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OZET

PENTILENTETRAZOL iLE OLUSTURULAN EPIiLEPTIK NOBET
MODELINDE NOX-1 ENZIiM INHIBISYONUNUN ETKIiLERININ iN-
VITRO VE iN-ViVO INCELENMESI

Ahmet Ozan KALECI,
Tibbi Farmakoloji A.B.D.
Sivas 2025

Bu ¢alismanin amaci pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan norotoksisite ve
epileptik nobet modellerinde, NADPH Oksidaz-1 (NOX-1) enzim inhibisyonunun
sinir doku tizerindeki etkilerini arastirmaktir.

Calismanin in vitro asamasinda SH-SYS5Y insan noroblastom hiicre hatti
kullanildi. PTZ ile olusturulan toksisite sonrast NOX-1 inhibitérii ML-171’in hiicre
6liimii tizerindeki etkisini incelemek i¢in hiicreler alt1 gruba ayrildi. Kontrol grubuna
herhangi bir islem uygulanmadi; toksisite modeli olugturmak amaciyla PTZ grubuna
24 saat siiresince 30 mM PTZ uygulandi. Diger deney gruplarina dncelikle farkli
derisimlerde ML-171 veya valproik asit (VPA) uygulanmis, bu uygulamadan 3 saat
sonra kombinasyon gruplarindaki hiicrelere 30 mM PTZ eklenmistir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliligi (XTT testi), total antioksidan seviyesi
(TAS) ve total oksidan seviyesi (TOS), apoptoz ve nekroz oranlar1 (Annexin V flow
sitometri) ve Bax, Bcl-2, boliinmiis kaspaz-3 diizeyleri (ELISA) 6l¢iildii.

Calismanin in vivo ayaginda 230-250 g agirliginda toplam 48 adet erkek
Wistar Albino si¢an kullanildi. Siganlara PTZ (35 mg/kg, i.p.) ile kindling protokolii
uygulanarak epileptik nobet modeli olusturuldu. Tutugsmus sicanlara elektrot
yerlestirilerek ML-171’in farkli dozlarinin elektrokortikogram (ECoG) kayitlari
tizerindeki etkileri degerlendirildi. Deney sonunda tiim sigcanlar anestezi altinda
servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek hipokampal beyin dokulari ¢ikarildi. Bu
dokularda Bax, Bcl-2 ve boliinmiis kaspaz-3 diizeyleri ELISA yontemiyle; oksidatif
stres belirtecleri (TAS, TOS) ise spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Ayrica NOX-1
protein ekspresyonu olasi degisimleri tespit etmek i¢in i¢in immiinohistokimyasal

boyama yapildi.



Bulgulara goére, ML-171 hem hiicre kiiltiiriinde hem de sigan epilepsi
modelinde oksidatif stres seviyelerini azaltti, hiicre canliligin1 artirdi ve apoptoz
belirteclerini baskiladi. Elektrokortikografi (ECoG) kayitlarinda ML-171’in ndbet
siddetini azalttig1 ve jeneralize tonik-klonik nobete (JTKN) giris zamani diigtirdigt
gozlemlendi. VPA ve ML-171 uygulanan gruplarda hipokampal dokuda yapilan
histopatolojik degerlendirmede piknotik-dejeneratif degisimlerin,
immiinhistokimyasal degerlendirmede ise NOX-1 ekspresyonunun azaldigi
gbzlemlendi.

Sonug olarak elde edilen bulgular, NOX-1 inhibitori ML-171’in epileptik
ndbet sonrasi olusan oksidatif stres, apoptoz ve elektrofizyolojik bozukluklar

azalttigin1 ve potansiyel antiepileptik etkilere sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, Oksidatif Stres, PTZ, Apoptoz
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ABSTRACT

IN-VITRO AND IN-VIVO INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NOX-1
ENZYME INHIBITION IN A PENTYLENETETRAZOL-INDUCED
EPILEPTIC SEIZURE MODEL

Ahmet Ozan KALECI,
Department of Medical Pharmacology,
Sivas, 2025

The aim of this study is to investigate the effects of NADPH Oxidase-1 (NOX-
1) enzyme inhibition on nervous tissue in neurotoxicity and epileptic seizure models
induced by pentylenetetrazol (PTZ).

SH-SYS5Y human neuroblastoma cell line was used in the in vitro phase of the
study. Cells were divided into six groups to examine the effect of NOX-1 inhibitor
ML-171 on cell death after PTZ-induced toxicity. No treatment was applied to the
control group; 30 mM PTZ was applied to the PTZ group for 24 hours to create a
toxicity model. First, ML-171 or valproic acid (VPA) was applied at different
concentrations to the other experimental groups, and 30 mM PTZ was added to the
cells in the combination groups 3 hours after this application. At the end of the 24-
hour incubation period, cell viability (XTT test), total antioxidant level (TAS) and total
oxidant level (TOS), apoptosis and necrosis rates (Annexin V flow cytometry) and
Bax, Bcl-2, cleaved caspase-3 levels (ELISA) were measured.

In the in vivo part of the study, a total of 48 male Wistar Albino rats weighing
230-250 g were used. An epileptic seizure model was created by applying a kindling
protocol with PTZ (35 mg/kg, i.p.) to the rats. The effects of different doses of ML-
171 on electrocorticogram (ECoG) recordings were evaluated by placing electrodes
on the epileptic rats. At the end of the experiment, all rats were sacrificed under
anesthesia by cervical dislocation and their hippocampal brain tissues were removed.
Bax, Bcl-2 and cleaved caspase-3 levels in these tissues were measured by ELISA;

Oxidative stress markers (TAS, TOS) were measured spectrophotometrically. In

Vi



addition, immunohistochemical staining was performed to detect possible changes in
NOX-1 protein expression.

According to the findings, ML-171 reduced oxidative stress levels, increased
cell viability and suppressed apoptosis markers both in cell culture and in the rat
epilepsy model. Electrocorticography (ECoG) recordings showed that ML-171
reduced seizure severity and reduced the time to generalized tonic-clonic seizure.
Histopathological evaluation of hippocampal tissue in the VPA and ML-171 groups
revealed pyknotic-degenerative changes, while immunohistochemical evaluation
showed decreased NOX-1 expression.

In conclusion, the findings show that the NOX-1 inhibitor ML-171 reduces
oxidative stress, apoptosis and electrophysiological disorders that occur after epileptic

seizures and may have potential antiepileptic effects.

Keywords: Epilepsy, Oxidative Stress, PTZ, Apoptosis
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1. GIRiS

Nobet veya epileptik ndbet beyin dokusunda asir1 veya es zamanli anormal
noronal aktiviteye bagli olarak belirti ve/veya semptomlarin gegici olarak ortaya
ciktig1r donemi tanimlar (1). Nobetler, aberan iyon kanallar1 aktivasyonu, anormal
ndrotransmitter salinimi, mikroglial aktivasyon ve noroinflamasyon gibi patolojik
faktorler tarafindan etkilenmis serebral noronlarin anormal desarji ile meydana gelir
(2)Epilepsi ise herhangi tetikleyici bir etken olmadan baslayan tekrarlayici nobetlerle
karakterize bir santral sinir sistemi hastaligidir(3) Epilepsi beyinde yer alan kortikal
sinir aglarinda eksitator ve inhibitor nérotransmisyonun dengesini bozarak ndronlarda
hipersenkronizasyona yol ag¢makta bu durum kisinin motor ve kognitif
fonksiyonlarinda bozulmaya sebep olmaktadir (4) Tim diinyada her yas ve
sosyoekonomik gruptan kisileri etkileyebilen epilepsiden muzdarip olan 70 milyon
insanin yasadigi tahmin edilmektedir. Hastaligin sebep oldugu fiziksel, biligsel ve
psikiyatrik komorbiditelere ek olarak kaza, yaralanmalar ve toplumsal damgalanma
epilepsi hastalarinin yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide olumsuz etkilemektedir (5). Tiim
bu durumlar epilepsinin 6nemli bir halk saglig1 sorunu olduguna isaret etmektedir.

Deneysel epilepsi modelleri epilepsi, epileptik ndbet ve epileptojenezin temel
mekanizmalarmin anlagilmasi i¢in gelistirilmistir. Epilepsi ve epileptik ndbet modeli
olusturmak icin literatiirde kabul gormiis cok sayida yontem mevcuttur. GABA-A
reseptoriliniin selektif antagonisti olan pentilentetrazol (PTZ), nébet olusturmak i¢in
kullanilan kimyasal bir ajandir. Hiicre kiiltlirlinde akut ndbet modeli i¢in uygulanan
yontemlerden biri ndron benzeri karakterdeki hiicre hatlarin1 PTZ toksisitesine maruz
birakmaktir. (6).

Epilepsi ve nobet i¢in olusturulan hayvan modelleri epilepsi patogenezinin
temel mekanizmalar1 anlamamiz1 saglamanin yan sira, yeni antiepileptik ilaglarin
(AEI) kesfinde ve gelistirilmesinde oldukga faydalidir. (7). Bu modellerden biri olan
tutusma (kindling) modeli, elektriksel veya kimyasal subkonviilsif uyaranlarin tekrarl
uygulanmasiyla artan konviilziyon cevabi ile sonuglanan bir durumdur. PTZ nin
subakut dozlarda uygulanmasiyla olusturulan kimyasal kindling, epilepsi olusum
siirecinde beyindeki ndérobiyolojik siiregleri ve yapisal degisiklikleri arastirmak igin

yaygin olarak kullanilan modellerden biridir (8). PTZ ile indiiklenen kimyasal tutusma



modeli insan absans epilepsisi, miyoklonik, jeneralize tonik-klonik (primer jeneralize)
ve ilaca direncli epilepsiye karsilik olarak kabul edilmektedir (9).

Santral sinir sisteminde meydana gelen oksidatif/nitrativ stres ve
noroinflamasyon, demans, karsinogenez ve epilepsi gibi hastaliklarin altinda yatan
neden olarak dikkat ¢ekmektedir (10). Beyin hiicrelerinin membran yapisinda yogun
olarak bulunan poliansatiire yag asitlerinin lipid peroksidasyonuna ugramasi ve
beyinde katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin
nispeten diisiik olmas1 onlar1 serbest radikallerin olumsuz etkilerine kars1 viicuttaki
diger hiicrelere gore ¢ok daha korunmasiz kilmaktadir (11). Beyinde ndbet gibi
patolojik aktivitelere bagli meydana gelen oksijen radikallerinin ani artisi, beynin zayif
antioksidan kapasitesi ile de dogrudan iliskili sekilde serotonin, dopamin ya da
norepinefrin gibi noérotransmiterleri de okside ederek fonksiyonlarini bozmaktadir
(12). Reaktif oksijen radikallerinin iyon kanallarin1 etkilemesi dnemli bir epilepsi
mekanizmasi olup, semptomlarin hizla kotiilesmesi ile sonuglanabilir. Buradaki ana
mekanizma nobetle meydana gelen apoptozise bagli hiicre dliimiidiir (13). Epilepside
ROS iiretimi 6zellikle mitokondriyal disfonksiyon ve buna bagli olarak NOX ve
ksantin oksidaz (XO) aktivitesindeki artistan kaynaklanmaktadir (14) .

Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda oksidatif stresin hiicrelerde yarattigi
yikimi Onlemeye yonelik antioksidan kullanimi beklenen yararli etkiyi cesitli
sebeplerden dolay1 saglayamamistir. Bundan dolay1 pek ¢ok arastirmact hiicresel ROS
kaynaklarmin inhibisyonuna ¢06ziimler iiretmeye yonelmistir. Hiicresel ROS
kaynaklar incelendiginde sadece NADPH Oksidazlar’in primer islevi ROS iiretimi
oldugu gosterilmistir. Bu sebeple NADPH Oksidazlara yonelik ¢alismalarin oksidatif
stres ve yarattigi doku tahribatina kars1 korunmada terapétik potansiyeli
bulunmaktadir.(15).

Birgok hiicrede oksidatif stresin yarattig1 yikimin baslica aracilar1 olan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) ana kaynagi cesitli doku dagilim ve aktivasyon
mekanizmalar1 bulunan NADPH Oksidaz (NOX) enzim ailesidir. NOX enzim ailesi
NADPH’dan edinilen elektronun transferiyle molekiiler oksijenden siiperoksit radikali
tiretimini katalizleyen, membrana yerlesik ¢ok alt birimli enzim komplekslerinden

olusmaktadir. Cesitli NOX izoformlarinin asir1 aktivasyonunun dokularda olusturdugu



sitotoksik ve apoptotik etkiler cok sayida farkli ¢calismada gosterilmistir. NOX enzim
ailesinin insanda tanimlanmis 7 izoformu bulunmaktadir (16).

NOX1, NOX ailesinin bir izoformudur. Kolon, santral sinir sistemi, kalp,
kemik iligi ve kohlea gibi farkli dokularda ifadelendigi gosterilmistir. Santral sinir
sisteminde ise serebral korteks, hipokampiis, serebellum, substansiya nigra,
hipotalamus ve serebral damarlarda ifadelendigi bildirilmisticr (17). NOX1
izoformunun inme sonrasi gelisen patolojik durumda ifadesinin arttigr ve iskemik
noronal 6liim gelisiminde 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (18) (19) (20). Buna ek
olarak NOX1’in vaskiiler demansta gerceklesen ROS’a bagli hipokampal ndron
kaybinda da etkisi ortaya konulmustur (21). Farelerde olusturulan Alzheimer
modelinde Alzheimer’in erken donemlerinde beyinde NOX1 ekspresyonun arttig1 ve
muhtemelen Alzheimer patogenezinde rol oynadigi bildirilmistir (22). Paraquat
uygulamasiyla olusturulan Parkinson modellerinde hem in vitro ve hem de in vivo
olarak NOX1 ekspresyonu artisina sebep oldugu (23), NOX1 gen ekspresyonu “knock
out” edilmis farelerde Parkinson hastaliginin belirteclerinden biri olan a-siniiklein
protein ekspresyonunun ve agregasyonun belirgin bir bigimde diistiigii, buna ek olarak
dopaminerjik ndéron kaybinin 6nemli Olgiide azaldigim1 gosteren bir calisma da
mevcuttur (24). Bir baska norolojik hastalik olan amyotrofik lateral sklerozun
farelerde olusturulan modelinde NOX1 ve izoformu NOX2’nin genetik olarak
susturulmasinin sag kalim siiresini anlamli olarak artirdigin1 gosteren baska bir
calisma daha mevcuttur (25)

ML-171, 2-asetilfenotiyazin olarak da bilinen spesifik bir NOX1 oksidaz
inhibitoriidiir. (26). ML171'in NOX1 katalitik alt birimini hedefledigi ancak sitozolik
diizenleyicilerini (NOXO1, NOXAT1 veya Rac) etkilemedigi goriilmektedir. ML171,
serotonin ve adrenerjik reseptorlere karsi diisiik potensli olarak bazi inhibitor etkiler
de gostermektedir. Bu bilesigin in vivo uygulamalar icin uygun farmakokinetik ve

giivenlik 6zelliklerine sahip oldugu ongdriilmiistiir (27).

MI-171 ve NOX-1 inhibisyonunun oksidatif stresle iliskili ¢esitli sinir sistemi
rahatsizliklart {izerine olumlu etkisinin olabilecegini isaret eden bu calismalara
ragmen, epilepsi iizerine etkileri ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Cesitli
giincel arastirmalarda elde edilen sonuglar ve laboratuvarimizda yapilan 6n ¢alismalar

1s1¢inda ML-171’in  epilepsi iizerine terapotik etkisinin olabilecegi kanaatine



varilmigtir. Calismamizda, NOX-1 inhibitérii ML-171 molekiiliiniin, PTZ toksisitesine
maruz birakilarak olusturulan hiicresel/ndronal hasar modelinde SH-SYS5Y insan
noroblastom hiicre hatt1 kullanilarak hiicre canlilifi, koruyucu etki, oksidatif stres ve
apoptozis iizerindeki in-vitro etkileri ile Wistar Albino ratlarda PTZ ile olusturulan
epileptik nobetler lizerindeki in-vivo etkilerinin biitiinciil olarak aragtirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1.Epilepsi

2.1.1. Nobet ve Epilepsi

Nobetler, beyinde anormal elektriksel etkinligine bagli olan olarak olusan
gecici beyin fonksiyon bozuklugu donemleridir. Uluslarasi Epilepsi ile Savas Dernegi
(International League Against Epilepsy, ILAE) 2005 yilinda epileptik nobeti “beyin
noronlarinda anormal, hipersenkronize ve asirt desarjlar: sonucu gelisen ani ve gegici
klinik belirti ve/veya bulgularin gériildiigii durum” olarak tanimlamistir (28) Nobette
goriilen anormal noronal aktivite biling degisikligi, kasilmalar, duyusal veya otonomik
belirtiler gibi klinik bulgulara yol acar. Nobetler provoke ya da provoke edilmeden
ortaya cikabilir. Provoke edilmeden ortaya ¢ikan nobetler akut semptomatik nébetler
olarak da tanimlanmakta ve elektrolit bozukluklari, toksinler, kafa travmasi,
enfeksiyoz stiregler, vaskiiler anomaliler, tiimorler gibi altta yatan sebeplere bagl
olarak cikmaktadirlar. Akut semptomatik nobetler bazi durumlarda epileptogenez
stirecine yol agsa da genellikle altta yatan neden tekrarlamadigi siirece tekrar

gbzlemlenmezler (29)

Epilepsi ise herhangi bir tetikleyici neden olmadan baslayan (provoke
edilmemis) nobetleri tekrarlayici olarak iireten kronik bir sinir sistemi rahatsizlig
olarak tanimlanmaktadir. ILAE’nin 2014 yilinda epilepsinin klinik tanimi i¢in vardigi
uzlasiya gore asagida verilen kriterlerden birini saglamak kisinin epilepsi hastasi

oldugunu dogrular (30);

e 24 saatten uzun arayla ortaya ¢ikan tetiklenmemis en az iki nobetin varligi
e Tetiklenmeden goriilen bir ndbet (veya refleks ndbet) ve ilerleyen 10 yil
icerisinde tekrar ndbet goriilme ihtimalinin %60°1n lizerinde olmast

e Herhangi bir epilepsi sendrom tanis1 almisg olmak



2.1.2. Tarihce

Epilepsi insanlik tarihinde bilinen en eski hastaliklardan biridir. Milattan dnce
2000’11 yillara ait bir Akad tabletinde ndbet geciren bir insan tasvirine rastlanmis ve
bu sdyle betimlenmistir: "Boynunun sola dondiigii, el ve ayaklarimin gerildigi,
gozlerinin faltasi gibi acgildigi ve agzindan kopiikler aktigi, bilincinin yerinde
olmadig..." Mezopotamya uygarliklarinda farkli nébet tiplerini tanimlayan belgelere
de rastlanmistir. Epileptik nobetler Mezopotamya geleneginde kotiiciil ruhlarin veya
tanrisal gli¢lerin kiside zuhur etmesi seklinde algilanmis, tedavisi ruhani ve dinsel
ritiiellerle yapilmaya ¢aligilmigtir (31).

Antik Misir’da ise MO. 1700°li yillara ait bir buluntu olan Edwin Smith
Papiriisii’nde ise kafa travmasini takiben gelisen nobet benzeri durumlarin tasvirine
rastlanmistir. Bu Antik Misirhilarin Mezopotamyalilardan farkli olarak epileptik
nobetlerin  dogatistii  sebeplerden ¢ok somut sebeplere dayandigi kesfettigini
gostermistir (32).

Antik Yunan’da Hipokrates “Kutsal Hastalik Uzerine” adl1 eserinde nobetlerin
dogaiistii giiclerle iliskinlendirilmesine karsi ¢ikarak doneminde kabul géren anlayisa
meydan okumus ve epilepsinin beyinle iligkili tibbi bir rahatsizlik oldugunu
belirtmistir. Epilepsinin post-travmatik ve kalitsal olabilecegini, bulasict olmadigi,
aura adi verilen 6n belirtilerinin olabilecegini dile getirerek caginin ¢ok otesinde
gozlemler dile getirmis ancak ¢aglar boyu siirecek Aristoteles kaynakli yanlis algilar
ve genel inaniglar1 degistirmeyi bagaramamustir (33).

19. ylizy1lda modern norolojinin dogusu ile epilepsiye bilimsel yaklasimda
giiniimiizde anlamiyla ortaya ¢iktr. 1849°da Ingiliz nérolog Robert Bentley Todd un
beyinde elektriksel bir gii¢ varligini ve epileptik ndbetlerin beynin elektrik “desarjlar1”
ile olusabilecegini iddia etti. 1857°de ilk antileptik ajan olan potasyum bromiiriin
Charles Locock tarafindan kullanilmasi, 1870°te Richard Caton’un hayvan
beyinlerinden elektrik kaydi dlgmesi, takiben John Hughlings Jackson fokal ndbet
teorisini gelistirmesi, 1929°da Hans Berger’in ilk insan elektroensefalografi kaydini

tanimlamasi bu donemdeki devrimsel ilerlemelere destek olmustur (34).



2.1.3. Epidemiyoloji

Tim diinyada her yas ve sosyoekonomik gruptan kisileri etkileyebilen
epilepsiden muzdarip olan 50 ila 70 milyon insanin yasadig1 tahmin edilmektedir (5).
Cesitli calismalar insan popiilasyonunda aktif epilepsi hastalig1 prevalansini %0,4—1,0
arasinda Olgmiis olup her bir iilkeden gelen veriler arasinda farklar da bulunmakla
birlikte genellikle diisiik ve orta gelir seviyesine sahip iilkelerde prevalans ve insidans
daha yiiksek 6l¢ililmiistiir. Bu durum s6z konusu iilkelerdeki tan1 ve tedaviye erisim
olanaklarinin kisitlilig1 ve trafik kazasi ve siddete bagli travmalarin daha sik yaganmasi
gibi faktorlerlerle iliskilendirilmektedir. ABD’de eriskinlerde aktif epilepsi prevalansi
%]1 olarak bildirilmistir (35). Tiirkiye’de ise siirli popiilasyonlar iizerinde yapilan
saha caligmalarinda aktif epilepsi prevalansi %0,7 ila %1 Arasinda bildirilmistir(36).

Epilepsi her yas grubunu etkilese de insidans ve prevalansinin dagilimina
bakildiginda 0-14 yas araliginda ve 70 ve Ustli yas gruplarinda zirve yapmaktadir.
flerleyen yasla birlikte epilepsi mortalitesi de yiikselmektedir (37). Hastaligin sebep
oldugu fiziksel, bilissel ve psikiyatrik komorbiditelere ek olarak kaza, yaralanmalar ve
toplumsal damgalanma epilepsi hastalarinin yasam kalitesini 6nemli dl¢lide olumsuz
etkilemektedir Tiim bu durumlar epilepsinin 6nemli bir halk sagligi sorunu olduguna

isaret etmektedir (38).

2.1.4. Smiflama

Epilepsi hastalar1 i¢in nobetlerin dogru smiflandirilmasi hastalarin tani ve
tedavi kritik 6neme sahiptir. Smiflama dogru ve tedavi basarisinda belirleyici rol
oynamaktadir. Nobetin tipi klinik ve elektroensafalografik gozlemlerden yola ¢ikarak
belirlenmektedir (39).

18. yiizyilda yasamus Isvicreli hekim Samuel-Auguste Tissot tarafindan Traité
de I'Epilepsie isimli ¢alismasinda ILAE tarafindan ilk defa grand état (jeneralize
tonik-klonik ndbet) ve petit état (absans ndbet) tanimlarin1 yaparak modern ndbet
siniflamasint ilk adimini atmistir. Bu calismadan yola ¢ikan Fransiz hekim Jean-
Etienne Dominique Esquirol tarafindan tamtilan grand mal ve petit mal nobet ayrimi
20. Yiizyil sonuna kadar klinisyenler tarafindan yaygin bi¢imde kullanildi (40).
Uluslaras1 gecerliligi olacak bir ndbet siniflamasi ilk kayda deger girisim Fransiz

epileptolog Henri Gastaut’un ¢abalariyla olusturulan kilavuzla 1969°da gerceklesti. Bu



kilavuzu takiben 1981°de olusturulan ve nobetleri baslangi¢ sekillerine gore parsiyel
ve jeneralize olarak ayiran siniflama epileptik nobet smiflamasinda modern ve
uluslaras1 gecerli bir yaklasimin gelismesini saglamistir. ILAE 1981°de olusturdugu
nobet smiflamasina 1989°da epilepsiler ve epilepsi sendromlarin1 da dahil etmistir.
Literatiirde ve pratik uygulama yaygin kabul goéren bu siniflama hastanin nobet
esnasindaki biling durumuna dayali olarak kuruldugu icin tiim nobet tiirlerini
kapsamakta yeterli goriilmemistir (41).

ILAE nd6bet siniflamasi epilepsi iizerine bilgi birikiminin artisiyla 2017 ve
2025 yillarinda yapilan major giincellemelerle son halini almigtir. Giincel siniflamaya
gore nobetler dort ana baslikta toplanmistir: Fokal, Jeneralize, Belirlenemeyen (fokal
mi jeneralize mi oldugu tespit edilemeyen) ve Siniflandirilamayan Nobetler (42).

Fokal ndbetler beynin bir yarimkiiresindeki sinirli bir agdan kaynaklanan
ndbetlerdir. Fokal nobetler sirasinda hasta bilinci (farkindaligl) tam agik olabilir veya
kismen/ tamamen bozulabilir; biling durumu fokal nébetlerin alt tiir ayriminda
onemlidir. Jeneralize ndbetler baslangi¢ anindan itibaren her iki beyin yarimkiiresini
de iceren yaygin aglar lizerinden ortaya ¢ikmaktadir. Bilincin her zaman bozuldugu ve
motor bulgularin da genellikle siddetli oldugu gozlenmektedir. Bilinmeyen baslangich
nobetler genellikle gecici bir siniflama olarak kabul edilmektedir. Hastanin nobetine
iliskin EEG kaydi, video kaydi veya ndbet anina sahit olan kisinin bulunmamasi
hastanin ndbeti bu sinifa sokar. Ilerleyen zamanlarda elde edilen klinik ve
elektrofizyolojik verilerden hareketle hastanin ndbeti fokal veya jeneralize ndbet
olarak smiflandirilmas: olasidir. Tiim verilere ragmen hastanin nébetinin tipinin
belirlenemedigi nadir durumlarda ndbet “Swniflandirilamayan Nobetler” basligina
dahil edilir (43).

2025 ILAE nobet simniflamasinda bazi kavramsal yenilikler getirilmistir.
Bunlardan baslicalar1 sunlardir(42):

e Ana smiflamadaki basliklardan baslangi¢ (onset) terimi terkedildi.

e Smflayic1 (classifiers) ve Tanimlayict (descriptors) kavramlari tanitildi:
Siiflayicilar ndbetin baslangi¢ yeri, biling durumu ve nébet tipi gibi nobetin
biyolojik alt yapisimi tarif ederken, Tanimlayicilar nébetin semptomlar1 ve
seyri gibi klinik belirtilerini ayrintili olarak tanimlamakta kullanilacaktir.

e Farkindalik (awareness) yerine biling durumunun (consciousness) ndbet



siniflamasinda kullanilmasina karar verildi.
e 2017 smiflamasinda 63 adet nobet tipi tanimlanmasina karsilik 2025°te

toplamda 21 nébet tipi oldugu kabul edilmis, ciddi bir sadelesmeye gidilmistir.

Tablo 1.Uluslaras1 Nobet Siniflamasi (2025)

1. Fokal Nobetler
1.1. Bilin¢ korunmus fokal nobet
1.2. Bilin¢ bozulmus fokal nobet
1.3. Bilateral tonik-klonik nobete ilerleyen fokal nobet
2. Odag Bilinmeyen Nobetler
2.1. Bilin¢ korunmus nobet
2.2. Bilin¢ bozulmus ndbet
2.3. Bilateral tonik-klonik nobet
3. Jeneralize Nobetler
3.1. Absans nébetleri
3.1.1. Tipik absans nobeti
3.1.2. Atipik absans nobeti
3.1.3. Myoklonik absans nobeti
3.1.4. Goz kapag1 myoklonisi ile / olmadan absans
3.2. Jeneralize tonik-klonik ndbetler
3.2.1. Myoklonik-tonik-klonik nobet
3.2.2. Absanstan tonik-klonik nobete gecis
3.3. Diger jeneralize nobetler
3.3.1. Jeneralize myoklonik nobet
3.3.2. Jeneralize klonik nobet
3.3.3. Jeneralize negatif myoklonik nobet
3.3.4. Jeneralize epileptik spazm
3.3.5. Jeneralize tonik nobet
3.3.6. Jeneralize atonik nobet
3.3.7. Jeneralize myoklonik-atonik nobet

4. Smiflandirilamayan Nobetler




2.1.5. Etiyoloji

Akut (semptomatik ndbetler) beyinde gegici bir bozukluk olusturan iskemik veya
hemorajik inme, akut kafa travmasi, yliksek ates, alkol yoksunlugu ve hipoglisemi gibi
akut saglik problemlerine bagli olarak ¢ikmakta, neden ortadan kaldirildiginda
genellikle tekrar etmemektedir. Bu nobetler tekrarlayict ve tetikleyici sebep
olmaksizin ortaya ¢ikan nobetlere yatkinlikla karakterize edilen epilepsi
rahatsizligindan ayri ele alinmaktadir (44).

ILAE 2017 smiflandirmasinda epilepsileri etiyolojik olarak alti ana baslikta
toplamistir. Bunlar; genetik, yapisal, enfeksiydz, metabolik, immiin ve bilinmeyen
etiyolojilerdir. Bununla birlikte epileptogenez siirecinin multifaktdriyel 6zelligi goz
oniinde bulunduruldugunda bir epilepsi hastasinin hastaligi birden fazla etiyolojik
basliga dahil edilebilir (45).

Epilepsi hastaliginin etiyolojisi hastanin yas1 basta olmak demografik
ozellikleriyle siklikla paralellik gosterir. Gelismis llkelerde ve yaslh niifusta inme,
travma ve timor gibi beyin anatomisinde tahribat yaratan durumlar yayginligina baglh
olarak en sik rastlanan etiyoloji yapisal etiyoloji iken, cocukluk c¢aginda genetik
etiyoloji, gelismemis tilkelerde ise enfeksiyoz etiyoloji 6n plandadir (46).

Gelisen teknoloji ve birlikte ilerleyen tani1 yontemlerine ragmen giliniimiizde
pek cok hastanin epilepsi etiyoloji net bir bigimde saptanamamaktadir. Bilinmeyen
etiyoloji baghigi altinda toplanan bu durumdaki hastalar cesitli caligmalarda tiim
hastalar arasinda %30-50 arasinda bir orana sahiptirler. Bununla birlikte devam
arastirmalarla yakin gelecekte bu oranin diismesi ve hastalardaki tedavi basarisinin

yukselmesi beklenmektedir (47).

2.1.6. Patofizyoloji

Epileptik nobetlerin beyin dokusunda yer alan sinir aglarinda eksitasyon ve
inhibisyon mekanizmasindaki denge kaybindan ortaya ciktiklar1 bilinmektedir.
Noronlar fizyolojik durumdan daha kolay, daha sik ve daha kontrolsiiz bigimde
elektrik aktivite gostermesi (ndronal hipereksitabilite) ve gelisen bu aktivitenin sayica
asir1 miktarda néronu da kendisiyle esgiidiimlii olarak aktivite iiretmeye tesvik etmesi
(noronal hipersenkronizasyon) epileptik ndbetin altinda yatan temel mekanizmalar

oldugu da gosterilmistir. Bununla birlikte saglikli beyin dokuda noéronal
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hipereksitabilite ve hipersenkronizasyon olgularinin gelisimini baslatan patolojik
stiregler hala tam olarak aydinlatilamamistir ve yogun bir arastirma konusudur (48).
Tek bir nobet olusum ve gelisimi kapsayan siirece iktogenez, ndbetlerin tekrarlayici
karakter kazanmasmi ve provoke edilmeden olusmasin1 baglatan siirece ise
epileptogenez adi verilmektedir. Epileptogenez daha uzun bir siireci kapsamakta ve
tam olarak aydinlatilamasa siklikla travmatik beyin hasari, inme, beyin tiimori gibi
beyin dokusunda ciddi tahribat yaratan durumlar izleyen latent bir donemde
gerceklesen bir olgu oldugu goézlemlenmistir. Epileptogenez doneminde beyin
dokusunda noronal hasar ve onu izleyen gliyozis, sinaptik ve aksonal reorganizasyon,
anormal sinaptik plastisite ve ndrogenez gibi biyopatolojik yeniden yapilanma
mekanizmalar1 gdzlemlenmistir (49).

Giincel arastirmalar ndrotransmitter sistem dengesindeki bozulmalarin ve
sinapti iletimde gerceklesen bozulmalarin noronal hipereksitabilite mekanizmasinda
kritik Oneme sahip oldugunu isaret etmektedir. Epileptik ndronlarda astroglial
glutamat alim yeteneginde kayip oldugu gosterilmistir. Nobet sirasinda sinaptik
aralikta agir1 glutamat birikimi ve eksitotoksisitesi ve buna bagh gelisen NMDA ve
AMPA reseptorlerinin hiperaktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum girisinin artisiyla
sonuclanir. Hiicre i¢ine asir1 kalsiyum girisi ¢esitli sinyal transdiiksiyon yolaklarini
aktive ederek hem noronal hasar1 hem de sonrasinda gelisecek epileptiform desarjlar
destekler (50).

Benzer sekilde iyon kanali ekspresyonlarindaki degisimler ve 6zellikle genetik
mutasyonlarla tetiklenen iyon kanali yapt ve islev bozukluklart néronal
hipereksitabilite gelisimi acisindan suglanmistir. Bu duruma baslica 6rnek SCN1A
geninde yer alan mutasyonlardir. S6z konusu gende gelisen mutasyonlar GABAerjik
inhibitdr ara noronlarda kayiplara yol agarak siddetli febril nobetlere ve entelektiiel
gerilige yol agmaktadir. SCN1A geninde yer alan mutasyonlar basta Dravet sendromu
olmak tizere pek ¢ok kanalopati ile iliskilir (51).

Paroksismal Depolarizasyon Kaymasi (PDK), ndronal membran potansiyelinin
anormal bicimde uzamis olarak devam eden depolarizasyonunu ifade eder. Bu durum
siklikla gelistigi norona ek olarak etrafindaki néronlar1 ateslemekte ve epileptojenik
odaklar olusumunda rol almaktadir. PDK’ler epileptik beyin yapisinin gelisimi i¢in bir

isaret kabul edilmektedir (52).
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Epilepsi patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen bir bagka mekanizma da
noroinflamasyondur. Mikroglia ve astrosit aktivasyonuyla proinflamatuar sitokin
salinimi artis1 (IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi) GABA/glutamat dengesini glutamat lehine
bozarak epileptik ndbete yatkinlig1 artirir. Inflamasyon siddetine bagli kan beyin
bariyerinde gerceklesen tahribatinda epileptik nobete yatkinlik — artirdigi
disiiniilmektedir (53).

Epileptik nobetler sirasinda zirve yapan enerji tiiketimi mitokondriyal strese ve
asir1 oksijen tiiketimine sebep olmaktadir. Mitokondriyal solunumun asir1 artigi reaktif
oksijen tiirevlerinin asir1 iiretimi ve bu molekiillerin hiicre zar1 lipidlerine, hiicre
proteinlerine ve niikleik asit yapilarini tahrip etmesiyle sonuglanir. Noronlarin zar
yapisinda yiiksek oranda bulunan lipid icerigi ve katalaz ile glutatyon peroksidaz gibi
baslica antioksidan enzimlerin beyindeki aktivitesinin gorece diisiik olmasi, bu
hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 savunmasiz hale getirmektedir
(14).

Genetik sebeplere ek olarak DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
mikroRNA ekspresyonu degisiklikleri gibi epigenetik degisiklerinde epileptogenez
siirecinde 6nemi vardir. Epigenetik regiilasyona miidahale eden HDAC inhibitorleri,
DNMT inhibitérleri ilaglarla yapilan hayvan calismalarinda olumlu sonuglar elde

edildigi bildirilmistir (54).

2.1.7. Tedavi
Epilepsi rahatsizliginin tedavisinde kullanilan ilaclar antikonviilzanlar ya da
antiepileptikler olarak isimlendirilmistir. Bununla birlikte her nobetin konviilsiyon
icermemesi, her konviilsiyonun ise bir epileptik nobetten kaynaklanmiyor olusu
antikonviilsan teriminin; kullanilan ilaclar epilepsiyi kiiratif 6zellikten ¢ok
semptomatik sekilde tedavi ettiginin farkedilmesi ile antiepileptik teriminin
kullanimin kavramsal olarak dogru olmadigi, dogru adlandirmanin anti-nobet ilaglar
(ANI) olmasi gerektigi kabul edilmistir (55).
Uzun yillar boyunca tiim epilepsi tiplerinin tedavisi igin tek bir ilag gelistirilmesi
hedeflenmis, ancak epilepsi rahatsizliginin multifaktoriyel etiyolojisi ve patogenezi
dikkate alindiginda spesifik bir ilagla tedavinin miimkiin olmadig1r goériilmiistiir.

Siiregelen ¢aligmalara ve bilgi birikimine ragmen epilepsi tiirleri patogenezi hakkinda
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bilgi seviyesi yeterli seviyede degildir. Bununla birlikte 1857°de Bromiir, 1912°de
Fenobarbitalin anti-nobet etkinliklerinin tesadiifi kesfiyle ANI olarak kullanilmastyla
baslayan ilag¢ gelistirme siireci, gliniimiizde hastalara ¢ok sayida, farkli tiplerde ve
etkinliklerde ANI’yi erisilebilir tedavi haline gelmesini saglayacak sekilde
ilerlemistir(56).

ANI temel etki mekanizmalarma gére siniflandirilmakla birlikte bu siniflamalar
ilaglarin sahip oldugu coklu etki mekanizmasini ihmal etmektedir. Giinlimiizde
kullanilan ANT icin odaklandiklari temel etki mekanizmalarina siiflandirma basliklar
sunlardir(57);

a) Voltaj-kapili kanallara etki

i) Voltaj kapili kapili Na" kanallarinin blokaji
ii) Voltaj kapili kapili Ca*? kanallarinin blokaj
iii) Voltaj kapili kapili K" kanallarinin blokaj
b) GABAerjik inhibitor sisteme etki
¢) Glutamaterjik eksitator sisteme etki

d) Presinaptik Norotransmitter Saliverilmesinin Modiilasyonu
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Tablo 2.Anti-epileptik ilaclar, etki mekanizmalari ve kullanildiklar1 ndbet tipler

flac Adr

Etki Mekanizmasi

Etkili Oldugu Nobet

Sodyum valproat

GABA artis1, sodyum/kalsiyum
kanal1 blokaj1

Genel, fokal, Lennox-
Gastaut

Karbamazepin Sodyum kanal blokaj1 Fokal, jeneralize tonik-
klonik
Lamotrijin Sodyum kanal blokaj1, glutamat | Fokal, jeneralize,
baskist Lennox-Gastaut
Levetirasetam SV2A {izerinden sinaptik Fokal, jeneralize, juvenil
modiilasyon miyoklonik
Topiramat GABA artis1, sodyum kanal Fokal, jeneralize,
blokaji1, glutamat antagonizmas1 | Lennox-Gastaut
Etosiiksimid T-tip kalsiyum kanal blokaj1 Absans nobetleri
Klonazepam GABA-A reseptor aktivasyonu Absans, miyoklonik,
Lennox-Gastaut
Vigabatrin GABA transaminaz inhibisyonu | Infantil spazm, direncli
fokal nobet
Gabapentin Kalsiyum kanal modiilasyonu Fokal nobet
Lakozamid Sodyum kanal yavas Fokal nobet
inaktivasyonu
Brivarasetam SV2A baglanmasi Fokal nobet
Perampanel AMPA reseptdr antagonizmasi Fokal, jeneralize tonik-
klonik
Rufinamid Sodyum kanal inaktivasyonu Lennox-Gastaut
Kannabidiol (CBD) TRPV1, GPR55 vb. Dravet, Lennox-Gastaut
modiilasyonu
Fenitoin Sodyum kanal blokaj1 Fokal, jeneralize tonik-
klonik, status epileptikus
Fenobarbital GABA-A reseptor aktivasyonu Fokal, jeneralize,
yenidogan nobetleri
Primidon GABA artis1 Fokal, jeneralize
Zonisamid Sodyum/kalsiyum kanal blokaji | Fokal nobet
Tiagabin GABA geri alim inhibitorii Fokal nobet
Pregabalin Kalsiyum kanal modiilasyonu Fokal nobet
Stiripentol GABA artis1, GABA-A Dravet sendromu
modiilasyonu
Fenfluramin Serotonin salinimi, sigma-1 Dravet, Lennox-Gastaut
modiilasyonu
Cenobamat Sodyum kanal blokaji, GABA Fokal nobet
artis1
Okskarbazepin Sodyum kanal blokaj1 Fokal nobet
Eslikarbazepin Sodyum kanal blokaj1 Fokal nobet
Klobazam GABA-A reseptor aktivasyonu Lennox-Gastaut
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2.2. Oksidatif Stres Ve Epilepsi

Oksidatif stres, canli organizmada oksidan iiretimi ile antioksidan savunma
arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan ve hiicresel
diizeyde hasara yol acabilen bir durum olarak tanimlanir (58). Diisiik diizeydeki ROS
fizyolojik hiicresel sinyal iletiminde gorev alabilirken, yliksek diizeyde ROS iiretimi
proteinler, lipitler ve DNA gibi makromolekiillere zarar verir (13). Beyin dokusu,
yuksek oksijen tiikketimi ve zengin doymamis yag asidi igerigi nedeniyle oksidatif
hasara oOzellikle hassastir (58). Endojen antioksidan kapasitenin yetersiz kaldig
durumda ortaya ¢ikan oksidatif stres, norodejenerasyon ve hiicre oOlimi ile
sonuclanabilecek biyokimyasal degisiklikleri tetikleyebilir.

Son yillarda, oksidatif stresin epilepsideki rolii lizerine artan sayida kanit ortaya
konmustur. Hem epilepsi hastalarinda hem de deneysel hayvan modellerinde, oksidatif
strese ait biyobelirteclerin belirgin sekilde yiikseldigi rapor edilmistir (59). Ornegin,
status epileptikus gegiren hastalarin kan 6rneklerinde antioksidan enzim diizeylerinin
diistiigii (SOD, katalaz ve GSH seviyelerinde azalma) ve oksidatif hasar {iriinlerinin
arttif1 gosterilmistir (60). Ilaveten, direncli epilepsi hastalarinda C vitamini diizeyleri
ile nobet siklig1 arasinda ters, oksidatif hasar gostergesi 3-nitrotirozin diizeyleri ile
nobet sikligr arasinda dogru orantt saptanmistir (61). Bu bulgular, epilepsi
patofizyolojisinde oksidatif dengenin bozuldugunu ve kronik ndérolojik hasarin bir
kisminin oksidatif strese bagli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Epileptik nébetlerin kendisi de metabolik olarak yogun bir siire¢ olup oksidatif
stres ile yakindan iligkilidir. Nobet sirasinda beyinde artan hipermetabolik aktivite,
oksijen ve glukoz tiiketiminin yiikselmesine yol agar ve bu durum ROS {iretimini
tetikleyebilir(59). Uzamis nobetlerin ardindan mitokondriyal fonksiyonlarin bozularak
ROS iiretiminin arttig1 ve antioksidan savunmalarm tiikendigi saptanmustir. Ornegin
deneysel status epileptikus sonrasinda mitokondriyal elektron tagima zinciri enzimleri
(6rn. kompleks I, a-ketoglutarat dehidrogenaz) inhibe olurken, beynin etkilenen
bolgelerinde glutatyon (GSH) diizeylerinin azaldig1 ve okside formu GSSG’nin arttig1
gosterilmistir (62). Beyindeki major antioksidanlardan biri olan GSH’nin bu sekilde
tilkkenmesi, hiicrelerde indirgenme-oksidasyon dengesinin bozulmasina yol agarak
norodejenerasyon, kognitif bozulma ve nodronal oOliimle sonuclanabilmektedir.

Nitekim, antioksidan enzim glutatyon peroksidaz-4’iin  kaybinin  lipid
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peroksidasyonunu tetikledigi ve deneysel epilepsi modellerinde ferroptozis olarak
adlandirilan demir bagimli hiicre 6liimiine yol agtig1 bildirilmektedir (63). Bu veriler,
nobetlerin oksidatif stres yaratabilecegi ve olusan oksidatif hasarin sonraki ndbetlerin
olusumunu kolaylastirabilecegi  yoniinde bir kisir dongli  olabilecegini
distindiirmektedir.

Oksidatif stresin epileptogenez iizerindeki etkisi de dnemlidir. Epileptogenez,
beyni etkileyen ilk hasar ile kalici epilepsi olusumu arasindaki siire¢ olup, bu latent
(gizli) donemde hiicresel ve molekiiler diizeyde kapsamli degisiklikler gergceklesir. Bu
stirecte asirt ROS/RNS iiretimi ve buna bagl sinyal yolaklari, néroinflamasyonu
tetikleyerek noron kaybi, anormal ndrojenesis ve azalmis ndbet esigi gibi patolojik
degisimlere yol acabilmektedir (64). Ozellikle noroinflamasyon ve oksidatif stresin
birbirini besledigi, inflamatuar sitokinlerin iiretiminin glutatyon tiikenmesi ve
mitokondriyal disfonksiyon gibi oksidatif mekanizmalari baglattig1 gosterilmistir (65).
Bu nedenle epileptogenezi yavaslatmak veya durdurmak amaciyla oksidatif stresi
azaltmaya yonelik stratejiler iizerinde durulmaktadir. Nitekim bazi antioksidan
bilesiklerin (6r. resveratrol) deneysel modellerde anti-epileptojenik etki gdstererek,
latent donemde uygulandiginda kronik ndbet gelisimini azalttig1 bildirilmistir (64). Bu
veriler, oksidatif stresin sadece nobetlerin bir sonucu degil, ayn1 zamanda epilepsinin
gelisiminde bir etken oldugunu da ortaya koymaktadir.

Epilepside oksidatif stresin kaynagi olarak birden fazla mekanizma rol oynar.
Reaktif tiirlerin liretimi hem mitokondriyal yolaklar hem de mitokondri-dig1 enzimler
araciligiyla gerceklesebilir. Mitokondrilerde aerobik metabolizma sirasinda tiiketilen
oksijenin kiiciik bir kismi elektron tasima zincirinden sizarak siiperoksit (O2’)
olusturur; bu molekiil daha sonra dismutasyon reaksiyonlariyla hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikali (OH") gibi ikincil ROS’lara dontisebilir. Epileptik nobet
modellerinde, 6zellikle status epileptikus sonrasinda mitokondriyal kompleks I’in
inhibisyonu ve artmis mitokondri kaynakli siiperoksit {iretimi gozlenmistir (66).
Bununla birlikte, mitokondri dis1 kaynaklar da nobetlerin tetikledigi 6nemli ROS
iiretim yollaridir. Ornegin, ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz (NOS), siklooksijenaz
ve lipooksijenaz gibi enzimler ile sitokrom P450 sisteminin yani sira NADPH
oksidazlar da nobet aktivitesiyle birlikte asir1 aktive olarak oksidan {liretimini artirir.

Bu enzimlerin farmakolojik inhibisyonunun deney hayvanlarinda ndbetlerin yol agtig1
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ndronal hasar azalttig1 gosterilmistir (67). Dolayisiyla, oksidatif stresin kontrol altina
alinmasinda hem mitokondriyal fonksiyonlarin desteklenmesi hem de mitokondri dist
ROS  kaynaklarmin  baskilanmasi  potansiyel tedavi yaklasimlar1 olarak
degerlendirilmektedir.

Bu baglamda, NOX enzim ailesi 6zellikle dikkat ¢ekmektedir. NADPH
oksidazlar, hiicresel membranlar {izerinde elektron transferi yoluyla molekiiler
oksijeni stliperoksit radikaline indirgeme yetenegine sahip enzimlerdir. Olusan
sliperoksit, spontan veya enzimatik dismutasyon ile H>O> gibi daha stabil ROS
molekiillerine doniiserek hiicrede redoks sinyalleme ve hasar mekanizmalarinda rol

oynar(68).

2.3.Nadph Oksidazlar

NADPH oksidazlar, zar iizerinde konumlanmis ¢ok alt birimli enzim
kompleksleridir ve hiicre i¢i ROS iiretiminden sorumludurlar. NOX ailesinin yedi
izoformu oldugu belirlenmistir (NOX1-5, DUOX1, DUOX2). Bu enzimlerin temel
islevi, sitozoldeki NADPH’den elektron alarak bu elektronu membranin dis
ylizeyindeki oksijene tasimak ve siiperoksit anyonu tiretmektir. Olusan siiperoksit ve
tiirevleri (6rnegin H>0O») oksidatif stres yoluyla hiicresel hasara ve sinyal
bozukluklarina neden olabilir (69)

Her NOX izoformu, FAD, iki heme grubu ve NADPH baglanma bolgeleri
igeren bir yapiya sahiptir. NOX enzimlerinin iglevsel hale gelmesi i¢in bir membran
alt birimi (6rnegin NOX2 izoformunun gp91 Pho* ve p22 PIox alt birimleri) ile sitozolik
diizenleyici alt birimlerin (p47P"*, p67 P'* veya bunlarin homologlart NOXOI,
NOXAT1) birlesmesi gerekir. Kiiciik GTPaz Racl de NOX kompleksinin
aktivasyonunda onemli rol oynar. Bu multienzimatik yap1 ve diizenleyici etkilesimler,
NOX aktivitelerinin hiicresel uyarilara o6zellesmis ve siki kontrollii sekilde
gerceklesmesini saglar(70).

NOX enzimlerinin tirettigi sliperoksit, hiicre i¢inde hizla hidrojen peroksite
doniisiir. Stiperoksit dismutaz enzimi araciliiyla dontistiiriilen H2O; hiicre zarindan
gecebildigi i¢in hem iiretici hiicreyi hem de komsu hiicreleri etkileyebilir. Ornegin bir
derleme makalesi, NOX’larin NADPH’dan elektron alarak siiperoksit (O2)

olusturdugunu ve bunun biiyiikk Ol¢iide enzimatik yolla H»O:’ye doniistiiglinii
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belirtmektedir. Normal sartlarda bu ROS iiretimi sinyal iletiminde gérev alirken, asir1
ROS birikimi lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasart gibi toksik
etkilere yol agar (65).

Merkezi sinir sisteminde (MSS) NOX enzimleri c¢esitli hiicre tiplerinde
eksprese edilir. Yapilan ¢aligmalarda, NOX1’in ndronlar, astrositler, mikroglia ve
beyin endotelyum hiicrelerinde ifade edildigi gosterilmistir. Bu bulgu, NOX sisteminin
MSS’de genis bir dagilimi oldugunu ortaya koyar. Ozellikle mikroglialarda NOX1 ve
NOX2 birlikte bulunmakta, ancak farkli uyarilara yamit vererek ayri islevler
tistlenebilmektedir. MSS’deki bu ¢esitlilik, NADPH oksidazlarin sinir sistemi
fizyolojisi ve patolojisinde ¢cok yonlii roller iistlenebilecegini gdsterir(71).

Epilepsi baglaminda, NADPH oksidazlarin iirettigi ROS’un epileptojenik
siireglerde rol oynadig diisiiniilmektedir. Ornegin asir1 glutamaterjik uyarmin NMDA
reseptorleri araciligiyla NOX aktivasyonunu tetikleyerek siiperoksit ve H>O; tiretimini
artirdig1 bilinmektedir. Bu ROS artis1, hayvan modellerinde néronal hiperaktiviteyi ve
nobet benzeri aktiviteyi tetiklerken, NOX inhibitorleri epileptiform aktiviteyi
azaltmistir. Farelerde PTZ ile olusturulan nobet modelinde NOX inhibitori
uygulanmasi, oksidatif stresi ve nérodejenerasyonu azaltarak norolojik bozukluklar
hafifletmistir (72). Ayrica epilepsi hastalarinda ve hayvan modellerinde NOX2 basta
olmak tizere NOX1 ve NOX4 izoformlariin ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Bu
veriler, NADPH oksidazlarin epileptik aktivite sonrast ROS kaynagi olarak 6nemini
vurgulamaktadir (65).

NOXI1 izoformu, 6zellikle néroinflamasyon ve norodejenerasyon siireglerinde
dikkat ¢ekicidir. NOX1; inflamatuar agr1 yanitinda, mikroglial konak savunmasinda
ve noral biiyiime siireclerinde rol oynamustir. In vitro calismalar, NOXI1
aktivasyonunun protein kinaz C (PKC) fosforilasyonu ve Racl araciligiyla
gerceklestigini gostermektedir(73). Ayrica fare ve sican inme modellerinde NOX1
aktivitesinin yiikselmesinin noronal hiicre 6liimiine katkida bulundugu bildirilmistir
(74). Dolayisiyla NOX1, sinir sistemi glial hiicrelerinden kaynaklanabilen oksidatif
stresi artirarak norolojik hasari kolaylastirabilen onemli bir bilesen olarak
degerlendirilmektedir.

NADPH oksidaz aktivitesinin inhibisyonu, noroprotektif stratejiler arasinda

incelenmistir. Ornegin apocynin gibi fenolik bilesikler NOX aktivitesini inhibe ederek
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siiperoksit {iretimini &nemli lgiide azaltir. in vivo ¢alismalarda apocynin tedavisi,
beyin travmasi, inme ve epilepsi modellerinde oksidatif hasar1 azaltmis ve noronal
Oliimleri baskilamistir. Caligsmalar, travmatik beyin hasar1 veya ndbet sonrasi gelisen
oksidatif hasarin apocynin ile tedavisinin hipokampal noronal canliligi artirdigini
gostermistir  (75). Bu bulgular, NADPH oksidaz kaynakli oksidatif stresin

noroprotektif tedavi hedefi olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.4.Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi aragtirmalarinda farkli ndbet tiplerini ve epileptojenik siiregleri yansitmak
amaciyla ¢esitli deneysel modeller gelistirilmistir. Bu modeller genel olarak akut nébet
testleri (6rn. maksimal elektrosok [MES], tek doz PTZ), kronik kindling modelleri
(elektriksel veya kimyasal tekrar uygulamalar) ve status epileptikus (SE) modelleri
olarak simiflandirilabilir (76). Ornegin MES ve subkutan PTZ testi, yeni antiepileptik
ila¢ adaylarmin etkinligini belirlemede yaygin sekilde kullanilir. Basariyla antindbet
etkisi gosterilen bilesikler daha sonra amigdala veya hipokampus kindling, isitmeyle
indiiklenen nobet (odyojenik) gibi kronik model testlerine tabi tutulur (77). Bu yolla
hem akut ndbetleri Onleyici ilaglar degerlendirilir, hem de epileptogenez

mekanizmalarina 151k tutulur(78).

Kimyasal indiiklemeli kronik modeller arasinda pilokarpin ve kainik asit gibi
ajanlarla olusturulan SE modelleri 6ne ¢ikar. Bu modellerde, yiiksek doz pilokarpin
veya kainik asit uygulamasiyla status epileptikus benzeri bir tablo olusturulur; takiben
latent bir periyottan sonra spontan tekrar eden konviilsiyonlar gozlenir. Bu yontemler
ozellikle insan temporal lob epilepsisi (TLE) fenotipine benzer kronik epilepsi olusum
mekanizmalarint ¢aligmak i¢in kullanilir(79). Ayrica genetik yatkinliga dayali
modeller (6r. WAG/Rij gibi genetik nonkonviilsif test modelleri) ve segici toksin veya
optogenetik tekniklerle elde edilen 6zgiil epilepsi varyantlari lizerine ¢alisan modeller
de gelistirilmistir. Bu 6zel modeller belirli epilepsi tiplerinin patofizyolojisini
incelemek icin yiiksek 6zgiinliik sunar. Sonug olarak, deneysel epilepsi modelleri; akut
ndbet degerlendirmesi, kronik epileptogenez arastirmalar1 ve yeni tedavi stratejileri

gelistirme caligmalarina zemin hazirlayacak sekilde ¢esitlenmektedir (80).
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Kimyasal kindling ise laboratuvar hayvanlarinda tekrarli subkiirsel konviilzan
dozlarmmn uygulanmasina dayanan bir yontemdir. Ornegin pentilentetrazol (PTZ) ile
kimyasal kindlingde, konviilzan etki yaratmayan kiicilk dozda PTZ aralikh
enjeksiyonlar seklinde verilir. Zamanla bu alt esik dozlar birikimli etkiyle hayvanda
daha ciddi klonik-tonik ndbetlere yol agar. PTZ ile olusturulan bu kronik kindling
protokolili, epileptogenez arastirmalarinda yaygin bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu modelde her PTZ uygulamasi tek basina tam bir ndbet olusturmaz;
ancak yineleyen uygulamalar beyindeki duyarliligi artirarak giderek siddetli nobetlere
neden olur. Boylece kademeli bir sekilde kronik epilepsi hali gelisir ve epilepsiye
duyarhilik artar. Ayrica elektriksel kindling (amigdala veya hipokampus stimiilasyonu)
modellerinde oldugu gibi kimyasal kindling de epileptogenez siirecindeki sinaptik

degisiklikler ve ndronal hassaslasmanin incelenmesine olanak tanir(81)

2.4.1. PTZ ile Olusturulan Kindling Modeli

Pentylenetetrazol (PTZ), GABAa reseptor antagonistidir ve tek dozda
uygulandiginda klonik nobetler tetikler. PTZ tutusma modelinde ise, her biri ndbete
neden olmayan subkonviilzan dozlarda (6rnegin 30mg/kg, i.p.) PTZ tekrarli olarak
hayvana uygulanir. Bir ¢alismada 28 giin boyunca giinde 30 mg/kg PTZ enjeksiyonu
ille Wistar siganlarinda kindling olusturulmustur. Bu yaklasimda, her PTZ
uygulamasinin ardindan hayvan belirli bir siire gozlenerek nobet siddeti puanlanir.
Yeterli sayida tekrarli uygulama ve ndbet degerlendirmesi sonrasinda hayvanlar
“tutusmus” (kindled) hale gelir. PTZ tutugsma modeli, kronik epilepsi modelinin bir
ornegi olarak kabul edilir ve deney hayvanlarinda epileptogenez, ndrodejenerasyon ile
iliskili komorbiditeler ve ilag direnci ¢alismalarinda sik¢a kullanilir. Ozellikle TLE de
benzer ndronal hasar profili gdsterebildigi ve tedaviye direngli epilepsi

patofizyolojisini taklit edebildigi bildirilmistir (82)

PTZ tutusma protokoliiniin avantajlarindan biri cerrahi islem gerektirmemesi
ve nispeten kolayca uygulanabilmesidir. Intrakraniyal elektrot yerlestirme ihtiyaci
olmadan, genel davranigsal nobet degerlendirmeleri yapilabilir. Ayrica bu modelde

kiimiilatif PTZ uygulamalar1 sonucunda anti-epileptik ilaglara karsi tolerans gelisimi
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gbzlenebilir; bu da modelin ilag direnci (refrakter epilepsi) mekanizmilerini ¢aligsmak
icin uygun oldugunu gostermektedir(83). Ornegin, ilaca direncli epilepsiye benzer
ozellikler gostermesi bu modelin temel avantajlarindan biridir. Diger taraftan PTZ
kindling, genel nobetlerle karakterize oldugundan odakli kismi epilepsi formlarini tam
olarak yansitmasa da genis ¢apta ndrotoksisite ve noronal plastisite degisiklikleri
gbzlemlemek icin uygundur. Norodejeneratif sonuglar1 ve dentat girus’daki noronal
hasar1 da igeren bir model olmasi, PTZ kindling’in ilag denemeleri ve patoloji

calismalarinda kullanimini tesvik eder (82).

PTZ kindling modeli, oksidatif stres ve inflamasyon ¢aligmalar1 i¢in de uygun
bir modeldir. Tekrarlayan PTZ uygulamalar1 beyinde serbest radikal iiretimini artirir;
bu durum artmis lipit peroksidasyonu (MDA diizeylerinde yiikselme) ve azalmis
antioksidan enzim aktivitesi (SOD, GPx) ile karakterizedir. Ornegin bir ¢aligmada
PTZ kindling sonrasit sican plazmasinda MDA artis1 ve SOD, GPx aktivitelerinde
azalma gozlenmistir(84). Bu sonuglar, PTZ ile olusturulan kronik ndbet modelinin
oksidatif hasar mekanizmalarinin incelenmesinde yararli oldugunu gosterir. Ayrica
PTZ kindling ile mikroglial inflamasyon ve sitokin diizeylerinde de artis
bildirilmektedir. PTZ ile kindling sonras1 NF-xB yolunu aktive eden inflammazom
uyarimi, IL-18, IL-18, TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salinimiyla sonuglanir
ve bu durum nobetlerin siddetini ve hipokampal inflamasyonu artirir(85). Bu bulgular,
PTZ kindling modelinin sadece ndbet olusumunu degil ayn1 zamanda ndbet sonrasi
inflamatuar cevaplar1 da ¢alismaya olanak sagladigin1 géstermektedir. Dolayisiyla bu
model antioksidan ve anti-inflamatuar miidahalelerin epilepsi tizerindeki etkilerini

aragtirmak i¢in uygun bir zemindir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.In-Vitro Calisma Boliimleri

3.1.1.Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Calismada American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edilen SH-
SY5Y  (CRL-2266; insan  noroblastom)  hiicre  hatt1  kullanilmigtir.
Penisilin/streptomisin (10,000U/mL), yiiksek glikozlu Dulbecco'nun Modifiye Eagle’s
medium (DMEM/F-12, 1:1), Fetal Sigir Serumu (FBS), Tripsin-EDTA ¢ozeltisi, ML-
171 (selektif NOX-1 inhibitdrii) ve hiicre kiiltiirli i¢in gerekli ¢esitli sarf malzemeleri

kullanilmasgtir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri
3.1.2.1. Hiicre Hattinin A¢ilmasi

-86°C’de kriyotiipler icerisinde muhafaza edilen SH-SYS5Y hiicreleri 37°C’lik
su banyosunda erime ger¢eklesene kadar bekletilmistir. Kriyotiipte FBS, DMSO
(Dimetil Siilfoksit) ve hiicre karisimi igeren sivi 15 ml’lik falkon tiipler igerisine
aktarilmis ve iizerine 15 ml’ye kadar DMEM eklenmistir. Falkon tiipler 800 rpm
(dakika devir sayis1) doniis hizinda 4 dakika boyunca santrifiij edilerek hiicrelerin
falkon tiip tabaninda “pellet” biciminde ¢okmesi saglanmustir. Islem sonras1 hiicreler
tizerinde toksik etkilere sahip DMSO igeren siipernatant pipetaj yoluyla
uzaklastirnlmistir ve hiicre pelleti %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10
fetal sigir serumu iceren DMEM ile resiispanse edilerek ve 25 cm?’lik flasklara

ekilmislerdir.

3.1.2.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

SH-SYS5Y hiicre hatt1 steril kosullar altinda 37°C sicaklikta ve %5 CO2 igeren
inkiibator icerisinde nemlendirilmis ortamda, 25 cm?’lik flasklarda, %1 L-glutamin,
%1 penisilin-streptomisin ve %10 fetal sigir serumu igeren F12...DMEM hiicre kiiltiir
besiyerinde ¢ogalmaya birakilmistir. Hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda pasaj

yapilmis, gereklilik durumunda besiyerleri degistirilmistir.
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3.1.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

%80 ve tlizeri yogunluga ulagan hiicrelerin {ist fazlar1 uzaklastirilarak PBS
(fosfat tamponlu salinle) ile yikama yapilmistir. Hiicreler tizerine 0,5 ml tripsin ilave
edilerek 2-3 dk boyunca inkiibatorde bekletilmistir. Tripsin etkisiyle slispanse duruma
gecen hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere alinmigtir. Hiicrelerin bulundugu falkon tiiplere
nétral DMEM ilave edilmis ve 800 rpm de 4 dk santrifiij edilmistir. Olusan pellet
tizerindeki tripsin igeren siipernatant uzaklastirilarak karisim besiyeri ile resiispanse
edilip 3x10° hiicre olacak sekilde tekrar flasklara ekilmistir ve yeteri kadar karisim
besiyeri eklenerek inkiibatorde tekrar ¢ogalmaya birakilmisitir. Hiicrelerin iiglincii

pasaja ulagsmasi sonrasi ¢aligsmalara baglanmistir.

3.1.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicre kiiltiirii calismasinin bitiminde flasklarda bulunan hiicrelerin tlizerinden
iist fazin uzaklastirilmasi, PBS ile yikama ve tripsin uygulamasi sonunda siispanse
duruma gegirilen hiicreler 15 ml’lik falkonlarda alinmis ve tizerlerine nétral DMEM
eklenmistir. Falkon tiiplerde 800 rpm’de 4 dk boyunca santrifiij edilmesi ve
siipernatantin ayrilmasiyla elde edilen hiicre pelletlerine %90 FBS ve %10 DMSO
iceren karisimdan 1 ml eklenmis, resilispanse edilen hiicreler kryotiiplere aktarilmistir.
Asamal1 olarak sogutulan kryotiipler - 86°C’de muhafaza edilerek ileride yapilacak

caligmalar i¢in saklanmisgtir.

3.1.2.5. PTZ Toksisite Modelinin Olusturulmasi ve Hiicre Canlhilik Tayini
XTT)

SH-SYS5Y hiicreleri ilag uygulamasi oncesi her bir hiicre icin ayr1 olarak 96
kuyucuklu plakalara her kuyucukta 100 uL DMEM iginde yaklagik 10x 10° sayida
hiicre bulunacak sekilde ekilmis ve hiicre adezyonu icin 24 saat inkiibe edilmistir. 24
saatlik inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda bulunan hiicrelerin iist fazi toplandiktan
sonra her bir kuyucuga icinde deney grubuna uygun derisimde etken madde iceren 100
uL seffaf (renksiz) DMEM eklenmistir.

llag uygulamasma baslamadan once pentilentetrazol (PTZ) ve NOX-1
inhibitériic ML-171 DMEM i¢inde ¢ozdiiriilecek ve stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Calismamizda noroprotektif ve antioksidatif etkileri gdsterilmis valproik asit (VPA)
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referans ilag (pozitif kontrol) olarak kullanilmak iizere temin edilmis ve hiicrelere
uygulanmistir (86).

Bu islemde hiicreler ML-171’in olas1 noroprotektif etkisini degerlendirmek
icin alt1 farkli gruba ayrilmustir.

Literatiir arastirmasinda incelenen in vitro ¢alismalardan ve laboratuarimizda
gerceklestirilmis On ¢alismalardan yola ¢ikilarak, ML-171 i¢in kullanilacak dozlar:
10, 20, 40, 80 ve 160 uM olarak belirlendi (87)

Hiicre kiiltiirii icin deney gruplari su sekilde olusturulmustur;

Kontrol grubu: Hiicrelere herhangi bir islem uygulanmamustir.

PTZ grubu: Hiicreler 24 saat 30 mM PTZ ile inkiibasyona birakilmistir.

ML-171 grubu: Hiicrelere 3 saat 10, 20, 40, 80 ve 160 uM derisiminde ML-171
uygulanmistir.

ML-171 + PTZ grubu: Hiicrelere dnce 3 saat 10, 20, 40, 80 ve 160 uM derisiminde
ML-171 uygulanmis, ardindan 24 saat 30 mM PTZ ile inkiibe edilmislerdir.

VPA Grubu: Hiicrelere 3 saat 0,5, 1 ve 2 mM derisiminde VPA uygulanmaistir.

VPA + PTZ grubu: Hiicrelere 6nce 3 saat 0,5, 1 ve 2 mM derisiminde VPA
uygulanmis, ardindan 24 saat 30 mM PTZ ile inkiibe edilmislerdir.

NOX-1 inhibitéri ML-171’in PTZ ile olusturulmus noébet modelinde hiicre
canliligi tizerine etkisi XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) (Biological Industries, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil) yontemiyle arastirilmistir. Yontem, metabolik olarak aktif olan
hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu olan XTT nin mitokondriyal enzimler yoluyla turuncu
formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir. Elde edilen turuncu
renkli ¢ozelti, suda ¢oziinebilir 6zellikte olup belirli dalga boylarinda spektrofotometre
ile Olctlilebilmektedir. Spektrofotometrik absorbans degeri, metabolik olarak aktif
hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir.

Ilag uygulamas: sonrasi deney gruplar1 igin uygun inkiibasyon siiresini
tamamlandiktan sonra her kuyucuga 50 pL XTT soliisyonu eklenerek hiicreler 37
°C’de 4 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonun ardindan, homojen bir dagilim

saglamak amaciyla plakalar kisa siireli ¢alkalandiktan sonra, bir ELISA mikroplaka
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okuyucu (Thermo Fisher Scientific, Altrincham, Birlesik Krallik) tarafindan 450
nm'de absorbans Ol¢limii gerceklestirildi. Cihazdan elde edilen optik dansite (O.D.)
degerlerinden kontrol grubunun hiicre canlilik oram1 %100 olarak kabul edildi.
Asagidaki formiilden yararlanilarak her kuyucuk i¢in hiicre canlilik oranlar

hesaplandi:

% Hiicre canlilik = (Konsantrasyon O.D. / Kontrol O.D.) X 100

XTT uygulamasinin tamamlanmasiyla SH-SYSY hiicre hatt1 i¢in kullanilan
ilaglarin %50 maksimal etkin konsantrasyon degerleri hesaplandi ve elde edilen veriler
calismanin sonraki asamalarinda yer alan ELISA (bax, bcl-2, boliinmiis kaspaz 3),
TAS ve TOS, flow sitometri (Anneksin V apoptoz tayini) deneylerinde ila¢ derigimi

belirlenmesinde yol gosterici olarak kullanildi.

3.1.2.6. Hiicre Kiiltiiriinde Total Oksidan Durum (TOS) ve Total
Antioksidan Durum (TAS) Ol¢iimii

Alt1 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilerek ¢ogaltilan SH-SYSY hiicrelerine,
hiicre yogunlugu yaklasik 5x10° hiicre/kuyucuk diizeyine ulastiginda, 24 saat boyunca
PTZ (30 mM) ile ML-171 ve VPA’nin %50 maksimal etkin konsantrasyonlar
uygulandi. Kontrol grubunu temsil eden kuyucuga miidahalede bulunulmada.

24 saat inkiibasyon sonunda tripsinize edilerek steril falkon tiiplerinde toplanan
hiicreler 10 dakika siireyle 2000 rpm’de santrifiij edildi. Tiip dibine ¢okmiis hiicre
bilesenleri iist faz (siipernatant) atildiktan sonra PBS ile siispanse edildi ve hiicre
yogunlugunun yaklagik olarak 1 milyon/ml olmasi saglandi.

Hiicre zarlarinin tahrip edilmesi ve boylece hiicre iceriginin disar1 ¢ikmasi i¢in
hiicreler 3 kez tekrarlanan dondurma (-80 °C) ve eritme (oda sicaklig1) islemine tabi
tutuldu. Elde edilen hiicre-lizat siispansiyonu 4 °C sicaklikta 4000 rpm'de 10 dakika
tekrar santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij sonras1 olusan siipernatant igerikleri
kullanilarak toplam antioksidan durumunun (TAS) ve toplam oksidan durumunun

(TOS) tayini i¢in toplandi.
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Toplam antioksidan kapasite (TAS) ve toplam oksidan seviyeleri (TOS), Dr.
Ozcan Erel tarafindan gelistirilen kolorimetrik yontemlere dayali olarak, Rel Assay
Diagnostics® (Gaziantep, Tiirkiye) firmasina ait ticari kitler araciligiyla ol¢iildii.

TAS testi, Fenton reaksiyonu ile baslatilan serbest radikal {iretimini temel alir.
Bu siiregte olusan hidroksil radikalleri, ortamda bulunan dianisidil radikallerinin
absorbansini artirarak bir renklenme olusturur. Numunede bulunan antioksidan
bilesikler ise bu serbest radikal reaksiyonlarini baskilar. Kit igerisinde yer alan ABTS
(2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) radikalleri, ornekteki
antioksidanlar tarafindan indirgenerek renk kaybina ugrar. Ozellikle koyu mavi-yesil
renkteki ABTS radikali, antioksidan etkilerle renksiz hale gelir. Bu renk degisimi, 660
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilerek toplam antioksidan kapasite
hesaplanir. Sonug¢lar mmol Trolox esdegeri/L cinsinden ifade edilir.

TOS testi ise Ornekteki oksidan molekiillerin Fe** — Fe*' doniisiimiind
baslatmasi esas alinir. Olusan ferrik iyonlar, reaktif icerisindeki ksilenol orange ile
kompleks olusturarak renkli bir iirlin meydana getirir. Bu kromojenik kompleksin
spektrofotometrik olarak 530-560 nm araliginda Olclilmesiyle toplam oksidan
diizeyine ulasilir. Kalibrasyon i¢in standart olarak hidrojen peroksit (H2O2) kullanilir
ve sonuglar umol H20» esdegeri/L cinsinden raporlanir.

Bu c¢aligmada hiicre i¢i oksidatif dengeyi daha dogru yansitabilmek adina, elde
edilen TAS ve TOS degerleri, hiicre orneklerindeki toplam protein miktarina
normalize edilmistir. Bu amagla, Bradford protein tayin kiti (Merck Millipore,
Darmstadt, Almanya) kullanilarak her 6rnegin protein konsantrasyonu belirlenmis ve
sonuglar umol H:0. Eg/mg protein veya mmol Trolox Eg/mg protein cinsinden

raporlanmistir.

3.1.2.7. Hiicre Kiiltiiriinde Bax, Bcl-2, Boliinmiis Kaspaz 3 Seviyelerinin

ELISA Yéntemiyle Olciimii

PTZ, kontrol ve maksimal etkin ila¢ konsantrasyonlart uygulanan gruplardaki
SH-SYS5Y hiicrelerinde Bax, Bcl-2, boliinmiis kaspaz 3 (cleaved caspase-3) protein
ifade seviyelerinin 6l¢iimii i¢in ticari ELISA kitleri kullanilmastir.

6 kuyucuklu plakaya ekilen ve deney tasarimina uygun prosediirler uygulanan

hiicre gruplar1 24 saat sonunda kuyucuklardan toplanarak PBS ile seyreltilmis ve
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ardindan hiicre zar biitlinliigiinii tahrip edilerek hiicresel igerigin serbestlesmesini
saglamak amaciyla tekrarlanan donma (-80 °C) ve erime (oda sicaklig1) dongiilerine
tabi tutulmustur.

Bu islem sonrasi, kit {ireticisinin protokoliine gore her bir deney grubuna ait
hiicre lizatindaki Bax, Bcl-2 ve boliinmiis kaspaz 3 seviyeleri belirlenmistir. Elde
edilen absorbans degerleri araciligiyla, her bir grubun ilgili protein seviyeleri kantitatif

olarak belirlenmistir.

3.1.2.8. Total Protein Olciimii
Gerek TAS ve TOS gerek ELISA sonuglarinin normalize edilebilmesi
amaciyla her bir 6rnekteki toplam protein miktar1 6l¢iildii. Total protein tayini i¢in

Bradford yontemi kullanildi.

e Bradford Yontemiyle Total Protein Tayini Basamaklar:

e Bovin serum albliiminden (BSA) 5 pug/ml derisime sahip olacak
sekilde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti seri dillisyon yapilarak
standart ¢ozeltiler (5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 pg/ml) elde edildi.

e Hazirlanan her standart ¢ozelti ve 6rneklerden 10 pL alinarak 96
kuyucuklu mikroplaka iizerine ikiger tekrar olacak sekilde
pipetlendi. Ardindan her bir kuyucuga 200 pL hacimde ticari olarak
temin edilmis hazir Bradford reaktifi eklendi.

e Mikroplaka, mikroplaka okuyucu 595 nm dalga boyunda
okutularak absorbanslar degerleri elde edildi. Standartlarin
absorbanslarina gore dogrusal bir grafik olusturuldu.

e Qrafikle elde edilen dogrusal denklem yardimiyla orneklerin

degerleri hesapland.

3.1.2.9. Flow Sitometri ile Apoptoz Tayini
SHSY-5Y hiicrelerinde PTZ ile olusturulan ndronal hasar sonrasi gelisen
apoptotik siireci ve bu siirece ML-171’1n etkisini gostermek i¢cin Annexin V & Dead

Cell (Luminex) kiti kullanilarak flow sitometri yontemiyle 6lgiildii.
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SH-SY5Y hiicreleri alt1 kuyucuklu kiiltiir plaklarma ekilerek ¢ogaltildi. 5x10°
hiicre/kuyucuk yogunluguna ulasildiginda PTZ (30 Mm) ile ML-171 ve VPA’nin %50
maksimal etkin konsantrasyon degerlerine uygun derisimi 24 saat boyunca
kuyucuklara uygulandi. Kontrol grubunu temsil eden kuyucuga miidahalede
bulunulmadi. 24 saat inkiibasyon sonunda tripsinize edilerek toplanan hiicreler %1
fetal bovin serum (FBS) igeren fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi ve Annexin
V& Dead cell reaktifi ile inkiibe edildi. Uretici firmanin yonergelerine uyularak
gerceklestirilen islemler sonrasinda canli, nekrotik, erken ve ge¢ apoptotik hiicreler

Muse™ Hiicre Analizorii (Millipore) kullanilarak tespit edildi.

3.1.3. In-Vivo Calisma Boliimleri
3.1.3.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda strese maruz birakilmamis ve uluslararasi standartlara uygun
kafeslerde yetistirilen 4 aylik 230-250 gram agirliginda 48 adet eriskin erkek Wistar
Albino sigan kullanilmustir. Sicanlar Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Deney hayvanlar1 sesten
yalitilmis, %55 £+ 6 nem igeren ve sicakligl 22 + 1 °C olan bir odada uygun miktarda
besin ve su saglanarak bakimlar1 gergeklestirilmistir. Ayrica, sirkadyen ritmin
korunmasi i¢in ortamin 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii saglanmis, deneysel
calismalar, sirkadiyen ritim degisiklikleri ve buna bagli olusabilecek etkilerden
kacinmak amaciyla her giin 09.00-12.00 saatleri arasinda gergeklestirilmistir. Buna ek
olarak, deneyin yapildig1 ortamin ses ve 151k diizeyi siirekli kontrol altinda tutularak
deneysel siireglerin etkilenmemesi i¢in standardizasyon saglanmistir.

Calisma baslatilmadan 6nce, Sivas Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’ndan 05.01.2024 tarih ve 13 sayili yazisi ile izin alinmistir.

3.1.3.2. Deney Gruplan

Pentilentetrazol ile tutusturma (kindling) yontemi ile olusturulan deneysel
epilepsi modelinde NOX-1 enzim inhibitérii ML-171’in epileptik ndbet ile ndbet
sonrasi olusan noronal hasar {izerine etkilerini ve bu etkilerin olas1 mekanizmalarini

aragtirmak tizere her grupta 8 hayvan olacak sekilde ¢aligma plani yapildi. Calismada
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kontrol grubunda disinda bulunan 40 sigana tutusma protokolii uygulandi. Tutusma
protokolii siiresince 4 sigan siddetli nobet sebebiyle kaybedildi, 1 sigan ise tutugsmaya
direng gosterdi. S0z konusu hayvanlar aragtirma dis1 birakilarak ¢alismadaki deney

gruplarinda bulunan si¢an sayis1 (n=7) giincellendi.

Tablo 3.Deney Gruplari
Deney gruplar Grup basina Tekrar sayisi Kullanilan
hayvan adedi toplam hayvan
sayisl
Kontrol (Salin) 7 1 7
Grubu
PTZ Grubu 7 1 7
400 mg/kg 7 1 7
Valproik Asit
(VPA) Grubu
0,1 mg/ kg ML- 7 1 7
171 Grubu
1 mg/kg ML-171 7 1 7
Grubu
10 mg/kg ML-171 7 1 7
Grubu
Kullanilacak Toplam Hayvan Sayisi 42

Deney gruplarina uygulanan ilag dozlar1 ve deney basamaklar1 asagida belirtilmistir;

I. Kontrol grubu: Bu gruptaki sicanlara 1 ml/kg hacimde %1 oraninda
DMSO igeren misir yagi karisimi enjekte edilmis, 60 dakika (dk.) sonra ise
1 ml/kg hacimde serum fizyolojik enjekte edilmistir. Takip eden 30 dk.

stiresince ECoG ve senkronize video kayitlar1 gergeklestirilmistir.

I1. Pentilentetrazol (PTZ) grubu: Bu grupta yer alan siganlara ilaglarin

¢oziiclisii 1 ml/kg hacimde %1 oraninda DMSO igeren misir yagi karigimi
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I11.

IV.

VL

enjekte edilmis, 60 dk. Sonra ise 35 mg/kg PTZ (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MO, USA) serum fizyolojikte ¢oziilerek enjekte edilmistir. PTZ
enjeksiyonundan sonrast 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video

kayitlar1 gergeklestirilmistir.

VPA Grubu (400 mg/kg Valproik Asit): Bu grupta yer alan siganlara,
ilaglarin ¢oziiciisii 1 ml/kg hacimde %1 oraninda DMSO igeren misir yagi
karigimi ve dogrudan 400 mg/kg dozunda Valproik Asit (VPA) i.p. olarak
enjekte edilmig, 60 dk. Sonra ise 35 mg/kg PTZ (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MO, USA) serum fizyolojikte ¢oziilerek enjekte edilmistir. PTZ
enjeksiyonundan sonrast 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video

kayitlart gergeklestirilmistir.

ML-171 (0,1 mg/kg) Grubu: Bu gruptaki yer alan siganlara, NOX-1
enzim inhibitérii ML-171 0,1 mg/kg dozunda DMSO ve musir yagi
karisiminda ¢oziilerek, ilag hacmi 1 ml/kg olacak sekilde i1.p. olarak enjekte
edilmis, 60 dk. Sonra ise 35 mg/kg PTZ (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO,
USA) serum fizyolojikte c¢oziilerek enjekte edilmistir. PTZ
enjeksiyonundan sonrast 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video

kayitlar1 gergeklestirilmistir.

ML-171 (1 mg/kg) Grubu: Bu gruptaki yer alan siganlara, NOX-1 enzim
inhibitérii ML-171 1 mg/kg dozunda DMSO ve musir yag1 karisiminda
coziilerek, ila¢c hacmi 1 ml/kg olacak sekilde i.p. olarak enjekte edilmis, 60
dk. Sonra ise 35 mg/kg PTZ (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)
serum fizyolojikte ¢oziilerek enjekte edilmistir. PTZ enjeksiyonundan
sonrast 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video kayitlart

gergeklestirilmistir.

ML-171 (10 mg/kg) Grubu: Bu gruptaki yer alan siganlara, NOX-1 enzim
inhibitéri ML-171 10 mg/kg dozunda DMSO ve misir yag1 karisiminda
coziilerek, ila¢c hacmi 1 ml/kg olacak sekilde i.p. olarak enjekte edilmis, 60
dk. Sonra ise 35 mg/kg PTZ (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)
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serum fizyolojikte ¢oziilerek enjekte edilmistir. PTZ enjeksiyonundan
sonrast 30 dk. boyunca ECoG ve senkronize video kayitlart

gergeklestirilmistir.

Deney Siireci ve PTZ ile Tutusma (Kindling) Modeli Epilepsi Olusturma
Protokolii

Epileptik aktiviteyi taklit eden bir in vivo model olusturmak amaciyla, kontrol
grubu disindaki tiim sigcanlara subakut pentilentetrazol (PTZ) uygulama protokolii
uygulanmistir. Bu amagla, siganlara 33 giin boyunca, haftanin ii¢ giinii (Pazartesi,
Carsamba ve Cuma) olmak tizere toplam 15 kez, 35 mg/kg dozunda 1 ml/kg hacminde
PTZ intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyonu yapilan hayvanlar
uistii acik seffaf pleksiglas (50x40x40 cm boyutlarinda) kafeslere konulmustur. Her
enjeksiyonun ardindan hayvanlar 30 dakika siireyle gozlemlenmis ve davraniglari
Modifiye Racine Nobet Skorlamasi temel alinarak nobet evrelerine goére puanlanmistir

(88)

Modifiye Racine skalasina gore, enjeksiyon sonrasi 3 kez evre 5 ve iizeri nobet
geciren sicanlar "tutugsmus" olarak kabul edilmistir. Tutugsmus olarak tanimlanan
hayvanlara elektrofizyolojik kayit alinabilmesi amaciyla, stereotaksik cerrahi
prosediirii ile belirlenen koordinatlara intrakraniyal elektrotlar yerlestirilmistir.
Uygulanan cerrahi girisim sonrasi hayvanlara yedi gilinliik bir iyilesme siireci

taninmastir.

Iyilesme déneminin ardindan, deney gruplarina ait hayvanlara, VPA serum
fizyolojik icerisinde, ML-171 ise DMSO orani yiizde 5’1 agmamak iizere DMSO-Misir
yag1 karisimi icerisinde ¢oziilerek deney protokoliinde belirtilen dozlarda i.p. yolla
uygulanmistir. Yag soliisyonundan ilag saliniminin daha yavas olmast goz oniinde
bulunarak ML-171 enjeksiyonundan 60 dakika, VPA enjeksiyonundan ise 30 dakika
sonra epileptik ndbetin yeniden indiiklenmesi amaciyla tiim gruplara 35 mg/kg
dozunda PTZ enjeksiyonu tekrar uygulanmistir. Hayvanlar, elektrotlar araciligiyla
kayit sistemine baglanarak, 30 dakika boyunca elektrokortikogram (ECoG) kayaitlari
alinmistir. Bu siirede, nébet davraniglarinin objektif degerlendirilmesi i¢in es zamanl

video kayitlar1 da alinmustir. ilag enjeksiyonunun yapilmasindan 24 saat sonra
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hayvanlar anestezi altinda servikal dislokasyon ydntemiyle sakrifiye edilmis, beyin
dokular1 hizla soguk zemin tizerinde ¢ikarilarak beyin dokusu ve hipokampus bolgeleri
izole edilmistir. Elde edilen hipokampiis ornekleri, fosfat tamponlu salin (PBS, pH
7.4) igerisinde homojenize edilmis, ardindan +4 °C’de, 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek silipernatantlar1 ayrilmistir. Bu siipernatantlar, biyokimyasal

analizlerde kullanilmak tizere -80 °C’de saklanmuistir.

3.1.3.3. Stereotaksik Uygulama

Stereotaksik cerrahi girisimin Oncesinde, siganlara genel anestezi amaciyla
intraperitoneal (i.p.) yolla ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) kombinasyonu
uygulanmistir. Anestezinin yeterliligi, kornea ve pence ¢cekme reflekslerinin kaybi ile
degerlendirilmistir. Anestezi saglandiktan sonra hayvanin kraniyal bolgesindeki killar
tiras edilerek kafa derisi, batikon soliisyonu ile merkezden perifere dogru antisepsiyon

kurallaria uygun sekilde temizlenmistir.

Sican, stereotaksik cergeveye yerlestirilmis ve bregma ile lambda noktalarinin
aym yatay diizlemde olacak sekilde konumlandirilmasi saglanmistir. 10 numaral
bistiiri ile yaklasik 3 cm uzunlugunda bir insizyon yapilmis, ardindan deri altindaki
kas, fasya ve tendon dokular1 dikkatlice uzaklastirilarak kafatasi kemik dokusu agiga
cikarilmistir. Yumusak dokuda olusan kanamalar steril gazli bez ile kontrol altina

alinmistir.

Kanama kontroliiniin saglanmasini takiben kraniyal kemik ylizeyinde referans
noktasi olarak bregma belirlenmis ve tiim koordinatlar bu noktaya gdre tanimlanmustir.
Paxinos ve Watson’un sican beyin atlasi (1998) temel alinarak elektrotlarin

yerlestirilecegi koordinatlar hesaplanmaistir:

o Pozitif elektrot: Bregmanin 4 mm anterioru ve orta hattin 3 mm sag lateraline,

e Negatif elektrot: Bregmanin 4 mm posterioru ve orta hattin 3 mm sag
lateraline,

o Toprak elektrot (referans): Bregmanin 4 mm posterioru ve orta hattin 3 mm sol
lateraline.
Belirlenen bu noktalarda ¢ap1 1 mm olan el matkabi (drill) kullanilarak kraniyal

kemikte delikler acilmistir. Agilan deliklere, beyin zarlar1 ile temas edecek sekilde
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paslanmaz celik vidalar yerlestirilmistir. Her bir vidaya dnceden hazirlanmig elektrot
kablolar1 baglanmis ve baglantilar agik devrede test edilerek sinyal iletimi kontrol

edilmistir.

Tiim elektrotlar, hareket ve enfeksiyonu 6nlemek amaciyla iki kat dental akrilik
ile hayvan kafatasina sabitlenmistir. Cerrahi uygulamanin ardindan hayvanlar
postoperatif iyilesme i¢in 1 hafta siireyle gozlem altina alinmistir. Enfeksiyon riskini
azaltmak amaciyla, cerrahiden sonraki ilk 3 giin boyunca, giinde 2 kez intraperitoneal

olarak sultamisilin (50 mg/kg) uygulanmistir.

ECoG kayaitlari, yerlestirilen elektrotlardan elde edilen elektriksel sinyallerin
ilk olarak BioAmp (AD Instruments, Avustralya) amplifikator sistemi araciligiyla
yiikseltilmesi ve daha sonra PowerLab 4/SP (AD Instruments, Avustralya) veri
toplama sistemi ile dijital ortamda kaydedilmesiyle gergeklestirilmistir. Elde edilen

elektrokortikogram (ECoQ) verileri daha sonra analiz i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3 1.LabChart programi ile ECoG kayitlarinin alinmast

0.2mv ITK
| o girig zamani (sn)
M)
zamani (sn) L ........... :
Y

JTK siiresi (sn) l

Epileptik Spike

Sekil 3 2.ECoG kayitlarinda degerlendirilen parametreler
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3.1.3.4. Elektrofizyolojik Kayitlarin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindaki tiim hayvanlardan, 30 dakika siireyle es zamanli olarak
elektrokortikogram (ECoG) ve video kayitlar1 alinmistir. Bu kayitlar, epileptik
aktivitenin davranigsal ve elektrofizyolojik bulgularla eslestirilmesi amaciyla paralel
olarak degerlendirilmistir. Verilerin analizi i¢cin PowerLab 4/SP kayit sistemi ve
LabChart v7.0.3 (AD Instruments, Avustralya) yazilimm yararlanilmustir. Ilk olarak,
cevresel artefaktlarin ve ortam kaynakli giiriiltiilerin eliminasyonu amaciyla ECoG

sinyalleri 1-34 Hz filtre uygulanarak dijital olarak filtrelenmistir.

Her hayvan i¢in, filtrelenmis sinyaller lizerinden bazal ECoG esik aktivite
diizeyi hesaplanmistir. Epileptik spike aktivitesi; zemin ECoG aktivitesinden en az ii¢
kat daha biiyiik amplitiide sahip, ritmik yapida ve diken frekansinda progresyon
gosteren dalga formlari olarak tanimlanmistir. Bu spike tanimi, LabChart yaziliminda

esik degeri girilerek otomatik algilama i¢in kullanilmistir.
Degerlendirilen Parametreler:

« 11k Miyoklonik Jerk (IMJ) Siiresi:
ECoG kayitlarinda tespit edilen ilk epileptik spike aktivitesi ile video kaydinda
gozlenen ilk miyoklonik kasilma (jerk) hareketi eslestirilerek saniye cinsinden

belirlenmistir.

e Spike Sayis::
30 dakikalik kayit siiresince, tanimli esik degerin ilizerinde tespit edilen

epileptik spike aktivitesi sayisal degerlere doniistiiriilerek 6l¢iilmiistiir.

o Jeneralize Tonik-klonik Nobete Giris Siiresi:
Jeneralize tonik-klonik nobetin (JTKN) baslangici, video kaydindaki tonik
postiir ve klonik hareketlerin ECoG iizerinde diken-dalga kompleksleri ile es
zamanl olarak gozlemlendigi ilk an olarak tanimlanmis ve saniye cinsinden
belirlenmistir.

o JTKN Siiresi:
Video ve ECoG verileri eslestirilerek tonik-klonik ndbetin baslangicindan

sonuna kadar gegen siire 6l¢iilmiis ve saniye olarak kaydedilmistir.
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3.1.3.5. Biyokimyasal Analizler

ECoG ve video kayitlarinin tamamlanmasindan 24 saat sonra, deney
grubundaki hayvanlar anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye
edilmistir. Sakrifiye Oncesi, anestezi altindaki hayvanlara kardiyak yoldan PBS
cozeltisi kullanilarak dolasim perfiizyonu uygunlanmis, dolagim kan dokudan
temizlenmistir. Perfiizyon islemi sonrasi beyin dokusu buz iizerinde hizli bir sekilde
cikarilmis ve hipokampus anatomik olarak izole edilmistir. Izole edilen hipokampal

dokular, numune etiketlemeleri yapilmais steril ependorf tiiplerine alinmistir.

Cikarilan her bir hipokampal doku 6rnegi hassas terazi ile tartilmis ve her 1 mg
dokuya karsilik 9 uLL PBS (pH: 7.4) gelecek sekilde tampon ¢dzelti eklenmistir (1:9).
PBS eklendikten sonra Ornekler buz iizerinde bekletilerek, manuel bicakh
homojenizatér yardimiyla homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemi, protein

bozulmasini en aza indirmek amaciyla soguk kosullarda gergeklestirilmistir.

Elde edilen homojenatlar, hiicresel kalintilardan arindirmak amaciyla 4 °C’de,
5000 x g’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan
siipernatantlar, dikkatli sekilde list fazdan alinarak kontaminasyon olmadan yeni
ependorf tiiplere aktarilmistir. Her drnekten en az 500 pL siipernatant elde edilmesi
hedeflenmistir. Elde edilen siipernatantlar, TAS, TOS ve ELISA kitleriyle 6l¢tim i¢in

kullanilana kadar -80 °C’de kisa siireli olarak depolanmaistir.

3.1.3.6. Hipokampal Dokuda Total Oksidan Durum (TOS) ve Total
Antioksidan Durum (TAS) Ol¢iimii

TAS ve TOS seviyeleri (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) ticari
kitler kullanilarak, iiretici firma protokoliine uygun sekilde spektrofotometrik

yontemle analiz edilmistir.

e TAS tayini: Doku homojenatinda bulunan antioksidanlarin ABTS (2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik  asit)) radikalini inhibe etme
kapasitesi esas alinarak olgiilmiistiir. Olusan renk degisimi spektrofotometrik
olarak 660 nm'de okunmustur. Elde edilen sonuglar mmol Trolox esdegeri/L
olarak hesaplanmustir.

e« TOS tayini: Orneklerdeki oksidan molekiiller, demir iyonlarin
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serbestlestirerek, valin igeren kromojenle renkli kompleks olusturur. Bu

kompleksin absorbanst 530 nm dalga boyunda o6l¢giilmiis ve sonuglar pmol

H:0: esdegeri/L olarak ifade edilmistir.

Her bir ol¢iim 96 kuyucuklu mikroplaka iizerinde, ornekler ikili tekrarlar
halinde caligilarak gerceklestirilmistir. Cihaz kalibrasyonu ve kontrol numuneleri

tiretici talimatlarina uygun sekilde yapilmistir.

3.1.3.7. Hipokampal Dokuda Bax, Bcl-2, Boliinmiis Kaspaz 3 Seviyelerinin
ELISA Yontemiyle Ol¢iimii

Deney gruplarinda yer alan siganlardan elde edilen hipokampus dokularinda,
Bax, Bcl-2 ve boliinmiis kaspaz-3 protein ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

amacuyla, ticari rat ELISA kitleri kullanilmustir.

Elde edilen siipernatantlar, iiretici firma protokollerine uygun sekilde, her bir
hedef protein i¢in ayr1 96 kuyucuklu ELISA plakalarinda ¢alisilmistir. Her bir 6l¢iim
cift tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Her bir protein i¢in olusturulan standart egriler yardimiyla, Orneklerin
konsantrasyonlari hesaplanmis ve sonuclar ng/mg toplam protein birimiyle ifade
edilmistir. Olgiim dncesinde her 6rnegin toplam protein miktar1 Bradford yontemi ile

belirlenmis ve sonuglar bu degere gére normalize edilmistir.

3.1.3.8. Total Protein Ol¢iimii

Deney gruplarinda yer alan sicanlardan elde edilen hipokampus dokularina ait
deneysel verilerin normalize edilebilmesi ve elde edilen sonuglarin
karsilagtirilabilirliginin artirilmasi amaciyla, her ornekte toplam protein miktari
belirlenmistir. Bu 6l¢iim i¢in, Bradford protein tayin yontemi esas alinarak ticari bir

kit (ABP Biosciences, Beltsville, ABD) kullanilmigtir.

3.1.3.9. NOX-1 Protein Ekspresyonunun Tayini

Histopatolojik Yontem

Sicanlarin nekropsileri yapilarak beyin dokular1 %10’luk notral formalin
soliisyonunda tespit edildi. Dokular rutin alkol-ksilol takip islemlerinden gecirilerek

parafin bloklara alindi. Poly-lysinli lamlara alinan 4 pm’lik kesitler hematoksilen-
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eosin ile boyanarak cornu ammonis’in CA1l, CA3 kisimlarindaki néronlarda goriilen
piknotik ve dejeneratif degisimler yoniinden semikantitatif olarak yok (-), hafif (+),

orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.
Immunohistokimyasal Yontem

Polilisinli lamlara alman 4 pm’lik kesitler ksilol ve alkol serilerinden
gecirilecek, PBS ile yikandiktan sonra ise %3’liikk H2O>” de 10 dk. tutularak endojen
peroksidaz inaktivasyonu saglandi. Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak i¢in antijen
retrieval soliisyonu ile 2x5 dk 500 watt’ da muamele edildi. Daha sonra NOXI1
(Affbiotech, Katalog no. DF8684) primer antikoru ile 1/250 dilusyon oraninda +4
°C’de overnight olarak inkubasyona birakildi. Sekonder olarak; Large Volume
Detection System: anti-Polyvalent, HRP (Thermofischer, Katalog no: TP-125-HL)
dretici firmanin Onerdigi sekilde wuygulandi. Kromojen olarak DAB (3.3
Diaminobenzidin) kullanildi. Mayer’s Hematoksilen ile zit boya yapildiktan sonra
kesitler entellan ile kapatilarak 151k mikroskobunda incelendi. Incelemede cornu
ammonis (CA1/CA2, CA3) kisimlarindaki immunpozitiflikler semikantitatif olarak
yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++)olarak degerlendirildi.

3.1.4. Istatiksel Degerlendirme

(Calismada elde edilen tiim veriler sayisal karsiliga doniistiiriilerek istatistiksel
analizlerde kullanildi. ELISA, TAS/TOS ve XTT testlerinden elde edilen absorbans
degerleri, kit protokollerinde belirtilen standart egriler veya formiiller araciligiyla
konsantrasyon (ng/mL, pM vb.) cinsinden sayisal degerlere cevrilmistir. Flow
sitometri analizlerinde Annexin V isaretlemesine gore apoptotik ve nekrotik hiicre
yiizdeleri hesaplanmistir. Immiinhistokimya ve histopatolojik boyamalardan elde
edilen gorintiiler, ImageJ programi kullanilarak “mean intensity” ve “pozitif hiicre

sayisi/skoru” gibi parametreler {izerinden nicel verilere dontistiiriilmiistiir.

Elektrofizyolojik veriler (spike say1s1, JTK siiresi, IMJ siiresi vb.) video-ECoG
kayitlarinin analiz edilmesiyle sayisal forma getirilmistir. Davranigsal ndbet analizleri

Modifiye Racine Skalasi'na gore evrelenmis ve grup ortalamalar1 hesaplanmistir.

Elde edilen tiim sayisal veriler SPSS istatistik paket programi kullanilarak

(Windows i¢in SPSS 22.0 siiriimii) analiz edilmistir. Normal dagilima uygunluk
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Kolmogorov-Smirnov testi ile test edilmistir. Verilerin normal dagilim gosterdigi
durumlarda, gruplar arasi karsilastirmalarda tek yonlii varyans analizi (One-Way
ANOVA) uygulanmistir. Anlamli farklilik bulunan parametrelerde, farkin hangi
gruptan kaynaklandigini belirlemek amaciyla Tukey HSD (post-hoc) testi
kullanilmistir. Biitlin veriler ortalama + standart hata (Ort. £ SH) biciminde ifade

edilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.In-Vivo Calisma Bulgulari

4.1.1. NOX-1 Inhibitérii ML-171’in SH-SY5Y Hiicrelerinde PTZ ile
Olusturulan Toksisite Modelinde Hiicre Canlihigina Etkisi

Pentilentetrazol (PTZ) uygulamasi, SH-SYS5Y hiicre hattinda anlamli diizeyde
sitotoksisiteye yol agmis ve XTT testi sonuglarina goére hiicre canlilig1 kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir. PTZ'ye es zamanli olarak farkli
konsantrasyonlarda uygulanan NOX-1 inhibitoriit ML-171in, 40 ve 80 uM dozlarinda
belirgin hiicre koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle bu doz araliginda,
PTZ kaynakli hiicre hasarini anlamli diizeyde baskiladigi ve hiicre canlili§ini yeniden
kontrol seviyelerine yaklastirdigr goriilmiistiir. ML-171’in tek basina uygulandigi
gruplarda hiicre canlilig1 iizerinde anlamli bir etkisi gdzlenmemistir. Pozitif kontrol
grubu olarak dahil edilen valproik asit (VPA, 1 mM), PTZ'nin toksik etkilerine kars1
anlamli diizeyde hiicre koruyuculugu saglamis ve modelin farmakolojik

validasyonunu desteklemistir.
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Sekil 4 1.NOX-1 Inhibitdrii ML-171’in SH-SYSY Hiicrelerinde PTZ ile Olusturulan
Toksisite Modelinde Hiicre Canliligina Etkisi

PTZ (30 mM) uygulamasi sonrast SH-SYS5Y hiicre hattinda hiicre canliligini kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde azaltmistir *p<0,001). PTZ ile birlikte uygulanan
ML-171’1n 10,20, 40 ve 80 uM dozlarinda hiicre canlilig1 anlaml diizeyde artmus,
sitoprotektif etki ortaya koymustur (*p<0,001). VPA (1 mM) ile olusturulan pozitif
kontrol grubu da benzer sekilde anlamli koruyucu etki gostermistir (* p<0,001).
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4.1.2. NOX-1 Inhibitérii ML-171’in SH-SY5Y Hiicrelerinde PTZ ile
Olusturulan Toksisite Modelinde TAS ve TOS Uzerine Etkisi

PTZ, SH-SYS5Y hiicrelerinde total antioksidan kapasiteyi (TAS) anlamli
diizeyde baskilamis; buna karsilik olarak total oksidan seviyelerinde (TOS) belirgin
bir artis meydana getirmistir. Bu bulgular PTZ’nin hiicre i¢i redoks dengesini
prooksidan yone dogru kaydirdigini ortaya koymaktadir. PTZ’ye es zamanli olarak
uygulanan 40 uM ML-171, TAS seviyelerini anlamli sekilde geri kazandirmasa da
TOS parametresinde belirgin bir azalma saglamis, oksidatif yiikii diigiirmiistiir. Bu
durum, NOX-1 inhibitdrii olan ML-171’1n hiicre i¢i oksidan iiretimini azaltarak PTZ
kaynakli oksidatif stresi hafiflettigini gostermektedir. Tek bagina ML-171 uygulamasi
hem TAS hem TOS diizeyleri iizerinde anlaml1 bir degisim olusturmamustir. Referans
ajan olarak kullanilan VPA’nin ise 6zellikle TOS parametresinde giiclii bir diistirticti
etki gosterdigi, TAS diizeylerinde ise kontrol grubuna yakin degerlere ulastig
izlenmigtir. Bulgular, NOX-1 inhibitoriiniin oksidatif stres regiilasyonunda

farmakolojik bir ajan olarak potansiyel tasidigini géstermektedir.
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Sekil 4 2.NOX-1 Inhibitdrii ML-171’in SH-SY5Y Hiicrelerinde PTZ ile Olusturulan
Toksisite Modelinde TAS ve TOS Uzerine Etkisi

PTZ uygulamasi, SH-SYS5Y hiicrelerinde total antioksidan kapasiteyi (TAS) anlamli
diizeyde azaltirken (*p<0,05), total oksidan seviyelerini (TOS) belirgin sekilde
artirmistir™#p<0,001). ML-171 (40 uM) ve valproik asit (VPA, 1 mM) uygulamalar,
PTZ’ye baghh TOS artisim1 anlamli sekilde baskilamis (*p<0,001)), ancak TAS
diizeylerinde anlamli bir geri doniis saglamamuistir.
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4.1.3. NOX-1 Inhibitérii ML-171’in SH-SY5Y Hiicrelerinde PTZ ile
Olusturulan Toksisite Modelinde Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-3 Protein

Diizeylerine Etkisi

PTZ uygulamasi, SH-SYSY hiicre hattinda apoptotik yanit1 tetikleyerek
proapoptotik Bax ve yiiriitiicii kaspaz-3 protein diizeylerini anlamli sekilde artirmas,
antiapoptotik Bcl-2 diizeylerini ise belirgin diizeyde baskilamistir. NOX-1 inhibitorii
ML-171’in 40 uM dozda uygulanmasi, PTZ ile olusturulan bu apoptotik profili
anlamli diizeyde modifiye etmis; Bax ve kaspaz-3 diizeylerinde azalma, Bcl-2
diizeylerinde ise yiikselme saglayarak proapoptotik sinyalleri baskilamistir. ML-171"in
tek basina uygulanmasi ise bu parametreler lizerinde anlamli bir etki olusturmamastir.
Pozitif kontrol ajami olarak degerlendirilen VPA da benzer sekilde apoptotik
belirtecleri normalize edici etki gostermistir. Elde edilen bulgular, ML-171’in PTZ
kaynakli mitokondriyal yolaga bagli apoptotik hiicre Sliimiini hafiflettigini ve

antiapoptotik dengenin korunmasina katki sagladigini1 gostermektedir.
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Sekil 4 3.NOX-1 Inhibitérii ML-171’in SH-SY5Y Hiicrelerinde PTZ ile Olusturulan
Toksisite Modelinde Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-3 Protein Diizeylerine Etkisi

PTZ uygulamasi, SH-SYSY hiicrelerinde proapoptotik Bax ve yiiriitiicii kaspaz-3
diizeylerini kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artirmis(*p<0,001), antiapoptotik
Bcl-2 diizeylerini ise belirgin sekilde diisiirmiistiir (*p<0,001). ML-171 (40 pM) ve
VPA (1 mM) uygulamalari, bu degisiklikleri anlamli diizeyde tersine cevirmistir
(*p<0,001).
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4.1.4. NOX-1 Inhibitérii ML-171’in SH-SY5Y Hiicrelerinde PTZ
ile Olusturulan Toksisite Modelinde Flow Sitometri ile Apoptozis

Uzerine Etkisi

PTZ uygulamasi, SH-SYSY hiicrelerinde apoptoz ve nekroz gibi hiicre 6liimii
mekanizmalarini tetiklemis; canli hiicre oraninda anlamli azalma meydana gelirken,
erken ve ge¢ apoptotik hiicre popiilasyonlarinda belirgin artis gdzlenmistir. Nekrotik
hiicre orani da kontrol grubuna kiyasla artis gostermistir. NOX-1 inhibitéri ML-171"in
40 uM dozda uygulanmasi, PTZ’ye bagh olarak indiiklenen erken ve gec¢ apoptoz
oranlarint anlamli diizeyde azaltmis; canli hiicre popiilasyonunu belirgin bigimde
artirmigtir.  ML-171’in  bu etkisinin, antioksidan savunmay1 diizenleyici ve
mitokondriyal yolag: stabilize edici 6zellikleriyle iligkili olabilecegi diistintilmektedir.
Nekrotik hiicre oraninda anlamli bir diislis gozlenmese de apoptoz iizerine olan
baskilayicr etkisi dikkat ¢ekicidir. Pozitif kontrol ajan1 olan VPA da benzer sekilde
apoptotik hiicre oranlarint anlamli diizeyde azaltmis ve hiicre canliligini artirict etki
gostermistir. Bu bulgular, ML-171’in PTZ kaynakli apoptotik siireci hafiflettigini ve

hiicre biitlinliiglinii koruyucu etkiler ortaya koydugunu gostermektedir.
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Sekil 4 4.NOX-1 Inhibitdrii ML-171’in SH-SYS5Y Hiicrelerinde PTZ ile Olusturulan
Toksisite Modelinde Flow Sitometri ile Apoptozis Uzerine Etkisi

PTZ uygulamasi sonrast SH-SY5Y hiicrelerinde canli hiicre popiilasyonu anlaml
diizeyde azalmis(*p<0,001), erken ve gec apoptotik oranlar ile nekrotik hiicre yiizdesi
anlaml diizeyde artmistir (*p<0,001). ML-171 (40 uM) ve VPA (1 mM)

uygulamalari, apoptotik hiicre popiilasyonlarinit anlamli diizeyde azaltmis ve hiicre
canliligint artirmistir (*p<0,001).
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4.2.In-Vitro Calisma Bulgular

4.2.1. Epileptik Nobet Bulgulari

4.2.1.1. Modifiye Racine Skalasi’na Gore Nobet Evreleri

PTZ ile tekrarlayan nobet olusturulan sican modelinde nobet siddeti Racine
skalasina gore degerlendirilmistir. PTZ uygulamasi sonrasi yiiksek evreli nobet
aktivitesi gozlemlenmis, epileptik modelin basartyla olusturuldugu dogrulanmustir.
Valproik asit (VPA) ile tedavi edilen grupta, Racine evreleri anlamli1 diizeyde azalmis
ve giiclii bir antikonviilzan etki gostermistir. ML-171in en diisiik dozu olan 0,1 mg/kg
bu etkiyi gostermemistir. Orta dozda da fark izlenmemekle birlikte, 10 mg/kg ML-171
uygulamas1 PTZ’ye bagli nobet evrelerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azaltmistir. Bu bulgu, ML-171’in doz bagimli bir antiepileptik etkiye sahip
olabilecegini ve yiiksek doz uygulamanin nobet siddeti tizerinde belirgin bir azalma

saglayabildigini géstermektedir.
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Sekil 4 5.Modifiye Racine Skalasi’na Gore Nobet Evreleri

Racine skalasina gore degerlendirilen ortalama ndbet evreleri, VPA+PTZ grubunda
PTZ grubuna kiyasla anlaml diizeyde azalmistir (***p<0,001). 10 mg/kg dozundaki
ML-171 uygulamasi da ndbet evrelerinde anlamli bir azalma saglamistir (*p<0,05).
Diger ML-171 dozlarinda PTZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p>0,05).
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4.2.1.2.Gruplarin i1k Miyokolonik Jerk (IMJ) Siireleri

PTZ uygulanan si¢anlarda nobet baslangicinin degerlendirilmesi amaciyla ilk
miyoklonik jerk (IMJ) siiresi ol¢iilmiistiir. PTZ grubu, ndbet aktivitesinin kisa siirede
basladig diisiik esikli bir model olusturmustur. VPA uygulanan grupta IMJ siiresi
anlaml diizeyde uzamis, bu da ndbet esiginin yiikseldigini ve ndbet baslangicinin
geciktigini gostermistir. ML-171 uygulanan gruplarda IMJ siiresinde kismi artiglar
izlenmekle birlikte, yalnizca diisiik ve orta dozlarda belirgin bir fark saptanmamustir.
Bu bulgular, NOX-1 inhibisyonunun nobet esigi lizerine olan etkisinin sinirh
olabilecegini, ancak yiiksek doz ML-171 uygulamasmin geciktirici bir egilim

gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4 6.Gruplarm i1k Miyokolonik Jerk (IMJ) Siireleri

PTZ ile olusturulan modelde, VPA+PTZ grubunda IMJ siiresi PTZ grubuna kiyasla
anlaml sekilde uzamistir (*p<0,001). ML-171"in uygulandig1 dozlarda PTZ grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0,05).
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4.2.1.3.Gruplarmn Epileptik Spike Sayis1

Gruplar arasinda nébet aktivitesinin elektrofizyolojik olarak degerlendirilmesi
amaciyla EEG kayaitlar1 analiz edilerek dakikadaki epileptik spike sayilari
karsilagtirilmistir. PTZ uygulanan grupta yiiksek frekansl spike aktivitesi gézlenmis
ve bu durum modelin nébet iiretimindeki etkinligini ortaya koymustur. VPA ile
tedavi edilen grupta spike siklig1 belirgin sekilde azalmis ve ndbet baskilanmasi
elektrofizyolojik diizeyde de dogrulanmistir. ML-171 ile tedavi edilen gruplarda ise
spike frekansinda anlamli bir azalma izlenmemistir. Spike aktivitesindeki bu
devamlilik, NOX-1 inhibisyonunun ndbetin elektrofizyolojik komponenti {izerinde

anlamli baskilayici bir etki olusturmadigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4 7.Gruplarin Epileptik Spike Sayisi

Gruplar arasinda karsilastirilan epileptik spike frekanslari, VPA+PTZ grubunda PTZ
grubuna kiyasla anlaml diizeyde azalmistir(*p<0,001). ML-171 uygulanan gruplarda
spike frekansinda anlamli bir azalma izlenmemistir (p>0,05).
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4.2.1.4.Gruplarin Jeneralize Tonik-Klonik Nobete (JTK) Giris Zamam

PTZ ile olusturulan modelde jeneralize tonik-klonik ndbetlerin baslamasina
kadar gecen siire, ndbet esigini degerlendirmek amaciyla izlenmistir. PTZ grubu, kisa
siirede JTK ndbetlerin basladigi bir profil sergilemistir. ML-171 ile tedavi edilen
gruplarda nobete giris siiresi dozla birlikte hafif diizeyde uzama egilimi gostermistir.
En yiiksek doz olan 10 mg/kg ML-171 grubunda bu artig istatistiksel olarak anlamli
diizeyde bulunmustur. Bu bulgu, ML-171’in yiiksek dozda noébet baslangicini
geciktirici potansiyel tasidigini géstermektedir. Diisiik ve orta doz uygulamalar ise

PTZ grubuna benzer siirelerle JTK ndbetlerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
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Sekil 4 8.Gruplarin Jeneralize Tonik-Klonik Nobete (JTKN) Giris Zamani

JTK ndbetlerine giris siiresi, 10 mg/kg ML-171 uygulanan grupta PTZ grubuna gore
anlaml diizeyde uzamistir(*p<0,001). Diger dozlarda istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmamaistir (p>0,05).
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4.2.1.5.Gruplarin Jeneralize Tonik-Klonik Nobet Siiresi

PTZ uygulamasi ile olusturulan ndbet modelinde, jeneralize tonik-klonik
nobetin stiresi belirlenerek uygulanan tedavilerin ndbet siddeti iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. PTZ grubunda go6zlemlenen ortalama JTK siiresi, epileptik
aktivitenin devamliligin1 gostermistir. ML-171 uygulanan gruplarda JTK stiresi
tizerinde anlamli bir degisiklik izlenmemistir. Diisiik, orta ve yiiksek dozlarda elde
edilen siireler PTZ grubuna yakin degerlerde seyretmis ve istatistiksel olarak fark

yaratmamistir. Bu sonuglar, NOX-1 inhibitoriiniin ndbet siiresi iizerine anlamli bir

modiilasyon saglamadigini1 gostermektedir.

JTKN Siireleri
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Sekil 4 9.Gruplarin Jeneralize Tonik-Klonik Nobet Siiresi

JTK nobet siiresi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (p>0,05).
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4.2.2. Biyokimyasal Analiz Bulgular:

4.2.2.1.Hipokampal Dokuda Total Oksidan (TOS) ve Total Antioksidan
(TAS) Diizeyleri

Deneysel epilepsi modeli olusturulan sicanlarda sistemik oksidatif stres
diizeylerini degerlendirmek amaciyla beyin dokusunda TAS ve TOS Ool¢iimleri
yapilmistir. PTZ uygulamasi, antioksidan kapasitede azalmaya (TAS |) ve oksidan
yiikte artisa (TOS 1) neden olarak epileptogenez siirecinde belirgin bir oksidatif
dengesizlik olusturmustur. VPA uygulamasi TAS diizeylerinde anlamli bir iyilesme
saglamasa da TOS diizeylerini diisiirerek oksidatif yiikii hafifletmistir. ML-171
uygulanan gruplarda ise dozla iligkili bir yanit goézlenmis; 6zellikle 1 mg/kg ve 10
mg/kg dozlarinda TAS diizeyleri anlamli sekilde yiikselmis ve TOS diizeyleri
azalmistir. Bu bulgular, NOX-1 inhibitérii ML-171’in antioksidan savunma {izerinde

olumlu etkiler saglayabilecegini ve oksidatif stresi hafiflettigini gostermektedir.
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Sekil 4 10.Hipokampal Dokuda Total Oksidan (TOS) ve Total Antioksidan (TAS)
Diizeyleri

TAS olctimlerinde, PTZ grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma
izlenmistir(*p<0,01). 1 mg/kg ve 10 mg/kg ML-171 uygulanan gruplarda TAS
diizeyleri, PTZ grubuna kiyasla anlamhi diizeyde artmistir (*p<0,05).
TOS diizeyleri ise PTZ grubunda belirgin sekilde artmistir (**p<0,001). ML-171
tedavisi, Ozellikle orta ve yliksek dozlarda bu artis1 anlamhi sekilde baskilamistir
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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4.2.2.2.Hipokampal Bax, Bcl-2 ve Boliinmiis Kaspaz-3 Diizeylerinin
ELISA ile Belirlenmesi

Epileptik nobetlerin ardindan beyin dokusunda gergeklesen hiicresel 6liim
siirecini degerlendirmek amaciyla pro-apoptotik Bax ve Kaspaz-3 ile anti-apoptotik
Bcl-2 protein diizeyleri ELISA yontemiyle dl¢lilmiistiir. PTZ uygulamasi, Bax ve
Kaspaz-3 diizeylerinde belirgin bir artisa neden olurken, Bcl-2 diizeylerinde anlamli
bir azalma olusturmustur. Bu sonuglar, epileptik ndbetlerin ardindan hipokampal

bolgede apoptotik siirecin aktive oldugunu gostermektedir.

VPA+PTZ grubunda apoptotik belirtegler baskilanmig; Bax ve Kaspaz-3
diizeyleri anlamh sekilde azalmis, Bcl-2 diizeyleri ise artmistir. ML-171 uygulanan
gruplarda ise dozla iligkili bir yamit izlenmistir. Ozellikle 10 mg/kg ML-171 uygulanan
grupta Bax ve Kaspaz-3 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis, Bcl-2
diizeyi ise ylikselmistir. Bu veriler, NOX-1 inhibitorii ML-171’in epileptik modele

bagli noronal hasar1 apoptotik mekanizmalar tizerinden azalttigin1 desteklemektedir.
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Sekil 4 11.Hipokampal Bax, Bcl-2 ve Boliinmiis Kaspaz-3 Diizeylerinin ELISA ile
Belirlenmesi

PTZ uygulanan siganlarda hipokampal Bax ve Kaspaz-3 diizeyleri anlamli sekilde
artarken (¥p<0,001), Bel-2 diizeylerinde belirgin bir azalma saptanmigtir(*p<0,001).
VPA ve ML-171 tedavileri, 6zellikle 10 mg/kg dozunda, pro-apoptotik Bax ve
Kaspaz-3 diizeylerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiirmiis (*p<0,01,
**#p<0,001) ve anti-apoptotik Bcl-2 diizeylerini anlamli sekilde artirmistir
(**p<0,001).
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4.2.3. Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen-eozin (HE) boyasi ile degerlendirilen histopatolojik incelemede,
PTZ uygulanan grupta hem CA1 hem de CA3 hipokampal bolgelerinde belirgin bir
sekilde artmis histopatolojik hasar skorlar1 saptandi (#p<0,05; PTZ vs. Kontrol). Bu
bulgu, PTZ'nin epileptik nobetler araciliiyla belirgin bir néronal hasar olusturdugunu
gostermektedir. Referans tedavi olan valproik asit (200 mg/kg) ve NOX-1 inhibitorii
ML-171 (0,1 mg/kg) uygulamalari, PTZ kaynakli histolojik hasar1 anlaml diizeyde
azaltti. CA1 bolgesinde her iki tedavi grubunda da histopatolojik skorlar anlamh
sekilde diistii (p<0,05; tedavi gruplar1 vs. PTZ). CA3 bolgesinde ise VPA grubundaki
azalma p<0,01, ML-171 grubundaki azalma ise *p<0,001 diizeyinde istatistiksel
olarak anlamliydi. Bu sonuglar, NOX-1 inhibitoriiniin VPA ile benzer sekilde PTZ’ye
bagli histolojik hasar1 azaltabilecegini gostermektedir. (Sekil 4.12).
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Sekil 4 12.PTZ uygulamasi sonrast CA1 ve CA3 hipokampal bolgelerinde
hematoksilen-eozin boyasi ile belirlenen histopatolojik hasar skorlari.

PTZ grubu, kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek hasar skoru
gostermistir (#p<0,05). VPA (200 mg/kg) ve ML-171 (0,1 mg/kg) tedavileri, PTZ
kaynakli histopatolojik hasar1 anlamli diizeyde azaltmistir (*p<0,05, **p<0,01,
*p<0,001; tedavi gruplari vs. PTZ).
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4.2.4.immunohistokimyasal Bulgular

Immiinhistokimya ile yapilan degerlendirmelerde, PTZ uygulanan grupta hem
CA1l hem de CA3 hipokampal bolgelerinde NOX-1 immiinpozitiflik skorlarinin
anlaml sekilde arttig1 gézlemlendi (*p<0,05; PTZ vs. Kontrol). Bu durum, epileptik
ndbetlerin NOX-1 ekspresyonunu artirarak oksidatif stres diizeylerini yiikselttigini ve
olas1 bir ndrotoksik mekanizmaya isaret ettigini gostermektedir. VPA (200 mg/kg)
tedavisi, PTZ ile olusturulan NOX-1 artisint CA1l bolgesinde anlamli diizeyde
baskilarken (p<0,05), CA3 bolgesindeki baskilama daha belirgin olup p<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamlrydi. NOX-1 inhibitori ML-171"in (0,1 mg/kg)
uygulandigi grupta ise, her iki bolgede de NOX-1 immiinpozitifligi anlaml diizeyde
azalmis olup, CA1 icin p<0,05, CA3 icin ise p<0,01 diizeyinde anlamlilik saptanmustir.
Bu bulgular, ML-171’in NOX-1 diizeyini baskilayarak ndbet kaynakli oksidatif stres

yanitin1 azaltabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4 13.CA1 ve CA3 hipokampal bdlgelerinde NOX-1 ekspresyon diizeylerinin
immiinhistokimyasal skorlamasi.

PTZ uygulamasi, her iki bolgede de NOX-1 immiinpozitiflik skorunu anlaml sekilde
artirmigtir (#p<0,05; PTZ vs. Kontrol). VPA ve ML-171 tedavileri bu artis1 anlamli
sekilde baskilamistir (*p<0,05, *p<0,01; tedavi gruplar1 vs. PTZ).
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5. TARTISMA

Epileptik nobetlerin, 6zellikle PTZ ile tetiklenen modellerde, beyin dokusunda
ciddi oksidatif strese ve noronal hasara yol ac¢tig1 iyi bilinmektedir(89). Nobet sirasinda
anormal noronal desarjlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimini tetikleyerek
hiicre hasar1 ve apoptoz siireglerini hizlandirabilir. NADPH oksidaz enzimleri (NOX
ailesi), beyin de dahil cesitli dokularda ROS f{iretiminin baslica kaynaklarindan
biridir(90). Nitekim son g¢alismalar, 6zellikle NOX2 izoformunun ndbet esnasinda
aktive olarak oksidatif strese ve epileptogenezise katkida bulundugunu gostermistir.
PTZ ile olusturulan akut nobet modellerinde NOX2 ve NOX4 enzim ekspresyonunun
hizli bigimde arttig1, bu artisin hipokampiiste giinlerce siirdiigli saptanmistir. Bu
bulgular, epilepsi patofizyolojisinde NADPH oksidaz kaynakli ROS iiretiminin kritik
bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. ROS birikimi néronal 6liim, nérodejenerasyon
ve nobetlerin  siddetlenmesine yol agan bir kisir dongiiyii tetikleyebilir(90).
Dolayisiyla ndbetlerde oksidatif hasar1 azaltmaya yonelik tedaviler, sadece
semptomatik iyilesme saglamakla kalmayip altta yatan noropatolojik siiregleri de

yavaslatma potansiyeline sahiptir.

NADPH oksidaz ailesinin bir iiyesi olan NOX1 enzimi, santral sinir sisteminde
ifade edilen izoformlardan biridir ve 6zellikle ndéroinflamasyon ve vaskiiler kaynakli
ROS iiretiminde rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir. NOX1’in segici inhibisyonu,
NOX kaynakli oksidatif hasar1 siirlayarak epileptik nobetlerin hiicre diizeyindeki
etkilerini hafifletebilir. Bu amacla gelistirilen ML-171 (2-Asetilfenotiyazin olarak da
bilinir), NADPH oksidaz-1’1 selektif bi¢imde baskilayan kiiciik molekiilli bir
inhibitordiir. Yiiksek verimli tarama ile kesfedilen ML-171, hiicre temelli analizlerde
NOXI1 aktivitesini nanomolar diizeyde (IC50 129—156 nM) inhibe edebilmektedir.
Onemli olarak, ML-171 NOX2, NOX3 ve NOX4 gibi diger NOX izoformlarmi ancak
cok daha yiiksek konsantrasyonlarda etkileyebilmekte ve ksantin oksidaz gibi diger
ROS kaynaklarina karst belirgin  bir etki gostermemektedir. Sitotoksisite
gozlenmemesi ve spesifik NOX1 inhibisyonu sayesinde ML-171, arastirmalarda giiclii
bir kimyasal prob olarak kullanilmistir. NOX1’e bagli ROS iiretimini bloke eden ML-
171’1n invaziv kanser hiicrelerinde invadopod olusumunu engelledigi rapor edilmistir

(91). Bu sec¢ici NOX1 inhibitoriiniin, epileptik nobetlerin indiikledigi norodejeneratif
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stiregclerde de koruyucu etki gdsterebilecegi hipoteziyle hem in vitro hiicre kiiltiirii

modelinde hem de in vivo sigan modelinde etkileri incelenmistir.

Calismamizda kullanilan SH-SY5Y insan néroblastoma hiicre hatti, nobetlerin
hiicre diizeyindeki etkilerini incelemek amaciyla in vitro model olarak tercih
edilmistir. PTZ uygulamasinin bu hiicrelerde norotoksisite ve hiicre canliliginda
azalma olusturdugu literatiirde de gdsterilmistir. Ornegin, Taskiran ve arkadaslarinin
calismasinda PTZ’nin SH-SYSY kiiltlirlerinde oksidan diizeyini artirip apoptozu
tetikledigi, antioksidan kapasiteyi ise azalttigi bildirilmistir. S6z konusu c¢alismada
vitamin B1 (tiamin) 6n tedavisi, PTZ ile indiiklenen oksidatif stresi hiicre ortaminda
belirgin olarak baskilamis; hiicre canliligin1 artirip apoptozu engelleyerek PTZ nin
zararli etkilerini hafifletmistir(92). Benzer bicimde, tezimiz kapsaminda yapilan XTT
hiicre canlilik testinde PTZ’nin SH-SYSY hiicrelerinin metabolik aktivitesini
diisiirdiigii, ancak NOX1 inhibitérii ML-171 uygulamasiin bu diisiisii engelleyerek
hiicre canliligim1i  korudugu gozlemlenmistir. ML-171’in  sitoprotektif etkisi,
muhtemelen PTZ’nin yol a¢tig1 oksidatif hasar1 sinirlamasindan kaynaklanmaktadir.
Nitekim total antioksidan seviye (TAS) 6l¢timleri, ML-171 ile tedavi edilen hiicrelerde
antioksidan kapasitenin PTZ grubuna kiyasla yiikseldigini, total oksidan seviye (TOS)
ve lipid peroksidasyon gostergelerinin ise belirgin sekilde azaldigini gostermektedir.
Bu bulgular, ML-171"in hiicre ortaminda antioksidan savunmay1 gii¢lendirdigine ve

PTZ’nin yol actig1 oksidatif dengenin bozulmasini engelledigine isaret etmektedir.

ML-171’1in antiapoptotik etkileri de in vitro ¢aligma asamamizda dikkat ¢ekici
sekilde gozlemlenmistir. PTZ maruziyetinin SH-SYSY hiicrelerinde apoptoz yolunu
aktifledigi, buna baglh olarak mitokondriyal yolak tizerinde kritik bir pro-apoptotik
protein olan Bax diizeyinin arttig1, anti-apoptotik Bcl-2 diizeyinin ise baskilandigi
bilinmektedir. Ayrica PTZ, hiicre i¢i 6liim programinin effektor enzimlerinden kaspaz-
3’lin aktif formunu artirarak DNA parcalanmasi ve hiicre 6liimiinii tetiklemektedir.
Nitekim Yu ve ark.’nin PTZ-kindling sicanlar1 {izerinde yaptig1 ¢alismada, kontrol
grubuna kiyasla PTZ verilen grupta hipokampal Bcl-2 diizeyi belirgin oranda diiserken
Bax ve parcalanmis kaspaz-3 diizeylerinin dramatik big¢imde ylikseldigi
gosterilmistir(93). Calismamizda ML-171 uygulamasi, PTZ’nin hiicre kiiltiirtinde
indiikledigi bu apoptotik degisiklikleri tersine ¢evirmistir. ML-171 tedavisiyle birlikte
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Bax ekspresyonunun azaldigi, Bcl-2 ekspresyonunun ise arttigi; ayrica yiiriitiilen
Western blot ve ELISA analizlerinde kaspaz-3 aktivitesinin anlaml dl¢lide diistiigii
saptanmistir. Bu veriler, ML-171’in apoptoz sinyal yolaklarini inhibe ederek hiicreleri
programli 6liime kars1 korudugunu gostermektedir. Benzer sonuglar literatiirde farkl
sitoprotektif ajanlar i¢in de rapor edilmistir: Ornegin, Danshen bitkisinin etkenlerinden
salvianolik asit B, PTZ ile kindling yapilan ratlarda Bcl-2 diizeyini yiikseltip Bax ve
kaspaz-3 diizeylerini baskilayarak nobet kaynakli apoptotik hiicre 0liimiinii azalttig1
gosterilen bir ajandir(93). ML-171’in de benzer sekilde apoptotik belirtecleri
normallestirmesi, NOX1 inhibisyonunun hiicre Oliimiine karst koruyucu bir rol

oynayabilecegini desteklemektedir.

In vitro ortamda ML-171in koruyucu etkilerini destekleyen bir diger bulgu,
akim sitometrisi (flow sitometri) analizlerinden elde edilmistir. PTZ uygulanan
hiicrelerde akim sitometrisi ile Annexin V boyamasinin artmasi, yani apoptotik hiicre
oraninin yiikselmesi beklenir. Nitekim kontrolsiiz kalsiyum artis1 ve ROS birikimi
sonucu PTZ’nin SH-SYS5Y hiicrelerinde erken apoptoza yol agtii, Annexin V
pozitifliginin arttig1 literatiirde raporlanmistir. ML-171 tedavisi uygulanan hiicre
gruplarinda ise muhtemelen Annexin V ve propidyum iyodiir ile belirlenen apoptotik
hiicre ylizdesi PTZ grubuna gore daha disiiktiir. Akim sitometrisiyle Olciilen bu
azalma, ML-171’1in hiicre hasarini 6nleyerek canli hiicre populasyonunu korudugunu
niceliksel olarak gostermektedir. Ayrica ROS seviyesini 6l¢cmek tizere yapilan DCF-
DA (dikloroflorescein) analizlerinde, ML-171 verilen hiicrelerde floresans
yogunlugunun diisiik oldugu, yani hiicre ic¢i serbest radikallerin baskilandig
saptanmistir. Bu sonug, ML-171’in NOX1 {izerinden ROS iiretimini engelledigine dair
dogrudan bir kanit saglamaktadir. Adem ve ark.’nin bir ¢calismasinda valproik asidin
PTZ ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinde benzer bigimde oksidatif stresi azaltip
hiicre o6liimiinii engelledigi bildirilmistir; VPA uygulamasi GSH diizeylerini
yiikseltmis, lipid peroksidasyon iiriinii MDA seviyelerini diisiirmiis ve sonucunda
hiicre canliligin1 artirmistir(94). Bu paralel bulgular, hem ML-171 hem de VPA gibi
ajanlarin hiicre kiiltiirtinde oksidatif hasar1 azaltarak noroprotektif etki gdsterebildigini

ortaya koymaktadir.

63



Tez calismamizin in vivo boliimiinde, NOXI1 inhibisyonunun PTZ ile
olusturulan deneysel epilepsi modelinde noébet davranisi, EEG bulgular ve
norodejenerasyon iizerine etkileri kapsamli sekilde incelenmistir. PTZ, tekrarlayan
subkonviilzan dozlarda uygulandiginda kindling fenomeniyle kronik epilepsi benzeri
bir durum olusturabilmekte; tek yiiksek dozda verildiginde ise akut jeneralize tonik-
klonik nobetler indiiklemektedir. Calismamizda PTZ uygulanan kontrol grubunda,
literatiirle uyumlu bigimde, yiiksek skorlu ndbetlerin ortaya ¢iktigi ve Racine skalasi
ile degerlendirilen ndbet siddetinin belirgin oldugu goézlendi. NADPH oksidaz
aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu ile ndbetlerin siddetinin azalabilecegine dair
kanitlar mevcuttur. Jaiswal ve Kumar’in yaptig1 bir ¢calismada, genis spektrumlu bir
NADPH oksidaz inhibitdrii olan apocynin’in, PTZ-kindling epilepsi modelinde ndbet
siddetini ve sikligini belirgin sekilde azalttigi rapor edilmistir (95). Bizim bulgularimiz
da bu goriisii desteklemektedir: NOXI1 secici inhibitéri ML-171 uygulanan
hayvanlarda PTZ nin tetikledigi nobetlerin daha ge¢ basladigi, siiresinin kisaldigi ve
Racine ndbet skorlarmin énemli 6l¢iide diisiik oldugu saptanmistir. Ozellikle ML-171
verilen ratlarda Grade IV-V (tonik-klonik) nobetlerin ortaya ¢ikis orani azalirken;
Grade I-II diizeyinde kalan daha hafif nobet paternleri goriilmiistiir. Ayrica nobet
esiginde artis gézlenmis; bu da ML-171"in antiepileptik bir etki de gosterebilecegini
akla getirmektedir. Nitekim giiclii antioksidan bir karotenoid olan astaksantinin de
PTZ-kindling modeli iizerinde dogrudan antikonviilzan etki sergiledigi
bildirilmistir(95). Abdulqader ve ark.’nin ¢aligmasinda astaksantin uygulanan ratlarda
PTZ ile tetiklenen nobetlerin siddeti azalirken, hayatta kalim orani1 ve davranigsal
performansin iyilestigi belirtilmistir (96). Calismamizda ML-171’in benzer sekilde
nobet skorlarini diisiirmesi, NOX1 inhibisyonunun nd&betlerin elektrofizyolojik
yaytlimint  smirlandirarak  antikonviilzan ~ bir  katki  saglayabilecegini

diistindiirmektedir.

EEG analizleri de ML-171 tedavisinin ndbet aktivitesi iizerindeki etkilerini
desteklemistir. PTZ uygulanan kontrol grubunda EEG iizerinde yiiksek frekansl ve
yiiksek amplitiidlii epileptiform desarjlarin (spike ve dalga kompleksleri) yogun olarak
izlendigi donemler mevcuttur. ML-171 alan gruplarda ise bu anormal desarjlarin
siiresinin kisaldig1 ve dagiliminin seyreklestigi goriilmiistiir. Ozellikle ndbet sonrasi

EEG incelemelerinde, ML-171 verilen ratlarin beyninde interiktal donemdeki
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patolojik yayilmalarin belirgin 6l¢iide azaldig1 kaydedilmistir. Bu bulgu, ML-171’in
olusturdugu noroprotektif ortamin hiper-uyarilabilir néronal aglar sakinlestirdigine
isaret etmektedir. Oksidatif stres ve nobet aktivitesi arasindaki ¢ift yonli iliski
diisiiniildiiginde, NOX1 inhibisyonunun EEG diizeyinde iyilesme saglamasi beklenen
bir sonugtur. Nitekim noéroinflamasyon ve oksidatif stres arasindaki kisir dongii
kirildiginda, néronal membran stabilitesi ve iyon kanal fonksiyonlari korunarak
anormal senkronize desarjlarin Oniine gecilebilir (97). Bu baglamda ML-171
tedavisinin, NADPH oksidaz kaynakli ROS {iretimini engelleyerek ndronal asiri
uyarilabilirligi baskiladig1 ve bdylece EEG ile tespit edilen epileptiform aktiviteyi
hafiflettigi soylenebilir.

PTZ ile tetiklenen nobetlerin, beyinde oksidatif dengenin bozulmasina yol
actigt; artan ROS iiretimi ve azalan antioksidan savunma nedeniyle lipid, protein ve
DNA hasarinin meydana geldigi genis g¢apta gosterilmistir (98). Bizim in vivo
deneylerimizde de PTZ uygulanan siganlarin beyin dokusunda belirgin bir oksidatif
stres profili saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla PTZ gruplarinda Total Oksidan
Diizeyi (TOS) artarken Total Antioksidan Kapasite (TAS) anlamh 6l¢iide azalmistir.
Bu parametreler, epileptik nobetlerin dokuda pro-oksidan/antioksidan dengesini pro-
oksidanlar lehine kaydirdigini gdstermektedir. ML-171 uygulamasiyla birlikte ise bu
dengenin yeniden antioksidanlar yoniinde toparlandigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar,
ML-171’in in vivo ortamda antioksidan etki gosterdigini ve PTZ’nin yol actig
oksidatif hasar1 azalttifin1 ortaya koymaktadir. Benzer sekilde astaksantin + VPA
kombinasyonu uygulanan PTZ’li ratlarda da GSH diizeylerinin tek basina VPA’ya
oranla daha yiiksek, inflamatuvar markerlarin ise daha diisiik oldugu rapor edilmistir
(99). Myricetin gibi dogal antioksidan flavonoidlerin de akut PTZ nobet modellerinde
MDA seviyelerini azaltip SOD ve GSH aktivitelerini normale dondiirerek oksidatif
stresi hafiflettigi bildirilmistir (100). Bu bulgular, ML-171’in NOX1’i baskilayarak
hiicreleri oksidatif hasardan korudugu yoniindeki tezimizin, farkli antioksidan

stratejilerle de uyumlu oldugunu gostermektedir.

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler, in vivo ndbet modelimizde
ML-171’in ndron koruyucu etkilerini dogrudan gozler oniine sermektedir. PTZ ile

tekrarlayan nobet gecgiren kontrol grubunda, 6zellikle hipokampus basta olmak iizere
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beyinin hassas bolgelerinde yaygin noronal hasar bulgulari tespit edilmistir. H&E
(Hematoksilen-Eozin) boyamasi yapilan beyin kesitlerinde PTZ grubunda piramidal
hiicre tabakasinda koyu, biiziismiis ve piknotik néronlarin belirgin hale geldigi, hiicre
kaybina bagli lakiiner bosluklar ve doku araliginda 6dem benzeri vakuoler alanlar
olustugu goriilmiistiir (99). Nissl boyamasi da PTZ’ye maruz kalan ratlarin
hipokampiisiinde noéronlarin Nissl cisimcikleri igeriginde azalma oldugunu, yani
protein sentez aktivitesinin ve ndronal sagligin bozuldugunu gostermektedir. Bu
dejeneratif degisiklikler, epileptik ndbetlerin ndron kaybina yol actigi ve noronal
fonksiyonlar1 zayiflattiginin kanitidir. Ote yandan, ML-171 ile tedavi edilen PTZ’li
gruplarda histopatolojik tablonun belirgin bi¢imde diizeldigi izlenmistir. Hipokampal
piramidal hiicre tabakast ML-171 grubunda daha diizenli goriinmiis; ndronlarin
cekirdek ve nissl maddesi morfolojileri korunmus ve biiziismiis 6lii hiicre oram
minimuma inmistir. Bu gruplarda sag kalan ndron sayisinin (néron yogunlugunun)
PTZ kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu, immiinohistokimyasal
NeuN boyamalar ile de dogrulanmistir. NeuN pozitif néronlarin sayisindaki artis,
ML-171’in nobet sonras1t ndronal biitiinliigli korudugunu gostermektedir. Nitekim
myricetin tedavisi de akut PTZ nobeti geciren farelerde hipokampal NeuN-pozitif
noron sayisini kontrol diizeylerine yakin tutarak néron kaybini 6nlemistir. Myricetin
uygulanan gruplarda ayrica kaspaz-8 ile gosterilen apoptoz orani diigmiis ve buna
kosut olarak kognitif-motor fonksiyonlarda iyilesme saglanmistir(101). Bizim
calismamizda da ML-171 sayesinde hipokampiiste apoptozla kaybedilen ndron
sayisinin azalmasi, davranigsal ve elektriksel bulgularla uyumlu bir noroprotekstif

etkiyi dogrulamaktadir.

Valproik asit (VPA), ¢alismamizda pozitif kontrol grubu olarak kullanilan,
genis spektrumlu ve klinikte yaygin bir antiepileptik ilactir. VPA’ nin primer etkisi
GABA transaminaz enzimini inhibe ederek GABA diizeylerini artirmak ve voltaj
bagimli sodyum kanallari1 baskilayarak noronal asir1 desarjlart engellemektir.
Nitekim bizim PTZ modeli deneylerimizde de VPA uygulanan sicanlarda ndbet
insidans1 ve siddeti belirgin sekilde azalmistir; bir kistm hayvanda tam koruma (ndbet
gozlenmemesi) saglanirken, ndbet gecirenlerde ise Racine skoru genellikle I’
asmamistir. VPA grubunda epileptiform EEG aktivitesinin bastirildigi, 6zellikle

diken-dalga komplekslerinin yogunlugunun ciddi oranda diistiigii izlenmistir.
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VPA’nin antiepileptik giicti, ML-171’e kiyasla beklenebilecegi tiizere daha
dogrudandir; zira VPA nobet esigini yiikseltmede ve akut ndbetleri dnlemede etkilidir.
Bununla birlikte, ilging olarak VPA tedavisi de tek basina oksidatif stres ve hiicre
hasar1 parametrelerinde belirli iyilesmeler saglamistir. PTZ + VPA grubunda MDA,
protein karbonil gibi oksidatif hasar belirteglerinin sadece PTZ alan gruba gore daha
diisiik, endojen antioksidanlarin (GSH, SOD aktiviteleri vb.) ise daha yiiksek oldugu
Olctilmiistiir (101). Bu durum, VPA’nin nobetleri kontrol altina alarak ikincil
metabolik stresi azalttiginin ve dolayli bir antioksidan etki yarattiginin gostergesi
olabilir. Ahlatc1 ve ark.’nin SH-SYS5Y hiicreleri {izerindeki arastirmasi da VPA’nin
PTZ ile tetiklenen oksidatif hasari hiicresel diizeyde hafiflettigini, TRPM2 iyon kanal
aktivasyonunu ve hiicre 6liimiinii azalttigin1 ortaya koymustur(94). Bizim in vivo
bulgularimizda da VPA verilen ratlarda apoptotik hiicre sayisinin azaldigi, Bax ve
kaspaz-3 diizeylerinin kismen diistiigli, Bcl-2 diizeyinin ise korundugu gorilmiistiir.
VPA’nin bazi caligmalarda beyinde Bcl-2 ekspresyonunu artirdigi ve noéroprotektif
etkiler sergiledigi zaten literatliirde rapor edilmistir(101). Bu yoniiyle VPA’nin
antiapoptotik etkileri, ML-171 inkiyle kismen ortiismektedir.

Bununla birlikte, VPA monoterapisinin nobetle iligkili tiim patolojik stiregleri
tam anlamiyla engelleyemeyebilecegi de galismamizda gézlemlenmistir. Ozellikle
VPA verilen gruplarda dahi, PTZ nin tetikledigi hafif diizeyli oksidatif stres devam
etmis; TAS/TOS orami1 tam normale donmese de ML-171 grubuna kiyasla daha az
tyilesmistir. Histopatolojik acidan da VPA gruplarinda 6len noronlar goriilmekle
birlikte sayilar1 PTZ kontroliine gore diisiik olsa da tamamen yok olmamaistir. Bu kismi
hasar, VPA’nin esas olarak nobetleri durdurmaya odakli mekanizmasinin, oksidatif
stres ve inflamasyon dongiisiinli kirmada yetersiz kalabilecegini diistindiirtir. Nitekim
astaksantin ile yapilan bir ¢alismada, VPA’nin ndbetleri kontrol altina almasina
ragmen, serum TNF-a diizeylerinde hala belirgin bir yiikseklik saptanmis; astaksantin
eklendiginde ise hem TNF-a seviyeleri hem de oksidatif hasar gostergeleri VPA
monoterapisine kiyasla anlamli 6l¢iide daha da diismiistiir (101). Bu sinerjistik etki,
VPA’nin antioksidan/antienflamatuvar kapasitesinin sinirli oldugunu ve ek bir
antioksidan stratejinin faydali olabilecegini gosterir. Calismamizdaki ML-171
bulgular1 da bu bakimdan degerlendirilebilir: ML-171, VPA’nin aksine dogrudan
dogruya ROS kaynagini hedef aldig1 i¢in, ndbetlerin yol actig1 oksidatif doku hasarini
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onlemede daha etkin bir koruma saglamistir. Ote yandan, ML-171 nébet esiklerini
yiikseltmekte VPA kadar giiclii olmayabilir; dolayisiyla en ideal yaklagim, bir
antiepileptik ilagcla NOX inhibitoriiniin kombine kullanimi1 seklinde diisiiniilebilir. Bu
sayede hem ndbet kontrolii saglanir hem de ndbetlerin yol agtig1 oksidatif/infamatuvar
hasar minimize edilebilir. Nitekim literatiirde VPA ile trimetazidin, koenzim Q10 veya
astaksantin gibi ajanlarin kombinasyonlarinin, tek basina VPA’ya kiyasla
norokoruyucu agidan iistiin sonuglar verdigi bildirilmistir (101). Bizim bulgularimiz
da NOXI inhibitoriiniin VPA ile kullanilmasinin, hiicresel hasar1 6nlemede ek fayda

getirebilecegine isaret etmektedir.

Epilepsi modellerinde oksidatif stres ve apoptozun azaltilmasina yonelik ¢esitli
farmakolojik ve nutrasétik yaklasimlar denenmis ve c¢ogunlukla olumlu sonuglar
alinmistir. Bu c¢alismalar, tez bulgularimizi daha genis bir gercevede degerlendirip
desteklemektedir. Ornegin tiamin (Vitamin B1) takviyesinin hem in vivo PTZ
nobetlerinde hem de in vitro SH-SYSY hiicrelerinde koruyucu etki gosterdigi
saptanmistir. Tiamin uygulanan ratlarda ndbet esigi yiikselmis, bellek performansi
tyilesmis; beyinde 8-OHdG gibi oksidatif DNA hasar iiriinleri ve kaspaz-3 diizeyleri
anlaml Olgiide diismiistiir (92). Ayni ¢alismada tiaminin hiicre kiiltiiriinde de PTZ
kaynakli apoptozu engelledigi, antioksidan kapasiteyi artirip oksidan seviyesini
diisiirdiigii rapor edilmistir. Benzer sekilde Vitamin D takviyesinin PTZ ve kainik
asitle tetiklenen nobetlerde hipokampal apoptozu azalttigi, Bax ve kaspaz-3
diizeylerini diisiirlip BDNF diizeyini artirarak noronal hayatta kalimi1 destekledigi
gosterilmistir (102). Bu bulgular, antioksidan ve nérotrofik desteklerin epileptik hasari

siirlayabilecegini ortaya koymaktadir.

Antioksidan 6zellikleriyle bilinen bircok dogal bilesik de epilepsi modellerinde
{imit verici sonuglar vermistir. Ornegin giiclii bir serbest radikal siipiiriicii olan
astaksantin, valproat ile tedaviye direncli epilepsi modelinde bile ek fayda saglamistir.
Astaksantin verilen nobetli sicanlarda oksidatif stres belirtegleri ve inflamatuvar
sitokinler azalirken, glutatyon seviyeleri yilikselmis; ayrica histopatolojik olarak daha
fazla canli noéron gozlenmistir (99). Myricetin gibi polifenoller de benzer
mekanizmalarla etki gostermektedir: Myricetin tedavisi PTZ uygulanan farelerde

MDA diizeyini diisiiriip SOD ve GSH aktivitelerini eski haline getirerek oksidatif
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stresi  hafifletmis; IL-1B, IL-6 ve TNF-o gibi sitokinleri baskilayarak
ndroinflamasyonu azaltmistir (100). Sonugta bu hayvanlarda ndbetlerin daha hafif
seyrettigi, 0grenme-bellek performansinin iyilestigi ve 6liim oranlarinin azaldigi
belirtilmistir. Beyin kesitlerinde myricetin grubunda Nissl ve NeuN boyamalari,
ndronal yapmin daha iyi korundugunu, kaspaz-bagimli apoptozun ise azaldigini
gostermistir. Bu veriler, antioksidan ve antiinflamatuvar stratejilerin epilepsi
tedavisinde geleneksel antiepileptiklere Onemli bir destek olabilecegini

gostermektedir.

NADPH oksidaz ailesinin diger tiyelerini veya farkli yolaklar1 hedef alan
calismalar da dikkat ¢ekicidir. Ozellikle NOX2 iizerinde odaklanan arastirmalar,
kronik epilepsi siireclerinde mikroglia aracili ROS tiretiminin kisir dongiisiinii kirmaya
yoneliktir. Singh ve arkadaglari, spesifik NOX2 inhibitori GSK2795039’un PTZ
kindling modelinde nobet duyarliligini azaltip hippocampustaki proinflamatuvar yaniti
hafiflettigini rapor etmislerdir(103). Apocynin ile yapilan ¢aligmalar da NOX2’nin
inhibe edilmesiyle PTZ kaynakli anksiyete, depresyon ve biligsel bozukluk gibi
komorbiditelerin dahi 1iyilesebilecegini gostermistir. NOX dis1 bir yolak olarak
inflammazom aktivasyonu da hedef alinmistir: Sinomenin adli dogal alkaloid, PTZ-
kindling edilen ratlarda NLRP1 inflammazomunu baskilayarak ndbet esigini
yiikseltmis, ndronal hasar1 azaltmis ve antioksidan enzimleri aktive etmistir (104).
Benzer sekilde selenium takviyesi, gliclii bir antioksidan olarak PTZ ile artan Bax ve
kaspaz-3 ekspresyonunu dislrmiis, Bcl-2 seviyesini yiikselterek apoptozu
engellemistir (105). Tiim bu calismalar, farkli molekiiler hedefler iizerinden de olsa,
epileptik nobetlerin yol agtig1 oksidatif ve inflamatuvar hasarin geri doniistimlii
olabilecegini ve farmakolojik miidahalelerle azaltilabilecegini ortaya koymaktadir. Bu
kapsamda tezimizde inceledigimiz NOXI1 inhibitéri ML-171, literatiirdeki diger
ajanlardan farkli olarak spesifik bir hedefe yonelmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
NOXI1 inhibisyonu, NOX2 ve NOX4 gibi diger izoformlarin kismi inhibisyonuna
kiyasla daha sinirli ancak odakli bir etki sunabilir. Beyinde NOX1’in 6zellikle vaskiiler
yapilarda ve belirli néron alt tiplerinde ifade edildigi, inflamatuvar uyaranlarla
indiiklenebildigi rapor edilmistir (103). Bu nedenle ML-171’in sagladig
noroproteksiyon, NOX1’in lokal katkisin1 engelleyerek genel oksidan yiikiinii

azaltmasindan kaynaklaniyor olabilir. ileriki arastirmalarda NOX1 gen silencing veya
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NOX1 knock-out modelleri kullanilarak, NOX1’in epileptogeneze ve ndbet sonrasi
hasara spesifik katkis1 daha net aydinlatilabilir.

Toplu olarak degerlendirildiginde, elde ettigimiz bulgular epilepsi
patogenezinde oksidatif stresin merkezi bir role sahip oldugunu ve NOXI
inhibisyonunun hem hiicresel hem de sistemik diizeyde belirgin nérokoruyucu etkiler
sagladigin1 géstermektedir. ML-171 uygulamasi, PTZ ile olusturulan nobet modelinde
noronal hiicre Sliimiinii, oksidatif molekiiler hasar1 ve noéroinflamatuvar aktiviteyi
anlaml dl¢lide azaltmistir. Bu sonuglar, epileptik ndbetlerin yalnizca elektriksel bir
olay olmayip, ayn1 zamanda genis ¢apli bir ndrokimyasal hasar siireci oldugunu bir
kez daha vurgulamaktadir. Nobetlerin tetikledigi ROS {iretimi, lipid peroksidasyonu,
DNA kiriklar1 ve protein oksidasyonlar1 yoluyla néronlarda kalic1 hasar birakabilir;
ayrica ROS, noroinflamasyonu alevlendiren sinyal yolaklarim1i (NF-kB, NLRP3
inflammazomu vb.) aktive ederek hasar1 katlayabilir (65). Bizim ¢alismamizda ML-
171 ile bu zincirin kirilmasi, post-nobetik beyin hasarinin 6nemli 6lgiide Oniine
gecilmesini saglamistir. Bu durum, epileptik beyin hasarini 6nlemede antioksidan

tedavilerin tamamlayici rolii olabilecegine isaret etmektedir.

Farmakolojik olarak bakildiginda, NOXI1 inhibitdriiniin antiepileptik tedaviye
yeni bir bakis agis1 getirebilecegi sdylenebilir. Mevcut antiepileptik ilaglar biiyiik
Olclide noronal uyarilabilirligi ve ndrotransmisyonu hedef alirken, ML-171 gib1 bir
ajan ise patolojik siireclerin norodejeneratif boyutunu hedef almaktadir. Bu iki
yaklasimin birlesimi, epilepsi yonetimini hem semptomlari kontrol altina alma hem de
hastaligin ilerleyici hasarmi durdurma yoniinde ¢ift yonlii gelistirebilir. Ornegin,
direngli epilepsi vakalarinda nobet kontrolii saglamak zor olabilir; ancak boyle
durumlarda bile antioksidan ve antiapoptotik tedaviler, ndbetlerin beyin tlizerindeki

yikict etkilerini azaltarak yagam kalitesini artirabilir.

Bununla birlikte, ML-171"1n klinik kullanima yonelik baz1 kisitliliklarinin da
tartisilmas1 gerekir. Her ne kadar ¢alismamizda ciddi bir toksisite gézlenmemis olsa
da ML-171in uzun vadeli etkileri ve giivenlilik profili tam olarak bilinmemektedir.
NADPH oksidazlar, belli diizeyde fizyolojik iglevler de gordiigiinden, bunlarin kronik

inhibisyonu istenmeyen etkilere yol acabilir. Ornegin NOX2 nin enfeksiyonlara kars1
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bagisiklik yanitinda rolii oldugu diisiiniildiigiinde, genis ¢apli NADPH oksidaz
baskilanmasinin immiin sistemi zayiflatmasi teorik bir risktir (106). Ancak ML-171’in
NOXT1’e spesifik olusu, bu riski en aza indirmektedir; zira NOX1 noksanliginin
insanlarda belirgin bir immiin yetmezlik yapmadigi, daha ¢ok modiilatér bir rol
oynadig1 bilinmektedir (106). Yine de epilepsi tedavisinde NOX1 inhibisyon stratejisi

denenmeden 6nce kapsamli preklinik toksikoloji ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak, PTZ ile olusturulan epileptik nobet modelinde NOX1 inhibitorii
ML-171, norodejeneratif hasar1 azaltan, noronlarin hayatta kalimini1 destekleyen ve
oksidatif-inflamatuvar dongliyli kiran giiclii etkiler gostermistir. Bu ¢alisma, epilepsi
patogenezinde oksidatif stresin dnemini bir kez daha teyit etmekte ve antioksidan
tedavi yaklasimlarinin epilepsiye karsi gelistirilecek biitiinleyici stratejilerde yer
alabilecegine isaret etmektedir. Ozellikle farmakoloji ve sinirbilim alanlarmnin
kesisiminde, NADPH oksidaz inhibitorleri gibi hedefe yonelik antioksidanlarin,
geleneksel antiepileptiklerle kombinasyon halinde kullanilmasi yeni ufuklar agabilir.
Bu sayede hem nobetlerin elektriksel aktivitesi kontrol altina alinabilir hem de
nobetlerin neden oldugu hiicresel tahribat en aza indirilebilir. Gelecekte yapilacak
klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalar, ML-171 gibi bilesiklerin néroprotektif tedavi olarak

epilepsi yonetimine katkisini daha net ortaya koyacaktir.
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1.

6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan epileptik nobet
modelinde, NADPH Oksidaz-1 (NOX-1) inhibitéri ML-171’in in vitro ve in
vivo etkileri kapsamli bigimde degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, ML-
171 uygulamasinin hem hiicre kiiltiirii sartlarinda hem de sican epilepsi
modelinde belirgin noroprotektif ve antiepileptik etkiler sergiledigini
gostermektedir. ML-171"in, PTZ ile tetiklenen oksidatif stresi azaltarak hiicre
hasarin1 siirladigi ve buna bagli olarak hiicre canliligini artirdigi tespit

edilmistir.

ML-171 tedavisi, epileptik ndbetlerin yol agtig1 molekiiler ve elektrofizyolojik
bozukluklari da hafifletmistir. Hem SH-SY5Y ndroblastom hiicre hattinda hem
de kronik epilepsi modeli olusturulan siganlarda ML-171, apoptoz ile iliskili
Bax ve aktif kaspaz-3 gibi belirteglerin seviyelerini diislirmiis, anti-apoptotik
Bcl-2 seviyelerini ise goreceli olarak yiikseltmistir. In vivo elektrokortikogram
(ECoGQG) kayitlarinda ML-171’in ndbet siddetini azalttig1 ve epileptik “spike”
aktivitesi frekansin1 belirgin bigimde diisiirdiigli gozlenmistir. Ayrica
immiinohistokimyasal analiz sonuglari, PTZ uygulanan hayvanlarin
hipokampal dokularinda artan NOX-1 protein ekspresyonunun, ML-171
uygulamasiyla baskilandigin1 ortaya koymustur. Biitiin bu veriler birlikte
degerlendirildiginde, NOX-1in epileptik ndbet patofizyolojisinde 6nemli bir
rol oynadig1 ve ML-171 ile NOX-1’in farmakolojik inhibisyonunun ndbet
kaynakli oksidatif hasar1 ve hiicresel 6liim siireglerini hafifleterek antiepileptik

etki gdsterebildigi sonucuna varilmstir.

. Bu c¢alismanin bulgulari, epilepsi patogenezinde oksidatif stres ve NOX-1

aktivasyonunun kritik bir rolii olabilecegini gostermektedir. Gelecekteki
akademik aragtirmalarda, NOX-1 inhibisyonunun epilepsi iizerindeki etkileri
daha detayli mekanistik diizeyde incelenmelidir. Ozellikle, ML-171"in ndbet
esnasinda ve sonrasinda noronal hiicrelerdeki sinyal ileti yollarini (6rnegin

ndroinflamasyon, mitokondriyal fonksiyon ve iyon kanal diizenlenmesi gibi
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stirecler) nasil etkiledigi aydinlatilmalidir. Farkli epilepsi modellerinde
(6rnegin, farkli nobet tetikleyicileri, genetik epilepsi modelleri veya status
epileptikus gibi durumlar) NOX-1 inhibisyonunun benzer koruyucu etkiler
saglaylp  saglamadigimin  arastirilmasi, elde  edilen  sonuglarin

genellenebilirligini degerlendirmek agisindan yararli olacaktir.

. ML-171’in doz, uygulama zamani ve uzun donem etkileri de ileriki
calismalarda ele alinmalidir. Bu tezde gbzlenen koruyucu etkinin optimum doz
araligini belirlemek ve daha uzun siireli uygulamalarda etkinligin devam edip
etmedigini gdérmek i¢in ek calismalara ihtiya¢ vardir. Ozellikle kronik
uygulamalarda ML-171’in giivenilirligi, tolerabilitesi ve olasi yan etkileri
detayli bigimde arastirilmalidir. Bu sayede, NOX-1 inhibitorlerinin uzun
vadede noroprotektif faydalar saglama potansiyeli ve muhtemel toksisite

riskleri netlestirilebilir.

. Elde edilen veriler 1s1ginda klinik uygulama alaninda da cesitli Oneriler
giindeme gelmektedir. Epilepsi tedavisinde, yalnizca nébetlerin elektriksel
aktivitesini kontrol altina almak yerine, altta yatan oksidatif stresi ve buna bagl
hiicresel hasar1 yonetmek de onemli bir hedef olabilir. Bu amagla, mevcut
antiepileptik ilaglara ek olarak NOX-1’1 hedef alan ajanlarin veya genel
antioksidan stratejilerin kullanimi ileride degerlendirilebilir. Ozellikle direngli
epilepsi vakalarinda ya da sik tekrarlayan siddetli nobet geciren hastalarda,
NOX-1 aktivitesini azaltmaya yonelik tedavilerin nobet siklig1 ve siddeti
tizerindeki etkisi klinik arastirmalarla incelenmelidir. Ayrica ileriye doniik
klinik caligmalarda, epilepsi hastalarinin kan, beyin omurilik sivisi veya
norolojik doku orneklerinde NOX-1 diizeylerinin ve ilgili oksidatif stres
belirteclerinin  Olgiilmesi, bu yolaklarin insan epilepsisindeki Onemini
dogrulamaya yardimci olabilir ve yeni tedavi yaklasimlariin gelistirilmesine

rehberlik edebilir.

. Ilag gelistirme perspektifinden bakildiginda, NOX-1 inhibitérii ML-171’in

deneysel modelde gosterdigi olumlu etkiler gelecekte yeni terapotik ajanlarin
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tasarimi i¢in degerli bir baslangi¢c noktasi sunmaktadir. ML-171’in beyin kan
bariyerini gecis yetenegi, farmakokinetik 6zellikleri ve giivenlik profili gibi
konular daha detayli incelenerek, bu bilesigin klinik kullanima uygun bir ilaca
dontstiiriilmesi hedeflenebilir. Bunun yani sira, ML-171’in molekiiler yapisi
temel alinarak gelistirilecek daha giiclii ve segici NOX-1 inhibitorleri ile, diger
NADPH oksidaz izoformlarin1 da kapsayan genis spektrumlu inhibitorler
tizerinde caligmalar yapilabilir. Bu tiir ilag adaylarinin, epilepsi disinda inme
veya norodejeneratif hastaliklar gibi oksidatif stresin rol oynadigi diger
norolojik durumlarda da etkili olup olmayacagmin arastirilmasiyla, daha

kapsamli bir terapotik etki profili ortaya konabilir.

Sonug olarak, bu tezde elde edilen bulgular hem temel bilimsel arastirmalar
hem de klinik ve endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli ¢ikarimlar tagimaktadir.
Epilepsi tedavisinde NOX-1’1 hedef alan yenilik¢i yaklasimlar, mevcut
tedavileri tamamlayici sekilde hastalarin nébet kontroliinii ve yasam kalitesini
tyilestirebilir. Gelecekte, temel farmakoloji laboratuvarlari ile klinik aragtirma
ekiplerinin is birligi sayesinde, NOX-1 inhibisyonu stratejisinin insan epilepsi
popiilasyonunda etkinlik ve giivenliginin kapsamli bigimde degerlendirilmesi
miimkiin olacaktir. Bdylece, oksidatif stresin azaltilmasina yonelik tedavilerin
epilepsi yonetiminde kendine yer bulmasi ve nobetlerin uzun vadeli nérolojik

hasarmin 6nlenmesi yolunda 6nemli adimlar atilabilecektir.
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