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Epilepsi, tiim diinyada yaygin olarak her yastan insami etkileyen ve kronik olarak seyreden
norolojik bir bozukluktur. Bir¢ok faktdorden kaynaklanip tekrarlayan nobetlerle
karakterizedir. Uzun veya agsir1 alkol kullanim sonrasi araliksiz siiren ndobetlere yol
acabilmektedir. Alkol tiiketim sonrasinda beyinde ve kas dokusunda meydana gelecek
fizyolojik olaylarin agiklanmasi bu hastaliga karsi alinabilecek dnlemlere yardimei olmak
agisindan 6onem arz etmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda alkol kullanimi sonrasinda,
epilepsi benzeri nobetlerin olusmasina neden olan pentilentetrazol kullanilarak zebra
baliklarinda olusturulan epilepsi benzeri nobetlerde olusan oksidatif stres parametrelerindeki
degisimin invelenmesi amaglanmistir.

Bu ¢alismada; zebra baliklar1 %1, %1,5 ve %3 dozunda etil alkole giinliik olarak 1 saat i¢in
maruz birakildt ve 28 giinlik uygulama sonrasinda 15mM pentilentetrazol (PTZ)
uygulanarak epileptik nobet olusturuldu. Daha sonrasinda beyin ve kas dokusu alinarak
malondialdehit (MDA), total glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
gibi oksidatif stres parametreleri ile antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimler
arastirildu.

Calismada alkol, PTZ ve alkol+ PTZ uygulanan gruplarda MDA diizeyinde istatistiki olarak
anlamli olan bir artis goriilmiisken SOD, CAT ve GSH seviyeleinde doza bagli olarak
degismekle beraber ¢nemli derecede bir diisiis tespit edildi. En fazla olumsuz etki alkoliin
%3 dozu ve PTZ uygulanan gruptaki baliklarda saptandi. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde hem alkol ve hemde alkol+PTZ gruplarinda antioksidan mekanizmanin
yikimlandig1 ve oksidatif stresin olustugunu séylemek miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Zebra baligi, Danio rerio, epilepsi, pentilentetrazol, oksidatif stres,
antioksidan enzimler



ABSTRACT

M. Sc. Thesis
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Epilepsy is a neurological disorder that is widespread globally and affects people of
all ages, characterized by its chronic nature. It can be caused by many factors and is
marked by recurring seizures. Excessive or prolonged alcohol use can lead to
persistent seizures. Understanding the physiological events that occur in the brain
and muscle tissue following alcohol consumption is crucial for developing
preventive measures against this condition. Therefore, this thesis aims to investigate
changes in oxidative stress parameters in epilepsy-like seizures induced by
pentilentetrazole in zebrafish following alcohol use.

In this study, zebrafish were exposed to ethanol at doses of 1%, 1.5%, and 3% daily
for 1 hour. After 28 days of treatment, epileptic seizures were induced by
administering 15 mM pentilentetrazole (PTZ). Subsequently, brain and muscle
tissues were collected, and changes in oxidative stress parameters such as
malondialdehyde (MDA), total glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), and
catalase (CAT) as well as antioxidant enzyme activities were investigated.

In the study, a statistically significant increase in MDA levels was observed in the
groups exposed to alcohol, PTZ, and alcohol+PTZ. Meanwhile, there was a dose-
dependent decrease in SOD, CAT, and GSH levels, with significant reductions
detected. The most pronounced adverse effects were observed in the group exposed
to 3% alcohol and PTZ. Based on the results, it can be concluded that both the
alcohol and alcohol+PTZ groups experienced degradation of the antioxidant
mechanisms and the development of oxidative stress.

Key Words: Zebrafish, Danio rerio, epilepsy, pentylenetetrazole, oxidative stress,
antioxidant enzymes
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1.GIRIS

Alkol kullanimi, diinya genelinde Onlenebilir 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden
biridir. Alkol, kan-beyin bariyerini asarak beyne dogrudan erisim saglayabilmektedir (Vore
ve Deak, 2021). Alkole baglh kusurlar doz, siire ve genetik faktorlere bagli olarak
degisebilmektedir (Ungerer vd. 2013). Cevresel ve beslenme bozukluklarinin alkoliin beyin
ve kaslar iizerindeki etkileri bilinmektedir. Zebra baligi, omurgali gelisimi, gen ifadesi
analizi, insan hastaliklarinin modellemesi, yeni ila¢ preperatlarinin gelistirilmesi ve
toksikolojik ajanlarin etkilerinin ortaya konmasi gibi birgok alanda yapilan cesitli
arastirmalar icin uygun bir model organizma durumundadir. Onceki arastirmalarda alkoliin
noronlar tizerindeki etkisi i¢in zebra baliginin iyi bir model organizma oldugunu ortaya
koymustur. (Ali vd. 2011; Muralidharan, 2016; Muralidharan vd. 2015).

Kronik alkol tiiketiminin etkileri hala tam olarak aydinlatilamamus olup patolojik ve
fizyolojik etkilerini ortaya c¢ikarmak i¢in bir¢cok arastirma yiriitmektedir. Deneysel
calismalar, alkol kullaniminin zararli etkilerini ortaya koymak igin tasarlanmakta ve
insanlarda etkilerine paralel sonuglar alinmaktadir (Hiller-Sturmhofel ve Spear, 2018).
Alkoliin zararli etkilerini bilmek alkol; bagimliliginda ve asiri tiikketiminin viicutta gesitli
riskleri artirabilecegi gercegi, kronik alkol maruziyetinin etkisinin arastirilmasini dahada
o6nemli bir duruma getirmektedir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), alkole maruziyet sonucunda tiretilebilir. (Zimatkin ve
Buben, 2007) ve bunlar beyinde etanoliin etkileri ile iligkili olabilir.(Karahanian vd. 2011;
Haorah vd. 2008), burada ROS ile iliskili hasar oksidatif stresten kaynaklanmaktadir (Haorah
vd. 2008). Oksidatif dengenin saglanmasi, biriken ROS miktar1 ile antioksidan enzimlerin
aktivitesi sonucudur. Beyinde antioksidan enzimler korteks, beyincik, hipotalamus, striatum
ve omurilikte bulunur ve bunlar glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon
rediiktaz ve peroksidoksin igerir (Shim ve Kim, 2013). Oksidatif dengenin bozulmasi
durumunda, hiicre iizerinde ayrica proteinler, lipidler ve DNA {izerinde etkiler olugturarak
norotoksisitye veya ndrodejenerasyona neden olan oksidatif stres geligebilir.

Epilepsi, tiim korteksde ya da lokalize beyin bdlgelerindeki sinir hiicrelerinin agirt
uyarimi sonucu istemsiz olarak tekrarlayan nobetlerle karakterize sinir sistemine ait bir
bozukluktur (Liu vd.2010). Epilepsi epileptik nobet olusturmaya yatkinlik ile tanimlanir.
Uluslararas1 Epilepsiyle Savas Dernegi (International League Against Epilepsy-ILAE)
epileptik bir ndbeti “‘beyindeki asirt veya senkron ndronal aktiviteden kaynaklanan, gegici
semptomlar olarak’” tanimlamaktadir (Fisher ve ark. 2005). Epilepsi, primer olarak beynin
tespit edilebilen bir hasar1 veya risk faktorii olmadan ortaya c¢ikabildigi gibi (primer

epilepsiler), altta yatan baska nérolojik, sistemik, metabolik, toksik veya travmatik
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nedenlerle sekonder olarak geligebilir (semptomatik epilepsiler) (Forsgren ve ark. 2005).
Epilepsinin diinya niifusunun % 1’ini etkiledigi ciddi bir hastalik olup yiiksek o6liim
oranlarina sahiptir. Tirkiye'de ise yaklagik 700 bin epilepsi hastasi oldugu tahmin
edilmektedir.

Zebra baliklarinda alkol ve pentilentetrazoliin viicuttaki fizyolojik olaylara etkisinin
arastirildigi bazi caligmalarin 6zetleri asagida verilmistir.

Tiedeken ve Ramsdell (2007), yaptiklar1 ¢alismada, Domoik asit (DA)’in
embriyonik maruziyetinin etkilerini karakterize etmek icin zebra baligi kullanmis ve fetal
kokenli yetigkin hastaliklarina yol agabilen ¢evresel kirleticileri taramak i¢in alternatif bir tiir
model olarak kullanmiglardir. Embriyolar, déllenmeden saatler sonra DA konsantrasyonlart
(0,12 ile 1,26 ng/mg yumurta agirligi arasinda) ile enjekte edilmistir. Yedi giin sonra
larvalar, kimyasal konviilzan pentylenetetrazol (PTZ) karsisinda duyarlilik agisindan
karakterize edilmistir. Tiedeken ve Ramsdell (2007), in ovo olarak DA maruziyetinin larval
baliklarda kimyasal olarak indiiklenen nobetlere duyarliligi azalttigini ve nébet davranisinin
siddetini artirdigin1 gostermislerdir.

Rosemberg vd. (2010), Alkoliin zararh etkilerini oksidatif stres parametrelerindeki
degisiklikler, sinyal iletim yolaklar1 ve nérotransmitter sistemleri ile iliskilendirmek i¢in bir
calisma planlamis ve EtOH tarafindan indiiklenen norotoksisiteye karsi taurinin potansiyel
bir koruyucu roliiniin olup olmadigini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada, akut taurin eszamanlit
veya Onceden (1 saat) uygulamasinin, EtOH'lin zebra baligi beyinlerinde asetilkolinesteraz
(AChE) aktivitesi ve oksidatif stres parametrelerindeki degisiklikleri onleyip onlemedigi
arastirmiglardir. EtOH maruziyetinin 1 saatlik siire boyunca AChE aktivitesini artirdigini,
ancak taurin eszamanli uygulamanin bu artis1 6nledigini gostermislerdir. Baliklar taurin ile
onceden tedavi edildiginde de benzer koruyucu etki gozlenmistir. Taurin tedavilerinin EtOH
tarafindan uyarilan siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesindeki degisiklikleri onledigi,
ayrica, taurinin tiyobarbitiirik asit reaktif tiirler (TBARS) seviyelerini 6nemli dlciide azaltti,
ancak EtOH ile birlikte taurin eszamanl tedavi grubunda, EtOH tarafindan indiiklenen
lipidperoksidasyonu 6nlemedigini ortaya koymuslardir. Tiim bu veriler, EtOH'ln yetiskin
zebra balig1 beyinlerinde oksidatif stresi artirdigimi ve bu omurgalinin akut EtOH
maruziyetine karsi taurinin faydali etkilerini degerlendirmek i¢in ¢ekici bir alternatif model
oldugunu gosterdigi vurgulanmistir.

Braida vd. (2012), Oksitosin (OT)/ ve arginin-vasopressin (AVP) ile karsilastirilarak
yetigkin zebra baliginda (PTZ ile indiiklenmis ndbetler lizerindeki etkilerini belirlemeye
¢alismiglardir. Bu mekanizma, OT ve AVP reseptor antagonistleri kullanilarak incelenmistir.
Zebra baliklari, PTZ maruziyetinden 10 dakika once artan dozlarda (0.1-40 ng/kg)
neuropeptidlerle intramuskiiler olarak enjekte edilmis ve ¢esitli peptidlerin ndbet sayisini

onemli 6lgiide azalttig1 tespit etmislerdir.



Du vd. (2012), zebra baligina 28 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda 1-oktil-3-
metilimidazolyum hekzaflorofosfat iyonik sivisini uygulamii ve karacigerdeki antioksidan
enzimlerin aktiviteleri (SOD ve CAT), reaktif oksijen tiirii seviyeleri ve DNA hasarina
etkisini 7, 14, 21 ve 28 giin almis olduklar1 Ornekler bu maddenin toksisitesini
degerlendirmislerdir. Iyonik sivinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini inhibe ettigi, ROS
birikimine ve DNA hasarina neden oldugunu ve bu durumun konsantrasyon ve zaman
bagimli olarak ortaya koymuslardir.

Banote vd. (2013), Gabapentin'in (GBP) oral olarak verilmesinin yetiskin zebra
baliklarinda PTZ ile indiiklenen ndbet benzeri aktivite iizerindeki etkisini arastirmak i¢in bir
calisma planlamislardirOral olarak verilen GBP, PTZ tarafindan neden olan nobet benzeri
lokomotor aktiviteyi ve sefalik alan potansiyelindeki gii¢lii yavas dalga (~ 3 Hz) aktivitesini
onemli Ol¢iide baskiladigini bulmuglardir. Bu calisma da yetigskin zebra baliklarinda oral
yoldan verilen bir antikonviilsanin etkinligine dair ilk raporun oldugunu bildirmislerdir.

Dong vd. (2013), 1-dekil-3-metilimidazolyum bromiir ([C10mim]Br)'in zebra
baliklarinda oksidatif stres ve DNA hasari tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Erkek ve disi
zebra baliklart ayr1 ayr1 olmak iizere bes farkli [C10mim|Br konsantrasyonuna (0, 5, 10, 20
ve 40 mg L-!) maruz birakmis ve 7., 14., 21. ve 28. giinlerde 6rnek almuslardir. Kontrol
gruplarina gore antioksidan enzimlerin aktiviteleri cogu maruziyet araliginda belirgin sekilde
azaldigimi bulmuslardir. Bu azalmig aktivite zebra balig1 karacigerinde fazla reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretimine ve malondialdehit (MDA) igeriginin artmasina neden olmustur.

Mussulini vd. (2013), yetiskin zebra baliklarinda PTZ ile indiiklenen nébetin detayli
zamansal davranis profilini karakterize etmek istemis ve baliklart PTZ banyosunda (5, 7.5,
10 ve 15 mM) 20 dakikalik siire boyunca muamele ettikten sonra ylizmede yavaslama,
ylizmede artig aktivitesi ve operkiiler hareketlerin sik frekansi, diizensiz hareketler, dairesel
hareketler, klonik ndbet benzeri davranig, tankin dibine diisme ve tonik ndbet benzeri
davranig ve oliim gibi davranig profillerini arastirmislardir. Farkli PTZ konsantrasyonlarina
maruz kalan baliklarin farkli nobet profilleri, yogunluklar1 sergilediklerini tespit etmislerdir.
Yalnizca 15 mM PTZ'ye maruz kalan baliklar, maruziyetten sonra normal davraniga donme
stiresinde artis gostermistir. %10 ve %15'te toplam Oliim oranlan sirasiyla %33 ve %50
olarak belirlenmistir. Tiim davranigsal parametreler géz oniine alindiginda, sirasiyla diisiik,
orta ve yiiksek siddette nobetler gézlenmistir. Diazepam (DZP) 6ntedavisi nobet siddetini
onemli Olglide azaltmistir. Son olarak, 5 ve 10 mM PTZ'ye batirilan yetigkin zebra
baliklarinin beyin PTZ diizeyleri, kemirgen modeli i¢in tarif edilenlerle benzer olup,
maruziyetten 20 dakika sonra pik yapmustir. PTZ'ye 2.5 dakika ve maruziyetten 60 dakika
sonra beyin diizeyleri benzer bulunmustur. Tim bu bulgular, yetiskin zebra baliklarinda PTZ
epileptik noébet modelinin detayli zamansal davranis karakterizasyonunu gosterdigini ileri

siirmiislerdir.



Pineda vd. (2013), caligmalarinda epileptik nobet aktivitesine yanit olarak tetiklenen
beyincik aktivasyonunun nobetleri onleyip Onleyemeyecegini belirlemek istemisler ve bu
aragtirma i¢in model organizma olarak zebra baligini kullanmislardir. Beyincigin elektriksel
stimiilasyonunun antikonviilsan etkisi olup olmadigm belirlemek icin elektriksel
stimiilasyonunu kullanmiglardir. Beynin stimiilasyonunun antikonviilsan etkisinin, nobet
aktivitesine yanit olarak elektriksel stimiilasyonlarin reaktif olarak tetiklenmesi ile
potansiyelize edilebilecegini tespit etmislerdir. Ayrica, stimiilasyon tetikleme hizinin
dogrudan pentylenetetrazol konsantrasyonuna bagli oldugunu ve stimiilasyon hizinin
antikonviilsan valproik asit ve daha biiyiik stimiilasyon akimlari tarafindan azaltildigini tespit
etmislerdir.

Alkolizmin folat eksikligine neden oldugu ve embriyonik anomaliler riskini artirdigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, etanol maruziyeti ile embriyonik folat durumu arasindaki
etkilesim net degildir. Bu nedenle Hsiao vd. (2014), etanol maruziyetinin embriyonik folat
durumu ve bir-karbon homeostazi tizerinde nasil etki ettigini arastirmak i¢in zebra baligi
embriyolarini etanolde inkiibe etmis ve embriyonik folat icerigini ile folat enzim ifadesini
analiz etmislerdir. %2 etanola maruziyet embriyonik toplam folat icerigini degistirmedigini
ancak tetrahidrofolat seviyesini yaklasik olarak 1,5 kat artirdigini tespit etmislerdir.

Yiiksek diizeyde alkol tiiketiminin neden oldugu kalp kaslarinda meydana gelen bir
zararin adi olan alkolik kardiyomiyopatiye karsi Selenyumun viicuttaki serbest radikallerin
olusumunu oOnleyerek hiicreleri korudugunu ortaya koymak igin yapilan bir galismada;
sodyum selenit ve Seleynum nanoproteinlerinin in vitro ve in vivo antioksidatif etkileri
ortaya konulmustur. Ayrica, zebra baligi embriyolarinda etanol tedavisi ile indiiklenen
perikardiyal 6demi Onleyebilmis ve apoptozu ve hiicre Olimiinii azaltmistir. Sonuglar,
selenyumun ve Seleynum nanoproteinlerinin, alkolik icecek endiistrisinde kardiyomiyopatiyi
kontrol etmek i¢in bir katki maddesi olarak potansiyel olarak kullanilabilecegini ortaya
koymustur (Kalishwaralal vd. 2015).

Siebel vd. (2015), ¢aligmalarindada, adenozinergik sinyallesimi modiile edebilen
ilaglarin yetigskin zebra baliklarinda pentilentetrazol ile indiiklenen nébetler iizerindeki
etkileri aragtirmigtir. Adenozin Al reseptdr antagonistin ise ndbet asamasinin baglangig
sliresini azalttigi; Adenozin Al reseptor agonisti siklopentiladenozin (CPA), tonik-klonik
ndbet agamasina ulagma siiresini artirdigi;; Adenozin A2A reseptdr agonisti ve antagonisti
olan CGS 21680 ve ZM 241385 ise ndbet parametrelerinde degisikliklere neden olmadigini
tespit etmislerdir. Elde edilen bulgulara gore, adenozin Al reseptorlerinin aktivasyonunun
zebra baliklarinda nobet gelisimini kontrol etmek i¢in énemli bir mekanizma olusturdugunu
gostermislerdir.

Stancova vd. (2015), naproksenin yetiskin zebra baliklarinda antioksidan enzimlerin

gen ckspresyonu {izerindeki etkilerini arastirmuslardir. Sasirtici bir sekilde, 2 haftalik
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maruziyet sonrasinda karacigerde hedef genlerin mRNA ekspresyonunda anlamli bir etki
bulunamamis fakat, iic genin mRNA diizeyleri barsakta Onemli Olglide degisti tespit
edilmistir. Antioksidan enzim katalaz (CAT) seviyesi her iki konsantrasyonda da belirgin
sekilde yukariya dogru regiile edildigi tespit edilmistir.

Sutha vd. (2022), zebra balig1 kullanilarak tris (2-chloroethyl) phosphate (TCEP) 'nin toksik
mekanizmalarini in vivo deney ve in-silico olarak ortaya koymak i¢in bir deney tasarlamis ve
baliklar1 statik yenileme yontemi altinda 28 giin boyunca 100 ve 1500 pg L7
konsantrasyonlarina maruz birakmiglardir. Kronik maruziyet siiresince, TCEP'ye maruz
kalan grup kontrol grubuna gore plasma steroid hormonlar1 olarak testosteron (T) ve 17
estradiol (E2), plasma vitellogenin (Vtg) ve antioksidan enzimler olarak siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve lipid peroksidasyonun (LPO) gonadlarda
anlamli sekilde degistigini ortaya koymuslardir.

Torres-Hernandez vd. (2015), Valeriana officinalis bitkisinin ekstrelerinin
antikonviilsan 6zelliklere sahip olup olmadigini ortaya koymak i¢in yapmis olduklar1 bir
arastirmada yetigkin zebra baligin1 antikonviilsan ilaclarin incelenmesi i¢in bir hayvan
modeli olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir. Antikonviilsan aktivite testleri icin
zebra baliklar1 fenitoin, klonazepam, valerenik asit, veya etanolik valerian ekstreleri veya
birbiriyla karisimlar (fenitoin veya klonazepam ile valerenik asit veya valerian ekstreleri) ile
calismalarin yiiritmiiglerdir. Baliklar daha sonra PTZ ile indiiklenmis ve yetiskin zebra
baliklarinda PTZ tarafindan indiiklenen nobetleri degerlendirmek i¢in bir davranig Glgegi
geligtirmislerdir. PTZ’ye maruz kaldiktan sonra zebra baliklarin, klonik benzeri hareket
nobetlerin ortaya ¢ikmasindan Once stereotipik davraniglar sergiledigi belirlenmistir. Hem
valerenik asit hem de valerian ekstreleri (sulu ve etanolik) yetiskin zebra baliklarinda nobet
(konviilziyon) baglangicina kadar gegen siireyi 6nemli 6lgiide uzattigr bulunmustur. Etanolik
valerian ekstresi, sulu ekstreten daha giiclii bir antikonviilsan etkiye sahip oldugu ve
valerenik asit sle valerian ekstreleri, klonazepam ile sinerjik olarak etkilesime girerek nobet
baslangicina kadar gegen siireyi uzattigi raporlanmistir. Boylelikle Torres-Hernandez vd.
(2015), bu calismalarinda Valerenik asit ve valerian ekstrelerinin, yetigskin zebra baliklarinda
antikonviilsan 6zelliklere sahip oldugunu bildirmislerdir.

Yan vd. (2015), nitenpiram tarafindan indiiklenen oksidatif stresin detoksifikasyon
sistemindeki degisiklikler ve zebra baligindaki DNA hasarimi ortaya koymayi amagladig
calismalarinda, zebra baliklarin1 dort farkli konsantrasyona (0.6, 1.2, 2.5 ve 5.0 mg/L) 28
giin boyunca maruz birakmig ve daha sonra 7., 14., 21. ve 28. gilinlerde iicer kez 6rnek
almiglardir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri, kontrol grubuna
kiyasla ¢ogu maruziyet siiresinde dramatik olarak inhibe edilmis; yalmizca diisik
konsantrasyonda (0.6 mg/L) nitenpiram i¢in SOD ve 21. giiniinde CAT'te bu fark

gbzlenmemistir. Bu farkliligin, zebra baligi karacigerlerinde fazla reaktif oksijen tiirleri
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(ROS) iiretimi ve artmis malondialdehit (MDA) igeriginden kaynaklandigini ortaya
koymuslardir. Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi, tedavi gruplarinda kontrol grubuna
gore yiiksek konsantrasyonda artmustir.

Barbalho vd. (2016), PTZ ile indiiklenen nobetler sonrasi zebrabaligi beyinlerinde
pro-inflamatuar sitokinler olan interleukin-1 beta (IL1B ) ve siklooksijenaz-2 (Cox2a ve

Cox2b) transkript seviyelerini incelemislerdir. Ayrica, zebrabaliklarina PTZ uygulamasi
Oncesi nonsteroidal anti-inflamatuar ila¢ olan indometazin uygulamis ve bunun nobet
sliresine etkisi, nobet benzeri davranis sayisi ve IL1p , Cox2b ve C-fos mRNA ekspresyonu
iizerine etkisini belirlemislerdir. IL1B'nin kisa siireli olarak yiikseldigini bulmuslar ve
nobetlerden sonra Cox2b'min, Cox2a'nin ise uyarilmadigini ortaya konulmustur. PTZ ile
indomethacin tedavisi 6ncesi IL1B, Cox2b ve C-fos mRNA ekspresyonunu asagi regiile
ettigi ve indomethacin ile maruz kalan larvalarda nobet gecikmesinin arttigini, ndbet benzeri
davraniglarin azaldigin1 gozlemlemislerdir. Yazarlar bu c¢alisma da, IL13 ve Cox-2
transkriptlerinin zebrabaliklarinda pentylenetetrazol ile tetiklenen ndbetlerden sonra arttigini
gostermislerdir.

Peng vd. (2016), Zebrabaliklarimin 1sik-karanlik gegislerindeki hareketlilik
degisiklikleri anksiyete diizeyini yansitarak faydali bir davranigsal Olgiitgn saglandigi
bilinmektedir. Zebrabaligi larvalar1 fertilizasyon sonrast 5 giin ve 7 giin farkli PTZ
konsantrasyonlari ile tedavi edilmis ve hareketlilik ve thigmotaksi, siirekli aydinlatma altinda
veya 1sik-karanlik dongiileri arasinda (stresli kosullar) analiz etmiglerdir. 5 giinlik ve 7
giinliik zebrabaligi larvalar1 PTZ'ye farkli duyarliliklar gosterdigini tespit etmislerdir. PTZ
etkisi altindaki aydinlatma gegcislerine yanit olarak dlgiilen anksiyete diizeyi, karsit egilimler
sergilemistir. 8mM PTZ alan zebrabaligi larvalarinda karanlik-1isik gecisleri, anksiyeteyi
isaret eden hareketliligi dramatik olarak artirmustir. Bu ¢aligma, PTZ'nin noéronlar1 aktive
ederek duyarliligr artirdigimi ve bu durumun larvalarin anksiyete diizeyini etkilemesini
sagladigini Onermektedir. Potansiyel anti-anksiyete ila¢ taramasi i¢in faydali kanitlar
sunmaktadir.

Torres-Hernandez vd. (2016), Zebra baligi larvalarinin yiizme davranislarinin
otomatik kaydini kullanarak 11k ve karanlik periyotlarinda bu davraniglar1 tekrarlanabilir
sekilde PTZ ile degistirmislerdir. PTZ ile degistirilen ylizme davraniglarini, iyi tanimlanmis
sentetik bir anksiyolitik ilag olan valproik asit (VPA) ile birlikte eszamanli tedavi ile
VPA'nin tiiretildigi V. officinalis (\Val) bitkisinin crude kok ekstreleri kullanarak tersine
¢evirmeyi amaglamiglardie. Ayrica, Val varliginda PTZ tedavisi ile sinir aktivite diizenleyici
genlerin  (C-fos, NPAS4a ve BDNF) ekspresyonunun nasil  etkilendigini
degerlendirmislerdir.Menezes ve Da Silva, (2017), Cinsiyetin, agirhgin ve sicaklik

degisikliklerinin PTZ (10mM) ile indiiklenen klasik nébet durumlarina ulasma siiresine olan



etkisini degerlendirilmislerdir. Cinsiyet ve agirlik PTZ'ye yanit profilini etkilememistir. Su
sicakligr 22'den 30°C'ye degistirildiginde, daha diisiik sicaklik ndbet durumlarina ulagsma
stiresini artirmig, daha yiiksek sicaklik ise kontrol grubunda tutulan 26°C'ye goére onemli
Olclide azaltmistir. Bu caligmada, yetigkin zebrabaliklarda PTZ modelinin cinsiyet ve
agirhiktan etkilenmedigini, ancak su sicakligimin PTZ'ye yaniti dogrudan etkileyebildigini
vurgulamislardir.

Duy vd. (2017), calismalarinda yetiskin zebrabaliklarin beyinlerinde tekrarlayan
PTZ nébetlerinin hiicresel yanitlarint aragtirmiglardir. Zebrabaliklara giinde bir kez PTZ ile
bes kez ndbet indiiksiyonu uygulamislar ve bu ndbetlerin hiicresel sonuglarini karakterize
etmislerdir. Tekrarlayan nobetlere yanit olarak, beyin dokusunda vazodilatasyon,
perivaskiiler 16kosit ¢ikisi ve 16kosit proliferasyonuna dair histolojik kanitlar bulmuslardir,
bunun da nobet kaynakli akut merkezi sinir sistemi inflamasyonundan kaynaklandigini ileri
stirmiiglerdir. Ayrica, artmis proliferasyon, nérogenez ve reaktif gliyozis bulgularinida tespit
etmislerdir.

Tekrarlanan etanol kullanimi insanlarda nérolojik bozukluklara yol acar ve 6nemli
bir halk saglig1 sorunu olarak kabul edilir. EtOH"in fizyolojik etkileri doz ve zaman bagimli
oldugu ve e sosyal davranislarda 6nemli degisikliklere neden oldugu bilinmektedir. Ayrica,
alkoltin indiikledigi oksidatif stres, EtOH norotoksisitesinde anahtar mekanizmalardan biri
olarak One siiriilmiistiir. Miller vd. (2017), ilk kez tekrarlanan EtOH maruziyetinin zebra
baliklariin sosyal davranisini degistirdigini ve beyin oksidasyon siireglerini etkiledigini
aragtirmiglardir. Hayvanlar %1 EtOH'e 8 giin boyunca (giinde 20 dakika) maruz birakilmis
ve 9. glinliinde sosyal davranislar ve biyokimyasal parametreler degerlendirilmiistir. Beyin
dokusunda SOD ve CAT aktiviteleri azalmistir. Ayrica, lipid peroksidasyon artarak oksidatif
hasar olusturmustur. Miiller vd. (2017), bu calismalarinda translasyonel ndrobilim
perspektifinden, verilerinin zebra baliklarinin aralikli EtOH uygulamasiin biyokimyasal ve
davranigsal etkilerini anlamak i¢in kullanigl oldugunu vurgulamaktadir.

Agostini vd. (2018), ¢alismada, zebra balig1 beyninde etanol tiiketiminin kolinerjik
sisteme, oksidatif stres ve inflamatuar parametrelere uzun vadeli etkilerini aragtirmislardirg
Baliklar %0,5 etanol ile 7, 14 ve 28 giin boyunca maruz birakilmis ve kolin asetiltransferaz
aktivitesini 7 ve 14 giin sonra inhibe ettigi, ancak 28 giin sonra etkili olmadigini tespit
etmiglerdir. Alkol maruziyetinden sonra tiyobarbiturik asit reaktif tlrleri ve
diklorodihidrofloresin diizeylerinin arttigi bulunmus ve CAT/SOD oraniyla desteklenen
antioksidan aktivitenin degisti saptanmstir. Bu nedenle de bu yazarlar EtOH'un zebra baligi
beyininde oksidatif hasara yol agabilecegini ileri stirmiislerdir.

Jin vd. (2018), Gastrodin tedavisinin zebrafish larvalarinda PTZ ile indiiklenmis
nobetler tizerindeki etkilerini degerlendirmis ve anti-oksidatif savunma ile iligkili altta yatan

mekanizmay1 arastirmiglardir. Gastrodin'e maruziyetten sonra anti-oksidatif aktivite,
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antioksidan enzim aktivitelerinin dl¢limii ve oksidatif stresle iliskili genlerin ekspresyonu
yoluyla PTZ ile indiiklenmis nobetlerde gézlemlenmistir. Gastrodinin PTZ ile indiiklenmis
ndbetleri konsantrasyon bagiml bir sekilde hafiflettigini ve oksidatif stresi diizenleyerek
larval zebrabaliginda daha fazla ndbetten potansiyel olarak korudugunu gostermektedir.

Alkolik karaciger hastaliginin (ALK) erken bir asamasi olan hepatik steatoza karsi
polidatininin etanol ile indiiklenen karaciger hasarini hafifletip hafifletmedigini ve altinda
yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak igin yapilan bir ¢alismada (Lai vd, 2018), 4
giinliik zebra balik larvalar1 (dpf) 32 saat boyunca 350 mmol/L etanol ile muamele edilmis,
ardindan polidatin ile 48 saat tedavi edilmistir. Polidatin burada hepatik steatozu giiclii bir
sekilde hafifletmis ve CYP2Y3, CYP3A65, HMGCRa, HMGCRDb ve FASN gibi alkol ve
lipid metabolizmas: ile ilgili genlerin ekspresyon seviyelerini azaltmistir. Ayrica, polidatin
karacigerdeki oksidatif stresi floresan probuna gore inhibe etmistir. Dahasi, DNA hasari ile
iligkili genlerin (CHOP, GADD45aa) 6nemli 6l¢iide yukar1 regiile edilmis ekspresyonu,
polidatinin larvalarda hepatik apoptozu azalttigini ortaya koymustur. Sonug olarak, polidatin
akut alkolik karaciger hasarli zebra baliklarinin karaciger fonksiyonunu, hepatik yag
birikimini azaltarak, lipid ve etanol metabolizmasini diizelterek, oksidatif stresi ve DNA
hasarini azaltarak iyilestirebililecegi ileri stiriilmistir (Lai vd, 2018).

Rishitha ve Muthuraman, (2018), Zebrabaliklarinda PTZ uygulamasinin bilissel
bozulmanin tedavisinde kati lipid nanopartikiil kuersetinin roliinii arastirmislardir:
Zebrabaliklarinda bellek bozulmasi, 7.5 mM PTZ soliisyonuna maruz birakilarak
indiiklenmigtir. Kati lipid nanopartikiil kuersetinin intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon ile
uygulamislardir. Ogrenme ve bellek seviyeleri; 151k ve karanlik odast testi, boliim tercih testi
ve li¢ bolmeli kompartman testi gibi farkli testlerle degerlendirilmislerdir. Ayrica, PTZ'nin
beyin iizerindeki biyokimyasal degisiklikleri, asetilkolinesteraz aktivitesi, lipid
peroksidasyonu ve azalmis glutatyon diizeyleri agisindan degerlendirilmislerdir. Kat1 lipid
nanopartikiil kuersetinin, PTZ ile indiiklenen norolojik bozulmalarda hafifletici etki
gostermis ve biyokimyasal degisikliklerin diizeltilmesine yardime1 olmustur. Dolayistyla, bu
katt lipid nanopartikiil kuersetinin, potansiyel anti-oksidatif, anti-lipid peroksidatif ve
asetilkolinesteraz inhibitor etkileri oldugunu bildirmislerdir.

Zheng vd. (2018), Syntaxin 1b (STXI1b) geninin beyinde yogun olarak ifade
edildigini ve pentylenetetrazol (PTZ)-indiiklenmis nobetli zebrabalik modelinde ndbetlerle
negatif korelasyon gosterdigini bulmuslardir. PTZ'nin STX1b transkripsiyonunu inhibe
ettigini ancak genis spektrumlu bir epilepsi tedavi ilact olan valproat tarafindan kurtarildigini
gormiislerdir. PTZ-nobetli zebrabalik modelinde, STX1b knockdown larvalarda yiizme
davranisim1 kotiilestirmis ve Ozellikle aydinlatma uyarimi altinda anormal hareketlerin
yoriingesini uyarmis ve beyinde néronal aktivite belirteci geni c-fos'un ekspresyon diizeyleri

o6nemli Olgiide arttigi bulunmustur. Buna karsin, STXI1b asir1 ifadesi, PTZ-indiiklenmis
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ndbetler sonrasi larvalarda nobetleri hafiflettigi ve c-fos ekspresyon diizeylerini azalttigi
tespit edilmistir. Bu bulgular ile, STX1B protein diizeylerinin ndbetlerle negatif korelasyon
gosterdigini ve PTZ-indiiklenmis ndbetli zebrabalik larvalarinda fotosensitif yanitin
duyarhiligim1 azaltabildigini, ayrica STX1B'nin BBR'nin kismen antikonviilsan etkisini
aracilik edebilecegini ifade etmislerdirr.

Canzian vd. (2019), calismalarinda PTZ'in tek bir maruziyet sonrasinda zebra
baliklarinda saldirganligi artirtp artirmadigint  arastirmislardir. Baliklar 10mM  PTZ'e
20 dakika boyunca maruz birakilmis ve iyilesme doneminden sonra farklt zaman
araliklarinda (1 saat, 3 saat, 6saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat) ayna karsisinda gozlenen
saldirganlik ol¢iilmistlir. Baliklar PTZ uygulamasindan sonraki 1 saatten 48 saate kadar
siddetli saldirganlik gdstermisler ve benzer alana giris sayisinda artis yasanmistir. Ancak,
72 saat sonra herhangi bir davranigsal fark gdzlenmemislerdir.

Fontana vd. (2019), Taurin (TAU) tedavisinin zebra baliginin beyin dokusunda
PTZ)ile indiiklenen davranigsal degisikliklerden ve oksidatif stresle iligkili parametrelerden
koruyup korumadigini degerlendirmislerdir. Baliklar, 42, 150 ve 400 mg/L TAU ile (40
dakika) tedavi edilmis ve daha sonra 10 mM PTZ'ye (20 dakika) maruz birakilmistir ve
ndbet benzeri davranislari analiz edilmistir. Test edilen tiim TAU konsantrasyonlari, ilk 150
saniyede nobet siddetini azalttigi, 150 mg/L TAU'nun ndbet benzeri davranis skorlarini
azalttigi, nobet siddetini diisiirdiigli, klonik benzeri sikligin1 azalttigi ve skor 4'e ulasma
stiresini artirdign gézlemlenmistir. TAU (150 mg/L), PTZ'ye meydan okuyan baliklarda
oksidatif stresi onleyerek lipid peroksidasyonunu ve protein karbonilasyonunu azalttigini ve
nonprotein tiyol diizeylerinde degisiklikleri onledigini tespit etmislerdir. Sonug olarak,
TAU'nun zebra baliklarinda PTZ ile indiiklenen ndbet benzeri davraniglari ve beyin oksidatif
stresini azalttigini gostermislerdir.

Mazumder vd. (2019), yaptiklart c¢alismalarinda LY294002'nin PTZ aracili
konviilsiyonlar1 zebra baligi modelindeki antikonviilsan potansiyelini arastrmak igin
tasarlamiglardir. 7 giinliik post-fertilizasyonda olan zebra baligi larvalann PTZ
maruziyetinden once farkli konsantrasyonlarda 1.Y294002 ile inkiibe ermislerdir. Yetiskin
zebra baliginda intraperitoneal enjeksiyon sonrasinda farkli LY294002 konsantrasyonlari ile
PTZ'ye maruz birakilmis ve ardindan beyinlerinde gen ekspresyon c¢alismalar1 yapmislardir.
LY294002'ye maruz kalan larva grubunda kontrol grubuna kiyasla c-fos ekspresyonunda
belirgin bir azalma gozlemlenmistir. 100 nM LY294002 ile tedavi edilen yetiskin zebra
baliklarinda PTZ tarafindan tetiklenen nobet siddeti 6nemli ol¢lide azaldigini, klonik benzeri
nobet baslangig siiresi ise arttirdigi tespit edilmistir.

Sehonova vd. (2019), zebra baliginin embriyonik gelisimi sirasinda amitriptilin 'in
antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin mRNA ekspresyonu {izerine potansiyel etkisini

degerlendirmislerdir. Embriyolari, amitriptilin'in 300 ng/L ve 30 mg/L konsantrasyonlarina
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maruz birakmii ve dollenmeden sonraki 24, 48, 96 ve 144 saatlerde (hpf) Ornekler
almiglardir. Sitokrom P450 1A1, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit
dismutaz ve katalaz mRNA ekspresyonlar1 degerlendirilerek antioksidan ve detoksifikasyon
enzimlerinin zaman igindeki degisimleri incelemislerdir. Embriyonik gelisim sirasinda
mRNA ekspresyonlar1 karakteristik degisiklikler gosterdi ve genellikle ¢ikis sonrasi gegici
degisikliklere neden oldugu; ancak amitriptilin uygulamasinin, 144 saat sonrasinda yalnizca
30 mg/L konsantrasyonunda CAT {izerinde anlamli bir etki olusturdugunu ve bu enzim
onemli dlciide yiikseltilgini rapor etmislerdir.

Cong vd. (2020), Dimetil ftalat (DMP)’in baliklar tizerindeki toksikolojik etkileri
ortaya koymak icin yetigkin zebra baliklarinin karacigerinde akut toksisite, oksidatif hasar,
antioksidan enzim aktiviteleri ve goreceli gen ekspresyon desenleri arastirilmislardir. Katalaz
(CAT) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri, yiiksek DMP konsantrasyonlarinin 96
saat maruziyetten sonra Onemli Ol¢lide azaldigi ve ilgili transkripsiyonel ekspresyonun
yukar1 veya asag1 regiilasyon gosterdigi raporlnmustir.

Gawel vd. (2020), Palmatin (PALM)’in zebra baliklarinda PTZ ile indiiklenmis
ndbet modelindeki etkisini berberin (BERB) ile birlikte degerlendirmislerdir. PALM, EEG
analizi ile dogrulanan anti-nobet 6zellik sergiledigini ve PTZ ile tedavi edilen larvalarda c-
fos ve bdnf seviyelerini azalttigini bulmuslardir. PALM ve BERB'nin 1:2,17 oraninda
kombinasyonunun saf ekstaktin aktivitesini taklit ettigini ve bu iki aktif bilesigin
antikonviilsan aktivitesinden sorumlu oldugunu gostermislerdir. Sonug olarak, yaptiklari
caligmada PALM'n antikonviilsan aktivitesini ilk kez ortaya koymusglar ve PALM ile BERB
kombinasyonunun ayr1 kullammmindan daha yiiksek terapotik degere sahip olabilecegini
Onermiglerdir.

Jin vd. (2020), yaptiklar1 ¢calismada a-Asaronun metabolik {irlinii olan a-asaronoliin,
PTZ ile indiiklenen ndbetler lizerindeki antikonviilsan etkileri zebra baliklar1 modelinde
degerlendirilmis ve altinda yatan mekanizmalar arastirilmislardir. a-Asaronol, konsantrasyon
bagiml bir sekilde nobetleri hafifletmis, nobet latansini artirmig, nobet benzeri davraniglart
ve C-fos ekspresyonunu azaltmis, ayrica anormal nodronal desarjlart azaltmustir. Nobet
geciren zebra baliklar1 ve a-Asaronol 6n tedavi edilmis zebra baliklarinin gen ekspresyon
profillerini karsilastirmiglar ve a-Asaronol'iin nobetleri PPAR- y ekspresyonunu artirarak
azalttigini bulmuslardir.

Zhang vd. (2020), berberinin (BBR) iki tiirevi olan BBR-D1 ve BBR-D2 sentezlemis
ve bunlarin zebra baligi modelinde pentylenetetrazol ile indiiklenmis nobetlerdeki etkileri
karsilagtirmislardir. Tirevlerin hidrofilik/hidrofobik bilesimine bagli olarak antikonviilsan
aktiviteleri arasinda bir iliskisi bulmuslardir. Ayrica, nobet sirasindaki anti-inflamatuar
etkileriyle ilgili mekanizmayi da arastirmiglardir. BBR ve tiirevleri, PTZ uygulamasi sonrasi

nobet baglangi¢ siiresini artirmis ve nobet benzeri davraniglari baskilamistir. BBR ve
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tiirevleri ile muamele edilmis zebra balig1 larvalari, ndbetler sirasinda C-fos ekspresyonunda
ve ndronal desarjda iyilesme gostermistir. Nobet ilerlemesi sirasinda inflamatuar yanitlar,
makrofaj ve notrofillerin toplanmasi ile birlikte tiimor nekroz faktorii alfa (TNFa),
interleukin 1 beta (IL1B) ve interleukin 6 (IL6) gibi molekiillerin yukar1 regiilasyonunu
icerdigini bildirmislerdir Bu etki, BBR ve tiirevlerinin uygulanmasi ile 6nemli Olglide
baskilanmistir. BBR ve tiirevlerinin PTZ-indiiklenmis nébetleri hafiflettigini ve zebra
baliginda daha fazla ndbetin olusmasindan potansiyel olarak koruyacak sekilde anti-
inflamatuar etkiyi diizenledigini ileri stirmiislerdir.

Aksakal vd. (2021), 8 hafta boyunca ar1 siiti beslenen baliklarda siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferaz enzim
aktiviteleri ve ekspresyon profilleri iizerindeki etkileri arastirdiklar1 bir ¢aligmada; kas,
karaciger ve bobrek dokularindan elde edilen 6rneklerde, enzim aktivitelerinde artiilar ve
azalmalarin oldugunu goézlemislerdir. Ancak, gen ekspresyonu ile enzim aktivitesi arasinda
tiim dokularda anlamli bir korelasyon gozlenmemistir.

Gawel vd. (2021), Zingiber officinale metanolik ekstraktinin PTZ uygulanmig larval
zebra baliklarinda antikonviilsan aktivite gosterdigini arastirmiglardir. Daha sonra, Z.
officinale rizomunun 6nemli bir bileseni olan 6-gingerol (6-GIN)’ii larval zebra baliklarinda
PTZ ile indiiklenen hiperlokomosyon ndbet denemesinde doza bagimli antikonviilsan
aktivite gosterdigini elektroensefalografik olarak ortaya koymuslardir. 6-GIN PTZ ile tedavi
edilen baliklarda GLU seviyesini azalttigini ve sadece PTZ uygulanmig baliklarla
karsilastirildiginda GLU/GABA oranini azalttigini bildirmislerdir.

Hacke vd. (2021), ¢alismasinda Cymbopogon citratus'un yapraklarindan elde edilen
esansiyel yag (EO) ve hidroalkolik ekstraktin (E1) yani sira, bu bitkinin ilgili bilesikleri sitral
(CIT) ve geraniolin (GER) pentylenetetrazol (PTZ) ile indiiklenen ndbetlerin zebra
baliklarinda antikonviilsan ve ndrokoruyucu etkilerini incelemislerdir. Orneklerin
antikonviilsan o6zelliklerini degerlendirmek icgin yetiskin baliklar esansiyel yaglara ve
ardindan PTZ c¢ozeltisine maruz birakilmigtir. Oksidatif stres belirtegleri malondialdehit
(MDA), glutatyon (GSH), katalaz (CAT) ve nitrik oksit (NO), PTZ maruziyetinden sonra
zebrafish beyin homojenatlarinda degerlendirmislerdir. Yazarlar , C. citratus’dan elde edilen
EO, E1, CIT ve GER'in zebra baliklarinda antikonviilsan etkilere sahip oldugunu ve epilepsi
tedavisi ig¢in umut verici bir yardimci terapotik strateji olarak kullanilabilecegini ileri
stirmiiglerdir.

Issac vd. (2021), morinin zebra baligi larva modelindeki 1 mM HO; ile oksidatif
stres olusturarak olasi bir antioksidan ve norokoruyucu olarak oksidatif stres (H.0-)
etkilerini incelemis ve baliklarin SOD, CAT, glutatyon, glutatyon peroksidaz aktivitesi,
glutatyon S transferaz, asetilkolinesteraz aktivitesi ve nitrat diizeyi gibi enzim diizeylerini

tespit etmislerdir. Calismada, morinin 20 ile 60 pM konsantrasyonlar1 arasinda larvalara
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zarar vermedigi, ancak 80 ile 100 uM arasinda olmayan 6liimciil deformiteler olusturdugu
goriilmiistiir. Ayrica, antioksidan enzimlerin lipid peroksidasyona karit ndrokoruyucu
etkisinin oldugu bulunmustur. Apoptoz ve hiicresel ROS diizeyleri, morin ile birlikte inkiibe
edildiginde larvalarda azalmistir. Morin tedavisinin, oksidatif stres karsisinda antioksidan
enzimleri regiile ettigini tespit etmislerdir.

Kim vd. (2021), GM-90432'nin norokimyasal profil tabanli bir yaklasim ile
pentylenetetrazol (PTZ) ile indiiklenmis epileptik ndbet goriilen zebra balik modelindeki
antiepileptik etkilerini arastirmiglardir. GM-90432, beyin dokusunda 5-hidroksitriptamin, 17-
B-ostradiol, dihidrotestosteron, progesteron, Sa-dihidroprogesteron ve allopregnanolon
diizeylerini artirmis ve normetanefrin, gamma-aminobiitirik asit ve kortizol diizeylerini
azaltarak PTZ ile indiiklenmis epileptik davraniglar1 etkili bir sekilde diizeltmistir. GM-
90432 ayrica PTZ ile indiiklenen oksidatif stres ve zebrafish 6liimiine karsi koruyucu bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Perumal vd. (2021), Bir sekoiridoid glikozit maddesini zebra baliklarindaki
tosisitesini arastirmiglar ve balik embriyolarinda morfolojik degisiklikler gdzlemlenmistir.
Ayrica, yetiskin zebra baliklarinda bu bilesigin balik karacigerine etkisi belirlenmistir.
Stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, indirgenmis glutatyon seviyeleri,
glutatyon S-transferaz, laktat dehidrojenaz, glutamik oksaloasetik transaminaz, lipid
peroksidasyon ve glutamik piriivik transaminaz enzim profillemesi degerlendirilmistir. Bu
maddenin diisiik konsantrasyonlarda (40 uM) giivenli bir ila¢ oldugunu goériilmiistiir.

Raju vd. (2021), Channa striatus'un kas transkriptomundan elde etmis oldugu ve
RM12 adi verilen bir antioksidan peptidi, in vivo olarak antioksidan o6zelliklerini tespit
etmek i¢in zebra baligi embriyosunda denemis ve embriyolart 5 mM H:O, stresi altinda
intraseliiler ROS seviyesi ile degerlendirerek apoptoz inhibisyonu incelemislerdir. H,O»
stresli zebra baligi embriyosundan antioksidan enzimler ekstrakte edilmis ve intraseliiler
ROS RM12 tarafindan azaltildig1 saptanmstir.

Sharma vd. (2021), yaptiklari c¢aligmada, hesperidinin PTZ ile indiiklenmis
konviilsiyonlar {izerindeki antikonviilsan etkisini arastirmiglardir. Saglikli zebra balig
larvalari, PTZ'ye maruz kalmadan 6nce hesperidin (1, 5 ve 10 pM) ile 1 saat muamele
edilmis ve ndbetlerin gecikmesini 6nemli dl¢lide artirmistir. PTZ'ye maruz kalan larvalarda
hesperidin inkiibasyonunu takiben sinirsel uyarilmanin baskilanmasini destekleyen c-fos
ekspresyonunda 6nemli bir azalma gozlenmistir.

Velayutham vd. (2021), NV 14 adi verilen ve Arthrospira platensis’den sentezlenen
yeni bir peptidin H.O;’e maruz birakilmasiyla zebra baligi larvalarinda yapilan in vivo
tedavisi gelisimsel toksisite belirtileri gostermedigini ortaya koyduklari calismalarin da
siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini

artirdi@ini; ayrica malondialdehit (MDA) seviyelerini anlamli sekilde azatligini ve siiperoksit
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radikal aktivitesini artirdigini tespit etmislerdir. NV 14 peptidi dnceden tedavi edilen zebra
baligi larvalarinda, H»O; ile indiiklenen genel oksidatif stres sirasinda glutatyon peroksidaz,
y-glutamil sistein sentaz ve glutatyon S-transferaz gibi antioksidan enzim genlerinin
ekspresyonunun arttig1 ortaya konulmustur.

Torres vd. (2021), zebra baliginda EtOH tiikketiminin merkezi sinir sistemi
tizerindeki etkilerini incelemek i¢in planlamig oldukalar1 bir c¢alismada, altin
nanoparcaciklart (GNP) 'min zebra baligi beyinlerinde EtOH tarafindan indiiklenen
asetilkolinesteraz aktivitesi ve oksidatif stres tizerindeki etkilerini eszamanli veya dnceden
tedavi ile Onleyip Onlemedigini arastirmiglardir. Yetigkin zebra baliklarima EtOH
uygulamasindan 1 saat 6nce 2.5 mg/L GNP ile 6nceden tedavi yapilmis ve ayni siire boyunca
her iki maddeye eszamanli olarak tedavi edilmistir. GNP ile Onceden tedavi, EtOH
tarafindan indiiklenen asetilkolinesteraz aktivitesindeki artis1 6nlememis, ancak 2.5 mg/L
GNP ile eszamanli tedavi bu artisa karst koruma saglamistir. GNP, EtOH ile eszamanl
olarak tedavi edildiginde tiyobarbitiirik asit reaktif tiirler ve dihidrodiklorofloresin
seviyelerini 6nemli Olciide azalttigt ve GNP, EtOH tarafindan indiiklenen siiperoksit
dismutaz ve katalaz aktivitesindeki artisi 6nledigi tespit edilmistir. Bu bulgular sonrasinda,
zebra baligmin alkoliin kotiiye kullanimi ile iligkili bozukluklara karsi nanoparcaciklarin
incelenmesi icin ilging bir perspektif sundugunu ve model organizma olarak
kullanilabilecegini 6ne slirmiislerdir.

Alkol metabolizmasi reaktif oksijen tiirleri (ROS) lirettigi bilinmektedir. Bu nedenle
alkol kotiiye kullaniminin beyin lizerinde zararli bir etkisi vardir. Zebra baligi, toksik
maddelerin taramasi ve akut etanol maruziyeti modellerinde sik¢a kullanilan bir omurgalidir.
Baldin vd. (2022), Gallik asid Ontedavisinin (24 saat) zebra balig1 beyinindeki akut etanol
maruziyeti (1 saat) tarafindan uyarilan purinerjik sinyal yolaklarindaki degisiklikleri, hiicre
dis1 niikleotidlerin par¢alanmasi ve oksidatif stres yoluyla degerlendirdikleri bir ¢alismasinda
etanol tarafindan artirilan lipid peroksidasyonu ve diklorodihidrofliiorescein (DCFH)
seviyelerini Onledigini ve etanoliin siiperoksit dismutaz (SOD) iizerindeki etkilerine karsi
olumlu bir sekilde diizenledigi gosterilmistir, ancak katalaz (CAT) {izerinde etkili olmadig1
belirlenmistir.

Li vd. (2022), Procambarus clarkii kabuk protein hidrolizatlarinin (PCSPHs) diyet
takviyesinin zebra baligindaki biiylime performansi, kas biyokimyasal gostergeleri ve
histolojik ozellikleri iizerine etkilerini analiz etmislerdir. Ayrica kas antioksidan kapasitesi
ve sirkadiyen saat genlerinin ekspresyon degisiklikleri de degerlendirmislerdir. Besleme
sonrasi, PCSPHs takviyesi ile beslenen zebra baliklarimin son viicut agirhigi, agirhik artis
orani ve spesifik biiylime oran1 normal diyetten beslenenlere gére 6nemli 6lgiide yiiksekti ve
kas trigliserit ve aspartat aminotransferaz igerikleri azaldigim1 ve ayni zamanda, PCSPHs

takviyesi ile beslenme, zebra baliklarinin toplam amino asit igerigini ve miyofiber yapisini
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iyilestirdigi, antioksidan enzim aktiviteleri olan toplam siiperoksit dismutaz (T-SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon (GSH) igerigi arttig1 bulunmustur.

Song vd. (2022), antioksidan potansiyele sahip dogal bir polifenol bilesigi olan
kurkuminin (CUR), , transgenik zebra baliklarinda karaciger ile karaciger hasari modeli
olusturmak igin %2 etanol (ETH) kullanilarak olustuduklari ¢aligmalarinda déllenmeden
sonraki 144 saatte (hpf) artmig bir vakuol orani goriilmiis, bu da 6nerilen modelin karaciger
hasarini indiiklemekte etkili oldugunu dogrulamistir. Ancak, etanol kurkumin ile birlikte
maruz kalindiginda, floresan alani ve sinyal yogunlugu ile vakuol orani kontrol grubundaki
seviyelerle benzer oldugu ve glutatyon metabolizmasi ile ilgili genlerin (gsr, gpxla, gstpl,
gstol, ve idhla) ekspresyon modelini degistirdigini gosterdi. CUR ayrica, etanol maruziyeti
sonucu azalan glutatyon (GSH) seviyesini artirdigini tespit etmislerdir.

Zhao vd. (2022), tibbi ve yenilebilir bitki olan Penthorum chinense (PCP)'nin etanol
tarafindan indiiklenen karaciger hasarimi azaltmadaki mekanizmasini aydinlatmak igin
Karaciger spesifik transgenik zebra balig1 larvalari, déllenmeden ii¢ giin sonra (3 dpf), farkl
PCP konsantrasyonlar1 (100, 50 ve 25 pg/mL) ile 48 saat boyunca tedavi etmis, 32 saat
boyunca 350 mM etanol i¢inde bekletilmislerdir. PCP, zebra balig1 karaciger fonksiyonunu
restore etmistir. Ayrica, doza bagl olarak PCP, sitokrom P450 2E1 (CYP2EI) ifadesini
engellemis, hiicre i¢i reaktif tiretimini azaltmis ve karaciger yag birikimini ve oksidatif hasari
hafifletmistir. PCP, kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) ifadesini azaltarak, niikleus
faktor-E2-related factor 2 (Nrf2) ifadesini (niikleusa tasinarak) artirarak ve sistemik oksidatif
stresi azaltarak hepatoprotektif islevini yerine getirmistir. Ayrica, PCP, sequestosome 1
(p62/SQSTMI, p62), Atgl3 ve Beclin 1 ifadelerini azaltarak, otomfaji sinyal yolunu yukari
regiile etmistir.

Moraes vd. (2023), zebra baliklarinda hafif, agir, esnek olmayan ve negatif takviye
olarak tanimlanan dort etanol tercih fenotipini karakterize etmislerdir. Bu amagla, beyinde
telomer uzunlugunu, mtDNA kopya sayisin1 gercek zamanh kantitatif PCR (qPCR)
kullanarak degerlendirdik ve antioksidan enzimler olan CAT-SOD-GPx- aktivitelerini
incelemisler ve bu biyobelirtegler arasindaki etkilesimleri degerlendirmislerdir. Bu
parametrelerde gozlenen degisiklikler etanol tiiketimi ve alkol kotiiye kullanimi ile
iliskilendirmislerdir. Agir, esnek olmayan ve negatif takviye telomer kisalmasi gosterdigi
gibi yiikksek SOD/CAT ve/veya GPx aktiviteleri gostermistir. Ancak, etanol tercihi olmayan
hafif fenotip, ilagla temas ettikten sonra bile analiz edilen parametrelerde herhangi bir
degisiklik gostermemistir. Ayrica, telomer uzunlugu ile SOD ve CAT aktivitesi arasinda
negatif bir korelasyon bulunmustur.

Ustiindag vd. (2023), calismalarinda zebra baliklar1 embriyolarinda morfinin PTZ ile
indiiklenen epilepsi modelindeki etkilerini degerlendirmayi, lokomotor aktiviteyi ve oksidan-

antioksidan durumu, inflamasyonu ve kolinerjik sistem ile noronal aktivite isaretleyicileri c-
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fos, bdnf ve opioid reseptorlerini igeren parametreleri belirlemeyi amaglamiglardir. Zebra
balig1 embriyolar1 72 saat sonrasinda PTZ (20 mM), VPA (1 mM) ve morfine (MOR) (100
puM) maruz birakilmigtir. MOR ve VPA 6n islem goren gruplar, PTZ maruziyetinden 20
dakika 6nce MOR (MOR + PTZ) veya VPA (VPA + PTZ) ile tedavi edilmistir. Oksidan-
antioksidan sistem parametreleri, asetilkolinesteraz aktivitesi ve sialik asit seviyeleri
spektrofotometrik yontemlerle degerlendirilmistir. C-fos, BDNF, OPRM1 ve OPRD1
genlerinin ekspresyonlar1 RT-PCR ile analiz edilmistir.. MOR'un PTZ ile indiiklenen
epileptojenik siire¢ karsisindaki iyilestirici etkisinde, inflamatuar ve oksidan-antioksidan
sistem parametrelerinin, C-fos, BDNF ve opioid reseptérii OPRM1'in restorasyonu etkili
olabilecegini bildirmislerdir.

Paravani vd. (2024), Ostrojen 17a-etinilestradiol (EE2) cevresel kirleticilerin iireme
sistemine dogrudan veya dolayli olarak etki ederek gelisimi ve dogurganlig1 bozabilecegini
gdz Onilinde bulundurarak zebra baliklarinda EE2'in hiicresel oksidatif durumu nasil
degistirdigi hakkinda bilgiler elde etmek i¢in bir ¢alisma planlamislar ve EE2'ye in vivo
maruz kalan yetiskin zebra baliginin solungac hiicrelerindeki etkisini degerlendirmisler vr
oksidatif stres yollarinda yer alan ana enzimleri analiz etmislerdir. EE2'ye maruz kaldiktan

sonra Mn-SOD ve CAT genlerinin mRNA diizeylerinde artis oldugunu gostermislerdir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Serbest Radikaller ve Epilepsi

Epilepsi hastalarmin yaklasik tiicte biri mevcut medikal tedavilere cevap
vermemektedir (Schuele ve Luders, 2008). Farkli antiepileptojenik ilaglar cevap yanitlarina
bagl olarak segilim kriteri olmaksizin hastalarda denenmek zorunda kalinmakta ve cevap
alman vakalarda da ilag tedavisi nobetleri semptomatik olarak engelleyebilmektedir ve
mevcut antiepileptojenik ilaglarin epilepsiye neden olan beyin anormalliklerini
diizeltebilecegi ya da epilepsinin dogal gelisimini degistirebilecegine dair yeterli bir kanit
yoktur. Dolayistyla epileptogenezi engelleyen veya hiicresel ve molekiiler mekanizmalari
tersine ¢eviren (antiepileptojenik aktiviteye sahip) yeni tedavi yaklasimlarina ihtiyag
duyulmaktadir (Dichter 2006, Loscher ve Schmidt 2006, Stefan vd.2006). Bu tedavilerin
gelistirilmesi ise epileptogenezi sekillendiren biyolojik siireclerin daha iyi anlagilmasiyla
gerceklesebilir (Zeng vd. 2009). Ayrica epileptogeneze yatkinlik durumunda bireysel
farkliliklarin olmasi kisiye 6zgii tedavi yaklagimlarina da gerek oldugunu gostermektedir.

Epilepsi genetik ve/veya cevresel etkenlere bagli bir bozukluktur (Wayne 2009). Cok
sayida hastalik epilepsiye neden olabilir ancak epilepsi hastalarinin %50 den fazlasinda
belirgin bir neden bulunamamaktadir ve bu vakalar idiyopatik epilepsi hastalar1 olarak
adlandirilmaktadir. Idiyopatik epilepsilerin patogenezi halen bilinmemekle beraber bu
vakalarin %80’ i ilagla kontrol edilebilmekte geriye kalan %20’ de ise ilaca-direngli epilepsi
gelismektedir (Shorvon 1996). Epilepsinin tanisi temel olarak detayli, giivenilir klinik
bulgularla, hasta oykiisiiyle ve elektroensefalogram (EEG) bulgulariyla konmaktadir. Ancak
tipi yeterince agik olmayan klinik bulgular ve hasta 6ykiisii baz1 vakalarda tan1 konmasini
giiclestirmektedir. Epilepsi tiim yasam boyunca siirebilir, bu nedenle epilepsi hastalar1 yasam
boyu siiren ilag tedavisine ihtiyag¢ duyabilirler (Engel 1989).

Serbest radikaller sik sik biyolojik redoks reaksiyonlarm iiretmektedirler. Ayrica
serbest radikaller fazla miktarda ila¢ kullanimu, kirlilik, agir metaller, 1s1, ultraviyole 1sinlar
veya iyonize radyasyon formlar1 gibi pek ¢ok dis etkene bagli olarakda viicutta iiretilirler
(Cheeseman ve Slater, 1993; Halliwell ve Gutteridge, 1999). Reaktif tiirlerin kontrolsiiz bir
sekilde tiretiminin artmasi, viicutta genis bir biyolojik molekiil yelpazesinde geri doniisiimii
zor veya imkansiz hiicresel hasar yada hastaliklarla sonuglanan bir dizi zincir reaksiyona
neden olurlar (Ekmekcioglu, 2006). Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu zararlara ve
kanser de dahil olmak {izere bir ¢ok hastaligin fizyolojisinde ve patolojisinde bu iiriinlerin

etkilerinin arastirildig1 ¢alismalara biiytik ilgi vardir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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Epilepsi nobetlerinden kaynaklanan beyin hasari, noral hiicre Sliimiine katkida
bulunan ¢ok sayida faktorii igeren dinamik bir siirectir. Bu siiregler genetic faktorleri, hiicre
ici elektrolit metabolizmasinda bozulmalara yol acan glutamate arach toksisite durumunu,
oksidatif stress, mitokondriyal bozukluk ve asir1 artmig sitokin konsantrasyon durumunu
icermektedir (Ferriero, 2005). Epileptik ndbet aktivitesinde hiicresel diizeyde N-metil-D-
aspartat (NMDA) bagimli iyon kanallarinin araciligiyla biiyiik oranda kalsiyum akisi
baslatilmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum miktarinin fazlaligi, epileptik nobet sonrasi akut noral
hiicre 6liimiinii tetikleyen biyokimyasal bozukluklara neden olur. Ayrica hiicre i¢i yiiksek
kalsiyum miktar1 reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina, mitokondrianin ayrismasina ve
hiicrenin  fonksiyonlarina miidahale edebilen katabolic enzimlerin aktivasyonunu
tetiklemektedir (Patel, 2004). Mitokondriyal membranin siirekli olarak sitozolik kalsiyum
(Ca2+) iyonlarina maruz kalmasi sonrasinda olusan depolarizasyon ve artan reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimi nedeniyle NADPH ve ATP iiretimi bozulabilmektedir (Schuchmann
vd.1999). Uzun surely epileptic durum sonrasinda ATP iiretiminde bir bozulmanin oldugu
ileri strilmistiir (Gupta vd. 2001). Serbest radikallerin epilepside hem sebep ve hem de
sonug tiriinii oldugu kanitlanmistir (Patel, 2004).

Oksidatif stress ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, ndbet bozukluklar1 da dahil
olmak iizere pek cok néorolojik bozukluklarda onemli bir rol oynamaktadir (Ashrafi vd.
2007a, b). Ratlarda deneysel olarak olusturulan epilepsi modelinde serebral korteksde artan
bir oksidatif stress oldugu tespit edilmistir (Lores Arnaiz vd.1998). Mitokondriyumda olusan
oksidatif reaksiyonlar viicut dokularinda ve sinir sistemi hiicrelerinde oksijen radikali
iretimini artirmaktadir. Eger hiicrede giiglii bir antioksidan savunma sistemi varsa,
antioksidanlar tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerinden korunabilirler. Sistem,
normal durumun &tesinde asir1 kullanildiginda veya kronik olarak etkinlestirildiginde yan
tiriinlerdeki anormal artiglar noral hiicre hasarina neden olabilir (Ashrafi vd. 2007a. b).

Epilepsinin mekanizmasi {lizerine yapilan ¢aligmalar daha ¢ok rodent kullanilarak
yapimistir. Diger memeli tiirleri nadir olarak incelenmektedir. Daha basit yapidaki
organizmalar da epileptik nobet modellemelerinde kullanilmistir. Bu organizmalarla yapilan
modellemelerin; basit bir sinir sistemine sahip olmalar1 nedeniyle insanlardaki epileptik
nobetler ile iliskisinin olamayacagi iizerine pek ¢ok tartigma vardir. Fakat, omurgalilar
arasinda pek ¢ok noral fonksiyonun balik ve diger basit yapili omurgalilarda bulunmas,
bunlarm ¢esitli ndrolojik  bozukluklar i¢in uygun modeler olusturabilecegini
diistindiirmektedir. Gergekten de zebra balig1 gibi basit omurgalilar ile yapilan ¢aligmalar,
memelilerdeki beyin gelisim mekanizmasinin agiklanmasinda biiyiik rol oynamistir. Zebra
baligi gelisimsel ve genetic ¢alismalar igin kolaylikla temin edilebilen ve bir¢ok insan
hastaligina karsi modellemesi olduk¢a kolay olan bir tatlisu baligidir. Zebra baligmin

ozellikle genom sekansinin tamamlanmasindan sonra insan hastaliklarinin ¢alisilmasi igin iyi
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bir model organizma oldugu goriilmiistiir. Gelisiminin ilk devresi yiiksek yapili omurgalilara
olan benzerligi ve ¢ok sayida geninde 6zellikle insan gen yapisina uygunluk goriilmesi bu
baligin model organizma olarak kullaniminmi kagiilmaz hale getirmistir. Zebra baliginin
embriyo ve larvalarmin seffaf 6zellikte olmasi mutasyonlarin hizli ve etkili bir sekilde
taninmasina neden olmaktadir. (Sun vd. 2004; Lieschke ve Currie, 2007). Zebra baligi
kullanilarak insanlarda hemen hemen biitiin organlarda modelleme ¢alismasi yapilabilinir.
Cevresel toksik maddelerin etkilerinin arastirilmasi zebra baliklarinda rutin ¢calismalar haline
gelmistir (Zhang vd. 2003). Zebra baliginda deneysel olarak olusturulan neoplasm’larin
insanlardaki kanser vakalarina benzedigi histolojik olarak ortaya konulmustur (Stern vd.
2003). Yine ila¢ uygulamalarinda apoptoz ve anjiyogenezis ¢alismalarinda iyi bir model
organizma oldugu bildirilmistir (Habeck vd. 2002). Zebra baliginin bakimi oldukg¢a kolaydir.
Kiiciik bir balik olmas1 yer bakimindan avantaj saglamaktadir. Kisa bir olgunlagsma devresine
sahiptir. Haftada 200-300 yumurta alinabilir. Buda bir defada bir ¢ok denek tizerinde ¢alisma
imkani1 saglamaktadir. Embriyo ve larvalar1 seffaftir. Buda kanser veya diger patolojik
bozukluklarin izlenmesine firsat vermektedir. Zebrabalig1 insana benzer bir genetik yapi
gostermektedir. Bu baligin genomik yapisi tamamen aydmlatilmigtir. 1.505.581.940 baz
ciftine sahip olup 26.247 proteinden olugsmaktadir. Genlerinin %72’si insanlar ile
uyusmaktadir. Insan hastaliklariyla baglantili oldugu bilinen genlerin %84’{i zebra
baliklarinda mevcuttur (Ensembl, 2013). Bu 06zelliklerden dolay1 zebra baliginin model
organizma olarak kullanimi giin gectik¢e artmaktadir.

Alkol dolayli olarak membran akigskanliginda, kanal ve pompalarda ve iyonik
gecislerde degisikliklere neden olur. Son zamanlarda, cesitli ¢aligmalar, muhtemelen ROS
olusumu yoluyla, alkol aracili kan ve doku toksisitesinin gelisiminde oksidatif stresin roliinii
incelemistir (Shipoor vd. 2008; Caliskan vd. 2010). Alkol, mitokondriyal ve sitoplazmik
membranin oksidasyonunu, lipidleri baslatir, membranlara zarar verir ve ROS olusumuna
yol acgar (Siler-Marsiglio vd. 2004). Bazi bilim adamlari, alkoliin lipid peroksidasyonunu
indiikledigi ve alkolik insanlarda ve deney hayvanlarinda ROS olusumuna bagli olarak
glutatyon ve C vitamini gibi antioksidanlar1 azalttig1 gosterilmistir (Fernandez-Sola vd.1998;

Caliskan vd. 2010).

2.2 Alkol Metabolizmasi ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusumu

Alkol tiiketimi, alinan alkol miktarma bagl olarak iki asamali bir kardiyovaskiiler
etkiye sahiptir. Disiik ila orta dozlarda, alkoliin kardiyovaskiiler sisteme olumlu etkisi
vardir. Ancak, kronik yiiksek doz alkol alimi1 dogrudan kan basincim yiikseltme, konjestif

kalp yetmezligi, karaciger hastalig1 ve diger etanol kaynakli hastaliklarin gelisme olasiligini
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artirma ile iliskilidir. Alkol ayrica renin-angiotensin aldosteron ekseni, adrenerjik sinir
sistemi atimi, kortizol salgis1 ve insiilin duyarliligini azaltma, kalp atis hizim1 ve periferik kas
tonusunu diisiirme ve endotel disfonksiyonuna neden olma gibi etkileri kétiilestirir (Estruch
vd. 2004).

Etanol kétiiye kullanimi tarafindan tetiklenen ciddi klinik sorunlar arasinda karaciger
hastaliklart 6ne ¢ikar, ¢iinkii karaciger etanol metabolizmasiin baslica yeri ve o6zellikle
asetaldehit olmak tizere kendi reaktif metabolitlerinin hedefidir (Henzel vd. 2004). Alkol
alindiginda, karacigerde enzimatik aktivite tarafindan sitozol, mikrozomlar ve
peroksizomlarda genis l¢iide metabolize edilir, bu da asetaldehitin olusturulmasina yol acar.
Asetaldehit, mitokondrilerde asetaldehid dehidrogenaz tarafindan asetata daha da oksitlenen,
serbest radikaller/reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olan toksik bir maddedir
(Husain vd. 2005). Alkol metabolizma enzimi sitokrom P450 veya mikrozomal etanol
oksidasyon sistemi (MEOS) (Lieber vd. 1994), alkol aracili etkilesimlerde merkezi bir rol
oynar.

Sitokrom P450, biri sitokrom P450 rediiktaz (EC 1.6.2.4) digeri Sitokrom P450 2E1
(CYP2E1 olan iki enzimden olusur, her ikisi de endoplazmik retikulumun membranina
gomiiliidiir. Alkole ek olarak, CYP2E1 birgok bilesigi, asetaldehit dahil olmak fizere
metabolize edebilir. Etanol bagimli oksidatif stres, hepatositlerin endoplazmik retikulum
(ER) membraninda etanolii metabolize ederken bol miktarda hidrojen peroksit ve siiperoksit
anyon radikal gibi ROS (reaktif oksijen tiirleri) iireten sitokrom P450-2E1'in (CYP2E1)
indiiksiyonuna neden olur (Lu ve Cederbaum, 2008). Hem akut hem de kronik alkol tiiketimi
asirt reaktif oksijen tilirleri (ROS)/serbest radikal tretir. Bu nedenle, ROS bir¢ok alkolle
iliskili hastalikta rol oynamaktadir (Conde de la Rosa vd. 2008).

2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif Oksijen Tiirleri Serbest radikaller, eslenmemis elektronlara sahip molekiiller
veya atomlardir. Radikaller, normal oksidasyonun yan {irlinleri olarak hiicrelerde {iretilir.
Cogu radikal, normal hiicre aerobik solunum sirasinda olusur (Gutteridge ve Halliwell,
2000). Serbest radikaller, kimyasal reaksiyonlarin seyrinde kisa bir siire bagimsiz olarak var
olabilirler (Halliwell ve Gutterridge, 1990). Eslenmemis elektron, serbest radikallere énemli
bir reaktivite derecesi verir. Oksijenden tiireyen radikaller, yasayan sistemlerde olusan
radikal tiirlerinin en Onemli smifin1 temsil eder. Serbest radikaller ve ROS birkag
biyomolekiille reaksiyona girer ve bir zincir reaksiyonunu baslatir. Bu reaksiyonlar, serbest
radikallerin yok edilmesiyle durur. Olusan serbest radikal, baska bir serbest radikal veya bir

zincir kirma veya birincil antioksidan ile reaksiyona girer. Serbest radikaller, diger hiicresel
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yapilarla etkilesime giren yiiksek reaktif molekiillerdir. Eglenmemis elektron igerdikleri i¢in
kararli bir ¢ift iiretilene kadar diger elektronlar1 almak igin ¢abalarlar. Ornegin, oksijenin iki
eslenmemis elektronu vardir. Oksijen, oksijen kullanan organizmalar i¢in hiicresel
metabolizmada nihai elektron alic1 olarak dort elektron alabilir (yani, dort elektronla

indirgenebilir) (Miller vd. 1990).

2.4 Reaktif Oksijen Tiirlerinin Biyolojik Etkileri

Biyolojik sistemlerde ROS'un bir¢ok yararli etkisi bulunmaktadir. Bunlar, hiicresel

sinyallesme ve redoks diizenlemesinde faydalidir. Nitrik oksit (NO), bir sinyal molekiilii
olarak bulunmus ve transkripsiyon faktorii aktiviteleri ve gen ekspresyonunun diger
belirleyicilerini diizenlemektedir (Furchgott, 1995). Hidrojen peroksit ve siiperoksit, benzer
hiicresel fonksiyonlar gosterirler (Patel vd. 2000). Bir¢ok sitokin, biiytime faktorii, hormon
ve norotransmitter, hiicresel sinyal iletiminde ROS'u ikincil haberciler olarak kullanir
(Thannickal ve Fanburg, 2000). Radikallerin baska onemli bir islevi ise enfeksiyona karsi
savunma mekanizmas1 olarak hareket etmektir. Aktive edilmis fagositler, hiicrelere giren
bakterileri 6ldiiren ROS iiretirler (Thomas vd. 1988).
Paradoksal bir sekilde, radikallerin bir¢ok zararli etkisi vardir. Hiicrelerin 6nemli
bilesenlerini kalic1 olarak okside ederek onlara zarar verirler. Lipitleri, proteinleri, DNA'y1
ve diger doymamis yag asitlerini oksitlerler (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Hidroksil
radikal, viicutta olusan tiim radikaller arasinda en reaktif olanidir. Canli hiicredeki herhangi
bir molekiille reaksiyona girebilme kapasitesine sahiptir (Halliwell, 1989).

ROS'un mutajenik oldugu bulunmustur. Ozellikle *OH radikalleri ile reaksiyona
girerek DNA'y1 hasarlarlar ve DNA'nin kirilmasiyla modifiye ederler, bu da yapisal
degisikliklere neden olur (Marnett, 2000). DNA'daki yapisal degisiklikler mutasyonlara ve
sitotoksik etkilere yol agar (Diplock, 1991), bu da sirasiyla kanser ve diger hastaliklara neden
olabilir. ROS tarafindan amino asit kalintilar1 oksitlenir ve ya modifiye edilmis ve daha az
aktif enzimlere ya da denatiire olmus ve islevsiz enzimlere neden olur (Butterfield vd. 1998).
Kiikiirt veya selenyum kalintilar1 igeren amino asitler, radikaller tarafindan oksidasyona daha
yatkindir (Jonas ve Elias, 2001).

ROS, lipid peroksidasyonuna neden olur. Lipidler, hiicrenin énemli bir parcasini
olusturur. Lipidler, oksijenle reaksiyona girerek parcalanir, bu siirece oto-oksidasyon denir.
Poli doymamis yag asitlerinin doymamis bolgeleri serbest radikaller tarafindan kolayca
saldirtya ugrar. Bu siireg, baslangi¢, cogaltma ve sonlandirma reaksiyonlar1 olmak {izere ii¢

asamay1 icerir. Bu, serbest radikaller tarafindan baslatilan bir zincir reaksiyonudur ve
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doymamuig yag asitlerinden olusan diger serbest radikallerin siirekli bir kaynagini saglar ve
daha fazla peroksidasyonu baglatir (Powers vd. 1999).

Serbest radikaller, i¢sel kaynaklar, digsal kaynaklar ve fizyolojik faktorler tarafindan
iiretilir. Igsel kaynaklar, enzimatik reaksiyonlar yoluyla serbest radikalleri iiretir. Bunlar
arasinda mitokondriyal solunum zinciri, fagositoz ve prostaglandin sentezi, sitokrom P450
sistemi, ksantin oksidazi igeren reaksiyonlar, fagositoz, demir ve diger gecis metalleri,
peroksizomlar, arakidonat yollari, egzersiz, iskemi, reperfiizyon ve inflamasyon
bulunmaktadir. Dissal kaynaklar, iyonlastirici radyasyonlar tarafindan baslatilan organik
bilesiklerin enzimatik olmayan reaksiyonlariyla serbest radikalleri iiretir. Serbest radikallerin
diger dissal kaynaklari, sigara dumani, ¢evresel kirleticiler, radyasyonlar, ultraviyole 1sik,
ozon, belirli ilaglar, pestisitler ve anesteziklerdir. Fizyolojik faktorler arasinda stres, duygu
ve hastalik kosullar serbest radikallerin olusumundan sorumludur (Knight, 1998).

Serbest radikaller, milisaniye, mikrosaniye veya nanosaniye yar1 Omiirlere sahip ¢ok
kisa Omiirlidiir ve bir¢ok insan hastaliginin yani sira yaslanmanin etiyolojisinde de rol
oynamistir (Harman, 1956). Serbest radikaller, Diisiik yogunluklu lipoproteinleri (LDL)
oksitler ve aterosklerotik plaklarin olusmasina neden olarak kardiyovaskiiler hastaligin

gelisiminden sorumludur (Halliwell, 1993).

2.5.0ksidatif stres

Oksidatif stres, pro-oksidanlar ile antioksidan mekanizmalar arasindaki dengesizlik
anlamina gelir ve bu asir1 oksidatif metabolizmaya yol agar. Oksidatif stres, serbest radikal
olarak adlandirilan reaktif molekiillerin fazlalig1 veya serbest radikalleri ortadan kaldirabilen
molekiillerin  eksikligi durumunda meydana gelir. Bu stres, ¢evresel faktorlerin birkagi
tarafindan kaynaklanabilir, 6rnegin kirleticilere maruz kalma, alkol, ilaglar, enfeksiyon, kotii
beslenme, toksinler ve radyasyon vb. Antioksidasyon ile oksidasyon arasindaki denge,
saglikli bir biyolojik sistem siirdiirmek igin kritik bir kavram olarak kabul edilmektedir
(Tiwari, 2001).

Oksidatif stresle iligkili bir¢ok hastalik, viicutta serbest radikallerin birikimi
sonucunda ortaya ¢ikar. ROS, biyomembranda bulunan poli doymamis yag asitlerine
saldirabilir ve lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlarim baslatarak, biyomembranin islev
bozukluguna ve membran enzimlerinin hasarina neden olabilir (Powers vd. 1999). Etanol
metabolizmasinda NADH'in agir1 {iretimi, etanol metabolizan enzim sitokrom P4502E1'in
(CYP2E1) aktivasyonu ve Kupffer hiicrelerindeki NADPH oksidazi, ROS'un agir1 iiretimine
katkida bulunabilir (Wu ve Cederbaum, 2003).
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Kimyasal olarak, oksidatif stres, oksitleyici tiirlerin artmis iiretimi veya antioksidan
savunmalarin, 6rnegin glutatyonun, énemli dlglide azalmas ile iligkilidir. Oksidatif stresin
etkileri, bu degisikliklerin biiylikligiine baghdir; kiiciik pertiirbasyonlar1 hiicre agabilir ve
orijinal durumuna geri donebilir. Ancak, daha ciddi oksidatif stres hiicre o6liimiine neden
olabilir ve hatta orta diizeyde oksidasyon bile apoptozu tetikleyebilir, daha yogun stresler ise

nekroza yol agabilir (Lieber, 1997).

2.6.0Oksidatif stresin organlara etkisi

Oksidatif stres, epilepsi patogenezinde Kilit bir rol oynar. Alkol alimi, etanolii
asetaldehide doniistiiren sitokrom P450 2E1 (CYP2E1) enziminin ifadesini ve aktivitesini
indiikler. CYP2E1 enziminin bu katalitik aktivitesi oksijen aktivasyonunu gerektirir ve bu da
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimine yol agar, 6rnegin hidrojen peroksit (H202),
sliperoksit anyon radikali (O2--) ve hidroksil radikal (OH-) (Leung ve Nieto, 2013).

Bobrek, ROS tarafindan neden olunan hasara son derece duyarli bir organdir, bunun
nedeni renal lipidlerin bilesiminde uzun zincirli doymamis yag asitlerinin bol miktarda
bulunmasidir. Etanol ve metabolitleri idrara atilir, ve idrardaki icerigi kan ve karacigere gore
daha yiiksektir. Kronik alkol uygulamasi bobrek tiibiiler reabsorpsiyonunu azaltir ve bobrek
fonksiyonunu diisiiriir. Bobrek tiibiillerinin fonksiyonel anormallikleri, etanoliin membran
kompozisyonundaki degisiklikler ve lipid peroksidasyonu ile iligkili olabilir. Uzun zincirli
doymamig yag asitlerinin yiiksek igerigi nedeniyle, bobrek oksidatif stres hasarina son derece
duyarlidir (Rodrigo vd. 2002).

Biiyiik miktarlarda alkol tiiketimi, kronik karaciger hastaliklarindan bagimsiz olarak
bobrek iizerinde cesitli zararli etkilere sahiptir. Hepatorenal sendrom ve diger bobrek
fonksiyonlarinin anormallikleri ileri diizeyde karaciger hastaligi ile iliskilidir (Vamvakas vd.
1998). Etanol ile iliskili kardiyovaskiiler hastalik riski kadinlarda erkeklere gore daha
yiiksektir. Kronik alkol tiiketimi, vaskiiler disfonksiyon ve hipertansiyonla iliskilidir
(Leonardo vd. 2006).

2.7. Antioksidanlarin etkileri

Bu nedenle, antioksidanlar, reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulan hasara kars1
insan viicudunu korumada onemli bir rol oynarlar (Harold vd. 2007). Bilindigi gibi,
stiperoksit, endotel kaynakli nitrik oksit (NO) - en 6nemli endojen vazodilatator'ii hizla

etkisiz hale getirir ve boylece vazokonstriksiyonu tesvik eder. Ayrica, arteriyel
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hipertansiyonda, koroner damarlarin endotel bagimli nitrik oksit ile genislemesi
bastirilmustir, ¢iinkii mekanik stres tarafindan oksidatif stres arttirilir ve bu da koroner
dolasimin miyokardiyal oksijen talebindeki degisikliklere uyumunu bozar. Oksidatif stresin
LDL kolesteroliin oksidasyonunda da oOnemli bir rol oynamasi nedeniyle, arteriyel
hipertansiyonun sonuglar1 entegratif bir patofizyolojik desende toplanabilir (Zicha vd. 2001)

Antioksidanlar, ROS tarafindan kaynaklanan hasara karsi canli organizmalari
koruyan serbest radikal avcilaridir. Neredeyse tiim organizmalar antioksidan savunma ve
onarim sistemlerine sahip olsalar da, bu sistemler tamamen hasarla basa ¢ikmak ig¢in
yetersizdir. Bu nedenle, beslenme yoluyla antioksidan takviyesi, antioksidan savunma ve
onarim sistemlerini giiclendirmek i¢in umut verici bir yontemdir. Antioksidanlar, dogal veya
sentetik antioksidanlar olarak iki sinifa ayrilabilir. Dogal antioksidanlar bitki ve hayvan
kaynaklarindan c¢ikarilir. Sentetik antioksidanlar laboratuvarda sentetik olarak hazirlanir.
Ancak, dogal kaynakli antioksidanlar, en yaygin kullanilan sentetik antioksidanlarin
(6rnegin, butilhidroksianisol, butilhidroksitoluen ve propil galat gibi) karaciger hasari ve

kanserojen gibi saglik tehlikeleri yan etkilere sahip olmasi nedeniyle biiyiik degere sahiptir.

2.8.Epilepsi

Epilepsi, diinya niifusunun 50 milyondan fazlasini etkileyen ve en sik gdzlenen
ikinci norolojik hastaliktir. 2040'l1 yillarda bu sayinin 100 milyona ulagsmasi beklenmektedir
(Fiest vd. 2017). Hastaligin ana belirtisi tekrarlayan ndbetlerdir. Epilepsinin nedenleri
lizerine bir¢ok arastirma yapilmis olmasina ragmen, kesin molekiiler mekanizmalar kismen
aydinlatilabilmistir. Hiicre i¢ine giren Ca*? iyonlar1, voltaja duyarli ve kimyasal kapilar gibi
kanallar araciligiyla girer (Armijo vd. 2003). Epileptik bireylerin hipokampus noronlari,
hiicre igine agir1 miktarda sodyum ve Ca*? iyonu alarak epileptik nobetlere yol agabilir. Agiri
oksidatif stresin epilepsi etiyolojisinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Naziroglu,
2009).

2.9.Pentilentetrazol

Pentilentetrazol (PTZ) veya metrazol, antiepileptik ilaglarin gelistirilmesinde sik¢a
kullanilan bir kimyasal maddedir. PTZ, tetrazol tiirevidir ve kedi, fare, tavsan, primat ve
sicanlarda konviilsan etki gosterir. PTZ, oncelikle myoklonik kasilmalar ardindan da
jeneralize tonik-klonik ndbetlere yol acgar. Sistemik olarak enjekte edilen PTZ, &nce

mezensefalondaki retikiiler formasyon gekirdeklerini ve daha sonra korteksteki noéronlari
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etkiler (Marangoz, 2009). PTZ, merkezi sinir sisteminde genel olarak uyarici bir etki
gostererek hiicresel disinhibisyon olusturur. Bu etkisi, GABAA reseptorlerini bloke ederek
gerceklesir. PTZ, wvoltaj bagimli mekanizmalar aracilifiyla hiicre membraninin
gecirgenliginde degisiklikler yaparak prokonviilsif etki gosterir. Dogrudan GABA
reseptorlerini etkilemez, ancak GABA aracili klor akisini engelleyen bir antagonisttir
(Akman, 2004). Ayrica, NMDA reseptorleri ile iligkili iletisim, PTZ tarafindan tetiklenen
jeneralize tonik-klonik nobetlerin olusumunda 6nemli bir rol oynar. PTZ-kindling modeli,
insanlarda gbzlemlenen belirtilere benzer davranissal, ndropatolojik ve biligsel bozukluklari
degerlendirmek i¢in yararli bir model olarak kullanilmistir, ¢iinkii nébetlerin ardindan

olusabilecek sonuglari incelemek i¢in uygun bir platform sunar (Mortazavi vd. 2005).

2.10.Zebrabahg

Zebrabaliklari, tatli su baligi Cyprinidae ailesine ait bir canlidir (Nelson, 1994).
Danio adi, Bengalce'deki "dhani" kelimesinden tiiretilmistir ve bu kelime "piring tarlasina
ait" anlamina gelir (Talwar ve Jhingran, 1991). D. rerio'nun dogal dagilimi, Kuzeydogu
Hindistan, Banglades ve Nepal'deki Ganj ve Brahmaputra nehir havzalaridir (Spence ve ark.
2006). Dagilim detaylar1 net olmamakla birlikte, D. rerio 'nun Hindistan alt kitasinda genis
bir sekilde yayilmis olabilecegi disiiniilmektedir. D. rerio, 30 cm'lik s1g su kiitlelerinde
yasamaktadir. En sik olarak goletler ve sabit su kiitlelerinde, genellikle piring tarimi ile
baglantili yerlerde karsilasilirlar.

Zebrabaligi, viicudunun yan tarafinda bulunan bes diizenli, pigmente edilmis, yatay
mavi seritler nedeniyle bu adi almistir. Bu seritler bir zebra'nin seritlerini andirir ve kuyruk
yiizeyine kadar uzanir (Sekil 1.8.1). Boyutlar1 nadiren 40 mm'yi geger ve sekilleri fusiform
ve yanlardan sikismis olup, agizlar1 yukariya doniiktiir. Gézleri merkeze yerlesmis olup, ince
ve uzun alt ¢eneleri vardir; alt cenenin ¢ikintili yapisi agizlarimi yukariya dogru yonlendirir.
Diger Cyprinidlerde oldugu gibi, zebrabaligi midesiz ve digsizdir. Bu nedenle, yiyecekleri
parcalamak icin solungac¢ tirmiklar1 gorev yapar. Zebrabaliklari'min birkag¢ belirgin 6zelligi
vardir: tamamlanmanmus bir yan ¢izgi, iki ¢ift biyik ve operkulumun arkasindan kuyruk
yiizeyine kadar uzanan 5 ila 7 koyu mavi uzunlamasina seritler (Barman, 1991). Zebra
baliklari'ndaki cinsel dimorfizm minimal diizeydedir; erkekler genellikle daha fazla sar
renge sahip olup, disilerden daha biiyiik anal yiizgeclere sahip olma egilimindedir. Baligin
viicudu orta derecede uzunlamasina uzamis olup, klasik balik seklindedir. Bas iistten basik
olup, agiz hafif¢e yukariya doniiktiir. Anal ylizge¢ 10-12 dallanmis 1s1nla ¢izgili olup, sirt
yiizgecinde 31-32 dallanmis yumusak 151n vardir. Zebrafish'in ana viicut rengi giimiisi beyaz

olup, yan tarafinda viicudu boyunca ve kuyruk yilizgeclerine kadar uzanan belirgin derin
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mavi 4-5 yatay ¢izgi ile isaretlenmistir. Viicudun st kismu kahverengi, karin bolgesi ise
soluk saridir. Renk deseni, {i¢ tiir pigment hiicresinden olusur: koyu mavi melanoforlar, altin
ksantoforlar ve parlak iridoforlar (Parichy, 2006). Birgok teleost baligi gibi, melanoforlar
uyaricilara yanit olarak yogunlasabilir veya dagilabilir; bu, hem kamuflaj islevi goriir hem de
151k yogunluguna yanit olarak melanoforlarin toplanmasi ve dagilmasi ile gerceklesir (Guo,
2004).

Sekil 1.1. Erkek ve disi zebra balig1

Zebra baliklar’'nin deneysel manipiilasyon igin uygun olmasmi saglayan birgok
ozellik vardir. Kiiglik ve dayanikli bir balik olmasi nedeniyle, biiylik miktarlarda kolayca ve
ucuz bir sekilde laboratuvar ortaminda tutulabilir ve y1l boyunca iireyebilir. Disiler her 2-3
giinde bir yumurtlayabilir ve tek bir kulugkada birka¢ yiiz yumurta bulunabilir. Nesil siiresi
kisa olup, genellikle 3 ila 4 ay siirer; bu da zebra baligi’n1 se¢ilim deneyleri i¢in uygun kilar.
D. rerio yumurtalar1 diger baliklara gore biiyiik olup (déllenme sirasinda ¢ap1 0.7 mm) ve
optik olarak seffaftir; yumurta sarisi ayr1 bir hiicreye yerlestirilmistir. Ayrica, déllenme
disarida gergeklesir, bu nedenle canli embriyolar manipiile edilebilir ve gelisim asamalarmin
tiimii boyunca bir diseksiyon mikroskobu altinda izlenebilir. Gelisim hizlidir; tim ana
organlarin onciilleri 36 saat i¢inde gelisir ve larvalar, dollenmeden bes giin sonra yani
yumurtadan ¢iktiktan 2-3 giin sonra besin arama ve aktif kaginma davraniglari sergiler. Zebra
baliklar1 genellikle pul yiyecek, fitoplankton ve ozellikle de silialar ve protozoa gibi
zooplanktonlarla beslenir. Ayrica solucanlar, bocek larvalart ve kiiglik kabuklularla da
beslenir. Bu nedenle, zebrabaliklar1 genellikle omnivor balik olarak adlandirilir (Talwar ve

Jhingran, 1991).
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Zebra baligi, genetik, gelisim biyolojisi, toksikoloji, ¢evresel toksikoloji,
norofizyoloji, biyomedikal ve insan hastaliklar1 gibi kanser, Alzheimer hastaligi,
biyomedikal ¢alismalarda, serebrovaskiiler hastaliklar, motor néron hastalig1 ve davranigsal
genetik alanlarinda en 6nemli omurgali model organizmalardan biridir (Rubinstein, 2003;

Amsterdam ve Hopkins, 2006; Norton ve Bally-Cuif, 2010; Newman ve ark. 2014).

Bu tez c¢alismasi ile; alkol ve pentilentetrazol (PTZ) maruziyetinin bireysel ve
kombinasyon etkilerini, zebrabaliklarinda beyin ve kas dokularinda biyokimyasal
degisiklikler agisindan etkilerinin aragtirmasi amaglandi. Bu sayede epilepsiden sikint1 ¢eken
bireylerde alkol tiiketiminin viicutta meydana getirdigi fizyolojik olaylarin daha iyi

anlasilmasina yardimci olmak hedeflendi.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Balik

Yaklagik olarak 7-8 aylik erigkin zebra baligi (Danio rerio) ticari bir igletmeden
temin edildi. Baliklar su sicaklig1 28 + 1 °C ve pH 7 olan 10-12 L’lik siirekli havalandirilan
akvaryumlara birakildi ve periyodik olarak su degisimi yapildi. Ortamin sicaklik, pH ve
oksijen diizeyleri izlenerek kontrol altinda tutuldu. Akvaryumun bulundugu ortamin
fotoperiyodunu saglamak icin 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde 1siklandirildi.
Baliklar, ticari bir akvaryum baligi yemi ve Artemia salina ile giinde 2-3 defa beslenerek 2

hafta boyunca ortama adaptasyonlar1 saglandi.

3.2.Deneme Diizeni

Deneme; etil alkoliin 3 farkli dozunun giinliik 1 saat boyunca banyo seklinde
uygulandigr ve PTZ ile epileptik nobet olusturulan baliklar {izerinde yiiriitiildi. Alkol
uygulamasi i¢in Aksakal vd. (2006)’in; PTZ dozu ise Abbas vd. (2012) ve Alishahi vd.
(2018)’nin  galigmalar1 gbéz Oniinde bulundurularak belirlendi. Buna gore Etil alkol
uygulamasi1 %1, %1,5 ve %3 giinliik olarak 1 saat boyunca banyo yaptirildi. PTZ i¢in ise 15
mM olacak sekilde uygulama yapildi. Asagida, bu islemlerin gruplara gore dagilimu
verilmistir.

Denemede her grupta 30 adet olacak sekilde tekerriirlerde dahil olmak iizere toplam
720 adet balik kullamildi. Baliklar asagidaki gibi 8 gruba ayrildi. Tiim deneyler farkli
zamanlarda olacak sekilde 3 defa tekrar edildi. Bu sayede elde edilecek verilerin giivenilirligi
artirtlma yoluna gidilmis olundu.

Grup 1: Kontrol grubu (herhangi bir islem uygulanmadi),

Grup 1. 15 mM PTZ ile 60 dakika immerse edilen grup,

Grup III: 28 giin boyunca %1 (glinliik 1 saat) olacak sekilde Etil alkol uygulanan grup,

Grup IV: 28 giin boyunca %]1,5 (giinliik 1 saat) olacak sekilde Etil alkol uygulanan grup,
Grup V: 28 giin boyunca %3 (giinliik 1 saat) olacak sekilde Etil alkol uygulanan grup,

Grup VI: %1 olacak sekilde Etil alkol ile 28 giin boyunca (giinliik 1 saat) banyo ve 15 mM
PTZ ile 60 dakika immerse edilen grup,

Grup VII: %1,5 olacak sekilde Etil alkol ile 28 giin boyunca (giinliik 1 saat) banyo ve 15
mM PTZ ile 60 dakika immerse edilen grup,

Grup VIII: %3 olacak sekilde Etil alkol ile 28 giin boyunca (gilinliik 1 saat) banyo ve 15 mM
PTZ ile 60 dakika immerse edilen grup,
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Deneysel uygulamalar 28 giin boyunca siirdiiriildii. Hayvanlarin deneysel
uygulamanin baslangicinda ve bitisindeki canli agirlik degisimleri kaydedildi. Deneysel
uygulamanin bittigi giin, hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek beyin ve kas dokusu
ornekleri alindi. Doku 6rnekleri analiz edilinceye kadar -20° C’deki bir derin dondurucuda

muhafaza edildi.

3.3. Biyokimyasal parametreler

Denemede kullanilacak olan zebra baliklarinin beyinlerinin kii¢iik boyutlu olmasi
nedeniyle biyokimyasal analizlerde ayr1 ayri baliklarin kullanilmast dogru olmayacaktir. Bu
nedenle ayni gruptaki 3 baligin beyin dokusu bu analizlerin yapimina geg¢meden
birlestirilerek havuz yapilip birlikte islendi.

Baliklar MS222°de bayiltildiktan sonra deneylerin yapimmna kadar -20 °C’de
saklandi. Daha sonra buz tizerinde olacak sekilde diseksiyon islemine tabi tutuldu ve beyin
ve kas dokusu alindi. Dokular soguk hipotonik tampon i¢inde bir metal ¢ubuk kullanilarak
homojenize edildi ve kullanilana kadar -20 °C’de saklandi. Yeterli hacimde homojenat elde

etmek icin 3 veya daha fazla baligin organlari birlestirildi.

3.3.1. MDA Aktivitesinin Olgiilmesi

MDA diizeyi Ohkawa vd. (1979)’nin bildirdigi sekilde yapildi. Kisaca; 25 pL. doku
homojenati, 19 pL %10 sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi ve 81 pL saf su ile bir tiipe eklendi.
Karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 0,125 mL %20 asetik asit
¢ozeltisi (pH 3.5) eklendi ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan 0,125 mL %0.8 TBA
cozeltisi eklendi ve karisim >95°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan karisim
sogumaya birakildi. Reaksiyon karigimi, 0,625 mL n-butanol: metanol (85:15) karisimi ile

ekstrakte edildi, organik faz santrifiijleme ile ayrildi ve 532 nm’de okundu.

3.3.2. SOD Aktivitesinin Olciilmesi

SOD diizeyi Kakkar vd. (1984)’min bildirdigi sekilde yapildi. Kisaca, doku
homojenat1 (20 pL) 90 pL tetrasodyum pirofosfat tamponu (0.052 M, pH 8.3), 30 uL nitro
mavi tetrazolyum tuzu ¢ozeltisi (300 pM), 10 pL fenazin metosiilfat ¢ozeltisi (180 uM) ve 30
pL saf su ile karigtirildi. Reaksiyon, 20 pL B-nikotinamid adenin diniikleotid ¢6zeltisi (780
uM) eklenmesiyle baglatildi ve oda sicakliginda 90 saniye inkiibe edildi. Daha sonra

reaksiyon 50 pl asetik asit eklenerek durduruldu. Her doku homojenatinin referans
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reaksiyonu, B-nikotinamid adenin diniikleotid ¢dzeltisi kullanilmadan da gerceklestirildi.
Absorban 550 nm'de oOlgiildii ve referansin optik yogunlugu ilgili 6rnegin optik

yogunlugundan ¢ikarilarak SOD aktivitesinin hesaplanmasi yapildi.

3.3.3. CAT Aktivitesinin Olciilmesi

CAT diizeyi Sinha (1972)’min bildirdigi sekilde yapildi. Kisaca, 25 pL doku
homojenatina 250 pL fosfat tamponu (0.01 M) ve 100 pL saf su eklendi. Reaksiyon, 37°C'de
su banyosunda 1 dakika inkiibe edilirken 125 pL. H>O»

(0.2 M) eklenerek baslatildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in hemen 0,5 mL dikromat-
asetik asit ¢ozeltisi (5% potasyum dikromat: buz asidi (1:3)) eklendi ve >95°C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Soguduktan sonra, ornekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve

stipernatantlar 550 nm’de okundu.

3.3.4. GSH Aktivitesinin Olciilmesi

GSH diizeyi Ellman (1959)’nimn bildirdigi sekilde yapildi. Glutatyon igerigi, renk
gelisimi  i¢in  5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) kullanilarak belirlendi.
Kalibrasyon i¢in indirgenmis glutatyon kullanilarak bir standart egri olusturuldu (Ellman,
1959). Test i¢in, 50 pL %10 triklorasetik asit, bir tiipe 50 uL doku homojenat1 eklenerek
karigtirildi. Santrifiijleme (2000 rpm, 10 dakika) sonrasi, 25 pL siipernatant alindi ve 100 uL
Tris EDTA tamponu (0.4 M Tris, 0.02 M EDTA, pH 8.7), 5 uL DTNB (0.01 M) ve 25 pL
saf su ile karigtirildi, iyice calkalandi ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Reaksiyon

karigiminin sar1 rengi okunmus ve optik yogunluk (O.D.) 412 nm’de 6lgiildii.

3.4. istatistiksel Analizler

Biitiin degerler ortalama ve standart sapma olarak verilmistir. Elde edilecek veriler
varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s testi ile analiz edilerek gruplar arasindaki farkliliklar
tespit edildi. Tiim analizlerde istatistiksel farkliliklar %95 giiven araliginda belirlenmistir.

Istatistiksel analizler ticari bir istatistik program paketi kullanilarak gerceklestirildi.
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Sekil 3.2. Zebra baligina anestezik madde uygulamasi
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Sekil 3.3. Anestezi altindaki zebra baliklar
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. MDA Diizeyi

Alkol uygulanan tiim gruplarda MDA diizeylerinde anlamli bir artigin oldugu tespit
edildi (P<0.05). En fazla artisin % 3 alkol ve PTZ’nin uygulandigi grupta oldugu gézlendi.
Alkol grubuplarinda en yiiksek MDA aktivitesi 4,88 + 0,42 nmol/mg protein ile % 3 alkol
uygulanan grupta oldugu tespit edildi. Bu durumun alkol ve PTZ’nin uygulandig1 gruplarda
da oldugu go6zlendi. Kontrol grubunda beyin MDA diizeyi 1,73 + 0,18 nmol/mg protein
bulundugu halde PTZ uygulanan grupta 3,49 = 0,51 nmol/mg protein oldugu bulundu. Alkol
ve PTZ+alkol uygulanan gruplardaki MDA diizeyi sirasiyla 5,08 = 0,37; 5,43 + 0,71 ve
7,93 £ 1,03 nmol/mg protein seklinde oldu (Cizelge 4. 1). Aymi sekilde kas dokusunda
MDA diizeyi 3,92 £ 0,41 nmol/mg protein bulundugu halde PTZ, alkol ve PTZ+alkol
uygulanan gruplardaki MDA diizeyinin kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli
derecede yiikseldigi tespit edildi (Cizelge 4. 1).

Cizelge 4.1. Alkol, PTZ ve kombinasyonlarina maruz kalan zebra baliklarinda MDA
aktivitesi (nmol/mg protein). Veriler aritmetik ortalama+standart sapma
seklinde sunulmustur. Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda
istatistiksel ayrim bulunmaktadir (P<0,05).

MDA diizeyi (nmol/mg protein)

Doku

Gruplar

Beyin Kas
Kontrol 1,73 £ 0,18 3,92+0,41
PTZ 3,49+ 0,512 484 +0,11
% 1 Alkol 3,55+0,552 5,63 +0,28%0
% 1,5 Alkol 3,90 + 0,292P 6,92 + 0,732b¢
% 3 Alkol 4,88 + 0,428bcd 6,28 £ 0,730
% 1 Alkol + PTZ 5,08 + 0,372bcd 6,41 £0,412P
% 1,5 Alkol + PTZ 5,43 £0,712bcde 7,83 + 0,932bcef
% 3Alkol + PTZ 7,93 + 1,032bcdetlg 9,.49 + 1,00 2bcdefg

a: Kontrol, b: PTZ; ¢: % 1 Alkol; d: % 1,5 Alkol; e: % 3 Alkol; f: % 1 Alkol + PTZ; g: % 1,5
Alkol + PTZ; h: % 3Alkol + PTZ
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4.1.2. SOD Aktivitesi

Alkol uygulanan tim gruplarda SOD diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir
azalmanin oldugu tespit edildi (P<0.05). En fazla azalma hem beyin ve hem kas dokusunda
%3 alkol ve PTZ’nin uygulandig1 grupta oldugu gozlendi. Alkol grubuplarinda en diisiik
SOD aktivitesi 5,93 + 1,00 beyin dokusunda % 78,97 ve 17,59 + 2,51 U/mg protein ile kas
dokusunda % 86,72 oraninda azalmanin oldugu tespit edildi. Bu durumun alkol ve PTZ’nin
uygulandigi gruplarda da oldugu gozlendi. Kontrol grubunda beyin SOD diizeyi 28,21 + 3,11
U/mg protein bulundugu halde PTZ uygulanan grupta 21,15 + 0,48 U/mg protein oldugu
bulundu. Alkol ve PTZ+alkol uygulanan gruplardaki SOD diizeyi kontrol grubuna gore
istatistiki olarak bir azalmanin oldugu goriildii (Cizelge 4. 2). Aynm sekilde kas dokusunda
SOD diizeyi 132,49 + 9,18 U/mg protein bulundugu halde PTZ, alkol ve PTZ+alkol
uygulanan gruplardaki SOD diizeyinin kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli

derecede azaldigi tespit edildi (Cizelge 4. 2).

Cizelge 4.2. Alkol, PTZ ve kombinasyonlarina maruz kalan zebra baliklarinda SOD
aktivitesi (U/mg protein). Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma
seklinde sunulmustur. Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda
istatistiksel ayrim bulunmaktadir (P<0,05).

SOD diizeyi (U/mg protein)

Doku

Gruplar _

Beyin Kas
Kontrol 2821 £3,11 132,49 + 9,18
PTZ 21,15+ 0,482 67,56 + 3,282
% 1 Alkol 22,85+1,127 81,4 +4,21b
% 1,5 Alkol 18,90 + 1,272 69,00 £ 4,70%¢
% 3 Alkol 11,56 + 0,98 &b.cd 51,75 + 5,21 abcd
% 1 Alkol + PTZ 10,84 + 2,41 3bcd 53,41 + 6,432bcd
% 1,5 Alkol + PTZ 11.24 + 1,09 abcde 35,19 + 2,78 abcdef
% 3Alkol + PTZ 5,93 +1,003bcdefg 17,59 + 2,51 abcdefg

a: Kontrol, b: PTZ; ¢: % 1 Alkol; d: % 1,5 Alkol; e: % 3 Alkol; f: % 1 Alkol + PTZ; g: % 1,5
Alkol + PTZ; h: % 3Alkol + PTZ
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4.1.3. CAT Aktivitesi

Alkol, alkol ve PTZ uygulanan tiim gruplarda CAT diizeylerinde istatistiki olarak
anlamli bir azalmanin oldugu tespit edildi (P<0.05). En fazla azalma hem beyin ve hem kas
dokusunda % 3 alkol ve PTZ’nin uygulandig1 grupta oldugu goézlendi. Alkol ve PTZ
grubuplarinda en disik CAT aktivitesi 0,14 + 0,00 U/mg protein beyin dokusunda % 90,41
ve 0,40 + 0,03 U/mg protein ile kas dokusunda % 66,10 azalmanin oldugu tespit edildi. Bu
durumun alkol ve PTZ’nin uygulandig1 gruplarda da oldugu goézlendi. Kontrol grubunda
beyin CAT diizeyi 1,46 + 0,21 U/mg protein bulundugu halde PTZ uygulanan grupta 0,83
+ 0,13 U/mg protein oldugu bulundu (Cizelge 4. 3). Aymi sekilde kas dokusunda CAT
diizeyi 1,18 = 0,08 U/mg protein ile PTZ grubu ile aymi diizeyde bulundugu halde alkol ve
PTZ+alkol uygulanan gruplardaki CAT diizeyinin kontrol grubuna gore istatistiki olarak
anlamli derecede azaldig1 tespit edildi (Cizelge 4. 3).

Cizelge 4.3. Alkol, PTZ ve kombinasyonlarina maruz kalan zebra baliklarinda CAT
aktivitesi (U/mg protein). Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma
seklinde sunulmustur. Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda
istatistiksel ayrim bulunmaktadir (P<0,05).

CAT diizeyi (U/mg protein)

Doku

Gruplar _

Beyin Kas
Kontrol 1,46 £ 0,21 1,18 +0,08
PTZ 0,83 +£0,132¢ 1,18 £0,05
% 1 Alkol 0,69 + 0,092 1,03 £ 0,04
% 1,5 Alkol 0,70 £ 0,102 0,82 £ 0,052b¢
% 3 Alkol 0,43 +0,112bcd 0,71 £ 0,05 &b-cd
% 1 Alkol + PTZ 0,43 + 0,09 2bcd 0,69 + 0,07 2bcd
% 1,5 Alkol + PTZ 0,28 + 0,09 abcderf 0,63 + 0,06 2bcde
% 3Alkol + PTZ 0,14 + 0,00 2bcdefg 0,40 + 0,03 @bcdefy

a: Kontrol, b: PTZ; ¢: % 1 Alkol; d: % 1,5 Alkol; e: % 3 Alkol; f: % 1 Alkol + PTZ; g: % 1,5
Alkol + PTZ; h: % 3Alkol + PTZ
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4.1.4. Glutatyon (GSH) Diizeyi

Alkol uygulanan tiim gruplarda GSH diizeylerinde anlamli bir azalmanin oldugu
tespit edildi (P<0.05). En fazla azalisin %3 alkol ve PTZ’nin uygulandigi grupta oldugu
oldugu gozlendi. Alkol grubuplarinda en diisiik GSH aktivitesi 0,42 + 0,09 umol/g protein
ile % 3 alkol uygulanan grupta oldugu tespit edildi. Bu durumun alkol ve PTZ’nin
uygulandig1 gruplarda da oldugu gozlendi. Kontrol grubunda beyin GSH diizeyi 1,53 + 0,21
umol/g protein bulundugu halde PTZ uygulanan grupta 1,02 + 0,18 pmol/g protein
oldugu bulundu. Alkol ve PTZ+alkol uygulanan gruplardaki GSH diizeyi sirasiyla 0,83 =+
0,05; 0,29 + 0,03 ve 0,13 + 0,03 pmol/g protein seklinde oldu (Cizelge 4. 4). Aym
sekilde kas dokusunda GSH diizeyi 4,72 + 1,00 pmol/g protein bulundugu halde PTZ,
alkol ve PTZ+alkol uygulanan gruplardaki GSH diizeyinin kontrol grubuna gore istatistiki
olarak anlamli derecede azaldig tespit edildi (Cizelge 4. 4).

Cizelge 4.4. Alkol, PTZ ve kombinasyonlarina maruz kalan zebra baliklarinda GSH
aktivitesi (umol/g protein). Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma
seklinde sunulmustur. Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda
istatistiksel ayrim bulunmaktadir (P<0,05).

GSH diizeyi (nmol/g protein)

Doku

Gruplar

Beyin Kas
Kontrol 1,53 +0,21 4,72 +1,00
PTZ 1,02 + 0,182 4,13 £1,21°
% 1 Alkol 1,02 +£0,212 3,19 +£0,93%P
% 1,5 Alkol 0,89 +0,11° 2,44 4 0,23%b¢
% 3 Alkol 0,42 £ 0,09 @b.cdf 2,12 £ 0,402bcd
% 1 Alkol + PTZ 0,83 + 0,052 2,21 +0,182bcd
% 1,5 Alkol + PTZ 0,29 + 0,03 @bcderf 2,13 +0,092bcd
% 3Alkol + PTZ 0,13 + 0,03 2bcdefg 1,18 + 0,052bcdefg

a: Kontrol, b: PTZ; ¢: % 1 Alkol; d: % 1,5 Alkol; e: % 3 Alkol; f: % 1 Alkol + PTZ; g: % 1,5

Alkol + PTZ; h: % 3Alkol + PTZ
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4.2. Tartisma

Serbest radikaller ve lipid peroksidasyonun epileptik vakalar ile giiglii bir iligki
icinde oldugu bilinmektedir. Pek ¢cok zararli madde, biyolojik sistemlerde oksidatif zarari
artirarak cesitli fizyolojik bozukluklara yol agmaktadir. Bu kimyasal maddeler, hiicrenin
antioksidan savunma sisteminde hizli ve kalic1 bir azalmasina neden olur. Serbest radikaller,
epilepsinin her asamasinda etkili olmasina ragmen, bu etkinin ilerleme déneminde daha
belirgin oldugu gozlemlenmistir.

ROS friinleri ve serbest radikaller, viicuttaki fizyolojik siirecler ve hiicresel
olaylarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Olusan serbest radikaller, viicudun antioksidan
savunma sistemleri tarafindan temizlenir. Organizmadaki serbest radikaller ile antioksidan
savunma sistemi arasinda bir iligki vardir. Eger serbest radikal {iretimi artarsa veya
antioksidan savunma mekanizmalar1 tam olarak islevini yerine getiremezse, bu denge serbest
radikallerin faydasina dogru yonelir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol acar ve bu
da biyolojik sistemlerde cesitli hasarlara neden olur (Mercan, 2004). Oksidatif stres
genellikle proteinlerin degisime ugramasi, mitokondriyal fonksiyonitrde bozukluklar ve lipid
peroksidasyonun artigi seklinde ortaya ¢ikar. Alkol, dnemli bir serbest radikal kaynagi olarak
bilinir.

Bu c¢aligmada oksidatif stresi tetiklemek i¢in etil alkol tercih edilmistir. Etil alkol;
kolayca viicuda gegebilmesi ve deneysel olarak fizyolojik hasari ile oksidatif stres
olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir peroksidant madde olmasindan dolay1
secilmistir (Ayka¢c vd.1985). Asirt miktarda alkoliin dokularda zarara yol actigi
bilinmektedir. Bu calismada zebra baliklarinda alkolun oksidatif stres etkisi PTZ ile
olusturulmus epileptik nobet sirasinda viicutta olusturdugu fizyolojik bozukluklar1 ortaya
konulmustur.

Hiicresel bilesenlere yonelik oksidatif hasari en aza indirmek i¢in organizmalar
antioksidan savunmalar gelistirmistir. Onemli antioksidan enzimler, siiperoksit dismutaz
(SOD; O radikalini H20,'ye doniistiiriir), katalaz (CAT, H20,'yi suya indirger) ve glutatyon
peroksidaz (GPX, lipid peroksidasyonu ile olusan H>O, veya organik hidroperoksitleri
detoksifiye eder (Di Giulio vd. 1995; Halliwell ve Gutteridge, 1999). Glutatyon (GSH)
cesitli elektrofilik maddelerle birlestirerek lipid peroksidasyonunun pargalanma iiriinlerini
GSH ile birlestirerek oksidatif hasari 6nlemede rol oynar (Ketterer vd. 1983).

Lipid peroksidasyon, ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) radikallerinin karmasik bir
dizi reaksiyona girdigi genel bir asamadir. Bu, serbest radikal aracili bir siirectir ve hiicre
zarlarina ve alt hiicresel organellere zarar verir. Dokularin bir tiir hasarini temsil eder ve
cesitli dejeneratif hastaliklarin patogenezine iligkilidir. Bu ¢alismada gozlemlenen yiiksek

MDA olusumu, artmus lipid peroksidasyonunun ve ayni zamanda oksidatif stresin bir
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gostergesidir. Bu bulgu, bazi dnceki ¢alismalarla uyumludur (Ishii vd. 2003; Das vd. 2007).
Lipid peroksidasyonu, her adimda serbest radikallerin siirekli bir sekilde saglanmasini
saglayarak daha fazla peroksidasyonu baglatan bir zincirleme reaksiyon siirecidir (Porter vd.
1997) ve bu siireg, genis bir faktor yelpazesi tarafindan etkilenebilen baglatma, yayilma ve
sonlanma asamalarini igerir (Aust, 1985). Biyolojik sistemlerde lipitlerin peroksidasyonu son
yillarda biyiik ilgi gérmiistiir, ¢iinkii in vivo doku hasarina yol agabilir ve ateroskleroz ve
alkolizmle iligkili cesitli komplikasyonlarin nedeni olabilir (Gupta vd. 2005). Hayvanlardan
izole edilen dokularin diisitk konsantrasyonlarda lipid peroksitler icerdigi ve patolojik
durumlar sonucunda hiicresel hasar sirasinda daha fazla peroksit iirettigi gosterilmistir (Dey
ve Cederbaum, (2006). Peroksidasyon, hiicre zarlarmin yapisal organizasyonunda ve
fonksiyonlarinda 6nemli degisikliklere yol acar ve zarin gegirgen hale gelmesine neden olur
(Lindi vd. 1998). Lipid peroksidasyonunun serbest radikal aktivitesinin bir sonucu olarak mi
yoksa tam tersi mi oldugu heniiz dogrulanmamustir. Bu ¢alismada alkolik zebrabaliklarinin
beyin ve kas dokusunda gozlenen artmis lipid peroksidasyonu, onceki calismalarla
uyumludur (Gupta vd. 2005).

Daha once yapilan calismalar, lipid peroksidasyonunun kapsamini dogrudan
6lgmenin yag asidi peroksitleri ve hidroksil yag asitleri ile miimkiin olmadigini géstermistir;
ancak, lipid peroksitlerinin par¢alanmasindan tiireyen bir iiriin olan MDA'nin belirlenmesi
tekrarlanabilir bir sekilde yapilabilmistir. Bu aldehit ge¢miste, peroksidatif bozulmanin
kapsamini degerlendirmek i¢in uygun ve pratik bir gosterge olarak kabul edilmistir. Mevcut
calisma, alkol verilen gruplarin ve bunlarin ii¢ farkli dozu ile kontrol gruplarinin beyin ve
kas dokusundaki MDA-diizeyinin PTZ uygulamasi ile daha fazla artis gosterdigi
goriilmiigtiir. Bu artis her iki madeninde viicutta oksidatif strese nedenoldugunun bir
gostergesidir. Ayrica sonuglar, alkol ve PTZ’ nin uygulandig1 gruplarda MDA igeriklerinde
kontrol gruplarma kiyasla anlamli yiikselmelere isaret etmektedir. Bu sonuglar, epilepsi
hastalarinda alkol tiiketiminin oksidatif stresi cok daha fazla artirdiginin bir gostergesidir.

El-Sokkary vd. (1999) alkol ile muamele edilen sicanlarin beyin, kalp, akciger ve
testislerinde MDA seviyelerinin kontrol gruplarina kiyasla anlamli sekilde arttigini
bildirmistir. Ayn1 zamanda, (Schlorff vd. 1999) siganlarda etanol uygulamasindan sonra
zamanla plazma MDA-seviyelerinin onemli derecede yiikseldigini ve bunun lipid
peroksidasyonunun zamanla arttigim1 gosterdigini bulmustur. Ayrica, (Atamer vd. 2000),
karaciger, kalp, bobrek ve beyindeki MDA seviyelerinin kisa ve uzun siireli etanol tedavisi
goren sicanlarda normal kontrol gruplarma kiyasla arttigi belirtilmistir. (Husaui vd. 2001),
kronik etanol aliminin sigan karacigerinde MDA igerigini anlamli derecede artirdigi rapor
edilmistir.

BalaSubramaniyan vd. (2003) tarafindan belgelenen raporda, alkole maruz kalan

farelerin karaciger, beyin ve bdobreklerinde MDA seviyelerinin normal kontrol grubuna
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kiyasla anlaml1 sekilde yiiksek oldugu belirtilmistir. Balkan vd. (2004) tarafindan yapilan bir
calismada, etanol tedavisinin plazma MDA seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
artisa neden oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, Rajagopalan vd. (2004) etanol tedavisi
goren sicanlarin bobrek, karaciger ve kalp bolgelerinde MDA seviyelerinde anlamli bir artig
bulmustur. Bu nedenle, alkolik bireylerde beyin ve kas MDA seviyelerindeki artisa dair
mevcut veriler (Tablo 1 ve 2'de gosterilmistir) yukarida belirtilen cesitli arastirmacilarin
raporlariyla paralellik gdstermektedir. Elektrosoklarla benzer sekilde, akut pentylenetetrazol
(PTZ) enjeksiyonu sonrasinda hayvanlarin beyinlerinde LPO (lipid peroksidasyonu) artisi
gbzlemlenmistir. Bu artis, hem biitlin beyinlerde hem de ayr1 ayri dlgiilen beyin yapilarinda,
yani hipokampus, korteks ve striatumda gdzlemlenmistir (Kumar ve Gandhimathi, 2010;
Cavalcante vdg, 2019). Bu calismada da hem beyin ve hemde kas dokusunda PTZ ve
PTZ+Alkol uygulanan zebra baliklarinda MDA seviyesinde anlamli bir artisin oldugu
gozlemlenmistir.

Glutatyon, hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan ve serbest radikaller ile reaktif
oksijen ara iiriinlerine kars1t metabolizma, tasima ve hiicresel koruma siire¢lerinde 6nemli bir
rol oynayan bir tripeptiddir. Bu reaktif oksijen tiirlerinin seviyeleri, antioksidan enzimler
tarafindan kontrol edilir (Das, 1997). Bu calismada, ii¢ farkli alkol dozunda ve PTZ
uygulanan gruplarda beyin ve kas dokusunda glutatyon iceriginin kontrol gruplarina kiyasla
anlamli sekilde azaldigini goriildii. Bu durum, glutatyonun sizabilecegini isaret etmektedir.

Glutatyon konsantrasyonunun 6l¢iilmesi, beyin ve kaslarda lipid peroksidasyonu ve
oksidan stresin derecesini dogrudan belirlemenin bir yolunu saglar, bu da alkol
maruziyetinde oksidatif strese neden oldugunu 6ne siirermektedir. Calismamizin deneysel
bulgulart bu sonuglarla tutarli bir sekilde ortiismektedir; calisgmada GSH seviyelerinde
anlamli bir azalma tespit edilmistir. Birgok sonug, glutatyon konsantrasyonunun alkolik
bireylerde anlamli sekilde azaldigini gostermektedir. Altomare vd. (1988) ¢alismalarinda,
alkolik hastalarin karaciger glutatyon seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
azalma gosterdigini rapor etmistir. Cardin vd. (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada, serum
GSH seviyelerinin kronik alkolik karaciger hasar1 olan hastalarda kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede diisiik oldugu belirtilmistir. Ayrica, hayvan denemeleri, kronik etanol
tilketiminin beyin GSH seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalmaya neden
oldugunu gostermistir (Montoliu vd.1994). Chen vd. (1995) etanol ile beslenen farelerde
karaciger GSH seviyelerinin anlamli derecede azaldigimi bildirmistir. Wieland vd. (1995)
etanol uygulamasinin karaciger GSH konsantrasyonunda, 6zellikle de mitochondrial GSH'da
belirgin bir azalmaya yol ac¢tigini bulmustur. Husain vd. (1997) kronik etanol aliminin
siganlarm karaciger, akciger, testis ve kalplerinde GSH igeriginde anlamli bir tilkenmeye
neden oldugunu rapor etmistir. Colell vd. (1997) ise uzun siire etanolle beslenen si¢anlardan

taze izole edilen hepatositlerin mitokondri GSH konsantrasyonunda bir azalma gosterdigini
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bulmustur. Atamer vd. (2000) etanol uygulamasinin si¢anlarin karacigerindeki GSH
seviyelerini kontrol grubuna kiyasla azalttigini belirtmistir. Ayrica, Brown vd. (2001) alkolle
beslenen siganlarda mitochondrial GSH'nin kontrol si¢anlarina kiyasla tiilkenmis oldugunu
gostermistir. Zhao vd. (2002) tarafindan rapor edilen ¢aligmada, kronik etanol uygulamasinin
6 haftalik tedavi siiresinde karaciger mitochondrial GSH seviyelerini segici olarak azalttigi,
ancak sitozolik GSH'yi etkilemedigi bulunmustur. Bu ¢alismada PTZ uygulanan ve alkol ile
PTZ uygulana gruplarda GSH diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlaml
derecede azalmalar g6zlenmistir. Rishitha vd. (2018) ve Hacke vd. (2021), PTZ uygulanan
zebrabaliklarinda GSH diizeyinde 6nemli azalmalarin oldugunu bildirmislerdir.

Glutatyon (GSH) ve beyin ve kas lipid peroksidasyonunun belirteci MDA
aktivitesindeki degisimler gibi bulgular, alkol maruziyetinin uygulandig1 gruplarda beyin ve
kas Siiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesinin degerlendirilmesiyle desteklenmistir. SOD,
biyolojik sistemlerde O2 radikalinin zararl: etkilerini azaltmakla gorevli bir enzimdir; ¢linkii
iki O2 radikalini i¢eren dismutasyon reaksiyonunu katalize ederek H;O;'nin olusumunu
saglar. Bu calisma, diger arastirmalardaki SOD aktivitesine iligkin benzer bulgular ortaya
koymustur. SOD tarafindan katalize edilen iki O, radikalini igeren dismutasyon reaksiyonu,
H202'nin olusumuyla sonuglanir.

Bu calismada, alkole ve PTZ’ye maruz kalan zebra baliklarinda beyin ve kas SOD
aktiviteleri, kontrol gruplarina kiyasla diisiik ve istatistiksel olarak anlamli derecede dnemli
bulunmustur. Hayvan deneylerine dayali olarak elde edilen deneysel kanitlar, Husain vd.
(1997) tarafindan bildirildigi gibi, kronik etanol tiiketiminin siganlarin kalp SOD aktivitesini
onemli Olgiide azalttigini belirtmistir. Schlorff vd. (1999) tarafindan yapilan arastirmada,
etanol alimmin doz ve zaman bagimli etkileri incelenmis ve plazma SOD aktivitesinin
kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azaldigi bulunmustur. Velvizhi vd. (2002) etanol
uygulamasimin erkek Winstar siganlarin eritrosit SOD aktivitelerinde anlamli bir azalmaya
neden oldugunu bildirmistir. Ayrica, Ozaras vd. (2003) etanol ile intragastrik olarak beslenen
sicanlarin serum ve karaciger dokularindaki SOD aktivitesini incelemis ve hem serumda hem
de dokuda SOD aktivitesinin etanol ile tedavi edilen sicanlarda kontrol grubundan daha
diisiik oldugunu bulmustur. Benzer sekilde, Joharapurkar vd. (2003) de benzer bir gozlem
raporlamis ve sicanlara kronik etanol verilmesinden sonra SOD aktivitesindeki azalmay1
belirtmistir.Bu nedenle, bizim SOD aktivitesindeki azalma bulgularimiz, bu ¢aligmalarin
bulgulartyla benzerlik géstermemektedir.

Farkli konsantrasyonlardaki alkol uygulanan gruplarda goézlemlenen diisiik ve
istatistiksel olarak anlamli SOD degeri; bu enzimin alkol gruplarindaki serbest radikal
kaynakli oksidatif stresin azaltilmasinda rol oynayabilecegini gosteriyor olabilir. Ayrica,
serbest radikallerin bu enzimin inaktivasyonuna neden olabilecegine dair olasi bir ipucu

sunmaktadir. Bu veriler, alkollii bireylerde lipid peroksidasyonunun artmis seviyeleriyle
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desteklenmektedir. Dolayisiyla, alkol gruplarindaki baliklardaki SOD aktivitesindeki ani
diisiis, bu baliklarin dokularinin siiperoksit radikallerini detoksifiye etme ve hiicreyi oksidatif
hasardan koruma yeteneklerinde belirgin bir azalma olabilecegini gostermektedir.

Cesitli stres faktorleri, canlilarm farkli gruplarinda oksidatif stresi ve 0Ozel
antioksidan tepkilerini uyarmaktadir. CAT gibi antioksidanlarin baslica rolii, dogrudan
par¢alanma yoluyla ROS iiretimini inhibe etmektir (Girotti, 1998). CAT'n enzimatik
parcalanma siireci, ¢ogunlukla ilk antioksidan mekanizma asamasinin bir pargasi olarak
tanimlanir (Costa vd. 2021). CAT, hiicreleri toksik hidrojen peroksit (H.0,) haline gelen
ROS'arin, 6nceden siiperoksit dismutaz enzimatik reaksiyonuyla iretilmis su ve oksijene
parcgalanarak korur.

Onceki ¢alismalarda CAT aktivitesi acisindan PTZ uygulamasinin etkileri hakkinda
farkli bulgular bulunmaktadir. Dang vd. (2021), 15 mM PTZ’nin immersiyon seklinde
uygulandig1 7 giinliik zebra baliklarinda CAT aktivitesinde azalma gozlenmistir. Fontana vd.
(2019), yetiskin zebrabaliklarinda 10 mM PTZ’nin SOD diizeyinde bir degisime neden
olmamasina ragmen MDA ve CAT aktivitesinde bir artiiin oldugunu ifade etmislerdir. Fakat
7,5 mM PTZ uygulamasinin zebra baliklarinda CAT aktivitesinde Onemli derecede
azalmalara neden oldugu bildirilmistir (Hacke vd. 2021). Ayrica, Jin ve vd. (2018)
calismasinda, 15 mM konsantrasyonunda 20 dakika siiren maruziyette reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) {iretimindeki artis ve SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin
aktivite ve gen ekspresyonundaki azalma gibi oksidatif stres degisiklikleri gézlemlenmistir;
bu degisiklikler néronal 6liime yol agabilir.Bu ¢alismad da bu aktivitelerdeki azalmalarin
gozlenmesi elde edilen bulgularin diger ¢alismalar ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Birgok ¢aligma, PTZ tarafindan indiiklenen ndbetler nedeniyle sican veya fare
beyinlerinde antioksidan enzimlerin, SOD, GPx, glutatyon rediiktazi (GR) ve CAT gibi,
aktivitelerinin azaldigin1 ortaya koymustur. Akut PTZ uygulamasi, bolgesel biyokimyasal
degisikliklere yol acar ve enzim aktivitelerinde 6nemli degisiklikler korteks ve hipokampusta
gbzlemlenmistir. Arastirmacilar, PTZ uygulanan hayvanlarin korteksindeki degismemis
SOD aktivitesini, hem SOD'nin hem de oksidatif stres nedeniyle enzim yikimimin ayni1 anda
gerceklesmesi ile agiklamiglardir (Kumar ve Gandhimathi, 2010). Patsoukis vd. (2004), PTZ
kaynakli ndbetler sonrasi farelerin serebral korteks ve hipokampusunda tiol redoks durumu
(TRS) bilesenlerini (glutatyon (GSH), glutatyon disiilfid (GSSQ), sistein (CSH), protein (P)
tioller (PSH), ve protein ve non-protein (NP) karisik/simetrik distilfidleri (PSSR, NPSSR,
NPSSC, PSSP)) incelediler. Serebral kortekste GSH, GSSG, CSH, NPSSC, PSSR ve
PSSC'de 6nemli bir azalma, ayrica protein karbonilinde bir artis ve PSSP seviyelerinde
yiiksek bir artis bulunmustur, bu da artmus oksidatif stresi gostermektedir. Hipokampusta ise
PTZ konviilsiyonlart PSH, CSH ve NPSSC'de bir azalmaya, PSSP, NPSSR, LPO ve protein

oksidasyon seviyelerinde bir artisa neden olmustur, bu da bu yapida artmis oksidatif hasari
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gostermektedir. Bir diger calisma, fare hipokampusunda GSH ve antioksidan enzim
seviyelerinde bir azalma bildirilmistir (Nader vd. 2018).

Bu caligsmada alkol, reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini etkili bir sekilde azaltti, bu
da alkoliin PTZ-indiiklenmis ndbetler sonrasinda oksidatif stresin olugmasinda 6nemli rol
oynadigint gosterdi. Alkoliin, PTZ uygulanan zebra baliklarinda antioksidan enzim
aktivitelerini ve oksidatif stresle iliskili enzimlerin azalttig1 tespit edildi. Baliklarda oksidatif
strese karst koymak igin O6nemli olan SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimler,
stiperoksit anyon radikalini H2O,'ye doniistiiren SOD ve ardindan H>O'nin pargalanmasini
saglayan CAT ve GPx, organizmalar1 oksidatif hasardan kormaktadir (Du vd. 2016; Qu ve.,
2016). Calismalarimiz, Alkol uygulanmig ve PTZ uygulanan baliklarda hem SOD hem de
CAT aktivitelerinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriildii; bu da bu enzimlerin PTZ-indiiklenmis
nobetlerde olusan oksidatif strese karsi savasmada ne kadar onemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu gozlemler, oksidatif strese karsi korumanin potansiyel olarak baliklari ileri
epilepsiden koruyabilecegini destekleyen oOnceki bulgulari teyit etmektedir (Keskin vd.
2016). Ayrica, alkol gruplarinda SOD ve CAT aktiviteleri kontrol grubuna kiyasla énemli
ol¢iide azaldi; bu da alkoliin antioksidatif yollar1 inhibe etme yetenegine sahip oldugunu

gosteren Onceki bulgularla uyumludur.
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5. SONUC VE ONERILER

Epilepsi norolojik hastaliklar arasinda en fazla goriilen bir hastaliktir. Epilepside
alkol kullanimimin etkilerini ortaya koymak bu hastaligin patobiyolojisinde &nemli
aciklamalarin kazanilmasina neden olabilir. Alkoliin tiim diinyada ¢ok yaygin olarak
kullanildigr da g6z Oniinde bulundurulursa bu konunun Onemi dahada artmaktadir.
Literatiirde uzun siireli alkol maruziyetinin epileptik benzeri olusumlarda ki etkisi tizerine
yapilan ¢alismalar sinirl sayidadir.

Bu c¢alismada PTZ ile olusturulan akut epilepsi modelinde uzun siireli ve siirekli
olarak kullanilan farkli alkol dozlarinin beyin ve kas antioksidan enzimlerinde diisiise neden
oldugu ve PTZ ile olusturulan epilepsi de ise bu degerserde istatistiki olarak dnemli derecede
azaldig tespit edilmistir. Ayrica MDA diizyinde artis gézlenmistir. Bununda alkol ve PTZ
uygulamasiin viicutta oksidatif strese neden oldugunun bir gostergesi olarak
degerlendirilmistir.

Mevcut literatiir incelendiginde PTZ ile olusturulan epilepsi ¢esitli maddelerin
etkilerinin oksidatif mekanizmadaki etkisinin arastirigdigi ¢alismalarin oldugu gorilmistiir.
Sonraki ¢aligmalarda epileptik zebra baligi kullanarak alkoliin zararli etkilerinin
azaltilmasinda bu maddelerin kullanilabilirligi ve etkilerinin molekiile mekanizmalari

arastirilabilir.
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