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OZET

PTZ ile Indiiklenen Konvulsif Nobetlerde Adenozin-Sitokin Iliskisi

Amag; Adenozinerjik sistem, sitokinler ve oksidan-anti oksidan mekanizmalar epilepsi
gibi pekgok noérolojik hastaligin patogenezine karigsmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci PTZ ile
olusturulan nobet aktivitesi lizerine kafein ve adenozinin etkisini aragtirmak ve bu etkiyle
iligkili olabilecek sitokin duizeyleri ve oksidatif parametreleri incelemektir.

Yontem; Wistar albino irki erkek ratlarda 60 mg/kg PTZ ile jeneralize tonik klonik
nobetler olusturuldu. Kafein ve adenozin kullanilarak nébet aktivitesi modiile edildi. N6bet
aktivitesinden sonra TNF-a, IL-1p, IL-6 seviyeleri beyin dokusunda, MDA, GSH ve NO
seviyeleri beyin dokusu ve periferik kanda belirlendi.

Bulgular; PTZ injeksiyonu ile konvulsif nébetler olusturuldu. Adenozinin, PTZ ile
olusturulan nébetlerde ndbet baslangicini anlamli olarak geciktirdigi (p<0,05), nébet siresi
Uzerine ise anlamli bir sonug vermedigi gozlemlendi. Sitokinlere geldigimizdeyse; TNF-a.,
IL-1B ve IL-6 seviyesinde PTZ nobet grubu ve kontrol arasinda bir farklilik
g6zlemlenmedi (p>0,05). PTZ uygulanan konvulsif gruba gére PTZ+Adenozin grubundaki
TNF-a, IL-6 ve IL-1p konsantrasyonlarinda ise anlaml bir azalma gézlemlendi (p<0,05) .
PTZ ile uyarilan nébetlerde kafein ve adenozinin kullanilmasi kortekste MDA seviyesinde
azalmaya neden oldu (p<0,05). Diger parametrelerde ise degisiklik olusmadigi
g6zlemlendi.

Sonug; Calismamiza gore; PTZ ile olusturulan konvulsif nébetlerde adenozin uygulamasi
konvulsiyonlarin artirdigi sitokin diizeyini anlamli derecede azalmistir. Ayrica nobet
baslamasini da geciktirerek hem anti-epileptik hemde anti inflamatuar etkiye sahip oldugu
gosterilmektedir. IL-1beta, TNF-alfa, IL-6’nin baskilanmasinin nobet latansini
uzatabilecegi bulgusu, inflamatuar molekiillerin nébet patogenezinde etkili olabilecegini

disiindiirmektedir.

Anahtar sozcikler: Adenozin, Kafein, Pentilentetrazol, sitokinler ve GSH, MDA, NO



ABSTRACT

Adenosine- Cytokine Relationship in Convulsive Seizures induced with PTZ

Obijective; Adenosinergic system, cytokines and oxidant-antioxidant mechanisms are
thought to be involve in the pathogenesis of many neurological diseases such as epilepsy.
The aim of this study is to investigate the effect of adenosine and caffein on seizure
activity induced by PTZ, and analyse cytokine levels and oxidant parameters that might be
associated with this effect.

Method; Generalized tonic-clonic seizures were induced with 60 mg/kg PTZ in male
Wistar Albino rats. The effect of adenosine and caffeine on seizure activity were
investigated. TNF-a, IL-1p, IL-6 levels in brain tissue and MDA, GSH, NO levels both in
brain tissue and peripheral blood have been determined after seizure activity.

Results; Convulsive seizures were generated with PTZ injection. It is observed that
adenosine significantly delayed seizure onset (p<0,05) but not seizure duration in PTZ
induced seizure group. When comes to cytokines; TNF-a, IL-1f and IL-6 levels didn’t
showed significantly differences between PTZ seizure group and control group (p>0,05).
In PTZ+Adenosine group a significant reduction in TNF-a, IL-1 and IL-6 concentrations
were observed compare to PTZ induced seizure group (p <0.05). Adenosine and caffeine
caused a decline in MDA level in PTZ induced seizure group (p<0,05). There hasn’t been
found any changes in other oxidant-antioxidant parameters.

Conclusions; According to our result; adenosine treatment in PTZ induced seizure group
significantly decreased cytokine levels that has been increased by convulsions.
Furthermore, it has been shown that adenosine has both anti-inflammatory effect and anti-
epileptic effect. These findings demonstrate that supression of TNF-alpha, IL-1beta, IL-6
may be cause prolonged seizures latency; so inflammatuary molecules may be effective on

seizures pathogenesis.

Keywords: Adenosine, caffeine, pentylenetetrazole, cytokines and GSH, MDA, NO
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1. GIRisS

1.1.EPILEPSI
1.1.1. Epilepsinin Tanim

Epilepsi merkezi sinir sisteminde, kortikal veya subkortikal alanlarda bulunan néron
gruplarinin ani, anormal ve hipersenkron desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikan ve genellikle
tekrarlayan ndbet periyotlari ile karakterize edilen klinik bir tablodur (Ciger 2002). NObet
ise beyinde anormal, istemsiz ve ritmik noronal desarjlar sonucunda olusan ve simirli bir
zaman icinde davranis, duygu, biling, hareket veya algilama fonksiyonlarinda bozukluga
sebep olan paroksismal olaylardir (Wiebe ve ark. 2009). MSS’deki inhibitor transmisyonun
bozulmasi, asir1 eksitatdor transmisyon ya da ikisinin kombinasyonuyla olusan
anormallikler nbet hassasiyetinin olusmasina neden olur. Onceki ¢alismalar primer olarak
GABAerjik ve glutamaterjik sistemler zerine odaklanmislardir (Gouder ve dig 2004).
Insan ve hayvan deneylerinde noronal inhibisyonu bloklayan ya da néronal eksitasyona
neden olan ajanlar kullanilarak jeneralize konvulsiyonlar goézlemlenmistir. Ancak
konvulsif ndbetlerin bu iki sistemin birlikte mi yoksa ayr1 ayr1 bozulmasindan dolay1 mi1
oldugu a¢ik degildir (Willoughby ve dig. 1999). Inhibitdr nérotransmitter reseptorlerindeki
anormallikler inhibisyonun bozulmasina yol agmakta ve eksitator ndronal aktivitenin
artmasina izin vermektedir. Ayrica endojen GABA tarafindan Gamma aminobdtirik asid-A
(GAEA,) reseptor aktivasyonunun memeli noronlarinda daima ndronal inhibisyonla
sonuc¢landigi belirtilmistir (Willoughby ve dig. 1999).

Suanda diinya g¢apinda yaklasik 50 milyon insan tedavi gerektiren aktif epilepsiye
sahiptir. Antiepileptik ilaglarin (AEI) sayis1 ve cesidi artmasina ragmen epilepsili

hastalarin %30’dan daha fazlasi tibbi olarak ilaglara kars1 direnclidir (Souza ve dig. 2013).

1.1.2. Epilepsinin Simflandirilmasi

Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Komisyonu (ILAE)’nun uzun yillar siiren ¢aligmalar1
sonucunda hazirlanan 1981°de Epileptik Nobetlerin Klinik ve Elektrografik Siniflamasi ve
1989°da Epilepsiler ve Epileptik Sendromlarin Siniflamasi, tim diinyada kabul goérerek
standart hale getirilmistir (Cizelge 1.1). Epilepsi siniflandirilirken; baslangic yasi, ndbete
eslik eden Ozellikler, hastalik nedeni, ndbet tipi, etiyolojisi, ndbeti uyaran etkenler,
uygulanilan tedavi bi¢imi, lokalizasyonu gibi nitelikler dikkate alinarak yapilmaya

calisilmistir.



Cizelge 1.1. Epileptik nobetlerin klinik ve elektroensefalografik siniflandirmasi, (ILAE

1981)

EPIiLEPTIK NOBETLER

Parsiyel (fokal, lokal) nébetler

Jeneralize nobetler
(konvulzif-konvilzif

olmayan)

Smiflandirilamayan epileptik

nobetler

a)Basit parsiyel nébetler

-Motor semptomlu
-Somatosensoryel veya 6zel duysal
semptomlu

-Otonomik semptomlu

-Psisik semptomlu

b)Kompleks parsiyel nébetler

(bilin¢ bozuklugu ile giden)
-Basit parsiyel baslangici izleyen
biling bozuklugu

Basit parsiyel baglangici izleyen
biling bozuklugu

Otomatizmlerle giden
-Biling durumunun baglangi¢tan
itibaren bozulmasi

Sadece biling bozuklugu ile giden

Otomatizmlerle giden

c)Sekonder jeneralize nébete
doniisen parsiyel nobetler
-Basit parsiyel ndbetin jeneralize
nébete doniismesi

-Kompleks parsiyel ndbetin
jeneralize nobete doniismesi
-Basit parsiyel ndbetin kompleks
parsiyel nobete doniismesi ve
ardindan jeneralize nobete
doniismesi

-Absans nobetleri
Tipik Absans nébetleri
Atipik absans
-Miyoklonik ndbetler
-Klonik nébetler
-Tonik nébetler
-Tonik-klonik nébetler
-Atonik nobetler (astatik) (ani
diisme ndbetleri)

Yeterli bilgi olmayis1 nedeni ile
yukaridaki kategorilere dahil
edilemeyen nobetlerdir. Cigneme,
ritmik g6z hareketleri gibi baz1
yenidogan donemi ndbetleri
bunlardandir.

-Parsiyel : kismi, biitiiniin bir
bolum

-Somato : viicut; sensoryel

-Otonomik: istem dis1 hareketlerle
iligkili 6rnegin kalp hizi, terleme
gibi

-Psisik: hem akli hem de beyni
etkileyen

-Otomatizm; kisinin kontrolu
altinda olmayan yar1 amagli
hareketler. Ornegin yalanma,
yutkunma hareketleri, elbiseleri
¢ekistirme ve sarhos gibi yiiriime
seklinde hareketler.

- Sekonder jeneralize; sinirli bir
bolgeden baslayip yaygin hale
doniisen (genelde tonik-klonik
ndbet olugur)

ILAE’ya gore kabul edilen siniflandirma epilepsi ve epileptik sendromlari; ndbet tipi,
etyolojisi, n6beti uyaran faktorler, baslangig¢ yasi, tedavi segimi gibi faktorleri kapsayacak
sekilde siniflandirmistir (Dreifuss 1981). Klinik bilgiler ve EEG verilerine gore epileptik
nobetler basitce; parsiyel (ndbet olusumu korteksin sinirli bir alanindan kaynaklanir),
jeneralize (ndbet olusumundan itibaren senkronize sekilde her iki hemisfere yayilan
ndbetlerdir) ve smiflandirilamayan nobetler olarak tice ayrilmistir (Altay ve Bilir 1999).
Ayrica epilepsi, beyinde tespit edilen bir hasar ya da risk faktorii olmadan ortaya g¢ikarsa

primer epilepsi; norolojik, sistemik, metabolik, toksik ve ya travmatik nedenlerle ortaya



cikarsa sekonder epilepsi olarak tanimlanmaktadir (Forsgren ve dig. 2005). Parsiyel
nobetin tiim kortekse yayilmasiyla sekonder epilepsiler olusur.
1.1.3. Epilepsi yadaEpileptik Nobet Modelleri

Epilepsi ¢aligmalar1 i¢in ulagabilecegimiz bir¢ok c¢esit hayvan modeli mevcuttur ve bu
modeller epileptogenezin altinda yatan temel mekanizmalarin anlagilmasina, yeni
antiepileptik ilaglarin gelistirilmesine katkida bulunurlar. Nobet ve epilepsi i¢in hayvan
modelleri insan epilepsisiyle iligkili fizyolojik ve davranigsal degisiklikleri anlamamizda
temel bir role sahiptir (Sarkisian 2001). Asagidaki tabloda kismi (parsial) ve jeneralize

epilepsi modelleri verilmistir.



Cizelge 1.2. Parsial ve jeneralize(tonik, tonik-klonik, absans modeller) epilepsi modelleri
(Sarkisian 2001).

PARSIAL JENERALIZE
(tonik, tonik-klonik, absans modeller)
1)Basit parsial 2)Kompleks Parsial 1)Maksimum elektrosok (MES)
a)Fokal ya da topikal a)Tetanos toksini 2) Kimyasal konvulsanlar
olarak inhibitér aminoasit Glutamat agonistleri GABA antagositleri
blokerlerinin (max. dozlarda) (max. dozlarda)
uygulanmasiyla; -Domoik asit
Penisilin “Kaihat :E;ll;%otoksin
Bikukulin -NMDA . .
Pikrotoksin -Bikukulin
Striknin
dekarboksilaz (GAD) _Flurotil
inhibitorleri -Risinin
-Thiosemikarbazid -4-Deoksipridoksin
-3Merkaptoproprionik ~Teofilin,Striknin vb.
asit
-Alilglisin
b)Metallerin kortikal b)Kainik asidin 3)Genetik modeller
implantasyonuyla sistemik ya da
- A : k -Fareler
Aluminyum (alumina jel) intrahipokampal
Kobalt injeksiyonu -Ratlar
gmﬁ GEPRs
NODA
c)akut ya da fokal c)Sistemik domoik Flathead (fh/fh)
elektriksel uyariyla asit -Diger hayvan modelleri

Drosophila mutantlar
Monogolian gerbil

d)Eksitator ajanlarin fokal | d)Pilokarpin ya da

ya da topikal somanin sistemik Epileptik kopekler
uygulanmasiyla kullanilmasi
-Glutamat agonistleri - Absans modeller
Kainat, domoik asid, Thalamic stimulation
NMDA Sistemik diigiik dozPTZ
-Asetilkolin agonistleri Kedilerde sistemik penisilin injeksiyonu
Pilokarpin(6lithium),soman Intraserebroventrikular opiatlar
- — CO2 withdrawal ndbetler
e)GABA gericekme e)Kindling
S S - Genetik modeller
f) Kriyojenik hasar f)Partial n6bet Strasbourg ‘dan Absans ratlar (GAERS)
gosteren genetik WAG/Rij rats
modeller Spontan epileptik rat (SER)
Otx 2/2 fare Stargazer fare
Transgenik “jerky” Tottering fare
fareler Lethargic fare
Ihara mutant rat Yavas-dalga epilepsili fareler
Diger mutant fareler Mocha fare

Ducky fare

1.1.4. Jeneralize Tonik-Klonik Nobetler
Jeneralize tonik-klonik nobetler (JTKN) eskiden beri bilinen ve en korkulan epilepsi

formudur. Tiim JTKN’in ortak 6zellikleri su sekildedir;
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Biling kaybi1 olmasi, motor hareketlerin ardisik bir sirayla yaygin tonik kas
kontraksiyonunu izleyerek klonik kasilmalara déniismesi, klinik ve EEG bulgularinin
simetrik olmasi (jeneralize terimi buradan gelir), ndbet sonrasi donemde serebral
metabolizma ve davranislarda baskilanma olusmasidir.

JTKN’ler; bilateral, simetrik, klinik ve elektrografik belirtileri lokal baslayan bir nobet
aktivitesinin sekonder jeneralizasyonuna baglh gelisebilecegi gibi diger jeneralize tipte
nobetleri takibende gelisebilir (miyoklonik ya da absans nobetler gibi) ya da baglangigtan
itibaren jeneralize olabilir (primer jeneralize). Ataklarin jeneralize diye adlandirilmasinin
nedeni elektroensefalografi (EEG) kullanilan ¢aligmalarda genellestirilmis bir elektriksel
bozukluk, karmasa goézlemlendigi igindir. Elektriksel bozukluk tiim beyin {izerinde es
zamanl olarak agik bir sekilde tim EEG’lerde olugsmaktadir (Delgado-Escueta ve dig.
1986). Bu elektriksel bozukluk dnce beynin kii¢tk bir kisminda daha sonra dakikalar ya da
saniyeler iginde daha genis alanda gozlenmektedir. Hayvan c¢alismalarinda jeneralize
konvulsif epilepsilerin bir noronal baglantidan daha fazlasinin etkinligiyle dogan ve
konvulsiyonun birkag tipiyle olusan epilepsi cesidi oldugu belirtilmistir. Ozellikle korteks
ve beyin sapmin konvulsiyona sebep olan ¢esitli yollarla iliskili olabilecegi ve hatta
bagimsiz hareket edebilecekleri sOylenmektedir. Farmakolojik ajanlar néronal
eksitabilitede spesifik degisiklikler iiretebilir ve bdylece insandaki olas1 norofizyolojik

bozukluklarin modeli saglanabilir (Willoughby ve dig. 1999).

1.1.5. Pentilentetrazolile Jeneralize Tonik-Klonik Nobet

Konvulsif nébetler, klonik aktivitenin akabinde olusan tonik arka ayaklarin ekstansiyon
ve fleksiyonu ile karakterize edilen nébetlerdir (Sarkisian 2001). PTZ (pentilentetrazol) ile
uyarilan konvulsif noébetler hem nobet hassasiyetinin Olgiilmesinde hemde yeni
antiepileptik ilaglarin gosterilmesinde etkili ve hizli bir modeldir. Olusturulan bu modeller
nobetlerle gelen uzun dénem davranis bozuklugu, anormal sinaptik ve néronal baglantilar
gibi nobet olusumunun altinda yatan temel mekanizmay1 kesfetmek i¢in kullanilmaktadir
(Sarkisian2001).

Pentilentetrazol 60 yildan daha fazla stredir yeni antiepileptik ilaglarin aragtirilmasi ve
epileptogenik mekanizmalarin anlagilmasi igin genis ¢apta kullanilan konvulsan ajandir
(Loscher 2011). Doza ya da verilis tarzina bagh olarak farkli epilepsi modeli olugmasina
neden olur. Diisiik dozda uzun siire uygulanan PTZ absans benzeri non-konvulsif ndbet
olusumu igin kullanilirken (Abdallah 2010) , ylksek dozda akut kullanilan PTZ sican ya da

farelerde tonik-klonik konvulsyonlar Gretir (Abdallah 2010). 5454, antagonisti olarak
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hareket etmektedir ve ayni zamanda voltaj bagimli mekanizmalar yoluyla hiicre
membraninin potasyuma olan gegirgenliginide degistirmektedir. Calismalarda PTZ’nin
merkezi GABAerjik fonksiyonu azalttigi gosterilmistir. GABAerjik sistemin
inhibisyonunun konvulsif nébet olusumunda siireyi ve devamlilig1 artirdig1 belirtilmistir

(Corda ve dig. 1992).

1.1.6. Epileptogenez

Epileptogenez ndronal aktivitenin kontrol disina ¢ikmasi ile ortaya ¢ikan ve normal bir
beynin epileptik olmasina kadar gecen surectir. Bu surecte genetik, yas, beynin fonksiyonel
plastisitesi ve inherent yapilar gibi diizenleyici faktorler kronik ya da direngli epilepsi
siirecini belirlemeye yardimci olurlar (Giblin ve Blumenfeld 2010). Epileptogenezde
olusan baslangi¢ hasarindan sonra néronal yolaklar tekrarlayan spontan epileptik nébetleri
olusturur ve bu ndbetlerin daha sik meydana gelmesiyle kronik epilepsi olusur (Rakhade ve

Jensen 2009). Giblin ve Blumenfeld bu durumu asagidaki gibi sematize etmistir.

Genetik T
-
.
Yapisal/ . Kronik
0 i Klinik . oni
Bagslatic Onemli Fonksiyonel 2 X ilepsi
olaylar -\ iiatirler ' — Degisiklikler Nobetler =  Epilepsi
. -
o E n
Il:
Yas
Direncli
Epilepsi ?
Norodavramssal Degisiklikler,
Bilin¢ Bozuklugu?
= S

[ Latent Periyod

Cizim 1.1. Epileptogenezin Semast (Giblin ve Blumenfeld 2010).

Uyarilma-inhibisyon dengesini degistiren herhangi bir degisiklik potansiyel bir
epileptogenik mekanizma olarak tanimlanir. Noronal uyarilmanin asir1 diizeylere ¢ikmasi

sonucu ortaya ¢ikan ndbetlerin tetiklenmesi, senkranizasyonu, yayilmasi ve sonlanmasi



icin gerekli olan sinaptik, sinaps dis1 ve hicre i¢i mekanizmalarin birbiriyle iliskili oldugu
bilinmektedir. Epileptogenez olusumu altinda yatan mekanizmalar tam olarak
bilinmemekle birlikte bu konuda sinaps dis1 olaylar, hiicre kaybi, degismis reseptor yapimi,
hiicresel dizeyde anatomik degisiklikler, presinaptik sonlanmadaki asir1 uyarilma ve hatali
sinaptogenez gibi bircok mekanizma sorumlu olabilir. Epileptogenez olusumuyla ilgili

molekiiler mekanizmalar arasinda voltaj bagimli Mz kanallarinin aktivasyonu, GABA

sentez veya yikimindaki degisiklikler, hiicresel GABA aliminin inhibisyonu, basta ZAEA,
reseptOrii olmak {izere gesitli uyarici aminoasit reseptorlerinin modiilasyonu ve adenozin
metabolizmasindaki diizenlenme ile ortaya ¢ikan degisikliklerde yer alir. Sonug olarak,
beyin dokusunda ndbet aktivitesinin sirdirilmesi veya inhibisyonunda voltaj bagiml
sodyum kanallarinin, GABA ve glutamat sistemlerinin ve adenozin yapiminin 6nemli rol
oldugu énerilmistir (Bora I ve dig. 2008).

Bazi arastirmacilar jeneralize epilepsilerde, beyin sapinin retikiler formasyonunda orta
hat talamus niikleuslar1 iizerinden yaygin bir girdinin asir1 uyarilmis kortekse tasinmasi
iizerinde durulmaktadir. Baz1 arastirmacilar ise tetikleyici bolgenin korteks oldugu ve
talamusa yayildigini savunmaktadir. Ayrica dinlenim membran potansiyelinin bozulmasina
neden olan primer bir néronal membran defekti Uzerinde durulmakta ve buna neden olan
mekanizmalar arasinda potasyum iletimindeki bozukluk, wvoltaj duyarli kalsiyum
kanallarinda defekt ve ya ATPaz’a bagli iyon transportunda bozukluklar yer almaktadir.
GABAerjik inhibitoér sistemlerindeki defekt ve eksitatdr nérotransmisyonda rol alan
reseptorlerin diizenlenmesi ile iliskili olas1 defektler iizerinde de durulmaktadir (Tilek

2014).

1.2. Adenozinve Yapisi

Adenozin bir¢ok fizyolojik prosesleri oOzellikle kalp ve beyin gibi uyarilabilir
dokulardaki prosesleri diizenleyen ‘piirinerjik mesajc1’ dir. Adenozin ya uyarilabilir
dokularin aktivitesini azaltir (Or; kalp hizinin yavaslamasi) ya da metabolik maddelerin
dagitimimi artinir (vazodilatasyonu uyararak) ve bdylece enerji kaynagi ile enerji
harcanmasinin orani arasinda bir esitlik olusturulur (Dunwiddie ve Masino 2001). Bunun
yani sira adenozin interseliiler haberci olarak cesitli roller oynar. Bu durum o6zellikle
yuksek konsantrasyonlar da adenozin reseptdrlerinin eksprese oldugu beyinde; hem normal
hemde patofizyolojik proseslerde gosterilmistir. Ornegin uykunun diizenlenmesi, uyarilma,

nérokoruma ve epilepsi gibi (Dunwiddie ve Masino 2001).



Adenozin reseptorlerinin sinifindaki temel agonist oldugu i¢in bu ismi almaktadir.
Adenozin ¢ok yiikksek miktarda verildigi zaman intraseliiller niikleotid havuzunu

etkileyebilir hatta metabolize olabilen enerji kaynag1 saglayabilir.

NH
N Ny
o’
HO < | _
o_ N N
OH OH

Cizim 1.2.1. Adenozinin molekiiler yapisi

Ekstraselliler adenozin seviyesini diizenleyen mekanizmalar bulunmaktadir. Normalde
adenozin intraseliiler ve ekstraseliiler olarak siirekli olusturulur. intraseliiler iiretimi ya
defosforile AMP olan 5’niikleosit ya da S-adenozil-homosisteinin hidrolizi tarafindan
uretilir. Intraseliiler olarak uretilen adenozin kolaylastirilms difiizyonla ekstraseliiler alana
tasinir. Ekstraseliiler alanda adenozin miktar1 yiikseldiginde ise transporterlar araciligiyla
hiicre i¢ine tasinir (Fredholm ve dig. 2001). Yani ekstraseliiler ve intraseliiler alandaki

adenozin icin bir denge vardir.

1.2.1. Adenozin Reseptorleri

Adenozin reseptorleri (AR) ¢ok yogun caligilmistir ve insanoglu dahil olmak iizere
cesitli trlerde dort farkli reseptor alt tipi: ALAR, A2aAR, A2bAR ve A3AR klonlanmustir.
Reseptorlerin tiim alt tipleri viicut boyunca yayilmistir. AR agonist ve antagonistlerinin
potansiyel terapotik yarara sahip olduklari bilinmektedir (Olah ve Stiles 1995). Adenozin
reseptorlerinin tima G-proteinine kenetli reseptorlerdir ve gesitli tasima mekanizmalariyla
iliskilidirler. G proteinleri (guanin niikleotid-baglayici proteinler) hiicrenin disindan gelen
sinyalleri hiicre icine ileten ve hiicre i¢inde degisiklikler olusturan bir protein ailesidir. G
proteinleri heterotrimerik G proteinleri ve ufak G proteinleri seklinde iki aileye ayrilmistir.
Daha sonra alfa (a), beta (B) ve gama (y) alt iinitelerine, ek olarak da -y komleksi
iiniteleri belirtilmistir. Adenozin reseptorleri heterotrimerik G proteinleri (Gsa (G
stimulan), Gia (G inhibitor) gibi) ile kenetlenmistirler. G proteinlerinin aktivasyonu

sonrasi, enzimler ve iyon kanallar1 etkilenir.



G-proteinleri reseptdrden aldiklar1 sinyalleri kenetli olduklar1 efektdr proteinlere
aktarirlar. Gs CAMP-bagimli-yolu ATP’den cAMP iiretimini arttirarak etkinlestirir ve
boylece hiicre ici CAMP sentezi artmis olur. Bu dogrudan zarla iligkili olan adenilat
siklaz enziminin uyarilmasiyla olur. cAMP bir ikinci ulak gibi etki ederek protein kinaz A
(PKA)’y1 uyarir. PKA daha sonra diger yollar1 etkinlestirir. Gi ATP'den cAMP Uretimini
inhibe ederek hiicre i¢i CAMP miktarinin azalmasina neden olur (Kukkonen ve dig. 2001).

A2ave A2b reseptorleri G proteinlerinin Gs’i Gyeleriyle, Al ve A3 reseptorleri ise Gi/o
protein ailesi iiyeleriyle iliskilidir (Fredholm ve dig. 2001). Ayni zamanda bir adenozin
reseptorll birden fazla G protein ile kenetlenebilir genelde bu durum transfeksiyondan
sonra yaygin olarak goriilmektedir. HEK 293 hiicreleri, insan HMC-1 mast hiicreleri ve
kopek BR mast hiicrelerinin endojen A2b reseptorleri Gs ve Gq ile ikili bir sekilde
kenetlenmis haldedir (Auchampach ve dig.1997, Linden ve dig. 1999).

Cizelge 1.2.1. Adenozin reseptorlerinin agonist ve antagonistleri ile dokulardaki
fonksiyonlar1 belirtilmistir ( Fredholm ve dig. 2001, Dunwiddie ve Masino 2001).

Reseptor Al A2a A2b A3
Selektif CPA, CCPA,CHA | CGS 21680, HENECA, | Yok Cl-IB-MECA
agonistleri CV-1808, CV-1674,
ATL146e
Selektif DPCPX, Selektif; SCH 58261 MRS1754, MRS1220,
antagonistleri | 8-cyclopentyl- Orta selektif; ZM241385, | enprofilin MRE3008-
theofilin (CPT), | KF17387,CSC F20,
WRCO0571 MRS 1191
MRS 1523
Dokudaki Bradikardi, lipoliz | Bazal gangliyonlarda | Damar ve Mast
fonksiyonlar1 | inhibisyonu, sensorimotor bagirsak  diz hticrelerinden
glomertiler entegrasyonun kaslarin salinan
filtrasyon azalir, | dizenlenmesi, gevsemesi, mediatorlerin
tubero-glomeruler Trombosit Monosit ve artmasi(bazi
geribildirim, agregasyonunun ve | makrofaj turlerde),
antinosisepsiyon, polimorfonukleer fonksiyonu onkosullanma(
sempatik ve | lokositlerin inhibisyonu, | inhibisyonu, bazi tiirlerde)
parasempatik Vazodilatasyon, Mast  hicresi
aktivitenin Iskemik hasara karsi | mediator
azaltilmasi, koruma, duyusal sinir | saliniminin
presinaptik aktivitesinin uyarilmasi uyarilmasi(bazi
inhibisyon, néronal turlerde)
hiperpolarizasyon
Beyindeki Sinaptik tasinimu | Transmitter  salimmini | Beyin kesitlerinde | Eslesmemis
fizyolojik inhibe etmek kolaylagtirmak cAMP’deki artig | Al, mGlu
islevi Noronlar1 Transmitter ~ salinimini | £g*Zkanal reseptorleri
hiperpolarize etmek inhibe etmek fonksiyonunun
dizenlenmesi(?)




Al reseptdru beyinde en bol bulunan adenozin reseptoridar. Al reseptérleri adenilat

siklazin inhibisyonuna aracilik ederler ve potasyum [{7) kanallarinin birkag tipinin

aktivasyonunu (muhtemelen B ve y-alt birimleri yoluyla) (Trussell ve Jackson 1985, Klotz

ve dig.2000) ve N-, P-, ve Q-tipi £a™ kanallarinin inaktivasyonunu (MacDonald ve dig.

1986, Klotz ve dig.2000) saglayarak noronal aktiviteyi inhibe etmektedir. Bunlar A3
reseptorleri i¢inde gegerlidir (Klotz ve dig.2000). A2a reseptorii beyinin sadece birkag
bolgesinde yiiksek seviyede eksprese edilir ve primer olarak adenil siklazin aktivasyonuyla
baglantilidir. Lokomotor aktivitenin uyarilmasinda A2a etkisi primer olsa da (Ongini 1997,
El Yacoubi ve dig. 2000), hem Al hem de A2a reseptér antagonismi, en azindan
rodentlerde, adenozin reseptdr antagonistlerinin uyarici etkilerinden sorumludur (Marston
ve dig. 1998) . A2b reseptorleri adenil siklazi aktive ederler. Beyinde bol bulunduklar
distiniilmektedir fakat A2b’ye spesifik agonist ve antagonistin azligindan dolay1 spesifik
fizyolojik ve davranissal cevaplarda bu reseptdre baglanmak zordur. Onceleri diger
reseptorlerle karsilastirildiginda A2b’nin adenozine diisiik afinitesinden dolayi, siklikla
A2a reseptoriiniin diisiik afiniteli bir versiyonu olarak diisiiniiliirdii ve daha az fizyolojik
oneme sahipti. Son calismalarda A2a reseptoriinden farkli rollere sahip oldugu goriilmiistiir
ve tekrardan ilizerine yogunlasilmistir. A2b reseptorlerinin mast hiicre aktivasyonu ve
astim, vazodilatasyon, hiicre biiylimesin diizenlenmesi, intestinal fonksiyon ve
norosekresyonun diizenlenmesinde rol oynadigi belirtilmistir (Feoktistov ve Biaggioni
1997). A3 reseptorleri ise insan viicudunda ¢ogu dokuda yiiksek afiniteli olmasina karsin
diisiik yogunlukta bulunmaktadirlar (Ribeiro ve dig. 2002). insanda A3R serebellum,
hipokampiis ve orta beynin diger bolgelerinde diisiik diizeyde ekspresyona sahiptir
(Fredholm ve dig. 2001). Genel olarak reseptorlerin mMRNA ekspresyonlarina gore dagilimi

tabloda gosterilmistir.
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Cizelge 1.2.2. Adenozin reseptorlerinin dagiliminin 6zetidir (Fredholm ve dig. 2001)

A1 Reseptori Aon Reseptori Azp Reseptori Az Reseptori
Yuksek ekspresyon Yuksek ekspresyon Yiksek ekspresyon Yuksek ekspresyon
Beyin (korteks, | Dalak, timus, l6kosit (lenfositler | Cekum, kolon, | Testis (si¢an), mast
serebellum, ve granulositler her ikisi de), | mesane hiicreleri (sigan)

hipokamps), spinal
kordun dorsal
boynuzu, g6z, adrenal
bez, atrium

kan plateletleri. Striatopallidal
GABAerjik néronlar (Kaudat-
putamen, nikleus akumbens,
tiberkulim  olfaktoriumdaki),
olfaktor bulb

Orta seviyede Orta seviyede Orta seviyede Orta seviyede

Diger beyin Kalp, akciger, kan damarlari Akciger, kan Beyincik (insan?),

bolgeleri.  iskelet damarlari, goz, Hipokampts

kast, karaciger, median eminence, (insan?), Akciger,

bobrek, yag mast hiicreleri dalak (koyun),

dokusu, tlkuruk epifiz

bezleri, yemek

borusu, kolon,

antrum, testis

Diisiik seviyede Diisiik seviyede Diisiik seviyede Disiik seviyede

Akciger(fakat Diger beyin bolgeleri Adipoz doku, Tiroid,  beyinin

bronglarda daha adrenal bez, gogu kismi,

yuksek), beyin,  bdbrek, adrenal bez, dalak

pankreas karaciger, (insan), karaciger,
yumurtalik, bdbrek, kalp,
hipofiz bezi bagirsak,  testis

(insan)

Ayrica gesitli beyin bolgelerinde ki adenozin reseptor dagilimi asagidaki gibi sematize

edilmistir.

Neokorteks | Hipokampus | | Talamus |

| Olfaktér bulbus ‘

N

Amigdala

Striatopallidal

GABAerjik noronlar
(kaudat-putamen,
niikleus akumbens,
tuberkulum olfaktorium)

Nigra

Substansia

Serebellum

Niikleus
Traktus
Solitarius

Cizim 1.2.2. MSS’nin belirli

Spinal kort
(dorsal boynuz)

bolgelerinde adenozin reseptorlerinin  dagilimim

gostermektedir. Ekspresyonu yiiksek seviyede olanlar biiyiik harflerle gosterilmistir
(Ribeiro ve dig. 2002)
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Adenozinin klasik tarzda ©a™’ye baglh salmmi ya da vezikiilde depolandigiyla ilgili
bilgi ve sinapslarda adenozinin primer transmitter olduguna dair kanit yoktur (Dunwiddie
ve Masino 2001). Bununla birlikte, A1 reseptorleri kismen  her klasik nérotransmitterin
saliniminin inhibisyonuyla baglantilidir (glutamat, GABA, asetilkolin, nérepinefrin, 5-
hidroksitriptamin, dopamin ve diger transmitterlerde). En belirgin inhibitor islemi
genellikle uyarici glutamaterjik sistemler tzerinedir (Dunwiddie & Hoffer 1980, Kocsis ve
ark.1984), ki burada sinaptik iletim genellikle adenozin tarafindan tamamen bloke
edilebilir. Inhibitdr sistemlerin (6rn GABA) inhibitér modiilasyonu daha az siklikla
gozlemlenmistir, boylece hemen hemen tiim beyin boélgelerindeki adenozin reseptor
aktivitesinin net etkisi uyarilabilirligi azaltmaktir. Transmitter saliniminda inhibit6r

modulasyon mekanizmasi kapsamli olarak calisilmis ve sinir sonlarinda Ca*? kanallarmin

G-proteini ile kenetlenerek inhibe oldugu belirtilmistir, ancak bu hala tartisma halindedir.

Adenozin ayn1 zamanda spontan olarak Ca** den bagimsiz bir sekilde nérotransmitterlerin

salinimin1 inhibe edebildiginden dolayr diger mekanizmalarinda bu etkiye katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir (Scanziani ve dig. 1992). Fakat fizyolojik kosullar altinda

primer inhibitér mekanizmas1 Ca®* akisinin inhibisyonuyla ger¢eklesmektedir (Fredholm

ve Dunwiddie 1988, Wu ve Saggau 1997). Adenozin reseptorleri ayn1 zaman da
norotransmitter salimminmi artirabilir (Cunha ve dig. 1994), fakat baskin olan durum
norotransmitter saliniminin inhibisyonudur. A1 reseptorlerinin baska bir major eylemi G-
protein bagiml ice diizeltici Potasyum Kanallar1 (GIRKSs) aktivasyonu yoluyla dinlenim
membran potansiyelinin hiperpolorizasyonuna aracilik etmektir (Dunwiddie ve Masino

2001). Bu kanallar K™ iyonunun hiicre disina degil de hiicre i¢ine akimini  saglayarak

hiperpolarizasyona sebep olur.

1.2.2. Adenozinin Fizyolojideki Roll

Adenozin uykuya tesvik ve uykuyu siirdiirmek, uyarilmanin genel durumunu ayni
zamanda lokal noronal uyarilabiligi diizenlemek gibi normal fizyolojide bircok farklh
rollere sahiptir. Selektif adenozin antagonistleri adenozinin bu rollerini agiga ¢ikarmak igin
kullanilmaktadir.

Adenozin uyku homeostazisi ve uykuyla iliskili biling performansinda anahtar role
sahiptir (Benington ve dig. 1995, Boison ve Aronica 2015). Basal 6nbeyin aracili
mekanizmalar yoluyla A1R agonisti uykuyu uyarirken antagonisti uykuyu baskilamaktadir

(Boison ve Aronica 2015). Benzer sekilde, A2AR agonistinin intraserebroventrikiler
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infiizyonu uykuyu artirirken, A2AR knockout farelerde aymi ilacin etkisinin olmadig:
gosterilmistir (Urade ve dig. 2003). Adenozinin uykuda rol oynadigiyla ilgili bazi
calismalarda; kedilerin bazal 6n beyninde mikrodiyaliz kullanilarak endojen adenozinin
direk Ol¢limii yapilmis ve uzun siireli uyaniklik boyunca adenozin seviyesinin arttigi,
ardindan uyumasina miisaade edildiginde ise uyku ile adenozin seviyesinin azaldigi
gosterilmistir (Porkka-Heiskanen ve dig. 1997, Porkka-Heiskanen 1999). Hipokampiiste
endojen adenozin ve davranig durumu arasindaki benzer bir iligskinin varlig1 gosterilmistir
(Huston ve dig. 1996). Adenozin reseptorlerini kapsayan farmakolojik manipilasyonlarda
adenozin agonistlerinin genelde uykuya tesvik ederken (Portas ve dig.1997),
antagonistlerinde uykuyu azalttig1 gosterilmistir (Lin ve dig. 1997).

Adenozin serebral kan akisinin otoregiilasyonunda rol alir. Adenozin antagonistleri
vazokonstriiksiyona neden olurken endojen adenozin bunu geri ¢evirerek vazodilatasyon
saglar. Buna gore herhangi bir uyar1 néronlardan ya da gliadan ek adenozin salinimini
saglayarak vazodilatasyonu uyaracaktir. Iskemi gibi durumlar boyunca adenozin
salinimindaki artig serebral kan akisini artirir ve iskeminin etkisini diizeltebilir (Dunwiddie
ve Masino2001).

Adenozin her ne kadar klasik bir nérotransmitter olarak goriinmese de retrograd bir
sinaptik haberci olarak islev yaptigina dair bazi ¢aligmalar vardir. Eger tek bir nérona patch
pipetle adenozin yiiklenirse, hiicreden disartya akan adenozinin bulundugu hiicrenin
sinaptik girdilerini 6nemli bir sekilde inhibe etmeye yeterken, hiicrenin komsu hiicrelerle
sinaptikiletisimini etkilemedigi gosterilmistir (Brundege ve Dunwiddie 1996).

1.2.3. Adenozinin Patofizyolojideki Rolu

Patolojik bir uyari ile adenozinin beyindeki ekstraseluler konsantrasyonu 6nemli sekilde
artar ve bu artig nérokoruyucu etki gostermektedir. Ayn1 zamanda akut protektif etkilerede
sahiptir, adenozin reseptorlerinin gegici aktivasyonu hipoksi ve iskemik olaylardan sonra
uyarilan zarara karsi koruma saglar. Bu durum 6n kosullanmadir ve hem beyinde hem de
uyarilabilir dokularda olusur (Miura ve Tsuchida 1999). Adenozinin nérokoruyucu etkisi
primer olarak Al reseptor aktivasyonuyla gerceklesir ve en az {i¢ hiicresel mekanizmay1
kapsar. Bu mekanizmalar da adenozinin islevi; gii¢lii bir sekilde transmitter salinimini
ozellikle glutamat salinimini inhibe etmek, ndronlarin hiperpolarizasyonu saglamak ve
direk bir sekilde kalsiyum kanallarimin belirli ¢esitlerinin inhibe edilmesine katkida

bulunmaktir. Tiim bu islemler eksitotoksik zararda anahtar rolii oldugu diisiiniilen £a™

-

girisini sinirlayarak ve metabolik talebi azaltarak (bu olay hiicrenin disina fav
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pompalamak ic¢in gerekli olan ATP depolarim1 korumaya yardim eder) eksitotoksisiteyi
azaltabilmektedir. Koruyucu etkiye adenozine afinitesi olan diger reseptdrlerde (A3)
katkida bulunabilmektedir (Dunwiddie ve Masino 2001).

A2a reseptoril ise iskemik doku zararina katkida bulunmaktadir. A2a reseptorii eksik
farelerde yapilan bir c¢alismada fokal iskemiden sonra beyin hasarinda azalma
gosterilmistir (Chen ve dig. 1999). A2a reseptorlerinin agrinin diizenlenmesinde, platelet
agregasyonunun inhibisyonunda ve kan basincinin diizenlenmesinde rolii oldugu
gosterilmistir (Ledent ve dig. 1997). Bunlarin yaninda adenozinin psikozda etkili
olabilecegi belirtilmistir. Presinaptik A1R aktivasyonun azalmasi dopamin artmasini
tetikler (Borycz ve dig. 2007) ve bu durum basal dopamin D2 reseptoriiniin aktivitesinin
artmasina sebep olur buda psikozu tetikler (Seeman ve Kapur 2000) . Ayni1 zamanda bazal
gangliyondaki adenozin, dopamin ve adenozin reseptérleri arasinda olusan kompleksler

boyunca dopaminerjik sinyalleri modiile etmektedir (Fuxe ve dig. 2007).

1.2.4. Kafein
Kafein (1,3,7-trimethylxanthine) piirin alkoloid grubuna ait olan en yaygin ve genis
sekilde kullanilan psikoaktif maddedir. Kahve, ¢ay gibi igeceklerde ve birgok alkolsiiz
icecekte ayni zamanda c¢ikolata iiriinlerinde ve kurutulmus hindistan cevizinde
bulunmaktadir (Butt ve Sultan 2011). Sistemik ismi 1,3,7-Trimethylpurine-2,6-dione ya da
3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-1H-purine-2,6’dir. Kafein genis capta tiiketilen sinir sistemi
uyaranidir (Nehlig ve dig. 1992).

0 ?Hs
CHs I |
N | \”
ol N
|
CHj
CgH1oN4O2
Caffeine

Cizim 1.2.3. Kafeinin kimyasal ve molekiiler yapisi

Yapisal olarak adenozine benzemekte olan endojen bir ndromodiilator olan kafein, Al
ve A2 reseptorlerinin non-selektif antagonisti olmakla beraber iki reseptor lizerinde hemen
hemen esit etkiye sahiptir ve inflamasyonun diizenlenmesi boyunca koruma saglar. Kafein
diger adenozin reseptor blokerlerinden daha etkilidir, ayrica yuksek dozda kullanildiginda

periferal adenozin reseptorlerinide bloke edebilmektedir. Kafein mikroglia Uizerindeki
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adenozin reseptorlerini bloklayarak mikroglianin aktivasyonunu direk azaltmaktadir. Al ve
A2 reseptorleri glutamatin presinaptik salimimini diizenler bdylece kafein adenozin
reseptorinun glutamat salinimimi diizenlemesi yoluyla noro-inflamasyonu azaltabilir.
Epilepsili deney modellerinde kafeini kronik kullaniminin nérokoruyucu etki sagladigi, tek

ylksek dozda akut kullaniminin ters etiye sahip oldugu belirtilmektedir (Souza vd. 2013).

o) HO HO
Caffeine Adenosine

Cizim 1.2.4. Kafein ve adenozinin molekdler gosterimi

Kahve ya da cay igtikten sonra kafein tiim organlarimiza ve neredeyse tiim
hiicrelerimize kan ile dakikalar iginde tasinir. Cuinki kafein yagda ¢ozulebilir ve kolaylikla
tim hiicre membranlarindan gegebilir. Bagirsaklardan ve mideden hizlica ve tamamen
absorbe olarak kana geger boylece tiim organlara tasinir. Kafein, hemen hemen her viicut
sistemini etkileyen bir ndérotransmitter olan adenozin aktivitesini bloke ederek etki gdsterir.
Sinir hiicresinde adenozin gibi goriiniirek adenozin reseptériine baglanir. Adenozin birincil
eylemlerden biri bizi yorgun ya da uykulu yapmak oldugundan, kafein adenozin alimini
bloke ederek yorgunluk hissini azaltir. Bunun sonucunda kafein adenozinin normal bir
sekilde baglandig1 tim reseptorlere baglandigi i¢in hiicre artik adenozin molekiiliinii
taniyamaz. Adenozinin etkisinden dolay1 hiicrenin yavaslamasi yerine sinirsel aktivite artis

gosterir.

1.2.5. Epilepside Adenozinve Kafein

Adenozin nérokoruyucu ve antikonvulsan 6zellikleri ile beyin aktivitesinin endojen
inhibitér modiilatoriidiir. Nobet tutulmasi ve postiktal refraktérden sorumludur (Boison
2012). Adenozinin koruyucu fonksiyonunun ¢ogu Al reseptor aktivasyonu araciligiyla
olusur. Al reseptorleri ¢cogunlukla ndbet olusmasi ve yayilmasini engeller (Szybala ve dig.
2009). Eksojen olarak adenozin reseptdr agonistlerinin kullaniminin ndbet aktivitesini

azalttigin1 antagonistler ise prokonviilsan bir etki gosterdigi belirtilmistir (Dunwiddie ve
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Masino 2001). Nobet aktivitesi boyunca endojen adenozinin miktart belirli bir sekilde
arttig1 igin, adenozin bir endojen antikonvulsan olarak fonksiyon goésterir (Dragunow 1988)
ve antikonvulsif etkisine primer olarak A1 reseptorleri aracilik eder (Murray ve dig.1992,
Zhang ve dig.1994). DBA/2 irki farelerdeki odyojenik nobetler hem Al hem de A2A
reseptor agonistleri tarafindan baskilanmis ve her bir reseptdr alt tipinin selektif
antagonistleri ise ndbet olusumuna tesvik etmistir (De Sarro ve dig. 1999). Al
reseptorlerinde adenozinin akut antikonvulsan etkisinin yaninda, insan ve siganin epileptik
dokularinda A1l reseptorlerinde kronik bir azalma bulunmustur (Ochiishi ve dig.1999,
Glass ve dig. 1996).

Endojen adenozin artisi epileptik ndbetleri hatta ilaclara direng gdsteren epilepsileri bile
baskilamak i¢in giiclii bir stratejdir (Boison ve Aronica 2015). Endojen adenozin bagimli
kontrol mekanizmalarinda olusan bozulmanin epileptik ndbetlerin olusmasi i¢in direk bir
sebep olabileceginden bahsedilmektedir (Boison ve Aronica 2015). Uygulanan adenozin
takviyesinin epilepsinin g¢esitli sican modellerinde epileptik nobetleri baskiladigi
gosterilmistir (Boison ve dig. 2002). Fokal implant ya da hiicre bazli adenozin takviyesinin
iki tiirdeki (fare ve sican) ilic farkli temporal lob epilepsi nébetlerini engelledigi
sOylenmistir (Boison ve Aronica 2015). Adenozin uygulanmasinin TLE’nin
intrahipokampal kainik asit modelindeki karbamazepine direngli nobetleri baskiladigi
gosterilmistir (Gouder ve dig 2003). Adenozin, A2areseptori araciligiyla néroinflamasyon
sirasinda mikrogliadan salinan TNF-q liretimini baskiladigi gosterilmistir (Newell ve dig.
2015). WAG/Rij’lerde adenozinin periferal kullanimimin absans epileptik ndbet
frekansinda belirli bir artisa sebep oldugu gosterilmistir (Ilbay ve dig.2001). Ayrica
adenozinle ilgili yapilan bir baska casilmada invitro serebral korteksin noéronlarindan
GABA salinimini inhibe ettigi gosterilmistir (Hollins ve Stone 1980).

Kafeinin tek doz kullanilmasindansa uzun dénem kullanilmasinin yetiskin erkek
Wistarlarda EEG ile kaydedilen sonuglara ve davranigsal analizlere gore PTZ ile uyarilmis
nobet siresini azalttigi, akut kullaniminin (6mg/kg) ise ndbetleri etkilemedigi ve oksidatif
stresi azaltmadigi gosterilmistir (Souza ve dig. 2013). Ayrica absans epilepsili ratlarda
kronik kafein kullaniminin nébet ekspresyonunu etkilemedigi, nébet durumlarinda kafeinin
akut ve kronik kullaniminin konvulsif ve non-konvulsif ndbette zit etkili oldugu
gosterilmistir. Diisik dozlarda akut kafeine maruz kalmak GAERS’lerde DDD’nin
ekspresyonunu azaltmistir (Germé ve dig. 2015). Konviilsif nobetlerin farkli yetiskin rat
modellerinde, tekrarlayan kafein kullaniminin ndbet uyarilabilirligi iizerine etkisinin

uyarilabilirligi azaltma seklinde oldugu gosterilmistir. Ayrica kafeinin gelisme c¢agindaki
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ratlarda nobet esik degerinde ki azalmay1 geciktirebilecegi sdylenmistir. Bunun spesfik
beyin yapilarinda adenozinl reseptdor yogunlugundaki artigla iligkili olabilecegi
disiiniilmektedir (Guillet ve Dunham 1995, Holloway 1982, Hughes ve Beveridge 1990,
Guillet 1995). Wistar ratlara yiksek doz kafeinin 60 ve 80 mg/kg/akut/i.p
uygulanmasindan 15 ve 30 dk sonra PTZ nobet esik degerinde bir degisiklik olmadigi ve
prokonvulsant etki gostermedigi belirtilmistir (Bankstahl ve dig. 2012). Kafein AI1R’i
bloklayarak cAMP iiretimini artirdii ve kordon kam1i monositleri tarafindan
pretranskripsiyonal TNF-a iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir (Chavez-Valdez ve dig.
2009).

1.3. Sitokinler

Epilepsinin patolojisi tamamen anlasilmamakla birlikte toplanan kanitlara gore epilepsi
ve inflamasyon arasinda bir baglanti oldugu diisiiniilmektedir (de Vries ve dig. 2016).
Epilepsili hastalarda ve deneysel epilepsi modellerinde inflamasyon sireci; mikroglia ve
astrositin aktivasyonu ile proinflamatuar sitokinler ve iliskili molekiillerin {iretilmesi
seklinde devam eden bir silire¢ olarak tanimlanmistir (Choi ve Koh 2008). Ayrica
inflamasyona genetik duyarlilik epilepsi riskinin artmasina katkida bulunur. Bu durum
inflamasyonun epileptogeneze katkida bulunabilecegi ve epilepside néronal yaralanmaya
neden olabilecegiyle ilgili hipotezleri desteklemektedir (Choi ve Koh 2008).

Sitokinler hiicre biiylimesi, aktivasyon, farklilasim ve inflamatuar cevaba katkida
bulunan ¢ozunar proteinlerdir (Commins ve dig. 2010). Endotelyum, lenfositler, astrositler,
mikroglia ve noronlar1 kapsayan bir¢ok hiicre tarafindan salgilanan kiigiik sinyal
molekulleridir. Baslica TNF, IL, IFN ve kemokinler seklinde siniflandirilmigtir (Griffith ve
dig. 2014; Williams ve dig 2014).

Sitokinler bagisiklik ve inflamatuar yanitlar: yonetir ve 16kositlerin kendi aralarinda ve
diger hiicrelerle iletisimini saglar (Abbas 2014). Reseptorleri ise serebellum, korteks,
hipokampds, hipotalamus, talamus ve nukleus akkumbenste bulunurlar (Arisi 2014).
Kemokinler ise immun ve non-immdin hicrelerin gé¢lnd uyaran ve MSS’nin homeostatik
fonksiyonunun sdrdirilmesinde énemli rol oynayan kemotaktik sitokinlerdir (Griffith ve
dig. 2014; Williams ve dig 2014). Sitokin ve kemokinler insan fétal gelisimi boyunca
astrosit ve mikroglia hiicrelerinden salinirlar ve MSS’nin gelismesinde onemli olduklari
distiniilmektedir. Uyarilmamis yetigkin insan beyninde mikroglia hiicreleri IL-1f, IL-6,

IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, TNF, CCL2, CCL3, ve CCL4’ii eksprese ederler.

17



Astrosit ve mikroglia beynin mikrogevresinin homeostazini  siirdiirmesini
saglamaktadirlar. Bu hiicreler néromodilator fonksiyonu olan gliotransmitterler salgilarlar.
Beyin yaralandiginda astrosit ve mikroglia fizyolojik olarak aktiflenir ve biytiime faktorleri
salarak, ekstraseliiller iyon ve glutamati tamponlayip dokunun iyilesmesine katkida
bulunurlar. Buna karsin, eger kontrolsiiz bir sekilde asir1 aktive olurlarsa reaktif oksijen ve
nitrojen gibi toksik mediatorler salgilarlar ve mikrogevrenin homeostatik 6zelligi kaybolur,
boylece doku bozulmasina ve hasarina katkida bulunmus olurlar (Ravizza ve dig. 2013).

Sitokinler fizyolojik durumlarda sinir sisteminde diisiik miktarda bulunur. Fakat
patolojik durumlarda onlarin miktar1 bazal konsantrasyonlarinin yiizlerce katina kadar
cikabilmektedir (Arisi 2014). Patolojik durumlar da kemokin tretimi artmakta ve sitokinler
mikroglia hiicreleri ve astrositler tarafindan sentezlenerek beynin koruma mekanizmasinda
gorev almaktadirlar. Son beyin ¢aligmalarinda pro-inflamatuar sitokin tretimi icin beyin
ve glial hiicrelerinin (mikroglia ve astrositler) 6nemli bir etkisi oldugu gosterilmistir
(Barres 2008, Michell ve dig. 2015) . Noronal uyarilabilirlik ve karakteristik baglantilarda
sitokin degisikligiyle ilgili ¢alismalarin potansiyel hedeflenen bir tedavi olabilecegi

onerilmektedir (Vezzani ve Viviani 2015).
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Cizim 1.4.1. Sinir sisteminde sitokin seviyesinin artmasiyla provoke olan patolojik
olaylarin kaskadini gostermektedir (Vezzani ve Viviani 2015).

Sitokinler glialar tarafindan sentezlenir ve sagilanirlar ayni zaman da kan immun
hiicreleri ile 6zellikle KBB’de patolojik bir durum s6z konusu oldugunda sinir dokusuna

gecis gosterebilirler. Hem glialar hem de KBB bozuklugu ile asir1 yiikselen sitokin
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seviyelerinin noronal canlilik ve ekstabilite {izerine etkisi olabilir. Bunlarin yaninda
noronal reseptdrler aktiflenerek, voltaj kapili kanallar1 ve reseptdr-aracili iyon kanallari ile
sitokinlerin fizyolojik seviyesini ve presinaptik nérotransmitter salinimini modiile
edebilirler. Noronlardaki sitokin reseptorlerinin asir1 aktivasyonu noronal hiicre kaybina,
norolojik eksikliklere ve nobetlere katkida bulunarak asir1 uyarilabilirlige ve
eksitotoksisiteye sebep olabilir (Vezzani ve Viviani 2015). Bu durum ¢izim 1.4.1’de
sematize edilmistir.

Farkli epilepsi sendromlar1 ve inflamasyon arasindaki baglantida, epileptik beyindeki
inflamasyonun kan-beyin bariyerinin (KBB) ge¢irgenliginde artisa neden oldugu bdylece
noronal eksitabilitede artisa yol actigr sdylenmektedir (de Vries ve dig. 2016). Birgok
inflamatuar proteinin kan beyin bariyerinden taginabildigi ve epilepsili hastalarda sik sik
KBB’nin bozuldugu bilinmektedir (Friedman ve Heinemann 2010, de Vries ve dig. 2016).
Multiple sklerozis lezyonlarinda kan beyin bariyeri endotel hiicrelerinde ve invivoda IL-17
ve IL-22°nin KBB’nin bozulmasinda katkida bulundugu gosterilmistir (Kebir ve dig.
2007).

Jeneralize konvulsif epilepsi nobetlerinden sonra hastalarin serum ve serebrospinal
sivilarinda (CSF) herhangi bir infeksiyon olmadig: halde akut inflamasyon reaksiyonunun
gbzlemlenmis olmasi epilepsi ve inflamasyon arasinda bir iliski olduguyla ilgili siipheler
uyandirmigtir (Choi ve Koh 2008). Bu kapsamda MSS’i hastalik etiyopatogenezinde
inflamasyonun rolii genis ¢apli olarak arastirilmaktadir. Ayrica Serebral iskemi, Multiple
sclerosis, Parkinson, Alzheimer ve travmatik beyin yaralanmalar1 gibi bir¢ok norolojik
bozukluklarda serum inflamatuar mediatorlerinin yiikseldigi bulunmustur (de Vries ve dig.
2016).

1.3.1. Tumor Nekrozis Faktor (TNF)

TNF 185 aminoasitlik bir glikoprotein hormonudur, ancak bazi hiicreler daha uzun veya
daha kisa izoformlarin1 salgilayabilir. insanlarda 7. kromozomda kodlanmaktadir. TNF,
TNF-a ve TNF-$ olamak izere iki alt gruba sahiptir ve yapisal olarak benzer iki ayr1 hiicre
ylzey reseptori vardir; TNF reseptor-1 (TNFR1 ya da p55) ve TNF reseptér-2 (TNFR2 ya
da p75) (Pfizenmaier ve dig. 1996). Bu reseptorler farkli sitoplazmik etki alanlarlarina
sahip olduklari igin farkli sinyal yollarin1 aktive ederler. inflamatuar etkilerin gogunlugu
TNFR1’e bagliyken, TNFR2 ise TNF stimiilasyonuna hassasiyeti arttirir ve TNFR1

tarafindan verilen cevabi gelistirir (Peschon ve dig. 1998).
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TNF-a 6nemli bir proinflamatuar sitokindir ve sistemik inflamasyon boyunca immun
hiicrelerinin aktivasyonu, proliferasyonu, farklilasmasi ve infiltrasyonundan sorumludur
(Sonar ve Lal 2015). Elektriksel uyari ile olusturulan nébetlerde kan ve beyin dokusunda
TNF-a seviyesinde anlamli bir artis olmasi, amigdala kindling ratlara sistemik TNF-a
uygulandiktan 24 saat sonra epileptik desarjlarin artmasi ve davranigsal ndbetlerin
kolaylagmasi, proinflamatuar sitokinler ve nobetler arasinda kolaysatirict mutual bir iligki
oldugunu gostermektedir (Shandra ve dig. 2002). Ancak TNF-o’nin nobet ve epilepsi
patogenezinde ikili role sahip oldugu TNFR1 boyunca prokonviilsif etki gosterirken,
TNFR2 yoluyla anti-konvulsif etki gosterdigi belirtilmistir (Balossoave dig. 2013, 2005).
Boylece TNFR1’in inhibe edilmesi ve ya TNFR2’nin aktivasyonun epilepsiyi kapsayan
norolojik bozukluklarda yeni tedavi stratejisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayni sekilde
TNFR2 agonistinin oksidatif stresle uyarilmis hiicre Sliimiinden insan dopaminerjik

noronlari koruyabilecegi gosterilmistir (Fischer ve dig. 2011).

1.3.2. Interldkin-6 (IL-6)

IL-6, 19-30 kDa molekiil agirligma sahip bir glikoproteindir. Insanda I1L-6 28
aminoasit sinyal peptitten olusip toplam 212 aminoasit icermektedir. Konak savunmasi,
inflamasyon, doku hasari ile iliskili birgok humoral ve hicresel immun etkileri olan
multifonksiyonel bir sitokindir. Makrofajlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri, aktive olmus
T helper hiicreleri, B hiicreleri, monositler, keratinositler, granilositler, mast hiicreleri ve
timor hucreleri tarafindan dretilir (Dominique ve ark., 1993). IL-6’nin MSS’inde 0zellikle
astrosit ve mikroglialar olmak {izere, néronlardan da salgilandig1 gosterilmistir fakat ana
uyaricisit LPS, IL-1 ve TNF-a’dir (Schobitz ve dig. 1993, Gadient ve Otten 1997). Bazi
caligmalarda IL-6’nin bazi nérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynadigi
belirtilmigtir (Hirano ve dig. 1997, Bauer ve dig. 2007). IL-6’nin ekstraseliiler
medyumdaki konsantrasyonunun Al ve A2A seviyesi arasindaki dengede 6nemli rol

oynadigi distiniilmektedir (Perigolo-Vicente ve dig. 2014).

1.3.3. Interlokin-1Beta(IL-1B)
Inflamator sitokin olan interlokin-1 beta genis spektrumlu biyolojik fonksiyonuyla 17
kDa’luk polipeptittir. Periferal immdiin hiicreleriyle sinirlanan immiin modiilatér olmasina

ragmen MSS’nde dnemli rolii oldugu gosterilmistir (Rothwell 1998). Primer hipokampal
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kiltirde IL-18’nin hipokampal néronlarda GAEBA, reseptor fonksiyonunu inhibe ettigi

bilinmektedir (Wang ve dig. 2000).

1.3.4. Sitokinlerin Epilepside Rolleri

Sinir dokusundaki inflamasyon sureci epilepsili hastalarda ve deneysel hayvanlarda
tanimlanana gore; mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu ile sitokinlerin ve iligkili
molekiillerin salinma ve ekspresyonunu kapsayan bir siirectir (Choi ve Koh 2008).
Yapilan calismalarada kainik asitle olusturulan status epilepsiden 24 saat sonra
hipokampuste IL-1p’nin konsantrasyonunun arttigi, aynt modeli kullanan diger bir
calismada da IL-6’nin RNA seviyesinin anlamli sekilde artmis oldugu bulunmustur
(Vezzani ve dig.1999, Lehtiméki ve dig. 2003). Aym sekilde nobetlerden sonra farkli
epilepsiye sahip hastalardan elde edilen serumlarda IL-1pB, IL-6, TNF gibi sitokinlerin
seviyesinde artis oldugu tespit edilmis, tonik-klonik noébetli hastalarin serebrospinal
stvisinda da nébet sonrasi yitksek miktarda IL-6 dl¢tilmiistiir (Sinha ve dig. 2008, Peltola
ve dig. 2000). Pediatrik epilepsi hastalarinin kortekslerinde de IL-6, IL-13 gibi sitokin
miktarlarinda anlamli artiglar belirtilmistir (Choi ve dig. 2009). TLE’li hastalarda IL-1
ailesinden pro-inflamatuar sitokinlerin seviyesinin beyin dokusunda arttigi, serumda ise
sadece IL-6 seviyesinde artis oldugu belirtilmistir (de Vries ve dig. 2016). MTLE’li
cocuklarda ve immatiir ratlarda yapilan ¢alisma sonucunda beyin dokusundan alinan
orneklerde 6zellikle hipokamplste IL-1p seviyesi hastaligin fazina baglh olarak yiiksek
bulunmus ve posttranskripsiyonel inflamasyonla iligkili miR-146a ile arasinda bir baglanti
oldugu belirtilmistir (Omran ve dig 2012). Cocuklarda febril konvulsiyonun akut fazi
boyunca plazmada IL-1B, CSF’de ise TNF-a’nin seviyesinde anlamli bir artis oldugu ve
hem kontrollerde hem de hastalarda atesin seviyesiyle plazma IL-1p seviyesi arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (Tiitiinciioglu ve dig. 2001). Ratlarda
olusturulan limbik nobetlerin hipokampiisteki glialar tarafindan sitokinleri hizli ve geri
dontisiimli bir sekilde sentezledigi gosterilmistir (Vezzani ve dig. 2002). Farelerde
GABAA reseptoriiniin selektif antagonisti olan bikukulin methiodid’in intrahipokampal
injeksiyonu ile olusturulan nobetlerde IL-1B ve IL-1Ra’nin hipokampiiste seviyelerinin
arttig1 gosterilmis ve ekzojen olarak IL-1B enjeksiyonunun ndbet aktivitesini daha da
kotilestirdigi ve nobet esik degerini azalttigi belirtilmistir ( Vezzani ve dig. 2000). EEG
kayd: altindaki epilepsili hastalarda (temporal lob epilepsi (TLE), ekstra-temporal lob

epilepsi, idiopatik jeneralize epilepsi) nobet olusumundan 12 saat sonra IL-6, interldkin-1
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reseptor antagonisti (IL-1Ra), ve IL-1B’ nin konsantrasyon degisikliklerine plazmada
bakilmis ve IL-6 ve IL-1Ra’nin plazma seviyesinde dnemli bir artis gosterilmisken, IL-18
seviyesinde degisiklik olmadig1 belirtilmistir (Uludag ve dig. 2013). Baska bir ¢alismada
da proinflamatuar sitokin olan IL-6’nin konsantrasyonunun tonik-klonik ndébetin
akabindeki 24 saat i¢cinde hastalarin plazma ve CSF’sinde arttig1 gosterilmistir (Peltola ve
dig. 1998).

Bir caligmada PTZ ile uyarilmis kindling (tutusma) boyunca rat hipokampusunde IL-1
seviyesinde anlamli bir degisiklik gdzlemlenirken, herhangi bir nébet fazinda TNF-a ve
IL-6 i¢in bir degisiklik goézlenmemistir. Burdan IL-1p’nin kindlining de 6nemli rol
oynadig1 ortaya konulmustur (Kotosowska ve dig. 2014). Wistar Audiogenic Rat’larda
yapilan ¢calismada yuksek yogunluklu ses tarafindan uyarilan odyojenik nébetlerden sonra
IL-6, TNF-a ve IL-1p miktariin kortekste arttigi, TNF-a ve IL-6 miktarinin ayn1 zamanda
striatumda arttigi ve TNF-a nin inferior collicustada arttigi gosterilmistir (de Souza
Bernardino ve dig. 2015). Adenozinin farkli dokularda IL-6 salinimini regiile ettigi
gosterilmistir (Schwaninger ve dig. 1997, Ritchie ve dig. 2009). Caspaz-1 inhibisyonu IL-
1B salintmini azalttigi, hipokampuste IL-1B‘nin Uretiminin durmasinin nébetin baglamasini

geciktirdigi ve ndbet suresini %50 azalttigi gosterilmistir (Ravizza ve dig. 2006).

1.4. OksidatifStressParametreleri
Beyin reaktif oksijenlerin genis miktarda Uretildigi major organdir. Beyinde ki antioksidan
enzim aktivitesi diger organlara gore diisiik oldugu i¢in oksidatif stresten daha fazla zarar
gordiigii  dustinilmektedir (Dringen 2000). NO gibi serbest radikaller lipid
peroksidasyonuna sebep olmaktadir ve buda glutamin sentazi direk inaktive ederek
glutamatin anormal salgilanmasina yol acar ve bdylece epileptik nobet aktivitesi
uyarilabilir. Oksidatif stresin glutamat reseptdr aktivitesi ve eksitotoksisitesi sonucu
olustugu diisiiniilmektedir. Glutamatin NMDA reseptor alt tipleri ve NO sentazin
aktivitesine eslik eden NO, epileptik hasarin uyarilmasinda ve kindling olugsmasinda

o6nemli rol oynamaktadir (Sejima ve dig. 1997, Dillioglugil ve dig. 2010).

1.4.1. Malondialdehit (MDA)

Serbest radikallerden etkilenen membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu sonucunda gelisen MDA, oksidatif hasarin, sistematik dolasimda diizeyi
saptanabilen dolayl: gostergesidir ve oksidatif stresin bir indikatort olarak kullanilmaktadir

(Koca 2007). MDA lipid peroksidasyonunun son driiniidir ve hiicre memranina, hiicrelere
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toksik etki gosterir. Konsantrasyonu tiyobarbittrik asit (TBA) metodu kullanilarak plazma

ve gesitli doku homojenatlarinda belirlenebilmektedir (Bobrowski, 2005).

1.4.2. Glutatyon (GSH)

GSH; Tripeptit glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin; GSH) cogu memeli dokusunda
milimolar konsantrasyonlarda bulunur. GSH, sisteinin organlar arasinda taginmasinda ve
depolanmasinda, ayn1 zamanda glutatyon S-transferaz ve glutatyon peroksidazin kofaktoru
olarak elektrofilik ajanlar, peroksitler ve serbest radikallere karsi hiicresel korumada
onemli rol oynar. Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksitin varliginda glutatyonu(GSSG)
okside ederek GSH’a doniistiiriir, ayn1 zamanda GSSG glutatyon rediiktaz tarafindan
katalizlenerek meydana gelir.

Beyinde GSH cogunlukla astroglial hiicrelerde lokalizedir ve sinir terminallerinde ve
bazi1 néronlarda bulundugu distintilir (Philbert ve dig. 1991, Raps ve dig. 1989). Beyinde
ki GSH konsantrasyonu yaklasik olarak 2mM’dir. Cogu GSH formundayken, %1.2’lik ya
da daha az kismi GSSG’ye oksitlenir. GSH ayni1 zamanda beyinde nérotransmitter ve
noromodiilator olarak fonksiyon gosterir (Abe ve dig. 2000). Ekstraseliiler alanda artan
GSH seviyesinin antikonvulsan rolii oldugu, GSH inhibitori kullanilarak GSH seviyesi
azaldik¢a nobet hassasiyetinin arttigi gosterilmistir ve beyinde noronal uyarilmanin
modiilasyonunda Onemli oldugu belirtilmistir (Abe ve dig. 2000). GSH lipid
peroksidasyonunu engelleyen ve serbest radikallere karsi en Onemli fizyolojik

antioksidanlardan biridir(Seyhan ve Canseven 2006).

1.4.3. Nitrik Oksit (NO)

NO; Fizyolojik sartlar altinda merkezi sinir sisteminde ¢esitli fonksiyonlarin
modilasyonunda 6nemlidir. Memeli hiicrelerinde normal miktarlarda Uretilen nitrik oksit
konak savunmasi, néronal iletisim, yangi ve vaskiler regilasyon gibi fizyolojik siireclerde
goérev alan sinyal molekiludir (Gao ve ark. 2003). Asir1 ve kontrol edilemeyen NO sentezi
inme, diyabet, norodejenerasyon, artrit ve kronik yangi gibi birgok 6liimciil hasara neden
olabilir (Ebadi ve Sharma 2003). Nitrik oksit, NO sentaz(NOS) enzimi vasitasiyla L-
arjininden sentezlenir ve hiicre i¢ine ve hiicre membranlarina kolaylikla difiize olup
molekuler hedeflerle reaksiyona girebilen kismen kararli serbest radikal bir gazdir.

NO, ayn1t zamanda NMDA reseptor kompleksi icinde bazi redoks sitelerinin

oksitlenmesinden sorumludur ve bdylece negatif feed back olarak onun aktivasyonu igin
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gereken £a™*un influksini inhibe eder. Noronal aktivitedeki bdlgesel artis NO bagiml
bolgesel kan akisinin artmasiyla iligkilidir. Bu artis, NMDA reseptorlerinin agir1 aktive
olmasini saglar ve epileptik nobet boyunca artan kan akisi patogenezine katkida bulunur
(De Luca ve ark. 2006) . Fakat NO’in rolii epilepsi i¢in net agiklanamamistir, NOS’ un

inhibisyonu bikukulinle uyarilan nébetleri uzatmistir. NO’in rat beynine direk uygulanmasi
(330-800 umol) kisa tonik konvulsiyonlara sebep olmustur (Smith et al., 1991). Ayrica
Rundfeldt ve arkadaglarinin 1995°te yaptiklar1 ¢calismada NO’in doza bagh olarak aymi

nobet modeli tizerinde antikonvulsan ya da konvulsan olabilecegini gostermislerdir.
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2. AMAC

Epilepsi tekrarlayan nobetlerle karakterize edilen ve populasyonun yaklasik %1’ini
etkileyen o6nemli patolojik durumlardan birisidir. Her bir noéronun paroksismal
depolarizasyonu ndbet olusumunun baslamasina neden olan olaydir. Yeterli sayida ndron
aktive oldugunda nobet baslangici goriiliir. Bazi ¢alismalarda epilepsi ve inflamasyon
arasinda bir iliski oldugu belirtilmistir. Epileptogenez ve inflamatuar siirecler arasindaki
iliski néro-immiin iligkisinin 6nemli bir 6rnegidir ve genis bir calisma alanina sahiptir
(Gyorffy vd 2014). Otoimmiinite, nérodejenerasyon ve epileptik bozukluklar1 kapsayan
cesitli MSS hastaliklarinda beyinde inflamasyon reaksiyonlari olusur.

Epilepsinin deneysel modellerinde ve klinik ¢alismalarinda, MSS’inde ve plazmada
proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler ve bunlarla iliskili molekuller tanimlanmustir.
Deneysel calismalarda beyinde inflamatuar reaksiyonlarin néronal eksitabiliteyi, kan beyin
bariyerinin gec¢irgenligini artirabildigi gosterilmistir. Ayrica antiinflamatuar tedavilerin
epilepsinin klinik durumlarinda ve deneysel modellerinde ndbetleri azalttigi belirtilmistir.
(Vezzani ve Granata 2005). Epilepsili hastalarda ve deneysel epilepsi modellerinde sinir
dokusundaki inflamasyon surecinin mikroglia ve astrositin aktivasyonu ile sitokin ve
iliskili molekiillerin salinmasini ve ekspresyonunu kapsadigi gosterilmistir (Choi ve Koh
2008, Vezzani ve dig. 1999). Ayrica yapilan caligmalardan toplanan kanitlara gore
purinerjik sistem sinyalindeki degisiklik de immiinite ve inflamasyonla iligkilidir.
Adenozinin, anahtar bir purin nukleositidir, iskemi, inflamasyon durumu ve doku
yaralanmasi gibi metabolik stres boyunca tiretildigi gosterilmistir (Safarzadeh vd. 2016).
Bu gibi sonuglarda goriildiigii Gzere epilepsi, inflamasyon ve adenozinerjik sistem arasinda
baglantili bir iligski oldugu farkedilmektedir.

Bu sonuglara bagli olarak bizde;

PTZ ile uyarilan konvulsif epilepside inflamasyonda etkili olan molekiiller ve bu
molekiiller iizerine adenozinerjik sistem modiilasyon etkilerinin nasil oldugunu
inflamasyondaki 6nemli molekdller olan IL-1p, IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin ekspresyon
duzeyleri saptanarak arastirildi. Bunun i¢in adenozinerjik sistemin non-selektif agonisti
olan adenozin ve non-selektif antagonisti olan kafein sicanlara uygulanarak gdzlem
yapild.

NoObet parametrelerinin ve immdin yanitlarin degerlendirilmesinin yani sira adenozinerjik

modulasyonun oksidatif mekanizma iizerine etkisinin arastirilmasida diger amacimizdi.
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Kanda, beyin korteksinde oksidatif mekanizmalarda yer alan NO, GSH ve MDA miktarlari
degerlendirildi. Boylece adenozinerjik modulasyonun etkisi oksidatif stress parametreleri

acisindan hem bolgesel hem de sistematik olarak arastirilmasi yapilmis oldu.
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3. YONTEM

Hayvan deneyleri Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Birimi’nde (DETAB) Deney hayvanlar1 Etik Kurulunun 09.07.2015 tarihinde yapilan
toplantisinda alinan 7/1-2015 sayili karar dogrultusunda etik yonden ‘uygun’ bulunarak
gerceklestirilmistir. Calismamizda DETAB laboratuarlarinda iiretilen 319+26,55 gr
agirliginda Wistar albino 1rki yetiskin 4 aylik erkek sicanlar kullanildi (Boning ve dig.
2015). Bu birimde hayvanlar 3-4’1i gruplar halinde, yem ve su kisitlamasi olmaksizin, 12
saat karanlik, 12 saat aydinlik periyotlarda muhafaza edildi. Deneysel arastirma
standartlarina uyum saglamayan ya da 6len siganlar ¢alisma disinda birakildilar. Calismada
kullanilan hayvanlar ise rastgele yedi gruba ayrildi;

Grup 1) 60 mg/kg/ip PTZ uygulanan grup (n:7)

Grup 2) 5 mg/kg/ip kafein uygulandiktan yarim saat sonra PTZ uygulanan grup (n:7)
Grup 3) 500 mg/kg/ip adenozin uygulandiktan 15 dk sonra PTZ uygulanan grup (n:7)
Grup 4) 5 mg/kg/ip kafein uygulanan grup (n:7)

Grup 5) 500 mg/kg/ip adenozin uygulanan grup (n:7)

Grup 6) Salin kontrol grubu (n:7)

Grup 7) %8’lik Tween 20 kontrol grubu (n:7)

3.1. Kimyasal Maddeler ve Uygulams Sekilleri;

Tiim ilaglar Sigma® ° dan temin edilmistir.

3.1.1. Pentilentetrazol;

Formili: ©gH N, Formiil Agirhigi: 138.17 g/mol, Depolandigi sicaklik: -20 °C
Uygulanirken hayvanlarin kilolarina gére doz ayari yapildi ve 50 mg’1 1 ml’de ¢6zulecek
sekilde ¢oziicli miktar1 da hesaplandi. Coziicii olarak salin kullanildi. Ilag hergiin taze

hazirlanarak intraperitonal uygulandi. Katalog Numarasi: P6500.

3.1.2. Kafein;

Formilu: Cgifyp &, 35, Formiil Agirligi: 194.19 g/mol, Depolandigt sicaklik:+4°C
Uygulanirken hayvanlarin kilolaria gore doz ayar1 yapildi ve 50 mg’1 1 ml’de ¢oziilecek
sekilde ¢dziicii miktar1 da hesaplandi. Céziicii olarak 1lik salin kullanildi. Ilag hergiin taze

hazirlanarak intraperitonal uygulandi. Katalog numarasi: C0750.
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3.1.3.Adenozin;
Formull: C10H13N504, Formiil Agirligi: 267.24 g/mol, Depolandigi sicaklik:+4°C
Uygulanirken hayvanlarin kilolarina gore doz ayar1 yapildi ve %8’lik Tween 20°de

¢oOziildiikten sonra yaklasik 1 ml hacminde intraperitonal uygulandi. Katalog numaras:

A9251.

3.2. PTZ Uygulamasiyla Jeneralize Tonik-Klonik Nobet Olusturulmasi

Voltaj bagimli mekanizmalar yoluyla hiicre membraninin potasyuma olan
gecirgenligini degistiren ve ZAE A, antagonisti olarak hareket eden PTZ ile nobetlerimizi

olusturduk.

IIk {ic grupta konvulsif nébetler PTZ nin 60 mg/kg dozunda intraperitonal olarak
verilmesi ile elde edildi. Birinci grupta PTZ uygulandiktan sonra iki saat boyunca g6zlem
yapildi. Ikinci gruba kafein intraperitonal olarak uygulandiktan yarim saat sonra PTZ
injeksiyonu yapild1 ve iki saat gézlemlendi. Ugiincii grupta ise adenozin uygulamasindan
15 dakika sonra PTZ uygulandi ve iki saat boyunca gozlem yapildi. Gozlemin iki saat
yapilmasinin nedeni PTZ’ nin yarilanma 6mriinden (Homayoun vd. 2002) ve beyindeki
sitokin seviyelerinin 2 saatlik siire sonunda maksimum seviyeye ulasiyor olmasindan
kaynaklanmaktadir (De Simoni vd 2000). PTZ uygulandiktan sonra olusan ndbetler
gbozlemlenirken Velisek ve arkadaslari tarafindan olusturulan nobet skalasi kullanildi. Bu
nobet skalas1 asagidaki gibidir.

0- Davranista degisiklik yok

0.5- Atipik davranis (yogun grooming, koklama ve hareket tutuklugu)

1- izole miyoklonik jerkler, kulak ve yiiz segirmesi

2- Atipik minimal ndbetler, viicut boyunca kasilma dalgasi

3- Tamamen gelismis minimal nobetler, 6n ayak ve bas kaslarinda kasilma, dogrulma
refleksi mevcut

4- Major n6betler (tonik fazin olmadig1), dogrulma refleksi yoktur

5- Running ile jeneralize major tonik-klonik nobetlerin baslamasi, dogrulma refleksinin
kayb1, kiigiik tonik faz gelisir (6n ve arka ayaklarin fleksiyon ya da ekstansiyonu gibi),
bazende hayvanin 6limune yol agan 4 bacagin kasilmasini saglayan klonuslar olusur.

Nobet baglama siiresi (latans1) PTZ uygulandiktan sonra yiiz ve kulakta segirmeleri
goriilmesi ve izole miyoklonik jerklerin olusmasina kadar gegen sire olarak

degerlendirilirken, toplam nobet siiresi kasilmalarin ve ndbetin bittigi an olarak kabul
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edildi. St4’e gecis siiresi ise PTZ uygulandiktan sonra major nobetler baglayana kadar
gecen sure olarak belirlendi. PTZ uygulanan gruplarin hepsinde jeneralize klonik ndbetler
gozlemlendi. Geriye kalan dort grupta ise belirtilen injeksiyonlar uygulanip iki saat gozlem

yapild1.

3.3. Kanve Beyin Dokularinin Toplanmasi

Gozlemler tamamlandiktan sonra hayvanlar eter ile anestezi altina alind1 ve gogiisleri
acilmadan yaklasik 4-5 ml olacak sekilde kanlar1 alindi. Daha sonra giyotinle dekapite
edilerek beyinleri ¢ikartildi.

Beyinler ¢ikarildiktan sonra korteks ayrildi ve tartilarak -40°C’da kullanilana kadar
depolandi. Her hayvandan alinan kan; serum ve plazma igin ayr1 tiiplere konuldu. TNF-a,
IL-1p ve IL-6 konsantrasyonlarina sadece kortekste bakilirken, MDA, GSH ve NO
konsantrasyonlarina hem kortekste hemde kanda bakildi. Ancak NO igin serum
yetmediginden dolay1 sadece dokuda caligilabildi. MDA serumda bakilirken, GSH igin
plazmadan hazirlanan soltisyon kullanildi. Busollsyon;

3000 pL proteinsizlestirme soliisyon

1800 pL saf su

200 pL kan (heparinli), bir tiipe konuldu.

Daha sonra serum, plazma ve hazirlanan GSH tiipii santrifiije yerlestirilerek 3500 rpm ‘de
10 dakika santrifiij edilidi. Siipernatantlar toplandi ve kullanilana kadar -40°C’da
depolandi.

3.4. Doku Homojenizasyonu

Toplanan sigan beyin kortekslerinde; IL-1f, IL-6, TNF-a, MDA, GSH, NO ve protein
tayini yapmak i¢in dokularin agirligina gore iizerine 1/10 (agirlik/voliim) oraninda PBS
(0,1 M / pH 7,4) eklenip doku homojenizatéri ile homojenize edildi (Calkins vd. 2001).
Homojenatlar 20 dk 3000rpm’de santrifiij edilerek siipernatantlari ayrildi ve ependorflara
almarak -40°C de analiz edilecegi zamana kadar saklandi. Analiz sirasinda ¢oziilerek

kullanildilar.

3.5. Doku Protein Tayini
Proteinler icerisinde kolayca reaksiyona girebilecek gruplar vardir. Histidin’in icerdigi
imidazol grubu, tirozinin igerdigi fenolik-OH grubu, sisteindeki stlfidril grubu gibi pek

¢ok proteinde belli araliklarda tirozin grubu goriiliir. Kullandigimiz metod bu tirozinlerin
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icerdigi fenolik-OH gruplarinin belirlenmesine dayanan bir protein miktar1 belirleme
yontemidir.
Total protein tayini Lowry modifiye metoduyla yapildi (Hartree 1972). Analiz ettigimiz

parametrelerin doku sonuglar1, doku protein miktarina oranlanarak elde edildi.

3.6. Doku ve Kanda MDA, GSH ve NO Tayini

Hazirlanan homojenatlar ve kan 6rnekleri ¢oziilerek tayin i¢in kullanildi.

3.6.1.Malondialdehit Olgimi (MDA)

Lipit peroksidasyon urlini olan MDA tiyobarbitirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek
535 nm’de maksimum absorbans veren pembe renkli bir kompleksin renginin siddeti
spektrofotometrik olarak 6l¢uldu ve korteks homojenati ve serumda MDA konsantrasyonu
tayin edildi (Buege ve Aust 1978).

3.6.2.GSH Olguimu

Non-protein sulfidril gruplarinin timda redikte glutatyon formundadir. 5,5°-ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) disiilfid bir kromojendir ve siilfidril grubu igeren bilesiklerle
kolayca rediikte olarak koyu sar1 renkli bir bilesik olusturur. Bu rediikte kromojenin 412
nm’de Olgulen absorbansi GSH konsantrasyonu ile direk orantilidir (Ellman 1959). Bunun

sonucunda homojenat ve plazmada GSH konsantrasyonlari elde edildi.

3.6.3.NOx (Total Nitrit+Nitrat) Ol¢iimii

NO® (nitrik oksit), biyolojik sistemlerde Uretildikten sonra 2-30sn gibi ¢ok kisa siirede
nitrit (NO2 ) ve ardindan nitrat (NO3") ‘a oksitlenir (Medina ve Nicholas 1957). Nitrat
formu, NO" tiirevlerinin en kararli yapisidir.

2NO' + %0, —> NO; +% O, —> NOj3”

Goriildigi gibi stabil bir yapida olmamasi nedeniyle, nitrik oksidi direkt dlgmek
olduk¢a zordur. Bu yilizden arastirmamiza, numunede bulunan nitrati, nitrit formuna
redikleyerek (kadminyum rediksiyonu ile) ortamda bulunan toplam nitrit ve nitrat formu
olgiildii (Beckman vd. 1994). Bu iki formun toplami ise NOx ile g0sterildi. Sonu¢ olarak

NO" kaynakli iiriinler olan NOz ve NOs‘iin tamami olgiilmiis oldu. Sadece homojenat

ornekleriyle caligild.
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3.7. ELISAKitlerinin Cahisilmasi

IL-1B, IL-6, TNF-a; eBioscience (Vienna, Austria) ELISA kiti kullanilarak ¢alisildi.
Caligsma kit protokoliine uygun olarak yapildi. Kitlerin genel ¢alisma prensibi asagida ki
gibidir;

ELISA kit plateleri 96’11k mikrokuyucuk igermektedir. Mikrokuyucuklar 6rnek ya da
standartlar1 baglayan immobilize rat sitokin antikorlari ile kaplidir. Standartlar ve érnekler
hazirlanarak plate duvarina pipetlenir ve 6rnekte bulunan hedef sitokin immobilize antikor
tarafindan baglanir. Plate yikanir ve biotin-konjuge anti rat sitokin antikoru kuyucuklara
eklenir ve ilk antikora baglanan rat sitokinleri tarafindan tutulur. Sonra inkiibasyona
birakilir ve inkiibasyon sonunda yikama yapilarak baglanmamis biyotin-konjuge antikorlar
uzaklastirilir. HRP-konjuge streptavidin kuyucuklara pipetlenir bununda biotin-konjuge
antikorlara baglanmasi gerekir. Ve tekrar yikama yapilarak baglanmayanlar uzaklastirilir.
Streptavidin-HRP ile reaktif olacak substrat sollisyonu kuyucuklara eklenir ve 6lciilecek
sitokin i¢in renk olusmasi saglanir. Renkli Uriin 6rnek ya da standart i¢inde bulunan sitokin
yogunluguna goére olusur. Daha sonra stop solusyonu eklenerek renk olusumu tamamlanir

ve absorbans 450 nm’6l¢iiliir.

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket
programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile
degerlendirildi ve tiim veriler ortalama +/- standart sapma olarak gosterildi. Normal
dagilim gosteren IL-6, GSH plazma ve NO-korteks tek yonlu varyans analizi (ANOVA)
ile, normal dagilim gostermeyen diger parametreler ise Kruskal Wallis Testi ile belirlendi.
Coklu karsilastirmalar i¢in Tukey ve paired t testleri kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak

onemlilik igin yeterli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Konvulsif Nobetlerin Degerlendirilmesi

PTZ injeksiyonu yapilan tiim gruplarda jeneralize konvulsif ndbet olusturuldu. Tek
basina PTZ uygulanan gruplarda nobet latansi 40,00+£9,18 sn, toplam nobet siiresi
2335,14+760,09 sn, Kafein+PTZ injeksiyonu yapilan grubun ndbet latansi1 38,29+10,84 sn,
toplam nobet stiresi 3110,14+452,80 sn, adenozin+PTZ enjeksiyonu yapilan grubun nébet
latans1 101,00+28,06 sn, toplam ndébet stiresi 2970,29+685,16 sn olarak bulundu. PTZ ile
olusturulan konvulsif ndbetler ve bu nobetler izerine adenozin ve kafein uygulanarak elde

edilen verilerindiizeyleri asagidaki ¢izelge 4.1.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1.1: Intraperitonal PTZ injeksiyonu ile olusturulan nébetlerde adenozinerjik
sistem modilasyonunun nobet parametreleri tzerine etkisi ( *p<0,05 PTZ grubuna gore;
**p<0,001 PTZ grubuna gore)

arametreler Nobet Latansi Nobet Siresi Nobet Siddeti
Gruplar Hayvan Sayisi (sn) (sn) / St 4’ girig suiresi (sn)
PTZ 7 40,0049,18 2335,14+760,09 St4 258,29+ 209,34
PTZ+Kafein 7 38,29+10,84 3110,14+452,80 St4 | 1249,33+403,96**
PTZ+Adenozin 7 101,00+28,06* | 2970,29+685,16 St4 772,00+ 427,80

PTZ’den o6nce adenozin uygulanan grup ile PTZ grubu karsilagtirildiginda nébet
latansinda istatistiksel olarak anlamli bir gecikme gézlemlenirken (p<0,05), PTZ’den 6nce
kafein uygulanan grupla PTZ grubu karsilastirildiginda nobet latansinda azalma
gozlemlensede bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Gruplar arasinda toplam
nobet siiresinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge

4.1.1).
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Cizim 4.1.1: Intraperitonal PTZ injeksiyonu ile olusturulan ndbetlerde adenozinerjik
sistem modulasyonunun ndbet parametreleri (izerine etkisinin grafiksel goésterimi (* =
p<0,05, PTZ grubuna gore)

Bunun yam sira PTZ ve PTZ+Kafein gruplarinin St 4’ e giris siireleri arasinda anlaml
bir fark gézlemlenmistir (p<0.001). PTZ+Adenozin grubu ile diger gruplarimiz arasinda

anlamli bir farklilik bulunamamistir (Cizelge 4.1.1 ve Cizim 4.1.2)

St 4'e gecis slresi
2000-

1500

1000

siire (saniye)

500+

Cizim 4.1.2: intraperitonal PTZ injeksiyonu ile olusturulan nébetlerde Adenozin, Kafein
ve PTZ grubu arasindaki St4’e gegis suresi; *p<0,001 (PTZ grubuna gore)
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4.2. Sitokinlerin Degerlendirilmesi

Sitokin miktarlar1 belirlenirken homojenize edilen kortekste protein tayini yapildi ve
elde edilen protein konsantrasyonu mg/ml olarak hesaplandi. Analiz edilen parametrelerin
doku sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak sonuclar pg/mg.protein cinsinden elde
edildi.

Salin grubunda korteksten elde edilen TNF-alfa diizeyi 221,43+£20,81 pg/mgprotein, IL-
lbeta duzeyi 7,37+1,11 pg/mgprotein, IL-6 diizeyi 65,35+18,17 pg/mgprotein olarak
bulunmustur.

Ylzde sekizlik Tween20 grubunda korteksten elde edilen TNF-alfa dizeyi
188,98+37,30 pg/mgprotein, IL-1lbeta dizeyi 9,14+3,77 pg/mgprotein, IL-6 duzeyi
54,30+8,63 pg/mgprotein olarak bulunmustur.

PTZ grubunda korteksten elde edilen TNF-alfa diizeyi 278,26+33,41 pg/mgprotein, IL-
lbeta dizeyi 13,36+4,19 pg/mgprotein, IL-6 duzeyi 67,66+23,19 pg/mgprotein olarak
bulunmustur.

PTZ+Kafein grubunda korteksten elde edilen TNF-alfa diizeyi 204,26+73,76
pg/mgprotein, IL-1beta dizeyi 10,05+6,14 pg/mgprotein, IL-6 dizeyi 44,61+27,94
pg/mgprotein olarak bulunmustur.

PTZ+Adenozin grubunda korteksten elde edilen TNF-alfa diizeyi 132,16+62,98
pg/mgprotein, IL-1beta duzeyi 5,42+2,30 pg/mgprotein, IL-6 dizeyi 33,11+25,37
pg/mgprotein olarak bulunmustur.

Kafein grubunda korteksten elde edilen TNF-alfa dizeyi 238,16+44,10 pg/mgprotein,
IL-1beta diizeyi 11,66+2,26 pg/mgprotein, IL-6 diizeyi 59,25+13,71 pg/mgprotein olarak
bulunmustur.

Adenozin grubunda korteksten elde edilen TNF-alfa duzeyi 153,63+26,27
pg/mgprotein, IL-lbeta dizeyi 8,60+1,48 pg/mgprotein, IL-6 duzeyi 44,34+8,25

pg/mgprotein olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.2.1: Deney gruplarinin sitokin diizeyleri ortalama+standart sapma seklinde

gosterilmektedir.

Sitokinler TNF-a IL-1p IL-6
Gruplar (pg/mgprotein) (pg/mgprotein) (pg/mgprotein)
Salin 221,43+20,81 7,37+1,11 65,35+18,17
Tween20 188,98+37,30 9,14+3,77 54,30+8,63
PTZ 278,26+33,41 13,36+4,19 67,66+23,19
PTZ+Kafein 204,26 +73,76 10,05+6,14 44,61+27,94
PTZ+Adenozin 132,16+62,98 5,4242,30 33,11+25,37
Kafein 238,16+44,10 11,66+2,26 59,25+13,71
Adenozin 153,63+26,27 8,60+1,48 44,34+8,25
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Cizim 4.2.1: Deney ve kontrol gruplarinda ki TNF-a dlzeylerinin grafiksel gosterimi
(* =p<0,05).

Bu sonuclara gére TNF-a ;

PTZ grubundaki TNF-a konsantrasyonu salin kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir
artts gostermistir (p>0,05). Bu artis PTZ ile uyarilan konvulsif nobetlerde TNF-a
konsantrasyonunun arttigin1  ve ndbetin inflamasyona katkida bulunabilecegini
gostermektedir. PTZ ve PTZ+Kafein grubu arasindaki TNF-a konsantrasyonlarinda bir
fark godzlemlenmemis olmasina ragmen kafein TNF-a konsantrasyonunda azalma
saglamistir (p>0,05). PTZ+Adenozin grubundaki TNF-o konsantrasyonunda PTZ
uygulanan gruba gore anlamli bir azalma gozlemlenmistir (p<0,05). PTZ+Kafein ile
PTZ+Adenozin grubu arasinda da anlamh bir farklilik elde edilmemis olmasina ragmen

PTZ+Adenozin grubunda TNF-alfa konsantrasyonu daha azdir (p>0,05). Salin ve %8’1lik
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Tween20 gruplar karsilastirildigindaysa aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Bu durum adenozinin ¢oziiciisii olan Tween20’nin sonuglar iizerinde etkisinin
olmadigin1 gostermektedir. Salin uygulanan grup ile kafein grubu karsilastirildigi zaman
aralarinda anlamli bir fark goziikmemektedir (p>0,05) ancak kafein saline gére TNF-a
miktarinda artis saglamistir. Tek basina adenozin uygulanan grupla Tween20
karsilastirildiklarinda ise aralarinda farklilik gozlemlenmemistir (p>0,05), ama adenozin
Tween20’ye gore TNF-alfa miktarinda azalmaya sebep olmustur. Tek basina kafein ve
adenozin uygulanan gruplar arasinda da yine anlamli bir farklilik elde edilmemistir
(p>0,05). Adenozinde anlamli bir azalma goézlemlenirken kafeinde ¢ok az bir artig

gozlemlenmistir( Cizim 4.2.1)
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Cizim 4.2.2: Deney ve kontrol gruplarinda ki IL-1p diizeylerinin grafiksel gosterimi
(* =p<0,05).

Bu sonuglara gore IL-1p;

PTZ grubundaki IL-1B konsantrasyonu salin kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir
artts gosterdi (p>0,05). Bu artis PTZ ile uyarilan konvulsif ndébetlerde IL-1B
konsantrasyonunun arttigin1  ve ndbetin inflamasyona katkida bulunabilecegini
gostermektedir. PTZ ve PTZ+Kafein grubu arasindaki IL-1p konsantrasyonlarinda bir fark
gozlemlenmemis olmasina ragmen Kafein IL-1fB konsantrasyonunda azalma saglamistir
(p>0,05). PTZ uygulanan gruba gére PTZ+Adenozin grubundaki IL-1p konsantrasyonunda
anlamli bir azalma go6zlemlendi (p<0,05). PTZ+Kafein ile PTZ+Adenozin grubu
arasindada anlamli bir farklilik elde edilmemis olmasina ragmen PTZ+Adenozin grubunda
IL-1B konsantrasyonu daha azdir (p>0,05). Salin ve %8’lik Tween20 gruplar
karsilastirildigindaysa IL-1B konsantrasyonu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir

(p>0,05). Salin uygulanan grup ile kafein grubu karsilastirildigi zaman  aralarinda
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anlamlilik yoktur (p>0,05) ama kafein IL-1p konsantrasyonunda artisa sebep olmustur.
Tek basina adenozin uygulanan grupla Tween20 karsilastirildigi zaman aralarinda fark
g6zlemlenmedi (p>0,05). Tek basina kafein ve adenozin uygulanan gruplar arasindada yine
anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0,05) (Cizim 4.2.2).

Korteks IL-6
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Cizim 4.2.3: Deney ve kontrol gruplarinda ki IL-6 diizeylerinin grafiksel gosterimi
(*=p<0,05).

Bu sonuglara gore IL-6;

PTZ ve salin grubundaki IL-6 konsantrasyonu arasinda anlamli bir sonug¢ elde
edilmemigtir (p>0,05). PTZ ve PTZ+Kafein grubu arasindaki IL-6 konsantrasyonlarinda
anlamli  bir fark gozlemlenmemesine ragmen PTZ+Kafein grubunda IL-6
konsantrasyonunda PTZ grubuna gore bir azalma s6z konusudur (p>0,05). PTZ uygulanan
gruba gore PTZ+Adenozin grubunda ki IL-6 konsantrasyonunda anlamli bir azalma
gozlemlenmistir (p<0,05). Adenozin hem ndbet latansin1 uzatmig hemde IL-6
konsantrasyonunda anlamli bir azalmaya sebep olmustur. PTZ+Kafein ile PTZ+Adenozin
grubu arasindada anlamli bir farklilik elde edilmemis olsada PTZ+Adenozin grubunda IL-6
konsantrasyonu daha azdir (p>0,05). Salin ve %8’lik Tween20 gruplari
karsilastirildigindaysa aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Bu durum
adenozinin ¢oziiciisii olan tween20’nin sonuglar {izerinde etkisinin olmadigini
gostermektedir. Salin uygulanan grup ile kafein grubu karsilastirildigi zaman aralarinda
anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). Tek basina adenozin uygulanan grupla Tween20
karsilastirildigl zaman aralarinda fark elde edilmedi (p>0,05), ama adenozin tween20’ye
gore IL-6 miktarinda azalmaya sebep oldu. Tek basina kafein ve adenozin uygulanan grup
arasinda da anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05) (Cizim 4.2.3)
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4.3. Oksidatif Stresin Degerlendirilmesi

Oksidatif stresi degerlendirmek igin kullandigimiz GSH ve MDA tim gruplarda korteks
ve kanda calisilirken NO sadece kanda calisilmistir. Elde edilen sonuglar asagida ki
gibidir;

Salin grubunda korteksten elde edilen MDA degeri 3,92+0,08 nanomol/10 mg protein,
GSH degeri 10,90+0,89 mg/gram protein, NO degeri ise 22,89+4,67 nanomol/100 mg
protein’ dir. Serumdan elde edilen MDA degeri ise 4,444+0,59 nanomol/ml, plazma daki
GSH degeri ise 11,21+1,72 mg/dl seklinde elde edilmis.

Tween 20 grubunda korteksten elde edilen MDA degeri 4,33+0,86 nanomol/10 mg
protein, GSH degeri 10,02+2,10 mg/gram protein, NO degeri ise 19,83+2,35 nanomol/100
mg protein’ dir. Serumdan elde edilen MDA degeri ise 4,12+0,19 nanomol/ml, plazma daki
GSH degeri ise 12,37+2,68 mg/dl seklinde elde edilmis.

PTZ grubunda korteksten elde edilen MDA degeri 4,80+0,92 nanomol/10 mg protein,
GSH degeri 11,93+2,60 mg/gram protein, NO degeri ise 23,65+2,44 nanomol/100 mg
protein’ dir. Serumdan elde edilen MDA degeri ise 4,41+0,35 nanomol/ml, plazma daki
GSH degeri ise 9,49+0,73 mg/dl seklinde elde edilmis.

PTZ+Kafein grubunda korteksten elde edilen MDA degeri 3,97+0,81 nanomol/10 mg
protein, GSH degeri 10,07+1,00 mg/gram protein, NO degeri ise 21,12+1,69 nanomol/100
mg protein’ dir. Serumdan elde edilen MDA degeri ise 5,40+0,60 nanomol/ml, plazma daki
GSH degeri ise 9,74+0,43 mg/dl seklinde elde edilmis.

PTZ+Adenozin grubunda korteksten elde edilen MDA degeri 3,83+0,33 nanomol/10
mg protein, GSH degeri 9,72+0,63 mg/gram protein, NO degeri ise 23,03+2,77
nanomol/100 mg protein’ dir. Serumdan elde edilen MDA degeri ise 4,57+0,39
nanomol/ml, plazma daki GSH degeri ise 9,48+0,97 mg/dl seklinde elde edilmis.

Kafein grubunda korteksten elde edilen MDA degeri 3,61+0,46 nanomol/10 mg protein,
GSH degeri 9,23+0,97 mg/gram protein, NO degeri ise 20,59+4,05 nanomol/100 mg
protein’ dir. Serumdan elde edilen MDA degeri ise 4,25+0,26 nanomol/ml, plazma daki
GSH degeri ise 10,53+0,88 mg/dl seklinde elde edilmis.

Adenozin grubunda korteksten elde edilen MDA degeri 4,14+0,38 nanomol/10 mg
protein, GSH degeri 9,81+£0,51 mg/gram protein, NO degeri ise 21,35+2,59 nanomol/100
mg protein’ dir. Serumdan elde edilen MDA degeri ise 4,69+0,85 nanomol/ml, plazma daki
GSH degeri ise 12,96+1,26 mg/dl seklinde elde edilmis. Tim bu sonuglar Cizelge 4.3.1.”de

verilmistir.
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Cizelge 4.3.1. MDA ve GSH’in korteks ve kanda ki konsantrasyonlari, NO’in ise
korteksteki konsantrasyonlar1 gosterilmektedir. Veriler ortalama+ standart sapma seklinde

gosterilmisgtir.
Bolgeler MDA-Korteks MDA-Serum GSH-Korteks GSH- NO-Korteks
(nanomol/10 (nanomol/ml) (mg/gram protein) Plazma (nanomol/100
Gruplar mg protein) (mgy/dl) mg protein)
Salin 3,92+0,08 4,44+0,59 10,90+0,89 11,21+1,72 | 22,89+4,67
Tween20 4,33+0,86 4,12+0,19 10,02+2,10 12,37+2,68 | 19,83%2,35
PTZ 4,80+0,92 4,41+0,35 11,93+2,60 9,49+0,73 | 23,65+2,44
PTZ+Kafein 3,97+0,81 5,40+0,60 10,07+1,00 9,74+0,43 | 21,12+1,69
PTZ+Adenozin 3,83+0,33 4,57+0,39 9,72+0,63 9,48+0,97 | 23,03+2,77
Kafein 3,61+0,46 4,25+0,26 9,23+0,97 10,53+0,88 | 20,59+4,05
Adenozin 4,14+0,38 4,69+0,85 9,81+0,51 12,96+1,26 | 21,35+2,59

Bu sonuglara gére MDA,

PTZ ve salin gruplarinda ki korteks ve serumdan elde edilen MDA konsantrasyonlari
arasinda anlamli bir sonug elde edilemedi (p>0,05). PTZ ve PTZ+Kafein grubunda
korteksten elde edilen MDA konsantrasyonlari arasinda anlamlilik s6z konusuyken
(p<0,05), serumda bir anlamlilik bulunmamistir (p>0,05). Bunun sonucunda PTZ ile
uyarilan nobetlerde kafeinin MDA’y1 azalttigi bulundu. PTZ uygulanan gruba gore
PTZ+Adenozin grubunda korteksteki MDA seviyesi anlamli bir sekilde azalirken (p<0,05),
serumda ise bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). PTZ+Kafein ile PTZ+Adenozin grubu
arasindada serumda ve kortekste farklilik elde edilmedi (p>0,05). Salin ve %8’lik Tween20
gruplari karsilagtirildigindaysa aralarinda anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). Tek basina
adenozin uygulanan grupla Tween20 karsilastirildigi zaman ise serumda ve kortekste
anlamlilik yoktur (p>0,05). Tek basina kafein ve adenozin uygulanan gruplar arasindaa
kortekste anlaml1 bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Bu sonuglar ¢izim 4.3.1.”de sematize

edilmistir.
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Cizim 4.3.1. Deney ve kontrol gruplarinda ki MDA diizeylerinin korteks ve serumda

grafiksel gésterimi (*= p<0,05).

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina gore korteks ve plazma da GSH konsantrasyonlari

arasinda anlaml bir farklilik elde edilmemistir (Cizim 4.3.2).
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Cizim 4.3.2. Deney ve kontrol gruplarinda ki GSH duzeylerinin korteks ve plazmada

grafiksel gosterimi

Bu sonuglara gore korteks NO konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik elde

edilmemistir. Gruplarda ki NO konsantrasyonlarinin karsilastirmali gosterimi Cizim

4.3.3.’de sematize edilmistir.
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Cizim 4.3.3. Deney ve kontrol gruplarinda ki korteks NO diizeylerinin grafiksel gosterimi
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5. TARTISMA

Sonuglarimiz 60 mg/kg PTZ injeksiyonunun 30 dk ve iizerinde siiren nobetler
olusturdugunu gdstermektedir. Sitokin konsantrasyonlar1 degerlendirildigi zaman PTZ
uygulanan grupta salin kontrole gére TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyelerinde bir farklilik
olmadigr goézlemlenmektedir. Ancak PTZ wugulanan gruplarda ki bu sitokinlerin
konsantrasyonu salin kontrole gore fazladir. Bu durumda ndbet olusumu inflamatuar
mediatér olan TNF-a, IL-1B ve IL-6 miktarlarinda artisin uyarilmasina sebep olmustur.
Yani bu mediatérlerin baskilanmasi nébet aktivitesinin olugsmasini engelleyebilir ya da
azalmasina neden olabilir. Bu durumu degerlendirmek i¢in hem inflamasyonda hem de
nobet patogenezinde etkisi olan adenozinerjik sistemin non-selektif agonist ve
antagonistini kullandik. PTZ ile olusturulan ndbetlerde adenozin antagonisti olan kafeinin
5 mg/kg dozunda uygulanmasinin ndbet baslangicini ve ndbet siiresini degistirmedigini
(p>0,05) ancak nobetlerin 4. faza giris stiresini anlamli derecede geciktirdigini tespit ettik
(p<0,05). Bu iki grup arasindaki TNF-a, IL-1p ve IL-6 konsantrasyonlar1 degerlendirildigi
zaman ise bir fark elde edilmemistir. Buna ragmen PTZ grubuna goére PTZ+Kafein
grubunda TNF-a, IL-1B ve IL-6 konsantrasyonlarinda bir azalma s6z konusudur (p>0,05).
Buazalmast4’e giristeki uzamaya sebebiyet vermis olabilir.

Ote yandan 500 mg/kg adenozinin, PTZ ile olusturulan ndbetlerde ndbetin baslama
siiresini anlaml1 olarak geciktirdigi (p<0,05), nobet siiresi lizerine ise anlamli bir sonug
vermedigi belirlenmigtir. Nobetler bu sekildeyken gruplar arasindaki sitokin iligkisi de
bunu destekler niteliktedir. PTZ uygulanan gruba gére PTZ+Adenozin grubundaki TNF-a.,
IL-6 ve IL-1B konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma s6z konusudur (p<0,05) ve bu
azalma nobet baslama siiresini ertelemis olabilir. Bu durum inflamasyonla epilepsi
arasinda bir iliskinin oldugunu ortaya koymaktadir.

Diger gruplara bakildiginda; PTZ+Kafein ile PTZ+Adenozin grubu arasinda TNF-alfa,
IL-1beta ve IL-6 konsantrasyonlarinda anlamli bir farklilik olmamasina ragmen adenozin
uygulamasi kafeine gore sitokin seviyelerinde azalmaya sebep olmustur. Salin kontrole
gore tek basina kafein uygulanan grupta sitokin konsantrasyonlarinda anlamli olmayan bir
artis gozlemlenirken, tek basina adenozin ise TNF-o ve IL-6 seviyelerinde anlamli
olmayan bir azalmaya sebep olmus ve IL-1f seviyesinde degisiklik olusturmamistir. Bu
sonuglar adenozinin sitokin salintminin baskilanmasi {izerine etkili olabilecegini

gostermektedir. Ayrica inflamatuar molekiillerin ndbet patogenezinde etkili ~ olduklari,
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ndbet latansini uzatabilecekleri goriilmektedir. Boylece adenozinin hem anti-epileptik
hemde anti inflamatuar etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada kafein’in akut kullaniminin nébetler iizerine etkisinin olmadigi
ve oksidatif stresi azaltmadigi belirtilmistir (Souza ve dig. 2013). Bu bulgu bizim
sonuclarimizla uyusmaktadir. Bagka bir ¢alismada ise diisiik dozlarda akut kafeine maruz
kalan GAERS’lerde DDD’nin ekspresyonunda azalma oldugu gozlemlenmistir (Germé ve
dig. 2015). Bu sonuclara gore kafein kullanim siiresi ve dozuna bagl olarak konvulsif ve
non-konvulsif nébetlerde zit etkiye sahiptir.

Farkli yetiskin rat modellerinde tekrarlayan kafein kullaniminin konviilsif nobetler
iizerine nobet uyarilabilirligini azalttig1 gosterilmistir. Ayrica gelisme cagindaki ratlar
iizerine kafeinin ndbet esik degerindeki azalmayi erteledigi soylenmistir. Bunun spesfik
beyin yapilarinda A1 reseptdr yogunlugundaki artisla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Guillet ve Dunham 1995, Holloway 1982, Hughes ve Beveridge 1990, Guillet 1995).
Kafeinin AIR’i bloklayarak cAMP iiretimini artirdigi ve kordon kani monositleri
tarafindan pretranskripsiyonel TNF-a Gretimini inhibe ettigi gosterilmistir (Chavez-Valdez
ve dig. 2009). Bdylece nobet esik degerindeki hassasiyetin azalmamasinin nedeni kafein
tarafindan sebep olunan TNF-a {iretim inhibisyonu olmustur. Bizim calismamizda da
anlamli olarak bir azalma meydana gelmesede kafein uygulanan PTZ’1i hayvanlarda TNF-
alfa, IL-1lbeta ve IL-6 konsantrasyonlarinda PTZ grubuna gére bir azalma meydana
gelmistir. Bunun yaninda ise bu iki grup arasinda st4’e giriste anlamli bir farklilik vardir ve
kafein st4’e giris siliresini geciktirmistir. Sitokin konsantrasyonlarinda ki bu degisiklikten
dolay1 gecikme meydana gelmis olabilir.

Adenozin ise nobet baglangicini geciktirmedeki islevini, koruyucu fonksiyon gosteren
A1 reseptor aktivasyonu araciligiyla saglamis olabilir. Ciinkii yapilan bir ¢calismaya gore
Al reseptorlerinin ¢cogunlukla nébet olugsmasini ve yayilmasini engelledigi belirtilmistir
(Szybala ve dig. 2009, Murray ve dig.1992, Zhang ve dig.1994). A1 reseptdrlerinin bagka
bir major eylemi GIRKs aktivasyonu yoluyla dinlenim membran potansiyelinin

hiperpolorizasyonuna aracilik etmektir (Dunwiddie ve Masino 2001). Bu kanallar

iT

iyonunun hiicre digina degil de hiicre i¢ine akimini saglayarak hiperpolarizasyona sebep
olur. Aym1 zamanda adenozin glutamat salinimini inhibe ederek néronlar1 hiperpolarize
eder ve direk bir sekilde kalsiyum kanallarinin bazi ¢esitlerini inhibe ederek
eksitotoksisiteyi azaltmaktadir (Dunwiddie ve Masino 2001). Absans epilepsili Long

Evans ve WAG/Rij rki ratlarda yapilan calismada adenozinin aktivitesinin serebral
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kortekste ve talamusta firing oranini azalttig1 belirtilmistir. Bu adenozin aktivasyonunda
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neokorteks ve talamusta adenozin reseptorlerinden dominant olan Al reseptorlerinin
inhibisyonuyla alakali olabilecegi belirtilmistir (Kovacs ve dig. 2013) Ayrica yapilan bagka
bir calismada eksojen olarak adenozin reseptor agonistlerinin kullaniminin ndébet
aktivitesini azalttigi, antagonistler ise prokonviilsant bir etki gosterdigi belirtilmistir
(Dunwiddie ve Masino 2001). Bu bulgular adenozinin ndbet aktivitesini azalttigiyla ilgili
olan sonuglarimizla uyum halindedir.

Sitokinlerin etkinligiyle ilgili olarak; PTZ’nin kronik ve akut uygulanmastyla
olusturulan modellerde kortikal seviyede TNF-a miktarinin arttig1 gosterilmistir (Abdallah
2010). Bir ¢alismada amigdalanin elektriksel uyarilmasiyla elde edilen kindling ratlarin
tim beyin dokusunda TNF-a ve IL-1f iceriginin arttig1 ve ayrica i.p. TNF-o kullaniminin
amigdala kindlingindeki hassasiyeti artirdigi belirtilmistir (Khoshdel ve dig. 2012). TNF-a
inflamatuar cevabin primer mediatorii oldugu igin, TNF-a seviyesindeki degisikliklerin
konvulsif ndbet patogenezinde 6nemli bir role sahip oldugu sdylenebilir. Yapilan bir
calismada PTZ ile uyarilan nobet akabinde hem plazmada hem de beyinde TNF-a
seviyesinde kontrol gruplara gore anlaml bir artis bulunmustur (Rao vd. 2008) ve TNF-
alfa reseptor genlerinin piriform korteks ve hipokampiiste anlamli olarak arttig:
gosterilmistir (Ahmadirad vd. 2014). Jeneralize kindled nobetlerinden 2 saat sonra
hipokampis ve amigdalada IL-1B’nin mRNA ekspresyonunda artig oldugu bulunmustur
(Plata-Salaman ve dig. 2000). Kainat, bikukulin ya da elektriksel uyari tarafindan uyarilan
limbik ndbetlerde IL1-B, IL-6 and TNF-a mRNA ekspresyonunun hipokampiiste arttigi
belirtilmistir. Ayrica IL-1B’nin intrahipokampal injeksiyonu ile bu nobet modellerinde
prokonvulsant etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Vezzani ve dig. 2002). Bu gibi
calismalar bizim sonuglarimizla kismen uyum ig¢indedir, PTZ sitokin konsantrasyonlarini
anlamli artirmamasina ragmen bir ylkselmeye sebep olusturmustur.

Ayrica PTZ Oncesi adenozin uygulanan gruptaki sonuglara gore inflamatuar
mediatorlerin  baskilanmasinin ndbet baglama siiresini uzattigin1 soyleyebiliriz. Bu
inflamasyonla epilepsi arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymaktadir. Rao ve
arkadaslarinin 2009 yilinda ki ¢aligmalarinda bahsettiklerine gore beyinde azalan TNF-alfa
seviyesinin farelerde ndbet inhibisyonunu sagladigi belirtilmistir. Bu calisma bizim
caligmamiz1 destekler niteliktedir. Ayrica yapilan calismalar da TNF-a reseptorlerinin
aktif olan ¢esidine gore pro ya da anti konvulsan etki gosterdigi belirlenmistir (Balossoa ve
dig. 2013). Buna gore bizim ¢aligmamizda adenozin TNFR2’yi aktive ederek ya da TNFR1
reseptorunu inhibe ederek etkisini gostermis olabilir. Status ve elektriksel konvulsif

nobetlerden sonra IL-1p ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin mRNA seviyelerinin
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yikseldigi belirtilmistir (Abdallah 2010 ). Tonik-klonik nobetlerden sonra CSF’de 1L-6
seviyesinin arttigi bulunmustur (Rao vd. 2009). Bizim c¢alismamizdaysa adenozin
uygulanan PTZ’li grubun korteksinde kontrollere gore adenozinin IL-6 Uretimini
baskiladig1 gosterilmistir. IL-6 "~ knock out farelerde yapilan ¢aligma sonucunda PTZ ile

olusturulan nobetlerde hassasiyetin arttigi ve IL-6’nin nobet hassasiyetini azaltmakta
onemli oldugu belirtilmistir (De Sarro vd. 2004). PTZ uyguladigimiz gruptaki IL-6
konsantrasyonunda anlamli bir artis gézlemlenmemistir. Ancak adenozinin IL-6 Uretimini
baskiladigi, ndbet baslama siiresini uzattigi bizim c¢aligmamiz i¢in sdylenebilir.
PTZ+Adenozin ve salin grubu arasinda adenozinden kaynaklanan anlamli bir azalma s6z
konusudur (p<0,05). Buradan ¢ikarabilecegimiz sonug¢ var olan IL-6 nobet olusumu
Uzerinde c¢ok etkili degildir ancak belli dl¢iide baskilanmasi nébet baglama siiresini
uzatabilir.

Son caligmalarda pro-inflamatuar sitokin Gretimi Uzerine beyin ve glial hicrelerin
(mikroglia ve astrositler) 6nemli bir etkisi oldugu gosterilmistir (Barres 2008, Michell ve
dig. 2015). Ratlarda olusturulan limbik nébetlerin hipokampiisteki glialar tarafindan
sitokinleri hizl1 ve geri doniisiimlii bir sekilde sentezledigi gosterilmistir (Vezzani ve dig.
2002). Biz de buna dayanarak PTZ ile olusturulan konvulsif ndbetlerde ki sitokin artisinda
glial hiicrelerin rol oynadigini ve adenozin uygulandigi zaman glialarin inaktivasyonunu
saglayarak sitokin konsantrasyonlarinda azalmaya yol actigim1 sdyleyebiliriz. Bagka bir
calismada adenozinin A2a reseptori araciligiyla beyin hastaliklarinda aktiflenen mikroglia
tarafindan TNF-a liretimini baskiladigi ve LPS ile uyarilmig TNF-o iiretiminin primer
murin mikroglia kiiltiiriinde inhibe edildigi gosterilmistir (Newell ve dig. 2015). Periferal
kolon inflamasyonuna sahip ratlarda PTZ ile olusturulan epilepsi modelinde
inflamasyonun ndbet hassasiyetini artirdigi ve mikroglia aktivasyonuyla iiretilen TNF-
o’nin bu hassasiyete katkida bulundugu hipokampal kesitlerde gosterilmistir (Riazi vd.
2008). Artan inflamatuar mediatorlerin nobet cevaplarinin siirdiiriilmesi ve gelismesinde
onemli oldugu ve ikinci bir epileptogenik atak iirettigi belirtilmistir. Bunu glutamat
homeostazisini modiile ederek saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir (Abdallah 2010 ).
Farelerde GABAAa reseptorunun selektif antagonisti olan bikukulin methiodid’in
intrahipokampal enjeksiyonu tarafindan olusturulan nobetlerde IL-1f ve IL-1Ra’nin
hipokampiiste seviyelerinin arttig1 gosterilmis ve ekzojen olarak IL-1f injeksiyonunun
nobet aktivitesini daha da koétiilestirdigi ve nobet esik degerini azalttigi belirtilmistir

(Vezzani ve dig. 2000).
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Yuhas ve digerlerinin yaptigi calismada (1999) sistemik Shigella dysenteriae uygulanan
farelerde PTZ’nin konvulsan dozuna karsi onlarin cevabinin arttigini ve bu olgunun IL-18
ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerle iliskili oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismalarda
IL-1 B ve TNF-a Uretiminin nobet hassasiyetini artirdig1 gésterilmektedir. Immunsupresér
ajan olan FK-506 ya da sislosporin A’nin sistemik injeksiyonunun elektriksel amigdala
kindling boyunca ratlada st 5 nobetlerine ulagilmasi engellenmistir ayni sekilde FK-506
farede olusturulan PTZ kindling modelindede ayni etkiyi gosterdigi belirtilmistir (Moia vd.
1998 ve Singh vd 2003). Fakat ila¢ geri ¢ekildikten sonra uyarilan hayvanlarda st 5tekrar
gorilmiistiir. Baska bir caligmada ise FK-506'nin PTZ ndbetlerini hizlandirdigi
belirtilmigtir (Suzuki vd 2001). Yapilan bu ¢caligmalar immudin sistemin nébetlerle iligkisini
desteklemektedir.

Oksidatif parametreler incelendigi zamansa; yapilan ¢alismalara gore GSH ya da
GSSG’un intraserebroventrikiiler kullanilmasinin konvulsiyon olusturmadigi ve subkutan
PTZ’den 6nce kullanilmasi1 durumunda PTZ ile uyarilan konvulsiyonlar1 inhibe ettigi
gosterilmistir (Abe ve dig. 1999,2000). Ekstraseliiler alanda artan GSH seviyesinin
antikonvulsan rolii oldugu, GSH inhibitorii kullanilarak GSH seviyesi azaldik¢a nobet
hassasiyetinin arttig1 gosterilmis ve beyinde néronal uyarilmanin modulasyonunda énemli
oldugu belirtilmistir (Abe ve dig. 2000).

PTZ ile uyarilan ndbetlerden sonra hipokampusteki oksidatif hasarin artmasiyla protein
oksidasyonunun ve lipit peroksidayonunun arttigi, GSH ve GSSG seviyesinde degisiklik
olmadig1 gosterilmistir (Patsoukis ve dig. 2004), baska ¢alismada ise lipit peroksidasyon
belirteci TBARS seviyesinin beyin dokusu, karaciger ve eritrositlerde arttigi, GSH
seviyesininde anlamli sekilde azaldig1 gézlemlenmistir (Obay ve dig 2008, Dillioglugil ve
dig. 2010). Aym sekilde PTZ’nin tek doz kullanilmasiyla uyarilan nobetler sonunda
kontrol grubuna gére MDA konsantrasyonu, lipit peroksidasyonu ve oksidatif streste bir
artisa sebep oldugu belirtilmistir. MDA seviyesinin artmasi antioksidanlarin seviyesindeki
azalmaya bagli ger¢eklesmistir ve yiikselen MDA seviyesi, azalan SOD ile birlikte
oksidatif stresin arttigini1 géstermektedir (Chowdhury ve dig. 2013). Bunlara karsin baska
bir ¢alismada ise konvulsif nébetlerin sonunda beyin dokusunda oksidatif streste anlamli
bir degisiklik bulunamadigi belirtilmistir (Devi ve dig. 2006). Bizim ¢alismamizdaysa
Salin ve %8’lik Tween20 gruplarimi karsilastirdigimiz zaman oksidatif parametreler
iizerine Tween20’nin salinle ayn1 etkiyi gosterdigini gérmekteyiz. PTZ ve salin grubunda
ise korteks ve serumdan elde edilen MDA konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir sonug

elde edilmemistir. Bu sonuglarimiz Devi ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmayla (2006)
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uyusmaktadir. Ancak PTZ uygulanan gruptaki korteks MDA seviyesinde salin kontrole
gore artis goriilmektedir. Ayni sekilde antioksidan mekanizmanin belirteci olan GSH igin
bu iki grup karsilastirildiginda kortekste anlamli bir farklilik olmadig1 ancak PTZ’nin
plazmada ki GSH seviyesinde anlamli olmayan bir azalmaya neden oldugu gorilmektedir.
Bu sonuglarimiz yukarida belirtilen galismalarla kismen uyum igindedir.

Kafein adenozin reseptorleri araciligiyla ROS (reaktif oksijen tiirleri) iiretiminin
duzenlenlenmesini, diger biyolojik sistemler ve néronlarda serbest radikallerin olusmasini
etkilemektedir (Abreu ve dig. 2011). Kronik kahve ve kafein kullanimimin beyin
membranlarinda lipid peroksidasyonunu azalttigi ve indirgenmis glutatyon
konsantrasyonunu artirdig1 gosterilmistir (Abreu ve dig. 2011). Bir ¢alismada adenozinin
ROS olusumuyla salindig1 ve Al reseptor aktivasyonuyla hipokampiiste ROS’un zararli
hiicresel sonuglar1 azalttig1 belirtilmistir (Almeida ve dig. 2003). Basgka bir ¢alismada ise
A2AR’nin bloklanmasi ya da inhibisyonu sonucunda endotel hiicrelerinin oksidatif stresten
korundugu gosterilmistir (Thakur ve dig. 2010). Kafeinin (10 mg/kg) intraperitonal
injeksiyonu ile C57BL/6 farelerinin hipokampiisiinde total GSH seviyesinde anlamli bir
artig oldugu bulunmustur (Aoyama ve dig.2011). Bizim sonuglarimizda ise PTZ’den 30 dk
once uygulanan kafein grubu PTZ grubuna gore korteksteki MDA konsantrasyonunda
azalmaya sebep olmustur. GSH konsantrasyonlarinda ise iki grup arasinda ne plazmada ne
de kortekste bir anlamlilik s6z konusudur. PTZ’den 6nce adenozin uygulanan gruplaPTZ
grubu karsilastirildigindaysa adenozinin korteksteki MDA konsantrasyonunu azalttigi
gorulmektedir. Tek basina adenozin uygulanmasi ise MDA ve GSH konsantrasyonlarinda
anlamli bir artis olusturmamustir.

Bunlarin yani sira NO ile yapilan ¢aligmalar sonucunda; PTZ ile uyarilan nobetlerde
NO iiretiminin aktive olmas1 ndbet esik degerinde azalmaya neden olmus (Sayyah ve dig.
2003) ayrica ratlarin beyin bolgelerinde NO konsantrasyonunun PTZ enjeksiyonundan
sonra arttig1 belirlenmistir (Bikjdaouene ve dig. 2003). Akut PTZ’ye maruz kalan rat
beyinlerinde nNOS aktivitesindeki degisikliklerle paralel olarak NO seviyesininde
degistigi gosterilmistir. Benzer sekilde anti-epileptik ilaglar olan karbamazepin,
fentobarbital ve lamotrijin PTZ tarafindan olusturulan ndbetlerde NO iiretimini ve ndbet
yogunlugunu azatlig belirtilmistir (Bikjdaouene ve dig. 2003).

Yapilan aragtirmalar da nitrik oksidin epilepside anti ya da pro-konvulsan etkilere sahip
oldugu aciga ¢ikmistir. Kindling ve PTZ modelinde asir1 nitrik oksit iiretiminin néronal
nitrik oksit sentazin aktivasyonuyla baglantili oldugu belirtilirken, uyarilabilir nitrik oksit

sentazin (iINOS) kindling cevaplarla iligkili oldugu gosterilmistir (De Luca ve dig. 2006,
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Abdallah 2010 ). Ayrica NO’in nobet baslama mekanizmasindan ziyade ndbetin siiresini,
tipini ve devamliligini etkileyebilecegi belirtilmektedir (de Vasconcelos ve dig. 2000). Itoh
ve arkadaslarinin (2004) yapti§i c¢alismada PTZ kindling modelinde nNOS’un
aktivasyonuyla NO iretildigi gosterilmis ve serebellar NO seviyesinin tonik-klonik
konviilsiyonlar sonucu arttig1 gézlemlenmistir. Fakat De Luca ve ark. (2006) uyarilabilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) knock out (iNOS—/— ) farelerde yaptiklar1 deneylerde PTZ
kullanildigi zaman daha yavasca kindlinge ulastigini agiga ¢ikarmiglardir ve NO’in
epilepsinin bazi tiirlerinin gelismesinde pro-epileptogenik bir rol oynayabilecegi
belirtilmistir. Bizim calisma sonug¢larimizda ise NO degerleri arasinda gruplarda bir
farklilik elde edilmemistir. Bunun sebebi injeksiyondan 2 saat sonra hayvanlarin dekapite
edilerek dokularinin alinmasindan dolay1 olabilir. Ciinkii bu siire¢ iginde oksidan ve
antioksidan mekanizmalar1 ¢oktan devreye girmis ve bazal seviyelerine geri donmeye
baslamis olabilirler. Ancak oksidan mekanizmalar bazal seviyelerine donerken sitokin
konsantrasyonlarin da dalgalanmalar mevcuttur. Bikjdaouene ve arkadaslarinin yaptiklari
calismaya gore PTZ injeksiyonundan 3 saat sonra aldiklar1 doku sonuglarinda PTZ
injeksiyonunun rat beyin bdlgelerinde NO konsantrasyonunu artirdigini belirtirken bagka
bir ¢alismadaysa ise PTZ uygulandiktan 24 saat sonra uyarilabilir nitrik oksit sentazin
(iNOS) kindling cevaplarla iliskili oldugu gosterilmistir (Abdallah 2010).

Calismamizin sonuglarina goére PTZ ile olusturulan konvulsif nébetlerde adenozin ve
kafein uygulamasinin korteks dokusunda MDA seviyesini azaltig1 ancak GSH ve NO

iizerine anlamli etkisinin olmadig1 gozlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz calismanin sonucuna gore; jeneralize konvulsif nobetlerin inflamatuar
molekiillerin ekspresyonunu artirdigi, ndbetin inflamasyona neden oldugu gortlmektedir.
Ayrica adenozinerjk sistem modiilasyonu inflamatuar molekiilleri baskilayarak ndbete
baslangi¢ siiresini erteledigi bulunmustur. Bdylece inflamasyon ve epilepsi arasinda
karsilikl1 bir iliski oldugu ve birbirlerini tetikledikleri gorilmektedir. ileriki caligmalar igin
reseptore spesifik agonist ve antagonistler kullanilip sitokin seviyesinde ki degisiklige
aracilik eden reseptér alt tipleri belirlenerek ndbet patogenezinde ki siiregler
degerlendirilebilir. Ayrica kafeinin kronik uygulamasindan sonra ki degisiklikler anlaml1
sonuglar verebilir.

Elde ettigimiz sonuglar bize adenozinin PTZ ile uyarilan konvulsif nébetlerde TNF-a.,
IL-1B ve IL-6 seviyesini nobet aktivitesi sonrasinda anlamli derecede azalttigini
gostermektedir. Bu sitokinlerin baskilanmasi ile nébetlerin tedavisi diisiiniilebilir ki bazi
caligmalarda bu durumlar degerlendirilmistir. Ayrica TNF- o reseptor modiilasyonu
lizerine adenozinin etkisi olabilecegini diislinmekteyiz. Bunu belirlemek icinde ileri
molekdler calismalar planlanmaktadir.

PTZ ile uyarilan ndbetlerin oksidatif parametreleri etkilemedigi, bunun kismi bir
oksidatif cevap olusmasiyla ilgili olabilecegi ve hayvanlar dekapite edilene kadar oksidatif
dengenin tekrar kuruldugu diisiiniilmektedir. Zamana baglh calisma ile degerlendirmeler
yapilabilinir. Ayn1 zamanda farkli deneysel nobet ya da epilepsi modeli kullanilarak daha

ayrmtilisonuglar elde edilebilir.
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Capak ve ¢ kapak sayfalarmda BiLfMU* ;
edilen unvanlar yazild1 (Kapak sayfasina damsman adl yazllmamahdlr)

Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin y6niine dikkat!) ad,
program,yil yazildi.

Onay sayfasi uygun gizimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir,

imzalarin ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).
Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandu.

On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlar1 konuldu.
Sayfa numaralar kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi boyutu 12 olacak bi¢imde basildi.

Dipnot yaz1 boyutu 10 olacak sekilde basildi.

Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.
Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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