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OZET

Akkus Y, Ac¢ Farelere Skopolamin Uygulanmasi ve Yem Verilmesi ile Olusan
Konviilsiyonlarda MK-801’in Beyin Dokusundaki Oksidatif Stres, inflamasyon ve
Ghrelin Diizeylerine Etkilerinin Arastirllmasi, Van Yiiziinci Yil Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Eczaciik Meslek Bilimleri Anabilim Dali, Farmakoloji Bilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Bu calismada deneysel olarak 48 saat a¢ birakildiktan sonra
skopolamin (Skop) uygulanip ardindan yem verilen farelerde meydana gelen konviilsiyonlarda,
MK-801’in, beyin dokusundaki oksidatif stres (OS), enflamasyon ve ghrelin (GHR) diizeylerine
etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Calismamizda 36 adet, 25-30 gr agirliginda Balb/C cinsi
beyaz erigkin erkek fare kullanildi. Fareler rastgele secilerek 6 gruba ayrildi. 1.Grup : 48 saat
stiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapildi. 2.Grup : 48 saat
siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. Skop enjeksiyonu yapildi. 3.Grup : 48 saat siiresince ag
birakilan hayvanlara i.p. SF enjeksiyonu ve hemen ardindan i.p. 0.17 mg/kg MK-801
enjeksiyonu yapildi. 4.Grup : 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. SF enjeksiyonu ve
hemen ardindan i.p. 0.51 mg/kg MK-801 enjeksiyonu yapildi. 5.Grup : 48 saat siiresince ag
birakilan hayvanlara i.p. 3 mg/kg Skop enjeksiyonu yapildi ardindan i.p. 0.17 mg/kg MK-801
enjeksiyonu yapildi. 6.Grup : 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. 3 mg/kg Skop
enjeksiyonu yapildi ardindan i.p. 0.51 mg/kg MK-801 enjeksiyonu yapildi. Tiim gruplara
enjeksiyondan 20 dakika sonra yem verildi. Beyin dokularinda malondialdehit (MDA), nitrik
oksit (NO), prostaglandin E; (PGEy), rediikte glutatyon (GSH) ve protein karbonil (PCO)
diizeylerine, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-PXx), paraoksonaz
(PON) ve aril esteraz (ARE) aktivitelerine bakildi. Ayrica hayvanlardan toplanan plazma ve
doku 6rneklerinde GHR miktarlar belirlendi. Caligmada MK-801’in konviilsiyonlar1 baskiladigi,
beyin dokusundaki SOD ve CAT aktivitelerini arttirdigi, GSH-PX, PON ve ARE aktiviteleri ile
MDA ve GSH diizeyini degistirmedigini, NO, PGE; ve PCO diizeyini azalttig1, doku ve serum
GHR diizeyini arttirdigi gorilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Konviilsiyon, Skopolamin, MK-801, Oksidatif Stres, Ghrelin



ABSTRACT

AKkus Y, Investigation of the Effects of MK-801 on Oxidative Stres, Inflammation and Ghrelin
Levels in Brain Tissue and the Scopolamine Induced Convulsions in Fasted Mice After Food
Intake, Van Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences, Department of Professional
Pharmaceutical Sciences, Pharmacology, Master Science Thesis, Van,2019. The aim of this study was
to investigate the effect of MK-801 on oxidative stress, inflammation and ghrelin levels in brain tissue in
convulsions that were administered to scopolamine after fasting for 48 hours. In this study, 36 male, 25-
30g weight Balb/c white adult mice were used .Mice were randomly selected and diveded into 6 groups.
Group 1: Fasting animals for 48 hours were injected i.p SF. Group 2: Fasting animals for 48 hours were
injected i.p 3mg/kg scopolamine. Group 3: Fasting animals for 48 hours i.p. SF injection followed
immediately by i.p. 0.17 mg / kg MK-801 was injected. Group 4: Fasting animals for 48 hours i.p. SF
injection followed immediately by i.p. 0.51 mg / kg MK-801 was injected. Group 5: Fasting animals for
48 hours i.p. Skop injection followed immediately by i.p. 0.17 mg / kg MK-801 was injected. Group 6:
Fasting animals for 48 hours i.p. Skop injection followed immediately by i.p. 0.51 mg / kg MK-801 was
injected. All groups were fed 20 minutes after injection. Malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO),
prostaglandin E2 (PGE2), reduced glutathione (GSH) and protein carbonyl (PCO) levels, superoxide
dismutase (SOD), catalase, glutathione peroxidase (GSH-Px), paraoxonase (GSH-Px) PON) and aryl
esterase (ARE) activities were evaluated in brain tissues. In addition, total ghrelin levels were determined
in plasma and tissue samples collected from animals. As a result of the study, MK-801 suppressed
convulsions, increased SOD and CAT activities, GSH-Px, PON and ARE activities MDA and GSH levels
did not change, NO, PGE2 and PCO levels decreased in brain tissue, and increased tissue and serum GHR
levels.

Key Words: Convulsion, Scopolamine, MK-801, Oxidative Stres, Ghrelin
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1. GIRIS

Epilepsi hastalig1, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan ‘Serebral noronlarin asiri
desarjina bagli olarak ortaya c¢ikan ani ve tekrarlayici nobetlerle karakterize, farkli
sebepler ile meydana gelebilen kronik beyin hastaligi’ olarak tanimlanmaktadir.
Epilepsi nobeti ise beyindeki bir grup ndronun ani, gegici veya kisa siireli, anormal
desarj1 sonucu ortaya ¢ikan duyusal, motor, otonom ve psisik belirtilerle sekillenen bir
semptomdur (Ozer ve Pinar Béliiktas, 2017). Her yasta goriilebilen epilepsi ile ilgili son
zamanlarda yapilan bir arastirmaya gore, diinya genelinde 70 milyon kisinin epilepsi
hastas1 oldugu ve bunlarin neredeyse %90"nin gelismekte olan iilkelerde oldugu tespit
edilmistir (Singh ve Trevick, 2016). Yapilan gesitli ¢alismalarda hastalarin yalnizca
%25-30’unda epilepsi etiyolojisi saptanabilmektedir. Inme, genetik yatkinlik, cesitli
enfeksiyonlar, travmatik beyin hasari, serebrovaskiiler hastaliklar, yiiksek ates gibi
durumlar epilepsinin bilinen nedenleri olarak gosterilmistir (Werhahn, 2009; Newton ve
Preux, 2018).

Epileptik nobet ile konviilsiyon kimi zaman es anlamli olarak kullanilmaktadir.
Santral sinir sisteminin (SSS) ani, asir1 ve paroksismal uyarilmasina konviilsiyon denir
(Fischer, 1989). Baz1 ¢alismalarda kirk sekiz saat ve daha kisa siire a¢ birakilan fare ve
sicanlara skopolamin, atropin veya biperiden gibi antimuskarinikler/antikolinerjiklerin
uygulanmasi ve ardindan yem verilmesi konviilsiyonlara neden olmustur (Enginar ve
ark., 2003; Enginar ve ark., 2005; Enginar ve ark., 2010). Yapilan g¢alismalarda
nobetlerin olugsmasinda aglik sonrasi yeniden yemenin ve skopolamin uygulamasinin
onemli rol oynadigr saptanmistir. Antikolinerjik bir ilag olan skopolamin
uygulanmasinin kolinerjik konviilsiyonlar: 6nledigi bilindiginden bu bulgular oldukga
ilgingtir. Konviilsiyon olusmasinin skopolamine 6zgii olmadigi, diger antikolinerjik
ilaclardan olan atropin ve biperiden uygulamalarinin da ndbetlere neden oldugu
gosterilmistir (Enginar ve ark., 2003). Konviilsiyonlarin olusumuna yeme davranisinin
etkisi incelendiginde sivi yiyeceklerin degil de, kati yem yemenin ana etken oldugu
ortaya konmustur. Yapilan bu calisma c¢igneme hareketlerinin konviilsiyonlarin
olusmasi {izerindeki etkilerini gostermektedir (Nurten ve Enginar, 2006). Aglik siiresi
ile konviilsiyonlar arasindaki iligki incelendiginde 6, 18, 24 ve 52 saat siiren aglik

sonrasinda da konviilsiyonlarin ortaya ciktigi bildirilmistir. Bu sonuglar ile siirenin



degil, yemden yoksun kalmanin konviilsiyon olusumunda ana etken olabilecegini
gostermektedir (Enginar ve ark.,2005). Aglik sirasinda glukoz verilerek hipogliseminin
Onlenmesinin konviilsiyonlar1 engellemedigi ve 48 saat siliren agligin beyin sinaptik
membranlarina glutamat baglanmasinda, yem alimi ve skopolamin uygulanmasi ile
kismen geriye donebilen degisikliklere yol agtigini gostermistir (Enginar ve ark., 1997;
Enginar ve ark., 2003). Skopolamin uygulanmasindan dnce nonkompetitif N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptor antagonisti MK-801, dopaminerjik reseptor antagonisti
klorpromazin ve haloperidol, a2-adrenerjik reseptor agonistleri klonidin ve tizanidin
gibi etken maddelerin uygulanmasi konviilsiyon olusumunu tamamen Onlemis veya

azaltmistir (Enginar ve ark., 1997; Nurten ve ark., 2009; Enginar ve Nurten, 2010).

SSS’nin 6nemli ndrotransmitterlerden glutamat, epilepsi patogenezinde rolii olup
etkisini hem iyonotropik hem de metabotropik glutamat reseptorlerini uyararak gosterir
(Biiget ve ark., 2016; Ozdemir ve Ozdemir Giizel, 2016). Glutamerjik sistemin
iyonotropik reseptorlerinden olan NMDA reseptoriiniin nonkompetitif antagonisti olan
MK-801 (Dizosilpin)’in antikolviilsan etki olusturdugu gosterilmistir (Enginar ve ark.,
1997).

Calismanin amaci;

48 saat a¢ birakilan Balb/c cinsi erkek beyaz farelerin skopolamin uygulayip yem

verdikten sonra olusan konviilsiyonlarda;

1) MK-801’in olusan konviilsiyonlar iizerindeki etkilerini degerlendirmek

2) Konviilsiyonlar dncesi ve sonrasi ghrelin miktar degisimlerini degerlendirmek

3) Konviilsiyonlar 6ncesi ve sonrasi oksidatif stres ve inflamasyonun belirlenen
belirteglerle degerlendirmek

4) Konviilsiyonlar sonrasi uygulanan MK-801’in beyin dokusundaki oksidatif stres,

inflamasyon ve ghrelin {lizerindeki etkilerini degerlendirmek

Calismamizdan ¢ikacak sonuglar, a¢ farelere skopolamin uygulanmasi ve ardindan
yem verilmesi ile olusan konviilsiyonlarda MK-801 uygulanmasi ile konviilsiyonlari ne
sekilde baskiladig1 veya sonlandirdigini gostermeye ¢alisacagiz. Ayrica MK-801 etken

maddesinin beyin dokusundaki ghrelin, oksidatif stres ve inflamasyon {izerindeki



etkilerinin degerlendirilmesi daha Once hicbir ¢alismada gosterilmediginden, bu tez
calismasinda MK-801’in beyin dokusundaki ghrelin, oksidatif stres ve inflamasyon

tizerindeki etkilerini tespit etmeye ¢alisacagiz.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Epilepsi

2.1.1. Tamim

Epilepsi Grekge’den tiireyen bir kelime olup, “tutulmak™ (epilepsia) anlamina

gelmektedir (Adadioglu ve Oguz, 2016).

SSS’nin kortikal veya subkortikal bdlgelerinde yer alan néron gruplarinin ani,
anormal ve asir1 elektriksel desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikan ve genellikle tekrarlayici

nitelikte olan klinik tabloya epilepsi denir (Akdag ve ark., 2016).
2.1.2. Tarihge

Modern zaman Oncesi epilepsi, cok sayida batil inang ve tanrilara dayandirilirip
metafiziksel temeli olan bir hastalik olarak kabul edilmistir. Ilk kaydedilen epilepsi
vakasi, milattan énce (M.0O.) 2000 yillarina kadar, Akad dilinde yazilmis bir metinde,
hastaligin sebebi olarak bir ay tanrisinin goriildiigii ve durumu tedavi etmek igin seytan
cikarma igleminin gergeklestigi bir metne dayanmaktadir. Mezopotamya uygarliginda
Babil krali Hammurabi’nin yasalarinda epilepsiden bahsedilmistir. M.O. 1067-1046
yillar1 arasinda Sakikku'da bir baska babilce yazida epilepsinin ozellikleri, tiirleri,
tedavisi ve sonucglartyla daha da ayrintili bir sekilde ele alinmig, ancak epilepsinin
nedenini ¢evreleyen yaygin inan¢ metafiziksel oldugundan, epilepsi i¢in manevi
¢oziimler Onerilmistir. Epilepsi konusuna bilimsel olarak yaklasan ilk kisi olan
Hipokrat, M.O. 5. Yiizyilda epilepsinin beyin hastalifi oldugunu savunmustur. Cogu
kiiltiirde epilepsi hastalig1 utang verici goriildiigiinden epilepsi hastalar1 sosyal hayattan
uzaklastirilmig veya hapsedilmislerdir.19. Yiizyila gelindiginde norobilim, psikiyatriden
farkl1 olarak yeni bir alan olarak ortaya ¢iktiginda, epilepsinin beyin hastaligi olma fikri
cok daha yaygin olarak kabul edilmistir. Modern diinyada epilepsi ile ilgili ilk tanimi
John Hughlings Jackson tarafindan “sinir dokusunun ara sira, asir, diizensiz

desarj1”olarak yapilmistir (Mansoor ve ark., 2018).



2.1.3. Epidemiyoloji

Epilepsi ¢cocuk-yetiskin, kadin-erkek, her yas, 1rk, etnik koken ve sosyal siniftan
insan1 etkileyen nérolojik bir hastaliktir (Cokar, 2018). Diinya ¢apinda 65 milyon
civarinda insan epilepsi hastasi olup %80'ine yakimi gelismekte olan bolgelerde
yasamaktadir. Ingiltere'de 600.000’den fazla kisi, yani neredeyse %1 oraninda ve
ABD'de 3 milyondan fazla kisi veya %0.84 oraninda epilepsi hastasi bulunmaktadir.
Baz1 ¢alismalar, yash niifustaki epilepsi insidansinin en yiiksek oraninin 65 yasindan
itibaren arttigini gostermistir. 65 yasindan biiyiik kiiresel popiilasyonun 2030 yilina
kadar 400 milyon civarinda artarak yaklasik 1 milyar seviyeye ¢ikacagi gbz Oniine
alindiginda, epilepsili  yash yetiskinlerin sayisinin  6nemli Ol¢lide artmasi
beklenmektedir (Sen ve ark., 2018). Diinya genelinde her yil tahmini 2.4 milyon kisiye
yeni epilepsi tanis1 konmaktadir. Yiiksek gelirli iilkelerde, yillik yeni vakalar genel
niifusta 100.000 kisi basina 30 ila 50 arasinda iken diisiik ve orta gelirli iilkelerde, bu
rakam 2 kat daha yiiksek olabilir. Gelismis tilkelerde epilepsi prevalansi binde 4 ila 10
arasinda degismektedir. Gelismekte olan ve tropikal iilkelerde yapilan ¢alismalarda ise
epilepsi prevalansinin binde 14 ila 57 arasinda oldugunu bildirmistir. Gelismis
tilkelerde, epilepsi insidansi ¢ocuklarda ve yaslilarda en yiiksek oranlara sahip olan U
seklinde bir egri sergiler. Buna karsilik, gelismekte olan iilkelerde epilepsi insidansi
erken erigkinlik doneminde en yiiksek nokta gibi goriinmektedir (Singh ve Trevick,
2016).

Yapilan caligmalarda Tirkiye’de epilepsi prevalanst 7- 12.2/1000 olarak
bulunmustur (Kog ve ark., 2017). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada epilepsi insidansi
kadinlarda 42.2/100000, erkeklerde ise 33.5/100000 olarak bildirilmistir (Cokar, 2018).

2.1.4. Etiyoloji

En sik epilepsi etiyolojisi, yagam siiresi boyunca degisiklik gosterir. Cocuklarda,
genetik yatkinlik ve dogustan malformasyonlar veya inme en yaygmn nedenlerdir.
Travmatik beyin hasari, enfeksiyon, yara izi ve tliimorler geng erigskinlerde 6nemli
nedenlerdir. Yash eriskinlerde ise inme, norodejeneratif ve serebrovaskiiler hastaliklar
en yaygin nedenlerdir (Johnson, 2018). Epileptik nobetin sebebi biliniyorsa buna

semptomatik epilepsi denir. Sebep olabilecek bir faktdr saptanamiyor ise semptomatik



olmayan olarak degerlendirilip idiyopatik ve kriptojenik olarak iki gruba ayrilir (Ochoa-
Goémez ve ark., 2016).

2.1.5. Patofizyoloji

Epileptogenezden sorumlu hiicresel mekanizmalar henliz tam anlamiyla
aydinlatilamamaistir. Tiim epilepsi nobetleri farkli mekanizmalarla ortaya ¢ikar ve biitiin
nobetlerde artmis noronal eksitabilite ve senkronite gibi ortak o6zellikler mevcuttur.
Epileptojenik merkez adi verilen beyin boélgelerindeki hiicreler tam olarak
aciklanamayan nedenlerle artmis uyarilma ve anormal ateslenme 6zelligi gosterirler ve
etraflarindaki normal hiicreleri de bu duruma ortak ederler (Baykan ve ark., 2004). Bazi
epileptik sendromlarda genetik faktorlerin rolii gosterilmistir. Ayrica birgok epileptik

durum i¢in kompleks veya poligenik kalitim s6z konusudur (Bambal ve ark., 2011).

Beyindeki en onemli inhibitdr norotransmitter olan Gama-aminobiitirik asid
(GABA) etkisini GABAA ve GABAg reseptorleri araciliiyla gergeklestirmektedir.
GABA, GABAA reseptoriine baglanarak kanalin agilmasina yol agar ve klor iyonunun
hiicre icine girmesine yol agarak elektriksel akimin inhibisyonuna yol a¢maktadir.
GABAg reseptoriine baglanmasi ile de potasyum akimini arttirmakta, kalsiyum iyon
girigini  azaltmakta ve diger ndrotransmitterlerin presinaptik salinimini inhibe
etmektedir. GABAA iletimindeki azalmanin in vitro ortamda memeli korteksinde
epilepsiye neden oldugu ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir. Epilepsi gelisimi esnasinda
GABAA reseptorlerinin  asirt  eksprese  oldugu bulunmustur. Ayrica GABAs
reseptorlerinin blokaji nbetlerin meydana gelmesine yol agmaktadir (Akdogan ve ark.,

2003; Bambal ve ark., 2011).

Epilepsi patogenezindeki rolii kanitlanan en onemli eksitator ndrotransmitter
olan glutamat, etkisini hem iyonotropik hem de metabotropik glutamat reseptorlerini
uyararak gosterir. Birgok epilepsi ¢esidinin agir1 glutamaterjik sinirsel aktiviteden
kaynaklanabilecegi oOngoriilmektedir (Yavuz Vanli ve Tiiziin, 2016). Epilepsili
hastalarda glutamat ve aspartat diizeylerinin arttifi gosterilmis olup, glutamat ve
aspartat diizeylerinin epileptik havyan modellerinde de artis gosterdigi bildirilmistir.

Glutamatin veya iyonotropik glutamat reseptdr agonistlerinin, beyin kesitlerinde ve



hayvanlarda konvulsif ve nonkonvulsif nobetlere neden oldugu bildirilmektedir
(Alexander ve Godwin, 2006).

Nikotinik asetilkolin (Ach) reseptér aktivasyonunun, hem eksitator hem de
inhibitér modiilatorleri etkileyebilecegi one siiriilmektedir. Norokimyasal deliller
presinaptik Ach reseptorlerinin aktivasyonunun Ach, GABA ve glutamat gibi
norotransmitterlerin salinimint arttiracagini gostermektedir (Roshan-Milani ve ark.,

2003).
2.1.6. Epileptik Nobetlerin Siniflandirilmasi

Epileptik nobet, beyindeki noronlarin anormal ve yogun desarjlari sonucu ortaya
¢ikan, beli bir siireyle simirli olan, suur degisiklikleri ile birlikte olan ya da olmayan
bayilma, morarma, sigrama, ¢irpinma, anlamsiz bakma, dalma vb. sekilde ortaya ¢ikan
bir durum olarak tanimlanmaktadir (Akdag ve ark., 2016; Espinosa, 2018; Johnson,
2018).

1964'te onerilen ilk modern siniflandirma ve 1970'de popiiler hale getirilmis olan
bu siniflandirmanin uluslararasi kullanimiyla, nébet siiflandirmalart yiizyillar boyunca
varligim siirdiirmiistiir. 1970'den 6nce, nobet tipleri ve epilepsi tipleri arasinda ayrim
yapilmamistir. Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (International League Against
Epilepsy-ILAE) tarafindan nobet ve epilepsi simiflandirmalari daha 6nce 1981 (ILAE,
1981), 1985 (ILAE, 1985) ve 1989'da (ILAE, 1989) yapilmistir (Falco-Walter ve ark.,
2018).
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Tablo 1. Epileptik nobetlerin siniflandirilmas: (Falco-Walter ve ark., 2018).

Parsiyel (Fokal) Nobetler Jeneralize Nobetler Simiflandirilamayan
(Konvulsif veya Non- Nobetler
Konvulsif)
1. Basit parsiyel 1. Absans nébetler Yeterli ve gerekli bilgi
ndbetler olmadigindan diger
kategorilere dahil
edilmezler
2. Kompleks parsiyel 2. Miyoklonik nobetler
nobetler
3. Sekonder jeneralize 3. Klonik nobetler
nobete doniisen
parsiyel nobetler
4. Tonik nobetler
5. Tonik-klonik
nobetler
6. Atonik nobetler

2.1.7. Deney Hayvanlarinda Konviilsiyon Olusturma Yoéntemleri

SSS’nin ani, asir1 ve paroksismal uyarilmasina konviilsiyon denir. Ates,
hipernatremi, iiremi, serebral konfiizyon ve kanama, bakteriyel toksinler (tetanoz,
salmonella gibi), hipoglisemi ve hipokalsemi gibi patolojik olaylar konviilsiyonlara
neden olabilirler. Konviilsiyonlarin ¢ogu akut bir hastaligin belirtisi olarak belirip daha
sonra tekrarlamadiklarindan epilepsi tanimina girmezler. Ancak, ileride tekrarlayan
kronik konviilsiyonlara (epilepsi) da doniisebilirler (Fischer, 1989; Vaughan ve Delanty,
2002; Dobbs, 2009). Epileptik nobet beyindeki bir grup néronun ani, gegici veya kisa
stireli, anormal desarj1 sonucu ortaya cikar. Jeneralize nobetler beynin her iki yarisini da
icerirken, fokal nobetler beynin bir yarisim1 kapsar. Jeneralize nébetler biitiin viicuda
yayilirken, fokal nobetler daha ¢ok bir veya daha fazla ekstremiteye, viicudun bir
tarafina yerlesebilir (Fischer, 1989; Vaughan ve Delanty, 2002; Dobbs, 2009; Loscher,
2011).

Fokal ve jeneralize konviilsif nébetler, beyin korteksinin belirli bir bolgesinde
veya genelinde eksitabilitenin artmasina bagl olarak ortaya ¢ikar. Normalde denge
halinde olan glutamaterjik eksitatér ile GABA’erjik inhibitor etkilerden, eksitator
etkilerin artmasi veya inhibitér etkilerin azalmasi, membranin sodyum ve/veya

kalsiyum iyonlarmma gecirgenliginin artmasma yol acarak eksitabiliteyi artirir.
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Dopaminerjik, noradrenerjik, serotonerjik, kolinerjik ve opioiderjik sistemler de
eksitabilitenin diizenlenmesine katkida bulunur (Vaughan, 2002; Dobbs, 2009; Kayaalp,
2012).

Deney hayvanlarinda gelistirilen test ve modeller konviilsiyonlarin olusumunda
rol oynayan temel mekanizmalarin aydinlatilmasinda 6nemli katkilar saglar. Ayrica bu
modeller epilepsi tedavisinde kullanilacak yeni ilaglarin arastirma ve gelistirilmesinde
onemlidir. Deney hayvani olarak ¢ogunlukla fare ve siganlarin kullanildig:r bu modeller
insandaki epilepsi tipleri ile kismi olarak benzemektedir. Elektriksel uyarim, sistemik ya
da kimyasal konviilsan madde kullanimu ile gesitli fiziksel ve genetik modeller gibi ¢ok
sayida model gelistirilmistir. Ancak olusturulan bu modeller, ideal epilepsi modeline
tam olarak benzememektedir (Fischer, 1989; Garcia ve ark., 2010; Rubio ve ark., 2010;

Loscher, 2011; Raol ve Brooks-Kayal, 2012; Kandratavicius ve ark., 2014).

Tablo 2. Deneysel epilepsi hayvan modelleri (Kaneez, 2011).

Basit Basit Parsiyel, | Kompleks | Jeneralize Jeneralize Status
Parsiyel, Kronik Parsiyel Tonik-Klonik Absans Epileptikus
Akut

Penisilin Aliminyum Kainik Genetik (genetik | Intraventrikiiler | Lityum-
hidroksit asit olarak epilepsiye | opioidler pilokarpin
yatkin sicanlar

gibi)

Bikukullin | Kobalt Tetanoz Maksimal Sistemik Kobalt-
toksini elektrosok penisilin homosistein

Pikrotoksin | Cinko Kindling | Kimyasal Talamik
konvulsanlar stimiilasyon
(Sitemik

Striknin Magnezyum penisilin,

Demir pentilentetrazol,

metiyonin vs)

Metabolik
dengesizlik
(hipoksi,
hipoglisemi,
yiiksek ates vs)

Ideal bir epilepsi modeli, Spontan olarak tekrarlayan ndbetleri olan, insan
epilepisine benzeyen, modeldeki EEG’nin sekli ilgili epilepsi ¢esidine benzeyen ve

nobetlerin frekansi ilaglarin etkisini akut veya kronik olarak test etmeye yetecek 6lciide




olandir. Fakat bu kriterlerin hepsini tagiyan herhangi bir model heniiz bulunamamigtir

(Akdogan ve Yongu¢ Goksin, 2011).
2.2. Skopolamin

Parasempatolitik etkili bir belladon alkaloidi olan skopolamin hidrobromiir
(hiyosin hidrobromiir) Solanaceae familyasindan Atropa belladonna (giizel avrat otu),
Hyocyamus niger (ban otu) ve Datura stramonium (tatula, seytan elmasi, boru ¢igegi)
bitkilerinde dogal olarak bulunur. Muskarinik asetilkolin reseptorlerinin segici olmayan
bir antagonisti olan skopolaminin, M; reseptorlerine segiciligi diger muskarinik
reseptorlere gore daha azdir (Korczynska ve ark., 2018; Xu ve ark., 2018).
Antimuskarinik bir ajan olan skopolamin, kalitatif olarak atropininkine benzer
ozelliklere sahiptir. Skopolaminin intestinal diiz kas spazmi tizerinde atropinden daha
giiclii etkileri vardir. Secici olarak gastrointestinal sistem, safra yolu ve idrar yolu diiz
kas spazmini hafifletebilir ve peristalsisini engelleyebilir. Skopolamin kalp, géz bebegi
ve tiikiirik bezi lizerinde daha az etkiye sahiptir, bu nedenle nadiren merkezi sinir
uyarimini, g6z bebegi dilatasyonunu, tiikiirik sekresyonunun inhibisyonunu ve
atropinden farkli olan diger ters reaksiyonlari indiikler. Skopolaminin oral emilimi
kolay degildir. Intravendz enjeksiyondan 2-4 dakika sonra, subkutan veya intramiiskiiler
enjeksiyondan 8-10 dakika sonra ve oral uygulamadan 20-30 dakika sonra, yaklasik 2-6
saat siiren etkinlik saglar. Skopolamin i¢in en 6nemli uygulama sekli, 1981 yilinda
transdermal tedavi sistemleri olarak gelistirilen bir teknoloji olan transdermal
uygulamadir. Transdermal seklinde kullanildiginda iyi tolere edilir. Plazma
proteinlerine geri doniislimlii olarak baglanir. Plasenta ve kan-beyin engelini gecer.
Diger antimuskariniklerden farkli olarak SSS’ye hizla geger ve dagilim gosterir.
Karacigerde tamamia yakini metabolize edilir ve metabolitleri idrarla atilir. Goz
bebeginde biiylime, g6z i¢i basincinin artmasi, ciltte kuruluk ve kizarma, agiz kurulugu,
mide-barsak kanalinda tonus ve motilitenin azalmasi, iseme gii¢liigii, tasikardi ve SSS
depresyonu baslica parasempatolitik etkileridir. Skopolamin idrar tutma zorlugunda
yarar saglar. Parkinson hastalarindaki tremor ve rijiditeyi mutad dozlarda giiclii bir
sekilde azaltir. Tasit tutmalarimin Onlenmesinde ve ameliyat sonrast bulanti ve
kusmalarda kullanilmaktadir. Antikolinerjik ila¢ maddelerinin meydana gelen yan

etkileri parasempatik sinir sisteminin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. Belirtileri
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yavaglamis kalp atis hizi, kuru agiz ve diisiik terlemeyi igerir. Daha yiiksek terapdtik
oral dozlarda artmig kalp atim hizi, solunum felci, ayrica bronkodilatasyon ve
midriyazis gozlenmistir. Viicut 1sisinda artisla birlikte eslik eden terleme de inhibe
edilir. (Lochner ve Thompson, 2016; Xu ve ark., 2018; Kohnen-Johannsen ve Kayser,
2019).

2.3. MK-801

Yaygin olarak MK-801 olarak da adlandirilan Dizosilpin N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptoriiniin nonkompetitif bir antagonistidir. NMDA reseptorleri, beyin
boyunca bulunan reseptorlerin iyonotropik glutamat sinifina aittir ve hipokampus ve
serebral kortekste yiiksek oranda eksprese edilir. NMDA reseptorlerinin sinaptik
plastisiteye aracilik ettigi, hafiza ve 6grenmede onemli bir rol oynadig1 ve mekansal
o0grenmede rol aldigir bilinmektedir. MK-801 bir lipofilik bilesik olmasimna ragmen,
hayvan g¢alismalarinda deri alt1 (s.c.) yolundan intraperitoneal (i.p.) yoluyla daha sik
uygulanir (Svalbe ve ark., 2019). Dizosilpinin (+) izomeri daha aktiftir (Yang ve ark.,
2016). Baslangicta yapilan arastirmalar ile MK-801’in giiglii bir antikonviilsan ve
hayvan inme modellerinde noroprotektif etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Daha
sonra, giiclii bir NMDA reseptor kanali bloke edici oldugu kesfedilmistir. Ana
metabolitleri, N-hidroksi tiirevi ve karbonda oksidasyon iceren 2- ve 8 hidroksil

analoglaridir.

MK-801, bir glutamat (Glu) reseptorii olan NMDA reseptorii-iyon kanali
kompleksi tizerindeki iki bolgeye baglanir. Merkezi sinir sisteminde islev goren en
onemli eksitatdr norotransmitter glutamattir. MK-801'in reseptdr blokaji voltaja baglh

bir sekilde gergeklesir (Monaghan, 2007; Kovacic ve Somanathan, 2010).
2.4. Ghrelin

Ghrelin, 1999 yilinda Japon bilim adamlar1 Kojima ve arkadaslar tarafindan rat
midesinde kesfedilmis bir hormon olup 28 amino asitten olusmus lipofilik bir peptiddir.
Aclik hormonu olarak da bilinen GHR esas olarak mideden salgilanir. Hipotalamik
arkuat cekirdeginde de bulunur ve enerji dengesini diizenler. GHR ayrica plasenta,

bobrek, kalp ve tiroidde de sentezlenir. GHR’nin viicut sivilarinda ve dokularda aktif
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ghrelin ve deagile ghrelin olmak {izere iki farkli formda bulundugu gosterilmistir (Lv ve
ark., 2018). Kan beyin bariyerini rahatlikla gegcen GHR viicut sivilarinin ¢ogunda tespit
edilmistir (Al Massadi ve ark., 2019).

GHR biiyiime hormonu (GH), adrenokortikotropik hormon (ACTH), prolaktin
salmimi, beslenme, gastrik asit sekresyonu, gastrik motilite ve hiicre proliferasyonu gibi
birgok farkli sistemi etkilemektedir. Arteriyel basinci, 1s1 regililasyonunu ve yag
oksidasyonunu azaltici etkilere sahiptir (Al Massadi ve ark., 2019; Lyra ve ark., 2019).
Ayrica bazi ¢alismalar grelin'in enflamasyonu smirlayabildigi, metabolik ve metabolik

olmayan enflamatuar kosullarda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (Pereira ve

ark., 2017).

Kandaki GHR konsantrasyonu aglik siiresince artar, yemekten sonra azalir. GHR

gida ve kilo alimini uyarir. GHR salinimu ile istah agilir (Mani ve ark., 2019).
2.5. Oksidatif Stres

Substratlarin oksidasyonu, aerobik metabolizma siirecinde hiicrelerde enerjinin
verimli bir sekilde iiretilmesinde 6nemli bir adim olan siirecte meydana gelir. Hiicre
icindeki oksidasyon/rediiksiyon islemleri arasinda sabit bir durum dengesi vardir.
Substrat oksidasyonu islemi sirasinda serbest radikaller (SR), ozellikle bilinen
toksisiteye sahip reaktif oksijen ajanlarmi diisiik seviyelerde tretmektedir. Cesitli
antioksidan mekanizmalar genellikle bu SR’lerin ¢ogalmasini Onler. Oksidatif stres
(OS) SR ile antioksidanlardan arasinda bulunan dengenin SR’ler lehine bozulmasiyla
meydana gelir (Kar ve Singh, 2019). Kimyasal ve biyolojik reaktivite agisindan
SR’lerin ¢ok ¢esitli olmasindan dolay1 bir dizi OS formu bulunmaktadir. Fizyolojik,
patofizyolojik, nutrisyonel, postprandiyal oksidatif stres, fotooksidatif stres, hipoksik ile
hiperoksik stres bunlar arasindadir (Sies, 2019). OS, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt,
bagisiklik sisteminde zayiflama, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif
hastaliklar, infertilite ve yaslanma gibi birgok olumsuz olaymn meydana gelmesinden

sorumludur (Nahar ve ark., 2017; Siileyman ve ark., 2018; Kar ve Singh, 2019).
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2.5.1. Serbest Radikaller

SR’ler niikleik asitlerin, proteinlerin, karbonhidratlarin ve hiicrenin lipidlerinin
yapisini ve isleyisini kolayca degistiren, yaralanma ve hiicre Oliimiine yol acan,
eslesmemis elektronlu oldukca reaktif kisimlardir. SR’lerin diisiik ila orta dereceli
konsantrasyonlarda, birgok fizyolojik fonksiyonda gorevleri mevcut olup, ayrica
enfeksiyonlara karst bagisiklik saglarlar. Hiicresel solunum sirasinda, iltihaplanma
sirasinda aktif 16kositlerde, eksojen kimyasallarin veya ilaglarin metabolizmasi sirasinda
ve ayrica demir ve bakir gibi gecis metallerini iceren hiicre ici reaksiyonda (6rnegin

fenton reaksiyonu) enzimatik olarak bir yan {iriin olarak {iretilirler (Kar ve Singh, 2019).

SR’leri olusumunu eksojen ve endojen kaynaklar olmak {izere 2 gruba
ayirabiliriz. Endojen kaynaklara 6rnek olarak; mitokondriyal elektron transport sistemi,
endoplazmik retikulum ve nukleus zarindaki elektron transport sistemi, inflamasyon,
kanser, travma, yaslilik, peroksizom enzimleri ve stres verilebilir. Eksojen kaynaklar ise
sigara, alkol gibi bagimlilik yapan maddeler, hava kirliligi, radyasyon, infeksiyoz
ajanlar, anestezik maddeler, pestisitler, temizlik triinleri ve ¢esitli ilaglar ornek
verilebilir (Ozcan ve ark., 2015; Karabulut ve Giilay, 2016).

Bir¢ok metabolik aktivite i¢in gerekli olan en 6nemli SR oksijendir. SR’ler
baglica molekiiler oksijenin normal metabolizma basamaklarinda indirgenmesi ile agiga
cikan hidroksil, stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal
yapilara sahiplerdir. Oksijenden olusan baslica serbest oksijen radikalleri (SOR);
stiperoksit radikali (O2" ), hidrojen peroksit radikali (H202), hidroksil radikali (HO") ve
nitrik oksit radikali (NO)’dir (Altiner ve ark., 2018). SOR’lar lipit peroksidasyonu,
protein hasari, DNA parcalanmasi ve karbonhidratlarda zincir kirtlmasi gibi durumlara
yol agarak lipidler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlarin hiicresel
hasarlanmasinda 6nemli rol oynarlar. SOR’larin zararli etkilerinin yanisira
enfeksiyonlara kars1 savunma, kanser hiicrelerini 6ldiirme, mitokondride ATP iiretimi,
hiicre biiylimesi, platelet agregasyonu ve trombozis gibi yararli etkileri de mevcuttur
(Neha ve ark., 2019).
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2.5.1.1. Malondialdehid (MDA)

SR'lerin en o©nemli olumsuz etkilerinin basinda lipid peroksidasyonu
gelmektedir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA'nin, hiicre membranlarinin
gecirgenligini arttirdigi, hiicre i¢i iyon dengesini bozdugu ve DNA'nin nitrojen bazlari
ile reaksiyona girebildigi ve bundan dolayr mutajenik oldugu ayrica hiicre kiiltiirleri i¢in
genotoksik ve karsinojenik oldugu kanitlanmistir. MDA 6l¢iimii OS tayininde
giiniimiizde en yaygin kullanilan lipid peroksidasyon metodudur (Tsikas, 2017).

2.5.1.2. Protein Karbonilleri (PCO)

SOR'lar arjinin, lizin, treonin ve prolin gibi proteinlerdeki aminoasitlerin yan
zincirlerini PCO olusturmak iizere degistirirler. PCO 6l¢timii OS tayininde proteinlerin
oksidatif modifikasyonunda kullanilan bir metoddur (Ergezer ve ark,. 2016).

2.5.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, SOR'u stabilize edebilen bilesiklerdir. Bu molekiiller SR’lerin
temizleyicileridir ve kolayca okside olurlar (Nahar ve ark., 2017). Oksidan/antioksidan
dengesinin oksidan lehine olmasiyla olusan OS’nin olumsuz etkilerine karsi olusan
antioksidan maddeler, eksojen ve endojen kaynakli olmak iizere ikiye ayrilir. Endojen
antioksidanlar, enzim olan ve enzim olmayan antioksidanlar olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Enzim olan antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz (CAT)’dir. Enzim
olmayanlar ise; lipoik asit, lirik asit, bilirubin, transferrin ve metatonindir (Neha ve ark.,
2019). Eksojen antioksidanlar karotenoidler, E, A ve C vitaminleri, dogal flavonoidler
veya diger farkli bilesiklerdir. Antioksidanlarin cesitli kanser tiirleri, inflamatuar
hastaliklar, katarakt tedavisi, hepatoprotektif, nefroprotektif, yaslanma Kkarsiti,
noroprotektif ve ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklardan korunma gibi ¢ok ¢esitli
durumlarda kullanim1  gilinimiizde olduk¢a yayginlagsmistir (Nahar ve ark., 2017; Neha

ve ark., 2019; Witherow, 2019).
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2.5.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOR’lara karsi ilk savunma hattin1 olusturan SOD, siiperoksit radikalini (O2")
hidrojen peroksit (H2.O2 ) ve molekiiler oksijene (O2 ) katalizleyen enzimatik bir
antioksidandir. Hidrojen peroksit daha sonra, CAT ya da GSH-Px ile ortamdan
uzaklagtirilir. OS’ye karsi ilk savunma hatti oldugu icin siiperoksit zincirleme radikal
reaksiyonlariin giiglii bir baslaticisidir. Ayrica lipit peroksidasyonlarii inhibe eder.
SOD aktivitesi yiiksek oksijen kullanan dokularda fazla olup SOD’un ekstraselliiler
aktivitesi ise ¢ok diisiiktiir.

O2 "+02 " +2H+ SOD: H202 + O2

Memelilerde 3 SOD izotipi tanimlanmistir. Mitokondri ve nukleusta Cu-Zn-
SOD, mitokondride Mn-SOD ve ekstra seliiller SOD’dur. Bu ii¢ enzim, SOD1, SOD2 ve
SOD3 olarak bilinen {i¢ farkli niikleer gen tarafindan kodlanir (Wilkes ve ark., 2017;
Turrens, 2018).

2.5.2.2. Katalaz (CAT)

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan yapisinda hem bir protein olan CAT,

H202’nin molekiiler oksijen ve suya ¢evrilmesini saglar (Bianchi ve ark,. 2019).
2 H202 CAT 2H20 + O2
2.5.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px 4 protein alt biriminden olusup her bir alt birim bir selenyum atomu
icerir. Hiicrelerin  sitoplazmasinda  bulunan GSH-Px, hidroperoksitlerin

indirgenmesinden sorumlu enzimdir (Karabulut ve Giilay, 2016).
H202+2GSH _ GPx GSSG + 2 H20
2.5.2.4. Glutatyon Rediiktaz (GSH)

Flavin adenin diniikleotid igeren flavoprotein bir enzim olan glutatyon rediiktaz,

nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)’1n bir elektronunu okside glutatyonun

15



disiilfid baglarina aktararak yeniden GSH’ye donistiiriir. Bu nedenle NADPH serbest
radikal hasarini engellemek i¢in gerekli bir enzimdir (Karabulut ve Giilay, 2016).

2GSSG + NADPH + H* __ GR : 2GSH + NADP*

2.5.2.5. Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE)

Paraoksonaz enzimi, karacigerden sentezlenen parationun aktif metaboliti
paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ile
iliskili kalsiyuma bagimli bir serum esteraz proteinidir. Paraoksonazlar (PON), PON1,
PON2 ve PON3'i igeren ii¢ genli bir ailedir. PON1 ve PON3 oncelikle karacigerde
sentezlenir ve bir kisim yiiksek yogunluklu lipoproteinler ile iliskili olduklari plazmada
salgilanir. PON1 ve PON3'in diisiik seviyeleri, basta epitel olmak iizere birgok baska
dokularda eksprese edilir. Buna karsilik PON2, beyin de dahil olmak {izere ¢ogu doku
ve organda eksprese edilen bir hiicre i¢i enzimdir (Costa ve ark., 2017). PONL,
paraokson gibi organofosfat bilesiklerini detoksifiye etme kabiliyetinden dolay1
paraoksonaz aktivitesine sahiptir. PON2 bakteriyel viriilans1 azalttigi gosterilen belirgin
laktonaz aktivitesi uygular. Bu sekilde PON2 konukgu savunma yanitinda 6nemli bir rol
oynayabilir. PON3 paraoksonaz ve esteraz aktivitelerine sahiptir, ancak bunlar PON1'e
kiyasla onemli Olgiide azdir. PON'lar igin spesifik fizyolojik substratlar agikca
tanimlanmamistir, ancak muhtemelen arasidonik asit ve dokosaheksaenoik asitin
oksidasyon firlinlerini igerirler (White ve Anantharamaiah, 2017). PON ve Avrilesteraz
(ARE) cogunlukla iki ayr1 enzim olarak algilansa da yapilan arastirmalarda insan
serumunda tek gen {irlinii olan olan enzimin hem ARE hem de PON aktivitesine sahip
oldugu gosterilmistir. Plazma PON1 ve ARE aktiviteleri patolojik sartlarda 6zellikle
malign hastaliklarda ve kronik sistemik hastaliklarda azalmis olarak bulunmustur.
Ayrica PON-1’in, SR’lerin neden oldugu lipit peroksidasyonuna kars1 antioksidan etki
gosterdigi kanitlanmistir (Gokbulut ve ark., 2019).

PON’un polimorfik degisim gosterdigi bilinmesine karsin ARE enzimi genetik
polimorfik bir degisim gostermemektedir. PON ve ARE’nin dogal substratlar1 farkli
olmasma karsin PON enzimi ARE’nin dogal substrati olan fenil asetat: hidroliz

edebilme yetenegine sahiptir. Ayrica PON ve ARE’nin iyi bilinen ortak 6zellikleri
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organofosfatlari, aril ve alkil halojenurleri hidroliz etme yetenegidir (Kili¢ ve Yonar,

2017).
2.6. Inflamasyon

Enflamasyon, dogustan gelen adaptif bagisiklik sisteminin hiicrelerinin
hareketini, gdciinii ve aktivasyonunu iceren eski ve gelismis bir siirectir. Immiinolojik
acidan inflamasyon patojenlere karsi savunmada, doku onariminda, rejenarasyonunda
ve yeniden sekillenmesinde, 6zetle doku homeostazisinde onemi biiyiiktiir (Greten ve
Grivennikov, 2019). Kimyasal medyatorlerin bir arada veya sirayla etki etmesi ile
inflamatuar yamit olusur. Inflamasyonun kimyasal medyatérleri arasinda histamin,
serotonin, kininler, prostaglandinler, 16kotrienler, sitokinler ve nitrik oksit bulunur

(Lordan ve ark., 2019).
2.6.1. Nitrik Oksit (NO)

NO suda ¢oziinebilen, lipolifik yapida oldugundan hiicre membranlarindan
kolayca gegebilen iki atomlu bir gaz molekiiliidiir. NO yapisinda eslenmemis elektron
icerdiginden SR olarak kabul edilir. Bu nedenle hizli bir sekilde reaksiyona girer (Kim-
Shapiro ve Gladwin, 2018). Nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-arjinin amino
asidinden sentezlenen NO, hem néronal haberci hem de beyinde nérotransmitterlerin
modiilatorii olarak islev goriir (Depace ve Colombo, 2019). NO’nun 3 tip izoformu olup
bunlar; endotel hiicrelerinde NO sentaz (eNOS), noronlarda NO sentaz (nNOS) ve
makrofaj indiiklenebilir NO sentaz (iNOS)’dur (Kim-Shapiro ve Gladwin, 2018;
Depace ve Colombo, 2019; Leiper, 2019). NO akut ve kronik inflamasyon ve sistemik
inflamatuvar yanitta rol oynar. NO’nun immiin, kardiyovaskiiler ve sinir sisteminde
onemli etkileri mevcuttur. Immiin sistemde; siiperoksitlerin etkisiz hale getirilmesi,
hiicresel yaralanmalarin  onlenmesi, kardiyovaskiiler sistemde; vazodilatasyon,
trombosit agregasyonu ve SSS’de; noral koruma, noral toksisite ve ndrotransmisyon

gibi etkiler gosterir (Depace ve Colombo, 2019; Gdl ve ark., 2019).
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2.6.2. Prostaglandinler (PG)

PG’ler aktif siklik yag asidi tiirevleri olup, ilk olarak Ulf von Euler tarafindan
1930’larda prostat sivisindan izole edilerek elde edilmistir. Prostat bezinden elde
edildigi i¢in prostaglandin ismini almislardir. Fosfolipidler fosfolipaz A2 enzimi etkisi
ile aragidonik aside doniisiir. Arasidonik asit ise lipooksijenaz enzimi etkisi ile
16kotrienlere, siklooksijenaz enzimi etkisi ile PG’lere doniisiir (Kayaalp, 2012; Akar ve
Kose, 2016). PG’lerin bulunmasindan sonra prostasiklinler, lipoksinler, tromboksanlar
ve lokotrienler bulunmustur. Bu maddeler arasidonik asit metabolitleri olarak
eikozanoidler adi altinda toplanmistir. Eikozanoidler ( “eikoza” kelimesi yunanca 20
demektir) 20 karbonlu yag asitlerinden tlireyen ve gii¢lii biyolojik etkileri olan endojen
maddelerdir. PG’lerin inflamasyon, bronko-dilatasyon/konstriiksiyon, vazodilator,
trombosit agregasyonu, uterus fonksiyonu (oksitosik) gibi gérevleri vardir (Ricciotti ve
Fitzgerald, 2011; Kayaalp, 2012).

Membrane phospholipids
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Sekil 1.Prostaglandinlerin Sentezi (Ricciotti ve Fitzgerald, 2011).
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Prostaglandin E> (PGE2), sirasiyla siklooksijenaz yolu boyunca arasidonik
asitten sentezlenen PGH)'den tiiretilir. PGE> viicutta iiretilen ve en ¢ok bulunan
PG’lerden biridir. Epitel hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar gibi bir¢cok hiicre tipi
PGE: iiretir. PGE> vazoaktiviteye sahip olup bagisiklik fonksiyonlarinm1i modiile eder,
uyku-uyaniklik déngiilerini diizenler ve bircok baska aktivite sergiler. inflamasyonda,
PGE: o6zellikle ilgi ¢ekicidir ¢iinkii klasik iltihap belirtilerine yol acan kizariklik, sisme
ve agr1 gibi tiim islemlerde rol alir. Ayrica PGE2 noétrofiller, monositler ve dogal
oldiirticti hiicreler gibi dogal immiin hiicreler tizerinde anti-enflamatuar etkiler
uygulayabilir. Boylece PGE2, ¢esitli iltihaplanma agsamalarini igerige bagl bir sekilde
modiile edebilir ve tiim siireci hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar yonlerde

koordine edebilir (Ricciotti ve Fitzgerald, 2011; Kayaalp, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkez Miudiirliigii’'nden temin edilen 36 adet, 25-30 gr agirhiginda Balb/C cinsi beyaz

eriskin erkek fareler kullanildi.

3.2. Kullanilan Droglar ve Malzemeler

Ghrelin ELISA Kiti

3.2.1. Droglar
1-Butanol Riedel de Haen
2,4-dinitrofeneilhidrazin (DNPH) Sigma
5, 5’ dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) Sigma
Amonyum Siilfat Sigma
Asetik Asit Merck
Bakir Klortir Sigma
Bakir Siilfat Pentahidrat Merck
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma
Disodyum Hidrojen Fosfat Merck
Distile Su Polifarma
Etil Alkol (Etanol) Merck
Etil asetat Merck
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Merck
Fenil asetat Fluka
Fenol Merck
Folin Ciocalteu's Fenol Reagent Sigma

Lifespan Biosciences

Glutatyon Rediiktaz Sigma
Guanidin HCI Sigma
Hidrojen Peroksit Merck
Kalsiyum kloriir Merck
Ketamin (Ketalar) Pfizer
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= Ksalazin (Rompun) Bayer

= Ksantin Oksidaz Sigma
=  Ksantin Sigma
= Metafosforik asit Sigma
= MK-801 (Dizosilpin) Merck
= N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir (NEDD)  Sigma
= Nitroblue Tetrazolium Kloriir (NBT) Sigma
= Paraokson Fluka

= PGE2 ELISA Kiti Lifespan Biosciences
= Piridin Riedel de Haen
= P-nitrofenol Fluka

= Potasyum Dihidrojen Fosfat Merck
= Potasyum Sodyum Tartarat Merck
= Rediikte L-Glutatyon Sigma
» Rediikte B-NADPH Sigma
= Skopolamin Hidrobromid Sigma
=  Sodyum Azid Sigma
*  Sodyum Dodesil Siilfat Sigma
= Sodyum Hidroksit Merck
=  Sodyum Karbonat Merck
*  Sodyum Kloriir Merck
= Silfanilamit Sigma
= Tetrametoksipropan Aldrich
= Tiobarbitiirik Asit (TBA) Merck
= Trikloroasetik Asit (TCA) Merck
= Tris-HCI Sigma
*  Vanadium Kkloriir Merck

3.2.2. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

* Buzdolab1 (Regal, RBD 4602 NCF)
= Derin dondurucu (-80 °C) (Elcold)
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Derin Dondurucu (-20 °C) (Vestel)

Sogutmali Mikrosantrifuj (Sigma,2-16K)

Mini santrifiij (Eppendorf)

Homojenizatdr (Arzum motor, el yapimi ug)
Etiiv (Binder)

Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath)
Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50)
Hassas Terazi (Mettler Toledo)

Vorteks (REAX)

Distile Su Cihaz1 (Millipore)

Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P1000)
pH Metre (Mettler Toledo)

Ceker Ocak (Biolab)

Ultrasonik Su Banyosu (Wisd)

ELISA mikroplate okuyucu (VersaMax)
Isiticili Manyetik Karistirict (Wisd)

Enjektor (1-2-10 ml) (Ayset)

Non-Steril Eldiven (Beybi)

Numune Kaplari (Ayset)

Bisturi (Ribbel)

Laboratuvar Tiipleri (BD Vacutainer)

3.3. Hayvan Gruplarmin Olusturulmasi

barindirildi.

Bu c¢alismada 36 adet, 25-30 gr agirliginda Balb/C cinsi beyaz eriskin erkek
fareler kullanildi. Hayvanlar, 6 tanesi bir arada olmak iizere uygun biiyiikliikteki taze
samanli temiz kafeslerde, sicakligr 21-23°C olan ve 12 saat aydinlik karanlik (07:00-
19:00) ritminin uygulandig1, deney giiniine kadar Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel

Uygulama ve Arastirma Merkez Midiirliigii’nde standart laboratuvar kosullarinda

Hayvanlarin yemleri alindi ve 48 saat boyunca a¢ birakildilar ve hayvanlarin
suya erisimleri ad libitum olarak saglandi. Deney giinii, skopolamin hidroklorid 3mg/kg

ve 4ml/kg hacimde olacak sekilde serum fizyolojik (SF) icinde ¢oziilerek hazirlandi.
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MK-801 ise 0.17 mg/kg ve 4 ml/kg hacimde olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziilerek
hazirlandi. A¢ hayvanlar tartildiktan sonra asagidaki sekilde deney gruplarina ayrildi.

1.Grup (A¢-SF-Yem) (n=6):48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. SF
enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyondan 20

dakika sonra yem verildi.

2.Grup (Ag-Skop-Yem) (n=6): 48 saat siiresince ag¢ birakilan hayvanlara i.p.
skopolamin enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi.

Enjeksiyondan 20 dakika sonra yem verildi.

3.Grup (A¢-SF-MK-801-Yem)(n=6): 48 saat siiresince ag¢ birakilan hayvanlara
i.p. SF enjeksiyonu ve hemen ardindan i.p. 0.17 mg/kg MK-801 enjeksiyonu
yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyonlardan 20 dakika

sonra yem verildi.

4.Grup (Ag-SF-MK-801-Yem)(n=6): 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara
i.p. SF enjeksiyonu ve hemen ardindan i.p. 0.51 mg/kg MK-801 enjeksiyonu
yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyonlardan 20 dakika

sonra yem verildi.

5.Grup (A¢-Skop-MK-801-Yem)(n=6): 48 saat siiresince ag¢ birakilan hayvanlara
I.p. 3 mg/kg skopolamin enjeksiyonu yapildi ardindan i.p. 0.17 mg/kg MK-801
enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyonlardan 20

dakika sonra yem verildi.

6.Grup (A¢-Skop-MK-801-Yem)(n=6): 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara
I.p. 3 mg/kg skopolamin enjeksiyonu yapildi ardindan i.p. 0.51 mg/kg MK-801
enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyonlardan 20

dakika sonra yem verildi.

Enjeksiyon sonrasinda izleme kafeslerine alinan tiim gruplardaki
hayvanlar 30 dakika boyunca konvulsiyon siklig1 ve konvulsiyon baglama siiresi

acisindan izlendi.
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Konvulsiyon evreleri 0-5 arasinda skor verilerek degerlendirildi. Evre 1

ve Ustll konvulsiyon yanit1 olarak kabul edildi. Degerlendirme:
(0) fark yok;
(1) donma ve ¢ene hareketleri;
(2) 6n ayaklarda klonus;
(3) sahlanma ile 6n ayaklarda klonus;
(4) sahlanma ile 6n ayaklarda klonus ve diisme;
(5) sahlanma ile jeneralize konvulsiyon, diisme ve sicrama.
Deneylerde arastirmacilarin uygulamalara kor olmasi saglandi.

Izleme siiresinin sonunda doku ghrelin, oksidatif stres ve inflamasyon
diizeylerini belirlemek i¢in hayvanlardan intrakardiyak kan alindi ve beyinleri

cikarilarak uygun kosullarda saklandi.
3.4. Cahsma Orneklerinin Hazirlanmasi
3.4.1. Doku Ornekleri

Intraperitoneal olarak uygulanan ketamin (50 g/kg i.p.) ve ksilazin (10
mg/kg/i.p.) anestezisi altindaki erkek farelerin beyin dokulari izole edilmis ve dokular
serum fizyolojik soliisyonundan geg¢irilerek temizlenmistir ve calisma giiniine kadar

dokular derin dondurucuda saklanmustir.
3.4.2. Homojenizasyon

Yas agirlhiklart 100 mg. olarak ayarlanan dokular, sivi azot yardimiyla
sertlestirilerek porselen havanda toz haline getirilmistir. Cam tlipe aktarilan doku
tizerine 1/10 (w/v) olacak sekilde fosfat tamponu eklendi. Cam tiiplere aktarilan doku
ornekler numaralandirilarak 3.000 rpm' de 10 dakika +4 santigrat derecede santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatantin protein, SOD, MDA, GSH-Px ve CAT

diizeylerine bakilmistir.
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Homojenat Tamponu: 50 mM pH 7.8, 10 mM EDTA 1.7 g KH2POs ve
0.73 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢oziiliir pH 7.8 yapilarak son hacim saf su ile

250 ml'ye tamamlanir.
3.5. Analiz Yontemleri

Dokularn lipit peroksidasyonunu belirlemek icin MDA diizeylerine, antioksidan
diizeylerini belirlemek icin ise GSH-PX, CAT ve SOD aktivitelerine bakildi. Enzim
aktivitelerinin U/ mg protein olarak belirtebilmek icin ise tiim dokularim protein

diizeyleri (Lowry) dlgiildii.
3.5.1. Protein Ol¢iimii (Lowry Metodu)

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.

Kullanilan Reaktifler:

A Reaktifi: 0,1 N NaOH c¢ozeltisi kullanilarak %2’lik Na,COs ¢ozeltisi

hazirlanir.
B1 Reaktifi: %1°lik CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi hazirlanir.
B2 Reaktifi: %2’lik Na-K-Tartarat ¢6zeltisi hazirlanir.
B Reaktifi: B1 ve B> esit hacimde karistirilir.

C Reaktifi: 50 mL B reaktifine 1mL A reaktifi eklendi. Reaktif taze

hazirlanmali ve bekletilmeden kullanilmalidir.

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

karistirilir.
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Protein standardi: 250 mg/100 ml. bovin serum albiimin (BSA) 20, 40, 80,
160, 320, 640 pg/mL. protein igerecek sekilde diliie edilerek calisma standartlari

hazirlandi.

Tablo 3. Deneyin yapilisi esnasinda uygulanan ¢alisma standartlar1 (uL)

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

Tiipler vortekslenerek 20-30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Spektrofotometrede 750 nm’de numunenin ve standardin absorbansi koére karst okundu.

Her bir ornek i¢in protein miktar, BSA standart cozeltileri ile hazirlanan
standart egrisine gore ve dillisyon faktoriiyle ¢arpilarak hesaplandi. %10’luk doku
homojenatlarinda ve 10.000 g siipernatant fraksiyonlarinda protein miktar1 mg olarak

bulundu (Lowry ve ark., 1951).
3.5.2. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Ol¢iimii

Deneyin Prensibi: GSH-Px tarafindan katalizlenen reaksiyonda GSH’nin H20:

ile oksidasyonu sonucu olusan GSSG’nin glutatyon rediiktaz (GSSG-Rd) kataliziyle
tekrar GSH’a doniismesi sirasinda tiiketilen NADPH konsantrasyonu {izerinden 340

nm’de olusan absorbans azalmasinin 4 dakika boyunca izlenmesi prensibine dayanir.
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HO, + 2GSH-GSEPX

GSSG + NADPH+H*

Kullanilan Reaktifler:

G55G-Rd

2H,0 +GSSG

Fosfat tamponu: 0,05 M (pH 6,8) (SmM EDTA igerir)

Rediikte L-Glutatyon ¢ozeltisi: 0,15 M

NADPH c¢oézeltisi: 7,2 mM

Glutatyon Rediiktaz ¢6zeltisi: 100 U/mg protein/mL

Sodyum Azid ¢ozeltisi: 2 M

Hidrojen Peroksit ¢cozeltisi: 30 mM

Ornek (Doku Homojenizati)
Fosfat Tamponu 2,65 mL
Rediikte Glutatyon ¢oz. 0,1 mL
NADPH c¢ozeltisi 0,1 mL
Glutatyon Rediiktaz ¢ozeltisi 0,01 mL
Sodyum Azid ¢ozeltisi 0,01 mL
Numune 0,1 mL
Hidrojen Peroksit ¢ozeltisi 0,1 mL

NADP™ + 2GSH

Hazirlanan c¢ozelti 25 °C’de 2 dakika inkiibe edildikten sonra 340 nm’deki

absorbansi 0l¢iildii ve bu degere kars1 spektrofotometre sifirlandi. Bu ¢dzelti {izerine 0,1
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mL H20: ¢ozeltisi eklenerek 2 dakika boyunca enzim aktivitesindeki diisiis gozlendi
(77).

Her numune ve kontrol tiipii i¢in, 2. ve 4. dakikalarda OD degerleri kullanilarak,
AOD /dk degerleri hesaplandi. Daha sonra numune AOD /dk degerlerinden kontrol
degerleri ¢ikarilarak net AOD /dk degerleri elde edildi. Doku GSH-Px aktivitesi,
miligram protein basina (U/ mg protein) spesifik aktivite cinsinden verildi (Paglian ve
Valentine, 1967).

3.5.3. Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivitesi tayini Aebi tarafindan tarif edilen yonteme gore yapildi.
Yontemin esasi, H2Oz substratinin katalaz ile enzimatik yikilmasinin 240 nm de

izlenmesidir.

H,0, _ AT | 2H,0+0;

Kullanilan Reaktifler:

Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A): 0,681 g KH2POs bidistile suda

coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2,77 g Na;HPO4.12H,O bidistile

suda ¢oziilerek 155 mL’ye tamamlandi.

Fosfat Tamponu (50 mM pH 7,0): A/B oram1 1/1,55 olacak sekilde
karistirtlarak hazirland1 ve pH 7’ye ayarlandi.

Hidrojen Peroksid Cozeltisi (30 mM): 34 ul %30 luk H202 10 mL’ye fosfat

tamponu ile tamamlandi.

Deneyin _Yapilisi: Kuvarz spektrofotometre kiivetlerine 10 pl 10.000 g

siipernatant fraksiyonu ve iizerlerine 1990 ul fosfat tamponu ilave edildi. Ornek

kiivetine 1 mL 30 mM H20: ilave edildi ve hemen karigtirilarak Ornegin
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absorbansindaki azalma kore karsi 1 dakika boyunca 240 nm’de izlendi. Spesifik
aktivitesi linite/mg protein cinsinden hesaplandi (Aebi, 1984).

3.5.4. Siiperoksid Dismutaz Enzim Aktivitesi Tayini

Deneyin Prensibi: Oksidatif yolla enerji liretimi sirasinda olusan endojen ve

eksojen kaynakli toksik siliperoksit radikellerinin suya ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim aktivitesinin 6l¢iim prensibi, ksantin varliginda
ksantin oksidazin agiga c¢ikardig1 siiperoksit radikallerinin NBT ile 560 nm’de

absorblanan rengin 6l¢lilmesine dayanir.

Kullanilan Reaktifler:

Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0,1 N): 0,4 g NaOH bidistile suda ¢oziilerek 100

mL’ye tamamlandi.

Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM): 4,6 mg ksantin tartilip, 1 mL 0,1 N NaOH
¢ozeltisinde hafif 1s1 uygulamasi ile ¢oziilerek bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

Cozelti +4 °C’de bir hafta dayaniklidir.

Ksantin Cozeltisi (0,3 mM): Stok ksantin ¢ozeltisinden 1 mL alinarak bidistile

su ile 10 mL’ye tamamlandi. Her deney giinii taze olarak hazirlandu.

Etilendiamintetraasetik Asid Cozeltisi (0,6 mM): 22,32 mg Na;EDTA. 2H,0

bidistile suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM): 4,24 g Na,COs bidistile suda

coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda c¢oziilerek 10 mL’ye

tamamlandi.

Nitroblue Tetrazolium Kloriir (NBT) Cozeltisi (0,15 mM): 1,226 mg NBT

bidistile suda ¢oziilerek 10 mL ye tamamlandi. Her deney giinii taze olarak hazirlandi.
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SOD Cahsma Reaktifi: 10 mL 0,3 mM ksantin, 5 mL 0,6 mM Na;EDTA, 3 mL
400 mM NaxCOgs, 1,5 mL 1 g/LL BSA, 5 mL 0,15 mM NBT karistirilarak her deney

giinii taze olarak hazirlandi.

Amonyum Siilfat Cozeltisi (2 M): 26,428 g (NH4)2SO4 bidistile suda ¢oziilerek

100 mL’ye tamamlandi.

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L): 2 mg ksantin oksidaz sogutulmus
(NH4)2S04 ¢ozeltisinde ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlandi.

Bakir Kloriir Cozeltisi (0,8 mM): 13,64 mg CuCl2.2H,O bidistile suda

coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi: 2,85 mL SOD reaktifi 6rnek tiipiine ve kor tiipiine aktarildu.

Ornek tiipiine 100 pl siipernatant ilave edildi ve her iki tiipe de 50 pl ksantin oksidaz
eklendi. Tiipler 25 °C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra tiiplere 100 ul CuCl;
cozeltisi eklendi. En son asama olarak da kor tiipiine 100 pl siipernatant eklenerek
karistirildi. Kor tiipiiniin ve 0rnek tiipliniin 560 nm’de absorbanslar1 ayr1 ayr1 6l¢iiliip
SOD aktivitesi tespit edildi. Spesifik aktivite U/mg protein cinsinden ifade edildi (Sun
ve ark., 1988).

3.5.5. Malondialdehit Ol¢iimii

Lipit peroksidasyon iirlinlerinden en stabili olan MDA’ ’nin tiobarbiitirik asit ile
reaksiyonu sonucu olusan pembe kirmizi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak

degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan Reaktifler:

Stok tetrametoksipropan c¢ozeltisi: 0,92 gr tetrametoksipropan 1 mL’de

¢Oziiliir.

Giinliik tetrametoksipropan cozeltisi: 10 mL’lik stok ¢ozelti 100 mL’ye distile

su ile tamamlanir. Calisma sirasinda giinliik ¢6zelti tekrar 1/10 oraninda seyreltilir.

30



SDS cozeltisi: 8,1 gr SDS tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve

¢Ozilir.

Asetik Asit cozeltisi: 20 mL asetik asit distile su ile 100 mL’ye tamamlanir ve

pH’s1 3,5 e ayarlanir.

TBA c¢ozeltisi: 0,8 gr TBA tartilip 100 mL’ye ditile su ile tamamlanir ve

1sitilarak ¢oziliir.

N-biitanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinin 1 mL’si 15 mL n-biitanol ile

karistirilir.

Deneyin Yapihisi:

Kor Standart Ornek
Standart (1/10 diliie) | - 50 -
(nL)
Ornek (uL) - - 50
SDS ¢oz. (uL) 100 100 100
Asetik Asit ¢oz. (uL) 750 750 750
TBA c¢oz. (uL) 750 750 750
Distile su (uL) 400 350 350

Tiipler 95 °C’de 30 dakika stire ile inkiibe edilir. Musluk suyunda sogutulur. 500
pL distile su eklenir. 2,5 mL n-biitanol-piridin karisimi eklenip tiipiin kapag: kapatilarak
karisimlar beyazlagincaya kadar vortekslenir. 4000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenir.
Stipernatant fazdan 1 mL alinip 532 nm’de kore kars1 spektrofotometrik olarak olgiiliir

(Ohkawa ve ark., 1979).
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3.5.6. Protein Karbonil Grup Tayini

Deneyin Prensibi: Levine ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bir metot olup
proteinlerin oksidasyonu sonucu olusan karbonil guruplari ile 2,4-dinitrofenilhidrazinin
reaksiyona girmesi ile olusan hydrozone bilesiklerinin renginin spektrofotometrik

olarak dlgiimiine dayanan bir yontemdir.

Reaktifler

e DNPH ¢ozeltisi: 10 mM 2,4-dinitrofeneilhidrazin 2 M’lik HCl iginde
¢oOziilerek hazirlanir.

e 9% 10 TCA c¢ozeltisi: 10 gr. TCA distile su ile 100 ml.’ye
tamamlanarak hazirlanir.

e Guanidin HCI ¢ozeltisi: 6 M guanidin HCI, 20 mM potasyum fosfat
tamponu (pH:2,3) i¢inde ¢oziilerek hazirlanir.

e Etanol:Etil asetat ¢ozeltisi: 1:1 oraninda etanol ve etil asetat
karistirilarak hazirlanir.
Yontemin uygulanisi

15 pl plazma, 0,5 ml DNPH cozeltisi ile karigtirilarak oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra iizerine 0,5 ml TCA ¢o6zeltisi eklenerek
vortekslenmis ve 15000 rpm’de 3 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatan atilarak pelet 2
kez 1:1 oraninda karistirilmis etanol:etil asetat ile yikanmistir. Kalan pelet iizerine 0,6
ml Guanidin HCI ¢6zeltisi ilave edilip 15 dk. 37 °C’de inkiibasyona birakilarak peletin
¢Oziilmesi saglanmis ve spektrofotometrede 365 nm’de absorbanslart okunmustur. Elde
edilen absorbans degerleri, absorbsiyon katsayisi (emax=22000/M/cm) ile carpilarak

sonuglart nmol/mg protein seklinde hesaplanmistir (Levine ve ark., 1990).
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3.5.7. Paraoksonaz Aktivitesinin Olciimii

PON enziminin paraoksonaz aktivitesi Ol¢limiinde paraokson substrat olarak
kullanilmistir.  PON enzimi asagidaki reaksiyonu katalizlemektedir. Reaksiyon
sonucunda olusan p-nitrofenol 405 nm de goriiniir bolgede absorbans vermektedir. Bu

tirtiniin absorbsiyonu 6lgiilerek enzimin aktivitesine bakilmstir.
Kullanilan Reaktifler:
Tris-HCI Tamponu (pH:8, 20 mM)
CaClz (1 mM)
Paraokson (1 mM)
p-nitrofenol (0,1 mM)
Paraokson Standart Grafigi:

0,1 mM p-nitrofenolden 0.5-50 uM final konsantrasyonu verecek sekilde
hazirlanan standart ¢ozeltilerin optik dansiteleri okunarak grafik elde edilmis ve grafigin

egimi paraoksonaz aktivitelerinin hesaplanmasinda kullanilmaistir.

Toplam 1 ml reaksiyon karisiminda 20 mM tris-HCI (pH:8), 1 mM CaCl2 ve 1
mM paraokson varliginda 10 ul suparnatan drneginin aktivitesi dlgiilmiistiir. Ik dlgiim
10. dk’ da, ikinci dlgiim 25. dk’ da yapilmistir. Ik 6l¢iim hesaplamalarda kor olarak
kullanilmistir. Sonuclar bir dakikada olusan iirlin miktar1 olarak hesaplanmistir

(Eckerson, 1983).
Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Enzim Aktivitesi = (OD2 — OD1) / 0.0103 x 100 / 15 nmol iiriin.dk-1.ml-1

serum ( miU/ml)
OD2 : 25. dakika sonunda optik dansite

OD1 : 10. dakika sonunda optik dansite
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0.0103 : Standart egrisinin egimi ( OD / Konsantrasyon )
100 : Seyreltme faktorii 1ml serum igin

15 : 1 dakikalik aktiviteyi elde etme

3.5.8. Aril Esteraz Aktivitesinin Ol¢iimii

Aril esteraz aktivitesinin 6l¢iimii i¢in fenil asetat substrat olarak kullanilmistir.
Deneyin prensibi aril esterazin fenil asetati fenol ve asetik aside pargalamasiyla olusan

fenoliin 270 nm de absorbansinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
Kullanilan Reaktifler:
Tris-HCI Tamponu (pH:8, 20 mM)
CaCl; (1 mM)
Fenil asetat (1 mM)
Fenol (0,1 mM)
Aril esteraz Standart Grafigi:

Aril esteraz aktivitesi i¢in kalibrasyon egrisi 1 mM fenol stogundan 3-900 uM
son konsantrasyon olacak sekilde 10 degisik konsantrasyonda hazirlanan standart
cozeltiler kullanilmistir. Elde edilen optik dansitelerin konsantrasyona gore grafigi
cizilerek grafigin egimi bulunmus ve enzim aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilmigtir.
Reaksiyon toplam 3 ml hacimde 20 mM Tris-HCI (pH:8), 1 mM CaCl; ve 1 mM fenil
asetat varhiginda gerceklesmistir. 10 pl suparnatan reaksiyon tiipiine eklendikten 15
saniye sonra 1. optik dansite 6l¢iimii, 75. saniyede ikinci okuma yapilmistir. Birinci
optik dansite hesaplamalarda kor olarak kullanilmistir. Okumalar quartz kiivetlerde

yapilmistir (Eckerson, 1983).

Aril Esteraz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Enzim Aktivitesi = (OD2 — OD1 )/ 0.0016 x 300/ 1000
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umol iriin . dk-1 .ml-1 serum ( 1U/ml)

OD2 : 1dk15 saniye sonunda optik dansite

ODL1 : 15 saniye sonunda optik dansite

0.0016 : Standart egrisinin egimi ( OD / Konsantrasyon )
300 : Seyreltme faktorii 1ml serum icin

1000 : 1 ml deki {irtin miktar1 pmol olarak

3.5.9. Glutatyon Tayini

GSH analizi: Beutler ve ark.’nin bildirdigi yonteme goére yapilmistir. Bu
yontemde heparinli kanin distile su ile hazirlanan hemolizatinda, -SH tagimayan tiim
proteinler coktiiriilmektedir. Elde edilen berrak sivida, -SH gruplarinin DTNB ile
olusturdugu sar1 renkli kompleks, 412 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak

Olciilmektedir.

Eritrosit GSH konsantrasyonu, Beutler’in klasik DTNB metodu dogrultusunda
5'6'-ditionitrobenzoik asit ile renk olusturularak Olgiildii. Analizlerde Shimadzu UV

1601 spektrofotometre kullanildi.

Cozeltiler:

1) Coktiiriicii (3 hafta dayanikli)

1.67 g Metafosforik asit + 0.2 g EDTA + 30 g NaCl 100 ml’ye distile su ile

tamamlanir.

2) Fosfat Cozeltisi (siiresiz dayanikli)

26.7 g Disodyum fosfat (NazHPO4) 500 ml’ye distile suyla tamamlanur.

3) DTNB (Elman’s) (13 hafta dayanikli)
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40 mg DTNB %1 Sodyum Sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanir.
4) GSH Standard1 (taze hazirlanir)

40 mg GSH 100 mI’ye distile su ile tamamlanir.

Yapilist:

1) Kor: 2 ml distile su + 3 ml ¢oktiiriicii

2) Standart: 0.2 ml GSH Standard1 + 1.8 ml distile su + 3 ml.¢coktiiriicii iyice
karistirilir, 5 dk beklenir. Daha sonra adi siizge¢ kagidindan siiziiliir ve 1 ml slipernatant
alinarak baska bir tiipe konur. Bu tiipe 4 ml fosfat ¢ozeltisi ve 0.5 ml DTNB ayiraci
katilir ve iyice karistirildiktan sonra distile suya karst 412 nm dalga boyunda 10 dk

icinde okunur.

3) Numune 0.2 ml EDTA’l1 tam kan alinir. 1.8 ml distile su katilir ve karistirilir
3 ml ¢oktiirticii katilir, karistirilir ve 5 dk beklenir. Bundan sonraki islemler standarttaki
gibidir (Beutler, 1963).

HESAPLAMA:
Num. Absorbansi x 40 mg

GSH diizey1 (% mg) =
mg/dl kan St. Absorbanst

3.5.10. Nitrik Oksit Olciimii

Nitrik oksit (azot monoksit), yar1 émrii ¢cok kisa olan bir madde olup oksidasyon
ile stabil metabolitleri olan nitrat ve nitrite doniisiir. Bu mekanizma, NO seviyesinin

dolayli olarak 6l¢iilmesine imkan saglar ve genellikle bu metabolitlerin tespiti ile NO
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diizeyi degerlendirilir. Bu baglamda nitrik oksit miktar1 Miranda ve ark.’nin

“Vanadium-3-kloriir-Gries Reaksiyonu” yontemi ile belirlenmistir.

Deneyin Prensibi: Ol¢iim, Vanadium kloriir’iin, 37°C’lik ortamda nitrat1 nitrite
dontistiirmesi ve Gries Reaksiyonu olarak tanimlanan, nitritin asidik ortamda primer bir
aromatik amin olan siilfanilamit ile diazotizasyonu ve N-(1-naphthyl) ethylenediamin

(NEDD) ile renkli bir azo tiirevi olusturmasi esasina dayanir.

Reaktifler

e Vanadium kloriir (VCls) ¢ozeltisi: 50 ml % 2’lik Hidroklorik asitte, 400 mg
Vanadium kloriir ¢ozdiiriilmesiyle hazirlanir.

e Siilfanilamit ¢o6zeltisi: 2 g Siilfanilamitin, % 2’lik Hidroklorik asit ile 100 ml’ye
tamamlanmasi ile hazirlanir.

e NEDD c¢ozeltisi: Distile su ile hazirlanmis % 0.1°lik NEDD ¢ozeltisidir.

Yontemin uygulanisi

Doku homojenizatindan aliman 100 pl 6rnek tizerine, 100 pul Vanadium kloriir
cozeltisinden eklenmis, bunun {iizerine seri halde 50 pl siilfanilamit ve 50 pul NEDD
cozeltileri ilave edilmistir. Ornekler, 37°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra 550 nm’de
absorbans degerleri okunmustur. Sonuglar, daha once degisik konsantrasyonlardaki
sodyum nitratin absorbans degerlerine goére hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi

kullanilarak degerlendirilmistir (Miranda ve ark., 2001).

100 4 v = 168,72x- 1,4103
R = 0.,9995

80 4

&0 1

Abzorbans

40 4

20 4

o .1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Sodyum nitrat (pmolfL)

37



3.5.11. PGE: Seviyesi Ol¢iimii:

Hayvanlardan deney sonunda intrakardiyak ponksiyon yontemi ile toplanan kan
ornekleri, heparinli tiiplere alinarak 1500 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi ve serumlari

ayrildi. Toplanan serum 6rnekleri -80 °C’de muhafaza edildi ve bu 6rneklerden daha

sonra ELISA yoOntemi ile PGE2 tayini yapildi.
ELISA Prosediirii:
Reaktiflerin hazirlanmasi

e PGE2 standardi: 50.000 pg/ml PGE: standart soliisyonu oda 1sisina getirildi.
1’den 7’ye kadar numaralandirilmis yedi cam tiip hazirlandi. 1. tiilbe 1 ml, 2-7. tiiplere
de 500 pl standart diliient konuldu (deney tamponu veya doku kiiltiirii medyumu). 1.
tiipten 50 pl diliient alind1 ve yerine 50 ul 50.000 pg/ml’lik PGE: standart
soliisyonundan eklendi. Tiip vortekslendi ve 1. tiipten 500 pl alinarak 2. tiibe eklendi ve

vortekslendi. 2. tiipten 500 pul alinarak 3. tiibe eklendi ve vorteklendi ve bu islem 7. tiibe

gelene kadar tekrarlandi.
¢ PGE: konjugati: Konjugat -20 °C’den oda 1s1sina getirildi.

¢ Yikama soliisyonu: Deneye baslamadan dnce 5 ml konsantre yikama

sollisyonu, 95 ml distile su ile sulandirild1 ve oda 1sisinda muhafaza edildi.

Deney prosediirii

1. Deney diizeni tablosu hazirlandi ve deney kagidina isaretlendi.

2. NSB ve Bo kuyucuklarina 100 pl standart diliient koyuldu (deney tamponu

veya doku kiiltiirii medyumu) .
3. Standart 1-7 isaretlenen kuyucuklara koyuldu.

4. Her bir serum 6rneginden 100 ul isaretlenen kuyucuklara koyuldu.
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5. NSB kuyucuguna 50 pl deney tamponu koyuldu.

6. Total aktivite (TA) ve bos kuyucuklar hari¢ diger biitiin kuyucuklara 50 pl
konjugat koyuldu.

7. TA, NSB ve bos kuyucuklar hari¢ diger biitiin kuyucuklara antikor eklendi.

8. Kuyucuklarin iizeri yapiskan koruyucu ile kaplandi ve 2 saat ¢alkalayicida
~500 rpm’de inkiibe edildi.

9. Kuyucuklar bosaltildiktan sonra yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

10.Son yikamadan sonra kuyucuklarin i¢indeki biitiin yitkama soliisyonu aspire
edildi ve hig soliisyon kalmadigindan emin olmak i¢in temiz bir kurutma kagidinin

lizerine ters gevrildi.

11.TA kuyucuguna 5 pl konjugat koyuldu.

12. Her kuyucuga pNpp susbstrat1 koyulduktan sonra oda 1s1sinda 45 dk.
bekletildi.

13.Her kuyucuga 50 pl reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi ve kuyucuklar
bosaltildi.

14.Bos kuyucuklar 405 optik dansitede okutuldu.
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Standart egri:

PGE, BAGLANMASI

Baglanma yiizdesi

02 “‘\~
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——a

Konsantrasyon

4 Parameter (y = (A -D) /(1 + (xX)"8) + D)
A=00172 B=-10279 C=238.9460 D=0.7173, R-Square = 0.9997

3.5.12. Plazma ve Doku Ghrelin Diizeyinin Belirlenmesi

Ketamin anestezisinden sonra farelerden intrakardiyak yolla enjektore alinan kan
hizla EDTA'h tiiplere konuldu ve sogutmali santrifiij ile kandan plazma ayrildi. Buz
tizerinde calisilarak beyin kafatasindan ¢ikarildi ve beyincikten ayrilarak kriyotiiplere
alindi. Toplanan plazma ve doku ornekleri ¢alisma giliniine kadar saklanmak {izere hizla
-80°C’ye kaldirildi. Caligma giinii beyin dokular1 -80°C’den alind1 ve buz igerisinde
tutularak homojenize edildi. Homojenizasyon asamasinda tartilan doku hazirlanan
homojenizasyon soliisyonuna koyuldu ve soguk ortamda parcalandi. Buzda vortekslendi
ve tam homojenizasyon i¢in pargalama islemine devam edildi. Tam bir homojenat elde
edildikten sonra 20 dakika, 15.000 rpmde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda {ist s1v1
(stipernatant) ¢alisma yapmak i¢in alindi. Homojenizasyon soliisyonu hazirlanirken, her
gram doku icin 1 ml PBS icinde proteaz inhibitdrii olarak 4 pl aprotinin kullanildi.
Plazmadan ve homojenizasyon asamasindan sonra siipernatant kisimlari alinan
orneklerden Phoenix fare "Ghrelin EIA Kit" kullanilarak, kit prosediiriine uygun sekilde

plazma ve doku ghrelin diizeyleri belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Konvulsiyonlar

Deney siiresince hayvanlarda olusan agirlik degisimleri, konvulsiyonlarin

evreleri ve olusan konvulsiyonlarin baslama siireleri asagida gosterilmistir.

4.1.1. Agirhik Degisimleri

Kirk sekiz saat aglik sonrasi hayvanlarin viicut agirligi baglangic agirliginin
ortalama %84-89’una diistii. Agirlik kayb1 dnceki ¢alismalarda elde edilen bulgular ile
uyum gosterdi.

4.1.2. Konviilsiyon Evreleri

Tablo 4'de konvulsiyon evreleri ve her gruptaki konviilsiyon gegiren hayvan

sayis1 goriilmektedir.

Tablo 4. Konviilsiyon gegiren hayvan sayilari ve evreleri.

Gruplar (n) EvreO0 |Evrel |Evre2 |Evre3 |Evre4 |Evre5
A¢-SF-Yem (6) 0 0 0 0 0 0
Ag-Skop-Yem (6) 0 0 0 4 1 1
A¢-SF-MK-801(0,17 mg)- | O 0 0 0 0 0
Yem (6)

A¢-SF-MK-801 (0,51 mg)- | O 0 0 0 0 0
Yem (6)

Ag¢-Skop-MK-801-Yem (6) | O 6 0 0 0 0
A¢-Skop-MK-801-Yem (6) |1 5 0 0 0 0

(n) hayvan sayis1

4.1.3. Konviilsiyonlarin Baslama Siiresi ve Oliim Oranlar

Tiim gruplardaki hayvanlarin konviilsiyon baslama siireleri ve 6liim oranlari
Tablo 5°de gosterilmistir. Grup 1, Grup 3 ve Grup 4’de konviilsiyon goriilmemistir.
Grup 5’deki hayvanlarda konviilsiyon baslama siiresi Grup 2’ye kiyasla istatistiksel
olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Grup 6’nin ise konviilsiyon baslama siiresi

Grup 2’ye kiyasla diisiik bulunmus ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli
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bulunamamaistir (p>0.05). Tiim gruplardaki hayvanlarda konviilsiyonlar sirasinda 6lim

gozlenmemistir.

Tablo 5. Konviilsiyonlarin baslama siiresi (sn) ve 6liim oran1 (%) (n=6)

Gruplar | Konviilsiyonlarin Cikma Siiresi (sn) | Oliim Goriilme Oram (%)
Grup 1 0 0
Grup 2 227.17+76.05 0
Grup 3 0 0
Grup 4 0 0
Grup 5 442.33+165.74" 0
Grup 6 197+70.83 0

“Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
4.2. Beyin Dokusu GSH-Px Aktivitesi Sonuglari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki GSH-
Px aktiviteleri sirasiyla 804.4+41.34 U/mg protein, 760.51+38.66 U/mg protein,
822.6+44.74 U/mg protein, 818.1+40.05 U/mg protein, 809.6+41.97 U/mg protein ve
811.32+41.03 U/mg protein olarak bulunmustur. Tim gruplarin GSH-Px aktiviteleri
Sekil 2’de gosterilmistir. Grup 2’in GSH-Px aktivitesi, Grup 1’e kiyasla diisiik
bulunmus, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05). Diger

gruplar arasinda da herhangi bir istatistiksel fark bulunamamstir (p>0.05).
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Sekil 2. Beyin GSH-Px aktivitesi (U/mg protein) (n=6)
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4.3. Beyin Dokusu Katalaz Aktivitesi Sonuclari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki
katalaz aktiviteleri sirasiyla 197.64+11.13 U/mg protein, 172.30+13.12 U/mg protein,
182.14+12.25 U/mg protein, 188.03+0.91 U/mg protein, 201.24+12.37 U/mg protein ve
203.96£10.57 U/mg protein olarak bulunmustur. Tiim gruplarin Katalaz aktiviteleri
Sekil 3’de gosterilmistir. Grup 2 ve Grup 3’iin katalaz aktivitesi, Grup 1’e kiyasla
istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0.05). Grup 5 ve Grup 6’nin ise katalaz
aktivitesi, Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05).

250

3 %
T 2 3 4 5 6

GRUPLAR

=]

Beyin Katalaz Aktivitesi (U/mg protein)

o

Sekil 3. Beyin CAT aktivitesi (U/mg protein) (n=6)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlaml dl¢ilide diisiik bulunmustur (p<0.05)
*Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli dl¢lide yiiksek bulunmustur (p<0.05)

4.4. Beyin Dokusu SOD Aktivitesi Sonuclari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki SOD
aktiviteleri sirasiyla 12.32+1.18 U/mg protein, 10.41+1.29 U/mg protein, 11.28+1.23
U/mg protein, 11.96£1.55 U/mg protein, 13.17+1.32 U/mg protein ve 12.63£1.12 U/mg
protein olarak bulunmustur. Tiim gruplarin SOD aktiviteleri Sekil 4’de gosterilmistir.
Grup 2’nin SOD aktivitesi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmustur
(p<0.05). Grup 5 ve Grup 6’nin SOD aktivitesi, Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak

43



yiikksek bulunmustur (p<0.05). Grup 3’iin ise SOD aktivitesi, Grup 1’e kiyasla diisiik

bulunmus, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05).
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Sekil 4. Beyin SOD aktivitesi (U/mg protein) (n=6)
*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlaml dl¢tide diisiik bulunmustur (p<0.05)
*Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05)

4.5. Beyin Dokusu MDA Diizeyi Sonuclari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki MDA
diizeyleri sirastyla 1.25+0.11 nmol/mg protein, 1.32+0.16 nmol/mg protein, 1.43+0.12
nmol/mg protein, 1.444+0.21 nmol/mg protein, 1.38+0.13 nmol/mg protein ve 1.27+0.15
nmol/mg protein olarak bulunmustur. Tim gruplarin MDA diizeyleri Sekil 5’de
gosterilmistir. Grup 3’iin MDA diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 2 ve Grup 4’iin ise MDA diizeyleri, Grup 1’e kiyasla
yiiksek bulunmus, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05).
Ayrica Grup 5 ve Grup 6’nin da MDA diizeyleri, Grup 2’ye kiyasla yiiksek bulunmus,

ancak bu artis da istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir (p>0.05).
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Sekil 5. Beyin MDA Diizeyi (nmol/mg protein) (n=6)
*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05)

4.6. Beyin Dokusu Protein Karbonil Diizeyi Sonuclar:

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin protein karbonil
diizeyleri sirasiyla 24.36£2.41 nmol/mg protein, 25.18+2.62 nmol/mg protein,
25.63+2.86 nmol/mg protein, 26.34+3.12 nmol/mg protein, 23.61+1.74 nmol/mg
protein ve 22.18+1.51 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Tim gruplarin protein
karbonil diizeyleri Sekil 6’da gosterilmistir. Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’ilin protein
karbonil diizeyleri, Grup 1’e kiyasla yiiksek bulunmus, ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunamamistir (p>0.05). Grup 6’nin protein karbonil diizeyi ise Grup 2’ye
kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmugstur (p<0.05). Diger gruplar arasinda ise

herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).
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Sekil 6. Beyin PCO diizeyi (nmol/mg protein) (N=6)
*Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli dl¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)

4.7. Beyin Dokusu PON Aktivitesi Sonuglari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki PON
aktiviteleri sirasiyla 205.39421.38 U/mg protein, 197.36+22.61 U/mg protein,
201.88+24.53 U/mg protein, 205.94+18.96 U/mg protein, 191.05+17.24 U/mg protein
ve 195.34+20.44 U/mg protein olarak bulunmustur. Tiim gruplarin PON aktiviteleri
Sekil 7°de gosterilmistir. Grup 2’iin PON aktivitesi, Grup 1’e kiyasla diisiik bulunmus,
ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir (p>0.05). Diger gruplar

arasinda da herhangi bir istatistiksel fark bulunamamstir (p>0.05).
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Sekil 7. Beyin PON aktivitesi (U/mg protein) (n=6)

4.8. Beyin Dokusu ARE Aktivitesi Sonuclari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki PON
aktiviteleri swrastyla 282.39+22.11 U/mg protein, 263.36+£21.51 U/mg protein,
258.88+23.9 U/mg protein, 291.94+19.06 U/mg protein, 269.05+18.03 U/mg protein ve
271.34+£21.3 U/mg protein olarak bulunmustur. Tiim gruplarin ARE aktiviteleri Sekil
8’de gosterilmistir. Grup 2 ve Grup 3’iin ARE aktiviteleri, Grup 1’e kiyasla diisiik
bulunmus, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05). Diger

gruplar arasinda da herhangi bir istatistiksel fark bulunamamaistir (p>0.05).
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Sekil 8. Beyin ARE aktivitesi (U/mg protein) (n=6)

4.9. Beyin Dokusu GSH Diizeyi Sonuclari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki GSH
diizeyleri sirastyla 42.61+4.32 nmol/mg protein, 43.52+4.68, nmol/mg protein 48.9+5.1
nmol/mg protein, 46.9943.92 nmol/mg protein, 45.11+4.4 nmol/mg protein ve
43.55+4.93 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Tiim gruplarin GSH diizeyleri Sekil
9’da gosterilmistir. Grup 3’iin GSH diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 4’iin ise GSH diizeyi, Grup 1’e kiyasla yiiksek bulunmus,

ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (p>0.05).
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Sekil 9. Beyin GSH Diizeyi (nmol/mg protein) (n=6)
*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05)

4.10. Beyin Dokusu Nitrik Oksit Diizeyi Sonug¢lari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki nitrik
oksit diizeyleri sirasiyla 16.34+1.51 nmol/mg protein, 18.61+£1.26 nmol/mg protein,
16.37+1.39 nmol/mg protein, 16.29+1.16 nmol/mg protein, 16.94+1.13 nmol/mg
protein ve 15.24+1.16 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Tiim gruplarin nitrik oksit
diizeyleri Sekil 10°da gosterilmistir. Grup 2’nin nitrik oksit diizeyi, Grup 1’e kiyasla
yiiksek bulunmus, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05).
Grup 5 ve Grup 6’nin nitrik oksit diizeyi ise Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak diisiik
bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 10. Beyin NO diizeyi (nmol/mg protein) (n=6)

*Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli dl¢iide diisiik bulunmustur (p<<0.05)

4.11. Beyin Dokusu PGE: Diizeyi Sonugclari

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin beyin dokusundaki PGE>
diizeyleri sirastyla 416.44+21.32 ng/g protein, 468.12+18.4 ng/g protein, 424.71£16.24
ng/g protein, 421.9+12.16 ng/g protein, 417.45+15.62 ng/g protein ve 415.29+11.93
ng/g protein olarak bulunmugtur. Tim gruplarin PGE: diizeyleri Sekil 11°de
gosterilmistir. Grup 2 ‘nin PGE2 diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 5 ve Grup 6’nin ise PGE2 diizeyi, Grup 2’ye kiyasla
istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda ise herhangi bir

istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).
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Sekil 11. Beyin PGE> diizeyi (ng/g protein) (n=6)
*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
*Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢giide diisiik bulunmustur (p<0.05)

4.12. Serum Ghrelin Diizeyi Sonuclar

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’nin serumdaki ghrelin
diizeyleri sirasiyla 1051.614+54.34 pg/mL, 855.36+64.96 pg/mL, 1098.37+61.2 pg/mL,
1053.87£58.96 pg/mL, 1293.75+63.74 pg/mL ve 1115.4+66.73 pg/mL olarak
bulunmustur. Tiim gruplarin serum ghrelin diizeyleri Sekil 12°de gosterilmistir. Grup 2
‘nin serum ghrelin diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmustur
(p<0.05). Grup 5 ve Grup 6’nin ise serum ghrelin diizeyleri, Grup 2’ye kiyasla
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda ise herhangi bir
istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).
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Sekil 12. Serum GHR diizeyi (pg/mL) (n=6)
*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli dl¢lide diisiik bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05)

4.13. Beyin Dokusu Ghrelin Diizeyi Sonuclar:

Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’'nin beyin dokusundaki
ghrelin diizeyleri sirasiyla 411.86+24.34 pg/g protein, 349.51+21.63 pg/g protein,
432.97+34.59 pg/g protein, 429.62+26.82 pg/g protein, 436.83+36.46 pg/g protein ve
422.74426.73 pg/g protein olarak bulunmustur. Tiim gruplarin doku ghrelin diizeyleri
Sekil 13’de gosterilmistir. Grup 2 ‘nin doku ghrelin diizeyi, Grup 1’e kiyasla
istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0.05). Grup 5 ve Grup 6’nin ise doku ghrelin
diizeyleri, Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger
gruplar arasinda ise herhangi bir istatistiksel fark bulunamamstir (p>0.05).
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Sekil 13. Beyin GHR diizeyi (pg/g protein) (n=6)
*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli dl¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, 48 saat siiresince a¢ birakildiktan sonra skopolamin uygulanan ve
sonrasinda yem verilen hayvanlarda ortaya ¢ikan konviilsiyonlarda MK-801’in beyin
dokusundaki oksidatif stres, inflamasyon ve ghrelin diizeylerine etkileri arastirildi.
Daha 6nce yapilan bazi arastirmalarda Kirk sekiz saat ve daha kisa siire a¢ birakilan fare
ve sicanlara skopolamin, atropin veya biperiden gibi antimuskarinik/antikolinerjik
uygulanmasi ve ardindan yem verilmesi ile konviilsiyonlar meydana gelmistir (Enginar
ve ark., 1997; Enginar ve ark., 2003; Enginar ve ark., 2005; Enginar ve Nurten, 2010).
Antikolinerjik bir ila¢ olan skopolaminin kolinerjik konvulsiyonlar1 &nledigi
bilindiginden bu bulgular oldukg¢a ilgingtir (Enginar ve ark., 2003). Cesitli siire
zarflarinda a¢ birakilip skopolamin uygulanan ve ardindan yemek verilen farelerde
konvulsiyonlar olustugu gozlenmistir. Bu da aglik siiresinin aksine, yem kisitlamasinin

ana etken oldugunu gostermektedir (Enginar ve ark., 2005).

A¢t+SF+Yem, A¢t+SF+MK-801(0.17mg)+Yem ve A¢+SF+MK-801(0.51mg)
+Yem  gruplarinda  konviilsiyon  goriilmemistir. ~ A¢+Skop+Yem  grubunda
konviilsiyonlar goriilmiistiir. A¢+Skop+MK-801(0.51mg)+Yem grubunun konviilsiyon
baslama siiresi A¢+Skop+Yem grubuna kiyasla diisiik bulunmus ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05). Ac¢+Skop+Yem grubundaki

hayvanlarda olusan konviilsiyonlar literatiirdeki sonuglar ile ayn1 yondedir.

Ac¢+Skop+tYem grubundaki hayvanlarda yem yemelerine izin verilmeden 6nce
herhangi bir konvulsiyon gozlemlenmedi. Hayvanlar yem yemeye bagladiktan belli bir
stire sonra konvulsiyonlar olustu. Bu sonu¢ skopolamin ve/veya yeniden yemenin
konvulsiyonlari olusturdugunu diisiindirmektedir. Skopolamin, atropin ve biperidenin
heteroreseptdr olarak gorev yapan M1 ve M2 reseptorlerinin blokaji siras1 ile dopamin
saliverilmesinde azalmaya ve glutamat saliverilmesinde artisa yol agar. Reseptorlerden
ikisinin veya segici olarak birinin antagonize edilmesi ile ortaya ¢ikan kolinerjik etkinlik
azalmasi, asetilkolin saliverilmesi artis1 veya glutamaterjik ve dopaminerjik
sistemlerdeki degisiklikler konviilsiyon olusumuna yol acan mekanizmalar
olusturabilir. Postsinaptik M1 ve/veya M2 muskarinik reseptorleri kapatarak

antikolinerjik etkinlik gostermeleri ile aciklanmistir. Beyinde postsinaptik ve
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presinaptik yerlesimleri ve dagilimlar farklilik gosteren, otoreseptor ve heteroreseptor
ozellikleri degisen bu reseptorlerden hangisinin konviilsiyonlardan sorumlu oldugu

heniiz aydinlatilamamistir (Bacanak, 2018).

Uzun siireli achgin, beyindeki cesitli reseptorlerin ekspresyonunu veya
baglanma 6zelliklerini degistirdigi gosterilmistir. Ornegin; 48 saat ach@in glutamaterjik
reseptorlerde degisikliklere neden oldugu ve 120 saat agligin ise serebellumdaki GABA
reseptorlerini azalttigi bildirilmistir (Bacanak, 2018). Kirk sekiz saat aclik beyinde
glutamaterjik reseptorlerde skopolamin ve yem alimi ile kismen geriye donebilen bazi
degisikliklere yol actigindan, acglik sirasinda glutamaterjik sistemde yemden yoksun
kalmanin gereksinimlerini karsilama ya da asir1 glutamat saliverilmesi ile basa ¢ikma

seklinde uyumsal degisikliklerin olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Enginar ve ark. 2003).

Epilepsi ile ilgili ¢ok yonlii arastirmalar yapilmis olmasina ragmen, epilepsinin
cesitli tlirlerinin patogenezi hakkindaki bilgilerin yetersizligi ve bunlarin altinda yatan
temel bozukluklar heniiz agik¢a ortaya konulmamistir. Ancak tiim epilepsi ndbet
tiplerinde artmis eksitabilite s6z konusudur. Beyindeki noronlarda eksitabilite diizeyi
eksitator ve inhibitor etkiler arasindaki dengeye baglidir. Eksitator etkinligin artmasi ya
da inhibitor etkinligin azalmasi eksitabilitenin artmasina yol agar. Beyindeki en 6nemli
eksitator norotransmitter olan glutamatin iyonotropik reseptorlerinden olan NMDA
reseptorleri epileptogenezde etkin rol oynar (Kayaalp, 2012). Ren ve ark. (2016),
yiiksek glutamat seviyelerinin NMDA reseptorlerini aktive ederek olusan sinaptik
hipereksitabilitenin biiyiik miktarda Ca?* akisina yol agtigi ve Ca?* miktarinin agir1
yiikklenmesi sonucunda ndbetlerin tetiklendigini gostermistir. Yapilan bir ¢alismada
epilepsiden muzdarip hastalarin epileptojenik beyin bolgelerinden mikrodiyalizle alinan
hiicre dig1 sividaki amino asit seviyesindeki degisimler incelenmistir. Yapilan
incelemede aspartat seviyesindeki artisin en fazla oldugu ve glutamat, serin ile glisin
seviyelerinin de 6nemli 6l¢iide arttigi gosterilmistir. Bu ¢alisma NDMA reseptorlerinin

epileptogenezdeki olasi roliinii gostermistir (Kobylarek ve ark., 2019).

A¢+Skop+MK-801(0.17mg)+Yem grubunda konviilsiyonlarin donma ve ¢ene
hareketleri seklinde oldugu gozlendi ve konviilsiyonlarin baglama siiresi
Ac¢+Skop+Yem grubuna kiyasla istatistiksel olarak daha yiliksek bulunmustur (p<0.05).
Ac¢tSkopt+ MK-801(0.51mg)+Yem grubunda bir hayvanda herhangi bir konviilsiyon
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olugmadigi ve diger hayvanlarda konviilsiyonlarin donma ve ¢ene hareketleri seklinde
oldugu gozlendi. Ag¢+Skop+MK-801(0.17mg)+Yem grubundaki  hayvanlarda
konviilsiyon baglama siiresi Ac¢+Skop+ MK-801(0.5Img)+Yem grubuna kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Tiim gruplardaki hayvanlarda
konviilsiyonlar ~ sirasinda  olim  gdzlenmemistir.  MK-801  enjeksiyonunun
konviilsiyonlar1 tamamen engellemedigi ancak baskiladigi gozlendi. Artmis
hipereksitabiliteye karsin MK-801’in NMDA reseptorlerini bloke ederek bu etkiyi

olusturmas1 muhtemeldir (Enginar ve ark., 1997; Ren ve ark., 2016 ).

Kainik asit ile olusturulan status epileptikus deneysel modelinde NMDA
reseptoriiniin nonkompetitif antagonisti MK-801’in, limbik sistemin bazi bolgeleri harig
digerlerinde noroprotektif etkide bulundugu gosterilmistir (Kobylarek ve ark., 2019).
NMDA reseptoriiniin nonkompetitif antagonisti olan MK-801’in antikolviilsan etki

olusturdugu bilinmektedir (Enginar ve ark., 1997).

Birgok deneysel ¢alismada, ¢esitli epilepsi tiirlerinde artmis SOR diizeyleri tespit
edilmistir. Nobet aktivitelerinden sonra antioksidanlar ile SR’ler arasindaki dengenin
SR’ler lehine donmesi ile ortaya ¢ikan OS, proteinler, lipitler ve DNA gibi hiicresel
makromolekiillerin peroksidasyonuna yol agabilmektedir. Bu degisiklikler genel olarak
hiicresel islevi zayiflatir, ¢iinkii protein oksidasyonu sodyum-potasyum ATPaz gibi
onemli enzimlerin yapisini ve aktivitesini degistirebilir. SOR ile indiiklenen sodyum-
potasyum ATPaz'in yap1 ve aktivitesinin degistirilmesi, noronal depolarizasyonla
indiiklenen elektrokimyasal gradyanlarin etkin bir sekilde ters ¢evrilmesine yol acarak
eksitotoksisiteye neden olabilir. Ek olarak, peroksidasyon, lipit ¢ift katmanlarinin
ozelliklerini degistirerek membran gecirgenligini, iyon kanallar1 ve ligand kapili
norotransmitter reseptorler dahil olmak iizere membran proteinlerinin aktivitesini
etkileyebilir. Bununla birlikte, nobetler tarafindan indiiklenen agir1 SOR’a bagli OS
noronal hipereksitabiliteye yol agabilir. Edinilmis epilepsi sendromlarinda, nébetlerin
beyinde asir1 SOR olusumuna bagh olarak oksidatif hasara neden oldugu bir¢ok kez
rapor edilmistir. Cerrahi olarak rezekte edilmis insan temporal lop epilepsi dokularinda
cesitli protein ve lipid peroksidasyon belirteglerinin, artmis GSH ve SOD gibi
antioksidan sistemlerine ragmen, arttigi bildirilmistir. Ayrica hayvan calismalarinda

hipokampustaki proteinlerde, lipidlerde ve mitokondriyal DNA'da oksidatif hasar ile
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baglantili olarak artan SOR iiretimi dogrulanmistir (Yuen ve ark., 2018; Kim ve Cho,
2019).

Biriken kanitlar OS’nin sadece epilepsi baslangicinin bir sonucu olmadigini,
ayn1 zamanda epilepsi olusumunda rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu nedenle,
OS’yi azaltan antioksidanlar son zamanlarda epilepsi tedavisinde dikkat ¢ekmistir.
Bununla birlikte, tiim epilepsi nobet modellerinde OS hasarmin meydana geldigi
gosterilmistir. Yapilan bir arastirmada pilokarpin ile epilepsi olusturulan si¢anlarda
TNF-a, IL-1p ve MDA ekspresyon seviyelerinde artis ve SOD, CAT ve GSH
ekspresyon seviyelerinde bir azalma oldugu gosterilmistir. Ek olarak, sonuglar
antioksidan etkili piperin ile yapilan tedavinin bu etkileri tersine gevirdigini gostermistir
(Mao ve ark., 2016). Liu ve ark. (2018), PTZ uygulamasi ile olusturulan epilepsi
modelinde lipid peroksidasyonunun arttigini, SOD ve katalaz aktiviteleri, GSH ve GSH-

Px seviyelerinin 6nemli dl¢lide azaldigini gdstermislerdir.

Proteinlerin  oksidasyonu anahtar enzimlerin yapisini, fonksiyonunu ve
aktivitesini degistirebilir. Lipid peroksidasyonu membran yapisin1 bozarak hiicre
gecirgenliginde degisikliklere yol acgabilir ve membran proteinlerinin aktivitesinde
degisikliklere yol agarak hipereksitabiliteye neden olabilir. OS’nin, Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, fel¢ ve Amyotrofik Lateral Skleroz ve
epilepsi dahil olmak tizere bir¢ok norolojik durumun patogenezine katkida bulundugu
gosterilmistir. Antioksidan 6zellikli E vitamininin, bazi epilepsi hayvan modellerinde
OS belirteglerini ve nobet sikligini azalttigina dair ¢alismalar mevcuttur. Yakin tarihli
bir ¢alisma, N-asetilsistein ve sulforaphane ile birlikte yapilan ve glutation diizeylerini
arttirmaya yarayan, beyni OS’ye Karsi koruyan, nobet sikligin1 azaltan ve zayiflamig
noronal kayip ve biligsel eksikliklere eslik eden bir ¢alismanin oldugunu gostermistir
(Pearson-Smith ve Patel, 2017). Onceki ¢alismalarda ilaca direcli temporal lob epilepsili
hastalarda lipid peroksidasyon belirteglerinin diizeyinin, SOD ve CAT aktivitelerinin
artmis oldugu, GSH-Px aktivitesinin ise azalmis oldugu tespit edilmistir. Lipid
peroksidasyonunun arttigini gdsteren birgok ¢alisma mevcuttur. Ote yandan SOD, CAT,
GSH-Px ve glutatyon rediiktaz aktivitelerinde degisiklik tespit etmeyen bagka
calismalar da mevcuttur (Lorigados Pedre ve ark., 2018).
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Yapilan bazi ¢alismalarda g¢esitli yontemlerle (kainik asit, elektrik etkisi
yontemi, pentilentetrazol, demir iyonu ve pilokarpin gibi) fare ve siganlarda olusturulan
deneysel nobetlerde beyin dokularinda lipid peroksidasyonu, protein karbonillerin
yiikselmesi, serbest yag asitlerinin artisi, glutatyon, siiperoksid dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi endojen antioksidanlarin seviyelerinin azalmasi gozlenmistir.
Cesitli antioksidanlar (lipoik asit, melatonin, mexidol, N-asetilsistein, resveratrol,
tokoferol ve C vitamini) cesitli deneysel nobet modellerinde etkinlikleri agisindan
degerlendirilmis ve bu maddeler, hem nobet belirtilerine hem de eslik eden

biyokimyasal degisikliklere kars1 koruyucu etkiler gostermistir (Devi ve ark., 2008).

Arastirmamizda beyin dokusunda OS ile olusturulan MDA ve PCO diizeylerine
ve CAT, GSH-Px, SOD, PON, ARE ve GSH aktivitelerine bakilda.

Ac¢+SkoptYem grubunun GSH-Px aktivitesi, A¢tSF+Yem grubuna kiyasla
diisiik bulunmus, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (p>0.05).

Diger gruplar arasinda da herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).

Ac¢t+SkoptYem grubu ile Ag¢+SF+MK-801(0,17mg)+Yem grubunun CAT
aktivitesi, A¢+SF+Yem grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiikk bulunmustur
(p<0.05). Ag¢+Skop+MK-801(0,17mg)+Yem ile Ag¢+Skop+MK-801(0,51mg)+Yem
grublarinin ise CAT aktivitesi, A¢t+Skop+Yem grubuna kiyasla istatistiksel olarak
yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Ac¢+Skop+Yem grubunun SOD aktivitesi, A¢+SF+Yem grubuna kiyasla
istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0.05). A¢+Skop+MK-801(0,17mg)+Yem ile
Ac¢+Skop+MK-801(0,51mg)+Yem gruplarinin SOD aktivitesi, A¢t+Skop+Yem grubuna
kiyasla istatistiksel olarak  yiksek  bulunmustur  (p<0.05). Ac¢+SF+MK-
801(0,17mg)+Yem grubunun SOD aktivitesi, A¢+SF+Yem grubuna kiyasla diisiik

bulunmus, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05).

A¢+Skop+Yem grubunun PON aktivitesi, A¢c+SF+Yem grubuna kiyasla diisiik
bulunmus, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05). Diger

gruplar arasinda da herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).
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Ag¢t+SkoptYem grubu ile A¢+SF+MK-801(0,17mg)+Yem grubunun ARE
aktiviteleri, A¢+SF+Yem grubuna kiyasla diisiik bulunmus, ancak bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05). Diger gruplar arasinda da herhangi bir

istatistiksel fark bulunamamustir (p>0.05).

A¢+SF+MK-801(0,17mg)+Yem grubunun GSH diizeyi, A¢+SF+Yem grubuna
kiyasla  istatistiksel olarak  yliksek  bulunmustur  (p<0.05). A¢+SF+MK-
801(0,51mg)+Yem grubunun ise GSH diizeyi, A¢+SF+Yem grubuna kiyasla yiiksek

bulunmus, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir (p>0.05).

A¢+SF+MK-801(0,17mg)+Yem grubunun MDA diizeyi, A¢+SF+Yem grubuna
kiyasla istatistiksel olarak yiliksek bulunmustur (p<0.05). A¢+Skop+Yem grubu ile
A¢+SF+MK-801(0,51mg)+Yem grubunun MDA diizeyleri, A¢+SF+Yem grubuna
kiyasla yiiksek bulunmus, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir
(p>0.05). Ayrica  A¢+Skop+MK-801(0,17mg)+Yem ile Ac¢+Skop+MK-
801(0,51mg)+Yem gruplarinin da MDA diizeyleri, A¢+Skopt+Yem grubuna kiyasla
yiiksek bulunmus, ancak bu artis da istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir

(p>0.05).

A¢+Skop+Yem grubu, A¢+SF+MK-801(0,17mg)+Yem grubu ile A¢+SF+MK-
801(0,51mg)+Yem grubunun PCO diizeyleri, A¢+SF+Yem grubuna kiyasla yiliksek
bulunmus, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05).
A¢+Skop+MK-801(0,51mg)+Yem grubunun PCO diizeyi ise A¢t+Skop+Yem grubuna
kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda ise

herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).

Genel olarak konviilsiyon goriilen A¢+Skop+MK-801(0,17mg)+Yem grubu ile
A¢+Skop+MK-801(0,51mg)+Yem grubunun CAT ve SOD aktiviteleri, A¢+Skop+Yem
grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ac¢+Skop+MK-
801(0,17mg)+Yem grubu ile A¢+Skop+MK-801(0,51mg)+Yem grubunun GSH-Px,
GSH, PON ve ARE aktiviteleri, A¢+Skop+Yem grubuna kiyasla istatistiksel fark
bulunamamastir (p>0.05).
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Konviilsiyon  gorillen  A¢+Skop+MK-801(0,17mg)+Yem, Ag¢+Skop+MK-
801(0,51mg)+Yem ve Ac¢tSkop+Yem gruplart arasinda MDA ve PCO diizeyleri

arasinda istatiksel fark gézlenmemistir (p>0.05).

A¢+Skop+Yem grubunda MDA ve PCO diizeyleri, A¢+SF+Yem grubuna gore

artmig ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamuistir (p>0.05).

Epileptogenezin  hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 tam  olarak
aydinlatilmamis olsa da, fokal veya sistemik diizensiz inflamatuar siireglerin,
epilepsinin baslangicina aracilik eden anormal sinirsel baglantiya ve hipereksitabl

noronal aga yol a¢tigi ileri siiriilmektedir (Rana ve Musto, 2018).

Hem epileptik hastalarda hem de havyanlar iizerinde olusturulan deneysel
modellerde nobetler inflamatuar maddeleri uyarmaktadir. Bunun sonucunda néronal
dejenerasyon gelismekte ve beynin eksitabilitesinde artis meydana gelmektedir. Son on
yilda yapilan deneysel ve klinik ¢alismalar beyindeki inflamatuvar siireglerin, nobet ve
epilepsinin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur
(Vezzani ve ark., 2011).

Astrositlerin ve mikroglialarin neden oldugu hipereksitabilite ve inflamasyonun
epilepsi lizerine etkisi vardir. Glia proliferasyonu, hipokampus ve temporal korteks gibi
epileptik odaklarda skleroz ile karakterizedir. Glia hiicreleri, enflamatuar sitokinleri
salgilayabilir. Epileptogenez ve beyin iltihab1 arasinda pozitif feed-back dongiisii vardir.
Spontan ve tekrarlayan nobetler proinflamatuar faktér ve enflamatuar siireglerin
salgilanmasini destekleyebilir. Ek olarak, noroinflamasyon ayrica ikincil ndbetlere de

yol acabilmektedir (Ge ve ark., 2017).

Inflamasyonun kimyasal medyatdrleri arasinda olan NO’nun epilepsi ile iliskili
oldugunu belirlemek icin gesitli deneysel epilepsi modelleri iizerinde ¢alisilmistir. Bir
kisim ¢aligma NO’nun prokonvulsan etkili oldugunu gdsterirken bir kisim ¢alisma ise
NO’nun antikonvulsan etkili oldugunu géstermistir (Kapucu, 2019). Wang ve ark.
(2019), hipokampustaki NO igerigi ve nNOS ekspresyonunun ndbetlerden sonra

arttigini, nobetlerle iligkili olduklarini gostermistir.
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Calismamizda Ag¢+Skop+Yem grubunun NO diizeyi, A¢+SF+Yem grubuna
kiyasla yiiksek bulunmus, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir
(p>0.05). A¢+Skop+MK-801(0,17mg)+Yem grubu ile Ac¢+Skop+MK-
801(0,51mg)+Yem grubunun NO diizeyi ise Ag¢+Skop+Yem grubuna kiyasla
istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0.05).

Konviilsiyon geciren Ac¢+Skop+Yem grubundaki hayvanlarin NO diizeyinin
arttig1 belirlenmistir. Bu durum bazi ¢alismalar ile uyum gostermektedir. MK-801 ve
skop uygulanan hayvan gruplarindaki NO diizeyi, sadece skop uygulanan hayvan
grubundaki NO diizeyine kiyasla diisik bulundugundan MK-801’in NO diizeyini

diisiirdiigii sonucuna varilmistir.

Prostaglandin E2 (PGE2) inflamasyonda onemli bir modiilatordiir. PGE>
Beyinde ndbet ve serebral iskemi gibi patolojik siireglerde rol oynadigindan dolayi
noroinflamasyonla iligkilidir (Takemiya, 2017). MSS’deki baslica bir siklooksijenaz 2
(COX-2) iirlinii olan PGE>, ndroinflamasyon, noronal hipertoksisite ve eksitotoksisite,
lokal vazodilatasyon ve immiin hiicrelerin infiltrasyonu tizerindeki 6nemi gosterilmistir

(Dey ve ark., 2016).

Paudel ve ark. (2018), Lityum-pilokarpin kaynakli status epileptikusta (SE),
sicanlarda SE indiikksiyonuna neden olan hipokampal enflamasyonun, enflamatuar

sinyallerinin bir belirteci olarak yiiksek PGE> seviyesi tespit etmislerdir.

Siklooksijenaz enzimlerinin indiiklenebilir formu olan COX-2’nin insanda ve
deney hayvanlarinda nobet sonrasinda indiiklendigi gosterilmistir. COX-2’nin ndronal
ekspresyonundaki artig, farelerde deneysel olarak kainat ile olusturulan nobetlerde ve
nobete bagli mortalitede artisa neden olmustur. COX-2 geni silinmis farelerde nobet
esigl artmis ve nobetlerin siddeti azalmistir. Bu bulgular COX-2 indiiksiyonunun
epileptogenezde rolii olabilecegini diisiindiirmiistiir. COX-2 inhibitérleri ile yapilan
caligmalarda, nobet sonrasinda bu ajanlarin uygulanmasinin néroprotektif etki
gosterdigi  saptanmistir ancak  selektif COX-2 inhibitorlerinin  bircogunda
antiepileptojenik etki elde edilememistir. Tiim prostaglandin tiirlerinin sentezini inhibe
eden COX-2 inhibitorleri yerine daha spesifik etki elde edilebilecek prostaglandin

reseptorleri lizerine calismalar yapilmistir. PGE2’nin néroinflamasyonda EP1 ve EP2
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reseptorleri araciligiyla onemli rol oynadigi, EP: antagonisti SC51089’un ve EP>
antagonisti TG4-155’in ndroinflamasyonu azaltici ve noroprotektif etkileri oldugu
saptanmistir. PGE2’nin proinflamatuvar yondeki etkilerine zit olarak, PGD, ve PGFy,
ise kainat injeksiyonu sonrasi farelerde ndbet sikligin1 ve siddetini ve mortaliteyi
azaltic1 etki gostermistir. PG reseptorleri potansiyel hedef olarak goriilmekle birlikte
daha ¢ok veriye ve bu reseptorlere etki eden yeni molekiillerin gelistirilmesine ihtiyag

vardir (Dey ve ark., 2016).

Calismamizda Ag¢+Skop+Yem grubunun PGE: diizeyi, A¢+SF+Yem grubuna
kiyasla istatistiksel olarak yiikksek bulunmustur (p<0.05). Ac¢+Skop+MK-
801(0,17mg)+Yem grubu ile A¢+Skop+MK-801(0,51mg)+Yem grubunun ise PGE>
diizeyi, Ag¢+Skop+Yem grubuna kiyasla istatistiksel olarak diigik bulunmustur
(p<0.05). Diger gruplar arasinda ise herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir
(p>0.05).

Konviilsiyon gegiren A¢+Skop+Yem grubundaki hayvanlarin PGE; diizeyinin
arttig1 belirlenmistir. Bu durum bazi ¢alismalar ile uyum goéstermektedir. MK-801 ve
skop uygulanan hayvan gruplarindaki PGE: diizeyi, sadece skop uygulanan hayvan
grubundaki PGE: diizeyine kiyasla diisiik bulundugundan MK-801’in PGE> diizeyini

diislirdligli sonucuna varilmistir.

Son zamanlarda ghrelin ve epilepsi arasindaki baglantiyr arastiran, insanlar
tizerinde yapilan c¢aligmalarin sayisinda artis vardir. Ancak, bu bulgular oldukca
tartigmalidir. Arastirmacilar serum total GHR diizeylerinin epilepsili hastalarda kontrol
gruplarina gore daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Bununla birlikte, bircok
aragtirmact  tarafindan  yapilan arastirmalarda epilepsili  hastalarda  kontrol
grubundakilere kiyasla GHR diizeyinlerinde azalma tespit edilmistir (Ataie ve ark.,
2011; Ge ve ark., 2017).

Gastrik mukozanin endokrin hiicreleri tarafindan sentezlenen bir oreksijenik
peptid olan GHR, nébetleri engellemede biiyiik rol oynar. Hayvanlar iizerinde yapilan
bircok c¢alisma, GHR nin antikonviilsan dzelliklere sahip oldugunu dogrulamstir. Ip.
GHR enjeksiyon uygulamanin siganlarda PTZ kaynakli epileptik ndbet gelisimini biiytlik
Olgiide geciktirdigi veya Onledigi belirtilmistir. Sonu¢ olarak GHR’nin antioksidan
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enzim aktivitelerindeki azalmayr Onleyerek OS’nin inhibe edilmesiyle noronlar
koruyabildigi bildirilmistir. Bu da GHR’nin antikonviilsan etkisinin olas1 bir

mekanizmasi olabilecegini diistindiirmektedir (Ge ve ark., 2017).

Biiylime hormonunun gii¢lii bir uyaricist olan GHR, enerji ve besin aliminin
dengelenmesinde onemli bir rol oynar. Bu etkilerinin yani sira, GHR’nin epileptik
ndbetlerle iligkili olabilecegi de bildirilmistir. GHR ve epilepsi arasindaki iliskiyi
arastirmak i¢in yapilan calismalarin sonuglar1t hala tartigmalidir. Bazi calismalar,
GHR’nin bir antikonviilsan ajan oldugunu 6ne siirerken, bazilar1 bunu bir prokonviilzan

ajan olarak bildirmistir (Oztas ve ark., 2017).

Bazi c¢aligmalar, GHR’nin hipokampusta kainik asit kaynakli mikroglia ve
astrositlerin aktivasyonunu onleyebilecegini ve proinflamatuar mediator tiimor nekroz
faktorii alfa (TNF-a), interlokin-lbeta (IL 1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2)
ekspresyonunu azaltabildigini gostermistir. Bu sonuglar, GHR’nin antiepileptik
etkisinin, noral koruma ve anti-enflamasyon etkinligi ile iliskili oldugunu

gostermektedir (Ge ve ark., 2017).

Calismamizda Ag¢+SkoptYem grubunun serum GHR diizeyi, A¢+SF+Yem
grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0.05). Ac¢+Skop+MK-
801(0,17mg)+Yem grubu ile A¢t+Skop+MK-801(0,51mg)+Yem grubunun serum GHR
diizeyleri, A¢+Skop+Yem grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiliksek bulunmustur
(p<0.05). Diger gruplar arasinda ise herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir

(p>0.05).

Konviilsiyon gegiren Ac¢+Skop+Yem grubundaki hayvanlarin serum GHR
diizeyinde diisiis oldugu belirlenmistir. Bu durum baz1 c¢alismalar ile uyum
gostermektedir. MK-801 ve skop uygulanan hayvan gruplarindaki serum GHR diizeyi,
sadece skop uygulanan hayvan grubundaki serum GHR diizeyine kiyasla yiiksek

bulundugundan MK-801’in serum GHR diizeyini artirdigi sonucuna varilmistir.

Calismamizda Ag¢+Skop+Yem grubunun doku GHR diizeyi, Ag¢+SF+Yem
grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisik bulunmustur (p<0.05). Ag¢+Skop+MK-
801(0,17mg)+Yem grubu ile A¢+Skop+MK-801(0,51mg)+Yem grubunun doku GHR
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diizeyleri, A¢+Skop+Yem grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Diger gruplar arasinda ise herhangi bir istatistiksel fark bulunamamigtir

(p>0.05).

Konviilsiyon geciren Ac¢+Skop+Yem grubundaki hayvanlarin doku GHR
diizeyinde diisiis oldugu belirlenmistir. Bu durum baz1 c¢alismalar ile uyum
gostermektedir. MK-801 ve Skop uygulanan hayvan gruplarindaki doku GHR diizeyi,
sadece Skop uygulanan hayvan grubundaki doku GHR diizeyine kiyasla yiiksek
bulundugundan MK-801’in doku GHR diizeyini artirdigi sonucuna varilmastir.

Sonug olarak;

- Yaptigimiz c¢alismada MK-801’in, aglik sonrasi skopolamin uygulanan
hayvanlarda yeniden yeme ile birlikte olusan konvulsiyonlar1 baskiladigini
ortaya koyduk.

- MK-801’in beyin dokusunda OS parametreleri olan CAT ve SOD
aktivitelerini arttirdigini, GSH-PX, PON ve ARE aktivitelerinde istatiksel
olarak belirgin fark gostermedigini, MDA ve GSH diizeyini degistirmedigini
ve PCO diizeyini diisiirdiiglinii ortaya koyduk.

- MK-801’in beyin dokusunda konviilsiyon ile artmis inflamasyon belirtecleri
olan NO ve PGE> diizeylerini diisiirdiigiinii ortaya koyduk.

- MK-801’in konvulsiyonlar sonucu azalan serum ve beyin dokusundaki GHR

diizeylerini arttirdigini ortaya koyduk.

Epileptik nobet olusumunda etkili birgok mekanizma bulundugundan, ag farelere
skopolamin uygulanmasi ve yem verilmesi ile olusan konvulsiyonlarin olusum
mekanizmasinin tam olarak agiklanabilmesi i¢in ve MK-801’in konvulsiyonlari
engelleme mekanizmasinin tam olarak aydinlatilabilmesi icin ileri ¢calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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4)  Caligma siiresinde tamam] ise ck siire talebinde bul

5) __ Cabsma tamamlandiginda SONUG raporunun gonderilmesi.

f. Dr. Semiha DE DL

UYE UYE )
I’mt Dr. N. Jugba BINGOL Prof. Dr. Siddik KE‘;KIZ
UYE UYE

Prof. Dr. Nalan OZDAL Mﬁm}x“ : ‘ Dog. Dr. Yildiray B
UYE UYE UYE
Jl\ Dr. Or, Uyesi.
Dog. [

Iv.m.z l\ WKUS | Oruc ALLAHVERDIYEV Dr. Ogr. Uyesi Canser Yilmaz DEMIR
UYE % %’E
Dr. Or. Uyesi Sttt ONALAN \’ﬁk Kerem OGRAK
UYE
|
Vet, Hyk. Ismail Hakki BEHCET | Zir. Miih. Kenan YILDIRIMOGLU >

*Bu form VAN YUHADYEK tarafindan doldurulacaktir.
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EK 2. YYU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (YUHADYEK) Arastirma

Kesin Sonug Belgesi

4 VAN YUHADYEK
K / VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

ARASTIRMA KESIN SONUC ONAY BELGES|

VAN YUZUNCUYILUNIVERSITY (TURKEY)
ANIMAL RESEARCHES LOCAL ETHIC COMMITTEE
RESEARCH FINAL REPORT APPROVAL CERTIFICATE

Arastirmanin Ad Ag farelere skopolamin uygulanmasi ve yem verilmesi ile olugan konviilsiyonlarda MK-801'in
beyin dokusundaki oksidatif stres, inflamasyon ve ghrelin diizeylerine etkilerinin aragtiriimasi
Research Title
Investigation of the effects of MK-801 on oxidative stres, inflammation and ghrelin levels in
brain tissue and the scopolamine induced convulsions in fasted mice after food intake

Yiiriitiicli / Chief investigator : Dr. Ogr. Uyesi Mehmet BERKOZ
Arastiriei(lar)

Investigator(s) Yardimer Aragtinei(lar) / Co-investigator(s): YL. Orencisi Yakup AKKUS
Dr. Ogr. Uyesi Oru¢ YUNUSOGLU

Aragtirmamin Baglama Tarihi / Research Starting Date: 02.10.2018

Arastirmanin Bitis Tarihi / Research Completion Date: 05.10.2019

Proje Siiresi / Total Time of Project: 12 ay
Proje No / Project Number: TYL-2019-7854

Arastirmay: Destekleyen Kurulus (varsa)/ Funding institution(s) (if available): Van YYU BAP Koordinasyon Birimi
Destek Sekli ve Miktari / Type and t of funding: Tez Projesi, Yilksek Lisans (9893,72 TL)

Karar:

Yukarida bilgileri verilen aragtirma projesinin kesin sonug raporu Van Yiiziincl Yil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 27/06/2019 tarih ve 2019/06 sayili karan ile kabul edilmistir,

Decision:

Final report of the research project detailed above was approved by Van Yuzuncu Yil University Animal Researches Local
Lthic Committee in the session held on 27/06/2019, (decision number 2019/06).
BASKAN/CHAI

Prof. Dr, Semiha DEDE

UYE/Member m

Prof. Dr. Siddik KESKIN Prof. Dr. Nalan OZDAL
OYE/Member [i]

Prof. Dr. Atilla DURMUS Dog. Dr. Ferda KARAKUS Dog. Dr. Y ay BASBUGAN
Uve/Member 0ye/Member UYE/Mem
Dog. Dr. Canser Yilmaz DEMIR Or. Ogr. Oyesi
Orug YUNUSOGLU Or. Ogr. Uyesi Hacet SAHIN\AYDINYURT
UYE/Member OYE/Member UVE/(lwaer

-'% Qk'%

Dr. Ogr. Oyesi Stk I ONALAN Vet. Hek. Kerem OGRAK Vet. Hek. ismail Hakki BEHGET
‘Wm

Zir. Milh. Kenar YILDIRIMOGLU
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EK 3. Tez Orjinallik Raporu

S
3 > T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIiVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

1982

LiSANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 26/11/2019
Tez Bash@ / Konusu: Ag¢ farelere skopolamin uygulanmasi ve yem verilmesi ile olusan
konviilsiyonlarda MK-801'in beyin dokusundaki oksidatif stres, inflamasyon ve ghrelin diizeylerine
etkilerinin arastiriimasi
Yukarida basghgi/konusu belirlenen tez galisjmamin Kapak sayfasi, Giris, Ana bolimler ve Sonug
boliimlerinden olusan toplam 59 sayfalik kismina iliskin, 26/11/2019 tarihinde tez damismanim tarafindan
Turnitin intihal tespit programindan agagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmig olan orijinallik raporuna
gdre, tezimin benzerlik oram % 19 (ytizde on dokuz) dir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfas harig,

- Tesekkilr harig,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve ydntemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

-Tezden gikan yaynlar harig,

- 7 kelimeden daha az drtiisme igeren metin kisimlar hari¢ (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziinei Y1l Universitesi Lisansiisti Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullamimasina iliskin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir
intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirliit hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Ku Us
Imza
Ogrencinin Ad1 Soyad Yakup Akkus
Anabilim Dal :| Eczacilik Meslek Bilimleri Anabilim Dah
Ogrenci No 159306003
Program :| X Yiiksek Lisans [J Doktora
DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR

Dr. Ogr. Uyesi Mehmet BERKOZ
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