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OZET

PENISILINLE OLUSTURULAN DENEYSEL EPILEPTIFORM AKTIVITE
UZERINE APELIN-13°UN GOSTERDIGi PROKONVULSAN ETKiDE
KANABINOID CB1 RESEPTORUNUN ROLU

Amag: Epilepsi, tekrarlayan ndbetlerle karakterize, toplumda sik gorulen nérolojik bir
hastaliktir. Epilepsi olusumunda noropeptidler, reseptorler ve nérotransmitterler gibi birgok
sistem rol almaktadir. Bir néropeptid olan apelin-13’iin prokonvulsan etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Sunulan c¢alisma kanabinoidler ile apelin-13 etkilesiminin penisilin modeli
deneysel epilepsideki roliinii arastirmay1 amaglamaktadir.

Materyal ve Metot: Sunulan ¢alismada 91 adet Albino Wistar cinsi erkek sigan kullanildi.
Deney hayvanlar1 13 gruba boliindii. 1. gruba higbir sey uygulanmadi, 2. gruba SF, 3. gruba
penisilin, 3 gruba kanabinoid CB1 reseptor agonisti ACEA ile antagonisti AM-251, 2 gruba
apelin-13’tn farkli dozlarinin verildi ve 6 grupta da bu maddelerin etkilesimleri arastirildi.
Siganlar tretan (intraperitoneal, i.p.) anestezisi altinda stereotaksik cihaza yerlestirildi.
Gruplara bagli olarak 500 IU penisilin-G (intrakortikal, i.k.) ile epileptiform aktivite
olusturulduktan 30 dakika sonra birinci madde, 10’ar dakika araliklarla da ikinci ve ti¢lincii
maddeler intraserebroventrikiler (i.s.v.) yolla verildi.

Bulgular: Etkin doz apelin-13 (15 pg) 20. dakikadan itibaren epileptiform aktiviteyi
arttirdi. Etkin doz AM-251 (0,25 pg) de 20. dakikadan itibaren epileptiform aktiviteyi
arttirdi. Etkin doz AM-251 + etkin doz apelin-13 epileptiform aktiviteyi 30. dakikadan
itibaren arttirdi. Etkisiz doz AM-251 (0,125 pg) + Etkin doz apelin-13 epileptiform
aktiviteyi 30. dakikadan itibaren arttirdi. Etkin doz ACEA (7,5 pg) epileptiform aktiviteyi
50. dakikadan itibaren azaltt1. Etkin doz ACEA + etkin doz apelin-13 40. dakikadan itibaren
epileptiform aktiviteyi azaltti. Etkisiz doz AM-251 + etkisiz doz apelin-13 (5 pg) + etkin
doz ACEA 50. dakikadan itibaren epileptiform aktiviteyi istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide
azaltti.

Sonug: ACEA, apelin-13 ile birlikte verildiginde apelin-13’iin prokonvulsan etkisini
timiyle baskilamistir. AM-251 epileptiform aktivitenin spike frekansini apelin-13’e gore
daha fazla artirmistir. Etkisiz doz AM-251 + etkisiz doz apelin-13’tin sinerjik etki
olusturmamasindan dolay1, kanabinoidlerin ve apelin-13’iin farkli yolaklar1 kullandig
diistinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: ACEA; AM-251; apelin-13; epilepsi; penisilin

Fatma Banu SEN, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak-2016



ABSTRACT

THE ROLE OF CANNABINOID CB1 RECEPTOR IN THE PROCONVULSANT
EFFECT OF APELIN-13 ON PENICILLIN-INDUCED EPILEPTIFORM
ACTIVITY

Aim: Epilepsy is a common neurological disorder characterized by recurrent seizures.
Many neuropeptides, neuromodulators and neurotransmitters play an important role in
the epileptic activity. It has been shown that the neuropeptide apelin-13 shows a
proconvulsant effect on penicillin-induced epilepsy. The aim of this study is to evaulate
interaction between cannabinoids and apelin-13 in experimental model of epilepsy.
Material and Method: Ninety-one male albino Wistar rats were divided into 13
groups. First group rats were not applied drugs or normal SF, second group was the
sham, third group received the penicillin accepted as control, three different groups
were supplied CB1 receptor agonist ACEA, at a dose of 7.5 pg and antagonist AM-251,
at a doses of 0.25 pg — 0.125 ug, two groups were given different doses of Apelin-13
and five groups were evaluated interaction between these chemicals.

Results: Apelin-13, at a dose of 15 g, increased the frequency of epileptiform activity
in 20" minute. AM-251, caused proconvulsant activity in 20" minute. Administration of
AM-251 + apelin-13 also increased the frequency of epileptiform activity starting from
30 minutes after apelin-13 injection. Administration of non-effective dose of AM-251
and the effective dose of apelin-13 enhanced the epileptiform activity starting in 20
minutes after apelin injection. ACEA, at a doses of 7.5 g, decreased the epileptiform
activity starting in 50" minute. Administration of the effective doses of ACEA and
apelin-13 decreased the epileptiform activity starting from 40 ™" minute after apelin-13
injection. The non-effective doses of AM-251, apelin-13 and effective dose of ACEA
reduced the epileptiform activity 50 minute after apelin-13 injection.

Conclusion: Since the co-administration of non-effective doses of apelin and AM-251
did not cause an additional proconvulsant activity in this study, it might be assumed that
they use separate pathways to initiate their effects in epilepsy.

Keywords: ACEA; AM-251; apelin-13; epilepsi; penisilin

Fatma Banu SEN, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2016



SIMGELER VE KISALTMALAR

2-AG . 2-Aragidonil Gliserol

AA : Arasidonik asit

ACE2 : Anjiyotensin doniistiliriicli enzim 2
ACEA : Aragidonil -2-Kloroetilamid

AEA : Arasidonil Etanolamin

AM-251 : CB1 Reseptor Antagonisti

AMPA : a-amino-3-hidroksi-5-metil-4- izoksazolepropionik asit
APJ . Apelinerjik reseptor

AT-1 : Anjiyotensin Il tip 1

Ca*? : Kalsiyum iyonu

CAMP : siklik AMP

CB : Kanabinoid

CBD : Kanabidiol

DAG : Diagil gliserol

dk. : Dakika

ECoG : Elektrokortikografi

EEG : Elektroensefalografi

FAAH : Yag Asidi Amid Hidrolaz Enzimi
FAK : Fokal Adhezyon Kinaz

GABA : Gama amino butirik asit

GABAA : GABA-A Reseptoru

GABAg : GABA-B Reseptor

GAD : Glutamik Asit Dekarboksilaz

GIRK : G Proteine Duyarli Ice Yonelik Rektifiye Potasyum Kanallar
Gi : Inhibitér G protein

HU210 : Kanabinoid Agonisti

ILAE : Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi
IP3 : Inozitol trifosfat

U : Internal Unite

Ik, : Intrakortikal
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: Intraperitonal

: Intraserebroventrikiiler
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: c-Jun-N-terminal Kinaz

: Potasyum iyonu

: A-Tipi Potasyum Kanali
: Monoacilgliserol Lipaz

: Mitojen ile Aktive Olan Protein Kinaz
: Miligram

: Mililitre

: Milivolt

: Sodyum iyonu

: N-Metil D-Aspartat

: Fosforile olmus ERK

: Fosfatidil inositol 3 kinaz
: Protein Kinaz A

: Protein Kinaz C

: Fosfolipaz C

: Reaktif oksijen radikalleri
: Ortalama standart hata

: Serum fizyolojik

: Rimonabant

: Tetrahidrokannabinol

CBL1 reseptor agonisti

: A9-Tetrahidrokannabinol
: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mikrovolt
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1.GIRIS

Epilepsi; merkezi sinir sisteminde belirli bir gorevi olan néron toplulugunun
ani, anormal ve hipersenkron desarj1 olarak tanimlanir. Epilepsinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Kafa travmalari, beyindeki kanamalar, beyinde olusan bazi
enfeksiyonlar (menenjit, ensefalitler veya abseler), inme, beyin damarlarindaki bazi
yapisal bozukluklar ve tiimorler gibi belli bagh faktorler epilepsi nedenleri arasinda yer
alir (Fisher, 1989; Loscher, 1997).

Epilepsi ile ilgili olarak insanlar iizerinde yapilabilecek calismalarn simirli
olmasi, Ozellikle de hastaligin temeline yonelik incelemeler, deneysel modellerin
kullanimini zorunlu kilmaktadir. Hayvan modellerinde yapilan deneysel calismalar
epilepsinin patogenezinin aydinlatilmasinda ©6nemli rol oynamaktadir. Penisilin
kaynakli deneysel epilepsi modeli de bunlardan bir tanesidir. Penisilin sistemik yoldan,
korteks yiizeyine topikal olarak veya intrakortikal (i.k.) enjeksiyon yoluyla
uygulandiginda, epilepside gorllen aktiviteye benzer bir aktivite olusturmaktadir.
Penisilin beyindeki GABA inhibisyonunun ortadan kalkmasina ve beynin temel
eksitator norotransmitteri olan glutamatin uyarict etkilerinin baskin hale gelmesine
neden olarak, akut fokal epilepsi benzeri bir epileptik aktiviteye yol agmaktadir
(Marangoz, 1997).

Epilepsi olusumunda noropeptidlerin, reseptorlerin ve ndrotransmitterlerin rol
oynadig1 bilinmektedir. Bir néropeptid olan apelin, ilk olarak 1998 yilinda Tatemato ve
ark. (1998) tarafindan sigir mide 6z suyundan izole edilmistir. Apelin ‘ters farmakoloji’
ile kesfedilmis adipokin ailesinin iiyesidir. Oncelikle 1993 yilinda reseptorii (APJ) tespit
edilmis (O’Dowd ve ark., 1993), ardindan 1998 yilinda da bu reseptoriin endojen
ligand: olarak apelin molekiilii izole edilmistir (Tatemato ve ark., 1998). Geni Xq25-
26.1 kromozomu (zerinde bulunan apelin (Ladeiras-Lopes ve ark., 2008), 77
aminoasitlik bir preproapelinden kdken alir ve degisik kisimlarindan pargalanarak farkl
sayida aminoaside (apelin-10, apelin-11, apelin-12, apelin-13, apelin-15, apelin-17,
apelin-19 ve apelin-36) sahip fragmanlar olusturur. Apelin-13 yuksek biyolojik
aktiviteye sahip oldugundan, yapilan c¢aligmalar apelinin bu formu {izerine
yogunlagmistir.

Apelin ve APJ mRNA’larmin beyincik, damar endoteli, akciger, kalp ve
bobrek gibi dokularda daha fazla konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir (Tatemoto ve



ark., 1998; Kawamata ve ark., 2001). Apelinin fizyolojik ve patolojik birgok durumda
gorev aldig1 gosterilmistir. Bunlarin arasinda kan basinci, sivi ve besin alimi, sindirim,
solunum bulunmaktadir (Lee ve ark., 2000; Reaux ve ark., 2001; Seyedabadi ve ark.,
2002; Taheri ve ark., 2002; Sunter ve ark., 2003). Apelin ve APJ sisteminin periferik
dokular haricinde hipokampus, serebellum, striatum ve hipotalamusta da bulundugu
belirtilmistir (Hosoya ve ark., 2000; Reaux ve ark., 2001). Bu bulgularin hepsi apelinin
hem merkezi sinir sisteminde hem de periferde 6nemli roller tstlenebileceginin
isaretlerini vermektedir.

Apelinin temporal lob epilepsili hastalarin temporal neokortekslerinde ve
lityum-pilokarpin epilepsi modelinde de hipokampus ile cevresindeki korteks
yapilarinda ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2011). Ancak
epilepside apelin ekspresyonunun artigt ve molekiiler mekanizmasiyla ilgili deneysel
calismalar olmadigindan, bunun sebebi tam olarak bilinmemektedir.

O’Donnell ve ark. (2007) yaptig1 ¢alismada apelinin hipokampal ndronlarda
NMDA aracili eksitotoksisiteye karsi koruyucu 6zelliginin oldugu gosterilmistir. Diger
bir ¢alismada NMDA reseptorlerinin aktivasyonu, eksitotoksisiteye sebep oldugu
diisiiniilen asir1 Ca*? akisim diizenlediginden apelin-13’iin NMDA ’nin tetikledigi hiicre
ici Ca' artisinda inhibitor gibi davranabilecegi gosterilmistir. Buradan yola ¢ikilarak
yine ayni ¢alismada apelinin apopitozisi ve eksitotoksik 6limu, hucresel ve molekiiler
mekanizmalar yardimiyla blokladigi bulunmustur (Zeng ve ark., 2010).

Kanabinoid sistem santral sinir sistemi ve nérofizyolojik sureclerdeki dnemli
roliinden dolayr 6nemli bir ¢alisma alani olarak gosterilir (Agar, 2015). Bundan dolay1
kanabinoid sistem, kanabinoid odakli tedavilerin gelismesi i¢in 6nemli bir hedef
olmaktadir. Esrarla ilgili arastirmalar, bitkisel kaynakli olan fitokanabinoidlerin
izolasyonlar1 ve kimyasal yapilarimin aydinlatilmasiyla baglamistir. 1899 yilinda
kanabinol esrar recinesinden izole edilmis, 1964°de delta-9-tetrahidrokanabinol’iin (A°-
THC) kimyasal yapis1 aydinlatilmistir. 1988 yilinda esrarin ana etken maddelerinden
olan tetrahidrokanabinol’iin sican beyninde baglanma bdlgesinin var oldugu
bulunmustur (Devane ve ark., 1988). Bunun ardindan muhtemel bir reseptdriiniin varligi
fikri akillara gelmistir. CB1 ve CB2 olmak tizere iki kanabinoid reseptori

tanimlanmistir (Wallace ve ark., 2003). CB1 reseptorii santral sinir sisteminde, CB2


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devane%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2848184

reseptOrii ise immiin hiicrelerde (Pertwee 1997; Axelrod ve Felder, 1998) yaygin olarak
bulunmaktadir.

Kanabinoidlerin antikonvulsan etkileriyle ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir
(Gordon ve Devinsky, 2001). Kanabinoid CB1 reseptorleri Gi/o ile baglantili olarak
adenilat siklaz1 ve voltaj kapili kalsiyum kanallarini inhibe eder ve G proteine kenetli
ice yonelik rektifiye potasyum kanallarin1 (GIRK) aktive ederek hiperpolarizasyona
sebep olur. Bunun disinda kanabinoidlerin antiepileptik etkilerini agiklamak igin birgok
mekanizma Onerilmistir ki bunlar; 5-HT1A reseptorlerinin aktivasyonu, TRPV1-2
kanallarinin aktivasyonu, anandamid geri alimimnin inhibisyonu ve serotonin, adenozin,
noradrenalin, dopamin, GABA ve T-tipi kalsiyum kanallarinin geri aliminin inhibisyonu
gibi mekanizmalar1 igerir (Agar, 2015). In vitro ve in vivo yapilan bircok deneysel
epilepsi ¢aligmasinda bol miktarda kanabinoid analogu test edilmistir. Wallace ve ark.
(2001)  maksimal elektrosok  modelinde  kanabinoid  bilesiklerinden — A°-
tetrahidrokanabinol (A° ~THC), kanabidiol ve CB1 reseptor agonisti olan WIN 55,212-
2’nin antikonvulsan etkisini gostermistir. Bu antikonvulsan etkinin kanabinoid CB1
reseptoriinden kaynaklandigin1  6ne  siiriilmektedir. Deshpande ve ark. (2007)
hipokampal noron Kkiiltiiriiyle olusturulan epilepsi modelinde, epileptik noéronlara
uygulanan CB1 reseptor antagonisti AM-251’in, CB1 reseptorlerini bloklayarak status
epileptikus tarzi aktivite ortaya g¢ikardigin1 ve bu aktivitenin yiiksek dozdaki CB1
reseptor agonistleriyle (WIN 55,212-2) geri dondiiriilebilir oldugunu ortaya koydular.
Tutusma (kindling) modeli epilepside ¢esitli kanabinoidlerin 1-5 mg/kg (i.p.) dozlarda
giiclii antikonvulsan etki olusturdugu gosterilmistir (Corcoram ve ark., 1973). Maksimal
elektrosok nobet modelinde sistemik enjekte edilen CB1 reseptor agonisti arasidonil-2-
kloroetilamid (ACEA) 5 ve 7,5 mg/kg dozlarinda nodbet esigini anlamli derecede
yukseltmis ancak 1,25 ve 2,5 mg/kg dozlarinda anlamli bir fark ortaya ¢ikaramamistir
(Luszczki ve ark., 2006). Bunun yaninda, sistemik verilen ACEA 5 mg/kg dozunda
kokainle indiiklenen konvulsif nébetleri azaltmaktadir (Hayase ve ark., 2001).
Kanabinoidlerin Gi/o proteinleri araciligiyla direkt Ca*? kanallarmin inhibisyonunu
saglayip hiicre ici asir1 Ca*? birikimini engellemesiyle presinaptik glutamat salinimini
azaltarak penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteyi baskiladig1 ya da ige yonelik
rektifiye edici K* kanallarin1 aktive ederek epileptiform desarj1 azalttigi gosterilmistir
(Mackie ve ark., 1993, 1995; Kyrou ve ark., 2006 )



Daha 0nce yapilan ¢alismalarda apelin-13’{in noroprotektif etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Ancak literatirde apelin-epilepsi iliskisini gosteren sadece U¢ ¢alisma
mevcuttur. Sunulan bu c¢alismayla, siganda penisilinle olusturulan epileptiform
aktiviteye apelin-13’tin etkisi arastirtlacaktir. Ayrica hem apelin-13’tin hem de
kanabinoidlerin Ca*? (izerinden etki gostermeleri nedeniyle apelin-13 ile kanabinoid

sistem iligkisi ilk defa sunulan ¢alismayla arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Beyin Korteksi

Beyin kabugu beynin simetrik iki hemisferinin yizeyini distan saran, birkac
milimetre kalinliginda olan ve genellikle 3-6 hiicre tabakasi iceren 6zellesmis bir
yapidir. Bu tabakaya beynin gri maddesi de denir. Beyin korteksi; hareketlerin tasarimi
ve yoOnetilmesi, duyularin algilanmasi, analizi ve yorumu, diisiinme ve diisiincenin
sekillendirilmesi, i¢ dengenin korunmasi, hafizanin olusumu, verilerin degerlendirilerek
planlanmasi ve karar verilmesi, ifade kabiliyeti, bilin¢ ve farkindalik gibi yiiksek beyin

faaliyetlerini kontrol eder (Purves ve ark., 2001).
2.1.1. Beyin Kabugundaki Hicre Tipleri

Beyin korteksi, hiicre govdelerinin sekilsel 6zelliklerine, dendritlerin uzunluk
dagilimlart ile akson dallanma ve sonlanma boélgelerine gore birgok kez
simiflandirilmistir  (Colonnier, 1968; Barr ve Kiernan, 1988). En ¢ok kullanilan
siiflandirmaya gore beyin korteksinde; yildizs1 (graniiler) hiicreler, igsi (fusiform)
hicreler, Martinotti hucreleri, Cajal’in horizontal hiicreleri ve piramidal hiicreler
bulunmaktadir (Sekil-1).

a. Yildiz Hiicreleri: Kugcik govdeli ve ¢ok kutuplu (multipolar) hiicrelerdir. Dendritler
hiicreden ayrilir ayrilmaz dallanma yaparlar. Dendritler, yaklasik olarak 3-5 pm
kalinligindadir. Hiicrenin aksonu genellikle biiyiik bir dendritten ¢ikar ve komsu hiicre
govdeleriyle beraber yiizeysel dendrit tabakalarinda son bulur. Yildiz hiicrelerin az bir
kism1 da beyin kabugu disindaki bolgelere uzantilar gonderir. Bu hiicrelerin bazilar
eksitator, bazilar1 ise inhibitor etki gosterir. Eksitator olanlarin aksonlari genellikle
piramidal hucrelerin tepe dendritlerine paralel ve ¢ok sayida sinaps yaparak ilerlerken
korteks yulzeyine dik bir seyir izlerler. Eksitator olanlar transmitter olarak daha ¢ok
noropeptidleri (VIP, CCK) kullanirken, inhibitér olanlar GABA salgilar (Barr ve
Kiernan, 1988).
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Sekil 1. Beyin kabugunda bulunan hiicre tipleri (Barr ve Kiernan, 1988’den uyarlanarak

hazirlanmigtir).

b. igsi (Fusiform) Hiicreler: En fazla VI. tabakada bulunurlar. Hiicre govdeleri ig
seklinde olan bu tip hiicrelerin iki sivri ucundan birer dendrit ¢ikar ve bunlar dallanir.
Aksonlarmin bir kismi ylizeysel tabakalarda sonlanir. Geri kalanin ¢ogunlugu ise geri

donen dallar olusturduktan sonra beyin kabugunun disina ¢ikar (Barr ve Kiernan, 1988).



c. Martinotti Hicreleri: Serebral korteksin tiim tabakalarinda bulunan, kisa dendritlere
sahip kii¢iik multipolar néronlardir. En 6nemli 6zellikleri aksonlarinin dogrudan korteks
yilizeyine dogru yonelmis olmasidir (Barr ve Kiernan, 1988).

d. Cajal’in Horizontal hicreleri: Beyin kabugunun en dis ve yiizeysel tabakasinda
bulunan ve bipolar olan bu tip hiicrelerin aksonlari, beyin kabugu yiizeyine paralel

olarak seyreder (Barr ve Kiernan, 1988).

e. Piramidal Hucreler: Korteksin esas hicreleridir. Piramidal hicreler beyin
kabugunun ana giris ve ¢ikis terminalleridir. Serebral kortekste en sik rastlanan olan
piramidal hiicreler, bir piramidi andiran hiicre govdeleri nedeniyle bu sekilde
adlandirilmigtir. Piramidin tepe kismi korteksin dis ylizeyine bakar ve bu kismindan
dendritler ¢ikar. 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 bolgelerine uzanabilir (Gray ve ark., 1999). Aksonlar
hiicrenin taban kismindan ¢ikar ve ¢ogu zaman kollateral denen yan dallara ayrilir.
Piramidal htcrelerin govdeleri genellikle yaklasik 15 x 10pum - 120 x 90um
boyutlarinda olabildigi gibi, motor korteksteki dev piramidal hiucreler (Betz hiicreleri)
cok daha buyik boyutlarda da olabilmektedir. Akson gaplar1 da genellikle hiicre
govdesi ile orantilidir ve 1pum’den 20pum’ye kadar degisebilir (Verhaart, 1970).

2.1.2. Beyin Korteksinin Tabakalari

Korteks, filogenetik olarak arkikorteks, paleokorteks ve neokorteks olmak
tizere 3 kisimdan olusur. Memelilerdeki beyin kabugunun %90°1 “yeni kabuk™ anlamina
gelen “neokorteks” yapisindadir. Paleokorteks, telensefalonun bazal kisminin bazi
sinirl boliimlerini kaplar. Arkikorteks olarak bilinen “eski kabuk” ise memeli beyninde
hipokampus bdlgesinin yapisina verilen isimdir (Andrew, 1991).

Memeli neokorteksi 6 tabakalidir (Sekil-2). Beyinde bdlgeler arasinda bazi
farklar bulunsa da bu alt1 tabakali yap1 tiim korteks boyunca korunmaktadir. Beyin
korteksinin kalinhigir degisik bolgelerde 1,3 mm ile 4,5 mm arasinda degisir. Beyin
korteksinin tabakalari, dis yiizeyden (pia materden) asagi dogru su sekilde siralanir

(Barr ve Kiernan, 1988; Ayyildiz, 1994).
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Sekil 2. Golgi, Nissl ve Weigert metotlariyla boyanmis kortikal dilimler (Gray, 1954°den

uyarlanarak hazirlanmistir)

a. Molekdler tabaka: Pia mater’in altindan itibaren baslayan bu tabakanin ortalama
kalinlig1 250 um kadardir. Hiicreleri kiigiiktiir ve diger tabakalara gore daha gevsek bir
diizenlenme gosterir. 11, 111 ve 1V. tabakalardaki piramidal hucrelerin dikey dendritleri
ve bazi akson uglar1 bu tabakada sonlanir. Cajal’in horizontal hiicreleri ve daginik yildiz
hicreleri de nadiren bu tabakada bulunabilir. Bu tabaka esas olarak korteksin sinaptik
bir alanidir (Marangoz, 1978; Barr ve Kiernan, 1988; Schmidt, 1989; Ayyildiz, 1994).

b. Dis graniiler tabaka: Molekiler tabakaya gore daha kalindir ve daha yogun hiicre
icerir. Piramidal seklinde hiicrelerin disinda yildiz hiicreleri de ¢ogunlukla bu
tabakadadir. Bu bolgeden ¢ikan dikey dendritler molekiiler tabakada sonlanir. Aksonlar
hiicrelerin taban bdliimlerinden ¢ikar ve genellikle V. ve VI. tabakalarda sonlanir. Az da
olsa bazi aksonlar beyin kabugunu terk ederek ak maddeye gecebilir. 1V. tabakada

bulunan graniiler hiicrelerin ve bazi piramidal hiicrelerin aksonlar1 ile geriye dénen yan



dallar (recurrent collaterals) ve birlestirici lifler (asosiyasyon lifleri) bu tabakada
sonlanir (Ayyildiz, 1994).

c. Dis piramidal tabaka: Dis graniiler tabakanin devami niteligindedir. iki tabaka
arasindaki en onemli fark dis piramidal tabakadaki piramidal hiicrelerin daha buyuk
capli olmasidir. Hucrelerin tepe (apikal) bdlgeleri beyin kabugu ylizeyine dogru
yonelmistir ve tepe (apikal) dendritleri, I. tabakanin sinaptik alanina dogru ilerler. Yatay
dendritler ise ayni tabaka i¢inde kolonlar arasinda bir uzanim gdsterirler. III. tabakadan
¢ikan gotiiriicii liflerin bir kism1 V. ve VL. tabakalarda sonlanirken, digerleri korteks alt1
yapilara ve diger beyin korteksi bolgelerine kadar uzanmaktadir (Barr ve Kiernan, 1988;
Ayyildiz, 1994).

d. ¢ graniiler tabaka: Bu tabaka kiigiik capli ve ¢ok kutuplu hiicrelerden olusur. Bu
hicrelere ‘grantl hicreleri’ adi verilir. Aksonlar1 kisadir ve ¢ogunlukla beyin kabugu
icinde sonlanir. Korteksin st kisimlarina giden aksonlar | ve I1l. tabakalarda
sonlanirken, alt kisimlara dogru gidenler V ve VI. tabakalarda sonlanir. Dendritleri ayni
tabakada dallanarak dagilir. Bu tabakada bulunan bir diger hiicre tipi yildizs1 hiicrelerdir
ve onlarin dendritleri de aymi tabaka icinde dallanma gosterir. Aksonlar1 ise III.
tabakaya ¢ikarak burada sonlanir. Yildizsi hiicrelerin kisa olan aksonlar1 V. ve VI.
tabakalardaki htcrelerin bu tabakaya uzattigi dendritlerle sinaps yapar. Beyin
kabugunun girislerini alan esas bolgesi bu IV. tabakadir. Bu tabaka beyin kabugunun
baz1 bolgelerinde iyi gelismemistir ve bundan dolay: bu bdlgelere agranuler korteks adi
verilmektedir (Barr ve Kiernan, 1988; Ayyildiz, 1994).



Sekil 3. Beyin korteksinin tabakalar1 ve kortekste bulunan neokortikal néronlar: Aferent lifler (mavi).

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

I. Molekuler tabaka horizontal hiicre (H)

I1. D1g graniiler tabaka yildizsi hiicre (S)
II1. D1s piramidal tabaka igsi hiicre (F)
IV. I¢ graniiler tabaka sepet hiicresi (B)
V. I¢ (dev) piramidal hiicre tabakas1 piramidal hiicre (P)
VI. igsi (fusiform) hiicre tabakasi martinotti hiicresi(M)

e. I¢ (dev) piramidal hiicre tabakasi: Bu tabaka esas olarak, Betz’in dev piramidal
hlcreleri de dahil olmak (izere buyik piramidal hiicreleri igerdiginden ‘dev piramidal
hiicre tabakasi’ adiyla bilinir (Sekil-3). Tabaka igindeki tiim hiicreler biiyiikk degildir.
Buyuk piramidal hucrelerin dendritik dallar1 1. tabakaya kadar yiikselerek orada genis
bir dallanma gosterir (Barr ve Kiernan, 1988). Hiicrenin tabanindan ¢ikan uzun akson,
ya korteks alti merkezlere uzanir (projeksiyon) ya da aynmi veya karsi taraf beyin
korteksinde bulunan diger merkezlere (asosiyasyon ve kommisural) gider. Omurilige
inen liflerin ¢ogunlugu bu tabakadan c¢ikar ve bunlarm biiyiik bir bolimii de

medulladaki piramis boélgesinden gecer (Coulter ve ark., 1976; Murray ve Coulter,
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1981; Rapisarda ve ark., 1985). Bu aksonlarin olusturdugu doniicii yan dallar (recurrent
collaterals) geriye dogru doniip II, II ve 1. tabakalarda sonlanir. Korteksin ana ¢ikisi, V
ve VI. tabakalaridir. Piramidal yolu olusturan aksonlarin hiicreleri daha ¢ok bu tabakada
bulunur (Asanuma, 1973). Bu tabakada ayrica yildiz ve Martinotti hucreleri de

bulunmaktadir (Barr ve Kiernan, 1988).

f. igsi (fusiform) hiicre tabakasi: Hiicrelerin ig seklinde olmasindan dolayr bu ad
verilir. Dendritler, hlicrenin bir veya her iki ucundan da ¢ikarak hiicreyi terk eder ve
sonra dallanir. Bazilar1 hi¢ dallanmadan birinci tabakaya kadar uzanir. Digerleri
genellikle V. tabakaya gecmez. Akson ¢ogunlukla korteksi terk eder ve ayrilmadan dnce
doniicii yan dallar verir. Bu tabakanin igte kalan VIb kismi ak madde ile kaynasmis
durumdadir (Marangoz, 1978). V ve VI. tabakalara intragraniler, | ve IV tabakalara ise
supragranler tabakalar denir. V ve V1. tabakalar, noral tipin germinal epitelinden gé¢
eden ilk kortikal noroblastlardan olugmustur. II, III ve IV. tabakalari olusturmaya
yonelen noroblastlar intragraniler tabakalarin i¢inden geger (Barr ve Kiernan, 1988).
Kortikal tabakalarin her birinde bulunan en yogun hiicre tipi aksonlar1 kortekste
dallanan kisa aksonlu ndronlardir. Kisa aksonlu hiicrelerin baslicalari; Golgi Tip-Il,
Martinotti ve I. tabakada bulunan Cajal’in horizontal hucreleridir (Mountcastle ve
Poggio, 1974).

2.2. Nobet Ve Epilepsi
2.2.1. Nobet

Beyin milyarlarca sinir hicresi, bu hiicrelerin uzantilar1 ve sinir hiicrelerini
destekleyen destek dokularindan olusmustur. Sinir hiicreleri elektrik akimlariyla ¢aligir.
Her bir sinir hiicresi elektrik akimi olusturma ve bunlar1 bir hiicreden diger bir hiicreye
iletebilme kabiliyetine sahiptir. Degisik bozukluklar sebebiyle sinir hucrelerinde
anormal elektrik akimi desarjlar1 ya da elektrik firtinalar1 olusabilir. Iste bu anormal
elektrik akimlar1 nobetlere neden olur. Epileptik nobet, beyinde bir néron grubunun asiri
desarj1 ve elektrofizyolojik anormalligi sonucunda olusan klinik bir gérinimdir. Bu
klinik tablo bilin¢ diizeyinde degisiklik, motor, duyusal, otonomik veya psisik olaylar
iceren ani ve gecici anormal fenomenleri kapsar. Nobetler, refleks epilepsi olaylar1 hari¢
onceden tahmin edilemez. Epileptik nébetler istemsiz olaylar oldugundan, hastalar

nobetin baslangicini ve bitisini kontrol edemezler. Nobet, hastanin hayati boyunca tek
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bir ndbet olarak kalabilecegi gibi, zaman iginde tekrarlayabilir de. Nobetler genellikle
mudahalesiz sona erer; sona ermez ise status epileptikus olusur. Bu, hayat1 tehdit eden
bir durumdur. N6betin karsilig1 olarak iktus (ictus) terimi de kullanilir. Bu nedenle,
nobet sonrasina postiktal periyot, nobetler arasi zamana da interiktal periyot denir
(Okan, 2004).

2.2.2. Epilepsi

Giintimiizde kullandigimiz epilepsi sozciigii eski Yunanca’da yakalamak,
kavramak anlamlarina gelen ‘epilambanein’ kelimesinden tiiretilmistir ve yalin anlami
yakalama, tutma demektir. Giinlik dilimizde epilepsi karsiligi olarak kullandigimiz
“’yere serme’’ anlamina gelen “’sar’a’ sozcligii ise Arapga kokenlidir (Bora ve ark.,
2008). Epilepsi; merkezi sinir sisteminde belirli bir islevi olan néron toplulugunun ani,
anormal ve hipersenkron desarji olarak tanimlanir. Klinik olarak ise, ani baslayan,
kendiliginden sonlanabilen, yeniden meydana gelme egilimi olan gegici beyin
fonksiyonu hasaridir. Hastaligin prevalansi, toplumda yaklasik olarak %0,4-1 oraninda
gortlmektedir (Bell ve Sander, 2001). Epilepsi norolojik hastaliklar arasinda ¢ocukluk
ve ergenlik ¢aginda en sik, erigkinlerde ise beyin damar hastaliklarindan sonra en sik
rastlanan ikinci hastaliktir. Bu hastalik eski ¢aglardan beri insanoglu tarafindan bilindigi
icin epilepsinin arastirmalar1 ve tedavisi 1850'lerden giintimiize kadar gelisimini
stirdiirmiistiir.

Epilepsi, spontan olarak tekrarlayan nobetlerle karakterize bir hastaliktir.
Nobetler ise beyinde anormal, istemsiz ve ritmik noronal desarjlar sonucunda ortaya
¢ikan, zaman sinirlamasi olan, ani ve gegici Krizler halinde gelen olaylardir. Epilepsi
icin ‘nobet hastaligi’ olarak bahsedilebilir ancak ndbetlerden epilepsi olarak
bahsedilmesi dogru degildir. Nobetler semptomdur; fakat epilepsi, tekrarlayan
nobetlerle karakterize bir hastaliktir.

Epilepsi olusum (epileptogenez) surecinin altinda yatan mekanizmalar ¢ok iyi
bilinmemekle birlikte bu konuda; belirli sinaps dist olaylar, hiicre kaybi, degismis
reseptdr yapimi, hiicresel diizeyde anatomik degisiklikler, presinaptik sonlanmadaki
asir1 uyarilma ve hatali sinaptogenez gibi birgok mekanizma Onerilmektedir (Avanzini
ve Franceschetti, 2003; Avoli ve ark., 2005). Epileptogenez olusumuyla ilgili molekdler
mekanizmalar arasinda GABA sentez ve yikimindaki degisiklikler, hiicresel GABA

aliminin inhibisyonu ve basta GABAAa reseptori olmak Uzere c¢esitli aminoasit
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reseptorlerinin modiilasyonu ile ortaya ¢ikan degisiklikler yer alir (Wilson ve ark.,
1992; Wendling ve ark., 2002; Avoli ve ark., 2005; Pitkanen ve ark., 2006 ). GABA
beyindeki en énemli inhibitér nérotransmitterdir. Epilepsi odakli doku 6rneklerinde
GABA seviyesinin ve GABA sentezinde rol alan glutamik asit dekarboksilaz (GAD)
enzim aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Glutamat ise ana eksitator ndrotransmitterdir.
Bircok epilepsi hayvan modelinde postsinaptik glutamaterjik reseptorlerin uyariimasinin
hipereksitabilite olusturdugu bildirilmistir. Sonu¢ olarak beyin dokusundaki nobet
aktivitesinin sirddrtlmesi ve inhibisyonunda GABA ve glutamat sistemlerinin 6nemli
rol oynadig1 onerilmistir.

Epilepsi tanisinin konulabilmesi igin epileptik ndbetler hem tekrarlanabilir
olmali hem de uzun stire devam etmelidir. Inme, kafa travmalari, beyindeki kanamalar,
merkezi sinir sistemini etkileyen bazi enfeksiyonlar (menenjit, ansefalit, apse vb.),
beyin damarlarindaki bazi yapisal bozukluklar, genetik faktorler, dogum travmalar1 ve
timorler belli basli epilepsi nedenleri arasinda bulunmaktadir. Vakalarin neredeyse

%70’inin altta yatan sebep bulunamamaktadir (Bruton, 1988; Ettinger, 1994).

Epilepsi teshisi iki acgidan yapilmaktadir. Siklikla epileptik nodbetin tipi
smiflandirilir. Ya da daha ayrintili ve tanimlayici olarak epilepsi ve epileptik
sendromlar kategorize edilir. Giiniimiizde en gegerli siniflandirma, Uluslararasi
Epilepsiyle  Micadele Birliginin (ILAE) epileptik nobetlerin ~ klinik  ve

elektroensefalografik siniflamasidir.
A. Epilepsinin siniflandirilmasi

Uluslararast Epilepsiyle Savag Birligi’nin (International League Against
Epilepsy, ILAE) 1981 yilinda yayinladigi ve hala kullanilmakta olan siniflandirma
sistemine gore epileptik ndbetler temelde parsiyel (fokal) ve jeneralize olmak Uzere iki
smifa ayrilmaktadir. Bu ayrim Onemlidir, cilinkii nobet tipleri farkli semptomlarla
seyreder ve farkli tedavilere cevap verir. Nobetler temelde, nobet esnasindaki

semptomlara gore siniflandirilir.
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|- ILAE’ye Gore Epileptik Nobetlerin Siniflandirilmasi

1) Parsiyel (fokal) nobetler: Beynin belli bir bolgesindeki tek bir odaktan
kaynaklandigi i¢im tam bir biling kaybi goriilmez. Ancak bazen, jeneralize olarak
yayilabilir. Yani bazi hastalarda kars1 hemisfer de etkilenebilir.
Parsiyel nobetler tice ayrilir:

a) Basit parsiyel ndbetler: Beynin sinirl ufak bir bolgesinde meydana geldiginden bu
tip nobetlerde biling degisikligi yoktur. Frontal lobun sag tarafinda, 6zellikle motor
kortekste meydana gelen nobetler, klonik el hareketlerine neden olur. Oksipital lobun
ozellikle gorme korteksinde meydana gelen nobetler, parlak renk ve sekil gibi baglica
gorsel fenomenlere sebep olur. Temporal lobun unkusunda (¢engelinde) meydana gelen
nobet durumu, genellikle yanmis kauguk gibi nahos bir koku tarzinda olfaktor
duyarliliga neden olur. Hastalarin bir ndbeti O6nceden hissetme deneyimi olarak
tanimladiklart aura, sadece bir basit parsiyel nobettir. Auranin ortak belirtileri arasinda
epigastrik duyular, komik hisler, durulanma, temizlenme, garpinti, bulanti veya bas
donmesi ve temporal loptan kaynaklanan tanimlanamayan viseral septomlar sayilabilir
(Shneker ve Fountain, 2003).

b) Kompleks parsiyel nobetler: Bu ndbetlerde hastanin bilinci kaybolmaz ancak
bilincinde bir degisiklik meydana gelir. Hasta uyaniktir ve bos bakar, fakat disaridan
uyaranlara cevap vermez. Kompleks parsiyel nobetler beynin herhangi bir yerinde
olusabilir ancak genellikle temporal lobda, daha sonra da frontal lobda meydana gelir.
Bu ndbetlere dudak sapirdatma, ¢igneme, yutma ve yutkunma gibi oral hareketler veya
oksama, ovalama ve el sikma gibi tekrarlanan amagsiz hareketler eslik edebilir.
Kompleks parsiyel ndbetler tiim yas gruplarinda goriiliir ve toplumda oldukga yaygindir
(Shneker ve Fountain, 2003).

C) Sekonder jeneralize nobete doniisen parsiyel nobetler: Basit parsiyel nobet
jeneralize ndbete, kompleks parsiyel nébet jeneralize nébete ya da basit parsiyel nébet

kompleks parsiyel nobete ve ardindan jeneralize ndbete doniisebilir.

2) Jeneralize nobetler: Bu nobetler tiim kortekste ayni anda baglar. Bilinci saglayan
kortikal ndronlar normal gorevlerini yerine getiremediginden biling kayb1 gozlenir. Bazi

jeneralize nobetlerde, 6rnegin miyoklonik ndbetlerde, herhangi bir biling kayb1 olup
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olmadigini saptamak zordur. Ancak bir nobet siresince elde edilen EEG, jeneralize
ndbetlerin dogrulanmasina katki saglayabilir.

a) Absans nobetler: Belirgin bir motor belirti olmaksizin kisa siireli jeneralize nobetler
absans ndbetler (petit-mal) olarak isimlendirilir. Petit mal nébetin en 6nemli 6zelligi
kisa stireli (3—30 saniye) ve gegici biling kayb1 goriilmesidir. Nobetin geldigi an, kiginin
ifadesinde veya devam eden hareketlerinde bir bosluk goriiliir. Hasta ¢ogu zaman bu
boslugun farkinda olmaz, ancak olayin sahitleri, konugsma veya hareketin kisa bir siire
kesildigini anlarlar. EEG’de iyi sekillenmis, yiiksek amplitiitli, 3 Hz’lik diken dalga
aktivitesi goralur.

b) Jeneralize tonik-klonik nobetler: Grand-mal epilepsi olarak da bilinir. Bu tip
ndbette once tonik faz, ardindan klonik faz goriiliir. Tonik faz, ani biling kayb1 ve kas
kasilmasi sonucu diisme ve travma ile birlikte goriilebilmektedir. Tonik fazda 6nce
aksiyal fleksiyon, ardindan eksitansiyon olur. Sonrasinda, jeneralize olan jerklerle
klonik nobet baslar. Bu safhada diizensiz nefes alma ve bol miktarda tukurik
salgilanmasi gortliir. Dilin 1sirilmast ve idrarin tutulamamasi, jeneralize tonik-klonik
nobetlerde goriilen yaygin durumlardir. Bu nébetler 2-3 dakika siirer ve ardindan en az
birka¢ dakika daha konfiizyon veya tamamen yanitsizligin oldugu bir periyot goruldr.

c) Klonik ndbetler: Bu nobetler jeneralize tonik-klonik ndbetlerin klonik evresini
kapsar. Tekrar eden ritmik jerkler olarak karakterize edilir.

d) Tonik nobetler: Jeneralize tonik-klonik noébetlerin tonik kismini olusturur. Tipik
olarak midriyazis ve yukar1 ya da yana dogru g6z kaymasi ile birliktedir. Sert, muskiiler
spazmlar 30 saniye veya daha az surer (Gurnett ve Dodson, 2009).

e) Miyoklonik nobetler: Kisa nobetlerdir. Muskdler jerklere benzer. Jerk, santral sinir
sisteminin birgok alanindan kaynaklanabilen ani, kisa, istemsiz bir harekettir. En yaygin
belirtisi, iki tarafli el veya kol hareketleridir.

f) Atonik nébetler: Ani kas tonusunun ardindan yere kontrolsiiz bir bigimde diisme
veya yigilma, bu noébetlerin tipik 6zelliklerindendir.

g) Atipik absans nobetleri: Absans nobetlerine gore daha uzun siirer ve azalmis tonik
aktivite ile birliktedir.

h) infantil spazm: Govdenin ileri dogru fleksiyonu ve her iki kolun ekstansiyonu gibi
belirtileri bulunmaktadir. Adindan da anlasilacagi gibi kiigiik cocuklarda goriiliir

(Shneker ve Fountain, 2003).
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I1- ILEA’ya Gore Epilepsi ve Epilepsi Sendromlarinin Simiflandirilmasi

ILEA sisteminde epilepsinin siniflandirilmasi, lezyonun konumu (lokal veya
genel) ve sliphelenilen sebep (idiyopatik, semptomatik veya kriptojenik) olmak iizere iki
ayirt edici oOzellige baglhidir (Commission, 1989). Lokal epilepsi fokal bir hastalik
sebebiyle meydana gelirken, jeneralize epilepsi tim beyni etkileyen bir hastalik
sebebiyle meydana gelir.

a) Idiyopatik Epilepsiler: Bazi epilepsiler sebebi bilinmedigi icin idiyopatik olarak
adlandirilir. Son yillarda genetik ve molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler bu
epilepsilerin,  genetik  olarak  belirlenen  norotransmisyon  anomalilerinden
kaynaklandigimi gostermektedir. TUm epilepsi nobetlerinin yaklasik %60’1 idiyopatiktir.
b) Semptomatik Epilepsiler: Semptomatik epilepsi, bilinen yapisal bir hastaligin
belirtisi olarak ortaya ¢ikar. Tiimor, malformasyon ve travma gibi yapisal bozukluklar,
genellikle goriintiileme teknikleri ile ortaya ¢ikar.

c) Kriptojenik Epilepsiler: Kriptojenik epilepsilerin yapisal bir temeli oldugu
diisiiniilmesine ragmen gosterilebilen yapisal bir bozukluk yoktur ve sebebi
bilinmemektedir. Bazi durumlarda yapisal bir beyin bozuklugu, mental retardasyon
veya hemiparezis gibi norolojik belirtilerinin bulunmasi nedeniyle kolayca anlagilir.
Bilgisayarli tomografi (CT) taramalarinda saptanamayan lezyonlar yiksek ¢ozinurltklu
manyetik rezonans gorintileme (MRI) taramalariyla tespit edilebilir. Bu sayede birgok
kriptojenik epilepsi tiirii, semptomatik epilepsi igerisine dahil olmustur (Shneker ve

Fountain, 2003).

B. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsinin hem olasi mekanizmasini aydinlatmak hem de bu hastaliga karsi
daha etkili ilaglar gelistirmek amaciyla ¢ok g¢esitli deneysel epilepsi modelleri
geligtirilmistir.  Deneysel epilepsi  modellerinde  oldukc¢a degisik  yontemler
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, epilepsi olusturucu (konvulsan) 6zelligi bilinen
maddelerin direkt olarak beyne veya viicut bosluklarina verilmeleri sonrasinda

olusturulan epileptik nobetlerin mekanizmalar arastirilmaktadir.
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Ideal bir epilepsi modeli asagidaki ozelliklere sahip olmalidir (Losher ve
Schmidt, 1994):
1- Spontan olarak tekrarlayan nobetleri olmalidir.
2- NoObetler insanda gorilen epilepsiye benzer olmalidir.
3- Epilepsi modelindeki EEG kayaitlari, ilgili epilepsi ¢esidindekine benzemelidir.
4- {laglarin etkisini, akut veya kronik olarak test edebilmek igin ndbetlerin frekansi
yeterli seviyede olmalidir.
5- Antiepileptik ilaglarin farmakokinetigi insandakine benzer olmalidir.
6- Antiepileptiklerin, etkili olduklar1 plazma ve beyin seviyeleri, ilgili ndbeti insanda
onleyecek seviyede olmalidir.

Deneysel epilepsi modelleri su sekilde siniflandirilabilir:
a) Basit Parsiyel Epilepsinin Akut Modelleri
* Yiizeysel epileptik madde uygulamalari: Penisilin (Walker ve ark., 1946), bikukullin
(Campbell ve Holmes, 1984), striknin (Fisher, 1989), pikrotoksin (Usunoff ve ark.,
1969), kolinerjik (Ferguson ve Jasper, 1971) ve antikolinerjik maddeler (Daniels ve
Spehlmann, 1973; Tan ve ark., 1978) akut fokal epilepsi olusturmak icin kortekse
uygulanmaktadir.
* GABA kesilmesi (Brailowsky ve ark., 1987; Brailowsky ve ark., 1988)
* Akut elektriksel uyar1 (Fisher, 1989)
* Neokorteks ve hipokampus dilimleri (Schwartzkroin ve ark., 1983; McCormick ve
ark., 1985)

b) Basit Parsiyel Epilepsinin Kronik Modelleri

* Beyin kabuguna metal uygulanmasi: Alliiminyum, kobalt, nikel (Kopeloff, 1960),
krom, kalay, tungsten, bizmut, kadmiyum, titanyum, demir, civa, tantal (Chusid ve
Kopeloff, 1962; Willmore ve ark., 1978), berilyum ve kursun, basit parsiyel kronik
epilepsi olusturmak i¢in ylizeysel olarak beyne verilen metallerdir.

* Beynin belli bir bolgesi sogutularak fokal epilepsi olusturulabilmektedir.

* Sicaklik modeli (Hanna ve Stalmaster, 1973)

* Sistemik fokal model (Remler ve Marcussen, 1986): Beyin dokusunun bir bélimine

1s1n1n verilmesi yoluyla olusturulabilir.
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c) Kompleks Parsiyel Epilepsi Modelleri

Kompleks parsiyel nobetler genel olarak amigdala, hipokampus, temporal lob
ve neokorteks gibi yapilar1 kapsayan limbik lobdan kaynaklanir.
* Kainik asit modeli (Faingold ve Browning, 1987)
* Tetanoz toksini modeli (Carrea ve Lanari, 1962)
* Prepriform korteks modeli: Bu alana bikukullin, kainik asit, glutamat, aspartat ve
NMDA verilmesiyle ¢ift tarafli klonik motor ndbetler olusturulabilir (Piredda ve Gale,
1986).
* Tutugma (kindling) modeli (Alonso-Deflorida ve Delgado, 1958)
* Beyin dilimleri modeli (Wong ve ark., 1984)

d) Petit Mal Epilepsi Modelleri

* Talamusun uyarilmasi (Hunter ve Jasper, 1949)

* Cift tarafli odak modeli (Fisher ve Prince, 1977): Beyin korteksinin her iki tarafina
yaygin olarak konvulsan maddeler verilerek olusturulmaktadir.

* Sistemik penisilin modeli (Prince ve Farrell, 1969)

* Gama-Hidroksi Butirat (GHB) modeli (Snead, 1988)

* Opioid peptid modeli (Snead ve Bearden, 1980)

* Genetik model: Wistar ve Sprague-Dawley siganlarinin yaklasik %30 kadari

spontan olarak epilepsi nobetleri gecirmeye genetik olarak yatkinlik gdstermektedir

(Coenen ve Van Luijtelaar, 1987).

e) Grand Mal (Jeneralize Tonik Klonik) Epilepsi Modelleri

Biiyilik nobet diye adlandirilan bu epilepside, EEG frekans:1 10 Hz kadar olan,
ayni ana rastlayan bilateral ritmik desarjlar ve miyoklonik kasilmalar gozlenir.
* Genetik modeller: Isiga duyarli babun modeli, farelerde sesle olusturulan epilepsi
modeli, paytak fare modeli, epileptik fare (E1) modeli, genetik olarak epilepsiye yatkin
sican modeli
* Maksimal elektrosok (MES) modeli
* Sistemik konvulsanlarla olusturulan modeller: Pentilentetrazol, penisilin, begmerid,
bikukulin, pikrotoksin, homosistin ve eksitatdr aminoasitler verilerek olusturulur.
* Metabolik bozukluklar sonucu olusan epilepsi modelleri: Hipoksi, hipoglisemi, tGremi,

ilag kesilmesi ve yiiksek sicaklik gibi durumlarda meydana gelen epileptik nobetlerdir.
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f) Status Epileptikus Modelleri

* Lityum pilokarpin modeli (Laird, 1989)

* Kobalt homosistin modeli (Freed, 1985)

* Elektriksel modeller (Vicedomini ve Nadler, 1987)

2.2.3. Elektroensefalografi (EEG) ve Elektrokortikografi (ECoG)

Epilepsi ile ilgi ¢calismalarda EEG ve ECoG en ¢ok kullanilan yontemlerdir.
EEG, kortikal noronlardaki ¢ok sayida inhibitér ve eksitatdr sinaptik potansiyelin
toplam1 olan spontan elektriksel aktivitelerin sac¢li deriden kaydedilmesi olayidir. Elde
edilen kayitlara da elektroensefalografi denir. Beyin korteksinin yiizeyinden makro
elektrotlarla alinan kayitlara ise elektrokortikografi (ECoG) denir. Beynin elektrik
sinyalini ilk defa Richard Caton isimli ingiliz bilgin kaydetmistir. Caton 1874’te ilk
EEG dalgalarini, tavsan ve maymunlarin kafatasina veya direkt olarak beynine koydugu
elektrotlardan elde etmistir. 1929 yilinda bu metodu insana uygulayan Viyanali Hans
Berger, ilk sistematik insan EEG verilerini tanimlamis ve seri halinde sunmustur
(Aydemir ve Kayik¢ioglu, 2009).

Yapilan aragtirmalar kisa siireli olan aksiyon potansiyellerinin EEG’ye direkt
etkisinin ¢ok az oldugunu gosterir. Beyin dalgalart EPSP ve IPSP’lerin cebirsel toplami
sonucu arta kalan sinaptik aktivitenin senkronizasyonu yoluyla olusur ve yiizeydeki
kaydedici elektrot yardimiyla yazdirilir. Korteks yiizeyine yakin noéronal yapilarin
EPSP’leri EEG dalgalarinin negatif kisimlarmni, derin kortikal yapilarin IPSP’leri ise
EEG dalgalarimin pozitif kisimlarini olusturur. Ayrica, yiizeyel IPSP’ler EEG
dalgalarinin pozitif kisimlarinin, derindekiler ise negatif kisimlarinin olusumuna katkida
bulunur (Creutzfeldt ve ark., 1966).

EEG insanda uyku-uyaniklik, riiya ve epilepsi gibi olaylar {izerinde
arastirmalarda ve norolojik hastaliklarin teshisinde kullanilabildigi gibi epilepside de
kullanilir ve burada EEG'nin amaci taninin desteklenmesi, siiflanmasi, fokal beyin
lezyonunun arastirilmasi ve epilepsi hastalarinin izlenmesidir. Buna karsin tek basina
EEG bulgusu epilepsinin tanis1 i¢in yeterli degildir. Cekilmis olan EEG’lerin
degerlendirilmesi gorsel ve subjektif oldugu icin degerlendiren kisinin tecriibesi ve

bilgisi 6nem tasimaktadir.
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EEG’nin epileptik olgunun degerlendirilmesine baglica katkilarin1 3 ana
maddede 6zetlemek mimkuindr:
* Klinik olarak konulmus taninin desteklenmesi ve dogru tan1 konmasina yardim etmesi
* Nobet kaydi ile ya da dolayli baz1 bulgularla nébet ve sendrom tipinin belirlenmesi
* Odagin lokalizasyonu hakkinda bilgi edinilmesi

EEG kaydi icin 2 tip elektrot kullanilir. Bunlardan biri aktif elektrot, digeri ise
referans (indifferent) elektrot adimi alir. Aktif elektrot kayit alinacak yere yerlestirilir.
Referans elektrot ise aktif elektrottan uzak ve potansiyeli sifir kabul edilen bir alana
(kulak memesi) konulur. Klinikte EEG yapilirken beyinde birgok yere -elektrot
yerlestirilir. Bu kayitta ya aktif elektrot ile referans elektrot arasindaki potansiyel fark
oOlgiiliir (monopolar kayit) ya da 2 aktif elektrot arasindaki potansiyel fark yazdirilir
(bipolar elektrot).

A. Elektroensefalografide Beyin Dalgalar:

Normal bir insan beyninde EEG kaydi yapildiginda potansiyellerin frekansi
genellikle 1 ile 30 Hz; yikseklikleri ise 20-100 mikrovolt civarindadir. Kafatasi ve deri,
EEG dalgalarinin amplitiidiinii azaltic1 bir etki gostermektedir. EEG dalgalarinin hem
frekans1 hem de amplitiidii karmasik bir yapidadir ve ¢esitli sartlarda degisebilmektedir.
Bununla birlikte EEG dalgalar frekanslarina gére bes gruba ayrilmaktadir (Schmidt,
1989; Miller ve ark., 1992; Timofeeva ve Gordon, 2001) (Sekil-4).
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Sekil 4. EEG dalgalar1 (Hall, 2011°den uyarlanarak hazirlanmistir)

Tablo 1. Beyinden kaydedilen EEG dalgalar ve dalga frekanslar

Dalga Frekans (Hz)
Gama 30-50
Alfa 13-30
Beta 8-13
Teta 4-8
Delta 0,5-4
a. Gama dalgalari: 30 Hz ve Uzeri dalgalar bu smifa girmektedir (Tablo-1).

Bilissel islevlerde ve duyusal bilginin entegrasyonunda 40 Hz’lik aktivitenin dnemli
oldugu ortaya konmustur. YUksek miktarda gama beyin dalgalar1 ile bellegin
canlandigi, bu dalgalarin ge¢misteki olaylar1 hatirlama yetenegi ile iliskili oldugu

bulunmustur. 40 Hz gama frekansinin, iyi bir hafizanin gostergesi oldugu
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diisiiniilmektedir. Saglikli ve iyi diislinen bir bellek i¢in, 40 Hz gama beyin dalgalar
gerekir. (Basar ve ark., 2001).

b. Alfa Dalgalari: Frekansi 8-13 Hz, yiiksekligi 20-60 puV araligindaki dalgalardir.
Normal bir insanda, sessiz ve sakin bir odada gozler kapali, zihnen ve bedenen tam
istirahatte iken kaydedilir. Gozler agildiginda, duyusal uyaranlar alindiginda veya zihin
herhangi bir problemle mesgul oldugunda alfa ritmi kaybolur. Alfa bandinin
olusumunda beyin sapi, 6n beyin ve talamusun g¢esitli bolgelerinin katkisi vardir
(Timofeeva ve Gordon, 2001).

C. Beta Dalgalari: Beta dalgasi 14-30 Hz frekansinda olan, yaklasik 2-20 pV
amplitide sahip olan diizensiz bir dalgadir. Normalde insanda frontal bolgede daha
belirgindir. Ozellikle uyaranlar ve asir1 zihin aktivitesi oldugunda daha yogundur.
Ayrica bu dalgalar, uyku halinde azalma ve zihinsel rahatlik halinin bozulmasi
durumlarinda da ortaya ¢ikar.

d. Teta Dalgalari: Teta dalgasi, frekanst 4-9 Hz, yiiksekligi 20-100 pVvV
araligindaki dalgalardir. Yetiskinlerde uyku haricinde ¢ok fazla gorilmez. Normal
eriskinlerde uykunun 1. ve 2. evresinde goriiliir. Cocuklarda goriilmesi normaldir.

e. Delta Dalgalari: Amplitiidii en yiiksek, frekansi en diisik beyin dalgasidir.
Delta dalgalar1 0,5-3,5 Hz ve 20-200 pV araligindadir. Uykunun 3. ve 4. evrelerinde
gorilir. Eger uyanik bir insanda meydana gelirse ‘timor’ gibi beyin anormalliklerine

isaret eder.
2.3. Kanabinoidler

Esrar (Marihuana), kenevir bitkisinin Cannabis sativa / Cannabis indica
tdrlerinin ciceklerinden ve tohum yataklarindan elde edilir, viicutta kullanildiginda
sarhosluk ve keyif verir. Esrarin kullanim1 insanlik tarihi kadar eskidir. Tedavi edici
Ozelliklerine Cin farmakopesinde milattan dnce yaklasik 200°1i yillarda deginilmesine
ragmen, esrar kokenli kimyasal etken maddelerin (kannabinoidlerin) yapilarinin ve
farmakolojik etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina 6zellikle son 100 yilda yapilan
yogun galismalar agiklik getirmistir. Bunun sebebi ise kanabinoid sistemin santral sinir
sistemi ve norofizyolojik streclerde 6nemli bir role sahip olmasidir. GOzlenen ilk tedavi
edici yararlar1 anestezik, antihipertansif, goz basincim1 diasurict (glokom), ve
antiemetik etkileri olarak bilinmesine ragmen yillarca altinda yatan fizyolojik ve

molekiiler mekanizmalar1 bilinmiyordu.
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Tablo 2. Kanabinoid sistemin tarihcesi (Plutzky ve Wood, 2006)

YIL BULGULAR

1964 Cannabis sativa’nin aktif yapist A°>-THC izole edildi.

1988 Sican beyinlerinde, kanabinoid baglanma sisteminin yeri kesfedildi.

1990 Siganlarda G proteinle baglantili kanabinoid reseptor tip 1 (CB1)
klonlandi.

1991 Insan CB1 reseptérii klonlandi.

1992 [k endojen kanabinoid olan anandamid kesfedildi.

1993 Periferdeki CB2 reseptorii klonlandi.

2.3.1. Kanabinoid Reseptorleri

Kanabinoid reseptorleri hipokampusun piramidal hiicre tabakalari, bazal
gangliyon, serebellumdaki molekiler tabaka, nikleus accumbens, amigdala, prefrontal
korteks, singulat, periakuadektal gri madde, dorsal boynuz ve omurilikteki lamina X
gibi bazi beyin bolgelerinde lokalizedir (Herkenham ve ark., 1991).

CB1 ve CB2 olarak bilinen kanabinoid reseptérlerinin 2 alt tipi belirlenmistir
(Tablo-2). CB2 reseptori primer olarak immin hicrelerde (Pertwee, 1997; Axelrod and
Felder, 1998) eksprese edilirken, CB1 reseptori santral sinir sisteminde yuksek
konsantrasyonlarda eksprese edilir. Kanabinoid reseptorleri G proteinine bagli reseptor
ailesinin tipik tyesidir. CB1 reseptorleri Gi/o ile baglantili olarak adenilat siklazi ve
voltaj kapili kalsiyum kanallarini inhibe eder ve G proteine kenetli ice yonelik rektifiye

potasyum kanallarini1 (GIRK) aktive ederek hiperpolarizasyona sebep olur (Sekil-5).
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Sekil 5. Kanabinoidlerin hlcresel faaliyetleri (Rang ve ark., 2011)

CB1 reseptoriiniin beynin hangi boliimlerinde var oldugu insan ve hayvan
deneyleriyle agikga ortaya konulmaktadir (Sekil-6) (Mailleux ve Vanderhaeghen, 1992;
Glass ve ark., 1997). CB1 reseptorii memeli beyninde G proteinle iligkili en bol bulunan
bir reseptordir (Wallace ve ark., 2002) ve dagilimi homojen degildir; hipokampusta
(kanabinoidlerin hafizada etkileriyle ilgili olarak), hipotalamusta (viicut 1sis1 ve istahin
kontrolinde ©6nemli), substantia nigra, serebellumda (koordinasyon kaybi ile ilgili),
mesolimbik dopamin yollar1 ve serebral korteksin ilgili alanlarinda yogun olarak

bulunmaktadirlar (Herkenham ve ark., 1991).
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Sekil 6. CB1 reseptorlerin beyinde dagilimi (Joy ve ark., 1999)

CB2 reseptorleri, CB1 reseptorlerinden farkli olarak g¢ogunlukla periferde
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligsmalarda ana etkilerinin bagisiklik sistemi lizerine oldugu
bilinmektedir (Herkenham ve ark., 1990). CB2 reseptorii sadece %45 oraninda CBI
reseptorlyle aminoasit benzerligi gosterir (Sekil-7). CB2, esas olarak lenfoid dokuda
(dalak, tonsiller, timus, dolasimda lenfosit, monosit, doku mast hicrelerinde) bulunur.
Ayrica enteresan bir bicimde CB2 reseptorleri santral sinir sisteminde mikroglia-imman
hicrelerinde de saptanmistir ve bu lokalizasyon esrarin immiin fonksiyonlardaki
inhibitor etkisinin sorumlusu olabilir.

CB1 reseptori gibi, CB2 reseptorii de G proteiniyle bagh reseptordir. CB2
reseptéri Gi/o proteininin alt birimi Uzerinden adenilat siklazi inhibe eder ve sonugta
yine protein kinaz inhibe olur. CB1 reseptorlerinden farkli olarak CB2 reseptorleri Q
tipi Ca®* kanallarini etkileyemez (Felder ve ark., 1995).
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Sekil 7. CB1 ve CB2 reseptdrlerinin yapisi

2.3.2. Fitokanabinoidler

Kanabinoidler {i¢ farkli gruptan (fitokanabinoid, endokanabinoid ve sentetik
kanabinoidler) olusan heterojen bilesiklerdir (Agar, 2015). Esrarla ilgili arastirmalar
bitkisel kaynakli olan fitokanabinoidlerin izolasyonlar1 ve kimyasal yapilarinin
aydinlatilmasiyla baslamistir. Raphael Mechoulam ve ark. simdiye kadar en az 66 farkli
fitokanabinoidin kesfine onciiliik etti (Mechoulam and Hanus, 2000; Pertwee, 2006). Bu
buluslara ek olarak kenevir bilesenleri psikotropik ve motor etkileri agisindan insan ve
hayvan modellerinde (fare, sican, tavsan ve kopek) test edildi. Fitokanabinoidler bitkisel
kaynakli olduklarindan memelilerde tiretilemez. Tiim fitokanabinoidler arasinda THC
(Tetrahidrokanabinol)’nin en etkili oldugu ve THC’ler arasinda da A°-THC’nin (Delta
9-Tetrahidrokanabinol) anksiyete, panik atak, ofori, disfori ve bozulmus bellek gibi
bircok etkiden sorumlu oldugu goriilmektedir (Haagen-Smit ve ark., 1940; Loewe,
1946; Howlett ve ark., 2004). AS-THC, biitiin fitokanabinoidler arasinda en giiclii ve en
etkili psikomotor bilesiktir ve yiiksek oranda lipofilik bir molekildiir (Sekil-8).
Lipofilik 6zelliginden dolay1 kan-beyin bariyerini kolaylikla gecer ve 0zgul membran
reseptorlerine baglanir. Bu sayede santral etkilerin olusmasini saglar. Tiim bunlarin

disinda A%-THC ile ilgili diger 6nemli olay ise hem cAMP birikmesini inhibe ettiginin
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kesfedilmesi (Howlett ve Fleming, 1984) hem de beyinde spesifik kanabinoid baglanma

alanlarinin oldugunun tanimlanmasi olmustur (Devane ve ark., 1988).

Cannabinosl Cannabidial

Sekil 8. Kananinoid bilesenleri (Pertwee, 1997)

2.3.3. Endokanabinoidler

Kanabinoid reseptorlerinin  kesfedilmesiyle viicutta bunlarin endojen
ligandlarinin var olabilecegi fikri akillara gelmistir ki bu da endokanabinoidlerdir.
Endokanabinoidler kanabinoid reseptorlerine baglanip onlar1 aktive etme yetenegine
sahip bilesiklerdir.

Kanabinoid reseptorlerinin endojen ligandlarinin arastirilmasiyla ilk olarak
1992 yilinda domuz beyninde endojen bir lipit olan arasidoniletanolamin (AEA)
kesfedilmis ve CB1’e baglandig1 gOsterilmistir (Devane ve ark., 1992). AEA c¢ok dusik
afiniteyle CB2 reseptOre de baglanip antagonist gibi davranabilir (Gonsiorek ve ark.,
2000). Bu endojen lipide Sanskrit¢ce’de keyif ve mutluluk verici anlamima gelen
‘ananda’ ile kimyasal yapisindaki ‘amid’in birlesimi olarak Anandamid (AEA) ismi
verilmistir (Sekil-9). Daha sonra 1995’te yine bir arasidonik asit tlirevi olan ester
yapisindaki 2-arasidonil gliserol (2-AG) kesfedilmistir. 2-AG ise CB1 reseptore daha
dislk afiniteyle baglanmasina ragmen beyin ve diger organlardaki oraninin anandamide

gore cok daha fazla olmas1 ve reseptor Uzerindeki etkinliginin yiksek olmasindan dolay1
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hem CB1, hem de CB2 tam agonistidir (Sugiura ve ark., 1996. Anandamid hem santral
hem de periferal kanabinoid reseptorlere yiiksek afiniteyle baglanarak hipotermi,
analjezi, bellek bozuklugu, immobilite, LTP inhibisyonu gibi ¢esitli kanabimimetik
aktiviteler sergilemistir. (Mechoulam ve ark., 1998; Piomelli ve ark., 1998; Di Marzo ve
ark., 2002).

Molekiiler, anatomik ve fizyolojik kanitlar endokanabinoid sistemin fizyolojik
ve patofizyolojik siireglerle ilgili oldugunu onaylamaktadir (Piomelli, 2003).
Endokanabinoid sistemin en biiyiik fizyolojik rolii beynin her tarafindaki ¢esitli sinaps
tiplerinden norotransmiter saliniminin diizenlemesidir (Freund ve ark., 2003). Yapilan
caligmalarda endokanabinoid sistemin; agrinin azaltilmasit (Pertwee, 2001), istahin
duzenlenmesi (Di Marzo ve ark., 2001), psikomotor kontrol (Giuffrida ve Piomelli,
2000) ve noronlar1 koruma (Marsicano ve ark., 2003) gibi birgok fizyolojik olayda

onemli etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

Anandamide 2-Arachidonoyl glycerol

Sekil 9. En fazla bilinen endokanabinoidlerin yapisi (Howlett ve ark., Neuropharmacology 47, 2004).

A. Endokanabinoid Sistemin Nérofizyolojik Ozellikleri

Endokanabinoidlar, postsinaptik hiicrede aktiviteye bagli olarak serbestlenen
lipofilik arasidonik asit tiirevleridir (Basavarajappa, 2007; Piomelli, 2003, 2005;
Piomelli ve ark., 1998). Klasik norotransmitterlerin aksine ne vezikilde depo edilir ne
de vezikiilden salinir. Noronal aktivite enzimleri tetikledigi zaman, hicre icinde
uretilmektedir (Alger, 2004). Anandamidin in vivo sentezi bir membran fosfolipit

prekirsoru olan N-arasidonik fosfotidiletanolamidten (Di Marzo ve ark., 1994)

28



fosfolipaz D tarafindan enzimatik olarak katalizlenmesi sonucunda olusur (Schmid ve
ark., 1983). 2-AG ise diagilgliserol lipaz tarafindan diagilgliserolden sentezlenir
(Sugiura ve ark., 2006). Ihtiyaca gore sentezlenip yikilma Ozelligine sahip olan
endokanabinoidlerden anandamid yag asidi amid hidrolaz enzimi (FAAH) tarafindan
yag asidi ve etanolamine hidrolize edilir (Schmid ve ark., 1985; Maccarrone ve ark.,
1998). FAAH enzimi in vivo olarak sadece anandamidin yikilimina spesifik olup, 2-
AG’yi sadece in vitro ortamlarda yikabilir (Goparaju ve ark., 1998; Lang ve ark., 1999).
2-AG’nin aragidonik asit ve gliserole hidrolizinden ise monoagcilgliserol lipaz (MAGL)
enzimi sorumludur (Dinh ve ark., 2002; Saario ve ark., 2004). FAAH enzimi
hipokampus, serebellum ve amigdalada postsinaptik terminallerde bulunmaktadir (Di
Marzo ve ark., 1994; Maccarrone ve ark., 1998; Goparaju ve ark., 1998; Lang ve ark.,
1999; Gulyas ve ark., 2004; Sugiura ve ark., 2006; Cinar ve Cinar, 2011). MAGL
enzimi presinaptik akson terminallerinde ve GABAerjik ara noronlarda bulunmaktadir
(Gulyas ve ark., 2004).

Endokanabinoidler, postsinaptik néronun depolarizasyonu ya da metabotropik
glutamat reseptorlerinin aktivasyonu sonucunda sentezlenir. Beyinde ve viicutta yaygin
olarak sentezlenmektedir (Devane ve ark., 1992; Mechoulam ve ark., 1995; Sugiura ve
ark., 1995). Anandamid, yarigsmali olarak kanabinoid reseptorlerine baglanarak adenilat
siklaz1 ve voltaj bagimli kalsiyum kanallarini inhibe etmektedir. Fitokanabinoidlerin
aksine, ¢abuk inaktive olmaktadir. Bu yiizden, metabolik etkilerini 6lgmek zor
olmaktadir. Norokimyasal etkileri yiiksek dozlarda veya FAAH tarafindan
metabolizmasi inhibe edildiginde gozlenebilmektedir (Adams ve ark., 1998; Wiley ve
ark., 1998; Solinas ve ark., 2007).

2.3.4. Sentetik Kanabinoidler

2000’1 yillarda ortaya ¢ikan sentetik kanabinoidler, laboratuvar ortaminda ot
ve benzeri maddelerin kimyasal likitlerle spreylenmesi sonucu olusturulmaktadir. A°-
THC gibi, sentetik kanabinoidlerin de CB1 ve CB2 reseptorlerine baglanarak etkilerini
gosterdikleri saptanmistir (Sekil-12). Bu maddeler siklikla sigara igerisinde igilerek
kullanilmaktadir ve esrarin etken maddesi olan THC’nin olusturdugu etkiye benzer
psikoaktif etki gostermektedir (Uchiyama ve ark., 2010).

Sentetik kanabinoidler, kanabinoid reseptorlerine daha yiiksek bir potens ve

afinite gosterir (Brents ve ark., 2012). Bazilarinin yar1 6miirleri daha uzundur ya da
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aktif metobolitlerin olusumuna yol acar. Bunlarin yaninda sentetik kanabinoidler, A°-
THC’ye gore hipertansiyon, tagikardi, varsanilar, ajitasyon, ndbetler ve panik ataklar
gibi yan etkilerle ortaya ¢ikar (Huffman ve Padgett, 2005). AS-THC parsiyel agonist
iken sentetik kanabinoidler tam agonisttir.

Sentetik kanabinoidler her ne kadar uyusturucu madde olarak kullanilsa da
bilimsel ¢alismalarda da ¢ok tercih edilen bir uygulama alanidir. Uyusturucu olarak en
stk kullanilan kanabinoidler JWH-073, JWH-018, CP-47497, JWH-200 ve
kanabisikloheksanoldlr, ancak bilimsel c¢alismalarda en sik ACEA, ACPA,
metanandamid (Sekil-10), O-1812 (agonistler), SR141716A (rimonabant), AM-251,
AM-281, SR144528 ve LY320135 (antagonistler) kullanilmaktadir (Sekil-11).

CP35940

Sekil 10. CB1-selektif sentetik kanabinoid reseptor agonistlerinin yapis1 (Howlett ve ark.,
Neuropharmacology 47 Supplement No. 1 2004, 345-358; Alexander, 2015)
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Sekil 11. Sentetik kanabinoid reseptor antagonistlerinin yapisi (Robert ve Kendall, 2013)

Endokanabinoidler Fitcg)kanabinoidler Sentetik kanabinoidler
- Anandamid - _TH.C - Agonistler
-2AG N Kanab}ns)l - Antagonistler
- Kanabidiol
. . o
—~~

Ortosterik baglanma bdlgesi

CB1

reseptoru

6 Noronal eksitabiliteyi
(’v kontrol eden sinyaller

Sekil 12. CBI reseptorii ve bu reseptore baglanan kanabinoidler (Ross, 2007)

2.3.5. Kanabinoidlerin Fizyolojik Etkileri

A. Kanabinoidlerin Akut Etkileri
Kanabinoidler santral CB1 reseptorleri aracigiyla, ruh durumu, istah, kusmanin
kontrolii, hafiza, kas koordinasyonu, analjezi gibi bircok psikolojik ve patofizyolojik

streclerde fonksiyon gosterir (Hao ve ark., 2000). Kanabinoid bilesikleri insanlar
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tarafindan genellikle sigara seklinde alinsa da buharlastirma veya oral yol ile
kullanildig1 da bildirilmistir (Vandrey ve ark., 2012). Marihuananin insanlar iizerindeki
subjektif etkileri; heyecanlanma ve fikir ugusmasi, zaman ve mekan kavramlarmin
bozulmasi, duyularin azalmasi, duygulanim bozukluklari, haliisinasyonlar ve ilizyonlar
seklinde ortaya ¢ikar (Dewey, 1986). Bu etkiler alkol ile beraber alindiginda daha da
belirginlesir.

B. Kanabinoidlerin Kronik Etkileri

Merkezi sinir sistemi: Endokanabinoid sistemin merkezi sinir sistemi
hastaliklarindaki rolii kanabinoid sistem farmakolojisi alaninda en yogun c¢alisilan
arastirma alani olmustur. Bunun nedeni hint kenevirinin ¢ok eskilerden beri insanlar
tarafindan kullaniliyor olmasi ve agri tedavisi ile istah agici etki potansiyelinin biliniyor
olmasidir.

Endokanabinoidler, kanabinoid reseptorleri araciligiyla immiin yanitt
duzenleyerek noroprotektif etki gosterir. Bu mekanizmalardan dolayr endokanabinoid
sistem hem epilepsi, travmatik beyin hasari ve fel¢ gibi akut sinirsel hasarlarda hem de
multipl skleroz (MS), Parkinson, Huntington, amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve
Alzheimer gibi kronik nérodejeneratif hastaliklarda 6nemli noroprotektif role sahiptir
(Mechoulam, 2002). Saglikli bireylerde, asir1 dozda esrar ve A°~THC kullanimidan
sonra psikotik belirtilerin (deliizyon, sanri, biligsel bozukluklar) gelisimi, sizofrenlerde
ise esrar kullaniminin psikotik semptomlar1 deprestirmesi s6z konusudur (Emrich ve
ark., 1997). CB1 reseptor aktivasyonu antidepresan benzeri etki gosterebilecegi gibi,
reseptOr blokaji anksiyojenik ve depresyon benzeri etkilere neden olur.

Agrr: Esrarin bilinen en eski tibbi kullanimi agr1 kesici etkisinden Oturtdr.
Hayvanlardaki agrt modellerinde hem endokanabinoidler hem de sentetik CB1 reseptor
agonistleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar kanabinoidlerin kimyasal, mekanik ve termal
agr1 uyaranlari ile olusturulmus akut agriya karsi etkili oldugunu gostermistir (Guindon
ve ark., 2006; Guindon ve ark., 2006). Ayrica kanabinoidlerin inflamasyon kaynakli ve
noropatik agr1 gibi kronik agrilarda da etkili olduklar1 gosterilmistir (Guindon ve ark.,
2006; Li ve ark.,1999).

Kardiyovaskuler sistem: Endokanabinoid sistemin damarlar, miyokard,
otonom sinir sistemi ve merkezi sinir sistemi tzerinden 6nemli kardiyovaskuler etkileri

vardir (Bonz ve ark., 2003; Szabo ve ark., 2001). CB1 reseptorleri miyokardda negatif
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inotropik etki (Batkai ve ark., 2004), damarlar Gzerinde ise vazodilator etki gosterir
(Gebremedhin ve ark., 1999).

Kanser: Kanser agrilari, kemoterapi siirecindeki istahsizlik ve bulantilar
hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkileyen durumlardir. Bu noktada bitkisel kaynakli
kanabinoid agonistleri antiemetik, analjezik ve istah acic1 etkilerinden dolay1
kullanilmaktadir. Kanabinoid reseptor aktivasyonunun kanserli dokularda hiicre
gelisimini, tiimor biiylimesini, metastazi dnleyerek ve programlanmis hiicre 6liimiini
(apoptozis) artirarak antitiimor etki gosterdigi bircok ¢alismada belirtilmistir (Ligresti
A, Moriello AS, ve ark., 2006; Ramer R, Merkord J, Rohde H, Hinz B., 2010).

Obezite: Merkezi sinir sisteminde endokanabinoid sistem aktivasyonunun
oreksijenik etkileri hipotalamus ve limbik sistemdeki yemek yeme motivasyonunu
arttirmasi sonucunda gergeklesmektedir (Tucci ve ark., 2004; Di Marzo ve ark., 2001).
Enerji homeostazini periferde kontrol eden karaciger, yag dokusu, pankreas ve iskelet
kaslar1 gibi dokularda endokanabinoid sistemin aktivasyonunun metabolik hastaliklarda
abdominal yag birikimine, hiperglisemiye ve dislipidemiye neden oldugu gosterilmistir
(Osei-Hyiaman ve ark., 2005; Kunos ve ark., 2008).

Solunum sistemi: Ozellikle inhalasyon yoluyla kronik kanabinoid kullanimi,
solunum sisteminde biiyiik hasarlar olusturur. Kisa vadede kronik bronsit benzeri
semptomlar ortaya ¢ikarken (Oksiiriik, balgam vs.), uzun siireli maruziyet solunum
sistemi kanserlerinin insidansini1 da artirmaktadir (Bloom ve ark., 1987).

Bagimhihik: Mezokortikolimbik yolakta bulunan dopaminerjik ndronlar,
endokanabinoidlerin presinaptik CB1 reseptorleri tizerinden ters yonde sinyal iletimi ile
etki gosterip, duzenledikleri glutamaterjik ve GABAerjik afferentler ile kontrol
edilmektedir (Robbe ve ark., 2002; Melis ve ark., 2004). ilag bagimliligina neden olan
kanabinoidler ayni opioidler, nikotin ve alkol gibi etkilerini ventral tegmental alanda

endokanabinoid salinimiyla gosterirler (Maldonado ve ark., 2006).
2.3.6. Kanabinoidlerin Antikonvulsan Etkileri

In vivo ve in vitro yapilan galismalarda deneysel nébet modellerinde birgok
kanabinoid analoglar test edilmistir (Wallace ve ark., 2001, 2002; Blair ve ark., 2006;
Deshpande ve ark.,, 2007). Kanabinoid sistemin beyindeki nobet aktivitelerin
duzenlenmesinde énemli bir roli vardir (Wallace ve ark., 2003; Luszczki ve ark., 2006;

Deshpande ve ark., 2007). Kanabinoidlerin antikonvulsan etkilerinin molekdiler
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mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak, CB1 reseptor aktivasyonuyla
beraber, doz bagimli olarak glutaminerjik sistemlerin baskilandigi, GABAerjik
sistemlerin ise aktive oldugu diistiniilmektedir (Feigenbaum ve ark., 1989).
Kanabinoidlerin antikonvulsan etkilerini inhibitér G proteini yoluyla gerceklestirdigi
disiinilir (Howlett ve ark., 2004).

Wallace ve arkadaslar1 (2001) kanabinoid (D9-tetrahydrokanabinol) ve
kanabimimetik (WIN 55,212-2) bilesiklerinin maksimal elektrosok epilepsi modelinde
antikonvulsan aktivite gosterdigini kamitlamiglardir. Bu etkinin kanabinoid CB1
reseptorleri tzerinden gergeklestirildigi diisiiniilmektedir. Yapilan bagka bir ¢alismada
CB1 reseptdr agonisti WIN 55,212-2"nin spontan tekrayan epileptiform desarjlar1 CB1
reseptor aktivitesi ile pilokarpin modelinde, noéronal kiiltiir ile olusturulan epilepsi
modelinde ve status epileptikusta tiimiiyle baskiladigi da gosterilmektedir (Wallace ve
ark., 2003; Blair ve ark., 2006). Bunun yaninda, Nakatsuka ve ark. (2003) CB1 reseptor
antagonisti olan AM-251 verildiginde, WIN 55,212-2’in etkisinin ortadan kalktigini,
spike frekans ve amplitiidiinde herhangi bir baskilanma olmadigini kanitlamislardir.
Kozan ve arkadaslari, penisilinle olusturulan deneysel epilepsi modelinde,
intraserebroventrikiller (i.s.v.) enjekte edilen ACEA’nin 7,5 pg dozunda spike
frekansin1 anlamli derecede azalttigini, yine i.s.v. enjekte edilen AM-251’in 0,25 ve 0,5
ug dozlarinda spike frekansini anlamli 6l¢lide arttirdigin1 bulmuslardir (Kozan ve ark.,

2009).
2.4. Apelin

36 aminoasitten olusan bir hormon olan apelin, 1998 yilinda Tatemoato ve ark.
tarafindan sigir mide 6zsuyundan elde edilmis olup, adipoz doku ailesinin yeni bir
uyesidir (Tatemato ve ark., 1998). Bu peptide APJ-reseptor ligandi olmasindan dolay1
‘apelin’ ad1 verilmistir (Tatemoto ve ark., 1998; Hosoya ve ark., 2000). Apelin kalp,
beyin, bobrek ve akciger gibi santral ve periferal dokularda yaygin olarak bulunur.
Insanlarda apelin ekspresyonu ilk olarak hipokampus, talamus, kaudat nukleus,
paraventrikiler nikleus, periventrikiler hipotalamus, preoptik alan, ventromedial ile
dorsomedial nikleuslar ve frontal kortekste belirlenmistir (Lee ve ark., 2000).
Beyindeki en yogun ekspresyon bolgeleri hipotalamustaki paraventrikiiler ve supraoptik

niikleuslar olarak tespit edilmistir ( O’Carroll ve ark., 2000; Lee ve ark., 2000).
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Daha sonraki calismalarda, apelin mRNA’s1 06zellikle korpus kallozum,
amigdala, spinal kord, substansiya nigra ve hipofiz bezinin yani sira kalp, bobrekler,
akcigerler, plasenta ve meme bezleri gibi insan santral sinir sisteminde ve birgok
periferik dokularda gosterilmistir (De Falco ve ark., 2002; Medhurst ve ark., 2003;
Kleinz ve Davenport 2004).

2.4.1. Apelinin Biyokimyasi ve Metabolizmasi

Insanlarda apelin geni Xq 25-26, 1 kromozomunda yerlesmistir (Lee ve ark.,
2000) ve 77 aminoasitten koken almaktadir (Kawamata ve ark., 2001). Preproapelin
daha sonra 12, 13, 17, 36 gibi farkli sayida aminoasitlere sahip fragmanlara
ayrilmaktadir (Kleinz ve Davenport, 2005). Apelinlerin biyolojik aktivitesini belirleyen

kisim, apelinin enzimatik olarak yikilmasini engelleyen N-terminopiroglutamat

kismidir. N- terminal piroglutamat varligi bir posttranslasyonal modifikasyon 6rnegidir
(Kleinz ve Davenport, 2005) (Sekil-13).

o 3

Sekil 13. Aminoasit zinciri. a) apelin -13 b) p[Glu] Apelin -13 ¢) Apelin -17 d) Apelin-36.
Tim peptidteki ayn1 aminoasitler turuncu renkte gosterilirken sari renk ise prepropeptid zincirden

farkl1 olan aminoasitleri gostermektedir (Kleinz MJ, Davenport AP, 2005)

Apelin-13’iin apelin-17’den 8, apelin-36’dan ise 60 kat daha etkin oldugu ileri
stirilmektedir (Tatemoto ve ark., 1998). Apelin-13’iin yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
olmast nedeniyle arastirmalar apelinin bu formu iizerine yogunlagsmistir. Biyolojik
olarak en aktif form apelin-13 olarak kabul edilmis olsa da, apelin-36’nin APJ’ye

baglanma affinitesinin apelin-13’ten ¢cok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Kawamata
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ve ark., 2001). Plazmada bulunan asil apelin formlarinin apelin-13, apelin-17 ve apelin-
36 oldugu diisiiniilmektedir (Beltowski, 2006).

2.4.2. Apelin Reseptori

1993 yilinda O’Dowd ve ark. tarafindan anjiyotensin-Il tip | reseptor geniyle
benzer dizilime sahip bir gen kesfedildi. APJ olarak adlandirilan bu gen 1998 yilinda
Tatemato ve arkadaglari tarafindan endojen ligandi tanimlanincaya kadar orfan reseptor
olarak anildi (Tatemato ve ark., 1998).

APJ (apelin reseptdril) orijinal olarak insan genomik DNA’sindan polimeraz
zincir reaksiyonu yoluyla izole edilmistir (O'Dowd ve ark., 1993). 380 aminoasitten
olusan bu reseptoriin geni 11. kromozomun q12.1 kisminda yerlesmistir (O'Dowd ve
ark., 1993). APJ fare, sican, maymun, inek, zebra ve kurbaga gibi diger birkag tiirde de
tanimlanmustir (Pitkin ve ark., 2010). Siganlarda APJ ekspresyonu, en fazla kalp ve
akcigerlerde olmak iizere hemen hemen tiim dokularda gosterilmistir (Hosoya ve ark.,
2000). Daha diisiik seviyede sigan bobrek, hipofiz bezi ve iskelet kasinda (O’Carroll ve
ark., 2000) ve ayrica vaskiiler, endokardiyal ve endotelyal hiicrelerde eksprese
edilmistir (Devic ve ark., 1999; Sorhede Winzell ve ark., 2005). Sigan beyninde
Ozellikle hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiler bolgelerinde ve hipofiz 6n
lobunda yogun bir bi¢imde (O’Carroll ve ark., 2000) bulunurken, epifiz bezi, olfaktor
sistem niikleuslarinda ve hipofiz ara lobda da ekspresyonu oldugu gosterilmistir (De
Mota ve ark., 2000). Insanlarda ise APJ mRNA’s1 mide, karaciger, pankreas, vaskiiler
endotelyal ve diz kas hicreleri, adipoz doku, plasenta, akcigerler, kalp, timus, prostat,
testis, ovaryum, dalak, barsaklar ve beyin olmak tzere bircok merkezi ve perifer dokuda
bulunmustur (Tablo-4) (Devic ve ark., 1999; Lee ve ark., 2000 O’Carroll ve ark., 2000;
Medhurst ve ark., 2003). Fare apelin reseptorii 377 aminoasitten olusmus olup, insan
apelin reseptoriyle %91 dizilis benzerligi gosterirken, sigan apelin reseptorii ise 377
aminoasitten olusmustur ve insan reseptoriiyle %89 dizilis benzerligi gosterir (Pitkin ve
ark., 2010). 377 aminoasitten olusan, G proteini ile eslesen APJ yapi olarak anjiyotensin
(AT) tip 1 reseptoruyle transmembran bolgede benzerlik gosterir (O’Dowd ve ark.
1993). Aminoasit icerigi olarak total sekansin %30 (115 aminoasit) ve transmembran
bolgenin de %540 anjiyotensin 1l tip 1 (AT-1) reseptorii ile ortaktir (O’Dowd ve ark.,
1993). Ayrica her iki reseptoriin dokulardaki ekspresyonlari da yiiksek oranda benzerlik

gostermektedir (Medhurst ve ark., 2003). Yilksek oranda homoloji gdstermelerine
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ragmen, APJ reseptoriiniin bilinen tek endojen ligandi olan apelinin AT-1 reseptoriine,
AT-1 reseptOriinin ligand1 olan anjiyotensin II'nin APJ reseptorine baglanmadigi
gOsterilmistir (Lee ve ark., 2000).

Extracellular space

cAMP

c-Fos
( ) Nucleus

Sekil 14. APJ’nin sinyal yolaklar: (O'Carroll ve ark., 2013)

Tablo 3. Apelin ve Apelin Reseptoriiniin Karakteristik Ozellikleri (Kleinz, 2005)

Apelin Beseptérii (APT) Apelin
Esanlambiz Angiotensin reseptor-like 1 APT endojen ligand
Molekiiler suuf T-rananembranéz & protein-bagh reseptar Peptid ligand
Amvmncasid sayis1 380 T7 (prekirsar)
Molekiiler agwhk (Da) 42,660 8569
mEMNA boyum (byp) 1143 234
Eromozom Lokusn 11g121 H25-26.3
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Tablo 4. Apelin ve APJ’nin dokulardaki dagilimi (Kleinz, 2005)

APT Apelin

Bat Fare Insan Bat Fare Imsan
Bevin ++ + +H+ + ++ +
Serebellumm + + + +
Hipofiz bezi + + + +—+
Spimal kord 4+ ++ - ++ ++
Adrenal bez + +
Tiroud bex ++
Dalak - + +H+ — +
Timmis + + —
Ealp ++ +—+ + + + +
Endotel! hiicrelen ++
Akcifer ++ ++ + +H—+ ++ +
hiide + - + —
Ince barsak + + + -
Kalm Barsak + — +
EKaracifer + + - — -
Pankreas - + - +
Bobrek + + - + + +
Testis + + + + ++ +
Prostat + +
Crraryumn + + + + +
Tteras + + + + - -
Plasenta ++ + +H+
Ivlenne + ++
Iskelet Kan ++ ++ + + + -
Adipoz Dok ++ +
Fakrdak +

Apelin-APJ sistemi, hipokampal ve kortikal néronlarda NMDA reseptor aracilt
ndronal hasara karsi noroprotektif regiilatér olarak incelenmistir (Sekil-14) ( O’Donnell
ve ark., 2007; Schauwecker, 2010; Zeng ve ark., 2010). Yapilan bu ¢aligmalar, apelin-
APJ sisteminin merkezi sinir sistemindeki ndronal canlilikta Onemli rolinin
olabilecegini gostermistir ve bu nedenle apelinin beyin hasarlarina neden olabilecek
cesitli norolojik hastaliklarda potansiyel néroprotektif olarak arastirilmalidir. Ancak
apelinin siiresince olarak

epileptik  aktivite noroprotektif olusu hala tam

bilinmemektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde, Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma
Merkezi’nden temin edilen, 180-270 gr agirliginda, 91 adet erkek Wistar Albino cinsi
erkek sican kullanildi. Merkezde hayvanlar dogal aydinlik-karanlik dongiisiinde 12-16
haftalik oluncaya kadar yem ve su kisitlamasi olmaksizin yetistirildi. Deneyde
kullanilacak olan hayvanlar deneyden 1 hafta dncesinde arastirma merkezinden alinip

Anabilim Dalimiz laboratuvarinda ayni sartlar saglanarak tutuldular.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Uygulanis Sekilleri

Anestezi altindaki si¢anlarin sol somatomotor Kkorteksine intrakortikal
enjeksiyonlar yapmak i¢in kafatasi kemigine el drili ile delik ag¢ildi. Enjeksiyonlar
bregma noktasindan 2 mm lateral, 2 mm posterior ve 3,5 mm derinlige Hamilton
mikroenjektor yardimiyla yapildi. Lateral ventrikile intraserebroventrikuler (i.s.v.) yolla
yapilan enjeksiyonlarin koordinatlari ise Bregma’ya 1,1 mm lateral, 1,5 mm rostral ve
4,2 mm derinlikte idi (Sekil-16).

Penisilin G Potasyum:
Molekiiler formili: C1sH17KN204S
Molekiiler agirligi: 372,48 g/mol

Uygulanma sekli: Penisilin 200 Unite/ul olacak sekilde distile suda ¢o6ziildii ve

epileptiform aktivite olusturmak icin 500 {inite penisilin beyin korteksine uygulandi.

Apelin-13:
Molekiler formiili: CeoH111N23016S - C2F302 (Sigma A6469)
Molekiiler agirligi: 1663,84 g/mol

Uygulanma sekli: Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra veya etkilesim ¢alismalarinda

uygulanan bir 6nceki maddeden 10 dk. sonra Hamilton mikroenjektord ile 2 ul hacim
icerisinde 5 pg ve 15 pg dozlarinda i.s.v. yolla uygulandi. Coziicii olarak distile su

kullanildi.



AM-251: (1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl
1Hpyrazole-3-carboxamide)
Molekiler formili: C22H21N4OCl2I (Sigma A6226)
Molekiiler agirligi: 555,24 g/mol

Uygulanma sekli: 10 mg AM-251 6nce 28 ml DMSQO’da ¢6zuldu ve daha sonra tizerine
12 ml SF eklendi. Boylece 40 ml sollsyon i¢inde 10 mg AM-251 elde edildi. Olusan

¢ozelti 20 ul’lik ependorflara boliinerek -20 °C’de saklandi ve enjeksiyondan 15 dk.
once c¢oziinerek oda sicakligina getirildi. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra
Hamilton mikroenjektori ile 1ul hacim igerisinde 0,25 pg ve 0,125 pg dozlarinda AM-
251 i.s.v. yolla uygulandi (¢ozlct: DMSO/Serum Fizyolojik: 3/7).

ACEA : (Arasidonyl-2- chloroethylamide hydrate)
Molekdiler formuli: C22H36CINO. xH.O (Sigma A9719)
Molekiiler agirligi: 365,98 g/mol
Uygulanma sekli: 25 mg ACEA o6nce 4,667 ml DMSO ile ¢ozuldiikten sonra uzerine 2
ml SF eklendi. Sonucta 40 ml soliisyon iginde 6,667 mg ACEA elde edildi. Olusan
cozelti 20 ul’lik ependorflara boliinerek -20 °C’de saklandi ve enjeksiyondan 15 dk.

once ¢ozlinerek oda sicakligia getirildi. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra ACEA
2,5 ug ve 7,5 pg dozlarinda 1 pl hacimde i.s.v. yolla enjekte edildi (¢Ozicu:
DMSO/Serum Fizyolojik: 3/7).

3.3. Deney Gruplan

Deneysel epilepsi olusturmak i¢in 500 TU (i.K.) Penisilin G potasyum siganlarin
beyin korteksine enjekte edildi. Apelinin epileptik aktivite {izerine etkilerini arastirmak
icin laboratuvarimizda daha once yapilmis galismalar baz alinarak, 5 ug ve 15 pg
dozlar1 kullanild:r (Ugar, 2015). Kanabinoid sistemin epileptik aktivite tizerine etkisini
arastirmak i¢in de CBI1 reseptor agonisti ACEA (7,5 pg, i.s.v.) ile CB1 reseptor
antagonisti AM-251 (0,25 pg ve 0,125 pg, i.5.v) kullanildi. Bu maddelerin dozlar1 yine
laboratuvarimizda yapilmis olan bir ¢alisma baz alinarak belirlendi (Kozan ve ark.,
2009). Ardindan da iki sistemin birbiri ile etkilesimini incelemek igin apelin ile
kanabinoid reseptor agonistleri ve antagonistleri uygulandi. Kimyasal maddelerin

uygulanmasi siras1 Sekil-15’te gosterilmistir.

40



Penisilin-G L Mden 2. maddeni .
anjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu

v
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-5 bazalkayit 0 20 30 40 50 210 Zaman (dk.)

10’ ar dakikalik ortalama alindi

hontro[ degeri —[ -

Sekil 15. Deney zaman ¢izelgesi

Deney gruplari agagidaki gibi belirlenmistir:

Higbir sey uygulanmayan grup: Herhangi bir madde verilmeden (i¢ saat boyunca
ECoQG ile bazal aktivite kayd1 alindi (n=7).

Sham grubu: 2,5 pl SF i.k. yolla penisilin enjeksiyonlarinin yapildig1 koordinatlar
iizerinden sol somatomotor kortekse uygulandi. 3 saat boyunca ECoG kayd: alind1
(n=7).

Penisilin (500 Unite i.k.) grubu: 500 1U penisilin i.k. yolla uygulandi ve 3 saat
boyunca ECoG kaydi alind1 (n=7).

Penisilin (500 1U i.k.) + etkin doz Apelin-13 (15 pg/sican, i.s.v.): 500 1U penisilin
i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra 15 ug Apelin-13 i.s.v. yolla uyguland1 ve 3
saat boyunca ECoG kaydi alind1 (n=7).

Penisilin (500 U i.k.) + etkisiz doz Apelin-13 (5 pg/sigan, i.s.v.): 500 U penisilin
i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra 5 pg Apelin-13 i.s.v. yolla uyguland1 ve 3 saat
boyunca ECoG kaydi alind1 (n=7).

Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz ACEA (7,5 pg, i.5.v.): 500 IU penisilin i.k.
yolla uygulandiktan 30 dk. sonra 7,5 pug ACEA uygulandi ve 3 saat boyunca ECoG
kaydr alind1 (n=7).

Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz AM-251 (0,25 pg, i.s.v.): 500 1U penisilin i.k.
yolla uygulandiktan 30 dk. sonra 0,25 pg AM-251 uyguland1 ve 3 saat boyunca
ECoG kayd1 alind1 (n=7).

Penisilin (500 1U i.k.) + etkisiz doz AM-251 (0,125 pg, i.s.v.): 500 IU penisilin
i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra 0,125 ug AM-251 uygulandi ve 3 saat
boyunca ECoG kaydi alind1 (n=7).
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9- Penisilin (500 1U i.k.) + etkin doz AM-251 (0,25 pg, i.s.v.) + etkin doz Apelin-13
(15 pg/rat i.s.v.): 500 IU penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra 0,25 pg
AM-251, 10 dk. sonra da 15 pg Apelin-13 uygulandi ve 3 saat boyunca ECoG
kaydi alind1 (n=7).

10- Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz ACEA (7,5 pg, i.5.v) + etkin doz Apelin-13
(15 pg/rat, i.s.v.): 500 IU penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra 7,5 pg
ACEA, 10 dk. sonra da 15 pg Apelin-13 verildi ve 3 saat boyunca ECoG kayd1
alind1 (n=7).

11- Penisilin (500 1U i.k.) + etkisiz doz AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) + etkin doz Apelin-
13 (15 pgfrat, i.s.v.): 500 IU penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra 0,125
ug AM-251, 10 dk sonra da 15 pg Apelin-13 uyguland: ve 3 saat boyunca ECoG
kaydi alind1 (n=7).

12-Penisilin (500 IU i.k.) + etkisiz doz AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) + etkisiz doz
Apelin-13 (5 pg/rat, i.s.v.)+: 500 U penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra
0,125 pg AM-251, 10 dk. sonra da 5 pg Apelin-13 uygulandi ve 3 saat boyunca
ECoG kayd alindi (n=7).

13- Penisilin (500 1U i.k.) + etkisiz doz AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) + etkisiz doz
Apelin-13 (5 pg/rat, i.s.v.) + etkin doz ACEA (7,5 pg / rat i.s.v.): 500 IU
penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk sonra 0,125 pg AM-251, 10 dk sonra da 7,5
ug ACEA uygulandi ve 3 saat boyunca ECoG kaydi alindi (n=7).

Sekil 16. A) Sican kafatas1 kemigi lizerindeki tendon ve fasyalar uzaklastirildiktan sonra alinan

goriintil. B) Hamilton mikroenjektor ile intraserebroventrikiler enjeksiyonun yapilist
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3.4. Elektrokortikogram (ECoG) Kayitlar:

Deneyden 1 giin 6nce ag birakilan siganlar yeni hazirlanmis %25°lik 1,25 gr/kg
(i.p.) Uretan sollsyonu ile anesteziye alindi. Anestezi altina giren siganlarin bas kismi
trag edildikten sonra stereotaksik cihaza sabitlendi. Spontan solunuma birakilan
hayvanlarin kafa derileri orta hattan rostro-kaudal yonde 2-5 cm kesilerek agildi.
Somatomotor korteks uzerindeki faysalar uzaklastirildiktan sonra eger kiglk kanamalar
varsa bonewax (kemik mumu) (W810, ETHICON) yardimiyla durduruldu. Daha sonra
stereotaksik cihazla bregma noktasi ayarlandi ve bu nokta esas alinarak 1 mm capinda
2’ser delik (Bregma noktasindan 3 mm lateral ve 4 mm rostral dogrultuda birinci delik;
3 mm lateral ve 4 mm kaudal dogrultuda ikinci delik) el drili ile agildi. Agilan deliklere
0zel yapim paslanmaz ¢elik vidalar yerlestirildi. Bu vidalar iletken kablolarla Powerlab
veri kazanim sistemine baglandi (Sekil-20). Elektrotlar yardimiyla online olarak
kaydedilen ECoG kayitlar1 deney bittikten sonra offline olarak analiz edildi. Pozitif
elektrot; bregmanin 3 mm lateral ve 4 mm posteriorine, negatif elektrot; bregmanin 3
mm lateral ve 4 mm anterioriine, toprak elektrot ise ekartasyon icin kullanilan
mosquitoya yerlestirildi (Sekil-17).

Tim deneylerde penisilin enjeksiyonundan sonraki 30 dakikanin son 10
dakikasindaki (20-30. dakikalar arasi) ortalamalar alinarak her bir hayvan igin elde
edilen deger %100 olarak kabul edildi. 30-40. dakikalar arasindaki spike sayis1 10.
dakika, 40-50. dakikalar aras1 ise 20. dakika olarak kabul edildi ve bu sekilde devam
edilerek 180 dakikalik ECoG kayit analizi tamamlandi (Sekil-18). Amplitid
hesaplamalar1 da ayn1 sekilde elde edildi. Istatistiki analiz ise, yiizde spike degisimi ve

yiizde amplitiid analizine gére yapildi.
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Sekil 17. Kayit anindan bir goriintii

L3 File Edit Setup Commands Macro Window Help

Comment

BEE-dsAjckIPBR-EEEEREREH|EED
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Sekil 18. ECoG kayitlarinin eldesinde kullanilan paket program ve kayit anindan bir goriinti
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Sekil 19. Spikelarin frekans ve amplitiid degerlerinin hesaplanmast

3.5. Elektrofizyolojik Kayitlarin Degerlendirilmesi

Deneylerde kullanilan her bir sigan igin oncelikle 5 dk. boyunca bazal
aktiviteleri alind1 ve ardindan intrakortikal penisilin enjeksiyonu yapildi. Penisilin (500
IU, 2,5 ul, i.k.) enjeksiyonundan yaklasik 2-5 dk. sonra spike aktiviteleri goriilmeye
baglandi. Penisilin enjeksiyonunun sonrasinda uygulanan maddelerden ilki penisilinden
30 dk. sonra, takip eden enjeksiyonlar da onar dakika ara ile yapildi. En son maddenin
enjeksiyonundan sonra 3 saat boyunca kayit alindi ve sonrasinda kayit sonlandirildi.
Alman ECoG kayitlar1 online olarak PowerLab veri kazanim sistemi ile bilgisayara
kaydedildi ve depolandi.

Deneyler sonucunda elde edilen epileptiform aktivite offline olarak spike
frekans1 ve amplitiidii agisindan analiz edildi. ECoG kayitlart Chart v7.0.3
(ADInstruments, Avustralya) yazilimi ve bu yazilimin makro 6zellikleri sayesinde birer
dakikalik boliimlere ayrildi. Her dakika basina diisen spike sayisi ve spike’larin
ortalama amplitiidleri (peak to peak) bu yazilimin 6zellikleri sayesinde otomatik olarak
hesaplatildi (Sekil-19). Deneyde kullanilan tiim hayvanlardan elde edilen kayitlar igin
bu hesaplama ayr1 ayr1 yapildi.
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Sekil 20. Elektrofizyolojik kayitlarin alindig1 Power Lab sistem

3.6. istatistiksel Analiz

Kaydedilen elektrofizyolojik verilerin tamami sayisal degerlere cevrildikten
sonra SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 17,0 yazilimi araciligi ile
istatistiksel agidan degerlendirildi. Bagimsiz iki grubun degerleri arasindaki farkin
ortaya konmasinda, normal dagilima wuyan (Shapiro-Wilk test) verilerin
karsilastirilmasinda Independent-Samples t-test kullanildi. Coklu karsilastirmalarda ise,
elde edilen verilerin normal dagilima (Shapiro-Wilk test) uydugu tespit edildikten sonra
tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Gruplar aras1 farkliliklarin tespit
edilmesi amaciyla Post-Hoc Tukey testi uygulandi (One-Way Anova Post-Hoc Tukey
Test). Grafik ve metin icerisinde kullanilan deney gruplarina ait degerler ortalama +
standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Testlerden elde edilen sonuglara gore p degeri
0,05’in altinda olan farkliliklar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Sunulan ¢alismada apelin-13, kanabinoid reseptor antagonisti olan AM-251 ve
agonisti olan ACEA’nin etkin dozlarinin hem tek basina penisilinle olusturulan
epileptiform aktivite Gizerine etkisi hem de birbirleriyle olan etkilesimleri arastirildu.

Cozicii olarak kullanilan distile su, DMSO ve serum fizyolojik (SF) tek
baslarina uygulandiginda epileptik aktiviteyi etkilemedigi tespit edildi. Bolumimuizde
yapilmis ¢alismalarda apelinin etkin dozunun 15 pg (i.s.v), etkisiz dozunun 5 ug (i.s.v.)
(Ucar, 2015), AM-251’in etkisiz dozunun 0,125 pg (i.s.v.), etkin dozunun 0,25 pg
(i.s.v.) ve ACEA’nm etkin dozu 7,5 pg (i.s.v.) oldugu tespit edildi (Kozan ve ark.,
2009).

Calisilan maddelerin spike frekansina ve spike amplitlidiine etkileri her bir doz
icin ayr1 ayrt hesaplanip ortalama + standart hata (SEM) degerleri tespit edilerek
istatistiki analize tabi tutuldu. Spike sayisi ve spike amplitid ol¢cumleri LabChart 7,0

yazilimi ile otomatik olarak hesaplandi.
4.1. Penisilinle Olusturulan Epileptiform Aktivite

Epileptiform aktivite olusturmak igin 500 IU penisilin-G, 2,5 pl hacimde i.k.
yolla uygulandi. Penisilin uygulamasmin ardindan 2-5 dk. icerisinde spike ve spike
dalga kompleksleri gozlendi (Sekil 21-C). Bu aktivite 3 saat devam etti. Epileptiform
aktivite 30. dakikada kararli hale geldikten sonra i.k. yolla 2,5 pl hacimde SF
enjeksiyonu yapildi ve ardindan 180 dakika boyunca spike frekansi izlendi. Sadece
penisilin uygulanan grup ile penisilinden 30 dk. sonra SF uygulanan grubun spike
frekansi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). Kararlh
duruma gegis zamani 0. dk. olarak kabul edildi ve bu dakikada hesaplanan spike
frekansi ortalamasi 44,1 *+ 2,9 spike/dk iken, 180. dakikadaki spike frekansi 41,8 + 2,7
spike/dk. olarak saptandi (Tablo 5).
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Sekil 21. Kontrol gruplarindan alinan ECoG kayitlart. A) Beyine herhangi bir madde enjeksiyonu
yapilmadan alinan bazal aktivite kaydi. B) i.k. enjeksiyonun beyin aktivitesi lizerine etkisini incelemek
i¢in yapilan serum fizyolojik (SF, 2,5 pl, i.k) enjeksiyonu sonrast 90. dakikadan alinan 6rnek ECoG
kaydi. SF enjeksiyonu beyin aktivitesini etkilemedi. C) Penisilin (500 IU i.k) enjeksiyonundan 2-5 dakika

sonra bilateral spikelar ve spike dalga kompleksleri ile karakterize epileptiform aktivite olustu
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4.2. Apelin-13’un Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin (500 1U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dakika sonra apelin-13’0n 5 pg ve
15 g dozlart i.s.v. yolla uygulandi ve epileptiform aktivite izerine etkisi incelendi
(Sekil-22).

4.2.1. Apelin-13°Un 5 pg’lik Dozunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra 5 pg (i.s.v) apelin-13
uygulandi. Apelin-13 (5 pg) verilen grupta 90. dakikada spike frekansi 47,2 + 5,2
spike/dk, amplitidi 907 + 83 pVv olarak kaydedilmistir (Sekil 22-B). Ayrica onar
dakikalik spike sayisi ortalamalart ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 5 ve 6’da
verilmistir. 180 dk. boyunca alinan kayitlarda kontrol grubuna kiyasla apelin-13 (5 ug )
spike frekansinda ve amplitiidiinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadi

(p>0,05) (Sekil 23 ve 24).

4.2.2. Apelin-13°tn 15 pg’hik Dozunun Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Sunulan ¢aligmada penisilin (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra 15 pg
(i.s.v.) apelin-13 uygulandi. Apelin-13 (15 pg) verilen grupta 90. dakikada spike
frekansi 61,9 £ 5,6 spike/dk, amplitidd 1044 + 121 pv idi. (Sekil 22-C). Ayrica onar
dakikalik spike sayisi ortalamalart ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 5 ve 6’da
verilmistir. Apelin-13’0n 15 pg’lik dozunda kontrol grubuna gore 20. dakikadan
itibaren kayit sonuna kadar spike frekansinda istatistiksel olarak anlaml bir artis tespit
edildi (p<0,05), amplitiidiinde ise istatistiksel olarak anlamli bir farkliik gorilmedi
(p>0,05) (Sekil 23 ve 24).

49



A) Penisilin (500 1U)

U byt
e

| |
1mv [
|

1050

B) Penisilin + Apelin-13 (5 pug)

v ‘ ‘ \
| | ! ) 1
i L-Wa‘«a'r'.wmd“rl..w (TR TIPS PRSI Nm-,r'\pwav-.*v»MwJ [
o |

P o . g

C) Penisilin + Apelin-13 (15 pg)

- | || | q [ | | | ‘ \
— 1-.},...«-1;%'\4,...,4 ,\“IH-V\"”-“" A o— l‘}iw -\‘#.‘.r.w-J ,v“'.‘-m-ul Hr‘m'm,m] hwnd Jlfw-- ;*'{‘\\".:.WJ N"N"‘I.MI‘.‘\MNJ LWW-,\}\‘

f
et et

T 7

Sekil 22. A) Sadece penisilin (500 1U i.k.) B) Penisilin + Apelin-13 (5 pg, i.s.v.) C) Penisilin + Apelin-13
(15 pg, i.s.v.) gruplarindan 90.dakikada alinan ECoG kayitlarindan 6rnek goriintiiler
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Tablo 5. Kontrol (penisilin, 500 IU), apelin-13 (5 pg) ve apelin-13 (15 pg) gruplarindan elde edilen
spike frekanslarinin her 10 dakika ortalama degerleri (ortalama spike sayisi = SEM)

Zaman Kontrol Apelin-13 (5 ug) Apelin-13 (15 pg)

(dk) (spike/dk) (spike/dk) (spike/dk)
0. dakika 441+29 39,5+4,0 440+4,2
10. dakika 450+45 430+43 49,1+54
20. dakika 42,3+4,2 441+41 55,8+ 3,6
30. dakika 42,6+34 44,0+ 37 60,3+£5,2
40. dakika 42,8+3,8 447 +4.2 63,0+£6,5
50. dakika 42,6 £3,7 451+4]1 66,4 £ 6,2
60. dakika 46,4+ 4,9 443+ 4,0 66,5+ 6,7
70. dakika 450+4,3 41,1+31 67671
80. dakika 44,0+ 3,2 41,2 +3.2 64,0+ 6,0
90. dakika 414+22 472 +5.2 61,9+5,6

100. dakika 418+4,1 429+35 67,5+10,3
110. dakika 42,8+ 2,7 41,0+ 35 62,8+6,9
120. dakika 41,2+39 42,3+39 62,6 £7,6
130. dakika 42,1+£35 441+5]1 62,0+6,2
140. dakika 414 +£2,7 445+43 594+7,1
150. dakika 42,9+3,6 444+ 37 60,6 54
160. dakika 38,727 46,7+4,2 61671
170. dakika 415+£27 47,1+45 61,2+6,0
180. dakika 418+27 42,7+43 57,0+£6,2
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Tablo 6. Kontrol (penisilin, 500 1U), apelin-13 (5 pg) ve apelin-13 (15 pg) gruplarindan elde edilen spike

amplitudlerinin mikrovolt (1V) olarak her 10 dakika ortalama degerleri (ortalama spike amplitlidi

+

SEM)
SPIKE AMPLITUDU (nV)
Zaman Kontrol Apelin-13 (5 pg) Apelin-13 (15 pg)
(dk) (nv) (nv) (nv)

0. dakika 1102 + 90 1043 + 111 1075+ 121
10. dakika 1107 + 89 1030 + 101 1056 + 132
20. dakika 1116 + 93 1023 + 98 1038 + 114
30. dakika 1092 £ 94 1013 + 100 968 + 126
40. dakika 1073+ 78 1018 + 104 930 +£118
50. dakika 1091+ 91 966 + 93 923 £ 126
60. dakika 1051+ 75 965 + 84 944 + 110
70. dakika 1027 £ 81 969 + 92 994 +113
80. dakika 1018 + 80 956 + 96 1021 + 112
90. dakika 1000 + 82 907 + 83 1044 + 121
100. dakika 991 +93 894 + 76 1005 + 108
110. dakika 966 + 92 892+ 72 966 + 107
120. dakika 939+ 84 907 £ 73 948 + 107
130. dakika 962 + 84 906 =78 982 +£ 102
140. dakika 950 + 92 889 + 59 957 £ 104
150. dakika 919+ 84 839 +55 978 + 106
160. dakika 863+ 78 845 + 46 1009 + 112
170. dakika 840+ 79 839+ 45 953 + 108
180. dakika 840 + 81 830 + 46 959 £ 112

52




% degisim
180

160

140

120

100

80 @@ K ONtrol

60

== Apelin-13 (15 pg)
40

Apelin-13 (5 pg)
20

o T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Zaman (dk)
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Sekil 23. Kontrol (penisilin 500 IU), apelin-13 (5 pg), apelin-13 (15 pg) gruplarinin spike frekans
degerlerinin yiizde degisimi (spike ylizde degisimi £ SEM). Apelin (15 pg) kontrol grubuna gore spike
aktivitesini 20. dakikadan itibaren anlamhi 6l¢lde artirdi. Kontrol grubu ile apelin-13 (5ug) grubu
karsilagtirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilk saptanmadi (p>0,05) (*»=p<0,05,
**=p<0,01, »x*=p<0,001)
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Sekil 24. Kontrol (penisilin, 500 IU), apelin-13 (5 pg), apelin-13 (15 pg) gruplarinin spike amplitiid
degerlerinin yiizde degisimleri (amplitiid yiizde degisimi + SEM). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
her iki grupta da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05)
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4.3. Kanabinoidlerin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin (500 1U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dakika sonra AM-251’in sirasiyla
0,125 pg (1 ul) ve 0,25 pg (1 pl) dozlar i.s.v. yolla uyguland: ve epileptiform aktivite

Uzerine etkisi incelendi (Sekil-25).

43.1. CBl1 Reseptor Antagonisti AM-251’in 0,125 pg’hk Dozunun
Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Bu grupta penisilin (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra AM-251’in
0,125 pg’lik dozu i.s.v. yolla uygulandi. 0,125 pg AM-251 verilen grubun 90.
dakikadaki spike frekansi 47,4 £ 3,5 spike/dk, amplitidd 930 + 72 pV olarak bulundu
(Sekil 25-B). Ayrica onar dakikalik spike sayisi ortalamalar1 ve amplitiid ortalamalari
da Tablo 7 ve 8’de verilmistir. 180 dk. boyunca alinan kayitlarda kontrol grubuna gore
spike frekansinda ve amplitiidiinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0,05) (Sekil 26 ve 27).

43.2. CB1 Reseptdr Antagonisti AM-251’in 0,25 pg’hk Dozunun
Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Bu grupta penisilin (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra AM-251’in
0,25 ug’ ik dozu i.s.v. yolla uygulandi. 0,25 pg AM-251 verilen grupta 90. dakikadaki
spike frekans1 82,3 + 8,4 spike/dk, amplitlidii 1067 + 104 pV olarak bulundu (Sekil 25-
C). Ayrica onar dakikalik spike sayisi ortalamalari ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 7
ve 8’de verilmistir. 180 dk. boyunca alinan kayitlarda kontrol grubuna gore 20.
dakikadan itibaren spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriiliirken
(p<0.05), amplitudiinde anlaml1 bir fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 26 ve 27).

4.3.3. CB1 Reseptor Agonisti ACEA’min 7,5 pg’hk Dozunun Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

Bu grupta penisilin (500 1U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra ACEA’nin 7,5
pg’lik dozu i.s.v. yolla uygulandi. 7,5 pg ACEA verilen grupta 90. dakikadaki spike
frekans1 21,0 £ 2,2 spike/dk, amplitidi 839 = 106 pV olarak bulundu (Sekil 25-D).
Ayrica onar dakikalik spike sayist ortalamalar1 ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 7 ve
8’de verilmistir. 180 dk boyunca alinan kayitlarda kayit sonuna kadar kontrol grubuna

gore 50. dakikadan itibaren spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
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gorulirken (p<0,05), amplitidunde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmedi (p>0,05) (Sekil 28 ve 29).
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A) Penisilin (500 1U)

1my |
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B) Penisilin + AM-251 (0,125 pg)
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Sekil 25. A) Sadece penisilin (500 1U i.k.) B) Penisilin + AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) C) Penisilin + AM-
251 (0,25 pg, i.s.v.) D) Penisilin + ACEA (7,5 pg) gruplarindan 90. dakikada alinan ECoG kayitlarindan

Ornek gorintuler
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C) Penisilin + AM-251 (0,25 pg)
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D) Penisilin + ACEA (7,5 ug)
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Sekil 25. (Devami)
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Tablo 7. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,125 pg), AM-251 (0,25 pg) ve ACEA (7,5 pg)
gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika ortalama degerleri (ortalama spike sayisi +
SEM)

Zaman Kontrol AM-251 (0,125 pg) | AM-251 (0,25 pg) | ACEA (7.5 pg)

(dk) (spike/dk) (spike/dKk) (spike/dk) (spike/dKk)

0. dakika 441+£29 47,0£49 425+2,0 425+24
10. dakika 450+ 45 450£2,9 456 +2,8 38,7+2,4
20. dakika 423+42 42,7£3,7 54,0 £ 4,0 36,3+28
30. dakika 42,6 £3,4 492 £3,8 61,4+4,1 34,437
40. dakika 428+38 52,9+3,1 68,0+5,2 32331
50. dakika 426+37 50,1+2,8 67,9+ 4,0 29,0 £ 2,4
60. dakika 46,449 51,6 +2,7 74254 263+16
70. dakika 450+4,3 512+24 781+ 7,4 237+18
80. dakika 44032 50,5 + 3,0 77679 235+1,3
90. dakika 41,4+22 474£35 82,3+ 8,4 21,0£2,2
100. dakika 41,8+4,1 46,6 £ 2,7 80,4 £ 6,8 20331
110. dakika 42827 51,2 +33 84,0 £ 8,2 199+34
120. dakika 412+39 511+48 87,080 16,3+ 3,9
130. dakika 421£35 50,7 £4,3 854 £ 8,3 181+42
140. dakika 41,4 £2,7 51,0 £5,6 86,0 £ 8,3 16,833
150. dakika 42,9£36 47,0£55 83,0+7,8 156+ 4,3
160. dakika 38,7+27 45,0 £5,0 83,7+09,1 13435
170. dakika 415+27 46,4 £ 6,0 80,3+7,8 10,7+ 4,0
180. dakika 41,8 +2,7 455+59 79,7+8,0 10,4 + 3.4
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Tablo 8. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,125 pg), AM-251 (0,25 pg) ve ACEA (7,5 pg)
gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika ortalama degerleri
(ortalama spike amplitiidii = SEM)

SPIKE AMPLITUDU (uV)
Zaman Kontrol AM-251 (0,125 pg) | AM-251 (0,25 pg) ACEA (7,5 pg)
(dk) (V) (% (V) (V)

0. dakika 1102 + 90 937+ 90 1085 + 77 1130 + 154
10. dakika 1107 + 89 961 + 92 1136 + 81 1117 + 162
20. dakika 1116 + 93 1010 £ 75 1122 + 86 1051 +173
30. dakika 1092 + 94 1020 + 32 1123 + 88 1023 + 166
40. dakika 1073 + 78 1068 + 20 1124 + 80 959 + 139
50. dakika 1091 +91 1056 + 32 1086 + 69 906 + 121
60. dakika 1051 + 75 985 + 48 1150 + 94 926 + 148
70. dakika 1027 + 81 963 +60 1138 + 95 876 + 120
80. dakika 1018 + 80 979+ 78 1121 + 108 885 + 139
90. dakika 1000 + 82 930 + 72 1067 + 104 839 + 106
100. dakika 991 + 93 847 + 33 996 + 96 832 + 106
110. dakika 966 + 92 801 + 68 988 + 90 829 + 106
120. dakika 939 + 84 803 + 66 988 + 92 762 + 100
130. dakika 962 + 84 851 +81 957 + 88 775+ 102
140. dakika 950 + 92 801 + 63 1013 + 102 747 +100
150. dakika 919 + 84 760 + 51 979 + 102 761+ 96
160. dakika 863 + 78 707 + 65 930491 735+ 98
170. dakika 840 + 79 667 +59 944 + 99 734+ 96
180. dakika 840 + 81 660 + 58 929 + 100 734 +98
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Sekil 26. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,25 pg) ve AM-251 (0,125 pg) gruplarmim spike
frekans degerlerinin ylizde degisimi (spike ylizde degisimi + SEM). Kontrol grubuna gére AM-251
(0,25 pg) spike aktivitesini 20. dakikadan itibaren anlamh 6l¢lide artirdi. Kontrol grubu ile AM-251
(0,125 pg) grubu karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi. (*=p<0,05,
*x=p<0,01, ***=p<0,001)
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Sekil 27. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,25 pg) ve AM-251 (0,125 pg) gruplarimin spike
amplitiid degerlerinin ylizde degisimleri (amplitiid yiizde degisimi £ SEM). Kontrol grubu ile her iki

grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05)
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Sekil 28. Kontrol (penisilin, 500 1U) ve ACEA (7,5 pg) gruplarinin spike frekans degerlerinin yiizde
degisimi (spike yiizde degisimi + SEM). ACEA (7,5 pg) kontrol grubuna goére spike aktivitesini 50.
dakikadan itibaren anlamli 6lglide azaltt1 (**=p<0,01, x*x=p<0,001)
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Sekil 29. Kontrol (penisilin, 500 IU) ve ACEA (7,5 pg) gruplarinin spike amplitiid degerlerinin yiizde
degisimleri (amplitid yiizde degisimi * SEM). Kontrol grubu ile ACEA (7,5 pg) grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05)
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4.4. Apelin ve Kanabinoid Etkilesiminin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Penisilin (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra ilk madde, 10 dk. sonra
ikinci madde ve ikinci madde uygulamasindan 10 dk. sonra da ¢tincl madde verilerek
AM-251 (0,25 pg) + apelin-13 (15 pg), ACEA (7,5 pg) + apelin-13 (15 pg), AM-251
(0,125 pg) + apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,125 pg) + apelin-13 (5 pg) ve AM-251
(0,125 pg) + apelin-13 (5 pg) + ACEA (7,5 pg) gruplari olusturuldu ve epileptiform

aktivite Uzerine olan etkileri incelendi (Sekil-30).

44.1. AM-251 (0,25 pg) + Apelin-13 (15 pg) Grubunun Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

Sunulan ¢alismada penisilin (500 1U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra AM-
251’ in 0,25 pg’lik (i.s.v.) dozu, 10 dk. sonra da apelin-13’tin 15 pg’lik (i.s.v.) dozu
uygulandi. AM-251 (0,25 pg ) + apelin-13 (15 pg) verilen grupta 90. dakikadaki spike
frekans1 86,1 + 8,0 spike/dk, amplitidu 1069 + 56 pV olarak bulundu (Sekil 30-B).
Ayrica onar dakikalik spike sayist ortalamalar1 ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 9 ve
10°da verildi. 180 dakika boyunca alinan kayitlarda 30. dakikadan itibaren kayit sonuna
kadar kontrol grubuna gore spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit
edilirken (p<0,05) amplitudinde ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géralmedi
(p>0,05) (Sekil 31 ve 32).

44.2. ACEA (7,5 pg) + Apelin-13 (15 pg) Grubunun Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

Sunulan galismada penisilin (500 1U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra
ACEA’nin 7,5 pg’lik (i.s.v.) dozu, 10 dk. sonra da apelin-13’tn 15 pg’lik (i.s.v.) dozu
uygulandi. ACEA (7,5 ug ) + apelin-13 (15 pg) verilen grupta 90. dakikadaki spike
frekans1 30,0 + 8,4 spike/dk, amplitudi 700 * 82 pV olarak kaydedilmistir (Sekil 30-
C). Ayrica onar dakikalik spike sayis1 ortalamalar1 ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 11
ve 12°de verildi. 180 dk. boyunca alinan kayitlarda 40. dakikadan itibaren kayit sonuna
kadar kontrol grubuna gore spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
tespit edilirken (p<0,05) amplitudinde ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gorilmedi (p>0,05) (Sekil 33 ve 34).
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4.4.3. AM-251 (0,125 pg) + Apelin-13 (15 pg) Grubunun Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

Sunulan ¢alismada penisilin (500 U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra AM-
251’in 0,125 pg’lik (i.s.v.) dozu, 10 dk. sonra da apelin-13’0n 15 pg’lik (i.s.v.) dozu
uygulandi. AM-251 (0,125 pg ) + apelin-13 (15 pg) verilen grupta 90. dakikadaki spike
frekans1 61,3 £ 3,6 spike/dk, amplitidi 849 + 50 pV olarak bulundu (Sekil 30-D).
Ayrica onar dakikalik spike sayis1 ortalamalar1 ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 13 ve
14’te verildi. 180 dk. boyunca alinan kayitlarda 30. dakikadan kayit sonuna kadar
kontrol grubuna kiyasla spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit
edilirken (p<0,05) amplitudiinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gorilmedi
(p>0,05) (Sekil 35 ve 36).

4.4.4. AM-251 (0,125 pg) + Apelin-13 (5 pg) Grubunun Epileptiform
Aktiviteye Etkisi

Sunulan ¢alismada penisilin (500 1U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra AM-
2517in 0,125 pg’lik (1 pl, i.s.v.) dozu, 10 dk. sonra da apelin-13’Un 5 pg’lik (i.s.v.) dozu
uygulandi. AM-251 (0,125 pg ) + apelin-13 (5 pg) verilen grupta 90. dakikadaki spike
frekansi 53,2 + 8,1 spike/dk, amplitiidi 1018 + 102 pV olarak bulundu (Sekil 30-E).
Ayrica onar dakikalik spike sayisi ortalamalar1 ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 15 ve
16°da verilmistir. 180 dk. boyunca alinan kayitlarda kayit sonuna kadar kontrol grubuna
gore spike frekansinda ve amplitiidiinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gorilmedi (p>0,05) (Sekil 37 ve 38).

4.45. AM-251 (0,125 pg) + Apelin-13 (5 pg) + ACEA (7,5 pug) Grubunun
Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Sunulan ¢alismada penisilin (500 U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra AM-
251°in 0,125 pg’lik (i.s.v.) dozu, 10 dk. sonra apelin-13’tn 5 pg’lik (i.s.v.) dozu, 10 dk.
sonra da ACEA’nin 7,5 pg’lik (i.s.v.) dozu uygulandi. AM-251 (0,125 g ) + apelin-13
(5 ng) + ACEA (7,5 pg) verilen grupta 90. dakikadaki spike frekans1 31,5 £ 7,0
spike/dk, amplitidu 987 + 89 pV olarak bulundu (Sekil 30-F). Ayrica onar dakikalik
spike sayis1 ortalamalar1 ve amplitiid ortalamalar1 da Tablo 17 ve 18’de verilmistir. 180
dk. boyunca alinan kayitlarda 50. dakikadan itibaren kayit sonuna kadar kontrol

62



grubuna gore spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilirken

(p<0,05) amplitudunde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gortlmedi (p>0.05)

bbb
\

(p>0,05) (Sekil 39 ve 40).
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Sekil 30. A) Sadece penisilin (500 IU i.k.) B) Penisilin + AM-251 (0,25 pg, i.s.v.) + Apelin-13 (15 pg,
i.s.v.) C) Penisilin + ACEA (7,5 pg, i.s.v.) + Apelin-13 (15 pg, i.s.v.) D) Penisilin + AM-251 (0,125 pg,
i.s.v.) + Apelin-13 (15 pg, i.s.v.) E) Penisilin + AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) + Apelin-13 (5 pg, i.s.v.) F)
Penisilin + AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) + Apelin-13 (5 pg, i.s.v.) + ACEA (7,5 pg, i.s.v.) gruplarindan 90.

dakikada alinan ECoG kayitlarindan 6rnek goriintiiler
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C) Penisilin + ACEA (7,5 pg, 1.s.v.) + Apelin-13 (15 pg, i.s.v.)

1mv
1 | L b
I it J { ! i dhe
105n | ULk | : i

D) Penisilin + AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) + Apelin-13 (15 pg, i.5.v.)
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E) Penisilin + AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) + Apelin-13 (5 pg, i.5.v.)

- | | | | | l I\ | | | | |
e m‘.n,r| (N - ‘;wj e by (g -,,‘w.,i i M«‘ A b

ol
llwl‘ |

\

i
T "

50

Sekil 30. (Devami)



F) Penisilin + AM-251 (0,125 pg, i.s.v.) + Apelin-13 (5 pug, i.s.v.) + ACEA (7,5 ug,

1.5.V.)
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Sekil 30. (Devami)
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Tablo 9. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,25 pg), apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,25 pg) + apelin-
13 (15 pg) gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika ortalama degerleri (ortalama spike
sayisi = SEM)

_ AM-251 (0,25 pg)
Zaman Kontrol AM-251 Apelin-13 .
(dk) (spike/dk) (0’_25 HO) (1510) Apelin-13 (15 pg)
(spike/dk) (spike/dk)

(spike/dk)

0. dakika 44129 425+20 44,042 475+6,0
10. dakika 45,0+ 45 45,6 2,8 491+54 50,4 + 6,6
20. dakika 423+42 54,0 + 4,0 55,8 + 3,6 57,1+7,0
30. dakika 42,6+34 61,4 +4,1 60,3+5,2 63,6+09,7
40. dakika 42,8+38 68,0+5,2 63,0+ 6,5 63,1+7,5
50. dakika 42,6 +3,7 67,9 +4,0 66,4 + 6,2 702+9,1
60. dakika 46,4+49 742+54 66,5+ 6,7 77,1+97
70. dakika 450+43 781+74 67,6+7,1 81,3+84
80. dakika 44,0+32 776+7,9 64,0+ 6,0 84,0+ 8,5
90. dakika 41422 82,3+84 61,9+5,6 86,1+ 8,0
100. dakika 418+4,1 80,4+ 6,8 67,5+ 10,3 843+7,1
110. dakika 428+27 84,0 + 8,2 62,8+ 6,9 83,1+6,7
120. dakika 412+39 87,0+8,0 62,6 +7,6 84,1+74
130. dakika 42,1+35 85,4 + 8,3 62,0+ 6,2 852+ 7,4
140. dakika 41,427 86,0 + 8,3 59,4 +7,1 83,8+ 8,8
150. dakika 42,9+36 83,0+7,8 60,6 + 5,4 79,7+7,2
160. dakika 38,7+27 83,7+09,1 61,6+7,1 80,4+ 7,6
170. dakika 415+27 80,3+7,8 61,2+ 6,0 793+74
180. dakika 418+27 79,7+8,0 57,0+6,2 80,1+7,1
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Tablo 10. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,25 pg), apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,25 pg) + apelin-
13 (15 pg) gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (V) olarak her 10 dakika ortalama

degerleri (ortalama spike amplitiidi + SEM)

SPiKE AMPLITUD (nV)
Zaman Kontrol gll\z/ls-z:gl) A(p;n:;s AM-251 +(0,25 Hg)
(dk) (V) .
(HV) (HV) Apelin-13 (15 pg)
(HV)

0. dakika 1102 + 90 1085 * 77 1075 + 121 1216 + 78
10. dakika 1107 + 89 1136 + 81 1056 + 132 1221 + 62
20. dakika 1116 + 93 1122 + 86 1038 + 114 1157 £ 59
30. dakika 1092 + 94 1123 + 88 968 + 126 1135 + 50
40. dakika 1073+ 78 1124 + 80 930 + 118 1150 + 42
50. dakika 1091 + 91 1086 + 69 923 + 126 1150 £ 51
60. dakika 1051 + 75 1150 + 94 944 + 110 1104 + 50
70. dakika 1027 + 81 1138 + 95 994 + 113 1125 + 58
80. dakika 1018 + 80 1121 + 108 1021 + 112 1083 + 57
90. dakika 1000 + 82 1067 + 104 1044 + 121 1069 + 56
100. dakika 991 + 93 996 + 96 1005 + 108 1099 + 52
110. dakika 966 + 92 988 + 90 966 + 107 1095 + 48
120. dakika 939 + 84 988 + 92 948 + 107 1088 + 52
130. dakika 962 + 84 957 + 88 982 + 102 1070 + 54
140. dakika 950 + 92 1013 + 102 957 + 104 1080 + 50
150. dakika 919 + 84 979 + 102 978 + 106 1068 + 54
160. dakika 863+ 78 930+91 1009 + 112 1040 + 48
170. dakika 840 + 79 944 + 99 953 + 108 1005 + 45
180. dakika 840 + 81 929 + 100 959 + 112 989 + 53
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Tablo 11. Kontrol (penisilin, 500 1U), ACEA (7,5 ug), apelin-13 (15 pg), ACEA (7,5 pg) + apelin-13 (15
Hg) gruplarindan elde edilen spike frekanslarimin her 10 dakika ortalama degerleri (ortalama spike sayisi
+ SEM)

_ ACEA (7,5 1g)
Zaman Kontrol ACEA Apelin-13 .
(dKk) (spike/dk) (7_'5 HO) (1_5 HO) Apelin-13 (15 pg)
(spike/dk) (spike/dk)

(spike/dk)

0. dakika 441+29 425+24 440+4,2 63,671
10. dakika 450+45 38,7+24 49,1+54 58,1+£8,0
20. dakika 42,3+ 4,2 36,3+2,8 55,8+ 3,6 535+79
30. dakika 42,6 £ 3,4 34,4 £ 3,7 60,3+5,2 50,3+7,8
40. dakika 42,8 +3,8 323+3,1 63,0+ 6,5 46,2+ 7,4
50. dakika 42,6 £3,7 290+24 66,4 + 6,2 39,3+7,3
60. dakika 46,4+ 4,9 26,3+1,6 66,5+ 6,7 33,7+7.2
70. dakika 45,0+ 4,3 23,718 676+71 31,0+£8,0
80. dakika 44,0+ 3,2 235+13 64,0+ 6,0 31,1+£8,2
90. dakika 414+22 21,022 61,9+5,6 30,0+84
100. dakika 418+4,1 20,3+31 67,5+10,3 315+74
110. dakika 42,8+ 2,7 199+ 34 62,8 +6,9 26,2+9,0
120. dakika 41,2+39 16,8 + 3,9 62,6 +7,6 23,8+8,9
130. dakika 42,1+35 18,1+472 62,0+6,2 239+8,0
140. dakika 414+27 16,8 + 3,8 594+71 21,3+£8,0
150. dakika 429+3,6 15,6 +4.3 60,6 +54 146+ 34
160. dakika 38,7+£27 13,4+ 35 616+7,1 129+28
170. dakika 415+27 10,7+4,0 61,2+ 6,0 13,6 +3,0
180. dakika 418+27 104+34 57,0£6,2 170+£47
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Tablo 12. Kontrol (penisilin, 500 1U), ACEA (7,5 pg), apelin-13 (15 pg), ACEA (7,5 ug) + apelin-13
(15 pg) gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika ortalama
degerleri (spike amplitiid ortalamasi £ SEM)

SPIKE AMPLIiTUDU (uV)
ACEA (7,5
Zaman Kontrol ACEA Apelin-13 i HO)
(dKk) (V) (7.5 19) (15 19) Apelin-13 (15 pg)
(nv) (nv)
(HV)

0. dakika 1102 + 90 1130 + 154 1075 + 121 1022 + 62
10. dakika 1107 + 89 1117 £ 162 1056 + 132 926 + 82
20. dakika 1116 + 93 1051 + 173 1038 + 114 840 + 93
30. dakika 1092 + 94 1023 + 166 968 + 126 820 + 81
40. dakika 1073 + 78 959 + 139 930 + 118 839 + 64
50. dakika 1091 + 91 906 + 121 923 + 126 79272
60. dakika 1051 +75 926 + 148 944 + 110 746 + 79
70. dakika 1027 + 81 876 + 120 994 + 113 730+ 76
80. dakika 1018 + 80 885 + 139 1021 + 112 710+ 85
90. dakika 1000 + 82 839 + 106 1044 + 121 700 +82
100. dakika 991 + 93 832 + 106 1005 + 108 687 + 78
110. dakika 966 + 92 829 + 106 966 + 107 638 + 68
120. dakika 939 + 84 762 + 100 948 + 107 659 + 70
130. dakika 962 + 84 775 + 102 982 + 102 670 + 69
140. dakika 950 + 92 747 + 100 957 + 104 669 + 64
150. dakika 919 + 84 761+ 96 978 + 106 619 + 53
160. dakika 863 + 78 735+ 98 1009 + 112 653 + 57
170. dakika 840 + 79 734 + 96 953 + 108 637 + 60
180. dakika 840 + 81 734+ 98 959 + 112 652 + 76
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Tablo 13. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,125 pg), apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,125 pg) +
apelin-13 (15 pg) gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika ortalama degerleri (ortalama
spike sayis1 £ SEM)

Apelin-13 (15

Zaman control AM-251 Apelin-13 P . (15 19)

(dk) (spike/dk) (0'1_25 Ho) (1_5 H) AM-251 (0,125 pg)

(spike/dk) (spike/dk)

(spike/dk)
0. dakika 441+29 47,0+49 440+4,2 42,727
10. dakika 450+45 450+29 49,1+54 45,1+34
20. dakika 42,3+4,2 42,7+3,7 55,8+ 3,6 51,2+4,6
30. dakika 426+34 49,2+38 60,3+5,2 57,1+£35
40. dakika 42,8 +3,8 529+31 63,0+ 6,5 59,0+2,8
50. dakika 42,6 £3,7 501+2,8 66,4 + 6,2 60,5+39
60. dakika 46,4+49 51,6 £27 66,5+ 6,7 60,9+3,3
70. dakika 450+43 512+24 676+71 59,7+29
80. dakika 44,0+ 3,2 50,5+ 3,0 64,0+ 6,0 60,6 £3,5
90. dakika 414+272 47,4+3,5 61,9+5,6 61,3+ 3,6
100. dakika 418+4,1 46,6 £2,7 67,5+ 10,3 59,3+4.2
110. dakika 42,8+ 2,7 51,2+ 3,3 62,8 +6,9 58,3+34
120. dakika 41,2+39 51,1+48 62,6 +7,6 58,7+£2,6
130. dakika 42,1+35 50,7+4;3 62,0+ 6,2 57,027
140. dakika 41,4+27 51,0+ 5,6 594+7]1 549+25
150. dakika 429+ 3,6 47,0+£5,5 60,6 +5,4 54,4+ 277
160. dakika 38,7+£27 45,0+£5,0 616+7,1 548+34
170. dakika 415+27 46,4 £6,0 61,2+ 6,0 53,3+£35
180. dakika 41,8+2,7 455+59 57,0+6,2 53,7+32
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Tablo 14. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,125 pg), apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,125 pg) +
apelin-13 (15 pg) gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika

ortalama degerleri (ortalama spike amplitidU + SEM)

SPIKE AMPLITUDU (nV)
Zaman Kontrol AM-251 Apelin-13 AM-251 (0,125 pg)
(dk) ) (0,125 pg) (15 pg) +
(LVv) (LVv) Apelin-13 (15 pg)
(HV)

0. dakika 1102 £ 90 937 £ 90 1075+ 121 953 + 46
10. dakika 1107 + 89 961 + 92 1056 + 132 944 + 40
20. dakika 1116 £ 93 1010 £ 75 1038 + 114 896 + 70
30. dakika 1092 + 94 1020 + 32 968 + 126 905z 34
40. dakika 1073+ 78 1068 + 20 930 +118 981+ 42
50. dakika 1091 + 91 1056 * 32 923 + 126 1009 + 63
60. dakika 1051+ 75 985 + 48 944 +110 876 + 42
70. dakika 1027 + 81 963 +60 994 + 113 831 + 46
80. dakika 1018 + 80 979 + 78 1021 + 112 856 + 21
90. dakika 1000 + 82 930 + 72 1044 + 121 849 +50
100. dakika 991 + 93 847 +33 1005 + 108 838 + 42
110. dakika 966 + 92 801 + 68 966 + 107 880 + 42
120. dakika 939 + 84 803 + 66 948 + 107 942 +37
130. dakika 962 + 84 851 + 81 982 + 102 943 + 39
140. dakika 950 + 92 801 + 63 957 £ 104 921 +42
150. dakika 919 + 84 760 =51 978 £ 106 900 +43
160. dakika 863+ 78 707 £ 65 1009 + 112 904 + 59
170. dakika 840+ 79 667 £59 953 £ 108 852 + 62
180. dakika 840 + 81 660 + 58 959 + 112 834 +42
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Tablo 15. Kontrol (penisilin, 500 IU), AM-251 (0,125 pg), apelin-13 (5 pg), AM-251 (0,125 pg) +
apelin-13 (5 pg) gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10 dakika ortalama degerleri (ortalama
spike sayis1 £ SEM)

_ AM-251 (0,125 pg)
Zaman Kontrol AM-251 Apelin-13 .
(dk) (spike/dk) (0'1_25 HO) (_5 HO) Apelin (5 pg)
(spike/dk) (spike/dk)

(spike/dk)

0. dakika 441+29 470+49 395+4,0 49,4+56
10. dakika 450+ 4,5 450+2,9 43,0+43 52,3+5,6
20. dakika 42,3+4,2 42,7+ 3,7 441+41 55,4+ 57
30. dakika 42,6 £34 49,2 +3,8 44,0 £ 3,7 57,1+£53
40. dakika 42,8+3,8 529+31 447+ 4.2 555+6,3
50. dakika 42,6 £3,7 50,1+2,8 451+41 57,3+£6,8
60. dakika 46,4 +£49 51,6 +£27 443+4,0 55,4+6,8
70. dakika 45,0+4,3 51,2+24 41,1+31 56,1+7,7
80. dakika 44,0+3,2 50,5+£3,0 41,2+32 52,1+6,4
90. dakika 414+22 474+ 35 47,2+5,2 53,2+8,1
100. dakika 418+4,1 46,6 = 2,7 42,9+35 49,450
110. dakika 42,8 +2,7 51,2+33 41,0+£35 48,358
120. dakika 41,2+39 51,1+48 42,3+£39 46,7+ 5,7
130. dakika 42,1+£35 50,7+4,3 44,1+5,1 45,8+6,0
140. dakika 41,4 +£27 51,0+£5,6 445+43 45,1+55
150. dakika 429+3,6 470+£55 44,4 + 37 45,1+40
160. dakika 38,727 45,0+£5,0 46,7+ 4,2 46,9+6,5
170. dakika 415+27 46,4+ 6,0 47,1+45 46,7+4,5
180. dakika 418+27 455+59 42,7+43 448 +6,2
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Tablo 16. Kontrol (penisilin, 500 IU), AM-251 (0,125 pg), apelin-13 (5 pg), AM-251 (0,125 pg) +
apelin-13 (5 pg) gruplarindan elde edilen spike amplitidlerinin mikrovolt (uV) olarak her 10 dakika

ortalama degerleri (ortalama spike amplitiidi + SEM)

SPIKE AMPLITUDU (uV)
AM-251
Zaman Kontrol AM-251 Apelin-13 (0,125 pg)
(dk) ) (0,125 pg) (5 Hg) +
(HV) (HV) Apelin-13 (5 pg)
(HV)

0. dakika 1102 + 90 937 + 90 1043 + 111 1132+ 89
10. dakika 1107 + 89 961 + 92 1030 + 101 1067 + 100
20. dakika 1116 + 93 1010 £ 75 1023 + 98 1097 + 90
30. dakika 1092 + 94 1020 + 32 1013 + 100 1070 + 90
40. dakika 1073 £ 78 1068 + 20 1018 + 104 1176 £ 74
50. dakika 1091 + 91 1056 + 32 966 + 93 1141 + 89
60. dakika 1051 £ 75 985 + 48 965 + 84 1111 +90
70. dakika 1027 + 81 963 +60 969 + 92 1081 + 92
80. dakika 1018 + 80 979+ 78 956 + 96 1073 + 84
90. dakika 1000 + 82 930 + 72 907 + 83 1018 + 102

100. dakika 991 + 93 847 + 33 894 + 76 1031 + 94
110. dakika 966 + 92 801 + 68 892 + 72 1019 + 99
120. dakika 939 + 84 803 + 66 907 + 73 1036 + 88
130. dakika 962 + 84 851 + 81 906 + 78 1038 + 87
140. dakika 950 + 92 801 + 63 889 + 59 1050 + 82
150. dakika 919 + 84 760 + 51 839 +55 1066 + 84
160. dakika 863 + 78 707 + 65 845 + 46 1073 £ 95
170. dakika 840 + 79 667 +59 839 + 45 1036 + 105
180. dakika 840 + 81 660 + 58 830 + 46 1043 + 93
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Tablo 17. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,125 pg), apelin-13 (5 pg), ACEA (7,5 ug), AM-251
(0,125 pg) + apelin-13 (5 pg) + ACEA (7,5 pg) gruplarindan elde edilen spike frekanslarinin her 10

dakika ortalama degerleri (ortalama spike sayisi = SEM)

AM-251 (0,125 pg)
+
Zaman Kontrol AM-251 Apelin-13 ACEA Apelin-13 (5 pg)
(dk) (spike/dk) (0,125 pg) (5 Hg) (7,5 pg) +
(spike/dk) (spike/dk) (spike/dk) ACEA (7,5 1g)

(spike/dk)

0. dakika 44,1+29 470+49 395+4,0 425+24 51,0+ 3,2
10. dakika 450+45 450+£29 43,0+4,3 38,7+24 452+ 17
20. dakika | 42,3+4,2 42,7+37 441+41 36,3+2,8 56,0+ 8,8
30. dakika 42,6 +34 49,2+ 3,8 44,0 £ 3,7 34,4 +£37 41,0x5,7
40. dakika | 42,8+38 529+31 447+ 42 32,3+3,1 396+7,3
50. dakika 42,6 £ 3,7 50,1+2,8 451+41 290+x24 41,370
60. dakika 46,4+49 51,6 £27 443+4,0 26,3+1,6 394+81
70. dakika | 45,0%4,3 51,2+2,4 411+31 23,7+18 38,1+83
80. dakika | 44,0%3,2 50,5+ 3,0 412+32 235+13 353+75
90. dakika 414+272 474+£35 47,2+5,2 21,0+£22 315+7,0
100. dakika | 41,8+4,1 46,6 £2,7 42,935 20,3+311 295+91
110. dakika | 42,8+2,7 51,2+33 41,035 199+34 264+79
120. dakika | 41,2+3,9 51,1+48 42,3+£39 16,8+ 3,9 241777
130. dakika 42,1+35 50,7+4,3 441+5]1 18,1+472 24177
140. dakika | 41,4+27 51,0+5,6 445+43 16,8 £ 3,8 25,7+98
150. dakika 42,9+ 3,6 470+£55 44,4 + 3,7 15,6 +4,3 251+£8]1
160. dakika | 38,7+2,7 450+£5,0 46,7+ 4,2 134+35 222+6,5
170. dakika 415+27 46,4 +£6,0 471+45 10,7+4,0 243+73
180. dakika | 41,8+2,7 455+59 42,7+43 104+34 23,3+£8,6
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Tablo 18. Kontrol (penisilin, 500 1U), AM-251 (0,125 pg), apelin-13 (5 pg), ACEA (7,5 ug), AM-251
(0,125 pg) + apelin-13 (5 pg) + ACEA (7,5 ug) gruplarindan elde edilen spike amplitiidlerinin mikrovolt
(LV) olarak her 10 dakika ortalama degerleri (ortalama spike amplitiidi + SEM)

SPIKE AMPLITUDU (nV)
AM-251 (0,125 pg)
+
Zaman Kontrol AM-251 Apelin-13 ACEA Apelin-13 (5 1g)
(k) (V) (0,125 pg) (5 ug) (7.5 ug) .
() (HV) (HV)
ACEA (7,5 ug)
(HV)
0. dakika 1102 + 90 937+ 90 1043 + 111 1130 + 154 1149 + 75
10. dakika | 1107 + 89 961 + 92 1030 + 101 1117 £ 162 1188 + 90
20. dakika 1116 + 93 1010+ 75 1023 + 98 1051 + 173 1213 + 83
30. dakika 1092 + 94 1020 * 32 1013 + 100 1023 + 166 1102 + 92
40. dakika 1073 + 78 1068 + 20 1018 + 104 959 + 139 1079 + 88
50. dakika 1091 + 91 1056 + 32 966 + 93 906 + 121 1096 + 81
60. dakika 1051 + 75 985 + 48 965 + 84 926 + 148 1082 + 73
70. dakika 1027 + 81 963 +60 969 + 92 876 + 120 1085 + 68
80. dakika 1018 + 80 979+ 78 956 + 96 885 + 139 1040 + 79
90. dakika 1000 + 82 930+ 72 907 + 83 839 + 106 987 + 89
100. dakika 991 + 93 847 + 33 894 + 76 832+ 106 982 + 102
110. dakika 966 + 92 801 + 68 892+ 72 829 + 106 938 + 98
120. dakika 939 + 84 803 + 66 907 + 73 762 + 100 957 + 85
130. dakika 962 + 84 851 + 81 906 + 78 775 + 102 940 + 88
140. dakika 950 + 92 801 + 63 889 + 59 747 + 100 955 + 114
150. dakika 919+ 84 760 + 51 839 + 55 761 + 96 953 + 113
160. dakika 863 + 78 707 £ 65 845 + 46 735+ 98 922 + 100
170. dakika 840 + 79 667 £59 839 + 45 734 + 96 912 + 94
180. dakika 840 + 81 660 + 58 830 + 46 734 + 98 929 + 100
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Sekil 31. Kontrol (penisilin 500 1U), apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,25 pg) ve AM-251 (0,25 pg) +
apelin-13 (15 pg) gruplarinin spike frekans degerlerinin yiizde degisimi ( spike yiizde degisimi + SEM).
Kontrol grubuna gére AM-251 (0,25 pg) + apelin-13 (15 pg) grubu spike aktivitesini 30. dakikadan
itibaren anlaml 6l¢iide artirdi (Kontrole gore: *=p<0,05, *x=p<0,01, *»*x*=p<0,001, 15 ug apelin-13’e
gore: =p<0,05, ee=p<0,01, e0e=p<0,001)

% degisim
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60
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40 e AM-251 (0,25 pg) +
Apelin-13 (15 pg)
20
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Sekil 32. Kontrol (penisilin, 500 IU), apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,25 ug), AM-251 (0,25 ug) +
apelin-13 (15 pg) gruplarinin spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri (amplitiid yiizde degisimi *
SEM). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda her ii¢ grupta da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0,05)
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Sekil 33. Kontrol (penisilin, 500 1U), apelin-13 (15 pg), ACEA (7,5 pg), ACEA (7,5 pg) +apelin-13 (15
Mg) gruplarimin spike frekans degerlerinin yiizde degisimi ( spike yilizde degisimi + SEM). Kontrol
grubuna gore ACEA (7,5 pug) + apelin-13 (15 pg) grubu spike aktivitesini 40. dakikadan itibaren anlamli
olgtide azaltt1 (Kontrole gore: *=p<0,05, xx=p<0,01, »**=p<0,001)
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Sekil 34. Kontrol (penisilin, 500 1U), apelin-13 (15 pg), ACEA (7,5 pg), ACEA (7,5 pg) +apelin-13 (15
Mg) gruplarimin spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri ( amplitiid yiizde degisimi £ SEM). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda her ii¢ grupta da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05)
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Sekil 35. Kontrol (penisilin 500 1U), apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,125 pg) ve AM-251 (0,125 pg) +
apelin-13 (15 pg) gruplarimin spike frekans degerlerinin yiizde degisimi ( spike yiizde degisimi + SEM).
Kontrol grubuna gdre AM-251 (0,125 pg) + apelin-13 (15 pg) grubu spike aktivitesini 30. dakikadan
itibaren anlaml dl¢tide artirdi (¥=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001)
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Sekil 36. Kontrol (penisilin, 500 1U), apelin-13 (15 pg), AM-251 (0,125 ug), AM-251 (0,125 pg) +
apelin-13 (15 pg) gruplarinin spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri ( amplitid yiizde degisimi +
SEM). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her ii¢ grupta da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0,05)
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Sekil 37. Kontrol (penisilin 500 1U), apelin-13 (5 pg), AM-251 (0,125 pg) ve AM-251 (0,125 pg) +
apelin-13 (5 pg) gruplarinin spike frekans degerlerinin yiizde degisimi ( spike ylizde degisimi + SEM).
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda AM-251 (0,125 pg) + apelin-13 (5 pg) grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05)
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Sekil 38. Kontrol (penisilin, 500 1U), apelin-13 (5 pg), AM-251 (0,125 pg), AM-251 (0,125 ug) + apelin-
13 (5 pg)gruplarinin spike amplitiid degerlerinin yiizde degisimleri ( amplitiid ylizde degisimi + SEM).
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda her ti¢ grupta da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi
(p>0,05)

79



% degisim
140

@ K ONtrol
120

100 === Apelin-13 (5 ug)

80

e AM-251 (0,125 pg)

60

=g ACEA (7,5 HQ)

40

e AM-251(0,125 pg) +
ACEA (7,5 ug) +
Apelin-13 (5 pg)

20

0 T T T T T T T T T T T T T T T T ! IO Zaman (dk)

Sekil 39. Kontrol (penisilin 500 1U), apelin-13 (5 ug), AM-251 (0,125 pg), ACEA (7,5 pg) ve AM-251
(0,125 pg) + apelin-13 (15 pg) + ACEA (7,5 pg) gruplarinin spike frekans degerlerinin yiizde degisimi
(spike yiizde degisimi £ SEM). Kontrol grubuna gére AM-251 (0,125 pg) + apelin-13 (15 pg) + ACEA
(7,5 ng) grubu spike aktivitesini 50. dakikadan itibaren anlamh 6l¢iide azaltti (x*=p<0,01, ***=p<0,001)
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Sekil 40. Kontrol (penisilin, 500 1U), apelin-13 (5 pg), AM-251 (0,125 pg), ACEA (7,5 pg) ve AM-251
(0,125 pg) + apelin-13 (15 pg) + ACEA (7,5 pg)  gruplarimin spike amplitiid degerlerinin yiizde
degisimleri (amplitiid yiizde degisimi + SEM). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her dort grupta da
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmadi (p>0,05)
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5. TARTISMA

Sunulan ¢alismada, penisilinle olusturulan epileptiform aktivite tizerine apelin-
13’1n gosterdigi prokonvulsan etkide kanabinoid CB1 reseptorlerinin rolii arastirildi.
Deneylerde kullanilan apelin-13 (Ucar, 2015) ve kanabinoid CB1 reseptdr agonisti ve
antagonisti (Kozan ve ark., 2009) dozlar1 igin daha once laboratuarimizda yapilan
caligmalar referans alindi. Deneylerde CBI1 reseptor agonisti ACEA’nin etkin dozu (7,5
ug, i.s.v.), CB1 reseptor antagonisti AM-251’in etkin dozu (0,25 pg, i.s.v.) ile etkisiz
dozu (0,125 pg, i.s.v.), apelin-13’ln etkin dozu (15 pg, i.s.v.) ile etkisiz dozu (5 ug,
1.s.v.) kullanildi. Penisilinin epileptiform aktivitesi uzerine ACEA, AM-251 ve apelin-

13’1lin hem tek baglarina hem de etkilesim grubu seklinde olan etkileri arastirildi.

5.1. Penisilinle Olusturulan Epileptiform Aktivite

Epilepsi, c¢esitli  patolojik  silireclerin  sonucunda bozulmus beyin
fonksiyonlarmin semptom kompleksleri seklinde yansimasidir (Engel ve Pedley, 2008).
Nobetler kortikal noronlarin asir1 ve anormal elektriksel desarj1 sonucu olugmaktadir
(Bernal ve Altman, 2003). Anormal hiicre desarji oksijen yetersizligi, timorler, travma,
enfeksiyon ve metabolik bozukluklar gibi nedenlerle olusabilir. Ancak, epilepsi
nobetlerinin hemen hemen yarisinda herhangi bir neden tespit edilememistir (Martin,
1991). Epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ile diger 6zellikleri hakkinda akla gelen
sorulara cevap aramak ve daha etkili antiepileptik ilaglar gelistirmek i¢in deneysel
epilepsi modelleri gelistirilmistir (Marangoz, 1997).

1945 yilinda Walker ve Johnson; kedi, kopek ve maymunun serebral
korteksine  penisilin  uygulanmasinin, epileptik  aktiviteye neden oldugunu
bildirmiglerdir. Penisilin  modeli epilepsi yine bir¢cok arastirmaci tarafindan
kullanilmistir (Domann ve ark., 1991; Sullivan ve Osorio, 1991; Ayyildiz ve ark.,
2006). Penisilin, yapisal olarak GABA antagonisti bikukuline benzedigi i¢in, beyinde
bulunan en 6nemli inhibitor sistemlerden GABA sistemini bloklamakta ve eksitasyon-
inhibisyon arasindaki dengeyi bozarak epileptik nobet olusumuna yol agmaktadir
(Walden ve ark., 1992). Epileptik aktivitenin ortaya ¢ikisinda énemli diger bir bilesen
kalsiyum iyonlaridir. Asir1 miktarda kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine akisi, epileptiform
aktivite sirasinda hemen her zaman gozlenen bir durumdur (Speckman ve Walden,

1993). Konvulsif olaylarda hiicre igine kalsiyum akismin arttig1 yapilan calismalarda



gosterilmistir (Heinemann ve ark., 1985; Meldrum ve ark., 1985). Kalsiyum akimi,
ndbet aktivitesiyle birlikte olugsan senkron eksitator potansiyellerle iligkilidir (Fischer ve
Kittner, 1998).

Elde edilmek istenen ndbet modeline gbre penisilinin uygulanma sekilleri
farklihk gostermektir. Intramiskiler (i.m.), intravenéz (i.v.), intraperitoneal (i.p.),
intraserebroventrikiler (i.s.v.) veya intrakortikal (i.k.) yollarla olmak tizere gesitli
sekillerde enjeksiyonlar literatiirde yer almaktadir. Kedilere sistemik olarak yiiksek
dozda penisilin uygulanmasi, insandaki petit mal epilepsiye benzeye, EEG’de bilateral
es zamanli diken dalga desarjlara yol agmaktadir (Martin, 1991). Sullivan ve Osorio
(1991) siganlara i.p. yolla penisilin G vererek epileptik aktivite olusturmuslardir.
Penisilinin kediye 300.000 - 600.000 1U/kg i.m. verilmesi jeneralize, senkron, bilateral
diken dalga desarjlar1 meydana getirir. Bu esnada gozi kirpma hareketi, miyoklonik
kasilmalar ortaya c¢ikabilir (Fisher ve Prince, 1977). Kemirgenlere i.m. penisilin
uygulanmasi, kedilerdeki bilateral senkron diken desarjlara benzememektedir ve aralikli
patlamalar esliginde multifokal spike aktiviteleri meydana gelmektedir (Avoli, 1980).
Gallitto ve ark. (1986) ise, 1.000.000 IU penisilini i.v. yolla sistemik dolasima enjekte
etmisler ve i.v. penisilinin kortekste ve talamusta multifokal interiktal spike desarjlarina
neden oldugunu saptamislardir.

Arslan’nin (2013) ve Bostanct ve ark. (2007) yaptigi calismada uyanik
sicanlara i.s.v. yolla 300 IU penisilin uygulanmis ve epileptik aktivitede iktal ve
interiktal spike kompleksleri gézlenmistir. Penisilinin (500 IU) i.k. yolla somatomotor
kortekse uygulanmasinin kortikal noronlarda diken ve diken-dalga kompleksleri ile
kendini gosteren bir epileptiform ECoG aktiviteye yol actig1 gosterilmistir. Epileptiform
aktivitenin 3-5 saat kadar devam ettigi, kararli frekans ve amplitiid diizeyine ise 30 dk.
icinde ulasildig: belirtilmistir (Kozan ve ark., 2006; Ayyildiz ve ark., 2006; Ayyildiz ve
ark., 2007). Edmons ve ark. (1974) siganlara, klinik motor belirtilerle eslestirilmis
elektrografik anormallikler olusturan 200 IU penisilin dozu (i.k.) vererek 2,5 saat
boyunca kayit almiglardir. Dragic ve Pavlovic (2004) yaptiklar1 ¢alismada da 50 U
penisilinle de (i.k.) spike aktivitesi olustugunu, hatta 100 IU (i.k.) penisilin ile
olusturulan spike frekansinin daha fazla oldugunu gostermislerdir.

Laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda da, 500 IU penisilin (i.k.)
enjeksiyonunu takiben 2-5 dk. icerisinde epileptik desarjlarin basladigi, epileptik
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aktivitenin 20-30 dakikada kararli duruma ulastig1 ve istatistiksel olarak anlamli bir
diisiis olmadan spike aktivitesinin en az 3 saat devam ettigi tespit edilmistir (Alic1 2014;
Avyyildiz ve ark., 2006; Arslan ve ark., 2014).

Sunulan c¢alismada; deney hayvanlara penisilin (500 1U, i.k., 2,5 ul) yolla
uygulandi ve penisilin enjeksiyonundan sonra 2-5 dakika icinde epileptik spikelar ve
spike-dalga kompleksleri gortilmeye baslandi. Epileptiform aktivite 30 dk. i¢inde kararli
hale geldi ve 3 saatten uzun surdd. Penisilinden sonra uygulanan ilk maddelerin
enjeksiyonlar1 30. dakikada yapildi. Daha sonra uygulanan maddeler ise onar dakika
arayla verildi. Sunulan calismada penisilinin i.k. enjeksiyonuyla olusturulan
epileptiform aktivitenin 6zellikleri literattirden elde edilen bilgilerle uyumluydu.

Literatiirdeki calismalarla karsilastirildiginda, penisilinin uygulama miktar1 ve
uygulanma yolu spike frekansini etkilemektedir. Bu ¢aligmada Kararli duruma gegis
zamani olan 0. dakikadaki spike frekans1 44,1 £ 2,9 olarak bulunmustur. Bu deger,
intrakortikal olarak 500 IU penisilin kullanilan diger ¢alismalarla uyumludur. Arslan
(2013), Alict (2014) ve Ugar’in (2015) yaptig1 ¢alismalarda 0. dakikadaki spike sayisi,
strastyla 41,0 + 3,0, 44,5 + 4,4 ve 44,2 + 3,0 olarak tespit edilmistir. 200 IU penisilin
(i.k.) enjeksiyonu yapilan iki ¢aligmada 0. dakikadaki spike frekansi 24,2 + 1,0 ve 30,0
+ 3,0 olarak bulunmustur (Yildirim, 2005; Marangoz, 2010). Penisilinin spike
aktivitesini doz bagiml olarak artirdig1 bilinmektedir ( Edmonds ve ark., 1974; Dragic

ve ark., 2004; Akdogan ve ark., 2008). O halde tiim bu degerler birbiriyle uyumludur.

5.2. Apelin-13’Un Epileptiform Aktiviteye Etkisi

1998 yilinda Tatemato ve ark. tarafindan sigir mide 6zsuyundan izole edilen
apelin G-protein ile kenetli APJ reseptdriiniin endojen bir ligandidir (Tatemato ve ark.,
1998). G-protein ile kenetli APJ reseptorii ve onun endojen ligandi olan apelinin
merkezi sinir sisteminde, 0zellikle kortikal, hipokampal ve hipotalamik néronlarda fazla
miktarda eksprese edildigi gosterilmistir (De Mota ve ark., 2000; Lee ve ark., 2000;
Reaux ve ark., 2002; Kleinz & Davenport, 2005). APJ insan, fare, sigan, maymun ve
inek olmak iizere birkag tiirde de tanimlanmistir (Tatemato ve ark., 1998).

Apelin, 77 aminoasitlik bir preproapelinden kdken alir ve farkli yerlerinden
pargalanarak degisik sayida aminoasitlere sahip fragmanlar1 (apelin-13, apelin-16,

apelin-17, apelin-36 gibi) olusturur (Habata ve ark., 1999; Hosoya et al., 2000; Lee ve
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ark., 2000; Kawamata ve ark.,, 2001). Apelin-13 ve apelin-17, apelin-36 ile
kiyaslandiginda daha giiglii bir biyolojik aktiviteye sahiptir. Apelin-13’{in apelin-17’den
8, apelin-36’dan ise 60 kat daha fazla etkin oldugu ileri strtlmektedir (Tatemato ve
ark., 1998). Apelin-13’un yuksek biyolojik aktiviteye sahip olmasindan dolay1 sunulan
calismada apelin-13 kullanilmistir.

Epilepsi olusumunda ndropeptidler, reseptorler ve norotransmitterler gibi
birgok sistem rol almaktadir. Noropeptid-Y gibi néromodulatorler rodentlerde nobetleri
azaltmak i¢in kullanmilmistir (Noe F. ve ark., 2007; 2008). Yapilan caligmalarda bir
noropeptid olan apelinin noroprotektif 6zelliginin oldugu gosterilmistir. Cook ve ark.
(2011) yaptigi calismada apelinin NMDA reseptor aracili eksitotoksik sinyal
kaskadlarin1 inhibe etmesinin yani sira, néronal canlilig1 artirabildigi gosterilmistir. Bu
nedenle apelinin néronlardaki endojen ekspresyonunun ve apelin-APJ etkilesiminin
merkezi sinir sisteminde noroprotektif bir sinyal iletimi oldugu diisiiniilmektedir.

O’Donnell ve ark. (2007) primer rodent hipokampal kalttrleri ile insan NT2.N
noronlar1  kullanilarak yapilan calismalarda, apelinin NMDA reseptér aracili
eksitotoksik hasara karsi ndroprotektif olusu ve hiicre canlilifini saglayan kinazlarin
aktivasyonunu artirmadaki etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonunda apelinin
Raf/ERK-1/2 ve AKT’nin, HIV ile enfekte insan makrofajlarinin yan1 sira kinolinik asit
(QUIN) maruziyetiyle olusan noronal eksitotoksisiteye karsi koruyucu ozellikteki
noronal aktivasyonunu indiikledigi gosterilmistir (O’Donnell ve ark., 2007).

Apelinin ndroprotektif fonksiyonuna inhibitor kullanilarak da bakilmistir.
Fosfoinositid 3-kinaz (P13K) inhibitori olan LY294002 apelinin noroprotektif etkisini
ortadan kaldirmistir (O’Donnell ve ark., 2007). Yapilan bir diger ¢aligmada apelin-
36’nin noéroprotektif fonksiyonu icin indiikledigi ERK 1/2 fosforilasyonunun 2-APB
(IP3 reseptorlerinden Ca*? salimminin inhibitérii) ve UO126 ve PD98059 (ERK (MEK)
Y5 inhibitorii) tarafindan, protein kinaz C (PKC) fosforilasyonunun da PKC inhibitorleri
olan GF109203X ve kleritin klorid tarafindan bloke edildigi gosterilmistir (Cook ve
ark., 2011).

Apopitozis ve nekrozis olaylari mitokondriyal depolarizasyona ve reaktif O>
tiurlerinin (ROS) artisina sebep olmaktadir. Yapilan ¢alismalar, apelinin hem
hipokampal néronlarda NMDA aracili eksitotoksisiteye karsi koruyucu oldugunu hem

de insan osteoblastinda apopitozisi baskiladigini gostermektedir (O'Donnell ve ark.,
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2007; Xie ve ark., 2007). Fare primer kortikal néron kilttrtinde apelin-13’tn (1-5 nM)
apopitozis tizerine etkisi arastirilmis ve ndronlarda serum yoksunlugu ile indiiklenen
ROS dretimini, mitokondri depolarizasyonunu, kaspaz-3 aktivasyonunu ve sitokrom ¢
salinimin1 belirgin sekilde azalttig1 gosterilmistir.

Serebrokortikal néronlarda apelin-36’nin NMDA aracili Ca*? birikimini inhibe
ettigi ancak K* depolarizasyonunun indiikledigi Ca*? birikimini etkilemedigi
gosterilmistir (Cook ve ark., 2011). G proteinine bagli reseptor ligandlarinin néronal
Ca*? gecisini indiikleyebilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Deiva ve ark., 2004;
Yao ve ark., 2009). Buna benzer sekilde Cook ve ark. (2011) yaptig1 ¢aligmada apelinin
doz bagimli olarak serebrokortikal noronlarda Ca*? gecisini indiikledigi gosterilmistir.
Insan NT2.N néronlar1 tarafindan apelin reseptdriiniin yogun ekspresyonu goz dniinde
bulunduruldugunda, apelin stimiilasyonu sonrasinda hiicre ici Ca*? seviyelerinin degisip
degismedigine bakilmis ve apelin-36, apelin-17 ve apelin-13’Un her birinin hdcre igi
Ca*? seviyelerinde artislar yaptigi gosterilmistir (Choe ve ark., 2000). Ozellikle
tekrarlanan maruziyetlerin ardindan cevabin azalmasi, apelin sinyalizasyonunu
diizenleyen desensitizasyon siirecinin ilk kanitidir (Masri ve ark., 2004).

Apelinin noroprotektif o6zelligini gosteren ¢aligmalara ilaveten, literatiirde
apelin ile epilepsi iligkisini gosteren ii¢ tane g¢alisma vardir. Fakat bu c¢alismalarin
ikisinde apelin ekspresyonu ve plazmadaki apelin duzeyi incelenmistir. Zhang ve ark.
(2011) temporal lob epilepsili hastalarin temporal korteksi ile sicanda pilokarpinle
olusturulan deneysel epilepsi modelinde hipokampus ve korteks yapilarinda apelin
ekspresyonunun arttigir gostermistir. Meral ve ark. (2011) yaptig1 ikinci ¢alismada ise
valproik asit ile tedavi edilen idiyopatik jeneralize epilepsili ¢ocuklarda plazma apelin
diizeyinin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmistir. Fakat apelinin hem
ekspresyonu hem de plazma diizeyindeki artisinin sebebi bilinmemektedir. Penisilin
modeli deneysel epilepside Ugar’in (2015) yaptigi c¢alismaya goére apelin-13
prokonvulsan etki gostermektedir. Sunulan ¢alismanin sonuglar1 Ugar’inkiyle (2015)
uyumludur.

Ucgar (2015) apelinin etkin dozunun 15 pg (i.s.v.), etkisiz dozunun ise 5 pg
(i.s.v.) oldugunu buldu. Ugar’in verileri referans alinarak penisilin (500 IU, i.k)
enjeksiyonundan 30 dk. sonra ayr1 hayvanlara apelinin etkin dozu (15 pg / kg i.s.v.) ile

etkisiz dozu (5 pg / kg i.s.v.) uygulandi. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra apelinin
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15 pg dozunun epileptiform aktivitenin spike frekansin1 20. dakikadan itibaren
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdigi gozlendi. 5 pg apelinin ise epileptiform
aktivitenin spike frekansinda istatistiksel olarak bir degisiklik olusturmadigi gortldii.

Literatirde NMDA reseptorleri araciligiyla Ca*? akisin1 ve birikimini inhibe
ederek noroprotektif 6zellige sahip oldugu gosterilen apelinin (Cook ve ark., 2011)
etkisinin aksine, sunulan ¢alismada apelin-13’0n prokonvulsan etki gostermesi néronal
Ca*? gegisini indiikliiyor olmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii apelinin doz bagiml
olarak serebrokortikal noronlarda Ca* gegisini indiiklemesi, insan NT2.N néronlarina
yapilan ¢alismalar ile de uyumludur (Choe ve ark., 2000). Apelinin indiikledigi Ca*2
gecisi, Ca*? iyonoforu varliginda olusan maksimum konsantrasyonunun altindadir ve bu
da apelinin sub-maksimal ve geri gevirilebilir Ca* birikimine sebep olmasina yol agar
(Cook ve ark., 2011).

5.3. Kanabinoidlerin Epileptiform Aktiviteye Etkisi

Son yillarda, sentetik kanabinoidlerin de artmasiyla birlikte, kanabinoidlerin
epilepsi lizerine etkilerini aydinlatmak amaciyla bir¢ok calisma yapilmistir. Wallace ve
ark. (2001) vyaptiklari g¢alismada maksimal elektrosok modelinde A°S-THC ve
kanabimimetik  bilesiklerin  (WIN 55,212-2) CBI1 reseptorlerine baglanarak
antikonvulsan etki gosterdiklerini, selektif CB1 reseptdr antagonisti SR141716A
uyguladiklarinda bunlarin antikonvulsan 6zelliklerini yitirdiklerini gdstermislerdir.
Bunlarin aksine, CB1 reseptdrlerine son derece zayif bir sekilde baglanan kanabidioller,
SR141716A uygulandiginda koruyucu gérevini yitirmemistir. Bu nedenle AS-THC ve
WIN 55,212-2 antikonvulsan etkilerini CB1 reseptorleri (zerinden yaparken,
kanabidiollerin ise koruyucu etkisinin bu reseptorler tzerinden olmadig1 gésterilmistir
(Wallace ve ark., 2001). Birgok calismada CBI1 reseptor agonistlerinin ndbetleri
azalttig1 gosterilirken bazi ¢aligmalarda ise CB1 reseptor aktivasyonunun ayni dozlarda
konvulsan etkisinin oldugu gosterilmistir (Friedman ve Devinsky, 2015) Pertwee ve ark.
(2008) kanabidiollerin yuksek duzeylerde, indirekt olarak CB1 reseptdr antagonisti gibi
rol alabilecegini gostermistir. Kanabidioller presinaptik glutamat saliniminin azalmasina
sebep olan (Sylantyev ve ark., 2013) TRP familyasindaki katyon kanallarina
baglanarak (De Petrocellis ve ark., 2011), 5-HT1A reseptoérinu aktive ederek (Campos

86



ve ark., 2012) ve adenozin geri alimini inhibe ederek de (Carrier ve ark., 2006) noronal
uyarilabilirligi degistirir.

Yapilan ¢alismalarda WIN 55,212-2 bilesiginin status epileptikus modelinde,
deneysel pilokarpin modelinde ve noronal kiiltiir ile olusturulan epilepsi modelinde CB1
reseptorinu aktive ederek, spontan tekrarlayan epileptiform desarjlar1 baskiladigi
gosterilmistir (Wallace ve ark., 2003; Blair ve ark., 2006). Farelerde PTZ ile indliklenen
ndbetlere karst selektif CB1 reseptor agonisti ACEA antikonvulsan etki olusturmustur
(Bahremand ve ark., 2009).

Status epileptikus (SE) ciddi ndrolojik hastaliklardan bir tanesidir ve
tedavisinde antiepileptik ilaclar (diazepam, fenobarbital, fenitoin gibi) kullanilir.
Endokanabinoidler nobet aktivitesi ve ndbet siiresini diizenlemede onemli rol alir.
Endokanabinoidlerden metandamid ve 2-arasidonil gliserol’ln (2-AG) hipokampal
noronal kiiltiir modelinde doz bagiml olarak ve CB1 reseptor araciligi ile SE’yi etkili
bir sekilde blokladigi gosterilmistir (Deshpande ve ark., 2007). Ayn1 ¢alismada spesifik
kanabinoid CB1 reseptdr antagonisti olan AM-251’in (Lan ve ark., 1999)
endokanabinoidlerin status epileptikusu Onleyici etkilerini tamamen geri ¢evirdigi
gosterilmistir. Buradan yola ¢ikilarak 2-AG ve metandamidin anti-SE etkileri
kanabinoid CB1 reseptorleri lizerinden gergeklestirdigi de goriilmiistiir (Deshpande ve
ark., 2007). 2-AG ve metandamid ile yapilan diger bir ¢alismada hipokampustan alinan
beyin dilimi preparasyonlarinda endokanabinoidlerin epileptiform aktiviteyi azalttigi
gosterilmistir (Ameri ve Simmet, 2000; Ameri ve ark., 1999). Selektif CB1 reseptor
agonisti ACPA’nin (1,5-2 mg/kg) sistemik uygulanmasi, PTZ ile indiiklenen nobet
esigini artirirken, AM-251’in de (0,5-2 mg/kg) doz bagimli olarak nobet esigini
azaltmaktadir. Bu ¢alismanin devaminda tek basina ndbet esigini degistirmeyen diisiik
doz AM-251 (0,5 mg/kg) CBI reseptor araciligi ile ACPA’nin (2 mg/kg) antikonvulsan
etkisini geri ¢evirmistir (Shafaroodi ve ark., 2004).

Gholizadeh ve ark. (2007) ¢ok diisiik dozlardaki AM-251’in ndbetlerin
dizenlenmesinde paradoksal bir etki gosterdigini buldular. AM-251’in ¢ok diisiik
dozlarinin, sistemik uygulanan diisiik doz ACEA’nin (ng/kg - ng/kg) indiikledigi giiglii
antikonvulsan etkiyi ortadan kaldirabildigi ve 0,5 mg/kg ve 1 mg/kg ACEA dozlarinda
da AM-251’in 1 pg/kg dozuna kadar (1 fg/kg-100 ng/kg) gittikce artan antikonvulsan
etkisi gosterilmistir (Gholizadeh ve ark., 2007).
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AM-251"1n si¢anlarda piriform kortikal epilepsi modelinde antikonvulsan etki
yaparak spike ateslemesini azalttigi gosterilmistir (Dennis ve ark., 2008; Ma ve ark.,
2008). Diger yandan selektif CB1 reseptdr antagonisti AM-251’in ¢ok diisiik dozu (100
fg-100 ng/kg, i.p.), PTZ ile indiklenen ndbet esiginde ACEA’nin sub-aktif dozunun (1
mg/kg) etkisini potansiyelize etmis ve antikonvulsan etki gostermistir. Bu etki
ACEA’nin diisiik dozlarinin nobetleri diizenleyici etkisinin hassas bir uyarici (cok ¢ok
diisiik dozlarda antagonist ile bloke edilebilen) ya da daha az hassas bir inhibitér
(ACEA’nin cok diisiik dozlarnyla ortadan kaldirilabilen) bilesenlerden olusabildigini
gosterir (Gholizadeh ve ark., 2007).

Spesifik kanabinoid CB1 agonisti olan ACEA’nin 2-8 mg/kg dozlar1t PTZ
modeli miyoklonik nobetlere karsi antikonvulsan etki gostermektedir (Chesher ve
Jackson, 1974; Karler ve ark., 1989; Wallace ve ark., 2001, 2002; Shafaroodi ve ark.,
2004; Blair ve ark., 2006). Luszczki ve ark. (2006) fare maksimal elektrosok modeli
epilepside CB1 reseptor agonisti olan ACEA’y1 kullandilar. ACEA’nin 1,25 mg/kg ve
2,5 mg/kg dozlart ndbet esigini %4-9 oraninda, 5 mg/kg ve 7,5 mg/kg dozlari sistemik
olarak uygulanmasi farelerde esik degeri %63-123 oraninda artirmigtir (Luszczki ve
ark., 2006). Buna ilaveten, 5 mg/kg ACEA’nin sistemik uygulanisi kokainle indiiklenen
konvulsif nobetleri antagonize etmistir (Hayase ve ark., 2001). Moreira ve ark. (2007)
sistemik verilen CB1 reseptor antagonistinin anksiyojenik (Patel ve Hillard, 2006) ve
anksiyolitik aktiviteler (Griebel ve ark.,2005) ile ¢eliskili veriler ortaya ¢ikardigini rapor
etmislerdir. Moreire ve ark. (2007) CB1 agonist ve antagonistinin lokal enjeksiyonunun
bu zithg agiklamaya yardimei olabilecegini sdylemislerdir. Bu nedenle Kozan ve ark.
(2009) sicanda penisilin modeli epileptiform aktivite {izerine intraserebroventrikiiler
(i.s.v.) yolla uygulanan ACEA ve AM-251’in etkisini arastirmiglar ve CB1 reseptor
agonisti ACEA’nin (7,5 pg, i.s.v) spike frekansini anlamli derecede azalttigini, CB1
reseptor antagonisti AM251°in (0,25 pg, i.s.v) ise spike frekansini anlamli oOlcilide
arttirdigin1 bulmuslardir. Bagka bir ¢alismada 0,25 pg (i.s.v.) AM-251"in epileptiform
aktivitenin frekansini arttirdigit ve burst seklinde spike’larla karakterize status
epileptikus benzeri aktiviteler gosterdigi bulunmustur (Arslan ve ark., 2013). Ayni
caligmaya gore AM-251"in 0,125 pg (i.s.v.) dozunun epileptiform aktivitenin frekans ve
amplitiidiinde degisiklik meydana getirmedigi, 7,5 pg (i.s.v.) ACEA’nin ise
uygulandiktan 50 dk. sonra epileptik aktiviteye karsi koruyucu oldugu gosterilmistir
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(Arslan ve ark., 2013). Tiim bu ¢aligmalar sonucunda hem i.p. hem de i.s.v. olarak
enjekte edilen kanabinoid CB1 reseptor agonisti ve antagonistinin nobet aktivitesini
etkiledigi goriilmektedir. Ancak, i.p. dozun etkin olabilmesi icin i.s.v. dozdan yaklasik
1000 kat daha fazla uygulanmasi gerektigi goriilmektedir. Sistemik olarak uygulanan
THC’nin yiiksek derecede lipofilik oldugu ve bu nedenle de emildikten sonra vicutta
hemen her yere dagildigi bilinmektedir. Yiiksek doz sistemik kanabinoid aliniminin
beyinde 6zellikle neokortikal, limbik, duyu korteksi ve motor kortekse ulasabildigi
gosterilmistir (Nahas, 1975).

Kanabinoidlerin epileptiform aktiviteyi baskiladigi bilinmektedir. Fakat bunu
hangi yollarla yaptig1 tartisma konusudur. CB1 reseptor aktivasyonu, Gi/o proteinlerini
uyararak adenilat siklazi inhibe etmektedir. Adenilat siklaz ise adenozin trifosfattan
(ATP) siklik AMP (cAMP) olusumuna aracilik etmektedir. CAMP, protein kinaz A’nin
(PKA) diizenleyici alt initesine baglanarak PKA’y1 aktive etmektedir. PKA’nin
aktivasyonu ise A-tipi potasyum kanalimn (K* A) fosforillenmesine ve kanalin
kapanmasina neden olmaktadir. Sonu¢ olarak, CB1 reseptor aktivasyonu ile adenilat
siklaz inhibe olur ve cAMP olusumu engellenir. cAMP azalmasinin ise PKA
inaktivasyonuna neden oldugu ve boylece K* A kanali uyarilarak hiicre iginden
ekstraseliiler siviya K* ¢ikist oldugu disiiniilmektedir (Kyrou ve ark., 2006). Bu
kanallar 6zellikle membran eksitabilitesinin homeostatik diizenlenmesinde 6nemli role
sahiptir. Potasyum kanallarinin epilepsi ve beyin iskemisi gibi hipereksitasyon goriilen
hasarin tedavisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Misonou, 2010). Yine, CB1
reseptoéru tarafindan Gi/o proteinlerinin uyarilmasi, direkt olarak N-tipi veya P/Q-tipi
Ca*? kanallarinin inhibisyonuna ve yine direkt olarak ice yonelik rektifiye edici K*
aktivasyonuna neden oldugu sdylenmektedir (Kyrou ve ark., 2006). Ca*? iyonunun
hiicre igine girisinin epileptik aktivitenin olusumunda kilit role sahip oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Kalsiyumun hiicreye girisi, eksitator aminoasitlerin, 6zellikle
de glutamatin salimimina yol agmaktadir. Glutamat santral sinir sisteminde primer
eksitator norotransmitterdir ve insanda epiloptojenik odaklarda fazla miktarda
bulunmaktadir (Leach ve ark., 1986). Glutamatin ndéron desarjin1 artirmasi reseptorleri
(NMDA, kainat, AMPA) araciligiyla olmaktadir (Heinemann ve ark., 1977; Uemastu ve
ark., 1990). Penisilin enjeksiyonuyla bloklanan GABA aktivitesinin yan1 sira glutamat

duzeyinin de artist daha fazla desarj olusturabilecegini diisiindiirmektedir.
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Kanabinoidlerin bir yandan K* kanallarini agarak eksitasyonu baskiladigi, diger yandan
da Ca' iyonlarmimn hiicre igerisine girisini bloklayarak eksitator norotransmitter
salimimini1 inhibe ederek epileptiform aktiviteyi baskiladigi soylenebilir.

Sunulan ¢alismada kanabinoidlerin penisilinin epileptiform aktivite Uzerine
olan etkilerini arastirmak igin selektif CBI1 reseptdr agonisti ve antagonisti
kullanilmistir. ACEA’nin CB1 reseptorlerine CB2’ye oranla 1400 kat daha yiksek
afinite gosterdigi bildirildigi i¢in (Hillard ve ark., 1999) sunulan ¢alismada CB1 agonisti
olarak ACEA’nin kullanilmasi tercih edildi. Yine AM-251 de selektif CB1 antagonisti
oldugundan dolay1 tercih edildi. ACEA ve AM-251’in dozlarmin tespitinde ise Kozan
ve ark. (2009) laboratuvarimizda daha once yaptigi ¢aligmalar temel alinmistir. AM-
251’in etkin ve etkisiz dozu (0,25 pug — 0,125 ng) ile ACEA’nin etkin dozu (7,5 pg)
kullanildi.

Sunulan ¢aligmada, penisilin (500 1U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk. sonra AM-
251 (0,25 pg ve 0.125 pg, is.v.) ve ACEA (7,5 pg, i.s.v.) dozlart uygulandi.
Penisilinden sonra AM-251’in 0,25 pg’lik dozu 20. dakikadan itibaren epileptiform
aktiviteyi anlamli Olcide artirdi ve status epileptikus benzeri desarjlara neden oldu.
AM-251’in 0,125 pg dozu ise kontrol grubuna kiyasla spike frekansinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olusturmadi. ACEA (7,5 pg) epileptiform aktiviteyi 50.
dakikadan itibaren kontrol grubuna gore anlamli oranda azaltti. Laboratuvarimizda daha
once yapilan bir ¢alismada (Alici, 2014 ) 0,25 ug (i.s.v.) AM-251’in kontrol grubuna
gore epileptiform aktiviteyi 30. dakikadan itibaren artirdigi, 7,5 pg (i.s.v.) ACEA’ nin
ise 50. dakikadan itibaren azalttig1 bulundu.

Bu verilere dayanarak; ACEA’nin 7,5 pg’lhik dozda CBI1 reseptorlerine
presinaptik yoldan etki ederek, Gi/o proteinleri araciligiyla direkt Ca*? kanallarinin
inhibisyonunu saglayrp hiicre ici asir1 Ca*? birikimini engelleyebilecegi neticede
presinaptik glutamat salinimini azaltarak penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteyi
baskilayabilecegi ya da ice yonelik rektifiye edici K* kanallarim1 aktive ederek
epileptiform desarji azaltacagi, AM251’in ise 0,25 pg’lik dozda ACEA’nin tam tersi
etki gostererek epileptiform aktiviteyi artirmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Mackie ve
ark., 1993, 1995; Kyrou ve ark., 2006 ).
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5.4. Apelin ve Kanabinoidlerin Etkilesiminin Epileptiform Aktiviteye
Etkisi

Apelinin hiigre ici kalsiyum seviyesini arttirdigina dair ¢alismalar bulunmaktadir
ve bu c¢alismalarda apelinin parsiyel-zayif agonist gibi davranabilecegi ileri siirtilmiistiir
(Zeng ve ark., 2010; Medhurst ve ark., 2003; Choe ve ark.,2000). Apelin Gq ile eslesen
APJ reseptoriine baglanir ve fosfolipaz lipaz C (PLC) aktive olur. Sonrasinda
inositoltrifosfat (IP3) aracilig1 ile hiicre igindeki Ca*? konsantrasyonu artar (Cook ve
ark., 2011; Szokodi ve ark., 2002). Fizyolojik siirecler esnasinda sitoplazmik Ca*?
diizeylerinde kontrollii yiikselmeler ortaya ¢ikar (Malenka ve Nicoll, 1999; West ve
ark., 2001; Tzounopoulos ve Stackman, 2003). Apelinin hiicre ici Ca*

+25

konsantrasyonunu artirmasi noronal uyarilabilirligi arttiracaktir. Cilinkii Ca*™’un hiicre
icine girisi epileptik nobet olusumunun temel basamagi olarak kabul edilmektedir
(Speckman ve Walden, 1993).

Kanabinoid CBI1 reseptorleri baslica santral sinir sisteminde, ozellikle de
hipokampus, substatia nigra, kaudat/putamen ve serebellumda eksprese edilir (Felder ve
Glass, 1998). CBI1 reseptorlerinin sinyal iletim mekanizmas: adenilat siklazin
inhibisyonu, Ca*? kanallarinin inhibisyonu, K* kanallarinin aktivasyonu, mitojenle
aktive olan protein kinazlarin (MAPK) ve fokal adhezyon kinazlarin (FAK) aktivasyonu
ile fosfotidilinositid 3-kinaz-protein kinaz B (Pl 3-K/PKB) yolagmin stimiilasyonunu
icerir (Howlett ve Mukhopadhyay, 2000). Memeli hiicrelerinde simdiye kadar
MAPK’nin ektraseliiler sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK), p38-MAPK ve c-Jun-N-
terminal kinazlar (JNK) olmak iizere 3 alt sinifi belirlenmistir. Bir¢cok hiicrede p38-
MAPK ve JNK’nin hiicresel strese yanit olarak diizenlendigi diistiniilse de, ERK’ler
gelisen ve farklilasan hiicrelerde biiylime faktorlerine yanit olarak aktive olurlar
(Schaeffer ve Weber, 1999). Hipokampusta ERK’ler sinaptik plastisitede (Derkinderen
ve ark. 1999), INK’ler eksitotoksisitede (YYang ve ark. 1997) ve p38-MAPK ’lar da uzun
stireli depresyonda (LTD) caligilmistir.

Derkinderen ve ark. (2001) calismasinda, sican hipokampal dilimlerde
anandamid (1 pM), 2-AG (1 puM), THC (0,1 uM) ve sentetik CB1 agonisti olan CP
55940 (1 puM) ve WIN 55,212-2 (100 pM) p38-MAPK aktivasyonunu artirmistir.
Cesitli kanabinoid agonistleri JNK aktivasyonunu etkilememektedir. Gliserolipid

habercisi olan ve fizikokimyasal yapisi endokanabinoidlere benzeyen, kanabinoid
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reseptorleri ile iligkili olan G protein kenetli reseptorler gibi davranan lizofosfolipid
reseptor (LPA) (Hecth ve ark, 1996), sigan hipokampusunda tirozin fosforilasyonunu
artirmistir (Derkinderen ve ark, 1998) ve bazi hiicrelerde JNK ile p38-MAPK y1 aktive
etmistir (Yu ve ark, 1996; Reiser ve ark, 1998).

Daha onceki c¢alismalarda ERK fosforilasyonunun siddetli nobetlerin
indiiklenmesinin ardindan arttigi, ancak epileptik hayvanlarda kronik periyot
donemlerinde bu durumun gézlenmedigi goriilmistiir. Bikukulin (Gass ve ark., 1993)
ve elektrosok ile uyarilmis ndbetlerin (Baraban ve ark, 1993; Bhat ve ark, 1998) yani
sira, pilokarpin veya kainik asit kaynaklt SE’nin ardindan ERK aktivasyonunda giiclii
bir artig goriilmiistiir (Kim ve ark., 1994; Garrido ve ark., 1998; Berkeley ve ark., 2002).
Houser ve ark. (2008) pilokarpinle indiklenen temporal lob epilepsili farelerde
ndbetlerin ¢esitli donemlerinde fosforile olmus ERK (pERK) diizeyini, lokalizasyonunu
ve yogunlugunu incelediler. Bu g¢alismanin sonucunda kontrol grubu farelerin
hipokampal formasyonlarinda ERK diizeyinde azalma tespit edilmistir. Pilokarpin
uygulanan hayvanlarda, kontrol grubuna kiyasla, spontan nobetler aras1 donemde pERK
diizeyi carpici sekilde azalirken, spontan nobet aninda ERK aktivasyonu hizli ve giigli
bir sekilde artmistir. Buradan ¢ikan sonuca dayanarak nobete egilimli hayvanlarda,
spontan ndbetler arast donemde pERK diizeyinin azalmasinin, artan noronal
eksitabiliteye karsi telafi edici bir yanit oldugu disiiniilmiistiir (Houser ve ark, 2008).
Yapilan diger bir ¢alismada da mutant farelerde spontan nobet aninda pERK diizeyinin
artt1g1, dahast ERK aktivasyonunun azalmasiyla ndbet frekansinda da bir azalmanin
oldugu gozlenmistir (Nateri ve ark., 2007). Buna bagl olarak ERK sinyalizasyonunun
azalmasmin nobet kontrolii i¢in klinikte faydali olabilecegi diistiniilmiistiir (Nateri ve
ark., 2007). ERK aktivasyonu ile eksitabilitenin her ikisinin de azalmasi arasindaki
iligki, y-hidroksibutirat (GHB) veya baklofen ile aktive olan GABAg’nin in vivo non-
epileptik hayvanlarda ERK sinyalizasyonunu azaltmasi ve GHB’nin de ndronal
eksitabilite ile sinaptik plastisiteyi azaltmasiyla desteklenir (Ren ve Mody, 2003).

Sunulan ¢alismada 500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk. sonra AM-
251 (0,25 ng, i.s.v), 10 dk. sonra da apelin-13 (15 pg, i.s.v. ) verildi. AM-251 (0,25 pg)
+ apelin-13 (15 pg) birlikte uygulandiginda kontrol grubuna gore 30. dakikadan itibaren
spike frekansi % degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi. AM-251"in

tek basina gdsterdigi prokonvulsan etki tek bagina apelin-13’lin gdsterdigi prokonvulsan
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etkiyle karsilastirildiginda, AM-251°de 90. dakikadan itibaren anlamli bir artis
kaydedilmistir. AM-251 (0,25 npg) + apelin-13 (15 pg) grubunun olusturdugu
prokonvulsan etki tek basina AM-251 ve apelin-13’e gore istatistiksel agidan anlamli bir
farklilik gostermemistir. Bu etkinin apelin-13’den fazla AM-251’den az olusu ve
kanabinoid CB1 reseptorlerinin APJ reseptoriine gore baskin olusu bu iliskide AM-
251’in daha etkili oldugunu gostermektedir. Bahremand ve ark. (2009), AM-251’in 1
mg/kg (i.p.) dozda (en etkin doz) nébet esigini anlamli olarak disiirdiigiinii, Cakil ve
ark. (2010) 0,25 pg (i.s.v.) AM-251’in epileptiform aktivetinin amplitiduni
degistirmezken, frekansin1 30. dakikadan itibaren anlamli bir sekilde artirdigini
bulmuslardir. Cook ve ark. (2011) yaptigi in vitro ¢alismada, 20 uM dozdaki apelin-13
serebrokortikal néronlarda hiicre ici Ca*? konsantrasyonunu artirmistir. Kanabinoidlerin
Gi/o proteinleri araciligiyla direkt Ca*? kanallarinin inhibisyonunu yaptig: bilindigine
gore kanabinoid CB1 reseptor antagonisti olan AM-251°de ters etki olusturacagindan,
etkin doz apelin ve etkin doz AM-251’in ikKisinin de hiicre i¢i kalsiyum miktarini
artirmasi dogaldir.

500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk. sonra ACEA (7,5 pg, i.s.v),
10 dk. sonra da apelin-13 (15 pg, i.s.v. ) verildi. ACEA (7,5 pg) + apelin-13 (15 pg)
birlikte uygulandiginda kontrol grubuna gore 40. dakikadan itibaren spike frekansi %
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi. Etkin doz apelin tek basina
prokonvulsan etki gostermesine ragmen ACEA (7,5 pg) + apelin-13 (15 pg) grubunda,
etkin doz ACEA’nin etkisi gibi antikonvulsan bir etki ortaya ¢ikarmistir. Apelin-13 APJ
reseptéru Gzerinden hicre ici kalsiyumu artirirken, ACEA CBI1 reseptorleri {izerinden
hem hicre i¢i kalsiyumu azaltir hem de MAPK aktivasyonu ile gen ekspresyonunu
saglar. Dolayis1 ile ACEA’nin, apelin-13’iin prokonvulsan etkisini olusturacak hiicre i¢i
net Ca*? girisini bloklayarak antikonvulsan etki gosterdigi diisiiniilmektedir.

500 IU penisilin i.k. yolla uygulandiktan 30 dk. sonra AM-251 (0,125 png,
i.s.v), 10 dk. sonrasinda da apelin-13 (15 pg, i.s.v.) verildi. AM-251 (0,125 pg) +
apelin-13 (15 pg) birlikte uygulandiginda kontrol grubuna gore 30. dakikadan itibaren
spike frekansi1 % degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi. Etkisiz doz
AM-251 epileptiform aktivite Uzerine highir etki gostermediginden bu grubun

olusturdugu etki apelinin prokonvulsan etkisinden ileri gelmektedir.
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500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk. sonra AM-251 (0,125 pg,
1.5.v), 10 dk. sonrasinda da apelin-13 (5 ug, i.s.v. ) verildi. AM-251 (0,125 ug) + apelin-
13 (5 pg) birlikte uygulandiginda epileptiform aktivite iizerinde higbir etki
gostermemistir. Her iki yolagm neden oldugu Ca*? girisi epileptik aktivite frekansinda
artisa neden olacak kadar yeterli degildir. Apelin-13 ve AM-251"in etkisiz dozlarinin
birlikte verilmesi sinerjistik etki olusturmadigindan, bu durum her iki maddenin farkl
yolaklar1 kullandigini diisiindiirmektedir.

CBL1 reseptorlerinin G-proteine bagli ice yonelik rektifiye edici K* kanallarinin
aktivasyonuna neden oldugu bulunmustur (Mackie ve ark., 1995). K" kanal
permeabilitesindeki artig, epileptiform desarjlar1 azaltarak noéronal patlama tarzi
potansiyel olusumunu (burst-firing) hafifletir (Deadwyler ve ark., 1993). Kanabinoidler
ayrica; hipokampal néronlardan glutamat salinimini azaltabilecegi gibi (Richardson ve
ark., 1998) globus pallidusta GABA geri alimin1 inhibe edebilir (Maneuf ve ark., 1996).
Kanabinoidlerin bu etkilerinin antikonvulsan 6zelliklerinden sorumlu olduguna
inanilmaktadir. Bunlarin yaninda, CB1 reseptorleri hem mitojen ile aktive edilmis
protein kinazi (MAPK) direk aktifleyerek hem de adenil siklaz aktivitesinin azalmasinin
bir sonucu olarak protein kinaz aktivitesini dolayli olarak azaltarak gen ekspresyonunu
da etkilemektedir (Kyrou ve ark., 2006; Rang ve ark., 2011).

Ekstraseluler sinyalle dizenlenen ERK, noronal aktivitenin dizenlenmesinde
oldukca hassastir ve sinaptik plastisite de roliiniin oldugunu gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (Ohno-Shosaku ve ark., 2001; Wilson ve Nicoll, 2001). ERK’in ndronal
eksitabilitenin diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir (Dudek ve Fields, 2001;
Selcher ve ark., 2003). Noronal eksitabilitedeki degisiklikler ve sinaptik plastisiteye
bagl bazi aktivitelerde ERK sinyalizasyonundaki degisikliklerin epilepside de ortaya
cikabilecegi fikri akla gelmektedir.

Siganlarda oldugu gibi normal farelerde de (wild-type mice) (+/+) 2-AG ve
anandamid p38-MAPK aktivasyonunu artirirken, CBI1-R knockout farelerde
endokanabinoidler p38-MAPK f{izerinde bir etki gostermemistir (Derkinderen ve ark,
2001). Buradan yola c¢ikarak, yine ayni calismada endokanabinoidlerin p38-MAPK
tizerine etkisinin CBI1 reseptor aktivasyonu araciligi ile oldugu gosterilmistir.
Endokanabinoidlerin  p38-MAPK  aktivasyonu {izerindeki etki mekanizmasi

bilinmemektedir. Baz1 hiicrelerde G protein kenetli reseptorler araciligiyla p38-MAPK
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dizenlenmesinde tirozin kinaz Src’nin rol alabilecegi diisiiniilmiistiir (Nagao ve ark,
1998), ancak Src ailesinin spesifik inhibitori olan PP2 (Hanke ve ark, 1996),
hipokampal  dilimlerlerde  endokanabinoidler  tarafindan  indiikklenen tirozin
fosforilasyonunu engellerken, p38-MAPK aktivasyonunu énlememistir (Derkinderen ve
ark, 2001). Bu sonuglar endokanabinoidler tarafindan p38-MAPK aktivasyonunda Src
ailesine ait tirozin kinazlarin rol almadigin1 gostermistir. Alternatif bir mekanizma ise
non-ndéronal hicrelerde CB1 reseptor ile aktive olan (Gomez del Pulgar ve ark, 2000)
Pl 3-K’nin dahil olabilecegidir. Davis ve ark. (2003)’nin yaptig1 ¢alisma N1E-115 fare
noroblastoma hiicrelerinde kanabinoidler tarafindan ERK aktivasyonundan sorumlu
hiicre i¢i sinyal yolagini belirlemeyi amaglamistir. CB1 reseptor agonisti WIN 55,212-2
tarafindan indiiklenen ERK aktivasyonu, CB1 reseptor antagonisti SR141716A
tarafindan bloklanmis ve PI3-K inhibitori LY294002 tarafindan da kismen yok
edilmigtir. Aym1 ¢aligmanin devaminda WIN 55,212-2°nin stimiile ettigi ERK
aktivasyonu MEK inhibitorleri (PD98059 ve U0126) tarafindan tamemen bloklanmigtir
ki bunun ERK fosfotaz inhibisyonu yoluyla degil, Raf-MEK-ERK kaskadi yoluyla orta
ciktig1 gosterilmistir (Davis ve ark.,2003). Src inhibitorii PP2’de ERK fosforilasyonunu
kismen inhibe etmistir ancak WIN 55,212-2’nin indiikledigi ERK fosforilasyonu PKC
inhibitorii (GF109203X) tarafindan bloklanmamaistir. Ayrica yine bu ERK aktivasyonu
adenilat siklaz (AC) aktivatorii olan forskolin ile tamamen ortadan kaldirilirken, PKA
inhibitord olan H-89 varliginda da artirilmistir (Davis ve ark., 2003).

Noronal uyarilabilirligi etkileyen ERK fosforilasyonun bir diger hedefi de
Kv4.2 K" kanallaridir (Adams ve ark., 2000; Schrader ve ark., 2006; Varga ve ark.,
2000). Normalde pERK tarafindan Kv4.2 kanallarin fosforilasyonu A tipi K* kanallarini
inhibe eder ve bu durum geriye dogru ilerleyen aksiyon potansiyelinin amplitiidiinii
artirarak dentritik eksitabiliteyi artirir (Yuan ve ark.,, 2002). Bu nedenle ERK
fosforilasyonunun azalmasi Kv4.2 K* kanal aktivasyonunun artmasma Yyol acar ve
interiktal periyod boyunca dentritik eksitabilite azalir. Ancak Bernard ve ark.
caligmasinda (2004) pilokarpin uygulanan siganlarda kronik periyod boyunca CAl
bolgesinde Kv4.2 K* kanal proteininde kismi azalma gozlediler ve bunun da direkt
olarak ndronal eksitabilitenin artmasina katki sagladigini diisiindiiler (Bernard ve ark,
2004).
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500 IU penisilin i.k. olarak uygulandiktan 30 dk. sonra AM-251 (0,125 pg,
1.5.v), 10 dk. sonra apelin (5 pg, i.s.v. ) ve 10 dk. sonrasinda da ACEA (7,5 pg, i.s.v)
verildi. AM-251 (0,125 pg) + apelin-13 (5 pg) + ACEA (7,5 ng) birlikte uygulandiginda
kontrol grubuna gore 50. dakikadan itibaren spike frekansi % degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma go0zlendi. Bu azalma etkin doz ACEA’nin gosterdigi
antikonvulsan etki ile aynidir. O halde AM-251 ile apelin-13’iin etkisiz dozlarinin
uzerine 7,5 pg ACEA dozu etki gostermistir. ACEA gibi CB1 reseptdr agonistleri,
inhibitdr G proteinleri aktivasyonu yoluyla cAMP iiretimini azaltip protein kinaz A’y1
inhibe eder (Bidaut-Russell ve ark., 1990), bu durum voltaj kapili Ca* kanallari
araciligiyla hiicre ici Ca*? miktarmin azaltillip neticede presinaptik transmitter

saliniminin azaltilmasiyla sonuclanir (Mackie ve ark., 1993).
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6. SONUC VE ONERILER

1. Penisilin (500 IU, i.k) enjeksiyonundan sonra 2-5 dakika iginde epileptik spikelar ve
spike-dalga kompleksleri goriilmeye baslandi. Epileptiform aktivite 30 dk. i¢inde kararli
hale geldi ve 180 dk’lik kayit boyunca devam etti.

2. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 5 pg apelin-13 (i.s.v.) uygulandiginda spike
frekansinda anlamli bir degisiklik gortilmedi.

3. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 15 pg apelin-13 (i.s.v.) uygulandiginda spike
aktivitesinde 20. dakikadan kayit sonuna kadar kontrol grubuna goére anlamli bir artis
saptandi.

4. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra, 0,125 ug AM-251 (i.s.v.) uygulandiginda
spike frekansinda anlamli bir degisiklik gortilmedi.

5. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 0,25 pg AM-251 (i.s.v.) uygulandiginda spike
aktivitesinde 20. dakikadan kayit sonuna kadar kontrol grubuna gore anlamli bir artis
saptandi.

6. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 7,5 pg ACEA (i.s.v.) uygulandiginda spike
aktivitesinde 50. dakikadan kayit sonuna kadar kontrol grubuna gore anlamli bir azalma
saptandi.

7. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 0,25 pug (i.s.v.) AM-251, 10 dk. sonra da
(i.s.v.) 15 pg apelin-13 uygulandiginda spike aktivitesinde 30. dakikadan kayit sonuna
kadar kontrol grubuna goére anlamli bir artig saptandi.

8. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 7,5 ug (i.s.v.) ACEA, 10 dk. sonra da 15 pg
(i.s.v.) apelin-13 uygulandiginda spike aktivitesinde 40. dakikadan kayit sonuna kadar
kontrol grubuna gore anlamli bir azalma saptandi.

9. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 0,125 pg (i.s.v.) AM-251, 10 dk. sonra da
(i.s.v.) 15 pg apelin-13 uygulandiginda spike aktivitesinde 30. dakikadan kayit sonuna
kadar kontrol grubuna gére anlamli bir artis saptand.

10. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 0,125 pg (i.s.v.) AM-251, 10 dk. sonra da
(i.s.v.)) 5 pg apelin-13 uygulandiginda spike frekansinda anlamli bir degisiklik
gorilmedi.

11. Penisilin enjeksiyonundan 30 dk. sonra 0,125 pug (i.s.v.) AM-251, 10 dk. sonra 5 ug
(i.s.v.) apelin-13, 10 dk. sonrasinda da 7,5 pg (i.s.v.) ACEA uygulandiginda spike



aktivitesinde 50. dakikadan kayit sonuna kadar kontrol grubuna gore anlamli bir azalma
saptandi.

Yapilan bu ¢alismanin sonucuna goére kanabinoid CB1 reseptor agonisti ACEA
ve CB1 reseptdr antagonisti AM-251’in, bir noropeptid olan apelin-13 ile farkli
yolaklardan etki gosterdikleri diisiiniilmektedir. Ancak bu hipotezin kanitlanabilmesi

i¢in ileri diizeyde molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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