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OZET

SICANLARDA PENISILINLE OLUSTURULAN EPILEPTIFORM AKTIiVITE
UZERINE HEMOPRESSININ ROLU

Amagc: Kanabinoid sistemin CB1 reseptor aracilifiyla epileptik ndbetlerin
modiilasyonunda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Hemopressin CB; kanabinoid
reseptorii i¢cin tamimlanan ilk peptit ligandidir. Bu amagla sunulan c¢alismada,
hemopressin, CB1 reseptdr agonisti ACEA ve antagonisti AM-251in etkilesimlerinin
penisilinle olusturulan epileptiform aktivite {izerine etkileri aragtirildu.
Materyal ve Metod: Deneylerde 200-240 gramlik 144 adet albino Wistar erkek sican
kullanildi. Penisilin (500 IU) ile epileptiform aktivite olusturulduktan 30 dakika sonra
hemopressinin 0,025; 0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2; 2,4 pg; ACEA’ nin 2,5; 7,5 ng; AM-
251’1n 0,125 ; 0,25 pg’lik dozlar1 intraserebraventrikiiler olarak enjekte edildi.
Bulgular: Hemopressinin 0,6 pg‘lik dozunun en etkili ve en erken sekilde epileptiform
aktiviteyi arttirdigi 0,025 pg’lik dozunun ise etkisiz oldugu belirlendi. Penisilin ile
olusturulan epileptiform aktivite tizerine ACEA (7,5 ng) antikonviilsan, etki gosterirken
AM-251 (0,25 pg) prokonviilsan etki gosterdi. Etkin hemopressin (0,6 ug )+etkin
ACEA (7,5 pg) birlikte uygulandiginda hemopressinin prokonviilsan etkisi bloklandi.
Etkin  hemopressin (0,6 pg)tetkin AM-251(0,25 pg) birlikte uygulandiginda
prokonviilsan etki ayr1 ayri uygulanan gruplara gore daha geg ortaya ¢ikti. Hemopressin
(0,6 ug >+ AM-251(0,25 png)+ACEA (7,5 pg) birlikte uygulandiginda ACEA (7,5 pg)’
nin antikonviilsan etkisi baskilandi. Etkisiz hemopressin (0,025 pg) ve etkisiz AM-251
(0,0125 pg) birlikte uygulandiginda prokonviilsan etki gosterdi. Etkisiz hemopressin
(0,025 pg)+etkisiz AM-251 (0,0125 pg) etkin ACEA (7,5 ng) birlikte uygulandiginda
ACEA’nin (7,5 ug) antikonviilsan etkisi baskilandi.
Sonug: Bu calismanin sonuglart penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin
modulasyonunda hemopressinin rolti  (CB1 reseptér antagonisti olarak) icin
elektrofizyolojik kanit saglamaktadir ancak mekanizmasinin agiklanabilmesi i¢in daha
ileri calismalara ihtiyag vardir.
Anahtar Kelimeler: Hemopressin; penisilin; ACEA; AM-251

Hatice AYGUN, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Mart-2017



ABSTRACT
THE ROLE OF HEMOPRESSIN ON PENICILLIN INDUCED
EPILEPTIFORM ACTIVITY IN RATS
Aim: Cannabinoid system plays a pivotal role in generation of epileptic seizures

modulation which is mainly mediated through the cannabinoid CB1 receptor.
Hemopressin is the first peptide ligand described for the CB; cannabinoid receptor. For
this purpose, the effects of hemopressin, CB1 receptor agonist (ACEA) and antagonist
(AM-251) and their interaction on the penicillin induced epileptiform activity were
studied in this thesis.
Material and Method: In experiments, 144 male Wistar albino rats, weighing 200-240
g were used. Hemopressin, at doses of 0.025; 0.075; 0.15; 0.3; 0.6; 1.2 and 2.4 g
intracerebroventricularly (i.c.v.); ACEA, at doses of 2.5 and 7.5 (i.c.v.); AM-251, at
doses of 0.125 and 0.25 pg (i.c.v) were administered 30 min after penicillin (500 IU).
Results: The 0,6 pg dose of hemopressin was the most effective to increase the
epileptiform activity; 0.025 pg dose of hemopressin was the non-effective dose. ACEA
(7.5 pg) showed anticonvulsant effect whereas AM-251 (0.25 pg) showed
proconvulsant effect on the penicillin induced epileptiform activity. The administration
of effective dose of hemopressin (0.6 pg)+eftective dose of ACEA (7.5 pg) blocked the
proconvulsant effect of hemopressin. The administration of effective dose of
hemopressin (0.6 ug)+ effective dose of AM-251 (0.25 pg) caused delayed
proconvusant activity compared to their own effects. The administration of hemopressin
(0.6 pg)+AM-251 (0.25 pg) + ACEA (7.5 pg) blocked the anticonvulsant action of
ACEA (7.5 ng). The co-administration of non-effective dose of hemopressin (0.025
pg)tnon-effective dose of AM-251 (0.0125 pg) caused proconvulsant effect. The
administration of non-effective hemopressin (0.025 pg)+non-effective AM-251 (0.0125
pg)+effective ACEA (7.5 png) blocked the anticonvulsant action of ACEA.
Conclusion: The results of the present study provide electrophysiologic evidence for
the role of hemopressin (as CB1 receptor antagonist) in modulation of epileptiform
activity in the model of penicillin-induced epilepsy. Further studies are required to
elucidate mechanism.
Keywords: Hemopressin; penicillin; ACEA; AM-251
Hatice AYGUN, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, March-2017
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1. GIRIS

Epileptik nébet veya konviilsiyon, beyinde bir néron grubunun asiri ve anormal
elektriksel desarj1 sonucunda olusan bir klinik goriiniimdiir. Bu klinik tablo biling
diizeyinde degisiklik, motor, duyusal, otonomik veya psisik semptomlari i¢eren ani ve
gecici anormal olaylar1 kapsar. Epileptik bir ndbet hayat boyunca tek ndbet olarak
kalabilecegi gibi tekrarlama egilimi de gosterebilir. Epilepsi, norobiyolojik, kognitif,
psikolojik ve sosyal sorunlar doguracak sekilde epileptik ndbet olusturmaya kalic1 bir
yatkinlik ile karakterize olan ciddi kronik norolojik bozukluklardan birisidir (Bambal
ve ark., 2011). Diinya ¢apinda yaklasik 50 milyon epilepsi hastasi bulundugu ve diinya
ndfusunun % 2-3’{ini olusturdugu 6ngorulmektedir (Zupec-Kania ve Spellman, 2009).
Etiyolojisinde kafa travmalari, merkezi sinir sisteminin enfeksiy6z ve dejeneratif
hastaliklari, yer kaplayan kafa ic¢i lezyonlar, metabolik bozukluklar (hipoglisemi,
hipokalsemi vs), ¢esitli kimyasal maddeler ve endokrin bozukluklar sayilabilir.
Epileptik hastalarin yaklasik yarisinda bu nedenlerin higbiri gozlenmezken bagka
herhangi bir patolojik neden de saptanamayabilir. Epilepsi insidansi1 ¢ocukluk ¢aginda
genetik kokenli patolojilerin ortaya c¢ikmasi nedeniyle ve yaslilikta vaskiiler beyin
hastaliklar1 ve merkezi sinir sistemi timorlerinin sikliginin artmasi nedeniyle en yiiksek
diizeydeyken, erken eriskinlikte daha disiiktir (Zupec-Kania ve Spellman, 2009).
Etyolojisi ne olursa olsun tim epileptik nobetlerin olusumunda noronal uyarilabilirlikte
artig goriilmektedir (Engelborgsh ve ark., 2000). Noronlardaki artmis uyarilabilirligin
sebebi ise glutamat basta olmak iizere eksitatdr ndrotransmitterlerin artmasi veya Gama
amino butirik asit (GABA) basta olmak tizere inhibitor norotransmitterlerin azalmasi
sonucu dengenin eksitasyon yoniinde degismesi sonucu goriilmektedir. Bu dengenin
neden bozuldugunu arastiran ¢ok sayida ¢alisma olmasma ragmen, epilepsi
etiyolojisinde rol oynayan hicresel ve molekiler mekanizmalar halen belirsizdir
(lannotti ve ark., 2014). Epilepsinin molekiiler mekanizmasi, elektrofizyolojik temelleri
ve diger ozellikleri hakkinda veri elde ederek daha etkili antiepileptik ilaglar gelistirmek
amaciyla deneysel epilepsi modelleri {izerinde ¢aligilmaktadir.

Insanlar iizerinde yapilabilecek epilepsi calismalar: etik nedenlerden 6turli sinirl
oldugundan, epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ve diger 6zellikleri hakkinda akla

gelen sorulara cevap aramak, epileptogenezin patofizyolojisinde yer alan molekuler



mekanizmalar1 ortaya koymak ve tedavisine 11k tutmak amaci ile deneysel epilepsi
modelleri kullanilmaktadir (Marangoz ve ark., 1997). Mevcut kullanilan antiepileptik
ilaclar, nébetlerin kismen kontroliinii saglamaktadir. Bu nedenle epilepsi tedavisi igin
yeni antiepileptik (AEI) ilaglarin kesfedilmesi biiyiikk énem tasimaktadir. Deneysel
epilepsi modelleri kimyasal maddelerle, elektriksel uyaranlarla, genetik olarak yatkin
hayvanlarda 151k ve ses gibi uyaranlarla olusturulurken, herhangi bir konvilsan (epilepsi
olusturucu) madde veya uyaran vermeden genetik olarak epileptik ndbet geciren
siganlar da bu amagla kullanilmaktadir (Marangoz ve ark., 1997). Deneysel
caligmalarda, insandaki epilepsi hastaliginin patofizyolojik nedenini en iyi derecede
yansitan uygun modelin se¢imi son derece dnemlidir.

Penisilin fokal veya jeneralize epileptik ndbetler olusturdugu bilinen konviilsan
bir kimyasal maddedir. Penisilin epilepsi modeli, epilepsinin néronal temeli hakkindaki
sorular1 cevaplamaya yarayan ve epileptiform aktivitenin yayilmasmin analizi igin
imkan taniyan uygun bir modeldir. Epileptiform aktivite penisilinin kortekse verilmesi
veya sistemik yoldan uygulanmasiyla olusturulmaktadir. Deneysel penisilin epilepsi
modelinde, GABA aracili inhibisyon ve glutamata bagli eksitasyon sonucu fokal olarak
baslayip, jeneralize nobetle devam eden epileptiform aktivite olusmaktadir. Penisilinin
modeli epilepsi fokal olarak baslayip yayilarak jeneralize olmasi nedeniyle klinikteki
grand mal epilepsiye benzetilmektedir. Uyarilan epileptik odaklarda spontan interikal
desarjlar kaydedilir, ilk once sinaptik giriglerde baglatilir, daha sonra senkron hale gelir
ve ylzeyden kaydedilen interiktal elektrokortikogram (ECoG) spike (diken) dalgalarini
olustururlar (Purpura ve ark., 1972; Fisher, 1989; Lindsay ve ark., 1997; Schwartzkroin
ve Mody, 1997) ve boylece deneysel penisilin epilepsi modeli klinik epilepsi
vakalartyla ayni olmamakla birlikte, temel mekanizma agisindan benzerlikler
tagimaktadir (Walden ve ark., 1992).

Yapilan caligmalar, epilepsiyle iliskili sistemlerin, reseptorlerin, peptidlerin
nobet sirasinda ve sonrasinda beyin hiicrelerini korumak veya var olan hasar1 en aza
indirmek amaciyla kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Hint keneviri bitkisinin
(Cannabis sativa)’ nin major aktif bileseni, delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) ve
tirevlerinin (kanabinoidler) birgok fizyolojik ve patofizyolojik strecte énemli rolleri
oldugu gosterilmistir (Pertwee, 2012; Agar, 2015). Son yillarda yapilan ¢alismalarda

epileptik ndbetlerin kontrolinde ve 6nlenmesinde de kanabinoid sistemin énemli rolleri



oldugu bildirilmistir (Pacher ve ark., 2006; Katona ve Freund, 2008; Katona, 2015).
Kanabinoid sistem G proteinle eslesmis tip 1 (CB1) ve tip 2 (CB2) kanabinoid
reseptorleri ve endojen lipid ligandlar1 (endokanabinoid) ve sentezleri ile yikimlarinda
gorev alan enzimlerden olusur. CB1 reseptorii merkezi sinir sisteminde en fazla bulunan
G proteinle eslesmis reseptordiir (Herkenham ve ark., 1990; Kano ve ark., 2009). CB1
reseptorunun fizyolojik etkilerine aracilik eden néronal devreleri ¢ozmek igin gesitli
deneysel modeller kullanilarak, CBI1 reseptoriine yanit veren beyin bdlgelerinin
dagilimi gosterilmistir (Mailleux ve Vanderhaeghen,1992; Glass ve ark., 1997; Dodd ve
ark., 2013). Merkezi sinir sisteminin (MSS) CBI1 reseptor dagilimmin kortekste,
hipokampus, bazal ganliyonlarda, hipotalamus, talamus, orta beyinde 0zellikle
periakuaduktal gri maddede oldugu gosterilmistir. Eskiden sadece immin sistemde var
oldugu zannedilen CB2 reseptorleri beyin sapinda ve olas1 baska beyin bolgelerinde
diisiik seviyelerde bulunmus fakat MSS rolleri henliz tam olarak anlagilamamistir (Van
ve ark., 2005; Onaivi ve ark., 2006; Dodd ve ark., 2013). Farmakolojik kanitlar heniiz
gruplandirilamayan bagka bir noronal kanabinoid reseptdr alt tipinin varligini da
gostermektedir (Freund ve ark., 2003).

Kanabinoid sistem iizerine yapilan ¢aligmalarda, kanabinoidlerin davranissal ve
noronal etkilerini CB1 reseptor araciligi ile gosterdigi ispatlanmistir (Herkenham ve
ark., 1990, Wilson ve Nicoll, 2001; Ohno-Shosaku ve ark., 2002; Kawamura ve ark.,
2006). Yapilan ¢alismalarda, arasidonoiletanolamin  (anandamide) ve 2-
arasidonoilgliserol (2-AG) gibi endokanabinoidlerin CB1 reseptor aktivasyonu yoluyla,
hipokampusta noron koruyucu etkiye neden oldugu gosterilmistir (Romigi ve ark.,
2010; Citraro ve ark., 2012). Endokanabinoidler uzamis néronal depolarizasyon ve
artmig hlcre igi kalsiyum seviyelerine yanit olarak ihtiyag halinde membran
lipidlerinden sentezlenirler ve norotransmitter  serbestlenmesinin  retrograde
inhibisyonunu ve noronal uyariin kontroliinii bu sayede sagladig1 bilinmektedir (Stella
ve ark., 1997; Wilson ve Nicoll, 2001; Ohno-Shosaku ve ark., 2002; Kawamura ve ark.,
2006). Bu olaylarin nobet sirasinda gerceklestigi bildirilmistir (Raza ve ark., 2001).
Endokanabinoidlerin CB1 reseptdr bagimli bir mekanizma ile ndbeti engelledigi
bilinmektedir (Wallace ve ark., 2001, 2002). CB1 reseptér antagonistlerinin nobet
esiginin azaltilarak epileptogenezi kolaylastirdigi gosterilmistir (Wallace ve ark., 2002).

Daha Once laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda kanabinoid CB1 reseptor agonisti



arasidonyl-2- chloroethylamide hydrate (ACEA)’ nin antikonvilsan antagonisti 1-(2,4-
Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-1Hpyrazole-3carboxamide
(AM-251)’ in ise prokonvilsan etki gosterdigi bulunmustur (Kozan ve ark., 20009,
Arslan ve ark., 2013). Ayrica temporal lob epilepsisi nedeniyle cerrahi olarak ¢ikarilan
hipokampus bdlgelerinde CB1 reseptor ve iliskili molekiillerde down regllasyon oldugu
gosterilmistir (Lud ve ark., 2008). Birlikte degerlendirildiginde bu bulgular CB1
reseptorlerinin  konvilsif nobetlerin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir.

Bugune kadar kanabinoid reseptorleri igin tanimlanan endojen ligandlar
membran lipidlerinden tliremistir. Hemopressin, CB1 kanabinoid reseptori igin
tanimlanan ilk peptid ligandidir (Heiman ve ark., 2007). Hemopressin (PVNFKFLSH)
once sigan beyin homojenatlarindan izole edilmis ve anestezili siganlarda hipotansiyona
neden oldugu gosterilmistir (Rioli ve ark., 2003). Daha sonra Heimann ve ark. (2007),
CB1 kanabinoid reseptor peptid ligandini tanimlamak i¢in konformasyon-durum duyarli
antikorlar1 kullanarak (fare beyni veya yag dokusundan endojen peptid paneli taradiklar
caligmada) CB1 kanabinoid reseptorleri selektif olarak baglayan bir peptid ligandi olan
hemopressini  kesfettiler. Scrima ve ark. (2010), nukleer manyetik rezonans
spektroskopisi ve dairesel dikroizm metodu kullanarak hemopressinin CB1 reseptor
ligand1 oldugunu dogruladilar. Hemopresinin beslenme davranisi iizerindeki etkisini
inceleyen Dodd ve ark. (2010), CB1 reseptorleri bulunmayan farelerde hemopressinin
farmakolojik etkilerinin gozlenmedigini kanitladilar. Hemopressinin CB1 kanabinoid
reseptorlerine selektif olarak baglandigi ve CB2 reseptorii de dahil olmak {izere diger G-
protein ile iliskili reseptor ailesini etkilemedigi bildirilmistir (Heimann ve ark., 2007;
Dodd ve ark., 2010). Hemopressinin kanabinoid CB1 reseptor ligandi oldugu kesin
olmakla birlikte kanabinoid CB1 reseptdr agonisti ya da antagonisti oldugu hala
tartismalidir. Heimann ve ark. (2007), hemopressinin, antikor tanima seviyesinde CB1
agonisti tarafindan indiiklenen artig1 hafiflettigini ve bu azalmanin CB1 reseptor
antagonisti SR141716 (rimonabant) ile ayni oldugunu gostermislerdir. Serebral iskemi /
reperflizyon fare modelinde kanabinoid agonist ve antagonistlerinin néron koruyucu
etkisinin arastirildigi bir calismada hemopressinin, kanabinoid reseptér agonisti
ACEA’nn olusturdugu néron koruyucu etkiyi kismende olsa baskiladigi goriilmiistiir

(Ma ve ark., 2014). Hemopressinin in vivo/in vitro c¢aligmalarda kanabinoid



reseptorlerinin ters agonisti gibi gérev yaptigi ve kan-beyin bariyerini gegerek hem
istah1 baskiladigi hem de antinosisepsiyona neden oldugu bildirilmistir (Dodd ve ark.,
2010; Dale ve ark., 2005; Hama ve Sagen, 2011). Yapilan birka¢ calismada da
hemopressinin CB1 reseptor agonisti gibi davrandigi gosterilmistir. Hemopressinin
gastrointestinal motilite iizerine etkisinin kanabinoid reseptor agonistleriyle ayni oldugu
gosterilmistir (Li ve ark., 2016). Pan ve ark. (2014), hemopressinin doz bagimli olarak
CB1 reseptor agonistleriyle benzer antinosiseptif etki gosterdigini buldular.
Hemopressinin CB1 reseptoriiniin yeni endojen peptid ligand1 oldugu ve
endokanabinoid sistemin c¢aligsmasi veya kanabinoidlerle iliskili hastaliklarin tedavisi
icin peptid bazli arastirma alanlart ile terapdtik ajanlarin gelisimi igin potansiyel
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak son yillarda hemopressinin kanabinoid CB1
reseptor sistemiyle yakin iligkisinin bulunmasina ve epilepside kanabinoid CB1 reseptor
sisteminin rol aldig1 agik bir bicimde bilinmesine ragmen, hemopressinin epilepsideki
roli bugline kadar arastirilmamistir. Kanabinoid CB1 reseptor agonistlerinin epileptik
aktiviteyi tamamen ortadan kaldirmadigi bilinmektedir (Kozan ve ark., 2009).
Hemopressinin epileptik aktivite izerine olan etkisinin ortaya ¢ikarilmasi muhtemelen
epilepside kanabinoid sistemin Onemini artiracaktir. Bu ayrica CB1 reseptor
agonizminin ve antagonizminin daha ayrintili bir sekilde anlasilmasini saglayacaktir. Bu
yiizden sunulan ¢aligma ile once hemopressinin etkisi insandaki epilepsiye benzeyen
penisilin modeli deneysel epilepside ¢alisilacak ve etkin dozu bulunacaktir. Daha sonra
da hemopressinin CB1 reseptor agonisti ACEA ve antagonisti AM-251 ile etkilesiminin

epileptiform aktivite {izerine olan etkisi ortaya konacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Korteksi

Insan1 diger omurgali canlilardan ayiran en onemli yapisal &zelliklerden bir
tanesi olan genis beyin korteksi (neokorteks), duygularin algilanmasi ve
degerlendirilmesinde, bellek olusumunda, hareketlerin planlanmasi ve es giidiimle
yiiriitilmesinde, i¢ dengenin korunmasinda (homeostazis) en iist kontrol noktasi olarak
islev goriir (Shepherd, 1974). Yetigskin bir insanin beyni yaklasik 1350-1400 gram
agirhgindadir. Insanda beyin korteksinin alan1 2000-2200 cm?, hacmi ise ortalama 600
cm®tiir (Schmidt, 1989). Memelilerin hepsinde beyin korteksi 2 mm kalinhiginda bir
hiicre tabakasi igcermektedir. Genel olarak 6 tabakaya ayrilmakla birlikte birgok bdlgede
tabaka sayis1 daha fazladir. Her milimetrekiipliik hacim yaklasik 50000 noéron
icermektedir (Shepherd, 1998).

2.1.1. Beyin Korteksinin Tabakalar

Korteksin dis yiizeyinden (pia mater) ak maddeye dogru siralanan alt1 tabaka
bulunmaktadir (Shepherd, 1998). Bu tabakalarin bazilar1 alt tabakalara da
boliinmektedir (Barr ve Kiernan 1988; Schmidt, 1989). Korteksi olusturan alt1 tabaka
intrauterin hayatin yaklasik yedinci ayindan itibaren ayirt edilebilir ve pia materden alta
dogru su sekilde siralanirlar (Sekil 1), (Barr ve Kiernan, 1988):

I. Molekuler tabaka

Pia mater’in hemen altindan baslayan bu tabakanin ortalama kalinligi 250 um
kadardir. Hiicreleri kiigiiktiir ve diger tabakalara gore daha gevsek bir diizenlenme
gosterir. 11, 111 ve IV. tabakalardaki piramidal hiicrelerin dikey dendritleri ve baz1 akson
uclar1 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. D1s 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 c¢ogunlukla bu tabakadadir. Bu bolgeden c¢ikan dikey

dendritler molekiiler tabakada sonlanirlar. Aksonlar hiicrelerin taban boliimlerinden



cikar ve genellikle V. ve VI. tabakalarda sonlanirlar. Az da olsa bazi aksonlar beyin
kabugunu terk ederek ak maddeye gecebilirler. 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).

I11. D1s piramidal tabaka

Bu tabaka aslinda dis graniiler tabakanin devamu niteligindedir. Bu yizden ilk
bakista ayirt edilmesi giictiir. En 6nemli ayirt edici 6zellik bu tabakadaki piramidal
hiicrelerin daha biiylik capli olmasidir. Hiicrelerin tepe (apikal) bolgeleri beyin kabugu
yiizeyine dogru yonelmistir ve tepe (apikal) dendritleri, I. tabakanin sinaptik alanina
dogru ilerler. Yatay dendritler ise ayni tabaka icinde kolonlar arasinda bir uzanim
gosterirler. Bu tabakanin alt kisminda bulunan hiicreler talamustan gelen 6zgiil girisleri
alir. Alt tabakalardan gelen bazi aksonlar da bu tabakada sinaps yaparlar. I1l. tabakadan
¢ikan gotiiriicti liflerin bir kismi1 V. ve V1. tabakalarda sonlanirken, digerleri korteks alti
yapilara ve diger beyin korteksi bolgelerine kadar uzanmaktadir(Barr ve Kiernan, 1988)

IV. i¢ graniiler tabaka

Bu tabaka kiiciik ¢aplt ve yogun olarak paketlenmis ¢ok kutuplu hiicrelerden
olusur. Bu hiicrelere graniil hiicreleri adi verilir. Aksonlar1 kisadir ve biyiik bir
cogunlukla beyin kabugu icinde sonlanirlar. Ust kisimlara gidenler 1. ve II. tabakalarda
sonlanirken, alt kisimlara dogru gidenler V. ve VI. tabakalarda sonlanirlar. Dendritleri
ayni tabakada dallanarak dagilir. Ozgiil talamo-kortikal getirici baglantilarin biiyiik bir
cogunlugu bu hiicrelerin lizerinde sonlanir. Bu tabakada bulunan bir diger hiicre tipi
yildizs1 hiicrelerdir ve onlarin dendritleri de aymi tabaka i¢inde dallanma gosterir.
Aksonlart ise III. tabakaya ¢ikarak burada sonlanirlar. Yildizs: 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 dolayr bu bdlgelere
“agrantiler korteks” ad1 verilmektedir (Barr ve Kiernan, 1988).

V. I¢ (dev) piramidal hiicre tabakasi

Bu tabakadaki hiicreler esas olarak buytk piramidal hiicrelerdir. Tabaka igcindeki
tiim hticreler biiyiik degildirler fakat en biiyiik piramidal hiicreler (Betz’in dev piramidal

hiicreleri de dahil olmak {izere) bu tabakada bulundugundan, bu boélge “dev piramidal



hiicre tabakas1” adiyla anilir. Biiylik piramidal hiicrelerin dendiritik dallar I. tabakaya
kadar yiikselerek orada genis bir dallanma gosterirler (Barr ve Kiernan, 1988). Hiicrenin
taban boliimiinde ¢ikan uzun akson ya korteks alt1 merkezlere uzanir ya da ayni ve karsi
taraf beyin korteksinde bulunan asosiyasyon ve komissural merkezlere gider. Omurilige
inen liflerin 6nemli bir kismi V. tabakada bulunmaktadir ve bunlarin biiyiik 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 1. tabakalarda sonlanirlar. V ve VI. tabakalar korteksin ana
cikis tabakalaridir. Piramidal yolu olusturan aksonlarin hiicre gévdeleri 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 dolay1 bu ad verilir. Dendritler hiicrenin bir
veya her iki ucundan da ¢ikarak, hiicreyi terk ettikten sonra dallanirlar. Bazilar1 hig
dallanmadan birinci tabakaya kadar uzanir. Digerleri genellikle V. tabakaya ge¢mez.
Akson ¢ogunlukla korteksi terk eder ve ayrilmadan 6nce doniicii yan dallar (recurrent
collaterals) verir. Bu tabakanin icte kalan VIb kismi ak madde ile kaynagmis
durumdadir (Marangoz, 1978). V ve VI. tabakalarin filogenetik olarak yiizeyel
tabakalardan daha eski olduklar1 kabul edilir. V ve V1. tabakalara intragraniiler, I. - V.
tabakalara ise supragraniler tabakalar denir. VV ve VI. tabakalar ontogenik olarak da
eskidirler. Bunlar telensefalonun néral tipinin germinal epitelinden goc eden ilk
kortikal noroblastlardan olusmuslardir. 11, III ve IV. tabakalar1 olusturmaya yonelen

noroblastlar intragraniiler tabakalarin iginden gegerler (Barr ve Kiernan, 1988).

2.1.2. Beyin Korteksindeki Hucre Tipleri

Beyin korteksi, hiicre govdelerinin sekilsel 6zelliklerine, dendritlerin uzunluk ve
dagilimlar1 ile akson dallanma ve sonlanma bolgelerine gore birgok kez
simiflandirilmistir (Colonnier, 1968; Barr ve Kiernan, 1988). En cok kabul goren
smiflandirmaya gore beyin korteksinde; yildizs1 (graniiler) hiicreler, igsi (fusiform)
hiicreler, Martinotti hiicreleri, Cajal’in horizontal hiicreleri ve piramidal hiicreler

bulunmaktadir.



Yildiz hiicreleri

Kuguk govdeli, ¢cok kutuplu (multipolar) hiicrelerdir. Dendritler hiicreden ayrilir
ayrilmaz dallanma yaparlar. Akson genellikle biiyiik bir dendritten ¢ikarak uzanir ve
komsu hiicre govdeleri ile yiizeysel dendrit tabakalarinda sonlanir. Az bir kismi da
beyin kabugu disindaki bolgelere uzantilar gonderirler. Bu hiicrelerin bazilar1 eksitator,
bazilar1 ise inhibitor etki gosterir. Eksitator olanlarin aksonlar1 genellikle piramidal
hiicrelerin tepe dendritlerine paralel ve ¢ok sayida sinaps yaparak ilerlerken korteks
yuzeyine dik bir seyir izlerler. Eksitatér olanlar transmitter olarak daha cok
noropeptidleri (kolesistokinin, vazointestinal peptid) kullanirken, inhibitér olanlar
GABA salgilarlar (Barr ve Kiernan, 1988).

Martinotti Hucreleri

Dendritleri kisa, kii¢iik, multipolar ndronlardir. Bu hiicrelerin en 6nemli
ozelligi aksonlarinin dogrudan beyin korteksi yiizeyine dogru yonelmis olmasidir (Barr
ve Kiernan, 1988).

Cajal’in Horizontal Hucreleri

Beyin korteksinin en dig ve yilizeyel tabakasinda bulunurlar ve hiicrelerin
aksonlar1 beyin korteksi yiizeyine paralel olarak seyreder (Barr ve Kiernan, 1988).

Piramidal Hucreler

Korteksin esas hiicreleridir. Beyin korteksinde en yaygin hiicre tipidir. Piramidal
hicreler molekuler tabaka (tabaka I) 'in disinda korteksin tiim tabakalarinda bulunur,
oOzellikle 11, 11l ve V. tabakalarda daha yaygindir (Sek 1). Piramidal hiicreler beyin
korteksinin ana giris ve c¢ikis terminalleridir. Hiicre govdeleri sekil olarak piramide
benzediginden bu isimle anilirlar. Dendritler yatay veya dikey olarak seyredebilir.
Piramidal hiicrelerin taban kismi ise korteks tabanina dogrudur ve bu kisimdan hiicrenin
aksonu ¢ikar. Akson beyin ve omuriligin degisik bdlgelerine uzanabilir (Goldman ve
Bennet, 2000).

Sepet Huicreleri

Beyin korteksi, serebellumun molekiiler tabakasi ve hipokampusta bulunan
inhibitor GABAerjik ara néronlardir (Sekil 1), (Barr ve Kiernan, 1988).



Cajal (horizontal) hiicresi

Piramidal hiicre

. . \ -
Fuziform (igsi) :é’crr‘;s“i""‘

hiicre

Sekil 1. Serebral korteksin hiicreleri ve tabakalar1 (A: Akson, B: Baillarger’in dig banti, C: Baillarger’in
i¢ bant1.) (* Esas hiicreler kirmizi renkle, ara néronlar siyah renkle gosterilmistir) ( Goldman ve
Bennet, 2000)

2.2. Nobet ve Epilepsi

2.2.1. NObet

Epileptik ndbet (iktus), beyinde bir grup néronun ani, beklenmedik ve gegici bir
sekilde eletriksel desarjlara yol agmasi ve bunun sonucunda klinik olarak biling, psisik,
motor, duyusal, otonom belirtilerin ortaya ¢ikmasi halidir. Primer olarak beynin tespit
edilebilen bir hasar1 veya risk faktorii olmadan ortaya ¢ikabildigi gibi, altta yatan baska
norolojik, sistemik, metabolik, toksik veya travmatik nedenlere sekonder olarak da
geligebilir (Altay ve Bilir, 1999). Epileptik nobet hastanin hayati boyunca tek nobet
olarak kalabilecegi gibi farkli sikliklarda tekrarlayabilir.

2.2.2. Epilepsi

Epilepsi; nobetlerin herhangi bir provoke eden kosul olmaksizin tekrarlamasi
durumuna denir (Yeni ve Karaagag, 2005). Epilepsinin hem gelismis hem de gelismekte
olan (lkelerde 5-8/1000 arasinda prevelansa sahip oldugu ongoriilmektedir (Annegers,
2001). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2,9 milyon ve diinyada yaklasik olarak 50
milyon insanin epilepsi hastaligindan etkilendigi bilinmektedir (Fisher ve ark., 2005).
En yiiksek oranda c¢ocukluk caginda ve yaslilikta gozlenirken, bunu erken erigkinlik
donemi takip etmektedir (Zupec-Kania ve Spellman, 2009). Epilepsi tiim yas

gruplarinda goriilebilirken ¢ocuklarda, yashlarda ve sosyoekonomisi diisiik olan
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tilkelerde insidansinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢esitli calismalarda epilepsi
riskinin 20 yasina kadar yaklasik % 1, 75 yasina kadar ise % 3 oldugu rapor edilmistir
(Balogh ve ark., 2004).

Uygulanan tedaviler semptomlar1 gidermeye yonelik olup, hastalarin yaklasik
%30’unda epileptik nobetler ilaglarla kontrol altina alinamamaktadir. Epilepsinin ¢cogu
zaman belirsiz olan dogasi, hastalarin pek ¢ogunda duyumotor, biligsel, psikolojik,
psikiyatrik ve sosyal bozukluklarin yani sira yasam kalitesinin bozulmasina ve erken
Oliim riskinin artmasina sebeb olmaktadir (Fisher ve ark., 2005).

Her epileptik sendromun kendi hikayesi, prognozu ve 6zel tedavilere cevabi
vardir (Shneker ve Fountain, 2003). Bu farkliliklar dikkate alindiginda yalnizca nobet
tipi ve elektroensefalografi (EEG) ile olusturulan nobet siniflamasinin yetersiz kaldigi
diigtiniilmistiir. 2010 yilinda Elektroklinik Sendromlar ve Diger Epilepsiler adi altinda
epileptik sendromlarin siniflamasi yeniden diizenlenmistir (Berg ve ark., 2010), (Tablo
1).

Tablo 1. Epilepsi ve epileptik sendromlarin siniflamasi ( ILAE, 2010)

Baslangic yasina gore siralanmis elektroklinik sendromlar
Yenidogan donemi
*1yi huylu ailesel yenidogan epilepsisi
*Erken miyoklonik ensefalopati
*Ohtahara sendromu
Siit cocuklugu
*Siit cocugunun yer degistiren fokal nobetli epilepsisi
*West sendromu
*Siit gocugunun miyoklonik epilepsisi
*Tyi huylu siit cocuklugu epilepsisi
*Dravet sendromu
*{lerleyici olmayan hastaliklardaki miyoklonik ensefalopati
Cocukluk cagt
*Febril ndbet (siit gocuklugu doneminde baglayabilir)
*Panayiotopoulos sendromu
*Miyoklonik atonik (6nceden astatik) ndbetli epilepsi
*Cocukluk caginin iyi huylu santrotemporal dikenli epilepsisi
*Otozomal dominant nokturnal frontal lob epilepsisi
*Geg baGlangich ¢ocukluk cagr oksipital epilepsisi (Gastaut sendromu)
*Miyoklonik absansli epilepsi

*Lennox-Gastaut Sendromu
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*Uykuda siirekli diken dalgali epileptik ensefalopati
*Landau-Kleffner Sendromu
*Cocukluk ¢agi absans epilepsisi
Ergenlik ¢agi- Erigkinlik
*Juvenil absans epilepsisi
*Juvenil miyoklonik epilepsi
*Sadece jeneralize tonik klonik nobetler olan epilepsi
*Progresif miyoklonik epilepsiler
*[sitselitsel 6zellikleri olan otozomal dominant epilepsi
*Diger ailevi temporal lob epilepsileri
Yasla iliskisi daha az olan
*Degisken odakli ailesel fokal epilepsiler
*Refleks epilepsiler
Karakteristik 6zellik kiimeleri
*Hipokampal sklerozlu mezyal temporal lob epilepsisi
*Rasmussen sendromu
*Hipotalamik hamartomlu jelastik nobetler
*Hemikonvulziyon-hemipleji-epilepsi
Yapisal- metabolik nedenlere bagh epilepsiler
*Kortikal geligsim anormallikleri
*Norokitantz sendromlar
*Tumor
*Enfeksiyon
*Travma
*Anjiyoma
*Perinatal hasarlanma
*Inme
Nedeni bilinmeyen epilepsiler
Geleneksel olarak epilepsinin bir formu olarak kabul edilmeyen epileptik nébet durumlari
*Yenidoganin iyi huylu ndbetleri

*Febril nobetler

Epileptik Nobetlerin Simiflandirilmasi
Uluslararast Epilepsiyle Savas Birligi'nin (Uluslararast Epilepsi Ile Savas
Dernegi, ILAE) 1981 yilinda yayinladig: siniflandirma sistemine gore epileptik nobetler

parsiyel (fokal), jeneralize ve siniflandirilamayan olmak tiizere ii¢ gruba ayrilmaktadir:
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1) Parsiyel (fokal) noObetler: ‘Nobet odagi’ adi verilen beynin belli bir
bolgesinden kaynaklanirlar.
A) Basit parsiyel nébetler: Biling durumu bozulmaz.
a. Motor semptomlu
b. Somotosensoriyal veya 6zel duyusal semptomlu
c. Otonomik semptomlu
d. Psisik semptomlu
B) Kompleks parsiyel nébetler: Biling bozuklugu ile ortaya ¢ikar.
a. Basit parsiyel baslangici izleyen biling bozuklugu
b. Biling durumunun baslangigtan itibaren bozulmasi
C) Sekonder jeneralize nobete doniisen parsiyel nobetler
2) Jeneralize ndbetler: Nobetin baglangicindan itibaren her iki beyin hemisferi
de etkilenmisir, siklikla tonik-Klonik konvulsiyonlarla karakterize nébetlerdir.
A) Absans nébetler (Petit-mal) (tipik ve atipik)
B) Tonik-klonik nébetler (Grand-mal)
C) Klonik nobetler
D) Tonik nobetler
E) Myoklonik ndbetler
F) Atonik nobetler (astatik)
3) Smiflandirilamayan epileptik nobetler
Hastalarin pek ¢cogunda ndbetin baslangicinda koku veya ses ya da ani ruh hali
degisimleri olusur. Aura olarak bilinen ve genellikle kisa olan bu duyum ndobetin
kaynaklandig1 yerde veya yakininda paroksismal ndronal bir ateslemeyi ifade eder.
Aura, nobetin hastanin hatirladigi tek boliimi olabilir. Devaminda gelen iktal donem
nobet amni ifade eder. ktal dénem, nébetin 6zel tiiriiyle ilgili olarak anormal EEG
yapilariyla ortaya ¢ikar. Hemen nobetin ardindan gelen donem postiktal donem olarak
bilinir. Bu dénemde EEG normale donmiistiir. Interiktal donem; ndbetler arasindaki
zamandir. Interiktal donemde hastalarda ndbet olusmamasina ragmen, EEG'de yine de
bir miktar paroksismal aktivite gordlebilir.
Epileptik tek nobet aktivitesinin 30 dakikadan daha uzun siirmesi veya iki ve
daha fazla nobetin aralarinda hasta bilinci agilmadan seriler halinde gelmesine “status

epileptikus” adi1 verilir. Yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye sahiptir. Konviilzif

13



status epileptikusta statusun nobet tipine (tonik, klonik veya myoklonik) gore
kasilmalara ilave olarak tagikardi, hiperpne, midriyasis ve hipersekresyon gibi 6nemli
otonomik belirtiler vardir. Nobet devam edecek olursa hastada ates, hipotansiyon,
asidoz ve solunum depresyonu gorilebilir (Okan, 2004).

Epilepside Etyolojik Faktorler

Epilepsinin etyolojisinde birgok faktér rol oynamakla birlikte bazen altta
herhangi bir neden olmamasina ragmen nobet goriilmektedir. Epilepsinin etyolojisinde
rol oynayan bazi faktorler;

a. Kahtim: Kalitimin epileptik nobete etkisi oldugu kesin olmamakla beraber,
genetik bir yatkinhgin varligm diisiindiiren kamtlar vardir. ikizler {izerinde yapilan
arastirmalarda tek yumurta ikizlerindeki epilepsi olasiliginin, ¢ift yumurta ikizlerine
gore ti¢ kat daha fazla oldugu gorilmistiir. Kalitim, idiyopatik epilepsi i¢in 6nemli bir
belirleyicidir (Gardineer, 1996).

b. Konjenital bozukluklar: Girus anomalileri (makrogiri, mikrogiri,
polimikrogiri), korpus kallosum agenezisi, heterotopi (kortikal disgenezis)

c. Enfeksiyonlar: intrauterin enfeksiyonlar, her yasta gecirilen menenjit ve
ensefalitler, kronik ve agir otitis media, mastoidit vs. (Fisher ve Saul, 2010).

d. Metabolik bozukluklar: Hipoglisemi, hiperglisemi, hipokalsemi,
hiponatremi veya diger elektrolit bozukluklari. Kronik bobrek yetmezligi, hepatik
ensefalopati (Apak,1989; Oun ve ark., 2003).

e. Sistemik hastaliklar : Malign hipertansiyon, kollagen doku hastaliklari,
kalp ve merkezi sinir sisteminden kaynaklanan hastaliklar, eklampsi, alkol yoksunlugu,
santral sinir sistemde inhibisyon yapan maddelerin (alkol, morfin, hipnotik ilaglar vs.)
ve antiepileptik ilaglarin aniden kesilmesi, yiiksek doz fenotiazin kullanimi epileptik
ndbetlerin olusumunu tetiklemektedir (Oun ve ark., 2003).

Epilepsinin Patofizyolojisi

Epileptogenezden sorumlu hucresel mekanizmalar hentiz tam olarak
bilinmemektedir. Farkli nobet tiplerinde farkli hiicresel mekanizmalar rol alabilmekle
birlikte, tiim nobetlerde artmis noronal uyarilabilirlik ve senkronite s6z konusudur.
Anormal hiicre desarji; travma, oksijen yoksunlugu, tiimor, enfeksiyon, metabolik
bozukluklar gibi nedensel faktorlerle iligkili olabilir. Bununla birlikte epilepsi

hastalarimin yaklasik yarisinda aciklanmis herhangi bir faktor yoktur (Engelborgsh ve
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ark., 2000). Noronlardaki artmis uyarilabilirligin  sebebi ise  eksitator
ndrotransmitterlerin artmasi veya inhibitér nodrotransmitterlerin azalmasi sonucu
dengenin eksitasyon yoniinde degismesi, voltaj kapili iyon kanali degisimleri,
eksitasyondan sorumlu iyonlarin ekstraselliler ya da intraselliiler dagilimindaki
degisimlerdir (Reem Al Qdah, 2009). Anormal ateslenme &zelligine sahip hiicreler
etraflarindaki hiicreleri de uyararak ateslenmeye ortak ederler.

Glutamat

Beynin temel uyarici norotransmitteridir (Moldric ve ark., 2003). Glutamat
reseptorleri iyonotropik olarak N-metil-D aspartat (NMDA), o-amino-3-hidroksi-
5metil-4izoazolepropionik asit (AMPA), kainate (izerinden sodyum (Na*) ve kalsiyum
(Ca*?) kanallarin1 modiile ederek hizli sinaptik iletiden, metabotropik olarak inositol ve
siklik adenozin monofosfat (CAMP) ikincil habercileri tizerinden yavas sinaptik iletiden
sorumludur (Reem Al Qdah, 2009). Hem iyonotropik hem de metabotropik postsinaptik
gulutamat reseptorlerinin aktivasyonunun konvulsiyonlara neden oldugu bildirilmistir
(Reem Al Qdah, 2009). Yapilan cesitli hayvan deneyi c¢aligmalarinda NMDA
reseptorlerinin uyarilmasinin gii¢lii konviilzan, inhibe edilmesinin ise antikonviilzan etki
olusturdugu kanitlanmistir (Hwa ve Avoli, 1992; Louvel ve Pumain, 1992). Epileptik
hastalarda ve hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda glutamat ve aspartat
diizeylerinde  artis  gbzlemlenmistir  (Alexsander ve  Godwin,  2000).
Metabotropik glutamat  reseptorleri de epileptogenez olusumunda 6nemli  bir
rol oynamaktadir (Chapman,1998).

GABA

GABA; merkezi sinir sisteminin temel inhibitdr ndrotransmitteridir. Pre ve
postsinaptik noronal plazma membranindaki spesifik reseptorlerine GABA-A ve
GABA-B reseptorine (GABAA ve GABAg) baglanarak etki gosterir. GABAA
presinaptik olarak CI” kanali araciligiyla, GABAg postsinaptik olarak potasyum (K*)
araciligiyla etki eder (Reem Al Qdah, 2009). GABA’nin GABAAa reseptorine
baglanmasiyla iyon kanallari agilir, klor (CI”) hiicre icerisine girer ve presinaptik
inhibisyon baglar. GABA nin GABARB reseptoriine baglanmasiyla birlikte K* akimi artar
Ca*? akimi azalir ve postsinaptik inhibisyon baslar (Wallace ve ark., 2003). Sonug
olarak GABAerjik inhibitdr postsinaptik potansiyel (IPSP) olusumu saglanmis
olur. Beynin serebellum, hipokampus, talamus gibi belli bolgelerinde GABA’nin ¢ok
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diisiik konsantrasyonlar1 bile GABAA reseptor aracilifiyla membran iletimini hemen
baslatabilir (Cope ve ark., 2005; Jia ve ark., 2005; Belelli ve ark., 2005). Substantia
nigra (SN)’da GABA metabolizmasinin azalmasinin status epileptikus olusumuna sebep
oldugu ve GABA agonistlerinin antiepileptik etki gosterdigi yapilan bir¢ok c¢alismada
kanitlanmistir (Wasterlain ve ark., 1993).

Iyon Kanallari

fyon kanallar1 Na*, K*, Ca*? veya CI™ iyonlarmnin selektif gegisini saglayan
Ozellesmis membran proteinleridir. Merkezi sinir sisteminde uyarilabilirligin temelini
olustururlar. Aksonal iletimden sorumlu aksiyon potansiyeli (AP) olusumu ve
hiicrelerarasi sinyal iletiminden sorumlu sinaptik transmisyon bu kanallarin aktivitesi ile
saglanir. Voltaj kapili Na® kanallari AP’nin baslatilmasi i¢in 6nemlidir, patolojik
durumlarda tekrarlayan AP olusumuna yol agar. Ca*? kanallar1 ndrotransmitter salinimi
ve depolarizasyonun bagslatilmasinda rol alir. K™ kanallar1 AP sonlandirilmasi ve
refrakter periyodun devamindan, Cl~ kanallar1 da hiperpolarizasyondan ve istirahat
membran potansiyelinden sorumludur. Bu kanallarin yapisindaki veya calismasindaki
herhangi bir defekt beynin uyarilabilirligini biiylik 6lciide degistirebilir, anormal
iletimlere ve sonug olarak epileptik nobet olusumuna yol agabilir.

Tablo 2. Normalde ve epileptik durumda iyon kanallarinin rolleri (Reem Al Qdah, 2009)

Kanal veya reseptor Noronal fonksiyonu Epilepsideki olasi rolii

Voltaj kapili Na* kanali EPSP, AP baglamasi Tekrarlanan AP ateslemesi

Voltaj kapili K* kanali AP durmasi Anormal AP, repolarizasyon

Ca*?2 bagimhi K* kanal AP takiben refrakter periyod Ateslemenin tekrarlamasini
sinirlandirir

Voltaj kapili Ca*? kanali Transmitter salimmi: Dentritten | Asiri transmitter saliimt:

aktive eder

Non-NMDA Hizli EPSP Paroksismal depolarizasyon siftini

reseptor (AMPA) (PDS) baslatir

NMDA reseptor Uzun sireli, yavas EPSP PDS’yi devam ettirir: patofizyolojik
slirecte Ca*? aktive eder

GABAA reseptori IPS Uyarimu sinirlandirir

GABAg reseptoru Uzamig IPSP Uyarimu sinirlandirir

Na+- K+ Pompast Iyonik dengenin saglanmasi K* induklenen depolarizasyonu dnler
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Epilepsinin Tamsi ve Tedavisi

Hastaligin tanist i¢in nébetin gozlenmesi ve bu gozlemlerin doktora aktarilmasi
cok degerlidir. Gegirilmis bir atagin epilepsi olup olmadigina karar vermek i¢in hastanin
veya o ataga sahit olan kisinin gozlemlerini néroloji hekimine dogru sekilde
aktarabilmesi ¢cok 6nemlidir. Epilepsi hastalarinin tanisinda en 6nemli belirleyici EEG
(Elektroensefalografi) ve beyin goruntileme (manyetik rezonans-MR) tetkikleridir.
EEG’de go6zlemlenen hem iktal hemde interiktal anormallikler, epileptik ndbetlerin
ayirici tanisinda kullanilir (Baykan ve ark., 2004).

Epilepsi tedavisinde ilk basamak, taninin dogru konmas: ve ilag gereksiniminin
olup olmadiginin belirlenmesidir. Nobeti takiben antiepileptik ilag (AEI) secimi ve
devam etme konusundaki kararlar kolay anlasilir degildir ve net bir rehber
bulunmamaktadir. AEIl’lerin nobetleri tamamen ortadan kaldirmadigi, ancak
semptomlar1 ve nobet sikiligint azalttigi bilinmektedir. Tedavi yonetiminin Onceligi,
altta yatan patolojinin tedavisidir. AEI’lerin gecici kullanimi, altta yatan etyoloji hala
aktif iken ataklar1 bastirmaya yardimci olur, ayrica bunun epilepsi gelisimi riskini
azalttig1 yoniinde az da olsa kanitlar da mevcuttur ( Yeni ve Giirses, 2015)

Epileptik nobetlerde tedaviye baslama karari verirken baslica nobet riskini
artiran nedenler goz 6nlinde bulundurulmali ve nobetler tetiklenen (akut semptomatik)
veya tetiklenmeyen olarak iki gruba ayrilmalidir. On ii¢ ¢alismanin degerlendirildigi bir
meta-analizde, tetiklenmeyen ilk nobet sonrasinda, ikinci ndbetin tekrarlama riski,
yaklasik iki y1illik bir siirede prospektif ¢alismalarda %36, retrospektif ¢aligmalarda %47
oraninda saptanmistir. Tedaviye baslanirken, antiepileptik ilaglarin farmakolojik
(idiyosenkratik ve akut yan etkileri, uzun kullanimda ndropati, osteoporoz ve kognitif
yan etkiler, dogum c¢agindaki kadinlarda teratojenite riski) ve psikolojik (sosyal
yasamda kisitlamalar) yan etkileri géz Onilinde bulundurulmalidir. Caligmalarda,
baslanan antiepileptik tedavinin (fenitoin, fenobarbital, karbamazepin, valproik asit,
lamotrijin) gorilebilecek yan etkileri (%7-31 arasinda degisir) hafif ve geri donislii
oldugu bildirilmistir. Geng yaslardaki bireylerde nobet Onlemek oOnemlidir. Ciinki
geligebilecek ikinci ndbet sonrasi sosyal ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilmekte ve is
imkaninda zorluklar yasanabilmektedir. Tedaviye baslama durumunda, hasta karar

siirecinde yer almalidir (Yeni ve Giirses, 2015).
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2.2.3. EEG ve ECoG

Anestezi altinda olmayan hayvanlarda beynin zemin elektriksel aktivitesi ilk kez
19. yiizyilda, Alman psikiyatrist Hans Berger tarafindan sistemli sekilde analiz
edilmistir. Bu sekilde beyindeki potansiyel degisikliklerin kaydedilmesi islemine EEG
adi verilmistir. EEG kayitlarnn kafatasi agilmadan kafa derisi iizerine yerlestirilmis
elektrotlar yoluyla alinir. Elektrotlarin korteksin pia yiizline konulmasiyla elde edilen
kayitlara ise ECoG adi verilir (Baret ve ark., 2011). EEG fizerindeki her bir ¢izgi veya
kanal, bir ¢ift elektrodun altinda kalan serebral korteks alanlar1 arasinda zaman iginde
Ol¢iilen potansiyel farkini yansitmaktadir. Potansiyellerin amplitiidii (genligi) senkron
sekilde ateslenen noronlarin sayisin1 gostermektedir. Potansiyellerin siiresi ise ritm
frekansiyla gosterilir, birim zamandaki pozitif veya negatif defleksiyon sayisini ifade
eder.

Beyin dalgalari, eksitator ve inhibitdr postsinaptik potansiyellerin cebirsel
toplam1 sonucu elde edilen sinaptik aktiviteyi ifade eder. Frekans ve amplitiidiine gore
EEG de baslica 5 tip dalga ayirt edilir (Pfurtscheller ve ark., 1999; Cahn ve Polich,
2006). Bunlar diisiik frekanslhidan yiiksek frekansliya dogru delta, teta, alfa, beta ve
gama dalgalaridir.

Delta Dalgas1

Frekansi en fazla saniyede 4’e kadar olan yiiksek amplitiidlii, yavas dalgalardir.
Yetiskinlerde frontal lobda, ¢ocuklarda korteksin posterior bolgesinde godzlemlenir.
Bebeklik cagindaki baskin dalga tipidir. Erigkinlerde yavas dalga uykusu esnasinda
(Non-REM 3-4) goriiliir. Bunun disinda eriskinde gbzlenmesi
metabolik ensefalopati, hidrosefali, derin orta hat lezyonlar1 gibi ciddi organik beyin
hastaliklarina  bagli  olmaktadir. Yine genel anestezi ve stuporda da
g6zlemlenebilmektedir.

Teta Dalgasi

Saniyede 4- 7 arasi frekansa sahip, yiiksek amplitiidlii dalgalardir. Cocuklarda
paryetal ve temporal bolgelerde gozlemlenir. Yetiskinlerde uyusukluk, uykunun Non-
REM 2-3 fazlarinda ortaya g¢ikar. Riiya gorme ile iligkili bulunmustur. Eriskinlerde

uyanikken goriilmesi patolojiktir, ciddi organik beyin lezyonlarini diigiindiiriir.

18



Alfa Dalgasi

Saniyede 8 -12 arasi frekansa sahip yliksek amplitiidlii dalgalardir. Oksipital
bolgede en gicliu olmakla birlikte paryetal ve frontal bélgede de gozlenirler. Dinlenim
durumunda ve diisinme esnasinda gozler kapaliyken goriiliir. Goézler agildiginda,
duyusal uyaranlar alindiginda zihin bir problemle mesgul oldugunda veya derin uykuya
gecildiginde kaybolur. Patolojik olarak koma durumunda goriiliir.

Beta Dalgasi

Saniyede 12-60 arasi frekansa sahip diisiik amplitiidli (10-20 mikrovolt-pV )
dalgalardir. Her iki tarafta da simetrik dagilim vardir, en belirgin frontal bdlgede
goriiliir. Coklu ve degisik frekanslara sahiptir. Dikkat odaklanmasi, zihinsel is, endiseli
durumlar, hizli goz hareketleri esnasinda ortaya ¢ikar.

Gama Dalgas1

Saniyede 30-100 arasi frekansa sahiptir. Somatosensoriyel kortekste goralir.
Ses, gorme gibi farkli duyularin birlikte algilandigi ve bilgilerin kisa siireli hafizaya
atildigi durumlarda goriiliir. Stres, anksiyete ve depresyonda ortadan kalkar. Yiiksek

entellektiiel diisiince ile alakali bulunmustur.
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Sekil 2. Sirasiyla beta, alfa, teta, delta, gama dalgalar1 ( Erkan, 2009)
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2.2.4. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi; en yaygin norolojik hastaliklardan biridir. Herhangi bir epileptik
gosterinin merkezi sinir sistemiyle ilgili oldugu Hipokrat’tan beri bilinmektedir. Ancak
bu hastaligin sinir sistemi gibi karmasik ve arastirilmasi gii¢ bir sistemin hastaligi
olmasi, hastaligin medikal yonde incelenmesini daha da zorlagtirmaktadir (Yeni ve
Karaagag, 2005). Epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ve diger 6zellikleri hakkinda
akla gelen sorulara cevap aramak daha etkili antiepileptik ilaclar gelistirebilmek ig¢in
denyesel modeller iizerinde c¢aligilir. Cilinkii insan beyninde hiicre ic¢i kayaitlar,
mikrokimyasal analizler yapmak etik agidan miimkiin degildir. Bu sebeble antiepileptik
ilaclarin gelistirilmesi ve hastaligin temelinde yatan mekanizmalarin aydinlatilabilmesi
icin uygun deneysel epilepsi modellerine ihtiya¢ vardir.

Iyi bir epilepsi modeli su 6zelliklere sahip olmalidir;

1-Spontan olarak tekrarlayan nobetler olmalidir.

2-Nobetler insan epilepsisine benzer olmalidir.

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

4-Nobetlerin frekansi ilaglarin etkisini akut ve kronik olarak test etmeye yetecek
Olctde olmalidir.

5-Antiepileptik ilaglarin farmakokinetigi insandaki ile ayn1 olmalidir.

6-Antiepileptik ilaglarin etkili olduklari plazma ve beyin seviyeleri insanda ilgili
ndbeti Onleyebilen seviyedeki gibi olmalidir (Marangoz, 1997).

Basit Parsiyel Epilepsinin Modelleri

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

a) Inhibitdr amino asit blokerlerinin lokal ya da bélgesel olarak uygulanmas:
Penisilin (Walker ve ark., 1946), bikukullin (Campbell ve Holmes, 1984), pikrotoksin
(Usunoff ve ark., 1969), striknin (Fisher, 1989)

b) Akut odaksal elektriksel uyarim (Fisher, 1989)

¢) GABA’ nin baskilanmasi (Brailowsky ve ark., 1987; Brailowsky ve ark.,
1988)

d) Neokorteks ve hipokampus dilimleri (Schwartzkroin ve ark., 1983;
McCormick ve ark., 1985)
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e) Eksitator (glutamat agonistleri; kainat, domoik asit, quisqulat, NMDA,
asetilkolin agonistleri, lityum pilokarpin) ajanlarin bolgesel veya odaksal olarak
uygulanmasi (Pitkénen ve ark., 2006)

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

g) Sistemik fokal model: Beyin dokusunun bir boliimiine 1sinim verilmesi
yoluyla olusturulabilir (Remler ve Marcussen, 1986).

Kompleks Parsiyel Epilepsi Modelleri

Kompleks parsiyel ndbetler 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)

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

d) Sistemik pilokarpin veya soman uygulanimi (Garcia ve ark., 2010).

Petit Mal Epilepsi Modelleri

a) Talamusun uyarilmasi (Hunter ve Jasper, 1949)

b) Absans modellerinden diisiik doz pentilentetrazol (PTZ) modeli (Onat, 2008)

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

d) Gama-Hidroksi Butirat Modeli (Snead, 1988)

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

f) Genetik model: Wistar ve Sprague-Dawley siganlarin absans benzeri nobet
gecirenlerin inbired eslestirilmesi sonucu olusturulan Wistar Albino Glaxo from
Rijswijk (WAG/RIij) siganlar (Coenen ve Van Luijtelaar, 1987).

Grand Mal (Jeneralize Tonik Klonik) Epilepsi Modelleri

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 sigan modeli (Fisher, 1989); Tek gen mutasyonlari ile olusturulan fare
modelleri (letharjik, stargezer, tottering, leaner, mocha, ducky) (Fisher, 1989).

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

¢) Sistemik konvulsanlarla olusturulan modeller: Pentilentetrazol, penisilin (Bo
ve ark.,, 1984; Kozan ve ark., 2008), Glutamik asit dekarboksilaz inhibitorleri
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(tiosemikarbazid, 3-merkaptoproprionik asit, alliglisin) ve diger ajanlar (flurotil, oubain,
risinin), (Fisher, 1989)

2.3. Kanabinoidler

Hint keneviri bitkisinin (Cannabis sativa) fizyolojik ve psikolojik etkileri eski
caglardan beri bilinmektedir. Tedavi edici 6zelliklerine Cin Farmakolojisinde milattan
once yaklasik 200’14 yillarda deginilmesine ragmen, esrar kokenli kimyasal etken
maddelerin (kanabinoidlerin) yapilarmin ve farmakolojik etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasina o6zellikle son 100 yili kapsayan zaman diliminde yapilan yogun
caligmalar 151k tutmustur.

Esrarla ilgili arastirmalar, bitkisel kaynakli kimyasal etken maddelerin yani
fitokanabinoidlerin izolasyonlar1 ve kimyasal yapilarinin aydinlatilmasiyla baglamistir.
1988 yilinda esrarin ana etken maddelerinden olan tetrahidrokanabinol’iin (Gaoni ve
Mechoulam, 1971) sigan beyninde bir baglanma bdlgesinin oldugunun kesfedilmesi
(Devane ve ark., 1988), beyindeki muhtemel bir reseptor proteininin varligini isaret
etmistir ve bunu takiben 1990’ larda fare beyninde ilk kanabinoid reseptorii olan CB1
klonlanmustir (Felder ve ark., 1992; Matsuda ve ark., 1990). Ug y1l sonra da bagisiklik
sisteminde CB2 reseptorleri klonlanmigtir (Munro ve ark, 1993). Bu bulgular 1518inda
THC’nin etki mekanizmast ve beyin tiirevli kanabinoid reseptorler arastirilmaya
baslanilmistir. Bu reseptor proteinleri endokanabinoidler (insan ve hayvanlarda dogal
olarak {iretilirler), fitokanabinoidler (kanabis ve diger bitki g¢esitlerinde bulunur) ve

sentetik kanabinoidler (kimyasal olarak uretilirler) olarak siniflandirilirlar (Sekil 3).
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Sekil 3. CB1 ve CB2 reseptorii ve bu reseptore baglanan kanabinoidler (Ross, 2007)

2.3.1. Kanabinoid Reseptoérler (CB1 ve CB2)

Insanlarin da dahil oldugu cesitli hayvan tiirlerinde CB1 ve CB2 olmak iizere iki
tip kanabinoid reseptor klonlanmistir (Matsuda ve ark, 1990; Munro ve ark, 1993).
Kanabinoid reseptorler G-proteiniyle kenetlenmis reseptor (GPCR) ailesi grubundandir
(Pertwee ve Ross, 2002; Iversen, 2003; Howlett ve ark, 2002). Bu reseptorlerinin
Ozelligi membrant 7 kez dolanmalari, ekstraselliiler ugta amonyum (NH2) ve

intraselltler ucta karboksilik asit (COOH) terminal ucunun bulunmasidir (Sekil 4).
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Sekil 4. CB1 ve CB2 reseptorlerinin yapisi (Ross, 2007)
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G proteini trimerik bir proteindir, a ve B alt birimleri bulunur ve enerji kaynagi
olarak guanozin trifosfat1 kullanir. CB1 reseptoriiniin uyarilmasiyla olusan sirkiilasyon
asagida gosterilmistir. o alt birimi adenil siklaz aktivititesini diizenlerken, B alt birimi
mitojen tarafindan aktive edilen protein kinazi (MAPK) ve phosphatidylinositol- 3-
kinaz (P13K) gibi enzimlerin ya da dogrudan iyon kanallarinin aktivitesini diizenler. Gi
proteini, aktive edildigi zaman, bir enzim, adenilat siklazi inhibe eder. Adenil siklaz
adenozin trifosfati (ATP) cAMP’ ye doniistiiremez. Sonug olarak kanabinoid reseptorler
uyarildigr zaman hiicre i¢i cCAMP konsantrasyonu azalir. CB1 ve CB2 reseptorlerinin
bulundugu hiicrelerde cAMP' nin azalmasi inhibisyona neden olur. CB1 reseptoriiniin
uyarilmasmin en hizli etkisi A tipi potasyum kanallarmin agilmasidir (Childers ve
Deadwyler, 1996). A tipi potasyum kanallarinin agilmasiyla birlikte hiicre icerisindeki
pozitif yliklerin azalmasina bagl olarak hiperpolarizasyon goriiliir. Ayn1 mekanizmayla
noronlarda N tipi kalsiyum kanallar1 kapatilir (Caulfield ve Brown, 1992). CBI1
reseptorleri  ¢ogunlukla presinaptik noronlarda bulunur, presinaptik inhibisyon
aracilifiyla norotransmitter salinimin1 diizenlerler. CB1 reseptorlerinin uyarilmasiyla
hipokampus, serebellum ve neokortekste glutamat, GABA, norepinefrin, dopamin,
serotonin, asetilkolin saliniminin azaltildigir yapilan elektrofizyolojik ¢alismalarla
gosterilmistir (Schlicker ve Kathmann, 2001). Kanabinoid reseptorler diger onemli
Ozelligi proteinleri sinyal iletimi yoluyla diizenlemeleridir. Adenozin kinazin
fosforilizsyonuna yol agarak, sinaptik plastisitede 6nemli bir rol oynarlar. Gi’ nin By
kompleksi PI3K aktive eder ve bu durum Raf-1 ve MAPK fosforilasyonuyla
sonuglanir. MAPK aktive oldugu zaman fosfolipaz A2 aktive eder ve arasidonik asit
kaskadin1 uyararak prostaglandin iiretimini artirir (Wartmann ve ark, 1995) ve belli
dokularda biylme faktori reseptoriiniin sentezini azaltabilir (De Petrocellis ve ark,
1998). PI3K de biyokimyasal olarak insiilin benzeri etkileri aracilig1 glikoz tasiyicist 4’
Un up-regiilasyonuna (insiilin bagimlhi glikoz girisi olan iskelet ve yag dokusunda)

sebeb olur ve karaciger hiicrelerinde glikojen sentezini ve glikolizi uyarir.
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Sekil 5. CB1 reseptoriiniin hiicre ici sinyal yolagi (Ameri, 1999; Yamamoto ve Takada, 2000)

Kanabinoid Reseptorlerinin Viicuttaki Dagilimlan

Santral Sinir Sistemi

CB1 ve endokanabinoidlerin beyindeki varliklari santral sinir sisteminde,
ozellikle de beyinde CBI1 reseptorlerinin dagilimlar1 lizerine kapsamli arastirmalarin
yapilmasina sebep olmustur. Yapilan otoradyografi, in-Situ hibridizasyon ve
immunositokimya calismalart CB1 reseptorlerin beyinde Ozellikle serebral korteks,
hipokampus, bazal ganglia (kaudat nikleus ve putamen, substantia nigra pars reticulata,
globus pallidus), serebellumun molekiiler tabakasi, beyin ve spinal kordun omuriligin
agr1 yolaginda yogun dagilimini gostermistir (Herkenham ve ark., 1990; Irving ve ark,
2002). Hipotalamus, talamus ve omurilikteki dagilim diizeylerinin ise daha diisiik
oldugu bilinmektedir (Herkenham ve ark., 1990; 1991). Insan da dahil olmak iizere
sican ve maymun gibi diger hayvan tiirlerinde yapilan otoradyografi ¢aligmalar1 genelde
CB1 reseptorlerinin farkli tiirlerde benzer dagilimlar gdstermesinin yaninda
(Herkenham ve ark., 1990; Glass ve ark., 1997) o¢zellikle insanlarda amigdala ve

singulat kortekste daha yogun bulundugunu gostermistir (Herkenham ve ark., 1990).
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CBI1 reseptorlerinin beyindeki dagilimlari ve reseptdr yogunlugu konusunda dnemli bir
nokta da kantitatif otoradyografi yontemiyle elde edilmis o6l¢iimlerdeki reseptor
yogunlugunun yaklasik 1 pmol/mg’in iizerinde oldugudur ki bu miktar bir¢ok
iyonotropik ve G-proteini ile kenetlenmis reseptorlerin miktarindan ¢ok fazladir
(Bowery ve ark., 1987, Greenamyre ve ark., 1984). Bu durum kanabinoid
reseptorlerinin sinir sistemindeki dnemine isaret etmektedir. CB1 reseptdrlerin beynin
bircok bdlgesinde inhibitor (GABAerjik) ve eksitator (glutamaterjik) terminallerdeki
sinapslarda norotransmitter salinimin1 ters yonde (retrograde) sinyal iletimi ile

diizenlemesi de normal fizyolojik fonksiyonlardaki roliinii vurgulamaktadir.

CB1 Reseptor Dagilimi

Bazal Gangliyon®

1
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Sekil 6. Beyinde CB1 reseptor dagilimi (Pertwee, 1997)

Periferik Organlar

Tip 1 kanabinoid reseptér mesajct ribonukleik asit (mMRNA)’ lart ve
lokalizasyonlar1 oncelikli ve yogun sekilde santral sinir sisteminde ve periferik sinir
sisteminde olmasina ragmen kalp, akciger, prostat, testis, bobrek, bobrekiistii bezleri,
timus bezi, tonsiller, kemik iligi, dalak gibi periferdeki organlarda beyne gore daha az
diizeylerde bulunmaktadir (Kaminski ve ark., 1992; Noe ve ark., 2000). Ayrica
kanabinoidlerin enerji metabolizmasii kontroliindeki etkilerinden sorumlu CBI1
reseptorleri; karaciger, iskelet kaslari, pankreas ve yag dokularinda da bulunur (Bacci ve

ark., 2004; Vilches ve ark., 2010). CB2 reseptorleri ise ¢ogunlukla bagisiklik sistemi
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hiicrelerinde (Munro ve ark., 1993) , kismen de B hiicreleri ve dogal katil hiicrelerinde

bulunmustur (Pertwee, 1997).

2.3.2. Fitokanabinoidler

Fitokanabinoidler, hint keneviri (kanabis, esrar) bitkisinden elde edilen,
kanabinoid reseptorlerine baglanabilen bitkisel bilesiklerdir. Kanabis bitkisinden izole
edilen ve cesitli etkilere sahip olan en az 85 ¢esit kanabinoid mevcuttur (Uzbay, 2009).
En iyi bilinen fitokanabinoidler THC, kanabiol ve kanabidioldir (EISohly ve Slade,
2005). THC, CB1 reseptor agonistidir ve psikoaktif etkiden sorumludur (Kayaalp ve
Uzbay, 2012).

Fitokanabinoidlerin birkag¢ preklinik ve baz1 klinik ¢alismalarlarda antikonvulsan
etkisi oldugu gosterilmistir. Ancak psikoaktif yan etkileri hakkindaki bilgilerin eksik
olmas1 ve fitokanabinoidlerin hepsinin segici CB1 kanabinoid reseptdr agonisti gibi
calismayip diger reseptdr ve kanallarla etkilesime girerek etki gostermesi bu alanda

yapilan ¢alismalar1 zorlagtirmaktadir.

Sekil 7: Kanabinoid bilesenleri (Pertwee,1997)

2.3.3. Sentetik Kanabinoidler

Sentetik kanabinoid, laboratuvar ortaminda ot ve benzeri maddelerin kimyasal
stvilarla spreylenmesi sonucu olusturulan bir uyusturucu tiiriidiir. Bonzai olarak da
anilan bu maddeler, CB1 ve CB2 reseptorleri iizerinden etki gosterirler. Cok genis bir

madde grubu olustururlar (Seely ve ark., 2011). Etkileri THC benzetilse de CBI
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reseptoriine baglanma afinitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in, etkileri THC’ ye gore daha
siddetli ve olumsuzdur. Sempatomimetik etkiler, duygusal siire¢, alginin bozulmasi,

kardiyovaskiiler ve psikoza kadar genis komplikasyonlar1 mevcuttur (Seely ve ark.,
2011; Harris ve Brown, 2013).
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Sekil 8. Secici CB1 reseptor antagonistleri / ters agonistler yapilari, rimonabant , AM-251 , AM281
LY320135 ve taranabant ; Segici CB2 antagonistlerin / ters agonistlerinin yapis1 SR144528 ve
AMG630 (Pertwee,1997)
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Sekil 9. Secici CB1 reseptorlerinin yapisi; arachidonylcyclopropylamide (ACEA), methanandamide ve
noladin eter; secici CB2 reseptdr agonistlerinin yapis1 JWH -133, HU -308, JWH -015 ve
AM1241 (Pertwee,1997)

2.3.4. Endokanabinoidler ve Endokanabinoid Sistem

Insan ve hayvanlarda dogal olarak iiretilen kanabinoidlere endokanabinoid denir.
Endokanabinoid sistemi ise ¢esitli fizyolojik islevlerde gorev alan gerekli bir
noromodulator sistemdir (Freund ve ark., 2003; Piomelli, 2003). CB1 ve CB2
kanabinoid reseptorleri ve endojen lipid ligandlar1 (endokanabinoid) ve sentezleri ile
yikimlarinda gorev alan enzimlerden olusur.

[k olarak 1992°de domuz beyninde endojen bir lipid olan arasidoniletanolamin
(AEA) (Devane ve ark., 1992) kesfedilmistir. Bu endojen lipide Sanskritcede keyif ve
mutluluk verici anlamina gelen “Ananda” ile kimyasal yapisindaki “amid”in birlesimi
olarak Anandamid (AEA) ismi verilmistir. Anandamid’in ilk endokanabinoid olarak

tanimlanmasindan sonra 1995 yilinda yine bir arasidonik asit tlirevi olan ester
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yapisindaki 2-AG kesfedilmistir (Mechoulam ve ark., 1995; Sugiura ve ark., 1995). Bu
iki ligand tanimlandiktan sonra sentez ve enzim basamaklart agiklanmstir.
Anandamidin in vivo sentezi bir membran fosfolipid prekirsorii olan N-arasidonik
fosfotidiletanolamidden (NAPE) fosfolipaz D tarafindan enzimatik olarak
katalizlenmesi sonucunda olusur (Okamoto ve ark., 2004); 2-AG ise diagilgliserolden
diacilgliserol lipaz- a enzimi (DGL-a) ile sentezlenir (Bisogno ve ark., 2003). Thtiyaca
gore sentezlenip yikilma 6zelligine sahip olan endokanabinoidlerden anandamid yag
asidi amid hidrolaz enzimi (FAAH) tarafindan yag asidi ve etanolamine hidrolize edilir
(Egertova ve ark., 1998). FAAH enzimi hipokampus, serebellum ve amigdalada
postsinaptik terminallerde bulunmaktadir. Bu sentetik yol cAMP/protein kinaz A
tarafindan dolayli yoldan uyarilir. Anandamidin beyin dokularindaki yaklasik miktari
10-50 pmol/g’ dir (Di Marzo ve ark., 1994). 2-AG ise monoagilgliserol lipaz tarafindan
aragidonik asit ve gliserole hidrolize edilir (Dinh ve ark., 2002). Beyindeki miktari
anandamidden ¢ok daha fazladir, 2 - 10 nmol/g kadardir (Stella ve ark., 1997).
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Seki 10. Ana (temel) endokanabinoidler ve kimyasal yapilari (Pertwee,1997)

Endokanabinoid Sistemin Norofizyolojik Ozellikleri

Endokanabinoidler sentezlenip vezikiillerde saklanmadiklar1 ve ihtiyaca gore
membran lipitlerinden sentezlendikleri i¢cin ne norotransmitter ne de néromodulator
olarak kakul edilir. Sentetik yolagi farklidir; hiicre igerisinde depolarizasyonun
baslamasi ve hiicre igerisine kalsiyumun girisiyle salinimi baglar; sinaptik aktivite
intraselliiler enzimatik yikim ve geri alinim ile hizli bir sekilde sonlandirilir.

Endokanabinoid sistem CB1 araciligiyla retrograd sinaptik sinyalizasyonu
gerceklestirir (Freund ve ark., 2003; Mackie, 2005; Mackie ve Stella, 2006).
Endokanabinoidler aktivitenin durumuna bagli olarak postsinaptik nérondan salinir ve
presinaptik CB1 reseptoriine baglanir. Boylece presinaptik bolgede norotransmitter

salmimin1 baskilanir (hem eksitatér hem de inhibit6ér sinapsin), (Misner ve Sullivan,
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1999; Sullivan, 1999; Kathmann ve ark., 1999; Katona ve ark., 1999; Hajos ve ark.,
2000; Hajos ve ark., 2001; Varma ve ark., 2001; Ohno-Shosaku ve ark., 2002; Mackie,
2005). Presinaptik néronun kimyasal yapisi onemlidir. Eger GABA gibi inhibitor bir
norotransmitterin salinimi baskilaniyor ise buna depolarizasyon kaynakli inhibisyonun
bastiritlmast (DSI) denir ve sonug olarak postsinaptik aksiyon potansiyeli artar. Eger
gulutamat gibi eksitatér bir ndrotransmitterin salinimi  baskilaniyor ise buna
depolarizasyon kaynakli uyarimin bastirilmasi (DSE) denir ve sonug olarak postsinaptik

aksiyon potansiyeli azalir (Sekil 11).

Presinaptik noron
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Sekil 11. Kanabinoid sinaps: Endokanabinoidler retrograd sinapsi CB1 reseptorleri ile araciligiyla
yaparlar. GABA , y -aminobiitirik asit; DSI, depolarizasyon kaynakli inhibisyonun bastirilmast;
DSE, depolarizasyon kaynakli uyarimin bastirilmasi. Endokanabinoidlerin biyosentezi,
parcalanma ve sinyal. (A) presinaptik kanabinoid tip 1 reseptér ( CB1R ) sinyal. (B) postsinaptik
endokanabinoid biyosentezi / sinyal. NArPE = N- arasidonoil fosfatidiletanolamin; DAG =1 -
asil, 2 - arasidonoil diagilgliserol; VGCC = voltaj bagimh kalsiyum kanallari; PEA =
palmitoiletanolamidi; ACPA = arachidonylcyclopropylamide; ACEA = arakidonil -2'-
chloroethylamide; PMSF = fenilmetilstlfonil florit (Katona ve ark., 1999)
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2.3.5. Kanabinoidlerin Fizyolojik Etkileri

Endokanabinoid sistemin aktivasyonu gida alimi, agr1 hissi, hafiza siireclerinin
isleyisi gibi sayisiz fizyolojik islevden sorumludur.

Akut Etkiler

Kanabinoid reseptdrlerinin (CB1) uyarilmasina bagl olarak istah artisi, yiizde
kizariklik, az da olsa kalp atiminda artma, fikir ugugmasi, zaman ve mekan kavraminin
bozulmas1 gibi birtakim fizyolojik etkiler ortaya ¢ikar. Ayrica davranmigsal ve bellek
islevlerinde bozulmalar gorilmektedir. Dikkat ve motor fonksiyonlar daha az
etkilenmektedir (Hollister, 1983; Karch, 2007). Yapilan hayvan ¢alismalarinda spontan
aktivite, analjezi, azalmis rektal 1s1 ve rijit immobiliteyi (katalepsi) igeren bazi davranig
parametrelerini degistirmektedir (Ameri, 1999).

Kronik Etkiler

Kardiyovaskuler etkileri

Sentetik ev endojen kanabinoidlerin periferdeki etkisi ¢ok iyi tanimlanmamakla
birlikte, kan basinci ve vaskiiler tonus iizerine kanabinoidlerin etkisini arastiran sinirli
sayida c¢aligma bulunmaktadir. Kardiyovaskiiller merkezde CBI1 reseptdrlerinin
bulundugu gosterilmistir (Tsou ve ark., 1998 ). Kanabinoidlerin akut uygulamasi,
tasikardi ve kan basincinda kii¢lik bir artisa, kronik kullanimlarda ise hipotansiyon ve
bradikardiye neden oldugu rapor edilmistir (Benowitz ve ark., 1979). Glass ve ark.
(1997), beyin sapinda vagusun dorsal motor niikleuslarinda (parasempatik merkez)
CBI1 reseptorlerinin yogunlugunun yiiksek oldugunu gostermislerdir ve bu merkezin
CBI reseptorleri araciligiyla inhibe edilmesinin parasempatik ¢ikista azalmaya neden
olabilecegini bildirmislerdir. Bu durum kanabinoidlerin kariyovaskiiler sistem
tizerindeki akut etkisini ayrica midriazis ve kusmay1 Onleyici etkisini de agiklamaktadir.
CB1 reseptori ortadan kaldirilan farelerde, parasempatik ¢ikisin arttigi ve sempatik
cikislarinin  azaldigr gosterilmistir. CB1 reseptor araciligiyla goriilen bu durum
kanabinoidlerin kardiyovaskiiler sistem tizerine olan kronik etkisini aciklamaktadir.
Endokanabinoidler ateroskleroz ilerlemesi Gzerine olumlu etkilerinin CB2 ve olumsuz

etkilerinin CB1 aracilifiyla oldugu bildirilmistir (Stanley ve ark., 2014).
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Kanabinoidler ve Analjezi

Kanabinoidlerin bilinen en eski tibbi kullanim1 agr1 kesici etkisinden dolayidir.
Hayvanlardaki agr1 modellerinde gerek endokanabinoidler gerek ise sentetik CBI
reseptOr agonistleri kullanilarak yapilan ¢alismalar kanabinoidlerin kimyasal, mekanik
ve termal agr1 uyaranlari ile olugturulmus akut agriya karsi etkili oldugunu gostermistir
(Ulugol ve ark.,, 2006; Guindon ve ark., 2006a; Guindon ve ark., 2006b).
Kanabinoidlerin agr1 kesici etkisi merkezi sinir sistemi, omurilik ve periferik sinir
sisteminin katildig1 karmasik bir mekanizmanin etkilesimi ile diizenlenmektedir.

(Hohmann ve ark., 1998; Hohmann ve ark., 1999).

Q KANABINOID

NORON
GABA ., JGEMENVREEL -
(Wyarldiginda) - “.. - " ‘

Q [[ Talamo kortikal
» . Projeksiyon
: SHT

(salmm durur) TALAMUS

EEEIIEEEEEESEEm

Primer aferent noron

{4 8.0)

Spinal néran

Sekil 12. Kanabinoid reseptorlerinin agriy1 bastirma mekanizmasi (yazar tarafindan olusturulmustur)

Serotoninin agri iletimini modiile ettigi, norepinefrinin ise agri iletimini inhibe
ettigi bilinmektedir. GABA, 5-Hidroksitriptamin (5-HT) noronlarini inhibe ederek
serotonin agr1 modiilasyonundaki etkisini ortadan kaldirmaktadir. Ancak kanabinoidler
GABA igeren inhibitér ndronlarda bulunan CB1 rseptorlerinin aktivasyonu arttirarak
GABA salinnmimi azalttigi  bilinmektedir. BoOylece kanabinoidlerin  serotonin
salinimindaki inhibisyonu ortadan kaldirarak agri iletimini modiile edebilecegi rapor

edilmistir. Ayrica CBI1 reseptorleri araciligiyla norepinefrin (NE) saliniminin inhibe
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edilmesi de kanabinoidlerin analjezik etkilerini agiklamaktadir. Sekil 12° de bu
mekanizma kisaca agiklanmistir. Omurilik, beyin sapi, hatta talamusa THC ve

kanabinoidler dogrudan enjekte edildiginde agr1 iletiminin inhibe edildigi gosterilmistir

(Pertwee, 2001 ).

Amigdala ve Davramssal Etkileri

Hayvanlarda amigdalanin uyarilmasi sonucu saldirgan ve savunmaci davranislar
gorildiigi bilinmektedir. CB1 reseptorleri amigdalanin GABA noéronlar1 {izerinde
bulunur (Katona ve ark., 2001). CB1 reseptorlerinin uyarimiyla birlikte goriillen GABA
seviyesindeki azalmaya bagli olarak saldirgan davranislarin ortaya ¢iktigi gosterilmistir
(Hall ve ark., 2000; Johns, 2001). Saglikli bireylerde asir1 dozda esrar ve THC
kullanimindan sonra psikotik semptomlarin (deliizyon, haliisinasyon, biligsel
bozukluklar)  gelistigi ve sizofrenlerde esrar kullanimiyla birlikte — psikotik

semptomlarin goriildiigi bilinmektedir (Rabbin ve ark., 2016) .

Hipotalamus ve Noroendokrin Etkileri

Merkezi sinir sisteminde endokanabinoid sistem aktivasyonunun oreksijenik
etkileri hipotalamus ve limbik sistemdeki yemek yeme motivasyonunu artirmasi
sonucunda gerceklesmektedir (Johns, 2001). Hipotalamus, besin aliminin diizenlenmesi
ve vicut agirhiginin kontroliinii saglayan en Onemli beyin bolgesidir. Endojen
kanabinoidler leptin ile etkilesim yoluyla kismende olsa gida aliminin kontrol
edilmesinden sorumludur. Leptin sinyalizasyonu defektli olan hayvanlarin hem obez
hemde anandamidin ve 2-AG’ nin normal hayvanlara gore daha fazla oldugu tespit
edilmistir (D1 Marzo ve ark., 2001). Leptin uygulanilan normal siganlarda endojen
kanabinoid seviyesinin azaldigi  gorilmiistiir. ~Rimonabant obez farelerde
hiperinsiilinemiyi azaltarak ve adiponektin gen ekspresyonunu artirarak gida alimim
azaltig1 ve kilo kaybina yol agtig1 yapilan galigmalarla gosterilmistir (Colombo ve ark.,
1998 )

THC’ nin CBI1 reseptoriiniin  uyarilmasiyla norepinefrin,  gonadotropin
serbestletici hormon, luteinizan hormon ve folikil stimlle edici hormon
serbestlenmesinin baskilandigi gosterilmistir (Murphy ve ark., 1990). Ayrica biiyiime
hormonu ve prolaktin hormon serbestlenmesinin durdugu bilinmektedir (Rettori ve ark.,
1988; Jung ve ark., 2016)

34



Bagimhhik

Bagimlilik mezolimbik dopaminerjik 6diil yolagini aktive olmasi ve niikleus
akumbensteki (nAC) dopamin miktarinin artmasiyla ortaya ¢iktigma inanilmaktadir
(Koob, 1992). Aktif fitokanabinoid olan THC’ nin CB1 reseptorlerinin aktivasyonu
aracilifiyla nAC’deki dopamin miktarmni arttirdigi bulunmustur (Tanda ve ark., 1999).
Sentetik CB1 antagonistlerinin santral 6diil yolaklarinin asir1 baskiladigi gosterilmistir
(Nedaei ve ark., 2016). Tim bunlar endokanabinoid sistemin ila¢ bagimliliginin

mekanizmasindaki diizenleyici rolii olabilecegine isaret etmektedir.

2.3.6. Kanabinoidlerin Antikonviilsan Ozelligi

Endokanabinoid sistem, fizyolojik etkilerinin yani sira merkezi sinir sisteminde
ve periferdeki homeostazisi saglayici rollerinden dolay:1 patofizyolojik durumlarda da
oldukca 6nemlidirler.

Kanabinoidlerin antiepileptik 6zellikleri yiizyillardir bilinmektedir. Bunlardan en
tinlii anekdot 6rnegi; 15. yiizyilda Bagdat Halifesi Chamberlain'in oglunun ndbetlerinin
esrar (marjuana) ile kontrol atina alindiginin bilinmesidir (Mechoulam ve Lichtman,
2003). 19. yiizyillda da William Brooke O’Shaughnessey (1843), yazdig1 49 sayfalik
kitabinda kanabinoidlerin antiepileptik 6zelliklerinden bahsetmektedir. Son yirmi yilda
THC ve sentetik kanabinoidler ile CB1 ve CB2 kanabinoid reseptorlerinin farmakolojik
etkinliginin terapotik 6nemi bilinmektedir. Detayli arastirmalar ile ¢esitli patafizyolojik
slirecte endokanabinoid sistemin rolii oldugu agik¢a ortaya konulmustur, ancak tedavi
amagli  endokanabinoid sistemin sinyalizasyon aktivitesinin  gelistirilmesini
(manipiilasyonunu) amaglayan yeni yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Pertwee,
2012).

Sinir sisteminde, CB1 reseptorleri cok yaygindir ve ndrotransmitter saliniminin
en Onemli diizenleyicileri oldugu gosterilmistir (Kano ve ark., 2009). Akson
terminalindeki presinaptik CB1 reseptorlerinin retrograd aktivasyonu, postsinaptik
ndronun sinyal modunu degistirerek aferent potansiyelin guictini gegici veya surekli
olarak sinirlandirabilecegi yaygin olarak kabul edilmektedir (Castillo ve ark., 2012). Bu
negatif geri besleme sinyal yolu ndron uyarilabilirliginin esik degerinin belirlenmesinde
diizenleyici bir rol oynar ve bu yiizden epilepsinin de dahil oldugu birgok ndrolojik
bozuklugun tedavisi i¢in oldukca onemli oldugu gosterilmistir (Katona ve Freund,
2008).
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Katona ve Freund (2008), epileptik nobetlerin 6nlenmesinde endokanabinoid
sinyalizasyonun molekiiler mekanizmasininin 6nemini agiklamak amaciyla ‘sinaptik
devre kesici’ modelini 6nermisler. Bu sinyalizasyon yolunda pek ¢ok dnemli protein
vardir. Bunlardan perisinaptik bolgede lokalize olan G proteini alt birimi Gg/11’in
metabotropik glutamat reseptor 5 (MGIuRs) sinyalizasyonu igin gerekli oldugu
bildirilmistir (Tanaka ve ark., 2000). Gq ve Gi1 ortadan kaldirilmis farelerde
endokanabinoid {iretim bozukluklar1 ve nobetlere duyarlilik oldugu gosterilmistir
(Wettschureck ve ark., 2006). Fosfolipaz B1 (PLCPB1)’ in eksitator sinapslardan zengin
perisinaptik uglarda bol bulundugu bilinmektedir (Fukaya ve ark., 2008), PLCP1
ortadan kaldirilmig farelerde de spontan epileptik nobetlerin oldugu g6zlemlenmistir
(Kim ve ark., 1997). PLCB1’ in bir iriinii olan diacil gliserol (DAG), endokanabinoid
molekili 2-arasidonil gliserolun sentezi i¢in 6n maddedir. DAG diagilgliserol lipaz
(DGL-a) enzimiyle 2-AG’ ye dontstiiriiliir (Bisogno ve ark., 2003). Kemirgenlerin ve
insanlarin neokorteksinde, hipokampuslarinda, omurilikte yogunlugu fazla oldugu
gosterilmistir (Katona ve ark., 2006; Yoshida ve ark., 2006; Lafourcade ve ark., 2007;
Nyilas ve ark., 2009; Ludanyi ve ark., 2011). DGL-a enzimi ortadan kaldirilan farelerde
epileptik nobetlere duyarliligin arttig1 goriilmiistiir (Sugaya ve ark., 2014). DGL-a’nin
2-AG treterek negatif feedback sinyalizasyonu baslattigi bilinmektedir. 2-AG’nin
eksitator sinapslardaki glutaminerjik akson terminallerinde bulunan CB1 reseptoruni
aktive ederek glutamat salimimimi baskiladigr bulunmustur, ayn1 zamanda mGluR
reseptOrii aktivasyonu araciligiyla uyarilan epileptiform aktivitenin CB1 reseptor
antagonistleri tarafindan 6nlendigi gosterilmistir (Wallace ve ark., 2003; Wettschureck
ve ark., 2006; Fezza ve ark., 2014). Bircok epilepsi turiinde epileptik nobetleri
tetikleyen noronal bozukluklarda daima 2-AG seviyesinin yiikseldigi bilinmektedir
(Katona ve ark., 2006; Kawamura ve ark., 2006). Presinaptik CB1 reseptorlerinin aktive
olmasiyla birlikte monoagilgliserol lipaz (MGL) ile 2-AG’nin inaktive edildigi
gosterilmigtir. (Dinh ve ark., 2002).
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Presinaptik néron
Postsinaptik néron

Sekil 13. Sinaptik devre kesici modeli. Normal kosullarda, aksiyon potansiyeli(1) voltaj kapili kalsiyum
kanallarin1 agar ve sinaptik vezikiillerden sinaptik bosluga glutamat salinir(2). Salinan glutamat
ilk olarak sinaps igerisine yerlesmis olan AMPA tip glutamat reseptorlerini aktive eder. Nobet
esnasinda oldugu gibi asir1 presinaptik aktivite sinaptik bosluktaki glutamat konsantrasyonunu
artirarak, perisinaptik alanda lokalize olan mGluRs gibi metabotropik glutamat reseptorlerini
uyarir. Bu olay Gq / 11 sinyalizasyonu uyarir ve daha sonra PLC-Baktive olur(4). Her ikiside
perisinaptik bolgede lokalizedir ve bu i¢ ice blyik molekillii protein kompleksi perisinaptik
makine olarak isimlendirilir(PSM). Iyonotropik reseptdrleri igeren postsinaptik membranin
iyonotropik reseptorlerden yogun olan bolgesine postsinaptik yogunluk (PSD) denilmektedir.
PLC - B, fosfatidilinositol bifosfat ( PIP2 )’1 inositol trifosfat ( IP3) ve DAG béler. Uretilen
DAG’1n biiyiik bir miktari, perisinaptik alanda bulunan DGL- a enzimiye 2-AG ye donistiiriiliir.
Bu endokanabinoid daha sonra presinaptik alana dogru hareket eder (5) vepresinaptik CB1
kanabinoid reseptorlerinin aktivasyonu ve voltaj bagimli kalsiyum kanallart kapatilir (6) ve
glutamat saliniminin feedback mekanizmayla 6nlenmis olur (Katona ve Freund, 2008)

Gilinlimiizde de kanabinoidlerin antiepileptik etkinligine yonelik vaka sunumlari,

deneysel calismalar olduk¢a yaygindir ( Szaflarski ve Bebin 2014; Agar, 2015).

Epileptik Hastalarda Kanabinoid Kullanimimin Etkisi

Tekrarlayan nobeti olan hastalarda yapilan ¢alismalarda endokanabinoid
sistemin ve pozitif koruyucu etkisinin bozuldugu gorilmiistir (Ludanyi ve ark, 2008;
Goftin ve ark., 2011); bunun da dentat striatumun i¢ molekiiler tabakasindaki eksitator
sinapslarda lokalize olan CBI1 reseptoriiniin down regiilasyon sebebiyle olabilecegi ileri
stiriilmiistir (Ludanyi ve ark., 2008). Yapilan baska calismalarda yetiskin bireylerden,

cocukluk donemi epilepsi ve ndbet bozukluklarinin sikligi fazla olan segili bir
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popiilasyonda cannabis’in potansiyel antiepileptik etki gosterdigi belirtilmektedir (Russ
ve ark., 2012). Hegde ve ark. (2012), daha once fokal epilepsi tanisiyla gelmis olan iki
hastada tibbi marihuana kullanimi sonrasinda ndbetlerin azaldigin1 gézlemlemislerdir.
Jeneralize ¢ocukluk epilepsisi olan ancak en az 2 yildir nébet gegirmedigi bilinen obez
bir hastanin, obezite tedavisi icin CB1 reseptdr antagonisti rimonabant kullanimiyla
birlikte paroksismal epileptik EEG aktivitesinde ve gece parsiyel nobetlerinde artig
oldugu bildirilmistir (Braakman ve ark., 2009). Oral cannabis kullanan 18 yasin
altindaki 75 epileptik hastanin % 50’sinin ndbetlerinin azaldig: bildirilmistir (Press ve
ark.,2015).

Kanabinoidlerin Deneysel Epilepsi Modellerindeki Etkisi

Epilepside kanabinoidlerin etkilerine dair g¢esitli calismalar yaymlanmistir.
Temporal lop epilepsi modeli hayvanlarda CB1 reseptorii agonistlerinin antiepileptik
etki gosterdigi (Wallace ve ark., 2003); baska bir calismada ise glutaminerjik akson
terminallerinde CB1 reseptorii araciligiyla glutamatin salinimi azaltilarak antikonviilsan
etki gosterdigi bulunmustur (Azad ve ark., 2003; Monory ve ark., 2006). Diger taraftan
baz1 aragtirmacilar ise CB1 reseptorii agonistlerinin prokonvulsan etki gosterdigini
bildirdi (Keeler ve Reifler, 1967; Gordon ve Devinsky, 2001; Lutz, 2004). Dahas1 CB1
reseptdr antagonistlerinin uzun dénem kullanildiginda nébete olan duyarliliktaki artist
onledigi de gorilmiistiir (Chen ve ark., 2007; Echegoyen ve ark., 2009). Diisiik doz
THC uygulanmasi, endokanabinoidlerin uygulanmas1 ve sentetik kanabinoidlerin
uygulanmasi in vivo ve in vitro ¢aligmalarda antikonviilsan etki ettigi ve bu etkinin
CBI1 antagonistleri tarafindan bloklandig: ¢esitli epileptik hayvan modellerinde yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Wallace ve ark., 2001, 2003; Blair ve ark., 2006;
Deshpande ve ark., 2007a; Rudenko ve ark., 2012). CB1 reseptor agonisti gibi davranan
THC’ nin; disiik dozlarda presinaptik eksitator akson terminallerindeki CBI1
reseptOrlerini uyardigi ve glutamat salininmimi azaltarak antikonviilsan etki gosterdigi
bulunmustur (Katona ve ark., 2006; Kawamura ve ark., 2006). Ancak yuksek dozlarda
THC uygulanmasinin GABAerjik akson terminallerindeki CB1 reseptorlerini uyararak
nobet esik degerini disiirerek prokonvulsan etki gosterdigi kanitlanmistir (Katona ve
ark., 1999; Hoffman ve Lupica, 2000).

Tek basina uygulandigi zaman CB1 antagonistlerinin kimyasal ve elektriksel

epilepsi modellerinde ndbet frekansini ve siiresini arttirdigi (Wallace ve ark.,. 2003;
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Deshpande ve ark., 2007; Vinogradova ve ark., 2011; Arslan ve ark., 2014; Kow ve
ark., 2014) , hatta epileptik olmayan saglikli siganlarda kriptojenik nobet duyarliligini
artirdigr bildirilmistir (van Rijn ve ark., 2011). CBI reseptoriiniin tiim hiicrelerde
bloklandig1 ve glutaminerjik noronlarda spesifik olarak sadece CB1 reseptoriiniin
bloklandig1 her iki deneysel hayvan modelinde de ndbetlerin siddetinin arttig
gosterilmistir (Marsicano ve ark.,2003; Monory ve ark., 2006; Kow ve ark., 2014; von
Ru “den ve ark., 2015). Siganlarda olusturulan pilokarpin modeli epilepside A9-
THC‘in (10 mg/kg), CB1 reseptor agonisti WIN55,212‘nin (5 mg/kg) epileptik
desarjlar1 tam olarak ortadan kaldirdigi, CB1 reseptor antagonisti SR141716A‘nin ise
hem ndbetin siiresini hem de frekansini 6nemli oranda artirdigi bildirilmektedir

(Wallace ve ark., 2003).

2.3.7. Non-Kanabinoid Reseptor ve Kanallarin Endokanabinoid
Reseptorlerle Olan iliskisi

Farmakolojik kanitlar heniiz gruplandirilamayan baska bir noronal kanabinoid
reseptor alt tipinin varligini géstermektedir (Freund et al., 2003).
CB1/CB2 reseptor agonistleri ve antagonistleri, kendine 6zgu bir farkla endokanabinoid
sistem i¢in "farmakolojik parmak izi" gibidir. Ancak en azindan su ana kadar tarif
edilen bazi ligandlarin CB1 ve CB2 reseptorlerinden bagimsiz hareket ettigi yapilan
baz1 ¢alismalarda gosterilmistir. Bu durum bizlere gunct bir kanabinoid reseptor

grubunun (CB3) var olabilecegini gostermektedir.
Non Kanabinoid G Protein Bagh Reseptorler

GRP55

Guanosin, G proteini baglanma bolgelerinin kesfi i¢in kullanilan bir metottur. 5 -
O- (3- thio ) trifosfat (GTPyS) baglama deneylerinde, HEK-293 hiicrelerinden elde
edilen membranlarda, G protein bagh reseptor 55 (GRP55) kesfedilmistir. Yapilan
calismalarda anandamid, 2-AG, noladin eter ve virodhamin gibi endokanabinoidlerin
GRP55’ 1 aktive ettigi gosterilmistir (Ryberg ve ark., 2007). Bu bilesiklerin ECso
degerleri sirasiyla 18,3,10,12 nm’dur. Bunlardan her birinin GRP55 reseptoriinii aktive
etmesi CB1 ve CB2 reseptoriinii aktive etmesinden daha zor oldugu goriilmektedir.

Ayrica insan gobek bagi ven endotellerinde ve HEK-293 hiicre memebraninda yapilan
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calismalarda anandamidin GRP55’e¢ baglanmasiyla diisiik miktarlarla da olsa Ca*?

mobilizasyonunu uyardigi da gosterilmistir (Waldeck-Weiermair ve ark., 2008).

Tablo 3. a: Agonist b: Antagonist, ¢: Negatif allosterik modilasyonu d: Potentiation GPCR, G-protein
kenetli reseptdr; 2 AG, 2 arasidonil gliserol; AEA, anandamid; TRP, gegici reseptor potansiyeli;
TRPMB8, melastatin tip 8 TRP kanal; TRPV1, Vanilloid tip 1 TRP kanal; NMDA, N-metil -D-
aspartat; 5-HT 3, 5-hidroksitriptamin 3; GPRS55, G protein bagl reseptor 55; Cav, Voltaj kapili
kalsiyum kanali; Katp, potasyum ATPaz ile aktive olan K kanali; KCa, kalsiyumun
aktivasyonuyla aktive olan potasyum kanali; Kv, voltaj kapili potasyum kanali

Reseptorun Reseptoriin ad1 Endojen bilesik | Kaynaklar
bulundugu grup
GPR55(a) AEA, 2-AG, | (Waldeck-Weiermair ve ark.,
GPCR noladin  ether, | 2008).
virodhamine
5HT-3(b,c) AEA (Xiong ve ark., 2012)
Nikotinik asetilkolin(b) | AEA, 2 -AG (Oz veark ., 2003, 2005)
Ligand kapih iyon Glisin(d) AEA, 2 -AG (vyang ve ark, 2008).
kanah (Lozovaya ve ark., 2005).
Glutamat NMDA(d) AEA (Hampson ve ark.,1998)
TRPV1(a) AEA, 2-AG (De  Petrocellis ve ark.,
2001;Toth ve ark., 2011).
TRP kanallari TRPMB8(b) AEA (De Petrocellis ve ark., 2007,
2012)
T tipi Cav3 kanallari(b) | AEA (Chemin ve ark., 2007; (Ross
Voltaj kapih iyon ve ark., 2009
kanah
potasyum KATP(b AEA, 2-AG (Oz ve ark., 2007)
potasyum Kv(b) AEA, 2-AG (Vignali ve ark., 2009).
potasyum KCa (a) AEA (White ve ark., 2001)
Ligand Kapili iyon Kanah
5-HT3 Receptors
5-hidroksitriptamin 3  (5-HT3/5-HT3a) reseptorleri dogrudan anandamid

tarafindan antagonize edildigi gosterilmistir (Xiong ve ark., 2012). Arastirmalardan elde

edilen sonuglara gore bu antagonistik etki allosterik dolayisiyla rekabet¢i olmayan bir

etkidir.
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Tablo 4. a:Radyoligandin bir baglama bdolgesinin bulunmasi, b:Negatif allosterik modiilasyonu, c:
Agonist ,d: y - amino butirik asit potansiyelizasyonu, e: Antagonist GPCR, G-protein kenetli
reseptdr; TRP, gecici reseptdr potansiyel; PPAR, peroksizom proliferatér ile aktive olan reseptor.

Reseptoriin bulundugu | Reseptoriin adi Endojen Kaynaklar

grup bilesik
Muskarinik M1 &M | AEA (Pertwee ve ark., 2010,derleme)
4(a)

GPCR
Adenosine A3(b) AEADb, 2-AGb | (Pertwee ve ark., 2010,derleme)
5-HT1 & 5-HT2(a) AEA (Pertwee ve ark., 2010,derleme)
Ligand-kapili AEAb, 2-AG, | (Sigel ve ark., 2011)

GABAA(d) noladin ether
TRPAL(c) AEA (Pertwee ve ark., 2010,derleme)
L-type calcium | AEA, 2-AG (Pertwee ve ark., 2010,derleme)
Cavl(a)
P-type calcium | AEAD, 2-AG (Pertwee ve ark., 2010,derleme)
Cav2.1(e)
Iyon Kanallar
N-type calcium | AEA (Pertwee ve ark., 2010,derleme)
Cav2.2(e)
Sodium Nav(a,b) AEAc, 2-AG, | (Pertwee ve ark., 2010,derleme)
NADA,
Sodium Nav(e) AEA, 2-AG (Duan ve ark., 2008)
PPARo(a,c) AEA (Sun ve ark., 2007)
PPARy(a) AEAD, 2-AG (Bouaboula ve ark., 2005)
Nukler reseptor
PARYy (c) AEAD, 2-AG Bouaboula ve ark.,
2005;Rockwell ve ark., 2006)
PPARS(c) AEAD, 2-AG (Ghosh ve ark.,2007)
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Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

Anandamid ve 2-arasidonoilgliserolin hem rekabet¢ci olmayan hem de
kanabinoid reseptor bagimsiz bir sekilde, a7 nikotinik asetilkolin reseptorlerinin
aktivasyonunu antagonize ettigi gosterilmistir (Oz ve ark., 2003, 2005). Anandamidin
bir metaboliti olan arasidonik asit, a7 nikotinik asetilkolin reseptorlerinin aktivasyonunu
bloke ettigi bulunmustur ancak bu etki anandamidin gosterdigi etkiden daha diisiiktiir.
Anandamidin kanabinoid reseptdriinden bagimsiz bir sekilde, a4p2 nikotinik asetilkolin

reseptorlerinin aktivasyonunu antagonize ettigi gosterilmistir (Butt ve ark., 2008).

Glisin reseptorleri

HEK-293 hiicrelerinde anandamidin kanabinoid CB1 reseptorinden-bagimsiz
bir mekanizma ile glisin reseptor aktivasyonunu artirdigi gosterilmistir (Yang ve ark.,
2008). Sican omurilik noronlarinda yapilan ¢alismalarda anandamidin CB1, CB2 ve
vanilloid reseptorden bagimsiz bir sekilde glisin reseptdr aktivasyonunu artirdigi
bulunmustur (Xiong et al. 2012). Sicanlardan izole edilen hipokampal néronlarda
anandamid ve 2- arasidonoilgliseroliin glisin reseptorlerinin aktivasyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir (Lozovaya et al. 2005).

Iyonotropik glutamat NMDA reseptorleri

Anandamidin fare beyni korteksinin hipokampal dilimlerinde CB1 reseptor
bagimsiz bir sekilde iyonotropik glutamat, NMDA reseptor aktivasyonunu artirdigt
gosterilmistir (Hampson ve ark.,1998).

Gecici Reseptor Potansiyel Kanallar

TRPV1

Siganlarda yapilan caligmalarda TRPV1 reseptdriiniin intraselliiler Ca*? akimini
artirdif1 gosterilmistir (Ross et al.. 2001). Insan TRPV1 - transfekte edilmis HEK -293
hicrelerinde hticre ici kalsiyum seviyeleri artar, benzer etkiyi kapsaisin de gosterir,
kanabinoid reseptor antagonisti (SR141716A) ve TRPV1 reseptor antagonisti
(kapsazepin) tarafindan tamamen antagonize edilir (De Petrocelli ve ark., 2000, 2001).
Anandamidin TRPV1 reseptor aktivasyonunu artirict etkisi CB1 reseptdr antagonistleri

AM251 ve SR141716A tarafindan inhibe edilmistir; bu inhibisyon muhtemelen CBI
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reseptoriinden bagimsiz bir mekanizma ile gergeklesmektedir (De Petrocellis ve ark.,

2001;Toth ve ark., 2011).
Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallar

T Tipi Cav3 Kalsiyum Kanallari

Anandamid T tipi Ca*? kanallarin1 hedef almaktadir. Diisiik voltajla aktive olan
T tipi Ca*? kanallar1 sinir sisteminde hiicre gdvdesi ve dendritlerde yogun olarak
bulunmaktadir. Insanlarda klonlanan Cav3.1 (alG), Cav3.2 (alH) ve Cav3.3 (all)
olmak iizere (¢ tip T tipi Ca* kanal alt tipi vardir. Endokanabinoidlerin Ca*? akimimni
inhibe ederler. Anandamid tiirevi arasidonik asidin (AA) alH akimini inhibe ettigi
raporlanmistir (Chemin et al., 2007). Tiim hiicre yama kiskaci yontemi kullanarak HEK
293 (insan emriyonik bobrek) hiicrelerinde ve fare duyu noronlarinda
fitokanabinoidlerden; THC, kanabidioliin (CBD), N- aragsidonoyldopamine Cav3 kanal
alt tiplerine olan etkileri arastirilmis ve hem THC‘nin hem de CBD® nin Cav3‘iin her ii¢

alt tipini inhibe ettigi ortaya konulmustur (Ross et al., 2009).

Potasyum Kanallar:

Metanandamid ve anandamidin kalsiyum ile aktive olan potasyum (KCa)
kanallarini aktive ettigi, anandamidin Katp kanallarini inhibe ettigi (Oz ve ark., 2007),
anandamid ve arasidonik asit tarafindan voltaj kapili potasyum kanallarinin KV1.2
(Poling ve ark.,1996), KV1.5 (Barana ve ark., 2010), KV3.1 (Oliver ve ark., 2004) ve
KV4.3 kanallariin ise anandamid ve metanandamid tarafindan inhibe edildigi yapilan

caligmalarla ortaya konulmustur (Amoros ve ark., 2010).

Sodyum Kanallar
Nicholson ve ark. (2003) , R —(+) WIN55212’1n, Kim ve ark.,(2005 ) ise

anandamidin voltaj kapili Na* kanallarini inhibe ettigini rapor etmislerdir.

43



2.4. Hemopressin

Hemoglobinin o zincirinden tiireyen 9 aminoasitli bir nanopeptid olan
hemopressin  (PVNFKFLSH), 2003 yilinda endopeptidaz 24.15 (thimet
oligopeptidase), endopeptidaz 24.16 (neurolysin) ve anjiotensin doniistiiriircii enzim
(ACE) bir substrat (alt katman) olarak fare beyni homojenatindan izole edilmistir (Rioli
ve ark., 2003). Heiman ve ark. (2007), konformasyon-durum duyarli antikorlar
kullanarak fare beyninde ve adipoz dokusunda endojen peptid paneli taradiklari
caligmalarinda, CB1 kanabinoid reseptdrlerini selektif olarak baglayan bir peptid ligandi
olan hemopressini kesfettiler. Daha sonra Scrima ve ark. (2010), CD (dairesel
dikroizm) ve NMR (niikleer manyetik rezonans) yontemi kullanarak, hemopressinin
yapisal analizini calisilmislardir. Yapilan ¢aligmanin sonuglarina gore enerji degerleri
ve baglanma ve kenetleme sabitlerine bakildiginda hemopressinin kanabinoid CBI
reseptoriiyle etkilesime girdigini ve CBI1 reseptoriine baglandigini kanitlamislardir.
Hemopressinin beslenme davranisi tizerindeki etkisini inceleyen Dodd ve ark. (2010),
CB1 reseptorleri  bulunmayan farelerde hemopressinin  farmakolojik  etkileri

gbzlenmedigini buldular.
Hemopressinin, CB1 kanabinoid reseptorlerine selektif olarak baglandigi ve
CB2 reseptoriide dahil olmak ftizere diger G-protein ile iliskili reseptor ailesini
etkilemedigi kesin olarak bilinmesine ragmen CBI1 reseptor agonisti ya da antagonisti
oldugu hala tartismalidir (Heimann ve ark., 2007, Dodd ve ark., 2010; Li ve ark.,
2016). Heimann ve ark. (2007), yaptiklart ¢alisma da hemopressinin secici CB1
reseptOr antagonisti olarak bilinen SR141716 (rimonabant) ile karsilastirmiglardir.
Agonistin antikor tanima artisinda, hemopressinin SR141716’ nin benzer bir sekilde
davrandigin1 ve hempressinin CB1 reseptdriiniin antagonisti olarak islev gorebilen dogal
bir peptid ligandi olabilecegini ileri siirmiislerdir. Yapilan baska bir calisma da
hemopressin rimonabant gibi hem normal hem de obez fare modellerinde yemek alimini
inhibe ettigi gosterilmistir (Dodd ve ark., 2010). Hemopressinin is.v uygulandiginda
anksiyojenik benzeri etkiler gosterdigi, CB1 reseptorii antagonisti AM251° in
onlemedigi goriilmiistiir. Pan ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada hemopressin CBI
reseptdr ntagonisti WIN55,212-2 (7,5 benzer sekilde antinosiseptif etki gosterdigini

bulmugslar ve hemopressinin CB1 reseptor agonisti gibi davrandigi ileri stiriilmiisledir.
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Yine baska bir calismada hemopressinin  WIN55,212-benzer sekilde gastrointestinal
motiliteyi baskiladig1 goriilmiistiir (Li ve ark., 2016).

2.4.1. Hemopressinin Sistemik Uygulamasina Yanit Veren Beyin Bolgeleri

Hemopressinin fizyolojik etkilerine aracilik eden ndronal devreleri ¢ozmek i¢in
kan oksijen seviyesine bagli manyetik rezonans goriintiilemeyi (pHMRI ) ve c-Fos
islevsel aktivite haritalamasi ile kombine ederek, hemopressinin sistemik uygulamasina
yanit veren beyin bolgelerini ve sentetik CB1 antagonisti AM-251 ile karsilastirarak
arastirmiglardir (Dodd ve ark., 2013). Hemopressinin, esasen mediobazal hipotalamusun
beslenme ile iliskili devrelerinde ve periakuaduktal — gri ve dorsal raphe, santral
amigdala, talamus gibi boélgelerinde aktivitesinin oldugu, basal ganlionlarda hig

aktivitesinin olmadig1 goriilmistiir (Dodd ve ark., 2013).

2.4.2. Hemopressin Peptidinin N-terminal Uzantis1

Baslangigta, hemopressin, beyin ekstrelerinde alfa hemoglobin zincirinden
tiireyen bir nanopeptid olarak tanimlanmistir. Daha sonraki yapilan ¢alismalarda dizilim
sekanslar1 hemopressine benzeyen 3 tane hemoglobin tiirevi peptid (RVD-Hpa, VD-
Hpa, and VD-Hpb) gosterilmistir. Hemopressin N-terminali uzatma peptidleri, RVD-
hemopressin ve VD-hemopressin, daha sonra CB1 agonistleri olarak tanimlanmis ve
rapor edilmistir (Gomes ve ark., 2009). Sadece iki veya tli¢ kalintidaki fark hemopressin
peptidlerin antagonist veya agonist olup olmadigini belirlemektedir. Asagidaki sekilde
gosterilmigtir (Sekil 14). Endojen ve sentetik kanabinoid ligandlarin ortak bir

farmakofor olmaksizin biiyiik kimyasal farklilik sergiledigi gosterilmistir.
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Sekil 14. CBI ligandlari: (A) %-tetrahydrocannabinol (9-THC); (B) rimonabant (SR141716); (C)
anandamide; (D) hemopressin (Gomes ve ark., 2009)
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Sekil 15. RVD-Hemopressin ve hemopressin kimyasal yapis1 (Gomes ve ark., 2009)

2.4.3. Hemopressin peptidlerinin tretimi ve diizenlenmesi

Hemopressin  peptidlerinin, keseciklerin icinde depolanan ve hiicre
stimiilasyonu ile salinan klasik noropeptidlerden farkli oldugu gosterilmistir. Agikgast,
onlarin nasil, ne zaman ve nerede iretildigi, hedeflerine nasil transfer edildigi ve

tiretimlerinin nasil diizenlendigi ile ilgili ¢ok az sey bilinmektedir. Hemopressin
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peptidlerin, hemoglobin kaynagi ve lokasyonu bilinmemesine ragmen biiylik ihtimalle
hemoglobinin proteasomal yikimi sayesinde {iretilmektedir. Hemoglobin o zinciri
MRNA ve proteini, non-eritrosit hiicrelerde ve noronlarda bulundugu gosterilmistir
(Gomes ve ark., 2010). Ayrica yaygin iskemide hemoglobinden hemopressin peptid
tiretiminin oldugu gosterilmistir (Gomes ve ark., 2009).

Hemopressin’in ilk kesfinde rapor edildigi gibi, peptid {i¢ proetazin substratidir
(ep24.15, 24.16 ve ACE), fakat bunlarin rolleri tam olarak ortaya konulamamustir.
Peptidlerin proteolizi, peptidleri fizyolojik olarak gerekli olan daha kigcik peptidlere
bélmeye yarar. Hemopressinin ep24.15 ve ep24.16 peptidaz tarafindan daha kiiciik ti¢
parcaya ayrildigi (PVNF, PVNFK, ve PVNFKF) gorulmektedir ( Rioli ve ark., 2003).
PVNFKFL adi verilen kii¢iik fragmanin farelerde ve tavsanlarda kan basincinin
diisiiriilmesinde basarisiz oldugu gosterilmistir (Blais ve ark., 2005). Ayrica
nanopeptidin PVNFKF CBI1 reseptoriine baglanmak icin gerekli oldugu ve C-
terminalinde ii¢ kalmtinin silinmesinin reseptoriin  algilanmasini  etkilemedigi
bulunmustur (Heimann ve ark., 2007). Hemopressinin bu kiiciik fragmanlarinin

fizyolojik gerekliligi tam olarak belli degildir.

2.4.4. Hemopressinin Fizyolojik Etkileri

Hemopressin’in farelerde, siganlarda ve tavsanlarda zayif fakat doza bagli olarak
hipotansif etki gosterdigi rapor edilmistir (Rioli ve ark., 2003; Blais ve ark., 2005).
Yapilan baska bir ¢alismada; hemopressin izole edilmis sican aort ve pulmoner arter
Uzerine dogrudan kontraktil ve gevsetici aktivitesinin olmadigi, hemopresinin
vazodilator etkisinin yasla degistigini gostermislerdir (Lippton ve ark., 2006).
Yiikseltilmis art1 labirent testi kullanilarak wistar sicanlarda hemopressinin olasi
davranigssal etkiniligini arastirmiglardir. Hemopressinin anksiyojenik etki gdsterdigini
bu etkiyi TRPV1 antagonisti 6-iyodonordihidrokapsazisin’ nin (SB366791) 6nledigi,
AM-251" in ise degistirmedigi goriilmiistiir. Bu verilere dayanarak hemopressinin i.c.v
uygulananmasinin TRPV1 reseptorlerini aktive ederek anksiyojenik etki gosterdigini
ileri siirmiislerdir(Fogaca ve ark., 2014)

Bir baska c¢aligmada hemopressinin 1.5.v  uygulanmasmin farelerde
gastrointestinal motileyi inhibe ettigini ve bu etkinin selektif CB1 resept6r antagonisti
AM-251 tarafindan ortadan kaldirildig1 gosterilmistir (Li XH ve ark., 2016).
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Yapilan in vivo ¢alismalarda, hemopressin uygulanmasinin farelerde ciddi non-opiyoid
antinosiseptif etkilere yol actigit (Dale ve ark., 2005; Heiman ve ark., 2007) ve
hipotermi, katalepsi ve hipoaktivite gibi yan etkiler goriilmedigi gosterilmistir (Rahn ve
Hohmann, 2009; Hama ve Sagen, 2011;). Oral olarak uygulanan hemopressinin,
karajenan ile indiiklenen hiperaljezi etkin bir sekilde bloke ettigi gosterilmistir (Heiman
ve ark., 2007). Asetik asit ile indiiklenen viseral agr1 modelinde, hemopresinin belirgin
bir antinosiseptif etki gosterdigini bulmuslardir (Heiman ve ark., 2007). Siyatik sinirin
kronik daraltma yaralanmasina maruz burakilan siganlarda hemopressinin ndropatik
agr1 lizerine etkisini ve ilgili mekanizmalarini arastirdiklar1 ¢alismada, hemopressinin
oral yoldan verilmesi kronik daraltma yaralanma modelinde si¢anlarinin mekanik
hiperaljezisini 6 saate kadar inhibe ettigi gosterilmistir (Toniolo ve ark., 2014).
Hemopressin’in normal ve obez hayvan modellerinde 6diil yolagini
baskilamadan herhangi bir gozle goriinen olumsuz yan etkiye yol agmaksizin kan beyin
bariyerini gecerek istah1 baskiladigi gosterilmistir (Dodd ve ark., 2010). MR
goruntileme ile c-Fos islevsel aktivite haritalandirmasini birlestirerek  sistemik
uygulanan hemopressine yanit veren beyin bdlgelerini arastirdiklar1 c¢alisma da;
hemopressin  mediobazal hipotalamusun yeme iliskili beyin nukleuslar1 ile
periakuaduktal gri ve dorsal raphe niikleuslarinda bulundugunu gostermislerdir (Dodd
ve ark., 2013). Bu durum hemopressinin istah ve inen agri yolaklarinda etki ederken

daha yiiksek limbik yapilarda etki etmedigini kanitlamaktadir (Dodd ve ark., 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. DENEY HAYVANLARI

Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan onay1 alinan
(2014-HAYDEK-16) galismamizda, deneyler i¢in ortalama 210 + 10 gr agirliginda 144
adet erkek Wistar albino sigan kullanildi. Siganlar Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve
Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Sicanlar bu merkezde sabit 1s1l1 bir odada
(20 £ 3°C), 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiisiinde, yiyecek ve su alimlar1 serbest
birakilarak kontrol altinda tutuldular. Hayvanlar deneysel calismalardan yaklasik 1 hafta
once aragtirma merkezinden alinip Anabilim Dalimizdaki hayvan laboratuvarinda ayni
sartlar saglanarak kontrol altinda tutuldular. Deney arastirma standartlarina uymayan

hayvanlar c¢alisma dis1 birakildi.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Uygulanis Sekilleri

Penisilin G Potasyum: Deneysel epilepsi olusturmak i¢in kullanilan GABA
blokoru antibiyotik.
Molekdler formill: C16H17KN204S (I.E. Ulagay 1.000.000 Unite)
Molekiiler agirhigi: 372,48 g/mol

Uygulanma sekli: Epileptiform aktivite olusturmak iizere deneyden hemen 6nce 67 mg

penisilin G potasyum 0,5 ml distile suda 200 Uluslararas1 Birim (IU) / pl olacak sekilde
¢oOziildii. Olusan ¢ozeltiden Hamilton mikroenjektor ile ¢ekilen 2,5 pl hacimdeki (500
IU) penisilin G potasyum beyin korteksine, bregmadan 3 mm lateral, 2 mm posteriyor

ve 2 mm ventral koordinatlarda olacak sekilde intrakortikal (i.k.) yolla enjekte edildi.

AM251:(1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-
1Hpyrazole-3-carboxamide )
Molekdiler formali: C22H21N40OCI21
Molekiiler agirhigi: 555,24 g/mol

Uygulanma sekli: Penisilin G potasyumun uygulamasindan 30 dk sonra, asagidaki

sekilde (Sekil 16) goriilen protokole gore deney gruplarinda ya birinci veya ikinci
madde olarak Hamilton mikroenjektori ile 2 pl hacim icerisinde 0,125 pg ve 0,25 ug
dozunda i.s.v. yolla verildi. Cozicu olarak Dimetil Sulfoksit (DMSO) ve serum
fizyolojik (SF) kullanildi, (DMSO /SF 3: 7 hacim / hacim, sirasiyla).
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Sekil 16. Deney zaman ¢izelgesi (Ucar, 2015)

ACEA: (Arasidonyl-2- chloroethylamide hydrate )
Molekiler formulii: C22H36CINO. xH20
Molekiiler agirhigi: 365,98 g/mol

Uygulanma sekli: Penisilin G potasyumun uygulamasindan 30 dk sonra, yukaridaki

sekilde (Sekil 16) goriilen protokole gore deney gruplarinda ya birinci veya ikinci
madde olarak Hamilton mikroenjektort ile 1 pl hacim icerisinde 2,5 pug ve 7,5 ug
dozunda i.s.v yolla verildi. Cozlcl olarak DMSO ve SF kullanildi (DMSO/SF 3: 7
hacim / hacim, sirasiyla)

Hemopressin: PVNFKFLSH
Molekiiler formiilu: CssH77N13012
Molekiiler agirligi: 1088,25 g/mol

Uygulanma sekli: Etkin doz belirleme c¢alismalarinda penisilin G potasyumun

uygulanmasindan 30 dk. sonra 0,025 pg, 0,075 pg, 0,15 pg, 0,3 pg, 0,6 pg, 1,2 ug ve 2,4
ug dozlarinda 2 pl hacim iginde i.s.v. olarak enjekte edildi. Etkilesim deneylerinde ise,
penisilin G potasyumun uygulanmasindan 30.dk sonra yukaridaki sekilde (Sekil 16)
gorilen protokole gore deney gruplarinda ya birinci veya ikinci madde olarak Hamilton
mikroenjektorii ile 0,025 pg/2ul ve 0,6 pg/2ul  hacimde i.s.v. yolla enjekte edildi.
CO0zucu olarak SF kullanildi. Hemopressin ¢ozeltileri 0,2 ml’ lik kii¢iik ependorf tiiplere

konularak deney guniine kadar -20 °C” de saklanda.

3.3. Cerrahi Islem

Sicanlar operasyondan 1 giin 6nce a¢ birakildi. Anestezi, deneyden hemen 6nce
hazirlanan {iretanin (% 25°lik solusyon) 1,25 g/kg dozda intraperitoneal (i.p) yoldan
uygulanmasiyla olusturuldu. Anestezili siganlar basi, kulaklari ve dislerinden
sabitlestirilerek stereotaksik alete yerlestirildi. Kafa derisi {izerindeki tiiyler tiras edildi.

Kafa derisi orta hattan bisturi ile kesilerek yanlara agildi. Kafa kemiginin periostu
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kazinarak uzaklastirildi ve varsa kiiglik kanama odaklar elektrokoter vasitasiyla
koterize dilerek kanama Onlendi. Bundan sonra (bregma noktasi: frontal kemik ile
pariyetal kemiklerin birlesme noktasi) belirlendi. Stereotaksik cihaz ile bregma referans
alimarak 0,2 mm capinda 4 adet delik mikrodiril yardimiyla agildi. Bu islem sirasinda
kemik dokuda meydana gelebilecek kanamalar bonewax (kemik mumu) (W810,
ETHICON) ile engellendi. Sicanlarin viicut 1s1lar1 elektrikli battaniye (Harvard 7087) ile
sabit tutuldu.

1. Delik: Bregmanin 3 mm lateral, 4 mm rostralinde

2. Delik: Bregmanin 3 mm lateral, 4 mm kaudalinde
Acilan 1. ve 2. deliklere 6zel yapim paslanmaz gelik vidalar yerlestirildi Vidalar
vertikal yonde 1 mm derine ilerletildi. Daha sonra bu vidalara bakir teller
sarilarak Powerlab veri kazanim sistemine baglanildi.

3. Delik: Bregmanin 2 mm lateral ve 2 mm rostralinde agildi. Agilan bu delikten
Hamilton mikroenjektorii aracilifiyla kafatasi kemiginden itibaren 3,2 mm
derinlige i.k olarak penisilin enjeksiyonu uygulandi (Sekil 19).

4. Delik: Bregmanin 1,1 mm lateral ve 1,5 mm rostralinde a¢ildi. Agilan bu
delikten de Hamilton mikroenjektorii araciligiyla kafatasi kemiginden itibaren
4,2 mm derinlige i.s.v olarak (belirtilen dozlarda) kimyasal maddeler (AM251,
ACEA ve hemopressin) uygulandi.
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Sekil 17. A) Sican kafatasi kemigi tizerindeki tendon ve fasyalar uzaklagtirildiktan sonra alinan goriintii

B) Kayit alinmasi, i.k ve i.s.v enjeksiyonlar i¢in belirlenen koordinatlarda acilan delikler

Sekil 18. C) Kayit alinabilmesi igin ¢elik vidalarin belirli koordinatlara gore yerlesimi. D) Bakir tellerin

pozitif ve negatif elektrotlar i¢in yerlestirilen ¢elik vidalara ve toprak elektrot i¢in deri yiizeyine

tutturularak Powerlab veri kazanim sistemine baglanilmasi
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Sekil 19. Hamilton mikroenjektor ile intrakortikal enjeksiyonun yapilist
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3.4. Deney Gruplan

Anestezi altindaki sigcanlarda, penisilinle olusturulan deneysel epilepsi
modelinde endojen bir peptit olan hemopressinin etkin dozunu belirlemek i¢in 0,025 pg,
0,075 pg, 0,15 pg, 0,3 pg, 0,6 pg, 1,2 ug ve 2,4 pg dozlart 2 pl hacimde i.s.v. olarak
uygulandi. CB1 reseptor agonisti ACEA ve antagonisti AM-251"in penisilin modelinde
epileptik aktivite lizerine etkilerini agiklamak icin ACEA’nin etkin dozu 7,5 pg (i.s.v)
ve AM-251in etkin dozu 0,25 pg (i.s.v.) kullanildi. Bu maddelerin etkin dozlari
laboratuvarimizda daha once yapilmis olan bir ¢alismanin verilerine dayanarak secildi
(Kozan ve ark., 2009). Ardindan da iki sistemin birbiri ile etkilesimini incelemek i¢in
hemopressin ile kanabinoid reseptdr agonistleri ve antagonistleri kombine edilerek
yukaridaki sekildeki gibi ¢alisildi (Sekil 16).

Deney gruplar asagidaki sekilde olusturuldu.

1. Herhangi bir madde uygulanmayan grup: Herhangi bir madde uygulanmadan, 3
saat boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

2. Sham grubu: 2,5 ul SF ik. yolla penisilin enjeksiyonlarinin yapildigi koordinatlar
uzerinden sol somatomotor kortekse uygulandi ve 3 saat boyunca ECoG kaydi alindi
(n=6).

3. Penisilin (500 1U) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla uygulandi ve 3 saat boyunca
ECoG kaydi alind1 (n=6).

4. Penisilin (500 IU) + AM251 (0,125 pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra AM251 0,125 pg dozda (i.S.v) uygulandi ve ii¢ saat ECoG
kaydi alind1 (n=6).

5. Penisilin (500 IU) + AM251 (0,25 pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra AM251 0,25 pg dozda (i.k.) uyguland: ve ii¢ saat ECoG
kayd alind1 (n=6).

6. Penisilin (500 TU) + ACEA (2,5 pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra ACEA 2,5 ug dozda (i.s.v) uygulandi ve (¢ saat boyunca
ECoG kaydi alind1 (n=6).

7. Penisilin (500 1U) + ACEA (7,5 pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra ACEA 7,5 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve ¢ saat boyunca
ECoG kayd1 alind1 (n=6).
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8. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,025 pg) grubu: 500 1U penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0,025 ug dozda (i.s.v.) uygulandi ve (¢ saat
boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

9. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,075 pg) grubu: 500 1U penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0,075 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve ii¢ saat
boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

10. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,15 pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0,15 ug dozda (i.s.v.) uygulandi ve ii¢ saat
boyunca ECoG alindi (n=6).

11. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,3 pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0,3 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve ii¢ saat
boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

12. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,6 pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0,6 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve ii¢ saat
boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

13. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (1,2 pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla
uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 1,2 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve ii¢ saat
boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

Alinan kayitlarin analizi sonucunda hemopressinin etkin dozunun 0,6 pg (i.s.v.) ve
etkisiz dozunun da 0,025 pg (i.s.v.) oldugu tespit edildikten sonra diger etkilesim deney
gruplar ¢alisildi.

14. Penisilin (500 1U) + AM251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) grubu: 500 IU penisilin
i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. AM251 0,25 ug dozda (i.s.v.) uygulandi. AM251° den
10 dk sonra ACEA 7,5 ng dozda (i.s.v) uygulandi ve ii¢ saat boyunca ECoG kayd1
alind1 (n=06).

15. Penisilin (500 1U) + ACEA (7,5 pg) + Hemopressin (0,6 pg) grubu: 500 U
penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra ACEA 7,5 pg dozda (i.s.v) uygulandi.
ACEA’dan 10 dk. sonra hemopressin 0,6 png dozda (i.s.v.) uygulandi ve ii¢ saat boyunca
ECoG kaydi alindi (n=6).

16. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,6 ng) + ACEA (7,5 ng) grubu: 500 IU
penisilin ik. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0,6 pg dozda (i.S.v.)
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uygulandi. Hemopressinden 10 dk. sonra ACEA 7,5 pg dozda (i.s.v) uyguland: ve ii¢
saat boyunca ECoG kaydi alindi1 (n=6).

17. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,6 pg) + AM251 (0,25 ng) grubu: 500 IU
penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0,6 pg dozda (i.s.v.)
uygulandi. Hemopressinden 10 dk. sonra AM251 0,25 ug dozda (i.s.v.) uygulandi ve ii¢
saat boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

18. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,025 ng) + AM251 (0,125 png) grubu: 500
IU penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0,025 pg dozda (i.s.v.)
uygulandi. Hemopressinden 10 dk. sonra AM251 0,125 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve
uc saat boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

19. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,6 pg) + AM251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg)
grubu: 500 U penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0.6 pg dozda
(i.s.v.) uygulandi. Hemopressinden 10 dk. sonra AM251 0,25 pg dozda (i.s.v.)
uygulandi. AM251° den 10 dakika sonra ACEA 7,5 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve iig
saat boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

20. Penisilin (500 1U) + Hemopressin (0,025 pg) + AM251 (0,125 pg) + ACEA (7,5
pg) grubu: 500 IU penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra hemopressin 0.025
pug dozda (i.s.v.) uygulandi. Hemopressinden 10 dk. sonra AM251 0,125 pg dozda
(i.s.v.) uygulandi. AM251” den 10 dakika sonra ACEA 7,5 pg dozda (i.s.v.) uygulandi
ve (¢ saat boyunca ECoG kaydi alindi (n=6).

21. DMSO (2,5 pl ) grubu: Penisilin enjeksiyonundan 30 dakika sonra 2,5 ul DMSO
i.s.v. uygulandi ve 3 saat boyunca ECoG kaydi kaydi alindi1 (n=6 ).

22. Hemopressin (0,6 pg) grubu: Tek basina hemopressin 0,6 pg dozda (i.s.v.)
uyguland: ve i¢ saat ECoG kaydi alind1 (n=6).

23. ACEA (7,5 pg) grubu: Tek basina ACEA 7,5 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve {i¢ saat
ECoG kaydi alind1 (n=6).

24. AM251 (0,25 pg) grubu: Tek basina AM251 0,25 pg dozda (i.s.v.) uygulandi ve {i¢
saat ECoG kaydi alindi (n=6).
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3.5. Elektrofizyolojik Kayitlarin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Deneylerde kullanilan tiim sicanlarin once 5 dakikalik bazal aktivite ECoG
kayidi alindiktan sonra intrakortikal penisilin G potasyum (500 IU, 2,5 ul) enjeksiyonu
yapild1 ve sonrasinda 2-5 dk. i¢inde ECoG*‘da epileptiform aktivite olustu. Epileptiform
aktivitenin amplitiidii ve frekanst 20-30 dk. iginde kararli bir diizeye ulasti ve bu
aktivite 3-4 saat kadar devam etti. Bundan dolay1 uygulanan kimyasal maddelerden ilki
penisilinden 30 dk. sonra, takip eden enjeksiyonlar da 10 dk. arayla yapildi. Ilk
maddenin enjeksiyonundan sonra 3 saat kayit alindi ve kayit sonlandirildi. Alinan
ECoG kayitlar1 online olarak PowerLab 16/35 veri kazanim sistemi ile bilgisayara
kaydedildi ve depolandi (Sekil 20).
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Sekil 20. A) Powerlab veri kazanim sistemine baglanmis 4 tane sigandan alinan kayit goriintiisii. B) 16

kanalli Powerlab veri kazanim sistemi ve baglantilar1 C) ECoG kayitlarinin eldesinde kullanilan

paket program ve kayit anindan bir goriinti
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Powerlab sistemi ile kaydedilen veriler Labchart v7.3.7 (ADInstruments,
Avustralya) yazilimi epileptik spikelarin frekans ve amplitiidlerini 6lgme imkani
vermektedir. Bu analiz programinin veri analiz meniisiinde, normal bazal beyin
aktivitesinden epileptik diken dalga aktivitesinin ayrilmasini saglayan “spike sekli”
seceneginden esik seviye belirlendi. Esik seviyenin belirlenmesinde epilepsi
olusturulmadan 6nce kayit edilen normal bazal beyin aktivitesi Ol¢ii olarak alindi.
Boylece program yalnizca epilepsi ile ortaya cikan diken dalgalarin frekans ve
amplitiidlerini 6lgme imkani saglamis oldu. Bu yazilimin makro 6zellikleri sayesinde
birer dakikalik bolimlere ayrildi. Her dakika basina diisen spike sayisi, spikelarin
ortalama amplittidleri (peak to peak) bu yazilimin 6zellikleri sayesinde otomatik olarak
hesaplatildi (Sekil 21). Penisilin uygulanmasindan sonraki 30 dakikalik boliimiin, son
10 dakikas1 (20-30. dakikalar arasi) sifir noktasi olarak kabul edildi. Yiizde degisim
hesaplamalar1 yapilirken bu 10 dakikadaki spike sayisi toplam1 10’a boliindi ve elde
edilen deger %100 olarak kabul edildi. 30-40. dakikalar arasindaki spike sayis1 10.
dakika, 40-50. dakikalar aras1 20. dakika olarak kabul edildi ve bu sekilde devam
edilerek 180 dakikalik ECoG kayit analizi tamamlandi. Amplitiid hesaplamalari da ayni
sekilde elde edildi. Deneyde kullanilan tiim hayvanlardan elde edilen kayitlar i¢in bu
hesaplama ayr1 ayr1 yapildi. Analizlerden elde edilen verilerin istatistiksel analizi icin
SPSS (v16.0) programina aktarildi.
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Sekil 21. Spikelarin frekans ve amplitiid degerlerinin hesaplanmasi
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3.6. Istatistiksel Analizler

Butlin elektrofizyolojik kayitlar rakamsal verilere doniistiiriildiikten sonra bu
veriler, SPSS 16,0 yazilimi1 kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirildi. Ilk olarak
elde edilen verilerinin normal dagilima uyup-uymadigini belirlemek i¢in Kolmogorov-
Smirnov testi uygulandi. Normal dagilan verilerin analizinde, gruplar arasi farkliliklarin
tespit edilmesi amaciyla varyanslarin homojen oldugu durumlarda Post-Hoc Tukey,
heterojen oldugu durumlarda ise Post-Hoc Tamhane’s T2 analizleri kullanildi (One-
Way Anova Post-Hoc Tukey / Tamhane Test). Normal dagilima uymayan verilerin
analizi i¢in ise gruplar arasindaki fark Kruskal Wallis varyans analizi ile belirlendikten
sonra Mann-Whitney U testi ile ikili karsilastirmalar yapildi. Post hoc test i¢in p<0,05
anlamli kabul edilirken, non-parametrik analizlerde p degerini belirlemek icin

Bonferroni diizeltmesi uygulandi.

Grafik ve metin igerisinde kullanilan deney gruplarina ait degerler ortalama +
standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Testlerden elde edilen sonuclara gore p degeri
0,05¢in altinda olan farkliliklar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Sunulan ¢aligmada penisilinle olusturulan epileptiform aktivite {iizerine
hemopressinin etkisi incelendi ve etkin dozu tespit edildi. Ayrica epileptiform aktivite
izerine, kanabinoid CBlreseptor agonisti ACEA’nin ve antagonisti AM-251"1in etkileri

ile bu agonist ve antagonistin hemopressinle etkilesimi arastirildi.

4.1. Penisilin Ile Olusturulan Epileptiform Aktivite

Deneylerde kullanilan biitiin siganlardan oncelikle bazal ECoG aktivite kayitlar
alind1 (Sekil 22A). Epileptiform aktivite olusturmak amaciyla 500 1U Penisilin-G 2,5 pul
hacimde i.k. olarak uygulandi. Penisilin uygulamasini takiben 3-5 dakika (latent stre)
icinde bilateral spike (diken) dalga kompleksleri ortaya ¢ikti. Epileptiform aktivitenin
spike frekanslar1 ve amplitiidleri, enjeksiyondan 20-30 dakika sonra kararl bir seviyeye
ulastt ve kararli durum 210 dakika boyunca devam etti (Sekil 22B). Penisilin SF ile
¢oziildiigl i¢cin SF’in i.s.v. enjeksiyonunun penisilinle olusturulan epileptiform aktivite
tizerine etkisinin olup olmadigi incelendi. Bunun igin 500 IU Penisilin-G 2,5 pl hacimde
1.k. olarak uygulandi, epileptik aktivite yaklasik 20-30. dakikada kararli hale geldi ve
bu dakikada i.s.v olarak serum fizyolojik (SF; 2 pl) enjeksiyonu yapildi. SF
enjeksiyonundan sonraki 180 dakika boyunca ortalama spike frekans ve amplitid
degerlerinde anlamli bir degisiklik gbzlenmedi (p>0,05), (Sekil 22C, 24 ve 25).
Sifirinci dakikadaki (kararli duruma gegis zamani = Penisilin-G (500 1U)
enjeksiyonundan sonraki 30. dakika, tabloda 0.dakika olarak yer almaktadir) hesaplanan
ortalama spike frekans ve amplitid degerleri swrasiyla 42,01+0,03 spike/dk;
1051,05+£30,81 uV iken, SF enjeksiyonundan sonraki 90. dakikada sirasiyla 37,54+3,21
spike/dk; 932,97+30,24 uV ve yine SF enjeksiyonundan sonraki 180. dakikada sirasiyla
36,20+2,09 spike/dk; 850,64+54,89 pV olarak bulundu (Tablo 5 ve 6). Penisilin
enjeksiyonu ile ilk epileptik aktivitenin ortaya ¢iktigi siire (latens) agisindan deney
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05), sonraki 30
dakika icinde kaydedilen epileptik aktivitenin spike frekansi ve amplitiidii acisindan
anlaml bir fark yoktu (p>0,05). Penisilin enjeksiyonundan 30 dakika DMSO ( 2 pl,
i.s.v.) uygulandiginda da epileptiform aktivitenin degismedigi goriildii. Deneylerde
kullanilan hemopressin, AM-251 ve ACEA’ nin tek baslarina uygulandiklarinda

epileptik aktivite olusturmadiklar1 ve bazal aktiviteyi degistirmedikleri gézlendi.
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Sekil 22. Kontrol gruplarimin ECoG kayitlar1. A) Bazal aktivite. B) 500 IU (2,5 pl) penisilinin (i.k.)
enjeksiyonundan 90. dakika sonra alinan 6rnek ECoG kaydi. 500 IU (2,5 pl) penisilinin i.k.
olarak uygulanmasindan sonra bilateral spikelar ve spike-dalga kompleksleri ile karakterize
epileptiform aktivite olustu. C) I.s.v. enjeksiyonun penisilinle olusturulan epileptiform aktivite
iizerine etkisini incelemek i¢in yapilan serum fizyolojik (2 pl) enjeksiyonundan 90. dakika sonra
alinan 6rnek ECoG kaydi. 500 TU (2,5 pul) penisilin enjeksiyonundan sonra 20-30. dakikada
epileptiform aktivite kararli hale geldi, bu dakikada serum fizyolojigin (2 ul) i.s.v. olarak
uygulanmasi kayit boyunca epileptiform aktiviteyi degistirmedi (Bar 1 milivolt (mV), 30 saniye;
D) Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra DMSO (2 pl; i.s.v.) uygulandi, epileptiform
aktivitenin degigsmedigi goriildii. E) Hemopressin (0.6 pg; i.s.v.) uygulandi, epileptiform aktivite
olugturmadig goriildii. F) ACEA (7,5 pg; i.s.v.) uygulandi, epileptiform aktivite olusturmadig:
goruldi. G) AM-251 (0,25 pg; i.S.v.) uygulandi, epileptiform aktivite olugturmadig goriildd,
Bar 500 mikrovolt (1V), 5 saniye).
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4.2. Kanabinoid CB1 Reseptor Agonist ve Antagonistlerinin Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

4.2.1. Hemopressinin (Hp) Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda hemopressinin kanabinoid CB1 reseptoriine
selektif olarak baglandigi kanitlanmakla beraber, CB1 reseptoriiniin agonisti ya da
antagonisti olup olmadigr tartisma konusu olmustur. 500 IU penisilin i.k. olarak
uygulandiktan 30 dakika sonra her gruba sirasiyla; 0,025 ug, 0,75 ug, 0,15 ug, 0,3 pg,
0,6 pg, 1,2 ug, 2,4 ug dozlarda hemopressin i.s.v olarak uygulandi ve epileptiform

aktivite Uzerine etkisi incelendi.

Hp’nin 0,025 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dakika sonra Hp 0,025 pg (2 pl)
dozunda i.s.v. olarak verildi. Doksaninci dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid
degerleri kontrol (penisilin) grubunda sirasiyla 37,54+3,21 spike/dk; 932,97+30,24 uV
iken Hp (0,025 pg) grubunda 42,00+3,07 spike/dk; 820,904+45,77 uV idi (Sekil 23C),
(Tablo 5 ve 6). Alinan 180 dakikalik kayit boyunca Hp (0,025 pg) grubunun kontrol
(penisilin) grubuna gore ortalama spike frekans ve amplitiid degerlerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05), (Sekil 26 ve 27).

Hp’nin 0,075 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin 1.k. olarak uygulandiktan 30 dakika sonra Hp 0,075 pg (2 pl)
dozunda i.s.v. olarak verildi. 110. dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitud
degerleri kontrol (penisilin) grubunda sirasiyla 38,40+3,23 spike/dk; 928,96+35,18 iken
Hp (0,075 ug), grubunda 55,26+2,66 spike/dk; 998,94+37,99 pV idi (Sekil 23C), (Tablo
5 ve 6). Hp (0,075 pg) grubunun ortalama spike frekansinda, kontrol (penisilin) grubuna
gore 110. dakikadan itibaren anlamli bir artig saptand1 (p<0,05), (Sekil 26). Alinan 180
dakikalik kayit boyunca ortalama spike amplitiid degerlerinde ise kontrol (penisilin)
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil 27).

Hp’nin 0,15 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra Hp 0.15 pg (2 pl)
dozunda i.s.v. olarak verildi. 50. dakikadaki ortalama spike frekansi ve amplitiid
degerleri kontrol (penisilin) grubunda sirasiyla 38,60+2,84 spike/dk; 952,18+45,31 uV
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iken Hp (0,15 pg), grubunda 51,30+1,65 spike/dk; 880,50+32,16 pV idi (Sekil 23D),
(Tablo 5 ve 6). Hp grubunun ortalama spike frekansinda, kontrol (penisilin) grubuna
gore 50. dakikadan itibaren anlamli bir artis saptandi ( p<0,05), (Sekil 24). Alinan 180
dakikalik kayit boyunca ortalama spike amplitiid degerlerinde kontrol (penisilin)
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil 25).

Hp’nin 0,3 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin 1.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra Hp 0,3 pg (2 ul) dozunda
1.s.v. olarak verildi. 50. dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri kontrol
(penisilin) grubunda sirasiyla 38,60£2,84 spike/dk; 952,18+45,31 uV iken Hp (0,3 pg)
grubunda 51,61+1,72 spike/dk; 1096,96+35,39 pV idi (Sekil 23E), (Tablo 5 ve 6). Hp
(0,3 pg) grubunun ortalama spike frekansinda, kontrol (penisilin) grubuna gore 50.
dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p<0,01), (Sekil 24).
Alinan 180 dakikalik kayit boyunca ortalama spike amplitiid degerlerinde kontrol
(penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil
25).

Hp’nin 0,6 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra Hp 0,6 ug (2 pl) dozunda
i.s.v. olarak wverildi. 30. dakikadaki ortalama spike frekansi ve amplitiid degerleri
kontrol (penisilin) grubunda sirasiyla 39,45+2,85 spike/dk; 981,65+17,10 pV iken Hp
(0,6 png), grubunda 58,65+3,86 spike/dk; 1063,94+65,73 pV idi (Sekil 23F), (Tablo 5 ve
6). Hp (0.6 pg) grubunun ortalama spike frekansinda, kontrol (penisilin) grubuna goére
30. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artig saptandi (p<0,01), (Sekil 24).
Alinan 180 dakikalik kayit boyunca ortalama spike amplitiid degerlerinde kontrol
(penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil

25).

Hp’nin 1,2 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra 1,2 pg Hp (2 pl) dozunda
1.s.v. olarak verildi. 100. dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri
kontrol (penisilin) grubunda sirasiyla 38,65+3,23 spike/dk; 926,30£26,59 pV iken Hp
(1,2 ug), grubunda 52,85+3,45 spike/dk; 943,45+36,28 uV idi (Sekil 23G), (Tablo 5 ve
6). Hp (1,2 pg) grubunun ortalama spike frekansinda, kontrol (penisilin) grubuna goére
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100. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artig saptandi (p<0,01), (Sekil
24). Alinan 180 dakikalik kayit boyunca ortalama spike amplitiid degerlerinde kontrol
(penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil
25).

Hp’nin 2,4 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra Hp 2,4 ug (2 ul) dozunda
1.s.v. olarak verildi. 130. dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri
kontrol (penisilin) grubunda sirasiyla 36,35+3,51 spike/dk; 891,92+44,33 pV iken Hp
(2,4 pg), grubunda 50,88+2,08 spike/dk; 979,55+38,69 LV idi (Sekil 23H), (Tablo 5 ve
6). Hp (2,4 ng) grubunun ortalama spike frekansinda kontrol (penisilin) grubuna gore
130. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p<0,01), (Sekil
26). Alinan 180 dakikalik kayit boyunca ortalama spike amplitiid degerlerinde kontrol
(penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil
27).

Elde edilen sonuglara gére penisilinle olusturulan epileptiform aktivite tzerine
hemopressinin 0,025 pg‘lik dozu etkisiz, 0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2 ve 2,4 pg‘lik
dozlarmin etkileri ise istatistik acidan anlamli bulundu. Hemopressinin 0,075 pg‘lik
dozu 110. dakikadan; 0,15 pg‘lik dozu 50. dakikadan; 0,3 pg‘lik dozu 50. dakikadan;
0,6 pg‘lik dozu 30.dakikadan; 1,2 pg‘lik dozu 100. dakikadan; 2,4 pg‘lik dozu ise 130.
dakikadan itibaren epileptiform aktiviteyi artirdi. Epileptiform aktiviteyi en etkili ve
erken artiran dozun 0,6 pg‘lik doz oldugu tespit edildi. Etkilesim deneylerinde Hp’nin
0,6 ng’ ik etkin dozu kullanildi.
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A) Penisilin G (500 IU) 5sn

B) Penisilin G (500 TU) + Hp (0.025 ug)

C) Penisilin G (500 IU) + Hp (0,075 ng)

L i

D) Penisilin G (500 1U) + Hp (0.15 ng)

E)Penisilin G (500 1IU) + Hp (0.3 ng)

F) Penisilin G (500 TU) + Hp (0.6 ng)

G) Penisilin G (500 IU) + Hp (1.2 ng)

Jubdl
H) Penisilin G (500 IU) + Hp (2.4 pg) \

Sekil 23. A) Penisilin kontrol grubu (500 IU), B) Penisilin + Hp (0,025 ug) grubu, C) Penisilin + Hp
(0,075 pg) grubu, D) Penisilin + Hp (0,15 pg) grubu, E) Penisilin + Hp (0,3 pg) grubu , F)
Penisilin + Hp (0,6 pg) grubu, G) Penisilin + Hp (1,2 pg) grubu ve H) Penisilin + Hp (2,4 ug),
gruplarmdan 90. dakikada alinan 6rnek ECoG kayitlari. (Hp: Hemopressin), (Bar 1 milivolt
(mV), 30 saniye; Bar 500 mikrovolt (uV), 5 saniye)
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Tablo 5. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,025 pg, Hp, 0,75 pg Hp, 0,15 pg Hp, 0,3 ug Hp, 0,6 pg Hp,
1,2 pg Hp ve 2,4 ug Hp gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika icin ortalama
degerleri (spike ortalamasi = SEM), (Hp: Hemopressin)

Zaman | Kontrol Hp Hp Hp Hp Hp Hp Hp
(0,025 ug) | (0,075 ug) | (0,15ug) | (0,3uQ) (0,6u9) (1,.2u9) (24 pg)

0.dk 42,01+0,03 | 41,33+1,28 39,33+0,66 | 40,00£0,25 41,00+0,57 42,00+0,57 41,66+1,11 43,23+2,30
10.dk 40,64+2,17 | 38,97+3,83 34,81+1,81 | 44,69+1,19 38,99+2,76 | 43,23+1,56 38,50+2,98 39,16+2,57
20.dk 40,02+3,28 | 39,63+3,01 37,633,85 | 41,790,60 43,16+2,49 48,49+3,40 43,28+2,87 43,81+3,50
30.dk 39,45+2,85 | 41,18+3,63 37,33+3,63 | 45,75+2,78 44,59+3,41 58,65+3,86 46,55+3,77 41,87+3,28
40.dk 40,40+2,57 | 43,37+3,10 38,46+4,28 | 48,11+3,80 44,61+3,73 58,71+4,08 49,2442 21 43,90+4,65
50.dk 38,60+2,84 | 45,59+2,56 39,43+4,04 | 51,30%1,65 51,61+1,72 62,65 +3,22 | 46,67+2,18 47,03+3,06
60.dk 39,82+2,84 | 45,84+3,42 38,70+5,01 | 54,21+1,56 50,83+2,29 65,62+3,16 49,78+2,66 46,54+5,41
70.dk 38,97+3,04 | 44,59+3,73 39,51+3,34 | 51,21+358 56,28+2,19 75,103,72 52,30+2,01 47,48+3,86
80.dk 37,93+2,75 | 42,73+2,01 39,63+3,21 | 55,36+1,78 59,97+2,35 78,47+4,25 48,31+3,16 47,50+3,26
90.dk 37,543,221 | 42,00+3,07 40,43+3,04 | 57,54+2,12 68,05+3,34 81,89+4,18 48,51+3,55 46,97+2,85
100.dk 38,65+3,23 | 44,56+1,49 50,66+2,72 | 58,44+2,54 70,43+2,86 81,54+3,68 52,85+3,45 48,14+258
110.dk 38,403,223 | 41,38+2,71 55,26+2,66 | 61,42+2,99 80,09+1,67 87,11 +4,08 | 55,49+2,33 48,71+4,67
120.dk 37,7242,93 | 43,77+3,17 54,08+1,77 | 61,71+3,32 84,92+1,09 92,16+2,33 54,69+2,53 50,43+4,27
130.dk 36,35+3,51 | 41,00+2,46 55,56+3,05 | 63,92+2,17 86,63+2,42 96,29+2,67 57,05+3,63 50,88+2,08
140.dk 37,82+357 | 43,4622,80 54,79+2,66 | 67,37+3,61 91,58+2,91 97,65+3,48 59,40+3,83 53,38+2,96
150.dk 37,13+327 | 42,32+2,32 56,80+1,97 | 70,33%2,76 90,63+3,06 99,22+3,09 65,00+4,07 52,87+2,96
160.dk 37,58+3,08 | 41,73+2,18 55,19+1,49 | 68,49+2,49 91,32+2,44 98,91+1,66 64,43 +2,17 | 55,02+2,48
170.dk 35,48+2,56 | 39,01+3,31 53,31+2,43 | 71,85+4,38 92,50+2,94 97,74+2,78 62,38+3,42 54,69+3,15
180.dk 36,20£2,09 | 41,98+3,52 54,60£3,59 | 69,61+3,10 88,97+3,18 98,01+3,31 61,07£2,90 | 52,59+2,46

Tablo 6. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,025 pg, Hp, 0,75 pg Hp, 0,15 pg Hp, 0,3 ug Hp, 0,6 pg Hp,

1,2 pg Hp ve 2,4 pg Hp gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her
10 dakika i¢in ortalama degerleri (spike amplitiid ortalamasi £ SEM),(Hp: Hemopressin)

Zaman Kontrol Hp Hp Hp Hp Hp Hp Hp
(0,025 ug) (0,075 ng) (0.15ug) (0.3pg) (0.6ug) (1.2ug) (2.4 ng)

0.dk 1051,05+30,81 | 1035,33+33,33 1116,66+49,44 999,50+57,12 | 1071,76+61,48 1088,45+42,25 997,48+32,95 | 1128,33+54,56
10.dk 1043,19+15,41 | 912,57 34,66 1107,54 £33,21 | 968,71+20,61 | 1054,25+21,31 1035,30+43,50 998,21+21,02 | 1135,64+23,67
20.dk 972,70+23,01 | 851,60 + 30,94 1052,37 29,87 | 920,17+37,28 | 1059,53+10,62 1059,47+29,16 970,30+27,49 | 1124,23+24,26
30.dk 981,65+17,10 | 863,54 + 32,53 1076,89 £20,21 | 930,39+37,28 | 1103,01+26,25 1063,94+65,73 989,91+27,49 | 1102,67+30,82
40.dk 973,18+35,61 | 865,99 + 26,38 1066,45 +41,19 | 887,43+24,16 | 1084,96+27,54 1070,50+60,85 990,46+23,85 | 1114,71+40,49
50.dk 952,18+45,31 | 833,42 + 34,60 1046,39 17,39 | 880,50+32,16 | 1096,96+35,39 1036,68+75,28 962,71+40,87 | 1088,23+40,36
60.dk 950,5+38,36 | 815,37+44,10 1085,90 18,27 | 855,06+33,16 | 1140,58+47,27 1074,35+75,16 994,71+41,64 | 1071,29+43,01
70.dk 959,79432,68 | 824,90 + 34,54 1097,15 £36,22 | 856,70+45,58 | 1115,46+19,56 1030,45+57,82 992,21+31,73 | 1069,37+35,49
80.dk 952,88+27,99 | 826,80 +42,68 1076,53 £35,84 | 861,69+37,24 | 1065,72+36,49 1058,68+59,66 993,60+40,78 | 1050,73+50,06
90.dk 932,97+30,24 | 820,90 + 45,77 996,25 +46,19 | 844,14+37,07 | 111458 +35,13 | 1032,75+71,19 993,68+34,73 | 992,32+56,59
100.dk 926,30+26,59 | 800,02 +52,51 960,01 +69,48 | 844,46+23,35 | 1041,40+54,60 1003,27+73,32 943,45+36,28 | 996,53+20,71
110.dk 928,96+35,18 | 763,00 + 46,55 998,94 +37,99 | 850,43+51,67 | 1086,60+54,13 1008,70+77,28 982,36+56,86 | 996,65+36,13
120.dk 882,27+451,83 | 799,50 + 45,26 979,40 £32,60 | 844,47+33,34 | 1073,53+44,66 1007,92+63,67 960,46+10,04 | 979,32 £50,11
130.dk 891,92+44,33 | 766,97 + 61,37 961,93 +36,28 | 834,14+52,52 | 1003,19+32,27 993,19+43,48 964,32+40,60 | 979,55 + 38,69
140.dk 852,75+47,21 | 768,40 + 37,32 957,82 +54,74 | 780,26%51,09 | 1014,44+35,32 979,20+54,70 948,90+27,35 | 933,30+31,59
150.dk 870,56+57,75 | 748,02 + 32,83 958,52 24,70 | 795,22+42,66 | 1028,29+53,51 927,22+74,70 978,89+47,85 | 949,62+20,10
160.dk 840,58+53,61 | 740,63 + 42,48 979,14 +4599 | 774,89+25,14 | 1006,27+47,55 931,71+57,72 992,77+28,14 | 932,76 +26,48
170.dk 861,84+57,25 | 718,01 + 53,92 982,32+ 22,46 780,01+41,72 | 1027,78+30,53 946,77+52,88 995,08+39,19 | 882,96 +25,34
180.dk 850,64+54,89 | 719,67 £53,14 939,76 +39,03 | 799,37+27,71 | 1006,28 +25,05 | 948,11+57,36 940,08+30,69 | 884,30 +24,26
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Spike frekansi yizde (% ) degisimi

2501 Fhk  dhk Sk *hk
—®— Penisilin (kontrol)
Pen + Hp (0,15 pg)
=d&— Pen+ Hp (0,3 pg)
200 —¥— Pen+ Hp (0,6 §g)
—®— Pen+ Hp (1.2 Wg)
150 1
100 M
504
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Zaman (dakika)

Sekil 24. Kontrol (Penisilin, 500 IU), penisilin + Hp (0,15 pg); penisilin +Hp (0,3 pg); penisilin +Hp (0,6

Spike amplitidi yizde (% ) degisimii

150 9

100 A

ng); penisilin +Hp (1,2 pg), gruplarinin spike frekans: ylizde degisim degerleri (spike yiizde
degisimi £ SEM). Kontrol (penisilin) grubu ile karsilastirildiginda, 0,15 pg Hp ve 0,3 pg Hp
gruplarinda 50. dk’ dan itibaren, 0,6 pg Hp grubunda 30. dk’dan itibaren, 1,2 pg Hp grubunda
ise 100. dk’dan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. (*= p< 0,05,**=p<0,01,
***=p<0,001), (Hp: Hemopressin), Spike frekans degeri % = (madde uygulandiktan sonraki
spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan 6nceki spike frekans ortalamasi ) x 100

50
—®— penisilin (kontrol)
Pen + Hp (0,15 mg)
—A— Pen+ Hp (0,3 mg)
—v— Pen + Hp (0,6 pg)
— Pen + Hp (1,2 @g)
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Zaman (dakika)

Sekil 25. Kontrol (Penisilin, 500 IU), Penisilin + Hp(0.15 pg); Hp (0,3 pg); Hp (0,6 nug); Hp (1,2 ug),

gruplarinin spike amplitiid yiizde degisim degerleri (spike amplitiid ylizde degisimi + SEM)
Amplitid yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol (penisilin)
grubuna gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi ( (p>0,05) (*=
p< 0,05,**=p<0,01, **=p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike amplitiid degeri % = (madde
uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan Onceki spike frekans
ortalamasi ) x 100
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Spike frekansi ylizde (% ) degisimi

Sekil

Spike amplitidi ytzde (% ) degisimi

250 1
—®— Penisilin (kontrol)
—&— pen+ Hp (0,025 gg)
—&— Pen+ Hp (0,075 pmg)
200 | —— Pen + Hp (2.4 m9g)
150
100+
50 -

Zaman (dakika)

26. Kontrol (Penisilin, 500 IU), Penisilin + Hp (0,025 ng); Hp (0,075 pg); Hp (2,4 pg) gruplarinin

spike frekans yilizde degisim degerleri (spike yiizde degisimi + SEM) sekilde gosterilmektedir.
Gruplar kontrol (penisilin) grubu ile karsilastirildiginda; 0,075 pg Hp grubunda 110. dk’ dan
itibaren, 2,4 pg Hp grubunda 130. dk’dan ,itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptanirken, 0,025 pg Hp grubunda ise herhangi bir degisiklik goériilmedi (p>0,05), (*= p<
0,05,**=p<0,01, ***=p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike frekans degeri % = (madde
uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan onceki spike frekans
ortalamasi ) x 100

150 -

100 A

50= |—®— Penisilin (kontrol)
—— pen + Hp (0,025 mg)
—4&— Pen+ Hp (0,075 mg)
—®— Pen+ Hp (2,4 mg)

o] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Q ,»Q (I/Q Q)Q D‘Q 930 %0 /\Q Q)Q Q’Q QQ ,\’Q 'I/Q Q D(Q (QQ Q)Q ,\Q %Q

Zaman (dakika)

Sekil 27. Kontrol (Penisilin, 500 IU), Penisilin + Hp (0,025 pg); Hp (0,075 pg); Hp (2,4 pg) gruplarimin

spike amplitiid yiizde degisim degerleri (spike amplitiid yiizde degisimi = SEM). Amplitid
yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol (penisilin) grubuna
gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi (p>0,05), (*= p<
0,05,**=p<0,01, ***=p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike amplitiid degeri % = (madde
uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan onceki spike frekans
ortalamasi ) x 100
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4.2.2. Kanabinoid CBi Reseptor Agonisti ACEA’nin Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

ACEA’nn 2,5 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra ACEA 2,5 ng (2 ul)
dozunda i.s.v. olarak verildi. Kontrol (penisilin) grubunun 90. dakikasindaki ortalama
spike frekans ve amplitiid degerleri sirastyla 37,54+3,21 spike/dk; 932,97+30,24 uV
iken bu degerler ACEA (2,5 pg) grubunda 34,92+3,60 spike/dk; 907,37+48,26 uV
olarak hesaplandi (Tablo 7, 8). 2,5 ng ACEA uygulandiktan sonra 180 dakikalik kayit
boyunca ortalama spike frekans ve amplitiid degerlerinde kontrol (penisilin) grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil 28B, 29 ve 30).

ACEA’nin 7,5 pg Dozdaki Etkisi

500 TU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra ACEA 7,5 pg (2 pl)
dozunda i.s.v. olarak verildi. Kontrol (penisilin) grubunda 60. dakikada ortalama spike
frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla 39,82+2,84 spike/dk; 950,51+38,36 uV olarak
hesaplanirken, ACEA (7,5 pg) grubunda bu degerler 28,26+2,43 spike/dk;
839,48+23,51 nV olarak hesaplandi (Tablo 7 ve 8). 60. dakikadan sonra ACEA (7,5 pg)
grubunun ortalama spike frekansindaki azalma kontrol (penisilin) grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0,05), (Sekil 28C ve 29), ortalama spike
amplitiid degerlerinde kontrol (penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (p>0,05), (Sekil 28C ve 30).
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A) Penisilin G (500 IU) \

1 mV
30 sn

e

/
\

B) Penisilin G (500 IU) + ACEA (2,5 pg)

C) Penisilin G (500 TU) + ACEA (7.5 ng)
|
[T 1T

Sekil 28. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 IU), B) Penisilin + ACEA (2,5 pg) Ve C) Penisilin + ACEA
(7,5 png) gruplarinin 90. dakikasindaki ECoG kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV), 30
saniye; Bar 500 mikrovolt (uV), 5 saniye)
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Tablo 7. Kontrol (penisilin, 500 1U), 2,5 pg ACEA ve 7,5 pg ACEA gruplarindan elde edilen spike
frekanslarinin her 10 dakika i¢in ortalama degerleri (spike ortalamasi + SEM)

Zaman Kontrol ACEA (2,5 ug) ACEA (7,5 pg)
0. dakika 42,01 + 0,03 41,65 =+ 0,77 4300 + 281
10. dakika 40,64 + 2,17 4158 + 1,27 41,71 + 3,09
20. dakika 40,02 + 3,28 40,55 + 1,63 36,22 + 2,03
30. dakika 3945 + 2,85 39,06 + 1,98 3263 + 217
40. dakika 4040 + 257 38,38 + 241 33,74 + 137
50. dakika 3860 + 2,84 36,62 + 2,68 31,78 + 2,14
60. dakika 39,82 + 284 3531 + 3,01 2826 + 243
70. dakika 3897 + 3,04 3529 + 3,06 2663 + 3,62
80. dakika 3793 + 2,75 3423 + 2,36 2580 + 248
90. dakika 3754 + 3,21 34,92 + 3,60 20,36 + 250
100. dakika 3865 + 3,23 35,07 + 3,38 1971 + 2,55
110. dakika 3840 + 3,23 3251 + 3,32 19,19 + 354
120. dakika 37,72 + 2,93 33,14 + 3,28 16,92 + 1,96
130. dakika 36,35 + 3,51 31,20 + 2,33 1591 + 2,54
140. dakika 37,82 + 3,57 30,39 + 2,74 16,04 + 2,18
150. dakika 37,13 + 3,27 29,39 + 2,98 1548 * 2,69
160. dakika 37,58 + 3,08 3049 + 1,94 16,06 * 2,89
170. dakika 3548 + 2,56 2990 + 1,98 1454 + 2,08
180. dakika 36,20 + 2,09 30,09 + 211 14,08 * 3,10

Tablo 8. Kontrol (penisilin, 500 1U), 2,5 pg ACEA ve 7,5 pg ACEA gruplarindan elde edilen spike
amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika igin ortalama degerleri (spike amplitiid
ortalamas1 = SEM)

Zaman Kontrol ACEA (2,5 ug) ACEA (7,5 ug)
0. dakika 1051,05 + 30,81 |1033,61 + 57,16 | 976,66 + 42,08
10. dakika |1043,19 + 1541 |102051 + 62,23 | 953,75 <+ 37,19
20.dakika 972,70 + 23,01 |1041,61 + 56,67 | 901,40 =+ 59,21
30. dakika 981,65 + 17,10 |1030,48 + 49,15 | 858,09 =+ 47,44
40. dakika 973,18 + 3561 |1010,26 =+ 42,14 | 865,14 =+ 4450
50. dakika 952,18 + 45,31 |1019,73 + 37,32 | 857,11 + 26,47
60. dakika 950,51 + 38,36 969,49 + 52,29 | 839,48 =+ 2351
70.dakika 959,79 + 32,68 |95490 £ 5164 | 863,84 <+ 4356
80. dakika 952,88 + 27,99 |91550 + 47,46 | 852,14 + 23,62
90. dakika 932,97 + 30,24 |907,37 + 48,26 | 865,19 <+ 4247
100. dakika 926,30 + 26,59 |883,34 + 43,27 | 80158 + 4565
110. dakika 928,96 + 35,18 |89490 + 4953 | 78257 <+ 49,36
120. dakika |882,27 + 51,83 |843,84 + 40,62 | 747,27 + 36,50
130. dakika |891,92 + 44,33 |831,96 + 34,86 | 776,33 + 18,78
140. dakika |852,75 + 47,21 82050 + 30,25 | 729,75 <+ 53,64
150. dakika |870,56 + 57,75 |797,80 + 62,05 | 716,77 + 30,45
160. dakika |840,58 + 53,61 |78511 + 34,80 | 706,57 =+ 27,09
170. dakika |861,84 + 57,25 |79532 + 37,88 | 72159 + 31,12
180. dakika |850,64 + 54,89 |78527 + 38,93 | 702,25 <+ 3527
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2501

—®— Penisilin (kontrol)
—#— Ppen+ ACEA (2,5 pg)
—&— Pen+ ACEA (7,5Rm9)

200 A

1504

1004

50 1

Spike frekansiyiizde (% ) degisimi

Zaman (dakika)

Sekil 29. Kontrol (Penisilin, 500 IU), ACEA (2,5 pg) ve ACEA (7,5 ug) gruplarinin spike frekans yiizde
degisim degerleri (spike yiizde degisimi + SEM). 7,5 ug ACEA grubunda kontrol (penisilin)
grubuna gore 60. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanirken, 2,5 pg
ACEA grubunda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0,05), (*= p< 0,05;**=p<0,01; ***=p<0,001), spike frekans degeri % = (madde
uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan onceki spike frekans
ortalamasi ) x 100

1509

100

Spike amplitidi yiuzde (% ) degisim i

50 -
—®— Ppenisilin (kontrol)
—#@— pen+ ACEA (2,5 p9)
—4&— Pen+ ACEA (7,5R9)
0 ] 1 1 ] ] 1 1 ] 1 1 ] 1 1 ] 1 1 ] ] 1

Zaman (dakika)

Sekil 30. Kontrol (Penisilin, 500 IU), ACEA (2,5 pg) ve ACEA (7,5 pg) gruplarimin spike amplitiid
yiizde degisim degerleri (spike amplitiid yiizde degisimi £+ SEM). Amplitiid yiizde degisim
degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol (penisilin) grubuna gore ne de kendi
aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi (p>0,05), (*= p< 0,05,**=p<0,01,
*=p<0,001), spike amplitid degeri % = (madde uygulandiktan sonraki spike frekans
ortalamasi/madde uygulanmadan dnceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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4.2.3. Kanabinoid CBi Reseptdér Antagonisti AM-251’in Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

AM-251in 0,125 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 0,125 pg (2 ul)
dozunda i.s.v. olarak verildi. Kontrol (penisilin) grubunun 60. dakikasindaki ortalama
spike frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla 39,82+2,84 spike/dk; 950,51+38,36 pV
iken, bu degerler AM-251 (0,125 pg) grubunda sirasiyla 49,094+2,94 spike/dk;
908,81+£7,46 nV olarak hesaplandi1 (Tablo 9 ve 10). AM-251 (0,125 pg) grubunda 60.
dakikadan sonra goriillen bu az miktardaki artis istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05), (Sekil 31B ve 32). AM-251 (0,125 pg) uygulandiktan sonra alinan 180
dakikalik kayit boyunca ortalama spike frekans ve amplitiid degerlerinde kontrol
(penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil
31B, 32 ve 33).

AM-251" in 0,25 pg Dozdaki Etkisi

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AM-251 0,25 ng (2 pl)
dozunda i.s.v. olarak verildi. Kontrol (penisilin) grubunun 30. dakikasinda ortalama
spike frekans ve amplitiid degerleri sirastyla 39,45+2,85 spike/dk; 981,65+17,10 uV
iken, bu degerler AM-251 (0,25 pg) grubunda 57,01+3,27 spike/dk; 1088,21+34,73 uV
olarak hesaplandi (Tablo 9 ve 10). 30. dakikadan sonra AM-251 (0,25 pg) grubunun
ortalama spike frekansinda goriilen artis kontrol (penisilin) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bulunurken (p<0,05), (Sekil 31C ve 32), ortalama spike amplitiid
degerlerinde kontrol (penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p>0,05), (Sekil 31C ve 33).
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500pV
5sn '

A) Penisilin G (500 TU) —

1 mV
30 sn

B) Penisilin G (500 TU) + AM-251 (0,125 pg)

TR e
[TV

C) Penisilin G (500 IU) +AM-251 (0.25 ug ) \

-
L i

Sekil 31. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 IU), B) Penisilin + AM-251 (0,125 pg), C) Penisilin + AM-
251 (0,25ng) gruplariin 90. dakikasindaki ECoG kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV),
30 saniye; Bar 500 mikrovolt (1V), 5 saniye)
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Tablo 9. Kontrol (penisilin, 500 IU), 0,125 pg AM-251 ve 0,25 pg AM-251 gruplarindan elde edilen
spike frekanslarinin her 10 dakika i¢in ortalama degerleri (spike ortalamasi + SEM)

Zaman Kontrol AM-2510,125ng | AM-251 0,25 pg
0. dakika 4201 + 0,03]4266 + 257 |4108 + 2,07
10. dakika 4064 + 2174548 + 123 |46,12 + 3,55
20. dakika 40,02 + 3,28|4585 + 2,78 |50,23 + 3,79
30. dakika 3945 + 285|4754 + 248 |57,01 + 3,27
40. dakika 4040 + 257]4691 + 4,08 |6413 *+ 3,16
50. dakika 3860 + 284]4601 + 421 |6654 + 3,05
60. dakika 39,82 + 2844909 + 294 16898 + 3,23
70. dakika 3897 + 304|4833 + 237 |7210 + 3,48
80. dakika 3793 + 2,75]46,04 + 342 |7196 + 3,48
90. dakika 3754 + 3214753 + 252 |72,71 + 3,17
100. dakika | 38,65 + 3234767 + 341 |7593 £ 245
110. dakika | 3840 + 32314881 + 282 |77,70 %= 3,07
120. dakika | 37,72 + 2,93|47,12 + 2,76 |77,80 + 294
130. dakika | 36,35 + 3551|4645 + 3,38 |77,03 + 3,19
140. dakika | 37,82 + 3574942 + 267 |77,86 * 3,05
150. dakika | 37,13 + 3,27|49,16 + 3,30 |79,46 + 3,04
160. dakika | 37,58 + 3,08|4751 + 4,16 |7831 + 3,18
170. dakika | 3548 + 2,56 |46,00 + 4,18 |77,78 + 3,24
180. dakika | 36,20 + 2,09|46,18 + 399 |7751 *+ 3,96

Tablo 10. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,125 pg AM-251 ve 0,25 pg AM-251gruplarindan elde edilen
spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika i¢in ortalama degerleri (spike
amplitiid ortalamasi1 + SEM)

Zaman Kontrol AM-2510,125ug | AM-2510,25 yg
0. dakika 1051,05 + 30,81 |1016,08 + 53,70 |1100,10 =+ 40,09
10. dakika |1043,19 + 1541]986,82 + 13,90 |1079,54 + 40,22
20.dakika 972,70 + 23,01 983,10 + 6,38 |104454 =+ 5094
30.dakika ]981,65 + 17,10]960,58 + 2191 /108821 =+ 34,73
40. dakika [973,18 + 356194381 + 10,25|1106,90 * 31,84
50. dakika ]952,18 + 4531]933,85 + 17,12 107538 + 33,82
60. dakika |950,51 + 38,36 908,81 + 7,46 |1070,86 + 37,35
70.dakika ]959,79 + 32,68 873,92 + 10,81 |1026,31 + 51,70
80. dakika ]952,88 + 27,99 871,46 + 26,27 |1032,02 + 54,66
90. dakika ]932,97 + 30,24 873,78 + 32,82 104563 + 58,97
100. dakika 926,30 + 26,59 | 861,67 + 20,14 1104164 + 46,04
110. dakika [928,96 + 3518 |84859 + 27,48 1105042 + 66,24
120. dakika 882,27 + 51,83 849,75 + 46,89)982,08 + 35,01
130. dakika [891,92 + 443381948 + 29,51)952,33 + 53,38
140. dakika 852,75 + 47,21 79280 + 249697499 + 5425
150. dakika | 870,56 + 57,75|799,66 + 36,95|956,10 + 47,88
160. dakika | 840,58 + 53,61 |785,72 + 39,71]952,26 + 55,33
170. dakika [861,84 + 57,25|796,97 + 417396340 + 32,03
180. dakika | 850,64 + 54,89 |779,36 + 4182]956,68 + 43,51
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Spike frekansiylzde (%) degisimi

250 =
—®— Penisilin (kontrol)
—8®— pen + AM251 (0,125 gg)
—4— Pen+ AM251 (0,25 pg)
200+ d m****kkhb’c*kk’w‘*iddr***idck
150 =
100+
50
0 T T 1 T T 1 T T 1 T T 1 T T 1 T T 1 T

Zaman (dakika)

Sekil 32. Kontrol (Penisilin, 500 1U), AM-251 (0,125 pg) ve AM-251 (0,25 pg) gruplarinin spike frekans

Spike amplitidi ytuzde (% ) degisimii

1509

100

ylizde degisim degerleri (spike yiizde degisimi = SEM). Gruplar kontrol (penisilin) grubu ile
karsilastirildiginda 0,25 pg AM-251 grubunda 30. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli
bir artis saptanirken, 0,125 pg AM-251 grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (*= p< 0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001 ), spike frekans
degeri % = (madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan onceki
spike frekans ortalamasi ) x 100

504
—@— penisilin (kontrol)
—&— pen+ AM251 (0,125 gg)
—&— Pen+ AM251 (0,25 pg)
O 1 1 ] 1 1 ] 1 1 ] 1 1 ] 1 1 ] 1 1 ] 1

Zaman (dakika)

Sekil 33. Kontrol (Penisilin, 500 1U), AM-251 (0,125 pg) ve AM-251 (0,25 pg) gruplarinin spike

amplitiid yiizde degisim degerleri (spike amplitiid ylizde degisimi + SEM. Amplitid yilizde
degisim degerleri karsilagtirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol (penisilin) grubuna gére ne
de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi (p>0,05), (*= p< 0,05;
**=p<0,01; ***=p<0,001), spike amplitiid degeri % = (madde uygulandiktan sonraki spike
frekans ortalamasi/madde uygulanmadan 6nceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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4.3. Kanabinoid Agonisti ACEA ve Antagonisti AM251 ile Hemopressin
(Hp) Etkilesimlerinin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

43.1. AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) Grubunun Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

500 IU penisilin i.k. enjeksiyonundan 30 dk sonra etkin doz AM-251 (0,25 ng/
2 ul) is.v. olarak, AM-251’den 10 dk sonra da etkin doz ACEA (7,5 pg/2 pl) yine
1.s.v. olarak uygulandi.

Ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri incelendiginde, tek basina AM-
251 (0,25 pg) grubu, kontrol (penisilin) grubuna gore 30. dakikada ortalama spike
frekansini anlamli bir sekilde artird1 (p<0,01), (Sekil 34B ve 35). Tek bagina ACEA (7,5
pg) ise kontrol (penisilin) grubuna gore ortalama spike frekansini 60. dakikada anlamli
Olciide azaltti (p<0,05), (Sekil 34C ve 35). AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7.5 pg)
kombinasyon grubu kontrol (penisilin) grubuyla kiyaslandiginda, kontrol grubunda 30.
dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri sirastyla 39,45+2,85 spike/dk;
981,65+17,10 puV iken bu degerler, AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 ng) kombinasyon
grubunda sirasiyla 53,09+1,79 spike/dk; 1029,80+33,83 uV idi (Tablo 11 ve 12). 30.
dakikadan itibaren AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) grubunun ortalama spike
frekansinda goriilen artig kontrol (penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,05), (Sekil 34D ve 35). Ortalama spike amplitiid degerleri incelendiginde
ise deney gruplarmin degerlerindeki degisimin kontrol (penisilin) grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmadiklar1 tespit edildi (p>0,05), (Sekil 34A, B, C, D ve
36).

AM-251 (0,25 ng) + ACEA (7,5 ng) kombinasyon grubu tek basina enjekte
edilen AM-251 (0,25 pg) grubuyla karsilastirildiginda ortalama spike frekans ve
amplitiid degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: saptand1 (p>0,05),
(Sekil 34B, D, 35 ve 36). AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubunda
90. dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla 62,92+1,80
spike/dk; 909,44+41,66 pV iken bu degerler AM-251 (0,25 pg) grubunda sirasiyla
72,71£3,17 spike/dk; 1045,63+£58,97 uV olarak hesaplandi (Tablo 11 ve 12).

AM-251 (0,25 ng) + ACEA (7,5 pg) grubu tek basina ACEA (7,5 ug) grubuyla
karsilastirildiginda, AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) grubunda 20. dakikadaki
ortalama spike frekans ve amplitid degerleri sirasiyla 49,45+0,73 spike/dk;

78



1015,78+16,02 uV iken, ACEA (7,5 pg) grubunda bu degerler sirasiyla 36,22+2,03
spike/dk; 901,40+£59,21 pV olarak hesaplandi (Tablo 11 ve 12). 20. dakikada AM-251
(0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubu ortalama spike frekansint ACEA (7.5
pg) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artird1 (p<0,01), (Sekil 34C, D ve
35). Ancak ortalama spike amplitiid degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark goriilmedi (p>0,05), (Sekil 34C, D ve 36).

500pV

5sn
A) Penisilin G (500 IU) \

B)Penisilin G (500 IU) +AM-251 (025 pg )

C) Penisilin G (500 IU) + ACEA (7,5 pg )

D Penisilin G (500 IU) +AM-251 (0.25 ug) + ACEA (7,5 pug)

Sekil 34. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 1U), B) Penisilin + AM-251 (0,25 ng), C) Penisilin + ACEA
(7,5 pg) ve D) Penisilin + AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) gruplarinin 90. dakikasindaki
ECoG kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV), 30 saniye; Bar 500 mikrovolt (uV), 5
saniye)
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Tablo 11. Kontrol (penisilin, 500 IU), 0,25 pg AM-251, 7,5 pg ACEA ve 0,25 pg AM-251 + 7,5 g
ACEA gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika i¢in ortalama degerleri (spike
ortalamasi = SEM)

AM-251 (0,25

Zaman Kontrol AM-251 (0,25 ACEA (7,5 pg) +( H9

Ho) ACEA (7,5 1ig)
0. dakika 42,01 =+ 0,03 (41,08 + 2,07 43,00 + 281 |4200 £ 0,53
10. dakika 40,64 = 2,17 (46,12 + 355 41,71 + 3,09 |4331 £ 0,76
20. dakika 40,02 =+ 3,28 |50,23 + 3,79 36,22 + 203 (4945 <+ 0,73
30. dakika 3945 + 285 |57,01 + 327 32,63 =+ 2,17 |5309 <+ 1,79
40. dakika 4040 =+ 257 (6413 + 316 33,74 + 137 |57,32 <+ 2,29
50. dakika 3860 + 284 6654 =+ 3,05 31,78 + 2,14 |58,22 <+ 2,84
60. dakika 3982 + 284 6898 * 3,23 2826 + 243 [5937 <+ 3,04
70. dakika 3897 + 304 |7210 =+ 3,48 26,63 =+ 362 [62,38 + 159
80. dakika 3793 £ 2,75 |7196 * 3,48 2580 + 248 (63,12 <+ 1,95
90. dakika 3754 + 321 |72,71 + 317 2036 + 250 (6292 <+ 1,80
100. dakika 3865 + 323 |7593 * 245 19,71 £+ 255 |68,10 =+ 298
110. dakika 3840 + 323 |77,70 = 3,07 19,19 £ 354 |6757 =+ 3,08
120. dakika 37,72 £ 293 |77,80 = 294 1692 £+ 196 (70,73 = 235
130. dakika 36,35 + 351 |77,03 =+ 3,19 1591 £ 254 |70,05 =+ 3,07
140. dakika 3782 + 357 |77,86 * 3,05 16,04 £+ 2,18 |68,66 =+ 249
150. dakika 37,13 £ 327 |79446 = 3,04 1548 £ 269 |6799 + 236
160. dakika 3758 + 308 |7831 * 3,18 16,06 £+ 2,89 (68,21 + 2,18
170. dakika 3548 + 256 |77,78 * 3,24 1454 £ 2,08 |7054 =+ 227
180. dakika 36,20 £ 209 |7751 £ 3,96 1408 £ 3,10 (6947 =+ 256

Tablo 12. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,25 pg AM-251, 7,5 pg ACEA ve 0,25 pg AM-251 + 7,5 pg
ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika igin
ortalama degerleri (spike amplitiid ortalamas1 + SEM)

AM-251 (0,25 pg)
Zaman Kontrol AM-251 (0,25 ug) | ACEA (7,5 ng) +

ACEA (7,5 pg)
0. dakika 105105 + 30,81 |1100,10 + 40,09 | 976,66 + 42,08 |1081,00 + 44,25
10. dakika [1043,19 + 1541 |1079,54 + 40,22 | 953,75 + 37,19 |104533 + 11,73
20. dakika 972,70 + 23,01 [104454 + 50,94 | 901,40 + 59,21 |1015,78 + 16,02
30.dakika 98165 + 17,10 |1088,21 + 34,73 | 858,09 + 47,44 |11029,80 + 33,83
40. dakika 973,18 + 3561 |1106,90 + 31,84 | 865,14 + 4450 |998,41 + 35,06
50. dakika 952,18 + 4531 |1075,38 + 33,82 | 857,11 + 26,47 |987,96 + 29,62
60. dakika 950,51 + 38,36 [1070,86 + 37,35 | 839,48 + 2351 |95537 £ 30,59
70.dakika 959,79 + 32,68 [1026,31 + 51,70 | 863,84 + 4356 |94565 + 28,56
80. dakika 952,88 + 27,99 [1032,02 + 54,66 | 852,14 + 23,62 |928,87 £ 40,12
90. dakika 932,97 + 30,24 |104563 + 58,97 | 865,19 + 42,47 190944 £ 41,66
100. dakika [926,30 + 26,59 |1041,64 + 46,04 | 801,58 + 4565 |88154 + 34,01
110. dakika [928,96 + 3518 |1050,42 + 66,24 | 78257 + 49,36 |87198 + 37,42
120. dakika [882,27 + 51,83 |1982,08 + 35,01 | 747,27 + 36,50 | 862,14 + 59,03
130. dakika [891,92 + 44,33 |952,33 + 53,38 | 776,33 + 18,78 |825,00 + 42,71
140. dakika [852,75 + 47,21 |974,99 £ 54,25 | 729,75 + 53,64 |803,22 + 38,61
150. dakika [870,56 + 57,75 |956,10 + 47,88 | 716,77 + 30,45 |806,16 + 51,11
160. dakika [840,58 + 53,61 |952,26 + 5533 | 706,57 + 27,09 |796,74 + 48,96
170. dakika [861,84 + 57,25 196340 + 32,03 | 721,59 + 31,12 |799,15 + 31,25
180. dakika |850,64 + 54,89 |956,68 + 4351 | 702,25 + 35,27 |800,47 + 5347
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Zaman (dakika)

Sekil 35. Kontrol (Penisilin, 500 1U), AM-251 (0,25 pg), ACEA (7,5 pug) ve AM-251 (0,25 pg) + ACEA

Spike amplitidid yizde (% ) degisimi

150 9

100

(7,5 pg) gruplarin spike frekans yiizde degisim degerleri (spike yiizde degisimi + SEM).
Gruplar kontrol (penisilin) grubu ile karsilagtirildiginda 0,25 pg AM-251 grubunda ve 0,25 pg
AM-251 + 7,5 ng ACEA grubunda 30. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptanirken; 7,5 ug ACEA grubunda 60. dakikadan itibaren anlamli oranda bir azalma gdzlendi
(*= p< 0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 ). 0,25 ng AM-251 + 7,5 ng ACEA grubu, 7,5 ng ACEA
grubuna gore 20. dakikadan itibaren spike frekans yiizdesini anlamli oranda arttirirken (°
=p<0,05, = =p<0,01 -* =p<0,001), 0,25 pg AM-251 grubuna gore higbir dakikada anlamli
degildi, spike frekans degeri % = (madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde
uygulanmadan 6nceki spike frekans ortalamasi ) x 100

50 -
—®— penisilin (kontrol)

—8— pen + AM251 (0,25 mg)
—&— pPen + ACEA (7,5 pg)
—¥— Pen+ AM251 (0,25 gg) + ACEA (7.5 Wg)

Zaman (dakika)

Sekil 36. Kontrol (Penisilin, 500 1U), AM-251 (0,25 pg), ACEA (7,5 pg) ve AM-251 (0,25 pg) + ACEA

(7,5 pg) gruplarinin spike amplitiid yiizde degisim degerleri (spike amplitiid ylizde degisimi +
SEM). Amplitiid ylizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol
(penisilin) grubuna gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi.
(p>0,05), (*= p< 0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 ), (" =p<0,05, == =p<0,01 -~ =p<0,001), spike
amplitiid degeri % = (madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde
uygulanmadan énceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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4.3.2. ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg) Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

500 IU penisilin i.k. enjeksiyonundan 30 dk sonra etkin doz ACEA 7,5 ng (2 ul)
dozda i.s.v. olarak, ACEA’dan 10 dakika sonra da etkin doz Hp 0,6 ug (2 ul) dozda yine
i.s.v. olarak enjekte edildi.

ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg) grubu kontrol (penisilin) grubuyla kiyaslandiginda
ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg) grubunun ortalama spike frekansindaki degisim kontrol
(penisilin) grubuna gore anlamli degildi (p>0,05). Kontrol (penisilin) grubunda 90.
dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla 37,54+3,21 spike/dk;
932,97+30,24 pV iken bu degerler, ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg) kombinasyon
grubunda sirastyla 35,15+4,62 spike/dk; 937,73+60,03 uV olarak hesaplandi (Sekil 37D
ve 38), (Tablo 13 ve 14). Ortalama spike amplitiid degerleri incelendiginde ise, deney
gruplarinin degerlerindeki degisimin kontrol (penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmadiklari tespit edildi (p>0,05), (Sekil 37A, B, C, D ve 39).

ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg) kombinasyon grubu ACEA (7,5 ug) grubuyla
karsilastirildiginda, ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg) kombinasyon grubunun, 100.
dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla 36,30+3,05 spike/dk;
929,30+61,10 iken; ACEA (7,5 ng) grubunda bu degerler sirasiyla 19,7142,55 spike/dk;
801,58+45,65 uV olarak hesaplandi (Tablo 13 ve 14). 100. dakikada ACEA (7,5 pg) +
Hp (0,6 pg) kombinasyon grubununun ortalama spike frekansinda goriilen artisin
ACEA (7,5 ng) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,01),
(Sekil 37B, D ve 38), ancak ortalama spike amplitiid degerleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil 37B, D ve 39).

ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg) kombinasyon grubu, Hp (0,6 pg) grubuyla
karsilastirildiginda; ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg) kombinasyon grubunda, 20.
dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla 36,89+3,37 spike/dk;
1137,50+40,86 pV iken; Hp (0,6 pg) grubunda bu degerler sirasiyla 48,49+3,40
spike/dk; 1059,47+£29,16 uV olarak hesaplandi (Tablo 13 ve 14). 20. dakikada ACEA
(7,5 ng) + Hp (0,6 pg) kombinasyon grubunun ortalama spike frekansinda goriilen
azalma Hp (0.6 pg) grubuna gore istatistiksel olarak anlamliyd: (p< 0,001), (Sekil 37C,
D ve 38), ancak ortalama spike amplitiid degerleri acisindan istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulunamadi (p>0,05), (Sekil 37C, D ve 39).
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C) Penisilin G (500 TU) + Hp (0.6 pg ) \

D)Penisilin G (500 TU+ACEA (7.5 ug) + Hp (0.6 pug)

Sekil 37. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 1U), B) Penisilin + ACEA (7,5 ug), C) Penisilin + Hp (0,6 ug)
ve D) Penisilin + ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 ng) gruplarinin 90. dakikasindaki ECoG
kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV), 30 saniye; Bar 500 mikrovolt (uV), 5 saniye), (Hp:
Hemopressin)
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Tablo 13. Kontrol (penisilin, 500 1U), 7,5 pg ACEA, 0,6 pg Hp ve 7,5 png ACEA + 0,6 pg Hp
gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakikadaki ortalama degerleri (spike
ortalamasi = SEM), (Hp: Hemopressin)

ACEA (7,5 ug)
Zaman Kontrol ACEA (7,5 ug) Hp (0,6 pg) +

Hp (0,6 pg)
0. dakika 42,01 + 0,03 43,00 + 281 4200 + 057 |4250 <+ 0,84
10. dakika 40,64 + 2,17 41,71 + 3,09 4323 £ 156 (41,94 + 091
20. dakika 40,02 + 3,28 36,22 + 2,03 4849 + 340 |36,89 + 3,37
30. dakika 3945 + 2,85 32,63 + 2,17 5865 + 3,86 [34,18 + 225
40. dakika 4040 + 2,57 33,74 + 137 58,71 + 4,08 |3343 + 3,59
50. dakika 3860 + 2,84 31,78 + 2,14 6265 + 3,22 |3333 + 361
60. dakika 39,82 + 284 28,26 + 243 6562 + 3,16 [32,96 + 3,83
70. dakika 38,97 + 3,04 26,63 + 3,62 7510 + 3,72 |3354 + 4,12
80. dakika 3793 + 2,75 25,80 + 248 78,47 + 425 |3528 + 4,74
90. dakika 3754 + 321 20,36 + 2,50 81,80 + 4,18 |3515 + 4,62
100. dakika 38,65 + 3,23 19,71 + 2,55 8154 + 3,68 [36,30 <+ 3,05
110. dakika 3840 + 3,23 19,19 + 354 87,11 + 4,08 |3517 <+ 3,25
120. dakika 37,72 + 2,93 16,92 + 1,96 92,16 + 2,33 [3397 + 340
130. dakika 36,35 + 3,51 1591 + 254 96,29 + 2,67 [3425 + 2,68
140. dakika 37,82 + 357 16,04 + 2,18 9765 + 348 |[3530 + 254
150. dakika 37,13 + 3,27 1548 + 2,69 99,22 + 3,09 [3334 + 2,65
160. dakika 37,58 + 3,08 16,06 + 2,89 9891 + 1,66 |[31,26 <+ 3,20
170. dakika 3548 + 2,56 1454 + 2,08 97,74 + 2,78 |31,35 + 2,73
180. dakika 36,20 + 2,09 1408 + 3,10 98,01 + 3,31 |30,64 + 2,99

Tablo 14. Kontrol (penisilin, 500 1U), 7,5 ug
gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika ortalama
degerleri (spike amplitiid ortalamasi = SEM), (Hp: Hemopressin)

ACEA, 0,6 pg Hp ve

7,5 ug ACEA + 0,6 ug Hp

ACEA (7,5 pg)
Zaman Kontrol ACEA (7,5 ug) Hp (0,6 pg) +

Hp (0,6 pg)
0. dakika 1051,05 + 30,81 | 976,66 + 42,08 |1088,45 + 42,25 |1143,33 + 54,26
10. dakika |1043,19 + 1541 | 953,75 + 37,19 |103530 + 43,50 |1121,63 + 9,25
20. dakika 972,70 + 23,01 | 901,40 + 59,21 |1059,47 <+ 29,16 [113750 =+ 40,86
30. dakika 98165 + 17,10 | 858,09 + 47,44 |1063,94 <+ 65,73 |[110595 <+ 40,95
40. dakika |973,18 + 3561 | 865,14 + 44,50 |1070,50 + 60,85 |1107,88 + 46,46
50. dakika 952,18 + 4531 | 857,11 + 26,47 |1036,68 =+ 75,28 [1084,46 =+ 4596
60. dakika |950,51 + 38,36 | 839,48 + 23,51 |1074,35 + 75,16 [109450 + 48,45
70. dakika 959,79 + 32,68 | 863,84 + 43,56 |1030,45 + 57,82 |1055,00 + 38,00
80. dakika 952,88 + 27,99 | 852,14 + 23,62 |1058,68 + 59,66 |[962,03 + 62,26
90. dakika 932,97 + 30,24 | 865,19 * 42,47 |1032,75 + 71,19 (937,73 + 60,03
100. dakika [926,30 + 26,59 | 801,58 + 4565 |1003,27 + 73,32 |929,30 + 61,10
110. dakika [928,96 + 3518 | 782,57 + 49,36 |1008,70 + 77,28 |896,27 + 57,95
120. dakika [882,27 + 51,83 | 747,27 + 36,50 |1007,92 + 63,67 |860,62 + 59,90
130. dakika [891,92 + 4433 | 776,33 + 18,78 |993,19 + 43,48 |828,89 + 53,97
140. dakika |852,75 + 47,21 | 729,75 + 53,64 |979,20 + 54,70 |807,28 + 57,49
150. dakika |870,56 + 57,75 | 716,77 + 30,45 |927,22 + 74,70 | 786,37 + 55,96
160. dakika |840,58 + 53,61 | 706,57 + 27,09 |931,71 + 57,72 |747,12 + 54,73
170. dakika [861,84 + 57,25 | 721,59 + 31,12 |946,77 + 52,88 |730,15 + 52,80
180. dakika [850,64 + 54,89 | 702,25 + 3527 |948,11 + 57,36 |69570 + 53,77
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Zaman (dakika)

38. Kontrol (Penisilin, 500 1U), ACEA (7,5 pg) ,Hp (0,6 ug) ve ACEA (7,5 pg) + Hp (0,6 pg)

gruplarinin spike frekans ylizde degisim degerleri (spike yiizde degisimi + SEM). Gruplar
kontrol (penisilin) grubu ile karsilastirildiginda; 0,6 png Hp grubunda 30. dk’ dan itibaren
istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanirken, 7,5 ng ACEA grubunda 60. dakikadan itibaren
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gériildd, 7,5 ug ACEA + 0,6 pg Hp grubunda ise herhangi
bir degisiklik goriilmedi (p>0,05), ("= p< 0,05,"=p<0,01, *=p<0,001). 7,5 pg ACEA + 0,6 pg
Hp kombinasyonu 0,6 pug Hp grubuna gore 20. dakikadan sonra yiizde spike frekansini
istatistiksel a¢idan anlamli sekilde azaltirken (®=p<0,05, (°~=p<0,01), (*"=p<0,001) 7,5 ug
ACEA grubuna gore 100. dakikadan itibaren anlamli bir sekilde arttirdi (© =p<0,05; ®® =p<0,01;
eee =p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike frekans degeri % = (madde uygulandiktan sonraki
spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan dnceki spike frekans ortalamasi ) x 100

Zaman (dakika)

Sekil 39. Kontrol (Penisilin, 500 IU), ACEA (7,5 ug), Hp (0,6 png) ve ACEA (7,5 ng) + Hp (0,6 pg)

gruplarinin spike amplitiid yiizde degisim degerleri (spike amplitiid ylizde degisimi = SEM).
Amplitid yiizde degisim degerleri karsilagtirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol (penisilin)
grubuna gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi. (p>0,05) ("=
p< 0,05,"=p<0,01, **=p<0,001), (' =p<0,05, (- =p<0,01), (" =p<0,001), ( ® =p<0,05, *°
=p<0,01, ®®®=p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike amplitiid degeri % = (madde uygulandiktan
sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan 6nceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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4.3.3. Hp (0,6 pg) + ACEA (7,5 ug) Grubunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

500 IU penisilin i.k. enjeksiyonundan 30 dk sonra etkin doz Hp 0,6 pg (2 ul)
dozda i.s.v. olarak, Hp’den 10 dk sonra da etkin doz ACEA 7,5 ug (1 ul) dozda yine
i.s.v. olarak enjekte edildi.

Ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri incelendiginde, Hp (0,6 pg) +
ACEA (7,5 pg) grubundaki degisim kontrol (penisilin) grubuna gore anlamli degildi
(p>0,05), (Sekil 40D ve 41). Kontrol (penisilin) grubunda 90. dakikadaki ortalama
spike frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla 37,54+3,21 spike/dk; 932,97+30,24 uV
iken bu degerler, Hp (0,6 pg) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubunda sirasiyla
46,02+3,68 spike/dk; 1110,69+45,74 uV olarak hesaplandi (Tablo 15 ve 16). Ortalama
spike amplitiid degerleri incelendiginde ise, deney gruplarinin degerlerindeki degisimin
kontrol (penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadiklar1 tespit edildi
(p>0,05), (Sekil 40A, B, C, D ve 42).

Hp (0,6 pg) + ACEA (7,5 ng) kombinasyon grubu tek basina, Hp (0.6 ug)
grubuyla karsilastirildiginda, Hp (0,6 pg) + ACEA (7,5 ng) kombinasyon grubunun, 30.
dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla 35,78+3,01 spike/dk;
1108,81+27,07 pV iken, Hp (0,6 pg) grubunda 58,65+3,86 spike/dk; 1063,94+65,73
MV olarak hesaplandi (Tablo 15 ve 16). 30. dakikada Hp (0,6 ng) + ACEA (7,5 ng)
kombinasyon grubunun ortalama spike frekansinda goriilen azalma Hp (0,6 pg) grubuna
gore istatistiksel olarak anlamliydi (p< 0,001), (Sekil 40B, D ve 41), ancak ortalama
spike amplitiid degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0,05), (Sekil 40B, D ve 42).

Hp (0,6 png) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubu, tek basina enjekte edilen
ACEA (7,5 pg) grubuyla karsilastirnldiginda; Hp (0,6 pg) + ACEA (7.5 pg)
kombinasyon grubunun, 60. dakikada ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri
sirasiyla 42,13+1,48 spike/dk; 1136,97+47,18 uV iken, ACEA (7,5 ng) grubunda
28,26+2,43 spike/dk; 839,48+23,51 uV olarak hesaplandi (Tablo 15 ve 16). 30.
dakikada Hp (0,6 ng) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubu ortalama spike frekans
degerlerini ACEA (7,5 pg) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdi
(p<0,01), (Sekil 40C, D ve 41). Ancak ortalama spike amplitiid degerleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05), (Sekil 40C, D ve 42).
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B) Penisilin G (500 IU) + Hp (0,6 pg )

C) Penisilin G (500 TU) + ACEA (7.5 ug )
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D) Penisilin G (500 IU)+Hp (0.6 ng) + ACEA (7.5 pg)

Lo Lt mat

Sekil 40. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 1U), B) Penisilin + Hp (0,6 pg), C) Penisilin + ACEA (7,5 Hg)
ve D) Penisilin + Hp (0,6 pg) + ACEA (7,5 pg) gruplarmin 90. dakikasindaki ECoG
kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV), 30 saniye; Bar 500 mikrovolt (1V), 5 saniye), (Hp:
Hemopressin)
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Tablo 15. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,6 pg Hp, 7,5 pg ACEA ve 0,6 ug Hp + 7,5 ng ACEA
gruplarindan elde edilen spike frekanslarmim her 10 dakika igin ortalama degerleri (spike
ortalamasi = SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp (0,6 )

Zaman Kontrol Hp (0,6 ug) ACEA (7,5 pg) +
ACEA (7,5 u9)
0. dakika 42,01 + 0,03 |42,00 =+ 0,57 4300 + 281 |4166 + 152
10. dakika 40,64 + 2,17 |4323 + 156 41,71 £ 3,09 |4126 <+ 3,70
20. dakika 40,02 + 328 (4849 + 340 36,22 + 2,03 |4088 + 1,76
30. dakika 3945 + 285 [5865 + 3,86 3263 + 2,17 |3578 + 3,01
40. dakika 4040 + 257 |58,71 + 4,08 33,74 + 1,37 |3848 + 3,34
50. dakika 3860 + 284 [6265 + 322 31,78 + 2,14 |3945 + 2,98
60. dakika 39,82 + 284 [6562 + 3,16 2826 + 243 |42,13 + 148
70. dakika 3897 + 304 [7510 + 3,72 2663 + 3,62 |4454 + 247
80. dakika 3793 + 2,75 |7847 + 4725 2580 + 2,48 |4441 + 3,04
90. dakika 3754 + 321 |8189 + 4,18 20,36 + 2,50 |46,02 + 3,68
100. dakika 3865 + 323 [8154 + 3,68 1971 + 255 |46,76 + 394
110. dakika 3840 + 323 |87,11 + 4,08 19,19 + 354 (46,02 =+ 4725
120. dakika 37,72 + 293 |92,16 + 233 1692 + 196 (4415 =+ 227
130. dakika 36,35 + 351 [96,29 + 267 1591 + 254 |4685 + 353
140. dakika 3782 + 357 |9765 + 348 16,04 + 2,18 |4422 + 358
150. dakika 37,13 + 3,27 [99,22 + 3,09 1548 + 269 (4323 + 3,89
160. dakika 3758 + 3,08 [9891 + 166 16,06 + 2,89 (4472 + 346
170. dakika 3548 + 256 |97,74 + 278 1454 + 2,08 |4388 + 340
180. dakika 36,20 + 2,09 |98,01 + 331 1408 + 3,10 |41,70 + 294

Tablo 16. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,6 pug Hp, 7,5 pg ACEA ve 0,6 ug Hp + 7,5 ug ACEA
gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika i¢in ortalama
degerleri (spike amplitiid ortalamas1 + SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp (0,6 ug)
Zaman Kontrol Hp (0,6 pg) ACEA (7,5 pg) +
ACEA (7,5 pg)

0. dakika 105105 + 30,81 |1088,45 + 42,25 | 976,66 + 42,08 |1153,33 + 54,26
10. dakika |1043,19 + 1541 |103530 =+ 43,550 | 953,75 + 37,19 [113245 + 13,66
20. dakika 972,70 + 23,01 |1059,47 + 29,16 | 901,40 + 59,21 |1042,11 + 39,61
30. dakika |981,65 + 17,10 |1063,94 + 65,73 | 858,09 + 47,44 |1108,81 + 27,07
40. dakika 973,18 + 35,61 |1070,50 + 60,85 | 865,14 + 44,50 |113251 + 52,43
50. dakika 952,18 + 4531 |1036,68 + 75,28 | 857,11 + 26,47 |1107,67 + 54,29
60. dakika 950,51 + 38,36 |1074,35 + 75,16 | 839,48 + 2351 |1136,97 + 47,18
70. dakika 959,79 + 32,68 /103045 + 57,82 | 863,84 + 4356 |1098,91 + 4577
80. dakika 952,88 + 27,99 |1058,68 + 59,66 | 852,14 + 23,62 |104526 + 43,30
90. dakika 932,97 + 30,24 |1032,75 + 71,19 | 865,19 + 4247 |1110,69 + 4574
100. dakika 926,30 + 26,59 |1003,27 + 73,32 | 80158 + 45,65 [1081,50 =+ 40,74
110. dakika |928,96 + 35,18 |1008,70 + 77,28 | 78257 + 49,36 [982,13 + 46,69
120. dakika |882,27 + 51,83 |1007,92 =+ 63,67 | 747,27 + 36,50 [968,73 + 55,09
130. dakika |891,92 + 44,33 |993,19 + 4348 | 776,33 + 18,78 |933,52 + 56,54
140. dakika |852,75 + 47,21 |979,20 + 54,70 | 729,75 + 53,64 [91587 + 64,25
150. dakika |870,56 + 57,75 927,22 + 74,70 | 716,77 + 30,45 [872,59 + 64,49
160. dakika |840,58 + 53,61 |931,71 + 57,72 | 706,57 + 27,09 930,69 + 21,69
170. dakika |861,84 + 57,25 (946,77 + 52,88 | 72159 + 31,12 [852,06 + 29,33
180. dakika |850,64 + 54,89 |948,11 + 57,36 | 702,25 + 3527 [861,41 + 4189
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Zaman (dakika)

Sekil 41. Kontrol (Penisilin, 500 IU), Hp (0,6 pg), ACEA (7,5 pg), Hp (0,6 pug) + ACEA (7,5 pg)
gruplarinin spike frekans ylizde degisim degerleri (spike yiizde degisimi + SEM). Gruplar
kontrol (penisilin) grubu ile karsilastirildiginda; 0,6 pg Hp grubunda 30. dk’ dan itibaren
istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanirken, 7,5 pg ACEA grubunda 60. dakikadan itibaren
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildi, 0,6 pg Hp + 7,5 ng ACEA grubunda ise
herhangi bir degisiklik goriilmedi (p>0,05), ("= p< 0,05,”=p<0,01, **=p<0,001). 7,5 ng ACEA +
0,6 pg Hp kombinasyonu 0,6 ug Hp grubuna gore 30. dakikadan sonra yiizde spike frekansini
istatistiksel agidan anlamh sekilde azaltirken (*=p<0,05, (- =p<0,01), (*"=p<0,001), 7,5 ug
ACEA grubuna gore 60. dakikadan itibaren anlamli bir sekilde arttird: (® =p<0,05, ®® =p<0,01,
#99 =p<0,001), (Hp:Hemopressin), spike frekans degeri % = (madde uygulandiktan sonraki
spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan 6nceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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Zaman (dakika)

Sekil 42. Penisilin (500 IU), Hp (0,6 pg), ACEA (7,5 ng), Hp (0,6 ng) + ACEA (7,5 pg) gruplarinin
spike amplitiid yiizde degisim degerleri (spike amplitiid ylizde degisimi + SEM). Amplitiid
yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol (penisilin) grubuna
gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi (p>0,05), ("= p<
0,05,"=p<0,01; **=p<0,001), (" =p<0,05; ("~ =p<0,01); (*~=p<0,001); (® =p<0,05; *® =p<0,01;
#99 =p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike amplitiid degeri % = (madde uygulandiktan sonraki
spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan 6nceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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4.3.4. Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) Grubunun Epileptiform Aktiviteye
Etkisi

500 IU penisilin i.k. enjeksiyonundan 30 dk sonra etkin doz Hp 0,6 pg (2 ul)
dozda i.s.v. olarak, Hp’den 10 dk sonra da etkin doz AM-251 0,25 pg (2 ul) dozda yine
I.s.v. olarak enjekte edildi.

Ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri incelendiginde, Hp (0,6 ng) + AM-
251 (0,25 pg) kombinasyon grubu kontrol (penisilin) grubuna gore ortalama spike
frekansini1 50. dakikadan itibaren anlamli bir sekilde artird1 (p<0,01), (Sekil 43D ve 44).
50. dakikada kontrol (penisilin) grubunun ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri
sirasiyla 38,60+2,84 spike/dk; 952,18445,31 uV iken, Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg)
grubunda 57,48+3,92 spike/dk; 852,86+45,47 uV olarak saptandi (Tablo 17 ve 18).
Ortalama spike amplitiid degerleri incelendiginde ise deney gruplarinin degerlerindeki
degisimin kontrol (penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadiklari tespit
edildi (p>0,05), (Sekil 43A, B, C, D ve 45).

Hp (0,6 pg) grubu tek basina AM-251 (0,25 pg) grubu ile karsilastirildiginda Hp
(0,6 pg) grubunda 120. dakikadaki ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri
sirasiyla 92,16+2,33 spike/dk; 1007,92+63,67 pV iken; AM-251 (0,25 pg) grubunda
strastyla 77,80+2,94 spike/dk; 982,084+35,01 nuV olarak hesaplandi (Tablo 17 ve 18). Hp
(0,6 ng) grubunda 120. dakikadan itibaren ortalama spike frekans degerlerinde goriilen
artty AM-251 (0.25 pg) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu ve anlamlilik
180. dakikaya kadar devam etti (p< 0,05), (Sekil 43B, C ve 44). Ancak ortalama spike
amplitiid degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05),
(Sekil 43B, C ve 45).

Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) kombinasyon grubu tek basina Hp (0,6 ng) ve
tek basina AM-251 (0,25 pg) grubu ile karsilastirildiginda 180 dakika boyunca ortalama
spike frekans ve amplitiid degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadi
(p>0,05), (43B, C, D, 44 ve 45). 90. dakikada ortalama spike frekans ve amplitld
degerleri sirastyla Hp (0,6 pg) grubunda 81,89+4,18 spike/dk; 1032,75+71,19 uV iken,
AM-251 (0,25 pg) grubunda sirasiyla 72,7143,17 spike/dk; 1045,63+58,97 uV ve Hp
(0,6 ng) + AM-251 (0,25 pg) grubunda sirasiyla 77,90+6,10 spike/dk; 849,924+59,22
uV olarak hesaplandi (Tablo 17 ve 18).
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A) Penisilin G (500 IU)

B) Penisilin G (500 IU) + Hp (0,6 pg)

C) Penisilin G (500 IU) + AM-251 (0,25 pg)
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D) Penisilin G (500 IU) + Hp (0,6 nug) + AM-251 (0,25 pug)

LN l

Sekil 43. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 1U), B) Penisilin + Hp (0,6 pg), C) Penisilin + AM-251 (0,25
pg) ve D) Penisilin + Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) gruplarinin 90. dakikasindaki ECoG
kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV), 30 saniye; Bar 500 mikrovolt (1V), 5 saniye), (Hp:

Hemopressin)
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Tablo 17. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,6 pg Hp, 0,25 pg AM-251 ve 0,6 pg Hp + 0,25 pg AM-251
gruplarindan elde edilen spike frekanslarmim her 10 dakika igin ortalama degerleri (spike
ortalamasi + SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp (0,6 Hg)

Zaman Kontrol Hp (0,6 ug) AM-251 (0,25 pg) +
AM-251 (0,25 ug)
0. dakika 42,01 + 0,03 |42,00 + 0,57 |41,08 + 2,07 |4233 £ 0,95
10. dakika 40,64 + 2,17 |4323 + 156 |46,12 + 355 |4954 + 2,16
20. dakika 40,02 + 328 |4849 + 3,40 |50,23 + 3,79 |4544 £ 211
30. dakika 3945 + 285 |5865 + 3,86 |57,01 + 3,27 |4948 £ 372
40. dakika 4040 + 257 |58,71 + 4,08 |64,13 + 316 |5231 + 3,84
50. dakika 3860 + 284 62,65 + 3,22 |66,54 + 3,05 |5748 £ 3,92
60. dakika 39,82 + 284 |6562 + 3,16 |68,98 + 323 |64,96 £ 4,60
70. dakika 3897 + 3,04 |7510 + 3,72 |72,10 + 348 |69,78 + 4,66
80. dakika 3793 + 2,75 |7847 + 425 |7196 + 348 |7338 + 8,06
90. dakika 3754 + 321 |8189 + 4,18 |72,71 + 317 |77,90 £ 6,10
100. dakika 3865 + 323 |8154 + 3,68 |7593 + 245 |8226 + 516
110. dakika 3840 + 323 |87,11 + 4,08 |77,70 + 3,07 |8287 + 542
120. dakika 37,72 + 293 |92,16 + 2,33 |77,80 + 294 |8350 £ 2,79
130. dakika 36,35 + 351 |96,29 + 267 |77,03 + 319 |87,89 + 3,65
140. dakika 3782 + 357 |9765 + 348 |77,86 + 3,05 |8643 + 2,53
150. dakika 37,13 + 3,27 |99,22 + 3,09 |79,46 + 3,04 |91,06 + 568
160. dakika 3758 + 3,08 |9891 + 1,66 |7831 + 3,18 [89,85 + 4,80
170. dakika 3548 + 256 |97,74 + 2,78 |77,78 + 3,24 |90,23 + 4,89
180. dakika 36,20 + 2,09 |9801 + 331 |7751 + 396 |8867 + 4,13

Tablo 18. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,6 ug Hp, 0,25 pg AM-251 ve 0,6 ug Hp + 0,25 pg AM-251 ug)
gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (1V) olarak her 10 dakika i¢in ortalama
degerleri (spike amplitiid ortalamasi = SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp (0,6 ng)

Zaman Kontrol Hp (0,6 pg) AM-251 (0,25 ug) +

AM-251 (0,25 ug)
0. dakika 1051,05 + 30,81 |108845 <+ 42,25 |1100,10 + 40,09 | 983,48 + 60,15
10. dakika [1043,19 + 1541 |103530 + 43,50 |1079,54 + 40,22 | 987,22 + 28,32
20. dakika 972,70 + 23,01 [1059,47 + 29,16 | 104454 + 50,94 | 950,56 + 37,56
30. dakika 981,65 + 17,10 |[1063,94 + 65,73 |1088,21 + 34,73 |853,46 + 38,91
40. dakika |973,18 + 35,61 |1070,50 + 60,85 |1106,90 + 31,84 |853,75 + 61,71
50. dakika 952,18 + 45,31 |1036,68 * 75,28 |1075,38 + 33,82 [852,86 + 4547
60. dakika |950,51 + 38,36 [1074,35 + 75,16 |1070,86 + 37,35 | 876,63 + 34,81
70. dakika 959,79 + 32,68 [1030,45 + 57,82 |1026,31 + 51,70 |838,83 + 51,73
80. dakika 952,88 + 27,99 |1058,68 * 59,66 |1032,02 + 54,66 [821,13 + 48,64
90. dakika 932,97 + 30,24 [1032,75 + 71,19 | 104563 + 58,97 [849,92 + 59,22
100. dakika [926,30 + 26,59 |1003,27 + 73,32 |1041,64 + 46,04 |833,82 + 58,82
110. dakika [928,96 + 35,18 |1008,70 + 77,28 |1050,42 + 66,24 |823,73 + 21,24
120. dakika |[882,27 + 51,83 |1007,92 + 63,67 |982,08 + 3501 |756,46 =+ 40,40
130. dakika [891,92 + 44,33 |993,19 + 4348 |952,33 + 53,38 |791,40 + 48,28
140. dakika |[852,75 + 47,21 |979,20 + 54,70 |97499 + 54,25 |759,81 + 58,85
150. dakika [870,56 + 57,75 |927,22 + 74,70 |956,10 + 47,88 | 78524 + 51,49
160. dakika [840,58 + 53,61 |931,71 + 57,72 |952,26 + 5533 |776,36 + 49,75
170. dakika [861,84 + 57,25 |946,77 + 5288 |963,40 + 32,03 |751,64 + 41,04
180. dakika [850,64 + 54,89 |948,11 + 57,36 |956,68 + 43,51 |787,74 + 51,70
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Zaman (dakika)

Sekil 44. Kontrol (Penisilin, 500 IU), Hp (0,6 ug), AM-251 (0,25 pg), Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg)
gruplarinin spike frekans ylizde degisim degerleri (spike yiizde degisimi + SEM). Gruplar
kontrol (penisilin) grubu ile karsilastirildiginda; 0,6 pg Hp grubunda 30. dakikadan, 0,25 pg
AM-251 grubunda 30. dakikadan, 0,6 ug Hp + 0,25 pg AM-251 grubunda 50. dakikadan itibaren
istatistiksel olarak anlaml bir artis goriildii ("= p< 0,05;"=p<0,01; **=p<0,001). 0,6 ug Hp + 0,25
pg AM-251kombinasyonu tek basma 0,6 pg Hp ve 0,25 pg AM-251 gruplanyla
karsilagtirildiginda her hangi bir degisiklik gortiilmedi (p>0,05). Ancak 0,6 pg Hp grubu 0,25 pg
AM-251 grubuyla karsilastirildiginda 0,6 pg  Hp 120. dakidadan itibaren goriilen artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (* =p<0,05; == =p<0,01 - =p<0,001), (Hp:Hemopressin),
spike frekans degeri % = (madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde
uygulanmadan dnceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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= —¥— Pen + AM251 (0,25 Wg)
: —h— Pen + Hp (0,6 gg) + AM 251 (0,25 mg)
4
o
(%)

Zaman (dakika)

Sekil 45. Kontrol (Penisilin, 500 IU), Hp (0,6 png), AM-251 (0,25 pg), Hp (0,6 ug) + AM-251(0,25 pg)
gruplarinin spike amplitiid yilizde degisim degerleri (spike amplitiid ylizde degisimi + SEM).
Amplitid yiizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol (penisilin)
grubuna gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi. (p>0,05). ("=
p< 0,05;"=p<0,01; ""=p<0,001). (- =p<0,05; =~ =p<0,01; " =p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike
amplitiid degeri %= (madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamas/  madde
uygulanmadan énceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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435. Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) Grubunun
Epileptiform Aktiviteye Etkisi

500 IU penisilinin i.k. enjeksiyonundan 30 dk sonra etkin doz Hp (0,6 ug/ 2 ul)
1.s.v. olarak, Hp’den 10 dk sonra etkin doz AM-251 (0,25 pg/ 2 pl) i.s.v. olarak ve AM-
251 den 10 dk sonra da etkin doz ACEA (7,5 ug/ 1 pl) yine i.s.v olarak uygulandi.

Hp (0,6 png) + AM-251 (0,25 ng) + ACEA (7,5 ng) kombinasyon grubu kontrol
(penisilin) grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0,05) (Sekil 46D ve 47). 90. dakikada kontrol (penisilin) grubundan elde edilen
ortalama spike frekans ve amplitid degerleri sirasiyla 37,5443,21 spike/dk;
932,97+£30,24 uV iken; Hp (0,6 ng) + AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 ng) grubunda
strastyla 30,84+2,89 spike/dk; 1055,02+62,75 uV olarak hesaplandi (Tablo 19 ve 20).
Ortalama spike amplitiid degerleri incelendiginde ise deney gruplarinin degerlerindeki
degisimin kontrol (penisilin) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadiklari tespit
edildi (p>0,05), (Sekil 46A, B, C, D ve 48).

Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubu tek
basmma Hp (0,6 pg) grubuyla ve Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) kombinasyon
grubuyla karsilastirildiginda her iki gruba gore de ortalama spike frekans degerlerinde
50. dakikan itibaren anlamli bir azalma saptanirken (p<0,01), (Sekil 46B, C, D ve 47),
ortalama spike amplitiid degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p>0,05), (Sekil 46B, C, D ve 48). 50. dakikada ortalama spike frekans ve amplitiid
degerleri sirasiyla Hp (0,6 pg) grubunda 62,65+3,22 spike/dk; 1036,68+75,28 uV Hp
(0,6 ng) + AM-251 (0,25 pg) grubunda 57,4843,92 spike/dk; 852,86+45,47 uV ve Hp
(0,6 png) + AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) grubunda 39,44+2,96 spike/dk;
1065,25+34,48 uV olarak hesaplandi (Tablo 19 ve 20).
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Sekil 46. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 1U), B) Penisilin + Hp (0,6 ug), C) Penisilin + Hp (0,6 ug) +
AM-251 (0,25 pg) D) Penisilin + Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 ug),
gruplarinin 90. dakikasindaki ECoG kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV), 30 saniye; Bar
500 mikrovolt (uV), 5 saniye), (Hp: Hemopressin)
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Tablo 19. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,6 pg Hp, 0,6 ug Hp + 0,25 pg AM-251 ve 0,6 pg Hp + 0,25 pg
AM-251 + 7,5 pg ACEA gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika igin
ortalama degerleri (spike ortalamasi + SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp (0,6 ug) Hp (0,6 (g)
Zaman Kontrol Hp (0,6 ug) + +AM-251 (0,25 pg)+
AM-251 (0,25 pug) | ACEA(7,5 ug)
0. dakika 42,01 + 0,03 |42,00 + 057 |42,33 + 0,95 39,90 + 0,63
10. dakika 40,64 + 2,17 |4323 + 156 |4954 + 2,16 42,90 + 1,48
20. dakika 40,02 + 328 |4849 + 340 |4544 + 2,11 42,07 + 1,40
30. dakika 3945 + 285 |5865 + 3,86 |49,48 + 3,72 45,50 + 151
40. dakika 4040 + 257 |58,71 + 4,08 |52,31 + 3,84 47,17 + 1,98
50. dakika 3860 + 284 |6265 + 3,22 |57,48 + 3,92 39,44 + 2,96
60. dakika 39,82 + 284 |6562 + 3,16 |64,96 + 4,60 39,33 + 161
70. dakika 3897 + 3,04 |7510 + 3,72 |69,78 + 4,66 41,43 + 2,99
80. dakika 3793 + 2,75 |7847 + 425 |73,38 + 8,06 31,91 + 3,30
90. dakika 3754 + 321 |8189 + 4,18 |77,90 + 6,10 30,84 + 2,89
100. dakika 3865 + 323 |8154 + 3,68 |82.26 + 516 33,64 + 3,31
110. dakika 3840 + 323 |87,11 + 4,08 |82487 + 542 33,06 + 2,21
120. dakika 37,72 + 293 |92,16 + 2,33 |83,50 + 2,79 30,04 + 2,39
130. dakika 36,35 + 351 |96,29 + 267 |87,89 + 3,65 32,49 + 3,29
140. dakika 3782 + 357 |97,65 + 3,48 |86,43 + 2,53 33,80 + 2,76
150. dakika 37,13 + 3,27 |99,22 + 3,09 |91,05 + 5,68 33,93 + 2,77
160. dakika 3758 + 3,08 |9891 + 1,66 |89,85 + 4,80 34,46 + 3,72
170. dakika 3548 + 256 |97,74 + 2,78 |90,23 + 4,89 30,34 + 2,90
180. dakika 36,20 + 2,09 |98,01 + 3,31 |88,67 + 4,13 34,23 + 3,64

Tablo 20. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,6 ug Hp, 0,6 pg Hp + 0,25 pug AM-251 ve 0,6 pug Hp + 0,25 g
AM-251 + 7,5 pg ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak
her 10 dakika icin ortalama degerleri (spike amplitiid ortalamasi = SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp 0w | SRR

Zaman Kontrol Hp (0,6 pg) + .

AM-251 (0,25 g) ﬁggJ’ ACEA(7.5
0. dakika 1051,05 + 30,81 [1088,45 <+ 42,25 983,48 + 60,15 |1100,00 =+ 34,15
10. dakika 1043,19 + 1541 103530 + 43,50 |987,22 + 28,32 |1077,82 =+ 62,57
20. dakika 972,70 + 23,01 |1059,47 <+ 29,16 950,56 + 37,56 [1071,69 <+ 75,08
30. dakika 981,65 =+ 17,10 |106394 <+ 65,73 |[85346 + 38,91 [1057,81 + 67,69
40. dakika 973,18 =+ 3561 |1070,50 + 60,85 (853,75 + 61,71 (111500 + 51,29
50. dakika 952,18 + 4531 |1036,68 <+ 75,28 (852,86 + 4547 [106525 <+ 34,48
60. dakika 950,51 + 38,36 |1074,35 + 75,16 [876,63 + 34,81 [1116,63 + 29,83
70. dakika 959,79 + 32,68 |1030,45 <+ 57,82 (838,83 + 51,73 [1047,29 + 56,10
80. dakika 952,88 + 27,99 |1058,68 <+ 59,66 (821,13 + 48,64 [1041,66 + 33,01
90. dakika 932,97 = 30,24 |1032,75 + 71,19 (849,92 + 59,22 [1055,02 + 62,75
100. dakika [926,30 + 26,59 [1003,27 + 73,32 |833,82 + 58,82 |97155 =+ 62,34
110. dakika [928,96 + 35,18 [1008,70 + 77,28 |823,73 + 21,24 |11008,31 =+ 52,81
120. dakika [882,27 + 51,83 [1007,92 + 63,67 | 756,46 + 40,40 {989,809 =+ 62,67
130. dakika (891,92 + 4433 (993,19 + 43,48 |791,40 + 48,28 |974,10 * 68,50
140. dakika [852,75 + 47,21 (979,20 + 54,70 | 759,81 + 58,85 |993,50 =+ 65,27
150. dakika [870,56 + 57,75 (927,22 + 74,70 | 78524 + 51,49 |955,89 + 70,76
160. dakika [84058 + 53,61 (931,71 + 57,72 |776,36 + 49,75 |1025,94 =+ 48,00
170. dakika [861,84 + 57,25 (946,77 + 52,88 |751,64 + 41,04 |994,33 + 68,21
180. dakika |[850,64 + 54,89 (948,11 + 57,36 |787,74 + 51,70 {97253 + 47,83
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Zaman (dakika)

47. Kontrol (Penisilin, 500 1U), Hp (0,6 ug), Hp (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) ve Hp (0,6 pg) +

AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 ug) gruplarinin spike frekans ylizde degisim degerleri (spike
yiizde degisimi + SEM). Gruplar kontrol (penisilin) grubu ile karsilastirildiginda; tek basma 0.6
ug Hp grubunda 30. dakikadan itibaren, 0,6 ug Hp + 0,25 ug AM-251 kombinasyon grubuna
gore 50. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildi ("= p< 0,05;"=p<0,01;
**=p<0,001). Ancak 06 ug Hp + 0,25 ug AM-251 + 7,5 ug ACEA grubuna gore herhangi bir
degisiklik saptanmadi (p>0,5) 0,6 pg Hp + 0,25 pg AM-251 + 7,5 pug ACEA kombinasyonu tek
bagma 0,6 pug Hp (*=p<0,05, -~ =p<0,01 ** =p<0,001) ve 0,6 ug Hp + 0,25 ug AM-251 (©
=p<0,05; °° =p<0,01; **° =p<0,001) gruplariyla karsilastirildiginda her iki gruba gore de 50.
dakikadan itibaren anlamli bir azalma goriildii, (Hp: Hemopressin), spike frekans degeri % =
(madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan o6nceki spike
frekans ortalamasi ) x 100

150 1
100 A
50
—®— Penisilin (kontrol)
—— Pen + Hp (0,6 gg)
—&— Pen+ Hp (0,6 gg) + AM 251 (0,25 pg)
—¥— Pen + Hp (0,6 gg) + AM 251 (0,25 ug) +ACEA (7,5 gg)

Zaman (dakika)

Sekil 48. Kontrol (Penisilin, 500 1U), Hp (0,6 pg), Hp (0,6 pg) + AM-251(0,25 pg) ve Hp (0,6 pg) +

AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) gruplarinin spike amplitiid yiizde degisim degerleri (spike
amplitiid yiizde degisimi = SEM). Amplitiid ylizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney
gruplarinda ne kontrol (penisilin) grubuna gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir
anlamlilik saptanmadi (p>0,05), (*= p< 0,05;**=p<0,01; ***=p<0,001 (*=p<0,05; =~ =p<0,01;
=+ =p<0,001), (® =p<0,05; ®® =p<0,01; ®**® =p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike amplitiid
degeri % = (madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan 6nceki
spike frekans ortalamasi ) x 100
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4.3.6. Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg) Grubunun Epileptiform Aktiviteye
Etkisi

500 IU penisilinin i.k. enjeksiyonundan 30 dk sonra etkisiz doz Hp (0,025 pg /2
ul) i.s.v. olarak, etkisiz doz Hp’den 10 dk sonra etkisiz doz AM-251 (0,125 pg / 2 ul)
yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri incelendiginde, Hp (0,025 ng) +
AM-251 (0,125 pg) kombinasyon grubu kontrol (penisilin) grubuna gore ortalama
spike frekansini 40. dakikadan itibaren anlamli bir sekilde artirdi (p<0,01), (Sekil 49D
ve 50), ancak ortalama spike amplitiid degerleri incelendiginde, kontrol (penisilin)
grubuna gore anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05), (Sekil 49D ve 51). 40. dakikada
kontrol (penisilin) grubunda ortalama spike frekans degerleri 40,404+2,57 spike/dk;
973,18435,61 pV iken, Hp (0,025 ng) + AM-251 (0,125 pg) grubunda 58,91+4,39
spike/dk; 932,42+8,02 uV olarak hesaplandi (Tablo 21 ve 22).

Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg) kombinasyon grubu tek basia Hp (0,025
pg) ve tek basina AM-251 (0,125 ng) gruplariyla karsilastirildiginda her iki gruba gore
de ortalama spike frekansinda 50. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptand1 ve artig deney sonuna kadar devam etti (p<0,05), (Sekil 49B, C, D ve 50),
ancak ortalama spike amplitiid degerleri incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir
fark gortilmedi (p>0,05), (Sekil 49B, C, D ve 51). 50. dakikadaki ortalama spike frekans
ve amplitiid degerleri sirasiyla tek bagina Hp (0,025 pg) grubunda 45,59+2,56 spike/dk;
833,42+34,60 pV tek bagma AM-251(0,125 pg) grubunda sirasiyla 46,014+4,21
spike/dk; 933,85+17,12 uV ve Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg) kombinasyon
grubunda sirasiyla 63,30+3,90 spike/dk; 954,02+7,82 uV olarak hesaplandi (Tablo 21
ve 22).

98



500Fv|5? , _

A) Penisilin G (500 IU) \

B) Penisilin G (500 IU) + Hp (0,025 ng)

C)Penisilin G (500 TU) + AM-251 (0,125 pg)

D) Penisilin G (500 IU) + Hp (0.025 pg) + AM-251(0,125 g

Sekil 49. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 1U), B) Penisilin + Hp (0,025 pg), C) Penisilin + AM-251
(0,125 pg) ve D) Penisilin + Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg) gruplarinin 90. dakikasindaki
ECoG kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV), 30 saniye; Bar 500 mikrovolt (uV), 5
saniye), (Hp: Hemopressin)
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Tablo 21. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,025 pg Hp, 0,125 pg AM-251 ve 0,025 pg Hp + 0,125 pg AM-
251 gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika i¢in ortalama degerleri (spike
ortalamasi + SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp (0,025 pg)
+
Zaman Kontrol Hp (0,025 ug) | AM-251 (0,125 pg) AM-251 (0,125
19)

0. dakika 42,01 + 0,03 |4133 + 128 |42,66 + 257 [4350 £ 0,99
10. dakika 40,64 + 2,17 3897 + 3,83 |45/48 + 123 [4576 + 1,08
20. dakika 40,02 + 328 [3963 + 3,01 |4585 + 2,78 |4527 + 2,38
30. dakika 3945 + 285 |41,18 + 3,63 |4754 + 2,48 [5282 + 4,46
40. dakika 4040 + 257 |4337 + 3,10 |46,91 + 408 |5891 + 4,39
50. dakika 3860 + 284 |4559 + 256 |46,01 + 421 6330 + 3,90
60. dakika 39,82 + 284 |4584 + 3,42 |49,09 + 294 |67,89 + 2,68
70. dakika 3897 + 3,04 |4459 + 3,73 |48,33 + 2,37 69,60 <+ 4,12
80. dakika 3793 + 2,75 42,73 + 2,01 |46,04 + 342 6894 + 4,69
90. dakika 3754 + 321 |4200 + 3,07 |4753 + 252 |7020 + 3,65
100. dakika 3866 + 323 |4456 + 1,49 |47,67 + 341 [6993 + 4,36
110. dakika 3840 + 323 |4138 + 2,71 |4881 + 282 |6889 + 435
120. dakika 37,72 + 293 |43,77 * 3,17 |4712 + 2,76 |68,12 <+ 464
130. dakika 36,35 + 351 41,00 * 246 |46,45 + 3,38 |6823 + 343
140. dakika 3782 + 357 |4346 *+ 2,80 |49,42 + 267 |6796 <+ 4,35
150. dakika 37,13 + 3,27 |4232 + 2,32 |49,16 + 3,30 [69,02 + 453
160. dakika 3758 + 3,08 |41,73 + 2,18 |4751 + 416 |7068 + 4,16
170. dakika 3548 + 256 [39,01 + 3,31 |46,00 + 4,18 |71,04 + 496
180. dakika 36,20 + 2,09 [4198 + 352 |46,18 + 399 |6781 + 455

Tablo 22. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,025 pg Hp, 0,125 pg AM-251 ve 0,025 pg Hp + 0,125 pg AM-
251 gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika icin
ortalama degerleri (spike amplitiid ortalamas1 + SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp (0,025 pg)

Zaman Kontrol Hp (0,025 pg) AM-251 (0,125 pg) +

AM-251 (0,125 pg)
0. dakika 1051,05 + 30,81 |1035,33 + 33,33 |1016,08 + 53,70 |1077,33 + 55,77
10. dakika |1043,19 + 1541 |91257 + 34,66 [986,82 + 13,90 [1069,55 =+ 4,70
20.dakika 972,70 £+ 23,01 |851,60 + 30,94 |983,10 + 6,38 |1050,34 + 3,28
30. dakika 981,65 + 17,10 [86354 + 32,53 196058 + 2191 |95790 + 7,96
40. dakika 973,18 + 35,61 |86599 + 26,38 |94381 + 10,25 |932,42 + 8,02
50. dakika 952,18 + 4531 [833,42 + 34,60 |933,85 + 17,12 |954,02 + 7,82
60. dakika 950,51 + 38,36 [81537 + 44,10 |908,81 + 7,46 |99761 + 7,59
70.dakika 959,79 + 32,68 [824,90 + 3454 |87392 + 10,81 |990,78 + 5,94
80. dakika 952,88 £+ 27,99 [826,80 + 42,68 |871,46 * 26,27 |941,10 + 4,90
90.dakika 932,97 £ 30,24 |820,90 + 45,77 |873,78 + 32,82 |88165 + 8,60
100. dakika |926,30 + 26,59 [800,02 + 52,51 |861,67 <+ 20,14 |859,03 + 9,37
110. dakika |928,96 + 35,18 | 763,00 * 46,55 |848,59 + 27,48 |923,08 + 6,08
120. dakika |882,27 + 51,83 |79950 + 4526 |849,75 + 46,89 (864,32 + 9,30
130. dakika |891,92 + 44,33 |766,97 + 61,37 819,48 + 2951 (87345 + 8,27
140. dakika |852,75 + 47,21 |768,40 + 37,32 {79280 + 2496 (87181 + 4,67
150. dakika |870,56 + 57,75 |748,02 + 32,83 |799,66 + 36,95 (880,62 + 8,07
160. dakika |840,58 + 53,61 |740,63 + 42,48 |785,72 + 39,71 (88749 + 6,61
170. dakika |861,84 + 57,25 (718,01 + 53,92 |796,97 + 41,73 |872,01 + 6,01
180. dakika |850,64 + 54,89 (71967 + 53,14 |779,36 + 41,82 (877,17 + 6,37
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Zaman (dakika)

Sekil 50. Kontrol (Penisilin, 500 1U), Hp (0,025 pg), AM-251 (0,125 pg), Hp (0,025 pg) + AM-
251(0,125 pg) gruplarmin spike frekans yiizde degisim degerleri (spike ylizde degisimi + SEM).
Gruplar kontrol (penisilin) grubu ile karsilastirildiginda; 0,025 ug Hp + 0,125 pg AM-
251grubunda 40. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenirken ("= p<
0,05;"=p<0,01; ™=p<0,001), tek basina 0,025 ug Hp ve tek basma 0,125 ng AM-251
gruplarinda herhangi bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). 0,025 pg Hp + 0,125 pg AM-251
kombinasyon grubu 0,025 pg Hp grubuna gore 50. dakikada ( * =p<0,05; - =p<0,01; -~
=p<0,001), aym sekilde 0,125 ug AM-251 grubuna gére de 50. dakikada istatistiksel olarak
anlamh bir artis saptandi ( © =p<0,05; ®® =p<0,01; **® =p<0,001), (Hp:Hemopressin), spike
frekans degeri %= (madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/  madde
uygulanmadan énceki spike frekans ortalamasi ) x 100
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Zaman (dakika)

Sekil 51. Kontrol (Penisilin, 500 IU), Hp (0,025 pg), AM-251 (0,125 pg), Hp (0,025 pg) + AM-251
(0,125 pg) gruplarmin spike amplitiid yiizde degisim degerleri (spike amplitiid ylizde degisimi +
SEM). Amplitiid ylizde degisim degerleri karsilastirildiginda, deney gruplarinda ne kontrol
(penisilin) grubuna gore ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanmadi,
(p>0,05), (p>0,05) (*= p< 0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001, (" =p<0,05; -~ =p<0,01; - =p<0,001),
(® =p<0,05; *® =p<0,01; ®*® =p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike amplitiid degeri % = (madde
uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan onceki spike frekans
ortalamasi ) x 100
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4.3.7. Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg) + ACEA (7,5 pg) Grubunun
Epileptiform Aktiviteye Etkisi

500 IU penisilinin i.k. enjeksiyonundan 30 dk sonra etkisiz doz Hp (0,025 pg /2
ul) i.s.v. olarak, etkisiz doz Hp’den 10 dk sonra etkisiz doz AM-251 (0,125 pg / 2 nl)
I.s.v. olarak ve etkisiz doz AM-251"den 10 dk sonra da etkin doz ACEA (7,5 ug/ 1 ul)
yine i.s.v. olarak enjekte edildi.

Hp (0,025 pug) + AM-251 (0,125 pg) + ACEA (7,5 ug) grubu kontrol (penisilin)
grubuyla karsilastirildiginda ortalama spike frekans ve amplitiid degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. 90. dakikadaki kontrol (penisilin)
grubunun ortalama spike frekans ve amplitiid degerleri sirasiyla, 37,54+3,21 spike/dk;
932,97+£30,24 pV iken Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg) + ACEA (7,5 pg)
kombinasyon grubunda sirasiyla 40,95+4,30 spike/dk; 1032,51+£96,33 uV olarak
hesaplandi (Tablo 23 ve 24).

Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 ug) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubu tek
basma Hp (0,025 pg) grubuyla karsilastirildiginda ortalama spike frekans ve amplitiid
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi ve bu durum deney sonuna
kadar devam etti (p>0,05), (Sekil 52B, D, 53 ve 54). 90. dakikadaki Hp (0,025 pg) +
AM-251 (0,125 pg) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubunun ortalama spike frekans
ve amplitiid degerleri sirastyla 40,95+4,30 spike/dk; 1032,51£96,33 uV iken Hp (0,025
pg) grubunda sirasiyla 42,00+£3,07 spike/dk; 820,90+45,77 pV olarak hesaplandi
(Tablo 23 ve 24).

Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 ug) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubu Hp
(0,025 pg) + AM-251 (0,125 ng) grubu ile karsilastirildiginda; 50. dakikada Hp (0,025
pug) + AM-251 (0,125 pg) + ACEA (7,5 pg) grubunun ortalama spike frekans ve
amplitiid degerleri sirasiyla 38,32+4,07 spike/dk; 1158,654+43,44 uV iken, Hp (0,025
Mg) + AM-251 (0,125 pg) grubunda sirasiyla 63,30+3,90 spike/dk; 954,02+7,82 pV
olarak hesaplandi (Tablo 23 ve 24). 50. dakikadan itibaren Hp (0,025 pg) + AM-251
(0,125 pg) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubunun ortalama spike frekansinda
gorulen azalma Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg) grubuna gore istatistiksel olarak
anlamhydr (p<0,01), (Sekil 52C, D ve 53) ancak ortalama spike amplitiid degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05), (Sekil 52C, D ve 54).
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A) Penisilin G (500 IU)

B) Penisilin G (500 TU) + Hp (0,025 pg)

C) Penisilin G (500 TU) + Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg)

D) Penisilin G (500 IU) + Hp (0,025 ug) + AM-251 (05125 pg)+ACEA (7,5 ng) _
Sekil 52. A) Penisilin (kontrol) grubu (500 1U), B) Penisilin + Hp (0,025 pg), C) Penisilin + Hp (0,025
Hg) + AM-251(0,125 pg) ve D) Penisilin + Hp (0,025 pg) + AM-251(0,125 pg) + ACEA (7,5

ug), gruplarinin 90. dakikasindaki ECoG kayitlarindan 6rnekler (Bar 1 milivolt (mV), 30 saniye;
Bar 500 mikrovolt (LV), 5 saniye), (Hp: Hemopressin)
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Tablo 23. Kontrol (penisilin, 500 IU), 0,025 pg Hp, 0,025 pg Hp + 0,125 pg AM-251 ve 0,025 pg Hp +
0,125 pg AM-251 + 7,5 pg ACEA gruplarindan alinan kayitlarin spike frekans yiizdelerinin
kontrol grubuna gore her 10 dakikadaki ortalama degerleri (spike ortalamasi + SEM), (Hp:
Hemopressin)

Hp (0,025 ug) Hp (0,025 pg)+
+ AM-251 (0,125

Zaman Kontrol Hp (0,025 pg) AM-251 (0,125 L)+
Hg) ACEA (7,5 1g)
0. dakika 42,01 + 0,03 |4133 + 1,28 |43,50 + 0,99 |40,29 + 0,60
10. dakika 40,64 + 2,17 |38,97 + 3,83 |45,76 + 1,08 4316 + 354
20. dakika 40,02 + 328 39,63 + 3,01 |45,27 + 238 [4537 + 3,73
30. dakika 3945 + 285 |41,18 + 3,63 |52,82 + 446 [46,05 £ 190
40. dakika 4040 + 257 |4337 + 3,10 |58,91 + 439 [4365 + 3,70
50. dakika 3860 + 284 4559 + 256 |63,30 + 390 (3832 £ 4,07
60. dakika 39,82 + 284 |4584 + 342 |67,89 + 268 [3794 + 132
70. dakika 3897 + 304 4459 + 3,73 |69,60 + 412 [40,21 £ 457
80. dakika 3793 + 275 42,73 + 2,01 |68,94 + 469 [40,71 £ 4,10
90. dakika 3754 + 321 42,00 + 3,07 |70,20 + 365 [40,95 £ 4,30
100. dakika 3865 + 323 |4456 + 1,49 |69,93 + 436 [42,04 + 4,14
110. dakika 3840 + 323 |4138 + 2,71 |68,89 + 435 [3832 + 0,94
120. dakika 37,72 + 293 |43,77 + 3,17 |68,12 + 464 |3682 + 0,17
130. dakika 36,35 + 351 41,00 + 246 |68,23 + 343 |3825 + 543
140. dakika 3782 + 357 |4346 + 280 |67,96 + 435 |3756 + 4,63
150. dakika 37,13 + 327 |4232 + 2,32 |69,02 + 453 [3884 + 3,50
160. dakika 3758 + 3,08 |41,73 + 2,18 |70,68 + 416 [41,03 + 3,74
170. dakika 3548 + 256 39,01 + 3,31 |71,04 + 496 [3929 + 154
180. dakika 36,20 + 2,09 |4198 + 352 |67,81 + 455 |3837 £ 0,95

Tablo 24. Kontrol (penisilin, 500 1U), 0,025 pg Hp, 0,025 ug Hp + 0,125 pg AM-251 ve 0,025 pg Hp +
0,125 ug AM-251 + 7,5 pg ACEA gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV)
olarak her 10 dakika ortalama degerleri (spike amplitiid ortalamasi =+ SEM), (Hp: Hemopressin)

Hp 002519) | 3% Oy 015
Zaman Kontrol Hp (0,025 pg) + ug)+ '
AM-251 (0,125 pg) ACEA (7.5 1g)

0. dakika 1051,05 =+ 30,81 |1035,33 + 33,33 |1077,33 £ 55,77 |1173,83 + 47,09
10. dakika |1043,19 = 1541 |91257 + 34,66 |1069,55 * 4,70 |1162,86 * 66,35
20.dakika 972,70 + 23,01 |851,60 * 30,94 |1050,34 =+ 328 |113496 =+ 82,07
30. dakika 98165 + 17,10 |86354 + 32,53 957,90 * 7,96 |1123,71 =+ 52,27
40.dakika 973,18 + 3561 |[86599 + 26,38 |93242 £ 8,02 |112855 =+ 4156
50. dakika 952,18 + 4531 |833,42 * 34,60 [954,02 + 7,82 |1158,65 = 43,44
60. dakika 950,51 + 38,36 81537 £ 44,10 |997,61 * 759 |112727 * 72,49
70.dakika 959,79 + 32,68 |82490 * 34,54 {990,78 * 594 |1091,18 =+ 87,02
80. dakika 952,88 + 27,99 826,80 * 42,68 |941,10 * 4,90 |1040,22 * 94,47
90. dakika 932,97 + 30,24 |820,90 * 4577 |88165 <+ 860 |103251 =+ 96,33
100. dakika [926,30 + 26,59 |800,02 + 5251 |859,03 + 9,37 106850 £ 57,05
110. dakika [928,96 + 3518 |763,00 * 46,55 |923,08 + 6,08 99347 £ 5747
120. dakika [882,27 + 51,83 |799550 =+ 4526 [864,32 + 9,30 |1012,79 =+ 80,07
130. dakika [891,92 + 44,33 |766,97 * 61,37 |87345 + 8,27 984,63 £ 55,00
140. dakika [852,75 + 47,21 |768,40 * 37,32 |871,81 + 467 |1047,96 £ 78,39
150. dakika [870,56 + 57,75 |748,02 + 32,83 |880,62 + 8,07 |1027,12 =+ 24,78
160. dakika [840,58 + 53,61 |740,63 + 4248 |887,49 + 661 99259 £ 2520
170.dakika [861,84 + 57,25 718,01 * 53,92 |872,01 + 6,01 94521 £ 49,19
180. dakika |850,64 + 54,89 |719,67 <+ 53,14 |877,17 + 6,37 |1009,05 =+ 82,29
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Spike frekansi ylizde (% ) degisimi

—®— PpPenisilin (kontrol)
250 | ™ Pen + Hp (0,025 mg)
Pen + Hp (0,025 pg) + AM 251 (0,125 pg)

—¥— Pen+ Hp (0,025 gg) + AM 251 (0,125 @g) +ACEA (7,5 Wg)

200 A

150 A

100 A

50

Zaman (dakika)

Sekil 53. Kontrol (Penisilin, 500 IU), Hp (0,025 pg), Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 ug), Hp (0,025 pg)

Spike amplitidi ylzde (% ) degisimi

+ AM-251 (0,125 pg) + ACEA (7,5 pg) gruplarinin spike frekans yiizde degisim degerleri
(spike yiizde degisimi £ SEM). Gruplar kontrol (penisilin) grubu ile karsilastirildiginda; 0,025
pg Hp + 0,125 pg AM-251 grubunda 40. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlenirken ("= p< 0,05;"=p<0,01; **=p<0,001), tek basina 0,025 pug Hp ve 0,025 ug Hp + 0,125
pg AM-251 + 7,5 pg ACEA kombinasyon gruplarinda her hangi bir degisiklik goriilmedi,
(p>0,05). 0,025 pg Hp + 0,125 png AM-251 + 7,5 ng ACEA kombinasyon grubu 0,025 ng Hp +
0,125 ng AM-251 grubuna gore 50. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptandi (® =p<0,05; *® =p<0,01; **° =p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike frekans degeri %=
(madde uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/ madde uygulanmadan onceki spike
frekans ortalamasi ) x 100

150 1
100 A
50 —@— Penisilin (kontrol)
—#— pen + Hp (0,025 W)
Pen+Hp(0.025’g)+AM251(0‘125'g)
—¥— Pen+ Hp (0,025 Wg) + AM 251 (0,125 @g) +ACEA (7,5 §g)

Zaman (dakika)

Sekil 54. Kontrol (Penisilin, 500 TU), Hp (0,025 ug), Hp (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg), Hp (0,025

ug) + AM-251 (0,125 pg) + ACEA (7,5 pg) gruplarinin spike amplitiid yiizde degisim degerleri
(spike amplitid yiizde degisimi + SEM). Amplitiid ylizde degisim degerleri karsilastirildiginda,
deney gruplarinda ne kontrol(penisilin) grubuna goére ne de kendi aralarinda istatistiksel agidan
bir anlamlilik saptanmadi (p>0,05), (p>0,05) (*= p< 0,05;**=p<0,01; ***=p<0,001 ( ® =p<0,05;
®® =p<0,01; ®*® =p<0,001), (Hp: Hemopressin), spike amplitid degeri % = (madde
uygulandiktan sonraki spike frekans ortalamasi/madde uygulanmadan Onceki spike frekans
ortalamasi ) x 100
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5. TARTISMA

Sunulan ¢alismada, penisilin modeli deneysel epilepside CB1 kannabinoid
reseptor ligand1 hemopressinin etkisi; kanabinoid CB1 reseptor agonisti ACEA’nin ve
antagonisti AM-251’in penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye olan etkisi ile bu
aktivite Uzerine hemopressinin, ACEA ve AM-251"in ekilesimleri incelendi.
Hemopressin 2 pl ¢ozlcu icerisinde 0,025 pg; 0,075 pg; 0,15 pg; 0,3 pg; 0,6 ug; 1,2
ug; 2,4 ug dozlarinda i.s.v. olarak enjekte edildi. 0,025 pg disinda tiim dozlarin etkili
oldugu, en etkin dozun ise 0,6 oldugu belirlendi. Hemopressinin 0,6 ug (etkin doz),
0,025 pg (etkisiz doz); AM-251’in 0,25 pg (etkin doz) ve 0,125 pg (etkisiz doz);
ACEA’nin ise 7,5 pg (etkin doz) ve 2,5 ng (etkisiz doz) dozlari i.s.v uygulanarak, bu
maddelerin birbirlerine ve epileptiform aktivite lizerine etkileri arastirildi. Elde edilen

bulgular literatiir esliginde asagidaki sekilde gruplandirilarak tartigildi.

5.1. Penisilinle Olusturulan Epileptiform Aktivite

Penisilin modeli deneysel epilepsi, epilepsi arastirmalarinda sik kullanilan bir
modeldir. Penisilinin epileptojenik etkisi, ilk kez Walker ve Johnson (1945) tarafindan
bulundu. Kedi, kopek ve maymunun serebral korteksine penisilin uygulanmasinin
epileptik nobetlere neden oldugunu gosterdiler. Penisilin, bir GABA reseptor
antagonisti olan bikukulin ile yapisal benzerliginden dolay1 (beyin korteksine direkt
olarak uygulanan penisilinin doza bagl olarak) IPSP bloke ederek kortekste GABA
inhibisyonuna neden olmakta ve korteks dilimlerinden glutamat salgisini arttirarak
epileptik nobet olusturmakta, boylece eksitatdr sistemler lehine bozulan denge, epileptik
aktiviteye neden olmaktadir (Walden ve ark., 1992). Ayrica, anestezili kedide penisilin
epilepsisi baslamadan &nce ekstraselliiler Ca*? seviyesinin arttig1 gdzlenmis ve
penisilinin parasinaptik yollardan ve Ca*? iizerinden de etki ederek burst aktivitesine yol
acabilecegi tespit edilmistir (Hokfelt, 1991).

Penisilin modeli, olusturulmasi kolay olan bir modeldir ve insanda g6zlenen
nobetlere kismen benzemektedir (Edmonds ve ark., 1974). Deneysel epilepsi modelleri
arasinda sik kullanilan penisilin modeli Edmonds ve ark. (1974), tarafindan farkl
omurgalilarda stirekliligi olan, tetiklendikten sonra spontan, hizli, etkili nébetlerin
olusmast i¢in en uygun model oldugu ve bu modelin bazi avantajlarinin bulundugu

bildirilmistir:
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1- Penisilin balik ve insan1 da kapsayan vertebralilarda fokal ndbetlere neden
olur.

2- Nobetlerin ortaya ¢ikmasi hizlidir ve ¢cok kolaylikla kaydedilebilir. Epileptik
aktivite, penisilin uygulanmasindan sonra 15 dakika iginde baslar ve birkag
saat boyunca devam eder.

3- Penisilin uygulanmasini takiben patomorfolojik degisiklikler nadir olarak
goraldr.

4- Epileptik odaktan yayilan aktivitenin hizi ve nobetin klinik belirtilerinin
siddeti uygulanan penisilin dozuna baghdir.

5- Penisilin ile olusturulan ndbetler antikonviilsan maddelere direncli degildir.

6- Meydana getirilen epileptiform aktivite, penisilin uygulamasindan 24 saat
sonra tamamen kaybolur.

Penisilinle olusturulan deneysel epilepsi modelinin; insanda gdzlenen ndbetlere
kismen benzer olmasi, olusturulmasinin kolayligi, ucuz olmasi olusturulan modelin 210
dakikalik siire¢ igerisinde farkli maddelerin uygulanarak etkilerinin incelenmesine
imkan tanimasi ve sicanin diger laboratuvar hayvanlarina gére bu modele daha duyarl
olmasi sunulan ¢alismanin bu model kullanilarak yapilmasi i¢in tercih sebebi olmustur.
Bu nedenle sunulan ¢alisma da, anestezi altindaki siganlara intrakortikal yolla penisilin
uygulanarak akut jeneralize deneysel epilepsi modeli olusturuldu. Elde edilen verilerin
analizi sonucu epileptiform aktivitenin spike frekansi ve amplitiid degerlerinin
laboratuvarimizda daha Once yapilan caligmalarla uyum igerisinde oldugu goriildi
(Ayyildiz ve ark., 2007; Bosnak ve ark., 2007; Ayyildiz ve ark., 2008; Yildirim ve ark.,
2010; Cakil ve ark., 2011).

5.2. Kanabinoid CB1 Reseptér Agonist ve Antagonistlerinin Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

Kanabinoidlerin sinir sisteminin fonksiyonlarini diizenledigi, noronlar arasindaki
eksitator baglantilar sonucu olusan burst aktiviteyle iligkisi ve MSS’ de eksitator ve
inhibitdr ndrotransmitterler arasinda bir denge olusturdugu bilinmektedir. Kanabinoid
sisteminin epileptik aktivite iizerine olan etkisinin CB1 reseptor araciligi ile oldugu
kabul edilmektedir (Gordon ve Devinsky 2001; Katona ve Freund, 2008; Castillo ve
ark., 2012; Agar, 2015).
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5.2.1. Hemopressinin Penisilinle Olusturulan Epileptiform Aktiviteye
Etkisi

Son yillarda noéron koruyucu ajanlara karsi ilgi artmis olup birgok néropeptidin
noroprotektif etkisinin oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Lokanathan ve ark.,
2016). Epilepsi hastaligina yonelik c¢alismalarda ise noropeptidler biiyiik 6nem
kazanmistir. Hemopressin CB; kanabinoid reseptorii i¢in tanimlanan ilk peptit
ligandidir (Heimann ve ark., 2007). Ancak hemopressinin in vivo/in vitro g¢alismalarda
kanabinoid reseptor agonist ya da antagonisti oldugu tartismalidir (Heimann ve ark.,
2007; Dodd ve ark., Li ve ark., 2016). Yapilan ¢alismalarda hemopressinin i.p., oral,
1.s.v. uygulanmasinin kan-beyin bariyerini gecerek istahi baskiladigi, hipotansiyona
neden oldugu ve anksiyojenik etki gdstererek CB1 reseptor antagonist gibi davrandigi
ancak gastrointestinal motiliteyi baskilayarak CB1 reseptor agonisti gibi etki ettigi, bazi
calismalarda ise antinosisepsiyon etkisinin agonist ya da antagonist olarak
davranabilecegi ileri siiriilmiistir (Rioli ve ark., 2003; Dale ve ark., 2005b; Dodd ve
ark., 2010; Hama ve Sagen, 2011). Ancak, bu zamana kadar yapilan g¢aligmalarda
hemopressinin epileptiform aktivite iizerine olan etkisi heniiz ¢alisilmamistir. Sunulan
calismada hemopressinin penisilinle olusturulan epileptiform aktivite iizerine olan etkisi

elektrofizyolojik ECoG analizleri ile degerlendirildi.

Sunulan ¢alismada, siganlara 500 IU Penisilin-G 500 i.k. olarak uygulanarak
epileptiform aktivite olusturulduktan 30 dakika sonra hemopressin (2 pl hacimde)
intraserebroventrikiler yoldan 0,025 ug; 0,075 pg; 0,15 ug; 0,3 pg; 0,6 ug; 1,2 ug; 2,4
ug dozlarinda uygulandi.

Hemopressin (0,025 pg’lik  doz hari¢) calisilan tiim dozlarda gecte olsa
prokonviilsan etki gosterdi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hemopressinin 0,075
png’ lik dozu 110. dakikadan; 0,15 pg‘lik ve 0,3 pg‘lik dozlart 50. dakikadan; 0,6 pg’
lik dozu 30.dakikadan; 1,2 pg’ lik dozu 100. dakikadan; 2,4 png’ lik dozu ise 130.
dakikadan itibaren epileptiform aktiviteyi artirdi. 0,6 pg’lik hemopressin ilk 30 dk
icinde epileptik aktiviteyi artirmasi ve artis1 kayit boyunca devam ettirmesi sebebiyle
etkin doz olarak belirlendi. Hemopressinin 0,025 pg dozu kontrol grubuna goére
ortalama spike frekansinda deney sonuna kadar anlamli bir degisiklik olusturmadi

dolayisiyla etkisiz doz olarak edildi. Ortalama spike amplitiid degerleri agisindan ne
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deney gruplarinin kontrol grubuna gore ne de kendi aralarinda anlamli bir fark tespit
edilmedi.

Heimann ve ark. (2007), hemopressini 50 pg/kg (i.p.) ve 500 ug/kg (i.p.)
dozlarinda uyguladilar her iki dozda da antinosiseptif etki gozlediler. Antinosiseptif
etkinin en fazla 500 pg/kg dozda ortaya c¢iktigini buldular. Yapilan baska bir ¢caligmada
sicanlara hemopressin 500 nmol/kg (i.p.) uygulandiginda gida aliniminin azaldigi
goriilmiistir (Dodd ve ark.,2010). Fogaca ve ark. (2014), Wistar si¢anlarda
hemopressinin 0.05 mg/kg (i.p) ve 0.5 mg/kg (oral) dozlarin1 uyguladiklarinda her iki
dozunda anksiyojenik benzeri etkiler gosterdigini buldular. Serebral iskemi/reperfiizyon
fare modeli kullanilarak kanabinoid agonist ve antagonistlerinin ndroprotektif etkisinin
arastirildigl bir calismada hemopressin 1 mg/kg dozda i.p. uygulanmis ve kanabinoid
reseptor agonisti ACEA’ nin olusturdugu noéroprotektif etkinin hemopressin tarafindan
kismen de olsa baskilandigi goriilmiistiir (Ma ve ark., 2014). Elde ettigmiz sonug
literatirle uyumludur. Genelde i.s.v uygulanan dozlar i.p dozlarin binde biri
oranindadir, bu agidan bakildiginda i.s.v 0,6 pg hemopressinin etkin doz olmasi, i.s.v
0,025 pg dozun ise etkisiz olmast literatiirle uyumludur ( Heimann ve ark., 2007; Dodd
ve ark.,2010; Fogaca ve ark., 2014; Ma ve ark., 2014).

Hemopressin ve ilgili peptidlerin birgok biyolojik fonksiyona dahil olabilecegi
distintilmektedir (Dodd ve ark., 2013; Dvoracsko ve ark., 2016). Hemopressinin
penisilinle olusturulan epileptiform aktivitede prokonviilsan etki goOstermistir.
Hemopressinin hangi mekanizmayla ndbet aktivitesini artirabilecegi mevcut literatiir
15181nda tartisilmastir.

Lippton ve ark. (2006), yaptiklar1 deneysel arastirmada hemopressinin si¢an
sistemik arter basinci, kardiyak debisi ve sistemik vaskiiler direng iizerine etkisini NO
inhibitori L-NAME ve siklooksijenaz inhibitori sodyum meklofenamat ile
karsilastirarak arastirmiglardir. Hemopressinin sistemik vazodepressor yanitt L-NAME
ile inhibe edilirken meklofenamat ile degismedigi gorilmiistir. Buna ek olarak,
hemopressinin izole edilmis sican aortu ve pulmoner arteri lizerinde dogrudan kontraktil
ve gevsetici aktivitesinin olmadigi  bulunmustur. Bu veriler dogrultusunda
hemopressinin sigan sistemik vaskiiler yatagindaki dilatasyonu prostasiklin dahil olmak
tizere siklooksijenaz {irlinlerinin olusumundan bagimsiz olarak endojen NO oksit

saliimiyla oldugu gosterilmistir (Lippton ve ark., 2006). Rioli ve arkadaslar1 tarafindan
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yapilan bagka bir ¢alismada hemopressinin sican aortunun hem kasilmast hem de
gevsemesi lizerine dogrudan etkisinin olmadigi gosterilmistir (Rioli ve ark., 2003). Bu
iki ¢alismanin sonuglarina gére hemopressinin NO salinimini artirdigr ileri stirilmistir.
Yapilan ¢alismalara bakildiginda NO artiginin hem antikonviilsan hem de prokonviilsan
oldugu ileri stiriilmiistiir (Marangoz ve ark., 1994; Lu ve ark.,1998; Rajasekaran, 2003;
Yildirim ve ark., 2011). Bu nedenle hemopressin NO artis1 tizerinden prokonviilsan etki
gostermistir diye ileri stiremeyiz.

Hemopressin ile ilgili yapilan baska bir calismada; yilikseltilmis art1 labirent testi
kullanilarak wistar siganlarda hemopressinin olasi davranissal etkinligi arastirilmistir.
Calismada, hemopressinin anksiyojenik etki gosterdigi, bu etkiyi TRPV1 antagonisti 6-
iyodonordihidrokapsazisinin ~ (SB366791,1 nmol) o6nledigi, AM-251in ise
degistirmedigi gosterilmistir. Bu verilere dayanarak hemopressinin i.s.v uygulanmasinin
TRPV1 reseptorlerini aktive ederek anksiyojenik etki gosterdigi ileri siiriilmustiir
(Fogaca ve ark., 2014).

TRPV1 reseptorleri, endojen segici olmayan katyon kanallaridir.
Endovanilloidler adi verilen lipid ligandlar ile aktive olurlar (Di Marzo ve ark., 2001,
Van Der Stelt ve Di Marzo, 2004). Bu reseptorler, periferde, esasen duyu néronlarinda
agrimin  modiilasyonunda rol alirlar. Son zamanlarda TRPV1 ile ilgili yapilan
caligmalarda, bu kanalin ayn1 zamanda epilepside de rol oynayabilecegi gosterilmistir
(Chen ve ark., 2013; von Riden ve ark., 2015). TRPV1 proteininin ekspresyonunun,
temporal lob epilepsisi olusturulan farelerin dentat girusu gibi epileptik beyin
bolgelerinde artti1 bildirilmistir (Bhaskaran ve ark., 2010). Insanlarda yapilan bir
calismada temporal lob epilepsili hastalarin hipokampuslarinda TRPV1 ekspresyonun
arttigl gorilmiistiir (Sun ve ark., 2013). Yapilan baska bir calismada, sicanlarda
hipokampal dilimlerde epileptiform aktivitenin TRPV1 kanal agonisti kapsaisin ile
artt1igi ve TRPV1 kanal antagonisti iyodoreiniferatoksin (IRTX) tarafindan ise bloke
edildigi bildirilmistir (Iannotti ve ark., 2014). Yakimn tarihli diger yayinlarda TRPV1
kanal antagonisti olan kapazepinin (CPZ) antiepileptik etkileri oldugu ileri siirtilmiistiir
(Manna ve ark., 2012; Chen ve ark., 2013; Naziroglu ve ark., 2014; von Riiden ve ark.,
2015). CPZ’ nin epileptiform aktiviteyle iliskisini arastiran bir ¢alismada, epileptik
farelerin hipokampusunda TRPV1 kanalinin ekspresse edildigi bulunmus, CPZ’nin

devam eden iktal aktiviteyi ve ndbet aktivitesinin yayilimini baskiladigi gosterilmistir
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(Gonzalez-Reyes ve ark., 2013). Siganlarda OLDA (TRPV1 reseptor agonisti) ile
indiklenen prokonvilsan etki AMG-9810 (TRPV1) antagonisti ile tersine g¢evrilmistir
(Shirazi ve ark., 2014). TRPV1 kanal aktivasyonunun prokonviilsan etki gosterdigi daha
bircok yapilan calismayla kanitlanmistir (Sun ve ark., 2013; Ghazizadeh ve ark., 2014).
Ayrica literatirde TRPV1 aktivasyonunun hangi mekanizmayla prokonviilsan etki
gosterdigine yonelik bilgiler de mevcuttur. Insanlarda ve deney hayvanlarinda yapilan
caligmalarda, glutamat salimimi ve glutamat kaynakli sinyalizasyonun TRPV1 kanal
aktivitesi ile arttirlldigi bildirilmistir (Starowicz ve ark., 2007; Lee ve ark., 2012;
Fawley ve ark., 2014). Glutamat norotransmitterinin epilepsi hastaliginin etyolojisinde
onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Glutamat salinimi ile TRPV1 kanal aktivasyonu
arasindaki etkilesime ek olarak, TRPV1 kanallarinin aktivasyonu, GABA ve
katekolaminlerin saliniminda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Shoudai ve ark.,
2010; Gonzélez-Aparicio ve ark., 2014; von Riden ve ark., 2015). GABA, gulutamat
gibi ndrotransmitterlerin sinaptik etkinligi ve epilepsiyi modiile ettigini gdsteren ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur (Dinuzzo ve ark., 2014; Vetrile ve ark., 2014). Epilepsi
olusumunun temel mekanizmasi olarak eksitator sistemin (glutamat) artmasi, inhibitor
sistemin (GABA) azalmasi oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Ayni1 zamanda, Na* ve
Ca*? katyonlarinin hiicre icerisine girislerinin ndronlar1 depolarize etmesine ve aksiyon
potansiyellerini atmasina neden oldugu da bilgiler arasindadir. TRPV1 kanal
aktivasyonu Na*ve Ca*?katyonlarmin akisini daha da artirabilir (Gonzalez-Aparicio ve
ark., 2014). Literatiirdeki verilerden yola ¢ikarak hemopressinin TPRV1 kanal
aktivasyonunu artirarak prokonviilsan etki gosterebilecegi ileri siiriilebilir.

TRPV1 kanallarmin nitrik oksit tarafindan direkt olarak aktive edildigi
bildirilmistir. Cys553 ve Cys558'in  TRPV1 kanallarinin  besinci ve altinc
transmembranlar1 arasinda bulundugu ve bu amino asitlerin, nitrik oksit stimiilasyonuna
yanit olarak TRPV1 aktivasyonu i¢in Onemli bir role sahip oldugu gosterilmistir
(Yoshida ve ark., 2006; Susankova ve ark., 2006; Takahashi ve ark., 2012).
Hemopressininin NO etkilesimiyle ilgili yapilan iki ¢alismada da, hemopressinin NO
salimimin1 dogrudan artirdigr gosterilmistir (Rioli ve ark., 2003; Lippton ve ark., 2006).
Hemopressin TRPV1 kanallarin1 dogrudan aktive ederek prokonviilsan etki gostermis

olabilecegi gibi, NO salinimini artirarak TRPV1 reseptor aktivasyonuna neden olmus ve
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bu yol araciligiyla da prokonviilsan etki gostermis olabilir (Rioli ve ark., 2003; Lippton
ve ark., 2006; Susankova ve ark., 2006; Takahashi ve ark., 2012).

Heiman ve ark. (2007), konformasyon-durum duyarli antikorlar1 kullanarak ve
fare beyin dokusunda endojen peptid paneli taradiklar1 calismada sadece hemopressinin,
antikor baglanmay1 biiylik oOl¢iide modiile edebildigini ve CBI1 reseptorleri igin
potansiyel bir ligand olabilecegini buldular. Ayrica hemopresinin CB1 reseptorlerinin
taninmasinda agonist aracili artisin engellenmesine yol agtigmmi gordiiler. Bu,
hemopresinin CB1 reseptorleri i¢in oldukca segici bir ligand oldugunu diisiindiiren
yakindan iligkili CB2 reseptorleri de dahil olmak {iizere test edilen diger reseptdrlerle
gbozlenmemistir. Daha sonra Scrima ve ark. (2010), dairesel dikroizm ve niikleer
manyetik rezonans spektroskopisi kullanarak, hemopressinin yapisal analizini ¢alistilar.
Elde edilen bulgulara gore; enerji degerleri, baglanma ve kenetleme sabitlerine
bakildiginda hemopressinin CB1 reseptoriiyle etkilesime girdigi gosterilmistir. Yapilan
bir c¢alismada hemopresinin gida alimi tiizerindeki etkisi CB1 nakavt farelerde
goriilmemistir (Dodd ve ark., 2010). Hemopressin ile ilgili yapilan tiim ¢aligmalarda
hemopressinin segici olarak CB1 reseptoriine baglandig1 gosterilmistir, ancak agonist ya
da antagonist oldugu tartigsmalidir.

CBI1 reseptorlerinin epileptiform aktiviteye etki ettigine dair pek ¢ok ¢alisma
mevcuttur (Kawamura ve ark., 2006; Katona and Freund, 2008; Kozan ve ark., 2009;
Cakil ve ark., 2011; Agar, 2015). Yapilan calismalarin ¢ogunda kanabinoid CBI
reseptor agonistlerinin antikonviilsan etkili oldugu gosterilmistir. Wallece ve ark.(2002),
yaptiklar1 ¢alismada CBi: reseptorinde endojen kannabinoid tonusun ortadan
kaldirilmasinin nobet duyarliligini artirdigin1 buldular. Baska baska caligmalarda ise
glutaminerjik akson terminallerinde CB1 reseptorii aracilifiyla glutamat saliniminin
azaltilarak antikonviilsan etki gosterdigi bulundu (Azad ve ark, 2003; Monory ve ark,
2006). Siganlarda olusturulan pilokarpin modeli epilepside A9- THC in (10 mg/kg),
CBI reseptor agonisti WIN55,212nin (5 mg/kg) epileptik desarjlar1 tam olarak ortadan
kaldirdig1, CB1 reseptdr antagonisti SR141716A‘nin ise hem ndbetin siiresini hem de
frekansim1  Oonemli oranda artirdigr bildirilmektedir (Wallace ve ark., 2003).
Hemopressin CB1 reseptor agonisti gibi davranmis olsaydi antikonviilsan etki

gostermesi beklenirdi ancak sunulan ¢alismada hemopressin prokonviilsan etki
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gostermistir. Bu nedenle hemopresinin CB1 reseptor agonisti gibi hareket etmedigini
diisiinebiliriz.

CBI reseptor antagonistlerinin epileptiform aktivite ilizerine etkisine baktigimiz
da, yapilan ¢ok sayida ¢alismada CB1 reseptor antagonistlerinin prokonviilsan oldugu
gosterilmigtir (Wallace ve ark., 2003; Kozan ve ark., 2009). Tek basina uygulandig
zaman CB1 antagonistlerinin kimyasal ve elektriksel epilepsi modellerinde ndbet
frekansin1 ve siiresini artirdigi (Deshpande ve ark., 2007; Vinogradova ve ark., 2011;
Arslan ve ark., 2014; Kow ve ark., 2014), hatta epileptik olmayan saglikli siganlarda
kriptojenik nobet duyarliligini artirdigr bildirilmistir (van Rijn ve ark., 2011). Deneysel
epileptik hayvan modellerinde de, CB1 reseptoriiniin tiim hiicrelerde bloklandig1 ve
glutaminerjik noronlarda spesifik olarak sadece CB1 reseptoriiniin bloklandigr ve
nobetlerin siddetinin arttig1 gosterilmistir (Marsicano ve ark., 2003; Monory ve ark.,
2006; Kow ve ark., 2014; von Ru “den ve ark., 2015). Sunulan ¢aligmada hemopressin
0,025 pg harig tum dozlarda ge¢ de olsa prokonviilsan etki gosterdi ve 0,6 pg
uygulandiginda 30. dakikada spike aktivitesini anlamli oranda artirdi. Ayrica ndbet
esnasinda status epiletikus benzeri desarjlar goriildii. Bulgularimiz, deneysel epilepsi
modellerinde CB1 reseptdr antagonistlerinin CB1 reseptorleri araciligiyla gosterdikleri
prokonvilsan etkiler literatur ile uyumludur. Bu sebeple hemopresinin CB1 reseptor
antagonisti gibi davrandigi diistiniilebilir. Ayrica hemopressinin negatif allostretik bir
modulator olabilecegi de idda edilmistir (Dale ve ark., 2005a; 2005b; Gomes ve ark.,
2009). Ancak hemopressinin tek basina nobet artisini saglayabilmesi hemopressinin
CB1 reseptorlerinin negatif allosterik modulatérlerinden ziyade CB1 reseptor

antagonisti olabilecegi ileri stirtilebilir.
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5.2.2. Kanabinoid CB1 Reseptdr Agonisti ACEA ve Antagonisti AM-251’ in
Epileptiform Aktiviteye Etkisi
ACEA’ nin ve AM-251" in CBI reseptorlerine olan afinitesinin CB2’ye oranla
cok daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Hillard ve ark., 1999). Bu nedenle sunulan
calismada kanabinoidlerin penisilin epilepsisi iizerine etkilerini arastirmak icin selektif
CB1 reseptor agonisti olarak ACEA ve antagonisti olarak da AM-251 kullanilmistir.
Sunulan ¢alismada, kannabinoid CB1 reseptor agonisti ACEA ve antagonisti
AM-251"1n penisilinle olusturulan epileptiform aktivite lizerine etkileri incelendi. Bu
amacla penisilin (500 U, i.k) enjeksiyonundan 30 dk sonra AM-251 (0,25 ug ve 0,125
ng) ve ACEA‘nin (7,5 pg ve 2,5 ng) etkin ve etkisiz dozlar1 uygulandi. Penisilin modeli
epilepside  ACEA ve AM-251’in etkin ve etkisiz dozlar1 ig¢in daha Once

laboratuvarimizda yapilan ¢alismalar referans alindi (Kozan ve ark., 2009).

Penisilinle olusturulan epileptiform aktivitede AM-251’in 0,25 pg’lik dozu
prokonviilsan etki gosteritken, ACEA’nin 7,5 pg’lik dozu antikonviilsan etki
gostermistir. Penisilinden sonra AM-251"in 0,25 pg’lik doz uygulanan grubunda, 30.
dakikadan itibaren kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda ortalama
spike frekansinin arttig1 tespit edildi. Kayit esnasinda status epileptikus benzeri desarjlar
gozlendi. ACEA’nin 7,5 pug uygulanan grubunda ise 60. dakikadan itibaren kontrol
grubuna gore ortalama spike frekans: anlamli oranda azaldi. AM-251 (0,25 pg ) +
ACEA (7,5 ng) birlikte uygulandiginda ise kontrol grubuna gore 30. dakikadan itibaren
spike frekansi degerlerinde anlamli oranda artis gozlendi. Ancak AM-251 (0,25 pug ) +
ACEA (7,5 pg) kombinasyon grubu tek basina enjekte edilen AM-251 (0,25 pg )

grubuna gore anlamh degildi.
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Yapilan calismalar, ACEA’nin etkin dozunda gosterdigi antikonviilsan etkiyi
AM-251" in inhibe ederek prokonviilsan aktiviteye yol agtig1 goriilmektedir. Yapilan bir
calismada; sigan noron kiiltiiriinde olusturulan status epileptikus benzeri ndbet
aktivitesinin CB1 reseptor agonisti WIN-55,212-22 tarafindan azaltildigi, AM-251 ile
birlikte WIN-55,212-22 kullanildiginda ise status epileptikus nobet aktivitesinin devam
ettigi ve ACEA’ nin nobet azaltici etkisinin ortadan kalktig1 goriilmiistiir (Deshpande ve
ark., 2007). Yine yapilan bagka bir ¢alismada benzer bulgular elde edilmis AM-251"in
(1 mg/kg/i.p) PTZ ile olusturulan epilepsi modelinde prokonviilsan etki gosterdigi
bulunmustur (Shafaroodi ve ark., 2013). Kozan ve arkadaslari, penisilinle olusturulan
deneysel epilepsi modelinde, i.s.v. enjekte edilen ACEA‘nin 7,5 pg dozunun spike
frekansini anlaml derecede azalttigini, yine i.s.v. enjekte edilen AM-251in 0,25 ve 0,5
png dozlarinda spike frekansini anlamli 6lgiide arttirdigini buldular (Kozan ve ark.,
2009). Bahreman ve ark. (2009), siganda PTZ ile uyarilan nobetlerde 1 mg/kg dozdaki
AM-251" in ndbet esigini diislirdiigii, 2 mg/kg dozdaki ACEA’ nin ndbet esigini
arttirdigini, AM-251 (1 mg/kg) + ACEA (2 mg/kg ) kombinasyonunun etkisinin ise 1
mg/kg dozdaki AM-251’in etkisiyle ayn1 seviyede oldugunu buldular. Bu veriler
sunulan ¢alismadan elde edilen verilerle uyumludur. AM-251 (0,25 pg ) + ACEA (7,5
ng) birlikte verildiginde yiizde spike frekansinda goriilen artis AM-251 in CBI1

reseptoriine afinitesinin ACEA’dan daha fazla olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yine anestezi altindaki si¢anlara, penisilin (500 IU) enjeksiyonundan sonra
ACEA (2,5 pg) ve AM-251 (0,125 pg) uyguladigimizda spike frekansi kontrol grubuna
gore 180 dakika boyunca istatistiksel agidan anlamli degildi. Bu bulgular, ACEA’nin
2,5 ug ve AM-2517in 0,125 pg dozunun kombinasyonunun yeterli reseptor aktivasyonu
ortaya cikaramadigini gostermektedir. Bu yiizden, ACEA’nin 2,5 ng ve AM-251’in
0,125 pg dozlart etkisiz doz olarak kabul edilerek kombinasyon gruplarina uygulandi.

Kanabinoid bilesiklerin CBi1 reseptdr bagimli bir mekanizma ile nodbeti
engelledigi bilinmektedir (Wallace ve ark., 2001; Wallace ve ark., 2002). Ancak, hangi
yollarla noronal eksitasyonu azalttig1 tartisma konusudur. ACEA gibi CB1 reseptor
agonistleri, G proteini aktivasyonu yoluyla hareket ederler. Gi proteini, aktive edildigi
zaman, adenilat siklazi inhibe eder. Adenil siklaz ATP’ yi cAMP’ ye doniistiiremez
dolayisiyla cAMP konsantrasyonu azalir. cAMP iiretiminin azalmasi protein kinaz A’ y1

inhibe eder (Bidaut-Russel ve ark., 1990), bu durum néronlarda voltaj kapili N tipi

115



kalsiyum kanallarimin kapanmasina sebeb olur (Caulfield ve Brown, 1992). Sonug
olarak voltaja duyarli Ca*? kanallarmin kapanmasi1 hipokampal néronlardan gulutamat
salinimini azaltabilecegi gibi (Richardson ve ark., 1998) globus pallidusta GABA geri
alinimini inhibe edebilir (Maneuf ve ark., 1996). Ayrica CB1 reseptoriinlin uyarilmasi
ayni mekanizmayla A tipi potasyum kanallarinin agilmasini saglar. A tipi potasyum
kanallariin agilmasiyla birlikte hiicre icerisindeki pozitif yiiklerin azalmasina bagh
olarak hiperpolarizasyon gorulir (Childers ve Deadwyler, 1996). Bu etkilerin
kanabinoidlerin antikonviilsan 6zelliklerinden sorumlu olduguna inanilmaktadir.
Sunulan ¢aligmadan elde edilen verilere dayanarak; ACEA’nin 7,5 pg’lik
dozda CB1 reseptorlerine presinaptik yoldan etki ederek direkt Ca*™ kanallarim
etkileyerek hiicre i¢i asir1 Ca'™ birikimini engelledigi ve asi1 miktarda glutamat
salmmmini azalttigit ve bu sekilde penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteyi
baskiladig1 diisiiniilebilir. AM-251" in ise 0,25 pg’lik dozda ACEA’nin tam tersi etki

gostererek epileptiform aktiviteyi artirdig1 sonucuna varilabilir.

5.3. Hemopressin, Kanabinoid  Agonist ve  Antagonistlerinin

Etkilesimlerinin Eplieptiform Aktiviteye Etkisi

5.3.1. ACEA (7,5 pg) + Hemopressin (0,6 pg); Hemopressin (0,6 pg) +
ACEA (7,5 ug) Grubunun Epileptiform Aktiviteye EtKisi

Hemopressinin CB1 reseptorleri iizerine dogrudan etkisinin in vitro yesil
floresan protein (eGFP)-CB1 internalizasyon testi ile teyit edildigi bir caligmada; CB1
reseptor agonisti (WIN 55212-2) ile indiiklenen eGFP-CBL1 reseptdr aktivasyonunun
CBL1 reseptor antagonisti AM-251 ve hemopressin ile bloke edildigi gosterilmistir
(Dodd ve ark., 2010). Bu sonug, hemopressinin CB1 reseptorleri tGzerindeki etkisini
gosteren diger in vitro modelleri dogrulamaktadir (Heimann ve ark., 2007). Ma ve ark.
(2014), yaptiklar1 calismada kanabinoid CBI1 reseptdrlerinin ndroprotektif etkisini
serebral iskemi/reperflizyon modeli kullanarak arastirdilar. CB1 reseptdr agonisti,
ACEA’ nin 6nemli 6l¢iide hipokampal dokuda ndronal mitokondriyal membranlarda
CB1 reseptor (mtCB1R) protein ekspresyonunu up- regiile ettigi, In vitro; ACEA’nin
reaktif oksijen tiirlerinin {retimini (ROS) inhibe etti§i, apoptozu azalttigt ve
mitokondriyal fonksiyonlar1 diizelttigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, ACEA kaynakh
yararli etkilerin CB1 reseptor antagonisti AM-251 ile bloke edildigi, ancak hemopressin
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ile de kismen bloke edildigi bulunmustur. Ma ve ark. (2014), ¢alismanin sonucuna gore
hemopressinin ACEA’nin  etkisini kismen baskilamasini, hemopressinin CBI
reseptoriine afinitesinin ACEA’dan daha diisiik olmasiyla iliskilendirmislerdir.

Sunulan ¢alismada penisilin ile olusturulan epileptiform aktivite lizerine selektif
kanabinoid agonisti ACEA ile hemopressinin etkilesimini incelemek i¢in, ACEA’nin
(7,5 pg) etkin dozu ve hemopressinin etkin dozu (0,6 pg) birlikte uygulandi.

ACEA (7,5 pg) once uygulanip daha sonra hemopressin (0,6 pg)
uygulandiginda ortalama spike frekansi agisindan kontrol grubuna gore 180 dakika
boyunca anlamli bir fark olugsmadi. ACEA (7,5 pg) + hemopressin (0,6 pg) gurubunun
ortalama spike frekans degisim degerleri tek basina enjekte edilen ACEA (7,5 pg)
grubuna gore 100. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli oranda artti. ACEA
(7,5 pg) + hemopressin (0,6 pg) grubu tek basina enjekte edilen hemopressin (0,6 pug)
grubuna gore 20. dakikadan itibaren ortalama spike frekansini istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaltt1.

Bu calismada, ACEA ve hemopressin etkin dozlar1 birlikte uygulandiginda,
ACEA’nin antikonviilsan etkisini gdsterememesi, hemopressinin prokonviilsan etkisinin
baskilanmasi dikkate alinarak, hemopressinin CB1 reseptoriine afinitesinin ACEA’dan
diisiik oldugu ileri siirtilebilir.

Hemopressin ACEA’dan Once uygulandiginda, epileptiform aktiviteyi nasil
etkileyecegini anlamak i¢in hemopressin (0.6 pg) uygulandiktan 10 dk sonra ACEA
(7.5 pg) uygulandiginda; Hemopressin (0.6 pg) + ACEA (7.5 pg) grubu ortalama spike
frekans1 agisindan kontrol grubuna gore 180 dakika boyunca anlamli degildi.
Hemopressin (0.6 pg) + ACEA (7.5 pg) grubu tek basina enjekte edilen hemopressin
(0.6 pg) grubuna gore 30. dakikadan itibaren ortalama spike frekansini istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azaltti. Hemopressin (0.6 pg) + ACEA (7.5 pg) gurubunun
ortalama spike frekans degisim degerleri tek basina enjekte edilen ACEA (7.5 pg)
grubuna gore 30. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli oranda artti.

Literatiirde once hemopressin daha sonra ACEA uygulanan c¢alismalarda;
Zhang ve ark. (2015), hemopressinin (5 nmol/i.s.v), CB1 reseptor antagonisti AM-251"
e (2 mg/kg/i.p) benzer sekilde dgrenme ve hafizay: arttirdigini buldular. Insanlar ve
hayvanlarda yapilan bir¢cok ¢alismada, CB1 reseptdr agonistlerinin hafiza ve 6grenmeyi

bozdugu, antagonistlerinin ise tam tersi etki gosterdigi bildirilmistir (Darley ve ark.,
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1974; Miller ve ark., 1983; Nowicky ve ark., 1987; Block ve Ghoneim, 1993; Collins ve
ark.,1994; Terranova ve ark., 1995; Terranova et al., 1996; Stella ve ark., 1997). Zhan
ve ark. (2015), yine aymi ¢alismada hemopressin uyguladiktan 15 dakika sonra CB1
reseptér agonisti WINS5, 212-2 15 (2 mg/kg/i.p) uyguladiklarinda bu etkinin ortadan
kalktig1, ancak CB1 reseptor agonisti WINSS, 212-2 15’in 6grenme tizerindeki olumsuz
etkisinin de ortaya ¢ikmadigi goriilmiistiir. Yine yapilan bagka bir calisma da,
kanabinoid reseptor agonisti (CP 55940) tek basina uygulandiginda gida aliminda
belirgin bir artig goriiliirken, 6nce hemopressin (10 nmo/i.s.v) daha sonra CP 55940
(0,06 mg/kg/i.p) uygulandiginda, CP 55940’ in gida aliniminda goriilen artiric1 etkisini
baskiladig1 goriilmiistiir ( Dodd ve ark., 2010). Sunulan ¢alismada da hemopressin (0,6
ug) uygulandiktan 10 dakika sonra ACEA (7,5 pg) uygulandiginda hemopressinin
ndbet artirict etkisinin ortadan kalktigi, ancak ACEA’ninda antikonviilsan etkisini de
gosteremedigi goriilmiistiir. Elde edilen bulgular literatiirle uyumlu gortlmektedir ve
hemopressinin CB1 reseptor antagonisti gibi davrandigini desteklemektedir.

Pan ve ark. (2014), yaptiklar1 calismada hemopressin (45 nmol/i.s.v) ve
WIN55,212-2 (7,5 nmol/i.s.v) uygulandiginda her iki maddenin de doz bagimli olarak
antinosisepsiyon etkisi gosterdigini buldular. Hemopresin (45 nmol/i.s.v) + WINS55,212-
2 (7,5 nmol/i.s.v) birlikte uygulandiginda antinosiseptif etkinin WIN55,212-2 (7,5
nmol)’de uygulanana benzer oldugu goriilmiis ve hemopressinin CB1 reseptor agonisti
gibi davrandig: ileri siirlilmiistiir. Hemopressin ve iliskili peptidlerin gastrointestinal
motilite {lizerine etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada hemopressin (30, 45, 60
nmol/i.s.v), CB1 reseptor agonisti WIN55,212-2 (5; 7,5; 10 nmol/i.s.v), CB1 reseptor
antagonisti  AM251 (20 nmol/i.s.v), CB2 antagonisti AM630 (20 nmol/i.s.v)
uygulandiginda, hemopressinin en etkin (60 nmo/is.v) dozda WINS55,212-2’ye (10
nmol/i.s.v) benzer sekilde gastrointestinal motiliteyi baskiladigi, AM251 (20 nmol/i.s.v)
uygulandiginda gastrointestinal motiliteyi  artirdigi, AM251 (20 nmol/i.s.v)
hemopresinle (60 nmol/i.s.v) birlikte uygulandiginda hemopressinin etkisini bastirdigi
goriilmiis ancak, AM630 (20 nmol/i.s.v) uygulandiginda gastrointestinal motilite
Uzerine herhangi bir etki olmadigi goriilmistiir (Li ve ark., 2016). Hemopressin, CB1
kanabinoid reseptorlerine selektif olarak baglandigr ve CB2 reseptorii de dahil olmak
tizere diger G-protein ile iliskili reseptor ailesini etkilemedigi yapilan bir Onceki

calismada da gosterilmistir (Heimann ve ark., 2007). Hemopressinin CBI1 reseptor
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agonisti gibi davranabilecegini gosteren her iki ¢alismada da dikkat ¢eken durum
hemopressinin yliksek dozda uygulanmasidir. Hemopressinin 45 nmol ve 60 nmol
dozlari, hemopressinin molekiiler agirligi hesaba katilarak mikrograma gevirildiginde
sirastyla 48,9716 ve 65,2955 pg oldugu hesaplanir. Sunulan ¢alismada hemopressinin
ndbet artigini saglayan en etkin dozunun 0,6 pg oldugu tespit edilmistir, uyguladigimiz
hemopressin dozu, 48,9716 ve 65,2955 pg dozlara gore c¢ok diisiik miktardadir.
Hemopressinin CB1 reseptor antagonisti gibi davrandigii ileri siiren calismalarda
hemopressin  dozlarinin  diisiik oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu calismalarda
hemopressin: Heiman ve ark. (2007), 50 pg ve 500 pg/ i.p; Dodd ve ark.( 2010), 500
nmol/i.p; Ma ve ark.(2015), 1 mg/kg/i.p; Toniolo ve ark.(2014), 0,5 ve 0,25 mg/kg/i.p;
Zhang ve ark. ( 2015) tarafindan , 5 nmol/i.s.v olarak uygulanmistir. I.s.v dozun etkin
olmasi i¢in i.p dozdan yaklasik 1000 kat daha az uygulanmasi gerektigi biliniyor,
(Arslan ve ark., 2013), hemopressinin prokonvulsan etki gosteren en etkin dozunun (0,6
ng), hemopressinin CB1 reseptor antagonisti gibi davrandigini ileri siiriilen ¢aligmalarda
uygulanan dozlarla uyumlu oldugu gériinmektedir.

Yapilan caligsmalarda da kanabinoid bilesiklerinin diisiik ve yiiksek dozlarda
birbirinin tersi etki gosterdigi bulunmustur (Katona ve ark., 1999; H; Hoffman ve
Lupica, 2000; Gholizadeh ve ark, 2007). CB1 reseptor agonisti gibi davranan THC nin
antikonviilsan etki gosterdigi bilinmektedir. Yapilan g¢alismalarda THC’nin diisiik
dozlarda presinaptik eksitator akson terminallerindeki CB1 reseptorlerini uyardigi ve
glutamat salinimini azaltarak antikonviilsan etki gosterdigi bulunmustur (Katona ve
ark., 2006; Kawamura ve ark., 2006). Ancak yiiksek dozlarda THC uygulanmasinin
GABAerjik akson terminallerindeki CB1 reseptorlerini uyararak nobet esik degerini
diisiirerek prokonviilsan etki ettigi kanitlanmistir (Katona ve ark., 1999; H; Hoffman ve
Lupica, 2000). Gholizadeh ve ark. (2007), yaptiklar ¢alismada; AM-251"in (10 ng / kg
100 ng / kg), asir1 diislik dozlar1 sitemik uygulandiginda ACEA' nin 0,5 ve 1 mg / kg'lik
antikonviilsan etkisini belirgin sekilde artirdigini, hatta AM-251in 100 pg / kg dozda
sistemik uygulanmasiyla olusan prokonviilsan etkiyi baskiladigini  buldular.
Laboratuvarimizda yapilan bir calismada da , WAG/Rij siganlarda diisiik dozlarda AM-
251 (0,125 pg ve 0,25 pg) uygulanmasi toplam diken dalga (DDD) sayisini, siiresini ve
her kiumedeki spike sayisini azaltirken, 0,50 pg dozundaki AM-251’in her iig

parametreyi de artirdigi bulundu (Aygiin ve ark., 2015). Sunulan ¢alismadan ve
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literatiirden elde edilen verilere gore hemopressin CB1 reseptér antagonisti gibi
davrandigi, ancak ¢ok yiiksek dozlarda CBI1 reseptdr agonisti gibi hareket edebilecegi

sOylenebilir.

5.3.2. Hemopressin (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) Grubunun Epileptiform
Aktiviteye Etkisi
Heiman ve ark.(2007)’nin yaptiklar1 ¢calismada hemopressinin 6zellikleri CB1
reseptdr antagonisti SR141716 (rimonabant) ile karsilagtirarak karakterize edilmistir.
CBI reseptor agonistinin antikor tanima artisin1 hemopressinin SR141716’ya benzer bir
sekilde baskiladigint ve hemopressinin CB1 reseptOriiniin antagonisti olarak islev
gorebilen dogal bir peptid ligand1 olabilecegi ileri siiriildii (Heimann ve ark., 2007).
Hemopressinin noropatik agr1 tizerine etkisinin ve ilgili mekanizmalarinin arastirildig
calismada; hemopressinin, CB1 reseptdr antagonisti AM-251" e benzer sekilde
antinosiseptif etki gosterdigi, hemopressin ve AM-251 birlikte uygulandiginda olugan
analjezik etkinin hem hemopressin hem de AM-251 e gore degismedigi goriilmiistiir
(Toniolo ve ark., 2014). Yapilan baska bir c¢alismada, hemopressinin 1i.s.v.
uygulandiginda anksiyojenik benzeri etkiler gosterdigi, CB1 reseptorii antagonisti AM-
251’in bu etkileri dnlemedigi goriilmiistir (Fogaga ve ark., 2014). Gida alimi {izerine
hemopresininin etkisinin CB1 ters agonisti AM-251 ile karsilastirildigr bir ¢alismada,
her ikisinin de benzer sekilde gida alimmini azalttigi, ancak CBI1 -/- farelere,
hemopressin ve AM-251 birlikte uygulandiginda hipofajik etkinin kayboldugu
goriilmiistiir (Dodd ve ark., 2010). Sunulan c¢aligmada penisilinle olusturulan
epileptiform aktiviteyi tek basina hemopressin (0,6 pg) ve tek basina AM-251 (0,25 ug)
kontrol grubuna gore 30. dakikadan itibaren artirmistir, diger taraftan hemopressin (0,6
Hg) ve AM-251 (0,25 pg) birlikte uygulandiginda 50. dakikadan itibaren arttirmistir.
Elde edilen verilerin literatir ile uyumlu oldugu gorilmektedir. Bu bulgular
hemopressinin CB1 reseptdr antagonisti gibi davrandigimi gostermektedir. Ancak
kombinasyon grubunda prokonviilsan aktivitenin tek basina uygulanan gruplara gore
biraz ge¢ baslamasi, hemopressinin reseptdre baglanmak i¢in rekabet i¢inde hareket
ederek zaman kaybettigi diistiniilebilir.
CB1 resept6r agonist ve antagonistlerinin, G proteini yoluyla hareket ettikleri
bilinmektedir. Kanabinoid agonistleri CB1 reseptoriine baglandigi zaman Gi proteini

aktive edilir ve adenilat siklazi inhibe eder. Heiman ve ark. (2007), adenil siklaz
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analizinde, hemopresinin SR141716' ya (CB1 reseptor antagonisti) benzer bir sekilde
agonist aracili azalmay1 bloke edebildigini gosterdiler. CB1 reseptorii aktive oldugu
zaman adenil siklaz aktivitesinin azalmasina bagli olarak ATP’nin cAMP’ye
dontistiiriilemedigi, dolayisiyla cAMP diizeyinin azaldigi yapilan bir ¢ok caligmada
gosterilmistir (Howlett, 2005). Heiman ve ark. (2007), yaptiklar1 c¢alismada
hemopressinin CB1 reseptor aktivasyonuyla goriilen cAMP diistisiiniic SR141716' ya
benzer bir sekilde bloke ettigini gostermislerdir. cAMP’nin protein kinaz A’nin (PKA)
diizenleyici alt iinitesine baglanarak PKA’y1 aktive ettigi bilinmektedir. PKA’nin
aktivasyonu ise A-tipi potasyum kanalinin (K+a) fosforillenmesine ve kanalin
kapanmasina neden olmaktadir (Kyrou ve ark., 2006). K+ kanallar1 6zellikle membran
uyarilabilirliginin homeostatik diizenlenmesinde ©Onemli role sahiptir. Potasyum
kanallarinin epilepsi ve beyin iskemisi gibi hipereksitasyon goriilen hasarin tedavisinde
rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Misonou, 2010). Bulgular bir arada
degerlendirildiginde hemopressinin CB1 reseptdr aracili sinyalizasyonda aktif rol aldigi,
CBI1 reseptor antagonisti olarak davranabilecegi, adenil siklaz ve cAMP sinyal yolag:
uzerinden prokonvilsan etki gostermis olabilecegi disiiniilebilir. Ayrica hemopressin
uygulandiktan sonra AM-251’e benzer sekilde status epileptikus benzeri desarjlar
goriilmiistiir. Sonug olarak, hemopressinin etkin dozu uygulandiginda etkin doz AM-
251’e benzer sekilde prokonviilsan etki gostermesi ve  AM-251"¢ benzer sekilde nobet
esnasinda staus epileptikus benzeri desarlarin goriilmesi, ayrica hemopressinin
prokonvilsan etkisinin AM-251 uygulandiginda da deney sonuna kadar devam etmesi
ve her ikisi yine bir arada uygulandiginda satus epileptikus benzeri desarjlarin
goriilmesi, hemopressinin CB1 reseptor antagonisti gibi davrandigini gostermektedir.
Heiman ve ark. (2007), ¢alismalarinda MAPK tahlilinde hemopressinin, HEK
hucrelerinde CB1 reseptdr agonisti Hu-210 uygulanmasiyla fosfo hiicre dist sinyal
diizenleyici kinazlar (ERK 1/2) diizeylerinde goriilen artist SR141716 ile ayn1 seviyede
baskiladigr  goriilmiistiir. Hemopressinin CB1 reseptor araciligiyla MAPK
aktivasyonunu azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir (Heiman ve ark.,2007). CB1 reseptorl
aktive oldugunda, cAMP’nin azalmasina bagli olarak PKA’nin inaktivasyonuna neden
oldugu, PKA inaktivasyonunun da MAPK sinyal yolaginin aktivasyonuna neden
oldugu yapilan pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir ( Melck ve ark., 1999, Davis ve ark.,

2003). Wistar siganlarda pilokarpinle olusturulan epileptiform aktiviteden sonra,
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hipokampus  ve kortekste MAPK’lardan (ERK1/2)’in fosforilasyonunun arttig
goriilmistiir (Lopes ve ark., 2012). Yapilan baska bir calismada ERK 1/2'nin
aktivasyonunun K. kanal blokeri 4-aminopiridin (4AP) tarafindan indiiklenen
epileptiform aktiviteye eslik ettigi ve ERK yolag: ile epileptiform senkronizasyon
arasinda bir iligkinin oldugu gosterilmistir (Merlo ve ark., 2004). Ancak, CBI
reseptorleri MAPK yolag: tizerinden epileptiform aktiviteye etki etmis olsaydi, CB1
reseptOr agonistlerinin antikonviilsan degil prokonviilsan etki gdstermesi beklenirdi.
Ayn1 zamanda hemopressin diger CB1 reseptdr antagonistleri gibi MAPK
aktivasyonunu azaltmig, fakat sunulan c¢aligmada hemopressin prokonviilsan etki
gostermistir. Biitin bu bulgular degerlendirildiginde kanabinoid reseptorlerinin
epileptiform  aktiviteye etkisinin bu sinyal yolagt iizerinden olmadigim
diistindiirmektedir.

0,6 ug Hemopressin ortalama spike frekansini tek basina enjekte edilen AM-251
(0,25 pg) grubuna gore 120. dakikadan itibaren anlamli oranda artirdi. Bu durum

hemopressinin etkisinin AM-251’¢ gore daha uzun siirdiigiinti géstermektedir.

5.3.3. Hemopressin (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg) Grubunun Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

Kozan ve ark. (2009), penisilinle olusturulan epileptiform aktivite iizerine
kanabinoidlerin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 0,125 pg AM-251’1n epileptiform
aktivite lizerine herhangi bir etkisinin olmadiini gosterdiler. Sunulan c¢alismada da
0,125 pg AM-251’in epileptiform aktiviteye etki etmedigi alinan 180 dakikalik kayit
boyunca ortalama spike frekans degerlerinde kontrol (penisilin) grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig1 goriildi. Yine aym sekilde hemopressinin
(0,025 pg) ¢ok diisiikk dozda epileptiform aktiviteye etki etmedigi ve spike frekansini
degistirmedigi goriildii. Ancak hemopressin (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg)
kombinasyon grubu kontrol (penisilin) grubuna gore ortalama spike frekansini 40.
dakikadan itibaren anlamli bir sekilde artirdi ve status epileptkiis benzeri desarjlar
go6zlendi.

Hemopressin ve AM-251"in etkisiz dozlar1 tek basina uygulandiginda
epileptiform aktiviteye etki etmemesi ancak etkisiz dozlarin birlikte uygulandiginda
etkin hale gelerek ortalama spike frekansini artirmasi, ayrica hemopressin etkin doz ve

AM-251 etkin doz epileptiform aktiviteye etkisine benzer sekilde status epileptikus
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benzeri desarlarin  goriilmesi, hemopressinin CB1 reseptdr antagonisti gibi

davrandiginin baska bir delili olarak gosterilebilir.

5.3.4. Kannabinoid CB1 reseptdr agonist (ACEA) antogonist (AM-251) ve
hemopressin Kombinasyonlarinin Epileptiform Aktiviteye EtKkisi

Kozan ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada etkisiz doz AM-251 (0,125 pg)
uygulandiktan sonra etkin doz ACEA (7,5 pg) uyguladiklarinda ACEA’nin
antikonvilsan etkisinin tamamen ortadan kalktigini1 buldular. Etkin doz AM251 (0,25
ug) sonra etkin doz ACEA (7,5 ng) uygulandiginda da ACEA’ nin antikonviilsan
etkisinin kayboldugunu tespit ettiler. Sunulan ¢alisma da etkin doz hemopressin (0,6
pg) 10 dk sonrasinda AM-251 (0,25 pg) uygulandiginda da, spike frekansinin arttig
bulundu. Diger taraftan etkin doz hemopressin (0,6 pg), etkin doz AM-251 (0,25 pg) ve
etkin doz ACEA (7,5 pg) sirastyla 10’ar dakikalik arayla uygulandiginda ACEA’nin
antikonviilsan etkisinin tamamen ortadan kalktig1 gozlendi.

Etkisiz doz hemopressinin (0,025 pg) ve etkisiz doz AM-251’in (0,125 pg), tek
basina uygulandiklarinda nébet aktivitesine herhangi bir etkileri olmazken, 10’ar
dakikalik arayla uygulandiklarinda, etkin hale gelerek prokonvulsan etki gosterdikleri,
10 dk sonrasinda etkin doz ACEA (7,5 pg) uygulandiginda ise, ACEA’ nin
antikonviilsan etkisinin tamamen baskilandig1 gézlemlendi.

Hemopressin ve AM-251"in etkisiz dozlar birlikte uygulandiginda etkin hale
gelmesi ve etkin doz ACEA uygulandigina 50. dakikadan itibaren spike frekansinin
azalmasi, hemopresin ve AM-251"in etkin dozlar1 birlikte uygulandiginda da
epileptiform aktiviteyi artirmasi, etkin doz ACEA uygulandiginda etkisiz dozlarin
birlikte uygulandigina benzer sekilde 50. dakikadan itibaren ortalama spike aktivitesini
azaltmas1 hemopressinin, AM-251 ile ayni yolag: kullandigin1 gostermektedir.

Tiim bu bulgular bir arada degerlendirildiginde hemopressinin CB1 reseptor

antagonisti gibi davrandig ileri siirtilebilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

. 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 kararlt hale geldi ve 180 dk’lik kayit boyunca devam etti.
Kanabinoid reseptor ligandi hemopressin i¢in doz ¢alismasi yapildi. Penisilin
(500 U, i.k) enjeksiyonundan 30 dk sonra 0,025; 0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2; 2,4
png (i.s.v) hemopressin uygulandi, hemopressinin 0,075 pg‘hik dozu 110.
dakikadan, 0,15 pg‘lik dozu 50. dakikadan, 0,3 pg‘lik dozu 50. dakikadan, 0,6
pglik dozu 30.dakikadan, 1,2 pg‘lik dozu 100. dakikadan, 2,4 pg‘lik dozu ise
130. dakikadan itibaren epileptiform aktiviteyi artirdi. Epileptiform aktiviteyi en
etkili ve erken artiran dozun 0,6 pg‘lik doz oldugu tespit edildi. 0,025 ug
uygulanan grupta ise kontrole kiyasla istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik
saptanmadi. Dolayisiyla hemopressin i¢in etkin doz 0,6 ug, etkisiz doz ise 0,025
ug olarak belirlendi. Hemopresinin (0,6 pg) dozda status epileptikus benzeri
desarjlara neden oldugu gézlendi.

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra CB1 reseptor antagonisti AM-251 (0,25
ug, i.s.v) uygulanan grupta ortalama spike frekans degerlerinde 30. dakikadan
itibaren kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda artis ve status
epileptikus benzeri desarjlar gozlendi.

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra CBL1 reseptor antagonisti AM-251 (0,125
ug, 1.s.v) uygulandiginda ortalama spike frekans degerlerinde kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra CB1 reseptdr agonisti ACEA (7,5 ug)
uygulanan grupta ortalama spike frekans degerlerinde 60. dakikadan itibaren
kontrol grubuna gore anlamli oranda azalma oldugu gozlendi.

Penisilin enjeksiyonundan 30 dk sonra CB1 reseptor agonisti ACEA (2,5 ug)
uygulandiginda ortalama spike frekans degerlerinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi.

. AM-251 (0,25 ng ) + ACEA (7,5 ng) birlikte uygulandiginda AM-251"1n (0,25
ug) ACEA (7,5 pg)’nin antikonvulsan etkisini tamamen ortadan kaldirdi.
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8.

10.

11.

Etkin ACEA (7,5 pg) ve etkin hemopressin (0,6 pg ) birlikte uygulandiginda
ortalama spike frekans degerlerinde kontrol grubuna gore 180 dakika boyunca
anlaml bir fark olusmadi. Tek basina enjekte edilen ACEA (7,5 png)’ya gore ise
ortalama spike frekans degerlerini 100. dakikadan itibaren anlamli diizeyde
artirdi. Tek basina enjekte edilen hemopressin (0,6 pg)’e gore ise ortalama
spike frekans degerlerini 20. dakikadan itibaren anlamli diizeyde azaltti. Sonug
olarak ACEA (7,5 ng) grubu hemopressinin (0,6 pg) prokonviilsan etkisini 20.
dakikadan itibaren bloklad.

Etkin doz hemopressin (0,6 pg) ve daha sonra ACEA (7,5 pg) birlikte
uygulandiginda ortalama spike frekans degerlerinde kontrol grubuna gore 180
dakika boyunca anlamli bir fark olusmadi. Tek basina enjekte edilen
hemopressine (0,6 png) gore ise ortalama spike frekans degerlerini 30.
dakikadan itibaren anlamli diizeyde azaltti. Tek basina enjekte edilen ACEA’ya
(7,5 ng) gore ise ortalama spike frekans degerlerini 60. dakikadan itibaren
anlaml diizeyde artirdi. Sonug olarak ACEA (7,5 pg) grubu hemopressinin (0,6
pg) prokonviilsan etkisini 30. dakikadan itibaren blokladi. Hemopressinin
ACEA dan 6nce uygulanmasimin, ACEA’ nin hemopressin tizerindeki etkisini
degistirmemesi muhtemelen CB1 reseptoriine afinitesinin ACEA’dan diisiik
olmasiyla aciklanabilir.

Etkin doz hemopressin (0,6 pg ) ve etkin doz AM-521 (0,25 pg) birlikte
uygulandiginda ortalama spike frekans degerlerinde kontrol grubuna gore 50.
dakikadan itibaren anlamli bir sekilde artis oldugu gozlemlendi. Hemopressin
(0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) kombinasyon grubu tek basina hemopressin (0,6
pg) ve tek basina AM-251 (0,25 pg) grubu ile karsilagtirildiginda 180 dakika
boyunca ortalama spike frekans degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusmadi. AM-521’in (0,25 pg) deney boyunca hemopressinin prokonviilsan
etkisini baskilamadig: goriildi.

Etkisiz doz hemopressin (0,025 pg) ve etkisiz doz AM-521 (0,125 pg) birlikte
uygulandiginda ortalama spike frekansinda kontrol grubuna gore 50. dakikadan
itibaren anlamli bir artis saptandi. Hemopressin (0,025 pg) + AM-251 (0,125 pg)
kombinasyon grubu tek basina hemopressin (0,025 ng) ve tek basina AM-251
(0,125 pg) gruplanyla karsilagtirildiginda her iki gruba gore de ortalama spike
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12.

13.

frekansinda 50. dakikadan itibaren anlamli bir artis saptandi. Etkisiz doz
hemopressin ve AM-251 bir arada kullanildiginda status epileptikus benzeri
desarjlara neden oldugu gozlendi. Etkisiz dozlarin bir arada kullanildiginda
prokonviilsan etki gostermesi, etkin doz hemopresin ve etkin doz AM-251 gibi
status epileptikus benzeri desarjlara neden olmasi ayni reseptdr lizerinden etki
ederek bir potansiyelizasyon veya sinerjik etki saglandigini diisiindiirmektedir.
Etkin doz hemopressin (0,6 pg), etkin doz AM-251 (0,25 pg) , etkin doz ACEA
(7,5 ng) birlikte uygulandiginda ortalama spike frekans degerleri agisindan
kontrol grubuna gore 180 dakika boyunca anlamli bir fark olusturmadi.
Hemopressin (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) + ACEA (7,5 pg) kombinasyon
grubu tek basina hemopressin (0,6 pg) grubuyla ve hemopressin (0,6 pg) + AM-
251 (0,25 pg) kombinasyon grubuyla karsilagtirildiginda her iki gruba gore de
ortalama spike frekans degerlerinde 50. dakikan itibaren anlamli bir azalma
saptandi. Her ik grubun (tek basina hemopressin (0,6 pg) ve hemopressin (0,6
pg) + AM-251 (0,25 pg) kombinasyon grubu) olusturdugu prokonviilsan etkiyi
ACEA (7,5 pg) baskiladig gortildii.

Etkisiz doz hemopressin (0,025 pg), etkisiz doz AM-251 (0,125 pg) ve etkin doz
ACEA (7,5) birlikte uygulandiginda ortalama spike frekans degerleri agisindan
kontrol grubuna gore 180 dakika boyunca anlamli bir fark olusturmadi.
Hemopressin (0,6 pg) + AM-251 (0,25 pg) kombinasyon grubuyla hemopressin
(0,025 pg) + AM-251(0,125 pg) kombinasyon grubu tek basina hemopressin
(0,025 ng) ve tek basina AM-251 (0,125 ng) gruplartyla karsilastirildiginda her
iki gruba gore de ortalama spike frekansinda 50. dakikadan itibaren istatistiksel
olarak anlaml1 bir artis saptandi ve artis deney sonuna kadar devam etti. Etkisiz
doz hemopressin (0,025 pg) ve etkin doz AM-251 (0,125 pg) birlikte
uygulandiginda olusan prokonviilsan aktiviteyi etkin doz ACEA (7,5 pg)’nin
baskiladigi goriildii.
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Tiim veriler bir arada degerlendirildiginde hemopressinin endojen CB1 reseptor
antagonisti  olabilecegi  sOylenebilir.  Ancak bunun netlestirilebilmesi igin
elektrofizyolojik bulgularin yami sira immiinohistokimyasal, PCR ve Western blot
calismalar1 ile dogrulanmaya ihtiya¢ vardir. Beyinde endojen kanabinoid sistemin
antagonizasyonunun olmasi endokanabinoid sistemin ayar noktasinin saglanmasina
miidahale edebilir ve endokanabinoid sistemin dahil oldugu duygu durum
bozukluklarin1 dengeleyebilir. Uzun vadeli kullaniminda olumsuz etkisi olan
rimonabant gibi sentetik CBI1 ters agonistleri ile tedavi edilebilen hastaliklar i¢in

alternatif olarak degerlendirilebilir.
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