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1. GIRIS

Merkezi sinir sistemi {izerindeki metabolik kaynakli hasarlar norolojik
hastaliklarin genis bir boliimiinden sorumludur. Bunlarin arasinda hepatik
ensefalopati; ciddi bir klinik sendromdur. Karaciger hasar1 sonucu artan amonyak
diizeyi norolojik fonksiyonlar zayiflatarak koma ve oliime neden olabilir (1).
Beyinde amonyak konsantrasyonunun artmasi hem beyin metabolizmasinda hem

de norotransmisyonda degisiklikler meydana getirir (2).

Viicutta amonyak birikmesi sonucu olusan hiperamonyum durumunun
neden oldugu serebral hasarla ilgili molekiiler mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir. Ancak, glutamat reseptorlerinin  NMDA alt tipinin asirt
aktivasyonuyla meydana gelen oksidatif stresin, hiperamonyemik norotoksisiteden
sorumlu mekanizmada ©nemli bir rol oynayabilecegi rapor edilmistir (3).
Hiperamoyemik kosullarda artan NMDA reseptor aktivitesinin néronal 6liimiin bir
nedeni oldugu ileri siiriilmiistiir. NMDA reseptor aktivitesinin artmasi, hiicre
icerisine kalsiyum girisinin artmasiyla sonuclanir. Hiicre ici konsantrasyonu artan
kalsiyum, ATP sentezinin ve dolayisiyla mitokondri membran potansiyeninin
bozulmasina yol agar. Bu durum, serbest radikal iiretiminin artmasina yol acan

mitokondriyal elektron transport zincir degisimleriyle sonuglanir (4).

Tioasetamid (TAA), secici bir hepatotoksindir. Uygulandiktan sonra kisa
bir zaman periyodu igerisinde karaciger yetmezlig§i meydana getirdigi
bilinmektedir. Tioasetamid karacigerdeki karisik fonksiyonlu oksidaz sistem
tarafindan asetamid ve tioasetamid-S-oksit’e metabolize olur. Asetamid
karacigerde nekroz olusturma o zelliklerine sahip degilken tioasetamid-S-oksit
sitokrom P-450 monooksijenaz tarafindan kismen de olsa siilfen’e ve tioasetamid-
S-dioksit’e metabolize edilir. Tioasetamid-S-dioksit son derece reaktif bir
molekiildiir. Onun karacigerde doku makromolekiillerine baglanmasi hepatik

nekroza, hyperamonyemiye ve oksidatif strese neden olur (23).

Kafeik asit fenetilester (CAPE) propolis kaynakli bir molekiildiir.

CAPE’nin bir ¢ok doku iizerine olan oksidan hasar1 dnleyici etkisi gosterilmistir.
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Ayrica, CAPE noéronal dokularda meydana gelen hasarlarda da basarili etkiler
gostermistir. Pentilenetetrazol ile indiiklenen epilepsi modelinde néronal oksidan
hasari CAPE tedavisinin engelledigi bildirilmistir (5). Fadillioglu ve ark.
doksorubisin ile indiiklenen beyin hasarinda CAPE’nin koruyucu etkisinin

oldugunu tespit etmisledir (6).

Bizde calismamizda deneysel olusturulan hepatik ensefalopatili hayvan
modelinde ortaya c¢ikan noronal oksidan hasarin CAPE ile Onlenip

onlenemeyecegini arastirdik.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. HEPATIK ENSEFALOPATI

Hepatik ensefalopati; siroz, viral hepatit, ilag toksisitesi, hepatotoksinlere
maruz kalma ve porto-sistemik sant olusumu gibi nedenlerden kaynaklanan
noropsikiyatrik bir sendromdur. Ure dongiisii bozukluklari, reye sendromu,
valproate toksisitesi ve idiyopatik hiperamonyemi gibi cesitli hiperamonyemik
kosullar kadar amonyak da hepatik ensefalopatide yaygin bir etiyolojik faktordiir
(7). Hepatik ensefalopati, sirkadiyan ritim degisikliklerinden entelektiiel
fonksiyon, biling ve ndromiiskiiler koordinasyondaki degisikliklere kadar olan
noropsikiyatrik bozukluklarin genis bir boliimiiyle ilgilidir (31). Molekiiler
diizeyde hepatik ensefalopati; glutamaterjik fonksiyon kayiplari, hiicresel
kalsiyum homeostasisinin bozulmasi ve serbest radikallerin (6zellikle siiper oksit
radikalinin) olusumuyla iligkilidir (46). Amonyak toksisitesinin mekanizmasi tam
olarak anlagilamamakla birlikte olas1 toksik etkilerinin sunlar olabilecegi

diistiniilmektedir;

1-) Biyoenerjetiklerde degisiklikler

2-) Elektrofizyolojik etkiler

3-) Norotransmitter fonksiyonlarinda bozuklukluklar

4-) Enerji metabolizmasinda gorev yapan enzimlerin aktiviterinde degisiklikler

5-) Oksidatif stres (7)

Yiiksek konsantrasyonlarda amonyak beyin kan akimimin ve glukoz
metabolizmasinin bozulmasina yol acar. Yiiklii partikiil olan NH4" (amonyum
iyonu) kan beyin bariyerini gecemezken NHj3 kan beyin bariyerini gecebilir (43).
Hiperamonyemi durumunda olusan serbest radikal iiretiminin mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. Serbest radikal iiretiminin NMDA reseptorlerinin
aktivasyonuyla gerceklestigi diisiiniilmektedir. Amonyagin neden oldugu
mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin reaktif oksijen tiirlerinin kaynagi

olabilecegini gosteren kanitlar vardir (8). Oksidatif stres, hepatik ensefalopatide ve
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amonyak norotoksisitesinde 6ne ¢ikan bir kavramdir. Amonyagin merkezi sinir
sistemi iizerindeki tahrip edici etkisinde nitrosative stres kadar oksidatif stresin de
potansiyel katkisimin oldugu son zamanlarda ileri siiriilmektedir. Amonyagin
patofizyolojik konsantrasyonlarina maruz kalan kiiltiire alinmig astrositlerde
yapilan son ¢aligmalar serbest radikal olusumunun arttigin1 gostermektedir ve akut
amonyak toksisiteli hayvan modellerinde siiper oksit iiretiminin arttigi, cesitli
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin azaldig1 gosterilmistir (9). Oksidatif stresin
bir sonucu, mitokondri i¢ membraninda kalsiyuma bagimli bir islemle gerceklesen
ve gecirgenligi degismis porlarin acilmasiyla karekterize olan mitokondiral
permeabilite degisiklikleridir. Bu olay, mitokondri i¢ membraninin 1500
daltondan kii¢iik olan metabolitlere olan gecirgenliginin artmasi ve mitokondri i¢
membran potansiyelinin bozulmasiyla sonuglanir. Mitokondriyal i¢ membran

potansiyelinin bozulmasi asagidaki durumlarin olugmasina yol agar;

1-) Mitokondriyal kolloid matrikste osmotik sigsme
2-) Metabolitlerin i¢ membran boyunca hareketi
3-) Oksidatif fosforilasyonun bozulmasi

4-) ATP sentezinin durmasi

5-) Reaktif oksijen tiirlerinin olugmasi (9)

Amonyak, protein ve nitrojen bilesiklerinin katabolik bir triiniidiir ve
memeliler ve insanlarda olusturulur. Yiiksek konsantrasyonlarda amonyak
norotoksiktir. Merkezi sinir sisteminin fonksiyonlarim etkileyerek koma ve 6liime
yol acar. Amonyagin karaciger tarafindan yetersiz uzaklastirilmasi ve portakaval
sant’tan kaynaklanan hiperamonyemi, beyinde amonyak diizeyinin artmasina yol
acar ve hepatik ensefalopatinin olusmasindan sorumludur. Amonyak toksisitesi
mitokondriyal fonksiyonu zayiflatarak ATP sentezinin azalmasina ve ayni
zamanda serbest radikal olusumunun artmasina yol acar. Amonyagin ana toksik
etkileri hiicresel pH’y1 degistirmesi ve ozellikle a-ketoglutarat gibi sitrik asit
dongiisiiniin bazi ara iiriinlerini tiiketmesidir. Farelerde uzun siire devam eden
hiperamonyeminin karaciger ve beyinde, oksidatif stres durumunu yansitan lipid

peroksidasyonunu arttirdigi rapor edilmistir (10). Artmis kan ve beyin amonyak



diizeylerinin cerebral fonksiyonlardaki zayiflamayla iligkili oldugu bilinmektedir.
Amonyak toksisitesinin, konjenital iire dongiisii bozukluklari, reye sendromu,
siroz ve fulminant hepatik yetmezlik gibi karaciger rahatsizliklarinda serebral
fonksiyon bozukluklarina yol acan baglica faktér olduguna inanilmaktadir.
Astrositler tarafindan glutamat alimi, klor transporteri, Na-K-ATPaz ve cerebral
kolinesteraz ~ gibi  beyinde membranlarla iliskili bazi  fonksiyonlarin
hiperamonyemik durum boyunca degistigi rapor edilmistir (11). Hepatik

ensefalopatininin olusumundan sorumlu oldugu diisiiniilen toksinler sunlardir:

1-) Amonyak
2-) Sinerjistik toksinler: Merkaptanlar, fenoller, kisa zincirli yag asitleri

3-) Norotransmitterler: Aromatik amino asitlerin artisi ve dallanmus zincirli

amino asitlerin azalis1 arasindaki dengesizlik

14

4-) GABA/endojen benzodiazepinler
5-) Sitokinler: TNF- o, interlokin-1f, interlokin-6 (12)
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Sekil 1. Normal bir insanda ve karaciger yetmezligi durumunda viicuttaki amonyak metabolizmasi
(13) (Liver failure; karaciger yetmezligi, Gu.t.; Baglrsak., Blood; Kan, Brain; Beyin, Liver;
Karaciger, Muscle; Kas, Kidney; Bobrek, Urea; Ure, Urine; Idrar)

Sirozlu hastalarda, dallanmis zincirli amino asitler (valin, 16sin, izol6sin)
kanda azalirken aromatik aminoasitler (fenilalanin, tirozin) artar. Dallanmis
zincirli aminoasitlerdeki azalig onlarin kas dokusunda amonyagin uzaklastirilmast
icin kullamilmalariyla aciklanabilir. Aromatik aminoasitlerdeki artis, karacigerin

onlan yetersiz uzaklastirmasi nedeniyle olabilir (43).

Hepatik ensefalopatinin nedenleri; amonyagi da iceren bagirsak kokenli
toksinlerin porto-sistemik sant olusumu ya da karaciger fonksiyonunun
zayiflamas1 nedeniyle dolasimda artis1 ve kandaki aminoasit dengesizligidir. Bu
toksinlerin beyin hiicrelerine direk olarak zarar verdigi, norotransmitterleri ve bu

norotransmittrelerin beyindeki reseptorlerini degistirerek bili¢c diizeyini bozdugu
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rapor edilmistir. Hepatik ensefalopati ile ilgili faktorler temel olarak bagirsaklarda
olugmaktadir ve biiyiik klinik 6neme sahiptir. Proteinli besinler ve gastrointestinal
kanamadan kaynaklanan nitrojenli bilesikler bu toksinlerden ¢ogunun onciiliidiir.
Amonyak gibi toksik maddelerin uzun siireli birikimi onlara olan duyarlilig

arttirir ve sirozda oldugu gibi kolaylikla ensefalopatiye neden olur (43).

Hiperamonyum disinda bazi norotransmitter sistemlerinin de hepatik
ensefalopatinin gelisimiyle ilgili oldugu bulunmustur. Bu ndérotransmitter
sistemleri arasinda GABA-erjik, opioderjik ve serotonerjik sistemler
bulunmaktadir. Hiperamonyumun GABA-erjik norotransmisyonu etkiledigi
bulunmustur. Akut karaciger yetmezligi olan hayvanlarin beyinlerinde opioid
peptidlerin diizeyinin arttigi bulunmustur. Hepatik ensefalopatili hayvanlara,
benzodiazepin reseptdr antagonisti olan flumazenilin uygulanmasi norolojik
fonksiyonlarda iyilesme ile sonu¢lanmistir. (33). Deney hayvanlariyla yapilan
calismalar, portacaval anastomosisli ratlarda dopaminerjik, serotoninerjik ve
histaminerjik sistemlerde ©nemli degismeler oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Ozellikle de beyin biyojenik amin nérotransmitter sistemlerinde segici
degisimlerin hepatik ensefalopatinin patogenezinde dnemli oldugu vurgulanmistir.
Hepatik ensefalopatili hastalarda goriilen uyku ve sirkadiyen ritim bozukluklart
serotoninerjik ~ ve  histaminerjik  norotransmisyondaki  bozukluklardan
kaynaklanirken motor fonksiyonlardaki bozuklukluklarin dopaminerjik sistemdeki
kayiplardan kaynaklandigi ifade edilmektedir (45). Hepatik ensefalopatide,
serebrospinal s1vidaki yag asidi kompozisyonundaki degismelerle birlikte, serebral
korteksten alinan beyin homojenatlarinda lipid kompozisyonunun degistigi ortaya

cikarilmistir (34).

2.2. HEPATIK ENSEFALOPATININ PATOGENEZi

Hepatik ensefalopatinin patogenezini aciklamaya yonelik cesitli teoriler

degisik zamanlarda kabul gormiisse de halen patogenezin aciklanmasinda tatmin



edici bir noktaya ulagilamamistir. Giintimiizde patogenezde rolii oldugu diisiiniilen

faktorler 4 ana grupta toplanabilir:

1. Kan-Beyin bariyerindeki degisiklikler: Hepatik ensefalopatili hastalarda
kan beyin bariyerinde notral aminoasitlerin artmis, bazik aminoasitlerin

azalmis transportuna yol acan fonksiyonel bir yetersizlik vardir.

2. Enerji metabolizmasindaki degisiklikler: Hepatik ensefalopatili hastalarda
beyin kan akimi azalmis, glukoz ve oksijen tiiketimi diigmiistiir. Pozitron
emisyon tomografisinde beyin kan akimindaki degisiklikler ile
noropsikolojik fonksiyon bozuklugunun siddeti arasinda iliski bulundugu
saptanmistir. Ancak bu degisiklikler muhtemelen hepatik ensefalopatinin
sebebi olmaktan cok genel merkezi sinir sistemi depresyonunun bir

sonucudur.

3. Barsak kaynaklh faktorler: Tarih boyunca hepatik ensefalopati ile ilgili
olarak iizerinde en ¢ok durulmus olan faktor amonyaktir. Plazma amonyak
diizeyindeki akut artigin etkileri hem klinik olarak hem de deneysel olarak
kronik artisin etkilerinden ayirtedilebilir. Amonyagin su sekilde etki ettigi

diistiniilmektedir:

- Amonyak MSS depresyonu yapan klor kanallarini inhibe etmektedir.

- Amonyak alfa-ketoglutarat ile birleserek, beyinde sitrik asit dongiisiiniin
substratlarimi azaltarak enerji eldesini bozmaktadir.

- Amonyak, glutamatla birleserek glutamini meydana getirmekte ve malat-
aspartat mekigini bozup enerji metabolizmasimi etkiledigi gibi beyinde
eksitatuar norotransmitter olarak gorev yapan glutamatinda azalmasina yol
acmaktadir.

- Beyinde, serotonin dahil pek ¢cok ndroaktif mediatoriin yapiminda substrat
olan triptofanin beyne gecisi amonyak tarafindan kolaylastirilmaktadir.
Serotonin  prokiirsorii  olan triptofanin  kandan beyine transportu

hiperamonyumlu beyinde artar.



we o

4. Beyindeki norotransmisyonda degisiklikler: Beynin optimum c¢alismasi
ancak eksitator ve inhibitor norotransmisyon arasinda bir denge

bulundugunda miimkiin olur (14).
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Sekil 2. Hepatik ensefalopatinin patogeneziyle ilgili faktorlerin sematik gosterimi (48) (Alteration

in neurotransmission; Norotransmisyondaki degisiklikler, GABA; Gama amino biitirik asit, Gut
derived neurotoxins; Bagirsak kaynakli norotoksinler, BCAA; Dallanmis zincirli amino asitler,
AAA; Aromatik amino asitler, Intestine; Bagirsak, Ammonia; Amonyak, Altered
neurotransmission; Norotransmisyonda degisme, Increased brain water; Beyin suyunun artmasi,
Altered gene expression; Gen expresyonunun degismesi, Brain energy failure; Beyin enerji
yetmezligi, Functional disturbance of the blood brain barrier; Kan beyin bariyerinin fonksiyonel
bozuklugu)
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2.2.1. Hiperamonyemi

Hepatik ensefalopatide meydana gelen norolojik degisimlere katkida
bulunan ana faktorlerden birinin hiperamonyemi oldugunu gosteren bir dizi kanit
vardir.  Hiperamonyemi  norotransmisyonla  ilgili  anahtar  proteinlerin
fosforilasyonu iizerinde cesitli etkilere sahiptir. Bu proteinler; mikrotiibiille iliskili
protein (MAP-2), Na'/K'-ATPaz ve NMDA reseptorleridir. Bu proteinlerin
fizyolojik fonksiyonlar1 fosforilasyonla diizenlenir ve hiperamonyemide onlarin
fosforilasyonunun degismesi norotransmisyon bozukluklarina katkida bulunabilir

(S1).

Amonyak, proteinlerin ve diger bilesiklerin normal yikim {iriiniidiir fakat
amonyak yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir ve merkezi sinir sisteminde
fonksiyonel bozukluklara yol acar. Amonyagin toksik etkilerinden sakinmak igin
karacigerde iireye doniistiiriilerek detoksifiye edilir. Ancak karaciger
yetmezliginde amonyak detoksifikasyonu muhtemelen gerceklesmez. Kanda ve
dokularda amonyak diizeyi artarak hiperamonyemiye yol acar. Hiperamonyeminin

iki ana tipi vardir:

1. Kronik hiperamonyemi: Serebral fonksiyonlarda degismelere
yol acan karaciger sirozunda ortaya c¢ikar. Farkh
hiperamonyemik durumlardaki norolojik degisimlerle, karaciger
hastaliklar1 ve hepatik ensefalopatideki norolojik degisimlerin

bazilarindan sorumludur.

2. Akut hiperamonyemi: Hayvanlarin ve insanlarda hizli 6liime
yol acabilen yiiksek konsantrasyondaki amonyak zehirlenmesi
sonucu ortaya ¢ikar. Bu durum akut karaciger yetmezliginde

goriiliir (47).
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2.2.2. Karaciger ve beyin arasindaki iliski

Beynin normal olarak fonksiyon gdrmesi normal karaciger fonksiyonunun
baz1 boliimlerine baghdir. Ornegin karaciger, beynin kendi kendine iiretemedigi
bazi besinleri saglar. Karaciger aym1 zamanda beyin hiicrelerine zarar veren
norotoksinleri kandan temizler. Beyin kan damarlarimin bir 6zelligi, cogu
maddenin kandan beyin dokusuna gecisini 6nlemektir. Her ne kadar beyin ¢ogu
norotoksik maddeden kan-beyin bariyeri sayesinde korunsa da bazi1 norotoksinler
bu bariyeri gecebilirler. Bu maddeler (amonyak, manganez ve diger kimyasallar),
karaciger tarafindan kandan etkili bir bicimde uzaklastirilmadiklar siirece beyine

girebilirler (15).

2.2.3. Akut (fulminant) karaciger yetmezligi

Karaciger yetmezligi esnasinda biiyiilk miktarda amonyak sistemik
dolagima girer ve sistemik dolasimdaki amonyak merkezi sinir sistemine gecebilir.
Merkezi sinir sistemi de ayni zamanda amonyak olusturabilir. Lokal olarak
olusturulan bu amonyak eger metabolize edilmezse ya da serebrospinal siviya
verilmezse noronal fonksiyonlar1 zayiflatabilir. Merkezi sinir sistemi karbamoil-
fosfat sentaz ve ornitin transkarbamilaz enzimlerinden yoksun oldugu ig¢in
amonyag1 iireye doniistiremez. Merkezi sinir sisteminde amonyak, glutamin

sentetaz enzimi vasitasiyla glutamine metabolize edilir (32).

2.2.4. Akut karaciger yetmezliginin nedenleri

1. infeksiyonlar: Hepatit A,B,C,E, sitomegaloviriis, herpes simpleks viriisii,
Epstein-Barr viriisii, varisella

2. Tdlaclar: Parasetamol (asetoaminofen), isoniazid, monoamino oksidaz
inhibitorleri (MAOIs), non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglar (NSAIDs),
halothan, ecstasy, gold, fentoin)

3. Metabolik: Wilson hastaligi, Reye sendromu

Kardiovaskiiler: Budd-Chiari sendromu, iskemik hepatit
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5. Miscellaneous: Hamileligin akut yagh karacigeri, lenfoma, Amanita

phalloides, t1ibbi bitkiler (16)

2.2.5. Beyinde amonyak ve glutamat etkilesimi

Amonyak kan-beyin bariyerini NHj3 olarak difiizyonla gecer. Beyinde
amonyak glutamin sentetaz enziminin katalizorliigiinde glutamine dondistiiriiliir.
Bu enzim astrositlerde lokalize olmustur. Diger taraftan, glutaminin
deaminasyonundan ve glutamat norotransmitter havuzunun yenilenmesinden
sorumlu enzim olan glutaminaz ise sinir terminalinde lokalize olmustur.
Presinaptik  sinir terminalinden salinan glutamat perindronal astrositler
tarafindan almir ve buradaki glutamin sentetaz ile glutamine doniistiiriilerek
inaktif edilir. Olusan glutaminin bir kismi glutamat transmitterinin onciilii olarak
sinir terminaline verilir. Glutamat-glutamin dongiisiiniin bir turu bir molekiil

NHj’iin astrositten norona hareketi ile sonuclanir (17).

Amonyak glutamaterjik transmisyonu baskilayarak, glutamat salinimini
ve alintmim inhibe ederek ve beyin enerji metabolizmasini degistirmek suretiyle
beyin fonksiyonlan iizerinde komplek etkiler olusturur. Glutamat aliniminin
inhibisyonunun glutamat transporterlerinin ekspresyonunun azalmasindan
kaynaklandig diistiniilmektedir. Amonyak ayni zamanda NMDA reseptorleri

tarafindan mediate edilen cevaplan kolaylastirmaktadir (32).
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Sekil 3. Glutamaterjik sinapsin basitlestirilmis gosterimi (17) (Astrocyte; Astrosit, PRE;
Presinaptik noron, POST; Postsinaptik néron, GS; Glutamin sentataz, GLNase; Glutaminaz,

NMDA; N-metil D- aspartat reseptorii, GLT-1; Glutamat transporteri-1)

2.2.6. Amoyagin beyin glutamat sistemiyle etkilesimi

1. Amonyak glutamatla mediate edilen eksitator norotransmisyon iizerinde
direk bir inhibitor postsinaptik etkiye sahiptir.

2. Amonyak yiiksek affiniteli glutamat transporterlerini idrek bir etkiyle inhibe
eder.
Amonyak NMDA reseptorlerinin asir1 bicimde aktive olmasina neden olur.
Akut hiperamonyemi, NMDA reseptoriiniin mediate ettigi nitrik oksit-cGMP
sinyal iletim yolagini aktive eder.

5. Akut hiperamonyemi, NMDA reseptorleri tarafindan mediate edilen bir etki
ile serebral enerji metabolizmasini zayiflatir.

6. Akut hiperamonyemi, NMDA reseptorleri tarafindan mediate edilen

eksitotoksik noronal hiicre dliimiine neden olur (17).
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Sekil 4. Amonyak tarafindan NMDA reseptorlerinin aktivasyonu (17) (NMDAr; N-metil D-
aspartat reseptorii, NOS; Nitrik oksit sentetaz, L-Arg; L-Arjinin, NO; Nitrik oksit, Soluble
guanylyl cyclase; Coziiniir guanil siklaz, cGMP; Siklik guanozin mono fosfat)

2.2.7. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu

NMDA  reseptorlerinin  amonyak tarafindan  aktivasyonu, bu
reseptorlerdeki magnezyum blokajinin uzaklastirilmasi ve hiicre igine kalsiyum
girisi seklinde gerceklestirilir. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu, nitrik oksit
sentazin indiiklenmesi ve nitrik oksit tiretiminin artmasina yol agar. Artan
kalsiyum ve nitrik oksit mitokondriyal fonksiyonun zayiflamasina yol acar. Bu
da reaktif oksijen tiirlerinin artmasina ve enerji yetmezliginin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Nitrik oksit sentazin indiiksiyonu ile olugan nitrik oksit guanil siklaz

tizerinden cGMP’nin sentezini sitimiile eder. Norolojik rahatsizliklarin
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siddetiyle olusan cGMP miktar1 arasinda bir korelasyon oldugu arastiricilar
tarfindan One siiriilmistiir. NO ayrica, norondan astrosite gecerek burada
amonyagi uzaklagtirmaktan sorumlu olan glutamin sentetaz enzimini inhibe eder
(18). Hiperamonyum durumunda bu reseptorlerin aktivasyonu, reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin asir1 iiretimine ve sonug¢ olarak oksidatif strese neden olur.
Mitokondriler, kalsiyum bagimli sinaptik plastisitede onemli bir rol oynar.
Kalsiyum homeostasisinin bozulmasiyla iligkili olan mitokondrial fonksiyon
kayiplari, eksitotoksisitenin ve norodejenerasyonun baglica nedenlerinden biri
olarak kabul edilmektedir (25). Hiperamonyemi, protein kinaz-C (PKC) i¢in
substrat olan bazi noronal proteinlerin fosforilasyonunu degistirir. Bu proteinler
arasinda mikrotiibiillerle iligkili protein (MAP-2), Na-K-ATPaz ve norofilament-
M (NF-M) bulunmaktadir. PKC tarafindan NMDA reseptorlerinin
fosforilasyonunun 1 mM amonyaga maruz kalan noronlarda degisebildigi
gosterilmisgtir. NMDA  reseptor antagonisti olan MKS801’in NMDA
reseptorlerine baglanmast kronik hiperamonyemili sicanlarin  hipokampal
sinaptik membranlarinda ve 1 mM amonyaga maruz birakilan kiiltiirdeki
serebellar noronlarda azalmistir. Bunun nedeni NMDA reseptorlerinin yiizeysel
ekspresyonlarinin azalmasi ve reseptorlerin fonksiyonlarinin zayiflamasidir. Bu
calismalar gostermistir ki hiperamonyemi NMDA reseptorlerinin yiizey
ekspresyonunu ve fosforilasyonunu etkileyerek bu reseptorlerin fonksiyonlarini
degistirebilirler (29). NMDA reseptorleri bir kanal ve agonist ya da
modiilatorlerinin  baglanabilecegi birka¢ bolge bulunduran kompleks bir
molekiildiir. Reseptoriin farkli bolgelerine etki eden farkl bilesiklerin koruyucu
rolleri test edilmistir. Amonyakla indiiklenen hayvan 6liimleri, kanal blokerleri
olarak etki eden NMDA reseptdr antagonistleri (MK-801, ketamin, PCB),
reseptoriin yarigmaci antagonistleri (AP-5, CPP, CGP 40116, CGS 19755) ve
glisin baglanma bolgesine etki ederek reseptor fonksiyonunu inhibe eden
bilesiklerle (etanol, metanol, biitanol) neredeyse tamamen ortadan kaldirilmistir.
Reseptoriin iic farkli bolgesine etki eden 10 farkli reseptdr antagonisti
amonyakla indiiklenen hayvan Oliimlerini ortadan kaldirmistir. Bu bulgular
amonyakla indiiklenen hayvan Oliimlerinin NMDA reseptorlerinin  asir

aktivasyonuyla gerceklestigini dogrulamaktadir (50).
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Sekil 5. NMDA reseptorii tarafindan mediate edilen nitrik oksit (NO)-cGMP sinyal iletim yolag:
(18) (GS; Glutamin sentetaz, EAATSs; Eksitator amino asit transporteri, NMDA-R; N-metil D-
aspartat reseptorii, NOS; Nitrik oksit sentetaz, NO; Nitrik oksit, cGMP; Siklik guanil mono fosfot,
Reactive oxygen species; Reaktif oksijen tiirleri, Energy failure; Enerji yetmezligi)

2.2.8. Amonyagin genler iizerindeki etkileri

Molekiiler biyolojideki aragtirma teknikleri arastiricilara, hepatik
ensefalopatinin gelisiminde amonyagin spesifik etkilerine yeni bakis agcilar
getirmelerine izin vermistir. Bu analizlerle amonyagin baz1 genlerin
ekspresyonunu degistirdigi bulunmustur. Molekiiler yaklagimlar arastiricilara,
hepatik ensefalopatide etkilenen genlerden bazilarimi tespit etme olanagini
kazandirmistir. Bu genler hiicrelerin enerji iiretimi, yapis1 ve diger hiicrelerle olan
etkilesimleri i¢in gerekli olan anahtar beyin proteinlerini kodlar. Bu proteinler

sunlardir:
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1-) Monoamino oksidaz (MAOQO-A): Monoaminler olarak adlandirilan
norotransmitterlerin metabolizmasindan sorumlu bir enzimdir.

2-) Mitokondrial (periferal tip) benzodiazepin reseptorii (PBR): Hiicrelerin
enerji birimleri olarak hizmet goren mitokondrileri c¢evreleyen membranlarda
lokalize olmus bir reseptor proteindir. Bu reseptorler, mitokondrilerin kolesterolii
kolay bir bicimde almalarina yardim eder. Kolesterol daha sonra norosteroidlere
doniistiiriliir.

3-) Noronal nitrik oksit sentaz (nNOS): Son derece reaktif bir molekiil olan
nitrik oksitin (NO) olusumunu saglayan nitrik oksit sentaz enziminin néronlara
0zgii olan formudur.

4-) Glial fibriller asidik protein (GFAP): Astrositlerin yapisin
stirdiirebilmeleri icin gerekli olan bir proteindir. Kronik karaciger yetmezIligi ya da
amonyak maruziyeti GFAP’nin azalmasina yol acar, bu da hepatik ensefalopati

icin karekteristik olan Alzheimer tip II astrositlerin varligiyla iliskilidir (19).

[ L. _'1

Sekil 6. Alzheimer tip II astrositleri (N: Koyu cekirdekli normal astrositler, Alz: Acik ve
genislemis  nukleuslu Alzheimer tip II astrositleri (19)

Karaciger tahribatiyla indiiklenen akut karaciger yetmezli olan ratlarda,
santral sinir sisteminin bazi genlerinin ekspresyonununda degismeler oldugu farkl
goriintiileme tekniklerinin kullanilmasiyla ortaya ¢ikarilmistir. Yapilan calismalar
ekspresyonu degisen genlerin santral sinir sisteminin normal fonksiyonu igin

primer Onemi olan proteinlerle ilgili oldugunu gostermistir. Bu proteinler;
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glutamat transporteri EAAT-2, glisin transporteri GLYT-1, periferal tip
benzodiazepin reseptorii (PTBR), su kanali proteini Aquaporin IV ve glial fibriler
asidik proteindir (GFAP). Sasirtic1 olan, akut karaciger yetmezliginin bir sonucu
olarak diizeylerinde de§isme gozlenen proteinlerin ¢ogunun astrositlerde lokalize

olmasidir (30).

2.2.9. Tioasetamid ve hepatik ensefalopati modeli

Tioasetamid (TAA) secici bir hepatotoksindir ve karaciger yetmezligine
neden oldugu bilinmektedir (23). Tioasetamid, karaciger hasar1 ve karsinogenik
aktivitelere sahip olan ve thio-siilfiir iceren bir bilesiktir. Uygulandiktan kisa siire
sonra karacigerdeki karmasik fonksiyonlu oksidaz sistem tarafindan asetamid ve
tioasetamid-S-oksid’e  metabolize olur. Asetamid karacigerde nekroz
olusturmazken tioasetamid-S-oksid sitokrom P-450 monooksigenaz tarafindan
polar bir bilesik olan olan siilfen’e ve ¢ok reaktif olan tioasetamid-S-dioksid’e
metabolize edilir. Bu metabolitin doku makromolekiillerine baglanmasi hepatik
nekroz olusumundan sorumludur (20). Bu reaktif metabolitin doku
makromolekiillerine baglanmasi ayrica hiperamonyuma ve oksidatif strese neden

olur(23).

2.2.10. Benzodiazepin reseptorleri ve hepatik ensefalopati olusumundaki

rolleri

Hepatik ensefalopatide GABAerjik ndrotransmisyonun artmasindaki
diger bir olas1 mekanizma benzodiazepin reseptorii (BZR) ve ligandlarindaki

degisikliklerle ilgilidir.

Benzodiazepin reseptorii GABA 4 reseptor kompleksinin bir bolimiidiir ve
aktive oldugunda GABAerjik norotransmisyonu arttirir. Hepatik ensefalopatili
hastalarda ve hayvan modellerinde benzodiazepin reseptorlerinin yogunlugunun

arttiglt ve ayn1 zamanda bu reseptorlerin ligand diizeylerinde de degisiklikler
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oldugu rapor edilmistir. Bu bulgular, hepatik ensefalopatide GABAerjik tonusun
artmasinin nedeninin benzodiazepin benzeri ligandlardaki artis olabilecegi fikrini
desteklemektedir (21). Baz1 reseptorlerin ve iyon kanallarinin modiilatorleri olan
norosteroidler, hepatik ensefalopati gibi bazi1 noropsikiyatrik hastaliklarin
patofizyolojisinde ise karigirlar. Bir norosteroid olan allopregnananolone, GABA4
reseptorlerinin pozitif bir alosterik modiilatoriidiir ve GABA4 reseptor mediateli
cevabin siddetlenebildigi hepatik ensefalopatili hastalarin beyilerinde birikebilir

(26).
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Sekil 7. GABA, reseptor kompleksi ve onun modulatér bolgeleri ( benzodiazepinler, etanol,
barbituatlar ve diger maddeler). Benzodiazepin reseptor kompleksi y ve a alt {initelerin birlesme
bolgesindedir (21).

2.2.11. Glutamat transporterleri

Beyindeki ekstraselliiler glutamat diizeyinin artmasi karaciger yetmezligi
ile iliskili hiperamonyemide gozlenmektedir. Karaciger yetmezliginde ve diger
hiperamonyemik patolojilerde meydana gelen amonyagin patofizyolojik birikimi,
glutamaterjik sistemdeki fonksiyonel bozukluklarla iliskilidir. Ornegin portakaval
sant’l1 ratlarin beyinlerindeki NMDA reseptor bolgelerinde bir azalma oldugu
tespit edilmistir. Iskemik karaciger yetmezligi olusturulan ratlardaki

hiperamonyum derecesi ve ndrolojik bozukluklarin derecesiyle ekstraselliiler
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glutamat diizeyinin artis1 arasinda bir korelasyon oldugunu gosteren kanitlar
bulunmaktadir. Boyle bir artisin, noronal hiicreler tarafindan glutamat saliniminin
artmas1 ve noronal hiicreler tarafindan glutamat aliniminin yetersiz olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (49). Noronlar tarafindan salinan glutamatin
sinaptik araliktan uzaklastirilmasi yiiksek affiniteli ve enerji bagimli olan glutamat
tarnsporterleri tarafindan vyiiriitiilir. in vitro ve in vivo calismalar, amonyak
maruziyetinde bu reseptorlerin aktivitesinde ve ekspresyonunda degismelerle
sonuclandigin1  gostermistir.  Astrositler noéronlardan  salinan  glutamatin
sinapslardan uzaklastirilmasinda anahtar bir rol oynar ve bu hiicreler 6n beyinde
yilksek affiniteli glutamat transporterlerinden EAAT-1 ve EAAT-2’yi
bulundururlar. Noronal olarak lokalize olan glutamat reseptoriic EAAT-3, sinir
terminallerinde lokalizasyon gostermez. Bu nedenle bu reseptoriin sinaptik araliga
salinan gutamatin uzaklastirilmasinda biiyiik bir rol oynamadig diisiiniilmektedir.
EAAT-4 serebellar purkinje hiicrelerinde bulunan bir noéronal transporterdir.
EAAT-5 ise retinada bulunmaktadir. Serebral korteks, hipokampus ve orta beyin
gibi beyin dokularinin glutamatin sinapslardan etkili bir bicimde uzaklastirmak
isini genel olarak astrositik transporterler ile yaptiklar1 goriilmektedir (18).
Plazmada normal olarak en fazla bulunan amino asit olan glutamin bazi1 6nemli
metabolik rolere sahiptir. Bunlardan bazilari; intestinal, endotelial ve lenfosit
hiicreleri i¢in bir enerji kaynagi olmasi, endotelial hiicrelerdeki nitrik oksit
sentazin bir regiilatorii olmas1 ve amonyagi periferal dokulardan iireye metbolize
olacag1 yer olan karacigere tasiyan non-toksik bir transporter olmasidir (22).
Amonyaga maruz birakilan kiiltire alinmis astrositlerde glutamat alim
kapasitesinin azaldigi, akut karaciger yetmezIligi olan ratlarin beyinlerinden izole
edilen astrositlerde glutamat alimimin azaldigi ve tioasetamidle indiiklenen
karaciger yetmezligi olan ratlardan alinan sinaptozomlarda glutamat transportunun

azaldig gosterilmistir (49).



30

to CSF

ASTROCYTE

glutamine « glutamine
NH, GS NH,
PRE glutamate glutamate

.

glutamate
P\
POST

Sekil 8. Glutamaterjik sinaps ve astrositik glutamat transporterleri (18) (PRE; Presinaptik noron,
POST; Post sinaptik noron, CSF; Ekstraselliiler sivi, GS; Glutamin sentetaz, EAAT-1, EAAT-2;
Eksitator amino asit transporterleri 1-2, NMDA-R; N-metil D-aspartat reseptorii)

Akut amonyak maruziyeti astrositlerin yapisinda ve spesifik proteinlerinde
degismelere yol acar. Bu degisiklikler; glial fibriler asidik protein, eksitatér amino
asit transporteri (EAAT-2), periferal tip benzodiazepin reseptorii ve glutamin
sentetaz enziminde goriiliir (24). Hiperamonyum altindaki astrositlerin hiicre
iskeletlerinde, = morfolojilerinde,  kalsiyum  homeostasisinde, elektriksel
ozelliklerinde, serbest radikal detoksifikasyon sistemlerinde, protein tirozin
nitrasyonunda ve mitokondrial permeabilitede degisiklikler meydana gelir (27).
Protein tirozin nitrasyonu hepatik ensefalopatinin patogeneziyle ilgili olabilir.
Kiiltire alinmis astrositlerde  amonyak, hipoosmotik sisme ya da
benzodiazepinlerin oksidatif strese ve protein tirozin nitrasyonuna neden olduklari
gozlenmistir. Tirozinle nitratlanmis proteinler arasinda glutamin sentetaz, periferal
tip benzodiazepin reseptorii ve gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz  tespit
edilmistir ve bu proteinler hepatik ensefalopatinin patogeneziyle ilgilidir. En
onemlisi de astroglial protein tirozin nitrasyonudur ve akut amonyak ya da

benzodiazepin toksisitesine maruz kalan ratlarin beyinlerinde gozlenmistir (28).
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2.2.12. Glutamat reseptorleri ve hepatik ensefalopatinin olusumundaki roleri

Glutamat, presinaptik terminallerden Ca-bagimli bir mekanizma ile
sinaptik vezikiillerden salinir. Salimm icin gerekli olan kalsiyum voltaj kapih
kalsiyum  kanallann  tarafindan  saglamir.  Vezikiill icindeki  glutamat
konsantrasyonunun yaklasik olarak 10 mmol/L oldugu diisiiniilmektedir. Tek bir
vezikiildeki glutamatin salinimi bile eksitatdr postsinaptik potansiyel olusturabilir.
Glutamat aym1 zamanda glutamat transporterlerinin ters yonlii ¢alismasi ile de
salinabilir. Bu olay serebral iskemi esnasinda membran boyunca Na® ve K*
gradienti azaldigi zaman gerceklesmektedir. Glutamatin sinaptik salinimi
presinaptik reseptorlerin genis bir smifi tarafindan kontrol edilir. Bunlar;
iyonotropik glutamat reseptorleri, AMPA reseptorleri, kainat reseptorleri, NMDA

reseptorleri ve metabotropik glutamat reseptorleridir (35).

2.2.13. Glutamin sentezi ve astrositlerde sisme

Astrositler, merkezi sinir sisteminin ekstraselliiler kismindaki su
voliimiiniin ve elektrolit konsantrasyonunun diizenlenmesinden sorumludur.
Glutamin osmotik olarak aktif bir molekiildiir ve amonyak detoksifikasyonu
nedeniyle glutaminin astrositlerde  birikmesi  astrositlerin  intraselliiler
osmolaritesini arttirir. Osmolariteyi dengelemek i¢in ekstraselliiler alandan alinan
su, astrositlerin sismesine neden olur ve daha sonra sitotoksik beyin 6demine yol
acar. Hiperamonyum ve hepatik ensefalopatide olusan beyin édeminin nedeninin
astrositlerdeki sisme oldugunu gosteren kanitlar vardir. Glutamin birikimi beyin
enerji  metabolizmasim  da  etkileyebilir (36). Amonyagin  serebral
detoksifikasyonu, beyinde glutamin sentetaz enziminin bulunduruldugu baslica
hiicresel kisim olan astrositler tarafindan gerceklestirilir. Hiperamonyum durumu,
hiicre ici glutamin birikimiyle birlikte hiicreye su girisine neden oldugu igin
astrositlerde sismeye yol acar. Fulminant karaciger yetmezliginde meydana gelen
astrosit sismesi beyin ddeminin olusumuna katkida bulunur. Amonyagin neden

oldugu beyin su miktarindaki artis, intrakraniyal basincin ve serebral kan akisinin
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artmasina yol agar. Beyindeki su miktarinin artisiyla serebral kan akisindaki artis
arasinda onemli bir korelasyon bulunmusgtur. Kiiltire alinmig astrositlerdeki
osmotik sisme ani bir oksidatif stres cevabi ve farkli proteinlerin tirozin
nitrasyonunun artmasiyla sonuglandi (38). Hiperamonyumun neden oldugu
astrositlerde glutamin birikimi osmotik strese ve astrositlerde sismeye yol acar.
Hepatik ensefalopatili hastalarda yapilan gozlemler, fosfoinositidlerin senteziyle
iligkili bir seker olan miyo-inositoliin, glutamin konsantrasyonundaki artisa
karsilik azalma gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Bu da miyo-inositoliin, astrositler
icerisinde Onemli bir osmotik diizenleyeci olabilecegini gostermektedir (41).
Ratlarda karaciger hasar1 sonrast beyin amino asit igeriginin belirlenmesiyle
glutamin miktariin bes-alt1 kat arttig1 ortaya ¢ikarilmistir. Bu artis beyin dokusu
icerisinde meydana gelir ve artisin nedeni plazmadan beyine gecisteki artig
degildir. Beyin ddemi gelisimini etkileyebilen hiicresel metabolizma bozukluklari

sunlardir:

1. Astrositlerde oksidatif / nitrosatif stresin olugmasi

2. Astrositler tarafindan alimmmimin azalmast nedeniyle glutamatin
ekstraselliiler konsantrasyonundaki artig

3. Anerobik glikolizin bir sonucu olarak astrositlerdeki laktat diizeyinin

artmasi (41).

Akut amonyak toksisitesinin molekiiler mekanizmalan {iizerinde yapilan
calismalar, beyindeki glutamin sentaz aktivitesinin ve glutamin igeriginin NMDA
reseptorleri ve NO tarafindan diizenlendigini gostermistir. Kosenko ve ark.

yaptiklar1 ¢alimalarda asagidaki bulgular elde etmislerdir:

1. NMDA reseptorlerinin bloklanmasi amonyakla indiiklenen
beyin ATP tiikketimini ve ratlarin Sliimiinii 6nler fakat beyin
glutamin diizeyinde artiy meydana gelmedi. Bu da amonyak
toksisitesinin glutamin sentaz aktivitesindeki artis ya da
glutamin olusumuyla degil NMDA reseptorlerinin asir

aktivasyonuyla gerceklestigini gosterir.
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NMDA reseptorlerinin in-vivo olarak bloklanmasi beyindeki
glutamin sentaz aktivitesini ve glutamin icerigini arttirir. Bu da
NMDA reseptorlerinin tonik aktivasyonunun glutamin sentazin
tonik inhibisyonunu sagladigini gosterir.

NMDA reseptorlerinin in-vivo olarak bloklanmasi glutamin
sentaz enziminin in-vitro ortamda caligilan aktivitesini arttirir.
Bu da, aktivite artisinin enzimin kovalent modifikasyonu
nedeniyle oldugunu gosterir. Nitrik oksit glutamin sentazi
inhibe eder. Bu olay, glutamin sentazi inhibe eden kovalent
modifikasyonun  nitrosilasyonla ~ya  da  nitrasyonla
gerceklestigini gosterir.

Nitrik oksit sentazin inhibe edilmesi glutamin sentaz
aktivitesini arttirir. Bu da kovalent modifikasyonun geri
doniigli oldugunu ve glutamin sentaz enziminin nitrosilasyonu
ve nitrasyonu geriye dondiirdiigiinii gosterir.

NMDA tarafindan gergelestirilen nitrik oksit sentazin
aktivasyonu glutamin sentazin tonik inhibisyonunun yalnizca
bir boliimiinden sorumludur. Nitrik oksitin diger kaynaklar1 da
ayn1 zamanda bu tonik inhibisyona katkida bulunur.

Glutamin sentaz beyinde maksimum hizda calismaz. Bu
enzimin aktivitesi NMDA reseptorlerinin ve NO miktarinin
degismesiyle farmakolojik olarak arttirilabilir. Ornegin bu olay
hiperamonyemik durumlarda beyindeki amonyak

detoksifikasyonunu arttirmak icin yararl olabilir (47).

2.2.14. Amonyagin beyin fonksiyonlari iizerindeki etkileri

Elektrofizyolojik etkileri: Inhibitor postsinaptik potansiyeli ve
postsinaptik glutamerjik nérotransmisyonu etkiler.
Beyin enerji metabolizmasi iizerindeki etkileri: o-ketoglutarat

dehidrogenaz enzimini inhibe eder.
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3. Astrositik fonksiyon iizerindeki etkileri: Glutamat transporteri
GLT-1’in ekspresyonunu azaltir. Periferal tip benzodiazepin
reseptorlerinin  ekspresyonunu arttirir.  Alzheimer Tip 1I
astrositlerinin olusumuna neden olur.

4. Glutamat norotransmitter sistemi iizerindeki etkileri: Direk
postsinaptik etkilere sahiptir. Glutamatin noronlarla astrositler
arasindaki hareketini zayiflatir. Glutamat alinimini inhibe eder.
Glutamat reseptorlerinde degisikliklere neden olur.

5. Glutamin olusumu iizerindeki etkileri: Sitotoksik beyin
0demine neden olur. Aromatik amino asitlerin alintmini arttirir.

6. Diger etkileri: L-arjinin alinimin uyararak noronal nitrik oksit

sentetaz enziminin (nNOS) ekspresyonunu arttirir (37).

2.2.15. Amonyagin katabolizmasi

Portal sistemde amonyak potansiyel olarak iki kaynak tarafindan tiretilir.
Bunlar; nitrojenli bilesiklerin bagirsak kanalinda bakteriler tarafindan yikilmasi ve

enerji kaynagi olarak glutamini kullanan intestinal hiicrelerdir (44).

Karacigerdeki iire dongiisii ve glutamin sentezi amonyagmn kandan

uzaklastirllmasinda 6nemli rol oynar.

1. Ure dongiisii: Ure dongiisiiniin ilk basamagi mitokondride gerceklesir.
Karbamil fosfat sentaz, ATP bagiml bir islemle amonyak ve HCOj5 ‘den karbamil
fosfati olusturur. Karbamil fosfat daha sonra sitrullini olusturmak i¢in ornitin
transkarbamilaz ile katalizlenen bir reaksiyonla ornitinle reaksiyona girer. Sitrullin
mitokondriden sitozole geger ve arjinosiiksinati olusturmak icin arjinosiiksinat
sentazin katalizorliigiinde aspartik asitle reaksiyona girer. Arjinosiiksinat,
arjinosiiksinat liyaz tarafindan arjinine ve fumarik asite yikilir. Arjinin, arjinaz

tarafindan iire ve ornitine yikilir. Ornitin daha sonra mitokondriye taginir (43).
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Sekil 9. Ure dogiisii (43) ( Mitochopdrion; Mitokondri, Cytosol; Sitozol, OTC; Ornitin-
transkarbamilaz, Zn; Cinko, Urea; Ure)

2. Glutamin sentezi: Amonyag detoksifiye edici mekanizmalarda kas
dokusu 6nemli bir rol oynar. Kas dokusunda, dallanmig zincirli amino asitlerin
(BCAA) deaminasyon islemi dé-ketoglutarik asitten glutamatin olusmasi islemiyle
baglantilidir ve glutamatin glutamine doniisiimiinde amonyak tiiketilir. Bu yiizden
amonyak dallanmis zincirli amino asitlerin varliginda detoksifiye edilir. Saglikli
insanlarda arteriyel amonyagin yaklasik %50’si iskelet kaslar1 tarafindan

detoksifiye edilir (43).
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Sekil 10. Glutamin sentezi (43) (BCAA; Dallanmis zincirli amino asitler, BCKA; Dallanmis
zincirli keto asitler)

2.2.16. Nitrik oksitin (NO) hepatik ensefalopatideki rolii

Nitrik oksit sentaz enziminin bloke edilmesi, amonyagin beyindeki
antioksidan enzimler ve siiper oksit olusumu iizerindeki etkilerini 6nledi. Bu da,
akut amonyak toksisitesinde NMDA reseptor aktivasyonunun ve NO iiretiminin
merkezi roliinii desteklemektedir (38). Merkezi sinir sisteminde NO’in hepatik
ensefalopatinin olusumundaki fizyolojik ve patolojik siireclerin bir boliimiiyle
ilgili oldugu bilinmektedir. Cogu arastirmaci, amonyak ve glutamat
konsantrasyonlarindaki artis gibi hepatik ensefalopatinni olusumundan sorumlu
ana faktorlerle NO arasindaki iligskiyi belirlemek i¢in ugragmaktadirlar. Ratlarda
amonyak infiizyonunun serebral NO diizeyindeki artisla iligkili oldugu ve noronal
nitrik oksit sentetaz (nNOS) inhibitorlerinin hayvanlart amonyak toksisitesinden
korudugu bildirilmistir. NMDA reseptorlerinin aktivasyonuyla nNOS’u aktive
ettigi ve bunun da NO iiretimini arttirarak ndronal hiicre 6liimiine neden oldugu
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (39). NMDA reseptorlerinin aktivasyonu hiicre
ici serbest kalsiyumun artigina yol acar. Daha sonra kalsiyum kalmoduline
baglanarak noronal nitrik oksit sentazi aktiflestirir ve NO {iiretiminin artmasina yol
acar. Olusan NO daha sonra, guanil siklazi aktiflestirerek ¢cGMP olusumunun
artmasina yol acar. Bu yolagin, hepatik ensefalopatide meydana gelen norolojik
degisimlerin bazilarindan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (40). Bu yolla

olusan NO katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerini direk olarak inhibe



37

etmektedir. NO ayn1 zamanda astrositlerdeki mitokondriyal solunum zincirini
inhibe ederek serbest radikallerin artigsina katkida bulunur. NO ayrica glutatyonun
oksidasyonuna yol acarak glutatyonun tiikenmesine yol acar. Beyinde amonyakla
indiiklenen oksidatif stresin, NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonunun bir
sonucu olarak nitrik oksit iiretiminin artisiyla gerceklestigine inanilmaktadir.
Kosenko ve ark. yaptiklar1 calismada, nitrik oksit sentazin bir inhibitorii olan
nitroarjinin’in amonyagimn neden oldugu siiperoksit radikali ve antioksidan

enzimlerdeki degisimleri engellegini tespit etmislerdir (52).

2.2.17. Akut amonyak toksisitesi ile beyinde olusan reaktif oksijen tiirleri

Akut amonyak toksisitesi sonucu beyinde oksijen radikalleri farkh
kaynaklar tarafindan iiretilmektedir. Akut amonyak toksisitesi, beyinde siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerinin azalmasina ve
siiperoksit radikalinin (O,”) artmasina yol acar. Akut amonyak toksisitesi ayni
zamanda ksantin oksidaz enzim aktivitesinin artmasina, ksantin dehidrogenaz
enzim aktivitesinin azalmasina ve monoamino oksidaz A (MAO-A) enzim
aktivitesinin artmasina yol acar. Amonyak toksisitesi siiper oksit radikalinin (Oy™)
iiretimini arttirmasina ragmen hidrojen peroksit (H,O;) olusumunu arttirmadi.
Mitokondriyal matriksteki H;O,’nin ana kaynagi Mn-SOD’dur. Amonyak
toksisitesinin siiperoksit radikalinin artmasma ve H,O, nin azalmasina yol actigi
goriildii. Siiper oksit radikalinin artmasi; solunum zincirindeki iiretiminin artmasi,
ksantin ve aldehit oksidazlar tarafindan iiretilmesi ve antioksidan enzimler
tarafindan siipiiriimiiniin azalmas1 nedeniyledir. Bir NMDA reseptor antagonisti
olan MK-801’in amonyagin neden oldugu serbest radikal iiretimini Onlemesi
serbest radikal iiretiminin NMDA reseptorlerinin  asirn  aktivasyonuyla

gerceklestigi fikrini desteklemektedir (53).
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Sekil 11. Amonyak toksisitesi sonucu meydana gelen serbest radikal iiretim mekanizmalar1 (53)
(NMDAR; N-metil D-aspartat reseptorii, O,"; Stiperoksit radikali, H,O,; Hidrojen peroksit, CAT;
Katalaz, GSH-P; Glutatyon peroksidaz, XHD; Ksantin dehidrogenaz, XO; Ksantin oksidaz, ROS; Reaktif
oksijen tiirleri)

38

2.3. KAFEIK ASIT FENETIL ESTER

Kafeik asit fenetil ester, balarilar1 tarafindan sentezlenen propolisin aktif
bileseni olup; antimikrobiyal, antienflamatuar ve antikanser &zellikler
gostermektedir. Onceden yapilan calismalar CAPE nin antioksidan 6zelliklerin de
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte CAPE’nin bir oksijen radikal
stiptiriictisii oldugu rapor edilmistir (54). CAPE, 10 uM’lik bir konsantrasyonda
insan notrofillerinde ve ksantin / ksantin oksidaz sistemindeki ROS iiretimini
tamamen bloke etmistir (55). CAPE, antiviral ve immiinomodiilatér 6zelliklere de
sahiptir. CAPE; NF-kB aktivasyonu, lipid peroksidasyonu, lipioksijenaz aktivitesi,
protein tirozin kinaz ve ornitin dekarboksilaz iizerinde inhibitér Ozelliklere

sahiptir. Son zamanlarda yapilan calismalar bu bilesigin iskemiyle olusturulan
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noronal hasara kars1 noroprotektif dzellikler gosterdigini gostermistir (56). CAPE;
bobrek, testis, bagirsak ve medulla sipinalis gibi organlarda iskemi / reperfiizyon
hasarindan dokular1 korumustur. Son yapilan ¢alismalar CAPE’nin ratlarda iskemi
/ reperfiizyon hasarina kars1 kalbi korudugunu gostermistir. iskemi / reperfiizyon
hasari olusturulan grupla karsilastirildiginda CAPE’nin; apoptosisi azalttigi, nitrik
oksit (NO) iiretimini arttirdifi, miyokardiyal siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesini arttirdigi, serum kreatin kinaz ve aspartat transaminaz aktivitesini
azaltug tespit edilmistir (57). CAPE, kiiciik ve yagda coziiniir bir bilesiktir.
Siiperoksit (O, ), hidrojen peroksit (H,O, ) ve diger radikalleri siipiirmesinin
yaninda protein kinaz-C (PKC) aktivasyonunu ve NO inaktivasyonunu onlemistir
(58). CAPE, farmakojik olarak giivenilir bir molekiildiir. Lipid peroksidasyonunu

baskilayarak antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirmaktadir (59).

HO =

HO

Sekil 12. CAPE’nin kimyasal yapis1
3. MATERYAL METOD
3.1. DENEY GRUPLARI

Deneyde Wistar-Albino (19515 g) erkek siganlardan 56 adet kullanildi.
Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarindan temin
edilen sicanlar standart 12 saat karanlik 12 saat aydinlik, havalandirmali, sabit

1sida ve her kafese dorderli gruplar halinde yerlestirildi ve randomize olarak her
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grup icin secildi. Sicanlar standart pellet yemi ve musluk suyu kullanilarak
beslendi. Deneye baslanmadan once Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 2005/26 protokol numarasiyla izin alindi. Hayvanlar
alt1 gruba ayrild1 ve Norton ve ark.(60) hepatik ensefalopati modeli 6rnek alinarak

deney diizenegi hazirlandi:

1. grup: Kontrol

2. grup: CAPE (10 umol/kg/giin, i.p.)

3. grup: HE (hepatik-ensefalopati) grubu (tioasetamid 0. ve 24. saatte 600
mg/kg i.p.).

4. grup: HE + laktuloz grubu (tioasetamid + laktuloz 3 gr/kg/giin 12 saatte
bir)

5. grup: HE + CAPE grubu (tioasetamid + CAPE bir giin 6nce baglanmak
izere giinde 10 pmol/kg/giin i.p.)

6. grup: HE + laktuloz + CAPE grubu (tioasetamid+ laktuloz + CAPE)

Her gruba destek tedavisi:
I. destek tedavisi: 25 ml/kg i.p., %5 dekstroz + %0.45 NaCl + 20 mEq/L
KCI. Tioasetamidin ilk enjeksiyonundan sonra 12 saatte bir.
II. destek tedavisi: 25 ml/kg ip., %0.9 NaCl. Tioasetamidin ikinci

uygulanmasindan sonra her 4 saatte bir enjeksiyonundan sonra 12 saatte bir.

CAPE %10’luk etil alkol igerisinde ¢oziildi ve tioasetamid
uyugulanmasindan 24 saat 6nce verilmeye baslandi. Tioasetamid %0.9 NaCl
sollisyonu icerisinde c¢oziilerek hazirlandi ve HE olusturulacak gruplara i.p. olarak
iki giin 600 mg/kg dozunda verildi.. Lactuloz uygulanan gruplara 3 gr/kg/giin
olacak sekilde 12 saatte oral olarak verildi. Yukarida belirtilen destek tedavileri
HE olusturulan gruplara uygulandigi gibi kontrol ve CAPE gruplarina da benzer
hacimde %0.9 NaCl ve %5 dekstroz enjeksiyonu deney sonlandirilana kadar

yapildi.
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Deney her grup icin tioasetamid uygulanmasidan bir giin dnce baslamig
(tioasetamid uygulanmayan kontrol ve CAPE gruplarn da benzer sekilde olmak
iizere) ve ilk tioasetamid enjeksiyonundan 60 saat sonra deney ketamin/ksilazin
(75/10 mg/kg, i.p.) anestezisi ile dokularn1 ve kan orneklerini almak {izere

sonlandirilmstir.

Deney sonunda sag kalan ve oOlen sicanlar her grup igin belirlendi ve

istatistiksel analiz icin tablo haline getirildi.

3.2. DAVRANIS TESTLERI

Norolojik hasarin izlenmesi i¢in bir dizi davranis testi ilk tioasetamid
dozuna gore 54. saatte tiim gruplardaki siganlara uygulandi. Testlerden her bir

sicanin aldig1 skor kayit edildi. Uygulanan refleks testleri sunlaridir:

3.2.1. Geri cekilme refleksi:

Sabit haldeki sicanin kuyrugu kistirilir ve kuyrugunu ¢ekmesi izlenir.

3.2.2. Isitsel iirkiitme refleksi:
Sican sabit iken eller cirpilarak yiiksek ses c¢ikarilir. Hayvanin siiratle

titreyip geriye dogru kagmasi beklenir.

3.2.3. Bas sallama refleksi:
Sicanin gozlerine 151k ile uyar verilir ve normalde uyar1 boyunca basim

sallamasini ve geri ¢ekmesi beklenir.

3.2.4. Korneal refleks:

Korneasma hafifce dokunuldugunda sican gozlerini kapar.

3.2.5. Dogrulma refleksi:
Sirt {istii masaya yerlestirilen sicanin dogrulmasi ve normal pozisyonunu

almasi beklenir.
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3.2.6. Denge testi:
Sican 90 cm yiikseklikte bir yiizeye yerlestirilir ve 30° a¢1 olacak sekilde
egim verilir. Normal cevapta sicanin yiiziinii yukar1 yone cevirmesi beklenir.

Ancak tekrarlarda bu cevap kaybolur.

3.2.7. Yakalama refleksi:

Sicanin kafes telini yakalamasi test edilir.

3.2.8. Yerlestirme refleksi:

Sican yaklagik 30° lik agiyla tutularak masa yiizeyine dogru hareket ettirilir
ve masa kenarinda arka ayaklarina dokunuldugunda hemen 6n ayaklarin1 masaya
yerlestirir.

Fulminant hepatik ensefalopati (FHE) siniflamasina gore yukaridaki
davranis testleri 4 iizerinden puanlandirildi (60):

Kontrol grubuyla aym performans: 4 puan

Kontrol grubunun %75-50 si kadar performans: 3 puan

Kontrol grubunun %50-25 i kadar performans: 2 puan

Kontrol grubunun %?25-1 i kadar performans: 1 puan

Cevap alinamazsa: 0 puan

3.3. BIYOKIMYASAL PROSEDUR

Deney sonunda 6len siganlarin deney disinda birakilmasindan sonra kalan
sicanlarin (Tablo 8.) anestezi altinda (ketamin/ksilazin, 75/10 mg/kg, i.p.)
heparinize venoz kanlarn alinarak beyin boliimleri atlas yardimiyla cikarlarak -
80°C de saklandi. Kanlari iki kisma ayrildi. Biri amonyak ol¢iimii igin digeri de
santrifiij edilerek ALT ve AST 6l¢iimii i¢in saklandi. Dokular sican beyin atlasina

gore korteks, beyin sap1 ve serebellum kisimlar1 ayrilarak saklandi.
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3.3.1. Dokularmn hazirlanmasi

Deney giinii tartilan dokular 0.2 mM pH: 7.4 Tris-HCl tamponuyla
homojenize edildi (IKA Ultra-Turrax T25 basic homogenizer, Germany). Doku
MDA ol¢giimleri bu 6rnekelerden yapildi. Homojenat daha sonra 4000 rpm de 55
dakika santrifiij edildikten sonra iist kisimda yer alan temiz siipernatan kisim
SOD, CAT ve GSH-Px ol¢timleri icin ayrildi. SOD 6l¢iimii icin siipernatanlar esit
hacim etanol kloroform (5/3, v/v) karisimiyla ekstrakte edildi. Spektrofotometrik

Ol¢timlerde uv-Shimadzu 1600 kullanildi.

3.3.2. Katalaz (KAT) Enzim Aktivitesi

Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6) enzim aktivitesi Aebi’nin metoduna goére (61)
H,O, nin ortanmdaki katalaz tarafindan tiiketilmesi prensibine gore
spektrofotometrik olarak 240 nm’de olgiildii. 50 mM fosfat tamponuna hidrojen
peroksit eklenerek 0.500 OD ye tampon ayarlandi. Numune eklenmesiyle birlikte
diisiis her 15 sn de bir kayit edildi. 1 dak. tiiketilen H,O, hiz1 olarak k/g protein
olarak ifade edildi (k = [2.3 x log (OD;/ OD»)] / 30 (sn)).

3.3.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi 6l¢iimii nitroblue
tetrazolium (NBT) ile ortaya c¢ikan O, ‘nun indirgenmesi esasina dayanilarak
spektrofotometrede 560 nm de Oolgiilerek degerlendirildi (62). Ortamda SOD
enzimi bulundugunda enzim miktarina bagh olarak acik bir renk degisikligi
meydana gelirken olmamasi1 durumunda daha koyu renk vermektedir. Enziminin
aktivitesini % 50 oraminda NBT rediiksiyonunu inhibe eden enzim aktivitesi
olarak alindi1 ve U/mg protein olarak ifade edildi (Enzimin % inhibisyonu =

(AbSks: — AbSpum) / Absys: x 100).

3.3.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enziminin Aktivitesi
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9) enzim aktivitesi Paglia ve
arkadaglarinin metodu uygulanarak H,O, varliginda rediikte glutatyonun (GSH)
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okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalizlemesi prensibine gore ol¢iildii
(63). NADPHin NADP"’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin
340 nm’de spektorfotometrik olarak okunmasiyla enzim aktivitesi hesaplandi ve
birim zamanda okside olan NADPH’in mikromol miktar1 U/mg protein olarak

ifade edildi.

3.3.5. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarimn
Tayini

Esterbauer ve Cheeseman’nin metodune gore asidik ortamdaki
tiyobarbitiirik  asit ile 90-95°C'de reaksiyona girmesi prensibine gore
spektrofotometrik olarak c¢alisildi (64). 532 nm’de spektrofotometrik olarak
okunan sonuclar standart grafik sonuclarina gore hesaplanarak nmol/g yas doku

olarak ifade edildi.

3.3.6. Protein Tayini
Supernatan ve ekstrakte edilen oOrneklerde protein analizleri Lowry

metoduna gore calisildi (65).

3.3.7. Kanda Amonyak Tayini

Kanda amonyak tayini indolfenol reaksiyonuna gore yapildi (66). %10 luk
triklora asetik asit (TCA) eklenen kan 6rnekleri buz icerisinde laboratuar ortamina
alinarak -80°C derin dondurucuda analiz giiniine kadar saklandi. Fenol ve
sodyumnitrozoprusiyat ile hazirlanan fenol ¢ozeltisi ve daha sonra hipoklorit
¢ozeltisi eklenerek 37°C de 30 dak. su banyosunda inkiibe edilen drnekler 624 nm
de okundu. (NH4)SO; ile hazirlanan standart ¢ozeltisine de ayni islemler yapildi.
Elde edilen standart formiiliine gore hesaplandi ve sonuglar pgr/dL olacak sekilde

verilir.

3.3.8. ALT ve AST enzim aktiviteleri tayini
ALT i¢in Olympus'un OSR6107 kiti ve AST Olympus'un OSR6209 kiti
aktivitelerin Ol¢iimii i¢in kullamilarak bir otoanalizator ile (Olympus AU2700)

slciildii.



45

3.3.9. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler Windows uyumlu SPSS programi ile yapildi.
Sonuglarin gruplara goére dagilimi non-parametrik testlerden Kolmogorov-
Smirnov Testi ile degerlendirildi. Gruplarin normal dagilim gostermesinde dolay1
parametrik testlerden “one-way Anova Testi” ve “Post Hoc” testlerden “LSD”
kullanildi. Yiizdelerin karsilagtirilmasi icin ki-kare testi kullamildi. Degerler
ortalama =+ standart hata olarak verildi ve p<0.05 olan karsilastirmalar istatistiksel

olarak anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Deney sonunda elde ettigimiz sonuglar tablolar ve grafikler halinde asagida
verilmistir. Tiim gruplara ait serum amonyak, AST, ALT diizeyleri aym tabloda
gosterilmistir. Her beyin dokusu i¢in (korteks, beyin sapi, serebellum) antioksidan
enzim aktiviteleri ve MDA diizeyleri ayr1 ayri tablolar halinde verilmistir. Serum
amonyak, AST, ALT diizeyleri ve beyin dokularindaki antioksidan enzim aktiviteleri ve
MDA diizeyleri ayn ayn grafikler seklinde gosterilmistir. Yine refleks skorlar1 da ayr

bir tablo halinde sunulmus ve toplam skor bir grafik ile gosterilmistir.

pgr/di Kan Amonyak Diizeyleri
110
100 -
90
80
70
60
50
40

30

Kontrol CAPE HE HE+Lac HE+CAPE  HE+CAPE+Lac

Grafik 1: Kan amonyak diizeyleri (CAPE; Kafeik asit fenetil ester, HE; hepatik
ensefalopati, Lac; laktuloz).

HE grubunda serum amonyak, AST ve ALT enzim diizeylerinin diger
gruplardan ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 3, Grafik1,2,3). HE grubu
amonyak diizeyi kontrol, CAPE, HE+Lac, HE+CAPE ve HE+CAPE+Lac gruplarindan
anlamli olarak yiiksekti (p<0.05). Ayrica HE+CAPE grubu kontrol ve CAPE
gruplarindan daha yiiksek kan amonyak diizeyine sahipti (p<0.05). Diger gruplar
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arasinda amonyak diizeyi agisindan anlamh bir fark yoktu. HE+CAPE+Lac grubu hari¢

tiim diger HE olusturulan gruplarda plazma ALT ve AST aktiviteleri kontrol ve CAPE

gruplarina gore anlamli olarak yiiksekti (p<0.05). HE+CAPE+Lac grubu ile hem

kontrol hem de CAPE gruplan birbirleri ile karsilastirildiginda plazma ALT ve AST

aktiviteleri acisindan anlamli bir fark yoktu. Plazma ALT ve AST aktiviteleri

HE+CAPE+LAc grubundan HE+Lac grubuna gore anlamh olarak azaldig: tespit edildi
(p<0.05). Plazma ALT aktivitesi HE+CAPE+Lac grubunda HE+CAPE grubuna gore

anlamli olarak azalirken (p<0.05), AST diizeyinde ki azalma istatistiksel olarak anlamli

degildi.

Tablo 1. Kan amonyak, plazma AST ve ALT diizeyleri

Amonyak (ugr/dL) ALT (U/L) AST (U/L)

1 | Kontrol 25,246 + 0,259 40,167 £ 8,372 72,333 £5,414
2 | CAPE 25,896 + 0,142 28,167 + 4,400 61,167 +£2,522
3 | HE 107,318 £ 8,720 | 419,333 £ 81,067 | 1109,833 + 214,392
4 | HE+Lac 28,488 + 0,560 290,857 £9,733 | 613,143 £52,188
5 | HE+CAPE 35,261 £1,959 | 217,714 £39,982 | 436,286 + 59,205
6 | HE+CAPE+Lac 26,797 £0,572 | 116,714 £ 14,615 | 232,571 + 24,444

P

1-2 AD AD AD

1-3 0,000 0,000 0,000

1-4 AD 0,000 0,000

1-5 0,036 0,001 0,006

1-6 AD AD AD

2-3 0,000 0,000 0,000

2-4 AD 0,000 0,000

2-5 0,049 0,001 0,005

2-6 AD AD AD

34 0,000 0,017 0,000

3-5 0,000 0,000 0,000

3-6 0,000 0,000 0,000

4-5 AD AD AD

4-6 AD 0,001 0,003

5-6 AD 0,048 AD

AD, anlamh degil

47




U/L Plazma ALT Aktiviteleri
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Grafik 2: Plazma ALT aktiviteleri (CAPE; Kafeik asit fenetil ester, HE; hepatik
ensefalopati, Lac; laktuloz).

UL Plazma AST Aktiviteleri
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Grafik 3: Plazma AST aktiviteleri (CAPE; Kafeik asit fenetil ester, HE; hepatik
ensefalopati, Lac; laktuloz).
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Korteks dokusu CAT aktiviteleri agisindan HE ve HE+Lac gruplart kontrol ve
CAPE gruplarina gore anlamli olarak yiiksek iken, HE+Lac grubu CAT aktivitesi ayrica
hem HE+CAPE hem de HE+CAPE+Lac grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu
tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4, Grafik 4). Diger gruplar arasinda korteks dokusu CAT

aktivitesi agisindan anlamli farklilik yoktu.

Tablo 2. Korteks dokusu antioksidan enzim ve MDA diizeyleri

CAT SOD GSH-Px MDA
(k/g prot) (U/mg prot) (U/g prot) (nmol/g yas
doku)
1 | Kontrol 0,182 +0,017 | 0,435+0,021 | 1,344 +£0,094 | 43,53 +3,27
2 | CAPE 0,179 +£0,012 | 0,438 £0,036 | 1,434 +£0,118 | 46,22 +2,05
3 |HE 0,119 +£0,016 | 0,238 £0,013 | 0,768 £0,056 | 71,13 +4,52
4 | HE+Lac 0,102 +0,016 | 0,378 £0,007 | 0,672 +0,081 | 61,67 +2,93
5 | HE+CAPE 0,152 +0,017 | 0,484 £0,022 | 1,425+0,093 | 43,08 +4,50
6 | HE+CAPE+Lac 0,159 +£0,020 | 0,423 £0,022 | 1,280+0,116 | 47,59 +4,20
P
1-2 AD AD AD AD
1-3 0,021 0,000 0,000 0,000
1-4 0,003 AD 0,000 0,003
1-5 AD AD AD AD
1-6 AD AD AD AD
2-3 0,026 0,000 0,000 0,000
2-4 0,004 AD 0,000 0,009
2-5 AD AD AD AD
2-6 AD AD AD AD
34 AD 0,000 AD AD
3-5 AD 0,000 0,000 0,000
3-6 AD 0,000 0,001 0,000
4-5 0,038 0,001 0,000 0,001
4-6 0,019 AD 0,000 0,011
5-6 AD 0,042 AD AD
AD, anlamh degil

HE grubu korteks dokusu SOD enzim aktivitesi tiim diger gruplara gore anlamli
olarak azalmis olarak tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4, Grafik 5). Ayrica HE+Lac ile
HE+CAPE+Lac gruplarinda korteks dokusu SOD enzim aktiviteleri HE+CAPE
grubuna gore de anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05). Diger gruplar arasinda ise

korteks dokusu SOD aktiviteleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
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Korteks CAT Aktiviteleri
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Grafik 4: Korteks dokusu katalaz (CAT) aktiviteleri (CAPE; Kafeik asit fenetil ester,
HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).
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Grafik 5: Korteks dokusu superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri (CAPE; Kafeik
asit fenetil ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

Korteks GSH-Px aktivitesi HE ve HE+Lac gruplarinda diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli azalma mevcuttu (p<0.05) (Tablo 4, Grafik 6). Diger gruplar

arasinda korteks dokusu GSH-Px enzim aktiviteleri farklilik gostermedi.
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Korteks dokusu MDA diizeyleri bakimindan HE ve HE+Lac gruplarinda diger
gruplara gore yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4, Grafik 7). Diger gruplar

arasinda kortek dokusu MDA diizeyleri arasinda farklilik gdzlemlenmedi.

Korteks GSH-Px Aktiviteleri
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Kontrol CAPE HE+Lac HE+CAPE  HE+CAPE+Lac

Grafik 6: Korteks dokusu glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri (CAPE; Kafeik
asit fenetil ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).
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Grafik 7: Korteks dokusu malondialdehit (MDA) diizeyleri (CAPE; Kafeik asit fenetil
ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

Beyin sap1 dokusu CAT aktivitesi acisindan gruplara arasinda anlamli fark
yoktu (Tablo 5, Grafik 8). Ancak anlamli olmamakla beraber HE grubunda CAT
aktivitesi diger gruplara gore daha diisiikk oldugu goriildii(p>0.05). Beyin sap1 SOD

aktivitesi ise HE grubunda diger gruplara gore anlamli olarak azaldigi tespit edildi
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(p<0.05) (Tablo 5, Grafik 9). Diger gruplar arasinda beyin sap1 SOD aktiviteleri anlaml

bir farklilik gostermedi.

Tablo 3. Beyin sap1 dokusu antioksidan enzim ve MDA diizeyleri

CAT SOD GSH-Px MDA
(k/g protein) (U/mg protein) | (U/g protein) (nmol/g yas
doku)
1 | Kontrol 0,248 £ 0,021 1,26 + 0,07 1,687 £ 0,078 136,5 £ 4,6
2 | CAPE 0,236 + 0,029 1,23 + 0,05 1,673 £0,110 141,3 £ 6,6
3 | HE 0,186 +£ 0,019 0,99 + 0,09 1,326 £ 0,133 212,6 £ 16,2
4 | HE+Lac 0,245 £ 0,022 1,28 £ 0,06 1,307 £ 0,129 141,7+£5,0
5 | HE+CAPE 0,225 £ 0,027 1,24 + 0,06 1,738 £ 0,089 148,9 £ 12,5
6 | HE+CAPE+Lac 0,237 £ 0,031 1,21 £ 0,07 1,626 £ 0,084 123,8 £ 6,4
pr
1-2 AD AD AD AD
1-3 AD 0,008 0,029 0,000
1-4 AD AD 0,017 AD
1-5 AD AD AD AD
1-6 AD AD AD AD
2-3 AD 0,019 0,035 0,000
2-4 AD AD 0,021 AD
2-5 AD AD AD AD
2-6 AD AD AD AD
34 AD 0,004 AD 0,000
3-5 AD 0,010 0,008 0,000
3-6 AD 0,021 AD 0,000
4-5 AD AD 0,004 AD
4-6 AD AD 0,030 AD
5-6 AD AD AD AD
AD, anlamh degil
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Beyin Sapi CAT Aktivitesi
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Grafik 8: Beyin sap1 dokusu katalaz (CAT) aktiviteleri (CAPE; Kafeik asit fenetil ester,
HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).
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Grafik 9: Beyin sap1 dokusu superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri (CAPE; Kafeik asit
fenetil ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

HE+Lac grubu beyin sapt GSH-Px aktivitesi HE grubu hari¢ diger gruplara
gore diisiik iken, HE grubu beyin sap1 GSH-Px aktivitesi kontrol, CAPE ve HE+CAPE
gruplarina gore anlaml olarak diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo 5, Grafik 10).
Diger gruplar arasinda ise beyin sapt GSH-Px aktiviteleri agisindan anlamli bir fark

bulunamadi.
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Beyin Sapi GSH-Px Aktiviteleri
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Grafik 10: Beyin sap1 dokusu glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri (CAPE;
Kafeik asit fenetil ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

Beyin sapt MDA diizeyi HE grubunda diger gruplara gore anlamli olarak artig1
goriildii (p<0.05) (Tablo 5, Grafik 11). Diger gruplar arasinda beyin sapt MDA

seviyeleri farklilik gdstermedi.

nmoligr yas doku Beyin Sapi MDA Diizeyleri
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Grafik 11: Beyin sap1 dokusu malondialdehit (MDA) diizeyleri (CAPE; Kafeik asit
fenetil ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

Serebellum dokusu CAT enzim aktivitesinin HE grubunda HE+Lac grubu
hari¢ diger gruplara gére anlamli olarak azaldig tespit edildi (p<0.05) (Tablo 6, Grafik

12). Diger gruplar arasinda serebellum CAT aktiviteleri farklilik gostermedi.
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Grafik 12: Serebellum dokusu katalaz (CAT) aktiviteleri (CAPE; Kafeik asit fenetil
ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

Tablo 4. Serebellum dokusu antioksidan enzim ve MDA diizeyleri

CAT SOD GSH-Px MDA
(k/g prot) (U/mg prot) (U/g prot) (nmol/g yas
doku)
1 Kontrol 0,381 £0,036 1,436 +0,084 1,315 +0,031 111,5+4,7
2 CAPE 0,395 £0,064 1,401 £0,068 1,371 £0,162 1142 +4,7
3 HE 0,225 £0,041 0,945 +0,099 0,989 +0,055  205,5 £ 14,3
4 HE+Lac 0,289 £0,027 1,469 +0,116 0,997 + 0,083 126,9 £ 6,5
5 HE+CAPE 0,359 +£0,031 1,415+£0,092 1,456+0,110 115,6 £9,0
6 HE+CAPE+Lac 0,365 +0,035 1,406+0,091 1,395+0,102 103,5 £ 15,6
p
1-2 AD AD AD AD
1-3 0,012 0,002 0,040 0,000
1-4 AD AD 0,038 AD
1-5 AD AD AD AD
1-6 AD AD AD AD
2-3 0,007 0,003 0,017 0,000
2-4 AD AD 0,016 AD
2-5 AD AD AD AD
2-6 AD AD AD AD
34 AD 0,001 AD 0,000
3-5 0,021 0,001 0,002 0,000
3-6 0,016 0,001 0,008 0,000
4-5 AD AD 0,002 AD
4-6 AD AD 0,006 AD
5-6 AD AD AD AD

AD, anlamh degil
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Wmg prot Serebellum SOD Aktiviteleri
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Grafik 13: Serebellum dokusu superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri (CAPE; Kafeik
asit fenetil ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

HE ve HE+Lac gruplarindaki serebellum dokusu GSH-Px enzim aktivitesinin
diger gruplara gore istatistiksel olarak azalmis oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo 6,
Grafik 14). Diger gruplarin GSH-Px aktiviteleri serebellum dokusunda farklilik
gostermedi.

HE grubunda lipit peroksidasyon indeksi olan MDA diizeyinin diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (p<0.05) (Tablo 6, Grafik 15).
Laktuloz, CAPE ya da her ikisinin birlikte kullanilmasinin tioasetamit ile artan lipit

peroksidasyonunu engelledigi tespit edildi (p<0.05).
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Grafik 14: Serebellum dokusu glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri (CAPE; Kafeik asit fenetil
ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

56



nmoligr yas doku Serebellum MDA Diizeyleri

250 -
200 |
150

100 - I I
50 |
0|

Kontrol CAPE HE+Lac HE+CAPE  HE+CAPE+Lac

Grafik 15: Serebellum dokusu malondialdehit (MDA) diizeyleri (CAPE; Kafeik asit
fenetil ester, HE; hepatik ensefalopati, Lac; laktuloz).

HE ile geri ¢cekme, isitsel iirkiitme bas sallama, korneal, dogrulma, yakalama
ve yerlestirme refleksleri ile denge testine gore skorlarin ortalamasi sifira yaklasti.
Laktuloz tedavisi ile bu skorlar kismen diizeldi ve CAPE laktuloza gore kontrol

skorlarina daha yaklastirdi ve hem CAPE hem de laktuloz uygulanan grupta ise kontrole
yakin skorlar elde edildi (p<0.05) (Tablo 7).

Tablo 5. Deney sonunda gruplarda sag kalan sican sayilar1 ve yiizdeleri

Deney sonunda yasam

Gruplar Sagummu n( % O)lu Toplam

Kontrol 6 (% 100,0) | 0(% 0,0) 6 (% 100,0)
CAPE 6 (% 100,0) | 0(% 0,0) 6 (% 100,0)
HE 6 (% 37,5) | 10(% 62,5) | 16 (% 100,0)
HE+Lac 7 (% 70,0) | 3(% 30,00 | 10 (% 100,0)
HE+CAPE 8 (% 80,0) | 2(%20,0) | 10 (% 100,0)
HE+CAPE+Lac | 8 (% 100,0) | 0(% 0,0) 8 (% 100,0)
Toplam 41 (% 73,2) | 15 (% 26,8) | 56 (% 100,0)
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Deney sonunda sag kalan si¢anlar acisindan incelendiginde HE grubu en fazla
sicanin Oldiigii grup oldu (%62.5). Ki-kare testine gore HE grubunda oliimler diger
gruplara gore anlamli olarak fakli idi (p<0.05). Bu yiiksek o6lim oram1 CAPE
uygulamasi ile belirgin bir bicimde azaldi. CAPE ve laktulozun birlikte uygulandigi

grupta 6liim olay1 goriilmedi (%0).
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Tablo 6. Gruplara gore motor aktivitenin degerlendirildigi refleks testlerine verilen

cevaba gore skorlar.

Gericekm Isitsel Bas Korneal | Dogrulm | Denge | Yakala | Yerlestir
e refleksi | iirkiitme sallama refleks a testi ma me
refleksi refleksi refleksi
1| Kontrol 40+00 | 40£00 | 40£0,0 | 40£0,0|4,0+0,0| 4,0= 40+ | 4,000
0,0 0,0
2 CAPE 40+00 | 40£00 | 40£0,0 | 40£0,0|4,0+00| 4,0= 40+ | 4000
0,0 0,0
3 HE 03+0,2 | 0,2+£0,2 | 0,2+£0,2 | 0,3+£0,2|0,2+0,2| 03= 02+ | 0,2+0,2
0,2 0,2
4 HE+Lac 30+£0,2 | 2,7+£0,2 | 29+0,3 [2,7+£02|2,7+0,2| 2,6+ 2,7+ | 2,602
0,2 0,2
5| HE+CAPE 34+0,2 | 35+02 | 35+02 |33+02(33+£03| 33+ 33+ | 33+0,2
0,2 0,2
6 HE+CAPE+ | 3,8+0,2 | 3,8+0,2 | 3,602 |3,6+02 |40+£00| 3,8+ 39+ | 3,8+0,2
Lac 0,2 0,1
P
1-2 AD AD AD AD AD AD AD AD
1-3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1-4 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1-5 0,012 0,029 AD 0,002 0,002 0,002 0,001 0,001
1-6 AD AD AD AD AD AD AD AD
2-3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2-4 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2-5 0,012 0,029 AD 0,002 0,002 0,002 0,001 0,001
2-6 AD AD AD AD AD AD AD AD
3-4 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3-5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3-6 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4-5 AD 0,001 0,011 0,018 0,015 0,003 0,007 0,002
4-6 0,002 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5-6 AD AD AD AD 0,001 0,022 0,002 0,017
AD, anlamh
degil
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S. TARTISMA

Fulminant ya da akut hepatik yetmezlik ani olarak hepatositlerin nekrozu
ve karaciger dokusunun dejenerasyonu ile kendini gosteren bir klinik durumdur.
Bu hastalarda norolojik ve noropsikiyatrik bir dizi bozukluklar goriilmektedir.
Sonugta hastalarin biiyiik cogunlugu beyin 6deminden dolay1 6lmektedir. Viral
enfeksiyonlar, paracetamol, halotan, tetrasiklin, valproik asit, anti-tiiberkiiloz
ilaclari, sulfonamidler, ditiretikler gibi hepatotoksik ilaglarin asir1 dozlan karaciger
yetmezliginin en 6nemli ana nedenleri arasinda yer almaktadir. Hepatik yetmezlik
sonucu olusan norolojik bozukluklarin patofizyolojik mekanizmalar1 tam olarak
aydinlatilmamis olmamakla beraber en Onemli suclanan neden yiikselen kan
amonyak seviyesidir (4). Hepatik yetmezlik sirasinda portal dolasimla karacigere
detoksifikasyon icin gelen biiylik miktarda amonyak detoksifikasyon islemine
ugrayamadigindan sistemik dolagima girmektedir. Bunun sonucunda fulminant
karaciger yetmezligi olan hastalarda hem kan hem de doku ve &zellikle beyin
dokusu amonyak diizeyleri hizla yiikselmektedir. Yiiksek amonyak seviyesi ile
glutamata ait NMDA reseptor aktivitesinde artis olmaktadir (67,68). Hiicre ici
Ca*? miktarinin artis1 iste bu NMDA reseptor aktivasyonu ile olmaktadir . Hiicre
ici Ca*? artmas! ile hiicre ATP iiretimi bozulmakta ve mitokondri fonksiyonlari
etkilenmektedir (4,10). Mitokondri oksidatif fosforilasyon i¢in gbrev yapan bir
organeldir. Oksidatif fosforilasyon icin hiicre O, kullanmaktadir. Ancak
mitokondirinin hasara ugramasi ve buradaki ATP iiretiminin bozulmasi bir baska
hasar mekanizmasin1 devreye sokar. Oksijen radikallerinin iiretilme yerlerinden
biri de hiicrede mitokondridir. Hepatik ensefalopati ile néronlarda meydana gelen
hasar sonrasi artan Ca*> miktar1 mitokondrial fonksiyonlar1 bozmanin yaninda

birde yeni radikal olusumuna da yol agmaktadir.

Serbest oksijen radikalleri (SOR) normal kosullar altinda da viicutta
iiretilmektedirler. Superoksit anyonu (O;"), hidrojen peroksit (H>O;) ve hidroksil
radikali (‘OH) gibi radikaller hiicrede sitoplazmada, mitokondride ya da
endoplazmik retikulumda {iretilebilir. Ancak bu iiretilen radikaller sonunda

detoksifiye edilen mekanizmalarla ortamdan siipiiriiliir. Bu mekanizmalarin
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basinda  endojen  antioksidanlar  gelmektedir. =~ Endojen  antioksidan
mekanizmalardan superoksit dizmutaz (SOD) enzimi agiga c¢ikmis olan O," ni
ortamdan uzaklastirmak amaciyla H,O, e doniistirmektedir. H,O, in ortamdan
uzaklastirilma isini iki antioksidan enzim katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) tistlenmistir. Katalaz enzimi H;O, in suya detoksifikasyonunu
saglarken, GSH-Px de benzer sekilde glutatyon indirgenmesi ile bu isi yapar.
Anlagilacagr iizere iiretilen SOR {riinlerine karsi hiicre tararindan endojen
antioksidanlar ile bir denge saglanmaya calisilmaktadir (5,6). Hepatik yetmezlik
ile artan amonyak diizeyi ve sonucunda artan hiicre i¢i Ca™ un yol actigi
mitokondrial hasar iiretilen SOR miktarin1 artirmaktadir. Boylece oksijen
radikalleri ile antioksidanlar arasinda yer alan denge bozulmakta ve hiicre de SOR
miktar1 artmaktadir. Artan radikal iiretiminin bir sonucu olarak antioksidan enzim
aktivitesinde azalma ve sonucta daha da toksik bir radikal olan ‘OH radikalinde bir
artis meydana gelmektedir. Oksijen radikalleri hiicrede artiklari zaman hiicre

membraninda ve i¢ organellerde lipid peroksidasyonuna yol agmaktir.

Sonuglarimiza gore hepatik ensefalopati grubunda artan amonyak diizeyi
ve bununla beraber ALT ve AST seviyeleri literatiir ile uygunluk gostermektedir.
Reddy ve ark. (4) benzer sekilde 300 mg/kg tioasetamidi iki giin pes pese
uygulamis ve sonugta kan amonyak diizeyleri 12. saatten itibaren anlamli olarak
artmistir. Bizim calismamizda 72. saatte amonyak degerlerinin kontrol degerinin
neredeyse dort katina ¢iktigini gordiik. Reddy ve ark ayrica hem karaciger hem de
beyin dokusu amonyak diizeylerini incelemis ve tioasetamidin bu dokularda
anlamli amonyak artisina yol actigin1 gostermislerdir. Yaptiklar ¢alismada artan
amonyak diizeyinin karaciger hasarina bagli oldugu artan ALT ve AST
diizeyleriyle de desteklenmistir (4). Sonuglarimiza gére ALT ve AST enzim
diizeylerinde, HE grubunda nerdeyse 10 kata kadar artis oldugunu gozlemledik.
Avni ve ark. (69) tioacetamid ile indukledikleri hepatik ensefalopatide, ALT ve
AST degerlerinin bizim sonuglarimiz gibi ¢ok yiiksek artislar gosterdigini tespit
etmislerdir. Karacigerde hasar gostergesi acisindan yeterli bulgular olan ALT,

AST ve dolayli olarak kan amonyak diizeylerinin tez ¢alismamiz sonrasit HE
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grubunda artmis olmasi, tioasetamidin HE’yi basariyla indiikledigini

gostermektedir.

Hepatik ensefalopatinin en oOnemli gostergelerinden birisi de noronal
hasarin gosterilmesidir. Biz ¢alismamizda bunu degerlendirmek icin iki yol
izledik. Birincisi sicanlarin FHE degerlendirme kriterlerine gore (60) siganlarin
davraniglarinin izlenmesi ve puanlanmasi, ikinci olarak da degisik beyin
bolgelerinin oksidan ve antioksidan parametreler acisindan incelenmesidir. FHE
puanlamalarina gére HE grubunda sicanlarin diisiik puanlar ile noronal hasara ait
bulgular tespit ettik. Norton ve ark. (60) hem disi hem erkek sicanlarda ayr ayri
deneyleri yapmis sonu¢ olarak ikinci giinden itibaren motor aktivite ve
reflekslerde 0 puan alacak derecede azalma oldugunu gostermislerdir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde refleksler ve motor aktiviteler O ile 1 arasinda

puan aldilar (Tablo 7).

Hepatik ensefalopati modellerinde gdzlemlenen en 6nemli bulgulardan biri
yasam durumudur. Bizim ¢alismamiz sonrast HE grubunda %37,5 gibi bir oran ile
karsilastik. Bu orani, Norton ve ark. 60. saatte erkek sicanlarda %20 lerin biraz
tizerinde bulmuslardir (60). Bruck ve ark. ise hayatta kalma oranim 52 saat sonra

%30 olarak tespit etmisler (70).

Beyin bolgelerinden korteks, beyin sapt ve serebellum kisimlari doku
MDA seviyesi ile endojen antioksidanlar CAT, SOD ve GSH-Px analizleri ile
degerlendirildi. Tioasetamid sonrasi HE indiiklenen grupta MDA artis1 ve
antioksidan enzim aktivitelerindeki azalma fulminant hepatik ensefalopatinin
patofizyolojik mekanizmalar1 arasinda O6nemli bir yere sahiptir ve yiiksek
amonyak diizeyinin oksidatif hasar1 arttirdig1 fikrini desteklemektedir. Hareket
icin saglam olmasi gereken bu beyin bolgelerinin ayn1 zamanda hareketin dengeli
yapilmasi i¢inde saglam olmasi gerekmektedir. Deneylerimizde motor
fonksiyonlar1 kontrol eden testlerde HE grubunda gériilen diisiik puanlar ile

korteks, beyin sap1 ve serebellum dokularinda artmis lipit peroksidasyonu bize
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HE’nin patogenezinde yiiksek amonyak diizeyinin noronlarda oksidan hasara yol

acarak noronal hasara yol agtig fikrini verdi.

Deneylerimizde HE tedavisi amaciyla iki grup tedavi secenegimiz vardi.
Birincisi barsaklardan amonyak iiretimini azaltarak ortaya .cikan amonyagin
azaltilmasi ile noronal hasar1 6nlemek ve hayatta kalma oranini artirmak, digeri ise
antioksidan CAPE ile tedavi ederek hem karacigerde hemde nd&ronlarda
tioasetamide baglh hasar1 engellemekti. Daha 6nce yapilan caligmalar CAPE nin
karaciger hasarina kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. Ates ve ark. soguk stresi
olusturduklart karaciger hasarina kars1t CAPE yi kullanmis ve karaciger hasarini
azalttigin1 gostermislerdir (59). Benzer sekilde CCly ile indiiklenen karaciger
hasarinin CAPE ile engellenebildigi gosterilmistir (71). Ayrica CAPE noronal
hasarlara karsida basariyla deneysel olarak kullanilmistir. 6-Hidroksidopamin ile
indiiklenen Parkinson hastaligina karsi CAPE Noelker ve ark. tarafindan
kullanilmis, etkinligi gosterilmis ve noroprotektif bir ajan olarak tarif edilmistir
(72).

Laktuloz tedavisinin kan amonyak diizeyini diisiirdiigiinii ve hayatta kalma
oranim1 da artirdigimi gozlemledik. Sadece CAPE tedavisinin karaciger ALT ve
AST enzim diizeylerinde azalmaya yol agtigini, amonyak diizeyini kismen de olsa
kontrole yakinlagtirdigini, ayrica refleks ve motor hareketlerde kontrole yakin
bulgular sagladigin1 gordilk. Buna karsilik sadece laktuloz tedavisinde hayatta
kalma oram1 %70 iken sadece CAPE tedavisi uygulanan HE’ 1i sicanlarda bu oran
%80 oldu. Goriildiigii gibi sadece amonyak diizeyine yonelik bir tedavi (laktuloz
tedavisi) ya da sadece karaciger ve noronal oksidanlara karsi yapilan tedavi
(CAPE) tedavisi tam olarak %100 yasam orani saglamadilar. Ancak hem laktuloz
hem de CAPE uygulanan grupta 6liim olmadi ve siganlar kontole yakin norolojik
puanlama aldilar. Oksidan-antioksidan parametrelerde de kontrole yakin bir

diizelme oldugu gézlemlendi.

Pek cok hastaligin patogenezinde serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif hasarin 6nemli bir rol oynadig1 son yapilan caligmalarda gosterilmistir.

Parkinson, alzheimer, ateroskleroz gibi hastaliklar buna 6rnek olarak verilebilir.
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Bizim yaptigimiz calismadan elde ettigimiz sonuglar, hepatik yetmezlik sonucu
beyin dokusunda lipit peroksidasyonunun arttigim1 ve antioksidan savunma
sisteminin zayifladigim1 gostermektedir. Bu da bize beyin dokusunda bir oksidatif
stres tablosunun olustugunu gosterir. Hepatik yetmezlik sonucu ortaya cikan
hiperamonyum durumunun oksidatif stresin olusumunda temel neden oldugu
diisiiniilmektedir. Hiperamonyumun, néronal NMDA reseptorlerinin asirt bicimde
aktive olmasina neden oldugu, bunun da hiicre ici kalsiyam diizeyini arttirdigi
diisiiniilmektedir. Artan kalsiyum, mitokondri membran potansiyelinin ve
permeabilitesinin degismesine neden olmaktadir. Sonu¢ olarak mitokondriyal
kaynakli serbest radikal {iiretimi artmaktadir. Serbest radikallerin hiicrelerde
olusturdugu ilk zararh etki lipid peroksidasyonudur. Yaptigimiz calismada, beyin
dokusunda, lipid peroksidasyon indeksi olan malondialdehit diizeyinin belirgin bir
bicimde arttigi goriilmiistiir. Propolisin aktif maddesi olan CAPE gii¢lii
antioksidan 6zelligi sayesinde lipit peroksidasyonunu diisiirmiis ve antioksidan
savunmayi giiclendirmistir. CAPE, giiclii bir serbest radikal siipiiriiciisii olmasinin
yaninda antioksidan enzimleri de etkinlestirerek oksidatif stres tablosunun ortadan
kalkmasini saglamistir. CAPE kullanilmasiyla hepatik yetmezlik sonucu ortaya
cikan norolojik degisimlerin Onlendigi gozlenmistir. Hepatik yetmezlik sonucu
ortaya cikan refleks kayiplann CAPE tedavisiyle tekrar normale donmiistiir.
Karaciger fonksiyon enzimleri olan AST ve ALT’nin serumdaki diizeylerinin
artmas1 karacigerde bir hasar meydana geldigini gostermektedir. CAPE,
hepatoprotektif 6zelligi sayesinde serum AST ve ALT diizeylerini diigiirmiis bu da
bize tioasetamid ile olusturulan hepatik hasarin CAPE tedavisi ile azaltilabilecegi
fikrini vermektedir. CAPE tedavisi uygulanan sicanlarda serum amonyak
diizeyinin belirgin bir bi¢imde diismesi bu fikri desteklemektedir. Laktuloz
sindirilemeyen bir disakkarittir. Ince bagirsakta pH’yr diisiirerek bagirsagin
asidifikasyonuna ve boylece bagirsak kapillerlerindeki amonyagin bagirsaga
gecerek fecesle viicuttan uzaklastirilmasini saglamaktadir. Laktuloz tedavisi
uygulanan sicanlarin serum amonyak diizeylerinin kontrol grubuna yakin olmasi
laktulozun bu 6zelligini dogrulamaktadir. Laktuloz verilen sicanlarda amonyak
toksisitesinin 6niine gecilmistir. Bu sicanlar kontrol grubuna ¢ok yakin 6zellikler

gostermislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. CAPE, hepatik ensefalopati sonrasi ortaya ¢ikan noronal oksidan
hasar onlemistir. CAPE, serbest radikal siipiiriicii 6zelligi sayesinde lipid

peroksidasyonunu diisiirmiis ve antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirmistir.

2. CAPE, hepatik ensefalopati sonrasi refleks kayiplart olusmasim

engellemistir.

3. CAPE, hepatoprotektif 6zelligi sayesinde karaciger hiicrelerini nekroza

kars1 korumustur.

4. Laktuloz, serum amonyak diizeyini belirgin bir sekilde diistirmiistiir.

Karaciger viicut icin hayati onem tasiyan bir organdir. Karacigerde
meydana gelen herhangi bir hasar sonucu olusan fonksiyon kayiplart cesitli
norolojik bozukluklart ortaya ¢ikarmakta ve bu da toplumun biiyiik bir boliimiinii
etkilemektedir. Norolojik bozukluklarin ortaya cikmasindan sorumlu oldugu
diisiiniilen amonyak laktuloz kullamilarak viicuttan uzaklastirilabilir. Karaciger
problemi olan insanlar propolis tiiketmek yoluyla norolojik bozukluklarm ortaya
cikmasini engelleyebilirler. Bunu dogrulamak icin daha ileri hayvan deneylerine
ihtiyag duyulmaktadir. Yaptigimiz c¢alismanin ileri hayvan deneylerine 151k

tutacagi ve insan sagligi acisindan fayda saglayacagi kanaatindeyiz.
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7. OZET

Fulminant hepatik yetmezlik, herhangi bir karaciger hastalifi olmaksizin
hepatositlerde ani bir nekrozun baslamasi ve karaciger dokusunun dejenere olmasi
durumudur. Fulminant hepatik yetmezlik, norotoksik oldugu diisiiniilen ve
sonunda noronal 6liime yol agabilen amonyagin kan ve beyinde artistyla iliskilidir.
Simdiki calismada, tioasetamidle indiiklenen fulminant hepatik yetmezlikli sican
modelinde calismalar beyin dokusundaki oksidatif stres iizerinden yiiriitiildii. Bu
calismada amacimiz tioasetamid ile indiiklenen hepatik ensefalopatide (HE),
CAPE’nin kan amonyak diizeyi iizerine, davranis testlerine ve beynin korteks,
beyin sap1 ve serebellum kisimlarindan alinan dokulardaki oksidan/antioksidan
parametrelere etkisinin incelenmesi amaclandi. Sicanlar 6 gruba ayrldi: kontrol,
CAPE, HE, HE+laktuloz, HE+CAPE ve HE+CAPE+laktuloz. Deney ilk
tioasetamid uygulanmasinin 60. saatinde sonlandirildi. Calismadan elde edilen
sonucglar, kontrol grubuyla karsilastirnlldiginda deneysel hayvanlarin beyin
dokularinda lipid peroksidasyonunun arttigimi gostermektedir. Ustelik lipid
peroksidasyonundaki artis antioksidan savunmanin zayiflamasi ile birlikte
gerceklesti. Bunun yaninda kan amonyak diizeyi ve plazma AST, ALT enzim
diizeyleri artti. Refleksler zayifladi. Fakat laktuloz ve CAPE uygulamasi bu
degisiklikleri onledi.

Anahtar kelimeler: Fulminant karaciger yetmezligi; hiperamonyum; tioasetamid;

oksidatif stres
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8. SUMMARY

Fulminant hepatic failure (FHF) is a condition with sudden onset of
necrosis of hepatocytes and degeneration of liver tissue without any established
liver disease. FHF is associated with increased ammonia levels in blood and brain,
which is supposed to be neurotoxic, ultimately leading to neuronal death. In the
present investigation, on thioacetamide-induced FHF rat models, studies were
undertaken on brain tissues oxidative stress. The aim of the present study was to
investigated the effects of CAPE on thioacetamide induced hepatic
encephalopathy (HE) via blood ammonia level, behavioral test, and
oxidant/antioxidant parameters of different brain regions, cortex, brainstem and
cerebellum. The rats were divided into 6 groups: control, CAPE, HE,
HE-+lactulose, HE+CAPE and HE+CAPE+lactulose. The study was ended at the

60 hour of first thioacetamide injection.

The results of the present study reveal elevated lipid peroxidation in the
brain tissues of experimental animals compared to saline treated control rats.
Overall, thioacetamide-induced FHF in rats enhanced the levels of lipid
peroxidation coupled with impaired antioxidant defenses in the cerebral tissues.
Furthermore, blood ammonia level and plasma AST, ALT enzyme levels
increased. Reflexes was declined. But administer of lactuloz and CAPE prevented

these changes.

Keywords: Fulminant hepatic failure; Hyperammonemia; Thioacetamide;

Oxidative stress
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