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OZET

Poliaminlerin merkezi sinir sistem olgunlasmasi ya da travma sonrasi yaralan-
malar sonrasinda, cesitli hiicre fonksiyonlar1 {izerinde etki gosterdigi yapilan
caligmalarla bilinmektedir. Buna ek olarak, poliaminler gibi ikinci haberciler de, norot-
ransmitter alimin1 etkileyerek sinaptik iletim modiilasyon ve deneyime baglh beyin bii-
yiimesi gibi beyin fonksiyonlarini {izerinde anahtar rol oynamaktadirlar. Ancak polia-
minlerin beyindeki rolii tam olarak anlasiimamistir. Ote yandan ¢okga tartisilan agmati-
nin nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor an-
tagonisti 6zellikleri ile anksiyete ve epilepsi gibi farkli eksitator nitelikli noropsikiyatrik
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi veya noropsikiyatrik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan bazi ilaglarin etkilerine katki saglayabilecegini diisiindiiren birgok veri bu-

lunmaktadir.

Bu calismada eksojen olarak verilen poliaminlerin epileptik ndbet olusturup
olusturmadigi veya poliaminlerin deneysel bir modelde epilepsi esigini degistirip
degistirmedigi arastirilmistir.

Calismada deneysel epilepsi modeli olusturulmasinda 40 mg/kg Pentilentetrazol
(PTZ) kullanilmistir. Calismada 8 haftalik disi Wistar albino siganlar kullanilarak
giinlik vajinal smear taramasi yapilmis, metostrus evresinde olan hayvanlar deneye
alinarak 8 grup olusturulmustur. Spermin, spermidin ve agmatin ile ilgili belirlenen
dozlar tek doz olarak deney hayvanlarina verilmistir. Tiim madde enjeksiyonlarindan
sonra deneklerin nobet aktiviteleri gdzlemlenerek nobet skorlamalart yapilmistir.

Elde edilen veriler; PTZ 40 mg/kg + spermidin 20 mg/kg dozu, PTZ 40 mg/kg +
spermidin 40 mg/kg dozu ve PTZ 40 mg/kg + spermidin 80 mg/kg dozu kontrol grubu-
na gore, nobete giris siiresini erkene ¢ektigi goriilmiistiir (Sirastyla p=0.002; p=0.001;
p=0.030).

PTZ 40 mg/kg + spermidin 20 mg/kg dozunun ise kontrol grubu olan PTZ 40
mg/kg dozuna gore, ndbet siddetini istatistikce anlamli diizeyde arttirdigl goriilmiistiir
(p=0.019). PTZ 40 mg/kg + sperminin 4 mg/kg dozu, kontrol grubu olan PTZ 40 mg/kg

dozuna gore, ndbete giris siiresini erkene ¢ektigi goriilmiistiir (p=0.001).



PTZ 40 mg/kg + spermin 8 mg/kg grubunun da PTZ 40 mg/kg + spermin 4
mg/kg grubuna goére nobet siddetini istatistikge anlamli diizeyde diislirdiigii goriil-
mustur.

Agmatinin 160 mg/kg dozunun ise nobet esigi ve ndbet siddeti lizerinde anlamli

bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Calismamizdan ¢ikan verilere gore spermin ve spermidinin PTZ ile indiiklenen
ndbet esigi ve siddeti lizerinde bazi dozlarda anlamli dl¢lide olumsuz etkileri oldugunu
gostermektedir. Bununla beraber, bir gida takviyesi olarak da kullanilan agmatin PTZ
ile indiiklenen ndbetler iizerinde herhangi bir etki olusturmamistir. Bu sonuglar bazi
poliaminlerin epileptic nobetler lizerine olumsuz etkileri olabilecegine ve epilepsi etiy-

opatogenezine katki saglayabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Poliaminler, Epilesi/Nobet, Spermin, Spermidin, Agmatin, Sigan



ABSTRACT

Previous research has shown that polyamines have an effect on various cell
functions after central nervous system maturation or posttraumatic injuries. In addition,
second messengers, likes polyamines also play a key role in brain functions such as sy-
naptic transmission modulation and brain growth due to experience by affecting neurot-
ransmitter uptake. However, the role of polyamines in the brain is not fully understood.
On the other hand, there are many data available that suggest agmatine, which is widely
discussed, can be used in treatment of various excitatory neuropsychiatric diseases such
as anxiety and epilepsy with its nitric oxide synthase (NOS) inhibition and N-methyl-D-
aspartate (NMDA) receptor antagonist properties, or that it may contribute to the effects

of some drugs used in the treatment of neuropsychiatric diseases.

In this study, it is investigated whether the polyamines which are exogenously
produced cause epileptic seizures or if polyamines change the epilepsy threshold in an

experimental model.

In the study, 40 mg/kg Pentylenetetrazol (PTZ) was used to form the experimen-
tal epilepsy model. In the study, daily vaginal smear screening was performed by using
8-week-old female Wistar albino rats, metoestrus stage animals were included in the
experiment and 8 groups were created. Specified doses of spermine, spermidine and
agmatine were administered as a single dose to the experimental animals. After all item
injections, seizure activities of the subjects were observed and seizure scoring was per-

formed.

The data obtained; PTZ 40 mg / kg + spermidine 20 mg / kg dose, PTZ 40 mg /
kg + spermidine 40 mg / kg dose and PTZ 40 mg / kg + spermidine 80 mg / kg dose was
seen to make the time of the seizure period earlier compared to the control group. (p =

0.002; p=0.001; p = 0.030 respectively).

PTZ 40 mg / kg + spermidine 20 mg / kg dose was found to increase the severity
of seizures significantly compared to the control group of PTZ 40 mg / kg dose (p =
0.019). PTZ 40 mg / kg + spermine 4 mg / kg dose was found to prepone the starting
time of seizures compared to the control group of PTZ 40 mg / kg dose (p=0.001).



PTZ 40 mg / kg + spermine 8 mg / kg group was found to decrease the severity

of seizures significantly statistically compared to PTZ 40 mg / kg + spermine 4 mg / kg

group.

Agmatine 160 mg / kg dose did not have a significant effect on seizure threshold
and seizure severity. According to the data obtained from our study, spermine and
spermidine have significant negative effects on PTZ induced seizure threshold and se-
verity in some doses. In addition, agmatine, also used as a food supplement, had no ef-
fect on PTZ-induced seizures. These results indicate that some polyamines may have

adverse effects on epileptic seizures and may contribute to the etiopathogenesis of epi-

lepsy.

Keywords: Polyamines, Epilepsy/Seizure, Spermine, Spermidine, Agmatine, Rat
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1. GIRIS

Poliaminler, dogada ve canli organizmalarda yaygin olarak bulunan 2, 3 veya 4
amino grubu igeren alifatik molekiillerdir (Tabor ve Tabor 1984). Putresin, spermidin
ve spermin beyinde de bulundugu bilinen poliaminlerdir. Bir guanidino-amin olan ag-
matinin de memeli beyninde varlig1 gosterilmistir (Raasch ve ark. 1995, Reis ve Regu-
nathan 1998). Agmatin ilk olarak 1910 yilinda Albrecht Kossel tarafindan ringa
baligiin sperminde kesfedilmistir. Dogada ve memelilerde yaygin olarak bulunur. Ag-
matin biyolojik olarak aktif bir maddedir ve yliksek bir afinite ile imidazolin ve a, adre-
nerjik reseptorlere baglandigi gosterilmistir. Agmatin beyinde sentezlenen, vezikiillerde
depolanan ve beyinden saliverilen bir nérotransmitter 6zelliklerine sahiptir. Nitrik oksit
(NO) olusumuna katki saglayan NOS enzimini inhibe edici (Galea ve ark. 1996) ve
sican hipokampal ndronlarinda glutamaterjik NMDA reseptorleri bloke edici etkileri

vardir (Yang ve Reis 1999).

Daha once yapilan deneysel epilepsi ¢alismalarinda sican beyninde epileptik
nobetler ve kindling sonrasi poliamin diizeylerinde anlamli artiglar saptanmistir (Hayas-
hi ve ark. 1993). Bu ¢aligmanin amaci eksojen olarak verilen poliaminlerin epileptik
ndbet olusturup olusturmadigini veya poliaminlerin deneysel bir modelde epilepsi esi-
gini degistirip degistirmedigini anlamaktir. Bu dnemlidir, ¢linkii agmatin gibi baz1 poli-
aminler gida takviyesi olarak kullanilmakta ve sporcular viicut gelistirme i¢in agmatini
kullanmaktadir. Eger poliaminlerin nobet esigi veya siddetini dogrudan etkiledigi sap-
tanirsa gida takviyesi olarak veya sporcularin kullanimlar1 yeniden gézden gegirilebilir.
Eksojen olarak verilen poliaminlerin dogrudan ndbet iizerine etkilerini degerlendiren

herhangi ¢alisma da heniiz yapilmamastir.

Calisgmada deneysel epilepsi modeli olusturulmasinda Pentilentetrazol (PTZ)
kullanilmistir. Calismada 8 haftalik disi Wistar albino sigcanlar kullanilarak giinliik vaji-
nal smear taramasi yapilmis, metdstrus evresinde olan hayvanlar deneye alinarak 8 grup
olusturulmustur. Spermin, spermidin ve agmatin ile ilgili belirlenen dozlar tek doz ola-
rak deney hayvanlarina verilmistir. Tim madde enjeksiyonlarindan sonra deneklerin

ndbet aktiviteleri gdzlemlenerek ndbet skorlamalari yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. EPIiLEPSI

2.1.1. Epilepsinin Tanimi

Epilepsi terimi, yunancadaki “epilepsia” kelimesinden tliremistir. Epi: {istlinde,
iistiinden, Lepsis: tutmak, tutup sarsmak demektir. Epilepsi kelime olarak tutulmak, kriz

gelmek anlamindadir.

Beyindeki noronlarin asir1 aktivitesi nedeniyle olusan tekrarlayan spontan
ndbetlerle karakterize bir hastaliktir. Baska bir deyisle, epilepsi santral sinir sisteminde,
kortikal veya subkortikal bolgelerde yer alan néron gruplarinin ani, anormal ve hiper-
senkron desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikan ve genellikle tekrarlayici nitelikte olan bir klinik

tablodur (Ciger, 2002).

Hughlings Jackson’in hala kullanilan tanimina gére ndbet “ara sira, ani, asiri,

hizl1 bir sekilde olan, serebral kortekste ki diizensiz atesleme”dir (Parsons, 2008).

2.1.2. Epilepsinin Epidemiyolojisi

Kafa travmalari, inme, beyindeki hemorajiler, beyinde olusan bazi infeksiyonlar
(menenjit, ensefalit veya abseler, gibi), beyin damarlarindaki baz1 yapisal bozukluklar,
genetik faktorler, dogum travmalar1 ve tiimdrler belli baslt epilepsi nedenleri arasinda

yer alir. Yaklasik olarak vakalarin % 70’inin nedeni bilinmemektedir.

Epileptik nobet gelismis iilkelerde en sik goriilen norolojik bir hastaliktir (Chang
and Lowenstein, 2003; Lipson et al., 2002). Diinya Saglik Orgiitiiniin 2009 verileri diin-
yada yaklasik 50 milyon epilepsili hasta oldugunu bildirmektedir (Bambal ve ark.,
2011).

Diinya Saglik Orgiitiiniin tahminine gére, epilepsi aktivitesinin ortalama preva-
lans1 genel popiilasyonda 1000’ de 8,2 kisidir (Ransom ve Blumenfeld, 2007). Yapilan
caligmalarda Tiirkiye’ de epilepsi prevalanst 7-12.2/1000 olarak bulunmustur (Karaagag
ve ark., 1999; Calisir ve ark., 2006).

Epilepsi insidansinin ¢ocukluk ¢aginda ve yaglilikta en yliksek diizeyde oldugu



gozlemlenirken, erken erigkinlikte daha diigiik diizeyde oldugu gdzlenmistir (Zupec-

Kania ve Spellman, 2009).

2.1.3. Epilepsinin Temel Mekanizmasi

Epileptik bir ndbet, beyindeki anormal yiiksek ndronal aktiviteden dolay1 olusan

gecici semptomlara verilen isimdir.

Epileptogenezis, spontan nobetlerin olusmasina neden olan hiicresel ve mo-
lekiiler degisiklikler basamaklarinin tetiklenmesi ile sonuclanan beyin hasari siirecini

ifade etmektedir.

Nobet olusumuna yol acan yaygin faktorler; metabolik anormallikler
(hipoglisemi ve hiperglisemi, hiponatremi, hipokalsemi vs.), alkol yoksunlugu, akut
norolojik hasar (menenjit, ensefalit gibi infeksiyonlar, inme, kafa travmasi), teofilin,
trisiklik antidepresanlar gibi nobet esigini diisiiren ilaglar ve ¢ocuklarda yiiksek atestir.
Epilepsiye yatkin serebral néronlarin fonksiyonunun veya yapisinin degismesine neden
olan herhangi bir siire¢ epilepsiye egilimi artirmaktadir. Epilepsiye neden olabilen bazi
yapisal beyin hastaliklarin1 konjenital (heterotopiler, kortikal displazi), dejeneratif (Alz-
heimer hastalig1), enfeksiydz (menenjit, ensefalit, abse), travma, tiimor, vaskiiler (vas-

kiiler malformasyon, inme, subaraknoid hemoraji) seklinde 6zetleyebiliriz.

Epileptogenez olusumunun altinda hangi mekanizmanin yattig1 ¢ok iyi bilinme-
mektedir. Tim epilepsi nobetlerinde ayni mekanizmadan séz edilemezken hepsinde
artmis noronal uyarilabilirlik ve senkronizasyon gibi ortak 6zellikler mevcuttur. Epilep-
tojenik odak adini verdigimiz beyin bolgelerindeki hiicreler tam agiklanamayan neden-
lerle artan uyarilma ve anormal ateslenme 6zelligi gosterirler ve etraflarindaki normal
hiicreleri de bu duruma ortak ederler (Baykan B ve ark, 2004 ). Epileptogenez olusu-
muyla ilgili molekiiler mekanizmalar arasinda voltaj bagimli Na" kanallarinin aktivasy-
onu, gama aminobiitirik asit (GABA) sentez veya yikimindaki degisiklikler, hiicresel
GABA aliminin inhibisyonu, GABA reseptorii basta olmak iizere ¢esitli uyarict amino
asit reseptorlerinin modiilasyonu ve adenozin metabolizmasindaki diizenleme ile ortaya
cikan degisiklikler yer alir (Avoli ve ark. 2005; Wendling ve ark. 2002; Wilson ve ark.
1992).

Baz1 epileptik sendromlarda genetik faktorlerin etkili oldugu gosterilmistir.
Ornegin, gen mutasyonlar1 anormal iyonik kanal fonksiyonlarma yol agabilmekte ve

anormal ag baglantilarini fazladan etkileyebilmektedir (Stafstrom CE, 2006). Tek gen



epilepsilerinin ¢ogu, ndronal iyon kanallarint kodlayan genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir (Sanchez-Carpintero Abad R, Sanmarti Vilaplana FX, Serratosa
Fernandez JM, 2007). Iyon kanallarindaki mutasyonlar inhibitdr ve eksitatér ndro-
transmisyonun etkinliginin degismesine yol agmakta; bunun sonucunda eksitator noro-
transmisyonun artmasina ya da inhibitdr fonksiyonun kaybina neden olmaktadir. Iyon
kanallarmin disinda GABAerjik sisteme ait genetik bozukluklar da tespit edilmistir.
Sekonder epilepsi sendromlarinda glutamaterjik sistem Onemli bir yer tutmaktadir.
Birgok epilepsi ¢esidinin asir1 glutamaterjik sinaptik iletim bozuklugundan kaynaklana-
bilecegi ongoriilmektedir (Alexander ve Godwin, 2006). Glutamat ve GABA, merkezi
sinir sisteminde en ¢ok bulunan norotransmitterlerdir (Bambal ve ark. 2011). Glutama-
terjik ve GABA’erjik néronlar arasindaki denge, gecici ndron senkronizasyonunu
kontrol etmektedir (Cloix ve Hevor 2009). Glutamat beyinde ki en onemli eksitator
ndrotransmitter olarak NMDA ve non-NMDA reseptorleri {iistlinden etkisini
gostermektedir. NMDA reseptorleri sodyum ve kalsiyumun ndron igine girisine sebep
olarak uzun siireli ve yavas etkili eksitatdr postsinaptik potansiyellere sebep olmaktadir.

Bu sayede epileptik burst sinyallerinin meydana gelmesini saglamaktadir (Uysal 2008).

2.1.4. Deneysel Epilepsi Modelleri

Deneysel epilepsi modelleri, epilepsinin altinda yatan temel patofizyolojik
mekanizmalarin anlasilmasinda, uygun olan ilaglarin iiretilmesinde, yeni tedavi yontem-
lerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Deneysel epilepsi modelleri antikonvulsan
ilaglarin uygulanmasi (penisilin, Ba, Co, Fe, Ni, Cd, fluorothyl), GABAerjik antago-
nistlerin (bikukullin, pikrotoksin, pentilentetrazol), norotoksinler (kainik asit, pilokar-
pin, tetanos toksini) ve lezyon uygulamalar ile ortaya ¢ikartilir. Buna ilaveten bazi el-

ektriksel uyaranlar ile de nobet olusturulabilir.

Tablo 1. Deneysel epilepsi modelleri alti simifa ayrilabilir (Marangoz C. 1997):

1) Basit parsiyel(akut)
a. Topikal konvulsanlar (penisilin, bikukullin v.b.)
b. Akut elektriksel uyari
c. GABA kesilmesi
d. Neokorteks dilimleri

2) Basit parsiyel (kronik)
a. Kortekse metal verilmesi (Aliminyum hidroksit, Kobalt, Cinko,

Demir v.b.)



b. Kriyojenik hasar
c. Gangliosit antikor verilmesi

d. Sistemik fokal epileptogenez

3) Jeneralize tonik-klonik
a. Genetik (1s18a duyarli babunlar, farede sesle olusan ndbetler, paytak ve
E1 fareleri, sigan gerbil ve drozifola)
b. Maksimal elektrik soku
c. Kimyasal konvulsanlar (PTZ, penisilin v.b.)
d. Metabolik diizensizlik (hipoksi, hiperglisemi, hiperbarik oksijen,
hiperkarpi, yiliksek 1s1, ilag¢ kesilmesi).

4) Kompleks parsiyel
a. Kainik asit, tetanos toksini
b. Firtinalar alanina enjeksiyon
c. Tutusma

d. Beyin dilimleri

5) Jeneralize absans
a. Talamusun uyarilmasi
b. Bilateral odak
c. Sistemik penisilin
d. v- hidroksi-butirat

e. 1.v. opiat v.b.

6) Status epileptikus
a. Lityum-pilokarpin
b. Kobalt-hemosistein

c. Tekrarlayan uyarilma
Tablo 2. Epilepsi tiplerine uygun hayvan modelleri (Tayfun Uzbay, 2004)

1. Akut basit parsiyel epilepsi olusturma
a. Konviilsan ajanlarin uygulanmast
- Penisilin, bikukulin, pikrotoksin ve striknin
b. Akut elektriksel stimiilasyon uygulama
- GABA kesilmesi

2. Kronik basit parsiyel epilepsi olusturma
a. Kortikal olarak metallerin implante edilmesi
- Aliminyum hidroksit, kobalt, ¢inko, demir

3. Kompleks parsiyel epilepsi olusturma



a. Konviilsan ajanlarin uygulanmast
- Kainik asit, tetanoz toksini
b. Amigdala ya da hipokampal kindling
c. Beyin dilimlerinde ¢aligmalar
- Rodent hippokampal kesitleri, izole hiicre preparatlari
4. Jeneralize tonik-klonik nobet olusturma
a. Genetik
- Fotosensitif baboonlar, odiyojenik stimiilasyona duyarl fareler,
- Genetik olarak epilepsiye egilimli siganlar
- GAERS (Genetic Absanse Epileptic Rats From Strasbourg) siganlari
- W AG-Rij (Wistar Albino Gloxo-Rijwijk) sicanlari
b. Maksimal elektrosok uygulama
c. Kimyasal ajanlar
- Pentilentetrazol, pikrotoksin, bikukulin, penisilin
d. Metabolik olaylar
- Hipoksi, hipoglisemi, hiperbarik oksijen, iiremi, ila¢ kesilmesi, yiiksek ates
e. Jeneralize absans (petit-mal) nobet olusturma

- Talamik stimiilasyon, sistemik penisilin, gamahidroksibutirat

2.2. Poliaminler

Poliaminler, ilk kez 1678 yilinda Antonie Van Leeuwenhoek tarafindan sperm
anomalilerinin ortaya ¢ikarilmasi esnasinda bulunan, dogada ve canli organizmalarda
yaygin olarak 2, 3 veya 4 amino grubu iceren alifatik molekiillerdir (Tabor ve Tabor,
1984). Putresin, kadevrin, spermidin, spermin, termospermin, kaldopentamin, kaldo-
hegzamin, tris amin ve tetrakis amonyum gibi bir¢cok poliamin ¢esidi bulunmaktadir
(Cohen, 1998; Oshima, 2007). Bunlardan putresin ve kadaverin bir diamin, spermidin
triamin ve spermin ise tetraamindir (Smith, 1979; Bagni ve Pisstochoni, 1992; Liu ve

ark., 2000).



Sekil 1. Poliamin Yapilar
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Poliaminler, bitkiler, hayvanlar ve bakterilerde bulunurlar (Alcazar ve ark., 2006).
Putresin, spermidin ve spermin beyinde de bulundugu bilinen poliaminler olup, yapilan
aragtirmada bir guanidino-amin olan agmatinin de memeli beyninde varlig
gosterilmistir (Raasch ve ark. 1995; Reis ve Regunathan 1998). Tiim prokaryotik ve
okaryotik niikleus yapisina sahip hiicreler, putresin ve spermidin sentezlemektedir. An-

cak spermin sadece niikleus igeren 0karyotlarda bulunmaktadir (Demir ve Vural, 1995).

Agmatin metabolitleri olan spermin, spermidin ve putresine odaklanan birgok
calisma yaymlanmistir. Pozitif yiiklii dogalar1 nedeniyle negatif yiiklii DNA, RNA, pro-
teinler ve fosfolipid gibi yapilarla etkileserek stabilizasyonlarini saglarlar (Liu, 2012;
Takahashi ve Kakehi, 2010). Norolojik agidan bakildiginda beyinde NMDA reseptorleri
ve iyon kanallariin agilisim1 diizenlerler (Ficker ve ark., 1994; Lopatin ve ark., 1994;
Fakler ve ark., 1995; Williams, 1997) ve norodejenerasyon asamalarinda yer alirlar

(Morrison ve ark., 1998).



Poliaminler bulundugu hiicrelerde protein ve niikleik asit sentezinde, oksidatif
hasarda, iyon kanallarinin etkinliginde, hiicre cogalma ve farklilagmasi ve apoptoz gibi

olaylarda 6nemli rol oynar (Shimosato 1997).

Yapilan aragtirmalar, poliaminlerin; hiicre dongiisiinli, membranin yapt ve
fonksiyonunu, protein fonksiyonunu, protein kinaz aktivitesinin modiilasyonunu ve iyon
kanallarmin aktivitesinin diizenlenmesi, DNA iizerindeki fosfat gruplarinin negatif
yiiklerini stabilize ettikleri, RNA’nin sekonder yapisini etkileyerek protein sentezi
iizerinde etkinlik gosterdikleri, ribozomlara baglanarak ribozom alt {initelerinin bir
araya gelmesini sagladiklari tespit edilmistir (Demir ve Vural, 1995; Pegg, 2014). Poli-
aminler, santral sinir sisteminde (SSS) G proteinleri, protein kinazlar, niikleotid si-
klazlar ve reseptorlerle; ayrica katekolaminler, GABA, NO ve glutamat gibi baska sis-
temlerle de etkilesirler. Memelilerde hiicre biiyiimesi ve hiicre membran fonksiyon-
larinin diizenlenmesinde (ndronlar dahil) énemli bir katkiya sahiplerdir. Poliaminler
hiicre farklilasmasi, gelismesi ve boliinmesine diisiik konsantrasyonlarda etki ederler
(Gallardo ve Matilla, 1996). Poliaminler merkezi sinir sistem olgunlagsmasi ya da
travma sonrasi yaralanmalar sonrasinda, gesitli hiicre fonksiyonlar1 iizerinde etki
gosterdigi yapilan ¢alismalarla bilinmektedir (Tabor ve Tabor 1984). Buna ek olarak,
poliaminler gibi ikinci haberciler ndrotransmitter alimimni etkileyerek sinaptik iletim
modiilasyon ve deneyime bagli beyin biiylimesi gibi beyin fonksiyonlarini iizerinde
anahtar rol oynarlar (Ferchmin ve Eterovie 1987). Ancak poliaminlerin beyindeki rolii

tam olarak anlagilmamustir.
2.2.1. Poliaminlerin Sentezi

Poliaminlerin biyosentezinde, ornitin ve agmatin olmak iizere iki yolak vardir. Ik
olarak L-arjininden baslayarak arginaz ve arjinin dekarboksilaz enzimleriyle ornitin ve
agmatin sentezlenir. L-arjinin, dogada bulunan 20 aminoasitten biridir. Ikinci olarak
putresin; ornitinin ornitin dekarboksilaz, agmatinin agmatinaz enzimleriyle reaksiyonu
ile sentezlenir (Bell and Malmberg, 1990; Michael et al., 1996; Liu et al., 2007). Pu-
tresin daha sonra; spermidin sentazin etkisi ile spermine; spermidin de spermin sentaz
enzimi ile spermine doniigiir. Ayrica metioninden, metionin adenosiltransferaz ile S-
adenosil-metionin sentezlenir, S-adenosil- metionin de spermidin ve spermin
biyosentezinde araci rol oynar (Bagni and Tassoni, 2000). Spermin ve spermidin etkili

NO iiretimini arttirict poliaminlerdendir, fakat putresin ve Onciisii olan arginin NO



iiretimine katki saglamazlar. Bu aktivitede sperminin rolii spermidine gore daha fazladir

(Yamasaki and Cohen, 2006). Beyinde bulunan NOS agmatin tarafindan inhibe edilir.

Sekil 2. Poliaminlerin ve Agmatinin Sentezi
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(Reis ve Regunathan 2000)

2.2.2. Poliaminlerin Yikimi

Spermidin ve sperminin yikimi i¢in azotun asetil ile asetillenmesi gerekir ve bu
evrede kullanilan enzim spermidin/spermin asetiltransferazdir. Bu enzim hiicre i¢i
spermidin veya spermine Asetil-Coenzim A’dan asetil gruplarmin transferini saglar.
Gergeklesen reaksiyon sonucu N-asetil-spermidin ile N-asetil-spermin olusur. Bu
iiriinler ya hiicre digina verilir ya da asetilpoliamin oksidaz enzimi varliginda indirge-
nerek spermidin ve putresine doniigiir. Bunun yani sira hidrojen peroksit ile asetoami-

dopropanol olusur (Pegg, 2008; Zahedi, 2012; Liu, 2012).
2.2.3.Agmatin

Agmatin ilk olarak 1910 yilinda Nobel 6diilli bilim insan1 Albrecht Kossel
tarafindan ringa baliginin sperminde kesfedilmistir (Kossel 1910). Agmatin L-

arjininden, arjinin dekarboksilaz (ADC) enzimi araciligiyla sentezlenen bir amindir



(Sekil 2). Dogada ve memelilerde yaygin olarak bulunur .

Sekil 3. Agmatinin Kimyasal Yapisi
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(Uzbay 2012)

Agmatin biyolojik olarak aktif bir maddedir (Lortie ve ark. 1996) ve yiiksek bir
afinite ile imidazolin ve ap.adrenerjik reseptorlere baglandigi gosterilmistir (Li ve ark.
1994; Piletz ve ark. 1995; Regunathan ve Reis 1996; Reis ve Regunathan 1998). Ayrica
gidalarda olusan baslica biyojen aminler putresin, kadaverin, histamin, tiramin, trip-
tamin, 2-feniletilamin, spermin, spermidin, metilamin, agmatin, etilamin ve etanolamin-
dir (Shalaby, 1996). 1994 yilina kadar agmatin ve ADC’1n bitkiler, bakteriler, omur-
gasiz hayvanlarda sentezlenip depolandigi, memelilerde ise sentezlenmedigi
diisiiniilmekteydi (Lortie, 1996). 1995 yilinda Regunathan ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ADC’1n sican beyninde eksprese edildiginin gosterilmesiyle, ag-

matinin memelilerde de sentezlendigi ve enterik bakteri veya diyet kaynakli olmadigi
anlagilmistir (Li, Regunathan ve Reis 1995). Arjinin dekarboksilaz, memelilerde hiicre

mebranina bagli olarak bulunur ve Ozellikle de mitokondri membraninda daha
yogundur. ilk arastiricilarin enzimi saptayamamalarinin nedeni, enzimi ¢dziiniir (solub-

le) memeli dokularinda aramalaridir. ADC beyinde en fazla striatum ve beyin sapinda,
en az ise kortekste bulunmaktadir. Memelilerdeki ADC aktivitesi Mg2Jr tarafindan
arttirtlmakta, Ca2Jr tarafindan inhibe edilmektedir. Diger iyonlar ise, ADC aktivitesini

degistirmemektedir. Kan damarlarinda, agmatinin endotel ve diiz kas hiicrelerinde depo-
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landig1, fakat sadece endotelde ADC eksprese edildigi bilinmektedir (Regunathan ve
ark. 1996). Sinaptozomlarda ADC aktivitesine rastlanilmasi, agmatinin biiyiik olasilikla

noronlarda eksprese edildigini diisiindiirmektedir. Glia hiicrelerinde de ADC aktivitesi-
nin oldugu gdsterilmigtir. Ayrica agmatinin sentez edildikten sonra ndronal ve glial
havuzlar arasinda transfer edildigi bilinmektedir (Reis ve ark. 1998).

Agmatin ¢esitli organlarda, dokularda ve serumda yaygin ve diizensiz bir dagilim
gosterir. En fazla mide, aorta, ince bagirsak, adrenal bez, kalp, beyin, kalin bagirsak ve
plazmada bulundugu gosterilmistir; beyindeki konsantrasyonu nispeten diisiiktiir (Wal-
ter ve ark.1995).

Agmatin beyinde lokal olarak sentez edilir ve sinaptik vezikiillerde depolanir
(Reis ve Regunathan, 2000). Ayrica agmatinin sentez edildikten sonra ndronal ve glial
havuzlar arasinda transfer edildigi bilinmektedir (Reis ve ark., 1998; Kd&se, 2007).
Viicudun bobrek, vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel ve astrositleri de igeren bir ¢ok
dokusunda bulunmaktadir (Sastre ve ark., 1998).

Immiinohistokimyasal calismalar, beyindeki agmatinin biiyiik bir kisminin néro-
nal oldugunu gostermektedir. Hipokampustaki noronlar biiylik olgiide glutamaterjik
oldugu i¢in bu sistem i¢inde agmatinin glutamatla birlikte yer aldiginm diistinilmektedir
(Reis ve ark. 1998). Agmatin periferik yoldan (i.p.) verildikten 15 dakika sonra frontal
korteks ve hipokampustaki seviyeleri artmaya baglar ve yaklagik 1 saat sonra da etkisi
sona erer. Periferik yoldan enjekte edilen agmatinin ancak %1 ‘lik kismi beyine
ulasabilmektedir. Agmatinin beyine bu kadar diisiik oranda ulasabilmesinin nedeni,
bobrek ve karacigerde, diamin oksidaz enzimi ya da agmatinaz enzimi tarafindan hizl
bir sekilde metabolize edilmesidir (Holt ve ark. 1995; Sastre ve ark. 1996). Yenidogan
bebek sicanlara periferik yoldan agmatin verildikten sonra, beyindeki toplam agmatin
seviyeleri asirt miktarda artar (Fengy ve ark. 2002). Eriskin siganlarda ise, kan-beyin
engeli gelisimini tamamladig1 i¢in, agmatinin beyine gegisi son derece kii¢iik miktarlar-
da olur. Bu bilgiler bize in vivo ¢alismalarda agmatin etkisini gérebilmemiz i¢in yiiksek

ve tekrarlayan dozlarda uygulamamiz gerektigini ifade etmektedir (Fengy ve ark. 2005).

Sican hipokampal piramidal hiicrelerdeki elektron mikroskobu caligmalarinda
perikarya, dendritler, akson ve akson terminallerinde dagilim gosterdigi saptanmuistir.
Agmatin alfa-adrenerjik ve imidazolin reseptdrlerine baglanir, nikotinik kolinerjik, sero-

tonerjik 5-HT3 ve glutamaterjik NMDA reseptorlerini ve NOS’u bloke eder. Endojen

bir madde olan agmatin sinir sisteminde bir¢ok fonksiyonu modiile edebilir (Aricioglu
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ve ark, 2008; Reis ve Regunathan, 2000).

Agmatin beyinde sentezlenen, beyin ve omurilikte vezikiillerde depolanan ve de-
polarizasyonla saliverilen bir ndrotransmitter 6zelligine de sahiptir (Goracke-Postle ve
ark., 2006; Reis ve ark., 1998; Uzbay 2012), (Sekil 4). NO olusumuna katki saglayan
NOS enzimini inhibe edici ve sigan hipokampal ndronlarinda glutamaterjik NMDA
reseptorleri bloke edici etkileri vardir (Galea ve ark. 1996; Yang ve Reis 1999). Yani,
merkezi sinir sisteminde biyolojik etkilerini 6zgiil reseptdrler ve ndronal yolaklarla
etkileserek gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda agmatinin bir ndrotransmitter tanimi
icin gerekli tiim Olgiitlere sahip oldugu ve yeni bir ndrotransmitter olarak kabul edile-

bilecegi ileri siiriilmiistiir (Reis ve Regunathan 1998; 2000; Uzbay 2012) (Sekil 4).

Sekil 4. Agmatinerjik Sinapslarin Sematik Temsili (IR: imidazolin reseptorleri)

Putresin

Spermidin

» Spermin

IR NMDA

(Uzbay 2012)

Agmatinin geri-alim caligmalari, sigcan beyninden hazirlanan sinaptozomlarda
radyoaktif isaretli agmatinin birikmesinin 6l¢iimii ile yapilmistir (Sastre ve ark. 1997).

Agmatinin geri-alimi, sicakliga baglidir ve sadece yiiksek konsantrasyonlarda doygun-

luga ulasabilir. NaJr / K" ATPaz inhibisyonu ya da ekstraselliiler NajL replasmanindan

etkilenmemektedir. Agmatinin tasiyicilarina baglanmak i¢in yarigma sekli incelen-
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diginde geri-aliminin noradrenalin, dopamin, 5-HT ya da yapisal benzer amino asit
tastyicilart ile olmadigi, baska bir tastyici sistem ile saglandigi diisiiniilmektedir. Gergi,

agmatin bir amin ve poliaminlerin bir dnciisii olmasina ragmen, geri alimi poliaminler-

den de farklidir. Cesitli iyon kanali modiilatérlerinden sadece CazJr kanal blokerleri bu
geri alimi inhibe eder. Idazoksan ve fentolamin gibi imidazolin reseptorleri ile etkilesen
ilaglar, geri-alimin gii¢lii yarigmasiz inhibitorleridir (Reis ve Regunathan 1998). Sinap-
tozomlar aminoasit, poliamin veya monoamin taginmasindan farkli bir mekanizma ile
agmatini geri alip konsantre ederler. Bu transport seklinin sodyum ve enerji bagimli
oldugu diistiniilmektedir. Agmatin, hiicreye ligandla kenetli iyon kanallarinin voltaja
bagimli olarak ¢aligmasi ile de girebilir. Bu konudaki ilk bulgular bir yumusakg¢a olan
Hemissenda crassicornis’in sempatik ganglionundaki nikotinik reseptorler ve tavuk

retinasinda yapilan ¢alismalardan elde edilmistir (Reis ve Regunathan,1998).

Agmatinin enzimatik parcalanmasinda rol oynayan enzim, agmatinaz (Agmatin
iire hidrolaz)’dir. Bakterilerde ana metabolik yol, agmatinin bu enzim araciligtyla putre-

sin ve lireye doniistiiriilmesidir (Sekil 2).

Sicanlarin  hipokampal piramidal noronlart iizerinde yapilan kiiltir
caligsmalarinda, bu néronlarin vezikiiler agmatin tasiyan aksonlarca innerve edildigi gos-
terilmistir. Agmatin ekstraselliiler olarak bu kiiltlir ortamina uygulandiginda voltaja ve
konsantrasyona bagli olarak NMDA akimin1 engelledigi saptanmistir (Yang ve ark.
1997). Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4- izoksazolpropiyonat (AMPA) ve kainat
akimlarinda ise bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. Buradan hareketle, agmatinin
NMDA reseptorleri icin selektif bir antagonist oldugu kanisina varilmistir (Reis ve
Regunathan,1998). Agmatinin ndroblastoma hiicrelerinde serotonin ile iligkili katyon

kanal1 aktivitesini de inhibe ettigi bilinmektedir (Reis ve Regunathan,1996; 1998).

Biitiin bu reseptor etkilesimlerinin disinda agmatin, NOS un biitiin izoformlarin1
inhibe etmektedir. En gii¢lii inhibisyonu ise iNOS iizerinde olusturmaktadir (Galea ve
ark. 1996). NOS, L-arjininin guanidin gruplarini oksitleyerek NO sentezler. L-arjinin
analogu olan agmatinin de guanidin gruplar1 icermesi, agmatinin NOS i¢in bir substrat
olabilecegini ve agmatinden NO sentezlenebilecegini diislindiirmiistiir. Ancak daha son-
radan yapilan ¢aligmalarla, agmatinin NO i¢in bir prekiirsér olmadig1 gosterilmistir (Ga-
lea ve ark. 1996). Agmatin, NOS’u doza bagimli olarak inhibe eder ve enzimin katalitik

bolgesine baglanmak i¢in L-arjinin ile yarigir. Afinitesi L-arjiininden daha diisiik ol-

13



dugundan, etkili bir yarisma i¢in L-arjininden daha yiiksek konsantrasyonlarda bulun-
masi gerekir. Ancak 6zellikle nNOS sentezleyen ndronlarin katalitik bolgesinde, agma-
tin konsantrasyonunun fizyolojik olarak yeterli oldugu gosterilmistir. L-arjinin ve agma-
tinin farkli organlardaki dagilimi karsilastirildiginda, dokularda L-arjininin agmatine
gore 4 ila 50 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle agmatinin NOS aktivitesi
iizerinde zayif bir regiilator etkisinin oldugu diistiniilmektedir. Agmatinin, beyin ve bob-
rekte NO olusumunu inhibe ederek NOS yolagini etkiledigi bilinmektedir (Reis ve ark.
1998)

Serumda bulunan agmatinin ise glial hiicrelere girerek iNOS ekspresyonunu ve
aktivitesini diizenledigi gosterilmistir (Regunathan ve ark. 2003). Agmatin ve NOS en-
ziminin hiicre ic¢inde birlikte bulunmalari, bu aminin NO {iretiminin endojen bir
modiilatorii olma olasiligint giiclendirmektedir. Ayrica agmatinin bazi biyolojik etkile-
rinin, NO sistemi ile etkilesim sonucunda meydana geldigi diistiniilmektedir (Reis ve

Regunathan,1996; 1998).

Agmatinin NOS inhibisyonu ve NMDA reseptor antagonisti oOzellikleri ile
anksiyete ve epilepsi gibi baska eksitator nitelikli ndropsikiyatrik hastaliklarin tedavis-
inde kullanilabilecegi veya ndropsikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bazi
ilaclarin etkilerine katki saglayabilecegini diistindiiren bir¢ok veri bulunmaktadir (Uz-
bay 2012). Bunun yaninda antikonviilzan (Su ve ark., 2004; Riazi ve ark., 2005), anti-
depresan (Halaris ve Piletz, 2003; Aricioglu ve Regunathan, 2005) ve antindrotoksik
(Zhu ve ark., 2006; Gilad ve ark., 2005; Wang ve ark., 2006) etkiler gosterdigi cesitli
caligmalarda belirlenmistir.

Hareketsizlik ve soguk stresine maruz birakilmis sicanlarin endojen agmatin tireti-
mini 5 kattan daha fazla arttirdigi, ylikseltilmis + maze ve zorunlu yiizme testi gibi mo-
dellerde klasik antidepresan imipramin kadar anksiyolitik ve antidepresan etki potansi-
yeline sahip oldugu gosterilmistir (Aricioglu ve ark. 2003).

Agmatinin deney hayvanlarinda morfin ve alkol yoksunluk sendromunun birgok
belirtisini hafiflettigi ve bu etkisinden NOS inhibisyonu yapici veya NMDA reseptorle-
rini inhibe edici 6zelliklerinin sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Aricioglu, Kartal
ve Uzbay 1997; Uzbay ve ark. 2000). Ayrica daha once gerceklestirilen bir ¢alismanin
sonuglari agmatinin o, reseptorler iizerinden morfinin analjezik etkisini potansiyelize
ettigini gostermistir (Yesilyurt ve Uzbay 2001). Yapilan klinik dncesi arastirmalar ekso-

jen olarak beyine uygulanan agmatinin; depresyon, anksiyete, hipoksik iskemi, nosisep-
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siyon, morfin toleransi, artan sayida, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, travmatik
beyin yaralanmasi ve epileptik hastaliklarda yararl etkileri oldugu kanitlanmistir (Mo-
retti ve ark 2014).

Agmatinin NOS inhibisyonu ve NMDA reseptor antagonisti 6zellikleri ile anksiye-
te ve epilepsi gibi baska eksitatdr nitelikli ndropsikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kul-
lanilabilecegi veya noropsikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin
etkilerine katki saglayabilecegini diislindiiren bir¢ok veri bulunmaktadir (Uzbay 2012).

Agmatinin, merkezi sinir sisteminde, sinir hiicresi igerisinde kendine 6zgii enzimi
olan ADC araciligiyla sentezlenmesi, akson ucunda kiiciik vezikiiller icerisinde depola-
narak Ca™ bagiml depolarizasyon sonucu ekzositoz ile presinaptik ugtan sinaptik
araliga saliverilmesi, agmatinaz enzimi tarafindan yikima ugramasi ve segici olarak pre-
sinaptik uca geri alinmasi, ayrica beyindeki konsantrasyonunun bilinen diger norot-
ransmitterlere benzerlik gdstermesi nedeniyle yeni bir ndrotransmitter/néromodiilator

olabilecegi ileri siiriilmektedir (Li ve ark.1994; Li ve ark.1995; Reis ve ark.2000).

2.3 Poliaminler Ve Epilepsi

Biyojen aminlerin epileptik nobetlerin patogenezinde énemli oldugu, katekola-
minlerin antikonviilzan etki gdsterdigi bilinmektedir. Alfa, beta adrenerjik reseptorlerin
bloke edilmesi nobet esigini diisiirmektedir. Siklik niikleotidlerden siklik adenozin mo-
nofosfat (cAMP) artisinin nobetleri Onledigi, siklik guanozin mono fosfat (cGMP)
artisinin nobetleri baslattigi, adenozin ve biyojen aminlerin ise merkezi sinir sisteminde

cAMP diizeyini artirarak inhibitor etki gosterdikleri bilinmektedir (Durlach, 1987).

2.3.1 Spermin - Spermidin ve Epilepsi Tliskisi

Hayashi ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada PTZ enjeksiyonlarinin tek sefer
yapildig1 gruplarin nobetlerinde beyinde spermin ve spermidin konstrasyonlarinda an-
laml1 bir artis gézlenmemis fakat kindling ile yapilan gruplarin nébetlerinde anlamli bir

artis gézlemlenmistir (Hayashi ve ark. 1993).
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2.3.2 Agmatin ve Epilepsi Tliskisi

Agmatin ve NOS enziminin hiicresel birlikteligi, bu aminin NO {iiretiminin endojen
bir modiilatorii oldugunu ve agmatinin olusturdugu birtakim biyolojik etkilerin NO sis-
temi ile etkilesimle meydana gelme olasiligini gii¢lendirmektedir (Galea ve ark.1998).
Agmatinin, beyin ve bobrekte NO olusumunu inhibe ederek NOS yolagini etkiledigi
bilinmektedir (Galea ve ark.1998). NO’in sinaptik iletideki etkisi Sekil 5’te gosteril-
migir (Lancester 1992).

NO’in epileptiform aktiviteyle olan ilgisini belirlemek i¢in deneysel epilepsinin ¢ok
cesitli modelleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin bir kismi1 NO'in endojen bir pro-
konvulsan oldugunu gosterirken, diger 6nemli bir kismi bu kii¢iik inorganik molekiiliin
antikonvulsan oldugunu vurgulamaktadir. NO artis1 epilepsiyi durdurabilir. NMDA
reseptOriiniin aktiflesmesi ile NO, cGMP artisina, bu da epileptik nobetlerin azalmasina

sebep olmaktadir (Marangoz 1996).

Sekil 5. NO’ in sinaptik iletideki etkisi

T quaniiar Wil

Presinaptik Ug Postsinaptik Dendrit

(Lancester 1992)
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2.4. Pentilentetrazol

Pentilentetrazol 60 yildan daha fazla siiredir yeni antiepileptik ilaclarin
aragtirtlmas1 ve epileptogenik mekanizmalarin anlagilmasi i¢in genis capta kullanilan
konvulsan ajandir (Loscher 2011). Deney hayvanlarinda baslangigta tonik tipte, son-
rasinda ise klonik tipte kasilmalar olusturur. PTZ deneysel nébet modellerinde konvul-
zan ve antikonvulzan ilaglarin ndbet esigine etkilerini gézlemek i¢in en etkin yontem-

lerden biridir.

PTZ, GABA reseptor kanalinin selektif blokeridir ve merkezi sinir sisteminde
GABA aracili nérotransmisyonun azaltilmasi ile iligkilidir (Pitkanen ve ark., 2006).
GABAerjik sistemin inhibisyonu konviilsif nobet olusumunda siireyi ve devamliligi
artirir (Bambal ve ark., 2011). GABA4 antagonisti olarak hareket etmektedir ve ayni
zamanda voltaj bagimli mekanizmalar yoluyla hiicre membraninin potasyuma olan
gecirgenliginide degistirmektedir. Calismalarda PTZ’nin  merkezi GABAerjik
fonksiyonu azalttig1 gosterilmistir. GABAerjik sistemin inhibisyonunun konvulsif ndbet

olusumunda siireyi ve devamliligi artirdigi belirtilmistir (Corda ve dig. 1992).

PTZ, fare ve ratlara fizyolojik tuzlu su soliisyonu i¢inde ¢ozdiiriilerek subkutan,
intravendz ve intraperitoneal (IP) olarak uygulanabilir. PTZ 30-160 mg/kg aras1 doz-
larinda rodentlerde miyoklonik jerklerle (¢ekilmeler) baslayan ve verilen dozun miktari
ile denegin duyarliligina bagl olarak tonik-klonik tipte ndbetlere veya ndbet esnasinda
oliime kadar varan siddette yanitlar olusturur (Bonetti ve ark.,1982; Oztas ve Kaya
,1994; Zhao ve ark.,1994; Osonoe ve ark.,1994; Kaputlu ve Uzbay,1997 ; Sneyder-
Keller ve ark.,2000). Intraperitoneal enjeksiyon sonrasi hayvanlar kafeslere tek tek
konularak davranislar1 30 dakika siiresince gozlenir ve ndbetler degerlendirilir. Bu
yontemde kullanilan skorlama su sekildedir;

0, anormal davranis yok;

1, ilk miyoklonik jerk (ani kas spazmi, bazen eslik eden kuyruk hareketleri ve

hayvanin kafasinda titremeler);
2, atipik klonus (tek tarafli) ya da kaba miyoklonik titremeler;

3, bilateral 6n ekstremite klonusu ya da kogsma seklinde klonuslar (tim viicut

klonusu, “righting” refleks kaybinin eslik etmesi ya da etmemesi seklinde olabilir),
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tonik jeneralize ekstansiyon (asir1 rijidite, 6n ve arka ekstremitenin kuyruga dogru ek-

stansiyonu);
4, tonik-klonik nobetler.

Her hayvan deney boyunca geg¢irdigi en agir ndbete gore skorlanmaktadir.

PTZ Ile Uyarilan Nobet Tipleri (Marangoz,1997):

- Grand-mal (biiyiik nébet ) suurun aniden ve tamamen kaybi ile tonik-klonik
haraketlerle belirgindir.

- Tonik donemde kas tonusu yiikselir.
- Klonik donemde kaslarda sertlesme olur.

- Myoklonik nobette yiiz veya ekstremitelerde bir veya birkag kez gerilmeler
olur. Uzun-ritmik gerilmeler goriilmez.

- Tonik nobetler sertlesme , klonik nobetler ise ritmik gerilmeler ile karakteri-
zedir.

Bu nobet tipleri sematik olarak Sekil 6’ da gosterilmistir.
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Sekil 6. PTZ ile uyarilan nébet tipleri

% y,
@r —
— ___——

(Marangoz,1997)

A, On ve arka ekstremiteleri, kulaklar1 ve biyiklar etkileyen jeneralize kasilmalar. B,
boyun, govde ve on ekstremitede tonik fleksiyon, arka ekstremitede kasilma. C, B de-
kinden farkli olarak arka ekstremitelerde parsiyel tonik ekstensiyon. D, C dekinden
farkli olarak arka ekstremitelerde tam ekstensiyon olur.

PTZ ile ilgili disi deney hayvanlarinda yapilan literatiir taramalarinda tonik-
klonik ve myoklonik nébetler i¢in en anlamli sonuglar metdstrus evresinde bulunmustur
(Kaboutari ,2012). Bizde bu nedenle ¢calismamizda metdstrus evresindeki disi deney

hayvanlarini kullandik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar ve Etik Kosullar

Calismada deney hayvani olarak yetiskin (2.5 aylik), disi Wistar siganlar kul-
lanildi. Deneklerin agirliklar1 250-350 g arasinda degismekteydi. Gruplardaki denek
sayilar1 6-8 arasindaydi. Gruplardaki deneklerin dogum tarihleri arasinda en fazla 2 hat-
ta vardi.

Yapilan tiim uygulamalarda Helsinki Bildirgesi ve Amerikan Ulusal Saglik Enstitii-
sii’'nlin 1996 yilinda yayinlamis oldugu kitaptaki etik kurallara uyulmustur. Ek olarak
Uskiidar Universitesi Hayvan Arastimalar1 Etik Kurulundan onay alinmistir (Tarih:

2016; Karar No: 11).

3.2. Laboratuar

Calismalar Istanbul’da, Uskiidar Universitesi, Néropsikofarmakoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde (NPFUAM) yiiriitiildii ve tamamlandi.

Deneylerin gerceklestirildigi NPFUAM Laboratuarlar1 12 saat aydinlik-12 saat ka-
ranlik periyodunun saglandigi (07:00-19:00, aydinlik), sicakligin 22 + 3 °C, bagil nemin
ise %60 £ 5’te sabit tutuldugu, dis etkenlere kars1 izole ve ilgili bakanlik izni ve akredi-

tasyonu olan laboratuarlardir.

3.3. Kullanilan Maddeler

Calismalarda kullanilan maddeler, temin edildigi yer, ¢6ziinme durumlari ve de-

ney hayvanina verilis yolu Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan maddeler, ¢oziiniirliik durumlari, temin edildikleri yer, calismada
uygulanan dozlary, verilis yollar1 ve verilis siireleri. (Sigma: Sigma Chemical)

Maddeler Temin Yeri Coziicii Doz Verilis Yolu Verilis Siiresi
Pentilentetrazol Sigma izotonik 40 mg/kg | Intraperitoneal Tek sefer
(PTZ)
Agmatin Sigma izotonik 160 mg/kg | Intraperitoneal Tek sefer
Spermin Sigma izotonik 2 mg/kg Intraperitoneal Tek sefer
4 mg/kg
8 mg/kg
Spermidin Sigma Izotonik 20 mg/kg | Intraperitoneal Tek sefer
40 mg/kg
80 mg/kg

3.4.Deney ve Kontrol Gruplar

Calismada kullanilan hayvanlarin gruplart (grup tiirii, grup etiketi), her grupta
ihtiya¢ duyulan hayvan sayisi, doz araliklar1 ve maddelerin birbirleri ile olan kombinas-
yonlar1 Tablo 4’te ve maddeler, verilis yollari, ¢éziiciileri, verilis siireleri ise Tablo 3’te
verilmigtir. Gruplar ve islemlerle ilgili ilerleyen bdliimlerde, ilgili yoOntemler

aciklanirken daha detayli olarak bilgi verilmistir.
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Tablo 4. Calismada kullanilan hayvanlarin gruplan (grup tiirii, grup etiketi), her grupta ihtiyac

duyulan hayvan sayisi, doz araliklari ve maddelerin birbirleri ile olan kombinasyonlari.

Grup Grup Say1 | Kombinasyonlar Doz Miktarlari
Tiirii Ad1

Spermin | Spermidin Agmatin | PTZ | Spermin | Spermidin | Agmatin PTZ
Kontrol | PTZ 8 - - - + 40
1. Kafes mg/kg
Deney Spermin | 8 + - - + 2 g/kg 40
2. Kafes |+PTZ mg/kg
Deney Spermin | 8 + - - + 4 g/kg 40
3. Kafes |+PTZ mg/kg
Deney Spermin | 8 + - - + 8 g/kg 40
4. Kafes | +PTZ mg/kg
Deney Spermidin | 8 - + - + 20 40
5. Kafes |+ PTZ mg/kg mg/kg
Deney Spermidin | 8 - + - + 40 40
6. Kafes |+ PTZ mg/kg mg/kg
Deney Spermidin | 8 - + - + 80 40
7. Kafes |+ PTZ mg/kg mg/kg
Deney | Agmatin |8 - - + + 160 40
8. Kafes | + pTZ mg/kg mg/kg
3.5.Kimyasallar

3.5.1 Pentilentetrazol (PTZ) nobetleri ve skorlamasi

Dai ve ark. (2014) PTZ ile uyarilan nobetlere yatkinlik, disi ve erkek deney hay-

vanlarinda dozlar, ndbetlerin ortaya ¢ikis zamani, doz /evre uyumu ve esik yogunluklar

bakimindan aralarinda anlamli bir fark olmadigini ¢alismalarinda gostermislerdir. De-

neyde disi hayvan kullanilmasi, erkek hayvan kullanilmasindan farkli bir sonug ortaya

cikarmayacaktir.

22




PTZ nobetlerinde yapilan skorlama su sekildedir (Grecksch ve ark. 1997):
Evre 0: Cevap yok

Evre 1: Kulaklar ve yiizde seyirmeler

Evre 2: Viicuda yayilan konviilsif dalga

Evre 3: Myoklonik jerkler ya da arka ayaklar iizerinde Saha kalkma

Evre 4: Hayvanin oldudu yere diismesi ile birlikte klonik nobetler

Evre 5: Tekrarlayan siddetli tonik-klonik ya da 6liimciil ndbetler

3.5.2 Dozlarin belirlenmesi

PTZ’nin Tablo 3’te belirtilen dozu laboratuvarimizda yapilan 6n doz denemeleri
ile belirlenmistir.

Spermin ve Spermidinin Tablo 3’te belirtilen dozu Hayashi ve ark.(1993) nin
yapmis oldugu calismadan alinmistir.

Agmatinin Tablo 3’te belirtilen dozu Uzbay ve ark. (2012)’nin yapmis oldugu
calismadan alinmustir.

3.6 Sikluslar
3.6.1 Evreleri

Insanlardakine benzer olarak fare ve siganlarda, , genital siklus farkli hormonlar
ile kontrol edilmektedir. Ostrus siklusu, prodstrus (P), dstrus (O), metdstrus (M) ve
diostrus (D) olmak iizere 4 fazdan olusmaktadir. Prodstrus 12 saat, ostrus 12-24 saat,

metostrus 6-8 saat, diostrus ise 52-60 saat siirmektedir (Snell 1956).
Ostrus fazlarimin nasil ayirt edilecegi asagida belirtilmistir (Sapmaz Metin 2008):

Ostrus fazi: Smear 6rneklerinde kornifiye hiicrelerin genellikle daginik olarak

bulundugu gozlenmektedir.
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Proostrus fazi: Smearlerde kiimeler meydana getirmis ¢ok sayida niikleuslu
epitel hiicresiyle beraber, salgi hiicresi yapisina sahip musindz hiicrelere rastlanmak-
tadir. Prodstrus dénemi Ileri asamalarina ait smear goriintiilerinde kornifiye hiicrelerin

ve musindz hiicrelerin arttig1 gézlenmektedir.

Diostrus fazi: Vajinal epitel kalinlig1 bu déonemde en az durumdir, smear 6rnek-

lerinde de az sayida epitel hiicresi goriilmektedir.

Metostrus fazi: Erken metdstrus faznda kiimeler meydana getirmis kornifiye
hiicreler arasinda nétrofillerin bulundugu goézlenmektedir. Donemin ilerleyen zaman-
larinda, niikleuslu epitel hiicreleri ve nétrofillerin sayisinin yiikseldigi gozlenmistir.
Ayrica, ¢ok sayida sitoplazmik vakuol bulunduran niikleuslu epitel hiicrelerine de ¢cokca

rastlanmaktadir.

3.6.2 Evrelerdeki Temel Hormonal Degisimler

Cinsiyet hormonlar1 6strus donemi boyunca siklik degisimleri ile vajinal epitelin
histolojik goriiniimiinde belirgin farkliliklar olusturur. Prolaktin, LH ve FSH prodstrus
doneminin aksam saatlerinde artmaya baslar. Ostradiol diizey metdstrusta artmaya bas-
lar, prodstrusda pik yapar ve Ostrusta tekrar normal diizeye ulasir. Progesteron sekres-
yonu metostrus ve didstrus donemleri siiresince yiliksek orandadir, didstrusun ardindan
diismeye baslar. Bu hormonal etki ile prodstrus ve dstrus doneminde ovaryumda folikiil
gelisimi, Ostrusun ortalarinda ovulasyon, metostrus doneminde KL olusumu meydana

gelir. Di6strus donemi ise dinlenme donemidir (Snell 1956).

Calismada disi deney hayvanlari kullanilmistir. PTZ giinlerinde sabah 09.00 ile
12.00 arasi1 vajinal smear taramasi yapilarak ve metdstrus evresinde olan hayvanlar de-
neye alinmustir.

Metostrus evresine ait smear goriintiileri Sekil 7, Sekil 8 ve Sekil 9’lerde goste-
rilmistir.
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Sekil 7. Metadstrusun erken doneminde kiimeler (*) meydana getirmis kornifiye hiicreler (K)
arasinda notrofillerin (N) varhg goriilmektedir (Toludin mavisi: X 200).

(Sapmaz Metin 2008)
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Sekil 8. Fazin ilerleyen donemlerinde, niikleuslu epitel hiicreleri (E) ve nétrofillerin (N) sayisinin
cogaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, cok sayida sitoplazmik vakuol bulunduran niikleuslu epitel hiicrel-
eride yogun olarak bulunmaktadir (Toluidin mavisi: X 200).

(Sapmaz Metin 2008)

Sekil 9. Metostrus fazinin ilerleyen donemlerinde sayica fazlalasan vakuollii niikleuslu epitel
hiicreleri gozlenmektedir (E: Niikleuslu epitel hiicresi, N: Notrofil. Toluidin mavisi: X 400).

uf

(Sapmaz Metin, 2008)
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3.6.3 Deneyin Uygulanisi

Deneye baslamadan once ilk olarak hayvanlarin agirliklar: fareler i¢in kullanilan
hassas terazide tartilmistir. Deneyde kullanilacak olan hayvanlarin ortalama agirliklart
250-350 gram arasi olanlar deneyde kullanilmak i¢in ayrilmistir.. Sonrasinda deney
boyunca hayvanlara PTZ giinlerinde sabah saat 09.00 ile 12.00 arasinda vajinal smear
taramasi yapilmistir. Vajinal smear taramasi sonucunda metostrus evresinde olan denek-
ler deneye alinmistir. Daha sonra her grupta 8 tane olacak sekilde 8 gruba randomize
olacak sekilde dagitilmigtir.

NOT: Deneylere baslamadan dnce yapilan vajinal smear taramasinda metdstrus bulun-
mayan hayvanlar deneye baslatilmayip metdstrus evresinde yaklagincaya kadar smear

takibine devam edilmistir.

1.Kafes PTZ grubu (n=8): Bu grup kontrol grubudur. Once si¢anlara agirhk lgiimii
yapilmistir. Ardindan vajinal smear taramasi yapilmis ve metdstrus evresinde ise madde
enjeksiyonu yapilmistir. PTZ 40 mg/kg miktarinda serum fizyolojik icerisinde ¢oziile-
rek intraperitoneal yolu ile verilmistir. PTZ enjeksiyonlarindan hemen sonra hayvanlar
sirayla ici bos ve ustii kapali bir kafese nobet skorlamalar1 yapilmasi i¢in alinmistir.
Hayvanlarin nobete girdigi andan bitis anina kadar tim nobet aktiviteleri takip edilip
skorlamas1 kaydedilmistir. Nobetler her zaman sirkadiyen ritmin olast komplike etkile-
rini en aza indirmek i¢in 13:00 ile 17:00 saatleri arasinda uyarilmistir. Biitiin bu islemler

bittikten sonra deney sonlandirilmistir.

2.Kafes PTZ + Spermin (2 mg/kg) grubu (n=8): Bu grup deney grubudur. Once
sicanlara agirlik Olglimii yapilmistir. Ardindan vajinal smear taramasi yapilmis ve
metdstrus evresinde ise madde enjeksiyonu yapilmistir. Spermin 2 mg/kg miktarinda
serum fizyolojik icerisinde ¢Oziilerek intraperitoneal yolu ile verilmistir. Ardindan yak-
lagik 30 dk sonra PTZ 40 mg/kg miktarinda serum fizyolojik icerisinde ¢oziilerek int-
raperitoneal yolu ile verilmistir. PTZ enjeksiyonlarindan hemen sonra hayvanlar sirayla
ici bos ve tistii kapal1 bir kafese nobet skorlamalar1 yapilmasi i¢in alinmistir. Hayvan-
larin nobete girdigi andan bitis anina kadar tiim nobet aktiviteleri takip edilip skorlamasi
kaydedilmistir. Nobetler her zaman sirkadiyen ritmin olast komplike etkilerini en aza
indirmek icin 13:00 ile 17:00 saatleri arasinda uyarilmistir. Biitiin bu islemler bittikten

sonra deney sonlandirilmistir.
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3. Kafes PTZ + Spermin (4 mg/kg) grubu (n=8): ): Bu grup deney grubudur. Once
sicanlara agirhik Ol¢iimii yapilmistir. Ardindan vajinal smear taramasi yapilmis ve
metdstrus evresinde ise madde enjeksiyonu yapilmistir. Spermin 4 mg/kg miktarinda
serum fizyolojik icerisinde ¢oziilerek intraperitoneal yolu ile verilmistir. Ardindan yak-
lasik 30 dk sonra PTZ 40 mg/kg miktarinda serum fizyolojik icerisinde ¢oziilerek int-
raperitoneal yolu ile verilmistir. PTZ enjeksiyonlarindan hemen sonra hayvanlar sirayla
ici bos ve tistii kapal1 bir kafese nobet skorlamalar1 yapilmasi i¢in alinmistir. Hayvan-
larin nobete girdigi andan bitis anina kadar tiim nobet aktiviteleri takip edilip skorlamasi
kaydedilmistir. Nobetler her zaman sirkadiyen ritmin olast komplike etkilerini en aza
indirmek icin 13:00 ile 17:00 saatleri arasinda uyarilmistir. Biitiin bu islemler bittikten

sonra deney sonlandirilmistir.

4.Kafes PTZ + Spermin (8 mg/kg) grubu (n=8): Bu grup deney grubudur. Once
sicanlara agirlik Olgiimii yapilmistir. Ardindan vajinal smear taramasi yapilmis ve
metdstrus evresinde ise madde enjeksiyonu yapilmistir. Spermin 8 mg/kg miktarinda
serum fizyolojik igerisinde ¢oziilerek intraperitoneal yolu ile verilmistir. Ardindan yak-
lasik 30 dk sonra PTZ 40 mg/kg miktarinda serum fizyolojik icerisinde ¢oziilerek int-
raperitoneal yolu ile verilmistir. PTZ enjeksiyonlarindan hemen sonra hayvanlar sirayla
ici bos ve tistii kapal1 bir kafese nobet skorlamalar1 yapilmasi i¢in alinmistir. Hayvan-
larin nobete girdigi andan bitis anina kadar tiim nobet aktiviteleri takip edilip skorlamasi
kaydedilmistir. Nobetler her zaman sirkadiyen ritmin olast komplike etkilerini en aza
indirmek icin 13:00 ile 17:00 saatleri arasinda uyarilmistir. Biitiin bu islemler bittikten

sonra deney sonlandirilmistir.

5.Kafes PTZ + Spermidin (20 mg/kg) grubu (n=8): Bu grup deney grubudur. Once
sicanlara agirhik 6l¢iimii yapilmistir. Ardindan vajinal smear taramasi yapilmis ve
metdstrus evresinde ise madde enjeksiyonu yapilmigtir. Spermidin 20 mg/kg miktarinda
serum fizyolojik icerisinde ¢Oziilerek intraperitoneal yolu ile verilmistir. Ardindan yak-
lagik 30 dk sonra PTZ 40 mg/kg miktarinda serum fizyolojik icerisinde ¢oziilerek int-
raperitoneal yolu ile verilmistir. PTZ enjeksiyonlarindan hemen sonra hayvanlar sirayla
ici bos ve iistii kapal1 bir kafese nobet skorlamalar1 yapilmasi i¢in alinmistir. Hayvan-
larin nobete girdigi andan bitis anina kadar tiim nobet aktiviteleri takip edilip skorlamasi

kaydedilmistir. Nobetler her zaman sirkadiyen ritmin olast komplike etkilerini en aza
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indirmek icin 13:00 ile 17:00 saatleri arasinda uyarilmistir. Biitiin bu islemler bittikten

sonra deney sonlandirilmistir.

6.Kafes PTZ + Spermidin (40 mg/kg) grubu (n=8): Bu grup deney grubudur. Once
sicanlara agirlik 6l¢iimii yapilmistir. Ardindan vajinal smear taramasi yapilmis ve
metdstrus evresinde ise madde enjeksiyonu yapilmistir. Spermidin 40 mg/kg miktarinda
serum fizyolojik icerisinde ¢Oziilerek intraperitoneal yolu ile verilmistir. Ardindan yak-
lasik 30 dk sonra PTZ 40 mg/kg miktarinda serum fizyolojik icerisinde ¢oziilerek int-
raperitoneal yolu ile verilmistir. PTZ enjeksiyonlarindan hemen sonra hayvanlar sirayla
ici bos ve tistii kapal1 bir kafese nobet skorlamalar1 yapilmasi i¢in alinmistir. Hayvan-
larin nobete girdigi andan bitis anina kadar tiim nobet aktiviteleri takip edilip skorlamasi
kaydedilmistir. Nobetler her zaman sirkadiyen ritmin olast komplike etkilerini en aza
indirmek icin 13:00 ile 17:00 saatleri arasinda uyarilmistir. Biitiin bu islemler bittikten

sonra deney sonlandirilmistir.

7.Kafes PTZ + Spermidin (80 mg/kg) grubu (n=8): ): Bu grup deney grubudur. Once
sicanlara agirlik Olgiimii yapilmistir. Ardindan vajinal smear taramasi yapilmis ve
metdstrus evresinde ise madde enjeksiyonu yapilmigtir. Spermidin 80 mg/kg miktarinda
serum fizyolojik igerisinde ¢oziilerek intraperitoneal yolu ile verilmistir. Ardindan yak-
lasik 30 dk sonra PTZ 40 mg/kg miktarinda serum fizyolojik icerisinde ¢oziilerek int-
raperitoneal yolu ile verilmistir. PTZ enjeksiyonlarindan hemen sonra hayvanlar sirayla
ici bos ve tistii kapal1 bir kafese nobet skorlamalart yapilmasi i¢in alinmistir. Hayvan-
larin nobete girdigi andan bitis anina kadar tiim nobet aktiviteleri takip edilip skorlamasi
kaydedilmistir. Nobetler her zaman sirkadiyen ritmin olast komplike etkilerini en aza
indirmek icin 13:00 ile 17:00 saatleri arasinda uyarilmistir. Biitiin bu islemler bittikten

sonra deney sonlandirilmistir.

8.Kafes PTZ + Agmatin grubu (n=8):Bu grup deney grubudur. Once siganlara agirlik
Olciimii yapilmistir. Ardindan vajinal smear taramasi yapilmis ve metostrus evresinde
ise madde enjeksiyonu yapilmistir. Agmatin 160 mg/kg miktarinda serum fizyolojik
icerisinde ¢oziilerek intraperitoneal yolu ile verilmistir. Ardindan yaklasik 30 dk sonra
PTZ 40 mg/kg miktarinda serum fizyolojik igerisinde ¢oziilerek intraperitoneal yolu ile
verilmigtir. PTZ enjeksiyonlarindan hemen sonra hayvanlar sirayla i¢i bos ve iistii ka-

pal1 bir kafese nobet skorlamalari yapilmasi i¢in alinmistir. Hayvanlarin nobete girdigi
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andan bitis anma kadar tim ndbet aktiviteleri takip edilip skorlamasi kaydedilmistir.
Nobetler her zaman sirkadiyen ritmin olast komplike etkilerini en aza indirmek i¢in
13:00 ile 17:00 saatleri arasinda uyarilmistir. Biitiin bu islemler bittikten sonra deney

sonlandirtlmistir.

3.7 Nobetlerin degerlendirilmesi

Kontrol ve test edilen ila¢ gruplarinda, epileptik “uyaranin verilmesini izleyerek
ndbetlerin ortaya ¢ikmasina kadar gecen zamanin saptanmasi (onn-set time)”, “epileptik
ndbetlerin var veya yok seklinde degerlendirilerek yiizde sikliklarinin saptanmasi” ve
“olusan nobetlerin davranigsal diizeyde skorlanarak siddetinin saptanmasi” epileptik

caligmalarda kullanilan baslica degerlendirme yontemlerindendir (Uzbay 2003).

Rodentlerde gerek kimyasal, gerek elektriksel ve gerekse odiyojenik stimuluslar-
la uyarilmis olan nobetlerin yiizde(%) olus sikligi, latent siiresi veya siddeti degerlendi-
rilebilir. Nobetlerin siddetinin degerlendirilmesinde cesitli skorlama tablolar1 kul-

lanilabilir (Morriset ve ark.1990; Asanuma ve ark. 1995; Uzbay ve ark. 2000).

PTZ nébetlerinde yapilan skorlama (Goézler ve Uzbay 2016)

Evre 0: Cevap yok

Evre 1: Kulaklar ve yiizde seyirmeler ile viicuda yayilan konviilsif dalga

Evre 2: Myoklonik jerkler ve arka ayaklar iizerinde saha kalkma

Evre 3: Kisa siireli klonik nobetler

Evre 4: Hayvanin yan yatmastyla gecirilen uzun siireli klonik ndbetler

Evre 5: Hayvanin ndbetten ¢ikmasiyla birlikte tekrar nobete girmesi

Evre 6: Her agilmayla birlikte art arda tekrarlayan siddetli tonik-klonik nébetler

Evre 7: Nobetlerden ¢ikamayarak gergeklesen 6lim

Evre 8:Kendi kendine gegirilen siddetli tonik-klonik ndbetler ve beraberinde gelen

Olim

Kaputlu ve Uzbay 1997 tarafindan yapilan ¢alismada degerlendirildigi gibi: PTZ
enjeksiyonu sonrasinda onn-set time (ndbet baslangici) icin {ic karakteristik davranig
degisiklikleri olan; ilk myoklonik silkinmelerin (FMJ),jeneralize klonik ndbetlerin
(GCS), tonik jeneralize ekstensiyonlarin (TGE) gelis stireleri saptanmis ve ndbet siddeti

degerlendirmesi yapilmstir.
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3.8 Istatiksel analiz yontemi

Olusturulan veriler Istatistik Paketi (SPSS) siiriim 20.0 ile analiz edilmistir. Sonuglar
ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Gruplarin (Spermidin 20-40-80 mg ve sper-
min 2-4-8 mg) nobete giris siiresi verilerine One Way Anova testi ve post-hoc olarakta
Tukey testi uygulanmistir. Gruplarin (Spermidin 20-40-80 mg ve Spermin 2-4-8 mg)
ndbet siddeti verilerine ise Kruskal Wallis ve Mann Whitney U testi uygulanmigtir. PTZ
ile PTZ + Agmatin 160 mg gruplarinin ndbete giris siiresi ve ndbet siddeti verileri-
ne ise Student t testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik degeri p <0.05 kabul edil-

mistir.

3.9 Deneyin Sonlandirilmasi

Deney sonlandirilma prosediiri, yiiksek doz, Rompun (ksilazine) ve Ketamine anestezi-

si altinda yapilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. PTZ (40 mg/kg) ile Kombine Edilmis Spermidinin (20, 40 Ve 80 mg/kg) Doz-
lariin Nébete Giris Siiresi Uzerine Etkileri

PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis spermidinin 20, 40 ve 80 mg/kg dozlarinin

ndbete giris siiresi lizerine etkileri Sekil 10°te goriilmektedir.

Sekil 10. PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis spermidinin (20, 40, 80 mg/kg) dozlarinin nébete giris
siiresine etkileri (*p<0.05 PTZ (40 mg/kg) grubuna gore anlamh 6l¢iide farkl)

800 A

7
00 B PTZ 40 mg/kg

600 ¥ PTZ 40 mg/kg+Spermidin 20 mg/kg

500 PTZ 40 mg/kg+Spermidin 40 mg/kg

400 ¥ PTZ 40 mg/kg+Spermidin 80 mg/kg
300

200

NOBETE GiRiS SURESI (Saniye)

100

Sekil 10°da goriildiigi gibi, PTZ (40 mg/kg) + spermidin 20 mg/kg grubu, PTZ
(40 mg/kg) + spermidin 40 mg/kg grubu, PTZ (40 mg/kg) + spermidin 80 mg/kg grubu
kontrol grubu olan PTZ 40 mg/kg grubuna goére ndbete giris siiresi lizerine istatistik¢e
anlaml bir etki yapmistir.[F(3,28)= 19,409, p< 0.01 ANOVA test]. Gruplarin ndbete
girig siiresi verilerine post-hoc analizi uygulandiginda PTZ (40 mg/kg) + spermidin 20
mg/kg grubu, PTZ (40 mg/kg) + spermidin 40 mg/kg grubu ve PTZ (40 mg/kg) + sper-
midin 80 mg/kg grubu kontrol grubuna gore, ndbete giris siiresini erkene ¢ektigi goriil-

miistiir (Sirastyla p=0.002; p=0.001; p=0.030 Tukey test).

32



4.2. PTZ (40 mg/kg) ile Kombine Edilmis Spermidinin (20, 40 Ve 80 mg/kg) Doz-
lariin Nébet Siddeti Uzerine Etkileri

PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis spermidinin 20, 40 ve 80 mg/kg dozlerinin

nobet siddeti lizerine etkisi Sekil 11°te goriilmektedir.

Sekil 11. PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis spermidinin (20, 40, 80 mg/kg) dozlarinin nébet sid-
deti iizerine etkisi (*p<0.05 PTZ (40 mg/kg) grubuna gore anlamh 6l¢iide farkl)

AN
* ¥ PTZ 40 mg/kg

H PTZ 40 mg/kg+Spermidin 20 mg/kg
PTZ 40 mg/kg+Spermidin 40 mg/kg

¥ PTZ 40 mg/kg+Spermidin 80 mg/kg

NOBET SiDDETI (Puan)
N

Sekil 11°de goriildiigi gibi, PTZ (40 mg/kg) + spermidin 20 mg/kg grubu, PTZ
40 mg/kg grubuna gore nobet siddeti lizerine istatistik¢e anlamli bir etki yapmistir. Fa-
kat PTZ (40 mg/kg) + spermidin 40 mg/kg grubu ve PTZ (40 mg/kg) + spermidin 80
mg/kg grubu PTZ 40 mg/kg grubuna gore nobet siddeti ilizerine istatistik¢ce anlamli bir
etkisi olmamugstir. (p=0,020 kruskal- Wallis test). PTZ (40 mg/kg) + spermidin 20 mg/kg
grubunun ise PTZ 40 mg/kg grubuna gore, ndbet siddetini istatistikce anlamli diizeyde
arttirdig1 goriilmiistiir (p=0.019; Man whitney U test).
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4.3. PTZ (40 mg/kg) ile Kombine Edilmis Sperminin (2, 4 Ve 8 mg/kg) Dozlarinin
Nobete Giris Siiresine Etkileri

PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis sperminin 2, 4 ve 8 mg/kg dozlarinin nobe-

te giris siiresi lizerine etkisi Sekil 12°de goriilmektedir.

Sekil 12. PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis sperminin (2, 4, 8 mg/kg) dozlarinin nébete giris sii-
resine etkileri (*p<0.05 PTZ (40 mg/kg) grubuna gore anlamh él¢iide farkl)

(0]

o

o
>

700 B PTZ 40 mg/kg

600
B PTZ 40 mg/kg+Spermin 2 mg/kg

500

400 PTZ 40 mg/kg+Spermin 4 mg/kg

300
B PTZ 40 mg/kg+Spermin 8 mg/kg
200

100

NOBETE GiRiS SURESI (Saniye)

Sekil 12°de goriildiigi gibi, PTZ (40 mg/kg) + spermin 4 mg/kg grubu kontrol
grubu olan PTZ 40 mg/kg gbre nobete giris siiresi lizerine istatistikce anlamli bir etki
yapmistir [F(3,28)= 4,247, p= 0.014 ANOVA test]. Gruplarin ndbete giris siiresi verile-
rine post-hoc analizi uygulandiginda PTZ (40 mg/kg) + sperminin 4 mg/kg grubu, PTZ
40 mg/kg grubuna gore, ndbete giris siiresini erkene ¢ektigi goriilmiistiir (p=0.001, Tu-
key test). Ancak PTZ (40 mg/kg) + sperminin 2 mg/kg grubu ile PTZ (40 mg/kg) +
sperminin 8 mg/kg grubu ndbete giris siiresini PTZ 40 mg/kg grubuna gore erkene ¢ek-
sede bu etki istatistikce anlamli bir diizeye erisememistir (sirasiyla p=0,673; p=0,907
Tukey test ).
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4.4. PTZ (40 mg/kg) ile Kombine Edilmis Sperminin (2, 4 Ve 8 mg/kg) Dozlarinin
Nobet Siddeti Uzerine Etkileri

PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis sperminin 2, 4 ve 8 mg/kg dozlarinin ndbet
siddeti iizerine etkisi Sekil 13’te goriilmektedir.

Sekil 13. PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis sperminin (2, 4, 8 mg/kg) dozlarinin nébet siddeti
iizerine etkileri (*p< 0.05 PTZ (40 mg/kg) +spermin 4 mg/kg kontrol grubuna gore anlamh o6lciide
farkh)

z 4
g B PTZ 40 mg/kg
£ i
— 3 ¥ PTZ 40 mg/kg+Spermin 2 mg/kg
o
g PTZ 40 mg/kg+Spermin 4 mg/kg
£ 2
wr ¥ PTZ 40 mg/kg+Spermin 8 mg/kg
o
2
QO 1 *
4
0

Sekil 13’te goriildiigii gibi, PTZ (40 mg/kg) + spermin 8 mg/kg grubunun PTZ
(40 mg/kg) + spermin 4 mg/kg grubuna gore nobet siddetini istatistik¢ce anlamli diizeyde
diisiirdiigii gortilmiistiir (p=0,020 Man Whitney-U test ). Fakat PTZ (40 mg/kg) + sper-
min 4 mg/kg grubu, PTZ 40 mg/kg ve PTZ (40 mg/kg) + spermin 2 mg/kg gruplarina
gbore nobet siddetini arrtirsada bu etki istatistikce anlamli bir diizeye erisememistir

(strastyla p=0,101; p=0,087 Man whitney-U test).
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4.5. PTZ (40 mg/kg) ile Kombine Edilmis Agmatinin 160 mg/kg Dozunun Nébete
Giris Siiresine Etkileri

PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis agmatinin 160 mg/kg dozunun ndbete giris

stiresi lizerine etkisi Sekil 14’te goriilmektedir.

Sekil 14. PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis agmatinin 160 mg/kg dozunun nébete giris siiresine
etkileri

800

— A

2

-5 700

2 600 B PTZ 40 mg/kg
i7)

‘é 500
) B PTZ 40 mg/kg+Agmatin 160 mg/kg
wnn

£ 400
ot
E 300

&)

=

= 200

=
oS 100

Z

0

Sekil 14’te goriildiigii gibi, agmatin 160 mg/kg dozu, PTZ 40 mg/kg dozu ile
kombine edildiginde nobete giris siiresi lizerine istatistikce anlamli bir etki yapmadigi

goriilmistiir.(p= 0.549, Student’in t testi).
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4.6. PTZ (40 mg/kg) ile Kombine Edilmis Agmatinin 160 mg/kg Dozunun Nobet
Siddeti Uzerine Etkileri

PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis agmatinin 160 mg/kg dozunun ndbet sidde-

ti tizerine etkisi Sekil 15°te goriilmektedir.

Sekil 15. PTZ (40 mg/kg) ile kombine edilmis agmatinin 160 mg/kg dozunun nébet siddeti iizerine
etkisi

3
- A ¥ PTZ 40 mg/kg
=
g
9_", ¥ PTZ 40 mg/kg+Agmatin 160 mg/kg
o 2
[
3
Q
a
o
903
[ 1
=
=}
Q
Z
0

Sekil 15’ te gorildiigii gibi, agmatin 160 mg/kg dozu, PTZ 40 mg/kg dozu ile
kombine edildiginde nobete siddetini arttirsada bu etki istatistikge anlamli bir diizeye

erisememistir (p= 0.349, Student’in t testi).
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5. TARTISMA

Calismamizdan elde ettigimiz veriler agik¢a gdstermistir ki, intraperitoneal (ip)
olarak verilen spermidinin 20, 40 ve 80 mg/kg dozlar1 sicanlarda PTZ ile indiiklenen
epileptik ndbetlerin esigini anlamli dl¢iide diistirmiistiir. Fakat spermidinin sadece 20
mg/kg dozu PTZ ile indiiklenen epileptik nobetlerin siddetini arttirmistir. Sperminin 4
mg/kg dozu sicanlarda PTZ ile indiiklenen epileptik nobetlerin esigini anlamli 6l¢iide
diistirtirken siddetini de artirmigtir. Agmatinin 160 mg/kg dozu ise sicanlarda PTZ ile

indiiklenen epileptik nobetlerin esigi ve siddeti lizerine anlamli bir etki yapmamustir.

Glutamat ve gama aminobiitirik asit (GABA), merkezi sinir sisteminde en ¢ok
bulunan noérotransmitterlerdir (Bambal ve ark., 2011). Glutamaterjik ve GABA’erjik
noronlar arasindaki denge, gecici néron senkronizasyonunu kontrol etmektedir (Cloix
ve Hevor, 2009). Insan beyni alt sistemlerin karsilikli olarak etkilestigi karmasik bir
agdir ve senkronizasyonun beyin fonksiyonunda ve disfonksiyonunda 6nemli bir rol
oynadig1 yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (Lehnertz ve ark., 2009). Farkli beyin
yapilarinda veya yapilar1 arasinda meydana gelen senkronizasyon veya osilator aktivite
anormalliklerinin; epilepsi, parkinson, sizofreni gibi birka¢ norolojik hastaliklar ile
iligkisi olabilecegi bildirilmistir (Artieda ve ark.,2009; Postnova ve ark., 2010). Gluta-
mat en Onemli eksitatdr ndrotransmitter olarak NMDA ve non-NMDA reseptorleri
iizerinden etkisini gosterir. NMDA reseptorleri sodyum ve kalsiyumun ndron igine gi-
risini saglayarak yavas etkili ve uzun siireli eksitatdr postsinaptik potansiyellere neden
olur. Bu da epileptik burst sinyallerinin olusmasina saglar (Uysal, 2008). Non-NMDA
reseptOrlerinin en dnemli alt tipi olan AMPA 6zellikle piramidal noronlarda eksitator
sinaptik aktivite yapar (Ozkara ve Atakli, 2002; Majeda ve ark., 2003). Epileptogenez
olusumunun altinda hangi mekanizmanin yatti§1 ¢ok iyi bilinmemektedir. Epilepto-
genez olusumuyla ilgili molekiiler mekanizmalar arasinda voltaj bagimli Na" kanal-
larinin aktivasyonu, GABA sentez veya yikimindaki degisiklikler, hiicresel GABA
aliminin inhibisyonu, GABA reseptorii basta olmak iizere c¢esitli uyarici amino asit
reseptOrlerinin modiilasyonu ve adenozin metabolizmasindaki diizenleme ile ortaya
cikan degisiklikler yer alir (Avoli ve ark., 2005; Wendling ve ark., 2002; Wilson ve
ark., 1992). Biyojenik aminlerin epileptik nobetlerin patogenezinde 6nemli oldugu,
katekolaminlerin antikonviilzan etki gosterdigi bilinmektedir. Alfa, beta adrenerjik

reseptorlerin bloke edilmesi nobet esigini diisiirmektedir. Siklik niikleotidlerden siklik
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adenozin monofosfat (cAMP) artisinin ndbetleri dnledigi, siklik guanozin mono fosfat
(cGMP) artisinin ndbetleri baslattigi, adenozin ve biyojenik aminlerin ise SSS’de cAMP
diizeyini yiikselterek inhibitor etki gosterdikleri bilinmektedir (Durlach, 1987).

Hayashi ve ark.(1993)’nin yaptiklar1 ¢alismada PTZ enjeksiyonlarinin tek sefer
yapildig1 gruplarin nobetlerinde beyinde spermin ve spermidin konstrasyonlarinda an-
lamli bir artis gézlenmemis fakat kindling ile yapilan gruplarin ndbetlerinde anlamli bir

artis gézlemlenmistir.

Caligmamizda spermidinin 20, 40 ve 80 mg/kg dozlarim kullandik ve yaklagik
bir saat bekledikten sonra PTZ subefektif dozu olan 40 mg/kg dozunu tek sefer olarak
denekelere uyguladik. Nobetlerden elde ettigimiz verilere baktigimizda spermidinin 20,
40 ve 80 mg/kg dozlarinin sicanlarda PTZ ile indiiklenen epileptik nobetlerin esigini
anlamli Ol¢iide duslirmiistiir. Fakat spermidinin sadece 20 mg/kg dozu PTZ ile
indiiklenen epileptik nobetlerin siddetini arttirmistir. Ayrica sperminin 2, 4 ve 8 mg/kg
dozlarin1 da uyguladik ve yine bir saat bekledikten sonra PTZ subefektif dozu olan 40
mg/kg dozunu tek sefer olarak denekelere uyguladik. Spermin uygulanan gruplarin
nobet verilerine baktigimizda ise sperminin 4 mg/kg dozu siganlarda PTZ ile
indiiklenen epileptik nobetlerin esigini anlamli olgiide digiiriirken siddetini de
artirmigtir. Calismamizdan ¢ikan veriler Hayashi ve ark. (1993)’nin PTZ en-
jeksiyonunun tek sefer uygulandigi gruplarin verileri ile drtiigmemektedir. Her ne kadar
calismamizda nobetlerden sonra deneklerin beyinlerinde spermin ve spermidinin
konstrasyonlarina bakmamis olsakta calismamizda gozlemledigimiz nobetlerin sidddeti

beyinde bu konstrasyonlarin artmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Agmatinin deney hayvanlarinda morfin ve alkol yoksunluk sendromunun bir¢ok
belirtisini hafiflettigi ve bu etkisinden NOS inhibisyonu yapici veya NMDA reseptorle-
rini inhibe edici 6zelliklerinin sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Aricioglu-Kartal
ve Uzbay 1997; Uzbay ve ark. 2000). Ayrica daha o6nce gerceklestirilen bir ¢alismanin
sonuglari agmatinin o, reseptorler iizerinden morfinin analjezik etkisini potansiyelize
ettigini gostermistir (Yesilyurt ve Uzbay 2001). Yapilan klinik Oncesi aragtirmalar
eksojen olarak beyine uygulanan agmatinin; depresyon, anksiyete, hipoksik iskemi,
nosisepsiyon, morfin toleransi, artan sayida, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi,
travmatik beyin yaralanmasi ve epilepsi hastaliklarda yararli etkileri ve néromodiilator

ve norokoruyucu 6zelligi gosterdigi kanitlanmistir (Moretti ve ark 2014). Agmatinin
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NOS inhibisyonu ve NMDA reseptor antagonisti 6zellikleri ile anksiyete ve epilepsi
gibi bagka eksitator nitelikli noropsikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi
veya noropsikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin etkilerine katki

saglayabilecegini diislindiiren bir¢ok veri bulunmaktadir (Uzbay 2012).

Caligmamizda agmatinin 160 mg/kg dozunu ip olarak uyguladik. Yaklasik bir
saat bekledikten sonra PTZ subefektif dozu olan 40 mg/kg dozunu tek sefer olarak den-
ekelere uyguladik. Agmatinin 160 mg/kg dozu siganlarda PTZ ile indiiklenen epileptik
ndbetlerin esigi ve siddeti lizerine anlamli bir etki yapmamigtir. Calismamizdan ¢ikan
bu sonuglar agmatinin, spermin ve spermidin gibi diger poliaminlerin aksine epileptik
ndbet esigi ve siddeti ile etkilesmedigini gostermektedir. Bu veri ayn1 zamanda bu grup
ajanlarin poliamin kimyasal yapilarinda baska mekanizmalarla epilepsi iizerine etkileri
oldugunu disiindiirmektedir. Agmatinin NMDA antagonistik etkileri epilepsi esigi
iizerine olumsuz etkileri olmasini engellemis olabilir. NMDA agonistleri epilepsi esigini
diistirtip siddetini artirirken, antagonistler antiepileptik aktivite sergilerler (Szczurowska
ve ark., 2013; Amini-Khoei ve ark., 2018). Ayrica agmatinin NOS inhibitor 6zelligi de
epilepsileri kotiilestirmemesi ile iliskili olabilir. NOS inhibitorlerinin antikonvulsan

etkileri vardir (Uzbay ve Oglesby, 2001).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak c¢aligmamizdan ¢ikan sonuglar dogrultusunda ilk defa eksojen
olarak verilen poliaminlerin epileptik nobet olusturup olusturmadigi veya poliaminlerin
deneysel bir modelde epilepsi esigini degistirip degistirmedigi tarafimizca incelenmistir.
Elde edilen veriler sonucunda poliaminlerinden spermin ve spermidinin ndbet esigi
veya siddeti lizerine potansiyelize edici yonde bir etkisi oldugu gosterilmistir. Agmati-

nin ise ¢aligmamzda ndbetler lizerine herhangi bir olumsuz etkisi ortaya ¢ikmamustir.

Verilerimiz agmatinin gida takviyesi olarak kullanimin epilepsi bakimindan bir

risk olusturmayabilecegine isaret etmektedir.

Agmatin ile spermidin ve spermin arasindaki farkli etkilerin mekanizmasinin
anlasilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalar yapilmasi ve bu ¢alismalarda 6zellikle glutamaterjik

ve nitrerjik sistemlere odaklanilmasi yerinde olacaktir.
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