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KISALTMALAR 

AD : Alzheimer hastalığı 
AGE : İleri glikasyon son ürünleri 
ALS : Amyotrofik lateral skleroz 
AMPK : Adenozin monofosfat kinaz 
AOPP : İleri oksidasyon protein ürünleri 
APP : Amiloid prekürsör protein 
Aβ : Beta amiloid 
CAT : Katalaz  
CREB : cAMP response element-binding protein 
EAAT : Eksitatorik amino asit taşıyıcı 
EPSC : Eksitatorik post sinaptik akım 
ERK : Ekstraselüler ilişkili kinaz 
FDA : Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi 
FGF : Fibroblast büyüme faktörü 
bFGF : Basic fibroblast büyüme faktörü / β fibroblast büyüme faktörü 
FGFR : Fibroblast büyüme faktörü reseptörü 
FOXO : Forkhead ailesi transkripsiyon fakörleri 
GLUT : Glukoz transporter 
GSK-3 : Glukojen sentaz kinaz-3 
GSK-3β : Glukojen sentaz kinaz-3 beta 
IGF-1 : İnsülin benzeri büyüme faktörü 1 
IGF-1R : İnsulin benzeri büyüme faktörü-1 reseptörü 
IRS : İnsulin reseptör substratı 
IRS-P : Fosforile insülin reseptör substratı 
İ.P. : İntraperitoneal 
L-OOH : Lipid hidroperoksit 
MAPK : Mitojen aktive protein kinaz 
MDA : Malondialdehid 
NMDAR : N-metil-D-aspartat reseptörü 
PI3K : Fosfatidilinozitol-3 kinaz 
PKC   : Protein kinaz C  
RNS  : Reaktif azot metabolitleri 
ROS : Reaktif oksijen türleri 
SAPK : Stresle aktive olan protein kinaz 
SOD : Süperoksit dismütaz 
ZIP : Çinko taşıyıcı protein benzeri protein 
ZnT : Çinko taşıyıcı 
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ÖZET 
Giriş : Glutamat santral sinir sisteminde en yaygın bulunan eksitatorik nörotransmitterdir 

ve Alzheimer hastalığı , iskemik hasar, amiyotrofik lateral skleroz  gibi hastlıkların 

patogenezinde yer almaktadır.  

Metforminin santral sinir sistemi üzerinde koruyucu etkilerinin olduğu ileri sürülmektedir. 

Bu etkilerinin temel mekanizmaları henüz açıklığa kavuşmamıştır. 

Glukojen sentaz kinaz-3 beta (GSK-3β)’nın inhibisyonuyla metforminin etkilerinin 

birbirine benzerlik göstermesi metforminin söz konusu etkilerini GSK-3β modülasyonu 

ile yapabileceğini düşündürmüştür. Diğer taraftan çinko, GSK-3β üzerinde inhibisyon 

yaratan önemli bir eser elementtir. 

Amaç : Araştırmamızda, sıçanlarda glutamat ile oluşturulan nörotoksisiteye metforminin 

nörotrofik etkisi ve olası nörotrofik etkide GSK-3β’nın  ve çinkonun rolü araştırıldı. 

Gereç ve Yöntem : 40 adet erişkin erkek sıçan 5 gruba ayrıldı; Kontrol , Glutamat, 

Metformin+Glutamat, Çinko Eksikliği+Glutamat, Çinko Eksikliği+Metformin+Glutamat. 

Metformin  34  gün süreyle verildi. 35. gün  D-glutamik asit uygulandı.Takiben 3 gün 

sonra anesteziye  sıçanlardan alınan beyin dokusu örneklerinde nörodejenerasyon 

histopatolojik; nörorejenerasyon immünohistokimyasal olarak değerlendirildi. Bulgular 

kanda ve beyin dokusunda bakılan GSK-3β ve oksidatif stres parametrelerinin 

düzeyleriyle ilişkili olarak irdelendi. 

Bulgular : Çinkodan yetersiz diyetle beslenen sıçanlarda nörodejenerasyonun derecesi 

yüksekti. Nörodejenerasyonun gözlendiği gruplarda sıçanların kan ve beyin dokusunda 

GSK-3β düzeylerinde artışlar saptandı. Metformin verilen gruplarda nörodejenerasyonun 

azaldığı; nörorejenerasyonun arttığı gözlendi. Bu gruplarda kan ve beyin dokusunda 

GSK-3β  ve oksidatif stres parametrelerinde azalmalar, anti-oksidan parametrelerde 

artışlar gözlendi. Metforminin yetersiz çinko diyeti ile beslenen sıçanlarda  protektif ve 

rejeneratif etkilerinin, normal diyet  ile beslenen sıçanlardan daha az olduğu belirlendi. 

Sonuç : Metformin nöroprotektif ve nörorejeneratif  etkilerini,  GSK-3β  ’nin 

ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu çeşitli yolaklarla indirekt ve /veya direkt olarak 
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azaltarak gösterebilir. Metforminin nöroprotektif ve nörorejeneratif etkisinde çinko iyonu 

önemli rol oynayabilir. 

Anahtar Kelimeler : glutamat, eksitotoksisite, nörodejenerasyon, metformin, 

nörorejenerasyon, GSK-3β, S100-β, çinko 
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ABSTRACT 
Glutamate is the most common excitatory neurotransmitter in the central nervous 

system(CNS) and involved in the pathogenesis of diseases such as Alzheimer's disease, 

ischemic injury, amyotrophic lateral sclerosis. 

Metformin has been suggested to have protective effects on the CNS. Mechanisms of 

these effects have not yet been clarified. 

The similarity of the effects of metformin with the inhibition of GSK-3β suggests that  

metformin may moduate GSK-3β. On the other hand, zinc is an important trace element 

that inhibits GSK-3β. 

In our study, the neurotrophic effect of metformin on glutamate-induced neurotoxicity in 

rats and the role of GSK-3β and zinc in these neurotrophic effects were investigated. 

Forty adult male rats were divided into 5 groups; Control, Glutamate, 

Metformin+Glutamate, Zinc Deficiency+Glutamate, Zinc 

Deficiency+Metformin+Glutamate. Metformin was given for 34 days. D-glutamic acid 

was administered on the 35th day. Neurodegeneration was examined histopathologically 

and neuroregeneration was evaluated immunohistochemically in brain tissue samples 

taken from anesthetic rats. The findings were examined in relation to levels of GSK-3β 

and oxidative stress parameters observed in brain tissue and blood. 

Neurodegeneration was higher in rats fed with inadequate zinc diet. GSK-3β levels were 

increased in groups with neurodegeneration. Decreased neurodegeneration and increased 

neuroregeneration; decreased GSK-3β and oxidative stress parameters, increased 

antioxidant parameters was obsereved in groups treated with metformin. Metformin had 

less protective and regenerative effects in rats fed with inadequate zinc diet. 

Metformin may demonstrate neuroprotective and neuroregenerative effects by reducing 

expression of GSK-3β. Zinc may play an important role in neuroprotective and 

neuroregenerative effects of metformin. 

Keywords : glutamate, excitotoxicity, neurodegeneration, metformin, neuroregeneration, 

GSK-3β, S100-β, zinc 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 Glutamat santral sinir sisteminde en yaygın bulunan eksitatorik bir 

nörotransmitterdir (1). Santral sinir sisteminde birçok alanda yaygın olarak bulunsa da, en 

fazla bulunduğu alanlar serebral korteks ve hipokampüstür (2). Aynı zamanda serebellum 

granül hücreleri gibi bazı özel bölgelerde primer nörotransmitter olarak da yer alır. 

İyonotropik ve metabotropik 2 grup reseptöre sahip olup, iyonotropik reseptör ailesi N-

Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptörleri, Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-

isoksazolepropionik asit (AMPA) reseptörleri ve kainat reseptörleri  olmak üzere üç 

gruptan oluşur. NMDA reseptörleri kalsiyuma olan geçirgenliğinden dolayı sinaptik 

plastisite, öğrenme ve bellek oluşumunda diğer reseptörlere kıyasla daha büyük bir rol 

üstlenir (3). 

 Sinaptik plastisite,	 öğrenme	 ve	 bellek	 oluşumunda	 önemli	 rol	 oynayan	

glutamat	 aynı zamanda Alzheimer hastalığı (4), iskemik veya hemorajik inmeler (5),  

otizm (6), amiyotrofik lateral skleroz (4) gibi hastalıkların patogenezinde  de yer 

almaktadır. Söz konusu hastalıkların patogenezinde temel mekanizma aşırı glutamat 

uyarımının yarattığı eksitotoksisite olup, bu mekanizmalar, hücre içine aşırı Ca+2 iyonu 

girişinin yol açtığı mitokondriyal hasar (7), hücre içi artmış nitrik oksit seviyeleri (8) ve 

hücre içi artmış Ca+2 iyonu seviyelerinin tetiklediği apoptotik mekanizmalar olarak bilinir 

(7). Glutamatın bilinen bu etkilerinden dolayı, eksitatoksisite ile seyreden hastalıkların 

tedavisinde glutamat reseptörlerinin bloklanması rutin olarak kullanılan bir uygulamadır. 

Alzheimer hastalığı tedavisinde sıkça kullanılan ''memantin'' uygulaması gibi. Günümüze 

bu  konuyla ilgili araştırmalar hız kazanmıştır.  

 Metformin, prediyabet ve Tip 2 diyabetin ilk basamak tedavisinde  kullanılan 

biguainid ilaç grubu arasında yer alan bir ajandır. Metforminin temel etkisi, karaciğer 

tarafından kana verilen glukozu (9) ve insülin direncini azaltması olarak bilinir (10). Etki 

mekanizması henüz net olarak bilinmemekle birlikte, en bilinen etkisi AMP kinaz 

(AMPK) aktivasyonudur (11). AMPK vücudun hücresel enerji homeostazını sağlayan en 

önemli düzenleyicilerden biridir (12). Aynı zamanda metforminin terapötik dozlarda 



	 13	

kullanımı sonucunda pankreas beta hücrelerindeki kayıp ve harabiyetin de azaldığı 

bilinmektedir (13). 

 İnsülinin hücre içi etki mekanizmalarından bir tanesi, insulin reseptör 

etkileşiminden sonra insulin reseptör substrat-1 (IRS-1) fosforilasyonuna yol açmasıdır. 

Fosforillenen IRS-1 (p-IRS),  PI3K/Akt/mTOR yolunu aktive ederek hücre sinyali ve sağ 

kalımı gibi hücresel proseslerde rol oynayan GSK-3β inaktivasyonu ile hücre 

proliferasyonuna neden olmaktadır. Aynı zamanda aktive olan Akt, diğer adıyla protein-

kinaz-B,  hücre yüzeyinde insülin bağımlı glukoz taşıyıcısı olan Glut-4'ün sayıca artışına 

sebep olmakta ve hücre içi glukoz alınımını arttırmaktadır (18). Bu mekanizma, negatif 

feedback dahil olmak üzere birçok hücre içi proteinin kontrolü altındadır (19). 

 Diğer taraftan, GSK-3β aktivasyonu birçok mekanizma ile hücre proliferasyonunu 

durdurmakta, insülin  direnci yaratmakta ve p53 başta olmak üzere birçok pro-apoptotik 

gen aktivasyonu ile apoptozu başlatmaktadır (20). p-IRS-1tarafından aktive olan Akt, 

GSK-3β'yi serin 9 rezidüsü üzerinden fosforile ederek inaktif hale getirmektedir (21). 

GSK-3β aktivasyonu ve inhibisyonu arasındaki denge mekanizmaları kontrollü hücre 

büyümesi, gelişimi ve hücre sağ kalımı için oldukça önemli mekanizmalardır (20).  

 Metforminin hücre içi enerji metabolizmasındaki olumlu etkilerinden dolayı, 

santral sinir sistemi üzerinde de  koruyucu etkilerinin olduğu ileri sürülmektedir. Bunlar 

arasında post-iskemik hasarın ortaya çıkışını azaltması (14), iskemi esnasında 

nöroprotektif etki sağlaması (15), iskemik hasardan sonra iyileşme sürecini hızlandırması 

(16), Alzheimer hastalığında B-amiloid plak oluşumunu geriletmesi (17) gibi etkilerden 

söz edilmektedir. Metforminin bu etkilerinin temel mekanizmaları henüz net olarak 

açıklığa kavuşmamıştır. 

 Son yıllarda yapılan çalışmalarda, GSK-3β  aktivitesinin nöronal ölüm ve iskemik 

inmenin patogenezine katkıda bulunduğuna dair çalışmalar bulunmaktadır (22). Artmış 

GSK-3β aktivitesinin Alzheimer hastalarında Tau fosforilasyonunu arttırdığı (23), GSK-

3β aktivitesinin azaltılması ile β-amiloid plak oluşumunun azaldığı (24), GSK-3β   

inhibisyonunun eksitotoksisiteye karşı koruyucu olduğu (25), gösterilmiştir. GSK-3β’ nin 
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nöronal apoptozisteki baskın rolu nedeniyle GSK-3β’nin modülasyonunun iskemik 

nörodejenerasyondan korunmak için önemli bir strateji olabileceği belirtilmiştir (22).  

 GSK-3β’nin inhibisyonunun, insulin direncini azaltması, nörodejeneratif 

hastalıklarda olumlu etkileri ile, metforminin etkilerinin birbirine benzerlik göstermesi 

metforminin söz konusu etkilerini GSK-3β modülasyonu ile yapabileceğini 

düşündürmüştür. Nitekim, GSK-3β aktivitesinin hücre yapısı ve içeriğine göre değişiklik 

gösterdiği bildirilmişse de (28), metforminin kalpte ve uterin kanser hücrelerinde GSK-

3β  aktivitesini azaltarak olumlu etki gösterdiğini ileri süren çalışmalar bulunmaktadır 

(29). Bununla birlikte, santral sinir sisteminde metformin - GSK-3β ilişkisini araştıran 

herhangi bir çalışma bulunmamaktadır.  

 Diğer taraftan çinko, GSK-3β üzerinde inhibisyon yaratan önemli bir eser 

elementtir. Yapılan çalışmalarda hücre içerisindeki çinko iyonu artışının GSK-3β'yi 

inhibe ettiği gösterilmiştir (30). Çinko, fizyolojik seviyelerde olduğunda vücutta birçok 

önemli fonksiyonu üstlenen, hayati bir iyondur. Fizyolojik seviyelerde bilinen etkileri 

arasında IRS-1'in aktivasyonunu sağlayarak insülin direncini azaltmak, (31), nöronal 

gelişim ve sağ kalımını sağlamak (32), beyinde NMDA reseptörleri üzerinde voltaj 

bağımlı ve voltaj bağımsız inhibisyon yaratarak glutamatın olası toksik etkilerinden 

korumak (33) yer almaktadır. Benzer şekilde Alzheimer hastalığında serum çinko 

seviylerinin kontrol gruplarına göre azaldığını gösteren çalışmalar  bulunmaktadır (34).  

 Bu tez çalışmasında, sıçanlarda glutamat ile oluşturulan nörotoksisiteye 

metforminin nörotrofik etkisi ve olası nörotrofik etkide GSK-3β’nın rolünün araştırılması 

planlandı. Nörodejenerasyon çalışmalarının genellkle korteks, hipokampüs ve bazal 

gangliyonlarda yoğunlaştığı dikkati çekmiştir (35). Diğer taraftan fare beyninde ışık ve 

elektron mikroskobu çalışmaları ile GSK-3β’nın santral sinir sisteminde korteks, bazal 

gangliyon ve hipokampüste yoğunlaştığı gösterilmiştir (36). Bu nedenle çalışmamızda 

korteks ile hipokampüs ve bazal gangliyonları içeren subkortikal yapıları birlikte 

araştırdık.   

 Araştırmamızda aynı zamanda metforminin olası koruyucu etkisinde çinkonun 

rolü de araştırıldı. Çinko eksikliği yaratmak amacıyla çinkodan yetersiz diyet kullanıldı. 
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Bu amaçla metformin uygulanan ve çinkodan yetersiz diyetle beslenen sıçanlar ile 

metformin uygulanan ve normal çinko diyetiyle beslenen sıçanlarda; metformin 

verilmeyen çinkodan yetersiz diyetle beslenen ve normal çinko diyetiyle beslenen 

sıçanlarda glutamat nörotoksisitesi oluşturuldu. Glutamat nörotoksisitesi intraperitoneal 

olarak D-glutamik asit uygulaması ile oluşturuldu. Gruplar arasında nörodejenerasyonun 

derecesi histopatolojik; nörorejenerasyonun derecesi immünohistokimyasal olarak 

değerlendirildi. Nörodejenerasyon ve nörorejenerasyonun dereceleri; kanda, kortikal ve 

subkortikal yapıları içeren homojenize beyin dokusunda tayin edilen GSK-3β ve oksidatif 

stress parametrelerinin düzeyleriyle ilişkili olarak irdelendi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 2.1. NÖROTRANSMITTER OLARAK GLUTAMAT 

 Glutamat, glutamik asitin anyonu olarak omurgalıların büyük bir çoğunluğunda 

nöronlar arası sinyal iletiminde kullanılan ve omurgalı beynindeki eksitatör görevlerin 

çoğunu üstlenen bir nörotransmitterdir.  

Glutamatın, sinaptik plastisiteki bilinen rolünden dolayı, beyinde öğrenme ve hafıza gibi 

kognitif fonksiyonlardaki önemi oldukça yüksektir (37). Uzun süreli potansiasyon olarak 

da tanımlanabilen, plastisite beyinde özellikle hipokampüs, neokorteks gibi glutamaterjik 

sinapsların sık olduğu alanlarda daha yoğun gözlenmektedir. Özetle glutamatın beyindeki 

temel fonksiyonları 3 temel maddede toplanabilir : 

- Hafıza ve bellek oluşumu 

- Vücut hareketlerinde sinyal taşıyıcı 

- Düşünme 

 Glutamat her ne kadar 2 nokta arası bir transmitter olarak çalışsa da, sinaptik 

boşluktan sızarak komşu nöronları da uyarmaka ve ekstrasinaptik bir haberleşme de 

sağlamaktadır (38). 

2.1.1. Metabolizması ve Sentezi 

 Glutamat, vücutta en fazla bulunan aminoasitlerden bir tanesidir ve birçok 

proteinin yapımında kullanılmaktadır (1). Sağlıklı bir insanda normal şartlarda glutamat 

gıdalardan yeterince alındığı için sentezine çoğu zaman ihtiyaç duyulmaz. Öte yandan 

Krebs (sitrik asit) Siklusunda açığa çıkan α-ketoglutarattan sentezlenebildiği için vücut 

için glutamat non-esansiyel bir amino asit olarak kabul edilir.  
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Şekil 1. Glutamatın Endojen Sentezi 

 Santral sinir sisteminde glutaminerjik nöronlar glukozdan glutamat üretemezler ve 

bu yüzden pre-sinaptik nöronlara glutamat, glutamat-glutamin siklusu sayesinde sağlanır. 

Bu işlemi presinaptik nöronda ya da komşu glial hücrelerde glutamin sentetaz enzimi 

gerçekleştirilir (39).  
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Şekil 2. Glutamat - Glutamin Döngüsü  
(Most, D., et al. "The synaptoneurosome transcriptome: a model for profiling the 

emolecular effects of alcohol." The Pharmacogenomics Journal, vol. 15, no. 2, 2015, p. 
177+) 

 

Pre-sinaptik nörondan sinaptik boşluğa salınan glutamatın akıbeti 3 şekildedir : 

1. Post-sinaptik nörona alınım 

2. Pre-sinaptik nörona geri alınım 

3. Glial (astrosit) hücreye alınım 

 Post-sinaptik nörondan alınım sayesinde sinaptik ufak bir miktarda glutamat 

yıkımı gerçekleştirilir. Aynı zamanda pre-sinaptik nöronda da az miktarda yıkım 

mevcuttur. Ancak bunların haricinde en büyük mekanizma çevre astrositlere alımdır (39). 

Bu alım eksitatorik aminoasit taşıyıcısı kanallar (EAAT: excitatory aminoacid 

transporter) sayesinde gerçekleştirilir. Astrositlere alınan glutamatın ise komşu kapillerle 

dolaşıma geçmesi beklenebilir fakat bu, santral sinir sisteminin net olarak karbon ve azot 

kaybı ile sonuçlanacaktır. Bunun yerine glutamat, nöronlara bir etkisi olmayan glutamine 

dönüştürülür. Bu dönüşüm ile birlikte glutamatın nöronlar üzerindeki eksitatorik etkisi ve 

gereksiz depolarizasyon riski önlenir. 
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 Üretilen glutamin tekrardan glutamat sentezleyebilmesi için pre-sinaptik 

nöronlara aktarılır ve burada glutaminaz enzimi ile glutamin-glutamat dönüşümü sağlanır. 

 Öte yandan bu siklusun en büyük problemi ise amonyak homeostazının 

sağlanmasıdır. Astrositlerde glutamattan glutamin üretilirken bir molekül amonyak 

kullanılırken aynı şekilde nöronlarda da glutamat oluşturulurken bir molekül amonyak 

açığa çıkar. Oluşan amonyağın anında detoksifiye edilmesi için astrositlere geri 

aktarılması gerekmektedir. Zira amonyak toksistesinin nöronlarda birçok bilinen 

patolojik etkisi mevcuttur. Bunlardan en önemlileri : 

1. Amonyak, nöronlarda inhibitör etki gösteren klor kanallarını inhibe eder 

2. Amonyağın fazlası alfa-ketoglutarat ile birleşerek Krebs Siklusunun bozulmasına 

ve sonuçta beyinde glukozdan enerji üretiminin aksamasına sebebiyet vermektedir. 

 Aynı şekilde glial hücrelere alınan amonyak yine glutamat-glutamin siklusu 

sayesinde detoksifiye edilir. Ve burada görev alan glutamin sentetaz enzimi amonyağın 

miktarının kontrolündedir. Zira hiperamonyemi durumlarında (kronik ya da fulminan 

hepatitler, akut ya da son dönem böbrek yetmezlikleri) fazla amonyak glutamattan 

glutamin oluşumunu arttırarak glutamat sentezinde azalmaya yol açarak generalize bir 

depresyon yaratmaktadır. Bu patolojik durumun en yaygın örneği anksiyete, insomnia 

gibi belirtilerle ile başlayan ve somnolans ve koma ile sonlanan hepatik ensefalopatide 

gözlenmektedir.  
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Şekil 3. Glutamat-glutamin döngüsünde amonyağın kullanımı 
 (N. R. Sibson et al. In vivo 13C NMR measurements of cerebral glutamine synthesis as 

evidence for glutamate–glutamine cycling. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997 Mar 18; 
94(6): 2699–2704.) 

 

 Glutamat kan beyin bariyerini belirli taşıyıcılar sayesinde geçebilir, aynı şekilde 

beyin omurilik sıvısından yüksek afiniteli transport sistemi ile sinir sistemine aktarılırak 

beyin omurilik sıvısı içindeki miktarları sabit bir şekilde korunmaya çalışılır (40). 

 Glutamatın kendisi aynı zamanda inhibitörik etki gösteren bir nörotransmitter 

olan GABA’nın sentezinde de öncü moleküldür ve görevli olan enzim ise glutamat 

dekarboksilazdır.  

 2.1.2. Glutamat Taşıyıcıları 

 Glıutamat taşıyıcıları, temelde glutamatı bir membran boyunca taşıyan kanallara 

verilen addır. Bu membran bir astrosit hücre membranı ya da bir intraselüler vezikül 

membranı gibi birçok membran olabilir. Buna dayanarak glutamat taşıyıcılarını temelde 2 

aileye ayırmak mümkündür :  

1. Eksitatör amino asit taşıyıcı (EAAT) ailesi 

2. Veziküler glutamat taşıyıcı (VGLUT) ailesi 



	 21	

 Beyinde EAAT ailesinin temel görevi sinaptik boşluktan uzaklaştırarak glial ve 

nöronal hücrelere geri alınımını sağlarken, VGLUT ailesi ise sitoplazmadan veziküllere 

glutamat geçişini sağlamaktadır. Glutamat taşıyıcıları glutamatın yanı sıra aspartat veya 

diğer glutaminerjik maddeleri de taşımakta ve beyin haricinde birçok dokuda da yer 

alarak bu dokularda glutamat ve diğer glutaminerjik maddelerin fizyolojik etkilerinden 

sorumlu olmaktadır. Bu dokuların başında kalp, karaciğer, testis, kemik ve pankreas 

adacık hücreleri gelmektedir. En büyük afiniteleri L-glutamat olmakla beraber  L-aspartat 

ve d-glutamata da affiniteleri mevcuttur.  

 EAAT ailesi, membrana yüzeyinde bulunan iyon -çoğunlukla sodyum- bağımlı 

sekonder aktif tranport sağlayan kanallardır (40). Bu taşıyıcılar ekstraselüler glutamat 

miktarını düzenlemekte aktif rol oynamaktadırlar (41). Sinaptik boşluğa salınan glutamat 

bu kanallar sayesinde kısa süre içerisinde ortamdan uzaklaştırılarak sinyal iletiminin 

sonlanmasında görev alırlar (42). Bu kanalların aktivitelerinde azalma, glutamatın toksik 

etki yaratıp post-sinaptik nöronda aşırı uyarılma ve sonucunda bir grup biyokimyasal 

kaskadın tetiklendiği eksitotoksiste ile sonuçlanabilmektedir (43).Aynı zamanda bu 

kanallar sayesinde glutamatın tekrar sentez ve kullanımına olanak sağlamaktadır. 

 2.1.2.1. Glutamat Taşıyıcı Tiplerinden EAAT'ler 

  Glutamat taşıyıcı ailesinin 2 temel üyesinden ilki olan EAAT’ler temelde hücre 

içi-dışı başta sodyum iyonlarının elektrokimyasal gradientine bağlı olarak çalışsalar da 

potasyum ve hidrojen konsantrasyonuna da bağlılık gösterir ve bundan ötürü ‘’sodyum ve 

potasyum bağlı glutamat taşıyıcıları’’ olarak da isimlendiriler. EAAT lerin alt tipleri 

glutamata farklı affinite göstermekle beraber sodyum bağımlı çalışanlar yüksek affiniteli 

glutamat taşıyıcıları olarak da bilinirler (44). EAAT’ler 1 molekül glutamatı 3 sodyum ve 

1 hidrojen molekülü ile birlikte hücre içerisine alırken 1 potasyum molekülünü ise hücre 

dışına atarlar (45). 

 İnsanlarda EAAT’lerin 5 alt tipi bilinmektedir. EAAT1 ve 2 temelde glial 

hücrelerin yüzeyinde bulunmala beraber (46) EAAT2 (diğer adıyla GLT1[glial glutamat 

transporter]) hipokampal CA3 nöronların akson terminallerinde de az miktarda 
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saptanmıştır (47) ve yine EAAT2 beyindeki glutamat geri alınımın %90’ından fazlasına 

üstlenmekedir (48).EAAT3 ve 4 ise sadece nöronlara özgü iken (49) EAAT5 ise 

retinadaki bipolar nöronlarda ve fotoreseptörlerde bulunmaktadır (50).Ekstranöral 

dokularda ise glutamatın hücre içerisine taşınması yine EAAT2'ler tarafından 

yönetilmekte olup, bunun en belirgin ve güncel örneği panreatik adacık hücrelerindedir 

(51).Pankreas  adacık hücrelerinden gukagon ile birlikte salgılanan glutamat, beta adacık 

hücrelerinden EAAT2 tarafından alınarak insülin salınmasında düzenleyici/uyarıcı bir 

görev üstlendiği düşünülmektedir (52-54). 

 2.1.2.2. Glutamat Taşıyıcı Tiplerinden VGLUT'lar 

 Bilinen veziküler glutamat taşıyıcıları 3 adettir : VGLUT1-3 (55). Bu taşıyıcıların 

temel görevi hücre içerisine alınan glutamatı sinaptik veziküllere aktararak sinaptik 

boşluğa salınması için depolanmaları sağlarlar. VGLUT’lar sekretuar sistemdeki proton 

gradientine bağlıdırlar (sekretuar veziküllerin içerisi sitoplazmaya göre daha asidiktir) ve 

glutamata olan afiniteleri EAAT’lerinkine oranla sadece %1 civarındadır ve EAAT’lerin 

akine aspartata affinite göstermezler (7).VGLUT’lar arasında en fazla bilgi sahibi olunan 

VGLUT3 tür. Nöronlar glutamattan farklı bir nörotransmitter kullansa bile, örneğin 

santral 5-HT nöronları, VGLUT3 eksprese edebilirler (56) fakat bunun tam  olarak 

fonksiyonu hala bilinmemektedir. VGLUT3’ün ayrıca işitme sisteminde hızlı 

glutaminerjik eksitasyonda görevli olduğu gösterilmiştir (57) Ayrıca anksiyete, mood 

düzenlenmesi, ağrı iletimi, uyku-uyanıklık siklusu, vücut ısısı ayarlanması, seksüel 

davranışlar gibi davranışsal ve fizyolojik görevlerde de rol aldığı düşünülmektedir. Ağrı 

iletiminde görev aldığı bilinse de şuan için tek kanıtlanmış rolü inflamasyon sonrası 

mekanik ağrı hipersensitivitesi olup nöropatik ağrılardaki rolü bilinmemektedir. Ayrıca 

ekstrasinaptik ve ekstranöronal glutamat depolanmasında da aktif olarak VGLUT3 görev 

almaktadır (58). 

 Glutamat taşıyıcılarının patolojileri hakkında birçok hastalık ilişkilendirilmiştir. 

Aşırı aktivitelerine bağlı yetersiz sinaptik glutamat miktarlarlarının şizofrenide rol aldığı 

düşünülmektedir (40).Aksine iskemik ve travmatik beyin hasarlarında taşıyıcıların 

görevlerini yerine getirememesi, sinaptik glutamatın aşırı birikmesine ve toksik etkilere 
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yol açmasına sebebiyet vermektedir. Bu ise, iskemi sonucu ATP üretiminin azalması ve 

sonuçta gerekli iyon konsantrasyonunu sağlayacak ATPaz pompalarının çalışamamasına 

bağlıdır. Sonuçta doğru iyon gradienti sağlanamamakta ve iyon gradientine göre çalışan 

glutamat taşıyıcıları glutamatı ortamdan uzaklaştırmak yerine aksine ortama 

salgılamaktadır. Bu ise glutamat reseptörlerinin aşırı çalıştığı bir durum olan 

eksitotoksisite ile sonuçlanmaktadır (59).Kognitif ve motor fonksiyonlarda asıl rol alan 

sodyum bağımlı EAAT2’nin kaybının Alzheimer hastalığı, Huntington hastalığı, 

Parkinson demans kompleksi gibi hastalıklarda rol aldığı düşünülmektedir (60). Aynı 

şekilde amiyotrofik lateral skleroz (ALS) de karşılaşılan motor nöron harabiyetinin, 

spinal ve santral EAAT2 kaybıyla ilgili olabileceği de öne sürülmüştür (60). Ayrıca 

kokain, eroin, alkol ve sigara bağımlılığıyla  nucleus accumbens’deki EAAT2 azalması 

arasında bağlantı saptanmış olup, bu bölgedeki EAAT2’nin ekspresyonunu arttıran 

ilaçların kullanımının (örn: N-asetilsistein) bu tip madde bağımlılığında ek bir tedavi 

yöntemi olabileceği düşünülmektedir (61). 

 2.1.3. Hücresel Etkiler ve Reseptörler 

 Glutamat etkisini hücre yüzeylerinde bulunan reseptörlerine bağlanarak 

göstermektedir. Memelilerde farmakolojik özelliklere göre 4 tip reseptör tanımlanmıştır 

ve bu sınıflandırma diğer organizmalarda farklı farmakolojik özelliklere bağlı olarak tam 

uygunluk göstermez : AMPA reseptörleri, kainat reseptörleri, NMDA reseptörleri ve 

metabotropik reseptörler. Metabotropik reseptörlerin en büyük özelliği G-protein aracılı 

sinyal iletimi yapması, yani bir ikincil haberleşme sistemi kullanmasdır. İkincil 

haberleşme sistemi bir kaskad olduğundan, bir habercinin uyarılması birçok aktivasyon 

sağlamakta bu sebeple etki süresinin daha uzun olmaktadır. Diğerleri ise iyonotropik 

reseptörler olup, etkileri iyon geçişleri üzerinden sağlanmaktadır. Glutamatın en büyük 

etkilerinden olan sinaptik plastisiteye bağlı öğrenme ve bellek gelişimi hem iyonotropik 

hem metabotropik reseptörler tarafından sağlanmaktadır (62). Post-sinaptik nöronda 

iyonotropik reseptörlerin sayıca artması ya da azalması, uzun dönem potensiasyon ya da 

uzun dönem depresyona sebep olmaktadır (63). Ek olarak metabotropik reseptörler de 

ikincil haberleşme kaskadına bağlı protein sentezini regüle ederek sinaptik plastisiteyi 

düzenlemektedir (64).Yapılan çalışmalar, glutamat reseptörlerinin aynı zamanda glial 
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hücreler üzerinde de olduğunu; buradaki hücrelerin gen ekspresyonunun kontrolünde, 

gelişmekte olan beyindeki prekürsör glial hücrelerin proliferasyon ve diferansiasyonunda 

rol aldığını göstermektedir. 

 2.1.4. İyonotropik Reseptörler 

 İyonotropik glutamat reseptörleri ligand kapılı; sodyum, potasyum bazen de 

kalsiyum geçişine izin veren non-selektif katyon kapılarıdır. Agonist ligandın 

bağlanmasından hemen sonra, bir iyon kanalı olan santral porun açılması, iyon akışına 

izin verilmesi ve sonuçta da eksitatorik post-sinaptik akım oluşması (EPSC) gerçekleşir. 

Bütün reseptörlerde EPSC meydana gelir fakat hız ve süre bütün alt tiplerde birbirinden 

farklıdır (65). NMDA reseptörleri diğerlerinden bazı açılardan farklılık gösterir. 

Bunlardan ilki, iyon geçişini voltaj bağımlı bir şekilde sınırlandıran bir internal 

Mg+2/Zn+2 bağlanma bölgesi bulundurur, bu blokaj ise çevredeki AMPA reseptörlerinin 

oluşturduğu EPSC ler sayesinde ortadan kaldırılır. Bu yüzdendir ki, NMDA 

reseptörlerine ligand bağımlı olduğu kadar voltaj bağımlı da denebilir. İkincisi ise 

NMDA reseptörlerinin Ca+2 ‘a olan geçirgenliğidir (66). Kalsiyum, hücre içerisinde gen 

yapılanmalarını ve protein sentezini düzenleyen önemli bir katyondur ve kalsiyum akımı 

sayesinde uzun süreli potansiasyon ve uzun süreli depresyon gerçekleşmektedir (67). 

  2.1.4.1. NMDA Reseptörleri  

  N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptörleri, glutamat ve glisin (veya D-serin) 

bağlanması sonucu aktive olan ve pozitif yüklü iyonların membran boyuca hücre 

içerisine girişini sağlayan reseptörlerdir ve sinaptik plastisite kontrolünde son derece 

önemli görevleri vardır (68).NMDA reseptörü olarak isimlendirilmelerinin sebebi N-

metil-D-aspartatın selektif olarak bu reseptörlere bağlanmasıdır. Aktifleşmesi ile non-

selektif katyon kanalın açılmasının kontrolü her ne kadar primer olarak ligand bağımlı 

olsa da iyon geçişi kontrolü voltaj bağımlıdır. Ekstraselüler Mg+2  ve Zn+2 reseptördeki 

spesifik bölgelere bağlanarak iyon kanallarının açılmasını engeller ve bu engel ancak 

çevrede bulunan AMPA reseptörleri sayesinde oluşturulacak EPSC lerin birikerek 

membranda depolarizasyon oluşması ile kalkar. Sonuç olarak hücre içerisine Na+2 ve 
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Ca+2 girişi gerçekleşirken hücre dışarısına K+2 çıkışı gerçekleşir (69). 

  NMDA reseptörlerinden içeri alınan Ca+2 sinaptik plastisitede ve dolayısıyla 

öğrenme ve bellek gelişiminde kritik rol oynar. Ligand bağımlı olduğu kadar Mg+2  ve 

Zn+2  da bağladığı için voltaj bağımlı olan NMDA reseptörleri için gerekli ligandlar 2 

molekül glutamat ya da aspartat ve 2 molekül glisin ya da serindir.  NMDA reseptörü 

aynı zamanda birçok ilaç ve madde tarafından bloke edilir, fenilsiklidin (PCP), alkol 

(etanol), dekstrametorfan (DXM) ve bunların hepsinin özel bir bağlanma bölgesi 

mevcuttur. Ayrıca nitrik oksit ve ketamin de iyon kanalında geçişi sınırlandırarak parsiyel 

bir antagonizma yaratır. 

 

Şekil 4. NMDA reseptöründe çinko blokajı 
(Kenji Hashimoto. Glycine Transport Inhibitors for the Treatment of Schizophrenia. The 

Open Medicinal Chemistry Journal ISSN: 1874-1045 ― Volume 12, 
2018Chelsea A. Barr, Shawn C. Burdette.) 

 

  Yapı olarak NMDA reseptörü 2 adet subunit içeren tetramer bir yapıya sahiptir : 2 

adet GluN1 (NR1) ve 2 adet GluN2 (NR2). Benzeri bir gen yapısından kodlanan NR3 ise 

reseptör üzerinde inhibitörik aktiviteye sahiptir.  

  NR1 subünitlerinin transkriptlerinin selektif kesilmeleri ve NR2 subünitlerinin 

farklı alt tiplerinin sentezleri ile farklı ve çok sayıda NMDA reseptör izoformları 
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meydana gelmektedir. NR1 subüniti temelde ko-agonist olan glisin/serini bağlarken NR2 

subüniti ise glutamat/aspartat bağlamaktan sorumludur. NMDA reseptörü 3 alanda 

incelenebilir :  

 1. Ligand (agonist) bağlayan alan: 3 transmembran segmentten oluşur ve potasyum 

selektif kanallara benzer bir şekilde loop yapar.  

 2. Membran alanı: İyon kanalı porunun oluşmasında katkıda bulunur ve reseptörün 

iletkenliğinden, kalsiyum permabilitesinden ve magnezyum blokajından sorumludur.  

 3. Sitoplazmik alan: Her subünitin kendine özgü sitoplazmik alanı mevcuttur ve birçok 

protein kinaz, protein fosfatazlar tarafından modifiye edilebilen rezidülere sahiptir. Aynı 

zamanda intraselüler yapısal ve katlanma proteinleri ile ilişki içerisindedir.  

 NR1’in 7 adet subüniti, GRIN1 geninin transkript ürününün farklı kesilmesi ile 

oluşur (70). NR2 subüniti ise insanlarda 4 adet alt tipe sahiptir ve bunların hepsi farklı 

genler tarafından kodlanır : GRIN2A,B,C ve D (71). NR2’ler çeşitli hücre içi sinyal 

molekülleri ile bağlantıda olan C-terminallere sahiptir, farklı hücre tiperinde farklı alt 

tiplerdedir bu yüzden NMDA reseptörünün temel elektrofizyolojik özelliğini belirler. 

Örneğin, immatür nöronlarda ve ekstrasinaptik alanlarda NR2B yoğunluktadır (72). Bu 

yüzden NR2B erken post natal beyinde daha yoğun olarak bulunur ve insan yaşlandıkça 

NR2A’lar sayıca artmaya başlar ve bir süre sonra NR2A’ların sayısı NR2B’leri geçer. Bu 

olaya NR2B-NR2A dönüşümü denir (73). Bu insanda bazı değişikliklerle sonuçlanır 

çünkü NR2B’lerin açık kalma ve iyon iletme süreleri NR2A’lara göre oldukça uzundur 

(74).Buradan da tahmin edilebileceği gibi, yaş ilerledikçe hafıza yeteneklerinde azalma 

meydana gelmesinde NR2B-NR2A dönüşümü oldukça etkilidir. Bu dönüşümle ilgili 3 

hipotez bulunmaktadır, ilkine göre NR2A’lar sayıca artmakta ve NR2B’ler azalmaktadır. 

İkincisi ise ekstrasinaptik NR2B’lerin yerini NR2A’ların aldığını savunmaktadır. 

Sonuncu hipotez ise NR2B’lerde bir azalma olmaksızın NR2A’ların sayısında artmaya 

bağlı dilüsyonel bir azalma olduğunu söyler. Bunların arasında 1 ve 2’nin üzerinde daha 

çok durulmaktadır (74). NR2A ve NR2B subünitleri eksitotoksisite üzerinde de farklı 

rollere sahiptir (75). Fareler üzerinde yapılan bir çalışmada izole NR2B’lerin 
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parçalanması ölüm ile sonuçlanırken, izole NR2A’ların parçalanması ise yaşayan fakat 

hipokampal plastisitenin bozulması ile sonuçlanmıştır (76).Buradan da anlaşılacağı gibi 

NR2B’lerin vital beyin gelişiminde daha büyük rolü mevcuttur. Chihiro Nozaki ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada ise çinko’nun NR2A’lara üzerinde daha yüksek 

inhibisyon yarattığı gösterilmiştir (77). 

 NMDA reseptöre agonist ve antagonist etki edebilen bir çok madde mevcuttur.  

 Fizyolojik koşullarda NMDA reseptörünün aktivasyonu için 2 molekül agonist ve 

2 molekül koagonist gereklidir. Agonist olarak glutamat ya da aspartat bağlanması 

gereklidir. Aspartat, glutamat kadar güçlü bir stimülasyon yaratmaz (78). Koagonist 

olarak görev yapan maddeler ise başlıca glisin veya D-serindir. D-serin, glisine göre çok 

daha güçlü bir bağlanma ve aktivasyon sağlamaktadır (79). D-serin, bir çeşit izomeraz 

olan serin rasemaz tarafından üretilir ve NMDA reseptörleri çevresinde sıkça bulunur. D-

serin hem nöronlardan hem de çevre astrositlerden salgılanarak NMDA reseptörlerini 

düzenlemekte görev alır. D-serinin ortamdan uzaklaştırılması NMDA reseptörleri 

tarafından sağlanan eksitasyonu baskılayabilir. NMDA reseptörleri ilişkili akımlar 

membran depolarizasyonu ile ilişkili olduğundan dolayı NMDA agonistleri Mg+2 

blokajını ortadan kaldırıp kanal açıklığının devamını depolarizasyon ile sağlayabilir. Bu 

öğrenme ve bellek açısından fayda sağlayabileceği gibi, uzamış ve fazla akım yaratarak 

toksik etkilere de sebep olabilir. Buna en iyi örnek kokainin yarattığı gecikmiş NMDA 

reseptör bağımlı akımlara bağlı nörotoksik sonuçlardır. Başlıca NMDA resptör 

agonistleri arasında tübreküloz tedavisinde 2. basamak ilaç olarak kullanılan d-sikloserin, 

solvent olarak kullanılan piperidinin karboksilik asidi olan piperidindikarboksilik asit, 

aspartik asit, glutamik asit, triptofanın yıkım ürünü olan kinolinik asit ve kinolinat, 

homosistein ve homosisteik asit, D-alanin ve L-alanin, şizofreni ve kokain bağımlılığında 

kullanılan ve glisin bağlanma bölgesinin pozitif allosterik modülatörü olarak görev yapan 

nebostinel ve kurkumindir (80). Reseptöre adını veren NMDA ise bu reseptörlerin bir 

parsiyel agonisti olarak görev yapar. Ayrıca nebostinel benzeri bir ilaç olan apimostinel 

ve rapastinel de parsiyel agonist olarak görev yaparak psikotomimetik etkilerinden dolayı 

antidepresan ve şizofrenide kullanılabilirlikleri araştırılmaktadır (81). 
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 NMDA reseptör antagonistleri ise hayvanlarda ve bazı insanlarda anestetik olarak 

kullanılabilirler. Yüksek dozlarda kullanıldığında beyinde hasar yaratabilmektedir. 

Fareler üzerinde yüksek doz ketamin ile yapılan çalışmalarda kortikal düzeyde hasarlar 

gözlenmiş ve bu hasarlara Olney lezyonları adı verilmiştir (82). Bilinen belli başlı 

antagonistler ketamin, eksitotoksiste tedavisinde sıklıkla kullanılan ve magnezyum 

blokajı üzerinden etki eden memantin, nitröz oksit, ksenon, genel ligand bağımlı katyon 

kanal inhibitörü olan ve opoid analjezik etkilerini agonize eden agmatindir. Ayrıca daha 

zayıf inhibisyon yaratan maddeler de mevcuttur : bir antiviral olan ve aynı zamanda 

dopamin geri alımını baskılayan amantadin, etanol ve bir opoid analjezik olan metadon.  

 Reseptörün temel modülasyonu kanallardan geçen Na+2, K+2 ve Ca+2 ile 

sağlanmaktadır. Bunun yanı sıra başka birçok molekül de modülasyonda görev 

almaktadır (83). Poliaminler, reseptörü direk aktive etmezler, reseptörün uyarılma 

durumuna göre yanıtları potansiye ya da inhibe edebilirler. Aynı zamanda aminoglikozid 

türevi antibiyotikler de poliamin benzeri etki gösterirler. Burada dikkat edilmesi gereken 

nokta, modülatörler genelde uyarımın az olduğunda etkiyi potansiye etmeye; fazla 

olduğunda ise inhibe etmeye yönelik çalışırlar. Başka bir modüasyon ise pH ile sağlanır 

ve fizyolojik koşullarda H+ iyonu artışı reseptörü inhibe eder. Bu inhibisyon ise NR1A 

subtipi üzerinden sağlanır.  

 NMDA reseptörleri ayrıca kimyasal redüksiyon ve oksidasyonlar ile güçlü bir 

şekilde modüle edilmektedir. Redüktanlar NMDA kanal ektivitesini arttırırken, 

oksidanlar ise azaltmaktadır. Sonuç olarak glutatyon, lipoik asit gibi endojen redox 

ajanlar tarafından NMDA reseptör aktivitesi düzenlenmektedir. 

 Çoğu metaller inhibisyon sağlamaktadır. Bunlardan en bilineni kurşundur. Pb+2 

artışı özellikle presinaptik bir reseptör hasarı yaratır, aynı zamanda sinaptogenezi 

NMDA’ya bağlı BDNF sinyalini bozarak yok edebilir (84).Benzer şekilde her ne kadar 

bakır ve çinko inhibisyon sağlayan modülatörler olsalar da, çinko nöral aktiviteye bağlı 

olarak inhibisyon veya potansiasyon sağlayabilir (85). 
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 2.1.4.2. Çinko ve NMDA reseptör ilişkisi  

  Finn-Mogens Haug’un 1967’de ilk kez çinko depoları içeren nöronları 

keşfettiğinden bu yana çinkonun, beyinde birçok nöronların içerisinde veziküllerde 

depolanarak, glutamat ile birlikte sinaptik boşluğa salınan ve reseptör düzeyinde 

modülasyon sağlayan bir metal olduğu anlaşılmıştır. Yapılan birçok invitro çalışmada 

çinkonun NR2A alt tiplerine yüksek afinitesi ile NMDA reseptörleri üzerine inhibisyon 

yaptığı gösterilmiştir (86-88). Bu inhibisyon 2 türlüdür : voltaj bağımsız ve voltaj bağımlı. 

Voltaj bağımlı olan inhibisyonu magnezyum inhibisyonuna oldukça benzerlik gösterir ve 

NR2A N-terminallerine bağlanarak kanal geçirgenliğini durdurur. Çinko, magnezyumdan 

farklı olarak, daha düşük bir inhibisyon yaratmasına rağmen kanalın içerisinde daha 

süperfisiyal bir noktaya bağlandığından ötürü daha düşük dozarda da inhibisyon 

sağlayabilmektedir. Öte yandan NR2A knockout farelerde yapılan birçok çalışmalarda 

inhibisyonun kaybolmasına bağlı olarak anksiyete ve diğer eksitatorik durumların ortaya 

çıkmasıyla birlikte, moleküler düzeylerde inhibisyonun devam ettiği gözlenmiş ve bu 

inhibisyona da voltaj bağımsız inhibisyon adı verilmiştir. Voltaj bağımsız inhibisyon 

reseptör alt tiplerine selektivite göstermez ve tetramer yapıdaki NMDA reseptörlerinin 

her bir alt birimine bağlanarak uyarı oluşumunu engeller. Bu konuda kesin bir bilgi 

olmamasına rağmen potasyum çıkışını durdurarak repolarizasyonu 

engellediği/geciktirdiği düşünülmektedir (89). Bu etkisini ise voltaj bağımlı inhibisyonda 

olduğu gibi reseptörün transmembranik alanından ziyade intrasitoplazmik bölümünde 

yaptığı düşünülmektedir. Diğer yandan Westbrook ve Mayer’in belirttiği gibi micromolar 

düzeylerde voltaj bağımsız bir inhibisyon yaratan çinko, daha yüksek seviyelerde voltaj 

bağımlı bir inhibisyon da yaratır. 

 Çinko, inhibitörik etkisinin yanı sıra, eksitasyonun düşük olduğu durumlarda 

potansiasyon da yaratabilmektedir (90). Bu etkisi submikromolar düzeylerde bile ortaya 

çıkar ve NMDAR1 alt tipine özgüdür. Çinko, hipokampal nöronlarda presinaptik 

granüllerde depolanmakta ve glutamatın salınımında görev yapmaktadır. Aynı zamanda 

post-sinaptik nöronlarda NMDA reseptörlerinin uyardığı ikincil haberci uyarı kaskadını 

da tetikleyerek sinaptik plastisitede rol almaktadır. Bu açıdan öğrenme ve bellek için 

gerekli bir metal olma özelliğindedir ve inhibitörik-eksitatörik görevlerinin kontrolü için 
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hücre içi ve sinaptik çinko düzeyleri son derece sıkı bir kontrol altında tutulmaktadır. 

Burada görev yapan temel proteinler metallothioneinlerdir ve hücre içi çinko seviyeleri 

arttığında çinkoyu bağlayarak hipokampal bölgelerde eksitotoksisite oluşumunu engeller 

(91). 

 

Şekil 5. Sinaptik Boşluktaki Çinko Taşıyıcıları 
(The zinc paradigm for metalloneurochemistry. Essays In Biochemistry May 09, 

2017, 61(2) 225-235) 
 
 

 Metallothionein’in santral sisteme özgü alt tipi olan metallothionein tip 3 

knockout farelerde yapılan çeşitli çalışmalarda artmış post-sinaptik hücreiçi çinko ve 

buna bağlı eksitotoksite ve nöronal kayıp gözlenmiştir. Aynı şekilde eksitotoksisite ile 

seyreden hastalıklarda metallothionein’in kalıtımsal ya da soporadik olarak azalmasından 

şüphenilmektedir. Çinkonun bu etkisi en çok post-sinaptik hücre içi seviyeleri ile ilişkili 

olduğundan kan çinko düzeylerinden inhibitörik etkisine göre daha fazla etkilenmektedir. 

Bu açıdan eksitotoksisite ile seyreden hastalıklarında kullanılması olası şelasyon 

tedavilerinin amacı altında bu yatmaktadır. 
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 2.1.4.3. AMPA reseptörleri 

 Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionik asit reseptörleri, diğer 

adıyla AMPA reseptörleri, hızlı sinaptik ileti sağlayan bir çeşit glutamat reseptörleridir. 

Bir çeşit sentetik glutamat analoğu olan AMPA tarafından uyarıldıkları için bu ismi almış 

olup, santral sinir sisteminde en yaygın olarak bulunan reseptördür. Yapı olarak 

bakıldığında, NMDA reseptörleri gibi tetramer bir yapı gösterir ve 4 adet alt ünite 

içermektedir : GRIA1-4 (GluR1-4) (92). Çoğunlukla simetrik 2 dimer içerir ve bunlardan 

birisi hemen hemen her zaman bir adet GRIA2 dimeri, diğeri ise GRIA1, GRIA3 ya da 

GRIA4’ün bir dimeridir (93). Her bir alt birim, N terminali ekstraselüler C terminali ise 

intraselüler yerleşim gösteren 4 adet transmembranik parçadan meydana gelmektedir. Her 

ne kadar 4ü de transmembranik olarak söylense de, 2. parça membranı tam olarak kat 

etmez ve membran içerisinde intraselüler bölüme geri kıvrılır (94). Tetramer yapı 

oluştuğunda her bir alt birimin 2. Bölümleri karşılıklı olarak reseptörün iyon kanalını 

meydana getirirler. 

 AMPA reseptörleri temelde katlanma proteinleri ile ilişkilerini belirleyen C-

terminal bölümlerinde farklılıklar gösterirler.  Bütün AMPA reseptörleri PDZ domaini 

bağlayıcı alan içermekle beraber bağlanan PDZ domainleri birbirinden farklıdır.  

 AMPA reseptörlerinin fosforilasyonları, kanalların açık kalma sürelerini ve 

iletkenliklerini kontrol eder. Fosforilasyonu üzerinde en fazla çalışılmış olan alt ünite 

GluR1 olup, serin 818 (S818) bölgesinin protein kinaz C tarafından fosforillenmesi uzun 

süreli potansiasyon için gereklidir (95).Aynı zamanda uzun süreli potansiasyon esnasında 

GluR1’deki S383’ün fosforillenmesi, AMPA reseptörün sinaptik boşluğa taşınmasında ve 

iletkenliğinin artmasında rol alır (95-97). 

 AMPA reseptörleri, glutamat ya da diğer agonistlerin bağlanabileceği her birisi 

bir alt birimde olmak üzere 4 adet bölge içerir (98). Bağlanma bölgesi her bir alt birimi 

oluşturan 4 transmembranik parçadan üçüncü ve dördüncünün arasındaki ekstraselüler 

kıvrımı ve N-terminal kıvrımı tarafından oluşturulur (99). Agonist bağlandığında bu 2 
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kıvrım birbirlerine doğru hareket eder ve kanal açılır. Daha fazla bağlanma bölgesi 

agonistler tarafından doldurulduğunda kanalın açıklığı ve akımı da artar. Kanal bir kez 

açıldı mı, akımı durdurmak üzere reseptör desensitize olmaya başlar. Bu desentizasyonun, 

bağlanan bölgedeki kıvrımların açılarındaki değişikliklerle olduğu düşünülmektedir (100). 

Daha sonra tekrardan eski haline gelerek yeni agonist bağlamaya hazır hale gelir. Bu 

yaklaşık olarak 1ms içerisinde gerçekleşir ve bundan dolayı AMPA reseptörleri hızlı 

eksitatörik iletiden sorumludur (101). Reseptörün kalsiyum, sodyum ve potasyum gibi 

katyonlara geçirgenliği GluR2 alt ünitesi tarafından yönetilir. Eğer bir reseptör GluR2 alt 

ünitesi barındırmazsa sodyum, potasyum ve kalsiyuma geçirgen hale gelirken, reseptörde 

GluR2’nin varlığında her zaman onu kalsiyuma karşı geçirgensiz hale getirir. Bu özellik 

GluR2 nin 2. bölümünde, mRNA’nın post transkripsiyonel modifikasyonu ile sağlanır -

RNA düzenlenmesi-. Temel mekanizma, yüksüz olan glutamin aminoasidinin (Q formu) 

pozitif yüklü arjinin aminoasidine çevrilmesidir (R formu). Pozitif yüklü arjinin, yine 

pozitif yüklü kalsiyumun girişine olanak tanımaz. Santral sinir sistemindeki hemen 

hemen bütün AMPA reseptörleri GluR2(R)’ye dönüştürülür. Bu açıdan kalsiyum 

geçirgenliğine sahip NMDA reseptörlerinden farklılık gösterir. Bu da eksitotoksisteye 

karşı bir koruyucu mekanizma olarak düşünülmektedir (102). 

 Reseptörün hangi alt birimleri içerdiği, modülasyonu açısından da önemlidir. Eğer 

bir AMPA reseptörü GluR2 içermezse, poliaminlerin blokajına karşı daha duyarlı hale 

gelir. Poliaminler, AMPA reseptörleri üzerindeki potasyum akımını engeller. GluR2 

içermeyen bir AMPA reseptörüne poliamin bağlandığında, hücre depolarize olduktan 

sonra dışarı potasyum çıkışı engellenir ve uyarılma süresi uzar.  

 2.1.4.4. Kainat Reseptörleri 

 Kainat reseptörleri, glutamata yanıt veren bir diğer iyonotropik reseptörlerdir. Bu 

ismi, kırmızı alglerde bulunan kainat adlı bir maddeye yanıt vermelerinden ötürü 

almışlardır. AMPA reseptörleri ile birlikte non-NMDA reseptörleri olarak 

isimlendirilirler. Bu reseptörler hakkında henüz AMPA ya da NMDA reseptörleri kadar 

bilgi mevcut değildir. Kainat reseptörleri hem presinaptik hem de postsinaptik yerleşim 

gösterirler. Postsinaptik reseptörler eksitatuar yanıtlardan sorumlu iken presinaptik 
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reseptörler GABA salınımını regüle ederek inhibitörik etkilerden sorumludur (103).Yapı 

olarak tıpkı NMDA ve AMPA reseptörleri gibi tetramer bir oluşum gösterirler ve 5 adet 

alt birime sahiptir : GluR5, GluR6, GluR7, KA1, KA2 (104). GluR5-7’ler homomer 

oluşturabilirler (örneğin sadece GluR5’ten meydana gelmiş bir tetramer) veya GluR5 ve 

GluR6’dan oluşan heteromerler oluşturabilirler. Öte yandan KA1 ya da KA2 sadece 

GluR5-7 ler ile birlikte yer alabilirler, homomer meydana getiremezler. Her bir alt birim 

N-terminal kalıntılarından bağlanırlar bu rezidülerin ilk segmenti 

nörotransmitteri/agonisti bağlayacak bir kıvrım içerir; bu alana S1 adı verilir. Daha sonra 

membranı 3 kez kat eder. İlk membranı geçen bölüme M1 adı verilir. M2 ise sitoplazmik 

bölgeden başlar, membranının yarısını kat ederek tekrar sitoplazmaya döner. Bu yapı 

aynı AMPA reseptörlerine benzer ve M2 bölümü reseptörün kalsiyum geçirgenliğini 

kontrol eder (p-loop). M2 sonrasında M3 bölümüne döner, burası agonistin N-terminal 

kıvrımı ile bağlanacağı diğer bölgedir. M4 ekstraselüler olarak başlar ve hücre içerisinde 

C-terminal ile sonlanır.  

 Kainat reseptörleri, sodyum ve potasyuma geçirgen olup tek kanal iletkenlikleri 

AMPA reseptörlerine benzer, yaklaşık 20 pikosaniyedir. Ancak AMPA reseptörlerinden 

daha yavaş bir uyarı artışı ve azalışı sürelerine sahip olduklarından, genel anlamda 

AMPA reseptörlerinden daha yavaş bir uyarı sağlarlar. Kalsiyuma geçirgenlikleri yok 

denecek kadar azdır, p-loop u düzenleyen RNA lar tarafından bu geçirgenlik düzenlenir 

(105). 

 Kainat reseptörleri yukarıda da bahsedildiği gibi hem eksitatorik hem de 

inhibitörik etki gösterirler (106). Sinaptik plastisitede çok ufak rolleri mevcuttur (107). 

Presinaptik nöronlardaki reseptörlerin uyarılması, salgılanan nörotransmitter seviyelerini 

etkileyebilir (108). Bu etki kısa sürede ortaya çıkıp, uzun süre devam edebilir ve 

tekrarlayan kainat reseptörleri uyarımları ile kalıcı hale gelebilir (109). 

 2.1.4.4. Metabotropik Reseptörler 

 Metabotropik glutamat reseptörleri, diğer adıyla mGluR’ler, indirekt olarak bir 

takım metabolik prosesler sonucu aktifleşen glutamat reseptörleridir. G protein bağımlı 
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reseptörler (GPCR) grubunun C ailesine aittirler (110). Diğer bütün glutamat reseptörleri 

gibi glutamat ve diğer eksitatorik aminoasitleri bağlama yeteneğine sahiptirler. 

mGluR’lar hipokampüs, serebellum, serebral korteks gibi beyinin birçok alanında ve 

periferik sinir sisteminde hem presinaptik hem de postsinaptik bölgede yer alırlar santral 

ve birçok görev üstlenirler; ağrının algılanması, bellek gelişimi, öğrenme, hafıza gibi 

(111). 

 İyonotropik reseptörlerin 4 transmembranik parçalarının aksine, diğer 

metabotropik reseptörler gibi 7 adet transmembranik parça içerirler (102). 

 İyonotropik reseptörlerin aksine mGluR’lar birer iyon kanalı değillerdir. Aksine 

bir takım biyokimyasal kaskadları aktive ederek iyon kanallarını ya da başka proteinleri 

aktive ederek görev yaparlar (103). Bu aktivasyonlar sinapsın uyarılabilirliğinde 

değişiklikler yaratabilir, örneğin presinaptik bir mGluR uyarımı bir nörotransmitterin 

salgısında bir inhibisyonuna sebep olabilir (104). Benzer şekilde postsinaptik bir uyarım 

sonucu diğer reseptörlerin postsinaptik uyarı yanıtlarını potansiye edebilir (105). 

Metabotropik reseptörlerin sinyal aracılı uyarı doğurabilmesi için dimerik bir 

organizasyonda olması gereklidir (106). 

 8 tip mGluR tanımlanmış olup bunlar mGluR1-8 adını almaktadır ve temelde 

fizyolojik aktivitelerine ve moleküler yapılarına göre  3 grupta incelenirler: I, II, III 

(105,106). 

 Grup I reseptörler mGluR1 ve mGluR5’i içerir. Bu gruptaki reseptörler AMPA 

reseptörlerine benzer şekilde en güçlü L-kuiskualik asit tarafından uyarılır (107). L-

kuiskualik asit, kuiskualis bitkisinden elde edilen bir eksitatörik amino asit analoğudur. 

Grup I reseptörlerinin uyarılması, fosfolipaz C enzimini aktifleştirerek membran 

fosfolipidlerinden inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) ve diaçilgliserol (DAG) oluşumunu sağlar. 

PI3 hidrofilik özellikte olduğundan endoplazmik retikuluma kadar ulaşır ve burada 

reseptörü ile birleşerek kalsiyum kanallarının açılmasına ve sitoplazmik alana kalsiyum 

salınmasına sebebiyet verir. DAG ise sitoplazmada kalır fosfolipaz C için bir kofaktör 

rolü üstlenir. Salınan kalsiyum ise uzun süreli potansiasyon/depresyon için gerekli 
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sinaptik plastisite, reseptör upregülasyonu, reseptör downregülasyonu dahil olmak üzere 

birçok olayda görev alır.  

 Aynı zamanda bu reseptörler membran yüzeyindeki Na+2 ve K+2 kapıları ile de 

ilişki içerisindedir (101). Reseptör yanıtları eksitatorik, iletkenliği arttırıcı şekilde 

olabilir; örneğin presinaptik alandan daha fazla glutamat salınımına sebebiyet verebilir. 

Öte yandan postsinaptik alanda inhibitörik potansiyeller de yaratabilir. Glutamat 

salınımını baskılayabilir ya da voltaj bağımlı kalsiyum kanallarını modüle ederek LTD’yi 

etkileyebilir.  

 Grup II reseptörler mGluR2 ve mGluR3’leri; Grup III reseptörler ise mGluR 4,6,7 

ve 8’i içerir. Bu 2 grup çoğunlukla ATP’den cAMP oluşturan adenilat siklaz enzimini 

inhibe eden G proteinini (Gi) aktive ederek çalışırlar. Presinaptik inhibisyonda görev 

alırlar ve kortekste hem eksitatörik hem de inhibitörik postsinaptik membran potansiyel 

aktivitelerini düşürürler (105). 

 

Şekil 6. Glutamatın metabotropik reseptörleri  
(Benedict J.Kolber. Chapter Ten - mGluRs Head to Toe in Pain. Progress in Molecular 

Biology and Translational Science. Volume 131, 2015, p: 281-324) 
 

 Yapılan çalışmalarda grup I reseptörlerin postsinaptik alanlarda, grup 2 ve 3 ün 

ise presinaptik alanlarda yoğunlukla olduğunu gösterse de her grup her bölgede 
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bulunabilmektedir (109). Öte yandan bazı reseptörler bazı bölgelerde sayıca üstünlük 

göstermektedir. Örneğin mGluR4  beyinde talamus, hipotalamus ve kaudat nükleusta 

yoğun olarak saptanmıştır (110). 

 Metabotropik glutamat reseptörlerinin şu ana kadar birçok farklı görevleri 

tanımlanmıştır. Grup 1 mGluR’lar çevresinde yer alan NMDA reseptörlerine PDZ 

proteinleri tarafından bağlanmakta ve onların aktivitelerini arttırmaktadır (111). NMDA 

reseptörleri üzerindeki bu modülatuar etkilerinden dolayı metabotropik reseptörler, 

nöronların eksitatoksisiteye karşı savunmalarında kilit reseptörler olabileceği 

düşünülmektedir (112).Benzer şekilde NMDA reseptör agonistlerinin grup I 

mGluRl’lerin yoğunlukta olduğu bölgelerde daha çok hasar yarattığı gösterilmiştir (113). 

Aynı düşünceyle grup II ve III mGluR’lerin yoğun olduğu yerlerde tersi etki beklenmiş 

ve yapılan çalışmalarda travma sonrası glutamat salınımına bağlı toksik hasardan 

koruyucu olabilecekleri gösterilmiştir (114).Metabotropik glutamat reseptörlerinin aynı 

zamanda nöronlar arası dopaminerjik ve adrenerjik iletide de rol aldığı düşünülmektedir 

(115). 

2.2. İnsülinin Genel Özellikeri 

 İnsülin pankreasta bulunan langerhans adalarındaki beta hücrelerinden 

sentezlenen; 51 aminoasitten meydana gelmiş ve birbirlerine disülfit bağlarıyla bağlanmış 

A ve B zincirlerinden meydana dimer yapıda bir peptid hormondur. İnsülin  yağ, protein 

ve karbonhidrat emilimi aracılığıyla bunların metabolizmalarını ve kandan yağ dokusuna, 

karaciğere ve iskelet kasına glukoz girişini kontrol eder. Aynı zamanda hücre içerisine 

alınan glukozun, yağ ve glukojene dönüşünü de sağlayarak anabolizan bir görev yapar 

(116). Aksine kandaki yüksek insülin seviyeleri karaciğerden kana glukoz salınımını ve 

glukojen yıkımını inhibe eder.  

 İnsülin her ne kadar protein sentezini tetikleyen anabolizan bir hormon olsa da, 

düşük insülin seviyeleri tam tersi katabolik bir etkiye sahiptir.  

Pankreatik beta hücreleri kan glukoz seviyelerine duyarlıdırlar. Kandaki glukoz 

konsantrasyonları yükseldiğinde beta hücrelerinden kana insülin sekrete edilirken tam 
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tersi durumda, yani kan glukoz konsantrasyonu azaldığında sekresyonu inhibe olur. Öte 

yandan alfa hücrelerinden sekrete edilen glukagon, glukoneogenezi ve glukojenolizi 

uyararak insülinin tam tersi etki gösterir. 

 2.2.1. İnsülinin yapısı, sentezi, salınımı ve çinkonun rolü 

 İnsülin, pankreas beta hücrelerinde düz endoplazmik retikulumun duvarlarındaki 

ribozomlarda 24 rezidü sinyal peptidi içeren preprohormon olarak sentezlenir ve N 

terminalinde bir sinyal peptidi, C terminalinde ise bir molekül çinko içerir. Sentezinden 

hemen sonra preprotein konvertaz 1 ve 2 ile birlikte sinyal peptidi uzaklaştırılarak 

proinsülin haline getrilir. Monomer halde sentezlenen prepro insülin, endoplazmik 

retikulum içerisinde katlanma yaparak disülfit bağları içeren dimer halini alır. Bu 

oluşumda N-terminalinden preproinsüline bağlanmış çinkonun rolü büyüktür. 

 

 

Şekil 7. İnsülinin maturasyonu  
(Thompson A, Kanamarlapudi V (2013) Type 2 Diabetes Mellitus and Glucagon Like 

Peptide-1 Receptor Signalling. Clin Exp Pharmacol 3:138. doi: 10.4172/2161-
1459.1000138) 
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 Endoplazmik retikulum dahilindeki bir çok fonksiyonda çinkonun rolü büyüktür. 

Ribozomlardan sentezlendikten sonra monomer olarak gelen proteinler, ''katlanmamış 

protein yanıtı''(UPR=Unfolded protein response) adı verilen bir yanıt oluşturur ve bu 

yanıt çinko varlığı dahilinde, Zap-1 üzerinden INS, ERO1, EUG1 ve PDI1 (protein 

disülfid izomerizasyonda görevli kodlayıcı proteinler) ve FKB2 ( peptidil-prolil cis-trans 

izomeraz kodlayıcı protein) aktivasyonu sağlayarak proteinlerin post-transkripsiyonel 

modifikasyonunda modülatördür (117,118). 

 INS -insülin katlanmasında esansiyeldir- 'nin düzgün çalışabilmesi için 

endoplazmik retikulum içerisine ZnT5 (zinc transporter5) ve ZnT6 aracılığı ile çinko 

girişi sağlanır. ZnT, diğer adıyla çinko taşıyıcısı, çinko taşıyıcıları ailesinin 2 üyesinden 

birisidir. ZnT'ler intrasitoplazmik çinkoyu hücre dışarısına ya da organel/veziküller 

içerisine taşıyan taşıyıcı ailesidir (SCL30) ve 10 alt tipi tanımlanmıştır (119). Ailenin 

diğer üyesi ise ZIP'lerdir (Zrt-like and Irt-like protein) ve bunlar ise ekstraselüler ya da 

intraveziküler çinkoyu sitoplazmaya taşır. 

 Proinsülin 81 aminoasitten meydana gelen 3 zincirli bir dimerdir : A zinciri, B 

zinciri ve arada bağlantı sağlayan C-peptid (120). Fonksiyonel bir matür insülinin 

oluşması için düzgün katlanmış bir proinsülin şarttır : A ve B arasında meydana gelmiş 2 

adet disülfid bağı (A ve B'nin 7. rezidüleri arası ile A'nın 19.rezidüsü - B'nin 20.rezidüsü 

arası) ve A zinciri içerisinde yer alan 1 adet daha silfülfid bağı (6.-11. rezidü arası) ve  

doğru pozisyonda bir C peptid (121). 

 İnsülinin katlanmasında bir bozukluk, antikor olmadan insülin seviyelerinin 

azaldığı Mutant INS geni ilişkili diyabet (MIDY) ile sonuçlanmaktadır (122). Benzer 

çalışmalar ise insülinin sekresyonun sağlam kaldığı, hatta bazen arttığı, fakat fenotip 

olarak tip1 diyabete benzerlik gösteren, insülinin bozuk yapısı ile seyreden periferik 

duyarsızlık ile seyreden MODY (maturity onset diabet of youngs) alttiplerinde de 

katlanma bozukluklarını göstermektedir. 

 Proinsülin meydana geldikten sonra paketlenmek üzere golgi cisimciğine taşınır. 

Golgi cisimciğinin üzerinde bulunan ZnT5 sayesinde tekrardan çinko girişi gerçekleşir ve 
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çinko proinsüline bağlanarak veziküllere sekrete edilmeye hazır hale getirilip veziküllere 

verilir. Aynı zamanda golgi cisimciği üzerindeki ZnT7 beta hücrelerindeki proinsülin 

miktarını hücre içi sinyal mekanizmaları ile (Zap1 bağımsız) kontrol eder. ZnT7 aracılı 

çinko girişi toplam insülin miktarını arttırır.  Veziküllere verilen proinsülindeki C-peptid, 

vezikül içerisinde endoproteaz ile  uzaklaştırılır. Bundan sonra ise depolanmak üzere 

çinkoya bağlanarak kristalize olur. Veziküllere çinko girişi ise, sadece pankreas adacık 

hücrelerine özgü olduğu düşünülen ZnT8 tarafından sağlanır. 

 ZnT8, veziküllerde depolama ve sonrasında sekresyon yapılması için olmazsa 

olmaz bir taşıyıcıdır ve son zamanlarda diyabet için bir biyomarker halini almıştır. 

Yapılan çalışmalarda ZnT8'in bloklanması, beta hücre içi insülin miktarını arttırırken 

sekrete edilen insülinde azalma yaratmıştır (123).  Znt8 aracılı kristalize edilen insülinin 

6 adedi hekzamer halde depolanır çünkü hekzamer halde bulunan insülin daha stabil ve 

uzun ömürlüdür.  

 

2.2.2. Znt3'ün Hücre Sağ Kalımındaki Rolü ve Insülin Direnci 

 ZnT3 başlıca glutaminerjik nöronlarda vezikül içerisine çinko alınmasını ve 

glutamat ile sinaptik boşluğa çinko salınmasını sağlar. Sinaptik boşlukta bulunan çinko 

bağımlı metalloproteianazlar, veziküller ile salınan çinkolar tarafından aktive olurlar. Bu 

metalloproteinazların en büyük görevlerinden birisi pro-BDNF (Brain Derived 

Neurotrophic Factor)'nin BDNF'ye dönüştürülmesidir. BDNF,  nöron gelişiminde, 

canlılığında ve işlevlerinin sürdürülmesinde önemli rol oynamaktadır (173). 

Bunun haricinde beyin, beta adacık hücreleri, adiposit, testiste seminifer tübül hücreleri  

gibi birçok hücrede gözlenen ZnT3; temelde apoptozu kontrol eden, hücre sağ kalımında 

görevli olan ve hücre kitlesinden sorumlu olan bir taşıyıcıdır. ZnT3 knockout farelerde 

insülin salınımında bozukluklar ve artmış apoptoza bağlı hücre kayıpları meydana geldiği 

gözlenmiştir. ZnT3 aracılı çinko girişi hem anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunu arttırır 

hem de oksidan stresi kontrol eder.  Aynı zamanda çinko bağımlı çalışan bir reseptör olan 

IGF-1 reseptörü ZnT lerin işbirliği ile çalışır ve hemen hemen her hücre üzerinde 
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eksprese edilir. IGF-1 apopotoza karşı hayatta kalma faktörlerinin başında gelir. IGF-1 

reseptörünün uyarılması, kaspaz inhibisyonu yapan Akt yolunun fosforillenmesini sağlar. 

IGF-1 hücre yaşamının devamlılığını, direk olarak kaspaz inhibisyonu üzerinden, indirek 

olarak ise proapoptotik Bax artışını sağlayan TGF-Beta inhibisyonu  üzerinden sağlar 

(123,124). 

 

 

Şekil 8. IGF-1 yolağı  
(Patrice Delafontaine, Yao-Hua Song, Yangxin Li. Expression, Regulation, and Function 

of IGF-1, IGF-1R, and IGF-1 Binding Proteins in Blood Vessels. Arteriosclerosis, 
Thrombosis, and Vascular Biology. 2004;24:435-444) 

 

 Diabet hastalarında hiperglisemiye bağlı gelişen osmotik diürez, idrarla çinko 

atılımını arttırmakta; ZnT3 ve ona bağlı çalışan hücre içi ve hücre yüzeyi düzenleyiciler 

bozulmaktadır. Aynı zamanda çinko eksikliği insülin direncini tetiklemekte, GLUT4 

sentezini bozmakta ve insüline bağımlı enerji metabolizmasını kötü yönde etkilemektedir. 
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Bunların hepsi birçok dokuda hücre kaybını tetiklemekte ve sağ kalım üzerinde olumsuz 

olarak birçok rol oynamaktadır. 

 ZnT-3 bağımlı çinko inhibisyonu altında çalışan ve aktivasyonu için hücre içi 

çinkonun kritik düzenlenmesini gerektiren glukojen sentaz kinaz-3 betanın da klinik 

önemi oldukça büyüktür. Glukojen sentaz kinaz-3 beta (GSK-3β), bir serin/treonin 

protein kinaz olup glukojen sentaz enzimini fosforilleyerek inkative eder. Ek olarak 

GLUT-4 ekspresyonunu, IRS-1 ekspresyonunu ve beraberinde PI3K/AKT/mTOR 

aktivasyonunu baskılayarak insülinin post-reseptör yolağını bozar (125,126). Kısacası bir 

insülin direnci yaratır ve insülinin anabolizan ve sağ kalım fonksiyonunu ortadan kaldırır. 

Aşırı arttığı durumlardan bir tanesi olan diyabet ve beraberinde gözlenen çinko 

eksikliğinde nöronal hücre gelişimi ve sağ kalımında bozukluklar olduğu çalışmalarla 

gösrterilmiştir (127). 
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Şekil.9 IRS-1 ve PI3K/AKT - GSK-3β  ilişkisi  
(Malaguarnera Roberta, Belfiore Antonino. The Emerging Role of Insulin and Insulin-
Like Growth Factor Signaling in Cancer Stem Cells. Frontiers in Endocrinology .2014; 

vol. 5;p:	10) 
 

 Çinkonun ZnT3 üzerinden etki ederek GSK-3β  yi inhibe ettiği birçok çalışmada 

gösterilmiştir (128). GSK-3β 'nın aşırı ekspresyonu çinko eksikliği ile birlikte gözlenen 

alzheimer hastalığında  artmış seviyelerde bulunmuştur. Alzheimer hastalığının 

patofizolojik mekanizmalarından birisi olan eksitotoksisite; diabetik nöropati, diyabetik 

retionpati ve diyabete bağlı kognitif bozukluklar gibi komplikasyonlarda da 

gözlenmektedir. Bu nedenle çinko eksikliğinin sık gözlendiği bir hastalık olan diyabette, 

GSK-3β aşırı ekspresyonunun bu komplikasyonlarda rol alabilmesi olasıdır.  
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 2.3. PI3K/AKT/mTOR Yolağı 

 PI3K/Akt/mTOR yolağı, hücre bölünmesini düzenleyen önemli bir hücre içi 

haberleşme yolağıdır. Bu nedenle direk olarak hücre proliferasyonu, sağ kalım ve kanser 

ile ilişkilidir. PI3K aktivasyonu sonucu AKT'nin fosforillenerek plazma membranına 

lokalize olmasını ve aktifleşmesini sağlar. AKT'nin proliferasyon üzerinde bir çok rolü 

mevcuttur. Bunların başlıcaları; CREB (cAMP response element-binding protein) 

aktivasyonu, p27 inhibisyonu, FOXO'nun sitoplazmaya lokalizasyonu ve p70 

aktivasyonunu sağlayan mTOR aktivasyonudur (129). CREB hücresel bir transkripsiyon 

faktörüdür. DNA üzerindeki cAMP yanıt bölgelerine bağlanarak hücre proliferasyonunu 

etkileyen genlerin transkripsiyonlarının aktivasyonunu ya da inhibisyonunu sağlayarak 

görev yapar. CREB tarafından kontrol edilen transkripsiyonların başlıcaları : c-fos, 

BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), tirozin hidroksilaz ve bir çok nöropeptid'dir 

(130). CREB'in nöronal plastisite, öğrenme ve bellek oluşumu üzerinde kanıtlanmış 

önemli rolleri bulunmaktadır. (131) CREB seviyelerinde azalmanın Alzheimer 

hastalığının gelişiminde rolü bilinmektedir ve CREB seviylerini arttırmak tedavi 

protokollerinden bir tanesidir. p27 ise Rb (retinablastoma) geninin aktivasyonunu 

engelleyerek hücre bölünmesini G1 seviyesinde durdurmakta, yani hücre proliferasyonu 

inhibe etmektedir. mTOR aktivasyonu ise hücre proliferasyonunun uyarılmasında anahtar 

rolü üstlenmektedir. PI3K/Akt/mTOR yolağını aktive ettiği bilinen faktörlerin başında 

EGF, IGF-1 ve insülin gelmektedir (132,133). Bu yolak, özellikle nöral hücrelerde 

proliferasyonu ve büyümeyi arttırırken, stabilizasyonu ve farklılaşmayı azaltmaktadır. 

Sağlıklı bir nöral hücre büyüme ve farklılaşması için Akt aktivasyonu ve inhibisyonun 

denge halinde bulunması gereklidir (132,133).  

 Akt aynı zamanda pro-apoptotik genlerin inhibisyonu ile proliferasyonu kontrol 

eder. Bu inhibisyon 2 yoldan sağlanır.  

 İlk yol FOXO, IκB ve GSK-3β'nın inhibisyonunu ile ilgili olan indirekt 

inhibisyondur. FOXO (Forkhead family transcription factors), defosforile haldeyken 

çekirdeğe girerek p27 ve diğer pro-apoptotik genlerin transkripsiyonlarını arttırır (134).  
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Akt, FOXO'yu  fosforile ederek FOXO'nun sitoplazmaya lokalize olmasını sağlar yani 

çekirdeğe girmesini önler.  

 IκB, hücrede hayatta kalma ve proliferasyonun düzenleyicilerinin en 

önemlilerinden Nf-κB (Nuclear factor kappa B)'nin temel inhibitörüdür. IκB, RelA'ya 

bağlanarak RelA'nın çekirdeğe lokalizasyonunu ve Nf-κB'nin sentezini engeller. IκB 

kinazlar (IKK) ise IκB'yi fosforilize ederek yıkımını sağlar, Nf-κB'nin sentezini arttırır. 

Akt aktivasyonu ise IKKα'nın aktivasyonu sağlayarak Nf-κB sentezinde bir artışa sebep 

olur. Nf-κB ise apoptozda başlatıcı etki yaratan kaspaz ailesinin ve pro-apoptotik bir gen 

olan Bcl-XL'nin inhibisyonu yapar (135).  

 

 

Şekil 10. IKK ve NF-κB ilişkisi  
(Godwin Peter et al. Targeting Nuclear Factor-Kappa B to Overcome Resistance to 

Chemotherapy . Frontiers in Oncology  . 2013; vol.	3; p:	120) 
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 GSK-3β  ise p53 başta olmak üzere bir çok pro-apoptotik genlerin aktivasyonunu 

sağlayarak apoptozu tetiklemektedir ve Akt tarafından inhibitörik kontrol altındadır. 

GSK-3β  ve Akt ile ilişkisi ayrı bir başlık olarak verilmiştir. 

 Akt'nin pro-apoptotik gen inhibisyonunda ikinci yol ise direk yoldur. Akt,  Bcl-2 

ailesine ait BAD gibi pro-apoptotik genleri direk olarak fosforile ederek onların 

inhibisyonuna sebep olur (136).  

 2.4. Nöral Hücrelerin Glukoza Yanıtı ve Proliferasyon  

 Beyinde bulunan nöronal kök hücreler, yenilenme ve proliferasyon ile sessiz 

kalma ve farklılaşma arasındaki dengeyi iyi kurmak zorundadır. P3IK/Akt sinyalizasyonu 

bu dengenin sağlanmasında büyük rol alır. Nöronal hücreler, sistemik değişiklikleri 

algılamada son derecede başarılıdır. Kan glukoz seviyeleri arttığında sentezi artan insülin 

ve IGF-1, PI3K/Akt sistemini aktive eder. Aktiflenen Akt; mTOR aktivasyonu, Rb 

aktivasyonu, FOXO'nun fosforilasyonu ve sitoplazmaya lokalizasyonu ile proliferasyonu 

sağlar (134). Öte yandan glukoz seviyeleri az olduğunda PI3K/Akt yolağının aktivasyonu 

azalır. Böylelikle FOXO'nun sitoplazmadaki lokalizasyonu kaybolur ve çekirdeğe girerek 

p27 ve p21 gibi tümor süpresör genlerin aktivasyonunu sağlar, hücre G1 fazında askıda 

kalır. G1 fazında kalma, hücrelerin farklılaşması için bir uyarıcıdır ancak buradaki temel 

mekanizmalar tam bilinmemektedir. (134).  

 2.5. Glukojen Sentaz Kinaz 3 Beta 

 Glukojen sentaz kinaz 3 beta (GSK-3β), hedefindeki proteinin serin ve treonin 

aminoasitlerine fosfat bağlayarak görev yapan bir serin/treoinin protein kinazdır. İlk 

keşfedilen fonksiyonu glukojen sentazı fosforilleyrek onu inaktive etmesidir (137). 

Bundan sonra yaklaşık 40 protein üzerinde etkisi kanıtlanmıştır.  

 GSK-3β glukojen sentezini baskılamasının yanı sıra bir çok basamakta glukoz 

homeostazını kontrol eder. Bu basamaklardan başlıcaları IRS1'in, fosfoenolpiruvat 

karboksilaz ve glukoz 6-fosfatın fosforillenmesidir (137).   
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 GSK-3β  aynı zamanda hücre proliferasyonu, apoptozu ve sağ kalımı ile ilişkili 

genlerle yakın ilişki içerisindedir. Örneğin, GSK-3β, Beta-katenini fosforile ederek 

yıkımını sağlar (138). Beta katenin hücre proliferasyonunu sağlayan Wnt yolağının en 

önemli ara sinyal moleküllerindendir. Bu yüzden GSK-3β da Wnt yolağında önemli bir 

regülatör olarak görülmektedir.  Aynı zamanda GSK-3β apoptozu düzenleyen bir çok 

genin transkripsiyonunu sağlamaktadır. Bu genlerin başında p53 ve Bax gelmektedir 

(139).   

 Pro-apoptotik genlerin aktivasyonu ile birlikte hücre sağ kalımı düzenleyici 

genlerde de bir inhibisyon yaratan GSK-3β'nın henüz tüm etki mekanizmaları 

bilinmemektedir. Örneğin bazı çalışmalar, aşırı GSK-3β ekspresyonunun apoptozda 

artışla sonuçlandığını gösterirken, daha az sayıdaki çalışmalar ααβ knockout farelerin 

embriyonik dönemde  aşırı apoptoza bağlı ölümlerini göstermektedir (140). Bununla 

birlikte apoptozu tetiklediği ve hücre sağ kalımını kötü yönde etkilediğini gösteren 

çalışmalar sayıca üstündür. GSK-3β , IRS-1 bağımlı yolakta negatif kontrol sağladığı için, 

GSK-3β'nın aşırı aktivasyonu insülinin etkilerine karşı direnç geliştirmektedir. Öte 

yandan tip 2 diyabette gözlenen insülin direncinin, GSK-3β seviyelerinde yapılan 

inhibisyon ile azaldığı gözlenmiştir (141).  

 GSK-3β'nın aktivitesinin düzenlenmesi bir çok faktöre bağlıdır. GSK-3β'nın 

serin-9 ve serin-21 rezidüleri üzerinden fosforillenmesi aktivitesini azaltırken, tirozin-216 

ve tirozin-279 rezidüleri üzerinden fosforillenmesi etkisini arttırmaktadır (142).  Hücre 

içerisindeki bu 2 uçlu düzenlenmesi, hücrenin mitotik indeksine bağlıdır. Örneğin, Beta 

kateninin GSK-3β tarafından fosforillenmesi, Axin aracılı olmaktadır. Axin, beta-

kateninin aktif bölgeleri ile GSK-3β  etkileşimi sağlarken, hücreye gelen bir proliferasyon 

sinyali, axin'i stabilize ederek  GSK-3β'nın aktivasyonunu engeller. Wnt'nin kanonikal 

yolunda GSK-3β'nın kontrolü başlıca Axin-Beta-katenin geri-bildirimi üzerinden sağlanır 

(142).  

 Öte yandan insülin, IGF-1 ya da EGF gibi faktörler tarafından IRS-1'in aktive 

edilmesi sonucu oluşan Akt, yukarıda bahsedildiği gibi IRS bağımlı yolakta GSK-3β'yı 

inhibe eden en önemli moleküldür.  
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 Bazı çalışmalarda ketaminin de GSK-3β'yı inhibe ettiği gözlenmiştir (143). 

Ketamin, NMDA reseptörleri üzerinden etki eden bir glutamat antagonistidir ve daha 

önce bahsedildiği gibi eksitotoksisitede rol alan temel reseptördür. Buna paralel olarak, 

yapılan başka çalışmalarda, patofizyolojisinde eksitotoksisitenin yer aldığı hastalıklarda 

GSK-3β'nın seviyelerine bakılmış ve olası rolü incelenmiştir. Sonuç olarak Alzheimer 

hastalığı, depresyon, iskemik ve hemorajik inmeler, dibetik retinopati gibi hastalıklarda 

GSK-3β'nın seviyelerinde artış gözlenmiştir. Alzheimer hastalığının erken dönemlerinde 

tedavi edici rolü olup olmadığı araştırılmaktadır (144).  

 2.6. Metforminin Etkisi ve Etki Mekanizması 

 Metformin, biguanidler grubunda yer alan ve pre-diayabet ile Tip 2 diyabetin ilk 

basamak tedavisinde uzun yıllardır kullanılan bir ilaçtır. Temel etki mekanması karaciğer 

tarafından üretilen glukozu (9) ve insülin direncini azaltmaktır(10).  

 Metformin kan şekerini esas olarak karaciğer glukoz üretimini durdurarak düşürür. 

Tip 2 diyabet hastasında normal bir insana göre 3 kat daha hızlı glukoneogenez gözlenir, 

metformin tedavisi ise bunu 1/3 oranında azaltır (145). Hepatik glukoz üretimine ek 

olarak metformin periferik insülin direncini de azaltmakta, periferik dokularda glukoz 

alınımını arttırmaktadır. Metformin uygulanımı sonucunda GLUT4 enhancer faktörün 

fosforilasyonu artmakta ve dokulara GLUT4 aracılı glukoz girişinde bir artış olmaktadır 

(146). Metformin aynı zamanda yağ asidi oksidasyonunu arttırmakta, gastrointestinal 

kanaldan glukoz emilimini azaltmaktadır (147).  

 Metforminin moleküler mekanizmalar tam olarak açıklığa kavuşmamıştır. 

Metforminin etkisini gösteren bir çok mekanizma ileri sürülmüştür. Bunların arasında en 

çok kabul görenler; 1. AMP-bağımlı protein kinaz (AMPK) aktivasyonu, 2. protein kinaz 

A (PKA)' nın aktivasyonu sonucu yüksek glukagon seviyelerinin arttırdığı siklik AMP 

(cAMP)'nin  azalması, 3. mitokondriyal gliserofosfat dehidrogenaz inhibisyonudur (148).  

 Metforminin karaciğer glukoz üretimini baskılayabilmesi için AMPK'yı aktive 

etmesi şarttır (148).  AMPK insülin sinyalizasyonunda, vücut enerji dengesinin devam 

ettirilmesinde, glukoz ve yağların metabolizmasının kontrolünde son derece önemli bir 
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enzimdir. AMPK aktivasyonu sonucu hepatik glukoneogenetik genlerden 

fosfoenolpiruvat karboksilaz ve glukoz-6-fosfataz inhibe olur (149). Fakat metforminin 

hangi mekanizmalar aracılığıyla AMPK aktivasyonunda artış yarattığı henüz 

bilinmemektedir.  

 AMPK aynı zamanda periferik insülin duyarlılığını da arttırmaktadır. Metformin 

verilmesi ile iskelet kasında AMPK aktivasyonunda artış olduğu gösterilmiştir (150). 

AMPK aktivasyonu aynı zamanda perferik dokularda GLUT4 taşıyıcılarının hücre 

membranına göçüne de sebep olmaktadır. Buradaki mekanizma TBC1D1'nin 

fosforilasyonu sonucu Rab-GTPaz aktive olmasına bağımlıdır ve bu enzim çinko bağımlı 

bir enzimdir. Çinko eksikliğinde periferik dokularda hücre yüzeyine GLUT4 

ekspresyonunda bir azalma meydana gelir (151).  

 Metforminin aynı zamanda hücre proliferasyonu ve sağ kalımı üzerinde hem 

AMPK bağımlı hem de AMPK bağımsız etkileri mevcuttur. Yapılan çalışmalarda 

metforminin fizyolojik dozlarda kullanımı sonucu, diyabet hastlarında artan pankreatik 

beta hücrelerinde gözlenen harabiyeti ve kayıbı azalttığı gösterilmiştir (13). Bununla 

birlikte bir çok nöroprotektif etkisi ve nöronal sağ kalımı gösteren çalışmalar da 

mevcuttur. Metforminin post-iskemik hasarı hafiflettiği (14), iskemi esnasında 

nöroprotektif etki sağladığı (15), iskemik hasardan sonra iyileşme sürecini hızlandırdığı 

(16), Alzheimer hastalığında B-amiloid plak oluşumunu gerilettiği (17) gösterilmiştir.  

 Metforminin nöroprotektif etkisi ve hücre sağ kalımına olan yararının tam 

mekanizması temelde 2 mekanizma ile açıklanabilir. Metformine bağlı AMPK artışı, 

apoptozun ve kayıbın arttığı hücrelerde Akt aktivasyonunu arttırarak hücrenin sağ kalımı 

üzerine olumlu etki yaratmaktadır. Aynı zamanda kalp hücrelerinde AMPK'dan bağımsız 

olarak, MAPK aracılı koruyucu etki yarattığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (152).   

 Metforminin Akt üzerindeki rolü henüz net değildir. Bazı çalışmalarda hücre 

harabiyeti sonucu sağ kalımı arttırdığı gösterilen metforminin, öte yandan artmış 

proliferasyon ve azalmış apoptoz ile seyreden kanser hücrelerinde ters etki yarattığı 

gösterilmiştir. Metforminin bu etkisi dokular arası da farklılık göstermektedir. Örneğin 
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metforminin endometriyal stromal hücrelerde (153), pankreatik beta hücrelerinde (13) 

Akt aktivasyonunu arttırdığını gösteren çalışmaların yanı sıra, hepatositlerde ve bağırsak 

hücrelerinde Akt'nin fosforilasyonuna bağlı olarak  aktivasyonunu azalttığını gösteren 

çalışmalar da mevcuttur (153). Nöronlar üzerindeki etkisini araştıran her hangi bir 

çalışma bulunmamaktadır.  

 2.7. S100 Kalsiyum Bağlayıcı Protein β 

 S100 Kalsiyum Bağlayıcı Protein ya da diğer adıyla S100-β, S100 protein 

ailesinin bir üyesi olup, bütün S100 proteinleri gibi bir çok hücrenin sitoplazma ve 

çekirdeğinde yaygın olarak bulunurlar. S100 protein ailesinin üyelerinin hücre 

farklılaşması, büyüme siklusunun düzenlenmesi ve devamlılığı gibi görevleri 

bulunmaktadır.  

 S100 protein ailesinden olan S100-β ise merkezi sinir sisteminde glial hücrelerden, 

özellikle endotelyal komşuluğa sahip ve matürasyonunu tamamlamış astrositlerden 

sekrete edilmektedir (154). 

 S100-β, santral sinir sisteminde bir çok göreve sahiptir; nöritlerin uzaması,  hücre 

içerisine Ca+2girişini arttırarak nöronalmatürasyonun düzenlenmesi, astrositer ve aksonal 

proliferasyonun sağlanması, PKC bağımlı fosforilasyonun inhibitörik kontrolü gibi. 

S100-β, gelişmekte olan santral sinir sisteminde bir nörotrofik faktör gibi görev yaparken, 

erişkin hücrelerde özellikle PKC bağımlı fosforilasyonun kontrollü bir şekilde 

devamlılığını sağlamaktadır. S100-β nın kontrol ettiği PKC bağımlı fosforilasyon, santral 

sinir sistemin glial ve nöronal proliferasyonun hücre içi haberleşme sisteminde önemli bir 

rol oynamakta olup artmış PKC aktivitesinin santral sinir sistemi tümörleri (155), bipolar 

hastalık (156), alzheimer, epilepsi ve ALS ile ilişkisi bulunmuştur (155).  

 2.7.1. S100-β 'nın Tanısal Kullanımı 

 Fizyolojik koşullarda astrositler içerisinde sentezlenen S100-β, nöronal hasar 

sonucunda hücrelerin içerisinden ekstraselüler matrikse ve kan beyin bariyeri hasarı 

varlığında kan dolaşımına sızdığı bilinmektedir. Bu nedenle kan S100-β seviyelerinin 
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ölçümü son 10 yıldır santral sinir sistemi ve kan beyin bariyeri hasarlarında tanı ve takip 

amacıyla kullanılmaktadır. Periferik kanda S100-β düzeylerinin ölçümü; eksitotoksisite 

ile seyreden santral sinir sistemi iskemileri, travmaları ve epilepside makroskopik 

değişikler henüz meydana gelmeden moleküler düzeyde hasarı gösterebilen değerli bir 

parametredir (157).  

 Bununla birlikte periferik kandaki S100-β seviyelerinde artışın tek nedeni 

hücresel hasara bağlı hücreden dışarı sızma olmadığı, aynı zamanda S100-β'nın 

ekspresyonunun hasar sonrasında arttığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (158). Santral 

sinir sistemindeki hasar sonrasında ekspresyonu artan S100-β'nın, bFGF-FGF Reseptörü 

kompleksinin hücre içerisindeki etkisini arttırarak nöronal ve glial rejenerasyon ve sağ 

kalımı olumlu yönde etkilediği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (159). Bu bilgiler 

ışığında S100-β'nın nörodejenerasyon sonrası ekspresyonundaki artışın, hasar sonrası 

rejenerasyon derecesi ile koreledir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 3.1. Gereçler 

Optik Okuyucu  : Biotek Hybrid Reader (Freidrichshall, Almanya) 

Qubit analizör    : Invitrogen(Carlsbad, CA, ABD) 

ELISA Yıkama   : Biotek Instruments (Winooski, ABD)  

Santrifüj          : Sigma 3-18K (Harz, Almanya) 

Hassas Terazi   : Kern und Sohn GmbH (Balingen, Almanya) 

Hassas Terazi       : Radwag (Radom, Poland) 

pH metre       : Ohaus Starter 3100 (New Jersey, ABD) 

Homojenizatör     : Next Advance (New York, ABD) 

Girdap karıştırıcı   : Elektro-mag (İstanbul, Türkiye) 

Sıcak su banyosu   : Lab Companion (Palm Bay, ABD) 

Derin dondurucu  : Elcold Lab 85 (Hobro, Danimarka) 

Işık mikroskobu  : Olympus BX51 (Japonya) 

ICP-OES  : Thermo ICAP-6000 (Massachusetts, ABD) 

IHC Boyayıcı : Leica Bond Max (Newcastle, Birleşik Krallık) 

 

  

 3.2. Yöntemler 

Proje için İstanbul Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nden 

35980450-050.99 sayı numarası ile etik kurul onayı alındı. 6-8 haftalık Sprague Dawley 

ırkı, 40 erkek sıçan (ortalama ağırlıkları 300± 50 gr) çalışmaya dahil edildi. Deney 

süresince 20-22 °C oda sıcaklığında, %55- 60 nem içeren ortamda ve 12 saat gün ışığı/ 

12 saat karanlık çevriminde standart ve çinkosu düşük pelet yem içeren beslenme ve 

yaşam koşulları sağlandı. Standart pelet yemin çinko içeriği 85mg/kg; besinsel 

içeriği %20 protein, %6 sellüloz, %2 yağ; metabolize edilebilir enerji değeri 2600 

kcal/kg’dır. Çinkosu düşük yem MBD Yem Ticareti (Gebze/Türkiye) firmasında, 
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''Altromin C 1040 Çinko eksikliği diyeti'' formülüne bağlı kalarak özel olarak üretilmiş 

olup çinko içeriği 4mg/kg olup diğer içerikleri standart yem ile aynıdır. Sıçanların  

tesadüfi şekilde seçilmesiyle oluşturulan deney ve kontrol grupları şu şekilde 

özetlenmektedir: 
 

1. Kontrol grubu (K) 

Standart pellet yemi ile beslenmiştir, 35. günde 2.5 ml serum fizyolojik intraperitoneal 

olarak injekte edilmiştir. 

2. Glutamat grubu (G) 

Standart pellet yemi ile beslenmiş ve her gün, tek doz 3 ml hacminde serum fizyolojik 

gavaj ile verilmiştir. 35. günde 4mg/kg D-glutamik asit 2.5 ml serum fizyolojik içerisinde 

çözdürülerek intraperitoneal olarak injekte edilmiştir. 

3. Metformin + Glutamat grubu (MG) 

Standart pellet yemi ile beselenmiş ve her gün, tek doz 100 mg/kg metformin 3 ml 

hacminde gavaj ile verilmiştir. 35. günde 4 mg/kg D-glutamik asit 2.5 ml serum 

fizyolojik içerisinde çözdürülerek intraperitoneal olarak injekte edilmiştir. 

4. Çinko eksikliği + Glutamat grubu (ÇG) 

Çinko eksikliği yaratmak için Altromin firmasının çinkodan farkir diyet (C1040) 

deskripsiyonuna göre hazırlatılmış pellet yem (5mg/kg çinko içeren) ile beslenmiş ve her 

gün, tek doz 3 ml hacminde serum fizyolojik gavaj ile verilmiştir. 35. günde 4mg/kg D-

glutamik asit 2.5 ml serum fizyolojik içerisinde çözdürülerek intraperitoneal olarak 

injekte edilmiştir. 

5. Çinko eksikiği + Metformin + Glutamat grubu (ÇMG) 

Çinko eksikliği yaratmak için Altromin firmasının çinkodan farkir diyet (C1040) 

deskripsiyonuna göre hazırlatılmış pellet yem (5mg/kg çinko içeren) ile beslenmiş ve her 

gün, tek doz 100 mg/kg metformin 3 ml hacminde gavaj ile verilmiştir. 35. günde 4 

mg/kg D-glutamik asit 2.5 ml serum fizyolojik içerisinde çözdürülerek intraperitoneal 

olarak injekte edilmiştir 

. 
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Şekil 11 . Çalışmaya ait deney grupları 

Çalışmamıza ait deney gruplarında uygulanan yöntemsel süreçleri Şekil 2'de 

özetlenmiştir. 
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Şekil 12. Çalışmada uygulanan yöntemsel süreçler 

 
Çalışmamızda araştırılan patolojik, biyokimyasal ve biyofiziksel parametreler 

Tablo 1’de gösterilmiştir.  
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Tablo 1. Çalışmada incelenen parametreler 
 

Belirteçlerin tipi Parametre 
Nörodejenerasyonun derecesi GSK-3β (ELISA yöntemi ile) (Serum ve Homojenat) 

 
Hematoksilen Eozin Boyama Sonrası Işık Mikroskobu 
Altında İntakt Nöronların Kantitatif Sayımı 

Çinko seviyelerinin belirlenmesi (Serum ve Doku) Çinko Düzeyleri (ppm) 
Protein oksidasyon belirteçleri (Serum ve Homojenat) 
 
 
 
 
 
 
 
Lipid peroksidasyon belirteçleri (Serum ve Homojenat) 

İleri oksidasyon protein ürünleri (AOPP)  
Protein bağlı ileri glikasyon son ürünleri (prAGEs) 
 
 
 
 
 
Lipid hidroperoksidleri (L-OOHs)  
Malondialdehid (MDA) 

Rejenerasyonun derecesi  S100 Kalsiyum Bağlayıcı Protein Beta (S100-β) 
(İmmunohistokimyasal) 

Antioksidan  sistem belirteçleri (Serum ve Homojenat) Cu-Zn süperoksit dismutaz (Cu-Zn SOD)  
Katalaz  
 

 

 

3.2.1. Gavaj 
 Sıçanlara 35 gün boyunca her gün saat 9:00-10:00 aralığında 18 gauge'lık metal 

besleme sondası ile gavaj yapıldı. MG ve ÇMG gruplarına gavaj ile100mg/kg dozundaki 

metformin 3ml hacminde verildi. Verilen metforminin doz seçimi, metforminin 

sıçanlardaki farmakokinetiği ve oral biyoyararlanımı göz önünde bulundurularak 

yapılmıştır. Yapılan çalışmalarda sıçanlarda metforminin bağırsak ve hepatik ilk geçiş 

etkisi hesaplandıktan sonra oral biyoyararlanımı %29.9 olarak belirtilmektedir (160). Bu 

durum göz önüne alındığında, çalışmamızda vermeyi planladığımız 100mg/kg dozun 

insanlarda Food and Drug Admistration (FDA)'ın belirttiği maksimum günlük dozun  üst 

sınırı olarak kabul edilen 2500mg/gün'e yakın olmasından kaynaklanmıştır. 35 günlük 

uygulama süresi belirlenirken, metforminin nöroprotektif etkisinin en kısa süreyle 21-35 

gün arasında ortaya çıktığını gösteren çalışmalar göz önünde bulundurulmuştur (161,162). 

 Gavajın sıçanlar üzerinde yarattığı stresin çalışmamızın sonuçlarını etkilememesi 

için diğer gruplara (K,G,ÇG) gavaj ile 3ml serum fizyolojik verildi. 
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3.2.2. İntraperitoneal Enjeksiyon 
 Sıçanlara 35. gün alt abdominal dış kadrandan intraperitoneal enjeksiyon yapıldı. 

G, MG, ÇG ve ÇMG grubundaki sıçanlara 4mg/kg D-glutamik asit (toz) 2.5 ml izotonik 

serum fizyolojik içerisinde çözdürüldükten sonra intraperitoneal olarak enjekte edildi. 

Glutamata bağlı nörotoksisite yaratmak amacıyla D-glutamik asitin kullanılma nedeni, D-

glutamik asitin sıçanlarda deamine olamaması ve kan beyin bariyerinden geçebilmesi 

olmuştur. D-glutamik asidin intraperitonal uygulama dozu belirlenirken, literatürde söz 

konusu dozun konvülziyon yaratan fakat mortalite riski minimum kabul edilen doz 

olması göz önünde bulunduruldu (163). 

 İntraperitoneal enjeksiyonun sıçanlar üzerinde yarattığı stresin çalışmamızın 

sonuçlarını etkilememesi için kontrol grubuna da intraperitoneal enjeksiyon ile 2.5ml 

serum fizyolojik verildi. 

 

3.2.3. Kan ve Doku Örneklerinin Alınması 
 Sıçanlara intraperitonal olarak ketamin/ksilazin (50mg/kg / 10 mg/kg) anestezi 

kombinasyonu uygulandı ve intrakardiyak kan alınarak oluşturulan hipovolemiye bağlı 

olarak sakrifikasyon gerçekleştirildi. Kan örnekleri 10 dakika + 4 ºC’de santrifüj edilerek 

serum elde edildi. Post-mortem sıçanlardan soğuk zincire dikkat edilerek serebrum 

çıkartıldı. Çıkartılan serebrum 2 hemisfere ayrıldı. Sağ hemisfer tartılarak %10'luk 

tamponlanmış formalin içerisinde fikse edildi. Sol hemisferin frontal ve pariyetal ile 

temporal ve oksipital kortikal ve subkortikal dokuları ayrıldı ve tartıldı. Temporal ve 

oksipital kortikal ve subkortikal dokular ependorflara alınarak -80oC’de saklandı. Frontal 

ve pariyetal kortikal ve subkortikal örnekler fosfat tamponu (pH 7,4) kullanılarak buz 

kalıpları içerisinde cam homojenizatör yardımı ile %20’lik doku homojenatları haline 

getirildi. Doku homojenatları daha önceden etiketlenmiş tüplere alındı ve 5000 g’de 

+40oC’ de 5 dakika süreyle santrifüj edildi. Elde edilen süpernatantlar ependorflara 

bölünerek çalışma anına kadar -80oC’ de derin dondurucuda saklandı. 
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3.2.4. GSK-3β Seviyelerinin ELISA Yöntemi ile Ölçümü 
 

 GSK-3β ELISA kiti Aviva Systems Biology'den temin edidi (MA, ABD). GSK-

3β ELISA kiti, biyotinlenmiş GSK-3β antikoru ve Avidin-HRP konjugatı kullanan, 

enzim immünoassay yöntemi esasına göre çalışmaktadır. Analiz edilen  süpernatant 

önceden anti-GSK-3β kaplanmış platelere eklenerek 37oC'de 2 saat inkube edildi. 

İnkübasyon süresinin ardından kuyular boşaltıldı ve biyotinlenmiş GSK3-Beta detektör 

antikor eklendi. 37oC'de 1 saat inkübe edildikten sonra 3 kere yıkandı. Daha sonra 

kuyular boşaltılarak, Avidin-HRP konjugatı ile 37oC'de 1 saat inkübe edildi. 

İnkübasyondan sonra kuyular 5 kere yıkandı. Sonrasında kuyulara TMB substratı 

eklenerek 15 dakika daha inkübe edildi. Enzim substrat reaksiyonu mavi renkli bir  son 

ürün meydana getirdi. Son olarak, reaksiyonu durdurmak için eklenen stop solüsyonu ile  

mavi renkli ürünün rengi sarıya döndü.  Renkli ürünün  optik dansitesi  optik okuyucuda 

540 nm’de spektrofometrik olarak ölçüldü. Her örneğin GSK-3β konsantrasyonu, 

standart eğriden hesaplandı.  

 

3.2.5. Çinko Seviyelerinin Ölçümü 
 

 Asitte çözdürülmüş dokular ve serumdaki çinko seviyeleri Thermo marka ICAP 

600 serisi indüktif eşleşmiş plazma optik emisyon spektrofotometresinde (ICP-OES) 206 

nanometre dalga boyunda ölçüldü.  

 
 

3.2.6. Patolojik İncelemeler 

3.2.6.1. Histopatoloji 
 

 Tüm beyin dokuları 24 saat 20 mL %10 formalinde fiske edildikten sonra 

makroskopik olarak frontal korteks ve subkortikal dokular ile temporal korteks ve 

subkortikal dokuları içerecek şekilde kesitler alındı. Kesitler makroskopik olarak 

kasetlere alındı, sonra kapalı sistem doku takip cihazında alkol, aseton, ksilen, parafin 
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aşamalarından geçerek dehidrate edildi. Ardından parafin bloklama yapıldı. 4µm’lik 

kesitler alınarak her bloğa hematoksilen-eozin (H&E) boyama uygulandı. Boyalı lamlara 

kapamasolüsyonu damlatılıp, lamelle kapatıldı. H&E değerlendirilmesindedejenere hücre 

oranı herhangi bir düzeyde kortikal ve subkortikal alanda üçer alanda x40 ve x100 

objektifler kullanılarak Image Pro Plus 7 (Media Cybernetics, MD, ABD) programı 

kullanılarak belirlendi. 

 

3.2.6.2. İmmünohistokimya 
 

 Parafin bloklardan elde edilen 4 µm’lik kesitler önceden poly-L- Lysin ile 

kaplanmış lamlara alındı. Kesitler bir gece 56 Cº’lık ısıda etüvde bekletildi. 

İmmünhistokimyasal boyama için kullanılacak S100-β antikorunun EP32 klonu Cell 

Marque (CA,ABD) firmasından, sekonder Bond Polymer Refine DAB kiti ise Leica 

(Newcastle, Birleşik Krallık) firmasından  temin edildi. 1:400 'lük dilusyonda s100 β 

immünohistokimyasal boya Leica Bond Max IHC Stainer cihazında 32 dakika inkübe 

edilerek boyama tamamlandı.  

İncelemede Olympus BX51 ışık mikroskopu kullanıldı.  

İmmünhistokimyasal olarak uygulanan S100-β değerlendirilmesinde herhangi bir 

düzeydeki nükleer boyanma immünreaktif olarak değerlendirildi. Kortikal ve subkortikal 

alanda üçer alandaimmünreaktivitenin olduğu hücreler x40 ve x100 objektifler 

kullanılarak belirlendi.Daha sonra x400 objektif kullanılarak toplam 100 hücredeki 

pozitif nükleer reaksiyonveren hücreler saptandıve 100 hücrede pozitif boyanmış hücre 

sayısı olarak belirlendi. 
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Şekil 13. Makroskopik ince kesitler alınan bölgeler 

 

3.7.2. Biyokimyasal Kolorimetrik Analitik Yöntemler 

3.2.7.1. İleri oksidasyon protein ürünleri 
AOPP düzeylerinin analizi, Hanasand ve arkadaşlarının spektrofotometrik 

yönteminde (167) modifikasyonlar yapılarak gerçekleştirildi. 5 µL örnek ve 200 µL sitrik 

asit (20 mmol/L) bir mikroplak içinde karıştırıldı. Ardından, 5 µL 1,16 M potasyum 

iyodür mikroplak  kuyucuklarına eklendi ve reaksiyon karşımının absorbansı bir 

dakikalık inkübasyonun sonunda 340 nm’de reaktif körüne karşı okundu. Kontrolsüz 

olarak ortaya çıkabilen renk değişimlerinin yol açtığı, standart kloramin eğrisinden olası 

sapmaların önüne geçmek için tüm okumalar potasyum iyodür eklendikten bir dakika 

sonra yapıldı. Kloramin-T ile hazırlanan standart eğride absorbans değerleri 0-100 

µmol/litre aralığında lineerite göstermektedir (Şekil 14).AOPP konsantrasyonları, 

kloramin-T eşdeğeri olarak litrede mikromol olarak ifade edildi.  
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Şekil 24. Kloramin T standartları 

 
3.2.7.2. Lipid peroksidasyon biyobelirteçlerinin analizi 

 3.2.7.2.a. Malondialdehid 
MDA, tiyobarbitürik asitle (TBA) reaksiyona girerek, 535 nm’de maksimum 

absorbans veren renkli bir ürün meydana getirmektedir. Lipid peroksidasyonunun 

etkinliği, mikroplak okuyucuda çalışmaya olanak sağlamak amacıyla üzerinde hacimsel 

modifikasyonlar yapılan Buege ve Aust’un kolorimetrik yöntemi (169) ileçalışıldı. 125 

µL örnek,  375 µL 0.75 % TBA, 250 µL 30% TCA ve ve 100 µL5 M HCI içerisinde 15 

dakika boyunca 95 oC’de kaynatıldı ve soğutuldu. Karışıma5000 × g’de 5 dakika süreyle 

santrifüj uygulanması sonucunda elde edilen süpernatantın absorpsiyonu 532 nm’de 

reaktif körüne karşı okundu. Örneklerdeki MDA konsantrasyonu molar ekstinksiyon 

katsayısı ε=31,500 M-1 cm-1 kullanılarak hesaplandı ve µmol/mg protein olarak ifade 

edildi.  

 3.2.7.2.b. Lipid hidroperoksitler 
L-OOH varlığında, asidik ortamdaki ferro (Fe+2) iyonları, ferri (Fe+3) iyonlarına 

okside olur. Oluşan ferrik iyonlar, ferrik ksilenol oranj FOX2 ile bire bir oranda  renkli 

çözünür bir kompleks (mavi-mor) oluşturur (170). 50 µL hacmindeki  örnekler 

mikrosantrifüj reaksiyon tüplerine alındı. Ardından, üzerine 950 µL FOX2 reaktifi 

eklenerek karıştırıldı. Örnekler FOX2 reaktifi ile oda sıcaklığındaki 30 dakikalık 

inkübasyonun sonunda  20 oC 3000 × g’de 10 dakika süreyle santrifüj edildi. Süpernatant 

Absorbans	

Kloramin	T	
Eşdeğeri	
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fraksiyonunun absorbansı 560 nm’de reaktif körüne karşı okundu.  Hesaplamalarda molar 

ekstinksiyon katsayısı olarak ε=4.46 ±0.23 × 104 M-1 cm-1değeri kullanıldı.  

 3.2.7.3. Proteine bağlı ileri glikasyon son ürünlerinin analizi 
Proteine bağlı AGE’lerin analizi spektroflorimetrik yönteme göre gerçekleştirildi. 

Floresans interferansının önüne geçmek için örneklere Yanar ve Arkadaşlarının 

yöntemine göre ön işlem uygulandı (165). Örneklerdeki  proteinler buz üstünde 20 dakika 

boyunca  %100’lük TCA ile çöktürüldü. Örneklerin 15 dakika süreyle 5000 × g’de 

santrifüjlenmesinin ardından, %100’lük TCA ile peletler üç kere yıkandı. Sonraki 

aşamada protein içeren peletler 6 M guanidin-HCI çözüldü ve floresans değerleri okundu  

(165).  Örneklerin 350 nm’deki eksitasyon ile maksimum 440 nm emisyondaki floresans 

şiddetleri kaydedildi. Floresans şiddeti FU/mg protein olarak ifade edildi.  

Enzimatik redoks homeostazisi biyobelirteçlerinin değerlendirilmesi 

 3.2.7.4. Enzimatik Redoks Homeostazisi Belirteçleri 

3.2.7.4.a. Cu-Zn SOD aktivitesi 
Örneklerdeki Cu-Zn SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi, Sun ve Oberley’in yöntemiyle 

(171) belirlendi. Bu yöntemde, ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafından oluşturulan 

süperoksit radikalinin, Cu, Zn-SOD enzimi tarafından ortadan kaldırılamadığında, 

reaksiyon ortamında bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) bileşiğinin süperoksit radikal 

anyonu tarafından indirgenmesi esasına dayanır. pH değeri 10.2’ye ayarlanan 0.3 mmol/L 

ksantin, 0.6 mmol/L Na2EDTA, 150 µmol/L NBT, 400 mmol/L Na2CO3, and 1 g/L 

BSA analiz karışımındaki substrat hidrolizinin inhibisyon oranı ölçülerek enzim aktivitesi 

saptandı. 25 µL’lik örneğe 972 µL analiz karışımı ve 13 µL ksantin oksidaz (167 U/L) 

eklendi. 20 dakikalık inkübasyonun sonunda mor renk oluşumu gözlenir. İnkübasyon 

süresinin sonunda 250 µL 0.8 mmol/L CuCI2 mikroplağa eklenerek reaksiyon 

durduruldu. Absorbans değeri 560 nm’de reaktif körüne karşı okundu.  

Bir ünite Cu-Zn SOD, süperoksit radikal anyonunu %50 oranında dismutasyona 

uğratan enzim aktivitesi olarak tanımlanmaktadır. 
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 3.2.7.4.b. Katalaz aktivitesi 
CAT aktivitesi (E.C.1.11.1.6) Aebi yöntemine göre (172) belirlendi. H2O2’nin 

yıkılma hızı 240 nm’de kinetik olarak izlendi. 10 µL örnek üzerine 30 mM H2O2içeren 

PBS’den 750 µLeklenerek 1 dakika boyunca absorbans değişimi kaydedildi. Aktiviteyi 

hesaplamak için 43.6 M-1cm-1 molar absorptivite değeri kullanıldı. Bir ünite katalaz 

dakikada yıkılan 1 µmol H2O2olarak  tanımlanmaktadır, CAT aktivitesi U/mg protein 

olarak ifade edildi.  

3.2.8. Total protein miktarının değerlendirilmesi 
 Doku örneklerindeki protein düzeylerinin ölçümü, Qubit analizör ile (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) ile florometrik olarak gerçekleştirildi. 

Serum örneklerinin total protein miktarı biüret yöntemi ile tayin edildi. Biüret 

reaktifinin hazırlanmasında öncelikle 8 g sodyum hidroksit bir miktar suda 1 L’lik balon 

jojede çözüldü. Ardından sırasıyla, 15 g sodyum potasyum tartarat, 5 g bakır sülfat 

pentahidrat, 5 g potasyum iyodür, hazırlanmış olan sodyum hidroksit çözeltisi içerisinde 

çözüldü ve çözelti 1 L’ye tamamlandı. Biüret reaktifi, tüm proteinlerde bulunan –CONH- 

bağı ile mor renkli kompleks oluşturmaktadır. Örneklerde oluşan mor rengin absorbansı 

550 nm’de okundu. Seri dilüsyonla hazırlanan farklı konsantrasyonlardaki albumin 

çözeltileri (2,5 – 80 mg/ml) ile oluşturulan standart eğrisi aracılığyla örneklerin protein 

konsantrasyonu hesaplandı.  

 

3.3. İstatistiksel yöntemler 
Çalışmamızın verileri ortalama ± standart hata olarak ifade edildi. İstatistiksel 

analiz Statistical Package of Social Sciences (SPSS) programı (SPSS Inc.: IL, USA, 

sürüm 12.0) kullanılarak yapıldı. Normallik testi için Kolmogorov-Smirnov testi 

kullanıldı. Gruplar arası kıyaslamada non-parametrik Mann Whitney U testi kullanıldı. 

Ortalama ve standart hata hesaplanamayan sayısal verilerin analizi, tek örneklem t testi 

kullanılarak yapıldı. p˂0.05 değeri tüm istatistiksel analizler için anlamlı olarak kabul 

edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. GSK-3β Seviyeleri 

 Serumda bakılan non-fosforile (aktif) GSK-3β seviyeleri G grubunda K grubuna 

göre ileri düzeyde anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01) . MG grubunda G grubuna 

göre ileri düzeyde anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇG grubunda ise G grubuna 

göre ileri düzeyde anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01). ÇMG grubunda ÇG grubuna 

göre ileri düzeyde anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). MG grubunda ise ÇMG 

grubuna göre anlamlı derecededüşük bulundu (p<0,05) (Şekil 12). 

 Doku homojenatlarında bakılan non-fosforile (aktif) GSK-3β seviyeleri G 

grubunda K grubuna göre ileri düzeyde anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01) . MG 

grubunda G grubuna göre ileri düzeyde anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇG 

grubunda ise G grubuna göre ileri düzeyde anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01). 

ÇMG grubunda ÇG grubuna göre  ileri düzeyde anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). 

MG grubunda ise ÇMG grubuna göre anlamlı derecede düşük bulundu (p<0,05) (Şekil 

12). 
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Şekil 15. Serum ve doku GSK-3β enzim düzeyleri  
( G→ K: **p<0.01, MG→ G: ++p<0.01, ÇG→ G: oop<0.01, ÇMG→ ÇG: xxp<0.01,  

ÇMG→ MG: 
.
p<0.05 ) 

 

 

4.2. Çinko Düzeyleri  

 Serum çinko seviyeleri ÇM ve ÇMG gruplarında diğer gruplara göre anlamlı 

derecede düşük saptandı (p<0,05) (Şekil 13). Benzer şekilde doku çinko seviyeleri de ÇM 

ve ÇMG gruplarında diğer gruplara göre anlamlı derecede düşük saptandı (p<0,05) (Şekil 

14). 
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Şekil 16. Serum serbest çinko iyonu seviyeleri  

(ÇG , ÇMG → tüm gruplar: *p<0.05) 
 
 

 
Şekil 17. Doku çinko iyonu seviyeleri  
(ÇG , ÇMG → tüm gruplar: *p<0.05) 
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4.3. S-100 Kalsiyum Bağlayıcı Protein β 

 Kortikal S-100-β boyanma oranları G grubunda MG grubuna göre ileri düzeyde 

anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01) . ÇG grubunda ise G grubuna göre  anlamlı 

şekilde düşük bulundu (p<0,05). ÇG grubunda ÇMG grubuna göre anlamlı şekilde düşük 

bulundu (p<0,05). ÇMG grubunda ise MG grubuna göre çok ileri düzeyde anlamlı 

derecede düşük bulundu (p<0,001) (Şekil 16).  Metforminin kortikal nörorejenerasyon 

oranı çinkosu normal diyet ile beslenen grupta çinkosu yetersiz diyet ile beslenen gruba 

göre %97 oranında daha fazla olduğu saptandı. 

 Subkortikal S-100-β boyanma oranları G grubunda MG grubuna göre ileri 

düzeydeanlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01) . ÇG grubunda ise G grubuna göre  

anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,05). ÇG grubunda ÇMG grubuna göre anlamlı 

şekilde düşük bulundu (p<0,05). ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri 

düzeydeanlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). Metforminin subkortikal 

nörorejenerasyon oranı çinkosu normal diyet ile beslenen grupta çinkosu yetersiz diyet ile 

beslenen gruba göre %97 oranında daha fazla olduğu saptandı. 

 
Şekil 18. Kortikal ve subkortikal beyin dokusunda nükleer S100β boyanmaları 
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Şekil 19. Kortikal  S100-β boyanma oranları (%) 

( G→ MG: **p<0.01, MG→ ÇMG: +++p<0.001, ÇG→ G: 
o
p<0.05, ÇMG→ ÇG: xp<0.05 ) 

 
 

 

  
Şekil 20. Subkortikal  S100-β boyanma oranları (%) 

( G→ MG: **p<0.01, MG→ ÇMG: ++p<0.01, ÇG→ G: 
o
p<0.05, ÇMG→ ÇG: 

x
p<0.05 ) 
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4.4. Nörodejenerasyon 

 Hematoksilen eozin boyamasında görülen kortikal dejenere nöron sayısı oranları 

G grubunda MG grubuna göre ileri düzeyde anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01) . 

ÇG grubunda ise G grubuna göre  anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,05). ÇG 

grubunda ÇMG grubuna göre anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,05). ÇMG grubunda 

ise MG grubuna göre ileri düzeyde anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0,01) (Şekil 18). 

Metforminin kortikal nöroprotektif etkisinin oranı çinkosu normal diyet ile beslenen 

grupta çinkosu yetersiz diyet ile beslenen gruba göre %136 oranında daha fazla olduğu 

saptandı. 

 Subkortikal dejenere nöron sayısı oranları G grubunda MG grubuna göre ileri 

düzeyde anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01) . ÇG grubunda ise G grubuna göre  

anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,05). ÇG grubunda ÇMG grubuna göre anlamlı 

şekilde yüksek bulundu (p<0,05). ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri düzeyde 

anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01) (Şekil 19). Metforminin subkortikal 

nöroprotektif etkisinin oranı çinkosu normal diyet ile beslenen grupta çinkosu yetersiz 

diyet ile beslenen gruba göre %110 oranında daha fazla olduğu saptandı. 

 

Şekil 21. Kortikal  nörodejenerasyon oranları (%) 
( G→ MG: **p<0.01, MG→ ÇMG: ++p<0.01, ÇG→ G: 

o
p<0.05, ÇMG→ ÇG: 

x
p<0.05 ) 
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Şekil 22. Subkortikal  nörodejenerasyon oranları (%) 
( G→ MG: **p<0.01, MG→ ÇMG: ++p<0.01, ÇG→ G: 

o
p<0.05, ÇMG→ ÇG: 

x
p<0.05 ) 

 

 4.5. İleri oksidasyon protein ürünleri (AOPP) 

Serumda ölçülen AOPP seviyeleri G grubunda K grubuna göre anlamlı şekilde 

yüksek bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna göre  anlamlı şekilde düşük 

bulundu (p<0,05). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre anlamlı şekilde düşük bulundu 

(p<0,05). ÇG grubunda ise G grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0,05). 

ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri seviyede anlamlı derecede yüksek bulundu 

(p<0,01) (Şekil 20). 

Dokuda ölçülen AOPP seviyeleri G grubunda K grubuna göre ileri düzeyde 

anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01) . MG grubunda ise G grubuna göre ileri 

düzeyde  anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre ileri 

düzeyde  anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇG grubunda ise G grubuna göre ileri 

düzeyde anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0,01). ÇMG grubunda ise MG grubuna 

göre ileri seviyede anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0,01) (Şekil 21). 
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Şekil 23. Serum AOPP düzeyleri 

( G→ K: *p<0.05, MG→ G: +p<0.05, ÇG→ G: op<0.05, ÇMG→ ÇG: xp<0.05,  

ÇMG→ MG: 
..

p<0.01 ) 
 
 

 
Şekil 24. Doku AOPP düzeyleri 

( G→ K: **p<0.01, MG→ G: ++p<0.01, ÇG→ G: oop<0.01, ÇMG→ ÇG: xxp<0.01,  

ÇMG→ MG: 
..

p<0.01 ) 
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 4.6. Lipid peroksidasyon biyobelirteçleri 

 4.6.1. Malondialdehit 

Serumda ölçülen MDA seviyeleri G grubunda K grubuna göre anlamlı şekilde 

yüksek bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna göre ileri düzeyde anlamlı 

şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre anlamlı şekilde düşük 

bulundu (p<0,05). ÇG grubunda ise G grubuna göre anlamlı fark saptanmadı (p>0,05). 

ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri seviyede anlamlı derecede yüksek bulundu 

(p<0,01) (Şekil 22). 

Dokuda ölçülen MDA seviyeleri G grubunda K grubuna göre anlamlı şekilde 

yüksek bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna göre ileri düzeyde  anlamlı 

şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre anlamlı fark 

saptanmadı (p>0,05). ÇG grubunda ise G grubuna göre anlamlı fark saptanmadı (p>0,05). 

ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri seviyede anlamlı derecede yüksek bulundu 

(p<0,01) (Şekil 23). 

 
 

Şekil 25. Serum MDA düzeyleri 

( G→ K: *p<0.05, MG→ G: ++p<0.01 , ÇMG→ MG: 
..

p<0.01, diğer gruplar için p>0,05 ) 
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Şekil 26. Doku MDA düzeyleri 

( G→ K: *p<0.05, MG→ G: ++p<0.01 , ÇMG→ ÇG: xp<0.05,  ÇMG→ MG: 
..

p<0.01, diğer 
gruplar için p>0,05 ) 

 

 4.6.2. Lipid hidroperoksit 

Serumda ölçülen L-OOH seviyeleri G grubunda K grubuna göre anlamlı şekilde 

yüksek bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna göre ileri düzeyde anlamlı 

şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre anlamlı şekilde düşük 

bulundu (p<0,05). ÇG grubunda ise G grubuna göre anlamlı fark saptanmadı (p>0,05). 

ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri seviyede anlamlı derecede yüksek bulundu 

(p<0,01) (Şekil 24). 

Dokuda ölçülen L-OOH seviyeleri G grubunda K grubuna göre ileri düzeyde 

anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01) . MG grubunda ise G grubuna göre ileri 

düzeyde  anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre 

anlamlı fark saptanmadı (p>0,05). ÇG grubunda ise G grubuna göre anlamlı fark 

saptanmadı (p>0,05). ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri seviyede anlamlı 

derecede yüksek bulundu (p<0,01) (Şekil 25). 
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Şekil 27. Serum L-OOH düzeyleri 

( G→ K: *p<0.05, MG→ G: ++p<0.01, ÇMG→ ÇG: xp<0.05, ÇMG→ MG: 
..

p<0.01, diğer 
gruplar için p>0,05  ) 

 
 

 
Şekil 28. Doku L-OOH düzeyleri 

( G→ K: **p<0.01, MG→ G: ++p<0.01, ÇMG→ MG: 
..

p<0.01, diğer gruplar için p>0,05  ) 
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 4.7. Proteine bağlı ileri glikasyon son ürünleri 

Serumda ölçülen AGE seviyeleri G grubunda K grubuna göre ileri düzeyde 

anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0,01) . MG grubunda ise G grubuna göre ileri 

düzeyde anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,05). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre ileri 

düzeyde anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,01). ÇG grubunda ise G grubuna göre 

anlamlı fark saptanmadı (p>0,05). ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri seviyede 

anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0,01) (Şekil 26). 

Dokuda ölçülen AGE seviyelerinde gruplar arasında anlamlı fark saptanmadı 

(Şekil 27). 

 

 
 

Şekil 29. Serum AGE düzeyleri 

( G→ K: **p<0.01, MG→ G: +p<0.05, ÇMG→ ÇG: xxp<0.01, ÇMG→ MG: 
..

p<0.01, diğer 
gruplar için p>0,05  ) 
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Şekil 30. Doku AGE düzeyleri  

(Tüm gruplar için p>0,05) 
 

 
 
 4.8. Enzimatik redoks homeostazisi biyobelirteçleri 

 4.8.1. Cu-Zn SOD aktivitesi 

Serumda ölçülen Cu-Zn-SOD aktivitesi G grubunda K grubuna göre anlamlı 

şekilde düşük bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna göre ileri düzeyde anlamlı 

şekilde yüksek bulundu (p<0,01). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre anlamlı fark 

saptanmadı (p>0,05). ÇG grubunda ise G grubuna göre anlamlı fark saptanmadı (p>0,05). 

ÇMG grubunda ise MG grubuna göre ileri seviyede anlamlı derecede yüksek bulundu 

(p<0,01) (Şekil 28). 

 Dokuda ölçülen Cu-Zn-SOD aktivitesi seviyelerinde gruplar arasında anlamlı 

fark saptanmadı (Şekil 29). 
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Şekil 31. Serum Cu-Zn-SOD aktivitesi düzeyleri 

( G→ K: *p<0.05, MG→ G: ++p<0.01, ÇMG→ MG: 
..

p<0.01, diğer gruplar için p>0,05 ) 
 
 

 
Şekil 32. Doku Cu-Zn-SOD aktivitesi düzeyleri 

(Tüm gruplar için p>0,05) 
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 4.8.2. Katalaz aktivitesi 

Serumda ölçülen katalaz aktivitesi G grubunda K grubuna göre anlamlı şekilde 

düşük bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna göre anlamlı şekilde yüksek 

bulundu (p<0,05). ÇMG grubunda ÇG grubuna göre anlamlı fark saptanmadı (p>0,05). 

ÇG grubunda ise G grubuna göre anlamlı fark saptanmadı (p>0,05). ÇMG grubunda ise 

MG grubuna göre ileri seviyede anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0,01) (Şekil 30). 

 Katalaz aktivitesinin dokuda ölçümü teknik problemlerden dolayı 

gerçekleştirilemedi. 

 

Şekil 33. Doku katalaz aktivitesi düzeyleri 

( G→ K: *p<0.05, MG→ G: +p<0.05, ÇMG→ MG: 
..

p<0.01, diğer gruplar için p>0,05 ) 
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4. TARTIŞMA 

 
 Araştırmamız glutamatın neden olduğu nöronal hasarda metforminin koruyucu 

rolü olduğunu göstermektedir. Söz konusu nöroprotektif etkinin GSK-3β ve çinko aracılı 

olduğunu ileri sürmektedir. 

 Glutamat memeli beyninde baskın eksitatör nörotransmitter olarak önemli rol 

oynamaktadır (174). Bununla birlikte, aşırı düzeyde glutamat salınması, eksitotoksisite ile 

sonuçlanır. Eksitotoksisite; beyin iskemisi de dahil olmak üzere akut ve kronik birçok 

beyin hastalığı ile ilişkili nöronal hasarlarda önemli bir faktördür (174-176). 

 Araştırmamız sonucunda elde ettiğimiz histopatolojik bulgularımız,  D-glutamik 

asit uygulanan sıçanların  kortikal ve subkortikal bölgelerinde  önemli hasar oluştuğu 

yönündedir. Çinko eksikliği olan sıçanlarda D-glutamik asitin oluşturduğu hasarın daha 

da belirgin olduğu sonucuna varılmıştır (Şekil 21,22). 

Normal beyin gelişimi için optimum düzeydeki çinkonun gerekliliği açıkça bilinmektedir 

(177). Bazı çalışmalar çinkonun, reseptörler üzerindeki çinko bağlanma yeri ile 

etkileşerek N-metil-D-asparate (NMDA) reseptörlerini (5 - 7)  ve glutamat salınımını (8, 

9)  inhibe ettiğini bildirmiştir. Böylece çinko eksikliğinde NMDA reseptörleri üzerindeki 

inhibisyonun ortadan kalkması ve  presinaptik nörondan glutamat salgısı artışı, 

araştırmamızdaki çinkosu yetersiz diyetle beslenen sıçanların kortikal ve subkortikal 

bölgelerdeki hasarın daha belirgin olmasından sorumlu   olabileceği görüşündeyiz. 

 İskemik veya hemorajik inmeler (5), Alzheimer hastalığı (4), otizm (6), 

amiyotrofik lateral skleroz (4) gibi hastalıkların patogenezinde aşırı glutamat salınımı yer 

almaktadır. Bu hastalıklar sırasında glutamaterjik sinir terminallerinden sinaptik yarıklara 

salınan aşırı glutamat tarafından uyarılan NMDA reseptörleri  hücre içerisine kalsiyum 

girişini arttırır. Bu mekanizmanın iskemi sonrası nöronal dejenerasyon (eksitotoksisite) 

ile ilişkili olduğu çalışmalarla kanıtlanmıştır (10, 11). Bu nedenle, serebral iskemi 

sırasında sinaptik veziküllerden glutamat ile birlikte salınan çinko, NMDA reseptörleri 

aracılığıyla meydana gelen kalsiyum girişini bloke eder.  Çinkonun yarattığı bu blokaj, 

aşırı glutamat salınımına bağlı nöronal hasara karşı koruyucu bir etki yapabilir. 
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 Benzer şekilde Alzheimer hastalığında serum çinko seviyelerinin kontrol 

gruplarına göre azaldığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (35). 

 

 Diğer taraftan Ana M. Adamo ve arkadaşları (177), çinko eksikliğinin, insan 

nöroblastoma hücrelerinde (IMR-32) nöronal proliferasyon üzerindeki etkilerini ve IMR-

32 hücreleri ile farklılaştırılmış sıçan kortikal nöronlarının primer kültürlerinde apoptoz 

üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. Araştırmalarında çinko eksikliğinin, hücre 

döngüsünün G0 / G1 fazında durmasına neden olarak nöroproliferasyonunun inhibe 

olduğunu göstermişlerdir. Çinko eksikliğinin hem prolifere olmakta olan hem de sessiz 

nöronlarda apoptotik nöronal ölümü tetiklediğini öne sürmüşlerdir. Bu apoptozun, 

extracellular-signal-regulated kin ase (ERK) inhibisyonu, kaspaz-3 aktivasyonu ve 

nükleer faktör-kappa B'ye (NF-κB) bağımlı anti-apoptotik genlerin down-

regülasyonununa sebep olabilecek intrinsik bir yol ile gerçekleştiğini ileri sürmüşlerdir. 

 Benzer bir çalışmada, Rohit Seth ve arkadaşları (178), çinko eksikliğinin, insan 

nöronal prekürsör hücrelerinde mitokondriyal p53 ve kaspaz bağımlı yolaklar yoluyla 

apoptozise neden olduğunu göstermiştir.  

 Çalışmamızda çinko düzeyi yetersiz diyet ile beslenen sıçanlarda histopatolojik 

olarak saptanan aşırı D-glutamik asite bağlı nöronal dejenerasyonun, çinko düzeyi normal 

diyetle beslenen sıçanlara göre anlamlı derecede fazla olması bu bilgiler ile paralellik 

göstermektedir. 

 Benzer şekilde GSK-3β  aktivasyonun NF-κB'nin down regülasyonu ve p53 başta 

olmak üzere birçok pro-apoptotik gen aktivasyonu ile apoptozu başlattığı ileri 

sürülmektedir. Ayrıca çinkonun, GSK-3β  üzerinde inhibisyon yaratan önemli bir eser 

element olduğu belirtilmektedir. Yapılan çalışmalarda hücre içerisindeki çinko artışının 

GSK-3β 'yı inhibe ettiği gösterilmiştir (31).  Sonuç olarak, çinko eksikliğinde ve GSK-3β  

aktivasyonunda benzer olayların meydana gelmesi, çinko eksikliğinde GSK-3β  

ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin artması ile ilgili olabilir. 

 GSK-3, tüm memeli dokularında bulunan multifonksiyonel özel bir serin / treonin 

kinazdır. (179,180). İnsanlarda iki GSK-3 izoformu vardır: GSK-3α ve GSK-3β. GSK-3α 

ve GSK-3β sırasıyla serin 21 (S21) ve serin 9 rezidülerinden (S9) farklı hücre dışı 

sinyaller tarafından fosforile edilerek inhibe edilir. GSK-3β merkezi sinir sisteminde, 
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özellikle de nöronlarda yoğun olarak bulunmakta olup , birçok önemli metabolik ve 

sinyal proteinlerini, yapısal proteinleri ve transkripsiyon faktörlerini fosforilleyerek 

regüle etmektedir. Sonuç olarak glikojen metabolizması, embriyogenezis, mitotik 

regülasyon, inflamasyon ve nöroplastisitede anahtar rol oynamaktadır (180). 

Glutamat aracılı uyarımın GSK-3β seviyelerinde ve aktivitelerinde artışa sebep olduğu 

belirtilmektedir. Nitekim GSK-3β'nın iskemik beyin hasarı, travma gibi artmış glutamat 

salınımı ile seyreden beyin hasarlarında  rol aldığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır 

(22). 

 Bununla birlikte GSK-3β'nın önemli substratlarından biri, spesifik nöronlarda 

mikrotübül fonksiyonunda kritik bir rol oynayan mikrotübül bağlama proteini Tau'dur 

(181). Tau fosforilasyonunun, aşırı GSK-3β eksprese eden transgenik farelerde arttığı 

belirtilmiştir (182).  Benzer şekilde artmış GSK-3β aktivitesinin Alzheimer hastalarında 

Tau fosforilasyonunu arttırdığı gösterilmiştir (23). Ek olarak GSK-3β aktivasyonunda 

artış Amiloid Prekürsör Protein (APP) ekspresyonunu arttırmakta, GSK-3β  aktivitesinin 

baskılanması ile beta-amiloid plak oluşumunu azaltmaktadır (24), 

 Çalışmamızda da  aşırı D-glutamik asite bağlı nörodejenerasyonun gözlendiği 

gruplarda (G ve ÇG) sıçanların  hem kan hem de beyin dokusunda GSK-3β enzim 

düzeylerinde anlamlı artışların olduğu belirlenmiştir (Şekil 15). Bulgularımız glutamat 

fazlalığının  GSK-3β ekspresyonunu artırdığını göstermektedir. 

 Ayrıca, son yıllarda yapılan çalışmalar, GSK-3β inhibisyonunun apoptotik 

sinyalleri zayıflattığını ve nöronal ölümü engellediğini göstermiştir (183,184). GSK-3β 

inhibisyonunun serebral iskemiye karşı koruyucu olduğu ve nöronların glutamata bağlı 

dejenerasyonunu önlediği gösterilmiştir. GSK-3β inhibisyonunun serebral nöronların 

survisini arttırdığı ileri sürülmüştür (185-187).  

 Araştırmamız glutamat  artışına bağlı oluşan nörodejenerasyonda, Metforminin 

GSK-3β ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu azaltarak nöroprotektif etki gösterdiğini 

ileri sürmektedir. Histopatolojik bulgularımız, metformin verilen gruplarda glutamat 

aracılı nörodejenerasyonun, verilmeyen gruplara göre anlamlı şekilde azaldığını ortaya 

koymaktadır (Şekil 21,22) Ek olarak çalışmamız nörodejenerasyonun anlamlı şekilde 

azaldığı bu gruplarda GSK-3β seviyelerinde  de anlamlı şekilde azalma olduğunu 

göstermektedir (Şekil 15). 
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 Çalışmamızda aynı zamanda metformin verilen  gruplarda (MG, ÇMG) 

verilmeyen gruplara göre (G, ÇG) GSK-3β seviyelerindeki ve nörodejenerasyondaki 

azalmaya ek olarak nörorejenerasyonun daha yüksek olduğu belirlenmiştir. 

İmmünohistokimyasal olarak saptadığımız bir nörorejenerasyon göstergesi olan S100 B 

nükleer boyanma oranları  metformin verilen gruplarda verilmeyen gruplara göre daha 

yüksek düzeyde saptanmıştır (Şekil 19,20)  

 S100 Kalsiyum Bağlayıcı Protein ya da diğer adıyla S100-β, S100 protein 

ailesinin bir üyesi olup, bütün S100 proteinleri gibi çeşitli hücrelerin sitoplazma ve 

çekirdeğinde yaygın olarak bulunurlar. S100 protein ailesinin üyelerinin hücre 

farklılaşması, büyüme siklusunun düzenlenmesi ve devamlılığı gibi görevleri 

bulunmaktadır.  S100 protein ailesinden olan S100-β ise merkezi sinir sisteminde glial 

hücrelerden, özellikle endotelyal komşuluğa sahip ve olgunlaşmasını tamamlamış 

astrositlerden  salgılanmaktadır (154). S100-β, santral sinir sisteminde bir çok göreve 

sahiptir; nöritlerin uzaması,  hücre içerisine Ca+2 girişini arttırarak nöronal matürasyonun 

düzenlenmesi, astrositer ve aksonal proliferasyonun sağlanması, PKC bağımlı 

fosforilasyonun inhibitörik kontrolü gibi. S100-β, gelişmekte olan santral sinir sisteminde 

bir nörotrofik faktör gibi görev yaparken, erişkin hücrelerde özellikle PKC bağımlı 

fosforilasyonun kontrollü bir şekilde devamlılığını sağlamaktadır (155). S100-β nin 

kontrol ettiği PKC bağımlı fosforilasyon, santral sinir sistemin glial ve nöronal 

proliferasyonun hücre içi haberleşme sisteminde önemli bir rol oynamaktadır (155). Aynı 

zamanda S100-β ekspresyonunun hasar sonrasında arttığı yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir (158). Santral sinir sistemindeki hasar sonrasında ekspresyonu artan S100-

β'nın, bFGF - FGF-Reseptörü kompleksinin hücre içerisindeki etkisini arttırarak nöronal 

ve glial rejenerasyon ve sağ kalımı olumlu yönde etkilediği yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir (159).  

 Histopatolojik ve  immünohistokimyasal bulgularımız, kanda ve  beyin dokusu 

homojenatlarında saptadığımız GSK-3β enzim  düzeyleri  metforminin santral sinir 

sistemini nörodejenerasyondan koruduğu gibi glutamata bağlı gelişen nöronal hasarda 

nörorejeneratif etki gösterdiğini ileri sürmektedir. Metforminin söz konusu nöroprotektif 

etkilerinin GSK-3β aracılı olduğunu düşündürmektedir.  
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 Metformin, prediyabet ve Tip 2 diyabetin ilk basamak tedavisinde  kullanılan 

biguainid ilaç grubu arasında yer alan bir ajandır. Metforminin temel etkisi, karaciğer 

tarafından kana verilen glukozu (9) ve insülin direncini azaltması olarak bilinir (10). Etki 

mekanizmaları arasında en bilineni Adenozin Mono Fosfat Kinaz (AMPK) 

aktivasyonudur (11). AMPK vücudun hücresel enerji homeostazını sağlayan en önemli 

düzenleyicilerden biridir (12). Aynı zamanda metforminin terapötik dozlarda kullanımı 

sonucunda pankreas beta hücrelerindeki kayıp ve harabiyetin de azaldığı bilinmektedir 

(13). 

 Metforminin hücre içi enerji metabolizmasındaki olumlu etkilerinden dolayı, 

santral sinir sistemi üzerinde de  koruyucu etkilerinin olduğu ileri sürülmektedir. Bunlar 

arasında post-iskemik hasarın ortaya çıkışını azaltması (14), iskemi esnasında 

nöroprotektif etki sağlaması (15), iskemik hasardan sonra iyileşme sürecini hızlandırması 

(16), Alzheimer hastalığında B-amiloid plak oluşumunu geriletmesi (17) gibi etkilerden 

söz edilmektedir. 

 Metforminin insan nöral kök hücreleri (hNSC)  üzerinde olumlu etkilerinden söz 

edilmektedir (69-71). Metforminin bu hücreler üzerindeki nöroprotektif etkisinin  AMPK 

aracılı olduğu belirtilmektedir (69). AMPK, lipid metabolizması, hücre glikozu alımı 

veya mitokondri biyogenezi gibi hücre içi sistemlerin düzenlenmesinde çok önemli bir 

role sahip bir faktördür. Enerji homeostazının hücresel mekanizmalarının  Alzheimer 

hastalığının patogeneziyle bağlantılı olduğu (69), bu nedenle insan nöral kök hücrelerinde 

AMPK'ya bağlı yolakların aktivasyonunun, Alzheimer hastalığı için potansiyel bir 

terapötik hedef olabileceği ileri sürülmektedir. Amiloid Beta verilen hNSC'ler üzerinde 

yapılan çalışmalarda, AMPK agonisti olan metforminin hücrelerde canlılığını arttırdığı ve 

kaspaz kaskadı aktivasyonunun temel markeri olan kaspaz 3/9'u azalttığı gözlenmiştir 

(69). Aβ uygulanan hücrelerde aynı zamanda , sitoplazmaya mitokondriden salınan 

dissemine sitokrom c'nin kaspaz 9'u aktive ederek apoptozun indüksiyonunun arttığını, 

Metforminin ise bu salınımı önemli ölçüde önlediği gösterilmiştir (69). Ayrıca, 

metforminin AMPK aktivasyonu aracılığıyla B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) ve cAMP 

Responsive Element Binding protein (CREB)'inin ekspresyonunu arttırdığı, CREB 

artışının ise hücre içerisinde Akt aktivasyonuna neden olduğu belirtilmektedir (69). 
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 Metforminin indüklediği Akt yolağı, hücre bölünmesini ve sağ kalımını 

düzenleyen önemli bir hücre içi haberleşme yolağıdır. Daha önce belirtildiği gibi Akt 

aktivasyonu (fosforilasyonu) , GSK-3β inhibisyonu yaratan önemli bir protein kinazdır. 

 Diğer taraftan GSK-3β ekspresyonunun ve aktivitesinin hücre yapısı ve içeriğine 

göre değişiklik gösterdiği bildirilmişse de (28), metforminin kalpte ve uterin kanser 

hücrelerinde GSK-3β aktivitesini azaltarak olumlu etki gösterdiğini ileri sürülmüştür (29, 

30). Bununla birlikte Theodore P. Ciaraldi ve arkadaşları (188) metforminin iskelet kası 

ve adipoz dokuda GSK-3β ekspresyonuna ve aktivasyonuna etkisini incelemişler;  

metformin tedavisinin, adipositlerde veya iskelet kasında GSK-3 proteini ekspresyonu ve 

inaktivasyonu üzerinde önemli bir etkisinin bulunmadığını belirtmişlerdir. 

 Ancak, santral sinir sisteminde metformin - GSK-3β ilişkisini araştıran herhangi 

bir çalışma bulunmamaktadır. Bu nedenle araştırmamızda D-glutamik hasarına bağlı 

nörodejenerasyonda metforminin nöroprotektif etki mekanizmaları GSK-3β düzeyleri  ile 

ilişkili olarak incelenmiştir. 

 Bulgularımız, aktif GSK-3β düzeylerinin metformin verilen gruplarda verilmeyen 

gruplara göre anlamlı şekilde azaldığını göstermektedir. Bu bulgular, metforminin, GSK-

3β ekspresyonunun azalttığını ve/veya inaktive ettiğini ve buna bağlı olarak nöronlarda 

aşırı glutamat uyarımına bağlı nörodejenerasyonu azalttığını, nörorejenerasyonu 

arttırdığını düşündürmektedir. 

 Bulgularımız aynı zamanda metforminin nöronlar üzerindeki bu protektif ve 

rejeneratif etkilerinin, yetersiz çinko diyeti ile beslenen gruplarda normal çinko  ile  

beslenen gruplara göre daha az olduğunu ortaya koymaktadır (Şekil 19-22). Bu bulgular, 

metforminin GSK-3β inhibisyonunu sadece AMPK-Akt yolaklakları üzerinden değil, 

çinko bağımlı yolakları da kullanarak yaptığını düşündürtmektedir. Şöyle ki, Akt 

aktivasyonuna neden olan IRS-1 fosforilasyonu sadece AMPK aracılığıyla değil, direkt 

olarak hücre içi çinko aracılığıyla da gerçekleşebilir (189). Metformin bu aşamada  

çinkonun IRS-1 fosforilasyonuna ilave katkı  sağlamasına neden olabilir. Bu nedenle  

yetersiz çinko diyeti ile beslenen sıçanlarda hücre içi çinko seviyelerindeki azalma, 

metforminin  bu gruptaki  sıçanlarda protektif ve rejeneratif etkilerinin daha düşük 

olmasından sorumlu olabilir. Diğer taraftan hücre içi bir diğer protein kinaz olan  S6K'nın 

bazı çalışmalarda GSK-3β 'da inhibisyon meydana getirdiği bildirilirken bazı 
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çalışmalarda aktivasyonuna neden olduğu bildirlmiştir (190,191). S6K'nın GSK-3β 

üzerine etkisi dokular arasında farklılıklar gösterebilir.  S6K'nın çinko tarafından aktive 

edildiği belirtilmiştir (192). Bu nedenle Metformin santral sinir sisteminde direkt S6K 

ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu arttırarak GSK-3β inhibisyonu yaratabilir.  

Konuya açıklık getirilebilmesi için metforminin beynin farklı bölgelerinde S6K 

ekspresyonuna veya aktivasyonuna etkisini  ve  GSK-3β ile ilşkisini araştıran ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır.  

 Son zamanlarda glutamata bağlı nörotoksisitenin altında yatan bir çok mekanizma 

öne sürülmüştür. Bu bağlamda, mevcut kanıtlar, mitokondriyal solunum zincirindeki 

bozulmayı öne sürmektedir (193-194). Glutamat uyarımının, kalsiyum homeostazıyla ve 

mitokondriyal fonksiyonlarla güçlü bir şekilde ilişkili olduğu bilinmektedir (195).  

 Yapılan çalışmalar, glutamat aracılı eksitotoksisitenin oksitadif stres ve 

mitokondriyal disfonksiyon ile ilişkili olduğunu öne sürmektedir (196,197) 

Apoptozun, normal beyin gelişimine ve/veya hücresel düzenlenmeye özgü gerekli bir 

proses olduğu,. ancak, nörodejenerasyona sahip hastalarda, oksidatif stresin artışı ile 

bağlantılı olarak, mitokondriyal solunum mekanizmasının düzenlenmesinin  net bir 

şekilde azaldığı bildirilmiştir (198-200)  Glutamat eksitotoksisitesi ve buna bağlı artan 

oksidatif stres ile mitokondriyal fonksiyon bozukluklarının serebral iskemi, travmatik 

beyin hasarı, Parkinson hastalığı, Huntington hastalığı, Alzheimer hastalığı ve amyotrofik 

lateral sklerozda nöronal ölümle sonuçlanan ortak özellik olduğu belirtilmiştir (201). 

Urrutia PJ  ve arkadaşları (202), bir çok nörodejeneratif hastalıkların ortak patognomik 

bulgularının mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif hasar ve kronik inflamasyon olduğunu 

belirtmektedir.  

 Çalışmamızda da glutamat uygulanan sıçanların serumlarında ve beyin dokusu 

homojenatlarında oksidatif hasar parametrelerinin düzeylerinde artış olduğu 

belirlenmiştir. Oksidatif stres parametrelerinden lipid peroksidasyon belirteçleri olan 

MDA ve L-OOH; protein oksidasyon parametresi AOPP,  kan ve beyin dokusunda artış 

gösterirken, glikasyon/glioksidasyon belirteci olan AGE’nin  sadece kanda artış 

gösterdiği, beyin dokusunda değişiklik göstermediği gözlenmiştir. Anti-oksidan 

enzimlerden Cu,Zn- SOD ve katalaz aktivitelerinin kanda anlamlı olarak azaldığı, Cu,Zn- 

SOD aktivitesinin beyin dokusunda değişiklik göstermediği belirlendi.  Glutamat 
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reseptörlerinin beyin dışında testis (203,204) pankreas (205-207), akciğer (208), 

karaciğer (209), kalp (210) gibi  periferik organlarda da bulunduğu çalışmalarda 

gösterilmiştir. 

 D-glutamik asit uygulamasına bağlı bu reseptörlerin aşırı uyarılmasısöz konusu 

organlarda AGE artışına neden olabilir. Bu durum kandaki AGE düzeylerinin 

artmasından sorumlu olabilir.  Diğer taraftan Xiao-Ting Huang ve ark. (211)  glutamat 

artışının, pankreas β-hücrelerinde NMDA reseptörlerinin aşırı aktivasyonu ile diyabet 

gelişimine katkıda bulunabileceğini, hipergliseminin β-hücrelerinin işlevini  bozduğunu  

ve apoptozunu hızlandırdığını belirtmişlerdir. Ayrıca Weijun Shen ve ark. GSK-3β (212) 

inhibisyonunun insan pankreas B-hücre proliferasyonunu indüklediğini göstermişlerdir.  

Bu bilgiler doğrultusunda, glutamat verilen sıçanlarda, NMDA reseptörlerinin aşırı 

uyarılması GSK-3β ekspresyonunun ve/veya aktivasyonunun artmasına neden olarak 

pankreas beta hücrelerinde disfonksiyona yaratabilir.Bu durum  kanda AGE düzeylerinin 

artmasına neden olabilir.  

 Diyabette  AGE artışının   nörodejenerasyona neden olabileceği 

bildirilmiştir..AGE'ler, glikoz gibi şekerler ile  proteinler, lipidler ve nükleik asitlerdeki 

amino grupları arasındaki enzimatik olmayan bir reaksiyonla oluşmaya başlayan 

oksidasyona uğramış bileşikler grubudur (213). AGE'ler, reaktif oksijen türleri (ROS) ve 

inflamatuar yanıt üreten ileri glikasyon son ürünleri reseptörlerini  aktive eder (214). 

Reseptör ve AGE'ler arasındaki bu etkileşim süperoksit radikal anyonunun sentezinde 

artışa neden olur. Bu durum katalaz ve süperoksit dismutaz aktivitesini azaltır (214). 

Araştırmamızda glutamat verilen sıçanlarda kanda Cu, Zn SOD ve katalaz aktivitelerinin 

azalması, periferik dokularda artan ROS’u uzaklaştırmak amacıyla söz konusu 

antioksidanların kullanımının artmasına bağlı gelişmiş olabileceği düşüncesindeyiz. 

 Alzheimer hastalığında, AGE düzeylerinin kontrole göre üç kat daha yüksek 

olduğunu, AGE'lerin hem nörofibriler yumaklar hem de Aβ plakları ile kolokalize olduğu 

keşfedilmiştir (215). Ayrıca, AGE'lerin beynin farklı bölgelerinde β-amiloid birikimini 

hızlandırarak  hastalığın ilerlemesine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (215). AGE 

birikiminin, AMPK 'nın ve onun sinyal yolaklarının down-regülasyonuna neden olarak 

hNSC  ölümünü ve mitokondriyal disfonksiyonu arttırdığı bildirilmiştir. (216). 
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Bu nedenlerle glutamat salgısındaki artışa bağlı   kan AGE düzeylerinde artış   

nörodejenerasyona katkıda bulunabilir.  

 Diğer taraftan, glutamata bağlı hasar kortekste; hipokampüs, amigdala, bazal 

gangliyonlar gibi subkortikal yapıların her hangi birinde AGE artışına, Cu,Zn-SOD 

aktivitesinin azalmasına neden olabilir. Etkilenmeyen bölgeler, etkilenen bölgelerdeki söz 

konusu parametrelerdeki değişimleri maskeleyebilir.  

Nörodejenerasyon çalışmalarının genellkle korteks, hipokampüs ve bazal gangliyonlarda 

yoğunlaştığı dikkati çekmiştir. Diğer taraftan Emma Perez-Costas ve ark. (36),  fare 

beyninde ışık ve elektron mikroskobu çalışmaları ile GSK-3β’nın santral sinir sisteminde 

korteks, bazal gangliyon ve hipokampüste yoğunlaştığını göstermişlerdir. Bu nedenle 

çalışmamızda korteks ile hipokampüs ve bazal gangliyonları içeren subkortikal yapıları 

birlikte araştırdık.  

 Çalışmamızda, metformin verilen sıçanlarda  (GM, GÇM) kanda ve dokuda 

oksidatif stres parametrelerinin verilmeyen sıçanlara  (G, GÇ) göre anlamlı olarak 

azaldığı saptanmıştır. Kan Cu,Zn-SOD ve katalaz aktivitelerinde ise anlamlı artışlar 

olduğu belirlenmiştir.  

 Çalışmalar (217-219), metforminin protektif etkilerinin, azalmış ROS üretimine 

ve pro-oksidanlar ile anti-oksidanlar arasında dengenin düzenlenmesine bağlı olduğunu 

ileri sürmektedir. 

Zhao RR ve ark. (220) metformin tedavisinin farelerde pentilenetetrazol (PTZ) ile 

indüklenen epilepsi modellerinde, kognitif koruma sağladığı,  oksidatif stresi azaltarak 

antioksidan özellik gösterdiğini ileri sürmüştür 

 Yapılan çalışmalar, oksidatif stresin ve dolayısıyla oksidize lipidler ve proteinler 

gibi belirteçlerin seviyesinin artmasının Alzheimer hastalığının patogenezinde önemli bir 

rol oynadığını göstermektedir (221,222)., Chen Z, Zhong C (223), protein 

oksidasyonunun, Alzheimer hastalığındaki serebral glukoz metabolizmasını azaltarak 

nöronal dejenerasyona neden olduğunu ileri sürmüşlerdir. Apelt J ve ark. (224),  hayvan 

model çalışmalarında reaktif  azot metabolitlerindeki (RNS) artışın Aβ birikimiyle ilişkili 

olduğunu bildirmiştir. Diğer çalışmalar, Aβ'nın mitokondriyal proteinlerle etkileşime 

girebileceğini ve daha sonra elektron transport zinciri fonksiyonunu bozabileceğini, 

mitokondriyal disfonksiyonu ve ROS oluşumunu stimüle ettiğini ileri sürmektedir (225). 
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Oksidatif stresin tau hiperfosforilasyonunu geliştirebileceği de bildirilmiştir (226). 

 Dopaminerjik nöronlarda GSK-3β'nın mitokondriyal disfonksiyona neden olarak 

ROS oluşumunu arttırdığı bildirilmiştir (227) . Araştırmamızda da, gerek normal çinko 

diyeti gerekse yetersiz çinko diyeti ile beslenen sıçanlarda glutamat uygulamasında 

gözlediğimiz oksidatif stres artışı GSK-3β'nın ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin artışı 

ile ilişkili olabilir. 

 Çalışmamızda normal çinko diyeti  ile beslenen sıçanlara metformin uygulaması, 

glutamat toksisitesinin yarattığı oksidatif hasarı  kan ve beyin dokusu homojenatlarında 

anlamlı düzeyde azaltırken antioksidan parametrelerde anlamlı artış oluşturmuştur. Daha 

önce bahsedildiği gibi AGE birikiminin, AMPK 'nın ve onun sinyal yolaklarının down-

regülasyonuna neden olabileceği ileri sürülmüştür (216). Çalışmamızda gözlediğimiz 

metforminin antioksidan etkisi AGE’nin neden olduğu AMPK 'nın ve onun sinyal 

yolaklarının down-regülasyonunu engellemesiyle ilgili olabilir. Diğer taraftan yetersiz 

çinko diyetiyle beslenen sıçanlara metformin uygulamasının, glutamat toksisitesinin 

beyin dokusunda yarattığı lipid peroksidasyonunu azaltamadığı dikkati çekmiştir. Bu 

bulgu metforminin özellikle beyin dokusunda glutamata bağlı gelişen lipid 

peroksidasyonunu engellemede çinkoya ihtiyaç duyduğunu göstermektedir. 

 Diğer çalışmaların ve kendi çalışmamızın bulgularına dayanarak metforminin 

GSK-3β’nın ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu direkt olarak ve çeşitli yolaklarla Akt 

aktivasyonu ile indirekt olarak azaltarak etki gösterebileceğini düşünebiliriz.  

 Araştırmamız beyinde metforminin GSK-3β ve çinko ile ilişkisini araştıran ilk 

çalışmadır. Metforminin özellikle beyinin hangi bölgelerinde ve hangi yolaklar ile GSK-

3β yı etkilediğini, çinko yetersizliğinde metforminin  antioksidan özelliğinin  azalmasının  

nedenini açıklayan ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  

 Sonuç olarak glutamat aracılı beyin hasarında kortikal ve subkortikal organlar 

etkilenebilir.  Glutamat salgısındaki artışın GSK-3β aracılığı ile oksidatif stres artışına 

neden olabileceğini söyleyebiliriz. Bulgularımız, metforminin, santral sinir sistemindeki 

nöroprotektif etkilerini teyid etmektedir. Metformin glutamat aracılı nörodejenerasyonu 
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engelleyebileceği gibi nörorejenerasyonu arttırabilir. Bulgularımız, metforminin, 

nöroprotektif etkilerini GSK-3β ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu azaltarak 

yapabileceğini düşündürmektedir. Metforminin nöroprotektif ve nörorejeneratif etkisinde 

AMPK aktivasyonunun yanı sıra çinko aracılı çeşitli yolaklar önemli rol oynayabilir. 
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