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OZET

Ratlarda Deneysel Akut Karaciger Yetmezligi Modelinde Serebral Glutamat
Diizeylerinin in-vivo Voltametrik Metotla incelenmesi ve Minosiklin'in Bu

Diizeyler Uzerine Etkisi

Amac: AKY, karaciger hastahgi bulunmayan veya mevcut karacier hastaligi
asemptomatik seyreden bireyde ani hepatoseliller fonksiyon bozuklugu sonucu gelisen bir
sendromdur. AKY sebebiyle serebral amonyak konsantrasyonlarmin kontrolsiiz artisi
cogu kez Olimle sonuglanan bir ndropsikiyatrik bozukluk olan HE'ye yol agar. Beyin
dokusunda meydana gelen glutamaterjik sinyal iletim bozukluklarinin bahsedilen HE'nin
gelisiminde Onemli rol oynadig1 diistiniiliir. Bir tetrasiklin olan minosiklin'in glutamaterjik
sinyal iletim bozukluklariyla yakindan iliskilendirilen Huntington hastalig, MS ve
noropatik agrida terapotik etkinligi gosterilmis olmasma ragmen glutamaterjik sinyal
letimi  {lizerindeki muhtemel diizenleyici etkisi yeterince arastrilmamistir. Bu tez
calgmasi ile mmosiklin'in hiperamonyemiye bagh olarak gelisen glutamaterjik sinyal
iletimi bozukluklar1 {izerindeki etkisininin aydmlatilmas1 amaglanmustir.

Materyal ve Metot: 24 adet Albino Wistar cinsi erkek sican i) Kontrol, i) AKY,
ii) Minosiklin ve iv) Minosiklin tedavi grubu olmak fiizere dort gruba ayrilmustir.
Deneklerin  lokomotor aktiviteleri serebral glutamat diizeyleri ve glutamat tastyici
aktiviteleri test edilmeden Once Slgiilmiistiir.

Bulgular: Beyin dokusundaki CA3, GP ve CPu bélgelerinde t80 siirelerinin AKY
lle anlamh oOlgiide uzadigi, minosiklin ile On tedavinin yapidigi grupta bu siirelerin
uzamadigl gozlemlenmistir. Ayrica AKY ile stereotipik ve ambulatuar hareketler igin
harcanan zamanlarin kisaldigi ve vertikal hareketler icin harcanan zamanlarin ise
degismedigi goriilmiistir. Minosiklin ile Ontedavi uygulanmig siganlarda stereotipik ve
ambulatuar hareketler i¢cin harcanan zamanlarin kontrol grubu ile esit oldugu ancak 6n
tedavi grubunun ambulatuar hareketler igcin harcadigt zamanm anlamh 6lgiide uzun oldugu
gozlemlenmistir. Minosiklin enjeksiyonunun hareketsiz gecen siireleri degistirmedigi de
goriilmistiir.

Sonug: HE gelisen siganlarda glutamat tastyicilarinin aktivitesinde Ve bu sicanlarin
lokomotor etkinliklerinde anlamli bir azalma gozlenmis ve minosiklin tedavisi ile bu
durumlarin iyilestirilebildigi tespit edimistir.

Anahtar Kelimeler: Glutamat, hepatik ensefalopati, in-vivo voltametri,
minosiklin.
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ABSTRACT

In-vivo Measurement of Serebral Glutamate Levels inan 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 transmission
failures. So, we aimed to determine regulatory effects of minocycline on an experimental
model of HE.

Material and Method: 24 Albino Wistar rats were randomly distributed into four
groups: i) The control, i) ALF, ii) 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 (i) 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
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1. GIRIS

Akut karaciger yetmezligi (AKY); bir karaciger hastaligi bulunmayan veya mevcut
karaciger hastaligi asemptomatik seyreden bireyin hepatoseliiler fonksiyonlarini kisa siire
icerisinde ve biiyiik oranda kaybetmesine bagh olarak gelisen, diisiik iyilesme ihtimali ile
birlikte hepatik ensefalopatiye (HE) ve buna bagh olarak degisen siddetlerde mental
yetersizliklere, komaya ve nihayetinde Olime yol acabilen bir hastalik tablosudur. Cogu
AKY vakasmin ilag zehirlenmeleri, toksinlere maruziyet, viral hepatitler ve
kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve ayrica idiyosenkratik ilag reaksiyonlar1 nedeniyle
gelistigi bilinmektedir.

AKY'nin en Onemli komplkasyonlarindan olan HE, normal karaciger
fonksiyonlarma sahip bireylerde etkin bir bicimde detoksifiye edilen ancak hepatoseliiler
fonksiyonlarmi1 6nemli Glgiide kaybetmis hastalarda yetersiz detoksifikasyonlarina bagh
olarak plazma diizeyleri kontrolsiiz sekilde yiikselen toksik maddelerin (6zellik le
amonyak) beyin dokusunda birikmesi ve buna bagh olarak beymn fizyolojisinin ve
anatomisinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan ve AKY'li hastalarda hayat kalitesini diisiiriip
mortaliteyi artrdig1 bilinen ciddi bir néropsikiyatrik komplikasyondur. HE, hastalarda
degisen derecelerde motor hareket bozuklugu, kognitif ve duygusal bozukluklar ile
seyreder. Patogenezinde AKY'ye bagh gelisen hipoglisemi, hipotansiyon, sepsis, ates ve
hipokseminin de rol aldig bilinse de hayatmi kaybeden hastalarm %80'inde ve
komadakilerin ise neredeyse tamaminda hiperamonyemiye bagh olarak gelistigi
disiiniilen ve kafa ici basmgta artisa neden olan serebral 6demin, deneysel HE modeli
olusturulmus deney hayvanlarinda ise noronal hasari tetikleyen ve yine hiperamonyemi
zemininde gelistigi  diisiiniilen glutamaterjik ndrotransmisyon bozuklugunun tespit

edilmis olmast AKY'nin patogenezini aydmlatmayi ve tedavisini amaglayan dikkatleri



amonyak, amonyagm Serebral detoksifikasyonunda rol oynayan ve ozmotik etkiye sahip
glutamin ve eksitotoksisite potansiyeli yiiksek glutamat iizerinde yogunlagtrmistir.

Merkezi Sinir Sistemi'ndeki (MSS) major eksitator transmitter olan, d6grenme ve
hatrlama gibi normal beyin fonksiyonlarinda ayrica sinaps eliminasyonu ve indikksiiyonu,
hiicre migrasyonu, hiicre farkllasmas1 ve oliimii de dahil MSS’nin gelisimiyle yakindan
iliskili olaylarda etkin rol aldigi bilinen glutamatin yapilan mikrodiyaliz ¢alsmalar
sonucunda serebral diizeylerinin deneysel HE modeli olusturulmus canh deneklerde
kontrolsiiz sekilde yikseldigi tespit edimistir. Bu tespite olanak saglamasina ragmen
serebral norotransmitter diizeylerinin Glgtimiinde kullanilan mikrodiyaliz yontemlerinin
ozellikle spesifik tastyicilari araciigi ile ¢ok kisa siirelerde hiicre igine aktif olarak geri
tasmdig1 bilinen ve dolaysiyla ekstraseliler konsantrasyonlari saniye bazinda biiyiik
degisiklikler goOsteren ndrotransmitterlerin anhk ekstraseliler konsantrasyonlarmi ve
ekstraseliler ortamdan hiicre i¢ine geri tasmma hizlarini yani tastyict Kkapasitelerini
Olcmekte yetersiz kaliyor olmasit HE-glutamat iligkisinin tespiti icin ndrotransmitterlerin
saniye bazinda konsantrasyon tayinini yapma kabiliyetine sahip voltametrik deneylerin
yapiimasini elzem kimistir.

Bu tez ¢ahsmas1 mikrodiyaliz ve diger yontemlerin yiiksek giivenilirlikle tespit
edemedigi parametrelerin (bazal glutamat konsantrasyonlary, tastyicilarinin gluitamati geri
tasma hizlar1 ve kapasiteleri) daha yiiksek duyarlikla oOlgiilmesi ve dolaysiyla HE'nin
patogenezi ile serebral glutamat kinetigi arasmdaki iliskinin tayin ediimesi maksadiyla

gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Karaciger Yetmezligi

Akut (veya fulminan) karaciger yetmezligi (AKY); karaciger hastahgi bulunmayan
veya asemptomatik seyreden bir kiside kisa siire icerisinde hepatoseliller fonksiyonlarin
(glikojenoliz, lipojenez, koagulasyon faktér sentezi, detoksifikasyon vb.), %80-90
oraninda kaybedilmesine bagh olarak gelisen sarilik hali, protrombin zamaminda uzama,
kognitif bozukluklar vb. ile seyreden, geri doniisiimlii olabilme ihtimaline ragmen koma
ve nihayetinde olimle sonuglanma riski yiiksek bir hastalk tablosudur.l 2 AKY gelisen
bir hastada Kkaracigerin detoksifikasyon kabiliyetini aniden ve biiyikk olglide kaybetmesi
ille amonyagin kan konsantrasyonunda meydana gelen kontrolsiiz artisa bagh olarak beyin
dokusunda ekstraseliller diizeyleri regiile edilemeyen glutamatin bu hastalarda hayati
tehdit eden serebral 6demi ve hepatik ensefalopatiyi (HE) tetikledigi bilinmektedir.3: 4

2.1.1. AKY'nin Smiflandiriimasi

Karaciger (KC) hastaliklari, Sariik vakalart iizerinden ik defa 1946 yilinda Klinik
seyirlerine gore Lucké ve Mallory tarafindan akut ve subakut tip olmak tizere iki farklh
baslk altmda smiflandirilmig ve “akut karaciger yetmezligi" terimi ise ilk defa Trey ve
Davidson isimli bilim adamlarinca, bilinen bir KC hastaligi bulinmayan kiside agr KC
hasarmi isaret eden semptomlarin (sarilik hali, koagiilopati vd.) ortaya ¢ikismi takip eden
8 hafta icerisinde gelisen klink tablo icin kullanilmistir.’ Giiniimiizde hekimlerin,
karaciger yetmezliginin (KY) prognozu hakkinda daha isabetli 6ngériide bulunmalarina
imkan tanmasi1 Ve hastaya uygulanmasi gereken ideal tedaviyi belirlemelerindeki yol
gostericiligi  sebebiyle O’Grady ve arkadaglar1 tarafindan KY'nin, hastada baslangig
semptomlarinin  ortaya ¢ikisindan hepatik ensefalopati (HE) gelisinceye kadar gegen
stireye gore 1) hiperakut (7 giin), i) akut (7-28 giin) ve iii) subakut (4-24 hafta) olmak

lizere Uic bashk altnda incelendigi tasnif yapilanlar i¢inde en fazla kabul gorendir.®



Hiperakut yetmezlik gelismis hastalarda c¢oklu organ deformasyonu ve ensefalopatinin
ortaya ¢ikma riski ge¢ baslangigli veya subakut yetmezlik gelismis hastalaradan yiiksek
olmasina ragmen bu hastalarn transplantasyon yapilmaksizin iyilesme ve sag kalim
oranlari da ge¢ baslangichh veya subakut yetmezlik gelismis hastalardan daha
yiiksektir.> 7 O'Grady ve ark.'nmn yaptig1 tasnif giiniimiizde en yaygm kabul goren olsa da
hiperakut ve akut KY'de sagkalhm oranlarmin esit olmasi, KY'yi smiflandirrken hastada
sarihik halinin ortaya ¢ikmas: ile ensefalopati gelismesi arasmda gecen siirenin yaninda
etiyoloji, hasta yasi ve protrombin zamanmnm (PTZ) da yetmezligin prognozu
degerlendirilip tedavi sekli belirlenirken gdz dniinde bulundurulmasi gerektigini gdsterir.®

2.1.2. AKY'nin Etiyolojisi

AKY hastalarmin %60-80'inde indiikleyici sebep anamnez, serolojik ve molekiiler
testler ile radyolojik ve histolojik incelemeler yardmmyla tespit edilebilmekte ve bu sayede
hastahigin seyri ve hastaya uygulanacak ideal tedavi hakkmnda klinikk Ongoriide
bulunulabilmektedir. AKY'yi indiikledigi tespit edilen sebeplerden ilag zehirlenmeleri,
toksinler, viral hepatitler ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar en gok karsilagilan sebepler
arasndadr. Bununla birlikte bu sebeplerin goriilme sikhgi bolgesel farkhliklar gosterir;
ornegin, Amerika Birlesik Devletlerinde AKY vakalarmin biyik kismmda indikleyici
sebep asetaminofen zehirlenmesi ve idiyosenkratik ila¢c reaksiyonlar1 iken tilkemizde,
Hindistan, Fransa ve Japonya'da ise Hepatit B Viriisii (HBV) enfeksiyonlaridir.? 3

2.1.3. AKY'de Klinik Komplikasyonlar

Hepatoseliiler fonksiyonlarin kaybedilmesine bagh olarak gelisen protein sentezi,
intermediyer metabolizma ve detoksifikasyon za'flarmm tetikledigi ve bazlar:
homeostatik refleksler sonucu gelisen hematolojik, kardiyak, serebral ve renal patolojiler
KY'nin klinik belirtilerinin ortaya ¢ikmasma neden olur. Pihtilasma faktorlerinin (faktor

I II, V, VII, IX ve X) sentezinin bozulmasina bagh gelisen pihtilagsma bozukluklar1 ve



gastrointestinal kanamalar, bilirubin klirensindeki diisme ile goriilen sarihk hali, yetersiz
glikojenoliz nedeniyle ortaya ¢ikan hipoglisemi, anaerobik glikolizdeki artisin yol agtigi
metabolik asidoz sebebiyle gelisen hipotansiyon ve amonyak detoksifikasyonundaki
yetersizlige bagh gelistigi diistiniilen hepatik ensefalopati bunlara 6rnek verilebilir.

2.2. Hepatik Ensefalopati

HE, agr KC hastaliklarinda hepatoseliller fonksiyon yetersizligi zemininde gelisen
hiperamonyemi ve bununla iligkili serebral o6deme bagh kafa i¢ci basmcndaki
dengelenemeyen artigm ve ekstraseliler norotransmitter diizeylerinde meydana gelen
degisikliklerin primer etkenler olarak distniildigii fakat hipoglisemi, hipotansiyon,
sepsis, ates ve hipokseminin de katkida bulundugu, hafif dikkat eksikliginden komaya
kadar genis spektrumda belirtilerle seyreden ve KC hastalarinda hayat kalitesini diisiiriip
mortaliteyi artran major norolojik komplikasyondur.®-11  AKY dolayisiyla hayatini
kaybeden hastalarn  %80'inde ve komadakilerin ise neredeyse tamaminda kafa i¢i
basmemda artisa neden olan serebral 6demin varhgi'? ve deneysel HE modeli
olusturulmus deney hayvanlarinda ise noronal hasara zemin hazrlayan glutamaterjik
norotransmisyon bozuklugu tespit edilmistir.'31®> Hem bahsettiSimiz néronal hasari
tetikleyen norotransmisyon kusurlarinin hem de kafa ici basmcindaki artiga neden olan
serebral 6demm, primer olarak, hepatoseliler detoksifikasyondaki yetersizlige bagh

gelisen amonyak metabolizmas1 bozuklugunun bir sonucu oldugu diisiiniilmek tedir.® 12 14
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2.3. Hepatik Ensefalopati ve Amonyak
Amonyak biiyiikk oranda proteinlerin sindirimi ile  gastrointestinal Kimende

sentezlenen ve sistemik dolasima katilan bir metabolittir. Kolonda bulunan ve iireaz-



tireten bakteriler Ve enterositler tarafindan amonyak ve karbonata enzimatik olarak
pargalanan iire sistemik amonyagin ana kaynagidwr. Glutaminaz vasitasiyla ntestinal
enterositlerde glutamata deamide edilen glutamin ise sistemik dolagima bir moliiniin
deamidasyonuna karsiik bir mol amonyak saglayan ikincil kaynak olarak kabul edilir.1®
Intestinal kanaldaki sentezini takiben absorbe edilip portal dolasma giren amonyagin
biiyiik bir bolimii, periportal hepatositlerdeki yiiksek kapasiteli fakat diisik afiniteli bir
detoksifikasyon yolagma (iire siklusu, US) girerek, bu diisiik afiniteli yolaktan kurtulan
az miktardaki amonyak ise prevendz hepatositlerde glutamin sentetaz'in araciik ettigi
enzimatik bir reaksiyon ile amonyak ve glutamatin birlestirilip glutamin'in sentezlendigi
yikksek afiniteli fakat diisikk kapasiteli bir yolak ile detoksifiye edilir.2® Ozellikle hepatik
yetmezlik durumunda gluitamin sentetaz ekspresyonu upregile olan iskelet kaslart ve
bobrekler de kan amonyak seviyesinin kontrolinde rol alsa da?! 22 akut KC yetmezligine
bagh gelisen kan amonyak diizeylerindeki dramatik artis1 dengelemekte tek basma bu iki
mekanizma yetersiz kalur.

Kandaki amonyak diizeyinde AKY'ye bagh olarak ortaya g¢ikan ve sistemik
regiilatuar mekanizmalar ile dengelenemeyen dramatk artis beyin dokusunda da bolgesel
regiilatuar mekanizmalar ile dengelenemeyen amonyak diizeylerinde yikselmeye neden
olur. Asagidaki bolimlerde MSS'deki major eksitator transmitter olarak kabul edilen
glutamat ve glutamatin toplam ve ektraseliller diizeylerinin, spesifik reseptorlerinin ve
glutamat1 astroglialar ve noronlara geri tastyan transport mekanizmalarmin serebral
amonyak diizeylerindeki bu artisa nasil cevap verdigi tartisilacaktir.

2.3.1. Akut Hiperamonyemi ve Glutamat

Beyin dokusunu uyarabildigi 20. yilizyilin ancak ikinci yarismda kesfedilebilen ve
1970'lerde bir "transmitter adayi" olarak kabul gormeye baslayan glutamatin merkezi sinir

sistemindeki (MSS) major eksitator transmitter olarak tescili 1984 yilinda Fonnum isimli



aragtrmacinin “Glutamate: a neurotransmitter in mammalian brain” baslhkli makalesinin
yayimlanmas1 ile gergeklesir. Fonnum'dan once, 1968 yilinda, Leif Hertz isimli bilim
adami o ginin imkanlariyla yaptim c¢ahsmada [**C] ile isaretlenmis glutamatin
ekstraseliler ortamda artan K* konsantrasyonuna cevaben hiicre disma c¢iktigini tespit
ettiginde muhtemelen, glutamatin depolarizasyona bagh saliverilmesini gozlemlediginin
farkmda degilken bugin in-vivo sartlarda glutamatin bazal ekstraseliiler diizeylerini,
ekstraseliler ortamdan eliminasyonunu  dolayisiyla  sinaptik  aktivitesinin -~ sona
erdirilmesini saglayan astrositk ve néronal geri tastyict mekanizmalarinin  hizint ve
kapasitesini saniye saniye tespit edebildigimiz cihazlarin gelistirilmis olmasi sayesinde
glutamat ve glutamatm fizyolojik etkileri ve MSS hastaliklar1 ile iliskisi hakkmda oldukc¢a
genis bilgiye sahbiz. Oyle ki glutamatin Ogrenme ve hatrlama, gibi normal beyin
fonksiyonlarinda ayrica sinaps eliminasyonu ve indikksiiyonu, hiicre migrasyonu,
farklilasmas1 ve Olimii de dahil MSS’nin gelisimiyle yakmdan iliskili olaylarda etkin rol
aldigim bilmekteyiz.23-25

MSS, serotonin (5-HT) ve dopamin (DA) gibi 6nemli norotransmitterlerin yaklagik
1000 katt kadar glutamat ihtiva etmektedir. MSS'nin vaskiiler endotelinde bulunan ve
smirht  miktarda aktif transport mekanizmasina sahip, glutamat da dahil periferik
dolagimda bulunan birgcok maddenin MSS'ye gecisini engelleyen kan-beyin bariyeri bize
MSS'min glutamati sentez ve depo edebilen ayrica hiicre i¢ci ve dis1 konsantrasyonlarini
kendi i¢ dinamikleriyle ayarlayabilen Ozerk bir bolge oldugunu gosterir.?® Normal sartlar
altmda MSS'deki glutamatin biiyiik kisnu hiicre igerisinde vezkiiler havuzda bulunur.
Eksitator sinyal iletimine aracihk etmek {izere hiicre digma sahverilen glutamati,
olusturdugu eksitator sinyal iletimini sonlandrmak amaciyla kimyasal yollarla etki
bolgesinden uzaklastiracak kimyasal bir mekanizma bulunmadigi ve bu nérotransmitterin

ekstraseliler konsantrasyonlar1 ile intraseliller konsantrasyonlar1 arasmdaki hassas



dengeyi enerji bagimli geri tastyict mekanizmalarin korudugu bilinmektedir. Na*bagimli
ve yiksek afiniteli bu tasiyicr mekanizmalar vasttasiyla ndron ve astrositlerden
ekstraseliller ortama sizan glutamat hizla noron ve astrositlere geri tagmr.2’-2° Glutamatin
yaninda diger eksitator aminoasitleri (EAA) de ekstraseliller ortamdan uzaklastran bu geri
tasima  mekanizmalarinda  gelisen  nakisalar ~ EAA'larin  artan  ekstraseliiler
konsantrasyonlarda hipereksitasyona bagh noéronal hasara sebep olan birer eksitotoksin'e

doniismesine yol agar.39:31

rSerbest oksijen radikalleri |- ITNOS

Protein ve . T Proteazlar
lipit yikimi T Endoniikleazlar
1 Fosfolipazlar
A
Y
Membran hasari ) T[Ca2+]i

r Mltokondr]yel hasa_l

Hiucre olami | EKSITOTOKSISITE I

1k

LATP Depolar‘ikzasyon
|l Na-K-ATPaz |/
A

[ARTMIS EKSTRASELULER EAA |

Sekil 2.1. Noronal hasarve/veyadlime neden olan hiicre membrant hasart ve mitokondriyel hasar olusum
kaskadi.

Farkh metotlarla deneysel olarak AKY'nin indiiklendigi ratlar {izerinde yapilan
calsmalar  glutamat  konsantrasyonlarinin  ekstraseliler —ortamda  eksitotoksisite
olusturabilecek diizeylere ulastigin1  gostermektedir. Oyle ki tiyoasetamid (TAA)
indiikledikleri AKY modelinde McArdle ve ark. hipokampus®? ve Hilgier ve ark. ise
striatumda,3® akut karaciger iskemisi modelinde Rose ve ark. ile Michalak ve ark. frontal4:
35ve Bosman Ve ark. ise serebral kortekste,®6 i.p. amonyum asetat enjeksiyonu modelinde
Moroni ve ark. serebral kortekste,3” portokaval sant ile indikklenen bir modelde ise

Therrien ve ark. serebrospinal sivida ekstraseliller gluitamat konsantrasyonlarinin dramatik



Olciide arttigin1 tespit etmislerdir. Bahsedilen bu artism sebep ve sonuglart sonraki
bolimlerde tartisilacaktir.

2.3.2. Glutamat Reseptorleri

Glutamat reseptorleri (GluR), ekstraseliiler ortamda bulunan glutamatin  mutad
konsantrasyonlarinda fizyolojik etkilerine ve artan konsantrasyonlarinda ise indikkledigi
eksitotoksisiteye araciik eden postsinaptik membran yerlesimli reseptorleridir. Bu
reseptorler genetik, elektrofizyolojik ve farmakolojik agidan (i) iyonotropik reseptorler
(iGR, ligand kapih iyon kanallar) ve (ii) metabotropik reseptorler (mGluR, ACPD
reseptorleri, G protein kenetl) olmak fiizere iki ana bashk altnda incelenir.38-42
Iyonotropik glutamat reseptdrleri birer katyon spesifik iyon kanah olup dogal agonistlere
gosterdikleri afiniteye gore; a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonat (AMPA),
2-karboksi-3-karboksimetil-4-izopropenil-pirolidin - (KA, kainik asit) ve N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptor kanallar1 olmak iizere iice ayrilr.3% 40 Metabotropik glutamat
reseptorleri ise hiicre i¢i kincil habercilerin (inositol trifosfat ve siklik niikleotidler gibi)
tiretimini  diizenlemek suretiyle glutamatin hiicre-i¢i etkilerine araciik eden ve selektif
olarak (+)-1-aminosiklopentan-trans-1,3-dikarboksilik  asite (trans-ACPD) afinite
gdsteren, G proteinine kenetli, yedi transmembranal segmentli reseptorlerdir.38: 40-42

2.3.2.1. NMDA Reseptorleri

Bu ligand kapih iyon kanallar1 glutamatin EAA reseptorleri igerisinde en yiksek
afinite gosterdigi; hipokampus, striatum, septum ve amigdalada yaygin yerlesim gosteren,
post-sinaptik yerlesimli reseptorleridir. D-2-amino-5-fosfonovalerat (APV), o-metil-4-
karboksifenilglisin ve MK-801 tarafindan selektif ve kompetitif olarak bloke edilebilen
bu reseptor alt tipi, tiyeleri glutamat kadar giighi agonist etkinlk olusturamamasina

ragmen sentetk NMDA’ya gosterdikleri yiiksek afinite nedeniyle onun adiyla anilr.



Her NMDA reseptorii yapisal olarak bir heterotetramerdir ve fonksiyonel bir
NMDA reseptorii, glisin baglayan iki NRI alt birimi ile gluitamat baglayan iki NR2 (veya
bir NR2 alt birimi yerine glisin baglayan bir NR3) alt biriminin kombinasyonundan
ibarettir.38. 40.43 Ayrica NMDA reseptorleri proton (H*), poliamin (spermin, spermidin,
ifenprodil), redoks ajanlari, nitrik oksit (NO), Mg?* ve Zn*’nin baglandig1 allosterik
modiilasyon bélgeleri de ihtiva eder.*

NMDA reseptorleri, MSS’de eksitator norotransmisyona AMPA reseptorlerinden
farkl yollarla araciik eder ve diger ligand kapih iyon kanallar1 ile karsiastirildiklarinda
islevlerini yerine getirebilmek icin hem membran potansiyeline hem de agonistin etki
bolgesi ile etkilesmesine ihtiyag duymalar1 yoniiyle farkhlik arz eder. Ayrica NMDA
reseptorleri aktivasyonlar1 i¢cin iki farkh agoniste (glutamat ve glisin) ihtiyag duymalari
nedeniyle de diger reseptorlerden ayrlr.*® Kendine 6zgii glisin reseptdrleri iizerinden
inhibitdr etkinlik gosteren glisin, NMDA reseptorlerindeki 6zgiin baglanma bdlgeleri
aracithgiyla eksitator sinyal iletiminde de rol almis olur.

Mg?* igin Ozel bir baglanma bolgesi de bulunduran NMDA reseptorlerinin birgok
alt tipi istirahat membran potansiyelinde hiicre dis1t Mg?* tarafindan fiziksel olarak bloke
edilmis halde bulunur. NMDA reseptorleri aracihgiyla tetiklenecek bir sinaptik akmmi
engelleyen hiicre dist Mg?"'nin bu reseptorlere baglanarak bahsedilen fiziksel tkag
gorevini gOrmesi, bliyllk oranda voltaj ve belirli oranda da protein kinaz C (PKC)
aktivasyonuna bagmhdir. Postsinaptik AMPA veya kainat reseptorlerinin aktive eilmesi
ile gerceklesen depolarizasyon sayesinde voltaj bagmli Mg?* bloku kismen azalmakta ve
azalan blokajla birlikte aktive olmus NMDA reseptorleri hiicre i¢ine dogru gergeklesecek
Ca?*akisma araciik etmektedir.®8 46-48NMDA reseptorlerinin aktivasyonu ile gergeklesen
bu akis sayesinde hiicre ici konsantrasyonu artan Ca2*, noron icerisinde cesitli

fonksiyonlar1 diizenleyen birgok kinazin, fosfatazin, endonikleazlar ve kalpain gibi
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proteazlarin aktivasyonunu ve bu enzimlerin aktivasyonuyla iligkili cesitli kaskadlar
tetikler.38 3949 Hiicre i¢ci Ca?* miktar1 optimum diizeylerin iizerine ¢ikarsa bu kaskadlarin
asm ve sirekli tetiklenmesine bagh olarak hiicre membrani, iskeleti ve DNA’s1 hasar
gormeye baglar. Bu durum g6z 6niinde bulunduruldugunda AKY'ye bagh gelisen serebral
amonyak diizeylerindeki ani artigla birlikte ekstraseliller konsantrasyonu artan ghitamatin
Ozellikle NMDA reseptorlerini asi1 ve siirekli uyarmasi sonucu sebep oldugu hiicre i¢i
Ca?* konsantrasyonlarmdaki artism AKY ile iliskili ensefalopatinin gelismesine zemin
hazirlayan hiicre hasarmi indiikledigini diistindiiriir.®

2000 yihnda Felipo ve ark. tarafindan yapilan in-vivo mikrodiyaliz ¢alsmalar
beyincikte NMDA reseptor aktivitesinin amonyagin kandaki artan konsantrasyonlar1 ile
orantill olarak giiclendigini bu reseptorlerin spesifik antagonistleri MK-801 ile 6nceden
bloke edilmesi marifetiyle ekstraseliiler siklik guanozin monofosfat (cGMP)
diizeylerindeki NMDA reseptor aktivasyonuna bagh artisin  Onlendigini  gostererek
ispatlamistir.?®  Ciinkii NMDA  reseptorlerinin =~ uyarlmas1  intraseliiler ~ Ca?*
konsantrasyonunu artrarak srastyla NO sentazm aktivasyonu ile NO iiretimini, iiretilen
NO ile de guanilat siklaz aktivitesini ve dolayisiyla c¢GMP {iretimini artran yolagi
(glutamat-NO-cGMP yolagy) tetiklemektedir. Uretildikten sonra bir kismu ekstraseliiler
ortama sizan cGMP'nin ekstraseliller konsantrasyonu NMDA reseptorlerinin aktivitasyon
derecesinin 6nemli bir gostergesidir.>?

Daha once de belrtildigi ilizere NMDA reseptorlert agonistlerin baglandigi alt
birimler ve allosterik modiillasyon bdlgeleri ihtiva etmektedir. Deney hayvanlarinda
yikksek doz amonyaga bagh gelisen Oliimlerde NMDA reseptorlerinin ne kadar sorumlu
oldugunu tespit etmek igin reseptorin t¢ farkli alt birimine afinite gosteren farkli
antagonistler (MK-801, ketamin, AP-5, etanol gibi) ile yapilan reseptér blokajinin

amonyak ile indiiklenen 6liimlerin neredeyse tamamini 6nledigi goriilmiistiir.5% 52 Bu
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durum deney hayvanlarinda amonyak ile indiikklenen Oliimlerde NMDA reseptorlerinin
asm1 aktivasyonunun onemli bir rol oynadigini gostermektedir.

1994 yilnda Kosenko ve ark.'nn ratlar iizerinde yaptklar1 ¢ahsma ile beyinde 7
mmolkg dozda yapilan ip. amonyum asetat enjeksiyonuna bagh gelisen ATP
deplesyonunun  MK-801 enjeksiyonu  marifetiyle  Onlenebildigi,  dolayisiyla
hiperamonyeminin beyinde indikledigi ATP deplesyonuna biiyik oranda NMDA
reseptorlerinin  aracihk ettigi gdsterilmistir.? 53 Bu durum NMDA reseptorlerinin asir1
uyarilmasinin ATP tilketen baz prosesleri asmi aktive ettigini ve/veya ATP sentez
proseslerini inhibe ettigini gosterir. Oyle ki, NMDA reseptorlerinin  asr1 uyarilmas1
postsinaptik noronlarda hiicre i¢i Ca?* ve Na* konsantrasyonlarinda artisa sebep olur. Bu
durumda hiicre ici Na* homeostazi, ATP ile ¢alisan Na*/K*-ATPaz araciligiyla
sitoplazmik konsantrasyonu artan Na*'nmn hiicre disma ¢ikarilmasiyla siirdiiriiliir. Ayrica
sitoplazmik  konsantrasyonu artan Ca?*'nn mitokondrilerde sekestre olup oksijenli
solunumu inhibe ederek ATP deplesyonuna neden oldugu da diisiiniilmek tedir.>*

Yiksek dozlarda yapilan ip. amonyak enjeksiyonuna bagh olarak beyin
dokusunda mitokondriyel siiperoksit radikali iretiminin arttigi ve glutatyon peroksidaz
(GPx), stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitesinin ise azaldigi bilinmektedir.%%
Akut hiperamonyeminin ratlarda sebep oldugu serebral glutatyon miktarindaki azalma ve
lipid peroksidasyonundaki artis®® da g6z oniinde buluinduruldugunda amonyagin beyinde
oksidatif stresi indiikledigi rahatga sOylenebilir. Akut hiperamonyemiye bagh artan bu
oksidatif stresin MK-801 enjeksiyonu ile engellenebildigini gbsteren calismalar yukarida
anlatilan  oksidatif olaylarm  6nemli Olgiide NMDA reseptorleri  aracihgr ile
gerceklestiginin bir gostergesidir.5!

Yapilan diger bir ¢alismada noronlarda tubulin polimerizasyonunu saglayan ve

dolayisiyla noron iskeletini olugturan mikrotiibiiler agm stabilitesini artran mikrotiibiil ile
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iliskili protein-2'yi (MAP-2) parcalayarak mikrotiibiiler ag stabilitesini azaltipp hiicre
hasarma neden olan kalpain'in indiiksiyonu yine NMDA antagonisti MK-801 6n tedavisi
ile baskilanabilmistir.5’- 58

MK-801 enjeksiyonu ile serebral glutamin sentetaz aktivitesinde ve glutamin
konsantrasyonununda meydana gelen artis, glutamin sentataz aktivitesinin akut amonyak
toksisitesi  sebebiyle NMDA reseptorlerindeki  hiperaktivasyona bagh gelistigini
gostermektedir.>® Bir glutamin sentetaz inhibitorii olan metiyonin siilfoksimin (MSO) ile
amonyagm birgok toksik etkisinin Onlenebilmesi dolayisiyla HE'yi indiikleyen primer
sebebin beyinde artan glutamin sentezi oldugu baz arastrmacilar tarafindan diisiiniilse de
yukarida bahsettigimiz c¢aligmalar ve MSO'nun glutamat saliverilmesi tiizerinde tespit
edilmis nhibitor etkisi®® 69bu hipotez ile Srtiismemektedir.

2.3.2.2. AMPA Reseptorleri

Bu reseptorler Once kiskolat reseptorleri olarak daha sonra ise metabotropik
glutamat reseptorlerinin de kiskolata afinite gosterdigi ve AMPA’nn bu ligand kapih iyon
kanallar1 i¢in kiskolattan daha segici oldugunun tespiti ile AMPA reseptorleri olarak
yeniden adlandrilmis,3® ¢! GIuR1, GIUR2, GIUR3 ve GluR4 (GIURA-D veya GLUa1-4
olarak da bilinirler) olmak {izere toplam dort adet alt birimden miitesekkil homo- veya
heterotetramerlerdir. NMDA reseptorlerine nazaran glutamata daha diisiik afinite
gosterirler ve dogal agonistleri olan glutamata gosterdikleri afiniteleri de AMPA’dan daha
diisiiktiir.51 AMPA reseptorleri beyin fonksiyonlar1 i¢in kritk Oneme haiz kabul edilir;
oyle ki selektif AMPA reseptor antagonistlerinin sigan hipokampiisiine inflizyonu, bu
bolgedeki eksitator sinyal iletiminin neredeyse tamamen kesilmesine sebep olmustur.62
Aktivasyonlar1 hizli gelisen (1-4 ms) ve c¢abuk sonlanan (2-14 ms) bir depolarizasyon
olusturan AMPA reseptorlerinin MSS’deki bircok sinapsta hizli eksitator sinyal iletimine

aracilk ettigi diisiiniilmektedir.*?
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Bu iyon kanallarinin biyilk bir kisnm kanahn Ca?* permeabilitesini belirleyen
GluR2 altbirimi igerir*® ve primer olarak Na* ve K* iyonlarma gegirgendir. Kiiciik
elipsoidal hipokampal noronlar, retinal bipolar hiicreler ve serebral korteksin non-
piramidal néronlarindakiler haric GluR2 altbirimi iceren AMPA reseptorleri genel olarak
Ca?*’ya gecirgen degildir.*2 63

Yapilan ¢ahsmalar ile TAA ile AKY'nin indiiklendigi ratlarda AMPA dansitesinin
striatumda degismedigi, hipokampusda azaldig1 ve serebral kortekste ise arttii tespit
edilmistir.18

2.3.2.3. Kainat Reseptorleri

Kainik asitin giichi eksitotoksik ve epileptojenik etkilerinden yola ¢ikarak 1981
yiinda Watkins ve Evans adlh bilim adamlar1 kainik asitin bu etkilerini kendisine 0zgii
reseptorleri ilizerinden olusturdugu hipotezini 6ne siirmiistiir. Bu hipotez daha sonra sigan
beyninde [*H]kainata yiiksek afinite gosteren baglanma bélgelerinin izole edilmesi ve in-
vitro kosullarda DRG’lerde ve C-liflerinde kainatin belirgin depolarizan ve desensitizan
cevap olusturdugunun kesfi ile desteklenmistir.? Ancak sonraki 20 yil igerisinde kainat
reseptorlerinin MSS’deki fonksiyonel rolleri yeteri kadar aydmlatilamamistir. Son 10 yil
icerisinde yapilan ¢aligmalar, bu reseptorlerin postsinaptik bolgede miitevazi fakat uzamis
depolarizasyon olusturdugunu, eksitator ve inhibitdr transmisyonda ve noronal
eksitabilitede rol aldigini gostermistir.64 6 Bircok agidan AMPA reseptorleri ile benzerlik
gosteren bu glutamat kapili katyon kanallar1 MSS’de hizli eksitatér sinaptik iletiye istirak
ederler.61. 66

Kainat reseptorleri bes farkh gen aracihgiyla sentezlenen ve GluRS5, GIUR6, GIUR7
(veya GLUks-7), KA1 ve KA2 (veya GLUk1 Ve GLUk2) olarak adlandirilan 5 altbirimin

kombinasyonundan miitesekkil tetramerlerdir.38-40: 42, 61 KA1 ve KA2 altbirimleri

[FH]kainata GIUR5-7den daha yiiksek afinite gosterdikleri igin isimlendirilmeleri farklilik
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gosterir. Teorik olarak sadece yiiksek afiniteli alt birimlerin biraraya gelebilecegi
ongodriilebilse de fonksiyonel bir kainat reseptorii icin bu durum yeterli degildir.5®

TAA ile AKY'nin indiklendigi ratlarda kainat reseptor dansitesinin Serebral
kortekste arttigy, striatumda azaldig1 ve hipokampiiste ise degismedigi tespit edilmistir.

2.3.2.4. Metabotropik Reseptorler (mGluR, ACPD Reseptorleri)

Metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR) 1980’lerde glutamat ve diger
EAA’larm (kiskolat ve ibotenat gibi) MSS’de farkh tip hiicrelerde fosfomnozitidin (PI)
fosforilasyonunu  stimiile  edebildiklerinin ve hiicre i¢gi Ca’“nn mobilizasyonunu
sagladiklarinin ~ gdsterilmesi  ile  kesfedilmistir.8”  y-aminobiitirik  asite (GABAB)
reseptorlerinin  de dahil oldugu G-protein bagh reseptorlerin (GPBR) C smifina dahil,
dogal ligandlarin baglanmasi i¢in geniy ammno uglarinda meydana gelmis cep benzeri
baglanma bolgeleri ile karakterize®® bu reseptorler yedi transmembranal segment ihtiva
ederler.38

Bugiine kadar sekiz farkh alt tipte (mGlul-8) mGlu reseptorii klonlanmistr. Bu
reseptor alt tipleri aminoasit dizilisindeki benzerliklere, sinyal iletim mekanizmalarina ve
farmakolojik ozellklerine gore iic gruba ayriabilir. 236870 Grup I mGlu reseptorleri
(mGlul ve mGluS) Gog-proteini aracihgiyla fosfolipaz C (PLC) ile poztif kenetlidir ve
fosfoinozitidin hidrolizini dolayisiyla intraseliiler Ca2* diizeyini ve arasidonik asit salgisini
artrrrlar.  Grup II mGlu reseptorleri (MGIu2 ve mGlu3) Gai-proteininin  aktivasyonu
aracihgryla adenilil siklaz (AC) ile negatif kenetlidir. Benzer sekide grup III mGlu
reseptorleri (MGIu4, mGIlu6, mGlu7 ve mGlu8) de Goi-proteini aracihgiyla AC ile negatif
kenetlidir.58-70

Hiperamonyeminin  iyonotropik  glutamat reseptorleri  {izerindeki etkilerini

(0zellikle NMDA reseptorleri iizerindeki) inceleyen ¢ok sayida g¢alisma mevcutken
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metabotropik glutamat reseptorlerinin dansitesi ve/veya afinitesi {izerinde yapimis ¢ok az
sayida ¢absma mevcuttur.l4

2.3.3. Glutamat Tasiyicilan ve Hiperamonyemi

Ekstraseliiler ortamda biriken glutamatin norotoksik etkilerine aracik eden
reseptorlerin sadece sinapslarda degil noéron somasi, dendritler ve néron terminallerinde
de bulunmasi  glutamat  eksitoksisitesini engelleyebilmek  igin  gluitamat
konsantrasyonunun sadece sinaptik aralkta degil ekstrasinaptik ortamda da kontrol
altmda tutuldugunu gdsterir.?”> 72-73 Daha 6nce de degnildigi gibi glutamatin ekstraseliiler
diizeylerini Kimyasal yollarla regile edebilecek bir enzim sistemi bulunmamaktadir. Bu
durum ekstraseliiler glutamat konsantrasyonunun regiilasyonu igin glutamati ekstraseliiler
ortamdan salglandigi yere geri tasiyan bir mekanizmanin elzem oldugunu gosterir.
Astrositlere ve bunun yannda da néronlara gerceklesen bu geri tasmanin %95'i Na*
bagimli ve yiiksek afiniteli bir tastyict mekanizma ve %5'i ise Na* bagmsiz (Cl bagmli
glutamat/sistin tastyicilar1) bir tastyict mekanizma aracih@iyla  gergeklestirilir.2?. 29,74
Burada glutamatin geri tagmmasi sadece eksitator sinyal iletiminin sonlandrilmasi ve
eksitotoksisitenin  Onlenmesi agismdan degil hiicre i¢i glutamat havuzlarinin tekrar
doldurulmas1 agismdan da onem arz eder.

Ekstraseliiler glutamati astrositlere ve noronlara geri tagmakla sorumlu EAAT1
(GLAST, Glutamate-Aspartate Transporter), EAAT2 (Glutamate Transporter, GLT),
EAAT3 (Excitatory Amino Acid Carrier, EAAC), EAAT4 (Excitatory Amino Acid
Transporter) ve EAATS olmak iizere bes farkl yiiksek afiniteli ve Na* bagml tastyicinin
var oldugu bilinmektedir. Bu tasiyic1 proteinlerden EAAT1 ve EAAT2 MSS
astrositlerinde, EAAT3 MSS noron somalar1 ve dendritlerinde, EAAT4 serebellar
purkinje hiicrelerinde ve EAATS5 ozellikle retinada yerlesim gosterir.?” 71 73 74 Bu

tastyicilar vasttastyla iic adet Na* ve bir adet H* iyonu ile birlikte bir adet glutamat
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anyonunu hiicre i¢ine geri tasmirken bir adet K* iyonu ise hiicre disma ¢ikarilir. Noronlara
geri tasman glutamat sitoplazmada vezikiiler glitamat tasiyicilart (VGLUT) aracihgiyla
vezikiiller igerisine sekestre olur ve daha sonra saliverilmek {izere depo edilir.”> Glutamati
amonyak ile amide eden reaksiyonu katalizleyen glutamin sentetaz (GS) enzimini ihtiva
eden astrositlerde ise glutamat enerji gerektiren bir reaksiyonla glutamat ve GABA
prekiirsorii olan gluitamine donistiiriilir ve sentezlenen glutamin hiicre disi ortama
salverilir. Astrositler tarafindan saliverilen glitamin noronlar tarafindan hiicre icine alnip
glutaminaz (GLS) enziminin Kkatalizledigi enerji gerektirmeyen bir reaksiyonla tekrar
glutamata doniistiriiliir ve depo edilir. Kan-beyin bariyeri nedeniyle periferden temin
edilemeyen glutamati kendi iginde sentez ve depo etmek zorunda olan MSS'de

gerceklestirilen bu hayati dongii glutamin-glutamat dongiisii olarak adlandrilir.26: 75,76

SINMAPTIE
VEZIFITL

GLUTANMERJIE
SINIR TCU

m H+

3 Nat+
1 Gilu
1 H+

DENDRITIE
CIEKINTI

Sekil 2.2. Hiicre disindaki glutamatin néronlara veastrositlere geri taginmasi.

Glutamat tastyicilart (GT) lizerinde yapimis ve yukarida hayati 6neme sahip
oldugunu belirttigimiz glutamat geri ahminm artan amonyak konsantrasyonlar1 ile birlikte

sekteye ugradigmi gosteren ¢ok sayida cahsma mevcuttur. Schmidt ve ark., 80 uM'ye

17



kadar artan konsantrasyonlarda amonyak ile muamele ettikleri rat hipokampal doku
kiiltiirlerinde glutamatin metabolize edilemeyen analogu D-Aspartat geri alminmn arttigini
ancak 80 uM iizerindeki konsantrasyonlarda (AKY hastalarinda serebral amonyak
konsantrasyonlar1 5 mM'ye kadar yiikselir) D-Aspartat geri ahminin doza bagmli bir
sekilde azaldigini tespit etmistir.”’: 78 Astrosit kiiltiirlerinin ise 5-10 mM amonyak ile
muamele edildigi in-vitro bir c¢ahsmada gltamatin astrositlere geri tasmmasinin
yavasladig1’® ve yapilan bir baska ¢ahsmada ise AKY'li ratlarm serebral kortekslerinde
astrositik glutamat tastyicis1 GLT-1 (EAAT-2) transkripsiyonun Onemli derecede azaldig1
gosterilmistir.8% Tiyoasetamid ile AKY'nin indiiklendigi bir diger cahsmada da benzer
sonuglara ulasilmstir.8? Ayrica yedi gin boyunca 5 mM konsantrasyonda amonyak ile
muamele edilmenin astrosit kiiltiirlerinde GLAST (EAAT-1) ekspresyonundaki azalmaya
paralel olarak glutamat geri abmmi sekteye ugratti goriimiistiir.82 83

2.4. Minosiklin ve Noroproteksiyon

Minosiklin, bircok gram (+) ve gram (-) bakteriye ve Riketsiya, Klamidya,
Plazmodyum tiirleri ve Mycoplasma pneumoniae'ye karst etkinlik gosteren ikinci kusak
bir tetrasiklin"dir. Yagda ¢ozinirligii yiksek olan minosiklin molekiilii bakteri
membranmi dogrudan veya porin kanallar1 sayesinde pasif diflizyonla asarak bakteriyel
ribozomlarin 30S alt birimine baglamr ve tRNA'nm mRNA-ribozom kompleksi ile bir
araya gelmesini engelleyip protein sentezini inhibe etmek suretiyle bakteriyostatik
etkinlk gosterir. Minosiklin, oral yoldan alndiginda birinci kusak tetrasiklinlerden daha
iyi bir farmakokinetik profil gizer. Oyle ki yash hastalarda bile oral almmi takiben hizla
ve yilkksek oranda absorbe edilebilir.84 Yagdaki yilkksek ¢oziniirliigii sayesinde kan-beyin
bariyerini asip serebrospinal sivida ve MSS hiicrelerinde birgok MSS hastah§inda
kullanimmi miimkiin kilabilecek konsantrasyonlara ulasabilir.2> 6 Minosiklin kronik

kullanimda da giivenilirligini ispatlanis bir tetrasiklindir. Oyle ki FDA'nmn ongdrdiigii
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giinlik maksimum dozunun (200 mg) kronk kullanimi dahi gayet iyi tolere
edilebilmektedir. Minosiklinin kisa siireli tedavisi srasmda ortaya ¢ikan yan etkilerden en
sik gorilenleri tedavinin kesiimesi ile kisa siirede ortadan kalkan bulant, vertigo ve
sersemlik halidir. Ancak Ingiliz Ulusal Ilag Rehberi alti aydan uzun siiren minosiklin
tedavilerinde her ii¢ ayda bir hastalarin hepatotoksisite, pigmentasyon ve sistemik lupus
eritematozus agismdan degerlendirilmesini tavsiye etmektedir. Uzun siireli kullanimina
bagh Ingiliz Ulusal Ilag Rehberinde de ongdriilen bu riskler minosiklinin enfeksiyon
hastaliklar1 tedavisinde kullanimini belirli 6lgiide smirlandrmaktadir.84

Minosiklinin  MSS hastaliklarinin tedavisinde etkili olabilecegi tezi ik defa
Yrjanheikki ve ark. tarafindan yaklask 20 yil once deneysel iskemi olusturulmus ¢6l
fareleri lizerinde yapilan ve minosiklin tedavisi sayesinde iskemi ile indiiklenen mikroglial
aktivasyonun inhibe edilebildigini gosteren bir ¢alisma sayesinde bilim adamlarinin
dikkatine sunulmustur.®” Daha sonra minosiklin ile yapilan ileri cabsmalar da bu
tetrasiklinin  bircok norodejeneratif hastaligin tedavisinde etkin rol oynayabilece §ini
gostermistir.  Minosiklin ile yapilan c¢ahsmalarda aksonal izolasyonu saglayan
oligodendrosit  hasar1 ve dolaysiyla aksonal noron hasari  Onemli  Olglide
azaltilabilmistir.88 8 Yapilan klinkk ¢ahsmalar ile minosiklinin Huntington hastaliginda®®:
91 ve multipl sklerozda (MS)? terapétik etkinligi kanitlannustr.

Minosiklin'in ~ noroprotektif  etkinliginin  arastrildigi ~ birgok  ¢alismada
tetrasiklinlerin glutamat eksitotoksisitesine bagh ndronal hasar1 Onleyebilecegine dair
veriler elde edilmistir.93-190 Kortikal noron kiiltiirlerinde yapilan in-vitro cahsmalarda
kiiltiir ortamma eklenen minosiklinin glitamatla indiikklenen norotoksisiteyi azalttigi
goriilmiistiir.%3 94 101 Ayrica minosiklinin  norodejenaratif hastalklarla  yakindan
iliskilendirilen mikroglial hiperaktiviteyit®? 103 inhibe ettigi de bilinmektedir.8? 2010

yiinda Nie H. ve ark. ve ayrica 2012 ylinda Amin P. ve ark.'nm yiriittigii ¢ahsmalar ile
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minosiklinin GLT1 ekspresyonunu ve/veya aktivitesini artrmak veya korumak suretiyle
ratlarda  indiiklenen  noropatk  agrn modelinde  hipersensitiviteyi  azaltigini
gozlemlemeleril® 105 dikkatlerin  ndrodejeneratif  hastalklarda ~ minosiklin-GT

etkilesmesine yogunlagsmasini saglamustir.

20



3. MATERYAL VE METOT

Bu cahsmada, Atatirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastrma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edilen ve agrliklart 250-300 gram arasmda degisen toplam 24 adet
Albino Wistar cinsi disi rat kullanilmistir. Deney hayvanlar1 ¢alisma siiresince dogal gece-
giindiiz dongiisiiniin yasandig1 bir laboratuvar ortammnda, normal oda sicakhginda ( 22°C),
alti talas serili plastk kafeslerde barmdrildi ve beslendi Calgmamizin biitiin
asamalarinin etk kurallara uygun oldugu “Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kuruli (AUHADYEK)” tarafindan verilen 22.05.2013 tarihli ve 42190979-01-
02/2238 sayili yaz ile onaylanmistir.

Bahsedilen 24 adet rat lokomotor testleri yapildiktan sonra her biri 6 denekten
olusan toplam 4 gruba ayrild::

1. Grup (Kontrol): AKY modelinin olusturulmayip ve herhangi bir tedavinin de
uygulanmadig1 tamamen saglkl ratlardan olusan gruptur.

2. Grup (TAA): Ardisik ii¢ gin boyunca TAA enjeksiyonu (350 mgkg, ip.)
yapiimak suretiyle AKY'nin indikklendigi fakat herhangi bir tedavi protokoliiniin
uygulanmadigi hastalikli gruptur.

3. Grup (Minosiklin): AKY modelinin olusturulmadigi ve sadece 4. grup ratlar ile
es zamanlh olarak minosiklin enjeksiyonun (50 mg/kg, ip.) yapildig1 saghkli gruptur.

4. Grup (TAA+Minosiklin): AKY modeli olusturulmadan 10 giin dnce minosik lin
enjeksiyonuna (50 mg/kg, 1ip.) baslanan ve ardisik {Uic giin boyunca yapilan TAA
enjeksiyonu (400 mg/kg, ip.) ile AKY'nin indikklendigi tedavi grubudur.

3. ve 4. gruptaki deneklere hepatk ensefalopati modeli olusturulmadan o6nceki 10
giin boyunca minosiklin (50 mg/kg/giin, ip.)!% enjekte edimistir. Bu 10 giiniin sonunda
2. ve 4. gruptaki deney hayvanlarina hepatik ensefalopatiyi indiikklemek maksadiyla 24

saat ara ile toplam ii¢ doz TAA (400 mg/kg, ip.)1% enjeksiyonu yapilmustir. 2. ve 4.
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gruptaki deneklerde kilo kaybi, hipoglisemi ve bobrek yetmezligini onlemek amaciyla 12
saat aralarla s.c. yoldan %35 dekstroz (25 mL/kg) ve potasyum (20 mEq/L) igceren % 0.9'luk
NaCl soliisyonu uygulanmistir.10”

3.1. In-vivo Voltametri

In-vivo kosullarda MSS dokularmda bulunan glutamat ve diger aminoasitlerin
anlk diizeylerini tespit etmek maksadiyla kullanmilan intrakraniyal —mikrodiyaliz
yontemlerinin saniyeler icerisinde ekstraseliler konsantrasyonu degisebilen glitamat gibi
hizli  kinetie sahip transmitterlerin  analizinde tartisilan  giivenilirliklerit®®  bilim
adamlarmi saniye saniye Olclim yapabilen sistemleri gelistirmeye zorlamistir. Yapilan
cahsmalar sonucunda da glutamat ve diger norotransmitterlerin MSS'deki diizey ve
kinetiklerini saniye saniye Olcebilecek mikroelektrotlarin kullanildig: elektrokimyasal bir
metot gelistirilmistir: in-vivo voltametrik metot.

3.1.1. Mikroelektrot Hazirlama

Her biri lizerinde 4 adet sensér bulunduran seramik yiizeyli mikroelektrotlar
glutamat1 tespit etme kabiliyeti kazandmilmak {izere bir takm islemlerden gegirilmek
zorundadr. Bu bolimde seramik yiizeyli basit elektrotlara glutamat segiciliginin
kazandrilmas1 i¢cin yapilan islemlerden bahsedilecektir.

3.1.1.1. Mikroelektrot Yiizeyinin Nafyon ile Kaplanmasi

Deney i¢in kullanilacak olan her mikroelektrot Citrisolv temizleme soliisyonu ile
5 dakika ykandi ve distile edilmis deiyonize su (d-DI H20) ile durulandi. Bu iglemi
takiben mikroelektrotlar, {izerlerindeki nemi tamamen uzaklastrmak i¢in 15 dakika
boyunca 105-115°C sicakhga ayarlanmus 06zel firmda (Fisher Scientific) kurumaya
brakidi. Daha sonra nafyon'un polimer matriksinde bulunan negatif yikli substitiiye
stifonik asit gruplar1 sayesinde anyonlar1 iterek onlarin platin kayit bolgesine ulasmasini

engellemek ve serebral diizeyleri oOlglilmek istenmeyen 3,4-dihidroksifenilasetik asit
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(DOPAC) ve askorbik asit (AA) gbi MSS'de yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
anyonlarin olusturacagi kimyasal giiriiltiiyi onlemek maksadiyla elektrot yiizeylerinin
nafyon ile kaplanmasi islemine gecildi. Bu amagla anyonik bir teflon derivesi olan
nafyonun %5'lik soliisyonu (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis) ile deney ¢alismamizda
kullanacagimiz mikroelektrotlarin sensor yiizeyleri kaplandi'%® Mikroelektrotlarm sensor
uclarmin 300 pL'lik santrifiij tiipleri igerisindeki %5°lik nafyon soliisyonuna daldmildiktan
sonra bir doniis bir saniye siirecek sekilde soliisyon icerisinde 5 defa dondiiriiliip
soliisyondan ¢ikarildigi ve 175°C sicaklktaki firma konulup 3-4 dakika bekletildigi (daha
uzun siireli kurutmalar AA ve glutamat Olgiim Kkabiliyetini  azaltr) bu iglem optimal
glutamat selektivitesini saglamak amaciyla 5 defa tekrarlandi. Bu asamada gereginden
kalm bir nafyon kaplamasinin glutamat cevabmi tamamen engelleyebilecegi ve platin
kayt bolgesine AA gecisini  yeterince bloke edemeyecek incelikte bir nafyon
kaplamasmimn ise glutamat segiciligini azaltabilecegi (arzu edilen secicilk 100:1'dir) g6z
oniinde bulundurulmustur, 10

3.1.1.2. Mikroelektrot Yiizeylerinin L-Glutamat Oksidaz ile Kaplanmasi

Bu islem elektrokimyasal agidan aktif olmayan serebral glutamattan
elektrokimyasal cevap olusturabilen bir haberci molekiiliin (platin elektrot ylizeyinde
okside olabilen H202) meydana gelebilmesi i¢in mikroelektrot sensor yiizeyinin L-
glutamat oksidaz enzimi ile kaplanmasi islemidir. Bu amagla oncelikle stok L-glutamat
oksidaz soliisyonu 50 pL didistile su ilave edilerek kullanilacak konsantrasyona
seyreltildi. Daha sonra kullanilacak biitiin protein ve enzimler [%1 L-glutamat oksidaz
(GluOx, Seikagau America), %1 si@grr serum albiimini (SSA; Sigma-Aldrich ) ve % 0.125
gluteraldehit (Glut; Sigma-Aldrich)] standart oda sicakh@ina getirildi. 0.1 gram SSA 1.5
mL'lik mikrosantrifiij tiiptinde 985 pllik didistile su ile birlestirilip Tyice ¢alkaland1.

Cozilme sonrast 5 pl hacminde %25°lk gluteraldehit soliisyonu SSA karismina ilave
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edilerek iyice karstirildi. Daha sonra bu karisim agik sart renk alana kadar 5 dakika
stireyle oda sicakhiginda bekletidi. Hazirlanan SSA-gluteraldehit karigmindan 9 pL alinip
300 pllik mikrosantrifiij tiipiine aktarildiktan sonra 1 puL hacminde L-glutamat oksidaz
stok soliisyonu iizerine ilave edilerek pipetle karistirildi. %1 SSA, %0.125 gluteraldehit
ve yaklagik %1 L-glutamat oksidaz igeren bu 10 pL'lik son karigim mikroskop altmda 25
ullik Hamilton mikro ignesiyle kiiciik damlalar halinde mikroelektrotlarin iizerine
damlatildi. Bu isleme olusan enzim tabakasi mikroskop altmda goriilebilir hale gelene
kadar birer dakika ara ile devam edildi. L-glutamat oksidaz ie muamele edilen elektrotlar
oda sicakhginda 48-72 saat siireyle bekletildikten sonra elektrotlarin kalibrasyon islemine
basland1.

3.1.1.3. Mikroelektrot Kalibrasyonu

Mikroelektrot kalibrasyonu i¢in bir beher igerisinde bulunan 37°C’de ve 40 mL
hacmindeki 0.05 M'lik fosfat tampon soliisyonuna (PBS) daldirilan mikroelektrotlar
yaklagik bir saat siireyle PBS igerisinde beklemeye birakildi. Bir saatin sonunda Ag/AgCl
referans elektrotu da tampon soliisyonuna yerlestirildikten sonra mikroelektrotlar
tizerindeki 4 kayt alma bdlgesinden elde edilen elektrokimyasal verileri isleyip analit
(glutamat) konsantrasyonlar1 hakkmda bilgi verebilen bilgisayarli sensor sistemine (Fast
Analitical Sensor Technology, Quanteon L.L.C, FAST-16) baslangic bilgileri girilip
mikroelektrotlara +0.7 V'lik bir gerilim uygulandi. Voltaj uygulamasini takiben akimin
sabit bir taban seviyeye (baseline) ulasmasi i¢in en az 10-15 dakika beklendi. Elektriksel
akimmn sabit bir taban seviyeye ulastigi analiz programinin arayiizinde baseline butonu
ile tespit edildi. Daha sonra 500 pL hacminde 20 mM'lik AA soliisyonu (interferent) nihai
beher konsantrasyonu 250 uM olacak sekilde beher igerisine eklenip akmm tekrar sabit bir
taban seviyeye indiginde bu durum da program arayiizimde bu kez interferent butonu ile

tespit edildi. Bu islemi takiben ti¢ kere 20 mM konsantrasyonda 40 pL L-glutamat, sonug
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L-glutamat'in  beher konsantrasyonu 20, 40 ve 60 uM olacak sekilde kalibrasyon beherine
ilave edildi. Analitin deney beherine her ilavesi ve program arayiiziinde kalibrasyon
egiminin goriilmesi kayit altma alundi Analitin test ortamma ii¢ defa daha eklenmesini
takiben 2 mM konsantrasyonda ve 40 plL hacminde dopamin (DA), test ortamina
konsantrasyonu 2 uM olacak sekilde test maddesi olarak eklendi ve bu an da program
arayiiziinde isaretlendi. Son olarak 8.8 mM konsantrasyonda ve 40 uL hacminde H20:
mikroelektrot — duyarliligini  kesinlestirmek  i¢in  kalibrasyon  beherine  eklendi.
Kalibrasyonun bitiminde program durduruldu, veriler arayiiz iizerinden kaydedildi ve
mikroelektrot tampon soliisyonundan ¢ikarilip muhafazaya alnd.

3.1.2. Mikropipet Hazirlama

Kalibrasyonu yapilmis her bir mikroelektrot iizerine beyin dokusuna disaridan
glutamat enjekte edimesine olanak saglayacak bir cam mikropipet yerlestirildi. Bu
mikropipet vertikal pipet ¢ekici marifetiyle 1 mm dis ve 0.58 mm i¢ ¢apa sahip olacak
sekilde hazrlandi Mikroskop altnda, hazrlanan bu mikropipetin u¢ kismu dig ¢ap1 12—
15 pum olacak sekilde kimrilarak deney icin kullanima hazr hale getirildi. Hazir haldeki
mikropipet macun ve mum kullanilarak mikroelektrotun tizerine u¢ kismu elektrot
tizerindeki kayit bolgelerinin ortasma denk gelecek ve mikropipetin ug kismu ile elektrotun
platin kayit bolgesi arasmda 50-100 pum'lk bir mesafe olacak sekilde konumlandirilip
sabitlendi. Daha sonra 200 mM konsantrasyonunda hazirlanmis L-glutamat soliisyonu 1
mL'lik tiberkiilin ignesine alndiktan sonra 0.22 um'lk steril filtreden gegirildi ve diger
uctan 30 numarali hipodermik igneye aktarildi Hipodermik igne ile ici 200 mM
konsantrasyonda glutamat ile doldurulan mikropipet nihayet kullanima hazir hale getirildi.

3.1.3. Referans Elektrotun Hazirlanmasi

Mikroelektrotlarin kalibrasyonu swrasmda kullanilan cam Ag/AgCl elektrotu ratlar

tizerinde yapillacak in-vivo ¢absmamiz icin ¢ok biyik oldugundan elektrokimyasal
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metodla minyatiir bir Ag/AgCI referans elektrotu hazirlandi. Bu amagla bir ucu voltametri
cihazi ile irtibatlandirilan ve diger ucu ise NaCl ile doyurulmus 1 M HCI ¢ozeltisi igine
yerlestirilen giimiis bir tel, platin bir kablonun ztt elektrot olarak kullanildig1 diizenege DC
bir adaptor aracihgiyla saglanan 9 V'lik bir potansiyel sayesinde kendisine yonlendirilen
serbest CI' ile kaplandi. Elde edilen bu referans elektrot deneye kadar 3 M'lik NaCl
¢Ozeltisi icerisinde muhafaza edildi

3.1.4. Mikroelektrotun Beyin Dokusuna implantasyonu

Deneyde kullanilacak sicanlar tiyopental (25 mg/kg, i.p.) enjeksiyonu ile anestezi
altma alndiktan sonra Onceden hazrlamis oldugumuz mikroelektrot hedef bolgeye
stereotaksi cihazi (Stoelting Co.) marifetiyle yerlestirildi. Bu islemden Once anestezi
altndaki deneklerin kafalar1 stereotaksi cihazna yerlestirilerek sabitlendi ve viicutlart,
viicut sicakhginin 37°C'de sabit tutulabilmesi igin isitic1 petlerle desteklendi. Kafa killar:
tras edilip kafa derisi hafif bir insizyonla kesilerek saga ve sola acip bregma gozle
goriliir hale getirildi. Bu nokta (bregma) stereotaksi cihazi igin referans noktasi olarak
kabul edilip beyn atlasmdan elde edilen koordnatlar aracihgi ile mikroelektrotun
yerlestirilece@i noktadaki kafa kemigi, beyine zarar verilmeden elektrikli bir matkap
(Foredom 1/6 HP Series SR flexible shaft power tools) yardmiyla delinerek ¢ikaridi. Bir
forseps yardmiyla "dura" uzaklastwilarak beyin yiizeyine ulasildi. Ag/AgCl referans
elektrodu beyne yerlestirilip dis sementiyle sabitlendi. Paxinos ve Watson’un stereotaksik
atlasma gore elektrotun yerlestirilecegi bolgenin koordinatlar1 tespit edildi. Cam pipet
icerisindeki glutamat soliisyonunu beymn dokusuna enjekte etmek i¢in mert helyum gazini
istenilen basmgta ve sirede cam pipete uygulayabilecek Pikosipritzer 1l cihazi
mikropipete  sabitlendi.  Stereotaksi cihaziyla  eslestirilmis  bir mikromanipiilator
yardmiyla  elektrot istenilen koordinata yerlestirildi. Onceden Kalibre ettigimiz

mikroelektrota ait kalibrasyon parametreleri FAST-16 kayit sisteminden geri g¢agrilip
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elektrokimyasal akim sabit bir taban seviyeye ulastiginda (15-20 dk) glutamat amplitud u,
maksimuma ulasma siiresi ve glutamatin geri ahm siiresi ile ilgili bilgilerin tespiti islemine
basland1.

3.1.5. Elektrokimyasal Sinyal Analizi

Beyin dokusuna basmgla enjeksiyonu sonucu ekstraseliiler ortamda birken L-
gluitamatin  konsantrasyonu saniye saniye Olgiilereck eksojen glutamatin tastyicilar:
vasttastyla ekstraseliller ortamdan tahliye edimesi ile alakah maksimum amplitiide
ulasma zamam (yiikselme zamani, TR) ve enjekte edilen glutamatin % 80’min tastyicilar:
vasttastyla ekstraseliiler ortamdan uzaklastrilma siireleri (t80) kaydedildi. Istatistik i
anlam ifade edecek kadar kayt alndiktan sonra biitin gruplar yiksek doz tiyopental
sodyum (50mg/kg) ile sakrifiye edilerek deney sonlandirildi

3.2. Lokomotor Aktivitelerin Degerlendirilmesi

Deneklerin lokomotor aktivite testleri karanlk bir ortamda, aym anda dort adet
denegin lokomotor aktivitesini takip edebilme kapasitesine sahip, her biri 40 cm x 40 cm
X 50 cm ebadinda, Ustii agkk ve zemini talagsiz dort adet pleksiglas lokomotor aktivite
takip kafesinde her bir denegin horizontal, ambulatuar ve vertikal hareketlerinin
bilgisayarl1 bir sistemle takip edilebildigi lokomotor aktivite test cihazinda gergeklestirild i
(MAY ACT 508-Animal Lokomotor Activity Meter, TR). Lokomotor aktivite testi igin
aym anda 1., 2., 3. ve 4. gruptan birer denek lokomotor aktivite Ol¢tim cihazindaki
kafeslere konularak 30 dakika boyunca horizontal, vertikal ve ambulatuar hareketleri kayit
altma ahnd1

3.3. Istatistiki Analizler

Istatistiksel analizler Statistical Packages for the Social Sciences (SPSS) yazilim

programi marifetiyle yapildi Biitiin istatistiksel farkliliklar ve 6nem seviyeleri "one-way
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variance analyzes” (ANOVA) testi ile belirlendi. Coklu karsilastrmalarda Duncan ve

LSD testi uyguland1 ve p<0.05 olan sonuglar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu deneyde, tolere edilebilir konsantrasyonlarin iizerinde astroglial 6deme ve
eksitotoksisiteye neden oldugu diisliniilen glutamatin bazal seviyelerini ve spesifik geri
tagtyicilarinin aktivitelerini tespit etmek {izere 4 farkh denek grubu iizerinde beynin farklh
bolgelerinde (CA3, GP ve CPu) yaptiZimiz in-vivo voltametrik ¢ahismalarda bu bdlgelere
milimolar diizeyde zerk ettigimiz 200 uM glutamatin %80'mnin ekstraseliller ortamdan
tahliye edilme siireleri (t80) arastmilmustir. Kontrol (intakt) grubu iizerinde yapilan
Olctimlerde t80 siireleri CA3, GP ve CPu bolgeleri i¢in swrasiyla 4.08+0.86 sn., 4.17+0.7
sn. ve 3.35+0.81 sn. olarak tespit edilirken bu degerlerin tiyoasetamid (TAA) ile hepatik
ensefalopatinin (HE) indiklendigi grupta, dramatik sekilde, swasiyla 54.29+21.91 sn.,
24.35£12.30 sn. ve 48.07£31.97 sn.'ye yikseldigi gorilmistir (p<0.05). TAA
enjeksiyonu ile HE'yi indiikledigimiz ve terapOtik potansiyelini test etmek maksadiyla
minosiklin ile muhtemel bir tedavi uyguladigimiz diger grup siganlarda ise t80 siirelerinin
3.5540.94 sn., 4.78+1.09 sn. ve 3.00£0.00 sn. ile kontrol grubu degerlerine ¢ok

yaklastigini tespit ettik (p<0.05).

Tablo 5.1. Beyin bolgelerine ait tgo siireleri [Kontrol grubuna gore * 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. 3.000.00 sn.
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Sekil 5.1: Intakt gruba ait bir denegin, 200 pM konsantrasyonundakiglutamat mikroenjeksiyonundan sonra,
serebral CP bdlgesinden alman voltametrik sonuglaraait grafik
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Sekil 5.2: TAA ile HEnin indiiklendigi gruba ait bir denegin, 200 uM konsantrasyonundaki glutamat
mikroenjeksiyonundan sonra,serebral CP bolgesinden alinan voltametrik sonuglara ait grafik
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Sekil 5.3: TAA ile HEnin indiiklendigi ve minosiklin ile tedavi edilmis gruba ait bir denegin, 200 uM
konsantrasyonundaki glutamat mikroenjeksiyonundan sonra, serebral CP bdlgesinden alinan voltametrik
sonuglara ait grafik

Deney gruplarmin stereotiplkk ve ambulatuar hareket siireleri ile hareketsiz
kaldiklar1 stireleri mukayese ettiZimizde TAA ie HE'nin indiikklendigi sicanlarin yaptiklar:
stereotipik ve ambulatuar hareketlerin toplam siireleri ile hareketsiz kaldiklar1 stirelerin
intakt gruba gore anlamli olgiide kisa oldugu (p<0.05) fakat bu ki grup arasmda vertikal
hareketler i¢in harcanan siireler agismdan anlamli bir fark bulunmadigi gozlemlendi.
Minosiklin ile tedavi edilen grup ile intakt grup karsilastirildiginda ise tedavi grubundaki
deneklerin ntakt gruptakilerden stereotipik ve vertikal hareketler yaparak gecirdigi
streler agismdan farklilik gostermedigi ancak ambulatuar hareketler icin harcadiklar1
stirelerin anlamh Olglide uzadig1 (p<0.05) ve hareketsiz kaldiklar1 siirelerin ise anlamli

Olctide kisaldig1 tespit edilmistir (p<0.05).
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Tablo 5.2. Deney gruplarina ait lokomotor asktivite test sonuglar [* Kontrol grubuna gére 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

Sekil 5.4: Intakt gruba ait bir siganmn kaydedilmis lokomotor aktivite sonuglar1 (Mavi ¢izgiler ambulatuar
ve yesil ¢izgiler vertikal hareketleri temsil eder)
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Sekil 5.5: TAA ile HEnin indiiklendigi gruba ait bir sicanin kaydedilmis lokomotor aktivite sonuglart(Mavi
cizgiler ambulatuar ve yesil ¢izgiler vertikal hareketleri temsil eder)

Sekil 5.6: TAA ile HEnin indiiklendigi ve minosiklin ile tedaviedilmis gruba ait bir sicanin kaydedilmis
lokomotor aktivite sonuglari (Mavi ¢izgiler ambulatuar ve yesil ¢izgiler vertikal hareketleri temsil eder)
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5. TARTISMA

Son yillarda antibakteriyel etki mekanizmalar1 1yi bilinen baz antbiyotiklerin
noroprotektif etkilere de sahip olabilecegini gosteren c¢ok sayda cahsma yapimistir.
Ozellikle, Rothstein ve arkadaslari tarafindan 2005 yihnda Nature isimli dergide
yaymlanan ve B-laktam antibiyotiklerin (ampisilin, bakampisilin ve nafsilin gibi penisilin
tirevleri ve seftriakson, sefadroksil, sefalotin ve sefoperazol gibi sefalosporinlerin)
glutamat tastyicilarinin  ekspresyonunu artirdiklarini ve bu suretle noroprotektif etkinlik
gosterebileceklerini tespit ettikleri cahsmalll ve bu cahsmayi takip eden diger destekleyici
cabsmalar'12-115 dikkatleri basta B-laktam antibiyotiklerin olmak iizere diger birgok
antibiyotigin de bilinen terapotik endikasyonlar1 yanndaki muhtemel endikasyonlarina
yonlendirmistir. Zamanla MSS'de glutamat tastyicis1  ekspresyonunu ve dolayisiyla
glutamat tastyic1 sayismi artrma potansiyeline sahip bu ilaglarin, o6zellikle ekstraseliiler
gluitamat konsantrasyonlarinda meydana gelen artisa bagh olarak gelisen ve glutamatla
iliskili eksitotoksisite zemininde ilerledigi tahmin edilen MSS hasarlarinin tedavisinde
onemli etkilere sahip olabilecekleri kanaati olusmustur. Bu tezi yani ekstraseliiler ortamda
konsantrasyonu artan ghlitamatin efektif bir sekilde ndron igerisine geri almmasini
saglayan spesifik tastyicilarin yetersizligi ve/veya deformasyonuna bagh olarak gelistigi
diistiniilen MSS hasarlarinin yine bu tastyicilarin sayismi transkripsiyon ve/veya sentez
asamasmnda  artrarak  hipereksitasyona ~ bagh  ndronal hasarm  ilerlemesinin
engellenebilecegi tezini desteklemek amaciyla da birgok B-laktam antibiyotik ile ileri
cahsmalar yapilmistir. Bu cahsmada da TAA ile indiklenen bir deneysel model
kullanilarak minosiklin'in AKY'ye bagh ndronal hasar iizerindeki muhtemel terapotik
etkisi test edimistir. TAA ile indiiklenen HE modelinin tercih edimesi bu deneysel
modelin nsanlarda gelisen AKY ile hepatoseliiler nekroz, koprii nekrozu ve lenfosit

infiltrasyonu ile sonuglanmasi yoniiyle paralellik gosteriyor olmasindandir.Ayrica bu
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deneysel model kullanildiginda kan-beyin bariyerinin yapisal degisiklige ugramamasi
sebebiyle astrositlerin néromodiilatér fonksiyonlarinda meydana gelen degisiklikler ile
HE'nin progresyonu arasmdaki iliskinin tespiti miimkiin olabilmektedir.111

Tetrasiklin antibiyotiklerden yagda ¢Oziniirligi dolayisiyla MSS'ye gecme
kabiliyeti en yiiksek olan minosiklin'in aksonal izolasyonu saglayan oligodendrosit ve
dolayssiyla aksonal ndron hasarmi onemli Slgiide azalttiginin,®® 8° glutamat toksisitesi ile
yakindan iligkilendirilen Huntington hastahgi ve multipl sklerozZda (MS) progresyon
tizerindeki poztif etkilerinin, kortikal ndron kiiltiirlerinde yapilan in-vitro cahsmalarda
kiiltir ortammnda glutamatla indiikklenen norotoksisiteyi baskiladigmnin® 94101 ve GLT1
ekspresyonunu ve/veya aktivitesini artrmak veya korumak suretiyle ratlarda indiikklenen
ndropatik agri modellerinde hipersensitiviteyi azaltiginin tespit edilmesit®* 195 onun
noroprotektif etki mekanizmasmin [-laktam antibiyotikler ile benzerlik tasiyabilecegi
thtimalini distindiirdigii bilim msanlarin1 ileri ¢ahgmalar yapmaya sevk etmistir. Tez
cahsmamiz da benzer merakla bu spesifik tastyicilarin enjekte edilen eksojen glutamati
ekstraseliiler ortamdan ndron ve astrositlere geri alm hizlarinin ve kapasitelerinin l¢iiliip
degerlendirilmesi suretiyle mmosiklin'in glitamat tasiyicilar1 ile iliskisini tespit etmek ve
gluitamatla yakindan iliskilendirilen AKY'ye bagh gelisen HE tedavisindeki muhtemel
potansiyelini test etmek maksadiyla gergeklestirilmistir.

L-glutamat'm  MSS'deki bozulmus dinamikleri ile sizofreni, parkinson, mnme,
epilepsi gibi MSS hastalklar1 arasmda yakmn iligki bulindugu uzun sireden beri
bilinmektedir. Sinaptik araliga saliverilen glutamat'in ekstitotoksik etkilerinin olusmasina
mani olmak i¢cin glutamat, spesifik geri tastyicilar1 vasttasiyla etki bdlgesinden
uzaklastrilir. Saniyeler igerisinde gerceklesen bu sahverilme ve geri tasmma olaylarinda
meydana gelen diizensizliklerin yukarida ismi gegen hastalklara zemin hazirladig:

disiiniilmektedir. Bu sebeple glutamatin (ve difer bazi norotransmitterlerin de) bazal
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sinaptik konsantrasyonlar1 ve ndronal uyarima ile saliverilen kisimlarmin drene edilme
stireleri hep merak konusu olmustur. Giiniimiize kadar bu parametrelerin tespiti i¢in bazi
yontemler gelistirilmis ve kullanilmistir. Bunlar igerisinde en sk kullanilan1 intrakraniyal
mikrodiyaliz yontemlerdir. Bu yOntemlerle, beyin dokusundan alman swvi &rnekleri
modern HPLC veya spektrofotometri cihazlar1 ile incelenmekte ve istenilen analitin
alman Omekler icerisindeki miktarlar1 yiiksek hassasiyetle Olciilebilmektedir. Ancak
giincel veriler bu yontemlerin giivenilirliklerinin tartisilmasina neden olmaktadr.108
Omegin sigan striatumlarinda yas ile gluitamat diizeyleri arasmdaki iliskiyi tespit etmek
amaciyla gerceklestirilen mikrodiyaliz ¢ahsmalar c¢eliskili sonuclar dogurmustur. Soyle
ki, bu yontemi kullanan Freeman ve ark. yash (24 aylk) kemirgenlerdeki bazal glutamat
diizeylerinin geng (6 aylk) kemirgenlerdekine gore %94 oranmda arttigini sdylerken!!®
Saransaari ve ark.bu diizeylerin %60 orannda azaldigim iddia etmistir.'t” Yapilan diger
bazi ¢ahsmalarla da bazal glutamat diizeylerinin ymne yaslanma ile azaldigi, arttigi ve hatta
degismedigi dahi iddia edilmistir.21® 11° Benzer sekilde serebral korteks ve striatumda
glutamati yasa bagh geri tasmma kapasitelerinin test edildigi mikrodiyaliz cahsmalar da
celigkili sonuglar vermistir; ¢ogu deneyin sonucunda yaslanma ile astrositlere glutamati
geri tastyan sistemlerin yavasladign iddia edilse dell” 120-122pby sistemlerin  yaslanmadan
etkilenmedigit?®: 124 ve hatta yaslanma ile hizlandigi kanaatini olusturan deneyler

gerceklestirilmistir.12°

Biitin bu sonuglar mikrodiyaliz yontemlerin giivenilirlikleri ve
yeterliliklerini tartisilir  kilmaktadir. Bu yontemler zamanla kapiller elektroforezin
entegresyonu ile dakika dakika Olgiim yapabilecek sekilde bir nebze olsun gelistirilmis
olsa da glutamatin hizli kinetiklerini saniye saniye test edebilecek tutarli bir sistemin
yerini tutamamaktadir. Bu sebeplerle tez cahsmamizda yukarida bahsetti§imiz

handikaplardan ari, in-vivo voltametrik metotlar1 kullanildi. Glutamatin kullanilan 6zel

mikroelektrotlar {izerinde olusturdugu elektrokimyasal cevabi saniye saniye kaydedip
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degerlendirebilen ve islevsel bir araylize sahip bu sistem ile glvenilir ve gelecek
cahsmalar i¢in yol gosterici sonuglar elde edildi.

Glutamatin, kan beyin bariyerinin bu anyona gecirgen olmamasi sebebiyle,
MSS'de sentez ve depo edildigi bilinmektedir. Bu nérotransmitterin hassas ve kontrollii
bir eksitasyon saglayabilmesi i¢in sentezlenen glutamatin Onemli bolimii (vezikiiler
glutamat) intraseliller ortamda muhafaza edimekte ve ekstraseliiler (nonvezikiiler
glutamat) konsantrasyonlar1 aktif bir geri tagima mekanizmasi vastasiyla optimum
diizeylerde kontrol altnda tutulmaya calbgilmaktadw. Dolayisiyla beyn homojenatlari
lizerinde yapilan glutamat miktar1 Olclim ¢ahsmalar1 sayesinde ancak intraseliiler ortamda
depo edimekte olan toplam glitamat diizeyleri hakkinda bilgiler elde edilebilmis,
ekstraseliler ortamdaki bazal konsantrasyonlar ve bazal konsantrasyonlarda meydana
gelen degisiklikler  degerlendirilememisti. =~ AKY'nin  TAA ile veya hepatik
devaskiilarizasyon ile indiiklendigi ratlarm beyin dokulari lizerinde gergeklestirilen cesitli
homojenat ¢alismalar1 ile, sadece beyin dokusundaki toplam glutamat miktarnin azaldigi
gosterilebilmistir.'?6 Bu durum serebral konsantrasyonu artan amonyagin glutamat ile
reaksiyona grip glutaminin  sentezlendigi ve amonyagm detoksifiye edildigi
mekanizmayla iliskili olabilir. Ancak intraseliiler (vezikiiler) glutamatin eksitator sinyal
iletimiyle dogrudan iliskisinin bulunmamas1 bu bilgiyi eksitotoksik ensefalopati acisindan
kiymetsiz kimaktadir. Bunun yannda doku kiiltiirii sivisindan alman in-vitro veya canli
deneklerden alman in-vivo orneklerin yiiksek performanshi svi kromatografisi (HPLC) ile
incelenmesi sayesinde ekstrasliller glutamat konsantrasyonlar1 hakkmnda da bilgi elde
edilebilmektedir. AKY ve hiperamonyemi modelleri iizerinde yapilan HPLC c¢algmalar1
neticesinde beyindeki toplam miktar1 azalan glutamatin ekstraseliler diizeylerinin bilinen
optimum seviyelerin {izerine ¢iktig1 gosterilmistir.32 126. 127 By durum hiicre iginde

olusturdugu cevaplara membran yerlesimli reseptdrlerinin araciik ettigini bildigimiz
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glutamatin toksik etkilerine yiiksek konsantrasyonlarda bu reseptdrleri asmr1 uyarmasinin
sebep olabilecegini gosterir. Bu bilgiyi elde etmemize aracilk etmesine ragmen
mikrodiyaliz yontemleri glitamat konsantrasyonunun ekstraseliler ortamdaki kontrolsiiz
artismin - geri tagsmma zaaflarmdan mu yoksa glutamatin ekstraseliiler ortama asir1
salglanmasindan (veya enerji metabolizmasi1 bozukluguna bagh szmasmdan) mi
kaynaklandig1 hususunda aydmlatic1 veriler {iretememektedir. Yukarida belirttigimiz
sebeple bir saniyeden daha kisa bir siire icerisinde (minimum 100 ms, mikrodiyaliz
yontemleri i¢in i¢in bu siire 5-20 dakikadir) meydana gelen konsantrasyon degisikliklerini
tespit edebime kabiliyetine sahip ve mikroelektrotlar {izerine implante edilebilen
mikropipetler vasttastyla deney bolgesine disaridan enjekte edilen glutamatin  da
dinamiklerinin ve dolaysiyla glutamat tasiyicilarinin  aktiflik  derecelermin  test
edilebilmesine  olanak tanyan in-vivo Vvoltametrik metot bu tez c¢alsmasinin
gerceklestirilmesinde tercih edilmistir. In-vivo voltametri, 200 um ve daha biiyik captaki
problarm kullanildig1 mikrodiyaliz yontemlerine kiyasla, 1-30 um g¢apmdaki problarla
cahymaya imkan sagladigi ve dolaysiyla daha az doku hasarma sebep oldugu icin de
mikrodiyaliz yontemlerine Ustiinliik arz eder.

Son yirmi bes yil icerisinde AKY ve AKY sonucu gelisen hiperamonyemi ile
glutamatin artan ekstraseliler konsantrasyonlar1 arasmdaki dogrudan iliski kuran ok
sayida mikrodiyaliz cahsmas1 yapimstir.32-37. 128 Bunlarin arasmda beyin dokusunda
meydana gelen glutamatin  ekstraseliler konsantrasyon artisma beyin dokusundaki
yetersiz detoksifikasyon kapasitesi nedeniyle burada toksik diizeylere ulasan amonyagin
intraseliiler pH'y1 ve buna bagh olarak hiicre i¢i Ca?* konsantrasyonunu artwmasi ile
gelisen asm salglanmasinin neden oldugunu destekleyen calsmalar bulunmaktadir.229
Ancak bu cahgmalar geri tasima sistemlerinin zaafiyete ugrayp ugramadigi konusunda

bizlere yeterince fikir vermemektedir. Bu sebeple tez cahlsmamizda glutamati astroglialara

38



geri tagtyan mekanizmalarin AKY'ye bagh hiperamonyemi tablosunda ne kadar efektif
calistig1 da test edilmistir. Bunun i¢in denek beymlerinde bulunan ve HE ile iliskili g
bolgeye (CA3, Gp, Cpu) mikropipet aracthg ile enjekte ettigimiz 200 nM
konsantrasyonunda glutamatin ekstraseliiler kompartmandan uzaklastirilma siireleri
gozlenmis ve gbzlem sonucunda intakt deneklerde yukarida bahsedilen bolgelerdeki
enjekte edilen eksojen glutamatin %80'min ekstraseliiler kompartmandan drene edilme
stireleri (t80) swastyla 4.08 sn., 4.17 sn. ve 3.35 sn. olarak tespit edilmistir. Daha &nce
yapilmig ve KCl ile beynin farkh bdlgelerinde glutamat sagilanmasinin indiiklenip t80
stirelerinin test edildigi (3.5 - 9.0 sn.) in-vivo voltametrik bir ¢cahsma ile elde ettigimiz
sonuglar paralellik arz eder.!3° TAA ile AKY'yi indiikledigimiz ratlarda ise bu siireler ayni
bolgeler (CA3, Gp, Cpu) icin 54.29 sn., 24.35sn. ve 48.07 sn. ile neredeyse on kat uzamig
olarak Ol¢limiistlir. Bu durum hiperamonyemi ile glutamat tastyicisi sayilarinda meydana
gelen transkripsiyon®®: 81 ve ekspresyon®? diizeyindeki ve glutamat tasiyicisi
aktivitelerindeki azalmay1’’-"® ispat eden ¢ahsmalar1 destekler. Glutamat tastyicilarinin
sayt ve aktivitelerini artwrdigi bilinen!® 19 minosiklin ile tedavi edimis AKY'li
deneklerde ise bu siirelerin, yine swasiyla 3.55 sn., 4.78 sn. ve 3.00 sn. ile, intakt gruba
oldukga yaklagsmasi tasityic1 sayisindaki azalma ile geri tasmma yetersizligi arasmdaki
ilntiyi isaret etmektedir. Minosiklin'in ndropatik ratlarda bozulmus glial glutamat geri
almmi GLT-1 ekspresyonunu artrmak suretiyle diizelttigini gdsteren ¢ahsmalarl®4. 105
minosiklin'in HE'li ratlarda meydana gelen glutamat geri alm zaaflarim1 yine GLT-1
ekspresyonunu ve/veya aktivitesini artrmak suretiyle diizenledigini isaret eder. Hipoksiye
maruz brakian yeni dogmus ratlarda gelisen noéroinflamasyonun ve kognitif arazlarin
EAAT2 ekspresyon diizeylerini artran mmosiklin ile diizeltilebilecegini gdsteren pre-

klinik ¢ahsma da bu goriisii desteklemektedir.13! Ileri asamada yapilacak ve serebral
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glutamat tastyicis1 diizeylerinin tespit edilecegi bir Western blot ¢ahsmasi ile geri alimda
gerceklesen bu iyllesmenin tastyic1 sentezindeki artisa bagh olup olmadigi test edilebilir.

Daha 6nce yapilan HE ¢alismalarinin ¢ogunda duyusal veya motor davranig testleri
hi¢ yapiimamis!32-135 veya deneklerde HE'in indiikklendigine kanaat getirilmesi igin

6  Cabsmamizda modelin ne

sadece onlarm bilingsiz hale gelmeleri beklenmistir.3
derecede olusturulabildiginin ve uygulanan tedavi rejiminin ne derecede etkin oldugunun
tespit edilebilmesi ancak bu testlerin model olusturulmadan once, model olusturulduktan
sonra ve tedavi uygulandiktan sonra gergeklestirilip elde edilen verilerin mukayesesi ile
miimkiin oldugundan, her ne kadar msanlar iizerinde HEmin derecesini tespit etmek i¢in
uygulanan testler ile bire bir aymt olmasa da, denekler deney oOncesinde ve tedavi
sonrasmda lokomotor davranmig testlerine tabi tutulmustur. HEmin insanlarda siddeti,
onemsiz derecedeki farkimdalikk zaaflarindan mental durumun test edilemez hale geldigi
koma halne kadar genis bir yelpazede smiflandirilabilmektedir. HEnin deney
hayvanlarinda indiiklenip indikklenmedigini ve/veya indikklenen HE'nin derinligini tespit
etmek maksadiyla simdiye kadar birgok subjektif metod ve smiflama yOntemi
kullanilmistir. Ornegin Michalak ve ark. yaptklar1 cabsmada HE'li ratlarm sirtiistii yatar
pozisyondan normal pozisyona geg¢meyi basaramadiklar1 evreyi prekoma ve ratlardan 11k
refleksini alamadiklar1 evreyi koma evresi olarak kabul etmiglerdir.3® Ratlar {izerinde
gerceklestirilen baz diger cahsmalarda bu basit testin yanm swra geri ¢ekme refleksi, sesle
wkilme refleksi, kafa sallama refleksi ve korneal reflekslerin degerlendirildigi bir takim
davranis testleri de uygulanmis ve elde edilen veriler skorlanarak indiikklenen HE; 1., 2.,
3. ve 4. evre olarak smiflandrilmistir.’3” Bu tez ¢ahsmasinda, bahsettiSimiz subjektif
testlere kiyasla daha ¢ok sayida veriyi elde etmek, degerlendrmek ve gozlemci hatalari

dolaysiyla ortaya c¢ikacak hatah sonuglari bertaraf etmek maksadiyla deneklerin

lokomotor aktiviteleri 6zel takip kafeslerinde infrared ismlar yardmuyla, horizontal,

40



ambulatuar ve vertikal hareketler icin harcadiklar1 zamanlar tespit edimek suretiyle 30
dakika boyunca kayit altma almmistir. Giin icerisinde deneklerin hareketliliklerindek i
degisikliklerden dolayr olusabilecek hatali Olgiimlerin Oniine gegebilmek maksadiyla
gliniin aym saatlerinde gergeklestirilen lokomotor aktivite testleri sonucunda HE'li deney
grubunda stereotipik hareketler igin harcanan siirenin (70.71 sn. + 6.79 sn.) intakt grupla
(122.65 sn. £ 15.46 sn.) mukayese edildiginde yari yariya kisaldigi ve mmosiklin tedavisi
ile bu siirenin intakt grupla esitlendigi (112.57 sn. = 39.74 sn.) gozlemlenmistir. Benzer
sekilde HE'li deney grubunun ambulatuar hareketler i¢in harcadigi siireler (87.64 sn. +
49.74 sn.) intakt gruptakilere kiyasla (144.95 sn. = 4.81 sn.) yar yariya kisalirken
minosiklin tedavisi ile intakt gruptakilerle (144.63 sn. = 27.03 sn.) esit hale gelmistir.
Safra yolu baglama (SYB), portokaval anastamoz (PKA) ve portokaval sant (PKS) ile
mndiklenen KC yetmezligi modelleri lizerinde yapilan diger c¢ahsmalarda da sham
gruplarinda lokomotor performansin diistiigii gozlenmistir.138-140 PK'S uygulanan KY'li
ratlarla yapilan bir ¢aligma ile substantia nigra'da ekstraseliler GABA konsantrasyonlar1
sabit kalrken glutamat konsantrasyonlarmin arttifi ve substantia nigra'da artan glutamat
konsantrasyonlar1 ile lokomotor performans arasmda negatif bir korelasyon bulundugu da
tespit edimistir.13® Bu durum, KY'li ratlarda gelisen hipolokomosyon, gerceklestirdigimiz
tez cablsmasinda gozlemledigimiz glutamat tastyicis1 zaaflar1 dolayisiyla glutamatin geri
alminda yasanan arazlar ile agiklanabilmektedir. Bir mGluR1 blokeri olan 7-hidroksi
iminosiklopropan[b]kromen-1a-karboksilikasit etilester (CPCCOEt) ile muamele etmis
KY'li ratlarda hipolokomosyonun normallestiginin gosterilmesi bozulan lokomotor
performansmn bu reseptorlerin artan ekstraseliler glutamat konsantrasyonlar1 sonucu
gelisen asm aktivasyonlarina bagh oldugunu gostermektedir. Ayrica mGluR1
reseptorlerinin (s)-3,5-dihidroksifenilglisin (DHPG) ile asir1 aktivasyonunun hem kontrol

grubunda ve hem de PKS grubunda lokomotor performansi diisirmesi bu hipotezi
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desteklemektedir.13° Tez cahlsmamizda bozulan lokomotor aktivitenin minosiklin tedavisi
sayesinde bliylik Olclide diizeltilebilmesi minosiklinin glutamat transporter zaaflarini
azaltarak ve (thtimaldir ki) mGluR1 reseptorlerini bloke ederek ve/veya mGluR1 sentezini
baskilayarak etki gosterdifine isaret eder.

Tez cahsmamizda kullanilan ve TAA ile HEnin indiklendigi deneysel model,
msanlarda gelisen AKY ile hepatoseliler nekroza, koprii nekrozuna ve lenfosit
infiltrasyonuna yol agmasi yoniiyle paralellik arz etmesi, bu modelde kan-beyin
bariyerinin yapisal degisiklige ugramamasi ve bu sayede astrositlerin néromodiilator
fonksiyonlarinda meydana gelen degisiklikler ille HE'nin progresyonu arasmdaki iligkinin
tespitini miimkiin kilmas1 nedeniyle diger modellere {istiinliik arz eder.'#! Bununla birlikte
bu modelin AKY sonucu gelisen HEmin davranigsal ve elektroensefalografik (EEG)
degisikliklerini tam olarak taklit ediyor olmasi da bizi tez cahsmamzda TAA ile
olusturulan deneysel HE modelini tercih etmeye yonlendirmistir.24? Bununla birlikte
TAA'nn lokomotor aktivite ve EEG iizerindeki indirekt etkilerinin indikledigi
hiperamonyemi ile yakmndan iliskili olduguna dair elimizde cok sayida veri mevcut iken
toksik metabolitleri ile indikledigi muhtemel direkt nérotoksik etkilerinin mekanizmasi
hakkmnda pek az bilgiye sahibiz.14® Dolaysiyla bu cahsmada TAA ve metabolitlerinin

direkt norotoksik etkileri g6z ardi edimistir.

6. SONUC VE ONERILER

Elde ettigimiz veriler ekstraseliler ortamdan glialara ger¢eklesen bozulmus
glutamat tagmimini diizeltme potansiyeline sahip diger tedavilerin de HE progresyonun
yavaglatilmasinda ve HE semptomlarinin iyilestirilmesinde faydali olabilece gini

gostermektedir. Bozulmus glutamat transportu GLT-1 ekspresyonunu ve/veya GLT-1
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aktvitesini artrmak suretiyle farkl ila¢ veya ilag kombinasyonlar: ile diizeltilebilir. Kan-
beyin bariyerini asabilme kabiliyetine sahip [-laktam antibiyotikler bu amagla
degerlendirilebilecek en 6nemli ila¢ grubudur. Bu gruptan transkripsiyon diizeyinde GLT -
1 ekspresyonunu indiikledigi''! ve buna bagh olarak iskemik toleransi artirdig,114 144-146
eksitotoksik inflamatuar hasari azalttigi'4’ ve 6-hidroksi dopaminin enjeksiyonu yapilmis
ratlarda dopaminerjik néronlar1 ve motor aktiviteyi korudugu bilinen!4® ve kan-beyin
bariyerini asabilen seftriakson HE'de terapdtik etkinlik vadeden belki de en onemli ilagtir.
Bir B-laktamaz inhibitorii olan ve GLT-1 ekspresyonunu upregiile etmek suretiyle serebral
iskemide piramidal noronlar1 korudugu bilinen sulbaktam!4® da iizerinde ileri ¢ahsmalar
yapilmas1 gereken ilaglardandir. GLT-1 aktivitesini artwrdig1 bilinen ve klinik ve pre-klinik
cahsmalarda néroprotektif etkinligi gosterilmis bir dstrojen olan estradiolin'®® ve GLT-1
ekspresyonunu artrdig1  gdsterilmis bir dstrojen reseptor antagonisti olan tamoksifent>?
HE tedavisinde umut vadetmektedir. Amitriptilin ise EAAT2 ekspresyonunu indiikkledigi
ve noropatikk agrida mekanik allodiniyi baskilayabildigi tespit edimis,’®? yine HE

tedavisinde terapotik etkinlik gosterebilecek onemli bir trisiklik antidepresandir.
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