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ALKOL BAGIMLISI HASTALARDA ERKEN VE GEC YOKSUNLUK DONEMINDE
GLUTAMAT VE SEROTONIN AKTIiVITESI

OZET

Amag: Bu calismada, alkol bagimlisi hastalarda yoksunluk déneminde glutamat aktivitesini
degerlendirmek i¢in glutamat transporter mRNA diizeylerinin ve memantine hormon
cevabinin, serotonin aktivitesini degerlendirmek icin serotonin transporter mRNA diizeyinin
ve essitaloprama hormon cevabinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Yontem: Alkol yoksunlugu doneminde olan alkol bagimlis1 20 erkek hasta ve 20 saglikli
erkek kontrol calismaya dahil edilmistir. Hastalarda depresyon varligini dislamak igin
Montgomery-Asberg Depresyon Olgiim Skalasi, alkolizm siddetini belirlemek icin Michigan
Alkolizm Tarama Testi ve yoksunluk diizeyini belirlemek i¢in Klinik Alkol Yoksunluk
Degerlendirme Olgegi uygulanmistir. Serotonin transporter (SERT) ve eksitator amino asit
tastyict (EAAT2 ve EAAT3) olarak adlandirilan glutamat transporter ifadeleri 16kositlerden
Real- Time PCR (polymerase chain reaction) yontemiyle hastalarda yoksunlugun 1. giinii ve
28. giinlinde, kontrollerde bir kez ol¢iilmiistiir. Biiyiime hormonu (GH), prolaktin ve kortizol
diizeyleri memantin verilmesinden sonra her 30 dakikada bir 120 dakika boyunca hastalarda
yoksunlugun 8. giiniinde, kontrollerde bir kez 6l¢iilmiistiir. Prolaktin ve kortizol diizeyleri
essitalopram verilmesinden sonra 120 dakika boyunca her 30 dakikada bir hastalarda
yoksunlugun 14. giiniinde, kontrollerde bir kez ol¢lilmiistiir.

Bulgular: Hastalarin erken ve ge¢ yoksunluk donemindeki SERT, EAAT2 ve EAAT3
diizeyleri arasinda fark tespit edilmemistir. Hastalarin hem erken hem de ge¢ yoksunluk
donemindeki EAAT2 ve EAAT3 diizeyleri kontrollerinkinden yiiksek bulunmustur.

Memantine GH cevabi hastalarda yiiksek bulunmustur.

Sonug¢: Bu caligmada glutamat tasiyicilart EAAT2 and EAAT3’iin erken ve ge¢ yoksunluk
doneminde arttigt ve yoksunluk doneminde glutamat reseptdr aktivitesinde degisiklikler

oldugu sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Alkol yoksunlugu, glutamat, EAAT, SERT, serotonin.



GLUTAMATE AND SEROTONIN ACTIVITY DURING WITHDRAWAL IN THE
ALCOHOL-DEPENDENT PATIENTS

Aim: The study aimed to investigate the levels of glutamate transporters mRNA and
hormonal response to memantine for evaluation glutamate activity and to investigate the
levels of serotonin transporter mRNA and hormonal response to escitalopram for evaluation

serotonin activity, during withdrawal in the alcohol-dependent patients.

Method: The study consisted of males, 20 inpatient alcoholics during withdrawal and 20
healthy controls. The Montgomery—Asberg Depression Rating Scale to eliminate depression,
the Michigan Alcoholism Screening Test to assess the severity of alcoholism, and the revised
Clinical Institute Withdrawal Assessment for Alcohol to evaluate severity of withdrawal was
performed in the patients. Expression of serotonin transporter (SERT) and expressions of
glutamate transporters, namely the excitatory amino acid transporter 2 (EAAT2) and EAATS3,
in white blood cells were measured with the real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) in
early (first day) and late (28" day) withdrawal in alcoholic patients and once in the controls.
Serum levels of growth hormone (GH), prolactin and cortisol were measured in every 30 min
for the subsequent 120 min after memantine administration in the alcoholics on 8" day of
withdrawal and in the controls. Serum levels of prolactin and cortisol were measured in every
30 min for the subsequent 120 min after escitalopram administration in the alcoholics on 14"

day of withdrawal and in the controls.

Results: There were no differences in SERT, EAAT2 and EAAT3 levels of the patients
between early and late abstinence. EAAT2 and EAAT3 expressions in the patients during
both early and late withdrawal were higher than those of the controls. GH response to

memantine was higher in the patients.

Discussion: In conclusion, the study revealed an up-regulation of glutamate transporters
EAAT2 and EAATS3 in early and late withdrawal and some differences in NMDA receptor

activity in patients with alcohol withdrawal.

Key Words: Alcohol withdrawal, glutamate, EAAT, NMDA, serotonin.



GIRIS VE AMAC

Alkol yoksunluk sendromunun patofizyolojisinde serotonerjik ve glutamaterjik sistemlerin rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu c¢alismada, alkol yoksunlugu ig¢indeki hastalarda bu iki
ndrotransmitter sisteminin aktivitelerinde degisiklik olup olmadigini, degisiklik varsa bunun
yoksunluk tedavisi ile diizelip diizelmedigini arastirmak amaclanmistir. Bu amagla, alkol
bagimlis1 olan hastalarda alkol yoksunlugunun 1. giinii ve 28 giinliik tedaviden sonra ve
saglikli kontrollerde 16kosit serotonin transporter mRNA ve glutamat transporter mRNA
diizeyleri Sl¢iilmiistiir. Ayrica segici serotonin gerialim inhibitorii olan s-citalopram vererek
serotonerjik ajanlarla artti1 bilinen kortizol ve prolaktin hormon cevaplarina ve glutamat
NMDA (N-metyl d-aspartate) reseptdr blokaji yapan memantine yine glutamat blokaji ile
arttiklart bildirilmis olan prolaktin (PRL), kortizol ve biiylime hormonu (GH) cevaplarina

bakilmasi amag¢lanmistir.



GENEL BILGILER

Beyin norotransmitterlerinin  aktivitelerinin insanlarda OSlgiilmesi birkag farkli yolla
miimkiindiir. Serumda, beyin omurilik sivisinda ya da idrarda norotransmitterlerin dogrudan
kendilerinin ya da metabolitlerinin Ol¢lilmesi bu yollardan biridir. Bir bagska yontem o
ndrotransmitterin reseptoriinii uyaran ya da bloke eden ajanlarin digardan verilmesi
sonrasinda, o norotransmitter tarafindan uyarilan ya da baskilanan hormonlarin plazmada
Olclilmesi seklinde yapilan challenge (dinamik) c¢alismalardir (1,2). Bunlar psikiyatride
genellikle ilk yontemdeki 6l¢timlerden daha giivenilir kabul edilmektedir. Bir bagka yontem
de bu reseptorlere baglanan ilag ya da maddelerin radyoaktif olarak isaretlenmesinden sonra
kisiye verilmesi, daha sonra da PET ya da SPECT gibi goriintiileme caligmalar ile
reseptorlerin  hangi oranda baglanmis olduklarimin Olgiilmesidir (3). Son olarak o
norotransmitterlerle ilgili proteinlerin (reseptorler, transport pompasi) gen ifadelerinin,
dogrudan proteinin ya da o proteine ait mRNA diizeylerinin periferik kan hiicrelerinde

Olciilmesidir (4-8).

Alkol yoksunluk doneminde olusan ndrobiyolojik degisikliklerin basinda beyinde glutamat
aktivitesinin artis1 gelmektedir. Glutamat beynin en dnemli eksitatdr ndrotransmitteri olup,
alkol yoksunlugu, anksiyete bozukluklar1 ve anksiyetenin eslik ettigi depresyon gibi birgok
psikiyatrik hastaligin altinda yatan biyolojik mekanizmalarda ise karigmaktadir. Alkol
yoksunlugundaki glutamat aktivitesi artisi, alkol bagimlisi olan kisinin siirekli alkol almasina
bagl olarak beyinde gelisen glutamat islevi yukari-ayarlamasina (up regulation) baghdir.
Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda alkol yoksunluk doneminde glutamat aktivitesinin artmis

oldugu ortaya konmustur (9). Ancak insanlardaki veriler azdir (10-12). Glutamat reseptor



aktivitesini 6l¢mek icin de oturmus bir challenge yontemi yoktur. Ancak, kortizol, GH ve
prolaktin hormonlar1 kismen glutamat tarafindan module edildigi i¢in, iilkemizde bulunan ve
demansin tedavisi i¢in kullanilmaya baslanan bir glutamat NMDA reseptor antagonisti olan
memantin ilact verilerek bu hormonlarin saglikli insanlarda ve hasta gruplarinda nasil
degisim gosterdiklerini incelemek bir glutamat aktivitesi belirleyicisi olarak kullanilabilir
diye diisiiniiyoruz. Glutamat antagonistlerini vererek bu hormonlarin cevaplarina bakilmis

olan ¢ok az sayida ¢alisma vardir (13).

Alkol yoksunlugunda serotonin aktivitesindeki degisikliklerle ilgili bilinenler ise daha azdir.
Serotonin aktivitesi azliginin alkol bagimliliginin olusmasinda yatkinlik belirleyicisi
olabilecegi, alkol bagimlilarinda sik goriilen saldirganlik ve diirtiisellikle iliskili olabilecegi,
ya da uzun siireli alkol kullanimina bagl degisiklikler olabilecegi ileri stiriilmektedir. (14-
16). Alkol bagimlilarinda periferik kan hiicrelerinde (17) ya da beyinde (18) serotonin
transporter aktivitesinin degismis olduguna dair yayinlar varsa da bulgular heniiz tutarlilik
diizeyine ulagmamistir. Ayrica bu serotonerjik disfonksiyonun alkol yoksunluk dénemine
stnirli bir bozukluk mu, yoksa alkoliin uzun siireli kullanimma bagli ya da alkol
bagimliligindan 6nce de var olan ve uzun siireli bir trait 6zellik mi oldugu da halen
bilinmemektedir (19). Son yillarda serotoninin psikiyatrik hastaliklarin patofizyolojisindeki
roliiniin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla HPA (hipotalamo-pitiiiter-adrenal) eksenle ilgili dinamik
testler uygulanmaktadir. CRH (corticotropin-releasing hormon) salinig1 serotoninin uyarici
kontrolii altinda oldugu icin (20), alkol bagimlis1 hastalarda selektif serotonin geri alim
inhibitorii olan citalopram (21), serotonin agonisti sumatriptan (22) gibi ajanlara endokrin

cevaplara bakilarak serotonerjik aktivite degerlendirilmistir.



YONTEM

Katilimcilar:

Hasta gurubu: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Klinigi'nde kronik alkolizm
nedeniyle yatarak tedavi goren ‘“alkol yoksunluk donemindeki” 20 erkek hasta caligsmaya
dahil edilmistir. Alkol bagimlilig1 tanisi, DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders) (23) tani kriterlerine gore konulmustur.

Kontrol grubu: Hasta grubu ile yas uyumlu, bilinen herhangi bir psikiyatrik, endokrin,
norolojik, metabolik hastaligi olmayan, ayni diizeyde sigara igen 20 saglikli erkek kontrol
grubuna alinmustir.

Arastirma protokolii Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunca onaylanmustir. Hasta

ve kontrollere, arastirmanin amaglar1 ve yapilis bi¢imi anlatilarak yazili onaylar1 alinmistir.

Klinik Degerlendirme:

Hastalarin klinik ve psikiyatrik muayeneleri yapilmistir. Alkol bagimliligi gurubundaki
hastalara ek depresyonun varhigini1 dislayabilmek i¢in Montgomery-Asberg Depresyon Olgiim
Skalasi (MADRS) (24) testi uygulanacak skoru 14'iin iizerinde olanlar ¢alismaya alinmistir.
Alkolizmin siddetini belirlemek i¢in Michigan Alkolizm Tarama Testi (MATT) (25)
uygulanmistir. Yoksunluk diizeyini belirlemek i¢in yatigin birinci ve 28. gilinlerinde “Klinik
Alkol Yoksunluk Degerlendirme Olgegi” (CIWA-Ar, revised Clinical Institute Withdrawal
Assessment for Alcohol) (26) uygulanmistir.
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Laboratuar ol¢iimleri:

Alkol bagimlis1 hastalarda:

1. giin; antekiibital vene yerlestirilecek bir kateter vasitasiyla serotonin transporter mRNA ve
glutamat transporter mRNA diizeylerini 6lgmek amaciyla saat 08:00°’de EDTA’l1 tiipe kan
ornegi alinmustir.

Bu islemden sonra standart benzodiazepin tedavisine baslanmustir.

8. giin; saat 08:00'da bazal GH, PRL, kortizol diizeyi i¢in kan 6rnegi alinip 20 mg memantine
(demans icin Onerilen standart giinlilkk doz (27)) verildikten sonra 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda yine ayni hormonlarin diizeyine bakmak i¢in kan 6rnekleri alinmistir.

14. giin; saat 08:00'da bazal PRL, kortizol diizeyi i¢in kan 6rnegi alinip 20mg essitalopram
verildikten sonra 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda yine ayni1 hormonlarin diizeyine bakmak i¢in
kan 6rnekleri alinmstir.

28. giin; serotonin transporter mRNA ve glutamat transporter mRNA diizeylerini 6lgmek
amaciyla saat 08:00’de EDTA’l1 tiipe kan 6rnegi alinmustir.

Kontrol grubunda dl¢iimler bir kez yapilmistir.

Hormon 6l¢timleri i¢in alinan kan 6rnekleri alinisindan itibaren iki saat i¢inde santrifiije edilip

serumlar1 ayrildiktan sonra analiz edilinceye kadar —70 C°de saklanmustir.

Biyokimyasal analiz:

Hasta ve kontrol grubundan alinan kanlardan RNA izolasyonu ger¢eklestirilere, cDNA
sentezi yapilmis ve serotonin transporter ve glutamat transporter mRNA’larina 6zgii Primerler
kullanilarak Real-Time PCR sentezi yapilmistir. Real-Time PCR yo6ntemi kullanilarak

serotonin transporter ve glutamat transporter mRNA seviyesi 6l¢iilmiistir.

Serum kortizol diizeyi radyoimmunassay (RIA) (DSL-2100) kiti ile 6l¢iildii. Sensitivite limiti
0.3 pg/dl, olcim i¢i ve Olglim arasi varyasyon katsayilar1 sirasiyla 19.21 pg/dl
konsantrasyonda %5.3, 19.18 pg/dl konsantrasyonda %8.9 idi.

Serum GH ve PRL diizeyleri immunoradiometrik assay (IRMA) (sirasiyla; DSL-1900, RK-
780CT) kitleri ile ol¢iildii. GH i¢in sensitivite limiti 0.03 ulU/ml, dlgiim i¢i ve Ol¢lim arasi
varyasyon katsayilar1 swrasiyla 8.73 plU /ml konsantrasyonda %3.1, 1.02 plU/ml
konsantrasyonda %5.9 idi. PRL i¢in sensitivite limiti 0.17 ng/ml, 6l¢lim i¢i ve Ol¢lim arast
varyasyon katsayilar1 sirasiyla 35.13 ng/ml konsantrasyonda %2.8, 35.98 ng/ml

konsantrasyonda %2.2 idi.
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Istatistiksel Analiz:

Elde edilen biitiin verilerin dagiliminin normal olup olmadigi Shapiro—Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Hastalarin ve kontrollerin demografik, psikometrik ve transporter mRNA
degerleri (dagilimlart anormal oldugu i¢in) Mann-Whitney U testi ile karsilagtirilmistir. Erken
ve ge¢ yoksunluk donemindeki verilerin kargilastirmast Wilcoxon testi ile yapilmuistir.
Hormon cevaplarinin degerlendirilmesi i¢in bazal hormon degerinden, ila¢ sonrasi Slgiilen
minimum hormon diizeyi ¢ikarilarak delta (A) hormone degeri hesaplanmistir. Hastalarin ve
kontrollerin hormonal degerlerinin karsilastirilmasinda, beden kitle indeksi esdegisken

almarak MANCOVA testi kullanilmistir.
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BULGULAR

I. Hasta ve kontrollerin sosyo-demografik ve klinik ozellikleri

Hasta ve kontrol grubu arasinda yas acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmanustir. Hastalarin beden kitle indeksi (BKI) diisiik, depresyon puanlar yiiksek
bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1: Hasta ve kontrol grubunun sosyodemografik ve klinik 6zellikleri

Hasta grubu Kontrol grubu Karsilastirma
Demografik veriler (n=20) (n=20)
Ort+ SH Ort + SH
Yas 44.40+2.17 40.25+1.82 Z=1.613 p=0.107
BKI (kg/m”) 24.92 + 0.86* 27.37+0.86 7=2.529 p=0.011
MADRS puani 6.70 + 1.13** 1.85+0.28 Z=2.791 p=0.005

Alkol kullanim siiresi (y1l) 23.80+1.74

Alkol kullanim miktan 331.45+34.42

(gram/glin)

MAST puani 34.85+£2.45
CIWA-Ar puani (1. giin) 28.45+3.22
CIWA-Ar puani (28. giin) 1.45+0.44

n: Denek sayis;, BKIi: Beden Kitle Indeksi, MADRS: Montgomery—Asberg Depresyon
Derecelendirme Olgegi, MAST: Michigan Alcoholizm Tarama Testi, CIWA-Ar: Klinik Alkol
Yoksunluk Degerlendirme Olgegi, SH: Standard Hata

*: Kontrollerinkinden diisiik

**: Kontrollerinkinden yiiksek
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Hastalarin erken ve ge¢ yoksunluk donemindeki SERT, EAAT2 ve EAAT3 diizeyleri
arasinda fark tespit edilmemistir. Hastalarin hem erken hem de ge¢ yoksunluk dénemindeki
EAAT2 ve EAATS3 diizeyleri kontrollerinkinden yiiksek bulunmustur (Sirasiyla; EAAT?2 i¢in
7=2.153 p=0.031; Z=2.187 p=0.029. EAAT3 i¢in Z=2.187 p=0.029; Z=2.015 p=0.044)
(Tablo 2).

Tablo 2: Hastalarin ve kontrollerin SERT, EAAT2 ve EAAT3 degerleri.

Hasta
Oranca (CAF) Kome!
1. giin 28. giin Ortanca (CAF)
SERT mRNA 0.00925 (0.00986) 0.00702 (0.01539) 0.00260 (0.00490)
EAAT3 mRNA 0.00441 (0.00595)* 0.00388 (0.01412)* 0.00188 (0.00227)
EAAT2 mRNA 0.01526 (0.02198)* | 0.01237 (0.05120)* | 0.00709 (0.00740)

CAF: Ceyrekler aras1 fark
*: Kontrollerinkinden yiiksek

Hastalarin bazal GH, delta GH ve bazal PRL diizeyleri kontrollerinkinden yiiksek

bulunmustur. Diger hormonal degerlerde fark tespit edilmemistir (Tablo 3).

Tablo 3: Hastalarin ve kontrollerin hormonal degerleri.

Hasta Kontrol Karsilastirma

n=19 n=15
Bazal GH (ulU/ml) 1.34 +2.03** 0.16 £0.12 F=4.556, p=0.041
Delta GH (uIU/ml) 1.25+2.01** 0.10+0.12 F=4.462, p=0.043
Bazal PRL (ng/ml) 41.42 £19.64** 24,98 + 9.84 F=6.810, p=0.014
Delta PRL (ng/ml) 13.24+13.12 8.73 £8.20 F=0.772, p=0.386
Bazal kortizol (ug/dl) 17.85+9.34 16.61 + 8.18 F=0.236, p=0.631
Delta kortizol (pg/dl) 5.88 +8.16 8.76 £6.72 F=0.954, p=0.336

**: Kontrollerinkinden ytiksek
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TARTISMA

Hastalarin hem erken hem de ge¢ yoksunluk donemindeki EAAT2 ve EAAT3 diizeylerinin
kontrollerinkinden yiiksek bulunmasi bu calismanin major bulgusudur. Bu bulgu alkol
yoksunlugu déneminde glutameterjik aktivitenin artmis olduguna isaret etmektedir. Kronik
alkol kullanimi, ekstraseliiler glutamat diizeyinin artmasina ve kompanzasyon mekanizmasi
olarak EAAT lerin yukar1 ayarlamasina neden oluyor olabilir. EAAT artis1 endojen koruyucu
mekanizmalarla ilgili olabilir. Ulasabildigimiz literatiir bilgilerine gore bir calismada EAAT
diizeyleri arastirilmistir. Alkol bagimlist 7 hasta ile yapilan postmortem bu g¢alismada

bazolateral amigdalada EAAT? ifadesinde azalma tespit edilmistir (28).

Calismamizin diger Onemli bir bulgusu olarak, hastalarin erken ve ge¢ yoksunluk
donemindeki SERT, EAAT2 ve EAAT3 diizeyleri arasinda fark tespit edilmemistir. Yani akut
yoksunluk donemindeki degisiklikler ge¢ yoksunluk doneminde de devam etmistir. Bu
degisikliklerin yoksunluk donemine 06zgli olup olmadigim1 anlamak ic¢in uzun siireli
calismalara ihtiya¢ vardir. Yine de calismamiz alkol bagimlisi hastalarda norotansmitter

diizeylerini arastiran ilk ¢alismalardan olmasi agisindan énemlidir.

Ayrica memantine bazi hormon cevaplar agisindan hastalar ve kontroller arasinda fark tespit
edilmistir. Bu da alkol yoksunlugunda glutamaterjik aktivitede degisiklik oldugunu
destekleyen bir bulgudur.
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Sonug olarak bu caligmada, norotransmitter aktivitesini degerlendirmenin farkli yollarindan
biri olan, norotransmitterlerin hiicre i¢ine tasiyici proteinine ait mRNA diizeylerinin periferik
kan hiicrelerinde 6l¢iilmesi yontemi kullanilmistir. Bu yolla yapilan degerlendirmeyle, alkol
bagimlis1 hastalarin yoksunluk donemlerinde glutamaterjik aktivitede degisiklik oldugu
sonucuna varilmistir. Norotransmitter aktivitesini, ilaca hormon cevabina bakarak dlgen farkli

yontem de benzer bulguyla bu sonucu desteklemistir.

Bu aragtirma sonuglari ile, projenin oneri asamasinda ortaya konulan, hedeflere biiyiik oranda
ulagilmistir. Sadece baslangigta planlanan 30 hasta yerine Olgiitlere uygun hasta bulmanin
zorlugu nedeniyle 20 hasta caligmaya alinabilmis ve laboratuar 6l¢iimleri sirasinda bazi teknik
nedenlerle birka¢ hastanin kan analiz sonuglar1 eksik sekilde veriler sunulmustur. Yine de
benzer ¢aligmalarin olmamasi nedeniyle bu say1 ile yapilan ¢aligmanin bulgularinin bir kism

SCI kapsamindaki dergide yaymlanmistir (29).
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