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1. GIRIS

Epilepside altta yatan patofizyolojik mekanizmalar halen tam olarak
bilinmemektedir (1). Yapilan ¢alismalar, oksidatif stresin epilepsi patofizyolojisinde

rolii oldugunu gostermektedir (2- 4).

Topiramat (TPM), dogal monosakkarid D-fruktozun siilfamat igeren bir
tiirevidir ve yapisal olarak diger antiepileptiklerden farklidir (5- 7). Yeni kusak bir
antiepileptik olan TPM, voltaj-duyarli sodyum ve kalsiyum kanallarini inhibe ederek,

glutamatin kainat ve a-amino-3-hidroksi-5-metilisoksozol-4-propionik asit (AMPA)

reseptorlerini bloke ederek, Y-aminobiitirik asit (GABA) tip A reseptoriiniin

diizenledigi klor akisini arttirarak etkisini gosterir (8). TPM nin, antiepileptik 6zelligi

yaninda noroprotektif 6zelliginin de oldugu gosterilmistir (9).

Selenyum (Se), insan biyolojisi i¢in temel oneme sahip bir esansiyel eser
mineraldir (10). Antioksidan olarak gorev alir ve viicudu oksidatif strese karsi korur
(11). Antioksidan 6zelligini, yapisina girdigi glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi
ile hidrojen peroksitin (H,O,) parcalanmasi veya lipit hidroperoksitlerin
temizlenmesi ile gerceklestirmektedir (12,13). Se, sinir sistemi fonksiyonlarinin
devaminda oOnemli rol oynar (14). Yapilan c¢alismalarda, Se’nin epilepsi

patojenezinde 6nemli rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (14,15).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diigme
dengenin bozulmasina neden olur, bu duruma oksidatif stres denir (3,16). Santral

sinir sistemi, viicuttaki diger organlara nazaran oksidatif hasara daha duyarlidir (3).

Kalsiyum iyonu (Ca*?), normal néronal fonksiyonlar igin nemli rol oynar
(17). Alzheimer, Parkinson ve Huntington Hastaligi ile epilepside, Ca™
homeostazisindeki bozukluga bagli kalsiyum artis1 sonucu noéronal kayip tespit
edilmistir (18). Serbest radikallerin asir1 {iretilmesi basta voltaja duyarl kalsiyum
kanallar1 olmak tizere bir¢ok kanali uyararak sitozole kalsiyum akisina neden olur.
Bunun sonucunda, mitokondrinin daha fazla depolarize olmasi ile serbest radikal

tiretimi daha da artar. Bu olay apopitozise kadar gitmektedir (19).



Rat feokromasitoma hiicreleri olan PC12 hiicreleri, néronun tipik 6zelliklerini
gosterir. Bu ylizden noronlarin hiicresel biyolojisi ile ilgili ¢alismalar igin iyi

tanimlanmis bir modeldir (20- 22).
Bu calismada:

1- Epilepsi fizyopatolojisinde one siiriilen oksidatif stres géz oniine alinarak;

PC12 hiicrelerine H,O, vererek oksidatif stres olusturmak hedeflendi.

2- Yeni bir antiepileptik olan TPM’nin noroprotektif etkinligini hangi
mekanizma tizerinden gosterdigini bulabilmek amaciyla; oksidatif stres gostergeleri
olan glutatyon (GSH), GSH-Px, lipid peroksidasyonu, sitozole kalsiyum akisi

tizerine etkileri ile hiicre canlilig1 iizerine etkilerini 6l¢gmek planlandi.

3- Epilepsi tedavisinde antioksidanlarin etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (23).
Antioksidan bir element olan Se’nin tek basina veya TPM ile birlikte kullaniminin
hiicre GSH, GSH-Px, lipit peroksidasyonu, sitozole kalsiyum akis1 {izerine etkileri ile

hiicre canlilig1 {izerine etkilerini 6l¢gmek planlandi.



2. GENEL BiLGi
2.1. Epilepsi

Epileptik ndbet, kortikal ndronlarin kendini sinirlayici, anormal, hipersenkron
elektriksel desarjlarina bagli olarak ortaya ¢ikan beyinin gegici fizyolojik
disfonksiyonudur (24). Epilepsi, provakatif bir faktoriin eslik etmedigi iki ya da daha
fazla sayida tekrarlayan nobetlerle karakterizedir (25). Epilepsi, diinyada yaklasik 50
milyon kisiyi etkileyen ciddi bir nérolojik hastaliktir (26).

2.1.1. Epilepsi Patofizyolojisi

Epilepsi, anormal noronal membranlar varligi ya da eksitator ve inhibitor
etkilerin dengesizligi nedeniyle olusur (27,28). Altta yatan patofizyolojik
mekanizmalar halen tam olarak bilinmemektedir (29). Epileptogenez terimi, normal
ndronal baglantilarin asir1 uyarilabilir hale gelerek tekrarlayan spontan ndbetler

olusturmasini ifade eder (28).

Epileptogenez olusumuyla ilgili molekiiler mekanizmalar arasinda; voltaj
bagimhi Na“ kanallarmin aktivasyonu, kortikal yapilarn ana inhibitor
ndrotransmitteri olan GABA sentez veya yikimindaki degisiklikler, hiicresel GABA
aliminin inhibisyonu, g¢esitli uyarict aminoasit reseptorlerinin modiilasyonu ve
adenozin metabolizmasindaki diizenleme ile ortaya cikan degisiklikler yer alir
(28,30). Son yillardaki ¢aligmalarda, epileptogenezin molekiiler mekanizmalar1 daha
cok reseptor alt gruplarindaki degisiklikler ile ag¢iklanmaya calisiimaktadir. Bu
degisikliklerin baginda N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor aktivasyonu ve Ca ™ nin
hiicreye girisi gelmektedir. Ca™’nin hiicreye girisi, AMPA ve NMDA sinaptik
gegciste artis1 ve GABAerjik inhibitdr sinaptik gegiste akut bir azalmayi tetikleyebilir.
Ayn1 zamanda GABAerjik uyarict etkilerdeki net bir artig, ektopik aksiyon
potansiyeli veya depolarizasyon potansiyelinde artislara yol acabilir ve sonunda Na',
K", Ca™ kanallar1 veya iyon degis-tokus mekanizmalari gibi diger diizenleyici

sistemlerde ikincil degisiklikler gelisebilir (30).

Nobet odagindaki her néronun stereotipik ve senkronize elektriksel yanitina

paroksismal depolarizasyon kaymasi (PDK) denir (31). Bu durumda membrani



depolarize eden postsinaptik potansiyelin anormal sekilde uzamasi ve biiylimesi s6z
konusudur ve sonug¢ olarak ndronlar gruplar halinde ateslenebilir ve etraflarindaki
noronlart benzer sekilde atesleyebilecek bir kapasiteye ulasirlar (28). PDK’lar bir
dizi aksiyon potansiyelini tetikleyen ani, biiyiik, uzun siireli depolarizasyonlardir.
PDK’y1 bir ard-hiperpolarizasyon izler. PDK ve ard-hiperpolarizasyon nodronun
intrensek membran 6zellikleri (voltaj bagimli Na*, K, ve Ca™ kanallar) ve eksitator
ve inhibitér noronlar tarafindan sekillenir (31). Normal sartlar altinda, piramidal
noronlarin alt kiimesi olan korteksin V. tabakasi ve hipokampusun CA3 bolgesi kisa

depolarizasyona ani patlama yanit1 olusturabilir (32).

Epilepsi olusum mekanizmalarina yaklasim idiyopatik ve semptomatik/
kriptojenik epilepsiler icin farklidir. Idiyopatik epilepsilerde daha c¢ok serebral
maturasyonun erken evrelerinde olusan genetik bir defekt sorumlu tutulurken
semptomatik epilepsiler i¢in saptanan ya da saptanmayan yapisal bir lezyonun varligi

kabul edilir. Bu lezyonlar;

e Dendritik dallanmanin olusumunu bozarak dikensi ¢ikintilar1 ortadan kaldirirlar

ve eksitator sinapslar1 akson tepecigine yaklastirabilirler.
e Iyon kanallarinda yeni bir organizasyona neden olabilirler.

e Sinaptik terminalleri tahrip ederek geriye kalan aksonlarin yeniden filizlenmesine
ve noronal senkronizasyonuna yol agarak tekrarlayici kollateral eksitasyonlara

yol agabilirler.
e Senkronizasyonun gii¢lenmesine neden olabilirler (33).

Afferent girdilerde yapisal veya fonksiyonel degisimler spesifik
transmitterlerin kullanimin1 degistirir. Reseptorlerin tekrar yapilanmasina neden
olurlar. Molekiiler diizeyde proteinlerin konfigiirasyonundaki degisimler presinaptik
ve postsinaptik kalsiyum iyon dengesini degistirerek sinaptik baglantilar1 etkiler.
Sonugta iyonik mikrogevrede degisen su ve pH dengesi ndronal enerji
metabolizmasin1  degistirir. Eslik eden glial doku degisimleri sonucunda

transmitterlerin deaktivasyonu bozulur ve noronal atesleme paternleri farklilagir (33).



2.2. Topiramat (TPM)

Yeni antiepileptik ilaglardan olan TPM, 1979 yilinda sentezlenmis ve 1995
yilinda ilk kez Ingiltere’de kullanima sunulmustur (34). Epilepsi disinda, bipolar
bozukluk, sizoafektif bozukluk, bulimia nervoza gibi baz1 psikiyatrik hastaliklarda,
migren ve kiime basagrisi profilaksisinde, noropatik agri ve esansiyel tremorda da

etkinligi gosterilmistir (5,35,36).
2.2.1. Farmakodinamik Ozellikleri

Topiramat [2,3:4,5-bis-0-(1-metiletiliden)-B-D-fruktopiranoz siilfamat] dogal
monosakkarid D-fruktozun stilfamat igeren bir tiirevidir ve yapisal olarak diger
antiepileptiklerden farklidir. Molekiil formiilii C;;H;NOgS olan beyaz renkli
kristalize bir tozdur, alkali soliisyonlarda daha iyi ¢Oziinlir (8,9,37). TPM’nin

kimyasal yapis1 sekil 1°de, molekiiler goriiniimii sekil 2°de gosterilmistir.

O CH;0S0,NH,

"t

Sekil 1. Topiramatin kimyasal yapisi [2,3:4,5-bis-0-(1-metiletiliden)-B-D-
fruktopiranoz siilfamat; C;,H,NOgS] (37).

A
st

v

o

Sekil 2. Topiramatin molekiiler gdriiniimii (38).



Topiramatin etki mekanizmalari1 asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Voltaj-duyarli Na® kanallarin1 bloke ederek epileptiform desarjlar1 azaltir (39-
42). Hipokampal noéronal kiiltiirde olusturulan ndbet modelinde, spontan
epileptiform desarj siiresini ve her desarjda olusan aksiyon potansiyellerinin

sikligini azalttig1 gosterilmistir (39).

GABA, reseptoriiniin diizenledigi klor akisini arttirarak, GABA, reseptorii
izerine diizenleyici etkisi vardir (5,37,39,41,42). GABA aktivitesini doza bagl
olarak arttirir (43). Fare kortikal noéronlarinda, GABA iligkili klor akigini hizli ve
reversibl olarak arttirarak GABAerjik transmisyonu etkili hale getirdigi
gosterilmistir (5). TPM’nin benzodiazepinlere benzer sekilde GABA, kanali
lizerine etkisi olmasina ragmen, etkilerinin bir benzodiazepin antagonisti olan
flumazenil tarafindan inhibe edilmemesi, ilging olarak TPM’nin GABA reseptor
kompleksinde, benzodiazepin baglanma yerinden farkli bir yere etki ettigini

gostermektedir (8).

Eksitator norotransmitter olan glutamatin kainat ve AMPA reseptdrlerini secici
olarak antagonize eder. Ancak NMDA reseptorleri tizerinde anlamli etkisi yoktur

(41,42,44).

Noronal uyarilabilirligin kontroliinde rol oynadigi bilinen L tipi kalsiyum
kanallar1 iizerinde diizenleyici etkisi vardir (5,8,45). L tipi yliksek voltajla aktive
olan kalsiyum kanallarinda negatif modulasyon saglar ve kalsiyum akigin1 azaltir.
Ayrica yakin zamanda yapilmis caligmalarda, TPM’nin CA1l hipokampal
noronlarda R tipi kalsiyum kanallarinin aktivasyonunu inhibe ederek iktal benzeri

aktiviteyi azalttig1 da gosterilmistir (8).

Karbonik anhidraz izoenzimlerini 6zellikle tip II ve tip IV’ ii zayif olarak inhibe
eder (5,39,41,42). Ancak bu etkinin antiepileptik aktiviteyle iligkili oldugu
diistiniilmemektedir (42,43). Karbonik anhidraz enzimi viicutta bircok yerde
bulunan ve baglica asit-baz tampon sisteminde gorevli karbondioksit ile suyun
birlesmesini katalize eden enzimdir. TPM, karbonik anhidraz enzim inhibisyonu

sonucu bikarbonat seviyesini azaltabilir ve metabolik asidoza neden olabilir (5,8).

Potasyum kanallarini aktive ederek noronlarin uyarilabilirligini azaltir (41,46-49)



2.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Topiramatin biyoyararlanim1 % 81°dir (41). Yiyeceklerle alinmasi emilimini
kismen geciktirir; ancak klinik énemi yoktur. Maksimum plazma konsantrasyonuna
yaklagik 2 ile 4 saatte ulagsmaktadir (50). Emilimi dozla dogru orantilidir. Plazma
proteinlerine zayif olarak (% 13-17 oraninda) baglanir bu nedenle diger ilaglarla
etkilesme olasiliginin az oldugu bildirilmektedir (41,51). TPM biiylik oranda
metabolize edilmez ve %70-80’1 bobrekler yolu ile atilir. Hepatik metabolizmasi
sinirlidir (41). Hepatik enzimlerden sadece CYP2C19’u inhibe ettigi gosterilmistir
(52). Aktif metaboliti yoktur. Bobrek yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi
onerilmektedir. Karaciger yetmezliginin ise TPM farmakokinetigi lizerinde ¢ok az
etkisi oldugu diisiiniilmektedir (43). Ortalama plazma eliminasyon yarilanma 6mrii
19-25 saattir (41). Normal bobrek fonksiyonlarina sahip hastalarda yaklasik 4 giinde
kararli duruma erisilir (51). Irk ve cinsiyetin kararli durum farmakokinetigi iizerine

anlaml etkisi yoktur. Yasa baglh farmakokinetik etkilesim gézlenmemistir (43).

Eriskinlerde baslangic dozu ilk hafta 25-50 mg/giindiir. Yan etkilerin tolere
edilebilmesi agisindan tedaviye diisiik dozla baslanmasi 6nerilmektedir. Sonraki her
1-2 haftada, 25-50 mg arttirtlmalidir. Erigkinlerde monoterapi igin Onerilen baslangig
hedef doz, giinde 2’ye boliinmiis olarak 100 mg/giindiir. Kombinasyon tedavisinde
erigkinler i¢in idame dozu 200-400 mg/giindiir. Tedaviyi sonlandirirken de haftalik
50-100 mg azaltilmas1 6nerilmektedir (8,53-55).

Enzim indiiksiyonu yapan fenitoin ve karbamazepin gibi antiepileptiklerle
birlikte kullanildiginda TPM’nin plazma konsantrasyonu azalir. Lamotrijin, valproik
asit, fenobarbital ve pirimidon gibi diger antiepileptik ilaglar ile birlikte
kullanildiginda doz ayarlamasina gerek olmadigi saptanmistir (41). TPM,
antiepileptiklerin disinda digoksin ve oral kontraseptifler ile birlikte kullanildiginda,

plazma konsantrasyonlarini azaltabilir (53).

Topiramatin plasentay1 astigi ve ayrica anne siitiine gegtigi gosterilmistir.

Teratojenisite derecelendirmesinde C kategorisinde yer almaktadir (50).



2.2.3. Etkinlik ve Tolerabilite

Farkl1 etki 6zelliklerine sahip oldugundan, TPM’nin genis bir etki spektrumu
vardir (56). Eriskin ve c¢ocuk hastalarda primer jeneralize tonik klonik ndbetlerde,
sekonder jeneralize olan ya da olmayan parsiyel nobetlerde, direncli parsiyel
nobetlerde ve Lennox-Gastaut sendromu ile iligkili diisme ataklarinda ve tiim ndbet

tiplerinde etkili oldugu bulunmustur (57-62).

Topiramat genellikle 1iyi tolere edilen bir ilactir. Kardiyovaskiiler
fonksiyonlar, kemik dansitesi, kemik iligi hiicreleri ve tiroid fonksiyonlar1 lizerine
anlaml etkisi saptanmamistir. En sik goriilen yan etkileri santral sinir sistemi ile
ilgilidir (8). Dozdan bagimsiz en sik gozlenen yan etkiler; somnolans, bas donmesi,
ataksi, konusma problemleri, motor yavaslama, bellek gii¢cliigii, parestezi ve gorme
bozukluklaridir. Dozla baglantili bildirilen en sik yan etkiler ise; yorgunluk, sinirlilik,
konsantrasyon gli¢liigii, konfiizyon, depresif belirtiler, anoreksi ve kilo kaybidir (43).
Hastalarin yaklasik %1,5’unda bobrek tasi olusumu saptanmistir, bu yan etkisi
karbonik anhidraz enzim inhibisyonuna baghdir, bu nedenle hastalarin iyi hidrate
edilmesi onerilmektedir (8,25,63). En sik goriilen okiiler yan etkiler ise; akut glokom,

akut miyopi, subkoroidal efiizyon, periorbital 6dem ve skleritistir.
2.3. Selenyum (Se)

Selenyum, ilk kez 1817°de kimyac1 Berzelius tarafindan kesfedilmistir (10).
Insan biyolojisi i¢in temel 6neme sahiptir. Birgok enzimin kofaktoriidiir ve temel
olarak antioksidan fonksiyonuyla bilinen esansiyel bir eser elementtir (64). Diyet,
Se’nin major kaynagidir ve alinan miktar, yiyeceklerdeki konsantrasyona ve
tilkketilen yiyecek miktara baglidir (65, 66). Baslica karacigerde, kasta, bobrekte ve
plazmada bulunmaktadir (67). Erigkin insan beyninin degisik bolgelerinde farkli Se

konsantrasyonu bildirilmistir (68).

Selenyum, dogal olarak organik (selenometiyonin, selenosistein) ve inorganik
(selenit, selenat, selenid) formlarda bulunur (69). Selenit ve selenat in vivo olarak
selenosisteine g¢evrilir (19). Selenometiyonin, barsaktan absorbsiyonunda metiyonin
ile yarigir, metiyonin igeren viicut proteinlerine katilir ve depolanir. Transstilfiirasyon

ile selenosisteine c¢evrilebilir (67). Tiim bu seleno bilesikleri hidrojen selenide



katabolize edilebilir ve

trimetilselenonyum iyonu olarak idrarla atilir (19). Se’nin 6nerilen giinliik alinmasi

dimetil

selenid

olarak

solunum yoluyla

gereken miktar 55 pg.dir (70). Se metabolizmasi sekil 3’de gosterilmistir (71).

Genel viicut proteinleri
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|
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I

T
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/

|
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Nefes

idrar

—
—

Sekil 3. Selenyumun metabolizmasi (71). H,Se: hidrojen selenid, CH3SeH:
metil selenid, (CH3),Se: dimetil selenid, (CH3)3Se: trimetilselenonyum iyonu, GS-
Se-SG: selenodiglutatyon, GS-SeH: glutatyon selenid

Selenyum, insan organizmasinda bir dizi biyolojik fonksiyonda rol
oynamaktadir (72). Biyolojik etkilerini, yapisinda selenosistein aminoasidi bulunan
selenoproteinler yoluyla gostermektedir (12,13,73). Selenosistein biyolojik pH da
anyonik halde bulunur ve bu 6zelligi, elektron aligverisi yoluyla biyolojik redoks
Selenoproteinlerin - enzimatik redoks

reaksiyonlarinin  gerceklesmesini saglar.

aktiviteleriyle birlikte yapisal ve transport fonksiyonlar1 da vardir (64).

Selenyum, selenosistein halinde GSH-Px, iyodotironin deiyodinaz ve
tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin yapisinda bulunur. GSH-Px, E vitamini ile
sinerjik calisan antioksidan bir enzimdir. Indirgenmis GSH ile H,O, ve lipit

hidroperoksitlerin yol actigi oksidatif hasari azaltmada ve Onlemede rol oynar.
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Inflamatuar cevabin regiilasyonunda da rol alir (13). Iyodotironin deiyodinaz, tiroit
hormon metabolizmasinda tetraiyodin tiroksini, triiyodin tiroksine ¢evirir (74).
Antioksidan sistemin major komponentinden biri olan tiyoredoksin rediiktaz; hiicre
6limii, DNA hasar1 ve doku atrofisine neden olan peroksit ve hidroperoksitlerin
azaltilmasindan sorumludur (67). Ayrica lipoik asit ve C vitamininin geri
doniistimiinii saglar, K3 vitamininin metabolizmasini diizenler ve hiicre biiyiimesinin,
timor supresor protein p53’°iin diizenlenmesinde etkilidir (75). Se; selenoproteinler
ve selenoprotein bagimli enzimler yolu ile reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu

hiicre hasara karsi koruma saglar (19).

Selenyumun, eser diizeylerde normal biiyiime ve gelisme i¢in gerekli oldugu,
ilimli diizeylerde depolanabilecegi ve homeostatik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde
gerekli oldugu, yliksek diizeylerin toksik etkilerle sonuglanabilecegi bildirilmistir
(76). Se yetersizligi, Se iceren enzimlerin suboptimal islevleri sonucunda azalmig
antioksidan savunma, redoks regiilasyonu ve enerji iiretimi ile iligkilidir (77). Se
eksikliginin artmis kanserle ve infeksiyon riskiyle, erkek infertilitesiyle, immiinite ve
tiroid fonsiyonlarinda azalmayla iliskisi gosterilmistir (11). Hipertansiyon, Diabetes
Mellitus, kronik karaciger hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, epilepsi,
Alzheimer Hastalig1, Parkinson Hastaliginda diisiik serum Se diizeyleri bildirilmistir.
Ayrica, endemik bir kardiyomiyopati olan Keshan hastaligi ile endemik bir
osteoartropati olan Kashin-Beck hastaligi ve agir biiyiime geriligi, mental
retardasyon ve hipotiroidizm ile karakterize olan miksddemat6z kretenizm gibi nadir

hastaliklarda da diisiik Se diizeyleri bildirilmistir (70,78-80).
2.3.1. Selenyum ve Epilepsi

Selenyum, sinir sistemi fonksiyonlarinin devaminda 6nemli bir esansiyel
elementtir. NObet sirasinda artmis ndrometabolik aktivite, elektrofizyolojik
biitlinliigiin bozulmasina ve ndronal membranlarin instabilitesine yol agarak
peroksidatif hasar ile birlikte oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina, lipid
peroksidasyonuna ve ndronal hasarin artmasina neden olmaktadir. Nobetlerin
kontroliinde, antioksidan savunma sistemi aktivitesindeki azalma veya serbest
oksijen  radikali = olusumundaki artistan  kaynaklanan = membran lipid

peroksidasyonunun kritik role sahip oldugu belirlenmistir. Se, antioksidan savunma
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mekanizmasinda ve oksidatif regiilasyonda 6nemli rol oynamaktadir. Antioksidan
savunma mekanizmasi, membran biitiinliigiiniin devaminda énemli olup prostasiklin
tiretiminden korur; lipid, lipoprotein ve deoksiriboniikleik asit gibi biyolojik

molekiillere olan oksidatif hasar1 azaltir (14).

Epilepside altta yatan nedenler halen arastirilmaktadir (70). Ashrafi ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada, direngli ndbetleri olan ¢ocuk hastalarda ortalama
serum Se seviyesi ve GSH-Px aktivitesi, kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiik
bulunmustur (14). Shams ve arkadaglari, yaptiklar1 calismada epileptik hastalarda
serum Se seviyesini ve GSH-Px aktivitesini kontrol grubuna gore anlamli olarak
diisiik bulmuslar, Se ve GSH-Px’in epilepsi patojenezinde 6nemli rolii olabilecegi
sonucuna varmiglardir (15). Ramaekers ve arkadaslari, direngli nobetleri olan ve Se
eksikligi saptanan 2 c¢ocuk hastada, Se ilavesi ile nobetlerde azalma ve
elektroensefalografi (EEG) kaydinda diizelme oldugunu, Se’nin geri c¢ekilmesi ile
nobetlerin tekrarladigini ve sadece Se ilavesiyle ndbetlerin kontrol altina
almabildigini bildirmislerdir (81). Willmore ve Rubin’in Se’nin beyin fonksiyonlari
{izerine yaptiklar1 ¢alismada, Fe™nin indiikledigi epileptik desarj modelinde, Se
uygulamas1 ile EEG anormalliklerinin diizeldigi gdzlenmistir (82). Oztas ve
arkadaglari, pentilentetrazol ile indiiklenen nobette, bozulmus kan beyin bariyerinin,
diyetteki Se destegi ile azaldigim1 gostermiglerdir (83). Savaksan ve arkadaglari,
hipokampal noronal hiicre kiiltiirlinde, fizyolojik seviyede selenitin, glutamatin
neden oldugu hiicre Olimiine karsi koruyucu oldugunu; Se’nin glutamatin
indiikledigi NF-kappaB ve AP-1 aktivasyonunu inhibe ettigini ve Se’nin protein
sentezi i¢in gerekli oldugunu bulmuslardir. Eksitotoksik kainat modelinde, Se’den
fakir diyetle beslenen ratlarda, Se’den yeterli diyet alan ratlara kiyasla ndbet
aktivitesinin ve hiicre Oliimiiniin daha fazla oldugunu bildirmislerdir (84). Se ve

epilepsi arasindaki iliski sekil 4 de gosterilmistir (70).
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Sekil 4. Selenyum ve epilepsi arasindaki iligki (70). NF-kB: niikleer faktor-kappa B

2.4. Oksidatif Stres
2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; son yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis
elektron tasiyan, kimyasal olarak c¢ok aktif, zararli molekiillerdir (85). Oldukca
kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle hizli reaksiyona girme ve bu
son yoriingelerindeki elektronlarin1 paylasma egilimindedirler. Son ydriingelerinde

paylagilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini olduk¢a arttirir

(86).
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Insan viicudunda serbest radikaller 3 yolla meydana gelir (16):

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu

olusurlar (Boliinme sonrast her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).
X:Y-X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi

olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.
X:Y— X+Y'
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
X:e > X©

Fizyolojik sartlarda serbest oksijen radikalleri; hiicrede mitokondrial
respirasyon, hiicrenin sinyal iletim sistemi ve bakteri fagositozu, karacigerde
detoksifikasyon iglemi gibi viicut i¢in gerekli bir¢ok fonksiyonun gerceklesmesinde
onemli rol oynar. Diabetes mellitus, kanser gelisimi, ateroskleroz, norodejeneratif
hastaliklar gibi bir¢cok hastaligin etyolojisinde ve ilerlemesinde serbest oksijen

radikallerinin rol oynadigi gosterilmistir (87,88)

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl
olarak olusurlar. Endojen etmenler organizmada normal olarak meydana gelen
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari ile olusurlar. Oksijen, nitrik oksid, aktive
notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum,
peroksizom ve plazma membrani, arasidonik asit metabolizmasi baslica endojen
kaynaklardir. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda; diyet faktorleri, stres, ¢evresel
faktorler (hava kirliligi), ilaglar, ksenobiyotikler, zararl 1sinlar (x-ray, U.V. vs.) yer

alir (85,89-91).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir (92). Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde bir elektron dagilimina
sahiptir. Bu yilizden bazen oksijen biradikal olarak degerlendirilir. (93). Biradikal
oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girer. Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin

enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle
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singlet oksijen olusur. Singlet oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi icin radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Organizmada gecis metallerini (Fe*" ve Cu”
gibi metaller) igeren enzimler vasitasiyla, molekiiler oksijene tek elektronlarin
transferi ile oksidasyon reaksiyonlar1 meydana gelir. Molekiiler oksijen, biradikal
olusunun bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri olusturma
egilimindedir. Reaktif oksijen tiirleri normal oksijen metabolizmasi sirasinda olusan
stiperoksit radikali (027'), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikalidir (OH")
(94). Reaktif oksijen tiirleri 6zellikle santral sinir sistemi i¢in toksik olusumlardir,
yani radikaller bir tiir norotoksindir (95). Reaktif oksijen tiirlerinin olusum
basamaklarinda oncelikle tek elektron transferi ile molekiiler oksijen, 0, ye
doniistir. 027' ye iki elektron eklenmesi ile H,O; olusur. H>O,, univalan rediiksiyonu
ile diger bir protonun eklenmesi sonucu suya ve OH' ne doniisiir. OH i de univalan

rediiksiyon ile suya doniisiir (96).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandig1 silirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diigme
dengenin bozulmasma neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
Ozetle, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki

ciddi dengesizligi gdstermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (16).

Santral sinir sistemi, viicuttaki diger organlara nazaran oksidatif hasara daha

duyarlidir. Bunun olasi nedenleri su sekilde 6zetlenebilir:

Beyin viicut agirhiginin sadece kiiciik bir boliimiinii olusturmasina ragmen
inhale edilen oksijeni biiyiik miktarda kullanmaktadir. Bu da néron hiicrelerinin diger

organlara gore neden daha ¢abuk tahrip oldugunu gostermektedir.

Beyin ¢ok yliksek konsantrasyonda demir ve askorbik asit icermektedir.
Baglanmamis demir tek basina ve askorbik asitle kombine halde aktif olarak

oksidanlar1 meydana getirir.

Beyin oksidatif olaylar1 kolayca baglatan ve ¢ogaltan, idame ettiren ¢oklu

doymamis yag asitlerini yiiksek konsantrasyonda bulundurmaktadir.
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Beyin, kan beyin bariyeri sayesinde ¢esitli toksinlerin santral sinir sistemine
girisine engel oldugu gibi ayni1 zamanda c¢esitli antioksidanlarin da girisini sinirlar.

Beyinde antioksidan enzim aktivitesi diistiktiir (97,98).
2.4.1.1. Siiperoksit Radikali (02_')

Aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda

stiperoksit radikali olusur (99).
0, +e¢ Oz_.
0, +H,0, ————» 0,+OH +-OH

Stiperoksit radikali, mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte
nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) okside nikotinamid adenin diniikleotide
(NAD") okside olmasi ile iiretilir. Ayrica pek cok oksidaz tarafindan da iiretilir.
Genel olarak anyon seklinde tarif edildigi halde, ortammn pH sma bagl olarak
protonlanarak katyon haline doniisebilir. Bu durumda perhidroksi radikali ismini alir.
Stiperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Asil onemli olan, H,O, kaynagi ve ge¢is metal iyonlarmin indirgeyicisi
olmasidir . Siiperoksid, nétrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon
ve vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir. Azalmis
stiperoksid diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol acabilir.
Artmis siiperoksid diizeyleri ise siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile H,O, ve

oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Bdylece hiicresel siiperoksid diizeyleri siki kontrol

altindadir (93).
2.4.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya

da stiperoksitlerin enzimatik / nonenzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur

(100).

20, +2H" ———» H,0,+ 0,
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Hidrojen peroksit aslinda radikal degildir. Ancak iiretildigi bolgede kalan
siiperoksitin aksine membranlar1 gegen, sitozole diffiize olan ve uzun Omiirlii bir
oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksitin ulasamadigi membranla korunan
yapilara kolaylikla ulagabilir. Burada siiperoksitle reaksiyona girerek en reaktif ve
zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir
(Haber-Weiss reaksiyonu). H,O, baska bir sekilde de serbest Fe™ ile reaksiyona
girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur (Fenton reaksiyonu). Bu
formdaki reaktif demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda
lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir. Belirtilen potansiyel
oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,’nin derhal ortamdan
uzaklastirilmas1 gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan

katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler (93,100).
2.4.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yliksek enerjili iyonize edici

radyasyona maruz kalmasi sonucunda da olusur.
H,0, + Fe? ———= OH" + OH + Fe "

Hidroksil radikali, bilinen en reaktif radikaldir. Aminoasitler, niikleik asitler,
organik asitler, fosfolipitler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir¢oguyla
reaksiyona girebilir (93). DNA ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlari, baz
delesyonlari, zincir kirilmalar1 gergeklesebilir; ileri derecedeki DNA hasarlar1 tamir
edilemediginden hiicre 6liimiine neden olur. Proteinler iizerinde olusan oksidasyonlar
yap1 degisimine neden olacagindan, proteinler proteolitik yikima gotiiriilir. Hiicre
zar1 su icermediginden, hidroksil radikalinin baslica hedefi yag asitleridir. Zar
lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gegirgenligini arttirip yine hiicre

6liimiine neden olabilir (100).
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2.4.2. Serbest Radikallerin Etkileri
2.4.2.1. Proteinlere Etkileri

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin 6zellikle duyarli amino asidler
ile dogrudan etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Metionin, sistein gibi
terminal siilfidril grubu bulunduran aminoasidler ile triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin gibi aromatik aminoasidler, oksidasyona en fazla maruz kalan molekiillerdir.
Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler
fonksiyonlarmi etkilemektedir (89). Serbest radikaller, protein yapisindaki
enzimlerin aktivitelerini degistirir, membran tasiyict proteinlerini ve reseptor

etkilesimlerini bozarlar (101).
2.4.2.2. Niikleik asitler ve DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin, farkli mekanizmalar ile DNA {izerinde baz ve seker
modifikasyonlari, tek ve cift zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein ¢apraz
baglanmas1 gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara yol agtig1 bilinmektedir
(100,102,103). DNA’nin temel yap1 tas1 olan niikleotidin yapisi i¢inde yer alan purin
ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin etkilerini gosterdigi bolgelerdir. Ozellikle
guanin bazinin bu radikaller aracilifi ile hidroksilasyonu sonucunda DNA

molekiiliiniin yapis1 degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (89).
2.4.2.3. Membran Lipitlerine Etkileri

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, endoplazmik retikulum,
vs.) membran fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin varligt nedeniyle
oksidatif strese duyarhidirlar (85). Lipid peroksidasyonu; serbest radikaller tarafindan
baslatilan ve membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna
neden olan boylece membran lipid yapisin1 degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini
bozan kimyasal bir olaydir (104). Yapisal hasarin derecesine gore, plazma
membraniin akiskanliginda azalma, membran gecirgenliginde degisme, membran
potansiyelinde azalma, membrana bagli enzimlerin aktivitesinde azalma gozlenir.
Lizozomal ve mitokondrial membranlar1 ilgilendiren ileri derecede lipid

peroksidasyonu ile organel igeriginin hiicre igine salinmasi sonucunda proteoliz
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hizlanir ve doku hasar1 siddetlenir. Membran gecirgenliginin bozulmasi ile protein
sentezi i¢in ¢ok dnemli olan potasyum ve magnezyum iyonlarinin konsantrasyonlari
degisir ve buna bagli olarak protein sentezinde inhibisyon gergeklesir (89,105). Lipit
peroksidasyonu sinir hiicrelerinin lipit zengin membranlarindan dolay1r bir¢ok
norolojik hastalikta oOnemlidir. Lipid peroksidasyonunun ilk asamasinda yag
asitlerindeki konjuge cift baglardan bir elektron iceren H atomu ¢ikarilmasi ile lipid
radikali olusur. Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksit radikalini
olusturur. Lipid peroksit radikali de diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer.
Boylece zincirleme bir reaksiyon baglamis olur. Ayrica lipid peroksitler ortamdaki H
atomlar1 ile de reaksiyona girerek lipid hidroperoksitleri olustururlar. Lipid
peroksitler daha sonra malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal gibi yikim
tirtinlerine doniistirler (93). MDA’nin asil kaynag: ikiden fazla ¢ift bag igeren yag
asitlerinin ~ otooksidasyonunda  ve  eikozanoid  sentezinde  serbestlesen
endoperoksitlerdir. MDA, protein amino gruplarina, fosfolipitlere ve niikleik asitlere
baglanarak toksik etkisini gOsterir. Membran bilesenlerinde ¢apraz baglanma ve
polimerizasyona neden olur. Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA
yapisinda yer alan nitrojen bazlarla reaksiyona girer ve mutajen, karsinojen,
genotoksik etkiler gosterir. Lipid peroksidasyonunun 6l¢iimii doku hasarinin iyi bir
gostergesi kabul edildiginden; peroksidasyon sirasinda olusan konjlige dienlerin
Ol¢iimii, in vivo lipit peroksit diizeyini yansitabilecek 6nemli bir yontemdir. MDA

miktarinin tiyobarbitiirik asit testi ile 6l¢timii bu amagla kullanilmaktadir (85).
2.4.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Oonlemek icin viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar
antioksidan savunma sistemleri olarak bilinirler. Antioksidanlar 4 farkli mekanizma

ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1. Temizleme etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan bu

etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
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3. Onarma etkisi: Bu grupta DNA tamir enzimleri, metiyonin siilfoksit

rediiktaz sayilabilir.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen
agir metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini

tarafindan yapilir (93,106)

Antioksidanlar, endojen ve ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak {izere

baslica iki ana gruba ayrilabilir:
A) Endojen antioksidanlar

1. Enzimler: Siiperoksit dismutaz, katalaz, GSH-Px, Glutatyon rediiktaz
(GSH R), Glutatyon-S-transferaz

2. Enzim olmayanlar: Melatonin, seruloplazmin, transferin, miyoglobin,
hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, {iirat, laktoferrin,

albiimin (107,108).
B) Ekzojen antioksidanlar:

1. Vitamin ekzojen antioksidanlar: o-tokoferol (vitamin E), B-karoten,

askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat).

2. Ilag olarak kullamlan ekzojen antioksidanlar: Ksantin oksidaz inhibitérleri,
NADPH oksidaz inhibitorleri, rekombinant siiperoksit dismutaz, nonenzimatik
serbest radikal toplayicilar, demir redoks dongiisii inhibitorleri, demir selatorleri,

sitokinler, barbitiiratlar, notrofil adezyon inhibitorleri (107,108)
2.4.3.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD, siiperoksit radikalinin H,O, ve molekiiler oksijene doniisiimiinii

katalizleyen antioksidan enzimdir.

_ _ SOD
0, +0, + 2H" > H,0, + O,
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Insan hiicrelerinde 6zellikle sitozolde bulunan bakir ve ¢inko iyonu igeren
SOD ile manganez iyonu iceren mitokondrial SOD olmak iizere SOD’un iki

izoenzimi bulunur (109).

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonu sonucu ile ya da direk olarak olusan
hidrojen peroksit ise GSH-Px ve katalaz enzimleri tarafindan suya dontstiiriilerek

detoksifiye edilir (109).
2.4.3.2. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px, fonksiyonel olarak 6nemli selenoprotein grubundandir (110). En
fazla karaciger ve eritrositler olmak iizere tiim dokularda aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Hiicre i¢inde ise sitozol ve mitokondride en yogun olarak bulunmaktadir
(106). GSH-Px, hidroperoksitlerin (ROOH) ve H;O;[nin indirgenmesi
reaksiyonunda gorev alan bir enzimdir (111). Se-bagimli ve Se-bagimsiz iki farkl
tipi vardir. Se-bagimli tipi H,O, ve ROOH’leri, Se-bagimsiz tipi sadece ROOH’leri
metabolize eder. Bu reaksiyonlar esnasinda GSH hidrojen verici olarak gorev
yaptigindan H,O, ve ROOH indirgenirken GSH ise okside sekline (GSSG) doniisiir.
Okside glutatyon ise glutatyon rediiktaz (GSH R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenir.
Bu reaksiyon pentoz fosfat yolunda tiretilen NADPH’a bagimlidir (106,108,112).

ROOH + 2GSH > ROH + GSSH + H,O
GSH-Px

H,0, + 2GSH > GSSH + 2H,0

GSSG + NADPH + H' » 2 GSH+NADP"

GSH-Px’in 5 izoenzimi tanimlanmistir. GSH-Px1; o0zellikle eritrositler,
bobrek ve karaciger olmak {lizere tiim hiicrelerden eksprese edilir. Yag asidi
hidroperoksidlerini ve hidrojen peroksitleri metabolize eder. GSH-Px2 lipid
peroksidazlarin toksisitesinden korumada 6nemli bir rol oynar ve gastrointestinal
sistemde bulunur. GSH-Px3, ekstraselliiler yerlesimlidir ve gastrointestinal sistem ve

bobrekte bulunur. GSH-Px4 veya fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz hem
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sitozol hem de membranda bulunur. Fosfolipid hidroperoksidleri, yag asidi
hidropreoksitleri ve kolesterol hidroperoksitleri direk olarak indirger. Renal epitelyal
hiicreler ve testiste en fazla bulunur. En son tanimlanmis olan GSH-PxS5 ise agiz

epididimisinde bulunur ve ilging olarak Se’den bagimsizdir (110-113)

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde de oOnemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal etkisi
ile fagositik hiicrelerin zarar gérmesini 6nler. E vitaminin yetersizligi durumlarinda
membranlart oksidadif strese karsi GSH-Px korumaktadir. GSH-Px eritrositlerde
oksidatif strese karst en etkili antioksidandir (108). GSH-Px ayrica prostaglandin
biyosentezinde rol alir ve prostasiklin olusumunda diizenleme yapmaktadir (114).
GSH-Px yetersizligi Se eksikligi sonucu olabilir, ¢linkii Se bu enzimin bir integral

parcasidir (93).
2.4.3.3. Glutatyon

GSH, hiicreleri oksidan hasara karst koruyan hiicre igindeki en Onemli
antioksidan bilesiktir. Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden sentezlenen
diisiik molekiil agirlikll bir tripeptittir. Sentezde y-glutamilsistein sentetaz ve GSH

sentetaz enzimleri katalizordiir (112). Karaciger basta olmak iizere bircok dokuda

sentezlenir.
v-Glutamilsistein sentetaz
Glutamat + Sistein > y-Glutamilsistein
Glutatyon sentetaz
v-Glutamilsistein + Glisin > Glutatyon

Glutatyon, biyolojik olarak iki 6énemli yapiy1 (tiyol grubu ve y-glutamin bagi)
yapisinda bulundurur. Yapisindaki sisteinin tiyol grubundan ve yiiksek
konsantrasyonundan dolay1 hiicre i¢inde Onemli bir antioksidan olan GSH’in
%99’dan fazlasi indirgenmis formda bulunur (115). Serbest radikallerin
temizlenmesinde GSH-Px enziminin katalizledigi tepkimeyle GSH’1n okside formu
olan GSSG olusur. GSSG hiicreler i¢in oldukga toksiktir ve hizlica GSH R enziminin
katalizledigi tepkimeyle tekrar GSH’a indirgenir ve bdylece hiicrede GSH/GSSG
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orani sabit tutulmaya calisilir (116). GSH/GSSG orani, iyi bir oksidatif stres
gostergesidir (117,118). Glutatyonun pek ¢ok metabolik gorevi vardir. GSH-Px,
GSH R ve GSH transferaz gibi enzimlerin kofaktoriidiir. Proteinlerdeki stilthidril
(-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur, bdylece
fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da
saglar. Vitamin C ve E gibi 6nemli antioksidanlar1 yeniden olusturup aktif formlarim

destekler. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin

m
reductase
GSH GSSG

- Glutathione
GSH Peroxidase

engellenmesinde rol alir (107,119).

Oxidative Damage
Protein
Lipids
DNA

Sekil 5. Serbest radikaller ve enzimatik detoksifikasyonu (120).

2.5. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali

Kalsiyum iyonu damar diiz kasinin kasilmasi / gevsemesi, hiicre bdliinmesi,
hiicresel motilite, hormon sekresyonu, metabolizma, sinir sisteminin igleyisi, protein
dongiisii, gen ekspresyonu, apopitozis gibi bir¢cok fizyolojik olay1 kontrol eden bir
iyondur (121). Bu 6zelligi ile bircok fonksiyonu kontrol etmesi hiicre icerisindeki

kalsiyumun diizenli olarak ayarlanmasima bagli olmaktadir. Normal ndronal
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fonksiyonlar i¢in 6nemli rol oynar. (17,29). Plastisite ve sinaptik transmisyon gibi

onemli noronal olaylar1 diizenler (18).

Yaslanma, Alzheimer, Parkinson ve Huntington Hastalig1 gibi ndrodejeneratif
hastaliklarda Ca™ homeostazisindeki bozukluga bagh kalsiyum artis1 sonucu néronal
kayip tespit edilmistir. Biitiin bu kronik patolojilerde mitokondrial ve endoplazmik
retikulum disfonksiyonu, glutamat eksitotoksisitesi sonucu kalsiyumun noéronlar
icerisine girmesiyle noronal hasar goriilmektedir. Epilepsi, sizofreni, amyotrofik
lateral skleroz gibi multifaktoriyel hastalik grubunda da benzer durumlar goriiliir.
Yine HIV enfeksiyonu veya travmatik beyin hasar1 ve strok gibi ani olaylarda Ca*™

disregiilasyonu hizli néronal 6liime yol agabilir (18).

Intraselliiler Ca™ konsantrasyonu ([Ca™]i), hem hiicre dis1 ortamda, hem de
hiicre icinde Ca*? depolayan yapilara gore ¢ok diisiik seviyededir. Bu nedenle Ca™
hiicre i¢inde sinyal molekiilii gérevi yapabilir ve bu 6zelliginden dolay1 hiicre i¢in bir
ikincil habercidir. Normal néronal [Ca™]i yaklagik olarak 100 nM iken, bu
konsantrasyon serbest eksraselliiler Ca™ konsantrasyonunun 1/10.000’inden daha
azdir. Hem hiicre i¢i ile dis1 arasinda, hem de endoplazmik retikulum ile sitoplazma

arasinda, ¢ok yiiksek bir Ca™ derisim farki vardir (29).
Hiicre disindan sitoplazmaya Ca ' girisini saglayan kanal tipleri sunlardir:

1-Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallar1 (VBKK): Membran depolarizasyonu
sonucu aktive olur. Bu aktivasyon, kanallari Ca™a gegirgen hale getirir (18). Farkli
hiicre tiplerinde bulunan bu kanallarin temel islevi, hiicre yiizeyindeki elektrik
sinyalleri, hiicre i¢indeki fizyolojik olaylarla iligkilendirmektir (122). VBKK’ nin
bir¢cok molekiiler tipi farkli noronal fonksiyonlari baslatir. Yapilan ¢alismalar, L-tipi
kanallarin noéronal eksitabilite ve gen ekspresyonunu diizenledigini, P/Q ve N-tipi
kanallarin nérotransmitter salinimini baglattigini, T-tipi kanallarin ise néronal ritmik

burst ateslemelerini destekledigini gostermistir (123).

2-Ligand Bagimh Kalsiyum Kanallari: Hiicre disindan gelen ligandlarin
baglanmast ile aktive olur ve Ca™*'a gecirgen hale gelirler. Bu kanallar ayn1 zamanda
birer reseptor gorevi goriirler. Bu kanallara NMDA reseptorleri ornek verilebilir

(124,125).
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3-Depo Bosalmasi ile Aktive Olan Kalsiyum Kanallari: Hiicre ici Ca"
depolari, Ca™ sinyali sonucu, ya da daha farkli sekillerde bosaldigi zaman, bu

kanallar hiicre disindan sitoplazmaya Ca"girisine sebep olurlar (125).
Hiicre i¢i Ca™ depolarindan Ca* ¢ikisini saglayan yapilar sunlardir:

Ryanodin ve inositol 1,4,5-trifosfat Reseptorleri: Endoplazmik
retikulumdan Ca™ salimmu inositol 1,4,5-trisfosfat (IPs) reseptorii ve ryanodin
reseptorii lizerinden olur (18). Hiicre membraninda bulunan reseptorlere agonistlerin
baglanmasi ile G proteininin uyardig1 fosfolipaz C aktive olur. Fosfolipaz C’nin
aktive olmasi, blinyesinde barindirdig: alfa, beta ve gama alt birimlerini aktive eder.
Aktive olmus fosfolipaz C, membran fosfolipidlerinde fosfoinositoldifosfati (PIP;)
aktive eder. PIP,’in aktive olmasi diagilgliserol (DAG) ve IP; aktivasyonu ile
neticelenir. DAG hiicre zarinda protein kinaz C formunda kalir, IP; de kalsiyum
depolarindan sitozole kalsiyum akisina neden olmak i¢in sarkoendoplazmik
retikuluma gider ve IP; reseptorii ile hiicre i¢i kalsiyum salinimi saglanmis olur
(18,29,125). Ryanodin reseptorleri ise dogrudan voltaj bagimli Ca™ kanallarindan

giren Ca™ tarafindan aktive edilir (18).

Hiicre ici depolara Ca™ un alinmasi, baska bir deyisle sitozolden Ca™ un

uzaklastirilmasi ii¢ yolla gergeklesir: (18,29).
1. Endoplazmik retikulum membranindaki Ca-ATPaz enzimi
2. Hiicre membranindaki Ca-ATPaz
3. Na'/Ca™ degisimi ile olmaktadur.

Néronal Ca™ homeostazi sekil 6°da gosterilmektedir.
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Sekil 6. Noronal Ca** homeostazi (18).

VOCC: Voltaj bagimli kalsiyum kanallari, ROC: Reseptor bagimli kanallar,
NMDAR:  N-metil-D-aspartat  reseptorii, = AMPAR:  oa-amino-3-hidroksi-5-
metilisoksozol-4-propionik asit reseptorii, GPRC: G proteini kenetli reseptor, PLC:
Fosfolipaz C, DAG: Diagilgliserol, RYR: Ryanodin reseptorii, IP3R: Inositol 1,4,5-
trisfosfat reseptorii, ER: Endoplazmik retikulum, SERCA: Sarko-endoplazmik
retikulum Ca™? ATPaz, PMCA: Plazma membran Ca'? ATPaz.

2.6. Oksidatif Stres, Kalsiyum Sinyali ve Epilepsi

Oksidatif stres ve mitokondrial disfonksiyon, epilepsi dahil olmak iizere bir
cok norolojik hastaligin patofizyolojinde yer almaktadir (2-4,126,127). Beyin,
oksidatif metabolik aktivite hizinin yliksek, antioksidan savunma kapasitesinin diisiik
ve poliansatiire yag asit miktarinin fazla olmasindan dolay1 oksidatif hasara kars1 cok
duyarlidir (128). Beyinin oksidatif hasara karst artmig duyarlilifi, ndbet
patofizyolojisinde oksidatif stresin roliiniin anlasilmasinda aydinlaticidir (4). Nobetin
tetikledigi noronal 6liimiin etyolojisi birgok faktorii icermektedir. Bunlar arasinda
genetik faktorler, intraselliiler elektrolit metabolizma bozukluguna yol acan artmis
glutamaterjik hiicre toksisitesi, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, biiyiime

faktorii azalmasi ve artmis sitokin konsantrasyonu yer alir (19).



26

Penisilin, kainat, pilokarpin ve pentilentetrazol ile epileptik ndbet
olusturularak yapilmis bir¢ok calisma, oksidatif stresin epilepsi patofizyolojisine
dahil edilebilecegini gostermistir (19). Tekrarlayan nobetler sonucu hiicresel
makromolekiillerde artmig oksidasyonun goriilmesi ve SOD mimetikler, C vitamini,
melatonin gibi antioksidan igerikli bilesiklerin nobetin tetikledigi patolojiyi
engellemesi, noronal Oliimiin etyolojisinde serbest radikallerin genel roliinii
desteklemektedir (129). SOD mutant fareleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda, SOD
eksikligine bagli olarak mitokondrial O, artmis ve buna bagli olarak mitokondriyal
akonitaz enzim aktivitesi ¢ok diisiik bulunmustur. Akonitaz enzim inaktivasyonu
H,0, ve OH" olusumuna neden olur. Kronik serbest radikal iiretimi redoksa duyarl
glutamat tastyicilarinin disfonksiyonuna yol agip, ekstraselliiler glutamatin artisi ile
sonuclanir. Artmis ekstraselliiler glutamat, ndronal eksitabiliteye ve epileptik ndbet
olusumuna yol agar. Antioksidan tedavi O,", H,O, ve OH’ ni azaltarak epileptik

nobet olusumunu 6nleyebilir (2). Bu durum sekil 7°de gosterilmistir.

O, temizleyicileri ve l Sod2
antioksidanlar

T[OE“]ml
Demir selatorleri ve u

antioksidanlar

Akonitaz inaktivasyonu
[4Fe-4S]*" + 0y = [3Fe-+S]" + Hy0;
Fe”" + H,0,—— Fe’” + HO  + OH"

|

Glutamat tagryicilarinin
disfonksiyonu

|

T[Glutamal]u

|

Noronal eksitabilite &
T Nobet duyarlilig

Sekil 7. SOD mutasyonu sonucu epileptik nébet olusumu (2). [Oy” | sliperoksit
radikali mutasyonu, [Glutamat].: ekstraselliiler glutamat.
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Ca™ homeostazisindeki degisikliklerin epileptik aktivite olusumunda ve
devaminda onemli rolii oldugu yoniinde bircok yaym bulunmaktadir (18,29).
Hipokampal ndronal kiiltiirde olusturulan kazanilmig epilepsi modelinde kalsiyum
kalmodiilin protein kinaz 2 aktivitesinin azalmasiyla Ca™ homeostazisindeki
degisiklere bagli spontan tekrarlayan epileptiform desarjlar olustugu goriilmiistiir
(130). Idiyopatik jeneralize epilepsilerde de VBKK’nin subunitlerinde defektlerin
(6zellikle P/Q tip ve T tip) ndbet genetigine katkida bulundugu ve ag baglanti
aktivitesini modiile ettigi gosterilmistir (18). Yapilan c¢alismalarda, epileptik
néronlarda IP; reseptorii ile iliskili Ca™ salmmumn artmus oldugu, ryanodin

reseptorii ile iliskili Ca™ salmiminda ise degisiklik olmadig bulunmustur (131).

Serbest radikal iiretimi glutamin sentetaz enzimini direk olarak uyarabilir,
sonugta eksitator norotransmitter olan glutamatin anormal artigi sonucu epileptik
aktiviteye neden olabilir. Epileptik hayvanlarda oksijenin indiikledigi ndbetler,
reaktif oksijen tiirlerinin glutamat dekarboksilaz enzimini inhibe etmesi sonucu beyin
GABA konsantrasyonunun azalmasi ile iligkilidir. Nobet sirasinda NMDA ve
VBKK’nin aktivasyonu sonucu ekstraselliller Ca* azalir, intraselliler Ca™ artar.
Sitozoldeki bu kalsiyum iyon artisi, mitokondride porlarin agilmasi ve
depolarizasyon yollar ile serbest radikallerin iiretimini daha da arttirmaktadir. Asiri
serbest radikal tiretimi basta VBKK olmak iizere bir¢ok kanali uyararak sitozole
kalsiyum akisin1 daha da uyarmaktadir. Bu olay apopitozise kadar gitmektedir.
Mitokondrial membranlarin devamli depolarizasyonu ve artmis reaktif oksijen tiirleri
ATP ve NADH iiretimini bozabilir. NADPH artis1 tek nobet benzeri olaylarla iliskili
bulunmustur. Ayrica, yapilan in vivo caligmalarda uzamis status epileptikus

sonrasinda ATP tiretiminde yetersizlik saptanmistir (19).
2.7. PC12 Hiicreleri

Rat feokromasitoma hiicreleri olan PC12 hiicreleri ilk kez 1976’da Grene ve
Tischler tarafindan elde edilmistir. Adrenal bezden kdken alan hiicre klonudur.
Hiicre morfolojisi poligonal goriiniimliidiir. PC12 hiicreleri adheran 6zellikte, kiiltiir

kabinin yiizeyine yapisarak yasayan ve kiiclik kiimeler halinde ¢ogalan hiicrelerdir
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(132). Sekil 8’de PC12 hiicrelerinin ve sekil 9°da PC12 hiicrelerine NGF ilave

edilmesiyle olusan faz kontrast mikrografik goriiniimii gosterilmektedir (133).

PC12 hiicrelerine kiiltiir ortaminda néronal biiylime faktorii (NGF) ilave
edilmesiyle noronal filizlenme, elektriksel eksitabilite ve sinaptik vezikiiller olusur
(134). NGF’ye yanit olarak katekolamin (dopamin, noradrenalin) sentezler ve ¢ok
hizl1 néroblast/néron fenotipine doniislir. Noronun tipik 6zelliklerini gosterir (20,21).
Bu yiizden ndronlarin hiicresel biyolojisi ile ilgili ¢aligmalar i¢in iyi tanimlanmis bir
modeldir. Proliferasyon, diferansiyasyon, hiicre canlilifi ve apopitozis gibi farkl
hiicresel olaylari, noronal tamir, ndroprotektivite ve norotoksisiteyi iceren

mekanizmalar1 arastirmada sik¢a kullanilir (20,22,134).

Sekil 9. PC12 hiicrelerine noronal biiylime faktorii ilave edilmesiyle olusan faz
kontrast mikrografik goriiniim (133).
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2.8. Hiicre Canliigimin MTT Analiziyle Saptanmasi

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid] analizi
ilk olarak Mosmann tarafindan kullanima girmistir (135). MTT yontemi, hiicre
canliliginin belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir. Bu ydntem
saglam hiicrelerde mitokondrinin, MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim
olan siiksinat dehidrojenaz aktivitesine bagimhidir. Tetrazolium halkasinin
pargalanmas1 sonucu sar1 renkli MTT boyas1 koyu mavi-mor ¢6ziinmeyen formazan
kristallerine doniismektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir (136,137). Reaksiyon {iriinii uygun karisimda
¢oziildiikten sonra spektrofotometrik yontemle oOl¢iiliir (138). Hiicrelerin MTT
indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin Olgiitii olarak alinir (139). Hiicre canliligl ve
tiremesini 6lgen bu yontemin, diger sitotoksik test yontemlerine gore daha hassas ve
tekrarlanabilir olmasi, uygulamasinin kolay ve hizli olmasi, radyoaktif izotop

kullanmaya gerek olmamasi avantaj olarak kabul edilir (140,141).
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3. MATERYAL METOD

Bu c¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji ve
Biyofizik Anabilim Dallar tarafindan Norolojik Bilimler Uygulama ve Arastirma
Merkezinde (NOROBAM) gerceklestirilmistir. Siileyman Demirel Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 1950-TU-09 proje numarasi

ile desteklenmistir.
3.1. Materyaller

PC12 hiicreleri DSMZ hiicre serileri bankasindan (Almanya) alindi. Biyofizik
laboratuarinda Poly-D-Lysine kaplanmis hiicre kiiltiirii flasklarinda, RPMI 1640 besi
yeri ortaminda iiretildiler. Fotal sigir serumu, at serumu, Se ve diger kimyasallar
Sigma firmasindan Fagus Firmasi (Istanbul) araciligi ile Amerika Birlesik Devletleri
ve Almanya’dan satin alindi. TPM tablet formda Janssen Cilag ila¢ firmasindan

temin edildi.
3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1. Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2. Santrifiij: Jouan B4I (Fransa)

3. Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

4. Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvicre)

5. Vorteks: Niive NM 100 (Ttirkiye)

6. Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7. Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8. pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

9. Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

10. Floresan spektrofotometre (Carry Eclipse Marka, Varian Firmas,

Avustralya)

11. CO; inkubator (Shel Lab-Biolab Lab, Fransa)
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Laminar flow kabini (Bilser BLF2000, Istanbul)

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Tris, Merck (Almanya)
Glisin, Merck (Almanya)
Sodium Cloride, Merck (Almanya)

Tween 20, Merck (Almanya)

. Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)

EDTA, Merck (Almanya)
EGTA, Merck (Almanya)
Leupeptin, Sigma (Almanya)
Triton X-100, Sigma (Almanya)

Metanol, Merck (Almanya)

. Hydrochloric Acid, Merck (Almanya)

Histopaque REF-11191 (Amerika Birlesik Devletleri)

Bradford Kimyasali Bio-Rad 500-0006 (Almanya)

Collagenase type II- A7906, 1 gram (Almanya)

Colleganase-Type4 Worthington 4188/47M9961, 100 mg (Almanya)
Ultrasantrifiij tiipii, MS-80 santrifiij, 35 ml, Sorvall (Ankara)
Ultrasantrifiij tiipii, MS-80 santrifiij i¢in, 2 ml, Sorvall (Ankara)
PC12 hiicreleri, DSMZ-Germany. Kiiltiir (37 °C) seklinde

Nerve growth factor, Sigma, NO0513, 1 mg (Amerika Birlesik
Devletleri)

Poly-D-Lysine, Sigma (Almanya)
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma (Almanya)

DMSO (Dimethyl sulfoxide), Sigma (Almanya)
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3.2. Metot
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Deneysel Tedavi
3.2.1.1. PC12 Hiicre Kiiltiirii

PC12 hiicreleri rat bobrek {iistii bezi hiicrelerinden elde edilmektedir. Bu
hiicrelere, kiiltiir ortaminda NGF ilave edilmesiyle, embriyolojik donemdeki
Ozelliklerinden dolay1 sinir hiicresi 6zelligi gostermektedirler. PC12 hiicreleri hem
norolojik hem de psikiyatrik hastaliklarla ilgili calismalarda sinir hiicresi modeli
olarak kullanilmaktadirlar (20,22,134). Calismamizda kullanilan PCI12 hiicreleri
DSMZ hiicre serileri bankasindan (Almanya) alindi. Deneylerde bu hiicre hattinin 2—
9 arasindaki pasajlari kullanildi. Deneylerde kullanilan 25 ve 75 cm?lik kiiltiir
flasklari, hiicrelerin ekiminden 6nce tutunmayi arttirmak amaciyla Poly-D-Lysine ile
kaplandi. Poly-D-Lysine steril distile su ile ¢oziildii ve kiiltiir kaplarina 10 pg/ml
konsantrasyonda eklenerek yayildi. Bir saatlik bir inkiibasyon siiresinin ardindan
PC12 hiicreleri kiiltiir kaplarma 1x10> hiicre/cm” yogunlugunda ekildi. Kiiltiir ortami
olarak % 10 oraninda 1s1yla inaktive edilmis at serumu, % 5 oraninda 1s1yla inaktive
edilmis s1g1ir serumu, 100 IU/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin igeren RPMI
1640 ortami kullanildi. Ekim sonrasi kiiltiirler % 5 karbondioksitli nemli hava i¢eren

37 °C sicaklikta inkiibatére konuldu.

Hiicreler her 2-3 giinde bir taze mediumla beslendi. Hiicrelerin % 80’1
birlesmeye basladig1 zaman, steril pipetler aracilig1 ile taze medium konularak, flask
zemininden hiicreler tyripsin-EDTA ile ayrilarak pasajlandi. Pasajlanan PC12
hiicreleri, her flaskda hiicre dansitesi 2x 10* olacak sekilde Poly-D-Lysine kapli 25
ve 75 cm?lik kiiltiir flasklaria ayni dansitede ekildi. 48 saat sonra hiicreler gruplara

ayrilds;
1. GRUP (Kontrol grubu): Sadece RPMI 1640’ da 24 saat birakildi.

2. GRUP (TPM grubu): Bu gruptaki hiicreler 10 uM TPM ile 5 saat boyunca
inkiibe edildi.

3. GRUP (Se grubu): Bu gruptaki hiicreler 500 nM sodyum selenit ile 10 saat

boyunca inkiibe edildi.
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4.GRUP (H;0O; grubu): Bu gruptaki hiicreler 100 uM H,0; ile 10 saat
boyunca inkiibe edildi.

5. GRUP (TPM + H,0, grubu): Bu gruptaki hiicreler ilk 6nce 10 pM TPM ile
5 saat boyunca, daha sonra 100 uM H,O, ile 10 saat boyunca inkiibe edildi.

6. GRUP (Se + H,0O, grubu): Bu gruptaki hiicreler ilk énce 500 nM sodyum
selenit ile 10 saat boyunca, daha sonra 100 uM H,0, ile 10 saat boyunca inkiibe
edildi.

7. GRUP (Se + TPM grubu): Bu gruptaki hiicreler ilk 5 saat 500 nM sodyum
selenit ile daha sonraki 5 saat ise 10 uM TPM + 500 nm sodyum selenit ile inkiibe
edildi.

8. GRUP (Se + TPM + H,0O; grubu): Bu gruptaki hiicreler ilk 5 saat 500 nM
sodyum selenit ile daha sonraki 5 saat ise 10 uM TPM + 500 nm sodyum selenit ile
inkiibe edildi. Ardindan 100 uM H,0; ’e 10 saat siire ile maruz birakildi.

3.2.2. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

3.2.2.1. indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-

Px) Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak and Lindsay’in (142) bildirdikleri yonteme gore

spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;
1- %10 trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu

2- Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-hydroxymethil-
aminomethan’in hidroklorik asit (HCI) ile pH: 8,9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi

ile hazirlanir.

Deneyin yapilist: 0,1 ml hiicre homojenatt 0,4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 sn karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. 0,1
ml siipernatant temiz bir tiip icine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris
tamponu ve 0,1 ml DTNB soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.
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GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (143) tarafindan bildirilen

yonteme gore spektrofotometrede belirlendi.
Kullanilan Solusyonlar:
1- Tris (1) HCI tampon solusyonu (50 mM) pH:7,6
2- GSH soliisyonu
3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu
5- Tris (2) tampon 0,4 M pH: 8,9
6- DTNB soliisyonu

Tablo 1. GSH-Px deneyinin analiz semasi1 ve kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Kontrol Ornek
Hiicre homojenati 0.5 ml 0.5 ml
Tris HCI tamponu eklendi. 0.3 ml 0.3 ml
CHPO ilave edildi. - 0.1 ml
GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi.

TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla konuldu) 1.0 ml 1.0 ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alind.

Uzerine Tris tampon eklendi. 2.0 ml 2.0 ml

DTNB eklendi. 0.1 ml 0.1 ml

Oda 1s1sinda 5 sn beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga

boyunda okundu.
3.2.3. intraselliiler Kalsiyumun Ol¢iilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum miktarinin 6l¢timii i¢in PC12 hiicreleri 37 OC de 45 dakika
boyunca 4uM Fura—2 AM floresan boyasi ile boyand1 (144). Boyanma isleminden
sonra yikamaya tabi tutulan hiicreler manyetik olarak karistirilan, seffaf kiivetlere

hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na™-HEPES [(mM cinsinden) NaCl, 140;
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KCl, 4,7; CaCl,, 1,2; MgCl,, 1,1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)] soliisyonu
igerisinde floresan spektrofotometre (Varian Cary Eclipse, Australia) haznesine
yerlestirildi. Fura-2 AM ig¢in eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm, emisyon
dalga boyu 505 nm de floresan 151k ile uyarildi ve yaklasik yedi dakika boyunca kayit
alindi. Hiicre ici serbest Ca™ iyon diizeyi degisimleri bilgisayar ekraninda 340
nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlar ile kaydedildi (145) ve Grynkiewicz ve

arkadaslarinin metoduna gore hesaplandi (146).
3.2.4. Lipid Peroksidasyon Analizi

PC12 hiicrelerinde lipid peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve
arkadaglarinin  (145) bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS)
reaksiyonu ile son derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800,

Japonya) yapildi.

Deneyin yapilisi: Tiim PCI12 hiicre gruplart 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS
soliisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda
TBARS karisimi kullanildi. Ornekler ve kér, 20 dakika siiresince 100 °C’lik kaynar
suda, su banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde
5 dk santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli sivi otomatik pipetle hassas bir sekilde
alinarak 1cm 151k gecisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede
kore karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3
tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/gram protein olarak

belirlendi. Sonuglar nanomol/ gram protein olarak verildi.
3.2.5. MTT Analizi

Her bir eppendorf tiipiine 10° hiicre olacak sekilde hiicreler konuldu. Her bir
eppendorfa 15 mikrolitre MTT kimyasali ilave edildi. MTT kimyasali ilavesinden
sonra biitiin eppendorflar 5-10 defa yavasca calkalanip, 37°C de calkalamali su
banyosunda 90 dakika boyunca yavasca ¢alkalamaya birakildi. Calkalama sonrasinda
biitiin eppendorflar 500 g de 10 dakika boyunca santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi
supernatant atildi. Her bir eppendorfa 400’er mikrolitre DMSO ilave edildi. Pellet
DMSO igerisinde resuspense edildi, sonra her bir kiivete 250 mikrolitre bu drnekten

konuldu. Spektrofotometrede 490 nm ve 650 nm dalga boylarinda okunup bu iki
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dalga boyunda okunan degerler birbirinden ¢ikarildi. (Abs490 nm —Abs650 nm: x)
(145).

3.3. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. PC12 hiicrelerinde c¢alisilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama
degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 9.05 paket bilgisayar programi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilagtirildi. Gruplar arasi fark olup olmadigi Mann-
Whitney U testi istatistiksel analizi ile degerlendirildi. Tim istatistiki

karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. PC12 Hiicrelerinde Lipid Peroksidasyonu Diizeyleri

Lipid peroksidasyon sonuglar1 tablo 2’de gosterilmistir. Bu sonuglar
incelendiginde, lipid peroksidasyon diizeylerinin H,O, grubuna kiyasla, kontrol
(p<0.05), TPM (p<0.05) ve Se+TPM (p<0.05) grubunda onemli diizeyde diisiik
oldugu bulundu. Se grubunda lipid peroksidasyon diizeyi H,O, grubuna goére ¢ok
belirgin olarak diisiik (p<0.01) saptandi. PC12 hiicreleri H,O; ile birlikte TPM ve Se
ile inkiibe edildiginde, Se ve TPM nin lipid peroksidasyonu iizerinde koruyucu etkisi
gbzlendi. Diger bir ifade ile lipid peroksidasyon diizeyleri, H;O, grubuna kiyasla,
Se+H,0, (p<0.05), TPM+H,0, (p<0.05) ve Se+TPM+H,0, (p<0.05) grubunda
disik bulundu. TPM+H;0, ve SetH,O, gruplar1 ile Kkarsilastirildiginda;
Se+TPM+H,0, grubunda lipid peroksidasyon diizeyinde azalma saptandi ancak bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 2. Topiramat ve selenyumun lipid peroksidasyonu, indirgenmis

glutatyon ve glutatyon peroksidaz diizeyleri iizerindeki etkileri (ortalama+Standart
sapma ve n=S8).

Lipid GSH GSH-Px
Gruplar peroksidasyonu (nmol/gr protein) (IU/gr protein)
(nmol/gr protein) grp erp
Kontrol 48.07 +0.79° 1.29+0.12° 3.30+0.70
TPM 47.30 +2.04* 1.25+0.15° 3.35+0.13
H,0, 59.20 £ 1.47 0.95+0.15 3.07+0.14
Se 4580 1.11° 1.24£0.15° 3.60+0.16°
Se+TPM 50.00 + 2.40° 1.30+0.19° 3.71£0.18
TPM+H,0, 50.10 + 3.44* 1.25+0.21° 3.39+0.13
Se+H,0, 50.50 +4.25° 1.26 +0.18" 3.38+0.18
Se+TPM+H,0, 48.01 + 3.34° 1.23 +0.16" 3.28+0.19

p<0.05 ve "p<0.01 H,0, grubuna kiyasla.
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“p <0.05 ve ° p<0.01 H,0, grubuna kiyasla.

Grafik 1. PC12 hiicre gruplarinda lipid peroksidasyon diizeyleri (Ortalama+Standart
sapma ve n=8).

4.2. PC12 Hiicrelerinde GSH ve GSH-Px Diizeyleri

GSH ve GSH-Px sonuglar1 Tablo 2’de gosterilmistir. Bu sonuglar
incelendiginde, GSH diizeylerinin H,O, grubuna kiyasla, kontrol (p<0.05), TPM
(p<0.05), Se (p<0.05) ve Se+TPM (p<0.05) gruplarinda 6nemli diizeyde yiiksek
oldugu bulundu. PC12 hiicreleri H,O, ile birlikte TPM ve Se ile inkiibe edildiginde,
Se ve TPM’nin hem birlikte hem de ayr1 ayr1 verilmelerinde GSH diizeyleri iizerinde
koruyucu etkisi gozlendi. Bagka bir ifade ile H,O, grubuna kiyasla, Se+H,0,
(p<0.05), TPM+H,0O, (p<0.05) ve Se+TPM+H,0;, (p<0.05) gruplarinda GSH
diizeyleri yiiksek bulundu. TPM ve Se gruplan ile karsilastirildiginda; TPM+Se
grubunda GSH diizeyinde artis bulundu fakat bu oran istatistiksel olarak anlaml

degildi.
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* p <0.05 H,0, grubuna kiyasla.

Grafik 2. PC12 hiicre gruplarinda GSH diizeyleri (Ortalama+Standart sapma ve
n=38).

Se (p<0.01) ve Se+TPM (p<0.01) gruplarinda GSH-Px aktiviteleri H,O,
grubuna kiyasla belirgin diizeyde yiiksek saptandi.

3,5 1
s 37
2,5 4
2]
215
14
0,5 1
0 ‘ ‘

Kontrol TPM H202 Se Se+TPM TPM + Se + Se +TPM
H202 H202 + H202

/ gr protein

®p <0.01 H,0, grubuna kiyasla.

Grafik 3. PC12 hiicre gruplarinda GSH-Px diizeyleri (Ortalama+Standart
sapma ve n=8).
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4.3. H,0,’nin Hiicre Canhlig: Uzerine Toksik Dozunun Tayini

PCI12 hiicrelerinde H,O;’nin hiicre canhilig1 iizerine etkisi grafik 4’te
gosterilmistir. Hiicreler artan konsantrasyonlarda (1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM)
H,0; ile 6 farkli zamanda (30 dk, 1, 2, 5, 10, 24 saat) inkiibe edildi. H,O,’nin toksik
etkisi, 100 uM dozda ve inkiibasyondan 10 saat sonra basladi. H,O’nin toksik dozu
hiicre kiiltlir ortaminda 100 uM’da 10 saat olarak belirlendi.

1.5
Bl 30 dakika

~ £ 1saat
z Bl 2 saat
= 10 saa
S 3 5 saat
§ = 10 saat
=
o= Bl 24 saat
e 0.5

0.0

1uM  10uM  100pM  1mM

H;0; Konsantrasyonlari

Grafik 4. PC12 hiicrelerinde H,O; nin hiicre canlilig1 iizerine etkisi.

4.4. Se’nin Hiicre Canlih@1 Uzerine Terapétik ve Toksik Dozunun Tayini

PCI12 hiicrelerinde Se’nin hiicre canlili@i iizerine etkisi grafik 5’te
gosterilmistir. PC12 hiicreleri, 8 farkli dozda (10 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1
uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM) Se ile 6 farkli zamanda (1, 5, 10, 24, 48 ve 72 saat)
inkiibe edilerek Se’nin terapotik ve toksik dozu bulundu. 500 nM dozunda ve 24
saatte hiicre canliliginda %25 misli azalma tespit edildi. Se’nin toksik etkisinin 500
nM dozda ve 24 saatte basladigina karar verildi. Se’nin en yiiksek terapotik dozu 500
nM da 10 saat olarak belirlendi.
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Grafik 5. PC12 hiicrelerinde Se’nin hiicre canlilig1 lizerine etkisi.
4.5. Topiramatin Hiicre Canlihg1 Uzerine Terapétik ve Toksik Dozunun
Tayini

PC12 hiicrelerinde TPM’nin hiicre canliligi iizerine etkisi grafik 6’da
gosterilmistir. PC12 hiicreleri, 4 farkli dozda (1 puM, 10 uM, 100 uM, 1 mM) TPM
ile 6 farkli zamanda (30 dk, 1, 2, 5, 10, 24 saat) inkiibe edilerek TPM’nin terapotik
ve toksik dozu bulundu. 10 pM dozda ve 10 saatte hiicre canlilifinda %25 misli
azalma tespit edildi. TPM’nin toksik etkisinin 10 uM dozda ve 10 saatte basladigi
belirlendi. TPM’ nin en yliksek terapdtik etkisi ise 10 uM doz ve 5 saat olarak tespit
edildi.
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Grafik 6. PC12 hiicrelerinde TPM nin hiicre canlilig1 iizerine etkisi.

4.6. PC12 hiicrelerinde Sitozole Kalsiyum Iyonu [Ca™]; Salinim

Diizeyleri

PC12 hiicre gruplarinda oksidatif stresin (H,O;) neden oldugu sitozole
kalsiyum iyonu [Ca™]; salmimi tizerindeki etkileri grafik 7’de gosterilmistir. H,O,
grubunda; kontrol, Se, TPM, Se+TPM gruplarina gore sitozole Ca™ salmimi belirgin
diizeyde yiiksek saptandi (p<0.001). Kontrol, TPM, Se ve Se+TPM gruplar1 arasinda
sitozole Ca™? salmimunda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Se+H,0; ve
Se+TPM+H,0, grubunda, H,O, grubuna gore sitozole Ca™ salimimi belirgin diizeyde
disiik saptandi (p<0.001). TPM+H,0O, grubunda; kontrol, Se, TPM, Se+TPM,
Set+H,0, ve Se+TPM+H,0, gruplarma gore sitozole Ca* salmim belirgin diizeyde
yiiksek saptandi (p<0.001). TPM+H,O, grubu ile H,O, grubu arasinda sitozole Ca
salimiminda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Se+H,0, grubunda; Se,
Se+TPM ve kontrol grubuna gore sitozole Ca™ salimmi daha yiiksek saptandi

(p<0.05).
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¢ p<0,001 TPM+H,0, grubuna kiyasla

Grafik 7. PC12 hiicre gruplarinda oksidatif stresin (H,O,) neden oldugu sitozole
Ca"? salinim iizerindeki etkileri.

Sitozole Ca™ salimsmin zaman akim grafikleri gruplara spesifik ve tim

gruplar birlikte olarak agagida gosterilmistir.
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Grafik 8. Kontrol grubunda sitozole Ca™ salmisinin zaman akim grafigi
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Grafik 9. TPM grubunda hiicre sitozole Ca* salimsinin zaman akim grafigi
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Grafik 10. H,0, grubunda sitozole Ca™ salmismin zaman akim grafigi
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Grafik 11. Se grubunda sitozole Ca** salimsinin zaman akim grafigi
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Grafik 12. Se+TPM grubunda sitozole Ca** salimisinin zaman akim grafigi
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Grafik 13. TPM+H,0,; grubunda sitozole Ca™ salinigiin zaman akim grafigi
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Grafik 14. Se+H,0, grubunda sitozole Ca** salinisimin zaman akim grafigi
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Grafik 15. Se+TPM+H,0, grubunda sitozole Ca** salmiginin zaman akim
grafigi
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Grafik 16. PC12 hiicre gruplarinin sitozole Ca** salimisinin zaman akim grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, PCI12 hiicrelerine H,O, vererek olusturdugumuz oksidatif
stres modelinde, TPM ve Se’nin antioksidan enzimler {izerine, sitozole Ca'? salinimu
lizerine ve hiicre canliligi iizerine etkilerini arastirmak, alinan sonuglarla da TPM’nin
etki mekanizmasimin aydinlatilarak, Se ile birlikte verilmesinin fayda veya
zararlarinin arastirilmas1 amaglandi. Calismamiz, TPM ve Se’nin oksidatif stres
tizerindeki etkilerini PCI12 hiicre ortaminda degerlendiren ilk c¢alismadir.
Calisgmamizda TPM, Se ve H,O, uygulamalari hiicre canliligi testi olan MTT

yontemi sonucunda bulunan doz ve siirelerde yapildi.

Hidrojen peroksit, serbest radikallerin endojen kaynagidir ve hiicresel
diizeyde oksidatif strese neden olur (107). Bizim ¢aligmamizda, H,O, verilen grupta;
kontrol, TPM, Se ve Se+TPM gruplaniyla karsilastirildiginda, lipid peroksidasyon
tiriiniinde anlamli artma, GSH diizeyinde anlamli azalma saptandi. Yine H,O; verilen
grupta, Se ve Se+TPM gruplanyla karsilastirildiginda, GSH-Px diizeyinde anlamli
azalma saptandi. Bu durum, daha 6nce yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak H,O5’ nin,
endojen antioksidan savunma sisteminin koruma kapasitesine zarar vererek oksidatif
stresi arttirdigint (22,147) ve olusan reaktif oksijen tiirlerinin hiicre membran ve
lipoproteinlerindeki poliansatiire yag asitleri ile etkilesime girip, lipid peroksidasyon
stirecini baglattigin1 gosterdi (148). Olusan oksidatif strese bagli asir1 serbest radikal
iretimi basta voltaja duyarl kalsiyum kanallar1 olmak iizere bir¢cok kanali uyararak
sitozole kalsiyum akigin1 daha da uyarmaktadir. Bunun sonucunda, mitokondrinin
daha fazla depolarize olmasi sonucu serbest radikallerin tiretimi daha da artmaktadir.
Bu olay apopitozise kadar gitmektedir (19,149). Calismamizda, H,O, verilen grupta,
sitozole kalsiyum iyonu [Ca™]; saliim kontrol, TPM, Se ve Se+TPM gruplarina
gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu durum, yapilan diger ¢aligmalarla uyumlu

olarak H,O;’nin apopitozis yollarini tetikledigini diistindiirdii (22,145).

Epilepside altta yatan patofizyolojik mekanizmalar halen tam olarak
bilinmemektedir (1). Asir1 serbest radikal iiretimi ve oksidatif stresin epilepsi
patofizyolojisinde rol oynayabilecegini gosteren artan sayida kanit vardir (2,19,129).
Yapilan in vivo ¢aligsmalarla serbest radikallerin eksitotoksisite olusumuna direk

olarak katildig1 gosterilmis ve serbest radikallerin eksitotoksik mekanizmalarina
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katildig1 norolojik hastaliklarda antioksidanlarin faydali olabilecegi belirtilmistir

(150).

Mitokondrial disfonksiyon ve oksidatif stres epileptik nobetlerin hem nedeni
hem de sonucudur (2). Naziroglu ve arkadaglari, pentilentetrazol ile nobet
olusturulan si¢anlarin beyin korteksinde kontrollere gére, MDA diizeyinde anlamli
artma, GSH ve GSH-Px aktivitelerinde anlamli azalma bildirmislerdir (151). Yapilan
bir calismada kainik asit ve pilokarpin sonrasi lipid peroksidasyonun gostergesi olan
tioabarbitiirik asit iirlinlerinin status sonras1 12. saate kadar artmaya devam ettigi
gosterilmistir (152). Yapilan baska bir hayvan calismasinda ise pilokarpin ile
tetiklenmis status epileptikus sonras1 24. saatte kontrol grubuna gore lipid
peroksidasyonun %77 civarinda arttigi gosterilmistir. Yine ayni ¢aligmada GSH
konsantrasyonun kontrol grubuna gore %55 oraninda azaldigi gosterilmistir (153).
[lhan ve arkadaslari yaptig1 iki calismada pentilentetrazol ile farelerde olusturulan
epileptik nobetlerde beyin dokusunda MDA ve NO diizeylerinin arttigini, SOD
aktivitesinin degismedigini bildirmistir (154,155). Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada
yeni epilepsi tanis1 almis 27 hastanin tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi eritrositlerinde
lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim diizeyleri 25 tane saglikli kontrol ile
karsilagtirilmistir.  Tedavi Oncesi hastalarda kontrol grubuna gore lipid
peroksidasyonu artmig olarak bulunurken, eritrosit GSH ve GSH-Px enzim
diizeylerinde bir degisiklik saptanmamistir (156). Kutluhan ve arkadaglarinin
yaptiklar1 calismada, pentilentetrazol ile nobet olusturulan siganlarda plazma ve
eritrosit lipid peroksidasyon diizeyi anlamli olarak yiiksek, eritrosit GSH ve GSH-Px
enzim aktivitesi ise anlamli olarak diisiik bulunmustur (157). Devi ve arkadagslar
yaptiklar1 derlemede ¢esitli epilepsi modellerinde beyin korteksindeki oksidatif stres
bulgularii toplamiglardir. Calismalarda lipid peroksidasyonu, degerlendirilen tiim
ndbet modeli gruplarinda yiiksek bulunmus fakat antioksidan enzim aktiviteleri ile
ilgili farkli sonuglar vardir. Lityum-pilokarpin ile olusturulan status epileptikus
modelindeki bir calismada GSH, GSH-Px aktivitesinin azaldigi, SOD ve katalaz
aktivitesinin ise arttig1 saptanmistir. Pilokarpin ile olusturulan status epileptikus
modelindeki caligmalardan birinde katalaz, SOD, GSH-Px aktivitesinin azaldigi,
digerinde katalaz aktivitesinin arttigt ve GSH aktivitesinin azaldigi bulunmustur.

Kainik asit ile olusturulan nobet modelini i¢eren bir ¢calismada da GSH ve GSH R
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aktivitesinin azaldig1 ve GSSG aktivitesinin ise arttigi bildirilmistir (4). Freitas ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada, siganlarda pilokarpin ile olusturulan epileptik nébet
modelinde hipokampusta MDA ve nitrit diizeylerinin arttig1 ancak SOD ve katalaz
aktivitelerinin degismedigi saptanmistir (158). Epilepsi ve oksidatif stres iizerine
yapilan c¢alismalarda ¢eliskiler mevcuttur. Bunun nedeni kullanilan metotlarin
farklilig1 ve beyin dokusunda antioksidan enzim aktivitelerinin diger organlara gore
diisiik olmasi nedeniyle oksidatif strese olan yanitin net olarak gosterilememesi

olabilir.

Hiicresel diizeyde incelendiginde, artmig nobet aktivitesi NMDA ve voltaj
bagiml iyon kanallarinin aracilifi ile yogun Ca’™ akisina yol acarak hiicre ici Ca™ u
arttirir ve mitokondriyal Ca™ artis1 ile serbest radikal iiretimi ve noronal 6liim gelisir
(19). Son caligmalar kazanilmis epilepsilerde Ca™ homeostaz bozuklugunun rol
oynadigin1 gdstermistir (18,29). Sun ve arkadaglari, glutamat hasarinin indiikledigi
epileptogenezde kiiltiir hiicrelerinde intraselliiller Ca™ diizeyinin geri doniisiimlii
yiikseldigini tespit etmislerdir. Epileptojenik glutamat maruziyetinde ekstraseliiler
Ca™ konsantrasyonunun azaldigmi, NMDA reseptor antagonistleri verildiginde
intraselliiler Ca™ yiikselmesinin azaldigini ve epileptik aktivitenin inhibe oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica non NMDA reseptér antagonizminin Ca™ diizeyi ve
epileptogenez iizerine etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Ca™ yiikselme siiresi ve total
Ca™ miktarmmn istatistiksel olarak epileptogenez gelismesi ile iliskili oldugu
sonucuna varmislardir.  Epileptik noéronlarda glutamatin  indiikledigi Ca™
yuksekliginin kontrol néronlarina goére daha uzun siirede normal diizeyine geriledigi
gosterilmistir (159). Idiyopatik jeneralize epilepsilerde, VBKK nin subunitlerinde
defektlerin (6zellikle P/Q tip ve T tip) nobet genetigine katkida bulundugu ve ag
baglanti aktivitesini modiile ettigi gosterilmistir (18). Pal ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada  sarkoplazmik/endoplazmik  retikulum  Ca™ATPaz  inhibitdrii
thapsigarginin, epileptik néronlarda Ca™ salmmini anlamli Glgiide azalttig:

gosterilmistir (160).

Topiramat, noroprotektif etkinligi oldugu ¢esitli calismalarda gosterilmis yeni
kusak bir entiepileptiktir (7,9,151). Fakat bu etkisini hangi mekanizma iizerinden
gosterdigine yonelik arastirmalar ve tartismalar halen devam etmektedir. Angehagen

ve arkadaglari, primer noronal-astroglial kiiltirde TPM’nin glutamat ve kainatin
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neden oldugu norotoksisiteye karsi koruyucu oldugunu bulmuglar ve TPM’nin
noroprotektif etkisini kainat reseptorleri lizerine olan inhibitdr etkisine ve glutamatin
neden oldugu intraselliiler Ca™ akisini azaltmasina bagh olabilecegini diisiinmiisler
(161). Noh ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada TPM’nin, in vitro oksijen-glukoz
deprivasyonunun neden oldugu noéronal 6liim iizerine ve in vivo immatiir beyinde
hipoksik iskeminin neden oldugu hasar iizerine giiglii noroprotektif etkisi
gosterilmistir. Calismanin in vitro verileri, TPM’nin oksijen glukoz deprivasyonunun
neden oldugu ndronal hasara karst noroprotektif etkisini AMPA reseptdrlerinin
inhibisyonu iizerinden olabilecegini gdstermistir. In vivo hipoksik iskeminin neden
oldugu nérotoksisitede ise sitozolik serbest Ca™ da, serbest radikallerde ve hiicre
Olimiini  indiikleyen  molekiillerde  artma  oldugundan  ndroproteksiyon
mekanizmasinda farkli molekiiler olaylarin iligkili olabilecegini diisiinmiislerdir (9).
Kudin ve arkadaslar1 pilokarpin ile olusturulan epilepsi modelinde, TPM’nin
mitokondrial fonksiyonlar iizerine etkisini degerlendirmisler ve eksternal Ca™ a kars1
hipokampal mitokondri iizerine koruyucu etkisi oldugunu bulmuslar. TPM’nin
noroprotektif etkisinin mitokondrial gegirgenlik kanallar iizerine olan inhibitor etkisi
ile direk iliskili olabilecegi sonucuna varmiglar (162). Mitokondrial gecirgenlik
kanallar1 apopitotik noéronal olimii geciktirir, TPM’nin ndroprotektif etkisi
antiapopitotik fonksiyonlar ile iligkili olabilir (9). Naziroglu ve arkadaglar,
pentilentetrazol ile nobet olusturulan siganlarda, TPM’nin; mikrozomal kalsiyumu,
beyin korteks ve mikrozomal lipid peroksidasyon seviyelerini azaltarak, GSH
seviyesini, plazma membran Ca ATPaz aktivitesini ve vitamin A, E, C
konsantrasyonlarini arttirarak oksidatif strese karsi koruyucu etkisini gostermislerdir
(151). Maria ve arkadaslari, kokainin neden oldugu oksidatif stres iizerine TPM nin
Onleyici etkisini degerlendirmisler ve TPM’nin hipokampal GSH ve GSH-Px
diizeylerini arttirarak oksidatif stresi Onleyebilecegini diistinmislerdir (163).
Naziroglu ve arkadaslarinin diger bir c¢alismasinda, pentilentetrazol ile ndbet
olusturulan sicanlarda TPM ile serum nitrik oksid, beyin korteks ve mikrozomal lipid
peroksidasyon seviyelerinin azaldigi, bununla birlikte beyin korteks GSH, beyin
mikrozomal GSH ve GSH-Px diizeylerinin ise arttig1 bildirilmistir (149). Tiim bu

calismalarin aksine; Pavone ve Cardile, TPM’nin primer sigan astrosit kiiltiirtinde
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lipid peroksidasyon diizeylerini arttirarak oksidatif strese neden oldugunu

gostermislerdir (164).

Calismamizda; TPM+H,0, verilen grupta; H,O, verilen gruba gore GSH
diizeyi anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu durum, TPM’nin; H,O,’nin antioksidan
savunma sistemine zarar verici etkisini Onledigini gdstermektedir. TPM+H,0,
verilen grupta H,O, verilen gruba gore, lipid peroksidasyon diizeyi anlaml diizeyde
diisiik bulundu. Bu bulgu, TPM’nin, H>O,’nin neden oldugu membran poliansature
yag asidi oksidasyonunu Onledigini gostermektedir. Bu sonuclara gore; TPM,
noroprotektif etkisini lipid peroksidasyon diizeyini azaltarak ve GSH diizeyini
arttirarak gosteriyor olabilir. Ayrica TPM grubu ile kontrol grubu arasinda sitozole
saniyede Ca™ salimminda istatistiksel olarak anlamh fark saptanmadi. Bu sonug da,
TPM’nin Ca™ sinyali iizerinde toksik etkisinin olmadigimi gostermektedir. Bizim
calismamizin sonuglari, TPM nin noroprotektif etkisini gosteren caligmalari

desteklemektedir (149,151,163).

Topiramatin hem Ca™> hem de Na' iyon girisi {izerinde diizenleyici etkisi
vardir (5,41). Bu her iki iyonun sitozole girmesi mitokondri depolarizasyonu ile
serbest radikal {iretimini arttirmaktadir (19,165). Bizim sonuglarimiza gére, TPM’nin
sitozole Ca™ serbestlenisi iizerinde etkisinin olmayip oksidatif stres iizerinde
inhibitér yonde etkisinin olmast TPM’nin Na" kanallar1 iizerindeki etkisinin daha

baskin oldugunu diisiindiirmektedir.

Antiepileptik ilaglar ile oksidatif stres iligkisi iizerine birgok arastirma
yapilmistir. Kiyic1 ve arkadaglari, karbamazepin, valproik asit, fenitoin kullanan
hastalarda eritrosit MDA diizeylerini degerlendirdikleri ¢alismada, fenitoin kullanan
grupta diger gruplara ve kontrole gore eritrosit MDA diizeylerinde anlamli artig
saptamiglardir (166). Liu ve arkadaslari, uzun donem fenitoin ve karbamazepin
monoterapisi alan hastalarda yaptiklar1 ¢calismada fenitoinin serum MDA ve SOD
diizeylerini arttirdigini, karbamazepinin ise hafif diizeyde SOD artis1 diginda anlaml
degisiklik yapmadigini gostermigler ve sonu¢ olarak karbamazepinin oksidatif
dengeyi daha az bozdugunu belirtmislerdir (167). Yeni epilepsi tanisi alan ve
valproik asit tedavisi baslanan hastalarin prospektif olarak takip edildigi bir

calismada lipid peroksidasyonun tedavi Oncesi degerlere gore arttii, GSH-Px
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aktivitesinin tedavi oncesi degerlere gore azaldigi gosterilmistir (156). Yalgin ve
arkadaglar1 epileptik ¢ocuklarda karbamazepin ve fenobarbital kullaniminin, eritrosit
lipit peroksit diizeylerinde kontrollere gore anlamli artis yaptigin1 gostermis ve
antiepileptik ilag alanlarda antioksidan kullanmanin faydali olabilecegini
bildirmislerdir (168). Peker ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma valproik asit kullanan
epilepsi hastalarinin serumunda MDA, SOD, katalaz diizeylerinin degismedigini
gostermistir (169). Sobaniec ve arkadaslarmin antiepileptik kullanan ¢ocuklarda
kontrolle karsilastirmali yaptiklar1 ¢calismada; valproik asit tedavisi alanlarda eritrosit
MDA diizeyinin artarken, GSH-Px diizeylerinin azaldigi; karbamazepin
kullananlarda eritrosit MDA diizeyinin azalirken, GSH-Px diizeylerinin arttigi;
politerapi alanlarda ise eritrosit MDA diizeylerinin azalirken, GSH-Px diizeylerinin
arttigit  bulunmustur (170). Oliveira ve arkadaslar1 farelerde pilokarpin ile
olusturduklar1 epilepsi modelinde, levetirasetamin hipokampusta lipid peroksidasyon
ve nitrit-nitrat diizeylerini anlamli diizeyde azalttiginm1 gostermislerdir (171).
Michoulas ve arkadaslari, valproik asit tedavisi alan ¢ocuklarin idrarinda, oksidatif
stresin  gostergesi olan 15-F2t-isoprostane diizeyinin kontrollere gore anlamli
derecede arttigin1 gostermislertir (172). Kubera ve arkadaslari, kainat ile olusturulan
status epileptikus modelinde, TPM’nin piriform kortekste lipid peroksidasyon
diizeylerini azaltarak antioksidan rol oyanayabilecegini bulmuslardir (173).
Bashkatova ve arkadaslar1 sican beyin dokusunda yaptiklari ¢aligmada,
pentilentetrazol uygulamasi ile olusan lipid peroksidasyon diizeyindeki artigin
fenobarbital, lamotrijin, fenazepam, meksidol, a-tokoferol tedavileri ile azaltildiginm
gostermiglerdir (174). Kinoshita ve arkadaslarinin fenobarbital verilen farelerde
yaptiklar1 calismada, karaciger hiicre ¢ekirdeklerinde 8-OH-deoksiguanozin olusumu
gosterilmistir (175). Bahsedilen bu calismalar arasinda ¢eligkiler olmakla birlikte
eski kusak antiepileptik ilaglarin oksidatif stres olusturmaya meyilli olduklari, yeni
kusak antiepileptik ilaglarin ise oksidatif stres olusturmayip hatta azaltic1 etkilerinin
olabilecegi degerlendirmesi yapilabilir. Bizim c¢alismamiz bu degerlendirmeyi

desteklemektedir.

Selenyum, insan organizmasinda bir dizi biyolojik fonksiyonda rol oynayan
bir eser elementtir. Onemli fonksiyonlarindan biri antioksidan &zelligidir. Sinir

sistemi fonksiyonlarinin devaminda Se’nin 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Se,
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GSH-Px enziminin yapisinda kofaktor olarak gorev alir. Ashrafi ve arkadaglarinin
yaptif1 calismada, direngli nobetleri olan cocuk hastalarda ortalama serum Se
seviyesi ve GSH-Px aktivitesi, kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiik
bulunmustur (14). Shams ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada epileptik hastalarda
serum Se seviyesini ve GSH-Px aktivitesini kontrol grubuna gore anlamli olarak
diisiik bulmuslar, Se ve GSH-Px’in epilepsi patojenezinde 6nemli rolii olabilecegi
sonucuna varmislardir (15). Fizyolojik seviyelerde sodyum selenitin néronal hiicre
kiiltiirtinde eksitotoksik hiicre hasarina kars1 koruyucu oldugu ve hatta primer hasari
azalttig1 gosterilmistir (84). Pentilentetrazol ile ndbet olusturulan sicanlarda, Se ile
plazma ve eritrosit lipid peroksidasyon diizeylerinin anlamli olarak azaldigi, eritrosit
GSH ve GSH-Px enzim aktivitelerinin ise anlamli olarak arttig1 bulunmustur (157).
Nobet sirasinda artmis nérometabolik aktivite néronal membranlarin instabilitesine
yol acarak peroksidatif hasar ile birlikte oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina, lipid
peroksidasyonuna, nobetlerin direngli olmasina ve néronal hasarin artmasina neden
olmaktadir. Nobetlerin kontroliinde antioksidan savunma sistemi aktivitesindeki
azalma veya serbest oksijen radikali olusumundaki artma ile sonug¢lanan membran
lipid peroksidasyonunun kritik role sahip oldugu belirlenmistir. Se eksikligi, GSH-Px
aktivitesindeki azalma ile lipid peroksidasyonuna neden olur, sonu¢ta membran
hasar1 ve noronal hiicre kayb1 meydana gelir (14). Devi ve arkadaslar1 yaptiklari
derlemede cesitli epilepsi modellerinde farkli antioksidanlarin epileptik ndbet
tizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Pentilentetrazol ile ndbet olusturulan
farelerde N-asetil sisteinin nobete kars1 koruma sagladigi gosterilmistir. Pilokarpin
ile ndbet olusturulan sicanlarda tokoferoliin ve C vitamininin ilk ndbet latansini
uzattig1 ve nobetleri azalttig1 bulunmustur. Kainik asit ile nobet olusturulan farelerde
melatoninin ndbet insidansini azalttigi ve FeCl, ile sigcanlarda olusturulan ndbet

modelinde lipoik asidin ndbet aktivitesini azalttig1 bildirilmistir (4).

Calismamizin sonucunda; Se+H,0, verilen grupta, H,O, verilen gruba gore
lipid peroksidasyon diizeyi anlamli diizeyde diisiik, GSH ve GSH-Px diizeyleri
anlamli olarak yiiksek bulundu. Yine Se+H;0, grubunda H,0O, grubuna gore,
sitozole [Ca™]; salinimi belirgin diizeyde diisiik bulundu. Calismamiza gére Se’nin

sitozole [Ca™]; salmmmm azaltici etkisi, apoptozise karsi koruyucu etkisinin
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oldugunu destekleyebilir. Bu bulgulara gore Se; epilepsi patofizyolojisinde suglanan

serbest radikal artigin1 ve Ca’™ artisini diizenleyerek tedavide faydali olabilir (19).

Calismamizda, Se+TPM+H,O, grubunda, H;O, grubuna gore lipid
peroksidasyonu ve sitozole Ca™ salmim diizeyleri anlamli olarak diisik; GSH
diizeyi anlamli olarak yiiksek saptandi. Se+TPM grubunda H,O, grubuna gore, GSH-
Px diizeyi anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu bulgular TPM ve Se’nin birlikte
verilmesi durumunda da oksidatif stres iizerinde diizenleyici etkisinin oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglarimizla; TPM ve Se’nin ratlarda oksidan/antioksidan
denge iizerine yapilmis calismalari hiicre kiiltiirii ortaminda hiicre diizeyinde

desteklemis olduk (151,157).

Sonug olarak, PC12 hiicrelerine H,O, vererek olusturdugumuz oksidatif stres
modelinde, TPM ve Se’nin hem birlikte hem de ayr1 ayr1 verilmeleriyle oksidatif

stresten koruyucu etkilerinin oldugu goriildii.
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OZET

Topiramat ve Selenyumun PC12 Hiicrelerinde Ca™ Sinyali, Oksidatif Stres ve

Hiicre Canlih@ Uzerine Etkileri

Epilepsi tam olarak anlasilmayan biyokimyasal ve molekiiler olaylardan
kaynaklanan yaygin ve heterojen bir norolojik hastaliktir. Oksidatif stresin epilepsi
patofizyolojisinde 6nemli rol oynadigt ileri siiriilmektedir. Selenyumun (Se) epileptik
hastalarda antioksidan savunma mekanizmasini diizenleyerek noronal hasara karsi
koruma sagladigi bildirilmistir. Topiramatin (TPM) ndroprotektif etkisi birgok
calismada rapor edilmis olmasina ragmen muhtemel etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir.

Bu c¢alismanin amaci, TPM ve Se’nin PCI12 hiicrelerinde, lipid
peroksidasyonu, glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), sitozolik Ca™
salinim1 ve hiicre canliligi iizerine etkilerini incelemektir.

PC12 hiicreleri; kontrol, TPM, Se, H,0,, TPM+H;0,;, Se+H,0,, Se+TPM ve
Se+TPM+H;0; olmak {iizere sekiz gruba ayrildi. H;O,, TPM and Se’nin doz ve
stireleri hiicre canliligin1 degerlendirmede kullanilan MTT analizine gore belirlendi.
Hiicreler 10 uM TPM ile 5 saat ve 500 nM Se ile 10 saat inkiibe edildi. Ardindan
hiicreler analizden 6nce 10 saat boyunca 100 uM H,O, ye maruz birakildi.

Lipid peroksidasyon diizeyi; kontrol, TPM, Se, Se+TPM, Se+H,0,,
TPM+H,0, ve Se+TPM+H,0; gruplarinda H,O, grubuna gore anlamli olarak diisiik
saptand1 (p<0,05). GSH-Px aktivitesi; Se ve Se+TPM gruplarinda H,O, grubuna gore
anlamli olarak yiiksek saptandi (p<0,01). GSH seviyesi; kontrol, TPM, Se, Se+TPM,
Se+H,0,, TPM+H,0, ve Se+TPM+H,0, gruplarinda H,O, grubuna gore anlamli
olarak yiiksek saptandi (p<0,05). Sitozolik Ca™ salinimi, H,O, ve TPM+H,0,
gruplarinda kontrol, TPM, Se, Se+TPM, Se+H,0,, Se+TPM+H,0, gruplarina gore
anlamh olarak yiiksek saptandi  (p<0,001). Sitozolik Ca™ salmmm, Se+H,0,
grubunda kontrol, Se ve Se+TPM gruplarina gore anlamli olarak yiiksek saptandi
(p<0,05).

Sonug olarak, bu calismada TPM ve Se’nin PC12 hiicrelerinde oksidatif stres
tizerine koruyucu ekileri oldugu gosterilmektedir.

Anahtar sozciikler: Epilepsi, topiramat, selenyum, oksidatif stres, [Ca™]; salmimu,
PC12 hiicreleri.



57

SUMMARY

Effects of Topiramate and Selenium on Ca™* Signaling, Oxidative Stress and
Cell Viability in PC12 Cells

Epilepsy is a common and heterogeneous neurological disorder arising from
biochemical and molecular events that are incompletely understood. It has been
widely suggested that oxidative stress products play an important role in the
pathophysiology of epilepsy. It has been reported that selenium (Se) provides
protection against the neuronal damage in patients with epilepsy by restoring the
antioxidant defense mechanism. The neuroprotective effects of topiramate (TPM)
have been reported in several studies but the putative mechanism of action remains
elusive.

The aim of this study is to investigate the effects of TPM and Se on lipid
peroxidation, glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GSH-Px), cytosolic Ca"
release and cell viability in PC12 cells.

PC12 cells were divided into eight groups namely control, TPM, Se, H,0,,
TPM+H,0,, Set+H,0,, Se+TPM, Se+TPM+H,0,. The doses and times of H,O,,
TPM and Se were determined by MTT assay which is used to evaluate cell viability.
Cells were incubated with 10 uM TPM for 5 hours and 500 nM Se for 10 hours.
Then, cells were exposed to 100 uM H,0O, for 10 hours before analysis.

Lipid peroxidation levels were significantly lower in the control, Se, TPM,
TPM+H,0,, Se+H,0,, Se+TPM, Se+TPM+H,0, groups than in the H,O, group
(p<0,05). GSH-Px activities were significantly higher in the Se and Se+TPM groups
than in the H,O, group (p<0,01). GSH levels were significantly higher in the control,
Se, TPM, TPM+H,0,, Se+H,0,, Se+TPM, Se+TPM+H,0, groups than in the H,O,
group (p<0,05). Cytosolic Ca®" release was significantly higher in the H,O, and
TPM+H,0, groups than in the control, Se, TPM, Se+H;0,, Se+TPM,
Se+TPM+H,0, groups (p<0,001). Cytosolic Ca*" release was significantly higher in
the Se+H,0, group than in the control, Se, Se+TPM (p<0,05).

In conclusion, the present study demonstrates that TPM and Se have
protective effects on oxidative stress in PC12 cells.

Keywords: Epilepsy, topiramate, selenium, oxidative stress, [Ca®']; release, PC12
cells.
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