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GIRIS VE AMAC

Son senelerde glutamat tasiyicilarindan  glutamat  tasiyici-1’in - (GLT-1)
aktivasyonunun bir ¢ok santral sinir sistemi hastaliginda rol oynadigi saptanmistir. Bizim
arastirmamizda da GLT-1 aktivasyonu yapan bir beta-laktam antibiyotik olan seftriaksonun
uzaysal bellek tizerine etkisi olup olmadigi, varsa bu etkinin GLT-1 iizerinden gerceklesip
gerceklesmedigini incelemek amaclanmustir.

Glutamat santral sinir sistemindeki en 6nemli eksitatdr amino asit ndrotransmiter olup,
ekstraseliiler glutamat hemostaz1 primer olarak glutamat tasiyici sistemi tarafindan regiile
edilmektedir. Bugiine kadar, 5 tip eksitatér amino asit tasiyicisi belirlenmistir: EAATI1
(GLAST), EAAT2 (GLT-1), EAAT3, EAAT4 ve EAATS (1,2). GLT-1 tastyicilarinin
glutamat uptake’inin %90’1na aracilik ettigi ve glutamatin sinaptik iletinin sonlandirilmasinda
biiyiik 6nem tasidigr bilinmektedir (3).

Son senelerde beta laktam antibiyotiklerin glutamat uptake’ini artirdigi gosterilmis
olup, bu antibiyotikler arasinda 6zellikle sefiriakson lizerinde calisilmistir. Seftriaksonun
GLT-1"1 aktive ederek belirtilen etkiyi ortaya ¢ikarttigi ve bunun sonucunda opioidlerin
hipotermik ve analjezik etkilerine tolerans gelisimini 6nledigi yakin zamanda gosterilmistir
(4). Tolerans gelismesine mekanizma olarak onemli benzerlikleri bulunan noropatik agri
belirtilerine karst da seftriaksonun etkili oldugu son donemde si¢anlarda siyatik sinir
zedelenmesi modelinde saptanmustir (5). Akut ve inflamatuar agriya karsi seftriaksonun etkisi,
buna ek olarak ndropatik agri basladiktan sonra seftriaksonun analjezik etkisi ile ilgili
calismalar da mevcuttur (6). Ayrica, GLT-1 aktivasyonunun amyotrofik lateral skleroz,
Parkinson hastalig1 ve epilepsi nobetlerinin olusumunda da énemli rolii oldugu belirlenmistir
(7). Anabilim Dalimiz laboratuvarinda bu verilerden yola ¢ikarak yaptigimiz bir ¢alismada,
streptozosin ile olusan diyabetik noropatide seftriaksonun anti-allodinik ve anti-hiperaljezik

etkilerini gostermistik (8).



Noronal bozukluklar1 Onleme agisindan glutamat reseptorlerinin  aktivasyonu
onemlidir, hiicre dist glutamat konsantrasyonu glial hiicrelerdeki ve néronlarin plazma
memranindaki glutamat tasiyicilart  tarafindan kontrol edilmektedir (9). GLT-1
aktivasyonunun bir ¢ok farkli mekanizmaya sahip farkli santral sinir sistemi hastaliklarinda
biiyiilk onem tasidigi, yukarida Ozetlenen arastirmalar incelendiginde goriilebilir. Ancak,
giinlimiize kadar bellek fonksiyonlar1 lizerine GLT-1 aktivasyonunun etkilerini gosteren bir
aragtirma yapilmamistir. Biz de arastirmamizda, bir beta-laktam antibiyotik olan, aym
zamanda GLT-1 aktivasyonu yapma Ozelligi de olan seftriaksonun uzaysal bellek iizerine

etkilerini aragtirmay1 hedefledik.



GENEL BILGILER

GLUTAMIK ASIT

Eksitator bir néromediyator olan glutamik asit; beyin ve omurilikte bulunur. Glutamik
asit veya iyonize sekli olan glutamat iyonu, a-oksoglutarik asit ve glutamin ile sinir uglarinda
denge halindedir. Sinir ucu membraninda, sinaptik araliga salman glutamik asidi igeri alan
yiksek afiniteli bir geri-alim mekanizmasi (glutamat tasiyicisi) vardir. Glutamik asit,
glutaminaz enzimi araciligi ile glutamaterjik sinir ucunda glutamin’in hidrolizi sonucunda
olusur. Az bir kismi ise oksoglutarat’dan oksidasyon ve transaminasyon yolu ile glukozdan
elde edilir. Sinir ucundan glutamat salinimi kalsiyuma baglidir (10).

Glutamik asit, glutamin sentetaz enzimi yardimi ile glutamine donistirilir ve
aktivitesi ortadan kaldirilir. Kainik asit (bir glutamik asit analogu), kiigiik dozlarda, glutamat
gibi etki yapar; lokal olarak uygulanan yiiksek dozlarda ise norotoksik etki yapar ve o
bolgedeki néron somalarint olumsuz etkiler (10). Hipokampiis veya striatuma yapilan
glutamat inflizyonlar1 6grenme ve bellek iizerine olumlu yonde etki eder, glutamat,
glutamaterjik reseptorleri aktive ederek bellek siireclerine katkida bulunabilir. Ornegin,

AMPA reseptorlerini aktive eden ila¢ olan ampakinler 6grenmeyi ve LTP’yi artirirlar (11).

GLUTAMATERJIK RESEPTORLER (EKSITATOR AMINO ASIT

RESEPTORLERI)

Beyinde ve omurilikte, 4 tip glutamat reseptérii vardir. Glutamat reseptorleri,
aspartat’a da afinite gosterdikleri ve onun tarafindan da aktive edilebildikleri igin, glutamat
reseptorlerine eksitator amino asit (EAA) reseptorleri de denebilir. Bu reseptorlerin 4 alt tipi

asagida belirtilmistir. Bunlardan ilk ii¢ii iyonotropik (iyon kanalina kenetli) reseptorlerdir:



1. N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorleri.

2. a-amino-3- hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionik asit (AMPA) reseptorleri
(eski adiyla kiskalat reseptorleri).

3. Kainik asit tarafindan selektif olarak aktive olan kainat reseptdrleri.

4, G proteini ile kenetli presinaptik metabotropik glutamat reseptorleri (10). G
proteini ile kenetli metabotropik glutamat reseptorleri sinaptik plastisitede gorev alir, 6grenme
ve bellek siireglerine 6nemli katkilart vardir (12).

Ortasinda bir katyon kanali igermesinden dolayt AMPA ve kainat reseptorleri NMD A
reseptorlerine benzerler. Glutamatin eksitotoksik etkisine katkida bulunabilirler, bunlara non-
NMDA reseptorleri adi da verilir. Sinaptik membranin hizli depolarizasyonunu saglarlar ve
NMDA reseptoriiniin calismasini kolaylastirirlar. AMPA ve kainat reseptorleri bir kanal
proteini (katyon kanali diger ismiyle Ca™/Na* kanal1 ) ile kenetlenmislerdir (10). NMDA ve
AMPA reseptorlerinin, glutamat tagiyicilarinin ve kalsiyum kanallarinin yerlesimi Sekil 1°de

gosterilmistir.

Kortikal aferent

Purkinje hiicresi

Sekil 1. NMDA, AMPA reseptorlerinin, glutamat tasiyicilarimin ve kalsiyum

kanallarinin yerlesimi.



Bu reseptorlerden en ¢ok iizerinde durulan glutamat reseptorleri, NMDA
reseptorleridir. Beyin korteksi, hipokampus, striatum, septum ve amigdala gibi yapilarda
fazlaca bulunurlar, ndronlar iizerinde postsinaptik yerlesim gosterirler. NMDA reseptorleri
iizerinde c¢esitli baglanma yerleri vardir. NMDA reseptorii molekiil kompleksi tizerinde
NMDA reseptoriinii allosterik sekilde etkileyen ve kanal fonksiyonunu diizenleyen bir
poliamin baglanma yeri ve glisin baglanma yeri, voltaja bagimli Mg baglanma yeri ile
fensiklidin, ketamin gibi maddeleri baglayan bir fensiklidin baglanma yeri bulunur. Ayrica
Zn*? iyonu da, NMDA reseptorii iizerinde kendine 6zgii baglanma yerine baglanarak glisin

etkisini azaltir. Sekil 2°de NMDA reseptoriine baglanma yerleri gosterilmistir.

NMDA reseptor kompleksinin sematik gosterimi

poliamin baglanma 24
yeri Zn baglanma

glutamat taninma yeri

yeri

glisin baglanma

-
il
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baglanma

e et °2+

Na+ Ca

2+
Mg baglanma yeri

Sekil 2. NMDA reseptorii baglanma yerleri.



NMDA reseptorii aktivasyonunun iyon kanallar1 iizerindeki etkisini elektriksel
depolarizasyon artirir. Bu reseptorler, hipokampusteki sinapslarda kisa siiren bir
stimulasyondan sonra olusan uzun siireli potansiyalizasyona (‘long term potentiation’, LTP)
sebep olur, boylece bazi1 6grenme ve bellek siireclerine aracilik ederler. Beyin ya da omurilik
travmalarina bagli spinal iskemi ve buna bagli inme sirasinda iskemik bolgedeki sinir
uclarindan ¢ok fazla miktarda glutamat salinmasi sonucu, NMDA reseptorlerinin asiri
aktivasyonu ile reseptorlere bagl iyon kanallarindan néronlar i¢ine asir1 miktarda kalsiyum
girmesi noéronlarda nekroza (eksitotoksisiteye) neden olmaktadir. Bu varsayimdan hareketle
iskemik beyin zedelenmesini 6nlemek i¢cin NMDA reseptor antagonisti dizosilpin (MK-801)
denenmektedir (10).

GLUTAMAT TASIYICILARI

Glutamat, SSS’deki en 6nemli eksitator amino asit nérotransmiterdir. Noronlarda ve
glia’da yerlesmis yiiksek afiniteli, Na'-bagimli glutamat tasiyicilar1 tarafindan sinaptik
araliktan alinmaktadir. Bugiine kadar, 5 tip eksitatér amino asit tasiyicisi belirlenmistir: (Sekil
3) (13).
EAAT1 (GLAST)
EAAT2 (GLT-1)
EAAT3 (EAACL)
EAAT4 ve EAATS (ndronal yerlesim gosterir) (14).

YV V VYV V

EAATI; bazi ndronal olmayan hiicrelerdeki ana glutamat tasiyicisi olarak tanimlanabilir.
EAATZ2; glial hiicresindeki spesifik tasiyici proteini olarak tanimlanabilir.

EAATS3; hiicrelerde ve bazi noronlarin dendritlerinde bulunur.

EAATA4; purkinje ndéronlarinda;

EAATS ; glia’da ve retinadaki néronlarda bulunmaktadir (15).
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Sekil 3. Glutamat, reseptorleri ve tasiyicilari.

Glutamat tasiyicilari; glutamat ndrotoksisitesini 6nlemede kritik role sahiptirler.
Glutamat tasiyicilarinin fonksiyonlarimi yerine getirebilmesinde; membran kolesterolii, hiicre
i¢i sinyal molekiilleri ve proteinler 6nemli rol oynar. Ozellikle membran kolesterolii glutamat
tagtyicilarinin -~ fonksiyonlarin1  etkiler.  Metil-f-siklodekstrin ~ tarafindan ~ membran
kolesteroliiniin azalmasi; primer kortikal hiicrelerde Na*-bagimli glutamat uptake’ini azaltir.
EAAT?2 aracilig1 ile gerceklesen glutamat uptake’i bu etkiye daha da duyarhidir. Kolesterolden
zengin lipid depolar1 EAAT2’nin fonksiyonlar1 ve lokalizasyonlar1 {izerinde etkilidir;
kolesterol kaybi, EAAT2’nin plazma membranina olan etkisini olumsuz yonde degistirir. Bu
etkiler; noronal glutamat tasiyicilari olan EAAT1, EAAT2 ve EAAT3’de daha az gorilir.
Fare beyinlerinde de glutamat uptake’inin azalmasi kolesterol tiikenmesinin glutamat
tastyicilart tizerindeki direkt etkisi ile iliskilendirilebilir (13).

Glutamat tastyicilarinin fonksiyonlar: lizerinde proteinlerin de rolii vardir. GTRAP3-
18 adli protein, EAAT3 ile etkileserek EAAT3-aracili glutamat transportunu negatif bir
sekilde etkilerken, GTRAP41 (B-spektrin-3) ve GTRAP48 (RhoGEF-11) adli proteinler
EAAT4-aracili glutamat transportunu artirirlar (13).

Bunlarin i¢inde, memelilerin merkezi sinir sisteminde glutamat uptake’inin % 90’1na

aracilik etmesi, sinaptik iletimin sonlandirilmast ve glutamatin ndrotoksisitesine karst

7



noronlar1 korumasi agisindan, EAAT2 (GLT-1, astroglial protein) biiylik 6nem tasimaktadir.
Bu protein normal eksitatér sinaptik iletimde onemli bir role sahiptir, fonksiyonunun
bozuklugunda akut ve kronik nérolojik bozukluklar ortaya g¢ikmaktadir (16) (amyotrofik
lateral skleroz-ALS, beyin tiimérleri, epilepsi tiirleri-temporal lob epilepsisi, bunama, hepatik
ensefalopati, Parkinson hastaligi, felg, vb.) (17-20). Ozellikle ALS’li hastalarda glutamat
tastyicisindaki ana eksiklik, EAAT?2’nin aktivitesinin bozulmasindan (21), motor korteks ve
spinal kordtaki EAAT2 protein kaybindan ileri gelmektedir (22). Bu durumun nedeni, GLT-
1’1 hiicre yiizeyinden uzaklastirip yerlesimini bozarak down-regiilasyonuna sebep olan
stiperoksid dismutaz (SOD1) enziminin kodlandigi gen iizerindeki mutasyondur (23). Bunun
yam sira, EAAT2, travmatik omurilik zedelenmesinin neden oldugu hiicre 6limlerinde de
sinirlayict bir role sahiptir (24,25). Ayrica, SOD1 mutasyonuna bagli ger¢eklesen ALS
hastaligindaki patolojik mekanizma incelendiginde, EAAT2’nin kaspaz-3 ile etkileserek
inaktif hale gelmesi diisiiniilmektedir (26,27).

Bunun yan1 sira, diabetes mellitus halk diliyle seker hastaligi, merkezi sinir sistemi
bozukluklarina (felg, kriz, bunama, ¢esitli bilissel bozukluklar) yol acan bir hastaliktir. Tam
olarak hiicresel mekanizmasi anlasilmasa da seker hastaligimin merkezi sinir sistemindeki
glutamat tasiyicilart ve proteinler iizerine olumsuz etkileri vardir. Bununla ilgili yapilan
Western blotting ve immunohistokimya calismalarinda serebral kortekste, hipokampuste veya
serebellumda astrosit glutamat tasiyicilari seviyesinde aralarinda anlamli  farkliliklar
bulunamamistir (28). Bu yiizden beynin hangi bolgesini etkiledigi konusunda tam bir fikir
yiiriitemeyiz.

Ayrica EAAT?2 ve EAAT3 aktiviteleri; kortikal ndronlarda sistein uptake’ine aracilik
ederek glutatyon sentezinde sinirlayici bir roldedir (sistein glutatyon sentezinde sinirlayici bir
faktordiir, dolayisiyla bu tasiyicilar sistein uptake’ine aracilik ederek glutatyon sentezini
sinirlandirirlar) (29).

EAAT2, insiilin salgisinin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. Glutamat vezikiiler
glutamat tasiyicilari (VGLUTs), ozellikle VGLUT3, tarafindan vezikiiller i¢ine pompalanir,
eksitator amino asit tastyicilar:1 (EAATSs), 6zellikle EAAT2, tarafindan hiicre dis1 néronlara ve
glial hiicrelere taginir. Knock-out farelerde salgi graniillerindeki glutamat igerigi yasayan
farelere oranla daha yiiksek bulunmustur. Bu data yukaridaki ifadeyi desteklemektedir (30).
Onceki yillarda, sinaptik aktivitedeki kritik dnemine ragmen pratikte bu proteini modiile eden
farmakolojik bir ajan yoktu. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda beta-laktam antibiyotiklerin
glutamat uptake’ini artirdig1 gosterilmis olup, bu antibiyotikler arasinda 6zellikle seftriakson

iizerinde calisilmistir.



GLT-1 farmakolojisini aciklamakta kullanilan, GLT-1 aktivasyonu araciligi ile
glutamat uptake’ini arttiran ilaglar olarak tamimlanan beta-laktam antibiyotikler GLT-1"1
stimiile eder, ayrica GLT-1 gen transkripsiyonunu artirirlar. Beta-laktamlar ve gesitli yari-
sentetik tiirevleri, antibakteriyel etki de gosterirler. Hayvan caligmalari, seftriaksonun GLT-
1’in biyokimyasal ve fonksiyonel aktivitesini artirdigim1 gostermektedir. Ayrica seftriakson;
sicanlarda morfine tolerans gelismesini bloke eder (31,32), amfetamin veya kokain kaynakli
hiperaktivite ve duyarliligi azaltmaya yardimect olur (33,34), dogum O&ncesi uygulanan
seftriakson heniiz gelismemis beyinde noroproteksiyona yardimer olur, yeni dogmus
sicanlarda ensefalopati riskini azaltir (35), opioid ve kannabinoidlerin analjezik ve hipotermik
etkilerine tolerans gelismesini Onlemekte kullanilir. Burada 6nemli olan nokta, biitiin bu
onleyici etkiler GLT-1 aktivasyonu mekanizmasi tizerinden gergeklesir (36). Seftriaksonun
primer insan fetal astrositlerinde EAAT2 ekspresyonunu NF-kB sinyal yolu araciligi ile
artirdigi  bildirilmistir  (19). Seftriaksonun in vivo ve in vitro kosullarda iskemik
yaralanmalarda, motor ndron dejenerasyonunda, glutamat toksisitesine karst noroprotektif
ozelligi de vardir (37). Bu ilag, oliimciil bir hastalik olan ALS’li hayvan modellerinde
kullanildiginda kaslardaki zayiflig1 onleyerek ve noronlarin kaybini geciktirerek farelerin
oliim riskini azaltmistir. Ayrica, bu c¢alismalar noroterapdtiklerin gen aktivasyonu yaparak

glutamat tasiyicilarimi diizenledigini gostermektedir (2).

OGRENME VE BELLEK

Beyin sinir hiicrelerinden meydana gelir. Onceki bilgilerle, yeni bilgilerin birlesmesi
sinir hiicrelerinin olusturdugu ag ile olur. Beynin ¢evremizden, tecriibelerimizden elde edilen
bilgileri depolama gorevi vardir. Depolama olmasaydi ¢ogu biligsel gorev yerine
getirilemezdi. Noronal sistem tiim olaylari algilayarak bir tepki verir. Bu olaylari algilama
duyu organlarimizla gergeklesir. Duyu organlart bilgileri omurilikteki sinir hiicreleri
sayesinde sinir sistemine iletirler (38).

Ogrenme; kisilerin bilingli ya da bilingsiz olarak etkilesimde bulunduklar1 yasantilar
neticesinde, sinir sistemi tarafindan elde edilen bilgilerin ve davranistaki degisikliklerin
izlenmesi islemidir. Bununla birlikte 6grenmenin nasil meydana geldigi konusunda ortaya
atilan cesitli fikirler, farkli kuramlarm dogmasina sebep olmustur. Ogrenmenin dogasini ve
dogurdugu sonuglar1 agiklamaya yonelik ortaya atilan bu kuramlar;

. Davranisci kuram



. Biligsel kuram

o Duyussal kuram

J Norofizyolojik ya da beyin temelli kuram olarak siralanabilir.

Davramis¢1 kuram; 6grenmenin edimsel sonuglariyla ilgilenir. Uyarici ile davranis
arasinda kurulan bag sonucu Ogrenme gergeklesir ve pekistirme ile davranis degisimi
meydana gelir. Davranistaki gozlemlenen bir degismedir.

Biligsel kuram; 6grenmenin dogrudan gézlemlenemeyen zihinsel bir siire¢ oldugunu
savunur ve 0grenmenin zihinsel siiregleriyle ilgilenir. Daha ¢ok anlama, algilama, diisiinme
gibi olaylar inceler.

Duyussal kuram; 6grenmenin saglikli benlik gibi duyussal sonuglar ile ilgilenir.

Norofizyolojik (beyin temelli) kuram; 6grenme biyokimyasal bir degisim olarak
agiklanmaktadir. Ogrenme siireci sonucunda néronlarda yeni akson iplik¢iklerinin olustugu
aciklanir (39).

Beynimizin ana birimleri, néronlar ve sinapslardir. Bilgi isleme siirecinin giiglii olmasi
ndronlarin olusturdugu ag sayisinin fazla olusu ile orantilidir.

Norobilim alaninda yapilan arastirmalara gore 6grenmeyi etkileyen etmenleri soyle
siralayabiliriz; bellek, ¢evre, uyku siireci, motivasyon, dikkat, cesitli duygular, beslenme
aligkanliklar (39).

Bellek; 6grenilen konulari, gegmis yasantilari, bilgileri ve bunlarin gegmisle iligkisini
bilingli olarak zihinde saklama ve hatirlama yetisidir (38,40). Bellegi hiicresel boyutta
inceledigimizde noron demetlerinin ateslenmesi olarak tanimlanabilir. Bellek; insanlar igin
onemli bir yetidir. Bellek kazanilan bilgileri kaydeder, inceler, biriktirir. Istenildiginde geri
cagirarak yararlanmaya imkan verir. Bellek, insanlarmn dil, kiiltiir ve bilimi gelistirmelerine

neden olmustur. Bellek olmasaydi, insanlar her bilgiyi yeniden 6grenmek zorunda olacaklardi.

Bellegin Siniflandiriimasi

Insanlarm &grendikleri bilgiler bazen hemen kaybolabilir, bazilar1 ise zihinde aylar,
yillar boyunca kalirlar. Bellekte baska bir objenin 6grenilmesi, ilk 6grenilen objenin tutuldugu
bellegi bozabilir. Glinler ve haftalarca siiren ¢alismalarla saglamlasir. Bellekte bilgilerin uzun
sire kalmasi tekrarlama ile miimkiindiir. Beynimiz kazanilan bilgileri bellegimize alirken;
belirli, benzer 6zelliklerine gore siniflandirir. Bu yiizden bellegin siniflandirilmast bilginin

saklanma siiresine ve saklanan bilginin tipine gore yapilir. Bilginin saklanma siiresine goére

bellek;
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o kisa siireli bellek (short-term memory)
o uzun siireli bellek (long-term memory) olarak simiflandirilir.

Saklanan bilginin tipine gore de;

o deklaratif bellek (declarative memory, explicit memory)
o non-deklaratif bellek (non-declarative memory, implicit memory) olarak
siniflandirilir (38,40).

Kisa siireli bellek: Bilginin gegici bir siire i¢in (unutulana kadar) saklanmasindan
sorumludur. Siirekli ¢evre ile etkilesim halinde bulunan birey, duyu reseptorleri araciligiyla
uyaricilar algilar. Bireyin gordiigi, isittigi, duydugu, tattigi ya da hissettigi seyler igerigini
olusturmaktadir. Iki bilesene ayrilir:

Anlik bellek (Immediate memory): Bilginin alindigr andan itibaren akilda aktif bir
sekilde tutulmasindan sorumludur. Su anki dikkatimizin odaklandigi bilgiyi tutar. Kapasitesi
cok azdir (7-10 birim), tekrarlama yapilmadig: takdirde 30 sn’den kisa siirelidir.

Calisan bellek (Working memory): Anlik bellek’deki bilgi aktif bir sekilde
tekrarlanirsa, tutulma siiresi uzatilabilir (dakikalarca). Anlik bellek’in bu sekilde uzatilmig
sekline c¢alisan bellek (working memory) adi verilir. Kisa siireli bellekteki bilgi siirekli tekrar
edilirse, uzun siireli bellege aktarilmis olur. Kisa siireli bellegin olusumunda sinapslardaki
kimyasal degisiklikler rol oynamaktadir. Kisa siireli bellekteki bilgiler bir siire hipokampiiste
saklandiktan sonra uzun siireli bellege aktarilmaktadir (38,39,41).

CAl, CA2, CA3 ve gyrus dentatus olmak {izere anatomik olarak dort boliimden olusan
hipokampus; kavramsal bellek i¢in 6nemli bir bolgedir (42). Hipokampus yon bulmak igin
deney diizeneginin disinda, ¢evredeki ipuglarini kullanir (uzaysal 6grenme). Bilindigi gibi
hipokampus, uzaysal 6grenme ve bellegin merkezidir. Hipokampus spesifik uzaysal bilginin
kodlanmasi islevini yapar (42). Uzaysal 6grenme, hipokampusta NMDA reseptor araciligt ile
olusan LTP sayesinde olur (43). Goriinmez platformun bulundugu su labirenti deneyinde
denekler platformun yerini havuz dis1 ipuglarimi kullanarak 6grenmektedirler. Bu 6grenme ve
hatirlama siirecinde saglam ve fonksiyonel bir hipokampusun bulunmas: gerektigi
bilinmektedir. Hipokampal inaktivasyonun Morris Su Labirenti 6grenme siirecini uzattigi,
deneklerin probe testinde amagsizca yiizdiikleri goriilmiistiir (42).

Fareler Morris su labirentinde goriinmez platformun yerini 6grenmede;

o lokalizasyon merkezli

° rota merkezli olmak tizere iki mekanizma kullanirlar.
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Bu iki mekanizma bes asamadan olusur; ilk iki basamak lokalizasyon merkezli, diger
iicii ise rota merkezlidir. ilk basamakta fare dnce cevreyi arastirir, tammaya ¢ahisir. Ikinci
basamakta ayni ortama tekrar girdiginde platforma gore kendini lokalize eder. Bu bilgi ile
platforma ulasmak icin yiizme rotasini ¢izebilmektedir. Ugiincii basamak rotanmn
ogrenilmesidir, fare bu c¢izdigi rotada hareket ederken hipokampus CA3 bolgesindeki
baglantilar da depolanmaya baslar. Dordiincii basamakta rotanin uyku sirasinda yeniden
cizildigi goriiliir, boylece rotanin bilgisi CA3 baglantilarinda kalic1 hale getirilir. Sonuncu
basamakta ise yerlesme, uykuda da cizilen rota uzun siireli bellege transfer edilir. Dogru
rotanin ¢izilmesi ve hedef kadranin bulunmasi i¢in hipokampus CA3 bolgesindeki néronlara
ihtiyag vardir.

Hipokampus CA1 bdlgesi noronlari da uzaysal 6grenme ve bellek icin gereklidir. CAl
bolge noronlart entorinal korteksten veya CA3 bolgesinden bilgileri alir ve igler. Hipokampus
CA3 bolgesi lezyonlu ancak CAl bolgesi saglam farelerin su tanki deneyinde 6grenme
sirecinde basarili olduklar1 ancak bilginin geri c¢agirildigi probe testinde amagsizca
yiizdiikleri goriilmistiir. Dolayisiyla saglam bir CA3 ve CA1-CA3 baglantis1 referans bellek
(reference memory) igin sarttir (42). Yeni dogmus farelerde hipokampal CA1 bolgesindeki
ndronlar melamin maddesi tarafindan inhibe edilebilmektedir. Melamin, glutamat salintmini
(presinaptik) azaltarak, LTPyi olumsuz yonde etkiler, bu durum da uzaysal 6grenmede ve
bellek siireglerine olumsuz bir sekilde yansimaktadir. Morris Su Labirenti testlerine gore de;
uzaysal ogrenme ve bellek siiregleri melamin maddesi tarafindan olumsuz bir sekilde
etkilenmektedir (44).

Hipokampus CA1 bolgesi; Schaffer kollateralleri dongiisii sayesinde CA3 bolgesi ile
baglant1 kurabilir. CA1 bolgesinden ¢ikan bilgiler subikulum, entorinal korteks ve prefrontal
kortekse kadar uzanir. CALl bolgesi iki grup bilgi alabilir. Bu bilgilerin kiigiik bir kismi
entorinal korteksten gelirken, biiyiik kismi CA3 bolgesinden gelmektedir.  Arastirmalar
entorinal korteksden gelen bilgilerin CAl'in uzaysal ateslenmesi igin yeterli oldugunu
gostermektedir. CA1 bolgesi adeta bir “hata dedektorti” gibi calisir, CA3 bolgesi ve entorinal
korteksten aldigr bilgi arasindaki uyumsuzlugu arar ve depolanan bilgi diizeltilir (42).
Hipokampiis ile frontal korteks arasindaki baglantilar bilgi islem siirecinde ve biligsel
fonksiyonlarda énemli rol oynamaktadir (45). Ornegin; sizofrenli hastalarda gerektigi zaman
prefrontal korteksteki bazi alanlar1 etkinlestiremedikleri kabul edilir (46). Dis ¢cevreden gelen
duyusal bilgiler kortikal baglantilar yardimi ile hipokampiis ve amigdala’ya yonelir (45).

Hipokampiisiin anatomik yapisinin sekil olarak gosterimi bir sonraki béliimde anlatilacaktir.
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Uzun siireli bellek: Bu bellekte bilgiler kisa siireli bellek bilgilerinden, daha uzun
siire saklanir, depolanir, istenildiginde geri cagrilabilir. Uzun siireli bellekte sinirsiz bir
kapasite vardir. Bellegin olusumunda sinapslardaki kimyasal mekanizmalar ve yapisal
degisiklikler rol oynar. Bilgilerimizi omiir boyu saklayabiliriz ve potansiyel olarak bu
bilgilere ulasabiliriz, ancak her zaman geri ¢agiramayabiliriz. Genellikle uzun sireli bellekte
sozctikler isitildikleri seslerle birlikte degil, tasidiklar1 anlamlari ile saklanmaktadir. Ayrica
uzun siireli bellekte ses, koku ve goriintiilerin saklanmasi da miimkiindiir. Edinilen bilgilerin
saklanmasi beynimizde noral baglantilardaki kalici fonksiyonel, biyokimyasal ve yapisal

degisikliklerle miimkiin olmaktadir (38,39,41).

Deklaratif bellek: Deklaratif bellek, explicit memory ya da bilingli bellek olarak da
adlandirilabilir. Olaylar, kavramlar, yiizler, miizik, kelime hatirlama deklaratif bellege
aittirler. Bunlar1 hatirlariz ve sdyleriz, bunu bilingli bir sekilde yapariz. Deklaratif bellekte
bilgi kodlanir, depolanir, geri c¢agrilir ve unutulur. Deklaratif bellegin uzun siireli
saklanmasinda medyal temporal lob O6nemli bir rol oynamaktadir. Bu lob, bilginin
ogrenilmesinde ve uzun siireli bellege yerlestirilmesinde biiyilk 6neme sahiptir. Uzaysal
ogrenme de deklaratif bellegin bir parcasidir. Kisaca, bir ipucu ile bir obje arasindaki iligkiyi
ogrenmek olarak tanimlanabilir. Goriintiiler ve uzaysal iliskilere karsilik gelen bellek gorsel-
uzaysal bellek ya da sadece uzaysal bellek olarak adlandirilabilir. Bu tip bellegin sorumlu
oldugu bir duruma araba ile yon bulma (navigasyon) 6rnek olarak verilebilir. Uzaysal bellek
ve epizodik bellek (anisal bellek) hipokampiis ve etrafindaki yapilarla ilgili olsa da, bazi
teorisyenlere gore, uzaysal bellek; epizodik-deklaratif bellek ve diger ilgili bellek tiirlerinden
(semantik bellek) farklidir, ¢linkii uzaysal bellek zihinsel haritalarin olusumuna ihtiya¢ duyar.
Mackintosh’a gore ise, uzaysal 6grenme cagrisimsal Ogrenmelerden farkli degildir (49).

Uzaysal 6grenmede, morris su labirenti ve sekiz kollu labirentlerden yararlanilir.
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Sekil 4. insan (sol), maymun (orta), rat (sag) beyinlerinin hipokampal sistemlerinin
karsilastirmah goriintiileri. PER: peririnal bolge (35/36), EK: entorinal korteks,
PH: parahipokampal bdlge (TF/TH), POR: postrinal korteks, ks: kollateral
sulkus, rs: rinal sulkus, ParaS: parasubikulum, LEA: lateral entorinal bolge,
MEA: medyal entorinal bolge.

Bilginin kisa siireli bellekten uzun siireli bellege aktarilis seklinde farkliliklar vardir.
Buna gore, uzun siireli bellek; islemsel bellek (procedural memory) ve deklaratif bellek
(declarative memory) olarak smiflandirilir. Deklaratif bellek, episodik epizodik bellek veya
otobiyografik bellek olarak cesitli sekillerde adlandirilabilir. Hayvan modellerinin kullanildigi
bellek arastirmalarinda ise episodik epizodik bellek isminin kullanilmasi daha uygun
olmaktadir (48).
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Sekil 5. Pre- ve para-subikulum yapilarinin karsilastirmah goriintiileri.
a) insan beyni, b) maymun beyni, c¢) rat beyni. DG: dentate
gyrus (yesil), PreS: pre-subikulum (a¢ik turuncu), ParaS:
parasubikulum (koyu turuncu), Sub: subikulum (sar1). CA3:

mavi, CA2: mor, CAl: kirmuz1 (d), LEA ve MEA (e), postrinal
korteks ().

Islemsel bellek &rtiik (implicit) bir siiregtir. Gegmisteki tecriibelere dayanarak bireyin
davraniglarini etkileyen bellektir. Ancak bilingli olarak bu davranis degisikliklerinin farkina
varilamaz. Bilingsiz ve otomatiktir. Motor becerilerin edinilmesiyle ilgilidir. Araba
kullanmak, bisiklete binmek, bir miizik aleti kullanmak islemsel bellek ile ilgilidir. Bir kez

ogrenildikten sonra davraniglar otomatik olarak gerceklesir (41).
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Hipokampiis Anatomisi

Hipokampal sistem; hipokampal olusumlar ve parahipokampal bolge olarak 2 kisimda
incelenebilir (Sekil 4). Hipokampal olusumlar dentate gyrus, hipokampiis hipokampus
bolgeleri (CA1, CA2, CA3) ve subikulum (Sekil 5). Birbiri ile ve parahipokampal bolge ile
olan baglantilar1 da Sekil 6’da gésterilmistir (48).

Parahipokampal bdlge, retrohipokampal bdlge olarak da isimlendirilebilir. Peririnal,

postrinal, entorinal, presubikular ve parasubikular korteks gibi yapilardan olusur (Sekil 4).

Sekil 6. Hipokampal sistemin basit sematik gosterilisi. Hipokampal olusumlar (sar1),
parahipokampal bélge (kirmzi, mavi, yesil, turuncu). EK: entorinal korteks,
LEA: lateral entorinal bélge, MEA: medyal entorinal bdlge, ParaS:

parasubikulum, PreS: pre-subikulum, DG: dentate gyrus, POR: postrinal
bolge, PER: peririnal bolge, SUB: subikulum.
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SEFALOSPORINLER

Beta laktam antibiyotik grubundan olan sefalosporinler, antibakteriyel etki
mekanizmalari, kimyasal yapilar1 ve spektrumlari yoniinden penisilin benzeridirler.

Sefem tiirevi olan 7-aminosefalosporanik asit (7-ASA) sefalosporinlerin ana
cekirdegidir. Cephalosporium acremonium tiirii bir mantarin kiiltiirlerinde olusan bu madde
sefalosporin C’den elde edilir. Ilag olarak kullanilan sefalosporinler, 7- ASA’dan tiiretilirler,
bunlar yari-sentetik ilaglardir.

Penisilinlerden yaklasitk 20 yil sonra ilk sefalosporin antibiyotik bulunmustur.
Giliniimiize kadar ¢ok sayida, ¢esitli sefalosporin tiirevleri ilag olarak ¢ikarilmustir.

Penisilinler gibi sefalosporinler de, “toksik doz/terapdtik doz oranlari” yiiksek olan
ilaglardir. Bu ilaglardan birinci ve ikinci kusaktakiler, esas olarak penisilinlerinkine benzer
endikasyonlarda kullanilirlar, ancak etkinlikleri penisilinlere gore genellikle biraz diisiik ve
fiyatlar1 daha yiiksek oldugu igin endikasyonlarin ¢ogunda penisilinlere tercih edilmezler.
Ugiincii kusaktakiler ise, belirli gram negatif ve pozitif bakteri enfeksiyonlarinda 6nemli
ilaglar sayilmaktadirlar. Ugiincii kusak sefalosporin olan seftriakson, antibakteriyel etkilerinin
disinda, 2-4 gram/giin dozda az sayidaki ALS’li olguda uygulanmistir. Seftriaksonun
kalsiyum baglayict ve antioksidan olma ozelliklerinin yami sira, glutamat tasiyan protein
diizeyinde artisa yol agarak kronik glutamat toksisitesinden néronlar1 korudugu bildirilmistir.

Penisilinlere alerjisi olan kimselerde onlara alternatif olarak kullanilirlar; ancak,
hastadaki penisilin alerjisi hemen baslayan tipte ise (bronkospazm, iirtiker, anjiyoddem ve
anafilaktik reaksiyon gibi belirtilerle ortaya ¢ikiyorsa), sefalosporinlerin de alerjik reaksiyon
yapma olasilig1 fazladir.

Sefalosporinler, diger antibiyotiklere gore pahali ilaglardir. Penisilinlerin aksine,
soliisyonlar1 pH degisikliklerine ve 1siya oldukc¢a dayanikhidir; oda sicakliginda g¢abuk

bozulmazlar (49).

Seftriakson

H. influenzae, N. gonorrheae, meningokoklar ve pnoémokoklara kars: etkili olan, gram
negatif bakteriler lizerinde etkili olmasi agisindan sefotaksim ve seftizoksim’e benzeyen
ticlincli kusak bir sefalosporindir. P. aeruginosa, B. fragilis, enterokoklar ve stafilokoklar
lizerinde etkinligi pek yoktur. Plazma proteinlerine %90 oraninda baglanir, beyin-omurilik
sivisina (BOS) sefotaksim ve seftizoksim kadar iyi gecer. Sodyum tuzu gibi yiiksek

¢Oziiniirliigi vardir, kalsiyum tuzuna oranla daha az ¢oziiniir (50). Karacigerde kismen
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metabolize edilir, kismen de bobreklerden glomeriiler filtrasyonla elimine edilir. Eliminasyon
yartlanma omrii en ¢ok olan sefalosporindir (yaklasik 8 saat). Yetiskinlerde bir giinde i.v.
yolu ile 1-2 g dozunda uygulanir, cocuklarda 50 mg/kg’dir; bakteriyel menenjitte, alt solunum
yolu enfeksiyonlarinda, gonorede ve bakteriyel enfeksiyonu olan hastalarda tercih edilir.
Tifoya kars1 alternatif olan bir ilagtir, diger ilaglarla karsilastirildiginda daha sik diyare yaptigi
gortilmistiir; bunda barsak mikroflorasim bozmasinin katkist vardir. Sikga safra kesesinde
cokeltiye sebep olabilir (diger adiyla psddolitiazis, “safra gamuru”) , bu bazen semptomatiktir,

(bulant1 ve kusma gibi); tedavi bitince 2 ay iginde ¢okelti kaybolur (49).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
16.02.2011 tarih ve 2 no.lu oturumda 2011/02/03 karar no.su ile onaylandi. (Ek-1)
Calismanmuz Iyi Laboratuvar Uygulamalar1 Kilavuzu ve Hayvan Etigi Evrensel Ilkelerine
uygun olarak gergeklestirildi. Bu ¢alisma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan TUBAP-2011/53 kayit numarasi ile desteklendi (Ek-2).

CALISMA GRUBU

Calisma agirliklar1 20-25 g olan, 12 haftalik erkek Balb/c farelerle yapildi. Toplam 60
adet fare kullanildi. Her ¢alisma grubunda onikiser fare bulunan 5 farkli gruptaki hayvanlar, 7
giin siireyle giinde 4 deneme ile Morris Su Labirentinde sakli platformu bulma konusunda
egitildi. Sekizinci giin probe denemeleri yapildi. Uzaysal 6grenme ve bellek Morris Su
Labirenti ile degerlendirildi. Morris Su Labirenti, Richard Morris tarafindan gelistirilmis, fare
ve siganlarda uzaysal ogrenmenin degerlendirilebildigi bir diizenektir (42). Bu testlerdeki
performanslarina dayanarak farelerin 6grenme ve bellek fonksiyonlar1 degerlendirildi.

Calismadaki farelere uygulanan seftriakson dozlari agsagidaki gibidir (her grup i¢in n=12);

Grup A: kontrol grubu,

Grup B: 8 giin siireyle, yiizdiirmeden 1 saat 6nce intraperitoneal yoldan 50 mg/kg
dozunda seftriakson uygulamasi,

Grup C: 8 giin siireyle, ylizdiirmeden 1 saat dnce intraperitoneal yoldan 100 mg/kg
dozunda seftriakson uygulamasi,

Grup D: 8 giin siireyle, yiizdiirmeden 1 saat once intraperitoneal yoldan 200 mg/kg

dozunda seftriakson uygulamasi,
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Grup E: Sekizinci giin probe denemesinden 1 saat 6nce intraperitoneal yoldan tek doz
200 mg/kg akut seftriakson uygulamasi,

Grup F: 7 giin siireyle, ylizdiirmeden 1 saat dnce intraperitoneal yoldan 200 mg/kg
dozunda seftriakson + 10 mg/kg dihidrokainik asit uygulamasi,

Grup G: 7 giin siireyle, yiizdiirmeden 1 saat 6nce intraperitoneal yoldan 10 mg/kg
dihidrokainik asit uygulamasi,

Grup H: Sekizinci giin probe denemesinden 1 saat dnce intraperitoneal yoldan tek doz
200 mg/kg akut seftriakson + 10 mg/kg dihidrokainik asit uygulamasi,

Grup I: Sekizinci giin probe denemesinden 1 saat 6nce intraperitoneal yoldan tek doz

10 mg/kg akut dihidrokainik asit uygulamasi.

Seftriaksonun etkilerini GLT-1 {izerinden yapip yapmadigini anlayabilmek amaciyla,
Grup F ve Grup H’da seftriakson ile birlikte GLT-1 inhibitorii olan dihidrokainik asit birlikte
uygulanacaklardi. Ayrica, dihidrokainik asitin kendisinin uzaysal bellek iizerine akut veya
kronik etkilerinin olup olmadigimi belirlemek i¢in Grup G ve Grup I’da bu ilag tek basina
verilecekti. Ancak, seftriaksonun akut veya kronik herhangi bir dozunda uzaysal bellek ile
ilgili higbir parametre {izerine etkili olmamasi nedeniyle, bu gruplar deneyden ¢ikarildilar.

Calismamizda kullanmis oldugumuz fareler Trakya Universitesi Deney Hayvanlari
Birimi’nden alindi. Enjeksiyonlar farelerin agirliklan tartilarak yapildi, kuyruk ve kulaklar
daha 6nceden belirlenmis olan renkli numaralandirma sistemine uygun olarak boyandi. Daha
sonra da fareler 6nceden hazirlanan kafeslerine yerlestirildiler.

Calismada farelerin barinmasini ve beslenmesini saglayacak ozelliklere sahip, eni 36
cm, boyu 60 cm ve derinligi 36 cm olan, seffaf PVC (polivinil kloriir) 6zelliginde, 10 adet
kafes kullanildi. Kafeslerin iizerine farelerin beslenebilmeleri i¢in yem ve su konulabilecek
ozellikteki metal yemlikler yerlestirildi. Bu yemliklerdeki su ve yem miktar1 her giin kontrol
edilerek yenilendi. Kafeslere A, B, C, D, E seklinde isimler verildi.

A grubu (kontrol) hari¢, B,C,D gruplarina belirlenen dozda uzun siireli intraperitoneal
yoldan ila¢ uygulamasi yapildi. E grubuna ise tek doz intraperitoneal yoldan ilag uygulamasi
yapildi. Tek doz uygulamasimin olmadigi diger giinlerde serum fizyolojik (%0,9 NaCl)
uygulamasi, kontrol grubuna ise deney siiresince sadece serum fizyolojik uygulamast yapildi.
Grup B, C, D’ye sirasiyla 50, 100, 200 mg/kg dozunda seftriakson uygulandi. ilag
uygulamasindan 1 saat sonra kafesler sirayla Morris su labirentinin bulundugu laboratuvara

alind1 ve fareler sirayla su tankinin i¢inde yiizdiiriilmeye baslandi.
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MORRIS SU  LABIRENTINDE OGRENME VE  BELLEGIN
DEGERLENDIRILMESI

Cap1 1,2 metre, derinligi 43 cm olan daire seklinde bir su tanki i¢inde su yiizeyinin 2
cm altinda sakli bulunan bir platformdan ibarettir. Calismada platform, egitim
ylizdiirmelerinin (trials) yapildigit 7 giin boyunca sabit bir noktada birakildi. Egitim
yiizdiirmelerinde fareler her giin, giinde 4 egitim olmak iizere farkli yonlerden (Tablo 1) su
tankinin ic¢ine birakildilar ve bdylece havuz iginde goriinmez haldeki platformun yeri
ogretildi. Farelerin 60 saniye iginde sakli platformu bulmalar1 beklendi. Platformu bulduktan
sonra platform iizerinde 10 saniye kalmalarina izin verildi ve sonra su tankindan alinip,
kurulanarak kafeslerine yerlestirildiler. Bir dakika iginde platformu bulamayan farelere
yardim edilerek platformu bulmalari saglandi ve 10 saniye platform iizerinde kalmalarina izin
verildi. 7 giin boyunca dencklerin gosterdikleri performans hayvanlarin 6grenme egrilerinin
degerlendirilmesini sagladi. Sekizinci giin yapilan hatirlama testinde (probe test) platform su
tankindan c¢ikarildi ve fareler daha Once hi¢ suya birakilmadiklari yonden (kuzeydogu)
birakilarak sadecebir kez 60 saniye siireyle ylizdiiriildiiler.

Su tankmin bulundugu odanin duvarlarinda deneyler boyunca sabit olan c¢evresel
ipuclar1 asili birakildi ve farelerin bu ipuglarina bakarak platformu bulmalari saglandi. Su
tanki tizerine yerlestirilmis bir video kamera araciligi ile deney verileri bilgisayara aktarildi,
Noldus Ethovision XT 7.0 yazilimi tarafindan analiz edilerek asagidaki parametreler
hesaplandi:

Egitim ylizdlirmeleri sirasinda Olgiilen parametreler: platformu bulana kadar gecen
siire, platformu bulana dek hayvanin yiizdiigli mesafe, platforma olan ortalama uzaklik,
ylizme hiz1 ve havuz duvarina 10 cm mesafede yiizme siiresi.

Test (probe) yiizdiirmeleri sirasinda 6lgiilen parametreler: platformun olmasi gerektigi
yere ilk kez ulasana kadar gegen siire, hedef kadrana (giineybati) ulasana kadar gegen siire,
hedef kadranda (giineybat1) gegirilen siire, platformun olmasi gereken bdolgeye ortalama
uzaklik, platformun olmasi gereken bolgeden gegis sayisi ve havuz duvarina 10 cm mesafede
ylizme siiresi.

Platforma daha ¢abuk ulagsma veya daha kisa mesafe yiizerek platformu bulma,
platformun yerinin 6grenildiginin gostergesidir. 7 giinliikk bir egitimde, her giin yapilan
denemelerde elde edilen skorlarin toplanmasi da genel bir bellek parametresi olarak
kullanilabilir.

Son olarak da, farelere immunohistokimya c¢alismalarint etkileyebilecegi diisiincesiyle

anestezi verilmeksizin dekapitasyon ile Otenazi yapilarak beyin dokular1 ¢ikarildi ve
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immunohistokimya ornekleri alindi. Tiim ilaglar i.p. olarak uygulandi, teknikteki farkliliklari

en aza indirmek igin, davranis deneyleri ayni arastirici tarafindan gergeklestirildi.

Tablo 1. Farelerin deney boyunca birakildiklari yonler

GON EGITIM 1 EGITIM 2 EGITIM 3 EGITIM 4
1 N E SE NW

2 SE N NW E

3 NW SE

4 E NW N SE

5 SE E NW

6 N E SE NW

7 SE N NW E

8 (PROBE) NE

(N: kuzey, E: dogu, S: giiney, W: bati)

IMMUNOHISTOKIMYA

GLT-1; immunohistokimyasal olarak hipokampuste ne niikleer ne de sitoplazmik
olmayan, diffiiz bir boyanma gosterir.

Immiinohistokimyasal ve 151k mikroskobik rutin boyamalar igin; hipokampus biyopsi
materyalleri, %10’luk formaldehitle fikse edildikten sonra dokular yikanarak, dehidratasyon
islemine gecildi. Dehidratasyon asamasindan sonra saydamlastirma basamagi i¢in dokular,
toluol (Merck, Darmstadt, Germany) ile muamele edilmis, dnce yumusak parafin (Merck),
sonrasinda sert parafine (Merck) alinarak, parafin bloklar elde edildi. Dokulardan histolojik ve
morfometrik analizler i¢in alinan 5 mikrometre (um) kalinligindaki kesitlere, hipokampusun
histolojik yap1 6zelliklerini ortaya koyacak Hematoksilen+Eozin boyalar1 uygulandi. Entellan
ile kapatilarak daimi preparat haline getirildikten sonra, mikroskopta (Olympus BXS51)
incelendi ve degisik biiyiitmelerde fotograflart ¢ekildi.

Immiinohistokimyasal olarak da; GLT-1 proteininin immiinreaktivitelerinin
degerlendirilebilmesi i¢in; 5 pm kalinligindaki kesitler, poli-L-lisin kapli lamlara alindi ve
tiretici firmanin onerileri dogrultusunda immunohistokimyasal islemler uygulandi.

Immiinohistokimya prosediirii icin; %10’luk formaldehitle fikse edilip, parafine
gomiilen biyopsi materyallerinden Spum’lik kesitler alindi ve antijen geri kazanimi igin
deparafinizasyon sonrasi, lamlar 10 mM sitrik tamponunda (pH 6) kaynatildi. Mevcut

antijenleri bloklamak amaciyla GLT-1, tris tampon soliisyonu (TBS) ile hazirlanan normal
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kegi serumunda (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 30 dakika bekletildi. Sonra
serum fazlasi kesitlerin {izerinden alinarak, pargalar poliklonal tavsan anti-GLT-1 antikoru
(Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) 1:50 TBS iginde seyreltildi ve gece boyunca
+4°C’de bekletildi. Bunu takiben TBS ile yikamalarin ardindan, biotinylated anti-tavsan
antikoru (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 1:400 dilusyonunda uygulanarak, 30
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Parcalar TBS ile yikandiktan sonra, avidin—biotin-
peroksidaz kitle (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 30 dakikalik muamele
sonrasinda, DAB (3,3-Dia-minobenzidine tetrahydrochloride dihydrate; VVector Laboratories)
kullanilarak kromojenize edildi. Pargalara hematoksilenle zit boyama uygulanarak, alkol ve
toluol serilerinden gegirilmek suretiyle preparatlar kapatildi.

Yapilan tim immuhistokimyasal igslemlerin sonuglari; histolojik skorlama (HSCORE)
yontemi ile degerlendirildi. Degerlendirmeler; preparatlarin hangi grup hayvana ait oldugunu
bilmeyen ve bilen birer degerlendirici tarafindan, her preparatta rastgele secilen bes alanda,
x20 objektif kullanilarak yapildi. Skorlama, kesitlerde immiinreaktivite gosteren hiicrelerin
yiizdesi ve boyanma derecesinin (I x PC; I: boyanma derecesi, PC: her derecede boyanan
hiicrelerin yiizdesi) Olgiit olarak alindigi, semikantitatif bir yontemle gergeklestirildi.
Boyanma derecesi: 0 (boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (gigcli

boyanma) olarak degerlendirildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin sunulmasinda tanimlayict istatistik kullanildi. Egitim yiizdiirmelerinde elde
edilen verilerin analizinde gruplararasi karsilastirmalar igin tekrarlanan o6lgtimler iki yonlii
varyans analizi ve post hoc Bonferroni testi, probe yiizdiirmelerinden elde edilen verilerin ve
immunohistokimya sonuglarinin karsilastirilmasinda ise tek yonlii varyans analizi ve post hoc
Bonferroni testi kullanildi. Analizler Graphpad Prism 6.0 for Mac OS X yaziliminda
gerceklestirildi ve p < 0.05 anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Fareler, havuzdaki sakli platformun yerini 6grenmeleri i¢in 7 giin siireyle her giin
giinde 4 kez ylizdiiriildiiler. Bir giin i¢cinde uygulanan 4 deneme ile elde edilen verilerin
ortalamalar1 hesaplandi ve boylece veriler giinlilk bloklar haline doéniistiiriildii. Yedi giin
stireyle yapilan bu egitim amach yiizdiirme seanslarindan elde edilen veriler grafikler haline
getirilerek 6grenme egrileri elde edildi. Yedi giinlik egitim doneminin ardindan, sekizinci
giinde platform havuzdan cikarilarak hayvanlar bir kez 60 saniye siireyle ylizdiiriildiiler
(probe test, retention). Bu testte elde edilen parametreler de, farelerin uzun siireli uzaysal
bellek performanslarin1 gostermektedir. Caligmamizda saptanan bulgular, 6nce ilk 7 giinliik
doneme ait veriler (6grenme lizerine etkiler, a-e) ve 8. giin yapilan bellek testine ait veriler (f-

I) seklinde 2 ana alt grupta sunulmustur.
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a) Platforma Erisme Siiresi
Kontrol grubundaki fareler 7 giin siireyle (6zellikle 5., 6. ve 7. bloklarda) giderek daha

kisa bir siirede platforma eristiler (Sekil 7). Platforma erisme siiresi agisindan seftriaksonun

ogrenme tizerine istatistiksel yonden 6nemli sayilabilecek etkisi bulunmadi.

Platforma Erisme Suresi

-+ Kontrol

-~ Seftriakson (50 mg/kg)
- Seftriakson (100 mg/kg)
—— Seftriakson (200 mg/kg)

Zaman (sn)
N
<

Bloklar

Sekil 7. Giinliik 4 yiizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin platforma
erisme siiresi.
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b) Platforma Ortalama Uzakhk

Farelerin platforma olan ortalama uzakliklar1 egitimleri siiresince giderek azalma
gosterdi (Sekil 8). Seftriakson uygulanan farelerin bu parametre yoniinden performanslari
arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark goriilmedi. Seftriakson farelerin 6grenme

fonksiyonunu bozmadi.

Platforma Ortalama Uzaklik

601
-+ Kontrol
-2 Seftriakson (50 mg/kg)
E 40 - Seftriakson (100 mg/kg)
% —— Seftriakson (200 mg/kg)
=
N
D 20'
G 1 1 1 1 L] 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Bloklar

Sekil 8. Giinliik 4 yiizdiirme egitiminin ortalamasi1 (blok) olarak farelerin platforma
ortalama uzakhklari.
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¢) Platforma Ulasana Kadar Yiiziilen Uzakhk

Sekil 9°da goriildigi gibi, farelerin platforma ulasana kadar yiizdiikleri uzakliklar,
egitimleri siiresince giderek azalma gosterdi. Yani fareler platforma ulagmak igin giderek
daha kisa bir mesafe yol almaya basladilar. Bu durum onlarin 6grendiklerini géstermektedir.
Seftriakson bu uzakligin artmasina veya azalmasina neden olmadi. Seftriakson verilen

farelerdeki degerler kontrol grubundaki degerlerden istatistiksel yonden anlamli farkli degildi.

Yuzulen Uzaklik

800+
-0~ Kontrol
500- -&— Seftriakson (50 mg/kg)
€ -+ Seftriakson (100 mg/kg)
O, —— Seftriakson (200 mg/kg)
= 400-
N
@
N
=
2001
G T 1 L 1 L] 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Bloklar

Sekil 9. Giinliik dort yiizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin platforma
erisene kadar yiizdiikleri mesafe.
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d) Farelerin Duvara 10 cm Uzakhktaki Alanda Yiizdiikleri Siire

Fareler ilk egitim ylizdlirmelerinde labirentin duvarinda kagacak bir yer ararlar ve bu
sekilde kacamayacaklarini anladiktan sonra duvardan uzaklagmaya basglarlar. Platformu
bulduktan sonra, platform f{izerinde kalmak yerine tekrar suya dalarlar. Bu davranislar,
hayvanin platformu havuzdan kurtulma secgenegi olarak goérmedigini gostermektedir ve
tigmotaksis (thigmotaxis) olarak adlandirilir. Ik egitim yiizdiirmelerinde tigmotaksis daha
siktir ve giderek azalir. Siganlar daha az tigmotaksis gosterirken, farelerde daha sik goriildiigii
bildirilmektedir (51). Hayvanlarin havuzun 10 cm’lik perimetresinde yilizme verileri ele
alindiginda (Sekil 10) tigmotaksis, kontrol grubundaki farelerde giderek azaldi. Bu durum,
farelerin giderek icinde bulunduklari problemi kavramaya basladiklarini gdstermektedir.
Seftriakson verilen gruplarda elde edilen degerler kontrol grubunda elde edilen degerlerden
istatistiksel yonden anlamli derecede farkli degildi. Seftriaksonun 50, 100 ve .200 mg/kg
dozlarda uygulandigi gruplarda elde edilen Ogrenme egrilerinin kontrol grubunda elde

edilenle ¢ok benzer oldugu Sekil 10°da goriilmektedir.

Tigmotaksis
50-
-0~ Kontrol

40- -2 Seftriakson (50 mg/kg)
. -+ Seftriakson (100 mg/kg)
& 30 —— Seftriakson (200 mg/kg)
()
S 201

104

G 1 1 1 1 1 1 I 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Bloklar

Sekil 10. Giinliik dort yiizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin duvara 10
cm uzakhktaki alanda yiizdiikleri siire.
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e) Yiizme Hizi

Testler sirasinda hayvanlarin ylizme hizlar1 gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlaml bir farklilik gostermedi. Farelerin testler sirasinda kaydedilen yiizme hizlari belirgin
bir etki farkini diisiindiirecek bir seyir gostermedi (Sekil 11). Baz1 zaman noktalarinda gruplar
arasinda farkliliklar gézlenmekle birlikte, bunlar belirli istatistiksel yonden anlamli degildi.
Yizme hizlarimin gruplar arasinda anlamli  bir fark gdstermemesi, Ogrenmenin
degerlendirilmesi igin elde edilen sonuglarin yiizme hizi farkindan kaynaklanmadiginin

gosterilmesi agisindan dnemlidir.

Yuzme Hizi

-+ Kontrol

-~ Seftriakson (50 mg/kg)
- Seftriakson (100 mg/kg)
—— Seftriakson (200 mg/kg)

Hiz (cm/sn)
2

-
N

Bloklar

Sekil 11. Giinliik dort yiizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin yiizme
hizlar.
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f) Hedef Kadranda Gegirilen Siire

Probe testinde farelerin, egitim yiizdiirmeleri sirasinda platformun bulundugu
kadranda (hedef kadran) gecirdikleri siire kaydedildi. Farelerin hedef kadranda gecirdikleri
siiere yoniinden gruplar arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 12).

Bu veriler, kronik ve akut seftriaksonun farelerin hedef kadranda gecirdikleri siireyi
etkilemedigini gostermektedir.

Hedef Kadranda Yuzme Suresi

301

Zaman (sn)

Sekil 12. Probe testinde (8. giin) hedef kadranda gegirilen siire.
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g) Platformun Olmasi Gereken Bolgeye Ortalama Uzakhk
Probe testinde farelerin platformun olmasi gereken bdlgeye ortalama uzakliklari
incelendiginde gruplardaki verilerin birbirlerine ¢ok yakin oldugu gdzlendi. Bu parametre

yoniinden gruplar arasinda istatistiksel yonden anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 13).

Platform Alanina Ortalama Uzaklhk
501

Uzaklik (cm)

Sekil 13. Probe testinde (8. giin) platformun olmasi gereken bolgeye ortalama uzakhk.
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h) Farelerin Duvara 10 cm Uzakhikta Yiizme Siireleri

Probe testinde farelerin duvara 10 cm uzaklikta yilizme siireleri gruplar arasinda
istatistiksel yonden anlamli derecede farkli degildi (Sekil 14). Seftriakson 50 mg/kg ve
seftriakson 200 mg/kg uygulanan fareler kontrol grubundaki farelere oranla daha ¢ok
tigmotaksis gosterirken, kronik seftriakson 100 mg/kg ve akut seftriakson uygulanan fareler
kontrol grubuna gore daha az siire tigmotaksis gosterdiler. Ancak bu farkliliklarin higbiri
istatistiksel anlamliliga sahip degildi. Sonug olarak, akut veya kronik seftriakson uygulamasi

farelerde tigmotaksisi degistirmedi.

Tigmotaksis
25+

20+ T

Zaman (sn)

Sekil 14. Probe testinde (8. giin) farelerin duvara 10 cm uzakhkta yiizme siireleri.
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i) Platformun Olmas1 Gereken Bolgeden Gecis Sayisi

Retansiyon testinde farelerin platformun olmasi gereken bdlgeden gecis sayilari
gruplar arasinda istatistiksel yonden anlamli degildi (Sekil 15). Akut ve kronik Seftriakson

uygulanan farelerde bu sayinin istatistiksel yonden anlamli olmayan bir azalma gosterdigi

saptandi.

Platformun Olmasi Gereken Bolgeden Gegis Sayisi

6-
@ )
2 4
@
()]
W
g
O 27
01—
\go\
«
<0Q
\e
o(\
%%
R4
&

Sekil 15. Probe testinde (8. giin) platformun olmasi gereken bolgeden gegis sayisi.

33



J) Platformun Olmasi Gerektigi Yere Erisene Kadar Gecen Siire

Probe testinde platformun olmas gerektigi yere erisene kadar gegen siire i¢in gruplar
arasinda istatistiksel yonden anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 16). Seftriakson 50 mg/kg
uygulanan farelerde platform alanina ulagma siiresinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
azalma gozlendi, seftriakson 100 mg/kg uygulanan farelerde siire bakimindan istatistiksel
yonden anlamli olmayan bir artma gozlenirken, seftriakson 200 mg/kg uygulanan farelerde
siire bakimindan istatistiksel yonden anlamli olmayan bir azalma gozlendi. Akut seftriakson

uygulamasinin bu parametereyi degistirmedigi saptandi.

Platformun Olmasi Gerektigi Yere Ulagma Suresi
25+

20+

15+

Zaman (sn)

Sekil 16. Probe testinde (8. giin) platform bdlgesine erisene kadar gecen siire.



k) Hedef Kadrana Erisene Kadar Gegen Siire

Probe testinde hedef kadrana erisene kadar gecen siire gruplar arasinda istatistiksel
yonden anlamli derecede farklilik gostermedi (Sekil 17). Seftriakson 50 ve 100 mg/kg

uygulanan farelerde siirenin uzadig goriilmekle birlikte, bu artis istatistiksel yonden anlamh
degildi..

Hedef Kadrana Erisme Suresi

151

Zaman (sn)

Sekil 17. Probe testinde (8. giin) hedef kadrana erisene kadar gecen siire.
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1) Kadranlarda Gegirilen Siire

Probe testinde kadranlarda gegirilen siire gruplar arasinda istatistiksel yonden anlamli
bir sekilde farklilik gostermedi (Sekil 18). Platformun oldugu kadran giineybati (SW) bolgesi
oldugu i¢in, biitin gruplarda hedef kadranda gegirilen siire daha fazla idi. Kontrol ile
karsilastirildiginda seftriakson 200 mg/kg uygulanan farelerde siire bakimindan istatistiksel
yonden anlamli olmayan bir azalma gozlendi, buna karsilik seftriakson 50 mg/kg ve
seftriakson 100 mg/kg uygulanan farelerde, seftriakson 200 mg/kg uygulanan farelere gore
siire bakimindan istatistiksel yonden anlamli olmayan bir artis gozlendi, kontrol grubuyla

arasinda bir farklilik gozlenmedi.

Kadranlarda Gegirilen Sire ZZZ:ZLW (50 mg/kg)
v oo
l l | [7Z4 Akut Seftriakson

T 204 § 7
< \ , 9 1 %
= Nar g 7
£ \ \ /’/ / /, /
S . \ \ \:\ // / /V /

1 =
NWNESESW NWNESESW NWNESESW NWNESESW NWNESESW

Sekil 18. Probe testinde (8. giin) kadranlarda gecirilen siire.
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m) Immunohistokimya sonuclar

Fare hipokampiisiiniin immunohistokimyasal analizi, kronik olarak 200 mg/kg
seftriakson uygulanan gruplarda immunoreaktivitenin en fazla oldugunu gosterdi (Sekil 19,
20). Hipokampiisiin CA1 ve CA3 bolgelerinde seftriakson sadece 200 mg/kg dozunda etkinlik
gosterdi; dentat girusta (DG) ise 200 mg/kg dozun yam sira seftriaksonun 50 mg/kg dozunda
da istatistiksel olarak anlamli bir etkinlik gozlendi (Sekil 19, 20).

Immunohistokimyasal analiz hipokampustaki bolgelere gore degerlendirildiginde ise;
seftriakson 50 mg/kg dozunda uygulandiginda CA3’deki etkinligi CAl’e gore anlaml
derecede fazlaydi, DG’deki etkinlik ise diger iki bolgeden de belirgin olarak fazla idi (Sekil
21). 100 mg/kg ve 200 mg/kg seftriakson dozlarinda ise CA1, CA3 ve DG bdlgeleri arasinda
herhangi bir farklilk gorilmedi (Sekil 21). Akut olarak 200 mg/kg seftriakson
uygulandiginda da immunoreaktivitede anlaml bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 19-21).

LA i - Y- 1 A

Sekil 19. Fare hipokampusiiniin farkh bolgelerinde (CALl, CA3, dentat girus-DG) kronik
ve akut seftriakson uygulamasi sonucu GLT-1 ekspresyonu. (A) kontrol
grubu, (B) kronik seftriakson-50 mg/kg, (C) kronik seftriakson-100 mg/kg, (D)
kronik seftriakson-200 mg/kg, (E) akut seftriakson-200 mg/kg; bar: 50 pm.
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CA3

CA1

Sekil 20. Fare hipokampusiiniin farkh bolgelerinde (CA1, CA3, dentat girus-DG) kronik
ve akut seftriakson uygulamasimin GLT-1 ekspresyonu iizerine immuno-

histokimya analizi (* p<0.005, ** p<0.001).

immunohistokimya
200-
i [ ] CA1
CA3
: DG

Skor

Sekil 21. Seftriakson dozlarina gore fare hipokampusiiniin farkh bélgelerindeki (CA1,
CA3, dentat girus-DG) GLT-1 ekspresyonunun kendi i¢cinde karsilastirilmasi

(* p<0.001, ** p<0.0001).
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TARTISMA

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, beta laktam antibiyotik grubundan olan
seftriaksonun glutamat tasiyici-1 (GLT-1) ekspresyonunu uyardigini gostermektedir. Yeni
elde edilen bu bulgular, beta laktam antibiyotiklerin bu mekanizmayla noroprotektif etkisi
oldugunu ortaya koymaktadir. Biz de bu ¢alismada; glutamatin uzaysal 6grenme ve bellekte
rol oynayan 6nemli bir mediyator olmasi nedeniyle, seftriaksonun 6grenme ve bellek iizerine
etkilerini incelemeyi amagladik. Calismamizda, seftriakson, 200 mg/kg gibi yiiksek
dozlarinda daha belirgin olmak iizere, hipokampiisiin CAl, CA3 ve DG bolgelerinde GLT-1
ekspresyonunu belirgin derecede artirdi. Buna karsin, farelerde Morris Su labirentinde gerek
ogrenme gerekse retansiyon fazlarinda arastirilan herhangi bir parametre, yani uzaysal bellek
fonksiyonlari, lizerine etkinlik gostermedi.

Beta laktam antibiyotikler glutamat uptake’ini artirir (17). Santral sinir sisteminde
glutamat uptake’in  %90’mndan sorumlu olan GLT-1, glutamatin sinaptik iletiminin
sonlandirilmasinda biiyiik rol oynar (2,17). GLT-1 fonksiyonlarindaki bozukluklar;
amyotrofik lateral sklerozis (ALS), norotoksisite, beyin tiimorleri, felg, Parkinson hastaligi,
opioid bagimlilig1 ve nobet gibi bir¢ok ciddi hastaliklara yol agmaktadir (2,17). Ayrica, deney
planimiza uygun bir sekilde, Mookerjee ve ark. (52) glutamat tasiyict fonksiyonundaki
bozukluklarin Alzheimer hastaligina eslik eden patojenik siireglerde rolii olabilecegini ve
Alzheimer hastaliginin deneysel hayvan modelinde kognitif bozukluklarin baslangicini
hizlandirabildigini gostermislerdir. Dolayisiyla, GLT-1 tasiyicilarinin Morris Su labirentinde
ogrenme ve bellek lizerinde de 6nemli etkiye sahip olmasi beklenebilir.

Son senelerde beta laktam antibiyotiklerin glutamat uptake’ini artirdii gosterilmis
olup, bu antibiyotikler arasinda 6zellikle seftriakson tizerinde ¢alisilmistir. Seftriakson kan-
beyin bariyerini ge¢ip santral sinir sistemine etki ederek GLT-1 ekspresyonunu ve

fonksiyonlarini1 aktive eder. Seftriaksonun GLT-1’1 aktive ederek belirtilen etkiyi ortaya
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cikarttigi ve noroprotektif oldugu birgok arastirmada gosterilmistir. ALS’li farelerde,
seftriakson kullanimi néron kaybini geciktirerek kaslar1 giiclendirir ve farenin hayatta kalma
stiresini uzatmaktadir (2). Opioidlerin hipotermik ve analjezik etkilerine tolerans gelisimini
onledigi yakin zamanda gosterilmistir (4). Tolerans gelismesine mekanizma olarak dnemli
benzerlikleri bulunan ndropatik agri belirtilerine karst da seftriaksonun etkili oldugu son
donemde siganlarda siyatik sinir zedelenmesi modelinde saptanmustir (5). Bir diger ¢alismada
ise, streptozosin ile olusan diyabetik noropatide seftriaksonun anti-allodinik ve anti-
hiperaljezik etkileri gosterilmistir (8). Bu arastirmalara ek olarak, GLT-1 aktivasyonunun
sadece opioidlerin degil, ayn1 zamanda son zamanlarda iizerinde yogun arastirmalar yapilan
kannabinoidlerin de bazi1 etkilerine aracilik ettigi diisiiniilmektedir (18,36,53). Bu caligsmalar,
agr1 deneylerinde seftriaksonun spesifik GLT-1 aktivatorii olarak kullanilmasina iliskin yeni
kapilar agmaktadir. Biitiin bu arastirmalardan yola ¢ikarak, biz de, seftriaksonun néroprotektif
etkisinden ve onemli bir GLT-1 aktivatorii olmasindan dolayr uzaysal 6grenme ve bellege
etki edip etmedigini, ediyorsa hangi sekilde etki edebilecegini arastirdik.

Ogrenme ve bellek parametreleri olarak ele alman verilere gore; bu konuyla ilgili
cesitli varsayimlar cikarilabilir. Olgiilen parametrelerden biri olan hayvanlarm yiizme hizlari,
testin gerek Ogrenme gerekse retansiyon fazlarinda farklilik gostermedi. Benzer sekilde,
calismada incelenen parametrelerden bir digeri olan tigmotaksis agisindan da her iki fazda da
degisiklik goriilmedi. Bu parametreye gore; deney esnasinda hayvandan beklenen davranis,
havuzun i¢inde gizlenmis platformu bulmasi ve hangi yonden birakilirsa birakilsin havuzun ig¢
kismina dogru yonelmesidir. Ancak, bu durumu kavrayamayan fare havuz iginde amagsizca
dolagsmaktadir. Bu parametre bize 6zellikle hayvanin i¢inde bulundugu ve ¢6zmesi gerekli
problemin ne kadar farkinda oldugunu gosterir. Tigmotaksisin artmasi hayvanin iginde
bulundugu problemin farkina varmadigini gostermektedir. Elde ettigimiz verilere gore
seftriakson tigmotaksisi anlamli derecede degistirmedi. Bu durum seftriaksonun siganlarin
aragtirma oryantasyonunu etkilemedigini gostermektedir. Bechtholt-Gompf ve ark. (54), bir
GLT-1 inhibitorii olan dihidrokainik asit uygulanan siganlarin zamanlarinin ¢gogunu havuzun
dis kisminda gecirdiklerini, buna karsilik, kontrol grubu deneklerin i¢ kisimlar1 arastirmayi
tercih ettiklerini belirtmislerdir. Bu bulgu, sinaptik aralikta asir1 glutamat birikiminin
hayvanin arastirma stratejisini bozdugunun gostergesi olabilir.

Calismada fareler havuzun igindeki sakli platformun yerini 6grenmeleri amaciyla 7
giin siireyle giinde dort kez ylizdiiriildiiler (6grenme testi), 8. giinde platform havuzdan
cikarildi ve fareler bir kez 60 saniye siireyle yiizdiiriildiiler (probe testi). Ilk yedi giin yapilan

egitimlerde platforma erisim siiresi, platforma ortalama uzaklik ve platforma ulasana dek
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yizillen uzaklik parametreleri degerlendirildi. Kontrol grubundaki fareler, incelenen bu
parametreler yoniinden, her giin giderek daha iyi performans gosterdiler ve platformun yerini
ogrendiler. Kronik seftriakson uygulanan farelerde de benzer performanslar elde edildi; yani
bu hayvanlarin 6grenme grafileri kontrol grubuna gore istatistksel anlamli bir farklilik
gostermedi. Elde ettigimiz bulgular, seftriaksonun 6grenmeyi olumlu veya olumsuz yonde
etkilemedigini gostermektedir.

Platformsuz ylizdiirmede bakilan parametrelerden ikisi hedef kadrana erisme siiresi ve
hedef kadranda gegirilen siire idi. Iginde bulundugu problemin farkina varan farenin hedef
kadrana ulasma siiresi kisa, hedef kadranda gegirdigi siire ise uzun olmalidir. Deneylerimizde
bu parametrelerin kontrol grubu farelere oranla anlamli bir degisiklik gostermedigini
belirledik. Ol¢iimii yapilan bir baska dnemli parametre de; platformun olmasi gereken yere
ortalama uzaklikt. Ogrenme-bellek siireci olusumunu tamamlamis olan hayvamn platformun
yerini hatirlayarak platform g¢evresinde ylizmesi beklenir. Elde ettigimiz sonuglar, akut veya
kronik seftriaksonun bu parametreyi istatistiksel anlamli derecede etkilemedigini ortaya
koymustur.

Probe testinde elde edilen kayitlarda, hayvanin hedef kadranda ne kadar siire yiizdiigii
de incelendi. Hayvanin hedef kadranda daha uzun siire ylizmesi, onun bu bolgede birseyi
aradig1 seklinde yorumlanabilir, bir bagka deyisle, hayvan bize platformun buralarda bir yerde
oldugunu ifade etmektedir. Bellegi bozan ilaglarin, hedef kadranda gegirilen siireyi azaltmasi
beklenir. Bulgularimiz akut ya da kronik seftriaksonun hedef kadranda gegirilen siireyi artirici
ya da azaltici1 yonde bir etkisi olmadigini ortaya koymustur. Yani, seftriakson, hayvanlarin
platformun yerini anitmsamalarini olumlu ya da olumsuz yonde etkilememektedir.

Hayvanin 6zellikle platformun yerini hatirlayip aradigi, o bdlgede daha fazla yilizdigii,
platform alanindan gegis sayisi ile ilgili parametre verilerine bakarak yorumlanabilir.
Platformun oldugu yerde gecis sayist ne kadar artarsa, hayvanmn o kadar platformu arayip
bulmaya ¢alistign yorumu yapilabilir. Ozellikle platform yokken (probe testi) hayvanin hedef
bolgede dolagsmasi en azindan 6grenmenin gerceklestigini gosterebilir. Bizim verilerimize
gore, akut ve kronik seftriakson bu parametreyi olumlu ya da olumsuz yonde etkilemektedir.

Probe testinde inceledigimiz gesitli parametrelerde elde ettigimiz sonuglar birbirleriyle
tutarhidir ve gostermektedir ki, fareler egitim yiizdiirmelerinde platformun yerini
ogrenmektedirler ve probe testinde paltformun yerini hatirlamaktadirlar. Akut veya kronik
seftriakson  uygulamasi  farelerin bu  parametrelerde  gosterdikleri  performansi
etkilememektedir. Bir baska deyisle, akut ve kronik seftriaksonun bellek tizerine artiric1 veya

bozucu bir etkisi bulunmamaktadir. Glutamatin 6grenme ve bellekte rol oynadig diisiiniiliir
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ve seftriaksonun glutamat tastyicilarinin aktivitesini artirdigr géz Oniinde bulundurulursa,
seftriakson verilisi ile 6grenme ve bellek fonksiyonunda olumlu veya olumsuz bir degisikligin
ortaya ¢ikmasi beklenebilir. Gergekte, bu diisiince, bu ¢alismanin planlanmasinda yola ¢ikilan
nokta idi. Ancak, elde edilen verilerin bu bekletiyi karsilamamasi, seftriaksonun aktivitesini
artidig1 glutamat uptake’inin normal farelerdeki 6grenme ve bellek siireglerinde 6nemli bir rol
oynamadig1 seklinde yorumlanabilir. Bu modelde, farelerin zaten Ogrenebilecekleri kadar
ogrendikleri, belleklerini daha fazla gelistiremeyecekleri ve bu nedenle, herhangi bir ilag ile
bellegin daha fazla artirllamayacagi soylenebilir. Eger bu gegerliyse, seftriaksonun bellegi
daha fazla artiramamasina mantikli bir agiklama getirilmis olabilir. Bu goriisii test etmenin bir
yolu, bellek fonksiyonlart bozulmus hayvanlarda seftriaksonun bellek {izerindeki aktivitesini
incelemektir. Bunlar, daha sonra ki yapilacak ¢aligsmalarin konusu olabilir.

Glutamat tasiyicilarinin uptake aktivitesi genellikle immunohistokimyasal ve western
blotting gibi tekniklerle belirlenebilmektedir. Arastirmamizda yararlanmis oldugumuz
immunohistokimya teknigi, antikor kullanarak dokulardaki proteinleri analiz etmemizi
saglamaktadir. Bulgular kismuinda da belirttigimiz  gibi, fare hipokampiisiiniin
immunohistokimyasal analizinde, kronik olarak 200 mg/kg uygulanan grupta
immunoreaktivite en fazladir. Hipokampiisiin CA1 ve CA3 bdlgelerinde, seftriakson sadece
aragtirmamizda kullanilan en yiiksek doz olan 200 mg/kg dozunda etkinlik gdstermistir. Buna
karsilik, DG’da ise 200 mg/kg doza ek olarak, ayni zamanda seftriaksonun 50 mg/kg dozunda
da belirgin bir etkinlik gozlenmistir. Bu durum, genel bir bakis acisiyla, seftriaksonun
hipokampiisiin tiim bolgelerinde GLT-1 ekspresyonunu artirdigini ve bunu daha c¢ok yiiksek
dozlarinda ortaya ¢ikarttigim gostermektedir. Konuyla iliskili tiim arastirmalarin da
seftriaksonun GLT-1 ekspresyonunu artirdigini gostermesi nedeniyle, immunohistokimya
bulgularimiz genel anlamda literatiir ile uyumludur (2,5,14,55).

Hipokampiisiin farkli bolgelerinde akut veya kronik seftriakson uygulamasi
yapilmamis gruplardaki, yani her bolgeye ait kontrol grubundaki GLT-1 ekspresyonu, o
bolgedeki bazal GLT-1 ekspresyonunun gostergesidir. Immunohistokimya bulgularimiz
kontrol gruplarinda, hipokampiisin CAl, CA3 ve DG bolgelerinde bazal GLT-1
ekspresyonunun yaklasik olarak ayni oldugunu gostermektedir. Yakin zamanda yapilmig
benzeri bir arastirmada ise, hipokampiisiin CA3 ve DG bolgelerinde CAl’e gore bazal GLT-1
ekspresyonunun ¢ok daha fazla oldugunu gostermektedir (56). Bu sonuglar bizim
bulgularimizla karsilastirildiginda sadece CA1l bdlgesindeki GLT-1 ekspresyonu agisindan
farklilik goriilmektedir. Bu farkliligin ¢ok farkli nedenlerden kaynaklanabilmesine karsin, o

caligmada si¢an bizim ¢alismamizda ise fare kullanilmasi ilk akla gelenler arasindadir.
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Immunohistokimyasal analiz hipokampustaki bdlgelere gore degerlendirildiginde ise,
seftriakson 50 mg/kg dozunda uygulandiginda hipokampiisiin CA3 bolgesindeki etkinligi
CAl’e gore belirgin olarak fazla iken, DG’deki etkinlik ise diger iki bdlgeden de belirgin
derecede fazla idi. Bu bulgular, CAl bolgesinde GLT-1 ekspresyonunun az oldugunu
gosteren arastiricilarin sonuglart ile uyumludur (56). 100 mg/kg ve 200 mg/kg seftriakson
dozlarinda ise hipokampiisiin CAl, CA3 ve DG bolgeleri arasinda herhangi bir farklilik
goriilmedi. Seftriaksonun yiliksek dozlardaki etkinliginin hipokampus bolgeleri arasinda
farklilik gostermemesi ise, bazal GLT-1 ekspresyonunun yaklasik ayni olmasi agisindan
kontrol gruplarindan elde edilen bulgular ile uyum igindedir.

Seftriakson akut olarak 200 mg/kg uygulandiginda immunoreaktivitede anlamli bir
degisiklik gozlenmedi. Seftriaksonun GLT-1 ekspresyonu iizerine etkisinin ancak belli bir
sire, ornegin 7-10 giin, kullanildiktan sonra ortaya c¢iktigi bilindiginden ve ¢ok sayida
deneysel arastirma ile bu durum gosterilmis oldugundan, deneylerimizde akut seftriakson
uygulandiginda GLT-1 ekspresyonunun farklilik gdstermemesi beklenen bir sonugtur ve
konuyla iliskili yapilmis ¢ok sayida arastirma ile benzerlik gostermektedir (8,31).

Omrani ve ark. (55) GLT-1 gen transkripsiyonunu artirmanin GLT-1a ekspresyon ve
dagilimin degistirdigini, seftriakson uygulanan hayvanlarda uzun-siireli depresyonun (LTD)
ortadan kalktigini, ve seftriaksonun siganlarda Schaffer-CAl sinapslarda degil, fakat CA3
mossy liflerinde uzun-siireli potansiyalizasyonu belirgin derecede inhibe ettigini gosterdiler.
Ancak, davramigsal degisikliklerle birlikte goriilen bu molekiiler ve elektrofizyolojik
bulgularin 6nemi heniiz bilinmemektedir. Bu bulgulara ek olarak, Katagiri ve ark. (57), GLT-
1 knock-out farelerde hipokampiisiin CAl boélgesinde LTP indiiksiyonunun bozuldugunu
gosterdiler. Mutant farelerde LTP’nin neredeyse tamamen ortadan kalktigini, fakat diisiik doz
kompetitif NMDA reseptor antagonisti D-APV’nin LTP’deki bozulmay:1 diizelttigini
belirlediler (57). Bu bulgulara dayanarak da, GLT-1 eksikliginin sinaptik aralikta glutamat
konsantrasyonlarini artirarak NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna yol agtigini1 sonucuna
vardilar. Yakin zamanlarda yapilan bir diger ¢alismada ise, C57BL/6J farelerde multipl T-
labirentinde uzaysal bellek mekanizmalarinda GLT-1 tarafindan sinyal sonlanmasinin rol
oynadig1r gosterildi (58). Arastiricilar, olasilikla teknik nedenlere veya belirlenemeyecek
derecede diisiik diizeyler nedeniyle, bu calismalarinda GLT-1 monomer diizeylerini
Olgmediler. Bununla birlikte, arastirmalarini diger komplekslerin degil, yiiksek-molekiiler
agirlikli komplekslerin diizeylerini dlgmek ve 720 kDa’daki GLT-1 kompleksinin bellek ile

ilintili oldugunu gostermek amaciyla diizenlediler (57).
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Yapilan tiim bu ¢alismalardan yola ¢ikarak, seftriaksonun, 6zellikle yiiksek dozlarinda
hipokampiisiin CA1, CA3 ve DG bolgelerinde GLT-1 ekspresyonunu artirdigi, buna karsin
etkili olmasi beklenmesine karsin, Morris su labirentinde 6grenme fazi ve probe testinde
incelenen parametreler iizerinde anlamli bir etkiye sahip olmadigi sonucuna varilabilir.
Yukarida da belirtildigi sekilde; bu sonuglar seftriakson ile GLT-1 ekspresyonunun aktive
edilmesinin, normal farelerde uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlar1 lizerinde bir etkiye
sahip olmadigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, bellegi bozulmus farelerde elde edilen

sonug¢larin farkli olmasi beklenebilir.



SONUCLAR

Beta laktam antibiyotik seftriaksonun glutamat transporter-1 ( GLT-1) ekspresyonunu
uyardig1 bilinmektedir. Yeni bulgulara gore, beta laktam antibiyotikler GLT-1 aktivasyonu
mekanizmasi ile noroprotektif etkilerini ortaya koymaktadir. Glutamat, uzaysal 6grenme ve
bellekte rol oynayan onemli bir mediyatordiir. Bu nedenle calismamizda seftriaksonun
uzaysal 6grenme ve bellek tizerine etkisi incelenmistir.

Seftriaksonun 6grenme ve bellek iizerine etkilerini arastirdigimiz bu ¢alismamizda,
caligma gruplarina 7 giin siireyle Morris su labirentinde gizli platformu bulma konusunda
egitim verildi, 8. giin platform havuzdan ¢ikarildi. Veriler bilgisayar ortaminda kamera
araciligl ile kayit altina alindi. Buradaki performanslarina bakilarak farelerin 6grenme ve
bellek fonksiyonlar1 degerlendirildi.

Immunohistokimya sonuclarimiz, seftriaksonun CA1, CA3 ve DG gibi hipokampus
bolgelerinde GLT-1 ekspresyonunu, 6zellikle yiiksek dozlarinda, belirgin derecede artirdigin
gostermektedir.

Elde edilen sonuglara gore; seftriakson Morris su labirentinde 6§renme fazi ve probe
testinde incelenen parametreler iizerinde anlamli bir etkiye sahip degildir. Bu sonuglar
seftriakson ile GLT-1 ekspresyonunun aktive edilmesinin, normal farelerde uzaysal 6grenme
ve bellek fonksiyonlar1 iizerinde bir etkiye sahip olmadigini ortaya koymaktadir. Ancak

bellegi bozulmus farelerde elde edilen sonuglar farkli olabilir.
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OZET

Glutamat santral sinir sistemindeki en 6nemli eksitator amino asit norotransmiterdir.
Son senelerde beta-laktam antibiyotiklerin GLT-1’i aktive ederek glutamat uptake’ini
artirdiklar1  ve bunun sonucunda noroprotektif etki gosterdikleri  belirlenmistir.
Arastirmamizda GLT-1 aktivasyonu yapan bir beta-laktam antibiyotik olan seftriaksonun
uzaysal bellek tizerine etkisini incelemek amaglanmustir. Her birinde onikiser fare bulunan
gruplar, 7 giin siireyle giinde 4 deneme ile Morris Su Labirentinde sakli platformu bulma
konusunda egitilmis (acquisition), 8. giin platform havuzdan ¢ikarilarak hayvanlar 1 kez
ylzdiriilmiis (probe) ve bu testlerdeki performanslarina dayanarak o6grenme ve bellek
fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Seftriakson 9 giin boyunca farkli dozlarda (50, 100, 200
mg/kg, i.p.) verilmis, ayrica bir gruba tek doz seftriakson (200 mg/kg, i.p.) uygulanarak ilacin
akut etkisi de gdzlenmistir. Immunohistokimya sonuglari, seftriaksonun, dzellikle 200 mg/kg
dozunda hipokampiisiin CAl, CA3 ve DG bdlgelerinde GLT-ekspresyonunu artirdigini
gostermektedir. Platforma erigsme siiresi, platforma erisene kadar katedilen mesafe, farelerin
yliizme hizi gibi parametreler degerlendirildiginde kronik seftriakson uygulamasinin
hayvanlarin 6grenme egrileri lizerine bir etkisinin olmadigi, probe testte platformun
bulundugu kadrana (hedef kadran) ulasma siiresi, hedef kadranda yiizme siiresi gibi
parametreler degerlendirildiginde, gerek kronik gerekse akut seftriakson uygulamasinin
herhangi bir dozunda bellegi etkilemedigi gozlendi. Beta-laktam antibiyotikler tarafindan
Olusturulan GLT-1 transporter aktivasyonunun kronik agri, amyotrofik lateral skleroz,
Parkinson hastaligi ve epilepsi gibi farkli santral sinir sistemi hastaliklara karsi etkili
oldugunun gdsterilmesine karsin, arastirmamizin  sonuglar1  seftriaksonun  GLT-1
ekspresyonunu artirdigini, ancak uzaysal bellek fonksiyonlar1 iizerine iyilestirici etkisinin

olmadigini1 gostermektedir.

Anahtar kelimeler: seftriakson, glutamat, GLT-1, uzaysal bellek
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ROLE OF GLT-1 TRANSPORTER ACTIVATION IN THE EFFECT OF
CEFTRIAXONE ON SPATIAL MEMORY

SUMMARY

In the central nervous system, glutamate appears to be the principal excitatory amino
acid neurotransmitter. Recent findings show that beta-lactam antibiotics, by stimulating GLT-
1 expression, offer neuroprotection. The purpose of our study is to observe the effect of
ceftriaxone, a beta-lactam antibiotic, on spatial memory in mice. Male mice were trained in
Morris Water-Maze (n=12 for each group) task. Animals were given 4 trials per day for 7
consecutive days to locate a hidden platform (acquisition phase). On the eighth day, the
platform is removed and the animals were swum for one session of 60 seconds (retention
phase). Learning and memory functions of the animals were evaluated based on their
performances in these tests. Ceftriaxone was given for 9 days at different doses (50, 100, and
200 mg/kg, i.p.); additionally, its acute effect was evaluated in one group (200 mg/kg, i.p.).
Our immunohistochemistry findings indicate that ceftriaxone increase GLT-1 expression in
CAl, CA3 and DG regions of hippocampus, especially with the dose of 200 mg/kg.
Evaluation of the acquisition parameters, such as time to reach platform, distance moved,
mean distance to platform indicate that chronic ceftriaxone has no effect on learning curves of
the animals. When retention phase parameters (e.g. time to reach target quadrant, swim
duration in target quadrant, mean distance to platform area) are evaluated, it was found that
both chronic and acute ceftriaxone did not affect memory at any dose used. In contrast to the
contribution of GLT-1 expression to various central nervous system diseases, such as chronic
pain, amyotrophic lateral sclerosis, Parkinson’s disease and seizures, our findings suggest that
ceftriaxone increases GLT-1 expression, but has no effect on spatial memory function in

mice.

Key words: ceftriaxone, glutamate, GLT-1, spatial memory

47



10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Danbolt NC. Glutamate uptake. Prog Neurobiol 2001;65:1-105.

Rothstein JD, Patel S, Regan MR, Haenggeli C, Huang YH, Bergles DE, et.al. Beta-
lactam antibiotics offer neuroprotection by increasing glutamate transporter
expression. Nature 2005;433:73-7.

Seal RP, Amara SG. Excitatory amino acid transporters: a family in flux. Annu Rev
Pharmacol Toxicol 1999;39:431-56.

Yan H, Li CM, Li YL, Gong ZH. Effect of spinal glutamate transporter 1 on chronic
constriction injury of sciatic nerve and morphine tolerance of rats. Yao Xue Xue Bao
2009;44:581-5.

Hu Y, Li W, Lu L, Cai J, Xian X, Zhang M, et al. An anti-nociceptive role for
ceftriaxone in chronic neuropathic pain in rats. Pain 2010;148:284-301.

Eljaja L, Bjerrum OJ, Honore PH, Abrahamsen B. Effects of the excitatory amino acid
transporter subtype 2 (EAAT?2) inducer ceftriaxone on different pain modalities in rat.
Scand J Pain 2011;2:132-6.

Rao VL, Bowen KK, Dempsey RJ. Transient focal cerebral ischemia down-regulates
glutamate transporters GLT-1 and EACC1 expression in rat brain. Neurochem Res
2001;26:497-502.

Gunduz O, Oltulu C, Buldum D, Guven R, Ulugol A. Anti-allodynic and anti-
hyperalgesic effects of ceftriaxone in streptozocin- induced diabetic rats. Neurosci Lett
2011;491:23-5.

Tanaka K. Functions of glutamate transporters in the brain. Neurosci Res 2000;37:15-
19.

Kayaalp SO, Uzbay IT. Santral sinir sistemini etkileyen ilaglar. Kayaalp SO (Editor).
Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji’de. 12. baski. Ankara: Pelikan
Yayincilik; 2009. 5.623-56.

Gold PE. Memory-enhancing drugs. Byrne JH (Ed.). Concise Learning and Memory.
3" ed. Champaign: Academic Press; 2009. p.605-20.

Ungerer A, Mathis C, Melan C. Are glutamate receptors specifically implicated in
some forms of memory processes? Exp Brain Res 1998;123:45-51.

48



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Butchbach ME, Tian G, Guo H, Lin CG. Association of excitatory aminoacid
transporters, especially EAAT2, with cholesterol-rich lipid raft microdomains. J Biol
Chem 2004;279:34388-396.

Lin Y, Tian G, Roman K, Handy C, Travers JB, Lin CG, et al. Increased glial
glutamate transporter EAAT2 expression reduces visceral nociceptive response in
mice. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2009;296:129-34.

Suchak SK, Baloyianni NV, Perkinton MS, Williams RJ, Meldrum BS, Rattry M. The
‘glial’ glutamate transporter, EAAT2 (GLT-1) accounts for high affinity glutamate
uptake into adult rodent nerve endings. J Neurochem 2003;84:522-32.

Sheldon AL, Robinson MB. The role of glutamate transporters in neurodegenerative
diseases and potential opportunities for intervention. Neurochem Int 2007;51:333-55.

Rawls SM, Robinson W, Patel S, Baron A. Beta-lactam antibiotic prevents tolerance
to the hypothermic effect of a kappa opioid receptor agonist. Neuropharmacology
2008;55:865-70.

Loria F, Petrosino S, Hernangomez M, Mestre L, Spagnolo A, Correa F, et al. An
endocannabinoid tone limits excitotoxicity in vitro and in a model of multiple
sclerosis. Neurobiol Dis 2010;37:166-76.

Lee SG, Su ZZ, Emdad L, Gupta P, Sarkar D, Borjabad A, et al. Mechanism of
ceftriaxone induction of excitatory aminoacid transporter-2 expression and glutamate
uptake in primary human astrocytes. J Biol Chem 2008;283:13116-23.

Inostroza M, Cid E, Mas JB, Gal B, Aivar P, Uzcategui YG, et al. Hippocampal -
dependent spatial memory in the water maze is preserved in an experimental model of
temporal lobe epilepsy in rats. PLOS ONE 2011;6(7): e22372.
doi:10.1371/journal.pone.0022372.

Sasaki S, Warita H, Abe K, Komori T, Iwata M. EAAT1 and EAAT?2
immunoreactivity in transgenic mice with a G93A mutant SOD1 gene. NeuroReport
2001;12:1359-62.

Meyer T, Fromm A, Miinch C, Schwalenstocker B, Fray AE, Ince PG, et al. The RNA
of the glutamate transporter EAAT?2 is variably spliced in amyotrophic lateral sclerosis
and normal individuals. J Neurol Sci 1999;170:45-50.

Vanoni C, Massari S, Losa M, Carrega P, Perego C, Conforti L, et al. Increased
internalisation and degradation of GLT-1 glial glutamate transporter in a cell model
for familial amyotrophic lateral sclerosis (ALS). J Cell Sci 2004;117:5417-26.

Guo H, Lai L, Butchbach M, Stockinger MP, Shan X, Bishop GA, et al. Increased
expression of the glial glutamate transporter EAAT2 modulates excitotoxicity and

delays the onset but not the outcome of ALS in mice. Hum Mol Genet
2003;12(19):2519-32.

Lepore AC, O’Donnell J, Kim AS, Yang EJ, Tuteja A, Phillips AH, et al. Reduction in
expression of the astrocyte glutamate transporter, GLT-1, worsens functional and

histological outcomes following traumatic spinal cord injury. Glia 2011;59:1996-
2005.

Foran E, Bogush A, Goffredo M, Roncaglia P, Gustincich S, Pasinelli P, et al. Motor
neuron impairment mediated by a sumoylated fragment of the glial glutamate
transporter EAAT2. Glia 2011;59:1-13.

49



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

42.

Howes WB, Gibb SL, Williams EO, Pasinelli P, Brown RH, Trotti D. Caspase-3
cleaves and inactivates the glutamate transporter EAAT2. J Biol Chem 2006;281(20):
14076-84.

Coleman E, Judd R, Hoe L, Dennis J, Posner P. Effects of diabetes mellitus on
astrocyte GFAP and glutamate transporters in CNS. Glia 2004;48:166-78.

Chen Y, Swanson RA. The glutamate transporters EAAT2 and EAAT3 mediate
cysteine uptake in cortical neuron cultures. J Neurochem 2003;84:1332-9.

Gammelseater R, Coppola T, Marcaggi P, Mathisen JS, Chaudhry FA, Atwell D, et al.
A role for glutamate transporters in the regulation of insulin secretion. PLOS ONE
2011;6(8): €22960. doi:10.1371/journal.pone.0022960.

Rawls SM, Zielinski M, Patel H, Sacavage S, Baron DA, Patel D. Beta- lactam
antibiotic reduces morphine analgesic tolerance in rats through GLT-1 transporter
activation. Drug Alcohol Depen 2010;107:261-3.

Wang M, Dong HJ, Gong ZH. Effects of beta-lactam antibiotics on development of
tolerance and dependence to morphine. Yao Xue Xue Bao 2008;43:1094-8.

Rasmussen B, Unterwald EM, Rawls SM. Glutamate transporter subtype 1 (GLT-1)
activator ceftriaxone attenuates amphetamine-induced hyperactivity and behavioral
sensitization in rats. Drug Alcohol Depen 2011;118:484-8.

Sondheimer I, Knackstedt LA. Ceftriaxone prevents the induction of cocaine
sensitization and produces enduring attenuation of cue-and cocaine-primed
reinstatement of cocaine-seeking. Behav Brain Res 2011;225:252-8.

Mimura K, Tomimatsu T, Minato K, Jugder O, Taniguchi YK, Kanagawa T, et al.
Ceftriaxone preconditioning confers neuroprotection in neonatal rats through
glutamate transporter 1 upregulation. Reprod Sci 2011;18:1193-201.

Gunduz O, Oltulu C, Ulugol A. Role of GLT-1 transporter activation in prevention of
cannabinoid tolerance by the beta-lactam antibiotic, ceftriaxone, in mice. Pharmacol
Biochem Behav 2011;99:100-3.

Kim K, Lee SG, Kegelman TP, Su ZZ, Das SK, Dash R, et al. Role of excitatory
aminoacid transporter-2 (EAAT2) and glutamate in neurodegeneration: opportunities
for developing novel therapeutics. J Cell Physiol 2011;226:2484-93.

Peker OG. Beyin korteksi, beynin zihinsel islevleri, 6grenme ve bellek. (geviri: H.
Cavusoglu, B.C. Yegen). Tibbi Fizyoloji’de. Istanbul: Nobel T1p Kitabevleri; 2007.
S.714-27.

Keles E, Cepni S. Beyin ve Ogrenme. Tiirk Fen Egitimi Dergisi, 2006;3:66-82.

Purves D. Memory. In: Purves D, Augustine GJ, Fitzpatrick D, Hall WC, Lamantia
AS, McNamara JO, Williams SM (Eds.). Neuroscience. 3" ed. Sinauer Associates Inc;
2004. p.733-53.

Squire LR. Memory systems of the brain: a brief history and current perspective.
Neurobiol Learn Mem 2004,82:171-7.

Uysal N, Day1 A, Ozbal S, Cetin F, Aksu I, Yalaz G ve ark. Siganlarda spasyal
bellegin ad6lesan donem siiresince gelisimi. J Neurol Sci Turk 2010;27:407-13.

S0



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

Morris RG, Frey U. Hippocampal synaptic plasticity: role in spatial learning or the
automatic recording of attended experience? Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci
1997;352:1489-503.

Yang J, An L, Yao Y, Yang Z, Zhang T. Melamine impairs spatial cognition and
hippocampal synaptic plasticity by presynaptic inhibition of glutamatergic
transmission in infant rats. Toxicology 2011;289:167-74.

Unal S. Sizofrenide bilissel islev bozukluklar1 ve belirti olusumu ile iliskisi. Anadolu
Psikiyatri Dergisi 2003;4:46-53.

Rezaki M. Sizofreni ndrobiyolojisine kisa bir bakis. Klinik Psikiyatri Dergisi
1998;1:31-4.

Roediger HL, Zaromb FM. A typology of memory terms. In: Byrne JH (Ed.). Concise
learning and memory. 3" ed. St. Louis: Academic Press; 2009. p.1-13.

Burwell RD, Agster KL. Anatomy of the hippocampus and the declarative memory
system. In: Byrne JH (Ed.). Concise learning and memory. 3" ed. St. Louis: Academic
Press; 2009. p.189-207.

Akova M, Kayaalp SO. Antibiyotikler. Kayaalp SO (Editor). Rasyonel Tedavi
Yoniinden Tibbi Farmakoloji’de. 12. baski. Ankara: Pelikan Yayncilik; 2009. s.188-
200.

Schmutz HR, Detampel P, Biihler T, Biittler A, Gygax B, Huwyler J. In vitro
assessment of the formation of ceftriaxone- calcium precipitates in human plasma. J
Pharm Sci 2011;100(6):2300-10.

D’Hooge R, Deyn PP. Applications of the Morris Water Maze in the study of learning
and memory. Brain Res Rev 2001;36:60-90.

Mookherjee P, Green PS, Watson GS, Marques MA, Tanaka K, Meeker KD, et al.
GLT-1 loss accelerates cognitive deficit onset in an Alzheimer's disease animal model.
J Alzheimers Dis 2011;26:447-55.

Ulugol A. Reduction of dependence to cannabinoids by GLT-1 activating property of
the beta-lactam antibiotic. Med Hypotheses. In press.
http://dx.doi.org/10.1016/j.mehy.2012.11.040

Bechtholt-Gompf AJ, Walther HV, Adams MA, Carlezon WA, Jr., Ongur D, Cohen
BM. Blockade of astrocytic glutamate uptake in rats induces signs of anhedonia and
impaired spatial memory. Neuropsychopharmacology 2010;35:2049-59.

Omrani A, Melone M, Bellesi M, Safiulina V, Aida T, Tanaka K, et al. Up-regulation
of GLT-1 severely impairs LTD at mossy fibre--CA3 synapses. J Physiol
2009;587:4575-88.

Zhang M, Li W-B, Liu Y-X, Liang C-J, Liu L-Z, et al. High expression of GLT-1 in
hippocampal CA3 and dentate gyrus subfields contributes to their inherent resistance
to ischemia in rats. Neurochem Int 2011;59:1019-28.

Katagiri H, Tanaka K, Manabe T. Requirement of appropriate glutamate
concentrations in the synaptic cleft for hippocampal LTP induction. Eur J Neurosci
2001;14:547-53.

Heo S, Jung G, Beuk T, Hoger H, Lubec G. Hippocampal glutamate transporter 1
(GLT-1) complex levels are paralleling memory training in the Multiple T-maze in
C57BL/6J mice. Brain Struct Funct 2012;217:363-78.

o1



RESIMLEMELER LIiSTESI

TABLOLAR

Tablo 1. Farelerin deney boyunca birakildiklar1 yonler.

SEKIiLLER

ekil 1. NMDA, AMPA reseptorlerinin, glutamat tasiyicilarinin ve Ca+2 kanallarinin
S P g sty

yerlesimi.

Sekil 2. NMDA reseptor kompleksinin sematik gdsterimi.

Sekil 3. Glutamat, reseptorleri ve tasiyicilari.

Sekil 4. Insan, maymun ve rat beyinlerinin hipokampal sistemlerinin karsilastirmali
goriintiileri.

Sekil 5. Pre- ve para- subikulum yapilarinin karsilastirmali goriintiileri.

Sekil 6. Hipokampal sistemin basit sematik gosterimi.

Sekil 7. Giinliik 4 yiizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin platforma erisme

suresi.

Sekil 8. Giinliik 4 yiizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin platforma ortalama

uzakliklari.

Sekil 9. Giinliik dort ylizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin platforma erisene

kadar yiizdiikleri mesafe.

Sekil 10. Giinliik dort yiizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin duvara 10 cm

uzakliktaki alanda yiizdiikleri siire.
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Sekil 11. Giinliik dort yilizdiirme egitiminin ortalamasi (blok) olarak farelerin ylizme hizlari.
Sekil 12. Probe testinde (8. giin) hedef kadranda gegirilen siire.

Sekil 13. Probe testinde (8. giin) platformun olmasi gereken bdlgeye ortalama uzaklik.
Sekil 14. Probe testinde (8. giin) farelerin duvara 10 cm uzaklikta yiizme siireleri.

Sekil 15. Probe testinde (8. giin) platformun olmasi gereken bolgeden gegis sayisi.

Sekil 16. Probe testinde (8. giin) platform bolgesine erisene kadar gecen siire.

Sekil 17. Probe testinde (8. giin) hedef kadrana erisene kadar gegen siire.

Sekil 18. Probe testinde (8. giin) kadranlarda gegirilen siire.

Sekil 19. Fare hipokampusiiniin farkli bolgelerinde (CA1, CA3, dentat girus-DG) kronik ve

akut seftriakson uygulamasi sonucu GLT-1 ekspresyonu.

Sekil 20. Fare hipokampusiiniin farkli bolgelerinde (CA1, CA3, dentat girus-DG) kronik ve

akut seftriakson uygulamasinin GLT-1 ekspresyonu iizerine immuno-histokimya analizi.

Sekil 21. Seftriakson dozlarina gore fare hipokampusiiniin farkli bélgelerindeki (CA1, CA3,
dentat girus-DG) GLT-1 ekspresyonunun kendi iginde karsilastiriimasi.
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