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ÖZET 

Ratlarda Deneysel Akut Karaciğer Yetmezliği Modelinde Serebral Glutamat 

Düzeylerinin in-vivo Voltametrik Metotla İncelenmesi ve Minosiklin'in Bu 

Düzeyler Üzerine Etkisi 

Amaç: AKY, karaciğer hastalığı bulunmayan veya mevcut karaciğer hastalığı 

asemptomatik seyreden bireyde ani hepatoselüler fonksiyon bozukluğu sonucu gelişen bir 

sendromdur. AKY sebebiyle serebral amonyak konsantrasyonlarının kontrolsüz artışı 

çoğu kez ölümle sonuçlanan bir nöropsikiyatrik bozukluk olan HE'ye yol açar. Beyin 

dokusunda meydana gelen glutamaterjik sinyal iletim bozukluklarının bahsedilen HE'nin 

gelişiminde önemli rol oynadığı düşünülür. Bir tetrasiklin olan minosiklin'in glutamaterj ik 

sinyal iletim bozukluklarıyla yakından ilişkilendirilen Huntington hastalığı, MS ve 

nöropatik ağrıda terapötik etkinliği gösterilmiş olmasına rağmen glutamaterjik sinyal 

iletimi üzerindeki muhtemel düzenleyici etkisi yeterince araştırılmamıştır. Bu tez 

çalışması ile minosiklin'in hiperamonyemiye bağlı olarak gelişen glutamaterjik sinyal 

iletimi bozuklukları üzerindeki etkisininin aydınlatılması amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot: 24 adet Albino Wistar cinsi erkek sıçan i) Kontrol, ii) AKY, 

iii) Minosiklin ve iv) Minosiklin tedavi grubu olmak üzere dört gruba ayrılmışt ır. 

Deneklerin lokomotor aktiviteleri serebral glutamat düzeyleri ve glutamat taşıyıc ı 

aktiviteleri test edilmeden önce ölçülmüştür. 

Bulgular: Beyin dokusundaki CA3, GP ve CPu bölgelerinde t80 sürelerinin AKY 

ile anlamlı ölçüde uzadığı, minosiklin ile ön tedavinin yapıldığı grupta bu sürelerin 

uzamadığı gözlemlenmiştir. Ayrıca AKY ile stereotipik ve ambulatuar hareketler için 

harcanan zamanların kısaldığı ve vertikal hareketler için harcanan zamanların ise 

değişmediği görülmüştür. Minosiklin ile öntedavi uygulanmış sıçanlarda stereotipik ve 

ambulatuar hareketler için harcanan zamanların kontrol grubu ile eşit olduğu ancak ön 

tedavi grubunun ambulatuar hareketler için harcadığı zamanın anlamlı ölçüde uzun olduğu 

gözlemlenmiştir. Minosiklin enjeksiyonunun hareketsiz geçen süreleri değiştirmediği de 

görülmüştür. 

Sonuç: HE gelişen sıçanlarda glutamat taşıyıcılarının aktivitesinde ve bu sıçanlar ın 

lokomotor etkinliklerinde anlamlı bir azalma gözlenmiş ve minosiklin tedavisi ile  bu 

durumların iyileştirilebildiği tespit edilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Glutamat, hepatik ensefalopati, in-vivo voltametr i, 

minosiklin. 
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ABSTRACT 

In-vivo Measurement of Serebral Glutamate Levels in an Experimental Model Of 

Acute Liver Failure in Rats and the Effects of Minocycline on Them 

Aim: ALF is a hepatocellular dysfunction syndrome results in inadequate 

detoxification of ammonia and elevated levels of it in brain which is associated with 

complications of ALF especially with HE. Elevated levels of ammonia is the main factor 

contributing to the glutamate signaling alterations in HE. Minocycline, a tetracycline 

known by its therapeutical efficacy in neurological disorders associated with glutamate 

hasn't been studied enough in terms of its regulatory effects on glutamatergic transmiss ion 

failures. So, we aimed to determine regulatory effects of minocycline on an experimenta l 

model of HE. 

Material and Method: 24 Albino Wistar rats were randomly distributed into four 

groups: i) The control, ii) ALF, iii) minocycline and iv) minocycline pretreatment. 

Locomotor activities were tested before testing basal glutamate levels and the examination 

of glutamate transporter activities.  

 Results: We observed that t80's  measured in CA3, GP and CPu in group (i) rats 

were significantly shorter than group (ii) and were almost equal as group (iv) in same 

regions. Also we observed that mean times spent for stereotipic and ambulatuar 

movements were shorter in ALF group than the control and spent for vertical movements 

were the same in both. We noticed that mean times spent for stereotipic and ambulatuar 

movements were equal in both but measured mean times spent for ambulatuar movements 

were longer in minocycline group when we compere minocycline group with control. Also 

we observed that minocycline injection did not change the mean immobility time.  

Conclusion: Cerebral glutamete transporter deficiency and locomotor 

hypoactivity may occur in HE induced rats and minocycline ameliorates both. 

Key Words: Glutamate, hepatic encephalopathy, in-vivo voltammetry, 

minocycline 

 

 



 

IX 

 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

AMPA  : α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonat  

AKY               : Akut karaciğer yetmezliği  

DRG  : Dorsal kök gangliyonları 

EAA  : Eksitatör amino asitler 

GLT-1  : Glutamat taşıyıcısı-1 

GLAST : Glutamat-aspartat taşıyıcısı 

HE                  : Hepatik ensefalopati 

iGluR  : İyonotropik glutamat reseptörleri 

KA  : Kainik asit 

mGluR  : Metobotropik glutamat reseptörleri 

MSS  : Merkezi sinir sistemi 

NMDA  : N-metil-D-aspartat 

 

  



 

X 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil No  Sayfa No 

Şekil 2.1. Nöronal hasar ve/veya ölüme neden olan hücre membranı hasarı ve 

mitokondriyel hasar oluşum kaskadı.  ............................................................... 8 

Şekil 2.2. Hücre dışındaki glutamatın nöronlara ve astrositlere geri taşınması.  ............. 17 

Şekil 5.1. İntakt gruba ait bir deneğin, 200 μM konsantrasyonundaki glutamat 

mikroenjeksiyonundan sonra, serebral CP bölgesinden alınan voltametrik 

sonuçlara ait grafik. ........................................................................................ 31 

Şekil 5.2. TAA ile HE'nin indüklendiği gruba ait bir deneğin, 200 μM 

konsantrasyonundaki glutamat mikroenjeksiyonundan sonra, serebral CP 

bölgesinden alınan voltametrik sonuçlara ait grafik. ...................................... 31 

Şekil 5.3. TAA ile HE'nin indüklendiği ve minosiklin ile tedavi edilmiş gruba ait bir 

deneğin, 200 μM konsantrasyonundaki glutamat mikroenjeksiyonundan 

sonra, serebral CP bölgesinden alınan voltametrik sonuçlara ait grafik......... 32 

Şekil 5.4. İntakt gruba ait bir sıçanın kaydedilmiş lokomotor aktivite sonuçları. ........... 33 

Şekil 5.5. TAA ile HE'nin indüklendiği gruba ait bir sıçanın kaydedilmiş lokomotor 

aktivite sonuçları............................................................................................. 34 

Şekil 5.6. TAA ile HE'nin indüklendiği ve minosiklin ile tedavi edilmiş gruba ait bir 

sıçanın kaydedilmiş lokomotor aktivite sonuçları. ......................................... 34 

 

 

 

 

 

 

  



 

XI 

TABLOLAR DİZİNİ 

Tablo No  Sayfa No 

Tablo 5.1. Beyin bölgelerine ait amplitude t80 süreleri. .................................................. 29 

Tablo 5.2. Deney gruplarına ait lokomotor asktivite test sonuçları ................................ 33 



 

1 

1. GİRİŞ 

Akut karaciğer yetmezliği (AKY); bir karaciğer hastalığı bulunmayan veya mevcut 

karaciğer hastalığı asemptomatik seyreden bireyin hepatoselüler fonksiyonlarını kısa süre 

içerisinde ve büyük oranda kaybetmesine bağlı olarak gelişen, düşük iyileşme ihtimali ile 

birlikte hepatik ensefalopatiye (HE) ve buna bağlı olarak değişen şiddetlerde mental 

yetersizliklere, komaya ve nihayetinde ölüme yol açabilen bir hastalık tablosudur. Çoğu 

AKY vakasının ilaç zehirlenmeleri, toksinlere maruziyet, viral hepatitler ve 

kardiyovasküler rahatsızlıklar ve ayrıca idiyosenkratik ilaç reaksiyonları nedeniyle 

geliştiği bilinmektedir. 

AKY'nin en önemli komplikasyonlarından olan HE, normal karaciğer 

fonksiyonlarına sahip bireylerde etkin bir biçimde detoksifiye edilen ancak hepatoselüler 

fonksiyonlarını önemli ölçüde kaybetmiş hastalarda yetersiz detoksifikasyonlarına bağlı 

olarak plazma düzeyleri kontrolsüz şekilde yükselen toksik maddelerin (özellik le 

amonyak) beyin dokusunda birikmesi ve buna bağlı olarak beyin fizyolojisinin ve 

anatomisinin bozulması ile ortaya çıkan ve AKY'li hastalarda hayat kalitesini düşürüp 

mortaliteyi artırdığı bilinen ciddi bir nöropsikiyatrik komplikasyondur. HE, hastalarda 

değişen derecelerde motor hareket bozukluğu, kognitif ve duygusal bozukluklar ile 

seyreder. Patogenezinde AKY'ye bağlı gelişen hipoglisemi, hipotansiyon, sepsis, ateş ve 

hipokseminin de rol aldığı bilinse de hayatını kaybeden hastaların %80'inde ve 

komadakilerin ise neredeyse tamamında hiperamonyemiye bağlı olarak gelişt iği 

düşünülen ve kafa içi basınçta artışa neden olan serebral ödemin, deneysel HE modeli 

oluşturulmuş deney hayvanlarında ise nöronal hasarı tetikleyen ve yine hiperamonyemi 

zemininde geliştiği düşünülen glutamaterjik nörotransmisyon bozukluğunun tespit 

edilmiş olması AKY'nin patogenezini aydınlatmayı ve tedavisini amaçlayan dikkatleri 
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amonyak, amonyağın serebral detoksifikasyonunda rol oynayan ve ozmotik etkiye sahip 

glutamin ve eksitotoksisite potansiyeli yüksek glutamat üzerinde yoğunlaştırmıştır. 

Merkezi Sinir Sistemi'ndeki (MSS) majör eksitatör transmitter olan, öğrenme ve 

hatırlama gibi normal beyin fonksiyonlarında ayrıca sinaps eliminasyonu ve indüksüyonu, 

hücre migrasyonu, hücre farklılaşması ve ölümü de dahil MSS’nin gelişimiyle yakından 

ilişkili olaylarda etkin rol aldığı bilinen glutamatın yapılan mikrodiyaliz çalışmalar 

sonucunda serebral düzeylerinin deneysel HE modeli oluşturulmuş canlı deneklerde 

kontrolsüz şekilde yükseldiği tespit edilmiştir. Bu tespite olanak sağlamasına rağmen 

serebral nörotransmitter düzeylerinin ölçümünde kullanılan mikrodiyaliz yöntemler inin 

özellikle spesifik taşıyıcıları aracılığı ile çok kısa sürelerde hücre içine aktif olarak geri 

taşındığı bilinen ve dolayısıyla ekstraselüler konsantrasyonları saniye bazında büyük 

değişiklikler gösteren nörotransmitterlerin anlık ekstraselüler konsantrasyonlarını ve 

ekstraselüler ortamdan hücre içine geri taşınma hızlarını yani taşıyıcı kapasitelerini 

ölçmekte yetersiz kalıyor olması HE-glutamat ilişkisinin tespiti için nörotransmitterler in 

saniye bazında konsantrasyon tayinini yapma kabiliyetine sahip voltametrik deneyler in 

yapılmasını elzem kılmıştır. 

Bu tez çalışması mikrodiyaliz ve diğer yöntemlerin yüksek güvenilirlikle tespit 

edemediği parametrelerin (bazal glutamat konsantrasyonları, taşıyıcılarının glutamatı geri 

taşıma hızları ve kapasiteleri) daha yüksek duyarlıkla ölçülmesi ve dolayısıyla HE'nin 

patogenezi ile serebral glutamat kinetiği arasındaki ilişkinin tayin edilmesi maksadıyla 

gerçekleştirilmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Akut Karaciğer Yetmezliği 

Akut (veya fulminan) karaciğer yetmezliği (AKY); karaciğer hastalığı bulunmayan 

veya asemptomatik seyreden bir kişide kısa süre içerisinde hepatoselüler fonksiyonlar ın 

(glikojenoliz, lipojenez, koagulasyon faktör sentezi, detoksifikasyon vb.), %80-90 

oranında kaybedilmesine bağlı olarak gelişen sarılık hali, protrombin zamanında uzama, 

kognitif bozukluklar vb. ile seyreden, geri dönüşümlü olabilme ihtimaline rağmen koma 

ve nihayetinde ölümle sonuçlanma riski yüksek bir hastalık tablosudur.1, 2 AKY gelişen 

bir hastada karaciğerin detoksifikasyon kabiliyetini aniden ve büyük ölçüde kaybetmesi 

ile amonyağın kan konsantrasyonunda meydana gelen kontrolsüz artışa bağlı olarak beyin 

dokusunda ekstraselüler düzeyleri regüle edilemeyen glutamatın bu hastalarda hayatı 

tehdit eden serebral ödemi ve hepatik ensefalopatiyi (HE) tetiklediği bilinmektedir.3, 4 

2.1.1. AKY'nin Sınıflandırılması 

Karaciğer (KC) hastalıkları, sarılık vakaları üzerinden ilk defa 1946 yılında klinik 

seyirlerine göre Lucké ve Mallory tarafından akut ve subakut tip olmak üzere iki farklı 

başlık altında sınıflandırılmış ve "akut karaciğer yetmezliği" terimi ise ilk defa Trey ve 

Davidson isimli bilim adamlarınca, bilinen bir KC hastalığı bulunmayan kişide ağır KC 

hasarını işaret eden semptomların (sarılık hali, koagülopati vd.) ortaya çıkışını takip eden 

8 hafta içerisinde gelişen klinik tablo için kullanılmıştır.5 Günümüzde hekimler in, 

karaciğer yetmezliğinin (KY) prognozu hakkında daha isabetli öngörüde bulunmalar ına 

imkan tanıması ve hastaya uygulanması gereken ideal tedaviyi belirlemelerindeki yol 

göstericiliği sebebiyle O’Grady ve arkadaşları tarafından KY'nin, hastada başlangıç 

semptomlarının ortaya çıkışından hepatik ensefalopati (HE) gelişinceye kadar geçen 

süreye göre i) hiperakut (7 gün), ii) akut (7-28 gün) ve iii) subakut (4-24 hafta) olmak 

üzere üç başlık altında incelendiği tasnif yapılanlar içinde en fazla kabul görendir.6  
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Hiperakut yetmezlik gelişmiş hastalarda çoklu organ deformasyonu ve ensefalopatinin 

ortaya çıkma riski geç başlangıçlı veya subakut yetmezlik gelişmiş hastalaradan yüksek 

olmasına rağmen bu hastaların transplantasyon yapılmaksızın iyileşme ve sağ kalım 

oranları da geç başlangıçlı veya subakut yetmezlik gelişmiş hastalardan daha               

yüksektir.6, 7 O'Grady ve ark.'nın yaptığı tasnif günümüzde en yaygın kabul gören olsa da 

hiperakut ve akut KY'de sağkalım oranlarının eşit olması, KY'yi sınıflandırırken hastada 

sarılık halinin ortaya çıkması ile ensefalopati gelişmesi arasında geçen sürenin yanında 

etiyoloji, hasta yaşı ve protrombin zamanının (PTZ) da yetmezliğin prognozu 

değerlendirilip tedavi şekli belirlenirken göz önünde bulundurulması gerektiğini gösterir.8  

2.1.2. AKY'nin Etiyolojisi 

AKY hastalarının %60-80'inde indükleyici sebep anamnez, serolojik ve moleküle r 

testler ile radyolojik ve histolojik incelemeler yardımıyla tespit edilebilmekte ve bu sayede 

hastalığın seyri ve hastaya uygulanacak ideal tedavi hakkında klinik öngörüde 

bulunulabilmektedir. AKY'yi indüklediği tespit edilen sebeplerden ilaç zehirlenmeler i, 

toksinler, viral hepatitler ve kardiyovasküler rahatsızlıklar en çok karşılaşılan sebepler 

arasındadır. Bununla birlikte bu sebeplerin görülme sıklığı bölgesel farklılıklar gösterir; 

örneğin, Amerika Birleşik Devletleri'nde AKY vakalarının büyük kısmında indükleyic i 

sebep asetaminofen zehirlenmesi ve idiyosenkratik ilaç reaksiyonları iken ülkemizde, 

Hindistan, Fransa ve Japonya'da ise Hepatit B Virüsü (HBV) enfeksiyonlarıdır.2, 3 

2.1.3. AKY'de Klinik Komplikasyonlar 

Hepatoselüler fonksiyonların kaybedilmesine bağlı olarak gelişen protein sentezi, 

intermediyer metabolizma ve detoksifikasyon za'flarının tetiklediği ve bazılar ı 

homeostatik refleksler sonucu gelişen hematolojik, kardiyak, serebral ve renal patolojiler 

KY'nin klinik belirtilerinin ortaya çıkmasına neden olur. Pıhtılaşma faktörlerinin (faktör 

I, II, V, VII, IX ve X) sentezinin bozulmasına bağlı gelişen pıhtılaşma bozuklukları ve 
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gastrointestinal kanamalar, bilirubin klirensindeki düşme ile görülen sarılık hali, yetersiz 

glikojenoliz nedeniyle ortaya çıkan hipoglisemi, anaerobik glikolizdeki artışın yol açtığı 

metabolik asidoz sebebiyle gelişen hipotansiyon ve amonyak detoksifikasyonundak i 

yetersizliğe bağlı geliştiği düşünülen hepatik ensefalopati bunlara örnek verilebilir. 

2.2. Hepatik Ensefalopati 

HE, ağır KC hastalıklarında hepatoselüler fonksiyon yetersizliği zemininde gelişen 

hiperamonyemi ve bununla ilişkili serebral ödeme bağlı kafa içi basıncındak i 

dengelenemeyen artışın ve ekstraselüler nörotransmitter düzeylerinde meydana gelen 

değişikliklerin primer etkenler olarak düşünüldüğü fakat hipoglisemi, hipotansiyon, 

sepsis, ateş ve hipokseminin de katkıda bulunduğu, hafif dikkat eksikliğinden komaya 

kadar geniş spektrumda belirtilerle seyreden ve KC hastalarında hayat kalitesini düşürüp 

mortaliteyi artıran majör nörolojik komplikasyondur.9-11 AKY dolayısıyla hayatını 

kaybeden hastaların %80'inde ve komadakilerin ise neredeyse tamamında kafa içi 

basıncında artışa neden olan serebral ödemin varlığı12 ve deneysel HE modeli 

oluşturulmuş deney hayvanlarında ise nöronal hasara zemin hazırlayan glutamaterj ik 

nörotransmisyon bozukluğu tespit edilmiştir.13-15 Hem bahsettiğimiz nöronal hasarı 

tetikleyen nörotransmisyon kusurlarının hem de kafa içi basıncındaki artışa neden olan 

serebral ödemin, primer olarak, hepatoselüler detoksifikasyondaki yetersizliğe bağlı 

gelişen amonyak metabolizması bozukluğunun bir sonucu olduğu düşünülmektedir.9, 12, 14, 

16-18 

 

 

2.3. Hepatik Ensefalopati ve Amonyak 

Amonyak büyük oranda proteinlerin sindirimi ile gastrointestinal lümende 

sentezlenen ve sistemik dolaşıma katılan bir metabolittir. Kolonda bulunan ve üreaz-
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üreten bakteriler ve enterositler tarafından amonyak ve karbonata enzimatik olarak 

parçalanan üre sistemik amonyağın ana kaynağıdır. Glutaminaz vasıtasıyla intestina l 

enterositlerde glutamata deamide edilen glutamin ise sistemik dolaşıma bir molünün 

deamidasyonuna karşılık bir mol amonyak sağlayan ikincil kaynak olarak kabul edilir .1 9  

İntestinal kanaldaki sentezini takiben absorbe edilip portal dolaşıma giren amonyağın 

büyük bir bölümü, periportal hepatositlerdeki yüksek kapasiteli fakat düşük afiniteli bir 

detoksifikasyon yolağına (üre siklusu, ÜS) girerek, bu düşük afiniteli yolaktan kurtulan 

az miktardaki amonyak ise prevenöz hepatositlerde glutamin sentetaz'ın aracılık ettiği 

enzimatik bir reaksiyon ile amonyak ve glutamatın birleştirilip glutamin'in sentezlend iği 

yüksek afiniteli fakat düşük kapasiteli bir yolak ile detoksifiye edilir.20 Özellikle hepatik 

yetmezlik durumunda glutamin sentetaz ekspresyonu upregüle olan iskelet kasları ve 

böbrekler de kan amonyak seviyesinin kontrolünde rol alsa da21, 22  akut KC yetmezliğine 

bağlı gelişen kan amonyak düzeylerindeki dramatik artışı dengelemekte tek başına bu iki 

mekanizma yetersiz kalır. 

Kandaki amonyak düzeyinde AKY'ye bağlı olarak ortaya çıkan ve sistemik 

regülatuar mekanizmalar ile dengelenemeyen dramatik artış beyin dokusunda da bölgesel 

regülatuar mekanizmalar ile dengelenemeyen amonyak düzeylerinde yükselmeye neden 

olur. Aşağıdaki bölümlerde MSS'deki majör eksitatör transmitter olarak kabul edilen 

glutamat ve glutamatın toplam ve ektraselüler düzeylerinin, spesifik reseptörlerinin ve 

glutamatı astroglialar ve nöronlara geri taşıyan transport mekanizmalarının serebral 

amonyak düzeylerindeki bu artışa nasıl cevap verdiği tartışılacaktır. 

2.3.1. Akut Hiperamonyemi ve Glutamat 

Beyin dokusunu uyarabildiği 20. yüzyılın ancak ikinci yarısında keşfedilebilen ve 

1970'lerde bir "transmitter adayı" olarak kabul görmeye başlayan glutamatın merkezi sinir 

sistemindeki (MSS) majör eksitatör transmitter olarak tescili 1984 yılında Fonnum isimli 
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araştırmacının “Glutamate: a neurotransmitter in mammalian brain” başlıklı makalesinin 

yayımlanması ile gerçekleşir. Fonnum'dan önce, 1968 yılında, Leif Hertz isimli bilim 

adamı o günün imkanlarıyla yaptığı çalışmada [14C] ile işaretlenmiş glutamat ın 

ekstraselüler ortamda artan K+ konsantrasyonuna cevaben hücre dışına çıktığını tespit 

ettiğinde muhtemelen, glutamatın depolarizasyona bağlı salıverilmesini gözlemlediğinin 

farkında değilken bugün in-vivo şartlarda glutamatın bazal ekstraselüler düzeyler ini, 

ekstraselüler ortamdan eliminasyonunu dolayısıyla sinaptik aktivitesinin sona 

erdirilmesini sağlayan astrositik ve nöronal geri taşıyıcı mekanizmalarının hızını ve 

kapasitesini saniye saniye tespit edebildiğimiz cihazların geliştirilmiş olması sayesinde 

glutamat ve glutamatın fizyolojik etkileri ve MSS hastalıkları ile ilişkisi hakkında oldukça 

geniş bilgiye sahibiz. Öyle ki glutamatın öğrenme ve hatırlama, gibi normal beyin 

fonksiyonlarında ayrıca sinaps eliminasyonu ve indüksüyonu, hücre migrasyonu, 

farklılaşması ve ölümü de dahil MSS’nin gelişimiyle yakından ilişkili olaylarda etkin rol 

aldığını bilmekteyiz.23-25 

MSS, serotonin (5-HT) ve dopamin (DA) gibi önemli nörotransmitterlerin yaklaşık 

1000 katı kadar glutamat ihtiva etmektedir. MSS'nin vasküler endotelinde bulunan ve 

sınırlı miktarda aktif transport mekanizmasına sahip, glutamat da dahil periferik 

dolaşımda bulunan birçok maddenin MSS'ye geçişini engelleyen kan-beyin bariyeri bize 

MSS'nin glutamatı sentez ve depo edebilen ayrıca hücre içi ve dışı konsantrasyonlar ını 

kendi iç dinamikleriyle ayarlayabilen özerk bir bölge olduğunu gösterir.26 Normal şartlar 

altında MSS'deki glutamatın büyük kısmı hücre içerisinde veziküler havuzda bulunur. 

Eksitatör sinyal iletimine aracılık etmek üzere hücre dışına salıverilen glutamatı, 

oluşturduğu eksitatör sinyal iletimini sonlandırmak amacıyla kimyasal yollarla etki 

bölgesinden uzaklaştıracak kimyasal bir mekanizma bulunmadığı ve bu nörotransmitter in 

ekstraselüler konsantrasyonları ile intraselüler konsantrasyonları arasındaki hassas 
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dengeyi enerji bağımlı geri taşıyıcı mekanizmaların koruduğu bilinmektedir. Na+ bağımlı 

ve yüksek afiniteli bu taşıyıcı mekanizmalar vasıtasıyla nöron ve astrositlerden 

ekstraselüler ortama sızan glutamat hızla nöron ve astrositlere geri taşınır.27-29 Glutamatın 

yanında diğer eksitatör aminoasitleri (EAA) de ekstraselüler ortamdan uzaklaştıran bu geri 

taşıma mekanizmalarında gelişen nakisalar EAA'ların artan ekstraselüler 

konsantrasyonlarda hipereksitasyona bağlı nöronal hasara sebep olan birer eksitotoksin'e 

dönüşmesine yol açar.30, 31 

 

 

Şekil 2.1. Nöronal hasar ve/veya ölüme neden olan hücre membranı hasarı ve mitokondriyel hasar oluşum 

kaskadı. 

Farklı metotlarla deneysel olarak AKY'nin indüklendiği ratlar üzerinde yapılan 

çalışmalar glutamat konsantrasyonlarının ekstraselüler ortamda eksitotoksis ite 

oluşturabilecek düzeylere ulaştığını göstermektedir. Öyle ki tiyoasetamid (TAA) ile 

indükledikleri AKY modelinde McArdle ve ark. hipokampus32 ve Hilgier ve ark. ise 

striatumda,33 akut karaciğer iskemisi modelinde Rose ve ark. ile Michalak ve ark. frontal3 4 ,  

35 ve Bosman ve ark. ise serebral kortekste,36 i.p. amonyum asetat enjeksiyonu modelinde 

Moroni ve ark. serebral kortekste,37 portokaval şant ile indüklenen bir modelde ise 

Therrien ve ark. serebrospinal sıvıda ekstraselüler glutamat konsantrasyonlarının dramatik 
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ölçüde arttığını tespit etmişlerdir. Bahsedilen bu artışın sebep ve sonuçları sonraki 

bölümlerde tartışılacaktır. 

2.3.2. Glutamat Reseptörleri 

Glutamat reseptörleri (GluR), ekstraselüler ortamda bulunan glutamatın mutad 

konsantrasyonlarında fizyolojik etkilerine ve artan konsantrasyonlarında ise indükled iği 

eksitotoksisiteye aracılık eden postsinaptik membran yerleşimli reseptörleridir. Bu 

reseptörler genetik, elektrofizyolojik ve farmakolojik açıdan (i) iyonotropik reseptörler 

(iGluR, ligand kapılı iyon kanalları) ve (ii) metabotropik reseptörler (mGluR, ACPD 

reseptörleri, G protein kenetli) olmak üzere iki ana başlık altında incelenir.38-4 2  

İyonotropik glutamat reseptörleri birer katyon spesifik iyon kanalı olup doğal agonistlere 

gösterdikleri afiniteye göre; α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonat (AMPA), 

2-karboksi-3-karboksimetil-4-izopropenil-pirolidin (KA, kainik asit) ve N-metil-D-

aspartat (NMDA) reseptör kanalları olmak üzere üçe ayrılır.39, 40 Metabotropik glutamat 

reseptörleri ise hücre içi ikincil habercilerin (inositol trifosfat ve siklik nükleotidler gibi) 

üretimini düzenlemek suretiyle glutamatın hücre-içi etkilerine aracılık eden ve selektif 

olarak (±)-1-aminosiklopentan-trans-1,3-dikarboksilik asit'e (trans-ACPD) afinite 

gösteren, G proteinine kenetli, yedi transmembranal segmentli reseptörlerdir.38, 40-42 

2.3.2.1. NMDA Reseptörleri 

Bu ligand kapılı iyon kanalları glutamatın EAA reseptörleri içerisinde en yüksek 

afinite gösterdiği; hipokampus, striatum, septum ve amigdalada yaygın yerleşim gösteren, 

post-sinaptik yerleşimli reseptörleridir. D-2-amino-5-fosfonovalerat (APV), α-metil-4-

karboksifenilglisin ve MK-801 tarafından selektif ve kompetitif olarak bloke edilebilen 

bu reseptör alt tipi, üyeleri glutamat kadar güçlü agonist etkinlik oluşturamamasına 

rağmen sentetik NMDA’ya gösterdikleri yüksek afinite nedeniyle onun adıyla anılır. 
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Her NMDA reseptörü yapısal olarak bir heterotetramerdir ve fonksiyonel bir  

NMDA reseptörü, glisin bağlayan iki NR1 alt birimi ile glutamat bağlayan iki NR2 (veya 

bir NR2 alt birimi yerine glisin bağlayan bir NR3) alt biriminin kombinasyonundan 

ibarettir.38, 40, 43 Ayrıca NMDA reseptörleri proton (H+), poliamin (spermin, spermidin, 

ifenprodil), redoks ajanları, nitrik oksit (NO), Mg2+ ve Zn+’nin bağlandığı alloster ik 

modülasyon bölgeleri de ihtiva eder.44 

NMDA reseptörleri, MSS’de eksitatör nörotransmisyona AMPA reseptörlerinden 

farklı yollarla aracılık eder ve diğer ligand kapılı iyon kanalları ile karşılaştırıldıklar ında 

işlevlerini yerine getirebilmek için hem membran potansiyeline hem de agonistin etki 

bölgesi ile etkileşmesine ihtiyaç duymaları yönüyle farklılık arz eder. Ayrıca NMDA 

reseptörleri aktivasyonları için iki farklı agoniste (glutamat ve glisin) ihtiyaç duymalar ı 

nedeniyle de diğer reseptörlerden ayrılır.45 Kendine özgü glisin reseptörleri üzerinden 

inhibitör etkinlik gösteren glisin, NMDA reseptörlerindeki özgün bağlanma bölgeler i 

aracılığıyla eksitatör sinyal iletiminde de rol almış olur. 

Mg2+ için özel bir bağlanma bölgesi de bulunduran NMDA reseptörlerinin birçok 

alt tipi istirahat membran potansiyelinde hücre dışı Mg2+ tarafından fiziksel olarak bloke 

edilmiş halde bulunur. NMDA reseptörleri aracılığıyla tetiklenecek bir sinaptik akımı 

engelleyen hücre dışı Mg2+’nin bu reseptörlere bağlanarak bahsedilen fiziksel tıkaç 

görevini görmesi, büyük oranda voltaj ve belirli oranda da protein kinaz C (PKC) 

aktivasyonuna bağımlıdır. Postsinaptik AMPA veya kainat reseptörlerinin aktive eilmes i 

ile gerçekleşen depolarizasyon sayesinde voltaj bağımlı Mg2+ bloku kısmen azalmakta ve 

azalan blokajla birlikte aktive olmuş NMDA reseptörleri hücre içine doğru gerçekleşecek 

Ca2+ akışına aracılık etmektedir.38, 46-48 NMDA reseptörlerinin aktivasyonu ile gerçekleşen 

bu akış sayesinde hücre içi konsantrasyonu artan Ca2+, nöron içerisinde çeşitli 

fonksiyonları düzenleyen birçok kinazın, fosfatazın, endonükleazlar ve kalpain gibi 
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proteazların aktivasyonunu ve bu enzimlerin aktivasyonuyla ilişkili çeşitli kaskadla rı 

tetikler.38, 39, 49 Hücre içi Ca2+ miktarı optimum düzeylerin üzerine çıkarsa bu kaskadların 

aşırı ve sürekli tetiklenmesine bağlı olarak hücre membranı, iskeleti ve DNA’sı hasar 

görmeye başlar. Bu durum göz önünde bulundurulduğunda AKY'ye bağlı gelişen serebral 

amonyak düzeylerindeki ani artışla birlikte ekstraselüler konsantrasyonu artan glutamatın 

özellikle NMDA reseptörlerini aşırı ve sürekli uyarması sonucu sebep olduğu hücre içi 

Ca2+ konsantrasyonlarındaki artışın AKY ile ilişkili ensefalopatinin gelişmesine zemin 

hazırlayan hücre hasarını indüklediğini düşündürür.18 

2000 yılında Felipo ve ark. tarafından yapılan in-vivo mikrodiyaliz çalışmala r 

beyincikte NMDA reseptör aktivitesinin amonyağın kandaki artan konsantrasyonları ile 

orantılı olarak güçlendiğini bu reseptörlerin spesifik antagonistleri MK-801 ile önceden 

bloke edilmesi marifetiyle ekstraselüler siklik guanozin monofosfat (cGMP) 

düzeylerindeki NMDA reseptör aktivasyonuna bağlı artışın önlendiğini göstererek 

ispatlamıştır.50 Çünkü NMDA reseptörlerinin uyarılması intraselüler Ca2+ 

konsantrasyonunu artırarak sırasıyla NO sentaz'ın aktivasyonu ile NO üretimini, üretilen 

NO ile de guanilat siklaz aktivitesini ve dolayısıyla cGMP üretimini artıran yolağı 

(glutamat-NO-cGMP yolağı) tetiklemektedir. Üretildikten sonra bir kısmı ekstraselüler 

ortama sızan cGMP'nin ekstraselüler konsantrasyonu NMDA reseptörlerinin aktivitasyon 

derecesinin önemli bir göstergesidir.51 

Daha önce de belirtildiği üzere NMDA reseptörleri agonistlerin bağlandığı alt 

birimler ve allosterik modülasyon bölgeleri ihtiva etmektedir. Deney hayvanlar ında 

yüksek doz amonyağa bağlı gelişen ölümlerde NMDA reseptörlerinin ne kadar sorumlu 

olduğunu tespit etmek için reseptörün üç farklı alt birimine afinite gösteren farklı 

antagonistler (MK-801, ketamin, AP-5, etanol gibi) ile yapılan reseptör blokajının 

amonyak ile indüklenen ölümlerin neredeyse tamamını önlediği görülmüştür.50, 52 Bu 
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durum deney hayvanlarında amonyak ile indüklenen ölümlerde NMDA reseptörlerinin 

aşırı aktivasyonunun önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 

1994 yılında Kosenko ve ark.'nın ratlar üzerinde yaptıkları çalışma ile beyinde 7 

mmol/kg dozda yapılan i.p. amonyum asetat enjeksiyonuna bağlı gelişen ATP 

deplesyonunun MK-801 enjeksiyonu marifetiyle önlenebildiği, dolayısıyla 

hiperamonyeminin beyinde indüklediği ATP deplesyonuna büyük oranda NMDA 

reseptörlerinin aracılık ettiği gösterilmiştir.51, 53 Bu durum NMDA reseptörlerinin aşırı 

uyarılmasının ATP tüketen bazı prosesleri aşırı aktive ettiğini ve/veya ATP sentez 

proseslerini inhibe ettiğini gösterir. Öyle ki, NMDA reseptörlerinin aşırı uyarılmas ı 

postsinaptik nöronlarda hücre içi Ca2+ ve Na+ konsantrasyonlarında artışa sebep olur. Bu 

durumda hücre içi Na+ homeostazı, ATP ile çalışan Na+/K+-ATPaz aracılığıyla 

sitoplazmik konsantrasyonu artan Na+'nın hücre dışına çıkarılmasıyla sürdürülür. Ayrıca 

sitoplazmik konsantrasyonu artan Ca2+'nın mitokondrilerde sekestre olup oksijenli 

solunumu inhibe ederek ATP deplesyonuna neden olduğu da düşünülmektedir.54 

Yüksek dozlarda yapılan i.p. amonyak enjeksiyonuna bağlı olarak beyin 

dokusunda mitokondriyel süperoksit radikali üretiminin arttığı ve glutatyon peroksidaz 

(GPx), süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitesinin ise azaldığı bilinmektedir.54, 55 

Akut hiperamonyeminin ratlarda sebep olduğu serebral glutatyon miktarındaki azalma ve 

lipid peroksidasyonundaki artış56 da göz önünde bulundurulduğunda amonyağın beyinde 

oksidatif stresi indüklediği rahatça söylenebilir. Akut hiperamonyemiye bağlı artan bu 

oksidatif stresin MK-801 enjeksiyonu ile engellenebildiğini gösteren çalışmalar yukarıda 

anlatılan oksidatif olayların önemli ölçüde NMDA reseptörleri aracılığı ile 

gerçekleştiğinin bir göstergesidir.51 

Yapılan diğer bir çalışmada nöronlarda tubulin polimerizasyonunu sağlayan ve 

dolayısıyla nöron iskeletini oluşturan mikrotübüler ağın stabilitesini artıran mikrotübül ile 
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ilişkili protein-2'yi (MAP-2) parçalayarak mikrotübüler ağ stabilitesini azaltıp hücre 

hasarına neden olan kalpain'in indüksiyonu yine NMDA antagonisti MK-801 ön tedavisi 

ile baskılanabilmiştir.57, 58 

MK-801 enjeksiyonu ile serebral glutamin sentetaz aktivitesinde ve glutamin 

konsantrasyonununda meydana gelen artış, glutamin sentataz aktivitesinin akut amonyak 

toksisitesi sebebiyle NMDA reseptörlerindeki hiperaktivasyona bağlı geliştiğini 

göstermektedir.53 Bir glutamin sentetaz inhibitörü olan metiyonin sülfoksimin (MSO) ile 

amonyağın birçok toksik etkisinin önlenebilmesi dolayısıyla HE'yi indükleyen primer 

sebebin beyinde artan glutamin sentezi olduğu bazı araştırmacılar tarafından düşünülse de 

yukarıda bahsettiğimiz çalışmalar ve MSO'nun glutamat salıverilmesi üzerinde tespit 

edilmiş inhibitör etkisi59, 60 bu hipotez ile örtüşmemektedir. 

2.3.2.2. AMPA Reseptörleri 

Bu reseptörler önce kiskolat reseptörleri olarak daha sonra ise metabotropik 

glutamat reseptörlerinin de kiskolata afinite gösterdiği ve AMPA’nın bu ligand kapılı iyon 

kanalları için kiskolattan daha seçici olduğunun tespiti ile AMPA reseptörleri olarak 

yeniden adlandırılmış,38, 61 GluR1, GluR2, GluR3 ve GluR4 (GluRA-D veya GLUA1-4 

olarak da bilinirler) olmak üzere toplam dört adet alt birimden müteşekkil homo- veya 

heterotetramerlerdir. NMDA reseptörlerine nazaran glutamata daha düşük afinite 

gösterirler ve doğal agonistleri olan glutamata gösterdikleri afiniteleri de AMPA’dan daha 

düşüktür.61 AMPA reseptörleri beyin fonksiyonları için kritik öneme haiz kabul edilir; 

öyle ki selektif AMPA reseptör antagonistlerinin sıçan hipokampüsüne infüzyonu, bu 

bölgedeki eksitatör sinyal iletiminin neredeyse tamamen kesilmesine sebep olmuştur.6 2  

Aktivasyonları hızlı gelişen (1-4 ms) ve çabuk sonlanan (2-14 ms) bir depolarizasyon 

oluşturan AMPA reseptörlerinin MSS’deki birçok sinapsta hızlı eksitatör sinyal iletimine 

aracılık ettiği düşünülmektedir.42 
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Bu iyon kanallarının büyük bir kısmı kanalın Ca2+ permeabilitesini belirleyen 

GluR2 altbirimi içerir40 ve primer olarak Na+ ve K+ iyonlarına geçirgendir. Küçük 

elipsoidal hipokampal nöronlar, retinal bipolar hücreler ve serebral korteksin non-

piramidal nöronlarındakiler hariç GluR2 altbirimi içeren AMPA reseptörleri genel olarak 

Ca2+’ya geçirgen değildir.42, 63 

Yapılan çalışmalar ile TAA ile AKY'nin indüklendiği ratlarda AMPA dansitesinin 

striatumda değişmediği, hipokampusda azaldığı ve serebral kortekste ise arttığı tespit 

edilmiştir.18 

2.3.2.3. Kainat Reseptörleri 

Kainik asitin güçlü eksitotoksik ve epileptojenik etkilerinden yola çıkarak 1981 

yılında Watkins ve Evans adlı bilim adamları kainik asitin bu etkilerini kendisine özgü 

reseptörleri üzerinden oluşturduğu hipotezini öne sürmüştür. Bu hipotez daha sonra sıçan 

beyninde [3H]kainata yüksek afinite gösteren bağlanma bölgelerinin izole edilmesi ve in-

vitro koşullarda DRG’lerde ve C-liflerinde kainatın belirgin depolarizan ve desensitizan 

cevap oluşturduğunun keşfi ile desteklenmiştir.61 Ancak sonraki 20 yıl içerisinde kainat 

reseptörlerinin MSS’deki fonksiyonel rolleri yeteri kadar aydınlatılamamıştır. Son 10 yıl 

içerisinde yapılan çalışmalar, bu reseptörlerin postsinaptik bölgede mütevazi fakat uzamış 

depolarizasyon oluşturduğunu, eksitatör ve inhibitör transmisyonda ve nöronal 

eksitabilitede rol aldığını göstermiştir.64, 65 Birçok açıdan AMPA reseptörleri ile benzerlik 

gösteren bu glutamat kapılı katyon kanalları MSS’de hızlı eksitatör sinaptik iletiye iştirak 

ederler.61, 66 

Kainat reseptörleri beş farklı gen aracılığıyla sentezlenen ve GluR5, GluR6, GluR7 

(veya GLUK5-7 ), KA1 ve KA2 (veya GLUK1 ve GLUK2) olarak adlandırılan 5 altbirimin 

kombinasyonundan müteşekkil tetramerlerdir.38-40, 42, 61 KA1 ve KA2 altbirimler i 

[3H]kainata GluR5-7’den daha yüksek afinite gösterdikleri için isimlendirilmeleri farklılık 
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gösterir. Teorik olarak sadece yüksek afiniteli alt birimlerin biraraya gelebileceği 

öngörülebilse de fonksiyonel bir kainat reseptörü için bu durum yeterli değildir.66 

TAA ile AKY'nin indüklendiği ratlarda kainat reseptör dansitesinin serebral 

kortekste arttığı, striatumda azaldığı ve hipokampüste ise değişmediği tespit edilmiştir.18 

2.3.2.4. Metabotropik Reseptörler (mGluR, ACPD Reseptörleri) 

Metabotropik glutamat reseptörleri (mGluR) 1980’lerde glutamat ve diğer 

EAA’ların (kiskolat ve ibotenat gibi) MSS’de farklı tip hücrelerde fosfoinozitidin (PI) 

fosforilasyonunu stimüle edebildiklerinin ve hücre içi Ca2+’nın mobilizasyonunu 

sağladıklarının gösterilmesi ile keşfedilmiştir.67 γ-aminobütirik asitB (GABAB) 

reseptörlerinin de dahil olduğu G-protein bağlı reseptörlerin (GPBR) C sınıfına dahil, 

doğal ligandların bağlanması için geniş amino uçlarında meydana gelmiş cep benzeri 

bağlanma bölgeleri ile karakterize68 bu reseptörler yedi transmembranal segment ihtiva 

ederler.38 

Bugüne kadar sekiz farklı alt tipte (mGlu1-8) mGlu reseptörü klonlanmıştır. Bu 

reseptör alt tipleri aminoasit dizilişindeki benzerliklere, sinyal iletim mekanizmalarına ve 

farmakolojik özelliklerine göre üç gruba ayrılabilir. 23, 68-70 Grup I mGlu reseptörleri 

(mGlu1 ve mGlu5) Gαq-proteini aracılığıyla fosfolipaz C (PLC) ile pozitif kenetlidir ve 

fosfoinozitidin hidrolizini dolayısıyla intraselüler Ca2+ düzeyini ve araşidonik asit salgısını 

artırırlar. Grup II mGlu reseptörleri (mGlu2 ve mGlu3) Gαi-proteininin aktivasyonu 

aracılığıyla adenilil siklaz (AC) ile negatif kenetlidir. Benzer şekilde grup III mGlu 

reseptörleri (mGlu4, mGlu6, mGlu7 ve mGlu8) de Gαi-proteini aracılığıyla AC ile negatif 

kenetlidir.68-70 

Hiperamonyeminin iyonotropik glutamat reseptörleri üzerindeki etkilerini 

(özellikle NMDA reseptörleri üzerindeki) inceleyen çok sayıda çalışma mevcutken 



 

16 

metabotropik glutamat reseptörlerinin dansitesi ve/veya afinitesi üzerinde yapılmış çok az 

sayıda çalışma mevcuttur.14 

2.3.3. Glutamat Taşıyıcıları ve Hiperamonyemi 

Ekstraselüler ortamda biriken glutamatın nörotoksik etkilerine aracılık eden 

reseptörlerin sadece sinapslarda değil nöron soması, dendritler ve nöron terminaller inde 

de bulunması glutamat eksitoksisitesini engelleyebilmek için glutamat 

konsantrasyonunun sadece sinaptik aralıkta değil ekstrasinaptik ortamda da kontrol 

altında tutulduğunu gösterir.27, 71-73 Daha önce de değinildiği gibi glutamatın ekstraselüler 

düzeylerini kimyasal yollarla regüle edebilecek bir enzim sistemi bulunmamaktadır. Bu 

durum ekstraselüler glutamat konsantrasyonunun regülasyonu için glutamatı ekstraselüler 

ortamdan salgılandığı yere geri taşıyan bir mekanizmanın elzem olduğunu gösterir. 

Astrositlere ve bunun yanında da nöronlara gerçekleşen bu geri taşımanın %95'i Na+ 

bağımlı ve yüksek afiniteli bir taşıyıcı mekanizma ve %5'i ise Na+ bağımsız (Cl- bağımlı 

glutamat/sistin taşıyıcıları) bir taşıyıcı mekanizma aracılığıyla gerçekleştirilir.27, 29, 74 

Burada glutamatın geri taşınması sadece eksitatör sinyal iletiminin sonlandırılması ve 

eksitotoksisitenin önlenmesi açısından değil hücre içi glutamat havuzlarının tekrar 

doldurulması açısından da önem arz eder. 

Ekstraselüler glutamatı astrositlere ve nöronlara geri taşımakla sorumlu EAAT1 

(GLAST, Glutamate-Aspartate Transporter), EAAT2 (Glutamate Transporter, GLT), 

EAAT3 (Excitatory Amino Acid Carrier, EAAC), EAAT4 (Excitatory Amino Acid 

Transporter) ve EAAT5 olmak üzere beş farklı yüksek afiniteli ve Na+ bağımlı taşıyıc ının 

var olduğu bilinmektedir. Bu taşıyıcı proteinlerden EAAT1 ve EAAT2 MSS 

astrositlerinde, EAAT3 MSS nöron somaları ve dendritlerinde, EAAT4 serebellar 

purkinje hücrelerinde ve EAAT5 özellikle retinada yerleşim gösterir.27, 71, 73, 74 Bu 

taşıyıcılar vasıtasıyla üç adet Na+ ve bir adet H+ iyonu ile birlikte bir adet glutamat 
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anyonunu hücre içine geri taşınırken bir adet K+ iyonu ise hücre dışına çıkarılır. Nöronlara 

geri taşınan glutamat sitoplazmada veziküler glutamat taşıyıcıları (VGLUT) aracılığıyla 

veziküller içerisine sekestre olur ve daha sonra salıverilmek üzere depo edilir.75 Glutamatı 

amonyak ile amide eden reaksiyonu katalizleyen glutamin sentetaz (GS) enzimini ihtiva 

eden astrositlerde ise glutamat enerji gerektiren bir reaksiyonla glutamat ve GABA 

prekürsörü olan glutamine dönüştürülür ve sentezlenen glutamin hücre dışı ortama 

salıverilir. Astrositler tarafından salıverilen glutamin nöronlar tarafından hücre içine alınıp 

glutaminaz (GLS) enziminin katalizlediği enerji gerektirmeyen bir reaksiyonla tekrar 

glutamata dönüştürülür ve depo edilir. Kan-beyin bariyeri nedeniyle periferden temin 

edilemeyen glutamatı kendi içinde sentez ve depo etmek zorunda olan MSS'de 

gerçekleştirilen bu hayati döngü glutamin-glutamat döngüsü olarak adlandırılır.26, 75, 76 

                      

                Şekil 2.2. Hücre dışındaki glutamatın nöronlara ve astrositlere geri taşınması. 

 

Glutamat taşıyıcıları (GT) üzerinde yapılmış ve yukarıda hayati öneme sahip 

olduğunu belirttiğimiz glutamat geri alımının artan amonyak konsantrasyonları ile birlikte 

sekteye uğradığını gösteren çok sayıda çalışma mevcuttur. Schmidt ve ark., 80 μM'ye 
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kadar artan konsantrasyonlarda amonyak ile muamele ettikleri rat hipokampal doku 

kültürlerinde glutamatın metabolize edilemeyen analoğu D-Aspartat geri alımının arttığını 

ancak 80 μM üzerindeki konsantrasyonlarda (AKY hastalarında serebral amonyak 

konsantrasyonları 5 mM'ye kadar yükselir) D-Aspartat geri alımının doza bağımlı bir 

şekilde azaldığını tespit etmiştir.77, 78 Astrosit kültürlerinin ise 5-10 mM amonyak ile 

muamele edildiği in-vitro bir çalışmada glutamatın astrositlere geri taşınmas ının 

yavaşladığı79 ve yapılan bir başka çalışmada ise AKY'li ratların serebral kortekslerinde 

astrositik glutamat taşıyıcısı GLT-1 (EAAT-2) transkripsiyonun önemli derecede azaldığı 

gösterilmiştir.80 Tiyoasetamid ile AKY'nin indüklendiği bir diğer çalışmada da benzer 

sonuçlara ulaşılmıştır.81 Ayrıca yedi gün boyunca 5 mM konsantrasyonda amonyak ile 

muamele edilmenin astrosit kültürlerinde GLAST (EAAT-1) ekspresyonundaki azalmaya 

paralel olarak glutamat geri alımını sekteye uğrattığı görülmüştür.82, 83 

2.4. Minosiklin ve Nöroproteksiyon 

Minosiklin, birçok gram (+) ve gram (-) bakteriye ve Riketsiya, Klamidya, 

Plazmodyum türleri ve Mycoplasma pneumoniae'ye karşı etkinlik gösteren ikinci kuşak 

bir "tetrasiklin"dir. Yağda çözünürlüğü yüksek olan minosiklin molekülü bakteri 

membranını doğrudan veya porin kanalları sayesinde pasif difüzyonla aşarak bakteriyel 

ribozomların 30S alt birimine bağlanır ve tRNA'nın mRNA-ribozom kompleksi ile bir 

araya gelmesini engelleyip protein sentezini inhibe etmek suretiyle bakteriyostat ik 

etkinlik gösterir. Minosiklin, oral yoldan alındığında birinci kuşak tetrasiklinlerden daha 

iyi bir farmakokinetik profil çizer. Öyle ki yaşlı hastalarda bile oral alımını takiben hızla 

ve yüksek oranda absorbe edilebilir.84 Yağdaki yüksek çözünürlüğü sayesinde kan-beyin 

bariyerini aşıp serebrospinal sıvıda ve MSS hücrelerinde birçok MSS hastalığında 

kullanımını mümkün kılabilecek konsantrasyonlara ulaşabilir.85, 86 Minosiklin kronik 

kullanımda da güvenilirliğini ispatlamış bir tetrasiklindir. Öyle ki FDA'nın öngördüğü 
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günlük maksimum dozunun (200 mg) kronik kullanımı dahi gayet iyi tolere 

edilebilmektedir. Minosiklinin kısa süreli tedavisi sırasında ortaya çıkan yan etkilerden en 

sık görülenleri tedavinin kesilmesi ile kısa sürede ortadan kalkan bulantı, vertigo ve 

sersemlik halidir. Ancak İngiliz Ulusal İlaç Rehberi altı aydan uzun süren minosik lin 

tedavilerinde her üç ayda bir hastaların hepatotoksisite, pigmentasyon ve sistemik lupus 

eritematozus açısından değerlendirilmesini tavsiye etmektedir. Uzun süreli kullanımına 

bağlı İngiliz Ulusal İlaç Rehberi'nde de öngörülen bu riskler minosiklinin enfeksiyon 

hastalıkları tedavisinde kullanımını belirli ölçüde sınırlandırmaktadır.84 

Minosiklinin MSS hastalıklarının tedavisinde etkili olabileceği tezi ilk defa 

Yrjanheikki ve ark. tarafından yaklaşık 20 yıl önce deneysel iskemi oluşturulmuş çöl 

fareleri üzerinde yapılan ve minosiklin tedavisi sayesinde iskemi ile indüklenen mikroglia l 

aktivasyonun inhibe edilebildiğini gösteren bir çalışma sayesinde bilim adamlarının 

dikkatine sunulmuştur.87 Daha sonra minosiklin ile yapılan ileri çalışmalar da bu 

tetrasiklinin birçok nörodejeneratif hastalığın tedavisinde etkin rol oynayabileceğini 

göstermiştir. Minosiklin ile yapılan çalışmalarda aksonal izolasyonu sağlayan 

oligodendrosit hasarı ve dolayısıyla aksonal nöron hasarı önemli ölçüde 

azaltılabilmiştir.88, 89 Yapılan klinik çalışmalar ile minosiklinin Huntington hastalığında9 0 ,  

91 ve multipl sklerozda (MS)92 terapötik etkinliği kanıtlanmıştır. 

Minosiklin'in nöroprotektif etkinliğinin araştırıldığı birçok çalışmada 

tetrasiklinlerin glutamat eksitotoksisitesine bağlı nöronal hasarı önleyebileceğine dair 

veriler elde edilmiştir.93-100 Kortikal nöron kültürlerinde yapılan in-vitro çalışmalarda 

kültür ortamına eklenen minosiklinin glutamatla indüklenen nörotoksisiteyi azalttığı 

görülmüştür.93, 94, 101 Ayrıca minosiklinin nörodejenaratif hastalıklarla yakından 

ilişkilendirilen mikroglial hiperaktiviteyi102, 103 inhibe ettiği de bilinmektedir.87 2010 

yılında Nie H. ve ark. ve ayrıca 2012 yılında Amin P. ve ark.'nın yürüttüğü çalışmalar ile 
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minosiklinin GLT1 ekspresyonunu ve/veya aktivitesini artırmak veya korumak suretiyle 

ratlarda indüklenen nöropatik ağrı modelinde hipersensitiviteyi azalttığını 

gözlemlemeleri104, 105 dikkatlerin nörodejeneratif hastalıklarda minosiklin-GT 

etkileşmesine yoğunlaşmasını sağlamıştır. 
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3. MATERYAL VE METOT 

Bu çalışmada, Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Araştırma ve Uygulama 

Merkezi’nden temin edilen ve ağırlıkları 250-300 gram arasında değişen toplam 24 adet 

Albino Wistar cinsi dişi rat kullanılmıştır. Deney hayvanları çalışma süresince doğal gece-

gündüz döngüsünün yaşandığı bir laboratuvar ortamında, normal oda sıcaklığında ( 22°C), 

altı talaş serili plastik kafeslerde barındırıldı ve beslendi. Çalışmamızın bütün 

aşamalarının etik kurallara uygun olduğu “Atatürk Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu (AÜHADYEK)” tarafından verilen 22.05.2013 tarihli ve 42190979-01-

02/2238 sayılı yazı ile onaylanmıştır. 

Bahsedilen 24 adet rat lokomotor testleri yapıldıktan sonra her biri 6 denekten 

oluşan toplam 4 gruba ayrıldı: 

1. Grup (Kontrol): AKY modelinin oluşturulmayıp ve herhangi bir tedavinin de 

uygulanmadığı tamamen sağlıklı ratlardan oluşan gruptur. 

2. Grup (TAA): Ardışık üç gün boyunca TAA enjeksiyonu (350 mg/kg, i.p.) 

yapılmak suretiyle AKY'nin indüklendiği fakat herhangi bir tedavi protokolünün 

uygulanmadığı hastalıklı gruptur. 

3. Grup (Minosiklin): AKY modelinin oluşturulmadığı ve sadece 4. grup ratlar ile 

eş zamanlı olarak minosiklin enjeksiyonun (50 mg/kg, i.p.) yapıldığı sağlıklı gruptur. 

4. Grup (TAA+Minosiklin): AKY modeli oluşturulmadan 10 gün önce minosik lin 

enjeksiyonuna (50 mg/kg, i.p.) başlanan ve ardışık üç gün boyunca yapılan TAA 

enjeksiyonu (400 mg/kg, i.p.) ile AKY'nin indüklendiği tedavi grubudur. 

3. ve 4. gruptaki deneklere hepatik ensefalopati modeli oluşturulmadan önceki 10 

gün boyunca minosiklin (50 mg/kg/gün, i.p.)106 enjekte edilmiştir. Bu 10 günün sonunda 

2. ve 4. gruptaki deney hayvanlarına hepatik ensefalopatiyi indüklemek maksadıyla 24 

saat ara ile toplam üç doz TAA (400 mg/kg, i.p.)107 enjeksiyonu yapılmıştır. 2. ve 4. 
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gruptaki deneklerde kilo kaybı, hipoglisemi ve böbrek yetmezliğini önlemek amacıyla 12 

saat aralarla s.c. yoldan %5 dekstroz (25 mL/kg) ve potasyum (20 mEq/L) içeren % 0.9'luk 

NaCl solüsyonu uygulanmıştır.107 

3.1. İn-vivo Voltametri 

İn-vivo koşullarda MSS dokularında bulunan glutamat ve diğer aminoasitler in 

anlık düzeylerini tespit etmek maksadıyla kullanılan intrakraniyal mikrodiya liz 

yöntemlerinin saniyeler içerisinde ekstraselüler konsantrasyonu değişebilen glutamat gibi 

hızlı kinetiğe sahip transmitterlerin analizinde tartışılan güvenilirlikleri108 bilim 

adamlarını saniye saniye ölçüm yapabilen sistemleri geliştirmeye zorlamış tır. Yapılan 

çalışmalar sonucunda da glutamat ve diğer nörotransmitterlerin MSS'deki düzey ve 

kinetiklerini saniye saniye ölçebilecek mikroelektrotların kullanıldığı elektrokimyasal bir 

metot geliştirilmiştir: in-vivo voltametrik metot. 

3.1.1. Mikroelektrot Hazırlama 

Her biri üzerinde 4 adet sensör bulunduran seramik yüzeyli mikroelektro t la r 

glutamatı tespit etme kabiliyeti kazandırılmak üzere bir takım işlemlerden geçirilmek 

zorundadır. Bu bölümde seramik yüzeyli basit elektrotlara glutamat seçiciliğinin 

kazandırılması için yapılan işlemlerden bahsedilecektir. 

3.1.1.1. Mikroelektrot Yüzeyinin Nafyon ile Kaplanması 

Deney için kullanılacak olan her mikroelektrot Citrisolv temizleme solüsyonu ile 

5 dakika yıkandı ve distile edilmiş deiyonize su (d-DI H2O) ile durulandı. Bu işlemi 

takiben mikroelektrotlar, üzerlerindeki nemi tamamen uzaklaştırmak için 15 dakika 

boyunca 105–115°C sıcaklığa ayarlanmış özel fırında (Fisher Scientific) kurumaya 

bırakıldı. Daha sonra nafyon'un polimer matriksinde bulunan negatif yüklü substitüye 

sülfonik asit grupları sayesinde anyonları iterek onların platin kayıt bölgesine ulaşmas ını 

engellemek ve serebral düzeyleri ölçülmek istenmeyen 3,4-dihidroksifenilasetik asit 
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(DOPAC) ve askorbik asit (AA) gibi MSS'de yüksek konsantrasyonlarda bulunan 

anyonların oluşturacağı kimyasal gürültüyü önlemek maksadıyla elektrot yüzeyler inin 

nafyon ile kaplanması işlemine geçildi. Bu amaçla anyonik bir teflon derivesi olan 

nafyonun %5'lik solüsyonu (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis) ile deney çalışmamızda 

kullanacağımız mikroelektrotların sensör yüzeyleri kaplandı.109 Mikroelektrotların sensör 

uçlarının 300 μL'lik santrifüj tüpleri içerisindeki %5’lik nafyon solüsyonuna daldırıldık tan 

sonra bir dönüş bir saniye sürecek şekilde solüsyon içerisinde 5 defa döndürülüp 

solüsyondan çıkarıldığı ve 175°C sıcaklıktaki fırına konulup 3- 4 dakika bekletildiği (daha 

uzun süreli kurutmalar AA ve glutamat ölçüm kabiliyetini azaltır) bu işlem optimal 

glutamat selektivitesini sağlamak amacıyla 5 defa tekrarlandı. Bu aşamada gereğinden 

kalın bir nafyon kaplamasının glutamat cevabını tamamen engelleyebileceği ve platin 

kayıt bölgesine AA geçişini yeterince bloke edemeyecek incelikte bir nafyon 

kaplamasının ise glutamat seçiciliğini azaltabileceği (arzu edilen seçicilik 100:1'dir) göz 

önünde bulundurulmuştur.110 

3.1.1.2. Mikroelektrot Yüzeylerinin L-Glutamat Oksidaz ile Kaplanması 

Bu işlem elektrokimyasal açıdan aktif olmayan serebral glutamattan 

elektrokimyasal cevap oluşturabilen bir haberci molekülün (platin elektrot yüzeyinde 

okside olabilen H2O2) meydana gelebilmesi için mikroelektrot sensör yüzeyinin L-

glutamat oksidaz enzimi ile kaplanması işlemidir. Bu amaçla öncelikle stok L-glutamat 

oksidaz solüsyonu 50 μL didistile su ilave edilerek kullanılacak konsantrasyona 

seyreltildi. Daha sonra kullanılacak bütün protein ve enzimler [%1 L-glutamat oksidaz 

(GluOx, Seikagau America), %1 sığır serum albümini (SSA; Sigma-Aldrich ) ve % 0.125 

gluteraldehit (Glut; Sigma-Aldrich)] standart oda sıcaklığına getirildi. 0.1 gram SSA 1.5 

mL'lik mikrosantrifüj tüpünde 985 μl'lik didistile su ile birleştirilip iyice çalkaland ı. 

Çözülme sonrası 5 μl hacminde %25’lik gluteraldehit solüsyonu SSA karışımına ilave 



 

24 

edilerek iyice karıştırıldı. Daha sonra bu karışım açık sarı renk alana kadar 5 dakika 

süreyle oda sıcaklığında bekletildi. Hazırlanan SSA-gluteraldehit karışımından 9 μL alınıp 

300 μl'lik mikrosantrifüj tüpüne aktarıldıktan sonra 1 μL hacminde L-glutamat oksidaz 

stok solüsyonu üzerine ilave edilerek pipetle karıştırıldı. %1 SSA, %0.125 gluteraldehit 

ve yaklaşık %1 L-glutamat oksidaz içeren bu 10 μL'lik son karışım mikroskop altında 25 

μl'lik Hamilton mikro iğnesiyle küçük damlalar halinde mikroelektrotların üzerine 

damlatıldı. Bu işleme oluşan enzim tabakası mikroskop altında görülebilir hale gelene 

kadar birer dakika ara ile devam edildi. L-glutamat oksidaz ie muamele edilen elektrotlar 

oda sıcaklığında 48-72 saat süreyle bekletildikten sonra elektrotların kalibrasyon işlemine 

başlandı. 

3.1.1.3. Mikroelektrot Kalibrasyonu 

Mikroelektrot kalibrasyonu için bir beher içerisinde bulunan 37°C’de ve 40 mL 

hacmindeki 0.05 M'lik fosfat tampon solüsyonuna (PBS) daldırılan mikroelektrot lar 

yaklaşık bir saat süreyle PBS içerisinde beklemeye bırakıldı. Bir saatin sonunda Ag/AgCl 

referans elektrotu da tampon solüsyonuna yerleştirildikten sonra mikroelektrot lar 

üzerindeki 4 kayıt alma bölgesinden elde edilen elektrokimyasal verileri işleyip analit 

(glutamat) konsantrasyonları hakkında bilgi verebilen bilgisayarlı sensör sistemine (Fast 

Analitical Sensor Technology, Quanteon L.L.C, FAST-16) başlangıç bilgileri girilip 

mikroelektrotlara +0.7 V'lik bir gerilim uygulandı. Voltaj uygulamasını takiben akımın 

sabit bir taban seviyeye (baseline) ulaşması için en az 10–15 dakika beklendi. Elektrikse l 

akımın sabit bir taban seviyeye ulaştığı analiz programının arayüzünde baseline butonu 

ile tespit edildi. Daha sonra 500 μL hacminde 20 mM'lik AA solüsyonu (interferent) nihai 

beher konsantrasyonu 250 μM olacak şekilde beher içerisine eklenip akım tekrar sabit bir 

taban seviyeye indiğinde bu durum da program arayüzünde bu kez interferent butonu ile 

tespit edildi. Bu işlemi takiben üç kere 20 mM konsantrasyonda 40 μL L-glutamat, sonuç 
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L-glutamat'ın beher konsantrasyonu 20, 40 ve 60 μM olacak şekilde kalibrasyon beherine 

ilave edildi. Analitin deney beherine her ilavesi ve program arayüzünde kalibrasyon 

eğiminin görülmesi kayıt altına alundı. Analitin test ortamına üç defa daha eklenmesini 

takiben 2 mM konsantrasyonda ve 40 μL hacminde dopamin (DA), test ortamına 

konsantrasyonu 2 μM olacak şekilde test maddesi olarak eklendi ve bu an da program 

arayüzünde işaretlendi. Son olarak 8.8 mM konsantrasyonda ve 40 μL hacminde H2O2 

mikroelektrot duyarlılığını kesinleştirmek için kalibrasyon beherine eklendi. 

Kalibrasyonun bitiminde program durduruldu, veriler arayüz üzerinden kaydedildi ve 

mikroelektrot tampon solüsyonundan çıkarılıp muhafazaya alındı. 

3.1.2. Mikropipet Hazırlama 

Kalibrasyonu yapılmış her bir mikroelektrot üzerine beyin dokusuna dışarıdan 

glutamat enjekte edilmesine olanak sağlayacak bir cam mikropipet yerleştirildi. Bu 

mikropipet vertikal pipet çekici marifetiyle 1 mm dış ve 0.58 mm iç çapa sahip olacak 

şekilde hazırlandı. Mikroskop altında, hazırlanan bu mikropipetin uç kısmı dış çapı 12–

15 μm olacak şekilde kırılarak deney için kullanıma hazır hale getirildi. Hazır haldeki 

mikropipet macun ve mum kullanılarak mikroelektrotun üzerine uç kısmı elektrot 

üzerindeki kayıt bölgelerinin ortasına denk gelecek ve mikropipetin uç kısmı ile elektrotun 

platin kayıt bölgesi arasında 50–100 μm'lik bir mesafe olacak şekilde konumlandır ılıp 

sabitlendi. Daha sonra 200 mM konsantrasyonunda hazırlanmış L-glutamat solüsyonu 1 

mL'lik tüberkülin iğnesine alındıktan sonra 0.22 μm'lik steril filtreden geçirildi ve diğer 

uçtan 30 numaralı hipodermik iğneye aktarıldı. Hipodermik iğne ile içi 200 mM 

konsantrasyonda glutamat ile doldurulan mikropipet nihayet kullanıma hazır hale getirild i. 

3.1.3. Referans Elektrotun Hazırlanması 

Mikroelektrotların kalibrasyonu sırasında kullanılan cam Ag/AgCl elektrotu ratlar 

üzerinde yapılacak in-vivo çalışmamız için çok büyük olduğundan elektrokimyasa l 
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metodla minyatür bir Ag/AgCl referans elektrotu hazırlandı. Bu amaçla bir ucu voltametr i 

cihazı ile irtibatlandırılan ve diğer ucu ise NaCl ile doyurulmuş 1 M HCl çözeltisi içine 

yerleştirilen gümüş bir tel, platin bir kablonun zıt elektrot olarak kullanıldığı düzeneğe DC 

bir adaptör aracılığıyla sağlanan 9 V'lik bir potansiyel sayesinde kendisine yönlendir ilen 

serbest Cl-' ile kaplandı. Elde edilen bu referans elektrot deneye kadar 3 M'lik NaCl 

çözeltisi içerisinde muhafaza edildi. 

3.1.4. Mikroelektrotun Beyin Dokusuna İmplantasyonu 

Deneyde kullanılacak sıçanlar tiyopental (25 mg/kg, i.p.) enjeksiyonu ile anestezi 

altına alındıktan sonra önceden hazırlamış olduğumuz mikroelektrot hedef bölgeye 

stereotaksi cihazı (Stoelting Co.) marifetiyle yerleştirildi. Bu işlemden önce anestezi 

altındaki deneklerin kafaları stereotaksi cihazına yerleştirilerek sabitlendi ve vücutlar ı, 

vücut sıcaklığının 37°C'de sabit tutulabilmesi için ısıtıcı petlerle desteklendi. Kafa kıllar ı 

traş edilip kafa derisi hafif bir insizyonla kesilerek sağa ve sola açılıp bregma gözle 

görülür hale getirildi. Bu nokta (bregma) stereotaksi cihazı için referans noktası olarak 

kabul edilip beyin atlasından elde edilen koordinatlar aracılığı ile mikroelektro tun 

yerleştirileceği noktadaki kafa kemiği, beyine zarar verilmeden elektrik li bir matkap 

(Foredom 1/6 HP Series SR flexible shaft power tools) yardımıyla delinerek çıkarıldı. Bir 

forseps yardımıyla "dura" uzaklaştırılarak beyin yüzeyine ulaşıldı. Ag/AgCl referans 

elektrodu beyne yerleştirilip diş sementiyle sabitlendi. Paxinos ve Watson’un stereotaksik 

atlasına göre elektrotun yerleştirileceği bölgenin koordinatları tespit edildi. Cam pipet 

içerisindeki glutamat solüsyonunu beyin dokusuna enjekte etmek için inert helyum gazını 

istenilen basınçta ve sürede cam pipete uygulayabilecek Pikosipritzer III cihazı 

mikropipete sabitlendi. Stereotaksi cihazıyla eşleştirilmiş bir mikromanipüla tör 

yardımıyla elektrot istenilen koordinata yerleştirildi. Önceden kalibre ettiğimiz 

mikroelektrota ait kalibrasyon parametreleri FAST–16 kayıt sisteminden geri çağrılıp 
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elektrokimyasal akım sabit bir taban seviyeye ulaştığında (15-20 dk) glutamat amplitudu, 

maksimuma ulaşma süresi ve glutamatın geri alım süresi ile ilgili bilgilerin tespiti işlemine 

başlandı. 

3.1.5. Elektrokimyasal Sinyal Analizi 

Beyin dokusuna basınçla enjeksiyonu sonucu ekstraselüler ortamda biriken L-

glutamatın konsantrasyonu saniye saniye ölçülerek eksojen glutamatın taşıyıcı lar ı 

vasıtasıyla ekstraselüler ortamdan tahliye edilmesi ile alakalı maksimum amplitüde 

ulaşma zamanı (yükselme zamanı, TR) ve enjekte edilen glutamatın % 80’inin taşıyıcı lar ı 

vasıtasıyla ekstraselüler ortamdan uzaklaştırılma süreleri (t80) kaydedildi. İstatistik i 

anlam ifade edecek kadar kayıt alındıktan sonra bütün gruplar yüksek doz tiyopenta l 

sodyum (50mg/kg) ile sakrifiye edilerek deney sonlandırıldı. 

3.2. Lokomotor Aktivitelerin Değerlendirilmesi 

Deneklerin lokomotor aktivite testleri karanlık bir ortamda, aynı anda dört adet 

deneğin lokomotor aktivitesini takip edebilme kapasitesine sahip, her biri 40 cm x 40 cm 

x 50 cm ebadında, üstü açık ve zemini talaşsız dört adet pleksiglas lokomotor aktivite 

takip kafesinde her bir deneğin horizontal, ambulatuar ve vertikal hareketlerinin 

bilgisayarlı bir sistemle takip edilebildiği lokomotor aktivite test cihazında gerçekleştir ild i 

(MAY ACT 508-Animal Lokomotor Activity Meter, TR). Lokomotor aktivite testi için 

aynı anda 1., 2., 3. ve 4. gruptan birer denek lokomotor aktivite ölçüm cihazındak i 

kafeslere konularak 30 dakika boyunca horizontal, vertikal ve ambulatuar hareketleri kayıt 

altına alındı. 

3.3. İstatistiki Analizler 

İstatistiksel analizler Statistical Packages for the Social Sciences (SPSS) yazılım 

programı marifetiyle yapıldı. Bütün istatistiksel farklılıklar ve önem seviyeleri "one-way 
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variance analyzes" (ANOVA) testi ile belirlendi. Çoklu karşılaştırmalarda Duncan ve 

LSD testi uygulandı ve p<0.05 olan sonuçlar anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

Bu deneyde, tolere edilebilir konsantrasyonların üzerinde astroglial ödeme ve 

eksitotoksisiteye neden olduğu düşünülen glutamatın bazal seviyelerini ve spesifik geri 

taşıyıcılarının aktivitelerini tespit etmek üzere 4 farklı denek grubu üzerinde beynin farklı 

bölgelerinde (CA3, GP ve CPu) yaptığımız in-vivo voltametrik çalışmalarda bu bölgelere 

milimolar düzeyde zerk ettiğimiz 200 μM glutamatın %80'inin ekstraselüler ortamdan 

tahliye edilme süreleri (t80) araştırılmıştır. Kontrol (intakt) grubu üzerinde yapılan 

ölçümlerde t80 süreleri CA3, GP ve CPu bölgeleri için sırasıyla 4.08±0.86 sn., 4.17±0.7 

sn. ve 3.35±0.81 sn. olarak tespit edilirken bu değerlerin tiyoasetamid (TAA) ile hepatik 

ensefalopatinin (HE) indüklendiği grupta, dramatik şekilde, sırasıyla 54.29±21.91 sn., 

24.35±12.30 sn. ve 48.07±31.97 sn.'ye yükseldiği görülmüştür (p<0.05). TAA 

enjeksiyonu ile HE'yi indüklediğimiz ve terapötik potansiyelini test etmek maksadıyla 

minosiklin ile muhtemel bir tedavi uyguladığımız diğer grup sıçanlarda ise t80 sürelerinin 

3.55±0.94 sn., 4.78±1.09 sn. ve 3.00±0.00 sn. ile kontrol grubu değerlerine çok 

yaklaştığını tespit ettik (p<0.05). 

Tablo 5.1. Beyin bölgelerine ait t80 süreleri [Kontrol grubuna göre * p<0.001 (n=6).]  

  

CA3 Gp Cpu 

Ortalama±S. S. Ortalama±S. S. Ortalama±S. S. 

Kontrol 4.08±0.86 sn. 4.17±0.71 sn. 3.35±0.81 sn. 

TAA 54.29±21.91* sn. 24.35±12.30* sn. 48.07±31.97* sn. 

TAA+Minosiklin 3.55±0.94 sn. 4.78±1.09 sn. 3.00±0.00 sn. 
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Şekil 5.1: İntakt gruba ait bir deneğin, 200 μM konsantrasyonundaki glutamat mikroenjeksiyonundan sonra, 

serebral CP bölgesinden alınan voltametrik sonuçlara ait grafik 

 

   

Şekil 5.2: TAA ile HE'nin indüklendiği gruba ait bir deneğin, 200 μM konsantrasyonundaki glutamat  

mikroenjeksiyonundan sonra, serebral CP bölgesinden alınan voltametrik sonuçlara ait grafik 
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Şekil 5.3: TAA ile HE'nin indüklendiği ve minosiklin ile tedavi edilmiş gruba ait bir deneğin, 200 μM 

konsantrasyonundaki glutamat mikroenjeksiyonundan sonra, serebral CP bölgesinden alınan voltametrik 

sonuçlara ait grafik 

 

Deney gruplarının stereotipik ve ambulatuar hareket süreleri ile hareketsiz 

kaldıkları süreleri mukayese ettiğimizde TAA ile HE'nin indüklendiği sıçanların yaptıklar ı 

stereotipik ve ambulatuar hareketlerin toplam süreleri ile hareketsiz kaldıkları sürelerin 

intakt gruba göre anlamlı ölçüde kısa olduğu (p<0.05) fakat bu iki grup arasında vertikal 

hareketler için harcanan süreler açısından anlamlı bir fark bulunmadığı gözlemlend i. 

Minosiklin ile tedavi edilen grup ile intakt grup karşılaştırıldığında ise tedavi grubundak i 

deneklerin intakt gruptakilerden stereotipik ve vertikal hareketler yaparak geçirdiği 

süreler açısından farklılık göstermediği ancak ambulatuar hareketler için harcadıklar ı 

sürelerin anlamlı ölçüde uzadığı (p<0.05) ve hareketsiz kaldıkları sürelerin ise anlamlı 

ölçüde kısaldığı tespit edilmiştir (p<0.05). 
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Tablo 5.2. Deney gruplarına ait lokomotor asktivite test sonuçları [* Kontrol grubuna göre p<0.005 (n=6)] 

 Steriotipik (Sn) Ambulatuar (Sn) Vertikal (Sn) Dinlenme (Sn) 

Kontrol 122.65±15.46 144.95±4.81 47.43±12.28 309.73±20.87 

TAA 70.71±6.79* 87.64±49.74* 52.68±27.86 405.53±81.34* 

TAA+Min. 112.57±39.74 144.63±27.03 51.16±14.41 313.83±61.76 

 

 

 

Şekil 5.4: İntakt gruba ait bir sıçanın kaydedilmiş lokomotor aktivite sonuçları (Mavi çizgiler ambulatuar 

ve yeşil çizgiler vertikal hareketleri temsil eder) 
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Şekil 5.5: TAA ile HE'nin indüklendiği gruba ait bir sıçanın kaydedilmiş lokomotor aktivite sonuçları (Mavi 

çizgiler ambulatuar ve yeşil çizgiler vertikal hareketleri temsil eder) 

 

 

Şekil 5.6: TAA ile HE'nin indüklendiği ve minosiklin ile tedavi edilmiş gruba ait bir sıçanın kaydedilmiş  

lokomotor aktivite sonuçları (Mavi çizgiler ambulatuar ve yeşil çizgiler vertikal hareketleri temsil eder) 
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5. TARTIŞMA 

Son yıllarda antibakteriyel etki mekanizmaları iyi bilinen bazı antibiyotikler in 

nöroprotektif etkilere de sahip olabileceğini gösteren çok sayıda çalışma yapılmışt ır. 

Özellikle, Rothstein ve arkadaşları tarafından 2005 yılında Nature isimli dergide 

yayınlanan ve β-laktam antibiyotiklerin (ampisilin, bakampisilin ve nafsilin gibi penisilin 

türevleri ve seftriakson, sefadroksil, sefalotin ve sefoperazol gibi sefalosporinler in) 

glutamat taşıyıcılarının ekspresyonunu artırdıklarını ve bu suretle nöroprotektif etkinlik 

gösterebileceklerini tespit ettikleri çalışma111 ve bu çalışmayı takip eden diğer destekleyic i 

çalışmalar112-115 dikkatleri başta β-laktam antibiyotiklerin olmak üzere diğer birçok 

antibiyotiğin de bilinen terapötik endikasyonları yanındaki muhtemel endikasyonlar ına 

yönlendirmiştir. Zamanla MSS'de glutamat taşıyıcısı ekspresyonunu ve dolayısıyla 

glutamat taşıyıcı sayısını artırma potansiyeline sahip bu ilaçların, özellikle ekstraselüler 

glutamat konsantrasyonlarında meydana gelen artışa bağlı olarak gelişen  ve glutamatla 

ilişkili eksitotoksisite zemininde ilerlediği tahmin edilen MSS hasarlarının tedavisinde 

önemli etkilere sahip olabilecekleri kanaati oluşmuştur. Bu tezi yani ekstraselüler ortamda 

konsantrasyonu artan glutamatın efektif bir şekilde nöron içerisine geri alınmas ını 

sağlayan spesifik taşıyıcıların yetersizliği ve/veya deformasyonuna bağlı olarak gelişt iği 

düşünülen MSS hasarlarının yine bu taşıyıcıların sayısını transkripsiyon ve/veya sentez 

aşamasında artırarak hipereksitasyona bağlı nöronal hasarın ilerlemes inin 

engellenebileceği tezini desteklemek amacıyla da birçok β-laktam antibiyotik ile ileri 

çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmada da TAA ile indüklenen bir deneysel model 

kullanılarak minosiklin'in AKY'ye bağlı nöronal hasar üzerindeki muhtemel terapötik 

etkisi test edilmiştir. TAA ile indüklenen HE modelinin tercih edilmesi bu deneysel 

modelin insanlarda gelişen AKY ile hepatoselüler nekroz, köprü nekrozu ve lenfosit 

infiltrasyonu ile sonuçlanması yönüyle paralellik gösteriyor olmasındandır.Ayrıca bu 
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deneysel model kullanıldığında kan-beyin bariyerinin yapısal değişikliğe uğramaması 

sebebiyle astrositlerin nöromodülatör fonksiyonlarında meydana gelen değişiklikler ile 

HE'nin progresyonu arasındaki ilişkinin tespiti mümkün olabilmektedir.111 

Tetrasiklin antibiyotiklerden yağda çözünürlüğü dolayısıyla MSS'ye geçme 

kabiliyeti en yüksek olan minosiklin'in aksonal izolasyonu sağlayan oligodendrosit ve 

dolayısıyla aksonal nöron hasarını önemli ölçüde azalttığının,88, 89 glutamat toksisitesi ile 

yakından ilişkilendirilen Huntington hastalığı ve multipl skleroz'da (MS) progresyon 

üzerindeki pozitif etkilerinin, kortikal nöron kültürlerinde yapılan in-vitro çalışmalarda 

kültür ortamında glutamatla indüklenen nörotoksisiteyi baskıladığının93, 94, 101 ve GLT1 

ekspresyonunu ve/veya aktivitesini artırmak veya korumak suretiyle ratlarda indüklenen 

nöropatik ağrı modellerinde hipersensitiviteyi azalttığının tespit edilmesi104, 105  onun 

nöroprotektif etki mekanizmasının β-laktam antibiyotikler ile benzerlik taşıyabileceği 

ihtimalini düşündürdüğü bilim insanlarını ileri çalışmalar yapmaya sevk etmiştir. Tez 

çalışmamız da benzer merakla bu spesifik taşıyıcıların enjekte edilen eksojen glutamatı 

ekstraselüler ortamdan nöron ve astrositlere geri alım hızlarının ve kapasitelerinin ölçülüp 

değerlendirilmesi suretiyle minosiklin'in glutamat taşıyıcıları ile ilişkisini tespit etmek ve 

glutamatla yakından ilişkilendirilen AKY'ye bağlı gelişen HE tedavisindeki muhtemel 

potansiyelini test etmek maksadıyla  gerçekleştirilmiştir. 

L-glutamat'ın MSS'deki bozulmuş dinamikleri ile şizofreni, parkinson, inme, 

epilepsi gibi MSS hastalıkları arasında yakın ilişki bulunduğu uzun süreden beri 

bilinmektedir. Sinaptik aralığa salıverilen glutamat'ın ekstitotoksik etkilerinin oluşmas ına 

mani olmak için glutamat, spesifik geri taşıyıcıları vasıtasıyla etki bölgesinden 

uzaklaştırılır. Saniyeler içerisinde gerçekleşen bu salıverilme ve geri taşınma olaylar ında 

meydana gelen düzensizliklerin yukarıda ismi geçen hastalıklara zemin hazırlad ığı 

düşünülmektedir. Bu sebeple glutamatın (ve diğer bazı nörotransmitterlerin de) bazal 
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sinaptik konsantrasyonları ve nöronal uyarılma ile salıverilen kısımlarının drene edilme 

süreleri hep merak konusu olmuştur. Günümüze kadar bu parametrelerin tespiti için bazı 

yöntemler geliştirilmiş ve kullanılmıştır. Bunlar içerisinde en sık kullanılanı intrakraniya l 

mikrodiyaliz yöntemlerdir. Bu yöntemlerle, beyin dokusundan alınan sıvı örnekle ri 

modern HPLC veya spektrofotometri cihazları  ile incelenmekte ve istenilen analit in 

alınan örnekler içerisindeki miktarları yüksek hassasiyetle ölçülebilmektedir. Ancak 

güncel veriler bu yöntemlerin güvenilirliklerinin tartışılmasına neden olmaktadır.1 0 8  

Örneğin sıçan striatumlarında yaş ile glutamat düzeyleri arasındaki ilişkiyi tespit etmek 

amacıyla gerçekleştirilen mikrodiyaliz çalışmalar çelişkili sonuçlar doğurmuştur. Şöyle 

ki, bu yöntemi kullanan Freeman ve ark. yaşlı (24 aylık) kemirgenlerdeki bazal glutamat 

düzeylerinin genç (6 aylık) kemirgenlerdekine göre %94 oranında arttığını söylerken11 6  

Saransaari ve ark.bu düzeylerin %60 oranında azaldığını iddia etmiştir.117 Yapılan diğer 

bazı çalışmalarla da bazal glutamat düzeylerinin yine yaşlanma ile azaldığı, arttığı ve hatta 

değişmediği dahi iddia edilmiştir.118, 119 Benzer şekilde serebral korteks ve striatumda 

glutamatın yaşa bağlı geri taşınma kapasitelerinin test edildiği mikrodiyaliz çalışmalar da 

çelişkili sonuçlar vermiştir; çoğu deneyin sonucunda yaşlanma ile astrositlere glutamatı 

geri taşıyan sistemlerin yavaşladığı iddia edilse de117, 120-122 bu sistemlerin yaşlanmadan 

etkilenmediği123, 124 ve hatta yaşlanma ile hızlandığı kanaatini oluşturan deneyler 

gerçekleştirilmiştir.125 Bütün bu sonuçlar mikrodiyaliz yöntemlerin güvenilirlikleri ve 

yeterliliklerini tartışılır kılmaktadır. Bu yöntemler zamanla kapiller elektroforezin 

entegresyonu ile dakika dakika ölçüm yapabilecek şekilde bir nebze olsun geliştirilmiş 

olsa da glutamatın hızlı kinetiklerini saniye saniye test edebilecek tutarlı bir sistemin 

yerini tutamamaktadır. Bu sebeplerle tez çalışmamızda yukarıda bahsettiğimiz 

handikaplardan ari, in-vivo voltametrik metotları kullanıldı. Glutamatın kullanılan özel 

mikroelektrotlar üzerinde oluşturduğu elektrokimyasal cevabı saniye saniye  kaydedip 
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değerlendirebilen ve işlevsel bir arayüze sahip bu sistem ile güvenilir ve gelecek 

çalışmalar için yol gösterici sonuçlar elde edildi. 

  Glutamatın, kan beyin bariyerinin bu anyona geçirgen olmaması sebebiyle, 

MSS'de sentez ve depo edildiği bilinmektedir. Bu nörotransmitterin hassas ve kontrollü 

bir eksitasyon sağlayabilmesi için sentezlenen glutamatın önemli bölümü (veziküler  

glutamat) intraselüler ortamda muhafaza edilmekte ve ekstraselüler (nonveziküler 

glutamat) konsantrasyonları aktif bir geri taşıma mekanizması vasıtasıyla optimum 

düzeylerde kontrol altında tutulmaya çalışılmaktadır. Dolayısıyla beyin homojenatlar ı 

üzerinde yapılan glutamat miktarı ölçüm çalışmaları sayesinde ancak intraselüler ortamda 

depo edilmekte olan toplam glutamat düzeyleri hakkında bilgiler elde edilebilmiş, 

ekstraselüler ortamdaki bazal konsantrasyonlar ve bazal konsantrasyonlarda meydana 

gelen değişiklikler değerlendirilememiştir. AKY'nin TAA ile veya hepatik 

devaskülarizasyon ile indüklendiği ratların beyin dokuları üzerinde gerçekleştirilen çeşitli 

homojenat çalışmaları ile, sadece beyin dokusundaki toplam glutamat miktarının azaldığı 

gösterilebilmiştir.126 Bu durum serebral konsantrasyonu artan amonyağın glutamat ile 

reaksiyona girip glutaminin sentezlendiği ve amonyağın detoksifiye edildiği 

mekanizmayla ilişkili olabilir. Ancak intraselüler (veziküler) glutamatın eksitatör sinyal 

iletimiyle doğrudan ilişkisinin bulunmaması bu bilgiyi eksitotoksik ensefalopati açısından 

kıymetsiz kılmaktadır. Bunun yanında doku kültürü sıvısından alınan in-vitro veya canlı 

deneklerden alınan in-vivo örneklerin yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) ile 

incelenmesi sayesinde ekstraslüler glutamat konsantrasyonları hakkında da bilgi elde 

edilebilmektedir. AKY ve hiperamonyemi modelleri üzerinde yapılan HPLC çalışmalar ı 

neticesinde beyindeki toplam miktarı azalan glutamatın ekstraselüler düzeylerinin bilinen 

optimum seviyelerin üzerine çıktığı gösterilmiştir.32, 126, 127 Bu durum hücre içinde 

oluşturduğu cevaplara membran yerleşimli reseptörlerinin aracılık ettiğini bildiğimiz 
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glutamatın toksik etkilerine yüksek konsantrasyonlarda bu reseptörleri aşırı uyarmasının 

sebep olabileceğini gösterir. Bu bilgiyi elde etmemize aracılık etmesine rağmen 

mikrodiyaliz yöntemleri glutamat konsantrasyonunun ekstraselüler ortamdaki kontrolsüz 

artışının geri taşınma zaaflarından mı yoksa glutamatın ekstraselüler ortama aşırı 

salgılanmasından (veya enerji metabolizması bozukluğuna bağlı sızmasından) mı 

kaynaklandığı hususunda aydınlatıcı veriler üretememektedir. Yukarıda belirttiğimiz 

sebeple bir saniyeden daha kısa  bir süre içerisinde (minimum 100 ms, mikrodiya liz 

yöntemleri için için bu süre 5-20 dakikadır) meydana gelen konsantrasyon değişiklikler ini 

tespit edebilme kabiliyetine sahip ve mikroelektrotlar üzerine implante edilebilen 

mikropipetler vasıtasıyla deney bölgesine dışarıdan enjekte edilen glutamatın da 

dinamiklerinin ve dolayısıyla glutamat taşıyıcılarının aktiflik derecelerinin test 

edilebilmesine olanak tanıyan in-vivo voltametrik metot bu tez çalışmas ının 

gerçekleştirilmesinde tercih edilmiştir. İn-vivo voltametri, 200 μm ve daha büyük çaptaki 

probların kullanıldığı mikrodiyaliz yöntemlerine kıyasla, 1-30 μm çapındaki problarla 

çalışmaya imkan sağladığı ve dolayısıyla daha az doku hasarına sebep olduğu için de 

mikrodiyaliz yöntemlerine üstünlük arz eder.  

 Son yirmi beş yıl içerisinde AKY ve AKY sonucu gelişen hiperamonyemi ile 

glutamatın artan ekstraselüler konsantrasyonları arasındaki doğrudan ilişki kuran çok 

sayıda mikrodiyaliz çalışması yapılmıştır.32-37, 128 Bunların arasında beyin dokusunda 

meydana gelen glutamatın ekstraselüler konsantrasyon artışına beyin dokusundaki 

yetersiz detoksifikasyon kapasitesi nedeniyle burada toksik düzeylere ulaşan amonyağın 

intraselüler pH'yı ve buna bağlı olarak hücre içi Ca2+ konsantrasyonunu artırması ile 

gelişen aşırı salgılanmasının neden olduğunu destekleyen çalışmalar bulunmaktadır.1 2 9  

Ancak bu çalışmalar geri taşıma sistemlerinin zaafiyete uğrayıp uğramadığı konusunda 

bizlere yeterince fikir vermemektedir. Bu sebeple tez çalışmamızda glutamatı astroglia lara 
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geri taşıyan mekanizmaların AKY'ye bağlı hiperamonyemi tablosunda ne kadar efektif 

çalıştığı da test edilmiştir. Bunun için denek beyinlerinde bulunan ve HE ile ilişkili üç 

bölgeye (CA3, Gp, Cpu) mikropipet aracılığı ile enjekte ettiğimiz 200 nM 

konsantrasyonunda glutamatın ekstraselüler kompartmandan uzaklaştırılma süreleri 

gözlenmiş ve gözlem sonucunda intakt deneklerde yukarıda bahsedilen bölgelerdek i 

enjekte edilen eksojen glutamatın %80'inin ekstraselüler kompartmandan drene ed ilme 

süreleri (t80) sırasıyla 4.08 sn., 4.17 sn. ve 3.35 sn. olarak tespit edilmiştir. Daha önce 

yapılmış ve KCl ile beynin farklı bölgelerinde glutamat sagılanmasının indüklenip t80 

sürelerinin test edildiği (3.5 - 9.0 sn.) in-vivo voltametrik bir çalışma ile elde ettiğimiz 

sonuçlar paralellik arz eder.130 TAA ile AKY'yi indüklediğimiz ratlarda ise bu süreler aynı 

bölgeler (CA3, Gp, Cpu) için 54.29 sn., 24.35 sn. ve 48.07 sn. ile neredeyse on kat uzamış 

olarak ölçülmüştür. Bu durum hiperamonyemi ile glutamat taşıyıcısı sayılarında meydana 

gelen transkripsiyon80, 81 ve ekspresyon82 düzeyindeki ve glutamat taşıyıc ıs ı 

aktivitelerindeki azalmayı77-79 ispat eden çalışmaları destekler. Glutamat taşıyıcılar ının 

sayı ve aktivitelerini artırdığı bilinen104, 105 minosiklin ile tedavi edilmiş AKY'li 

deneklerde ise bu sürelerin, yine sırasıyla 3.55 sn., 4.78 sn. ve 3.00 sn. ile, intakt gruba 

oldukça yaklaşması taşıyıcı sayısındaki azalma ile geri taşınma yetersizliği arasındaki 

ilintiyi işaret etmektedir. Minosiklin'in nöropatik ratlarda bozulmuş glial glutamat geri 

alımını GLT-1 ekspresyonunu artırmak suretiyle düzelttiğini gösteren çalışmalar104, 105 

minosiklin'in HE'li ratlarda meydana gelen glutamat geri alım zaaflarını yine GLT-1 

ekspresyonunu ve/veya aktivitesini artırmak suretiyle düzenlediğini işaret eder. Hipoksiye 

maruz bırakılan yeni doğmuş ratlarda gelişen nöroinflamasyonun ve kognitif arazların 

EAAT2 ekspresyon düzeylerini artıran minosiklin ile düzeltilebileceğini gösteren pre-

klinik çalışma da bu görüşü desteklemektedir.131 İleri aşamada yapılacak ve serebral 
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glutamat taşıyıcısı düzeylerinin tespit edileceği bir Western blot çalışması ile geri alımda 

gerçekleşen bu iyileşmenin taşıyıcı sentezindeki artışa bağlı olup olmadığı test edilebilir.    

 Daha önce yapılan HE çalışmalarının çoğunda duyusal veya motor davranış testleri 

hiç yapılmamış132-135 veya deneklerde HE'nin indüklendiğine kanaat getirilmesi için 

sadece onların bilinçsiz hale gelmeleri beklenmiştir.136  Çalışmamızda modelin ne 

derecede oluşturulabildiğinin ve uygulanan tedavi rejiminin ne derecede etkin olduğunun 

tespit edilebilmesi ancak bu testlerin model oluşturulmadan önce, model oluşturulduk tan 

sonra ve tedavi uygulandıktan sonra gerçekleştirilip elde edilen verilerin mukayesesi ile 

mümkün olduğundan, her ne kadar insanlar üzerinde HE'nin derecesini tespit etmek için 

uygulanan testler ile bire bir aynı olmasa da, denekler deney öncesinde ve tedavi 

sonrasında lokomotor davranış testlerine tabi tutulmuştur. HE'nin insanlarda  şiddeti, 

önemsiz derecedeki farkındalık zaaflarından mental durumun test edilemez hale geldiği 

koma haline kadar geniş bir yelpazede sınıflandırılabilmektedir. HE'nin deney 

hayvanlarında indüklenip indüklenmediğini ve/veya indüklenen HE'nin derinliğini tespit 

etmek maksadıyla şimdiye kadar birçok subjektif metod ve sınıflama yöntemi 

kullanılmıştır. Örneğin Michalak ve ark. yaptıkları çalışmada HE'li ratların sırtüstü yatar 

pozisyondan normal pozisyona geçmeyi başaramadıkları evreyi prekoma ve ratlardan ışık 

refleksini alamadıkları evreyi koma evresi olarak kabul etmişlerdir.35 Ratlar üzerinde 

gerçekleştirilen bazı diğer çalışmalarda bu basit testin yanı sıra geri çekme refleksi, sesle 

irkilme refleksi, kafa sallama refleksi ve korneal reflekslerin değerlendirildiği bir takım 

davranış testleri de uygulanmış ve elde edilen veriler skorlanarak indüklenen HE; 1., 2., 

3. ve 4. evre olarak sınıflandırılmıştır.137  Bu tez çalışmasında, bahsettiğimiz subjektif 

testlere kıyasla daha çok sayıda veriyi elde etmek, değerlendirmek ve gözlemci hataları 

dolayısıyla ortaya çıkacak hatalı sonuçları bertaraf etmek maksadıyla deneklerin 

lokomotor aktiviteleri özel takip kafeslerinde infrared ışınlar yardımıyla, horizonta l, 
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ambulatuar ve vertikal hareketler için harcadıkları zamanlar tespit edilmek suretiyle 30 

dakika boyunca kayıt altına alınmıştır. Gün içerisinde deneklerin hareketliliklerindek i 

değişikliklerden dolayı oluşabilecek hatalı ölçümlerin önüne geçebilmek maksadıyla 

günün aynı saatlerinde gerçekleştirilen lokomotor aktivite testleri sonucunda HE'li deney 

grubunda stereotipik hareketler için harcanan sürenin (70.71 sn. ± 6.79 sn.) intakt grupla 

(122.65 sn. ± 15.46 sn.) mukayese edildiğinde yarı yarıya kısaldığı ve minosiklin tedavisi 

ile bu sürenin intakt grupla eşitlendiği (112.57 sn. ± 39.74 sn.) gözlemlenmiştir. Benzer 

şekilde HE'li deney grubunun ambulatuar hareketler için harcadığı süreler (87.64 sn. ± 

49.74 sn.) intakt gruptakilere kıyasla (144.95 sn. ± 4.81 sn.) yarı yarıya kısalırken 

minosiklin tedavisi ile intakt gruptakilerle (144.63 sn. ± 27.03 sn.) eşit hale gelmişt ir. 

Safra yolu bağlama (SYB), portokaval anastamoz (PKA) ve portokaval şant (PKŞ) ile 

indüklenen KC yetmezliği modelleri üzerinde yapılan diğer çalışmalarda da sham 

gruplarında lokomotor performansın düştüğü gözlenmiştir.138-140 PKŞ uygulanan KY'li 

ratlarla yapılan bir çalışma ile substantia nigra'da ekstraselüler GABA konsantrasyonlar ı 

sabit kalırken glutamat konsantrasyonlarının arttığı ve substantia nigra'da artan glutamat 

konsantrasyonları ile lokomotor performans arasında negatif bir korelasyon bulunduğu da 

tespit edilmiştir.139 Bu durum, KY'li ratlarda gelişen hipolokomosyon, gerçekleştirdiğimiz 

tez çalışmasında gözlemlediğimiz glutamat taşıyıcısı zaafları dolayısıyla glutamatın geri 

alımında yaşanan arazlar ile açıklanabilmektedir. Bir mGluR1 blokeri olan 7-hidroksi 

iminosiklopropan[b]kromen-1a-karboksilikasit etilester (CPCCOEt) ile muamele etmiş 

KY'li ratlarda hipolokomosyonun normalleştiğinin gösterilmesi bozulan lokomotor 

performansın bu reseptörlerin artan ekstraselüler glutamat konsantrasyonları sonucu 

gelişen aşırı aktivasyonlarına  bağlı olduğunu göstermektedir. Ayrıca mGluR1 

reseptörlerinin (s)-3,5-dihidroksifenilglisin (DHPG) ile aşırı aktivasyonunun hem kontrol 

grubunda ve hem de PKŞ grubunda lokomotor performansı düşürmesi bu hipotezi 
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desteklemektedir.139  Tez çalışmamızda bozulan lokomotor aktivitenin minosiklin tedavisi 

sayesinde büyük ölçüde düzeltilebilmesi minosiklinin glutamat transporter zaaflarını 

azaltarak ve (ihtimaldir ki) mGluR1 reseptörlerini bloke ederek ve/veya mGluR1 sentezini 

baskılayarak etki gösterdiğine işaret eder. 

 Tez çalışmamızda kullanılan ve TAA ile HE'nin indüklendiği deneysel model, 

insanlarda gelişen AKY ile hepatoselüler nekroza, köprü nekrozuna ve lenfosit 

infiltrasyonuna yol açması yönüyle paralellik arz etmesi, bu modelde kan-beyin 

bariyerinin yapısal değişikliğe uğramaması ve bu sayede astrositlerin nöromodüla tör 

fonksiyonlarında meydana gelen değişiklikler ile HE'nin progresyonu arasındaki ilişk inin 

tespitini mümkün kılması nedeniyle diğer modellere üstünlük arz eder.141 Bununla birlikte 

bu modelin AKY sonucu gelişen HE'nin davranışsal ve elektroensefalografik (EEG) 

değişikliklerini tam olarak taklit ediyor olması da bizi tez çalışmamızda TAA ile 

oluşturulan deneysel HE modelini tercih etmeye yönlendirmiştir.142 Bununla birlikte 

TAA'nın lokomotor aktivite ve EEG üzerindeki indirekt etkilerinin indükled iği 

hiperamonyemi ile yakından ilişkili olduğuna dair elimizde çok sayıda veri mevcut iken 

toksik metabolitleri ile indüklediği muhtemel direkt nörotoksik etkilerinin mekanizmas ı 

hakkında pek az bilgiye sahibiz.143 Dolayısıyla bu çalışmada TAA ve metabolitler inin 

direkt nörotoksik etkileri göz ardı edilmiştir.   

 

 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Elde ettiğimiz veriler ekstraselüler ortamdan glialara gerçekleşen bozulmuş 

glutamat taşınımını düzeltme potansiyeline sahip diğer tedavilerin de HE progresyonun 

yavaşlatılmasında ve HE semptomlarının iyileştirilmesinde faydalı olabileceğini 

göstermektedir. Bozulmuş glutamat transportu GLT-1 ekspresyonunu ve/veya GLT-1 
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aktvitesini artırmak suretiyle farklı ilaç veya ilaç kombinasyonları ile düzeltilebilir. Kan-

beyin bariyerini aşabilme kabiliyetine sahip β-laktam antibiyotikler bu amaçla 

değerlendirilebilecek en önemli ilaç grubudur. Bu gruptan transkripsiyon düzeyinde GLT-

1 ekspresyonunu indüklediği111 ve buna bağlı olarak iskemik toleransı artırdığı,114, 144-146 

eksitotoksik inflamatuar hasarı azalttığı147 ve 6-hidroksi dopaminin enjeksiyonu yapılmış 

ratlarda dopaminerjik nöronları ve motor aktiviteyi koruduğu bilinen148 ve kan-beyin 

bariyerini aşabilen seftriakson HE'de terapötik etkinlik vadeden belki de en önemli ilaçtır. 

Bir β-laktamaz inhibitörü olan ve GLT-1 ekspresyonunu upregüle etmek suretiyle serebral  

iskemide piramidal nöronları koruduğu bilinen sulbaktam149 da üzerinde ileri çalışmalar 

yapılması gereken ilaçlardandır. GLT-1 aktivitesini artırdığı bilinen ve klinik ve pre-klinik 

çalışmalarda nöroprotektif etkinliği gösterilmiş bir östrojen olan estradiol'ün150 ve GLT-1 

ekspresyonunu artırdığı gösterilmiş bir östrojen reseptör antagonisti olan tamoksifen1 5 1  

HE tedavisinde umut vadetmektedir. Amitriptilin ise EAAT2 ekspresyonunu indükled iği 

ve nöropatik ağrıda mekanik allodiniyi baskılayabildiği tespit edilmiş,152 yine HE 

tedavisinde terapötik etkinlik gösterebilecek önemli bir trisiklik antidepresandır.  
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