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OZET
Streptozotosinile olusturulan deneysel alzheimer
modelinde agmatinin etkilerinin arastiriimasi

Amag: Alzheimer geri doniistimsiiz ve ilerleyici hafiza kaybini taki-
ben tam demansla karakterize norodejenaratif bir bozukluktur.
Yaslanmayla insanlarda en sik goriilen demans formudur. Bu calis-
mada sicanlarda intraserebroventrikiler (i.c.v) streptozotosin (STZ)
ile olusturulmus Alzheimer modelinde agmatinin (Agm) 6grenme ve
bellek fonksiyonlarina etkisi ve bu etkinin oksidatif hasar agisindan
mekanizmasi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda Sprague-Dawley erkek sicanlar kul-
laniimis, kontrol, sham opere, STZ ve STZ+Agm olmak Ulizere 4 gruba
ayrilmislardir. Alzheimer modeli olusturmak icin stereotaksik yontem
ile sicanlara i.c.v olarak bilateral STZ 3 mg/kg dozda 48 saat arayla 2
defa uygulanmis ve ilk uygulamayi takiben 14 glin beklenmistir. On
besinci glinde pasif sakinma tesi ile 6grenme ve bellek fonksiyonlari
degerlendirilmistir. Ogrenmesinin bozuldugu gésterilen sicanlara 7
gilin boyunca giinde 2 defa 40mg/kg dozda Agm intraperitoneal (i.p.)
olarak uygulanmis ve takiben ayni testler tekrarlanmistir. Tim gruplar
davranis testleri bittikten sonra (21. glinde) dekapite edilerek beyin
dokulari toplanmis ve oksidatif hasari degerlendirmek icin malondi-
aldehit (MDA), glutatyon (GSH) seviyeleri ve myeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi dl¢limleri yapilmistir.

Bulgular: intraserebroventrikiiler STZ ile olusturulmus alzheimer
modelinde kognitif fonksiyonlarinda belirgin bozulma oldugu ve
bu bozulmaya oksidatif hasarin eslik ettigi gosterilmistir. Agmatin
tedavisi ile hem kogpnitif fonksiyon hem de oksidatif hasari dnlemistir.
Sonug: Bu bulgulara dayanarak endojen bir madde olan agmati-
nin alheimer etyopatogenezinde dnemli bir diizenleyici olabilecegi
distndlmastar.

Anahtar sozciikler: Agmatin, Alzheimer, intraserebroventikiiler
streptozotosin, oksidatif hasar, dgrenme ve bellek

ABSTRACT
Effects of agmatine in streptozotocine induced
experimental alzheimer model

Objectives: 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 role of
agmatine (Agm) on learning and memory and on parameters of
oxidative stress in intracerebroventricular (i.c.v) streptozotocin (STZ)
model of Alzheimer’s disease in rats.

Materials and Methods: We grouped rats as: naive control, sham
operated, STZ and STZ+agmatine. Rats were injected bilaterally
i.cv STZ (3mg/kg) using stereotaxic frame on day 1 and 3 to
induce experimental Alzheimer’s disease. After 14 days from 15t STZ
injection, learning and memory impairment of rats were observed
in passive avoidance. Following this test, agmatine administered
intraperitoneal (i.p.) 40mg/kg twice daily for 7 days. These animals
were again subjected to these behavioral tests after 7 days agmatine
treatment. On the 21 day after 1* STZ injection all groups were
sacrificed by decapitation and brain tissues were collected for
oxidative stress measurement. Malondialdehyde (MDA), glutathione
(GSH) levels and myeloperoxidase (MPO) activity were measured for
estimation of oxidative stress.

Results: In this study it has been demonstrated that i.c.v STZ in
Alzheimer model can cause disorder in cognitive functions and
oxidative damage. Agmatine treatment is found to be effective to
prevent both cognitive deficits as well as the oxidative damage.
Conclusion: According to results of the current study agmatine,
as an endogenous molecule, might be an important modulator in
alzheimer’s etiopathogenesis.

Keywords:Agmatine, Alzheimer’sdisease,intracerebroventricular
streptozotocin, oxidative damage, learning and memory

GiRiS
Ulkemiz gibi yash niifusun arttigi Glkelerde demans

onemli bir saglik problemidir. Alzheimer hastalidi, 65 yasin
Uzerindeki insanlarda goriilen en yaygin demans nedenidir

(1). Su anda tahmin edilen Alzheimerli hasta sayisi 26 mil-
yondan fazla iken 2050 yilinda bu sayinin 100 milyona ula-
sacagl 6ngorilmektedir (2). Noérodejenaratif bir hastalik
olan Alzheimer geri donlssiiz ve ilerleyicidir. Hafiza kaybi,
kognitif fonksiyonlarda zayiflama, glinlik aktivite perfor-

Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 3, Sayi: 3, 2013 / Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 3, Number: 3, 2013 - http://musbed.marmara.edu.tr 145




Streptozotosin ile olusturulan deneysel alzheimer modelinde agmatinin etkilerinin arastirilmasi

manslarinda, konusmada ve gorsel-uzaysal algilamada
bozukluklarla seyreder (1). Amiloid beta (Ap) plak ve néro-
fibriler yumaklar (NFY) hastaligin en 6nemli patolojik bul-
gulan olarak kabul edilir (3). Ayrica oksidatif stres (4,5), enf-
lamasyon (6) ve glutamat eksitotoksisitesi (7) gibi faktorle-
rinde bu nérodejenerasyona katkida bulundugu dusundl-
mektedir. Gliniimizde hastaligin néropatolojisi hala tam
olarak aydinlatilamamistir ve tedavisinde beklenen sonug-
lar alinamamaktadir. Dolayisiyla Alzheimer patolojisinde
rolu olabileceg@i diistintlen tim mekanizmalara yonelik
yeni tedavi arayislari stirmektedir. Bu kapsamda son yillarda
cok arastirilan molekiillerden biri de nitrik oksit'dir (NO).
Nitrik oksit sentazin (NOS) inhibitorleri ile yapilan ¢alisma-
lardan Gmit verici sonuglar alinmaktadir. Benzer sekilde
eksitotoksisiteyi engellemeye yonelik olarak glutamerjik
sistem aktivitesinin baskilanmasina yonelik calismalarda
ozellikle N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonistleri ile ali-
nan sonuglar dikkat cekicidir.

Agmatin hem NOS inhibitéri hem de NMDA antago-
nistidir ve gliclii antiinflamatuvar etki potansiyeline sahip-
tir (8). Ayrica iskemide ve eksitotoksisitede noron kaybini
azalttigi (9-12), endojen Agm lretiminin iskemik hasarin-
dan sonra 20 kat arttigi gosterilmistir (13). Agmatinin iske-
mik hasar tizerindeki etkisini arastiran ¢alismalarda, primer
kortikal néronlardan hazirlanan hiicre kiltirinde oksijen
ve glikoz mahrumiyeti ile olusturulan hasari 6nlendigi gos-
terilmistir (14). Ayrica Agm'’in, kalsiyum ile ortaya cikan
hiicre 6limiinde koruyucu etki gostermezken NMDA ile
ortaya ¢ikan eksitotoksik etkiyi 6nledigi de gosterilmistir
(15).

Agmatinin 6grenme ve bellek fonksiyonlari icin nemli
olabilecegini disunduren galismalar yayinlanmustir. Bir tur
sarth uyaran testinde Agm’in 6grenme bellegi olumsuz
yonde etkileyebilecegini, hatta amnezi olusturdugunu
gostermislerdir (16). Uzaysal hafizanin degerlendirilmesin-
de kullanilan Morris'in su tanki kullanilarak da benzer
sonuclar elde edilmistir (17). inhibitér sakinma testi kulla-
nilarak Agm'in daha 6nce iddia edileninin aksine hatirla-
may! kolaylastirdigi bu etkiyi a2 adrenoseptorler, imidazo-
lin ve/veya NMDA reseptdrleri ve NO inhibisyonu gibi fark-
I mekanizmalar zerinden yapabilecedgi ileri surilmustir
(18). Yaslanmaya bagh olarak hipokampal CA1, CA2/3 ve
dentat girus bolgelerinde Agm diizeyleri incelenmis ve
yasa bagli olarak CA1 bélgesinde azalirken, CA2/3 ve den-
tat girus bolgelerinde arttigi gosterilmistir. Su tanki, zorun-

lu ylizme testi (forced swimming test) ve kafeste tutma
modeli kullanilarak Agm'in etkisinin arastirildigr bir diger
calismada ekzojen olarak verilen Agm'in uzaysal hafiza
Uzerine etkisi arastiriimistir. Beynin 10 farkh bolgesinde
(Hipokampal CA1, CA2/3, dentat girus, serebellum, vesti-
biler niikleus, prefrontal, entorhinal, perirhinal, postrinal
ve temporal korteks) Agm diizeyleri incelenmistir. Bu calis-
manin sonuglarina gore su tanki yontemi gibi hayvanin
uzaysal hafizasina ihtiya¢ duydugu testlerin uygulanma-
sindan sonra 0zellikle hipokampusta (CA1 ve dentat girus),
entorhinal korteks ve vestibller niikleusta Agm diizeyleri-
nin anlaml bir bicimde attigi, bu artisin zorunlu yiizmeye
tabi tutulmak veya kafeste bekletilmek ile elde edilmedigi
gosterilmistir. Buna gore Agm diizeyleri uzaysal hafiza ile
iliskili bolgelerde arttigini boylece Agm'in uzaysal 6gren-
me ve bellek proseseleri agisindan 6nemli oldugunu soyle-
mislerdir (19). Bir diger calismada i.c.v olarak infiize edilen
Agm ile su tanki, yiikseltilmis arti labirent ve acik alan test-
leri yapilmis (20), Agm uygulamasinin referans hafiza tizeri-
ne bir etkisi olmadan hafizay1 gi¢lendirdigi (working
memory) gosterilmistir (21).

Glnumize dek yapilmis tim bu c¢alismalar Agm’in
6grenme ve bellek fonksiyonlarinin diizenlenmesi agisin-
dan 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle
Agm'nin Alzheimer modelinde kognitif fonksiyonlara etkisi
ve bu slrecte oksidatif hasara etkisinin arastirilmasi plan-
lanmustir.

GEREC VE YONTEM

Kimyasal Maddeler

Agmatin slfat (Sigma) ve STZ (Sigma) serum fizyolojik-
te (SF) ¢oziilerek kullanildi. Agmatin 40 mg/kg i.p., STZ ise
3mg/kg dozda, 10 pl hacimde bilateral ve i.c.v. olarak uygu-
lanmustir.

Deney Hayvanlari

Bu calismada kullanilan Sprague-Dawley susu erkek
sicanlar (250-300 g) Marmara Universitesi Deney Hayvani
Yetistirme Unitesi'nden temin edildi. Deneyler siiresince 12
saat aydinlik - 12 saat karanlik dongu icerisinde yem ve su
alimlan serbest birakilarak, sicakhigi sabit tutulan (21£3°C)
hayvan saklama odasinda, her kafeste operasyon 6ncesi 4
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sican, operasyon sonrasi toparlanma doneminde (4 glin)
tek sican olacak sekilde barindirldi. Tim deneyler gliniin
aydinlik periyodunda, sessiz ve sicakligi 22-24°C olan odada
gerceklestirilmistir. Calisma protokolii Marmara Universite-
si Deney Hayvani Etik Kurulu tarafindan 16.04.2009 tarih ve
10.2009 say! ile onaylanmistir.

Kullanilan Modeller

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

Lateral serebral ventrikiile kaniil yerlestirilmesi

Deneyden en az 3 giin dnce sicanlar ketamin (50 mg/kg,
i.p.) + klorpromazin (1.0 mg/kg, i.p.) anestezisi altindaki hay-
vanlarin her iki lateral ventrikiiliine kantil takilmasi amaciy-
la deney hayvaninin kafatasi dig kulak yolundan stereotaksi
aletine (World Precision Instruments) yerlestirildi. Kafa deri-
si gozler hizasindan esneye kadar kesilip tizerindeki periost
siyrildi. Takilacak olan kantliin saglamlastiriimasi amaci ile
kafatasina (delinen noktanin yaklasik 1 cm uzagina) disci
turu ile kafatasi ti¢ noktadan daha delinerek vidalar yerles-
tirildi .Koordinatlar stereotaksi atlasina bakilarak (22) tespit
edildi. Buna gore bregmadan 0.8 mm kaudal; sagital suttur-
dan 1.5 mm lateral ve kafatasi ylizeyinden 3.6 mm olacak
sekilde sag ve sol lateral ventrikiiliin yeri tespit edilerek bir
kateter yerlestirildi. Kaniili sabitlemek icin, kaniliin cevresi
akrilik ile sivandi. Bu sivama islemi kafatasi Gizerine takih
olan vidalari ve kafatasinin bir kismini kapsayacak sekilde
cevreye dogru genisletiletildi. Akrilik cimento kuruyup sert-
lesinceye kadar beklendi.

Kandl yerlesiminin her deneyden sonra dogrulandi. Bu
amacla deney sonunda lateral serebral ventrikiile 200 pl
metilen mavisi verildi. Hayvanlar sakrifiye edildi ve beyinle-
ri ¢cikarild. Yerlesimi uygun olmayanlar calismaya dahil edil-
medi.

STZ uygulanmasi

Stereotaksik cerrahi ile kanillerin yerlestirilmesini taki-
ben sicanlarin kendilerini toparlamalariicin 3-4 glin beklen-
di. Bu siire icersinde serum fizyolojikle sicanlara sivi replas-
man tedavisi uygulandi. Daha sonra her iki lateral ventrikiile
3mg/kg STZ 10pl'lik hacimde Hamilton enjektori araciligiy-
la uygulandi. Ayni dozda STZ ilk uygulamadan 48 saat sonra
tekrarlandi ve modelin olusmasi icin 12 giin beklendi.

Agmatin uygulamasi

ilk STZ uygulamasini takiben 14 giin sonra hayvanlar
Once lokomotor aktivite testine tabi tutuldu ve herhangi bir
norolojik defekt gelismediginde emin olundu. Daha sonra
sirastyla Morris'in su tanki ve pasif sakinma testlerine alind.
Ogrenmesinin bozuldugu gosterilen sicanlara 7 giin boyun-
ca glinde 2 defa i.p. olarak 40mg/kg Agm testlerden yarim
saat once olacak sekilde uygulandi. Agmatin uygulamasina
davranis testleri siiresince de devam edilir.

ila¢ Gruplarinin Olusturulmasi

Hayvanlar her grupta 7-12 hayvan olacak sekilde kont-
rol (sham opere), STZ ve STZ+Agm grubu olmak lzere 3
gruba ayrildi.

Sham opere grup: Stereotaksik yontemle kandiller yer-
lestirildikten sonra 1. ve 3. glinlerde ayni hacimde SF verildi.
ilk uygulamay takiben 14 giin sonra davranis testlerine
baslandi. Deney sliresince Agm yerine SF uyguland.

STZ grubu: Stereotaksik yontemle kandller yerlestirildik-
ten sonra 1. ve 3. giinlerde 3mg/kg STZ uygulandi. ilk STZ
uygulamasini takiben 14 giin sonra davranis deneylerine
baslandi. Deney siiresince Agm yerine SF uygulandi.

STZ+Agm grubu: Stereotaksik yontemle kandiller yerles-
tirildikten sonra 1. ve 3. giinlerde 3mg/kg STZ uyguland. ilk
STZ uygulamasini takiben 14 giin sonra davranis deneyleri-
ne baslandi. (21. giin) hayvanlar dekapite edilerek beyin
dokulari topland.

Pasif sakinma testi

Bu testte kullanilan diizenek iki blmelidir. BImelerden
biri aydinhk, digeri karanhktir ve karanlk boélim hayvana
elektrik soku uygulanmasina uygun sekilde tasarlanmistir.
Bolmeler otomatik giyotin bir kapi ile birbirinden ayriimistir
(Ugo Basile, Type-7552, Italy). Sican aydinlik bdImeye biraki-
lir ve bir pedala yardimiyla test baslatilir. Hayvanin ortama
alismast icin 20 sn lik bir alisma periyodundan sonra giyotin
kapi otomatik olarak agilir. Hayvan karanlik tarafa gectigin-
de kapi kapanir ve hayvana 3sn siireyle 0.5 mA ayak soku
verilir. Sicanin aydinlik olan bélmeden karanlik tarafa geg-
mesi icin gecen sure kaydedilir. Ayni test 24 saat sonra tek-
rarlanarak hayvanin karanhk bélgeye gecip ge¢medigine
bakilir. Testtin sonlandiriima siiresi 300 sn'dir. Bu siire icinde
karanlik tarafa gegmezse yani elektrik soku almaktan kagi-
nirsa sicanin 6grenmesinin bozulmadigr kabul edilir (23).
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Kan glukoz diizeylerinin degerlendirilmesi

Sicanlarin kan glukoz seviyeleri kuyruklarindan alinan
kandan glukometre (Accu-Chek active) ile dlciilerek deger-
lendirildi. Deney slresince hayvanlarin kan glukozlari hicbir
islem uygulanmadan 6nce yani 0. giinde ve STZ ile 6gren-
mesinin bozuldugu kabul edildigi 14. glinde olcilerek kar-
silastirildi.

Oksidatif stres parametrelerinin degerlendirilmesi
Glutatyon Tayini

Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan beyinler serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutuldu,
tartildi. Homojenizatoriide (Ika Werk) buz Gistiinde 150 mM
KCl ¢ozeltisiyle %10’luk homojenati hazirlandi. Dokuda GSH
tayini Ellman yontemine gore yapildi (24).

Malondialdehit Tayini

Malondialdehit tayininde GSH tayini i¢in hazirlanan
%10'luk homojenatlar kullanildi. Dokuda MDA tayini, Beu-
ge yontemine gore yapildi (25).

Dokuda Myeloperoksidaz Aktivitesi Tayini

Dekapitasyondan hemen sonra cikarilan beyinler, kan
ve cevre artiklarindan temizlenmesi icin serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutuldu ve agirliklar
alindi. Beyin dokusu 50 mM K2HPO4 (pH: 6) ile homojenize
edildi. %10’luk homojenat hazirlandi. Dokuda MPO tayini
Hillegeas yontemi ile yapildi (26).

istatistiksel Degerlendirme

Alzheimer ile ortaya ¢ikan davranis degisikliklerinin

Tablo 1: Kan glukoz degerleri

degerlendirilmesi ve biyokimyasal deney sonuglari
“ortalamazstandart hata” olarak ifade edildi. Verilerin ista-
tistiksel analizinde gruplar arasindaki farklilik gosterilirken
tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Gruplar arasi
farkhliklar “Post-hoc Dunnett testi” uygulanarak incelendi.
Tum istatistik analizlerinde ve sekil ¢izimlerinde “Prism
4-Graph Pad” istatistik ve grafik yazilim programi kullanild.
P<0,05'den kiiglik olan sonuclar istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Pasif Sakinma testi

Bu deneyin sonuclari 6grenmenin saglandigi birinci
giin ve 24 saat sonra hem 6grenme hem de kisa sreli bel-
legin degerlendirildigi ikinci glin sonuglari seklinde sunul-
mustur.

Birinci glin degerleri kontrol icin 30,04+5,778, STZ gru-
buicin 45,43+13,73 ve STZ-Agm grubu icin 50,43+13,52 idi.
Asil degerlendirmenin yapildig ikinci giin ise kontrol
298,0+0,0, STZ 52,06+14,54 ve STZ-Agm 256,9+27,16 idi
(Sekil 1).

3001 +++
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0+ T T ¥ v
Kontrol-1 Kontrol-2 STZ1 8§TZ-2 STZ-Agm-1STZ-Agm-2

Karanlik bélmeye gegme
siiresi (sn)

Sekil 1: Pasif sakinma testinde 1.ve 2.glin sonuglari. Degerler
ortalamazstandart hata olarak ifade edilmistir. ***, p<0.001 Kontrol
grubuna gore. +++, p<0.001 STZ grubuna goére

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
Agm 40 mg/kg 10 165.17+£13.01 158.30+11.6
STZ-Agm 40 mg/kg 10 155.00+6.17 160.10+11.8
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Kan glukoz diizeylerinin degerlendirilmesinin
sonuglari

Kan glukoz diizeyleri hicbir islem yapmadan dnce ve
davranis deneylerinden bir giin énce olmak Uzere iki kez
Olctlmustlr. Gruplar arasi veya zamana bagl herhangi
degisiklik olusmamistir (Tablo 1).

Oksidatif stres parametrelerinin
degerlendirilmesinin sonuclari

Glutatyon Sonuglari

Beyin dokusunda GSH diizeyleri STZ uygulanan grupta
1.86+0.04, kontrol grubunda 2.31+ 0.08 idi. Dolayisiyla STZ
uygulamasi GSH duzeylerini istatistiksel olarak anlamh bir
bicimde disurmustir (p<0,01). Agm uygulamasi ile GSH
diizeyleri 2.17+0.05’ye gerilemistir ve bu azalma istatistiksel
olarak anlamlidir (Sekil 2).
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Sekil 2: Beyin dokusunda GSH duizeyleri. Degerler ortalamazstandart
hata olarak ifade edilmistir. **, p<0.01 Kontrol grubuna gére. +, p
<0.01 STZ grubuna gore

Malondialdehit Sonuglar

Beyin dokusunda MDA diizeyleri incelendiginde kont-
rol grubunda 27.50+3.18 dir. STZ uygulanan grupta bu
deger 78.18+5.45 bulunmustur ve kontrol grubuna gore
ileri derecede anlamlidir (p<0,001). STZ ile olusan bu artisi
Agm uygulamasi ile 57.88+2.35%e dlismesine neden olmus-
tur (p<0,05). MDA diizeyindeki bu diisus istatistiksel olarak
anlamli olmasina ragmen kontrol grubuna gore yuksektir
(Sekil 3).
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Sekil 3:Beyin dokusundaMDA diizeyleri.Degerler ortalamaz+standart
hata olarak ifade edilmistir. *** , p<0.001 Kontrol grubuna gore. +,
p<0.05 STZ grubuna gore
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Sekil 4:Beyin dokusunda MPO aktivitesi. Degerler ortalamazstandart
hata olarak ifade edilmistir. *, p<0.05 Kontrol grubuna goére. ++,
p<0.01 STZ grubuna gdre

Myeloperoksidaz Aktivitesi Sonuclar

MPO aktivitesi kontrol grubunda 4.61+0.51, STZ uygula-
nan grupta 14.83+1.63'dir. STZ uygulanmasi ile MPO aktivitesi
istatistiksel olarak ileri derecede artmis (p<0,001) ve bu Agm
tedavisi ile 7.67+0.48%e inmistir. Dolayisiyla Agm tedavisi
STZ'ye bagli MPO aktivite artigini istatistiksel olarak ileri dere-
cede anlamli bir bicimde baskilamistir (p<0,001) (Sekil 4).

TARTISMA

intraserebroventrikiiler STZ ile olusturulmus Alzheimer
modelinde 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda belirgin bozul-
ma oldugu ve bu bozulmaya oksidatif hasarin eslik ettigi gos-
terilmistir. Agmatin tedavisinin hem kognitif fonksiyon testle-
rinde hem de paralel olarak oksidatif hasarda azalmaya neden
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olarak bozulmus fonksiyonlari diizeltebildigi gosterilmistir.
Aslinda Agm'in 6grenme ve bellek fonksiyonlari icin
onemli olabilecegini diistindiiren ilk ¢alisma 2000 yilinda
yayinlanmistir. Bu calismada bir tiir sartl uyaran testi (contex-
tual conditioned stimuli) kullanilarak sistemik olarak uygula-
nan Agm'in 6grenme ve bellegi olumsuz yénde etkileyebile-
cegdini, hatta amnezi olusturdugunu gostermislerdir (16).
Daha sonra hem ayni testi hem de uzaysal hafizanin deger-
lendirilmesinde kullanilan Morris'in su tanki kullanilarak ben-
zer sonuglar elde edilmistir (17). Benzer bir calismada inhibi-
tor sakinma testi (inhibitory avoidance task) kullanilarak
Agm'in daha 6nce iddia edileninin aksine hatirlamayi kolay-
lastirdig, bu etkiyi alfa2 adrenoseptorler, imidazolin ve/veya
NMDA reseptorleri ve NO inhibisyonu gibi farkli mekanizma-
lar Gzerinden yapabilecedi ileri suirlilmustur (18). Yaglanmaya
bagli olarak hipokampal CA1, CA2/3 ve dentat girus bolgele-
rinde Agm diizeyleri incelenmis ve yasa bagli olarak CA1 bél-
gesinde azalirken, CA2/3 ve dentat girus bolgelerinde arttigi
gosterilmistir. Agmatinin entorhinal kortekste 6zellikle geng
ve orta yas sicanlarda, postrhinal ve temporal kortekste yas-
lanmayla arttigi gosterilmistir. Bu bulgular dogrultusunda
Agm miktarlarinin beyin bdlgesine ve yasa bagli olarak degis-
tigini soylemislerdir (27). Su tanki, zorunlu ylizme testi (for-
ced swimming test) ve kafeste tutma modeli kullanilarak
Agm'in etkisinin arastirildidr bir diger calismada ekzojen ola-
rak verilen Agm'in uzaysal hafiza tizerine etkisi arastirnlmistir.
Beynin 10 farkl bolgesinde (Hipokampal CA1, CA2/3, dentat
girus, serebellum, vestibiiler nikleus, prefrontal, entorhinal,
perirhinal, postrinal ve temporal korteks) Agm diizeyleri
incelenmistir. Bu calismanin sonuglarina gore su tanki yonte-
mi gibi hayvanin uzaysal hafizasina ihtiya¢ duydugu testlerin
uygulanmasindan sonra 6zellikle hipokampusta (CA1 ve
dentat girus), entorhinal korteks ve vestibiiler niikleusta
Agm diizeylerinin anlamh bir bicimde arttigi, bu artisin
zorunlu ylizmeye tabi tutulmak veya kafeste bekletilmek ile
elde edilmedigi gosterilmistir. Buna gére Agm diizeylerinin
uzaysal hafiza ile iliskili bolgelerde arttigini boylece Agm'in
uzaysal 6grenme ve bellek proseseleri agisindan 6nemli
oldugunu soylemislerdir (18). Bir diger calismada su tanki,
ylkseltilmis arti labirent ve acik alan testleri yapilmis ve Agm
i.c.v olarakinfiize edilmistir (19). Bu calismanin sonuglart Agm
uygulamasinin referans hafiza tizerine bir etkisi olmadan
hafizayi guiclendirdigini (working memory) géstermistir (20).
Bu bulgulara dayanarak biz de Alzheimer modeli kullanarak
Agm'in etkisini ararstirmayi planlamistik. Calismamizin bul-

gularina gore su tanki ve pasif sakinma testlerinde icv olarak
uygulanan STZ ile 6grenme ve bellek ileri derecede bozul-
mus, Agm tedavisi ile de biiylik oranda diizelmistir. Bizim bul-
gulanmiz giinimiize dek yapilmis yukarida sozii edilen diger
calismalardaki modellerdeki gibi Agm'in 6§renme ve bellek
fonksiyonlarinin dlizenlenmesi acisindan énemli oldugunu
distindlirmektedir. Ayrica, bu ¢alisma Agm'in deneysel Alz-
heimer modelinde etkinligini arastiran ilk calismadir.

Bircok proenflamatuvar sitokin etkilerini iNOS araciligiy-
la NO olusumunu arttirarak yaparlar. Agmatin de iNOS inhi-
bisyonu ile hiperaljeziyi engelleyebildigi seklinde agiklan-
mistir. Makrofajlarda imidazolin reseptorleri eksprese olma-
dig1 halde, bazi imidazolinlerin iNOS'u inhibe ettigi, ayrica
Agm’in de iINOS'u baskilayarak NO olusumunu inhibe ettigi
g6sterilmistir (27). indiiklenebilir NOS ve agmatinaz eks-
presyonunu uyaran makrofajlar LPS ile aktive edildiklerinde,
arjininin hem transportunu hem de sentezini stimiile eder-
ler. Agmatinin LPS enjeksiyonuna bagl olarak meydana
gelen hipertermiyi baskiladigi, nispeten diisiik dozda (20
mg/kg) uygulanan Agm'’in artmis viicut sicakligini plazma
nitrit/nitrat miktarini azalttirarak nitriderjik system araciligi
ile yaptigi gosterilmistir (28). Agmatin, inflamasyon stiresin-
ce makrofaj aktivasyonunun diizenlenmesinde rol oynar.
Hem sentezinden sorumlu enzim arjinin dekarboksilaz hem
de yikimindan sorumlu agmatinaz makrofajlarda sentezle-
nir. Makrofajlarda bu enzimlerin aktiviteleri LPS ve sitokinler
tarafindan diizenlenir. indiiklenebilir NOS olusumunu tetik-
leyen LPS, doza bagiml olarak, geri doniistimli bir sekilde
ADC ve agmatinaz aktivitesini modiile eder. indiiklenebilir
NOS ve agmatinaz ekspresyonunu uyaran makrofajlar LPS
ile aktive edildiklerinde, arjininin hem transportunu hem de
sentezini stimule ederler. Buna bagli olarak intraseliler arji-
nin ve dolayisiyla NO miktari artar. Lipopolisakkarit, ADC
aktivitesini azaltir. Agmatinaz aktivitesi ise biriken Agm'in
hidrolizini gergeklestirmek icin artar. Ayrica LPS varliginda
iNOS inhibitorlerinin hidrolizi stimile edilir. interlékin-10,
TGF-B ve IL-4, makrofajlarin enflamatuvar aktivasyonunu
baskilayarak NO Uretimini inhibe IL-10 ve TGF-, stimle edi-
lemeyen hiicrelerde ADC ve agmatinaz aktivasyonunu azal-
tir. interlokin-4 ise ADC aktivitesini degistirmeksizin, LPS'in
agmatinaz Uizerindeki etkisini geri cevirebilir (29). Dolayisiyla
Agmin gerek nitriderjik sistem gerekse sitokin olusumunda
roll vardir. Bu sekilde inflamasyon stirecinin modiilasyonun-
da rolii oldugu bilinen Agmin Alzheimer etyopatogenezin-
de 6nemi bilinen inflamasyon bileseni lizerine etkili olabile-
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cegini 6ngordiik. Bu nedenle hayvanlarin beyin dokularinda
serbest radikal olusumuna bagli hasari degerlendirmek icin
ndirgenmis glutatyon (GSH), MDA ve MPO aktivitesi 6lctik.
Ogrenme ve bellek fonksiyonlari bozulmus olan STZ gru-
bunda beyin dokusunda lipit peroksidasyonunu gdsteren
yliksek MDA diizeyi, dokuya nétrofil gd¢iiniin arttigini gos-
teren ylksek miyeloperoksidaz aktivitesi ve endojen antiok-
sidan GSH diizeyinin azaldigi gériild. Ozellikle STZ uygula-
masiyla artan MDA diizeyleri ve miyeloperoksidaz aktivitesi-
nin Agm tedavisiyle anlamli bir bicimde baskilandigi gordil-
mstir. Yine STZ uygulamasiyla azalan GSH dUzeylerinde
Agm tedavisiyle sinirda fakat anlamli bir artis gorilmustr.
Dolayisiyla bulgularimiz Agm'in bozulmus kognitif fonksi-
yonlar tizerindeki diizenltici etkisinin serbest radikal olusu-
muna bagdli hasari engelleyerek yaptigi duiglintlmustr.
intraplantar karregenan enjeksiyonundan énce i.t. Agm
tedavisi uygulanan farelerde, Agm'in termal hiperaljeziyi
onemli dl¢tide azalttigi bildirilmistir (30). Agmatin diginda klo-
nidin gibi alfa2 adrenoreseptérlere baglanan ilaclarin da ayni
etkiyi gostermesi Agm'in bu potansiyelizasyonu alfa2 adreno-
reseptorler araciligiyla olusturdugunu disiindiirmektedir.
Ancak Agm'in alfa2 adrenoreseptorler lizerinde agonist etkili
oldugunu gosteren bir bulgu olmadigi icin, bu etkinin imida-
zolin reseptorleri araciigiyla meydana gelmis olabilecegi
distnilmektedir (30). Vicutta endojen olarak bulunan
Agm'in, néropatik agr modellerinde koruyucu oldugu, bu
etkiyi NOS gibi proenflamatuvar molekdllerin artiginin engel-
lenmesine bagl oalbilecegi diisiiniilmistir. Agmatinin anti-
enflamatuvar etkisinin molekdler temeline isik tutan bir calis-
mada, makrofajlarda iNOS aktivitesindeki azalmanin imidazo-
lin reseptorleri araciligi ile meydana gelmedigi savunulmus-
tur. Astrositlerde etkili olan idazoksanin iNOS ekspresyonunu
bakilayamamasi bu hipotezi dogrular niteliktedir (31). Agma-
tinin antienflamatuvar etki potansiyeli oldugunu destekleyen
bir baska calismada, sicanlara sistemik olarak LPS verilmistir.
Agmatin tedavisi uygulanan grupta, endotoksemiye bagli
kan basinci diisiinlin engellenmesi ve sepsise bagh olarak
meydana gelen renal fonksiyon bozuklugunun diizeltiimesi,
endotoksik sok modelinde Agm'in koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir (32). Sepsise bagl olarak bitlin
immin sistem hiicrelerinin aktive oldugu ve ¢ok siddetli bir
inflamatuar yanit kabul edilebilecek bu deneyde Agm'in siste-
mik inflamatuar yaniti anlamli bir sekilde baskilamasi, gticli
bir anti-inflamatuar etki potansiyeline sahip oldugunun bir
gobstergesi olabilir. Yapilan calismalarin sonuglarina gore

Agm'in analjezik/antihiperaljezik ve antiinflamatuar etki
potansiyeli vardir. Endojen bir madde olarak Agm akut agri,
noropatik agr ve inflamasyon gibi durumlarda diizenleyici
role sahiptir. Bizim ¢alismamizin sonuglar da Agm'in Alzhei-
mer gelisimine katkida bulunanan inflamatuar siireg (izerinde
baskilayici bir role sahip oldugunu ve bu etkiyi serbest radikal
olusumunu baskilayarak yapabilecedini gostermistir.
Agmatinin i.t. veya sistemik verilmesi iskemide ve eksito-
toksisitede néron kaybini azaltabilecedi, bu etkinin, voltaja
bagimli kalsiyum kanallarinin blokaji, NMDA reseptdrlerinin
bloke edilmesi ve indiiklenebilir NOS (iNOS) olusumunu
inhibe etmesine bagl olabilecegi distnilmistir (10-12).
Sicanlarda iskemik hasaridan sonra Agm miktarinin 20 kat
arttigi gosterilmistir (14). Agmatinin iskemik hasar tizerinde-
ki etkisini arastiran bir baska calismada, primer kortikal
noronlardan hazirlanan hiicre kiiltiirlinde oksijen ve glikoz
mahrumiyeti ile olusturulan hasarin Agm ile 6nlendigi gos-
terilmistir. Agmatinin bu koruyucu etkisinin nNOS araciligy-
la olabilecedi, orta serebral arter okliizyon modeli kullanila-
rak gosterilmistir. Bu modelde okliizyondan 6nce ve okliiz-
yon aninda verilen Agm'’in iskemik hasari énemli 6l¢lide
azalttigi gosterilmistir. Agmatinin bu etkisinde nNOS kadar
iNOS'unda rolii olabilecegdi de diistiniilmektedir. Agmatin
sican hipokampusunda voltaja bagimli iyon kanallarinda
etkisini arastiran bir calismada voltaja bagimli sodyum,
potasyum ve kalsiyum kanallarini iceren hiicrelerde kayit
yapilmis Agm’in sodyum ve potasyum kanallarinda bir degi-
siklige yol agmazken voltaja bagimli kalsiyum kanallarinda
reversibl blokaj olusturdugu gosterilmistir (15). Bir diger
calismada neonatal sican korteksi, NMDA veya staurosporin
(protein kinaz inhibitori) veya kalsimisin (kalsiyum ionofor)
ile enkuibe edilmis, Agm'in, protein kinaz blokaji ve kalsiyum
ile ortaya cikan hiicre 6limiinde koruyucu etki gostermez-
ken NMDA ile ortaya cikan eksitotoksik etkiyi 6nledigi goste-
rilmistir (33). Aslinda eksitotoksisiteye bagli néron kaybi Alz-
heimer etyopatogenezinde en ¢ok sorumlu tutulan meka-
nizmalardan bir digeridir. Blyuk olasilikla bu calismada Agm
ile kognitif fonksiyon bozuklugunun tedavi edilebilmesi
NMDA reseptorlerini bloke etmesi ve Ca*?un nérona girisini
frenleyerek ndron hasarini azaltmasina baghdir.
Hayvanlarin hareketsiz birakilmasi esasina dayanan bir
stres modelinde (restraint stress) kronik stresin (21 glin)
prefrontal korteks ve hipokampusta yapisal degisikliklere
neden oldugu immunihistokimyasal olarak gdsterilmis,
paralel olarak endojen Agm dizeylerinin azaldigi, Agm'in
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(50 mg/kg/giin) ise bu bolgelerdeki néronlar korudugu
gosterilmistir (34,35). Travmatik hasar modeli kullanilarak
yapilan bir calismada histopatolojik olarak Agm'in beyin
hasarini azalttigi benzer bir calismada hipoksiye bagli TNF-a
salimini inhibe ederek retinal hiicreleri korudugu gosteril-
mistir (36,37). Retinal gangliyon hiicrelerini TNF-a’ya bagli
apoptozisi baskilayarak engelledigi gosterilmistir (38,39).
iskemik hasar tizerindeki etkisini arastiran bir baska calisma-
da, primer kortikal néronlardan hazirlanan hiicre kiltiiriin-
de oksijen glikoz deprivasyonu ile olusturulan hasari 6nlen-
digi gésterilmistir. indiiklenebilir NOS ekspresyonunun Agm
tedavisi uygulanan grupta belirgin bir sekilde azalmasi bu
diisiinceyi dogrulamaktadir (11). iskemiye bagh akut bobrek
hasarini engelledigi, bu etkiyi kismen alfa2 adrenoseptorler
kismen de imidazolin reseptorleri araciligi ile yaptigi goste-
rilmistir (40). Agmatinin retinal gangliyon hiicrelerini oksida-
tif strese karsi korudugu (41), yine oksijen-glikoz eksikligine
bagli olarak kortikal astrosit hiicrelerinde meydana gelen
hasari engelledigi ve bunu &zellikle niikleer faktor kapa B
lizerinden yaptigi gosterilmistir (42). iskemi ve reperfiizyona
bagh olarak gelisen hasarda Agm tedavisinin bu hasari ser-
best radikal olusumunu ve NO miktarlarini azaltarak engel-
ledigi gosterilmistir (43). Glukokortikoidlerin kronik kullani-
minin (21 giin) beyinde bazi morfolojik degisikliklere neden
olabileceginin gosterildigi bir calismada es zamanli kullani-
lan Agm'in (50 mg/kg/giin) bu degisiklikleri engelledigi gos-
terilmistir. Ayni calismada glukokortikoid uygulamasinin bir-
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