri yararli degildir; bununla
birlikte, katkida bulunan ikincil nedenleri dislamak i¢in bazi laboratuvar testleri
yapilmaktadir. Onerilen testler arasinda, hipotiroidizm taramasi ve vitamin B12
eksikligi bulunmaktadir.*®

Bir¢ok klinisyen demansa ait varligi ve ilerlemeyi belgelemek icin standart
zihinsel durum skalalarini kullanir. Noropsikolojik degerlendirme, biligsel bozukluk ve
bunama hastalarinin degerlendirilmesinde yardimei olabilir. Demografik olarak uygun
normlar kullanarak standart kosullar altinda biligsel testler, ozellikle de yliriitme
islevinin bozulmasi gibi bozukluklarin varligina kars1 daha duyarhdar.

Noropsikolojik degerlendirme ¢esitli durumlarda yararli olabilir:

¢ Hastanin zaman iginde takip edilmesi i¢in bir temel olusturmak.

¢ Cesitli nérodejeneratif demans formlar1 arasinda veya ndrodejeneratif demans ile
serebrovaskiiler hastalik veya depresyon gibi diger bilissel bozukluk etyolojileri
arasinda ayrim yapmak.

¢ Siriiciilik, mali kararlar ve artan gozetim ihtiyac1 ile ilgili yetkinlikleri
degerlendirmek ve tavsiyelerde bulunmak.

Stipheli AH olan vakalarin degerlendirilmesinde beyin goriintiileme, tercihen
manyetik rezonans goriintileme (MRG) kullanilir.®® Beyin MRG, serebrovaskiiler
hastalik, diger yapisal hastaliklar (kronik subdural hematom, serebral neoplazi, normal
basin¢li hidrosefali) ve frontotemporal bunama veya diger norodejeneratif hastalik
tiirlerini diisindliren bolgesel beyin atrofisi gibi olas1 alternatif veya ek teshisleri
degerlendirmek i¢in kullanilabilir.

AH'daki yapisal MRG bulgulari, beyaz cevher lezyonlarinin yani sira hem genel

hem de fokal atrofi bulgularini igerir. Genel olarak, bu bulgular nonspesifiktir. AH'daki
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en karakteristik lokal bulgu, hipokampus hacminin azalmasi veya medial temporal lob
atrofisidir °°

Bununla birlikte, hipokampal hacim normal yaslanmada azaldigindan, yasa 6zel
kriterlere ihtiyag vardr.%* ®

Hipokampal atrofi bulgusu tipik klinik AH'da teshisi asamali olarak
desteklemektedir, ancak tek basina klinik degerlendirmede tani dogruluguna 6nemli
dlciide katkida bulunmak i¢in yeterli derecede spesifik degildir.*®

Fonksiyonel beyin goriintiileme, FDG-PET, fonksiyonel MR, perfiizyon MR
veya SPECT ile AH'da diisiik metabolizmaya sahip beyin bdlgelerini (PET) ve
hipoperfiizyonu (SPECT, fMRI) gosterir. Bu alanlar arasinda hipokampus, precuneus
(mesial parietal loblar), lateral parietal ve posterior temporal korteks bulunur.
Uygulamada, FDG-PET, atipik sunumlar1 olan hastalarda AH'y1 frontotemporal
demanstan ayirmada en faydali olanidir. %972 EDG-PET ve SPECT, su anda klinik
kullanim i¢in olduk¢a yaygin olan islevsel beyin goriintiileme yontemleridir.

Beyindeki amiloid lezyon vyiikiinii olgen amiloid PET izleyiciler (F18-
florbetapir, F18-flutemetalol, F18-florbetaben), AHmin in vivo teshisine yardimci
olmak, prognoza yardimeci olmak, anti-amiloid ilaglarin gelismesini hizlandirmak ve
AH'y1 demansin diger nedenlerinden ayirt etmek icin gelistirildiler " 9% By
izleyiciler, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki diizenleyici kurumlar tarafindan beta-
amiloid (Ap) plak yogunlugunu degerlendirmek i¢in onaylanmis olsa da; tan1 amaciyla
kullanilmalar1 uygun bulunmamustir. %, 97

AH'nin molekiiler ve dejeneratif siiregleri i¢in yaygin olarak arastirilan biyolojik
belirtecler vardir ve bunlar AH tanisin1 destekleyebilir, ancak rutin tan1 amagli olarak

kullanilmalar1 dnerilmemektedir. ** Bu biyolojik belirtecler ise sunlardir; serebral tau

seviyesi, BOS total-tau ve fosforlanmis-tau seviyesi, BOS AP seviyesi gibi.
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AH'da hastalarin rutin degerlendirmesinde genetik test yapilmasi Onerilmez.
APP, PSEN1 ve PSEN2 mutasyonlari i¢in genetik testler piyasada mevcuttur, ancak bu
testlerin kullanimi halen tartismalidir. 9,99
AH'nin kesin teshisi, histopatolojik incelemeyi gerektirir, fakat ¢ok nadiren
halen hayatta olan hastalarda yapilir. °® 1% 1% pratikte AH tanisi, asagida dzetlenen
Klinik Kkriterlere baghdir. AH, sinsi baslangighi ilerleyici bellek azligi olan ve islev
bozukluguna sebep olan en az bir diger bilissel alanda bozuklugu olan yash bir
yetiskinde hemen akla gelmelidir. Laboratuvar ve goriintilleme c¢alismalarinin rolii
baslica diger teshisleri dislamaktir. Noropsikolojik testler, tanida yardimci olabilir.
Biyobelirtecler, AH tanisini destekleyebilir ve siklikla atipik klinik sunumlar veya erken
baslangicli hastaligi olanlarda kullanilirlar.
Alzheimer hastaligina bagl yegin ya da agir olmayan norobilissel bozukluk:
A. Yegin ya da agir olmayan norobilissel bozukluk i¢in tan1 6l¢iitleri karsilanmaktadir.
B. Bir ya da birden ¢ok biligsel alanda, gizlice ve sessizce baslayan, yavas yavas
ilerleyen bir bozulma vardir (yegin norobiligsel bozuklukta en az iki alan bozulmus
olmalidir).
C. Olasi ya da olabilir Alzheimer hastalig1 i¢in tan1 dl¢iitleri soyle karsilanmaktadir:
Yegin norobilissel bozukluk icin asagidakilerden birisi varsa olas: Alzheimer
hastalig: tamis1 konur; yoksa olabilir Alzheimer hastaligi tanis1 konmalidir.
1. Aile oykiisiinden ya da kalitimsal olgiimlerden, neden olucu bir Alzheimer
hastalig1 kalitimsal degisinimi (genetik mutasyonu) kaniti.
2. Asagidakilerden her {igii de vardir:
a. Bellek ve 6grenmede ve en az diger bir bilissel alanda gerileme oldugunun

acik kanit1 (ayrintil 6ykiiye ya da bir dizi néropsikoloji 6lgiimlerine gore).

13



b. Biliste, uzun siireli duraksama olmaksizin, siirekli ilerleyen, asamali

gerileme

C. Neden olucu karisik etkenler olduguna iliskin bir kanit yoktur (baska

noroyozlastirici hastalik ya da beyin-damar hastaligi [serebrovaskiiler] ya da
baska sinirsel, ruhsal ya da genel hastalik ya da biligsel gerilemeye katkida
bulunabilecek durum).

Agir olmayan norobilissel bozukluk icin, kalitimsal Ol¢limde ya da aile
Oykiisiinde, neden olucu bir Alzheimer hastalig1 kalitimsal degisinimi kanit1 varsa, olas:
Alzheimer hastaligi tanis1 konur. Kalitimsal 6l¢climde ya da aile Oykiisiinde, neden
olucu bir AH kalitimsal degisinimi kanit1 yoksa ve asagidakilerden her iicli de varsa,
olabilir Alzheimer hastalig: tanis1 konur.

1. Bellek ve 6grenmede gerileme oldugunun agik kaniti

2. Biliste, uzun siireli duraksama olmaksizin, siirekli ilerleyen, asamali

gerileme

3. Neden olucu karisik etkenler olduguna iliskin bir kanit yoktur (baska

noroyozlagtirict hastalik ya da beyin-damar hastaligi [serebrovaskiiler] ya da

bagka sinirsel ya da genel hastalik ya da biligsel gerilemeye katkida
bulunabilecek bir durum).

D. Bu bozukluk, beyin-damar hastaligi, baska bir néroyozlastirici hastalik, madde ya da

baska bir ruhsal, sinirsel ya da genel bozuklugun etkileriyle daha iyi agiklanamaz.'%

2.1.7. Giincel Tedavi Yaklasimlari

Demansin patofizyolojisinin  anlagilmasindaki ilerlemeler, bu hastalarin
yonetimini konservatif, semptomatik bir yaklagimdan, daha biyolojik ve tibben spesifik
olan yaklasimlara yoneltmistir. Tedavinin temeli halen semptomatiktir, fakat hastaliga

0zgii ve altta yatan sebepleri diizeltici tedavi yaklasimlar gittikce 6nem kazanmaktadir.
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2.1.7.1. Kolin Esteraz inhibitorleri

AH'ya sahip hastalarda asetilkolin sentezinde azalmaya ve kortikal kolinerjik
islevlerde bozulmaya yol agan kolin asetil transferazin serebral {iretiminde azalma
vardir. AH'l olan bireylerin beyinlerinde belirgin bir kolinerjik agigin erken kesfi,
terapdtik olarak kolinerjik aktiviteyi arttiran ¢alismaya yol acmistir. ‘% Bununla birlikte,
asetilkolin Onciillerinin etkisiz oldugu 3, 104 postsinaptik kolinerjik reseptor
agonistlerinin kabul edilemez yan etkileri oldugu bulunmustur. *® Aksine, sinaptik
aralikta kolinesterazi inhibe ederek kolinerjik transmisyonu arttiran kolinesteraz
inhibitorleri, daha elverisli bir yan etki profiline sahiptir ve AH'da ve AH olmayan
demanslarda cogu olguda miitevazi seviyelerde olmakla beraber bir miktar fayda saglar.

Ucg kolinesteraz inhibitdrii donepezil, rivastigmin ve galantamin su anda AH'da
FDA tarafindan onaylanmistir. Mevcut ii¢ ajan arasindan se¢im maliyet, bireysel hasta
tolerabilitesi ve doktor deneyimlerine dayalidir, ¢ilinkii etkinlikleri benzer

goriinmektedir. loat

Donepezil

Donepezil nispeten az periferik antikolinesteraz aktivitesine sahiptir ve
genellikle iyi tolere edilir. Gilinde tek doz alinmasi yeterli oldugu i¢in AH'l olan
hastalarda kullanim1 olduk¢a kolaydir. Donepezil i¢in dnerilen doz, giinde 5 mg'dir ve
ginde 10 mg'a kadar yiikseltilebilir. Donepezilin etkinligi 24 haftalik ¢ift kor bir

calismada gosterilmistir. 199 Genel olarak, donepezil ile uzun stireli tedavi giivenli ve

110-112

etkin goziikkmektedir. Kolinerjik yan etkiler (basta diyare, bulanti ve kusma),

gecici ve genellikle hafif olup, hastalarin yaklasik yiizde 20'sinde goriiliir. 109

Semptomatik bradikardi bir baska potansiyel yan etkidir. ***

Donepezil ve diger
kolinesteraz inhibitorleri noropsikiyatrik belirtileri hafifce iyilestirir.

Rivastigmin
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Rivastigmin, hafif-orta dereceli AH'da faydali goriinmektedir > ve FDA
tarafindan kullanim i¢in onaylanmistir. Yan etki profili bulanti, kusma, anoreksiya ve
bas agris1 gibi kolinerjik etkilerle ilgilidir. Mide bulantisini en aza indirgemek i¢in gida
ile birlikte verilmelidir. Donepezil ile direkt olarak karsilastirilmasa da, etkinligi benzer
goriinmekle beraber daha fazla gastrointestinal yan etki gosterebilir. **° Rivastigminin
transdermal yama formiilasyonu da FDA tarafindan onaylanmistir. Bu formu hastalar
acisindan daha az gastrointestinal yan tesire sebep olmasi sebebiyle tercih sebebi
olmustur.

Galantamin

Galantamin, hafif-orta dereceli AH'da etkilidir. ™" Randomize kontrollii
calismalar galantaminin tedavisinin, erken AH'li hastalarda plaseboya kiyasla giinliik

118-121

yasamdaki bilis ve aktivitelerdeki diislisii yavaslattigini bulmustur. Yapilan

calismalarda galantaminin bilissel faydalarinin 36 aya kadar siirdiigii gosterilmistir. 122
Gastrointestinal semptomlar (bulanti, kusma, diyare, anoreksiya, kilo kayb1)
galantamin'in en sik goriilen yan etkileri arasindadir. Rivastigmin gibi galantamin AH
olan hastalarda donepezil ile benzer bir etki gdsterir, ancak gastrointestinal yan etkileri
daha fazla olabilir.

2.1.7.2. N-metil-D-aspartat Reseptor Anatagonistleri

Memantin

Memantin, bir N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistidir. Memantin'in
etki mekanizmasi kolinerjik ajanlardan farklidir; noroprotektif etkinlik gostermektedir.
Bir aminoasit olan glutamat, kortikal ve hipokampal noronlarin baslica eksitator
nérotransmitteridir.**®  Glutamat tarafindan aktive edilen reseptorlerden biri, 6grenme

ve hafizada gorev alan NMDA reseptérﬁdﬁr.124. Asirt NMDA stimiilasyonu iskemi ile

indiiklenebilir ve eksitotoksisiteye neden olabilir, bu da NMDA reseptorlerinin patolojik
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uyarimint bloke eden ajanlarin Ozellikle vaskiiler demansli hastalarda hasara karsi

korunabilecegini diisiindiirmektedir. %

. Ek olarak, bu ilag vasitasiyla ndronlarin
fizyolojik fonksiyonlar1 restore edilerek semptomatik iyilesme saglanabilir. 126

Memantin, orta ve siddetli AH olan hastalarda sinirli denebilecek yararlar
gosterir. Yapilan ¢alismalarda memantinin tek basmna ve diger ilaglarla kombine
edildiginde AH'da faydali oldugu gosterilmistir. *27*%°

Daha hafif AH olan hastalarin memantinden fayda sagladigina dair ¢ok az kanit
vardir. Bir derlemede, memantin ile ilgili hafif ila orta dereceli AH’a ait yaymlanmamis
iic calismadan elde edilen toplanmis veriler gosterilmistir. 130 Analiz, alti ay sonunda
memantinin ¢ok kiiclik ancak istatistiksel olarak anlamli bir yararh etki gostermesine
ragmen davramis veya gilinliik yasam aktiviteleri iizerinde herhangi bir etki
gostermedigini ortaya koymustur.

Down sendromlu yash hastalarda (40 yas iistii) AH prevalansi ¢ok yiiksektir ve
bu da genel popiilasyonda AH ile etkili tedavilerin bu hastalarda da yararli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Down sendromlu 40 yasin {istiindeki 173 hastada randomize edilmis
bir memantin rejimi, 52 haftalik tedavi sonrasinda memantin tedavisinin hicbir yarar
saglamadigini ortaya koymustur. 13

Memantin ayrica kolinerjik ajanlara gére daha az yan etkiye sahip gibi
goziikkmektedir. Bas donmesi, memantinle iligkili en yaygin goriilen yan etkidir. 130

Simdiye kadar, 10 yillik kullanimdan sonra memantinin 6nemli yan etkileri
gozlenmemistir. 2008 yilindaki bir derleme, memantinin demans1 kognitif agidan
tyilestirdigi, ancak net klinik 6nemi olmayan kiiciik etkileri oldugu sonucuna varmstir.
Sonug olarak, AH i¢in tedavi bireysel bazda alinmasi gereken bir karardir ve ilag

tolerans1 ve maliyeti dikkate alinmalidir. 106

2.1.7.3. Diger Tedavi Yontemleri
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Antioksidanlar: Antioksidan 6zelliklerinden dolay1 vitamin E (alfa-tokoferol) ve
selegilin (monoamin oksidaz inhibitorii) AH'da ¢alisilmistir ve randomize ¢alismalardan
elde edilen sonuclar karisiktir. * Genel olarak, mevcut veriler, giinde 2000 IU'luk bir
dozda E vitamininin, bilissel performans tizerinde 6lgiilebilir bir etkisi olmadan hafif-
orta derecedeki AH olgularinda islevsel ilerlemeyi geciktirmede miitevaz1 bir fayda
sagladigin1 gostermektedir. Yan etkileri daha fazla olan ve maliyeti yiliksek olan
selegilinin kullanimi i¢in herhangi bir avantaj goriilmemistir. 133

Ostrojen replasmani: Demans tedavisinde dstrojen replasman tedavisinin yararli
oldugunu gosteren bir bulgu yoktur. Postmenapozal kadinlarda ostrojen ve AH
arastirmalart iki alanda yogunlagmistir: demans gelisimini Onlemedeki Ostrojenin
rolii;ve demans tedavisinde Ostrojenin potansiyel etkililigi. Bu arastirmalar, dstrojenin
serebral kan akisini arttirdigini, kolinerjik ndronlarin atrofisini 6nledigini, oksidatif
stresini azalttigin1 ve sinir biiyiime faktorlerinin etkilerini modiile ettigini gosteren
klinik oncesi kanitlara dayanmaktadlr.134 Bununla birlikte, genis capli randomize
caligmalarda 65 yas ve lizeri yasta demansi olmayan kadinlarda Ostrojen art1 progestin
veya Ostrojen ile tek basina hormon replasman tedavisinin demans gelisme riskini
artirabildigi gosterilmistir. 13 Ostrojen tedavisi aslinda zararli dahi olabilir.

Antiinflamatuar ilaglar: AH tedavisinde ve Onlenmesinde antiinflammatuar
ilaglarin kullanilmasinin rolii arastirilmaya devam etmektedir. Patofizyolojik caligsmalar,
amiloid kaynakli bir inflamatuar reaksiyon ile mikroglial aktivasyon ve sitokin salinimi

136, 137

olustugunu gostermistir. Buna ek olarak, bazi1 epidemiyolojik ¢alismalarda

nonsteroid antiinflamatuvar ila¢ kullanlarda AH gelisime sikliginin azaldig

gosterilmistir. 138,139

Bununla birlikte, klinik arastirmalar bu tedaviyi desteklemez. Indometazinin

140

kiicik bir klinik calismas1 disinda , haproksen, hidroksiklorokin, diklofenak,
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rofekoksib ve aspirin dahil olmak iizere antiinflamatuar ilaglarin randomize ¢alismalari
bu ajanlarin yavaslayan bilissel aktiviteler icin herhangi bir yararmi gosterememistir.
141-146

Ginkgo biloba: Bir derlemede Ginkgo bilobanin biligsel bozulma ve bunama i¢in
tutarsiz ve ikna edici olmayan faydalara sahip oldugu sonucuna varilmistir.**’ Bitkisel
ekstraktlarin dozaji ve igerigindeki bilesenlerde degiskenlik olmasi sebebiyle de AH
i¢in kullanimi 6nerilmemektedir.

Statinler: Alzheimer hastaliginin 6énlenmesinde ve tedavisinde statin tedavisinin
potansiyel rolii lizerine arastirmalar yapilmis olmakla birlikte, bu endikasyonlar i¢in
statinlerin yeri heniiz yoktur.

Vitamin B: Ozellikle homosistein metabolizmasia karisanlar olmak iizere B
vitaminleri ile destek, AH'nin ilerlemesinin Onlenmesinde veya yavaslatilmasinda
etkililik gosterebilecekleri timidiyle incelenmistir. Hafif ila orta dereceli AH olan 340
hastada 18 aylik yliksek doz B vitamini kompleksi takviyesinin (folat, B6, B12) ,
bilissel kayiplar tizerinde hicbir yararli etkisi bulunamamastir. 148

Omega-3 yag asitleri: Gozlemsel caligmalar, baliklarin ve omega-3 yag
asitlerinin diyetle alinmasi ile demans riskinin azalmasi arasinda muhtemel bir iliski
oldugunu onermektedir. Bununla birlikte, klinik c¢aligmalarda, omega-3 yag asidi
takviyesi AH tedavisi igin terapotik bir rolii olmadig1 gosterilmistir.*** *°

2.2. Glutamat

Glutamat beynin baslica uyarict norotransmitteridir ve muhtemelen tiim
sinapslarinin  yarisindan ¢ogunda bulunur. Glutamat reseptdr aktivitesi motor

hareketlerin uygulanmasi, hafiza edinimi ve algilama gibi cesitli fizyolojik ndronal

islemler icin gereklidir. +°
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Glutamaterjik sinaps transmisyonu oldukc¢a karmasiktir. Bu da, glutamaterjik
transmisyon ile etkilesime girmek iizere tasarlanmis ilaglar i¢in hedef sayisinin oldukca
fazla oldugu anlamina gelir. Glutamat, iyonotropik veya metabotropik olarak
siniflandirilan hiicre yiizey reseptorlerine etki eder. Metabotropik reseptorler hiicre igi
sinyal yollarindaki degisikliklere aracilik ederken, iyonotropik reseptorlerin aktivasyonu
iyon kanallarin1 agar ve ndronal membranin depolarizasyonu ile sonuglanir. Iyonotropik
glutamat reseptorlerinin farkli ligandlar i¢in farkli afinitelerinin olmasi, bu reseptorlerin
en az l¢ biiyiik alt tipe ayrilmasina yol agmistir: NMDA, kainat ve a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4- izoksazolpropionat (AMPA) reseptorleri. AMPA ve kainat reseptorleri
sadece Na' hiicre igine akisim saglar. Bu alt tiplerle ilgili 6nemli bir husus, NMDA
reseptoriiyle aktive olmus kanallarm, Ca” 2nin yani sira Na* akigina izin vermesidir ve
bu tip reseptorlerin asir1 uyarilmasi, néronlarda Ca* 2 asir1 yiiklemesi ile sonuclanan bir
mekanizmadir. Glutamat i¢in tanima alanlarina ilaveten, NMDA reseptoriinde ¢esitli
modiile edici alanlar karakterize edilmistir. Bunlar, Mg+ 2, glisin, ¢inko ve poliaminler
icin ve fensiklidin (PCP) ile iliskili ilaglar i¢in baglanma bolgeleri icerir. Mg" 2 ve PCP
icin baglanma yeri NMDA alicinin iyon kanalinda bulunur. Fizyolojik istirahat zar
potansiyelindeki Mg* ? iyonlari, glutamat varliginda dahi, NMDA reseptorii araciligiyla
hiicre digmma iyon atilmini etkili bir sekilde bloke eder. Noronal membranin
depolarizasyonu, NMDA reseptoriiniin bu voltaj-bagimli Mg* 2 blokunu giderir ve
glutamat varhiginda reseptdr aktivasyonunu kolaylastirir. ™' Fizyolojik dinlenme
potansiyelinin korunmasina miidahale eden herhangi bir enerji yoksunlugu durumu,
kontrolstiz NMDA reseptor aktivasyonuna yol a¢cmak i¢in yeterli olabilir. NMDA
reseptoriiniin ve Ca” Znin néron igine girisinin dereceli olarak aktive olmasini saglamak

i¢in kiigiik bir depolarizasyon bile yeterli olabilir. 152 PCP ve ilgili ilaglar, kanal agik
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konformasyonda oldugunda baglanma yerlerine erisirler ve Mg* 2 gibi kapal1 bir kanalda
sikisabilirler.'*®

Cesitli kosullar altinda glutamat bir nérotransmitterden akut ve kronik ilerleyici
noronal dejenerasyona neden olan bir ndrotoksine doniisebilir. Olney 1978 yilinda
glutamatin ve ilgili maddelerin norotoksik etkilerini karakterize etmek icin
"eksitotoksisite" terimini ilk kez ortaya atti. Hipoksi ve iskemide enerji yoksunlugu ve
sonug olarak hiicre zar1 depolarizasyonu nedeniyle, fizyolojik Mg* 2 blogu bu kosullar
altinda aktif degildir. Glutamat toksisitesinin mekanizmalar1 hakkinda giincel diisiince,
NMDA reseptorleri vasitasiyla uzamis ve artmis Ca’ un néron icine asir1 girisinin
noronal oOlimden sorumlu oldugu yoniindedir. Ca*?, niikleazlar, proteazlar ve
fosfolipazlar gibi ¢esitli katabolik hiicre i¢i enzimleri aktive eder. Sinaptik glutamatin
artmis konsantrasyonlarina uzun siireli maruz kalma, kendiliginden eksitotoksisiteye
neden olur. Azalan enerji arzi1 ile tehlikeye giren hiicresel metabolizma, noronlari
normal ekstraseliiller glutamat konsantrasyonlarina duyarli hale getirir, bu duruma
dolayli eksitotoksisite denir. Klinik dncesi ¢alismalardan elde edilen veriler 1s18inda,
NMDA reseptorii, yiiksek Ca* 2 gecirgenligi ile norotoksik potansiyele sebep oldugu i¢in
terapotik noroprotektif ajanlar agisindan iyi bir hedef konumundadir. 193, 154

2.3. Glutamat ve Alzheimer Hastalig Iliskisi

Demansin glutamaterjik hipotezi ilk olarak Greenamyre tarafindan 1988 yilinda
ortaya atildi ve arastirildi. Glutamatin norotoksik etkileri ile uyumlu olarak, cesitli
kanitlar, artmis glutamaterjik etkinligin Alzheimer hastaliginin patogenezinde rol
oynayabilecegi fikrini desteklemektedir.

» Hipokampusa giren ve c¢ikan ana input ve output lifleri, hastaligin seyri
sirasinda ilk lezyonlarin izlendigi entorinal bdlgeden gecer. Biitlin bu baglantilar

transmitter olarak glutamat kullanirlar.
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* Alzheimer hastalifinda kortikal glutamaterjik yolaklar bozulur ve bu kaybin
bliyiikliigli bunamanin derecesine karsilik gelir. Piramidal hiicrelerin kayb1 glutamatin
eksitotoksik etkisinin sonucu olabilir.

* Deney hayvanlarimin ventral onbeyinlerine eksitotoksin olan ibotenik asit
enjeksiyonu, AH’da da kaybedilen korteksteki kolinerjik projeksiyonlarin
dejenerasyonunu indiikler.'*®

* Omurilik ndronal kiiltiirlerinin diisiik mikromolar konsantrasyonda glutamata
uzun siire maruz kalmasi, AH’nin norofibriller yumaklarinda goriilene benzer sekilde
¢ift heliks filament depozitlerinde artisa neden olabilir. **°

 Kiiltliirlenen ndronlarin beta amiloid peptidlere maruz kalmasi, bu hiicreleri
glutamat toksisitesine duyarli hale getirir. 16

» Toksik glutamat konsantrasyonlar1 ndronal kiiltiirlerde tau geninin
ekspresyonunu arttirir. *’

* AH’da beyin glutamat transporter fonksiyonlarinda azalma oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Glutamat tasiyicilarinin yetersiz isleyisi, sinaptik aralikta
asirt glutamat birikimi ve eksitotoksik ndronal hasar ile sonug¢lanabilir ’ Daha sonraki
caligmalar ise astroglial glutamat tastyici alt tiplerinden eksitatér amino asit transportdr
2 (EAAT2)'nin AH’da islevsiz oldugunu ve bunun amiloid prekiirsér proteinin anormal
isleyisi ve/veya islenmesiyle iligkili oldugunu gdstermistir. 8

* Domoik asit gibi ¢evresel eksitotoksinlerin kazayla yutulmasinin insanlarda
geri dondiiriilemez hafiza kaybina sebep oldugu bildirilmigtir.**® **°
* Cevre toksinlerine ek olarak, endojen toksinler de AH’da goriilen ndronal

kayiplara katkida bulunabilir. AH'da plak birikimleriyle uyarilan reaktif mikroglialarin

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde endojen bir glutamaterjik ndrotoksin saldigi
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bulunmustur. **° Beta amiloid peptidler, makrofajlardan serbest oksijen radikalleri ve
glutamat iiretimini arttirir. 161

Alzheimer hastalarinda goriilen eksitotoksik noéronal hasarin primer veya
sekonder bir olay olup olmadigi net degildir. Glutamatin bilinen potansiyel zararli
etkilerine ragmen, hafiza olusumu da dahil olmak iizere normal beyin fonksiyonlari i¢in
fizyolojik glutamat aktivitesi kesinlikle gereklidir. Bu nedenle, Kkritik beyin
bolgelerindeki azalmis glutamaterjik sinir iletiminin demansin kognitif gerileyisine
katkida bulundugu hipotezi ileri siiriilmiistiir.

* Yukarida bahsedilen Alzheimer hastaliginda piramidal hiicre kaybinin nihai
sonucu glutamaterjik aktivitenin azalmasidir ve bu azalma bir¢ok postmortem
calismadan elde edilen ndrokimyasal verileri Ozetleyen bir meta-analiz ¢aligmada
gés‘[erilmistir.162

 Ogrenme ve bellek gibi bilissel islevler igin glutamatin &nemi, korteks ve
hipokampus da dahil olmak iizere bu siireclerde yer alan beyin bolgelerindeki glutamat
reseptOrlerinin yogunluguyla iligkilidir.

*+ NMDA reseptdr aktivasyonu, hipokampusta sinaptik iletimin uzun siireli
potensiyalizasyonu i¢in dnemli bir rol oynar. * 3

Alzheimer hastaliginda glutamaterjik disfonksiyon i¢in yeterli kanit olmasina
ragmen, tedavide glutamaterjik transmisyonun arttirilmast ya da azaltilmasi gerektigi

konusu agik degildir.

Dahasi, kompleks glutamaterjik norotransmisyonun hangi
kismmin hedeflenmesi gerektigi acik degildir. Ornegin, glutamat reseptdrlerinin
uyarilmasiyla glutamaterjik transmisyonun pozitif modiilasyonu umut verici bir
terapotik hedef olabilir ve o6grenmeyi de kolaylastirabilir. Bununla birlikte, artan

glutamat fonksiyonu, eksitotoksisiteyi ve ndron Olimiini artirabilir ve bdylece

hastaligin ilerlemesine neden olabilir. Ote yandan, glutamat reseptoriindeki
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noroprotektif antagonistler bellek siireclerini bozabilir. Bu ¢eliskili hususlar, glutamat
reseptOr antagonistleri tarafindan norotoksisitenin dnlenmesinin, 6grenme ve hafiza
olusumu icin gerekli olan glutamatin fizyolojik etkilerine miidahale etmeden
ulasilabildigini gostermektedir. Yapilan calismalar, memantin gibi diisiik afiniteli
rekabetsiz  NMDA-reseptor antagonistlerinin, bu gibi noroprotektif ajanlar ig¢in

Onkosullarin birgogunu yerine getiren bir farmakolojik profil ortaya koyabilecegini

167 168 ..

gostermektedir, *° 1%% 1% Memantin, sicanlarda **’ ve insanlarda '®® $grenme, hafiza ve
long-term potensiyalizasyonu inhibe etmez. **°

2.4. Seftriakson ve Noronlar Uzerindeki Koruyucu Etkileri

Seftriakson, gram pozitif ve gram negatif aerobik ve anaerobik bakterilere karsi
in vitro aktivite gdsteren genis spektrumlu bir beta laktam (sefalosporin / sefamisin)
antibiyotiktir. Seftriaksonun bakteri O6ldiiriicii aktivitesi hiicre duvari sentezinin
inhibisyonundan kaynaklanir. Seftriakson bakteri hiicre duvarindaki mukopeptid
sentezini inhibe ederek calisir. 170 Seftriaksonun beta laktam cekirdegi bakteriyel
sitoplazmik zar igindeki karboksipeptidazlara, endopeptidazlara ve transpeptidazlara
baglanir. Bu enzimler hiicre duvari sentezi ve hiicre boliinmesiyle ilgilidir. Bu enzimlere
baglanarak seftriakson bozuk hiicre duvarlarinin olusumuna neden olur ve hiicre
Oliimiinii tesvik eder. Seftriakson, penisilazlar, sefalosporinazlar ve genis spektrumlu
beta laktamazlar gibi cesitli beta laktamazlar ile hidrolize karsi kararlidir. Seftriakson
siklikla makrolid ve aminoglikozid antibiyotikleri ile pnomoni tedavisinde kullanilir.
Ayrica bakteriyel menenjit tedavisinde de tercih edilen bir ilagtir. Seftriakson ayrica
Lyme hastaligi, tifo atesi ve gonore tedavisinde de kullanilir. 170

Seftriakson, genellikle insanlar tarafindan iyi tolere edilir. En sik goriilen yan
etkiler ishal, bas agrisi, hematolojik etkiler (eozinofili, trombositoz ve 16kopeni) ve asiri

duyarhihiktir,'™
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Beta laktam antibiyotikleri, antibakteriyel 6zellikleri ile iy1 bilinmesine ragmen,
2005 yilinda Rothstein ve arkadaslarmin preklinik bulgular1 seftriaksonun periferik
uygulamada beyindeki hiicresel glutamat alimmi arttirdigini géstermektedir.11
Mekanizma, memeli O6nbeyininde hiicresel glutamat aliminin neredeyse % 90'indan
sorumlu olan baskin olarak astrositik tasiyici protein olan glutamat tasiyici alt tip 1'in
(GLT-1) aktivasyonudur. GLT-1 disfonksiyonu, epilepsi, Huntington hastaligi,
amyotrofik lateral skleroz (ALS), multipl skleroz, depresyon, anksiyete, inme ve
uyusturucu bagimliligi gibi baz1 merkezi sinir sistemi (MSS) rahatsizliklarina katkida
bulunmaktadir. 2005 yilinda beta laktam antibiyotiklerinin GLT-1'i aktive eden
bilesikler olarak tanimlanmasi, arastirmacilara MSS hastaliklarinin  hayvan
modellerinde GLT-1 tasiyic1 aktivasyonunun etkinligini aragtirmak igin yeni bir arag
saglamistir. 172

Preklinik caligsmalar, seftriaksonun, agri, depresyon, Huntington hastaligi,
epilepsi, inme, multipl skleroz ve ALS de dahil olmak {izere MSS hastaliklarinin bir dizi
farkli hayvan modelinde etkinlik gdsterdigini  desteklemektedir. Insanlarda
seftriaksonun etkinligini test etmek icin simdiye kadar en az iki klinik g¢aligma
yapilmistir. Bu denemelerden biri, ALS hastalarinda seftriaksonun etkinligini test etmek
ve diger deneme bipolar depresyonlu hastalarda etkinligini test etmek iizerinedir. 173

Preklinik kanitlar, muhtemelen glutamat bazli etkileri nedeniyle seftriaksonun
uyusturucu bagimliliginin istismar dongiisiinii bozabilecegini ortaya koymaktadir.
Beyin 6diil devresinde, 6zellikle de prefrontal korteksi ve nukleus akumbensi birbirine
baglayan kortikolimbik yolakta glutamat transmisyonunda meydana gelen degisiklikler,
uyusturucu madde kullanimina tekrar tekrar maruz kalmaya eslik eder ve uyusturucu
arayisinda niikse neden olan 6zlemin yogunlasmasina katkida bulunur. Seftriakson

etkinligi kokainin o6tesine, amfetaminlere, opioidlere ve nikotine kadar uzanir.
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Amfetamin ile yapilan ¢alismalar, seftriaksonun amfetaminin neden oldugu lokomotor
aktivasyonu inhibe ettigini de géstermektedir.173'175

Seftriakson, GLT-1'in aktivasyonu yoluyla hiicresel glutamat alimini arttirir.
Seftriakson kullanimini takiben artan GLT-1 aktivitesinden sorumlu olan mekanizma
tamamen net degildir. Baz1 kosullar altinda, seftriakson tedavisi, tasiyici aktivitenin
arttirtlmasindan sorumlu oldugu diisiiniilen GLT-1 tasiyic1 haberci riboniikleik asit
(mRNA) ve protein ekspresyonunda bir artisa neden olur. Potansiyel bir mekanizma,
NF-kB aracilt GLT-1 promoter aktivasyonudur. Tersine, seftriakson tedavisinin tasiyici
protein upregiilasyonunun olmamasi durumunda dahi GLT-1 tasiyici aktivitesini artirir.
GLT-1 transportdrii hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi asamalarda
diizenlenir. Tasiyict aktivitesi ayrica termodinamik ve kinetik faktorler tarafindan
diizenlenir. Beta laktam antibiyotikler, baz1 metal iyonlarinin toksik etkisini ve iligkili
oksidatif stresini azaltabilen gii¢lii bir metal selatlama kabiliyetine sahiptir; bu da GLT-
1 aktivitesini azaltir ve tasiyicilarin yiizey ekspresyonunu azaltir. Beyindeki glutamat
alimin1 arttirmak i¢in seftriaksonun bu mekanizmalarin bir kombinasyonu araciligiyla
davranmasi akla uygundur.m’ 176

2.5. Streptozosin ile indiiklenen Deneysel Alzheimer Modeli

Streptozotosin (STZ) esasen antibiyotik olarak tanimlanan bir glukozamin-
nitroziire bilesigidir. Pankreasin beta hiicrelerine toksiktir ve genellikle glikoz
transportdr 2 vasitasiyla taginir ve hayvanlarda deneysel diyabet olusturmak i¢in yaygin
olarak kullanilir. Intraserebroventrikiiler veya intraperitoneal enjeksiyon vasitasiyla
STZ uygulamasi, bilisin azalmasmma ve serebral AP fragmanlarinin, toplam tau
proteininin ve AP depozitlerinin artmasma neden olur. Bu degisikliklere beyinde

azalmis glikojen sentaz kinaz alfa / beta oranmi (fosforile / total) eslik eder. Bir sigan

beynine STZ uygulamasi sonucu, ndrodejeneratif hastaligin erken patofizyolojik
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degisikliklerinin gegerli bir deneysel modeli oldugu diisiiniilen, noéroinflamasyon,
oksidatif stres ve biyokimyasal degisiklikler ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. STZ'in neden
oldugu mekansal 6grenme kaybi, Morris'in su tanki testi ve AH'da oldugu gibi sigan
beyninde tau fosforilasyonundaki patoloji ile g('jsterilmistir.12 AH'da tau proteini ve A;
demans, biligsel islev kaybi, noropsikiyatrik degisiklikler ve sonunda ndéronlarin
Oliimiine neden olan esas patolojik sebeplerdir. STZ verilen hayvanlarda ortaya ¢ikan
insiiline direngli beyin durumu, insanlarda AH seyrinde goriilen bellek bozuklugu,
ilerleyici  kolinerjik defisitler, glikoz hipometabolizmasi, oksidatif stres ve
norodejenerasyona sebep olur. Yapilan c¢aligmalar STZ'min APP olusumu, glikoz
metabolizmas1 bozuklugu, sinaptik disfonksiyon, protein kinazlar ile ilgili bozukluklar
ve apoptoz gibi AH benzeri degisiklikleri {i¢lii transjenik fare modeline benzer sekilde

" Uglii transgenik fareler insanlarda nadir olarak

siddetlendirdigi gosterilmistir."
gbzlenen 3 ailevi mutant geni icerir; bu genler yikici AP protein Onciisti, PSEN-1 ve
frontotemporal demans olusumuna sebep olur. Dolayisiyla, teknik a¢idan bakildiginda,

bu {i¢lii transjenik farelerde sporadik bir AH modeli olusmaz. STZ tarafindan yapilan bu

degisiklikler beyindeki bir¢cok metabolik ve hiicre sinyal yolunu degistirmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Yapmis oldugumuz calisma, Atatiick Universitesi’nde Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji biinyesinde Sinirbilim ve Davranig Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.

3.1.1. Deney Hayvanlar

Yaptigimiz c¢alismada Atatiirk Universitesi'ne ait Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi’ne (ATADEM) ait laboratuarlardan alinan 24 adet ve agirlik olarak
270-310 gram arasinda degisen Sprague Dawley tiirii disi rat kullanildi. Calisma
boyunca, ratlara yeterli miktarda su ve pellet yem temin edildi. Deneye alinacak tiim
hayvanlar i¢in gruplar olusturulup beslenmeleri saglandi ve laboratuvarlara oda sicakligi
2242°C olacak sekilde yerlestirildi. Calisgmamizin biitlin asamalarinin etik kurallara
uygun oldugu “Atatiitk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(AUHADYEK)” tarafindan verilen 16.04.2015 tarihli ve 36643897-93 sayili yaz1 ve 77
nolu karar ile onaylanmistir.

3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Tiopental Sodium (Pental Sodium iv flakon) Ibrahim Ethem Ulagay Ilag Sanayi
Tiirk A.S. Istanbul, Tiirkiye: Calismamizda siganlara intraperitoneal (i.p.) olarak

anestesi i¢in 25 mg/kg ve dtenazi icin 50 mg/kg dozunda verildi.
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Seftriakson (lesef iv flakon) Ibrahim Ethem Ulagay Ila¢ Sanayi Tiirk A.S.
Istanbul, Tiirkiye: Calismamizda streptozosin + seftriakson (STZ+SEFT) tedavi
grubuna 200 mg/kg dozunda 14 giin boyunca intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.

Memantin (Memantine Hydrochloride) Sigma-Aldrich Co. LLC, Almanya:
Calismamizda streptozosin + memantin (STZ+MEM) tedavi grubuna 10 mg/kg dozunda
14 giin boyunca intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.

Streptozosin Sigma-Aldrich Co. LLC, Almanya: Calismamizda streptozosin
(STZ), STZ+MEM ve STZASEFT gruplarinda her bir sicanin lateral ventrikiillerine
bilateral olacak sekilde 10ul’lik hacimde Hamilton siringalar i¢inde 3 mg/kg dozunda
verildi.

%10 Povidon lodine Antiseptik Soliisyon: Cerrahi insizyon alanlarinin
dezenfeksiyonu ve operasyon sonrasi pansuman i¢in kullanildu.

3.2. Metot

3.2.1. Deney Plam

Calismamiz 4 deney grubu seklinde planlandi. Her bir grupta 6 adet sigan olacak
sekilde 4 grup olarak calisma plani olusturuldu.

Deney gruplari ise asagidaki gibi planlanda.

Grup 1: Kontrol grubu

Grup 2 (STZ): Sadece streptozosin verilmis grup.

Grup 3 (STZ+MEM): Streptozosine ilave olarak 14 giin boyunca memantin tedavisi
verilen grup.

Grup 4 (STZ+SEFT): Streptozosine ilave olarak 14 giin boyunca seftriakson tedavisi
verilen grup.

Sican beyin stereotaksi atlasina bakilarak bilateral lateral ventrikiillerin yerleri

belirlendi. Buna gore bregmadan 0.8 mm posteriora; 1.5 mm laterale ve derinlik olarak
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da 3.6 mm derinlikte olmak tizere her iki ventrikiiliin yeri bilateral tespit edildi. Deney
gruplar tiyopental ile anestezi edildikten sonra tiim gruplarin stereotaksi cihazi altinda
kafalar1 sabitlendi. STZ, STZ+MEM ve STZ+SEFT gruplarindaki hayvanlarin lateral
ventrikiillerine 10ul’lik hacimde Hamilton siringalar1 i¢inde 3 mg/kg dozunda
streptozosin verildi. Ayn1 anda kontrol grubundaki hayanlarin lateral ventrikiillerine de
10ul’lik hacimde Hamilton siringalari ile steril serum fizyoylojik soliisyonu verildi.
Daha sonra kafatasi derileri siitiire edildi. Kontrol ve STZ grubundaki hayvanlara 14
giin boyunca i.p. steril salin verilirken, STZ+MEM grubuna 14 giin boyunca i.p.
memantin tedavisi ve STZ+SEFT grubuna da 14 giin boyunca i.p. seftriakson tedavisi
uygulandi. 14 giin sonunda tiim gruplara davranis testleri yapildi. Bu testleri takiben in
vivo voltametrik glutamat 6l¢iimii yapildi ve sonrasinda deney gruplart sonlandirildi.

3.2.2. Davrams Testleri

3.2.2.1. Pasif Sakinma Testi

Biri aydinlik bélme ve digeri karanlik bolme olmak {izere bu testte iki bolmeli
bir diizenek kullanilmistir. Bu bdlmeler arasinda yukart dogru agilan ve yazilim ile
otomatik agilma ve kapanma Ozelligine sahip bir kap1 bulunmaktadir. Test diizenegi
bolmelerin altindan gecen iletken yiizey aracilifiyla siganlarin ayaklarina elektrosok
verebilecek sekilde tasarlanmistir. Deney basinda sigan aydinlik bélmeye birakildi ve
test baslatildi. Hayvanin test diizenegine aydinlik taraftan birakilmasi ile yazilim
tarafindan otomatik olarak deney baglatildi ve yirmi saniye siiren aligma siiresini takiben
otomatik kapi acildi. Kapi acilmasini takiben deney hayvanlar iggiidiisel olarak
karanlhik tarafa gectiler ve daha sonra otomatik kapi1 kapandi ve her bir hayvana ii¢
saniye siireyle 0.5 mA olacak sekilde hayvanlarin pengelerine sok verildi. Ayni test bir
giin sonra tekrar yapildi. Deney hayvanlarinin yine karanlik bolmeye gecis siireleri

kaydedildi ve eger gecis olmazsa test 5 dakika sonra sonlandirildi. Bu test diizenegi ile
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ikinci giin 5 dakika boyunca karanlik bdlmeye gecmeyen siganlarda 6grenmenin
bozulmadigi gosterilmis oldu. Karanlik bolmeye gecen hayvanlar ise bir giin 6nce hangi
tarafta elektrosok aldiklarin1 unutarak soka maruz kalmiglardir ve dolayisiyla bu
siganlarda da 6grenmenin bozulmus oldugu gosterilmis oldu.

3.2.2.2. Morris’in Su Tanki Testi

1,5 metre ¢apa ve yarim metre yiikseklige sahip yuvarlak ylizme tanki yaklagik
35 cm yiikseklige kadar suyla dolduruldu. Su daha sonra siyah platformun
gbziikmemesi i¢in pigment boyasiyla siyaha boyandi. Bu boya suyu siyaha boyarken
sicanlar1 herhangi bir sekilde boyamamaktadir. Suyun sicakligi yiizme tankinin alt
kisminda yer alan sabit 1siticilar vasitasiyla 25 °C’ ye sabitlendi. Tank teorik olarak 4
esit parcaya boliindii. Bu boliimler yonlere gére kuzeydogu, kuzeybati, glineydogu ve
giineybati olmak iizere isimlendirildi. Her bir kenar1 12,5 cm olan kare seklinde
platform suyun yaklasik 1 cm altinda kalacak sekilde yiizme tankinin kuzeybati
boliimiine yetlestirildi. Tankin {i¢ kdsesine farkli renklere ve geometrik sekillere sahip
kartonlar yerlestirildi. Dordiincii kosede ise arastirmact her giin yerini aldi. Biitlin
sicanlar glinde 4 kez olacak sekilde 4 giin boyunca ylizdiiriildii. Her giin i¢in siganlar
dort farkli noktadan sirayla su tankina birakildi ve platformu bulana kadar gegen siireler
kaydedildi. 90 saniye sonunda platformu bulamazsa deney sonlandirildi. Platformu
bulamayan siganlar platformun {stiine elle yerlestirildi ve yaklasik 20 saniye burada
bekletildi. Ilk 4 giin boyunca tiim sicanlarin platformu bulma siireleri saniye olarak
kaydedildi. Deneyin besinci giinii ise sicanlar platform kaldirmis olan su havuzuna
birakildi ve 4 giin boyunca ayni noktada kalmis platformun bulundugu ceyrekte ne

kadar stire gegirdikleri kaydedildi.
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3.2.3. In Vivo Voltametri

Voltametri testleri i¢in gerekli olan mikroelektrotlar Quanteon LLC,
Nicholasville KY USA ‘dan satin alindi. Her bir elektrot deney 6ncesi kalibre edilerek
calisma yapmak i¢in uygunlugu test edildi. Kalibrasyon testini basariyla gecen
elektrotlar deneye alindi.

Kalibrasyon:

Kalibrasyon deneyi oOncesinde hazirlik asamasi olarak satin alinmis olan
elektrotlar 37°C’de sicakligi sabit hale getirilmis 40 mililitre hacminde 0.05 M
konsantrasyonda PBS soliisyonu igerisinde yarist soliisyonun i¢inde olacak bigimde en
az 1 saat bekletildikten sonra kalibrasyon deneyi basladi. Deneyin ilk asamasinda
Ag/AgCI referans elektrodu hazirlamis oldugumuz soliisyonun igine yerlestirildi.
Bilgisayarli sensor teknoloji (Fast Analitical Sensor Technology, Quanteon L.L.C,
FAST-16) sistemine deneye ait baslangi¢ verileri girildikten sonra, mikroelektrotun
kayit bolgesine sistem araciligiyla +0.7 V voltaj uygulandi. 4 kanalli elektrotun her bir
kanalindan gelen elektrokimyasal bilgiler bize FAST sistemi araciligiyla data olarak
sunulur. Bu 4 kanalin ikisi glutamat oksidaz ile kapl olup diger ikisi referans olarak
kullanilmak tizere sadece nafyon kaplidirlar. Kalibrasyon islemine baslanmasini takiben
akimin sabit bir baseline degerine ulagsmasi igin beklendi. (en az 10,15 dakika olmak
kaydiyla). Baseline degeri sabit bir degere ulastiktan sonra bilgisayar ekraninda yer alan
baseline tusu aracilifiyla baseline degeri sisteme girildi. Bu islemi takiben 500 pl
hacimde, 20 mM konsntrasyonda AA (interferent), beherde son konsantrasyon 250 uM
olmak tizere eklendi. Bu islemi takiben baseline tekrar sabitlesince interferent’i gosteren
tusa basilarak interferent icin gerekli deger sisteme verilmis oldu. Sonrasinda en az ii¢
kez 40 ul hacimde, 20 mM L-glutamat, beherde son konsantrasyon sirasiyla 20, 40 ve

60 mM glutamat olmak iizere eklendi. Analitimizi biitiin ilavelerden sonra kaydettik.
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Daha sonra Kkalibrasyon deneyi sonlandirildi. Bilgisayarda kalibrasyon verileri
kaydedildi.

Cam pipet hazirlanmasi ve mikroelektrota eklenmesi:

Kalibrasyonlar tamamlandiktan sonra sonuglart kontrol edildi. Istenilen
selektivite ve sensitivite degerlerine sahip mikroelektrotlara glutamat mikroenjeksiyonu
yapabilmek amaciyla cam bir mikropipet eklendi. Vertikal pipet ¢ekici vasitasiyla dis
capt 1 mm, i¢ ¢ap1 0.6 mm olan mikropipetler hazirlandi. Mikroskopun yardimiyla
mikropipetlerin ucu 12—15 mikrometre ¢apinda olacak sekilde ve siganlarin beyninde
kontroliimiiz disinda ilag akintis1 olmasin1 engellemek ve yergekimine karsi ilacin
bosalmasini engellemek icin yeterli ylizey gerilimine sahip olabilmesi i¢in diiz bir
sekilde kirilarak hazirlandi. Cam mikropipet mikroelektrot kayit bolgelerinin tam
ortasina gelecek bicimde pozisyonlandirildi ve mum ve macun araciliiyla sabitlendi.
Camin ucu mikroelektrot yiizeyine dokundurulmadan platin kayit bolgesine 30-40
mikrometre mesafede birakildi. Onceden hazirlanmis 200 mM konsantrasyondaki
glutamat soliisyonu 1 ml lik tiiberkiilin ignesine ¢ekildi. Ucuna 30 nolu hipodermik igne
takildi. Bu igne cam pipetin i¢ine sokuldu ve doldurularak mikroelektrot beyine
implante edilmeden basing injeksiyonu ile test edildi.

Ag/AgCl Referans elektrodu hazirlanmasi:

Hayvan beynine girerken normal Ag/AgCl referans elektrodu biiyiik olacagi icin
bunun yerine minyatiir bir Ag/AgCl referans elektrodu hazirlandi. Bunun i¢in glimiis
kablo her iki ucundan soyuldu. Sonrasonda bir tarafi NaCl ile yogun sekilde muamele
edilmis 1 M konsantrastyonda HCI igerisine yerlestirildi. 9 volt DC adaptor kullanilarak
diger ucuna potansiyel uygulandi. Bu akim kloru kablo ile birlestirdi ve AgCl olustu.

Elektrik potansiyeli yaklasik 5-10 dakika siireyle uygulandi. Sonrasinda kullanima hazir
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hale gelen Ag/AgCl referans elektrodu deneye alinana kadar yogun tuz soliisyonu
i¢cerisinde bekletildi.

Mikroelektrotun Deney Hayvanina Yerlestirilmesi

Sicanlar 25 mg/kg dozunda i.p. Tiyopental enjeksiyonunu takiben stereotaksi
cihazina yerlestirildi ve kafalar1 sabitlendi. Deney sliresince siganlarin viicut 1sisini1 sabit
tutmak amaciyla altlarina 1sitict petler yerlestirildi. Kafasinin {istiindeki tiiyleri
tiraglandiktan sonra cilt cerrahi insizyonla kesilip saga ve sola agilarak bregma ortaya
cikarildi. Beyin atlasindan elde edilen koordinatlar araciligi ile mikroelektrotun
yerlestirilmesi gereken noktadaki kafa kemigi, beyine zarar vermeden -elektrikli
matkapla (Foredom 1/6 HP Series SR flexible shaft power tools) 107 nolu delici ile
delindi. Ag/AgCl referans elektrodu igin agilan kiigiik g¢ukura dis sementiyle
sabitlestirildi. Paxinos ve Watson’un stereotaksik sican beyin atlasina gore elektrodun
konulmas1 gereken bolge tespit edildi. Pikospritzer, cam mikropipetlere ilistirildi.
Yiiksek basinca sahip injeksiyon ile implantasyon 6ncesinde kontrol yapildi. Kontrol
sonras1t mikroelektrotu istenen beyin bolgesine indirmek ig¢in stereotaksik cihaza
birlestirilmis mikromanipiilatér kullanildi ve uygun koordinata elektrot yerlestirildi.
Hipokampus i¢in koordinat olarak (2,5/2,5-4/2,2-3,8), serebral korteks igin (2,5/-
1,9/0,6-6,9) kullanildi. Her bir mikroelektrota ait kalibrasyon verileri FAST sistemi
tizerinden tekrar ¢agrilip, mikroelektrot sabit baseline’e ulastigi zaman glutamat geri
alim siiresi ile ilgili 6l¢iim islemlerine baslanda.

Sinyal analizi:

Glutamatin pmol basingla injeksiyonu, sinaptik araliktaki glutamat seviyesinde
yiikselmeye yol acti. Glutamatin ortamdan uzaklastirilmasi ile ilgili t80 siireleri bu
asamada kayit edildi. t80 siiresi sinaptik araliktaki glutamatin ortamdan uzaklastirilma

stresinin %80’ini ifade etmektedir.

34



Istenen &lgiimler yapilip gerekli kayitlar alindiktan sonra biitiin gruplardaki
hayvanlar yiiksek doz 50mg/kg dozunda tiopental sodium ile sakrifiye edilmistir.

3.2.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiki analizlerde SPSS versiyon 20.0 programiyla gerceklestirildi. Deneysel
caligmalarin sonuclar1 ortalama + standart sapma olacak sekilde ifade edildi. 0.05
degerinin altinda olan P degerleri, istatistiki bakimdan anlamli olarak kabul edilmistir.
Gruplar arasindaki farklarin 6nemlilik derecesiyse tek yonlii varyans analizi (ANOVA)

testi araciligiyla saptandi.

4. BULGULAR

4.1. Davrams Testi Bulgular:

Pasif Sakinma Testi Bulgulari:

Caligmamizda bu test vasitasiyla 2. giin sonuglarina gore siganlarda 6grenme ile
birlikte kisa siireli bellek degerlendirilmis oldu.
1.glin: Pasif Sakinma testine ait ilk giin sonuglar1 kontrol grubu i¢in 46,61+3,08 saniye
(sn), STZ grubu icin 41,21£2,15 sn., STZ+MEM grubu i¢in 41,66+1,71 sn. ve
STZ+SEFT grubu i¢in 41,47+1,46 sn. idi. (Sekil 4.1.) Gruplar arasinda istatistiksel

acidan anlaml farklilik gézlenmedi.
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Pasif Sakinma Testinde 1.giin sonuglari
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Sekil 4.1. Pasif sakinma testi ilk giin sonuglari. Sekildeki veriler ortalamatstandart hata
olarak gosterilmistir.

2.giin: Pasif Sakinma testinde 2. giin sonuglar1 kontrol grubu i¢in 300,00+0,00
sn.,, STZ grubu icin 63,45£2,2 sn., STZ+MEM grubu i¢in 300,00+0,00 sn. ve
STZ+SEFT grubu i¢in 294,744+12,89 sn. idi. (Sekil 4.2.) 2. giin sonuglarina gére STZ ve
kontrol gruplar1 arasindaki farklilik ve STZ+MEM ve STZ+SEFT gruplart ile STZ

grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmustur.
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Pasif Sakinma Testinde 2.giin sonuglari
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Sekil 4.2. Pasif sakinma testi ikinci giin sonuglari. Sekildeki veriler ortalamatstandart
hata olarak gosterilmistir. +, p <0.0001 Kontrol grubu ile kiyasla. *, p <0.0001 STZ
grubu ile kiyasla.

Morris’in su tanki testi sonuglart:

Calismamizda yapilan Morris’in su tanki testi sonuglari ilk dort gilin igin
platform varliginda platformu bulma siireleri ve 5. giin platform yokken platformun

onceki giinlerde bulundugu kadranda gegirilen siireler seklinde verilmistir.
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1.glin: Morris’in su tanki 1.giin test sonuglar1 kontrol grubunda 50,46+5,50 sn.,
STZ grubunda 81,64+7,12 sn., STZ+MEM grubunda 55,89+7,63 sn., ve STZ+SEFT

grubunda 54,62+6,09 sn.’dir. (Sekil 4.3.)

Water-Maze 1. giin test sonuglari
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Sekil 4.3. Morris su tanki testinin ilk giin sonuglar1. Sekildeki veriler ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir. +, p <0.0001 Kontrol grubu ile kiyasla. *, p
<0.0001 STZ grubu ile kiyasla.

2.gilin: Morris’in su tanki 2.gilin test sonuglart kontrol grubunda 26,66+2,86 sn.,
STZ grubunda 50,57+4,46 sn., STZ+MEM grubunda 26,18+3,49 sn., ve STZ+SEFT

grubunda 25,89+3,73 sn.’dir. (Sekil 4.4.)
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Water-Maze 2. giin test sonuglari
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Sekil 4.4. Morris su tanki testinin ikinci giin sonuglari. Sekildeki veriler ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir. +, p <0.0001 Kontrol grubu ile kiyasla. *, p
<0.0001 STZ grubu ile kiyasla.

3.glin: Morris’in su tanki 3.glin test sonuglar1 kontrol grubunda 23,36+2,31 sn.,

STZ grubunda 44,33+2,63 sn., STZ+MEM grubunda 17,47+1,55 sn., ve STZ+SEFT

grubunda 14,90+1,19 sn.’dir. (Sekil 4.5.)
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Water-Maze 3. giin test sonuglari
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Sekil 4.5. Morris su tanki testinin tiglincii glin sonuglari. Sekildeki veriler
ortalamazstandart hata olarak gosterilmistir. +, p <0.0001 Kontrol grubu ile kiyasla. *,
p <0.0001 STZ grubu ile kiyasla.

4.glin: Morris’in su tanki 4.giin test sonuglar1 kontrol grubunda 17,68+2.,61 sn.,

STZ grubunda 35,17£1,46 sn., STZ+MEM grubunda 13,64+1,23 sn., ve STZ+SEFT

grubunda 13,47+1,00 sn.’dir. (Sekil 4.6.)
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Water-Maze 4.giin test sonuglari
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Sekil 4.6. Morris su tanki testinin dordiincii giin sonuclari. Sekildeki veriler
ortalamaxstandart hata olarak gosterilmistir. +, p <0.0001 Kontrol grubu ile kiyasla. *,
p <0.0001 STZ grubu ile kiyasla.

5.giin: Morris’in su tanki 5.gilin platformun 6nceki giinlerde bulundugu kadranda
platform yoklugunda siganlarin gegirdikleri siire ile ilgili test sonuglari kontrol

grubunda 28,03+1,47 sn., STZ grubunda 13,4+1,45 sn., STZ+MEM grubunda

29,56+1,85 sn., ve STZ+SEFT grubunda 29,93+1,74 sn.’dir. (Sekil 4.7.)
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Water-Maze 5.glin test sonuglari
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Sekil 4.7. Morris su tanki testinin besinci giin sonuglari. Sekildeki veriler
ortalamaztstandart hata olarak gosterilmistir. +, p <0.0001 Kontrol grubu ile kiyasla. *,
p <0.0001 STZ grubu ile kiyasla.

5. giin sicaklik haritas1 6rnekleri: Her gruptan birer hayvanin son giin platform
olmadan su tankinda bulunduklar1 bolgeleri gosteren sicaklik haritalar1 asagida

gosterilmistir. (Sekil 4.8.- 4.11)

42



Sekil 4.8. Morris’in su tanki testinde 5.giinde kontrol grubuna ait bir hayvaninin
platformun 6nceki giinlerde bulundugu kuzey-bat1 bélgesinde gegirdigi siireyi gosteren
sicaklik haritasi.
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Sekil 4.9. Morris’in su tanki testinde 5.giinde STZ grubuna ait bir hayvaninin
platformun 6nceki giinlerde bulundugu kuzey-bati bolgesinde gecirdigi siireyi gosteren
sicaklik haritasi.
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tinde STZ+MEM grubuna ait bir hayvaninin platformun 6nceki giinlerde bulundugu
kuzey-bat1 bolgesinde gegirdigi siireyi gosteren sicaklik haritast.
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Sekil 4.11. Morris’in su tanki testinde 5.glinde STZ+SEFT grubuna ait bir hayvaninin
platformun 6nceki giinlerde bulundugu kuzey-bati bolgesinde gecirdigi siireyi gosteren
sicaklik haritasi.

4.2. Voltametri Bulgulan

Yapilan voltametrik Olgiimlerde sicanlarin  prefrontal korteksinde ve
hipokampiisiinde sinaptik araliga verilen glutamatin geri alim siirelerinin % 80’1 (t80)
olgtldii.
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Prefrontal korteks glutamat 6l¢ciim sonuclar::

Prefrontal korteks t80 siireleri incelendiginde STZ grubunun kontrol grubuna
istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde uzamis oldugunu tespit ettik. STZ+MEM ve
STZ+SEFT gruplar ise glutamat geri alimimi STZ grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bi¢imde kisaltmustir. (Tablo 4.1.)

Tablo 4.1. Prefrontal korteks glutamat geri alim (t80) siireleri (sn.)

Gruplar Ortalama + Standart Sapma Istatistiksel Farkhhk
Kontrol 2,95+0,40

STZ 7,69+0,68 P<0,0001 (kontrol grubuna gore)
STZ+MEM 3,18+0,39 P<0,0001 (STZ grubuna gore)
STZ+SEFT 2,09+0,31 P<0,0001 (STZ grubuna gore)

Hipokampiis glutamat dlcliim sonuclari:

Hipokampiis t80 siireleri incelendiginde STZ grubunun kontrol grubuna
istatistiksel olarak anlamli bicimde uzamis oldugunu tespit ettik. STZ+MEM ve
STZ+SEFT gruplan ise glutamat geri alinimi STZ grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml1 bigimde kisaltmistir. (Tablo 4.2.)

Tablo 4.2. Hipokampiis (Ca3) glutamat geri alim (t80) siireleri (sn.)

Gruplar Ortalama + Standart Sapma Istatistiksel Farklihk
Kontrol 2,9773+0,56

STZ 5,3333+0,72 P<0,0001 (kontrol grubuna gore)
STZ+MEM 3,7692+0,41 P<0,0001 (STZ grubuna gore)
STZ+SEFT 1,9474+0,45 P<0,0001 (STZ grubuna gore)

47



el
—
—
il
|
;
22
:
° \
=
Y
: | ]
|
g | | | | || |
0 | WWW\M | | | \ |
= |
A AL T by
0 W‘ M
5 0
0
il
0 ST I S S A
wooWw oW M W ®m W MW
Time (Seconds)

Sekil 4.12. Kontrol grubu prefrontal korteks bolgesine ait 6rnek voltametri kayitlari.

48



160

il

—
~
_—
T T

—_—
—
_—

T

==
—
T
—

Concentratiomn (Micromolar)
=21
—
T

AF

AL b il

-

ot

il

I S T N R QLIS BN u0n
Ll fi0 0 0 10 0 il

Time (Seconds)

Sekil 4.13. Kontrol grubu hipokampiis bolgesine ait drnek voltametri kayitlari.
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Sekil 4.14. STZ grubu prefrontal korteks bolgesine ait 6rnek voltametri kayitlari.
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Sekil 4.15. STZ grubu hipokampiis bolgesine ait drnek voltametri kayitlari.
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Sekil 4.16. STZ+MEM grubu prefrontal korteks bolgesine ait drnek voltametri kayitlari.
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Sekil 4.18. STZ+SEFT grubu prefrontal korteks bolgesine ait 6rnek voltametri kayztlari.
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Sekil 4.19. STZ+SEFT grubu hipokampiis bolgesine ait 6rnek voltametri kayitlari.
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5. TARTISMA

Alzheimer hastaliginin ilk tanimlanmasindan itibaren yaklasik 100 yil ge¢mis
olmasina ragmen, hastalik hakkinda bilmedigimiz hala ¢ok sey bulunmaktadir. Diinyada
yaslanan niifus arttig1 icin, Alzheimer hastalig1i teshisi konan insanlarin sayisi
artmaktadir. Yani, hastalig1 daha iyi anlamak ve daha iyi tedavi segenekleri gelistirmek
icin bir aciliyet s6z konusudur. Hastalig1 daha erken tespit etmek icin yenilik¢i tani
teknikleri gelistirmeye yonelik c¢alismalar devam etmektedir. Arastirmacilar igin,
Alzheimer hastaliginin en zorlayici yonlerinden biri, hastaligt durdurmak veya hasari
tersine ¢evirmek icin mevcut tedavi segeneginin olmamasidir. Mevcut ilaglara benzer
sekilde, kotiiye gidisat1 klinik olarak yavaslatan, ancak altta yatan hastalik siirecini
degistirmeyen ilaglar da vardir. Belki de potansiyel olarak dejeneratif siireci
durdurabilecek olan ilaglar daha heyecan verici olacaktir. AH ile ilgili yapilan tiim
calismalar halihazirda bize bu hastalikla ilgili bir ¢6ziim sunamamistir. Biz de bu
calismamizla AH i¢in yenilik¢i bir bakis acisiyla heniiz AH 'da dl¢lilmemis glutamat
geri alinim siirelerini STZ ile AH indiiklenmis sicanlarda ilk kez 6l¢gmiis bulunuyoruz.
Ayrica glutamat geri alimimini hizlandirdigini bildigimiz seftriakson ilacim1 STZ ile
indiiklenen deneysel AH hayvan modelinde ilk kez kullanarak faydali etkilerini
gozlemlemis bulunuyoruz.

Alzheimer hastalig1 sadece hastay1 degil ¢evresindeki insanlar1 da etkilemektedir.
Aile tyelerinin, o6zellikle de hastanin bakiminda dogrudan yer alanlarin yasamlari
bir¢ok agidan 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir. Hastayla birebir ilgilenen kisi i¢in hastalik
duygusal, fiziksel, mental ve finansal olarak o6nemli yiikler getirmektedir. Hasta
yakinlari, yalnizca sevdigi kiside ilerleyici bozulmaya tanik olmaz, ayn1 zamanda ortaya

cikabilecek ¢esitli belirtiler ve komplikasyonlar ile de bas etmek zorundadir.
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Biz bu calismada deneysel olarak AH modeli olusturmak i¢in STZ kullandik.

Intraserebroventikiiler STZ modeli sadece noroinflamasyonu gostermekle kalmaz, ayni

8 d 179

zamanda Tau *® ve amiloid 1" patolojilerinin yani sira AH benzeri kognitif defisitleri

180 AH'nin inflamasyon hipoteziyle uyumlu bir kronoloji ile g('jsterir.181

Siganlarda 1 veya 3 mgkg STZmin tek bir intraserebroventikiiler
enjeksiyonunun, kronik noéroinflamasyon, ventrikiillerin genislemesi ve septumun
atrofisine, ndronal hiicre sayilarinin azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Her iki
STZ yogunlugu da bu etkilere neden olur; ancak bu etkiler 3 mg/kg'de daha
belirgindir.*”® Biz de ¢alismamizda STZ ile indiiklenen AH modelinde STZ’yi 3 mg/kg
dozunda kullandik. Yapmis oldugumuz davranis testleriyle 6grenme ve bellegin STZ
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bigimde bozulmus
oldugunu tespit ettik. Ayrica yaptigimiz voltametrik 6l¢iimler ile glutamat geri alinim
stiresinin STZ grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bigimde
uzamis oldugunu tespit ettik. STZ ile indiiklenen AH modelinde glutamat geri alinim
stiresinin uzadigi ilk kez bu ¢alismayla gdsterilmis oldu.

Glutamat memeli beyninde oOnemli bir ndrotransmitterdir. Glutamat beyin

gelisiminde, sinir iletimi, sinaptik plastisite ve norotoksitede ©nemli roller

182, 183 184, 185

oynamaktadir; Glutamat, iskemi , sizofreni , epilepsi 1%, Alzheimer hastaligi

187-189 190, 191

ve Parkinson hastalif1 gibi  norolojik  bozukluklarla da
iliskilendirilmektedir. Dahasi, beyin hasari 192,193 4a glutamat diizeylerini artirabilir. Bu
nedenle, sinir iletimindeki O©nemlerinden dolayi, etkilenen beyindeki glutamat
konsantrasyon diizeylerini belirlemek ¢ok Onemlidir. Son kesifler, merkezi sinir

sistemindeki (CNS) glutamaterjik sinir iletimine, ndronlar ve astrositler arasindaki

dinamik bir etkilesimin aracilik ettigini gostermistir. Bdylece, eksitotoksisiteyi
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tetikleyen glutamat konsantrasyonunu kontrol etmek i¢in karmasik bir sistem
gereklidir.**

Beyinde in vivo glutamat seviyelerini 6l¢mek i¢in kullanilabilecek iki yontem
bulunmaktadir. Birisi mikrodiyaliz, digeri ise voltametridir. Biz bu ¢alismada glutamat
geri alimim siirelerini tespit etmek amaciyla voltametri yontemini kullandik.

Mikrodiyalizin yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, bu alanda yapilan ¢ok
sayida arastirma, problarin beyin dokulari {lizerindeki olumsuz etkilerine dikkat
cekmektedir. Mikrodiyalizde kullanilan yaklasik 300 pm c¢apinda olan problar,
hiicrelere (noronlar ve glia, 5-100 pum), kilcal kan damarlarina (8-10 um) kiyasla
oldukga biiyiiktiir. Bu durum problarin implante edilmesinin dokuya zarar verebilecegi
endisesine sebep olmustur. Hem 151k hem de elektron mikroskopisi ile yapilan
histokimyasal c¢aligmalar, mikrodiyaliz problarmmin yakinindaki dokularin travmatik
yaralanma belirtileri gosterdigini ve bu nedenle noérotransmitter Olgiimlerindeki
dengesizligin problar implante edildiginde ortaya ¢ikabilecek hasarlardan

1% Beynin travmatik yaralanmasi,

kaynaklanabilecegini  diisiindiirmektedir.'®
yaralanma gerceklestikten sonra saatler, giinler ve haftalar siiren ardigik agamalarda
ortaya ¢ikan, yabanci cisim reaksiyonu olarak bilinen bir dizi olay1 baslatir.
Mikrodiyaliz pikomolar diizeylerde o6lglime imkan verebilmesi yoniiyle
voltametriye {stiin gibi goziikse de norotransmitterler gibi 20-50nM’dan yiiksek
konsantrasyondaki maddelerin 6l¢iimii igin bir avantaj olusturmamaktadir. Mikrodiyaliz
sonuglarinin, prob implantasyonundan sonra gecen zaman araligina bagl oldugu fikri
genis Ol¢iide kabul gérmiistiir. Tiim mikrodiyaliz protokolleri, deney baslatilmadan 6nce

prob yerlestirildikten sonra tutarli bir bekleme siiresine sahiptir.*****® Mikrodiyaliz 1-20

dakikada bir 6rnegi analiz edebilmektedir.
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Voltametri metodunda kullanilan platinyum mikroelektrotlar, ideal kimyasal
sensorlerdir, ¢linkli kimyasal degisikliklerin hizli 61¢timlenmesine izin verirler. Bu diger
yontemlere kiyasla ¢ok daha iyi zamansal ¢6ziiniirliik saglamaktadir ki glutamat gibi
sinaptik araliga saniyeler i¢ersinde salinip geri alinan norotransmitterler hakkinda bilgi
elde edilebilmesi i¢in bdyle bir teknik kullanilmasi zorunludur. Bu mikroelektrotlar
diisiik analit konsantrasyonlarinin bile tespit edilmesine imkan saglamasi sebebiyle
yiiksek hassasiyet ve secicilik degerlerine sahiptirler. Cagimizin hizli gelisen 6nemli
tekniklerinden biri olan in vivo voltametri teknigi, kiiclik mikroelektrotlar araciligiyla
norotransmitter analizine imkan vermesiyle deneysel girisim sonrasi dokularda herhangi
bir patolojiye sebebiyet vermemektedir. Ayrica mikrodiyalize kiyasla daha spesifik
beyin bolgelerine girilibilmekte ve prob kiiciikliigii nedeniyle homojen tek bir beyin
bolgesinden kayit alinabilmekte ve daha detayli ve saniye bazli bilgi elde edilmesine
olanak saglamasi yoniiyle in vivo voltametri 6zellikle ndrodejeneratif beyin hastaliklar:
basta olmak {izere tiim santral sinir sistemi hastaliklarinda norotansmitter analizinde en
yenilik¢i yontemlerden biridir. Elektrotlarin {istiinde var olan kimyasal bariyerler
seciciligi artirarak beyinde sadece istedigimiz norotransmitteri Olgmemize olanak
saglamaktadir. Biz de calismamizda AH ile iliskili olan prefrontal korteks ve
hipokampiis bdlgelerinde homojen Ol¢lim yapabilmek amaciyla yani mikroelektrot
tizerindeki 4 kayit bolgesinin de ayni beyin bolgesinde bulunmasini saglamak amaciyla
koordinatlar1 belirlerken bu beyin bolgelerinin en orta kistmlarimi sectik.

AH siirecinin baslangicinda, kortikal ve hipokampal sinaps yogunlugu 6nemli
6lgiide azalir. Bu sinaps kaybi, hafiza zayifliklariyla giiglii bir korelasyona sahiptir.*?
Yapilan birka¢ calisma, AH beyinlerinde glutamat taginim fonksiyonunun Onemli
Ol¢iide azaldigin1 géstermistir. Bu diisiis, sinaps kayb1 ve ndronal 6liim ile korelasyon

7, 8, 199-201

gosterir. Azalmis glutamat tagima fonksiyonunun, AH beyinlerinde azalmig
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EAAT2 protein ekspresyonu ile iliskili oldugu bulunmustur.® ° AH'da EAAT2
kaybinin altinda yatan mekanizma belirsizdir. Bu kaybin EAAT2 mRNA's1 azalmadigi
icin transkripsiyon sonrasi seviyedeki bozulmalardan kaynaklandigi gt')rl'ilmektedir.8
EAAT2'nin AH beyinlerinde lipid peroksidasyon {irlinii olan 4-hidroksi-2-nonenal ile
oksidatif olarak modifiye edildigi gosterilmistir.’%> EAAT2 proteinlerinin oksidatif
hasar1 bozulmasina ve islev kaybina neden olabilir. Buna ek olarak, AH'da ortaya ¢iktig1
bilinen bir kolestrol metabolizmasi rahatsizliginin, membran kolesterol seviyelerinin
azalmasina neden olabilecegini gosterdi. Bu azalma, EAAT2'nin plazma
membranindaki lipid y1gin mikrodomanlarindan ayrilmasina ve sonug olarak EAAT2 ve
glutamat tasima fonksiyonunun kaybolmasina neden olur,20% 204

In vivo glutamat geri almimi inhibisyonu iizerine yapilan birgok c¢alisma,
bozulmus glutamat tasima fonksiyonunun ndronal Oliimle sonuglanabilecegini
gostermektedir. Bir glutamat geri alinim Onleyici, DL-treo-p-hidroksiaspartatin sigcan
striatumuna enjekte edilmesi noronal dejenerasyona neden oldugu gt')sterilmistir.zo5 DL-
treo-B-hidroksiaspartat ile glutamat taginiminin kronik olarak inhibisyonu, glutamat-
reseptor antagonistleri tarafindan Onlenebilen yavas noronal Sliimle sonuglanir.?%
Glutamat tasima inhibitorii dihidrokainatin intrahippokampal enjeksiyonlar1 ndronal
hasar olusturur. Bu etki glutamat reseptdr antagonistleri tarafindan 6nlenebilir. 207

Bu sonuglar, EAAT2'nin kaybinin bir AH'da patogeneze katkida bulundugunu ve
artan EAAT2 ekspresyonu ile arttirllmig glutamat aliminin AH icin potansiyel bir
terapOtik strateji olabilecegini diistindliirmektedir.

Her ne kadar yapilmis bir manyetik rezonans spektroskopi calismasinda 30

hastanin beyinleri incelenmis ve beyinde glutamat miktarinin azalmis oldugu gosterilse

de *® bizim sonuglarimiza gére STZ grubunda tespit ettigimiz uzams glutamat geri
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alimim siiresi AH’da glutamat transportdrlerindeki azalmadan kaynaklandigini
diistindiirmektedir.

2015 yilinda yapilan bir ¢aligmayla seftriaksonun AH modeli olusturulmus ti¢li
transjenik si¢anlarda faydali oldugu gt')sterilmistir.208 Biz ¢alismamizda bu ¢alismadan
farkli olarak seftriaksonun etkilerini STZ ile indiiklenmis AH modelinde ilk kez
gostermis olduk ve ayrica seftriakson tedavisi alan grupta glutamat geri alinim siiresini
saniye bazli olarak ilk defa gostermis olduk. Calismamizda seftriakson kullanilan tedavi
grubunda hem davranis testleri hem de glutamat geri alinim parametreleri tizerinde STZ
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde tedavi edici etki gézlemledik. Ancak
seftriaksonun sistemik uygulamay1 takiben GLT-1 (EAAT2) aktivitesini artirdigi
konusunda yaygin bir kabul olmasina ragmen seftriaksonun MSS hastaliklarinda aktif
bir terapotik olarak yalnizca sinirhi faydali olabilecegi konusunda artan bir endise
mevcuttur. Endise, klinik dncesi arastirmalardan elde edilen etkinlige dayanmamaktadir.
Aslinda, seftriakson, glutamat islevinde bozulmay1 igeren MSS hastaliklarinin bir takim
hayvan modellerinde etkililik gosterdi. Endise nispeten yiiksek dozda seftriakson
kullanimi ile iligkili olumsuz etkilerden kaynaklanmaktadir. Periferik uygulamay:
takiben GLT-1 tasiyici aktivitesini arttirmak i¢in gerekli standart seftriakson dozu
sicanlarda ve farelerde 200 mg/kg'dir. Farmakokinetik sonuglar, 200 mg/kg
seftriaksonun intraperitoneal olarak verilmesinin, antibiyotik MSS
konsantrasyonlarinin, GLT-1 ekspresyonunu (3.5 mM) arttirmak i¢in yeterli oldugunu
ortaya koymaktadir. Insanlara uyarlandiginda bu doz 200 mg/kg, tipik bir yetiskin hasta
icin giinde yaklasik 13 g'dir. Insanlara bir antibiyotik olarak verilen maksimum
seftriakson dozu gilinde 2 g'dir. Seftriakson dozunda bir sicanla kiyaslandiginda
glutamat calismalarindaki seftriakson plazma seviyeleri, insanlarda terapdtik dozun

ulastig1 seviyelerden acgikca daha fazladir. Seftriakson, genellikle insanlar tarafindan iyi
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tolere edilir. En sik goriilen yan etkiler ishal, bas agrisi, hematolojik etkiler (eozinofili,
trombositoz ve 16kopeni) ve asir1 duyarliliktir. Sorun, GLT-1 tasiyicilarini aktive etmek
icin gereken seftriakson dozunun (200 mg/kg), normalde bir antibiyotik olarak verilen
dozdan bes ile alti misli daha yiliksek olmasidir. Bu nedenle MSS hastaliklar1 i¢in
seftriakson tedavisi alan hastalarda yiiksek dozlarin bilinen yan etkilerin sikligini,
stiresini ve siddetini arttirmasi ve diisiik dozlarda belirgin olmayan yeni advers etkiler
tiretmesi miimkiindiir.

MSS aktivitesi icin yiiksek dozda seftriaksonun gerekliliginin temel nedeni,
bilesigin sinirl kan-beyin bariyer penetrasyonudur. Menenjitli hastalarda seftriaksonun
zayif beyin penetrasyonu bir problem degildir. Ciinkii menenjitte olusan enfeksiyon kan
beyin bariyerinin permeabilitesini artirir ve seftriaksonun merkezi sinir sistemine
kolaylikla ulasmasini saglar.’”® Bununla birlikte, saglam kan-beyin bariyeri olan
hastalarda beyine yeterli dozlarda seftriakson girmesini saglamak icin yiiksek dozda
seftriakson uygulanmalidir. Halihazirda sablon olarak ana molekiil seftriaksonu
kullanarak, GLT-1 aktivitesini koruyan, ancak daha 1iyi kan-beyin bariyeri
penetrabilitesi gibi gelismis fiziksel-kimyasal 0Ozellikleri sergileyen beta laktam
bilesiklerini sentezlemek i¢in calismalar devam etmektedir. 1> Optimal ve en hasta
dostu beta laktam bilesigi ise, sadece GLT-1 aktivitesi ve MSS etkinligi sergilemekle
kalmamal1 ayn1 zamanda oral yolla kullanilabilmeli, antibakteriyel aktiviteden yoksun
ve seftriaksondan daha etkili olmalidir.

Memantin, yarismali olmayan bir NMDA reseptor antagonistidir ve bu nedenle

2l Memantin,

etkisi glutamatn  NMDA reseptdriiniin ~ aktivasyonuna dayanir.t
eksototoksisiteden kaynaklanan hasarlar1 Onlemekle birlikte, diisik dozlarda

verildiginde fizyolojik glutamat aktivitesinin korunmasina izin verir. 126 Memantin

uygulamasinin siganlarda GLT 1 ekspresyonlarmi arttirdigini gosteren c¢alismalar
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mevcuttur. Biz de ¢alismamizda memantin tedavisi verilen siganlarin glutamat geri
alinim stirelerinin STZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bicimde kisalmis
oldugunu gosterdik. Yaptigimiz ¢alismada memantin STZ grubuna kiyasla glutamat
geri alimmmimi hizlandirmis olsa da seftriakson grubu kadar hizlandiramamis ancak
kontrol grubundaki glutamat geri alinim siirelerine yaklastirabilmistir. Bu calismayla
AH tedavisinde rutin olarak kullanilmakta olan memantinin glutamat geri alinimi
tizerindeki etkilerini saniye bazli 6l¢lim yaparak gosterdik.

Yapilan davranis testlerine gére STZ grubunda kontrol grubuna kiyasla 6grenme
ve bellek istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde bozulmus olarak bulundu. AH
tedavisinde rutin olarak kullanilmakta olan memantin tedavisi uygulanan grupta
O0grenme ve bellegin diizeldigini ve kontrol grubuna yaklastigini tespit ettik. Yine
seftriakson uyguladigimiz tedavi grubunda da memantin grubuna benzer sekilde
O0grenme ve bellegin istatistiksel olarak anlamli bicimde diizeldigini gosterdik. Bu
sonuclar bize AH tedavisinde EAAT2 aktivatorii ilaglarin ileride rutin tedaviye
girebilecegini gostermektedir.

Tiim sonuglar 15181nda yaptigimiz bu deneyle glutamat ve Alzheimer arasinda bir
iliski oldugunu saniye bazli Ol¢limler yaparak ilk kez gostermis olduk ve yine
Alzheimer tedavisinde kullanilan memantinin glutamat geri alim parametrelerini
diizelttigini i1lk kez gostermis olduk. Ayrica glutamat tasiyicilarimi hizlandirdig:
gosterilmis olan seftriaksonun hayvanlarda olusturulmus Alzheimer hastaligt modelinde

faydali oldugunu gosterdik.

63



6. SONUC VE ONERILER

Diinya genelinde beklenen Omriin uzamasina baglh olarak gittikce daha sik
karsimiza ¢ikmakta olan hastaliklarin basinda gelen AH, halen diinya genelinde daha iyi
anlagilmaya muhta¢ olup bu hastalifa yeni tedavi oOnerileri sunularak mevcut tedavi
imkanlarinin gelistirilmesi gerekmektedir. Biz de bu calismayla AH’ya farkli bir bakis
acist ile yaklagmayi, hastaligin altinda yatmasi muhtemel mekanizmalar1 sorgulamay1
ve bu mekanizmalar1 hedef alan yenilik¢i tedavi yontemleri ile bu hastaliga yeni tedavi
Onerisi sunabilmeyi amagladik.

Yaptigimiz ¢alisma incelendiginde glutamat ve AH arasinda bir iliski oldugunu
saniye bazli 6lgtimler yaparak ilk kez gostermis olduk ve yine Alzheimer tedavisinde
kullanilan memantinin glutamat geri alim parametrelerini diizelttigini ilk kez gostermis
olduk. Ayrica glutamat tasiyicilarini hizlandirdig: bilinen seftriaksonun hayvanlarda
olusturulmus Alzheimer hastalig1 modelinde faydali oldugunu gosterdik.

lleride yapilacak calismalar ile glutamat ve AH arasindaki iliskiye dayali yeni
tedavi modaliteleri gelistirilmesinin de Oniinii agmaya aday olan bu ¢alisma, konuya
giincel ve derinden yaklasimiyla heniiz tedavi olanagi bulunmayan AH tedavisinde
aragtirmacilar i¢in yeni hedefler belirlenmesine ve hastaligin daha iyi anlagilmasina

yardimci olacaktir.
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Dekanliginin Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuarinda yiiriitilecek olan “Deneysel Alzheimer
Modeli Olusturulmus Siganlarda Glutamat Geri Almim Parametre Degisimi ve Yeni Tedavi
Onerileri” baglhkhi arastrma tezi ahsmasi, Atatiick Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulumuzun 16.04.2015 tarih ve 4 sayih Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru
Formu ve ekli belgeleri, gerekge, amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve asagiya
¢ikanlan 77 no’lu karan ile sdzkonusu arastirma tezi galismasiin yiiriitiilmesinin etik kurallarina
uygun olduguna meveut oy birligiyle karar verilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.

)

KOLT NLIC Prof. Dr. Dervis OZDEMIR
i ?ILAFTKKOLTEsn DEKANLIGI

¢ Eﬂo jnﬁx:_.___.
::rlh 1 3lect0lS

——
Towya

Toplant: Tarihi : 16.04.2015
Toplant: Sayis1 : 4
KARARNO  : 77- Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhg1, Tibbi F akoloji Anabilim Daly
Ogretim fiyesi Prof.Dr.Ahmet HACIMUFTUOGLU nun yiriiticiligiinde, Atatirk Universitesi Tip
Fakilltesi Dekanhginin Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuarinda yiriitilecek olan “Deneysel
Alzheimer Modeli Olusturulmus Siganlarda Glutamat Geri Ahmim Parametre Degisimi ve Yeni
Tedavi Onerileri™ baslikli arastrma tezi galigmasi ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanhginin 09.04.2015
tarih ve 42190979-01-02/1634 sayih yazisi ile ekleri goriistldi.

Yapilan goriismelerden sonra; adi gegen arastirma tezi calismasinin yiiriitiilmesinin, etik
kurallarina uygun oldugunun, meveut oy birligi ile kabuliine; (Yénetmeligin 8.maddesinin 8h bendi
geregince, Prof.Dr.Ahmet HACIMUFTUOGLU, giriismeye katilmadi ve oy kullanmady). karar

w \\:‘:’ verildi.
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