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1. OZET

Alzheimer geri doniisiimsiiz ve ilerleyici hafiza kaybimi takiben tam demansla
karakterize norodejenaratif bir bozukluktur. Yaslanmayla insanlarda en sik goriilen

demans formudur.

Bu c¢alismada siganlarda intraserebroventrikiiler (i.c.v) streptozotosin (STZ) ile
olusturulmus Alzheimer modelinde agmatinin 6grenme ve bellek fonksiyonlarina
etkisi ve bu etkinin oksidatif hasar ac¢isindan mekanizmasi aragtirilmstir.
Calismamizda Sprague-Dawley erkek sicanlar kullanilmis, kontrol, sham opere, STZ
ve STZ+Agmatin olmak iizere 4 gruba ayrilmislardir. Alzheimer modeli olusturmak
icin stereotaksik yontem ile sigcanlara i.c.v olarak bilateral STZ 3 mg/kg dozda 48
saat arayla 2 defa uygulanmis ve ilk uygulamay1 takiben 14 giin beklenmistir. On
besinci giinde sirasiyla pasif sakinma ve Morris'in su tanki testleri ile 6grenme ve
bellek fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Ogrenmesinin bozuldugu gdsterilen
sicanlara 7 gilin boyunca giinde 2 defa 40mg/kg dozda agmatin intraperitoneal (i.p.)
olarak uygulanmis ve takiben aymi testler tekrarlanmistir. Tiim gruplar davranis
testleri bittikten sonra (21. giinde) dekapite edilerek beyin dokulari toplanmis ve
oksidatif hasar1 degerlendirmek i¢in malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH)

seviyeleri ve myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi dl¢limleri yapilmistir.

Intraserebroventrikiiler STZ ile olusturulmus Alzheimer modelinde dgrenme ve
bellek fonksiyonlarinda belirgin bozulma oldugu ve bu bozulmaya oksidatif hasarin
eslik ettigi gosterilmistir. Agmatin tedavisi ile hem kognitif fonksiyon testlerinde
hem de paralel olarak oksidatif hasarda azalma gdsterilmistir. Bu bulgulara
dayanarak agmatinin Alzheimer etyopatogenezinde Onemli bir diizenleyici

olabilecegi diislinlilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Agmatin, Alzheimer hastahig, intraserebroventikiiler

streptozotosin, oksidatif hasar, 6grenme ve bellek



2. SUMMARY

Effects of Agmatine in Experimental Alzheimer Model

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disorder -characterized by
progressive loss of memory followed by complete dementia. Furthermore it is the

commonest form of dementia affecting older people.

In this study we investigated the effect of agmatine on learning and memory
functions and on the mechanism of this effect against oxidative damage in
intracerebroventricular (i.c.v) streptozotocin (STZ) model of Alzheimer’s disease in
rats. We used Sprague-Dawley male rats and diveded them into 4 groups: naive
control, sham operated, STZ and STZ+Agmatine. Rats were injected twice bilaterally
i.c.v STZ (3mg/kg) on day 1 and 3 stereotaxically to induce experimental
Alzheimer’s disease. After 14 days from Ist STZ injection, learning and memory
impairment of rats were observed in passive avoidance and Morris water maze tests.
Rats that showed learning impairment were administered agmatine intraperitoneal
(i.p.) 40mg/kg twice daily for 7 days and they were again subjected to those
behavioral tests after this treatment. On the 21st day after Ist STZ injection all
groups were sacrificed by decapitation and brain tissues were collected for oxidative
damage measurement. Malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) levels and

myeloperoxidase (MPO) activity were measured for estimation of oxidative damage.

Our study showed that there’s a significant impairment in learning and memory
accompanied by oxidative damage in i.c.v. STZ model of Alzheimer’s disease.
Furthermore we demonstrated the effectiveness of agmatine in preventing the
cognitive deficits as well as the oxidative damage. Based on these findings it is
thought that agmatine can play an important role as a regulator in etiopathogenesis of

Alzheimer’ disease.

Keywords:  Agmatine, Alzheimer’s disease, intracerebroventricular

streptozotocin, learning and memory, oxidative damage



3. GIRIS VE AMAC

Ulkemiz gibi yash niifusun arttig1 iilkelerde demans onemli bir saglik
problemidir. Alzheimer hastaligi, 65 yasin iizerindeki insanlarda goriilen en yaygin
demans nedenidir (137). Su anda tahmin edilen Alzheimerli hasta sayist 26
milyondan fazla iken 2050 yilinda bu saymin 100 milyona ulasacagi
ongoriilmektedir (60). Norodejenaratif bir hastalik olan Alzheimer geri doniissiiz ve
ilerleyicidir. Hafiza kaybi, kognitif fonksiyonlarda zayiflama, giinliik aktivite
performanslarinda, konusmada ve gorsel-uzaysal algilamada bozukluklarla seyreder
(137). Amiloid beta (AP) plak ve norofibriler yaumaklar (NFY) hastaligin en 6nemli
patolojik bulgular1 olarak kabul edilir (53). Ayrica oksidatif stres (21, 105),
enflamasyon (122) ve glutamat eksitotoksisitesi (63) gibi faktorlerinde bu
norodejenerasyona katkida bulundugu distintilmektedir. Gliniimiizde hastaligin
noropatolojisi hala tam olarak aydinlatilamamigtir ve tedavisinde beklenen sonuglar
alinamamaktadir. Dolayisiyla Alzheimer patolojisinde rolii olabilecegi diisiliniilen
tiim mekanizmalara yonelik yeni tedavi arayislari siirmektedir. Bu kapsamda son
yillarda ¢ok arastirilan molekiillerden biri de nitrik oksit’dir (NO). Nitrik oksit
sentazin (NOS) inhibitorleri ile yapilan c¢alismalardan tmit verici sonuglar
alinmaktadir. Benzer sekilde eksitotoksisiteyi engellemeye yonelik olarak
glutamerjik sistem aktivitesinin baskilanmasina yonelik calismalarda 6zellikle N-

metil-D-aspartat (NMDA) antagonistleri ile alinan sonuglar dikkat ¢ekicidir.

Agmatin hem NOS inhibitéri hem de NMDA antagonistidir ve giiclii
antienflamatuvar etki potansiyeline sahiptir (6). Ayrica iskemide ve eksitotoksisitede
noron kaybini azalttigt (41, 42, 73, 107), endojen agmatin lretiminin iskemik
hasarindan sonra 20 kat arttigi gosterilmistir (37). Agmatinin iskemik hasar
tizerindeki etkisini arastiran calismalarda, primer kortikal néronlardan hazirlanan
hiicre kiiltliriinde oksijen ve glikoz mahrumiyeti ile olusturulan hasar1 6nlendigi
gosterilmigtir (156). Ayrica agmatinin, kalsiyum ile ortaya ¢ikan hiicre 6liimiinde
koruyucu etki gostermezken NMDA ile ortaya ¢ikan eksitotoksik etkiyi onledigi de
gosterilmistir (166).



Agmatinin 0grenme ve bellek fonksiyonlar1 icin Onemli olabilecegini
disiindiiren ¢alismalar yaymnlanmistir. Bir tiir sartli uyaran testinde agmatinin
o0grenme bellegi olumsuz yonde etkileyebilecegini, hatta amnezi olusturdugunu
gostermiglerdir (141). Uzaysal hafizanin degerlendirilmesinde kullanilan Morris’in
su tanki kullanilarak da benzer sonuglar elde edilmistir (95). Inhibitér sakinma testi
kullanilarak agmatinin daha once iddia edileninin aksine hatirlamay1 kolaylastirdigi
bu etkiyi alfa 2 (a,) adrenoseptdrler, imidazolin ve/veya NMDA reseptorleri ve NO
inhibisyonu gibi farkli mekanizmalar {izerinden yapabilecegi ileri stiriilmistiir (8).
Yaglanmaya bagli olarak hipokampal CAI, CA2/3 ve dentat girus bolgelerinde
agmatin diizeyleri incelenmis ve yasa bagli olarak CA4/ bolgesinde azalirken, CA42/3
ve dentat girus bolgelerinde artti1 gosterilmistir (86). Su tanki, zorunlu yilizme testi
(forced swimming test) ve kafeste tutma modeli kullanilarak agmatinin etkisinin
arastirlldigr bir diger ¢alismada ekzojen olarak verilen agmatinin uzaysal hafiza
tizerine etkisi arastirilmistir. Beynin 10 farkli bolgesinde (Hipokampal CAl, CA2/3,
dentat girus, serebellum, vestibiiler niikleus, prefrontal, entorhinal, perirhinal,
postrinal ve temporal korteks) agmatin dilizeyleri incelenmistir. Bu calismanin
sonuclarina gore su tanki yontemi gibi hayvanin uzaysal hafizasina ihtiya¢ duydugu
testlerin uygulanmasindan sonra ozellikle hipokampus (CAI1 ve dentat girus),
entorhinal korteks ve vestibiiler niikleusta agmatin diizeylerinin anlamli bir bigimde
arttig1, bu artisin zorunlu ylizmeye tabi tutulmak veya kafeste bekletilmek ile elde
edilmedigi gosterilmistir. Buna gore agmatin diizeyleri uzaysal hafiza ile iligkili
bolgelerde arttigim1 boylece agmatinin uzaysal 6grenme ve bellek proseseleri
acisindan 6nemli oldugunu sdylemislerdir (88). Bir diger calismada i.c.v olarak
infliize edilen agmatin ile su tanki, yiikseltilmig art1 labirent ve agik alan testleri
yapilmisg (85), agmatin uygulamasinin referans hafiza lizerine bir etkisi olmadan

hafizay1 giiclendirdigi (working memory) gosterilmistir (87).

Giliniimiize dek yapilmis tim bu caligmalar agmatinin 6grenme ve bellek
fonksiyonlarinin diizenlenmesi agisindan 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle agmatinin Alzheimer modelinde kognitif fonksiyonlara etkisinin

arastirilmasi planlanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Alzheimer Hastahg:

Demans iilkemiz gibi ileri yas popiilasyonun genel niifus i¢indeki oraninin
giderek arttig1 iilkelerde giin gegtikce sikligi artan 6nemli bir toplum saglig1 sorunu
haline gelmistir Demans kelimesi latince zihin anlamina gelen "mens" kelimesinden
tiiremistir ve zihnin yitirilmesi anlamina gelir. Demans kavrami bir sendroma karsilik
gelir ve biling bulaniklig1 olmaksizin basta bellek olmak iizere birden fazla kognitif
islevin giinlik yasam aktivitelerini etkileyecek derecede bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir (33). Demansa neden olan hastaliklar baslica iki ana grupta
toplanabilir. Ilk grubu olusturan hastaliklar beyinde ilerleyici hiicre hasarina ve
Olimiine neden olan norodejeneratif hastaliklardir. Alzheimer hastaligi primer
demanslar olarak tanimlanan bu grupta yer alir. Bu grupta ayrica demans tablosunun
yaninda hareketlerde yavaglama ve yiirime bozuklugu gibi Parkinson hastaligi
belirtileri ile ortaya ¢ikan Lewy cisimcikli demans ve davranigsal bulgularin 6n
planda oldugu frontotemporal demanslar yer alir. Sistemik, ndrolojik ya da
psikiyatrik bir hastalia bagli olarak ikincil nedenlerle gelisen demanslar ise
sekonder demanslar altinda smiflanir. Sekonder demanslarin en yaygin nedeni

vaskiiler demanstir (52).

Alzheimer hastalig1 65 yas lizeri bireylerde goriilen tiim demans vakalarinin %
60-65'ini olusturur ve 4. 6lim sebebidir (137). Hastaligin 5-8 yila yayilan kognitif ve
islevsel fonksiyonlarda azalmanin goriildiigii hafif-orta-agir(siddetli) 3 klinik evresi
vardir. ilk evre yakin dénem hafiza bozuklugu ile karakterizedir (39). Hafiza kaybin
takiben kognitif fonksiyonlarda zayiflama, giinliik aktivitede, konusmada ve gorsel-
uzaysal algilamada bozukluklarla seyreder (137). Patolojisinde ise AP plaklar,
NFY’ler ve noron kayb1 goriilmektedir (53). Hastaligin ayirici tanisi zordur ve ancak
otopsi yapildiginda beyin morfoloji ve histolojisindeki karakteristik patolojik
degisikliklerle hastaligin tanis1 dogrulanabilmektedir (137).



4.1.1. Tarihge

Alzheimer, hastaliginin patolojik karakteristikleri olarak kabul edilen AP plaklari
ve NFY’yi ilk defa 1906 yilinda Alois Alzheimer postmortem beyinde tanimlamistir
(Resim 1a, 1b). Oldiigiinde 51 yasinda olan hastasinda 5 y1l boyunca progresif hafiza
kaybi, haliisinasyon, deliizyon, konugsma ve davranis bozukluklar1 gozlemlemistir
(68). Bu hastaligin 1960'lara kadar ¢ok nadir bir hastalik oldugu ve sadece presenil
yas grubunda goriildiigi diisiiniilmiistiir (66).

(B)
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Resim 1. (A) Amiloid B plaklarin ve (B) NFY’lerin mikroskopik incelemede

gbriiniimi (21)
4.1.2. Epidemiyoloji

Hastaligin 65 yasindan sonra yasa paralel artis gosterdigi ve her 5 yilda bir bu
riskin ikiye katlandig1 gosterilmistir. Avrupa iilkeleri ¢apinda yapilan EURODERM
projesi kapsaminda standardize tanmi kriterleri ve epidemiyolojik yOntemler
kullanilarak Alzheimer hastaligina ait prevalans sonuglar1 elde edilmistir. Bu
sonuclara gore; 60-69 yaslar1 arasinda % 0.3, 70-79 yaslar arasinda % 3 ve 80-89
yaslar1 arasinda % 20°dir (33). Giiniimiizde tiim diinyada 26 milyondan fazla insanin
Alzheimer hastasi oldugu, 2050 yilinda bu saymin 100 milyona ulasacagi

ongoriilmektedir (60).
4.1.3. Risk faktorleri

Risk faktorleri arasinda yaslanma, yiiksek miktarda doymus yag tiiketimi,

diabetes mellitus, hipertansiyon, inme, konjestif kalp yetmezligi, kafa travmasi, atrial
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fibrilasyon, menapoz, hiperhomosistinemi, alkolizm, asir1 kilo, beyaz madde
lezyonlari, ateroskleroz, depresyon, sigara, sedanter yasam tarzi ve diisiik egitim

sayilabilir (60).
4.1.4. Genetik

Genetik acidan bakildiginda Alzheimer hastaligi ailesel ve sporadik formlari
olan heterojen bir hastaliktir (110) (Tablo 1). Alzheimer hastaliginin ailesel formu
otozomal dominanttir. ilk mutasyon 21. kromozomdaki amiloid prekiirsdr protein
(APP) geninde saptanmis ve bircok baska mutasyonu bulunmustur. Bu mutasyonlar
tim Alzheimer vakalarinin % 0.1’den azini olusturmaktadir. Ailesel vakalarin
cogundan 14.kromozomdaki presenilin 1 (PSEN1) ve 1.kromozomdaki presenilin 2
(PSEN2) gen mutasyonlarin sorumludur. Presenilin mutasyonu goriilen bireylerde
hastaligin baslama yas1 40 ile 60 arasinda degismektedir (128). Sporadik Alzheimer
hastaliginda ailesel formun tersine baslangic yasi daha gectir. On dokuzuncu
kromozomdaki apolipoprotein E (ApoE) geni ailesel form i¢in risk faktdri oldugu

gosterilmistir (110).

Tablo 1. Alzheimer hastaliginda sorumlu genler (110).

Kromozom Gen Fenotip/patoloji

Ailesel form (yas<65)

21 APP AR tiretiminde 1
14 PSENI APB42 iiretiminde 1
1 PSEN2 AP42 iiretiminde 1

Sporadik form (yas>65)

Hastalik i¢in risk faktorti,

19 i
ApoE &4 alleli AP tiretiminde?




Meta-analiz ¢aligmalar1 ApoE €4 allelinin hastalik riskini heterozigotlatda 3 kat
homozigotlarda 15 kat arttigin1 gostermistir. Ancak hala ApoE &4 allelinin hastaligin
patogenezindeki rolii tam aydinlatilamamistir.  Apolipoprotein  E’nin AP
fibrilizasyonu ve plak olusumunu yonettigi diisiiniilmektedir (16). Yeni aragtirmalara
gore ApoE &4 allelinin butirilkolinesteraz (BuChE) polimorfizmi ile sinerjik etki

gosterek hastalik riskini arttirdig1 diistiniilmektedir (24).

4.2. Alzheimer Hastaliginda Anatomik ve Patolojik Degisiklikler

Alzheimer hastaliginda nérodejeneratif siire¢ entorinal korteksin 2. tabakasinda
baslar, hipokampus, temporal korteks, frontoparietal kortekse yayilir ve en son
olarak da subkortikal ¢ekirdege gider. Bu dejenerasyondan dolayi1 entorinal korteksle
hipokampal dentat girus arasindaki baglant1 zayiflar ve zamanlarla hipokampusun
CAI, CA3 ve subikulum bodlgelerinde noronal baglant1 bozulur. Dejenerasyon daha
sonra neokortekse yayilir (110). Entorinal korteks ve hipokampus hafiza islevinin
altyapisini olusturduklarindan ilk bozulan hafiza islevi olur. Norodejenerasyon
temporal kortekse ulastifinda gorsel-uzaysal algilama bozukluklari, frontoparietal
kortekse ulastiginda ise dikkat ve yonetici islevler bozulur. Meydana gelen bu

degisiklikler Alzheimer hastaliginin seyriyle uyum gostermektedir (127).

Alzheimerli beyinde yapilan otopsi atrofi dahil olmak iizere genis alana yayilmis
birgok degisiklik goriilmesini saglamistir. Giruslarin blizildigl, sulkuslarm ve
ventrikiillerin farkedilebilir 6l¢lide genisledigi gosterilmistir. Yaslanma sirasinda
beyin kiitlesinde kiiciik bir kayip gozlenirken Alzheimerli beyinde 06zellikle
neokortekste olmak tizere sinir hiicrelerinin, sinapslarin ve dendritlerin belirgin

kaybindan dolayi kiitlesinin 1/3’iinii kaybettigi gdzlenmistir (72) (Sekil 1).
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Sekil 1. Saglikli bir bireyin ve Alzheimerli hastanin beyin kesitleri (72)

Alzheimer’de serebral glukoz metabolizmasinin hipokampus, singulat girus,
superior ve orta temporal giruslarda azaldig, frontal lobda ise arttig1 gosterilmistir.
Bu bulgunun hipokampal atrofi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Hastaligin siddeti

ile serebral glukoz metabolimasinin degisebilecegi gdsterilmistir (157).

Alzheimer hastalifinin patolojisinde AP agregasyonu ve plak olusumu, tau
hiperfosforilasyonuyla yumak olusumu, oksidatif stres, enflamasyon, ndrovaskiiler,
mitokondriyal ve sinaptik disfonksiyon, sinaps kaybi, kolinerjik innervasyon kaybi

gibi ¢esitli mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir (16, 21, 22, 53, 84, 122).

4.2.1. Amiloid p agregasyonu ve plak olusumu

Amiloid B plak amiloid agregatlarinin olusturdugu bir cekirdek, 6lii ndronlar,
mikroglia ve ApoE’den olusmaktadir (137). Amiloid P’larin asosiyatif kortikal
alanlarda kiimelendigi gosterilmistir (126). Plak sayisiyla demansin siddeti arasinda
bir korelasyon bulunmasi hastaligin patojenezinde plaklarin roliine dikkat ¢ekmistir.
Plaklarin ¢6ziiniir olmamasindan dolay1 1980’lerin ortalarina kadar protein bilesimi
tespit edilememistir. Arastirmacilar plak ¢ekirdeklerini saflagtirmay1 bagsarmislar, ana
plak bileseni AB’nin aminoasid dizisini tespit etmigler ve takiben APP genini
klonlamiglardir (16). Amiloid prekiirsor protein noronlar ve glial hiicreler tarafindan

iiretilen bir transmembranal glikoproteindir (149) ve metabolizmasi 2 farkli yoldan
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gerceklesir. Amiloidojenik olmayan yolakta a sekretaz enzimi, amiloidojenik yolakta
ise B ve gamma (y) sekretazlar yer alir. Amiloid prekiirsér proteinin ¢ogu o-
sekretazla, kalan kisim ise B-sekretazla ayrilir ve B- sekretazla ayrilmanin sonucu
olusan C-terminal parcaciklar ise y-sekretazla ayrilir. Alfa-sekretazla ayrilmanin
tiriinleri herhangi bir beyin patolojisine sebep olmaz iken - ve y- sekretazlarla farkli
aminoasid uzunluklarina sahip Af’lar olusmaktadir (Sekil 2). Amiloid 40 ve APB42
en yaygin goriilen formdur. Her iki formda toksik olmasina ragmen AP42’nin
¢oziinmedigi ve amiloid plaklarda biriktigi ve bdylece ndronal sitotoksisite nedeniyle
beyinde norodejenerasyona yol agtigr kabul edilmektedir. Amiloid p42, 2 farkh
konformasyonel formda kiimelenebilir, bunlardan biri B tabakasi yapisinda ve fibriler
halde olmayan form, digeri ise f tabakasi yapisinda fibriler formdur. Bu 3 tabakasi
yapisinda olan fibriler form sitotoksiktir ve plaklarda depolanir. Amiloid 42
baslangigta monomer halde bulunmaktadir, monomerlerin oligomerizasyonu
sirasinda oligomer, protofibril ve fibril gibi daha biiylik formlara oligomerize
olmaktadir. Oligomerizasyon sirasinda bu elementleri B tabakasi yapisinda fibriler
forma doniistiiren konformasyonel degisiklikler meydana gelmektedir. Amiloid B nin
ara lrilinleri (oligomer ve protofibril) ve olgun fibrillerin hepsi noérotoksiktir (99).
Amiloid B plaklardan AB40 ve AP42’nin protofibril ve oligomerlerinin erken
dendtrik ve sinaptik hasara dolayisiyla da noronal disfonksiyona katkida

bulundugunu gosterilmistir (154).

Hiicre digi
' Plak
APP APP'ler
i
||
B- sekretaz
/ AP
Y-sekretaz Hiicre Membrani
\n App intraseldler alan
Hiicre Igi

Sekil 2. Amiloidojenik yolakta APP metabolizmasi (99)
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Alzheimer hastaliinin sebebi i¢in en Onemli kabul edilen hipotez amiloid
kaskad hipotezidir ve beyinde Af’nin iiretimiyle yikimi arasindaki dengesizlik bu

olay1 baslatir (Sekil 3).

Allesel Alzheimer Hastaligi Sporadik Alzheimer Hastaligi

Genetik risk faktorleri: APOE £4, diger genler?
QPF ya da presenilin genlerindeki mutasyonlar ( Yaslanma ve ;ewecel risk fakdbren

AP 42 retiminds dmir boyu arti A klirensindeki bozuklukla beyindeki AB
seviyelerinin kademeli olarak artisi

AB birikimi ve oligomerizasyonu

AB oligomerlerinin sinapslar izerine etkileri ..' \

AP 42 oligomerierinin yayilmig plaklar olarak
kademeli birikimi

v

Mikroglial ve astrositik aktivasyon ile buna
eslik eden enflamatuvar yanit

'

Noronal iyonik homeostazin dedigimi ve )

— i

P

e ) =)
/A

N

oksidatif stres

!

Transmitter yetersizligi ile noronal/ndritik
disfonksiyon

Dedismis kinazifosfataz

Sekil 3. Amiloid B iiretimiyle yikimi arasindaki dengesizligin baslattigi amiloid
kaskad hipotezi (16)

/ﬁ/\f\f\/ﬁ/\/ﬁ/

Hastaligin ailesel formunda AP iiretimi artmistir, sporadik formunda ise AP
klerensi azalmigtir. Amiloid B oligomerleri direk olarak hipokampusta 6grenme ve
bellek i¢in temel mekanizma kabul edilen uzun siireli potansiyalizasyonu (long term

potentiation, LTP) inhibe edebilir ve sinaptik fonksiyonu bozabilir. Ayrica A
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agregatlarinin birikimi enflamasyona ve oksidatif strese yol agar. Dolayisiyla noronal

ve sinaptik fonksiyon bozulmasina bagli olarak kognitif bozukluklar gelisir (16).

Amiloid B’nin Alzheimer hastaliginin patogenezinde anahtar rol oynadigi
diisiiniilse de AP plaklarin hastalifin sebebi oldugu kesinlik kazanmamistir. Bu
siipheler AP plak yiikiiyle Alzheimer hastaliginda demansin ilerlemesi ve siddeti
arasinda zayif korelasyon bulunmasiyla artmistir. Norofibriler yumaklarin gelisimi

kognitif yeteneklerin diisiisiiyle daha 1yi korelasyon gostermektedir (19, 154).

4.2.2. Tau hiperfosforilasyonu ile NFY olusumu

Tau patolojisi Alzheimer hastaginin erken doneminde transentorinal bolgedeki
noronlarda baslar, hipokampus ve amigdalaya yayilir ve sonra da neokortikal
asosiyasyon alanlarina gider. Tau hiperfosforilasyonu ve yumak olusumunun
hastaliginin sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu bilinmemektedir Plaklardaki AR’ nin
tanimlanmasina paralel olarak NFY’larin anormal olarak hiperfosforile olmus tau
proteinlerinden olustugu gosterilmistir (16). Mikrotiibiil iliskili protein (microtubule
associated protein, MAP) tau, normalde diger 2 MAP (MAP1 ve MAP2) gibi
mikrotiibiillere baglanarak mikrotiibiillerin diizenine ve stabilitesine katkida bulunur.
Tau fosforilasyonu c¢oklu kinazlar ve fosfatlar arasindaki dengeyle diizenlenir.
Alzheimer hastaliginda tau hiperfosforilasyonu hiicre i¢cinde baslar ve ¢iftli helikal
flament formunda kiimelesirler. Taunun hiperfosforilasyonu, normal tau ve diger
MAP’larin mikrotiibiillere baglanmasina engel olarak mikrotiibiillerin birbirlerinden
ayrilmasina neden olur. Dolayisiyla aksonal transport bozulmasi néronal ve sinaptik

fonksiyonlar tehlikeye atar (65) (Sekil 4).
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Sekil 4. Alzheimer hastaliginda tau proteini (16)

4.2.3. Oksidatif stres

Oksidatif stres, superoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species, ROS) tarafindan biyolojik
molekiillerin agir1 oksidasyonudur. Normalde ROS’lar hiicresel metabolizmanin yan
tirtinlerdir ancak belirli kosullar altinda olusumlar1 ve detoksifikasyonlar1 arasindaki
denge bozulur. Bu durum oksidatif stres ve hiicre hasarina sebep olur. Oksijen
kullaniminin fazla olmasi nedeniyle beynin oksidatif strese duyarhiligi diger
organlara gdre fazladir. Noronlarin metabolik hizi diger beyin hiicrelerinden yaklasik
5 kat fazla oldugundan 6zellikle oksidatif strese kars1 savunmasizdir. Ayrica noronlar
ylksek miktarda ¢oklu doymamis yag asitleri igerirler. Bu yag asitleri ROS’la

etkileserek lipid peroksidasyonuna ve molekiiler yikima neden olur. Ayrica
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noronlarda sitozolik peroksitlerin eliminasyonundan sorumlu olan major antioksidan

kabul edilen glutatyon miktar1 diistiktiir (92).

Alzheimer hastaliginin baglangicinda ve ilerlemesinde oksidatif stresin 6nemli
rolii oldugu diistiniilmektedir. Hastaligini1 ilerlemesi sirasinda lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu ve DNA oksidasyonu goriiliir (21). Bir ¢alismada APP’nin asir1
eksprese edildigi farelerde beyin AP kiimelerinin oksidatif stres biyomarkorleriyle
(hem oksijenaz-1, demir, hidroksinonenal, pentosidin) kolokolize oldugu
bulunmustur (134). Bu bulgular oksidatif stres ile AP birikimi arasinda yakin bir
iligkini oldugunu diistindiirmektedir (21).

Oksidatif stres AP olusumunu ya APP seviyesini arttirarak ya da dolayl1 yoldan
B- ve y-sekretaz seviyesini, aktivitesini degistirerek etkileyebilir. Amiloid B’nin
kendisinin de oksidan etkisi vardir (105). Amiloid B agregatlart hiicre i¢ine girerek
mitokondri hasarina neden olur. Bdylece mitokondriyal elektron transport
sisteminden elektron sizintisina ve hiicre i¢i serbest radikallerin olusumuna neden
olurlar. Bu serbest radikaller membranda lipid peroksidasyonu ile ndron
membranlarinin biitiinliiglinii bozarlar. Serbest radikal olusumuna paralel olarak
kalsiyum eksitotoksisitesi artar ve bu her iki faktor sinerjistik davranarak noron
Olimiine neden olur. Bu ylizden hiicre membranint gegebilen antioksidanlarin
tedavide faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (137). Ayrica AP, ROS olusumuna ve
noronlarda oksidatif toksisiteye metal iyonlarini indirgemesiyle sebep olabilir (21).
Alzheimer hastaliindan sorumlu c¢evresel faktorlerden biri olan aluminyum
biyolojik sistemlerde oksidatif strese sebep olur. Bunun diginda aluminyum
bilesikleri oksidatif stresin sebep oldugu hiicresel hasarda lipid peroksidasyonunu
arttirir. Bu nedenden aluminyum ve aluminyum bilesikleri Alzheimer hastaligindaki
norodejenarasyona katkida bulundugu diistiniilmektedir (18). Oksidatif strese
monoamin katabolizmasinin da katkida bulunabilecegini gosteren ¢aligmalar vardir.
Otopside Alzheimerli hastalardan alinan prefrontal korteks dokusunda monoamin B
aktivitesinin anlamli olarak arttig1 gosterilmistir. Ancak ne kognitif fonksiyon ne de
plak ve NFY’lerle korelasyon gostermistir (71). Bir diger bulgu da Alzheimer
hastalig1 sirasinda oksidatif stres sonucu olusan hiicresel hasara bozulmus hiicresel

onarma mekanizmalarmin da katkisinin olmasidir. Alzheimerli hastalarin beyin
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omurilik sivisinda (BOS) DNA’daki oksidatif hasar gostergesi olan 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin seviyesinin anlamli olarak arttigi goOsterilmistir. Bu bulgu

Alzheimerli hastalarda DNA diizeyinde bir bozulma olabilecegini diisiindiirmiistiir

(21).
4.2.4. Enflamasyon

Alzheimer hastaliginin patojenezinde enflamasyonun yer aldigina dair bir goriis
birligi vardir. Buna ragmen patojenik siirecteki rolii hala tartismahidir. Yiiz y1l once
insan korteksinde biriktigi gosterilen, bugiin AP peptid oldugunu bildigimiz madde
lokal enflamatuvar reaksiyonun en iyi bilinen indiikleyicilerindendir. Giiniimiizde bu
goriis giincelligini korumakla birlikte néronlarin dejenerasyonuna ve 6liimiine yanit
olarak gelisebilecegi diisiiniilmektedir (122). Daha 6nceleri néronlarin pasif oldugu
diisiiniilse de gilinlimiizde enflamatuvar mediyatérlerin {iretiminde Onemli rolleri
oldugu, enflamatuvar reaksiyonlar: siddetlendirebildikleri ve Alzheimer hastaligina

katkida bulunduklar1 kabul edilebilmektedir (55).

Post mortem beyin incelemelerinde proinflamatuvar sitokinler ve kompleman
aktivasyon Trlinleri gibi enflamasyon mediyatdrlerinin bol miktarda bulundugu
gosterilmigtir (122). Alzheimer hastaligr ile iligkili bulunan sitokinler doniistiiriicti
bliytime faktorii B (TGF- B), timor nekrozan faktér o (TNF-a), interlokin-1, 2, 6, 10
ve 12°dir (97). Histopatoloji aktif mikroglia ve astrosit hiicrelerinin sayisinin arttigini
gosterilmigtir (122). Mikroglialar santral sinir sisteminin primer immiin efektor
hiicreleridir. Mikroglia hiicreleri saglikli durumda dinlenme fazindadir. Alzheimer
hastalig1 gibi patolojik kosullarda aktive olur ve ndrotoksisiteye katkida bulunan olan
NO, ROS ve TNF-a gibi sitokinleri salgilar. Astrositler santral sinir sisteminin
infeksiy0z ve otoimmiin hastaliklarinda rol oynarlar ve mikroglia gibi siyokin
salimiminda rol alir. Her iki hiicre tipinin hem tahrip edici hem de koruyucu rolleri
vardir (97). Astrosit ve mikroglia hiicreleri AP tarafindan aktive edilir. Dolayisiyla
AP’daki artis enflamasyonun gili¢clenmesine hiicre Oliimiiniin artmasina katkida
bulunur Bu nedenle Alzheimer hastaliginin patogenezinde sitokinlerin 6nemli rol

oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu goriis bir¢ok sitokinin hafiza olusumu i¢in anahtar rol
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oynayan hipokampal LTP’yi baskilayabildiklerinin gdsterilmesiyle de desteklenir
(55).

4.2.5. Nitrik oksit

Nitrik oksit L-argininin L-sitruline doniistiigii yolakta NOS araciligiyla ara iiriin
olarak olusmaktadir. Yarilanma oOmrii ¢ok kisa olan bir gazdir, biyolojik
membranlardan kolaylikla geger ve hiicresel mesajci olarak gorev yapar. Nitrik oksit
diisiik (fizyolojik) konsantrasyonlarda stabilitesini koruyarak fizyolojik islevlerini
yerine getirirken, yiliksek konsanrasyonlarda patolojik olaylarda yer alir (91).
Patolojik olaylardaki yeri ciftlenmemis elektron tasimasi sebebiyle serbest radikal
gibi davranmasindandir. Supeoksit anyonlar1 ile birleserek sitotoksik peroksinitrit
tiretimine neden olur. Organizmada peroksinitrit, hidroksil radikali gibi davranan
hidroksinitrite doniisiir. Peroksinitritin parcalanmasiyla yiiksek konsantrasyonlarda
nitrojen dioksit olusur. Bu reaktif nitrojen bilesikleri karbonhidratlar, amino asitler,
lipidler ve metallerle reaksiyona girerek enzim fonksiyonlarini bozar, membran
biitlinliigiine zarar vererek hasar olusturur (32). Nitrik oksit, L-argininden NOS
enzimi araciligiyla sentezlenir. Noronal dokularda bulunan néronal NOS (nNOS) ve
endotelyal hiicrelerde eksprese edilen endotelyal NOS (eNOS) yapisaldir va
aktivasyonlar1 kalsiyuma bagimlidir. Indiiklenebilir NOS (iNOS) ise pro-
enflamatuvar sitokinler ve endotoksinler tarafindan indiiklenerek olusur. Alzheimer
hastaliginda bu 3 izoformun da arttig1 gosterilmistir. Bu bulgu NO’nun Alzheimer

hastaliginin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini gdsterir (165).

Astrositlerde iNOS ve eNOS’un ekspresyonun artmasinin A plaklariin varlig
ile iligkili oldugu gosterilmistir (51). Bircok calismada AP’ nin mikroglia ve astrosit
hiicrelerinde NO {iretimini uyardig1 gosterilmistir. Alzheimer hastaliginda
mikroglialarin AB plaklarinin ¢evresinde kiimelendigi beraberinde yardimc1 T (CD4
T) hiicrelerinin aktive oldugu, interferon y (IFN-y) dahil bir¢ok sitokinin {iretiminin
arttigr gosterilmistir. Boylece aktive olan mikroglia hiicreleri iNOS aracili NO
salimiminin artmasina ve buna bagli olarak TNF-a iretilmesine neden olur.
Sitokinlerin astrositlerde ya dogrudan ya da AP aracilifiyla iNOS ekspresyonunu

indiikleyebilir. Bu degisik araglarla NO iiretiminin artmasi sonucu biiylik ihtimalle
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serbest radikal olusumuna ve hiicre Oliimiine sebebiyet verecektir. Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde hem NO hem de peroksinitrit aracili ndronal hasar
gosterilmistir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde oksidatif stresin arttig1 dolayisiyla
lipid, protein ve DNA oksidasyonun arttig1 gosterilmistir. Bu hasardan tek sorumlu
NO degildir. Nitrik oksit sentaz ekspresyonunun artmasi ve ona bagli olarak serbest
oksijen radikallerinin ve mitokondriyal hasarin olustugu bilinmektedir. Bunlarin
disinda NO enflamasyona siklooksijenaz (COX) enziminin indiiklenebilir oldugu
kabul edilen alt tipinin (COX-2) aktivitesini arttirarak da katkida bulunur.
Alzheimer’de COX-2 ekspresyonunun up regiile oldugu gosterilmistir (79).

Amiloid B’nin disinda reaktif astrositlerin hiimelendigi gosterilmistir. Alzheimer
hastalarinda ndéron kaybinin oldugu bolgelerde ozellikle entorinal korteksin 2.
tabakasinda ve hipokampusun CA4 bolgesinde olmak iizere CAI, subikulumda AP
plaklarin yaninda nNOS pozitif reaktif astrositler birlikte bulunur. Ayrica sadece AB
degil ayn1 zamanda NFY ’lerin yogun bulundugu entorinal korteks ve hipokampusta
nNOS ekspresyonunun arttigini gosteren caligmalar vardir Alzheimer hastaliginin
patogenezinde astrositik nNOS dikkati ¢ekmektedir (51). Nitrik oksidin reaktif
oksidatif o6zelliklerine bagli olarak hiicre hasar1 olusturmasi temel norotoksik
mekanizmasidir. Nitrik oksidin asir1 iiretimine yol acan bir uyarmin varligi, néron
hasarina sebep olur. Ozellikle nNOS araciligryla NO olusumuna glutamat aracilik
eder. N-metil-D-aspartat tipi glutamat reseptdrlerinin uyarilmasi hiicre igine giren
kalsiyum miktarini arttirir. Bu hiicredeki tiim enzimleri beraberinde de NOS’u aktive
eder. Dolayisiyla glutamerjik aktivitenin artmasi nNOS’un da aktive olmasina neden
olur. Artan NO ve ona bagli olarak meydana gelen hasara AP’nin olusturdugu
oksidatif hasar da eslik eder. Bu sekilde Alzheimer hastaliginin patojenezinde
glutamat eksitotoksisitesi, AP ve NO aracili toksisite birbirlerinin etkinligini

giiclendirir.

Bazal on beyin c¢ekirdeginde kolinerjik noéronlarla NOS-pozitif noronlarin
kolokalize bulundugu gosterilmistir.  Nitrik  oksidin  asetilkolinin ~ (ACh)
saliverilmesini ayarladigi calismalarla gosterilmistir. Ama bunun Alzheimer

hastaliginin patolojisine etkisi hala bilinmemektedir (79).
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4.2.6. Norovaskiiler disfonksiyon

Serebrovaskiiler ve AP plak patolojisi arasinda doniistiiriicii  patojenik
mekanizmalar olabilecegine dair bazi kanitlar vardir. Cesitli ¢alismalarda Alzheimer
ve serebrovaskiiler hastaligin es zamanli olabilece§i gostermistir. Norovaskiiler
hipoteze goére kan damarlarinda fonksiyonel bozukluk ndronlarin besin alinimini
bozarak ve beyinden A klirensini azaltarak kognitif fonksiyon kaybina katkida
bulunabilir. Bu tip serebrovaskiiler degisiklikler vaskiiler farklilasma geni MEOX-2’
nin down regiilasyonuyla baslatilabilir. Serebral mikrodamarlarin kaybi, beyin kan
akiminin azalmasi ve AB’nin beyinden disar1 atilmasinin azalmasi ile sonuglanir. Ek
olarak wvaskiiler endotelyal biiyiime faktdr geni Ozellikle de genin promotir
bolgesindeki polimorfizm hastaligin sporadik formuyla iliskili bulunmustur. Hem
insan hem de deneysel caligmalar iskemiyle olusan serebral patolojinin, APP
ekspresyonun upregiilasyonu ve AP depolanmasiyla sonuglandigini gdstermistir.
Ancak, karsit bulgular hastalifin siirecinden bagimsiz olarak es zamanli vaskiiler

patolojinin ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir (16).

4.2.7. Mitokondriyal disfonksiyon

Mitokondriyal disfonksiyonun Alzheimer hastaliginin patolojisinde dnemli bir
yeri olabilecegi diisliniilmektedir. Alzheimerli beyinde glukoz metabolizmasinin
degismesiyle uyumlu olarak mitokondri fonksiyonunun bozuldugu gosterilmistir.
Benzer durum postmortem beyin orneklerinde mitokondriyal trikarboksilik asit
dongiisii enzimlerinin aktivitesinin biiylik oranda degismesiyle de goOsterilmistir.
Elektron mikroskobik caligmalar Alzheimerli beyinde hastaliktan etkilenen alanlarda
mitokondriyal morfolojinin degistigini ve etkilenen néronlarda mitokondri sayisinin
azaldigin1  gostermistir. Ayrica NFY’lerin  olusumundan Once noronlarda
mitokondriyal DNA ve COX enzimi seviyelerinin degistigi de gosterilmistir. Bu

sebeple mitokondri anormallikleri Alzheimer hastalifinda en erken sitopatolojik

degisken olarak kabul edilir (22).

Mitokondriyal disfonksiyona AB’nin direk etkisi oldugu diisiincesi, transgenik
farelerde AP’nin mitokondriyal DNA ve proteinleri etkileyebildiginin gosterildigi
calismalarla desteklenmistir (17). Yapilan bir calismada AP mitokondriye girdiginde
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amiloid baglayici alkol dehidrojenaz (amiloid binding alcohol dehydrogenase,
ABAD) ile birlestigi ve Alzheimerli beyinde bu bilesigin varlig1 gosterilmistir (140).
Transgenik farelerde ABAD’1n asir1 ekspresyonu gosterilmistir. Amiloid B ile bu
enzimin baglanmasinin ise noronal stresi arttirdigi, Ogrenme ve bellek

fonksiyonlarini bozdugu gosterilmistir (163).
4.2.8. Sinaptik disfonksiyon ve sinaps kaybi

Alzheimer hastalifinda sinaptik disfonksiyon hastaligin erken doénemlerinde
ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin ilerlemesine bagl hafiza yetersizlikleri yeni anilarin
olusumu i¢in kritik 6neme sahip entorinal korteks ve hipokampustaki patolojik
degisiklikler sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
sinaps yogunlugu anlamli olarak azalmistir ve bu azalma kognitif yetersizlik ile plak
ya da NFY’lerden daha uyumludur. Sinaptik biitiinlik ve plastisiteki degisiklikler
Alzheimer hastaliginin patogenezinde erken fenotipik belirtidir. Ozelllikle AP
sinaptik  fonksiyonlardaki  degisikliklerin  sebebidir. Deneysel  Alzheimer
modellerinde AP plak olusumundan 6nce hipokampusta LTP ve/veya bazal sinaptik
iletim yetersizligi oldugu gosterilmistir (84). Ayrica orta siddetli Alzheimer
hastalarinda neokortikal plastisitede yetersizlik bunun da NMDA araciligiyla oldugu
gosterilmistir (11).

4.2.9. Kolinerjik innervasyon kaybi ve diger norotransmitter sistemler

Bazal ve rostral on beyin kolinerjik yolaklarinin, bilingli farkindalik, dikkat,
calisan bellek ve ek olarak bircok O0grenme ve bellek aktivitesinde Onemli
fonksiyonel rolleri vardir. Alzheimer hastalifinda bu yolaklardan 6zellikle bazal on
beyin kolinerjik yolaginda kognitif zayiflamayla uyumlu hasar ya da anormallikler
vardir. Yapilan c¢alismalardan yiiksek afiniteli kolin geri alimi, bozulmus ACh
salinimi, muskarinik ve nikotinik reseptdr ekspresyonunda yetersizlik ve

disfonksiyonel norotrofin destegi bulgulari elde edilmistir (149).

Kolinerjik yetersizlik Alzheimer hastaliginin ndropsikiyatrik tablosuna katkida
bulunur (9). Kolin asetiltranferaz (ChAT), kolin ile asetilkoenzim A arasindaki

reaksiyonu katalizleyerek ACh olusumunu saglar. Kolin asetiltranferaz aktivitesi
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kolinerjik néronlarin markorii olarak kullanilmaktadir (43). Alzheimerli beyinlerde
temporal lobta, pariatel ve frontal kortikal alanlarda ChAT aktivitesinde % 30'tan
90'a varan kayiplar ve ChAT mRNA seviyesinde yaklasik % 50 azalma
gosterilmigtir.  Kolin asetiltranferaz aktivitesindeki kayip Meynert'in  bazal
¢ekirdegindeki (NBM) kolinerjik ndronlarin 6zellikle Ch4 alt boliimlerinde sayisal
azalmayla paralellik gosterir. Postmortem caligmalarin ¢ogunda bir¢ok kortikal
alanda ChAT aktivitesiyle AP plaklarin yogunlugu arasinda belirgin fakat degisken
negatif bir korelasyon bulunmustur. Bununla birlikte ACh sentezi i¢cin ChAT hiz
kisitlayict olmadigindan ChAT aktivitesindeki azalma Alzheimer hastaligindaki
kognitif semptomlarin nedeni degil, bazal 6n beyin kolinerjik néronlarinin kaybi

sonucu oldugu diistiniilmektedir (9).

Asetilkolinesteraz (AChE), kolinerjik sinir terminallerinde ACh’yi pargalayan
ana enzimdir ve Alzheimer haataliginda AChE aktiviteleri korteks, hipokampus ve
amigdalada azalmistir. Asetilkolinesteraz enziminin beyinde dagilimi belirgin olarak
degismis, aksonlarda kismen daha az miktarda kalmistir. Enzim aktivitesi AP plak ve
NFY’de yogundur. Plak ve yumaklarin biiyiik ¢ogunlugunda hem AChE hem de
BuChE varlig1 gosterilmistir (109). Hastalik ilerledikge AChE aktivitesi azalirken
BuChE aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (23). Butirilkolinesterazin rolii ise hala tam

anlagilamamustir (151).

Kolinerjik yetersizligin Alzheimer hastaliginin erken veya ge¢ doneminde ortaya
ciktigint savunan 2 farkli goriis vardir (120). Bazi arastirmacilar son donem
Alzheimer hastalarinin hipokampus ve kortekslerinde ChAT aktivitesinin azalmig
oldugunu savunurken hafif siddetli Alzheimer hastaligi ya da hafif kognitif
yetersizlikte bu alanlarda ChAT aktivitesinde degisiklik olmadigin1 bulmuslardir. Bu
veri ciddi ChAT eksikliginin ¢ogunlukla Alzheimer hastalifinin ge¢ evresinde
goriildiigiinii diisiindiirmektedir (9). Bu goriisii destekleyen bir baska bulgu NBM’de
ChAT ve vezikiiler ACh tastyicist igeren ndronlarin, hafif kognitif bozuklugu olan
hastalarda ve erken evre Alzheimer hastalarinda kismen korundugunun
gosterilmesidir. Bir grup arastirmaci kortikal kolinerjik deaferentasyonun
yaslanmaya eslik ettigini ve bunun Alzheimer hastaligmin preklinik semptomu

olarak diisiiniilebilecegini savunmaktadir. Kortikal kolinerjik yetersizligin orta
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yaslarda basladigini ve AP seviyesindeki artis1 yakindan takip ettigini de savunurlar.
Yetmis yasindaki insanlarin {igte ikisinde kortikal AP birikintileri varken 90°l

yaslarda bu oran % 90’a ¢ikar (120).

Asetikolin 2 farkli reseptor alttipine baglanir; nikotinik ve muskarinik.
Postmortem ¢aligmalar muskarinik asetilkolin reseptér (mAChR) yogunlugunun
azaldigin1 gostermektedir. Kognisyonda yer alan mAChR ana alttipleri ACh’nin
etkilerine aracilik eden postsinaptik mukarinik (M) 1 reseptorleri ve ACh salinimini
inhibe eden presinaptik M2 reseptorleridir. Alzheimer hastalifinda M1 reseptor
yogunlugu degigsmezken hastalik siddetlendiginde M1 reseptorlerinin G proteinleri
ile kenetlenmesinin anlamli sekilde azaldig1 gosterilmistir. M1 reseptdr/G protein
kenetlenmesinde kaybin biyiikligi Alzheimer ile iligkilidir. Hastalarin frontal
kortekslerinde protein kinaz aktivitesi ve NMDA reseptor yogunlugundaki azalmayla

da korelasyon gdsterir (100).

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde neokortikal ve hipokampal alanlarda
nikotinik ACh reseptér (nAChR) baglanmasinda belirgin azalma gosterilmistir.
nAChR’ lerin a7 ve a4P2 alttiplerinde (76, 93, 153) ve presinaptik terminallerdeki
kayip ile progresif kognitif azalma iligkili bulunmustur. Nikotinik ACh reseptorleri
psikomotor stimiilasyon, pekistirme ve sinaptik potansiyalizasyon gibi ¢esitli kognitif
ve gelisimsel siireclerde rol alir Alzheimer hastaliginda AP peptitlerin progresif
birikiminin nAChR fonksiyonunu bilinmeyen bir mekanizma ile bozdugu

gosterilmistir (93).

Hayvan caligsmalar1 sinir biiylime faktorii (nerve growth factor, NGF) ile
kolinerjik noronlarin kaybi arasinda iliski oldugu ve bellek kaybina katkida
bulunabilecegini gostermistir. Sinir biiylime faktorii bazal on beyin kolinerjik
ndronlart i¢in en dnemli trofik faktordiir. In vivo ¢alismalar endojen NGF nin bazal
on beyin kolinerjik noronlarinin gelisimi, sagkalimi ve fonksiyonlari i¢in 6nemli
oldugunu, ChAT aktivitesi, yiliksek afiniteli kolin geri alimi, ACh salimi1 ve somata
boyunu etkileyebilecegini gostermistir. Dahast NGF ile bazal én beyin kolinerjik
ndronlart arasindaki etkilesimin 6grenme ve bellek fonksiyonlar igin kritik dneme

sahip oldugu da gosterilmistir. Alzheimer hastaliginda NGF’nin hedef bolgelerden

21



retrograd transportunun bozuldugu diisiiniilmektedir. Postmortem calismalarda bazal
on beyin kolinerjik néronlarinda NGF’nin reseptorii olan tirozin kinaz A’nin (Trk A)
hem ekspresyonunun hem de immiinoreaktivitesinin azaldigir gdosterilmistir. Bu
durum bazal onbeyindeki NGF igeriginin azalmasina katkida bulunabilir. Hastalikta
TrkA azalmasmin kolinerjik yetersizlige NGF araciligiyla katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir (9).

Kolinerjik sistem ve Alzheimer hastaliginin patolojik markdrleri arasinda gesitli
etkilesimler vardir. AChE potent bir amiloid-arttirici faktor gibi ¢alisirken (120) ACh
ise bilinmeyen bir mekanizma ile APP kolaylastirir ve tau fosforilasyonunu azaltir.
Bu nedenle Alzheimer hastaliginda azalmis NGF sinyalinin eslik ettigi azalmis ACh
salmmmi1 AP plak ve NFY benzeri yapilar gelisimini kolaylastirabilir. Kolinerjik,
NGF ya da APP aktivitesindeki aksakliklar Alzheimer hastaliginin patolojik

kaskadina katkida bulunan néronal iletimin disregiilasyonuna neden olabilir (9).

Glutamat

Glutamat memeli santral sinir sisteminin ana norotransmitteridir. Beyinde
oldukca yiiksek konsantrasyonlarda bulunur, sinir terminallerindeki sinaptik gecisi
yonlendirir ve ndron igine iyon ge¢isini kontrol ederler. Noronal yasam,
sinaptogenesis, noronal plastisite, 0grenme ve hafiza iizerinde etkilidir. Ayrica
norotoksisitenin de potansiyel kaynagidir. Glutamatin anormal diisiikliigli normal
eksitasyonun bozulmasina, asir1 yiikselmesi ise kalsiyum homeostazini bozarak
eksitotoksiteye ve hiicre Oliimiine neden olabilir. Bu nedenle normal sartlarda
sinaptik araliktaki glutamat seviyelerini diizenleyen hassas bir mekanizma mevcuttur.
Bununla beraber sistemin yetersizligine yol agabilen veya ¢ok yiiksek glutamat

salinimina neden olan patolojik durumlar eksitotoksisiteyle sonuglanir (48).

Glutamat, presinaptik néronlarda glutaminaz enzimi araciligiyla glutamin’den
olusur. Sinaptik aralia gectiginde postsinaptik bolgede yer alan reseptorleri ile
etkilesime geger. Bu reseptdrler, iyonotropik alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
isoksazolepropionik asit (AMPA), kainat ve NMDA reseptorleri ve metabotropik
reseptorleri (mGluR) olarak 2’ye ayrilir (Tablo 2). Bu reseptorlerin aktivasyonu

sonucu hiicre i¢ine kalsiyum girisi olur. Sinaptik araliktan glutamatin
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uzaklastirilmasi aktif bir islemdir ve ¢ogu glial hiicrelerdeki tasiyicilar1 (eksitator
aminoasid tastyicilar1 1 ve 2, EAATI ve 2)tarafindan gerceklestirilir. Bu tastyicilarin
bir kismi da (EAAT3) néronlarda bulunmaktadir. Bu tasiyicilarla glutamatin
presinaptik noérona geri almmmasiyla glutamin-glutamat dongiisii yeniden baslar.
Alzheimer hastaliginda glutamat-glutamin dongtisiindeki aksakligin
norodejenerasyona katkida bulundugu diistiniilmektedir  (155). Alzheimer
hastalarinda EAAT1 ekspresyonunun ve glutamat geri alimmin ayni yastaki
kontrollere gore anlamli olarak azaldigi plateletlerde ve fibroblast kiiltiirlerinde
gosterilmistir. Plateletlerde yapilan ¢alismada bu azalma ile demans siddeti arasinda
bir korelasyon bulunmazken, fibroblast kiiltiirleri ile yapilan c¢alismada EAATI1
ekspresyonunun azalmasi ile demansin siddetinin korelasyonu gosterilmistir (170,

171).

Tablo 2. Glutamat reseptdrleri ve alttipleri (28, 147)

Iyonotropik Metabotropik
AMPA Kainat NMDA 1.grup 2.grup 3.grup

reseptorler reseptorler

Alttipleri GluR1  GluR5 NR1 mGIluRl  mGIluR2 mGluR4
GluR2  GluRé6 NR2A mGluR5 mGIluR3  mGIuR6
GluR3 GluR7 NR2B mGluR7
GluR4 kA-1 NR2C mGIuRS

KA-2 NR2D

NR3A

Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionik asit reseptérleri:

Bu reseptorler LTP ve tersi olarak diislinlilen uzun siireli depresyon (long term
depression, LTD) gibi sinaptik plastisite icin esansiyeldir. Uzun siireli
potansiyalizasyon postsinaptik membrana fazladan AMPA reseptorlerinin
eklenmesiyle, LTD ise bu reseptorlerinin sayica azalmasi ile iligkilidir. Alzheimer’de
sinaptik plastisitede degisiklikler gosterildiginden AMPA reseptorlerinin hastaligin

patolojisinde rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir ancak bu rol hala aydinlatilamamuistir.

23



Yakin zamanda yapilan c¢alismalarda Alzheimer hastaliinin erken doneminde
AMPA reseptorlerinin down regiile oldugu gosterilmistir. Bunun AP ile iliskili
oldugu, AP’nin peptitleri secici enzimatik degradasyonu kolaylastrabilecegi ve

AMPA reseptorleri iizerine direk etki gosterdigi diigiiniilmektedir (101).

Amiloid P42, CAI noronlarina uygulandiginda AMPAaraciligiyla ile olusan
ndronal aktiviteyi zayiflattigi, NMDA aracilifiyla olusan aktiviteyi ise potansiyalize
etttigi gosterilmistir (148). Amiloid P42 ve 40 mikromolar konsantrasyonlarda
uygulandiginda sadece AP42°nin AMPA reseptdr fonksiyonunu azalttigi
gosterilmistir (102) Baska bir ¢alismada ise AB’nin postsinaptik membrana AMPA
reseptorlerinin  katilimina ve stabilizasyonuna aracilik eden proteini (PSD-95)

etkiledigi gosterilmistir (118).

N-metil-D-aspartat reseptorleri:

Yiiksek kalsiyum gecirgenligine sahip olmalarindan dolay1r bu reseptdrlerin
aktivasyonu glutamat aracili noronal hasarin ilk basamagini olusturur. Sinaptik
mikrocevrede asir1 glutamat ve NMDA reseptorlerinden kalsiyumun siirekli igeri
akisi ile gergeklesen eksitotoksisiteye bagli ndron Oliimiiniin - Alzheimer
hastaligindaki  ndron  dejenerasyonun temel sebeplerinden biri  oldugu
distiniilmektedir. Bu goriis NMDA reseptdr antagonistlerinin noronal kaybi
azalttigin1 gosteren ¢esitli ¢alismalarla desteklenmistir. Bu reseptorlerin AP aracili
norotoksisitede rolii vardir (101). Sican magnoseliiler bazal ¢ekirdekte ve AP25-
35’aracili norotoksisite NMDA reseptor antagonisti MK-801 ile azaltilmistir (54).
Hipokampusa AB40 enjeksiyonunun CA/ alaninda néron kaybina neden oldugu ve
NMDA reseptoér antagonisti memantinin ise bunu azalttigi gosterilmistir (96).
NMDA reseptor aktivasyonunun AB’nin sentezinin artmasina APP proteolizini o-
sekretaz yolagindan toksik fragmentlrin olustugu B yolagina gevirerek katkida

bulunabilecegi gosterilmistir (81).

AB’nin NMDA reseptorlerini azaltabilecegi ve NMDA reseptor fonksiyonunu
bozarak sinaptik glutamerjik iletimi de baskilayabilecegi de diislintilmektedir.
Hipokampal kiiltirlerde AP25-35 ve AP40 kiimelerini ¢evreleyen piramidal

noronlarda NMDA reseptorlerinin immiinoreaktivitesinin azaldigi gosterilmistir (69).
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Kortikal noron kiiltiirlerine AB42 uygulanmast ise NMDA reseptorlerinin
endositozunu arttirmistir. Bu bulguyu destekleyen baska bir ¢calismada ise asir1 AB42
tireten farelerde NMDA reseptorler seviyelerinin azaldiginin gosterilmesidir (135).
Alzheimerli beyinde hipokampus ve entorinal kortekste NMDA reseptor NR2A ve
NR2B alttiplerinin ekspresyonun azaldigi, NR1’in azalmadigi gosterilmistir (15).
Tim bu bulgular dogrultusunda AB’nin NMDA reseptorlerini azaltmasinin ile
glutamerjik iletimin ve NMDA reseptor aracili LTP azalmasi ile sonuglandigi ve
kognitif yetersizliklerde sebep olan plastisite siirecini baslatigi diigiiniilmektedir

(101).
Metabotropik glutamat reseptorleri:

Bu reseptorler presinaptik membranda lokalizedir ve glutamat salinimi regiile,
sinaptik transmisyonu optimize ederler. Prefrontal korteks kognitif kontrolde yer
alan temel beyin bolgelerindendir ve GABAerjik iletim ¢alisan bellek gibi kognitif
operasyonlar sirasinda bilginin temporal akisini sekillendirerek anahtar rol oynar.
Amiloid B42 ve AB25-35 uygulanmasi prefrontal korteksteki mGluRS araciligiyla
GABAerjik iletimin potansiyelizasyonunu engelledigi ve AB42 uygulanmasinin ise
mGIluR2 ve 3 araciligiyla NMDA reseptdr potansiyelizasyonu bozdugu
gosterilmigtir. Dolayistyla NMDA reseptorleri ve GABAerjik iletimdeki bu
degisikliklerin kognitif yetersizliklere sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (101).

Alzheimerli beyinde frontal kortekste mGluR1 ekspresyonun azaldigr ve bu
azalmanin hastaligin evreleriyle korele oldugu gosterilmistir (1). Baska bir ¢aligmada

ise post sinaptik yogunlukta % 40’lara varan mGluR2 kaybi bildirilmistir (44).
Serotonin (5-HT)

Neokortekse giden serotonerjik afferentlerin ¢ogu dorsal rafe ¢ekirdeginden
cikar. Bu ¢ekirdek Alzheimer’de NFY, AP plak olusumu ve hiicre kaybi gibi tipik
ndropatolojik degisiklikler goriiliir. Rafedeki bu patolojiyle tutarli olarak kortikal
serotonerjik akson terminallerinde 5-HT’ nin salinimi ve geri alinimi bozulmustur.
Ozellikle temporal ve parietal kortekste 5-HT ve metaboliti 5-hidroksiindolasetikasit

seviyeleri azalmistir, diger kortikal alanlar daha az etkilenmistir. Kontrole gore
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kortikal serotonin degerleri % 70 azalabilir ve hastaligin erken déneminde ortaya
cikar (30). Alzheimer’de serotonerjik kayipla depresyon ve saldirgan davranisin

korelasyonu gosterilmistir (52).

Noradrenalin (NA)

Santral NAjik sistemin ventrolateral tegmental noradrenerjik hiicrelerden ve
lokus seruleustan (locus ceruleus, LC) ¢ikan 2 farkli projeksiyonu vardir. Lokus
seruleustan ¢ikan projeksiyonlar kognitif fonksiyonlarla iliskilidir (36). Alzheimer
hastaliginin erken déneminde LC’de ndronal hiicre 6liimii oldugu gdsterilmistir ve bu
kayip en fazla LC’nin merkez ve dorsal kismindadir. Bu ndronal kayip ve takiben
NAjik aksonlarin dejenerasyonu, LC projeksiyon alanlarinda NA seviyesinin
diismesine neden olur. Korteks (6zellikle frontal ve temporal) ve hipokampusu da
iceren On beyin alanlarinda NA ve dopamin beta hidroksilaz seviyelerinin azalmis

oldugu gosterilmistir. (30).

Lokus seruleustaki bu kayip ve NA seviyesindeki azalma enflamatuvar
mekanizmalar1 da tetikler. Noradrenalinin mikrogliada TNF-a’nin sentezini,
astrositlerde enflamatuvar molekiillerin olusumunu ve salimin1 baskiladigi
gosterilmigtir. Ayrica NA’nin astrosit ve mikroglia hiicrelerindeki B-adrenerjik
reseptorleri aktive ederek lipopolisakkarit (LPS) veya sitokinler araciliiyla artirilmis

iNOS ekspresyonunu inhibe edilebilecegi gosterilmistir (55).

Depresyonu olan Alzheimer hastalarinda olmayanlara gére daha fazla LC’de
kayip oldugunun gosterildigi calismalar olsa da NAjik sistem ile Alzheimer
hastaliginin davranigsal semptomlar1 arasindaki iliski hala kesinlik kazanmamistir

(7).

4.3.Alzheimer Hastaligimin Semptomatik Tedavisi ve Diger Yaklasimlar

Giliniimiizde tedavide kullanilan ilaglar AChE inhibitorleri ve NMDA reseptor
antagonisti memantindir. Bu ilaglarla tedavi kognitif bozukluklar1 hafifletmeye

yoneliktir.
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Asetilkolinesteraz inhibitorleri: Alzheimer hastaliginda kolinerjik hipotez
bazal 6n beyin ¢ekirdeginde kolinerjik néronlarin dejenerasyonunun hipokampus ve
neokorteksteki presinaptik kolinerjik terminallerde bozukluga sebebiyet vermesi
tizerine kurulmustur. Bu nedenle terapotik yaklasimlardan biri kolinerjik iletimin
etkinligini arttirmaktadir. Bunun i¢in sinaptik aralikta ACh’yi parcalayan AChE’yi
inhibe etmek amaglanir. ACh inhibit6rleri olan donapezil, rivastigmin, galantamin
Alzheimer hastaliginda hafif-orta evre i¢in klinik kullanimi onaylanan ilaglardir.
Donapezil ve galantamin selektif AChE inhibitorleridir. Rivastigmin AChE ve
BuChE’yi benzer afiniteyle inhibe eder. Galantamin ayrica allosterik olarak
presinaptik nikotinik reseptorleri module eder. Sistematik derlemeler ve meta analiz
calismalar1 degerlendirildiginde etkinlik agisindan AChE inhibitérleri arasinda bir
fark bulunamamistir (137). Asetilkolinestreaz inhibitorlerinin etki mekanizmasini
géz oOniine alindiginda Alzheimer hastaliginin dogal gidisatin1  degistirmesi
beklenmez, bazi semptomlar1 gegici olarak hafifletir. Baz1 ¢alismalar 2 yila kadar

etkili olabileceklerini gostermistir (16).

Memantin: Memantin yarismasiz  NMDA-reseptor antagonistidir ve bu
reseptorlere diislik-orta derceli afinite gosterir. Diiglik-orta afinite gostermesi yiiksek
afinite gosteren ketamin, amantadin gibi diger antagonistlerin noropsikiyatrik yan
etkileri olmasindan dolayr Onemlidir. (117). Memantinin glutamat aracili
eksitotoksisiteden noronlart koruyacagi bunu yaparken de kognitif fonksiyon i¢in
gerekli fizyolojik NMDA reseptor aktivasyonunu onlemedigi diistiniilmektedir (16).
Diger antagonistler gibi yliksek dozlarinda sinaptik plastisiteyi inhibe edebilir (117).
Norotrofik faktdrlerden ndron sagkalimi i¢in esansiyel olan beyin kaynakli nérotrofik
faktor (brain derived neurotrophic factor, BDNF) sinaptik plastisiteyi diizenleyerek
ogrenme ve bellek fonksiyonlarinda rol oynar. Memantinin siganlarda BDNF ve
reseptorii TrkB seviyelerini arttirdii gosterilmistir. Hastaliga bagl ikincil olarak
gelisen demanslardan vaskiiler demans ve Wernicke-korsakoff hastaliginda da yarali
oldugu diigtiiniilmektedir (16). Asetilkolinesteraz inhibitorleri ile karsilastirildiginda
memantinin sadece hafif-orta demanslarda degil siddetli evrede de yararli olabilecegi

diisiiniilmektedir (115).
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Diger tedavi yaklasimlan

Non-steroidal antienflamatuvar ilaclar (NSAID): Alzheimer hastaligindaki
temel bulgulardan olan amiloid plaklara lokal enflamasyonun eslik ettigi
gosterilmesinden sonra NSAII ile tedavinin hastalik riskini azaltip azaltmayacagi
arastirilmaya baglanmistir. Ancak enflamasyonun mu noérotoksik etkilere katkida
bulundugu yoksa AP depolanmasina ikincil olarak mi gelistigi hala belirsizdir.
Deneysel ¢alismalarda 6zellikle transgenik farelerle yapilan ¢alismalarda NSAIi’nin
beyin AP yiikiinli azalttig1 gosterilmistir. Bu etkiyi ya COX inhibisyonuyla ya da y-
sekretaz tizerine direk etkisiyle yaptig1 diisiiniilmiistiir. Selektif COX-2 inhibitorleri
selekoksib ve rofekoksib gibi antienflamatuvar ilaglarla yapilan klinik ¢aligmalarda
bu ilaglarin Alzheimer hastalifinda kognisyon iizerine etkisinin olmadigi
gosterilmistir. 1k genis 6lcekli klinik calismada selektif COX-2 inhibitdrlerinden
beklenen sonuglar ne yazik ki elde edilememistir. Bu durum ilaglarin orta yasta
almirsa koruyucu olabilecegi, patoloji gelistikten sonra dejeneratif siireci tersine
ceviremedikleri seklinde agiklanmistir. Prednizon, hidroksiklorokinon gibi streoid
antienflamatuvarlarla da klinik ¢alismalar yapilmis ama NSAIi’de oldugu gibi sonug
almamamistir (16). Antienflamatuvar aktivitenin mikroglial aktivasyon ve

ndrotoksinlerin salinimi iizerinde ne diizeyde etki sagladig hala tartismalidir (137).

Kolesterol azaltici ilaglar: Alzheimer hastalig1 ve kolestrol arasinda bir baglanti
olabilecegini diislindiiren ¢alisma yiiksek kolestrol diyetiyle beslenen tavsanlarda AP
birikimi oldugunun gosterilmesidir. Ancak benzer calisma transgenik farelerde
yapildiginda beyinde hem artmis hem de azalmig AP yilikii gosterilmistir. Ayni
transgenik hayvanlar kolesterol diisiiriicli ilaclarla tedavi edildiginde ise beyin AB
yukiinii azalttigi ileri striilmistiir (16). Statinlerin IFN-y aracili T hiicre
aktivasyonunu engelledigi ve bu sekilde enflamasyonu azaltarak noroprotektif etki
yaptig1 gosterilmistir (137). Retrospektif ¢aligmalar statinlerle tedavinin hastaligin
insidansin1  azaltabilecegi, bunu izleyen prospektif caligmalarda ise statin
kullanimiyla hastalik riskinin azalmasi1 arasinda bir baglanti bulunmadigi
gosterilmistir (16). Yapilan klinik ¢aligsmalarda atorvastatin hem tek basina hem de
donepezile yardimci olarak Alzheimer’de etkisiz bulunmustur. Atorvastatin gibi

simvastatinin de tek basina kullanimi etkisizdir (119).
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Ostrojenler: Epidemiyolojik c¢alismalar postmenapozal ostrojen desteginin
demans riskini azaltabilecegini diisiindiirmiistiir. Hayvan c¢alismalar1 da noronal
fonksiyonlar iizerine etkileri ile bu 6ngdriiyli desteklemistir. Ancak genis randomize
kontrollii caligmalarda ostrojenlerin hastaligin riskini azaltmadigir bulunmustur (16).
Ostrojenlerin oksidatif stres ve eksitotoksisiteye bagli noéron oSliimiinii &nledigi,
kolinerik ve monoaminerjik norotransmitter iletim sistemini up regiile ettigi
diisiiniilmektedir. Bu bulgulardan hareketle yapilan kontrollii ¢aligmalarda dstrojen
yerine koyma tedavisinin verbal hafizayi korudugu gosterilmistir (137). Kadinlarda
menapoz sonrast goriilen osteoporozun Onlenmesi ve tedavisi i¢in onayli selektif
Ostrojen reseptor modiilatorii raloksifenin hafif kognitif bozukluk riskini azalttig
gosterilmis ve Alzheimer tedavisinde faydali olabilecegi diisiiniilerek arastirmalara

baslanmistir (119).

Antioksidanlar: Alzheimer’de 6nemli bir yere sahip olan oksidatif hasarin
varlig1 antioksidanlarin tedavide faydali olabilecegini diisiindiirmiistir. E ve C
vitaminleri, idebenon, selenyum, selejilin, lipoik asit, trans resveratrol ve melatonin
teadvide etkileri arastirilan antioksidanlardir. Genis gozlemsel c¢alismalar
antioksidanlarin diyette aliniminin hastaligin riskini azaltigini ileri stirerken yapilan
klinik ¢aligmalarin sonuglar1 bu goriisii desteklememistir (16). In vitro calismalar E
vitamininin AP’nin neden oldugu lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi
azalttigin1 ve bu sirada meydana gelen enflamatuvar sinyal kaskadini baskiladigini
gostermistir. C vitaminin ise nitratlar1 azaltarak nitrézaminlerin olusumunu azalttig
gosterilmistir (57). E ve C vitaminlerinin Alzheimer hastaliginin riskini azaltigina
dair yapilan klinik ¢caligsmalarin sonuglar ise tutarsizdir (67). Son zamanlarda yapilan
caligmalar yiiksek doz E vitamini (> 400 IU/d) destegi ile oliim oraninin
artabileceginin, bu nedenle E vitamini kullaniminda dikkatli olunmasi gerektigini
diisiindiirmiistiir. Koenzim Q10’nun sentetik anologu olan idebenon ile yapilan klinik
calismada Alzheimer hastaligindaki kognitif bozulmay1 yavaslatmadigi gosterilmistir
(57). Bunun disinda faydali olabilecegi diisiiniilen antioksidanlardan selenyum, I-
carnitin  (50) ve monoaminoksidaz-B inhibitérii olan selejilin  (121) klinik
calismalarda etki gosterememislerdir. Deneysel ¢alismalardan elde edilen sonuglara
gore lipoik asit, trans resveratrol ve melatoninin tedavide yararli olabilecegi

distintilmektedir (132, 134, 135).
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Ginkgo biloba: Igerigindeki flavonoidler araciligiyla antioksidan, terpenoidlerle
de antienflamatuvar etki yaptigi diistiniilmektedir (152). Ginkgo biloba hafiza ve
kognisyon {izerine olast etkilerinden dolay1r genis kullanim alam1 bulmustur.
Plaseboyla karsilagtirmali 8 yillik ¢alismada gingko biloba (giinde iki kez 120 mg)
demans ya da Alzheimer insidans oranini saglikli veya hafif kognitif bozuklugu olan

yasli bireylerde degistirmemistir (26).

Huperzin A: Huperzia serrata adli bir Cin bitkisinden elde edilen bir alkoloidetir.
Hayvan ve hiicre kiiltiir ¢calismalarinda potent AChE inhibitoérii oldugu, glutamat
eksitotoksisitesinden noronlart korudugu gosterilmistir (46). Ayrica ndronlari
AP25-35 toksisitesinden korudugu, apoptoziste rol alan kaspaz 3 aktivitesini inhibe
ettigi ve ROS olusumunu da engelledigi gosterilmistir (161). Faz II ¢alismasinda
400pg huperzin A’nin ilk sonlanim noktasinda kognitif fonksiyonlar1 gii¢lendirdigi
gosterilmig fakat 2. sonlanim noktasinda ayni etki goriilmemistir. Bunun diginda iyi

tolere edildigi gozlemlenmistir (119).

Omega-3: Bircok klinik ¢alisma omega 3 yag asitlerinden dokosaheksaenoik
asit (DHA) ve eikosapentaconik asitlerin (EPA) yiiksek miktarlarda aliminin
Alzheimer hastaliginin kardiyovasvaskiiler disfonksiyon, insiilin direnci ve sistemik
enflamasyon risk faktorlerine karsi koruyucu oldugunu gostermistir. Transgenik
fareler DHA acisindan zengin diyetle beslendiklerinde kontrollere gore total AP
seviyesinin hipokampus ve parietal kortekste doza bagimli olarak % 70 daha az
oldugu gosterilmistir. Omega 3 (DHA+EPA) tedavisi icin ¢ift kor prospektif
randomize kontrollii tek ¢aligma yaymlanmistir. Bu ¢alismada kognitif disfonksiyona
gore alt gruplar olusturulmus ve omega 3 tedavisi sadece kognitif disfonksiyonun

hafif oldugu alt grupta yararli bulunmustur (72).

Asllama ve immiinizasyon: Amiloid prekiirsér protein mutasyonu olan
transgenik farelerde AP ile immiinizasyonun amiloid plak yogunlugunu azalttig1 ve
kognitif fonksiyon testlerinden alinan sonuglari iyilestirdigi gdsterilmistir. Bu bulgu
tizerine Alzheimer hastalarinda AP peptit AN1972 ile aktif immiinizasyon yapilan
randomize ¢ift-kor plasebo kontrollii bir klinik caligma baslatilmig fakat hastalarin

cogunda meningoensefalit gelismesi {iizerine durdurulmustur (121). Pasif
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immiinizasyon yaklasimlarindan bapineuzumab faz III calismasina kadar gelebilen
tek ilagtir. Faz Il ¢alismasindan etkinlik ile ilgili yeterli bilgi elde edilememistir. Bu
calismada goriilen en ciddi yan etki ise vasojenik 6demdir. Bu yaklasimlar disinda
intravendz immunglobulin (IVIg) tedavisinin yararli olabilecegini gdsteren

caligmalar vardir (119).

Beta-sekretaz inhibitorleri: Beta-sekretaz inhibitori KMI-429, APP
mutasyonlu transgenik farenin hipokampusuna enjekte edilmis ve A liretimininin
anlaml olarak azaltabilecegi gosterilmistir. Beta-sekretaz inhibitorlerinin kullanimi
tedaviye yeni bir yaklasim getirmekle birlikte terapotik potansiyeli etki mekanizmasi

nedeniyle meydana gelen toksisiteden dolay1 kisithdir. (121).

Gamma-sekretaz inhibitorleri: ~Gamma-sekretaz inhibitorleri (DAPT,
LY450139 dihidrat ve BMS-299897) ile tedavi edilen kemirgenlerde beyin, BOS ve
plazma A seviyelerinin azaldigi gosterilmistir. DAPT’1in akut uygulanmasinin
trangenik farelerde kognitif fonksiyon bozuklugunu azalttifi ve bu etkinin
AP seviyesinin azalmasimma bagli oldugu gosterilmistir. Bir klinik c¢alismada
LY450139 dihidrat ile 6 haftalik tedavi sonrasi plazma AP40’in % 38 oraninda
azaldig1 fakat BOS seviyesinde bir degisiklik olmadigr gosterilmistir. Yapilan
caligmalarla y-sekretaz inhibitorleri ile tedavinin iyi tolere edildigi gosterilmistir.
Ancak yiiksek dozlarinda kullanilmasi durumunda AP konsantrasyonunu nasil
etkileyecegi  bilinmemektedir (121). LY450139°dan daha selektif olan
BMS708163’1in faz II ¢alismasi siirmektedir.
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00810147?term=BMS708163 &rank=2,

Erisim tarihi: 29 Kasim 2009).

Gamma-sekretaz  modulatorleri:  Tarenflurbil’in  (flurbiprofenin  R-
enantiyomeri) y-sekretazi module ederek APB’nin 6zellikle toksik olmayan formunun
tretimini arttirdig1 gosterilmistir. Ancak 12 ay siiren bir faz II ¢alismada tarenflurbil
ile tedavi sonrasinda hicbir yarar goézlenmemistir. (121). Potansiyel kullanimi test
etmek icin faz III ¢alismasi yapilmis ve etkinlik goriilmeyerek bu ilagla ilgili

calismalar durdurulmustur (119).
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Antifibrilizasyon ajanlari: Proteoglikanlar amiloid depolarinin 6nemli bir
bilesenidir ve amiloid fibrillerin olusumunda rol oynarlar. AB’nin ndrotoksisitesinin
sebebi sarmal yapisindan, oligomerik forma (B-katlanmig) gecmesidir. Siilfatlanmig
glikozaminoglikanlar bu forma gegisi kolaylastirir ve fibriler proteini

parcalanmaktan korurlar (40).

Tramiprosatin ~ (NC-531)  siilfatlanmis  glikozaminoglikanlarin ~ Af’ya
baglanmasini taklit eden bir maddedir. Bu 0zelligi nedeniyle noéron kiiltliriinde
AP’nin fibrilize olmasini ve hiicre 6liimiinti azalttig1 gosterilmistir Benzer bulgular
transgenik hayvan calismalariyla desteklenmistir. Az sayida klinik calisma
yapilmistir. Bunlardan biri 3 ay sure ile tramiprosat tedavisinin sonucu olarak
BOS’ta AB42 diizeylerini doza bagimli olarak azalttigin1 géstermistir (121).Yapilan
faz III ¢aligmasi ile fayda saglamadigi goriilmiistiir (119).

Tau ile iliskili yaklasimlar: Tau proteinlerinin fosforilasyonu NFY olusumu
icin kritik 6neme sahiptir ve glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK 3f) gibi hiicre ici
kinazlara baghdir. Bu mekanizmay: lityum ve valproik asit kullanmaktadir.
Lityumun hiicre kiiltliriinde ve transgenik farelerde GSK 3fB’y1 inhibe ederek tau
proteinlerinin hiperfosforilasyonunu azaltabilecegi gosterilmistir. Ayrica asirt APP
tireten farelerin beyinlerinde AP birkimini de bloke edebilecegi gosterilmistir. Ancak
lityumun terapotik penceresinin dar olmasi nedeniyle 6zellikle yaslilarda toksik etkisi
nedeniyle kullanimi tartismalidir (121). Valproik asidin de hafif-orta siddetli
Alzheimer hastaligindaki etkinligi ile ilgili caligmalar halen slirmektedir
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00071721?term=valproictacid+alzheimer&ra
nk=1, Erigim tarihi: 29 Kasim 2009).

Metal selatorleri: Cinko, bakir ve demir gibi selat olusturan iyonlar temel
olarak neokortekste bulunurlar. Cinko ¢dziliniir AB’y1 ¢oziinmez agregatlari halinde
coktliriir. Bakir ve demir ise asidik pH’ta AP agragasyonunu indiiklerler. Bu
biyometallerin miktarmin ileri derece azalmasi ise AP depolarinin ¢dziinmesine
sebep olur. Ayrica metal iyonlart AP aracilifiyla hidrojen peroksit iiretimini

katalizler. Metal selatorlerinden kliokinol ile transgenik farelerde yapilan bir
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calismada maddenin metal iyonlarinin Af’ya baglanmasini ve A depolanmasini
Onledigi gosterilmigtir (137). Pilot bir faz II klinik ¢aligmada kliokinoliin AP
agregasyou inhibe edebilecegi ve AP kaynakli oksidatif stresi azaltabilecegi
sonucuna vartlmistir (121). Oral kullanimi subakut myelo-optik ndropati ile iligkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (116). Lipofilik metal selatorii, molekiil-XH1’in insan
hiicrelerinde APP protein ekspresyonunu azaltigi, gosterilmisdir. Transgenik
farelerde yapilan calismalarda ise molekiill XH1’in ve DP-109’un amiloid plak
yiikiinli anlaml olarak azalttig1 gosterilmistir (121). Bakir ve ¢inko selatorii PBT2,
faz II ¢aligmasinda santral sinir sisteminde AB42 seviyelerini doza bagiml azalttig1

gosterilmistir. Ciddi bir yan etki bildirilmrmistir (119).

Sinir biiyiime faktorii gen terapisi (CERE-110): Eksojen NGF uygulanmasi
sicanlarda eksitoksik neokorteks lezyon sonrast bazal ¢ekirdekte ndron kaybini
azalttig1 ve atrofiyi diizelttigi gosterilmistir (20). Bu gen terapisi anestezi altinda
stereotaksik bilateral cerrahi islemle bazal on beyine uygulanmaktadir. Faz II
calismasi1 devam etmektedir

(http:/clinicaltrials.gov/ct2/show/record/NCT00087789?term=cere+110&rank=1, Erigim

tarihi: 29 Kasim 2009).

AZD3480: Nikotinik Ach reseptorlerinin a4fB2 alttipinin selektif agonistidir.
Fare ve sicanlarda hafizay1 giiclendirdigi gosterilmistir. Sican hipokampal ndron
kiiltiirlerinde oksijen ve glukoz deprivasyonu ile olusturulan hasar1 oOnledigi
gosterilmistir (38). Yaslanmaya bagli bellek fonksiyon yetresizlikleri olan saglikli
bireylerde dikkat ve epizodik bellegi giiclendirici etki gostermistir (31).

Alzheimer’deki etkisi arastirilmaktadir

(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=azd3480+alzheimer, Erisim tarihi: 29 Kasim

2009).

Dimebon: Rusya’da 1983’te antihistaminik olarak onaylanan bir ilactir. In vitro
noronlart AP toksisitesinden korudugu, AChE ve BuChE aktivitesini ve NMDA
reseptorlerini inhibe ettigi gosterilmistir (10, 49). Rusya’ da yapilmis bir klinik
calismada kognitif fonksiyonlarda iyilesme sagladigi gosterilmistir. Yan etki olarak
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en sik agi1z kurugu ve depresyon goriilmiistiir (29). Alzheimer tedavisinde etkinlik ve
giivenilirlik arastirmalar1 devam etmektedir
(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=dimebon+alzheimer, Erisim tarihi: 29 Kasim

2009).

4.4. Deneysel Arastirmalara Yonelik Hayvan Modelleri

Alzheimer hastaliginda gozlenen kognitif, davranigsal, biyokimyasal ve
histopatolojik anormallikleri tam olarak taklit edebilen bir hayvan modeli
gelistirilememistir. Bununla beraber, Alzheimer hastaliginin noéropatolojisi ve
hastalikta gozlemlenen kognitif bozukluklar farmakolojik ve genetik yaklasimlarla

modellenebilmektedir (162).

e Kolinerjik fonksiyon bozulmasina bagli modeller

e Transgenik fare modelleri

e Amiloid B peptid ile iliskili transgenik olmayan modeller

e Norofibriller yumak ile iligkili modeller

e Lokal glukoz metabolizmasi, serebral kan akimi ve sitokrom oksidaz
aktivitesinin azaltilmasi esasina dayanan modeller

e  Aluminyum toksisitesi modeli

Kolinerjik fonksiyon bozulmasina bagh modeller:

Alzheimer hastaliginin gelisiminde bazal 6n beyin dejenerasyonu erken evrede
ortaya c¢ikmaktadir (162). Bazal én beyin Ozellikle NBM kortikal ve hipokampal
kolinerjik innervasyonun temel kaynagidir ve dejenerasyonu kognitif bozuklukla
iligkilidir (104). Buradan yola ¢ikilarak kognitif fonksiyonlardaki kolinerjik sistemin
roliinii arastirmak i¢in kolinerjik lezyon modeli kullanilmistir (162). Lezyon
olusturmak i¢in elekrolitik (90), mekanik (fimbria/forniks ¢apraz kesisi) ve kimyasal
(nonspesifik eksitotoksinler veya kolinotoksin ve AF64 gibi kolinerjik sisteme

spesifik toksinlerin uygulanmasi) yontemler kullanilmistir.(94)

Elektrolitik lezyon yontemi bir prob yardimiyla beynin segilen bolgesine belli

bir frekansta akim uygulayarak lezyon olusturmaya dayanir (90).
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Fimbrialforniks, medyal septal alandan hipokampusa primer olarak kolinerjik
iletimin saglandig1 yolaktir. Ancak kolinerjik olmayan yolaklar (NA,5-HT, GABA,
vs.) da etkilendiginden fimbria/forniks ¢apraz kesisi yonteminin kullanimi kisithdir

(62, 94).

Spesifik olmayan eksitotoksinler ibotenik asit, NMDA, AMPA, kainat ve
kuiskuolik asit gibi glutamat analoglaridir. Bu eksitotoksinlerin uygulanan dokudaki
selektifliklerine gore lezyonun boyutu degisir. Kolinerjik lezyon ile iligkili 6grenme
ve bellek bozulmasi amaglanmis olmasina ragmen bagka sistemlerin de katkisi
gosterilmistir. Bir¢ok calisma kuiskuolik asidin ibotenik asitten daha fazla kolinerjik
yetersizlik yaparken ibotenik asidin daha fazla 6grenme ve bellek bozukluklarini
bozdugunu gostermistir (94). Bilinen tek endojen eksitotoksin olan kinolik asidin
(NMDA agonist) icv inflizyonuyla Alzheimer hastaligi dahil olmak iizere birgok
norodejeneratif hastalig1 taklit eden kronik bir hayvan modeli olusturulmustur (162).

Noronal lezyon olusturmak i¢in yeni yaklasimlardan bir tanesi spesifik olmayan
bir sitotoksinle immunohedefleme yapilmasidir. Bazal on beyinde kolinerjik
noronlarda yiiksek yogunlukta NGF’in diisiik afinite gosterdigi reseptorii p7SNGF
bulunmaktadir. Bu p75NGF reseptoriiniin monoklonal antikoru(192 k1gG) sitotoksik
saporine baglanir. Bu baglanma sonucu sigan 6n beyninde p75SNGF reseptorii i¢in
i¢cin selektif bir immunotoksin olusur. 192 1gG saporin bazal on beynin neokortikal
ve hipokampal projeksiyon alanlarinda ChAT aktivitesinde belirgin olarak azalmaya
ve Morris'in su tanki testinde fonksiyon kaybina neden olmustur. NGF ile iliskili
kolinerjik ndronlarin selektif lezyonlar1 anti-NGF antikorlariin icv infiizyonu ya da
septuma direk intraseptal inflizyonuyla olusturulabilmektedir. Anti-NGF antikorunun
intraseptal inflizyonu sonucunda bellek bozuklugu, ChAT aktivitesinde diisiis

gbzlenmistir (162).

Kolinin aziridinyum analogu olan AF64a spesifik bir kolinotoksindir. Lateral
ventrikiile enjeksiyonu kolinerjik septohipokampal yolakta uzun stireli yetersizlik
olusturur. Kolinerjik yetersizlikle beraber kognitif fonksiyonlarda bozulma goriiliir.
Bu kolinotoksinin apoptozis mekanizmalarini aktive ederek hiicre 6liimiine neden

oldugu gosterilen bir ¢aligma vardir (62).
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Bu hayvan modellerinin hi¢biri Alzheimer hastalarinin beyninde var olan AP
plak ve NFY gibi hastalifa ait noropatolojik karakteristikleri sahip degildir (162).
Alzheimer hastalig1 kronik bir seyir gosterir. Bu modeller ise semptomatik olarak
diistiniilmelidir ¢ilinkii kolinerjik hipofonksiyon ve kognitif bozuklukta progresif bir
kotiilesme gozlenmez hatta bazi iyilesmeler gosterilmistir (139). Bu modeller
kolinerjik ve nootropik ilaglara, glutamat reseptor antagonistleri ve NGF’yi uyarici
nitelikteki  ilaglarin  Alzheimer  hastaligimin  tedavisindeki etkinliklerinin

degerlendirilmesinde kullanilmiglardir (162).
Transgenik fare modelleri:

e APP ve tau mutasyonu
e Presenilinlerin mutasyonu
e APP mutasyonu

e Tau mutasyonu esasina dayali trasgenik fare modelleri,

Insan APP isve¢ mutasyonu ve P301L tau mutasyonundan elde edilen cDNA’y1
insan PSEN1 Alzheimerli knock in mutasyonlu homozigot fareden alinan embriyoya
mikroenjeksiyon yontemiyle aktarilmasiyla {iglii transgenik model olusturmuslardir.
Daha sonraki aragtirmalarla bu farelerin beyninde Alzheimer hastalifiyla iligkili
bolgelerde NFY ve A plak varligin1 gostermistir. Ayni arastirmacilar bu fareleri 4
ay izlemis ve olduklarinda uzun donem hafiza bozuklugu oldugunu da

gostermislerdir.

PSEN1 ve PSEN2 genleri silinmis olan erigkin farede yapilan g¢alismalar,
presenilin aktivitesinin kayb1 6n beyin dejenerasyonu, belirgin hacim kaybi, lateral
ve 3. ventrikiillerde genislemeye sebep oldugunu gostermistir. Bunlar ileri
Alzheimerli hastalarin  beyinlerinde bulunan hastalikla ilgili karakteristik
ozelliklerdendir. Ayrica bu farelerde ndronal atrofi, astrogliozis, apoptozis ve tau
hiperfosforilasyonu gibi hiicresel bozukluklar da mevcuttur. Bu farelerden elde
edilen bilgilerle presenilinlerin kortikal yap1 ve fonksiyonlarinin devamliliginda rol

oynadig1 sonucunu sonucunu dogurmustur.
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Bu yeni fare modellerine ek olarak APP mutasyonlarina dayanan ortalama 20
sus transgenik fare modeli vardir. Bu farelerin ¢ogunda zellikle de Tg2576 (isveg
APP mutasyonuna sahip) fare modelinde Alzheimer patolojisinde 6énemli yere sahip
olan NFY’ler mevcut degildir. Bununla beraber bu farelerde bellek kaybi vardir ve

hastaligin latent fazini taklit etmektedir.

Tau eksprese eden trangenik farelerde NFY gelismekte, belirgin néronal kayip
gozlenmektedir ve Alzheimer hastalig ile iliskili nérodejenerasyonun diger bulgulari
mevcuttur. R406W tau mutasyonu olan yash trangenik farelerde gozlemlenen duyu-

motor bozuklugu olmadan bellek bozuklugu vardir (99).
Amiloid B peptid ile iligkili trangenik olmayan modeller:

Amiloid B’nin beyine akut enjeksiyonu ya da devamli inflizyonu &grenme-
bellek bozulmasina ve ndrodejenerasyona neden olan bir fonksiyon bozuklugu
olusturur. Ayrica Alzheimerli hastalarin beyinlerindeki noropatolojik degisikliklere
benzer sekilde mikroglial aktivasyon ve enflamatuvar yanit gosterilmistir. Amiloid
40'n néron kaybi, néron ve ndritlerin dejenerasyonunu da kapsayan nérodejenaratif
etkileri degerlendirmek i¢in kullanilan in vivo ilk model beyninde amiloid ¢ekirdek
alinip sican beynine enjekte edildiginde norotoksik etkiler olusturdugu goriilmiistiir.
Alzheimer hastaliginin yavas gelisimini taklit etmek i¢in miniosmatik pompa
yardimiyla AB40’1in devamli icv infiizyonu teknigi kullanilmistir. Su tanki ve pasif
sakinma testinde 0grenme-bellegin bozuldugu gosterilmistir. Ayrica hipokampusta
ChAT aktivesinde azalma gozlenmistir. 14 giinliik infiizyonu takiben yapilan
immiinohistokimya calismalarinda hipokampus ve serebral kortekste AP40 birikimi
gosterilmistir. Amiloid B infiizyonunun kesilmesinden 2 hafta sonra si¢anlarin bellek
bozuklugunun diizelmis fakat ChAT aktivitesindeki azalma ve glial fibriler asidik
protein (GFAP) immiinoreaktivitesindeki artisin  diizelmedigi gdsterilmistir.
Sonrasinda birbirini takip eden c¢alismalarla fibriller AP fragmentlerinin
norotoksisitesi kanitlanmistir. Yapilan ¢alismalarda da AB40, AB42 ve AP25-35 gibi
farkli AP fragmentlerinin sigan ve farelerde Ogrenme ve bellegi bozduguve
norotoksik etkileri oldugu gosterilmistir. AP fragmentlerinin ndrotoksisitesinin yasa

bagl ve biiyiik oranda tiire spesifik oldugu da bildirilmistir (162).
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Norofibriler yumak ile iliskili modeller:

Kinaz aktivitesini potansiyelize ederek ya da fosfataz aktivitesini inhibe ederek
in vitro olarak hiperfosforile tau proteini indiiklenebilir. Fosfataz 1/2A inhibitorii
olan okadaik asidin siganlarda kronik olarak intraserebroventrikiiler infiizyonu
belirgin bir bellek bozulmasi ile iligkili tau hiperfosforilasyonu, APP ekspresyonu ve

AP ¢okmesi ile sonuglanmistir (162).

Lokal glukoz metabolizmasi, serebral kan akimi ve sitokrom oksidaz

aktivitesinin azaltilmasi esasina dayanan modeller:

e Intraserebroventrikiiler STZ enjeksiyonu
e Kalici bilateral karotid arter okliizyonu

e Sodyum azidle beyin mitokondriyal sitokrom oksidaz inhibisyonu
Intraserebroventrikiiler STZ enjeksiyonu:

Periferde glukozun hiicrelere girisi ve metabolizmasi insiilin tarafindan kontrol
edilir. Kolinerjik ndronlar tarafindan innerve edilen insiilin benzeri reseptdrlerin
beyindeki kesfinden yola c¢ikilarak siganlarin beyinlerinde glukoz kullanimini
bozmak amaciyla lateral ventrikiillere STZ enjekte etmislerdir. STZ DNA hasari
yapan alkilleyici bir ajandir. Parenteral yolla uygulandiginda pankreasin [
hiicrelerinde hasar olusturarak diabete sebebiyet verir. Ayrica biiyiik olasilikla
oksidatif stresi igeren bir mekanizmayla miyelinli sinirlerde harabiyet olusturur. STZ
mikroglia hiicrelerini aktive ederek reaktif oksijen bilesiklerinin olusumuna neden
olur. STZ’nin oksidatif stresi indiikledigi beyinde MDA artis1 ve GSH diisiisiiniin
gosterilmesiyle dolayli yoldan kanitlanmistir. MDA lipid peroksidasyon iiriiniidiir ve
serbest radikal olusumunun indikatorii olarak kullanilir. Glutatyon ise endojen bir
antioksidan ve oksidatif hasara karst koruma saglar. Ayni yastaki kontrollerle
karsilastirildiginda Alzheimerli hastalarin beyinlerinde insiilin baglanma bdlgelerinin
sayisinda bir fark olmamasina ragmen, Alzheimerli hastalarin beyinlerinde serebral
glukoz metabolizmas1 temporoparietal alanlarda % 40'tan fazla, frontal
kortekslerinde % 25'ten fazla azalmistir. Kortikal ve hippokampal glukoz

metabolizmasindaki azalmaya ek olarak Alzheimer hastalifinin patolojik
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Ozelliklerinden reaktif mikroglia tarafindan baslatilan inflamatuvar siire¢, oksidatif
stres ve miyelin hasar1 i.c.v. STZ uygulanan sicanlarin beyinlerinde gosterilmistir

(160).

Forniks STZ’nin enjeksiyon yerine yakindir ve septumdan hipokampusa giden
aksonlar igerir. Uzamsal hafizadaki bozulma hipokampustaki glukoz kullaniminin ve
ChAT aktivitesindeki azalma forniks ve septo-hipokampal yoldaki hasardan
dolayidir (160) (Sekil 5). Bu diisiince ChAT aktivitesinde, NGF ve mikrogliadaki
degisikliklerle destek bulmustur. Sicanlarda icv STZ enjeksiyonunun septumun
agirhiginin % 30-50 sini kaybetmesine neden oldugu ve bunun Azipokampustaki ChAT
aktivitesinin kaybinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. STZ enjeksiyonu sonrasi
NGF’nin hipokampustan septuma transportu azalmistir. Bununla beraber beyin
homojenatlarinda gliozis gostergesi olan GFAP’1n artmis oldugu goézlenmistir. Bu
astrogial aktivasyonu ve ndronal hasar1 gosterir. Ayni durum Alzheimerli hastalarin
beyinlerinde de mevcuttur. STZ nin glukoz metabolizmasin1 degistirmesi ve bellegi
bozmas1 kortikal reseptorlerle insiilinin etkilesmesinin engellenmesinden ¢ok bdyle

bir hasar sonucu olusmaktadir (160).

Sekil 5. Sican beyninde septo-hipokampal sistemin 3 boyutlu yerlesimi. Hipokampus
C seklindeki yapidir. (S: septum, f: forniks, f: fimbria, H: hipokampus) (64)

Intraserebroventrikiiler STZ uygulanan siganlarda beyinde GSK-3f diizeylerinin

degistigi ve bununda insiilin reseptor sinyal kaskad: ile iliskili oldugu gosterilmistir.
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Degisiklikler frontoparietal korteks ve hipokampus arasinda gosterilmistir ve
degisikliklerin icv tedavi sonrasi gecen siireye bagli oldugu bulunmustur. Ayrica
STZ enjeksiyonunun hipokampusta toplam ve fosforile tau protein ekspresyonunu
arttirdig1r gosterilmistir. Meningeal kapillerde AP birikiminin bazi belirtegleri de
bulunmugtur. Bu bilgiler 15181 altinda bu modelin insanlarda goriilen sporadik
Alzheimer hastaliginin deneysel modeli oldugudur (123). Bu konuda yapilan
calismalar gézden gecirildiginde morfolojik degisiklikler ve bellek bozuklugunun
yasla iligkili olmadig1 gosterilmistir (160).

Kalici bilateral karotid arter okliizyonu:

Baslangigta vaskiiler demans igin Onerilmis bir model olmakla beraber
Alzheimer hastaliginda yavas gelisen serebral kan akimi azalmasi nedeniyle
Alzheimer hastalig1 i¢in de uygun olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu modelde bir
subklavyen arterle birlikte ya da sadece her iki karotid arterin ligasyonuyla kronik
serebral hipoperfiizyon olusturulur. Yaslh siganlarda genglere gore subklavyen arterle
birlikte yapildiginda uzamsal hafizada daha fazla bozulma gozlemlenmistir. Yash
sicanlarda ayrica hipokampusun CAI bolgesindeki piramidal hiicrelerde hasar ve
yine hipokampusun oriens katmaninda GFAP-pozitif hiicrelerin yaygin hipertrofisi
gozlemlenmistir. Okliizyondan 1 -2 hafta sonra reperfiizyonla uzamsal hafiza
bozukluklarinin onlenebildigi ve hipokampal noéronlarin kurtulabildigi fakat 3
haftadan sonra geri doniisiin olmadig1 gozlemlenmistir. Bu model yasli siganlarda
(10 aylik) olusturuldugunda 10 hafta sonra kortekste ekstraseliller AP birikimi
gbzlemlenmistir. Bu bulgu serebral kan akimindaki azalmanin AP olusumuna katkida
bulunabilecegini gostermistir. Vaskiiler ve karisik tip demanslh hastalarda oldugu
gibi Alzheimerli hastalarda da beyaz madde lezyonlar1 ve kan beyin bariyeri
bozukluklar1 goriiliir. Bilateral karotid arter okliizyonunun 1-3 giin sonrasi kan beyin
bariyerinin gegcirgenliginde artisa neden olur. Bu model STZ gibi mikrogliozise
neden olarak miyenlinli yollarda hasar olusturur. Bu modelde hafiza bozuklugu
acisindan genclerle yaslilar arasinda belirgin bir fark olmamasina ragmen genclerde

noronal hasar daha ge¢ olugsmaktadir (160).
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Sodyum azidle beyin mitokondriyal sitokrom oksidaz inhibisyonu:

Alzheimerli hastalardaki oksidatif stres ve norodejenarasyon mitokondriyal
elektron sistemindeki bozuklukla o6zellikle sitokrom oksidazdaki bozuklukla
iliskilidir. Sicanlara selektif sitokrom oksidaz inhibitorii olan sodyum azid osmatik
minipompa yardimiyla uygulandiginda uzamsal hafizanin bozuldugu Morris'in su
tanki testinde gosterilmistir. Sodyum azidin noronal hasar yapip yapmadigi ve

kolinerjik transmisyonu azaltip azaltmadigi ise arastirilmamistir (160).
Aluminyum toksisitesi modeli:

Aluminyum modeli aluminyuma asir1 maruz kalmanin demans i¢in bir risk
faktorii olabilecegi hipotezine dayanmaktadir. Hayvanlarda aluminyumla indiiklenen
yumaklar Alzheimer hastaliginda insanlarda bulunan yumaklardan yapisal olarak

farkli oldugu gosterilmistir (139).
4.5. Agmatin

Agmatin L-argininden arjinin dekarboksilaz (arginine decarboxylase, ADC)
enzimi araciligiyla sentezlenen endojen bir amindir. i1k defa 1910°da ringa baliginin
sperminde varligi gosterilmistir. Bunu takiben bakteri, bitki, bocek ve
omurgasizlarda, 1994’te ise memeli beyninde varlig1 gosterilmistir (108). Agmatin
cesitli organlarda, dokularda ve serumda yaygin ve diizensiz bir dagilim gosterir.
Sirasiyla en fazla mide, aorta, ince bagirsak, kalin bagirsak, adrenal bez, kalp, beyin

ve plazmada bulundugu gosterilmistir (2).

Beyindeki konsantrasyonu midedeki konsantrasyonun yaklasik % 10’u kadardir
ve klasik norotransmitterlerle kiyaslanebilecek diizeydedir. Agmatin igeren ndronlar
serebral kortekste yaygmdir, lamina VI ve V'te toplanmistir. Immunoreaktif noronlar
en fazla hipotalamus, rostral orta beyin ve laterodorsal ¢ekirdek, lokus serelous,
dorsal rafe c¢ekirdegi, periakuaduktal gri madde gibi periventrikiiler alanlarda
bulunur. Alt beyin sapinda ise visceral relay nuclei, niikleus traktus solitari and the

pontine parabrachial komplekste lokalize olmustur (114).
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Sican hipokampal piramidal hiicrelerdeki elektron mikroskobu g¢alismalarinda
perikarya, dendritler, akson ve akson terminallerinde dagilim gosterdigi saptanmustir.
Hipokampusta agmatinin presinaptik terminallerde bulundugu ve eksitatdr sinapslar
yaptig1 gosterilmistir. Hipokampusdaki sinapslarin biiylik ¢cogunlugu glutamaterjik
oldugundan hipokampal ndronlardaki sinaptik vezikiillerde agmatinin glutamatla

birlikte depolandig1 ve beraber salinabilecegi bildirilmistir (114).

Organizmada L-arginin 3 farkli enzimle ¢esitli tirlinlere doniistiiriiliir. Bunlardan
en eski bilinenler NOS araciligiyla NO ve sitruline, bir digeri arjinaz araciligiyla
ornitine oradan da poliaminlere (putresin, spermin, spermidin) doniismesidir.
Agmatin sentezi ise bu senteze 6zel kabul edilen ADC araciligiyla olur. Yikimindan
iki farkli enzim sorumludur; agmatinaz ve diamin oksidaz. Bu sekilde hem
poliaminlere hem de guanidobutanoik aside doniistir (2) (Sekil 6). Agmatinin dnemli
bir 6zelligi aynmi yolakta olusan bir metabolit olan NO’un sentezini NOS’un tiim

izoformlarimi (iNOS, nNOS ve eNOS) inhibe ederek kontrol etmesidir (37).

&
%

Ure NH
L-Arjinin
Sitrulin
Arjin Nikrit oksit
Ure dongiisii dekarboksilaz sentaz
NH, NH,
NH, )\/\/H NH
HoocJ\/V : HY HOOC b
Sittulin
e Sirtulin
Ornitin Agm'ttm
Ornitin Agmatinaz Diamin oksidaz
dekarboksilasyon
NH UTC H. NH
H2M 2 HOOL/\\/\/NY 2
NH
utresin suanido butanoik asi

Put G do butanoik asit

Spermidin
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Sekil 6. Agmatin ve iligkili bilesiklerin metabolik yolagi (114).

42



Agmatin c¢ok sayida reseptdrle etkilesir. Imidazolin reseptorlerinin tiim alt
tiplerine baglandig1 ve bu reseptorlerin endojen ligant1 oldugu diisiiniilmektedir (82).
Ayrica hem pre- hem de post-sinaptik adrenerjik a, reseptorlerine baglanir. NMDA,
nikotinik ve serotonerjik 5-HT; reseptorleri gibi katyon kanallarinit module eden
reseptorleri bloke eder (114). Agmatin beyinde sentezlenir, sinaptik vezikiillerde
depolanir, depolarizasyonla salinir, geri alimim ve agmatinaz enzimiyle inaktive

edilir. Tiim bu 6zellikler agmatinin bir ndrotransmitter olabilecegini diistindiirmiistiir

(113, 114).

Agmatinin  birgok etkisi gosterilmistir. Adrenal medullanin  kromafin
hiicrelerinden adrenalin ve noradrenalin salinimini, pankreasin adacik hiicrelerinden
insiilin salinimini, hipotalamustan liiteinize hormon salgilatict hormon ve gastrin
sekresyonunu uyarir, vazopressin salinimini inhibe eder (2). Bunun disinda
antidepresan (3,172), anksiyolitik (3,45, 78), antikonviilsan (27, 144) etkisi ve morfin
yoksunluk sendromunun tiim semptomlarin1 baskiladig1 gosterilmistir (7). Akut agr
modellerinde hem spinal hem de supraspinal diizeyde analjezi sagladig1 (4), ndropati
gibi agr1 modellerinde termal ve mekanik hiperaljeziyi azalttigi (4, 34, 70),
antienflamatuvar (111, 112) ve ayrica morfinin olusturdugu analjezik etkiyi
potansiyelize ettigi gosterilmistir (74). Iskemide ve eksitotoksisitede ndéron kaybini
azalttig (41, 42, 73, 107), 6grenme ve bellekte rolii oldugu gosterilmistir (85, 86,
87).

Antidepresan etki:

Agmatinin antidepresan etkisi farelerde zorunlu yiizme (3), kuyruktan asma
testleri ile gosterilmistir (172). Bu antidepresan etkide NMDA reseptorleri, L-
arginin/NO yolag1 ve a2-adreneseptorlerle etkilesimin yer aldigi disiiniilmektedir
(172). Bunun yaninda zorunlu yiizme testinde 5-HT;,, 5-HT;s, and 5-HT,
reseptorleri (173), imidazolin 1 ve 2 reseptorleri (164) ve en azindan bir kisimdan
kappa ve mii-opioid reseptorleriyle (174) etkilesim gosterilmistir. Yapilan bir
calismada PCI2 hiicrelerinde norepinefrin, 5-HT, epinefrin ve dopamininin yiiksek

konsantrasyonda NMDA ile indiiklii azalmalar1 gosterilmistir. Bu degisiklik depresif
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hastalarin beyinlerindeki degisikliklerle tutarlidir ve agmatin antidepresan etkisini

destekler sekilde bu degisikleri diizeltmistir (83).

Anksiyolitik etki:

Agmatinin anksiyolitik etkisi yiikseltilmis art1 labirent testi(3, 78),
aydinlik/karanlik testi, Vogel zitlasma testi, sosyal etkilesim testleri (45) ile
gosterilmigtir. Agmatinin anksiyolitik etkisini NMDA reseptorlerini bloklayarak
gerceklestirdigi One siiriilmektedir Agmatinin NMDA-kalsiyum-NOS yolagimi ve
voltaj kapili kalsiyum kanallarin1 bloklamasi sonucu olusan 5-HT iletiminin up
regiilasyonunun anksiyolitik etkinin altinda yatan mekanizma olabilecegi de One

stiriilmektedir (45).

Antikonviilsan etki :

Yapilan bir ¢alismada pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan ndbetlerin (klonik
nobet modeli) esigini agmatinin doza bagimli olarak yiikselttigi gosterilmistir. Bu
etkide ar-adrenoreseptorlerin yeri oldugu ve L-arjinin/NO yolagimmin da yeri
olabilecegini diisiiniilmektedir (27). Agmatin hem farede hem de si¢anda jeneralize
tonik-klonik nobet modeli olan maksimal elektrosok nobetlerine karsi anti-nobet
aktivite gostermistir. Agmatinin antikonviilsan etkisinin NMDA reseptorleri ve
sinyal transdiikksiyon mekanizmlarinin inhibisyonunu bagli olabilecegi de
diisiiniilmektedir (144). Agmatinin PTZ ile olusturulan nobetler sirasinda hiicre dist
glutamat artisini neredeyse tamamen inhibe ettigi gosterilmistir. Bu inhibisyonun

antikonviilsan etkiye katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (35).

Morfin toleransi ve yoksunlugu iizerine olan etkisi :

Agmatinin sistemik ugulanmasi1 morfinin analjezik etkisini potansiyelize ettigi,
morfinin analjezik etkisine karsi gelisen toleransi inhibe ettigi (74), alkol ve morfinin
yoksunluk sendromlarini azalttigi gosterilmistir (7). Agmatinin kendisi kosullu yer
tercihi, lokomosyon sensitizasyonu ve ila¢ diskriminasyon davranisini

indiiklemezken morfininin indiikledigi kosullu yer tercihi, lokomotor duyarlilagsma ve
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ilag diskriminasyon (ayirt etme) davranisini anlamli  sekilde inhibe ettigi

gosterilmistir (142, 158, 159).

Son yillarda opioid bagimliligi ve relapsi sadece opioid reseptor sistemine degil
bircok opioid olmayan sisteme de bagli oldugu gosterilmistir. Morfininin indiikledigi
kosullu yer tercihi, lokomotor duyarlilasma ve ilag diskriminasyon davraniginin
agmatin tarafindan inhibe edilmesinin opioid olmayan imidozolin reseptor
mekanizmalar1 araciligiyla oldugu disiiniilmektedir. Agmatinin morfin ve etonol
yoksunluk sendromlarini inhibe etmesinin NOS aktivitesini inhibe etmesi araciligiyla
olabilecegi bildirilmistir. Ayrica NO ve NMDA reseptorleri arasindaki etkilesim
gosterilmis ve bu etkisimin sicanlarda agmatinin morfin alimi iizerine inhibitor
etkisinde dnemli olabilecegi bildirilmistir (143). Noronal NOS knock out farelerde
yapilan bir caligmada agmatin morfinin fiziksel bagimliliginin sadece periferal
belirtilerini azaltmis, santral belirtilerini azaltmamistir. Agmatinin morfinin fiziksel
bagimliliginin santral belirtilerini azaltabilmesi i¢in fonksiyonel nNOS un gerekli

oldugu ortaya konmustur (5).

Agr1 ve enflamasyonda rolii:

Agmatin gibi imidazolin ve o, adrenoseptorlere baglanan klonidinin opioidlerin
analzejik etkisini potansiyalize ettigi 80’lerin ikinci yarisindan beri bilinmektedir
(47). Akut agr1 modellerinde agmatinin hem spinal hem de supraspinal diizeyde
analjezi sagladigi gosterilmis ve bu etkinin hem imidazolin hem de o
adrenoseptorler araciligiyla olustugu diistiniilmiistiir (4). Akut agr1 modelleri disinda
diyabetik noropati modelinde, siyatik sinirin baglanmasi ile olusan ndropatik agri
modellerinde kullanilmis termal ve mekanik hiperaljeziyi azaltarak allodini

gelisimini engelledigi gosterilmistir (4, 34, 70).

Agmatinin antienflamatuvar etki potansiyeli oldugunu destekleyen bir baska
calismada, sicanlara sistemik olarak LPS verilmistir. Agmatin tedavisi uygulanan
grupta, endotoksemiye bagli kan basinci diisiiniin engellenmesi ve sepsise bagl
olarak meydana gelen renal fonksiyon bozuklugunun diizeltilmesi, endotoksik sok
modelinde agmatinin koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (125).

Sepsise bagli olarak biitlin immiin sistem hiicreleri aktive oldugu ve ¢ok siddetli bir
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enflamatuvar yanit kabul edilebilecek bu deneyde agmatinin sistemik enflamatuvar
yanit1 anlamli bir sekilde baskilamasi, giiclii bir antienflamatuvar etki potansiyeline
sahip oldugunun bir gdstergesi olabilir (6). Yapilan ¢aligmalarin sonuglarina gore
agmatinin analjezik/antihiperaljezik ve antienflamatuvar etki potansiyeli vardir.
Endojen bir madde olarak agmatin akut agri, noropatik agr1 ve enflamasyon gibi

durumlarda diizenleyici role sahiptir.

Noroprotektif etki:

Agmatinin intratekal (i.t.) veya sistemik verilmesi iskemide ve eksitotoksisitede
ndron kaybini azaltmistir. Bu etkinin, voltaja bagimli kalsiyum kanallarinin blokaji,
NMDA reseptorlerinin bloke edilmesi ve indiiklenebilir NOS (iNOS) olusumunu
inhibe etmesine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (41, 42, 73, 107). Sicanlarda
iskemik hasarindan sonra agmatin miktarinin 20 kat arttigi gosterilmistir (37).
Agmatinin iskemik hasar iizerindeki etkisini arastiran bir baska ¢alismada, primer
kortikal néronlardan hazirlanan hiicre kiiltiirinde oksijen ve glikoz mahrumiyeti ile
olusturulan hasarin agmatin ile 6nlendigi gosterilmistir. Agmatinin bu koruyucu
etkisinin nNOS araciligiyla olabilecegi, orta serebral arter okliizyonu modeli
kullanilarak gosterilmistir. Bu modelde okliizyondan 6nce ve okliizyon aninda
verilen agmatinin iskemik hasari 6nemli dl¢iide azalttigi goriilmiistiir. Agmatinin bu
etkisinde nNOS kadar iNOS’unda rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Agmatin sican
hipokampusunda voltaja bagimli iyon kanallarinda etkisini arastiran bir ¢aligmada
voltaja bagimli sodyum, potasyum ve kalsiyum kanallarini i¢eren hiicrelerde kayit
yapilmig agmatinin sodyum ve potasyum kanallarinda bir degisiklige yol agmazken
voltaja bagimlhi kalsiyum kanallarinda reversibl blokaj olusturdugu gosterilmistir
(156). Bir diger calismada neonatal sican korteksi, NMDA veya staurosporin (protein
kinaz inhibitorii) veya kalsimisin (kalsiyum ionofor) ile enkiibe edilmis, agmatinin,
protein kinaz blokaji ve kalsiyum ile ortaya ¢ikan hiicre dliimiinde koruyucu etki
gostermezken NMDA ile ortaya ¢ikan eksitotoksik etkiyi onledigi gosterilmistir
(166).

Hayvanlarin hareketsiz birakilmasi esasina dayanan bir stres modelinde

(restraint stress) kronik stresin (21 giin) prefrontal korteks ve hipokampusta yapisal
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degisikliklere neden oldugu immiiniihistokimyasal olarak gosterilmis, paralel olarak
endojen agmatin diizeylerinin azaldigi, disaridan uygulanan agmatinin (50
mg/kg/giin) ise bu bolgelerdeki noronlart korudugu gosterilmistir (167, 168).
Travmatik hasar modeli kullanilarak yapilan bir calismada histopatolojik olarak
agmatinin beyin hasarini azalttifi benzer bir calismada hipoksiye bagli TNF-a
salimini inhibe ederek retinal hiicreleri korudugu gosterilmistir (75, 129). Retinal
gangliyon hiicrelerini TNF-a’ya bagli apoptozisi baskilayarak engelledigi
gdsterilmistir (58, 59) Iskemik hasar iizerindeki etkisini arastiran bir baska
calismada, primer kortikal noronlardan hazirlanan hiicre kiiltiirinde oksijen glikoz
deprivasyonu ile olusturulan hasar1 dnlendigi gosterilmistir. Indiiklenebilir NOS
ekspresyonunun agmatin tedavisi uygulanan grupta belirgin bir sekilde azalmasi1 bu
diisiinceyi dogrulamaktadir (73). Iskemiye bagl akut bobrek hasarmi engelledigi, bu
etkiyi kismen o, adrenoseptorler kismen de imidazolin reseptorleri araciligi ile
yaptig1 gosterilmistir (145, 146). Agmatinin retinal gangliyon hiicrelerini oksidatif
strese karsi korudugu (89), yine oksijen-glikoz eksikligine bagli olarak kortikal
astrosit hiicrelerinde meydana gelen hasar1 engelledigi ve bunu 6zellikle niikleer
faktor kappa B iizerinden yapti1 gosterilmistir (80). iskemi ve reperfiizyona bagl
olarak gelisen hasarda agmatin tedavisinin bu hasar1 serbest radikal olusumunu ve
NO miktarlarin1 azaltarak engelledigi gosterilmistir (12, 25). Glukokortikoidlerin
kronik kullaniminin (21 giin) beyinde bazi morfolojik degisikliklere neden
olabileceginin gosterildigi bir c¢aligmada es zamanli kullanilan agmatinin (50
mg/kg/giin)  bu degisiklikleri engelledigi  gosterilmistir. Ayni  ¢alismada
glukokortikoid uygulamasinin bircok beyin bolgesinde agmatinin sentezinden
sorumlu olan enzim ADC’nin miktarim artirdigini da gostermislerdir. Bu nedenle
agmatinin noronlart korumak {izere sentezinin arttirilmaya c¢alisildigi yorumu
yapilmistir (169). Yukaridaki caligmalardan elde edilen bulgulara gore agmatin
INOS’u ve/veya nNOS’u inhibe ederek, NMDA reseptorlerini bloke ederek ayni
zamanda kalsiyumun hiicre i¢ine girigini azaltarak noroprotektif etki yaptigi, bir
hasar s6z konusu oldugunda endojen iiretiminin hasar1 6nlemek iizere artirilmaya

calisildigi, ekzojen olarak verilmesi durumunda da hasar1 6nledigi gosterilmistir.
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Ogrenme ve bellekte rolii:

Ilk kez 2000 yilinda agmatinin 6grenme ve bellek fonksiyonlar1 i¢in énemli
olabilecegini diislindiiren bir ¢alisma yayinlanmigtir. Bu c¢aligmada bir tir sarth
uyaran testi (contextual conditioned stimuli) kullanilarak sistemik olarak uygulanan
agmatinin Ogrenme bellegi olumsuz yonde etkileyebilecegini, hatta amnezi
olusturdugunu gostermislerdir (141). Daha sonra hem ayni testi hem de uzaysal
hafizanin degerlendirilmesinde kullanilan Morris’in su tanki kullanilarak benzer
sonuglar elde edilmistir (95). Ayn1 yil inhibitor sakinma testi (inhibitory avoidance
task) kullanilarak agmatinin daha Once idda edileninin aksine hatirlamayi
kolaylastirdig1 bu etkiyi o, adrenoseptorler, imidazolin ve/veya NMDA reseptorleri
ve NO inhibisyonu gibi farkli mekanizmalar iizerinden yapabilecegi ileri stiriilmiistiir
(8). Yaslanmaya bagh olarak hipokampal CAl, CA2/3 ve dentat girus bolgelerinde
agmatin diizeyleri incelenmis ve yasa bagli olarak CA4/ bolgesinde azalirken, CA42/3
ve dentat girus bolgelerinde arttigi gosterilmistir. Agmatinin entorhinal kortekste
ozellikle geng ve orta yas sicanlarda, postrhinal ve temporal korteks de yaslanmayla
arttigi  gosterilmistir. Bu bulgular dogrultusunda agmatin miktarlarinin beyin
bolgesine ve yasa bagl olarak degistigini sdylemislerdir (86). Su tanki, zorunlu
ylizme testi (forced swimming test) ve kafeste tutma modeli kullanilarak agmatinin
etkisinin aragtirildigi bir diger ¢calismada ekzojen olarak verilen agmatinin uzaysal
hafiza {lizerine etkisi arastirtlmistir. Beynin 10 farkli bolgesinde (Hipokampal CAl,
CA2/3, dentat girus, serebellum, vestibiiler niikleus, prefrontal, entorhinal,
perirhinal, postrinal ve temporal korteks) agmatin diizeyleri incelenmistir. Bu
calismanin sonuglarina gore su tanki yontemi gibi hayvanin uzaysal hafizasina
ihtiyag duydugu testlerin uygulanmasindan sonra ozellikle hipokampusta (CAI ve
dentat girus), entorhinal korteks ve vestibiiler niikleusta agmatin diizeylerinin
anlamli bir bicimde attig1, bu artisin zorunlu yiizmeye tabi tutulmak veya kafeste
bekletilmek ile elde edilmedigi gosterilmistir. Buna gore agmatin diizeyleri uzaysal
hafiza ile iligkili bolgelerde arttigin1 boylece agmatinin uzaysal 6grenme ve bellek
proseseleri agisindan énemli oldugunu sdylemislerdir (88). Bir diger calismada i.c.v
olarak infiize edilen agmatin ile su tanki, yiikseltilmis art1 labirent ve ac¢ik alan
testleri yapilmis (85), agmatin uygulamasinin referans hafiza iizerine bir etkisi

olmadan hafizay1 giiclendirdigi (working memory) gdosterilmistir (87). Glinlimiize
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dek yapilmis tim bu g¢alismalar agmatinin 68renme ve bellek fonksiyonlarinin

diizenlenmesi acisindan énemli oldugunu diisiindiirmektedir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kimyasal Maddeler:

Agmatin siilfat (Sigma) ve STZ (Sigma) serum fizyolojikte (SF) c¢oziilerek
kullanildi. Agmatin 40 mg/kg i.p., STZ ise 3mg/kg dozda, 10 pul hacimde bilateral ve

i.c.v. olarak uygulanmistir.
5.2. Deney Hayvanlar:

Bu c¢alismada kullanilan Sprague-Dawley susu erkek siganlar (250-300 g)
Marmara Universitesi Deney Hayvani Yetistirme Unitesi’nden temin edildi.
Deneyler siiresince 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik dongii icerisinde yem ve su
alimlar1 serbest birakilarak, sicakligi sabit tutulan (21 + 3 °C) hayvan saklama
odasinda, her kafeste operasyon Oncesi 4 sigan, operasyon sonrasi toparlanma
doneminde (4 giin) tek sican olacak sekilde barindirildi. Tiim deneyler giiniin
aydinhik periyodunda, sessiz ve sicakligi 22-24°C olan odada gergeklestirilmistir.
Calisma protokolii Marmara Universitesi Deney Hayvam Etik Kurulu tarafindan

16.04.2009 tarih ve 10.2009 say1 ile onaylanmstir. (Ek-1).
5.3. Kullanilan Modeller:

Deneysel Alzheimer modelinin olusturulmasi i¢in STZ i.c.v olarak bilateral

uygulanmigtir.
Lateral serebral ventrikiile kaniil yerlestirilmesi

Deneyden en az 3 giin 6nce sigcanlar ketamin (50 mg/kg, i.p.) + klorpromazin
(1.0 mg/kg, i.p.) anestezisi altindaki hayvanlarin her iki lateral ventrikiiliine kaniil
takilmas1 amaciyla deney hayvaninin kafatasi dis kulak yolundan stereotaksi aletine
(World Precision Instruments) yerlestirildi (Resim 2a, 2b). Kafa derisi gozler
hizasindan esneye kadar kesilip lizerindeki periost styrild1 (Resim 3). Takilacak olan
kaniiliin saglamlastirilmas1 amaci ile kafatasina (delinen noktanin yaklasik 1 cm

uzagina) disci turu ile kafatasi {ic noktadan daha delinerek vidalar yerlestirildi

50



Koordinatlar stereotaksi atlasina bakilarak tespit edildi (103). Buna gore bregmadan
0.8 mm kaudal; sagital sutturdan 1.5 mm lateral ve kafatasi yiizeyinden 3.6 mm
olacak sekilde sag ve sol lateral ventrikiiliin yeri tespit edilerek bir kaniil yerlestirildi
(131) (Resim 4). Kaniilii sabitlemek i¢in, kaniiliin ¢evresi akrilik ile sivandi (Resim
5). Bu sivama islemi kafatasi iizerine takili olan vidalar1 ve kafatasinin bir kismini
kapsayacak sekilde cevreye dogru genisletiletildi. Akrilik ¢imento kuruyup
sertlesinceye kadar beklendi (Resim 6).

(A) (B)

Resim 3. Kafa derisinin kesilip tizerindeki peiosfun 51yr11mas
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Resim 4. Kaniiliin yerlestirilmesi

Resim 5. Yiizeyin akrilik ile kaplanmasi
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Resim 6. Akrilik kuruduktan sonra kaniil kapaklarinin yerlestirilmesi

Kaniil yerlesiminin her deneyden sonra dogrulandi. Bu amacla deney sonunda
lateral serebral ventrikiile 200 ul metilen mavisi verildi. Hayvanlar sakrifiye edildi ve

beyinleri ¢ikarildi. Yerlesimi uygun olmayanlar ¢aligmaya dahil edilmedi.
STZ uygulanmasi

Stereotaksik cerrahi ile kaniillerin yerlestirilmesini takiben siganlarin kendilerini
toparlamalar i¢in 3-4 giin beklendi. Bu siire igersinde serum fizyolojikle sicanlara
stvi replasman tedavisi uygulandi. Daha sonra her iki lateral ventrikiile 3mg/kg STZ
10ul'lik hacimde Hamilton enjektorii araciligiyla uygulandi. Ayni1 dozda STZ ilk
uygulamadan 48 saat sonra tekrarlandi ve modelin olugmasi i¢in 12 giin beklendi

(131).
Agmatin uygulamasi

Ilk STZ uygulamasini takiben 14 giin sonra hayvanlar énce lokomotor aktivite
testine tabi tutuldu ve herhangi bir norolojik defekt gelismediginde emin olundu.
Daha sonra sirasiyla Morris'in su tanki ve pasif sakinma testlerine alindi.
Ogrenmesinin bozuldugu gosterilen siganlara 7 giin boyunca giinde 2 defa i.p. olarak
40mg/kg agmatin testlerden yarim saat Once olacak sekilde uygulandi. Agmatin

uygulamasina davranis testleri siiresince de devam edilir.
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5.4. Tla¢c Gruplariin Olusturulmas:

Hayvanlar her grupta 7-12 hayvan olacak sekilde kontrol (sham opere), STZ ve
STZ+Agmatin grubu olmak {izere 3 gruba ayrildi.

Sham opere grup: Stereotaksik yontemle kaniiller yerlestirildikten sonra 1. ve
3. giinlerde ayn1 hacimde SF verildi. ilk uygulamay: takiben 14 giin sonra davranis

testlerine baglandi. Deney siiresince agmatin yerine SF uygulandi.

STZ grubu: Stereotaksik yontemle kaniiller yerlestirildikten sonra 1.ve 3.
giinlerde 3mg/kg STZ uygulandi. Ilk STZ uygulamasim takiben 14 giin sonra

davranis deneylerine baslandi. Deney siiresince agmatin yerine SF uygulandi.

STZ+Agmatin grubu: Stereotaksik yontemle kaniiller yerlestirildikten sonra
1.ve 3. giinlerde 3mg/kg STZ uygulandi. Ilk STZ uygulamasini takiben 14 giin sonra
davranis deneylerine baglandi. Davranig testlerininin bitiminde sonra 7 giin siireyle

40mg/kg agmatin giinde 2 kez i.p. olarak uygulandi.

Tim gruplarin davranig testleri bittikten sonra (21. giin) hayvanlar dekapite

edilerek beyin dokular1 toplandi ve kan 6rnekleri toplanda.
5.5. Davrams Deneyleri
5.5.1. Pasif sakinma testi

Bu testte kullanilan diizenek iki bolmelidir. Bolmelerden biri aydinlik, digeri
karanliktir ve karanlik boliim hayvana elektrik soku uygulanmasina uygun sekilde
tasarlanmistir. Bolmeler otomatik giyotin bir kapi ile birbirinden ayrilmistir (Ugo
Basile, Type-7552, Italy). Sican aydinlik bélmeye birakilir ve bir pedala yardimiyla
test baglatilir. Hayvanin ortama aligmast i¢in 20 sn lik bir alisma periyodundan sonra
giyotin kap1 otomatik olarak acilir. Hayvan karanlik tarafa gegtiginde kap1 kapanir ve
hayvana 3sn siireyle 0.5 mA ayak soku verilir. Siganin aydinlik olan bdlmeden
karanlik tarafa ge¢mesi igin gecen siire kaydedilir. Ayni test 24 saat sonra
tekrarlanarak hayvanin karanlik bolgeye ge¢ip geg¢medigine bakilir. Testtin

sonlandirilma siiresi 300 sn’dir. Bu siire i¢inde karanlik tarafa gegmezse yani elektrik
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soku almaktan kaginirsa siganin 6grenmesinin bozulmadigi kabul edilir (136) (Resim

7).

Resim 7. Pasif sakinma cihazi

5.5.2. Morris'in su tanki testi

160cm capinda 50cm yiiksekliginde bir tank yaklasik 30 cm yiiksekligine kadar
suyla doldurulur. Suyun sicakligi 25+1 °C olacak sekilde ayarlanir. Tank hipotetik
olarak 4 esit parcaya boliinerek kuzey, giiney, dogu, bati olmak tanimlanir. Cap1
12cm olan bir platform suyun 1 cm asagisinda kalacak sekilde dorttebirlik
kadranlardan birinin (bu ¢aligmada gilineydogu ¢eyregi kullanildi) merkeze yakin
noktasina yerlestirilir. Tankin bulundugu odada ii¢ farkli yonde duvarlara hayvanin
yoniini belirlemesinde kullanabilecegi ipuclari (iizerlerinde farkli renkte geometrik
sekiller bulunan kartonlar) yerlestirilir. Dordiincii yon belirleyici ise her giin aym
noktada duran arastirmacidir. Test her sigana gilinde 4 yiizdiirme yaptirilacak sekilde
ardisik 4 giin uygulandi. ilk 4 giin sigamin tanka hangi yénlerden hangi sirayla
birakilacagi (1.giinden baglayarak sirasiyla kuzey-bati-dogu-giiney, bati-dogu-giiney-
kuzey, dogu-giiney-kuzey-bati, giliney-kuzey-bati-dogu ve bati ydnlerinden
birakilarak ylizdiriildii) onceden belirlendi. Her yiizme seansinda sigcanlarin
platformu bulmalar1 i¢in 90 sn verildi. Bu siire igersinde platformu bulamayan
siganlar deneyi yapan kisi tarafindan platforma yerlestirildi ve platform iizerinde 20

sn kalmalarina izin verildi. Deneyin son giinii olan 5. giin ise platform kaldirildi ve
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hayvanlar tek seans olarak 60 sn yiizdiiriildii. Bu siire icerisinde daha once
platformun bulundugu ¢eyrekte gecirdigi siire kaydedildi. Sicanlar yilizme
seanslarindan sonra altlarina kagit havlu yerlestirilerek elektrikli 1sitict karsisinda

hizlica kurutuldu (98) (Resim 8).

Resim 8. Su tanki ve bulundugu oda

5.6. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi
5.6.1. Kan glukoz diizeylerinin degerlendirilmesi

Sicanlarin kan glukoz seviyeleri kuyruklarindan alinan kandan glukometre
(Accu-Chek active) ile olgiilerek degerlendirildi. Deney stiresince hayvanlarin kan
glukozlar1 higbir islem uygulanmadan once yani 0. giinde ve STZ ile 6grenmesinin

bozuldugu kabul edildigi 14. giinde 6l¢iilerek karsilastirildi.
5.6.2. Oksidatif hasarin degerlendirilmesi
Glutatyon Tayini:
Dekapitasyondan hemen sonra g¢ikarilan beyinler serum fizyolojik ile

yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutuldu, tartildi. Homojenizatoriide (Ika Werk)
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buz iistiinde 150 mM KClI ¢ozeltisiyle %10’luk homojenati hazirlandi. Dokuda GSH
tayini Ellman yontemine gore yapildi (14).

Gerekli ¢ozeltiler:
0,3 M Na,HPO,

10 mM DTNB (Ditiyo nitro benzen, Ellman): 39.63 mg DTNB % 1’lik

sodyum sitrat ile 10 ml’ye tamamlanda.
% 20’lik TCA (Trikloroasetik asit)
Standart ¢ozeltisi: 50 mg glutatyon distile suda ¢6ziildii, 5 ml’ye tamamlandi.

Deneyin yapihisi:
0.4 ml % 10’luk homojenat
+
0.2 ml % 20’lik TCA
l Karistirildi.
15 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij edildi.

|

Ust fazda GSH calisildi, ¢cokelti atildi.

Kor Standart Numune

0.2 ml 150mM KC1 0.2 ml standart ¢ozeltisi 0.2 ml st faz

1 ml 0.3 M Na,HPO,4 + 0.05 ml Ellman ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi, 5 dakika

bekletildi ve Olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 412 nm.de okundu.
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Malondialdehit Tayini:

Malondialdehit tayininde GSH tayini i¢in hazirlanan % 10’luk homojenatlar
kullanildi. Dokuda MDA tayini, Beuge yontemine gore yapildi (13).

Gerekli ¢cozeltiler:

TBA (Tiyobarbitiirik asit) ¢ozeltisi: % 0.375 g TBA ve % 15’lik TCA igeren
¢ozelti, 0.25N HCl ile hazirlandi.

Standart cozeltisi: 1,1,3,3 tetraetoksipropan’in 10 mM’lik stok ¢ozeltisinden
farkli seyreltmeler yapilarak calisildi.

Deneyin yapilisi:
Kor Standart Numune
0.5 ml 150 mM KCl 0.5 ml standart ¢ozeltisi 0.5 ml bobrek homojenat

\
|

1 ml % 0.375 TBA

15 dakika kaynar su banyosuna birakildi
ve sonra tiipler oda sicakliginda

sogutuldu.

v

10 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij edildi.

v
Ust faz alinarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 532 nm’de

okundu.
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Dokuda MPO Aktivitesi Tayini:

Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan beyinler, kan ve ¢evre artiklarindan
temizlenmesi i¢in serum fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutuldu ve
agirliklar1 alindi. Beyin dokusu 50 mM K2HPO,4 (pH: 6) ile homojenize edildi. %
10luk homojenat hazirlandi. Dokuda MPO tayini Hillegeas yontemi ile yapildi (56).

Gerekli ¢ozeltiler:

50 mM K,HPO, (pH: 6)

% 0.5’lik HETAB (Hekzadesiltrimetil-amonyum bromid) : 0.5 g HETAB, 50
mM K2HPOs ile ¢oziildii. pH 6’ya ayarlandi ve hacmi 50 mM K2HPOs ile 1 1t’ye

tamamlandi.

o-Dianizidin-2 HCI: 100 mg o-Dianizidin-2HCI distile suda ¢oziilerek hacmi 5

ml’ye distile su ile tamamlanda.

%2’lik sodyum azid

20 mM H,O; (Hidrojen peroksit)
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Deneyin yapihisi:

3 ml % 10 luk bobrek homojenati
l 41400 g de 4 °C lik sicaklikta 10 dakika santrifiij edildi.
Ust faz atildi, ¢okelti + 3 ml % 0.5’lik HETAB
l Homojenizasyon
3 kez donduruldu — ¢6ziindiiriildii — sonike edildi
41400 g de 4 °C lik sicaklikta 10 dakika santrifiij edildi.

0.3 ml st faz ile ¢alisildu.

Bu asamadan sonraki iglemler 37 °C lik su banyosunda yapildi.

Kor Numune

2.9 ml 50 mM K,HPO, (pH: 6) 2.9 ml 50 mM K,HPOy, (pH: 6)
0.2 ml 20 mM H,0, 0.2 ml 20 mM H,0,

0.2 ml o-Dianizidin-2 HCI1 0.2 ml o-Dianizidin-2 HCI1

0.3 ml 50 mM K,HPO4 (pH: 6) 0.3 ml st faz

l 3 dakika beklendi.

0.2 ml % 2’lik sodyum azid ile renk reaksiyonu durduruldu.
37°C lik su banyosundan alindi, karistirildi. Oda sicakliginda bekletildi. 3000
devir/dakikada 10 dakika santrifiij edildi.
Ust faz almarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 460 nm de

okundu.

60



Istatistiksel Degerlendirme

Alzheimer ile ortaya ¢ikan davramis degisikliklerinin degerlendirilmesi ve
biyokimyasal deney sonuglar1 “ortalama + standart hata” olarak ifade edildi.
Verilerin istatistiksel analizinde gruplar arasindaki farklilik gosterilirken tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Gruplar aras1 farkliliklar “Post-hoc Dunnett
testi” uygulanarak incelendi. Tim istatistik analizlerinde ve sekil ¢izimlerinde
“Prism 4-Graph Pad” istatistik ve grafik yazilim programi kullanildi. P<0,05’den

kiigiik olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Davranmis Deneylerinin Sonuclar:
6.1.1. Pasif sakinma testinin sonuclari

Bu deneyin sonuglar1 6grenmenin saglandigi birinci giin ve 24 saat sonra hem
o6grenme hem de kisa siireli bellegin degerlendirildigi ikinci giin sonuglar seklinde

sunulmustur.

Birinci giin degerleri kontrol i¢in 30,04+5,778, STZ grubu i¢in 45,43+13,73 ve
STZ-Agmatin grubu i¢in 50,43+13,52 idi. Asil degerlendirmenin yapildig: ikinci giin
ise kontrol 298,0+0,0, STZ 52,06+14,54 ve STZ-Agmatin 256,9+27,16 idi (Sekil 7).

+++

300+

N

o

(=]
[

Karanlik bolmeye gecme
slresi (sn)

100~
*k*
I -
0‘ J )
Kontrol-1 Kontrol-2 STZ1 STZ-2 STZ-Agm-1STZ-Agm-2

Sekil 7. Pasif sakinma testinde 1.ve 2.giin sonuglari. Degerler ortalama + standart

hata olarak ifade edilmistir. *** | p <0.001 Kontrol grubuna gore. +++, p <0.001

STZ grubuna gore
6.1.2.Morris'in su tanki testinin sonuclari

Bu deneyin sonuglar1 platform varhiginda ardisgtk dort gilinin sonuglart ve

platform olmaksizin yapilan besinci giiniin sonuglari seklinde sunulmustur.
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1.giin: Kontrol grubunda tiim ydnlerin birinci giin ortalamasi1 48,19+4,48, STZ

grubunun 75,86+3,46 ve STZ-Agmatin grubunda 37,93+5,695 dir (Sekil 8).
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Sekil 8. Morris’in su tanki testinde 1.glin ortalamalari. Degerler ortalama + standart

hata olarak ifade edilmistir. *** | p <0.001 Kontrol grubuna gore. +, p <0.05 STZ

grubuna gore

2.giin: Kontrol grubunda tiim yonlerin ikinci giin ortalamasi 35,14+6,50, STZ

grubunun 56,12+5,01 ve STZ-Agmatin grubunda 25,61+3.48’dir (Sekil 9).
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Sekil 9. Morris’in su tanki testinde 2.gilin ortalamalari. Degerler ortalama + standart

hata olarak ifade edilmistir. * , p <0.05 Kontrol grubuna gore. ++, p <0.01 STZ

grubuna gore
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3. giin: Kontrol grubunda tiim yonlerin ti¢lincii glin ortalamasi 22,44+2.48, STZ

grubunun 43,19+5,25 ve STZ-Agmatin grubunda 15,42+3.37 dir (Sekil 10).

*%k%

+++

e

KONTROL STZ STZ+AGM

Sekil 10. Morris’in su tanki testinde 3.gilin ortalamalari. Degerler ortalama + standart

Platformu bulma
siiresi (saniye)
S
<

hata olarak ifade edilmistir. *** | p <0.001 Kontrol grubuna gore. +++, p <0.001

STZ grubuna gore

4. giin: Kontrol grubunda tiim yonlerin dordiincli giin ortalamasi 21,93+6,21,

STZ grubunun 47,01+5,99 ve STZ-Agmatin grubunda 12,55+2.70°dir (Sekil 11).
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Sekil 11. Morris’in su tanki testinde 4.gilin ortalamalari. Degerler ortalama + standart
hata olarak ifade edilmistir. * , p <0.05 Kontrol grubuna gore. ++, p <0.01 STZ

grubuna gore
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5. giin: Kontrol grubunda tek yon besinci giin ortalamasi 23,28+2,102, STZ
grubunun 12,60+£1,01 ve STZ-Agmatin grubunda 29,38+2.58’dir (Sekil 12).
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Sekil 12. Morris’in su tanki testinde 5.giin ortalamalari. Degerler ortalama =+ standart
hata olarak ifade edilmistir. *** | p <0.001 Kontrol grubuna gore. +++, p <0.001

STZ grubuna gore

6.2. Biyokimyasal Degerlendirmelerin Sonugclar:

6.2.1. Kan glukoz diizeylerinin degerlendirilmesinin sonug¢lar:

Kan glukoz diizeyleri hi¢bir islem yapmadan 6nce ve davranis deneylerinden bir
giin once olmak tizere iki kez dl¢lilmistiir. Gruplar aras1 veya zamana bagli herhangi

degisiklik olusmamistir (Tablo 3).

Tablo 3. Kan glukoz degerleri

Gruplar N Kan glukoz degerleri (mg/dl)
0.giin 14.giin

Kontrol 10 158+10.22 167.56+12.3

STZ 10 138.67+7.27 147.31£10.2

Agmatin 40 mg/kg 10 165.17+13.01 158.30+11.6

STZ-Agmatin 40 mg/kg 10 155.00+6.17 160.10+11.8
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6.2.2. Oksidatif hasar degerlendirilmesinin sonuclari

Glutatyon Sonuclar1

Beyin dokusunda GSH diizeyleri STZ uygulanan grupta 1.86 +0.04, kontrol
grubunda 2.31+ 0.08 idi. Dolayisiyla STZ uygulamasi GSH diizeylerini istatistiksel
olarak anlamli bir bi¢cimde diisiirmiistiir (p<0,01). Agmatin uygulamasi ile GSH
diizeyleri 2.17+0.05’ye gerilemistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil

13).
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Sekil 13. Beyin dokusunda GSH diizeyleri. Degerler ortalama + standart hata olarak

ifade edilmigtir. ** , p <0.01 Kontrol grubuna gore. +, p <0.01 STZ grubuna gore
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Malondialdehit Sonuclar:

Beyin dokusunda MDA diizeyleri incelendiginde kontrol grubunda 27.50 + 3.18
dir. STZ uygulanan grupta bu deger 78.18 + 5.45 bulunmustur ve kontrol grubuna
gore ileri derecede anlamlhidir (p<0,001). STZ ile olusan bu artig1 agmatin uygulamasi
ile 57.88 + 2.35’e diismesine neden olmustur (p<0,05). MDA diizeyindeki bu diisiis

istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen kontrol grubuna gore yiiksektir (Sekil
14).
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Sekil 14. Beyin dokusunda MDA diizeyleri. Degerler ortalama + standart hata olarak
ifade edilmistir. *** | p <0.001 Kontrol grubuna gore. +, p <0.05 STZ grubuna gore
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Myeloperoksidaz Aktivitesi Sonuclar:

MPO aktivitesi kontrol grubunda 4.61 + 0.51, STZ uygulanan grupta 14.83 +
1.63°dir. STZ uygulanmas1 ile MPO aktivitesi istatistiksel olarak ileri derecede
artmis (p<0,001) ve bu agmatin tedavisi ile 7.67 = 0.48’e inmistir. Dolayisiyla
agmatin tedavisi STZ’ye bagli MPO aktivite artigini istatistiksel olarak ileri derecede
anlamli bir bigimde baskilamistir (p<0,001) (Sekil 15).
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Sekil 15. Beyin dokusunda MPO aktivitesi. Degerler ortalama + standart hata olarak

ifade edilmistir. * , p <0.05 Kontrol grubuna gore. ++, p <0.01 STZ grubuna gore
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7. TARTISMA

Intraserebroventrikiiler STZ ile olusturulmus Alzheimer modelinde 6grenme ve
bellek fonksiyonlarinda belirgin bozulma oldugu ve bu bozulmaya oksidatif hasarin
eslik ettigi gosterilmistir. Agmatin tedavisinin hem kognitif fonksiyon testlerinde
hem de paralel olarak oksidatif hasarda azalmaya neden olarak bozulmus

fonksiyonlari diizeltebildigi gosterilmistir.

Aslinda agmatinin 6grenme ve bellek fonksiyonlari i¢in 6nemli olabilecegini
diisiindiiren ilk ¢alisma 2000 yilinda yaymlanmistir. Bu ¢alismada bir tiir sarth
uyaran testi (contextual conditioned stimuli) kullanilarak sistemik olarak uygulanan
agmatinin 6grenme ve bellegi olumsuz yonde etkileyebilecegini, hatta amnezi
olusturdugunu gostermislerdir (141). Daha sonra hem ayni testi hem de uzaysal
hafizanin degerlendirilmesinde kullanilan Morris’in su tanki kullanilarak benzer
sonuclar elde edilmistir (95). Benzer bir ¢alismada inhibitdr sakinma testi (inhibitory
avoidance task) kullanilarak agmatinin daha 6nce iddia edileninin aksine hatirlamay1
kolaylastirdigi, bu etkiyi a, adrenoseptorler, imidazolin ve/veya NMDA reseptorleri
ve NO inhibisyonu gibi farkli mekanizmalar iizerinden yapabilecegi ileri stirlilmiistiir
(8). Yaslanmaya bagl olarak hipokampal CAI, CA2/3 ve dentat girus bolgelerinde
agmatin diizeyleri incelenmis ve yasa bagl olarak CA/ bolgesinde azalirken, CA2/3
ve dentat girus bolgelerinde arttigi gosterilmigtir. Agmatinin entorhinal kortekste
ozellikle geng ve orta yas siganlarda, postrhinal ve temporal kortekste yaslanmayla
arttigi  gosterilmistir. Bu bulgular dogrultusunda agmatin miktarlarinin  beyin
bolgesine ve yasa bagl olarak degistigini sdylemislerdir (86). Su tanki, zorunlu
ylizme testi (forced swimming test) ve kafeste tutma modeli kullanilarak agmatinin
etkisinin arastirildig bir diger ¢alismada ekzojen olarak verilen agmatinin uzaysal
hafiza {izerine etkisi arastirtlmistir. Beynin 10 farkli bolgesinde (Hipokampal CAl,
CA2/3, dentat girus, serebellum, vestibiiler niikleus, prefrontal, entorhinal,
perirhinal, postrinal ve temporal korteks) agmatin diizeyleri incelenmistir. Bu
calismanin sonucglarina gore su tanki yontemi gibi hayvanin uzaysal hafizasina

ithtiya¢c duydugu testlerin uygulanmasindan sonra ozellikle hipokampusta (CAI ve
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dentat girus), entorhinal korteks ve vestibiiler niikleusta agmatin diizeylerinin
anlaml bir bigimde arttigi, bu artisin zorunlu ylizmeye tabi tutulmak veya kafeste
bekletilmek ile elde edilmedigi gosterilmistir. Buna gore agmatin diizeylerinin
uzaysal hafiza ile iligkili bolgelerde arttigini boylece agmatinin uzaysal 6grenme ve
bellek proseseleri acisindan 6nemli oldugunu soOylemislerdir (88). Bir diger
calismada su tanki, yiikseltilmis art1 labirent ve acik alan testleri yapilmis ve agmatin
i.c.v olarak inflize edilmistir (85). Bu ¢alismanin sonuglari agmatin uygulamasinin
referans hafiza tizerine bir etkisi olmadan hafizay giiclendirdigini (working memory)
gostermistir (87). Bu bulgulara dayanarak biz de Alzheimer modeli kullanarak
agmatinin etkisini ararstirmay1 planlamistik. Caligmamizin bulgularina gére su tanki
ve pasif sakinma testlerinde i.c.v olarak uygulanan STZ ile 6grenme ve bellek ileri
derecede bozulmus, agmatin tedavisi ile de biiyilkk oranda diizelmistir. Bizim
bulgularimiz giinimiize dek yapilmis yukarida sozii edilen diger calismalardaki
modellerdeki gibi agmatinin 6grenme ve bellek fonksiyonlarmin diizenlenmesi
acisindan 6nemli oldugunu diislindiirmektedir. Ayrica, bu c¢alisma agmatinin

deneysel Alzheimer modelinde etkinligini arastiran ilk ¢alismadir.

Bir¢ok proenflamatuvar sitokin etkilerini iNOS aracilifiyla NO olusumunu
arttirarak yaparlar. Agmatin de iNOS inhibisyonu ile hiperaljeziyi engelleyebildigi
seklinde aciklanmigtir. Makrofajlarda imidazolin reseptorleri eksprese olmadig:
halde, bazi imidazolinlerin iNOS’u inhibe ettigi, ayrica agmatinin de iNOS’u
baskilayarak NO olusumunu inhibe ettigi gdsterilmistir (111). indiiklenebilir NOS ve
agmatinaz ekspresyonunu uyaran makrofajlar LPS ile aktive edildiklerinde, arjininin
hem transportunu hem de sentezini stimiile ederler. Agmatinin LPS enjeksiyonuna
bagli olarak meydana gelen hipertermiyi baskiladigi, nispeten diisiik dozda (20
mg/kg) uygulanan agmatinin artmis viicut sicakligini plazma nitrit/nitrat miktarini
azalttirarak nitriderjik system araciligi ile yaptigi gosterilmistir (6). Agmatin,
enflamasyon siiresince makrofaj aktivasyonunun diizenlenmesinde rol oynar. Hem
sentezinden sorumlu enzim ADC hem de yikimindan sorumlu agmatinaz
makrofajlarda sentezlenir. Makrofajlarda bu enzimlerin aktiviteleri LPS ve sitokinler
tarafindan diizenlenir. indiiklenebilir NOS olusumunu tetikleyen LPS, doza bagiml
olarak, geri doniistimlii bir sekilde ADC ve agmatinaz aktivitesini modiile eder.

Indiiklenebilir NOS ve agmatinaz ekspresyonunu uyaran makrofajlar LPS ile aktive
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edildiklerinde, arjininin hem transportunu hem de sentezini stimiile ederler. Buna
bagl olarak intraseliiler arjinin ve dolayisiyla NO miktar1 artar. Lipopolisakkarit,
ADC aktivitesini azaltir. Agmatinaz aktivitesi ise biriken agmatinin hidrolizini
gerceklestirmek igin artar. Ayrica LPS varlifinda iNOS inhibitorlerinin hidrolizi
stimiile edilir. Interlokin-10, TGF-B ve IL-4, makrofajlarin enflamatuvar
aktivasyonunu baskilayarak NO iiretimini inhibe IL-10 ve TGF-B, stimiile
edilemeyen hiicrelerde ADC ve agmatinaz aktivasyonunu azaltir. Interlokin-4 ise
ADC aktivitesini degistirmeksizin, LPS’in agmatinaz iizerindeki etkisini geri
cevirebilir (124). Dolayisiyla agmatinin gerek nitriderjik sistem gerekse sitokin
olusumunda rolii vardir. Bu sekilde inflamasyon siirecinin modiilasyonunda rolii
oldugu bilinen agmatinin Alzheimer etyopatogenezinde 6nemi bilinen enflamasyon
bileseni {lizerine etkili olabilecegini 6ngdrdiikk. Bu nedenle hayvanlarin beyin
dokularinda serbest radikal olusumuna bagl hasart degerlendirmek i¢in indirgenmis
GSH, MDA ve MPO aktivitesi 6lgtiik. Ogrenme ve bellek fonksiyonlar1 bozulmus
olan STZ grubunda beyin dokusunda lipit peroksidasyonunu gosteren yiiksek MDA
diizeyi, dokuya noétrofil go¢liniin arttigint gdsteren yiiksek MPO aktivitesi ve endojen
antioksidan GSH diizeyinin azaldig1 goriildii. Ozellikle STZ uygulamasiyla artan
MDA diizeyleri ve MPO aktivitesinin agmatin tedavisiyle anlamli bir bigimde
baskilandig1 goriilmiistiir. Yine STZ uygulamasiyla azalan GSH diizeylerinde
agmatin tedavisiyle smirda fakat anlamli bir artis goriilmiistiir. Dolayisiyla
bulgularimiz agmatinin bozulmus kognitif fonksiyonlar iizerindeki diizeltici etkisinin

serbest radikal olusumuna bagli hasar1 engelleyerek yaptig1 diisiintilmiistiir.

Intraplantar karregenan enjeksiyonundan 6nce i.t. agmatin tedavisi uygulanan
farelerde, agmatinin termal hiperaljeziyi dnemli 6l¢iide azalttigi bildirilmistir (61).
Agmatin disinda klonidin gibi a, adrenoreseptorlere baglanan ilaglarin da ayni etkiyi
gostermesi agmatinin bu etkiyi o, adrenoreseptorler aracilifiyla olusturdugunu
diistindiirmektedir. Ancak agmatinin o, adrenoreseptdrler ilizerinde agonist etkili
oldugunu gosteren bir bulgu olmadigi i¢in, bu etkinin imidazolin reseptorleri
araciliglyla meydana gelmis olabilecegi diistiniilmektedir (61). Viicutta endojen
olarak bulunan agmatinin, néropatik agr1 modellerinde koruyucu oldugu, bu etkiyi
NOS gibi proenflamatuvar molekiillerin artiginin engellenmesine bagli olabilecegi

diisiiniilmiigtiir. Agmatinin antienflamatuvar etkisinin molekiiler temeline 151k tutan
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bir ¢alismada, makrofajlarda iNOS aktivitesindeki azalmanin imidazolin reseptdrleri
aracilig1 ile meydana gelmedigi savunulmustur. Astrositlerde etkili olan idazoksanin
INOS ekspresyonunu bakilayamamasi1 bu hipotezi dogrular niteliktedir (112).
Agmatinin antienflamatuvar etki potansiyeli oldugunu destekleyen bir bagka
calismada, sicanlara sistemik olarak LPS verilmistir. Agmatin tedavisi uygulanan
grupta, endotoksemiye bagli kan basinci diisiiniin engellenmesi ve sepsise bagh
olarak meydana gelen renal fonksiyon bozuklugunun diizeltilmesi, endotoksik sok
modelinde agmatinin koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gdstermektedir (125).
Sepsise bagli olarak biitiin immiin sistem hiicrelerinin aktive oldugu ve ¢ok siddetli
bir enflamatuvar yanit kabul edilebilecek bu deneyde agmatinin sistemik
enflamatuvar yanit1 anlaml bir sekilde baskilamasi, giiclii bir antienflamatuvar etki
potansiyeline sahip oldugunun bir gostergesi olabilir. Yapilan ¢alismalarin
sonuclarina gore agmatinin analjezik/antihiperaljezik ve antienflamatuvar etki
potansiyeli vardir. Endojen bir madde olarak agmatin akut agri, noropatik agr1 ve
enflamasyon gibi durumlarda diizenleyici role sahiptir. Bizim ¢alismamizin sonuglari
da agmatinin Alzheimer gelisimine katkida bulunanan enflamatuvar siire¢ tizerinde
baskilayic1 bir role sahip oldugunu ve bu etkiyi serbest radikal olusumunu

baskilayarak yapabilecegini gdstermistir.

Agmatinin i.t. veya sistemik verilmesi iskemide ve eksitotoksisitede ndron
kaybin1 azaltabilecegi, bu etkinin, voltaja bagimli kalsiyum kanallarmin blokaji,
NMDA reseptorlerinin bloke edilmesi ve iNOS olusumunu inhibe etmesine bagl
olabilecegi diisiintilmiistlir (41, 42, 73, 107). Sicanlarda iskemik hasaridan sonra
agmatin miktarmin 20 kat arttigi gosterilmistir (37). Agmatinin iskemik hasar
tizerindeki etkisini arastiran bir baska c¢alismada, primer kortikal ndronlardan
hazirlanan hiicre kiiltiirlinde oksijen ve glikoz mahrumiyeti ile olusturulan hasarin
agmatin ile Onlendigi gosterilmistir. Agmatinin bu koruyucu etkisinin nNOS
aracilifiyla olabilecegi, orta serebral arter okliizyon modeli kullanilarak
gosterilmistir. Bu modelde okliizyondan dnce ve okliizyon aninda verilen agmatinin
iskemik hasar1 6nemli 6l¢iide azalttig1 gosterilmistir. Agmatinin bu etkisinde nNOS
kadar iNOS’unda rolii olabilecegi de diisiiniilmektedir. Agmatin sican
hipokampusunda voltaja bagimli iyon kanallarinda etkisini arastiran bir ¢aligmada

voltaja bagimli sodyum, potasyum ve kalsiyum kanallarini igeren hiicrelerde kayit

72



yapilmis agmatinin sodyum ve potasyum kanallarinda bir degisiklige yol agmazken
voltaja bagimhi kalsiyum kanallarinda reversibl blokaj olusturdugu gosterilmistir
(156). Bir diger ¢alismada neonatal sigan korteksi, NMDA veya staurosporin (protein
kinaz inhibitorii) veya kalsimisin (kalsiyum ionofor) ile enkiibe edilmis, agmatinin,
protein kinaz blokaji ve kalsiyum ile ortaya ¢ikan hiicre 6liimiinde koruyucu etki
gostermezken NMDA ile ortaya c¢ikan eksitotoksik etkiyi onledigi gosterilmistir
(166). Aslinda eksitotoksisiteye bagli noron kayb1 Alzheimer etyopatogenezinde en
cok sorumlu tutulan mekanizmalardan bir digeridir. Biiyiik olasilikla bu ¢aligmada
agmatin ile kognitif fonksiyon bozuklugunun tedavi edilebilmesi NMDA
reseptorlerini bloke etmesi ve kalsiyumun nérona girisini frenleyerek néron hasarini

azaltmasina baghidir.

Hayvanlarin hareketsiz birakilmasi esasina dayanan bir stres modelinde
(restraint stress) kronik stresin (21 giin) prefrontal korteks ve hipokampusta yapisal
degisikliklere neden oldugu immiiniihistokimyasal olarak gosterilmis, paralel olarak
endojen agmatin diizeylerinin azaldigi, agmatinin (50 mg/kg/giin) ise bu bolgelerdeki
ndronlart korudugu gosterilmistir (167, 168). Travmatik hasar modeli kullanilarak
yapilan bir ¢alismada histopatolojik olarak agmatinin beyin hasarini azalttig1 benzer
bir calismada hipoksiye bagli TNF-a salimimi inhibe ederek retinal hiicreleri
korudugu gosterilmistir (75, 129). Retinal gangliyon hiicrelerini TNF-a’ya baglh
apoptozisi baskilayarak engelledigi gosterilmistir (58, 59). iskemik hasar iizerindeki
etkisini aragtiran bir baska calismada, primer kortikal néronlardan hazirlanan hiicre
kiiltiirlinde oksijen glikoz deprivasyonu ile olusturulan hasar1 Onlendigi
gosterilmistir. Indiiklenebilir NOS ekspresyonunun agmatin tedavisi uygulanan
grupta belirgin bir sekilde azalmasi bu diisiinceyi dogrulamaktadir (73). Iskemiye
bagl akut bobrek hasarini engelledigi, bu etkiyi kismen a, adrenoseptorler kismen de
imidazolin reseptdrleri araciligi ile yaptigir gosterilmistir (145, 146). Agmatinin
retinal gangliyon hiicrelerini oksidatif strese karst korudugu (89), yine oksijen-glikoz
eksikligine bagli olarak kortikal astrosit hiicrelerinde meydana gelen hasari
engelledigi ve bunu 6zellikle niikleer faktor kappa B {izerinden yaptig1 gosterilmistir
(80). Iskemi ve reperfiizyona bagl olarak gelisen hasarda agmatin tedavisinin bu
hasar1 serbest radikal olusumunu ve NO miktarlarin1 azaltarak engelledigi

gosterilmigtir (12, 25). Glukokortikoidlerin kronik kullaniminin (21 giin) beyinde
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baz1 morfolojik degisikliklere neden olabileceginin gosterildigi bir ¢alismada es
zamanli kullanilan agmatinin (50 mg/kg/giin) bu degisiklikleri engelledigi
gosterilmistir.  Aym1  calismada glukokortikoid uygulamasinin  bir¢ok beyin
bolgesinde agmatinin sentezinden sorumlu olan enzim ADC’nin miktarini artirdigini
da gostermislerdir. Bu nedenle agmatinin noronlart korumak {izere sentezinin

arttirilmaya calisildigr yorumu yapilmistir (169).

Yukaridaki calismalardan elde edilen bulgulara gore agmatin iNOS’u ve/veya
nNOS’u inhibe ederek, enflamatuvar sitokinleri baskilayarak, NMDA reseptorlerini
bloke ederek dolayisiyla kalsiyumun hiicre i¢ine girisini azaltarak ndroprotektif etki
yapar. Bu ¢aligmadan elde edilen bulgular agmatinin bozulmus 6grenme ve bellek
fonksiyonlarini diizeltebildigini gostermistir. Elde etttigimiz sonucun ne yazikki
direkt olarak noroprotektif etki ile oldugunu soyleyebilecegimiz bir parametremiz
olmamakla beraber dokularda serbest radikal olusumunu baskilayarak oksidan hasari
engelledigini soyleyebiliriz. Gerek Alzheimer modelinde yapilan ilk agmatin
calismasit olmast gerekse mekanizmaya en azindan bir agidan aciklik getirmesi
nedeniyle ¢alismanin sonuglari heyecan vericidir. Siiphesiz ki endojen bir madde
olan agmatinin 68renme ve bellek fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli rolii
vardir. Bu konuda ¢aligmalarin devam ettirilmesi hem hastaligin daha 1yi
anlagilmasmma hem de yeni tedavi yaklasgimlarinin gelistirilmesine olanak

saglayacaktir.
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