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OZET

Sicanlarda Pentilentetrazol ile Olusturulan Deneysel Epilepsi Modelinde
Vetiver Bitkisinin (Vetiveria zizanioides) Etkilerinin Arastirilmasi

Epilepsi diinyada %1 prevelansa sahip oldugu 6ngoériilen, yaygmn ve ciddi
norolojik bir bozukluktur. Vetiver bitkisinin, antioksidan ve antiepileptik oldugu
bilinmektedir. Calismamizda pentilentetrazol (PTZ) uygulanarak epilepsi olusturulan
sicanlarin kan, serebral korteks ve hipokampusunda olas1 hasarlar1 ve vetiver yaginin
etkilerini arastirmay1 amagladik.

Siganlar; kontrol, PTZ, VET-200 ve VET-400 olarak dort gruba ayrildi.
Kontrol grubu siganlara 7 giin boyunca 1 ml/kg salin soliisyonu oral olarak verildi, 8.
giin PTZ miktarina es deger salin sollisyonu i.p. olarak uygulandi. PTZ grubu
sicanlara 7 giin boyunca 1 ml/kg salin soliisyonu oral olarak verildi, 8. giin tek doz
PTZ 60 mg/kg i.p. olarak uygulandi. VET-200 ve VET-400 grubundaki siganlara
vetiver yagi 7 gilin boyunca sirasiyla 200 mg/kg ve 400 mg/kg oral olarak verildi, 8.
giin tek doz PTZ 60 mg/kg i.p. olarak uygulandi. N&bet latans siireleri kaydedildi ve
skorlama yapildi. Daha sonra anestezi altinda EEG kayitlari alindi. Siganlar dekapite
edilerek serebral korteks, hipokampus ve kan ornekleri alindi. TAS, TOS, OSI
bakimindan biyokimyasal analizler yapildi. Beyin ve hipokampus dokular
histopatolojik ve immunhistokimyasal olarak incendi.

VET-200 ve VET-400 gruplar latans siireleri bakimindan PTZ grubuyla
karsilastirildiginda, VET-200 grubunda azalma gorildi (p<0,05). VET-400
grubundaki hayvanlarin Racini skorlamasi PTZ grubuna gore anlaml1 bigimde diistik,
EEG bulgularina gore ilk epileptik spike (IES) gecikme siireleri anlamli olarak
yiiksek bulundu. Hem VET-200 hem de VET-400 gruplarinda toplam epileptik spike
sayist PTZ grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0,05).

VET-200 grubunda PTZ grubuna gore hem serebral kortekste hem de
serumda TAS degerlerinde anlamli artis gozlemlenirken, VET-400 grubundaki
sicanlarin sadece serumunda TAS degeri bakimindan anlamh artis gézlemlendi. Her
iki grubun TOS ve OSI degerlerinde ise anlaml1 derecede azalma gériildii (p<0,05).

PTZ grubuna gore VET-200 ve VET-400 gruplarinda; serebral korteks ve
hipokampus dokularinin histopatolojik incelemelesi sonucu hasar belirtilerinin
azaldigi, siklin B1, GABAA reseptor, Bel-2, TUNEL pozitif hiicre sayis1 bakimindan
immuno ekspresyonlarin azaldigi, beta tubulin immuno ekspresyonlarinin da arttigi
saptandi (p<0,001).

Sonug olarak, hem VET-200 hem de VET-400 grubuna ait degerlerin kontrol
grubuna yaklagsma egiliminde oldugu goriilmektedir. Nobet siddetini azaltmada ve
ndbetin baslama siiresini geciktirmede VET-400’iin daha etkili oldugu gozlendi.

Anahtar kelimeler: Epilepsi, Vetiveria zizanioides, GABAa reseptor,
Pentilentetrazol



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Vetiver Plant (Vetiveria zizanioides) in an
Experimental Model of Epilepsy Induced with Pentylenetetrazole in Rats

Epilepsy is a common and serious neurological disorder with a prevalence of
1% worldwide. Vetiver plant is known to be antioxidant and antiepileptic. In our
study, we aimed to investigate possible damage to the blood, cerebral cortex and
hippocampus of rats with epilepsy by the application of pentylenetetrazole (PTZ) and
the effects of vetiver oil.

Rats; divided into four groups as control, PTZ, VET-200 and VET-400.
Control group rats were given 1 ml/kg saline solution orally for 7 days, saline
solution equivalent to PTZ amount was given i.p. on the 8th day. PTZ group rats
were given 1 ml/kg saline solution orally for 7 days, on the 8th day a single dose of
PTZ was applied as 60 mg/kg i.p. Vetiver oil was given orally 200 mg/kg and 400
mg/kg for 7 days to rats in VET-200 and VET-400 groups, respectively, on the 8th
day a single dose of PTZ was applied as 60 mg/kg i.p. Seizure latency times were
recorded and scored. Then, EEG recordings were taken under anesthesia. The rats
were decapitated and their cerebral cortex, hippocampus and blood samples were
taken. Biochemical analyzes were performed in terms of TAS, TOS, and OSI. Brain
and  hippocampus  tissues were examined histopathologically  and
immunohistochemically.

When the VET-200 and VET-400 groups were compared with the PTZ group
in terms of latency times, a decrease was observed in the VET-200 group (p<0.05).
Racini scoring of the animals in the VET-400 group was significantly lower than in
the PTZ group, and the latency of the first epileptic spike (IES) according to the EEG
findings was found to be significantly higher. The total number of epileptic spikes
was significantly decreased in both VET-200 and VET-400 groups compared to the
PTZ group (p<0.05).

While a significant increase was observed in TAS values in both the cerebral
cortex and serum in the VET-200 group compared to the PTZ group, a significant
increase was observed in the TAS value only in the serum of the rats in the VET-400
group. A significant decrease was observed in TOS and OSI values of both groups
(p<0.05).

According to the PTZ group, in VET-200 and VET-400 groups; as a result of
the histopathological examination of the cerebral cortex and hippocampus tissues, it
was determined that the signs of damage decreased, immuno-expressions decreased
in terms of cyclin B1, GABAA receptor, Bcl-2, TUNEL positive cells, and beta-
tubulin immuno-expressions increased (p<0.001).

As a result, it is seen that the values of both VET-200 and VET-400 groups
tend to approach the control group. VET-400 was observed to be more effective in
reducing the severity of the seizure and delaying the onset of the seizure.

Keywords: Epilepsy, Vetiveria zizanioides, GABAA receptor, Pentylenetetrazole



ICINDEKILER

Sayfa

BEY AN i a e eeeaans i
TESEKKUR .....ooooioioeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iii
OZET ... oottt v
ABSTRACT .ottt sttt ettt e b bt neans %
ICINDEKILER .........oooviiiieeeteeee ettt vi
TABLOLAR DIZANI .....c.ooooiiiiiiiii s ix
SEKILLER DIZINT ........cooviiiiiiececeeeeece et X
RESIMLER DIZINT ..o Xi
GRAFIKLER DIZINI ....o.ooiiiiiiiic e Xii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ......ccccooooviiiiinincs xii
Lo GIRIS oottt 1
2. GENEL BILGILER ........cooiiiiiiiiiii st 4
2.1 EPHIEPSI. o 4
2.1.1. EPilepsi EtIYOIOJiSI....cccccuiiieiieiii et 4
2.1.2. Epilepsinin Siiflandirilmasi ve Epilepsi Nobet Tipleri........cccocvevvvreenene. 6
2.1.3. Epilepsi FizyopatolojiSi.........ccccoeiiieiueiiieiiesie e 10
2.1.3.1. Gama Amino Biitirik Asit Reseptorler.........c.ccovvvvriiiiiiiiiiiiciee 10
2.1.3.1.1. GABAA Reseptoriiniin SUbUNItler ........cccoovevviviiiiiiiiiiiee 13

2.1.3.2. Glutamat ReSeptOTIer .......cccvviiiiiiiiicieeeeee e 14
2.1.3.3. APOPLOZIS .ottt 16
2.1.3.4. Oksidatif Stres Ve EPIHEPSi.......ccvveiiiiriiiiiccese e 18

2.2. Elektroensefalografi..........cccoveiiiiiiic i 20
2.3. Deneysel Epilepsi MOGEHENT .......ccvoieiiiiciiiee e 21
2.3.1. Pentilentetrazol Modeli.........ccooeeiiiiiiiiiceeee e 23

2.4. VEUIVEria ZIZANTOIARS .....ccvveeeiieeiieeie ettt nreeeennes 23
2.5, HIPOTEZ ... e 25
3. GEREC Ve YONTEM.........cocooiiiiiiieeceeee e en st en s en e, 27
T B € 1 (<103 [ (TR 27
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ............ccccccooieniiniiniiic e 27
3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar.............ccccoovviriiiiiiniiic e 27

R T 4+ ) 1<)  + SR 28

Vi



I Y £ (1Y) g - V=4 SR RSSSRSP 28

3.2.2. Deney Hayvanlart ........coccooveiiiiiiieiiicceeee e 28
3.2.3. Calisma Gruplari.......cceeiiiiiiiiie i 29
3.2.4. Deneysel PTZ Epilepsi Prosediirt .........c.coovrviieeiineiienincsicsececen 29
3.2.5. Nobet Latans1 ve Epileptik Nobet Skorlart.........ccccvvvviiiiiiiiiiiniiiiciinens 29
3.2.6. Deney DUZENEGI.......ceiviiiiiiiiiiiiiiiiee e 30
3.2.7. EEG UYQUIAMA .....ccveeiicie ettt 30
3.2.8. EEG Kayitlarinin Degerlendirilmesi........ccccovvvviieiiiiiiicniicsiciciees 31
3.2.9. Cerrahi ISIEM .....cvvcececeie et 32
3.2.10. Biyokimyasal ANaliZIer...........cooeiiiiiiiiiiieeeeee e 33
3.2.10.1. Oksidatif Stres Parametreleri ... 33
3.2.10.1.1. Total Antioksidan Durum Analizi..........ccccocevviriiiiinininnninn, 33
3.2.10.1.2. Total Oksidan Durum ANalZi...........ccovvviviiniiiiiiiicieens 34
3.2.10.1.3. Oksidatif Stres Indeks ANalizi .........ccccocrverrirerercrenricrereeeennan, 34

3.2.11. Histopatolojik YONtem ......cocviiiiiiieiiiiie e 34
3.2.12. Immunohistokimya MetodU...........cccuerrrrrerriersreerereeeieseseesere e, 36
3.2.12.1. TUNEL Boyamasi (Fleuresan Teknigi)..........cccocoouvriininiiiniininnnnnnn 37
3.2.13. IstatiStIKSel ANALIZ........coveevereireiiicieieee et 37

4. BULGULAR ...ttt 38
4.1. Nobet Latanst ve Epileptik Nobet Skorlart ... 38
4.2. Gruplara Ait EEG Kayit OrneKIeri ........cccccvvrevevireveiiieiiicesseieseeesseeseenes 39
4.3. Gruplara Ait Ilk Epileptik Spike’in Gecikme SHIESi ......vvvevcevcrccreeeene. 40
4.4. Gruplarin Toplam Epileptik Spike Sayis1 ......c.ccovvviiiiiiiiiiiiiic 41
4.5. Biyokimyasal BUIQUIAT............coooiiiiiiieee s 42
4.5.1. Serebral Kortekse Ait TAS, TOS ve OSI Bulgulart .........ccccooevrievernnens 42
4.5.2. Seruma ait TAS, TOS ve OSI Bulgulart .........c.cooovveveiriierceeiereeieecienans 44
4.6. Histopatolojik BUIQUIAT ..o 45
4.7. Immunohistokimyasal BUIGUIAL ..............ccccevreveiieereiieeieicre e 46
4.7.1. Siklin B1 Immunohistokimya Bulgulart ...............cccccoeevririreverereeeecrenans 46
4.7.2. Beta Tubulin immunohistokimya Bulgulart ............ccccceueveriveirierenennns 47
4.7.3. GABAA Reseptdr Immunohistokimya Bulgulart..............ccccccevereieecnnnans 48
4.7.4. Bcl-2 immunohistokimya Bul@ulart ..............ccccveevricveiiereeenceseesenes 49
4.7.5. TUNEL Immunofloresan Bulgulart ............cccccccvvvveuivereisiieceerereeeeeceenans 51

vii



S. TARTISMA ..o 52

SONUC ve ONERILER.............cccoooviiiiiieiiceeeecsieseesere s esae s enssissenensenees 61
KAYNAKLAR Lottt ne s 63
EILER ...ttt sttt b e bbb ae e be e nane s 75
Ek 1. Etik Kurul Karari ..o 75
Ek 2. Vetiver Yagt Analiz RapOrt ......ccceeoviiiiiiiiiiiiiiee e 76
OZGECMIS ...ttt ettt e ettt e e netenas 79

viii



Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 2.3.
Tablo 2.4.

Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2.
Tablo 4.3.
Tablo 4.4.
Tablo 4.5.
Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

TABLOLAR DIZIiNi

Sayfa
ILAE 1989 Nobet Sintflandirmast ..........ooceeieeiieeiieiiic e 7
ILAE 2017 Nobet Tipleri Siniflandirmasi Genisletilmis Versiyon ........... 9
Secili GABAA Reseptor Alt Birimlerinin Rolleri. ........ccoccoocveiiiiiiiennne, 14
Deneysel Epilepsi Hayvan Modelleri ve Modelin Olusturulmasinda
Kullanilan YOntem. ........coiviiiiiiiiiieie e s 22
Deney GrupPIari....c.ccoiuiiiiiii it 29
Nobetlerin SKOrlamast.........ceeiviiiiiiiieiie e 29
Gruplarin Latans SUreleri........ccoovveiiiiiiiiiiiiccceeee e 38

Gruplarin IES Gecikme Siirelerinin Ortalama+Standart Hata Degerleri . 40

Gruplarin Toplam Epileptik Spike Sayist .......ccccceviiiiiiiiiiiiiiieiee 42
Serebral Korteks Dokusunun Oksidatif Stres Belirtegleri ...............c....... 43
Seruma Ait Oksidatif Stres Belirtegleri .....covvivviiiiiiiiiiiiiie e, 44
Hipokampusa Ait immunohistokimyasal Skorlarin Istatistiksel Analiz

SONUGIATT 1.ttt bbb e e aae s 50

Serebral Kortekse Ait immunohistokimyasal Skorlarin Istatistiksel
ANAlIZ SONUGIATT......vviiiiiie e 50



SEKILLER DiZINi

Sayfa

Sekil 2.1. GABAA Reseptor Kompleksinin Elektron Mikroskop Goriintiisii............ 12

Sekil 2.2. GABAA Reseptor Kompleksinin Sematik GOsterimi.........ocvevvvveiiiveennnnn. 12

Sekil 2.3. Bilinen GABAA Reseptor Alt Birimlerini Gruplandiran Dendrogram. ..... 13

Sekil 2.4. Santral Sinir Sisteminde ifade Edilen GABAA Reseptorleri. .................... 13
Sekil 4.1. Kontrol Grubu ve Deney Gruplarina Ait 20 Dakikada Elde Edilen EEG

Kayit OrnekIeTi......oiuviiiiiiiiiie e 40



Resim 2.1.
Resim 2.2.
Resim 3.1.
Resim 3.2.

Resim 4.1.
Resim 4.2.
Resim 4.3.

Resim 4.4.

Resim 4.5.

Resim 4.6.

Resim 4.7.

Resim 4.8.

Resim 4.9.

RESIMLER DiZiNi

Sayfa
Vetiveria zizanioldes BitKiSi............ccocviviiniiciiiice, 24
Vetiveria zizanioides Bitkisinin KOKIeri.......cocoooovvviiiiiiiiinie 24
EEG Cekimi Sirasinda Elektrot Yerlestirilmis Sican Ornegi.................. 31
LabChart 7.3.8 Yazilimm Ozellikleri Aracigiyla Epileptik Spike
Stirelerinin Hesaplanmast..........cocveiiiiiiieiiiiciieicsecsec e 32
Gruplara Gore Hipokampuslarin Histopatolojik Gortinimii. ................. 45
Gruplara Gore Serebral Kortekslerinin Histopatolojik Goriiniimi. ........ 45
Gruplara Gére Hipokampus Orneklerinin Siklin B1 Ekspresyonlarinin
Mikroskobik GOTUNTIMIL ......eeivieriiiiiie e 46
Gruplara Gore Serebral Kortekslerinin Siklin B1 Ekspresyonlarinin
Mikroskobik GOTUNTIMTL ...c.vveivieiiieiiieiiie e 46
Gruplara Gére Hipokampuslarda Beta Tubulin Immunohistokimyasal
Reaksiyonlarinin Mikroskobik GOriintimul. .........c.cccveevvrveriiiinicinenenn 47

Gruplara Gore Serebral Kortekslerinde Beta Tubulin
Immunohistokimyasal Reaksiyonlarinin Mikroskobik Goriiniimii. ........ 47

Gruplarin Hipokampuslarmin GABAa Reseptér Immunohistokimyasal
Bulgularimin Mikroskobik GOriintimul. ...........cceeveiieinieniiniic e 48

Gruplarin Serebral Kortekslerinin GABAa Reseptor
Immunohistokimyasal Bulgularinin Mikroskobik Gériiniimii. ............... 48

Gruplara Gore Hipokampuslarmin Bel-2 Immunohistokimyasal
Bulgularimin Mikroskobik GOriintimul. .........c.cceeverieeiienicniic e 49

Resim 4.10. Gruplarm Serebral Korteksinde Bcl-2 Immunohistokimyasal

Bulgulariin Mikroskobik Grinlimii............cccccveveniiniienicniecseee 50

Resim 4.11. Gruplarin Hipokampuslariin TUNEL Reaksiyonunun

Immunofloresans Bulgularinm GOrinimul. ............c.cccovvvevevereserecnennns 51

Resim 4.12. Gruplarin Serebral Kortekslerinin TUNEL Reaksiyonunun

Immunofloresans Bulgularinm GOrinimii. ............ccccovvveverereierecnenans 51

Xi



GRAFIKLER DiZiNi

Grafik 4.1. Deney Gruplarina Ait Nobet SKOrlart..........ccocevevenencieniiiiiccee 39
Grafik 4.2. Gruplarin IES Gecikme Siirelerinin Ortalama+Standart Hata Degerleri 41

Grafik 4.3. Gruplarin Toplam Epileptik Spike Sayisi.......ccccoeveriniiininiiniiiceen 42

Xii



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ABTS : 2,2°-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)

AEI : Antiepileptik ilag

AMPA  : Alfa-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol- 4-propionik asit
ATP : Adenozin trifosfat

Bcl-2 : B-hiicreli lenfoma geni-2

Ca?* : Kalsiyum iyonu

CDI : Siklin bagimli kinaz inhibitorleri

Cdk : Siklin bagimli kinazlar

CI : Klor iyonu

DAB : 3,3 diaminobenzidine

DNA : Deoksiribo niikleik asit

EEG : Elektroensefalografi

GABA  : Gama aminobiitirik asit

HE : Hematoksilen-eozin

HIV : Insan bagisiklik yetmezligi viriisii

H202 - Hidrojen peroksit

ILAE . International League Against Epilepsy (Uluslararasi Epilepsiyle Savas
Dernegi)

iES : Tlk epileptik spike

ipSP - Inhibitor postsinaptik potansiyel

iGIuR : Iyon kapili glutamat reseptorleri

i.p. : Intraperitoneal

K* : Potasyum iyonu

MES : Maksimal elektrosok

MGIUR  : Metabotropik glutamat reseptorleri
MRNA  : Mesajci riboniikleik asit

Na* : Sodyum iyonu

NacCl : Sodyum kloriir
NMDA  : N-metil-D-aspartik asit
O : Oksijen iyonu

Xiii



OH : Hidroksil radikali

oSsi : Oksidatif stres indeksi
PBS : Fosfat tampon soliisyonu
PTZ : Pentilentetrazol

ROS - Reaktif oksijen tiirleri
SH : Standart hata

SOD - Stiperoksit dismutaz

SS : Standart sapma

SSS : Santral sinir sistemi
TAS : Total antioksidan durum
TdT : Terminal deoksiniikleotid transferaz
TLE : Temporal lop epilepsi
TOS : Total oksidan durum

TUBB3 : Tubulin -11I
TUNEL : (Terminal deoksiniikleotidil transferaz (Tdt) — aracili deoksiuridin
trifosfat (dUTP) - biotin nick end-labelling) In situ DNA fragmantasyon

analizi

Xiv



1. GIRIS

Norodejeneratif bozukluklar, segici noronal kayip ile karakterize olan,
kademeli olarak baglayip ileride kronikleserek islevsel bozulma ile sonuglanan

bozukluklardir (1). Epilepsi en sik goriilen norolojik bozukluklardan biridir (2).

Epilepsi, beyin hasarindan kaynaklanan tekrarlayan, uyarilmamis ndbetlerin
oldugu bir durumdur ve ¢oklu nedenlere baglidir. Nobetler, anormal, senkronize
noronal aktivite gosterirler. Bazi tiirlerinde, nobet sirasinda veya nobetler arasinda
karakteristik elektroensefelogram (EEG) kaliplar1 olusur, bununla birlikte
anormallikleri gostermek oldukga zordur (3). Nobet olusumuna neden olan yaygin
sebepler; hipoglisemi, hipokalsemi, hiponatremi gibi metabolik anormallikler, akut
norolojik hasara neden olan inme, menenjit, kafa travmasi gibi durumlar, ndbet

esigini diisliren bazi ilaglar, alkol yoksunlugu ve ¢ocuklarda yiiksek atestir (4).

Epilepsi igin tercih edilen tedavi, antiepileptik ilag (AEI) tedavisidir. Yaklasik
%70 epilepsi hastasinda, mevcut bulunan antiepileptik ilaglar1 kullanarak hastalik
belirtileri uzun siireli sonebiliyorken (remisyon) (5), geri kalan yaklasik %30’luk
kisstm olan ilaca direngli nobetlere sahip hastalarda ise bu ilaglar etkisini
gosterememektedir (6). Ayrica AEI’ler gastrointestinal rahatsizliklar, uyusukluk,
kizarikliklar ve nadir fakat potansiyel dliimciil olan antikonviilsan hipersensitivite
sendromu gibi bir¢ok yan etki ile iligkilidir (7). Bu nedenle epilepsi i¢in hala yeni

tedavilere ihtiyag vardir.

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan hidroksil radikali,
stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artis1 ile
onlar1 detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin
bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (8). Oksidatif stresin epilepsi patofizyolojisine
dahil edilebilecegi, pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan deneysel epilepsi
modelleriyle gosterilmistir (9).

Vetiver bitkisi (Vetiveria zizanioides (L) Nash), Hindistan’da “khus”, “khas”,
“khas-khas” olarak bilinen ve kalin lifli kokleri olan Poaceae familyasindan ¢ok
yillik otsu bir bitkidir (10). Vetiver bitkisi Hindistan’da eski ¢aglardan beri
kullanilmakta ve Ayurveda bilimi (geleneksel tedavi) alaninda tibbi bir bitki olarak



bilinmektedir. Birka¢ yiizyildir kokleri damitilarak olusturulan kokulu yag icin ticari
olarak yetistirilmektedir (11). Bitkinin farkli kisimlar1 stres, anksiyete, sinirlilik,
gerginlik ve uyku hastaliklari, agiz iilseri, ates, yanma, yilan 1sirmasi, akrep sokmasi,
romatizma, bas agrisi, gii¢siizliik, burkulma, sitma, asit ve idrar yolu enfeksiyonu
tedavisinde kullanilir. Ayrica insanlarda g¢esitli mantar ve bakteri hastaliklarina ve
epilepsiye kars1 etkili oldugu bilinmektedir (12, 13). Ancak antikonvulsan etkisi ve

antioksidan 6zelligiyle ilgili veriler azdir.

Vetiver bitkisinin antioksidan etkisinden yararlanilarak serebral korteks ve
hipokampustaki  norodejenerasyon lizerine etkileri arastirilacak, vetiverin
norodejenerasyon {iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi epilepsi igin alternatif
tedavilere katki saglayacaktir. Bu caligmaya baslamadan Once literatiir taramasi
yapilmis ve vetiver bitkisinin epilepsi ndbetinin siiresini azalttig1 ile ilgili oldukca
kisith sayida calismaya rastlanmistir. Bu nedenle vetiver bitkisinin epilepsi iizerine

etkilerinin arastirilmast literatiire onemli katki saglayacaktir.

PTZ deneysel epilepsi modellerinin olusturulmasinda yaygin olarak
kullanilan sistemik konvulsif bir maddedir (14, 15). Etki mekanizmasi direkt
eksitator olmasinin yani sira (16), Gama aminobiitirik asit (GABAA) reseptor
antagonistidir (16, 17). PTZ, GABAA reseptoriiniin klorid iyonofor kompleksinin
secici bir engelleyicisidir (18) ve kullanilan doza, uygulanan dozun verilis sekline
bagli olarak klonik ya da tonik-klonik konvulsiyonlar olusturur (14, 15). PTZ tek doz
ve tekrarlayan dozlar seklinde verilebilmektedir. Tekrarlayan dozlarin enjeksiyonu,

tek doz uygulamasina kiyasla beyin bolgelerinde hafif oranda yikima yol agmaktadir
(19).

Yukaridaki bilgiler kapsaminda bu ¢aligmada; tek doz PTZ uygulanmas: ile
deneysel epilepsi modeli olusturulan sicanlarda ndbet siddetini, ilk epileptik spike
stiresini, epileptojenik kortekslerinden elde edilecek beyin dalgalarini gdzlemlemek
ve deneysel epilepsi modelinde ilk defa kullanilacak olan vetiver yaginin olasi
degisikler iizerine etkisinin olup olmadiginin aydinlatilmasi amaglanmistir. Bunlarin
yani sira tez kapsaminda; si¢canlarin serum, beyin korteksi, hipokampus dokularinda
total antioksidan durum (TAS), total oksidan durum (TOS), oksidatif stres indeksi
(OSI), GABAA reseptorii, apoptozis parametrelerindeki olas1 degisikliklerin



mekanizmas1 ve vetiver yaginin bu degisiklikler {izerine etkisinin agiklanmasi

hedeflenmistir.

Literatiir aragtirmast sonucunda; PTZ ile deneysel epilepsi modeli
olusturulmus sicanlarin serum ve serebral korteks dokularinda oksidatif stres,
GABAA reseptorii, apoptozis ve nobetlere bagli néronal 6liimler agisindan vetiver
yagmin olast etkilerinin arastirildigi bir c¢alismaya rastlanamamistir. Mevcut
literatiirler 1s1¢1nda bu konunun tarafimizdan ilk defa arastirilacak olmasi bu tez
caligmasinin  6zgiinliigiinii yansitmaktadir. Bu baglamda bu g¢alismada; PTZ ile
epilepsi olusturulmus siganlarin serum, serebral korteks ve hipokampus dokusunda
oksidan, antioksidan sistem, GABAAa reseptorii, apoptozis parametrelerindeki
degisiklikler ve EEG kayitlar1 sunulmustur. Ayrica vetiver yaginin bu parametreler
lizerine ve nobetlere bagli ndronal Oliimlerin  6nlenmesindeki antikonvulzif
etkinligini ortaya koyan sonuglar da sunulmustur ve epilepsi hastaligi ile miicadelede
bu alanda yapilacak destekleyici calismalarin 1s18inda vetiver yaginin tedavi

stirecinde rol oynayabilecegi konusunda yeni katkilar dnerilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsi

Epilepsi, beyinde anormal elektriksel aktiviteden kaynaklanan, tekrarlayan
spontan nobetler ile karakterize (20), felgten sonra en sik goriilen nérodejeneratif
hastaliktir (21). Ayrica epilepsi kognitif, psikolojik ve sosyal durumun sonuglari ile
stirekli bir epileptik nobet olusturmaya yatkinligi olan norobiyolojik bozukluktur
(22). Epileptik nobeti Uluslararast Epilepsiyle Savas Dernegi (International League
Against Epilepsy-ILAE) “beyindeki anormal asir1 veya senkron néronal desarjlardan
kaynaklanan, ge¢ici semptomlar” olarak tanimlamaktadir (23). Nobet sikligi, epilepsi
hastas1 kisinin bas etme davraniglarini etkileyerek yasam kalitesini diistirmektedir
(24). Modern epilepsi donemi 1870’lerin sonunda Jackson’in kapsamli incelemeleri
sonucunda noroanatomik temeli olusturmustur (25). EEG’nin 1930’larda
tanitilmasindan bu yana, temel norofizyolojisinin anlasilmas:t biiyiik Olglide

genislemistir (26).

Epilepsinin yaklasik %65°lik kisminin nedeni bilinmemektedir. Geri kalan
kismina ise konjenital anomaliler, travma, enfeksiyon, neoplastik, vaskiiler ve
dejeneratif santral sinir sistemi hastaliklar1 gibi durumlar neden olarak siralanabilir
(23). Ayrica epilepsi diinyada %1 prevelansa sahip oldugu bilinen ve yaklasik 60
milyon kisiyi etkileyen, yaygin ve ciddi norolojik bir bozukluktur (27, 28). Epilepsi
insidansinin  ¢ocukluk c¢aginda ve yaslihikta en yiiksek seviyedeyken, erken
erigkinlikte daha diisikk seviyede oldugu gozlenmistir (29). Epilepsili insanlarda
mortalite orant genel populasyondan 2-3 kat yiiksek ve ani 6liim riski 24 kat daha
biiyiiktiir (30). Epidemiyolojik ¢alismalara bakildiginda, epilepsinin yaygin olarak
goriildiigl, etnik farklilik, cinsiyet ayirimi ve yas sinir1 tanimadigini gostermektedir
(31, 32).

2.1.1. Epilepsi Etiyolojisi

Konjenital Bozukluklar: Kortikal disgenezis, korpus kallosum agenezisi,
Gyrus anomalileri gibi ¢esitli konjenital malformasyonlar epilepsiye neden

olabilmektedir.



Kafa Travmalari: Dogum sirasinda gecirilen travmalar ve her yasta
goriilebilen kafa travmalar1 epilepsi etiyolojisi yoniinden dnemlidir. Ozellikle agir

kafa travmalar1 ve bunlara bagl fraktiirler, hematomlar 6nemlidir (33).

Enfeksiyonlar: Cesitli enfeksiyonlar akut semptomatik ndbete neden olarak
veya kronik donemde epilepsi hastaliginin etiyolojik nedenleri olarak karsimiza
cikabilirler. Bakteriyel veya viral menenjit/meningoensefalit, serebral toksoplazma,
sitomegaloviriis enfeksiyonu, tiiberkiiloz menenjit/meningoensefalit, norosistiserkoz,
insan bagisiklik yetmezligi viriisii (HIV), zika virlis, subakut sklerozan panensefalit
bu grubun iyi bilinen 6rnekleridir. Enfeksiyonla iligkili durumlara yapisal lezyonlar

da eslik edebilir.

Genetik: Kromozom veya gen anomalilerine bagli olusabilir. Giiniimiize
kadar, epilepsi hastaliina neden olan birgok gen anomalisi tanimlanmustir.
Bunlardan en énemlileri, sodyum (Na*), kalsiyum (Ca?"), potasyum (K*) kanallari,
nikotinik, GABA ve glutamat reseptorleri ile iligkili genetik bozukluklardir. Genetik

etiyoloji aile 6ykiisii ve genetik inceleme ile tespit edilir (34).

Kitle Lezyonlar1: Beynin primer ve metastaz yapan tiimorleri, Kkistler,
abseler; bulunduklar1 yer, tiiri ve biytkliigiine bagli olarak epilepsiye neden

olabilirler.

Metabolik Bozukluklar: Hiperglisemi, hipoglisemi, hiponatremi gibi

elektrolit bozukluklari, hepatik ensefalopati.

Toksik Durumlar: Kursun, talyum, alkol, karbonmonoksit ve ¢esitli ilag

entoksikasyonlart.

Vaskiiler Lezyonlar: Arter-ven yapisinin bozulmasi, gen¢ yasta goriilen

serebrovaskiiler hastaliklar (enfarkt veya kanamalar), anevrizmalar.

Dejeneratif ve Demiyelinize Hastaliklar: Cocukluk ¢aginda epilepsi ndbeti

gecirenlerde onemlidir.
Sistemik Hastaliklar: Malign hipertansiyon.

Santral Sinir Sisteminde Inhibisyon Yapan Maddelerin Aniden

Kesilmesi: Morfin, hipnotik ilaglar, alkol vb.



Ayrica bunlarin disinda noroleptikler, yliksek doz fenotiazinler, trisiklik

antidepresanlar epilepsi etiyolojisinde rol almaktadirlar (33).

2.1.2. Epilepsinin Siniflandirilmasi ve Epilepsi Nobet Tipleri

Siniflamalar, hem saglik calisanlarinin birbirleriyle hem de saglik
calisanlariyla epilepsi hastasi arasinda ortak bir dil olusturmak, bununla birlikte
epilepsi tanisinin konmasia kolaylik saglamak igin gereklidir. Epilepsinin ndbet
ozellikleriyle hastaligin altinda yatan mekanizmalar her zaman i¢in iligkili
olmayabilir. Bu nedenle hem ndbet siniflamasi hem de epilepsinin kendisinin
siiflandirilmas: yapilmaya c¢alisilmaktadir. Nobet siniflamasi, klinik olarak ndbet
semiyolojisinin gozlemine dayanirken, epilepsilerin siniflamasi nébetlerin goriildigi
baslangi¢ yasi, norogoriintiileme bulgulari, genetik, ndbete sebep olan nedenler ve
prognoz gibi birgok veri 1s181nda yapilabilir. ILAE 1981 yilinda epilepsi nobetlerini
siiflandirmistir. 1989 yilinda da epilepsiler ve epilepsi sendromlart i¢in bir siniflama
ve terminolojiyi standardize etmistir. Tanimlama ve siniflamalar dinamik bir siire¢
olarak kabul edilmis, ILAE giinlimiize kadar siniflamaya devam etmektedir. Bu

dinamik siirecin siiflamalar1 kolaylastiracagina inanilmaktadir (35).

ILAE 1989 yilinda epilepsi ve epileptik sendromlari; etiyoloji, ndbet tipi,
baslangi¢ yasi, nobeti uyaran faktorler, tedavi se¢imi gibi faktorleri de kapsayacak
sekilde siniflandirmistir. Bu siniflandirma iki ana gruptan olusmaktadir; ilk gruptaki
epileptik sendromlar jeneralize epilepsileri, diger grupta ise lokalizasyonla iliskili

epilepsileri igermektedir.

Gerek jeneralize gerekse lokalizasyonla iligkili epilepsiler kendi iglerinde bir
nedene bagli olarak idiyopatik (primer), semptomatik (sekonder) ve Kriptojenik
olarak ayrilirlar. Idiyopatik epilepsilerde herediter yatkinlik disinda altta yatan
herhangi bir patolojik silire¢ yoktur. Semptomatik epilepsilerin ise bilinen veya
stiphelenilen bir merkezi sinir sistemi bozukluguna bagli olarak gelistigi kabul edilir.
Kriptojenik epilepsi ise semptomatik oldugu diisiiniildiigii halde sebebi bulunamayan

epilepsilerdir (36).

Epilepsi nobeti santral sinir sisteminde nodron populasyonunun bozuk,

senkron ve ritmik desarjlarina baghh gecici davramis degisiklikleri olarak



tanimlanmaktadir (20, 37). Klinik bilgiler ve elektroensefalografi degisikliklerine
gore ILAE 1989 yilinda epileptik nobetlerdeki farkliliklari, ndbet tipini, ndbeti
uyaran faktorleri, etiyolojik faktorleri, yas faktoriinii ve EEG bulgularin1 géz 6nilinde
bulundurarak epileptik sendromlar i¢in bir siniflandirma yapmustir. Bu siiflandirma;
parsiyel nobetler, jeneralize ndbetler ve siniflandirilamayan ndbetler olarak iice

ayrilirlar (38).

Tablo 2.1. ILAE 1989 Nobet Siiflandirmast (36).

. .. Jeneralize Siniflandirilamayan
Parsiyel Nobetler (Lokal, Fokal) Nébetler Nébetler y
_ _ Kompleks Sekondgr -Absans -Febril népetle_r
Basit Parsiyel Parsiyel Jeneralize nébc?tler -Status epileptikus
Nobetler Nobetler Parsiyel (Pe_tlt - mal_) -Akut metabolik ya

Nobetler -Miyoklonik |da toksik nedenlere
-Motor semptomlu | -Basit parsiyel |-Basit parsiyel |nobetler bagli nobetler
-Somatosensoriyel |baslangici seklinde -Klonik
veya Ozel duyusal | biling baslayip nobetler
semptomlu bulanikliginin  |jeneralize olan [-Tonik
-Otonomik izledigi nobet |ndbetler ndbetler
semptom veya -Baslangigtan | -Kompleks -Tonik-klonik
bulgulari olan itibaren biling | parsiyel nobetler
nobetler bulaniklig seklinde (Grand- mal)
-Psisik semptomlu | olan ndbet baslayip -Atonik
jeneralize olan |ndbetler
nobetler
-Basit parsiyel
seklinde
baslayip,
kompleks
parsiyele
doniisiip
jeneralize olan
nobetler

I. Parsiyel (Lokal, Fokal) Nobetler: Bir serebral hemisferin belirli bir
bolgesindeki ndronlarin desarjlart sonucu ortaya ¢ikan, klinik ve EEG bulgusu
anatomik olarak bulundugu bolgeyle ilgili olan ndbetlerdir. Bu ndbet tipi nobet

sirasinda biling kaybi1 olup olmamasina gore ikiye ayrilir.

A. Basit Parsiyel Nobetler: Agiz kenarinda ya da el ve ayak bagparmaginda
istemsiz hareket seklinde baslar. Bu istemsiz hareketler sonra yiize, kola ve bacaga

yayilir. Biling kayb1 goriilmez.




B. Kompleks Parsiyel Nobetler: Nobetlerin cogu temporal lob kdkenli, daha
seyrek olarak da frontal lob kaynakli olabilirler. Kompleks parsiyel ndbetlerin stiresi
30 saniye ile birka¢ dakika arasinda degisebilmektedir. Hastada psikomotor
otomatizm denilen biling bulanikliginda (konfiizyon) ortaya ¢ikan az veya ¢ok
koordineli istemsiz hareketlerdir. Otomatik hareketler sirasinda hasta ayakta durmaya
veya ylirimeye devam edebilir. Ayrica postural fonksiyonlar genellikle iyi

korunmustur ve hastada kayb1 vardir (33, 39, 40).

C. Sekonder Jeneralize Parsiyel Nobetler: Sekonder jeneralize ndbetler

fokal olarak anormal olan bir beyin bolgesinden kaynaklanir (38).

Il. Jeneralize Nobetler: Epileptik desarjlar beynin her iki hemisferinden es

zamanli kaynaklanan tiim beyine yayilan nobetlerdir.

A. Absans Nobetler: Aniden ndbet baslar ve yapilmakta olan aktivite aniden
durur, gozler kayabilir, hasta bos bakislarla hayale dalmis goriiniir, postural tonus
korundugundan diisme olmaz. Kompleks parsiyel nobetler gibi bu ndbet tipinde de

kisa siireli nobetler goriiliir ve kisa stireli bili¢ kaybi vardir.

B. Miyoklonik Nobetler: Kaslarin istem disi, hizli ve ani kasilmalar1 s6z
konusudur. Aslinda normal kisilerde de uykuya dalarken ortaya ¢ikan sigramalarla
veya ani ses ya da 1sik uyaranm ile bir tiir miyoklonik kasilmalar goriiliir. Kol ve
bacaklarda 6zellikle kollarda ¢ok kisa siireli, ani ekstansiyon veya fleksiyon seklinde

kasilmalarla kendini gosteren ndobetlerdir.

C.Klonik Nobetler: Viicutta bilateral ekstremitelerde fokal kasilmalar ve

ritmik sigramalarin oldugu nobetlerdir. Genellikle geng ¢ocuklarda goriiliir.

D.Tonik Nobetler: Hastanin biitiin ekstremitelerinde sertlesme goriiliir ve
gozleri genellikle yukar1 dogru kayar. Uykuda ortaya ¢ikabilecegi gibi uyaniklikta da

goriilebilen nobetlerdir. Hastada siyanoz gortilebilir.

E. Tonik-Klonik Nobetler: Klasik siniflandirmada grand-mal epilepsi olarak
adlandirilmaktadir. Bu tiir nobetlerde hasta konvulsiyon gegirir. En ¢ok bilinen ve en
agir nobet tipidir. Nobetlerden 6nce hastada sinirlilik hali, bas agris1 ve bas donmesi,
istemsiz kas segirmesi gibi belirtiler goriilebilir. Nobetlerin baslangicinda tiim iskelet

kaslarinin ani kasilmasi sonucu diisme goriilebilir. Bazi hastalar ¢iglik atar, ¢ogu kez



diglerini sikar, dudagini ve dilini 1sirabilir, apne gorilebilir. Tonik fazi takiben
yaklasik bir dakika siiren klonik faz baslar. Istemsiz cekilme hareketleri, agizda
hipersalivasyon goriilebilir veya agizdan kopiik gelebilir. Daha sonra tiim kaslarda
atoni gelisir. Hasta idrarim kagirabilir bazen de nadiren gaitasini kagirabilir. Klonik
kasilmalarin bitmesinden sonra hasta derin bir uykuya dalabilir. Yumusak doku

zedelenmesi olabilir.

F. Atonik Nobetler: Alt ekstremitelerde ani tonus kaybi sebebiyle hastada
diismeler gortliir (33, 39, 40).

I1l. Simiflandirilamayan Nobetler: Elektriksel aktivite beynin her tarafina
yayilirken basit parsiyel nobetten, kompleks parsiyel nobete ya da sekonder
jeneralize tonik-klonik ndbete tipik olarak gelisirken normal EEG kayitlart

beraberinde seyredebilir (38).

ILAE nobet siniflamasi eski siniflamada eksiklikler oldugu diisiiniilerek en

son 2017 yilinda revize etmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. ILAE 2017 Nobet Tipleri Siiflandirmast Genisletilmis Versiyon (41).

Fokal Baslangic Jeneralize Baslangi¢ 122;'113?1?1/(?” Simiflandirilmamis
Bilingli Biling Motor Motor
bozulmus
Motor baslangich Tonik-klonik Tonik-klonik
Otomatizmler Tonil_< Epileptik spazmlar
Atonik KI_On'k . .
Klonik IIz/ll|yc_JIk<Ion|k-ton|k-
Hanti oni
E?éfr‘zi'ﬁeiffzm'ar Miyoklonik-atonik
Miyoklonik Epileptik spazmlar
Tonik
Non-motor baslangich | Non-motor (absans) | Non-motor
Otonomik Tipik Davranigta
Davranista duraksama Atipik duraksama
Bilissel Miyoklonik
Duygusal Goz kapagi
Duyusal miyoklonusu
Fokal-bilateral tonik-
klonik




2.1.3. Epilepsi Fizyopatolojisi

Tim epilepsi nobetlerinde aynt  mekanizmadan s6z edilmemekle
birlikte artmis ndronal uyarilabilirlik ve senkronite gibi ortak 6zellikler hepsinde
gorilmektedir. Epileptojenik odak adi verilen beyin bolgelerindeki hiicreler tam
aciklanamayan nedenlerle anormal ateslenme ve artmis uyarilma 6zelligi gostererek

etraflarindaki normal hiicreleri de dahil ederler (42).

Epilepsiyi olusturan gliozisli hiicrelerde, ekstraseliiler potasyum iyonlarin
tamponlama yetenekleri bozulur ve bunun neticesinde ekstraseliiler potasyum iyon
artisgina sebep olarak noronlarin uyarilabilme esiginin diismesine ve buna bagh
epilepsi nobetlerinin olusmasina yol agar. Ayrica epileptojenik odakta Na*K*/ATPaz
aktivitesinin azalmasi sebebiyle ekstraseliiler potasyum iyon konsantrasyonu artar.

Boylece noronlar uyarilarak, desarjlarin olusmasi ve yayilmasi kolaylasir.

Fizyopatolojide glialarin (6zellikle astrositlerin) fonksiyonunda bozulma,
glutamat gibi eksitatdr aminoasitlerin miktarinda yiikselme, GABA gibi inhibitor
aminoasitlerde azalma olmak tizere 3 mekanizma 6nemlidir. Bu olaylar sonucunda
ndronlarin membran potansiyelleri bozulmakta, bdylece néronlar normalden daha

kolay depolarize olmakta yani néronlarin desarj ve uyarilma esikleri diismektedir
(40).

2.1.3.1. Gama Amino Biitirik Asit Reseptorler

GABA presinaptik ndronlarda sentezlenir ve sinaptik vezikiillerde saklanir.
GABA sentezini tesvik eden bir enzim olan L-glutamik asit dekarboksilaz aktivitesi
ile modiile edilir (43). Noronal aktivasyon iizerine, GABA vezikiillerden sinaps i¢ine
salinir, burada postsinaptik reseptorler iizerinde hareket edebilir veya hiicre dist
bosluga yayilabilir ve postsinaptik noronlarda ekstrasinaptik reseptorleri aktive
edebilir. GABA daha sonra postsinaptik GABA reseptorlerinden uzak hiicrelere
GABA alan presinaptik noronlar ve glia {izerinde bulunan GABA tasiyicilar
tarafindan hiicre dis1 bosluktan c¢ikarilir (44, 45). Hiicre dist GABA seviyeleri,
GABA tastyicilan tarafindan presinaptik vezikiillerden GABA salinimi ve GABA
alimi arasindaki denge ile diizenlenir (45). Glutamat ve GABA, santral sinir

sisteminde (SSS) en fazla bulunan norotransmitterlerdir (46). Eksitator glutamaterjik
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ve inhibitor GABAerjik noronlar arasindaki denge gegici néron senkronizasyonunu
kontrol eder. Epilepside bu denge bozulur. Bu dengenin degisimine neden olan
mekanizmay1 anlama, epilepsiye ¢are bulmak i¢in en énemli Kilit noktalardan biridir
(47).

GABA, SSS’inde sinaptik inhibisyonun biiyiikk bir bdliimiinii olusturan
norotransmitterdir. Sinaptik inhibisyonun serebral kortekste dikkatlice ayarlanmasi
son derece onemlidir. Cok az baskilama ndbete yol agmaktayken, asiri baskilama
biling kaybina ve komaya neden olmaktadir (48). GABA beynin tiim alanlarinda
noronal aktivitenin uyarilabilirligini smirlar. Asir1 GABAerjik sinyalizasyon
sedasyon, amnezi ve ataksi ile sonuc¢lanirken, GABAerjik sinyallemenin en hafif

zayiflamasi uyarilma, kaygi, huzursuzluk, uykusuzluk ve abartili reaktiviteye neden

olur (49).

Ug tip GABA reseptérii tanimlanmustir. Bunlar; GABAa, GABAg ve GABAC
reseptorleridir. GABAA ve GABAC reseptorleri iyonotropik, GABAB reseptorleri ise
metabotropiktir. Iyonotropik reseptdrler, iyon kanallarmi dogrudan acarlarken,

metabotropik reseptorler iyon kanallari iizerinde indirekt etki gosterirler.

GABAA reseptorleri bikukulin tarafindan inhibe olan ve muskimol tarafindan
aktive edilen ligand kapili klor (CI") kanallaridir. GABAA reseptorleri serebral
korteks, bazal gangliyonlar, hipokampus, serebellum ve omurilikteki néronlarda bol
miktarda bulunur. GABAAa reseptorleri genelde ndronlarin hiicre govdesinde ve
dentritlerinde yerlesik olarak bulunur. GABAAa reseptorleri, GABA ile
uyarildiklarinda inhibitdr postsinaptik potansiyellerin (IPSP) ortaya ¢ikmasina neden
olurlar. GABA salinimi, klorun intraseliiler kisma geg¢isinde artisa neden olur ve
bunun sonucunda postsinaptik bolgede hiperpolarizasyona neden olarak sinaptik
inhibisyonun ortaya ¢ikmasini saglar. GABAA reseptdr sayisi ile inhibe edici sinaptik
akimin gilicii dogrudan iligkilidir. Yani reseptor sayis1 fazlaysa inhibisyon o kadar
kuvvetlidir (46). GABAA iletimindeki azalmanin in vitro calismalarda memeli
neokorteksinde epileptik belirtilere sebep oldugu ve epilepsi nobetlerinin gelisimi

sirasinda GABAA reseptorlerinin asirt eksprese oldugu bulunmustur (50).
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Sekil 2.1. GABAA Reseptor Kompleksinin Elektron Mikroskop Goriintiisii (51).

@

Sekil 2.2. GABAA Reseptor Kompleksinin Sematik Gosterimi (52).

GABAB reseptorleri metabotropik G proteinine baghdir. Saklofen tarafindan
inhibe, baklofen tarafindan ise aktive edilirler. GABAg reseptorleri, daha ¢ok akson
ve soma terminallerinde bulunurlar. GABAg ikinci haberci mekanizmasini
kullanirlar ve ¢ogunlukla K* kanallarini agarak hiicrenin hiperpolarizasyonuna (46)
ve Ca'? kanallarinin baskilanmasma neden olurlar (48). GABAg reseptorlerinin
epilepsi ve epileptik nobetlerdeki rolii netlik kazanmamustir. Bu reseptorler primer
jeneralize epilepsiler ile iliskilendirilmistir ancak fokal epilepsilerle iliskileri hala
tartismalidir (50).

GABAC reseptorleri, GABAA reseptorleri gibi ligand kapili CI” kanallaridir.
En ¢ok retinada bulundugu bilinmekte buna ek olarak, hipofiz, superior kollikulus,
serebellum ve omurilikte de gosterilmistir. GABAc reseptorleri, 2a, 2 ve 2y alt
tnitelerinden  olusmaktadir. GABA bu alt Ttnitelerden herhangi birine

baglanabilmektedir (46). Fakat GABAC reseptorlerine beyinde nadiren rastlanir (48).
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2.1.3.1.1. GABAA Reseptoriiniin Subiinitleri

Fonksiyonel GABAA reseptorlerinin yiiksek diizeyde heterojenligi vardir.
GABAA reseptorleri, farkli genler tarafindan kodlanan en az 19 farkl alt birimin bir
araya gelmesiyle olusur. Bu alt birimler a, B, vy, 8, € ve o alt birimleri olarak
gruplandirilir, dizi homolojisine gore; 6, € ve o alt birimleri daha az yaygin ve

islevleri heniiz tam olarak belirlenmemistir.

Sekil 2.3. Bilinen GABAA Reseptor Alt Birimlerini Gruplandiran Dendrogram (49).

GABAA reseptor alt birimleri, 20, 2B ve 1y alt birimlerinin genel
stokiyometrisi ile smirli sayida pentamerik reseptore monte edilir. immiinositokimya
verileri, dagilimlarinda farkliliklar olsa da, beyindeki GABAAa reseptor alt
birimlerinin al, B1, B2, B3 ve y2'nin yiikksek ekspresyonu oldugunu gostermektedir

(53). En yaygin olarak ifade edilen alt tiniteler al ve y2 alt birimleridir ve bu alt

tiniteler bu nedenle yiiksek oranda GABAAa reseptdrlerinin bilesenleridir.

o

-

Sekil 2.4. Santral Sinir Sisteminde ifade Edilen GABAA Reseptorleri (49).

02, a3, a4, a5, a6 alt birimleri genellikle {ist iiste gelmeyen daha sinirh

dagilimlara sahiptir. Ornegin, a5 alt birimleri, koku alma ampuliinde, hipotalamusta
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ve hipokampuste oldukga lokalizedir (53). o4 alt birimleri ise talamus, hipokampus,
koku tiiberkiilii ve bazal gangliyonlarda yogunlagsmistir. & alt biriminin dagilima,
talamus, striatum, korteksin dis katmanlari ve hipokampustaki a4 alt birimlerine
paraleldir. Alt birim dagilimindaki benzer bulgular, farkli GABAAa reseptor alt
birimlerini kodlayan mesajci riboniikleik asitin (mRNA) ifade diizeylerini 6lgmek

icin in situ hibridizasyon kullanilarak gosterilmistir.

Tablo 2.3. Secili GABAA Reseptor Alt Birimlerinin Rolleri (49).

Benzodiazepinlerin etkisi ol | a2 | a3 | a5 [ y2 | B2 | B3 | O
Sedasyon + - - - +

Anksiyoliz - + A+ -

Amnezi + o

Kas gevsetici - +

Motor bozukluk . - 4

Antikonvulsant + A - 4

Etanol takviyesi - +

Anestezik maddelerin etkisi + + + |+
Anksiyete +

Ogrenme hafiza i +

2.1.3.2. Glutamat Reseptorleri

Glutamat, beyindeki en Onemli eksitator norotransmitterdir (54).
Farmakolojik, molekiiler yapilar1 ve elektrofizyolojik o6zelliklerine gore glutamat

reseptorleri iyonotropik ve metabotropik kanallar olarak iki gruba ayrilmaktadir.

Glutamat reseptorleri iyon kanali bagimli reseptdrler olarak da taninan ve
kalsiyum iyonu araciligr ile ¢alisan kanallar olan iyonotropik glutamat reseptorleri
alfa-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-propionik asit (AMPA), kainat ve N-metil-

D-aspartat (NMDA) reseptorlerinden olusmaktadir.

AMPA reseptdr ailesi Ca*? iyonlarina gecirgen proteinlerden olusmakta ve
dort farkli gen tarafindan {iretilmektedir (GluR1-4). Her bir AMPA reseptorii 4
glutamat baglanma alanina sahiptir. Genetigi degistirilmis farelerde AMPA
reseptorlerinin  kalsiyum iyon gegirgenligi arttirilarak epilepsi  modelleri
olusturulmaktadir (55). Kainat reseptorleri her biri 5 homomerden olusan, 5 gen

ailesi tarafindan kodlanan, yiiksek afiniteye sahip KA1-KA2 ve diisiik afiniteye sahip
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GIuR5-7 reseptorlerinden olusmaktadir (55, 56). NMDA reseptor alt birimleri NR1,
NR2A-NR2D, olarak tanimlanan gen aileleri tarafindan kodlanmaktadir. Ayrica

erken gelisim donemlerinde sentezlenen NR3 geni tanimlanmaistir.

Metabotropik reseptor ailesi (mGluR1-8), ¢esitli ikinci habercilerin
aktivasyonu araciligi ile elektriksel uyartyr dolayli olarak diizenleyen, farkli
sistemleri harekete geciren sinyal ileti yolaklar1 ve farmakolojik yapilarina gére Grup
I, II, TIT olmak fizere ii¢ gruba ayrilir (57, 58). Grup I, ikinci haberci sistemi olan
diacilgliserol ve inozitol trifosfat olusturan fosfolipaz C’yi aktive eden, Gaq proteinle
kapli olan mGluR1 ve mGluR5’1 igermektedir (59). Grup | metabotropik glutamat
reseptorleri daha fazla postsinaptik somatodentritik alanda bulunurlar. Bu
reseptorlerin eksitator glutamaterjik ndrotransmisyon esnasinda iyon kanallarinin
aktivasyonunu diizenledikleri, ligand bagimli iyon kanallarini hizlandirmak i¢in diger
postsinaptik glutamat reseptorleri ile etkilesim durumunda olduklar1 bilinmektedir
(60, 61). Grup I, mGIluR2 ve mGIuR3 alt tiplerinden; grup 111, mGIluR4, 6, 7 ve 8 alt
tiplerinden olugmaktadir. Hem grup II hem de grup III mGluR’leri Gai proteini ile
kaplidir ve in vivo bir ¢alismada iyon kanallarint diizenledigi gosterilmistir (59).
Ayrica presinaptik yerlesimli olan grup II ve III mGlu reseptorler, glutamat
salinimini engelleyen otoreseptorler olarak gorev yapmaktadirlar. Bu reseptorleri
uyaran agonist ilaglar glutamat salinimini diisiirerek antikonvulzan, glutamat
eksitotoksisitesine karst koruyucu ve duygudurum dengeleyici olarak etkinlik

gosterebilirler (61).

Glutamat reseptorleri ¢esitli diizeylerde etkilesim halindedir. Her bir glutamat
reseptoriiniin glutamat saliniminda kendine has bir gorevi vardir. NMDA reseptorleri
en iyi tanman reseptorlerdir. Kainat, AMPA ve metabotropik reseptorleri tiim
NMDA reseptorlerini etkileyebilmektedir. Dolayisiyla, NMDA reseptorleri teorikte
sizofreni etiyolojisinde rol alsa da herhangi bir glutamat reseptoriiniin disfonksiyonu
NMDA reseptorlerinin de disfonksiyonuna neden olabilmektedir (62). Glutamat
reseptorleri glutamat tarafindan baslatilan eksitatdr postsinaptik iletimi diizenlemek
icin ligand kapili iyon kanallari olan iyonotropik glutamat reseptorleri ile birlikte
calisirlar. Bu iyonotropik reseptorler ndronlarinin depolarizasyonunu saglayan
sodyum ve kalsiyum iyonlarina gegirgen olan katyon kanallarinin agilmasini saglar.

Ozellikle kainat ve AMPA reseptorleri, sodyumun hiicre igine girmesine izin vererek
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ndronu depolarize eden hizli ve eksitatér ndrotransmisyona aracilik ederler. AMPA
ve kainat reseptorleri (non-NMDA iGIuR) ile NMDA reseptorleri arasinda bazi
farkliliklar bulunmaktadir (55).

Glutamatin sinapslardan uzaklastirilmasi i¢in temel mekanizma astrositlere ve
ndronlara alimmasidir. Sinaptik aralifa saliman glutamat astrositler tarafindan alinir
ve glutamine ¢evrilir. Daha sonra glutamin ndronlara iletilir, noronlarda tekrar
glutamata doniistiiriiliir ve tekrar norotransmitter olarak salgilanir (63). Sekonder
jeneralize epilepsilerde glutamaterjik sistem Onemli bir yer tutmaktadir. Bir¢ok
epilepsi ¢esidinin asir1 glutamaterjik sinaptik ileti bozuklugundan kaynaklanabilecegi

tahmin edilmektedir (64).

2.1.3.3. Apoptozis

Apoptozis yani programli hiicre 6liimii, organizmanin gelisimi siiresince,
saglikli organizmalarda goriilen hiicresel bir siiregtir. Erigkin hiicrelerde apoptozis
normal hiicre homeostazisini saglamaktadir. Bu durum fizyolojik oldugu kadar
patolojik bircok Oliim sinyalini de entegre etmesi gereken memeliler i¢in oldukca
onemlidir. Ornegin, apoptotik yolakta gorev alan genlerin islev kayb1 ya da kazanimi
(gain/loss of function) hiicresel homeostazinin bozulmasmna neden olarak ¢esitli
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir; yetersiz apoptozis otoimmun
hastaliklara ve cesitli kanserlere, hizlandirilmis apoptozis ise akut ve dejeneratif

bir¢ok hastaliga yol agabilmektedir.

Apoptozis i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bircok morfolojik ve
biyokimyasal degisim gozlenir. Hiicre kiiciilmeye ve kondanse olmaya baslar,
hiicrenin iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 zaman zaman erir. Cekirdek deoksi
riboniikleik asiti (DNA) parcalara ayrilir. Apoptozisin erken evrelerinde kaspaz
proteinleri salinmaktadir. Saliman kaspaz proteinleri hiicresel bir¢ok substratin
kesilmesine hem aracilik eder hem de sebep olurlar. Kaspazlar ayrica hiicrenin diger
sindirim enzimlerini de harekete gegirirler. Bunun sonucunda hiicre morfolojik ve

biyokimyasal olarak degisir (65).

Bcl-2 ailesi proteinleri apoptozisin kontrol noktalarinda gorevlidir. B-hiicre

lenfomasinda tanimlandigindan bu ismi almistir (65). Bcl-2 proteini hiicreyi
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apoptozise karsi korur (66). Apoptoziste goriilen cekirdek kondensasyonu ve
¢ekirdek daralmasini engeller (65). Mitokondrinin dis zarinda bulunur ve
mitokondriden sitokrom ¢ salinimini durdurur (67). Sitokrom c ise kaspazlar1 aktive
ederek apoptozisi tetikler (68). Bcl-2’nin ekspresyon diizeyi apoptozisi belirleyen
faktorlerden birisidir. Bcl-2 ekspresyonu fazla olan hiicreler, apoptozisten kagabilir
(69, 70). Bcl-2 ailesinde bulunan proteinlerin bazilar1 apoptozisi hizlandirirken
(proapoptotikler) digerleri ise apoptozisi inhibe ederler (antiapoptotikler). Bcl-2
ailesi hiicre 6limiiniin antagonistleri (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Al, NR-13, Ced-9 ve
Mcl-1) ve agonistlerinden (Bax, Bad, Bak, Bcl-XS, Bok, Bid, Bik, Bim ve Noxa)

olusurlar.

Bcl-2’nin Sit-c salimmini diizenlemekle birlikte proapoptotik aile tiyelerine
baglanarak onlar1 inhibe etmek, mitokondri membranindan iyon akisini diizenlemek

ve Apaf-1’e baglanarak inhibisyonu saglamak gibi gorevleri de vardir.

Apoptozis mekanizmasinda anahtar rol kaspazlarin aktive edilmesidir.
Kaspazlarin aktivasyonu ¢esitli molekiiller tarafindan denetlenir. Bu molekiiller
arasinda en O6nemlisi Bcl-2 ailesidir. Ancak kaspaz 3 aktivasyonundan daha 6nce
Bcl-2 ailesi apoptozisi kontrol ettiginden bu proteinler hiicrelerin apopitozise gidip

gitmeyecegine karar verirler (65).

Apoptosis, immun sistem, bagirsak mukozasi ve deri gibi dokulardaki
cogalan hiicrelerin sayisin1 ve siirekliligini devam ettirmekle birlikte ayn1 zamanda
periferal ve merkezi sinir sisteminin gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadir (71).
Gelisim esnasinda olusan programli hiicre 6liimii ilk kez sinir sistemi igin
tanimlanmistir (72). Apoptotik hiicre 6liimii hem akut hem de kronik nérolojik

hastaliklarin bir 6zelligidir (73).

Hiicre dongiisii; siklinler, siklin bagimli kinaz inhibitdrleri (CDI) ve siklin
bagimhi kinazlar (Cdk) tarafindan kontrol edilmektedir. Bu proteinlerin seviyeleri
hiicre dongiisiiniin ¢esitli fazlarinda farkhiliklar gostermektedir. Siklin bagimh
kinazlar Gi-S-G2 ve mitoza gecisi kontrol eder. Memeli hiicrelerinde hiicre
dongiisiiniin regiilasyonunda islevleri iyi bilinen 11 siklin bagimli kinaz (Cdk 1-11)
ve 16 siklin; siklin D (D1, D2 ve D3); siklin E (E1, E2); siklin A (A1,A2) ve B (B1, B2)

rol oynamaktadir. Siklin D, E, G1/S fazlarinin sinirinda gegici olarak sentez edilir ve
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hiicre S fazma girdiginde hizla yikilir. Siklin A ve B, S/G2/M faz gegislerinde
sentezlenir. Siklin A1 mayoz ve embriyogenesisde, siklin A> g¢ogalan somatik
hiicrelerde bulunur. Ayrica siklin B1’in siklin B2 nin fonksiyonlarini kontrol ettigi
diistiniilmektedir (74).

Artan kanitlar, postmitotik terminal agidan farklilasmis noéronlarda 6lmeden
once hiicre siklusunun aktive oldugu 6ne siiriilmektedir. Hem kemirgenlerde hem de
insanlarda, mitotik aktiviteler ¢ok ¢esitli nérodejeneratif durumlarda oliime giden
noronlarda goriilmeye baslar. Epilepside nobetlerin néronal kayiplara neden oldugu

yoniindeki bulgular kesin olarak kanitlanmigtir (75).

Tubulinler, mikrotiibiillerin ana bilesenlerini temsil eden, tubulin genler
tarafindan kodlanan o ve B ile iliskili iki alt birimden olusan dimerik proteinlerdir
(76). Her birinin ortalama 55 kilo dalton agirligi vardir. Tubulin proteinler uygun bir
kortikal gelisim i¢in Onemli, ¢esitli hiicresel siireclerde hayati olan noronal
proliferasyon, migrasyon, farklilasma, kortikal laminer organizasyon, radial glialarin

akson biiyiimesi ve bakiminda anahtar rol oynar (77).

B tubulin 6 farkli polipeptid izotipi lireten 6 ila 7 farkli fonksiyonel gen
ailesinden olusan omurgali genomlarinda kodlanmaktadir (78). Tubulin fB-111
(TUBB3) iceren mikrotiibiiller, diger B tubulin izotipleriyle karsilastirildiginda daha
dinamiktir (79). Noronlarda eksprese edilen izoformdur ve merkezi sinir sisteminde
yiikksek oranda eksprese edilir. TUBB3 ekspresyonu, insan ve sigan epileptik
dokusunda upregiiledir. Ayrica, TUBB3 inhibitér GABAerjik néronlar ve inhibitor
postsinaptik iskele proteini olan gefrin ile iliskili oldugu bilinmektedir. TUBB3
downregiilasyonu, pilokarpin ile indiiklenen epileptik ndbetlerin  davranigsal
fenotiplerini zayiflatmigtir. Tubulin ekspresyonu downregiile olan ratlarda GABAA

reseptOriiniin yiizey ifadesi artmistir (80).

2.1.3.4. Oksidatif Stres ve Epilepsi

Reaktif oksijen tiirleri; normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak
canli organizmalar tarafindan iiretilmektedir (81, 82). Mitokondride proteinler,
karbonhidratlar ve yaglarin sindirilmesinde adenozin trifosfat (ATP) sentezlenirken

reaktif oksijen tilirleri yan iirlin olarak olugmaktadir (83, 84). ROS’un diisiik ve orta
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konsantrasyonlari fizyolojik olarak islev goriirken yiiksek konsantrasyonlart lipidler,
proteinler ve DNA gibi hiicre bilesenlerinde olumsuz degisikliklere neden olurlar.

(81, 82).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller ile bunlara karsi siipiiriicii etkiye
sahip antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanir.
Oksidatif stres, Ozellikle kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar,
ateroskleroz ve inflamatuvar bozukluklar gibi bircok hastaligin patogenezinden

sorumludur.

Fizyolojik 6nemi olan 3 ana ROS sunlardir: siiperoksit anyon (O3 ), hidroksil
radikali (OH) ve hidrojen peroksit (H202) (85, 86). Bu ROS’lar enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar ile kontrol edilmezlerse iiretildikleri yerlerdeki
hiicrelere zarar verebilmektedirler (9). Beyin ve periferal sinir sistemi ndronlar1 basta

olmak iizere viicuttaki biitiin hiicreler oksidatif strese kars1 asir1 duyarhidirlar (87).

Asirt serbest radikal salinmindan kaynaklanan oksidatif stres epilepsinin
baslamasi ve ilerlemesinde rol oynar. Bu nedenle epilepsi tedavisinde oksidatif stresi
azaltmay1 amaclayan antioksidan tedaviler biiyiik ilgi gérmiistiir. Bununla birlikte,
bir¢cok caligma oksidatif stresin tiim epilepsi modellerinde ayni kalipta olmadigini

gostermistir (88).

Nobetlerden kaynaklanan beyin hasari, noronal hiicre oliimiine katkida
bulunan birden fazla faktor igeren dinamik bir siiregtir. Bunlar genetik faktorler,
eksitotoksitite kaynakli mitokondriyal disfonksiyon, degismis sitokin seviyeleri ve
oksidatif stres igerebilir (89).

Bir¢ok calismada oksidatif stresin epilepsi etiyolojisinde ve ataklarin artisinda
rolii oldugu bildirilmistir (90-93). Epilepsi olusumunda en 6nemli beyin merkezi
hipokampus goziikmektedir. Hipokampus da beyine benzer sekilde antioksidan
savunma sistemi bakimindan fakirdir. Bu nedenle de oksidatif stresin ana

hedeflerinden biri de hipokampusdur. (94, 95).

Bu sebeple vetiver bitkisinin antioksidan 6zelliginden yararlanilarak vetiver
bitkisinin ekstraktindan elde edilen yagin kullanilmasi sonucu serebral korteks ve

hipokampuste ROS’u azaltarak epilepsi ataklarini azaltmay1 amacladik.
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2.2. Elektroensefalografi

Ilk olarak 1940'1arda kullanilmaya baslanilan bu yéntem bugiin igin de
epilepsi hastaliginin teshisinin temelini olusturmaktadir (34). EEG, epileptojenik
korteksi tanimlamak ic¢in kullanilan en spesifik yontemdir. Kafatasi iizerinden
kaydedilen beyin dalgalaridir. Iktal video / EEG kaydinin epileptojenik bolgenin
lokalizasyonda kritik oldugu diistiniilmektedir. Bir nobetin ilk klinik belirti ve
semptomlarint  belirlemede, nobet semptomatolojisinin evriminin analizinde
onemlidir. Yiizey EEG kayitlar1 invaziv ¢aligmalara gére daha az hassas olsa da en
iyi genel bakist sagladigindan epileptojenik bolgenin yaklasik lokalizasyonunu

tanimlamanin en verimli yoludur (96).

Epileptik desarjlar EEG’nin asir1 senkronizasyonunu ifade eder. Absans
nobetlerde EEG’de 3-4/sn ritmik diken-dalga kompleksi goriiliirken, jeneralize tonik
klonik nobetlerde diken dalga kompleksine rastlanmaz. Nobet basladiginda EEG’de
ilk degisiklik, diisiik amplitiidlii desenkronize dalgalar olabilir (97). Tonik klonik
ndbette bunu 15-25 sn/frekansta keskin dalgalar izler. Nobet bitince EEG diizlesir ve

kontroldekinden daha yavas dalgalar goriiliir.

Nobet karsiligr olarak iktus kullanilir. Nobet sonrasina postiktal periyot,
ndbetler arasi zamana ise interiktal periyot denir. Interiktal desarjlar epilepsinin
beyindeki kaynagi hakkinda bilgi verir (14). Epilepsinin deneysel modellerinden elde
edilen kayitlar1 davranis desteklemelidir. Davranis desteklemedigi siirece EEG’deki

diken benzeri dalgalarin epilepsiyi gosterdigini sdylemek dogu degildir (14, 97).
EEG i¢in tipik degerler 20-100 pV arasinda kabul edilir. Daha biiyiik
degerler, epilepsi veya EEG ile teshis edilen diger bozukluklarda ortaya ¢ikar (98).

EEG’de dalgalar alfa, beta, teta ve delta dalgalar1 olarak siniflandirilir.

Alfa dalgalari, voltajlar1 genellikle 50 mikrovolt civarinda olan, 8-13/sn arasi
frekanslardaki ritmik dalgalardir. Uyanik ve sakin dinlenim esnasinda erigkinlerin

timinin EEG’sinde bulunur.

Uyanik durumdaki bir kisi zihinsel etkinlige yonlendirildiginde senkron
olmayan yiiksek frekansli diisiik genlikli beta dalgalar olur. Beta dalgalar1 14-80/sn

arasi frekanstadir.
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Teta dalgalart 4-7/sn arast bir sikliga sahiptir. Cocuklarda normalde
gozlenirken bazi erigkinlerde duygusal stres kosullarinda ortaya ¢ikabilir. Teta

dalgalar siklikla dejeneratif beyin hastaliklarinda da ortaya ¢ikar.

Delta dalgalar EEG’nin siklig1 saniyede 3,5’ten az, voltaji yiisek olan
dalgalar1 igerir. Derin uykuda, ¢ocuklukta ve ciddi organik beyin hastaliklarinda
ortaya ¢ikar (99).

2.3. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi konusundaki aragtirmalar deneysel modeller iizerinde yapilmaktadir.
Yeni ve etkili antiepileptik ilaglarin gelistirilmesi ve epilepsinin temelinde yatan
mekanizmalarin aydinlatilmasi igin uygun modellere ihtiya¢ vardir (100). Insandaki
cesitli epilepsi tipleri ile benzer goriinimde olan genetik yapist degistirilerek,
kimyasal ajanlar kullanilarak ve lezyon olusturularak, cok sayida farkli deneysel
model gelistirilmistir (101). Deneysel epilepsi hayvan modelleri, cogunlukla hem
anormal hem de normal beyin fonksiyonunun temel ndronal mekanizmalarini
aragtirmak amaciyla kullanilmaktadir (102). Epilepsinin hiicresel mekanizmalarini
arastiran calismalar hipersenkronizasyonun mekanizmasinin anlagilmasina, hiicresel

ve noronal ag uyarilabilirliginin degerlendirilmesine yogunlagmistir (103).

Hayvan modelleri, spesifik nobetleri azaltmak ve gelisimini 6nlemek i¢in
ilaclarin etkinligini belirlemede 6nemlidir. Bu modellerin gelisimi ile birlikte nobet
olusum mekanizmalarindaki farkliliklarin analizi yapilabilmistir. Ancak hastaligin
tim tiplerini ayni hayvanlarda gérmemizi saglayan bir hayvan modeli yoktur.
Hastaligin farkli alt tiplerine kars1 gelistirilmesi planlanan etken maddelerin
mekanizmalarim1  ¢oziimlemek i¢in  epilepsi modellerinin  siniflandirilmasi

gerekmektedir (104).

Elliden fazla nobet modeli bulunmaktadir. Bunlardan baglica kullanilan nobet
modelleri; basit parsiyel nobetler, kompleks parsiyel nobetler, jeneralize tonik klonik
ndbetler, jeneralize absans nobetler ve status epileptikus modelleri olarak

siiflandirilabilir (14).

Kimyasal olarak indiiklenen nobet modelleri lokal ve sistemik olarak

uygulanan kimyasallara gore siniflandirilirlar. Lokal uygulanan kimyasallar ya basit
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parsiyel akut nobetleri ya da basit parsiyel kronik nobetleri olustururken, sistemik

uygulanan kimyasallar ise kompleks parsiyel veya jeneralize tonik klonik ndbetleri

olusturdugu genel olarak séylenebilmektedir (105).

Tablo 2.4. Deneysel Epilepsi Hayvan Modelleri ve Modelin Olusturulmasinda

Kullanilan Yontem (104).

Epilepsi Modeli

Etken veya Epilepsi Olusturma Yontemi

Basit parsiyel epilepsinin
akut modelleri

Penisilin, bikukulin, pikrotoksin, striknin kolinerjik,
antikolinerjik maddeler

Akut elektriksel uyari

GABA kesilmesi

Neokorteks ve hipokampus dilimleri

Basit parsiyel epilepsinin
kronik modelleri

Beyin kabuguna metal uygulanmasi; aliiminyum,
titanyum, kobalt, krom, kalay, nikel, bizmut, tungsten,
kadmiyum, demir, civa, ¢inko, berilyum, vanadyum,
kursun

Sogutma

Isin verme

Kompleks parsiyel epilepsi
modelleri

Kainik asit

Tetanoz toksini

Prepriform korteks

Kindling (tutugsma) modeli

Petit mal epilepsi modelleri

Cift tarafli odak

Sistemik penisilin

Gama-hidroksi butirat

Opioid peptid

Genetik

Grand mal
(jeneralize tonik klonik)
epilepsi modelleri

Biiytlik nobet

Fotosensitizasyon, odyojenik fare

Maksimal elektrosok (MES)

Pentilentetrazol, penisilin

Etanol

Status epileptikus modelleri

Lityum pilokarpin

Elektrik situmilasyonu

Kobalt homosistin
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2.3.1. Pentilentetrazol Modeli

Pentilentetrazol, parenteral yoldan verildiginde farelerde, sig¢anlarda,
kedilerde ve primatlarda konvulsif etkilere sahip olan bir tetrazol tiirevidir (106).
AEI gelistirmek icin yapilan arastirmalarda en sik kullanilan kimyasal maddedir
(107). Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamakla birlikte postsinaptik klor (CI")
kanallar1 ile baglantili GABAAa reseptorlerine baglanip reseptorleri bloke ederek
etkili oldugu bilinmektedir (108).

PTZ’nin dozunun ayarlanmasi son derece onemlidir (105). PTZ, hayvanin
agirligina gore izotonik sodyum kloriirde (NaCl) ¢oziinerek intraperitoneal yolla
verilir (4, 105). Akut epilepsi nobet modeli olusturulmasi i¢in intraperitoneal olarak
verilen doz tek seferlik 60-100 mg/kg iken, kronik epilepsi modeli olusturulmasi i¢in
verilen doz 20-40 mg/kg seklindedir (109). Kronik epilepsi modeli (kindling,
tutusma modeli) PTZ’nin esik alti dozlar1 olan 20-40 mg/kg’in diizenli olarak giin
asirt veya haftada birkac kez olacak sekilde 1-2 ay boyunca uygulanmasiyla
olugsmaktadir (110).

PTZ uygulamadan hemen sonra giiglii jeneralize tonik-klonik ndbetlere yol
acabilen miyoklonik kasilmalar1 olusturur. Hayvanlarin EEG’sinde c¢oklu diken
dalgas1 goriiliir (104, 107).

Gama-vinil GABA sicanda hipotalamus ve retikiiller formasyona lokal
verilirse GABA’nin parcalanmasini onleyerek PTZ ile olusturulan epileptik ndbet

durdurulur (100).

2.4. \fetiveria zizanioides

Vetiver bitkisi (Vetiveria zizanioides (L) Nash), Hindistan’da “khus” “khas”
“khas-khas” olarak bilinen ve kalin lifli kokleri olan Poaceae familyasindan ¢ok
yillik otsu bir bitkidir (10). Vetiver bitkisinin sinonimi Chrysopogon zizanioides (L)
olarak bilinir. Diger dillerde yaygm isimleri Ilamichamver/Vetiver (Tamil),
Vattiveeru  (Kannada), = Ramacham  (Malayalam), Birina  (Assamese),
Bala/Bena/Khus/Panni  (Hindi), Khus-khus (Bengalee), Kuruveeru/ Vettiveellu
(Telugu), Vala (Marathi)’dir. (10,11).
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Hindistan’da eski c¢aglardan beri kullanilmakta ve Ayurveda bilimi
(geleneksel tedavi) alaninda tibbi bir bitki olarak bilinmektedir. Birka¢ yiizyildir

kokleri damitilarak olusturulan kokulu yag icin ticari olarak yetistirilmektedir (11).

Kserofit bir bitki olan vetiverin boylar1 2 metreye kadar uzayabilmektedir.
Ayrica asir1 sicakligi tolere edebilir ve genis bir toprak pH araliginda
biiyliyebilmektedir (13). Toprak erozyonunu Onleyen ¢evre dostu bir bitki olarak
bilinir ve yiiksek seviyelerde agir metallere toleransi nedeniyle metalik kirlenmis

arazilerin rehabilitasyonunda faydalidir (111).

Bitkinin biitiin uzunlugu boyunca bitki saplar1 ya da yapraklar1 kabugumsu
bir madde ile kaplidir. Bu madde bitkiyi stresten, tuzluluktan, herbisitlerden,
kurakliktan ve diger hastaliklardan korur. Kokleri biiyiik, siingerimsi Kitleler halinde
bulunur. Koklerinin ¢ok sayida, ¢ok giiglii ve lifli 6zellikleri yaninda nemli toprakta
topragin derinliklerine kadar ulasabilme (3 metre derinlige kadar) yetenekleri vardir
(112).
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Ilaglarda ve parfiimlerde kullanilan 6nemli bir yag kaynagidir (12, 13). Yagin
rengi kehribar, kahverengidir ve tatli, odunsu ve dumanli bir kokusu vardir. Ayrica
yag, bitkinin koklerinin damitilmasiyla elde edilir (111). Tiiberkiiloza ve oksidatif
strese karsi etkilidir. Bitkinin farkli kisimlart stres, anksiyete, sinirlilik, gerginlik ve
uyku hastaliklari, agiz iilseri, ates, yanma, yilan 1sirmasi, akrep sokmasi, romatizma,
bas agrisi, giigsiizliik, burkulma, sitma, asit ve idrar yolu enfeksiyonu tedavisinde
kullanilir. Ayrica insanlarda cesitli mantar ve bakteri hastaliklarina ve epilepsiye

kars1 etkili oldugu bilinmektedir. (12, 13).

Bunlarin disinda sogutma maddesi, tonik ve kan temizleyici olarak
Hindistan’da yaygin olarak kullanilmaktadir. Birgok cilt rahatsizliginin tedavisinde
kullanildig1r bilinmektedir. Sinir sistemi {izerinde sakinlestirici etkiye sahiptir.
Vetiver’in tibbi kullanimlar1 arasinda sagkiran, hazimsizlik ve istahsizlik tedavileri

de yer almaktadir (13).

Tibbi ve aromatik bitki oldugu bilinen, kok ekstraktindan elde edilen vetiver
yagl, etnobotanik ve geleneksel olarak kullanildigi bilinmektedir (113). Son
zamanlarda vetiver yagmin hepatoprotektif, antihiperglisemik (114, 115),
antiinflamatuar (116) ve antioksidan (117-119) gibi faydali ve terapotik ozellikleri
(120, 121) in vivo ve in vitro modellerde gosterilmistir. Vetiver yagi ulusal olarak
izin verilen yenilebilir, pahali, dogal gida katki maddesi olarak Cin pazarinda

tanimlanmistir (122).

Vetiver bitkisi tilkemize ilk olarak 1998 yilinda Sicilya’nin Catana
bolgesinden getirilmis ve 2001 yilinda Izmir’de iiretilmeye baslanmustir (123).

Ancak antikonvulsan etkisi ve antioksidan 6zelligiyle ilgili veriler kisithdir.
Bu nedenle calismamizda antikonvulsan etkisi ve antioksidan ozelligi arastirilmak

istenmistir.

2.5. Hipotez

Glinlimiizde epilepsi hastalifi olan bireyler farmasotik ilaglarla tedavi
edilmektedir. Literatlirde vetiver bitkisinin antikonvulsan etkisi ve antioksidan
ozelligiyle ilgili kisith sayida veriler olmasina ragmen epilepsi hastaliginda vetiver

bitkisinin kullanim1 ve epileptik ndbetler, nérodejenerasyon iizerine etkileri, oksidan-
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antioksidan sistem, GABAA reseptorii, apoptozis iliskisini inceleyen bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Mevcut tez kapsaminda; literatlirdeki bahsedilen bilgi agikliklarinin

kapatilmasi amaciyla asagidaki hipotezler gelistirilmistir:

a. Vetiver yagimin, PTZ ile deneysel epilepsi modeli olusturulan siganlarda
ndbet latansina ve Racine skorlamasina gore epileptik nobetlerin goriilme

siddetine olumlu etkiler yapar.

b. Sicanlarin epileptojenik korteksinden elde edilecek beyin dalgalar ile
ilgili olarak; vetiver yagi, ilk epileptik spike ve toplam epileptik spike
stirelerine olumlu etki olusturur.

C. Vetiver yagi, PTZ’nin neden oldugu oksidatif-antioksidatif hasari,

ndrodejenerasyonu, apoptozisi iyilestirici/diizeltici etki yapar.

d. Epilepsi hastaliginda GABAA reseptor ekspresyonunda degisiklik olusur

ve vetiver yagi olumlu etki ile epileptik ndbet olusumunu geciktirir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

1.
2.

10.

Pentylenetetrazole (P6500, Sigma), (St. Louis, MO, Amerika)
Bcl-2 (Rabbit  Anti-Bcl-2 Polyclonal Antibody (bs-4563R)

(BiossAntibodiesInc., Amerika)

Rabbit Anti- beta Tubulin polyclonal antibody (bs-0210R) (Bioss
Antibodies Inc., Massachusetts Amerika)

Cyclin (Rabbit Anti- Cyclin B1 polyclonal antibody (bs-0572R)(Bioss
Antibodies Inc., Massachusetts Amerika)

GABA (Anti-GABA Receptor alpha 5 antibody [JB34-19) ET7107-08)
(Hangzhou HuaAn Biotechnology Co., Ltd., Amerika)

BrdU-Red DNA Fregmentation (TUNEL) Assay kit (ab66110) (Abcam,
Ingiltere)

TAS kiti (RelAssay Diagnostic, Tiirkiye)

TOS kiti (RelAssay Diagnostic, Tiirkiye)

Sekonder kit olarak UltraVision Detection System Anti-Polyvalenti HRP
kit (TP-060-HL) (Thermo Shandon Limited, Cheshire, Ingiltere)

Anestezik madde: Rompun (Bayer, Almanya), Ketasol (Richter pharma
AG 4600 Wels, Avusturya)

3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

o g ~ w N -

Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)
Sogutmali mikro santrifiij: Niive MR5415 (Tiirkiye)
Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (isvicre)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

Otomatik pipetler: Brand (Almanya), Iso Lab (Almanya)
Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)
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7. Homojenizator: IKA Ultra-Turrax T25 Basic; Labortechnic (Almanya)

8. Sonikator: UW-2070 Bandelin Electronic (Almanya)

9. Spektrofotometre: Shimadzu U5800 (Japonya)

10. Bir poligraf sistemi ve XA-400 dort kanalli diferansiyel amplifikatér (ML
870; ADI Instruments)

11. Ototeknikon cihazi: (Leica ASP300S; LeicaMicrosystem, Nussloch,
Almanya)

12. Rotarymikrotom Leica 2155 (LeicaMicrosystem, Nussloch, Almanya)

13. Isik mikroskobu: Olympus CX21

14. Kamera: Olympus DP26

3.2. Yontem

3.2.1. Vetiver Yagi

Yag ticari olarak Art de Huile firmasindan hazir olarak alinmistir. Firma
Fransa’da dogal olarak tiretilen bitkiden hidrodistilasyon yontemiyle elde edilmis
yag1 Tiirkiye’ye getirmistir. Ticari adi; Vetivert olarak bilinmektedir. Lot no:

RH19C118’dir. Yagin bilesenlerini iceren Analiz Raporu Ek 2’de sunulmustur.

3.2.2. Deney Hayvanlar

Bu ¢alisma, Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul Bagkanlig: (Etik No: 2019-10-05) tarafindan etik onay alindiktan sonra
SDU Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvarinda (SDU-
HUDAL) gergeklestirildi. Calismada, 46 adet Wistar albino erkek sican (2-3 aylik,
150-300 g agirhiginda) kullamildi. Hayvanlar SDU Deney Hayvanlari Uretimi ve
Deneysel Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi. Sicanlar 21£3°C oda
sicakliginda, 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiinde, %5544 nemli ortamda tutuldu ve
“ad libitum” olarak beslendi. Deney 09.00-17.00 saatleri arasinda gergeklestirildi.
Deney ortami 151k ve ses diizeyi agisindan siirekli kontrol edildi. Deney siiresince
hayvan refahi kurallarina ve SDU Laboratuvar Hayvanlari Bakim ve Kullanim

Kilavuzu’na riayet edildi.
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arastirmak i¢in planlanan ¢alismada 46 adet erkek wistar albino si¢an rastgele 4

3.2.3. Calisma Gruplan

PTZ ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde, Vetiver yaginin etkilerini

gruba ayrildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Deney Gruplart

Gruplar Hayvan sayisi (n)
1 | Kontrol grubu (K) 10
2 | PTZ grubu (PTZ) 12
3 | PTZ + Vetiver grubu (200 mg/kg) (VET-200) 12
4 | PTZ + Vetiver grubu (400 mg/kg) (VET-400) 12

uygulamasindan sonra 8. giinde 2., 3. ve 4. gruplara tek doz 60 mg/kg dozda PTZ
enjeksiyonu yapildi. PTZ 1 ml/kg serum fizyolojikte ¢ozdiiriilerek uygulanmistir.

Daha sonra hayvanlarin davraniglar1 30 dakika boyunca gézlendi ve Racine skalasina

3.2.4. Deneysel PTZ Epilepsi Prosediirii

PTZ ile deneysel epilepsi modeli olusturmak igin siganlara 7 giin vetiver yagi

gore epilepsi evreleri belirlendi.

Olctilerdeki tistli agik kafes igerisine konuldu. Hayvanlar, PTZ verilme isleminden

sonra nobet latans1 ve ndbet skorlamasi i¢in kamera ile kayit altina alindi. (2, 124).

3.2.5. Nobet Latansi ve Epileptik Nobet Skorlar:

Sicanlar PTZ enjekte edilmeden 6nce kamera kayitlarinin alinacagi genis

Racine skalasi kriterleri kullanilarak epilepsi evreleri belirlendi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Nobetlerin Skorlamasi

Evre

Davrams

0

Nobet yanit1 yok

Kulaklar ve yiizde segirme, koklama hareketi

Viicuda yayilan konvulzif dalga

Myoklonik jerkler ya da arka ayaklari tizerinde saha kalkma

birlikte klonik nobetler

Hayvanin oldugu yere diismesiyle (hayvanin yana dogru doniis pozisyonu)

gl A [ WOIN|F

Tekrarlayan siddetli tonik-klonik ndbetler ve status epileptikus




3.2.6. Deney Diizenegi

Epilepsi modelinin olusturuldugu tiim siganlara sirasiyla elektrot yerlestirildi.
Sicanlara asagida belirtildigi gibi vetiver yagi uygulamasindan sonra PTZ ile ndbet

olusturulmasi saglandi ve 20 dakika boyunca EEG kayaitlar1 yapildi.

1. Kontrol grubu (K): Kontrol grubu siganlara 7 giin boyunca 1 ml/kg salin
soliisyonu oral olarak uygulandi, ancak PTZ enjeksiyonu yapilmadi. 8. giin PTZ

miktarina es deger salin soliisyonu intraperitoneal (i.p.) olarak verildi.

2. PTZ grubu (PTZ): PTZ grubu siganlara 7 giin boyunca 1 ml/kg salin
soliisyonu oral olarak uygulandi, PTZ 8.giin 60 mg/kg tek doz i.p. olarak yapildi (9,
124).

3. PTZ+Vetiver grubu (200 mg/kg) (VET-200): Vetiver yag1 bu gruptaki
sicanlara 7 giin boyunca 200 mg/kg oral olarak verildi (12), 8. giin tek doz 60 mg/kg
PTZ i.p. olarak uygulandi (9, 124).

4. PTZ + Vetiver grubu (400 mg/kg) (VET-400): Vetiver yagi bu gruptaki
sicanlara 400 mg/kg oral olarak 7 giin boyunca verildi (12), 8. giin tek doz 60 mg/kg
1.p. olarak PTZ uyguland1 (9, 124).

Tiim gruplardaki hayvanlarin anestezi altinda 20 dk boyunca EEG kayaitlari
alindi. Deney prosediirii tamamlandiktan sonra, tiim hayvanlar dekapitasyon ile
sakrifiye edildi. Biyokimyasal analizler i¢in vena kava inferiordan kan ornekleri
alindi. Hizli bir sekilde kan 6rnekleri laboratuvarda 4000 rpm de 10 dakika siireyle
santiirfiij edildi. Elde edilen serum oOrnekleri biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de
donduruldu. Serebral korteks ve hipokampus dokulari hemen ¢ikarildi. Sag hemisfer
histopatoloji ve immiinohistokimyasal ve TUNEL analizleri i¢in %10’luk
formaldehid i¢ine konuldu. Sol hemisfer biyokimyasal analizler igin

homojenizasyondan sonra santrifiij edilip -80°C’de saklandi.

3.2.7. EEG Uygulama

Deneysel epilepsi modelinin olusturuldugu tiim siganlara ketamin (90 mg/kg,
i.p.) ve ksilazin (5 mg/kg, i.p.) ile anestezi uygulandi. Anestezi altindaki si¢anlar ses

ve 1s1k yalittimi saglanmig odaya alindi. Anestezinin derinligi kornea ve pence
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refleksleri ile kontrol edildikten sonra, kafalari tras edildi. Stereotaksik bir ¢ercevede,
iki monopolar paslanmaz ¢elik elektrotu, 6n ve paryetal korteks yiizeyine EEG kaydi
icin iki tarafli olarak yerlestirildi. Elektrotlar, dis akrilati ile kafatasina tutturulmus
disi bir konektore baglandi. Her hayvanin kuyruguna nétr bir elektrot baglandi. EEG
cekimi, disaridaki elektrik alanlardan koruyan elektriksel iletken metal ile kaplanmig
0zel bir odada yapildi. Hayvanlar, bir poligraf sistemi ve XA-400 dort kanall
diferansiyel amplifikator (ML 870; ADI Instruments) ile kayit aparatina bir erkek
mikro baglayiciyla baglandi. Bu ara birimde ylikseltilen biyopotansiyeller LabChart
7.3.8 (AD Instruments) programi kullanilarak kaydedildi. EEG ¢ekiminden sonra
hayvanlar sakrifiye edildi (Resim 3.1).

Resim 3.1. EEG Cekimi Sirasinda Elektrot Yerlestirilmis Sican Ornegi

3.2.8. EEG Kayitlarinin Degerlendirilmesi

Ik olarak 20 dk boyunca hayvanlardan elde edilen EEG kayitlar1 LabChart
7.3.8 (AD Instruments) programi ile ortam kaynakli giiriiltii sinyallerini elimine
etmek icin (zaman sabiti, 1 s; diisiik gecisfiltre, 50 Hz; yiiksek geciren filtre, 1 Hz;
aralig, 200 1V) filtrelendi. Daha sonra, hayvanlarin ilk epileptik spike’nin goriilme

stiresi ve toplam epileptik spike say1s1 hesaplandi.
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LabChart 7.3.8 yazilimi ve bu yazilimin makro 6zellikleri kullanilarak her bir
sicanin bazal EEG aktivite esik degeri bulundu. 20 dakika boyunca epileptik

nobetlere karsilik gelen spike siireleri belirlendi (Resim 3.2).
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Resim 3.2. LabChart 7.3.8 Yazilimm Ozellikleri Aracigiyla Epileptik Spike
Siirelerinin Hesaplanmasi

3.2.9. Cerrahi Islem

Kullanilacak biitiin cerrahi alet ve malzemeler sterilizasyona tabi tutularak
islemlere baslandi. Ketamin (90 mg/kg, i.p.) ve ksilazin (10 mg/kg, i.p.) ile hayvanlar

dissosiyatif anestezi teknigiyle genel anestezi altina alindi.

Kafatasi acildiktan sonra mikro cerrahi makas ve pens yardimiyla serebral
korteks ¢ikarildi. Serebral korteks bisturi yardimiyla, beyin sap1 ve serebellumdan

ayrildi. Sag ve sol hemisferler korpus kallozum hizasindan iki es par¢aya boliindii.

Sag hemisfer histopatoloji ve immiinohistokimyasal ve TUNEL analizleri
icin %10’luk formaldehid i¢ine konuldu. Sol hemisferden serebral korteks ve
hipokampiis diseke edildi ve biyokimyasal analizler i¢in homojenizasyondan sonra

santrifiij edilip -80°C’de saklandu.
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3.2.10. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in vena kava inferiordan kan ornekleri steril
enjektorlerle alinarak 1s18a karsi korunmus tiiplere aktarildi. Hizli bir sekilde kan
ornekleri laboratuvarda 4000 rpm de 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde edilen

serum Ornekleri biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de donduruldu.

Serebral korteks dokular1 fosfat tamponu (Phosphate buffered saline tablet,
pH 7.4, Sigma) i¢ine konularak 6nce mekanik olarak homojenizatérde (IKA Ultra-
Turrax T25 Basic; Labortechnic, Staufen, Germany) sonra sonikatérde (UW-2070
Bandelin Electronic, Germany) homojenize edildi. Homojenatlar bekletilmeden 4000
rpm, 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant bir ependorf tiipe alinarak

biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de donduruldu.

3.2.10.1. Oksidatif Stres Parametreleri

Oksidatif stres belirtegleri olan TAS, TOS Ve OSI tiim sicanlardan alinan
serum ve serebral korteks numunelerinde Erel tarafindan gelistirilen metod
kullanilarak c¢alisildi (125, 126). Calismadan hemen Once Ornekler -80°C’den
cikartilarak 4000 rpm, 10 dakika santrifiij edilerek TAS, TOS ve OSI analizleri igin

hazirlandi.

Biyokimyasal parametrelerden TAS ve TOS seviyeleri ticari kit kullanilarak

spektrofotometrik olarak tayin edildi (125, 126).

3.2.10.1.1. Total Antioksidan Durum Analizi

Hayvanlarin serebral korteks ve serumlarinin TAS degerlendirilmesinde, TAS
kiti (RelAssay Diagnostic, Tirkiye) kullanildi. Bu 6l¢iim metodunun prensibi,
ornekteki antioksidanlarin H,O2 varliginda, koyu mavi-yesil renkli ABTS 2,2’-
azinobis  (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) radikalini, renksiz ABTS formuna
indirgemesine dayanir (125). Bu renk degisikligi, spektrofotometre 25°C’ye
ayarlanarak, 500 ml reaktif 1 (6l¢lim tamponu) ve 30 ml 6rnege karistirilip absorbans
degeri 660 nm’de ol¢iilerek degerlendirme yapildi. Karisima 75 ml reaktif 2 (renkli
ABTS soliisyonu) eklenerek 10 dakika inkiibe edildikten sonra tekrar 660 nm’de

absorbans dl¢iildii. Ikinci ve ilk &lgiimler arasindaki farktan absorbans degisimi
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hesaplandi. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak gozlenebilir ve rengin agilma
orani ile Ornek icindeki antioksidan miktar1 arasinda ters iligki vardir. Kalibrator

olarak Trolox kullanildi. TAS diizeyleri mmol Trolox Eq/l olarak hesaplandi (127).

3.2.10.1.2. Total Oksidan Durum Analizi

TOS olgiimiinde, TOS kiti (RelAssay Diagnostic, Tirkiye) kullanildi. Bu
6lcim metodunun prensibi, drnekteki oksidanlarin ferréz iyon-selatér kompleksini
ferrik iyonlara okside etmesine ve olusan ferrik iyonlarin asidik ortamda kromojen
madde ile renk olusturmasi esasina dayanir (126). Ferrik iyonlar asidik ortamda
xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin
miktariyla iliskili olan rengin siddeti spektrofotometrik olarak Sl¢iiliir. TOS Sl¢iimii
icin, spektrofotometre 25°C’ye ayarlanarak, 500 ml reaktif 1 (6l¢lim tamponu) ve 75
ml ornek karistirthip 530 nm’de absorbansi oOlgiildii. Karisima 25 ml reaktif 2
(prokromojen soliisyon) eklenerek 10 dakika inkiibe edildikten sonra tekrar 530
nm’de absorbans o&lgiildii. Ikinci ve ilk Olgiimler arasindaki farktan absorbans
degisimi hesaplandi. Kalibrator olarak H202 kullanildi. TOS diizeyleri pmol H202
Eq/l olarak hesaplandi (127).

3.2.10.1.3. Oksidatif Stres indeks Analizi

Oksidatif stresin bir gdstergesi olarak gosterilen OSI; TOS diizeylerinin TAS
diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilmektedir. Hesaplamadan once
TAS testinin birimindeki mmol degeri TOS testindeki gibi umol birimine ¢evrildi
(126). Sonuglar “arbitrary unit” (AU) olarak ifade edildi ve asagidaki formiile gore
hesaplandi.

TOS, pmol H202 Equiv. / |
OSi =

TAS, mmol trolox Equiv. /| X 100

3.2.11. Histopatolojik Yontem

Nekropsi sirasinda siganlardan alinan serebral korteks ve hipokampus

ornekleri histopatolojik incelemeler igin serebral korteks iizerine kiiciik kesitler
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atilarak %10’luk tamponlu formalin soliisyonu igerisinde fikse edildi. Bdylece
formaldehitin dokular i¢ine daha iyi infiltre olmas1 ve tespitin hizla sekillenmesi
saglandi. Formaldehitte tespit edilen serebral korteks dokular1 uzunlamasina
trimlenerek doku takip kasetlerine alindi. Her doku takip kasetin iizerine ait oldugu
grup ve hayvan numarast yazilip tekrar formaldehit igine konularak tespitin
tamamlanmas1 saglandi. Ertesi giin aksam doku takip kasetleri rutin histolojik doku
takibi icin tam otomatik ototeknikon cihazina (Leica ASP300S; Leica Microsystem,
Nussloch, Almanya) yerlestirildi. Cihaz uygun programa ayarlanarak soliisyonlarin
dokular i¢ine daha iyi penetre olmasi saglandi. Doku takibi i¢in kasetler gece
boyunca diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere (%70’den %100’¢)
gecirilerek sularinin alinmasi, iki adet ksilolden gecirilerek organlardaki yagin
alimmas1 ve sicak parafinden gecirilerek doku bosluklarina parafin dolmasi ve
sertlegsmesi saglandi. Ertesi glin sabah dokular parafine gomiilerek blokajlar1 yapildi.
Blokaj islemleri Leica Histcore Arcadia H-C doku gomme {initesinde
gerceklestirildi. Bloklardan 4-5 saat sogutulmanin ardindan Leica 2155
rotarymikrotomda (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) 5 mikron kalinliginda,
serebral korteks ile hipokampuslar1 igeren kesitler alindi. Kesitlerin kurumasi igin

lamlar bir gece oda 1sisinda bekletildi.

Ertesi giin kesitler hematoksilen-eozin (HE) boyama i¢in kopriilere dizilerek
boyama prosediiriine gecildi. Kesitler parafinin uzaklastirilmast i¢in 30’ar dakika
siire ile 3 ayr1 ksilol serisinden gecirildi. Ardindan sirastyla %100, 96, 90, 80 ve
70’1ik alkollerden gecirilerek dokulara su verildi. Daha sonra hematoksilenle (15
dakika) ve ardindan eozinle (3 dakika) boyandi. Bu islemlerin ardindan kesitler
diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere (sirasiyla %70, 80, 90, 96 ve
100’liik alkoller) gegirilen dokularin tekrar sular1 alindi. Ksilolde parlatilan dokularin
lizerine yapistirma sivisi (entellan) konularak lamel yapistirildi. Boyamanin ardindan
bir giin kurutulan kesitler mikroskop altinda incelenmeye hazir hale getirildi.
Olympus CX21 model 151k mikroskobunda incelenen preparatlar Olympus DP26
model kamera ile mikroskobik dijital fotograflar cekilerek bilgisayar ortamina
aktarildi. Mikrofotografi igcin Database Manual Cell Sens Life Science Imaging
Software System (OlympusCo., Tokyo, Japan) kullanildi.

35



3.2.12. immunohistokimya Metodu

Bu ¢alismada immunoperoksidaz inceleme igin streptoavidin-biotin kompleks
peroksidaz metodu kullanildi. Immunhistokimyasal inceleme i¢in serebral korteks ve
hipokampus 6rnekleri tubulin ((Rabbit Anti- beta Tubulin polyclonal antibody (bs-
0210R) (Bioss Antibodies Inc., Massachusetts Amerika); GABA (Anti-GABA
Receptor alpha 5 antibody [JB34-19) ET7107-08) (Hangzhou Hua An Biotechnology
Co., Ltd., Amerika) Siklin (Rabbit Anti- Cyclin B1 polyclonal antibody (bs-0572R)
(Bioss Antibodies Inc., Massachusetts Amerika) ve Bcl-2 (Rabbit Anti-Bcl-2
PolyclonalAntibody (bs-4563R) (Bioss Antibodies Inc., Amerika); ile boyandi.
Primer antikorlar 1/100 diliisyonda kullanildi. Sekonder kit olarak UltraVision
Detection System Anti-Polyvalenti HRP kit (TP-060-HL) (Thermo Shandon Limited,
Cheshire, Ingiltere) ve kromojen olarak 3,3’-diaminobenzidine (DAB) kullanildi.
Negatif kontroller i¢cin dokular primer antikolar yerine antikor sulandirma sivilari ile

inkibe edildi.

Immunohistokimyasal incelemeler icin seri kesitler polilizinli lamlara
alinarak bir glin boyunca kurutuldu. Ardindan kesitler ksilol ve dereceli alkollerden
gegirilerek deparafinize ve rehidre edildi. Dokular 10 dakika siireyle distile suda
yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini gidermek amaciyla
%3’lik metanolde hazirlanmis hidrojen peroksit ile 20 dakika inkiibe edildi.
Ardindan tiim dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle fosfat tampon soliisyonunda (PBS)
yikandi. Takiben mikrodalga firinda sitrat buffer soliisyonu (pH 6) ile 700°liik ayarda
5 dakika siireyle iki defa kaynatildi. Dokular 10’ar dakika siireyle 2 defa PBS’te
yikandi. Daha sonra non spesifik boyamalar1 6nlemek amaciyla normal serumda 20
dakika siireyle tutuldu. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan kesitler iizerine
primer serumlar uygulandi ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Ardindan dokular
ayn1 sekil ve siireyle PBS’te yikandi, takiben biotinli serum ile 30 dakika siireyle
muamele edildi ve PBS’te 2 defa 10’ar dakika yikandi. Bu islemden sonra dokular
streptoavidin ile 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Dokular ayni sekil ve siireyle
yikandi. Ardindan 1 ml i¢in 1 damla substrat ile hazirlanmis olan DAB (3,3
diaminobenzidine) kromojen ile boyandi. Karsit boyama i¢in Harris hematoksilen
kullanildi ve preparatlar 151k mikroskobunda incelendi. Hipokampuslarda immun

histokimyasal inceleme sonuglar1 pozitif hiicre ylizdesine gore yapildi. Bu amagla 5
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degisik alandan 20 hiicre sayilarak yiizde pozitif hiicre sayist hesaplandi. Buna gore
elde edilen sayilara istatistiksel inceleme yapilarak gruplar arasi farklar belirlendi.
Morfometrik analizler ve mikrofotografi i¢cin Database Manual Cell Sens Life

Sciencelmaging Software System (OlympusCo., Tokyo, Japan) kullanildi.

3.2.12.1. TUNEL Boyamasi (Fleuresan Teknigi)

Bu metot i¢in In situ BrdU-Red DNA Fregmantation (TUNEL) Assay Kit
(ab66110) (Abcam, Ingiltere) kullanildi. Bu amagla 5um kalinhiginda alinan ve
polilizinli lamlara c¢ekilen kesitler deparafinize ve rehidre edildi. Daha sonra
%0,85’lik NaCl ile 5 dakika muamele edildi. PBS ile 5 dakika 2 kez yikamanin
ardindan dokular her preparat i¢in 100 pl olacak sekilde 20 pg/ml proteinaz K
soliisyonu ile inkiibe edildi. Daha sonra oda sicakliginda 5 dakika ve formaldehit-
PBS soliisyonunda inkiibe edildi. PBS ile yikama yapildi. Ardindan 37°C'de 60
dakika boyunca DNA etiketleme soliisyonunda inkiibe edildi. Bu islemin ardindan
PBS ile yikanan dokular oda sicakliginda 30 dakika antikor soliisyonunda inkiibe
edildi. Daha sonra 7-AAD/RNase A soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi. Bu islemlerin ardindan zaman kaybetmeden floresan mikroskopta

incelendi ve resimler cekildi.

3.2.13. istatistiksel Analiz

Bulgularin istatistiksel analizi i¢in Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 21.0 istatistiksel yazilimi1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanild:.
Siirekli degiskenler ortalamatstandart sapma (Ort+SS) ve ortalamatstandart hata
(Ort+£SH) olarak sunuldu. Siirekli verilerin normallik analizi i¢in Shapiro-Wilk testi
kullanildi. Bagimsiz gruplarin karsilastirilmasit One-Way ANOVA testi kullanilarak
yapildi. ANOVA testinde anlamli bir fark ortaya c¢iktiginda, gruplar arasindaki
farkliligr belirlemek i¢in post hoc Tukey analizi kullanildi. Histopatolojik ve
immunohistokimyasal ¢alismalarda Duncan testi kullanildi. p<0.05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu tez galismasinda, 7 giinlik vetiver yagir uygulamasi sonrasinda kontrol
grubu disindaki tiim sicanlara PTZ uygulandi ve deneysel epilepsi modeli
olusturuldu. PTZ uygulamasi ile olusturulan nobetler video ile kayit altina alindi.
Sicanlarin bu kayitlar1 incelendikten sonra Racine skalasina gore ndbet latans siireleri
ve nobet evreleri belirlendi. EEG kayitlarina gore ilk epileptik spike (IES) gecikme
stiresi (spike sayist / dk), toplam epileptik spike sayisi (toplam spike sayisi / 20 dk)
20 dakika boyunca kaydedildi. Sonraki asamada, serebral korteks ve serumda
oksidan/antioksidan analizler yapildi. Histopatolojik olarak serebral korteks ve
hipokampus degerlendirildi. Ayrica immunohistokimyasal olarak hayvanlarin,
serebral korteks ve hipokampusunda siklin B1, beta tubulin, GABAA reseptor pozitif

hiicre sayis1, Bcl-2 ve TUNEL reaksiyonlari incelendi.

4.1. Nobet Latansi ve Epileptik Nobet Skorlari

Siganlara PTZ verildikten hemen sonra kronometre calistirilarak Racine
skalasina gore nobet latansini belirlemek amaciyla gozleme dayali ilk epileptik
belirtinin goriildiigii zaman belirlendi ve kayit altina alindi. Tim gruplarin latans

stirelerinin grup i¢i ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo 4.1°de verilmektedir.

PTZ grubuyla VET-200 grubunun latans siireleri karsilastirildiginda, VET-
200 grubundaki azalma istatistiksel olarak negatif yonde anlamlidir (p=0,014). PTZ
grubuyla VET-400 grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p=0,66). VET-200 ve VET-400 gruplar1 arasinda yapilan kiyaslamada VET-400

grubundaki latans siiresindeki artig anlamli bulundu (p=0,03).

Tablo 4.1. Gruplarin Latans Stireleri

PTZ VET-200 VET-400
Ort+SS Ort+SS p degeri Ort+SS p degeri
';fl‘ﬁ;‘ls 89.16+46,54 | 54,58+13,66° | a:0,014 | 83,33+28,93" | b:0,03

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur (Ort+SS). Gruplar arasinda karsilagtirma one-
way ANOVA (Post Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. a: PTZ grubuna gore istatistiksel anlamliligi
(p<0,05), b: VET-200 grubuna gore istatistiksel anlamliligi (p<0,05) ifade etmektedir.
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Epileptik ndbet skorlari; Racine skalasina gore her bir sicanda hangi evredeki
nobet bulgulart ka¢ kez goriilmiis degerlendirilerek hesaplandi. Grafikte gorildigi
tizere VET-200 grubundaki hayvanlarin nobet skorlar1 PTZ grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli degilken (p=0,05), VET-400 grubundaki hayvanlarin nébet skorlari
PTZ grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiik bulundu (p=0,03)
(Grafik 4.1).
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[+ ]
i

VET-200
Grafik 4.1. Deney Gruplarma Ait Nobet Skorlari.

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Gruplar arasinda kargilagtirma one-way
ANOVA (Post Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. a: PTZ grubuna gore istatistiksel anlamliligi
(p<0,05) ifade etmektedir.

4.2. Gruplara Ait EEG Kayit Ornekleri

PTZ ile epileptik ndbet olusturulan hayvanlardan 20 dakikalik siireyle EEG

kayitlar1 elde edilmesi sonucu 6rnek EEG kayitlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

39



10
a) Kontrol grubu

o u

b) PTZ grubu

c) PTZ+VET-200

d) PTZ+VET-400

Sekil 4.1. Kontrol Grubu ve Deney Gruplarina Ait 20 Dakikada Elde Edilen EEG
Kayit Ornekleri

4.3. Gruplara Ait Ilk Epileptik Spike’in Gecikme Siiresi

Calismamizda, kontrol, PTZ, VET-200 ve VET-400 grubu si¢anlarin IES
gecikme siiresinin ort=SH degerleri sirasiyla 15,65+0,42, 1,54+0,58, 8,85+0,90,
16,67+1,27 olarak belirlendi. Gruplar arasinda IES gecikme siiresi ortalama degerleri

karsilastirildiginda aralarindaki fark anlamli bulundu (Fs.63) =50,93; p=0,007).

Tablo 4.2. Gruplarin IES Gecikme Siirelerinin Ortalama+Standart Hata Degerleri

Kontrol PTZ VET-200 VET-400

Ort+SH Ort+SH | p degeri| Ort=SH Ort+SH | p degeri
..IES .| 15,65+0,42 |1,54+0,58%| a:0,023 | 8,85+0,90 |16,67+1,27°| b:0,011
Siireleri

Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmugtur (Ort+SH). Gruplar arasinda karsilagtirma one-
way ANOVA (Post Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. a: kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilig1
(p<0,05), b: PTZ grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢in yapilan Post Hoc
Tukey test sonucuna gore, PTZ grubundaki sicanlarda IES gecikme siiresi kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldi (p=0,023). VET-200 grubundaki IES gecikme
siiresindeki artis PTZ grubuna gore anlamli bulunmadi (p=0,415). Bununla birlikte,
VET-400 grubunun IES gecikme siireleri PTZ grubuna gére anlamli olarak artti
(p=0,011). VET-200 ve VET-400 gruplar1 arasinda yapilan karsilagtirmada ise
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p=0,37) (Grafik 4.2).
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KONTROL PTZ VET-200 VET-400
Grafik 4.2. Gruplarm IES Gecikme Siirelerinin Ortalama+Standart Hata Degerleri

Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmustur. Gruplar arasinda karsilastirma one-way
ANOVA (Post Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. a: kontrol grubuna gore istatistiksel anlamliligt
(p<0,05), b: PTZ grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.

4.4. Gruplarin Toplam Epileptik Spike Sayisi

Toplam epileptik spike sayisinin ort+SH degerleri kontrol, PTZ, VET-200 ve
VET-400 gruplarinda sirastyla 1,00+0,18; 5,50+0,36; 1,60+0,18; 1,36+0,37 olarak
belirlendi. Tek yonli ANOVA testi ile gruplar arasindaki fark anlamli olarak
bulundu (F.20) =50,93; p=0,009) ve Tablo 4.3’de sunulmaktadir.
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Tablo 4.3. Gruplarin Toplam Epileptik Spike Sayis1

Kontrol PTZ VET-200 VET-400

Ort+=SH | Ort+SH | pdegeri | Ort=SH | p degeri | Ort+SH | p degeri

Toplam
epileptik | 1,00+0,18 |5,50+0,36%| a:0,018 |1,60+0,18"| b:0,011 |1,36+0,37"| b:0,029

spike sayis1

Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmustur (Ort£SH). Gruplar arasinda karsilagtirma one-
way ANOVA (Post Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. a: kontrol grubuna gore istatistiksel anlamliligi
(p<0,05), b: PTZ grubuna gore istatistiksel anlamliligi (p<0,05) ifade etmektedir.

Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek icin yapilan Post Hoc
Tukey test sonucuna gore, VET-200 ve VET-400 gruplarinda toplam epileptik spike
sayist PTZ grubuna gore anlamli olarak azaldi (sirasiyla; p=0,011; p=0,029) VET-
200 ve VET-400 gruplari arasinda fark anlamli bulunmadi (p>0,05) (Grafik 4.3).
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KONTROL PTZ VET-200 VET-400

Grafik 4.3. Gruplarin Toplam Epileptik Spike Sayisi

Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmustur. Gruplar arasinda Kkarsilastirma one-way
ANOVA (Post Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. a: kontrol grubuna gore istatistiksel anlamliligt
(p<0,05), b: PTZ grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.

4.5. Biyokimyasal Bulgular

4.5.1. Serebral Kortekse Ait TAS, TOS ve OSI Bulgular

Serebral korteks dokusuna ait oksidatif stres belirteclerinin istatistiksel analizi

Tablo 4.4’de sunulmaktadir.
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Bu istatistiksel verilere gore; arastirma gruplarmin  TAS diizeyleri
incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p=0,006). Serebral korteks TAS diizeylerinin grup i¢i karsilastirmasi yapildiginda
kontrol grubuna goére PTZ grubunun TAS diizeyi anlamli olarak azalmistir
(p=0,041). VET-200 grubu, PTZ grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir artma gozlemlenirken (p=0,005), VET-400 grubu, PTZ grubu ile
karsilastirildiginda TAS degerlerinde PTZ grubuna gore artma gozlemlenmesine

ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,056).

TOS diizeylerine yapilan istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda fark
anlamli bulunmustur (p=0,007). Serebral korteks TOS degerleri grup i¢i karsilastirma
yapildiginda PTZ grubunun TOS diizeyi kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
artmistir (p=0,032). PTZ grubu ile VET-200 ve VET-400 gruplar1 karsilastirildiginda
hem VET-200 grubunda (p=0,032) hem de VET-400 grubunda (p=0,009) TOS

degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii.

Gruplar arasinda OSI sonuglar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,002). Serebral korteks OSI degerleri grup ici karsilastirma yapildiginda PTZ
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir (p=0,010). VET-200
grubu (p=0,010) ve VET-400 grubu (p=0,004) ile PTZ grubu karsilastirildiginda her

ikisinde de OSI degerleri anlaml olarak azalmustir.

Tablo 4.4. Serebral Korteks Dokusunun Oksidatif Stres Belirtegleri

TAS TOS OSI
Gruplar | (mmol Trolox Eqv/l) | (mmol H20, Eqv/l) (arbitrary units)
Ort£SS | p degeri Ort£SS p degeri Ort+SS p degeri
Kontrol 1,44+0,08 12,62+1,53 8,75+1,04
PTZ 1,12+0.08% | a:0,041 |{22,47+13,10%| a:0,032 | 20,73+13,67% | a:0,010
VET-200 | 1,54+0.41° | b:0,005 | 12,59+2,32° | b:0,032 | 8,72+2,84" | b:0,010
VET-400 | 1.42+0.15°| ¢:0,056 | 10,75+1,43° | ¢:0,009 | 7,53+0,67° | ¢:0,004

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur (Ort+SS). Gruplar arasinda karsilastirma one-
way ANOVA (Post Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. a: kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilig1
(p<0,05), b: PTZ grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 (p<0,05), c: PTZ grubuna gore istatistiksel
anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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4.5.2. Seruma ait TAS, TOS ve OSI Bulgulari

Seruma ait oksidatif stres belirteglerinin istatistiksel analizi Tablo 4.5’de

sunulmaktadir.

Gruplar arasi serum TAS degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p=0,002). Serum TAS degerlerinin grup i¢i karsilagtirmasi
sonucunda; kontrol grubuna goére PTZ grubunda anlamli olarak azalma goriildi
(p=0,002). VET-200 grubu (p=0,015) ve VET-400 grubu (p=0,018) PTZ grubu ile
karsilagtirildiginda ise; her iki grupta da TAS degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
bir artis bulundu.

Gruplar arasi TOS degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p=0,004). Serum TOS degerleri grup ici karsilastirma yapildiginda;
PTZ grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis goriildii (p=0,027). PTZ
grubu ile VET-200 ve VET-400 gruplarnn karsilastirildiginda ise; hem VET-200
grubunda (p=0,021), hem de VET-400 grubunda (p=0,006) TOS degerleri

bakimindan istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii.

Gruplar arast OSI degerleri karsilastirildiginda yine istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0,000). Serum OSI degerleri grup i¢i karsilastirma
yapildiginda PTZ grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli artis bulundu (p=0,000).
Ayrica VET-200 grubu (p=0,001) ve VET-400 gruplariyla (p=0,000) PTZ grubu

karsilastirildiginda ise; OSI degerleri bakimindan anlamli olarak azalma goriildii.

Tablo 4.5. Seruma Ait Oksidatif Stres Belirtecleri

TAS TOS osi
Gruplar (mmol Trolox Eqv/l) | (mmol H202 Eqv/l) (arbitrary units)
Ort£SS | p degeri Ort£SS p degeri Ort£SS p degeri
Kontrol 1,07+0,4 12,36+1,38 11,48+1,11
PTZ 0,86+0,19% | a:0,002 | 15,84+3,36% | a:0,027 | 19,13+5,68* | a:0,001
VET-200 | 1,03+£0,03° | b:0,015 | 12,25+2,70° | b:0,021 | 11,90+2,76° | b:0,001
VET-400 | 1,02+0,02¢ | ¢:0,018 | 11,62+0,91° | ¢:0,006 | 11,29+0,90¢ | ¢:0,001

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur (Ort+SS). Gruplar arasinda karsilastirma one-
way ANOVA (Post Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. a: kontrol grubuna gore istatistiksel anlamliligt
(p<0,05), b: PTZ grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 (p<0,05), c: PTZ grubuna gore istatistiksel
anlamlihig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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4.6. Histopatolojik Bulgular

Hipokampus Orneklerinin histopatolojik incelemesinde kontrol grubunda
normal doku histolojisi saptanirken, PTZ grubunda hipokampusta ¢ok sayida
noronda dejeneratif degisiklikler dikkati ¢ekti. Damarlarda hiperemi ve ¢evresindeki
dokuda o6dem gozlendi. VET-200 ve VET-400 gruplarinda dejeneratif ndron

sayisinda azalma goriildii (Resim 4.1).

Resim 4.1. Gruplara Goére Hipokampuslarin Histopatolojik Gortiniimii.

(A) Kontrol grubunda hipokampusun normal histolojisi, (B) PTZ grubunda ¢ok sayida dejeneratif
noronlar (oklar), (C) VET-200 grubunda dejeneratif noronlarda azalma, (D) VET-400 grubunda
normale yakin mikroskobik goriiniim, HE, Bar=50um.

Serebral korteksinde de benzer sekilde PTZ grubunda dejeneratif néronlarda

artig dikkati ¢ekti. Damarlar g¢evresinde genislemeler ve 6dem tablosu gozlendi.

VET-200 ve VET-400 gruplarinda normale yakin gériiniimler saptandi (Resim 4.2).

] \ = A R ) \ —— A DU T S
Resim 4.2. Gruplara Gore Serebral Kortekslerinin Histopatolojik Goriintimii.
(A) Kontrol grubunda serebral korteksin normal histolojisi, (B) PTZ grubunda ¢ok sayida dejeneratif
noronlar (ok baglar) ve damarlar ¢evresinde genisleme ile karakterize 6dem tablosu, (C) VET-200

patolojik bulgularda belirgin azalma, (D) VET-400 grubunda normale yakin mikroskobik goriiniim,
HE, Bar=50pm.
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4.7. immunohistokimyasal Bulgular

4.7.1. Siklin B1 immunohistokimya Bulgulari

Hipokampus oOrneklerinin mikroskobik incelenmesinde kontrol grubunda
normal ekspresyonlar goézlenirken PTZ grubunda belirgin sekilde ekspresyonun

arttigr saptandi. VET-200 ve VET-400 gruplarinda ise ekspresyonlarin PTZ grubuna

gore azaldigi dikkati ¢ekti (Resim 4.3).

Resim 4.3. Gruplara Gére Hipokampus Orneklerinin Siklin B1 Ekspresyonlarinin
Mikroskobik Gortiniimii.

(A) Kontrol grubunda bir hipokampusta normal gériiniimde ekspresyonlar (oklar), (B) PTZ grubunda
hipokampus noronlarinda belirgin sekilde artmus ekspresyon (oklar), (C) VET-200 grubunda
ekspresyonlarda azalma (oklar) ve (D) VET-400 grubunda azalmig ekspresyonlar (oklar), Streptavidin
biyotin peroksidaz metodu, Bar=50um.

Serebral kortekslerinin siklin Bl immunoreaksiyonlari incelendiginde PTZ
grubunda artis saptanirken VET-200 ve VET-400 gruplarinda ekspresyonlarda PTZ
grubuna gore belirgin diizeyde azalma dikkati ¢ekti (Resim 4.4).

Resim 4.4. Gruplara Gore Serebral Kortekslerinin Siklin Bl Ekspresyonlarinin
Mikroskobik Goriiniimii.

(A) Kontrol grubunda bir si¢anin serebral korteksinde hafif ekspresyonlar (oklar), (B) PTZ grubunda
serebral korteksindeki noronlarda belirgin sekilde artmig ekspresyonlar (oklar), (C) VET-200
grubunda ekspresyonlarda PTZ grubuna gore azalma (oklar) ve (D) VET-400 grubunda normale yakin
ekspresyonlar (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50pum.
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4.7.2. Beta Tubulin immunohistokimya Bulgulari

Hipokampuslarin ~ beta  tubulin  immunohistokimyasal  reaksiyonlari
incelendiginde kontrol grubunda belirgin ekspresyonlar gozlendi. PTZ grubunda
immunohistokimyasal ekspresyonlarda belirgin sekilde azalma gozlendi. VET-200

ve VET-400 gruplarinda ise ekspresyonlarin arttig1 saptandi (Resim 4.5).

Resim 4.5. Gruplara Gére Hipokampuslarda Beta Tubulin immunohistokimyasal
Reaksiyonlarinin Mikroskobik Goriiniimii.

(A) Kontrol grubunda bir siganin hipokampusunda belirgin ekspresyonlar, (B) PTZ grubunda
hipokampustaki dejeneratif noéronlarinda azalmig ekspresyon (oklar), (C) VET-200 grubunda
ekspresyonlarda PTZ grubuna goére artma ve (D) VET-400 grubunda ekspresyonlarda belirgin sekilde
artig, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50um.

Serebral kortekslerinin beta tubulin ekspresyonlari incelendiginde PTZ
grubunda noronlarda azalmis immunoreaksiyon dikkati ¢ekti. VET-200 ve VET-400
gruplarinda ise immuno ekspresyonlarin PTZ grubuna gore arttig1 saptandi (Resim

4.6).

Resim  4.6. Gruplara ~ Gore  Serebral — Kortekslerinde — Beta Tubulin
Immunohistokimyasal Reaksiyonlarinin Mikroskobik Goriiniimii.

(A) Kontrol grubunda bir sicanin serebral korteksinde belirgin ekspresyonlar, (B) PTZ grubunda
serebral korteksindeki dejeneratif noronlarda azalmig ekspresyon (oklar), (C) VET-200 grubunda
ekspresyonlarda artma ve (D) VET-400 grubunda ekspresyonlarda belirgin sekilde artig, Streptavidin
biyotinperoksidaz metodu, Bar=50pum.
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4.7.3. GABAA Reseptor Immunohistokimya Bulgular

Gruplara gore siganlarin hipokampuslarinin GABAA reseptdr ekspresyonlari
incelendiginde kontrol grubunda normal diizeyde olan ekspresyonlarin PTZ
grubunda belirgin sekilde arttig1 dikkati ¢ekti. VET-200 ve VET-400 gruplarinda ise
ekspresyonlarin PTZ grubuna gore azaldigi saptandi (Resim 4.7).
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Resim 4.7. Gruplarin Hipokampuslarimin GABAa Reseptér Immunohistokimyasal
Bulgularmin Mikroskobik Gorlintimii.

(A) Kontrol grubunda bir siganin hipokampusunda normal diizeyde ekspresyon (oklar), (B) PTZ
grubunda hipokampusta noéronlarinda artmuig ekspresyon (oklar), (C) VET-200 grubunda
ekspresyonlarda azalma (oklar) ve (D) VET-400 grubunda ekspresyonlarda belirgin sekilde azalma
(oklar), Streptavidin biyotinperoksidaz metodu, Bar=50um.

Serebral kortekslerinin GABAA reseptor immunoreaksiyonlari incelendiginde
PTZ grubunda artmis, VET-200 ve VET-400 gruplarinda ise PTZ grubuna gore
azalan ekspresyonlar saptandi (Resim 4.8).

Resim  4.8.  Gruplarmm  Serebral ~ Kortekslerinin ~ GABAaA  Reseptor
Immunohistokimyasal Bulgularinin Mikroskobik Gériiniimii.

(A) Kontrol grubunda bir sicanin serebral korteksinde normal diizeyde ekspresyon, (B) PTZ

grubunda serebral korteksindeki noéronlarda artmig ekspresyon (oklar), (C) VET-200 grubunda

ekspresyonlarda azalma (oklar) ve (D) VET-400 grubunda ekspresyonlarda belirgin sekilde azalma,
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50pum.
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4.7.4. Bcl-2 immunohistokimya Bulgulari

Hipokampus dokularinin Bcl-2 immunohistokimyasal bulgularinda kontrol
grubunda  ekspresyon  saptanmazken, PTZ grubunda bazi  noéronlarda
immunoekspresyonlarin arttigim gosterdi. VET-200 ve VET-400 gruplarinda ise

ekspresyonlar 6nemli 6l¢iide azalmis veya tamamen ortadan kalkmisti (Resim 4.9).
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Resim 4.9. Gruplara Goére Hipokampuslarinin Bel-2  Immunohistokimyasal
Bulgulariin Mikroskobik Goriiniimii.

(A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B) PTZ grubunda hipokampusta bazi noronlarinda artmig
ekspresyon (oklar), (C) VET-200 grubunda ekspresyonlarda azalma ve (D) VET-400 grubunda negatif
ekspresyon, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50pm.

Serebral kortekslerinde kontrol grubunda negatif Bcl-2 ekspresyonu
gozlenirken, PTZ grubunda ekspresyonlarin bazi néronlarda belirgin sekilde arttig
dikkati c¢ekti. VET-200 ve VET-400 gruplarinda ise PTZ grubuna gore
ekspresyonlarin belirgin sekilde azaldigi VET-400 grubunda bazi sicanlarda ise
tamamen negatiflestigi gozlendi (Resim 4.10). Gruplara gore immunhistokimya
pozitif hiicre sayilarinin istatistiksel analiz sonuglari Tablo 4.6 ve 4.7°de

gosterilmistir.
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Resim 4.10. Gruplarin Serebral Korteksinde Bcl-2 Immunohistokimyasal
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(A) Kontrol grubunda bir siganin serebral korteksinde negatif ekspresyon, (B) PTZ grubunda serebral
korteksindeki bazi ndronlarda belirgin sekilde artmis ekspresyon (oklar), (C) VET-200 grubunda
belirgin sekilde azalmis ekspresyon ve (D) VET-400 grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin
biyotin peroksidaz metodu, Bar=50um.

Tablo 4.6. Hipokampusa Ait Immunohistokimyasal Skorlarin Istatistiksel Analiz

Sonuglari
Gruplar Siklin B1 Beta Tubulin GABAA Bcl-2
Kontrol grubu 58,00+3,122 69.50+4.762 62,50+2,12% | 0,40+0,162
PTZ grubu 74,90+3,80P 50.90+3.53° 74,90+£2,16° | 10,09+4,43°
VET-200 grubu 57,70+1,702 62.60+2.50° 58,40+2,50° 2,70+0,842
VET-400 grubu 56,30+3,592 65.10+2.72° 60,70+1,25% | 0,60+0,302
p degeri <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Gruplar arasinda karsilastirma Duncan testi ile
degerlendirilmistir. Ayn1 siitunda {ist simgeleri ayn1 olan gruplar istatistiksel olarak benzer, farkli
simgesi olan gruplar arasi farklar istatistiksel olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.

Tablo 4.7. Serebral Kortekse Ait immunohistokimyasal Skorlarin Istatistiksel Analiz

Sonuglari
Gruplar Siklin B1 Beta Tubulin GABAA Bcl-2
Kontrol grubu 53,50+2,75% | 65,60+3,65 68,60+3,53% | 0,90+0,40°
PTZ grubu 73,90+2,50° | 54,72+1,84° 71,81£1,99° | 15,36+2,73°
VET-200 grubu | 52,10+£3,44% | 59,70+4,16° 56,30+2,00° | 2,80+1,03¢
VET-400 grubu | 53,70+1,49% | 66,90+2,07 61,304,649 | 1,20+0,46%
p degeri <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Gruplar arasinda karsilastirma Duncan testi ile
degerlendirilmistir. Ayni1 siitunda {ist simgeleri ayni olan gruplar istatistiksel olarak benzer, farkli
simgesi olan gruplar arasi farklar istatistiksel olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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4.7.5. TUNEL immunofloresan Bulgular

Gruplara gore TUNEL reaksiyonlar1 immunohistokimyasal olarak
incelendiginde hem hipokampuslarda hem de serebral kortekslerinde kontrol
grubunda hafif olan 1s1malarin, PTZ grubunda belirgin sekilde arttig1 dikkati ¢ekti.
VET-200 ve VET-400 gruplarinda floresan 1simalarin PTZ grubuna gore azaldigi
gozlendi (Resim 4.11, Resim 4.12).

VET-200 VET-400

Resim  4.11.  Gruplarin  Hipokampuslarinin ~ TUNEL  Reaksiyonunun
Immunofloresans Bulgularinm Gériiniimii.

(A) Kontrol grubunda ¢ok hafif igimalar (ok), (B) PTZ grubunda 1simalarda belirgin artig (ok), (C)
VET-200 grubunda 1s1malarda azalma (ok) ve (D) VET-400 grubunda 1simada azalma (ok), TUNEL-
BrdURed metodu, Barlar=100pm.

VET-200 VET-400

/!

Resim 4.12. Gruplarin  Serebral Kortekslerinin  TUNEL Reaksiyonunun
Immunofloresans Bulgularimin Gériiniimii.

(A) Kontrol grubunda ¢ok hafif isimalar (ok), (B) PTZ grubunda i1simalarda belirgin artis (ok), (C)
VET-200 grubunda 1simalarda azalma (ok) ve (D) VET-400 grubunda 1s1mada azalma (ok), TUNEL-
BrdURed metodu, Barlar=100 pm.

Bu calisma PTZ ile olusturulan serebral korteks ve hipokampus hasarinda

VET-200 ve VET-400 uygulamalarinin etkili oldugunu géstermistir.

o1



5. TARTISMA

Epilepsi, tekrarlayan nobetlerle karakterize, diinya ¢apinda yaklasik %1-2'lik
bir prevalansa sahip yikict nérodejeneratif bir bozukluktur (128, 129). Bir epileptik
ndbet, noronlarin hipersenkronizasyonla bosalmast ve bunun sebep oldugu beynin
gecici fizyolojik disfonksiyonu olarak tarif edilebilir (130, 131). Epileptik ndbetler,
eksitatér ve inhibitér ndrotransmisyon dengesizliginden kaynaklanir. (132). Bu
dengesizlikten sorumlu ayrintili  diizenleyici mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Epilepsi icin tercih edilen tedavi, AEI tedavisidir. Yaklasik %70
epilepsi hastasinda, mevcut bulunan antiepileptik ilaglar1 kullanarak hastalik
belirtileri uzun siireli sénebiliyorken (remisyon) (5), geri kalan yaklasik %30’luk
kisim olan ilaca direngli ndbetlere sahip hastalarda ise bu ilaglar etkisini
gosterememektedir (6). Mevcut farmakolojik tedaviler her zaman etkili degildir ve
siklikla ~istenmeyen yan etkilerle iliskilendirilirmektedir (132). AED’ler
gastrointestinal rahatsizliklar, uyusukluk, kizarikliklar, nadir goriilen ancak
potansiyel 6liimciil olan antikonvulsan hipersensitivite sendromu gibi bir¢ok yan etki
ile iliskilidir (7). Bu nedenle epilepsi i¢in hala yeni tedavi yontemlerine ihtiyag

vardir.

Vetiver yagmin antikonvulsan etkisi oldugu bilinmektedir (133). Hindistan’da
ayurveda olarak kullanilmaktadir. Bitkinin farkli kisimlar stres, anksiyete, sinirlilik,
gerginlik ve uyku hastaliklari, agiz iilseri, ates, yanma, yilan 1sirmasi, akrep sokmasi,
romatizma, bas agrisi, gii¢siizliik, burkulma, sitma, asit ve idrar yolu enfeksiyonu
tedavisinde kullanilir. Ayrica insanlarda ¢esitli mantar, bakteri enfeksiyonu

hastaliklarina ve epilepsiye kars1 etkili oldugu bilinmektedir (12, 13).

Bu tez calismasi vetiver yaginin antikonvulsan ve antioksidan etkisinden
yararlanilarak serebral korteks ve hipokampustaki norodejenerasyon iizerine
etkilerinin olup olmadiginin ortaya konulmasi amaciyla planlanmigtir. PTZ ile
deneysel epilepsi modeli olusturulmus sicanlarin serebral korteks, hipokampus ve
serumlarinda oksidatif stres, GABAA reseptor, apoptozis ve nobetlere bagli ndronal

Oliimler agisindan vetiver yaginin olasi etkileri arastirilmistir.

52



Sicanlarda PTZ ile indiiklenen kindling epilepsi modeli iizerine yapilmis,
tedavi etken maddesi olarak yabani hindiba bitki ekstrakti kullanilan bir
caligmada, tedavi grubundaki hayvanlara konvulsif doz PTZ uygulandiginda nobet
latansinin  uzadigi  gOsterilmistir.  Aym1  ¢alismada tedavi grubunda PTZ
enjeksiyonunun 2. ve 4. uygulamasinda nobet skoru bakimindan anlamli azalma
varken, 8. enjeksiyon gilinlinde ise tedavi grubunun noébet skoru PTZ grubuyla
karsilastirildiginda anlamli bir artis goriilmiistiir (134). PTZ ile indiikklenmis
sicanlarla yapilan diger bir ¢alismada arastirmacilar, PTZ grubundaki sicanlarda ilk
epileptik davranig belirtilerinin goriildiigii latans siirelerinde kontrole gore daha
kisalma ve hipereksitabilite oldugunu, tedavi grubunda ise bu silirenin arttigini ve
hipereksitabiliteye karst koruyucu etkileri oldugunu bulmuslardir (124).
Calismamizda PTZ grubuyla VET-200 grubunun latans siireleri karsilastirildiginda,
VET-200 grubundaki azalma istatistiksel olarak negatif yonde anlamlidir. PTZ
grubuyla VET-400 grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
VET-200 ve VET-400 gruplari arasinda yapilan kiyaslamada VET-400 grubundaki
latans siiresindeki artis anlamli bulundu. VET-400 grubundaki hayvanlarin latans
stiresindeki artisin VET-200 grubuna gore anlamli ancak PTZ grubuna goére anlamli
bulunamamas1 vetiver yagmin Oniimiizdeki c¢alismalarda daha yiiksek dozlarda
kullanilmas1 gerektigi fikrini akla getirmektedir. Tedavi gruplarinda latans siiresinin
uzamasinin goriilmesi beklenmektedir. Bizim ¢alismamiz latans siiresi bakimindan

calismalarla uyumlu degildir.

VET-200 grubundaki hayvanlarin Racini skorlamasina gére nobet skorlari
PTZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degilken, VET-400 grubundaki
hayvanlarin nobet skorlar1 PTZ grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bigimde
diisiik bulundu. Bu bulgu vetiver yagmin yiiksek doz kullanildig1 hayvan grubunun
nobeti daha hafif gecirdigini gostermektedir. Bu konuda literatiir taramasi
yapildiginda ¢alismaya rastlanamamistir. Bu nedenle ileride vetiver yagmin farkli ve
yiikksek doz uygulama ¢aligmalarinin yapilmasi, ndbet skorlamasina gore epilepsi

ndbetini daha hafif gegirip ge¢irmemesi adina epilepsi tedavisine katki saglayacaktir.

Demirci ve ark.’lar1 PTZ ile epilepsi modeli olusturulmus siganlarda
yaptiklar1 ¢calismada; EEG kayitlarina bakildiginda toplam epileptik spike sayis1 PTZ

grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulmuglardir. Selenyum ve
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topiramat kullanilan tedavi grubundaki siganlarda ise PTZ grubuna gore anlamli
diisiik bulmuslardir. Yine IES gecikme siireleri incelendiginde; PTZ grubundaki
siganlarda IES gecikme siiresinin kontrol grubuna gore anlamli olarak kisa, tedavi
grubundaki hayvanlarin IES gecikme siirelerinin ise PTZ grubuna gére uzun oldugu
saptanmigtir (90). PTZ ile indiiklenmis siganlarla yapilan bagka bir ¢calismada; PTZ
grubunda toplam epileptik spike sayisinin kontrole gore yiiksek, selenyum ve
topiramat kullanilan tedavi grubunda ise PTZ grubuna gore diisilk oldugu
gbzlenmistir (124). Calismamizda, PTZ grubundaki siganlarda IES gecikme
stiresinin kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldigi bununla birlikte, VET-400
grubundaki sicanlarin IES gecikme siirelerinin PTZ grubuna gére anlamli olarak
arttifl gozlemlenmistir. Ancak, VET-200 grubundaki siganlarm IES gecikme
stiresindeki artis PTZ grubuna gore anlamli bulunmadi. Bu durum nébet skorunda
¢ikan sonugla uyumludur. Yani yiiksek doz vetiver yagi verilen hayvanlarin hem
nobeti daha hafif gecirdigi hem de nobet goriilme siirelerinin geciktigi sonucunu
gostermektedir. Hem VET-200 ve hem de VET-400 gruplarinda toplam epileptik

spike sayis1 ise PTZ grubuna gore anlamli olarak azaldi.

Mitokondrial ROS olusumunun neden oldugu oksidatif stresin epilepsi
nobetleriyle giiglii bir iliskisi vardir (2). Asirt serbest radikal salinimindan
kaynaklanan oksitatif stres epilepsinin baslamasi ve ilerlemesinde rol oynar. Bu
nedenle epilepsi tedavisinde oksidatif stresi azaltmayr amacglayan antioksidan
tedaviler biiyiik ilgi gormistiir (28). Birgok c¢alismada oksidatif stresin epilepsi
etiyolojisinde ve ataklarin artisinda rolii oldugu bildirilmistir (90-93). PTZ ile
olusturulan deneysel epilepsi ndbet modelinde, oksidatif stresin epilepsi

patofizyolojisine dahil edilebilecegi gosterilmistir (9).

Calismamizda gruplarin serebral korteks ve serum dokularinda TAS, TOS ve
OSI degerlerinin karsilastirilmas: sonucu; kontrol grubuna gére PTZ grubunda TAS
degerlerinde anlamli derecede azalma, TOS ve OSI degerlerinde ise anlamli derecede
artma oldugu goriilmiistir. VET-200 grubunda PTZ grubuna goére hem serebral
kortekste hem de serumda TAS degerlerinde anlaml artig gozlemlenirken, VET-400
grubundaki sigcanlarin sadece serumunda TAS degeri bakimindan anlamli artis
gbzlemlendi. Her iki grubun TOS ve OSI degerlerinde ise anlamli derecede azalma

goriildii. Literatiire bakildiginda epilepside oksidan-antioksidan dengenin bozularak
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oksidatif stres gelistigini ve vetiver bitkisinin oksidatif stresi azalttigin
gostermektedir (135). Ancak vetiver yagmin epilepsi tedavisiyle ilgili veriler
kisithidir. Tarai ve ark.’lar1 (136) ve David ve ark.’larimin (137) yaptiklar
caligmalarda; vetiver yaginin serbest radikalleri siiplriicii etkisi oldugunu
gostermislerdir. Bizim c¢alisma sonug¢larimizda; vetiver yaginin epileptik ndbet
sonucu olusan oksidatif stresi azalttigin1 gostermektedir. Nobet etiyolojileri arasinda
oksidatif stres onemli bir etken olarak degerlendirildiginde; vetiver yaginin oksidatif

stresi azaltmasi ile ndbet aktivitesindeki diisiis arasindaki iliski dikkate degerdir.

Calismamizda serebral korteks ve hipokampus dokularinin histopatolojik
incelemesinde; kontrol grubunda normal doku histolojisi saptanirken, PTZ
uygulamasinin bu dokularda hasara neden oldugu gozlenmistir. PTZ grubunda
serebral korteks ve hipokampusta ¢ok sayida néronda dejeneratif degisiklikler oldugu
dikkat ¢ekmistir. Damarlarda hiperemi ve ¢evresindeki dokuda 6dem gozlenmistir.
VET-200 ve VET-400 gruplarinda hipokampus dokusunda dejeneratif ndron
sayisinda azalmanin goriilmesi, hatta serebral kortekste VET-200 ve VET-400
gruplarinda normale yakin gorlinlimlerim saptanmasi, vetiver yaginin PTZ’nin
olusturdugu doku hasarlarimi anlamli derecede azaltmis gézlenmesi, histopatolojik

hasara kars1 koruyucu roliiniin oldugunu gostermistir.

Postmitotik terminal agidan farklilasmis noronlarda 6lmeden 6nce
hiicre siklusunun aktive oldugu one siiriilmektedir. Hem kemirgenlerde hem de
insanlarda, mitotik aktiviteler cesitli norodejeneratif durumlarda oliime giden
noronlarda goriilmeye baslar. Siklinler, en 6nemli hiicre dongli diizenleyicileri
arasindadir (75). Organizmanin homeostazini saglamak i¢in apoptozis ve mitoz
dinamik bir denge i¢inde olmalidir. Apoptozisin asir1 goriilmesi ya da gereginden az
olmasi norodejeneratif hastaliklar, otoimmun hastaliklar, kanser tiirlerinin bir kismi,
iskemik hasar dahil olmak {izere bir¢ok hastaligin olusumunda rol alir. Bu nedenle
hiicre dongiisii ve apoptozisin kontrolii ile ilgili sinyal yollar1 arastirilmaya devam

etmektedir (138).

TLE iizerine yapilan bir c¢alismada, hipokampustaki noéronlarda siklin
ekspresyonunun goriilmesi, 6lmekte olan noronlarda anormal hiicre dongiisiiniin

aktive olabilecegi rapor edilmistir (139). Erke¢’in, PTZ ile olusturulmus kindling
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modeli iizerine yapmis oldugu bir ¢alismada; gruplar arasinda siklin B1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamis fakat kontrol grubu ve tedavi
grubuna ait sicanlarin hipokampusundaki siklin B1 degerlerinin birbirine ¢ok yakin
oldugu tespit edilmistir. Bu degerlerin sonucunda, tedavide kullandiklar1 yabani
hindiba bitki ekstraktinin hipokampusta PTZ indiiklii nobetlere bagli siklin Bl
ekspresyonunu diisiirdiigiinii savunmustur (140). Calismamizda ise hem serebral
kortekslerinin hem de hipokampus 6rneklerinin mikroskobik incelenmesinde kontrol
grubunda siklin B1 ekspresyonun agisindan normal ekspresyonlar gbzlenirken, PTZ
grubunda belirgin sekilde ekspresyonun arttigi saptandi. VET-200 ve VET-400
gruplarinda ise ekspresyonlarin PTZ grubuna gore azaldig: dikkati ¢ekti. Calismamiz
vetiver yaginin tedavi olarak her iki dozunun kullanildig1 hayvan gruplarinda siklin
B1 ekspresyonunu azalttigini gostermistir. Farkli iki doz vetiver yagi uygulayarak

yapmis oldugumuz ¢alismamiz Erkeg’in ¢aligma sonuglari ile uyumludur.

Tubulin proteinler uygun bir kortikal gelisim i¢in onemli, ¢esitli hiicresel
stireclerde hayati olan noronal proliferasyon, migrasyon, farklilagma, kortikal
laminer organizasyon, radial glialarin akson biiyiimesinde anahtar rol oynar (77).
Dinamik mikrotiibiiller, néronal morfoloji ve islevi korumak i¢in énemlidir, ancak
noronal aktivitenin dinamik mikrotiibiillerin organizasyonunu etkileyip etkilemedigi
bilinmemektedir (141). Tubulin postsinaptik membranda ligand kapili iyon
kanallarinin bulundugu yerde bulunur. Bu kanallardan biri NMDA reseptorleridir. Bu
nedenle NMDA reseptorlerinin agik olma durumu postsinaptik densitedeki tubulin
miktarina baglidir. Postsinaptik densitedeki tubulin miktarinin fazla olmast NMDA
reseptorlerinin  daha az olasilikla acilmasi anlamimna gelmektedir. NMDA
reseptorlerinin agilmasi katyonlarin hiicre i¢ine akisina ve membranin depolarize
olmasma yol acar. Anormal derece agilmasi ise ndbetlere neden olabilmektedir

(142).

PTZ kindling sicanlarda yapilan bir ¢alismada; PTZ grubunda kontrol
grubuna kiyasla hipokampuslarinda [ tubulin degeri bakimindan bir azalma
oldugunu goézlemlenmistir (140). Diger bir c¢alismada serebral korteks ve
hipokampustaki B tubulin degerleri bakimindan PTZ grubunda kontrol grubuna
kiyasla bir azalma oldugunu, 6kse otunun bitki ekstraktinin tedavide kullanildigi

gruptaki sicanlarda ise PTZ grubuna kiyasla anlamli derecede yliksek bulmuslardir
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(143). Pilokarpin indiiklii TLE modeli olusturulmus siganlarla yapilan bir ¢alismada
postsinaptik densitede o ve B-tubulininin her ikisinin de azaldigini gostermislerdir
(144). Calismamizda ise, hem serebral Kkortekslerinde hem de hipokampus
dokularinda beta tubulin ekspresyonlari incelendiginde; kontrol grubunda belirgin
ekspresyonlar gozlendi. PTZ grubunda dejeneratif ndron ekspresyonlarinda belirgin
sekilde azalma gozlendi. VET-200 ve VET-400 gruplarinda ise immuno
ekspresyonlarin PTZ grubuna gore belirgin sekilde arttifi saptandi. Sonuglarimiz
literatiirdeki ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir. VET-200 ve VET-400
gruplarinda B tubulin ekspresyonlarinin PTZ grubuna nazaran istatistiksel olarak
daha yiiksek gozlenmesi; vetiver yaginin  tubulin bakimindan koruyucu etkisinin
oldugunu gstermektedir. Tedavi gruplarimizdaki B tubulin degerinin artisi, NMDA
reseptorlerinin olasilikla daha az agilmasina sebep olarak, katyon girisini azalttig

2+ un belirli sinirlarda tutulmasi ile membran

(6zellikle Ca?") ve sonugta sitozolde Ca
uyarilabilirliginin, oksidatif stresin ve apoptozisin azalmasina bagli olarak bu

gruplarda nobet aktivitesinde azalma oldugu seklinde yorumlanabilir.

GABAA reseptorleri serebral korteks, bazal gangliyonlar, hipokampus,
serebellum ve omurilikteki ndronlarda bulunur. GABAAa reseptorleri, GABA ile
uyarildiklarinda IPSP’lerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. GABA salinimi, Cl un
hiicre i¢ine gecisinde artisa neden olur ve bunun sonucunda postsinaptik bolgede
hiperpolarizasyona neden olarak sinaptik inhibisyonun ortaya ¢ikmasini saglar.
GABAA reseptor sayist ile inhibe edici sinaptik akimin giicii dogrudan iliskilidir.
Yani reseptor sayisi fazlaysa inhibisyon o kadar kuvvetlidir (46). Hiicrelerde reseptor

apregiilasyonu nobetlere karsi kompansatuar bir cevap olarak goriilmektedir (145).

Loup insan TLE’ sinde GABAA reseptorii izerine yaptig1 ¢alismada; epileptik
hiicrelerde reseptér upregiilasyonu oldugunu gozlemlemistir. Hayatta kalan
noronlarda, tekrarlayan uyarici yanitlarla basa ¢ikabilmek icin ndbetlere yanit olarak
homeostatik mekanizma ile reseptor sayisinin arttigini rapor etmistir (146). PTZ ile
indiiklenmis kindling epilepsi modeli iizerine siganlarda yapilmis bir ¢calismada, PTZ
grubunun hipokampus ve serebral korteks dokusunda GABAA reseptoriinii ifade eden
noronlarin sayisinda kontrole goére onemli bir artis bulmuslardir. Serebral korteksteki
noronlarin GABAA reseptdr yogunlugu, kontrol grubuna kiyasla PTZ uygulanan

gruplarda o6nemli Olgiide artmistir (134). Bizim c¢alismamizda, gruplara gore
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siganlarin hem hipokampuslarinin hem de serebral kortekslerinin GABAA reseptor
ekspresyonlar1  incelendiginde  kontrol grubunda normal diizeyde olan
ekspresyonlarin PTZ grubunda belirgin sekilde arttigi dikkati ¢ekti. VET-200 ve
VET-400 gruplarinda ise ekspresyonlarin PTZ grubuna gore azaldigi saptandi.
Sonuglarimiza gore, PTZ grubu GABAAa reseptor pozitif hiicre sayisinin hem
hipokampusta hem de serebral kortekste yiiksek cikmasi Loup’un c¢aligmasini
destekler niteliktedir ve nobetlere karsi reseptor upregiilasyonunu akla getirmektedir.
Her iki tedavi grubumuzdaki sicanlarda GABAA reseptor pozitif hiicre sayisinin
hipokampus ve serebral korteks dokularinda diisiik ¢ikmast; vetiver yaginin epilepsi

ndbet olusumunu geciktirici etkisi olabilecegi diisiincemizi desteklemektedir.

Bcl-2’nin ekspresyon diizeyi apoptozisi belirleyen faktorlerden birisidir. Bcl-

2 ekspresyonu fazla olan hiicreler, apoptozisten kagabilir (69, 70).

Insanlar iizerinde yapilan calismalarda, epileptik beyin Bcl-2 protein degeri
kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulunmustur (130, 147). TLE’l
hastalarda, hipokampus sklerotik dokudan alinan ornekler iizerinde yapilan bir
calismada kontrol grubunda Bcl-2 pozitif hiicrelere rastlanmazken, epileptik grupta
noron plazmasinda eksprese olmus Bcl-2 pozitif hiicreler goriilmiistiir (148). Erkeg
(140) ve Akcali ve ark.larinin (149) calismalarinda ise serebral korteks ve
hipokampusta Bcl-2 protein degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkliliga rastlanmamistir. Huang ve ark.’lar1 PTZ indiikli epileptik
sicanlarla yaptig1 calismada Bcl-2 ekpresyonunun kontrol grubuna gore anlamli
sekilde azaldigin1 tespit etmislerdir (150). Bizim calismamizda hipokampus
dokularinin Bcl-2 immunohistokimyasal bulgularinda kontrol grubunda ekspresyon
saptanmazken, PTZ grubunda bazi noronlarda immunoekspresyonlarin arttigi
goriildii. VET-200 ve VET-400 gruplarinda ise ekspresyonlar dnemli 6l¢iide azalmig
veya tamamen ortadan kalkmisti. Serebral kortekslerinde kontrol grubunda negatif
Bcl-2 ekspresyonu gozlenirken, PTZ grubunda ekspresyonlarin bazi néronlarda
belirgin sekilde arttig1 dikkati ¢ekti. VET-200 ve VET-400 gruplarinda ise PTZ
grubuna gore ekspresyonlarin belirgin sekilde azaldigi, VET-400 grubunda bazi
siganlarda ise tamamen negatiflestigi gozlendi. Bu sonuglar literatiirdeki bazi

caligmalarla uyumlu olup, PTZ grubunda, hipokampus ve serebral korteksinde
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apoptotik mekanizmalardaki artisa yanit olarak Bcl-2 miktarinin artmis olabilecegini

gostermektedir.

Hiicre olimii genellikle apoptozis ve nekroz olarak iki kategoride
siniflandirilir. Nekroz; pasif, katabolik bir siire¢ ve her zaman patolojik bir olaydir.
Apoptozis ise nekrozun tersine, multiselliiler organizmalarda fizyolojik sartlar altinda
olusur. Gelisimin normal bir pargasidir ve enerji gerektiren aktif bir siirece sahiptir
(151). Apoptozis farkli doku ve hiicre tiplerinde olusabilecek morfolojik ve
biyokimyasal seyri ile kompleks bir olgudur (152, 153). Bununla iligkili
biyokimyasal yolaklarda, protein faktorlerinin, noronal yasam ve 6lim arasindaki

dengenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadiklar1 gozlenmistir (154).

1990’11 yillarin ortalarinda ndbetlerin sebep oldugu beyin hasari konusu
arastirmacilarin ilgi odag1 olmus, apoptozis ve biyokimyasal mekanizmalar iizerinde
durulmustur. Yapilan ilk calismalarda, uzayan nobetlerden sonra sigan beyninden
aliman doku orneklerinde TUNEL teknigi ve agaroz jel yontemi kullanilmistir (155,
156) ve son yillarda da TUNEL teknigi epilepside apoptozisin belirlenmesinde en
yaygin kullanilan tekniklerden biridir. TUNEL testi, terminal deoksiniikleotid
transferaz’in (TdT) apoptozisin ge¢ evrelerinde kapsamlt DNA bozulmasina maruz
kalan apoptotik hiicreleri tespit etmek i¢in tasarlanmis yontemdir. Yontem, bir
sablondan bagimsiz olarak ¢ift sarmalli DNA kirilmalarinin kor uglarimi etiketleme
yetenegine dayanmaktadir (157) ve boylece parcalanmis DNA iceren cekirdeklerin

gorsellestirilmesini saglar (158).

Meral ve ark.’larmin yaptig1 bir ¢alismada; PTZ kindling sicanlarin serebral
kortekslerinde kontrole gore anlamli sekilde apoptozis olustugu tespit edilmisken
hipokampuslarinda gruplar aras1 anlamli fark bulunamamustir (145). PTZ kindling
epileptik siganlar {lizerinde yapilmis bir ¢aligmada, TUNEL pozitif hiicre sayisi
bakimindan tiim serebral korteks dokusu hiicrelerinde gruplar arasinda anlamli bir
fark gozlenmemistir (140). PTZ ile indiiklenmis kindling epilepsi modeli {izerine
sicanlarda yapilmis baska bir caligsmada; serabral kortekste apoptotik néron sayisinda
PTZ grubunda kontrol grubuna goére anlamli bir artis tespit edilemedigi rapor
edilmistir (134). Pilokarpin indiiklii status epileptikus {izerine yapilmis bir ¢alismada
(159) ve PTZ indiiklii kronik epilepsi modeli olusturulmus diger bir ¢alismada (160)
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uzamis nobet aktivitesi sonucu hipokampusta noronal hiicre Oliimiiniin meydana
geldigi gosterilmistir. Bagka bir calismada ise PTZ aracili kronik epileptik ratlarin
beyinlerinde apoptotik hiicrelerin varlig1 gosterilmistir (161). Calismamizda gruplara
gore TUNEL reaksiyonlar1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde siganlarin
hem hipokampuslarinda hem de serebral kortekslerinde PTZ grubunda isimalarin
belirgin sekilde arttigi, VET-200 ve VET-400 gruplarinda floresan igimalarin PTZ
grubuna gore azaldig1 gozlendi. Bu sonuglar literatiirdeki bazi ¢alismalarla uyumlu
olup, PTZ grubu si¢anlarin hipokampus ve serebral korteks dokularinda apoptotik
hiicrelerin varhigimi gostermektedir. Bununla birlikte farkl: iki doz vetiver yaginin
uygulandigr tedavi gruplarindaki siganlarin hipokampus ve serebral korteks
dokularinda apoptotik hiicrelerin daha az goriilmesi vetiver yaginin apoptozisi

onleyici etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.
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SONUC ve ONERILER

Epilepsi, gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde en sik karsilasilan kronik
norolojik hastaliklardan biridir. Gerek tek basina gerekse diger hastaliklara eslik eden
bir semptom olarak mortaliteyi, morbiditeyi is verimini ve {ilke ekonomisini olumsuz
yonde etkileyen bir hastaliktir (162). Epilepsi tedavisinde amag; nobetlerin sayisini
en aza indirmek ve ndbetleri tamamen kontrol altina almak ya da ilaglarin yan

etkilerini en az seviyede tutarak hastalarin yasam kalitelerini yiikseltmektir (163).

Epilepsi hastaliginda; vetiver bitkisi ve vetiver yagi ile ilgili literatiirde
calismalar olmasma ragmen, calismamizda arastirilan parametrelerden elde edilen

veriler acisindan bu tez ¢aligmasi 6zgiindiir ve bilime katki saglayacaktir.

Bu tez ¢alismasi, epilepsi tedavisinde kullanilmak {izere Vetiveria zizanioides
bitkisinden hidrodistilasyonla elde edilen yagin olasi antikonvulsan etkilerinin ortaya
konmasi amaciyla gerceklestirildi. Bu ¢alisma PTZ ile deneysel epilepsi modeli
olusturulan serebral korteks ve hipokampus hasarinda VET-200 ve VET-400

uygulamalarinin etkili oldugunu gostermistir.

Nobet latans siireleri bakimindan, PTZ grubuyla VET-400 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik olmamasma ragmen, VET-200 ve VET-400 gruplar
arasinda yapilan kiyaslamada; VET-400 grubunda latans siiresindeki artigin anlamli
bulunmasi vetiver yaginin oniimiizdeki ¢alismalarda daha yiiksek ve farkli dozlarda

kullanilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

Racini skorlamasina bakildiginda; VET-400 grubundaki hayvanlarin ndbet
skorlart PTZ grubuna kiyasla anlamli bi¢imde diisiik bulundu. EEG bulgularina
bakildiginda; IES gecikme siiresinin yine VET-400 grubunda uzadigi goriildii.
Calisma sonuglarimiza gore ndbetlerin siddetini azaltmada ve epileptik ataklarin

baslama siiresini uzatmada VET-400’1in daha etkili oldugunu soyleyebiliriz.

VET-200 grubunda PTZ grubuna gore hem serebral kortekste hem de
serumda TAS degerlerinde anlamli artis gozlemlenirken, VET-400 grubundaki
siganlarin sadece serumunda TAS degeri bakimindan anlamli artig gozlemlendi. Her
iki grubun TOS ve OSI degerlerinde ise anlamli derecede azalma goriildii.

Histopatolojik incelemeler sonucu serebral korteks ve hipokampus dokularinda hasar
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belirtilerinde azalma goriildii. ileride yapilacak biyomolekiiler diizey calismalar ile
bu calisma desteklenebilir ve rol oynayan mekanizmalar net bir sekilde ortaya

konabilir.

Siklin B1, GABAA reseptor, Bcl-2, TUNEL pozitif hiicre sayis1 bakimidan
hem serebral kortekslerinde hem de hipokampus dokularinda VET-200 ve VET-400
gruplarinda ekspresyonlarin azaldigi saptandi. Beta tubulin degerleri bakimindan
hem serebral kortekslerinde hem de hipokampus dokularinda VET-200 ve VET-400

gruplarinda ise immunoekspresyonlarin PTZ grubuna gore arttig1 saptand.

Calismanin geneline bakildiginda bu sayilan 6zellikler bakimindan sonug
olarak, hem VET-200 hem de VET-400 grubuna ait degerlerin kontrol grubuna

yaklagma egiliminde oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda PTZ ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde
sicanlarin serebral korteks ve hipokampus dokularinda hasar olustugu VET-200 ve
VET-400 uygulamalarinin bu hasarlar1 diizeltmede, nébet siddetini azaltmada etkili
oldugu, VET-400 uygulamasimin ise ndbet belirtilerinin goriilme baslangic anini
uzatmada etkili oldugu gosterilmistir. Vetiver yagi ile ilgili olarak elde edilen
sonucun epilepsi tedavisinde faydali olacagini ve bu alanda yapilacak baska
caligmalara 151k tutabilecegini diistinmekteyiz. Ancak elde edilen olumlu sonuglarin
tedavide kullanmilabilmesi i¢in epilepside farkli dozlarda vetiver yagi kullanimi ile
ilgili daha fazla caligma yapilmasi ve bu calismalarin klinik ve molekiiler

calismalarla da desteklenmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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