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BEYAN

“Genetik Absans Epilepsili WAG/RIij Sicanlarda Gorulen Spontan Nobet
Aktivitesi Uzerine Pirinerjik P2X7 Reseptoriiniin Etkisi ve Bu Etkide NMDA
Reseptorlerinin Rold” basglikli tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu,
bagka bir calismadan kopya edilmedigini, tezin planlanmasindan yazimina
kadar butin safhalarda etik disi davranisimin olmadigini, bu tezdeki butun
bilgileri akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez galismasiyla elde
edilmeyen butin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da
kaynaklar listesine aldigimi, bu tezin galisiilmasi ve yazimi sirasinda patent ve
telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim. Bu ¢alisma
Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
desteklenmistir (PYO.TIP.1905.15.002).



OZET

Giris ve Amag: Absans epilepsi, idiyopatik, jeneralize, konvulsif olmayan
epilepsi turadur. WAG/RIj sicanlar, gecerliligi kanittanmis, genetik absans
epilepsi modelidir. P2X7 reseptorleri (P2X7R), ATP’ye duyarli katyon
kanallandir ve gesitli epilepsi modellerinde etkinligi gosterilmistir. P2X7R ve
glutamat reseptori NMDA'nin absans epilepsi Uzerine etkileri ve etkilesimi
konusunda galisma yoktur. Bu nedenle P2X7R agonisti BzZATP ve antagonisti
A-438079’un ve NMDA antagonisti memantinin WAG/RIj siganlardaki etkisini
ve etkilesimini elektrofizyolojik ve biyokimyasal yonden arastirmayi amacladik.
Gereg ve Yontemler: Calismada 6-8 aylik 56 erkek WAG/RIj sigan kullanildi.
Elektrotlar hayvanlarin kafataslarina yerlestirildi. Bazal elektrokortikografi
(ECoG) kayitlari ug saat alindi. BZATP (50 pg-100 pg i.s.v); A-438079 (20 pg-
40 pg i.s.v.); memantin 5 mg/kg i.p. ve etkilesim gruplari olusturuldu ve 3 saat
daha ECoG kayd alindi. Kayitlar ndbet sayisi ve suresi, diken ve yavas dalga
desarji (DDD) sayisi ve amplitudu agisindan incelendi. Biyokimyasal analiz igin
hayvanlarin beyni gikarildi ve sag ve sol hemisfer, serebellum ve beyin sapi
ayrildi; kan ornekleri alindi; ileri protein oksidasyonu drunleri (AOPP),
malondialdehit (MDA), superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon reduktaz (GSR) olguld.
Bulgular: Sunulan galismada BzATP’nin ve A-438079'un WAG/RIj siganlarda
gorulen nobet aktivitesine etkisiz oldugu; memantinin etkisinin ise
antikonvulsan ve antioksidan yonde oldugu bulundu. BzATP’nin, memantinin
DDD’lere etkisini degistirmedigi ancak antioksidan etkisini azalttigi, A-
438079'un ise memantinin DDD’lere olan etkisini azalttigi bulundu.
Tartisma ve Sonuglar: Edinilen bulgular P2X7R’'nin WAG/RIj siganlarda
goérilen DDD’lere dogrudan etki etmedigini, ancak memantinin etkilerini
elektrofizyolojik ve biyokimsal yonden degistirdigini gdstermektedir. Bu da
P2X7R ve NMDA’nin birden fazla mekanizmada ve konumda kesistigini
dusundurmektedir. Bu iligkinin aydinlatilabilmesi igin farkh molekuler ve

hicresel ¢calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Absans, Epilepsi, P2X7, NMDA



ABSTRACT

Aim: Absence epilepsy is a type of idiopathic, generalized, non-convulsive
epilepsy. WAG/RIj rats are a validated model of genetic absence epilepsy.
P2X7 receptors (P2X7R) are ATP sensitive cation channels and have been
shown to be effective in various epilepsy models. There are no studies on the
effects and interaction of P2X7R and glutamate receptor NMDA on absence
epilepsy. Therefore, we aimed to investigate the electrophysiological and
biochemical aspects of P2X7R agonist BZATP and antagonist A-438079 and
NMDA antagonist memantine in WAG/Rj rats.

Methods: In this study, 56 male WAG/RIj rats aged 6-8 months were used.
Electrodes were placed on the skulls of the animals. Baseline
electrocorticography (ECoG) recordings were taken for 3 hours. BzZATP (50
Mg-100 pg i.s.v); A-438079 (20 pg-40 pg i.s.v.); memantine 5 mg/kg i.p. and
interaction groups were created and ECoG recordings were taken for an
additional 3 hours. The records were examined in terms of seizure number and
duration, spike and slow wave discharges (SWD) frequency and amplitude.
Rats were decapitated for biochemical analysis and the right and left
hemisphere, cerebellum and brainstem were separated; blood samples were
taken; advanced protein oxidation products (AOPP), malondialdehyde (MDA),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione (GSH), glutathione
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GSR) were measured.

Results: In the present study, BzATP and A-438079 were ineffective on
seizures in WAG/RIij rats; the effect of memantine was found to be
anticonvulsant and antioxidant. It was found that BzATP did not change the
effect of memantine on SWD, but decreased memantine’s antioxidant effect,
and A-438079 decreased the effect of memantine on SWD.

Discusssion: Findings show that P2X7R does not directly affect SWDs seen
in WAG / Rjj rats, but changes the effects of memantine in electrophysiological
and biochemical aspects. This suggests that P2X7R and NMDA intersect in
multiple mechanisms and locations. Different molecular and cellular studies
are needed to clarify this relationship.

Keywords: Absence, Epilepsy, P2X7,NMDA
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

abDDD
AMPA
AOPP
AP-1
BBG
BzATP

CAT
CREB
COX-2
DDD
ECoG
EEG
ERK
GABA
GABAA
GABAB
GPx
GSH
GSR
GSSG
IFSECN

IL-1B
ILAE
INOS
JNK
kDDD
KTK
LTS
MAPK

:DDD amplitadu
:a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-propionik asit
:ileri protein oksidasyon urtinleri
:Aktiflestirici protein-1

:Brilliant Blue G

:2'(3")eO-(4-Benzoylbenzoyl)adenosine5'-
triphosphate triethylammonium

:Katalaz

:Siklik AMP yanit elemani baglayici protein
:Siklooksijenaz-2

:Diken ve yavas dalga desajlari
:Elektrokortikogram
:Elektroensefalogram

:Hucre digi sinyalle dizenlenen kinaz
:Gama aminobdtirik asit
:Gama-aminobutirik asit A reseptoru
:Gama-aminobutirik asit B reseptoru
:Glutatyon peroksidaz

:Glutatyon

:Glutatyon reduktaz

:Glutatyon disulfit

:Elektroensefalografi ve Klinik  Norofizyoloji
Terminoloji Komitesi

:interldkin 1-B

:Uluslararasi Epilepsiyle Savas Birligi
:indliklenebilir nitrik oksit sentaz
:c-Jun N terminal kinaz

:DDD kume sayisi
:Kortiko-talamo-kortikal ag

:Low treshold spike

:Mitojenle aktiflenmis kinaz



MDA
MEK
mGlu
NMDA
nDDD
NFAT
NRT
NF-«kB
P-Tyr
P2XR
P2X7R
P2YR
Po
PTZ
ROS
S1po
sDDD
SEM
SOD
SPSS
SWD
TC
™
VPM

:Malondialdehit

:Mitojenle aktiflenen protein kinaz kinaz
:Metabotropik glutamat reseptoru
:N-metil-D Aspartat

:DDD sayisi

:Aktive T hucrelerin nukleer faktoru
:Retikller talamik cekirdek
:NUkleer faktor- kB

:Fosforile tirozin

:P2X reseptorleri

:P2X7 reseptorleri

:P2Y reseptorleri

:Posterior talamik ¢ekirdeqgi
:Pentilentetrazol

:Reaktif oksijen turleri

:Perioral somatosensoriyel korteks
:DDD kume suresi

:Ortalama + standart hata
:SUperoksit dismutaz

:Statistical Package for Social Sciences
:Spike-wave discharges

:Talamik ¢ekirdekler
:Transmembran protein

:Ventral postero-medial ¢cekirdek
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1 GIRIS VE AMAG

Epileptik ndbet, sinir hicrelerinde meydana gelen, gegici, anormal
elektriksel desarjlar sonucu gorulen klinik bir durumdur. Epileptik ndbet
gerceklestiginde, beynin etkilenen bdlgesine gore hastada gegici biling kaybi,
kas kasilmalari, tonus kaybi gibi farkli 6zelliklerde klinik belirtiler olmaktadir.
Epilepsi, kendiliginden tekrarlayan epileptik ndbetlerin olmasi durumudur.
Epilepsi etkilenen kisinin hayatinda fiziksel, sosyal ve psikolojik sorunlara yol
acabilir. Diinya Saglik Orgitiiniin verilerine gére diinyada 50 milyon epilepsi
hastasi oldugu sanilmaktadir (1). Kafa travmasi, beyinde kitle, enfeksiyon,
genetik hastaliklar, metabolik bozukluklar gibi bir nedene bagl ortaya ¢ikabilse

de %60 oraninda epilepsinin nedeni bulunamaz.

Cocukluk ¢aginda ortaya gikan en sik epileptik durum gocukluk ¢agi
absans epilepsisidir (2). Absans epilepsi, davranislarda ani duraksama ile
birlikte biling kaybi seklinde gorulir. Hastanin vicut tonusunda bir degisiklik
olmaz ve nobet bittikten sonra hasta gunluk hayatina kaldigi yerden devam
eder, nobet sirasinda olanlari hatirlamaz. Nobet sirasinda elektroensefalografi
kaydi alindigi taktirde bilateral senkron 3 Hz frekansli DDD’ler goralir (3).
Absans epilepsinin nedeni heniiz bilinmemektedir. insanlar (izerinde absans
epilepsinin patofizyolojisini aydinlatacak galismalar yapmak etik olarak uygun
olmayacagindan cesitli deney modelleri kullaniimaktadir. WAG/RIj siganlar
kendiliginden absans epilepsi benzeri ndbet gecgiren hayvanlardir. Yapilan
calismalar WAG/RIij siganlarda gorulen ndbetlerin, insanlarda goérilen absans
epilepsiye klinik, norofizyolojik ve farmakolojik agidan benzerlik gosterdigini
ortaya koymustur (4). Nobetlerin olusumunu ve gelisimini etkileyen birgok
faktor WAG/RIj siganlarinda yapilan galismalar ile ortaya konulmustur.

Yapilan calismalar, absans epilepsinin, beyinde, Dbilateral
somatosensoriyel korteksin perioral bolgesinde bulunan, glutamaterjik
odaklardan kaynaklandigini géstermektedir (5, 6). Bu bdlgenin kortiko-talamo-
kortikal devreyi (KTK) etkiledigi disunulmektedir. Talamustaki ¢ekirdeklerde
bulunan T tipi kalsiyum kanallarinin aktivitesi patlayici salinimlara sebep

olarak tipik DDD’lerin goérunumune sebep olur. Absans epilepsinin tedavisinde



kullanilan etostksimid, bu kanallar Gzerinden etki ederek absans epilepsiyi
baskilamaktadir. Ancak bazi hastalarin halen nodbetlerinin kontrol altina
alinamamis olmasi absans epilepsinin patofizyolojisi hakkinda bildiklerimizin
yeterli olmadigini ortaya koymaktadir.

Pdrinerjik reseptorlerin epilepsi hastaliginda ve c¢esitli nérodejeneratif
hastaliklarda etkin rol oynadigi cesitli caligmalarda gosterilmistir (7-11).
P2X7R yuksek konsantrasyondaki ATP’ye duyarli segici olmayan katyon
kanalidir. Birgok epilepsi modelinde etkili olan P2X7R’'nin WAG/RIij si¢anlarda

gérilen absans epilepsi Uzerine etkisi bilinmemektedir.

Glutamat beyinde en ¢ok bulunan uyarici nérotransmitterdir. iyonotropik
ve metobotropik reseptoérleri vardir. Glutamatin NMDA reseptorleri iyon
kanallaridir ve hiicre igine kalsiyum girisine izin vermesiyle dikkat cekmektedir.
Yapilan deneysel galismalar birgok epilepsi modelinde NMDA antagonisti
memantinin etkili olugunu gostermistir. Gegerliligi kanitlanmis absans epilepsi

genetik modeli olan WAG/RIij siganlarda memantinin etkisi bilinmemektedir.

P2X7R’nin uyariimasinin glutamat saliveriimesine sebep oldugu
yapilan galismalarda gdsterilmistir (12, 13). Bunun yaninda, glutamat artisi
durumunda ortamda P2X7R’ne baglanan ATP molekuli de artmaktadir (12,
14). P2X7R ve NMDA reseptortu hicre igine kalsiyum gegisine izin veren
katyon kanallaridir. Kalsiyum hem absans epilepsinin patofizyolojisinde rol
almasiyla hem de hucre i¢i reaktif oksijen turlerini (ROS) arttirmasiyla 6nemli
bir iyondur (15, 16). Ancak P2X7R ve NMDA reseptorlerinin  WAG/RIj
siganlarda gorulen epileptik aktiviteyi nasil etkileyecegi merak konusudur ve
birlikteliklerinin oksidan devreleri etkilemesi olasidir. Bu nedenle P2X7R
etkinligini anlayabilmek icin P2X7R agonisti BzZATP ve antagonisti A-
438079yi, NMDA reseptor etkinligini anlayabilmek igin de memantini
kullanarak bahsi gegen yolaklarin etkilerini etkilesimini elektrofizyolojik ve

biyokimyasal metodlarla arastirmay1 amagladik.



2 GENEL BILGILER

21. Epileptik Nobet

Normal beyin fonksiyonu, uyarici ve baskilayici néronlarin arasindaki
dengeye baglidir. Ndbetler, bir grup néronun hipersenkronize desarjlarina
bagli beyindeki elektriksel aktivitenin ani ve gegici yukselmesidir. Nobetler,
kisa sureli, lokalize olaylardan olusan birka¢ Kklinik belirti seklinde
goérulebilecegi gibi, vicudun tonik-klonik konvulsiyonlarini Greten, uzun suren,
bilateral klinik olaylara kadar pek ¢ok farkl sekilde ortaya cikabilir. Nobetler
baslangi¢, gelisme ve sona sahiptir, ancak bu U¢ asama birbirinden agik¢a
ayirt edilemez (17). Nobetler bir hastalik degil, beyindeki uyarilma ve
inhibisyon arasindaki dengesizligin bir belirtisidir (18) . NObet insan hayatinda

cesitli nedenlerle bir veya birkag kez gecirilebilir.

2.2. Epilepsi

Epilepsi, tekrarlayan nobetler ile karakterize, sinir sisteminin kronik bir
hastaligidir. Son calismalar epilepsinin toplam ndfusun %1’ini etkiledigini
ongormektedir (19, 20). Epilepsi tUm yas gruplarindaki insanlari etkilemektedir.
Epilepsi cocukluk ve ergenlik caginda gorulen en sik norolojik hastaliktir,
erigskinlerde ise beyin damar hastaliklarindan sonra en sik rastlanan ikinci

ndrolojik hastaliktir (1).

Uluslararasi Epilepsiyle Savas Birligi'ne (ILAE) gore epilepsinin tanimi
asagidaki kosullardan herhangi birini gosteren bir beyin hastaligi olarak kabul
edilmistir (21).

1. En az iki provoke edilmemis (veya refleks) ndbetin 24 saatten uzun

arayla meydana gelmesi;

2. Bir provoke edilmemis (veya refleks) nobet gecgirmis olmak ve sonraki
10 yil icinde baska provoke olmayan ndbet i¢in yuksek riske sahip
olmak;

3. Bir epilepsi sendromu tanisi olmasi.

Epilepsinin tedavisi semptomlari gidermeye yoOneliktir ve hastalarin
yaklagik % 30’unda nobetler mevcut ilaglarla kontrol altina alinamamaktadir



(22). Kontrol edilemeyen nobetleri olan hastalar yiuksek oranda morbidite ve

mortalite oranina sahiptir.

2.3.1. Epilepsinin etiyolojisi

insan beynini etkileyen genetik, yapisal, metabolik, immin, enfeksiydz
ve bilinmeyen sebeplerle epilepsi meydana gelebilir (23-25). Genetik nedenler
bilinen en sik epilepsi nedenlerinden biridir. Ancak hastalarin sadece
azinhginda bilinen tek bir genetik mutasyon vardir; genellikle kalitim
multifaktoryeldir. Cocukluk ¢agi absans epilepsisi, ¢ocukluk ¢agi miyoklonik
epilepsisi gibi biligsel yeteneklerin korunmus oldugu hastaliklarin etiyolojisinin,
ikiz calismalariyla genetik altyapiya sahip oldugu belirlenmigtir (26). Nedeni
bilinmeyen epilepsiler tim epilepsi etiyolojisinin %60’ in1 olugturmaktadir (27).

2.3.2. Epilepsinin siniflandiriimasi

Etiyolojinin, nObet semiyolojisinin ve tedaviye yanitin farkliliklarina bagl
olarak 40'in Uzerinde farkli klinik alt tip tanimlanmigtir. Bu nedenle, farkli
nedenleri ve belirtileri, farkli ndbet tiplerini ve ayrica gesitli tanimlanabilir
sendromlari kodlamak icin ILAE nobetler, epilepsiler ve epilepsi sendromlari
icin bir siniflandirma sistemi olusturmustur (28). Bu siniflandirma sistemi,
klinisyenler ve hastalar arasindaki iletisimi kolaylastirir ve arastirma toplulugu
icin kavramlari belirler. Zaman iginde bu siniflandirma sistemi yeni bilgiler ve
daha aciklayici siniflandirmalar olusturmak igin guncellenir. Son siniflandirma
anahtar bulgular ve belirtiler kullanilarak epilepsiyi fokal baslangi¢li, jeneralize
baslangigl ve baglangici bilinmeyen olmak tUzere U¢ ana gruba ayriimistir (29).



ILAE 2017 NOBET TiPLERI GELiSMiS SINIFLANDIRMASI
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Sekil 1 ILAE 2017 nobet tiplerinin genisletiimis siniflandirmasi (25).

Fokal ndbetler; ndbet odagi olan, beynin bir yarikiresinde lokaliza bir
bdlgeden kaynaklanan ndbetlerdir. Fokal ndbetler bilincin agik veya bozulmus
olmasina gore iki alt gruba ayrilabilir. Spesifik olarak motor nébetler ve motor
olmayan nobetler olarak da siniflandinlabilir (29). Uyaniklik kiginin hareketsiz
olsa bile, nobet sirasinda kendisinin ve ¢evrenin farkinda oldugu anlamina
gelir. Fokal uyanik nobetler eski adiyla basit parsiyel ndbete karsilik gelir.
Farkindahgin bozuldugu fokal nébetler, kompleks parsiyel ndbetlere karsilik
gelir ve ndbetin herhangi bir bélimunde biling bozulmus olabilir. Nébetin ilk
belirgin isaretini yansitan motor baslangi¢li ya da motor olmayan baslangicli
nobetler istege bagh olarak biling durumuyla beraber adlandirilabilir (Sekil 1).
Baslangici motor olmayan ndbetler, otonom, davranis tutuklugu, biligsel,
duygusal veya duyusal islev bozuklugu seklinde kendini gdsterebilir. Fokal

nobetler bilateral tonik klonik ndbetlere donusebilir.

Jeneralize noébetler; bir noktada baslayip hizla iki yarim kireyi de
etkileyen nobetlerdir. Biling duzeyi, jeneralize nobetler igin bir siniflandirici
olarak kullanilmaz, ¢unku jeneralize nobetlerin buyuk g¢ogunlugu, bozulmus

farkindalikla iligkilendirilir. Jeneralize nébetler motor ve motor olmayan olarak



iki ana alt gruba ayrilmistir (Sekil 1) (29). Jeneralize motor ndbet 6zellikleri;
atonik, klonik, epileptik spazmlar, miyoklonik, miyoklonik-atonik, miyoklonik-
tonik-klonik, tonik veya tonik-klonik seklinde olabilir (Sekil 1) (25). Atonik
nobetler ve epileptik spazmlar genellikle belirli bir farkindaliga sahip degildir.
Motor olmayan (absans) nobetler tipik veya atipiktir veya belirgin miyoklonik
aktivite veya g6z kapagi miyoklonisi gésteren ndbetlerdir. Tipik absans ndbeti
ani olarak aktivite ve farkindalgin kaybolmasiyla ortaya gikar. Atipik absans
nobetler; yavas baslangi¢ ya da sonlanma veya atipik yavas DDD’lerle beraber

tonusta degisiklik nedeniyle atipiktir (25).

Baslangici bilinmeyen nobetler de motor ve motor olmayan olarak
ayrilabilir. Su an bilgi yoksunlugu sebebiyle bir sinifta yer bulamamis olsa da
baslangici bilinmeyen ndébetler ilerleyen dénemlerde fokal veya jeneralize

ndbetler siniflarina dahil edilebilirler (25).

2.3.3. Elektroensefalogram

Hans Berger 1929’da insan sagh derisinden beynin Urettigi elektrik
akimlarini hassas galvanometreler kullanarak kaydedilebilecegini ve bunu
kagit uzerinde grafikler halinde ifade edilebilecegini gostermis ve bu yeni kayit
metoduna elektroensefalogram (EEG) adini vermistir (30, 31). Ancak beyin
aktiviteleri ilk olarak 1875 yilinda Caton tarafindan tavsanlardan pia mater
uzerinden elde edilmistir (30, 31). Beyin aktvitesinin bu sekilde pia mater
uzerinden elde edilmesine elektrokortikogram (ECoG) denir. EEG olasi
epilepsili bir hastayr degerlendirmede onemli bir tani testidir. EEG epilepsi
tanisi icin destek saglayabilir ve ayni zamanda altta yatan epileptik sendromun
siniflandiriimasinda da yardimci olabilir (5, 6, 25, 30). EEG sonucu tani
koymada tek basina yeterli olmasa da, bazi olgularda nobet tipi hakkinda bilgi
verebilir, bazi olgularda epilepsi sendromlarinin tanisinda ve prognoz
tayininde yardimci olabilir (25). Beynin elektriksel aktivitesini kaydetmek igin
birden fazla elektrod kullanilarak bu elektrodlar arasindaki potansiyel farkin
dlcimi saglanir. insanlarda sagh deriye rutinde 16 kanalli kayit yapacak
sekilde elektrodlar yerlestirilir ancak daha kuguk alanlarin degerlendiriimesi
icin daha fazla elektrod da kullanilabilir. iki elektrod arasinda kalan serebral

korteks alanindaki potansiyel farkin kaydedilmesi EEG’de bir kanal olarak



gO6zlenir. Kayitta gorilen dalgalar bu alandaki eksitator ve inhibitor postsinaptik
potansiyellerin cebirsel toplamini ifade eder (25). Normal bir insanda sacli
deriden kaydedilen EEG potansiyellerinin frekansi genel olarak 1-30 Hz;
amplitudleri ise 20-100 mikrovolt (uV) civarindadir (32). EEG dalgalari
frekanslarina gore isimlendirilir, temel olarak bes gruba ayriimaktadir: delta,
teta, alfa, beta, gama (30, 33).

Delta dalgalari: Frekansi saniyede 4’Un altinda olan dalgalar delta dalgalari
olarak adlandirihr. Amplitidi 20-200 pV civarindadir (33). Derin uykuda,
cocuklarda ve ciddi beyin hasari olanlarda goérulir. Talamusla korteks
arasindaki baglanti kesildiginde de goérulen dalga tipidir. Bu nedenle bu
dalganin yalnizca kortekste olustugu dasunulmektedir.

Teta dalgalari: Teta frekansi 4-7 Hz olan dalgalardir. Amplituda yaklasik 20-
100 pV’dur (33). Cocuklarda beynin paryetal ve temporal bodlgelerinde
gorulebilir. Erigkinlerde de duygusal streslerde ortaya ¢ikabilir. Bunun disinda

beynin dejeneratif durumlarinda gozlenir.

Alfa dalgalari: Berger ritmi olarakta isimlendirilen Alfa dalgasi, saniyede 8-12
Hz frekansinda, 20-60 uV yuksekliginde ritmik dalgalardir (30, 33). Oksipital
bdlgede en guclu olmakla birlikte parietal ve frontal bolgelerde de goéralur.
Normal sakin bir bireyde, sessiz bir odada gozler kapali, zihin ve beden tam
istirahat halindeyken kaydedilir. Gozler agildiginda bu ritim kaybolur; bu
duruma alfa blokaji denir. Uyku sirasinda gorulmez. Alfa dalgalarinin
gérllebilmesi i¢in talamusla korteks arasindaki baglantilarin saglkli olmasi

gerekmektedi.

Beta dalgalari: Beta dalgalari 13-30 Hz frekansinda ve 2-20 uyV civari
amplitde sahip duzensiz bir dalgalardir (30, 33). En belirgin frontal bdlgede
goruldr. Zihinsel aktivite artiginda belirgin hale gelirler. Beyin hasari olmasi

durumunda gorulmez.

Gama dalgalar: Frekansi 30 Hz ve uzeri dalgalar gama ritmi olarak
adlandirilir (33). Somatosensoryel kortekste gorultr. 40 Hz gama frekansinin,
iyi bir hafiza ile iligkili oldugu dusinulmektedir.



2.4. Absans Epilepsi

Absans epilepsi, cocukluk ¢aginda gorulen konvulsif olmayan jeneralize
epilepsi tiridir. ilk olarak 1705te Poupart tarafindan absans nébetler
tanimlanmistir (34). 1770’de Tissot tarafindan kugik nobet anlamina gelen
“petitis acces” terimi kullaniimis ve farkli bir kategoride degerlendirilmigtir (34).
1824’te Calmeil tarafindan “absans ndbetler” olarak adlandiriimistir (34, 35).
Absans nobetlerde davraniglarda ani duraksama, biling ve hafiza kaybi gorular
ve genellikle 5-30 saniye surer. Bu sirada yapilan EEG kayitlarinda DDD’ler
goralur (5, 34). Disaridan bakildiginda hayal kuran biri gibi gdértunar, bu
nedenle piknolepsi de denmektedir. Nobet dncesinde aura gortilmez ndbet
sonrasinda ise tum aktiviteler geri doner ve noObet suresince olanlar
hatirlanmaz. Gun igerisinde birkag kez ndbet gorulebilecegi gibi ginde 50-100
defa da gorulebilir. Nobetler 1-2 dakikalik hiperventilasyonla uyarilabilir ve

siddetli ses ve isikla sonlandirlabilir (36).
2.4.1. Absans epilepsinin EEG ozellikleri

Absans epilepside nobet sirasinda EEG’de bilateral, senkronize,
simetrik 2,5-3,5 Hz frekansli 100-1200 mV amplitudla DDD’ler gorulur (Sekil 2)
(37, 38). Elektroensefalografi ve Klinik Norofizyoloji Terminoloji Komitesi
(IFSECN) tarafinca diken ve yavas dalga komplseksi; “bir yavas dalganin takip
ettigi dikeni iceren patern” olarak tanimlanmaktadir (39). DDD’ler beynin her

yerinden kayit edilebilir ve kimeler halinde ortaya ¢ikma egilimindedir.
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Sekil 2 insanda DDD EEG gérintiisii (40)

insanda goriilen absans epilepsinin iyi birer genetik modeli olan

WAG/RIij ve GAERS sig¢anlarda DDD’ler insanlara gore daha yuksek frekansa



(7- 11 Hz) sahiptir. DDD’lerin diken frekansinin retikuler talamik cekirdegin

(NRT) ritmik depolarizasyonlariyla belirlendigi 6ne surtlmektedir (41).
2.4.2. Absans epilepsinin siniflandiriimasi

Absans epilepsi jeneralize baglangigh motor olmayan ndbetler
sinifindadir (25) ve 4 grupta incelenir:

1- Tipik absans nobet: Nobetler ani baslangi¢hdir, devam eden
davranislarin kesintiye ugramasi, bos bakig, muhtemelen gozlerin kisa bir
yukari sapmasi seklinde gozlenir. Hasta sorulara cevap vermez. Birkag
saniye ile yarim dakika arasinda surer. Her zaman mevcut degildir ancak
ndbet sirasinda EEG ¢ekimi gergeklestirildiginde karakteristik epileptiform
desarjlar gorulur (25).

2- Atipik absans nobet: Tipik absana gore baslangici ve sonlanmasi
yavastir. Vlcut tonusunda degisiklikler s6z konusudur. Yavas jeneralize
DDD’ler gorullr (25).

3- Miyoklonik absans nobet: Saniyede 3 kez ritmik miyoklonik kasilma ve
buna eglik eden DDD’ler gorulur. 10-60 saniye surer. Biling kaybi net
olmayabilir. Genetik hastaliklarla birliktelik gosterebilir (25).

4- Goz kapagi miyoklonisi: G6z kapaklarinda miyoklonik gekilmeler gorultr
ve gozler genellikle yukari kaymistir. Siklikla gdéz kapama ve isikla
tetiklenir. Goz kapagi miyoklonisi absansla iligkili olabilecegi gibi diger
motor ndbetlerle de iligkili olabilir bu nedenle siniflandirmasi zordur. Goz
kapagi miyoklonisi ve ndbetler veya géz kapamayla alevlenen EEG
bulgulari ve fotosensitivite Jeavons sendromunun triadini olusturur (25,
42).

2.4.3. Absans epilepsinin epidemiyolojisi

Absans epilepsi c¢ocukluk c¢agi epilepsilerinin en sik gorulenidir.
Cocukluk cagi epilepsilerinin % 12’sini olusturur (43, 44). isvec¢'te yapilan bir
calismada 6,8/100.000 (3); Guneybati Fransa’da yapilan bir ¢alismada
8/100.000 insidansa sahip oldugu gorulmustar (45). Kizlarda erkeklerden daha

yuksek prevelansa sahip oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (46).



2.4.4. Absans epilepsi etiyolojisi

Aile ve ikiz galismalar tarafindan absans epilepsinin nedeninin genetik
bozukluklar oldugu 6ne surtlmuis olsa da, tipik bir absans epilepsi fenotipinde
guvenilir bir sekilde ortaya ¢ikan net tek gen defekti hentiz belirlenememistir.
Aile calismalari, absans epilepsili hastalarin birinci derece akrabalarinda tipik
absans nobeti olma riskini yuzde 17'sini gostermektedir (47) ve monozitik
hastalarda absans epilepsi igin uyum orani, dizotik ikizlere gére daha yuksektir
(26). Herhangi bir dis etkenle absans epilepsi arasinda bir baglanti olup

olmadigi bilinmiyor.

Calismalar gama-aminobutirik asit A (GABA-A) reseptorleri (48), gama-
aminobdutirik asit B (GABA-B) reseptorleri (49, 50), kalsiyum kanallari (49-51)

veya klorlr kanallarinin gesitli alt birimlerini hedef géstermektedir (52, 53).

Absans epilepsinin iyi tanimlanmis genetik modelleri olan WAG/RIj
sicanlar ve GAERS siganlar inbred olarak Uuretilen hayvanlardir (54). Bu
hayvanlarda nobetler cinsiyet arasinda fark gostermez. WAG/Rij siganlarda 5.
ve 9. kromozun belirli gen bolgelerinin absans olusumuna etkisi tanimlanmis
olsa da hayvanlar arasinda bulunan farklliklarin, tek bir gen bozuklugundan
kaynaklanma olasiliginin disik oldugu ve epigenetik mekanizmalarin da etkili

oldugunu ortaya koymaktadir (55, 56).
2.4.5. Absans epilepsinin prognozu

Cocukluk ¢agi absans epilepsisi genellikle pubertede kendiliginden
sonlanma egilimindedir ve iyi bir antiepileptik ilagla takip edilerek kontrol altina
alinabilir (57). Nobetlerin beyindeki lezyonlarla iligkili olmasi, ge¢ baslangic ve

atipik DDD gorulmesi kotl prognoz isaretleridir.
2.4.6. Absans epilepsinin patofizyolojisi:

Absans epilepsinin patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamigtir.
Absans epilepsi olusmasi i¢in ilk ndbetin ortaya ¢cikmasindan 6nce ndronlarda
olusan bazi adaptif ve plastik degisikliklerin, absans epileptojenezine yatkinlik

sagladigi dusunulmektedir (5).
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Beynin ilgili bolgeleri: KTK noéron aginin absans epilepside gorilen
DDD'lerin Uretildigi yer oldugu gorusu yaygin olarak kabul gérmustir (58-60).
Ancak yeni birgok calismaya gore perioral somatosensoriyel korteksin (S1po)
derin katmanlar i¢inde (korteksin V ve VI'inci tabakalari), iki tarafli olarak
mevcut, uyarilmaya meyilli, odak alani, ndbet baslangi¢ bdlgesi olarak
tanimlanmistir (6, 55, 58, 61, 62). S2 veya insuler kortekse yakin bdlgeleri
odak olarak gosteren hayvan calismalari da vardir (63). Ayni zamanda fokal
kortikal baslangi¢ bolgesinin, fronto-temporal kortikal bolgelerde oldugu, bazi
EEG, magnetoensefalogram ve EEG-fonksiyonel manyetik rezonans
calismalarinda absans epilepsisi olan ¢ocuklarda tanimlanmigtir (64-66). Bu
bdlgeler daha sonra, KTK agda noroadaptif degisiklikleri tetikleyebilir ve bu da
hipereksite bolgedeki nobetlere cevap verebilir. Benzer olaylar, GAERS gibi
diger kemirgen genetik modellerinde de gorulebilir (67). Kortikal bir odagin
varh@i iki tarafli senkronize DDD'lerin tam geligsmis uretimi igin yeterli degildir,

iki tarafli senkronize DDD'lerin olugmasi i¢in saglam bir KTK ag sarttir (5).
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Duyusal Afferentler

Sekil 3 Absans epilepsinin kortikal odak teorisinin sematik gdosterimi (VB:
Ventrobasal talamik gekirdek; nRT: Retikuler talamik ¢ekirdek) (68)
Absans epileptojenezinde kritik olarak rol oynayan ug¢ farkl fazi teorik

olarak tanimlayabiliriz (Sekil 3) (5):

1. Fokal boélgenin olusumuna yol agan genetik beyin degisikligi;

2. Fokal aktivitenin baslamasi ve ndbet gecirmeyen DDD'siz diger beyin
bdlgelerini uyarmasi;

3. ilk ndbetin olusmasindan tam ag olgunlasmasi siireci, DDD'lerin kronik

stabil ekspresyonunun olugmasi.
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Somatosensoriyel kortekste ortaya cikan ilk gugli uyarici aktivite,
ventral-postero-medial (VPM) ve posterior talamik c¢ekirdegi (Po) iceren

duyusal talamik ¢ekirdege yoneliktir.

Talamus duyusal c¢ekirdeklerinde bulunan rdle ndéronlarindan c¢ikan
elektriksel uyarilar iki tiptir; tonik ve patlayici. Bu néronlarda T tipi kalsiyum
kanallari bulunur. Patlayici modda T tipi kalsiyum kanallarindan kalsiyum akigi
gerceklesir ve bu akim duguk esik degerli diken dalga tipi (Low treshold spike;
LTS) depolarizan dalga olusturur. Bu da genellikle aksiyon potansiyeline
donusdr. Bu bilgi kortekse ulastiginda korteksteki odagi yeniden aktive eder
ve DDD olugumu igin gerekli olan KTK agin olusumunu saglar (69, 70). Eger
bir réle hucresi 100 ms uzerinde depolarize olursa T tipi kalsiyum kanalarindan

kalsiyum akigl durur ve htcre tonik modda uyari ¢ikarir (71).

Bunun yani sira talamokortikal noéronlar, inhibitor NRT’ye kollateralleri
araciligiyla eksitator uyari gonderir. NRT'nin aktivasyonu, NRT'den talamik
cekirdeklerdeki role néronlari Gzerine GABAerjik ¢iktinin artmasina neden olur
ve bu da biraz daha hiperpolarizasyona sebep olur (5). Kortikal
hipereksitasyonun yaninda, talamokortikal rolelerinin artmig bir tonik
inhibisyonu, absans nobetlerin olusumu icin bir baska anahtar rol olarak
tanimlanmistir (72, 73).

DDD'lerin olusumunun dikkat durumu ile de ilgili oldugu g6z 6nune
alindiginda, yukarida agiklanan talamik ¢ekirdeklerin yaninda, intralaminar
talamik gekirdeklerin de DDD olusturma ve surdurtlmesinde rol oynadigi éne
surtlmastur (74). Son olarak, substantia nigra ve hipokampus gibi yapilarin
KTK dongusunun DDD'lerin ifadesi Uzerinde duzenleyici kapasitelere sahip
oldugu gosterilmistir (75, 76).

2.4.7. Norotransmiterlerin epileptojenezdeki roli
GABA

Gama amino butirik asit (GABA) beynin temel inhibitor
norotransmitteridir. Glutamik asit karboksilaz tarafindan glutamatin metabolize

edilmesiyle sentezlenir. iki reseptdrii vardir: GABA A reseptorleri (GABAa )
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iyonotropik reseptorler olup htcre igine klor girisine izin veririler. GABA B
reseptorleri (GABAB) ise metabotropik reseptorler olup potasyumun hicre
disina cikigini arttirrken kalsiyum kanallarini kapatir. GABA'nin absans
epilepside DDD'lerin olusumu ve kontrolune katilimi yaygin olarak kabul
edilmektedir (12).

GABA aracili mekanizmalar, KTK sistem icerisinde kapsamli bir sekilde
cahsilmistir ve hem GABAA hem de GABAg’nin DDD olusumunda yer aldigina
dair kanitlar gosterilmistir (55). NRT'deki GABAerjik néronlarin talamusun ézel
role ¢ekirdeklerine etkisi, absans ndbetlerinin gelisiminde ve dizenlenmesinde
rol oynamaktadir. ilging bir sekilde, GABAa ve GABA&g kaynakli iletkenlikler
arasindaki dengenin DDD'lerin kontrolu i¢in gerekli oldugu 6ne surulmustar
(77).

Calismalar, absans ndbetler sirasinda, talamik ¢gekirdek ndronlarinda, her
DDD olusumunda GABAA’nin aracilik ettigini, DDD’lerin, GABAg’nin 6nemli bir
katkisi olmadan da olusabilecegini, gostermektedir (78). Degdismis GABAAa
fonksiyonu, WAG/RIj si¢anlarinin serebral korteksinde ve talamusunda
tanimlanmistir ve absans epilepsinin anormal beyin durumlarina etkisi
bulunabilir (79). NRT'de ve somatosensoriyel korteksin periferik bolgesinde
GABAerijik inhibisyonun lokal olarak arttinimasi, DDD'lerde bir azalmayla
sonuglanir, bu da absans epilepside kortekste ¢cok az GABAerjik inhibisyon
oldugunu gosterir (72, 80, 81). Vigabatrin ve tiagabin gibi beyindeki GABA
aktivitesini artiran ilaglar absans epilepsi ndbetlerinin  tedavisinde
kontraendikedir (82).

Glutamat

Glutamat beyinde bulunan en 6nemli uyarici  6zellikte
norotransmitterdir. Mitokondriyel glutaminaz enzimi tarafindan glutaminin
metabolize edilmesi sonucu glutamat sentezlenir (83). Glutaminin presinaptik
terminale girigi sistem A transporter 2 sayesinde gerceklesir. Ayni zamanda
glukoz metabolizmasini aktif kullanan néronlar da Krebs déngusitnin elemani
olan 2-oksoglutaratin transaminasyonuyla glutamat sentezleyebilir (83).

Sentezlenen glutamat vezikller glutamat transporterlar araciligiyla sinaptik
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vezikullere depolanir. Glutamat presinaptik terminalden saliverildikten sonra
eksitatér aminoasit transpoterlar aracihigiyla sinaptik araliktan glialar
tarafindan uzaklagtirnilir. Glilalar glutamati glutamin sentaz araciligiyla
glutamine donagturdr. Olugan glutamin sistem N transporter araciligiyla

gliadan saliverilir ve presinaptik terminale geri alinir (Sekil 4) (83).

SN1

Glial Hicre
Presinaptik :
terminai Glutamin
.
Glutamin =
sentaz

+
H.N—CH—CH;—CH,—C—NH,

Glutaminaz¢

ot L)

2 .

@ NH—CH—CH;—CH;—C00”
Y

Glutamat

Glutamat

Postsinaptik \/
hicre

Glutamat reseptorieri

Sekil 4 Glutamat sentezi (EAAT: Eksitator aminoasit transpoter, SAT2: Sistem
A transporter 2, SN1: Sistem N transporter, VGLUT: Vezikuler glutamat
transporter)(83).

Glutamatin sinaptik araliga c¢ikisi vezikuler yolla olabilecedi gibi
vezikuler olmayan yollari da vardir. Birgok faktor glutamat saliveriimesini
etkileyebilir. Bunlardan biri P2X7R aktivitesidir (12). P2X7R’nin kalsiyuma
gegirgen olmasi vezikller saliveriimesini etkileyebilecegi gibi vezikuler

olmayan yollardan da glutamat saliverilmesini arttirdigi gosterilmigtir (12, 84).

Glutamat reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olmak Uzere iki

grupta toplanir. N-metil-D Aspartat (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
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propionik asit (AMPA) ve kainat reseptorleri iyonotropik glutamat
reseptorleridir. Glutamatin 8 tane de metabotropik reseptort vardir (mGlu1-8)
NRT'nin glutamaterjik NMDA ve AMPA reseptorleri yoluyla uyariimasi,
senkronize talamik ossilasyonlar i¢in esastir (60). NMDA ve AMPA glutamat
reseptorleri DDD'lerin baslatilmasi ve surdurilmesi mekanizmalarinda rol
oynayabilecedini gdsteren calismalar vardir (77, 85). Deneysel absans
nobetlerinde uyarici norotransmisyon ile ilgili veriler, DDD'lerin Uretiminde

glutamaterjik yollarin dahil oldugunu dusundurmektedir.

NMDA reseptoérleri kalsiyuma, sodyuma ve potasyuma gegirgendir ve néronlar
uzerinde postsinaptik yerlesim gosterir (86). Ayni sinapsta NMDA reseptorleri
yaninda Kainat ve AMPA reseptorleri de bulunur ve sinaptik membranin hizl
depolarizasyonunu saglar (87). Depolarize membranda yavas aktive olan
NMDA reseptorinin ¢galismasi kolaylastirir. Elektriksel depolarizasyon, NMDA

reseptor aktivasyonunun iyon kanallari tGzerindeki etkisini arttirir (87).

NMDA reseptorleri, GIuN1 genini ve dort GIuUN2A-D genini iceren bir
gen ailesi tarafindan kodlanir (88). Glisin baglayici bdlge olan NR1 alt birimi
tek tiptir her NMDA reseptoru iki GluN1 alt birimi ve iki farkli GIuN2 alt birimi
turd icerir ve  NMDA reseptora alt birim genleri, NR1, NR2A-D olarak
adlandirihr (Sekil 5) (88).
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Sekil 5 NMDA reseptor modeli: Agonistler ve antagonistler i¢cin baglanma
yerlerini gdsterir (86).

AMPA, kainat ve NMDA reseptorleri, merkezi bir por etrafinda
dizenlenmis dort alt Uniteli tetramerik proteinlerdir. NMDA reseptoru kanalinin
acgilmasi igin kofaktdr olarak glisine ihtiyag duyar (Sekil 5). Ayni zamanda
kanalin acilmas! liganda ve voltaja bagimidir. istirahat membran
potansiyelinde kanala magnezyum iyonu (Mg*?) baglidir, ancak hiicre zari
depolarize oldugunda Mg*? ayrilir ve katyon gegisine izin verir. Memantin,
NMDA reseptor iliskili kanallardaki Mg*? bolgesinin yanina baglanir. Kronik
eksitotoksik hasar sirasindaki uzun depolarizasyon surecinde reseptorden
Mg*? kadar kolay ayriimaz (89).

NMDA reseptorleri hlcre igine sodyum ve kalsiyum girigsine ve

potasyum c¢ikina aracilik eder.

NMDA reseptorlerinin fazla uyariimasi hlcre i¢i kalsiyum miktarini
arttinr. Son c¢alismalar, farkli NMDA reseptord alt gruplarinin, mitojenle
aktiflegsen protein kinaz (MAPK) kaskadi Uyelerinin bazilarinin (Hucre digi
sinyalle dizenlenen kinaz (ERK)/ c-dJun N terminal kinaz (JNK) gibi ) aktive
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edilmesi igin kritik dneme sahip oldugunu ve dolayisiyla néronal sagkalim
sinyallemesi Uzerinde etkili bir rol oynayabilecegini gostermektedir. NMDA bu
yolaklari sadece hucre igine kalsiyum girigini arttirarak degil altbirimlerine bagl
terminallerde bulunan enzimlerin de etkisiyle gerceklestirmektedir. Bu nedenle
NMDA reseptorlerinin bu etkileri NR2A veya NR2B alt tiplerinden hangisinin
uyarildigiyla ilgili farkl etki gosterebilmektedir. Etkide reseptor yerlesimine
gore de farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (90). NMDA reseptoru ayrica hucre igi
kalsiyum artigina yanit olarak siklik AMP yanit elemani baglayici protein
(CREB) fosforilasyonunu artirip plastisiteye, sagkalim ve anti-apoptotik gen

transkripsiyonuna yol actigi gosterilmistir (90).

WAG/RIj siganlarda korteksin Ozellikle talamus ve NRT'ye ana giris-
cikis baglantilarini iceren IV, V ve VI katmanlarinda da NMDA reseptér NR1
alt biriminde yasa bagli bir azalma gézlenmistir (91). Henliz tam DDD aktivitesi
gostermeyen 3 aylik WAG/RIj siganlarda, duguk miktarda NMDA ve AMPA
GluR4 reseptorlerinin DDD aktivitesinin olusmasinda etkili olabilecegi one
surtlmastur. Ayrica hem 2 aylik hem de 6 aylik WAG/RIj siganlarinda NMDA
reseptorlerinin  somatosensoriyel korteksin cesitli tabakalarinda NR2B alt
biriminin, 6zellikle gen¢ hayvanlardaki, ayni yastaki Wistar siganlara kiyasla
daha disik bulunmustur (92). intraserebroventrikiiler (i.s.v.) NMDA
enjeksiyonlari, WAG/RIj sicanlarinda DDD sayisini arttirirken, NMDA reseptor
antagonistleri bu susta DDD sayisini azalttig1 gosterilmigtir (93, 94).

Memantin (1-amino-3,5-dimethyl-adamantane) dusuk afiniteli, yarigsmali
olmayan bir NMDA reseptdr antagonistidir. Yapilan c¢alismalarda hayvan
modellerinde kognisyon ve 0Ogrenme Uzerinde pozitif etkileri oldugu
gosterilmigtir. Bu nedenle son 15 yildir, 6zellikle Alzheimer hastahdi olmak
uzere birgok demans turu Uzerinde etkinligi kanitlanmistir ve yan etkileri
oldukca azdir. Memantinin sigcanlarda spontan absans benzeri aktiviteleri

azalttigi gosterilmistir (95).

AMPA ve kainat reseptorleri acgildiklarinda hucre igine sodyumun ve hucre
disina potasyumun gegisine izin veren iyon kanallaridir. AMPA reseptoru

ayrica hizli uyarici nérotransmisyona aracilik eder. AMPA, GIluA1, GIuA2,
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GIuA3 ve GluA4 alt birimlerinden olusan bir hetero oligomerdir (96). Ayrica,
WAG/RIj siganlarinin NRT'sinde AMPA-GIuA4 alt birimlerinin sayisal
yogunlugunda yasa bagh bir artis bulunmustur. Ekstrasomal AMPA-GluA4
reseptorlerinin  DDD'lerin  gorunumu ile iligkili oldugu gorulmustur (88).
Ventrikul icine uygulanan yiksek dozda AMPA, DDD'lerde doza bagli bir artisa
neden oludugu gosterilmistir (93). AMPA antagonistleri NRT ve
somatosensoriyel kortekste perioral bdlgeye uygulandiginda DDD'lerde
onemli bir azalmaya sebep olurken talamusun baz diger c¢ekirdeklerine
uygulanmasiyla DDD’de bir degisiklige sebep olmamistir (81). Bu bulgulara
ragmen, sistemik olarak uygulanan AMPA antagonistleri, sadece en yuksek

dozda DDD’de azalmaya sebep olmustur (77).

2.5. Bir Norotransmitter Olarak ATP

ATP’nin 1929'dan beri hicrenin ana enerji kaynagi oldugu biliniyor.
Ancak 1972'de Geoffrey Burnstock ATP’nin norotransmitter olarak gorev
yapabilecegini ortaya koymustur. ATP tek basina bir norotransmitter olarak ya
da kotransmitter olarak santral ve periferik néronlardan ve astrositlerden
saliverilmektedir (97). ATP, diger klasik nérotransmiterler ile birlikte hemen
hemen her sinaptik ve salgi vezikulinde depolanabilir veya yalnizca ATP'ye
ait vezikullerde bulunabilir (98-100).

2.5.1. ATP saliveriime mekanizmalari

ATP'nin hucre digina nasil saliverildigini ortaya koymak igin birgok
potansiyel mekanizma 6nerilmistir. Olmekte olan hiicrelerden ATP
saliverilmesi i¢in olasi bir mekanizmanin bir sizinti veya bir tagiyici veya kanal
aracihigiyla oldugu gosterilmigtir (98). Normal kosullar altinda, ATP ve diger
nukleotitler, bir kez serbest birakildiginda, , ektonukleotidazlarla farkli
bozunma urlnlerine hizli bir sekilde indirgenir (101). Ektonukleotidazlar,
hicrelerin plazma zarlarinda lokalize nukleotit metabolize edici enzimlerdir.
ATP’nin sinaptik araliktaki aktivitesi, saliverilen miktarla hicre disi alanda

enzimatik bozulma arasindaki dengeye baghidir (101).
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2.5.2. Purinerjik reseptorler

1972'de, purinerjik kotransmitter kavrami taninmaya baslandiktan sonra
ATP'ye ve adenosin duyarli iki purin reseptor ailesi belirlendi; P1 reseptorleri

(adenozine duyarli) ve P2 reseptorleri (101).

ATF, ADP, UTP, UDF, UDP-glucose ATP Adenosine

P 2Y1, 2,4-6,8-14 P2X., Al, 24,28, 3

Sekil 6 Plrinoseptorler (102)

P1 reseptorlerinin timd, G proteinine bagli ve adenozin tarafindan
aktive edilen metabotropik purinerjik reseptorlerdir. A1, A2a, A2s ve Az adinda
dort tip vardir ve bunlar, nérotransmiter serbest birakma dizenlemesi dahil
olmak Uzere gesitli hlicresel tepkilere aracilik eder (103). Adenozin, néronal ag
aktivitesinde duzenleyici islev gorur ve yoklugu epilepsi ile iligkilendirilmigtir
(104).

A1 reseptoru genellikle eksitatér ndronlarin presinaptik bdlgelerinde
bulunur ve aktive olduklarinda glutamat gibi nérotransmitterlerin saliveriimesini
azaltarak uyariyr azaltici etki yapar (105). A2a reseptoru aktivasyonunu A+
reseptorindn inhibisyonuna yol agarak uyarici etkiye yol agabilmektedir (106).
A2s reseptoru, beynin bir¢cok yerinde dusik bir yogunlukta bulundugundan
noron-glia etkilesimine katki sagladigi dusunulmektedir (107). As reseptorleri,
patolojik kosullar altinda, yuksek adenosin seviyelerine duyarli, inhibe edici
reseptorlerdir (108).

P2 reseptorleri
ATP’ye duyarli purinerjik reseptoérlerdir. P2X reseptdrleri iyonotropik ve

P2Y reseptorleri metabotropik 6zellikteki reseptorlerdir (Sekil 6). Her iki
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purinerjik reseptér de santral sinir sisteminde yaygin sekilde dagilmistir ve
astrositler, oligodendrositler ve mikroglia dahil olmak tzere noéronlar ve glia

tarafindan eksprese edildigi gosterilmistir (97).

P2Y reseptorleri (P2YR) G proteinlerine bagli reseptdrlerdir ve 14 farkh
P2YR (P2Y1R-P2Y14R) vardir. G proteinin Ga , Gi, ve Gq alt tiplerinin Gglyle
de beraberlik gosterebilir. ATP, ADP, UDP gibi nukleotitlerin baglanabileceqgi
yapisal farkhliklari vardir (109). P2YR aktivasyonu, norotransmisyonda, hucre
bdyumesi, inflamatuvar slregler ve apoptoz da dahil olmak Uzere pek ¢ok
fizyolojik ve patofizyolojik hicre yanitinda cesitli  basamaklarin

dizenlenmesinde rol alir (109-111).

P2X reseptorleri (P2XR), P2X1R-P2X7R olarak adlandirilan yedi
ATP’ye duyarli, secici olmayan katyon kanalinin bir alt ailesidir. Yapisal olarak,
her bir P2XR, iki transmembran alan, buyuk bir hicre digi domen ve hicre igi
N ve C terminallerini igerir (112). Fonksiyonel P2XR, her bir alt birimde ATP ve
allosterik dizenleme igin baglanma alanlari igceren, homomerik veya
heteromerik trimerlerden olusur. P2XR’de ATP igin ylksek oranda korunan lg
baglanma bdlgesi bulunur, ancak kanallarin agilmasina izin verecek yapisal

degisikliklerin olmasi igin 2 ATP yeterlidir.
P2XR, 3 asamali bir gecis dlizenine sahiptir:

1. Aktivasyon asamasi: ATP’nin baglanmasi i¢ akimin hizli bir sekilde
artmasina neden olur.

2. Duyarsizlagtirma asamasi: ATP’nin kalan ortamda bulunmasiyla ig
akimin hizinda azalma

3. Deaktivasyon asamasi: ATP'nin ayrilmasindan sonra baslar ve

hizli akimlarin azalmasina neden olur.

Reseptorler arasindaki temel ayrim, bu U¢ fazdaki farka, farkh
depolarize edici cevaplara ve farkli agonistlere duyarliiga gére yapilir (112-
114). Tum P2X reseptorleri, Na*' ve Ca*? gegirgenligi de dahil olmak lizere

kiguk katyonlara, monovalentlere veya iki degerlikli maddelere karsi
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gecgirgendir. P2X reseptorlerinin  esas etki ettigi katyonun Ca*?

konsantrasyonundaki artis oldugu dusundlmektedir (112, 114).

ATP hdcre digina birakildiktan sonra, P2XR’ye baglamak i¢in sadece
birka¢g milisaniyesi vardir. Homomerik P2X1R ve P2X3R hizli bir sekilde
duyarsizlasmis akimlar gdsterirken, P2X4R ve P2X2R akimlari daha uzun
omarladar (112, 113). ATP'nin baglanmasiyla en uzun iyon akimini saglayan
P2X7R’dir; baglanmasindan sonra birka¢ dakika suren iyon akimlari saglar
(115). ATP'ye duyarliik ayrica reseptorler arasinda da farkhlik gdsterir;
ornegin, P2X7R yalnizca yuksek ATP konsantrasyonlarina cevap verirken,
P2X ailesinin geri kalani ¢ok daha dusuk bir konsantrasyonda cevap verir
(112).

P2XR’nin, hem presinaptik hem de postsinaptik olarak néronlarda ve
gliada lokalize oldugu gosterilmigtir. ATP saliniminin, hipokampusteki
postsinaptik akimlara aracilik ettigini gosteren ¢alismalar vardir (10). P2XR’nin
hicresel fonksiyonlar arasinda protein sentezi, transkripsiyonel dizenleme ve
hormon salgilanmasi da bulunur. Tum P2XR tipleri, santral sinir sisteminde
bulunur ve beyin travmasi ve iskemi, epilepsi, norodejeneratif ve néroimmun
hastaliklar, néroinflamatuvar reaksiyonlar ve ayrica depresyon ve sizofreni ve
gibi noropsikiyatrik hastaliklarda etkilerinin oldugu tespit edilmistir (101).
Epilepsiyle en ¢ok baglantili bulunan P2XR’lerden biri P2X7 reseptorudir (10,
11, 116).

2.5.3. ATP’nin nobetlerle iligkisi

iitihaplanma, hiicresel hasar, mekanik veya metabolik stres gibi
patolojik olaylar veya iyonik ortamdaki degisiklikler gibi birgok farkli uyarici
ATP saliverilmesini artirabilir (117). ATP'nin epileptik ndbetler sirasinda
saliverildigini ve norotransmisyon ve gliotransmisyonda fonksiyonel oldugu
one surulmuagtur (118). Santral sinir sistemindeki bir ekstranoronal sinyal yolu,
astoglial Ca*? dalgalaridir ve bu dalganin ATP ve gegit baglantilar tarafindan
gergeklestirildigi dustnulmektedir (119). ATP'nin ndbetlerin indiklenmesinde
ve yayllmasindaki diger rolleri sinaptik plastisitesini ve sinaptik aglarin

senkronizasyonunu igerdigi gosterilmistir (120). Calismalar somatosensoriyel
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korteksin elektriksel olarak in vivo uyarilmasindan sonra ve dogrudan korteks
stimllasyonuna cevaben ATP salinimi oldugunu goéstermistir (121). Ayrica,

ATP'nin serbest birakilmasinin Ca*2 bagimh oldugu gézlemlenmistir (122).
2.5.4. P2X7R

P2X7R, lenfositler, monosit makrofajlar ve mikroglialari da igeren
hematopoetik kdkenli hicrelerde, endotel hlicrelerinde ve noéronlar, astrositler,

oligodendrositler ve dahil olmak Gzere sinir sisteminde bulunabilir (118).

P2X7R, diger P2XR ailesi ile % 80 benzerlik gosterir. P2X7R temel
olarak 2 transmembran proteinini, ATP baglanma bdlgelerini ve hicre i¢i N ve
C terminal alanlarini iceren P2XR ailesinin tipik bir drnegdidir (Sekil 7). Ancak
P2X7R, diger P2XR ailesi ile karsilagtinidiginda 239 amino asit iceren ¢ok
daha uzun bir hucre ici karboksi terminal alani ile benzersiz bir yapiya sahiptir.
Bunun, hicre ici yapisal ve sinyal veren ara maddeler ile etkilesimlere aracilik

etmede 6nemli oldugu anlasiimaktadir (117).

ATP, P2X7R'nin aktivasyonuna yol agan hucre disi bir bolgeye baglanir
ve sodyum, kalsiyum ve potasyum iyonlarinin akigina izin veren ve
duyarsizlagmayan bir kanal acikhgi saglar. P2X7R aktivasyonu, ATP'ye maruz
kalma suresine bagh olarak iki farkli yanit verir. Kisa sureli ATP ile uyarimi,
diger P2X alt Unite tepkilerine benzer sekilde ice dogru bir katyonik akim Uretir.
Uzun sureli ATP maruziyeti hassaslastirici tepkilere ve artan membran
gegirgenligine yol agar. ATP stimllasyonu 15 dakikadan daha uzun surerse,
900 Dalton'a (Da) kadar yuksek molekuler agirlikli molekullerin ve iyonlarin
girmesine izin veren bir por olusturur (Sekil 7) (118, 123, 124). Por olusumu,
reseptorin agonistlere duyarlih@ini arttirir (125). P2X7R por olusumu igin,
Pannexin-1 adi verilen bagka bir transmembran molekulliyle birlesmesi

gerektigi ileri siralmustar ancak bu gorus tartismalhdir (126).
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Sekil 7 P2X7R’nin yapisi ve ATP ile uyarilma slresine gore cevaplari: A)
P2X7R homomerik Ug proteinin katyon gecirgen bir kanal olusturacak sekilde
organize olmasiyla olusmustur. Her bir pargasi iki transmembran protein (TM1,
TM2), ATP’nin baglanabilecegi genis bir hucre digi halka ve hucre igine
uzanan uzun N ve C terminallerini igerir. B) Akut reseptdr aktivasyonu
reseptorin ATP ile kisa sureli (<10 sn) uyariimasi sonucu kanalin agilarak
sodyum, potasyum ve kalsiyuma gecirgen hale gelmesi. Akut reseptor
aktivasyonu ayrica, sinyalizasyon kaskadlar ile birlikte depolarizasyon,
degranllasyon ve membranin kabariklagsmasi gibi bir dizi hlcre yanitini
tetikler. C) Reseptorun surekli uyariimasi, 900 Da'ya kadar ATP dahil katyonik
molekullerin gecisini kolaylastiran daha buyuk bir por olugsmasina, bazi hiicre
tiplerinde apoptozis / hicre yikimina neden olur. ATP interlokin 13 (IL-18)
saliverilmesini, esas olarak IL-18 dondsturictd enzimin (kaspaz-1)
aktivasyonuyla saglar. Ayni zamanda potasyumun hucre igine girigini de
arttirdigindan olgun IL-1B olusumu gercgeklesir (PLD: fosfolipaz D) (127).
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Sekil 8 P2X7 reseptdéru aktivasyonunu takiben mikrogliada meydana gelen
sinyal iletim olaylarinin sematik gosterimi: P2X7R aktivasyonu ile kalsiyum
girisi, kalsinorin ve aktif T hicrelerinin ntkleer faktéri (NFAT) aktivasyonuna
neden olur. P2X7R aktivasyonu ayrica fosfolipaz A2 ve D'nin (PLA2, PLD) ve
ayrica tirozin fosforilasyonunun (P-Tyr) aktivasyonu ve mitojenle aktiflestirilen
protein kinaz (MAPK) yolu proteinlerinin aktivasyonu ile sonuglanir (MEK:
MAPK kinaz, ERK: hicre digi sinyale dizenlenen kinaz, JNK: c-Jun N terminal
kinaz). Son olarak nukleer faktor-kB (NF-B), siklik AMP yanit elemani baglayici
protein (CREB) ve proinflamatuvar gen ekspresyonunu duzenleyen
aktiflestirici protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini
etkileyebilir (NFAT: T hucrelerinin nukleer faktori; COX-2: siklooksjenaz-2;
INOS: indUklenebilir nitrik oksit sentaz) kesikli gizgiler birden fazla gok adimli
reaksiyonlari gosterir (127).

P2X7R’nin uyariimasinin hicre i¢i birgok olayl bagslattigi monosit ve
makrofajlar ve mikroglialarda yapilan c¢aligmalarda gosterilmigtir (Sekil 8)
(127). P2X7R aktivasyonu JNK, ERK ve p38 mitojenle aktiflestirilen protein
kinaz (p38 MAPK) ve bu da nukleer faktor- kB (NF-kB), CREB, c-fos, c-Jun
ardindan aktiflestirici protein-1 (AP-1)in artmasina sebep olur (128-130).
Hucre ici kalsindrinin artmasi aktive T hicrelerinin nukleeer faktoranu (NFAT)
ve indlklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) ve siklooksjenaz-2 (COX-2)
saliverilmesini arttirir (127). P2X7R ayrica diger kiiguk molekuler agirhkh G-
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proteinlerinin aktivasyonunu da indiikler. Ornegin, Rho / p38 yolu, aktin
filamentinin yeniden dizenlenmesi ve zarda kabarciklar olusmasi yoluyla IL-1
iceren vezikullerin ekzositozunda rol oynayabilir (131). p38 MAPK yolunun
nikotinamid adenin dinukleotit fosfata (NADPH) etki ederek superoksit radikali
(O27) ve hidrojen peroksit (H202) uretimiyle dogrudan iligskisi oldugu
gOsterilmigtir (132).

2.5.5. P2X7R ve sinir sistemi hastaliklariyla iligkisi

Yaygin bir gdézlem, bircok deneysel modelde ve kronik ndrolojik
bozukluklarda insan beyninde P2X7R'nin artmasi olmustur. Alzheimer
hastalarinin hipokampusunda ve korteksinde yuksek P2X7R seviyeleri
gozlenmigtir (9). Huntington hastaliginin deneysel modellerinde striatumda
P2X7R seviyesi artigi gdézlenmis ve secici P2X7R inhibitori olan Brilliant Blue
G (BBG) ile noérodejenerasyon ve motor koordinasyon eksikliklerinde bir
azalma oldugu bildirilmigtir (8). Parkinson hastaliginin hayvan modellerinden
elde edilen dejenere hucrelerde P2X7R artisi gozlenmigtir (133). Ayrica BBG
kullanilarak P2X7R inhibisyonu yapilmasinin Parkinson hastaliginin sigcan
modelinde belirtileri hafiflettigi gosterilmistir (134). iskemi ve travmatik beyin
hasari deney modellerinde P2X7R'nin arttigi bildirilmistir (135, 136). Omurilik
zedelenmesi modelinde P2X7R'nin inhibe edilmesinden sonra daha fazla
iyilesme oldugu gdsterilmistir (137). P2X7R'nin artmis seviyeleri amyotrofik
lateral skleroz, mekanik yaralanma ve enerji yoksunlugu dahil olmak Uzere
diger norodejeneratif hastaliklarla da baglantiidir (138-140). Ayrica, multipl
skleroz ve duyusal sinir hasari olan hastalardan elde edile dokularda
P2X7R'nin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (7, 141). Bu nedenle, P2X7R
inhibisyonunun terapétik potansiyeli, santral sinir sistemi hastaliklari igin genis

bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir.

P2X7R’nin yaygin kabul goéren hastalik olusturma mekanizmasi
soyledir: Hipoksi, iskemi, mekanik yaralanma, bakteriyel toksinler gibi stres
faktorleri mikrogliada P2X7R’nin endojen aktivasyonuna yol agar ve
kendiliginden ¢cogalan bir ATP saliveriimesine ve P2X7R’nin komsu hucrelerde
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aktivasyonuna neden olur. P2X7R aktivasyonunu takiben kalsiyum girisi (Sekil
9);

[.  Hem vezikiler hem de vezikuler olmayan yollarla sinir terminallerinden ve
astrositlerden glutamat saliveriimesini saglar;

II.  Prointerlokin 1’in olgun interlékin 1b’ye donltsumiu P2X7R tarafindan
uyarilir, ancak Toll benzeri reseptor 4 aktivasyonu prointerlokin 1b’nin
sentezi igin gereklidir. DOnusim sirasinda NLRP3 inflamazomu ve
ndroinflamasyona katkida bulunan diger sitokinlerin de saliveriimesine
neden olur;

[ll.  ROS uretimi artar ve boylece protein yanlis katlanmasi ve néron hasari
artar,

IV. Dogrudan veya dolayli olarak hicre o6lumine ve sonrasinda reaktif
astrogliozise yol acgar;

V. Dogrudan veya dolayli olarak beyin kaynakli norotrofik faktorin ve

ardindan noroplastisitenin tretimini duzenler.
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Sekil 9 P2X7R’nin genel stres cevabi: (AH: Alzheimer hastaligi, ALS:
Amniyotrofik lateral skleroz, BDNF: Beyinden turetilmis norotrofik faktor, Glu:
glutamat, HH:Huntington hastaligi, Panx1: Pannexin 1, PH: parkinsan
hastaligi, ROS: reaktif oksijen turleri, SE: Status epileptikus, TLR4: Toll
benzeri reseptor 4) (142).

2.5.6. Epilepside P2X7R

Bu konuda yapilan ilk galismada, pilokarpin modelinde, P2X7R agonisti
olan ATP veya BzATP ile tedavi edilen hipokampal bolgenin, P2X7R'nin artmis
ifadesi nedeniyle, hiicre ici Ca*? seviyesini ylkselttigini bildirdiler (143). Status
epileptikus sonrasi hipokampusta ve kortekste mikroglialarda P2X7R
immunoreaktivitesinin arttiginin gésterilmesiyle P2X7R’nin epilepsideki rolu bir
kez daha ortaya konmustur (116). Farelerde amigdala igine kainik asit
enjeksiyonuyla, status epileptikus olusturulmasindan 72 saat sonra
hipokampal numunelerde P2X7R protein seviyelerinin arttigi gosterilmistir
(14). Penisilinle indiklenen epilepsi modelinde de P2X7R aktivasyonunun

prokonvulsan yonde etki ettigi gosterilmistir (11).

P2X4R, P2X2R veya P2X1R gibi diger purinerjik reseptorlerin ayrica

status epileptikus ve kronik epilepsi modellerinde degisiklige ugradigi rapor
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edilmistir (14). Ek olarak, purinerjik sinyallesmenin status epileptikustan sonra

arttig1 gosterilmistir (144).

Her ne kadar epilepside P2X7R'lerin proinflamatuvar ve uyarilabilirlik
roline destek veren galismalar olsa da, geliskili bulgular da vardir. P2X7R'ye
sahip olmayan farelerde kainik asit veya pikrotoksin tarafindan indtklenen
nobetlerde bir dedisiklik olmadigi gosterilmigtir (145). Bu, P2X7R'nin

nobetlerde her zaman 6nemli olmayabilecegini dugindurmektedir.
2.5.7. P2X7R’nin farmakolojisi

Okside ATP, segici olmayan bir P2XR antagonisti olarak kullanilan bir
ATP analog bilesigidir. Daha sonra, NF023 ve NF279 ve MRS2220 ve PPNDS
gibi PPADS analoglann dahil olmak Uzere bir dizi suramin analogu
sentezlenmistir (146). Bunlarin gogu, dusuk afiniteli ve rekabetgi olmayan
antagonizmalar gostermesine ragmen, P2X1R, P2X3R, P2X4R ve P2X7R
dahil olmak UGzere farkli purinerjik reseptorler i¢in Ustln segicilik gdstermistir.
BzATP, P2X7 reseptorinde ATP'den 5-30 kat daha fazla potens gdsteren
P2XR’nin bir aktivatoradur (147).

P2X7R igin BBG boyalari, tirozin turevleri (KN-62 ve KN-04), siklik
imitler, adamantan ve benzamid turevleri dahil olmak Uzere birka¢ farkl
P2X7R antagonist sinifi tanimlanmistir. P2X7R i¢in guglu 6zgulligu olan
baska bir antagonist, A-438079’dur (3 - (5 - (2,3,3-diklorofenil-IH-tetrazol-1-il))
metil piridin) ve diger hicre ylzeyi reseptorleri ve iyon kanallari ile etkilesiminin

olmadigi rapor edilmigtir (148).

2.6. Reaktif Oksijen Turleri ve Epilepsiye Etkileri

Serbest radikaller bir ya da daha fazla eslenmemis elektronu olan
iyonlardir. Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu olugan serbest
radikallere reaktif oksijen turleri denir (149). Bu radikallerin proteinler, lipitler,
karbohidratlar ve nukleik asitlere hasar vererek yaslanma, kalp damar
hastaliklari, kanser, nérodejeneratif hastaliklar gibi bircok degisiklige sebep
oldugu gosterilmistir (150). En bilinen ve Ustunde en ¢ok cgalisilan reaktif
oksijen turleri (ROS); 027, H202 ve hidroksil radikali (OH¢) radikalleridir (Sekil
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10) (149). Bu radikallerin olusumundan metabolik reaksiyonlar ve ekzojen
faktorler sorumludur. Hucre ici kalsiyum artisi serbest oksijen radikali
olugsumunu arttirir (15, 16). Hem P2X7 reseptord hem de NMDA reseptoru
hicre icine kalsiyum gegisine izin veren iyon kanallarndir ve oksidatif stres
olusturma potansiyeline sahiptirler. Bu nedenle WAG/RIj siganlarda gorulen
epieptik aktiviteye etkilerinde reaktif oksijen radikallerinin roli merak
konusudur.

Lipid peroksidasyonu: Hidroksil radikali gibi reaktif oksijen radikallerinin,
¢oklu doymamis yag asitlerinin metilen grubundan bir hidrojen atomu
kopmasiyla olusan lipid bozulmasina lipid peroksidasyonu denir. Lipid

peroksidasyonunun yikim tranu malondialdehittir (MDA) (151).

Protein oksidasyonu: ROS’un proteinlerle etkilesimi sonucu olusur. ileri
protein oksidasyon urunleri (Advanced oxidation protein products (AOPP)) son
zamanlarda protein oksidasyonunu olgmede kullanilan etkili bir belirtegtir
(152).

Antioksidan sistemler: Vicudumuzda ROS olusumunu engelleme ve bu
maddelerin meydana getirdigi hasarlari onleme, antioksidan sistemler
tarafindan kontrol edilir (153). Endojen antioksidan olan enzim yapisindaki
baslica antioksidanlar superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon rediktaz (GSR), katalaz (CAT) gibi enzimlerdir (153).
Glutatyon (GSH) ise en 6nemli antioksidan proteinlerden biridir (Sekil10) (154).
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Sekil 10 Reaktif oksijen turleri olusumu ve antioksidan mekanizmalar: (CAT:
Katalaz, GPx: Glutatyon peroksidaz, GSH: Glutatyon, GSR: Glutatyon
reduktaz, GSSG: Glutatyon disulfit, NADPH: Nikotinamid Adenin Dinukleotit
Fosfat) (155).
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 Deney Hayvanlarn

Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
2015/56 sayil izinle yapilan ¢alismamizda, agirliklari 250-300 gr arasinda, 6-
8 aylk 56 erkek WAG/RIij sigan (n=7) kullanildi. Hayvanlar calisma
baglayincaya kadar ve ¢alisma siiresince OMU DEHAM’da tutuldu. Siganlar,
20+3°C sabit sicaklikta, 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongusunde, nem %
50-70 olacak sekilde, hayvanlarin yiyecek ve suya serbest ulasabilecekleri
kafeslerde, kontrol altinda tutuldular. Deneysel arastirma standartlarina

uymayan si¢anlar galisma digi birakildilar.
3.2. Kimyasal Maddeler ve Verilis Sekilleri

3.21. BzATP
BzATP: 2'(3")e0O-(4-Benzoylbenzoyl) adenosine 5'-triphosphate

triethylammonium
Molekll formali: C24H24N5015P3 - xCesH1sN % yH20 (Sigma B6396)
Molekual agirligi: 715.39 g/mol

Uygulama sekli: 50ug/2ul ve 100ug/2l dozlarinda
intraserebroventikiler (i.s.v.) yolla uygulandi. Co6zlicu olarak distile su

kullanildi.

3.2.2. A-438079
A-438079: A-438079 hydrochloride hydrate (Sigma A9736)

Molekul formali: C13H9Cl2Ns-HCI - xH20
Molekul agirligi: 342.61 g/mol

Uygulama sekli: 20 ug/2ul ve 40 pg/2ul dozlarinda i.s.v. yolla uygulandi.

Cozucu olarak distile su kullanildi.

3.2.3. Memantin:
Memantin: Memantine hydrochloride (Sigma M9292)

Molekul formalG: C12H21N - HC
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Molekul agirligi: 215.76 g/mol

Uygulama sekli: 5mg/kg dozunda intraperitoneal yolla uygulandi.

Cozucu olarak distile su kullanildi.

3.3.
1.

3.4.

Deney Gruplari
Kontrol grubu: 2 pl distile su i.s.v. enjeksiyonun etkisini kontrol etmek
amaciyla kanulden lateral ventriklle uygulandi.
BzATP 50 pg/2 ul grubu: Ug saatlik bazal kayidin alinmasindan sonra
BzATP 50 ug/2 ul i.s.v. uygulandi ve Ug¢ saat daha kayit alindi.
BzATP 100 pg/2 ul grubu: Ug saatlik bazal kayidin alinmasindan sonra
BzATP 100 pg/2 pli.s.v. uygulandi ve Ug saat daha kayit alindi.
A-438079 20 ug/2 ul grubu: Ug saatlik bazal kayidin alinmasindan sonra
A-438079 20 ug/2 ul i.s.v. uygulandi ve Ug¢ saat daha kayit alindi.
A-438079 40 pg/2 ul grubu: Ug saatlik bazal kayidin alinmasindan sonra
A-438079 40 pg/2 pl i.s.v. uygulandi ve Ug saat daha kayit alindi.
Memantin grubu: Ug saatlik bazal kayidin alinmasindan sonra memantin
5 mg/kg dozda i.p. uygulandi ve U¢ saat daha kayit alindi.
BzATP 100 ug/2 pl i.s.v. + Memantin 5 mg/kg i.p. grubu: Ug saatlik bazal
kayidin alinmasindan sonra BzATP 100 pg/2 pl i.s.v. uygulandi ve 10
dakika sonra Memantin 5 mg/kg i.p. uygulandi. Ardindan U¢ saat daha
kayit alindi.
A-438079 40 ug/2 pl + Memantin 5 mg/kg i.p. grubu: Ug saatlik bazal
kayidin alinmasindan sonra A-438079 40 pg/2 pul i.s.v. uygulandi ve 10
dakika sonra Memantin 5 mg/kg i.p. uygulandi. Ardindan U¢ saat daha
kayit alindi.

Elekreokortikogram Kayitlarinin Elde Edilmesi

3.4.1. Elekreokortikogram elektrodlarinin yerlestirilmesi

Siganlar ketamin 90 mg/kg i.p + Ksilazin 3 mg/kg i.p ile anestezi altina

alindilar. Anestezinin derinligi kornea ve pencge refleksleri ile kontrol edildi.

Daha sonra hayvanlarin kafa derileri tirag edildi ve stereotaksi aletine kafalari,

kulak delikleri ve 6n dislerden, sabitleme c¢ubuklari araciligi ile sabitlenerek

yerlestirildi. Sigcanin kafasinda orta hattan yaklasik 3 cm’lik bir insizyonla
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acllarak, kafatasi kemikleri, lambda ve bregma noktalari ortaya ¢ikartiimigtir.
Kayit elektrodlari bregma noktasi sifir kabul edilerek, frontal bélgede 2 mm
rostral ve 3,5 mm lateral, parietal bolgede 6 mm kaudal ve 4 mm lateral ve
serebellum Uzerinde referans elektrod olacak sekilde koordinatlar belirlendi
(156). Drill kullanilarak, 1 mm genisliginde matkap ucu ile kafatasinin 4 ayri
noktasina delik agildi. Bu deliklerden 3 tanesine ECoG kaydi igin, beyin
zarlarina temas edecek sekilde paslanmaz celik vidalar yerlestirildi (Sekil 11).
Tripolar elektrod bu vidalara tutturuldu. Eksternal kanul bregma noktasindan
1,1 mm lateral, 1,5 mm rostral ve 3,2 mm derine yerlestirildi. Daha sonra
vidalar ve i.s.v. kanul dental akrilik ile kafatasina sabitlenip, kurumaya birakildi.
Ug giin boyunca glinde 2 kez intraperitoneal yol ile 50 mg/kg ampisid enjekte
edildi. Cerrahi sonrasi hayvanlar tekli kafeslerde tutuldu.

Sekil 11 Sigcanin kafatasina uygun koordinatlarda vida ve eksternal kandl
yerlestiriimesi igsleminden sonra dental akrilikle sabitlenmesi.

3.4.2. Elektrokortikogram kayitlarinin alinmasi

Cerrahi iglemden sonra bir hafta dinlenmeye birakilan hayvanlara
yerlestirilen jak ¢ikisina, jak girisi takildi ve bu giris PowerLab veri kazanim

sistemine baglanarak beyinden ECoG kaydi elde edildi (Sekil 12).
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Sekil 12 Sicanin kafatasina sabitlenen tripolar elektrod ile PowerLab Sistemi
arasinda baglanti kurulmasi

Kayitlar her seferinde sabah 10:00’da baslayacak sekilde 3 saat bazal
kayit alinmasi, enjeksiyon yapilmasi, ardindan 3 saat daha kayit alinmasi
seklide gergeklestirildi (Sekil 12-13).

Sekil 13 intraserebroventrikiiler (i.s.v.) kanllden Hamilton mikroenjektor ile
enjeksiyon iglemi
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3.4.3. Elektrokortikogram kayitlarinin degerlendirilmesi

Deneyler sonucunda elde edilen epileptiform aktivite offline olarak kime
sayisi, suresi, DDD sayisi ve amplitudu acgisindan analiz edildi. Deney
gruplarindan habersiz bir gézlemci nébet kiimelerini el ile segerek ve Chart
v7.0.3 (ADInstruments, Avustralya) yazilimi (Sekil 14) ile kiimelerin suresinin,
DDD sayisinin ve amplitudunun hesaplanmasini saglayarak yirmiser dakikalik
bolimler halinde ECoG kayitlarinin analizini yapti. Tum deneylerde, elektroda
jak girigi takildiktan 20 dakika sonra alinan kayitlar degerlendirmeye alindi.
Bundan sonraki her yirmi dakika nébet kiime sayisi, suresi, DDD sayisi ve
amplitiidi ortalamalar alinarak degerledirildi. ik yirmi dakikada elde edilen
veriler % 100 kabul edildi ve diger yirmiser dakikalik bolimler ilk yirmi dakikaya
oranlarak yuzde degisimleri hesaplandi, grafiklere bu sekilde veri saglandi.

Deneyde kullanilan tim hayvanlardan elde edilen kayitlar i¢in bu hesaplama

ayri ayri yapildi.
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Sekil 14 LabChart yazihmi ile ECoG kayitlarinin dijital ortamda
gorintilenmesi ve kaydedilmesi

3.5. Biyokimyasal Analiz Metodlari

Biyokimyasal analizler igin olugturulan etkilesim gruplarinda maksimum
etki ortaya ciktiginda deney sonlandirildi. Hayvan anestezi altina alindi.
Hayvandan intrakardiyak ponksiyonla 5ml kan alindi. Ardindan hayvanin

kafasi kesilerek surekli oksijenlenen yapay beyin solisyonu ((aCSF), igerigi
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(mM): NaCl, 124; KCI, 5;KH2P0O4, 1.2; CaCl2,2.4; MgS04, 1.3; NaHCO3, 26;
glucose, 10; HEPES, 10; pH 7.4 95% O2 ve 5% CO2 tabii tutularak) igerisinde
beyin c¢ikarildi. Beyin ¢ikarildiktan sonra beyincik ve beyin sapi ve beynin
hemisferleri olarak ayrildi.

Kan érnekleri 3000 g’de 10 dakika sure ile oda sicakhginda santrifij
edilerek serum ve plazma ayrildi. Cikarilan beyin numuneleri 6nce sivi azot
tankina daldinlarak hizli bir bigcimde donmalar saglandi. Daha sonra
numuneler doku pargalayici ile homojenize edildi ve fosfat tampon sollsyonu
(PBS, 10 mM, pH 7.2) icine konuldu. Doku érnekleri +4°C’ de 220 V'da 1 dk
boyunca sonikasyona tabi tutulduktan sonra -40°C’de derin dondurucuda
saklandi. Calisma giiniinde oda isisinda eritilen homojenatlar +4°C’ de 15000
g'de 5 dakika santriflj edildi ve sUpernatantlar biyokimyasal analizler igin

kullanildi.

3.5.1. Doku orneklerinde protein miktarinin belirlenmesi:

Doku homojenatlarinda her bir numunenin protein miktari Lowry (157)
metodu ile tespit edildi ve biyokimyasal degerler mg protein basina verildi.
Lowry metodunun prensibine gore, alkali sartlar altinda peptid nitrojenleri,
bakir iyonlari (Cu*?) ile reaksiyona girerek bakiri indirger (Cu*'). Sonrasinda
ortama Folin-Ciocalteau’'nun fenol reaktifi eklenmesiyle fosfotungstik ve
fosfomolibdik asitlerin indirgenmesi sonucu molibdenyum mavisi ve tungsten
mavisi renkleri meydana gelir. UV spektrofotometrede ¢ozeltilerin 660 nm’deki
absorbans degerleri okunarak protein miktarlari saptanir.

3.5.2. Lipid peroksidasyonu diizeylerinin (MDA Duzeyleri) belirlenmesi
MDA lipid peroksidasyon reaksiyonlarinin son tranudur. Doku ve serum
orneklerinde MDA duzeyleri ticari kit (SunRed Rat(MDA) ELISA kit; katalog
no:201-11-0157) ile g¢alisildi. Deneyin prensibi N-methyl-2-phenylindole ile
total MDA’ nin reaksiyonu sonucu olusan Granun 586 nm’de spektrofotometrik
olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Testin Olgum araligi 0,3-65
nmol/ml; hassasiyeti 0,208 nmol/ml idi. Sonuglar nmol/ml olarak verilmigtir
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3.5.3. Protein oksidasyonu diizeylerinin belirlenmesi

Protein oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarl yeni bir marker
olan AOPP, ditirozin iceren gapraz bagli protein Grunleridir. AOPP duzeyleri
ticari kit (SunRed Rat (AOPP) ELISA kit; katalog no:201-11-2673) kullanilarak
calisildi. AOPP, klorine oksidanlarin olusumu ile 340 nm’de spekrofotometrik
olarak Cloramin-T standarti kullanilarak degerlendiriimektedir. Testin dlgim
araligi 0,5-100 nmol/ml; hassasiyeti 0,433nmol/ml idi. Sonuglar nmol/ml olarak

verilmigtir.

3.5.4. Glutatyon peroksidaz dizeylerinin belirlenmesi

GPx redukte glutatyonu kullanarak hicreyi oksidatif hasardan korumak
amaciyla hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizleyen enzimdir. Gpx
aktivitesi duzeyleri ticari kit (SunRed Rat(GSH-px/GPX) ELISA kit; katalog
no:201-11-5104) kullanilarak ¢alisildi. Glutatyon peroksidaz aktivitesinin sinirli
oldugu durumlarda 340 nm’de absorbanstaki dugus orani numunedeki GPx
aktivitesiyle orantilidir. Testin dlgum arahgi 0,8-200 ng/ml; hassasiyeti 0,735

ng/ml idi. Sonuglar ng/ml olarak verilmistir.
3.5.5. Glutatyon rediiktaz diizeylerinin belirlenmesi;

GSR okside glutatyonun (GSSG) NADPH bagiml redukte glutatyona
(GSH) donusum reaksiyonunu katalizler. Glutatyon reduktaz dizeyleri ticari kit
(SunRed Rat(GSR) ELISA kit; katalog no:201-11-5111) kullanilarak galisildi.
Bu method ile NADPH’ in NADP+ ye oksidasyonu orani olgulmektedir. 340
nm’deki absorbans azalma orani glutatyon rediktazin aktivitesini vermektedir.
Testin 6lguim araligi 0,5-100 ng/ml; hassasiyeti 0,475 ng/ml idi. Sonuglar ng/ml

olarak verilmistir.
3.5.6. Superoksid dismutaz diizeylerinin belirlenmesi

SOD, O2"in H202'ye donusumunu katalizleyer. SOD enzim duzeyleri
ticari kit (SunRed Rat(SOD) ELISA kit; katalog no:201-11-0169) kullanilarak
cahsildi. SOD, super oksit radikalinin nitro blue tetrazoliumu indirgeyip

formazon olugsturarak mavi-mor renge donusmesi prensibine gore olgulur. Bu
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renklerin absorbansi 560 nm’de dlgulmektedir. Testin dlgim arahdr 0,5-100

ng/ml; hassasiyeti 0,415 ng/ml idi. Sonuglar ng/ml olarak verilmistir.
3.5.7. Glutatyon diizeylerinin belirlenmesi

GSH antioksidan bir proteindir. GSH duzeyleri ticari kit (SunRed
Rat(GSH) ELISA kit; katalog no:201-11-7122) kullanilarak calisildi. GSH
dizeylerinin belirlenmesi i¢in proteinler, perklorik asit ile ¢dkturulir sonra
kromojenik disulfid 5-5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit (DTNB, Ellman’s reagent)
ile SH gruplarinin arasindaki degisim orani 405 nm spektrofotometrede
okunur. Testin 6lgim aralig1 6-1800 mg/L; hassasiyeti 5,86mg/L idi. Sonuglar
mg/L olarak verilmistir.

3.5.8. Katalaz duzeylerinin belirlenmesi

CAT, hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda gorevli bir antioksidan
enzimdir. CAT duzeyleri ticari kit (SunRed Rat(CAT) ELISA kit; katalog no:201-
11-5106) kullanilarak ¢alisildi. CAT oOlgimu, en uygun konsantrasyonda
enzimin hidrojen peroksit ile metanol reaksiyonuna dayanmaktadir. Olusan
formaldehitin kromojen olan 4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol
(Purpald) ile olusturdugu rengin absorbansi 540nm’de spektrofotometrik
olarak okunur. Testin 6lcum arahgi 1-300 ng/ml; hassasiyeti 0,866 ng/ml idi.

Sonuglar ng/ml olarak verilmigtir.
3.6. istatistiksel Analiz

Kaydedilen elektrofizyolojik verilerin tamami sayisal degerlere
cevrildikten sonra SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0 yazilimi
araciligi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi kullanilarak degerlendirildi. Gruplarin kendi bazal
kayitlari ile olan kargilastirmada normal dagilis gosterip gostermedigi Shapiro-
Wilk testiyle degerlendirildikten sonra normal dagilisa uyanlar Paired Simple T
testi ile etkilesim gruplari ise One Way ANOVA ile ve ikili gruplarin
kargilastirimasinda Tukey testi kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilisa
uymayanlar i¢cin  Wilcoxon Rank testi ile etkilesim gruplarinin

kargilastirimasinda ise Kruskal Wallis ve ikili gruplarin karsilagtiriimasinda
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Mann Whitney U Testi kullanildi. Grafik ve metin igerisinde kullanilan deney
gruplarina ait degerler ortalama * standart hata (SEM) olarak ifade edildi,

p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

40



4. BULGULAR
4.1. Kontrol grubu

Cozucu olarak kullanilan 2 pl distile su i.s.v. ECoG kaydinin
baslamasindan U¢ saat sonra uygulandi. Bazal ECoG kaydiyla ¢bzucu
uygulanmasi sonrasi ECoG kaydi karsilastirildiginda DDD kime sayisi
(kDDD), DDD kume suresi (sDDD), DDD sayisi (nDDD) ve DDD amplitudi
(aDDD) acisindan anlaml bir fark tespit edilmedi (p>0,05) (Sekil15-19) (Tablo

1). Bu nedenle grafikleri olusturmada tek bir kontrol kullanildi.
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Sekil 15 A) ECoG kaydinin ilk U¢ saatlik bazal kaydinin 80. dakikasindan
ornektir B) Cozucu olarak kullanilan 2 pl distile su i.s.v. uygulandiktan sonra
alinan ECoG kaydinin 80. dakikasindan érnektir.

Kontrol grubu bazal ve ¢dzlcl sonrasi biyokimyasal parametreler
kargilagtinldiginda ne AOPP ve MDA seviyelerinde ne de antioksidan
parametrelerde (SOD, GSH, CAT, GPx, GSR) bir degisim saptanmadi
(p>0,05) (Tablo 2).
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Tablo 1 Kontrol grubu bazal ECoG kaydi ve distile su uygulanmasi sonrasi ECoG kaydindan elde edilen kDDD (kime
sayi1sitSEM), sDDD (kume suresitSEM) , nDDD (diken dalga sayisitSEM) ve aDDD (DDD ortalama amplitidu+SEM) verilerinin
her yirmi dakika icin ortalama degerleritSEM

Zaman kDDD sDDD nDDD aDDD
dk kime sayisi/20 dk sn DDD sayisi/ 20 dk mV
Bazal Distile Su Bazal Distile Su Bazal Distile Su Bazal Distile Su

20 11+0,4 12,410,6 | 107,1+4,2 | 111,7+3,4 | 758,2+34,2 | 828,6+31,2 | 0,5620+0,01 0,5255+0,03
40 10,440,2 | 12,2+0,9 | 106,346,2 | 105,843,3 | 814,1+28,9 | 773,3+29,4 | 0,5830+0,02 | 0,5299+0,036
60 10,4+0,6 | 11,8+0,7 | 105,3x7,1 | 109,3+2,6 720,546 842,1+17,8 | 0,5900+0,02 | 0,5328+0,037
80 10,410,6 | 12,4+0,7 99,9+6,3 | 107,9+3,2 | 737,5+31,9 822,5+20 0,5830+0,02 | 0,5369+0,046
100 10,4+0,9 | 12,840,3 | 109,2+4,8 | 111,8+5,6 | 817,2+47,3 802,6+37 0,5970+0,02 | 0,5311+0,039
120 11,4+0,4 | 12,2+0,4 | 105,2+4,3 | 104,4+44 | 772,2+23,8 | 815,5+36,2 | 0,5760+0,02 | 0,5378+0,037
140 11,840,7 | 12,60,2 99,9+3,3 | 104,9+3,7 | 758,5+24,3 | 780,1+45,6 | 0,5790+0,02 | 0,5452+0,028
160 12+0,6 12,6+0,5 99,7+4,5 | 111,7¥4,1 | 821,7+38,6 | 810,3+29,6 | 0,5920+0,01 | 0,5430+0,035
180 12+0,6 12+0,6 100,4+3,4 | 105,3+4,6 | 799,7+24,4 | 788,5+23,5 | 0,5790+0,02 | 0,5445+0,033
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Tablo 2 Kontrol (K) ve ¢ozucu (C) (2ul i.s.v. distile su) uygulanmasi sonrasi, sol hemisfer, sag hemisfer, serebellum, beyin sapi
ve plazmada, (AOPP), lipid peroksidasyon (MDA), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon reduktaz (GSR) degerleri. Kontrol grubu ile kargilastirma * P<0,05; ** P< 0,01; *** P<0,001.

AOPP MDA SOD GSH CAT GPx GSR

nmol/ml nmol/ml ng/ml mg/L ng/ml ng/ml ng/ml
Sol Hemisfer K 4,7+0,7 5,7+0,8 5,1£0,5 52,8+5,6 10,840,8 8,840,7 5,910,5
Sol Hemisfer C | 4,2+0,58 5,8+0,57 5,610,6 51,416,2 11,3%1,2 7,810,5 5,310,4
Sag Hemisfer K 5+1 5,840,7 50,4 47,547 11,3+1,8 7,610,5 5,7+0,3
Sag Hemisfer C | 5,7+0,5 6,9+0,8 5,2+0,4 48,415,9 12,8+1,2 8,21 4,9+0,7
Serebellum K 11,241,3 7,411 9+1 73,818,3 15,7+1,9 10,5+1,3 9,110,5
Serebellum C 12+0,8 8,9+22 8,7+0,6 76,418,6 14,8422 11,4+1,6 9,6+0,7
Beyin sapi K 9,340,9 11,8+1,2 7,1£0,5 100,419,9 18,1+1,9 17,8126 8+1,1
Beyin sapi C 9,310,8 12,312,2 6,710,6 106,6+7,8 21,3+1,5 16,411,2 8,410,9
Plazma K 19,712 4 41,1+3,6 13,5+2,2 135,5+12,4 35,312,5 28,613 34,7+4,5
Plazma G 19,242 40,543 16,9+1,1 143,5+19,7 35,742,6 29,9417 37,3312

43



£ 140-
n

o))

4]

o 1204

S

2 100-

N

=]

>-

= 80-

o

>

(‘,g 60- -=- Bazal

g —— Distile Su
=]

x 40 T T T T T T T T T T

S RS DD

Dakika

Sekil 16 Cozucu grubunun kendi bazal kaydi ile kime sayilari yuzde
degisiminin karsilastirimasi (kime sayisi yuzde dedisimiztSEM). Distile su
uygulanan hayvanlarin kontrol kayitlarinda kendi bazal kayitlarina gore kime
sayisinda istatistiksel agcidan anlamli bir degisiklik olmadi (p>0,05).
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Sekil 17 Cozucu grubunun kendi bazal kaydi ile kime surelerinin yuzde

degisiminin karsilastirimasi (kime suresi yluzde degisimitSEM). Distile su

uygulanan hayvanlarin kendi bazal kayitlarina gbre kume surelerinde
istatistiksel agidan anlamli bir degisiklik olmadi (p>0,05).
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Sekil 18 Codzicu grubunun kendi bazal kaydi ile DDD sayilarinin ylzde
degisiminin karsilagtiriimasi (DDD sayisi yuzde degisimi+SEM). Distile su
uygulanan hayvanlarin kendi bazal kayitlarina gore diken dalga sayisinda
istatistiksel agidan anlamli bir degisiklik olmadi (p>0,05).
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Sekil 19 Cozucu grubunun kendi bazal kaydiyla DDD amplitidlerinin yuzde
degisiminin karsilastiriimasi (DDD amplitadleri yuzde degisimizSEM). Distile
su uygulanan hayvanlarin kendi bazal kayitlarina gore diken dalga
amplitidinde istatistiksel agidan anlamli bir degisiklik olmadi (p>0,05).
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4.2. BzATP’nin WAG/RIj Siganlarda Goriilen Epileptik Aktiviteye Etkisi

BzATP, laboratuvarimizda yapilan bagka bir ¢alismada etkili bulunan
dozlarla 2 grup olusturularak ¢alisildi (11). ECoG kaydinin baglamasindan Ug¢
saat sonra BzATP 50 ug i.s.v. ve BzZATP 100 pg i.s.v. uygulamalari yapildi.
Ardindan U¢ saat daha ECoG kaydi alinarak WAG/RIj siganlarda gortlen

epileptik aktivite Uzerine etkisi incelendi (Tablo 3).

4.21. BzZATP 50 pg dozunun WAG/RIj siganlarda gorilen epileptik

aktiviteye etkisi

Bazal kaydiyla karsilastirildiginda BzATP 50 pg i.s.v. uygulanmasi
kDDD, sDDD, nDDD ve aDDD’leri agisindan anlamli bir degisiklige sebep
olmadi (p>0,05) (Sekil 20,22-25) . BzZATP 50 ug grubunun bazal kaydinin 80.
dakika kDDD 11+0,6 kime sayisi/20dk, sDDD 105,1t4,5 sn, nDDD
759,2+42,7 DDD sayisi/20 dk ve aDDD 0,6030+0,014 mV idi. BzATP 50 ug
i.s.v. uygulanmasi sonrasi 80. dakika kDDD 12,2+0,9 kume sayisi/20 dk,
sDDD 108,619,2 sn, nDDD 863,5+47,6 DDD sayisi/20 dk ve aDDD
0,6148+0,016 mV idi (Tablo 3).
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Sekil 20 A) ECoG kaydinin ilk 3 saatlik bazal kaydinin 80. dakikasindan
ornektir B) BzATP 50 pg i.s.v. uygulandiktan sonra alinan ECoG kaydinin 80.
dakikasindan Ornektir.
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4.2.2. BzZATP 100 ug dozunun WAG/RIj sicanlarda goriilen epileptik

aktiviteye etkisi

Bazal kaydiyla kargilastirildiginda BzZATP 100 ug i.s.v., kDDD, sDDD,
nDDD ve aDDD’leri agisindan anlamli bir sekilde degisiklige sebep olmadi
(p>0,05) (Sekil 21-25). BzZATP 100 ug grubunun bazal kaydinin 80. dakika
kDDD 10,810,5 kime sayisi/20 dk, sDDD 96,03+4,2 sn, nDDD 792,08+13,8
DDD sayisi/20 dk ve aDDD 0,6060+0,014 mV idi. BzZATP 100 ug i.s.v.
uygulama sonrasi 80. dakika kDDD 11,1+0,9 kime sayisi/20 dk, sDDD

104,246,6 sn, nDDD 817,2+64,2 DDD sayisi/20 dk ve aDDD 0,614820,016
mV idi (Tablo 3).
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Sekil 21 A) ECoG kaydinin ilk U¢ saatlik bazal kaydinin 80. dakikasindan
ornektir B) BzATP 100 ug i.s.v. uygulandiktan sonra alinan ECoG kaydinin
80. dakikasindan ornektir.

BzATP WAG/RIj siganlarda gorilen absans epilepside etkisinin
olmadigi goruldl. Bu nedenle biyokimyasal analizler i¢in laboratuvarimizda
yapilan bir baska calismada en etkin bulunan doz olan 100 pg i.s.v.
biyokimyasal ¢alismalar icin kullanildi (11). BzZATP, oksidan parametrelerden
AOPP ve MDA duzeylerini kontrol grubuna oOlgim yapilan hi¢bir dokuda
etkilemedi (p>0,05). Antioksidan parametrelerden CAT ve GPx duzeylerini
etkilemezken sadece sag ve sol hemisferde SOD ve GSR seviyelerini artirdi
(p<0,05). Plazma GSH seviyesi BzATP uygulanmasiyla birlikte artis
gosterirken (p<0,05), dokularda bir degisiklik gozlenmedi (p>0,05) (Tablo 4).
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Tablo 3 BzATP 50 pg ve 100 ug i.s.v. doz gruplarindan alinan kayitlarin kDDD (kime sayisi=SEM), sDDD (kiime suresizSEM),
nDDD (diken dalga sayisitSEM) ve aDDD (DDD ortalama amplitudi£SEM) her yirmi dakika i¢in ortalama+SEM degerleri

Zaman kDDD sDDD nDDD aDDD
dk kime sayisi/20 dk sn DDD sayis1/20 dk mV

BzATP BzATP BzATP BzATP BzATP BzATP BzATP BzATP

50 ug 100 pg 50 ug 100 pg 50 ug 100 pg 50 ug 100 pg
20 11,240,1 11,840,3 103,6+1,6 | 109,2+5,1 | 800+34,5 | 831,9+54,1 | 0,6133+0,009 | 0,6009+0,017
40 11,110,5 11+0,6 105,5¢6,9 | 102,8t5,9 | 823+36,6 | 782,8+54,1 | 0,6251+0,025 | 0,5786+0,018
60 11,6+0,5 11,3+0,7 111,7¢6,8 | 104,2+6,6 | 841,8+25,4 | 789,9+47,5 | 0,6293+0,002 | 0,5867+0,033
80 12,240,9 11,11£0,9 108,619,2 10448,3 | 863,5+47,6 | 817,2+64,2 | 0,6490+0,013 | 0,6148+0,016
100 12+0,6 11,140,7 | 111,3211,5 | 104,5+6 | 891,9+46,5 | 779+66,1 | 0,6548+0,009 | 0,5874+0,022
120 11,8+0,9 11,5+0,8 100,316 112,5+¢4,7 | 830,2+54,7 | 803+82,8 | 0,6330+0,009 | 0,6096+0,023
140 12,640,7 11+0,7 104,615,7 110,1¢5 | 870,7+57,8 | 796,5+71,8 | 0,6519+0,15 | 0,6062+0,021
160 11,840,8 11,310,8 104,717 105,4+8,3 | 856,7+46,9 | 792,675 | 0,6481+0,010 | 0,6040+0,234
180 12,1+0,7 10,9+0,7 107,8+7,9 | 100,6+7,6 | 876,8+41,6 | 749,5+70,4 | 0,6406+0,003 | 0,5823+0,015
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Tablo 4 BzATP grubu, sol hemisfer, sag hemisfer, serebellum, beyin sapi ve plazmada, protein oksidasyonu (AOPP), lipid
Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon
reduktaz (GSR) degerleri. Kontrol grubu ile karsilastirma (Tablo 2’de) * P<0,05; ** P< 0,01; *** P<0,001

peroksidasyon (MDA),

AOPP MDA SOD GSH CAT GPx GSR

nmol/ml nmol/ml ng/ml mg/L ng/ml ng/ml ng/ml
Sol hemisfer 5,65+0,9 6,710,8 7,11£0,6* 60,615,5 10,110,7 9,71 8,7+1,1*
Sag hemisfer 6,11 7,141,1 8+0,8* 56,4+5,3 10,5+1,3 8,8+0,8 8,1+0,5*
Serebellum 12,141,2 7,611 10,3+0,8 78,542 15,6124 12,5+0,9 9+0,4
Beyin sapi 10,1+1,3 13,310,9 9,310,7 103,7+11,7 17,941,7 19,741,7 8,410,6
Plazma 24+1.9 50,314,2 13111 185,1£11,4* | 41,5443 34,941,9 36,714,6
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Dakika

Sekil 22 BzATP, 50 ug ve 100 pg gruplarinin, konrol grubuyla kime
sayllarinin  yuzde dedisiminin karsilastirimasi (kime sayisi ylzde
degisimizSEM). Kontrol grubuyla ve birbirileriyle karsilastiriidiginda BzATP, 50
Mg ve 100 pg doz gruplarinin kime sayisinda istatistiksel agidan anlamli bir
degisiklik olmadi (p>0,05)
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Dakika

Sekil 23 BzATP, 50 pg ve 100 ug gruplarinin, konrol grubuyla kime sirelerinin
yuzde degigsiminin karsilagtiriimasi (kime suresi ylzde degisimizSEM).
Kontrol grubuyla ve birbirileriyle karsilastiriidiginda BzATP, 50 ug ve 100 ug
doz gruplarinin kime suresinde istatistiksel agidan anlamh bir degisiklik
olmadi (p>0,05).
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Dakika

Sekil 24 BzATP, 50 ug ve 100 pg gruplarinin, konrol grubuyla DDD sayilarinin
yuzde degisiminin kargilagtiriimasi (DDD sayisi yuzde degisimi+SEM). Kontrol
grubuyla ve birbirileriyle karsilastirildiginda BzATP, 50 ug ve 100 ug doz
gruplarinin diken dalga sayisinda istatistiksel agidan anlamh bir degisiklik
olmadi (p>0,05).
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Dakika

Sekil 25 BzATP, 50 pg ve 100 ug gruplarinin, konrol grubuyla DDD
amplitidlerinin yuzde degisiminin karsilastinimasi (DDD amplitidu yuzde
degisimizSEM). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda BzATP, 50 ug ve 100 ug
doz gruplarinin diken dalga amplitidunde istatistiksel agidan anlaml bir
degisiklik olmadi (p>0,05).
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4.3. A-438079°’un WAG/RIij Sigcanlarda Goriilen Epileptik Aktiviteye
Etkisi

A-438079, laboratuvarimizda yapilan bagka bir gcalismada etkili bulunan
dozlarla 2 grup olusturularak ¢alisildi (11). ECoG kaydinin baglamasindan ¢
saat sonra A-438079 20 ugi.s.v. ve A-438079 40 pgi.s.v. uygulamalari yapildi.
Ardindan U¢ saat daha ECoG kaydi alinarak WAG/RIj siganlarda gorulen
epileptik aktivite Uzerine etkisi incelendi.

4.3.1. A-438079 20 pg dozunun WAG/RIj siganlarda goriilen epileptik
aktiviteye etkisi

Bazal kaydiyla karsilastirildiginda A-438079 20 ug i.s.v., kDDD, sDDD,
nDDD ve aDDD’leri agisindan anlamli bir sekilde degisiklige sebep olmadi
(p>0,05) (Sekil 26,28-31). A-438079 20 ug grubunun bazal kaydinin 80. dakika
kDDD 11,6+1,3 kiime sayisi/20 dk, sDDD 95,06+2,4 sn, nDDD 778,8+35,1
DDD sayisi/20 dk ve aDDD 0,601+0,014 mV idi. A-438079 20ug i.s.v.
uygulanmasi sonrasi 80. Dakika kDDD 15,6+3,2 kime sayisi/20 dk, sDDD
95,1+17,1 sn, nDDD 694,9+129 DDD sayisi/20 dkve aDDD 1;0,6325+0,033
mV idi (Tablo 6).
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Sekil 26 A) ECoG kaydinin ilk 3 saatlik bazal kaydinin 80. dakikasindan
ornektir B) A-438079 20 ug i.s.v. uygulandiktan sonra alinan ECoG kaydinin
80. dakikasindan ornektir.

A-438079’'un WAG/RIj siganlarda gorllen absans epilepside etkisinin
olmadigi goruldl. Bu nedenle biyokimyasal analizler i¢in laboratuvarimizda
yapilan bir bagka calismada etkin bulunan en dusuk doz olan 20 ug i.s.v.
biyokimyasal c¢alismalar i¢in kullanildi (11). P2X7R antagonisti A-438079,
higbir dokuda AOPP, MDA, SOD, GSH, CAT, GPx ve GSR duzeylerini
degistirmedi (p>0,05) (Tablo 5).
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Tablo 5 A-438079 20 ug i.s.v. grubu, sol hemisfer, sag hemisfer, serebellum, beyin sapi ve plazmada, protein oksidasyonu
Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx)
Kontrol grubu ile karsilastirma (Tablo 2’de) * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001

(AOPP), lipid peroksidasyon (MDA),
ve glutatyon reduktaz(GSR) degerleri.

AOPP MDA SOD GSH CAT GPx GSR

nmol/ml nmol/ml ng/ml mg/L ng/ml ng/ml ng/ml
Sol hemisfer 4,41+0,5 6+0,7 4,610,2 48,414,3 11,8+1,3 6,410,9 4,7+0,7
Sag hemisfer 4,610,7 5+1 4,5+0,3 50,6+5,1 9,912 7+0,3 50,4
Serebellum 10,3+1 6,6+0,9 8,4+0,9 62,848,4 13,7121 10,71 8,4+0,8
Beyin sapi 8,6+0,9 10,710,6 6,810,6 108,4+11 17,9417 19,7421 8,410,6
Plazma 18,6+1,6 44,113 13,5+1,7 139,9+14,7 | 28,943 ,4 32,2423 32,314,3
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4.3.2. A-438079 40 pg dozunun WAG/RIij sicanlarda goériilen epileptik

aktiviteye etkisi

Bazal kaydiyla karsilagtinidiginda A-438079 40 ug i.s.v., kDDD, sDDD,
nDDD ve aDDD’leri agisindan anlamli bir sekilde degisiklige sebep olmadi
(p>0,05)(Sekil 27-31). A-438079 40 pg grubunun bazal kaydinin 80. dakika
kDDD 11,0+0,6 kiime sayisi/20 dk, sDDD 96,16+2,4 sn, nDDD 788,8+42,2
DDD sayisi/20 dk ve aDDD 0,581+0,02 mV idi. A-438079 40 ug i.s.v.
uygulanmasi sonrasi 80. dakika kDDD 13,4+1,2 kime sayis1/20 dk, sDDD
89,8+7,1 sn, nDDD 575,7+127,2 DDD sayisi/20 dk ve aDDD 0,6219+0,053 idi
(Tablo 6).

A-438079 4049

Wm%uhmﬂ%m
/\
Rt s

Sekil 27 A) ECoG kaydinin ilk 3 saatlik bazal kaydinin 80. dakikasindan
ornektir B) A-438079 40 ug i.s.v. uygulandiktan sonra alinan ECoG kaydinin
80. dakikasindan ornektir.
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Tablo 6 A-438079 20 ug ve 40 pgi.s.v. doz gruplarindan alinan kayitlarin kDDD (kiime sayisitSEM), sDDD (kime sUresitSEM),
nDDD (diken dalga sayisi+tSEM) ve aDDD (DDD ortalama amplituduxSEM) bulgularinin her yirmi dakika igin ortalama+SEM

degerleri
Zaman kDDD sDDD nDDD aDDD
dk kime sayisi/20 dk sn DDD sayis1/20 dk mV
A-438079 | A-438079 | A-438079 | A-438079 | A-438079 A-438079 A-438079 A-438079
20 pg 40 pg 20 pg 40 pg 20 pg 40 pg 20 pg 40 pg

20 14,9+1,9 14+1,6 105,5¢15,2 | 101,65,7 | 777,3+135,2 | 641,6+130,1 | 0,5838+0,013 | 0,614840,045
40 13,9119 12,41+1,5 90,1+11 92,3+13,4 | 668,6+114,1 | 622,3+140,4 | 0,5832+0,014 | 0,6178+0,055
60 14,142,5 12,6+2,8 | 90,3+11,5 | 92,2+17,3 | 663,8+108,5 | 456,3+92,5 | 0,6273+0,016 | 0,6313+0,054
80 15,613,2 13,4£1,2 | 95,1171 89,8+7,1 | 694,9+129,1 | 575,7+127,2 | 0,6325+0,033 | 0,6219+0,053
100 14,54 11,7¢1,7 | 88,6229 | 81,5+12,3 | 695,1+213,2 | 536,5+135 | 0,5890+0,007 | 0,6351+0,050
120 13,612,7 12,3+1,5 89+17,8 93,319,5 |668,2+145,7 | 593,3+131,8 | 0,6442+0,017 | 0,6249+0,047
140 13,2+1,7 12,5+1,9 77,148,7 | 83,3+10,2 | 575,9457,6 | 521,1£125,5 | 0,6344+0,020 | 0,6563+0,060
160 12,611,4 12,111 8019,4 80,4+7,1 | 597,5+69,5 | 4994+91,6 | 0,6422+0,005 | 0,6478+0,055
180 14,110,9 11,1£1,6 79,717 1 75,1£7,5 602+56,7 | 450,7+92,7 | 0,6545+0,007 | 0,6595+0,073
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Dakika

Sekil 28 4-38079, 20 pg ve 40 pg gruplarinin, kontrol grubuyla kime
sayllarinin  yuzde degigiminin karsilastinimasi (kime sayisi yuzde
degisimizSEM). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 4-38079, 20 ug ve 40 ug
doz gruplari kime sayisinda istatistiksel agidan anlamli bir degisiklik olmadi
(p>0,05).
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Dakika

Sekil 29 4-38079, 20 pg ve 40 pg gruplarinin, kontrol grubuyla kime
surelerinin  yuzde degisiminin karsilastiriimasi (kime suresi ylUzde
degisimizSEM). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 4-38079, 20 ug ve 40 ug
doz gruplarinda kime surelerinde istatistiksel agidan anlamli bir degisiklik
olmadi (p>0,05).
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Dakika

Sekil 30 4-38079, 20 pg ve 40 ug gruplarinin, kontrol grubuyla DDD sayilarinin
yuzde degisiminin kargilagtiriimasi (DDD sayisi yuzde degisimi+SEM). Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 4-38079, 20 ug ve 40 ug doz gruplarinda diken
dalga sayisinda istatistiksel agidan anlamli bir degisiklik olmadi (p>0,05).
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Dakika

Sekil 31 4-38079, 20 pg ve 40 pg gruplarinin, kontrol grubuyla DDD
amplitidlerinin ylizde dedisiminin karsilastirimasi (DDD amplitidu ylzde
degisimizSEM). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 4-38079, 20 ug ve 40 ug
doz gruplarinda diken dalga amplitidinde istatistiksel agidan anlamli bir
degisiklik olmadi (p>0,05).
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4.4. Memantinin WAG/RIj Siganlarda Gorulen Epileptik Aktiviteye Etkisi

Memantin, laboratuvarimizda yapilan baska bir ¢alismada etkili bulunan
dozda c¢alisildi (158). ECoG kaydinin baglamasindan G¢ saat sonra memantin
5 mg/kg i.p. uygulandi. Ardindan ¢ saat daha ECoG kaydi alinarak WAG/RIj

sigcanlarda gorulen epileptik aktivite Uzerine etkisi incelendi.

Bazal kaydiyla karsilastirildiginda memantin 20. dakikadan itibaren
kDDD, sDDD ve nDDD'’yi anlamh derecede azaltti (p<0,001), ancak aDDD
uzerinde anlamli bir degisiklige sebep olmadi (p>0,05) (Sekil 32). Memantin 5
mg/kg grubunun bazal kaydinin 40. dakika kDDD 10,6£0,5 kiime sayis1/20 dk,
sDDD 96,8+4,1 sn, nDDD 743,1+58,8 DDD sayisi/20 dk ve aDDD
0,598+0,016 mV idi. Memantin uygulamasi sonrasi 40. dakika kDDD 1,9+0,7
kime sayisi/20 dk, sDDD 15t4,7 sn, nDDD 116137 DDD sayisi/20 dk ve
aDDD 0,593+0,02 mV idi (Tablo 8).

A |

H i 2050 I .
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Sekil 32 A) ECoG kaydinin ilk U¢ saatlik bazal kaydinin 80. dakikasindan
ornektir B) Memantin 5 mg/kg i.p. uygulandiktan sonra alinan ECoG kaydinin
80. dakikasindan ornektir.
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Tablo 7 Memantin (M), BZATP-Memantin (BzM) ve A-438079-Memantin (A4M) gruplarindan alinan kayitlarin kDDD (kiime
sayisitSEM), sDDD (kume suresi+tSEM), nDDD (diken dalga sayisitSEM) ve aDDD (DDD ortalama amplitudu+SEM)
bulgularinin her yirmi dakika i¢in ortalamax*SEM degerleri

Zaman kDDD sDDD nDDD aDDD
dk kiime sayis1/20dk sn DDD sayisi/20dk mV

M BzM A4M M Bz A4M M BzM A4M M BzM A4M

M

o 9,7+0,7 | 8,8+0,1 | 9,5+0,8 | 75,848,4 | 60,1+£3,3 | 72,618,5 | 559+64,2 | 491+32 | 579+68,7 | 0,56+0,01 | 0,598+0,04 | 0,623+0,01
N

1,940,7 | 1,7£0,6 | 7+11 15+4,7 71,6 55,149,6 | 116137 | 61+14,3 | 4344+85,8 | 0,593+0,02 | 0,593+0,03 | 0,582+0,04
o
<

2,9+0,3 | 1,810,1 | 71,1 | 21,244,2 | 10,1£2,1 | 54,5+5,6 | 146+27,7 | 83+16,1 | 431+51,4 | 0,593+0,01 | 0,627+0,02 | 0,606+0,03
o
o

2,9+0,5 | 1,9+0,5 | 6,1+0,9 | 21,5+2,4 1315 44,8+13 | 172+28,9 | 105+37,5 | 358+104 | 0,605+0,03 | 0,599+0,03 | 0,629+0,03
3
o 310,03 | 1,74£0,9 | 5,9+0,9 | 22,2+1,1 | 10,245,2 | 44,146,2 | 164+8,5 | 88+44,4 | 346+49,7 | 0,609+0,02 | 0,610+0,02 | 0,631+0,01
o
o 4+0,8 | 2,3+1,1 | 6,1+0,9 | 29+7,3 | 15,249,7 | 47,5+1,1 | 211+46,9 | 124+76,6 | 364+7,8 | 0,588+0,01 | 0,603+0,02 | 0,604+0,04
N
o 30,7 2,11 | 6,240,3 | 19,314,2 | 12,416,4 | 46,6+4,7 | 139+30,4 | 107+54,9 | 362+42,4 | 0,609+0,02 | 0,612+0,03 | 0,609+0,05
<
o 2,7+0,5 | 2,5+0,8 | 5,71 19+4,8 | 13,245,9 | 34,2+4,3 | 126+26,2 | 117+50,5 | 267+35,1 | 0,579+0,01 | 0,610+0,01 | 0,604+0,03
(o]

2,1+0,5 | 0,5+0,5 | 5,7+0,9 | 14,544,3 | 3,943,9 | 40,4+14 | 110£33,7 | 33+33,1 360+87 | 0,601+0,01 | 0,600+0,02 | 0,636%0,01
o
[ee]
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Tek basina uygulanan memantin, higbir dokuda AOPP seviyelerinde
degisim olusturmazken, MDA duzeylerini sol hemisfer, sag hemisfer,
serebellum, beyin sapi ve kan plazmasinda kontrol grubuna goére anlamli
olarak azaltti (p<0,05). Antioksidan parametrelerden SOD ve GPx enzim
seviyeleri hi¢cbir dokuda anlamh bir degisim gostermedi (p>0,05).
intraperitoneal memantin uygulanmasiyla birlikte sag hemisfer, sol hemisfer
ve kan plazmasinda GSH ve GSR duzeyleri azalirken, diger dokularda
anlamli bir dusus saptanmadi. CAT duzeylerine bakildiginda sadece sag

hemisfer, sol hemisfer ve kan plazmasinda artis gozlendi (p<0,05) (Tablo 7).
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Tablo 8 Memantin, BZATP-Memantin ve A-438079-Memantin gruplari, sol hemisfer, sag hemisfer, serebellum, beyin sapi ve
plazmada, protein oksidasyonu (AOPP), lipid peroksidasyon (MDA), Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediktaz (GSR) degerleri. Kontrol grubu ile karsilastirma (Tablo 2’de) * P<0,05;
** P<0,01; *** P<0,001

Gruplar Ornek AOPP MDA SOD GSH CAT GPx GSR
nmol/ml nmol/ml ng/ml mg/L ng/ml ng/mi ng/mi
Memantin Sol hemisfer 3,6+0,5 2,610,4* 4,610,4 35+3,5* 17,310,6** 7,6+0,6 2,6+0,3**
Sag hemisfer 4,5+0,6 3,1£0,4* 5,240,6 27,9+3,1* 18,2+0,7* 610,7 2,5+0,4**
Serebellum 8,9+0,7 4,4+0,6* 7,741,2 60+7,1 20,7+2,4 9,7+0,7 7,910,8
Beyin sapi 7,610,7 6,4+1,1* 6,310,8 92,3+10,5 17,8+2,1 16,9+1,4 7,310,8
Plazma 14,4+0,8 31,5+1,5* 11,5¢1,7 | 147,5¢23,3 | 61,416,7* 28,6+3,4 | 16,9+3,5**
BzATP- Sol hemisfer 4,9+0,7 4,7+0,6 4,5+0,7 37,4+2,9* 15+0,3* 9,5+1,1 3,7+0,3*
Memantin Sag hemisfer 6+0,9 4,7+0,6 5,2+0,7 25,5+3* 19,7+1,3* 6,4+0,8 3,4+0,5*
Serebellum 9,1+1,1 710,8 7,241 1 66,416,5 17,613,4 8,7+1 10+1,2
Beyin sapi 8,3+0,8 9,11+0,8 5,91+0,4 89,718,8 21,8+3,4 14,3+1,2 10,1+1,2
Plazma 17,4+1,6 41,3+4,5 14,1+2,5 117,9£12,5 | 62,9+4,1* 24,644 27,1+4,4
A-438079- | Sol hemisfer 3,410,6 3,1+0,3* 4,3+0,6 32,2+4,1* 16,1+0,5* 6,9+0,4 3+0,4*
Memantin Sag hemisfer 4,2+1 3,3+0,3* 4,6+0,4 29+4,1* 17,8+0,6* 5,7+0,4 2,4+0,6**
Serebellum 7,7t1,4 3,60,5* 810,8 59,7+5,9 19,913,6 8,610,8 8,9+0,7
Beyin sapi 7,51 7,1£0,7** 6+0,6 82,317,1 14,6117 16,51 7,610,7
Plazma 15,710,7 33,8+2,7* 12,315 149,5+16,8 | 72,8+8,8** | 25,4425 19,415,3*
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4.5. NMDA Reseptor Antagonisti Olan Memantin ile P2X7
Reseptorlerinin Etkilegsimlerinin WAG/RIj Siganlarda Goriilen Epileptik
Aktiviteye Etkisi

4.5.1. BzZATP-Memantin grubunun WAG/RIj sicanlarda gorilen epileptik

aktiviteye etkisi

Calismamizda P2X7R agonisti olan BzATP etkisiz bulunmustur. Bu
nedenle laboratuvarimizda yapilan baska bir ¢alismada en etkin doz olarak
bulunan BzATP 100 pg i.s.v. dozu etkilesim grubunda kullanildi (11). Bazal
kayit alindiktan sonra énce BzATP 100 ug i.s.v. uygulamasi yapildi, 10 dk
gecmesinin ardindan memantin 5 mg/kg i.p. uygulandi ve u¢ saat daha kayit
alindi.

Bazal kaydiyla karsilagtirildiginda BzATP-memantin 20. dakikadan
itibaren kDDD, sDDD ve nDDD'yi anlamli derecede azaltti (p<0,001), ancak
aDDD uzerinde anlamli bir degisiklige sebep olmadi (p>0,05). BzATP-
memantin grubunun 40. dk bazal kDDD 10,4+0,2 kiime sayisi/20 dk, sDDD
102+4,6 sn, nDDD 836,4+43,1 DDD sayisi/20 dk ve aDDD 0,596+0,014 mV
idi. BZATP-memantin uygulanmasi sonrasi 40. Dakika kDDD 1,7+0,6 kime
sayisi/20 dk, sDDD 7+1,6 sn, nDDD 61+14,3 DDD sayisi/20 dk ve aDDD
0,593+0,03 mV idi (Tablo 8). BzZATP-memantin grubu memantin grubuyla
kargilastinldiginda kDDD, sDDD, nDDD ve aDDD anlamli bir fark yoktu
(p>0,05) (Sekil 33-37).

P2X7R agonisti BZATP ile birlikte uygulanan memantin, hi¢bir dokuda
AOPP ve MDA seviyelerinde anlamh bir degisiklik olusturmadi (p>0,05).
Bunun yaninda, BzATP-memantin grubu higbir dokunun SOD ve GPx
duzeylerini etkilemedi (p>0,05). GSH duzeyleri analiz edildiginde, BzATP ile
birlikte uygulanan memantin sadece sol ve sag hemisferde anlamh bir disis
olusturdu (p<0,05). BZATP-memantin grubu serebellum ve beyin sapi CAT
duzeylerini etkilemezken, sol hemisfer, sag hemisfer ve plazmada kontrol
grubuna gore anlamli bir artisa neden oldu (p<0,05). Glutatyon reduktaz (GSR)
seviyelerinde ise sadece sag hemisfer ve sol hemisferde kontrol grubuna gére

anlamli bir dusus saptandi (p<0,05).
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Sekil 33 A) Memantin 5 mg/kg i.p. uygulandiktan sonra alinan ECoG kaydinin
80. dakikasindan 6rnektir. B) BzATP-memantin grubunun ECoG kaydinin 80.
dakikasindan ornektir C) A-438079-memantin grubunun ECoG kaydinin 80.
dakikasindan ornektir

4.5.2. A-438079-Memantin Grubunun WAG/RIij sigcanlarda gorulen
epileptik aktiviteye etkisi

Calismamizda P2X7R antagonisti A-438079 etkisiz bulunmustur. Bu
nedenle laboratuvarimizda yapilan bagka bir ¢alismada en etkin olan en
diguk doz olarak bulunan A-438079 20 pg i.s.v. dozu etkilesim grubunda
kullanildi (11). Bazal kayit alindiktan sonra 6nce A-438079 20 ug i.s.v.
uygulamasi yapildi, 10 dk geg¢mesinin ardindan memantin 5mg/kg i.p.

uygulandi ve 3 saat daha kayit alindi.

Bazal kaydiyla karsilastirildiginda A-438079 ndbet aktivitesinde 60.
dakikadan itibaren kDDD (p<0,001), sDDD(p<0,05) ve 80. dakikadan itibaren
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nDDD’yi anlamh derecede azaltti (p<0,05), ancak aDDD uzerinde anlamli bir
degisiklige sebep olmadi (p>0,05). A-438079-memantin grubunun bazal
kaydinin 80. dakika kDDD 11,2+0,3 kime sayisi/20 dk, sDDD 103+3,2 sn,
nDDD 778+35,1 DDD sayis1/20 dk ve aDDD 0,597+0,017 mV idi. A-438079-
memantin uygulamasi sonrasi 80. Dakika kDDD 6,1+0,9 kiime sayis1/20 dk,
sDDD 44,8+13 sn, nDDD 3581104 DDD sayisi1/20 dk ve aDDD 0,629+0,03
mV idi (Tablo 7).

A-438079-Memantin grubu memantin grubuyla karsilastiriidiginda 20.
dakikadan itibaren kDDD, sDDD ve nDDD’yi memantin grubuna gére anlamli
derecede arttirdi (p>0,01) ancak aDDD Uzerinde anlamli bir degisiklige sebep
olmadi (p>0,05) (Sekil 33-37).
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Sekil 34 Memantin, BzZATP-Memantin ve A-438079-Memantin gruplarinin,
kontrol grubuyla kiime sayilarinin yuzde degisiminin karsilastiriimasi (kime
sayisi yuzde degisimizSEM) . Kontrol grubuyla karsilastirildiginda Memantin,
BzATP-memantin 20. Dakikadan itibaren ve A-438079-Memantin grubu 40.
Dakikadan itibaren itibaren kime sayisini anlamli derecede azaltti (*=p<0,05;
**=p<0,01; ***=p<0,001). Memantin ve BzATP-memantin gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05). A-438079-memantin grubu
memantin grubuna kiyasla nobet sayisini daha az dusurdu (+=p<0,05;
++=p<0,01; +++=p<0,001).
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Sekil 35 Memantin, BzZATP-Memantin ve A-438079-Memantin gruplarinin,
kontrol grubuyla kiime surelerinin ylizde degisiminin karsilastirilmasi (kime
suresi yuzde degisimitSEM) . Kontrol grubuyla kargilastirildiginda Memantin,
BzATP-memantin 20. Dakikadan itibaren ve A-438079-Memantin grubu 40.
Dakikadan itibaren itibaren kime suresini anlamli derecede azaltti (*=p<0,05;
**=p<0,01; ***=p<0,001). Memantin ve BzATP-memantin gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05). A-438079-memantin grubu
memantin grubuna kiyasla ndbet suresini daha az dusltrdid (+=p<0,05;
++=p<0,01; +++=p<0,001).
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Sekil 36 Memantin, BzZATP-Memantin ve A-438079-Memantin gruplarinin,
kontrol grubuyla DDD sayilarinin yuzde degisiminin karsilastiriimasi (DDD
sayis| yuzde degisimizSEM) . Kontrol grubuyla karsilastirildiginda Memantin,
BzATP-memantin 20. Dakikadan itibaren ve A-438079-Memantin grubu 60.
Dakikadan itibaren itibaren DDD sayisini anlamli derecede azaltti (*=p<0,05;
**=p<0,01; ***=p<0,001). Memantin ve BzATP-memantin gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05). A-438079-Memantin grubu
Memantin grubuna kiyasla DDD sayisini daha az dusurdi (+=p<0,05;
++=p<0,01; +++=p<0,001).
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Sekil 37 Memantin, BzZATP-Memantin ve A-438079-Memantin gruplarinin,
kontrol grubuyla DDD amplitudlerinin ylizde degisiminin karsilastiriimasi (DDD
amplitidi  ylzde degisimiztSEM). Kontrol grubuyla karsilastinidiginda
Memantin, BzATP-Memantin ve A-438079-Memantin grubu diken dalga
amplittdind anlamli derecede etkilemedi (p>0,05).

P2X7R antagonisti A438079 ile birlikte uygulanan memantin, higbir
dokuda AOPP seviyelerinde anlamli bir degisiklik olusturmazken (p>0,05),
MDA duzeylerini tim dokularda kontrol grubuna gére anlamli olarak azaltti
(p<0,05). A438079-memantin kombinasyonu hi¢bir dokunun SOD ve GPx
duzeylerini etkilemedi (p>0,05). GSH duzeyleri analiz edildiginde,
kombinasyon grubu sadece sol ve sag hemisferde anlamli bir disus olusturdu
(p<0,05). A438079 ile birlikte uygulanan memantin, serebellum CAT
duzeylerini etkilemezken, beyin sapinda anlaml bir azalma, sol hemisfer, sag
hemisfer ve plazmada kontrol grubuna gore anlamh bir artisa neden oldu
(p<0,05). Glutatyon rediktaz (GSR) seviyelerinde ise sadece sag hemisfer,
sol hemisfer ve kan plazmasinda anlamh bir disus saptandi (p<0,05) (Tablo
8)
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5. TARTISMA

Sunulan c¢alismada; absans epilepsinin genetik modeli olan WAG/RIj
sicanlarda, P2X7 reseptorlerinin roli ve NMDA reseptorleriyle etkilesimi
incelendi. Bunun igin P2X7 reseptdr agonisti BZATP ve antagonisti A-438079
ve NMDA reseptdér antagonisti memantinin kullanildi ve dozlar daha 6nce
laboratuvarimizda yapilan ¢galismalar referans alinarak belirlendi (11, 158). Bu
dozlar BzATP igin 50 pg-100 ug i.s.v., A-438079 icin 20 ug-40 g i.s.v. ve
memantin icin 5 mg/kg i.p. idi. bu dozlarda elektrofizyolojik incelemeler yapildi.
BzATP ve A-438079 sunulan c¢alismada etkisiz bulundugundan
laboratuvarimizda yapilan bir bagka ¢alismada etkin bulunan BzATP 100 ug
i.s.v., A-438079 20 pg-40 pg i.s.v. dozlarn kullanilarak memantin ile

elektrofizyolojik etkilesimleri ve biyokimyasal etkileri ve etkilesimleri incelendi.
5.1. WAG/RIj Sicanlarda Goriilen Epileptik Aktivite

Absans epilepsi, kronik, konvulsif olmayan, motor olmayan jeneralize
nobettir (5, 25, 34). Nobet sirasinda EEG’de bilateral, senktronize 3 Hz
frekansh DDD’ler gérilir (5, 25). insanlarda genellikle gocukluk gaginda
goralir ve okul basarisini ve hayat kalitesini kotl etkiler. Kalsiyum kanal
blokdri olan etosuksimide iyi cevap verir ve c¢ogunlukla pubertede
kendiliginden sonlanir (5). Ancak tedaviye direngli olgular ve pubertede
kotulesen epilepsi vakalari da vardir (6, 54). Bu nedenle absans epilepsinin
patofiyolojisinin arastiriimasi ve tedavi segeneklerinin degerlendiriimesi 6nem

tasimaktadir.

Epilepsinin temelinde yatan mekanizmalari ortaya deneysel epilepsi
modelleri kullaniimaktadir. Absans epilepsi igin dnceleri kimyasal maddelerle
olusturulan modeller kullaniimis olsa da buglnlerde genetik hayvan modelleri
kullanilmaktadir (159). WAG/Rij ve GAERS tipi sicanlar gecerliligi
kanitlanmigtir; insanlarda gorulen absans epilepsiye, klinik, norofizyolojik ve
farmakolojik olarak benzerlik gdstermektedirler (5, 159, 160). Ancak bazi
farkhliklar bulunmaktadir. WAG/RIj siganlarin nébet DDD frekansi 8-14 HZ'i
bulabilir ve ndbet sirasinda frekans baslarda ylksekken sonlara dogru azalir,
GAERS sicanlarda DDD frekansi 6-8 Hz frekansidir ve daha stabildir (160).
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GAERS siganlarda gorulen kiime sayisi ve toplam kiime suresi daha ylUksektir.
WAG/RIj siganlarda iki tip DDD kimesi gorulur; korteksten alinan kayitlarda
gorulen form insanlarda gortulen DDD kume paternine daha ¢ok benzerlik
gostermektedir (160).

Buglne kadar yapilan c¢alismalar absans epilepsinin U¢ asamada
gergeklestigini gostermistir: genetik olarak kortekste epileptojenik bir odagin
olusmasi; olusan odagin korteksin diger bolumlerini anormal desarjlarla
uyarmasi; uyarilarin talamusa ulasmasi KTK agin olugmasi ve olgunlagmasi
(6, 41, 58, 70, 79, 85, 159, 161). Bu suregte glutamatin, GABA'nin, T tipi
kalsiyum kanllarinin rola bayuktar (79, 85, 159). Ancak absans epilepsi
olusumunu tek sorumlusu bu mekanizmalar ve bu norotransmitterler degildir.
Diger birgok faktorden de etkilendigi bilinmektedir (92, 162).

Sunulan ¢alismada WAG/RIj siganlar kendiliginden nobet aktivitesine
sahip oldugundan model olusturmak igin herhangi bir iglem yapiimamisgtir.
Kontrol amacli hayvanlardan énce U¢ saat bazal kayit alinip, ¢ézlcu olarak
kullanilan 2 pl distile su uygulanmigtir. Hayvanlar birbirilerine goére noébet
paterninde farklilik gosterebildiginden kontrol i¢in ayni gun alinan bazal kaydin
kullaniimasi daha guvenli sonuglar vermektedir. BzZATP 50 pug-100 pgi.s.v., A-
438079 20 ug-40 ugi.s.v. ve memantin 5 mg/kg i.p, ve etkilesim i¢in 10 dakika
arayla BzATP 100 ug i.s.v.- memantin 5 mg/kg i.p ve A-438079 20 g i.s.v.-
memantin 5 mg/kg i.p uygulamasi yapilip, sonrasinda u¢ saat daha kaydi
alinarak hayvanlar elektrofizyolojik agidan degerlendirildi. Belirlenen en etkin
olan dakikada hayvanlardan kan érnekleri alinip, beyinleri ¢ikarilip sag ve sol

hemisfer, serebellum ve beyin sapi biyokimyasal inceleme igin ayrildi.

Bu calisma kronik epilepsi modeli olan WAG/RIj siganlarda gorulen
absans epilepsi Uzerine P2X7 reseptorlerinin ve NMDA reseptoértu anagonisti
olan memantinin etkilerini ve etkilesimini elektrofizyolojik ydntemlerle
degerlendiren ve bu reseptdr etkinliklerinin oksidan ve antioksidan
parametrelere etkisini biyokimyasal yontemlerle inceleyen ilk ¢alisma olma

niteligindedir.
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5.2. P2X7R Aktivitesinin WAG/Rij Siganlarda Goriilen Epileptik
Aktiviteye Etkisi

P2X7R purinerjik reseptor ailesinin en yeni Uyesi olup sinir sisteminde
yaygin bulunmasi ile aragtirmacilarin dikkatini gekmistir (97, 98, 118). P2X7R,
inflamasyon surecinde de ¢ok 6nemli bir rol oynayabilen, glial hicreler
tarafindan, inflamazom kompleksi ve sitokin IL-1 sekresyonunun
aktivasyonunun ana duzenleyicisi oldugu gosterilmigtir (Sekil 9) (118, 163).
Bu nedenle 6zellikle néroinflamatuvar ve ndérodejeneratif hastaliklar olmak
uzere epilepsi de dahil birgcok hastahgin patofizyolojisinde yer aldigi
dugunulmekte ve tedavide hedef olarak gosteriimektedir (118, 142). Cesitli
epilepsi modellerinde P2X7R’Un ekspresyonunun arttigi ve P2X7R
antagonistlerinin antikonvulsan yénde etki ettigi, bazi epilepsi modellerinde de
P2X7R’nin etkisinin sinirli oldugu goésterilmistir (11, 14, 120, 143, 163-165).

Sunulan ¢alismada WAG/RIj siganlara P2X7R agonisti BzZATP, 50 ug
ve 100ug i.s.v. dozlarinda ve P2X7R antagonisti A-438079, 20 ug ve 40ug
i.s.v. dozlarinda uygulandi. WAG/RIj siganlarda gorulen epileptik aktiviteye
P2X7R agonist veya antagonist uygulanmasinin anlamli bir etkisinin olmadigi
goéruldu. Bu da P2X7R’nin absans epilepside gorilen DDD olusumunda ve
dizenlenmesinde tek basina etki etmedigini distindirmektedir. Bunun nedeni
WAG/RIj siganlarda gorulen epilepsinin kronik bir epilepsi modeli olmasi ve
aktif inflamatuvar sireglerin olmamasi olabilir. P2X7R sayisinin inflamasyon
durumunda arttigi bilinmektedir (118). Absans epilepsi tedavisinde kalsiyum
kanal blokoérleri etkilidir (5, 82). P2X7R segici olmayan katyon kanallaridir ve
Ozellikle kalsiyuma gegirgenigi c¢ok yuksektir (101). Ayrica reseptorin
desensitizasyonu dusuktur, bu nedenle uzun siUre iyon gegisine izin
verebileceginden sitotoksik etkilere yol agabilir (163). Ayni zamanda voltaj
kapili kalsiyum kanallarina da etki ettigi bilinmesine ragmen P2X7R aktivitesi
WAG/RIj siganlardaki epileptik aktiviteye anlamli dizeyde etkili bulunmamistir
(127). Bunun nedeni P2X7R’nin yerlegimi olabilir. Absans epilepsi i¢in talamus
cekirdeklerinde bulunan role néronlarindaki kalsiyum akimlari dnemlidir (5, 70,
160). P2X7R’nin talamusun bu bolgesindeki varligi ve yodunlugu hakkinda
bilgi yoktur.
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Biyokimyasal verileri incelendiginde BzATP’nin her iki hemisferde SOD
ve GSR duzeylerinin arttirdigi; plazmada da GSH duzeyini arttirdigi bulundu.
iki hemisferin birbirine GstinlGgl yoktu. A-438079 higbir biyokimyasal
parametrede kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklige sebep olmadi. Buna
gére P2X7R’'nin WAG/RIj siganlarda 6zellikle kortikal yapilar Gzerine etkili
oldugu goérulmektedir. P2X7R aktivitesinin p38 MAPK aktivitesine etki ederek
NADPH aktivitesini etkiledigi ve O- radikalinin olusumunu arttirdigi Alzheimer
modelinde gosterilmistir (132). O- radikalini H202'ye donusturen antioksidan
enzim SOD’dur ve sunulan ¢alismada SOD duzeyinin artisi O radikalinin
artisini  desteklemektedir. Ayrica ALS modellerinde ve hicre kultlra
caligsmalarinda P2X7R’'nin mutant SOD u(zerine dogrudan etki ettigi de
gosterilmigtir (166-168). GSR, NADPH'I GSH disdlfitin (GSSG) GSHa
reduksiyon reaksiyonunda kullanmaktadir. Sonuglar da buna uyumlu sekilde
GSR’nin arttigini gostermektedir. GSR’nin artmasinin sebebi NADPH'’In
artigsina ikincil olabilir. Bu durumda kortekste GSH miktarinin artmasi
beklenirdi. Ancak BzZATP GSH’I yalnizca plazmada arttirdi.  Muhtemel bir
mekanizma O- radikalinin SOD ile H202'ye dénlisumu sonucu olusan fazla
H202’nin suya indirgenmesinde GSH’in kulaniimasi olabilir. Bu da NADPH
kullanimi sonucu artan GSH'in, kortekste olusan O- radikalinin H202'ye
donugumu icin kullaniimis ve fazlasinin plazmaya gec¢mis olabilecegini akla

getirmektedir. Ancak GPx miktarinin degismemesi bu ihtimali disurmektedir.

BzATP’nin  penisilinle induklenen epilepsi modelinde gorulen
epileptiform aktiviteyi arttirdigi, A-438079’un ise azalttigi gosterilmigtir (11).
Penisilinle indiklenen epilepsi modeli akut, jeneralize, konvulsif epilepsi
modelidir ve kortekse uygulanan penisilinin, GABA antagonisti bikukuline
benzer sekilde etki etmesine ve sonugta beyinde uyarilabilirligin artmasina yol
acmasina dayanmaktadir (169). Penisilinle induklenen epilepsi modelinde
gérilen diken dalgalar interiktal diken dalga niteligindedir (169, 170). Absans
epiepsi, kronik, konvulsif olmayan epilepsi tiriudir ve benzodiazepinler gibi
GABA aktivitesini arttiran ilaglardan olumsuz etkilenmektedir ve  WAG/RIj
sicanlarda gériilen DDD’ler iktal diken dalga niteligindedir (5, 169). iki model
arasindaki bu farklar nedeniyle P2X7R etkinliginin farkl etkilere yol agmasi
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beklenen bir durumdur. BzZATP’nin penisilinle indiklenen epilepsi modelinde
ayni zamanda AOPP, MDA, SOD, GSH, CAT, GPx, GSR degerlerini
yukselttigi ancak T tipi kalsiyum kanal blokérunun kullaniimasiyla bu etkisinin
normal degerlere geri dondugu gosterilmigtir (11). A-438079, penisilinle
induklenen epilepsi modelinde, AOPP, MDA, SOD, GSH, CAT, GPx, GSR
dizeylerini disurdugu gosterilmistir. Penisilinle indiklenen penisilin modelinin
kontrol grubuna gore MDA, CAT, GPx ve GSR'yi arttirdigi gosterilmistir (11).
Penisilin  modelinin kendisi oksidan nitelikte oldugundan inflamatuvar
sureclerin aktif olmasi beklenmektedir (11). P2X7R’lerin sayisinin inflamatuvar
durumlarda arttigi ve daha ¢ok etki ortaya ¢ikardigi bilinmektedir (118). P2X7R
sayisinin ve etkinliginin daha fazla olmasinin sebebi P2X7R sayisinin ve
etkinliginin artis1 olabilir. Buglne kadar absans epilepsinin olusumunda
oksidan mekanizmalarin ve inflamatuvar mekanizmalarin rol oynadigini
gOsteren calisma da bulunmamaktadir. Bu nedenle WAG/RIj siganlarda
inflamatuvar suregler olmadigindan, P2X7R sayisinin ve etkinliginin az olmasi,
BzATP ve A-438079’un etkisiz olmasinin nedeni olabilir.

P2X7R antagonistlerinin  (AFC-5128, JNJ-47965567), maksimal
elektrogokla veya tek doz pentilentetrazol (PTZ) ile tetiklenen akut ndbetlere,
tek bagina katkida bulunmadigi, ancak P2X7R antagonistinin karbamazepinle
beraber uygulandiginda karbamazepinin etkinligini arttirdigi gosterilmigstir
(163, 171). Karbamazepin voltaj bagimh sodyum kanallarina baglanarak etki
etmektedir. P2X7R antagonisti ile karbamazepin arasindaki bu iligskinin sebebi
ise bilinmiyor ve farmakokinetik olarak bir etkilesimin s6z konusu olabilecegi
dusundliyor. Bu durum P2X7R’nin noébet olusumunda aktif rol almasa da

dizenleyici gorev aliyor olabilecegini de dustindirmektedir.

PTZ tutusma modelinde P2X7R antagonistlerinin (AFC-5128, JNJ-
47965567), nobet baslangicini geciktirdigini ve glial inflamatuvar cevaplari
azaltttigr ancak tam tutugsma gergeklesmesi durumunda daha az antikonvulsan
etkili oldugu gosterilmistir (163). Benzer sekilde hipoksiyle uyarilan yenidogan
nobetlerinde P2X7R antagonistlerinin (A-438079, JNJ-479655567) nobet
sirasinda antikonvulsan etki gosterdigi ancak ndbet sonrasi dénemde etkili

olmadigi gosterilmistir (171). Bunun sebebinin akut nébet sirasinda P2X7R’nin

74



mikroglialardan IL-1B saliveriimesine sebep olmasi ve kaspaz-1'i aktiflemesi
oldugu duasundlayor. IL-1B’'nin glutamaterjik sinyalleri yukselttigi, iINOS’un
aktivitesini arttirdigi, COX-2 ve tumor nekrozis faktor a’y1 harekete gegirdigi
biliniyor (127, 141, 166). Bu da noronlarin uyarilabilirligini ve néron hasarini
arttirir. P2X7R antagonistlerinin uygulanmasi bu sureci yavaslatabilir. Ancak
WAG/RIj siganlarda akut inflamatuvar durum olmadigindan ortamda aktif

mikroglia olmasi beklenmemektedir.

Birgcok epilepsi modelinde daha P2X7R’nin ekspresyonunun arttigdi
gosterilmigtir (10, 14, 143, 163, 165). WAG/RIij siganlarda gdrtlen epileptik
aktiviteye ve oksidan parametreler Uzerine P2X7R’nin etkileri daha silik ortaya
cikmistir. P2X7R’nin oksidan devrelere etki ettigi yapilan calismalarda
kanitlanmistir (11, 172, 173). Ayni zamanda P2X7R sayisinin iskemi, travma,
inflamasyon, enfeksiyon gibi akut yangi durumlarinda arttigi bilinmektedir
(142). P2X7R’'nin WAG/RIj sicanlarda gorulen epileptik aktiviteye etkisinin
azhginin sebebi, absans epilepsinin kronik bir hastalik olmasi ve akut bir
inflamasyonun olmayisi nedeniyle P2X7 reseptor ekspresyonunun azhgi

olabilecegini akla getirmektedir.

5.3. NMDA Reseptor Antagonisti Olan Memantinin WAG/Rij Siganlarda
Gorulen Epileptik Aktiviteye Etkisi

Glutamat, SSS’deki en dnemli eksitator norotransmitterdir. Glutamatin
iyonotropik ve metabotropik birgok reseptort vardir bunlardan en ¢ok bilineni
uzerinde en ¢ok calisma yapilani NMDA reseptorleridi.  NMDA reseptoru
katyon kanali gorevi gorur ve kalsiyuma gecirgenligi yuksektir (87). NMDA
reseptorlerinin epilepsiyle iligkisi birgok ¢calismada ortaya konmustur.

Memantin; dusuk afiniteli, yarismasiz bir NMDA reseptor antagonistidir.
Memantin NMDA reseptoriinde iyon kanali igindeki Mg*?nin baglandigi
bdlgeye veya bu baglanma bdlgesinin yakininda bir yere baglanarak etki
gOstermektedir (86, 174). Boylece, NMDA aracili uyariimayi engeller ayni
zamanda kalsiyumun NMDA araciligiyla hicre igine girigini dnlemis olur (86).
Yapilan calismalarda bazi epilepsi modellerinde farkli dozlar etkin bulunmussa

da genellikle memantin igin etkin doz 5 mg/kg olarak belirlenmigtir (95, 158).
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Sunulan c¢alismada memantin 5 mg/kg i.p. uygulandi. Memantin
WAG/RIj siganlarda gorulen epileptik aktiviteyi, kime sayisi, stresi, DDD
sayisi bakimindan 20. dakikadan itibaren anlamh dlzeyde azaltt.
Benzodiazepin gibi GABA’nin etkinligini arttiran ilaglar konvulsif epilepsilerde
etkin rol oynarken absans epilepsinin durumunu koétulestirmektedir (5, 94). Bu
durum absans epilepside inhibitér bir fenomen oldugunu dustndirmektedir.
Glutamatin NMDA reseptorunin antagonize edilmesinin absans epilepsiye
antikonvulsan yonde etki etmesi ilgingtir. Ancak son calismalar absans
epilepsinin baslangic odak noktasinin somatosensoriyel korteksin perioral
alaninda, korteksin V. ve VI. tabakalarinda bulundugunu géstermektedir (5, 6).
Bu alanda NMDA reseptoru aracili glutamaterjik piramidal noronlarin
bulundugunu gosterilmigtir (175). Absans epilepsinin baslangi¢ noktasinin bu
alandaki glutamaterjik néronlar olmasi, memantinin bu bdlgenin aktivitesinin
azaltmasina ve nobeti olusturan devrelerin, KTK donglye girmeden,

onlenmesine yol agtigi dusundurebilir.

Memantin, WAG/RIj siganlarda lipid peroksidayon urtnd olan MDA'yi
her iki hemisferde, serebellumda, beyin sapinda ve plazmada anlamli
derecede azaltti. Ayrica GSH ve GSR'yi de her iki hemisfer ve plazmada
azaltti. CAT’1 ise her iki hemisferde ve plazmada artti. Memantin, WAG/Rij
siganlarda beynin tim bdlgelerinde ve plazmada lipid peroksidasyonunu
azaltarak, antioksidan etki gosterdi. GSH ve GSR’nin azalmasi memantinin
antioksida etkisini bu yolak Uzerinden gergeklestirdigini dustundirmektedir.
CAT'In korteks ve plazmada artmasi yine memantinin antioksidan etkiyi
gergeklestirirken CAT’1I kullanmasi ve buna bagli fazla Uretimin uyariimasi

olabilir.

Memantin en ¢ok Alzheimer tedavisinde kullaniimaktadir ve ozellikle
Alzheimer modellerinde olmak Uzere memantinin antioksidan etkisi daha dnce
yapilan calismalarda gosterilmigtir (162, 176-178). Primer kortikal ndron
kultrinde yapilan c¢aligmalarda NMDA’nin baska bir antagonistle
inhibisyonunun hicre i¢ci ERK fosforilasyonunu ve ardindan CREB
fosforilasyonunu arttirdigi ve bu etkisinin MEK inhibitéri tarafindan geri
cevrildigi gosterilmistir (10, 14, 143, 163, 165). Bu NMDA antagonizmasinin
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antioksidan  etkinligini ERK ve CREB fosforilasyonu Ustinden
gergeklestirdigini gostermistir (162). Ayni calismada memantinin etkileri daha
zayIf bulunmustur. Ancak calisma in vitro ortamda yapilmistir ve in vivo
ortamda memantinin de bu yollari harekete gecirerek antioksidan etki
gostermesi mumkun olabilir. Bu sekilde transkripsiyon faktorlerinin artmasi

CAT duzeyinin fazla artisinin agiklamasi olabilir.

Daha once yapilan ¢galismalarda, ndronal uyarilabilirligin artmig oldugu
penisilin, PTZ, pikrotoksin gibi kimyasallarla ve elektriksel uyarilarla
olusturulan cesitli epilepsi modellerinde farkli dozlarda memantinin
antikonvulsan etkinligi kanitlanmistir (94, 95, 158, 179). Ancak uyarilabilirligin
artmis oldugu epilepsi modellerinde antikonvulsan etki yapan ¢ogu madde
absans epilepsiyi kotulestirmektedir. Beyindeki en d6nemli uyarici
nérotransmitter olan glutamatin NMDA reseptorinin antagonisti memantin,
sunulan calismada absans epilepsi Uzerine antikonvulsan etki etti. Bunun
nedeni kortikal odagin glutamaterjik néronlarla etkilesim icinde olmasi olabilir.
Daha 6nce absans epilepsi Uzerine yapilan c¢alismalar da memantinin
antikonvulsan yonde etki ettigini ortaya koymustur, ancak o deneylerde
kullanilan absans benzeri epileptik nobet gecirdigi belirtilen hayvanlarin

dogrulugu ve guvenilirligi kanitlanmamigtir (95).

5.4. P2X7 Reseptorleri ile NMDA Reseptorlerinin Etkilegsiminin WAG/Rij
Sicanlarda Goriilen Epileptik Aktiviteye Etkisi

P2X7 reseptorlinin aktivasyonun glutamatin néronlardan ve astrositik
hicrelerden saliverilmesini vezikller ve vezikller olmayan yollardan tetikledigi
gosterilmigtir (180, 181). NMDA reseptorlerinin  uyariimasi da ATP
saliverilmesini arttirmaktadir (10, 14, 181). Ayrica her iki reseptorun de hucre
ici kalsiyumu arttirdi§i géz 6nunde bulunduruldugunda bu etkilesimin beyinde
uyarilabilirligi  arttirabilecegi ROS’u arttirarak  nodrotoksisiteye sebep
olabilecegini dugundurmektedir. Ayrica P2X7 reseptorlerinin de glutamaterjik
piramidal néronlarda presinaptik olarak bulundugu gosterilmistir (175, 180). Bu

da absans epielpsinin baslangic odak noktasinin oldugu kabul edilen,
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somatosensoriyel korteksin perioral bdlgesinde bulunan piramidal hiicrelerde

P2X7-NMDA etkilesiminin s6z konusu oldugunu diastndirmektedir.

Sunulan galigmada P2X7R agonisti BzZATP’'nin WAG/RIj si¢anlarda
absans epilepsiye etkisi olmadigi goértldi. P2X7R ve NMDA etkilesimini
degerlendirmek icin laboratuvarimizda yapilan bagka bir galismada bulunan
etkin BzATP dozu olan 100 pg i.s.v. kullanildi (11). Memantin ise 20.
dakikadan itibaren antikonvulsan etki gosterdi. BZATP-memantin etkilesimini
degerlendirmek igin bazal kaydin ardindan BzATP, 10 dakika sonrasinda da
memantin uygulandi. BzZATP-memantin etkilesimi ndbet sayisini, slresini,
DDD sayisini 20. dakikadan itibaren anlamli derecede azaltti. Ancak
memantinin tek basina etki ettiginden farkli bir sonug ortaya ¢ikmadi. Bu
noktada BzATP memantinin ndbet aktivitesi Uzerine etkilerini degistirebilecek
nitelikte bir etkiye yol agmadigi goéruldiu. P2X7R’nin genellikle eksitator
presinaptik noéronda bulunup, aktivasyonunun, glutamat saliveriimesini
vezikuler ve vezikuler olmayan yollardan arttirdigi bilinmektedir (12, 180).
Ancak memantinin NMDA reseptorlerini antagonize etmesinin BzATP’nin
glutamat salgisini arttirsa dahi memantinin etkisi gececek dizeye
ulasmadigini ve glutamatin AMPA, kainat gibi reseptorlere baglanarak
WAG/RIij siganlarda gorulen epileptik aktiviteye etki edemedigini

dustndurmektedir.

Biyokimyasal veriler incelendiginde BzATP-memantin grubu her iki
hemisferde GSH duzeyini dusurda, CAT dlzeyini ise her iki hemisferde ve
plazmada yuUkseltti; GSR diuzeyini her iki kortekste duslrdld. Bu sonug BzZATP-
memantin etkilesiminin oksidan mekanizmalari harekete gecirdigi ve bu
durumun GSH, GSR ve CATIn kullanilarak kompanse edildigini
dugundurmektedir. MDA ve AOPP duzeylerinde bir degisiklik olmamasi
oksidan durumun henuz hasar vermedigini gostermektedir. BZATP-memantin
grubu memantin grubuyla karsilastirildiginda memantinin yaygin MDA'yi
dugurucu etkisini ve plazmadaki GSR'’yi dugurucu etkisini kontrol seviyesine
getirdi. BzATP-memantin grubu BzATP grubuyla karsilastinidiginda
BzATP’nin SOD duzeyini arttirici etkisini kontrol grubunun oldugu seviyeye

getirdi ve her iki kortekste artmis olan GSR’yi kontrol seviyesinin de altina
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dusurdu ve plazmada artmis olan GSH’I normal seviyeye getirdi. Buna gore
memantin her ne kadar WAG/RIij siganlarda gorulen epileptik aktiviteye etkisini
korumus olsa da antioksidan etkinligini BZATP varliginda surdiremedi. Bunun
nedeni BzATP sayesinde artan glutamatin AMPA kainat gibi diger glutamat
reseptorleri Uzerinden sitotoksik etkilere yol agmasi olabilir (182, 183). Ayrica
bu etkinin P2X7 ve NMDA reseptorinin hdcre igi yolaklarda etkilesime
girmesiyle mumkun gorunmektedir. Ancak yaygin goruse gore P2X7R
presinaptik, NMDA reseptoru ise postsinaptik ugta bulunmaktadir (181). O
halde astrositler Gzerinde hem P2X7 hem NMDA reseptorlerin olmasi ve
antioksidan etkinin astrositler Gzerinden gergeklesmesi daha olasidir (84). Bu
durumda memantinin elektrofizyolojik etkinligi degismeden oksidan
mekanizmalara etkinliginde degisim s6z konusu olabilir. P2X7 ve NMDA
reseptorleri her ikisi de hucre igine kalsiyum girisini arttirmaktadir. Ancak
NMDA reseptér antagonisti daha fazla antioksidan etki gdstermistir. iki
reseptorun etkilerinin kesistigi bazi hucre igi yolaklar vardir: Her ikisi de
fosfokinaz C Uzerinden glikojen sentaz kinazi etkiledigi gosterilmigtir (184).
Pannexin-1 noéroinflamatuvar cevapta onemli roli olan hemikanaldir ve ATP
saliverilmesinde rol alir ayrica P2X7R ile birleserek por olusumunda gérev
aldigini gosteren calismalar da vardir ve NMDA reseptor etkinligini patolojik
noronal uyariimada arttirmasi da 6nem tasimaktadir (185). Bunun diginda her
iki reseptor de de hucre ici MAPK yolaklarini etkilemektedir. P2X7R superoksit
radikali olusturan etkilerini daha ¢ok p38 MAPK (zerinden gosterirken ve ERK,
JNK ve CREB yolaklarina da etkilidir; NMDA sitotoksik etkilerini 6zellikle p 38
MAPK, ERK CREB ve JNK lzerinden gosterir (162, 166-168, 186). Her iki
reseptorin de ekileri bu yolaklar Uzerinde kesistiginde birbirilerinin oksidan ve
antioksidan etkilerini degistirmeleri mimkun olabilir. Ancak sunulan ¢alismada
bu etkilesimin nerede hangi yolaklarda oldugunu ayirt etmek mimkuin degildir.
Bununla birlikte NMDA reseptorlerinin presinaptik ugta da bulnabilecegi son
yillarda yapilan calismalarda kanitlanmistir (187). Benzer mekanizmalarin

presinaptik ucta gergceklesmis olmasi da muhtemeldir.

P2X7R antagonisti A-438079'un WAG/RIj siganlarda gorulen absans
epilepsiye  etkisinin  olmadigi  goruldu. P2X7R-NMDA etkilesimini

79



degerlendirmek icin laboratuvarimizda yapilan bagka bir galismada bulunan
en etkin en klg¢uk doz olan 20 ug i.s.v. kullanildi (11). Bazal kaydin ardindan
A-438079, 10 dakika sonrasinda da memantin uygulandi. A-438079-memantin
etkilesimi nobet sayisini, suresini, DDD sayisini 20. dakikadan itibaren anlaml
derecede azaltti. Ancak A-438079-memantin grubunun, memantin grubuna
kiyasla ndbet sayisi, suresi ve DDD sayisi bakimindan antikonvulsan etkisinin
daha az oldugu, DDD amplitudu bakimindan farksiz oldugu goruldu.
P2X7R’nin A-438079’la antagonize edilmesi durumunda glutamat salgisi
azalmasi beklenir. Bu durumda memantine benzer sekilde antikonvulsan
etkinligi arttirmasi beklenirdi ancak sunulan ¢alismada A-438079, memantinin
etkisini azaltmistir. Bu da P2X7 ve NMDA reseptorleri arasinda sadece
glutamat salgisini arttirmaktan baska yolaklari da etkileyen mekanizmalar
oldugunu dogrulamaktadir. Ayni zamanda memantin ve A-438079'un

farmakokinetik olaylarda etkilesime girmis olmasi da mimkun olabilir.

A-438079-memantin grubunun, alinan butin orneklerde, MDAyl
memantine benzer sekilde azalttigi hatta beyin sapinda bu etkiyi arttirdigi
gorildu. A-438079-memantin grubu beyin sapi CAT duzeyini anlamh derecede
dugurdu ve plazma CAT duzeyini tek bagina memantinin etkilediginden daha
fazla dusurdu. Diger etkiler tek basina memantinin etkilerinden farkli degildi.
A-438079-memantin grubunun 6zellikle beyin sapi bdlgesinde oksidan etkili
oldugunu gostermektedir A-438079 tek basina oksidan parametrelere etki
etmediginden beyin sapi bolgesinde NMDA reseptorlerinin P2X7R’ye bagimh
etkiler ortaya ¢ikardigini gostermektedir. Beyin sapinda mezensefalon
bdlgesinde bulunan Retikliler Formasyon bdlgesinin 6zellikle miyoklonik ve
g6z kapagi miyoklonisi tipi absans epilepside etkin oldugu gosterilmigstir (188).
A-438079-memantin  grubunun bu Dbolgeyi etkileyerek memantinin

antikonvulsan etkisini azaltmis olabilir.
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6.

SONUCLAR

Sunulan ¢aligmadan elde edilen sonugclar soyledir:

VI.

VII.

VIII.

WAG/RIj siganlarda gorilen epileptik aktivite, kendiliginden olusmaktadir.
Hayvanlarin kontrol kayitlari kayda baslandiktan sonra alinan ilk G¢ saatlik
bazal kayitlaridir. Bundan sonra diger ilaglari ¢ozmek i¢in kullanilan distile
su 2 pl i.s.v. verilerek sham grubu olusturuldu. Kontrol ve sham grubu

arasinda anlaml bir fark bulunmadi.

. P2X7 reseptor agonisti BzZATP, 50 ug i.s.v. ve 100 ug i.s.v. dozlarinda

uygulandi. Bazal kayitlariyla kargilastirildigina BzATP her iki dozda da
WAG/RIj siganlarda gorulen epileptik aktiviteye anlamli bir etki gostermedi.
BzATP, her iki hemisferde SOD ve GSR duzeylerinin arttirdigi; plazmada

da GSH diizeyini arttirdigi bulundu. iki hemisferin birbirine tstinligi yoktu.

. P2X7 reseptor antagonisti A-438079, 20 ug i.s.v. ve 40 ug i.s.v. dozlarinda

uygulandi. Bazal kayitlariyla karsilastirildigina A-438079 her iki dozda da
WAG/RIj sicanlarda gorulen epileptik aktiviteye anlamli bir etki gostermedi.
A-438079’un oksidan ya da antioksidan parametreleri etkilemedigi goruld.
NMDA reseptor antagonisti memantin 5 mg/kg dozunda uygulandi.
Memantin, bazal kayitlariyla karsilagtirildigina WAG/RIj siganlarda gorulen
epileptik nébetlerin sayisini, sursini ve DDD sayisini 20. dakikadan itibaren
anlamh bir sekilde azalttti, DDD amplitid ortalamasina anlamli bir etki
etmedi.

Memantin MDA duzeyini korteks, serebellum beyin sapi ve plazmada
azaltarak lipid peroksidasyonuna yaygin antioksidan yonde etki gosterdi.
Ayni zamanda GSH ve GSR duzelerini korteks ve plazmada dusururken
CAT’1 da arttird1.

P2X7R ve NMDA etkilesimini degerlendirmek igin dnce BzATP 100 ugi.s.v.
10 dakika sonrasinda da memantin 5 mg/kg uygulandi. BZATP-memantin
grubu bazal kayitlariyla karsilastinildigina WAG/RIj siganlarda gorulen
epileptik ndbetlerin sayisini, sursini ve DDD sayisini 20. dakikadan itibaren
anlamli bir sekilde azalttti, DDD amplitudlerine anlamli bir etki etmedi.
BzATP-memantin grubu, memantin grubuyla karsilastirildiginda iki grup

arasinda anlamli bir fark yoktu.
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XI.

BzATP-memantin grubu her iki hemisferde GSH duzeyini dusurda, CAT
dizeyini ise her iki hemisferde ve plazmada yukseltti; GSR dizeyini her iki
kortekste dusurdu. BzATP-memantin grubu memantin  grubuyla
karsilastinldiginda memantinin yaygin MDA’y1 dusuract etkisini ve
plazmadaki GSR'’yi dusurtclu etkisini kontrol seviyesine getirdi. BzATP-
memantin grubu BzATP grubuyla karsilastiriidiginda BzATP’nin SOD
dizeyini arttirici etkisini kontrol grubunun oldugu seviyeye getirdi ve her iki
kortekste artmig olan GSR'yi kontrol seviyesinin de altina dusurdu ve
plazmada artmig olan GSH’I normal seviyeye getirdi.

P2X7R ve NMDA etkilesimini degerlendirmek igin dnce A-438079 20 ug
i.s.v. 10 dakika sonrasinda da memantin 5 mg/kg uygulandi. A-438079-
memantin grubu bazal kayitlariyla karsilastinldigina WAG/RIj sicanlarda
gérillen epileptik ndbetlerin sayisini, sursini ve DDD sayisini 20. dakikadan
itibaren azaltti, DDD amplitidlerine anlamli bir etki etmedi. A-438079-
memantin grubu memantin grubuyla karsilasgtirildiginda WAG/Rj sicanlarda
gorulen epileptik nobetlerin sayisi, suresi ve DDD sayisi bakimindan
memantine goére antikonvulsan etkisinin daha az oldugu goérulda.
A-438079-memantin grubu MDA’yi memantine benzer sekilde azalttig
hatta beyin sapinda bu etkiyi arttirdig1 goruldia. A-438079-memantin grubu
beyin sapi CAT duzeyini anlamli derecede dugurdu ve plazma CAT duzeyini
tek basina memantinin etkilediginden daha fazla dugurdu.

Bu calismada elde edilen elektrofizyolojik ve biyokimyasal sonuglar,
P2X7R'ler ve  NMDA reseptorleri arasinda molekuler dizeyde etkilesim
oldugunu dogrulamaktadir. Bu tlr bir etkilesimi beklemek mantikh
gorinmektedir ¢unkl P2X7R'ler ve NMDA reseptorleri benzer sekilde hucre
icine kalsiyum girigini saglamakta ve benzer yolaklari kullanmaktadirlar.
Ancak P2X7R presinaptik NMDA reseptorleri postsinaptik bolgede yogun
olarak  bulunduklarindan molekuler etkilesimin astrositler Uzerinde
gerceklesmesi olasidir. Ayni zamanda presinaptik boélgede NMDA
reseptorlerinin varligini gésteren c¢alismalar da vardir. P2X7 reseptorlerinin
WAG/RIj siganlarda gorulen epileptik aktiviteye dogrudan bir etkisi yoktur.

Bunun nedeni reseptor sayisi, yogunlugu ve yerlesimi olabilir. Talamusta
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P2X7R varligini ve yodunlugunu goésteren ¢alisma yoktur ancak burada da
NMDA reseptorlerinin etkili oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda Retikuler
Formasyon Uzerinde A-438079-memantin etkilesiminin oksidan etkinligi
arttirmasi buradaki reseptor etkinliginin P2X7 ile daha iligkili oldugunu
dusundirmektedir. Talamus cekirdekleri ve Retikiler Formasyon Uzerine

P2X7R aktvitesinin incelenmesi dnemli sonraki ¢calismalarin konusu olabilir.
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