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Penisilinle Olusturulan Epileptiform Aktivite Uzerine Ghrelinin
Goésterdigi inhibitoér Etkide Kanabinoid CB1 Reseptoriiniin Rolii

OZET

Epilepsi, tekrarlayan ndbetlerle karakterize toplumda sik goriilen norolojik
hastaliklardan birisidir. Bir¢ok noropeptid beynin fizyolojik ve patofizyolojik islevinde
rol almaktadir. Son yillarda yapilan caligmalar, a¢lik hormonu olarak da bilinen
ghrelinin antikonvulsan etkiye sahip oldugunu gostermekte ve bu peptidin epilepsi
hastaliginin tedavisinde kullanilabilecegini diistindiirmektedir. Kanabinoidler ise,
bagimlilik yapici etkileri basta olmak iizere merkezi sinir sisteminde bir¢ok fonksiyona
sahip kimyasal bilesiklerdir. Endojen ve eksojen kanabinoidlerin epileptik ndbetlerin
diizenlenmesinde rol oynadig1 uzun zamandir bilinmektedir. Ghrelinin, besin alimi1 ve
metabolizma iizerine olan etkilerinde endokanabinoid sistemin rol oynadigi
gosterilmistir. Ancak, ghrelin ve kanabinoid sistem etkilesiminin, epileptiform
aktivitedeki rolleri heniiz bilinmemektedir. Sunulan calismanin amaci, sicanlarda
penisilin ile indiiklenen epileptiform aktivite lizerine, birlikte uygulanan ghrelin ile
kanabinoid reseptdr agonist ve antagonistlerinin, nasil etki gosterdiklerini arastirmaktir.

Yapilan deneylerde, agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen 168 adet Wistar
albino erkek sican kullanildi. Uyanik siganlarda epileptiform aktivite olusturmak i¢in
300 IU penisilin-G 1i.s.v. (intraserebroventrikiiler) kaniil aracigiyla lateral ventrikiile
enjekte edildi. Kanabinoid reseptor antagonisti AM251 (0.25 pg) ve kanabinoid reseptor
agonisti ACEA (7.5 pg) i.s.v. olarak uygulandi. Hayvan davraniglari, iktal nobet sayisi,
iktal ve interiktal donemlerdeki spike frekanslar1 ayri ayr1 hesaplanarak penisilin
(kontrol) grubuyla karsilastirildi. Uyanik sigan deneylerinde, hayvanlarin mortalitesinin
cok yiiksek olmas1t (% 34), calismanm gidisatin1 6nemli dlciide etkiledi. Bu yilizden,
anestezi altindaki sicanlara intrakortikal (i.k.) olarak 500 IU penisilin-G enjeksiyondan
sonra AM251 ve ACEA uyanik sicanlara kullanilan dozlarda uygulandi. Uyanik ve
anestezi altindaki siganlardan elde edilen veriler arasinda biiyiik bir korelasyon tespit
edildi ve ghrelin ile kanabinoid sistem arasindaki etkilesim deneylerinin anestezi

altindaki sicanlarda yapilmasina karar verildi.
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Ghrelin, 0.5 pg dozunda % spike frekansinda 180 dk boyunca anlamli bir diisiis
olusturmazken, 1 pg dozunda 60. dakikadan itibaren % spike frekansini anlaml
derecede diisiirdii. Benzer sekilde, ACEA 2.5 pg dozunda % spike frekansinda 180 dk
boyunca anlamli bir diisiis olusturmazken, 7.5 pg dozunda 60. dakikadan itibaren %
spike frekansini anlamli derecede azaltti. Buna karsin, kanabinoid reseptor antagonisti
AM?251, 0.25 pg ve 0.5 pg dozlarinda sirasiyla 30. ve 40. dakikadan itibaren % spike
frekansin1 anlamh bir sekilde artirdi. Etkisiz doz ghrelin (0.5 pg) ile etkisiz doz ACEA
(2.5 pg) birlikte uygulandiginda, 80. dakikadan itibaren % spike frekansini anlamli
olarak azaltti. Etkin doz ghrelin (1 pg) ile etkin doz ACEA (7.5 pg) birlikte
uygulandiginda, ne tek basina uygulanan ghreline gore, ne de tek basina uygulanan
ACEA’ya gore anlaml bir fark ortaya ¢ikmadi. Ghrelin (1 pg) ile AM251°in 0.25 ya da
0.5 pg dozlar1 birlikte uygulandiginda ise ghrelin, AM251’in her iki dozunun da
prokonvulsan etkisini baskilad1.

Sonu¢ olarak, elde edilen bulgular epileptiform aktivite iizerine ghrelin ile
kanabinoid etkilesimini gosteren ilk verilerdir. Bu bulgular, ghrelin hormonunun
antikonvulsan  etkisinin  endokanabinoid sistem ile baglantili  oldugunu
disiindiirmektedir. Ancak, ghrelin ile endokanabinoid sistem arasindaki bu iliskinin
ayrintili olarak ortaya ¢ikartilabilmesi i¢in ileri diizey molekiiler ¢alismalara ihtiyag

vardir.
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The role of the cannabinoid CB1 receptors in the inhibitor effect

of ghrelin on penicilin-induced epileptiform activity
ABSTRACT

Epilepsy is a common neurological disease characterized by recurrent seizures.
Many neuropeptides have role in the physiological and pathophysiological functions of
the brain. Many neuropeptides have been tested in epilepsy researches. Ghrelin is
known as a hunger hormone and recent studies show that ghrelin has anticonvulsant
effects, suggesting a role in thetreatment of epilepsy. Cannabinoids are chemical
compounds that have many functions in the central nervous system, especially addictive
effects. Endogenous and exogenous cannabinoids have been known to play a role in
regulating seizures. It has been shown that endocannabinoid system plays a role in the
effects of ghrelin on food intake and metabolism. However, the interaction of ghrelin
and cannabinoid system on epileptiform activity is not known yet. The aim of present
study is to investigate the effects of cannabinoid receptor agonist and antagonist on the
inhibitory effect of ghrelin on penicillin-induced epileptiform activity in rats.

In experiments, 168 male Wistar albino rats were used weighing 200-250 g.
Epileptiform activity was induced by injection of 300 IU penicilin-G into the lateral
ventricle through an intracerebroventricular (i.c.v.) cannula in awake rats. Cannabinoid
receptor antogonist, AM251 (0.25 ng) and agonist, ACEA (7.5 pg) were administered
intracerebroventricularly Animal behavior, the number of ictal seizures, spike frequency
of ictal and interictal periods were calculated separately and compared with the
penicillin (control) group. The high mortality rate (%34) in the awake rat experiments
significantly affected the progress of the study. Therefore, AM251 and ACEA were
administered at the same doses with awake rats following the intracortical (i.c.)
injection of 500 IU penicillin-G in anesthetized rats. A great correlation was seen
between the data obtained from anesthetized and awake rats, and the experiments were
performed to evaluate the interaction of ghrelin and cannabinoid systems in anesthetized
rats.

Ghrelin, at a dose of 0.5 pug did not cause a significant decrease during the
experiments while ghrelin, at a dose of 1 ug, significantly decreased the mean of spike

frequency within 60 minutes. Similarly, ACEA at a dose of 2.5 pg, did not changed the
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frequency of penicillin-induced epileptiform activity while ACEA, at a dose of 7.5 ug
significantly decreased the mean of spike frequency within 60 minutes. Whereas,
cannabinoid receptor antagonist, AM251 at the doses of 0.25 and 0.5 pg, significantly
increased the mean of spike frequency in the 30™ and 40™ minutes, respectively. The
administration of non-effective doses of ghrelin (0.5 pg) and ACEA (2.5 pg)
significantly decreased the mean of spike frequency in the 80™ minutes. The co-
administration of the effective doses of ghrelin (1 pg) and ACEA (7.5 pg) did not alter
the mean of spike frequency compared to either ghrelin or ACEA applied alone. Ghrelin
(1 ng) suppressed the proconvulsant effect of each dose of AM251 (0.25 and 0.5 pg).
As a result, these are the first data showing the interaction of ghrelin and
cannabinoids on the epileptiform activity. These findings suggest that the anticonvulsant
effect of ghrelin associated with the endocannabinoid system. However, more molecular
studies are needed to elucidate such interaction between ghrelin and the

endocannabinoid system in epilepsy.
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1. GIRIS ve AMAC

Epilepsi, mental ve fiziksel fonksiyon bozukluguna yol acabilen, sinir sistemini
etkileyen tekrarlayan nobetlerle karakterize en yaygin nérolojik hastaliklardan birisidir
(Dichter, 1994). Beyinde bulunan sinir hiicrelerinin olagan dis1 bir elekrokimyasal
bosalim yapmas1 sonucunda meydana gelen bu norolojik bozukluk, beyinde normalde
var olan elektrigin, asir1 ve kontrolsiiz yayilimi sonucu olusmaktadir. Her sinir hiicresi
ya kendiliginden belli bir frekansta ya da diger hiicrelerden aldig1 uyarilarin cebirsel
toplamina gore elektriksel bosalimlar olusturur. Fakat bazi durumlarda bu diizen
bozulur ve biiyiik bir néron toplulugu eszamanli (senkron) ve anormal bi¢imde desar;j
olusturmaya baglar. Bu anormal desarjla birlikte epileptik nobetler ortaya ¢ikmaya
baslar. Anormal hiicre desarjlarmin nedenleri arasinda ise; travma, oksijen yetersizligi,
timorler, enfeksiyonlar ve metabolik bozukluklar sayilabilir. Ancak, epilepsi
nobetlerinin hemen hemen yarisinda herhangi bir neden tespit edilememistir (Martin,
1991). Giintimiizdeki epilepsi tedavi protokolleri daha c¢ok bulgular1 gidermeye
yoneliktir ve heniiz kompleks parsiyel epilepsili hastalarmin yaklasik olarak yarisinda
epileptik nobetler kontrol edilememektedir (Shin ve McNamara, 1994).

Epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ve diger 6zellikleri hakkinda akla gelen
sorulara cevap aramak ve daha etkili antiepileptik ilaglar gelistirmek i¢in deneysel
modeller iizerinde calisilir. Insan beyninde hiicre i¢i kayitlar, mikrokimyasal analizler
ve anatomik iz slirme islemlerini yapmak tibbi etik acisindan miimkiin degildir. Bu
ylizden, epilepsi hastaliginin mekanizmasmni aydinlatmak ve tedavi yoOntemleri
gelistirmek amaciyla ¢esitli hayvan epilepsi modelleri gelistirilmistir (Marangoz, 1997).
Deneysel epilepsi modelleri olduk¢a degisik yontemlerin kullanildigi bir arastirma
alanidir.

Penisilin kaynakli deneysel epilepsi, epilepsi modelleri arasinda oldukga yaygin
kullanilanlardan birisidir. Kortekse enjeksiyonla, topikal (ylizeyden) olarak veya
sistemik yoldan uygulanan penisilin, GABA sistemi ile etkileserek ozellikle beyin
kabugundaki sinir hiicrelerinde asir1 aktivasyona ve sonug¢ olarak da epilepside
goriilenin benzeri bir aktivitenin ortaya ¢ikmasini saglar. Bu tip bir deneysel model
insanda gdzlenen klinik epilepsi vakalariyla ayni olmamakla birlikte, temel mekanizma

acisindan benzerlikler tagimaktadir (Walden ve ark., 1992)



Epilepsi hastaligina yonelik yapilan ¢alismalarda birgok noropeptid denenmistir.
Noropeptid Y, somatostatin, galanin ve ghrelin bu hastaligin patogenezini ortaya
koymak i¢in kullanilmis olan noropeptidlerden bazilaridir. Ghrelin, epilepsi ¢aligmalari
icin umut vaat eden bir ndropeptid olarak goriilmektedir (Hokfelt et al., 2003).
Hayvanlarda ve insanlarda yapilan arastirmalarda ghrelinin epilepsi hastaliginda aktif
rol oynayan bir ndropeptid oldugunu diistindiirmektedir.

Ghrelin, temel olarak mide fundusundan salmman 28 aminoasitlik bir peptid
hormondur. 1999 yilinda Kojima ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilen bu hormon
memeli ve memesiz hayvanlarin bircok dokusunda; santral sinir sistemi, paratiroid
bezler, ince bagirsak, plesanta, pankreasin alfa hiicreleri, akciger ve immiin hiicrelerde
sentezlenir (Kojima ve ark., 1999; Korbonits ve ark., 2004; Kojima ve Kangawa, 2005).
Hayvanlar aleminin diginda bitkiler aleminde de insan anti ghrelini ile immiino
reaksiyona giren ghrelin benzeri bir maddenin bulundugu da rapor edilmistir (Aydin ve
ark., 2006). Ek olarak grelinin aktif formu, gram negatif bakterilerde bulunan n-oktanil-
homoserin lakton ile yapisal homoloji gostermektedir (Tizzano ve Sbarbati, 2006).

Ghrelinin, genellikle leptinin etkilerine zit metabolik etkilerinin oldugu, istahi
acarak besin alimimi artirdigi, ancak bunu gerceklestirirken karbonhidrat kullanimini
artirp, yag kullanimini azalttigir bilinmektedir. Karbonhidrat ve yagdan zengin bir
yemekten sonra ghrelin diizeyinde azalma olurken, protein alimi ile arttig
belirtilmektedir. Ghrelin bu sekilde enerji kazanilmasi ve siirdiiriilmesini saglar (Vallejo
ve ark., 2004). Sisman insanlarda asir1 beslenmeye cevaben ghrelin seviyesi azalir.
Obez hastalardaki mide baglama operasyonlar1 sonrasinda dolasimdaki ghrelin
seviyelerinde degisme oldugu ve ardindan istahin azaldigi gosterilmistir (Gale ve ark.,
2003). Erken hipotalamus gelismesinde bir defekt sonucu olustugu diisiiniilen Prader
Willi sendromunda yiiksek ghrelin seviyeleri ile birlikte pediyatrik obezite
goriilmektedir. Bu ¢ok nadir goriilen sendrom, hipotoni, ¢cocukluk ¢aginda hiperfaji,
obezite, hipogonadizm, zeka geriligi ve kisa boyla karakterizedir (Giiltekin ve ark.,
2004).

Son yillarda yapilan caligmalarda, epilepsi hastaligi bulunan insanlarin kan
ghrelin diizeylerinde degisimler saptanmistir. Berilgen ve arkadaslari, epilepsi hastasi
cocuklarda yaptig1 calismada ortalama serum ghrelin diizeylerinin kontrol grubundan

belirgin olarak yiiksek oldugunu ve ghrelinin ndbet aktivitesinin olugsmasinda bir etken



olabilecegini belirtilmistir. Yapilan calismada, parsiyel ve jeneralize ndbet gegiren
cocuklarda, parsiyel epilepsi hastast olan c¢ocuklarin serum ghrelin seviyesinin
jeneralize gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. (Berilgen ve
ark., 2006). 2011 yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise valproik asit tedavisi goren
cocuklarda serum ghrelin seviyesinde anlamli derecede bir artis oldugu ancak
oxkarbazepin tedavisi goren hastalarda serum ghrelin seviyesinde herhangi bir degisim
olmadig tespit edilmistir (Cansu ve ark., 2011a, 2011b). Siganlarda, pentilentetrazol ile
olusturulan ndbetlerde ghrelinin antiepileptik bir ajan oldugu s6ylenmektedir. Ghrelin,
ilk myoklonik jerkin siiresini uzatmakta, jeneralize tonik-klonik ndbetlerin derecesini
disiirmektedir (Obay ve ark., 2007). Siganlarda penisilinle olusturulan epileptiform
aktiviteyi ghrelinin inhibe ettigi bulunmustur (Aslan ve ark., 2009). Ancak ghrelinin bu
etkiyi hangi molekiiler mekanizma {izerinden gerceklestirdigi konusunda farkhi
hipotezler olmasina ragmen kesin olarak bilinmemektedir.

Esrar bitkisinin igindeki en etkin psikoaktif madde olan A’-tetrahidrokannabinol
(A°-THC) ve tiirevleri (kannabinoidler), sadece madde bagimlilig1 acisindan degil, ayni
zamanda potansiyel terapotik kullanimi agisindan da son yillarda arastirmacilar igin
biiyik 6nem arz etmektedir (Alict ve Uzbay, 2006). A’-THC’nin ve endojen
kanabinoidlerin kesfi, kanabinoid reseptorlerinin tanimlanmasi ve klonlanmasiyla son
yillarda kanabinoidlerin etki mekanizmalarina dair bilgilerimiz artmistir (Herkenham ve
ark., 1990). Bu c¢alismalarla birlikte kendine ait endojen sinyal sistemi bulunan
endokanabinoid sistemin temel 6zellikleri ortaya ¢ikmaya baslamistir.

Bugiine kadar, CB; ve CB; olmak {lizere iki adet kanabinoid reseptor geni
klonlanmistir (Wallace ve ark., 2003). CB; reseptorii merkezi sinir sisteminde baskin
olan kanabinoid reseptorii olmasi nedeniyle bazi kaynaklarda “beyin kanabinoid
reseptorii” olarak da adlandirilmaktadir. CB, reseptorleri ise cogunlukla periferde
bulunmakla birlikte bagisiklik sistemi lizerindeki etkileri bilinmektedir. Bu zamana
kadar yapilan caligmalar, kanabinoidlerin davranissal ve ndronal etkilerinin hemen
hepsinin altinda CB; reseptoriiniin rol oynadigini gostermektedir (Herkenham ve ark.,
1990). CB; reseptoriiniin beynin hangi boliimlerinde var oldugu insan ve hayvan
deneyleriyle acik¢a ortaya konulmaktadir (Mailleux ve Vanderhaeghen,1992; Glass ve
ark., 1997). Radyoaktif kanabinoid agonistleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda bu

baglanma alanlarinin homojen dagilmadig: tespit edilmistir (Herkenham ve ark., 1990,



Mailleux ve Vanderhaeghen,1992). Bir¢ok beyin bdlgesinde, kanabinoid reseptor
yogunlugu kortikal benzodiazepin, striatal dopamin ve hatta beyin glutamat reseptorleri
kadar yogun bir sekilde goriilmektedir (Herkenham ve ark., 1990). Ancak, CB,
reseptorlerinin en fazla bazal gangliyonlarda (substantia nigra, globus pallidus,
enteropediinkiiler niikleus ve lateral kaudat putamen) ve serebellumun molekiiler
tabakasinda bulundugu kanitlanmistir. Bazal ganglionlarda yogun bir sekilde bulunan
kanabinoid reseptorlerinin varligi, kemirgenlerde olusturulan spontan motor aktivite
deneyleri ve akut intoksikasyon esnasinda goriilen ataksi c¢alismalar1 ile de
kanitlanmistir (Compton ve ark.,1991; Martin ve ark., 1991, 1998; Pertwee, 1993).
Yapilan ¢alismalarda ilging olarak, insan serebellumundaki kanabinoid reseptor
yogunlugunun siganlardan daha diisiik oldugu gosterilmistir (Herkenham ve ark., 1991).
CB, reseptorleri, hipokampiisiin piramidal hiicrelerinin yogun oldugu CA bolgesinde,
dentat girusta ve korteksin 1. ve 4. bolgesinde de yogun bir bicimde bulunmaktadir. Bu
bolgelerdeki CB; reseptorlerinin varligi kanabinoidlerin algi ve hafizaya etkileri gibi
farmakolojik 6zelliklerini agiklamaktadir. Ayrica, hipokampiiste kanabinoid reseptorle-
rinin bulunmasi, kanabinoid sistemin antikonvulsan etkilerini de agiklamaktadir (Kuster
ve ark., 1993). CB, reseptorleri, agirlikli olarak dalagin marjinal zonunda, tonsillerde,
bagisiklik hiicrelerinde, 6zellikle de makrofajlarda, B hiicrelerinde, dogal oldiiriicii
(natural killer) hiicrelerde, monositlerde, T-lenfositlerde, polimorfoniikleer nétrofillerde
ve astrositlerde bulunmaktadirlar (Ameri, 1999). Apoptozun uyarilmasi, profilerasyo-
nun ve sitokin ile kemokin iiretiminin baskilanmasi yoluyla immiinsupresyona yol agtig1
disiiniilmektedir (Rieder ve ark., 2010). CB; reseptor agonistleri, CB; reseptorlerinin
olusturdugu psikoaktif etkiyi ortaya c¢ikarmadan inflamasyon agrismi diisiirebilme
olasiliklar1 nedeniyle, bu reseptorlerle ilgili bir¢ok calisma yapilmistir. Kannabinoid
reseptor agonistlerinin meme kanseri metastazini ve tiimor biiylimesini azalttig1 sdylen-
mektedir (Qamri ve ark., 2009). Ayrica, insan PC-3 prostat kanseri hiicrelerinin
biiylimesini durdurdugu one siiriilmiistiir (Olea-Herrero ve ark., 2009). Son yillarda CB,
reseptorlerinin beyin sapinda, kortekste ya da serebellumda da yer aldig1 ve kusmanin
kontroliinde rolii olabilecegi de bildirilmistir (Van Sickle ve ark., 2005).
Kanabinoidlerin antikonvulsan etkileriyle ilgili yapilan ¢alismalarin siklig1 giin
gectikge artmaktadir (Gordon ve Devinsky, 2001). /n vitro ve in vivo yapilan birgok

deneysel epilepsi caligmasinda bol miktarda kanabinoid analogu test edilmistir. Bu



calismalarda beynin i¢indeki endokanabinoid sistemin nobetlerin diizenlenmesinde
onemli role sahip oldugu gosterilmistir (Wallace ve ark., 2003; Blair ve ark., 2006;
Deshpande ve ark., 2007). Wallace ve ark. (2001), maksimal elektrosok epilepsi
modelini kullanarak yaptiklar1 ¢caligmada, A’-THC’nin ve kanabimimetik bilesiklerin
(WINS5,212-2)  antikonvulsan  aktivite  goOsterdiklerini  kanitlamislardir.  Bu
antikonvulsan etkinin kanabinoid CB; reseptdriinden kaynaklandigini 6ne siiriilmektedir
Yine yapilan diger ¢alismalarda WIN 55,212-2 bilesiginin status epilepticus modelinde,
deneysel pilokarpin modelinde ve ndronal kiiltiir ile olusturulan epilepsi modelinde CB;
reseptorii aktivasyonu araciligiyla, spontan tekrarlayan epileptiform desarjlari biitiintiyle
baskiladig1 gosterilmistir (Wallace ve ark., 2003; Blair ve ark., 2006). Bunun yaninda,
Nakatsuka ve arkadaglar1 CB; reseptor antagonisti AM-251 verildiginde, CB; reseptor
agonistt WIN 55,212-2’in etkisinin ortadan kalktigini, spike frekans ve amplitiidiinde
herhangi bir baskilanma olmadigini kanitlamislardir (Nakatsuka ve ark., 2003).
Deshpande ve arkadaslar1 ise hipokampal ndéron kiiltiiriiyle olusturulan epilepsi mode-
linde, epileptik ndronlara uygulanan AM-251"in, CB; reseptorlerini bloklayarak status
epileptikus tarzi aktivite ortaya c¢ikardigini ve bu aktivitenin yliksek doz CB; reseptor
agonistleriyle (WIN 55,212-2) geri dondiiriilebilir oldugunu ortaya koymuslardir
(Deshpande ve ark., 2007). Maksimal elektrosok nobet modeli kullanilarak yapilan
baska bir deneyde ise sistemik enjekte edilen CB; reseptor agonisti arasidonil-2-
kloroetilamid (ACEA) 5 ve 7,5 mg/kg dozlarinda ndbet esigini anlamli derecede yiik-
seltmis ancak 1,25 ve 2,5 mg/kg dozlarinda anlamli bir fark ortaya ¢ikaramamistir
(Luszczki ve ark., 2006). Bunun yaninda, sistemik verilen ACEA 5 mg/kg dozunda
kokainle indiiklenen konvulsif ndbetleri azaltmaktadir (Hayase ve ark., 2001). Kozan ve
arkadaslari, penisilinle olusturulan deneysel epilepsi modelinde, intraserebroventrikiiler
(1.s.v.) enjekte edilen ACEA’nmn 7,5 ng dozunda spike frekansmi anlamli derecede
azalttigini, yine 1is.v. enjekte edilen AM251’in 0,25 ve 0,5 pg dozlarinda spike
frekansin1 anlamli 6l¢iide arttirdigini bulmuslardir (Kozan ve ark., 2009).

Ghrelin ve kanabinoidlerin etkilesimi ile ilgili yapilan smirli sayida calisma
vardir. Ozellikle besin alimi ve metabolizma deneylerinde ghrelin ve kanabinoidlerin
ayni yolagi kullandiklarma dair kanitlara rastlanmaktadir. Hem ghrelin hem de
kanabinoid reseptor agonistlerinin, hipotalamik AMP-aktif protein kinaz (AMPK)

iizerinden besin alimimi1 uyardiklar1 disiiniilmektedir. AMPK, besin alimi ve



metabolizmanin  diizenlenmesinde kilit role sahiptir. Ghrelin, hipotalamusta
endokanabinoid miktarmi arttirmakta ve besin alimini tetiklemektedir. Ancak bu etkinin
rimonabant ile bloklandig1 sdylenmektedir. Genetik olarak CB; reseptorii olmayan
hayvanlarda ise ghrelinin etkisinin ortaya ¢ikmamasi, ghrelinin endokanabinoidler ve
kanabinoid reseptor yolagini kullandigini diistindiirmektedir (Kola ve ark., 2008).
Literatlirde ghrelinin ve kanabinoidlerin epileptiform aktivite lizerine etkileri
ayr1 ayri gosterilmistir. Bu maddelerin hi¢ biri tek basina epileptik aktiviteyi tiimiiyle
baskilamamustir ve kismi bir azalma meydana getirmistir. Ayrica bu etkilerin molekiiler
mekanizmasi halen arastrma konusudur. Antikonvulsan etki goOsteren ghrelin ve
kanabinoid agonistlerinin birlikte kullanildiginda nasil bir etki gosterdigi de simdiye
kadar arastirilmamistir. Bu amagla, sunulan tez ile penisilin modeli deneysel epilepside,
etkin dozu bilinen ghrelin ile CB; reseptdr agonisti ACEA ve antagonisti AM-251

arasinda nasil bir iliski oldugunun bulunmas1 amagland:.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Korteksi

Beyin korteksi, beyni en dig kismindan saran birka¢ milimetre kalinliginda,
genellikle 3-6 hiicre tabakasi iceren 6zellesmis bir yapidir. Insan beyin korteksi, evrende
bilinen en karmasik yapilardan biridir. Beyin korteksi, duyularm algilanmasi ve
degerlendirilmesinde, bellek olusumunda, hareketlerin planlanmast ve eszamanl
yiiriitiilmesinde, degisik duyusal girdiler arasinda iliskilerin kurularak kararlarin
verilmesinde ve i¢ dengenin korunmasinda en iist kontrol noktasi olarak iglev

gormektedir (Purves ve ark., 2001).

2.1.1. Beyin Korteksindeki Hiicre Tipleri

Beyin korteksi, hiicre govdelerinin sekilsel 6zelliklerine, dendritlerin uzunluk ve
dagilimlar1 1le akson dallanma ve sonlanma bdlgelerine gore bircok kez
siniflandirilmistir (Colonnier, 1968; Barr ve Kiernan, 1988). En cok kabul gdren
siniflandirmaya gore beyin korteksinde; yildizsi (graniiler) hiicreler, igsi (fusiform)
hiicreler, Martinotti hiicreleri, Cajal’in horizontal hiicreleri ve piramidal hiicreler
bulunmaktadir (Gray’s anatomy, 2005).

2.1.1.1. Yildizs1 Hiicreler

Kiiciik govdeli ¢ok kutuplu (multipolar) hiicrelerdir. Dendritler hiicreden
ayrildiktan hemen sonra dallanma yaparlar. Dendritler, yaklasik olarak 3-5 pm
kalinhigindadir. Dendritik dallanmalar, 200-400 pm c¢apli bir dagilim gosterirler.
Hiicrenin aksonu ¢ogunlukla biiyiik bir dendritten ¢ikar ve komsu hiicre govdeleri ile
birlikte ylizeysel dendrit tabakalarinda sonlanir. Yildizs1 hiicrelerin az bir kismi da
beyin kabugu disindaki bolgelere uzantilar gonderirler (Sekil 1). Bu hiicrelerin bazilar
eksitator, bazilar1 ise inhibitdr etki gosterir. Eksitator olanlarin aksonlar1 genellikle
piramidal hiicrelerin tepe dendritlerine paralel ve bircok sinaps yaparak ilerlerken
korteks yiizeyine dik bir seyir izlerler. Eksitator yildiz hiicreleri transmitter olarak daha
cok noropeptidleri (CCK, VIP) kullanirken, inhibitér yildiz hiicreleri ise GABA
salgilarlar (Barr ve Kiernan, 1988).

2.1.1.2. igsi (Fusiform) Hiicreler

Hiicre govdeleri 13 seklinde olan bu hiicrelerin iki sivri ucundan birer dendrit

cikar ve bunlar dallanirlar. Aksonlarmin bir kismi yiizeysel tabakalarda sonlanirlar. Geri



kalan biiylik cogunlugu ise geriye dogru donen (recurrent) dallar olusturduktan sonra
beyin korteksinin disina ¢ikarlar (Sekil 1), (Barr ve Kiernan, 1988).

2.1.1.3. Martinotti Hiicreleri

Bu hiicreler, kisa dendritlere sahip kiigiik multipolar ndéronlardir. En 6nemli
ozellikleri aksonlarmin dogrudan beyin korteksi yiizeyine dogru yonelmis olmasidir
(Sekil 1), (Barr ve Kiernan, 1988).

2.1.1.4. Cajal’in Horizontal hiicreleri

1981 yilinda tavsan marjinal zonunda tanimlanan bu bipolar hiicre beyin
kabugunun en dis ve ylizeysel tabakasinda bulunur ve bu hiicrelerin aksonlar1 beyin
kabugu ylizeyine paralel olarak seyreder (Sekil 1), (Barr ve Kiernan, 1988).

2.1.1.5. Piramidal Hiicreler

Piramidal noéronlar prefrontal korteksin ve kortikospinal yolun eksitasyondan
sorumlu ana hiicreleridir. Serebral korteks diginda hipokampus ve amigdalada da
bulunurlar (Sekil 1), (Barr ve Kiernan, 1988).

2.1.1.6. Sepet Hiicreleri

Beyin korteksi, serebellumun molekiiler tabakasi ve hipokampusta bulunan

inhibitor GABAerjik arandronlardir (Sekil 1), (Barr ve Kiernan, 1988).

2.1.2. Beyin Korteksinin Tabakalari

Memelilerde beyin korteksi “yeni korteks” anlamina gelen “neocortex” olarak
adlandirilmaktadir. Archicortex olarak bilinen “eski korteks” ise memeli beyninde
hipokampus bdlgesine verilen isimdir (Andrew, 1991). Memeli neokorteksinde 6
tabaka vardir (Sekil 1). Beyin bdlgeleri arasinda bazi farklar bulunsa da genelde bu alt1
tabakali yap1 tiim beyin korteksi boyunca korunmaktadir. Bazi arastirmacilar bu
tabakalarin bazilarin alt tabakalara ayrmaktadirlar. Beyin korteksinin kalinlig1 degisik
bolgelerde 1,3 ile 4,5 mm arasinda degisebilmektedir (Barr ve Kiernan, 1988; Schmidt,
1989).

Beyin korteksi tabakalari, pia materden asagiya dogru su sekilde siralanir:

I. Molekiiler tabaka: Pia mater’in hemen altindan baslayan bu tabakanin
ortalama kalinlig1 250 um kadardir. Hiicreleri kiiciiktiir ve diger tabakalara gore daha
gevsek bir diizenlenme gosterir. II, III ve IV. tabakalardaki piramidal hiicrelerin dikey

dendritleri ve bazi akson uglar1 bu tabakada sonlanir. Cajal’in horizontal hiicreleri ve



daginik yildiz hiicreleri de nadiren bu tabakada bulunabilir. Bu tabaka esas olarak
korteksin sinaptik bir alanidir (Marangoz, 1978; Barr ve Kiernan, 1988; Schmidt, 1989).

I1. Dis graniiler tabaka: Molekiiler tabakaya gore daha kalin bir tabakadir ve
daha yogun hiicre igerir. Hiicrelerin sekli piramidal oldugundan buraya “kiiciik
piramidal hiicre tabakasi” da denir. Yildiz hiicreleri de ¢ogunlukla bu tabakadadir. Bu
bolgeden cikan dikey dendritler molekiiler tabakada sonlanirlar. Aksonlar hiicrelerin
taban boliimlerinden ¢ikar ve genellikle V. ve VI. tabakalarda sonlanirlar. Az da olsa
baz1 aksonlar beyin kabugunu terk ederek ak maddeye gegebilirler. IV. tabakada
bulunan graniiler hiicrelerin ve bazi piramidal hiicrelerin aksonlar1 ile geriye donen yan
dallar (recurrent collaterals) ve birlestirici lifler (asosiyasyon lifleri) bu tabakada
sonlanirlar (Barr ve Kiernan, 1988).

III. D1s piramidal tabaka: Bu tabaka aslinda dis graniiler tabakanin devami
niteligindedir. Bu yiizden ilk bakista ayirt edilmesi giigtiir. En 6nemli ayrt edici 6zellik
bu tabakadaki piramidal hiicrelerin daha biiyiik ¢capli olmasidir. Hiicrelerin tepe (apikal)
bolgeleri beyin kabugu yilizeyine dogru yonelmistir ve tepe (apikal) dendritleri, I.
tabakanin sinaptik alanma dogru ilerler. Yatay dendritler ise ayni tabaka i¢inde kolonlar
arasinda bir uzanim gosterirler. Bu tabakanin alt kisminda bulunan hiicreler talamustan
gelen Ozgiil girisleri alir. Alt tabakalardan gelen bazi aksonlar da bu tabakada sinaps
yaparlar. III. tabakadan c¢ikan goétiiriicii liflerin bir kismi V. ve VI. tabakalarda
sonlanirken, digerleri korteks alt1 yapilara ve diger beyin korteksi bdlgelerine kadar
uzanmaktadir (Barr ve Kiernan, 1988).

IV. I¢ graniiler tabaka: Bu tabaka kiigiik ¢apli ve yogun olarak paketlenmis
cok kutuplu hiicrelerden olusur. Bu hiicrelere graniil hiicreleri adi verilir. Aksonlar1
kisadir ve biiyiik bir cogunlukla beyin kabugu i¢inde sonlanirlar. Ust kisimlara gidenler
I ve II. tabakalarda sonlanirken, alt kisimlara dogru gidenler V ve VI. tabakalarda
sonlanirlar. Dendritleri ayn1 tabakada dallanarak dagilir. Ozgiil talamo-kortikal getirici
baglantilarin biiyiik bir gogunlugu bu hiicrelerin iizerinde sonlanir. Bu tabakada bulunan
bir diger hiicre tipi yildizs1 hiicrelerdir ve onlarin dendritleri de aymi tabaka icinde
dallanma gosterir. Aksonlar1 ise III. tabakaya c¢ikarak burada sonlanirlar. Yildizsi
hiicrelerin kisa olan aksonlar1 V. ve VI. tabakalardaki hiicrelerin bu tabakaya uzattigi

dendritlerle sinaps yaparlar. Beyin kabugunun girislerini alan esas bolgesi bu IV.



tabakadir. Bu tabaka beyin kabugunun bazi bolgelerinde iyi gelismemistir ve bundan

dolay1 bu bolgelere “agraniiler korteks™ adi verilmektedir (Barr ve Kiernan, 1988).

Sekil 1. Beyin korteksinin tabakalari ve kortekste bulunan neokortikal néronlar. Aferent lifler (mavi).

Noronlar (siyah). Piramidal hiicreler (pembe). (Gray’s anatomy, 2005)

1. Molekiiler tabaka Horizontal hiicre (H)
II. Dis graniiler tabaka Yildizs1 hiicre (S)

I11. Dus piramidal tabaka igsi hiicre (F)

. i¢ graniiler tabaka Sepet hiicresi (B)

V. ¢ (dev) piramidal hiicre tabakas: Piramidal hiicre (P)
VI. Igsi (fusiform) hiicre tabakast Martinotti hiicresi(M)

IV. I¢ graniiler tabaka: Bu tabaka kiigiik ¢apli ve yogun olarak paketlenmis
cok kutuplu hiicrelerden olusur. Bu hiicrelere graniil hiicreleri adi verilir. Aksonlar1
kisadir ve biiyiik bir cogunlukla beyin kabugu i¢inde sonlanirlar. Ust kisimlara gidenler
I ve II. tabakalarda sonlanirken, alt kisimlara dogru gidenler V ve VI. tabakalarda
sonlanirlar. Dendritleri ayn1 tabakada dallanarak dagilir. Ozgiil talamo-kortikal getirici
baglantilarin biiylik bir ¢ogunlugu bu hiicrelerin {izerinde sonlanir. Bu tabakada bulunan

bir diger hiicre tipi yildizs1 hiicrelerdir ve onlarin dendritleri de ayni tabaka icinde
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dallanma gosterir. Aksonlar1 ise III. tabakaya c¢ikarak burada sonlanirlar. Yildizsi
hiicrelerin kisa olan aksonlar1 V. ve VI. tabakalardaki hiicrelerin bu tabakaya uzattigi
dendritlerle sinaps yaparlar. Beyin kabugunun girislerini alan esas bolgesi bu IV.
tabakadir. Bu tabaka beyin kabugunun bazi bolgelerinde iyi gelismemistir ve bundan
dolay1 bu bolgelere “agraniiler korteks” ad1 verilmektedir (Barr ve Kiernan, 1988).

V. i¢ (dev) piramidal hiicre tabakasi: Bu tabakadaki hiicreler esas olarak
biiyiik piramidal hiicrelerdir. Tabaka i¢indeki tiim hiicreler biiyiik degildirler fakat en
biiylik piramidal hiicreler (Betz’in dev piramidal hiicreleri de dahil olmak {izere) bu
tabakada bulundugundan, bu bolge “dev piramidal hiicre tabakas1” adiyla anilir. Biiytlik
piramidal hiicrelerin dendiritik dallar1 I. tabakaya kadar yiikselerek orada genis bir
dallanma gosterirler (Barr ve Kiernan, 1988). Hiicrenin taban boliimiinde ¢ikan uzun
akson ya korteks alti1 merkezlere uzanir ya da ayni ve karsi taraf beyin korteksinde
bulunan asosiyasyon ve komissural merkezlere gider. Omurilige inen liflerin 6nemli bir
kismi1 V. tabakada bulunmaktadir ve bunlarin biiytik bir cogunlugu medulladaki piramis
bolgesinden gecer (Rapisarda ve ark., 1985; Miller, 1987; Nudo ve Masterton, 1990).
Bu aksonlarin olusturdugu rekurrent kollaterallar geriye dogru doniip III, II ve I
tabakalarda sonlanirlar. V ve VI. tabakalar korteksin ana ¢ikis tabakalaridir. Piramidal
yolu olusturan aksonlarin hiicre govdeleri daha ¢ok bu tabakada bulunur. Bu tabakada
ayrica yildiz ve Martinotti hiicreleri de bulunmaktadir (Barr ve Kiernan, 1988).

VL. igsi (fusiform) hiicre tabakasi: Hiicrelerin ig seklinde olmasindan dolay:
bu ad verilir. Dendritler hiicrenin bir veya her iki ucundan da ¢ikarak, hiicreyi terk
ettikten sonra dallanirlar. Bazilar1 hi¢ dallanmadan birinci tabakaya kadar uzanir.
Digerleri genellikle V. tabakaya gegmez. Akson cogunlukla korteksi terk eder ve
ayrilmadan 6nce doniicii yan dallar (recurrent collaterals) verir. Bu tabakanin igte kalan
VIb kismi ak madde ile kaynasmis durumdadir (Marangoz, 1978). V ve VI. tabakalarin
filogenetik olarak yiizeyel tabakalardan daha eski olduklar1 kabul edilir. V ve VI.
tabakalara intragraniiler, I ve IV tabakalara ise supragraniiler tabakalar denir. V ve VI.
Tabakalar ontogenik olarak da eskidirler. Bunlar telensefalonun ndral tiipiliniin germinal
epitelinden go¢ eden ilk kortikal noroblastlardan olugsmuslardir. 11, I1I ve 1V. tabakalari
olusturmaya yonelen noroblastlar intragraniiler tabakalarm icinden gecerler (Barr ve

Kiernan, 1988).
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2.2. Nobet ve Epilepsi

2.2.1. Nobet
Beyin milyarlarca sinir hiicresi, hiicrelerin uzantilar1 ve sinir hiicrelerini destekleyen
destek dokularindan olusmustur. Sinir hiicreleri elektrik akimlariyla ¢alisirlar. Her sinir
hiicresi elektrik akimi olusturma ve bu akimi diger hiicrelere iletme yetenegine sahiptir.
Degisik bozukluklar nedeniyle sinir hiicrelerinde anormal elektrik akimi desarjlar1 ya da
elektrik firtmalar1 olusabilir. Iste bu anormal elektrik akimlar1 ndbetlere neden olur.
Epileptik nobetler, beyindeki noronlarin genellikle smirh siireli, asir1 veya hipersenkron
aktivitesinin klinik gdostergesidir. Nobet, hastanin hayati boyunca tek nodbet olarak
kalabilecegi gibi, zaman i¢inde tekrarlayabilir. Nobet karsiligi olarak iktus (ictus) da
kullanilir. Bu nedenle, ndbet sonrasina postiktal periyod, ndbetler arasi zamana da interiktal

periyod denir (Okan, 2004).

2.2.2. Epilepsi

Epilepsi, kendiliginden ve tekrarlayici nobetlerle karakterize kronik nérolojik bir
hastaliktir. Hastaligin iilkemizdeki prevalansi hakkinda tam bir say1 verilmemekle
birlikte, toplumdaki goriilme orant % 0.4-1 oraninda gozlenir (Bell ve Sander, 2001).
Epilepsi norolojik hastaliklar arasinda ¢ocukluk ve ergenlik caginda en sik, eriskinlerde
ise beyin damar hastaliklarindan sonra en sik rastlanan ikinci hastaliktir. Uglincii diinya
iilkelerinde ve birinci diinya tilkelerinin bazi1 bolgelerinde goriilme orani iki katina kadar
cikmaktadir (Andreoli ve ark., 1997). Nobetler kortikal ndronlardaki anormal ve asiri
elektriksel desarj sonucu olusmaktadir (Bernal ve Altman, 2003). Genel olarak bir
nobetin davranigsal digsa vurus sekilleri etkilenen beyin dokusunun yerine ve genisligine
gore degisir (Kandel ve Jessel, 2000). Uygulanan tedaviler esas olarak belirtileri
gidermeye yonelik (semptomatik) olup, hastalarin yaklasik % 30’unda ndbetler mevcut
ilaglarla kontrol altina alinamamaktadir (McNamara, 1999). Kontrol edilemeyen
nobetleri olan hastalar yiiksek oranda morbidite ve mortalite oranina sahiptir.

Epilepsi tanisinin konulabilmesi i¢in epileptik ndbetlerin tekrarlayic1 karakter
kazanmas1 ve bu 6zelligini uzun siire devam ettirmesi gerekmektedir. Kafa travmalari,
inme, beyindeki hemorajiler, merkezi sinir sistemini etkileyen bazi enfeksiyonlar
(menenyjit, ansefalit, abse gibi), beyin damarlarindaki bazi yapisal bozukluklar, genetik

faktorler, dogum travmalar1 ve tiimorler belli bash epilepsi nedenleri arasinda yer

12



almaktadir. Neredeyse vakalarin % 70’inde altta yatan neden bulunamamaktadir
(Bruton, 1988; Engel ve ark., 1989; Ettinger, 1994).

Uluslararas1 Epilepsiyle Savas Birligi’nin (International League Against
Epilepsy, ILAE) 1981 yilinda yaymladigi smiflandirma sistemine gore epileptik
nobetler parsiyel (fokal), jeneralize ve smiflandirilamayan olmak {iizere lic gruba
ayrilmaktadir:

1) Parsiyel (fokal) nobetler: ‘Nobet odagr’ adi verilen beynin belli bir bdlgesinden
kaynaklanirlar. Bazen, jeneralize olarak yayilabilirler. Bazi hastalarda karsi hemisferde
etkilenebilir. Bu yayilimin talamusla ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

A) Basit parsiyel nobetler: Biling durumu bozulmaz.

a. Motor semptomlu

b. Somotosensoriyal veya 6zel duyusal semptomlu

c. Otonomik semptomlu

d. Psisik semptomlu

B) Kompleks parsiyel nobetler: Biling bozuklugu ile ortaya ¢ikar. Psikomotor
nobetler ya da limbik nobetler de denilir.

a. Basit parsiyel baslangici izleyen biling bozuklugu

b. Biling durumunun baslangigtan itibaren bozulmasi

C) Sekonder jeneralize nobete doniisen parsiyel nobetler
2) Jeneralize nobetler: Nobetin baslangicindan itibaren her iki beyin hemisferini
etkileyen, siklikla tonik-klonik konvulsiyonlarla karakterize nobetlerdir.

A) Absans ndbetleri (Petit-mal) (tipik ve atipik)

B) Tonik-klonik ndbetler (Grand-mal)

C) Klonik nobetler

D) Tonik nobetler

E) Myoklonik ndbetler

F) Atonik ndbetler (astatik)

3) Smiflandirilamayan epileptik nobetler

Bu tarz nobetlerde, nobetin baslangicinda, olagan dis1 bir koku veya ses ya da ani
bir ruh hali degisikligi gibi durumlar olusur. Genellikle irritabilite ve disfori goriiliir. Aura
olarak bilinen ve genellikle kisa olan bu duyum, ndbetin kaynaklandigi yerde veya

yakininda paroksismal ndronal bir ateslemeyi ifade eder. Aura, nobetin hastanin hatirladigi
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tek boliimii olabilir. Devaminda gelen iktal dénem nobet anmi ifade eder. Iktal donem,
nobetin Ozel tiiriiyle ilgili olarak anormal EEG yapilaryla ortaya ¢ikar. Hemen ndbetin
ardindan gelen dénem postiktal dénem olarak bilinir. Interiktal dsnem nébetler arasindaki
zamandir. Interiktal dSnemde hastalarda ndbet olusmamasina ragmen, EEG'de yine de bir
miktar paroksismal aktivite goriilebilir. Epileptik tek nobet aktivitesinin 30 dakikadan daha
uzun stirmesi veya iki ve daha fazla ndbetin aralarinda hasta bilinci agilmadan seriler
halinde gelmesine “status epileptikus™ adi1 verilir. Yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye
sahiptir. Konviilzif status epileptikusta statusun nobet tipine (tonik, klonik veya myoklonik)
gore kasilmalara ilave olarak tasikardi, hiperpne, midriyasis ve hipersekresyon gibi dnemli
otonomik belirtiler vardir. Nobet devam edecek olursa hastada ates, hipotansiyon, asidoz ve
solunum depresyonu goriilebilir. (Okan, 2004).

Diger taraftan epilepsilerde klinik seyir, prognoz, etyoloji ve dolayist ile tedavi
yaklasimmnin farkli 6zellikler gosterebilecegi dikkate alinarak yalnizca ndbet tipi ve
EEG ile olusturulan nobet siniflamasi yetersiz kaldig1 diisiiniilmiistiir. Bu nedenle 1981
yilindan sonra arastirmacilar cabalarini epileptik sendromlar1 siniflama yoniinde
yogunlastirmiglardir (Baykan ve ark., 2010). Bu sekilde yapilan ilk smiflama 1985
yilinda olusturulmustur. Bu tarihten sonra 1989 yilinda epileptik sendromlarin
smiflamasina son sekli verilmis ve “Uluslararas1 Epilepsi ve Epileptik Sendromlarin
Smiflamas1” adi altinda yaymlanmistir (Tablo 1). Bu siniflandirmada klinik ndbet tipi,
iktal ve interiktal EEG bulgulari, etiyolojik faktorler, anatomik lokalizasyon ve yas
faktorleri gbz Oniline alinmustir. Bu kriterlere gore, jeneralize epilepsilerin parsiyel
epilepsilerden, etiyolojisi bilinen epilepsilerin (semptomatik, sekonder) etiyoloji
bilinmeyen (idyopatik) veya bulunamayan (kriptojenik) epilepsilerden ayirt edilmesi
amaclanmistir (Engel, 1998; Kellinghaus ve ark., 2004; Para ve ark., 2001; Avanzini ve
ark., 1996; Oka ve ark., 1995; Senanayake, 1993; Erten, 2005).

14



Tablo 1: Epilepsi ve epileptik sendromlarin simiflamasi ( ILAE 1989 )

Lokalizasyona bagh epilepsi ve sendromlar

Idiopatik

*Sentrotemporal diken dalgali selim ¢ocukluk epilepsisi

*Qksipital paroksizmleri olan ¢ocukluk epilepsisi

*Primer okuma epilepsisi

Semptomatik

*Kronik ilerleyici epilepsi parsiyalis kontinua

*(zel bigimlerde ortaya ¢ikan ndbetlerle karakterize sendromlar

*Temporal, frontal, parietal, oksipital lob epilepsileri

Kriptojenik epilepsiler

*Temporal, frontal, parietal, oksipital lob epilepsileri

Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

Idiopatik epilepsiler

*Bebeklik selim myoklonik epilepsisi

*Cocukluk absans/jiivenil absans epilepsisi

*Uyaniklikta jeneralize tonik klonik ndbetler

*(Ozel sekilde ortaya ¢ikan nobetler

*Diger idiopatik jeneralize epilepsiler

Kriptojenik veya semptomatik epilepsiler

*West Sendromu

*Lennox-Gastaut Sendromu

*Myoklonik astatik ndbetlerle karakterize epilepsi

*Myoklonik absansla karakterize epilepsiler

Semptomatik epilepsiler

Non-spesifik etyoloji

*Erken myoklonik ensefalopati

*Supresyon “burst”leri ile giden erken infantil epileptik ensefalopati

*Diger semptomatik jeneralize epilepsiler

Spesifik norolojik hastaliklara bagl epilepsiler

Fokal veya jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsi ve sendromlar

Hem jeneralize hem fokal ndbetler

*Bebeklik agir myoklonik epilepsisi

*Uyku yavas dalgasi esnasinda siirekli diken dalga gdsteren epilepsi

*Landau-Kleffner Sendromu

*Diger smiflandirilmayan epilepsiler

Fokal veya jeneralize gériiniimiin belirgin olmadig1 durumlar

Ozel durumlara bagh epilepsiler

* Febril konviilsiyonlar

* Jzole nobetler veya status epileptikus

* Akut toksik veya metabolik nedene bagli ndbetler

2.2.2.1 Epilepside Etyolojik Faktorler
Idiopatik epilepsinin sebebi bulunamasa da diger epilepsi tiirlerine neden olan

bir¢ok etken bulunmaktadir.
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Epilepsinin etyolojisinde yer alan bazi faktorler;

a. Inme: Inme esnasinda, kan akimmin kesilmesiyle beraber beyin hiicreleri
O0lmekte ya da zarar gormektedir. Yaklasik olarak %10 inme hastasinda epileptik
nobetler goriilmektedir. Bazi inme ataklar1 ¢ok kiiclik bir alan1 kapsadigindan sadece
CT ve MRI ile goriilebilmektedir. Bu kisilerde goriilen inme ndbetleri nedeniyle
goriilen hemoraji, epilepsi nobetinin bir tetikleyicisidir (Fisher ve Saul, 2010).

b. Enfeksiyon: Diinyada fokal nobetlerin olusumundaki en biiyiik neden enfek-
siyonlardir. Bakteri, viriis, mantar ve parazit gibi organizmalar nodbetlere neden
olabilirler. Bu organizmalardan herhangi biri beyin zarlarini enfekte ederse menenjit
meydana gelir. Menenjit sonuncunda, hastalik esnasinda ya da sonraki donemlerde
nobetler meydana gelebilir (Fisher ve Saul, 2010).

c. Beyin Patolojileri: Dogum oOncesi travmalara bagli patolojiler, kalitsal
metabolik hastaliklar, kafa travmasi, serebral hastaliklar, beyinde bulunan ve geligsebilen
timorler epilepsi nobetine yol acabilmektedir. Dogum Oncesi veya dogum sirasinda,
heniiz immatiir olan beyinde olusabilecek anormallikler (dogum travmasi vb.) ya da
epileptik nobetlerin kendisinin yol actig1 yaygin veya lokal hasarlar daha sonraki
yaslarda ortaya ¢ikan epilepsinin temelini olusturmaktadir (Oun ve ark., 2003).

d. Kahtim: Kalitimm epileptik nobete etkisi oldugu kesin olmamakla beraber,
genetik bir yatkmhgn varhigini diisiindiiren kanitlar vardir. Ikizler iizerinde yapilan
arastrmalarda tek yumurta ikizlerindeki epilepsi olasiligmin, ¢ift yumurta ikizlerine
gore li¢c kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bazi ailelerde epilepsi hastaliginin fazlaligi
genetik gecisin etkileri hakkindaki bulgular1 desteklemektedir. Kalitim, idiyopatik
epilepsileri ortaya c¢ikaran onemli bir belirleyicidir. Kalitsal beyin hastaliklarinda ve
kalitimsal metabolik hastaliklarda da epilepsi sik goriilmektedir (Gardineer, 1996).

e. Ila¢c reaksiyonlari: Bazi ilaclarin kullanilmasi o6zellikle hassas kisilerde
istenmeyen yan etki olarak nobetlere neden olabilmektedir. Nobete neden olabilecek
bazi ilaglar: antihistaminikler, siprofloksasin, metronidazol, trisiklik antidepresanlar,
klozapin, lityum, haloperidol, digoksin, yiliksek doz meperidin ve bazi kanser ilaglar1.
Bu liste aslinda daha uzundur. Eger bu ilaglardan birini kullanacaksaniz doktorunuza
nobetleriniz oldugunuzu vurgulamaniz yarariniza olacaktir. Ayrica ndbeti olan kisiler

efedrin gibi doping ilaclarindan da uzak durmalidirlar (Oun ve ark., 2003).
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f. Idiopatik: Nedeni bulunamayan nébetlere verilen isimdir. Tiim epilepsi
nobetlerinin yaklasik %601 idiopatiktir. Fokal ndbetlere beyinde bir irritanin varhigi ya
da skar odagi yol ag¢makla beraber, bazen MR goriintiilemede skar odagi
goriilememektedir. Jeneralize nobetlerde ise genetik altyapit veya metabolik hastalik
odagi bulunamamaktadir. Nedenin bulunamamasi hasta i¢in bir problem olusturmak-
tadir. MR goriintiileme ve diger radyolojik tetkikler ilerledik¢e daha ¢ok epileptik neden
ortaya konulacaktir (Oun ve ark., 2003).

2.2.2.2. Epilepsinin Fizyopatolojisi

Hayvan deneylerinde ve insanda yapilan c¢alismalarda kortikal ndronlarin
membran potansiyellerinde ve ateslenme sekillerinde bazi karakteristik bozukluklar
saptanmistir. “Paroksizmal depolarizasyon kaymasi (PDK)” olarak bilinen bu durumda
membrant depolarize eden postsinaptik potansiyelin anormal sekilde uzamasi ve
biiylimesi s6z konusudur. Bunun sonucu olarak néronlar gruplar halinde ateslenebilir ve
etraflarindaki ndronlar1 benzer sekilde atesleyebilecek bir kapasiteye ulasirlar. PDK’nin
eksitator norotransmitterler olan glutamat ve aspartat ile inhibitor norotransmitter
GABA sistemleri arasindaki dengesizlikten kaynaklandigi ileri siiriilmektedir. Bunun
disinda membranlardaki iyon kanallarindaki bozukluklarim da PDK’nin ortaya
ctkmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Baykan ve ark., 2010).

Epileptojenik odak olarak adlandirilan da adalandirilan ateslemenin basladigi bu
bolgede "pacemaker" hiicreler yer almaktadir ve bu hiicreler tam olarak bilinmeyen
nedenlerle, artmis uyarilma ve anormal ateslenme Ozelligi gosterirler, etraflarindaki
hiicreleri de bu ateslenmeye ortak edebilecek giicleri vardir. Sonradan katilan bu
noronlar miktary; tablonun EEG'de bir interiktal (ndbet arasi donem) dikenle sinirl
kalmasini ya da yeterli miktara ulasabildiginde EEG'de ve klinikte ndbet aktivitesinin
olugmasii belirler. Epileptik bir ndbet sirasinda beyindeki néronlarin hipersenkron ve
tekrarlayic1 aktivasyonu s6z konusudur. EEG'de goriilen diken artmis eksitasyonu,
dikeni izleyen yavas dalga ise inhibisyonu gostermektedir. Ozetle, fokal kortikal bir
nobet aktivitesinin olusabilmesi i¢in ilgili noronlarda 2 temel fizyopatolojik 6zellik
(hipereksitabilite ve senkronizasyon) birlikte bulunmalidir. No&bet aktivitesinin
yayilmasi ise eksitasyon alanini ¢evreleyen inhibitdr néronlarin inaktivasyonu (¢evresel

inhibisyon alanmin kaybi) ile ger¢eklesmektedir (Baykan ve ark., 2010).
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Yapilan calismalarda epileptik odaktaki noronlarmm dendritik ¢ikintilarinda
azalma oldugu (dendritik deafferentasyon), epileptojenik fokusta yeni sinapslar olustu-
gu, astrositlerin artisiyla birlikte gliozis olustugu gosterilmistir (Jiang ve ark., 1998).
Epileptojenik odaktaki gliozisli hiicreler, hiicre dist K’ iyonlarmi dengeleme
kabiliyetleri bozuldugundan, hiicre disinda K iyon artisma yol acarak, ndronlarin uyari-
labilme esiginin diismesine ve epilepsi nobetlerinin olusmasina neden olur. Ayrica
epileptojenik bolgelerde Na'K'/ATP’az aktivitesinin azalmasi nedeniyle de hiicre dis1
K" iyon konsantrasyonu artar (Heinemann ve ark., 1986). Bu mekanizmalar sonucunda
noronlarn  membran potansiyelleri bozulmalar meydana gelir. Sonuc¢ olarak, bu
noronlar normalden daha kolay depolarize olmaktadir, bagka bir deyisle ndéronun
uyarilma esigi diismektedir.

2.2.2.3. Epilepsi Tanis1

Epilepsi tanist koymak icin Oncelikle iyi bir anamnez alinmalidir. Altta yatan
cok sayida sebepten hangisinin sorumlu oldugunu bulmak kimi zaman sadece iyi
almmis ayrmtili  bir anamnezle miimkiin olmaktadir. Epilepsi tanis1 ve
degerlendirilmesinde anamnezde hastanin perinatal Gykiisii, gelisme basamaklari, kafa
travmasi, MSS infeksiyonu, ailede epilepsi ve diger sik goriilen hastaliklarin ayrintili bir
sekilde sorgulanmasi biiylik 6nem arz etmektedir.

Epilepsi tanisi icin klinik bilgiler yaninda en 6nemli yardimei tani yontemi
elektroensefalogram’dir (EEG) ve ndbet diisiiniilen her hastada EEG ¢ekilmelidir. ilk
tan1 konulurken ilk 1 hafta icinde, diger durumlarda EEG istenildikten en ge¢ 4 hafta
icinde EEG ¢ekimi yapilip yorumlanmahidir. EEG, epilepsi oldugundan siliphelenilen
bireylerde nobet tipini ve epilepsi sendromunun prognozunu belirlemede yardimci
olarak kullanilabilir. Bu bireylerde prognozun dogru tahminini saglayabilir. Ik kez
tetikleyici bir neden olmaksizin ortaya cikan nobeti olan bireylerin EEG’lerinde
epileptiform bir aktivite goriilmesi, yiiksek oranda ndbet tekrarlama olasiligini
gostermektedir (Bingol ve ark., 2007)

Bilgisayarli tomografi (BT) yOnteminin ndroloji pratiginde yerini almasi
ozellikle semptomatik parsiyel epilepsiler agisindan bir devrim niteliginde olmustur.
Glinlimiizde ise beyin anatomisini daha detayli bir sekilde gdsteren manyetik rezonans
goriintileme (MRG) yontemi BT nin yerini almistir. Pozitron emisyon tomografisi

(PET) ve single photon emission computerized tomography (SPECT) fonksiyonel
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goriintiileme amaci ile bagvurulacak diger yontemlerdir (Maytal ve ark., 2000; Palmini,
1997; Kuzniecky, 1997; Engel 1997; Erten, 2005).

2.2.2.4. Epilepsi Tedavisi

Epilepsi tedavisinde ilk yapilmasi gereken tanmin dogru bir sekilde
konulmasidir. Ilk asamada ilagla tedavi denenmekle birlikte, kontrol edilemeyen
nobetlerde cerrahi de uygulanabilmektedir. Epilepsi tedavisinde en 6nemli nokta
nobetleri durdurmaya yonelik olarak secilen ilaglarin diizenli ve planh kullanimidir.
Uygun ilaglar secildiginde ve yeterli dozda alindiginda hastalarin % 70-75'inde ndbetler
engellenebilmektedir. Eger bu ilag nobetleri yeterince kontrol altina alamiyorsa, o
zaman ilag degisimi yapilabilir veya ikinci bir ilag eklenebilir. Epilepsili hasta ilacini
kullanarak aktif ve basarili bir yasam siirebilir. Epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglar;
hastanin yasmna, fiziksel durumuna ve nobet tipine gore uzman doktor tarafindan
verilmelidir. Bilingsizce kullanilacak ilag, nobetleri dnlemedigi gibi istenmeyen yan
etkilere de neden olabilir.

Eger tedavi ile nobetler bir kag¢ yil (hastanin durumuna gore 2-5 yil gibi) arka
arkaya goriilmezse, doktor kontrolunda ilaglarin azaltilip kesilmesi denenebilir. Ancak
ila¢c kesiminden sonra, ndbet tipine gore degismekle birlikte hastalarin dortte birinde
nobetlerin tekrarlama riski oldugu bilinmelidir. {lacin kesilmesi, mutlaka hastay izleyen
doktor tarafindan karar verilmesi gereken 6nemli bir konudur.

Epilepsi cerrahisi yalnizca bazi epilepsi tiirlerinde yapilabilir. Ya da baska bir
deyisle her epilepsi hastasi cerrahi aday1 degildir. Bir epilepsi hastasinin cerrahi aday1
olup olmadigma mutlaka epilepsi konusunda deneyimli bir nérolog karar vermelidir.
Eger noroloji uzmani epilepsinin kaynaklandigi beyin alanini net bir sekilde tesbit
edebilirse ve bu alan smirli ve konusma, lisan, isitme gibi 6nemli beyin alanlarina ¢ok

yakin veya dogrudan o bdlgede degilse hasta cerrahi aday1 olabilir.

2.2.3. EEG ve ECoG

Ik olarak 1940'arda kullanilmaya baslanmis ve o zamandan beri epilepsi
tanisinda en sik kullanilan yontemdir. Elektroensefalografi (EEG) ile genis bir néron
grubunun spontan elektriksel aktivitesindeki dalgalanmalar yiizeyden kaydedilir. ECoG
ise genellikle deney hayvanlarinda kullanilan bir yontemdir ve EEG’nin direkt olarak

korteksten kaydedilmesi islemidir. EEG, beynin yapisal 6zelliklerinden ¢ok o anki
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fonksiyonel durumunu yansitir. Bu nedenle yapisal goriintiileme yontemlerindeki (BT,
MRG gibi) gelismelere ragmen halen dnemini korumaktadir. Ozellikle yapisal inceleme
yontemlerine yansiyan bir patolojik bulgunun olmadigi durumlarda EEG’nin 6nemi
daha da artmaktadir.

EEG, epilepsi tanisinda ve epileptik hastalarin takibinde klinik bulgularin
ardindan en 6nemli inceleme yontemidir. Ayrica, ensefalopati ve ensefalitler gibi bir¢cok
beyin hastaligi icin ¢ok Onemli bir ek arastrma yontemi Ozelligini tasir. Bazi 6zel
tablolarda (6rnegin baz1 yavas virlis hastaliklar1 ve hepatik ensefalopati gibi) klinik tani
icin oldukc¢a kesin ipuglar1 verebilir. EEG tamamen agrisiz ve zararsiz bir inceleme
yontemidir. Sacli deriden kayitlanan elektriksel potansiyellerin c¢ogu piramidal
hiicrelerdeki toplam eksitator ve inhibitor sinaptik potansiyellerin ekstraselliiler iyon
akimlariyla iliskisinin sonucudur. Normalde ¢ok zayif olan bu elektriksel potansiyeller
sacli deri iizerine yerlestirilen elektrodlar tarafindan kayitlanir ve amflikatorlerle
giiclendirilir (Pillai ve Sperling, 2006; Daly ve Pedley, 1997).

EEG’nin epileptik olgunun degerlendirilmesine baslica katkilarin1 3 ana
maddede 6zetlemek miimkiindiir:

* Klinik olarak konulmus taninin desteklenmesi ve dogru tan1 konmasina yardim

* Nobet kaydi ile ya da dolayli bazi bulgularla noébet ve sendrom tipinin
belirlenmesi

* Odagin lokalizasyonu hakkinda bilgi edinilmesi

Normal bir insanda saghi deriden kaydedilen EEG potansiyellerinin frekansi
genel olarak 1 ile 30 Hz; yiikseklikleri ise 20-100 mikrovolt civarindadir. Kafatas1 ve
deri, EEG dalgalarinin ytiksekligini azaltic1 bir etki gostermektedir. EEG dalgalarinin
hem frekans1 hem de ytiksekligi oldukca karmasik bir yapidadir ve cesitli sartlarda
degisebilir. Bununla birlikte EEG dalgalar1 frekanslarma gore bes gruba ayrilmaktadir
(Schmidt, 1989; Miller ve ark., 1992; Timofeeva ve Gordon, 2001; Tablo 2)

2.2.3.1.Gama dalgalan

30 Hz ve iizeri dalgalar gama ritmi olarak adlandirilir. 40 Hz’lik aktivitenin
biligsel islevlerde ve duyusal bilginin entegrasyonunda oOnemli oldugu ortaya
konmustur. Yiiksek miktarda gama beyin dalgalar1 ile bellek canlanir. Gegmisteki
olaylar1 hatirlama yetenegi ile iligskili bulunmustur. 40 Hz gama frekansinin, iyi bir

hafiza ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Saglikli ve iyi diistinen bir bellek i¢in, 40 Hz
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Gamma beyin dalgalar1 gerekir. (Basar ve ark., 2001). Deney hayvanlarinda bu dalgalar
incelendiginde, dikkat, dikkate bagl hareketsizlik, odakli uyaniklik, duyusal algilama
ve paradoksik uyku ile baglantili oldugu gosterilmistir (Ferri ve ark., 2001). Anestezi
altinda yapilan EEG ¢alismalarinda bu dalgalar biiyiik oranda ortadan kaybolmaktadir
(Nayak ve ark., 1994). Ayrica, gama ritminin bazal onbeyin kolinerjik yolaklar1 ve
beyin sap1 talamokortikal kolinerjik yolaklar1 ile diizenlendigi kabul edilmektedir
(Timofeeva ve Gordon, 2001).

Dalga Frekans (Hz)
Gama 30-50
Alfa 13-30
Beta 8-13

Teta 4-8

Delta 0.5-4

Tablo 2: Beyinden kaydedilen EEG dalgalar: ve dalga frekanslari

2.2.3.2. Alfa Dalgalan

Kisi uyanik istirahat halinde ve gozleri kapaliyken, 6zellikle parietal ve oksipital
bolgelerde daha belirgin olarak ortaya c¢ikan alfa aktivitesinden olusan EEG
ritmidir. Uyku esnasinda kaybolmaktadir. Ancak, uykuda goriilen uyku igcikleri de
yine alfa araligina (7-14 Hz) denk gelen dalgalar olup, genlikleri alfa dalgalarina oranla
biraz daha yiiksektir. Alfa bandinin olusumunda, beyin sapi, onbeyin ve talamusun
cesitli bolgeleri isbirligi icindedir (Timofeeva ve Gordon, 2001).

2.2.3.3. Beta Dalgalan

Frontal ve paryetal bolgelerde daha belirgin kaydedilen, yiiksek frekansli (20-50
Hz), diisiik voltajli (10-20 uV) dalgalardir. Zihinsel aktivite durumunda belirgin hale
gelirler. Beynin hasara ugrayan bdlgelerinde azalir veya tamamen kaybolurlar. Ayrica,
bu dalgalar, uyku halinde azalma ve zihinsel rahatlik halinin bozulmas1 durumlarinda da

ortaya ¢ikmaktadirlar.
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2.2.3.4. Teta Dalgalan

Yetiskinlerde uyku haricinde c¢ok fazla goriilmeyen dalgalardir. Cocuklarin
paryetal ve temporal bdlgelerinde goriilmekle birlikte erigkinlerde de duygusal
streslerde ortaya ¢ikabilir. Bunun disinda beynin dejeneratif durumlarinda da
gozlenmektedirler (Guyton, 2007). Teta dalgalarinin, yavas (kolinerjik veya atropine
duyarli; 4-7 Hz) teta ve hizli (atropine direngli; 7-9 Hz) teta olmak iizere iki bileseni
bulundugu gosterilmistir (Timofeeva ve Gordon, 2001). Bu farmakolojik farkliliklar, bu
dalgalarin olusumunda farkli néronal yolaklarin devrede oldugunu gostermektedir.

2.2.3.5. Delta Dalgalan

Yine teta dalgalar1 gibi uyku haricinde eriskinde ¢ok goriilmeyen dalgalardir.
EEG’nin frekans1 saniyede 3.5’tan az olan tiim dalgalar1 delta dalgasi olarak
adlandirilir. Derin uykuda, cocuklukta ve ciddi organik beyin hasarinda ortaya
¢ikmaktadirlar. Ilging olarak, subkortikal kesiyle korteksi talamustan ayrilan deney
hayvanlarinda da goriiliirler. Bu nedenle delta dalgalarmmn beynin asag1 bolgelerindeki

etkinliklerden bagimsiz olarak sadece kortekste olustugu sanilmaktadir.

2.2.4. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi, mental ve fiziksel fonksiyon bozukluguna yol acabilen, sinir sistemini
etkileyen tekrarlayan ndbetlerle karakterize olan en yaygin norolojik hastaliklardan
birisidir (Dichter, 1994). Beyinde bulunan sinir hiicrelerinin olagan dis1 bir elekro-
kimyasal bosalim yapmasi sonucunda meydana gelen bu norolojik bozukluk, beyinde
normalde var olan elektrigin, asir1 ve kontrolsiiz yayilimi sonucu olugsmaktadir. Her sinir
hiicresi ya kendiliginden belli bir frekansta ya da diger hiicrelerden aldigi uyarilarin
cebirsel toplamina gore elektriksel bosalimlar olusturur. Fakat bazi durumlarda bu
diizen bozulur ve biiyiik bir néron toplulugu eszamanl (senkron) ve anormal bigimde
desarj olusturmaya baslar. Bu anormal desarjla birlikte epileptik nobetler ortaya
cikmaya baglar. Anormal hiicre desarjlarmin nedenleri arasinda ise; travma, oksijen
yetersizligi, tiimorler, enfeksiyonlar ve metabolik bozukluklar sayilabilir. Ancak,
epilepsi nobetlerinin hemen hemen yarisinda herhangi bir neden tespit edilememistir
(Martin, 1991). Giiniimiizdeki epilepsi tedavi protokolleri daha ¢ok bulgular1 gidermeye
yoneliktir ve heniiz kompleks parsiyel epilepsili hastalarmin yaklasik olarak yarisinda

epileptik nobetler kontrol edilememektedir (Shin ve McNamara, 1994).
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Epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ve diger 6zellikleri hakkinda akla gelen
sorulara cevap aramak ve daha etkili antiepileptik ilaglar gelistirmek i¢cin deneysel
modeller iizerinde c¢alisilmaktadir. Insan beyninde hiicre ici kayitlar, mikrokimyasal
analizler ve anatomik iz siirme islemlerini yapmak tibbi etik agisindan miimkiin
degildir. Bu yiizden, epilepsi hastalifinin mekanizmasmi aydinlatmak ve tedavi
yontemleri gelistirmek amaciyla cesitli hayvan epilepsi modelleri gelistirilmistir
(Marangoz, 1997).

Deneysel epilepsi modelleri oldukca degisik yontemlerin kullanildigi bir
arastrma alanidir. Bunlar arasinda, epilepsi olusturucu (konvulsan) 6zelligi bilinen
maddelerin direkt olarak beyne veya viicut bosluklarina verilmeleri sonrasinda
olusturulan epileptik nobetlerin mekanizmalar: arastirilmaktadir.

Deneysel bir epilepsi modeli su 6zelliklere sahip olmalidir;

1-Spontan olarak tekrarlayan ndbetler olmalidir

2-Nobetler insan epilepsisine benzer olmalidir

3-Modeldeki EEG’nin bi¢imi ilgili epilepsi ¢esidindekine benzemelidir

4-Nobetlerin frekansi ilaclarm etkisini akut ve kronik olarak test etmeye yetecek
Olclide olmalhidir

5-Antiepileptik ilaglarin farmakokinetigi insandaki ile ayni olmalidir

6-Antiepileptik ilaclarmn etkili olduklar1 plazma ve beyin seviyeleri insanda ilgili
nobeti Onleyebilen seviyedeki gibi olmalidir (Marangoz, 1997).

2.2.4.1. Basit Parsiyel Epilepsinin Akut Modelleri

Bu gruptaki modellerin, insanda travmatik durumlar veya hematom sonucu
goriilen epileptik desarjlarla ayn1 temel mekanizmaya sahip oldugu kabul edilmektedir.

a) Yizeysel epileptik madde uygulamalari: Penisilin (Walker ve ark., 1946),
bikukullin (Campbell ve Holmes, 1984), pikrotoksin (Usunoff ve ark., 1969), striknin
(Fisher, 1989), kolinerjik (Ferguson ve Jasper, 1971) ve antikolinerjik maddeler
(Daniels ve Spehlmann, 1973; Tan ve ark., 1978) akut fokal epilepsi olusturmak icin
kortekse uygulanmaktadir.

b) Akut elektriksel uyar1 (Fisher, 1989)

c) GABA kesilmesi (Brailowsky ve ark., 1988; Brailowsky ve ark., 1987)

d) Neokorteks ve hipokampus dilimleri (McCormick ve ark., 1985;
Schwartzkroin ve ark., 1983)
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2.2.4.2. Basit Parsiyel Epilepsinin Kronik Modelleri

a) Beyin kabuguna metal uygulanmasi: Yiizeysel olarak beyne uygulanan
aliminyum, kobalt, nikel (Kopeloft, 1960), krom, kalay, tungsten, bizmut, kadmiyum,
titanyum, demir, civa, vanadyum, tantal (Chusid ve Kopeloff, 1962; Willmore ve ark.,
1978), berilyum, kursun (Chusid ve Kopeloff, 1962) ve ¢inko (Donaldson ve ark., 1971)
basit parsiyel kronik epilepsi olusturmak i¢in giinlimiize kadar kullanilmis olan
metallerdir.

b) Sicaklik (temperature) modeli (Hanna ve Stalmaster, 1973)

c¢) Beynin belli bir bolgesi sogutularak fokal epilepsi olusturulabilmektedir.

d) Sistemik fokal model (Remler ve Marcussen, 1986): Beyin dokusunun bir
boliimiine 151n1m verilmesi yoluyla olusturulabilir.

2.2.4.3. Kompleks Parsiyel Epilepsi Modelleri

Kompleks parsiyel nobetler genel olarak amigdaller, hipokampus, temporal
neokorteks gibi yapilar1 kapsayan limbik lobdan kaynaklanir.

a) Kainik asit modeli (Faingold ve Browning, 1987)

b) Tetanos toksini modeli (Carrea ve Lanari, 1962)

c) Prepriform korteks modeli: “Firtinalar alan1” olarak da anmilan Prepriform
kortekse bikukullin, kainik asit, glutamat, aspartat ve NMDA verilmesiyle cift tarafli
klonik motor ndbetler olusturulabilir (Piredda ve Gale, 1986).

a) Tutusma (kindling) modeli (Alonso-Deflorida ve Delgado, 1958)

b) Beyin dilimleri modeli (Wong ve ark., 1984)

2.2.4.4. Petit Mal Epilepsi Modelleri

a) Talamusun uyarilmasi (Hunter ve Jasper, 1949)

b) Cift tarafli odak modeli (Fisher ve Prince, 1977)

Beyin korteksinin her iki tarafina yaygin olarak konviilsan maddeler verilerek
olusturulmaktadir.

c) Sistemik penisilin modeli (Prince ve Farrell, 1969)

d) Gama-Hidroksi Biitirat (GHB) Modeli (Snead, 1988)

e) Opioid peptid modeli (Snead ve Bearden, 1980)

f) Genetik model: Wistar ve Sprague-Dawley sicanlarinin yaklasik % 30 kadari
spontan olarak epilepsi nobetleri gecirmeye genetik olarak yatkinlik gostermektedir

(Coenen ve Van Luijtelaar, 1987).
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2.2.4.5. Grand Mal (Jeneralize Tonik Klonik) Epilepsi Modelleri

Biiyiik nobet diye adlandirilan bu epilepside EEG frekans1 10 Hz kadar olan ayni1
ana rastlayan bilateral ritmik bosalimlar ve miyoklonik kasilmalar goézlenmektedir
(Gloor ve Fariello, 1988).

a) Genetik Modeller: Isiga duyarli babun modeli (Meldrum, 1984); Farelerde
sesle olusturulan (odyojenik) epilepsi modeli (Fisher, 1989); Paytak fare modeli
(Seyfried ve Glaser, 1985); Epileptik fare (E1) modeli (Suzuki, 1976); Genetik olarak
epilepsiye yatkin sican modeli (Fisher, 1989)

b) Maksimal elektrosok (MES) modeli (Fisher, 1989)

c¢) Sistemik konvulsanlarla olusturulan modeller: Pentilentetrazol, penisilin (Bo
ve ark., 1984; Kozan ve ark., 2008), begmerid, bikukullin, pikrotoksin, homosistin ve
eksitator aminoasitler verilerek olusturulur (Bagirici ve Bostanci, 2001) .

d) Metabolik bozukluklar sonucu meydana gelen epilepsi modelleri: Hipoksi,
hipoglisemi, iiremi, ilag kesilmesi ve yliksek sicaklik gibi durumlarda meydana gelen
epileptik nobetlerdir (Bagiric1 ve Bostanci, 2001).

2.2.4.6. Status Epileptikus Modelleri

a) Lityum pilokarpin modeli (Laird, 1989)

b) Kobalt homosistin modeli (Freed, 1985)

c) Elektriksel modeller (Vicedomini ve Nadler, 1987)

Baz1 konviilsan maddeler birden fazla epilepsi modeli olusturabilmektedir. Su
ana kadar, epilepsi konusunda akla gelen tiim sorulara cevap alabilecegimiz tek bir
model yoktur. Bununla birlikte, modeller {izerinde yapilan ¢alismalarin ancak o modeli
ilgilendiren temel mekanizmalar1 aydinlatabilecegi bilinmelidir. Ayrica, epilepsi
modellerini degerlendirirken, bu modellerin, insanlarda ortaya ¢ikan klinik epilepsilerin

aynisi olmadig1 da goz onilinde bulundurmakta fayda vardir (Marangoz, 1997).
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2.3. Ghrelin

Ghrelin, 3.3 kilodalton agirliginda 28 amino asitten olusan bir peptid hormondur.
Ghrelin kilo kontroliinde, glukoz ve lipid metabolizmasinda rol oynamakla birlikte, GH,
ACTH ve prolaktin salinimma da etki etmektedir (Arvat ve ark., 2001; Korbonits ve
ark., 2004, Van der Lely ve ark., 2004). 1999 yilinda tanimlanan bu hormonun tip la
biiylime hormonu sekrete eden reseptore (GHS-R1a) baglandigi tespit edilmistir. Sigan
midesinden salindig1 tespit edilen ghrelin GHS-Rla reseptorlerine baglanarak doz
bagimli olarak biiylime hormonu salinimini uyarmaktadir (Kojima ve ark., 1999).
Ghrelin sentezi sicanlarda, midenin submukozasinda bulunan X/A-benzeri hiicrelerde,
insanlarda ise P/D; hiicrelerinde ger¢eklesmektedir (Date et al. 2000, Rindi et al. 2002).
Gastrointestinal sistemde duodenum, jejunum, ileum ve kolonda da diisiik seviyede
ghrelin sentezi oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2002). Bunun yaninda santral sinir
sisteminin bazi yerlerinde (arkuat niikleus ve hipotalamus), pankreasta, bazi immiin
sistem hiicrelerinde ve periferal mononiikleer hiicreler (lenfosit ve monositler) de
ghrelin iretmektedir (Lu ve ark., 2002; Date ve ark., 2002; Mager ve ark,. 2008).
Ayrica, overler ve testisler de ghrelin hormonu iretebilmektedir (Garcia et al. 2007).
Ancak, ghrelinin bu ¢ok c¢esitli hiicrelerden sentezlenen grelinin iglevleri heniiz
bilinmemektedir. Su an i¢in sadece endokrin fonksiyonlar1 bilinen ghrelinin, otokrin ve

parakrin etkileri de oldugu diistiniilmektedir.

2.3.1. Ghrelin Reseptoru (GHS-R1a)

Bu zamana kadar yapilan g¢alismalarda ghrelinin baglandig1 sadece 1 adet
reseptdr tanimlanmistir. Biiylime hormonu salgisma yol acan GHS-Rla reseptorii
ghrelinden 3 yil 6nce kesfedilmistir. 1999 yilinda Kojima ve ark. ghrelin hormonunun
bu reseptore baglandigmi ve biiylime hormonu salinmasina yol agtigin1 bulmuslardir.
GHS-R1a reseptorii G-proteinine bagli reseptor siiperailesinin bir liyesidir ve bu
reseptor ailesinin temel 6zelliklerini tagimaktadir. Hiicre membranini yilan gibi 7 kez
kateden bu reseptoriin ektraseliiler tarafta sonlanan bir amino terminal ucu, intraseliiler
tarafta sonlanan bir karboksi terminal ucu bulunmaktadir (Sekil 2-A). Reseptoriin
ekstraseliiler ucunun ligand baglanma bdlgesi oldugu, intraseliiler ucunun ise reseptor
aktivasyon sinyallerini sitoplazmaya aktardig1 diisiintilmektedir. Yaklasik 41 kilodalton

agirliginda olan bu reseptor 366 tane aminoasit icermektedir (Howard ve ark., 1996).
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Ghrelin

.

Sekil 2: A) GHS-Rla reseptoriiniin aminoasit dizisi. Amino asitler harflerle gosterilmistir. Ghrelin
reseptorii 7 adet transmembran heliks yapt icermektedir. Amino terminal u¢ (H>N) ekstraseliiler tarafta,
karboksi terminal ug ise intraseliiler kisimda bulunmaktadir. Aminoterminal uca baglanan ghrelin
karboksi terminal ugta aktivasyon olusturmaktadir (Feighner ve ark., 1998). B) Ghrelinin intraseliiler
Ca'™? kanallarina iizerine etkisini gosteren sinyal iletim yolu. PKC K' kanallarim kapatarak hiicresel
depolarizasyona neden olmaktadir. Hiicresel depolarizasyon ise L- ve T-tipi Ca™? kanallarimin agilmasin
saglamaktadir. (Fosfotidilinositol-fosfoipaz C = PI-PLC, fosfotidilinositol 4,5-bifosfat = PIP,, Protein

kinaz C= PKC, inositol 1,4,5-trifosfat, diagilgliserol = DAG) (Camina, 2006).

27




Ghrelin hormonu karboksi terminal uca baglandigi zaman aminoterminal ug
aktive olur ve G-proteini Gg; araciligiyla fosfolipaz C (PLC) uyarilir. PLC’nin
uyarilmasi inozitol trifosfatin (IP3) intraseliiler konsantrasyonunu arttirir ve 1P3 hiicre
i¢i kalsiyum (Ca®) depolarindan Ca™ salimmasma yol agar. Ayni1 zamanda, PLC bagka
bir alternatif yolaktan voltaj kapih Ca™ kanallarim1 agarak da hiicre ici Ca™’yi
arttirmaktadir, Ca™ nin hiicre icinde artis1 da bliylime hormonu salinimina neden
olmaktadir. Ghrelin biiylime hormonu salgilatici hormona (GHSH) gore 2-3 kat daha
fazla biiylime hormonu salgisina yol agmaktadir. Bu zamana kadar yapilan ¢aligmalarda
eksojen ghrelinin en fazla biiylime hormonu salgilatici oldugu bildirilmistir. Endojen
ghrelinin biiyiime hormonu salgilatict etkisi ise heniiz bilinmemektedir (Arvat ve ark.,
2001; Di Vito ve ark., 2002). Ghrelin ve biiyiime hormonunun giinliik sekresyon
paternleri birbirinden farklhidir ve bu zamana kadar ghrelin ve biiylime hormonu

arasinda plazma konsantrasyonunu gosteren bir ¢alisma heniiz yapilmamastir.

2.3.2. Ghrelinin Besin Alimi ve Enerji Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Insanlarda ve kemirgenlerde yapilan ¢alismalar ghrelinin istah1 ve besin alimini
arttirdigin1  gostermektedir (Nakazato ve ark., 2001; Wren ve ark., 2001). Plazma
ghrelin seviyeleri aglikta 6nemli dl¢lide artmakta, besin alimimdan hemen sonra ise
azalmaktadir (Cummings ve ark., 2001). Bu ylizden ghrelin “aglik hormonu” olarak da
adlandirilmaktadir. Ghrelin bu etkisini, kan-beyin bariyeri olmayan 6n hipofize direkt
olarak gecerek ve burada biiyiime hormunu salgisini uyararak gostermektedir (Horvath
ve ark.,. 2001). Yapilan caligmalar, ghrelinin kan-beyin bariyerini de geg¢ebildigini
gostermektedir (Banks ve ark., 2002).

Merkezi sinir sisteminde hipofizden bagka, enerji dengesinin diizenlenmesinde
rol oynayan birgok alan bulunmaktadwr. Arkuat cekirdek (ARC), paraventrikiiler
cekirdek, dorsomedyal hipotalamus ve area postrema besin alimmin kontroliinde rol
oynarlar. Bunlar arasinda Onemli alanlar birisi de ARC’dir. Ghrelin, ARC’deki
noronlardan néropeptid Y (NPY) ve agouti iliskili protein (AgRP) salinimimi uyarir.
Nakazato ve arkadaslarinin (2001) yaptig1 ¢alismada, NPY ve AgRP antagonistleriyle
birlikte ghrelin verildiginde, ghrelinin besin alimini arttirict etkisinin ortadan kalktig:
gozlemlenmistir. Ayni sekilde, leptin hormonu da NPY ve AgRP iizerinden etki
gostermektedir. Ancak leptin, ghreline zit etki gostererek NPY ve AgRP salinimini
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azaltamakta, bu yolla da tokluk hissi olusturarak besin alimmi azaltmaktadir. (Abizaid
ve Horvath, 2008; Traebert ve ark., 2002; Tung ve ark., 2001).

Ghrelinin kronik olarak uygulanmasi, yaglarm metabolik yakit olarak daha
efektif kullanilmasint ve bu sayede uzun donem enerji metabolizmasinda rol
oynamaktadir (Tschop ve ark., 2000). I vitro yapilan ¢alismalar, ghrelinin doz bagiml
olarak adipositlerde preadiposit diferansiyasyonunu uyardigini ve lipolizi antagonize
ettigini gostermektedir (Choi ve ark., 2003). Ayrica, in vivo uygulanan ghrelin ve des-
acil ghrelinin kemik iliginde adipogenezi indiikledigi goriilmektedir. Ancak, bu etkisini
GHS-R1a reseptorii iizerinden gostermedigi diisiiniilmektedir (Thompson ve ark.,
2004). Ghrelin enerji depolanmasiyla ilgili bu etkilerini doz bagimh olarak

gostermektedir. Yani, fizyolojik dozlardaki etkisi heniiz bilinmemektedir.

2.3.3. Ghrelin ve Epilepsi

Epilepsi ve antiepileptik ilaglar noroendokrin sistemi etkilemekte ve hormonal
degisiklikler nobet esiginde degisimlere neden olmaktadir. Ghrelinin endokrin fonksi-
yonlar1 yaninda epilepsi ve nobet ile iliskili oldugu bilinmektedir. Ghrelinin anti-
konvulsan 6zelligi birgok ¢alismada belirtilmektedir. Yapilan ¢alismalar, epilepside ve
nobet aktivitesinden sonra, hem insanlarda hem de kemirgenlerde ghrelin seviyelerinde
diisiis oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda, ghrelin hormonunun néroprotektif,
antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri de bilinmektedir (Hokfelt et al., Aslan ve
ark., 2009). Ancak, ghrelinin epilepsi ve ndbet aktivitesi lizerine etkisinin tam olarak

anlasilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

2.3.3.1. Ghrelin ve Epilepsi: Hayvanlarda Yapilan Calhismalar

Ghrelin ve epilepsi arasindaki iligki insan ve hayvan ¢aligmalarinda gdsterilmis-
tir ancak sonuglar halen tartigmalidir (Dag ve ark., 2010). Baz1 ¢aligmalar, ghrelinin
antikolvulsan 6zelligi oldugundan bahsetmistir. Sigcanlarda, intraperitoneal olarak
uygulanan ghrelin pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan ndbetleri ertelemekte ve ndbet
evresini diisiirmektedir. Doz bagimli olan bu ¢alismada ghrelin antikonvulsan aktivite
gostermekte ancak nobetleri tamamen engelleyememektedir (Obay ve ark., 2007).
Ghrelinin antikonvulsan etkisini NPY ve GABA iizerinden gosterdigi diistiniilmektedir.

Hipotalamusun arkuat cekirdeginde, ghrelin sentezleyen ndronlarin NPY/AgRP ve
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proopiomelanokortin (POMC) sentezleyen ndronlarla akso-somatic ve akso-dendritik
baglantilar1 oldugu tespit edilmistir (Cowley ve ark., 2003). Cowley ve ark.’larinin
(2001) yaptig1 baska bir elektrofizyolojik calismada ise beyin kaynakli ghrelinin,
NPY/AgRP noronlarini atesleyerek, bu peptidler tizerinden GABA-erjik inhibitor etkiyi
arttird1d1 tespit edilmistir. Ikinci olarak ise, ghrelinin vagal sinir stimiilasyonu yaparak
antikolvulsan aktivite ortaya ¢ikardig: diisiiniilmiistiir (Macdonalds, 1997). Vagal sinirin
stimiilasyou, tedaviye direngli epilepsi hastalarmin %30’unda, nobet frekansint %50
oraninda azalttig1 saptanmistir (Ben-Menachem ve ark., 1999; Handforth ve ark., 1998;
Morris ve Mueller, 1999).

Pilokarpin modeli deneysel epilepside ghrelinin noroprotektif etkisi oldugu
calisilmistir. Pilokarpinle olusturulan nébetlerde hipokampal néronlarda kayip oldugu
ve ghrelinin buradaki noronal 6limii engelledigi belirtilmistir. Ghrelin, hipokampal
noronlarda fosfoinositid-3-kinaz (PI3K)/Akt yolagmi aktive ederek bu néronal 6liimiin
engellendigi diisiiniilmektedir (Xu ve ark., 2009; Chung ve ark., 2007). Bu yolak,
intraseliiler mekanizmalar araciligiyla noronlarm proliferasyonunda ve sag kalimda
onemli rol oynamaktadir (Cuevas ve ark., 2001; Franke ve ark., 1997; Henshall ve ark.,
2002). Bunun yam sira, ghrelinin mitokondrial yolaklar1 kullanarak da anti-apoptotik
ozellik gosterdigi de soylenmektedir (Miao ve ark., 2007; Xu ve ark., 2009; Zhang ve
ark., 2007). Ozellikle, pilokarpinle olusturulan nobetler 24 saat icinde, dnce Bax
proteinini artirtp, sonra Bcl-2 proteinini azaltarak kaspaz-3 aktivasyonuna neden
olmaktadir. Ghrelin ise, hem Bax hem de Bcl-2 proteini oranin1 azaltarak kaspaz-3
aktivasyonunu inhibe etmekte ve bu sayede hipokampal néronlar1 Gliimden
korumaktadir (Xu et al., 2009). Ayrica ghrelin, kainik asitin mikroglia ve astrositler
iizerindeki aktivasyonunu da azaltmakta, tiimor nekroz faktor alfa (TNF, ), interlokin 1
beta (IL-1g) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi proinflamatuar mediatorlerin
ekspresyonunu bloke ederek, metaloproiteinaz-3 expresyonunu engellemektedir.
Metaloproteinaz-3 hipokampal néronlarda hasara neden olmaktadir (Lee ve ark., 2010).

Yapilan deneylerde, ghrelinin NO sentezini uyardigi ve bu sayede NO
yolagiyla iligkili oldugu belirtilmektedir (Korbonits ve ark., 2004). Penisilin modeli
deneysel epilepsi olusturarak yapilan bagka bir calismada ise, ghrelinin doz bagimli
olarak antiepileptik etki gdsterdigi ve nitrik oksit (NO) yolagiyla iligkili oldugu tespit

edilmistir. Ghrelinin antiepileptiform aktivitesi secici nitrik oksit sentez inhibitorii
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7-Nitroindazol ile etkilenmemekte, spesifik olmayan nitrik oksit sentez inhibitorii (L-
NAME) ile geri dondiiriilebilmektedir. Bu bulgular, ghrelinin NO yolagini kullanarak
eksitator ve inhibitér norotransmitter sistemler arasindaki dengeyi etkiledigini
gostermektedir (Aslan ve ark., 2009).

Ghrelinin endokanabinoid salinimini artirdigini yoniinde c¢aligsmalar vardir.
Ghrelinin GHS-R1a reseptdriinii baglanmasi intraseliiler Ca™ iyon seviyesini artirarak
protein kinaz C’yi (PKC) aktive etmekte ve PKC’nin uyarilmasi da di-agil gliserol
lipaz1 kative ederek bir endokanabioid olan 2-Arasidonil gliserol (2-AG) salinimini
uyarmaktadir. 2-AG ise presinaptik ndronda CB; reseptdriine baglanarak glutamat

salinimin1 azalttig1 gosterilmistir (Kola ve ark., 2008), (Sekil 3).

2.3.3.2. Ghrelin ve Epilepsi: Insanlarda Yapilan Calismalar

Ghrelin ile 1lgili olarak yapilan ¢aligmalar 6nce hayvan deneyleriyle baslamis.
Daha sonra insan deneyleriyle devam etmistir. Insanlarda ilk yapilan galismalarda,
epilepsi hastalarinda serum total ghrelin seviyeleri yliksek olarak bulunmustur (Ataie ve
ark., 2011; Berilgen ve ark., 2006; Obay ve ark., 2007). Ghrelin hormonu yiiksek
seviyelerinin, GH ve prolaktin salgisina etki ederek ndbet olusumunu etkiledigi
gosterilmistir. Bunun yani sira, ghrelinin uykuda goriilen yavas dalgalar1 arttirarak uyku
diizenlenmesinde etkili oldugu ve non-REM ddnemini uzattig: tespit edilmistir (Weikel
ve ark., 2003; Van Cauter ve ark., 2008; Van Cauter & Knutson, 2008). Buradan yola
cikarak, serum ghrelin seviyelerinin yiiksekligi ve non-REM doneminin uzamasi
epilepsi hastalarinda ndbet aktivitesine yatkinligi arttirdigr diistiniilmektedir (Berilgen
ve ark., 2006).

Greco ve ark. (2005) valproik asit tedavisi goren epilepsi hastalarinda ghrelin
seviyesinin diger epilepsi hastalarina gore anlamli olarak diistiigiinii, hatta zayif
hastalarin ghrelin seviyelerinin de altinda oldugunu bulmuglardir. Ayrica, valproik asit
tedavisi goren hastalarin serum ghrelin seviyelerinin karbamazepin tedavisi gorenlere
oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Prodam ve ark., 2009).

Ghrelin hormonunun bu yiikselisinin, nobet aktivitesinin veya antiepileptik ilacin
hipotalamo-hipofizer yolaga etki ederek biliylime hormonu salinimini azaltmasi olarak

aciklanmaktadir (El-Khayat ve ark., 2010). GABA konsantrasyonunun diismesi ya da
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GABA antagonistleri kortikal epilepsi olusumunu tetiklemektedir. GABA agonistleri ise
biiylime hormonu salinimini arttirmaktadir (Tamminga ve ark., 1978).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, ghrelin hormonunun epilepsi hastalarinda
diismesine ragmen serum ve salyada kromogranin-A ve obestatin seviyelerinde artis
oldugu saptanmistir (Dag ve ark., 2010). Kromogranin-A sekresyon yapan endokrin
hiicrelerde ve noron vezikiillerinde bulunan asidik bir glikoproteindir ve stres belirteci
olarak bilinmektedir (Hendy ve ark., 1995; Zheng ve Moritani, 2008). Ghrelinin 6nciil
proteini pre-proghrelinin parcalanmasiyla aciga c¢ikan obestatinin ise ghrelinin
antagonisti oldugu diisiiniilmiistiir (Tang ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2005). En ilging
kisim ise, epilepsi hastalarinda ayni genden sentezlenen obestatin artmakta, ghrelin ise
azaltmaktadir. Bu mekanizma heniiz agikliga kavusturulamamistir (Dag ve ark., 2010).
Ek olarak, epilepsi hastalarinda yiiksek dansiteli lipoproteinin (HDL) serum
diizeylerinde diisiis saptanmistir (Aydin ve ark., 2009; Dag ve ark., 2010). Bu diisiis
ghrelinle karsilastirildiginda normal kabul edilebilir, ¢linkii ghrelin, HDL ile igbirligi
yapan hormonlardan bir tanesidir. Yani, ghrelin ve HDL’nin artis1 ve diisiisii

birbirleriyle korele olmaktadir (Beaumont et al., 2003).

Presinaptik
akson

Ghrel_in
O
)

BAPTA ()

Paraventrikiiler cekirdek
t parvoseliler néron

Sekil 3: Parvoseliiler noronlarda ghrelinin endokanabinoid salvmimina etkisi (Kola ve ark., 2008).
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2.4. Kanabinoidler

Esrar (marijuana), eski ¢aglardan beri bilinen, bagimlilia yol agan ve diinyada
en yaygin kotiiye kullanilan yasadisi maddedir. Esrarin kotiiye kullanim sikligi sigara,
kafein ve alkolden hemen sonra gelir. Esrar bitkisinin i¢inde bulunan en etkin psikoaktif
madde olan A’-tetrahidrokanabinol (A’-THC) ve tiirevleri (kanabinoidler), yalnizca
madde bagimlilig1 hususunda degil, ayn1 zamanda tedavi edici kullanimi agisindan da
son zamanlarda arastirmacilar i¢in biliyiik 6nem tasimaktadir (Alici ve Uzbay, 2006).
A’-THC’un ve endojen kanabinoidlerin kesfi, kanabinoid reseptorlerinin tanimlanmasi
ve klonlanmasiyla son yillarda kanabinoidlerin etki mekanizmalarina dair bilgilerimiz
artmistir (Herkenham ve ark., 1990). Bu zamana kadar yapilan ¢aligmalarda, CB; ve CB,
olmak {lizere iki tane kanabinoid reseptorii tanimlanmistir (Wallace ve ark., 2003).
Kanabinoid reseptorlerinin uyarilmasi, insanlarda 6foriye, duysal algilamada artisa,
tasikardiye, agr1 kesici etkiye, antikonvulsan etkiye, konsantrasyon gii¢liigline ve algida

zayiflamaya neden olmaktadir.

YIL BULGULAR
1964............. Cannabis sativa’nin aktif yapist A°-THC izole edildi
1988............. Sican beyinlerinde, kanabinoid baglama sisteminin yeri kesfedildi.
1990............. Sicanlarin G proteini ile baglantili kanabinoid reseptor tip 1 (CB1) klonlandi.
1991............. Insan CBI1 reseptérii klonlandi.
1992....cu0veeee [k endojen kanabinoid olan anandamid kesfedildi.
1993......c0veve Periferdeki CB2 reseptorii klonlandi.
1995 .............Mide ve beyindeki ikinci endokanabinoid olan 2-arasidonil gliserol (2-AG) izole edildi.

2000-2005......CB1 reseptorlerinin yaygin oldugunun bulunmast ile periferik EKS karakterize edildi ve
EKS’nin obezitedeki rolii, sigara bagimliligi, kalp-damar sistemi ve metabolik
fonksiyonlart ile ilgili ¢aligmalar yapildi.

Tablo 3: Kanabinoid sistemin tarihgesi (Plutzky ve Woods, 2006).

2.4.1. Kanabinoid Reseptorleri (CB4 ve CB;)

CB; reseptorii ndronlarda bol miktarda bulunmaktadir. Bu zamana kadar yapilan
calismalar, kanabinoidlerin davranigsal ve noronal etkilerinin hemen hepsinin altinda
CB, reseptoriiniin rol oynadigin1 gostermektedir (Herkenham ve ark., 1990). CB,
reseptoriiniin beynin hangi boliimlerinde var oldugu insan ve hayvan deneyleriyle
acikca ortaya konulmaktadir (Mailleux ve Vanderhaeghen,1992; Glass ve ark., 1997).
Bir¢ok beyin bdlgesinde, kanabinoid reseptér yogunlugu kortikal benzodiazepin, striatal
dopamin ve hatta beyin glutamat reseptorleri kadar yogun bir sekilde goriilmektedir

(Herkenham ve ark., 1990). Ancak, CB; reseptdrlerinin en fazla bazal gangliyonlarda
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(substantia nigra, globus pallidus, enteropediinkiiler niikleus ve lateral kaudat putamen)

ve serebellumun molekiiler tabakasinda bulundugu kanitlanmustir.
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Sekil 4: A) CB; ve CB; reseptorlerinin yapisi, B) CB; reseptériiniin 3 boyutlu gériiniimii

A’-THC ve sentetik analoglarmin hem yapisal selektivite hem de
stereoselektivite gostermelerinden yola ¢ikilarak kendilerine 6zgli bir reseptdrlerinin
oldugu diisiincesi ilk kez sentetik kanabinoid agonisti [3H]CP-55,940’1n sican beyin
membranina yiiksek afiniteli, doygun ve stereoselektif baglanmasiyla gosterilmistir. Bu
baglanma bolgesi G-proteiniyle kenetlenmis (GPCR) bir reseptdr olan CB; dir (Sekil 4),
(Matsuda ve ark., 1990).

CB, reseptorleri ise, CB; reseptorlerinden farkli olarak ¢ogunlukla periferde
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmlarda ana etkilerinin bagisiklik sistemi iizerine oldugu
bilinmektedir (Herkenham ve ark., 1990). Apoptozun uyarilmasi, profilerasyonun ve
sitokin ile kemokin iiretiminin baskilanmasi yoluyla immiinsupresyona yol actig1 da
disiiniilmektedir (Rieder ve ark., 2010). Ayrica, insan PC-3 prostat kanseri hiicrelerinin
biiylimesini durdurdugu one siiriilmiistiir (Olea-Herrero ve ark., 2009).

CB, reseptorleri agirlikli olarak, dalagin marjinal zonunda, tonsillerde,
makrofajlarda, B lenfositlerde, dogal 6ldiiriicii (natural killer) hiicrelerde, monositlerde,
T-lenfositlerde, polimorfoniikleer nétrofillerde ve astrositlerde bulunmaktadirlar
(Ameri, 1999). Son yillarda CB, reseptorlerinin beyin sapinda, kortekste ya da
serebellumda da yer aldigi ve kusmanin kontroliinde rolii olabilecegi de bildirilmistir

(Van Sickle ve ark., 2005).
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Ayni1 CB; reseptorii gibi, CB, reseptorii de G-proteiniyle bagh reseptordiir. CB;
reseptoriiniin aktivasyonu (Gi/o proteininin altbirimi iizerinden) adenilat siklazi inhibe
eder ve sonugta yine protein kinaz inhibe olur. CB; reseptorlerinin aksine CB, reseptorii
Q tipi Ca™* kanallar1 veya ice yonelik rektifiye edici K™ kanallarini uyarmaz, (Felder ve
ark., 1995). Bu zamana kadar yapilan c¢alismalarda, heniiz CB, reseptor antagonisti

bulunamamustir.

CB1 reseptiri

Ekstraseliler alan

Sekil 5: CB; reseptériiniin intraseliiler sinyal yolagi. Adenilat siklaz adenozin trifosfattan (ATP) siklik
AMP (cAMP) olusumuna aracilik etmektedir. CB; reseptor aktivasyonu ise, Gi/o proteinlerini uyararak
adenilat siklazi inhibe etmektedir. Normalde cAMP, protein kinaz A 'min (PKA) diizenleyici alt iinitesine
baglanarak PKA’yi aktive etmekte, PKA'mn aktivasyonu ise A-tipi potasyum kanalmn (K',)
fosforillenmesine ve kanalin kapanmasina neden olmaktadir. Sonug olarak, CB; reseptior aktivasyonu
cAMP olusumunu engellemekte ve béylece K", kanali uyarilmaktadir. Yine, CB; reseptorii tarafindan
Gi/o proteinlerinin uyarimasi, direkt olarak N-tipi veya P/Q-tipi Ca" kanallarimn inhibisyonuna, ice
yonelik rektifive edici K kanallarimin (K';,) ise aktivasyonuna neden olur. Bunlarin yamnda, CB,
reseptor aktivasyonu fokal adezyon kinazi (FAK), fosfotidil inozitol-3-kinaz ve mitojen ile aktive edilmis
protein kinaz (MAP kinaz) gibi bir¢ok intraseliiler kinazin salimmim uyarmaktadir. Kinazlarin
uyarimasi, c-fos ve c-jun gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonuna neden olmaktadir. Ancak,
buradaki mekanizmalain tiimii ayni hiicre icerisinde gerceklesmeyebilir (Kyrou ve ark., 2000).
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2.4.2. Fitokanabinoidler

Fitokanabinoidler, Cannabis sativa (esrar, marijuana) bitkisinden elde edilen,
kanabinoid resptorlerine baglanabilen bitkisel bilesiklerdir. Yaklasik sayilar1 70
civarindadir. Bunlardan en ¢ok bilineni, 1964 yilinda bulunan ve kesfedilmis ilk
kanabinoid bilesigi olan A’-THC’dir. Daha sonra kanabiol ve kanabidiol kesfedilmistir
(EISohly ve Slade, 2005), (Sekil 6, 8).

A’-THC hem CB; hem de CB; reseptér agonistidir. A*-THC, CB; reseptorlerinin
parsiyel agonistidir. Yani, sentetik agonistler (CP 55,940, WIN 55,212-2) gibi
reseptdrde maksimum diizeyde bir aktivasyon ortaya ¢ikaramamaktadir. A’-THC’nin
reseptoriine baglanmasi adenilat siklaz1 bloklamakta, MAP-kinazi ise aktive etmektedir.
Bunun yaninda, Gi/o proteinleri araciligiyla N-tipi ve P/Q-tipi kalsiyum kanallarmi
bloklamakta, potasyum kanallarmi ise aktive etmektedir (Sekil 5). Kalsiyum
kanallarinin inhibisyonu, glutamat, y-amino-biitirik asit (GABA), asetilkolin ve
norepinefrin  gibi  ndrotransmitterlerin  presinaptik  terminallerden  salmimini

azaltmaktadir (Ameri ve ark., 1999).

‘ Y

A°-Tetrahidrokanabinol Kanabinol Kanabidiol

HO

Sekil 6: En ¢ok bilinen fitokanabinoidlerin yapisi.

2.4.3. Endokanabinoidler

Kannabinoid reseptorlerine, bitkisel kaynakli fitokanabinoidlerden bagka
endojen maddelerin ve arasidonik asit tiirevi kimyasal yapilarin da etkin sekilde
baglanabildigi gosterilmistir. Endokanabinoidlerden ilk olarak, endojen bir lipid olan
aragidoniletanolamin (AEA) 1992 yilinda domuz beyninde kesfedilmis ve CB;’e
baglandig1 gosterilmistir. Bu endojen lipide Sanskritcede keyif ve mutluluk verici
anlamina gelen “ananda” ile kimyasal yapisindaki “amid”in birlesimi olarak Anandamid
ismi verilmistir. Anandamid’in tanimlanmasindan sonra 1995 yilinda yine bir

arasidonik asit tiirevi olan ester yapisindaki 2-arasidonil gliserol (2-AG) gosterilmistir

(Sekil 7, 8).
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Endokanabinoidler, in vivo olarak membran fosfolipidlerinden sentezlenen
lipofilik sinyal molekiilleridir. Anandamid, bir membran fosfolipid prekiirsorii olan
N-arasidonik fosfotidiletanolamidin fosfolipaz D tarafindan enzimatik olarak kataliz-
lenmesiyle, 2-AG i1se diacilgliserol lipaz tarafindan diagilgliserolden sentezlenir.
Ihtiyaca gore sentezlenip yikilma 6zelligine sahip olan endokannabinoidlerden
anandamid, yag asidi amid hidrolaz enzimi (FAAH) tarafindan yag asidi ve etanolamine
hidrolize edilir. FAAH enzimi in vivo olarak sadece anandamidin yikilimina spesifik
olup, 2-AG’yi sadece in vitro ortamlarda yikabilir. FAAH enzimi hipokampus,
serebellum ve amigdalada postsinaptik terminallerde bulunmaktadir (Di Marzo ve ark.,
1994; Maccarrone ve ark., 1998; Goparaju ve ark., 1998; Lang ve ark., 1999; Gulyas ve
ark., 2004; Sugiura ve ark., 2006; Cinar ve Cinar, 2011).

Endokanabinoidler, postsinaptik noronun depolarizasyonuna ya da metabotropik
glutamat reseptOrlerinin aktivasyonuna cevaben sentezlenirler. Beyinde ve vuciitta
yaygin olarak sentezlenmektedirler (Devane ve ark., 1992; Mechoulam ve ark., 1995;
Sugiura ve ark., 1995). Anandamid, yarismali olarak kanabinoid reseptorlerine
baglanarak adenilat siklazi ve voltaj bagimli kalsiyum kanallarmi inhibe etmektedir.
Fitokanabinoidlerin aksine, ¢cabuk inaktive olmaktadir. Bu yilizden, metabolik etkilerini
Olecmek zor olmaktadir. Norokimyasal etkileri yiiksek dozlarda veya FAAH tarafindan
metabolizmas1 inhibe edildiginde gbézlenebilmektedir (Adams ve ark., 1998; Wiley ve
ark., 1998; Solinas ve ark., 2007).

p (I'_"] OH
mmﬂpﬂl mﬁj{
OH

Anandamid sn-2-Arasidonilgliserol (2-AG)

Sekil 7: En ¢ok bilinen endokanabinoidlerin yapisi.

2.4.4. Sentetik Kanabinoidler

2000’11 yillarda ortaya ¢ikan bu kanabinoidler, laboratuar ortaminda, bitkilerden
elde edilen dogal kanabinoidlerle kimyasal maddeleri karistirarak olusturulurlar.
Sentetik kannabinoidler, igerdikleri ¢esitli caligmalarla saptanan bu bitkisel karigimlarin

A’-THC gibi CB; ve CB, reseptérlerine baglanarak etkilerini gosterdikleri saptanmustir.
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Bu maddeler siklikla sigara igerisinde igilerek kullanilmakta olup esrar etken maddesi
THC’nin yarattigina benzer psikoaktif etki gdstermektedirler (Uchiyama ve ark., 2010).

A’-THC plato etkisi gosteren bir parsiyel agonisttir ve bunun Stesinde eklenen
madde miktar1 etkiyi arttirmaz. Diger taraftan, sentetik kanabinoidler tam agonistlerdir
ve bu nedenle de daha yiiksek dozlar, plato etkisi yaratmadan daha biiylik bir etkiye
neden olurlar. Sentetik kanabinoidlerin etki siiresi A’-THC’ye gore daha uzun ya da
daha kisa olabilir, ancak etkileri daha giicliidir (Jerry ve ark., 2012). Sentetik
kanabinoidler, kannabinoid reseptorelerine daha yiiksek bir potens ve afinite gosterirler
(Brents ve ark., 2012) ve bazilarmin yar1 Omiirleri daha uzundur ya da aktif
metobolitlerin olusumuna yol agarlar. Bunlarin yaninda sentetik kanabinoidler, A’-
THC’ye gore hipertansiyon, tasikardi, varsanilar, ajitasyon, nobetler ve panik ataklar
gibi genelde acil tibbi tedavi gerektiren ciddi yan etkilerlerle agik¢a daha siklikla
iliskilidir (Huffman ve Padgett, 2005).

Sekil 8: CB-selektif sentetik kanabinoid reseptér agonistlerinin yapisi.

Sentetik kanabinoidler, uyusturucu madde olarak kullanilmalarmmin yani sira
bilimsel deneyler icin de Onemli bir ¢alisma alanmidir. Uyusturucu olarak en sik
kullanilan kanabinoidler JWH-018, JWH-073, CP-47497, JWH-200 ve kanabisiklo-
heksanol iken, bilimsel ¢alismalarda en sik ACEA, ACPA, metanandamid, O-1812
(agonistler), SR141716A (rimonabant), AM251, AM281, SR144528 ve LY320135
(antagonistler) kullanilmaktadir (Sekil 9, 10)
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Sekil 9: CB, reseptorii ve bu reseptire baglanan kanabinoidler (Ross, 2007)
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Sekil 10: Sentetik kanabinoid reseptor antagonistlerinin yapisi.
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2.4.5. Kanabinoidlerin Fizyolojik Etkileri

CBI1 reseptorleri merkezi sinir sistemi ve periferik organlardaki etkilerinden
dolay1 pek c¢ok hastaligin patofizyolojisinde 6nemli rol oynarlar. Genel olarak CBI
reseptOriiniin aktivasyonu agri, anksiyete, depresyon, travma sonrasi stres bozuklugu,
postmenopozal osteoporoz, kanser ve ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde,
inhibisyonu ise obezite, diyabet, karaciger hastaliklari, alkol ve ila¢ bagimlilig1 ve
tedavisinde terapotik amagli kullanilabilirler (Cinar ve Cinar, 2012).

2.4.5.1. Kanabinoidlerin Akut Etkileri

Insanda kanabinoid bilesikleri genellikle sigara seklinde icilse de, buharlastirma
ve oral yolla da kullanildiklar1 da bildirilmistir (Vandrey ve ark., 2012). Parenteral yolla
kullanimi ise heniiz bildirilmemistir. I¢ildikten hemen sonra akcigerlerden absorbe
edilmesi ve kisa siirede beyin gibi diger organlara tekrar dagilimin gergeklesmesiyle
kanabinoidlerin akut etkileri genelde bir ka¢ dakika i¢cinde baslar. Ancak, oral kullanim
sonrasinda, gida alimma, sindirim aktivitesine ve ilk gecis etkisindeki degisikliklere
bagl olarak etkinin baslamasida bir gecikme olabilir. Lipofilik olan bu molekiiller,
biiylik olasilikla yiiksek dagilim hacmine sahiptir ve kronik kullanim sonrasinda
viicudun yag igeren kompartmanlarinda depolandiklar1 diisiiniilmektedir (UNODC,
2013).

CB,; reseptorlerinin uyarilmasi1 akut donemde, kalp atim hizinda artma,
konjunktival kizariklik, fiziksel giicte azalma, istahin ve yiyecek aliminin artmasi gibi
birtakim etkilere yol agmaktadir (Hollister, 1983). Esrarin insanlar {izerindeki subjektif
etkileri; heyecanlanma ve fikir ucusmasi, duyularin azalmasi, zaman ve mekan
kavramlarmin bozulmasi, duygudurum bozukluklari, illiizyonlar ve haliisinasyonlar
seklinde ortaya cikar (Dewey, 1986). Bu etkiler alkol ile beraber alindiginda daha da
artmaktadir. Yapilan hayvan calismalarinda kanabinoidler azalmigs spontan aktivite,
analjezi, azalmis rektal 1s1 ve rijit immobilite (katalepsi)’yi igeren bazi davranig
parametrelerini degistirmektedir. Bu farmakolojik etkiler kemirgenlerde kanabimimetik
aktivitenin gostergesi olarak bilinir (Ameri, 1999).

2.4.5.2. Kanabinoidlerin Kronik Etkileri

Merkezi sinir sistemi: Endokannabinoid sistemin merkezi sinir sistemi
hastaliklarindaki rolii kannabinoid sistem farmakolojisi alaninda en yogun calisilan

arastirma alani olmustur.

40



Endokannabinoidler CB; ve CB, reseptorleri araciligiyla immiin yanit1
diizenleyerek noroprotektif etki gosterirler. Bu mekanizmalardan dolay1 endokanabinoid
sistem hem epilepsi, travmatik beyin hasar1 ve fel¢ gibi akut sinirsel hasarlarda hem de
multipl skleroz (MS), Parkinson, Huntington, amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve
Alzheimer hastaliklar1 gibi kronik nérodejeneratif hastaliklarda onemli ndroprotektif
role sahiptir (Mechoulam, 2002).

Saglikli bireylerde, asir1 dozda esrar ve A’-THC kullanimindan sonra psikotik
belirtilerin (deliizyon, sanri, bilissel bozukluklar) gelisimi ve sizofrenlerde ise esrar
kullaniminin psikotik semptomlar1 deprestirmesi s6z konusudur (Emrich ve ark., 1997).
A’-THC’nin hayvanlar {izerinde diisik dozlarda anksiyolitik, bazi sentetik
kannabioidlerin ise yliksek dozlarinda anksiyojenik etkileri goriilmiistiir (McGregor ve
ark., 1996; Arevalo ve ark., 2001). Ote yandan CB1 reseptdr aktivasyonu antidepresan
benzeri etki gosterebilecegi gibi, reseptor blokaji anksiyojenik ve depresyon benzeri
etkilere neden olur. CB1 reseptorii bulunmayan transgenik farelerde anksiyete ve
depresyon benzeri bir fenotip goriilmiistiir (Haller ve ark., 2002).

Bagimhhk: Mezokortikolimbik yolaktaki dopaminerjik noronlar, endokana-
binoidlerin presinaptik CB1 reseptorleri lizerinden aksi yonde sinyal iletimi ile etki
gosterip, diizenledikleri glutamaterjik ve GABAerjik afferentler ile kontrol edilmektedir
(Melis ve ark., 2004; Robbe ve ark.,, 2002). Ilag bagimliligina neden olan
kanabinoidlerayni1 opioidler, nikotin ve alkol gibi etkilerini ventral tegmental alan’da
endokannabinoid salinimiyla gdsterirler (Maldonado ve ark., 2006).

Agn: Esrarin bilinen en eski tibbi kullanimi agr1 kesici etkisidir. Hayvanlardaki
agr1 modellerinde gerek endokanabinoidler gerekse sentetik CB; reseptor agonistleri
uygulanarak yapilan g¢aligmalar, kanabinoidlerin kimyasal, mekanik ve termal agri
uyaranlar1 ile olusturulmus akut agriya karsi etkili oldugunu gostermektedir (Guindon
ve ark., 2006). Ayrica, kanabinoidlerin inflamasyon kaynakli ve noropatik agr1 gibi
kronik agrilarda da etkili olduklar1 kanitlanmistir (Guindon ve Beaulieu, 2006; Li ve
ark., 1999). Kanabinoidlerin agri1 kesici 0zellikleri merkezi sinir sistemi, omurilik ve
periferik sinir sisteminin katildig1 karmasik bir mekanizma ile diizenlenmektedir
(Hohmann ve ark., 1998; Hohmann ve Herkenham, 1999).

Obezite: Santral sinir sisteminde endokanabinoid sistem aktivasyonunun

oreksijenik etkileri hipotalamus ve limbik sistemdeki yemek yeme davranisini artirmasi
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sonucunda gerceklesmektedir (Tucci ve ark., 2004; Di Marzo ve ark., 2001). Enerji
homeostazini periferde kontrol eden karaciger, yag dokusu, pankreas ve iskelet kaslar
gibi dokularda endokanabinoid sistemin aktivasyonu, metabolik hastaliklarda karinda
yag birikimine, hiperglisemiye ve dislipidemiye neden olmaktadir (Osei-Hyiaman ve
ark., 2005; Kunos ve ark., 2008).

Kardiyovaskiiler sistem: Endokanabinoid sistemin damarlar, miyokard,
otonom sinir sistemi ve merkezi sinir sistemi lizerinden 6nemli kardiyovaskiiler etkileri
buunmaktadir (60,61). CB, reseptorleri miyokardda negatif inotropik etki gosterirken,
damarlar iizerindeki CB; reseptorlerinin ise vasodilator etkileri bilinmektedir (Batkai ve
ark., 2004; Gebremedhin ve ark., 1999).

Kanser: Endokanabinoid sistemin etkilerinin ve mekanizmalarmin zamanla
anlasilmas1 ve meme, prostat, glioma, karaciger, kemik kanserleri gibi bir¢ok kanser
tirlinde son zamanlarda yapilan c¢alismalar, endokanabinoidleri katabolize eden
enzimlerin ve kanabinoid reseptorlerinin kanserli dokularda fonksiyonel olarak
bulundugunu ve hatta bazi1 kanser tiirlerinde arttigim1 gostermektedir (Endsley ve ark.,
2008). CB; reseptor aktivasyonu kanserli dokularda hiicre bolinmesini, timor
biiylimesini, metastazi dnleyerek ve programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptozis) artirarak
antitlimoral etki gosterdigi bir¢cok calismada bulunmustur (Ligresti ve ark., 2006; Ramer
ve ark., 2010).

Solunum sistemi: Ozellikle inhalasyon yoluyla kronik kanabinoid kullanimi
solunum sisteminde biiyiik hasarlar olusmasma neden olmaktadir. Kisa vadede kronik
bronsit benzeri semptomlar ortaya ¢ikarken (Oksiiriik, balgam, wheezing vs.), uzun
siireli maruziyet ayrica solunum sistemi kanserlerinin insidansmi da artirmaktadir

(Bloom ve ark., 1987).

2.4.6. Kanabinoidlerin Antikonvulsan Etkileri

In vitro ve in vivo yapilan bir¢ok deneysel epilepsi ¢alismalarinda ¢ok miktarda
kanabinoid analogu test edilmistir. Bu ¢alismalarda, beynin i¢indeki endokanabinoid
sistem, nobetlerin diizenlenmesinde 6nemli role sahip oldugu gosterilmistir (Blair ve
ark., 2006; Deshpande ve ark., 2007). Kanabinoidlerin antikonvulsan etkilerinin
molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak, CB; reseptor
aktivasyonuyla beraber, doz bagimli olarak glutaminerjik sistemlerin baskilandigi,

GABAerjik sistemlerin ise aktive oldugu distiniilmektedir. (Feigenbaum ve ark., 1989).
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Wallace ve ark. (2011), maksimal elektrosok modeli kullanarak yaptiklari
¢alismada, A’-THC'nin ve kanabimimetik bilesiklerin (WIN55,212-2) antikonvulsan
aktivite gosterdiklerini kanitlamiglardir. Bu antikonvulsan etkinin kanabinoid CB;
reseptoriinden kaynaklandigini 6ne siiriilmektedir. Yine yapilan diger ¢alismalarda WIN
55,212-2 bilesiginin status epilepticus modelinde, deneysel pilokarpin modelinde ve
noronal kiiltiir ile olusturulan epilepsi modelinde CB; reseptorii aktivasyonu araciligiyla,
spontan tekrarlayan epileptiform desarjlar1 biitiintiyle baskiladig1 gosterilmistir (Wallace
ve ark., 2003; Blair ve ark., 2006). Bunun yaninda, Nakatsuka ve arkadaslar1 CB,
reseptor antagonisti AM-251 verildiginde, CB; reseptor agonisti WIN 55,212-2in
etkisinin ortadan kalktigini, spike frekans ve amplitiidiinde herhangi bir baskilanma
olmadigint kanitlamislardir (Nakatsuka ve ark., 2003). Kozan ve arkadaslar1 ise,
penisilinle olusturulan deneysel epilepsi modelinde, intraserebroventrikiiler (i.s.v.)
enjekte edilen ACEA’nm spike frekansini anlamli derecede azalttigini, AM251’°in ise
spike frekansini anlamli dl¢iide arttirdigini bulmuslardir (Kozan ve ark., 2009). Sonug
olarak, insanlardaki ¢alismalarda ve hayvanlarda yapilan birgok ndbet modelinde,
kanabinoidlerin doza bagli olarak antikonvulsan ozellikler gosterdigi saptanmistir

(Cunha ve ark., 1980; Karler ve ark., 1981).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Sunulan ¢alismada, agirliklart 200-250 gr arasinda degisen 168 adet Wistar
Albino erkek sigan kullanildi. Sicanlar Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Arastirma Merkezi’'nden temin edildi. Bu merkezde hayvanlar yem ve su kisitlamasi
olmaksizin dogal aydmlik-karanlik dongilisiinde 12-16 haftalik oluncaya kadar
yetistirildiler. Hayvanlar, deneysel calismalardan yaklasik 1 hafta Once arastirma
merkezinden alinip Anabilim Dalimizdaki hayvan laboratuarinda ayni sartlar saglanarak
kontrol altinda tutuldular. Deneysel arastirma standartlarina uymayan sicanlar ¢alisma

dis1 birakildilar.

3.2. Elektrokortikogram (ECoG) Kayitlari

3.2.1. Uyanik Siganda ECoG Kayitlari

Operasyondan 1 giin 6nce a¢ birakilan sicanlar, 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
ksilazin ile anesteziye alindiktan sonra stereotaksi cihazma sabitlendi. Kafa derisi
yaklagik 3 cm uzunlugunda bir insizyonla rostro-kaudal dogrultuda agildi. Kemik doku
iizerindeki zar temizlendikten sonra bregma saptandi (referans noktasi). Bir el drilli
kullanilarak, 1 mm genisliginde matkap ucu ile kafatasinin 4 ayr1 noktasma delik agild1.
Bu deliklerden 3 tanesine elektrokortikogram kaydi i¢in, beyin zarlarma temas edecek
sekilde paslanmaz celik vida yerlestirildi (Sekil 11-B). Yerlestirilen 3 vida, 3 adet 0.5
mm kalinligindaki kablo ile hayvanin hareketlerini kisitlayamayacak kiiciik bir jak
cikisma baglandiktan sonra vidalar ve intraserebroventrikiiler (i.s.v.) kaniil siganin
kafasina dental akrilik ile sabitlenip, kurumaya birakildi. 45 dakika siirecek bu islemden
sonra enfeksiyonu dnlemek i¢in hayvana 3 giin boyunca giinde 2 kez intraperitoneal yol
ile 50 mg/kg ampisid enjekte edildi. Cerrahi islemden sonra hayvan 1 hafta dinlenmeye
birakildi. 1 hafta sonra cerrahi islem ile yerlestirilen jak c¢ikisina, jak girisi takildi (Sekil
11-C) ve bu giris PowerLab veri kazanim sistemine baglandi (Sekil 11-A). Bu sekilde
beyinden ECoG kaydi elde edildi ve elde edilen bu kayitlar offline olarak analiz edildi.
Vidalar asagidaki koordinatlara gore sabitlendi (Sekil 11-B):
1. Bregmanin 4 mm anterioru, orta ¢izginin 3 mm sol laterali (Pozitif elektrot)
2. Bregmanin 4 mm posterioru, orta ¢izginin 3 mm sol laterali (Negatif elektrot)

3. Bregmanin 4 mm posterioru, orta ¢izginin 3 mm sag laterali (Toprak elektrodu)
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Sekil 11: Uyanik siganda gergeklestirilen islemler.
A- 16 kanalli Powerlab veri kazanim sistemi ve baglantilar
B- Vidalara elektrot kablolarinin sariimast islemi
C- Deney sirasinda cam kafes igerisindeki hayvanin gériintiisii
D- i.s.v. kaniilden Hamilton mikroenjektor ile enjeksiyon islemi

3.2.2. Anestezi Altindaki Sicanda ECoG Kayitlari

Epileptiform aktivite olusturmak iizere operasyondan 1 giin 6nce a¢ birakilan
sicanlar, 1,25 gr/kg iiretan (i.p.) ile anesteziye alindiktan sonra basmin {ist kismindaki
tilyler temizlenerek stercotaksik cihaza sabitlendi. Spontan solunuma birakilan
hayvanlarin kafa derisi rostro-kaudal dogrultuda ortalama 3 cm uzunlugunda bir
insiizyonla ac¢ildi (Sekil 12-A). Somatomotor korteks tizerindeki yumusak doku
uzaklastirildiktan sonra varsa kiiciik kanamalar bonewax (kemik mumu) (W810,

ETHICON) yardimiyla durduruldu. Daha sonra bregma (referans noktasi) saptandi.
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Stereotaksik cihaz ile bregma referans alinarak 1 mm c¢apinda 2 adet delik el drilli
yardimiyla acgildi (bregmadan 3 mm lateral, 4 mm rostral dogrultusunda 1 delik;
bregmadan 3 mm lateral, 4 mm kaudal dogrultuda 1 delik). A¢ilan deliklere 6zel yapim
paslanmaz celik vidalar yerlestirildi ve vidalar vertikal yonde 1 mm derine iletildi. Daha
sonra bu vidalara stereo jaktan yapilmis olan disi elektrot sabitlendi ve erkek jakla
birlikte sistem Powerlab veri kazanim sistemine baglandi. Bu sekilde beyinden ECoG
kaydi elde edildi ve elde edilen bu kayitlar offline olarak analiz edildi.

Vidalar asagidaki koordinatlara gore sabitlendi:

1. Bregmanin 4 mm anterioru, orta ¢izginin 3 mm sol laterali (Pozitif elektrot)

2. Bregmanin 4 mm posterioru, orta ¢izginin 3 mm sol laterali (Negatif elektrot)

3. Toprak elektrot ekartasyon i¢in kullanilan mosquitoya sarild1

Sekil 12: Anestezi altindaki sigana uygulanan islemler.
A- Kafa derisinin rostro-kaudal dogrultuda agilmasi

B- Hamilton mikroenjektor ile intrakortikal penisilin enjeksiyonu

3.3. ilaglar ve Verilis Yollari

Uyanik sigana yapilan tiim enjeksiyonlar i.s.v. kaniil araciligiyla gerceklestirildi.
Eksternal kaniil bregma noktasindan 1.1 mm lateral, 1.5 mm rostral ve 3.2 mm derine
yerlestirildi (lateral ventrikiile 1 mm mesafeye kadar). Deney giinii, internal kantil ise
hamilton mikroenjektére bagland1 ve eksternal kaniiliin icinden 4.2 mm derine

ilerletilerek enjeksiyon gerceklestirildi (Sekil 11-D).
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Anestezi altindaki sicanda ise, Hamilton mikroenjektor ile direkt olarak 1.1 mm
lateral, 1.5 mm rostral ve 4.2 mm derinlige 1.s.v. enjeksiyonlar gerceklestirildi. Beyin
korteksine yapilan penisilin enjeksiyonu, Bregma noktasindan 2 mm lateral, 2 mm
rostral ve 2.5 mm derinlige yine Hamilton mikroenjektorii araciligiyla intrakortikal
olarak enjekte edildi (Sekil 12-B).

Penisilin G Potasyum :

Molekiiler formiilii: C;H;7KN,O4S (I.E. Ulagay 1.000.000 Unite)

Molekiiler agirhigi: 372.48 g/mol

(Coziindiirme ve saklama: Uyanik sicanlarda deneyden hemen once 67 mg

penisilin tartilarak 1 ml distile suda ¢oziindiiriildii. Olusan ¢6zeltiden 3ul Hamilton ile
cektigimizde 300 IU penisilin elde ettik. Anestezi altindaki sicanlarda ise deneyden
hemen once 67 mg penisilin tartilarak 0.5 ml distile suda c¢oziindiiriildii. Olusan
cozeltiden 2.5 pl Hamilton ile ¢ektigimizde 500 IU penisilin elde ettik.

Uygulanma sekli: Uyanik siganda spike aktivitesi olusturmak iizere 300 IU

dozunda 3 pl hacimde (i.s.v.) olarak yukarida belirtilen koordinatlarda enjekte edildi
(coziicii: distile su). Anestezili deneylerde ise 500 IU dozunda 2.5 ul hacimde Penisilin-
G kortekse (1.k.) enjekte edildi

Ghrelin : (Rat)

Molekiiler formiilii: C;39H231N4504; (Tocris 2951)

Molekiiler agirhigi: 3188.63 g/mol

Coziindiirme ve Saklama: 1 mg ghrelini 2 ml distile suyla ¢6zdiik ve ¢ozeltiyi

ikiye boldiik. 1 mililitresinin tistiine 1 ml daha ekledik ve 0.5 pg ghrelin (2 pl) i¢in
yeterli hacme ulastik. Her iki ¢ozeltiyi de 5 pl’lik hacimlerde ependorflara bolerek -20
°C’de deney giiniine kadar dondurduk ve deney giinii enjeksiyondan 15 dakika dnce
coziindiirerek oda sicakligina getirildi.

Uygulanma sekli: Penisilin enjeksiyonundan 30 dakika sonra, etkilesim deneyle-

rinde maddenin uygulanmasindan 10 dakika sonra 0.5 pg ve 1 pg dozlarinda 2 pl
hacimde i.s.v. olarak enjekte edildi.

AM-251 : (1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-
1Hpyrazole-3-carboxamide)

Molekiiler formiilii: C,,H, 1 N4OCLI (Sigma A6226)

Molekiiler agirhigi: 555.24 g/mol
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Coziindiirme ve Saklama: 10 mg AM-251 o6nce 28 ml DMSO ile

coziindiirtildiikten sonra tlizerine 12 ml SF eklendi. Boylece 40 ml soliisyon i¢inde 10
mg AM-251 elde ettik. Olusan ¢ozelti 20 pl’lik ependorflara bolinerek -20 °C’de
donduruldu ve enjeksiyondan 15 dakika dnce ¢dziindiirerek oda sicakligina getirildi.

Uygulanma sekli: Penisilin enjeksiyonundan 30 dakika sonra 0.25 pug ve 0.5 pg

dozlarinda 2 pl hacimde i.s.v. olarak enjekte edildi.
ACEA : (Arasidonyl-2- chloroethylamide hydrate)
Molekiiler formiilii: C;39H231N4504; (Sigma A9719)
Molekiiler agirhigi: 3188.63 g/mol
Coziindirme ve Saklama: 25 mg ACEA once 4.667 ml DMSO ile

cOziindiiriildiikten sonra tlizerine 2 ml SF eklendi. Boylece 40 ml soliisyon i¢inde 6.667
mg ACEA elde ettik. Olusan ¢ozelti 20 pl’lik ependorflara béliinerek -20 °C’de
donduruldu ve enjeksiyondan 15 dakika dnce ¢oziindiirerek oda sicakligina getirildi.

Uygulanma sekli: Penisilin enjeksiyonundan 30 dakika sonra, etkilesim deneyle-

rinde maddenin uygulanmasindan 10 dakika sonra 2.5 ug ve 7.5 pg dozlarinda 1 pl

hacimde i.s.v. olarak enjekte edildi (¢oziicii: DMSO/Salin: 7/3).

3.4. Deney Gruplari

Uyanik sicanlarda deneysel epilepsi olusturmak i¢in 300 IU (i.s.v.) Penisilin-G
potasyum kullanildi. Anestezili hayvanlarda ise 500 IU Penisilin-G potasyum kortekse
enjekte edildi. Ghrelinin epileptiform aktivite {izerine en etkin ve etkisiz dozlar1 daha
once laboratuarimizda yapilmis olan bir caligmanin verilerine dayanarak belirlendi
(Aslan ve ark., 2009). Kanabinoid sistemin uyanik sicanda epileptik aktivite iizerine
etkilerini arastirmak i¢in de CB1 reseptor agonisti ACEA 7.5 pg (i.s.v.) ve CBI reseptor
antagonisti AM-251 0.25 pg (is.v.) kullanildi. Bu maddelerin dozlar1 yine
laboratuarimizda daha 6nce yapilmis olan bir ¢alisma baz alinarak calisildi (Kozan ve
ark., 2009) Ardindan da iki sistemin birbiri ile etkilesimini incelemek i¢in ghrelin ile

kanabinoid reseptor agonistleri ve antagonistleri kombine edilerek calisildi.
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Deney gruplar1 asagidaki gibi belirlenmistir:

1. Kontrol grubu (uyamk sican): 3 pl serum fizyolojik (SF) is.v. enjeksiyonun

etkisini kontrol etmek amaciyla kantilden lateral ventrikiile uygulandi (n=7).

2. Kontrol grubu (anestezili sican): 2.5 pl SF intrakortikal olarak penisilin enjek-

siyonlarinin yapildig1 koordinatlar tizerinden somatomotor kortekse uygulandi (n=7).

3. Penisilin (300 IU) grubu (uyanik sican): 300 IU penisilin i.s.v. olarak uygulandi, 3
saat boyunca ECoG kayd1 alind1 (n=7).

4. Penisilin (500 IU) grubu (anestezili sican): 500 IU penisilin i.k. olarak uygulandi ve
3 saat boyunca ECoG kayd1 alind1 (n=7).

5. Penisilin (300 IU) + AM-251 (0.25 pg) grubu (uyanik sican): 300 IU penisilin i.s.v.
olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM25 0.25 pg dozda i.s.v. olarak uygulandi ve 3 saat
ECoG kayd1 alind1 (n=7).

6. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.25 pg) grubu (anestezili sican): 500 IU penisilin
1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 0.25 pg dozda i.s.v. olarak uygulandi ve
3 saat ECoG kaydi alind1 (n=7).

7. Penisilin (300 IU) + ACEA (7.5 pg) grubu (uyanik sican): 300 IU penisilin i.s.v.
olarak uygulandiktan 30 dk sonra ACEA 7.5 ug dozda i.s.v. olarak uygulandi ve 3 saat
ECoG kaydi alind1 (n=7).

8. Penisilin (500 IU) + ACEA (7.5 ng) grubu (anestezili sican): 500 IU penisilin 1.k.
olarak uygulandiktan 30 dk sonra ACEA 7.5 ug dozda i.s.v. olarak uygulandi ve 3 saat
ECoG kaydi alind1 (n=7).

9. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.5 pg) grubu (anestezili sican): 500 IU penisilin 1.k.

olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 0.5 ng dozda i.s.v. olarak uygulandi ve 3
saat ECoG kaydi alind1 (n=7).
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10. Penisilin (500 IU) + ACEA (2.5 ug) grubu (anestezili sican): 500 IU penisilin 1.k.
olarak uygulandiktan 30 dk sonra ACEA 2.5 ug dozda i.s.v. olarak uygulandi ve 3 saat
ECoG kaydi alind1 (n=7).

11. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.25 ng) + ACEA (7.5 ng) grubu (anestezili si¢an):
500 IU penisilin 1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 (0.25 ng, 1.s.v.) verildi.
AM-251"den 10 dk sonra ACEA (7.5 pg, 1.s.v.) uyguland1 ve 3 saat ECoG kayd1 alindi
(n=7).

12. Penisilin (500 IU) + Ghrelin grubu (1 pg) grubu (anestezili sican): 500 TU
penisilin ik. olarak uygulandiktan 30 dk sonra ghrelin 0.5 pg dozda i.s.v. olarak
uygulandi1 ve 3 saat ECoG kayd1 alind1 (n=7).

13. Penisilin (500 IU) + Ghrelin (0.5 pg) grubu (anestezili sican): 500 IU penisilin
1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra ghrelin 1 pg dozda i.s.v. olarak uygulandi ve 3
saat ECoG kaydi alind1 (n=7).

14. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (1 ng) grubu (anestezili sican):
500 IU penisilin 1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 (0.25 ng, 1.s.v.) verildi.
AM-251"den 10 dk sonra ghrelin (1 pg, i.s.v.) uyguland1 ve 3 saat ECoG kaydi1 alindi
(n=7).

15. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.5 ng) + Ghrelin (1 pg) grubu (anestezili sican):
500 IU penisilin 1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 (0.5 pg, i.s.v.) verildi.
AM-251"den 10 dk sonra ghrelin (1 pg, i.s.v.) uyguland1 ve 3 saat ECoG kaydi alindi
(n=7).

16. Penisilin (500 IU) + Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 ng) grubu (anestezili sican):
500 IU penisilin 1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra ghrelin (0.5 pg, i.s.v.) verildi.
Ghrelinden 10 dk sonra ACEA (2.5 pg, i.s.v.) uygulandi ve 3 saat ECoG kayd1 alind1
(n=7).
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17. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 ng)
grubu (anestezili sican): 500 IU penisilin 1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-
251 (0.25 pg, 1.s.v.) verildi. AM-251"den 10 dk sonra ghrelin (0.5 pg, i.s.v.) uyguland.
Ghrelinden 10 dk sonra ise ACEA (2.5 pg, 1.s.v.) enjekte edildi ve 3 saat ECoG kaydi
alind1 (n=7).

18. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.5 ng) + Ghrelin (0.5 ng) + ACEA (2.5 pg) grubu
(anestezili sican): 500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 (0.5
pg, is.v.) verildi. AM-251’den 10 dk sonra ghrelin (0.5 pg, i.s.v.) uygulandi.
Ghrelinden 10 dk sonra ise ACEA (2.5 pg, 1.s.v.) enjekte edildi ve 3 saat ECoG kaydi
alind1 (n=7).

19. Penisilin (500 IU) + Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubu (anestezili sican):
500 IU penisilin i1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra ghrelin (1 pg, 1.s.v.) enjekte
edildi. Ghrelinden 10 dk sonra ACEA (7.5 pg, i.s.v.) uygulandi ve 3 saat ECoG kayd1
alind1 (n=7).

20. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (1 ng) + ACEA (7.5 ng) grubu
(anestezili sican): 500 IU penisilin 1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 (0.25
pg, i.s.v.) verildi. AM-251"den 10 dk sonra ghrelin (1 pg, i.s.v.) uygulandi. Ghrelinden
10 dk sonra ise ACEA (7.5 pg, i.s.v.) enjekte edildi ve 3 saat ECoG kayd1 alind1 (n=7).

21. Penisilin (500 IU) + AM-251 (0.5 pg) + Ghrelin (1 ng) + ACEA (7.5 pg) grubu
(anestezili sican): 500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 (0.5
ug, i.s.v.) verildi. AM-251"den 10 dk sonra ghrelin (1 pg, i.s.v.) uygulandi. Ghrelinden
10 dk sonra ise ACEA (7.5 pg, i.s.v.) enjekte edildi ve 3 saat ECoG kaydi alind1 (n=7).

22. Ghrelin grubu: Tek basina ghrelin 1 pg dozda 1.s.v. olarak uygulandi ve 3 saatlik
ECoG kaydi alind1 (n=7).

23. ACEA grubu: Tek bagina ACEA 7.5 ng dozda i.s.v. olarak uyguland1 ve 3 saatlik
ECoG kaydi alind1 (n=7).

24. AM-251 grubu: Tek basina AM-251 0.25 pg dozda i.s.v. olarak uygulandi ve 2
saatlik ECoG kaydi alind1 (n=7).
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3.5. Elektrofizyolojik Kayitlarin Degerlendirilmesi

Deneylerde kullanilan tiim sicanlarin 5 dakikalik bazal aktivite kayitlar1 alindik-
tan sonra intrakortikal penisilin enjeksiyonu yapildi. Penisilin enjeksiyonundan en fazla
2 dk sonra spike aktivitesi goriilmeye baslandi. Etkilesim deneylerinde, son maddenin
enjeksiyonundan sonra 3 saat kayit alind1 ve kayit sonlandirildi. Alinan ECoG kayaitlari
online olarak PowerLab veri kazanim sistemi ile bilgisayara kaydedildi ve depoland:.
Deneyler sonucunda elde edilen epileptiform aktivite offline olarak spike frekansi ve
amplitiidii agisindan analiz edildi. ECoG kayitlar1 Chart v7.0.3 (ADInstruments,
Avustralya) yazilimi ve bu yazilimin makro ozellikleri sayesinde birer dakikalik
bolimlere ayrildi (Sekil 13). Her dakika basmna diisen spike sayisi ve spike’larin
ortalama amplitiidleri (peak to peak) bu yazilimm 6zellikleri sayesinde otomatik olarak
hesaplatildi (Sekil 14). Deneyde kullanilan tiim hayvanlardan elde edilen kayitlar igin
bu hesaplama ayr1 ayr1 yapildi.
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Sekil 13-A: ECoG kayitlarimin eldesinde kullanilan paket program ve kayit anindan bir gériintii.
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Sekil 13-B: Kaydedilen epileptik spikelarin frekans ve amplitiid degerlerinin hesaplanmasi.

3.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen elektrofizyolojik kayitlarin tamami sayisal degerlere doniistiiriildii.
Istatistiksel analiz i¢in GraphPad Instat (v3.06) yazilim1 kullanild1 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Elde edilen verilerin normal dagilima uydugu tespit edildikten
sonra tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Varyans analizi sonucunda
gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark saptandi ve grup varyanslarinin
heterojen olduklar1 goriildii. Bu farkin nereden kaynaklandigmi saptamak maksadiyla
bir Post-Hoc testi yapildi (One-Way Anova Tukey Kramer Post-Hoc Test). Grafik, tablo
ve metin icerisinde kullanilan deney gruplarina ait degerler, ortalama + standart hata
(SEM) olarak ifade edildi. Testlerden elde edilen sonuglara gore p<0.05’in altinda olan

degismeler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Sunulan ¢alisma iki asamadan olusmaktadir;

1. Uyanik sicanlarda, CB; reseptor agonisti ACEA ve antagonisti AM-251’in
etkisi incelendi. Penisilin 300 IU (3 pul), AM-251 0.25 pg (2 ul), ACEA ise 7.5 pg (1 pl)
dozlarinda i.s.v. olarak enjekte edildi.

2. Anestezi altindaki hayvanlarda, ghrelinin kanabinoid CB; reseptorii iizerine
etkisi incelendi. Penisilin 500 IU (2.5 pl) dozunda intrakortikal olarak enjekte edilerek
epileptiform aktivite olusturuldu. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra ghrelin 0.5 pg
(2 uh) ve 1 pg (2 pl), ACEA 2.5 pg (1 pl) ve 7.5 pg (1 pl), AM-251 ise 0.25 pg (2 pl)
ve 0.5 pg (2 pl) dozlarinda 1.s.v. olarak enjekte edildi.

Coziici olarak kullanilan distile su, DMSO ve serum fizyolojik tek baslarina
denendiler ve epileptik aktiviteyi etkilemedikleri tespit edildi. Deneylerde kullanilan
AM-251, ACEA ve ghrelinin de tek baslarma epileptik aktivite olusturmadiklar
gozlendi. Calisilan maddelerin spike frekansina, spike amplitiidiine ve epileptik
davranisa (uyanik sican gruplari) olan etkileri her bir doz i¢in ayr1 ayr1 hesaplanip
ortalama * standart hata (SEM) degerleri tespit edilerek istatistiki analize tabi tutuldu.
Spike sayis1 ve spike amplitiid Olgtimleri LabChart 7.0 yazilimi ile otomatik olarak
yapild1.

Tiim deneylerde enjeksiyonun yapildigi 30. dakikadan onceki 20-30. dakikalar
aras1 sifir noktasi olarak kabul edildi. Yiizde degisim hesaplamalar1 yapilirken bu 10
dakikadaki spike sayis1 toplami 10°a boliindii ve elde edilen deger %100 olarak kabul
edildi. 30-40. dakikalar arasindaki spike sayis1 10. dakika, 40-50. dakikalar arasi ise 20.
dakika olarak kabul edildi ve bu sekilde devam edilerek 180 dakikalik ECoG kayit
analizi tamamlandi. Amplitiid hesaplamalar1 da aym1 sekilde elde edildi. Istatistiki analiz

ise, yiizde spike degisimi ve yiizde amplitiid analizine gore yapild1.

4.1. Uyanik ve Anestezili Siganlarda Penisilinin ve Kanabinoidlerin

Epileptiform Aktiviteye Etkisi

4.1.1. Penisilin ile Olusturulan Epileptiform Aktivite (Uyanik Sigan)

Epileptik aktivite olusturmak amaciyla 300 IU Penisilin-G 3 pl hacimde 1.s.v.
olarak uygulandi. Penisilin uygulamasimi takiben 88 + 26 saniye igerisinde spike dalga

aktivitesi gozlenmeye baglandi (Sekil 14-C). Olusan spikelarim, iktal ve interiktal olmak
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iizere birbirini takip eden iki farkli nobet formasyonunda oldugu tespit edildi (Sekil 14-
D). iktal dénem sirasinda hayvanm jeneralize tonik-klonik ndbet gecirdigi gdzlenirken,
interiktal donemde ise 6zellikle sag ekstremitelerde myoklonik kasilmalar tespit edildi.
Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra 3 pl hacimde, i.s.v. olarak SF enjekte edildi ve
SF enjeksiyonundan sonra 180 dk boyunca ECoG kayd1 alindi.

Penisilin enjeksiyonuyla birlikte spike frekansi hizla artt1 ve 50-60. dakikalarda
maksimuma ulast1 (175.35 £ 25.39). Spike frekansi bir siire sabit devam ettikten sonra
110-120. dakikalardan (169.67 + 24.27) sonra azalmaya basladi (Tablo IV). Tablo IV’de
sifir olarak gosterilen dakikada, SF enjeksiyonu anindaki (30. dk) ortalama spike
frekans1 goriilmektedir ve bu deger %100 olarak kabul edilmistir.

Hayvanlarin davraniglari da 180 dk boyunca belirlenen zamanlarda (0, 15, 30,
45, 60, 90, 120, 150, 180. dakikalarda) izlendi ve kontrol grubunda ortalama davranis
skoru 2.62 + 0.21 olarak bulundu (Sekil 20). Ayrica iktal nobet sayisi, iktal spike sayisi,
interiktal spike sayis1 ve toplam spike sayilar1 da ayr1 ayr1 hesaplandi. Ortalama toplam
iktal nobet sayis1t 106.57 & 13.35 olarak bulundu (Sekil 21). Ortalama toplam iktal spike
sayist 17322 + 1694 iken (Sekil 22), ortalama toplam interiktal spike sayis1 10783 +
1048 olarak hesaplandi (Sekil 23). 180 dakika boyunca kaydedilen toplam spike sayis1
ise 28105 + 2131 olarak olgiildi (Sekil 24). Calisilan 11 hayvandan 4’ SF

enjeksiyonundan 6nce 61diigii i¢in calisma dis1 birakildi.

4.1.2. Penisilin ile Olusturulan Epileptiform Aktivite (Anestezi

Altindaki Sigan)

Epileptiform aktivite olusturmak amaciyla Penisilin-G 500 IU dozunda, 2.5 pl
hacimde i.k. olarak uygulandi. Penisilin uygulamasini takiben 97 + 23 saniye igerisinde
bilateral spike dalga kompleksleri gozlenmeye baslandi ve olusan spike aktivitesinin
interiktal formda oldugu tespit edildi (Sekil 14-E). Epileptik aktivite yaklasik 20-30.
dakikada kararli hale geldi ve bu dakikada 1.k. olarak SF (2.5 pl) enjeksiyonu yapildi.
SF enjeksiyonundan sonra 180 dakika boyunca spike frekansinda anlamli bir diisiis
gozlenmedi (p>0.05). 30. dakikadaki (kararli duruma gecis zaman1 = 0. dakika olarak
tabloda yer almaktadir) hesaplanan spike frekansi 41.23 + 3.03 iken, 180. dakikadaki
spike frekans1 38.4 + 3.63 olarak bulundu (p>0.05), (Tablo VI).
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Deneyler siiresince hesaplanan ortalama toplam spike sayisi ise, 7712 + 639

olarak tespit edildi. Spike amplitiid degerleri ise Tablo VII’ de goriilmektedir.

A) Bazal aktivite

0,5 mV |_

10 sn
B) Serum Fizyolojik (2 pl)

T L

C) Penisilin G (300 IU)

300IUPen G

v

D) Penisilin G (300 IU)

iktal donem Interiktal dénem

1 4

0,5 mV |

10 sn

A) Penisilin G (500 IU)

0,5 m\-’|

Ssn

Sekil 14: Kontrol gruplarindan alinan ECoG kayitlar.. A) Beyine herhangi bir madde enjeksiyonu
yapilmadan alinan bazal aktivite kaydi. B) i.s.v. enjeksiyonun beyin aktivitesi tizerine etkisini incelemek
icin yapilan serum fizyolojik (3 ul) enjeksiyonu sonrast 90. dakikadan alinan érnek ECoG kaydi. SF
enjeksiyonu beyin aktivitesini etkilemedi. C) Uyanik si¢canda, penisilin (300 IU, i.s.v.) enjeksiyonundan
yvaklagik 20 sn sonra bilateral spikelar ve spike-dalga kompleksleri ile karakterize epileptiform aktivite D)
Uyanik sicanda, penisilin enjeksiyonu sonrasi 90. dakikadan alinan érnek ECoG kaydi. E) Anestezi
altindaki siganda, penisilin enjeksiyonu (500 IU, i.k.) sonrast 90. dakikadan alinan érnek ECoG kayd.
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Zaman Kontrol AM-251 (0.25 pg) ACEA (7.5 pg)
0. dakika 162.25 + 21.42 168.15 + 22.46 150.83 + 15.21
10. dakika 173.62 + 22.71 189.18 + 23.62 146.73 + 16.49
20. dakika 169.58 + 21.45 203.63 + 22.65 14245 + 14.64
30. dakika 17535 + 2539 221.40 £ 22.94 134.10 £ 15.95
40. dakika 17295 + 2523 24042 + 31.6 129.23 £ 16.11
50. dakika 170.85 + 24.07 240.80 + 22.24 116.08 + 13.24
60. dakika 156.18 + 23.89 24380 + 21.69 110.58 + 13.55
70. dakika 169.67 + 24.72 246.43 + 23.74 98.60 + 14.58
80. dakika 156.75 + 26.16 243.82 + 23.04 92.83 £ 9.53
90. dakika 151.32 + 25.22 238.30 + 20.40 85.63 £ 10.60
100. dakika 151.02 + 25.84 247.20 + 24.61 80.57 + 9.91
110. dakika 149.22 + 20.23 24523 + 28.44 70.53 £ 12.94
120. dakika 129.53 + 14.74 248.88 + 25.14 70.17 = 8.57
130. dakika 124.80 + 13.48 250.75 + 20,02 63.45 = 7.48
140. dakika 124.88 + 13.74 241.62 + 16.34 59.43 + 7.83
150. dakika 123.45 + 14.25 236.77 + 15.85 58.43 = 8.09
160. dakika 113.45 + 16.55 234.38 + 22.01 46.42 + 8.18
170. dakika 107.28 + 14.22 231.15 = 21.84 39.72 = 11.16
180. dakika 103.98 + 16.06 220.40 + 26.70 39.72 + 1047

Tablo 1V: Uyanik sicanda, kontrol penisilin (300 1U), AM-251 (0.25) ug ve ACEA (7.5 ug) gruplarindan
elde edilen spike frekanslarimin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayist + SEM).

Zaman Kontrol AM-251 (0.25 pg) ACEA (7.5 pg)
0. dakika 760 + 72 712 £ 35 777 + 133
10. dakika 754 £ 69 706 + 28 758 + 109
20. dakika 770 + 79 671 + 20 702 + 84
30. dakika 798 + 89 631 + 32 715 + 101
40. dakika 796 + 79 644 + 40 686 + 115
50. dakika 786 + 72 610 £ 26 677 + 118
60. dakika 781 £ 69 633 + 22 677 * 116
70. dakika 808 + 93 630 £ 16 666 + 110
80. dakika 787 + 99 642 + 18 655 + 102
90. dakika 742 £ 86 636 + 22 655 + 100
100. dakika 767 + 102 674 £ 35 645 £ 94
110. dakika 742 + 106 673 + 38 643 + 94
120. dakika 749 + 116 630 + 36 626 t 83
130. dakika 705 + 101 630 + 35 622 £ 77
140. dakika 699 + 100 617 £ 39 641 = 84
150. dakika 664 t 89 614 + 39 618 + 81
160. dakika 658 + 90 602 + 37 607 + 80
170. dakika 662 + 114 576 + 34 610 £ 87
180. dakika 626 £ 98 586 + 36 615 £ 90

Tablo V: Uyanmik si¢canda, kontrol penisilin (300 IU), AM-251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarindan
elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayist + SEM).
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4.1.3. CB1 Reseptor Antagonisti AM-251’in (0.25 pg) Epileptiform

Aktiviteye Etkisi (Uyanik Sigan)

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.25 pg dozda (2 pl) 1.s.v. olarak
uygulandi. Kontrol grubundan 30. dakikada elde edilen spike frekansi degeri
175.35 £ 25.39 iken, bu deger AM-251 grubunda 221.4 + 22.94’¢ ¢ikt1 (Tablo 1V).
Eszamanli ylizde spike degisimi ise kontrol grubunda % 97.9 + 4.4 iken, AM-251
grubunda % 135.12 £+ 7.17 olarak hesapland1 (p<0.05), (Sekil 16). Alinan 180 dakikalik
kayit boyunca spike amplitiidiinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi (p>0.05), (Sekil 18).

Hayvanlarin davranislar1 incelendiginde, kontrol grubunda 2.62 + 0.21 olan
nobet evresi % 34 artarak 3.53 + 0.28’e c¢iktig1 gozlendi (p<0.05), (Sekil 20). Ortalama
toplam iktal nobet sayisi kontrol grubunda 106.57 + 13.35 iken, AM-251 (0.25 ng)
grubunda % 79 oraninda artt1 ve 191.29 + 14.3 olarak bulundu (p<0.001), (Sekil 21).
Ortalama toplam iktal spike sayis1 kontrol grubunda 17322 + 1694 olarak saptanirken,
bu deger AM-251 (0.25 pg) grubunda % 67 artigla birlikte 28835 + 2467 olarak
saptand1 (p<0.001), (Sekil 22). Ortalama toplam interiktal spike sayis1 da kontrol
grubuna oranla (10783 + 1048) % 47 artarak15828 + 1120 olarak hesapland1 (p<0.01),
(Sekil 23). 180 dakika boyunca kaydedilen toplam spike sayisi ise kontrol grubunda
28105 + 2131 olarak 6lgiiliirken, deney grubunda % 59 artarak 44663 + 3432 olarak
tespit edildi (p<0.001), (Sekil 24). Calisilan 11 hayvandan 4’ AM-251 (0.25 png)
enjeksiyonundan 6nce 61diigii i¢in calisma dis1 birakildi.

AM-251"1n (0.25 pg) ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite {izerine olan etkileri
sekil 15-B’de gosterilmistir.
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A) Penisilin G (300 IU)

0,5 mvV |

10 sn

B) AM-251 (0.25 pg)

C) ACEA (7.5 ug)

Sekil 15: Uyanik sicandan elde edilen ECoG kayitlari. A) Penisilin kontrol grubu (300 IU), B) Penisilin
+ AM-251 (0.25 ug), C) Penisilin + ACEA (7.5 ug) gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG
kayitlarindan drnek goriintiiler.

4.1.4. CB1 Reseptor Antagonisti AM-251’in (0.25 pg) Epileptiform

Aktiviteye Etkisi (Anestezi Altindaki Sigcan)

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.25 pg (2 pl) dozunda 1i.s.v.
olarak uygulandi. Kontrol grubundan 30. dakikada elde edilen spike frekansi degeri
39.52 + 3.89 iken bu deger AM-251 (0.25 pg) grubunda 61.49 £+ 4.16’e ¢ikt1 (Tablo VI).
Eszamanli ylizde spike degisimi ise kontrol grubunda % 95.36 + 4.11 iken, AM-251
(0.25 pg) grubunda % 146.32 + 11.02 olarak hesapland1 (p<0.01) (Sekil 17). Alinan 180
dakikalik kayit boyunca spike amplitiidii yiizde degisiminde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05), (Sekil 19).

Yapilan analizlerin yani swra, hem AM-251 0.25 pg grubunda uyanik sigan
kayitlarindaki iktal nobetlere benzeyen ndbet aktiviteleri gozlendi (Status benzeri
aktiveteler), (Sekil 26).

AM-251 0.25 pg grubunun ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite lizerine olan etkileri
Sekil 26-B’de gosterilmistir.
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Sekil 16: Uyanik sicanda, penisilin (300 1U), AM-251(0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimin spike
frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karsitlastirildiginda AM-251 grubunda 30. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptandr. ACEA grubunda ise 70. dakikadan sonra anlamli oranda bir azalma gozlendi (*=p<0.05,

**=p<0.01, **=p<0.001 ).
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Sekil 17: Anestezi altindaki si¢canda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimn
spike frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degigsimi £ SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karstlastirildiginda AM-251 grubunda 30. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptandr. ACEA grubunda ise 60. dakikadan sonra anlamh oranda bir azalma gozlendi (*= p< 0.05,

**=p<0.01, **=p<0.001 ).
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Sekil 18: Uyanik sicanda, penisilin (300 IU), AM-251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimin spike
amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karsilastirildiginda ne AM-251 ne de ACEA grubunda istatistiksel acidan bir farklilik saptanmadi.
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Sekil 19: Anestezi altindaki si¢canda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimn
spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karsilastirildiginda AM-251 istatistiksel anlamda bir degisiklik olusturmadi. ACEA grubunda ise, bir
miktar azalma meydana gelmis olsa da bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi.
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4.1.5. CB; Reseptor Agonisti ACEA’'nin (7.5 ug) Epileptiform

Aktiviteye Etkisi (Uyanik Sigan)

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra ACEA 7.5 ug dozda (1 pl) i.s.v. olarak
uygulandi. Kontrol grubundan 70. dakikada elde edilen spike frekansi degeri 169.67 +
24.27 iken bu deger ACEA grubunda 98.6 = 14.58 e diistii (Tablo IV). Eszamanlh
yiizde spike degisimi ise kontrol grubunda % 97.9 + 4.4 iken, ACEA grubunda % 62.27
+ 5.91 olarak hesapland1 (p<0.01) (Sekil 16). Alinan 180 dakikalik kayit boyunca spike
amplitiidiinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05), (Sekil 18).

Hayvanlarin davraniglar1 incelendiginde, kontrol grubunda 2.62 + 0.21 olan
nobet evresi % 32 azalarak 1.79 + 0.16°e distiigi gozlendi (p<0.05), (Sekil 20).
Ortalama toplam iktal nobet sayis1 kontrol grubunda 106.57 + 13.35 iken, ACEA (7.5
ug) grubunda % 43 diiserek 61.43 & 8.66 olarak bulundu (p<0.05), (Sekil 21). Ortalama
toplam iktal spike sayis1 kontrol grubunda 17322 + 1694 olarak saptanirken, bu deger
ACEA (7.5 pg) grubunda % 38 diistisle 10717 £+ 968 olarak saptandi (p<0.05), (Sekil
22). Ortalama toplam interiktal spike sayis1 da % 35 azalarak 6992 + 809 olarak
hesaplandi1 (p<0.05), (Sekil 23). 180 dakika boyunca kaydedilen toplam spike sayis1 ise
kontrol grubunda 28105 + 2131 olarak 6l¢iiliirken, ACEA (7.5 ug) grubunda % 27
azalarak 17709 + 1681 olarak tespit edildi (p<0.05), (Sekil 24). Calisilan 10 hayvandan
3’1 ACEA (7.5 pg) enjeksiyonundan 6nce 6ldiigii i¢in ¢alisma dis1 birakildi.

ACEA’nin (7.5 pg) ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite iizerine olan etkileri
sekil 15-C’de gosterilmistir.

4.1.6. CB; Reseptor Agonisti ACEA’'nin (7.5 ug) Epileptiform

Aktiviteye Etkisi (Anestezi Altindaki Sigan)

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra ACEA 7.5 pg (1 pl) dozunda i.s.v. olarak
uygulandi. ACEA’nmn (7.5 pg) 60. dakikadaki spike frekansi1 31.78 + 2.77 olarak
hesaplanirken, kontrol grubunda bu dakikadaki deger 40.69 + 41.33 olarak bulundu
(Tablo VI). Eszamanl yiizde spike degisimi ise, kontrol grubunda % 97.77 + 5.33 iken,
ACEA (7.5) pg grubunda % 61.78 + 4.07 olarak hesaplandi1 (p<0.05) (Sekil 17). ACEA
(7.5) pg grubunda, 180 dakikalik kayit boyunca spike amplitiidii ylizde degisiminde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05), (Sekil 19).
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Sekil 20: Uyanik sicanda, penisilin (300 1U), AM251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimin nobet
davrams skorlamast ve bu degerlerin yiizde degisimleri (Nobet evresi + SEM). Penisilin (kontrol) grubu
ile karsilastinldiginda AM-251 grubunda istatistiksel anlamda bir artis saptandi. ACEA grubunda ise
anlamli oranda bir azalma meydana geldi (*= p< 0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001).
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Sekil 21: Uyamk siganda, penisilin (300 [U), AM251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimn iktal nébet
sayist ortalamalari ve bu degerlerin yiizde degigimleri (spike sayisi + SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karstlastirildiginda AM-251 grubunda istatistiksel anlamda bir artis saptandi. ACEA grubunda ise
anlamly oranda bir azalma meydana geldi (*= p< 0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001).
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Sekil 22: Uyanik siganda, penisilin (300 1U), AM-251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarmmn iktal spike
sayist toplami ortalamalary ve bu degerlerin yiizde degisimleri (spike sayisi = SEM). Penisilin (kontrol)
grubu ile karsilastirildiginda AM-251 grubunda istatistiksel agidan anlamly bir artis saptandi. ACEA
grubunda ise anlamli oranda bir azalma meydana geldi(*= p< 0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001).
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Sekil 23: Uyanik sicanda, penisilin (300 1U), AM-251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimin interiktal
spike sayist toplami ortalamalari ve bu degerlerin yiizde degisimleri (spike sayist £ SEM). Penisilin
(kontrol) grubu ile karsilastirildiginda AM-251 grubunda istatistiksel acidan anlaml bir artis saptand.
ACEA grubunda ise anlamli oranda bir azalma meydana geldi(*= p< 0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001).
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Sekil 24: Uyanik sicanda, penisilin (300 1U), AM-251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimin toplam
spike sayisi ortalamalart ve bu degerlerin yiizde degisimleri (spike sayist + SEM). Penisilin (kontrol)
grubu ile karsilastrildiginda AM-251 grubunda istatistiksel agidan anlamly bir artis saptandi. ACEA
grubunda ise anlamli oranda bir azalma meydana geldi(*= p< 0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001).
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Sekil 25: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (300 1U), AM-251 (0.25 ug) ve ACEA (7.5 ug) gruplarimn
toplam spike sayisi ortalamalart ve bu degerlerin yiizde degisimleri (spike sayisi = SEM). Penisilin
(kontrol) grubu ile karsilastirildiginda AM-251 grubunda istatistiksel acidan anlaml bir artis saptand.
ACEA grubunda ise anlamli oranda bir azalma meydana geldi(*= p< 0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001).
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4.1.7. AM-251 (0.25) + ACEA (7.5) Grubunun Epileptiform Aktiviteye

Etkisi (Anestezi Altindaki Sigan)

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.25 pg (2 pl) dozda is.v.
olarak, AM-251"den 10 dk sonra da ACEA 7.5 pg (1 pl) dozda yine i.s.v. olarak enjekte
edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basina AM-251 (0.25 pg), kontrol
grubuna 30. dakikada spike aktivitesini anlaml bir sekilde artird1 (p<<0.01) (Sekil 27).
Tek basma ACEA (7.5 ng) ise kontrol grubuna gore spike aktivitesini 60. dakikada
anlamli 6l¢iide azaltt1 (p<0.05) (Sekil 27). AM-251 + ACEA grubu kontrol grubuna
gore spike yiizdesini 30. dakikada anlamli olarak artirdi (p<0.05), (Sekil 27). AM-251 +
ACEA kombinasyon grubunda 20. dakikadaki spike sayisi ve yiizde spike degisimi
sirasiyla 52.52 +£4.86, % 124.39 + 3.33 iken, ACEA grubunda sirasiyla 32.98 +2.81, %
85.9 + 5.54 olarak hesapland1 (Tablo VI). AM-251 + ACEA grubunun yiizde spike
degisimi, ACEA grubuna gore 20. dakikada istatistiksel agcidan anlamli olarak saptandi
(p<0.01), (Sekil 27). Ancak, AM-251 + ACEA kombinasyon grubu tek basina enjekte
edilen AM-251’e gore anlamli degildi (p>0.05), (Sekil 27). Spike amplitiid yiizde
degisimleri incelendiginde ise, deney gruplarinin ne kontrol grubuna gore ne de kendi
aralarinda anlamli olmadiklar1 tespit edildi (p>0.05), (Sekil 28).

AM-251 0.25 pg, ACEA 7.5 pg ve AM-251 + ACEA gruplarminECoG’da
kaydedilen epileptik aktivite lizerine olan etkileri sekil 26’da gdsterilmistir.

A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mv|

Ssn

B) AM-251 (0.25 pg)
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C) ACEA (7.5 ug)

D) AM-251 (0.25 pg) + ACEA (7.5 pug)

Sekil 26: A)Penisilin (500 1U), B) Penisilin + AM-251 (0.25 ug), C) Penisilin + ACEA (7.5 ug) ve D)
Penisilin + AM-251+ ACEA gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG kayitlarindan érnek
goriintiiler.

AM-251 (0.25 pg)
Zaman Kontrol AM-251 (0.25 ng) | ACEA (7.5 pg) +

ACEA (7.5 pg)
0. dakika 41.23 + 3.03 42.61 = 2.06 39.1 £ 3.82 423 + 3.86
10. dakika 41.45 + 537 4573 + 2.8 3523 + 2.68 4492 = 4.42
20. dakika 4235 £ 4.29 54.11 = 4.08 32.98 + 2.81 52.52 + 4.86
30. dakika 39.52 + 3.89 61.49 = 416 31.1 £ 34 58.28 + 5.16
40. dakika 40.28 = 4.08 67.95 + 53 31.28 = 3.31 59.68 £ 5.5
50. dakika 41.15 + 3.92 68.06 * 4.03 277 £ 3.5 62.18 + 5.72
60. dakika 40.69 *+ 4.33 74.32 £ 541 239 * 2.69 64.95 £ 5.56
70. dakika 39.66 * 3.54 78.27 + 7.45 21.85 + 2.44 64.65 £ 6.02
80. dakika 3998 + 3.85 77.52 + 7.95 20.6 £ 2.14 64.08 + 4.15
90. dakika 39.43 £ 3.44 82.36 + 8.47 18.82 = 2.6 64.35 + 448
100. dakika 41.88 * 4.11 80.37 + 6.89 18.18 + 3.59 64.95 + 3.85
110. dakika 42.59 + 4.04 84.26 + 8.27 17.54 = 3.5 66.2 + 3.83
120. dakika 41.29 + 3.92 86.64 + 8.02 14.68 *+ 3.28 67.07 + 298
130. dakika 40.76 + 4.24 85.33 + 8.34 1452 + 1.53 69.28 + 421
140. dakika 39.69 £ 4.16 85.86 + 8.34 157 £ 1.53 68.13 = 444
150. dakika 40.78 + 4.23 8291 + 7.85 1448 = 1.58 65.07 + 4.33
160. dakika 40.29 + 3.94 83.61 + 9.19 11.87 + 1.48 64.95 = 452
170. dakika 38.7 + 3.67 80.38 + 7.84 10.04 = 1.56 64.58 + 34
180. dakika 38.4 + 3.63 79.84 = 8.09 9.61 + 1.31 64.83 + 3.55

Tablo VI: Anestezi altindaki sicanda, kontrol penisilin (500 1U), AM-251 (0.25ug), ACEA (7.5 ug) ve
AM-251 + ACEA gruplarindan elde edilen spike frekanslarimin her 10 dakika ortalama degerleri (spike
sayist = SEM).
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AM-251 (0.25 pg)
Zaman Kontrol AM-251 (0.25 ng) | ACEA (7.5 pg) +

ACEA (7.5 pg)
0. dakika 1061 + 100 1085 + 78 1130 = 141 1043 + 69
10. dakika 1101 + 131 1135 =+ 82 1118 + 148 1089 = 76
20. dakika 1096 = 157 1121 = 87 1051 = 159 1055 + 59
30. dakika 1092 = 170 1122 + 88 1024 + 152 1079 = 91
40. dakika 1065 = 171 1123 + 81 960 + 127 1067 + 83
50. dakika 1054 + 152 1086 + 69 906 + 111 1047 + 93
60. dakika 1088 + 124 1149 + 95 927 + 136 997 + 105
70. dakika 1051 + 126 1137 + 96 877 + 110 992 + 86
80. dakika 1018 = 104 1121 + 108 885 + 128 977 + 80
90. dakika 970 + 111 1066 + 104 840 + 97 971 + 48
100. dakika 919 + 90 996 + 96 832 + 97 944 + 95
110. dakika 905 + 88 988 + 91 829 + 97 962 t 53
120. dakika 936 + 84 987 + 92 763 + 92 875 + 52
130. dakika 891 + 94 957 + 89 775 + 93 835 + 60
140. dakika 891 + 8l 1013 + 103 747 £ 92 822 + 59
150. dakika 872 + 86 978 + 103 762 + 88 872 + 45
160. dakika 863 + 78 930 + 91 735 + 90 822 + 61
170. dakika 840 + 79 944 £ 99 734 + 88 824 + 64
180. dakika 816 + 70 928 + 100 734 £ 90 822 + 77

Tablo VII: Anestezi altindaki si¢canda, kontrol penisilin (500 1U), AM-251 (0.25ug), ACEA (7.5 ug) ve
AM-251 + ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike
sayist = SEM).
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Sekil 27: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25ug), ACEA (7.5 ug) ve AM-251 +
ACEA gruplarimin spike frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM). AM-251
grubu 30. dakikadan itibaren, ACEA (7.5 ug) grubu 60. dakikadan itibaren, AM-251 + ACEA grubu ise
30. dakikadan itibaren penisilin (kontrol) grubuna gére spike frekans yiizdesini anlamli oranda artird
(*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001 ). AM-251 + ACEA grubu, ACEA (7.5 ug) grubuna gore 20.
dakikadan itibaren spike frekans yiizdesini anlaml oranda arttirirken (‘=p<0.05, '=p<0.01,
T=p<0.001), AM-251 (0.25 ug) grubuna gore hicbir dakikada anlaml degildi.
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Sekil 28: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25ug), ACEA (7.5 ug) ve AM-251 +
ACEA gruplarimin spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike ytizde degisimi = SEM). Amplitiid
yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda ne penisilin (kontrol) grubuna gore ne de kendi aralarinda
istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi.

4.1.8. CB; Reseptor Agonisti AM-251’in (0.5 pg) Epileptiform

Aktiviteye Etkisi (Anestezi Altindaki Sigcan)

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.5 pg dozunda (2 pl) i.s.v.
olarak uygulandi. 40. dakikada hesaplanan spike frekansi degeri 56.04 + 2.48 iken,
kontrol grubunda bu dakikadaki spike frekansi degeri 40.28 + 4.08 olarak bulundu
(Tablo VIII). Eszamanh yiizde spike degisimi ise, kontrol grubunda % 96.94 + 4.53
iken, AM-251 (0.5 pg) grubunda % 145.95 + 9.02 olarak hesapland1 (p<0.05), (Sekil
30). AM-251 (0.5 pg) grubu 40. dakikadan itibaren kontrol grubuna gore yiizde spike
frekansini anlamli oranda arttird:r (p<0.05), (Sekil 30). Alman 180 dakikalik kayit
boyunca spike amplitiidii ylizde degisiminde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamadi (p>0.05), (Sekil 31). Ayrica, AM-251 (0.5 ug) grubunda,
AM-251 (0.25 pg) grubundaki kadar olmasa da, uyanik sican kayitlarindaki iktal
ndbetlere benzeyen ndbet aktiviteleri gdzlendi (Status benzeri aktiveteler), (Sekil 29-C).

AM-251"n (0.5 pg) ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite {izerine olan etkileri
sekil 29-C’da gosterilmistir.
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A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) AM-251 (0.25 pg)

C) AM-251 (0.5 pg)

Sekil 29: A) Penisilin kontrol (500 IU), B) Penisilin + AM-251 (0.25 ug) ve C) Penisilin + AM-251 (0.5
ug) gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG kayitlarindan drnek goriintiiler.

Zaman Kontrol AM-251 (0.25 pg) AM-251 (0.5 ng)
0. dakika 41.23 + 3.03 | 42.61 + 2.06 3890 =+ 1.92
10. dakika 4145 + 537 | 4573 + 2.80 4397 += 3.62
20. dakika 4235 + 429 | 54.11 + 4.08 4577 + 3.21
30. dakika 39.52 + 389 | 6149 = 4.16 4947 + 1.87
40. dakika 40.28 + 4.08 | 6795 + 530 56.04 + 2.48
50. dakika 41.15 + 392 | 68.06 + 4.03 57.03 + 3.50
60. dakika 40.69 + 433 | 7432 + 541 60.24 + 3.18
70. dakika 39.66 + 3.54 | 7827 * 7.45 58.07 = 4.25
80. dakika 39.98 + 385 | 77.52 + 7.95 62.66 + 4.82
90. dakika 39.43 + 344 | 8236 + 8.47 62.29 + 4.64
100. dakika | 41.88 + 4.11 | 80.37 + 6.89 60.99 = 3.34
110. dakika | 42.59 + 4,04 | 84.26 + 827 5941 + 2.54
120. dakika | 41.29 + 392 | 86.64 + 8.02 59.61 = 3.28
130. dakika | 40.76 + 424 | 8533 + 8.34 57.11 = 2.78
140. dakika | 39.69 + 4,16 | 85.86 + 8.34 58.34 + 2.29
150. dakika | 40.78 * 423 | 8291 * 7.85 57.86 + 2.35
160. dakika | 40.29 + 394 | 83.61 + 9.19 56.73 + 298
170. dakika | 38.70 + 3.67 | 80.38 * 7.84 56.39 = 3.24
180. dakika | 38.40 + 3.63 | 79.84 + 8.09 5494 = 3.37

Tablo VIII: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug) ve AM-251 (0.5 ug)
gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).
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Zaman Kontrol AM-251 0.25 pg AM-251 0.5 pg
0. dakika 1061 + 100 1085 + 78 1140 £ 122
10. dakika 1101 £ 131 1135 + 82 1114 + 102
20. dakika 1096 £ 157 1121 + 87 1147 + 117
30. dakika 1092 + 170 1122 + 88 1169 + 124
40. dakika 1065 + 171 1123 £ 81 1200 £ 143
50. dakika 1054 + 152 1086 + 69 1203 £+ 173
60. dakika 1088 + 124 1149 £ 95 1199 £ 168
70. dakika 1051 + 126 1137 + 96 1169 £ 152
80. dakika 1018 + 104 1121 £ 108 1160 £ 150
90. dakika 970 + 111 1066 £ 104 1124 + 147
100. dakika 919 + 90 996 + 96 1110 + 181
110. dakika 905 + 88 988 + 091 1051 + 165
120. dakika 936 + 84 987 £+ 92 1043 + 155
130. dakika 891 + 94 957 + 89 1050 + 141
140. dakika 891 + 81 1013 £+ 103 1075 £ 173
150. dakika 872 + 86 978 + 103 1056 £ 180
160. dakika 863 = 78 930 + 91 966 + 158
170. dakika 840 = 79 944 + 99 913 £+ 148
180. dakika 816 + 70 928 + 100 915 £ 156

Tablo IX: Anestezi altindaki si¢canda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.25 ug) ve AM-251 (0.5 ug)
gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi £ SEM).
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Sekil 30: Anestezi altindaki siganda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug) ve AM-251(0.5 ug) gruplarinin
spike frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degigimi £ SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karstlastirildiginda AM-251 (0.25 ug) grubunda 30. dakikadan itibaren istatistiksel anlamda bir artig
saptandi. AM-251 (0.5 ug) grubu ise, kontrol grubuna gére 40. dakikada anlamli olarak artti. (*=p<0.05,
**=p<(.01, ¥***=p<0.001).

71



120 4

100 1

80 41

60 4

40 -

—0— Kontrol
—d— AM251 (0,25 pg)

20 1 —A— AM251 (0,5 Hg)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zaman (dakika)

Sekil 31: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.25ug) ve AM-251(0.5 ug) gruplarinmin
spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karsilastirildiginda ne AM-251( 0.25 ug) ne de AM-251 (0.5 ug) grubunda istatistiksel anlamda bir
degisim saptanmad.

4.1.9. CB; Reseptor Agonisti ACEA’'nin (2.5 pg) Epileptiform

Aktiviteye Etkisi (Anestezi Altindaki Sigcan)

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra ACEA 2.5 pg (1 pl) dozunda i.s.v. olarak
uygulandi. 80. dakikadan sonra bir miktar diisiis gdzlense de, bu diisiis kontrol grubuna
gore 180. dakika sonuna kadar istatistiksel acidan anlamli degildi (p>0.05), (Sekil 33).
80. dakikada ACEA (2.5 ng) grubundan hesaplanan spike frekansi 20.60 + 2.14 iken,
kontrol grubunda ayni dakikadaki deger 39.98 + 3.85 olarak tespit edildi

ACEA (2.5 pg) grubu amplitiid degerleri agisindan da kontrol grubuna gore
istatistiksel acidan anlamli degildi (p>0.05), (Sekil 34).

ACEA (2.5 pg) grubunun ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite iizerine olan
etkileri sekil 32-C’de gosterilmistir.
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A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) ACEA (7.5 ug)

ACEA (2.5 pg)

Sekil 32: A)Penisilin kontrol (500 IU), B) Penisilin + ACEA (7.5 ug) ve C) Penisilin + ACEA (2.5 ug)
gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG kayitlarindan érnek géoriintiiler.

Zaman Kontrol ACEA (7.5 pg) ACEA (2.5 pg)
0. dakika 41.23 + 3.03 39.10 + 3.82 39.23 = 3.15
10. dakika 41.45 + 537 3523 + 2.68 3790 + 2.40
20. dakika 4235 + 429 32.98 + 2.81 37.74 + 2.32
30. dakika 39.52 + 3.89 31.10 = 3.40 3721 + 2.63
40. dakika 40.28 + 4.08 31.28 = 3.31 3571 = 3.14
50. dakika 41.15 + 3.92 27.70 + 3.50 34.04 = 3.51
60. dakika 40.69 = 4.33 23.90 + 2.69 31.78 + 2.77
70. dakika 39.66 + 3.54 21.85 = 2.44 31.56 = 327
80. dakika 39.98 + 3.85 20.60 = 2.14 31.38 + 3.35
90. dakika 39.43 + 3.44 18.82 = 2.60 3222 + 2.73
100. dakika 41.88 = 4.11 18.18 + 3.59 32.61 + 2.53
110. dakika 42.59 = 4.04 17.54 = 3.50 31.70 + 2.67
120. dakika 41.29 + 3.92 14.68 + 3.28 31.24 + 3.58
130. dakika 40.76 = 4.24 1452 + 1.53 28.98 + 4.35
140. dakika 39.69 = 4.16 1570 + 1.53 27.65 + 237
150. dakika 40.78 = 4.23 1448 + 1.58 26.88 + 2.82
160. dakika 40.29 + 3.94 11.87 + 1.48 29.81 + 4.51
170. dakika 38.70 + 3.67 10.04 + 1.56 27.45 + 420
180. dakika 38.40 = 3.63 9.61 + 1.31 28.40 + 3.96

Tablo X: Anestezi altindaki sicanda, kontrol (penisilin, 500 IU), ACEA (7.5 ug) ve ACEA (2.5 ug)
gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi £ SEM).
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Zaman Kontrol ACEA (7.5 pg) ACEA (2.5 pg)
0. dakika 1061 = 100 1130 + 141 1169 + 140
10. dakika 1101 = 131 1118 + 148 1117 £ 132
20. dakika 1096 + 157 1051 + 159 1174 + 173
30. dakika 1092 = 170 1024 + 152 1208 + 212
40. dakika 1065 + 171 960 = 127 1237 + 237
50. dakika 1054 = 152 906 * 111 1230 + 228
60. dakika 1088 = 124 927 + 136 1225 + 226
70. dakika 1051 = 126 877 + 110 1175 £ 207
80. dakika 1018 = 104 885 + 128 1132 £ 221
90. dakika 970 + 111 840 + 97 1057 £ 196
100. dakika 919 = 90 832 + 97 999 + 188
110. dakika 905 + 88 829 + 97 1027 + 208
120. dakika 936 + 84 763 £ 92 1034 £ 195
130. dakika 891 + 94 775 £ 93 985 + 218
140. dakika 891 + 81 747 = 92 878 + 202
150. dakika 872 + 86 762 = 88 883 + 181
160. dakika 863 + 78 735 = 90 827 t 166
170. dakika 840 + 79 734 + 88 820 + 153
180. dakika 816 = 70 734 = 90 791 £ 152

Tablo XI: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), ACEA (7.5 ug) ve ACEA (2.5 ug) gruplarindan
elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi = SEM).

—0O— Kontrol
—%¥— ACEA (7,5 pg) -
20 1 —w— ACEA (2,5 pg) N
0 L] L Ll L] L] L Ll Ll T T L] L] L] T T Ll Ll L] L
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zaman (dakika)

Sekil 33: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), ACEA (7.5ug) ve ACEA (2.5 ug) gruplarimin
spike frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degigimi £ SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karsilastirildiginda ACEA (7.5 ug) grubunda 60. dakikadan itibaren istatistiksel a¢idan anlamli anlamda
bir azalma saptandi. ACEA (2.5 ug) grubunda ise kontrol grubuna gére anlaml bir azalma tespit
edilmedi (p>0.05), (*=p< 0.05,**=p<0.01, ***=p<0.001).
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Zaman (dakika)

Sekil 34: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), ACEA (7.5 ug) ve ACEA (2.5 ug) gruplarinmin
spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karsilastirildiginda ne (ACEA 7.5 ug) ne de ACEA (2.5ug) grubunda istatistiksel agidan anlamli anlamda
bir degisim saptanmadi.

4.2. Anestezili Siganlarda Ghrelinin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

500 IU Penisilin enjeksiyonundan 30 dakika sonra ghrelin 1pg (2 pl) ve ghrelin
0.5 pg dozlar1 (2 pl) i.s.v. olarak uygulanda.

Ghrelin (1 pg) grubunda 60. dakikadaki spike frekans1 27.63 + 3.67 olarak
saptandi. Kontrol grubunda ise bu dakikadaki deger 40.69 + 4.33 olarak hesapland1
(Tablo XII). Eszamanl spike frekans ylizde degisimi ise, ghrelin 1 pg grubunda %
69.34 £ 6.70 olarak saptanirken, kontrol grubunda % 97.78 + 5.33 olarak bulundu
(p<0.05). Ghrelin (1 pg), 60. dakikadan 180. dakika sonuna kadar olan tiim dakikalarda
kontrol grubuna gore ylizde spike frekansini istatistiksel agidan diisiirdi (p<0.05), (Sekil
36).

Ghrelin (0.5 pg) grubunda ise, 40. dakikadan sonra bir miktar diisiis gozlense de,
bu diislis kontrol grubuna gore 180. dakika sonuna kadar istatistiksel agidan anlamli
degildi (p>0.05), (Sekil 36). Her iki grubun spike amplitiid ylizde degisim degerleri de
kontrol grubuna gore anlamhi degildi (p>0.05), (Sekil 37).

Ghrelin (1 pg) ve Ghrelin (0.5 pg) gruplarmin ECoG’da kaydedilen epileptik

aktivite lizerine olan etkileri sekil 35°de gdsterilmistir.
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A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) Ghrelin (1 pg)

C) Ghrelin (0.5 pg)

Sekil 35: A) Penisilin (500 IU), B) Penisilin + ghrelin (1 ug) ve C) Penisilin + ghrelin (0.5 ug)
gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG kayitlarindan érnek gériintiiler.

Zaman Kontrol Ghrelin (1 pg) Ghrelin (0.5 pg)
0. dakika 41.23 + 3.03 40.69 + 5.21 42.60 = 3.90
10. dakika 41.45 + 5.37 3723 + 324 4297 + 3.22
20. dakika 4235 + 4.29 36.20 = 3.1 40.80 + 2.88
30. dakika 39.52 + 3.89 34.07 + 3.25 4097 + 4.14
40. dakika 40.28 + 4.08 32.02 £ 3.74 40.59 = 2.71
50. dakika 41.15 + 3.92 31.04 £ 4.72 38.66 = 4.02
60. dakika 40.69 * 4.33 27.63 + 3.67 37.29 = 3.40
70. dakika 39.66 + 3.54 26.74 * 4.63 37.64 = 3.72
80. dakika 39.98 + 3.85 25.06 = 4.63 3649 = 4.23
90. dakika 39.43 + 344 2473 = 4.75 37.11 £ 445
100. dakika 41.88 + 4.11 23.69 = 4.92 35.31 + 3.74
110. dakika 42.59 + 4.04 19.87 = 4.10 37.87 + 3.66
120. dakika 41.29 + 3.92 1576 = 2.58 37.01 £ 4.46
130. dakika 40.76 = 4.24 13.61 = 1.30 36.90 = 4.56
140. dakika 39.69 + 4.16 11.09 = 1.17 3483 + 3.67
150. dakika 40.78 + 4.23 8.46 t 1.46 3433 + 3.48
160. dakika 40.29 + 3.94 9.07 + 1.39 3341 = 3.79
170. dakika 38.70 + 3.67 7.73 + 1.22 32.53 + 3.84
180. dakika 38.40 * 3.63 7.06 £ 1.08 32.14 £ 4.10

Tablo XII: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), ghrelin (1ug) ve ghrelin (0.5 ug) gruplarindan
elde edilen spike frekanslarimin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).
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Zaman Kontrol Ghrelin (1 pg) Ghrelin (0.5 pg)
0. dakika 1061 *+ 100 1186 + 112 1080 + 72
10. dakika 1101 + 131 1200 + 109 1100 + 96
20. dakika 1096 + 157 1118 = 147 1051 = 80
30. dakika 1092 + 170 1129 = 122 1084 + 119
40. dakika 1065 £ 171 1140 £ 118 1071 £ 90
50. dakika 1054 + 152 1126 = 114 1002 = 78
60. dakika 1088 + 124 1098 + 121 970 + 67
70. dakika 1051 + 126 1029 + 138 992 + 74
80. dakika 1018 + 104 982 + 129 960 + 98
90. dakika 970 = 111 971 = 113 886 * 68
100. dakika 919 + 90 942 + 114 913 + 57
110. dakika 905 = 88 942 + 115 876 + 50
120. dakika 936 + 84 942 + 127 762 + 50
130. dakika 891 + 94 921 + 116 817 = 49
140. dakika 891 * 8l 889 * 115 792 + 60
150. dakika 872 + 86 882 t 107 800 + 60
160. dakika 863 + 78 834 + 114 756 * 58
170. dakika 840 + 79 799 £ 109 782 + 58
180. dakika 816 = 70 774 = 111 775 + 59

Tablo XIII: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), ghrelin (I ug) ve ghrelin (0.5 ug)
gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi £ SEM).

%
120 1
100 +
80 -
60 4
40 A
—0O— Kontrol Fkk
20 - —&— Ghrelin (1 pg)
@~ Ghrelin (0,5 pg)
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zaman (dakika)

Sekil 36: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), Ghrelin (1 ug) ve Ghrelin (0.5 ug) gruplarinin
spike frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degigimi £ SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karsilastirildiginda ghrelin 1 ug grubunda, 60. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlaml bir azalma
saptandi. Ghrelin 0.5 ug grubunda ise, bir miktar azalma meydana gelmis olsa da bu diisiis istatistiksel
agidan anlaml degildi (*= p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001).
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Zaman (dakika)

Sekil 37: Anestezi altindaki siganda, penisilin (500 IU), ghrelin (1 ug) ve ghrelin (0.5 ug) gruplarinin
spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM). Penisilin (kontrol) grubu ile
karsilastirildiginda ne ghrelin 1 ug ne de ghrelin 0.5 ug grubunda istatistiksel anlamda bir degisim
saptanmad.

4.3. Anestezili Siganlarda Ghrelin ve Kanabinoidlerin Etkilegiminin

Epileptiform Aktiviteye Etkisi

4.3.1. AM-251 (0.25 ug) + Ghrelin (1 pg) Grubunun Epileptiform

Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.25 pg (2 pl) dozda is.v.
olarak, AM-251"den 10 dk sonra da ghrelin 1 pg (2 pl) dozda yine i.s.v. olarak enjekte
edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basina AM-251 (0.25 pg), kontrol
grubuna gore 30. dakikada spike aktivitesini anlamli bir sekilde artirdi (p<0.001) (Sekil
39). Tek basina ghrelin (1 pg) ise, kontrol grubuna gore spike aktivitesini 70. dakikada
anlaml1 diizeyde azaltt1 (p<0.05) (Sekil 39). Ancak, AM-251 (0.25 ng) + ghrelin (1 pg)
grubundaki degisim kontrol grubuna gbre anlamli degildi (p>0.05), (Sekil 39). AM-251
+ ghrelin kombinasyon grubunda, 20. dakikadaki spike sayisi ve yiizde spike degisimi
sirastyla 51.18 +4.45, % 123.01 + 3.33 iken, ghrelin grubunda sirastyla 36.2 + 3.10,
% 95.05 £ 5.22 olarak hesaplandi (Tablo XIV). AM-251 + ghrelin grubunun yiizde
spike degisimi, ghrelin grubuna gore 20-70. dakikalar arasinda ve 130. dakikadan
itibaren istatistiksel agidan anlamliydi (p<0.05), (Sekil 39). Ayrica, AM-251 + ghrelin
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grubu, tek basina enjekte edilen AM-251"e (0.25 pg) gore 50. dakikadan itibaren yiizde
spike frekansini anlamh diizeyde azaltt1 (p<0.05), (Sekil 39). Spike amplitiid yiizde
degisimleri incelendiginde ise, deney gruplarinin ne kontrol grubuna gore ne de kendi
aralarinda anlamli olmadiklar1 tespit edildi (p>0.05), (Sekil 40).

AM-251 (0.25 pg), ghrelin (1 pg) ve AM-251 (0.25 pg) + ghrelin (1 pg)
gruplarmin ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite ilizerine olan etkileri sekil 38’de

gosterilmistir.

A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) AM-251 (0.25 ug)

C) Ghrelin (1 pg)

D) AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (1 pg)

Sekil 38: A) Penisilin (500 IU), B) Penisilin + AM-251 (0.25 ug), C) Penisilin + ghrelin (1 ug) ve
D) Penisilin + AM-251 + ghrelin gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG kayitlarindan érnek
goriintiiler.
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AM-251 (0.25 pg)
Zaman Kontrol Ghrelin (1 pg) AM-251 (0.25png) +

Ghrelin (1 pg)
0. dakika 41.23 + 3.03 40.69 + 5.21 42.61 + 2.06 41.57 + 3.04
10. dakika 41.45 + 5.37 37.23 + 3.24 45.73 + 2.80 47.72 = 3.90
20. dakika 4235 = 4.29 36.20 + 3.10 54.11 £ 4.08 51.18 = 4.45
30. dakika 39.52 + 3.89 34.07 + 3.25 61.49 *+ 4.16 53.66 £ 5.24
40. dakika 40.28 = 4.08 32.01 = 3.74 67.95 = 5.30 51.99 + 3.75
50. dakika 41.15 + 3.92 31.04 = 4.72 68.06 + 4.03 50.30 + 3.85
60. dakika 40.69 + 4.33 27.63 £ 3.67 7432 £ 541 4478 = 4.62
70. dakika 39.66 = 3.54 26.74 + 4.63 78.27 + 7.45 39.79 + 5.13
80. dakika 39.98 + 3.85 25.06 = 4.63 77.52 + 7.95 3730 £ 5.35
90. dakika 3943 + 344 2473 £ 4.5 82.36 + 8.47 33.12 £ 5.34
100. dakika 41.88 = 4.11 23.69 + 4.92 80.37 £ 6.89 30.28 + 5.26
110. dakika 42.59 = 4.04 19.87 = 4.10 84.26 + 8.27 29.80 = 4.70
120. dakika 41.29 + 3.92 1576 + 2.58 86.64 + 8.02 33.16 + 5.67
130. dakika 40.76 + 4.24 13.61 + 1.30 85.33 + 8.34 33.87 =+ 4.20
140. dakika 39.69 = 4.16 11.09 = 1.17 85.86 + 8.34 3530 = 4.43
150. dakika 40.78 + 4.23 8.46 + 1.46 8291 + 7.85 3332 + 3.65
160. dakika 40.29 + 3.94 9.07 * 1.39 83.61 £ 9.19 31.04 £ 546
170. dakika 38.70 £ 3.67 7.73 £ 1.22 80.38 = 7.84 29.12 + 4.76
180. dakika 38.40 + 3.63 7.06 * 1.08 79.84 = 8.09 27.17 * 4.35

Tablo XIV: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (1 ug) ve AM-251
+ ghrelin + gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayist
+ SEM).

AM-251 (0.25 pg)
Zaman Kontrol Ghrelin (1 pg) | AM-251 (0.25 pg) +

Ghrelin (1 pg)
0. dakika 1061 = 100 1186 + 112 1085 + 78 1090 + 182
10. dakika 1101 + 131 1200 + 109 1135 = 82 1062 + 223
20. dakika 1096 + 157 1118 + 147 1121 = 87 968 + 205
30. dakika 1092 + 170 1129 + 122 1122 + 88 1017 + 248
40. dakika 1065 + 171 1140 + 118 1123 + 81 1050 + 220
50. dakika 1054 + 152 1126 + 114 1086 = 69 972 + 200
60. dakika 1088 + 124 1098 + 121 1149 + 95 854 + 171
70. dakika 1051 = 126 1029 + 138 1137 = 96 864 + 193
80. dakika 1018 = 104 982 + 129 1121 + 108 885 + 208
90. dakika 970 + 111 971 £ 113 1066 + 104 906 + 169
100. dakika 919 + 90 942 + 114 996 + 96 908 + 176
110. dakika 905 + 88 942 £ 115 988 + 91 891 = 155
120. dakika 936 + 84 942 + 127 987 + 92 802 + 122
130. dakika 891 = 94 921 £ 116 957 + &9 822 + 144
140. dakika 891 = 81 889 + 115 1013 + 103 787 + 118
150. dakika 872 = 86 882 + 107 978 + 103 766 + 131
160. dakika 863 + 78 834 + 114 930 + 91 786 + 121
170. dakika 840 = 79 799 + 109 944 + 99 809 = 146
180. dakika 816 = 70 774 + 111 928 + 100 824 + 148

Tablo XV: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (1 ug) ve AM-251
+ ghrelin gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi
+ SEM).
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Sekil 39: Anestezi altindaki siganda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (1 pug) ve AM-251
(0.25 pug) + ghrelin (1ug) gruplarimin spike frekans degerlerinin yiizde degigimleri (spike yiizde degisimi
+ SEM). AM-251 grubu 30. dakikadan itibaren, Ghrelin grubu ise 70. dakikadan itibaren kontrol
grubuna gére anlamliydi. AM-251 + Ghrelin grubunun ise kontrol grubuna gore anlamli olmadigi tespit
edildi. (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001). AM-251 + Ghrelin kombinasyonu, AM-251 grubuna gore
50. dakikadan sonra yiizde spike frekansin istatistiksel acidan anlaml sekilde azaltirken (*=p<0.05,
**=p<0.01, ***=p<0.001), ghrelin grubuna gore 20-70. dakikalar arasinda ve 130. dakikadan itibaren
anlamli bir oranda arttirdr (*=p<0.05, " =p<0.01, ""=p<0.001).
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Zaman (dakika)

Sekil 40: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (1 ug) ve AM-251
(0.25 png) + ghrelin (1 ug) gruplarvmn spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde
degisimi + SEM). Amplitiid yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda deney gruplarmmin, ne penisilin
(kontrol) grubuna gére ne de kendi aralarinda istatistiksel a¢idan bir anlamlilik saptanmadi.
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4.3.2. AM-251 (0.5 pg) + Ghrelin (1 pg) Grubunun Epileptiform

Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.5 pg (2 pl) dozda i.s.v. olarak,
AM-251"den 10 dk sonra da ghrelin 1 pg (2 pl) dozda yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basina AM-251 (0.5 pg), kontrol
grubuna gore 30. dakikadan itibaren spike aktivitesini anlamli bir sekilde artirdi
(p<0.05), (Sekil 42). Tek basmna ghrelin (1 pg) ise kontrol grubuna gore spike
aktivitesini 70. dakikadan itibaren anlaml Olclide azaltt1 (p<0.05) (Sekil 42). Ancak,
AM-251 + ghrelin grubunun frekans1 sadece 30. ve 40. dakikalarda kontrol grubuna
gore daha yiiksekti (p<0.05), (Sekil 42). AM-251 + ghrelin kombinasyon grubunda, 60.
dakikadaki spike sayis1 ve yiizde spike degisimi swrasiyla 47.63 + 4.33, % 114.39 +
10.75 iken, AM-251 (0.5 pg) grubunda sirastyla 60.24 &+ 3.18, % 157.15 + 11.55 olarak
hesapland1 (Tablo XIV). AM-251 + ghrelin grubunun yilizde spike degisimi AM-251
(0.5 pg) grubuna gore 60. dakikadan itibaren istatistiksel agidan anlamli diizeyde
disiiktii (p<0.05), (Sekil 42). Ayrica, AM-251 + ghrelin grubu ile tek basina enjekte
edilen ghrelin (1 pg) grubu arasindaki fark 30. dakikadan itibaren anlamli hale geldi ve
bu artis deney sonuna kadar devam etti (p<0.05), (Sekil 42). Spike amplitiid ylizde
degisimleri incelendiginde ise, deney gruplarinin, ne kontrol grubuna gore ne de kendi
aralarinda anlamli olmadiklar1 tespit edildi (p>0.05), (Sekil 43).

AM-251 (0.5 pg), ghrelin (1 pg) ve AM-251 (0.5 pg) + ghrelin (1 pg)
gruplarinin ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite ilizerine olan etkileri sekil 41°de

gosterilmistir.

A) Penisilin G (500 IU)

0,5 m\-’|

Ssn

B) AM-251 (0.5 pg)
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C) Ghrelin (1 pg)

D AM-251 (0.5 ug) + Ghrelin (1 pg)

Sekil 41: A) Penisilin (500 IU), B) Penisilin + AM-251 (0.5 ug), C) Penisilin + ghrelin (I ug) ve
D) Penisilin + AM-251 + ghrelin gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG kayitlarindan érnek
goriintiiler.

AM-251 (0.5 pg)
Zaman Kontrol Ghrelin (1 pg) AM-251 (0.5 pg) +

Ghrelin (1 pg)
0. dakika 41.23 = 3.03 40.69 + 5.21 389 + 1.92 42.57 + 4.04
10. dakika 41.45 + 5.37 37.23 + 3.24 43.97 + 3.62 477 = 4.64
20. dakika 4235 = 4.29 36.2 £ 3.1 4577 + 3.21 48.73 + 3.21
30. dakika 39.52 + 3.89 34.07 + 3.25 4947 + 1.87 50.63 + 2095
40. dakika 40.28 = 4.08 32 £ 3.74 56.04 £ 2.48 51.82 =+ 2.89
50. dakika 41.15 + 3.92 31.04 =+ 4.72 57.03 £ 3.5 4993 = 433
60. dakika 40.69 * 4.33 27.63 * 3.67 60.24 + 3.18 47.63 + 4.33
70. dakika 39.66 + 3.54 26.74 * 4.63 58.07 £ 4.25 46.8 + 4.56
80. dakika 39.98 + 3.85 25.06 = 4.63 62.66 + 4.82 448 + 443
90. dakika 39.43 + 344 2473 + 475 62.29 £ 4.64 42.65 * 3.37
100. dakika 41.88 + 4.11 23.69 + 4.92 60.99 *+ 3.34 4231 = 3.82
110. dakika 42.59 + 4.04 19.87 + 4.1 59.41 £ 2.54 4483 + 418
120. dakika 41.29 + 3.92 1576 = 2.58 59.61 + 3.28 4473 + 5.31
130. dakika 40.76 + 4.24 13.61 = 1.3 57.11 £ 2.78 42.58 * 5.06
140. dakika 39.69 + 4.16 11.09 = 1.17 58.34 + 2.29 41.39 + 538
150. dakika 40.78 + 4.23 8.46 t 1.46 57.86 £ 235 39.79 £ 5.21
160. dakika 40.29 + 3.94 9.07 £ 1.39 56.73 £ 2.98 39.44 = 551
170. dakika 38.7 £ 3.67 7.73 £ 1.22 56.39 £ 3.24 39.07 £ 5.65
180. dakika 384 + 3.63 7.06 £ 1.08 54.94 + 3.37 4032 + 5.14

Tablo XVI: Anestezi altindaki sicanda, kontrol (500 IU), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (1 ug) ve AM-251 +
ghrelin gruplarindan elde edilen spike frekanslarimin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi +
SEM).
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AM-251 (0.5 pg)
Zaman Kontrol Ghrelin (1 pg) AM-251 (0.5 pg) +

Ghrelin (1 pg)
0. dakika 1061 + 100 1186 + 112 1140 + 122 1127 + 179
10. dakika 1101 + 131 1200 £ 109 1114 = 102 1193 + 211
20. dakika 1096 * 157 1118 + 147 1147 = 117 1083 + 197
30. dakika 1092 + 170 1129 + 122 1169 = 124 1165 £ 234
40. dakika 1065 + 171 1140 + 118 1200 + 143 1185 + 211
50. dakika 1054 + 152 1126 £ 114 1203 + 173 1105 £ 182
60. dakika 1088 + 124 1098 + 121 1199 + 168 1023 + 154
70. dakika 1051 + 126 1029 + 138 1169 = 152 1020 + 160
80. dakika 1018 + 104 982 + 129 1160 + 150 1012 + 148
90. dakika 970 + 111 971 + 113 1124 + 147 989 + 148
100. dakika 919 * 90 942 + 114 1110 + 181 962 + 141
110. dakika 905 + &8 942 + 115 1051 = 165 956 * 126
120. dakika 936 + 84 942 + 127 1043 = 155 931 £+ 107
130. dakika 891 + 94 921 = 116 1050 = 141 926 + 123
140. dakika 891 + 8l 889 + 115 1075 = 173 887 + 129
150. dakika 872 = 86 882 + 107 1056 + 180 908 + 128
160. dakika 863 + 78 834 + 114 966 + 158 896 = 129
170. dakika 840 = 79 799 + 109 913 + 148 922 + 153
180. dakika 816 = 70 774 + 111 915 £ 156 907 * 165

Tablo XVII: Anestezi altindaki sicanda, kontrol (500 1U), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (1 ug) ve AM-251 +
ghrelin gruplarindan hesaplanan spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi +
SEM).

cyo —0O— Kontrol

—— AM251 (0,5 pg)

250 —@— Ghrelin (1 pg)

—@— AM251 (0,5 pg) + Ghrelin{1 pg)
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Sekil 42: Anestezi altindaki siganda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (1 ug) ve AM-251
(0.5 ug) + ghrelin (1 ug) gruplarmmn spike frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degigimi
SEM). AM-251 (0.5 ug) grubu 30. dakikadan itibaren, ghrelin (lug) grubu ise 70. dakikadan itibaren
kontrol grubuna gére anlamliydi. AM-251 + Ghrelin grubu ise, kontrol grubuna gore sadece 30. ve 40.
dakikalarda anlamli olarak saptandi (*=p<0.05, **=p<0.01,***=p<0.001). AM-251 + Ghrelin
kombinasyonu, AM-251 (0.5 ug) grubuna gére 60. dakikadan itibaren spike frekans yiizde degisimini
anlamli bir sekilde azaltirken (*=p<0.05, **=p<0.01,***=p<0.001), ghrelin (I ug) grubuna gore 30.
dakikadan itibaren anlaml bir sekilde artirdi (‘=p<0.05, "'=p<0.01, """=p<0.001).
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Sekil 43: Anestezi altindaki si¢canda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (1 ug) ve AM-251 +
ghrelin gruplarimin spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM).
Amplitiid yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarimin ne penisilin (kontrol) grubuna
gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi.

4.3.3. Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) Grubunun Epileptiform

Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra ghrelin 0.5 pg (2 pl) dozda i.s.v. olarak,
ghrelinden 10 dk sonra da ACEA 2.5 pg (1 ul) dozda yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basina Ghrelin (0.5 pg) ve tek
basina ACEA (2.5 pg) kontrol grubuna gore 180 dk boyunca anlamli bir fark
olusturmadi (p>0.05), (Sekil 45). Ghrelin + ACEA kombinasyonu ise kontrol grubuna
gore spike yiizde degisimini 80. dakikada anlamli olarak azaltt1 (p<<0.05), (Sekil 45). 80.
dakikada kontrol grubunda spike sayis1 ve yiizde spike degisimi sirasiyla 39.98 + 3.85,
% 96.33 + 6.07 iken, kombinasyon grubunda swrasiyla 25.12 + 2.72, % 64.9 + 7.31
olarak saptandi (Tablo XVIII). Ghrelin (0.5 pg )+ ACEA (2.5 pg) grubu, ACEA 2.5 pg
grubuna gore 90. dakikada (p<0.05) , ghrelin 0.5 ug grubuna gore ise 110. dakikada
anlamli oldu (p<0.05) (Sekil 45). Spike amplitiid yiizde degisimleri incelendiginde
ise, deney gruplarmin ne kontrol grubuna goére ne de kendi aralarinda anlamli

olmadiklar1 tespit edildi (p>0.05), (Sekil 46).
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Ghrelin (0.5 pg), ACEA (2.5 pg) ve Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg)
gruplarinin ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite iizerine olan etkileri Sekil 44’de

gosterilmistir.

A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) Ghrelin (0.5)

C) ACEA (2.5 pg)

D) Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg)

Sekil 44: A) Penisilin (500 1U), B) Penisilin + ghrelin (0.5 ug), C) Penisilin + ACEA (2.5 ug) ve
D) Penisilin + ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5 ug) gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG
kayitlarindan rnek goriintiiler.
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Ghrelin (0.5 pg)
Zaman Kontrol Ghrelin (0.5 pg) ACEA (2.5 ng) +

ACEA (2.5 ng)
0. dakika 41.23 + 3.03 42.60 £ 3.90 39.23 + 3.15 40.57 + 4.46
10. dakika 4145 + 537 42,97 + 3.22 37.90 + 240 37.90 + 3.51
20. dakika 4235 + 4.29 40.80 + 2.88 37.74 = 232 36.03 + 4.12
30. dakika 39.52 + 3.89 40.97 + 4.14 37.21 + 2.63 33.72 = 4.11
40. dakika 40.28 + 4.08 40.59 + 2.71 3571 + 3.14 3332 + 3.84
50. dakika 41.15 + 3.92 38.66 + 4.02 34.04 + 3.51 30.77 + 3.73
60. dakika 40.69 + 433 37.29 + 340 31.78 + 2.77 2748 + 3.62
70. dakika 39.66 + 3.54 37.64 = 3.72 31.56 + 3.27 26.02 + 2.93
80. dakika 39.98 + 3.85 3649 + 4.23 31.38 + 3.35 25.12 = 2.72
90. dakika 39.43 + 3.44 37.11 + 445 3222 + 2.73 23.43 + 2.57
100. dakika 41.88 + 4.11 3531 + 3.74 32.61 + 2.53 22.53 + 3.03
110. dakika 42.59 + 4.04 37.87 = 3.66 31.70 + 2.67 21.15 + 3.19
120. dakika 41.29 + 3.92 37.01 = 446 31.24 + 3.58 18.97 + 2.74
130. dakika 40.76 + 4.24 36.90 + 4.56 28.98 + 4.35 19.70 + 2.69
140. dakika 39.69 + 4.16 34.83 + 3.67 27.65 + 2.37 19.63 + 2.87
150. dakika 40.78 + 4.23 3433 + 348 26.88 + 2.82 1832 + 2.8
160. dakika 40.29 + 3.94 3341 £ 3.79 29.81 + 4.51 14.65 + 2.26
170. dakika 38.70 + 3.67 32.53 + 3.84 27.45 + 4.20 13.63 + 2.48
180. dakika 38.40 + 3.63 32.14 = 4.10 28.40 + 3.96 11.97 + 1.81

Tablo XVIII: Anestezi altindaki si¢canda, penisilin (500 IU), ghrelin (0.5 ug), ACEA (2.5 ug) ve ghrelin
(0.5 ug) + ACEA (2.5 ug) gruplarindan elde edilen spike frekanslarimin her 10 dakika ortalama degerleri
(spike sayis1 = SEM).

Ghrelin (0.5 pg)
Zaman Kontrol Ghrelin (0.5 pg) ACEA (2.5 pg) +

ACEA (2.5 pg)
0. dakika 1061 + 100 1127 + 179 1169 = 140 1057 = 147
10. dakika 1101 + 131 1193 = 211 1117 + 132 1060 + 151
20. dakika 1096 + 157 1083 = 197 1174 + 173 1014 + 158
30. dakika 1092 + 170 1165 + 234 1208 + 212 1072 + 208
40. dakika 1065 + 171 1185 = 211 1237 + 237 1083 + 211
50. dakika 1054 + 152 1105 + 182 1230 + 228 998 + 191
60. dakika 1088 + 124 1023 + 154 1225 + 226 998 + 168
70. dakika 1051 + 126 1020 + 160 1175 = 207 1003 + 162
80. dakika 1018 + 104 1012 + 148 1132 + 221 980 + 161
90. dakika 970 + 111 989 + 148 1057 + 196 938 + 175
100. dakika 919 + 90 962 + 141 999 + 188 913 + 158
110. dakika 905 + 88 956 + 126 1027 + 208 872 + 134
120. dakika 936 + 84 931 + 107 1034 + 195 817 + 111
130. dakika 891 + 94 926 *+ 123 985 + 218 794 + 102
140. dakika 891 + 81 887 + 129 878 + 202 760 * 85
150. dakika 872 + 86 908 + 128 883 + 181 759 + 80
160. dakika 863 + 78 896 + 129 827 + 166 702 + 48
170. dakika 840 + 79 922 + 153 820 + 153 716 + 45
180. dakika 816 = 70 907 + 165 791 + 152 710 + 49

Tablo XIX: Anestezi altindaki si¢anda, penisilin (500 IU), ghrelin (0.5 ug), ACEA (2.5 ug) ve ghrelin
(0.5 ug) + ACEA (2.5 ug) gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama
degerleri (spike sayisi = SEM).
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Sekil 45: Anestezi altindaki siganda, penisilin (500 1U), ghrelin (0.5 ug), ACEA (2.5 ug) ve ghrelin (0.5
ug) + ACEA (2.5 ug) gruplarmmn spike frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike ytizde degigimi £
SEM). Ghrelin (0.5 ug) ve ACEA (2.5 ug) gruplarimin kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlaml
olmadig tespit edildi (p>0.05). Ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5 ug) grubu ise, 80. dakikadan itibaren
kontrol grubuna gore yiizde spike frekansimi anlamly oranda azaltti (*= p<0.05, **=p<0.01,
**%=p<0.001). Ghrelin + ACEA kombinasyonu yiizde spike frekansini, ACEA grubuna gére 90. dakikada
anlamli olarak azaltirken (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001), yine ghrelin (0.5 ug) grubuna gore
110. dakikada anlaml bicimde diisiirdii (*= p< 0.05, ""'=p<0.01, " =p<0.001).
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Sekil 46: Anestezi altindaki si¢anda, penisilin (500 IU), ghrelin (0.5 ug), ACEA (2.5 ug) ve ghrelin +
ACEA gruplarimin spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi + SEM). Amplitiid
yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda ne penisilin (kontrol) grubuna gore ne de kendi aralarinda
istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmad.
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4.3.4. AM-251 (0.25 ug) + Ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5 pg) Grubunun

Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.25 pg (2 pl) dozda is.v.
olarak, AM-251"den 10 dk sonra ghrelin 0.5 pg (2 pl) dozda i.s.v. olarak, ghrelinden 10
dk sonra da ACEA 2.5 pg (1 pl) dozda yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basmna AM-251 (0.25 pg) grubu
kontrol grubuna gore 30. dakikada spike sayisini anlamli olarak artird1 (p<0.01), (Sekil
48). Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) grubu kontrol grubuna gore 110. dakikadan
itibaren anlamli oranda yiizde spike frekansini azaltt1 (p<<0.05), (Sekil 48). AM-251 +
ghrelin + ACEA grubu ise, 180 dk boyunca kontrol grubuna gére anlamli bir fark
olusturmadi (p>0.05), (Sekil 48). AM-251 + ghrelin + ACEA kombinasyonunun yiizde
spike degisimi, AM-251 grubuna gore 50. dakikadan itibaren anlamli olarak azaldi
(p<0.01), (Sekil 48). Bu dakikadaki AM-251 + ghrelin + ACEA grubundaki spike
frekans1 ve yiizde degisimi sirasiyla 52.57 + 4.38, % 117.25 + 9.2 iken, AM-251 (0.25
ug) grubunda 68.06 £ 4.03, % 161.42 £ 9.85 olarak bulundu (Tablo XX).

AM-251 + ghrelin + ACEA grubunu, ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 ng)
grubuyla karsilastirdigimizda ise, 30. dakikada istatistiksel agidan anlamli bir artis tespit
edildi ve bu artis deney sonuna kadar devam etti (p<0.05), (Sekil 48). Spike amplitiid
ylizde degisimleri incelendiginde ise, deney gruplarmin ne kontrol grubuna gore ne de
kendi aralarinda anlamli olmadiklar1 tespit edildi (p>0.05), (Sekil 49).

AM-251 (0.25 pg), Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) ve AM-251 + Ghrelin +
ACEA gruplarmin ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite lizerine olan etkileri sekil
47°de gosterilmistir.
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A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) AM-251 (0.25 pg)

C) Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 ng)

D) AM-251 (0.25 pg) + (Ghrelin 0.5 pug) + ACEA (2.5 pg)

Sekil 47: A) Penisilin (500 IU), B) Penisilin + AM-251 (0.25 ug), C) Penisilin + ghrelin (0.5 ug) +
ACEA (2.5 ug) ve D) Penisilin + AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki
ECoG kayitlarindan drnek goriintiiler.
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AM-251 (0.25 pg)
Ghrelin (0.5 pg) +
Zaman Kontrol AM-251 (0.25pg) + Ghrelin (0.5 pg)
ACEA (2.5 pg) +

ACEA (2.5 pg)
0. dakika 41.23 + 3.03 42.61 = 2.06 40.57 * 4.46 45.65 = 4.26
10. dakika 4145 £ 537 4573 + 2.80 37.90 + 3.51 48.64 + 4.79
20. dakika 4235 £ 4.29 54.11 £ 4.08 36.03 + 4.12 5449 + 497
30. dakika 39.52 + 3.89 61.49 £ 4.16 33.72 = 4.11 57.55 + 3.83
40. dakika 40.28 = 4.08 67.95 = 5.30 3332 + 3.84 57.33 £ 3.07
50. dakika 41.15 £ 3.92 68.06 * 4.03 30.77 + 3.73 52.57 + 4.38
60. dakika 40.69 + 4.33 74.32 £ 541 27.48 + 3.62 50.71 + 4.74
70. dakika 39.66 £ 3.54 78.27 = 7.45 26.02 + 2.93 50.55 £ 5.25
80. dakika 3998 + 3.85 77.52 + 7.95 25.12 £ 2.72 52.12 £ 4.36
90. dakika 39.43 £ 3.44 82.36 + 8.47 2343 + 2.57 52.32 = 227
100. dakika 41.88 + 4.11 80.37 + 6.89 22.53 + 3.03 48.29 = 3.41
110. dakika 42.59 + 4.04 8426 + 8.27 21.15 + 3.19 47.02 = 3.07
120. dakika 41.29 £ 3.92 86.64 + 8.02 1897 + 2.74 44.02 + 3.66
130. dakika 40.76 + 4.24 85.33 + 8.34 19.70 + 2.69 42.10 = 3.39
140. dakika 39.69 £ 4.16 85.86 + 8.34 19.63 + 2.87 44.69 = 3.64
150. dakika 40.78 + 4.23 8291 + 7.85 18.32 + 2.80 4426 + 3.64
160. dakika 40.29 + 3.94 83.61 + 9.19 14.65 + 2.26 4522 = 3.55
170. dakika 38.70 £ 3.67 80.38 + 7.84 13.63 + 2.48 47.07 + 3.92
180. dakika 38.40 £ 3.63 79.84 *+ 8.09 11.97 + 1.81 4750 = 4.07

Tablo XX: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (0.5 ug) + ACEA
(2.5 ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen spike frekanslarmin her 10 dakika
ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).

AM-251 (0.25 pg)
Ghrelin (0.5 pg) +
Zaman Kontrol AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (0.5 pg)
ACEA (2.5 pg) +
ACEA (2.5 pg)
0. dakika 1061 + 100 1085 + 78 1057 + 147 1083 + 136
10. dakika 1101 + 131 1135 =+ 82 1060 + 151 1071 = 154
20. dakika 1096 = 157 1121 = 87 1014 £ 158 1089 + 123
30. dakika 1092 + 170 1122 + 88 1072 + 208 1072 = 86
40. dakika 1065 + 171 1123 + 81 1083 + 211 1029 + 86
50. dakika 1054 + 152 1086 = 69 998 + 191 988 + 88
60. dakika 1088 + 124 1149 + 95 998 + 168 1002 + 101
70. dakika 1051 + 126 1137 + 96 1003 + 162 964 + 84
80. dakika 1018 + 104 1121 + 108 980 * 161 966 * 95
90. dakika 970 + 111 1066 + 104 938 + 175 902 + 83
100. dakika 919 + 90 996 + 96 913 + 158 869 + 87
110. dakika 905 + 88 988 + 91 872 + 134 852 + 90
120. dakika 936 + 84 987 + 92 817 + 111 829 + 92
130. dakika 891 + 94 957 + &9 794 + 102 823 + 98
140. dakika 891 + 81 1013 + 103 760 *+ 85 823 + 100
150. dakika 872 + 86 978 + 103 759 + 80 815 + 105
160. dakika 863 + 78 930 + 91 702 + 48 791 + 101
170. dakika 840 + 79 944 + 99 716 t 45 783 + 101
180. dakika 816 = 70 928 + 100 710 £ 49 783 + 110

Tablo XXI: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (0.5 ug) + ACEA
(2.5 ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika
ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).
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Sekil 48: Anestezi altindaki si¢anda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5
ug) ve AM-251 (0.25 ug) + ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5 ug) gruplarimin spike frekans degerlerinin
yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi = SEM). AM-251 grubu 30. dakikadan itibaren kontrol grubuna
gore yiizde spike frekansini artinirken, ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5 ug) grubu, 110. dakikadan itibaren
kontrol grubuna gore spike ytizdesini azaltti (*= p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001). AM-251 + Ghrelin
+ ACEA grubunun ise kontrol grubuna gére hi¢bir dakikada anlamli olmadig tespit edildi. AM-251 +
Ghrelin + ACEA kombinasyonu, AM-251 (0.25 pg) grubuna gére 50. dakikadan itibaren spike yiizde
degisimini anlamli olarak azaltirken (*=p<0.05,**=p<0.01, ***=p<0.001), ghrelin (0.5 ug) + ACEA
(2.5 ug) grubuna gore 30. dakikadan itibaren anlamh bir bicimde arturdr (‘=p<0.05, ""=p<0.01,
TT=p<0.001).
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Sekil 49: Anestezi altindaki si¢canda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5
ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarinin spike amplitiid degerlerinin ytizde degisimleri (spike yiizde
degisimi £ SEM). Amplitiid yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda deney gruplarinin ne penisilin
(kontrol) grubuna gére ne de kendi aralarinda istatistiksel acidan bir anlamlhilik saptanmadi.
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4.3.5. AM-251 (0.5 pg) + Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) Grubunun

Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.5 pg (2 pl) dozda i.s.v. olarak,
AM-251°den 10 dk sonra ghrelin 0.5 pug (2 pl) dozda i.s.v. olarak, ghrelinden 10 dk
sonra da ACEA 2.5 pg (1 pl) dozda yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basma AM-251 (0.5 pg) grubu
kontrol grubuna gore 30. dakikada spike sayisini anlamli diizeyde artirdi (p<0.05),
(Sekil 51). Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) grubundaki azalma kontrol grubuna gore
90. dakikadan itibaren anlamli oldu (p<0.05), (Sekil 51). AM-251 + Ghrelin + ACEA
grubundaki ylizde spike frekansi artis1 kontrol grubuna gore 120. dakikadan itibaren
anlamliydi (p<0.05), (Sekil 51).

AM-251 + Ghrelin + ACEA kombinasyonunun ylizde spike frekans degisimi
AM-251 (0.5 pg) grubuna gore sadece 50-90. dakikalar arasinda anlamliydi (p<0.05),
(Sekil 51). 50. dakikada AM-251 + Ghrelin + ACEA grubundaki spike frekansi ve
ylizde degisimi swrasiyla 43.81 + 3.17, % 115.29 + 6.78 iken, AM-251 (0.5 ng)
grubunda 57.03 £ 3.5, % 148.62 + 11.79 olarak bulundu (Tablo XXII).

AM-251 + Ghrelin + ACEA grubunu, ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg)
grubuyla karsilastirdigimizda ise, 30. dakikada anlamli oranda bir artis tespit edildi ve
bu anlamlilik deney sonuna kadar devam etti (p<<0.05), (Sekil 51).

Spike amplitiid ylizde degisimleri incelendiginde ise, deney gruplarmin ne
kontrol grubuna gore ne de kendi aralarinda anlamli olmadiklari tespit edildi (p>0.05),
(Sekil 52).

AM-251 (0.5 pg), Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 ug) ve AM-251 + Ghrelin +
ACEA gruplarmin ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite lizerine olan etkileri sekil
50°de gosterilmistir.
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A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) AM-251 (0.5 pug)

C) Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg)

D) AM-251 (0.5 pg) + (Ghrelin 0.5 pg) + ACEA (2.5 pg)

Sekil 50: A) Penisilin (500 1U), B) Penisilin + AM-251 (0.5 ug), C) Penisilin + ghrelin (0.5 ug) + ACEA
(2.5 ug) ve D) Penisilin + AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG
kayitlarindan rnek goriintiiler.
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AM-251 (0.5 pg)
Ghrelin (0.5 pg) +
Zaman Kontrol AM-251 (0.5 pg) + Ghrelin (0.5 pg)
ACEA (2.5 pg) +

ACEA (2.5 pg)
0. dakika 41.23 = 3.03 38.90 =+ 1.92 40.57 + 4.46 38.61 = 3.34
10. dakika 4145 + 537 43.97 + 3.62 37.90 + 3.51 40.12 = 3.83
20. dakika 4235 + 4.29 4577 + 3.21 36.03 + 4.12 4443 + 514
30. dakika 39.52 + 3.89 4947 + 1.87 33.72 = 4.11 4591 = 3.82
40. dakika 40.28 + 4.08 56.04 £ 248 33.32 + 3.84 44.16 = 3.69
50. dakika 41.15 = 3.92 57.03 £ 3.50 30.77 + 3.73 4381 = 3.17
60. dakika 40.69 = 4.33 60.24 + 3.18 2748 + 3.62 41.85 *+ 3.36
70. dakika 39.66 + 3.54 58.07 £ 4.25 26.02 + 293 4544 = 3,55
80. dakika 39.98 + 3.85 62.66 + 4.82 25.12 £ 2.72 4588 = 3.76
90. dakika 3943 + 344 62.29 = 4.64 2343 + 2.57 48.62 + 3.32
100. dakika 41.88 = 4.11 60.99 + 3.34 22.53 + 3.03 4822 + 421
110. dakika 42.59 = 4.04 59.41 £ 2.54 21.15 + 3.19 50.10 £ 3.92
120. dakika 41.29 + 3.92 59.61 £ 3.28 1897 + 2.74 53.51 + 5.53
130. dakika 40.76 = 4.24 57.11 = 2.78 19.70 + 2.69 51.94 = 571
140. dakika 39.69 = 4.16 58.34 £ 2.29 19.63 + 2.87 54.83 £ 6.36
150. dakika 40.78 * 4.23 57.86 + 235 1832 + 2.80 5532 = 6.44
160. dakika 40.29 + 3.94 56.73 £ 2.98 14.65 + 2.26 5243 * 6.03
170. dakika 38.70 + 3.67 56.39 + 3.24 13.63 + 2.48 50.71 = 5.57
180. dakika 38.40 *+ 3.63 54.94 + 337 11.97 + 1.81 4934 = 571

Tablo XXII: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (0.5 ug) + ACEA
(2.5 ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen spike frekanslarmin her 10 dakika
ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).

AM-251 (0.5 pg)
Ghrelin (0.5 pg) +
Zaman Kontrol AM-251 (0.5 pg) I Ghrelin (0.5 pg)
ACEA (2.5 pg) +
ACEA (2.5 pg)
0. dakika 1061 + 100 1140 + 122 1057 + 147 1044 + 122
10. dakika 1101 + 131 1114 = 102 1060 * 151 997 + 93
20. dakika 1096 + 157 1147 + 117 1014 £ 158 1008 = 86
30. dakika 1092 + 170 1169 = 124 1072 + 208 1056 = 111
40. dakika 1065 + 171 1200 = 143 1083 + 211 1062 = 111
50. dakika 1054 + 152 1203 + 173 998 + 191 1041 = 107
60. dakika 1088 = 124 1199 + 168 998 + 168 1016 + 100
70. dakika 1051 + 126 1169 = 152 1003 + 162 1003 + 101
80. dakika 1018 + 104 1160 + 150 980 * 161 946 + 90
90. dakika 970 + 111 1124 + 147 938 *+ 175 917 £ 89
100. dakika 919 + 90 1110 + 181 913 + 158 895 + 83
110. dakika 905 + 88 1051 + 165 872 + 134 883 + 97
120. dakika 936 + 84 1043 + 155 817 + 111 854 + 103
130. dakika 891 + 94 1050 = 141 794 £ 102 823 £ 95
140. dakika 891 + 81 1075 + 173 760 * 85 814 + 96
150. dakika 872 + 86 1056 + 180 759 + 80 798 + 91
160. dakika 863 + 78 966 * 158 702 + 48 772 £ 98
170. dakika 840 + 79 913 + 148 716 = 45 775 + 119
180. dakika 816 + 70 915 £ 156 710 = 49 730 + 99

Tablo XXIII: Anestezi altindaki siganda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (0.5 ug) + ACEA
(2.5 ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika
ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).
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0/0 —O— Kontrol
—A— AM251 (0,5 pg)

~@— Ghrelin (0,5 pg) + ACEA (2,5 pg)
200 4 —@— AM251 (0,5 pg) + Ghrelin (0,5 pg) + ACEA (2,5 pg)

180 - . O Ak
160 1
140 -
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100 ] =
80 -
60 -
40 1
20
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0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zaman (dakika)

Sekil 51: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.5 pg), ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5
ug) ve AM-251 (0.5 ug) + ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5 ug) gruplarinin spike frekans degerlerinin yiizde
degisimleri (spike yiizde degigimi + SEM). AM-251 (0.5ug) grubu 30. dakikadan itibaren, ghrelin (0.5ug)
+ ACEA (2.5 pg) grubu ise 90. dakikadan itibaren kontrol grubuna gére anlamliydi. AM-251 + Ghrelin
+ ACEA grubu ise, kontrol grubuna gore 120. dakikadan itibaren yiizde spike frekansini anlaml bigimde
artirdr (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001). AM-251 + Ghrelin + ACEA kombinasyonu, AM-251 (0.5
ug) grubuna gore 50-90. dakikalar arasinda anlaml bir sekilde spike frekansint azaltirken (*=p<0.05,
**=p<0.01, ***=p<0.001), ghrelin (0.5ug) + ACEA (2.5 ug) kombinasyon grubuna gore 30. dakikadan
itibaren anlaml bir bicimde artirdr ("=p<0.05, " "=p<0.01, " "=p<0.001).

%

120 -
100 { m=
80 -
60 -
40
—0O~— Kontrol
—A— AM251 (0,5 pg)
20 - ~{— Ghrelin (0,5 pg) + ACEA (2,5 pg)
—— AM251 (0,5 pg) + Ghrelin (0,5 pg) + ACEA (2,5 pg)
0 L] T L] L] L] L L] L] T Ll Ll T T Ll T T Ll Ll T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zaman (dakika)

Sekil 52: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (0.5 ug) + ACEA (2.5
ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarinin spike amplitiid degerlerinin ytizde degisimleri (spike yiizde
degisimi + SEM). Amplitiid yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarimin ne penisilin
(kontrol) grubuna gére ne de kendi aralarinda istatistiksel acidan bir anlamlhihik saptanmadi.
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4.3.6. Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) Grubunun Epileptiform

Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra ghrelin 1 ug (2 pl) dozda i.s.v. olarak,
ghrelinden 10 dk sonra da ACEA 7.5 pg (1 ul) dozda yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basma ghrelin (1 pg), kontrol
grubuna gore 60. dakikadan itibaren spike aktivitesini anlamli bir sekilde azaltti
(p<0.05), (Sekil 54). Tek basina ACEA (7.5 pg) ise, kontrol grubuna gore spike
aktivitesini 60. dakikadan itibaren anlamh 06lgiide azaltt1 (p<0.05) (Sekil 54). Yine,
ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubu da, yiizde spike frekansini 50. dakikadan itibaren
kontrol grubuna gore anlamh bir sekilde azaltti (p<<0.05), (Sekil 54). Ghrelin (1 pg) +
ACEA (7.5 ng) kombinasyon grubunda, 50. dakikadaki spike sayisi ve yiizde spike
degisimi sirasityla 26.91 +4.33, % 60.82 + 9.17 iken, kontrol grubunda sirastyla 41.15 +
3.92, % 100.42 £ 6.17 olarak hesapland1 (Tablo XXIV).

Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubunun ylizde spike degisimi, ne ghrelin
(1 pg), ne de ACEA (7.5 pg) grubuna gore anlamli degildi (p>0.05), (Sekil 54). Spike
amplitiid yiizde degisimleri incelendiginde ise, deney gruplarinin ne kontrol grubuna
gore ne de kendi aralarinda anlamli olmadiklar1 tespit edildi (p>0.05), (Sekil 55).

Ghrelin (1 pg), ACEA (7.5 pg) ve Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 ng) gruplarinin
ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite lizerine olan etkileri sekil 53’de gosterilmistir.

A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) Ghrelin (1 pg)
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C) ACEA (7.5 ug)

D) Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 ng)

Sekil 53: A) Penisilin (500 IU), B) Penisilin + ghrelin (I ug), C) Penisilin + ACEA (7.5 ug) ve
D) Penisilin + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG kayitlarindan érnek
goriintiiler.

Ghrelin (1 pg)
Zaman Kontrol Ghrelin (1 pg) ACEA (7.5 pg) +

ACEA (7.5 pg)
0. dakika 41.23 + 3.03 40.69 + 5.21 39.10 £ 3.82 43.67 = 1.98
10. dakika 41.45 + 537 37.23 + 324 3523 + 2.68 41.27 = 2.01
20. dakika 4235 £ 429 36.20 = 3.10 32.98 + 2.81 38.23 + 2.38
30. dakika 39.52 + 3.89 34.07 + 3.25 31.10 £ 3.40 33.81 = 2.18
40. dakika 40.28 + 4.08 32.12 £ 3,74 31.28 = 3.31 3091 = 3.12
50. dakika 41.15 + 3.92 31.04 £ 4.72 27.70 + 3.50 2691 = 4.59
60. dakika 40.69 + 4.33 27.63 + 3.67 23.90 + 2.69 2447 + 5.19
70. dakika 39.66 £ 3.54 26.74 * 4.63 21.85 + 2.44 2391 = 5.49
80. dakika 39.98 + 3.85 25.06 = 4.63 20.60 + 2.14 21.85 = 4.86
90. dakika 39.43 £ 3.44 2473 + 475 18.82 + 2.60 17.79 + 3.77
100. dakika 41.88 = 4.11 23.69 + 4.92 18.18 = 3.59 16.62 = 3.37
110. dakika 42.59 + 4.04 19.87 + 4.10 17.54 + 3.50 14.17 + 3.33
120. dakika 41.29 + 3.92 15.76 + 2.58 14.68 + 3.28 15.15 = 3.25
130. dakika 40.76 + 4.24 13.61 = 1.30 1452 + 1.53 14.61 = 3.82
140. dakika 39.69 £ 4.16 11.09 = 1.17 1570 + 1.53 13.08 + 3.59
150. dakika 40.78 + 4.23 8.46 + 1.46 1448 = 1.58 12.26 + 2.93
160. dakika 40.29 + 3.94 9.07 £ 1.39 11.87 + 1.48 10.55 = 2.80
170. dakika 38.70 £ 3.67 7.73 £ 1.22 10.04 = 1.56 10.35 = 2.68
180. dakika 38.40 £ 3.63 7.06 £ 1.08 9.61 + 1.31 7.83 £ 2.25

Tablo XXIV: Anestezi altindaki si¢canda, kontrol (500 IU), ghrelin (1 ug), ACEA (7.5 ug) ve ghrelin +
ACEA gruplarindan elde edilen spike frekanslarimn her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayisi +
SEM).
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Ghrelin (1 pg)
Zaman Kontrol Ghrelin (1 pg) ACEA (7.5 pg) +

ACEA (7.5 ng)
0. dakika 1061 = 100 1186 = 112 1130 + 141 1142 + 118
10. dakika 1101 + 131 1200 = 109 1118 + 148 1107 = 147
20. dakika 1096 = 157 1118 + 147 1051 = 159 1022 + 139
30. dakika 1092 + 170 1129 + 122 1024 + 152 938 + 115
40. dakika 1065 = 171 1140 + 118 960 + 127 912 + 89
50. dakika 1054 + 152 1126 + 114 906 + 111 933 + 140
60. dakika 1088 + 124 1098 + 121 927 + 136 878 + 121
70. dakika 1051 + 126 1029 + 138 877 + 110 884 + 156
80. dakika 1018 = 104 982 + 129 885 + 128 801 = 122
90. dakika 970 + 111 971 + 113 840 + 97 804 + 119
100. dakika 919 + 90 942 + 114 832 + 97 806 + 135
110. dakika 905 + 88 942 + 115 829 + 97 802 + 117
120. dakika 936 + 84 942 + 127 763 + 92 750 + 129
130. dakika 891 + 94 921 £ 116 775 £ 93 743 + 108
140. dakika 891 + 8l 889 + 115 747 £ 92 725 + 103
150. dakika 872 + 86 882 + 107 762 + 88 695 + 73
160. dakika 863 + 78 834 + 114 735 + 90 646 t 60
170. dakika 840 + 79 799 £ 109 734 + 88 626 £ 52
180. dakika 816 + 70 774 + 111 734 £ 90 594 + 58

Tablo XXV: Anestezi altindaki sicanda, kontrol (500 IU), ghrelin (1 ug), ACEA (7.5 ug) ve ghrelin +
ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama degerleri (spike sayist +
SEM).

0/0 —O— Kontrol

—@— Ghrelin (1 pg)

—ap— ACEA (7,5 pg)

120 - ~{}~ Ghrelin (1 pg) + ACEA (7,5 pg)

100 A

80 -

60 -

40 1

20 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zaman (dakika)

Sekil 54: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), ghrelin (1 ug), ACEA (7.5 ug) ve ghrelin (1 ug) +
ACEA (7.5 ug) gruplarumin spike frekans degerlerinin yiizde degisimleri (spike yiizde degisimi £ SEM).
Ghrelin grubu 60. dakikadan itibaren, ACEA grubu 60. dakikadan itibaren, ghrelin + ACEA grubu ise,
50. dakikadan itibaren kontrol grubuna gore spike yiizde frekansim anlamli oranda azaltti (*=p<0.05,
**=p<0.01,***=p<0.001). Ghrelin + ACEA kombinasyonu, ne ACEA (7.5 ug) grubuna gére ne de ghrelin
(1 ug) grubuna gore istatistiksel agcidan anlamh degildi.
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0
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Sekil 55: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 IU), ghrelin (1 ug), ACEA (7.5 ug), ve ghrelin +
ACEA gruplarimin spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (spike ytizde degisimi + SEM). Amplitiid
yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda deney gruplarimin, ne penisilin (kontrol) grubuna gére ne de
kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamli olmadiklar tespit edildi.

4.3.7. AM-251 (0.25 ug) + Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) Grubunun

Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.25 pg (2 pl) dozda is.v.
olarak, AM-251"den 10 dk sonra ghrelin 1 pg (2 pl) dozda i.s.v. olarak, ghrelinden 10
dk sonra da ACEA 7.5 pg (1 pl) dozda yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basmna AM-251 (0.25 pg) grubu
kontrol grubuna gore 30. dakikada spike sayisin1 anlamli olarak artird1 (p<0.001), (Sekil
57). Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubu ise, kontrol grubuna gore 70. dakikadan
itibaren ylizde spike frekansini anlamli sekilde azaltt1 (p<0.05), (Sekil 57). AM-251
(0.25 pg) + Ghrelin (1 pg)+ ACEA (7.5 pg) grubu ise, kontrol grubuna gore anlamli
degildi (p>0.05), (Sekil 57).

AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) kombinasyonunun, AM-
251 (0.25 pg) grubuna gore 30. itibaren dakikadan anlamli oldugu gézlendi ve bu diisiis
deney sonuna kadar devam etti (p<<0.05), (Sekil 57). 30. dakikada AM-251 + Ghrelin +
ACEA grubundaki spike frekansi ve yilizde degisimi sirasiyla 47.6 + 9.26, % 109.03 +
6.33 iken, AM-251 (0.25 pg) grubunda 61.49 +4.16, % 146.32 + 11.02 olarak bulundu
(Tablo XXVI). AM-251 + Ghrelin + ACEA grubunu ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg)
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grubuyla karsilastirdigimizda ise, herhangi bir zaman diliminde istatistiksel anlamlilik
saptanmadi (p>0.05), (Sekil 57). Spike amplitiid yiizde degisimleri incelendiginde ise,
deney gruplarinin ne kontrol grubuna gore, ne de kendi aralarinda anlamli olmadiklar1
tespit edildi (p>0.05), (Sekil 58).

AM-251 (0.25 pg), Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) ve AM-251 + Ghrelin +
ACEA gruplarmin ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite lizerine olan etkileri sekil
56’de gosterilmistir.

A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) AM-251 (0.25 pg)

C) Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg)

D) AM-251 (0.25 pg) + (Ghrelin 1 pg) + ACEA (7.5 pg)

Sekil 56: A) Penisilin (500 [U), B) Penisilin + AM-251 (0.25 ug), C) Penisilin + ghrelin (1 ug) + ACEA
(7.5 ug) ve D) Penisilin + AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG
kayitlarindan drnek goriintiiler.
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AM-251 (0.25 pg)
Ghrelin (1 pg) +
Zaman Kontrol AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (1 pg)
ACEA (7.5 pg) +

ACEA (7.5 pg)
0. dakika 41.23 + 3.03 42.61 = 2.06 43.67 + 1.98 4381 = 7.72
10. dakika 41.45 + 5.37 4573 + 2.80 41.27 + 2.01 48.83 + 9.41
20. dakika 4235 + 4.29 54.11 = 4.08 38.23 + 2.38 49.61 = 8.73
30. dakika 39.52 + 3.89 61.49 = 416 33.81 + 2.18 47.60 = 9.26
40. dakika 40.28 + 4.08 67.95 = 5.30 3091 + 3.12 4427 = 9.99
50. dakika 41.15 + 3.92 68.06 * 4.03 2691 + 4.59 40.16 = 10.68
60. dakika 40.69 * 4.33 74.32 £ 541 2447 + 5.19 37.81 = 8.67
70. dakika 39.66 + 3.54 78.27 + 745 2391 * 549 3440 = 745
80. dakika 39.98 + 3.85 77.52 £ 7.95 21.85 + 4.86 33.32 + 7.63
90. dakika 39.43 + 344 82.36 + 8.47 17.79 + 3.77 3096 = 7.47
100. dakika 41.88 + 4.11 80.37 + 6.89 16.62 + 3.37 28.65 = 6.61
110. dakika 42.59 + 4.04 8426 + 8.27 14.17 + 3.33 2725 = 5.32
120. dakika 41.29 + 3.92 86.64 + 8.02 15.15 + 3.25 28.38 + 6.30
130. dakika 40.76 + 4.24 85.33 + 8.34 14.61 + 3.82 2577 = 6.46
140. dakika 39.69 = 4.16 85.86 + 8.34 13.08 + 3.59 28.33 = 7.33
150. dakika 40.78 + 4.23 8291 + 7.85 12.26 + 2.93 28.14 = 8.27
160. dakika 40.29 + 3.94 83.61 * 9.19 10.55 + 2.80 27.42 = 8.25
170. dakika 38.70 = 3.67 80.38 *+ 7.84 10.35 + 2.68 26.40 + 7.44
180. dakika 38.40 * 3.63 79.84 = 8.09 7.83 £ 225 2572 = 7.52

Tablo XXVI: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (1 ug) + ACEA
(7.5 ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen spike frekanslarmin her 10 dakika
ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).

AM-251 (0.25 pg)
Ghrelin (1 pg) +
Zaman Kontrol AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (1 pg)
Acea (7.5 pg) +
Acea (7.5 ng9
0. dakika 1061 + 100 1085 = 78 1142 = 118 1107 £ 89
10. dakika 1101 + 131 1135 =+ 82 1107 = 147 1144 + 127
20. dakika 1096 = 157 1121 = 87 1022 = 139 1126 + 146
30. dakika 1092 + 170 1122 + 88 938 * 115 1170 = 155
40. dakika 1065 = 171 1123 + 81 912 + &9 1096 = 143
50. dakika 1054 = 152 1086 = 69 933 + 140 1104 + 132
60. dakika 1088 = 124 1149 + 95 878 + 121 1007 = 116
70. dakika 1051 = 126 1137 £ 96 884 + 156 910 + 68
80. dakika 1018 = 104 1121 + 108 801 + 122 884 + 153
90. dakika 970 + 111 1066 + 104 804 + 119 887 + 151
100. dakika 919 £ 90 996 = 96 806 + 135 838 t 118
110. dakika 905 = 88 988 + 91 802 = 117 812 + 80
120. dakika 936 + 84 987 + 92 750 = 129 868 t 123
130. dakika 891 = 94 957 + 89 743 + 108 830 + 106
140. dakika 891 + 81 1013 + 103 725 + 103 755 + 69
150. dakika 872 + 86 978 + 103 695 + 73 735 + 65
160. dakika 863 t 78 930 + 91 646 t 60 715 + 53
170. dakika 840 £ 79 944 + 99 626 t 52 710 + 62
180. dakika 816 = 70 928 + 100 594 + 58 693 t 51

Tablo XXVII: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (1ug) + ACEA
(7.5 ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika
ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).
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Sekil 57: Anestezi altindaki si¢anda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.25 ug), ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5
ug) ve AM-251 (0.25 ug) + ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5 ug) gruplarimn spike frekans degerlerinin yiizde
degisimleri (spike yiizde degisimi £ SEM). AM-251 (0.25ug) grubu 30. dakikadan itibaren, ghrelin (1ug)
+ ACEA (7.5 ug) grubu ise 70. dakikadan itibaren kontrol grubuna gore anlamlydr (*= p< 0.05,
=p<0.01, **=p<0.001). AM-251 + Ghrelin + ACEA grubunun ise kontrol grubuna gore anlaml
olmadigi tespit edildi. AM-251 + Ghrelin + ACEA kombinasyonu, AM-251 (0.25ug) grubuna gore 30.
dakikadan itibaren yiizde spike frekansini anlaml élciide azaltn (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001).
AM-251 + Ghrelin + ACEA grubunun ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5 ug) grubuna gére anlamli olmadigi
tespit edildi.
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0 L] L] L] L] L] L L L] L Ll Ll T T L] T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zaman (dakika)

Sekil 58: Anestezi altindaki si¢anda, penisilin (500 1U), AM-251(0.25 ug), ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5
ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarinin spike amplitiid degerlerinin ytizde degisimleri (spike yiizde
degisimi + SEM). Amplitiid yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda deney gruplarmmin, ne penisilin
(kontrol) grubuna gére ne de kendi aralarinda istatistiksel acidan bir anlamlhilik saptanmadi.
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4.3.8. AM-251 (0.5 pg) + Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) Grubunun

Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 0.5 pg (2 pl) dozda i.s.v. olarak,
AM-251"den 10 dk sonra ghrelin 1 pg (2 pl) dozda 1.s.v. olarak, ghrelinden 10 dk sonra
da ACEA 7.5 pg (1 pl) dozda yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Yiizde spike degisimleri incelendiginde, tek basma AM-251 (0.5 pg) grubu
kontrol grubuna gore 30. dakikada spike sayisini anlamli olarak artirdi (p<0.05), (Sekil
60). Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubu, kontrol grubuna gore 50. dakikadan
itibaren anlamli oranda yiizde spike frekansini diistirdii (p<<0.05), (Sekil 60). AM-251 +
Ghrelin + ACEA grubu ise, kontrol grubuna gore anlamli degildi (p>0.05), (Sekil 60).

AM-251 + Ghrelin + ACEA kombinasyonunun, AM-251 (0.5 pg) grubuna gore
40. dakikadan itibaren dakikadan anlamli oldugu gozlendi ve bu azalma deney sonuna
kadar devam etti (p<0.01), (Sekil 60). 40. dakikada AM-251 + Ghrelin + ACEA
grubundaki spike frekansi ve ylizde degisimi sirasiyla 43.50 + 5.93, % 109.38 £+ 5.69
iken, AM-251 (0.5 pg) grubunda 56.04 + 2.48, % 145.95 + 9.03 olarak bulundu
(Tablo XXVIII).

AM-251 + Ghrelin + ACEA grubunu ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubuyla
karsilagtirdigimiz-da ise, 20. dakikadan itibaren anlamli bir artis tespit edildi (p<0.05),
(Sekil 60). Spike amplitiid yiizde degisimleri incelendiginde, deney gruplarinin ne
kontrol grubuna gore, ne de kendi aralarinda anlamli olmadiklari tespit edildi (p>0.05),
(Sekil 61).

AM-251 (0.5 pg), Ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5 pg) ve AM-251 + Ghrelin +
ACEA gruplarmin ECoG’da kaydedilen epileptik aktivite lizerine olan etkileri sekil
59°de gosterilmistir.
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A) Penisilin G (500 IU)

0,5 mV|

Ssn

B) AM-251 (0.5 pg)

C) Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg)

D) AM-251 (0.5 pg) + (Ghrelin 1 pg) + ACEA (7.5 png)

Sekil 59: A) Penisilin (500 1U), B) Penisilin + AM-251 (0.5 ug), C) Penisilin + ghrelin (1 ug) + ACEA
(7.5 ug) ve D) Penisilin + AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen 90. dakikadaki ECoG
kayitlarindan drnek goriintiiler.
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AM-251 (0.5 pg)
Ghrelin (1 pg) +
Zaman Kontrol AM-251 (0.5 pg) + Ghrelin (1 pg)
ACEA (7.5 pg) +

ACEA (7.5 pg)
0. dakika 41.23 + 3.03 38.90 + 1.92 43.67 £ 1.98 39.61 = 4.74
10. dakika 41.45 + 537 43.97 + 3.62 41.27 + 2.01 4344 + 522
20. dakika 4235 + 4.29 4577 + 3.21 38.23 + 2.38 45.50 £ 5.74
30. dakika 39.52 + 3.89 4947 = 1.87 33.81 + 2.18 44.67 £ 5.61
40. dakika 40.28 + 4.08 56.04 + 248 3091 + 3.12 43.50 + 5.93
50. dakika 41.15 + 3.92 57.03 + 3.50 2691 + 4.59 41.19 + 6.87
60. dakika 40.69 + 4.33 60.24 *+ 3.18 2447 £ 5.19 36.74 + 4.89
70. dakika 39.66 = 3.54 58.07 + 4.25 2391 + 5.49 3494 = 4091
80. dakika 39.98 + 3.85 62.66 + 4.82 21.85 + 4.86 3441 = 5.52
90. dakika 39.43 £ 3.44 62.29 * 4.64 17.79 + 3.77 3043 £ 423
100. dakika 41.88 = 4.11 60.99 + 3.34 16.62 + 3.37 32.74 = 4.26
110. dakika 42.59 + 4.04 5941 + 2.54 14.17 £ 3.33 30.94 = 4.61
120. dakika 41.29 + 3.92 59.61 = 3.28 15.15 £ 3.25 30.12 + 5.70
130. dakika 40.76 + 4.24 57.11 = 2.78 14.61 + 3.82 30.73 = 4.77
140. dakika 39.69 = 4.16 58.34 + 2.29 13.08 *+ 3.59 34.16 * 5.08
150. dakika 40.78 + 4.23 57.86 + 2.35 12.26 + 2.93 33.88 = 5.17
160. dakika 40.29 + 3.94 56.73 + 2.98 10.55 + 2.80 36.25 = 4.76
170. dakika 38.70 = 3.67 56.39 + 3.24 10.35 + 2.68 34.70 + 4.78
180. dakika 3840 = 3.63 5494 = 337 7.83 £ 225 3535 = 4.74

Tablo XXVIII: Anestezi altindaki siganda, kontrol (500 IU), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (1 ug) + ACEA
(7.5 ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen spike frekanslarmin her 10 dakika
ortalama degerleri (spike sayisi + SEM).

AM-251 (0.5 pg)
Ghrelin (1 pg) +
Zaman Kontrol AM-251 (0.5 pg9 + Ghrelin (1 pg)
ACEA (7.5 pg) +

ACEA (7.5 pg)
0. dakika 1061 = 100 1140 £ 122 1142 = 118 1016 £ 78
10. dakika 1101 = 131 1114 + 102 1107 = 147 998 + 54
20. dakika 1096 = 157 1147 + 117 1022 £ 139 964 = 57
30. dakika 1092 + 170 1169 + 124 938 + 115 983 + 63
40. dakika 1065 = 171 1200 + 143 912 + 89 1045 £ 50
50. dakika 1054 + 152 1203 £ 173 933 + 140 1019 £ 43
60. dakika 1088 + 124 1199 + 168 878 + 121 964 * 46
70. dakika 1051 + 126 1169 + 152 884 t 156 901 = 71
80. dakika 1018 = 104 1160 £ 150 801 + 122 835 = 66
90. dakika 970 = 111 1124 = 147 804 + 119 830 = 74
100. dakika 919 + 90 1110 + 181 806 * 135 780 * 62
110. dakika 905 + 88 1051 + 165 802 + 117 786 = 61
120. dakika 936 + &4 1043 + 155 750 + 129 754 + 60
130. dakika 891 = 94 1050 + 141 743 = 108 761 + 63
140. dakika 891 + 81 1075 + 173 725 + 103 717 = 51
150. dakika 872 + 86 1056 + 180 695 + 73 735 + 37
160. dakika 863 £ 78 966 + 158 646 * 60 713 £ 40
170. dakika 840 + 79 913 + 148 626 * 52 715 = 50
180. dakika 816 + 70 915 £ 156 594 + 58 702 + 36

Tablo XXIX: Anestezi altindaki si¢canda, kontrol (500 IU), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5
ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin her 10 dakika ortalama
degerleri (spike sayisi = SEM).
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f-yo —O~ Kontrol
—h— AM251 (0,5 pg)
—0O— Ghrelin (1 jg) + ACEA (7,5 Hg)
200 - —O— AM251 (0,5 pg) + Ghrelin (1 ug) + ACEA (7,5 pa)
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Sekil 60: Anestezi altindaki siganda, penisilin (500 IU), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5 ug)
ve AM-251 (0.5 ug) + ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5 ug) gruplarimin spike frekans degerlerinin yiizde
degisimleri (spike yiizde degisimi £ SEM). AM-251 (0.5 ug) grubu 30. dakikadan itibaren, ghrelin (1 ug)
+ ACEA (7.5 ug) grubu ise 70. dakikadan itibaren kontrol grubuna gore anlamliydr (*= p<0.05,
*=p<0.01, ***=p<0.001). AM-251 + Ghrelin + ACEA grubunun ise kontrol grubuna gore anlaml
olmadigi tespit edildi. AM-251 + Ghrelin + ACEA kombinasyonu, AM-251 grubuna gore 40. dakikadan
itibaren spike yiizde frekansint azaltirken (*=p<0.05, **=p<0.01,***=p<0.001), ghrelin (I ug) + ACEA
(7.5 ug) grubuna gore 20. dakikadan itibaren anlamli oranda artirdi (‘=p<0.05, ""=p<0.01,
TT=p<0.001).
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Sekil 61: Anestezi altindaki sicanda, penisilin (500 1U), AM-251 (0.5 ug), ghrelin (1 ug) + ACEA (7.5
ug) ve AM-251 + ghrelin + ACEA gruplarinin spike amplitiid degerlerinin ytizde degisimleri (spike yiizde

degisimi £ SEM). Amplitiid yiizde degisim degerleri karstlastirildiginda deney gruplari ne penisilin
(kontrol) grubuna gére, ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlhilik saptanmadi.
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5. TARTISMA

Sunulan calismada, gastrointestinal sistemden salinanbir hormon olan ghrelinin
olusturdugu antikonvulsan etkinin, kanabinoid reseptor sistemiyle iliskisi; penisilin
modeli deneysel epilepside incelendi. Bu amagla, ghrelin (Aslan ve ark., 2009) ve
kanabinoidlerin dozlar1 daha 6nce laboratuarimizda yapilan ¢calismalar referans aliarak
belirlendi (Kozan ve ark., 2009). Uyanik sicanda 300 IU (is.v.) penisilin
enjeksiyonundan 30 dk sonra AM251 0.25 pg/sigan (i.s.v.) ve ACEA 7.5ug/sican
(1.s.v.) dozlarinda uygulandi. Uyanik sican ile anestezi altindaki sican deneyleri arasinda
anlaml bir fark olmadig tespit edildi. Bu ylizden sunulan ¢calismanin anestezi altindaki
sicanlarda yapilmasi tercih edildi. Anestezi altindaki siganda 500 IU (i.k.) penisilin
enjeksiyonundan 30 dk sonra ghrelin 0.5 ug ve 1 pg (i.s.v.), AM-251 0.25 pg ve 0.5 ug
(1.s.v.), ACEA 1ise 7.5 pg ve 2.5 pg (i.s.v.) dozlarinda uygulanarak, bu maddelerin

birbirleri tizerine etkileri arastirild1.

5.1. Penisilinle Olusturulan Epileptiform Aktivite

Epilepsi, mental ve fiziksel fonksiyon bozukluguna yol agabilen, sinir sistemini
etkileyen tekrarlayan ndbetlerle karakterize olan en yaygin norolojik hastaliklardan
birisidir (Dichter, 1994). Beyinde bulunan sinir hiicrelerinin olagan dis1 bir elekro-
kimyasal bosalim yapmasi sonucunda meydana gelen bu norolojik bozukluk, beyinde
normalde var olan elektrigin, asir1 ve kontrolsiiz yayilimi sonucu olugsmaktadir. Her sinir
hiicresi ya kendiliginden belli bir frekansta ya da diger hiicrelerden aldigi uyarilarin
cebirsel toplamina gore elektriksel bosalimlar olusturur. Fakat bazi durumlarda bu
diizen bozulur ve biiyiik bir néron toplulugu eszamanli (senkron) ve anormal bigimde
desarj olusturmaya baslar. Bu anormal desarjla birlikte epileptik nobetler ortaya ¢ikar.
Anormal hiicre desarjlarmin nedenleri arasinda ise; travma, oksijen yetersizligi,
tiimorler, enfeksiyonlar ve metabolik bozukluklar sayilabilir. Ancak, epilepsi
nobetlerinin hemen hemen yarisinda herhangi bir neden tespit edilememistir (Martin,
1991). Giintimiizdeki epilepsi tedavi protokolleri daha cok bulgular1 gidermeye
yoneliktir ve heniiz kompleks parsiyel epilepsili hastalarmin yaklasik olarak yarisinda

epileptik nobetler kontrol edilememektedir (Shin ve McNamara, 1994).
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Deneysel epilepsi modelleri, epilepsinin temelinde yatan mekanizmalar1 ortaya
cikartmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Bu modeller {izerinde denenen maddelerin
epileptiform aktivite lizerine olan etkileri farkli yontemlerle arastirilmaktadir. Sonug
olarak, epilepsinin temel mekanizmas1 agiklanmaya ¢alisilmakta ve bu sayede de 6nemli
bir saglik sorunu olan epileptik sendromlara kalici ve etkin bir tedavi yontemi
gelistirilmeye calisilmaktadir. Epilepsi calismalarinda kullanilan deneysel modeller
oldukca fazladir. Bunlar arasinda, konvulsan ajanlarla (pentilentetrazol, bikukulin,
pikrotoksin, penisilin,... vs.) kimyasal olarak olusturulan, elektriksel uyaranlarla
olusturulan ve genetik olarak epilepsiye yatkin hayvan tiirleriyle olusturulan modeller
olduke¢a sik kullanilmaktadir (Marangoz, 1997).

Penisilinin epileptojenik etkisi 1945°te kesfedilmistir. Walker ve Johnson (1945)
kedi, kopek ve maymunun serebral korteksine penisilin uygulanmasinin, epileptik
aktiviteye neden oldugunu bildirmislerdir. Penisilin, yapisal olarak GABA antagonisti
bikukuline benzemesinden dolayi, beyinde bulunan en 6nemli inhibitdr sistemlerden
GABA sistemini bloklamakta ve eksitasyon-inhibisyon arasindaki dengeyi bozarak
epileptik nobet olusumuna yol agmaktadir (Walden ve ark., 1992). Penisilin modeli
deneysel  epilepside, piramidal  hiicrelerdeki  paroksismal  depolarizasyon
degisikliklerine, GABA, ve GABAg’ye bagimli potansiyeller ile hiicre i¢i kalsiyumla
aktiflenen potasyum iyonlarmin katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (Dichter ve
Ayala, 1987; Domann ve ark., 1986; 1989). Deneysel epilepsi modelleri arasinda
penisilin epilepsisi sik kullanilan modellerden biridir. Edmonds ve ark. (1974), sicanin
diger laboratuar hayvanlarina gore penisilin epilepsisine daha duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Edmonds ve ark. (1974) gore penisilin modeli deneysel epilepsinin bazi
avantajlar1 vardir:

1. Penisilin balik ve insan1 da kapsayan vertebralilarda fokal nobetlere neden
olmaktadir.

2. Nobetlerin ortaya ¢ikmasi hizlidir ve ¢ok kolaylikla kaydedilebilir. Epileptik
aktivite penisilin uygulanmasindan 15 dakika sonra baslar ve en az birka¢ saat boyunca
devam etmektedir.

3. Penisilin uygulanmasmi takiben patomorfolojik degisiklikler nadir olarak

goriiliir.
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4. Epileptik odaktan yayilan aktivitenin hizi ve ndbetin klinik belirtilerinin
siddeti uygulanan penisilin dozuna baghdir.

5. Penisilin ile olusturulan ndbetler antikonvulzan maddelere direngli degildir.

6. Meydana gelen epileptiform aktivite penisilin uygulamasindan 24 saat sonra
tamamen kaybolur.

Sunulan ¢alismada, hem uyanik sicana i.s.v. olarak uygulanan penisilinin nébet
aktivitesine etkisi, hem de anestezi altindaki sigana 1k. uygulanan penisilinin
epileptiform aktiveye etkisi ve iki farkli metot arasindaki benzerlikler ¢alisilmistir. Her

iki modelde de yukarida belirtilen kriterlere uyumsuzluk gézlenmemistir.

5.1.1. Uyanik Siganda Penisilinle Olusturulan Epileptiform Aktivite

Penisilinin uygulanma sekilleri, elde edilmek istenen ndobet modeline gore
degisiklik gdstermektir. Intraperitoneal (i.p.), intramiiskiiler (i.m.), intravendz (i.v.),
intraserebroventrikiiler (i.s.v.) veya intrakortikal (ik.) olmak iizere cesitli enjeksiyon
tiirleri literatiirde yer almaktadir. Kedilere sistemik olarak yiiksek dozda penisilin
uygulanmasi, insandaki petit mal epilepsiye benzer, EEG’de bilateral es zamanli diken-
dalga desarjlariyla kendini gostermektedir (Martin, 1991). Sullivan ve Osorio (1991)
ise, yine 1p. yolla penisilin G vererek ratlarda epileptik aktivite olusturmuslardir.
Penisilinin kediye 300.000 - 600.000 [U/kg i.m. verilmesi jeneralize, senkron, bilateral
diken dalga desarjlar1t meydana getirir. Bu esnada goziinii kirpma hareketi, miyoklonik
kasilmalar ortaya c¢ikabilir (Fisher ve Prince, 1977). Kemirgenlere im. penisilin
uygulanmasi, kedilerdeki bilateral senkron diken desarjlara benzememektedir.
Kemirgenlerde aralikli patlamalar esliginde multifokal spike aktiviteleri meydana
gelmektedir (Avoli, 1980). Gallitto ve arkadaslar1 (1986) ise, 1.000.000 IU penisilini
1.v. olarak sistemik dolagima enjekte etmisler ve i.v. penisilinin kortekste ve talamusta
multifokal interiktal spike desarjlarina neden oldugunu saptamigslardir.

Literatiirde, i.s.v. penisilin uygulanarak yapilan ¢cok az sayida ¢alisma mevcuttur.
Laboratuarimizda yapilan baska bir calismada Canan ve ark. (2008) 400 IU penisilin
G’yi anestezi altindaki siganlara i.s.v. olarak uygulanmis ve olusan epileptiform aktivite
glimiis top elektrotlarla beyin korteksinden kaydedilmistir. Epileptiform aktivite 2 dk
icerisinde baglamistir. Kaydedilen spike aktivitesinin interiktal paternde oldugu

gosterilmistir (Canan ve ark., 2008). Bostanci ve Bagiric1 (2006, 2007) ise, uyanik
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sicanlara ventrikiiler kaniil vasitasiyla 300 IU 1.s.v. penisilin-G uygulamis ve uygulanan
penisilinin bifazik spikelar ve spike dalga kompleksleri olusturdugunu bildirmislerdir.

Calismamizda da, literatiirle benzer olarak (Bostanci ve Bagirici, 2006; 2007)
uyanik sigcanlara, penisilin G potasyum tuzu 300 IU dozda, bir ventrikiiler kaniil
aracilifiyla 1.s.v. olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra en fazla 2 dk i¢inde spike
dalgalar1 gorildii. Spike dalgalarinin birbirini takip eden iktal ve interiktal paternde
olduklar1 gbzlendi. iktal ve interiktal spike kompleksleri 30. dakikada kararl hale geldi
ve bu dakikada SF enjeksiyonu gerceklestirildi. SF enjeksiyonundan sonra 110.
dakikadan itibaren spike frekansi bir miktar diisse de bu diistis anlamli degildi ve 180.
dakikaya kadar iktal ve interiktal patern gozlendi ve analiz edilmek iizere kaydedildi.
Ayrica, 180 dk. boyunca hayvan davraniglar1 da gozlendi ve belirlenen dakikalarda (0,
15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 ve 180. dk) LabChart programina not edildi.

Uyanik sicanda yaptigimiz ¢alismamizin bu agsamasinda, iktal ndbet sayisi, iktal
nobetlerin toplam spike sayisi, interiktal nobetlerin toplam spike sayilar1 ve 180
dakikalik kayit boyunca elde edilen toplam spike sayis1 ayr1 ayr1 degerlendirildi. Tktal
nobetler esnasinda hayvanlarin jeneralize tonik-klonik ndbet gegirdigi goézlenirken,
interiktal donemde ise 6zellikle sag ekstremitelerde myoklonik jerkler tespit edildi. Bu
myoklonik kasilmalarin ¢ogunlukla sag ekstremitelerde goriilmesi, penisilinin lateral
ventrikiiliin sol tarafina enjekte edilmesinden kaynaklandigimi diistindiirmektedir. Ancak
bunu kanitlayabilmek i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

ILAE’nin 1981 epileptik nobetler smiflandirmasina gore status epileptikus,
herhangi tipte bir epileptik ndbetin 30 dakikadan daha fazla devam etmesi ya da
nobetlerin, aralarinda ndrolojik durumun diizelmesine olanak tanimayacak kadar sik
olarak tekrarlanmasi, hali olarak tanimlanmistir. Bu smiflandirmada yer alan jeneralize
tonik-klonik nobet statusu, mortalite ve morbidite riski acisindan 6nemli acil bir
problemdir. Diinyada her yil 20.000 ile 40.000 arasinda jeneralize status epileptikusa
bagh 6liim gerceklesmektedir. Oliimlerin en sik nedeni ise, ndbet nedeniyle beynin
anoksik veya hipoksik kalmasidir. Kompleks parsiyel ve absans status nobetlerinin
taninmast daha zordur. Hatta bazen, bu tiirlerdeki statuslara EEG yardimiyla tani
konulmaktadir. Ciinkii, klinik agidan bulgu vermeyebilirler (Shorvon, 1994).

Sunulan calismanm uyanik sicanlarda gergeklestirilen bu kisminda, iktal ve

interiktal desarjlarin ¢ok wuzun siire devam etmesi (3 saatten fazla) ndbet
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siniflamalarindan status epileptikus tanimma uymaktadir. Status epileptikusun
jeneralize mi yoksa fokal status tipinde mi oldugu bilinmemektedir. Ciinkii her iki
hastalik grubunda da iktal ve interiktal desarjlar birlikte goriilebilmektedir. Ancak,
hayvan davraniglar1 incelendiginde, iktal donemde si¢anlarda goriilen tonik-klonik
konvulsiyonlar jeneralize epilepsiye benzemektedir. Interiktal donemde hayvanlarm
ozellikle sag ekstremitelerinde goriilen myoklonik jerkler ise, bazi hastalarda goriilen,
jeneralize status epileptikusun interiktal donemindeki myoklonik jerklerle uyum
gostermektedir. Ayrica, jeneralize status epileptikus geciren hastalarin mortalitesi ¢ok
yiiksektir. Yaptigimiz deneyde de penisilin enjekte edilen hayvanlarda mortalite orani
yiizde 34 civarinda idi (32 sicandan 11’1 daha is.v. enjeksiyon zamani olan 30.
dakikaya ulasamadan 61dii). Bu yiiksek mortalite orani da jeneralize status epileptikusla
uyumluluk gostermektedir (De Lorenzo ve ark., 1996). Buradan hareketle, i.s.v. olarak
enjekte edilen 300 IU penisilinin status epileptikusa yol agtig1 asikardir. Statusun tipi
hakkinda kesin bilgiye sahip olmamakla birlikte, bu model klinikte yiiksek mortaliteye
neden olan jeneralize status epileptikusa benzemektedir.

Literatiirde, uyanik sicana penisilin enjeksiyonuyla status epileptikus olustugunu
gosteren ¢ok az sayida calisma mevcuttur. Kohei ve ark. (2000) kedilerde yaptiklari
calismada, 100.000 iinite penisilin sisterna magnaya enjekte edilerek status epileptikus
olusturmus ve volatil anesteziklerin status epileptikusa etkisi arastirilmistir. Bostanci ve
Bagiric1 (2006, 2007), uyanik sicanlara ventrikiiler kaniil vasitasiyla 300 1U 1is.v.
penisilin-G uygulamis ve uygulanan penisilinin bifazik spikelar ve spike dalga
kompleksleri olusturdugunu bildirmislerdir. Yapilan bu iki ¢alismada da iktal ve
interiktal periyotlardan bahsedilmemektedir. Penisilin modeli deneysel epilepside iktal
ve interiktal donemleri ayr1 ayr1 inceleyen bir kag ¢alisma mevcuttur. Horn ve Gehring
(1995), canli hayvanda yaptiklar1 caligmada, 125 IU penisilini intratalamik olarak ve
motor kortekse uygulamiglardir. Yapilan ¢alismada iktal ve interiktal nobetler ayr1 ayri
tanimlanmistir ve iktal-interiktal donemler 150 dk boyunca ard arda devam etmistir.
Motor kortekse penisilin uygulanmasi tonik, klonik ve tonik-klonik ndbetlere yol
acmistir. Sunulan ¢alismada ise, tonik, klonik ve tonik-klonik ndbetler gozlendi. Ancak,
Horn ve Gehring (1995)’ in ¢alismasindan farkli olarak i.s.v. enjekte edilen penisilinin
jeneralize yayilima yol actig1 ve depolarizasyon dalgalarinin motor kortekse ulastigini

diisiiniilmektedir. Iktal donemde siganda, tonik-klonik veya uzun siiren tonik davranislar
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gozlenirken, interiktal periyotta ise, Ozellikle ekstremitelerde klonik jerklerin oldugu
gozlenmistir. Maresova ve Mares (1985) ise, her iki serebral hemisfer korteksine
simetrik olarak penisilin uygulamiglar ve iki ayr1 epileptik odak olusturmuslardir.
Enjekte edilen valproik asit (i.p.) ve karbamazepinin (i.p.) interiktal fokal desarjlari
anlaml olarak azaltmadigi ancak her iki ilacin da doz bagimli olarak iktal desarjlar1
baskiladig1 gosterilmistir (Maresova ve Mares, 1985).

Bu ¢alisma, canli hayvanda penisilinle yapilan calismalar baz alindiginda, 1i.s.v.
penisilin uygulanarak status epileptikus olusturulan ve iktal-interiktal donemleri ayri

ayr1 degerlendiren ilk ¢calisma olma niteligindedir.

5.1.2. Anestezi Altindaki Siganlarda Penisilinle Olusturulan

Epileptiform Aktivite

Korteksin bir bolgesinde inhibisyon miktarmin azalmasi, ndéron gruplarmnin
davranislarinin degigmesine neden olmaktadir. Bu nedenle, inhibitor etkiyi bloklayan
konviilsan bir maddenin serebral kortekse uygulanmasi, hiicrede morfolojik
degisikliklere sebep olmaksizin akut fokal epilepsi olusumunu tetiklemektedir (Martin,
1991).

Penisilin, yapisal olarak GABA antagonisti bikukuline benzemektedir.Kortekse
direkt olarak penisilin uygulanmasi, beyinde bulunan en 6nemli inhibitor sistem olan
GABA sistemini bloklamakta ve eksitasyon-inhibisyon arasindaki dengeyi bozarak
epileptik nobet olusumuna neden olmaktadirr (Walden ve ark., 1992). Penisilinle
olusturulan epileptik nobet, insanda goriilen epileptik ndbetlerin tam karsilig1 degildir.
Bu deneysel modelde, dendritlerde ve astrositlerde orta derecede bir sisme oldugu ve
sinaptik vezikiil tesekkiiliinde azalma oldugu tespit edilmistir (Harris ve ark., 1979).

Walker ve Johnson (1945) kedi, kdopek ve maymunun serebral korteksine
penisilin uygulanmasinin, epileptik aktiviteye neden oldugunu bildirmislerdir. Walden
ve ark. (1992) ise, korteks ylizeyine lokal penisilin uygulamiglar ve dakikalar igerisinde
ECoG'da epileptiform potansiyeller goriildiiglinii bildirmislerdir. Laboratuarimizda
yapilan ¢aligmalar, 500 IU i.k. penisilin enjeksiyonunun uygulama anindan itibaren2-4
dakika icerisinde bilateral spike’lar ve spike-dalga kompleksleri ile karakterize
epileptiform aktiviteye neden oldugunu gostermektedir. Epileptiform aktivitenin 3-5

saat kadar devam ettigi,kararli frekans ve amplitiid diizeyine ise 30 dk icinde ulastigi
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belirtilmektedir (Kozan ve ark., 2006; Ayyildiz ve ark., 2006; Ayyildiz ve ark., 2007;
Bosnak ve ark., 2007).

Sunulan ¢alismada, epileptiform aktivite olusturmak amaciyla Penisilin-G 500
IU dozunda, 3 pl hacimde i.k. olarak uygulandi. Penisilin uygulamasini takiben 2
dakika icerisinde bilateral spike dalga kompleksleri gozlenmeye baslandi ve olusan
spike aktivitesinin interiktal formda oldugu tespit edildi. Epileptik aktivite yaklasik 20-
30. dakikada kararli hale geldi ve bu dakikada ik. olarak SF (2.5 pl) enjeksiyonu
yapildi. SF enjeksiyonundan sonra, 180 dakika boyunca spike frekansinda anlamli bir
diisiis gozlenmedi.

Uyanik sican ile anestezi altindaki sigan karsilastirildiginda, her iki deneyde de,
spike dalgalarinin goriilme siiresinin 3 saatten fazla oldugu tespit edildi. Anestezi
altindaki sicanda interiktal spikelar gozlenmekte iken, iktal spike goriilmemektedir.
Uyanik sicanda lokal ya da i.s.v. penisilin uygulanmasiyla gdzlenen iktal spikelarin,
anestezi altindaki hayvanlarda goriilmemesine neden olan mekanizma bilinmemekle
birlikte, anestezi en fazla su¢lanan durumdur.

Spike frekanslar1 karsilastirildiginda, anestezi altindaki hayvandan elde edilen
spike frekansinin uyanik hayvanlara gore 4 kattan daha az oldugu tespit edildi. Kararl
nokta (0. dk) baz alindiginda uyanik sicanda 1 dakikadaki ortalama spike frekansi
162.25 + 21.42 olarak bulunurken, anestezi altindaki sicanda ayni dakikadaki deger
41.03 + 3.03 olarak tespit edildi. Deney boyunca elde edilen toplam spike sayilari ise,
uyanik sican grubunda 28105 + 2131 iken, bu say1 anestezi altindaki sigan grubunda
7712 £+ 639 spike olarak tespit edildi. Iki deneysel deney prosediir arasinda bu kadar
fazla spike sayis1 farki olmasinin en 6nemli nedeni anestezi altindaki siganlarda iktal
nobetlerin baskilanmasidir. Clinkii iktal nobetler esnasinda, interiktal nobetlere oranla
cok daha fazla spike dalga aktivitesi gozlenmektedir. Bu farkin baska bir nedeni de
penisilinin uygulanma sekli olabilir. Arik’m (2011) yaptig1 tez calismasinda, anestezi
altindaki hayvanlara 500 IU is.v. penisilin uygulanmistir. Kararli durumdaki spike
frekansin1 ise 162.29 + 24.22 olarak hesaplanmistir. Bu deger calismamizda
buldugumuz degerle birebir ortiismektedir (162.25 + 21.42). Ancak uygulanan penisilin
dozu, kullandigimiz dozdan 200 IU daha fazladir. Biliyoruz ki, penisilin doz bagimh
olarak spike sayismi arttirmaktadir (Edmonds ve ark., 1974). Buradan yola c¢ikarak,

anestezinin bir yandan iktal spike dalgalarini baskiladigi, diger taraftan da interiktal
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spike sayisini azalttigi sonucuna varilabilir. Ek olarak, Arik’in yaptigi ¢alismayla,
anestezi altinda yaptigimiz bu ¢aligmada, ayni penisilin dozunu kullanmamiza ragmen
spike sayisi acisindan yaklagik 4 kat fark bulunmaktadir. Demek ki, i.s.v. enjekte edilen
penisilin, ik. enjekte edilen penisiline gore ¢ok daha fazla nobet aktivitesine neden
olmaktadir. Anestezik maddelerin membran gecirgenligini etkileyerek 1yon
transportunu smnirlamasi ve buna bagh olarak uyanik hayvanlara gore spike frekansini

azaltmasi s6z konusu olabilir (Macdonald ve Barker, 1979; Skerritt ve Johnston, 1983).

5.2. Uyanik ve Anestezi Altindaki Siganlarda Kanabinoidlerin

Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Kanabinoidlerin antikonvulsan etkileri uzun zamandir bilinmektedir (Karler et
al.,, 1974). Son yillarda, sentetik kanabinoidlerin de artmasiyla birlikte, kanabinoidlerin
epilepsi tizerine etkilerini aydinlatmak amaciyla bircok calisma yapilmistir. Bu
calismalarda beynin i¢indeki endokanabinoid reseptor sisteminin ndbetlerin
diizenlenmesinde onemli role sahip oldugu bilinmektedir (Wallace ve ark., 2003; Blair
ve ark., 2006; Deshpande ve ark., 2007). Wallace ve ark. (2001) yaptiklari
calismadamaksimal elektrosok epilepsi modelini kullanarak, A’-THC’nin  ve
kanabimimetik bilesiklerin (WINS55,212-2) antikonvulsan aktivite gosterdiklerini
bulmuslardir. Bu antikonvulsan etkinin kanabinoid CB; reseptoriinden kaynaklandigi
one siiriilmektedir. Yine yapilan diger ¢alismalarda WIN 55,212-2 bilesiginin status
epileptikus modelinde, deneysel pilokarpin modelinde ve néronal kiiltiir ile olusturulan
epilepsi modelinde CB; reseptorii aktive ederek, spontan tekrarlayan epileptiform
desarjlar1 baskiladigi gosterilmistir (Wallace ve ark., 2003; Blair ve ark., 2006).
Nakatsuka ve arkadaslar1 ise, CB; reseptor antagonisti AM-251 verildiginde, CB,
reseptor agonisti WIN 55,212-2’in etkisinin ortadan kalktigini, spike frekans ve
amplitiidiinde herhangi bir baskilanma olmadigimi kanitlamiglardir (Nakatsuka ve ark.,
2003). Deshpande ve ark. (2007) ise hipokampal néron kiiltiiriiyle olusturulan epilepsi
mode-linde, epileptik ndronlara uygulanan AM-251in, CB; reseptorlerini bloklayarak
status epileptikus tarzi aktivite ortaya ¢ikardigini ve bu aktivitenin yiiksek doz CB;
reseptor agonistleriyle (WIN 55,212-2) geri dondiiriilebilir  oldugunu ortaya
koymuslardir. Maksimal elektrosok nobet modeli kullanilarak yapilan baska bir

deneyde ise sistemik enjekte edilen CB; reseptor agonisti arasidonil-2-kloroetilamid
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(ACEA) 5 ve 7,5 mg/kg dozlarinda nobet esigini anlamli derecede yiikseltmis ancak
1,25 ve 2,5 mg/kg dozlarinda anlamli bir fark ortaya ¢ikaramamustir (Luszczki ve ark.,
2006). Bunun yaninda, sistemik verilen ACEA 5 mg/kg dozunda kokainle indiiklenen
konvulsif nobetleri azaltmaktadir (Hayase ve ark., 2001). ACEA ve AM251’in
dozlarinin tespitinde laboratuarimizda daha 6nce bu maddelerin penisilin aktivitesi
iizerine etkinligini arastiran doz ¢aligmalarini kullandik ve bu ¢aligmalarda belirlenen en
etkin dozlar (ACEA i¢in 7.5 pg, AM251 i¢in 0.25 pg ) uygulandi (Kozan ve ark., 2009).
Sunulan ¢aliymada, dncelikle uyanik sicanlarda AM-251 (0.25 pg) ve ACEA’nn (7.5
ug) etkin dozlari i.s.v. olarak calisildi ve her iki dozun da etkili oldugu tespit edildi.
Buradan hareketle, hem i.p., hem de is.v. olarak enjekte edilen kanabinoidler nobet
aktivitesi tizerine etki etmektedir. Ancak, i.p. dozun etkin olmas1 i¢in i.c.v. dozdan
yaklagik 1000 kat daha fazla uygulanmasi gerektigi goriilmektedir. Sistemik olarak
uygulanan THC’ nin yiiksek derecede lipofilik oldugu ve bu nedenle emildikten sonra
viicutta hemen her yere dagildigi bilinmektedir. Yiiksek doz sistemik kanabinoid
almmminin beyinde Ozellikle neokaortikal, limbik, duyu korteksi ve motor kortekse
ulasabildigi gosterilmistir (Nahas, 1975).

Uyanik sicana AM-251 (0.25 pg) uygulanan grubun hayvan davranig parametleri
incelendiginde, kontrol grubuna gdre nobet evresinin % 34, iktal nobet sayismmn % 79,
iktal spike sayisinin % 67, interiktal spike sayismin % 47, toplam spike sayisinin ise %
59 oraninda arttig1 tespit edildi. Bu sonuglar, uyanik sicanda penisilinle olusturulan
status epileptikus aktivitesinin AM-251 (0.25 pg) enjeksiyonuyla birlikte arttigini isaret
etmektedir. AM-251 (0.25 pg) interiktal spike sayisini arttirmaktadir (% 47). Ancak,
iktal spike sayisini (% 67) ve ozellikle iktal nobet sayisini (%79) daha da fazla artirdig:
tespit edilmistir. Hayvan 6liimleri g6z oniine alindiginda ise, AM-251 (0.25 pg) spike
aktivitesini artirmasmna ragmen, enjeksiyona kadar sag kalan hayvanlarm oliimiine
neden olmadi. Bunun en 6nemli nedeni, penisilin enjekte edilen hayvanlarin, genellikle
cok uzun siireli (>1 dk) jeneralize iktal aktiviteden sonra 6ldiigii gdzlendi. Uzun siireli
iktal nobetlerden sonra sicanin oncelikle solunumu durmakta ve solunum yetmezligi
nedeniyle 6lmekteydi. Klinikte de, jeneralize status epileptikus ndbeti geciren hastalarin
mortalitesine baktigimizda, en cok Olim nedeninin solunum yetmezligi oldugu

soylenmektedir (De Lorenzo ve ark., 1996). Yaptigimiz deneyde AM-251 iktal nobet
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spike sayisini arttirmasina ragmen, iktal periyotlarmn latansmi artrmadi. Bu sebeple,
AM-251 enjekte edilen hayvanlar solunum yetmezligine girmediler ve hayatta kaldilar.

AM-251 (0.25 pg) anestezi altindaki sicanlara uygulandiginda, daha once
laboratuvarimizda yapilan ¢alismaya (Kozan ve ark., 2009) benzer sonuglar elde edildi.
30. dakikada yiizde spike degisimi kontrol grubunda % 95.36 + 4.11 iken, AM-251
(0.25 pg) grubunda % 146.32 + 11.02 olarak hesaplandi. Ayrica, anestezi altindaki
siganlarda normalde goriilmeyen iktal aktivitelerin (status benzeri aktiviteler), AM-251
(0.25 png) enjeksiyonuyla beraber ortaya ¢ikti. Bu sonug, uyanik siganlarda AM-251in
(0.25 pg) iktal nobetleri ve iktal nobet spike sayisini neden daha fazla artirdig:
hususunda ipucglar1 vermektedir. Demek ki, AM-251 (0.25 pg) anestezi altindaki
siganlarda iktal nobetleri ortaya ¢ikarmakta ve uyanik siganlarda iktal nobet sayisini ve
iktal nobet spike frekansmni anlamli sekilde arttrmaktadir. Ozellikle iktal ndbetler
iizerinden olan bu arti, AM-251"in her iki deney modelinde de ayni1 mekanizma
iizerinden prokonvulsan aktivite gdsterdigini diisiindiirmektedir.

AM-251"1n 0.25 pg lik doz grubunda, uyanik ve anestezi altindaki siganlarin %
spike degisimlerini incelendiginde ise, her iki grubun da 30. dakikada kontrol grubuna
gore anlamli oldugu tespit edildi. Uyanik sican AM-251 (0.25 pg) grubu spike yiizde
degisim frekansini en fazla % 155.4 = 10.23 oraninda arttirirken, anestezi altindaki AM-
251 (0.25 pg) grubu ise, en fazla % 203.2 + 15.45 oraninda arttirdi. Uyanik sicanda
dakika basima diisen ortalama spike sayis1 anestezi altindaki gruba gore ¢ok fazla oldugu
tespit edildi. Bu nedenle, AM-251 (0.25 pg) uyanik siganda da maksimum etkisini
ortaya koyugunu ancak spike sayist zaten c¢ok fazla oldugu i¢in anestezi altindaki
hayvandaki kadar spike artisima ulasamamakta oldugunu diisiinmekteyiz. Bunu
kanitlayabilmek i¢cin daha diisiik doz penisilinin is.v. olarak uygulandigi ayrmtili
calismalara ihtiyag vardir.

Uyanik sicana ACEA (7.5 pg) uygulanarak, nobet evresi, iktal ndbet sayisi, iktal
nobet spike sayisi, interiktal nobet spike sayist ve toplam spike sayis1 bulundu. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda nobet evresinde % 32, iktal ndbet sayisinda % 43, iktal
spike sayisinda % 38 interiktal spike sayisinda % 35, toplam spike sayisinda ise % 27
oraninda diisiis tespit edildi. Bu sonugclar, uyanik sicanda penisilinle olusturulan status

epileptikus aktivitesinin  ACEA (7.5 pg) enjeksiyonuyla birlikte azaldigimi
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gostermektedir. ACEA (7.5 pg), iktal ve interiktal spike sayismi hemen hemen ayni
oranda azaltmaktadir.

ACEA’nin 7.5 pg’lik dozu anestezi altindaki si¢anlara uygulandiginda ise, daha
once laboratuvarimizda yapilan ¢alismayla (Kozan ve ark., 2009) benzer sonuclar elde
edildi. ACEA’nin (7.5pg) 60. dakikadaki spike frekansi ylizde spike degisimi, kontrol
grubunda % 97.77 £ 5.33 iken, ACEA (7.5) pg grubunda % 61.78 £ 4.07 olarak
hesaplandi. ACEA (7.5 pg) grubunda, uyanik ve anestezi altindaki siganlarm % spike
degisimlerini inceledigimizde, iki grup arasinda benzerlik goriilmektedir. Anestezi
altindaki sican grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda 60. dakikada istatistiksel
olarak azaltirken, uyanik sican grubu 70. dakikada yiizde spike degisim frekansini
anlamli olarak azaltti. Anestezi altindaki sicanlarda 60. dakikadaki % spike degisimi %
61.78 = 4.06 iken, uyanik sican grubunda 70. dakikadaki deger % 64.79 + 5.91 olarak
tespit edildi. Buradan hareketle, ACEA’nin (7.5 pg) her iki deney grubunda da benzer
aktivite ortaya ¢ikardigi goriilmektedir.

Uyanik sicanlarda planlanan bu ¢alismada, penisilin 300 IU i.s.v. enjeksiyonun
mortaliteyi onemli oranda (% 34) arttirmasi biiylik bir sikint1 ortaya cikarmistir.
Hayvanlar genellikle deneylerin ilk 30 dakikasinda uzun siiren jeneralize iktal ndbetlere
bagh olarak 6ldiiler. Penisilin (300 IU, is.v.), AM-251 (0.25 pg) ve ACEA (7.5 pg)
gruplarindaki deneyler tamamlandiktan sonra anestezi altindaki siganlara, penisilin (500
IU, 1.k.), AM-251 (0.25 pg) ve ACEA (7.5 ng) enjekte edildi. Uyanik si¢an ve anestezi
altindaki sigan gruplar1 karsilastirildiginda AM-251 (0.25 pg) ve ACEA (7.5 ng)
gruplar1 arasinda ytliksek oranda bir korelasyon oldugu tespit edildi. Uyanik sicanlarda
ve anestezi altindaki sicanlarda kanabinoid reseptdr sistemi agisindan fark olmadigini
tespit edildi. Mortalitenin de ¢ok fazla olmasi ¢alismamizi 6nemli dl¢iide etkiledi. Bu
yilizden, bu asamadan sonraki deneyler anestezi altindaki siganlarda gergeklestirildi.

Anestezi altindaki sicanlarda, AM-251 (0.25 pg) + ACEA (7.5 pg) grubu,
kontrol grubuna gore spike frekans yiizdesini 30. dakikada anlamli olarak artirdi. AM-
251 + ACEA kombinasyon grubunun yiizde spike degisimi, ACEA grubuyla
karsilastirildiginda ise, 20. dakikadan itibaren istatistiksel agidan anlamli olarak artis
saptandi. Ancak, AM-251 + ACEA kombinasyon grubu tek basina enjekte edilen AM-
251°e (0.25 pg) gore anlaml degildi. Yapilan calismalar, ACEA’nin en etkin dozunda
gosterdigi antikonvulsan etkiyi AM251° in (0.25 pg) inhibe ederek prokonvulsan
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aktiviteye yol agtigin1 gostermektedir. Bahremand ve ark. (2009), AM-251" in 1 mg/kg
(1.p.) dozunda (en etkin doz) ndbet esigini anlamli olarak distirdiigiini, ACEA nin 2
mg/kg (i.p.) dozunun (en etkin doz) ise ndbet esigini anlamli Olgiide artirdigini
bulmuslardir. AM-251 (1 mg/kg) ile ACEA’y1 (2 mg/kg)birlikte uyguladiklarinda ise,
AM-251 (Img/kg) + ACEA (2 mg/kg) grubunun ndbet esiginin, tek basmma uygulanan
AM-251 (1 mg/kg) seviyesinde oldugunu tespit etmislerdir (Bahremand ve ark.,2009).
Nakatsuka ve ark. (2003), CB; reseptor antagonisti AM-251 verildiginde, CB; reseptor
agonistt WIN 55,212-2’in etkisinin ortadan kalktigini, spike frekans ve amplitiidiinde
herhangi bir baskilanma olmadigimi bulmuslardir. Laboratuarimizda yapilan ve referans
olarak kabul ettigimiz baska bir caligsmada ise i.s.v. olarak uygulanan AM-251 (0.25 pg)
+ ACEA (7.5 pg) kombinasyonu, kontrol grubuna gore yiizde spike frekansini anlamli
Olciide artrrmistir. Sunulan calismada da, daha Once yapilan caligmalarla Ortiisen
bulgulara rastlandi. AM-251 (0.25 pg) + ACEA (7.5 png) grubu yiizde spike frekansini,
AM-251 (0.25 pg) lehine artirmistir. Buradan hareketle, CB, reseptoriine baglanan AM-
251’1n en etkin dozu ile ACEA’nn en etkin dozu birlikte uygulandiginda AM-251" in
daha baskin olmasi, AM-251’in CB; reseptoriine afinitesinin ACEA’dan daha fazla
oldugunu diistindiirmektedir.

Anestezi altindaki sicanlara, AM-251"in 0.5 pg dozu uygulandiginda ise, 40.
dakikada ylizde spike frekansini kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
sekilde arttirdi. AM-251 (0.5 pg) grubunda, AM-251 (0.25 pg) grubundaki kadar
olmasa da, uyanik sican kayitlarindaki iktal nobetlere benzeyen nobet aktiviteleri
gozlendi (status benzeri aktiviteler). Buradan yola ¢ikarak, ghrelin ile birlikte
kombinasyon gruplarinda kullandigimiz AM-251’in 0.5 pg dozu, AM-251’in 0.25
pg’lik dozunun yaninda diger bir etkin doz olarak belirlendi.

Yine anestezi altindaki sicanlara, ACEA (2.5 pg) uyguladigimizda penisilin
(500 IU) enjeksiyonundan 80. dakikadan itibaren bir miktar diisiis gozlense de, bu diisiis
kontrol grubuna gore 180. dakika sonuna kadar istatistiksel acidan anlamli degildi. Bu
bulgular, ACEA’nin 2.5 pg dozunun yeterli reseptor aktivasyonu ortaya ¢ikaramadigini
gostermektedir. Bu yiizden, ACEA’nin 2.5 pg dozu etkisiz olarak kabul edilerek
kombinasyon gruplarina uygulandi.

Kanabinoidlerin epileptiform aktiviteyi baskiladig1 bilinmektedir. Ancak, hangi

yollarla noronal eksitasyonu azalttig1 tartisma konusudur. CB; reseptor aktivasyonu,
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Gi/o proteinlerini uyararak adenilat siklazi inhibe etmektedir. Adenilat siklaz ise
adenozin trifosfattan (ATP) siklik AMP (cAMP) olusumuna aracilik etmektedir. cAMP,
protein kinaz A’nin (PKA) diizenleyici alt iinitesine baglanarak PKA’y1 aktive
etmektedir. PKA’nm aktivasyonu ise A-tipi potasyum kanalinin (K" ,) fosforillenmesine
ve kanalin kapanmasina neden olmaktadir. Sonug olarak, CB; reseptor aktivasyonunun
adenilat siklaz inhibe ederek cAMP olusumunu engelledigi, cAMP azalmasimin ise PKA
inaktivasyonuna neden oldugu ve bdylece K's kanali uyarilarak hiicre ig¢inden
ekstraseliiler siviya K ¢ikis1 oldugu diisiiniilmektedir (Kyrou ve ark., 2006). K"
kanallarinin agilmasi beyin hiicrelerinde eksitabiliteyi azaltmaktadir. Bu kanallar
ozellikle membran eksitabilitesinin homeostatik diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir.
Potasyum kanallarmin epilepsi ve beyin iskemisi gibi hipereksitasyon goriilen hasarin
tedavisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Misonou, 2010). Yine, CB; reseptori
tarafindan Gi/o proteinlerinin uyarilmasi, direkt olarak N-tipi veya P/Q-tipi Ca™
kanallarmin inhibisyonuna ve yine direkt olarak ice yonelik rektifiye edici K'
kanallarinm (K';;) aktivasyonuna neden oldugu sdylenmektedir (Kyrou ve ark., 2006).
Yapilan caligmalar, kalsiyum iyonunun hiicre ic¢ine girisinin epileptik aktivitenin
olusumunda kilit role sahip oldugunu gostermektedir. Kalsiyumun hiicreye girisi,
eksitator aminoasitlerin, 6zellikle de glutamatin salinimmna yol agmaktadir. Glutamat
reseptorleri (NMDA, kainat, AMPA) aracilifiyla noron desarjini1 arttirmaktadir
(Heinemann ve ark., 1977 ;Uemastu ve ark., 1990). Penisilin enjeksiyonuyla bloklanan
GABA aktivitesine ek olarak glutamat diizeyinin artis1 daha fazla desarj
olusturabilecegini diisiindiirmektedir., kanabinoidlerin bir yandan K" kanallarmi acarak
eksitasyonu, diger yandan da Ca’ iyonlarmm hiicre igerisine girisini bloklayarak
eksitator ndrotransmitter salinimini inhibe ederek epileptiform aktiviteyi baskiladigi

sOylenebilir.

5.3. Anestezi Altindaki Siganlarda Ghrelinin Epileptiform Aktiviteye

Etkisi

Son yillarda, epilepsi hastaligina yonelik ¢alismalarda noropeptidler biiylik 6nem
kazanmistir. Somatostatin, néropeptid Y, galanin, leptin ve ghrelin gibi ndropeptidler bu
hastaligin patogenezini ortaya koymak icin epilepsi calismalarinda yer almaktadir.

Ghrelin, epilepsi ¢aligmalar1 i¢in umut vaat eden bir noropeptid olarak
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degerlendirilmektedir (Hokfelt et al., 2003). Hayvanlarda ve insanlarda yapilan
arastirmalar, ghrelinin epilepsi hastaliginda aktif rol oynayan ve antikonvulsan
ozellikleri olan bir noropeptid oldugunu ortaya koymaktadir.

Sunulan caligmada, anestezi altindaki hayvanlara ghrelinin 1 pg ve 0.5 pg
dozlar1 i.c.v. olarak uygulandi. Ghrelin (1 pg), 60. dakikadan itibaren kontrol grubuna
gore ylizde spike frekansimi istatistiksel agidan anlamli oranda azaltt1 ve bu azalma 180.
dakika sonuna kadar devam etti. Ghrelin (0.5pg) grubunda ise, 40. dakikadan sonra bir
miktar diisiis gozlense de, bu diislis kontrol grubuna gore 180. dakika sonuna kadar
istatistiksel acidan anlamli degildi. Bu bulgular, daha once yapilan doz calismasiyla
ortlismektedir. Ghrelinin 1 pg dozu etkin doz, 0.5 pg dozu ise etkisiz doz kabul edilerek
kombinasyon gruplarinda kullanildi. GHS-R1a reseptoriiniin aktivasyonu doz bagimli
olarak biliylime hormonu salmimini uyarmaktadir (Kojima ve ark., 1999). GHS-Rla
reseptorii G-proteinine bagli reseptor ailesinin bir iiyesidir ve bu reseptor ailesinin temel
ozelliklerini tasimaktadir (Howard ve ark.,1996). Ghrelin, GHSR-1a reseptoriine
baglandig1 zaman Gg;; araciligiyla fosfolipaz C (PLC) uyarilmaktadir. PLC’nin
uyarilmasi inozitol trifosfatin (IP;) intraseliiler konsantrasyonunu arttirr ve IP3 hiicre
i¢i kalsiyum (Ca™®) depolarindan Ca™ salimmasma yol agar. Ayni zamanda, PLC bagka
bir alternatif yolaktan voltaj kapili Ca™ kanallarim1 agarak da hiicre ici Ca™’yi
arttirmaktadir. Ca™ nin hiicre i¢inde artis1 da bliylime hormonu salinimina neden
olmaktadir (Arvat ve ark.,2001; Di Vito ve ark., 2002). Kalsiyum iyonunun artis1
eksitasyona yol acacagindan, ghrelinin epileptiform aktiviteyi azaltict etkisini bu hiicre
ici yolaktan gostermedigini akla getirmektedir. Diger taraftan, biliylime hormonu
salinimiyla endokanabinoid sistem arasinda da bir iliski vardwr. Yapilan caligsmalar,
kanabinoid reseptdr analoglarinin kandaki biiylime hormonu diizeyini disiirdiigi
gostermektedir (Murphy ve ark., 1998; Wenger ve ark., 1995). Ghrelin, biiyiime
hormonu salgilattigina gore, tersten diisiiniirsek, biiyiime hormonunun asiri artisini
durdurabilmek i¢in beyinden endokanabinoid sentezlenebilir. Ancak, biiyliime
hormonunu inhibe eden somatostatin salgis1 gibi kolay bir yol dururken, CB;
reseptoriine afinitesi yiikksek olan kanabinoid reseptor antagonisti AM-251"in
prokonvulsan etkisini inhibe edecek kadar yofun bir endokanabinoid sentezi c¢ok

mantikli degildir.
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Ghrelin ve epilepsi hastaligr ile ilgili calismalar da son yillarda artarak
ilerlemektedir. Sicanlarda, i.p. olarak uygulanan ghrelin pentilentetrazol (PTZ) ile
olusturulan  nobetleri  doz  bagimli  olarak azaltmakta ancak tamamen
engelleyememektedir (Obay ve ark., 2007). Buradan hareketle, ghrelinin hem i.c.v. hem
de i.p. uygulanmasi antikonvulsan aktiviteye neden olmaktadir. Demek ki, ghrelin
intraperitoneal olarak da uygulansa kan-beyin bariyerini gegmektedir. Yapilan simirl
sayida calisma da bu gegisin dogrulugunu kanitlamaktadir (Banks ve ark., 2002).

Ghrelinin antikonvulsan etkisini NPY ve GABA iizerinden gdosterdigi de
sOylenmektedir. Hipotalamusun arkuat cekirdeginde, ghrelin sentezleyen ndronlarin
NPY/AgRP ve proopiomelanokortin (POMC) sentezleyen ndronlarla akso-somatik ve
akso-dendritik baglantilar1 oldugu tespit edilmistir (Cowley ve ark., 2003). Cowley ve
ark. (2001) yaptig1 baska bir elektrofizyolojik ¢alismada ise beyin kaynakli ghrelinin,
NPY/AgRP noronlarmi atesleyerek, bu peptidler tizerinden GABA-erjik inhibitor etkiyi
arttirdig1 tespit edilmistir. Pilokarpin modeli deneysel epilepside ise, ghrelinin
noroprotektif etkisi c¢aligilmistir. Pilokarpinle olusturulan nobetlerde hipokampal
noronlarda kayip oldugu ve ghrelinin buradaki ndronal 6liimii engelledigi gosterilmistir.
Ghrelinin, hipokampal noronlarda fosfoinositid-3-kinaz (PI;K)/Akt yolagini aktive
ederek bu noronal 6liimiin engellendigi diisiiniilmektedir (Xu ve ark., 2009; Chung ve
ark., 2007). Bu yolak, intraseliiler mekanizmalar araciligiyla ndronlarin proliferas-
yonunda ve sag kalimda 6nemli rol oynamaktadir (Cuevas ve ark., 2001; Franke ve ark.,
1997; Henshall ve ark., 2002). Ancak, PI3K ve epilepsi ile ilgili ¢ok az calisma
bulunmaktadir ve ghrelinin bu yolak lizerinden etki gosterdigini kanitlayacak yeterli
veri mevcut degildir. Ghrelinin endokanabinoid salinimi iizerine etkisi de yapilan
calismalarla gosterilmistir (Kola ve ark., 2005; 2008). Ghrelin ve endokanabinoidler

arasindaki iliski boliim 5.4’te bahsedilmistir.

5.4. Anestezi Altindaki Sigcanlarda Ghrelin ve Kanabinoidlerin

Etkilesiminin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Yapilan smirlh sayida ¢aligmada ghrelin ve kanabinoidlerin, besin alimi ve
metabolizma konusunda ayn1 yolagi kullandiklarina dair kanitlara rastlanmaktadir (Kola
ve ark., 2005; 2008). Ancak literatiirde, ghrelin ve kanabinoidlerin epileptiform aktivite

iizerine etkilesimi ile ilgili calisma bulunmamaktir. Ghrelin ve kanabinoidler ayr1 ayri
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uygulandiginda, her ikisi de epileptiform aktiviteyi tiimiiyle baskilamayip ancak kismi
bir azalmaya yol actilar. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 yolaklar1 degerlendirildiginde, ghrelin
ve kanabinoidlerin bazi etkilerini ayni sinyal mekanizmalar1 {izerinden gosterdigi
goriilmektedir (Kola ve ark., 2008).

Yapilan caligmalar, ghrelinin ve kanabinoidlerin istah agic1 etkilerinin ¢ok giiglii
oldugunu gostermektedir (Kola ve ark., 2005, 2008; Kirkham ve Williams, 2001). Her
iki grubun da besin alimini tetikleyici etkisinin olmasi, ayni yolag1 kullanabileceklerini
akla getirmektedir. Tucci ve ark. (2004), istah ve enerji kontroliinde kilit bir bolge olan
hipotalamusun paraventrikiiler c¢ekirdegine ghrelin ve kanabinoidleri ayr1 ayr1
uyguladiklarinda, her iki grubun da besin alimini1 yiiksek derecede arttirdigini
bulmuslardir. Ancak, CB; reseptor antagonisti rimonabant ile ghrelinin etkin dozu (100
pmol) birlikte uygulandiginda, ghrelinin istah acgici etkisinin ortadan kalktigi tespit
edilmistir. Ghrelin ve kanabinoidlerin AMP-aktive eden protein kinaz (AMPK)
iizerinden istah agici etki gosterdikleri ilk kez 2005 yilinda bulundu (Kola ve ark.,
2005). AMPK, tipkr bir yakit sensorii gibi hiicreyi uyaran ve hiicresel diizeyde enerji
dengesini diizenleyen heterotrimerik yapida bir enzimdir. Bu enzim ayrica, metformin
ve PPAR (peroksizom prolifetor aktive edici reseptor) agonistlerine aracilik etmektedir.
Yapilan ¢alismada, kanabinoidlerin besin aliminin haricinde, myokardial enfarktiiste ve
yag dokusunun artisinda da AMPK’ya ihtiya¢ duydugu belirtilmektedir. Ghrelinin ise,
besin aliminda, myosit apoptozunun azalmasinda, lipogenezde ve karbonhidrat
metabolizmasinda AMPK aktivasyonuna ihtiya¢ duydugu s6ylenmektedir. Yani, ghrelin
ve kanabinoidler sadece besin aliminda degil, metabolizma ve periferal etkilerde de
AMPK ’ya ihtiya¢ duymaktadir (Kola ve ark., 2005). Diger bir taraftan, endokanabinoid
sistemin etkilerini AMPK aktivasyonu {iizerinden gerceklestirdigi diistiniilmektedir
(Kola ve ark., 2008). Lim ve ark. (2013), GSH-R olmayan farelerde yaptiklari
calismada, kanabinoid agonisti HU210’un AMPK’y1 aktive edemedigini gosterdiler.
AMPK aktivasyonu i¢in saglikli bir ghrelin yolagina ihtiya¢ oldugunu belirttiler (Lim
ve ark., 2013). Ghrelin ve kanabinoidlerin santral ve periferal etkilerinin bir kismini,
AMPK aktivasyonu {izerinden gerceklestirdikleri gosterilmistir. Ancak AMPK ile
epilepsi hastaligi arasindaki baglant1 konusunda bilgilerimiz hala sinirlidir. Thornton ve
ark. (2011) alzheimer hastaligiyla ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada AB-(1-42) peptidinin
NMDA reseptorii araciligiyla AMPK’y1 aktive ettigini  buldular. Glutamatin
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reseptorlerinden biri olan NMDA’nin aktivasyonu noronal desarjin artisina yol
acmaktadir (Uemastu ve ark., 1990). O halde, NMDA reseptorii aktive oldugunda hiicre,
bu noronal desarja cevap olarak AMPK aktivasyonu yoluyla eksitabiliteyi azaltmaya
calisabilir. Sonug olarak, ghrelin ve kanabinoidler, AMPK aktivasyonu iizerinden bir¢ok
islevlerini gergeklestirmektedirler ancak epileptiform aktiviteyi AMPK iizerinden
gergeklestirdiklerine dair bir kanit yoktur. Bu hipotezin kanitlanabilmesi i¢in ileri
diizeyde molekiiler ¢caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anestezi altindaki siganlarda, AM-251 (0.25 pg) + ghrelin (1 pg) grubu, yiizde
spike frekansi agisindan kontrol grubuna gore 180 dakika boyunca anlaml degildi. AM-
251 (0.25 pg) + ghrelin (1 pg) grubunun yiizde spike frekans degisimi, ghrelin grubuna
gore 20-70. dakikalar arasinda ve 130. dakikadan itibaren istatistiksel a¢idan daha
fazlave istatistiksel acidan anlamliydi. AM-251 (0.25 pg) + ghrelin (1 pg) grubu tek
basina enjekte edilen AM-251’e (0.25 pg) gore 50. dakikadan itibaren yiizde spike
frekansin1 anlamli diizeyde azaltti. Bu bulgular 1s18inda, ghrelin, AM251’in
prokonvulsan aktivitesini bloklad1 ancak kendi lehine g¢eviremedi. Bunun yaninda,
kombinasyon grubu 80-120. dakikalar arasinda ghrelin grubuna gére anlamli degildi.
Antikonvulsan etkisi 60. dakikadan sonra ortaya c¢ikan ghrelinin etkisini 80-120.
dakikalar arasinda ortaya ¢ikarmasi gayet dogaldir. Ancak 130. dakikadan itibaren
ortaya cikardigr bu antikonvulsan etkiyi siirdiirememesinin nedeni bilinmemektedir.
Yapilan ¢alismalar, ghrelin’in yar1 6mriiniin 60 dakikadan kisa oldugunu (Tolle ve ark.,
2002), c¢iinkii plazma esteraz’it tarafindan kolayca yikilip des-octanoyl-ghrelin’e
doniistiiglinii ve bu molekiiliin inaktif oldugunu gostermektedir (Ariyasu ve ark., 2001).
Demek ki ghrelin, yarilanma dmriinii tamamladiktan sonra reseptoriinden ayrilmakta ve
yarilanma omrii 22 saat olan AM251 halen ortamda oldugundan (McLaughlin ve ark.,
2005), CB; reseptoriine baglanarak antikonvulsan etkiyi baskiladigim1 bize
diistindiirmektedir.

Anestezi altindaki siganlarda, AM-251 (0.5 pg) + ghrelin (1 pg) grubu, yiizde
spike frekansi agisindan kontrol grubuna gore sadece 30 ve 40. dakikalarda spike
frekans ylizdesini anlamli olarak artirdi. AM-251 (0.5 pg) + ghrelin (1 pg) grubunun
yilizde spike frekans de§isimi, ghrelin grubuna goére 30. dakikadan itibaren istatistiksel
acidan daha fazlaydi. AM-251 (0.5 pg) + ghrelin (1 pg) grubu tek basina enjekte edilen
AM-251’e (0.5 pg) gore 60. dakikadan itibaren yilizde spike frekansini anlamli diizeyde
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azalttl. Bu bulgular, ghrelinin 1 pg dozunda AM251°in (0.5 pg) prokonvulsan etkisini
blokladigin1 ancak yine de tersine ceviremedigini gostermektedir. Diger taraftan,
ekstraseliiler ortamdaki AM-251 konsantrasyonu fazlaligi1 ghrelinin antikonvulsan
etkisini blokladigini diisindiirmektedir. Ciinkii, AM-251 (0.25 pg) + ghrelin (1 pg)
kombinasyon grubu 80-120. dakikalarda ghrelin grubuna gore anlamli oranda spike
ylizde degisimi azaltirken, AM-251 (0.5 pg) + ghrelin (1 pg) grubunda bu diisiis
gozlenmedi. Literatiirde, AM-251 ve ghrelinle ilgili sadece 1 tane c¢alisma
bulunmaktadir. Kola ve ark. (2008), patch klamp (yama kiskac1) yontemi kullanarak
yaptiklar1 calismada, paraventrikiiler cekirdege tek basina ghrelin uygulandiginda
eksitator sinaptik girisi inhibe ettigini 6ne slirmiislerdir. Ancak, ortamda kanabinoid
reseptOr agonistleri (rimonabant veya AM251) varken bu etki ortadan kalkmaktadir.
Ayrica, ortamda tetrahidrolipstatin (THL) (Diagil-gliserol lipaz inhibitorii) varken
ghrelin etki gosterememektedir. Yine, ekstraseliiler ortamda BAPTA (hiicre i¢i Ca'™
selatorii) varken ghrelin etkisini ortaya ¢ikaramamaktadir. CB1 reseptorii olmayan
farelerde yapilan ¢alismada, ghrelinin besin alimini arttirict yonde etkisinin ortaya
cikmamasi, ghrelinin  endokanabinoid salinimmi arttirarak etki  gosterdigini
diisiindiirmektedir. Sonug olarak, Ghrelinin, Ca™* {izerinden protein kinaz-C’yi (PKC)
uyardigi, PKC’nin de diagil-gliserol lipaz1 (DGL) aktive ettigi, DGL’nin aktivasyonuyla
birlikte endokanabinoid sentezi (2-AG) ve/veya salimmmimin  gergeklestigi
diistiniilmektedir. 2-AG’nin (2-arasidonil gliserol) ekstraseliiler alana gegerek
presinaptik néronun CB; reseptoriine tutundugu ve presinaptik ndérondan glutamat
salinimin1 inhibe ettigi belirtilmistir (Kola ve ark., 2008). Buradan hareketle, eger
ghrelin paraventrikiiler c¢ekirdekten endokanabinoid salinimma neden oluyorsa,
beyindeki GSH-R1a reseptorii bulunan hiicrelerden de endokanabinoid salinimina yol
acabilir. Ekstraseliiler alana endokanabinoid salinimi ise AM-251 ile reseptor diizeyinde
yarigsarak, AM-251" in etkisini bloklamaktadir. Ters taraftan diisiinecek olursak da, AM-
251, ghrelinin antikonvulsan etkisini, kontrol grubuna yaklastirarak etkisiz kilmaktadir.
Anestezi altindaki si¢anlara, her iki grubun da etkisiz dozu olan ghrelin (0.5 pg)
ve ACEA (2.5 pg) birlikte uygulandiginda, kontrol grubuna gore spike ylizde degisimini
80. dakikada anlamli olarak azaltti. Ghrelin (0.5 pg ) + ACEA (2.5 pg) grubu, ylizde
spike frekansin1t ACEA (2.5 pg) grubuna gore 90. dakikada, ghrelin 0.5 pg grubuna gore

ise 110. dakikada istatistiksel agidan anlamli diizeyde azaltti. CB; reseptorlerini,
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antikonvulsan etki ortaya c¢ikartabilecek kadar aktive edemeyen ACEA’nin 2.5 ng
dozuna ek olarak, endokanabinoid salmimini arttirdigi belirtilen ancak yine de CB;
reseptorlerini yeterli diizeyde aktive edemeyen ghrelinin 0.5 pg’lik dozu birlikte
uygulandiginda, CB; reseptorlerinin aktive oldugunu ve antikonvulsan etkinin ortaya
ciktigini diistindiirmektedir.

Anestezi altindaki sicanlarda, AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (0.5 pg) + ACEA
(2.5 pg) grubunun yiizde spike degisimi kontrol grubu ile karsilastirildiginda 180 dk
boyunca kontrol grubuna gore anlamli bir fark olusturmadi. AM-251 + ghrelin + ACEA
kombinasyonunun yiizde spike degisimi, AM-251 grubuna gore 50. dakikadan itibaren
anlamli olarak azaldi. AM-251 + ghrelin + ACEA grubunu, ghrelin (0.5 pg) + ACEA
(2.5 pg) grubuyla karsilastirdigimizda ise, 30. dakikada istatistiksel agidan anlamli bir
artis tespit edildi ve bu artis deney sonuna kadar devam etti. Bu bulgular esliginde, AM-
251 (0.25 pg) grubunun prokonvulsan etkisi ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg)
kombinasyonu ile engellenmektedir.

Anestezi altindaki sicanlarda, AM-251 (0.5 pg) + Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5
pug) grubunun yiizde spike degisimi kontrol grubuna gore 120. dakikadan itibaren
anlamli Olgiide artti. AM-251 + ghrelin + ACEA kombinasyonunun yiizde spike
degisimi, AM-251 grubuna gore sadece 50-90. dakikalar arasinda anlamli olarak azald:.
AM-251 + ghrelin + ACEA grubunu, ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) grubuyla
karsilastirdigimizda ise, 30. dakikada istatistiksel agidan anlamli bir artis tespit edildi ve
bu artis deney sonuna kadar devam etti. Bu bulgular 1518inda, AM-251"in (0.5 pg)
prokonvulsan etkisi, ortamda ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) varken
engellenememekte ancak AM-251"1n (0.5 pg) etki siiresi 80 dakika uzamaktadir. Ciinkii
AM-251 (0.5 pg), 120. dakikadan sonra epileptiform aktiviteyi kendi lehine ¢evirerek
prokonvulsan aktivite gostermistir. Bu dakikadan sonra prokonvulsan bir aktivetinin
goriilmesi ghrelinin yarilanma omriiniin kisa olmasi ve ACEA’nin CB; reseptorlerine
afinitesinin AM251 kadar yiiksek olmamasiyla agiklanabilir.

Anestezi altindaki siganlarda, ghrelin (1 pug) + ACEA (7.5 ug) grubunun yiizde
spike degisimi kontrol grubuna gore 50. dakikadan itibaren anlamli 6l¢iide artti. Ghrelin
(1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubunun yiizde spike degisimi, ne ghrelin (1 pg), ne de ACEA
(7.5 pg) grubuna gore anlamli degildi. Ghrelin + ACEA’nin hem ghreline, hem de

ACEA’ya gore spike frekans ylizdesini anlamli 6lgiide diisiirmemesi, her iki maddenin

126



de ayni1 yolagi kullanabilecegini diistindiirmektedir. Farmakolojik a¢idan yaklasirsak,
ayr1 ayr1 uyguladiginda her ikisi de antikonvulsan etki gosteren ghrelin ve ACEA’nin,
birlikte uygulandiklarinda sinerjistik etki gostererek spike frekansmni ¢ok daha fazla
diistirmesi ya da tamamen ortadan kaldirmasi beklenir. Ancak, ghrelin (1 pg) ve ACEA
(7.5 pg) sinerjistik etki gostermemektedirler. Bu da, ghrelinin kanabinoid reseptor
sistemi iizerinden etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

Anestezi altindaki sicanlarda, AM-251 (0.25 pg) + Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5
pug) grubunun yiizde spike degisimini kontrol grubu ile karsilastirdigimizda 180 dk
boyunca kontrol grubuna gore anlamli bir fark olusmadi. AM-251 + ghrelin + ACEA
kombinasyonunun yiizde spike degisimi, AM-251 (0.25 pg) grubuna goére 30.
dakikadan itibaren anlamli olarak azalirken, ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubuyla
karsilastirdigimizda deney sonuna kadar istatistiksel agidan anlamli bir artis tespit
edilmedi. Diger taraftan, AM-251 (0.5 pg) + Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubunun
ylizde spike degisimini kontrol grubu ile karsilastirdigimizda 180 dk boyunca kontrol
grubuna gore anlamli bir fark olusmadi. AM-251 + ghrelin + ACEA kombinasyonunun
ylizde spike degisimi, AM-251 grubuna gore 40. dakikadan itibaren anlamli olarak
azalirken, ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubuyla karsilastirdigimizda 20. dakikadan
itibaren istatistiksel agidan anlamh bir artis tespit edildi. Bu sonuglar, AM-251 (0.25
pg)’in gosterdigi prokonvulsan etkinin, ortamda ghrelin (1 pg) ve ACEA (7.5 ng)
varken bloklandigin1 gdstermektedir, fakat antikonvulsan etki ortaya ¢ikmamaktadir.
Doz bagimli olarak, ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) kombinasyonu ise, AM-251 (0.5

pg)’in prokonvulsan etkisini bloklamakta ve kontrol grubuna yaklastirmaktadir.
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6. SONUGLAR

1. Uyanik siganlara i.s.v. olarak enjekte edilen 300 IU penisilin, status epileptikusa
neden oldu. 3 saatten fazla siliren nobetlerde jeneralize tarzda iktal nobetler ve iktal
nobet aralarinda interiktal desarjlar goriildii. 300 IU penisilin hayvanlarin % 34’iiniin

Olimiine yol act1.

2. Anestezi altindaki sicanlara penisilinin 500 IU dozda i.k. uygulanmasi, bilateral diken
dalgalar ve diken-dalga kompleksleri ile karakterize epileptiform aktivite ortaya ¢ikardi.

Aktivite 20-30 dk i¢inde kararli hale geldi ve 180 dk’lik kayit boyunca devam etti.

3. Uyanik sicanda AM-251 (0.25 pg), ndbet evresini, iktal nobet sayisini, iktal toplam
spike sayisini, interiktal toplam spike sayisini ve toplam spike sayisini kontrol grubuna
gore anlamli oranda arttirrken, ACEA (7.5 pg) ise, hesaplanan bu kriterlerin hepsini

kontrol (penisilin) grubuna gére anlamli 6l¢iide azaltt1.

4. Uyanik sicanda AM-251 (0.25 pg), 30. dakikadan itibaren kontrol grubuna yiizde
spike degisimini anlamlh Ol¢lide arttirirken, ACEA (7.5 pg) 70. dakikadan itibaren
kontrol grubuna yiizde spike degisimini anlamli Olgiide azaltti. Anestezi altindaki
siganda ise, AM-251 (0.25 pg) yiizde spike degisimini yine 30. dakikadan itibaren
kontrol grubuna anlamli 6l¢iide arttirrken, ACEA (7.5 pg) 60. dakikadan itibaren
kontrol grubuna ylizde spike degisiminianlamli Olgiide azaltti. Bu sonuglar, CB,
reseptorlerinin uyanik ve anestezi altindaki siganlarda ayni etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

5. Anestezi altindaki siganda, ghrelinin 1 pg dozu, yiizde spike frekansini 60. dakikadan
itibaren anlamli olarak azaltirken, 0.5 pug dozu kontrol grubuna gére deney sonuna kadar
anlamli bulunmadi. AM-251 0.25 pg dozunda, kontrol grubuna gore yiizde spike
degisimini 30. dakikadan itibaren anlamli olarak artirirken, 0.5 pg’lik dozu ise, 40.
dakikadan itibaren anlamli oranda artirdi. Anestezi altindaki sicanda, ACEA’nin 1 pg
dozu, ylizde spike frekansmi 60. dakikadan itibaren anlamh olarak azaltirken, 0.5 pg

dozu ise anlamli bir etki gdstermedi.
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6. Anestezi altindaki sicanda, AM-251 (0.25 pg) + ACEA (7.5 pg) grubu kontrol
grubuna gore, tipki AM-251 (0.25 pg)’deki gibi 30. dakikadan itibaren spike yiizde
frekansin1 anlamli oranda artirdi. ACEA (7.5 pg), AM-251’in (0.25 pg) etkisini
bloklamad:.

7. Anestezi altindaki sicanda, AM-251 (0.25 pg) + ghrelin (1 pg) grubu AM-251 (0.25
pug) grubuna gore 50. dakikadan itibaren spike frekans ylizdesini anlamli diizeyde
azaltirken, ghrelin (1 pg) grubuna gore ise, 20-70. dakikalar arasinda ve 130. dakikadan
sonra spike frekans yiizdesini anlaml olarak artirdi. Sonug olarak ghrelin (1 pg), AM-
251’1n (0.25 pg) prokonvulsan etkisini deney boyunca blokladi.

8. Anestezi altindaki sicanda, AM-251 (0.5pg) + ghrelin (1 pg) grubu AM-251 (0.5 pg)
grubuna gore 60. dakikadan itibaren spike frekans ylizdesini anlamli olarak azaltirken,
ghrelin (1 pg) grubuna gore ise 30. dakikadan itibaren anlamli diizeyde artirdi. Sonug
olarak ghrelin (1 pg), AM-251"in (0.5 pg) prokonvulsan etkisini deney boyunca
bloklad1 ve kontrol grubuna yaklastird.

9. Anestezi altindaki siganda, etkisiz doz ghrelin (0.5ug) ve etkisiz doz ACEA (2.5 ng)
ayrt ayr1 uygulandiginda antikonvulsan etki ortaya ¢ikmazken, beraber
uygulandiklarinda kontrol grubuna gore 80. dakikadan itibaren yiizde spike frekansi
anlamli oranda azaldi. Ghrelinin endokanabinoid salgilatarak, ACEA ile birlikte
antikonvulsan etki ortaya g¢ikarabilecek kadar CB; reseptorii aktivasyonuna yardimeci

oldugu diisiintilebilir.

10. Anestezi altindaki siganda, AM-251 (0.25 pg) + ghrelin (0.5pug) + ACEA (2.5 pg)
grubu spike frekans ylizdesini AM-251 (0.25 pg) grubuna gore 50. dakikadan itibaren
azaltirken, ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) grubuna gore ise 30. dakikadan itibaren
anlamli olarak artirdi. Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) kombinasyonu AM-251’in
(0.25 pg) prokonvulsan etkisini 180 dk boyunca blokladi ve kontrol grubuna yaklastirdi.

11. Anestezi altindaki sicanda, AM-251 (0.5 pg) + ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 ng)
grubu spike frekans ylizdesini AM-251 (0.5 pg) grubuna gore 50-90. dakikalar arasinda
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anlaml olarak azaltirken, ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg) grubuna gore ise 30.
dakikadan itibaren anlamli olarak artirdi. Ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg)
kombinasyonu AM-251’1in prokonvulsan etkisini bloklayamamis ancak AM-251"in (0.5
ng) etki latansim1 80 dk uzatti. 120. dakikadan sonra prokonvulsan bir aktivetinin
goriilmesi ghrelinin yarilanma 6émriiniin kisa olmasi1 ve ACEA’nin AM-251 kadar CB,

reseptorlerine afinitesinin yiliksek olmamasiyla agiklanabilir.

12. Anestezi altindaki sicanda, ghrelin (1 pg) ve ACEA (7.5 pg) ayri ayr
uygulandiginda antikonvulsan etki ortaya ¢ikti. Beraber uygulandiklarinda ise kontrol
grubuna gore 50. dakikadan itibaren yiizde spike frekansini anlamli oranda azalttilar.
Ghrelin + ACEA’nin hem ghreline, hem de ACEA’ya gore spike frekans yiizdesini
anlamli Olciide diisiirdii. Bu bulgular, ghrelinin ve kanabinoidlerin epileptiform

aktivitede ayni1 yolagi kullandigini1 diisiindiirmektedir.

13. Anestezi altindaki sigcanda, AM-251 (0.25 pg) + ghrelin (1 pug) + ACEA (7.5 ng)
grubu spike frekans yiizdesini AM-251 (0.25 pg) grubuna gore 30. dakikadan itibaren
anlamli diizeyde azaltirken, ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubuna gore ise deney
boyunca anlamli diizeyde etki gostermedi. Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 png)
kombinasyonu AM-251"in (0.25 pg) prokonvulsan etkisini blokladi, ancak tersine

¢evirmedi.

14. Anestezi altindaki siganda, AM-251 (0.5 pg) + ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 ng)
grubu spike frekans yilizdesini AM-251 (0.5 pg) grubuna gore 40. dakikadan itibaren
anlamli olarak azaltirken, ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) grubuna gore ise 20.
dakikadan itibaren anlaml diizeyde artirdi. Ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg)
kombinasyonu AM-251"in (0.5 pg) prokonvulsan etkisini blokladi, ancak tersine

¢evirmedi.

15. Yiizde spike amplitiidii degisimi agisindan degerlendirildiginde deney gruplari

arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi.
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Yapilan bu calismayla, ghrelin hormonunun, kanabinoid reseptdr antagonisti
AM-251"1n prokonvulsan aktivitesini blokladigi, ghrelin (0.5 pg) + ACEA (2.5 pg)
etkisiz doz kombinasyonunun etkin hale gelerek, antikonvulsan aktiviteye neden oldugu
ve ghrelin (1 pg) + ACEA (7.5 pg) etkin doz kombinasyonunun sinerjist etki
gostermedigi bulundu. Mevcut bulgular 1s1ginda, ghrelinin endokanabinoid reseptor
sistemi tlizerinden antikonvulsan etki ortaya ¢ikardigini diisiinmekteyiz. Ancak, bu
hipotezin tamamen kanitlanabilmesi i¢in ileri diizeyde molekiiler calismalara ihtiyag

vardir.
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