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OZET

Karayel B, Farelerde Deneysel Epileptik Modelde Propolisin Beyinde Asetilkolinesteraz ve Oksidatif Stres
Uzerine Etkisinin Arastirilmasi, Van Yiiziincii Yal Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Temel Eczacihik
Bilimleri Anabilim Dali, Biyokimya Bilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Yaptigimiz
calismada, epilepsi modeli olusturulan farelerde propolis uygulamasinin beyin dokusundaki oksidatif stres
parametrelerine ve asetilkolinesteraz aktivitesine etkileri arastirilmistir. Calismada 35 adet fare kullanilmig olup
her grupta 7 fare olacak sekilde toplam 5 gruba ayrilmistir. Bu gruplar; kontrol grubu, pentilentetrazol (PTZ)
grubu, propolis grubu, PTZ + propolis grubu ve PTZ + valproik asit grubudur. Kontrol grubuna serum fizyolojik
(SF), PTZ grubuna 65 mg/kg PTZ + serum fizyolojik, propolis grubuna 100 mg/kg propolis ve 45 dakika sonra
serum fizyolojik, propolis + PTZ grubuna 100 mg/kg propolis ve 45 dk sonra 65 mg kg PTZ, valproik asit
grubuna 100 mg/kg valproat ve 45 dk sonra 65 mg kg PTZ yedi giin boyunca uygulanmigtir. Her grubun nobet
tespiti, ndbet skorlar1 ve toplam ndbet siiresi izlenerek kaydedilmistir. Uygulama sonrasi farelerin beyin
dokusundaki asetilkolinesteraz enzim aktivitesi ile oksidatif stres gdstergesi olarak da total antioksidan kapasite
(TAS) ve total oksidan kapasite (TOS) diizeylerine bakilmistir. PTZ grubunun TAS diizeyi, kontrol grubu ile
kargilastirlldigi zaman istatistiksel olarak anlamli 6lgiide diisiik bulundu (p<0.05). Propolis, PTZ+Propolis ve PTZ
+ Valproik asit gruplarimin TAS diizeyleri PTZ grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli dlgiide
yiiksek bulunmustur (p<0.05). PTZ grubunun TOS diizeyleri, kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide yiliksek bulunmustur (p<0.05). Propolis, PTZ+Propolis ve PTZ+Valproik asit gruplarinin
TOS diizeyleri, PTZ grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olgiide diisiik bulunmugtur
(p<0.05). Sonug olarak, propolis ekstresinin, epilepsinin davramigsal belirtilerini ve oksidatif stresi azalttigi
goriilmistiir. Ayrica propolis ekstresinin, epilepsinin komplikasyonlarini 6nleyebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Epilepsi, Beyin, Propolis, Oksidatif Stres, Asetilkolinesteraz Aktivitesi
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ABSTRACT

Karayel B, The Investigation of the Effect of Propolis on the Acetylcholinesterase and Oxidative Stress in
the Brain of Mouse Model of Experimental Epilepsy Model, Van Yuzuncu Yil University, Institute of
Health Sciences, Department of Basic Pharmaceuticel Sciences, Biochemistry, Master Science Thesis, Van,
Master Thesis, Van, 2019. In our study, we aimed to the investigate the effect of propolis on the
acetylcholinesterase and oxidative stress in the brain of mouse model of experimental epilepsy. A total of 35 mice
were divided into 5 groups as control group, pentylenetetrazole (PTZ) group, propolis group, pentylenetetrazole +
propolis group and valproic acid + pentylenetetrazole group to include 7 mice in each group. The experimental
groups were treated with following procedures every day for seven days, in the control group mice were treated
with serum physiologic; in the PTZ group mice were injected with SF+PTZ (65 mg/kg); in the propolis group
mice were firstly treated with propolis (100 mg/kg) and then injected with serum physiologic after 45 minutes; in
the propolis + pentylenetetrazole group mice were firstly treated with propolis (100 mg/kg) and then injected with
PTZ (65 mg/kg) after 45 minutes; in the valproic acid + pentylenetetrazole group mice were firstly injected with
valproic acid (100 mg/kg) and then with PTZ (65 mg/kg) after 45 minutes. Each group was evaluated and
recorded for to seizure detection, seizure scores and total seizure duration. After the application, the mice in all
groups were anesthetized and analysed for acetylcholinesterase enzyme activity in the brain tissue and also for
changes in total antioxidant capasity (TAS) and total oxidant capacity (TOS) levels which are indicators for
oxidatives stress. TAS levels in the brain tissue were found to be statistically significantly lower in the PTZ group
compared with control group (p<0.05). TAS levels in the brain tissue were found to be statistically significantly
higher in the propolis group compared with PTZ+propolis group, PTZ+ valproic acid group and valproic acid
group (p<0.05). The TOS levels in the brain tissue were found to be statistically significantly higher in the PTZ
group compared with control group (p<0.05). The TOS levels in the brain tissue were found to be statistically
significantly lower in the propolis group compared with PTZ+propolis group, PTZ + valproic acid group and PTZ
group (p<0.05). As a conclusion, propolis extract exhibited a reducing effect on behavioral symptoms of epilepsy
and oxidative stres. Furthermore, this investigation showed that propolis extract can prevent the concomitant
epileptic complications.

Key Words: Epilepsy, Brain, Propolis, Oksidative Stress, Acetylcholinesterase Activity
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), epilepsinin diinya ¢apinda en yaygm, en ciddi
beyin bozukluklarindan biri oldugunu belirtmistir. Bu hastaligin ¢ok ciddi fiziksel,
psikolojik, sosyal ve ekonomik sonuglarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (WHO,
2004). Epilepsi, epileptik ndbet olarak isimlendirilen, siirekli tekrarlayan ve dnceden
olacagi tahmin edilemeyen, beyin fonksiyonlarinin kesintisi olarak tanimlanan,
beyindeki bir diizensizlige verilen isimdir. Bu durum tek basina hastalik olmaktan
ziyade, cok cesitli sebeplerden ileri gelen beyin fonksiyon bozukluklarini yansitir
(Fisher ve ark, 2005). Epileptik konvulziyonlar beyin yapisi lizerinde ¢ok Onemli
etkilere sahip olmasinin yani sira néron Oliimiine de yol agmaktadirlar (Henshall ve

Simon, 2005).

Epilepsi yaklasik olarak insan niifusunun % 1’inde goriilmektedir (Xu ve ark.,
2013) ve sonradan goriilen, en yaygin kronik bozukluktur (Pitkdnen ve Sutula, 2002).
En sik epilepsi insidans1 kiiglik ¢ocuklarda ve yaslilarda goriillmektedir (Kandel ve ark.,
2012). Epilepsi insidansi, insan hayatinin ilk on yilinda ve 60 yasindan sonra en
yiiksektir. Ayn1 zamanda erkeklerde kadinlara gére bu oran daha yiiksektir. Morbidite
ve mortalite hastalar i¢cin 6nemli sorunlardandir; ¢alisma ve araba kullanma konusunda
ciddi kisitlamalar vardir ve epilepside ani 6liim oran1 genel poplilasyona kiyasla 24 kat

daha fazladir (Henshall ve Simon, 2005).

Giiniimiizde kullanilan tedaviler ndbet etkinligini kontrol edebilmekte ama
epilepsiyi Onlememekte ya da tedavi etmemektedir. Hipokampusta temporal lob
epilepsisinde (TLE) goriildiigli gibi noral aglarin yeniden yapilanmasina sebep olan
noronal hasarlar, epileptogeneze gotiiren en 6nemli bilesenlerindendir (Velisek ve ark.,

2013).

Beyin uyarilabilirligini ¢aligmak i¢in yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri
ise deneysel pentilentetrazol (PTZ) uygulamasidir (Klioueva ve ark., 2001).
Antiepileptik ila¢ gelistirmek amaciyla yapilan ¢alismalarda PTZ yayginca kullanilir.
Bu madde uygulamasi deney hayvanlarinda hipokampal atrofiye yol acar. PTZ
uygulanmis olan deney hayvanlarinda hipokampusta se¢ici néronal kayip ile astrositozis

goriiliir ve bu deney hayvanlari lizerine yapilan manyetik rezonans (MR) goriintiileme

1



calismalarinda, serebellum hacminde azalma goriilmektedir (Akdogan ve Yongug,

2011).

Yetiskinlerde en yaygin goriilen epilepsi tipi TLE modelidir. Klinik ve deneysel
caligmalarla TLE’nin temelinde yatan ndbetlere hipokampal katki kanitlanmistir.
Hipokampusun TLE’nin jeneratorii oldugu birgok arastirmaci tarafindan kabul
edilmektedir (Avoli, 2007).

Bu c¢alismanin amaci; farelerde deneysel olarak PTZ ile olusturulan epileptik
nobet modelinde, propolisin beyin dokusunda, asetilkolinesteraz ve oksidatif stres
lizerine etkisinin aragtirilmasidir. Calismanin sonuglarinin olumlu bulunmasi ile birlikte

koruyucu tip bakimindan propolis 6nemi ortaya ¢ikartilmig olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Epilepsi

Epilepsi terimi, Yunancadaki “epilepsia” kelimesinden tiiremistir. Epi: iistiinden,
iistlinde, Lepsis: tutmak, tutup sarsmak anlamima gelmektedir. Epilepsinin kelime
anlami1 yakalamak, birden tutulmak anlamma gelmektedir. Beyindeki noronal
hiperaktiviteden dolay:r tekrarlayan spontan ndbetlerle olusan bir hastalik tiriidir
(Ettinger, 1994). WHO’nilin tanimina gore ise epilepsi, serebral noronlarin asiri
desarjina baglh olarak tekrarlayan ndbetlerle, cesitli etyolojilere baglh olarak gelisen

kronik bir beyin hastaligidir (Haslam, 2007).

Beyin; epileptik ndbetler iiretmeye daima bir yatkinlik ve bu durumun
norobiyolojik, biligsel, psikolojik ve sosyal sonuglari bakimindan bir diizensizlik
olusturmaktadir. Nobetler sinir hiicresi aktivitesini alt iist eden bir duruma yol agar ve
nobet siiresince kisi biling kaybin1 da kapsayan anormal davranig, belirti ve duygu
durumu gosterebilir (Fisher ve ark, 2005). Epileptik ndbet motor, duygusal, duyusal,
biligsel, otonom; siklikla pozitif (fokal ve/veya jeneralize kasilmalar ve halusinasyonlar
gibi) bazen de negatif (gevresiyle olan iliskinin kesilmesi) belirtilerle ortaya cikar.
Anormal epileptik desarjin kaynaklandigi noronlar, yayildigi anatomik bolgeler veya
yollar bu nébetin klinik gériiniimiinii belirler. Tek bir nébet epilepsi tanimi igin yeterli
degildir. Beyindeki sinir hiicrelerinin artmig uyarilabilirliinden (néronal
hipereksitabilite) kaynaklanir ve inhibisyon-eksitasyon arasindaki denge bozuldugu

oldugu zaman ortaya ¢ikar ve tekrarlanir (Engel, 2013).

Her konviilsiyon geciren kisi epilepsi degildir. Epilepsi tanisinin konulmasi igin
konviilsif nobetlerin tekrarlayici olmast ve bu 0Ozelligini yillarca devam ettirmesi
gerekmektedir. Kafa travmalari, beyindeki hemorajiler, beyinde meydana gelen bazi
infeksiyonlar (menenjit, ensefalit veya apseler gibi), beyin damarlarindaki birtakim
yapisal bozukluklar, timdrler, dogum travmalar1 ve genetik faktorler belli bagl epilepsi
sebepleri arasinda yer alir (Ettinger, 1994). Yaklasik olarak vakalarin %70’inin nedeni
bilinmemektedir. WHO’ niin tahminine gore, epilepsi aktivitesinin ortalama prevalansi

genel popiilasyonda 1000 de 8,2 kisidir (Ransom ve Blumenfeld, 2007).



Ozetle; epileptik ndbet, beyin fonksiyonlarmnin gegici olarak bozulmasi sonucu
anormal ve asir1t noronal aktiviteyi tanimlarken; epilepsi ise tekrarlayan ndbetlerin

kronik durumu olarak tanimlanir (Kandel ve ark., 2012).
2.1.1. Epilepsinin tarihgesi

Epilepsi sozcligli Yunanca “tutmak, yakalamak™ manasma gelen “epilepsia”
sozcliglinden gelmektedir. Glinlimiizde, konusma dilinde kullandigimiz epilepsinin
karsilig1 olarak “sar’a” sozciigli arapga kokenlidir ve ‘yere serme’ manasina gelmektedir
(Bora ve ark., 2008). Antik donemde epilepsinin, seytanlarin, kotii ruhlarin veya
cinlerin yol actig1 bir hastalik oldugu diisiiniilmekteydi. Babilliler epilepsi nobetlerini ve
hastaligin1 ¢ok iyi bilmelerine ragmen hastaligin nedeni olarak yine de kotii ruhlar1 ve
seytanlar1 gosteriyorlardi (Coskun, 2011). Epilepsiyle ilgili bilinen en eski kayitlar ise
Mezopotamya Uygarligina aittir (Bora ve ark., 2008). Milattan 6nce 5. yiizyilda
Hipokrat “kutsal hastalik” tanimini yapmis ve bu hastalikta beynin, hastaligin merkezi

oldugunu ilk kez ifade etmistir (Reynolds, 2009).

Epilepsinin ilk sistematik tedavisi 1857 yilinda Sir Charles Locock tarafindan
yapilmistir. Bugiin modern antikonviilsanlarla epileptik ndbetlerin yaklasik %701

kontrol altina alinabilmektedir (Allahverdiyev ve ark., 2018).

Hayvan beyninde elektriksel akimin varligi ilk kez Caton tarafindan 1875
yilinda gosterildi. Caton, deney hayvanlarinin goziine uyguladigi 1s1k uyaraniyla beynin
elektriksel sinyallerinde degisiklik meydana geldigini kanitlamayr basardi. Sonraki
yillarda Pravdich-Neminsky, beyin yiizeyine yerlestirdigi elektrotlar araciligiyla
kopeklerde elektriksel etkinligi kaydetmeyi basardi. Elektrigin artik sadece dogada
karsilastigimiz bir olay olmadigi, canl sistemlerinin de yasamlarini siirdiirebilmek i¢in
elektrik kullanmak zorunda oldugu ortaya ¢ikmistir. 19. yiizyilin sonlarina dogru John
Hughlings Jackson, hastalar1 ayrintili bir sekilde inceleyerek epilepsinin anlasilmasini
kolaylastirdi (Coskun, 2011). Caglar boyu siiren yavas ilerleme 20. yiizyilin son
¢eyreginden itibaren hiz kazanmistir (Eskazan, 2008).



2.1.2. Epilepsinin simiflandiriimasi

Epilepsi nobetiyle epilepsi hastaliginin es anlamli seklinde kullanilmasi
giinlimiizde artik bir hata olarak goriilmektedir. Epilepsi ndbeti, epilepsi hastaliginin
temel bir semptomudur. Fakat epilepsi ndbeti, merkezi sinir sistemini dogrudan veya

dolayli etkileyen bir¢ok klinik semptomda da ortaya ¢ikabilir.

Etyolojilerine gore epileptik nobetler; kriptojenik, idiopatik ve semptomatik
olarak gruplandirilabilir. idiopatik epilepsilerde altta yatan herhangi patolojik bir siireg
yoktur, ailesel 6zellik dikkat ¢eker, nobetler goreceli olarak daha azdir ve tedaviye yanit
daha iyidir. Semptomatik epilepside altta yatan bir beyin hastalift ve buna bagl
norolojik bozukluklar saptanabilir, tedaviye yanit degisken ve spontan sonlanma
olasiligr distiktiir. Kriptojenik epilepsiler de ise sebebi gizli kalan ancak altta yatan
edinsel bir sebebin olmas1 gerektigi diisiiniilen gruptur (Baykan ve ark., 2004; Patsalos
ve Froscher, 2002).

Epilepsi hastaligi, epilepsi nobetlerinin tekrarlama egiliminin bulundugu kronik
bir durumdur. Bu durum;
1. Idiopatik epilepsiler
2. Kriptojenik epilepsiler
3. Semptomatik epilepsiler olarak 3 ana grupta toplanabilir.

Etiyolojik siniflandirmaya gore ise epilepsi yukaridakilere ilaveten 4. bir grup
daha icermektedir;

4. Provoke edilen epilepsiler (Shorvon, 2011).
2.1.3. Epileptogenez

Epileptogenez terimi, ilk ndbet Oncesinde olusan ve epileptik beyni
kendiliginden tekrar eden nobetlere egilimli, nobet yogunlugunu fazlalastiran ve
epilepsiyi tedaviye direngli bir hale getiren olaylari icermektedir. ilk olarak genetik
malformasyon, kafa travmasi, enfeksiyon veya inme gibi hasar olugmaktadir. Daha
sonra epileptogenez olusabilmesi icin bir sessiz donem gegtikten sonra, bunu

kendiliginden tekrarlayici nobetler izlemektedir (Sutula ve ark., 2003).



Epileptogenez, klinik belirtiyle birlikte veya herhangi bir klinik belirti
olmaksizin, elektroensefalografik (EEG) olarak ndbet aktivitesinin kayitlandigi, art arda
olacak sekilde ve yeterli sayida noronun ateslenmesi sonucunda noébet aktivitesinin
olusmasidir. Epileptogenez beyin hasarindan sonra beyindeki molekiiler ve hiicresel
degisikliklere bagl bir sekilde eksitabilitenin artmasi ve tekrarlayici1 spontan ndbetlerin

goriilmesi olarak da tarif edilebilir (Bora ve ark., 2008).

Epileptogenezden sorumlu hiicresel mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. Biitlin epilepsi nobetlerinde ayni mekanizmadan s6z edilmedigi
gibi hepsinde artmis noronal uyarilabilirlik ve senkronite gibi ortak O6zellikler
bulunmaktadir. Epileptojenik odak ismini verdigimiz beyin bolgelerindeki hiicreler tam
aciklanamayan sebeplerle artmis uyarilma ve anormal ateslenme 6zelligi gosterirler.
Ayn1 zamanda etrafinda bulunan normal hiicreleri de bu duruma ortak ederler (Bambal

ve ark., 2011D).
2.1.4. Epilepsi nobetleri

Nobetler epilepsinin karakteristik 6zelligidir. Ayn1 zamanda 40’tan fazla farkl
nobet tipileri tanimlanmistir (Coskun, 2011). Epilepsinin ve ndbetlerin siniflandirilmasi
patogenez ve tedavi bakimindan Onemlidir. Biitiin nobetler birbirinin ayni1 degildir.
Nobetler ve tekrarlanan nobetlerin kronik durumu ortaktir. Oz farkindalik ve bilingte
bozukluk hatta gecici korliik ya da felg gibi negatif belirtiler, normal beyin fonksiyonu
bozuklugunu gostermektedir. Bu drnekler nobetlerin genel bir 6zelligini belirtmektedir.
Belirti ve semptomlar etkilenen beyin bélgesinin kapsam ve lokasyonuna baglhidirlar

(Kandel ve ark., 2012).

Klinik nobetler ilk once parsiyel (fokal-lokal) ve jeneralize olmak iizere iki
biiyiik sinifa ayrilmaktadir. Parsiyel veya kismi ndbetler lokal bir beyin bdlgesinden
baslar (Marangoz, 1997). Genelde tek bir serebral hemisfer bolgesinde baglar ve ndbet
sirasinda beynin diger bolgelerine de yayilabilir (Loscher ve Ebert, 1996). Yiizde veya
bir kolda segirme, bir duyuda degisiklik ya da temporal lob ndbetlerinde oldugu gibi
odak tiirii hafiza degisikligi biciminde fokal belirtiler ile sonuglanir (Kandel ve ark.,
2012). Bir hemisferin belli bir kismindan baslayan anormal olan desarjlar, ndbet

esnasinda beynin diger kisimlarina da yayilir (Marangoz, 1997).



Jeneralize ndbetlere beynin biitiin bolgelerinde ayn1 zamanda baslayan anormal
noron desarji sebep olmaktadir (Marangoz, 1997). Jeneralize ndbetler beynin her iki
tarafinda baslar (Kandel ve ark., 2012) ve lokalize baglangica dair bir kanit
bulundurmazlar. Esasen baslangicta es zamanli olarak her iki hemisferin tiimiinii ya da
genis alanlarim1 kapsarlar (Loscher ve Ebert, 1996). Hatta epilepsi uzmanlar1 bu tiir
ndbetlerin beynin derin yapilarinda basladigini ve ndbet belirtilerinin nispeten ayni
zamanda ortaya ¢iktig1 kortikal ylizeye hareket ettigini diisiinmektedirler (Kandel ve
ark., 2012).

Birincil jeneralize epilepsi nobetleri, baglica ¢irpinma hareketlerinin degisik
bicimlerinin varligr veya yoklugu tarafindan alt siniflara ayrilmaktadir. Amerika ve
Avrupa’daki epidemiyolojik verilere gore insanlarda goriilen en ¢ok ndbet tipi, ikincil
jeneralizasyon ile birlikte olan veya olmayan karmasik parsiyel nobetlerdir. Kompleks
parsiyel noébetlerin  biiyiikk c¢ogunlugu TLE (%70-85) ozellikle amigdaladan ve
hipokampus koken almaktadir. TLE biciminde adlandirilmaktadir (Loscher ve Ebert,
1996).

Kindling, TLE’de oldugu gibi ikincil jeneralizasyonun eslik ettigi kompleks
parsiyel ndbetlerin birkag modellerinden biridir. Bu sebeple bu tip nobetlerin, fokal
epileptogenezin ve antiepileptik ilaglarinin fokal ve ikicil jeneralize ndbetlerin {izerine
etkileri patofizyolojisini ¢alismak igin yaygin bigimde kullanilmaktadir (Loscher ve
Ebert, 1996).

Uluslararasi nobet siniflandirmasi;
. Parsiyel (lokal-kismi) epilepsi
a. Basit
i. Duyu
ii. Motor
iii. Duyu-Motor
iv. Psisik (anormal diisiinceler ve algilama)
v. Otonomik (1s1, karincalanma veya gastrointestinal)
b. Kompleks (biling/hafizanin kayb1)
1. Aurali (uyarici) ya da aurasiz

ii. Otomatizmli ya da otomatizmsiz
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c. Sekonder jeneralize (yayilir)
I1. Jeneralize (umumi) epilepsi
a. Absans, tipik veya atipik (petit mal)
b. Tonik-klonik (Grand mal)
c. Miyoklonik
d. Atonik
e. Tonik

II1. Siniflandirilamayanlar (Fisher ve Saul, 1997).

Epilepsiye Karst Uluslararast Dernek (International Legue Against Epilepsy)’e
ait nobet siniflandirilmasi (Kandel ve ark, 2012).
I. Genellenmis (yaygin) nobetler
a. Tonik-klonik (herhangi bir kombinasyonda)
b. Absans (atipik, tipik ve absansa 6zgii 6zellikleri olan da dahil)
c. Miyoklonik
d. Klonik
e. Tonik
f. Atonik
II. Fokal (odaksal) nobetler (eskiden basit parsiyel ve kompleks parsiyel olarak
adlandirilird).
[11. Bilinmeyen
Epileptik nobetlerin %10-25’1 siralanan bu gruplarin higbirine uymaz. Bu

nedenle siniflandirilmayan grubu olustururlar (Marangoz, 1997).
2.1.5. Deney hayvanlarinda epilepsi modelleri

Epilepsi hastaliginin temelinde yatan mekanizmalarin anlagilmas: ve yeni
antiepileptik 1ilaglarin kesfetmek icin deneysel hayvan modelleri kullanilmaktadir.
Ciinkii intakt insan beyninde hiicre i¢i kayitlar, anatomik iz slirme, mikrokimyasal
analiz islemlerini yapmak, en azindan tibbi etik agidan miimkiin degildir (Marangoz,
1997). Bu sebeple epileptogenezin hayvan modelleri bilimsel ilerleme bakimindan

vazgecilmez olmustur (Bora ve ark., 2008).



Epilepsinin hayvan modelleri, hastalik durumunun nérobiyolojisini anlamak ve
yeni antiepileptik molekiillerin kesfetmek icin kullanilmaktadir. Kemirgenler, bu
hayvan modellerini gelistirmek i¢in en sik kullanilanidir. En yaygin olarak kullanilan
nobet modelleri, kimyasal konvulzan maddelerin (6rnegin, pentilentetrazol, bikukulin,
kainik asit, pikrotoksin) uygulanmasi veya belli beyin bdlgelerinin esik degerlerinde
elektriksel olarak stimulasyonun saglanmasiyla olusturulabilir. Bu indiiklenmis

nobetler, hem davranigsal hem de elektrografiksel olarak tanimlanabilir (Dhir, 2012).

Degisik hayvan modelleri sayesinde insanlarda goriilen farkli epilepsi bigimleri
olusturulur. Ornegin PTZ ile uyarilmis konvulziyonlar, petit mal veya absans ndbetleri
taklit ederken, maksimum elektrosok (MES) ile uyarilmig nobetler insanda Grand mal
(tonik-klonik nd&betler) epilepsisini ortaya koymaktadir. Bu hayvan modellerinde
Olciilen parametreler, bu modellerin, degisik evrelerde konvulziyonlar1 ve farkli nébet
stirelerini ortaya ¢ikardigini géstermektedir (Dhir, 2012). Bu evrelerin esik degerlerini
degistiren molekiiller, ikinci kusak tiim antiepileptik ilaclarin (AEI) gelistirilmesinde
onemli bir rol almaktadir ve epilepsi hastalarinda nobetinlerin kontroliine katki

saglamaktadirlar (White, 2003).

Deneysel epilepsi modelleri kabaca iki grupta toplanabilir; akut modeller ve
kronik modellerdir. Akut modeller tepkisel epileptik ndbet modelleridir. Konvulzan
maddelerin sistemik veya topikal uygulanmasiyla ya da elektriksel uyarim gibi aniden
gelisen nobetlerden olusur. Akut modeller, epileptik ndbet gelisimi, siirdiiriilmesi ve
bitisi hakkinda, ayni zamanda ndbet sonrasi bozukluklar hakkinda bilgi almak i¢in
tercih edilen epilepsi modelleridir. Akut modellerin dezavantajlar1 sunlardir; nobetler
normal, saglikli beynin yapay olarak uyarimi ile olusturuldugu spontan ndébet olusum
mekanizmalar1 (iktogenez) ya da nobetler arasi epileptojenik anomalileri (interiktal)
aragtirmak icin uygun degildirler. Kronik modelleriyse nobetler arasi epileptojenik
anomalilerin siirekli incelenebilmesine ve epilepsinin tanimlanmasina olanak saglayan
modellerdir. Kronik modeller epilepsi gelisimi (epileptogenez), interiktal donemdeki

noronal diizensizlikler ve spontan iktojenez hakkinda arastirmaciya fikir veren

modellerdir (Engel, 2013).

Deneysel epilepsinin hayvan modelleri li¢ gruba ayrilmaktadir:

I. Konvulzan kimyasal maddeler ya da elektrik akimiyla olusturulanlar
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I1. Refleks epilepsi modelleri
I11. idiopatik modeller

Model se¢imi c¢alismanin amacima gore yapilmaktadir. Genellikle deneysel
epilepsi ¢caligmalari li¢ amacla yapilir;
1. Tlag gelistirme
2. Mekanizmayi aydinlatma

3. Temel olaylar arasindaki iliskileri ve olaylarin gelisimini belirleme (Marangoz,
1997).

Tiim kriterleri karsilayacak tek bir model maalesef bulunmamaktadir. Ideal bir
epilepsi modeli su sekildeki 6zelliklere sahip olmalidir;
- Spontan olarak tekrar eden nobetleri olmali
- Nobetler insan epilepsisine benzer olmali
- Modeldeki EEG’nin ¢esidji, ilgili epilepsi modeline benzemeli
- Nobetlerin frekansi ilaglarin etkisini kronik ya da akut olarak test etmeye yetecek
Olgiide olmal
- AET’lerin farmakokinetigi insandaki ile benzer olmali
- AED’lerin etkili olduklar1 plazma ve beyin seviyeleri insanda ilgili nobeti &nleyen

seviye kadar olmalidir. (Marangoz, 1997).

Giiniimiizde yeni AEI kesfi i¢in kullanilmakta olan ii¢ in vivo model bulunmaktadir.
Erken donemde antiepileptik ilag¢ kesfi modeller;
I. Uyandirilmis nébet modelleri
- Elektriksel (6rn., MES)
- Kimyasal (6rn., PTZ)
II. Fokal ndbetler
- Elektriksel kindling (korneal, amigdala ve hipokampal) (White, 2003)

Yeni AED’lerin arastirilmasinda daha cok konvulzan kimyasal maddeler ya da
elektrik akimi ile olusturulan modeller kullanilmaktadir (Bambal ve ark., 2011a). Ama
bu modeller i¢inde akut MES ve PTZ testleri epilepsi modeli olmaktan ziyade akut
nobet modelleri olduklari igin bu testlerle kesfedilen AEI higbirinin epilepsiyi énleme

veya modifiye etme yeteneginde olmamasi sasirtict degildir. Kronik modellere
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bakildiginda sayisiz epilepsi ve epileptik ndbet modeli oldugu goriilmektedir. Fakat
sadece birkac kronik epilepsi modeli giiniimiizde farmakolojik epilepsi ya da epileptik

nobet ¢calismalarinda kullanilmaktadir (Loscher, 2002).

Epilepsi ve epileptik nobet i¢in olusturulan hayvan modelleri epileptogenezin
altinda yatan temel mekanizmalar1 kavrayisimizi ilerleten temel bir rol almasinin yani
sira bu modeller, yeni antiepileptik ilaglarin kesfinde ve gelistirilmesinde faydalidirlar.
Yeni antiepileptik ilaclarin kesfinde ve gelisiminde, nobet ve epilepsinin hayvan
modelleri ¢esitli amaglara hizmet etmektedir. Bunlar;

- Yeni AEI’lerin kesfi

- {laca direncli nébetler igin spesifik modeller

- Yeni AEI’lerin antikonvulzan aktivitelerinin spektrumunun tanimlanmasi

- Yeni AEl’lerin etkinliginin kronik tedavi siirecinde degisip degismediginin
degerlendirilmesi

- Ik klinik arastirmalar icin yeni AEI’lerin etkin plazma konsantrasyonlarmin
yorumlanmasi

- Yeni AEIl’lerin olumsuz etkilerinin epileptik ve epileptik olmayan hayvanlarda
karsilastirilmast

- Antiepileptojenik ya da hastalig1 hafifleten tedavilerin kesfi (Loscher, 2011).

Bu amacla yapilan epilepsi calismaklarinda en az ii¢ Onemli hedef
bulunmaktadir;
I. Epilepsiye yol acan siireglerin temelinde yatan mekanizmalar1 daha iyi anlamak, bu
sayede epilepsi i¢in risk grubunda olan hastalara koruyucu tedaviler olugturmak.
II. ilaca kars: direncin biyolojik mekanizmasim kavrayisimizi gelistirmek ve bu sayede
dirence kars1 korunma saglayan veya siireci tersine ¢eviren ilaglar gelistirmek.
I11. Epilepsinin ilerlemesini engelleyici, hastalig1 hafifletici tedaviler gelistirmek.
Yukarida agiklanan tiim bu amaglara ulagsmak i¢in, epilepsinin hayvan modelleri

en 6nemli 6n kosuldur (Loscher, 2002).

Kindling (tutusma) modeli ise, beyinde norokimyasal ve uzun donem yapisal
degisimleri arastirmak maksadiyla kullanilan en onemli epilepsi modellerinden biri
haline gelmistir (Akdogan ve Yongug, 2011). Kindling deneysel bir epilepsi modeli

olmasinin yaninda beynin “patolojik bir plastisite” modeli olarak da tanimlanmaktadir
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(Pavlova ve ark., 2004). PTZ’yle indiiklenen kimyasal kindling, insan absans epilepsi ve
miyoklonik jeneralize tonik, klonik (primer jeneralize) nbet modelini olusturur (Wu ve
ark., 2006). Kindling, tekrarlayan fokal nobet desarjlarinin uyarilmasi sonucu, uyaran
ajana kars1 verilen epileptik yanitta ilerleyen, yliksek seviyede giivenilir, daimi artis
olusturan basit bir fenomendir (Morimoto ve ark., 2004). Deney hayvaninda uyaran,
jeneralize konvulziyon olusturuyorsa kindling tamamlanmis ve bundan sonra bu normal
olmayan uyarilabilir durum kalic1 bir hale gelmis demektir. Kindling modeli psikomotor
epilepsisine benzer. Beyinde biiyiik bir noéron toplulugu ile birlikte ve anormal bigimde

desarj yapmaya baslayinca epileptik nobetler goriiliir (Erdogan ve ark., 2006).

Kindling, elektriksel ya da kimyasal olarak uyarilabilir; elektriksel kindling
karmasik parsiyel epilepsi modeli olarak kabul edilirken, kimyasal kindling ise primer
jeneralize epilepsi modeli olarak kabul goérmektedir (Shandra ve Godlevsky, 2005).
Omegin, PTZ ile uyarilmis konvulziyonlar petit mal ya da absans nébetleri taklit
ederken MES ile indiiklenmis nobetler, insan Grand mal tipi epilepsiyi (tonik, klonik
nobetler) tasvir eder (Dhir, 2012).

Kindling modeli, Goddard (1967) tarafindan kesfedildiginden bu yana, TLE’ nin
kronik bir hayvan modeli olarak yaygin bigimde kullanilmaktadir. Goddard, farelerde
yaptig1 ¢alismalarda beyinde farkli subkortikal bolgelere bipolar elektrotlar1 implante
ederek, degisken akim siddetleriyle bu bolgeleri stimiile etti. Goddard basta yaptig1 sub-
konvulzif uyarimlara yanit olarak herhangi bir davranigsal vaya elektrografiksel yanit
alamazken bu subkonvulzif dozlari farelere tekrar tekrar uygulandiginda en sonunda
belirli uyarimlardan sonra tam gelismis konvulziyonlar olustugunu buldu. Ayrica,
kindlingin beyinde olusturdugu kalict degisiklikler sebebiyle, bir defa tutusma
asamasina gelmis hayvanlara, aylarca subkonvulzif uyar1 vermeden beklendikten sonra
dahi, tekrar subkonvulzif uyarim sonucu hayvanlarin hala tutugsma gosterebildiklerini
tespit etti. Goddard beyindeki bu tiir progresif degisiklikler i¢in ‘kindling’ (tutusma)
deyimini tiretti. Yine Goddard elektriksel uyarimlara degisik beyin bdlgelerinin degisik
yanitlar Uirettigini de gosterdi (Dhir, 2012).

Birkag istisna harig, kindling hala genel olarak, diger bir¢ok epilepsi modelinde
de gorildiigi iizere biiylik morfolojik hasar yoklugunda néronal yanitta degisimin

gelistigi  bir fonksiyonel epilepsi modeli olarak kabul gormektedir. Epilepsi
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mekanizmalarinin  arastirilmasma ve uygulanmasma ek olarak, kindling AEI’lerin
degerlendirilmesi i¢in de kullanilmaktadir (Morimoto ve ark., 2004). Kimyasal kindling
belli kimyasal konvulzan maddelerin sistemik olarak uygulanmasini gerektirir. Farkli
konvulzan maddeler; 6rnegin GABAa reseptor antagonistleri (PTZ, bikukulin ve
pikrotoksin), N-metil-D-aspartat ve kokain, kemirgenlerde kimyasal kindling
olusturmak sebebiyle kullanilabilir. Bu modeller arasinda; PTZ-kindling, yeni AEI]
molekiillerin etkilerini ¢alismak i¢in en yaygin kabul edilen hayvan modelidir (Dhir,
2012).

Kindling modelinin avantajlar1 ve dezavantajlari sunlardir;
- Kindling modeli hem epileptojenik hem de spontan nobet modeli olusturmasi
bakimindan avantaj saglar (Ali ve ark., 2005).
- Bu yontem ile nobeti baslatmak kolaydir, antiepileptik ilaclarin klinik etkilerini
belirlemede ongoriisii yliksektir (Loscher, 2002).
- Stimulasyonun (uyarim) zamani, yeri ve siiresi ayarlanabilir. Bunun sayesinde

potansiyel tedaviler ayarlanabilir (Bertram ve Williamson, 2005).

Epilepsinin MES kindling modelinde avantajlar nettir. Bunlar;
- Antiepileptik ila¢ gelistirme ve kesfetme amacli ¢aligmalar i¢in uygun bir modeldir
(Loscher, 2011).
- Kronik epileptogenez gelisimi giivenilir bigcimde izlenebilir.
- Hedeflenen beyin boélgesinin tam aktivasyonu miimkiindiir. Nobet sablonunun
yayilmasi ve jeneralize hale gelmesi kolayca izlenebilir.
- Nobetler arasindaki donem, iktal ve postiktal donemleri kolayca ayarlanabilir

(Morimoto ve ark., 2004).

Kimyasal kindling modelinin avantajlar;
- Kimyasal kindling elektriksele gore daha kolaydir ve daha az zaman alir.
- Beyin cerrahisi gerektirmez (Dhir, 2012).
- Laboratuar donanimini olusturmak kolaydir.
- Kindling protokolii, laboratuvarlar ve tiirler arasinda kolaylikla tekrarlanabilir bir

protokoldiir.
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- Elektrotlarin beyne implante edilmesini gerektirmez. Mortalite oranmi disiiktiir
hayvanlarin biiyiik bir b6liimii jeneralize motor nobetleri siirdiiriirler (Pitkanen ve ark.,
2005).

- PTZ kindling de elektriksel kindling gibi kompleks parsiyel epilepsi hastaliginin bir
modelidir (Ali ve ark., 2005).

PTZ kindling modeli (kimyasal kindling modeli) ise, beyinde uzun dénem
yapisal degisimleri ve nérokimyasal aragtirma sebebiyle kullanilan en 6nemli epilepsi
modellerinden biridir (Akdogan ve Yongug, 2011). Bu model nébet olusum
mekanizmasini, ndbetlerin ndrodavranigsal ve norofizyolojik sonuglarini arastirmak igin
siklikla kullanilan yontemdir (Shandra ve Godlevsky, 2005). PTZ kindling, TLE’nin
kronik hayvan modeli (Morimoto ve ark., 2004), ilaca kars1 direngli epilepsi modeli ve
kompleks parsiyel epilepsinin ¢ok onemli bir modeli olarak ortaya ¢ikmistir (Ali ve
ark., 2005).

Farelerde PTZ uygulanmasi, beyin uyarilabilirligi ¢alismalarina uygun olmasinin
yant sira (Klioueva ve ark., 2001) antiepileptik ilag gelistirmek i¢in de yaygin olarak
kullanilan davranis¢1 yaklasimlardan biridir (Loscher, 2002). PTZ kindling, insan
absans epilepsi ve jeneralize tonik-klonik nébet modellerini olusturur (Wu ve ark.,
2006). PTZ kindling modeli, bir GABAA reseptor antagonistidir (Park ve ark., 2006).
PTZ, GABAa reseptoriiniin  klorid iyonofor kompleksinin segici olarak bir
engelleyicisidir. Hipokampusun da dahil oldugu beyinin bir¢ok bolgesinde GABAerjik
ve glutamerjik sistemleri etkiler. PTZ’yle indiiklenen kimyasal kindling, primer

jeneralize epilepsi modelini olusturur (Patsoukis ve ark., 2004).

Standart PTZ kindling modeli, elektrofizyolojik ve davranigsal deneyler
yapilacaksa elektrotlarin implantin1 gerektirirken; molekiiler ve davranigsal deneyler
yapilacaksa elektrot implantin1 gerektirmemektedir (Davoudi ve ark., 2013). PTZ hem
akut hem de kronik epilepsi hayvan modeli gelistirmek icin kullamilabilir. Ornegin,
kemirgen hayvanlarda PTZ’nin esik dozda (60-100 mg/kg, intraperitoneal (i.p) ya da
subkutan (s.c)) akut enjeksiyonuyla miyoklonik jerkler, ¢irpinma, tonik ekstensiyon
ortaya ¢ikar. Fakat PTZ’nin esik alti dozlarinda (20-40 mg/kg, i.p) tekrar tekrar
uygulanmasi kindling fenomenini olusturabilir (Dhir, 2012).
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PTZ kindling modeli ile tutugsma gerceklestikten sonra;
- Duygusal davranislarda degisim
- Bilissel diizensizlikler

- Hipokampusta noronal kayip gosterilmistir (Pavlova ve ark., 2004).
2.2. Pentilentetrazol (PTZ)

Hayvan modellerinde primer jeneralize epileptik ndbetlerin  (PJN)
olusturulmasinda insanlardakine benzer olmasi sebebiyle PTZ en c¢ok kullanilan
ajanlardandir (Berkovic ve Schfeer, 1999). PTZ (1.5- pentamethylene; 6, 7, 8, 9
tetrahidro- 5 azetpotetrazol) bir tetrazol tiirevidir ve MSS’yi etkileyen konviilsif bir
ajandir (Onat, 2008). Deney hayvanlarinda PTZ diisiik dozlarda absans tipi nobetler,
ilimli-orta dozlarda klonik nébetler, yiiksek dozlarda ise tonik klonik ndbetler olusturup

status ve 6liime de neden olabilmektedir (Andre ve ark., 1998).
2.2.1. PTZ’nin etki mekanizmasi

PTZ’nin etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla beraber kompetitif
olmayan GABAA reseptor antagonistidir ve GABA aracili Cl” iyonunun hiicre igine
girisini bloke ederek etkisini gostermektedir (Onat, 2008). CI" kanallarindaki etkilesim
araciligt ile GABA baglantili CI' akimmi bloke ederek noronal membran
depolarizasyonu ile ndbet aktivitesinin siirekliligi ve yayilimina yol acar. Ayrica PTZ,
glutamat NMDA reseptorlerini aktive eder (Dingledine ve ark., 1999). NMDA ile
baglantili ileti, PTZ ile indiiklenen jeneralize tonik-klonik nébetlerin olugumunda

onemlidir (Ahmed ve ark., 2005).

PTZ indiikli kindlingde cesitli davranigsal, norokimyasal ve norofizyolojik
degisiklikler olusur (Schroder ve ark., 1998). PTZ uygulamas: farelerde hipokampal
atrofiye sebep olmaktadir. PTZ uygulanan farelerde hipokampusta segici néronal kayip
ve astositozis goriiliir. Aynm1 zamanda PTZ uygulannmuig farelerde iizerine yapilan
manyetik rezonans goriintileme (MRI) calismalarinda, serebellum hacminde azalma

gorilmektedir (Akdogan ve Yongug, 2011).

PTZ’nin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, GABAerjik

sistemde, glutamerjik sistemde ve antioksidan savunma sisteminde degisikler
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Olusturdugu bildirilmektedir. PTZ’nin, GABAA reseptorlerini bloke ederek etkisini
gostermeye neden olabilmektedir. Tekrarlanan tek doz uygulamalarinda, GABAerjik
aktivitenin azalmasina neden olur. PTZ’nin, GABA tarafindan aktive edilen kanallar
inhibe ederek GABAA kapili klorid reseptorlerini bloke ederek etkinligini diisiirebilir
(Corda ve ark., 1992). Boylece PTZ uygulanmasi, GABA ve diger bazi inhibitor
norotransmiterlerin  etkisini  inhibe  ederek, noronlarin  depolarizasyonunu

kolaylastirmaktadirlar (Velisek ve ark., 2013).

PTZ kindling yontemi ile yapilan 6grenme ve bellekle ilgili bir ¢alismada
GABAg reseptér mekanizmasinin da kindlingte degistigine dair bilgiler bulunmaktadir
(Getova ve ark/, 1998). Ayrica, GABA tasiyici seviyelerinin, nobet duyarliliginda ve
epileptogenezde bir belirleyici olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Doi ve ark., 2009). PTZ
beynin bir¢ok bdliimiinde, farkli glutamat reseptor alt tiplerinin duyarlilifinda ve

yogunlugunda da artis meydana getirmektedir (Schroder ve ark., 1998).
2.2.2. PTZ’ye bagh oksidatif stres

Birgok epilepsi modelinde oksidatif stres etkili bir rol oynar. PTZ uygulamasi ile
oksidatif stres arasinda giiclii bir korelasyon oldugu goriilmektedir (Patsoukis ve ark.,
2004). PTZ kindlingin beynin antioksidan savunma sisteminde degisimlere sebep
oldugu bildirilmektedir (Dhir, 2012).

Oksidatif strese bagli olarak, membran lipitleri, hiicresel proteinler, DNA ve
RNA’da anormal yap1 degisiklikleri ortaya c¢ikmaktadir. Beyindeki oksidatif stres,
Parkinson ve Alzheimer hastaliklar1 gibi daha kronik hastaliklar da dahil olmak {izere,
bircok akut nérolojik bozuklugun yaygin sebebi olarak kabul edilmektedir (Ilhan ve
ark., 2006).

Penisilin, pilokarpin, kainat ve PTZ’yle epilepsi nobeti olusturularak yapilmis
birden fazla c¢aligma, oksidatif stresin epilepsi patofizyolojisine dahil edilebilecegini
gostermektedir  (Naziroglu, 2009). Tekrarlayan ndbetler sonucu hiicresel
makromolekiillerde artmis oksidasyonun goriilmesi ve antioksidan igerikli bilesiklerin
nobetin tetikledigi patolojiyi engellemesi ndronal Olimiin etyolojisinde Serbest

radikallerin genel roliinii desteklemektedir. Siiperoksit dismutaz (SOD) mutant fareleri
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kullanilarak yapilan g¢aligmalar, nobetin tetikledigi siliperoksit iiretiminin kaynaginin

¢ogunun mitokondriyal olabilecegini gostermektedir (Patel, 2004).

Nobetin tetikledigi noronal oliimiin etyolojisi bircok faktorii igermektedir.
Bunlar arasinda genetik faktorler, intraseliiler elektrolit metabolizma bozukluguna yol
acan artmis glutamaterjik hiicre toksisitesi, mitokondriyal disfonksiyon, sitokin ve
oksidatif stres konsantrasyonu yer alir. Hiicresel diizeyde incelendiginde, artmis ndbet
aktivitesi NMDA ve voltaj bagimli iyon kanallarinin araciligiyla yogun kalsiyum
akisina yol agarak hiicre i¢i kalsiyumu arttirir ve mitokondriyal kalsiyum artisiyla

serbest radikalarin iiretimi ve noronal 6liim gelisir (Naziroglu, 2009).
2.3. Propolis

Propolis, Yunanca kokenli bir kelimedir. Eski Yunan’da pro (savunmada veya
korumak) ve polis (sehir) anlamina gelmektedir. Buna goére propolisin tam anlami
‘sehrin (kovanin) korunmasi’dir. Propolis eski ¢aglarda ilk olarak Yunanlilar tarafindan
kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir. Son yillarda, antifungal,
antibakteriyel, antiviral 6zellikleri yaninda antiiilseratif, antitiimér, antienflamatuvar ve
lokal anestezik gibi ¢ok sayida insana yararl biyolojik aktivite 6zelligi gostermesi, tip
ve saglikli besin iiretimi alaninda kullanimi yayginlastirmistir. Propolis, bal arilar
tarafindan bitkilerin salgi ve tomurcuklarindan toplandiktan sonra balmumu ile
karistirilarak, birgok amaca yonelik olarak kullanilan, reginemsi bir dogal iirlindiir

(Popova ve ark., 2005).

Propolis, is¢i arilarin arka bacaklarindaki polen sepetlerinde 6zellikle bitkilerin
filiz, dal ve tomurcuklarindan topladiklar bitki salgilarini ve reginemsi maddeleri bir
miktar bal mumu karistirilmasi ile olustururlar. Propolis, kaynagina gore, Kirli saridan
koyu kahverengine kadar degisen renkte olup oda sicakliginda yari kat1 halde bulunan,

organik yapiskan bir maddedir (Silici, 2003).

Arnilar propolisi; kovanin icerisindeki besinleri, yavru arilar1 ve kendilerini gesitli
mikroplardan (funguslar, viriisler, bakteriler vb.) korumak i¢in, kovan onarimini ve
dezenfeksiyonunda kullanirlar (Popova ve ark., 2005). Bunun yaninda propolis,

kovanlarin hasarlanmis ve ¢atlamis kisimlarinin tamirinde, kovanin dis ortamdan izole
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edilmesinde, giris deliklerinin daraltilmasinda, kovanin i¢ine giren boceklerin ve zararli

maddelerin mumyalanarak etkisiz hale getirilmesinde de kullanilmaktadir (Silici, 2003).
2.3.1. Propolisin fiziksel 6zellikleri

Propolis; keskin ve kokulu, acimsi tatta bal mumu ve bitki 6z suyundan olusan
dogal bir maddedir. Propolis, is¢i bal arilarinin bitkilerin filizlerinden ve
tomurcuklarindan toplanan; bitki regineleri, bitki salgilart ve arilarin tiikiiriikten
salgiladiklar1 enzimler ile biyokimyasal degisiklige ugramaktadirlar. Balmumuyla
karistirdiklar1  propolisin bazi bitkilere 6zgii olan proteinleri de biinyesinde
bulundurmasi, propolisin mumsu olan boliimiiniin bitkisel mum yapisinda oldugunu
gostermektedir. Propolis, 15-25°C arasinda mum kivaminda esnek bir yap1 gostermekte,
sogukta ise kat1 kirilgan bir sekil almaktadir. Yiiksek dereceli sicakliklarda ise (30-
40°C) yumusayip yapiskan bir hal alan bu madde, 80°C da ise kismen erimektedir
(Ziaran ve ark., 2005).

Propolisin rengi bitkinin yapisina ve kaynagma bagl olarak sar1, yesil ve koyu
kahverengine kadar degisim gosterir. Propolis; kloroform, eter, aseton ve diger organik
¢oziiclilerde kismen, % 95’lik alkolde ise biiyiik bir dl¢iide erimekte ve suda ise ¢ok az
ya da hi¢ ¢éziinmemektedir. Propolis, tibbi sahada %70’lik alkolde erimis ¢6zelti olarak
kullanilmaktadir (Bankova ve ark., 2000).

2.3.2. Propolisin kimyasal yapisi

Propolisler, bitkisel kokeni ve cografik olarak ari irki, ari tiiri ve ekolojik
kosullardan dolay1 degisik kompleks bir kimyasal komposizyon gosteren, dogal toksik
olmayan bir art iriinidir (Silici, 2003). Propolisin kimyasal yapisiyla ilgili ilk
calismalar 1970’11 yillarda, kavak agacinin tomurcuk salgilarinin karistirilmasi tizerine
yapilmistir. Diinyanin degisik birgok bolgelerinden toplanan propolis Ornekleri
yapisinda 160°dan fazla bilesik bulundurmaktadir. Propolis; polifenoidler (fenolik
asitler, flavonoid aglikonlar), steroidler ve onlarin esterleri, ketonlar ve alkoller,
aminoasitler, kumarinler, fenolik aldehitler ve inorganik bilesikler gibi ¢ok gesitli
kimyasal bilesikler yapisinda bulundurmaktadir. Propolisin kimyasal bilesimi g¢ok
komplekstir (Bankova ve ark., 2000).

18



Islenmemis propolisin yapisinda bulunan maddeler ve oranlari sdyledir: %5
polen, %10 esansiyel yaglar, %23-25 mumlar ve yag asitleri, % 45-55 re¢ine ve %55
diger organik madde ve minarellerdir. Bu maddelerin oranlari; maddelerin kaynagina,

cesidine, toplanma yeri ve zamanina baglidir (Silici, 2003).

Yapilan birgok incelemelerin 1s18inda, diinyanin degisik bolgelerinden toplanan
propolis numunelerinde tespit edilen flavon ve flavonoidler; pinosembrin, pinobanksin,
organik ve yag asitleri, ferulik asit, kafeik asit, 9-hekzadekanoik asit, sinnamik asit,

terpenler, ketonlar, lignanlar, hidrokarbonlu bilesiklerdir (Bankova ve ark., 2000).
2.3.3. Propolisin biyokimyasal 6zellikleri

Propolis, eski zamanlardan bu yana halk tarafindan kullanilmakla birlikte son
yillarda antifungal, antitiimoral, antibakteriyel ve diger faydali biyolojik etkileri {izerine
birgok sayida arastirmalar yapilmistir (Sorkun ve ark., 2001). Birgok caligmada
propolisin metanol, etanol, eter, su ve yag ekstratlar1 hazirlanmistir. Ayri orjine sahip
olan propolis numunelerinin biyolojik aktiviteleriyle ilgili birgok sayida bilimsel
arastirma yapilmistir. Brezilya propolisinin antibakteriyel, sitostatik, serbest radikal
Koruyucu aktivitesi belirlenmistir. Giliniimiize kadar, propolisinin antikarsinojenik,
antibakteriyel, antioksidan, antifungal, antiviral, antiinflammator, doku yenileyici, yara
iyilestirici ve anestetik etkileri gibi bir¢cok biyolojik aktivitelerin gergeklesmesine sebep
olmustur (Kutluca ve ark., 2006; Eroglu ve ark., 2004).

Propolis iizerinde yapilan arastirmalar, bu maddenin antimikrobiyel 6zellikler
tagimasinin yaninda insan sagligi i¢in 6nemli ve gerekli olan mineral, vitaminler ve

elementleri de igerdigini gostermistir (Sahinler, 2000).

Flavanoidlerin bircok sayida bakteriye karsi etkili oldugu incelenmistir.
Flavanoidler bakimindan zengin olan bu iriinlerin antibakteriyel aktiviteleri gram
pozitif bakterilere kars1 gram negatif bakterilere gore daha etkilidir. Fenolik bilesikler
bakteri metabolizmasinda mithim bir etkiye sahiptir. Fenil asetik asit ve fenilpropanoik
asit seliiloz yikimimi artirir (Seven ve ark., 2007). Propolisin bakterilere karsi

antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir (Silici ve Kutluca, 2005).
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Propolis’in etanol ekstraktinin mesane ve karacigerdeki kanserli hiicrelerin
doniistime ugrattigr ve gelisip ilerlemesini onledigi kesfedilmistir. Bu hiicre oldiiriicii
etkiyi saglayan maddeler, propolisten izole edilen klerodan diterpenoid, kafeik asit ve
kuersetindir. Klerodan diterpenoid, tiimoér hiicrelerine karsi segici ve oldiirticii bir etki
gosterir. Propolisin ayn1 zamanda yumurtalik kanseri hiicrelerini ve hiicre boliinmesini
durdurmada etkili oldugu kesfedilmistir. Ayrica cilt, meme, bobrek ve kolon kanseri
hiicreleri gibi insan tiimor hiicre kiiltiirleri tizerinde oldiiriicii bir tesiri oldugu tespit
edilmistir. Bu tesirleri olusturan bilesenin kafeik asit ve fenetil ester oldugu
belirlenmistir. Propolisten izole edilen Artepillin C, insan girtlak kanseri hiicreleri, mide
kanseri hiicreleri ve kolon kanseri hiicreleri tizerinde hiicre 6ldiirticii bir tesiri oldugunu
belirtmistir. Kafeik asit esterlerinin timo6r olusumunu kimyasal olarak oOnledigi
goriilmiistiir. Bu tesir, kanserli hiicrelerin gelisimini saglayan genler {izerindeki segici

bir toksik etkiyle gergeklesmektedir (Nada ve lvan, 2003).
2.3.3.1. Propolisin antioksidan o6zellikleri

Propoliste bulunan temel bilesen olan flavanoidler ve tiirevlerinin, serbest
radikalleri  temizlemede, en g¢ok etkili olan bilesikler olma 06zelligini
bulundurmaktadirlar. Baz1 flavanoidler, doymamis yag asitlerinin peroksi radikalleri ile
reaksiyona girerek temizleyici olarak rol oynayan, lipit peroksidasyonunun baslangi¢
asamasinda etkili  olabilirler.  Flavanoidlerin, serbest radikalleri —ortamdan
uzaklagtirmalar1 ve temizlemeleri gibi iglevlerinin yani sira, Siklo oksijenaz ve lipo
oksijenaz enzimlerini inhibe ederek antioksidan etki gosterebilmektedir (Tiirkez ve
ark., 2010).

Serbest radikal olarak isimlendirilen oksidan molekiiller, hiicrede normal
metabolizma  sirasinda  iretilirler. Membran lipitlerinin  oksidasyonu; lipit
peroksidasyonuna ve onlarin sebep oldugu hasarlara yol acarlar. Katalaz (CAT),
Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler savunma
mekanizmas1 esnasinda dretilen enzimlerdir. Savunmada endojen antioksidan
enzimlerin koruyucu etkisine ilave olarak, besinler ile alinan antioksidanlarin tiiketimi
de biiyliik 6nem tagimaktadir. Besinsel temel antioksidadanlar; C vitamini, E vitamini,
flavanoidler, karotenoidler ve diger polifenolerden olusmaktadir. Bilhassa savunma

mekanizmasinda hiicresel antioksidan enzimlerin (SOD ve GP gibi) 6nemi ¢ok
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biiyiiktiir ve bu enzimlerin yetersiz olmasi ya da enzim aktivitelerinde meydana gelen
azalmalar, hiicre bilesenlerinde onarilamayacak hasarlara yol agabilirler. Fakat besinlere
antioksidan katkilar yapildiginda, hiicresel savunma sistemi gii¢lendirilerek, hasar

minimuma indirgenebilmektedir (Ozkul ve ark., 2005).

Propolisin son yillarda iistiinde durulan ve tartisilan hususiyetinden bir digeri de
antioksidan etkisidir. Organizmada metabolik olaylar gerceklestiginde kagmnilmaz bir
durumda ortaya ¢ikan serbest radikaller, hiicresel olarak yaslanma ve buna bagli olarak,
kardiyovaskiiler hastaliklar, artritis, diyabet, kanser, parkinson, alzheimer gibi
hastaliklara zemin hazirlarlar. Organizma ise baglica antioksidan enzimler olan CAT,
SOD, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ile bunlar1 temizler. Sayet
oksidan madde diizeyi antioksidan enzim Kapasitesini asarsa antioksidan vitaminler
(6zellikle C ve E) ikincil savunma hatt1 olarak ortaya ¢ikar (Mohammadzadeh ve ark.,
2007).

Propolisteki esas bilesikler olan flavonoidler, antioksidan etkinligi gostererek
serbest radikalleri temizlemede etkisini gostermektedirler. Bazi flavonoidler doymamis
yag asitlerinin peroksi radikalleri ile reaksiyona girip temizleyici bir etki yaparak
ozellikle lipid peroksidasyonunun baglangic asamasinda etkili olurlar. Flavonoidlerin
antioksidan etkileri peroksit iyonlari, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve diger lipid
peroksit radikallerini ortamdan uzaklastirabilme yeteneklerine baglanmistir. Bu
yeteneklerinin 6n plana ¢ikmasinda bilhassa yapilarinda bulunan OH gruplarinin sayisi

ehemmiyet arz etmektedir (Cao ve ark 1997).

Propolis ve diger antioksidan maddeler ile yapilan arastirmalarda, propolisin
lipit peroksidasyonunun 6nledigi ve serbest radikal olusumunu indirgedigi belirtilmistir
(Koc ve Silici, 2008). Bu ¢alismada kullanilan propolisin (kavak tipi propolis) bir¢ok
ozelligiyle ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan bu ¢aligmalarda propolisin antifungal,

antikarsinojenik ve antioksidan 6zelligi de tespit edilmistir (Kanbur ve ark., 2009).
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2.3.4. Propolisin tibbi kullanim

Modern tipta sentetik ilaglarin yaygm kullanilmasi bilinen dogal ilaglarin
onemini indirgemistir. Fakat son 20 sene igerisinde, kullanilan sentetik ilaglarin yan
etkilerinin meydana ¢ikmasi ve bu hastalik etmenlerinin bu ilaglara direngli bir hale
gelmeleri sonucunda insanlarin tekrar dogal ilaglar1 kullanmaya yonlendirmistir. Dogal
ilaglarin en 6nemlisi olan propolisin kimyasal yapisi, farmokolojik 6zellikleriyle etkili
ve ¢abuk bir sekilde yarar saglamasi i¢in gesitli sekillerde kullanimi yayginlastirmistir.
Propolis iiriinleri tablet, kapsiil, pastil, graniil ve ¢iklet seklinde bulunmaktadir (Arslan
ve ark., 2010).

Islem gérmemis ham propolis dogal olarak agizda yumusatilarak ¢ignenebilir ya
da dogrudan yutularak kullanilabilir. Insanlarin giinde 10 gr kadar propolisi oral olarak
alabilecegi belirtilmisir. Bu sekilde oral olarak alinan ham propolis, sindirim siteminde
yavas bir sekilde c¢oziilerek kana gecmekte, bogaz ve agiz rahatsizliklarinda, halsizlik
durumlarinda, dis agrilarinda ve sindirim sistemi mukozasinin diizenlenmesinde

kullanilmaktadir (Isla ve ark., 2001).
2.4. Oksidatif stres ve antioksidan sistem

Serbest radikal molekiilleri, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir denge
halinde bulundugu siirece organizma igin faydahdir. Ornegin; fagositik hiicreler
tarafindan mikroorganizmalarin Gldiiriilmesinin ana mekanizmasi1 serbest radikal
tiretimidir. Serbest radikaller apoptozun habercisi, tetikleyicisi ve efektorii olarak vazife
yaparlar. Bu sekilde; fazla hiicre ¢ogalmasina 6nlem alarak homeostazide yer alirlar.
Serbest radikaller ikinci haberci olup, transkripsiyon faktorlerine etki ederler. Hiicreler
aras1 haberlesmede gorev istlenirler. Hiicrenin biiylimesini saglayan olaylar
diizenlerler. Mitokondride ve sitozolde iiretilen serbest oksijen radikali, proteinlerin
sistein  kalintilarmin  redoksunu tertipleyerek proteinlerin  yapt ve islevinin

diizenlenmesinde rol alir (Aruoma, 1998; Kurutas ve ark., 2004)

Organizmada serbest radikallerin zararli etkileri ortaya ¢ikmadan
etkisizlestirilmesini saglayan cok giiclii savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest

radikallerin olusum hiziyla etkisizlestirilme hizi dengede oldugu miiddetce organizma
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bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik olarak savunma azalir ya da bu
zararli bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma giiclinii asarsa, bu denge bozulup
serbest radikallere bagl zararh etkiler ortaya ¢ikmaya baslar. Serbest radikaller doku ve

hiicrelerde oksidatif stres olarak etkilerini gosterirler (Colak, 2011).

Oksidatif stresin etkileri:

—

. Hiicre organelleri ve zarindaki lipid ve protein yapisin1 bozarlar.

. Hiicre igindeki yararli enzimleri etkisiz hale getirirler.

. DNA yapisini1 bozarlar.

. Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar.

. Elastaz, fosfolipaz, proteaz, ksantin oksidaz gibi enzimleri aktive eder.
. Hiicrenin potasyum kaybini artirirlar.

. Trombosit kiimelenmesini artirirlar.

. Dokulara fagosit toplanmasini artirirlar.
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. Hiicrenin disindaki kollajen doku pargalarini, savunma enzimlerini ve transmitterleri
yikarlar.

10. Mikro ve makromolekiilleri etkileyerek kapiller gegirgenligi bozarlar (Zerin ve ark.,
2004)

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin sebep oldugu hasar1 6nlemek
i¢cin organizmada birden fazla savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar "antioksidan
savunma sistemleri" ya da kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. In vivo ve in vitro
deneyler antioksidanlarin serbest radikallere kars1 koruyucu rol {stlendigini

gostermektedir (Colak, 2011).

Antioksidan sistemde organizmada siirekli olarak serbest radikal niteliginde
bilesikler olugsmaktadir. Ancak bu radikallerin organizmaya hasar vermesi giiglii bir
savunma sisteminin var olmasi nedeniyle engellenmektedir. Bu sebeple serbest
radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirme hizinin dengede tutulmasi Gnem arz
etmektedir. Bu denge bozuldugu zaman, serbest radikallerin zararli etkileri ortaya
¢ikmasi ile gesitli organ ve sistemler olumsuz yonden etkilenmektedir (Zerin ve ark.,
2004).
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Radikallerin asir1 reaktif yapilarina baglh olarak, hiicresel bilesenlerdeki protein,
karbonhidrat ve lipidlerin oksidasyonuyla sonuglanacak zararin engellenmesi
antioksidanlarin gorevidir (Colak, 2011). Serbest oksijen radikallerini etkileyerek, onlar1
tutma ya da ¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayici etki, serbest
oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini indirgeme ya
da inaktif hale doniistirme islemine baskilayic1 etki, serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak reaksiyon zincirini kiran etkiye zincir kirici etki ve tamir

fonksiyonuna da onarici etki denir (Mehmetgik ve ark., 2008).

Antioksidan etki tipleri dort baslik altinda toplanabilir;
1. Toplayici etki (scavenging)
2. Baskilayici etki (guencher)
3. Zincir karicr etki (chain breaking)
4. Onarici etki (repairing) (Zerin ve ark., 2004).

2.5. Asetilkolinesteraz (AChE)

Asetilkolinesteraz (AChE, Asetilhidrolaz), beyin, kas ve eritrosit zarinda
bulunan asil kolinesterazdir. Asetilkolinesteraz ndrotransmitter asetilkolini hidrolizleyen
hidrolaz grubundan bir enzimdir. AChE baslica néromiiskiiler kavsakta ve sinaptik
iletimi sonlandirdig1 kolinerjik beyin sinapslarinda bulunur. Enzimlerin karboksilesteraz
ailesine aittir. AChE enziminin geri doniisiimsiiz inhibitorleri kas felglerine ve
kasilmalarina, bronglarin biiziilmesine ve nefes kesilmesi sonucu 6liime neden olur. Bu
enzim sinir gazlar1 ve pestisitler gibi organofosfor bilesikler tarafindan inhibisyon i¢in
ilk hedeftir (Cakiroglu, 2015). Asetilkolinesteraz ¢ok biiyiik spesifik katalitik aktivite
gostermektedir. Her bir AChE molekiilii difiizyon kontrollii reksiyonlarin hizina

ulasarak saniyede 25 000 kolin molekiiliinii pargalamaktadir (Colovi¢ ve ark., 2013).

AChE membrana bagli bir enzim olup organizmada; beyinin gri cevherinde,
kolinerjik noronlarda, kolinerjik sinapslarda, noromiiskiiler kavsakta, kirmizi kan
hiicrelerinde (eritrositler), akcigerde, dalakta ve beynin boz maddesinde bulunur.
Agirlikli olarak kolin esterlerini hidrolize eden spesifik asetilkolinesteraz beyin, sinir ve
kirmizi kan hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda bulunurken, spesifik olmayan

“pseudo” kolinesteraz olarak da bilinen ve kan serumunda, pankreasta, karacigerde ve
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merkezi sinir sisteminde bulunan biitirilkolinesteraz, diger esterleri ve kolin esterlerini

hidrolize eder (Rosenberry, 1975; Rao ve ark., 2007).

AChE’n aktivitesindeki azalma sinir sistemi rahatsizliklarina ve 6liime sebep
olur. AChE, yaygin olarak kullanilan organofosfat pestisitleri tarafindan inhibe edilir.
Sinaptik araliga salinan ACh molekiillerinin ¢ogu postsinaptik reseptorlere baglanir.
Reseptorlere baglanmayan ACh molekiilleri AChE tarafindan hidroliz edilir.
Postsinaptik nérona baglanan ACh molekiilleri, sinir uyarisinin diger nérona iletikten
sonra reseptorden ayrilir ve AChE tarafindan hidroliz edilir. A¢iga ¢ikan kolin tekrar

kullanilmak {izere presinaptik norona gonderilir (Temel, 2008).

Bu c¢aligmanin amaci; farelerde deneysel olarak PTZ ile olusturulan epileptik
nobet modelinde, propolisin beyin dokusunda, asetilkolinesteraz ve oksidatif stres

tizerine etkisinin arastirilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Deney hayvanlari

Arastirmada, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Hayvan Deneyleri Unitesinden
saglanan 35 adet 20-25 g agirliginda, erkek fare kullanildi. Bu amagla, deney hayvanlari
5 gruba ayrildi ve her grupta 7 adet fare yer aldi. Deney hayvanlari, 12/12 saat
1s1k/karanlik periyodunda ve 18-22 °C’ de tutuldu. Farelere; deneysel uygulama dncesi

5 giin siireyle adaptasyon amaciyla karantina altina alindi.

Arastirma, Van Yiiziincii Yil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 29.12.2016 tarih ve 2016/12 say1 izni ve etik kurul denetgileri gézetiminde

etik kurul prensiplerine gore gerceklestirildi.
3.1.2. Laboratuvar gerecleri ve kimyasal maddeler

1- Enjektor 5 mL

2- Doku saklama kabi plastik vida kapakl

3- Otomatik pipet uglari (sar1; 10-100 uL, mavi; 250-1000 uL, beyaz; 5 mL)
4- Propolis ekstrakti

5- Ependorf tiip 1.5 ml

6- Non-steril eldiven large

7- Fare 35 adet (20-25 Q)

8- Falkon tiip burgulu kapakli, 15 mL

9- Rompun 50 mL

10- Valproat (100 mg/kg)

11- Asetilkolinesteraz enzim test kiti (Rel assay)

12- Toplam antioksidan seviye (TAS) test Kiti (Rel assay)
13- Toplam oksidan seviye (TOS) test Kkiti (Rel assay)
14- Insiilin enjektorii ucu ¢ikartilabilir 1 mL

15- Pentilentetrazol (PTZ)

16- Alfamin (Ketamin-HCI)
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3.2. Yontem
3.2.1. Deneme gruplarinin olusturulmasi
Deney gruplar

Deneyde kullanilacak hayvanlar, randomize olarak 7 giin boyunca 5 gruba
ayrildi ve her grupta 7 adet fare yer aldu.
-Kontrol grubu: SF + SF uygulandi.
-PTZ grubu: SF + PTZ (65 mg/kg, i.p) uygulandi.
-Propolis grubu: Propolis (100 mg/kg) intragastrik gavaj yoluyla ve 45 dakika sonra
SF uygulandu.
-PTZ + Propolis grubu: Propolis (100 mg/kg) intragastrik gavaj yoluyla ve 45 dakika
sonra PTZ (65 mg/kg, i.p) uygulandi.
-PTZ + valproik asit grubu: Valproat (100 mg/kg, i.p) 45 dakika sonra PTZ (65
mg/Kkg, i.p) uygulanda.

Gruplardaki tiim farelere 7 giin boyunca standart fare yemi verildi. Propolis
grubu farelere her giin fare yemi ve propolis ekstresi (100 mg/kg) 0.5 mL distile suda
¢ozdiirtilerek intragastrik gavaj yoluyla verildi. Test giinii PTZ (65 mg/kg) ve valproik
asit (100 mg/kg) grubu farelere intraperitoneal olarak uygulandi (Bhosle, 2013).

3.2.2. Propolis ekstraksiyonu

Propolis, Hakkari’nin Yiiksekova ilgesinde yer alan kovanlarin gergevesi
tizerlerinden 2017 yili eylil ayinda toplatilarak temin edildi. Propolis Ornekleri
uygulamaya kadar -20°C ‘de derin dondurucuda karanlik bir ortamda muhafaza edildi.
Rengi mat (donuk) olan propolis, uygulama giinii toz haline getirilerek ekstraksiyon i¢in

kullanima hazirlandi.

Ham propolis %70’lik etil alkolle ekstrakte edildi. 100 mL etil alkol igerisine 30
gr propolis ilave edilerek oda sicakliginda ve karanlik ortamda, 36 saat siire ile
karistirtldi. Elde edilen karisim, 2 defa filtre kagidinda siiziildii ve evoporasyon ile
kurutulduktan sonra kullanilacak zamana kadar isiktan korunarak 4°C de muhafaza

edildi (Talas ve Gulhan, 2008). Farelere 7 giin boyunca propolis ekstrakti intragastrik
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gavaj ile uygulandi. Test glinii PTZ uygulamasindan (65 mg/kg, i.p) 45 dakika once
hayvanlara propolis uygulandi (Bhosle, 2013).

3.2.3. Deney hayvanlarina epilepsi olusturulmasi ve propolisin uygulanmasi

Farelere 7 giin boyunca standart fare yemi ile propolis ekstresi (100 mg/kg) ve
0.5 mL distile suda ¢ozdiiriilerek intragastrik gavaj yoluyla verildi. Test giinii PTZ
uygulamasindan (65 mg/kg, i.p) 45 dakika o6nce hayvanlara propolis intragastrik gavaj
yoluyla uygulandi ve 30 dakika boyunca davranissal belirtileri izlendi. Valproat (100
mg/kg, i.p) verildikten 45 dakika sonra PTZ uygulandi. Her grupta latens periyod ve
nobet skorlart PTZ enjeksiyonundan hemen sonra 30 dakika siire boyunca izlendi ve
kayit altina alindi. Kontrol grubundaki farelere ise, ¢alismanin ayni giinlerinde her bir
fareye 0.5 ml SF uygulandi. PTZ enjeksiyonun ardinda 30 dakika boyunca nébetler olup
olmadig1 ve letalite degerlendirilerek kayit tutularak skorlandi. Ayrica PTZ
enjeksiyonundan ndbet olusumuna kadar gecen siire “baglama siiresi” (latens periyod)

ve toplam nobet siiresi kaydedildi (Obay ve ark., 2008).

Deney hayvanlarin PTZ ndbet skorlamasinda kullanilan davranis parametreleri

tablo 1’e gore saptand1 (Coppola ve ark., 2010);

Tablo 1. Nobet skorlamasinda kullanilan davranis parametreleri

Nobet Gozlemlenen Davraniglar Dogrulma
Skoru Refleksi
0 Nobet yok Var
1 Kasin gegici olarak kasilip sarsilmasi (Kulak ve yiizde segirmeler) Var
2 Sahlanma olmaksizin miyoklonik jerkler Var
3 Sahlanma ile birlikte miyoklonik jerkler Var
4 Tonik-klonik ndbetle birlikte bir yana devrilme Yok
5 Jeneralize klonik-tonik nobetler ve iki yana devrilme Yok
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3.2.4. Beyin dokusu homojenati hazirlanmasi

Beyin dokusu ornekleri serum fizyolojik ile yikanip kani temizlendikten sonra
bir siizge¢ kagidi ile kurutularak tartilip ve kaydedildi. Gerekli miktarda serum
fizyolojik ile cam boncuk yardimiyla dismembratérde ¢ok ¢abuk olarak homojenize
edildi. Doku homojenati ayr1 ayri kiigiik kisimlara ayrilarak ependorf tiipleri iginde,
gerekli bilgiler lizerlerine yazilarak derin dondurucuda ¢alisilacag: giine kadar saklandi.

Aym giin galisilacaksa +4°C buzdolabinda bekletildi.

%10 gramlik doku homojenati i¢in gerekli olan serum fizyolojik hacmi

asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir.

Nemli doku tartimi (mg)

Serum fizyolojik hacmi (ml) = -----mmmmmmme e :

Beyin dokusu tamponunun hazirlanmasi: 0.356 g sodyum fosfat
(NazHPO4.2H,0) 8.25 g sakkaroz bir miktar distile suda ¢oziildi. pH 8’e ayarlanip

toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
3.2.5. Biyokimyasal analizler
3.2.5.1. Beyin dokusunda protein tayini (Lowry yontemi)

Deneyin prensibi: Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusmaktadir. Bu
kompleks fosfomolibdatfosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteus-Phenol reaktifi)
rediiklemekte ve koyu mavi bir renk olusmaktadir. Burada rengin koyulugu ortamdaki

protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Lowry ve ark., 1961).

Kullanilan reaktifler:

-A reaktifi: 0.1 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak %2’lik Na,COj3 ¢ozeltisi
-B; reaktifi: %1°lik CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi
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-B; reaktifi: %2’lik Na-K-Tartarat ¢ozeltisi

-B reaktifi: B; ve B; esit hacimde karistirildu.

-C reaktifi: 50 mL B reaktifine 1mL A reaktifi eklendi. Reaktif taze hazirlandi
ve bekletilmeden kullanild.

-D reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteus-Phenol reaktifi, 5 mL distile su ile

karigtirildi.

Protein standardi: 250 mg/100 mL bovin serum albiimin (BSA) 20, 40, 80,
160, 320, 640 pg/mL protein icerecek bicimde diliie edilerek c¢alisma standartlari

hazirlandi.
Deneyin yapihisi: Agz1 kapanan tiiplere;

Tablo 2. Deneyi yapilisi esnasinda uygulanan ¢alisma standartlari (uL)

Kor tiipii Numune tiipii Standart
Numune (pL) - 300 -
Distile su (nL) 300 - -
Standart (nL) - - 300
C reaktifi (uL) 3000 3000 3000
Karistirilarak 15 dakika beklendi.
D reaktifi(uL) 300 300 300

Tiipler  vortekslenerek  20-30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Spektrofotometrede 750 nm’de numunenin ve standardin absorbansi kore kars1 okundu.
Her bir 6rnek i¢in protein miktari, bovin serum albiimin (BSA) standart ¢ozeltileri ile
hazirlanan standart egrisine gore ve dillisyon faktoriiyle ¢arpilarak hesaplandi. %10’ luk
doku homojenatlarinda ve 10.000 g siipernatant fraksiyonlarinda protein miktart mg

olarak bulundu.
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3.2.5.2. Beyin dokusunda asetilkolinesteraz enziminin aktivite tayini

Deneyin prensibi: Deneme siirecinde epilepsi olan farelerde asetilkolinesteraz
(AChE) enzim aktivitesi spektrofotometre 412 nm cihazinda analiz edildi (Ellman ve
ark., 1961).

Ayrraclar:

-5, 5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) c¢ozeltisi hazirlamsi: 8.75 ¢
sodyum fosfat ve 1.5 g NaHCO; yaklasik 950 mL distile suda ¢ozildi, pH 7’ye
ayarlandi ve bu ¢o6zeltide 3.96 g DTNB ¢oziilerek hacmi distile su ile 1 litreye

tamamlandi.

-Asetiltiyokolin cozeltisi hazirlamisi: 0.50868 g asetiltiyokoliniyodiir alind1 bir
miktar 0.05 M (pH=8) sodyum fosfat tamponu iginde ¢oziildii. Hacmi ayni tampon ile

100 mL’ye tamamlandi.

-0.05 M, pH 8 sodyum fosfat tamponun hazirlamsi: 8.75 g sodyum fosfat
dihidrat 900 mL distile suda ¢oziildii ve 1 N NaOH ¢ozeltisiyle pH 8’e ayarlandi. Daha

sonra solusyon distile su ile 1 litreye tamamlandi.

-Izotonik cozelti hazirlamisi: 9 g NaCl alind1. Yaklasik olarak 950 mL distile

suda ¢oziildii ve hacmi distile su ile birlikte 1000 mL ye tamamlandi.

Deneyin yapihsi: Iki tiip alind1 ve tiiplerin her birine 0.1 mL DTNB belirteci ve
0.1 mL uygun seyreltilmis enzim konuldu. Tiiplerden kor olarak kullanilacak olan 65
C’deki su banyosunda 3 dakika tutularak enzim inaktive edildi. Daha sonra tiiplerin her
birine 2.7 mL 0.05 M pH 8’deki sodyum fosfat tamponu ilave edildi. Tiipler karigtirildi
ve 5 dakika 37 °C’de 6n inkiibasyona tabi tutuldu. Her bir tiipe 0. mL 3 mM’lik
substrat (asetiltiyokoliniyodiir) ¢6zeltisi ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Tiipler tekrar
karistirildi ve 10 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi. 10 dakika sonra tiiplerin 412

nm’deki absorbanslar1 6l¢iilerek absorbanslarindaki artis miktari tespit edildi.
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Hesaplama:

AOD Vi 1
X X

AChE aktivitesi (U/mL) = X—:
t VO 136

AOD= Zamana gore absorbans degisimi
t = Zaman

Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacmi

AChE Aktivitesi

AChE Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = , ,
Protein Miktan

3.2.5.3. Beyin dokusunda toplam oksidan seviye (TOS) tayini

Beyin dokusunun toplam oksidan seviye (TOS) diizeyi, Rel Assay marka ticari
kitler ELISA yontemi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Ol¢iim testin ¢alisma prensibinde ifade
edildigi tlizere Orneklerin icerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona
kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem kullanildi. Sonuglar umol

H.O, Equivalent/mg protein olarak ifade edildi (Erel, 2005).
3.2.5.4. Beyin dokusunda toplam antioksidan seviye (TAS) tayini

Beyin dokusunun toplam antioksidan seviye (TAS) diizeyi Rel Assay marka
ticari kitler ELISA yontemi kullanilarak olgiilmiistiir. Olgiim metodu 6rnekteki tiim
antioksidan molekiillerin renkli ABTS katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli
radikalin antioksidan molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak
dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir

analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/mg protein olarak
ifade edildi (Erel, 2004).

32



3.2.6. Oksidatif stres indeksi (OSI) él¢iimii

Oksidatif stresin bir gostergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI),
toplam oksidan seviye (TOS) diizeylerinin toplam antioksidan seviye (TAS) diizeylerine
oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilir. Orneklerin oksidatif stres indeksi
hesaplanirken TAS diizeyleri 10 ile carpilarak TOS diizeyleri ile birimler esitlenir.
Sonuglar Arbutrary Units (AU) olarak ifade edildi.

TOS, umol H,O; Equiv. / L.
0Si= X100
TAS, mmol trolox Equiv. / L.

3.2.7. istatistik analiz

Bu degiskenler bakimindan gruplari karsilastirmada Kruskal-Wallis analizi
kullanildi. Tiim parametreler i¢in gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklarin test
edilmesinde ANOVA ve alt grup karsilastirmalarinda Dunnet c¢oklu karsilastirma
testleri kullanilmistir. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak alinarak,
ortalama =+ standart sapma X+SD olarak degerlendirildi ve hesaplamalar i¢in SPSS

13.00 for Windows istatistik paket programindan yararlanildi.
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4. BULGULAR

4.1. PTZ’ye bagh gelisen nobet sayisi iizerine valproat ve propolis etkileri

Farelere 7 giin boyunca, serum fizyolojik ve propolis (100 mg/kg) uygulandi.
Test giinii PTZ (65 mg/kg, i.p) uygulamasindan 45 dakika once hayvanlara propolis
(100 mg/kg) ve valproat (100 mg/kg, i.p) verilerek 30 dakika boyunca davranigsal
belirtiler izlendi. Hayvanlar PTZ uygulamasindan hemen sonra seffaf pleksiglas
kafeslere yerlestirilerek 30 dakika boyunca ndbet olup olmadigi degerlendirildi.
Istatistik olarak degerlendirildigi zaman, kontrol grubu ile PTZ grubu
karsilagtirildiginda, anlamli olarak PTZ grubunda ndbet sayisinda fazla saptandi
(p<0.05). Ayrica PTZ grubu ile karsilastildiginda valproik asit ve propolis grubunda
istatistik olarak anlamlilik saptandi (p<0.05) (sekil 1).
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Sekil 1. Deney gruplarinda nobet sayilari ortalama (SEM) degerleri.
Kontrol grubuna gore: b p<0.05
PTZ grubuna gére  : *p<0.05
Farkl1 harfler istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
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4.2. PTZ’ye bagh gelisen miyoklonik ndbet siiresine valproat ve propolis
etkileri

Test giinii PTZ (65 mg/kg, i.p) uygulamasindan 45 dakika 6nce hayvanlara
propolis (100 mg/kg) ve valproat (100 mg/kg, i.p.) verilerek 30 dakika boyunca
miyoklonik nébet siiresi izlendi. Istatistik olarak degerlendirildigi zaman, kontrol grubu
ile PTZ grubu karsilastirildiginda, anlamli olarak PTZ grubunda miyoklonik nobet
stiresi fazla oldugu saptandi (p<0.05). Fakat PTZ grubu ile karsilatildiginda valproik asit
ve propolis grubunda istatistik olarak anlamlilik saptanmadi (p>0.05) (sekil 2).

Miyoklonik Nébet Siiresi

150+ h

Sekil 2. Deney gruplarinda miyoklonik ndbet siirelerinin ortalama (+SEM) degerleri
Kontrol grubuna gore: b p<0.05
Farkli harfler istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
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4.3. PTZ’ye bagh gelisen nobet baslama siiresi iizerine valproat ve propolis

etkileri

Farelere 7 giin boyunca, serum fizyolojik ve propolis (100 mg/kg) uygulandi.
Test giinii PTZ (65 mg/kg, i.p.) uygulamasindan 45 dakika 6nce hayvanlara propolis
(100 mg/kg) ve valproat (100 mg/kg, i.p) verilerek 30 dakika boyunca davranissal
belirtiler izlendi. Hayvanlar PTZ uygulamasindan hemen sonra sonra seffaf pleksiglas
kafeslere yerlestirilerek 30 dakika boyunca ndbet olup olmadigi degerlendirildi.
Istatistik olarak degerlendirildigi zaman, kontrol grubu ile PTZ grubu
karsilastirildiginda, anlamli olarak PTZ grubunda ndbet baslama siirelerinin fazla
oldugu saptandi (p<0.05). Ayrica PTZ grubu ile karsilatildiginda valproik asit ve
propolis grubunda istatistik olarak anlamlilik saptand1 (p<0.05) (Sekil 3).
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Sekil 3. Deney gruplarinda ndbet baslama siirelerinin ortalama (=SEM) degerleri
Kontrol grubuna gore: * p<0.05
PTZ grubuna gére b p<0.05
Farkl1 harfler istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
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4.4. PTZ’ye bagh epilepsi modelinde sag kalim iizerine valproat ve propolis
etkileri

Farelere 7 giin boyunca, serum fizyolojik ve propolis (100 mg/kg) uygulandi.
Test giinli PTZ uygulamasindan (65 mg/kg, i.p) 45 dakika once hayvanlara propolis
(100 mg/kg) ve valproat (100 mg/kg, i.p) verilerek 30 dakika boyunca davranigsal
belirtiler izlendi. Hayvanlar PTZ uygulamasindan hemen sonra sonra seffaf pleksiglas
kafeslere yerlestirilerek 30 dakika boyunca o6liim olup olmadigi degerlendirildi.
Istatistik olarak degerlendirildigi zaman, Kontrol grubu ve propolis gruplarinda &liim
olmazken, PTZ grubunda %71, PTZ+Propolis ve PTZ+Valproik asit grublarinda %43

oraninda 6liim gortildia (sekil 4).
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Sekil 4. Deney gruplarinda sag kalim % tizerine valproat ve propolisin etkileri
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Propolis ekstresinin, epileptik farelerde beyin dokusunda toplam antioksidan

seviye (TAS) diizeylerindeki degisimlerin biyokimyasal parametreler {izerine etkileri
Sekil 5’te verildi.
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TAS Diizeyi (mmol Trobox EqfL)
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=
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KONTROL PTZ GRUBU PROPOLIS PTZ+PROPOLIS
GRUBU GRUBU GRUBU

PTZ+ VALPROIK
ASIT GRUBU

Sekil 5. Deneme gruplarinin beyin dokusunda toplam antioksidan seviye (TAS)
diizeyleri
#Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
®PTZ grubu ile kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
Farkli harfler istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
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Propolis ekstresinin, epileptik farelerde beyin dokusunda toplam oksidan seviye

(TOS) diizeylerindeki degisimlerin biyokimyasal parametreler iizerine etkileri Sekil

6’da verildi.
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Sekil 6. Deneme gruplarinin beyin dokusunda toplam oksidan seviye (TOS) diizeyleri
® Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli bulundu (p<0,05)
#PTZ grubu ile kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli bulundu (p<0,05)
Farkli harfler istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
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Propolis ekstresinin, epileptik farelerde beyin dokusunda asetilkolinesteraz
(AChE) aktivitesi diizeylerindeki degisimlerin biyokimyasal parametreler iizerine

etkileri Sekil 7°de verildi.

PTZ GRUBU PROPOLIS PTZ+ PROPOLIS PTZ#VALPROIK
GRI.IH'J GRUBU GRUBU ASIT GRUBU

=] [ 4= w =] e |
I
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=

=]

Sekil 7. Deneme gruplarinin beyin dokusunda asetilkolinesteraz (AChE) aktivite
diizeyleri
#Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
®PTZ grubu ile kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)
Farkli harfler istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.05)

Tablo 3’de belirtildigi gibi beyin dokusunda toplam antioksidan seviye (TAS)
diizeyleri; kontrol grubu 0.42+0.05 mmol Trolox Eq/L, PTZ grubu 0.27+0.03 mmol
Trolox Eq/L, propolis grubu 0.48+0.04 mmol Trolox Eq/L, PTZ+Propolis grubu
0.43+£0.05 mmol Trolox Eq/L ve PTZ+Valproik asit grubu 0.41+£0.06 mmol Trolox
Eg/L diizeyinde oldugu belirlendi. PTZ grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistik olarak anlaml dl¢iide diisiik bulundu (p<0.05). Propolis grubu, PTZ+Propolis
grubu, PTZ+Valproik asit grubu ile PTZ grubu kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli
Olciide yiliksek bulundu (p<0.05).
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Tablo 3. Deneme gruplarinin beyin dokusunda toplam antioksidan seviye (TAS),
toplam oksidan seviye (TOS) ve asetilkolinesteraz (AChE) diizeyleri

Asetilkolin
I Indeksi teraz
Gruplar TAS Diizeyi TOS Dizeyi Oliesap()l ?Ies ;S)eesi:lik

(mmol Trolox Eq/L) (nmol H,0, Eq/L) AKtivitesi

(mU/mg prot.)

Kontrol 0.42+0.05° 15.842.7° 3762+4° 5.5£0.6"
PTZ 0.27+0.032 21.3+3.9° 7889+818° 3.140.4°
Propolis 0.48+0.04° 1274252 2646+355 ° 5.6+0.7°
PTZ + Propolis 0.43+0.05" 16.942.1° 39304459 ° 4.2+0.7"°
Pz Valprolk 0.41+0.06° 152429 37074538 ° 5.4£05°

*Ortalama + standart sapma (X+SD) olarak degerlendirildi.

Siitunlar incelendiginde farkli harfler istatistik olarak onemlidir (p<0.05)

Tablo 3’de belirtildigi gibi beyin dokusunda toplam oksidan seviye (TOS)
diizeyleri; kontrol grubu 15.842.7 umol H,O, Eq/L, PTZ grubu 21.3+£3.9 umol H,0,
Eq/L, propolis grubu 12.742.5 umol H,0O, Eq/L, grubu PTZ+Propolis grubu 16.94+2.1
umol H,0;, Eg/L ve PTZ+Valproik asit grubu 15.2+2.9 pmol H,0, Eg/L diizeyinde
oldugu belirlendi. PTZ grubu, kontrol grubu ile karsilatirildiginda istatistik olarak
anlamli Glglide yiiksek bulundu (p<0.05). Propolis grubu, PTZ+Propolis grubu,
PTZ+Valproik asit grubu ile PTZ grubu kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli dl¢iide
diisiik bulundu (p<0.05).

Tablo 3’de belirtildigi gibi beyin dokusunda asetilkolinesteraz (AChE) aktivite
diizeyleri; kontrol grubu 5.5+0.6 mU/mg prot, PTZ grubu 3.1+£0.4 mU/mg prot, propolis
grubu 5.6+£0.7 mU/mg prot, PTZ+Propolis grubu 4.2+0.7 mU/mg prot ve PTZ+Valproik
asit grubu 5.4+0.5 mU/mg prot diizeyinde oldugu belirlendi. PTZ grubu, kontrol grubu
ile karsilagtirlldigi zaman istatistik olarak anlamli 6lglide diisiik bulundu (p<0.05).
Propolis grubu, PTZ+Propolis grubu, PTZ+Valproik asit grubu ile PTZ grubu
kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulundu (p<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Epilepsi, beyindeki sinir hiicrelerinin hizli, artmig ndronal uyarilabilirligine bagh
olarak meydana gelen ve kronik olarak ilerleyen bir beyin hastaligidir. Toplumun
yaklagik % 0.5-1’de goriilmektedir. Hastalarin yaklasik %30 antiepileptik ilag
kullanmasma ragmen epileptik nobetler devam etmektedir. Kontrol edilemeyen bu
ndbetler sonucu mortalite ve morbidite meydana gelebilmektedir. Nobetler, santral sinir
sisteminin inhibisyonu ile eksitasyonu arasindaki koordinasyonun bozulmasi sonucunda
ortaya cikarlar. Epilepsinin olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte ileri
stiriilen hipotezlerden bir tanesi; iyonik iletide bir bozukluga yol agabilecek intrinsik
néronal membran ve molekiiler kanal degisiklikleridir. Epilepsili hastalarin
kullandiklari antiepileptik ilaglar ile ndbetlerin engellenmesi veya sayilarinin azaltilmasi
hedeflenmektedir. Bu yonde ¢alismalar yapilarak epilepsi tipine uygun ve
farmakoekonomik olarak ulasabilir ilaclarin gelistirilmesi hedeflenmektedir (ilhan ve
ark., 2005; Fisher ve ark., 2005; Allahverdiyev ve ark., 2018).

Epileptogenez, ilk ndbet evvelinde olusan ve epileptik beynin spontane
tekrarlayict nobetlere egilimli, ndbet sikhigini fazlalastiran ve epilepsiyi tedaviye karsi
direngli hale getiren olaylar1 icermektedir. Etiyolojisinde kafa travmasi, genetik
malformasyon, inme veya enfeksiyon gibi bir hasar olugsmakta ve daha sonra
epileptogenez olusmasi sebebiyle bir sessiz donem gectikten sonra, bunu kendiliginden
tekrarlayici nobetler izlemektedir. Olusan elektriksel desarjlara bagli olarak gelisen bu
nobetler kontrol altina alimmadigi takdirde, hayat kalitesi diismekte ve ilerleyen
donemlerden 6liimle sonuglanabilmektedir (Ilhan ve ark., 2005; Fisher ve ark., 2005;
Allahverdiyev ve ark., 2018).

Epilepsi hastalarinda nébetler sirasinda veya nobetlerden bagimsiz olarak
meydana gelen beklenmedik ve ani dliimler, zamanla ndbetler sonucu viicutta meydana
gelen fizyolojik diizensizliklere bagli olarak da meydana gelebilir. Farkli epileptik
deneysel hayvan modelleri olusturularak epilepsi ve ndbetlerin olusum mekanizmasini
anlamaya yonelik pek cok calisma yapilmasina ve pek cok antiepileptik ilag

kullanilmasia karsin, epilepsinin hiicresel temeli tam olarak anlasilamamis ve tiim
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epilepsi tipleri icin etkin bir antiepileptik ilag bulunamamistir (ilhan ve ark., 2005;
Fisher ve ark., 2005; Allahverdiyev ve ark., 2018).

Calismamizda PTZ modeli kullanildi. PTZ’nin, GABAA reseptorlerini bloke
ederek etkisini gosterdigi yapilan ¢alismalarda ileri siiriilmektedir (Corda ve ark., 1991).
PTZ ile indiiklenen kimyasal kindling nobetleri, insan absans epilepsisi ve miyoklonik,
jeneralize tonik klonik epilepsi nobetlerinin (Rossi, 1996) bir hayvan modelidir (Wu ve
ark., 2006). Bu model ilag gelistirmek i¢in sik kullanilan bir epilepsi modeldir (Ali ve
ark., 2005).

Calismamizda farelere 7 giin boyunca, serum fizyolojik ve propolis uygulandi.
Test giinii PTZ (65 mg/kg, i.p) uygulamasindan 45 dakika once hayvanlara propolis
(100 mg/kg) ve valproat (100 mg/kg, i.p) verilerek 30 dakika boyunca davranigsal
belirtiler izlendi. Istatistik olarak degerlendirildigi zaman, kontrol grubu ile PTZ grubu
karsilastirildiginda, anlamli olarak PTZ grubunda nobet sayilar1 fazla oldugu saptandi
(p<0.05). Ayrica PTZ grubu ile karsilatildiginda valproik asit ve propolis grubunda
istatistik olarak anlamlilik saptandi (p<0.05) (Sekil 1). Sonuglarimiz, 65 mg/kg PTZ

enjeksiyonunun 30 dk ve iizerinde siiren nobetler olusturdugunu géstermektedir.

Propolisin  farkli ¢aligmalara GABA reseptorii iizerine agonis etkileri
gosterilmistir. GABA reseptorlerinin de epilepsi de en Onemli reseptor oldugu
bilinmektedir. Muhtemelen propolis GABA reseptorii lizerinden etki gostererek bu
etkileri ortaya ¢ikarmis olabilir (Da Silveira ve ark. 2016; Mohamed ve ark. 2016).
Propoliste igeriginde flavanoidler ve tiirevleri bulunmaktadir ayni zamanda bu
maddelerin antioksidan etkilerinin oldugu bilinmektedir (Tiirkez ve ark., 2010). Farkli
caligmalarda antioksidan 6zelligi olan maddelerin epileptik nobetlerin azaldig tespit

edilmistir (ilhan ve ark., 2004; ilhan ve ark., 2005; Goel ve Saxena, 2008).

Test giinii PTZ (65 mg/kg, i.p) uygulamasindan 45 dakika 6nce hayvanlara
propolis (100 mg/kg) ve valproat (100 mg/kg, i.p) verilerek 30 dakika boyunca
miyoklonik ndbet siiresi izlendi. Hayvanlar PTZ uygulamasindan hemen sonra sonra
seffaf pleksiglas kafeslere yerlestirilerek 30 dakika boyunca modifiye edilmis Racine
skalasma gore degerlendirildi. Istatistik olarak degerlendirildigi zaman, kontrol grubu

ile PTZ grubu karsilastirildiginda, anlamli olarak PTZ grubunda miyoklonik nobet

43



stiresi fazla oldugu saptandi (p<0.05). Miyoklonik ndbet siiresi agisindan kontrol grubu
ile diger deney gruplarn karsilastirildiginda aralarinda istatistik bir fark bulunmadi
(p>0.05) (Sekil 2). Bu sonuglarimiz da 65 mg/kg PTZ enjeksiyonunun miyoklonik
nobet siiresi agisindan literatiirde ki sonuglarla ayn1 yondedir. Bu sonuglar propolisin
GABA reseptorii tizerine agonis etkileri gostermesine bagli olabilecegi diisiiniilebilir.
Yukarda vurguladigimiz gibi GABA reseptorlerinin epilepsi de en Onemli reseptor
oldugu bilinmektedir. Bu etkilerde de muhtemelen propolisin GABA reseptorii
tizerindeki etkilerinden kaynaklanabilir (Da Silveira ve ark. 2016; Mohamed ve ark.
2016). Ayrica propolisin antioksidan etkilerinin olduguda bu etkilere katkida bulunabilir
(Turkez ve ark., 2010).

PTZ ve PTZ+Valproik asit gruplar1 arasinda nébet baglama siireleri bakimindan
istatistik olarak anlamli bir fark bulundu (p<0.05) (Sekil 3). Ayrica PTZ ve
PTZ+Propolis gruplar1 arasinda ndbet baslama siireleri bakimindan istatistik olarak
anlaml1 bir fark saptandi (p<0.05) (Sekil 3). Bu etkilerinde propolisin GABA reseptorii

tizerindeki etkilerini ortaya ¢ikaracagini kanaatindayiz.

PTZ bagl epilepsi modelinde sag kalim iizerine valproat ve propolis etkileri
bakildiginda, 6liim oraninda bir azalma s6z konusudur. Istatistik olarak degerlendirildigi
zaman, kontrol grubu ve propolis gruplarinda 6lim olmazken, PTZ grubunda % 71,
PTZ+Propolis ve PTZ+Valproik asit gruplarinda % 43 oraninda 6liim goriildii. Valproik

asitin ve propolisin 6liim yiizdelerini azalttigi saptand1 (Sekil 4).

Bu veriler GABA-mimetik ve antioksidan 6zelligi olan maddelerle yapilan
caligmalarla benzerlik teskil etmektedir. Biiyiikk olasilikla bu etkilerde propolisin
GABA-mimetik etkisi ve antioksidan etkisi ile iliskilidir (ilhan ve ark., 2004; ilhan ve
ark., 2005; Goel ve Saxena, 2008; Tiirkez ve ark., 2010; Da Silveira ve ark. 2016;
Mohamed ve ark. 2016).

Aragtirmada beyin dokusunun asetilkolinesteraz enzim aktivitesi, toplam
antioksidan seviye ve toplam oksidan seviye diizeylerindeki degisimlerin biyokimyasal
parametreleri arastirildi. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) metabolik ve fizyolojik
stireclerde tretilirler ve canlida zararli oksidatif reaksiyonlar olusturabilirler. Bunlar

enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar yolu ile
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uzaklastirilabilirler. Bazi kosullar altinda oksidanlarda artis ve antioksidanlarda azalma
engellenemez ve oksidatif-antioksidatif denge oksidatif duruma dogru kayar. Netice
olarak, 100°den fazla diizensizlige sebep olan oksidatif stres gelisir. Antioksidan
molekiilleri bu zarar veren reaksiyonlar1 6nler veya inhibe eder. Farkli antioksidanlarin
serum veya plazma konsantrasyonlari dlgiilebilir (Erel, 2004). Antioksidanlar, hedef
molekiildeki oksidatif hasar1 engelleyen ya da geciktiren hatta olusan hasari onaran
maddelerdir. Endojen veya eksojen kaynakli antioksidanlar bir oksidatif olaymn degisik
basamaklarinda etkileyici olabilirler (Kiyic1 ve Yiicel, 2007). Oksidan molekiilleriyse
endojen olarak organizmalarda iiretilir ilaveten dis ¢evreden de alinabilirler (Erel,

2004).

IThan ve ark. (2004, 2005) ‘nin yaptig1 calismalarda PTZ ile farelerde olusturulan
epileptik noébetlerde beyin dokusunda malondialdehit (MDA) ve NO diizeylerinin
arttigini, SOD aktivitesinin degismedigini bildirmektedir. Obay ve ark. (2008) yaptiklari
calismada ratlarda PTZ ile olusturduklari epileptik ndbet modelinde ndbet gegirenlerin
beyin dokusunda MDA diizeyinin kontrollere goére arttigini, SOD, CAT, GSH
diizeylerinin azaldigin1 gostermislerdir. Erakovic ve ark. (2003) ise tek doz PTZ sonrasi
beyin dokusunda SOD aktivitesinin kontrollere gore anlamli farkliliginin olmadigini
gostermistir. Akbas ve ark. (2005), PTZ ile olusturduklar1 nébet modelinde SOD
aktivitesinin kontrollerle karsilastirildiginda eritrosit ve karacigerde azalmis, CAT

aktivitesinin ise eritrositte azalirken karacigerde degismemis oldugunu bildirmistir.

Freitas (2009) yaptigi calismada ratlarda pilokarpin ile olusturulan epileptik
nobet modelinde hipokampusta MDA ve nitrit diizeylerinin arttigim1 ancak SOD ve
CAT aktivitelerinin degismedigini saptamistir. Naziroglu ve ark. (2008) yaptigi
calismada PTZ ile nobet olusturulan ratlarin beyin korteksinde MDA diizeyinde
kontrollere gore artis olusurken NO diizeyinde degisiklik olugmadigini bildirmistir.
Devi ve ark. (2008) yaptig1 derlemede ¢esitli epilepsi modellerinde beyin korteksindeki
oksidatif stres bulgularini toplamistir. Calismalarda SOD ve CAT aktiviteleri ile ilgili
farkli sonuglar vardir. Pilokarpin ile olusturulan status epileptikus modelinde iki
caligmadan birinde CAT aktivitesinin azaldig1 digerinde arttig1; lityum-pilokarpin ile
olusturulan status epileptikus modelindeki bir ¢alismada CAT aktivitesinin azaldigi;

FeCl; ile olusturulan nobet modelini igeren bir ¢alismada da CAT aktivitesinin arttigi
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bildirilmigtir. SOD aktivitesinin bircok calismada arttigi bildirilmis ancak PTZ ile
olusturulan kindling modelini igeren iki ¢aligmada ve elektrosok ile nobet olusturulan
bir ¢alismada SOD aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir. Tiifek¢i (2010), yapmis oldugu
calismasinda beyin dokusunda MDA diizeylerini PTZ grubunda kontrole gore anlamli

oranda yiiksek bulundugunu belirtmistir.

Baz1 g¢alismalar epileptik nobet sirasinda SOD, CAT ve NO diizeylerinin
arttigini, bazilar1 degismedigini, bazilar ise azaldigimi bildirmektedir. Bu farkliliklar
caligmalarda kullanilan metodlardan kaynaklaniyor olabilir. Oksidatif stres sonucu
olusan enzim aktivitesindeki artig bir siire sonra enzimin bozulmasi nedeniyle azalabilir.
Epilepsi ve NO arasindaki iliski bir¢ok calismada bildirilmistir. Ancak bu iliskinin
dogas1 halen agik degildir. Bazi arastiricilar NO olusumunun inhibe edilmesinin nébet

olusumunu 6nledigini bildirmektedir (De Luca ve ark., 2006; Kaputlu ve Uzbay, 1997).

Tiifek¢i ve ark. (2013), yaptigi g¢alismada sicanlarda pregabalinnin (PGB)
oksidatif stresi Onledigini ve epileptik nobetler esnasinda beyin dokularinda NO
seviyesini arttirdigini1 gostermistir. Artan NO diizeyinin PGB’in antiepileptik etkisine

katki sagladigini belirtmistir.

Son senelerde c¢alismalar, nobetlerdeki oksidatif strese odaklanmistir.
Mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun ve oksidatif stres, epileptik nobetlerin hem bir
sonucu hem de sebebi olarak rolii olduguna dair kanitlar mevcuttur. Deneysel
nobetlerin, reaktif oksijen gruplarinin siddetli salinimiyla iliskili oldugu bilinmektedir.
Birtakim ¢aligmalarda bir¢ok antiepileptik ilacin  oksidatif stresi artirdigi
bildirilmektedir. Ayni1 sekilde akut PTZ indiiklii epileptik nobetler, beyin dokusunda
oksidatif streste bir artisa sebep olmaktadir. PTZ indiiklii epileptik ratlardaysa beyin
dokusunda, SOD aktivitesinin diistiigli bildirilmektedir (Obay ve ark., 2008).
Antiepileptik ilaglar ve tekrarlayan nébetler ile iligkili zit etki bunlarm kullanimini
sinirlandirmaktadir. Artan sayida veri epilepsi patofizyolojisinde oksidatif stresin
alakasin1 akla getirmektedir. Asir1 oksidatif stres, lipid peroksidasyonu vasitasi ile
noronal dejenerasyona katki saglar ve epileptik odakta glutatyon konsantrasyonlarini

azaltir (Agarwal ve ark., 2011).

46



Epilepsi hastalarinda TAS degerleri lizerine yapilan bir deneysel calismada
valproat adli antiepileptik ilagla tedavi edilen grupta, toplam antioksidan kapasite
diizeylerinde diisiis goriiliirken, tedavi gormeyen epilepsi hastalar1 arasindaysa toplam
antioksidan kapasitede belirgin sekilde azalma oldugu ifade edilmistir (Hamed ve ark.,

2004).

Epileptik hastalar ile yapilan bir baska c¢aligmada, hastalarin kanlarindaki
antioksidan statiisiiniin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu ve AEI tedavisi ile

diizeldigi rapor edilmistir (Sudha ve ark., 2001).

PTZ ile olusturulan ndbetler apoptotik ndrodejenerasyona sebep olmaktadir
(Naseer ve ark., 2009). Aslinda hem nekrotik hem de apoptotik mekanizmalar hasara
katki yapmaktadir. Bununla birlikte kindling ndbetlerinde, ndronal hasara sebep olan bir
molekiiler yolak olarak serbest radikal olusumuna da temas etmektedir (Pitkdnen ve

Sutula, 2002).

Borrelli ve ark. (2002), yapmis oldugu ¢alismada, propolisin i¢erdigi aminoasit,
fenolik asit, flavonoid, terpen, steroid, aldehit ve ketonlar sayesinde antioksidan etki
gosterdigini ileri siirmiistiir. Propolisin i¢cinde bulunan fenolik bilesikler, antioksidan
ozellikleri sebebiyle, oncelikle kalp hastaliklar1 olmak tizere canli yasamini tehdit eden
kanser gibi bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde énemli roller iistlenmislerdir (MacDougall,
2002). Ustelik fenolik bilesiklerin kilcal damarlarda gegirgenligi fazlalagtirarak kan

basincini diisiirdiigiinii yapilan deneysel calismalarla tespit edilmistir (Saldamli, 2007).

Propolis iizerine yapilmis farkli deneysel ¢alismalarda; selenitin sebep oldugu
katarak formasyonu ve oksidatif stres {izerine koruyucu etki gosterdigi (Orhan ve ark.,
1999), oksidatif stresin neden oldugu retinal hasara kars1 lipid peroksidasyonu inhibe
ederek noroprotektif etki gosterdigi (Nakajima ve ark., 2007), karbon tetrakloriiriin
neden oldugu oksidatif stresi ve olusan karaciger hasarini 6nledigi (Bhadauria ve ark.,
2007), in vivo ile saglikli insanlarda yapilan bir ¢alismada, oral olarak propolisin
verilmesiyle kan antioksidan aktivitesinde artis oldugu belirtilmistir (Orhan ve ark.,
1999).
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Hosnuter ve ark. (2004), farelerde, propolisin 6nemli bilesiginden olan CAPE
(kafeik asit fenil ester) uygulamasiyla MDA degerlerinde kontrol grubuna kiyasla
onemli bir disiis tespit etmislerdir. Propolis ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme
etkinligine yonelik yapilan farkli ¢alismalarda (Nagai ve ark., 2003; Okutan ve ark.,
2005) da gerek MDA olusum inhibisyonu gerekse OH  olusumunu ve membran
lipoproteinlerinin ~ oksidasyonunun  Onlenmesi ~ mekanizmalarinda  propolis

flavonoidlerinin degisen oranlarda etki ettigi belirtilmistir.

Propolis ve diyabet iliskisinin incelendigi arastirmalarda seker hastaliginda
hiicre membranlarinin oksidatif hasara karsi artan duyarliliklarinin degisen oranlardaki
propolis ile beslenme neticesinde azaldigi, oksidatif parametrelerde azalma ile beraber
antioksidan enzim (GPx, CAT. SOD gibi) aktivitelerinin ise arttigini ortaya koymustur
(Okutan ve ark., 2005).

Kolankaya ve ark. (2002), yaptiklari deneysel ¢alismada, Tiirkiye’de bulunan
propolisinin erkek sicanlarin karacigerlerinde, alkolle indiiklenmis lipid degisimleri
tizerine koruyucu etkisi oldugunu ifade etmislerdir. Bu calismadaki arastirmacilar,
propolisin yapisinda bulunan konsantre flavonoidlerin etkili antioksidan o6zelliklerin
olduguna, ayn1 zamanda Serbest radikallerin yok edilmesinde etkili oldugu ve hiicre
zarlarinda lipid peroksidasyonuna karst da koruyucu etkileri oldugunu ortaya

koymustur.

Isla ve ark. (2001), yaptigi bir arastirmada Arjantin propolis ekstraktinin
antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Bu deneysel arastirmada serum lipidlerinin
oksidatif modifikasyonuna kars1 propolisin koruyucu etkisi oldugu ifade edilmislerdir.
Aragtirmacilar, propolisin dogal bir antioksidan oldugunu belirtmislerdir. Ayni
zamanda, flavonoidlerin serbest radikal olusumunu azalttigini ve serum lipidleri

tizerinde oksidasyona kars1 koruyucu bir tesire sahip oldugunu ortaya koymuslardr.

Alyane ve ark. (2008), yaptigi ¢alismada akut dozda doxorubicin verilen
siganlarda kalp mitokondrilerindeki peroksidatif hasari azaltmak igin propolisten
yararlanmiglardir. Bu calismada elde ettikleri veriler sonucunda, dogal kaynakli
antioksidanlarin kardiyotoksisiteyi azaltmada oldukga etkili oldugunu ifade etmislerdir.

Doxorubicin (20 mg kg(-1), i.p) ilacinin uygulamasi neticesinde anormal biyokimyasal
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degisimler gozlenmis, anyon superoksit ve malondialdehit tiretiminin arttigi; propolis
uygulamasindan sonra doxorubicin uygulanan sicanlardaysa kalp mitokondrisindeki

hasarin azaldig1 bildirmislerdir.

Okumus (2014), yapmis oldugu ¢alismasinda epileptik nobetin oksidatif stres
parametrelerini arttirdig1, antioksidan mekanizmalarin oksidatif hasar1 azaltmada yeterli
olmadigin1 belirterek, antiepileptik tedaviye ilave edilecek antioksidan bilesenleri,
oksidatif stresin ve epileptik nobetlerin olusturdugu noérodejenerasyonla terapotik

miicadelede faydali stratejiler olabilecegini ifade etmistir.

Saral (2013), yapmis oldugu calismasinda kullanilan ari iriinlerinin (bal,
propolis, polen ve ar siitii) antioksidan aktivitelerinin yapilarinda bulunan total fenolik
bilesiklerin oranina bagli olarak degisme gosterdigi belirterek, bu ar1 driinlerin
antioksidan kapasitelerinin biiyiikten kiicige dogru propolis, polen, ar1 siitii ve bal
seklinde siralandigini tespit etmistir. Sonug olarak; propolis, polen, art siitii ve balin

toksik ajanlara karsi karacigeri hasardan koruduklarint bulmustur.

Yangi (2012), “Propolis ekstresinin deneysel inflamasyon ve antioksidan sistem
tizerine etkisi” adli ¢alismasinda propolisin si¢anlarda lipopolisakkarit ile olusturulan

inflamasyonun ve serbest radikallerin azaltilmasinda etkili oldugunu tespit etmistir.

Bozkurt ve Kurtoglu (2010), yapmis olduklari ¢aligmalarinda farelerde igme
suyuyla uygulanan propolisin lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA degerlerini 20
mg ve 30 mg propolis gruplarinda diislirdiigiini 6nemle belirtmiglerdir. Pasaoglu
(2011), c¢alismasinda siganlara NO inhibitorii olan L-NAME uygulandiktan sonra
meydana gelen oksidatif stresin propolis tarafindan giderilebilecegini biyokimyasal

analizler sonucunda tespit etmistir.

Eser (2009), yapmis oldugu caligmasinda metotreksat’in yol agtigi ince barsak
hasar1 ve oksidatif stresi propolis ekstraktinin azalttigini ve bu koruyucu etkinin

propolis ekstaktinin giiclii antioksidan aktivitesine atfedilebilecegini belirtmistir.

Calismada Tablo 3’de belirtildigi gibi deneme gruplarmin beyin dokusunda
toplam antioksidan seviye (TAS) diizeyleri; PTZ grubu, kontrol grubu ile

karsilagtirildigr zaman istatistik olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05).
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Propolis grubu, PTZ+Propolis grubu, PTZ+Valproik asit grubu ile PTZ grubu
karsilastirildigi zaman istatistik olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Calismada Tablo 3’de belirtildigi gibi deneme gruplarimin beyin dokusunda
toplam oksidan seviye (TOS) diizeyleri; PTZ grubu, Kontrol grubu ile karsilastirildig
zaman istatistik olarak anlamli dlglide yiiksek bulunmustur (p<0.05). Propolis grubu,
PTZ+Propolis grubu, PTZ+Valproik asit grubu ile PTZ grubu kiyaslandiginda istatistik
olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05).

Calismada Tablo 3’de belirtildigi gibi deneme gruplarimin beyin dokusunda
asetilkolinesteraz (AChE) aktivite diizeyleri; PTZ grubu, kontrol grubu kiyaslandiginda
istatistik olarak anlamli 6l¢iide diisik bulunmustur (p<0.05). Propolis grubu,
PTZ+Propolis grubu, PTZ+Valproik asit grubu ile PTZ grubu karsilastirildigi zaman
istatistik olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Sonug olarak;

- Yaptigimiz ¢alismada propolisin; epileptik ndbetleri dnleyerek valproik asit
tedavisi kadar etkili oldugunu ve MSS’de olusan epileptik ndbetlerin zararli etkilerini
onledigini ortaya koyduk. Propolis; yaptigimiz ¢alismada epileptik modelde toplam
antioksidan seviyesini (TAS) attirdigini, toplam oksidan seviyesini (TOS) azalttig1 ve

asetilkolinesteraz (AChE) enzim seviyesini ise arttirdigini ortaya koyduk.

- Calismalarimizda dogal koruyucu ajan olarak kullandigimiz propolisin
iceriginde bulunan flavonoid tiirevlerinin ve fenolik asitlerin oksidatif stresin
giderilmesinde ¢ok 6nemli islevleri bulundugu, propolis ekstresinin epilepsi modelinde

oksidatif stresi azalttig1 ve koruyucu etki gosterdigi belirlendi.

- Calismadan elde edilen neticelerin degisik agilardan degerlendirilip, biyosistem
tizerindeki sinir sistemini etkileyen ve psikolojik hastaliklarda uygulanabilirligi
hususunda arastirmalara 1s1k tutacagi kanaatindeyiz. Farkli floraya ait apiterapik
tirtinlerin (bal, polen ve propolis 6rneklerinin) sinir sisteminin degisik hastaliklarinin

tedavisi tizerine etkilerinin arastirilmasi yararli olacaktir.
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- Propolisin daha farkli miktarlar1 ve farkli ekstraksiyon yontemleri (etanol, su
vb.) kullanilarak elde edilen propolis Orneklerinin denenmesi ile yapilacak
caligmalardan alinabilecek farkli sonuglarin pratikte yararli olabilecegi kanaatine

varildi.
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