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1. GIRIS

Diinya saglik orgiitii, epilepsinin diinya ¢apinda en yaygm ve ciddi beyin
bozukluklarindan biri oldugunu bildirmektedir. Epilepsi, ciddi fiziksel, psikolojik, sosyal ve
ekonomik sonuglara yol agmaktadir (WHO, 2004).

Epilepsi yaklasik olarak insan popiilasyonunun % 1’inde goriilmektedir (Xu ve ark.,
2013) ve sonradan edinilen, en yaygin kronik bozukluktur. Modern antiepileptik ilaglarla
tedavi goren hastalarin yaklasik % 50’si nobet gegirmeye devam etmekte ve bu hastalarin bir
boliimiinde de nobet sikliginda artis ve bilissel zayiflama goriilmektedir (Pitkanen ve Sutula,
2002). En yiiksek epilepsi insidansi kiigiik ¢ocuklarda ve yashilarda goriilmektedir (Kandel,
2012). Epilepsi insidansi, yasamimn ilk on yilinda ve 60 yasindan sonra en yiiksektir ve
erkeklerde kadinlara kiyasla orani1 daha yiiksektir. Morbidite ve mortalite hastalar i¢in 6nemli
sorunlardir; calisma ve araba kullanma konusunda ciddi sinirlamalar vardir ve epilepside ani

6liim orani genel popiilasyona kiyasla 24 kat daha yiiksektir (Henshall ve Simon, 2005).

Epilepsi, epileptik nobet olarak adlandirilan, tekrarlayan ve 6nceden olacagi tahmin
edilemeyen, normal beyin fonksiyonlarmin Kesintisi olarak tanimlanan, beyindeki bir
diizensizlige verilen addir. Epilepsi tek basina bir hastalik olmaktan ziyade, ¢ok cesitli
nedenlerden ileri gelen beyin fonksiyon bozukluklarini yansitan bir durumdur (Fisher ve ark,
2005). Epileptik konvulziyonlar beyin yapilari tizerinde ¢ok 6nemli etkilere sahip olmalarinin
yani sira noron Oliimiine de yol agmaktadirlar (Henshall ve Simon, 2005; Naseer ve Ark.,
2009).

Kullanilan giincel tedaviler nobet etkinligini kontrol edebilmekte fakat epilepsiyi
onlememekte ya da tedavi etmemektedir. Hipokampusta temporal lob epilepsisinde (TLE)
oldugu gibi noral aglarin yeniden yapilanmasina neden olan néronal hasarlar, epileptogeneze
gotiiren en onemli bilesenlerden biridir. Anti-nobet ilaglarinin néron koruyucu giicii zayiftir
veya uzun siireli tedavi gerekliliginin negatif etkileri, verdigi fayday:r 6nemli derecede asar.
Bu nedenle dikkatler degisik bilesenlerin daha 6nceden belirlenmis néron koruyucu giiglerine
yonelmistir (Velisek ve ark., 2013) ya da bu amagla yeni bilesenlerin ¢alisilmasina ihtiyag

duyulmustur.

Beyin uyarilabilirligini ¢alismak ic¢in yaygm olarak kullanilan davranisci
yaklasimlardan biri de si¢anlarda pentilentetrazol (PTZ) uygulamasidir (Klioueva ve ark.,
1



2001). Antiepileptik ila¢ gelistirmek amaciyla yapilan ¢alismalarda PTZ yayginca kullanilir.
PTZ uygulamasi ratlarda hipokampal atrofiye yol agar. PTZ wuygulanmig ratlarda
hipokampusta secici néronal kayip ve astrositozis goriiliir. Ayrica PTZ uygulanmis ratlar
tizerine yapilan manyetik rezonans goriintileme (MRI) ¢alismalarinda, serebellum hacminde

azalma gortilmektedir (Akdogan ve Yongug, 2011).

Kindling, beyinde norokimyasal ve uzun donem yapisal degisimleri arastirmak igin
kullanilan en énemli epilepsi modellerinden biri haline gelmistir (Akdogan ve Yongug, 2011).
Kindling elektriksel ya da kimyasal subkonvulzif uyaranlarin tekrar tekrar uygulanmasiyla
konvulziyon aktivitesinde progresif yogunlasma ile sonuglanan bir fenomendir (Pavlova,
2004). PTZ ile indiiklenen kimyasal kindling, insan absans epilepsi ve miyoklonik jeneralize

tonik, klonik (primer jeneralize) nébet modelini olusturur (Wu ve ark., 2006).

Cichorium intybus bitkisinin kokleri hem Avrupa’da hem de Dogu Anadolu
Bolgesinde, ge¢misten giiniimiize halk arasinda geleneksel olarak epilepsi tedavisi igin
kullanilmaktadir. Literatiirde bitkinin noroprotektif etkisi gosterilmistir (Ahmed ve
Tarannum, 2009). Ayrica suda ¢oziinen fraksiyonunda bulunan laktusin ve laktukopikrin
alkoloidleriyle ilgili olarak baska bitkilerle yapilan ¢alismalarda, merkezi sinir sistemi (MSS)

tizerine yatigtirici ve sedatif etkileri gosterilmistir (Tyler, 1999).

Yetiskinlerde en yaygin goriilen epilepsi tipi temporal lob epilepsisidir. Klinik ve
deneysel ¢alismalarla TLE’nin temelinde yatan nobetlere hipokampal katki kanitlanmistir.
Hipokampusun TLE’nin jeneratérii oldugu birgok arastirmaci tarafindan kabul
edilmektedir (Avoli, 2007). PTZ kindling modeli, TLE’nin deneysel bir modelidir
(Ekonomou ve ark., 2001). Bu galismada, plazma, tim beyin ve hipokampustan alinan
doku ornekleri, nobete ve Cichorium intybus kok ekstraktina verdigi yanit yoniinden
arastirildi. Hipokampusun TLE’ye katkis1 nedeniyle, beyin dokusu hipokampus ve tiim
beyin olmak iizere ayr1 ayri incelendi. Ayrica bitkinin halk arasinda geleneksel olarak
kaynatilip kullanimma atfen, Cichorium intybus bitkisinin epileptik nébetleri dnlemede
olasi etkinliginin oksidatif stres, apoptozis, genotoksisite ve DNA hasar1 yoniinden ortaya

konulmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

Epilepsi, beyinde epileptik nobetler tiretmeye siirekli bir yatkinlik ve bu durumun
norobiyolojik, bilissel, psikolojik ve sosyal sonuglarindan olusan bir diizensizliktir (Fisher ve
ark, 2005). Beyinde, sinir hiicresi aktivitesini alt iist eden bir nobete yol agar ve ndbet
stiresince kisi biling kaybin1 da kapsayan anormal davranis, belirti ve duygu durumu

gosterebilir (Anonim, 2013a).

Epilepsi, beyindeki sinir hiicrelerinin  artmis uyarilabilirliginden  (néronal
hipereksitabilite) kaynaklanir ve inhibisyon ve eksitasyon arasindaki denge bozuldugu zaman
ortaya cikan tekrarlayan, spontan nébet durumudur (Scharfman, 2007; Engel ve ark., 2013).
Epilepsi, kronik olarak tekrarlayan, tetiklenmemis (non-provoke) nobetlerle giden tabloyu

tanimlar, bu nedenle tek bir tetiklenmemis nobet epilepsi anlamina gelmez.

Epilepsi nobeti ise gri maddedeki artmis, hizli ve yerel elektriksel bosalimlardan
koken alir. Klinik gozlemde; belli bir siireye sinirli olarak, biling, davranis, duygu, hareket
veya algilama fonksiyonlarinda, ani baslayan, kisa siireli ve gegici Stereotipi degisiklik
durumu bulunur (Anonim, 2013b). Epileptik bir nobet, noronlarin hipersenkronik desarji
tarafindan indiiklenen beynin gegici, fizyolojik fonksiyon bozuklugu sonucu ileri gelir.
(Henshall ve Simon, 2005). Ozetle; epileptik ndbet, beyin fonksiyonlarin gecici olarak
bozulmasi sonucu anormal ve asiri ndoronal aktiviteyi tanimlarken; epilepsi ise tekrarlayan

nobetlerin kronik durumu olarak tanimlanmaktadir (Kandel ve ark., 2012).

Cok sayida klinik ve epidemiyolojik ¢alisma eriskin hastalarin yaklasik ti¢te birinin (%
20-30) epilepsiden muzdarip oldugunu, belirtilen dozlara uygun antikonvulzan kullanmalarina
ragmen en sonunda ilaca direngli epilepsi gelistigini gostermektedir (Shuele ve Luders, 2008).
laca direncli epilepside hastaligin seyrinde hicbir sekilde hafifleme goriilmemektedir
(Bernhardt ve ark., 2013).

2.1. Epilepsinin Tarihgesi

Epilepsi sézciigi Yunanca “tutmak, yakalamak” anlamimna gelen “epilepsia”
sozcuglinden gelmektedir. Giiniimiizde, konusma dilinde epilepsinin karsihigi olarak
kulandigimiz “sar’a” sozciigii Arapca kokenlidir ve ‘yere serme’ anlamina gelmektedir (Bora
ve ark., 2008). Antik donemde epilepsinin, kétii ruhlarin, seytanlarin veya cinlerin yol agtigi

bir hastalik oldugu distiniilmekteydi. Babilliler epilepsi hastaligin1 ve nébetlerini gok iyi
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bilmelerine ragmen hastaligin nedeni olarak yine de seytanlari ve kétii ruhlart gosteriyorlardi
(Coskun, 2011). Epilepsiyle ilgili bilinen en eski kayitlar Mezopotamya uygarligina aittir.
Babil Krali Hammurabi’nin iinlii yasalarmin 278. Maddesinde (MO 1750 dolaylar1) soyle
denilmektedir: “Eger bir kisi, erkek ya da kadin bir kdleyi satin alir ve bir ay gegmeden
kolede bennu (epilepsi) hastaligi ortaya ¢ikarsa koleyi saticisina geri verecek ve 6denmis olan

paray1 geri alacaktir’” (Bora ve ark., 2008).

Epilepsi konusundaki ilk bilimsel yaklasim MO 400°lii yillarda Hipokrat tarafindan
yapilmistir; Hipokrat, epilepsinin cinlerden ve seytanlardan kaynaklanmadigini aksine bir
beyin hastalig1 oldugunu ve mutlaka ilag ve diyetle tedavi edilmesi gerektigini belirtmistir.
Hipokrat’in agtig1 yol, uzun siire agik kalmamis ve 2.000 yildan fazla bir siire epilepsi
konusunda onemli bir asama kaydedilmemistir. Hastaligin nedeni olarak seytanlar ve cinler
suglanmaya devam edilerek, bilimsel yaklasimda adeta bir sessizlik dénemi yasanmustir.
Hastaligin tedavisinde okutma, sihir, kursun dékme gibi yontemler uygulanmis ve hastalar
toplum disina itilmistir. K&tii ruhlarin ¢ikmasi igin bazi hastalarin kafatasinda delikler
acilmistir (Coskun, 2011).

17. yiizyilda Ingiliz hekim Thomas Willis’in (1621-1675) beyin anatomisine, kas
dokusuna ve nérofizyolojiye ¢ok dnemli katkilar1 oldu. Willis Pathologicae cerebri adli eseri
ile epilepsinin nedenleri tizerine bilimsel bir yaklasimla tarih sahnesine ¢ikmistir. Boylece
biyoelektrik ve beynin elektriksel etkinligi ile ilgili ¢alismalara ve nihayet epilepsinin
molekiiler mekanizmalaria gidecek uzunca bir yolun temeli atilmis oldu. 1849 yilinda
Irlandal: hekim Robert Bently Todd epilepsi ndbetlerinin beyindeki elektriksel desarjlardan
kaynaklandigin ileri siirdii. Yaklasik 25 yil sonra Caton ve Berger’in ¢aligmalari ile Todd un
bu hipotezi desteklendi (Coskun, 2011).

Hayvan beyninde elektriksel akimin varligi ilk kez 1875 yilinda Caton tarafindan
gosterildi; Caton, deney hayvanlarinin goziine uyguladigi 151k uyarani ile beynin elektriksel
sinyallerinde degisiklik meydana geldigini gostermeyi basardi. Takip eden yillarda Pravdich-
Neminsky, kopeklerde beyin yiizeyine yerlestirdigi elektrotlar araciligiyla elektriksel etkinligi
kaydetmeyi basardi. Beyindeki elektriksel etkinligin kaydedilmesi ve 6zelliklerinin
tanimlanmas1 konusunda Hans Berger’in ¢aligsmalart kilometre tasi oldu. Elektrigin artik
sadece dogada karsilasilan bir olay olmadigi, canli sistemlerin de yasamlarini siirdiirebilmek
icin elektrik kullanmak zorunda oldugu ortaya ¢ikti. 19. ylizyilin sonlarinda John Hughlings

Jackson, hastalar1 ayrintili inceleyerek epilepsinin anlasilmasini kolaylastirdi. Jackson
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epilepsiyi “sinir dokusunun ara sira gelen diizensiz ve asir1 bosalim1” seklinde tarif etti. Bu ve
benzeri galigmalar epilepsi tizerindeki sir perdesini yavas da olsa araladi ve Hipokrat’in 2.400

yil 6nce yaptigi agiklamalar dogrulanmaya baslandi1 (Coskun, 2011).

2.2. Epilepsinin Simiflandirilmasi

Epilepsi nobeti ile epilepsi hastaliginin es anlamli gibi kullanilmasi giiniimiizde artik
bir hata olarak goriilmektedir. Epilepsi nobeti, epilepsi hastaliginin temel semptomudur. Fakat
nobet, merkezi sinir sistemini dogrudan ya da dolayli etkileyen bir¢ok klinik semptomda da

ortaya cikabilir.

Epilepsi nobeti beyindeki bir ya da birkag¢ grup sinir hiicresinin asir1 desarjina bagh
olarak ortaya ¢ikan ve Klinikte gelip gecici motor, duysal, duyumsal, duygusal, bilissel ve
otonom; siklikla pozitif, bazen de negatif belirtilerle sekillenen bir durumdur. Bedende yaygin
kasilma ve ¢irpinmalarla ve biling yitimiyle sekillenen biiylik nobetlerin (grand mal) sikligi,
ag1z birlesegi, goz kapagi, kol, bacak gibi sinirli bolgelerdeki kasilmalar ya da atmalar, gérme
kayb1 ya da iliizyonlari, konusmada takilmalar, anlik dalmalar gibi kiigciik nobetlerden gok
daha seyrektir (Anonim, 2013b).

Epilepsi hastaligi, nobetlerin tekrarlama egiliminin bulundugu kronik bir durumdur.

Bu durum;

1. Idiopatik epilepsiler,
2. Kriptojenik epilepsiler ve

3. Semptomatik epilepsiler olarak 3 ana grupta toplanabilir (Anonim, 2013b).

Etiyolojik smniflandirmaya gore ise epilepsi yukaridakilere ilaveten 4. bir grup daha

icermektedir;

4. Provoke edilen epilepsiler (Ngugi ve ark., 2010; Shorvon, 2011).

2.2.1. idiopatik epilepsiler

Idiopatik epilepsiler, adindan da anlasilabilecegi gibi, mevcut arastirma ydntemleriyle
altta yatan bir nedenin gosterilemedigi durumlar olarak kabul edilmektedir (Anonim, 2013a).
Bu epilepsi tipinde genellikle (veya muhtemelen) genetik bir neden bulunmaktadir ve

herhangi bir énemli néropatolojik veya ndroanatomik anomali bulunmamaktadir. idiopatik
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epilepsi, heniiz genetik temeli aydinlatilamamis fakat ¢ok genli veya kompleks kalitimla
olustugu varsayilan epilepsi tipi olarak tanimlanmaktadir (Ngugi ve ark., 2010; Shorvon,
2011).

2.2.2. Kriptojenik epilepsiler

Kriptojenik epilepsiler, idiopatik epilepsilerin bilinen 6zelliklerine uymamalari
nedeniyle semptomatik gibi goriinen fakat mevcut arastirma yontemlerinin gene de etiyolojik

bir bilgi vermedigi durumlardir (Eskazan, 1998).

Kriptojenik epilepsi, nedeni tespit edilememis fakat semptomatik bir dogasi olan
epilepsi tipi olarak tanimlanmaktadir. Bu tarzdaki epilepsi vakalarinin sayis1 azalmakla
beraber, yine de eriskinlik doneminde ortaya ¢ikan epilepsilerin % 40’1 bu sinifa girmektedir
(Ngugi ve ark., 2010; Shorvon, 2011).

2.2.3. Semptomatik epilepsiler

Semptomatik epilepsilerde, gevresel faktorlerin yarattigi hiicresel diizeydeki hasarin
epilepsiye yol agabilmesinin; kiginin genetik &zelliklerine bagli oldugu diistiniilmektedir
(Anonim, 2013b).

Semptomatik epilepsilerinin travma, tiimor, enfeksiyon, malformasyon veya sistemik
bir genetik hastalik gibi ¢esitli nedenleri olabilir. Semptomatik epilepside edinsel veya
genetik bir neden s6z konusudur. Ciddi anatomik veya patolojik anomaliler ve/ veya klinik
bulgular, altta yatan hastaligin gostergesidir. Genetik veya edinsel kokeni olabilen serebral
patolojik degisikliklerle iligkili gelisimsel ve konjenital diizensizlikler de bu gruptadir. Tek
gen veya diger genetik diizensizlikler sonucu serebral ve sistemik diizensizliklerle birlikte gok
genis bir fenotipte rahatsizliklarin ortaya ¢iktigi ve epilepsinin de bu rahatsizliklara eslik ettigi
durumlar da semptomatik epilepsi sinifinda degerlendirilmektedir (Ngugi ve ark., 2010;
Shorvon, 2011).

2.2.4. Provoke tipteki epilepsiler

Provoke tipte yine herhangi bir 6nemli noroanatomik ya da noropatolojik anomali
bulunmazken, nobetler agirlikli olarak spesifik ¢evresel veya sistemik faktorler tarafindan
olusturulur. Baz1 proveke edilmis epilepsi vakalarinda genetik bir temel s6z konusuyken

bazilarinda edinsel bir temel s6z konusudur. Fakat vakalarin ¢ogunda kalitsal bir neden tespit
6



edilememistir. Genellikle genetik temelli olan ve refleks epilepsiler de bu kategoriye
girmektedir. Refleks epilepsilerde ndbetler ani ve beklenmedik bir sekilde olusur (Ngugi ve
ark., 2010; Shorvon, 2011).

Tablo 1. Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin uluslararasi siniflamasi (ILAE, 1989) (Bora
ve ark, 2008).

I. Lokalizasyona bagl ( fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar
a. Idiopatik (yasa bagl baslangic)
i. Santrotemporal dikenli selim ¢ocukluk ¢agi epilepsisi
ii. Oksipital paroksizmli cocukluk ¢ag1 epilepsisi
iii. Primer okuma epilepsisi
b. Semptomatik
i. Temporal lob epilepsisi
ii. Frontal lob epilepsisi
iii. Paryetal lob epilepsisi
iv. Oksipital lob epilepsisi
V. Cocukluk ¢aginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi (Kojewnikow
sendromu)
vi. Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize sendromlar
c. Kriptojenik

Il. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar
a. Idiopatik (yasa bagl baslangic-yas sirasina gore siralanmistir)
i. lyi huylu ailesel yenidogan konvulziyonlar

ii. lIyi huylu yenidogan konvulziyonlart
iii. Siit gocuklugunun iyi huylu miyoklonik epilepsisi
iv. Cocukluk ¢agi absans epilepsisi (piknolepsi)
v. Jivenil absans epilepsisi
vi. Jivenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit mal)

vii. Uyanmada grand mal nobetli epilepsi

viii. Diger jeneralize idiyopatik epilepsiler

ix. Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler




b. Kiriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)
i. West sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe)
ii. Lennox-Gastaut sendromu
iii. Miyoklonik astatik nobetli epilepsi
iv. Miyoklonik absans epilepsi
c. Semptomatik
i. Spesifik olmayan etyolojili
e Erken miyoklonik ensefalopati
o Erken infantil epileptik ensefalopati (baskilanim-bosalim ile)
e Diger semptomatik jeneralize epilepsiler

ii. Spesifik sendromlar

I11. Fokal veya jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsiler
a. Jeneralize ve fokal nobetli epilepsiler
i. Yenidogan konvulziyonlari
ii. Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi
iii. Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi
iv. Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)
v. Diger belirlenemeyen epilepsiler
b. Jeneralize veya fokal 6zelligi belirlenemeyen epilepsiler
i. Jeneralize tonik-klonik nobetleri olan ancak klinik ve EEG bulgular jeneralize ya da
fokal epilepsi ayriminda kesin bilgi vermeyen tiim olgular (uykuda jeneralize tonik
klonik nobet gibi) bu gruba girer.

IV. Ozel sendromlar
a. Duruma bagli nobetler (Gelegenheitsanfaelle)
i. Febril konvulziyonlar

ii. Izole ndbet veya izole status epileptikus

iii. Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli nobetler

Uluslararas: Epilepsiyle Savas Derneginin (International League Against Epilepsy-
ILAE) uzun yillar siiren ¢aligmalar1 sonucunda, 1989 yilinda epilepsi ve epileptik sendromlar;
ndbet tipi, etyolojisi, nobeti uyaran faktorler, baslangi¢ yasi, tedavi se¢imi gibi faktorleri de
kapsayacak sekilde yeniden smiflandirilmistir (Tablo 1). Bu simiflamada iki ana grup
bulunmaktadir: ik gruptaki epileptik sendromlar lokalizasyonla iliskili epilepsileri, ikinci
gruptaki sendromlar ise jeneralize epilepsileri igermektedir. Gerek jeneralize gerekse
lokalizasyonla iliskili epilepsiler kendi iglerinde nedene yonelik olarak idiyopatik (primer),
semptomatik veya kriptojenik olarak iige ayrilmaktadirlar. idiyopatik epilepsilerde herediter
yatkinlik diginda altta yatan herhangi bir patolojik siire¢ bulunmamaktadir (Bambal ve ark.,
2011).



2.3. Epilepsi Nobetleri

Nobetler epilepsinin karakteristik 06zelligidir ve 40’tan fazla farkli ndbet tipi
tamimlanmistir (Coskun, 2011). Nobetlerin ve epilepsinin smiflandirilmasi1 patogenez ve
tedavi bakimindan 6nemlidir. Tiim nobetler birbirinin ayni degildir. Nobetler ve tekrarlanan
ndbetlerin kronik durumu (epilepsi) ortaktir. Bir¢ok bakimdan nobetler prototipik, nérolojik
bir hastalik (semptomlar pozitif ve negatif duyusal veya motor belirtilerin her ikisini de
igerir) sunmaktadir. Bir nébet boyunca olusan pozitif isarctlere 6rnekler, yanan sonen isiklar
veya bir kolun sigramasi algisini icerir. Oz farkindalik ve bilingte bozukluk ve hatta gegici
korliik veya felg gibi negatif belirtiler, normal beyin fonksiyonu bozuklugunu yansitmaktadir.
Bu ornekler nobetlerin genel bir 6zelligini vurgulamaktadir: belirti ve semptomlar etkilenen

beyin bolgesinin kapsam ve lokasyonuna baglidir (Kandel ve ark., 2012).

Klinik nobetler ilkin parsiyel (fokal-lokal) ve jeneralize olmak iizere iki biiyiik sinifa
ayrilmaktadir (Scheuer ve Pedley, 1990; Marangoz, 1997); Parsiyel ya da kismi nobetler lokal
bir beyin bolgesinden baslar (Marangoz, 1997; Kandel ve ark., 2012). Genellikle tek bir
serebral hemisfer bolgesinde baslar ve nobet esnasinda beynin diger bolgelerine de yayilabilir
(Loscher ve Ebert, 1996). Yiizde ya da bir kolda segirme, bir duyuda degisiklik veya temporal
lob nobetlerinde oldugu gibi odak tiirli hafiza degisikligi bi¢iminde fokal belirtilerle
sonuclanir (Kandel ve ark., 2012). Bir hemisferin belli bir kismindan baglayan anormal

desarjlar, nobet esnasinda beynin diger kisimlarina da yayilir (Marangoz, 1997).

Jeneralize nobetlere beynin biitiin bolgelerinde ayni anda baslayan anormal néron
desarj1 neden olmaktadir (Marangoz, 1997). Jeneralize ndbetler beynin iki tarafinda baslar
(Kandel ve ark., 2012) ve lokalize baslangica dair bir kanit barindirmazlar fakat esasen
baslangigta es zamanli olarak her iki hemisferin tiimiinii veya genis alanlarimi kapsarlar
(Loscher ve Ebert, 1996). Hatta epilepsi uzmanlari bu nobetlerin beynin derin yapilarinda
basladigini ve nobet belirtilerinin nispeten ayn1 anda ortaya ¢iktig1 kortikal yiizeye hareket

ettigini diisinmektedirler (Kandel ve ark., 2012).

Birincil jeneralize ndbetler, baslica ¢irpinma hareketlerinin degisik bigimlerinin varligi
ya da yoklugu tarafindan alt siniflara ayrilmaktadir. Avrupa ve Amerika’daki epidemiyolojik
verilere gore insanlarda goriilen en sik nobet tipi, ikincil jeneralizasyonla birlikte olan ya da
olmayan kompleks parsiyel nobetlerledir (Loscher ve Ebert, 1996). Kompleks parsiyel

nobetlerin ¢ogunlugu temporal loblardan (% 70- 85) 6zellikle hipokampus ve amigdaladan



koken almaktadir ve temporal lob epilepsisi bigiminde adlandirilmaktadir (Loscher ve Ebert,
1996).

Kindling, TLE’de oldugu gibi ikincil jeneralizasyonun eslik ettigi kompleks parsiyel
nobetlerin birkag modelinden biridir. Bu nedenle bu tip nobetlerin, fokal epileptogenezin ve
antiepileptik ilaglarin fokal ve ikicil jeneralize nobetler iizerine etkilerinin patofizyolojisini

calismak i¢in yaygin bigimde kullanilmaktadir (L6scher ve Ebert, 1996).
2.3.1. Parsiyel nobetler

Parsiyel nobetler su alt gruplara ayrilir;
I. Basit parsiyel nobetler (hafiza ve bilingte degisiklik yok),
I1.  Kompleks parsiyel nobetler (hafiza ve bilingte degisim) (Kandel, 2012) ve

l1. ikincil olarak jeneralize olan (klonik ve/ veya tonik nébetlere yayginlasan)
parsiyel nobetler (Loscher, 1996).

2.3.1.1. Basit parsiyel nobetler

Basit parsiyel nobetler segirme, anormal hisler, anormal goriintiiler, sesler ve kokular
ve algi bozulmalari gibi motor nobetler olabilir. Nobet aktivitesi otonom sinir sistemine
yayilabilir ve kizarma, karincalanma veya mide bulantisiyla sonuglanabilir. Bu tiir basit
parsiyel nobetlerde biling acik ve hasta adini1 tam olarak hatirliyor olmali. Eger hasta saskinsa
veya nobet boyunca neler oldugunu animsamiyorsa bu durumda nébet, kompleks parsiyel
nobet olarak smiflandirilir (Kandel, 2012). Basit parsiyel ndbetler; (Tablo 2 ve Tablo 3)
motor, duyu, duyu-motor, otonomik viseral ve kognitif olmak tizere 5’e ayrilabilir (Marangoz,
1997).

2.3.1.2. Kompleks Parsiyel nobetler

Kompleks parsiyel nobetler her iki hemisferle ilgilidir, suur kaybi veya suur
bulanikligi goriilir. Kompleks parsiyel nobetler terimi, temporal lob nébeti terimi ile es

anlamlidir (Marangoz, 1997).

Kompleks parsiyel nobetler, evvelce “psikomotor nobetler”, “temporal lob nobetleri”
veya “limbik nobetler” olarak adlandirilmaktaydi. Kompleks parsiyel ndbetlerin, nébet igin

uyaran olan bir aurasi olabilir; bu tanidik bir his (deja vu), bulanti, 1sinma, karincalanma ya da
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duysal algida bozukluk olabilir. Hastalarin yaklasik yarist herhangi bir aura
animsayamamaktadirlar. Kompleks parsiyel nobet esnasinda hastalar; aktivitelerini bozarlar
ya da otomatik pargalar halinde gergeklestirirler 6rnegin dudak sapirdatmak, amagsizca
yiiriimek ya da sagma sapan sozciikleri tekrar tekrar sdylemek gibi. Bu amagsiz aktivitelere
otomatizm (reflekssel hareketler) denir. Kompleks parsiyel nobetleri olan kisilerin % 75’inde
bu hareketler goriiliir (Kandel, 2012).

Parsiyel nobetler bazen jeneralize tonik-klonik nobet haline doniisebilir (Marangoz,
1997). Bu durumda bu nébetler igin “ikincil olarak jeneralize olan parsiyel nébetler”

adlandirilmasi kullanilir.

TLE, vyetiskinlerde en yaygin olarak goriilen fokal epilepsi bigimidir. Ayrica
cocuklarda da en yaygin epilepsi tiplerinden biridir (Spencer ve Huh, 2008; Bell ve ark.,
2009). Yan sira yetigkinlerde en inatg1 epilepsi sendromudur. Hastalarin yaklasik ticte biri
antiepileptik ila¢ kullanmalarina ragmen ndbet gecirmeye devam etmektedirler (Henshall ve
Simon, 2005).

Temporal lob epilepsisinde, genellikle basit ve/ veya kompleks kismi ndbetler
goriilmekle beraber altta yatan patoloji genis yelpazedeki patolojik unsurlarin herhangi biri
olabilir. Ornegin hipokampal skleroz, diisiik grade’li glial timérler (disembriyoplastik
noroepitelyal timor, ganglioglioma ve oligodendroglioma), néronal migrasyon bozukluklari
(kortikal displazi) ve wvaskiiler lezyonlar (kavernéz malformasyon ve arteriyovenoz
malformasyon) gibi. Olgularin  6nemli bir kisminda ise hicbir yapisal anomali

bulunmamaktadir (Georgiadis ve ark., 2013).
2.3.2. Jeneralize (umumi) nobetler

Jeneralize nobetlerde bir odagin varligi tespit edilmemistir. Epileptik desarjlar beynin
her tarafinda ayn1 anda baslamaktadir (Marangoz, 1997). Jeneralize nobetler Tablo 2 ve 3°te

de goriildiigii iizere birgok kategoriye ayrilmaktadirlar.
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Tablo 2. Uluslararasi nobet siniflandirmasi (Fisher ve Saul, 1997).

I.  Parsiyel (lokal-kismi) epilepsi

a. Basit

i. Duyu

ii. Motor

iii. Duyu-Motor

iv. Psisik (anormal diisiinceler ve algilama)

v. Otonomik (1s1, karincalanma veya gastrointestinal)

b. Kompleks (bilin¢/hafizanin kaybi)

I. Aurali (uyarici) ya da aurasiz

ii. Otomatizmli ya da otomatizmsiz

c. Sekonder jeneralize (yayilir)

II. Jeneralize (umumi) epilepsi

a. Absans, tipik veya atipik (petit mal)

b. Tonik-klonik (Grand mal)

c. Miyoklonik
d. Atonik
e. Tonik

1. Smiflandirilamayanlar

Tablo 3. Epilepsiye Kars1 Uluslararas1 Dernek (International Legue Against Epilepsy)’e ait
nobet siniflandirilmasi (Kandel ve ark, 2012).

I.  Genellenmis (yaygin) ndbetler

a. Tonik-klonik (herhangi bir kombinasyonda)

b. Absans (tipik, atipik ve absansa 6zgti 6zellikleri olan da dahil)

c. Miyoklonik
d. Klonik

e. Tonik

f.  Atonik

II. Fokal (odaksal) nobetler (eskiden basit parsiyel ve kompleks parsiyel olarak
adlandirilird1).

1. Bilinmeyen
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Jeneralize nobetler sinifa giren baslica nobetler; Petit mal (absans), grand mal (tonik-
klonik), myoklonik, atonik, tonik bigiminde gruplanabilir (Tablo 2). Epileptik nobetlerin %
10-25’i siralanan bu gruplarin higbirine uymaz. Bu nedenle smiflandirilmayan grubu

olustururlar (Marangoz, 1997).

2.3.2.1. Absans nobetler

Absans nobetler evvelce petit mal nobetler diye adlandirilmaktaydi. Absans nobetler
genellikle gocuklukta baslar yetiskinlikte de devam edebilir. Absans nébetler, birkag saniye
gozlerde dalma bigimindedir. Bazen goz kapagini kirpma veya kafa sallama da bu dalmaya
eslik edebilir. Absans tipi nobetler genellikle kisa siirer ve hizli iyilesmeye olanak saglar. Bu
nobetlerin gozde dalmayla sonuglanabilen kompleks parsiyel nobetlerden ayirt edilmesi zor
olabilir. Elekroensefalografi (EEG) bir absansi, kompleks parsiyel nobetten ayirt etmek igin
olanak saglar (Kandel, 2012).

2.3.2.2. Tonik- klonik nébetler

Jeneralize tonik-klonik nébetler evvelce grand mal nébetler olarak adlandirilmaktaydi.
Bu nobetler ani biling kaybi ile baslar ve tonik aktiviteyi (katilagsma) klonik aktivite (uzuvlarin
ritmik kasilmasi) takip eder. Nobetin baglangicinda hastanin gozleri yukari dogru kayar ve
tipik olarak bir ¢iglik duyulur fakat nedeni aci degil, kapali bir girtlaga karsi solunum
kaslarmin kasilmasidir. Jeneralize tonik-klonik nobetler genellikle bir ila ii¢ dakikada
sonlanirlar. Nobetin kendisi bir “iktus” olarak adlandirilir. Nobetten sonra hasta “post-
iktal”dir (uyusuk, uykulu ve saskindir) degisken olmakla birlikte, bu durum saatlerce siirebilir
(Bora ve ark., 2008).

2.3.2.3. Ikincil jeneralize nobetler

Fokal olarak baslayan ndbetler tiim beyne yayilabilir. Bu durumda tonik klonik bir
ndbet ortaya ¢ikar. Nasil olursa olsun bunun baslangicta jeneralize olan gercek grand mal ile
fokal olarak baslayip sekonder jeneralize olan tipten ayirt edilmesi oldukca énemlidir. ikincil
jeneralize nobetler fokal olarak anormal olan bir beyin bolgesinden kaynaklanir. Birincil ve
ikincil jeneralize tonik-klonik nébetlerin tedavisinde kullanilan ilaglar farklhidir. Ikincil

jeneralize tonik-klonik nobetleri olan hastalar iyilestirici epilepsi ameliyati i¢in adaydirlar,
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birincil jeneralize tonik klonik nobetleri olan hastalar ameliyat i¢in aday olamazlar ¢iinkii

ameliyatla alinabilecek, nobetin koken aldigi bir bolge (odak) yoktur (Bora ve ark., 2008).

2.3.2.4. Miyoklonik nobetler

Bir miyoklonik nobet, kisa, siirekli olmayan bir kasilma veya kasilmalar serisidir ve
bir jeneralize tonik klonik nobet siirecinde goriilen ritmik kasilmalardan daha az organizedir
(Bora ve ark., 2008).

2.3.2.5. Atonik nobetler

Atonik nobetler epileptik diisme ataklaridir. Atonik nobetler tipik olarak genis alana
yayilan beyin hasari olan ¢ocuklarda ya da yetiskinlerde goriilmektedir. Atonik nébetleri olan
insanlar aniden gevseyerek yere diiserler. Ciddi yaralanmalara kars1 korunmak icin bazen

kaska ihtiya¢ duyulabilir (Bora ve ark., 2008).

2.3.2.6. Tonik nobetler

Tonik nobetler, birinci nobet belirtisi olarak kaslarin katilasmasina neden olur. Kollar
ve bacaklar 6ne veya yukar1 havaya dogru uzanir. Biling kaybolabilir ya da kaybolmayabilir.
Tanim olarak, klonik (kasilma) fazi yoktur. Smiflandirma zor olabilir, ¢linkii katilasma birgok
kompleks parsiyel nobetin bir 6zelligidir. Bununla birlikte, tonik nobetler, kompleks parsiyel

ve tonik-klonik nobetlere gore daha az yaygindir (Bora ve ark., 2008).

2.3.3. Karma (Simiflandirilamayan) nobet tipleri

Hastalar birden fazla nobet tipine sahip olabilirler. Elektriksel aktivite beynin her
tarafina yayilirken bir ndbet tipi bir digerine gelisebilir; Basit parsiyel nobetten, kompleks
parsiyel nobete (hasta saskina doner) ya da ikincil jeneralize tonik klonik nobete (elektriksel
aktivite tiim beyine yayilirsa) tipik olarak gelisebilir. Beynin nobeti sinirlamak igin kontrol
mekanizmalar1 vardir. Anti-epileptik ilaglar, beynin bir ndbetin yayilimini Sinirlandirma

yetenegini artirir (Bora ve ark., 2008).
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2.4. Hangi Nobet Tipi Daha Yaygindir?

Kompleks parsiyel nobetler eriskinlerdeki tiim ndbet tiplerinin yaklasik % 40’1
olustururlar. Basit parsiyel nobetler yaklasik % 20’sini, birincil jeneralize tonik-klonik
nobetler yaklasik % 20’sini, absans yaklasik % 10’unu ve diger tipler de % 10’unu
olustururlar. Pediatrik bir popiilasyonda ise absans nobetleri biiyiik bir orani olusturur (Bora
ve ark., 2008).

2.5. Epileptogenez

Epileptogenez terimi, klinik belirti ile birlikte ya da herhangi bir klinik belirti
olmaksizin, elektroensefalografik olarak nobet aktivitesinin kayitlandigi, tekrarlayici olarak
yeterli sayida néronun ateslenmesi sonucu ndbet aktivitesinin olusmasi olarak ifade edilir.
Epileptogenez bir beyin hasar1 sonras1 beyindeki hiicresel ve molekiiler degisikliklere bagli
olarak eksitabilitenin artmasi ve tekrarlayici spontan ndbetlerin goriilmesi olarak tariflenebilir
(Bora ve ark., 2008).

Epileptogenezden  sorumlu  hiicresel ~ mekanizmalar ~ halen tam  olarak
aydinlatilamamistir. Tiim epilepsi nobetlerinde ayn1 mekanizmadan s6z edilmemekle birlikte
hepsinde artmis noronal uyarilabilirlik ve senkronite gibi ortak ozellikler mevcuttur.
Epileptojenik odak adin1 verdigimiz beyin bdlgelerindeki hiicreler tam agiklanamayan
nedenlerle artmis uyarilma ve anormal ateslenme 6zelligi gosterirler ve etraflarindaki normal

hiicreleri de bu duruma ortak ederler (Bambal ve ark., 2011).

2.5.1. Temel mekanizmalar

Epilepsi olusumunda rolii oldugu kabul edilen giiglii hipotezler;

I. Noronal reseptorlerin yeniden organize olarak dagilimlarinin degisimi (up veya
down regulasyon).

Il. GABAerjik inhibisyonun epileptogenezi baskilamak yerine, paradoksal olarak
fonksiyonel degisimler yaratmasi ve epileptik aktiviteyi artirmasi (Bora ve ark.,
2008).

Hayvan deneylerinden ve insanda yapilan calismalardan elde edilen verilerden,
kortikal noronlarin membran potansiyellerinde ve ateslenme sekillerinde bazi karakteristik

bozukluklar saptanmigtir. “Paroksizmal depolarizasyon kaymasi” (PDK) olarak bilinen bu
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durumda membrani1 depolarize eden postsinaptik potansiyelin anormal sekilde uzamasi ve
biliyiimesi s6z konusudur. Bunun sonucu olarak ndronlar gruplar halinde ateslenebilir ve
etraflarindaki noronlar1 benzer sekilde atesleyebilecek bir kapasiteye ulasirlar. PDK’nin
eksitator norotransmitterler olan glutamat ve aspartat ile inhibitor nérotransmitter gama-
aminobiitirik asit (GABA) sistemleri arasindaki dengesizlikten kaynaklandigi ileri
stirilmektedir. Bunun disinda membranlardaki iyon kanallarindaki bozukluklarin da PDK’nin

ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu diistiniilmektedir (Anonim, 2013b).

Birkag klasik norotransmitter sistemindeki, 6rnegin glutamerjik ve GABAerjik
sistemlerdeki degisimler epileptik nébet olusumunda rol oynamaktadir. Ayrica, nitrik oksitin
(NO) sinaptik plastisite, beyin uyarilabilirliginin diizenlenmesi ve nobet aktivitesinin
tetiklenmesi ile baglantili bir potansiyel noérotransmitter veya retrograd haberci oldugu
bildirilmektedir. Ayrica NO, hem antikonvulzan hem de prokonvulzan etkileri ile nobet

duyarliliginin tartismali bir modiilatoridiir (Kumar ve ark, 2013).

Epileptojenik odak olarak adlandirilan bolgede “pacemaker™ hiicreler yer almaktadir
ve bu hiicreler tam olarak bilinmeyen nedenlerle, artmis uyarilma ve anormal ateslenme
Ozelligi gosterirler. Pacemaker hiicrelerin etraflarindaki hiicreleri de bu ateslenmeye ortak
edebilecek giigleri vardir. Sonradan katilan bu néronlarin miktari; tablonun EEG'de bir
interiktal (nobet aras1 dénem) dikenle siirli kalmasini ya da yeterli miktara ulasabildiginde
EEG'de ve klinikte nobet aktivitesinin olusmasini belirler. Epileptik bir nébet sirasinda
beyindeki noronlarin hipersenkron ve tekrarlayici aktivasyonu s6z konusudur. EEG'de
goriilen diken artmis eksitasyonu, dikeni izleyen yavas dalga ise inhibisyonu gostermektedir
(Anonim, 2013b).

Ozetle, fokal kortikal bir nobet aktivitesinin olusabilmesi icin ilgili noronlarda iKi
temel fizyopatolojik 6zellik (hipereksitabilite ve senkronizasyon) birlikte bulunmalidir. Nobet
aktivitesinin yayilmasi ise eksitasyon alanini ¢evreleyen inhibitér néronlarin inaktivasyonu

(¢evresel inhibisyon alaninin kaybi) ile gergeklesmektedir (Anonim, 2013b).

Bugiin i¢in, eskiden kabul goéren, santrensefalik epilepsi, yani jeneralize ve santral
yerlesimli bir epilepsi jeneratorii oldugu kavrami tartismalidir ve yerini korteksin 6n planda
rol aldig1 kortiko retikiiler teoriye birakmistir. Bazi ndbet tipleri i¢in (6rnegin, tipik absans

nébetleri) talamusta yer alan T-tipi Ca*? kanallarinin rolii kanitlanmus olsa da, biitiin epilepsi
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nobetlerinin  kortikal mekanizmalarla tetiklendigi goriisii giderek agirlik kazanmaktadir
(Anonim, 2013b).

Jeneralize epilepsilerde, beyin sap:1 retikiiler formasyonundan, orta hat talamus
nukleuslar1 tizerinden tasinan yaygin bir girdinin asir1 uyarilmis durumdaki kortekse etkisi
tizerinde durulmakta ve bazi asendan biojenik aminlerin rolleri vurgulanmaktadir. Bazi
arastirmacilar ise tetikleyici bolgenin biiyiik olasilikla kortikal oldugunu ve anterograd veya

retrograd yolla senkron aktivitenin talamusa yayildigini1 savunmaktadirlar (Anonim, 2013b).

Nobete eslik eden anormal desarjlarin fizyolojisi konusunda yeterince bilgi olmasina
karsin epileptogenezden sorumlu hiicresel mekanizmalar halen bilinmemektedir. Istirahat
membran potansiyelinin instabilitesine neden olan primer bir néronal membran defekti
tizerinde durulmaktadir. Buna neden oldugu diisiiniilen mekanizmalar; potasyum iletiminde
bozukluk, voltaja duyarli Ca*? kanallarinda defekt veya ATPaza bagh iyon transportunda
bozukluk olarak o6zetlenmektedir. GABAerjik inhibitdr sistemlerin primer defekti olasilig
veya cksitator norotransmisyonda rol alan reseptorlerin duyarliligi ve diizenlenmesindeki
olasi1 defektler iizerinde de durulmaktadir. Eksitator norotransmisyonla yakindan iliskili olan

“mossy fiber” sistemindeki morfolojik degisiklikler gosterilmistir (Anonim, 2013b).

Epileptik nobetlerde paroksizmal desarjlarla ilgili olarak bolgesel beyin kan akiminin
arttig1 uzun zamandan beri bilinmektedir. Nobet sirasinda ATP (adenozin trifosfat) azalirken
AMP (adenozin monofosfat), ADP (adenozin difosfat), laktik asit gibi maddeler
¢ogalmaktadir. Yine hiicre i¢ci Ca*’un artmasiyla aktive olan fosfolipazlar serbest yag
asitlerinin artmasina yol agmakta ve prostaglandinler de artis gdstermektedir. iktal dénemdeki
bolgesel beyin kan akimimin artigsi, ADP ve prostaglandinlerin vazodilatasyondaki rolleri ile
aciklanmaktadir (Anonim, 2013b).

2.5.2. Molekiiler mekanizmalar

Epileptogeneze gotiiren molekiiler mekanizmalar arasinda;

e Voltaj bagimli Na* kanallarmin aktivasyonu,

e GABA sentez veya yikimindaki degisiklikler,

e Hiicresel GABA aliminin inhibisyonu,

e Basta GABAA olmak iizere ¢esitli aminoasit reseptorlerinin modiilasyonu ve

e Adenozin metabolizmasindaki diizenleme ile ortaya ¢ikan degisiklikler de yer alir.
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Bu molekiiler mekanizmalar daha ¢ok reseptdr alt grubundaki degisiklikler ile
aciklanmaya c¢alisilmaktadir. Bu degisikliklerin basinda N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor

+2 ¢

aktivasyonu ve Ca*? iyonunun hiicre icine girisi gelmektedir. Ca™ ‘un hiicre icine girisi, a-
amino-3-hidroksi-5-metilosokzasole- 4-propionat (AMPA) ve NMDA f{izerinden sinaptik
gegiste bir artis1 ve GABAerjik inhibitor sinaptik gegiste akut bir azalmay tetikleyebilir (Bora

ve ark., 2008).

Mevcut fizyolojik ve genetik analizler epilepsinin ¢ok ¢esitli iyon kanallariyla [voltaj
bagimli iyon kanallar1 (Na*, K*, Ca*? CI") ve ligand kapili kanallar (nikotinik asetilkolin
(ACh) ve GABA reseptorleri)] yakindan iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Detayli

molekiiler mekanizmalar hala arastiriimaktadir (Naseer ve ark., 2009).

Eksitatér ve inhibitor néronlar arasindaki denge, yani temel olarak glutamaterjik ve
GABAerjik noronlar arasindaki denge, gecici néron senkronizasyonunu kontrol eder. Bu
dengesizligi anlama, epilepsiye care bulmak i¢in anahtar noktalardan biridir (Cloix ve Hévor,
2009). Glutamat ve GABA, santral sinir sisteminde (SSS) en c¢ok bulunan

norotransmitterlerdir (Bora ve ark., 2008).

Sekonder epilepsi sendromlarinda glutamaterjik sistem onemli bir yer tutmaktadir.
Birgok  epilepsi  ¢esidinin  asir1  glutamaterjik  sinaptik  iletim  bozuklugundan
kaynaklanabilecegi 6ngoriillmektedir (Bambal ve ark., 2011).

Glutamat memeli beyninde temel uyarici norotransmitterdir ve glutamat ve
analoglarinin ndronlar iizerine giiclii bir depolarize edici etkisi vardir (Morimoto ve ark.,
2004). Glutamat aminoasitinin beyindeki uyarict iletimin % 75’inden sorumlu oldugu
hesaplanmistir. Glutamat sitoplazmadaki krebs dongiisiiniin ara iriinii olan o-ketoglutaratin
indirgenmis aminasyonuyla olusur. Sitoplazmik glutamin deposu hiicrelerarasi sividan
glutamat1 alan ii¢ tasiyict ve glutamatin glutamine donistirtliip glutamerjik noronlara
aktarildig1 yer olan astrositlere tasiyan iki ilave tasiyiciyla zenginlestirilmistir. Serbestlenen
glutamat astrositler tarafindan alinarak noronlara geri iletilen glutamine doniistiiriilir ve
sinaptik iletici olarak serbestlenen glutamata tekrar geri donistiiriiliir. No6ronlara ve
astrositlere alim glutamatin sinapslardan uzaklastirilmasi i¢in esas mekanizmadir (Ganong,
2011). Beyindeki eksitator post sinaptik potansiyellerin biiyiik boliimiine iki tip glutamat
reseptorii aracilik eder. Birgok glutamat aracili sinapslar, iki ayr1 bilesenle (biri digerinden

daha hizlidir) bir EPSP (eksitator post sinaptik potansiyel) tiretir. Her iki bilesen ayni
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presinaptik terminalden salinan glutamat norotransmitteri ile tetiklenirler fakat iki EPSP

bileseni farkli postsinaptik reseptorlere ait farkli tipte iyon kanallarinca olusturulurlar.

Glutamat, dort biiyiik grup reseptor tizerinde etki gosterebilir: biri G protein eslenik ya
da metabotropik reseptor adini alir ve diger ti¢ii iyon kanallaridir ve iyonotropik reseptorler
adin1 alirlar (Boron ve Boulpaep, 2012). Eksitatér aminoasit glutamat tarafindan aksiyon

potansiyelinin iletimine aracilik eden reseptorler siniflandirilirken ilkin ikiye ayrilir:

e Metabotropik reseptorler

e lIyonotropik reseptdrler (Bora ve ark., 2008).

Metabotropik reseptorler, hiicre ici inositol trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG)
seviyesini artiran veya hiicrei¢i siklik adenozin monofosfat (CAMP) seviyesini azaltan G
proteiniyle eslesmis reseptorlerdir. Hem presinaptik hem de postsinaptiktirler ve beyinde
yaygin bigimde dagilmislardir (Ganong, 2011). Metabotropik reseptorler “mGluR” bigiminde
gosterilirler ve her biri membran1 7 defa kat ederler ve heterotrimerik G proteiniyle
iliskilidirler (Boron ve Boulpaep, 2012).

Sekil 1. Metabotropik glutamat reseptorleri (Boron ve Boulpaep, 2012).

Sekiz adet metabotropik glutamat reseptoric (MGIUR) bilinmektedir (Sekil 2). Bu
reseptorler, heterolog ekspresyon sistemlerindeki sinyal ileti mekanizmalari, sekans

benzerlikleri ve farmakolojileri temel alinarak, ti¢ grupta siniflandirilmaktadir;
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e Grup I, mGIluR1 ve mGIuRS’i igermektedir. Bunlar G4 proteinle kaplidirlar. Gq
protein, ikinci haberci sistemi olan fosfolipaz C’yi aktive eder. Fosfolipaz C,
diagilgliserol ve inositol trifosfati olusturur.

e Grup Il, mGIuR2 ve mGIuR3 alt tiplerinden olusmaktadir.

e Grup I, mGIuR4, 6, 7 ve 8 alt tiplerinden olusmaktadir.

Hem grup Il hem de grup Il mGluR’leri G; proteini ile kaplidir ve adenilsiklazi
inhibe ederek intraseliiler CAMP olusumunu azaltir ve in vivo ¢alismalarda iyon kanallarini
modiile ettigi gosterilmistir (Ritzen ve ark., 2005). Grup Il ve 111 negatif bi¢imde adenilsiklaz
ile eslemislerdir. Grup 1l (mGIuR2, 3) ve Grup Il (mGIluR4, 6-8) reseptorlerinin, glutamat
salinimini azaltmak i¢in presinaptik olarak rol oynadiklari tahmin edilmektedir (Morimoto ve
ark., 2004).

mGIluRS5
mGluR1

mGIuR3

mGIuR6
mGluR4
mGIuR2

mGIuR7

mGIuRS8

Sekil 2. Metabotropik glutamat reseptérlerine ait aile agaci (Boron ve Boulpaep, 2012).

Epilepsinin  kindling modelinde biyokimyasal ve -elektrofizyolojik fonksiyonel
Olgtimler ile grup | reseptorlerinin upregiile oldugu gosterilmistir. Ayrica kompleks parsiyel
nobetli hastalarin hipokampusunda mGluR5’inde up regiilasyonunun oldugu bildirilmistir.
Kindled sicanlarin hipokampal dilimlerinde grup 11l mGluR’lerinde bir down regiilasyonun
oldugu da bildirilmistir (Bambal ve ark., 2011).

Iyonotropik reseptorler (Sekil 3), kimyasal kapili iyon kanallaridir (Ganong, 2011).
SSS’de uyarici norotransmitter olan glutamat, postsinaptik hiicre {izerindeki etkisini spesifik
iyonotropik NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri iizerinden gerceklestirir (Bora ve ark.,
2008). Reseptor adlari, kendilerine ait nispeten spesifik agonistlerinden tiiretilmistir (Boron

ve Boulpaep, 2012).
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Glutamat
baglanma

Kanal
bigimlendirme alani

Sekil 3. Iyonotropik glutamat reseptorleri (Boron ve Boulpaep, 2012).

I.  AMPA reseptorleri (a-amino-3-hidroksi-5-metilosokzasole- 4-propionat igin),

1. NMDA (N-metil-D-aspartat i¢in) ve

1. Kainat (kainik asit) reseptorleri (Sekil 4), kainat deniz yosunlarindan elde edilen
bir asittir (Ganong, 2011).

Iyonotrofik glutamat reseptérleri icin AMPA reseptor alt birimleri, GIuR1, 2, 3 ve 4;
kainat reseptor alt birimleri, diisiik affiniteli alt birimler GIuR5, 6 ve 7 ve yiiksek affiniteli alt

birimler KA1 ve 2; NMDA reseptor alt birimleri ise NR1 ve NR2A, 2B, 2C ve 2D’dir (Sekil
4).

Kainat tipi
altiiniteler
GluR7 KA1 NMDAR1
GIuR6 \ NMDAR2A
GluR5 NMDAR2B
GIuR3 NMDAR2C
GluR4 NMDAR2D

GluR2 GiyR1 NMDA tipi

AMPA tipi altiiniteler
altiiniteler

Sekil 4. Iyonotrofik glutamat reseptérlerinin aile agaci (Boron ve Boulpaep, 2012).

Farkl1 alt birimlerin ¢esitli kombinasyonlarda bir araya toplanmasi1 sonucunda reseptor
proteinler heterojen bir populasyonla farkl: farmakolojik ve biyofiziksel 6zelliklerle karsimiza
cikmaktadir. Ornegin AMPA reseptdrleri GIUR 1-4 alt birimlerinin bir araya gelmesiyle
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olusmustur ve GIUR2 alt birimiyle kanallar Ca?*’ya tamamiyla gecirimsiz hale gelmektedir.
NR1 altbirimi NMDA reseptor fonksiyonu igin gereklidir, NR2A-D altbirimleri ise farkli
ekspresyon profillerine sahiptirler ve reseptor hassasiyetini, kapilama kinetigini, Ca®*
iletkenligini ayarlarlar. Kainat reseptorleri GIUR6 altbirimlerini kapsar ve CA3 piramidal
hiicrelerdeki mossy fiber sinapslarda, postsinaptik olarak lokalize olduklar1 diisiiniilmektedir.
Kainat indiiklii nobetler bu GIuR6 kapsayan reseptorlerin aktive edilmesiyle olusmaktadir.
Aksine GIluR7’nin epileptogenezi azalttigi diisiiniilmektedir. Diger yandan kainat reseptorleri
GIuR 5’i de igerirler ve GABAerjik ara noronlar iizerindeki glutamerjik sinapslarda

yerlesmislerdir (Morimoto ve ark., 2004).

AMPA reseptorleri, glutamat sinapslarinda daha hizli eksitatér postsinaptik
potansiyellere (EPSP) aracilik ederlerken NMDA reseptorleri yavas EPSP’lere ve hem
kimyasal hem de elektriksel bagli bir kanal aracihigiyla Ca®"un hiicre i¢ine akisina aracilik
ederler (Morimoto ve ark., 2004).

Her ¢ iyonotropik reseptor de glutamat tarafindan aktive edilir fakat farmakolojileri
farklidir (Boron ve Boulpaep, 2012). Bu reseptorlerin aktivasyonu, K* (potasyum) iyonlarmin
disar;, Na* (sodyum) iyonlarmin i¢e dogru gecisine neden olur (Tablo 4, Sekil 5). Boylece
sirayla aksiyon potansiyelinin aktivasyonu saglanir (Cloix ve Hévor, 2009).

Kainat reseptorleri, agildiklar1 zaman Na*’un iceri akisina ve K un disar1 akisina izin
veren basit iyon kanallaridir. AMPA reseptorlerinin iki grubu vardir; biri basit bir Na*
kanalidir, digeri ise Na*un yam swra Ca*®a da gegirgendir. Belli bir sinapsta iki grup

arasindaki denge aktiviteye bagli olarak degisir (Boron ve Boulpaep, 2012).

Tablo 4. Iyonotrofik glutamat reseptérleri (Boron ve Boulpaep, 2012).

Reseptor Hiz Permeabilite

AMPA Hizl Na‘, K* (bazi durumlarda Ca*")
NMDA Yavag Na*, K¥, Ca™

Kainat Hizl Na", K"

Glutamatin veya iyonotropik glutamat reseptér agonistlerinin, beyin kesitlerinde ve
hayvanlarda konvulzif ve nonkonvulzif nébetlere neden oldugu bildirilmektedir. Ustelik
epilepsili hastalardaki gibi epileptik havyan modellerinde de glutamat ve aspartatin
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Bambal ve ark., 2011).
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Sekil 5. AMPA ve NMDA reseptorleri (Solda sadece AMPA reseptor kanali agik, sagda ise
hem AMPA hem de NMDA reseptor kanallari agik durumdadir (Boron ve Boulpaep, 2012).

GABA’nin sentezi, tasinmasi ve almaglart yani sira iyon kanallar gibi, etkinligi i¢in
gerekli basamaklardaki herhangi bir bozukluk epilepsiye davetiye ¢ikariyor gibi
gorinmektedir. Yapilan ¢ok sayida deneysel hayvan arastirmasi ve insanlardaki klinik
caligmalar GABA’nin islevlerindeki bir yetersizligin epilepsi ndbetlerini tetikledigini
gostermektedir. GABA nin sentezini baskilayan ilaglar epilepsi nébetlerini artirirken, GABA
benzeri etki gosterenler nobetleri baskilar. Bazi epilepsi hastalarinda GABA almaglarimi
kodlayan genlerde mutasyon oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde bazi hastalarda iyon
kanallarinin yapisinda bulunan proteinleri kodlayan genlerde de mutasyon oldugu
goriilmiistiir. Bu mutasyonlar K*, Na*, CI" ve Ca*? kanallarinda bozukluga neden olmaktadir.
Tim epilepsi hastalarinda gosterilmemis olmakla birlikte, kanal yapilarindaki bozuklugun
epilepside onemli bir etken olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak beyindeki baskilamanin
gerceklesmesinde onemli rolii olan GABA’nin tam islevsel etkinligi i¢in ¢ok sayida baska
bilesigin de (steroid yapili baz1 bilesikler gibi) devreye girmesi gerekmektedir. Dolayisiyla

hastaligin mekanizmasi karmasik ve tedavisi de o denli karmasiktir (Coskun, 2011).
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GABA, SSS’de sinaptik inhibisyonun biiyiik bir boliimiine aracilik eder. Sinaptik
inhibisyonun beyinde dikkatlice ayarlanmasi1 gerekmektedir. Asir1 inhibisyon biling kaybina
ve komaya neden olurken ¢ok az baskilama ise nobete yol agmaktadir (Boron ve Boulpaep,
2012).

Ucg tip GABA reseptérii tanimlanmigtir. GABAA ve GABA reseptorleri iyonotropik,
GABAg reseptorleri ise metabotropiktir. GABAA reseptorleri (Sekil 6) muskimol tarafindan
aktive ve bikukulin tarafindan inhibe edilen ligand kapili CI” kanallaridir. GABAA reseptorleri
ile ilgili iyonotropik reseptorler baslica beyin korteksi, hipokampus, bazal gangliyonlar,
serebellum ve omurilikteki noronlarda bulunur. GABAAa reseptorleri, GABA ile aktive
edildiklerinde inhibitr postsinaptik potansiyellerin (IPSP) ortaya c¢ikmasina yol acarlar.
GABAA, reseptorleri genelde noronlarin dentrit ve hiicre gévdesinde yerlesik olup CI™ ‘un
hiicre igine gegisinde artiga ve bunun sonucunda postsinaptik bolgede hiperpolarizasyona yol
acarak sinaptik inhibisyonun ortaya cikmasma neden olurlar. inhibe edici sinaptik akimin

giicii dogrudan sinaptik GABAA reseptor sayisiyla iligkilidir (Bora ve ark., 2008).

Barbiturat

Benzodiazepin baglanma baglanma blgesi

bolgesi cr
GABA bélgesi ' /

Ekstraseliiler alan

Steroid
bolgesi

,,,,,

Sitozol

Fosforilasyon bolgeleri

Sekil 6. GABAA reseptor kanalinin yapi ve fizyolojisi (Boron ve Boulpaep, 2012).

GABAg reseptorleri ise G proteinine eslenik reseptorlerdir. Baklofen tarafindan
aktivite ve saklofen tarafindan inhibe edilirler. Daha ¢ok soma ve akson terminallerinde
bulunan GABAg reseptorleri, ikinci haberci mekanizmasmi devreye sokan ve ¢ogunlukla K*
kanallarin1 aktive eden metabotrop reseptorler olarak calisirlar (Bora ve ark., 2008) ya da Ca*
kanallarin1 baskilayarak calisirlar (Boron ve Boulpaep, 2012). GABAg reseptorlerinin

epilepsi ve nobetlerdeki rolii net degildir. Bu reseptorler primer jeneralize epilepsiler ile
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iliskilendirilmistir ancak fokal epilepsilerdeki rolleri tartigmalidir. GABAg reseptdrlerinin
blokaji, in vivoda odyojenik nobetlere duyarli siganlarda nébetlerin  olusumunu
kolaylastirmaktadir. Bununla birlikte GABAg agonisti baklofenin prokonvulzan ozelligi de

gosterilmistir (Bambal ve ark., 2011).

GABA reseptorleri, GABAA reseptorleri gibi ligand kapili CI kanallaridir. En ¢ok
retinada bulunmasina karsin superior kollikulus, hipofiz, serebellum ve omurilikte de
gosterilmistir. Bu reseptorler iki o, iki B ve iki y alt tinitesinden olusmaktadir. GABA bu alt
tinitelerden herhangi birine baglanir (Bora ve ark., 2008). Fakat GABA¢ reseptorlerine

beyinde nadiren rastlanir (Boron ve Boulpaep, 2012).

Temporal lob yapilari, (6zellikle hipokampus, amigdala ve piriform korteks) ndbet
olusturan veya epileptogenezi tetikleyen hasara en duyarli olan beyin yapilaridir. Hipokampus
medial septal alandan yogun kolinerjik innervasyon almaktadir. Hipokampal dilimlerde de
muskarinik ACh reseptorlerinin aktivasyonunun senkronize néronal bosalim paterni
olusturdugu gosterilmistir. Nikotinik ACh reseptor aktivasyonunun, hem eksitatér hem de
inhibitdr modiilatorleri etkileyebilecegi one siiriilmektedir. Norokimyasal deliller presinaptik
ACh reseptorlerinin aktivasyonunun ACh, GABA ve glutamat gibi ndrotransmitterlerin

salinimini arttiracagini gostermektedir (Bambal ve ark., 2011).

2.6. Hayvan Deneyleri

Epilepsi hastaliginin temelinde yatan mekanizmalarin anlagilmasi ve yeni antiepileptik
ilaglarin kesfi i¢in deneysel hayvan modelleri kullanilmaktadir. Ciinkii intakt insan beyninde
hiicre i¢i kayitlar, mikrokimyasal analizler ve anatomik iz siirme islemlerini yapmak, en
azindan tibbi etik agidan miimkiin degildir (Marangoz, 1997). Bu nedenle epileptogenezin

hayvan modelleri bilimsel ilerleme bakimindan vazgegilmezdir (Bora ve ark., 2008).

Epilepsinin hayvan modelleri hastalik durumunun nérobiyolojisini anlamak ve yeni
antiepileptik molekiillerin kesfi i¢in kullanilmaktadir. Kemirgenler, bu hayvan modellerini
gelistirmek i¢in siklikla kullanilirlar. En yaygim olarak kullanilan nébet modelleri, kimyasal
konvulzan maddelerin (6rn., pentilentetrazol, pikrotoksin, bikukulin, kainik asit) uygulanmasi
ya da belli beyin boélgelerinin esik degerlerinde elektriksel olarak stimulasyonun saglanmasi
ile olusturulabilir. Bu indiiklenmis ndbetler, hem davranigsal hem de elektrografiksel olarak
tanimlanabilir (Dhir, 2012).
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2.7. Deneysel Epilepsi Modelleri

Degisik hayvan modelleri sayesinde insanlarda goriilen farkli epilepsi bigimleri
olusturulur (Tablo 5). Ornegin PTZ ile uyarilmis konvulziyonlar, petit mal ya da absans
nobetleri taklit ederken, maksimal elektrosok (MES) ile uyarilmis nébetler insan Grand mal
(tonik-klonik nobetler) epilepsisini ortaya koymaktadir (Tablo 5). Bu hayvan modellerinde
oOlgiilen parametreler, bu modellerin, farkli evrelerde konvulziyonlar: ve farkli nobet siirelerini
ortaya c¢ikardigini gostermektedir (Dhir, 2012). Bu evrelerin esik degerlerini degistiren
molekiiller (bunlarin antiepileptik oldugu diisiiniilmektedir), 1993’ten bu yana tanitilan ikinci
jenerasyon tiim antiepileptik ilaglarin (AEI) gelistirilmesinde &nemli bir rol oynamaktadir ve

epilepsi hastalarinda ndbetin kontroliine katki saglamaktadirlar (White, 2003).

Tablo 5. Deneysel epilepsi modelleri (Marangoz, 1997).

Basit parsiyel (akut)
Topikal konvulzanlar (penisilin, bikukulin vb)
Akut elektriksel uyari
GABA kesilmesi
Neokorteks dilimleri
Basit parsiyel (kronik)
Kortekse metal verilmesi (Aliiminyum hidroksit, kobalt, ¢inko, demir vb.)
Kriyojenik hasar
Gangliosit antikor verilmesi
Sistemik fokal epileptogenez
Jeneralize tonik-klonik
Genetik (1s1ga duyarli babunlar, farede sesle olusan nobetler, paytak ve El fareler,
Sigan, gerbil ve drozofila)
Maksimal elektrik soku
Kimyasal konvulzanlar (Pentilentetrazol, penisilin vb.)
Metabolik diizensizlik (Hipoksi, hiperglisemi, hiperbarik oksijen, hiperkarbi, tiremi,
yiiksek temperatiir, ila¢ kesilmesi)
Kompleks parsiyel
Kainik asit, tetanos toksini,
Firtinalar alanina enjeksiyon
Tutusma
Beyin dilimleri
Jeneralize absans
Talamusun uyarilmasi
Bilateral odak
Sistemik penisilin
y-hidroksi-butirat
I.v. opiat vb.

Status epileptikus
Lityum-pilokarpin
Kobalt-hemosistein
Rekurrent uyarilma
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Deneysel epilepsi modelleri kabaca iki grupta toplanabilir; akut modeller ve kronik
modeller (Sekil 6). Akut modeller tepkisel epileptik nobet modelleridir. Konvulzan
maddelerin sistemik ya da topikal uygulanmasiyla veya elektriksel uyarim gibi ani bi¢gimde
gelisen nobetlerden olusur. Akut modeller, epileptik nobet gelisimi, siirdiiriilmesi ve bitisi
hakkinda, ayrica nobet sonrasi bozukluklar hakkinda bilgi edinmek istenildiginde tercih
edilen epilepsi modelleridir. Akut modellerin dezavantajlar1 sunlardir: ndbetler normal,

saglikli beynin yapay olarak uyarimiyla olusturuldugu igin spontan ndbet olusum

mekanizmalar1 (iktogenez) veya nobetler arasi epileptojenik anomalileri (interiktal)
aragtirmak icin uygun degildirler.
Kronik modeller ise nobetler arast  epileptojenik  anomalilerin  stirekli

incelenebilmesine ve epilepsinin tanimlanmasina olanak saglayan modellerdir. Kronik
modeller epilepsi gelisimi (epileptogenez), interiktal donemdeki ndronal diizensizlikler ve
spontan iktojenez hakkinda arastirmaciya fikir sunan modellerdir (Engel, 2013). Deneysel

epilepsi modeli gelistirmek amaciyla kullanilan ¢esitli Kimyasallar tablo 6’da listelenmistir.

Tablo 6. Deneysel epilepsi modeli gelistirmek amaciyla kullanilan ¢esitli kimyasallar
(Bambal ve ark., 2011).

Lokal konvulzanlar Sistemik konvulzanlar

Kimyasallar No6bet modeli Kimyasallar Nobet modeli

Penisilin Basit parsiyel akut Kainik Asit Kompleks parsiyel

Tetanus toksini Kompleks parsiyel kronik | Bikukulin Jeneralize Klonik/tonik

Striknin Basit parsiyel akut Bemegrid Jeneralize Klonik/tonik

Aliimin Basit parsiyel akut Isoniazid Jeneralize Klonik/tonik

Kobalt Basit parsiyel akut Methionine Jeneralize Klonik/tonik

Tungstik asit Basit parsiyel akut Sulfoksimin Jeneralize Klonik/tonik

Demir Basit parsiyel akut Pentilentetrazol Jeneralize Klonik/tonik
Pikrotoksin Jeneralize Klonik/tonik
Flurotil Jeneralize Klonik/tonik

Deneysel epilepsinin hayvan modelleri ii¢ gruba ayrilmaktadir:

I.  Konvulzan kimyasal maddeler veya elektrik akimiyla olusturulanlar

Il. Refleks epilepsi modelleri

l11. Idiopatik modeller
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Model se¢imi caligmanin amacina gore yapilmaktadir. Genellikle deneysel epilepsi

calismalari ii¢ amagla yapilir;

I. Tlag gelistirme

Il. Mekanizmay1 aydinlatma

I1l. Temel olaylar arasindaki iliskileri ve olaylarin gelisimini belirleme (Marangoz,
1997).

Tiim kriterleri karsilayacak tek bir model maalesef bulunmamaktadir. ideal bir epilepsi

modeli su 6zelliklere sahip olmalidir;

e Spontan olarak tekrarlayan nébetleri olmali

e Nobetler insan epilepsisindekine benzemeli

e Modeldeki EEG’nin bigimi, ilgili epilepsi ¢esidindekine benzemeli

e Nobetlerin frekansi ilaglarin etkisini akut veya kronik olarak test etmeye yetecek
Olclide olmal

e Antiepileptik ilaglarin farmakokinetigi insandakine benzer olmali

o Antiepileptiklerin etkili olduklari plazma ve beyin seviyeleri insanda ilgili nobeti

onleyen seviye kadar olmalidir. (Marangoz, 1997).
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Epilepsi ya da epileptik hayvan modelleri

Genetik hayvan modelleri

Normal hayvanlarda nébet indiiksiyonu

Spontan Refleks Elektriksel olarak Kimyasal olarak
tekrarlayan nobetleri olan indiiklenmis nobetler indiiklenmis nobetler
ndbetleri olan hayvanlar
hayvanlar
Akut indiiklenmis n6betler
Ornegin Ornegin
diken dalga DBA/2
desarj1 olan fareler,
ratlar veya GEPR,
fareler, gerbiller, —
epileptik fotosentetif Ornegin Ornegin
kopekler, babunlar MES 6-Hz PTZ,
transjenik flurotil
fareler

Kronik indiiklenmis nobetler

Ornegin elektriksel ya da kimyasal
kindling

Spontan tekrarlayan nébetlerin eslik ettigi post status

epileptikus modelleri

Elektriksel status

epileptikus indiiksiyonu
(6rnegin perforath yolu)

Kimyasal status
epileptikus
indiiksiyonu

(pilokarpin, kainat)

Sekil 7. Epilepsiye ve epileptik nobetlere genel bir bakis (Loscher, 2011).
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Tablo 7°de gliniimiizde yeni antiepileptik ilag kesfi i¢in rutin olarak kullanilmakta olan
ti¢ in vivo model bulunmaktadir (White, 2003).

Tablo 7. Erken donemde antiepileptik ila¢ kesfi modelleri (White, 2003).

I.  Uyandirilmig nobet modelleri
a. Elektriksel (6rn., MES)
b. Kimyasal (6rn., PTZ)

Il.  Fokal nobetler

a. Elektriksel kindling (korneal, amigdala ve hipokampal)

Yeni antiepileptik ilaglarin arastirllmasinda daha ¢ok konvulzan kimyasal maddeler

veya elektrik akimiyla olusturulan modeller kullanilmaktadir (Bambal ve ark., 2011). Fakat

bu modeller iginde akut MES ve PTZ testleri epilepsi modeli olmaktan ziyade akut nobet

modelleri olduklar1 igin bu testlerle kesfedilen AEi’larin hicbirinin epilepsiyi énleme ya da

modifiye etme yeteneginde olmamasi sasirtict degildir. Kronik modeller incelendiginde

sayisiz epilepsi ve epileptik nobet modeli oldugu goriilmektedir. Fakat sadece birkag kronik

epilepsi modeli (Tablo 7 ve Tablo 8) giiniimiizde farmakolojik epilepsi veya epileptik nébet

caligmalarinda kullanilmaktadir (Loscher 2002).

Tablo 8. Kronik epilepsi modelleri (Loscher 2002).

Sonradan kazanilan (semptomatik epilepsi modelleri)

Epilepsinin elektriksel olarak
indiiklenmesiyle

Kindling

Post status modelleri, elektriksel olarak
indiiklenmis status epileptikustan sonra
gelisen epilepsi

Epilepsinin kimyasal olarak
indiiklenmesiyle

Kimyasal olarak indiikklenmis status
epileptikustan (6rn., pilokarpin ve kainat
epilepsi modelleri) sonra gelisen epilepsi

Genetik (idiyopatik) epilepsi modelleri

Farkl1 hayvan tiirlerindeki spontan
mutasyonlar

Refleks epilepsili mutant hayvanlar

Spontan tekrarlayan nobetleri olan mutant
hayvanlar.

Farede uyarilmis mutasyonlar

Transjenik veya knock-out fareler
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Epilepsi ve ndbet icin olusturulan hayvan modelleri epileptogenezin altinda yatan
temel mekanizmalari1 kavrayisimizi ilerleten temel bir rol oynamasinin yani sira bu modeller,
yeni antiepileptik ilaglarin gelistirilmesi ve kesfinde de faydalidirlar (Loscher, 2011). Yeni
antiepileptik ilaglarin gelisimi ve kesfinde nébet ve epilepsinin hayvan modelleri gesitli

amaglara hizmet etmektedir;

« Yeni AEI’lerin kesfi

« Yeni AEI’lerin antikonvulzan aktivitelerinin spektrumunun tanimlanmasi

« Tlaca direncli ndbetler igin spesifik modeller

« Yeni AEDllerin etkinliginin kronik tedavi siirecinde degisip degismediginin
degerlendirilmesi

« Yeni AEl’lerin olumsuz etkilerinin epileptik ve epileptik olmayan hayvanlarda
karsilastirilmasi

« Ik Klinik arastirmalar icin yeni AEIl’lerin etkin plazma konsantrasyonlarinin
yorumlanmasi

« Antiepileptojenik veya hastaligi hafifleten tedavilerin kesfi (Loscher, 2011).

Bu amagla yapilan ¢alismaklarda en az ti¢ 6nemli hedef bulunmaktadir;

I. Epilepsiye yol agan siireglerin temelinde yatan mekanizmalar1 daha iyi anlamak,
bu sayede epilepsi igin risk grubunda olan hastalari koruyucu tedaviler
olusturmak.

II. ilaca karsi direncin biyolojik mekanizmasmi kavrayisimizi gelistirmek ve bu
sayede dirence karsi korunma saglayan ya da siireci tersine g¢eviren ilaglar
gelistirmek.

I11. Epilepsinin ilerlemesini engelleyici, hastaligi hafifletici tedaviler gelistirmek.

Yukarida agiklanan biitiin bu amaglara ulasmak i¢in, epilepsinin hayvan modelleri en
onemli 6n kosuldur (Loscher, 2002).

2.8. Kindling (Tutusma) Modeli

Kindling elektriksel ya da kimyasal subkonvulzif uyaranlarin tekrar tekrar
uygulanmasiyla, konvulziyon aktivitesinde progresif yogunlagsma ile sonuglanan bir
fenomendir. Kindling deneysel bir epilepsi modeli olmasinin yani sira beynin “patolojik bir
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plastisite” modeli olarak da tanimlanmaktadir (Pavlova ve ark., 2004). Kindling, tekrarlayan
fokal nobet desarjlarinin uyarilmasi sonucu, uyaran ajana (genellikle elektrik stimulasyonu)
kars1 verilen epileptik yanitta ilerleyen, biiyiik 6l¢iide giivenilir, daimi artis olusturan basit bir
fenomendir (Morimoto ve ark., 2004). Deney hayvaninda uyaran, jeneralize konvulziyon
olusturuyor ise kindling tamamlanmig ve bundan sonra bu anormal uyarilabilir durum kalict
hale gelmis demektir (Erdogan ve ark., 2006). Kindling modeli psikomotor epilepsiye benzer.
Beyinde biiyiik bir néron toplulugu birlikte ve anormal bigimde desarj yapmaya baslayinca

epileptik nobetler goriiliir (Marangoz, 1997).

Kindling, elektriksel veya kimyasal olarak uyarilabilir; elektriksel kindling kompleks
parsiyel epilepsi modeli olarak kabul edilirken, kimyasal kindling ise primer jeneralize
epilepsi modeli olarak kabul edilmektedir (Shandra ve Godlevsky, 2005). Ornegin, PTZ ile
uyarilmig konvulziyonlar petit mal veya absans nobetleri taklit ederken MES ile indiiklenmis

nobetler, insan Grand mal tipi epilepsiyi (tonik, klonik nébetler) betimler (Dhir, 2012).

Kindling modeli, Goddard tarafindan 1967’de (Goddard, 1967) kesfedildiginden bu
yana TLE’nin kronik bir hayvan modeli olarak yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. Goddard,
ratlarda yaptigi ¢alismada beyinde farkli subkortikal bolgelere bipolar elektrotlart implante
ederek, degisken akim siddetleri ile bu bolgeleri situmule etti. Goddard basta yaptigi sub-
konvulzif uyarimlara yanit olarak herhangi bir davranigsal ya da elektrografiksel yanit
alamazken bu subkonvulzif dozlari tekrar tekrar ratlara uygulandiginda en sonunda belirli
uyarimlardan sonra tam gelismis konvulziyonlar olustugunu buldu. Ayrica, Kkindlingin
beyinde olusturdugu kalict degisiklikler sayesinde, bir defa tutusma asamasina gelmis
hayvanlara, aylarca subkonvulzif uyar1 vermeden beklendikten sonra bile, tekrar subkonvulzif
uyarim sonucu hayvanlarin hala tutugsma gosterebildiklerini tespit etti. Goddard beyindeki bu
tiir progresif degisiklikler i¢in “’kindling’’ (tutusma) deyimini iiretti. Yine Goddard elektriksel
uyarimlara degisik beyin bolgelerinin degisik yanitlar irettigini de (amigdala gibi bazi

bolgelerin digerlerine gore uyarima ¢ok daha hassas oldugunu) gésterdi (Dhir, 2012).

Birkag istisna hari¢, kindling hala genellikle, diger birgok epilepsi modelinde de
goriildigii tizere biiyiik morfolojik hasar yoklugunda noéronal yanitta degisimin gelistigi bir
fonksiyonel epilepsi modeli olarak kabul edilmektedir. Epilepsi mekanizmalarinin
arastirtlmasina, uygulanmasmna ek olarak, kindling antiepileptik ilaglarin preklinik

degerlendirilmesi i¢in de kullanilmaktadir (Morimoto ve ark., 2004).
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Kindlingin erken asamalarinda tek davranissal yanit uyandirilmis iktal desarj siiresince
bir donma yanitidir. Tekrarlanan aktivasyonla, nobet yaniti jeneralize hale gelir ve bilateral
klonik nobete doniistir (tipik olarak asama 5 diye adlandirilir). Kindling gidisatinda nobet
esigi de tipik olarak azaltilir. Bir defa jeneralize kindling nébetleri olusturuldu mu (asama 5

nobetler), bu degisimler aylar, yillarca devam eder (Morimoto ve ark., 2004).

Kimyasal kindling belli kimyasal konvulzan maddelerin sistemik olarak
uygulanmasini gerektirir. Farkli konvulzan maddeler; 6rn GABAA reseptor antagonistleri
(PTZ, pikrotoksin ve bikukulin), N-metil-D-aspartat, ve kokain, kemirgenlerde kimyasal
kindling olusturmak i¢in kullanilabilir. Bu modeller arasinda; PTZ-kindling, yeni antiepileptik
molekiillerin etkilerini calismak igin en yaygin bigimde kabul edilen hayvan modelidir (Dhir,
2012).

Kindling modelinin avantajlari ve dezavantajlar1 sunlardir;

e Kindling modeli hem epileptojenik hem de spontan nobet modeli olusturmasi
bakimindan avantaj saglar (Ali ve ark., 2005).

e Stimulasyonun zamani, yeri ve siiresi ayarlanabilir. Bu sayede potansiyel tedaviler
ayarlanabilir (Bertram ve Williamson, 2005).

e Bu yontemle nobeti baslatmak kolaydir, antiepileptik ilaglarin klinik etkilerini

belirlemede 6ngoriisii yiiksektir (Loscher, 2002).

Epilepsinin MES kindling modelinde avantajlar nettir;

e Antiepileptik ilag gelistirme ve kesfetme amagl ¢alismalar igin uygun bir modeldir
(Loscher, 2011).

e Hedeflenen beyin bolgesinin tam aktivasyonu miimkiindiir.

e Kronik epileptogenez gelisimi giivenilir bigimde izlenebilir.

e Nobet sablonunun yayilmasi ve jeneralize hale gelmesi kolayca izlenebilir.

e Nobetler arasindaki donem, iktal ve postiktal donemleri kolayca ayarlanabilir
(Morimoto ve ark., 2004).

Kimyasal kindling modelinin avantajlari;

e Kimyasal kindling elektriksele gore daha kolaydir ve daha az zaman alir.

e Beyin cerrahisi gerektirmez (Dhir, 2012).
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e Elektrotlarin beyne implante edilmesini gerektirmez.

e Laboratuar donanimini olusturmak kolaydir.

e Kindling protokolii, laboratuarlar ve tiirler arasinda kolaylikla tekrarlanabilir bir
protokoldiir.

e Mortalite orani diisiiktiir hayvanlarin biiyiik bir boliimii jeneralize motor nobetleri
stirdiiriirler (Pitkanen ve ark., 2005).

e PTZ kindling de elektriksel kindling gibi kompleks parsiyel epilepsi hastaliginin bir
modelidir (Ali ve ark., 2005).

2.8.1. Elektriksel kindling modeli

Maksimal elektrosok testi 60 yil 6nce Toman ve arkadaslarinca gelistirildi. Grand mal
tipi jeneralize tonik klonik nobetlere karsi etkin ilaglari 6ngérmede muhtemelen en iyi
dogrulanmis Klinik oncesi testtir. Bu test bir maddenin, noral dokuya nébet yayilimini

engelleme yeteneginin degerlendirilmesine olanak saglar (Castel-Branco ve ark., 2009).

Kindling, amigdala veya hipokampus gibi limbik beyin bolgelerine tekrar tekrar kisa
elektriksel stimulasyonlar sonucunda olusan elektro grafik ve davranigsal nobet aktivitesinde
ilerleyici bir artigtir. Bu nobetlerin, farmakolojisi ve kompleks parsiyel ve ikincil jeneralize
Klinik fenomolojisi TLE’nin Klinik durumuna olduk¢a benzerdir bu nedenle yaygm bir
bigimde TLE modeli olarak kullanilmaktadir (Léscher, 2002).

2.8.2. PTZ kindling modeli (kimyasal kindling modeli)

PTZ, bir GABAA reseptor antagonistidir (Park ve ark., 2006). PTZ, GABAa
reseptoriiniin klorid iyonofor kompleksinin segici bir engelleyicisidir. Hipokampusun da dahil
oldugu bir¢ok beyin bolgesinde GABAerjik ve glutamerjik sistemleri etkiler (Patsoukis ve
ark., 2004).

PTZ kindling, nobet olusum mekanizmasint ve ndbetlerin nérodavranigsal ve
norofizyolojik sonuglarini arastirmak i¢in siklikla kullanilmaktadir (Shandra ve Godlevsky,
2005). Si¢anlarda PTZ uygulanmasi, beyin uyarilabilirligi ¢alismalarina (Klioueva ve ark.,
2001) uygun olmasinin yan1 sira antiepileptik ilag gelistirmek i¢in de yaygin olarak kullanilan
davranig¢1 yaklagimlardan biridir (Loscher, 2002). PTZ kindling, insan absans epilepsi ve
jeneralize tonik klonik (birinci jeneralize ) nobet modellerini olusturur (Wu ve ark., 2006).
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Kindling, beyinde nérokimyasal ve uzun dénem yapisal degisimleri arastirmak i¢in kullanilan
en o6nemli epilepsi modellerinden biri haline gelmistir (Akdogan ve Yongug, 2011). PTZ
kindling, TLE’nin bir kronik hayvan modeli (Morimoto ve ark., 2004), ilaca kars1 direngli
epilepsi modeli (Ali ve ark., 2005) ve kompleks parsiyel epilepsinin ¢ok 6nemli bir modeli

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Marangoz, 1997).

Standart PTZ kindling modeli, davranissal ve elektrofizyolojik deneyler yapilacaksa
elektrotlarin implantini gerektirirken; davranissal ve molekiiler deneyler yapilacaksa elektrot

implantin1 gerektirmemektedir (Davoudi ve ark., 2013).

PTZ hem akut hem de kronik (kindling) epilepsi hayvan modeli gelistirmek igin
kullanilabilir. Ornegin, kemirgenlerde PTZ nin esik dozda (60-100 mg/kg, i.p. veya s.c.) akut
enjeksiyonu ile miyoklonik jerkler, ¢cirpinma, tonik ekstensiyon ortaya ¢ikar. Ancak, PTZ nin
esik alti dozlarda (20 - 40 mg/kg, i.p.) tekrar tekrar uygulanmasi kindling fenomenini
olusturabilir (Dhir, 2012).

TLE’li hastalarin hipokampal noronlarinda siklin B1 ekspresyonu tanimlandigindan
bu yana, PTZ kindlingin ndbet indiiklii néronal 6liim mekanizmalarini ¢alismak igin uygun
bir model oldugu onerilmektedir (Pavlova ve ark., 2006). PTZ ile indiiklenen kimyasal

kindling, primer jeneralize epilepsi modelini olusturur (Rossi, 1996).

PTZ kindling modeli ile tutusma gergeklestikten sonra;

e Duygusal davraniglarda degisim
¢ Bilissel diizensizlikler ve

e Hipokampusta noronal kayip gosterilmistir (Pavlova ve ark., 2006).

2.8.2.1. PTZ’nin etki mekanizmasi

PTZ indikli Kkindlingde ¢esitli davranissal, norofizyolojik ve norokimyasal
degisiklikler olusur (Schroder ve ark., 1998). PTZ uygulamasi ratlarda hipokampal atrofiye
yol agmaktadir. PTZ uygulanmis ratlarda hipokampusta secici néronal kayip ve astositozis
goriiliir. Ayrica PTZ uygulanmis ratlar iizerine yapilan manyetik rezonans goriintiilleme (MRI)

calismalarinda, serebellum hacminde azalma goriilmektedir (Akdogan ve Yongug, 2011).
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PTZ’nin etki mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte, GABAerjik sistemde,
Glutamerjik sistemde ve antioksidan savunma sisteminde degisikler olusturdugu literatiirde
bildirilmektedir:

PTZ’nin, GABAA reseptorlerini bloke ederek etkisini gosterdigi ileri siiriilmektedir.
PTZ tarafindan iretilen kindlingin, beyinde GABAerjik sistemin inhibitdr fonksiyonunda
kalict bir azalmayla iligkili olabilecegi bildirilmektedir (Corda, 1991). Tekrarlanan tek doz
uygulamalari, GABAerjik aktivitenin azalmasina neden olur (Corda, 1992). PTZ’nin, GABA
tarafindan aktive edilen kanallar1 inhibe ederek (Macdonald ve Barker, 1978) o6zellikle
GABAA kapili Kklorid reseptorlerini bloke ederek etkinligini gosterdigi disiiniilmektedir
(Corda, 1992; Luthman ve Humpel, 1997). Boylece PTZ uygulanmasi, GABA ve diger bazi
inhibitér norotransmiterlerin  etkisini  inhibe ederek, noéronlarin depolarizasyonunu
kolaylastirmaktadir (Velisek ve ark., 1990).

GABAA reseptorleri gesitli allosterik baglanma sitelerine sahiptir. Cesitli ilaglar bu
baglanma siteleri tizerinden GABA aracili CI” akimini ayarlayabilirler. PTZ, bir merkezi sinir
sistemi konvulzamdir ve pikrotoksinin (PTX), GABAa reseptoriine baglandig1 siteye
baglanarak etkinligini gerceklestirmektedir (Huang ve ark.,2001). Ayrica PTZ ile tutusma
saglanmig ratlarda, PTX gibi GABAerjik ndorotransmisyon inhibitorlerinin  konvulzan

etkilerine kars1 hassasiyette uzun siireli bir artig goriillmektedir (Corda, 1991).

PTZ kindling yontemiyle yapilan 6grenme ve bellekle ilgili bir calismada GABAg
reseptor mekanizmasinin da kindlingte degistigine dair bulgular mevcuttur (Getova, 1998).
Ayrica, GABA tasiyici seviyelerinin, nobet duyarliliginda ve epileptogenezde bir belirleyici

olabilecegi bildirilmektedir (Doi ve ark., 2009).

PTZ beynin bir¢cok bdliimiinde, farkli glutamat reseptdr alt tiplerinin yogunluk ve

duyarliliginda da artis meydana getirmektedir (Schroder ve ark., 1998):

e PTZ kindlingte, (metabotropik) glutamat reseptor yogunlugunda ve IP3
olusumunda artig oldugu bildirilmektedir (Schroder ve ark., 1998b).

e Ayrica epileptojenik mekanizmada, iyonotropik glutamat reseptorlerinden
AMPA’da rol oynuyor gibi goriinmektedir. Konuyla ilgili bir ¢alismada PTZ kindling
fenomeninin siirdiirtilmesi bakimindan korteks ve bazal gangliyonlarda AMPA reseptorlerinin

rol oynadigi bildirilmektedir (Ekonomou ve ark, 2001). Farede PTZ kindlingin hipokampal
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CA3 alaninda ve temporal kortekste AMPA reseptdr baglanmasinda gegici bir artis,
hipokampal CA1 ve dentate girusta AMPA reseptor alt birimlerinden GIuR2 ve GIuR3 i¢in

MRNA ekspresyonunda gegici bir azalma bildirilmektedir (Morimoto ve ark., 2004).

e NMDA’nin da kindling epileptogenezde rol oynadig: bildirilmektedir (Zhu ve ark.,
2004). Ratlarda PTZ indiiklii tutusmaya bagli nobet gelisiminde, NMDA reseptorlerinin
sentez esnasinda altbirim ve bolge iliskili degisiklige ugramasi, PTZ indiiklii néronal
hiperaktivitenin yayilis1 ve nobetin gelismesinden de bu degisikliklerin sorumlu olabilecegini
akla getirmektedir (Zhu ve ark., 2004).

e Ayrica PTZ, hipokampal alanlarda glutamat ndrotransmitteri yogunlugunda da artis
meydana getirir (Li ve ark., 2004). Kindling siirecinde glutamat tasiyicilarinin molekiiler
ekspresyonundaki degisikligin, epileptogenezin gelisiminde ve nobet duyarliliginda 6nemli
olabilecegi bildirilmektedir (Doi ve ark., 2009).

Kindling tarafindan uyarilan uzun dénem neokortikal plastisite; néronal inhibisyon ve
eksitasyondaki hassas dengede degisim (inhibisyonda goreceli bir azalma ve eksitasyonda
goreceli bir artis veya bu ikisinin bir kombinasyonu nedeniyle) ile iiretilebilir (Getova ve
ark., 1998). Kindling gelisiminde 6nemli bir kriter olarak GABAAa aracili inhibisyonunun
cokiisti ile birlikte, NMDA reseptor kompleksinin aktivasyon gelisimi gosterilmektedir
(Morimoto, 1990). Kindlingle iliskili olarak hipokampusta GABA saliniminda artis, GABA
reseptor duyarhiginda azalmaya yol acar. Glutamat reseptor aktivasyonu ve inhibitor GABA
norotransmitterinin inhibisyonu nedeniyle PTZ indiiklii nobet baglar ve jeneralize hale gelir
(Erakovic ve ark., 2001).

Bir¢ok epilepsi modelinde oksidatif stres etkin bir rol oynar. PTZ uygulamasiyla
oksidatif stres arasinda giiglii bir korelasyon oldugu bildirilmektedir (Patsoukis ve ark., 2004).
PTZ  kindlingin beynin anti oksidatif savunma sisteminde degisimlere Yol agtig
bildirilmektedir (Dhir A., 2012).

Oksidatif strese bagl olarak, hiicresel proteinler, membran lipitleri, DNA ve RNA’da
anormal yapi1 degisiklikleri meydana gelir. Beyindeki oksidatif stres, Parkinson ve Alzheimer
hastaliklar1 gibi daha kronik hastaliklar da dahil olmak iizere, birgok akut norolojik

bozuklugun yaygin nedeni olarak kabul edilmektedir (ilhan ve ark., 2006).
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2.9. Epilepsi ve Apoptoz

Apoptoz gelisen beyinde aslinda normal bir siiregtir; optimum gelisme igin ilk
noronlarin % 50’sinden daha fazlasinin apoptoza yani programli hiicre 6liimiine ugramasi

gerekmektedir (Naseer ve ark., 2009).

Apoptoz, Yunanca yaprak dokiimii demektir. Apoptoz normal embriyonik gelisimde
ve yetiskin organizmalarda, farklilasmis dokularin homeostazisini siirdiirmede ¢ok énemli bir
role sahiptir. Apoptoz siirecinin tamamlanmasi, ilgili hiicrelerde spesifik morfolojik ve
biyokimyasal degisimlere eslik eder. Apoptozdaki c¢esitli bozukluklarin altinda ¢esitli
norodejeneratif hastaliklar bulunur. Norotropik faktorlerde eksiklik néronlarin apoptozuna yol
acmaktadir. Hayatta kalan spesifik noron popiilasyonlart norotropik faktorler ve
kombinasyonlartyla kontrol edilir (Chelyshev ve ark., 2001).

Apoptoz, sitoplazma yogunlasmasi, niikleusta biizligme (piknoz) ve sonrasinda
(karyoreksiz) niikleusta parcalanmayla birlikte kromatin taneciklerinin hiicre sitoplazmasinda
dagilmasina neden olur. Apoptozun son asamasinda hiicre pargalanirken ayn1 anda apoptotik
cisimler (6rnegin bir membranla cevrili kromatin parcalar1) olusur. Apoptoza ugrayan
hiicreler ve apoptotik cisimler makrofajlar ve graniilositlerce fagosite edilirler buna karsin

lokal inflamasyon gergeklesmez (Chelyshev ve ark., 2001).

Bcl-2 protein ailesi, apoptozun en énemli biyolojik diizenleyicilerini igerirler. Hiicre
olimiiniin antagonistleri (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, ve Al) ve
agonistlerinden (Bax, Bak, Bcl-XS, Bad, Bid, Bik ve Hrk) olusurlar (Yuan ve Yankner,
2000). Bcl-2 gen ailesi, pozitif veya negatif yonde apoptozu diizenleyen 20’den fazla degisik
tiyeyi kapsar (Henshall ve Simon, 2005).

Antiapoptotik tiyeler, apoptozu tetikleyen iiyelerin aktivasyonunu, mitokondriyal dis
membran permeabilizasyonunu (MOMP-Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization)
inhibe ederek apoptotik mekanizmanin baslamasini durdururlar (Simsek ve Vatansever,
2014). Bcl-2 ve Bcl-XL apoptozu engelleme fonksiyonunu ya kaspazlarin oncii formlarini
durdurarak ya da kaspaz akisini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarici
faktor (AIF) ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini
engelleyerek gerceklestirir. Bir hiicrenin apoptoza egilimli olusu heterodimer ya da

homodimer formundaki Bcl-2 ailesi genlerinin etkisine baglidir. Bcl-2 salgilanmasi sonucu
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Bcl-2 homodimerleri sekillenir. Boylece apoptoz inhibe edilir (Sekil 7). Oysa asir1 Bax
apoptozu aktive eder (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Hiicre oliim sinyalleri alir

Bcl-2 bu basamagi bloke
eder

Mitokondriden sitokrom C serbestlesmesine

Kaspaz aktivasyonu

Hiicresel siibstratlarin pargalanmasi

APOPTOZIS

DNA fragmantasyonu,
Niikleer integrasyon
Kromatinde yogunlagma

Sekil 8. Bcl-2 onkoproteininin apoptoz iizerine etkisi (degistirilerek alinmistir, Altunkaynak
ve Ozbek, 2008).
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2.10. Cichorium Intybus

Cichorium intybus bitkisi (Familya: Compositae, Asteraceae) Chicory ya da Kasni
ismiyle bilinmektedir. Chicory (Cichorium intybus L.) tarihte misirlilar tarafindan tibbi bir
bitki olarak yetistirilmekteydi (Grieve, 1971). Bitki, karaciger tonik, kardiyotonik, idrar
soktiirticti, safra soktiiriicli, yikint1 tiriinlerinin atilmasini hizlandirici, bas agrisint giderici,
emenagog ayrica iltihap, istahsizlik, hazimsizlik, gaz, kolik, sarilik, splenomegali, amenore
dismenore, astim, karaciger biiyiimesine karsi kullanilmaktadir (Ahmed ve ark, 2003).
Bitkinin kokleri hazmettirici, diiiretik, laksatif ve sedatif olarak kullanilmaktadir (Bais ve
Ravishankar, 2001). Cichorium intybus’un koklerinden ve {ist kisimlarindan elde edilen
metanolik ekstraktinin yara iyilestirici (Siintar ve ark., 2012), antifungal etkisi bulunmaktadir
(Mares ve ark., 2005). Chicory kok ekstresi tedavisi, hepatitte bazi morfofonksiyonel
karaciger 6zelliklerinin normallesmesine yol acar (Krylova ve ark., 2006). Ayrica kok kallus
ekstrakti dogal kok ekstraktina kiyasla daha iyi bir koruma saglamaktadir (Zafar ve Mujahid,
1998).

Cichorium intybus’un tohum ekstraktinin antihepatotoksik aktivitesi bulunmaktadir
(Gilani ve Janbaz, 1994; Ahmed ve ark., 2003; Atta ve ark., 2010). Ayrica diyabet iizerinde
erken ve ge¢ donem etkilerinin oldugu, diyabetin ilerleme hizim1 yavaglatmak i¢in dogal bir
besin takviyesi olarak kullanisli oldugu ve komplikasyonlarin gelisimini geciktirici etkiye
sahip oldugu bildirilmektedir (Ghamarian ve ark., 2012). Cichorium intybus tohumlarindan
elde edilen zengin etanol ekstrakti, diyet sebepli metabolik bozukluklari iyilestirmektedir,
ozit klinik caligmalar yiiriitiiliirken ek besin takviyesi olarak onerilmektedir (Jurgonski ve
ark., 2012). Baslica inulin igeren chicory ekstrakti ile beslenen ratlarda lipid
metabolizmasinda iyilesme gozlenmektedir (Kim ve Shin, 1998). Ayrica bitki tohumlarindan
elde edilen bir glikozid olan cichotyboside’nin, antihepototoksik aktivitesi bulunmaktadir
(Ahmed ve ark., 2008). Cichorium intybus’un tiim bitki kisimlarinin etanolik ekstrakti
diyabetes mellitusta (Hindistan’da ¢ok yaygin bi¢imde kullanilmaktadir) hipoglisemik etkiye
sahiptir (Pushparaj ve ark., 2007).

Cichorium intybus bitkisindeki icerik, tiim bitki kisimlarina yayilmis olmakla birlikte
asil igerik koklerde bulunmaktadir. Acimtirak igerikte laktusin ve laktukopikrin, eskuletin,
eskulin, cichoriin, umbelliferon, skopoletin ve 6,7-dihidroksikumarin (Chopra ve Nagar,
1956), kikhorik asit, klorojenik asit, apijenin, quersitin, glukoz, fruktoz, inulin ve vitaminler
bulunmaktadir (Mares ve ark., 2005).
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Cichorium intybus bitkisinin, asetilkolinesteraz aktivitesini stimule ederek
noroprotektif koruma sagladig: bildirilmektedir (Ahmed ve Tarannum, 2009). Cichorium
intybus bitkisi ile yapilan bir ¢alismada suda ¢oziinen fraksiyonunun sedatif bir etkisinin
oldugu, ¢ay ve kahvenin uyarici etkilerini bir MSS mekanizmas: yoluyla antagonize ettigi
bildirilmektedir (Anonim, 2013c).

Cichorium intybus’un, modern epileptik ilaglarin bulunmadigi dénemde, 16. ve 17.
yiizyillarda ~ Avrupa’da epilepsi tedavisi ig¢in kullanilan bitkiler arasinda oldugu
bildirilmektedir (Adams ve ark., 2012). Giiniimiizde halen, Van ve Bitlis yorelerinde
Cichorium intybus bitkisinin kokleri, halk arasinda, epilepsi tedavisinde kullanilmaktadir.
Kokler ezilerek hazirlanip, kaynatildiktan sonra elde edilen 6z, ii¢ giin boyunca sabah ag
karnina i¢ilmektedir (Tabata ve ark., 1994).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Bitki

Cichorium intybus bitkisi, Yiiziincii Y11 Universitesi kampusundan toplandiktan sonra
Yiiziinci Y1l Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Anabilim Dalinda teshis ettirilerek,
VANF163742 referans numarasiyla kayit altina alindi. Toplanan bitkiye ait bir G6rnek

Yiiziincii Y1l Universitesi herbaryumunda saklanmaktadir.

3.1.2. Hayvanlar

Sunulan galismada, 7-8 aylik, agirliklar1 400-430 gr arasinda, 27 adet eriskin erkek
Wistar- albino sigan kullanildi. Hayvanlar, 12 saat karanlik-12 saat aydinlik dongiisiine uygun
olarak, sabit 1sil1 bir odada (21 °C), laboratuar sigan yemi ve sebeke suyu kullanilarak ve
serbest yem ve su alimi saglanarak Bezmialem Vakif Universitesi, Arastirma Merkezi’nde
barindirildi. Calisma Bezmialem Vakif Universitesi, Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi.
Calisma igin gerekli etik izin, Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’nun 2013/216 sayil1 etik onay raporu ile alindu.

Hayvanlar randomize olarak ti¢ gruba ayrildi;
I. Serum fizyolojik grubu: Serum fizyolojik (SF) (0.5 ml, i.p.) (n=7)
Il. PTZ grubu: PTZ (35 mg/kg, i.p., 0,5 ml SF i¢inde ¢6ziildii) (n=10)
[1l. PTZ ve Cichorium intybus grubu: PTZ (35 mg/kg, i.p., 0,5 ml SF i¢inde ¢6ziildii)
+ Cichorium intybus suda ¢oziiniir ekstraktr (200 mg/kg, p.o., 0,5 ml distile suda
¢oziildi) (n=10).

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

¢ Pentilentetrazol

e Bcl-2 antibody 2 ml

e Tubulin AB 100 UL

e Cyclin B1 mouse antibody 500 UL
e Glycerol 100 ml
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e Bromophenol blue 5 gr

e \Western blot protein standart 250 ml
e Proteinase K 15 ml

e 2 propanol 1 It

e Hidrojen perokside 1 It

e Western breeze immunodet kit

e Iblot transfer regular

e NP 40 cell lysis buffer

e Sybr green gel stain

e Histostain plus 3RD 1hc detect kit

e Apoptag fluorescein apopt. detect kit
e Pap pen immunologic

e Sitrate buffer 250 ml

e Pozitif sarjli lam (3 adet)

e Vectashiled mounting medium

e Anti GABA A receptor

e Anti 8 hydroxyguanosine

e Anestezik madde: ksilazin, ketalar

3.1.4. Protein miktar tayininde kullanilan tampon ve cozeltiler

3.1.4.1. Bradford Ayiraci

Protein miktar tayininde Bradford metodu (Bradford, 1976) kullanildi. Bu metot igin

kullanilan ¢6zeltiler asagidaki sekilde hazirlandi.

Coomassie Brillant Blue G-250 0,1 g

% 95 ‘lik etanol 50 mli
% 95°lik Fosforik asit 100 ml
deiyonize su 1L tamamlandi

3.1.5. SDS PAGE elektroforezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

SDS page elektroforezinde asagida verilen tampon ve ¢ozeltiler kullanildu.
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3.1.5.1. % 30 Akrilamid / % 0,08 Bis akrilamid

Akrilamid, SDS-page jelinin ana bilesenidir. Jeli olusturmak i¢in asagidaki maddeler
kullanildi. 0.45 pum filtre ile siiztildi, + 4°C’de karanlikta saklandi.

Akrilamid 309
Bis akrilamid 0,89
Deiyonize saf su 100 mI’ye tamamlandi.

3.1.5.2.5M Tris-HCI / SDS, pH=8,8

Bu tampon ayirma jelinin hazirlanmasinda kullanildi. 0.45 pm filtre ile siizildd, +
4°C’de saklandi.

Tris baz 18,2 g
SDS 0,4 gr
Deiyonize saf su 100 ml tamamlandi.

3.1.5.3.0,5M Tris-HCl/ SDS , pH=6,83

Y1gma jelinin hazirlanmasinda kullanildi. 0.45 um filtre ile siiziildi 4°C’de saklandi.

Tris baz 6,05 g
SDS 0,4 gr
Deiyonize saf su 100 ml tamamlanir

3.1.5.4. % 10 APS:

TEMED’le beraber polimerlesmenin meydana gelmesinin saglanmasi igin kullanildi.

Calisma oncesinde taze olarak hazirlandi.

Amonyum persiilfat 0,19

deiyonize su 1 ml ¢ozildi.
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3.1.5.5. Yiiriitme Tamponu, pH=8,3 (5X)

Ornekleri jele yiiklendikten sonra, tank igerisinde uygun iyonik bir ortam olusturup,
protein molekiillerinin elektrik akimiyla hareket etmesini saglamak tizere kullanildi. pH

ayarlanmadi. Calisma yapilacagi zaman su ile 1X olarak diliie edildi.

Tris base 1519
Glycine 72049
SDS 50¢

Deiyonize su ile 1L tamamlandi.

3.1.5.6. 2X SDS-PAGE ornek yiikleme tamponu

Icerisindeki B-mercaptoetanol protein molekiiliindeki disiilfit baglarmnin kopmasini,
SDS ise protein molekiiliiniin negatif yiikle kaplanmasini saglayarak denatiire olmasini saglar.
Gliserol ve Bromo fenol ise orneklerin jele kolayca yiiklenmesini ve jelde hareketinin
goriintiilenmesini saglamak amaciyla kullanildi. Kiigiik tiiplere konularak, kullanincaya kadar
-20 °C’ de saklandi.

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 2.5 ml

Glycerol (% 100) 2.0 ml
[-mercaptoethanol 0.4 ml
Bromophenol Blue 0.02g

SDS 0.4¢g

Deiyonize su ile 10 ml tamamland1

3.1.5.7. 1X SDS-PAGE Ornek yiikleme Tamponu

2X SDS-PAGE tamponu deiyonize su ile 1:1 oraninda diliie edilip hazirland:.
3.1.5.8. Boyama cozeltisi

Elektrik akimiyla jelde farkli seviyede yiiriiyen protein  molekiillerinin

goriintiilenmesini saglamak amaciyla kullanildi. Bu islem ¢ozelti igerisindeki Comassie
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Brilliant Blue R-250 boyasinin protein molekiilleriyle baglanmasi sonucu olusur. Boyama
¢ozeltisi, asagidaki sekilde hazirlandi. +4°C’de karanlikta saklandi.

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1 ¢

Metanol 50 ml
Asetik asit 10 mi
Deiyonize su 100 ml tamamlandi.

3.1.5.9. Jel yikama cozeltisi

Jel yikama c¢ozeltisi jel boyanmasi sirasinda, protein molekiilii haricindeki jelde
bulunan boyanin uzaklastirilmasini ve protein bantlarmnin jelde ayirt edilmesini saglamak
amactyla kullanildi. + 4°C’de saklandi

Metanol 50 mi
Asetik asit 10 mi

Deiyonize su 100 ml tamamlandi

3.1.6. Western blotlamada kullamlan tampon ve ¢ozeltiler
3.1.6.1. Transfer Tamponu (10x), (pH: 8.3)

SDS page jelinde bulunan protein molekiillerinin jelden, polivinilidin diflorid (PVDF)
membrana aktarilmasini saglamak amaciyla kullanildi. Semidry sistem kullanildig: i¢in az
miktarda kullanildi. (pH ayarlanmadi, yakinlhig: 6l¢iildii). Bu tampon iyonik ortam olusturarak

elektrik akimi saglar, bu sayede proteinler jelden membrana transfer edildi.

250 mM Tris-HCI 30,275 ¢
1,92 M Glisin 144.13¢

Deiyonize su 1L tamamlandi
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3.1.6.2. Transfer Tamponu (1x) (pH: 8.3)

Stok halinde hazirlanan transfer tamponu (10x) tamponunun diliie edilmesi ve metanol
eklenmesi ile elde edildi. igerisindeki metanolden dolay1 taze olarak hazirlandi. (pH

ayarlanmadi).

Transfer Tamponu (10x) 10 ml
Metanol 20 ml
H,O 100 ml tamamland1

3.1.6.3. Blocking tampon

Kit icerisindeki Blocking buffer asagida belirtilen sekilde hazirlanarak kullanildi.
(Blocking tampon, transformasyon isleminden sonra, membrandaki protein molekiillerinin
arasin1 doldurarak, primer antikorun bu bolgelere baglanip nonspesifik sonuglarin ortaya

¢ikmasini engellemektedir).

Deiyonize su 5ml
Blocker diliient part A 2ml
Blocker diliient part B 3ml
Toplam 10 ml

3.1.6.4. Primer antikor

Dilusyon tamponu, proteinin tanimlanmasina Onciiliik etmesi amaciyla kullanildi.
Dilusyon tamponunda bulunan primer Anti-His antikoru, membranda bulunan His-Sumo-
Omp28 prekursor proteinin His kismiyla baglanma yetenegindedir. (Antikor yalnizca His
rezidiisii bulunan proteine baglanarak, protein tanimlanmasinda Onciiliik eder). Dilusyon

tamponu asagida tarif edilen bigimde hazirlandi.

Deiyonize su 7ml
Blocker diliient part A 2ml
Blocker diliient part B 1ml
Anti - His antikoru 2 ul
toplam 10 ml
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3.1.6.5. Antikor yikama tamponu

Antikor yikama tamponu, His-Sumo-Omp28 prekursor proteinine baglanmayan Anti —
His antikorlarin1 uzaklastirmak amaciyla kullanildi. Bu sayede istenmeyen reaksiyonlarin

olusumu onlendi.

Deiyonize su 150 mi
Antikor yikama soliisyonu (16 x) 10 ml
Toplam 160 ml

3.1.6.6. Sekonder antikor

Kit igerisinde bulunan kullanima hazir sekonder antikor ¢ozeltisi kullanildi. (Bu
¢ozelti alkalin fosfataz konjuge edilmis Anti-mouse 1gG kegi antikoru igerir). Sekonder
antikor primer antikora baglandiktan sonra alkalin fosfataz substrati ortama konarak renk

olusumu saglandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki ekstraktinin hazirlanmasi

Bitkinin kokleri, 1 ay boyunca kurutulduktan sonra 1mm’lik elekten gegirilerek toz
haline getirildi. Bitki tozu 200 mg/kg olacak bigimde, distile suda verim hesabi dikkate
alinmadan ¢oziildii. 70°C’de, 50 dakika boyunca sik sik karigtirilarak su banyosunda
bekletildi. Hazirlanan karisim 10 dakika sogumaya birakildiktan sonra filtre kagidindan
stiziilerek bitkinin su ektrakt1 elde edildi. Ekstrakt, her bir rata 0.5 ml olacak bigimde per oral

olarak gavaj yoluyla uygulandi.

3.2.2. Epilepsi olusturulmasi

PTZ grubundaki ratlara, calismanin 1, 3, 5, 8, 10, 12, 15, 17, 19, 22 ve 24. giinlerinde
Pentilentetrazol (Sigma, Aldrich) 35 mg/kg olarak kullanildi. Her bir rat i¢in PTZ, 0.5 ml %
0.9’Iluk NaCl ¢ozeltisinde ¢oziildii ve intra peritonal olarak enjekte edildi. Her bir PTZ
enjeksiyonundan sonra ratlar 30 dk boyunca goézlendi ve ndbet skorlart ve latans periyodu

belirlendi. Ayrica 30 dakikalik bu gézlem siireci video ile kayit altina alindu.
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PTZ+ Cichorium intybus grubundaki ratlara, ¢alismanin 1, 3, 5, 8, 10, 12, 15, 17, 19,
22 ve 24. giinlerinde bitki ekstraktt 200 mg/kg (19, 32) dozunda ve her rat i¢in 0.5 ml olacak
bi¢cimde gavaj yoluyla verildi. Bitki uygulamasindan 2 saat sonra PTZ (35 mg/kg), her bir rat
icin 0.5 ml % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde ¢oziildiikten i.p. yolla enjekte edildi. Bu grupta da
yine latans periyod ve nobet skorlar1 enjeksiyondan hemen sonra 30 dk siiresince gozlenerek
belirlendi ve video ile kayit altina alindi. (Kontrol grubundaki ratlara ise, ¢alismanin ayni
giinlerinde her bir rata 0.5 ml olacak bigimde SF i.p. olarak verildi, ancak PTZ enjeksiyonu

yapilmada).

PTZ ile kindling modeli olusturulduktan sonra, g¢alismanin 26. giiniinde kontrol
grubundaki hayvanlara i.p. SF, PTZ grubundaki ratlara PTZ (75 mg/kg, i.p.) ve PTZ+
Cichorium intybus grubundaki ratlara Cichorium intybus uygulamasindan iki saat sonra, PTZ
(75 mg/kg, i.p.) enjeksiyonu yapilarak, klonik ve tonik noébetler olusturuldu. PTZ

enjeksiyonundan sonra 30 dk boyunca nébetler gozlendi ve kayit altina alinarak skorlandi.

Her bir PTZ enjeksiyonundan sonra 30 dk boyunca nobetler asagidaki sekilde skorlandi
(ilhan ve ark., 2005):

Evre O: Cevap yok

Evre 1: Kulaklar ve yiizde segirme

Evre 2: Viicuda yayilan konvulzif dalga

Evre 3: Myoklonik jerkler ya da arka ayaklari iizerinde saha kalkma
Evre 4: Hayvanin oldugu yere diismesiyle birlikte klonik nobetler
Evre 5: Tekrarlayan siddetli tonik-klonik nobetler

Evre 6: Oliimciil nobetler

3.2.3. Cerrahi islem

26. giinde yukarida anlatilan iglemler tamamlandiktan sonra ratlara 15 mg/kg ksilazin,
50 mg/kg ketalar verildikten sonra anesteziye girmeleri beklendi ve kan ve beyin 6rnekleri

alindu.

Alman beyin dokusu 6rnekleri (hipokampus ve tiim beyin) ikiye ayrildiktan sonra
tartildi. Bir kismina Western Blot ¢alismalari igin 6rnek tamponu eklenerek doku ekstraktlari

hazirlandi, dokunun diger kismi fosfat tamponu ile (pH:7) homojenize edilerek biyokimyasal
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parametreler (TOS ve TAS) calisildi. Histolojik parametrelerin incelenmesi i¢in ayrilan doku

ornekleri incelemeye dek notral tamponlu fromaldahitte saklandi.

3.2.4. GABA reseptor yogunlugu ve apoptozis i¢cin dokularin hazirlanmasi

Deney gruplarindan alinan dokular, % 10’luk nétral tamponlu formalin (NBF)
icerisinde 72 saat fikse edildi. Dokular yiikselen alkol serilerinden (% 70, % 90, % 96, % 100)
gecirilerek dehidrate edildi; ksilen ile seffaflastirildi; 60 °C’lik parafinde gece boyunca
bekletildi ve parafin igine gomiilerek bloklandi. Parafin bloklardan, pozitif sarjli lamlara

yaklasik 5 um kalinliginda kesitler alindi.

3.2.5. GABAA reseptor immunohistokimyasi

o

Hem kronik hem de akut epilepsi modellerinde GABAerjik inhibitdr tonun degistigi
gozlenmis olup, postsinaptik GABAa reseptér fonksiyonunda azalma olduguna
inanilmaktadir. Bu amagla elde edilen dokularda GABA reseptor yogunlugu analiz edildi. Bu
analiz, floresan olarak isaretlenmis sekonder antikorlarin, incelenmek istenen GABA
reseptorlerine uygun bir sekilde tutunan primer antikorlara baglanmasi (Blair ve ark., 2004).
ya da primer antikora peroksidaz, alkalen fosfataz gibi enzim isaretcilerinin baglanmasi
esasina dayanmaktadir. Enzim kullanildiginda kromojen substrat uygulanarak goriintii elde

edilir.

Alinan Kesitler 1 gece boyunca 37°C’ lik etiivde bekletildi. Deparafinize etmek
amactyla ksilende 3x5 dakika tutuldu. Saf alkol ve % 96°lik alkolde 10 dakika bekletildikten
sonra metanol ile hazirlanmigs % 3’liik hidrojen peroksitte 20 dakika bekletilerek endojen
enzim blokaj1 yapildi. Once musluk suyu sonra distile suda yikama isleminden sonra antijen
geri kazanim1 i¢in sitrat tamponda 10 dakika 200 W mikrodalgaya maruz birakildi. Oda
1is1sinda sogutulan kesitler PBS (“Phosphate buffered saline” fosfatla tamponlanmis tuz) ile 3
kere 5’er dakika yikandiktan sonra bloklama soliisyonunda 10 dakika bekletildi. Tavsan anti-
GABAA, reseptor alfa (1: 100, Abcam, Cat:ab33299) birincil antikorda 1 gece boyunca
+4°C’de bekletildi. Birincil antikor sonrasi streptavidin-peroksidaz yontemi kullanilarak
diaminobenzidin (DAB) kromojenik isaretleme yapildi. Bu metot igin Histostain®-Plus 3rd
Gen IHC Deteksiyon Kiti (Cat: 85-9073, Invitrogen, CA, USA) kullanildi. Boyama sonrasi
isaretli hiicreler Nikon DS-Filc (Tokyo, Japan) kamera atagmanli Nikon Eclipse i5 (Tokyo,

Japan) 11k mikroskobu ve NIS Elements siiriim 4.0 goriintii analiz sistemi (Nikon Instruments
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Inc, Tokyo, Japan) ile incelenip goriintiilendi. Her kesitte rastgele secilen 5 benzer alandaki
x200 biiylitmede alinan goriintiilerde pozitif boyanmis hiicre sayimi yapildi ve Photoshop

CS6 kullanilarak da boyanmis hiicrelerin boyanma yogunluklari 6l¢iildii.

3.2.6. Insitu DNA fragmantasyon analizi

Dokularda apoptozisin immiinohistokimyasal olarak gosterilebilmesi igin in situ DNA

fragmantasyon analizi (TUNEL) yontemi kullanildi.

Pozitif sarjli lamlara alinan 4 pm kalinhiginda kesitler ksilen ile deparafinize edildi.
Inen alkol serilerinden gecirilerek rehidrate edildi ve PBS ile yikandi. TUNEL metodu iiretici
firmanin (Apoptag Fluorescein In Situ Apoptozis Kiti, Millipore, S7110) verdigi kullanim

kilavuzundaki yonteme gore yapildu.

Proteinaz K’ da (20 pg/ml, Sigma) 15 dakika tutuldu. Distile su ile yikamadan sonra,
kesitler PBS’de hazirlanmis % 3’liikk hidrojen peroksitte 5 dakika tutuldu. PBS ile yikanmus,
dengeleme tamponunda 30 dakika tutuldu. Daha sonra tiim Kkesitler 37°C’lik etiivde terminal
36 deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enziminde 1 saat tutuldu. Sonra, oda 1sisinda yikama
tamponunda 15 saniye ajite edildikten sonra 10 dakika inkiibe edildi. PBS’ de 3 kere 1’er
dakika yikandi. Ardindan antidigoksigenin konjugatta 30 dakika bekletildi. PBS’ de 2’ ser
dakikadan 4 kez yikandi. DAPI ile nukleus boyamasi yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.
Her kesitte rastgele segilen 10 benzer alandaki x200 biiyiitmede alinan gériintiilerde TUNEL

pozitif hiicre sayimi1 yapildi.

3.2.7. Western blot yontemi i¢in protein miktar tayini

Bradford metoduyla protein miktar1 olgiildii. Bradford ayiraci; 0,1 g Coomassie
Brillant Blue G-250, 50 ml, % 95 ‘lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢6zelti tizerine % 95 ‘lik 100 ml
fosforik asit ilave edildikten sonra deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi. 0,45 um lik filtre ile

filtre edildikten sonra 1s1k almayan bir siseye konarak + 4 °C’de saklandu.

Standart: 1 mg/ml BSA (bovine serum albiimin) iceren Stok standart g¢ozeltisi

kullanilarak farkli miktarda stok i¢eren standartlar hazirland.

Bradford metodu 0,1- 200 ug protein dlgme hassasiyetine sahiptir. islem su sekilde
gerceklestirildi:
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I. 1 mg/ml BSA (bovine serum albiimin) iceren stok standart c¢ozeltisi
kullanilarak farkli miktarda stok i¢eren standartlar hazirlanda.
Il. 20 pl 6rnek ya da standart tizerine 980 ul Bradford ayiraci eklendikten sonra
vortekslendi.
I1l.  Oda isisinda 10 dk inkiibe edildi.
IV. Spektrofotometrede 595 nm okundu.

3.2.8. SDS PAGE elektroforezi

Proteinlerin denatiire edilerek biiyiikliiklerine gore ayrilmast SDS-PAGE yontemi ile
yapildi. SDS-PAGE jeli iki farkli 6zellikteki jelden olusturuldu; ayirma jeli proteinlerin asil
olarak ayriminin yapildig: jeldir. Yigma jeli ise daha genis por biyiikliigiine sahiptir.
SDS’nin proteinleri tam olarak kaplamasi ve ayni hizada ayirma jeline yonlendirmesi amaci
ile kullanildz.

SDS-PAGE deneyi su sekilde yapildi: Elektroforez camlari kullanilmadan 6nce su ve
alkolle yikanarak iyice temizlendi, sonra camlar arasinda 0,75 mm olacak sekilde sistem
olusturuldu. Jelin hazirlanacag: jel dokme aparati kurularak su ile test edildi. Sizdirma
yapmadig tespit edildikten sonra jel hazirlanmaya baslandi. Ayirma jeli hazirlanirken en son
asamada TEMED ve APS eklendikten sonra camlara dokiildii. Polimerlesmenin saglanmasi
ve jelin st kisminin diiz bir sekil almasi i¢in 0,5 ml isopropanol ayirma jelinin {izerine hafifge
eklendi. 30-60 dk arasinda oda 1sisinda jel polimerlestikten sonra, jel iizerindeki isopropanol
kurutma kagidiyla uzaklastirildiktan sonra su ile yikanip, kurutma kagidiyla su uzaklagtirildi.
Yigma jeli, ayirma jelinin iizerine dokiildiikten sonra taraklar yerlestirildi. 30-45 dk arasinda
polimerlesme saglandi. Bu islemin ardindan, protein 6rnegi 1:1 oraninda 2X SDS o6rnek
tamponu ile karistirildiktan sonra érnekler buz iizerinde tutuldu, sonra 5 dk 95 °C’de inkiibe
edildi. Kaynama isleminden sonra 6rnekler oda 1sisinda sogutuldu. 10,000 rpm ‘de 2 dk
santrifiij edildikten sonra jele yiiklenir hale getirildi. Taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildiktan
sonra kuyular 1X SDS elektroforez tamponu ile yikanarak polimerlesmeyen monomerler
uzaklastirildi. Jeller tanka yerlestirildikten sonra i¢ kistm 1X SDS elektroforez tamponu ile
dolduruldu. Kuyucuklara 20 npl den fazla 6rnek yiiklenmedi. Protein biiytikliklerinin
belirlenmesi icin belirteg olarak, Pageruler Prestained belirteci (Thermo) kullanildi. Jeller
once 100 V yiiriitildi, bromofenol ayirma jeline geldiginde akim 120V ¢ikarildi. Bu islem 2
saat siirdii. Camlar agilip jel ¢ikarildiktan sonra bir kosesi isaretlendi sonra boyama islemine

gecildi. Jel boyama c¢ozeltisinde bir gece boyunca birakildi. Sonrasinda fazla boyanin
52



giderilmesi icin jel yikama ¢ozeltisine kondu. Bantlar belirginlesip fazla boya giderildikten

sonra jel goriintiilendi.

3.2.9. Western Blot ile Bcl-2, Siklin B1 ve p-Tubulin degerlerinin belirlenmesi

Western blot analizi i¢in oncelikle proteinler denatiire edici sartlarda SDS-PAGE ile
elektroforetik olarak ayrildilar. Proteinler jelde ayrildiktan sonra membrana (PVDF,
nitroseliiloz) aktarildilar. Sonra uygun antikorlar ile istenilen protein, renklenme veya

radyoaktif yontem ile belirlenir. Bu islemi su sekilde gerceklestirildi:

e PVDF membran jele uygun bir sekilde kesildi.

e PVDF membran % 100 metanolde 1 dk yikandiktan sonra distile suyla 3 dk yikanip
metanol uzaklastirildi.

e PVDF ve SDS page jeli transfer tamponunda 15 dk bekletildi.

e Uger adet whatman filtre transfer tamponu iginde 1slatildi. Transfer sandvigini
hazirlamak i¢in, Katot (-) elektrot kismima whatman filtre kagidi yerlestirildi.

e Filte kagidinin iizerine PVDF membrani konup, havasi alindu.

e Membranin iizerine transfer tamponunda SDS page jeli yerlestirildi.

e Jelin tizerine ikinci bir whatman filtre kagidi yerlestirildi, hava kabarcigi kalmamasi
igin bir cam tiip ile tizerinden gegildi.

e Sandvigin etrafindaki sivi kurutulduktan sonra sistem kapatilip 150 mA ‘de 1 saat
transfer edildi.

e Aktarma isleminden sonra transferin olup olmadigin1 kontrol etmek igin, jel
boyama islemine tabi tutuldu.

e Aktarma yapilmis olan PVDF membrani oda isisinda ya da 37 'C’de inkiibe
edilerek kurumasi saglandi.

e PVDF membran 10 ml blocking buffer igerisine konulup, 1 saat oda isisinda rotary
shakerde inkiibe edildi.

e Blocking soliisyonu ortamdan uzaklastirildiktan sonra, membran 20 ml distile su ile
5 dk boyunca shakerde karistirilarak yikandi.

e 10 ml 1:5000 oraninda diliie edilen anti-His antikoru eklenerek, 1 saat inkiibe
edildi.

e Antikor soliisyonu ortamdan uzaklastirildiktan sonra, ti¢ defa 20 ml antikor yikama

tamponu ile 5 dk yikandi.
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e 10 ml sekonder antikor (kegi, alkaline phosfatase konjuge edilmis IgG anti Mouse)
soliisyonu ile 30 dk inkiibe edildi.

e Sekonder antikor soliisyonu ortamdan uzaklastirildiktan sonra, ii¢ defa 20 ml
antikor yikama tamponu ile 5 dk yikandu.

e Membrane iki defa 20 ml distile su ile 2 dk yikanda.

e 5 ml choromogenic substrate, 5-Bromo-4-kloro-3-indolil fosfat (BCIP/NBT) ile
renk olusuncaya dek inkiibe edildi.

¢ Renk olustuktan sonra, membran iki defa 20 ml distile su ile 2 dk yikandi.

e Membrane filtre kagidi tlizerine konularak kurutulduktan sonra jel goriintiileme

siteminde (Fusion fx7) goriintiilendi. (Bu islemler her antibody i¢in tekrarlandr).

3.2.10. Plazmada TAS, TOS ve OSI degerlerinin belirlenmesi

Kan ornekleri sart jelli tiipe alind1 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Biyokimyasal
parametrelerden TAS ve TOS seviyeleri ticari kit kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin
edildi (Erel, 2004; Erel, 2005).

Serum orneklerinin Total antioksidan kapasitesi (Total antioksidan status: TAS), Erel
tarafindan gelistirilmis otomatik bir &l¢im metoduyla tespit edildi (Erel, 2004). Bu 6lgiim
metodunun prensibi H,O, varliginda ABTS (2.2’-azinobis-3-ethylebenzothiazoline-6-
sulfonate) molekiiliiniin ABTS+ molekiiliine okside olmasina dayanmaktadir. Bu metodda
ABTS+nin  karekteristik rengi  ornekteki antioksidanlarca azaltilir. Bu reaksiyon
spektrofotometrik olarak gozlenebilir ve rengin agilma orani 6rnegin TAS1 ile ters iligkilidir.
Reaksiyon hiz1 standart yontem olan troloks ile kalibre edilmektedir. Trolox standart olarak
kullanildi. Birimi mmol troloks Eqv/L’dir (Erel, 2005).

Total oksidan kapasitenin (Total oksidan status: TOS) tayini i¢in Erel tarafindan
gelistirilen tam otomatik kolorometrik bir yontem kullanildi. Ornekte bulunan oksidanlarin
ferroz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona oksitlemesine dayanir. Ferrik iyonlar asidik
ortamda xylenol orange ile renkli bir bileske olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin
miktariyla iliskili olan rengin siddeti spektrofotometrik olarak olgilmektedir. Birimi: umol
H202 Eqv. / L’ dir (Erel, 2005).

Oksidatif stresin bir gostergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI), TOS

diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilmektedir. Orneklerin
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OSI degeri hesaplanirken TAS diizeyleri 100 ile carpilarak TOS diizeyleri ile birimler
esitlendi. OSI degerinin birimi Arbutrary Units (AU) olarak ifade edildi (Abuhandan ve ark.,
2014).

TOS, pmol H,0, Equiv. / L.
0Si =

TAS, mmol trolox Equiv. / L. X 100

3.2.11. istatistik analiz

Uzerinde durulan &zelliklerden siirekli degiskenler igin tamimlayici istatistikler;
Medyan, Ortalama, Standart Sapma, Minimum ve Maksimum degerler olarak ifade edilirken,
Kategorik degiskenler i¢in say1 ve yilizde olarak ifade edildi. Siirekli degiskenler bakimimdan
gruplar karsilagtirmada Kruskal-Wallis testi kullanildi. Kruskal-Wallis testini takiben farkli
gruplart belirlemede Dunn testi kullanildi. Grup igerisinde periyotlar1 karsilagtirmada ise
Friedman testi kullanildi. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi % 5 olarak alindi ve

hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programi kullanildu.

55



BULGULAR

4.1. Epileptik Nobet Aktivitesi

4.1.1. Nobet skorlar1

PTZ grubu ile PTZ+CI grubu, giin asir1 enjeksiyonlardaki nobet skorlar1 bakimindan
karsilastirildi (Sekil 9, Tablo 9). Sekilde de goriildiigii tizere Cichorium intybus ekstrakti
uygulanmis grupta epileptik nobet aktivitesi olusumu PTZ grubuna kiyasla daha geg¢ (5.
enjeksiyonda) gerceklesti. Onikinci giin, yani konvulzan dozda (75 mg/kg) enjeksiyonun
yapildig1 giin nSbet skoru istatistik olarak anlamli olmamakla beraber PTZ+CI grubu lehine
azalma egilimi gostermektedir. Ikinci ve dordiincii enjeksiyonlarda PTZ grubundaki ratlarin
nébet skorlart PTZ+CI grubuna gore istatistik olarak anlamli bigimde yiiksektir (p<0.05).
Aksine, sekizinci enjeksiyonda PTZ+CI grubundaki ratlarin nobet skorlarmin PTZ grubuna
kiyasla istatistik olarak anlamli bigimde yiiksek oldugu bulundu (p<0.05).

=P T7, PTZ+CT n=10

=
1

Niobet Skorlarn
L]

LW

[
1
*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Enjeksiyon Sayilar

Sekil 9. Deney gruplarina ait nébet skorlar1. Veriler medyan degeri olarak ifade edilmektedir.
*, iki grup arasinda nobet skorlari bakimindan istatistiksel anlamliligi (P<0.05) ifade
etmektedir.
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Tablo 9. Deney gruplarinda nébet skoru bakimidan tanimlayici istatistikler ve karsilastirma
sonuglari

PTZ PTZ+Ci
En. Medyan | Ortalama | St. Sap. | Min. | Mak. | Medyan | Ortalama | St. Sap. | Min. | Mak.

1 | ,00¢ 0,00 ,00 00 |,00 |o0,00¢ ,00 ,00 ,00 | ,00

2 | 15% 1,10 99 00 | 2,00 |0,00 40 84 00 | 2,00
3 | 1,00 1,10 1,20 00 |3,00 |0,00° 80 1,14 00 | 3,00
4 | 2,007 2,20 92 1,00 | 4,00 | 0,00° 1,00 1,33 00 | 3,00
5 |2,00° 1,90 ,99 1,00 | 4,00 | 2,00° 1,80 1,03 00 | 3,00
6 |2,00° 2,20 63 1,00 | 3,00 | 3,00° 2,60 70 1,00 | 3,00
7 | 2,50 2,50 53 2,00 |3,00 [250 2,50 53 2,00 | 3,00
8 | 1,00% 1,60 84 1,00 | 3,00 | 3,00 2,70 1,25 ,00 | 4,00
9 |2,50% 2,30 82 1,00 | 3,00 | 2,00° 2,50 1,18 1,00 | 5,00
10 | 3,00° 3,00 ,00 3,00 | 3,00 | 3,00° 2,70 48 2,00 | 3,00
11 | 3,00° 2,60 52 2,00 | 3,00 |250 2,60 70 2,00 | 4,00
12 | 5,00° 4,70 67 4,00 | 6,00 |4,00° 3,60 1,96 00 [5,00

Farkli harfler, donemler arasindaki istatistiksel farklilig: ifade etmektedir (P<0.05).
#, deney gruplari arasinda nbet skoru bakimindan istatistiksel anlamlilig: (P<0.05) ifade etmektedir.

4.1.2. Nobet Latansi

PTZ ve PTZ+Ci gruplarma ait, skor 3 ve iistii nobet latanslar1 Sekil 10°da
goriilmektedir. Dort, sekiz ve dokuzuncu enjeksiyon giinlerinde PTZ grubunun skor 3 ve {istii
nobetlerdeki latans periyodu PTZ+CI grubuna kiyasla istatistik olarak anlamli bigimde daha
uzunken (p<0.05); aksine alt1, on bir ve on ikinci enjeksiyon giinlerinde PTZ+CI grubuna ait
latans periyodu PTZ grubuna kiyasla istatistik olarak anlamli bigimde (p<0.05) uzun bulundu
(Tablo 11).

Tablo 10. Skor 3, 4 ve 5 ndbetlerin latans siirelerine ait tamimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuglari

PTZ PTZ+Ci
Enj. Medyan | Ortalama | St. Sap. | Min. | Mak. | Medyan | Ortalama | St. Sap. | Min. | Mak.
3 | 17,00° 17,00 . 17,00 | 17,00 | 13,00? 13,00 . 13,00 | 13,00
4 | 1550% | 15,50 9,19 9,00 | 22,00 | 9,00° 9,00 1,41 8,00 | 10,00
5 | 11,50 | 11,50 6,36 7,00 | 16,00 | 11,00® | 9,33 2,89 6,00 | 11,00
6 | 6,007 12,67 14,22 3,00 |29,00 | 12,00® | 12,71 3,95 9,00 | 19,00
7 | 8,00° 15,40 11,10 7,00 | 29,00 | 9,00° 8,80 3,70 3,00 | 12,00
8 | 14,50% | 14,50 6,36 10,00 | 19,00 | 8,50° 8,25 3,01 5,00 | 14,00
9 | 10,00 | 11,00 5,10 5,00 | 18,00 | 6,00° 6,33 1,53 5,00 | 8,00
10 | 19,00% 19,30 9,36 6,00 | 30,00 | 12,00® | 11,00 574 3,00 | 20,00
11 |350% |5,83 5,46 2,00 | 16,00 | 7,00 | 9,20 10,33 | 2,00 | 27,00
12 | 2,00% 3,00 1,73 2,00 | 6,00 |5,50° 6,13 4,02 2,00 | 11,00

Farkl1 harfler, dénemler arasindaki istatistiksel farklilig: ifade etmektedir (P<0.05).
#, deney gruplari arasinda latans siiresi bakimindan istatistiksel anlamliligi (P<0.05) ifade etmektedir.
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Sekil 10. Deney gruplarina ait skor 3 ve {istii nobet latans degerleri. Veriler medyan degeri
olarak ifade edilmektedir. *, iki grup arasinda nobet skorlar1 bakimindan istatistiksel
anlamlilig1 (P<0.05) ifade etmektedir.

4.2. Plazma TAS, TOS, OSI Degerleri

Gruplar arasinda total oksidan statiisii bakimindan istatistik olarak anlamli bir sonug
bulunmadi (Tablo 11). Buna ragmen, grafikte PTZ ve PTZ+CI gruplarinda, kontrole gore bir
artig egilimi gézlenmektedir (Sekil 11).

Total antioksidan statiisii bakimindan gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir
sonu¢ bulunmad: (Tablo 12). Grafikte PTZ+CI grubu lehine diger gruplara kiyasla istatistik

bakimindan anlamli olmayan bir artis egilimi gézlenmektedir (Sekil 12).

Gruplar arasinda oksidatif stres indeksi bakimindan istatistik olarak anlamli bir sonug
mevcut degildi (Tablo 12). Buna ragmen, grafikte PTZ grubunun OSI degerinin kontrol ve
PTZ+CI grubuna gore artis egiliminde oldugu gézlenmektedir (Sekil 13).

Doku oksidatif stres degerleri Anti 8 hydroxyguanosine  kullanilarak

immunohistokimyasal metodlarla ¢alisildi. Ancak sonug elde edilemedi.
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Sekil 13. Gruplara ait OSI degerleri.Veriler medyan degeri olarak ifade edilmektedir.

Tablo 11. Serum TAS, TOS ve OSI degerlerine ait tanimlayic istatistikler ve karsilastirma

sonuglari
Grup Medyan | Ort. St. Sap. | Min. Mak. p
Kontrol 5,33 597 | 1,771 4,3400 | 9,5100

TOS (umol H202 Eqv/ L) PTZ 8,54 12,20 | 10,483 | 3,6000 | 34,1500 | ,493
PTZ+CI 8,53 19,29 | 18,121 | 3,7900 | 47,7900
Kontrol 1,20 1,09 |,198 8500 | 1,2900

TAS (mmol troloks Eqv/L) PTZ 1,24 1,63 | ,829 6400 | 2,8400 | ,117
PTZ+Ci 1,41 2,00 |1,093 6400 | 3,6000
Kontrol ,054 057 | ,0241 0347 | ,1081

OSI (Arbitrary Unit) PTZ 080 080 |,0704 |,0207 |,2542 | 0.797
PTZ+CI 048 085 | ,0489 0301 | ,1620

4.3. GABAAa Reseptor immunohistokimyasi

Hipokampusta GABAA reseptér immunohistokimyasi bakimidan kontrol grubunda,

noronlarda kuvvetli (ok) ve zayif (ok basi) immiinreaktivite tespit edilirken (Sekil 14). PTZ

grubunda, néron govdelerinde (0k) ve noronal uzantilarda (*) kuvvetli immiinreaktivite tespit

edildi (Sekil 15). PTZ+CI grubunda da Kontrol grubuna benzer bigimde néronlarda kuvvetli

(ok) ve zayif (0k bas1) immiinreaktivite tespit edildi (Sekil 16).
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GABAA reseptor pozitifligi (GABAA

Sekil 14. Kontrol grubuna ait hipokampus hiicrelerinde

immiinohistokimyasi, Bar skalasi= 50 mm).

Sekil 15. PTZ grubuna ait hipokampus hiicrelerinde GABA, reseptor pozitifligi (GABAA

immiinohistokimyasi, Bar skalasi= 50 mm).
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Sekil 16. PTZ+CI grubuna ait hipokampus hiicrelerinde GABAA, reseptor pozitifligi (GABAA
immiinohistokimyasi, Bar skalasi= 50 mm).

PTZ grubu, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hipokampusta, GABAAa reseptor
pozitif boyanmis hiicre sayisinin istatistik olarak anlamli bi¢imde arttig1 bulundu (Tablo 12).
PTZ+CI grubu ise hipokampusta GABA reseptdr pozitif boyanmis hiicre sayis1 bakimindan
gerek Kontrol gerekse PTZ grubundan istatistik olarak fakli bulunmadi (Sekil 17).
Hipokampusta GABAa reseptor pozitif boyanmis hiicrelerde, boyanma yogunlugu
bakimindan, gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 18).
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Sekil 17. Hipokampusta GABAA reseptor pozitif boyanmis hiicre sayisi. Veriler medyan
degeri olarak ifade edilmektedir. *, kontrol grubu ile deney grubu arasindaki istatistiksel farki
(P<0.05) ifade etmektedir.
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Sekil 18. Hipokampusta GABAA reseptor pozitif boyanmis hiicrelerde boyanma yogunlugu.
Veriler medyan degeri olarak ifade edilmektedir.
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Tim beyinde, GABAA reseptér immunohistokimyasi ¢aligildi. Kontrol grubunda, az
sayida boyanmis noronlarda Kuvvetli (0k) immiinreaktivite tespit edildi (Sekil 19). PTZ
grubunda, néron govdelerinde (0k) ve noronal uzantilarda (*) kuvvetli immiinreaktivite tespit
edildi (Sekil 20). PTZ+CI grubunda, néron gdvdelerinde (0k) ve ndronal uzantilarda (*)
kuvvetli immiinreaktivite tespit edildi (Sekil 21).

Tim beyinde GABAA reseptor pozitif boyanmis hiicre sayist bakimindan PTZ ve
PTZ+CI gruplarinda, kontrol grubuna gore istatistiksel bakimdan anlamli olmasa da bir artis
egilimi goriilmektedir (Sekil 22). Tim beyinde, GABAa reseptor pozitif boyanmig
hiicrelerde, boyanma yogunlugu bakimindan, kontrol grubu ile kiyaslandiginda PTZ ve
PTZ+CI grubunda istatistik olarak anlamli (p<0.01) bir artis oldugu gdzlenmektedir (Sekil
23).
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Sekil 19. Kontrol grubuna ait beyin hiicrelerinde GABAA reseptor pozitifligi (GABAA
immiinohistokimyasi, Bar skalasi= 50 mm).
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Sekil 20. PTZ grubuna ait beyin hiicrelerinde GABAa reseptor pozitifligi (GABAA
immiinohistokimyasi, Bar skalasi= 50 mm).

5% i J : " Som S L o B 2 P als -
Sekil 21. PTZ+CI grubuna ait beyin hiicrelerinde GABAAa reseptor pozitifligi (GABAA
immiinohistokimyasi, Bar skalasi= 50 mm).

65



120

100 -

80 -~

60 -

PozitifHiicre Sayist

40 |

—

- %
Kontrol (n=7) PTZ (n=10) PTZA+CI (n=10)

Sekil 22. Tim beyinde GABAA reseptor pozitif boyanmis hiicre sayisi. Veriler medyan degeri
olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 23. Tim beyinde GABAA reseptor pozitif boyanmis hiicrelerde boyanma yogunlugu.
Veriler medyan degeri olarak ifade edilmektedir. *, kontrol grubu ile deney grubu arasindaki
istatistiksel farki (P<0.05) ifade etmektedir.
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Tablo 12. Tim beyin ve hipokampusta GABAA reseptor pozitif boyanmis hiicre sayisi ve
GABAA reseptor pozitif boyanmis hiicrelerde boyanma yogunlugu degerlerine ait tanimlayici
istatistikler ve karsilastirma sonuglari

Gruplar | Medyan Ort. St. Sap. Min. Mak p
Pozitif Hiicre | Kontrol | 48,00 43,67 22,56 10,00 66,00
Sayist PTZ+Ci | 57,00 60,30 36,88 12,00 123,00 | ,044*
(Hipokampus) | PTZ 75,00° 76,11 20,39 34,00 110,00
Pozitif Hiicre Kontrol | 58,00 58,57 22,83 24,00 91,00
Sayist (Beyin) PTZA+CI | 88,00 83,30 21,56 45,00 108,00 |,024

PTZ 96,00 91,89 17,16 58,00 112,00
Boyanma Kontrol | 45,90 41,59 18,53 8,13 58,26
Yogunlugu PTZ+Ci | 41,33 42,06 9,33 23,41 57,77 ,061
(Hipokampus) | PTZ 58,49 55,34 15,69 26,34 74,53
Boyanma Kontrol | 54,62 57,83 16,70 38,84 89,14
Yogunlugu PTZ+Ci | 90,25° 88,90 7,08 77,19 98,11 ,004*
(Beyin) PTZ 84,33" 85,61 4,16 80,18 92,63

4.4. In Situ DNA Fragmantasyon Analizi (TUNEL) Bulgular:

Gruplara ait TUNEL pozitif isaretlenmeler Sekil 24, 25 ve 26°de goriilmektedir. In
Situ DNA fragmantasyon analizi (TUNEL boyamasi) sonucu Kontrol grubuna ait kesitte (tiim
beyin) TUNEL pozitif isaretlenme goriilmedi (Sekil 24). PTZ grubuna ait Kkesitte ¢ok az
sayida hiicrede TUNEL pozitif isaretlenme (0k) goriildii (Sekil 25). PTZ+CI grubuna ait
kesitte ise benzer bicimde ¢ok az sayida hiicrede TUNEL pozitif isaretlenme (0K) goriildi
(Sekil 26). TUNEL pozitif hiicre sayis1 bakimidan gruplar arasinda istatistik olarak anlaml
bir farklilik bulunmad: (Tablo 13).
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Sekil 24. Tunel negatif boyanma gosteren kontrol grubuna ait tiim beyin dokusu hiicreleri
(TUNEL boyama, Bar skalasi=50mm).

Sekil 25. Tunel pozitif boyanma gosteren PTZ grubuna ait tim beyin dokusu hiicreleri
(TUNEL boyama, Bar skalasi=50mm).
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Sekil 26. Tunel pozitif boyanma gosteren PTZ+CI grubuna ait tiim beyin dokusu hiicreleri
(TUNEL boyamasi, Bar skalasi=50mm).

Tablo 13. TUNEL pozitif hiicre sayis1 degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma
sonuglar1

Medyan Ortalama St. Sap. Min. Mak. p
Kontrol 1 70 67 0 2
PTZ 1 80 79 0 2 0,531
PTZ+CI 1 80 79 0 2

4.5. Western Blot Bulgular

4.5.1. Western blot ile elde edilmis Bcl-2 degerleri

Tim beyin ve hipokampusta Bcl-2 protein degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistik olarak anlamli bir farkliliga rastlanmad: (Tablo 14). Grafiklerde (Sekil 27, 28, 29)
ve Tablo 14’te de goriildiigii iizere kontrol grubu ile PTZ+CI grubundaki ratlara ait hem tiim

beyin hem de hipokampustaki Bcl-2 degerleri olduk¢a yakin bulundu.
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Sekil 28. Tiim beyin dokusuna ait Bcl-2 Western blot sonuglari. Veriler medyan degeri olarak
ifade edilmektedir.
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Sekil 29. Hipokampus dokusuna ait Bcl-2 Western blot sonuglari. Veriler medyan degeri
olarak ifade edilmektedir.

4.5.2. Western blot ile elde edilmis Siklin B1 degerleri

Tim beyin ve hipokampusta Siklin B1 protein degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistik olarak anlamli bir farkliliga rastlanmadi (Tablo 14). Sekil 32 ve Tablo 14’te de
goriildiigii iizere hipokampustaki Siklin B1 degerleri bakimindan kontrol grubu ile PTZ+Ci
grubundaki ratlara ait degerler olduk¢a yakin bulundu.
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Sekil 31. Tim beyin dokusuna ait Siklin B1 Western blot sonuglari. Veriler medyan degeri
olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 32. Hipokampus dokusuna ait Siklin B1 Western blot sonuglar1. Veriler medyan degeri

olarak ifade edilmektedir.

anlamli bir farkliliga rastlanmazken, hipokampusta B-Tubulin protein degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistik olarak anlamli (p<0.05) bir fark bulundu (Sekil 34 ve 35, Tablo 14).

4.5.3. Western blot ile elde edilmis g-Tubulin degerleri

Tiim beyinde B-Tubulin protein degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistik olarak

B-Tubilin
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Sekil 33. B-Tubulin’e ait Western Blot 6rnegi
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Sekil 34. Tim beyin dokusuna ait B-Tubulin Western blot sonuglari. Veriler medyan degeri
olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 35. Hipokampus dokusuna ait B-Tubulin Western blot sonuglari. Veriler medyan degeri
olarak ifade edilmektedir.
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Tablol4. Tim beyin ve hipokampusta Western blot ile elde edilmis Bcl-2, Siklin B1 ve B-
Tubulin degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari

Grup Medyan ort. St. Sap. Min. Mak p
Kontrol 508 | 526 2455 | 14677 | 94298
tBﬁCIL;Zbeyin PTZ+CI 514 | 7.49 7235 | 10161 | 224353 | 956
PTZ 620 | 7.91 7102 | 1,2258 | 19,0540
Kontrol 235 | 2,62 1872 | 1,0000 | 61741
Eicp:fkampus PTZ+CI 224 | 3.0 2162 | 10000 | 68110 | ,238
PTZ 100 | 159 862 | 1,0000 | 3,0935
— Kontrol 158 | 2.27 1735 | ,0000 | 41833
tSi!III(IIlIEE?/:iLn PTZ+CI 226 | 2,76 1228 | 14585 | 46549 | ,589
PTZ 216 | 2.46 1558 | 1,0000 | 55881
o Kontrol 1,12 1,25 1,003 ,0000 3,3267
ﬁ:ggﬁa?nlpus PTZ+CI 110 | 1,59 794 | 1,0000 | 29282 | 424
PTZ 171 | 176 669 | 10000 | 26733
_ Kontrol 2765 | 27,40 25626 | 17254 | 71,6772
fujn“lg’é’;:z PTZ+CI 2090 | 3553 34709 | 1,6534 | 89,4737 | 974
PTZ 2136 | 2947 25436 | 11612 | 62,8165
_ Kontrol 11,54° | 20,80 23685 | 13217 | 64,7661
E;g:f;rugus PTZ+CI 346" | 16,35 24082 | 1,0000 | 66,4557 | ,005*
PTZ 100° | o088 394 | 0000 | 1,169
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Epileptik Nobet Aktivitenin Degerlendirilmesi

PTZ’nin, GABAA reseptorlerini bloke ederek etkisini gosterdigi ileri stiriilmektedir
(Corda, 1991). PTZ ile indiiklenen kimyasal kindling nébetleri, insan absans epilepsisi ve
miyoklonik, jeneralize tonik klonik (primer jeneralize) epilepsi nobetlerinin (Rossi, 1996) bir
hayvan modelidir (Wu ve ark., 2006). PTZ kindling ile elde edilen epilepsi modeli, ilaca kars1
direngli bir epilepsi modeli olarak kullaniimaktadir (Ali ve ark., 2005).

PTZ+CI grubunda epileptik nébet aktivitesi olusumunun PTZ grubuna kiyasla daha
gec (5. enjeksiyonda) gerceklestigi tespit edildi. ikinci ve dérdiincii enjeksiyonlarda, PTZ
grubundaki ratlarin nobet skorlar1 PTZ+CI grubuna gore istatistik olarak anlamli bigimde
yiiksek bulundu. Sadece 8. enjeksiyonda PTZ+CI grubundaki ratlarin nobet skorlarmin PTZ
grubuna kiyasla istatistik olarak anlamli bi¢imde yiiksek oldugu bulundu. Bu sonuglar bitki
tedavisinin  epileptogenezi  geciktirdigini ve ayrica nobet aktivitesini  azalttigini

gostermektedir.

On ikinci giin yani konvulzan dozda (75 mg/kg) enjeksiyonun yapildigi giin PTZ
grubu aleyhine nobet skorunda istatistik olarak anlamli olmayan bir artis egilimi
gozlenmektedir. Onikinci giinde goriilen bu artis egilimi, daha genis bir denek grubu
kullanilarak ya da daha yiiksek dozda ekstrakt kullanilarak yapilacak olan bir ¢alismada bu

sonucun anlamli ¢ikacagini diistindiirmektedir.

Dort, sekiz ve dokuzuncu enjeksiyon giinlerinde PTZ grubunun skor 3 ve distii
ndbetlerdeki latans periyodu, PTZ+CI grubuna kiyasla istatistik olarak anlamli bicimde daha
uzun bulundu. Aksine alti, on bir ve on ikinci enjeksiyonlarda PTZ+CI grubunun skor 3 ve
iistli nobetlere ait latans periyodunun PTZ grubuna kiyasla istatistik olarak anlamli bigimde
daha uzun bulundu. Bu sonuglar bitki tedavisinin zamanla latans periyodunu geciktirici yonde
olumlu bir etkiye neden oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle konvulzan dozun uygulandig
onikinci giinde PTZ+CI grubunun latans periyodunun istatistik bakimdan anlamli bigimde
uzun bulunmasi, bitkinin nobet aktivitesini geciktirici etkisinin konvulzan dozda bile gegerli

oldugunu gosterek bu etkiyi kanitlamaktadir.
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5.2. Plazmada TAS, TOS, OSI Degerlendirilmesi

Reaktif oksijen tirleri (ROS) metabolik ve fizyolojik siireglerde firetilirler ve
organizmada zararli oksidatif reaksiyonlar olusturabilirler. Bunlar enzimatik ya da enzimatik
olmayan anti oksidatif mekanizmalar yoluyla uzaklastirilabilirler. Bazi kosullar altinda
oksidanlarda artig ve antioksidanlarda azalma engellenemez ve oksidatif/ anti oksidatif denge
oksidatif duruma dogru kayar. Sonug olarak, 100’den fazla diizensizlige yol agan oksidatif
stres gelisir. Antioksidan molekiilleri bu zararli reaksiyonlar1 6nler ya da inhibe eder. Farkli
antioksidanlarin serum ya da plazma konsantrasyonlari Olgiilebilir (Erel, 2004).
Antioksidanlar, hedef molekiildeki oksidatif hasari engelleyen veya geciktiren hatta olusan
hasar1 tamir eden maddelerdir. Endojen ya da eksojen kaynakli antioksidanlar bir oksidatif
olayin degisik basamaklarinda etkili olabilirler (Kiyici ve Yiicel, 2007). Oksidan molekiilleri

ise endojen olarak organizmalarda tiretilir ayrica dis gevreden de alinabilirler (Erel, 2005).

Son yillarda ¢alismalar, nobetlerdeki oksidatif strese odaklanmistir. Oksidatif stres ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun, epileptik nébetlerin hem bir sonucu hem de nedeni
olarak rolii olduguna dair kanitlar mevcuttur. Deneysel ndbetlerin, reaktif oksijen tiirlerinin
siddetli salinimu ile iligkili oldugu bilinmektedir. Baz1 ¢alismalarda birgok antiepileptik ilacin
oksidatif stresi artirdig1 bildirilmektedir. Benzer sekilde akut PTZ indiiklii epileptik nobetler,
beyin dokusunda oksidatif streste bir artisa neden olmaktadir. PTZ indiiklii epileptik ratlarda
beyin dokusunda, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin distiigt bildirilmektedir (Obay ve
ark., 2008). Antiepileptik ilag ve tekrarlayan nobetlerle iliskili zit etki bunlarin kullanimini
smirlandirmaktadir. Artan sayida veri epilepsi patofizyolojisinde oksidatif stresin ilgisini akla
getirmektedir. Asir1 oksidatif stres, lipid peroksidasyonu vasitasiyla néronal dejenerasyona
katk1 saglar ve epileptik odakta glutatyon konsantrasyonlarini diistiriir (Agarwal ve ark.,
2011).

Epilepsi hastalarinda TAS degerleri iizerine yapilan bir caligmada valproat adli
antiepileptik ila¢ ile tedavi edilen grupta, total antioksidan kapasite diizeylerinde diisiis
gozlenirken, tedavi gormeyen epilepsi hastalar1 arasinda ise total antioksidan kapasitede

belirgin sekilde azalma oldugu bildirilmektedir (Hamed ve ark., 2004).

Epileptik hastalarla yapilan bir bagka ¢alismada, hastalarin kanlarindaki antioksidan
statiisiiniin kontrol grubuna gore daha diisik oldugu ve AEI tedavisiyle diizeldigi

bildirilmektedir (Sudha ve ark., 2001).

77



Bu ¢alismada gruplar arasinda TAS, TOS ve OSI diizeyleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir sonu¢ bulunmadi. Buna ragmen, TOS degerleri bakimindan grafikte
goriildiigli tizere PTZ ve PTZ+CI grubunda, kontrole gore bir artis egilimi oldugu
gozlenmektedir. Bu sonug epileptik nobetlerin plazma TOS seviyesini artirdigi bigiminde
yorumlanabilir. TAS degerleri incelendiginde, PTZ+CI grubu lehine bir artis egilimi
goriilmektedir. OSI degerleri bakimindan istatistik olarak anlamli olmasa da kontrole kiyasla
PTZ grubunda bir artis egilimi mevcuttur. Bu durumda epileptik nobetlerin antioksidan
kapasiteyi azaltip oksidan kapasiteyi artirdigi disiiniilebilir Ki bu sonug yukarida deginilen
calismalar1 da desteklemektedir.

5.3. GABA, Reseptor Immunohistokimyasinin Degerlendirilmesi

Hem kronik hem de akut epilepsi modellerinde GABAerjik inhibitor tonun degistigi
ve bunun kismen postsinaptik GABAa reseptor fonksiyonunda bir azalma sonucunda
olduguna inamlmaktadir (Blair ve ark., 2004). Inhibitsr GABAA reseptor fonksiyon ve
yapisindaki degisikliklerin ilaca kars1 direngli epilepsiye katki sagladig: ileri stirilmektedir
(Bethmann ve ark., 2008). Epilepsi gelisimi ve hastaligin gidisat: siiresince anormal GABAA
reseptor ekspresyonu olmaktadir (Teichgréber ve ark., 2009; Bambal ve ark., 2011).

GABA\ iletimindeki azalmanin in vitro ortamda memeli neokorteksinde epileptiform
aktiviteye neden oldugu ¢esitli arastirmalarda bildirilmektedir (Bambal ve ark., 2011). PTZ
kindling, MSS’de GABA aracili inhibisyonda bir azalmayla iliskilidir. Bu nedenle PTZ ile
tutusma saglanmug ratlarda, uygulanan kontrol grubundaki ratlara kiyasla serebral kortekste
GABA baglanmasi ve GABA aracili CI” alinim1 6nemli bi¢imde azalmaktadir (Corda ve ark.,
1992).

Deneysel TLE konulu bir calismada, (tutusma saglandiktan sonra) hipokampusta
GABAA, reseptor sayisinda ve yogunlugunda artis oldugu bildirilmektedir (Nusser ve ark.,
1998). Bizim calismamizda, hipokampusta GABAA reseptor pozitif boyanmis hiicre sayisi
bakimindan PTZ grubunda, Kontrol grubuna kiyasla istatistik olarak anlamli bir artis oldugu
bulundu. PTZ+CI grubundaki artis egilimi ise kontrole kiyasla istatistik olarak anlamli
bulunmadi. Bu sonuglar Nusser ve ark., (1998) ile Teichgrédber ve ark., (2009) caligmalarini
destekler niteliktedir. GABAAa reseptor pozitif hiicre sayist bakimindan PTZ grubunda
istatistik olarak anlamli artis gozlenmesi ve PTZ+CI grubunda bdyle bir sonucun

bulunmamasi bitkinin epileptogenezi geciktirici etkisinin oldugunu gostermektedir. Tim
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beyinde ise GABAAa reseptor pozitif boyanmis hiicre sayist bakimindan gruplar arasinda
istatistik bakimdan 6nemli bir fark bulunmamis olmasina karsin, tiim gruplarda en fazla artis
egiliminin PTZ grubuna ait oldugu goriilmektedir. PTZ kindling modeli epilepside, jenerator
bolgenin hipokampus oldugu dikkate alinirsa, PTZ grubunda hipokampustaki GABAAa
reseptor pozitif hiicre sayis1 artisgin ve PTZ+CI grubunda boyle anlamli bir artisin

gerceklesmemesinin 6nemi daha ciddi olarak kavranabilir.

Hipokampusta boyanma yogunlugu bakimindan gruplar arasinda istatistik olarak
anlamli bir fark bulunmazken, tiim beyinde gruplar arasinda bu bakimdan istatistik olarak
anlamli bir fark bulundu. Bu sonuglar Nusser ve ark., (1998) bulgularin1 desteklemektedir.
Reseptor upregiilasyonu, hayatta kalan hiicrelerde nobetlere yanit olarak bir telafi edici
mekanizma gibi goériinmektedir. Bu sayede tekrarlayan uyarici yanitlarla basa ¢ikmak igin
GABA, reseptor sayisinda artis ve inhibitdr norotranmitter uyarimlara karsi duyarlilik
olusmaktadir (Loup, 2006). Hipokampustan elde edilen verilerde PTZ+CI grubu lehine hem
hiicre say1s1 hem de boyanma yogunlugunda azalma egilimi oldugu goriilmektedir. Ozellikle
hipokampus GABAA, reseptdr boyanma yogunlugu bakimindan PTZ+CI grubunun degerleri
neredeyse kontrol grubuyla ayni degerdedir. Bu durum PTZ+CI grubunda hipokampustaki
noronlarin, nobet indiikli uyariminin PTZ grubuna kiyasla daha az oldugunu gostermektedir
ve PTZ kindling modelinde jenerator alanin hipokampus oldugu gz oniinde bulundurulursa

tasidigr anlam artmaktadir.

5.4. In Situ DNA Fragmantasyon Analizi Bulgularinin Degerlendirilmesi

1990’larin ortalarinda arastirmacilar, nobet indiikli beyin hasarinda apoptozis ve
biyokimyasal mekanizmasina odaklandilar. Ilk ¢alismalarda arastirmacilar, in situ apoptotik
DNA fragmantasyonu oldugunu TUNEL yontemi ile belirlediler. Kisa nobetlerden sonra dlen
az sayida hiicre “apoptotik” DNA fragmantasyonu gostermekteydi (Henshall ve Simon,
2005).

PTZ ile olusturulan nobetler apoptotik nérodejenerasyona neden olmaktadir (Naseer
ve ark., 2009). Kindling nobetleri nedeniyle olusan noronal kayip farkli tekniklerle
dogrulanmaktadir. Bu tekniklerden biri de apoptotik noronlarin TUNEL boyanmasidir
(Pitkdnen ve Sutula, 2002). TUNEL, apoptozisin bir gostergesi olan DNA fragmanlarinin
(kiriklarinin) in situ olarak saptanmasi igin kullanilan bir boyama yontemidir. Uzun konvulzif

aktiviteyle ilgili en erken morfolojik degisimler epileptojenik yapilarda ozellikle de
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hipokampusta segici hiicre oliimiidiir (Naseer ve ark., 2009). Aslinda hem nekrotik hem de
apoptotik mekanizmalar hasara katki saglamaktadir. Ayrica Kindling nobetlerinde, ndronal
hasara yol agan bir molekiiler yolak olarak serbest radikal olusumuna da deginilmektedir
(Pitkdnen ve Sutula, 2002).

Epilepsi hastalarina ait hipokampal sklera ornekleri {izerinde yapilan bir ¢aligmada,
tipik apoptotik hiicreler Hematoksilen-eozin ve TUNEL boyama ile arastirildi. Elde edilen
sonuglarda ne kontrol grubunda ne de epilepsi hastalarinda tipik apoptotik hiicreler
bulunmadig: bildirildi (Xu ve ark., 2007). Kindling modeli epilepsi olusturularak ratlarda Bcl-
2 ailesi genlerin rolii tlizerine yapilan bir ¢alismada, TUNEL pozitif herhangi bir hiicreye
rastlanmadigr bildirildi (Akcali ve ark., 2005). PTZ ile tutusmus ratlarin hipokampusunda
artmis kaspaz 3 aktivitesinin orta dereceli noronal dejenerasyona eslik etmesine karsin
noronal bir apoptozis tespit edilemedigi i¢in néronal 6liim mekanizmasinin belirsiz oldugu
bildirilmektedir (Pavlova ve ark., 2006). Bizim ¢alismamizda da yukarida deginilen sonuglara
benzer bi¢cimde gruplar arasinda TUNEL pozitif hiicre sayis1 bakimindan istatistik olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi. Yukarida deginilen g¢alismalarin ve bizim sonuglarimizin
aksine PTZ kindling modeli kullanilarak sunulan bir tezde, PTZ grubunda TUNEL pozitif
hiicre sayisinin, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede fazla bulundugu ifade edilmektedir
( Huang, 2010).

Rat kindling model iizerine yapilan g¢aligmalar, skor 3, 150 saniyelik jeneralize
ndbetlerin hipokampusun spesifik alt alanlarinda % 20-50 oraninda noronal kayba yol agtigini
gostermektedirler. Nobet sayisi arttikga hasar daha ciddi hale gelmektedir. Bu gozlemleri
destekleyecek bigimde kindling nodbetlerinin noéron-spesifik-enolase (bir noéronal hasar

belirteci) konsantrasyonunu artirdig: bildirilmektedir (Pitkénen ve Sutula, 2002).

Nobet indiiklii hasara bagli olarak kontrol grubuna kiyasla, PTZ grubundaki epileptik
ratlarda TUNEL pozitif hiicre sayis1 bakimindan anlamli farklilik ¢ikmasi beklenir fakat
bizim ¢alismamizda boyle bir bulgu tespit edilmedi. Bu durumun nedeni asagida deginilen iki
caligmaya ait bulgularla agiklanabilir; Rat modellerinde digerlerine gore az miktarda dejenere
noronda klasik apoptotik morfoloji goriilmektedir. Bu veriler hiicre 6liimiiniin son sathadaki
stirecinin, en azindan ratlarda, apoptozisin tiim 6zelliklerini kapsamadigini akla getirmektedir.
Buna ragmen farede nobetlerden sonra hipokampusta dejenere olmus TUNEL pozitif
hiicrelerin tigte biri gibi bir ¢oklugu apoptozun niikleer 6zelliklerini sergilemektedir (Henshall
ve Simon, 2005).
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PTZ kindling, ratlarda serebral korteks, hipokampus ve serebellumda kaspaz 3’i
aktive etmektedir. Yapilan bir calismada, apoptotik nukleus bulunmadig: bildirilmekte ve bu
sonug¢ inceleme zamanina dek noéronlarin apoptozisle yok edilmis olmasiyla ya da néronal
oliimiin apoptotik olmayan bir yolakla gergeklestigi bi¢ciminde ifade edilmektedir (Pavlova ve
ark., 2004). PTZ kindling olusturulmus ratlarda, hipokampal alandaki hiicre 6limiiyle ilgili
yapilan bir ¢alismada hiicre 6liimiiniin ne nekroz ne de klasik apoptozisle gergeklesmedigi
sonucuna varildig: bildirilmektedir (Pavlova ve ark., 2006). Bizim ¢alismamizin sonuglar1 da

Pavlova ve ark., (2004; 2006) ait her iki ¢alismay1 da destekler niteliktedir.

5.5. Western Blot ile Elde Edilen Bulgularimin Degerlendirilmesi
5.5.1. Siklin B1 bulgularinin degerlendirilmesi

Artan kanitlar, postmitotik terminal a¢idan farklilasmis néronlarin 6liimden Gnce
hiicre siklusunu aktive ettiklerini 6ne siirmektedir. Hem kemirgenler hem de insanlarda,
mitotik belirtegler ¢ok cesitli norodejeneratif kosullar altinda 6liim riskindeki néronlarda
goriilmeye baglar. Epilepsi ‘norodejeneratif hastaliklar’ grubunda olmasa da, nobetlerin
noronal kayipla sonuglandigi yoniindeki bulgular kesin olarak kanitlanmistir. Buna karsin
nobet indikli 6limiin dogast meghuldiir (Pavlova ve ark., 2006). 1998’de Nagy ve Esiri,
TLE {izerine yaptiklart bir ¢alismada, hipokampusta néronal siklin ekspresyonunun, 6lmekte
olan hipokampal néronlarda anormal hiicre siklusunun aktive olabilecegini akla getirdigini
bildirdiler (Pavlova ve ark., 2006). Olmekte olan hiicrelerde siklin B1 ekspresyonu, néronal
6liime anormal hiicre siklusunun katkisini akla getirmektedir. Siklin B1 ekspresyonu temporal
lob epilepsili hastalarin hipokampusunda tanimlandigindan bu yana PTZ kindling modelinin
nobet indiiklii noronal 6liim mekanizmalarint ¢alismak icin uygun bir model olabilecegi
onerilmektedir (Pavlova ve ark., 2006). PTZ ile tutugsma saglanmis ratlarda yapilan bir
calismada, hipokampusta hasara ugramis hiicrelerin biiyiik bir boliimii siklin B1 pozitifken ne
diger hiicre siklusu belirtegleri ne de TUNEL pozitif apoptotik ¢ekirdege rastlanmadigi
bildirilmektedir (Pavlova ve ark., 2006).

Bu c¢alismada, tekrarlayan nobetlerin indiikledigi noronal hiicre oliimiine, hiicre
siklusu olaylarinin katkisini arastirmak amaciyla hiicre siklusu belirteglerinden siklin B1’e
bakildi. Bizim g¢aligmamizda gruplar arasinda siklin B1 bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. Fakat kontrol grubu ve PTZ+CI grubuna ait ratlarin

hipokampusundaki siklin Bl degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu tespit edildi. Bu
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degerler, bitki ekstraktinin hipokampusta PTZ indiiklii nobetlere bagli siklin Bl
ekspresyonunu diisiirdiigiinii akla getirmektedir. Yine de bu gruplarin PTZ grubuyla

arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemli degildi.

5.5.2. Bcl-2 bulgularinin degerlendirilmesi

Apoptozisin epileptogenez iizerine etkilerini arastirmak amaciyla bu ¢alismada tiim
beyin ve hipokampusta Bcl-2 proteinine western blot metoduyla bakildi. Onkojen Bcl-2,
hiicre 6limiinii baskilayici, apoptozu kontrol eden faktorlerdendir. Programli hiicre 6liimii,
hasar gormiis hiicreler ve fonksiyonunu tamamlamis hiicrelerin yok edilmesi, aktif hiicre
oliimiiniin tam olarak diizenlenmis bir bi¢imi olan apoptozla yapilir. Bcl-2 ailesi proteinler,
apoptozu inhibe edebilir ya da uyarabilirler. Onkojen Bcl-2 apoptoz baskilayicisidir. Birgok
Bcl-2 proteini dis mitokondriyal membranda yer alir (Bcl-2, Bcl-XL, Bax). Ek olarak Bcl-2
niikleer membran ve endoplazmik retikulumda da bulunur. Bcl-2’nin apoptozu baskilamasi,
Mas-p70 veya sitokrom b5 gibi mitokondriyal proteinlerin karboksil terminallerinin
modifikasyonu sayesinde basarilir (Yuan ve Yankner, 2000).

Temporal lob epilepsili hastalarda, hipokampus sklerotik dokudan alinan 6rnekler
tizerinde yapilan bir ¢alismada kontrol grubunda Bcl-2 pozitif hiicrelere rastlanmazken
epileptik grupta Bcl-2 pozitif (6zellikle néron plazmasinda ekspresse olmus) hiicreler
kesfedildi. Bcl-2 ekspresyonu nobetlerin siiresi ya da sikligiyla korele degildi (Xu ve ark.,
2007). Kindling modeli epilepsi olusturularak ratlarda kindling siirecinde Bcl-2 ailesi genlerin
rolii lizerine yapilan bir ¢alismada Bcl-2 ekspresyonuna dair herhangi bir modiilasyon tespit
edilmedi (Akcali ve ark., 2005).

Bizim ¢alismamizda da Akcali ve ark., (2005)’nin ¢alismasina benzer bigimde tiim
beyin ve hipokampusta Bcl-2 protein degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistik olarak
anlamli bir farkliliga rastlanmadi. PTZ grubundaki ratlarda Bcl-2 protein degerleri tim
beyinde diger gruplara kiyasla yiikselme egilimindeyken, hipokampusta ise azalma
egilimindedir. Bu sonuglar PTZ grubunda, tiim beyinde apoptotik mekanizmalardaki artisa

yanit olarak Bcl-2 miktarmin artmis olabilecegini géstermektedir.
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5.5.3. p-Tubulin bulgularimin degerlendirilmesi

Temel olarak, noronal uyarilabilirlik iyon kanallari ile belirlenir. Voltaj kapili iyon
kanallar1 da sirayla kanalin tizerine etki eden elektrik alanina baghdir. Bir tubulin kanalin i¢
kisminda oldugunda, intraseliiler CI iyonlarina benzer bi¢imde bir hiperpolarize edici alan
uygular. Bir tubulinin kanaldan uzaklasmasi depolarizasyona benzer etkiler yaratacaktir.
Tubulin postsinaptik membranda ligand kapili iyon kanallarinin bulundugu yerde bulunur. Bu
kanallardan biri ayn1 zamanda voltaj kapili olan NMDA reseptorleridir. Bu nedenle NMDA
reseptorlerinin agik olma olasiligr post sinaptik yogunluktaki tubulin miktarina baghidir. Post
sinaptik densitedeki daha fazla tubulin NMDA reseptorlerinin daha az olasilikla agilmasi
anlamina gelmektedir. NMDA reseptorlerinin agilmasi katyonlarin hiicre igine akisina ve
membranin depolarize olmasina yol acar. Anormal derece agilmasi nobetlere neden olabilir.
Tubulin, NMDA reseptorleri ile iliskisi nedeniyle epilepsiyle baglantili olabilir. Hakikaten
TLE’de a ve B tubulinde 6nemli derecede azalma vardir (Yang ve ark., 2006). a ve B
tubulinin 6zellikle post sinaptik densitedeki ekspresyonunun downregule oldugu ¢aligsmalarda
gosterilmektedir (Bo ve ark., 2009).

Tiim beyinde B-Tubulin protein degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistik olarak
anlamli bir farkliliga rastlanmazken hipokampusta B-Tubulin protein degerleri bakimindan
Kontrol grubuna kiyasla PTZ ve PTZ+CI gruplarinda istatistik olarak anlamli derecede bir
azalma bulundu. Hipokampusta kontrol grubu ile PTZ+CI grubu ve PTZ gruplari arasinda
beta tubulin degerleri bakimindan anlamli bir azalma olmasi1 PTZ kindling indiiklii nébetlerin
beta tubulin degerlerini diisiirdiigiinii gostermekte ve sonuglar daha oOnceki caligmalari
desteklemektedir. Cichorium intybus tedavisi uygulanmig ratlarda hipokampusa ait beta
tubulin degerlerinin PTZ grubuna kiyasla artma egiliminde oldugu gézlenmektedir. Bu durum
PTZ+CI grubunda nébet aktivitesinin PTZ grubuna kiyasla ge¢ gdzlenmesinin (5. enjeksiyon)
nedeni olarak yorumlanabilir. Ayrica daha genis bir denek grubuyla ekstrakt tedavisinin beta
tubulin degerleri bakimindan olas1 koruyucu etkisinin istatistik bi¢imde anlamli olarak

gosterilebilecegini akla getirmektedir.

Bu c¢alisma, halk arasinda geleneksel olarak epilepsi tedavisinde kullanilan Cichorium
intybus bitkisinin olas1 antiepileptik etkilerinin ortaya konmasi amaciyla gergeklestirildi. Elde
edilen sonuglar bitki tedavisinin PTZ nin etkilerini, kontrole yaklastirma egiliminde oldugunu
ortaya koymaktadir. Bitki ekstraktinin epiletogenezi geciktirici, konvulzan dozda nébet

latansini uzatici etkileri, ve GABAA, reseptor pozitif hiicre sayisint PTZ uygulamasina ragmen
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kontrol grubuna yakin tuttugu ¢alismanin sonunda (istatistik olarak anlamli bi¢cimde) ortaya
kondu. Beta tubulin degerleri bakimindan ise hem PTZ hem de PTZ+CI grubunda kontrole
gor istatistik olarak anlamli bir azalma bulundu. Bu sonuglara gére hipokampus GABAAa
reseptor pozitif hiicre sayisi, nébet aktivitesinin olusumu (epileptogenez) ve konvulzan dozda
nobet latans1 bakimindan Cichorium intybus bitkisinin olumlu etkisinden soz edilebilirken
TUNEL pozitif hiicre sayis1, Siklin B1, Bcl-2, TAS, TOS ve OSi bakimindan ise bitkinin
herhangi bir olumlu ya da olumsuz etkisi tespit edilemedi. Fakat c¢alismanin geneline
bakildiginda bu sayilan 6zellikler bakimindan sonug olarak, PTZ+CI grubuna ait degerlerin
Kontrol grubuna yaklasma egiliminde oldugu gorilmektedir. Bu genel sonug bitki
ekstraktinin PTZ’nin etkisini azaltarak degerleri Kontrol grubuna yaklastirma egiliminde
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, calisma daha genis bir denek grubuyla
gerceklestirilebilseydi ya da daha yiiksek dozda ekstrakt uygulamasi yapilabilseydi, bu
calismada arastirilan degerlerin gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bi¢imde farkli
bulunacagimi disiindiirmektedir. Bu etkilerin tespit edilebilmesi agisindan gelecekte daha
yiiksek doz ekstrakt uygulamalar1 ve daha genis bir denek grubu ile ilave ¢alismalarin

yapilmasi Onerilmektedir.
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OZET

Ergiil Erke¢, O. Ratlarda Pentilentetrazol ile Olusturulan Deneysel Epilepsi Modelinde Yabani
Hindiba’nin (Cichorium Intybus) Kan ve Beyin Oksidatif Stres, Apoptozis, Genotoksisite ve DNA Hasar1
Uzerine Etkisinin incelenmesi Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim
Dah, Doktora Lisans Tezi. Van, 2014. Epilepsi, genel popiilasyonun yaklagik % 1’ini etkileyen en yaygin
norolojik diizensizliklerden biridir. Epilepsi i¢in kullamilan giincel tedaviler semptomatiktir ve antiepileptik
etkiden ziyade anti nobet etkilidir. Cichorium intybus bitkisinin kokleri hem Avrupa’da hem de Dogu Anadolu
Bolgesi’nde gegmisten giiniimiize halk arasinda geleneksel olarak epilepsi tedavisi igin kullanilmaktadir.
Pentilentetrazol (PTZ), antiepileptik ilag kesif ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve PTZ kindling
modeli epilepsinin patofizyolojisinin anlagilmasi bakimindan olduk¢a onemlidir. Bu g¢aligmada, néroprotektif
etkisi bilinen Cichorium intybus kok ekstraktinin epileptik nobetler {izerine olasi etkisinin oksidatif stres,
apoptozis, genotoksisite ve DNA hasar1 yoniinden ortaya konulmas: ve halk sagligi bakimmdan kullaniminin
incelenmesi amaglandi. Bu amagla, 27 adet Wistar albino erkek rat randomize olarak Kontrol, epilepsi ve bitki
ekstrakt1 uygulama grubu olmak tizere ii¢ gruba ayrildi ve PTZ kindling ile tutusma saglandiktan sonra; plazma,
tiim beyin ve hipokampusta; TAS, TOS, OSI, GABA4 reseptdr yogunlugu ve GABA, reseptdr pozitif hiicre
sayis;, TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve Siklin B1, Bcl-2 ve p-Tubulin seviyeleri incelendi. TAS, TOS, OSI
bakimindan gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir fark bulunmadi. Benzer sekilde TUNEL pozitif hiicre
sayisi, Siklin B1 ve Bcl-2 bakimindan gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.
Cichorium intybus su ekstrakti uygulanmis grupta epileptik nobet aktivitesi olusumu PTZ grubuna kiyasla daha
gec gerceklestigi tespit edildi. Tim beyinde GABA, reseptér boyanma yogunlugu, hipokampusta GABA,
reseptor pozitif hiicre sayis1 ve B-Tubulin bakimindan ise gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir fark
mevcuttu (p<0.05). Bu sonuglara gore hipokampus GABA, reseptor pozitif hiicre sayisi, nobet aktivitesinin
olusumu (epileptogenez) ve konvulzan dozda nobet latansi bakimindan Cichorium intybus bitkisinin olumlu
etkisinden soz edilebilirken TUNEL pozitif hiicre sayisi, Siklin B1, Bcl-2, B-Tubulin, TAS, TOS ve OSi
bakimindan ise bitkinin herhangi bir anlamli etkisi tespit edilemedi. Bu etkilerin tespit edilebilmesi agisindan
gelecekte farkli epilepsi modellerinde daha yiiksek doz ekstrakt uygulamalar1 ve daha genis bir denek grubu ile
ilave galigmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar sozciikler: Cichorium intybus, epilepsi, GABAA reseptori, pentilentetrazol, -tubulin
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SUMMARY

Ergiil Erkeg, O. Investigation of effects of Chicory (Cichorium Intybus) on Blood and Brain Oxidative
Stress, Apoptosis, Genotoxicity and DNA Damage in Pentilentetrazole-Induced Experimental Epilepsy
Model on Rats. Yiiziincii Yil University, Health Science Institute, PhD Thesis in Department of
Physiology, Van, 2014. Epilepsy is among the most frequent neurological disorder which affects about 1% of
general population. Current therapies used for epilepsy are symptomatic and they have anti convulsive rather
than anti epileptic effect. Roots of Cichorium intybus plant have been used for the folkloric treatment of epilepsy
both in Europe as well as in Eastern Anatolia region from past to present. Pentylenetetrazol (PTZ) is widely used
in antiepileptic drug discovery and PTZ Kkindling model has great importance in understanding of
pathophysiology of epilepsy. Aim of this study is to investigate root extract of Cichorium intybus, which has a
well known neuroprotective activity, on the epileptic seizures in the aspects of oxidative stress, apoptosis,
genotoxicity and DNA damage. Also investigation of its use in the context of public health was also aimed. For
that reason 27 male Wistar-albino rats were randomly divided into 3 groups as control, epilepsy and plant extract
groups. Following PTZ kindling; TAS, TOS, OSI, GABA, receptor density, number of GABA, receptor
positive cells, number of TUNEL positive cells and Siklin B1, Bcl-2 and B-Tubulin levels were investigated in
plasma, whole brain and hippocampus. No significant difference was found between groups for TAS, TOS, OSI.
Similarly no statistically significant difference was found between groups for number of TUNEL positive cell
quantity, Siklin B1 and Bcl-2. In the Cichorium intybus aqueous extract administered group, occurrence of
epileptic seizure activity was found more latent compared to PTZ group. However there was a significant
difference in whole brain for GABAA receptor staining density and for GABA receptor protein cell number and
B-Tubulin in hippocampus between groups (p<0.05). According to these results it is possible to state a positive
impact of Cichorium intybus plant on GABA, receptor positive cell number in hippocampus, occurrence of
seizure activity (epileptogenesis) and seizure latency at convulsant dose. However, no effect of this plant was
found on TUNEL positive cell number, Siklin B1, Bcl-2, B-Tubulin, TAS, TOS and OSI. In order to determine
these effects, different experimental epilepsy models with higher extract doses and larger experimental groups in
supplementary studies are recommended.

Keywords: Cichorium intybus, epilepsy, GABA, receptor, pentylenetetrazolium, B-tubulin
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