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OZET

SICANLARDA PENTILENTETRAZOL ILE OLUSTURULAN EPILEPSI
MODELINDE SEROTONIN-7 RESEPTOR AGONISTi AS 19°UN
EPILEPSIYE ETKILERI

Handan GUNES
Doktora Tezi
Ortak Fizyoloji Ana Bilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ercan OZDEMIR
2023, 154 sayfa

Bu c¢alismanin amaci, pentilentetrazol (PTZ) ile epilepsi olusturulmus
siganlarda 5-HT7 reseptOr agonisti AS-19°un epilepsi tizerine etkilerini ve olasi
mekanizmalarini arastirmaktir.

Calismada 70 adet 230-250 g agirliginda erkek Wistar Albino si¢an kullanildi.
Epilepsi olusturmak i¢in siganlara PTZ (35 mg/kg, i.p.) enjekte edildi. Tutusmus
hayvanlara elektrot takildiktan sonra 5-HT7 reseptor agonisti AS 19, 5-HTy
antagonisti SB 269970, nNOS inhibitéri 7-NI, guanilaz siklaz aktivatori YC-1 ve
kombinasyon ila¢ uygulamalar1 yapildi. Daha sonra elektrokortikogram ve video
kayitlar1 alindi. Siganlarin hipokampus dokusunda ELISA metoduyla NO, cGMP,
nNOS ve TNF-a, IL-1p, 1L-6 seviyeleri 6lculdi.

Bulgulara goére AS 19, hipokampuste NO, cGMP ve nNOS seviyelerini
artirarak prokonvilsan etki gosterdi. Diger taraftan SB 269970 hipokampuste NO,
cGMP ve nNOS diizeylerinin diislirdii ve epileptik nobet parametrelerini iyilestirdi.
Bunun yani sira 7-NI, AS 19’un prokonviilsan etkisini baskilarken SB 269970’in
antikonvilsif etkisini artirdi. ' YC-1 ise, AS 19’un prokonviilsan etkisini
guclendirirken, SB 269970’in antikonviilsif etkisini disiirdii. Ayrica AS 19
hipokampuste TNF-a, IL-6 ve IL-1p diizeylerini yiikseltti. SB 269970 ise TNF-a, IL-
6 ve IL-1P seviyelerini azaltti. Diger yandan 7-NI ve AS 19 kombinasyon grubu AS
19°a gore TNF-a, IL-6 ve IL-1B seviyesini azaltti. SB-269970 ve YC-1 birlikte
uygulandiginda ise TNF-a seviyesi SB 269970 grubuna gore artti.

Sonug olarak elde edilen bulgular AS 19’un prokonviilsan etkisini NO-cGMP
yolagi iizerinden gergeklestirdigini ve ndbet sonrasi proinflamatuar sitokin seviyesini
artirdigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, 5-HT7 reseptorii, PTZ, Nitrik Oksit, Inflamasyon
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ABSTRACT

EFFECTS OF SEROTONIN-7 RECEPTOR AGONIST AS 19 ON EPILEPSY
IN APENTYLENETETRAZOLE INDUCED EPILEPSY MODEL IN RATS

Handan GUNES
PhD Thesis
Department of Joint Physiology
Supervisor: Assoc. Prof. Ercan OZDEMIR
2023, 154 page
This study aims to investigate the effects of 5-HT7 receptor agonist AS 19 on

epilepsy and its mechanisms in rats with pentylenetetrazole (PTZ) induced epilepsy.

In the study, 70 male Wistar Albino rats (230-250 g) were used. PTZ (35
mg/Kkg, i.p.) was injected into the rats to induce epilepsy. After electrode placement,
kindled animals were treated with 5-HT7 receptor agonist AS 19, 5-HT7 antagonist
SB 269970, nNOS inhibitor 7-NI, guanylate cyclase activator YC-1, and
combination drugs. Then electrocorticogram and video recordings were taken. NO,
cGMP, nNOS and TNF-a, IL-1B, IL-6 levels were measured in the hippocampus
tissue of rats by ELISA method.

As a result, AS 19 exhibited a proconvulsant effect by increasing NO, cGMP,
and nNOS levels in the hippocampus. Meanwhile, SB 269970 decreased NO, cGMP,
and nNOS levels in the hippocampus and ameliorated epileptic seizure parameters.
Besides, 7-NI inhibited the proconvulsant effect of AS19 and increased the
anticonvulsive effect of SB 269970. YC-1 enhanced the proconvulsant effect of AS
19 and decreased the anticonvulsive effect of SB 269970. Furthermore, AS 19
elevated TNF-a, IL-6, and IL-1 levels in the hippocampus. SB 269970 reduced
TNF-0 and IL-1B levels. However, the combination group of 7-NI and AS 19
decreased TNF-a, IL-6, and IL-1p levels compared to AS 19. When SB 269970 and
YC-1 were applied together, TNF-a levels increased in the SB 269970 group.

In conclusion, the findings indicated that AS 19 exerted its proconvulsant
effect via the NO-cGMP pathway and increased the level of proinflammatory

cytokines after seizures.

Keywords: Epilepsy, 5-HT7 receptor, PTZ, Nitric Oxide, Inflammation
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1. GIRIS

Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi epileptik nobeti, néronlarin anormal,
asir1 ve es zamanli uyarilmasi sonucu gegici belirti ve bulgularin ortaya ¢ikmasi
olarak tanimlamustir. Epilepsi ise epileptik ndbet olusturmaya kalic1 bir yatkinlik ve
bu durumun nérobiyolojik, biligsel, psikolojik ve sosyal sonuglari ile karakterize
norolojik bir bozukluktur (Fisher ve ark., 2014). Epilepsi etiyolojisinde kafa
travmalari, merkezi sinir sistemi (MSS)’nin enfeksiyoz ve dejeneratif hastaliklari,
beyin timorleri, bedensel ve zihinsel gelisim bozukluklari, metabolik bozukluklar
gibi bircok neden yer almaktadir (Theodore ve Porter, 2000). Epileptik ndbet sonrasi
hicresel ve molekiler diizeyde meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin
ndronal aglarda iyon transport mekanizmalarini degistirdigi ve uyarilma-baskilama

dengesini bozdugu bilinmektedir (Bernard., 2000).

Uzun yillardir yapilan caligmalarda beyinde salgilanan ndromedyatorlerin
epilepsi patogenezindeki rolii arastirilmistir. Bu néromedyatérlerden biri serotonin
(5-HT)’dir. 1957 yilinda Bonnycastle ve ark. (1957) serotonin ve epilepsi arasindaki
ilk baglantiy1 ortaya c¢ikarmistir. Yapilan caligmalarda genel olarak, 5-
hidroksitriptofan (5-HTP) ve 5-HT geri alim inhibitorleri gibi hiicre disi serotonin
seviyelerini yiikselten ajanlarin hem fokal hem de jeneralize nobetleri engelledigi
aksine beyinde 5-HT’nin uzaklastirlmasinin ise odyojenik, kimyasal ve elektrikle
uyarilan epilepsi modellerinde noébet esik degerini  dislirdiigi  belirtilmistir
(Prendiville ve Gale, 1993; Statnick ve ark., 1996). Reseptor diizeyinde yapilan
caligmalar ise, Ozellikle 5-HTia, 5-HT2c, 5-HTs, 5-HT4 ve 5-HT7 reseptorlerin

epileptogenezde onemli rollere sahip oldugunu ortaya koymustur.

5-HT7 reseptor aktivasyonu, beynin farkli bolgelerinde depolarizasyon,
inhibisyon, glutamat ve y-aminobutirik asid (GABA) transmisyonunda artma veya
azalmalara neden olmaktadir (Ciranna ve Catania, 2014). Epilepsi ve 5-HT7
arasindaki iligkiyi gOsteren ¢alismalarda 5-HT7; reseptor aktivasyonunun
prokonvilsan mi yoksa antikonvillsan mi oldugu tam olarak anlasilamamuistir.
Prokonvilsan etkisini gdsteren bir ¢aligmada 5-HT7 reseptOr antagonisti SB258719,

absans epilepsili WAG/Rij sicanlarda spike-dalga desarjlarmin sayisinda azalmaya
1



neden olmustur (Graf ve ark., 2004). Benzer sekilde farkli bir ¢aligmada ise 5-HT1a
agonist 8-OH-DPAT, WAG/Rij sicanlarda doz bagimli olarak epileptik aktiviteyi
artirmistir (Filakovszky ve ark., 1999). Bunlarin aksine Pericic ve Svob-Strac. (2007)
ise pikrotoksin ile olusturulan epileptik aktivitede 5-HT7 reseptor aktivasyonunun
nobet aktivitesini baskiladigini gostermislerdir. Ayrica 5-HT7 reseptoriinin genetik
olarak silindigi (knockout) sicanlarda, elektrikle olusturulan nébet modelinde normal

farelere oranla nobet esiginin diisiik oldugu tespit edilmistir (Witkin ve ark., 2007).

Literatirde 5-HT ve 5-HT geri alim inhibitorlerinin nitrerjik sistem (zerine
etkisini kanitlayici ¢aligmalar bulunmaktadir. Gualda ve ark. (2011) yaptiklar1 bir
calismada 5-HT1 reseptorinin dorsal rafe ¢ekirdeginde NO {izerinden lokomotor

aktiviteyi modiile ettigini rapor etmislerdir.

Farkli deneysel epilepsi modellerinde serotonin ve nitrik oksit yolagi
arasindaki etkiyi gosteren az sayida calisma yer almaktadir. Heydari ve Davoudi
(2017) yaptiklar1 calismada 5-HT1 agonisti 8-hidroksi-2-(di-n-propilamin) tetralin (8-
OH-DPAT) nébet esigini artirdig1 gostermiglerdir. N(gamma)-nitro-L-Arjinin methyl
ester (L-Name) ile birlikte kullanildiginda ise bu antikonviilsan etkinin giliglendigi
bulunmustur. Farkli bir ¢alismada ise 5-HT geri alim inhibitorii olan Sitalopramin
antikonvilsan etki gosterdigi ve NOS inhibitori 7-Nitroindazoliin (7-NI) ve L-

Name’in bu etkiyi arttirdig1 belirlenmistir (Payandemehr ve ark., 2012).

5-HT7 reseptor agonisti AS 19 ve antagonisti SB 269970’in epilepsi zerine
etkilerini gosteren sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Yang ve ark. (2012)’nin
yapmis olduklar1 ¢alismada, 5-HT7 resept6r agonisti AS 19, temporal lob epilepside
ndbet sayisini artirirken, antagonisti olan SB 269970 ise ndbet sayisinda azalma
gostermigtir. Ayrica, Sahin ve ark. (2022) PTZ ile olusturduklari kronik epilepsi
modelinde epileptik 5-HT7 reseptdr agonisti SB269970’in epileptik spike sayisini ve
yuzde epileptik spike siiresini azalttigini tespit etmiglerdir.

Klinik ve noropatolojik kanitlar inflamasyonun enfeksiyon veya immin
etiyolojiden bagimsiz nobet bozuklarinin merkezinde yer aldigini gostermektedir.
Uzun yillardir elde edilen veriler epilepsi hastalarinda inflamatuar cevabin nobetlerin
olusumunda, tekrarinda ve noronal hasar Uzerine etkilerini ortaya koymustur
(Vezzani ve ark., 2013). Bir¢cok inflamatuar medyatoriin islevleri heniiz ¢6ziilmemis

olsada, klinik ve deneysel c¢alismalarda noObet patogenezinde proinflamatuar
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belirtecler olan timor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin-1 beta (IL-1B) ve
interlokin-6 (IL-6)’1n roliinii kanitlamigtir (Alyu ve Dikmen, 2017; Dey ve ark.,
2016). Klinikte epilepsi hastalarindan alinan serum ve beyin omurilik sivilarinda
timor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin-1 beta (IL-1B) ve interlokin-6 (IL-6)
seviyelerinde artis tespit edilmistir (Aronica ve Crino, 2011). Bu nedenle,
inflamasyon kontrolii epilepsi gelisim riskini azaltabilmektedir. Deneysel epilepsi
modellerinde 5HT7 reseptor agonistlerinin proinflamatuar belirtecler Gzerine etkisi

ise heniiz arastirilmamustir.

Literatiirde PTZ ile olusturulan kindling epilepsi modelinde 5-HT7 reseptor
agonistlerin etki mekanizmalarini agiklayan herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Bu tez ¢alismasinin amaci PTZ ile olusturulan kindling modeli epileptik sicanlarda 5-
HT7 reseptorinin epileptik ndbet parametrelerine ve néroinflamasyon sirecinde
glial hiicrelerce salinan proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1p ve IL-6) Uzerine

etkilerini arastirmak, bu etkide NO-cGMP yolaginin roliinii belirlemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. NOBET VE EPIiLEPSI

Epileptik nobet, beyin fonksiyonunun anormal asirt senkron néronal
aktivitesine bagli gegici semptom ve bulgularin ortaya ¢ikma durumudur. Bu
anormal noronal aktivite anormal hislere, duygulara ve davranislara veya bazen
kasilmalara, kas spazmlarina ve biling kaybina sebep olmaktadir (Parsons, 2008).
Metabolik, toksik, enfeksiy0z, inflamatuar veya yapisal nedenlerle ortaya cikan
gecici nobet ise akut semptomatik olarak degerlendirilmektedir (Stafstrom ve
Carmant, 2015; Beghi ve ark., 2010). Akut semptomatik nébetler, bazi durumlarda
epilepsi gelisimine katki saglamaktadir (Yeni ve Girses, 2015). Epilepsi ise spontan
nobetler olusturmaya kalic1 yatkinlik ile karakterize olup, ¢cok sayida norobiyolojik,
biligsel ve psikososyal sonuglara sahip norolojik bir bozukluktur (Thijs ve ark.,
2019).

Uluslararast Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE 2014) tarafindan yaymlanan
raporda ¢ durumdan birinin varliginda epilepsi hastaligindan bahsedilir (Fisher ve
Bonner, 2018);

e 24 saatten uzun arayla olusan provoke edilmemis en az iki ndbet
e Tetiklenmeden gorulen bir nobet (veya refleks nobet) ve ilerleyen 10 yil
icerisinde tekrar nobet gorilme ihtimalinin %60’ tizerinde olmasi

e Herhangi bir epilepsi sendrom tanis1 almis olmasi

Epilepsi tanisi i¢in klinik bilgilerle birlikte taniya yardimcr en 6nemli yontem
elektroensefalografidir (EEG). Tani almis epilepsi hastalarinda EEG, nobetlerin
smiflandirilmast ve degerlendirilmesi hakkinda bize bilgi vermektedir. Ayrica
prognozun belirlenmesinde, tedavi se¢imi ve hastaligin seyrinin takibinde
kullanilmaktadir (Sekil 1) (Baykan ve Altindag, 2015).



Bazal EEG Kayd!

Normal Beyin

Epileptik Beyin

Epileptik Beyin

NE .

Sekil 1. Nobet ve EEG kaydi.

2.1.1. TARTHCE

Giiniimiizden gegmise bakildiginda epilepsi ile ilgili ilk kaynak milattan 6nce
Mezopotmaya’da Akad dilinde yazilan metinlerdir. Bu yazilarda epilepsi hastasi olan
kisi ‘boynunu sola g¢evirdi, elleri ve ayaklar1 gerginlesti, gozlerini sonuna kadar agti,
agzindan bilingsiz sekilde kopiik geldi’ seklinde ifade edilmistir (Labat., 1951).
Milattan 6nce 1700’lerde Eski Misir tip metinlerde epilepsi ‘asir1 derecede titreyen’
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu metinde yaralanma veya travma sonucu ndbet
odagmin olusabilecegi belirtilmis ve fokal ndbet tasvirine dair ilk ifadelerin

kullanildig1 diigtiniilmiistiir.

Babilin en eski kaynagi Sakikku’da ise epilepsi i¢in kotii ruhlar tarafindan ele
gegcirilme anlamina neden anatsubba ifadesi yer almistir. Giiniimiize kadar ulasan bu

metinlerde febril konvuliyonlar, infantil konvilsiyon, petit ve grand mal, postiktal



periyod, narkolepsi gibi terimlerin tasvir edildigi fark edilmistir (Magiorkinis ve ark.,
2010).

Milattan 6nce 1790 yillarinda ise Hammurabi kanunlarinda epilepsi Bennu
terimine karsilik kullanilmistir. MO 6. yiizyilda Hint tip yazar1 Aterya epilepsiyi
“konvulsif nobetlerin” eslik ettigi hafiza ve zihni anlama bozukluguna bagh
“paroksismal biling kayb1” seklinde agiklamistir. Bdylece epilepsinin ilahi bir
rahatsizlik olmadigini epilepsinin beyin fonksiyon bozukluguna bagli olarak
gelistigini belirtmistir. Epilepsi Yunancada "ele gegirmek, sahip olmak veya 1zdirap
vermek™ anlamina gelen epilambanein fiilinden tiiretilmistir. Yunan tip tarihinde ya
durumun etiyolojisine bagl olarak ya da bir figiirle baglant1 oldugu diisiiniilerek
epilepsi hastaligi i¢in kutsal hastalik (hastaligin tedavisinin ilahi kaynakli olabilecegi
inanci), seliniasmos, Herkiil hastaligi, demonizm, ay hastaligi (Ay Tanrigasi
Mene'nin epilepsililerden intikami) gibi birgok isim kullanilmistir (Ladino ve ark.,
2016).

Yunanli hekim Hipokrat (MO 460-370), epilepsinin beyin fonksiyon
bozukluguna ve hastaliklara bagli olarak gelistigini ifade ederek epilepsi hastaligina
bilimsel bir yaklasim sunmustur (Hippocrate., 1849). Hipokrat sonrasi Roma
doneminin basarili doktorlardan Aelius Galenus (MS 131-201) epilepsiyi
“bazilarinda kasilmalarla, bazilarinda ise kasilma olmaksizin ani bir diistisle birlikte
zihin ve duyularin nobeti” olarak agiklamistir (Brock., 1929). Aretaeus (MS 1./2.
yiizyil), baz1 zamanlarda epileptik nobetlerden 6nce ortaya ¢ikan haliisinasyonlari
tanimlayarak ndobetlerin tekrarlama egiliminde olduguna bildirmistir (Aretaeus,

1856).

Yillar igerisinde ¢ok sayida bilim insan1 ve hekim epilepsi ile ilgili cesitli
hipotezler ve teoriler ortaya koymustur. John Hughlings Jackson’in (1835-1911)
deneyleri ile epilepsi, modern anlamda anlasilmaya baslamis ve gelisen tedavi
olanaklariyla birlikte birgok gelisme olmustur. 1866'da “epilepsi” sézciigii, sinir
dokusunun ani ve gegici olarak islevini yitirmesi durumunu ifade etmek icin
kullanilmistir. 1873’te epilepsinin ara sira, ani, asiri, hizli serebral desarjlarin bir
sonucu ortaya c¢iktigi belirtilmistir. Elektroensefalografinin (EEG) kasifi Berger,
Hughlings Jackson'in epileptik ndbet hipotezinin dogrulugunu kanitlayan ilk kisidir.



Ayrica Ferrier, Hitzing ve Todd’un deneyleri bu hipotezi destekleyici 6nemli katkilar
saglamig olup zamanla epileptoloji gelisen tedavi olanaklari ile oldukga ilerlemistir

(Reynolds, 2001).

On dokuzuncu ylizyildaki bilimsel ilerlemelere ragmen, epilepsi toplumun bir
kisminda hala dogaiistii veya kutsal hastalik gibi gorulmiistiir. 1909 yilinda, bir grup
Avrupali hekim tarafindan ILAE Kkurulmustur. Kurulusundan itibaren ILAE,
epilepsinin siniflandirilmasi, tedavisi ve egitimiyle ilgili 150°den fazla iilke ile
uluslararasi is birligi kurarak, ¢alismalarina devam etmektedir. Gunimizde nébet ve
epilepsi sendromlarinin simiflandirilmasi, tanimlanmasi ve tedavi protokollerinin

gelistirilmesi gibi ILAE’nin 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Fisher ve ark., 2017).
2.1.2. EPIDEMIYOLOJI

Diinyada 65 milyonu etkileyen epilepsi, kiresel hastalik yiikiine katki saglayan
ucuncl norolojik bozukluktur (Ngugi ve ark., 2010). Ayrica her yil ortalama 2,4
milyon kisiye epilepsi teshisi konulmaktadir. Uluslararasi yapilan metaanaliz
sonuglarina gore aktif epilepsi prevelansi 6,4/1000 olmakla birlikte yillik insidans ise
67,8/100,000 olarak belirlenmistir. Prevelans ve insidans, diisiik ve orta gelirli
ulkelerde yuksek gelirli tilkelere gore daha ylksek bulunmustur (Fiest ve ark., 2017).
Gelir diizey1 diisiik ve orta iilkelerde, endemik risk kosullarinin artmasi, karayolu
trafik yaralanmalarinin goriilme sikliginda artis, dogumla ilgili yaralanmalar, tibbi
altyapidaki yetersizlikler, koruyucu saglik programlarinin olmamasi gibi faktorlerin
nobet prevelans ve insidansini artmasina neden oldugu diistiniilmektedir (Singhi ve
Trevicks, 2016).

Epilepsi insidans1 yeni doganlar ve ¢ocuklarda diisikkken erken yetiskinlikte
insidans artmaktadir (Fiest ve ark., 2017). 20 yas altinda nobetlerin yaklasik %75’
ortaya gikmaktadir. Ileri yaslarda serebrovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci en sik
goriilen hastalik epilepsidir. Epilepsi insidansi yasamin ilk 20 yilinda ve 65 yasindan
sonra iki kez pik yapmaktadir (Wolf, 2000). Nobetlerin en sik goriilme yas1 ise 10
yas altidir (Cockerell ve Shorvon, 1996). Yapilan galismalarda epilepsi insidansi

erkek ve kadinda cinsiyete 6zgii farklilik gostermemektedir (Trescher ve ark., 2000).

Epilepsi prevelansi ile ilgili Tiirkiye’de 2002 yilinda yapilan arastirmada 7-17
yas araliginda epilepsi gortilme orani 5.6/1000 bulunmustur (Aydin ve ark., 2002).



2004 yilinda Serdaroglu ve ark. (2004), 0-16 yas araliginda yaptiklar1 ¢aligmada ise
prevelans 8/1000 olarak belirlemislerdir.

2.1.3. SINIFLANDIRMA

Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) kurulmadan 6nce nobetleri ve
epilepsiyi smiflandirmak igin kullanilan mevcut bir sistem mevcut degildi. 19.
ylizyilin baslarinda Paris hastanelerinde ndbet siddetlerini birbirinden ayirmak i¢in
"grand mal" ve "petit mal" terimleri kullaniliyordu ve zamanla bu terimler sirekli
kullanilmaya baslandi1 (Cule, 1973). Ancak bu terimlerin belirsiz olmas1 ve hangi
nobetin "grand mal” ya da "petit mal" olarak kabul edilecegine dair bilgi eksikligi
ortak terminolojinin kullanilmamasina neden oldu. Epilepsiyle ilgili klinik
arastirmalar genisledikce ve yeni tedaviler ortaya cikmaya bagladik¢a, tek tip

terminolojiye ve siniflandirmaya gerek duyuldu.

1969 yilinda ilk kez ILAE tarafindan nobet smiflandirma kilavuzlart
olusturulmus ve nobetler parsiyel ve jeneralize olarak iki baslik altinda toplanmustir.
Parsiyel nobetlerde daha sonra kendi aralarinda “basit parsiyel” ve "kompleks
parsiyel” olarak gruplandirilmistir (Gastaut, 1970; Engel ve ILAE, 2001). ILAE
1981 yilinda epileptik nobetleri, 1989 yilinda ise epilepsiler ve epileptik
sendromlarin siniflamistir (Tablo 1) (ILAE., 1981; ILAE., 1989). 2010 yilinda
yapilan revizyonla basit parsiyel ve kompleks parsiyel yerine “bilingte bozulma
olmaksizin”, “bilingte bozulma ile birlikte” ve “bilateral konvilsif nobete doniisen”
gibi alt kategorilere ayrilmistir. Ayrica “Parsiyel Nobetler” in ad1 “Fokal Nobetler”
olarak degistirilmistir (Berg ve Millichap, 2013). ILAE’nin 1989 siniflamasina goére
epilepsi etiyolojileri idiyopatik, semptomatik ve kriptojenik olarak gruplandirilirken
2010 smiflamasinda genetik, yapisal/metabolik ve sebebi bilinmeyen olarak

smiflandirilmistir (Berg ve ark., 2010; Berg ve Millichap, 2013).



Tablo 1. ILAE nobet siniflamasi (1981)

Nobetlerin Uluslararas: Simiflandirmasi 1981

Parsiyel Nobetler (Lokal, Fokal baslangicl)

Basit (biling bozuklugu yok)
Duyusal
Motor
Duyusal-Motor
Psisik (Anormal diisiinceler veya sezgiler)
Otonomik (Hararet, bulanti, vb.)
Kompleks (Biling kaybi ya da hafiza bozuklugu)
Aurali veya aurasiz (uyart)
Otomatizmali ya da Otomatizmasiz

Sekonder jeneralize

Jeneralize Nobetler (Beyinde genis bir alanda baslayan)

Absans (Petit mal)
Tonik-Klonik (Grand mal)
Atonik (diisme nobetleri)
Myoklonik

Diger

Smiflandirilamayan Nébetler

2010 simiflamasinin ardindan, giincel bilgiler 1s18inda 2017 yilinda Uluslararasi
Epilepsi ile Savas Dernegi, epilepsiyi tartismak ve arastirmak igin ortak bir dil
kullanilmasini saglayan epilepsi tiirlerinin yan1 sira ndbet tiirlerinin siniflandirmasini
da revize edilmistir. Yeni ndbet siniflamasina farkindaligin korunup/korunmamasi
dahil edilmistir (Berg ve Millichap, 2013).



Epilepsi smiflamasinin her basamaginda etiyolojinin de degerlendirilmesi
tavsiye edilmistir. 2017 yilinda revizyonla birlikte epilepsinin nedenleri genetik,
yapisal, metabolik, enfeksiy6z, immin ve bilinmeyen seklinde alt1 gruba ayrilmistir
(Sheffer ve ark., 2017; Fisher ve ark., 2017). Bu sayede hastalara hastaliklarinin
ilerleyisi prognozu ve olast komorbiditeleri hakkinda anlagilir bilgi vermek
hedeflenmistir. Bu siiflandirma sistemini kullanmak igin, 6ncelikli olarak epilepsi

tanis1 konulmus olmasi gerekmektedir.

2017 smiflandirma sisteminde ndbet baslangici fokal, jeneralize bilinmeyen
olarak ii¢ ana baglikta incelenmistir (Tablo 2) (Fisher ve ark., 2017). Bir nobet,
korteksin bir alanindan veya bir hemisferinden kaynaklandiginda baslangigta fokal
olarak kabul edilmektedir. Bu alanla iliskili klinik belirtiler, normalde bu alan
tarafindan kontrol edilen beyin fonksiyonlari ile baglantilidir (Aktekin, 2018).
Jeneralize nobetler ise, beynin sol ve sag yarim kiirelerinde yaygin bir ndbet
aktivitesi sonucunda olugmaktadir. Genellikle tonik-klonik konvdlsiyonlar ve biling
kaybi ortaya cikmaktadir (Noachtar and Peters, 2009). Uglincii kategori olan
bilinmeyen baslangi¢, baslangicin atlandigi veya belirsiz oldugu ancak ndbetin
bilinen tim oOzellikleri kullanilarak  tanimlanmasi  gerektigi ~ durumlarda

kullanilmaktadir (Fisher ve ark., 2017).

Fokal nobetleri siiflandirirken, baslangigtan sonraki degerlendirme asamasi
farkindaligin korunup korunmadigi veya bozulup bozulmadigidir. Hasta baslangicta
farkinda olsa bile nobet sirasinda yasananlar hakkinda bilgiye sahip degilse
farkindalik bozulmus olarak degerlendirilir. Bir hasta nobet sirasinda yanit
veremiyorsa (Ornegin hareketsizlik nedeniyle) ancak daha sonra nobet olaylarim
hatirliyorsa, bu farkindahigin  korundugu gostermektedir. Fokal biling eski
terminolojideki "basit parsiyel nobet" kavramina, fokal farkindalik bozuklugu nébeti
ise eski terminolojideki "kompleks parsiyel nobet" kavramina karsilik gelmektedir

(ILAE., 1981).
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Tablo 2. Nobet siniflama onerisi (ILAE, 2017).

[ Fokal Baglangig ] @eneralize Baslanglca ( Bilinmeyen )
Farkindaligin | | Farkindaligin ( 5 h ” )
Korundugu Bozuldugu otor Motor
( ) 2 _}FL?‘?LK o Tonik-Klonik
Motor Baslangigl * ilepti
slangigh « Tonik-Klonik » Epileptik Spazm
e Otomatizmalar e Myo!donlk:ronlk‘ Motor olmayan
« Atonik Klonik
* Klonik o Atonik : « Davranis Durmasi
o Epileptik Spazmlar * Myoklonik-atonik
« Hiperkinetik * Epileptik Spazm )
* Myoklonik
o Tonik Motor Baslangich
Olmayan (Absans) ———
Motor Baslangigh . Siniflandinlamayan
Olmayan * Tipik
o Atipik
« Davranig Durmasi ¢ Myoklonik
« Otonom ¢ Goz myoklonisi
« Biligsel
e Duygusal
¢ Duysal
| J
. S
Fokalden bileteral tonik-
klonik

Bir ndbet tipinin veya epilepsi tipinin siniflandirilmasinda bir diger 6nemli
faktor de nobetin semiyolojisidir. Nobet semiyolojisi ndbetin nerde bagladigini
anlamaya yardimci olmaktadir. Nobetler hem motor hem de non-motor bulgularla
birlikte ortaya ¢ikabilir. Ornek olarak, korku, epigastrik yilkselme hissi, koku ve tat
alma hallisinasyonlar1 klasik olarak temporal lob ndbetleri ile iligkilidir (So, 2006;
Manford ve ark., 1996). Hiperkinetik davranislar, ¢iglik atma veya homurdanma gibi
konusma dis1 sesler frontal lob nobetlerinde daha sik ortaya ¢ikmaktadir (So., 2006;
Manford ve ark., 1996). Nobet baslangict sirasinda hem motor hem de non-motor
semptomlar mevcutsa, motor semptomlar baskin olma egilimindedir. NGbetin
baslangic tipik olarak lokalizasyon agisindan daha faydali oldugundan, ndbet en
belirgin belirtiye gore degil en erken belirtiye gore simiflandirilmalidir (Fisher ve
ark., 2017). Bir ornek olarak (ILAE tarafindan verilmistir), korku hissiyle baslayan
ve diismeyle sonuclanan fokal klonik aktiviteye ilerleyen bir nobet fokal emosyonel
nobet olarak smiflandirilmalidir (Fisher ve ark., 2017). Bir nobetin seyri boyunca

birden fazla klinik bulgu olabilir ve smiflandirmaya dahil edilmemis olsalar bile

11



bunlarin ayrintili olarak belgelenmesi ve tanimlanmasi 6nemlidir (Fisher ve ark.,
2017). Fokal motor nobetler daha spesifik olarak tanimlanabilir. Motor baslangich
belirtiler arasinda otomatizm, epileptik spazmlar, atonik, klonik, hiperkinetik,
miyoklonik veya tonik nobetler bulunmaktadir. Motor olmayan semptomlar1 olan
fokal nobetler arasinda otonom, davranis tutuklulugu, bilissel, duygusal veya duyusal
nobetler yer alir. Fokal nobetler, bilateral tonik-klonik nébetin gelisip gelismeme
durumuna gore ayrica siniflandirilabilir. Bu siniflandirmada, jeneralize ve fokal
nobetler arasinda herhangi bir karisikligi 6nlemek i¢in sekonder jeneralize tonik-
klonik nobet yerini alir. Bu ndbetler beynin bir bolgesinde baglar (tim fokal
nobetlerde oldugu gibi) ve daha sonra beynin her iki tarafina da yayilir (Falco-Walter
ve ark., 2018; Pack, 2019).

Jeneralize nobetlerde her iki hemisferin tutulum gorildiigi ig¢in farkindalik
bozukluguna gore smiflandirma gerekli gériillmemistir. Fokal ndbetlerde oldugu gibi
motor veya nonmotor baslangiclar olabilir. Yaygin bir nobet, simetrik olma simetrik
veya beynin tiim boliimlerinin esit sekilde tutulum saglama gibi 6zelliklere sahip
olmak zorunda degildir. Genellikle ¢ocukluk ¢aginda baslayan tipik absans ndbetleri,
eriskin yaslarda da sureklilik gosterebilmektedir (Thomas ve ark., 1992). idiyopatik
konvilsif olmayan epilepsi turi olan absans epilepsi, biling kaybi, dona kalma
seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Absans nobetleri giinde ytzlerce kez gorulebilir. EkK
klinik 6zellikler arasinda tekrarlayan hareketler (otomatizmler), géz kirpma, postiiral
tonda degisiklik veya miyoklonik aktivite yer almaktadir. Ayrica absans nobetleri

birkag farkli epilepsi sendromunda da gortlmektedir (Holmes ve ark., 1987).

2017 ILAE yeniden smiflandirmasi, epilepsi sendromlari, komorbiditeler ve
etiyolojiler disinda nobet tiplerini farkli bir ¢ercevede degerlendirmistir. Epilepsiler
fokal, jeneralize, kombine fokal-jeneralize ve bilinmeyen epilepsi olarak 4 farkl
gruba ayrilmistir. Fokal veya jeneralize epilepi, klinikte gorilen fokal veya jeneralize
nobet nobet tablosuyla iliskilidir ve EEG'de goriilen fokal veya jeneralize
epileptiform aktivite klinik tabloyu desteklemelidir (Tablo 3) (Scheffer ve ark.,
2017). Kombine jeneralize ve fokal epilepsi tanisi, hastalar hem jeneralize hem de
fokal nobetler gosterdiginde ve EEG'de her ki tip desarj goriildigiinde
kullanilmalidir (Scheffer ve ark., 2017). Epilepsi tipi tanis1 koymak igin yeterli

bilginin olmadigr durumlarda bilinmiyor siniflandirmasi kullanilmaktadir. Bunun

12



sebebi nobet tipinin belirlenememesi veya EEG verilerinin mevcut olmamasi ya da

normal olmasindan kaynaklanabilir (Scheffer ve ark., 2017).

Tablo 3. Epilepsi siniflama onerisi (ILAE, 2017).

)

Nobet Tipleri ETYOLOJI
Fokal Jeneralize Bilinmeyen ‘ Yapisal
m ———
H .
o Genetik
a
E Epilepsi Tipleri Enfeksiyoz
o
= Kombine
@) Fokal Jenerelize | Jeneralize& | Bilinmeyen Metobolik
x Fokal
immmiin
Epilepsi Sendromlan Bilinmeyer

Bir epilepsi sendromunun teshisi klinik ndbet tipi, EEG bulgulari, goriintiileme
bulgular1 ve diger sendroma 6zgii Ozelliklerin bir kombinasyonuna dayanir. Bir
epilepsi sendromunu degerlendirirken, bazi sendromlar yasa bagli oldugundan
baglangic yasi onemli bir unsurdur (Pearl, 2018). Bir epilepsi sendromu tanisi,
yonetim ve prognozu yonlendirmeye yardimci olabilir; bazi sendromlar iyi huylu bir
seyir gosterirken, digerleri ¢ok daha kotii bir prognoza sahip olabilir. Bazi
sendromlar ise genetik nedenlere bagh ortaya ¢ikabilir. Ayrica sendromlarin birden
fazla olasi1 etiyolojisi olabilir. Buna ornek olarak, tiiberoskleroz, néronal migrasyon
bozukluklari, genetik mutasyonlar, MSS enfeksiyonlari, hipoksik iskemik
ensefalopati, inme gibi altta yatan birgcok nedeni olabilen veya bilinmeyen infantil

spazmlar verilebilir (Osborne ve ark., 2010).
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2.1.4. TEDAVIi

Epilepsili cocuk ve yetigkin hastalarin tedavi siirecinde, nobetleri kontrol altina
almak tedavi yan etkilerinden kaginmak veya yasam kalitesini korumak seklinde {i¢
ana hedef vardir (Schachter, 1995). Her hasta ilag tedavisine farkli yanit vermektedir.
Optimal tedavi plani hastanin ndbet tipinin dogru teshisi, nébetlerin yogunlugunun
ve sikliginin belirlenmesi, ilag yan etkilerinin farkindaligi ve hastalikla ilgili
psikososyal sorunlarin gbéz Oniine alinmasi sonucu belirlenir (Schachter, 1995).
Hastalar birden fazla tipte nébet gecirebilirler ve ndbet insidansini artiran tetikleyici
faktorlerin varligi ila¢ tedavisine yaniti zorlastirabilir. Dolayisiyla tedavi plam
yapilirken tiim faktorler etraflica degerlendirilmelidir (Perucca ve ark., 2008). Tek
bir ndbetten sonra antiepileptik tedaviye genellikle ihtiya¢c duyulmaz. Tekrarlayan
nobetler agisindan 6nemli risk grubunda olan hastalara antiepileptik ila¢ tedavisine
baslanilmalidir. Tedavi genellikle iki veya daha fazla provoke edilmemis nobetten
sonra baglar ¢linkll bu hastalarin nobet gegirme riskinin %50'nin ¢ok Uzerindedir
(Perucca ve ark., 2008).

Yeni epilepsi tanist konulan hastalarin neredeyse yarisinda ilk antiepileptik
ilagla nobet kontrolii saglanmaktadir. ilag tedavisinin amaci, en az yan etki ile
mimkun olan en iyi ndbet kontrollini saglamaktir (Coppola ve ark., 2006). Her hasta
icin tek bir antiepileptik ilag her zaman uygun olmayabilir. Ilaglar tek basina ya da
kombinasyon halinde uygulanabilir. Nobetleri tedavi etmek icin antiepileptik ila¢

secimi asagidakiler dikkate alinarak secilmelidir:
e Nobet tipi veya tipleri i¢in ilag etkinligi
e TIlacin olas1 yan etkileri
e Diger ilaclarla etkilesimler
e Komorbid tibbi durumlar, &zellikle karaciger ve bobrek hastaligi
e Cocuk dogurma planlar1 dahil yas ve cinsiyet
e Yasam tarzi ve hasta tercihleri

o Maliyet (Azar ve Abou-Khalil, 2008).
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Son elli yil igerinde giincel yirmiden fazla antiepileptik ilag (AEI)
gelistirilmistir. Gelistirilen antiepileptik ilaglarin kullanilabilir olmasi igin gereken
baslica Ozellikler; emiliminin tasiyic1 olmadan gerceklesmesi, plazma proteinlerine
baglanma oraninin diisiik olmasi, ilag-ilag, hormonlar ve esdeger endojen maddelerle
anlamli etkilesimin olmamasi, yan etki profilinin olabilince diisiik olmasi ve
etkinliginin belirli bir epileptik sendrom igin kanitlanmis olmasi seklinde
siralanmaktadir (Eskazan ve Onat, 2018). Antiepileptikler farkli mekanizmalar
tizerinden nobet kontroliine saglamaktadir. Temel etki mekanizmalar1 su sekildedir

(Tablo 4);
a) Hiicre memebraninda Na* kanallarinin blokaji
b) Hiicre membraninda T-tipi Ca*? kanallarinin blokaj1
c) GABA’n etkisinin artirilmasi

e GABA/benzodiazepin reseptdr kompleksinin aktive edilmesi ve klortr

konduktansinin artirilmasi
¢ GABA saliverilmesinin artirilmasi
¢ GABA reuptake’nin inhibisyonu
¢ GABA metabolizmasinin (GABA transaminaz enzim) inhibisyonu

d) Glutamat reseptorlerinin (NMDA) blokaji (Kobayashi ve ark., 2020)

15



Tablo 4. Anti-epileptik ilaglar ve etki mekanizmalari.

ILACLAR ETKi MEKANIZMASI

Benzodiazepinler Na* kanal blokaji ve GABA artis1

Karbamazepin
Etosuksimid

Fenobarbital

Na* kanal blokaj1
T tipi Ca*2 kanal blokaji

Na* kanal blokaji, GABA artisi, glutamat inhibisyonu

Valproat Na* kanal blokaji ve GABA artis1

Fenitoin Na* kanal blokaji, Ca kanal blokaji, GABA inhibisyonu
Gabapentin L tip Ca*? kanal blokaji, GABA artis1

Lamotrijin Na* kanal blokaji, L tipi Ca*? kanal blokaji

Levetirasetam

Okskarbazepin

SV2A ‘’ya spesifik olarak baglanarak, Ca*?’ a bagh
esinaptik ekzositoz modulasyonu

Na* kanal blokaji, L-tipi Ca*? kanal blokaj1

Pregabalin Ca*? kanal blokaji, GABA analogu
Tiagabin GABA artis1

Topiramat Na* kanal blokaji, L tipi Ca*? kanal blokaji
Vigabatrin GABA artis1

Zonisamid Na* kanal blokaji, T tipi Ca*? kanal blokajt
Lakozamid Na* kanal1 yavas inaktivasyonunu artirarak
Rufinamid Na* kanal1 inaktivasyonunu uzatir
Stripentol GABA artis1

Perampenal AMPA antagonisti

Brivaresetam

Primidon

Felbemat

Levetirasetam ile benzer etki (15-30 kat daha etkili)
Deoksi—barbittrik asit turevi

Na* kanal blokaji, GABA artis1, glutamat inhibisyonu

SV2A: sinaptik vezikul protein 2A
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Epilepsiyi kontrol altina almak i¢in ilag disinda ketojenik diyet, cerrahi
yontemler, vagal sinir uyarimi ve derin beyin stimllasyonu gibi farkli tedavi
secenekleri bulunmaktadir (Sekil 2) (Liu ve ark., 2017). Bunlardan ketojenik diyet
daha cok ilaca direncli hastalarda dnerilmektedir. Enerji ihtiyac1 karbonhidrat yerine
yaglardan karsilanmasi nobet kontroliinii saglamada etkili olmustur. Diyetle alinan
karbonhidratlarin ~ sinirlanmasi ile olusan ketonlarin  beyinde ¢esitli  etki
mekanizmalari ile epileptik nobetleri azalttig1 diisiiniilmektedir (Cetin ve ark., 2013).
Diger se¢encek olan cerrahi epilepsi tedavisinde ise ila¢ tedavisine direncli hastalarda,
noronlarda asirt desarja neden olan bolge c¢ikarilmaktadir. Cerrahi tedavideki amag
nébetleri durdurmak veya en aza indirmektir (Diizkalir ve Ozdogan, 2014). Ayrica
direngli epilepsi hastalarinda rezektif cerrahi islemine alternatif olabilecek
yontemlerden biri radyocerrahi islemidir. Bu yontem beynin manyetik rezonans ile
belirlenen kismina radyasyon tedavisi uygulanmasidir (Peker ve Bayrakli, 2008).
Epilepsinin  tedavisinde glinimiizde gilivenli ve etkili olarak kullanilan
noéromodiilasyon yontemleri arasinda Vagal Sinir Stimiilatorii (VNS), ve derin beyin
stimilasyonu (DBS) yer almaktadir. Vagal sinir uyarim vagus sinirinin elektriksel
stimulasyonu araciligiyla ataklari 6nlenmeye yonelik tedavi yaklasimidir (Ramani,
2008). DBS ise implante edilen bir norostimilator beyinde spesifik hedeflere
yerlestirilen elektrotlar araciligi ile elektrik akimiin kullanildigi bir n6romodulator

bir islemdir (Jobst ve ark., 2010).
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“

"
Epilepsi
— Tedavi —
Antiepileptik = 2 Ketojenik
ilag Tedavisi Yontemlerl Diyet

Derin Beyin
Stimulasyonu

Vagal Sinir
Uyarimi

Sekil 2. Epilepsi tedavi yontemleri.
2.1.5. DENEYSEL EPIiLEPSi MODELLERIi

Epilepsi siklikla serebral noéronlarin asir1 desarjindan kaynakli, tekrarlama
egilimi goOsteren norolojik bir beyin hasaridir (Purpula ve ark., 1972). Deneysel
epilepsi modelleri anormal elektrografik desarjlar1 ve bu desarjlarin olusmasina
zemin hazirlayan noroanatomik, biyokimyasal ve genetik faktorleri agiklamay1
hedeflemektedir (Bradford, 1995; Pun ve ark., 2012; Ryan ve ark., 2012; Jobe ve
ark., 1991). Birgok hayvan modelinde elektrosefalografi ile dogrulanan elektrografik
nobetler ayn1 zamanda gozlemlenebilir ve derecelenebilir konvilsif davraniglarla da
yakindan iliskilidir. Akut hasarlardan ya da genetik manipilasyonlardan sonra
nerdeyse sinir sistemi olan her hayvanda epileptik nébetler gozlemlenmektedir. ilk
kez 1869 yilinda John Hughlings Jackson spontan ndbet geciren kopeklerde
caligmalar yaparak karsilastirmali fizyolojiye daha fazla ilgi duyulmasini saglamistir
(Dickson,1869). Bunun Uzerine tavsanlar, kobaylar, kediler ve kopekler iizerine
calisgan David Ferrier (1873), korteksin elektriksel olarak uyarilmasinin insan
epilepsisine benzer kronik nébetler olusturdugunu fark etmistir. Elektrikle
olusturulan epilepsi modelleri kronik spontan tekarlayict nobetler yerine akut

nobetlerin agiklanmasinda 6nem tagimaktadir.
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1930’1u yillarinda ve daha sonrasinda elektrikle indiklenen nobetler, kedilerde
antikonvilsan ilaglari test etmek igin kullanilmistir (Putnam ve Merritt, 1937).
1970’li yillarin sonunda ise yayginlasan hiicre i¢i ve hiicre dis1 kayit teknikleri
ndbete neden olan elektriksel bilesenleri yani paroksismal depolarizasyon kaymasini
aciklamak igin kullanilmistir (Purpura ve ark., 1972). ilerleyen siirecte bu ¢alismalart
tamamlayict nitelikte daha sonra indiiklenmis ve kronik noébet protokolleri
olusturulmustur. Bu protokoller sonrasi1 maksimal elektrosok (MES) modeli ile
jeneralize tonik-klonik nobetler, akut PTZ modeli ile de tonik ndbetler taklit
edilmistir. Glnlmuizde hala bu modeller antiepileptik ilaglarin etki ettigi iyon

kanallar1 ve reseptor hedeflerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (LOscher, 2011).

Epilepsi patofizyolojisini arastirmak igin giiniimiizde elliden fazla nébet modeli
bulunmaktadir. En fazla kullanilan nébet modelleri basit parsiyel, kompleks parsiyel,
jeneralize tonik klonik, jeneralize absans ve status epileptikus olarak
siiflandirilabilir. NObet modeli olusturmak igin kimyasalin 6zelliklerine gore lokal
veya sistemik ilag uygulamasi yapilmaktadir. Genel olarak lokal kimyasal
uygulamas: basit parsiyel akut ya da basit parsiyel kronik nobetleri olustururken,
sistemik kimyasal uygulama ise kompleks parsiyel veya jeneralize tonik klonik
nobetlerin olugsmasina neden olmaktadir (Tablo 5) (Bambal, 2011).
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Tablo 5. Deneysel epilepsi modellerinde kullanilan kimyasal ajanlar

Lokal No6bet modeli Sistemik Nobet modeli

konvilzan konvilzan

Penisilin Basit parsiyel akut Kainik asit Kompleks parsiyel

Tetanus Kompleks parsiyel Bikukulin Jeneralize tonik/klonik

toksini kronik

Striknin Basit parsiyel akut Bemegrid Jeneralize tonik/klonik

Allmin Basit parsiyel akut Izoniazid Jeneralize tonik/klonik

Kobalt Basit parsiyel akut Metiyonin Jeneralize tonik/klonik
sulfoksimin

Tungstik Basit parsiyel akut Pentilentetrazol Jeneralize tonik/klonik

asit

Demir Basit parsiyel akut Pikrotoksin Jeneralize tonik/klonik
Flurotil

2.1.5.1. Kindling (Tutusma) Modeli

Kindling, ellektriksel veya kimyasal subkonvulsif tekrarli ndbet uyaranlarinin
nobet esigini slirekli azaltarak jeneralize nobet olusturma stirecidir (Goddard ve ark.,
1969; Karler ve ark., 1989). 1969 yilinda Graham Goddard 6grenmeyi bozmak igin
amigdalaya elektriksel uyar1 verdigi siirecte tesadiifen tutusmayi1 kesfetmistir. Bu
gozlemleri takiben farkli subkortikal beyin bolgelerine cesitli akimlarda elektriksel
uyarilar uygulamistir. Tki hafta icerisinde jeneralize tonik klonik nobetlerin gelistigini
gozlemlemistir. Bu g¢alismalarda beyin bdlgelerinden hipokampus ve entorhinal
korteks 53 gun icinde, hipokampus ise 15 gunde tamamen uyarilmigtir. Tutusan
hayvanlar herhangi bir uyar1 olmaksizin birka¢ ay sonra bile diisiik ndbet esikleri
gostermiglerdir (Goddard ve ark., 1969). 1972 yilinda kimyasal tutusma igin
kullanilan pentilentetrazol (PTZ) Mason ve Cooper tarafindan bulunmustur. Sonraki
slirecte siganlara her 48 saatte uygulanan 20 mg/kg PTZ miyoklonik jerklere ve
sonunda jeneralize tonik kloik ndbetlere neden olmustur (Mason ve Cooper, 1972).
Karler ve ark. (1989) farelerde PTZ (40, 45, 50, 80, 85, 90 mg/kg subkutan) dozunu
artirarak bu yontemi tekrar revize etmislerdir. Mason ve Cooper. (1972) ise 24 ve 48
saat araliklarinda 15 kez 50 mg/kg PTZ uyguladiklarinda farelerin %80’inde tutusma
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elde ettiler. PTZ ile tutusturulmus farelere iki hafta uyaransiz donemden sonra PTZ

uygulandiginda yine ayni1 siddette jeneralize tonik klonik ndbetler goriilmiistiir.

Genel olarak tutusma modeli nébet yayilimini ve patolojisini anlamak ayrica
epilepsi tedavi stratejileri gelistirmek gibi onemli avantaj sunmaktadir (Dabrowska
ve ark., 2019). PTZ ile olusturulan epilepsi modelinde cerrahi islem ya da elektrot
takma islemine ihtiya¢ duyulmadigi icin elektrikle olusturulan epilepsi modeline gore
daha kolay ve daha az zaman almaktadir. Ayn1 zamanda PTZ ile olusturulan epilepsi
modelinde diger modellere gore tutusma orani ¢ok yiiksek ve Oliim orani azdir
(Bertram, 2007).

2.1.5.2. Pentilentetrazol (PTZ) Kindling Modeli

Pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan akut nobet ve kronik epilepsi modelleri,
siklikla epilepsi patofizyolojisini arastirmak ve yeni ilag tedavileri gelistirmek icin
kullanilmaktadir. Fakat PTZ’nin etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamuistir
(Rocha ve ark.,1996). PTZ, GABA aracili transmisyonu bloke ederek epileptojenik
aktiviteyi stimule etmektedir. Ayn1 zamanda yavas siklik niikleotitlerin yikiminda ve
iyon hareketlerinde degisime neden olabilecegi belirtilmistir (Mccrohan ve Gillette,
1988). MacDonald and Barker (1977) ilk kez néron kultirlerinde PTZ’nin akut
etkisini gostermislerdir. Ayrica yapilan bu biyokimyasal ve -elektrofizyolojik
calismalarda, PTZ'nin farmakolojik etkileri;, GABAAa reseptér kompleksinde

benzodiazepin baglanma bolgelesinin bloke edilmesiyle indiiklendigi gosterilmistir.

Tutusma siirecinde benzodiazepin reseptér (BZ) yogunlugundaki dinamikler
farklilik gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada son PTZ enjeksiyonundan iki giin
sonra siganlarin serebral korteksinde diazepamin baglandigi benzodiazepin
yogunlugunun azaldigi belirtilmistir. Ancak tutugsma protokoliinden yedi giin sonra
bu yogunluk normal seviyeye donmiistiir (Cremer ve ark., 2009). Buna ragmen
tutusmadan altt gun sonra benzodiazepin reseptorleri kontrole gbre nerdeyse yari
yartya azalmistir. Diger yandan kronik tutusma siirecinde ise ilk PTZ
enjeksiyonundan sonra BZ reseptor yogunlugu artmistir. Benzer sekilde tutugsmadan
sonra uygulanan akut PTZ enjeksiyonundan sonra BZ reseptor seviyesi yilikselmistir

(Cremer ve ark., 2009).
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GABA reseptorlerinin inhibitor etkisi klor kanallarimin etkileyerek hicre igine
Klor akis1 saglamasiyla baglantilidir. PTZ ise klorir iyonofor kompleksinin segici bir
antagonisti olarak gorev yapmaktadir. Tekrarlanan PTZ enjeksiyonlar1 sonrasi,
GABA aracili CI' girisinde azalma gorilmiistiir (Rocha ve ark., 1996). Ayrica farkl
bir calismada PTZ uygulamasmin kortikal membran preparatlarinda GABA
reseptorleriyle baglantili klor kanallar fonksiyonunu azalttigi rapor edilmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak PTZ’nin kronik uygulanmasina bagli olusan tutusma
stirecinde GABAA, BZ reseptorleri ve kortikal noron membranlarinda GABA ile

uyarilmis klor akimlart baskilanmistir (Rocha ve ark., 1996).

Farkli beyin bolgelerinde ayrica PTZ, glutamat reseptdr alt tiplerinin yogunluk
ve hassasiyetinde degisiklige neden olmustur (Schiinzel ve ark.,1992). Bu konuyla
ilgili. Ekonomou ve Angelatou (1999) yaptiklari ¢alismada farelerde PTZ tutusma
modeli sonrast AMPA reseptorlerinde artig oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica N-metil-
D aspartat’in (NMDA) tutusmadaki epileptogenez siirecinde rol oynadigi one
strilmektedir. Benzer sekilde farelerde yapilan otoradyografik ¢alismalarda tutusma
sonrast dentat girus ve hipokampusun CA3 alaninda kademeli ve uzun sireli,
somotosensor kortekste ise kisa siireli NMDA artis1 tespit edilmistir (Cremer ve ark.,
2009). Ancak PTZ uygulanan hayvanlarin hipokampal ve korteks bolgesinde kainat
reseptor yogunlugu azalmistir (Luthman ve Humpel, 1997). Ek olarak Schiinzel ve
ark. (1992) tutugsma sonrasi beyindeki glutamat seviyesinin yiikseldigini rapor
etmiglerdir. PTZ, GABA aracili inhibisyonu azaltarak glutamaterjik sistemde

degisiklere neden olmustur.

PTZ hem akut hem de kronik (kindling) hayvan epilepsi modelleri gelisimi i¢in
kullanilmaktadir. Tutusma modelinde ila¢ etkisini degerlendirmek i¢in iki deneysel
protokol vardir. Bunlardan ilkinde tutugma stirecinde her bir stimulatérden 6nce ilag
uygulanir ve epileptogenez surecine etkisi arastirilir (Saha ve Chakrabarti, 2014).
Diger yontem ise tutusmus hayvanlara ilag uygulamasi yapilarak antikonviilsan
etkinin degerlendirilmesi seklindedir. Standart PTZ ile tutusma modelinde
elektrofizyoloji ve davranigsal parametreleri degerlendirmek igin elektrot implante
etmek gerekmektedir. Ote yandan davrams ve molekiiler ¢alismalar icin elektrot
yerlestirme islemine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Saha ve Chakrabarti, 2014).
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Tutusma protokolinde, kemirgenlere intraperitoneal (i.p.) veya subkutan (s.c.)
uygulanan 60 ila 100 mg/kg doz PTZ miyoklonik jerk, klonus ve tonik
ekstansiyonlar olusturmaktadir. Ayni zamanda, PTZ'nin esik alt1 dozlarda (20 ila 40
mg/kg, ip.) tekrar tekrar uygulanmasi ise kindling fenomenini meydana
getirmektedir. Sicanlarda kindling protokolii literatiire gore su sekildedir (Dhir,
2012);

e Sub-konviilsif dozlarda diizenli PTZ uygulanmas1 (30 mg / kg i.p., haftada
3 kez, 10 haftaya kadar), sicanlarin %80'inde kimyasal tutusmaya neden
olmaktadir (Corda ve ark 1991).

e PTZ enjeksiyonu 35mg/kg dozda intraperitoneal sekilde 48 saatte bir
uygulanir (Pazartesi, Carsamba ve Cuma). Ardistk 20 enjeksiyon
uygulamasindan sonra 9 gun sureyle enjeksiyonlara ara verilir. Daha sonra,
hayvanlari test etmek amaciyla 21. ve 25. PTZ uygulamasi yapilir ve
protokol tamamlanir (Fisher ve Kittner, 1998).

e Win-ptz kindling yontemi olarak isimlendirilen yeni modelde 4 doz PTZ
enjeksiyonu baglangicta siganlara uygulanir. Bu siireci takiben 22 gin
siresince enjeksiyon uygulamasi yapilmaz. Daha sonra son 3 PTZ
enjeksiyou 29, 31 ve 33. glnlerde yapilmaktadir. Bu 3 enjeksiyondan
sonra tam bir kindling modeli olusmaktadir (Davoudi ve ark., 2013).

Deneylerin hedeflerine gore, farkli arastirmacilar farkli nobet siniflandirma
Olcekleri kullanmaktadir. Calismalarin birgogunda Racine’nin ndbet siniflandirmasi
Olgegine gore PTZ tutusma nobeti degerlendirilmektedir (Littjohann ve ark., 2009).
Nobetin ilerleyici davranig degisikliklerini oncelikle 5 gruba ayirmis sonrasinda

yapilan ¢alismalarla 6 gruba ayrilarak modifiye hale getirilmistir.

e Evre 1: Hareketsizlik, goz kirpma, ¢igneme hareketleri, fasiyal klonus
e Evre 2: Fasiyal klonusa kafa sallama hareketleri eklenmesi

e Evre 3: Miyoklonik Jerkler

e Evre 4: Diisme olmaksizin tonik-klonik ndbet

e Evre5: Denge kayb1 ve diisme ile birlikte tonik-klonik ndbet

e Evre 6: Vahsi sigramalar ile birlikte tonik-klonik nobet
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2.1.6. ETIYOLOJi

Uluslararasi Epilepsiyle Savas Dernegi (ILAE) 2017 yilinda, yaptig1 siniflama
tammminin  her basamaginda etiyolojinin de dikkate alinmasi gerektiginin
vurgulamustir. Hastanin ilk epileptik nobet gecirdigi andan itibaren, epilepsi
etiyolojisin belirlemesi 6nemlidir. Epilepsiyi sadece bir etiyolojiyle iliskilendirmek
her zaman miimkiin degildir. Ornegin ndbetlerin hem yapisal hem genetik
etiyolojiyle iliskili oldugu durumlarda, yapisal etiyoloji epilepsi cerrahisi icin 6nemli
iken genetik etiyoloji genetik danismanlik veya yeni segenekler icin dnemli olabilir
(Icagasioglu, 2022).

Epilepsi, etiyolojilerine gore genetik, yapisal, metabolik, enfeksiydz, immiin ve
bilinmeyen epilepsi seklinde alti ana baslikta toplanmistir. Yapisal epilepsi, altta
yatan yapisal bir beyin anormalligine bagl gelisen epilepsidir. Edinimsel yapisal
anormalliklerin nedenleri arasinda inme, hipoksik-iskemik ensefalopati, travma veya
enfeksiyon yer alir (Ettinger, 1994). Genetik nedenli yapisal anormallikler tipik
olarak noronal migrasyondaki defeklerle iliskilidir. Fokal yapisal anormalliklere
bagli epilepsisi olan hastalarin belirlenmesi, epilepsi cerrahisine yonlendirmesi icin
onemlidir (Sheffer ve ark., 2017). Genetik bilinen bir semptom olarak ndbetlerle
birlikte patojenik bir genetik mutasyonun dogrudan neden oldugu epilepsi genetik
epilepsi olarak adlandirilir. Dinya c¢apinda epilepsinin en yaygin nedeni
inflamasyondur. Bu siniflandirma, akut enfeksiyonlu ortamda nébet gegiren hastalar
icin degil, epilepsili hastalar igin kullanilmaktadir. Ayni zamanda, uzun slre
enfeksiyondan sonra epilepsi gelisen hastalar1 da icermektedir. Diinya c¢apinda
epilepsiye neden olan en yaygin enfeksiyonlardan bazilar1 tiiberkiiloz, sitma,
norosistiserkoz, HIV, serebral toksoplazmoz, subakut sklerozan panensefalit ve
CMV gibi konjenital enfeksiyonlardir (Singhi, 2011). Metabolik epilepsi ise ndbetler
dogrudan metabolik bir bozukluktan zemin almaktadir. Metabolik epilepsilerin
¢ogunun genetik bir alt yapis1 bulunmaktadir ve bu bozukluklarla ilgili arastirmalar
onem tagimaktadir. Bazi metabolik epilepsilere 6rnek olarak porfiri, liremiler,
aminoasidopatiler ve piridoksine bagli epilepsiler drnek verilebilir (Pearl, 2016).
Immiin epilepsi kavrami goreceli olarak yenidir ve anti-Nmetil-D aspartat (anti-
NMDA) ensefalitinin kesfiyle ortaya ¢ikmistir. Genel olarak, MSS'de oto-immiin

aracili inflamasyon varliginda bir immiin epilepsi ortaya g¢ikabilir. Rasmussen
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Ensefaliti bilinen eski immin epilepsidir (Spatola ve Dalmau, 2017). Son olarak
nedeni belirlenmeyen epilepsiler 6nceden kriptojenik olarak adlandirilirken suan

bilinmeyen epilepsi olarak kullanilmaktadir (Bradley ve ark., 2008).
2.1.7. PATOFIZYOLOJI

Fokal ve jeneralize nobetler, beyinde gerceklesen eksitasyonlar ve
inhibisyonlar arasinda dengenin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. NObet
olusumundan sorumlu olan temel mekanizma néronal hipereksitabilite ve ndronal
hipersenkronizasyondur. Sinaptik bir uyar1 sonucunda ndéron hicresinde artan
membran potansiyeli sonucunda hipereksitabilite gergeklesmektedir. Bu olayin ¢ok
fazla sayida noronda ayn1 zamanda gerceklesmesine ise hipersenkronizasyon denir

(Bhalla ve ark., 2011).

Epileptik nobet esnasinda voltaj kapili olan iyon kanallar1 membran
potansiyelinde meydana gelen degisikliklere bagl olarak aktiflesir. Eksitasyonla
beraber postsinaptik ugtaki néron membraninda sodyum (Na®) gecirgenligi artar.
Hiicrenin icindeki voltaj farkinin yiikselmesi sonucu ileti diger ndronlara tasinir.
Kalsiyum (Ca*?) iyonunun gegcirgenliginin yiikselmesiyle beraber eksitasyon
olusurken potasyum (K*) ve klor (CI) iyonlarinin gegirgenliginin artmasi
inhibisyonu olusturur (Bhalla ve ark., 2011). Ligand kapili olan iyon kanallar1 ise
inhibitor ve eksitatdr norotransmitterlerin postsinaptik zar Ustlindeki reseptoriine
baglanmasiyla yoluyla aktiflesir. Gama aminobiitirik asit (GABA) ve glisin inhibitdr;
aspartat, glutamat eksitator ndrotransmitterlerdir. Ek olarak, glial hiicrelerin de hiicre
disindaki norotransmitter ve eksitator iyon konsantrasyonlarindaki degisimlerin de

epilepsi gelismesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Bhalla ve ark., 2011).

2.1.7.1. iyon Transport Mekanizmalari

Iyon kanallarinin 2 ana tipi olan voltaj bagimli ve ligand kapil1 iyon kanallari
inhibitor ve eksitator aktiviteden sorumludurlar. Na* ve Ca*? kanallarini ihtiva eden
voltaj bagimli iyon kanallar1 hiicre zarmi aksiyon potansiyeli esigine dogru
depolarize etme islevi goriirken voltaj bagimli K* kanallar1 ise noronal eksitasyonu
azaltarak etki gosterirler. Voltaj bagimli kanallarda membran potansiyelindeki
degisimler kanalda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olur ve bunun

sonucunda porlardan iyonlarin segici gegisi saglanir (Reid., 2009). Ligand kapili
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kanallarda, bir ndrotransmiter (6rnegin, glutamat, GABA), bir presinaptik
terminalden (presinaptik Ca*? akisindan sonra) sinaptik araliga salir ve sonra
postsinaptik membrandaki zara bagli bir reseptore seg¢ici afinite ile baglanir. Bu
baglanma iyon kanalinda yapisal degisim meydana getirerek bir dizi olay1
aktiflestirir. fyonlarm bu kanallar boyunca gegisi, depolarizasyona (katyonlarin ige
akimi) veya hiperpolarizasyona (anyonlarin ige akimi veya disa katyon) neden olur
(Reid., 2009).

Normal ve epileptik uyarilmada baslica gore alan kanal ve reseptorler voltaj
bagimli Na* kanali, voltaj bagimli K* kanali, Ca*? bagimli K* kanali, voltaj bagimh
Ca*? kanali, N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptor, o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
isoksazol propionik asit (AMPA) reseptor, GABAA reseptor, GABAg reseptor, Na*-
K* pompasidir (Tablo 6) ( Treiman, 2001; Stafstrom, 2007; Rogawski, 2013; Kaplan
ve ark., 2016 ; Kohling ve ark., 2016; Zamponi ve ark., 2010).
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Tablo 6. Normal ve epileptik aktivitede gorev alan kanal ve reseptorler.

Kanal veya

Reseptor

Normal néronal
fonksiyonlardaki roli

Epilepsideki muhtemel rolt

Voltaj bagimli  Esikalti EPSP; aksiyon Tekrarlayan aksiyon potansiyel
Na* kanalt potansiyeli yiikselisi desarjlart

Voltaj bagimli = Aksiyon potansiyeli agsagi Anormal aksiyon potansiyeli
K* kanal1 hareketi repolarizasyonu

Ca?bagimli  Aksiyon potansiyelinden Tekrarlayan desarjlar1 sinirlar
K* kanal1 sonra AHP; refrakter periyodu

Voltaj bagimh

belirler

Transmitter salinimu;

Transmitter salinimini artirir; hiicre

Ca*?kanal depolarize ylku dendritlerden | icerisindeki patofizyolojik stregleri
somaya kadar tagir aktif hale getirir

Non-NMDA  Hizli EPSP PDK’nin baslamasim saglar.

reseptor

(AMPA)

NMDA Uzamus, yavas EPSP PDK y1 siirdiiriir; Ca*?

reseptor patofizyolojik hiicre ici stirecleri

aktive eder

GABAA IPSP Eksitasyonu sinirlar

reseptor

GABAg Uzanmis [PSP Eksitasyonu sinirlar

reseptor

Na*- K* Iyonik dengeyi eski haline K* kaynakli depolarizasyonu 6nler

pompaslt getirir

AHP, ard-hiperpolarizasyon; PDK, paroksismal depolarizasyon kaymasi.

Anti epileptik ilaglarin birgogu kismen voltaj bagimli Na* kanallar1 tizerinden
etki etmektedir. Her Na* kanali, {i¢ polipeptit alt {initesinin birlesiminden olusur: bir
ana o alt birimi ve a alt biriminin kinetik 6zelliklerini etkileyen iki daha kiigiik B alt
birim. Aksiyon potansiyellerinin sekli, her bir néronda bulunan a ve B alt birimlerin

tipleri tarafindan belirlenir (Sekil 3) (Catterall ve ark., 2005).
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Sekil 3. Voltaj Kapili Na* kanal yapisi

Noéronlarda ayrica ige dogru iyon akisi gosteren voltaj bagimli Ca*? iletimi
bulunmaktadir. Ca*? akimlari, hipokampal CA3 néronlarindaki patlama desarjlarina
neden olur. Voltaja bagh Ca*? kanallarimin aktivasyonu, aksiyon potansiyelinin
depolarize fazina katilir ve ndrotransmiter salinimini, gen ekspresyonunu ve néronal
uyarilmay1 etkilerler. Temel olarak elektrofizyolojik 6zellikler, farmakolojik profil,
molekiiler yap1 ve hiicresel lokalizasyon ile ilgili olarak birkag farkli Ca*? kanal alt
tipi bulunmaktadir (Rajakulendran ve Hanna, 2016). Voltaj bagimli Ca*? kanallarinin
molekiiler yaps1 Na* benzemektedir. Voltaj bagimli Ca*? kanallar1, esas olarak kanali
sekillendiren a-1 alt birimi ve normal aktivitede gerekli olmayan, ancak kanalin
kinetik Ozelliklerini modile eden bir veya daha fazla kigiik alt birimi (a2, B, v, 0)

iceren hetero-oligomerik komplekslerdir (Sekil 4) (Rajakulendran ve Hanna, 2016).
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a alt birim

Domain| Domain Il Domain lll Domain IV

B alt birim y alt birim a2 alt birim

DDOBB
H, COOOH

H,
Sekil 4. Voltaj Kapili Ca*?kanal yapisi.

Depolarize edici Na* ve Ca*? akimlari, primer olarak K* kanallarinin aracilik
ettigi bir dizi voltaj bagimli hiperpolarize edici (inhibitor) akimla dengelenmektedir.
K™ kanallar1, voltaj kapili iyon kanallarinin en genis ve en gesitli ailesini temsil eder
ve noronal uyarimi azaltmaktadir (Gutman ve Chandy, 2005). Voltaj bagimli K*
kanal1 iyon selektif bir por ulusturmak i¢in membrana gomiilii dort a alt biriminden
ve dort diizenleyici B alt birimden olusmaktadir (Sekil 5) (Gutman ve Chandy, 2005).
K* akimlari, istirahat membran potansiyelinin ana belirleyicisi olan bir sizma
iletimini, hiperpolarizasyonla aktive edilen bir ige dogrultucu iletimi (diger iyonlarin
akisin1 saglayarak), aksiyon potansiyellerinin sonlandirilmasi ve néron zarmnin
potansiyelinin repolarizasyonu rol oynayan ¢ok sayida diizenleyici iletiminde gorev

almaktadir. K™ kanallar1 ayrica kolinerjik muskarinik agonistler tarafindan aktive
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edilmesi ile istirahat membran potansiyeli ve hiicre uyarilma hizini etkilemektedir

(Gutman ve Chandy, 2005).

B alt birim a alt birim
NH,

OOOH

Sekil 5. Voltaj kapili K* kanal yapisi.
2.1.7.2. Sinaptik Mekanizmalar

Sinaptik inhibisyona 2 temel dongii aracilik etmektedir. ilk olarak, geri
besleme veya tekrarlayan inhibisyon, uyarici ana néronlarin inhibitér internéronlarla
sinaps yapmasi ve uyarmasi ile olusur, ikincisi, ileri besleme inhibisyonu, aksonlar
direkt olarak inhibitor interndronlarla sinaps yaptiginda olusur ve ana ndronlardaki

akimi asag1 yonde etki eder (Sieghart, 2006).

GABA salgilayan noronlar eksitator iletimin dengelenmesinde ©nemli rol
oynarlar. Bu dengenin bozulmasi epilepsi, anksiyete, uykusuzluk, noropatik agri,
spastisite, sizofreni, otizm, depresyon ve ilag bagimlilig1 gibi ¢ok c¢esitli norolojik
bozukluklara neden olabilir (Foster ve Kemp, 2006; Wong ve ark., 2003; Rudolph ve
Méohler, 2004; Maguire ve Mody, 2008; Mombereau ve ark., 2005; Akbarian ve
Huang, 2006). Akson terminallerinden salinan GABA, neredeyse tiim Kkortikal
noronlarda bulunan 2 alt tip reseptor olan GABAA ve GABAGg reseptorlerine
baglanarak etki gosterir (Sieghart, 2006).

GABAA reseptorleri benzodiazepinlerin, barbitiiratlarin, anestetiklerin ve
norosteroidlerin etkilerine sahip genis bir ligand kapili kloriir kanali ailesine dahildir
(Macdonald ve Olsen, 1994). GABAA reseptorii, bir iyon kanali olusturmak igin

topografik tarzda diizenlenmis gesitli polipeptit alt birimlerinin kombinasyonlarindan
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olusan heteropentamerik kompleks yapidadir. Bu kanal Klorir ve bikarbonat
iyonlarina karsi secici gegirgendir. Her biri bir veya daha fazla alt tipe sahip olmak
tizere yedi tip alt birim (a, B, v, 8, €, w, p) tanimlanmustir (Sieghart, 2006). GABAAa
reseptOrii aktivasyonu, membranda hizli inhibitér postsinaptik akimlara (IPSC'ler)
neden olurken ve noronal ateslenme olasiligini azaltmaktadir. Her ne kadar ¢ogu
GABAA reseptorleri postsinaptik olarak eksprese edilse de presinaptik yerlesim de
gosterebilir ki bunlar ndrotransmitter salimimini inhibe ederler (Kullmann ve ark.,

2005).

GABAg reseptorleri ise voltaj kapili potasyum kanallarini aktive ederek ya da
voltaj kapili kalsiyum kanallarini inhibe ederek yavas inhibitor etkisi gosteren
metabotropik G protein-baglantili reseptor ailesine dahildir (Wagner ve Dekin, 1993;
Mintz ve Bean, 1993). Bunlar beyinde GABAA reseptorlerine gore daha az
miktardadir (Chu., 1990). GABAA reseptorlerine ek olarak, metabotropik GABAg
reseptorleri postsinaptik membran ve presinaptik terminallerde yer alirlar (Bettler ve
Tiao, 2006). GABAg reseptorleri, Ca*™ veya K* akimini kontrol etmek icin guanozin
trifosfat (GTP) baglayici proteinleri tizerinden etki eder. GABAA reseptorleri, hiicre
govdesine yakin bolgede hizli, yiiksek iletken inhibitoér postsinaptik potansiyeller
uretmektedir. Bunun aksine postsinaptik membrandaki GABAg reseptorleri, baslica
dendritlerde yavas, uzun 6miirlii, diisiik iletimli inhibitor postsinaptik potansiyellere
araciligiyla Onemli bir islevsel oldugu diigiiniilen GABAg reseptorlerinin akson
terminalleri tizerindeki aktivasyonu, norotransmitter salinimini durdurur (Sekil 6)

(Simeone ve ark., 2006).
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Benzodiazepin GABA

baglanma baglanma
bolgesi bélgesi

\ Barbitiirat
baglanma
/ bolgesi

Hiicre Digi

GABA B Reseptoril Alkol  GABA A Reseptorii Konviilsan
(Metabotropik) baglanma (iyonotropik) baglanma
bolgesi bélgesi

Hiicre igi

Sekil 6. GABA reseptorleri.

Uciincii tip GABA reseptorit GABAC ligand kapili kloriir kanalidir ve retina ve
beyin sapinda yer alirlar (Bormann, 2000; Milligian ve ark., 2004). GABAc iki a, iki
B ve iki y alt {initesi bulunmaktadir. En fazla retinada eksprese edilmekle beraber
superior kollikulus, serebellum, hipofiz ve omurilikte de bulunmaktadir (Cossart ve
ark., 2005).

GABAEerjik fonksiyonlardaki sentez, sinaptik salinim, reseptor bilesimi, degis
tokus veya baglanma ve metabolizmasindaki bozukluklar hipereksitasyon ve
epilepsiye neden olmaktadir (Cossart ve ark., 2005). Yapilan deneysel ve klinik
calismalarda GABA islevinin yetersizliginin ve GABA sentezinin baskilanmasinin
ndbetlere neden olabilecegi rapor edilmistir. Ayrica GABAA iletimin bozuklugu
epilepsiye neden olmaktadir (Miller ve Aricescu, 2014). Yapilan g¢aligmalarda
GABAG& reseptorlerinin ise jeneralize epilepsi ile baglantili olabilecegi belirtilmistir
(Borman., 2000). Bunlarin aksine GABA’ya benzer etkiye sahip ajanlar ise nobetleri
engellemektedir (Coskun, 2011).

Eksitator bir amino asit olan glutamat, memeli merkezi sinir sisteminin baslica

eksitator norotransmitteridir. Glutamat, trikarboksilik asit déngusu ile glutaminden
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sentezlenmekte ve presinaptik vezikillerde depolanmaktadir (Watkins ve Jane,
2006). Depolarize edici stimilasyonla presinaptik terminalden kalsiyumla tetiklenen
vezikil igine tasinmaktadir ve geri-alimu ise glial ve néronlardaki eksitatér amino asit
tastyicilar (EAAT'ler) ile gerceklesmektedir (Katsel ve ark., 2011). Postsinaptik
terminalde glutamat, eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP), eksitator sinyalleme,
sinaptik plastisite gibi hticre i¢i olaylara iyonotropik ve metabotropik glutamat
reseptorler Uzerinden etki etmektedir. Bu glutamat aracili islemler néronal aglarda
eksitator-inhibitor denge, 6grenme ve hafiza, motor fonksiyonlar gibi normal beyin

fonksiyonlar1 i¢in 6nem tasimaktadir (Dingledine ve ark., 1999).

Glutamat reseptorleri katyonlar1 gegiren merkezi bir por etrafinda alt birimlerin
tetramerik sekilde diizenlenmesi ile olusturulan glutamat kapili iyon kanallaridir.
NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri olmak tzere 3 alt tipe bélinurler (Sekil 7)
(Dingledine ve ark., 1999).

Hiicre Disi

Metabotropik iyonotropik

VCAMP NR2B GIuR3 GIuRS

b NR2C GluR4 GluR6

V¥ IP3 ¥ DAG NR2D GluR7
KA1
v KA2

Grup1 Grup2  Grup3
mGIuRT mGIuR2 mGIuR4
mGIluR5 mGIuR3 mGIuR6

mGIuR7

Hiicre igi s

Sekil 7. NMDA reseptor yapisi ve aktivasyonu.

NMDA reseptorleri ayrica magnezyum iyonlar: tarafindan voltaja bagimh

inhibisyon gosterir. Membran depolarize edildiginde ve NMDA reseptoriiniin
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magnezyum inhibisyonun kalkmasi ile NMDA reseptérii aktive olur ve Ca*? ve Na*
iyonlar1 akis1 gerceklesir. Ca*? girisi, daha sonra sinyal transdiiksiyon kaskadlarini
aktive eden ve transkripsiyonel diizenlemede degisikliklere yol acan gesitli kinazlarin
uyarilmasi gibi bir dizi ikinci mesajlasma yolunun baglatilmasinda esas rol oynar.
NMDA reseptoriiniin aktivasyonu, nispeten yavas ve uzun siireli eksitator
postsinaptik potansiyellerin olusumuna yol agar. Bu sinaptik olaylar, epileptiform
patlama desarjlarina katkida bulunur ve NMDA reseptor blokaji, birgok epileptiform
aktivite modelinde patlama aktivitesinin zayiflamasina neden olmaktadir (Kalia ve
ark., 2008).

NMDA disinda iyonotropik reseptorler AMPA ve kainat reseptorleri olarak
ikiye ayrilir. AMPA reseptorleri GIuR1, GIluR2, GIuR3 velveya GluR4 alt
tinitelerinin kombinasyonlarindan, kainat reseptorleri ise GIuR5, GIuR6, GIUR7, Ka1
velveya Kaz alt uUnitelerinden olugsmaktadir. AMPA reseptOrleri, postsinaptik
ndronlara glutamat salinmasi ile olusan, hizli yiikselen ve kisa siireli eksitator
postsinaptik potansiyellerin bilyik kismindan sorumludur. AMPA reseptorleri
tarafindan iretilen depolarizasyon, NMDA reseptorlerinin etkili aktivasyon
gostermeleri igin gerekmektedir. Sonu¢ olarak, AMPA reseptori antagonistleri
eksitator sinaptik aktivitenin buytk bolimini baskilamaktadir (Vincent ve ark.,
2009). Ek olarak yapilan ¢alismalarda kainat reseptorleri zerinde etki gdsteren
kainik asitin nobet aktivitesin devamliligina neden oldugu bulunmustur (Crepel ve
Muller, 2015).

Metabotropik glutamat reseptorleri, fosfoinozitid hidrolizi ve adenilat siklaz ve
fosfolipaz C ve D'nin aktivasyonu gibi ¢esitli transdiiksiyon yollarin1 aktive eden;
buyik, heterojen bir G-protein bagli reseptdr ailesi iginde yer almaktadir.
Metabotropik reseptorler, voltaj bagimli K* ve Ca*? kanallarinin, segici olmayan
katyon akimlarmin ve ligand kapili reseptorlerini (GABA ve glutamat) modiile
ederler ve glutamat salimini diizenlerler (Anwyl, 2009). Farkli metabotropik
glutamat reseptor alt tipleri, hicre iginde kendine o6zgli farkli gorevleri
bulunmaktadir. Her ne kadar merkezi sinir sistemi iginde her yerde olsalarda,
metabotropik reseptorlerin alt tipleri farkli lokalizasyonlarda yer alabilirler.

Metabotropik glutamat reseptorleri, ¢ok c¢esitli normal norolojik siireglere (6rnegin,
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uzun slreli potansiyalizasyon) ve hastalik durumlarinda (epilepsi) kilit role sahiptir
(Ure ve ark., 2006).

2.1.7.3. Paroksismal Depolarizasyon Kaymasi (PDK)

Kortikal ndronlarin membran potansiyellerinde ve ateslenme sekillerinde
bozukluklara bagli olusan hipereksitasyon durumu paroksismal depolarizasyon
kaymasi (PDK) olarak adlandirilir. Paroksimal depolarizasyona bagli olarak grup
seklinde ateslenen noronlar, etraflarindaki néronlar1 da aymi mekanizmayla
ateslenebilecek boyuta getirirler. PDK’nin ortaya ¢ikma nedenleri arasinda eksitatér
ve inhibitor sistem arasindaki dengesizlik ve iyon kanal bozukluklari yer almaktadir.
Epileptojenik odakta yer alan “pacemaker” hicreleri mekanizmalari bilinmemekle
birlikte artmis eksitasyon ve anormal ateslenme O6zelligine sahiptirler (Baykan ve
ark., 2004).

Eksitator sinapsta (glutamaterjik) postsinaptik alanda eksitatér postsinaptik
potansiyeli (EPSP), depolarizasyon sonucunda olustururken, inhibitdr postsinaptik
potansiyeli (IPSP) hiperpolarizasyona bagli olusmaktadir. Ritmik meydana gelen
EPSP ve IPSP’lerin birlesmesi ve senkronizasyonu EEG de kaydedilen normal zemin

ritminin temelini olusturmaktadir (Sekil 8) (Stafstrom ve Rho, 2012).
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Sekil 8. Bir eksitator (e) ve bir inhibitor (1) girisi olan néronda aksiyon potansiyeli E'nin
aktivasyonu, aksiyon potansiyeli i¢in esik degere (-40 mV) ulasabilen dereceli uyarict
postsinaptik potansiyellere (EPSP) yol acar. Aksiyon potansiyelini; biiyiikliigi ve siiresi bir
sonraki aksiyon potansiyelinin ne zaman ortaya c¢ikabilecegini belirleyen bir ard-
hiperpolarizasyon (AHP) izler. | aktivasyonu, inhibitdr bir postsinaptik potansiyele (IPSP)
neden olur.

Uyarilmasi artmis ve anormal ateslenmeye sahip néronlarin miktari ¢ok fazla
saytya ulastiginda EEG'de ve klinikte nobet aktivitesi goriilmeye baglar. Nobet
noronlarn karakteristligi hipersenkron ve tekrarlayict 0zelliktedir. EEG’de gorilen
diken dalga eksitasyon artisini, diken dalgay1 takip eden yavas dalga ise inhibisyonu
gostermektedir (Rogawski ve Loscher, 2004).

Epileptik odaktaki néronlarda normal EPSP olusumunu takiben PDK meydana
gelir. PDK, EPSP’ye gore ¢ok sayida desarj olusturmakta ve ¢cok genis amplitiide
sahiptir. PDK'nin olusturdugu yiiksek frekansli ardigik uyarilar néronlar arasinda
yayilarak epileptik ndbet veya diken (spike) dalga aktivitesinin olusmasini saglarlar.
Ilerleyen siirecte PDK hiperpolarizasyon siireci takip eder. PDK ve uzamis
hiperpolarizasyondan sonra ¢ok uzun sireli bir "ard depolarizasyon™ meydana gelir.
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Ard depolarizasyon surecinde tekrarlayan uyar1 akislarimi  ve yeni bir
hiperpolarizasyon daha gorulur (Sekil 9) (Jong ve Carl, 2006). Klinikte uzun streli
ard depolarizasyondan sonra ‘tonik’ faz, ard hiperpolarizasyondan sonra ise ‘klonik’
faz olusmaktadir (Acharya, 2002).

Normal interiktal ikial

HUCRE iCi

.‘\'éréncIA@Z|l £ 11

\—/3—% INMDA

£ |

NMDA :

Sekil 9. Uyarici néron ve inhibitdr internérondan olusmus néron agi gosterimi.

Nobet olusumuna en yatkin bolgeler hipokampus ve neokortekstir.
Elektrofizyolojik ¢alismalarda ndbet patofizyolojisini aydinlatmak icin duzenli
laminer organizasyonu ve trisinaptik eksitatér devrelere sahip hipokampus tercih
edilmektedir (Lacaille ve ark., 1987). Hipokampal formasyon, dentat girus,
hipokampus (Ammon boynuzu, alt bolgeleri CA1, CA2 ve CA3 ile), subikulum ve
entorhinal korteksten olusmaktadir. Bu bdlgeler, belirgin uyarici, biiylik 6l¢iide tek
yonlii, ileri beslemeli baglantilar ile birbirine baglhdir. Ileri yansiyan trisinaptik
devre, entorinal korteksin 2. tabakasindaki noronlarla baslamakta perforan yol
boyunca dentat girusta aksonlar1 yansitir ve graniil hiicrelerde ve internéron
dendritlerde sinaps yapmaktadir (Viltono ve Patrizi, 2008). Dentat girusun ana hucre

tipi olan grandl hicreleri, yosunsu lifler denilen aksonlarini, hilustaki ve Ammon
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boynuzu CA3 alanindaki hiicreler Uzerinde sinaps yapmalari i¢in gonderirler. Dentat
hilus i¢indeki birkag inhibitdr internéron siifi devam eden uyarict ndronal aktiviteyi
duzenler (Lawrence ve McBain, 2003). CA3 piramidal hiicreler, diger CA3 piramidal
hiicrelere, (bolgesel kollateral yollarla), Ammon boynuzu CA1 alanina (Schaffer
kollateralleri ile) ve kontralateral hipokampusa projeksiyon yapar. CA1 piramidal
hiicreler aksonlarini subikiiler kompleksin icerisine ulastirir. Subikiler kompleksin
noronlar1 entorhinal kortekse ve diger kortikal ve subkortikal hedeflere projeksiyon

yapmaktadir (Sekil 10) (Lawrence ve ark., 2004).

........... >
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yosunsu

lifler 2

-

..... N

1 perforan yol e
korteks

Sekil 10. Hipokampal formasyondaki eksitator sinaptik gegisin ana yolaklari. 1.Dentat
graniil hiicreleri, aksonlarmi (yosunlu lifler), hilusta ve Ammon boynuzu CA3 alanindaki
hiicreler Gizerinde sinaps yapmaya gonderir 2. CA3 piramidal hiicreler, Schaffer kollateralleri
ile Ammon boynuzunun CA1 alanina yansir 3. CA1 ndronlar disa dogru fornikse ve diger
beyin bolgelerine ve tekrardan geri subikuluma sinyali yansitir.

2.1.7.4. NOroinflamasyon

Klinik ve deneysel calismalar beyindeki inflamatuar isleyisin ndbet ve epilepsi
patofizyolojisinde rolii oldugunu gostermistir.  Beyindeki inflamasyon yani
noroinflamasyon travmatik beyin hasari, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 ve
nobet sonrasi yaygin olarak goriilmektedir (Vezzani ve Viviani, 2015).
Noroinflamasyonun olusumuna neden olan baslangi¢ hasarin nitelik ve siddetiyle
bagli olarak mikroglia ve astrosit uyarilmakta mediyatér ve sitokinlerin salinimi
gerceklesmektedir (Sekil 11) (Ravizza ve ark., 2008). Sitokinler MSS’de néronal ve

glial hiicrelerinden, ayrica immiin hiicrelerden ve endotel hiicrelerden salinmaktadir.
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Boylece immiin tehdit veya doku hasar1 aninda efektor-hedef hiicre etkilesimine izin
vermektedirler (Allan ve Rothwell, 2001). Merkezi sinir sisteminde tumér nekroz
faktori-alfa (TNF- ), Interlokin-1 B (IL-1pB), interlkin-6 (IL-6) en yaygin arastirilan
inflamatuar sitokinlerdir (Allan ve Rothwell, 2001; Bartfai ve ark., 2007).
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Sekil 11. Noroinflamasyon sureci.

Klinik ve deneysel kanitlar, kronik epileptik beyinde inflamatuar aracilarin
biyosentezinin arttigin1 ve ilgili reseptorlerin yukar1 regiilasyonunu gostermektedir.
Buda nobet odaklarinda bazi proinflamatuar sinyal yolaklarimin aktivasyonu
oldugunu diisiindiirmektedir. Beyin inflamasyonunun epileptogeneze katkisin
gosteren ilk veriler transgenik fareler ilizerinde yapilan c¢aligmalardan ortaya

cikmistir. Bu farelerde IL-6 ve TNF- a sitokinlerinin asir1 ekspresyonu gosterilmistir
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(Probert ve ark., 1997). Ayni zamanda farelerde hiicre 6liimii, nobet esiginde azalma
ve spontan nobetler gibi norolojik anormallikler gériilmiistiir. Immiinohistokimyasal
ve biyokimyasal ¢alismalardan elde edilen veriler enfeksiyon, travmatik yaralanma
ve status epileptikus (hem atesli hem de atessiz) gibi nedenlerle olusan beyin
hasarlarindan sonra hasarli beyin bolgelerinde inflamatuar yolaginin aktivasyonunu

ortaya konmustur (Bartfai ve ark., 2007).

Onemli bir inflamatuar sitokin olan TNF-a, TNF siiper ligand ailesi arasinda
yer almaktadir. Sistemik inflamasyon sirasinda bagisiklik hiicrelerinin uyarilmasi,
farklilagsmasi, biiytimesi ve MSS'ye ekstravazasyonuna katilmaktadir (Sonar ve Lal,
2015). TNF-a, glutamaterjik reseptorleri artirmanin yani sira GABA aracili
endositozu da tetiklemektedir. Boylece inhibisyonu azaltmakta uyarilabilirlikte
belirgin degisikliklere yol agmaktadir (Stellwagen ve ark., 2005). Balosso ve ark
(2005) yaptiklar1 caligmada farelerde kainik asitle olusturduklar: epilepsi modelinde
TNF-o’ nin antikonvilsif etkisini gostermislerdir. Buna karsin Shandra ve ark.
(2002) ise amigdala tutusma modelinde intraperitoneal (i.p.) TNF-a uygulamasi
uzamig epileptiform desarjlara neden olmustur. Klinikte yapilan bir ¢alismada ise
epilepsi tanisi alan 100 hastadan alinan serum numunelerinde sitokin (TNF-a, IL-1p,
IL-2, IL- 4, IL-6, IFN-¥) seviyelerinde post-iktal donemde artis rapor edilmistir
(Sinha ve ark., 2008). Benzer sekilde febril konvilsiyon gegiren gocuklarin serum
orneklerinde ise TNF-a, IL-1p, IL-6 seviyelerinde yine artma gézlemlenmistir. TUm
bu sonuglardan yola ¢ikarak antiinflamatuar tedavinin, epileptogenezin

siirlandirilmast ya da 6nlenmesinde potansiyel bir rolii olabilecegi 6n goriilmiistiir
(Choi ve ark., 2011).

Epilepside inflamasyonun iligkisi, sitokin IL-1f, interlokin-1 reseptor tip 1 (IL-
1R1) ve endojen inhibitori IL-1ra lizerine yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikmistir
(Vezzani ve ark., 2011). Elektriksel ve kimyasal olarak indiklenen ndbetlerden sonra
kemirgen beyninde her Gglnun de ekspresyonunda artis bulunmustur (Vezzani ve
ark., 2008). Ayrica, glial hiicrelerdeki I1L-1f ekspresyonu status epileptikusu takiben
60 giine kadar artmis olarak kalmistir (De Simoni ve ark., 2000). Epilepsi ile iliskili
kortikal malformasyonlarda IL-1B ve inhibitoriiniin asir1 ekspresyonu gozlenmistir
(Ravizza ve ark., 2008). IL-1B, MSS'ye dogrudan uygulandiginda bikukulin ve

kainik asit (KA) tarafindan indiiklenen nobetleri siddetlendirmis (Vezzani ve ark.,
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1999) ve febril konviilsiyon nobet esigini diisiirmiistiir (Dube ve ark., 2005; Heida ve
Pittman, 2005). Az sayida ¢alismada ise IL-1B’nin antikonvilsan etkilerini rapor
edilmistir. Farelerde PTZ ile olusturulan nobetler de IL-1B ndbet esigini artirmistir
(Li ve ark., 2011). Buna ek olarak intraventrikiler IL-1B enjeksiyonu uygulanan
amigdala kindling model siganlarda IL-1B’nin antikonvilsan etki goéstermistir
(Sayyah ve ark., 2005). Proinflamatuar sitokinlerin febril nobet patogenezindeki
rollinii arastirmak i¢in yapilan bir aragtirmada plazma TNF-a ve IL-1p seviyelerinde
artis bulunmus, yaklasik {i¢ ay sonra IL-1B seviyelerinin kontrol grubuyla ayni
seviyelere geldigini tespit edilmistir (Titliincioglu ve ark., 2001). Farkli bir
caligmada ise febril nobet sonrast beyin omurilik sivisi (BOS) IL-1B seviyeleri
yuksek bulunurken serum seviyelerinde farklilik goriilmemistir (Haspolat ve ark.,
2002).

Inflamatuar sitokin olan IL-6 genellikle MSS'de diisiik miktarlarda eksprese
edilmektedir. Merkezi sinir sisteminde IL-6 ekpresyonunun ana kaynagi astrositler
ve glialardir. Patolojik durumlarda mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu IL-6
seviyesinde Onemli bir artisa neden olmaktadir. Ayrica ndronlarda merkezi sinir
sistemi hastaliklari, yaralanma veya asir1 noronal aktivite sonucu IL-6 Uretebilirler
(Gruol, 2015). IL-1 B, TNF- TNF-a, interferon-gama (IFN-y) ve interlokin-17 (IL-17)
gibi diger sitokinlerin yukari regiilasyonu da IL-6 seviyesinin artmasina neden
olmaktadir (Erta ve ark., 2012). Kanitlar, IL-6 asir1 ekspresyonunun hipokampuste
LTP ve ndrogenezi azaltirken gliozisi artirdigimi gostermektedir. Bu olaylar
epileptogenez siirecini kolaylastirmaktadir (Erta ve ark., 2012; Levin ve Godukhin,
2017). Farkli bir caligmada ise, IL-6’nin nakavt edilmesi ndbet duyarliligini
artirmigtir. Bununla birlikte transgenik farelerde IL-6’nin asir1 ekspresyonu spontan
tonik-klonik nobetlere neden olmustur (Campbell ve ark., 1993). Hayvan
deneylerinden yola ¢ikarak IL-6 normal sinir sistemi gelisimi i¢in gerekli olmasina
ragmen yiiksek konsantrasyonlarda ndrotoksik ve prokonviilsan etki gostermektedir.
Yapilan klinik ¢aligmalarda ise febril ndbet ve jeneralize tonik-klonik ndbet sonrasi
24 saat icinde plazma ve BOS’da IL-6 seviyelerinin artis tespit edilmistir (Lehtimaki
ve ark., 2007; Peltola ve ark., 2000). Bu tiir kanitlar ayrica IL-6'nin epileptogenez
tzerindeki etkilerini de desteklemektedir. Ancak, bu sitokinin hastalik tedavisinde
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dikkate alinmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyact duyulmaktadir (Rana ve Musto,
2018).

2.7.1.5. Nitrik Oksit

NO ilk kez 1979 yilinda, periferik vaskiiler diiz kas hiicrelerinde gevsemeye
neden olan bir sinyal molekiilii olarak tanimlanmigtir. Norotransmitter olarak kabul
edilen NO yagda kolay ¢oziinen diisiik molekiil agirlig1 ve lipofilik yapisi sayesinde
membranlardan kolaylikla gecebilen, 3-5 sn kadar kisa Omre sahip pek c¢ok
reaksiyonu etkileyen zayif bir oksidan veya indirgeyici bir bilesiktir (Gensert ve
Ratan, 2006). Oksijensiz ortamda karali iken suda ¢oziinebilmektedir. NO diisiik
yogunlukta, O2 varliginda dahi karalidir (Lowenstein ve ark., 1994). NO tasidigi
ortaklanmamis elektron araciliiyla radikal bir molekiil olma 6zelligi kazanir. Diger
radikallerden farkli olarak NO diisiikk konsantrasyonlarda dahi onemli fizyolojik
gorevlere sahiptir. Gereginden fazla salgilandiginda ise hiicrelerde ndrotoksiteye

neden olmaktadir (Lowenstein ve ark., 1994).

Bir aminoasit olan L-Arjinin 'in terminal guanidin grubunun nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimiyle katalizlenmesi sonucu NO olusmaktadir (Sekil 12) (Marin ve
Rodriguez-Martinez, 1997; Deutch ve Roth, 1999). Bu tepkimede molekiler oksijene
ve kofaktor olarak ylikseltgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfata (NADPH)
ihtiyag vardir (Morris ve Biliar, 1994). NO'nun biyolojik etkileri guanilat siklaz
enzimi tarafindan yiriitiliir. NO, guanilat siklazin hem grubuna baglanarak siklik
guanozin monofosfatin (cGMP) indiiklemekte, bu da cGMP'ye bagimli protein
kinazlarin aktif hale getirmektedir (Alderton ve ark., 2001).
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Sekil 12. Nitrik oksit sentez basamaklari.

Geleneksel olarak, merkezi sinir sisteminde (MSS) ¢ NOS izoformu
tanimlanmistir: NOS1 veya noronal NOS (nNOS), NOS2 veya indiiklenebilir NOS
(iNOS) ve NOS3 veya endotelyal NOS (eNOS) (Alderton ve arl., 2001). Bu (¢
izoform aktivite modelleri bakimindan farklilik gostermektedir: (i) nNOS sinaptik
dikenlere, astrositlere ve beyindeki kan damarlarini1 gevreleyen gevsek bag dokusuna
lokalize olur; (ii) iNOS kalsiyumdan (Ca*?) bagimsiz bir izoform olup astrositler ve
mikroglialar tarafindan yapisal olarak ifade edilmez, ancak glial hiicreler bu
izoformu inflamatuar uyaranlara yanit gibi patolojik durumlarda siklikla ifade eder
(Saha ve Pahan, 2006); ve (iii) eNOS hem serebral vaskuiler endotel hiicrelerinde
hem de motor néronlarda bulunur (Estévez ve ark., 1998). iNOS'un aktivitesi hiicre
inflamatuar yanit1 sirasinda indiiklenirken, nNOS ve eNOS aktiviteleri hiicre ici Ca%*

seviyelerine ve CNS ekspresyonlarina baglidir (Gensert ve Ratan, 2006).

Nitrik oksit sistemini etkileyen ilaglar yardimiyla nitrik oksitin merkezi sinir

sistemi  {izerindeki etkisi arastirllmistir.  Nitrovazodilatérlerin  ¢ogu NO'i

43



serbestleterek etki gosterir. NO vericiler igerisinde en ¢ok kullanilanlar sunlardir:
Sodyum nitroprussid (SNP), S-nitrozo-N-penisilamin (SNAP), gliserin nitrat
(nitrogliserin), hidroksilamin, izosorbit dinitrat, 3-morfoline-sidnonimin (SIN-1), ve
S-nitro glutasyon (SNOG). NOS’1 inhibe eden ¢ok sayida madde bilinmektedir (East
ve ark., 1991). Bunlar; 7-Nitroindazol (7-NI), Nw-nitro-L-arjinin metil ester (L-
NAME), Difenileniyodoniyum (DPI), NG-nitro-L-arjinin (NARG), NG-monometil-
L-arjinin (L-NMMA) ve aminoguanidin (AG)'dir (Schuman ve Madison, 1994).

Merkezi sinir sisteminde uyarici ve inhibe edici sistemler arasinda bir denge
bulunmaktadir. Bu denge bozulup ecksitatér sistemler baskin duruma gelmesi
epileptik ndbetlerin olusmasina neden olmaktadir (Marangoz, 1996). Ozellikle 1991
yilindan itibaren nitrik oksit ile epilepsi arasindaki iliskiyi agiklamak i¢in farkl
epilepsi modellerinde birgok ¢alisma yapilmigtir (Penix ve ark., 1994; Tutka ve ark.,
1996). Calismalardan elde edilen verilerin bir kisminda nitrik oksitin prokonvilsan
(Becker ve ark., 1995; Osonoe ve ark., 1994) etkisi vurgulanirken bir kisminda ise
antikonviilsan etkisi tizerinde durulmustur (Rondouin ve ark., 1993). Mollace ve ark.
(1991) siganlarin lateral ventrikiillerine NMDA enjeksiyonundan once L-Arjinin
uyguladiklarinda elektrokortikografi (ECoG)'de yiiksek voltajli senkronize desarjlar
tespit etmislerdir. Bu calismada L-Arjinin, NMDA'nin epileptiform aktivitesini
artirmustir. L-Arjininle ile NOS inhibitorii olan N-nitro-L-arjinin birlikte verildiginde
ise epileptik aktivite engellenmistir. L-Arjininin NO iiretimini artirarak prokonvilsan
etki gostermis olabilecegi One siirilmiistir. Kortekse mikroenjeksiyon yoluyla
NMDA veya kainik asit verilerek uygulanan epileptiform aktiviteyi L-Arjinin
artirmig ancak D-arjinin herhangi bir etki gostermemistir. L-Arjininle birlikte L-
NAME uygulandiginda ise L-Arjininin prokonviilsan etkisini baskilamigtir. Bir NO
vericisi olan SNP (5-20 nmol) ayni alana uygulanmasi durumunda ise epilepsi
yeniden indiklenmistir (De Sarro ve ark., 1993). Siganlarda NOS inhibit6ri olan L-
NNA (50 mg/kg, i.p.) kainik asitin subkonvilsif dozundan 6nce uygulandiginda
ndbet aktivitesi indiiklenmistir (Penix ve ark., 1994). Nitrerjik sistemin antikonvilsif
oldugunu gosteren ¢aligmalardan birinde farelerde lateral ventrikile NMDA
verilmesi epilepsi aktiviteyi artirirken NMDA ile birlikte L-Arjinin veya cGMP
uygulanmast NMDA'm epileptik 6zelligini engellemistir (Buissson ve ark., 1993).
Kainik asit modeli ile olusturulan epileptik aktiviteyi NO baskilamistir. Ayrica NOS
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inhibitorleri L-Name ve L-NMMA (3-30 mg/kg) kainik asitin nobet esigi dozunu
azaltmistir (Przewlocka ve ark., 1994). Quinolinik asit (QA) ile olusturulan epilepsi
modelinde NO antikonviilsan etki gostermistir. Nitrik oksit seviyesinin azalmasi ise

QA" in etkisinin artmasina neden olmustur (Haberny ve ark., 1992).
2.2. SEROTONIN VE EPIiLEPSI
2.2.1. Serotonin

Merkezi sinir sisteminde ¢ok etkin bir monoamin olan serotoninin, bircok
fizyolojik (viicut 1sis1, uyku, kusma, cinsellik, istah), davranigsal (saldirganlik, ruh
hali) ve kognitif (6grenme, hafiza) fonksiyonda gorevi oldugu ortaya konmustur
(Mozadeh ve ark., 2008). ilk kez 5-hidroksitriptamin (5-HT) olarak da bilinen
serotonin 1948 yilinda Maurice Rapport ve Irvine Page tarafindan izole edilmistir
(Raport ve ark., 1948). Sonraki yillarda plateletler ve sindirim sistemi (zerine
yapilan arastirmalar devam ederken Brodie ve Shore (1957) serotoninin
norotransmitter olarak gorev alabilecegini Ongoérmiislerdir. Yapilan aragtirmalar
sonucunda temel olarak memeli beyninden izole edilen néron uglarinda serotoninin
yer varligi tespit edilmistir (Michaelson ve Whittaker, 1963). Dahlstroem ve Fuxe
(1964) ise beyinde serotonin igeren 6zel gekirdeklerin haritasin1 yapmis ve bu ndéron

klimelerini serotonerjik sistem olarak isimlendirmistir.

Serotonin beyinde temel aminoasit olan triptofandan sentezlenmektedir.
Triptofan ise disardan besinlerle viicuda alinmaktadir (Sekil 13) (Kema ve ark.,
2000). Kanda proteinlere bagli ya da serbest formda bulunmaktadir. Alinan
triptofanin yaklasik %10-20 plazmada serbest formda geri kalan ise serum albiimine
bagl formdadir (Richard ve ark., 2009). Beyne gecen triptofan ilk asamada triptofan
hidroksilaz (TPH) enzimi ile hidroksillenerek 5-hidroksitriptofana dontismektedir
(Muller ve Jacobs, 2009). Daha sonra ise 5-hidroksitriptofandan, aminoasit
dekarboksilaz enzimiyle serotonin olusmaktadir (Hamon ve ark., 1984). Sentezlenen
serotonin vezikiil monoamin tasiyicilarda (VMAT) biriktirilmekte ve gerektiginde
hiicre disina salimim1 gergeklesmektedir (Hamon ve ark., 1984). Ortama salinan
serotonin, hicre ylzeylerindeki reseptorler yardimiyla hticrede sinyal iletimini

baglatmaktadir. Gorevi biten serotonin, serotonin tasiyicilari (SERT) yardimiyla
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hicre icine tekrar alinmakta ve monoaminoksidaz enzimi aracigiyla 5-hidroksi-indol-
asetik aside (5-HIAA) doniiserek metabolize edilmektedir (Godar ve ark., 2016).

Serotonin sentezi
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Sekil 13. Serotonin sentezi ve katabolizmasi.

Insan viicudunda yaklastk 10 mg kadar serotonin bulunmaktadir,
Gastrointestinal sistemde enterokromaffin hicreleri vicut igin gerekli serotoninin
bliyiik kismi (yaklasik % 95) yer almaktadir. Geri kalan serotonin ise merkezi sinir

sisteminde serotonerjik noronlarda yerlesmistir (Godar ve ark., 2016).
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2.2.2. Serotonin Reseptorleri

Serotonin reseptorleri 5-HTr1 den 5-HTr7 ye kadar olmak tizere yedi farkli
gruba ayrilmis yap1 gorev ve lokasyonlarina gore gruplarin alt tipleri tanimlanmastir.
Bu bilgilere dayanarak en genis norotransmitter reseptor ailelerindendir. Serotonerjik
reseptorler, merkezi sinir sisteminde presinaptik ve postsinaptik néronlarda ve farkli

periferik hiicre ve organlara dagilmis durumdadirlar (Tablo 7) (Kema ve ark., 2000;

Scott, 2012).

Tablo 7. Merkezi sinir sisteminde serotonin reseptorleri ve etki mekanizmalari.

Reseptor Beyindeki dagilim Etki mekanizmasi
5-HT1a hipokampus, amigdala, septum Adenil siklaz inhibisyonu,
entorhinal korteks, hipotalamus, o

K* kanallarinin agilmasi,
5-HT1g raphe niikleus, substansiya MAP kinaz aktivasyonu
. - adenil siklaz yolunun
nigra, bazal ganglion inhibisyonu
(5-HT1pp) frontal korteks, superior kollikulus, Adenil siklaz inhibisyonu
lateral genikulat, cerebellum derin
nukleus
5-HT1p globus pallidus, substansiya nigra, Adenil siklaz inhibisyonu
kaudat putamen
(5-HT1pa) hipokampus and korteks
5-HTe ? Adenil siklaz inhibisyonu
5-HTqe serebral korteks, striatum, Adenil siklaz inhibisyonu

5-HT2a13q14-21

5-HT2s 2936.3-
37,1

5-HT2c Xq24

5-HT;

hipokampus, nukleus akumbens,
amigdala

claustrum, serebral korteks, olfaktor
tuberkdl, striatum

serebellum, lateral septum, dorsal
hipotalamus medial amigdala

koroid pleksus, globus pallidus,
serebral korteks, hipotalamus septum,
substansia nigra, spinal kord dorsal
ve mediyan rafhe

hipokampus, entorhinal korteks

Fosfolipaz C sitimulasyonu

K* kanallarinin kapanmasi

Fosfolipaz C sitimilasyonu

Fosfolipaz C sitimilasyonu

Ligand kapili katyon kanali
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(5-HT3a) amigdala, nikleus akumbens,

(5-HT3g) nukleus traktus solitarius, trigeminal
sinir, dorsal vagal sinirin motor
cekirdekleri
5-HT, hipokampus, striatum, olfaktor Adenil siklaz aktivasyonu

tlberkil, substansia nigra
5-HTsa - Adenil siklaz inhibisyonu
5-HTs striatum, nikleus akumbens, olfaktor  Adenil siklaz aktivasyonu
tiberkdl korteks, amigdala,

hipotalamus, hipokampus

5-HT- hipotalamus, amigdala, hipokampus  Adenil siklaz aktivasyonu

MAP :mitojen aktive protein

Serotonin reseptdrlerinin ¢ogu, G protein bagimli reseptodrlerdir. Istisna olarak
5-HT3 reseptorii ligand kapili iyon kanali reseptoriidiir. Serotonerjik reseptorler,
hiicre i¢i bir ikinci haberci (cAMP, IP3, DAG) kaskadini aktive etmekte ve uyarici
veya inhibe edici bir yanit tiretmektedir (Hoyer ve ark., 2002).

5-HT; reseptorleri (1A, 1B, 1D, 1E ve 1F) hipokampus, bazal ganglionlar ve
rafe nukleusunda yer almaktadir. Etkisini Gi protein reseptorii araciligiyla, adenilat
siklaz1 inhibe ederek gostermektedirler. 5-HT> reseptorleri ise (2A, 2B ve 2C), Gq
protein reseptoriine baglanarak fosfolipaz C yolagimi aktiflestirmekte ve korteks,
hipokampus, bazal ganglionlar ve medulla spinaliste yogun miktarda bulunmaktadir
(Barnes ve Sharp, 1999). 5-HT3 reseptord, ligand kapili iyon kanallarina araciligiyla
etkisini gostermektedir (Hoyer ve ark., 2002). Ek olarak 5-HTs reseptorleri hem
periferik hem de merkezi néronlarda, beyin sapi, korteks, omurilikte substantia
jelatinosada, entorinal korteks ile hipokampus ve amigdala gibi limbik bélgelerde
bulunmaktadir (Barnes ve Sharp, 1999). 5-HT4, 5-HTs ve 5-HT7 reseptorleri, Gs
proteinlerine baglanir ve adenilat siklaz aktivasyonunu saglar. 5-HT4 reseptori alt
tipleri temel olarak hipokampus ve bazal gangliyonlarda, 5-HTe reseptorleri,
hipokampus, amigdala, striatum ve kortekste, 5-HT7 reseptorleri ise amigdala,
hipokampus ve hipotalamustan eksprese edilmektedir. Ayrica, 5-HTs (5A ve 5B)

reseptorinun alt tipleri ise hipotalamus, hipokampus, serebellum ve Kkortekste
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lokalizedir ve Gi proteinlerine bagli, adenilat siklazi inhibe ederek etkisini
gostermektedir (Ozdemir, 2017).

5-HT7 Reseptorleri

5-HT7 reseptorleri, 1993 yilinda farkli bagimsiz laboratuvarlar tarafindan
klonlanmigtir (Monsma ve ark., 1993; Ruat ve ark., 1993) ve ilk baslarda gorevleri
tam olarak anlagilamamistir. Son on yil i¢inde yapilan ¢alismalar 5-HT7
reseptorlerinin viicut sicakligi, uyku/uyaniklik dongiisii, nosisepsiyon, dgrenme ve
hafizanin kontroliinde fonksiyonlar1 ortaya ¢ikmustir. Ayrica 5-HT7 reseptorleri;
duygudurumu bozukluklari, epilepsi ve agri ile ilgilidir. Tedavi yaklasimlarimda géz

ontinde bulundurulmasi gerekmektedir (Ciranna ve Catania, 2014).

5-HT7 reseptorleri, farelerin ve sicanlarin talamus, hipotalamus ve
hipokampusunda yiiksek oranda eksprese edilmektedir. Ayrica serebral korteks,
amigdala, striyatum, beyincik ve omurilikte 6nemli miktarlarda bulunmaktadir (Doly
ve ark., 2005). Benzer sekilde, kemirgenlerle benzer sekilde insan beyninde 5-HT~
reseptor mRNA's1 en fazla talamus, hipotalamus, amigdala ve hipokampus olmakla
beraber bircok MSS bdélgesinde bulunmaktadir (Hagan ve ark., 2000). Yapilan
otoradyografi ¢alismalarinda, kemirgenlerden farkli olarak insan beyninde kaudat
¢ekirdegi, putamen ve substantia nigrada Yyuksek seviyelerde 5-HT7 reseptor
baglanma bolgelerinin oldugu tespit edilmistir (Martin-Cora ve Pazos, 2004).

Kemirgen beyninde 5-HT7 reseptorlerinin immiinoreaktivitesi, dogumda bazi
bolgelerde yiiksek iken; dogum sonrasi gelisim asamasinda giderek azalmigtir (Kobe
ve ark., 2012). Ayrica beyindeki ekspresyon seviyelerinin yasa bagli olarak azaldigi
bildirilmesine ragmen; 5-HT7 reseptorleri yetiskinlerde de 6nemli gorevleri vardir.
Yapilan ¢aligmalarda yetigkin hayvanlarin beyninde 5-HT7 reseptorleri tespit
edilmistir (Muneoka ve Takigawa, 2003). insan beyninde 5-HT7 reseptorlerinin
varligi, yetiskin denekler iizerinde yapilan 6liim sonrasi ¢alismalarla dogrulanmistir
(Martin-Cora ve Pazos, 2004). 5-HT7 reseptor agonistlerinin sistemik olarak
uygulanmasi yetiskin hayvanlarda viicut 1sisin1 (Naumenko ve ark., 2011) ve
sirkadiyen ritimleri (Romano ve ark., 2014) etkilemis ve geng eriskinlerde 6grenmeyi

iyilestirmistir (Freret ve ark., 2014). Bitun bu veriler, 5-HT7 reseptor aracili etkilerin
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erigkin yasta hala devam ettigini ve gesitli fizyolojik fonksiyonlar iizerinde 6nemli

bir kontrol sagladigini gostermektedir.

5-HT7 reseptorleri, yedi transmembran alan/domain ile G proteinine bagl
reseptorlere baglanarak adenilat siklaz tizerinden etki gosterirler (Bard ve ark., 1993).
Tum 5-HT reseptor alt tipleri arasinda 5-HT7 reseptorleri, dogal agonist serotonine
kars1 (diisiik nanomolar aralikta) en yiiksek afiniteyi gosterirler (Ruat ve ark., 1993).
5-HT7 reseptor agonisti olarak tanimlanan ilk bilesik, 5-HT7 reseptorlerine karsi
yiiksek afiniteli ancak orta derecede seg¢ici kismen agonist olan AS 19 bilesigidir
(Brenchat ve ark., 2009). Ayrica 5-HT7 reseptorlerinin segici ve yuksek afiniteli
antagonistleri de vardir ve simdiye kadar bunlar arasinda SB 269970 bilesigi en

guvenilir olarak kabul edilmektedir (Guscott ve ark., 2003; Hedlund ve ark., 2003).

5-HT- reseptorleri diger G proteinine bagli reseptorler gibi hiicre zarinda
homodimer ve homoligomer olustururlar ve benzer biyolojik islevler gosterirler.
(Smith ve ark., 2011; Guseva ve ark., 2014). Ek olarak, 5-HT7 reseptorleri ve 5-HT:a
reseptorleri ile heterodimerler ve heterooligomerler olusturur ve bu oligomer yap1
5-HT- R sinyali veya aktivitesi Uzerinde etki gdstermezken 5-HT:a reseptorlerinin
aktivitesinin azalmasina neden olabilir (Renner ve ark., 2005; Prasad ve ark., 2019).
Bununla birlikte 5-HT:1a R'nin aktivasyonu Gai hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz
(ERK) olarak da bilinen siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) seviyelerinin azalmasina neden olur dolayisiyla 5-HTz

reseptor sinyal yolaginin etkilerini engeller (Zhou ve ark. 2019).

5-HT7 reseptor aktivasyonu iki olasi sinyal kaskadi tizerinden gostermektedir.
Reseptor ilk klonlandiginda tanimlanan kanonik yol (Lovernberg ve ark., 1993), Gas
uzerinden etki gostermektedir (Sekil 14). Bu yolun aktivasyonu, diger GPCR'lerde
oldugu gibi, farkli adenil siklazlarin (AC) fosforilasyonu ile sonuglanir (Baker ve
ark., 1998). Bu da cAMP iiretimine, protein kinaz A'nin aktivasyonuna ve son olarak
ERK 1 ve ERK 2, Akt ve tropomiyozin iligkili kinaz B (Trkb) gibi farkli proteinlerin
fosforilasyonuna neden olmaktadir (Johnson-Farley ve ark., 2005; Samarajeewa.,
2014). 5-HT7 reseptorunun kanonik olmayan sinyal yolu, Gal2 tzerinden etki eder
(Guseva ve ark., 2014). Bu, noronlarda dendrit filizlenmesini, filopodia olusumunu

ve sinaptogenezi tesvik eden kiiciik GTPazlarin Rho ailesinin bir pargasi olan Rho,
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Rac ve hicre bolinmesi kontrol proteini 42'nin (Cdc42) aktivasyonuna neden
olmaktadir (Kobe ve ark., 2012; Marin ve Dityatev, 2017).

5 HTiureseptor 5-HT; reseptorii 5-HT,

homodimer/homooligomer

/.

5-HTave 5-HT
heterodimer/heterooligomer

Erk Akt

Sekil 14. 5-HT7 reseptor sinyal yolag:
2.2.3. Serotoninin Epilepsideki Rolu

Serotonin ve epilepsinin baskilanmasi arasinda bir iliskinin olabilecegi fikri ilk
olarak 1957 yilinda Bonnycastle ve ark. (1957) tarafindan ortaya konmustur.
Yaptiklari ¢alismalarda fenitoin gibi birgok antikonvilsanin beyinde 5-HT seviyesini
yiikselttigini rapor ettiler. Ayrica deneysel ve klinik yapilan baz1 ¢aligmalarda beyin
seroton seviyesideki azalmaya bagli olarak nobet gelisebilecegi belirtilmistir
(Lazarova ve ark., 1983). Farkli bir calismada ise kompleks parsiyel epilepsili

hastalarin beyin drneklerinde, serotonin metaboliti olan 5-hidroksiindol asetik asit (5-
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HIAA) seviyesinin temporal kortekste saglikli dokulara gore daha fazla bulundugu
tespit edilmistir (Pintor ve ark., 1990). Benzer sekilde, epilepsi hastalarindan alinan
beyin numunelerinde serotonin sinirlerinin  dallanmasinda ve  serotonin
immunoreaktivitesinde artis gOriilmiistiir (Trottiers ve ark., 1996). Genel olarak
hiicre dis1 5-HT seviyelerini yukselten ajanlar 5-hidroksitriptofan ve 5-HT geri alim
blokerleri gibi hem fokal (limbik) hem de jeneralize nobetleri engellemektedir
(Loscher, 1984; Prendiville ve Gale, 1993; Yan ve ark., 1994). Tersine, beyinde 5-
HT diizeyinin azalmasi odyojenik, kimyasal ve elektriksel nedenli konviilsiyonlarin
esik degerini diistirmektedir (Browning ve ark., 1978; Statnick ve ark., 1996). Ayrica
serotonerjik norotransmisyonu uyaran farmakolojik tedavilerinde, Genetik olarak
epilepsiye yatkin sigan (GEPR) modeli, maksimal elektrosok modeli, PTZ modeli,
tutusturma ve bikukulin enjeksiyonu gibi ¢esitli deneysel epilepsi modellerinde

nobetleri baskiladigi bilinmektedir (Statnick ve ark., 1996).

Serotonerjik ndrotransmisyon, deneysel nébet modellerinde ve genetik olarak
epilepsiye yatkin kemirgenlerde nobet aktivitesinde gorev almaktadir (Gerber ve
ark., 1998; Filakovszky ve ark., 1999). Ayrica farkli deneysel epilepsi modellerinde
Segici serotonin geri alim inhibit6rlerinin nobet aktivitesini distirdiigii gosterilmistir.
Bikukulin ile olusturulan nébetlerde segici serotonin geri alim inhibitorii fluoksetin
koruyucu etki gostermis ve nobet esik degerini artirmistir (Pasini ve ark., 1996).
Farkl1 bir ¢alismada ise sigan ve kedilere uygulana 5-HT geri alim inhibitorleri, nobet
aktivitesi tizerine koruyucu etki gostermistir (Wada ve ark., 1993). Ayrica, maksimal
elektrosokla nobet olusturulan farelerde, fluoksetin tonik ndbetlere karsi
antikonvilsan etki gosteren fenitoin, karbamazepin ve ameltolidinin antiepileptik
aktivitesini artirmistir (Leander, 1992). Farelerde pentilentetrazol ile olusturulan
nobet modelinde, fluoksetinin uygulanmas: antikonvilsan etki gostermis ve hayatta
kalma oranini, siiresini ve nobete girme siresini artirmistir (Magyar ve ark., 2003).
Kainik asitle olusturulan nobet modelinde selektif serotonin sentez inhibitéru olan p
klorofenilalanin ile serotonin seviyesi azalmig nobet siddetini ve 6lim orani artmistir
(Maia ve ark., 2017). Bu sonuglarin aksine serotonin geri alim inhibitdrlerinin
prokonvulsif etkilerini gosteren c¢alismalarda bulunmaktadir. Baska bir segici
serotonin geri alim inhibitérleri (SSRI) olan tramadoliin asiri dozu cesitli vaka

sunumlarinda ndbetlere neden olmustur (Ryan ve Isbister, 2015). Segici bir serotonin
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ve norepinefrin geri alim inhibitori olan duloxetine, penisilinle olusturulan
epileptiform aktivitede nobet aktivitesini artirmistir (Esen ve Aygun, 2019). Bir diger
calismada ise AY-9944 ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde selektif ve geri
doniisstiz birtriptofan hidroksilaz inhibitéru olan para kloro fenilalanin, antikonvilsif

etki gostermistir (Bercovici ve ark., 2006).

Literatiirde yapilan ¢alismalar 0zellikle 5-HT1a, 5-HT2c, 5-HT3, 5-HT4 ve 5-
HT7 reseptorlerinin nérokimyasal yapilar1 ve beyinde dagilimlar1 nedeniyle epilepsi

patofizyolojisinde dnemli rollere sahip olabilecegi ortaya konmustur.

5-HT1a reseptorleri in vivo ve in vitro ndbet modellerinde antikonvilsan etkiye
sahiptir. Salgado ve Alkadhi (1995) bikukulline uyarilmis ndbetlerde 5-HTia
agonisti, 8-OH-DPAT epileptiform ataklar1 inhibe etmistir. Bu g¢alismada 8-OH-
DPAT dogrudan uyarilmis aksiyon potansiyel ataklarmni inhibe ederek ve CAl
noronlarinda membran hiperpolarizasyonuna ve membran giris direncinde diismeye
neden oldugunu gosterilmistir. Farkli bir ¢alismada ise 5-HT1a icermeyen mutant
farelerde, kainik asit kaynakli ndbetlerden sonra 6lim orami artmistir (Parsons ve
ark., 2001). Gariboldi ve ark. (1996) ise spesifik bir 5-HT1a reseptdr agonisti olan 8-
OH-DPAT"1n intrahipokampal veya sistemik olarak siganlara uygulamasindan sonra
hipokampuste kainik asit tarafindan indiiklenen ndbet aktivitesinin baskilandig
gorulmiistiir. Ek olarak hipertemi ile olusturulan ndbetlerde 5-HTig ve 5-HTip
reseptor agonisti olan GR-46611, ndbet esigini ve nobetlerin siddetini diislirmiistiir
(Hatini ve Commons, 2020). Sahin ve ark. (2019) ise PTZ ile olusturduklar1 kindling
modelinde 5HT: agonisti olan 8-OH-DPAT IMJ baslama siiresini artirip epileptik
spike sayis1 azalttigin1 bulmuslardir. Ayrica bu ¢alismada 5-HT; antagonisti  WAY -

100135 ise IMJ baslama siiresini azaltmustir.

Serebral kortekste 5-HT.a reseptorii aktivasyonu, spontan IPSP’lerde artisa
neden olmaktadir (Sheldon ve Aghajanian, 1990). Penislin ile olusturulan deneysel
epilepsi modelinde 5-HT2are2c reseptor agonisti olan DOI (2,5-Dimethoxy-4-
iodoamphetamine) epileptiform aktiviteyi azaltmistir (Taskiran ve ark., 2019). Venzi
ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 5-HT2a agonisti TCB-2’nin doza
bagli olarak GAERS sicanlarda absans nobetlerin toplam sayisini azaltmis ve 5-HT2a

antagonisti MDL 11,939 ise bu etkiyi engellenmistir. Ayrica 5-HTac reseptori
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olmayan mutant farelerde odyojenik ndbetlere asir1 duyarlilik tespit edilmistir (Tecott
ve ark., 1995). Farkli bir ¢aligmada ise, 5- HToc reseptor aktivasyonu, kokain

uyarimli n6betlerin olusmasina neden olmustur (O'Dell ve ark., 2000).

Daha cok entorinal korteks, hipokampusun CAL bélgesi, amigdala, substantia
nigra ve beyin sapinda dagilim gosteren 5-HT3 reseptort genel olarak inhibitor
Ozellik gostermektedir Gholipour ve ark. (2010) PTZ indiiklenmis klonik nébetlerde
5-HTs; agonisti olan SR57227’nin ndbet esigini artirdigini  bulmuslardir. Bu
calismada 5-HT3 reseptor agonisti olan SR 57227, farelerde PTZ ile indiiklenmis
nobetlerde nobet latansini uzatmis ayrica nébet skorunu ve ndbet sonrast Olimi
azaltmistir. Bu ¢aligmalarin aksine farkli bir ¢alismada 5-HT3 reseptOr antagonisti
ondansetron, maksimal elektrosok ile indiikklenen nobetlerde fenitoinin etkinligini

artirmis antikonvilsan etki gostermistir (Balakrishnan ve ark., 2000).

5-HT4 reseptoruniin hem antikonvilsan hem de prokonvilsan aktiviteye sahip
oldugunu gosteren galigmalar bulunmaktadir. 5-HT4 reseptorii genetik olarak silinen
farelerde PTZ ile olusturulan epieptiform aktivitede, ndbet parametrelerini artirmistir
(Compan ve ark., 2004). Bu sonuglarin aksine 5-HT4 antagonisti olan SB 204070A,
amigdala tutusmus hayvanlarda, bilateral arka bacak ¢ekme siiresini azaltmigtir

(Wada ve ark., 1999).

5-HTs reseptor antagonisti SB 271046, siganlarda pilokarpinle indiiklenmis
tekrarlayan nobetlerde nobet frekansint ve nobetlerin neden oldugu biligsel
bozukluklar1 azaltmistir (Liu ve ark., 2019). Yine benzer bir ¢alismada 5-HTs
reseptdr antagonisti SB-399885, sicanlarda pilokarpinle indiiklenmis ndbetlerde
nobet latansini artirmis ayrica ndbet skorunu diisiirmiistir (Wang ve ark., 2015).
Pilokarpin kaynakli epileptik sigan modelinde 5-HTs reseptor antagonisti SB 271046,
hipokampal piramidal néronlarin uyarilabilirligini azaltmis ve bozulmus uzun siireli

potansiyasyonu (LTP) gelistirmistir (Zhu ve ark., 2020).

Liteatlirde 5-HT+7 reseptorlerinin epileptiform aktiviteye izerine etkisi gdsteren
farkli calismalar bulunmaktadir. Seg¢ici 5-HT7 reseptdr antagonisti SB 258719,
genetiksel olarak absans epilepsili siganlarda (WAG/RIj) epileptiform aktiviteyi
azaltmaya yardimci olmustur (Graf ve ark., 2004). Ayn1 zamanda 5-HT7 reseptor
inhibisyonu odyojenik epilepside antikonviilsan etki gostermistir (Bourson ve ark.,
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1997). Buna karsilik, 5-HT7 reseptor aktivasyonunun diger deneysel epilepsi
modellerinde antikonviilsan etki gosterdigi one siiriilmistiir. 5-HT7 reseptdri agonisti
5-CT'nin sistemik uygulamasi, farelerde pikrotoksin kaynakli nobetleri azaltmistir
(Pericic ve Svob Strac, 2007). Elektrosokla olusturulan tonik ndbetlerde 5-HT<
reseptor knockout farelerde normal farelere oranla nobet esiginin azaldigi; kokainle
olusturulan deneysel epilepside ise knockout farelerde daha fazla miktarda nébet
olustugu; PTZ modeli deneysel epilepside knockout farelerde normal hayvanlara
gore nobet skorunun yiksek oldugu tespit edilmistir (Witkin ve ark., 2007). Son
olarak, temporal lob epilepsisinin pilokarpin ile indiiklenen sigcan modelinde, AS 19
epileptik aktiviteyi artirirken, 5-HT7 antagonisti SB 269970 noébet aktivitesini
azaltmustir. Ilging bir sekilde, 5-HT7 reseptor ekspresyonu epilepsi grubunda kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur (Yang ve ark., 2012). Bununla birlikte,
pilokarpin ile indiklenen bir epilepsi modelinde, 5-HT7 reseptor yogunlugu
hipokampusta, 6zellikle dentat girusta azalmistir (NUfiez-Ochoa ve ark., 2021) Bu
nedenle, epilepsi Uzerindeki 5-HT7 reseptorii farkli epilepsi modellerinde farkli
etkilere neden olmaktadir. Epileptik odaklarin cerrahi eksizyon yapilan hastalardan
elde edilen drneklerde 5-HT7 reseptér doku ekspresyonunun degerlendirilmesi bu

tartismanin agikliga kavusturulmasina yardimer olabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez galismasi icin Sivas Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan 27.04.2020 tarih ve 317 sayili yazisi ile izin alindi. Calismada
strese maruz kalmamis ve standarda uygun kafeslerde bakilan erigkin erkek 80 adet
Wistar Albino sigan (yaklasik 230-250 g agirliginda) kullanildi. Wistar Albino tiirii
sicanlar Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvari’ndan
temin edildi. Sigcanlar 22+1°C oda sicakliginda 12 saatlik aydinlik/karanlik
siklusunun saglandigi, sesten yalitilmis odada ve % 55+6 oranda nemli ortamda
tutuldu ve uygun oranda beslenmeleri saglandi. Deney uygulamasi 09.00-15.00
saatleri arasinda gercgeklesti ve deney ortaminin 1s1k ile ses diizeyi siirekli kontrol

altinda tutuldu.
3.2. Deney Gruplar

Pentilentetrazol (PTZ) kindling modeli ile epilepsi olusturulmus sicanlarda 5-
HT7 reseptor agonisti AS 19’un etki mekanizmalarini arastirmak igin kontrol grubu
disindaki siganlara tutusma protokolii uygulandi. Tutusma Sirasinda 6 hayvan 6ldu 4
hayvan ise tutusmadi. Bu hayvanlar ¢alismaya dahil edilmedi. Caligmaya 70 hayvan

ile devam edildi. Her bir grupta 7 hayvan olacak sekilde gruplar belirlendi (Tablo 8).
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Tablo 8. Deney Gruplart

Gruplar

Hayvan Sayis1

(n)

1 Kontrol 7
2 PTZ 7
3 AS 19 (5-HT7agonist) 7
4 SB 269970 (5-HT7 antagonist) 7
5 7-NI (nNNOS inhibitori) 7
6 YC-1 (sGC aktivatorii) 7
7 AS 19+7-NI 7
8 SB 269970+7-NI 7
9 AS 19+YC-1 7
10 SB 269970+YC-1 7
Toplam 70

Deney gruplarina uygulanan ilag dozlar1 ve deney basamaklar1 asagida belirtilmistir;

I. Kontrol grubu: Bu gruptaki siganlara 1 ml/kg hacimde % 1 lik dimetil stilfoksit
(DMSO) enjekte edildikten 30 dakika (dk.) sonra 1 mg/kg hacimde serum fizyolojik
enjekte edildi. 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video kayitlari alindu.

I1. Pentilentetrazol (PTZ) grubu: Bu grupta yer alan tutusmus siganlara ilaglarin
¢ozlcust 1 ml/kg hacimde DMSO enjekte edildikten 30 dk. sonra 35 mg/kg PTZ
(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA) serum fizyolojikte ¢Ozulerek enjekte
edildi. PTZ enjeksiyonundan sonra 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video

kayitlar1 alindi.
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1. AS 19 grubu: Bu grupta yer alan tutusmus si¢anlara, 5-HT7 agonisti AS 19
(Tocris Bioscience, Bristol, Ingiltere) 5 mg/kg dozunda DMSO’da ¢ozilerek, ilag
hacmi 1 ml/kg olacak sekilde s.c. olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan 30 dk. sonra
nobeti indiiklemek i¢cin PTZ (35 mg/kg) 1.p. olarak uygulandi. PTZ enjeksiyonundan

sonra 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video kayitlari alindi.

IV. SB 269970 grubu: Bu gruptaki yer alan tutusmus siganlara, 5-HT7 antagonisti
SB 269970 (Abcam, Cambridge, Ingiltere) 3 mg/kg dozunda DMSO’da ¢oziilerek,
ilag hacmi 1 ml/kg olacak sekilde i.p. olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan 30 dk.
sonra ndbet olusturmak icin PTZ (35 mg/kg) ip. olarak uygulandi. PTZ
enjeksiyonundan sonra 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video kaydi alindu.

V. 7-NI grubu: Bu grupta yer alan tutugsmus siganlara, nNOS inhibitort 7-NI (TCI,
Tokyo, Japonya) 50 mg/kg dozunda DMSO’da ¢oziilerek, ilag hacmi 1 ml/kg olacak
sekilde i.p. olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan 30 dk. sonra ndbet olusturmak igin
PTZ (35 mg/kg dozda) i.p. olarak uygulandi. PTZ enjeksiyonundan sonra 30 dk.

boyunca ECoG ve senkronize video kaydi alindi.

VI. YC-1 grubu: Bu grupta yer alan tutusmus si¢anlara, SGC aktivatori YC-1
(Abcam, Cambridge, Ingiltere) 10 umol/ kg dozunda DMSQ’da ¢Oziilerek, ilag
hacmi 1 ml/kg olacak sekilde i.p. olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan 30 dk. sonra
nobet olusturmak i¢in PTZ (35 mg/kg dozda) i.p. olarak uygulandi. PTZ

enjeksiyonundan sonra 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video kaydi alindu.

VII. 7-NI+AS 19 grubu: Bu grupta yer alan tutusmus sicanlara, 7-NI ve AS 19
birlikte uygulandi. Enjeksiyondan 30 dk. sonra ndbet olusturmak i¢in PTZ (35 mg/kg
dozda) i.p. olarak verildi. PTZ enjeksiyonu sonrasinda 30 dk. boyunca ECoG ve

senkronize video kaydi alindi.

VIII. 7-NI1+SB 269970 grubu: Bu grupta yer alan tutusmus si¢anlara, SB 269970 ve
7-NI birlikte uygulandi. Enjeksiyondan 30 dk. sonra ndbet olusturmak i¢in PTZ (35
mg/kg dozda) i.p. olarak verildi. PTZ enjeksiyonu sonrasinda 30 dk. boyunca ECoG

ve senkronize video kaydi alindi.

IX. AS 19+YC-1 grubu: Bu grupta yer alan tutusmus siganlara, AS 19 ve YC-1
birlikte uygulandi. Enjeksiyondan 30 dk. sonra ndbet olusturmak i¢in PTZ (35 mg/kg
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dozda) i.p. olarak verildi. PTZ enjeksiyonu sonrasinda 30 dk. boyunca ECoG ve

senkronize video kaydi alindi.

X. SB 269970+YC-1 grubu: Bu grupta yer alan tutusmus siganlara, SB 269970 ve
YC-1 birlikte uygulandi. Enjeksiyondan 30 dk. sonra nobet olusturmak i¢cin PTZ (35
mg/kg dozda) i.p. olarak verildi. PTZ enjeksiyonu sonrasinda ardindan 30 dk

boyunca ECoG ve senkronize video kayd alindi.
3.3. Deney Sureci

Hayvanlarda epilepsi modeli olusturmak icin kontrol grubu disindaki tiim
siganlara 33 giin boyunca subakut dozda 15 kez PTZ (35 mg/kg, i.p.) enjeksiyonu
yapildi. Hayvanlarin davraniglar1 30 dk. boyunca gdzlemlenerek Modifiye Racine
skalasina gore nobet evreleri belirlendi ve kayit altina alindi (Ldttjohann ve ark.,
2009). Bu evrelemeye gore, toplamda 3 kez evre 5 ve iizeri nobet geciren siganlar
tutusmus olarak kabul edildi. Tutusmus olarak kabul edilen hayvanlara
elektrofizyolojik kayit almak icin sterotaksik cerrahi yontemiyle elektrotlar
yerlestirildi. Bir haftalik iyilesme silirecinden sonra, hayvanlara yukarda belirtilen
dozlarda ila¢c uygulamalar1 yapildi. Ila¢ uygulamalarindan 30 dk sonra nébet
indiiklemek i¢in 35 mg/kg dozda PTZ enjeksiyonu yapildi. Hayvanlar kablo
yardimiyla cihaza baglanarak elektrokortikogram (ECoG) kayitlar1 ve es zamanl
davramigsal degerlendirme igin video kayitlar1 alindi. Ila¢ uygulamasindan 24 saat
sonra hayvanlar dekapitasyon ile sakrifiye yapildi. Beyin dokulari soguk zemin
Uzerinde hemen ¢ikarilip hipokampus izole edildi. Dokular homojenize edildi. Daha
sonra homojenatlar santriftj edildi. Stipernatantlar toplandi. Her bir 6rnekteki NO,
cGMP, nNOS ve TNF-q, IL-1B, IL-6 Enzim Baglantili Immiinosorbent Test (ELISA)

Kiti ile tireticinin talimatlarina gore 6lgiildi (Sekil 15).
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Deney Siireci

a. Elektrot b. Cerrahi iglemden c. ilag d. ECoG ve video
takma iglemi sonra iyilesme uygulamasi kayitlarinin alinmasi
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Sekil 15. Deney Sireci.

3.4. PTZ ile Tutusma (Kindling) Modeli Epilepsi Olusturma Protokolii

Kindling modeli epilepsi olusturmak icin hayvanlara, Pazartesi, Carsamba ve
Cuma giinleri olmak iizere toplam 15 enjeksiyon yapildi. Enjeksiyondan once
hayvanlar tartildi. Agirliklarina gore 35 mg/kg dozda 1 ml/kg hacimde PTZ
enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyon sonrasi hayvanlar iisti acgik seffaf pleksiglas
(50x40x40 cm boyutlarinda) kafeslere konuldu. Her PTZ enjeksiyonundan sonra
hayvanlarin davraniglar1 30 dakika gbzlenerek modifiye Racine skalasina gore nobet
evreleri belirlendi. Toplamda 3 kez evre 5 ve lizeri ndbet gegiren hayvanlar tutusmus

kabul edildi (Sekil 16).
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PTZ ile Tutugsma Protokolii

1.enjeksiyon 2.enjeksiyon 3.enjeksiyon  4-13. Enjeksiyon 14.Enjeksiyon  15.Enjeksiyon

(1.Giin) (3.Giin) (5.Giin) (8-29. Giin) (31.Giin) (33.Giin)
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evrelerinin evrelerinin evrelerinin evrelerinin evrelerinin evrelerini
belirlenmesi belirlenmesi belirlenmesi belirlenmesi belirlenmesi belirlenmesi

Modifiye Racine Skalasina gore Nobet Evreleri
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Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4 Evre 5 Evre 6
Huzursuzluk, Kafa Klonusu Miyoklonik Diigmeksizin Diigme ile Vahsi-sigrama
Hiperaktivite Jerk tonik klonik birlikte ile birlikte

nobet tonik-klonik tonik-klonik
nobet nobet

Sekil 16. (A) PTZ ile tutusma protokolii, (B) Modifiye Racine Skalasina gore nobet

3.5. Sterotaksik Uygulama

Stereotaksik uygulama Oncesi hayvanlara ketamin (90 mg/kg, i.p.) ve ksilazin
(10 mg/kg, i.p.) uygulanarak anestezi saglandi. Anestezinin derinligi kornea ve penge
refleksleri ile kontrol edildi. Anestezi sonrasi oncelikle hayvanin kafatasi1 derisindeki
killar tiras edildi. Sican stereotaksi aletine bregma ve lambda noktalar1 aym
diizlemde olacak sekilde yerlestirildi. Hayvanin kafa derisi batikonla merkezden

perifere dogru temizlendi. Hayvanin kafa derisinde 10 numara bistiiri ile yaklasik 3

61



cm insizyon alani olusturuldu. Kafa derisi altindaki tendon ve fasyalar dikkatli bir
sekilde uzaklastirildi ve kemik dokuya ulasildi. Yumusak dokuda olusan kiigiik
kanamalar gazli bez yardimiyla onlendi. Kanama kontrolii saglandiktan sonra
bregma belirlendi. Koordinat diizlemi i¢in baglangi¢ referans noktas1 bregma kabul
edildi. Elektrot kablolarinin yerlestirilecegi vidalarin yerleri Paxinos ve Watson’un
(1998) sigan beyin atlasina gore hesaplandi. Bu hesaplamalar i¢in bregma referans
alind1 ve “0” noktasi olarak belirlendi. Pozitif elektrot i¢in bregmanin 4 mm anterioru
ve orta ¢izginin 3 mm sag lateraline, negatif elektrot i¢in bregmanin 4 mm posterioru
ve orta ¢izginin 3 mm sag lateraline ve son olarak toprak elektrodu i¢in bregmanin 4
mm posterioru ve orta ¢izginin 3 mm sol lateraline bir el drilli (cap1 1 mm) aracilig
ile 3 ayn delik acgildi. Bu acilan deliklere, elektrokortikogram (ECoG) kaydi igin,
beyin zarlarina temas edecek sekilde paslanmaz celik vida yerlestirildi. Yerlestirilen
vidalara elektrot kablolar1 baglanarak acik durumda bulunan program ve cihaz
yardimiyla elektrodun g¢aligma durumu kontrol edildi. Elektrotlar iki kat dental
akrilik kullanilarak kafatasina sabitlendi (Sekil 17).

Hayvanlar bu cerrahi islemden sonra 1 haftalik iyilesme siirecine birakildi.
Kafatas1 bolgesinde olusabilecek enfeksiyonlart dnlemek igin 3 giin boyunca giinde 2
kez 50 mg/kg sultamisilin (i.p. olarak) uygulandi. Elektrotlardan alinan elektriksel
aktivite, oncelikle amlifikator (BioAmp, AD Instruments, Avustralya) ara biriminde
yukseltildi ve PowerLab 4/SP (AD Instruments, Avustralya) EEG kayit sistemine
baglandi.
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Sekil 17. Sterotaksik uygulama. a) Bregmanin tespiti, b) Drill ucuyla vidalar icin delik
acilmasi, c¢) Vidalarin yerlestirilmesi, d) Elektrotun takilmasi, e) Dental akrilikle vidalarin ve
elektrotun sabitlenmesi, f) ECoG kaydinin test edilmesi.

3.6. Elektrofizyolojik Kayitlarin Degerlendirilmesi

Deney grubundaki tim hayvanlarin 30 dakika boyunca es zamanli ECoG ve
video kayitlart alindi. Bu kayitlar es zamanli incelenerek hayvanlarin ilk miyoklonik
jerk (IMJ) siiresi, spike sayis, jeneralize tonik-klonik nobete (JTKN) giris siiresi ve
JTKN suresi Power LabChart v7.0.3 (ADInstruments, Avustralya) programi
yardimiyla hesapland1 (Sekil 18). Oncelikli olarak ortam kaynakli giiriiltii sinyallerini
elimine etmek i¢in Labchart programiyla ECoG kayitlar1 1-34 Hz arasinda filtrelendi
Power LabChart v7.0.3 yazilimi1 ve bu yazilimin 6lgiim 6zellikleri kullanilarak her
bir sicanin bazal ECoG aktivite esik degeri bulundu. ECoG da ndbet aktivitesi ile
beraber, normal esik aktiviteden ayrilan, diken frekansinda progresyon gosteren ve
zemin aktivitesinden 3 kat blyulk amplitide sahip ritmik dalga aktiviteleri epileptik
spike olarak tamimlandi. Bu degerin programa tanimlanmasindan sonra IMJ siiresi
video kayitlarinda hayvandaki jerkin gozlenmesi ile es zamanlh olarak ECoG da
gorulen ilk epileptik spike aktivitesi olarak saniye cinsinden belirlendi. Spike sayisi
30 dakika boyunca ECoG kaydindaki goriilen epileptik spike aktivitesi olarak
tanimlandi. Yine ayni programin zaman kismi kullanilarak JTKN giris zaman1 ve
JTKN stiresi videoda baslayan tonik klonik ndbetlere es zamanli diken dalga desarj

kompleksi olarak belirlendi saniye (s) cinsinden hesaplandi (Sekil 19).
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Sekil 18. ECoG kayitlarinda degerlendirilen parametreler.
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Sekil 19. PowerLab Chart v7.0.3 yazilimi araciligiyla spike sayisinin (a) ve ndbet

stirelerinin hesaplanmasi (b).
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3.7. Biyokimyasal Analiz

Deney grubundaki hayvanlar ECoG ve video kayitlar1 alindiktan 24 saat sonra
dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Soguk zemin {izerinde beyin dokular1 ¢ikarildi ve
hizli bir sekilde hipokampus izole edildi. Cikarilan hipokampus dokulari
ependorflara alindi. Daha sonra beyin dokulari tartilarak eperdorflara 1:9 oraninda
fosfat tampon soliisyonu (PBS, pH: 7,4) eklendi. Buz iizerinde maniiel bigakli
homojenizatér yardimiyla dokular homojenize edildi. Homojenatlar daha sonra
stipernatant elde etmek icin 4 °C'de 5000 x g'de 5 dakika boyunca santrifuj edildi.
Siipernatantlar 500 ml olacak sekilde ependorflara boliinerek ELISA uygulamasi

yapilana kadar (kisa siireli) -80 derecede korundu.
3.7.1. NO, cGMP, nNOS ve TNF-a, IL-1p, IL-6 Seviyesi Ol¢imii

Hipokampus dokusundan elde edilen stpernatantlarda NO, cGMP, nNOS ve
TNF-a, IL-1B, IL-6 diizeyleri sigan ELISA ticari kiti (Bioassay Technology
Laboratory, Shanghai, Cin) kullanilarak o6l¢iildii. Tiim reaktifler, numuneler ve
standartlar hazir hale getirildi. Her bir kuyucuga numune ve ELISA reaktifleri
eklendi. Bu islemden sonra 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Plaka 5 kez yikandi.
Yikama isleminden sonra A ve B substrat ¢ozeltileri eklendi. 37 °C'de 10 dakika
inkiibe edildi. Son olarak durdurma c¢ozeltisini eklendi ve renk degisimi gézlendi.
Numunelerin absorbansi, 450 nm'de bir ELISA mikro plaka okuyucu (Thermo Fisher
Scientific, Altrincham, UK) kullanilarak okutuldu. Standartlarin absorbanslarina gore
dogrusal bir grafik olusturuldu. Bu grafikle elde edilen denklem yardimiyla
orneklerin degerleri hesaplandi (Sekil 20).
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{ Elisa Yonteminde Uygulanan Basamaklar:

a. Standartlarin ve drneklerin kuyucuklara b. Orneklerin oldugu kuyucuklara antikor  ¢. Kor kuyucugu digindaki kuyucuklara
yiiklenmesi yiiklenmesi streptavidin-HRP solusyonun eklenmesi

4
I

d. Plakanin 37°C'de 60 dakika boyunca e. Plakanin yikama soliisyonu ile f. Yikama igleminden sonra kromojen A ve
inkiibe edilmesi yikanmasi kromojen B soliisyonun eklenmesi

g. Plakanin 37°C'de 10 dakika boyunca h. Kuyucuklara stop soliisyonunun 1. Plakanin ELISA okuyucusu ile
inkiibe edilmesi eklenmesi okutulmasi

Sekil 20. ELISA ydnteminde uygulanan basamaklar.
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ELISA kit uygulama prosediirii asagida detayli olarak agiklanmustir.

Tablo 9. ELISA yonteminin uygulama basamaklari

1. Tiim reaktifler, standart c¢ozeltiler ve 6rnekler talimat verildigi sekilde hazirlandi. Kullanmadan

once tum reaktifler oda sicakhi@ina getirildi. Analiz oda sicakhiginda yapildi.

2. Kitin icerisinde yer alan standart stok sollsyonu, standart dillisyon sollsyonu ile her

seferinde 1:2 oraninda seri sekilde seyreltildi ve standartlar olusturuldu.

3. Kitin icinde yer alan 96’hk plaka icerisinde yer alan ilk kuyucuk koér olarak kullamld. ikinci

kuyucuktan baslayarak standartlar eklendi.
4. Standart kuyucuklaria 50 pl standart eklendi.

5. Ornek kuyucuklarma 40pl numune eklendi ve daha sonra bu kuyucuklara 10 pl antikor
eklendi. Daha sonra érnek ve standart kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP eklendi. Iyice
karistirildi. Plaka bir sealer ile kapatildi. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

6. Sealer kaplamasi ¢ikarildi ve plaka yikama tamponu ile S kez yikandi Her yikama icin
kuyular 350 pl yikama tamponda 30 saniye ile 1 dakika arasinda bekletildi. Plaka kagit

havluyla kurutuldu.

7. Her bir kuyucuga 50pl substrat ¢ozeltisi A eklendi ve ardindan her bir kuyucuga 50pl
substrat cozeltisi B eklendi. Yeni bir sealer ile kapatilarak plaka karanhkta 37°C'de 10 dakika

boyunca inkiibe edildi.

8. Her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu (stop solution) eklendi, mavi rengin sariya

doniistiigii gozlemlendi.

9. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika icinde 450 nm'ye ayarlanmis bir ELISA

okuyucu kullanarak her bir kuyucugun absorbans degeri belirlendi

3.7.2.Total Protein Ol¢limi

Hipokampus dokularindan elde edilen sonuglarin optimize edilmesi amaciyla
orneklerde total protein tayini yapildi. Bu amagla Bradford Olcim kiti (ABP
Biosciences, Beltsville, ABD) kullanild: (Sekil 7) (Ernst ve ark., 2010).
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Total Protein Hesaplama Basamaklari

1.2mg/ml bovin serum albuminden (BSA) seri diliisyon yapilarak 2. Standart ve orneklerden ikiser tekrarli olacak sekilde 10 pl
standartlar (2; 1; 0.5; 0,25; 0,125 mg/ml) hazirlandi. alinarak kuyucuklara eklendi ve Uzerlerine 200yl ticari olan
hazilanmis olan Bradford soliisyonu eklendi.

______ = & &

3. Standartlar ve o6mekler 595 nm dalga boyunda okutuldu. 4. Grafikten elde edilen denklem yardimiyla drneklerin total protein
Standartlarin absorbans degerlerine gére  dogrusal bir grafik degeri hesapland..
olusturuldu.

Absorbans

Konsantrasyon

Sekil 21. Total protein 6lcim basamaklari.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Deneyler sonucunda elde edilen, nobet evreleri, ilk miyoklonik jerk siiresi,
spike sayisi, JTKN giris zamani, JTKN siiresi ve hipokampus dokusunda 6lgulen
NO, cGMP, nNOS ve TNF-q, IL-1p, IL-6 duzeyleri analiz edilerek sayisal degerlere
dontistiiriildii. Daha sonra istatistik analiz i¢in SPSS istatistik programi (SPSS 22.0
for windows) kullanildi. Veriler Kolmogorov Smirnov testiyle normal dagilima
uygunluk goéstermesinden dolay1 gruplar arasi karsilastirmada varyans analizi (One
way ANOVA) kullanildi. Gruplar arasi1 farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini
tespit edilmesi amaciyla Tukey testi (post-hoc test) uygulandi. Gruplara ait veriler
ortalama =+ standart hata (ort. = SH) olarak ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05

diizeyinde tanimlandi.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda, kontrol grubu disindaki tiim gruplardaki (PTZ, AS 19, SB
269970, 7-NI, YC-1, AS19+7-NI, SB 269970+7-NI, AS 19+YC-1, SB 269970+YC-
1) siganlara PTZ ile kindling modeli epilepsi olusturuldu. Hayvanlarin ilag
enjeksiyonu sonrasinda 30 dakika siireyle video ve ECoG kayitlar1 alindi. Kayitlar es
zamanl incelenerek hayvanlarin Modifiye Racine Skalasina gore nobet evresi, spike
sayis, ilk miyoklonik jerk (IMJ) ve jeneralize tonik klonik nobet (JTKN) giris siiresi,
jeneralize tonik klonik nobet (JTKN) siiresi hesaplandi. Islem sonrasi sicanlarmn
beyin dokusundan izole edilen hipokampus o6rneklerinden NO, cGMP, nNOS ve
TNF-a, IL-1p, IL-6 seviyesi 6lcumleri ELISA kit ile gergeklestirildi.

4.1. Epileptik Nobet Bulgular:
4.1.1. Modifiye Racine Skalasi’na Gore Nobet Evreleri

Nobet evreleri, deney gruplarima PTZ uygulandiktan sonra hayvanlarin
davraniglar1 30 dk gozlenerek Modifiye Racine Skalasi’na gore belirlendi. Modifiye
Racine Skalasina gore belirlenen nobet evrelerinin ort + S.H degerleri PTZ, AS 19,
SB 269970, 7-NI, YC-1, gruplarinda siras1 ile 4,57+0,20; 5,57+0,20; 4,00+0,00;
4,42+0,42; 5,14+0,26 iken AS 19+7-NI grubunda 4,85+0,26; SB 269970+7-NI
grubunda 3,14+0,14; AS 19+YC-1 grubunda 5,85+0,14; SB 269970+YC-1 grubunda
4,57+£0,20 olarak bulundu. Nobet evreleri ortalamalart deney gruplari arasinda
karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak anlamliydi (Fsss =12,43; p<0,001) (Tablo
10).

Post-hoc test ikili karsilastirma sonucuna gore AS 19+YC-1 grubu ortalama
degerleri PTZ grubuna gore anlamli olarak artis gosterdi (p=0,007). Ote yandan,
nobet evresi SB 269970+7-NI grubunda PTZ grubuna goére anlamli olarak azaldi
(p=0,002) (Tablo 10).
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Tablo 10. Deney gruplarinda nébet evrelerinin ortalama (=SH) degerleri

PTZ 4,57+0,20
AS 19 5,57+0,20
SB 269970 4,00+0,00
7-NI 4,42+0,42
YC-1 5,14+0,26
AS 19+7-NI 4,85+0,26
SB 269970+7-NI 3,14+0,14 *
AS 19+YC-1 5,85+0,14 *
SB 269970+YC-1 4,57+0,20

Gruplarin nobet evreleri ortalama (£SH) degerleri. *p<0,01, PTZ grubu ile
karsilastirildiginda

4.1.2. Gruplarin ilk Miyoklonik Jerk (iMJ) Siireleri

Calismamizda IMJ siireleri ort=S.H degerleri PTZ, AS 19, SB 269970, 7-NlI,
YC-1, gruplarinda sirast ile 61,71+1,39; 41,17+1,44; 82,14+3,96; 80,71+£3,90;
43,42+1,15 iken AS 19+7-NI grubunda 64,71+2,74; SB 269970+7-NI grubunda
113,57+5,22; AS 19+YC-1 grubunda 37,28+3,90; SB 269970+YC-1 grubunda
74,57+1,62 s olarak belirlendi. IMJ siiresi ortalamalar1 deney gruplar1 arasinda
karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fsss= 60,134; p<0,001).

Post-hoc test sonucuna gére AS 19, IMIJ siiresini PTZ grubuna gére anlamli
olarak azaltt1 (p=0,01). SB 269970 ise PTZ ile karsilastirildiginda IMJ siiresini artird:
(p=0,01). Benzer sekilde 7-NI grubunun, IMJ zamanm PTZ grubuna gore artis
gosterdi (p=0,002). Bununla birlikte YC-1, IMJ siiresini PTZ ile kiyaslandiginda
diistirdii (p=0,004) (Sekil 22).
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AS 19 ile 7-NI'nin birlikte uygulandigi kombine grup AS 19 grubuna gore IMJ
siiresini artirdr (p<0,001). Kombine grup 7NI grubuna gore ise IMJ siiresini azaltt1 (p
=0, 018) (Sekil 22A).
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Sekil 22. Deney gruplarinda ilk miyoklonik jerk siiresi ortalama (+SH) degerleri. A)
*p<0,01, ilag gruplan ile PTZ grubu karsilastirildiginda; *p<0,001, AS 19 grubu ile
karsilastirildiginda; #p<0,05, 7-NI grubu ile karsilagtirildiginda. B) *p<0,01 ve **p<0,001,
ilag gruplar1 ile PTZ grubu Kkarsilastirildiginda; *p<0,001, SB 269970 grubu ile
karsilastirildiginda; #p<0,001, 7-NI grubu ile karsilastirildiginda. C) *p<0,01 ve **p<0,001,
ilag gruplar1 ile PTZ grubu karsilagtirildiginda. D) *p<0,01, ilag gruplar1 ile PTZ grubu
karsilastinildiginda; #p<0,001, YC-1 grubu ile karsilagtirildiginda.

SB 269970 ile 7-NI'nin birlikte uygulandigi kombine grup PTZ grubuna gore
IMJ siiresini anlaml olarak yiikseltti (p<0,001). Buna ek olarak kombine grup SB
269970 ve 7-NI ile karsilastirildiginda IMJ siiresini artird: (p<0,001) (Sekil 22B).
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AS 19 ile YC-1in birlikte uygulandig1 grup PTZ grubuna gore IMJ siiresini
anlamli olarak azaltt1 (p<0,001) (Sekil 22C). Ayrica SB 269970 ile YC-1’in birlikte
verildigi kombine grup YC-1 gruba gore IMJ siiresini artird1 (p<0,001) (Sekil 22D).

4.1.3. Gruplarin Spike Sayis1

Gruplarin 30 dakika boyunca 6lcilen spike sayist ort £ S.H degerleri PTZ, AS
19, SB 269970, 7-NI, YC-1, gruplarinda siras1 ile 1559,00+48,12; 2021,50+106,99;
1179,85+23,39; 1165,42+28,94; 1928,00+67,35 iken AS 19+7-NI grubunda
1654,28+127,34; SB 269970+7-NI grubunda 718,57+24,42 iken AS 19+YC-1
grubunda 2556,83+49,39; SB 269970+YC-1 grubunda ise 1552,71+41,36 olarak
belirlendi. Spike sayilar1 ortalamalar1 deney gruplar arasinda karsilastirildiginda fark

istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fg54=77,63; p<0,001).

Post-hoc test ikili karsilagtirma sonucuna goére AS 19 spike sayisimt PTZ
grubuna gore anlamli olarak artirdi (p=0,01). SB 269970 grubunun spike sayis1t PTZ
grubuna gore azaldi (p=0,002). Ayrica 7-NI ile PTZ kiyaslandiginda spike sayisinda
azalma goruldi (p=0,001). Ote yandan YC-1 ise PTZ grubuna gére spike sayisini
artirdi (p=0,001) (Sekil 23).

AS 19 ile 7-NI’nin birlikte verildigi kombine grup AS 19 grubuna gore toplam
spike sayisini azaltti (p=0,04). Diger taraftan, spike sayist kombine grupta 7-NI
grubuna gore anlamli olarak artig gosterdi (p<0,001) (Sekil 23A).
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Sekil 23. Deney gruplarinda spike sayilari ortalama (+SH) degerleri. A) *p<0,01 ve
**p<0,001, ilag gruplar ile PTZ grubu karsilastirildiginda; *p<0,05, AS 19 grubu ile
karsilastirildiginda; *p<0,001, 7-NI grubu ile karsilastirildiginda. B) *p<0,01 ve **p<0,001,
ilag gruplar1 ile PTZ grubu Kkarsilastirildiginda; *p<0,001, SB 269970 grubu ile
karsilastirildiginda; *p<0,001, 7-NI grubu ile karsilastirildiginda. C) *p<0,01 ve **p<0,001
ilag gruplart ile PTZ grubu Kkarsilastinldiginda; *p<0,001, AS 19 grubu ile
karsilastirildiginda; #p<0,001, YC-1 grubu ile karsilastirildiginda. D) *p<0,01 ve **p<0,001,
ilag gruplart ile PTZ grubu Kkarsilastirildiginda; *p<0,001, SB 269970 grubu ile
karsilastirildiginda; *p<0,01, YC-1 grubu ile karsilastirildiginda.

SB 269970 ile 7-NI’nin birlikte verildigi kombine grubun spike sayis1 PTZ ile
kiyaslandiginda anlamli olarak azaldi (p<0,001). Benzer sekilde kombine grubun
spike sayis1 sirasiyla SB 269970 ve 7-NI grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak
azalma gozlendi (p<0,001) (Sekil 23B).

AS 19 ile YC-1’in birlikte uygulandigr kombine grup, PTZ grubuna gore
spike sayisii artirdi (p<0,001). Buna ek olarak, kombine grup sirasiyla AS 19 ve
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YC-1 gruplart ile karsilagtirildiginda spike sayisint artirdigi belirlendi (p<0,001)
(Sekil 23C).

SB 269970 ile YC-1’in birlikte uygulandigi grup, SB 269970 grubu ile
kiyaslandiginda spike sayisimi artird1 (p=0,001). Diger taraftan kombine grup YC-1
grubuna gore spike sayisini azaltti (p =0,002) (Sekil 23D).

4.1.4. Gruplarin Jeneralize Tonik Klonik Nobete (JTKN) Giris Siireleri

Caligmamizda gruplarin jeneralize tonik klonik nobete giris siireleri ort + S.H
degerleri PTZ, AS 19, SB 269970, 7-NI, YC-1, gruplarinda sirast ile 108,42+5,57;
57,28+2,28; 157,57£10,32; 160,28+20,96; 53,57£1,97 sn iken AS 19+7-NI grubunda
127,14+13,18; SB 269970+7-NI grubunda 234,71+7.00; AS 19+YC-1 grubunda
46,85+3,21; SB 269970+YC-1 grubunda 80,42+4,05 s olarak bulundu. Tek yonli
ANOVA test sonucuna gore gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi

(Fs54=42,136, p<0,001).

Post-hoc test sonucuna gore AS 19 JTKN giris siiresini PTZ grubuna gore
azaltti (p=0,01). SB 269970 ise JTKN giris siiresini PTZ grubuna gore artirdi
(p=0,018). Benzer sekilde 7-NI, PTZ grubu ile kiyaslandiginda JTKN giris siiresini
anlamli olarak artirdi (p=0,01). YC-1 ise PTZ grubuna gére JTKN giris siiresini
azaltt1 (p=0,005) (Sekil 24).

AS 19 ile 7-NI’'nin birlikte verildigi grup AS 19 grubuna gore JTKN giris
stiresini artirdi (p<0,001) (Sekil 24A). Diger taraftan SB 269970 ile 7-NI birlikte
verildiginde PTZ’ye gore JTKN giris siiresini anlamli sekilde artirdig: tespit edildi
(p<0,001). Buna ek olarak kombine grup SB 269970 ve 7-NI gruplariyla
karsilastirildiginda JTKN giris siiresini artird1 (p<0,001) (Sekil 24B).

AS 19 ile YC-1’in birlikte uygulandigi kombine grup, PTZ ile
karsilastirildiginda JTKN giris stiresini anlamli olarak azaltt1 (p=0,001) (Sekil 24C).
Diger taraftan SB 269970 ile YC-1’in birlikte uygulanmas1 JTKN giris siiresini SB
269970 grubuna gore artirdi (p<0,001) (Sekil 24D).
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Sekil 24. Deney gruplarinimn JTKN giris siireleri ortalama (£SH) degerleri. A) *p<0,01, ilag
gruplari ile PTZ grubu karsilastirildiginda; *p<0,001, AS 19 grubu ile karsilastirildiginda. B)
*p<0,05,**p<0,01 ve ,***p<0,01 ilag gruplari ile PTZ grubu karsilastirildiginda; *p<0,001,
SB 269970 grubu ile karsilastirildiginda; #p<0,001, 7-NI grubu ile karsilastinldiginda. C)
*p<0,05 ve **p<0,001, ilag gruplar1 ile PTZ grubu karsilastirildiginda. D) *p<0,05 ve
**p<0,01, ilag gruplar1 ile PTZ grubu karsilastirildiginda; *p<0,001, SB 269970 grubu ile

karsilastirildiginda.

4.1.5. Gruplarin Jeneralize Tonik Klonik Nobet (JTKN) Siiresi

Gruplarin jeneralize tonik klonik ndbet siresi ort + S.H degerleri PTZ, AS 19,
SB 269970, 7-NI, YC-1, gruplarinda sirasi ile 67,42+1,13; 144,00+£2,44; 60,71+£2,26;
32,14+8,11; 141,85+4,18 sn iken AS 19+7-NI grubunda 96,00+9,19; SB 269970+7-
NI grubunda 7,28+6,2; AS 19+YC-1 grubunda 156,14+3,08; SB 269970+YC-1
grubunda 112,57£17,09 s olarak bulundu. Tek yonlit ANOVA test sonucuna gore
gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi (Fg54 = 43,31; p<0,001).
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Post-hoc test ikili karsilastirma sonucuna gore AS 19 ve YC-1, JTKN siresini
PTZ grubuna gore anlamli olarak artirdi (p<0,001). Diger yandan 7-NI grubu PTZ ile
kiyaslandiginda JTKN suresini azaltt1 (p=0,039) (Sekil 25).

AS 19 ile 7-NI'nin birlikte uygulanmasi AS 19’a gére JTKN siiresini azaltti
(p=0,001). Diger taraftan kombine grup 7-NI grubuna gore JTKN siiresini artirdi
(p<0,001) (Sekil 25A).
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Sekil 25. Deney gruplarinin JTKN siireleri ortalama (+SH) degerleri. A) *p<0,05 ve
**p<0,001, ilag gruplart ile PTZ grubu karsilagtirildiginda; *p<0,001, AS 19 grubu ile
karsilastirildiginda; *p<0,001, 7-NI grubu ile karsilastirildiginda. B) *p<0,05 ve **p<0,001,
ilag gruplart ile PTZ grubu Kkarsilastirildiginda; *p<0,001, SB 269970 grubu ile
karsilastirlldiginda. C) *p<0,001, ilag gruplari ile PTZ grubu karsilastirildiginda. D) *p<0,01
ve **p<0,001, ila¢ gruplari ile PTZ grubu karsilastirildiginda; *p<0,001, SB 269970 grubu

ile karsilagtirildiginda.

SB 269970 ile 7-NI'nin birlikte verildigi kombine grup PTZ’ye gore JTKN
giris sliresini anlamli olarak azaltti (p<0,001). Ek olarak kombine grup SB 269970 ile
karsilagtirildiginda JTKN siiresinin azaldigi tespit edildi (p<0,001) (Sekil 25B).
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AS 19 ile YC-1'in birlikte uygulandigi kombine grup, PTZ ile
karsilastirildiginda JTKN siiresini anlamli olarak artirdi (p<0,001) (Sekil 25C). Diger
taraftan SB 269970 ile YC-1’in JTKN siiresini PTZ grubuna gére artird1 (p=0,004).
Ek olarak kombine grubun JTKN siiresi SB 269970 grubuna gore artis gosterdi
(p<0,001) (Sekil 25D).

4.2. Nitrik Oksit Yolagi (NO-cGMP-nNOS Seviyeleri)
4.2.1. Hipokampus Nitrik Oksit Seviyesi

Hipokampus dokusunda belirlene NO seviyelerinin ort =S.H degerleri kontrol,
PTZ, AS 19, SB 269970, 7-NI, YC-1, gruplarinda sirasi ile 57,83+1,55; 79,26+2,30;
93,52+2,80; 64,01,26+3,93; 65,28+0,80; 82,71+1,32 umol/g. belirlendi. Kombine
ilag uygulamasi yapilan AS 19+7-NI grubunda 76,29 *1,42; SB 269970+7-NI
grubunda 57,92+1,02 AS 19+YC-1 grubunda 109,42+2,46 SB 269970+YC-1
grubunda 74,59+1,49 pmol/g protein olarak bulundu. Tek yonli ANOVA test
sonucuna gore gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi (Fogo = 60,620;
p<0,001)

Post-hoc test sonucuna gére PTZ, AS 19 ve YC-1 grubu kontrol grubuna gore
NO seviyesini anlamli olarak artirdi (p<0,001). Ayrica AS 19 grubu PTZ grubuna
gore NO seviyesini artird1 (p=0,002). SB 269970 ise NO seviyesini PTZ grubuna
gore azaltti (p=0,001). Ek olarak 7NI grubu PTZ grubuyla karsilastirildigina NO
seviyesinde azalma tespit edildi (p=0,002) (Sekil 26).

AS 19 ile 7-NI'nin birlikte uygulandigi kombine grup kontrole kiyasla NO
seviyesini artirdi (p<0,001). Diger taraftan kombine grup AS 19 grubuna gére NO
seviyesini diigiirdii (p<0,001). Ayrica kombine grup 7NI grubuna gére NO seviyesini
artirdi (p=0,035) (Sekil 26A). SB 269970 ile 7-NI'nin birlikte uygulandigi kombine
grup PTZ grubuna gore NO seviyesini azaltt1 (p<0,001) (Sekil 26B).

AS 19 ile YC-1"in birlikte uygulandigi kombine grup, kontrol ve PTZ grubuna
gore NO seviyesini artird1 (p<0,001). Kombine grup ile sirasiyla AS 19 ve YC-1
gruplar karsilastirildiginda NO seviyeleri anlamli olarak artis gosterdi (p<0,001)
(Sekil 26C).
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SB 269970 ile YC-1’in birlikte uygulandig1 kombine grup kontrole gore NO
seviyesini artirdi (p<0,001). Ayrica kombine grup SB 269970 grubuna gore NO
seviyesini yukseltti (p=0,049) (Sekil 26D).
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Sekil 26. Deney gruplarinin NO seviyelerinin ortalama (+SH) degerleri. A) *p<0,001, ilag
gruplan ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,01, PTZ grubu ile karsilastirildiginda #
p<0,001, AS 19 grubu ile karsilastirldiginda; ¥p<0,05, 7-NI ile karsilastirildiginda. B)
*p<0,001, ilag gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,01 ve **p<0,001, PTZ
grubu ile karsilastirildiginda. C) *p<0,001, ilag gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda;
*p<0,01 ve **p<0,001, PTZ grubu ile karsilastinldiginda; #p<0,001, AS 19 grubu ile
karsilastirildiginda; 4p<0,001, YC-1 grubu ile karsilagtirildiginda. D) *p<0,001, ilag gruplari
ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,001, PTZ grubu ile karsilastirildiginda; #p<0,05,
SB 269970 grubu ile karsilagtirildiginda.

4.2.2. Hipokampus cGMP Seviyesi

Hipokampus dokusunda belirlenen ¢cGMP seviyelerinin ort+S.H degerleri
kontrol, PTZ, AS 19, SB 269970, 7-NI, YC-1 gruplarinda sirasi ile 35,78+0,66;
48,46+1,31; 61,15+244; 41,8+1,12; 38,03+2,17; 57,00+1,11 iken AS 19+7-NI
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grubunda 45,14 +0,63; SB 269970+7-NI grubunda 34,28+1,02; AS 19+YC-1
grubunda 63,85+0,85; SB 269970+YC-1 grubunda 48,00+0,65 pmol/mg protein
olarak belirlendi. cGMP seviyeleri deney gruplar1 arasinda karsilastirildiginda fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fe,60 = 60,75; p<0,001).

Post-hoc test ikili karsilastirma sonucuna gore PTZ, AS 19 ve YC-1 grubu
kontrol grubuna gére cGMP seviyesini anlamli olarak artird1 (p<0,001). AS 19 grubu
ile PTZ grubu karsilastirildiginda ise cCGMP seviyesinin arttig1 tespit edildi (p<0,001)
(Sekil 27A). Ote yandan SB 269970, cGMP seviyesini PTZ grubuna gore azaltti
(p=0,029). 7-NI grubu ise PTZ’ye gore cGMP seviyesini diisiirdii (p<0,001).
Bununla birlikte YC-1 ile PTZ grubu kiyaslandiginda cGMP seviyesinde artis
goraldi (p<0,001) (Sekil 27).

AS 19 ile 7-NI'nin birlikte uygulandigi kombine grup kontrole gére cGMP
seviyesini artirdi (p=0,001). Ayrica kombine grup AS 19 grubuna gére cGMP
seviyesini azaltti (p<0,001). Diger taraftan kombine grup 7-NI grubu ile
kiyaslandiginda CGMP seviyesinde artis gosterdi (p=0,01) (Sekil 27A).
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Sekil 27. Deney gruplarlmnl CGMP seviyelerinin ortalama (+SH) degerleri. A) *p<0,001, ilag

gruplari ile kontrol grubu karsilagtirildiginda; *p<0,001, PTZ grubu ile karsilastirildiginda;
#p<0,001, AS 19 grubu ile karsilagtirildiginda; ¥p<0,01, 7-NI grubu ile karsilastirildiginda.
B) *p<0,001, ilag gruplar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,05 ve **p<0,001, PTZ
grubu ile karsilastinldiginda; #p<0,01, SB 269970 grubu ile karsilastirildiginda. C)
*p<0,001, ilag gruplar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,001, PTZ grubu ile
karsilastirildiginda; ¥p<0,05, YC-1 grubu ile karsilagtirildiginda. D) *p<0,001, ilag gruplari
ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,05 ve *p<0,001, PTZ grubu ile
karsilastirildiginda; ¥p<0,001, YC-1 grubu ile karsilastirildiginda.

SB 269970 ile 7-NI’nin birlikte uygulandigi kombine grup PTZ grubuna gore
cGMP seviyesini azaltt1 (p<0,001). Ote yandan kombine grup ile SB 269970
karsilastirildiginda cGMP seviyesinde azalma tespit edildi (p=0,007) (Sekil 27B).

AS 19 ile YC-I’in birlikte uygulandigi kombine grup, kontrol ve PTZ
gruplarina gére cGMP seviyesini anlamli olarak artird1 (p<0,001). Buna ek olarak
kombine grup YC-1 grubuna gére cGMP seviyesini yikseltti (p=0,020) (Sekil 27C).

SB 269970 ile YC-1’in birlikte uygulandigi grup kontrole gére cGMP
seviyesini artirdi (p<0,001). Diger taraftan kombine grup YC-1 grubuna gore ise
cGMP seviyesini azaltt1 (p=0,001) (Sekil 27D).
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4.2.3. Hipokampus nNOS Seviyesi

Hipokampus dokusunda belirlenen nNOS seviyelerinin ort +S.H degerleri
kontrol, PTZ, AS 19, SB 269970, 7-NI, YC-1, gruplarinda siras1 ile 12,27+0,22;
17,45+0,69; 21,35+0,68; 13,40+0,55; 12,87+0,37; 16,71+0,85 iken AS 19+7-NI
grubunda 16,75+0,65; SB 269970+7-NI grubunda 11,90+0,37; AS 19+YC-1
grubunda 23,60£1,04; SB 269970+YC-1 grubunda 16,79+0,29 ng/g protein olarak
tespit edildi. Tek yonli ANOVA test sonucuna gore gruplar arasinda anlamli bir fark
oldugu belirlendi (Fg,60 = 47,58; p<0,001).

Post-hoc test ikili karsilastirma sonucuna gore PTZ, AS 19 ve YC-1 grubu
kontrol grubuna gére nNOS seviyesi anlamli olarak artirdi (p<0,001). AS 19 grubu
PTZ grubuna gore nNOS seviyesini artirdi (p=0,002). Diger yandan sirasiyla SB
269970 ve 7-NI gruplart PTZ grubu ile kiyaslandiginda nNOS seviyesini azaltti
(p=0,001, p<0,001) (Sekil 28).

AS 19 ile 7-NI’'nin birlikte uygulandigi kombine grup kontrol grubuna gore
nNOS seviyesini artird1 (p<0,001). Ayrica kombine grup nNOS seviyesini AS 19
grubuna gore azaltt1 (p<0,001). Bununla birlikte kombine grup 7-NI’ya gére nNOS
seviyesini artird1 (p=0,002) (Sekil 28A). Diger taraftan SB 269970 ile 7-NI’nin
birlikte uygulandigt kombine grup PTZ grubuna goére nNOS seviyesini anlamli
olarak diistirdii (p<0,001) (Sekil 28B).
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Sekil 28. Deney gruplarinin nNOS seviyelerinin ortalama (=SH) degerleri. A) *p<0,001, ilag
gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda; “p<0,01 ve **p<0,001, PTZ grubu ile
karsilastirildiginda; # p<0,001, AS 19 grubu ile karsilastirildiginda; ¥p<0,01, 7-NI grubu ile
karsilastirildiginda. B) *p<0,001, ilag gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,01
ve *'p<0,001, PTZ grubu ile karsilastirildiginda. C) *p<0,001, ilag gruplari ile kontrol grubu
karsilastirildiginda; *p<0,01 ve **p<0,001, PTZ grubu ile karsilastirildiginda; #p<0,001, YC-
1 grubu ile Kkarsilastirildiginda. D) *p<0,001, ilag gruplar1t ile kontrol grubu
karsilastirildiginda; *p<0,001, PTZ grubu ile karsilagtirildiginda; #p<0,001, SB 269970 ile

karsilastirildiginda.
AS 19 ile YC-I’in birlikte uygulandigi kombine grup, kontrol ve PTZ
gruplarina goére nNOS seviyesini anlamli olarak artirdi (p<0,001). Ek olarak kombine

grup YC-1 grubuna gore nNOS seviyesini yukseltti (p<0,001) (Sekil 28C).

SB 269970 ile YC-1"in birlikte uygulandigi kombine grup kontrol grubuna
gore nNOS seviyesini artirdr (p<0,001). Ayrica kombine grup SB 269970 grubuna
gore nNOS seviyesini artirdigi tespit edildi (p=0,001) (Sekil 28D).
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4.3. inflamatuvar Belirtecler (TNF-a, IL-1 B ve 1L-6 Seviyeleri)
4.3.1. Hipokampus TNF-a, Seviyesi

Hipokampus dokusunda belirlenen TNF-a. seviyelerinin ort+S.H degerleri
kontrol, PTZ, AS 19, SB 269970, 7-NI, YC-1 gruplarinda siras1 ile 115,78+3,66;
141,66+3,36; 161,14+3,80 123,41+5,02; 123,44+3,31; 149,14+2 31 iken AS 19+7-
NI grubunda 140,02 £2,49; SB 269970+7-NI grubunda 120,58+3,51; AS 19+YC-1
grubunda 189,13+5,80; SB 269970+YC-1 grubunda 144,78+1,80 ng/g protein olarak
belirlendi TNF-a seviyeleri deney gruplari arasinda karsilastirildiginda fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fe,60=36,470 ; p<0,001).

Post-hoc test sonucuna gére PTZ, AS 19 ve YC-1 grubu kontrol grubuna gore
TNF-a seviyesini anlamli olarak artirdi (p<0,001). AS 19 grubu ile PTZ grubu
karsilastirildiginda ise TNF-a seviyesinin arttig1 tespit edildi (p=0,014). Ote yandan
SB 269970 TNF-a seviyesini PTZ grubuna gore azaltti (p=0,028). Ek olarak 7-NI
grubu PTZ’ye gore TNF-a seviyesini diisiirdii (p=0,029) (Sekil 29).

AS 19 ile 7-NI’'nin birlikte uygulandigi kombine grup kontrole gére TNF-a
seviyesini artird1 (p=0,001). Ayrica kombine grup AS 19 grubuna gore ise TNF-a
seviyesini azaltt1 (p=0,005) (Sekil 29A). Ote yandan SB 269970 ile 7-NI’nin birlikte
uygulandigi kombine grup ise PTZ grubuna goére TNF-o seviyesini diistirdii
(p=0,006) (Sekil 29B).

AS 19 ile YC-1’in birlikte uygulandigi kombine grup, kontrol ve PTZ
gruplarina gére TNF-o seviyesini anlamli olarak artirdi (p<0,001). Buna ek olarak
kombine grup ile sirasiyla AS 19 ve YC-1 ile karsilastirildiginda TNF-a seviyesinde
artis tespit edildi (p<0,001) (Sekil 29C).

SB 269970 ile YC-I’in birlikte uygulandigi grup kontrole gore TNF-a
seviyesini artird1 (p<0,001). Ayrica kombinasyon grubu SB 269970’e gore TNF-a
diizeyini artirdi1 (p=0,005) (Sekil 29D).
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Sekil 29. Deney gruplarinin TNF-a seviyelerinin ortalama (+SH) degerleri. A) *p<0,001 ilag
gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,05, PTZ grubu ile karsilastirildiginda;
#p<0,01, AS 19 grubu ile karsilagtirildiginda. B) *p<0,001, ilag gruplar ile kontrol grubu
karsilastirildiginda; *p<0,05 ve **p<0,01, PTZ grubu ile karsilagtirildiginda. C) *p<0,001,
ilag gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,05 ve **p<0,001, PTZ grubu ile
karsilastirildiginda; * p<0,001, AS 19 grubu ile karsilastirildiginda; ¥p<0,001, YC-1 grubu
ile karsilasgtirlldiginda. D) *p<0,001, ilag gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda;
*p<0,05, PTZ grubu ile karsilastinldiginda; #p<0,01, SB 269970 grubu ile

karsilastirildiginda.

4.3.2. Hipokampus IL-1p Seviyesi

Hipokampus dokusunda belirlenen IL-1B seviyelerinin ort +S.H degerleri
kontrol, PTZ, AS 19, SB 269970, 7-NI, YC-1, gruplarinda siras1 ile 863,68+20,20;
1087,51+41,08; 1342,38+11,00; 907,60+20,99; 886,01+16,07; 1064,28+45,36 iken
AS 19+7-NI grubunda 1071,25+27,77; SB 269970+7-NI grubunda 865,01+19,67;
AS 19+YC-1 grubunda 1371,42+18,44; SB 269970+YC-1 grubunda 917,94+19,94
pg/mg protein olarak tespit edildi. Tek yonli ANOVA test sonucuna goére gruplar
arasinda anlaml bir fark oldugu belirlendi (F 9,60=52,19; p<0,001).
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Post-hoc test ikili karsilastirma sonucuna gére PTZ, AS 19 ve YC-1 grubu
kontrol grubuna gore IL-1p seviyesi anlamli olarak yiikseltti (p<0,001) (Sekil 30).

AS 19 grubu PTZ grubuna kiyasla IL-1B seviyesini artirdi (p<0,001). Diger
yandan SB 269970 ve 7-NI gruplar1 PTZ grubuna goére IL-1B seviyesini azaltti
(p<0,001) (Sekil 30).

AS 19 ile 7-NI’nin birlikte uygulandigi kombine grup kontrol grubuna gore IL-
1B seviyesini artirdi (p<0,001). Ek olarak kombine grup IL-1B seviyesini AS 19
grubuna gore azaltt1 (p<0,001). Bununla birlikte kombine grup 7-NI’ya gore IL-1p
seviyesini artirdi (p<0,001) (Sekil 30A). SB 269970 ile 7-NI'nin birlikte uygulandigi
kombine grup PTZ grubuna gore IL-1pB seviyesini anlamli olarak distirdii (p<0,001)
(Sekil 30B).

AS 19 ile YC-I’in birlikte uygulandigi kombine grup, kontrol ve PTZ
gruplarina gore IL-1B seviyesini anlamli olarak artirdi (p<0,001). Ayn1 zamanda

kombine grup YC-1 grubuna gore IL-1p seviyesi yukseltti (p<0,001) (Sekil 30C).

SB 269970 ile YC-1’in birlikte uygulandigi kombine grup PTZ grubuna gore
IL-1B seviyesini azaltt1 (p =0,001). Benzer sekilde kombine grubunun YC-1 grubuna
gore IL-1p seviyesini azalttig1 belirlendi (p=0,007) (Sekil 30D).
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Sekil 30. Deney gruplarinin IL-1f seviyelerinin ortalama (+SH) degerleri. A) *p<0,001, ilag
gruplari ile kontrol grubu karsilagtirildiginda; *p<0,001, PTZ grubu ile karsilastirildiginda;
#p<0,001, AS 19 grubu ile karsilastinldiginda; ¥p<0,001, 7-NI grubu ile karsilastirildiginda.
B) *p<0,001, ila¢ gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,001, PTZ grubu ile
karsilagtirlldiginda. C) *p<0,001, ilag gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda;
*p<0,001, PTZ grubu ile karsilastirldiginda; 4p<0,001, YC-1 grubu ile karsilastirildiginda.
D) *p<0,001, ila¢ gruplar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda; +p<0,001, PTZ grubu ile

karsilastirildiginda; $p<0,01, YC-1 grubu ile karsilastirildiginda.

4.3.3. Hipokampus IL-6 Seviyesi

Hipokampus dokusunda belirlenen IL-6 seviyelerinin ort +S.H degerleri
kontrol, PTZ, AS 19, SB 269970, 7-NI, YC-1, gruplarinda siras1 ile 4,72+0,17;
5,69+0,18; 6,59+0,11; 5,26+0,17; 5,15+0,16; 6,05+0,27 iken AS 19+7-NI grubunda
5,67 £0,07; SB 269970+7-NI grubunda 4,83+0,07, AS 19+YC-1 grubunda 6,75+0,07
SB 269970+YC-1 grubunda 5,61+0,10 ng/g protein olarak bulundu. Tek yonli

ANOVA test sonucuna gore gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi

(Fo,60=19,83; p<0,001).
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Post-hoc test sonucuna gore PTZ, AS 19 ve YC-1 grubu kontrol grubuna gore
IL-6 seviyesini anlamli olarak artirdt (p<0,001). AS 19 grubu ile PTZ
karsilastirildiginda IL-6 seviyesinin arttig1 tespit edildi (p=0,04) (Sekil 31).

AS 19 ile 7-NI’'nin birlikte uygulandigi kombine grup kontrole kiyasla IL-6
seviyesini artirdi (p=0,002). Ote yandan kombine grubu AS 19 grubuna gore IL-6
seviyesini distirdii (p=0,003) (Sekil 31A). SB 269970 ile 7-NI'min birlikte
uygulandigi PTZ grubuna gore IL-6 seviyesini azaltt1 (p=0,007) (Sekil 31B).
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Sekil 31. Deney gruplarmin IL-6 seviyelerinin ortalama (£SH) degerleri A) *p<0,01,
**p<0,001, ilag gruplar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,05, PTZ grubu ile
karsilastirildiginda; * p<0,01, AS 19 grubu ile karsilastirildiginda. B) *p<0,001, ilag gruplari
ile kontrol grubu karsilastirilldiginda; *p<0,01, PTZ grubu ile karsilastirildiginda. C)
*p<0,001, ilag gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda; *p<0,05 ve **p<0,001, PTZ
grubu ile karsilastirildiginda. D) *p<0,01 ve **p<0,001, ilag gruplan ile kontrol grubu

karsilastirildiginda.

AS 19 ile YC-1"in birlikte uygulandigi kombine grup, kontrol ve PTZ grubuna
gore IL-6 seviyesini artirdigi bulundu (p<0,001) (Sekil 31C). SB 269970 ile YC-1’in
birlikte uygulandigr kombine grup kontrole gore IL-6 seviyesini artirdi (p=0,004)

(Sekil 31D).
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda 5-HT7 reseptor agonisti AS 19’un PTZ ile olusturulan
deneysel epilepsi modeli {izerine etkisi ve etki mekanizmasi arastirildi. Calismada
epileptik siganlarda AS 19 nébet siddetinin artmasini neden oldu. Ayrica AS 19
uygulamasi sonras1 hipokampus dokusunda NO, cGMP, nNOS ve pro-inflamatuar
sitokin (TNF-a, IL-1B ve IL-6) seviyelerinde ylkselme goruldi. AS 19 ve 7-NI
birlikte uygulandiginda ise AS 19’un prokonvilsan etkisi baskilandi. AS 19 ile YC-
1’in kombine verilmesi nobet siddetini artirdi fakat bu artis AS 19 grubuna gore

anlaml1 bulunmada.

5-HT7 reseptorleri, noronal ateslemeyi dogrudan etkileyen sinaptik olmayan
membran iyon akimlarini diizenleyerek noronun igsel uyarilabilirligini kontrol
etmektedir. 5-HT7 reseptor agonistleri, aralarinda sigan talamusu anterodorsal
¢ekirdegi (Chapin ve Andrade, 2001), sigan globus pallidus (Chen ve ark., 2008),
fare hipokampal CAL bdélgesi (Bickmeyer ve ark., 2002) ve fare trigeminal nukleus
kaudalis (Yang ve ark., 2014) dahil olmak iizere cesitli beyin bolgelerinde yavas
depolarize edici etkiler gostermis ve noronal ateslemeyi artirmistir. Benzer olarak, 5-
HT7 reseptorlerinin aktivasyonu, sican CAl (Tokarski ve ark., 2003), CA3 ve
prefrontal korteks piramidal néronlarinin (Gill ve ark., 2002), striyatal kolinerjik ara
noronlarin (Bonsi ve ark., 2007; Zhang, 2003; Béique ve ark., 2004) ve nukleus

accumbes noronlarinin (Ishihara ve ark., 2013) atesleme hizin1 artirmaktadir.

Beynin farkli bolgelerinde GABAerjik inhibitdr ara néronlarin aktivitesi 5-HT7
reseptorleri tarafindan farkli sekilde diizenlemektedir. 5-HT7 reseptor aktivasyonu
rafe cekirdeklerinde GABAerjik iletimi azaltmaktadir. Rafe c¢ekirdeklerinde
GABAEerjik ara noronlar, serotonerjik noronlarin aktivitesi Uzerinde negatif bir
kontrol saglayarak efferent liflerden 5-HT salinimini inhibe ederler ve rafe
cekirdeklerine 5-HT7 reseptOr antagonisti uygulandiginda hedef yapilar tizerindeki 5-
HT akis1 azalir (Glass ve ark., 2003; Roberts ve ark., 2004). Bdoylelikle rafe
cekirdeklerinde 5-HT7 reseptorlerinin aktivasyonu, rafe serotonerjik ndronlarinda
GABA aracili inhibisyonu azaltir ve sonug olarak hedef yapilarda 5-HT salinimini
artirir. Diger taraftan hipokampusta 5-HT7 reseptor aktivasyonu GABAerjik ara
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noronlarin aktivitesini Uyarmaktadir. 5-HT7 reseptor agonistinin uygulanmasi, sigan
CAl piramidal noronlarindan kaydedilen GABA aracili spontan inhibitdr post-
sinaptik akimlarin (sIPSC’ler) sikligimi arttirmaktadir bu da ara néronlardaki GABA
salmiminin arttigini géstermektedir (Tokarski ve ark., 2011). Ayrica, 5-HT7 reseptor
aktivasyonu, si¢an globus pallidusunda da GABAerjik iletimi artirmaktadir (Chen ve
ark., 2008). Ozetle hipokampus ve globus pallidustaki 5-HT7 reseptor aktivasyonu,
GABAEerjik iletimi artirirken suprakiazmatik cekirdek (SCN) ve dorsal rafe
cekirdeginde GABA salinimini azaltmaktadir.

Literatirde 5-HT7 reseptér aktivasyonunun glutamaterjik terminallerden
glutamat salinimini uyarabildigi gosteren c¢aligmalar yer almaktadir. 5-HT7
reseptorlerinin aktivasyonun sican frontal korteksindeki glutamat aracili sinaptik
iletimi artirirken (Béique ve ark., 2004) 5-HT7 reseptor antagonisti SB 269970 ise bu
iletimi azaltmistir (Tokarski ve ark., 2012). Hipokampustaki 5-HT7 reseptorleri,
postsinaptik diizeyde etki gosteren glutamat aracili bu iletimi module etmektedir.
Farkli bir caligmada ise sican hipokampal kesitlerinden alinan uyarici postsinaptik
potansiyel (EPSP'ler) kayitlarda, serotoninin, kismen 5-HT7 reseptorlerinin
araciligiyla, postsinaptik dlzeyde CA1l bolgesine gelen girdiyi engelledigini
gosterilmistir (Otmakhova ve ark., 2005).

5-HT7 reseptor aktivasyonunun epilepsi Uzerine etkisini gosteren farkli
sonuglar literatiirde yer almaktadir. Birgok ¢alisma, 5-HT7 reseptorlerin
prokonvilsan rollni desteklemektedir (Gerber ve ark., 1998; Graf ve ark., 2004;
Filakovszky ve ark; 2001; Bourson ve ark., 1997; Gill ve ark., 2002; Yang ve ark.,
2012; Ishibashi ve ark., 2010). Bununla birlikte, bazi ¢aligmalar bunun tersini
bildirmektedir (Mirski ve ark., 2009; Pericic ve Svob Strac., 2007; Witkin ve ark.,
2007). Bourson ve ark. (1997) yaptiklart ¢alismada 5-HT7 reseptorlerinin bloke
edilmesinin DBA/2J farelerde odyojenik (sesten kaynaklanan) nobetlere karsi
koruma saglayabilecegini 6ne siirmiislerdir. Ayrica genetik olarak absans epilepsili
olan WAG/RIj siganlarinda segici 5-HT7 antagonisti SB 258719 (10 mg/kg i.p.)
uygulamasi diken dalga desarj siiresini ve sayisini azaltmistir. Bu calismada SB
258719 talamokortikal noronlarda aksiyon potansiyellerinin ritmik patlamalarini
baskilayarak nobet siddetinin azalmasina neden olabilecegi diistiniilmustiir (Gerber
ve ark., 1998). Sigcanlarda pilokarpin ile induklenen temporal lob epilepsi (TLE)
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modelinde 5-HT7 agonisti AS 19 (10 mg/ kg s.c.) nobetleri artirirken 5-HT7
antagonisti, SB 269970 (10 mg/kg) nobet aktivitesini azaltmistir. Ayn1 zamanda
epilepsili insan ve sigan beyin dokularinda 5-HT7 reseptor ekspresyonunun kontrol
grubuna gore arttig1 goriilmiistiir (Yang ve ark., 2012). Farkl1 bir ¢alismada ise Sahin
ve ark. (2022) PTZ ile kindling olusturduklar1 epileptik siganlara SB 269970 (1
mg/kg i.p.) uygulamasinin epileptik spike sayisi ve yiizde epileptik spike siiresini
azalttigini tespit etmislerdir. Ayrica non-spesifik 5-HT7 antagonist benzeri etkilere
sahip lurasidon, risperidon, olanzapin ve klozapinin, triptamin ile indiklenen 6n

penge klonik nobetlerini inhibe etmistir (Isthibashi ve ark., 2010).

5-HT7 aktivasyonunun nébet koruyucu etkisini gosteren farkli ¢alismalar da
bulunmaktadir. 5-HT7 nakavt farelerde yapilan bir calismada, bu farelerin elektrosok
ve NMDA ile indiiklenen tonik nébetlere ve PTZ, kokain kaynakli konviilsiyonlara
kars1 daha hassas olduklar1 goriilmiistiir (Witkin ve ark., 2007). 5-HT7 agonisti 5-
CT'nin, siganlarin anterior talamusunda PTZ inflizyonu ile indiiklenen nobetler igin
IMJ baslama siiresini arttirdig1 gosterilmistir (Mirski ve ark., 2009). Ayrica,
pikrotoksinle nébet olusturulan siganlarda 5-HT7 agonisti, 5-CT'nin antikonvilsan
Ozellik gosterirken SB 269970 bu etkiyi baskilamigtir (Pericic ve ark., 2007). Farkl
bir ¢alismada ise farelerde MES ve PTZ epilepsi modellerinde secgici 5-HTz
antagonisti SB-258741’in nobet aktivitesi ilizerine etki gdstermemistir (Pouzet,
2002). Bu nedenle epilepsi Uzerindeki 5-HT7 reseptor aracili etkiler, muhtemelen
kullanilan modellerdeki farkliliklardan dolayr degiskenlik gdstermektedir. 5-HT7
reseptor ligandlarinin sistemik olarak uygulanmasi, beyin serotonin sisteminde
karmagik bir modiilasyon saglamaktadir. Hedef hicrelerdeki 5-HT7 reseptorleri
tizerinde dogrudan etki gdstermesinin yani sira, farkli mekanizmalar tizerine de etkisi
vardir. 5-HT7 reseptdr ligandlarinin sistemik olarak uygulanmasi, beyin serotonin
sisteminde karmasik bir modiilasyon saglar c¢ilinkii hedef hiicrelerdeki 5-HT-
reseptorleri lizerinde dogrudan etki gostermenin yani sira, GABAerjik ara néronlarin
aktivitesini de module etmektedirler. Farkli beyin alanlarindaki GABAerjik
arandronlarin 5-HT7 reseptor aracili modiilasyonunun farklilik gostermesi celigkili
sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Calismamizda prokonvilsan etki
goOsteren 5-HT7 agonisti AS 19, ilk miyoklonik jerk ve jeneralize tonik klonik ndbete

giris sliresini azaltmis epileptik spike sayis1 ve jeneralize tonik klonik nobet stresini
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artirmistir. Diger taraftan 5-HT7 antagonisti SB 269970 ise epileptik spike sayisi
azaltmig, ilk miyoklonik jerk ve jeneralize tonik klonik nobete giris siiresini
artirmistir. Bu sonuclar SB 269970 gibi klinik olarak giivenli oldugu kanitlanmis
spesifik 5-HT~ antagonistlerinin epilepsi tedavisinde terap6tik bir ajan olabilecegini

disiindirmektedir.

Merkezi sinir sisteminde Onemli gorevleri olan NO, ii¢ farkli NOS sentaz
enzimi aracihigiyla L-Arjinin aminoasitinden sentezlenir. Ug tip nitrik oksit
sentazdan biri olan nNOS, yaygin olarak noronlarda eksprese olmaktadir (Zhou ve
Zhu, 2009). nNOS yapisal olarak katlanmadan sorumlu olan protein (PSD-95)
tarafindan NMDA reseptoriine baglanmaktadir (Christopherson ve ark.,1999).
Normal fizyolojik sartlarda, glutamat postsinaptik bolgedeki NMDA reseptoriine
baglanmakta, hiicre igine kalsiyum girisi artirmaktadir. Noron iginde artan kalsiyum
nNOS enzimini aktiflestirmektedir. NOS ile Uretilen NO, postsinaptik ndronlarda
guanilaz siklazi aktive ederek CGMP olusturmaktadir (Garthwaite,1991; Uzbay ve
Oglesby, 2001).

Literaturde nitrik oksitin epilepsi patofizyolojisindeki roliinii aydinlatmak igin
bircok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligmalarin bir kismi1 NO’in antikonvilsan bir kismi
ise prokonviilsan aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Segici nNOS inhibitori 7-NI
uygulandig1 doza ve secilen epilepsi modeline gore farkli etkiler gostermektedir.
NNOS’in epileptik ndbette etkisinin arastirildigi bir ¢alismada PTZ ile olusturan
tutusma modelinde nobet sonrasi artan nNOS ve NO diizeylerini 7-NI'nin
diistirdigiinii belirlenmistir (Zhu ve ark., 2017). Benzer sekilde PTZ ile olusturulan
akut nobet modelinde de benzer sekilde 7-NI nobet latansini uzatmis, nobet evresini
ve nobet frekansimi diisiirmiistiir. Bu calismada 7-NI nobet sonrasi artan NO
seviyesini diisiirerek antikonviilsan etki gostermistir (Han ve ark., 2000). Bunlarin
aksine PTZ ile epilepsi olusturulan farelerde D-penisilaminin etkisinin aragtirildigi
bir caligmada ise, uygulanan 7-NI (30 mg/kg, i.p.) penisilaminin antikonvilsan
etkisini tersine g¢evirmistir (Rahimi ve ark., 2014). Yasuda ve ark. (2001) kainik
asitle olusturulan epilepsi modelinde uygulan 7-NI nobet sonrasi artan hipokampal
nitrik oksit son iiriin seviyelerini azaltmis, epileptik desarja baslama siiresini artirarak
antikonvilsan etki gostermistir. Buna karsin, farkli bir ¢alismada ise 7-NI kainik

asitle indiiklenen ndbetlerin siddetini artirmis, ndbete baslama siiresini azaltip

92



prokonvilsan etki gosterdigi tespit edilmistir. In vivo olusturulan epilepsi modelinde
hipokampal alana penisilin uygulanmasi hipokampusun CA1l bdlgesindeki
noronlardan NO salintmini arttirmig ve 7-NI penisilinin bu etkisini kismen tersine
cevirmistir. Bu calismaya gore NO’in konvulsiyonu artiric1 etkisinin  NOS
inhibitorleriyle engellenebilecegi ileri siiriilmiistiir (Lu ve ark., 1998). Yaptigimiz tez
calismasinda PTZ ile olusturdugumuz tutugsma modelinde NNOS inhibitéri 7-NI, ilk
miyokolonik jerk ve jeneralize tonik klonik nobete giris siiresini artirmis, spike
sayisint ve jeneralize tonik klonik ndbet siiresini ise diisiirmistiir. EK olarak nébet
sonrasit hipokampuste artan NO, nNOS ve cGMP seviyelerini diisiirerek

antikonvilsan etkisi gostermistir.

Epilepsi patofizyolojisinde 6nemli bir yeri olan siklik guanozin monofosfat
(cGMP) vicudun ve beynin bulunan ikinci habercilerinden biridir (Hofmann, 2020).
Haberci molekil olan NO sitoplazmik guanilaz siklazi aktive ederek hucrelerde
CGMP derisimini artirir. CGMP ise ¢esitli enzimler aracifiyla hiicre i¢i kalsiyum
derisiminin diizenlenmesine yardimct olur. Ayn1 zamanda cGMP’nin, protein kinaz,

fosfodiesterazlar ve iyon kanallar1 tizerine de etkileri vardir (Francis ve ark., 2010).

CGMP ndbet aktivitesinin olusumunda biiyiik 6nem tagimaktadir. Kimyasal
ajanlarla indiklenen epileptik aktiviteye korteks cGMP seviyesindeki artis eslik
etmistir. Ayrica epilepside hipokampuste cGMP seviyesi belirgin sekilde yiikselirken
korteks ve striatumda bu artis daha azdir. Sodyum nitropruside ile olusturulan
epilepsi modelinde ise guanilaz siklaz aktivatori ODQ ndbetler Uzerine etki
gostermemigstir (Hada ve ark., 2000). Benzer sekilde PTZ ile indiiklenen epilepsi
modelinde soluble guanilat siklaz (sGC) inhibitori metilen mavisi ndbet izerine tek
basina etki gostermezken lityumun antikonvilsan etkisini artirmigtir (Bahremand ve
ark., 2010). Farkli bir ¢alismada ise PTZ ile olusturulan akut epilepsi modelinde
metilen mavisi nobet baslangicini geciktirmis ve antikonvilsan etki gostermistir.
Ayn1 c¢alismada sGC aktivatori A-350619 ise kontrol grubuna goére nobet
aktivitesinde artisa neden olmustur (Nandhakumar ve ark., 2011). Maksimal
elektrosok modeliyle olusturulan epilepsi modelinde ise A-350619 tek basina etki
gostermezken fosfodiesteraz (PDE) inhibitéruyle birlikte prokonvilsan etki
gostermistir (Nandhakumar ve ark., 2011).
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NO-sGC-cGMP yolagin1 nitrik oksitten bagimsiz etkileyen en gilivenli
ajanlardan biri 3-(5'-hidroksi-metil-2'furil)-1-benzil indazoldir (YC-1). YC-1 nitrik
oksitten bagimsiz olarak guanilat siklaz aktivatorii olarak gorev yapmaktadir.
Bellamy ve Garthwaite (2002) serebellar hiicrelerde YC-1 uygulamasinin cGMP
seviyesini artirdigin1 belirtmislerdir. Bu g¢alismanin diger asamasinda ise NOS
inhibitordyle birlikte YC-1 uygulamasinin GMP seviyesinde azalmaya neden oldugu
fakat GMP artisinin devam ettigi bulunmustur. Bu sonuglardan yola ¢ikarak NO
varliginda YC-1 sinerjistik olarak NO’nun heme afinitesini arttirarak sGC'in katalitik
enzim aktivitesin daha fazla artmasina neden olabilecegi dngoriilmiistiir. Ayrica YC-
1, sGC aktivasyonuyla birlikte, siklik GMP'yi hidrolize eden fosfodiesterazlari da
inhibe etmektedir (Bellamy ve Garthwaite, 2002). Literatlirde YC-1’in epilepsi
tizerine etkisini goOsteren calismaya rastlanilmamistir. PTZ ile olusturdugumuz
deneysel epilepsi modelinde guanilaz siklaz aktivatori YC-1, spike sayisini ve
jeneralize tonik klonik nobet siiresini artirmistir. Diger taraftan ilk miyoklonik jerk
ve jeneralize tonik klonik ndbete giris siiresinin diistirmiistiir. YC-1 ndbet sonrasi
hipokampuste artan GMP seviyesini PTZ grubuna gore artirmistir. YC-1 aktivitesine
bagli GMP seviyesindeki bu birikimli artis protein kinaz G aktivasyonu ve GABA-A
reseptor fosforilasyonuna bagli olarak GABA inhibisyonunun azalmasina neden
olmus olabilir (Wang ve Robinson, 1997). Glutamerjik sistemde GMP bifazik etki
gostermektedir. Artan GMP seviyesi glutamat salinimini baskilarken, GMP
diizeyindeki asir1 atis glutamat salinimini indiiklemektedir (Prast ve Philippu, 2001).
YC-1’¢ bagl artan GMP seviyesinde asir1 artis glutamat iizerinden nébet aktivitesini

artirmis olabilir.

Birgok ¢alisma nitrerjik sistem ile serotonerjik sistem arasindaki iligkiyi
gostermistir. Serotonin reseptoriiniin endotel hiicrelerinde, karin ve kolonda etkilerini
NO iizerinden gosterdigi bilinmektedir. Ayrica kan damarlarinda nitrik oksit ve
serotonin vazokonstriksiyon ve vazodilatasyonda ndromediyator olarak gorev
almaktadir (Kadowaki ve ark., 1999). Merkezi sinir sisteminde 0zellikle, nNOS ve 5-
HT, dorsal rafe ¢ekirdeginin (DRN) farkli bolgelerindeki néronlarda birlikte eksprese
edilmektedir (Tagliaferro ve ark., 2001; Okere ve Waterhouse, 2006, Léger ve ark.,
1998; Simpson ve ark., 2003). Bu da DRN'nin biyolojik islevinde nNOS ve 5-HT
arasindaki etkilesimini gostermektedir. Ayrica, DRN'de 5-HT veya SERT ile birlikte
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isaretlenmis ¢ok sayida nNOS immiinoreaktif hiicre bulunmaktadir (Chanrion ve
ark., 2007; Lu ve ark., 2010). Chanrion ve ark. (2007) SERT aracili 5-HT aliminin
hipokampal hiicrelerde nNOS aktivitesini artirdigin1 rapor etmislerdir. in vivo
yapilan bir ¢alismada ise serotonerjik antidepresanlar sigan ventral hipokampusunde
NOS aktivitesini diigiirmiistiir (Wegener ve ark., 2003). Ayrica serotonin geri alim
inhibitorlerinin  hipokampuse enjeksiyonu nNOS aktivitesini azaltmistir (Millan,
2006).

Merkezi sinir sisteminde 6zellikle depresyon ve anksiyete deneysel modelleri
ile serotonerjik sinyalizasyonda NOS inhibitérlerinin roll arastirilmistir. Farelere
NNOS inhibitéri 7-NI uygulanmasi zorunlu yuzme testinde sirasiyla imipramin ve
fluoksetinin davranigsal etkilerini iyilestirmistir (Harkin ve ark., 2004). Benzer
olarak, farkli bir ¢alismada ise venlafaksinin (8 mg/kg, i.p.) antidepresan benzeri
etkisini, 30 dakika once uygulanan L-Arjinin (750 mg/kg, i.p.) onlemistir, bu da
venlafaksinin zorunlu yiizme testinde gosterdigi antidepresan benzeri etkide L-
Arjinin-NO-cGMP yolu ile bir etkilesim igerisinde oldugunu gostermektedir (Dhir ve
Kulkarni, 2007). Ayrica zorunlu yizme testine magruz brakilan si¢anlara uygulanan
NNOS inhibitord  1-(2-triflorometilfenil)-imidazol (TRIM), trisiklik antidepresan
imipramine ve segici serotonin geri alim inhibitorii sitalopram ve fluoksetinin
davranigsal etkisini artirmistir (Ulak ve ark., 2008). L-Arjinin ile 6n muamele
imipramin, venlafaksin, bupropionun antidepresan benzeri etkisini ortadan
kaldirmigtir (Krass ve ark., 2011). Triptofan hidroksilaz inhibitori olan para-
klorfenilalanin ise 7-NI ve L-Name’in antidepresan benzer davramigsal etkilerini
baskilamistir. Ote yandan, L-Name gibi bazi NOS inhibitorleri antidepresan etkiye
sahiptir ve SSRI'larin etkisini artirmaktadir (Heydari ve Davoudi, 2017).

Farkli deneysel modellerde yapilan ¢aligmalar serotonin reseptor alt tiplerinin
nitrik oksit yolagi tizerinde etkilerini gostermektedir. Zhang ve ark. (2010) yaptiklar
in vivo ve in vitro ¢alismada 5-HT1a agonisti 8-OH-DPAT ve serotonin geri alim
inhibitord, nNOS ekspresyonunu asagir yonli ve NO'de azalmaya yol agtigin1 bu
etkiyi 5-HT1a reseptoru antagonistlerinin bloke etttigini belirtmislerdir. Bu bulgular,
NO'in 5-HT’in etki mekanizmasinda bir sinyal molekiili olabilecegini
diistindiirmektedir. Ulak ve ark. (2008) ise zorlu yiizme testi uyguladiklar1 farelerde

5-HT> antagonistlerinin antidepresan etki gosteren nNOS inhibit6rinin etkisini
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Onledigini gostermistir. Ayrica NO sentaz inhibitorii L-Name, 5-HT1a reseptori
agonisti 8-OH-DPAT tarafindan indiiklenen hiperfajiyi inhibe etmistir. Bu ¢aligmada
5-HT1a otoreseptOrinin aktivasyonu ile ortaya ¢ikan hiperfajinin NO ile iliskili
oldugunu ortaya konmustur (Yamada ve ark., 1996). 5-HT> resept6r aktivasyonun
glioma hiicrelerinde sitokin stimilasyonuyla artan iNOS seviyesini azaltmis, 5-HT>
antagonisti ise LPS ile induklenen iNOS dizeyini artirmistir (Miller ve Gonzalez,
1998).

Epilepsi modellerinde yapilan c¢alismalarda serotonin ile nitrerjik sistem
arasindaki iliskiyi agiklamaya yonelik sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. PTZ ile
olusturulan epilepsi modelinde 5-HT1 agonisti sumatriptanin néroprotektif etkisinin
arastirildigi ¢alismada sumatriptan hipokampus nitrit seviyesini ve NOS seviyesini
diisiirerek antikonvilsan etki olusturmustur. nNOS inhibitorleri ile olusan
kombinasyon c¢alismalarinda ise tek basina etki gostermeyen 7-NI ve L-Name,
sumatriptanin ~ antikonvilsan  etkisini artirmistir. Bunun aksine L-Arjinin ise
sumatriptanin antikonvilsan o6zelligini baskilamis ve hipokampal nitrik oksit
seviyesini artirmustir (Mumtaz ve ark., 2022). Yapilan farkli bir c¢aligmada ise
sumatriptanin etkin dozu prefrontal kortekste PTZ ile indiiklenen ndbet sonrasi
artan nitrit seviyesinin, nNOS ve sGC alt {nitelerinin al, o2 ve Bl gen
ekspresyonunu disiirmistir (Mumtaz ve ark., 2020). Heydari ve Davoudi (2017)
PTZ ile olusturduklar1 nébet modelinde serotonin geri alim inhibitorii sertralin ve 5-
HT. agonisti 8-OH-DAT n klonik ndbet esigini artirdigini gostermistir. Serotonin-
nitrerjik sistem baglantisin1 gosteren bu ¢alismada 8-OH-DAT nitrik oksit seviyesini
diistiriirken sertralin herhangi bir etki gostermemistir. NOS inhibit6rii L-Name ve 8-
OH-DAT birlikte uygulandiginda ise L-Name gruba gore ndbet esiginde azalma
goriilmiistiir. Ayrica 8-OH-DAT ile L-Name birlikte uygulandiginda nitrik oksit
seviyesi tek ila¢ uygulamalarina gore anlamli olarak azalmistir. Diger yandan
sertralin ve L-Name birlikte uygulandiginda ise L-Name grubuna gore ndbet esiginde
degisiklik goriilmemistir. Sertralin tek basina nitrik oksit iizerine etki gdstermezken.
L-Name ile birlikte nitrik oksit seviyesinde diisiise neden olmustur. PTZ ile
olusturulan epilepsi modelinde 5-HT3 agonisti SR57227 etkisiz dozu ile minimal etki

gosteren L-Name birlikte uygulandiginda ndbet esiginin arttig1 gosterilmistir. Diger
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taraftan 5-HT3 antagonisti granisetronun ve L-Arjinin subefektif dozlarmin birlikte

uygulanmasi ise nobet esigini azaltmistir (Gholipour ve ark., 2010).

5-HT7 reseptoriinlin nitrik oksit iizerine etkisine bakildiginda serotoninin
dogrudan 5-HT7 (zerinden kobay ileumu, insan kolonu ve kdpek midesinde diiz
kaslarda gevsemeye neden oldugu goriilmiistiir (Carter ve ark., 1995; Prins ve 1999;
Janssen ve ark., 2002). Ayrica enterokromaffin hicrelerinde 5-HT tarafindan
indiklenen Dogiel tip 2 néronlarinda yer alan 5-HT7 kas nitrerjik sistemi Gzerinden
gevsemeye neden olmustur. Ayrica inen serotonerjik noéronlardan salgilanan
serotonin NNOS/VIP néronlarinda yer alan 5-HT7 reseptorii diiz kas kasilmasi
Uzerine etki etmistir (Tonnini ve ark., 2005). Farkli bir ¢alismada ise izole sigan
kalbinde serotonin koroner akimini artirirken 5-HT antagonisti SB 269970 kan akimi
azaltmistir (Chien ve Su, 2015). Farkli bir ¢alismada ise indometasinle olusturulan
gastrik Ulser modelinde serotonin agonisti LP-44, eNOS mRNA ekpresyonunu
etkisini artirirken INOS MRA ekspresyonunu indometazin grubuna gore azaltmistir
(Calik ve ark., 2020).

Serotonin-7 reseptoriiniin periferik sistemde nitrik oksitle baglantisin1 gdsteren
simirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Diger yandan 5-HT7 reseptorin agonist ve
antagonistlerinin beyinde nNOS (izerine etkisini g0steren calismaya literatlrde
rastlanmamustir. Yaptigimiz ¢alismada serotonin agonisti AS 19 hipokampuste nobet
sonrast artan NO, cGMP ve nNOS seviyelerini PTZ grubuna gore artirirken SB
269970 ise PTZ grubuna gore NO, cGMP ve nNOS seviyelerini diisiirmiistiir. AS
19’un prokonvulsan etkisinde NO-sGC aktivasyonunun etkisini arastirdigimiz bu
caligmada AS 19 ve 7-NI birlikte uygulandiginda AS 19 grubuna gore ilk miyoklonik
jerk siiresini ve jeneralize tonik klonik ndbet siiresini artirmigtir. Ayrica kombinasyon
ilag uygulamasi spike sayist ve jeneralize tonik klonik nobet suresini AS 19 ile
kiyaslandiginda azaltmistir. Ayrica AS 19 ve 7-NI uygulamasi NO, cGMP ve nNOS
seviyesini AS 19 grubuna gore distirmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak
antikonvulsan etkisi bilinen 7-NI, nitrik oksit yolag1 tizerinden etki ederek AS 19’un
prokonvilsan etkisini baskilamis oldugu sdylenebilir. Tek basina nobet evreleri
Uzerine etki gostermeyen AS 19 ve YC-1, birlikte uygulandiginda ndbet evresini
artirmigtir. AS 19 ile YC-1’in kombine uygulanmasi ilk miyoklonik jerk, jeneraize

tonik klonik ndbete giris siiresini azaltmis ve jeneralize tonik klonik nobet strelerini
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artirmistir fakat aradaki bu fark AS 19 grubuna gore anlamli degildir. EK olarak AS
19 ve YC-1’in ila¢ uygulamast AS 19 grubuna gore spike sayisini yiikseltmistir.
Ayrica AS 19 ve YC-1 birlikte verildiginde NO, cGMP ve nNOS seviyesini PTZ
grubuna gore artirmistir. Ancak, sadece NO seviyesindeki artig AS 19 grubuna gore
anlamlt bulunmustur. Antikonvilsan etki gosteren SB 269970 ve 7-NI birlikte
uygulandiginda SB 269970 grubuna gore ilk miyoklonik jerk slresini ve jeneralize
tonik klonik nobete giris siiresini artirmis spike sayisini ve jeneralize tonik klonik
ndbet siresini azaltmistir. Diger taraftan bu iki ajanin kombinasyonu NO, cGMP,
NNOS seviyesini PTZ grubuna goére distirmistir. SB 269970 grubuyla
kiyaslandiginda ise GMP seviyesinde anlamli bir azalma goriilmistiir. Bu ¢aligmanin
sonuglar1 SB 269970’in antikonvilsan etkisini 7-NI'nin artirdigi gostermektedir. Her
iki ajanda NO miktarini azaltarak ayni yolak tizerinden antikonvilsan etki gostermis
olabilir. Ote yandan SB 269970 ve YC-1 birlikte uygulandiginda prokonviilsan olan
YC-1, SB 269970’in antikonvilsan etkisini baskilamistir. Kombine ilag uygulamasi
SB 269970 grubuna gore spike sayisini, jeneralize tonik klonik nébet suresini
artirmis Ve jeneralize tonik klonik ndbete giris siiresini azaltmistir. EK olarak, SB
269970 ile YC-1 birlikte verildiginde NO ve nNOS seviyesini SB 269970 ile

kiyaslandiginda anlamli olarak artirmistir.

Merkezi sinir sisteminde beyinde olusan herhangi bir hasar inflamatuar yolagi
aktiflestirerek sitokinlerin salinimina neden olmaktadir (Ravizza ve ark., 2008).
Kronik bir inflamasyon yolaginin aktivasyonu ise ndronal hasara ve nobetlerin
olusuma zemin hazirlamaktadir (Trdscher ve ark., 2021). Ayn1 zamanda ndronlarin
asirt uyarilmasina bagli olarak néroinflamasyonun olusabilecegini gosteren farkli
caligmalar da yer almaktadir (AKin ve ark., 2011). Literatirde hayvan modellerinde
ve insanlarda yapilan c¢alismalarda uzun siireli epileptik ndbetlerin beyinde akut
immiin yanitt baslattigi ve tekrarlayan nobetlerin ise kronik inflamasyona neden
oldugu belirtilmistir (Dey ve ark., 2016). Deneysel calismalarda epileptogenez
sirasinda immiim mediyatorlerin belirgin rolii oldugu gdsterilmistir. Sinha ve ark.
(2008) yaptiklar ¢alismada nobet aktivitesinden sonra beyinde sitokin iiretiminde
artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu c¢alismada kontrol grubuna gore epilepsi
hastalarmin serum IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyelerinde artis tespit edilmistir. Farkli
bir klinik bir c¢alismada ise, atese bagli nobetlerde IL-1B, IL-6 ve TNF-a
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seviyelerinin serebrospinal sivida arttigi gosterilmistir (Scorza ve ark., 2018). ilaca
direngli fokal baslangicli epilepsili hastalardan cerrahi rezeke edimis epileptik
odaklarda imminohistolojik ve biyokimyasal ¢alismalar bir¢ok inflamatuar yolagin
aktivasyonunu gostermistir (Aronica ve ark., 2007; Ravizza ve ark., 2008; Gassen ve
ark., 2008).

Klinik ¢aligmalariin yani sira deney hayvanlarinda farkli epilepsi modelleri
lizerine inflamasyonun etkisi arastirilmistir. Kainik asit ile olusturulan epilepsi
modelinde hipokampal bdlgede IL-1B, IL-6 ve TNF-a pozitif hiicrelerin sayisinda
artis gorillmiistiir (Chen ve ark., 2017; Wang ve ark., 2018). Si¢anlarda amigdalanin
uyarilmasi ile olusturulan ndbetlerden sonra amigdala, hipokampusta, paryetal,
prefrontal ve piriform kortekste TNF-a mRNA seviyesinde artis gorilmiistir
(Goodlevsky ve ark., 2002). Ek olarak, limbik epilepsi modeli olusturulan farelerin
hipokampal dokularin TNF-a protein seviyelerinde ve reseptor diizeylerinde artis
saptanmustir (Patel ve ark., 2017). Idiyopatik nedenli ndbetlere sahip kopeklerin
beyin omurilik sivisinda IL-6 ve TNF-a seviyelerinde artis goriilmistir (Kostic ve
ark., 2019). Farkli bir ¢aligmada ise nobet gegiren kdpeklerin kan 6rneklerinde IL-
1B seviyelerinde artis tespit edilmistir. Ayrica pilokarpin uygulanan siganlarin
hipokampusunde IL-1p ve TNF-a dUzeylerinde artis saptanmustir (Ali ve ark., 2018).
Literatirde akut ve kronik PTZ modelinin inflamasyon (zerine etkisini gosteren
caligmalar mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda akut PTZ uygulamasi sonrasi total beyin
dokusunda TNF-a seviyelerinde artis tespit edilmistir (Golechha ve ark., 2014).
Bagka bir ¢aligmada ise farelerde PTZ ile olusturulan ndbet sonrasi beyin korteksinde
TNF-a ve IL-1B diizeylerinin arttigi gosterilmistir (Chen ve ark., 2017). PTZ ile
olusturulan akut nébet sonrasi farelerde korteks ve hipokampus dokularinda TNF-a,
IL-1B ve IL-6 seviyelerinde artis goriilmiistiir (Temp ve ark., 2017). Oztas ve
arkadaslar siganlarda 65 mg/kg dozda PTZ ile olusturduklari akut nobet sonrasinda
serum TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyelerinde artis tespit etmislerdir. Fakat bunlarin
aksine farkli bir arastirmada akut doz PTZ uygulamasi sonras1t TNF-a, IL-1 ve IL-6
duzeylerinde degisiklik goriilmemistir (Dede ve ark., 2017). Ek olarak PTZ ile
tutusma sonrast hipokampuste TNF-a ve IL-6 mRNA ekspresyonlarinda yiikselme
bulunmustur (Ahmadian ve ark., 2019). Ancak siganlarda PTZ ile olusturulan

kindling modelinde tutugma sonrasi hipokampuste TNF-a diizeylerinin degigsmedigi
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fakat IL-1B ve IL-6 seviyelerinin arttigi rapor edilmistir (Sing ve ark., 2019). Bu
calismanin aksine olarak farelerde yapilan on alt1 tekrarli 35 mg/kg dozunda PTZ ile
olusturulan tutusma modelinde TNF-a diizeyinin yiikseldigi bulunmustur (Muke ve
ark., 2018). Taskiran ve ark. 2020 yaptiklar1 ¢alismada PTZ ile olusturduklar1 kronik
epilepsi modelinde beyinde IL-1p ve IL-6 seviyelerinde serumda ise TNF-o, IL-1P
ve IL-6 seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir. Bu sonuclara benzer sekilde,
bizim ¢alismamizda PTZ ile olusturdugumuz tutusma modelinde PTZ grubu TNF-a,

IL-1pB ve IL-6 diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir.

Son yirmi yil i¢inde yapilan ¢alismalarda 5-HT7 reseptorii ve inflamasyon
arasindaki baglanti aciklanmaya c¢aligilmistir. 5-HT7 aktivasyonu farkli hiicre
tiplerinde ve hastalilk modellerinde proinflamatuar veya antiinflamatuar etki
gostermektedir. 5-HT7 reseptor aktivasyonu dendrit hicrelerinde IL-1B ve IL-8
seviyesinin artirirken 1L-12 ve TNF-a seviyesini azaltmistir (Idzko ve ark., 2004).
Monositlere uygulanan serotonin (5-HTuwe7 agonisti) TNF-o and IL-6 seviyesinin
artmasina neden olmustur (Soga ve ark., 2007). 5-HT7 antagonisti SB 269970 ise
dekstran sodyum silfat ile induklenen makrofaj hucrelerinde serotoninin
antiinflamatuar etkisini engellemis ve TNF-a ve IL-12 seviyesini artirmistir (de las
Casas ve ark., 2013). Ayrica insan ve fare makrofajlarinda serotonin agonisti AS 19
antiinflamtuar etki gostermis TNF-a ve IL-12 diizeyini diisiirmistiir (Dominquez ve
ark., 2017). Glial hiicrelerde ise 5-HT7 agonisti 5-CT inflamasyonu indiikklemis ve
IL-6 seviyesini artirmigtir (Mahé ve ark., 2005). LPS ile indiklenen sepsis modelinde
ise 5-HT7 reseptori agonisti LP-44, TNF-o seviyesini azaltarak doku hasarini
iyilestirmistir (Ayaz ve ark., 2017). Ote yandan bleomisin ile olusturulan deneysel
pulmoner fibrdzis modelinde 5-HT7 antagonisti TNF-o ve IL-6 seviyesini azaltmistir
(Tawfik ve Makary, 2017). Alzheimer hayvan modelinde uygulanan 5-HT7 agonisti
LP-211, hipokampuste B-amiloidin norotoksik etkisini inhibe etmistir (Quintero-
Villegas ve ark., 2018). Bizde yaptigimiz ¢alismada, deneysel epilepsi modelinde
prokonviilsan etki gosteren AS 19, hipokampuste TNF-a, IL-6 ve IL-1p seviyelerini
artirirken antikonvilsan SB 269970 TNF-a ve IL-1p diizeylerini azaltmistir. AS 19,
glial hiicrelerde inflamasyonu indiikleyerek proinflamatuar sitokinlerin artisina neden
olmus olabilir. Ayrica ¢alismamizin sonuglarindan yola ¢ikarak AS 19’un nitrik oksit

yolagi lizerinden etki gostermesi inflamasyonu indiiklemis olabilir.
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Bagisiklik yanit mekanizmasimin bir parcast olan iNOS astrositlerde ve
mikroglialarda eksprese olmaktadir (Sheng ve ark., 2011). Daha az oranda
noronlarda ve kan-beyin bariyerinin (BBB) endotel hiicrelerinde bulunmaktadir
(Heneka ve Feinstein, 2001). Cesitli transkripsiyon faktorleri iINOS geninin trans-
aktivasyonunda rol oynar, bunlarin arasinda nukler kappa faktor B (NF-KB) en
onemlisidir (Davis ve ark., 2005; Kanarek ve ark., 2010). Inflamasyon, sitokin artist
gibi gesitli patojen uyarilar NF-kB'yi aktive eder ve bu da iNOS ekspresyonunu
indiikleyerek NO/cGMP/cGK yolunu aktiflestirir. Inflamasyona bagli astrositlerde
artan iNOS ekspresyonu NO {iretimini artirarak astrositik NO-sGC aktive eder
ve cCGMP Uretimine yol acar. Hiicre kultiri ve akut beyin dilimlerinde iNOS
ekspresyonuna bagli cGMP'de bir artis gosterilmistir (Teunissen ve ark., 2001; Ding ve
ark., 2004). Uretilen cGMP daha sonra cGK'y1 aktive eder ve bdylece ilgili efektor yollar

uyarilmis olur.

Inflamasyonun baslamasiyla birlikte ortaya cikan astroglial reaktivitesinin
onemli bir Ozelligi glial fibriler asidik protein (GFAP) ekspresyonundaki
yukselmedir. NO/cGMP/sGK sinyal yolagimn indilkklenmesi GFAP seviyesinde artisa
yol agmaktadir (Rap6so ve ark., 2014; Brahmachari ve ark., 2006; Boran ve Garcia,
2007; Pifarre ve ark.,, 2010). Bunlarin aksine, NO-GC uyaricilarinin
GFAP ckspresyonunda azalmaya neden oldugunu gosteren c¢alismalar da
bulunmaktadir (Correia ve ark., 2021). NO ile aktive olan NO-GC aktivasyonu
mikroglialarda tespit edilmemistir. NO’den bagimsiz uyarilan cGMP sinyalinin
mikroglialarda pro veya antiinflamatuar etkisi tam bilinmemektedir. Travmatik beyin
hasart durumunda, uygulanan PDE inhibitorli, yaralanma bolgesi etrafindaki
amoeboid mikroglia sayisinda bir azalmaya yol agmustir (Pifarre ve ark., 2010).
Benzer sekilde farkli bir ¢calisma cGMP'nin LPS uyarimina kars1 inflamatuar yaniti
azaltabilecegi gosterilmistir (Correia ve ark., 2021; Moriyama ve ark., 2006). Ote
yandan, cCGMP birikimi iizerine proinflamatuar sitokin ekspresyonunun arttigina dair
raporlar da bulunmaktadir (Rap6so ve ark., 2014; Choi ve ark., 2002; Roy ve ark.,
2006). Farkl bir ¢alismada ise inflamasyon durumunda mikroglialarin cGMP sinyal
yolagindan etkilenmedigi gosterilmistir (Kalla ve ark., 2003). Nitrik oksit normal
kosularda antiinflamatuar etki gosterirken patolojik durumlarda asir1 artisina bagl

olarak proinflamatuar aktivite sergilemektedir. Nitrik oksit noroinflamasyonda
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glutamat birikimine yol agmakta ve mikroglial aktivasyonu indiklemektedir. Aktif
hale gelmis mikroglialardan salinan nitrik oksit presinaptik bolgede glutamat alimini
engellemekte ve NMDA reseptor aktivasyonunu indiikleyerek néronal 6limi
kolaylastirmaktadir (Rao ve ark., 2007; Kim ve ark., 2009). Yaptigimiz ¢alismada
PTZ ile indiklenen nobet sonrasi artan TNF-o ve IL-1p seviyesini, NNOS inhibit6r
7-NI muhtemelen NO-cGMP yolagimi baskilayarak azaltmistir. Pronkonvilsan sGC
aktivatori YC-1 ise kontrol grubuna gore TNF-a, IL-6 ve IL-1p seviyesini artirirken
PTZ grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark bulunamamuistir. Literatiirdeki ¢alismalar
gz oOniine alindiginda YC-1 mikrogliada inflamasyon yolagi Uzerinden etki
gostermemis olabilir. Kombinasyon ila¢ uygulamalarinda ise 7-NI grubu AS 19 ile
birlikte verildiginde AS 19’a gore TNF-o, IL-6 ve IL-1P seviyesini diislirmiistiir.
Bununla birlikte SB 269970 ve 7-NI birlikte uygulandiginda TNF-a, IL-6 ve IL-1p
seviyelerinde azalma goriilmiistiir fakat bu azalma SB 269970 grubuna gore anlaml
degildir. Inflamasyonu artiran AS 19 ile YC-1 birlikte uygulandiginda ise TNF-a, IL-
6 ve IL-1B seviyesini PTZ grubuna gore artirmistir. Fakat AS 19 grubuna gore
sadece TNF-a, seviyesinde anlamli artis goriilmiistiir. SB 269970 ve YC-1 kombine
uygulamasi ise PTZ grubuna IL-1B seviyesinin azaltirken TNF-a, IL-6 seviyesi
Uzerine etki gostermemistir. Ek olarak kombinasyon ilag uygulamasi TNF-a

seviyesini SB 269970 grubuna gore artirmustir.
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6. SONUC

Sicanlarda pentilentetrazol ile olusturulan epilepsi modelinde 5-HT7 reseptor

agonistinin etki mekanizmalari ile ilgili asagidaki sonuglara ulagilmistir:

5-HT7 agonisti AS 19, hipokampuste NO, cGMP ve nNOS seviyelerini
artirarak prokonvulsif etki gostermistir. 5-HT7 antagonisti SB 269970 ise
hipokampuste NO, cGMP ve nNOS diizeylerinin diisiirmiis ve epileptik ndbet

parametreleri iyilestirerek antikonvilsif aktiviteye neden olmustur.

nNNOS inhibitori 7-NI, hipokampuste artan NO, nNOS ve cGMP seviyelerini
diistirerek antikonvilsan aktivite gosterirken, guanilat siklaz aktivatori YC-1
hipokampuste GMP seviyesini artirmis ve prokonvilsan etkiye neden

olmustur.

AS 19’un prokonviilsan etkisinde NO-sGC yolaginin roliinii arastirdigimiz
calismamizda, 7-NI uygulanmasi NO-cGMP ve NOS seviyelerini azaltmistir.
Bu verilerden yola ¢ikarak antikonvilsan etkisi bilinen 7-NI, nitrik oksit
yolagi tlizerinden etki ederek AS 19’un prokonvilsan etkisini baskilamistir.
Ayrica AS 19 ve YC-1 birlikte uygulandiginda NO, cGMP ve nNOS

seviyesini PTZ grubuna gore artirmigtir.

SB 269970 ve 7-NlI, birlikte uygulandiginda SB 269970’in antikonvilsif
etkisi artmistir. Ek olarak kombine ila¢ uygulamasi SB 269970 ile
kiyaslandiginda ise CGMP seviyesinde anlamli azalma goriilmiistiir. Ote
yandan SB 269970 ve YC-1 birlikte uygulandiginda ise prokonvilsan olan
YC-1, SB 269970’in antikonvilsan etkisini baskilamistir. Diger taraftan bu
iki ajan birlikte uygulandiginda NO ve nNOS seviyesi SB 269970 ile

kiyaslandiginda anlamli olarak artirmistir.

Yaptigimiz ¢alisgmada prokonvilsan etki gosteren AS 19, hipokampuste
TNF-a, IL-6 ve IL-1f seviyelerini artirirken antikonviilsan SB 269970,
hipokampuste proinflamatuar sitokin olan TNF-a, IL-6 ve IL-1p diizeylerini

azaltmistir.
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e PTZ ile indiiklenen nobet sonrast artan TNF-a ve IL-1B seviyesini, nNOS
inhibitoérd 7-NI muhtemelen NO-cGMP yolagimi baskilayarak azaltmustir.
Pronkonvilsan sGC aktivatori YC-1 ise TNF-a, IL-6 ve IL-1p iizerine etki
gostermemistir. Kombinasyon ilag uygulamalarinda ise 7-NI grubu AS 19 ile
birlikte verildiginde AS 19’a gore TNF-a, IL-6 ve IL-1B seviyesini
diisirmiistiir. Inflamasyonu artiran iki ajan AS 19 ve YC-1 birlikte
uygulandiginda ise TNF-a, IL-6 ve IL-1B seviyesini PTZ grubuna gore
artirmigtir. Fakat AS 19 grubuna gore sadece TNF-a, seviyesinde anlamli
artis gorilmiistiir. SB 269970 ve YC-1 kombine uygulamasi ise PTZ grubuna
gore IL-1B seviyesini azaltmistir. Ek olarak kombinasyon ila¢ uygulamasi

TNF-a seviyesini SB 269970 grubuna gore artirmistir.

Sonug olarak, 5-HT~ reseptor agonisti AS 19 epilepsi patogenezinde dnemli
bir rol 0stlenmektedir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular, AS 19’un
prokonvulsan etkisini NO-cGMP yolag: tizerinden gergeklestirdigini gostermektedir.
5-HT7 reseptor etki mekanizmalarini aydinlatmak ve tedaviye yonelik kullanilabilir

oldugunu soyleyebilmek i¢in daha ileri molekiiler calismalara gereksinim vardir.
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