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OZET

Amac: Bu ¢alismadaki amacimiz beyindeki Sitokrom P450 (CYP450) enzim sistemini
daha iyi anlamak, epilepside valproik asit (VPA) ve sodyum fenilbiitirat (4-PBA)
kullaniminin bu enzim sistemi {izerindeki etkinligini ve ER stresi ile olan iliskisini
belirlemek ve 78-kDa glikozla diizenlenen protein (GRP78), beyin kaynakli nérotrofik
faktor (BDNF), memeli rapamisin hedefi (mTOR), niikleer factor kappa B (NFKB),
DNA hasarina neden olan transkript 3 (CHOP), 16sin agisindan zengin glioma-inaktive
1 (LGI1) gibi genlerin sentezleri iizerine etkilerini belirleyerek kisitli olan literatiire
katki saglamaktir.

Gerec ve yontem: Calismamizda 56 adet disi 8 haftalik BALB/c cinsi fare kullanildi.
Epilepsi kindling modeli olusturmak ic¢in glin asir1 14 enjeksiyon yapildi. 14. son
enjeksiyondan on giin sonra tek bir enjeksiyon daha olacak sekilde toplam 15
enjeksiyon yapilmistir. Fareler Kontrol, 4PBA+PTZ, PTZ+VPA, VPA+PTZ, PTZ,
4PBA, VPA olarak yedi gruba ayrildi ve PTZ enjeksiyonu ile es zamanli VPA ve 4PBA
enjeksiyonlar1 yapildi. Enjeksiyonlardan sonra agik alan ve ylizmeye zorlama davranig
testleri uygulandi ve beyin dokularinda CYP450, CYP219, CYP3A4, CYPIlAl,
CYP1A2, LGI1, GRP78, CHOP, NFKB, KASPAZ3, BDNF ve mTOR proteinlerin
ekspresyonu igin Western blot ve immiinohistokimyasal analizler yapildi.

Bulgular: Yiizmeye zorlama davranig testinde kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
anlaml farkliliklar bulunmaktadir. immiinohistokimyasal protein analizlerinde BDNF,
GRP78, KASPAZ3, NFKB, CYP450, CYP3A4 ve mTOR proteinleri beyinde gruplar
aras1 anlamli sonuglar vermistir. CHOP, LGI1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri ise
gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir.

Sonug¢: Sonug olarak bu calismada ylizmeye zorlama davranig testi sonucunda tiim
gruplarda kontrol grubuna gore depresyon, Korku benzeri davraniglar gozlemledik.
CYP450, CYP2C19, CYP3A4 ve CYP1A1-2 expresyonu incelendiginde karacigerde
yapilan bazi calismalara gore beyinde istatistiksel olarak anlamli bir inhibasyon
olmamis olup VPA nin bu CYP proteinlerin zayif inhibitdrii oldugu ve bu yiizden
anlamli etkilesimler olusturmasi beklenmeyen ¢alismalar1 desteklemektedir. 4-
PBA+PTZ grubunun GRP78 protein immiinreaktivitesinde en az aktif gruplardan biri
olmasi 4-PBA ile ER stresin inhibe edilebildigini gostermistir. PTZ grubunda noronlari
koruyucu islevi olan BDNF ve hiicre sagkalimi i¢in etkili olan mTOR ekspresyonunun
minimal olmasi epilepside noronal sagkalimin olumsuz etkilendigini géstermektedir.
Anahtar Kelimeler: BDNF, Epilepsi, ER Stresi, Sitokrom P450, Valproik asit
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ABSTRACT

Aim: Our aim in this study is to better understand the Cytochrome P450 (CYP450)
enzyme system in the brain, to determine the effectiveness of the use of valproic acid
(VPA) and sodium phenylbutyrate (4-PBA) in epilepsy on this enzyme system and its
relationship with ER stress, and to determine the 78-kDa glucose regulated protein ( On
the synthesis of genes such as GRP78), brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
mammalian target of rapamycin (mTOR), nuclear factor kappa B (NFKB), DNA-
damaging transcript 3 (CHOP), leucine-rich glioma-inactivated 1 (LGI1). To contribute
to the limited literature by determining the effects of

Material and Method: In our study, 56 female 8-week-old BALB/c mice were used.
To create an epilepsy kindling model, 14 injections were made every other day. A total
of 15 injections were given, with a single injection ten days after the 14th last injection.
Mice were divided into seven groups as Control, 4PBA+PTZ, PTZ+VPA, VPA+PTZ,
PTZ, 4PBA, VPA, and simultaneous VPA and 4PBA injections were given with PTZ
injection. After injections, open field and forced swim behavior tests were performed
and Western blot and immunohistochemical analyzes were performed for the expression
of CYP450, CYP219, CYP3A4, CYP1Al, CYP1A2, LGI1, GRP78, CHOP, NFKB,
KASPAZ3, BDNF and mTOR proteins in brain tissues.

Results: There are significant differences between the control group and the other
groups in the forced swimming behavior test. In immunohistochemical protein analysis,
BDNF, GRP78, KASPAZ3, NFKB, CYP450, CYP3A4 and mTOR proteins gave
significant results between groups in the brain. Expression levels of CHOP and LGI1
proteins did not differ significantly between groups.

Conclusion: As a result, in our study, we observed depression and fear-like behaviors
in all groups as a result of the force-swimming behavior test compared to the control
group. When the expression of CYP450, CYP2C19, CYP3A4 and CYP1A1l-2 was
examined, there was no statistically significant inhibition in the brain according to some
studies performed in the liver, and this supports the studies that VPA is a weak inhibitor
of these CYP proteins and therefore no significant interactions are expected. The fact
that the 4-PBA+PTZ group was one of the least active groups in GRP78 protein
immunoreactivity showed that ER stress could be inhibited by 4-PBA. The minimal
expression of BDNF, which has a protective function on neurons, and mTOR, which is
effective for cell survival in the PTZ group, indicates that neuronal survival is adversely
affected in epilepsy.

Keywords: BDNF, Cytochrome P450, Epilepsy, ER Stress, Valproic acid
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4-PBA : 4-Fenilbiitirik Asit

ADAM22 : Metalopeptidaz alani1 22
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ATF6 . Aktive edici transkripsiyon faktorii 6
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CHOP : DNA hasarina neden olan transkript 3
CYP450 : Sitokrom P450

EEG : Elektroensefalografi

elF2a - Okaryotik translasyon baslatma faktorii 2
ER : Endoplazmik retikulum

ERAD . ER ile iliskili bozunma

ERSE . ER stres yanit elemani

GABA - Y- aminobiitirik asid

GLS . Golgi yerellestirme dizisi

GRP8 : 78-kDa glikozla diizenlenen protein

IKK - IkBa Kinaz

ILAE : Uluslarasi Epilepsi ile Savas Dernegi
IRE1 : Inositol gerektiren enzim 1

JNK > ¢-Jun N-terminal kinaz

LGI1 : Losin agisindan zengin glioma-inaktive 1

MO - Milattan 6nce
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: X-box baglayici protein 1
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1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi hastaliginin varlig1 insanlik tarihi kadar eskidir. Epileptik bir ndbetten ilk defa
Mezopotamya bélgesinde milattan énce (MO) 2000 tarihli Akad dilinde yazilmis bir
metinde goriilmistiir.  Eski musir, babil ve antik yunan metinlerinde epilepsiden

bahsedilmistir (Magiorkinis ve ark., 2010).

Epilepsi tanim olarak beyindeki anormal asir1 veya senkronize noronal aktiviteye bagli
olarak Dbelirti ve/veya semptomlarin gegici olarak ortaya ¢ikmasi seklinde
tanimlanmaktadir (Fisher ve ark., 2005). Epilepsi tanisi igin 24 saat arayla en az iki tane
tetiklenmemis nobet gecirmis olmasi1 gerekmektedir (Fisher ve ark., 2005). Epilepsi en
yaygin norolojik hastaliklardan biridir ve her yastan, irktan, sosyal siniftan ve cografi
bolgeden insami etkiler. Epilepsi hastaligi her yas gruplarinda goriilebilmektedir.
Epilepsinin yillik insidansi, yani her sene ilk defa goriilen kisi sayis1 40-60/100.000dir.
ABD ve Avrupa’daki arastirmalarin ¢ogu 45-55/100.000 oraninda insidans oldugunu
bildirmektedir. Ayrica bu oranlar yas gruplarina gore degisiklik gostermektedir. Kiiciik
cocuklar, ozelllikle ilk bir yas icerisinde ve 65 yas uistii yasl insanlarda epilepsi riski

daha yiiksektir (Forsgren ve ark., 2018).

Tedavide antiepileptik ilaglar ¢ok Onemlidir. Nobet olusumunu engelleyen ilaglar 4
siifa ayrilir. 1) Voltaj kapili sodyum, potasyum ve kalsiyum kanallarinin modiilasyonu
2) ) Y- aminobiitirik asid (GABA) aracili inhibitor nérotransmisyonun ¢ogaltilmasi 3)
Glutamat aracili uyarict norotransmisyonun zayiflamasi 4) Presinaptik etkilerle

norotransmitter saliniminin diizenlenmesi (Sills ve Rogawski, 2020).

Antiepileptik ilaglar (AEI) birinci, ikinci ve {i¢iincii nesil olarak smifandirilmaktadir.
Valproik asitte (VPA) birinci nesil antiepileptik ajan olup 1960 yilinda kullanima

sunulmustur.



Valproik asit, dogal olarak valerik asitten tiiretilen dalli kisa zincirli bir yag asididir.
VPA oncelikle epilepsi ve ndbetleri tedavi etmek i¢in kullanilir, ancak ayn1 zamanda
migren, bipolar bozukluk, ruh hali degisimleri, kaygi ve psikiyatrik bozukluklar i¢in de
kullanilir. Son arastirmalar, bir histon deasetilaz inhibitorii olarak etkisi nedeniyle
kanser, HIV tedavisi ve noérodejeneratif hastaliklarda adjuvan olarak kullanimin
arastirmistir. (Puranik ve ark., 2013).Valproik asitin etki mekanizmasiyla ilgili hala

bilinmezlikler mevcuttur (Davies, 1995).

Valproik asitin bilinen etki mekanizmasi sadece tek bir eylem iizerinden degil birden
fazla eylem {tizerinden gergeklesir. Kalsiyum ve sodyum kanallar1 iizerindeki etkilerine
ek olarak valproat, potasyum kanallarinin voltaja bagli gecirgenligini artirabilir ve

hiperpolarizasyona neden olabilir (Hakami, 2021).

Valproat su anda yetiskinlerde ve ¢cocuklarda hem jeneralize hem de parsiyel ndbetlerin

tedavisinde etkinligi olan baslica antiepileptik ilaglardan biridir (Loscher, 1999).

Valproat, tim bu etkilerinin yani sira birgok antiepileptik ilag gibi sitokrom P450
(CYP450) enzimleriyle de yakindan iligkilidir. Buna ragmen  Valproatin CYP
izoformlarinin in vitro aktivitesi lizerindeki inhibitdr etkisine iliskin yalnizca sinirh

sayida c¢alisma yayinlanmigtir (Wen ve ark., 2001).

Valproik asitin farmakokinetiginde CYP2A6,CYP2B6 ve CYP2C9 genleri {izerine
etkileri kanitlanmistir. (Puranik ve ark., 2013).

Sitokrom P450 (CYP450) enzimleri olarak bilinen hemeproteinleri igeren essiz
savunma sistemleri 1960'lardan beri bilinmektedir. Sitokrom P450Q'ler, hayvanlar,
bocekler, bitkiler, mantarlar, protistler, bakteriler, arkeler ve virlisler dahil olmak iizere
yasamin tiim alanlarinda her yerde bulunan bir enzim ailesidir. Bugiine kadar, c¢esitli
onemli fizyolojik rollere sahip 52.675'in iizerinde CYP dizisi belgelenmistir (Kuban ve
Daniel, 2021).

Epilepsi gelisiminin kesin mekanizmas: heniliz tam olarak anlasilamamistir. Son
yillarda, bir dizi ¢aligma, endoplazmik retikulumda (ER) stresinin ve apoptozun,

epilepsi ile iligkili nérofizyolojik mekanizmalarda dnemli roller oynadigini gostermistir.

Endoplazmik retikulum liimeninde proteinlerin katlamamasi ya da yanlis kanlanmig

olmas1 sonucunda proteinlerin birikmesi ve metabolik bozukluklar, nébetler, hiicre ici
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kalsiyum diizensizligi, oksidatif stres ve ER homeostazini etkileyen diger bozukluklar
gibi patolojik stresler ER stresine yol agabilir. Glikozla diizenlenen protein 78 (GRP78)
ve C/-EBP homolog proteini (CHOP), 6karyotik hiicrelerde ER stresi olustugunda ER
stres belirtegleridir. GRP78 ve CHOP dengesi, ER stresinden sonra hiicre kaderini
etkiler. Kimyasal bir saperon 4-Fenilbiitirik Asit (4-PBA) ile kombinasyon halinde
antiepileptik ilag VPA ile tedavinin antikonviilsan ve noroprotektif etkiler olusturup
olusturmadigin1 degerlendirmek igin higbir ¢alisma yapilmamistir (Rzayev ve ark.,
2022).

Viicutta fazla biriken diger proteinler gibi fazla CYP450 proteinleri de ER strese neden
olur. (Tatar ve Tatar, 2019). Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), beyin ve viicutta
bol miktarda bulunur ve noroprotektif islevlere sahiptir. Epilepsi ile iliskisinin nasil

gelistigine dair bilgiler giiniimiizde ¢ok sinirlidir (Lin ve ark., 2020).

Bu c¢aligmadaki amacimiz beyindeki CYP450 enzim sistemini daha iyi anlamak,
epilepsinin ve Valproik asitin kullaniminin bu enzim sistemi iizerindeki etkinligini ve
GRP78, CHOP, LGI1 gibi protenler esliginde ER stresi ile olan iliskisini belirlemek,
tiim bu siiregte beyindeki BDNF sinyalinin roliinii tesbit edip kisitli olan literatiire katki

saglamaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. EPIiLEPSI
2.1.1. Tarihge

Epilepsinin klinik tablosu insanlik kadar eskidir. Epileptik nébetlerin ilk tanimi, MO
2000'den kalma bir metinde yer almaktadir. Mezopotamya'da konusulan Akad dilinde
yazilmistir. Epilepsi kelimesi Yunanca "ele gegirmek, sahip olmak, eziyet etmek"
anlamina gelen epilambanein fiilinden gelir. Yillar boyunca c¢esitli yazarlar bu duruma
birgok isim verdiler: Seliniasmos, ilahi hastalik, Herkiil hastaligi (¢linkii yar1 tanri
Herkiil'ti etkiledi) ve Satanizm. Bu dénemlerde cin kovucular epileptik semptomlart
olan bir hastay1 “antasubbl” olarak teshis etti (Magiarkinis ve ark., 2010). Tarihin ¢ogu
icin, ndbetlerin bedeni istila eden, seytan ¢ikarma ve diger dini ve manevi tedavileri
gerektiren kot ruhlardan kaynaklandigina inaniliyordu (Sekil 1) (Kaculini ve ark.,
2021).

Sekil 2.1. Aziz Severin bir kadini1 'diisen hastalik iblisinden' kurtariyor (Kaculini ve ark.,
2021).



Babilliler, epilepsiyi agiklayan metinler igeren Sakikku isimli bir teshis kilavuzu
yazdilar (Sekil 2). Bu kilavuzda Babilliler farkli nobet tiirlerini tanimlamis ve
dogalarina gore simiflandirmiglardir. Tablet ayrica miqtu (diisme), hayyatu (uygun) ve
sibtu (ndbet) gibi epilepsi ile ilgili terimleri de tanimlamaktadir. Bu yazilarda antik

donemin epilepsi hakkinda biraz bilgisi oldugunu gostermektedir.

Bu hizli kasilmalarin bedeni ele gegiren kotii ruhlardan kaynaklandigina inanildigr igin
tedavi cogunlukla manevi miidahaleyi igermektedir. MO 1700 civarinda yayinlanan
Edwin Smith Cerrahi Papiriis'te agiklandig1 gibi, eski Misir'da da epilepsi kanit1 bulundu
(Kaculini ve ark., 2021).
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Sekil 2.2. Sakikku adli eski Babil tan1 kilavuzunu olusturan 40 tabletlik bir dizinin 26.
tableti (Kaculini ve ark., 2021).



Epilepsinin bir hastalik olarak ilk resmi tanimi, klasik eseri On the Sacred Disease'de
tibbin babas1 olarak bilinen MO 460-375 yillarida yasamis olan Hipokrat yapmistir. Bu
eserde Hipokrat epilepsinin ilahi yoniine su s6zlerle meydan okuyor: “Bence bu hastalik
digerlerinden daha ilahi degil; diger hastaliklarla ayni yapiya ve bireysel hastaliklart
ortaya c¢ikaran nedene sahiptir” (Magiarkinis ve ark., 2010). Modern epilepsi
tedavilerinde 19. yiizyilin baslarinda epilepsi i¢in farmakolojik tedaviler dikkat ¢cekmeye
basladi. 1912'de Alfred Hauptmann fenobarbitalin antikonviilsan 6zelliklerini kesfetti.
Daha sonraki senelerde etosuksimit, karbamazepin, valproik asit ve baz

benzodiazepinler dahil olmak iizere ¢ok sayida antiepileptik ila¢ piyasaya siiriildii.
2.1.2. Tanim ve Epidemiyoloji

Bir epileptik ndbet, beyindeki anormal asir1 veya senkronize noéral aktiviteye bagh

olarak belirti ve/veya semptomlarin gegici olarak ortaya ¢ikmasidir.

Epilepsi, epileptik nobetlere kalici bir yatkinlik ve bu durumun nérobiyolojik, bilissel,
psikolojik ve sosyal sonuglari ile karakterize edilen bir beyin bozuklugudur. Epilepsinin
taniminin olugmasi i¢in en az bir epileptik nobet gerektirir (Fisher ve ark., 2005).
Epilepside epidemiyolojik ¢alismalar, hastaligin yayginlhigi, sebepleri ve neticeleri ile
alakali malumat saglar. Epilepsi hastaligi her yas gruplarinda goriilebilmektedir.
Epilepsi, diinya genelinde 70 milyondan fazla kisiyi etkileyen en yaygin ciddi beyin
hastaliklarindan biridir. Epilepsinin yillik insidansi, yani her sene ilk defa goriilen kisi
sayist 40-60/100.000’dir. ABD ve Avrupa’daki aragtirmalarin ¢ogu 45-55/100.000
oraninda insidans oldugunu bildirmektedir. Ayrica bu oranlar yas gruplarina gore
degisiklik gostermektedir. Kiiciik ¢ocuklar, 6zelllikle ilk bir yas icerisinde ve 65 yas
tistii yasl insanlarda epilepsi riski daha yiiksektir (Forsgren ve ark., 2018; Thijs ve ark.,
2019).

2.1.3. Etiyoloji

Hastanin ilk epileptik ndbetini gegirdigi andan itibaren, doktor hastanin epilepsinin
etiyolojisini belirlemeye calismalidir. Tedaviye etkileri tizerinde durularak bir dizi

etiyolojik grup tanimlanmistir (Scheffer ve ark., 2017).



Etiyelaji

Yapisal Genetik Metabolik Bagisiklik Enfeksiydz |diyopatik

Sekil 2.3. Epilepsi Etiyolojisi (Scheffer ve ark., 2017).

2.1.3.1. Yapisal

Yapisal etiyolojinin arkasindaki kavram, iyi diizenlenmis ¢alismalara dayali olarak,
epilepsi ile iliskili yapisal anormalliklere sahip olma riskinin biiyiik 6l¢iide artmasidir
(Scheffer ve ark., 2017). Yapisal etiyoloji, ndrogoriintiillemede yapisal anormallikler ve
elektroensefalografi (EEG) verileri ile birlikte ndbet belirti ve bulgularinin goriilmesiyle
belirlenir ve bu anormalliginde nobetlerin olast sebebi oldugunu diisiindiiriir (Pack,

2019).
2.1.3.2. Genetik

Genetik epilepsi kavrami, ndbetlerin dogrudan epilepsinin temel semptomlar: olan
bilinen veya siiphelenilen genetik mutasyonlardan kaynaklandigini belirtir. Genetik
etiyolojinin neden oldugu epilepsi olduk¢a degiskendir ve ¢cogu durumda altta yatan
genler hala bilinmemektedir(Scheffer ve ark., 2017). Genetik epilepsi ¢esitlidir ve liste
her sene uzar. Daha da 6nemlisi, genetik mutlaka kalitsal anlamina gelmemelidir. Bazi
epilepsi tiirleri kalitsal olsa da, bir¢ogu etkilenen bireylerde de novo (yeni)
mutasyonlara sekonder gelisir. Genel olarak, genetik etiyoloji, bilinen mutasyonlara
sahip sendromlar, destekleyici veriler, aile 6ykiisii ve klinik belirtiler veya genetik bir

etiyolojiyi diisiindiiren ¢alismalardan elde edilen kanitlar ile tanimlanir. (Pack, 2019).
2.1.3.3. Metabolik

Bir¢ok metabolik bozuklugun epilepsi ile iliskisi vardir. Metabolik epilepsi kavrami,
ndbetlerin, epilepsinin ana semptomu olarak bilinen veya siiphelenilen metabolik

bozukluklarin dogrudan bir sonucu olarak ortaya ¢ikmasidir (Scheffer ve ark., 2017).



2.1.3.4. Bagisikhik

Bagisiklik epilepsi kavrami, nébetlerin  dogrudan bir bagisiklik bozuklugundan
kaynaklanmasi ile agiklanabilir. (Scheffer ve ark., 2017). Immiin etiyolojisi olan

hastalarda immiinoterapi diisiiniilmelidir. (Pack, 2019).
2.1.3.5. Enfeksiyoz

Enfeksiy0z etiyoloji diinya genelinde en sik goriilen etiyolojidir. Enfeksiyoz etiyoloji
kavrami, dogrudan hastaligin ana semptomu oldugu bilinen bir enfeksiyonun neden
oldugu ndbetlerdir. Enfeksiyoz etiyoloji, ensefalit veya menenjit gibi akut bir
enfeksiyonun pargast olarak meydana gelen konviilsiyonlardan ziyade epilepsili bir

hastay1 ifade eder (Pack, 2019; Scheffer ve ark., 2017).
2.1.3.6. idiyopatik

Idiyopatik epilepsi sebebinin hala bilimedigi anlamma gelmektedir. Bircok insan
belirgin bir sebep olmadan epilepsiye sahiptir. Epilepsi hastalarinin {igte birine kadar
belirgin bir nedeni yoktur. Bir neden olabilir, ancak mevcut tibbi testler ve yetersiz
kaynaklar nedeniyle tanimlamasi sinirl olabilir. Etiyolojisi bilinmeyen hasta oraninin
azalmasi ve yeni siniflama sisteminin yapisinin epilepsinin daha iyi anlagilmasi i¢in bir

cergeve saglamasi beklenmektedir (Pack, 2019; Scheffer ve ark., 2017).
2.1.4. Tam

Bir hastanin klinik tablosunu degerlendirirken epileptik nobet gegirip gegirmedigi ile
ilgili karar vermek ilk adimdir. Literatiirde yanlis teshis edilen hastalarda antiepileptik
ilaglarin kullanim1 %25 olarak belirtilmektedir. Hasta ve ndbeti gorenlerden olay
hakkinda detayli bilgi elde edilmeli (n6bet dncesi, baslangici, ilerleyisi, nébet sonrast,
miimkiinse video kaydi), 6z gegmis ve soy gecmis ozellikleri 6grenilmelidir. Norolojik
muayene, fizik muayene, nérogoriintilleme, EEG ile epilepsi tanis1 desteklenir. Hastanin
hayatinda is kaybi, ehliyet kaybi, uzun bir siire ya da dmiir boyu ilag¢ kullanimina sebep
olunacagi i¢in detayli bir degerlendirmeden sonra tani konulmasi gerekmektedir.
Incelemeler sonucunda kesin karar verilemiyorsa yanlis tan1 konmamali ya hasta
takibine devam edilmeli yada iist bir merkeze yonlendirilmelidir. Ik n6betle bagvuran
hastada rutin EEG en 6nemli tetkiktir (Akdag ve ark., 2016). ILAE tani kriterlerinde ise

asagidaki 3 durumun epilepsi tanimi i¢in kullanilabilecegi belirtilmektedir.



1. >24 saat arayla meydana gelen en az iki provoke edilmemis (veya refleks) ndbet

2. Bir provoke edilmemis (veya refleks) nobet ve oOniimiizdeki 10 yil iginde
meydana gelen, iki provoke edilmemis ndbetten sonra genel niiks riskine (en az

%60) benzer bagka nobet olasiligi
3. Bir epilepsi sendromunun teshisi (Fisher ve ark., 2014).
2.1.5. Siniflandirma

Nobetlerin  siniflandirilmasi diistincesi ilk defa 1960 senesinde toplanan milletlerarasi
epilepsi uzmanlarinin epileptik nébetlerin siiflandirilmasi iizerine c¢esitli ¢calismalar
yapmasi ile baslamistir. Uluslararasi Epilepsiyle Savas Dernegi (ILAE) tarafindan
Siniflama ve Terminoloji Komisyonu adinda bir komisyon kurulmustur. Bu komite ilk
olarak 1970 yilinda epileptik noébetler ve epilepsi siniflandirmalarini diizenlemis ve
yillarca siiren caligmalarin sonucunda 1981 senesinde “1981 Epileptik Nobetlerin Klinik
ve Elektroensefalografik Siniflamasi” ve 1989 senesinde “1989 Epilepsiler ve Epilepsi
Sendromlar1 Siniflamas1” ¢aligmalar1 sayesinde diinya ¢apinda kabul goérmiis bilimsel
bir dil olusturulmustur. Son senelerde tibbi imkanlarinda artmasiyla; video EEG,
genetik calismalar, laboratuar c¢aligmalar1 ve benzeri imkanlar sayesinde ILAE
tarafindan mevcut siniflamalar sirasiyla 2001, 2006, 2010 ve 2017 senelerinde yeniden
giincellenmistir. Yeni 2017 siniflandirmasi diger siniflandirmalar ile karsilastirildiginda
birka¢ 6nemli eklemeler ve alternatif terimlerin kullanildig1 sdylenebilir (Akdag ve ark.,

2016; Fisher ve ark., 2017; Walter ve ark., 2018).



ILAE 2017 Nobet Siralamasi Basit Siiriim

Sekil 2.4. ILAE 2017 islevsel nobet siniflamasi basit siirlim
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ILAE 2017 Nobet Siralamasi Genisletilmis Siiriim

Sekil 2.5. ILAE 2017 islevsel nobet siniflamasi genisletilmis siirim

2.1.6.Epilepsi ve Nobet Olusum Mekanizmalari

Epilepsinin hastalik olarak ilk defa resmi tanimi1 Hipokrat tarafindan “Bence bu hastalik
digerlerinden daha ilahi degil; diger hastaliklarla ayn1 yapiya ve bireysel hastaliklari
ortaya ¢ikaran nedene sahiptir” sozleri ile ilahi bir durum olmay1p hastalik olarak kabul
edilmistir. Hipokrat’tan sonraki yakin dénemlerde doktorlar daha ¢ok nozoloji alaninda
bilimsel olarak incelenmesi, semptomlarinin belirlenmesi ve hastaligin siniflandirilmasi
ile ilgili konularda katkilar1 olmustur. Ancak daha ileri donemlerde epileptik nobetlerin
mekanizmalariyla ilgili ¢alismalar yapilmistir (Magiarkinis ve ark., 2010). Epileptik

nobetlerin etiyolojisi yapisal bozukluk, metabolik bozukluk, enfeksiyoz, genetik
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mutasyonlar, bagisiklik ve bilinmeyen nedenler yer alir. Bu nedenlere bagli nébetlerin
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Epilepsilerin geneline neden olan bir patoloji
(timorler, kistler, glialskleroz, vaskuler anomali vb.) gosterilebilmektedir. Tiim epilepsi
ndbetlerinin patofizyolojisi ayn1 olmayacagi gibi bazi ndbetlerin patofizyolojisi tam
olarak bilinmemektedir (Sonat, 2009). Epileptik nobetlerin aktivitesi, sinaptik ve voltaj
kapili inhibitor iletkenlikleri bloke ederek veya sinaptik ve voltaj kapili uyarici
iletkenlikleri aktive ederek akut olarak indiiklenebilir. Epileptojenik bolgelerde néronlar
uyarilmasi, desarjlarin olugsmasi ve yayilmasi kolaylagsmaktadir. Kisaca 6zetlemek

gerekirse 3 mekanizma onemlidir.

A) Bozulmus glialarin ( 6zellikle astrositlerin) fonksiyonu
B) Glutamat gibi eksitatér aminoasitlerde artma
C) Basta y-aminobutirik asit (GABA) olmak iizere inhibitdor aminoasitlerde

azalma

Bu mekanizmalarin bir sonucu olarak, néronlar membran potansiyeli bozulur, ayrica bu
noronlar normalden daha kolay depolarize olup baska bir deyisle, noronal desarj ve
uyarilma esikleri azalir. Inhibitér bir norotransmitter olan GABA’nin azalmasi da,
epileptik ndronlar tizerindeki sinaptik inhibisyonun kalkmasimna ve daha kolay eksite
olmalarina yol agmaktadir (Sonat, 2009; Zenbilci, 1995). Son yillardaki arastirmalar
sonucunda epilepsi ile iligkili olan 977 gen bulunmustur. Epilepsiye yada epileptik
semptomlara neden olan 84 gen bulunmustur. Bu epilepsi genlerinden bazilariin

fonksiyonel katagorileri asagidaki tabloda gosterilmistir (Wang ve ark., 2017).

12



Tablo 2.1. Epilepsi genlerinin fonksiyonel kategorileri.

Kodlanmus protein islevi Gen ve fenotip (OMIM fenotipi)

Iyon kanali

SCNIA (DS/GEFS+/FFS), SCN1B (GEFS + ),
SCN2A (EIEE/BFIS), SCNSA (EIEE/BFIS),

Sodyum kanal SCNOA (GEFS+/DS/FFS)
KCNA2 (EIEE), KCNBL (EIEE), KCNC1 (PME),
KCNMA1 (GEPD), KCNQ2 (EIEE/BFNS),
Potasyum kanal

KCNQ3 (BFNS), KCNT1 (NFLE/EIEE)

Kalsiyum kanalt CACNAIA (EIEE), CACNALH (CAE/IGE),
CACNB4 (IGE/IME)

GABRAL (EIEE/CAE/JME), GABRBL1 (EIEE),

] - GABRB3 (CAE/EIEE), GABRD
S st (GEFS+/IGE/JME), GABRG?
(GEFS+/FFS/CAE)
Asetilkolin reseptorii CHRNA2 (NFLE), CHRNA4 (NFLE), CHRNB2
(NFLE)
Sinyal iletimi/molekill EFHC1 (JAE/JME), FGF12 (EIEE)

SCNI1A , sodyum kanali, noronal tip I, SCN1B , sodyum kanali, voltaj kapili, SCN8A ,
sodyum kanali, voltaj kapili, tip VIII, SCN9A , sodyum kanali, voltaj kapili, tip X,
KCNA2, potasyum kanali, voltaj kapili, ¢alkalayici ile ilgili alt aile, iiye 2, KCNB1 ,
potasyum kanali, voltaj kapili, shab ile ilgili alt aile, tiye 1, KCNMAL , potasyum
kanali, kalsiyumla aktiflestirilmis, biiyiik iletkenlik, M alt ailesi, alfa iiyesi 1, KCNQ2 ,
potasyum kanali, voltaj kapili, KQT benzeri alt aile, iiye 2, KCNQ3 , potasyum kanal,
voltaj kapili, KQT benzeri alt aile, iiye 3, KCNT1 , potasyum kanali, T alt ailesi, liye 1,
CACNAI1A , kalsiyum kanali, voltaja bagli, P/Q tipi, alfa-1A alt birimi, CACNA1H ,
kalsiyum kanali, voltaja bagli, T tipi, alfa-1H alt birimi, CACNB4 , kalsiyum kanali,
voltaja bagli, beta-4 alt birimi, GABRA1 , gama-aminobiitirik asit reseptorii, alfa-1,
GABRB1 , gama-aminobiitirik asit reseptorii, beta-1, GABRB3 , gama-aminobiitirik
asit reseptorii, beta-3, GABRD , gama-aminobiitirik asit reseptorii, delta, GABRG2 ,
gama-aminobiitirik asit reseptorii, gama-2, CHRNA2 , kolinerjik reseptdr, noronal
nikotinik, alfa polipeptit 2, CHRNA4 , kolinerjik reseptér, ndronal nikotinik, alfa
polipeptit 4, CHRNB2 , kolinerjik reseptor, noronal nikotinik, beta polipeptit 2, EFHC1,
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EF-el alan1 (C-terminali) igeren protein 1, FGF12 , fibroblast biiyiime faktorii 12 (Wang
ve ark., 2017).

Yapilan c¢alismalarin  sonucunda; epilepsi sendromlarmin ¢esitliligi, epilepsinin
patofizyolojisinin karmasik oldugu ve epilepsi genlerinin net olarak karakterize
edilmedigi sonucuna ulasilmaktadir. Nobetlerin hangi sebeblerden dolay1 ortaya ¢iktigi,
bu ndbetlerle birlikte beynin nasil etkilendigi ve epilepsinin engelenmesinde yada
tedavisinin en dogru sekilde nasil yapilacagi gibi suan cevaplanmamis pek ¢ok sorunun
oldugu goriilmektedir. Goriintiileme teknikleri, farmakogenomik, molekiiler genetik,
fizyolojik alanlardaki yeni kesif ve gelismeler sonucunda epilepsinin tedavisinde yeni
gelismelerin olmas1 ve hastalarin yagam standartlarinin  yiikselmesine katki saglanmasi

beklenmektedir (Bambal ve ark., 2011).
2.2. EPILEPSI TEDAVISINDE ANTIiEPILEPTIK ILACLAR

Epilepsinin giincel tedavisi, antiepileptik ilaglarla semptomlarin baskilanmasina
dayanmaktadir. Antiepileptik ilaglarin se¢imi ndébetlerin tiplerine ve epilepsi
sendromuna baghdir (Hakami, 2021; Pitkanen, 2010). lyi segilmis bir antiepileptik ilac,
hastalarin %60-70'inde yeterli nobet kontrolii saglar. Ilk epileptik nobetten sonra
tedaviye ne zaman baslanmasi gerektigi konusunda genel bir anlasma yoktur.
Hastalarda yapilan kontrollii calismalar sonunda erken tedavinin, ilk ataktan en az 2 yil
boyunca niiksleri azalttigi gosterilmistir. Ilag yan etkilerinin daha az olmasi igin
oncelikle monoterapi tercih edilir fakat hastalarin %30 luk bir kisminda ndbetler tam
olarak kontrol edilemediginden ayn1 anda birden fazla ilag kullanilir. Iki veya daha fazla

ila¢ kullanilmasina ragmen nobetlerin kontrolii saglanamayan hastalar ilaca direngli

kabul edilir (Hakami, 2021).
2.2.1. Antiepileptik ilag¢larin Simflandiriimasi

Antiepileptik ilaglar birinci nesil (eski), ikinci ve tiglincii nesil (daha yeni) ajanlar olarak

smiflandirihir (Hakami, 2021).
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Sekil 2.6. Nobet onleyici ilaglarin siniflandirilmast ve kullanima sunulma yil1 (Hakami,
2021).

Antiepileptik ilaglar yan etkileri, farmakokinetikleri, etki mekanizmalar1 gibi 6zellikleri
ile birbirinden ayrilmaktadir (Hakami, 2021).

2.2.2. Antiepileptik flaclarin Farmakokinetigi

Farmakokinetik, ilaglarin viicutta emilimi, dagilimi, doniisiimii ve atilmasi gibi
slireglerini inceleyen bir farmakoloji alt dalidir. Antiepileptik ilaglarin kendi arasindaki
veya antiepileptik ilaglarin diger ilaclar arasindaki etkilesimleri ve toksisite riskinden
korunmak i¢in ilaglarin farmakokinetik 6zellikleri iyi bilinmelidir (Zaccara ve Perucca,
2014). Genelde tiim antiepileptik ilaglar oral yoldan alindigi zaman iyi emilir,
biyoyararlanim yiizdeleri yiiksektir ve kolayca kan-beyin bariyerini gecer. Cogu
AEI’nin, etki mekanizmasi orta ila uzun siirelidir (yarilanma émiirleri >12 saattir) ve bir
glin icerisinde iki ya da ii¢ kez uygulanabilir (Hakami, 2021). Antiepileptik ilaglarin

Klinik olarak ilgili farmakokinetik profilleri Tablo 2'de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2. Nébet Onleyici Ilaglarm Farmakokinetik Profilleri (Hakami,2021)

Nobet Onleyici | Biyoyararl | Tepe | Plazma Eliminas | Eleme | Terapotik
Ilag anim % Konsa | Protein yon Yart | Yolu | Serum
ntrasy | Baglanm | Omrii Konsantra
onu ast (%) (Saat) syonu
(Saat) (Mcg/MlI)
Brivarasetam | ~95 1 <20 7-10 ++ 0,2-2
Karbamazepin | 75-85 4-5 70-80 10-17 ++++ | 4-11
Esraridiol 10-20 25-5 | >94 56-61 ++++ | KD
Senobamat 88 1-4 60 50-60 +++ KD
Klobazam 90-100 1-3 80-90 36-42 ++++ | 0,03-3
Klonazepam >80 1-4 80-90 24-48 +++ | 10-70""
Eslikarbazepin | >90 1-4 <40 13-20 ++++ | 5-35
Etosuximide 95-100 3-7 0 30-60 ++ 40-100
Felbamat >90 3-5 22-36 16-22 ++ 30-60
Gabapentin 50 2-3 0 5-9 - 3-21
Lakozamid 100 1-2 <30 12-14 + 3-10
Lamotrijin ~ 90 1-3 55 8-35 +++ 3-13
Levetirasetam | ~95 1-2 <10 6-8 - 5-41
Okskarbazepin | 100 4-5 75 10-17 ++++ | 3-36
Perampanel 100 0,5-3 | 95-96 70-110 +++ 0,1-1
Fenobarbital >90 0,5-4 |55 90 ++ 12-30
Fenitoin 85-90 5-7 90 24 +++° | 10-20
Pregabalin ~90 1-2 0 4.5-7 - 2-6
Primidon >90 2-6 10 8-15 ++ 8-12
Rufinamid >90 4-6 35 6-10 ++ 4.5-31
Stiripentol Degisken | 2-3 99 4.5-13 + 4-22
Tiagabin ~90 0,5-2 |96 2-9 +++ 0,02-0,2
Topiramat ~80 2-4 15 20-30 + 2-10
Valproat >90 2-4 90 15 ++++ | 50-100
Vigabatrin 100 1 0 5-8 - 20-160 "
Zonisamid >90 2-6 40-60 50-68 ++ 10-38

NE, yerlesik degil

++++Yogun hepatik metabolizma ve aktif metabolit(ler)

+++Yogun hepatik metabolizma, ancak aktif metabolit(ler) yok

++Hepatik metabolizma (aktif metabolitler olsun veya olmasin) ve renal atilim.
+Degisken (veya orta) hepatik metabolizma (aktif metabolitlerle veya bunlar olmadan)
-Bobrek atilimi (degismemis). Hepatik metabolizma yok

b ng/mL

® doygun

Antiepileptiklerin ¢ogu karaciger enzimleri tarafindan metabolize olur. Fenitoin,
karbamazepin, eslikarbazepin, primidon, fenobarbital, ve okskarbazepin; hepatik
sitokrom P450 enzimlerinin indiikleyicileridir. Valproat ve klobazam ise karaciger

enzim inhibitorleridir (Hakami, 2021).
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2.2.3. Antiepileptik Ilaclarin Etki Mekanizmalar

Antiepileptik ilaglar iyon kanali aktivitesini degistirerek, GABA aracili inhibisyonu
arttirarak, yada glutamat aracili uyarimi azaltma gibi ¢esitli etki mekanizmalariyla
anormal noronal ateslemeyi bastirir. Bazi antiepileptiklerin bir tane etki mekanizmasi
varken, bazilarinin birden fazla etki mekanizmasi1 vardir ve bazilarinda ise tam olarak
etki mekanizmasi heniiz bilinmemektedir (Farrokh ve ark., 2018). Antiepileptik ilaglarin

etki mekanizmasi tablo 2.3 de gosterilmistir.

Tablo 2.3. Antiepileptik ilaglarin etki mekanizmasi

Antiepileptik ilag¢ Tahmin edilen etki mekanizmasi

ajani

brivaracetam SV2A modiilasyonu

karbamazepin Na + kanal blokaji

klobazam GABA giliclendirme

klonazapam GABA giliclendirme

diazepam GABA giiclendirme

Fosfenitoin/fenitoin | Na + kanal blokaji

lakozamid Voltaj kapili Na + kanallarinin gelistirilmis yavas inaktivasyonu

lamotrijin Na - kanal blokaji

Levetirasetam SV2A modiilasyonu

lorazepam GABA gliclendirme

midazolam GABA gliclendirme

okskarbazepin Na + kanal blokaji

pentobarbital GABA giiclendirme

Perampanel AMPA glutamat reseptér antagonisti

fenobarbital GABA giiclendirme

topiramat Na+ kanal blokaji, GABA gli¢clendirmesi, AMPA/Kainat glutamat
antagonisti

Valproik asit GABA giiclendirme, glutamat (NMDA) inhibisyonu, sodyum
kanali ve T tipi kalsiyum kanali blokaji

Zonisamid Na + ve Ca 2+ kanal blokaji

AMPA , alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit, GABA gamma-aminobiitirik asit,
NMDA , N -metil- d -aspartat, SV2A sinaptik vezikiil glikoprotein 2A

Birden fazla antiepileptik ila¢ kullanirken, farkli etki mekanizmalara sahip ilaglari
se¢mek daha dogru olur (Farrokh ve ark., 2018).

2.2.4. Valproik asit

Valproik asit, dogal olarak olusan valerik asitten tiiretilen kisa zincirli dalli bir yag
asididir. Valproik asit epilepsi tedavisinde kullanilan en yaygin ilaglardan biridir. Ilk

olarak epilepsi ve nobetlerin tedavisinde kulanildigi bilinsede bipolar bozukluk, migren,
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anksiyete ve psikiyatrik bozukluklarda da kullanildigi bilinmelidir. Ayrica valproik
asidin kanser tedavisinde kullanimi i¢inde klinik deneylerin devam ettigi bilinmektedir

(Bialer ve Yagen 2007; Ghodke-Puranik ve ark., 2013).

Valproik asidin etki mekanizmasinin ¢ok yonlii olmasindan ve kabul edilebilecek
giivenlik profili sebeplerinden dolay1 yetiskin ve pediyatrik hastalarda kullanimi diger
anti epileptik ilaclara gére daha fazladir (Ghodke-Puranik ve ark., 2013).

lacin yan etkileri genellikle gastrointestinal (bulanti, kusma,dispepsi), olup ayrica
hepatik yetmezlik, pankreatit, kilo kaybi, alerji gibi yan etkileri oldugu bilinmektedir.
Tiim bunlara ragmen valproik asidin diger antiepileptik ilaglarla kiyaslandiginda
minimal ndrolojik yan etkileri (sedasyon, ataksi, kognitif fonksiyon bozuklugu) vardir.

Epilepsi hastalarinda da bu minimal nérolojik yan etki 6nemlidir (Davis ve ark, 1994).

Valproik asidin farmakokinetiginde yer alan genler (Sekil 7) ve farmakodinamiginde

yer alan genler (Sekil 2.8) asagida gosterilmistir (Ghodke-Puranik ve ark., 2013).
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Sekil 2.7. Valproik asit farmakokinetiginde yer alan aday genlerin grafik gosterimi.
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Sekil 2.8. (VPA) farmakodinamiginde yer alan aday genlerin grafik gosterimi.

Antiepileptik ilaglar esas olarak farkli sitokrom P450 izoformlar1 tarafindan metabolize
edilir. (VPA) nde sitokrom P450 inhibitorii oldugu bilinmesine ragmen valproik asidin
in vitro sitokrom P450 izoformlarinin aktiviteleri lizerindeki inhibe edici etkileri

hakkinda sadece sinirli ¢calismalar yayinlanmaistir.
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2.3. EPILEPSIi ve ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESI

Endoplazmik retikulum, membranéz bir hiicre i¢i organeldir. Endoplazmik retikulum
stresi, endoplazmik retikulum liimeninde yanhs katlanmis veya katlanmamis
proteinlerin birikmesi durumu olarak kabul edilir. Asir1 yada uzun siiren ER stresi, ER
stresini durdurmak ve ER homeostazini tekrar eski haline getirmek igin katlanmamis
protein tepkisinin (UPR) aktivasyonuna neden olur (Fu ve ark., 2020). Epilepsi,
ilerleyici norodejenerasyona neden olan en yaygin kronik noérolojik hastaliklardan
biridir. Endoplazmik retikulum streside son zamanlarda epilepsiye bagli noronal hasara
katkida bulunan 6nemli bir etiyolojik faktor olarak kabul edilmistir. Tiim bunlarla
birlikte, epilepsinin endoplazmik retikulum stresine spesifik katkis1 biiyiik Olgiide
bilinmemektedir (Zhu ve ark., 2017). Son zamanlarda artan kanitlar, epilepsi ile iliskili
cesitli patolojik siireglere katilabilecek epileptogenez sirasinda diizensiz ER stresini
gostermistir (Sekil 2.9).

21



Unfolded protein
aggregation

ER stress

l UPR

p-PERK GRP78 ATF4
p-clF2a p-PERK p-IRE1 CHOP ATF6
ATF4 ATF6
CHOP -
pIREL f
xBP1 :
Neuronal apoptosis/ BBB GABAR-mediated Axonal Ca** imbalance
survival disruption neurotransmission remodeling Neuronal excitability

Sekil 2.9. Epileptogenez ER stres siireci

Endoplazmik retikulum stresi, uygun olan endoplazmik retikulum islevinin ve yapisinin
bozulmasiyla ortaya c¢ikan bir durumdur. Yapilan ¢alismalarda epilepsi ile iligkili olan
norofizyopatolojik mekanizmalarda ER stresinin ve apoptozun 6nemli roli oldugu
bilinmektedir. LGI1 gibi proteinlerde bir hata olusmasi sonucunda katlanmamis ya da
yanlig katlanmig proteinler birikebilir. ER stresi belirteclerinden C/EBP homolog
proteini (CHOP) ve 78-kDa glikozla diizenlenmis protein (GRP78) miktarlarindaki artis
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sonucunda apoptoza neden olmaktadir. Tedavi igin kullanilan antiepileptiklerden olan
valproik asitdin hepatik hiicrelerde CYP450 proteinlerini inhibe ettigi gosterilmistir.
Beyinde bol miktarda bulunan BDNF ise koruyucu ve onarici bir islev gérmektedir.
Bizde bu ¢alismada valproik asidin ve bir diger ER stres inhibitorii olan 4-fenilbiitirik
asidin (4-PBA) CHOP, GRP78, LGI1, BDNF,ve CYP450 proteinlerinin epilepside ER

stresi ile olan iliskilerini degerlendirdik.

UPR, ii¢ temel ER transmembran proteini tarafindan harekete gegirilir. Bunlar protein
kinaz R benzeri ER kinaz (PERK), inositol gerektiren enzim 1 (IRE1) ve aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) dir UPR sinyalleme dallari, Sekil 10'da gosterilmistir
(Fu ve ark., 2020; Hashimoto ve Saido, 2018).

ER lumen
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Sekil 2.10. UPR sinyalleme dallar1
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ER stresi ile katlanmamis ve yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, GRP78'i PERK,

IRE1 ve ATF6'nin liimen alanlarindan ayirarak ii¢ proteinin aktivasyonunu tetikler (Fu

ve ark., 2020; Malhi ve Kaufman, 2011).
2.3.1. PERK Yolu

PERK, C-terminal sitoplazmik serin/treonin kinaz alani ve N-terminal ER liimen
bolgesinden meydana gelen tip I ER transmembran proteinidir (Fu ve ark; 2020;
Harding ve Zhang, 1999; Harding ve ark., 2000). GRP78'in PERK'ten ayrigmasi,
PERK'in C-terminal sitoplazmik kinaz alaninda otofosforilasyonu tetikler (Fu ve ark;
2020; Naidoo ve ark., 2005). Bu tetiklenme sonucunda fosforile olmus PERK
(p-PERK), okaryotik translasyon baglatma faktorii 2'nin (elF2a) alfa alt biriminin
fosforilasyonunu tesvik eder (Fu ve ark; 2020; Harding ve Zhang, 1999). Fosforile
elF2a (p-elF2a), global protein sentezini inhibe ederek endoplazmik retikulumda
protein katlanmasi ihtiyacini azaltir (Fu ve ark., 2020; Huang ve ark., 2015). Bir diger
taraftan, transkripsiyon faktorii 4't (ATF4) aktive etmek gibi, baz1 kot gevrilmis
mRNA'lar, eIF2a fosforilasyonu iizerine gelismis translasyona ugrar (Fu ve ark; 2020;
Spriggs ve ark., 2010). Siddetli veya uzun siireli endoplazmik retikulum stresi kosullar
alinda ATF4, C/EBP homolog proteini (CHOP) gibi proapoptotik aracilarin
ekspresyonunu diizenler (Iurlaro ve Mufioz-Pinedo, 2016). Biiyiimeyi durduran ve DNA
hasarina neden olan gen (GADD153) olarak da bilinen CHOP, ER stresinin bir sonucu

olan hiicre apoptozuna aracilik eden 6nemli bir faktordiir (Oyadomari, 2004).

Onceki arastirmalar, insan epilepsisinde ve deneysel epilepsi modellerinde PERK
sinyalinin diizensizligini gostermistir. Yiiksek GRP78 ve CHOP seviyeleri ve noronal
apoptoz ile iligkili oldugu bilinmektedir. Ayrica ¢aligmalarda CHOP seviyesinin yiiksel
oldugu beyin bolgerindeki Status epileptikusun neden oldugu strese karsi daha

savunmasiz oldugunu gostermistir (Fu ve ark., 2020).

Bizde bu ¢alismada valproik asidin ve bir diger ER stres inhibitorii olan 4-PBA CHOP,
GRP78, LGI1, BDNF ve CYP450 proteinlerinin epilepside ER stresi ile olan iliskilerini
degerlendirdik.
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2.3.2. IRE1 Yolu

IRE1 ayrica tip | ER transmembran proteini olarakta bilinmektedir (Fu ve ark., 2020;
Huang ve ark., 2019). GRP78in IREla'min liimen alanindan ayrismasi ile
dimerizasyon/oligomerizasyon ve otofosforilasyon yoluyla IREla aktivasyonunu
indiikler ve IRE1la fosforilasyonu, C-terminal RNaz alaninin allosterik aktivasyonu ile
sonuglanir (Korennykh ve Walter, 2012). Fosforile IREla (p-IREla), ER stresinin
yogunluguna bagli olarak hem hayatta kalma yanlis1i hem de proapoptotik sinyal
yollariyla iligkilidir (Oakes ve Papa, 2015). Hafif endoplazmik retikulum stresi altinda,
p-IREla, X-box baglayici protein 1'i (XBP1) kodlayan mRNA'dan 26 nt'lik bir intronu
ayirir ve transkripsiyonel olarak aktif XBP1s proteinine doniisen translasyonel bir
cerceve kaymasi meydana gelir (Calfon ve ark., 2002; Walter, 2011). XBP1 daha sonra
cekirdege yer degistirir ve ER homeostazini eski haline getirmek i¢in lipid biyosentezi,
ER biyosentezi ve ER ile iliskili bozunma (ERAD) ile ilgili bircok UPR geninin
transkripsiyonunu aktive eder (Fu ve ark., 2020; Rodrigo ve ark., 2019; Sriburi ve ark.,
2004). ER stresi geri dondiiriilemez oldugunda, p-IREla'nin RNaz alani, ¢esitli ER-
lokalize mRNA'larin bozulmasini katalize eder. Bu islem, yukari regiile edilmis IRE1'e
bagli bozulma (RIDD) olarak bilinir. RIDD, ER'deki protein katlanma yiikiinii azaltarak
ER stresini azaltir (Hollien ve Weissman, 2006). Bununla birlikte, siddetli endoplazmik
retikulum stresi altinda, IREla aracili sinyalleme, proapoptotik bir programa dogru
kayar. P-IRE1a, apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1'i (ASK1) ve bunun asag: akis hedefi
c-Jun N-terminal kinazi (JNK) aktive etmek i¢in tiimor nekroz faktorii reseptori ile
iligkili faktor 2 (TRAF2) ile etkilesime girer (Fu ve ark; 2020; Urano ve ark., 2000). p-
IREla ayrica TRAF2 ile etkilesime girebilir ve ardindan IkBa kinazi (IKK) aktive
ederek NF-kB aktivasyonunu tetikleyerek proinflamatuar yanitlara yol acar (Tam ve
ark., 2012).

2.3.3. ATF6 Yolu

ATF6, 16sin fermuar transkripsiyon faktorii ailesine ait bir ER lokalize tip Il
transmembran proteinidir (Hillary ve FitzGerald, 2018). ATF®6, bir luminal C-terminal
alani, bir transmembran alan1 ve bir sitoplazmik N-terminal alani igerir (Chen ve ark.,
2002). Memeliler, ATF6 proteininin iki izoformunu, ATF60 ve ATF6P ifade eder
(Hillary ve FitzGerald, 2018). ATF6oa ve ATF6B karsilastirildiginda ATF6a
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transkripsiyonel agidan daha aktif ve fonksiyonel rolleri daha iyi belgelenmistir
(Thuerauf ve ark; 2007). Uygun Fizyolojik kosullarda, ATF6a'nin liimen alan1 ER
saperonu GRP78 ile etkilesime girer. ER stresi lizerine GRP78'in ATF6a'dan ayrismasi,
ATF6a'nin (GLS1 ve GLS2) iki Golgi yerellestirme dizisini (GLS) ortaya ¢ikarir (Shen
ve ark., 2002). ATF6a daha sonra Golgi aparatina yer degistirir ve bolge 1 proteaz (S1P)
ve bolge 2 proteaz (S2P) tarafindan boliniir (Ye ve ark., 2000). Bu béliinmenin
sonrasinda ATF6f olusur (Gerakis ve Hetz., 2018). ATF6f ¢ekirdege girer, ER stres
yanit elemanina (ERSE) baglanir ve ayrica molekiiler ER saperonlarinin, ERAD
genlerinin ve XBP1 ve CHOP gibi UPR aracilarinin ifadesini destekler (Vekich ve ark.,
2012; Yoshida ve ark., 2000). Bu nedenle ATF6 yolu, ER boyutunu artirabilir ve yanlis

katlanmis proteinlerin bozulmasini tesvik edebilir (Fu ve ark., 2020).
2.3.4. Sitokrom P450

Bu benzersiz enzim sistemi, 1958 yilinda Klingenberg ve arkadaslari tarafindan
kesfedilmis ve ozel spektroskopik ozelliklerinden dolayr P450 adi verilmistir. O
zamandan beri, sitokrom P450'lerin baslangigta diisliniilenden daha karmasik oldugu
ortaya ¢ikti. Giinlimiizde de sitokrom P450'ye olan ilgi hala yiiksektir ve artmaktadir.
CYP1, CYP2 ve CYP3, birincil olarak eksojen substratlarin oksidatif metabolizmasinda
ve dolayisiyla beyin farmakoterapisindeki bir¢ok ajanin etkinliginde yer alir (Kuban ve
Daniel, 2021; Stahl 2013).

Son arastirmalar, ilgili karaciger enzimlerine kiyasla beyindeki sitokrom P450
enzimlerinin (CYP'ler) farkli diizenlemesini gostermistir. Bu muhtemelen iki organin
anatomik temeli ve fizyolojik islevinden kaynaklanmaktadir. Beyin, beynin diger
boliimlerinden ¢ok ¢esitli noral girdiler alan farkl hiicre tiirlerini igeren cesitli islevsel
yapilardan olusan heterojen bir organdir. Her beyin yapisi benzersiz bir sekilde innerve
edilir ve her hiicre tipi, noronlar ve yapilar arasindaki baglantilara aracilik eden kendi
presinaptik ve postsinaptik reseptorlerine sahiptir. Bu nedenle, belirli genlerin fizyolojik
diizenlenmesi beyin bolgeleri arasinda farklilik gosterir. Diizenleme seklindeki bu
farkliliklar, beyinde karacigerden ¢ok daha diisiik seviyelerde ifade edilen sitokrom 450
enzimlerini kodlayan genlerle de iliskilidir. Ksenobiyotik metabolizmasi, CYP450
enzim ekspresyonunun ve konsantrasyonlarmin en yiliksek oldugu karacigerde

gerceklesir. Beyindeki toplam CYP igerigi, karacigerdekinden onemli ol¢iide daha
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distiktiir. Karaciger CYP oranmin % 0,5-2 oldugu tahmin edilmektedir (Hedlund ve
ark., 2001; Kuban ve Daniel, 2021).

2.3.4.1. Sitokrom P450'lerin Genel Ozellikleri

Sitokrom P450 enzimleri olarak bilinen hemeproteinleri igeren benzersiz savunma
sistemleri 1960'lardan beri bilinmektedir. Sitokromlar P450, tim yasam alemlerinde
yaygin olan bir enzim {ist ailesidir: hayvanlar, bocekler, bitkiler, mantarlar, protozoalar,
bakteriler, arkealar ve viriisler. Su anda, farkli 6nemli fizyolojik rollere sahip 52.675'ten
fazla CYP dizisi belgelenmistir. Insanlar yasamlar1 boyunca cesitli kimyasallara,
ilaglara, gida katki maddelerine ve Kkirleticilere maruz kalmaktadir. Bu maruziyet
sonucunda hiicre stabilitesi bozabilir ve zararli etkilerle metabolizmay1 bozabilir
(Omura ve Sato, 1962; Raw ve ark., 1960). Bu enzimlerin adlari, spektral absorpsiyon
dalga boylan ile iliskilidir. Enzimin indirgenmis formunun spektrumu, enzim karbon
monoksit ile doyuruldugunda 450 nm'de bir Sorette zirvesi gosterir ve bu, sistein
tiyolatin proksimal koordinasyonunun tutulmasini yansitir (Omura ve Sato, 1962;
Omura ve Sato, 1964 ).

Farkli dokularda c¢esitli CYP enzimleri bulunur. Sitokrom enzimlerinin ¢ogu,
endoplazmik retikulum, mitokondri, Golgi, dis niikleer zar, peroksizomlar ve hiicre
zarlar1 gibi zarlara baglanir (Khandwala ve Kasper 1973; Sagara ve ark., 1978; Williams
ve ark., 2000). Coziiniir formlar1 da vardir, ancak bunlar maya ve prokaryotlarda daha
yaygindir. CYP1A1 ¢ogu dokuda bulunsada beyindeki eksprese olma miktart daha
yiiksektir (Meyer ve ark., 2002 ).

Toplam CYP protein igerigi beyinde karacigere gore onemli 6lclide diisiik olmasina
ragmen, bazi hiicre tiplerinde karacigerdekine benzer seviyelere ulagsmistir (Miksys ve
Tyndale, 2013). Cesitli CYP enzimlerinin ekspresyon ve aktivite seviyeleri beyin
yapilar arasinda farklilik gosterir (Sekil 11).
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Thalamus & Frontal Cortex: Striatum: Hippocampus:

Hypothalamus: CYP1Al, CYP1A2, CYPIBI, CYPIAL CYP1A2, CYPI1AL CYP1A2, CYPIBI,
CYP2D6 CYP2A6, CYP2B6, CYP2D6, CYP1B1, CYP2B6. CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A4 CYP2E1, CYP2U1, CYP2C9, CYP2EIL, CYP2D6 CYP2E1, CYP3A

CYP2C19, CYP3A

Basal Ganglia:

CYPIALl, CYP1A2, CYPIBI,
CYP2B6, CYP2EIL, CYP2C9, Pons: Cerebellum:
CYP2C19, CYP3A4, CYP3AS CYP1A1.CYP1A2, CYP2B6 CYP1A1,CYP1A2.CYPIB1
CYP2D6, CYP2E1 CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
SiibstaitiaNiga: CYP3A CYP2D6, CYP2E1, CYP2U1
CYP3A

CYP1A1,CYP1A2, CYP1B1
CYP2D6. CYP2E1

Sekil 2.11. Beynin ¢esitli boliimlerindeki sitokrom P450 ekspresyonlar1 (Kuban ve
Daniel, 2021)

Noronlarda, sitokrom P450min bagka islevleri vardir: hipotalamus, hipokampus ve
striatum gibi alanlarda noéron olusumu ve biiylimesi i¢in gerekli olan sinyal
molekiillerini (steroidler ve yag asitleri) saglar (Kuban ve Daniel, 2021). CYP
enzimleri, beynin bireysel bolgelerinde ve spesifik noronlarda ve glial hiicrelerde
diferansiyel olarak eksprese edilir. CYP enzimlerinin ekspresyonu en ¢ok beyin
sapinda, serebellumda, hipokampusta ve striatum bolgelerinde gergeklesir (Dutheil ve
ark. 2008 ).

Insanlarda, cesitli sitokrom P450 enzimlerini kodlayan 57 gen tanmimlanmistir. Bu
genler, amino asit dizisi benzerligine dayali olarak 18 aile ve 57 alt aile olarak
siniflandirilir. CYP 1, 2 ve 3 ailesinin iiyeleri Oncelikle beyindeki ksenobiyotik

metabolizmasi ve fizyolojik siireclerde yer alir.
2.3.4.2. Sitokrom 1 Ailesi

CYPI ailesi, insanlarda ii¢ fonksiyonel gen iceren CYP1A1l, CYP1A2 ve CYP1B1
olmak tizere iki alt aileden olusur. CYP1A1 ve CYPI1BI, tiirler arasinda yiiksek oranda
korunmustur (Martignoni ve ark. 2006). Ozellikle, CYP1A1 aromatik hidrokarbonlarin
metabolizmasinda yer alirken, CYPIA2 aromatik aminleri ve heterosiklik tiirevleri
dontistiiriir. CYP1AT1 in insan beynindeki varligi bilinmektedir. (Chinta ve ark., 2005;
McFadyen ve ark., 1998). CYP1Al ve CYP1A2 faz I ila¢g metabolizmasi sirasinda
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onemli enzimlerdendir. Antidepresan, antipsikotikler, kafein, analjezikler, antipiretikler,
ve antiinflamatuar ilaglar gibi klinik ilaglarin yaklasik %9'unun biyotransformasyonuna
katkida bulundu bilinmektedir (Lu ve ark., 2020). CYP1A, 5-hidroksilasyon ile
melatoninin sentezini ve metabolizmasini katalize eder (Hardeland, 2010; Torjman ve
ark., 2017). CYPIBI1 esas olarak putamenlerde (dorsal striatumun bir pargasi) ve
temporal ve frontal loblarda bulunur (McFadyen ve ark., 1998 ; Rieder ve ark., 1998 ).

2.3.4.3. CYP2 Ailesi

CYP2, CYP'lerin en biiyiik ailesi olup insan karaciger CYP izoformlarinin yaklasik
olarak %30'unu temsil etmektedir (Daly, 2016; Zhao ve ark., 2021). insan viicudunda
on bir alt aile bu aileyi temsil eder (Cheng ve ark., 2003). CYP2 genleri, farkli
kromozomlar {izerinde bulunur ve birka¢ gen kiimesinde diizenlenir (Dhers ve ark.,
2017).

CYP2A alt ailesinin sitokrom P450 monooksijenazlari, karacigerde ksenobiyotik
islemede ve karaciger disi dokularda metabolik aktivasyonda dnemli bir rol oynar (Su

ve Ding, 2004).

CYP2B alt ailesinin beyinde yaygin olarak eksprese edildigi bilinmektedir (Bhagwat ve
ark., 2000; Gervot ve ark., 1999; Rosenbrock ve ark., 2001; Miksys ve ark., 2003).

CYP2C enzimleri birlikte (2C8, 2C9, 2C18, 2C19) yaygin olarak uygulanan tiim
ilaglarin, arasidonik asidin ve bazi steroidlerin yarisindan fazlasin1i metabolize eder.
CYP2C9 ve CYP2C19, incelenen bes kisinin beyinlerinin mikrozomal fraksiyonlarinda,
ozellikle frontal korteks, hipokampus, bazal ganglionlar (singulat korteks, Globus
pallidus ve substantia nigra), amigdala (hafiza siiregleri, duygusal reaksiyonlar, kaygi)
ile ilgili tespit edildi (Kuban ve Daniel, 2021). CYP2 ailesinden CYP2D6 ve CYP2C9,

onemli ilag metabolize edici faktorlerden oldugu bilinmektedir (Zhao ve ark., 2021).

Valproik asidin farmakokinetiginde CYP2C9, CYP2A6 ve CYP2B6’nin rol oynadigi
bilinmektedir (Ghodke-Puranik ve ark., 2013).

2.3.4.4. CYP3 Ailesi

CYP3 ailesinin klinikteki ilaglarin %50’sinin metabolize edilmesinde rol oynadigi ve

CYP3A alt ailesininde klinik ilaglarin %30’unun metabolize edilmesinde rol oynadigi
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bilinmektedir (Evans ve Relling, 1999; Wojnowski, 2004; Zhao ve ark., 2021).
Beyindeki CYP3A enzim aktivitesinin incelenmesi, beyindeki nispeten diisik CYP
konsantrasyonu ve tanimlanmis lokalizasyonunun karmasikligi nedeniyle zordur (Pai ve
ark., 2002). Bununla birlikte, CYP3A, mRNA, protein ve birkag fonksiyonel seviyede
tanimlanmistir. Beyin enzimleri CYP3A'nin ¢esitli endojen ve ekzojen bilesikleri
metabolize etme yetenegi, bunlarin merkezi sinir sistemindeki ilaglarin kaderini ve
etkisini etkileyebilecegini diistindiirmektedir (Britto ve Wedlund 1992; Pai ve ark.,
2002).

Glintimiizde CYP3 ailesinin beyindeki rolii tam olarak anlagilamamistir. CYP
enziminin beyindeki konsantrasyonu, karacigerdeki konsantrasyonun onda biri ve
onbeste biri kadardir. (Pai ve ark., 2002; Kuban ve Daniel, 2021).

2.3.5. Epilepsi ve LGI1

Epilepsi, anormal sinaptik iletimin neden oldugu en yaygin olan beyin bozukluklarindan
biridir. Mevcut antiepileptik ilaglarin temel hedefleri olan sinaptik iyon kanallarinda
epilepsi ile iligkili bir dizi mutasyon tanimlanmistir. Epilepsinin tedavisi igin yeni
potansiyel hedeflerden biri, iyonik olmayan kanal tipi epilepsi ile iligkili proteinlerin bir
smifidir (Yagamata ve Fukai, 2020). En iyi karakterize edilmis iyonik olmayan kanal
epilepsi ile iligkili proteinlerden biri, ndéronlar tarafindan salgilanan bir protein olan
16sin agisindan zengin tekrar glioma ile inaktive edilmis protein 1'dir (Fukata ve ark.,
2017). LGI1'in en az 43 mutasyonu (29 yanlis anlamli mutasyon ve 14 silme/bozulma
mutasyonu) bulundugu bilinmektedir (Yagamata ve Fukai, 2020). LGI1’in nobetler ve
bilissel islev bozuklugu ile ilgiside bilinmektedir (Irani ve ark., 2010., Lai ve ark.,
2010). Genetik, biyokimyasal ve klinik ¢alismalar, epilepsi ve LGI1 arasinda giiglii bir
iliski olduguna dair kanitlar topladi. Tiim bunlara ragmen LGI1 in fizyolojik islevleri ile
ilgili belirsizlik hala devam etmektedir. LGI1 ve ADAM22 reseptoriiniin son yapisal
calismalari, LGI1-ADAM22'min daha yiiksek dereceli baglanmasinin aracilik ettigi
transsinaptik baglantiy1r gosterir ve mutasyonlar ile bunlarin patogenezi arasindaki

iligskiyi aydinlatir (Yagamata ve Fukai, 2020).

Yapisal, klinik ve biyokimyasal arastirmalarla elde edilen veriler LGI1-ADAM22
etkilesiminin bozulmasinin epilepsiye neden oldugu fikrini giiglendirmektedir. Bizde bu

calismada epilepsili farelerde, tedavide kullanilan valproik asit ve ER stres inhibitorii
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Fenilbiitrik asit (PBA) kullanommn LGI1-ADAM22 ekspresyonlarina etkisini
degerlendirdik.

2.3.6. Epilepsi ve BDNF

Norotrofinler, merkezi ve periferik sinir sistemlerinde néronal hayatta kalma, gelisme
ve islevde onemli roller oynayan, islevsel ve yapisal olarak iliskili proteinlerin bir
ailesidir. Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) de noérotrofin ailesine aittir (Sahay
ve ark., 2020). Norotrofinler eriskin beyninde néronlarlarin hayatta kalmasini ve
islevlerini siirdiirmesini saglamaya c¢alisir (Lipsky ve Marini, 2007). Norotrofinler
icerisinde en bolca bulunani, ¢esitli organlarda ve beyinde noronlar, glial hiicerler ve
bilhassa astroitler tarafinca eksprese olan beyin kaynakli norotrofik faktordiir (BDNF)
(Bazzari ve Bazzari, 2022). BDNF 'nin ekspresyon diizeyi, insan serebral korteksinde ve
murin modellerinde goriildiigi gibi, ¢cevresel faktorler, birincil duyusal kortekslerde ve
hipokampusta BDNF seviyelerini artirmaktadir. Duyusal yoksunluk durumunda
ekspresyon diizeylerinde tam tersi durumlar gézlenmektedir (Lipovich ve ark., 2012;
Nanda ve Mack, 2000; Valles ve ark., 2011).

Epilepsiler, BDNF/TrkB sinyalinin 6nemli bir rol oynadigi kabul edilen pek c¢ok
hastaliktan sadece biridir. Uzun zamandir devam eden nobetlerin sonucunda BDNF
ekspresyonun seviyesini arttiginin kesfi, bu konuya olan ilgininde artmasini saglamistir
(Isackson ve ark., 1991). Farelerde uygulanan kindling modeliyle epilepsi gelistirilmesi
sonucunda BDNF heterozigot farelerde bozuldugunun fark edilmesiyle endojen
BDNF/TrkB sinyalinin epileptogenezi tesvik etmis oldugu hipotezini ortaya ¢ikarmistir
(Kokaia ve ark., 1995). Bunu, bir takim detayl arastirmanin yayinlandigi detayli bir
literatiir izlemistir (Binder ve ark., 2001; Hu ve Russek, 2008; McNamara ve
Scharfman, 2012).

2.3.6.1. BDNF iletimi

Insanda proBDNF proteini, beyin bolgesine dzgii islevlere sahip BDNF geni tarafindan
kodlanir (Pruunsild ve ark., 2007). Daha sonra proBDNF sortilin ve p75 norotrofin
reseptoriine (p75 NTR ) baglanir. Sinaptik depresyona ve noral apoptoza neden olan
JNK/kaspaz3 yollarin1 aktive eder yada transkripsiyon faktorii NF-kB aktive ederek
hayatta kalma yolunu secer. proBDNF hiicre i¢i boliinerek proteolitik olarak olgun bir
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forma (mBDNF) islenir. TrkB'nin mBDNF ile birlesmesi, hiicrenin hayatta kalmasi ve
sinaptik plastisiteyi korumak i¢cin ERK1/2 ve PI3K/Akt sinyal yollarinin aktivasyonu ve
memeli rapamisin hedefi (MTOR) ile sonug¢lanir (Sekil 2.12) (Numakawa ve Odaka,
2021).

Protean senten

B0ydmd
Cogalma ‘
Hayatta kabma

Sekil 2.12. BDNF sinyal yollar1 (Bazzari ve Bazzari, 2022; Fu ve ark., 2020;
Numakawa ve Odaka, 2021)

2.3.7. 4-Fenilbiitirik Asit (4-PBA)

Fenilbiitirik asit (PBA) ilk olarak uzun zaman 6nce benzenbiitirolakton ve aliminyum
kloriiriin reaksiyonuyla sentezlendi. Amonyak temizleme o6zelligiylede taninan PBA,
ire dongiisii bozukluklarinin tedavisi i¢in FDA onaylidir. Son ¢alismalar, PBA'nin genis
kapsamli biyolojik etkilerini gostermistir. PBA yanlis katlanmis olan proteinlerin
birlesmesin saglamak igin endoplazmik retikulum (ER) saperonu gorevi goriir. (He ve
Moreau, 2019). Bizde bu g¢alismada valproik asit (VPA) ve 4-fenilbutirik asidin (4-
PBA) akut baslangichi pentilentetrazol kaynakli (PTZ) ndbetlerde anormal beyin
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elektriksel aktivitesi, endoplazmik retikulum stresi ve apoptoz {iizerine etkilerini

arastirryoruz.
2.4. DENEYSEL EPIiLEPSi MODELLERI

Hastaliga uygun model olusturduktan sonra teshis i¢in gerekli adimlari uygulayarak
klinik vakalarda olusabilecek hastaliklart hizli bir sekilde teshis edebiliyoruz.
Hayvanlarda kullanilan basarili tedaviler, insanlarda potansiyel hastaliklar1 6nlemeye
yonelik etkili miidahaleler i¢in zaman kazandirabilir. Deney hayvanlar1 kullanilarak
olusturulan modellerden elde edilen simiilasyonlar, epilepsinin fizyopatolojik

mekanizmalarini anlamak i¢in uzun yillardir kullanilmaktadir (Campos ve ark., 2017).

Arastirmacilar, deney hayvanlarinda epilepsi modelleri olusturuyor ve tedavi
seceneklerini kesfetmek i¢in hastalik simiilasyonlar1 yiiriitiiyor. Ana hedef, ila¢ kesfi
icin etkinlik analizlerinin yaymlanmasidir. Bu amagla, hastaligin farkli formlarim
goriintliilemek i¢in deneysel epilepsi modelleri olusturulmustur. Epileptik nobetler hem
hayvanlarda hem de insanlarda spontan olarak goriilebilir. Hayvan ndbetleri nadirdir ve
deneyseldir. Kurslarda kullanim i¢in belirli gereksinimlerin karsilanmasi gerekir. Bu
nedenle deneysel calismalarda kullanilabilecek ve arastirmacilarin  bulgularini

destekleyen uygun hayvan modelleri gelistirilmistir (Ozkan, 2020).

Epilepsinin daha iyi anlagilmasi i¢in hayvan modellerinin de daha i1yi anlasilmasi
gerekiyor. Epilepsinin morfolojisini anlamak icin, aktif bilesenlerin ve ydntemlerin

sonucunu belirlemek i¢in birgok hayvan modeli kullanilmistir.
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Tablo 2.4. Deneysel Epilepsi Hayvan Modelleri Ve Modelin Olusturulmasinda
Kullanilan Yéntem Veya Etken Maddeler (Ozkan, 2020)

Epilepsi Modeli

Etken Veya Epilepsi Olusturma Yontemi

Basit Parsiyel
Epilepsinin Akut
Modelleri

Penisilin (Postnova ve ark., 2010), bikukulin (Inostroza ve ark., 2012),
pikrotoksin (Usunoff ve ark., 1969), striknin (Fisher, 1989), kolinerjik
(Fergusonve ark., 1971), antikolinerjik maddeler (Daniels ve
Spehlmann, 1973), (Campos ve ark., 2018)

Akut elektriksel uyar1 (Kandratavicius ve ark., 2014)

GABA Kkesilmesi (Brailowsky ve ark., 1987)

Neokorteks ve hipokampiis dilimleri (McCormick ve ark., 1985)

Basit Parsiyel
Epilepsinin Kronik
Modelleri

Beyin kabuguna metal uygulanmasi; aliiminyum, kobalt, nikel
(Kopeloff, 1960), krom, kalay, tungsten, bizmut, kadmiyum, titanyum,
demir, civa, vanadyum, berilyum, kursun, ¢inko (Chusid ve Kopeloff,
1962)

Sogutma (Hanna ve Stalmaster, 1973)

Isin verme (Remler ve ark., 1986)

Kompleks Parsiyel
Epilepsi Modelleri

Kainik asit (Faingold ve Browning, 1987)

Tetanoz toksini (Carrea ve Lanari, 1962)

Prepriform korteks (Pireddave Gale, 1982)

Kindling (tutusma) modeli (Deflorida ve Delgado, 1958)

Petit Mal Epilepsi

Cift tarafli odak (Fisher ve Prince, 1977), Luitelaar ve ark., 2014)

Sistemik penisilin (Bloomerve ark., 1967)

Gama-Hidroksi Biitirat (Snead, 1988)

Modelleri _ i
Opioid peptid (Snead ve Bearden, 2006)
Genetik (Coenen, 1987)
Biiyiik nébet (Gloor ve Fariello, 1988)
Grand Mal Fotosensitizasyon (Meldrum, 1984) odyojenik fare (Seyfried ve Glaser,

(Jeneralize Tonik
Klonik) Epilepsi
Modelleri

1985)

Etanol (Bagiric1 ve Bostanct, 2001)

Maksimal elektrosok (MES) (Luszczki ve ark., 2006)

Pentilentetrazol, penisilin (Bo ve ark., 1984)

Status Epileptikus
Modelleri

Lityum pilokarpin (Buterbaughve ark., 1986).

Kobalt homosistin (Walton ve Treiman, 1988)

Elektrik situmilasyonu (Vicedomini ve Nadler, 1987), Kandratavicius
ve ark., 2014)
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2.4.1. Kindling (tutusma) Modeli

Kindling, beynin fokal elektriksel stimiilasyonu ile olusturulan epilepsi hayvan
modellemesidir. Atesleme modellemesi, insanlarda epileptik indiiksiyona nasil katkida
bulunabilecegini ortaya ¢ikardi ve var olan mekanizmalarin altinda yatan elektriksel
uyarimi inceledi. Esasen atesleme, beynin farkli boliimlerinde elektriksel impulslar

artiran tekrarlayan aktivite nedeniyle olusur (Alanso-DeFlorida ve Delgado, 1958)

Ilk atesleme c¢alismalar1 farelerde yapilmis olsa da, sonraki atesleme ¢alismalari bu
olguyu fareler, sicanlar, kediler, kdpekler ve birgok primat dahil olmak tizere bir¢ok
memeli tiirlinde kullanilarak ¢alismalar yapilmistir. Kindling, hem epileptojenik hem de

kronik epilepsi i¢in 6nemli bir model olmaya devam ediyor (Mclintyre ve ark; 2002)
2.4.1.1. PTZ Kindling Modeli

Pentilentetrazol (PTZ) kullanan bir kimyasal atesleme yontemi olup Mason ve Cooper
tarafindan 1972'de tarif edilmistir (Mason ve Cooper 1972). PTZ, bir gama-
aminobiitirik asit (GABA)-A reseptorii antagonistidir (Shimada ve Yamagata, 2018).

Antiepileptik ilaglarin test edilmesi ve hastaligin olasi etiyolojisini daha iyi olarak
tanimlamak igin bir epilepsi kindling modeli gelistirilmektedir. Kindling, sonugta
davranigsal ve elektriksel nobetlerin gelismesine yol agan noral yollarin tekrarlayan
elektriksel veya kimyasal uyarimi olarak tanimlanabilir. Cogunlukla kullanilan yakma

modellerinden biriside PTZ kindling modelidir (Mortazavi ve ark., 2005).

PTZ atesleme modelinin, nobetlerin ortaya ¢ikmasina yardimci oldugu ve ndbetleri
azaltmak i¢in kullanilan ilaglarin etkinligini test etmede etkili oldugu gosterilmis olsa
da, nobetlerden sonra bilissel ve duygusal sorunlarin tedavisinde etkili oldugu tam
olarak arastirilmamistir (Mortazavi ve ark., 2005). PTZ, epilepsi tedavisi igin etkili
antiepileptik ilaglar gelistirmek i¢in arastirmalarda en yaygin olarak kullanilan

kimyasaldir (Marangoz, 1997).

PTZ atesleme modeli insan epilepsisinde goriilenlere benzeyen davranissal, duygusal ve
noropatolojik eksiklikler icin potansiyel terapdtikler i¢in bir ekran gorevi gordiigii

yararli bir model olarak bilinmektedir (Mortazavi ve ark., 2005).
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2.5. EPILEPSI VE DAVRANIS TESTLERI

Norobilim ¢alismalarinda epilepsi, depresyon ve anksiyete gibi hastaliklarin davranis
tizerinde etkisinin Olgililebilmesi i¢in acgik alan, ylizmeye zorlama gibi pek ¢ok yontem

gelistirilmistir.
2.5.1. Acik Alan Testi

Acik alan testi ilk olarak 1934 yilinda Hall tarafindan kemirgenlerde duygusal
davraniglart 6lgmek amaclh gelistirilmis ve fareler, domuzlar, kuzular, tavsanlar,
siganlar, buzagilar, primatlar, arilar ve 1stakozlar da dahil olmak iizere ¢ok sayida
hayvan tiirtinde kullanilmaktadir (Prut ve Belzung, 2003). Acik alan testi baslangicta
davranig psikologlar1 tarafindan gelistirilmistir, ancak uygulamalart norobilim ve
psikofarmakoloji dahil olmak iizere diger bir¢ok alana yayilmistir (Choleris ve ark.,
2001; Menard ve Treit 1999;) Acik alan testi, giiniimiizde hayvan psikolojisini
tanimlayan en popiiler yontemlerden biridir (Choleris ve ark., 2001). Bu tiir ortamlari

dogasi1 geregi tehlikeli olarak algilayabilirler.

Test yapisi, 50x50 cm taban alan1 ve 30 cm yliksekliginde kenarlar1 olan {istli agik bir
yapidan olusmaktadir. Tabanin 16 esit kareye boliindiigi diizenekte fare kdseden

birakilarak serbestce dolasmasina izin verildi.

Dogal olarak aydinlik, acik bir ortamdan uzaklasan fareler i¢in merkezi bekleme siiresi,
motor aktiviteyi test etmek i¢in kullanilan 5 dakikalik zamanda hayvanin gegtigi kare
sayisi, arastirma aktivitesi icin de arka ayaklari iizerinde sahlanarak etrafi inceleme
(rearing) sayist degerlendirildi. Korku seviyesini 6l¢gmek i¢in ise 5 dakikalik zaman
periyodu igerisinde test alanina yaptigi defekasyon (diski) sayist belirlendi (Mortazavi
ve ark., 2005). Sonraki deneylerde dnceki farelerden kaynaklanan olasi koku isaretleme
etkilerini ortadan kaldirmak igin test alan1 %70 alkolle temizlendi (Phillips, 1982).

2.5.2. Yiizmeye Zorlama Testi

Yiizmeye zorlama davranis testi, ani ve kaginilmaz stresle basa ¢ikma stratejilerini dlger
ve stres tepkisinin noral koluna dair benzersiz bir i¢gorii saglar (Commons ve ark.,
2017). Bu test ilk kez 1977'de Porsolt tarafindan uygulamistir (Commons ve ark., 2017;
Porsolt ve ark., 1977). Bu yontemde, kacisi olmayan bir durumda ylizmeye zorlanan

fareler, baslangigtaki siddetli bir aktiviteden sonra sonunda tamamen hareket etmeyi
36



birakir ve sadece baslarini su yilizeyinde tutmak i¢in gerekli hareketleri yaptig1 gézleme
dayalidir. Bu karakteristik ve kolayca tanimlanabilen hareketsiz davranis, farelerin
kagmanin imkansiz oldugunu 6grendigini ve deneysel kosullara boyun egdigini ima
eden umutsuz bir durumu gosterdigi distiniilmektedir (Commons ve ark., 2017;
Molendijk ve Kloet, 2015; Porsolt ve ark., 1977).

Deney diizeneginde 30 cm uzunlugunda dort seffaf cam silindir kullanilmigtir. Cam
silindirin i¢i 20 cm uzunluga kadar 22+1°C'deki su ile dolduruldu. Fareler daha sonra
ylizmeleri i¢in cam silindire birakildi. Fare davranis1 7 dakika boyunca gozlemlendi,
ancak kamera tarafindan yalnizca son 5 dakika kaydedildi. Farelerin suya ilk
girdiklerinde asirt miicadele etmeleri, ilk 2 dakikanin degerlendirme dis1 birakilmasi
neden oldu. Farelerin miicadele (tirmanma ve hizli ylizme hareketi), aktif yiizme ve
hareketsiz (su lizerinde kalabilmek i¢in harcadigt minimum ¢aba) acisindan
degerlendirildi. Test bittikten sonra fareler kagit havlu ile silinerek kafeslerine

yerlestirildi (Cryan ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Demirbas Malzemeler Aletler

Buzdolab: +4 (Vestel +°4C)

Derin Dondurucu (Vestel -20°C)

Derin Dondurucu (New Brunswick -80°C)
Otomatik Mikropipetler (Thermo Scientific)
Otomatik Makropipet (Thermo Scientific)
Santrifiij (Thermo Scientific)

Kamera (Xiaomi Mi Home Security Camera)
Mikroskop

Protein Elektroforezi (BIO-RAD)

SONICS Vibra cell

Etiiv (Panasonic)

Glomax multi detection system(Promega)
Acik alan davranis testi iinitesi

Deney hayvanlar kafes sistemi



3.1.2. Sarf Malzemeler ve Kimyasal Maddeler
e Pentilentetrazol (Sigma Aldrich)
e Sodyum valporat (Depakin 400mg/4ml)
e Sodium 4- phenylbutyrate (BIOSYNTH Carbosynth)
e Ketamin (Alfamine)
e Ksilazin (Rompun)
e Serum fizyolojik sivist (Biofleks)
e 1 ml enjektdr (Beybi)
e Pipet uglar (Isolab)
e Eppendof tiip (Isolab)
e 96 kuyucuklu plate (Cellstar)
3.2. DENEY HAYVANLARI

Bu calismada Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 08.09.2021
tarih ve 21/175 karar nolu onayi ile Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve
Klinik Arastirma Merkezi (DEKAM)’nden temin edilen 56 adet 8 haftalik BALB/c tiirii
disi fare kullanildi. Deney siiresi boyunca fareler oda sicakliginda (22-24°C) 12 saatlik
aydmlik-karanlik dongiisiinde barindirildi ve yemek ve su kisitlamasi yapilmadi. Tiim
deneyler ayni saatlerde yapildi, boylece fareler sirkadiyen ritimdeki degisikliklerden

etkilenmedi.
3.3. CALISMA TASARIMI

Hayvanlar her grupta 8 fare olacak sekilde 7 gruba ayrildi. G1 (Kontrol),
G2 (4-PBA+PTZ), G3 (PTZ+VPA), G4 (VPA+PTZ), G5 (PTZ), G6 (4-PBA),
G7(VPA). Epilepsi olugturmak i¢in PTZ ile indiiklenen kindling modeli uygulandi (Gl
ve ark., 2019; Hansen ve ark., 2004; Mortazavi ve ark., 2005; Tadayuki ve ark., 2018).
Kindling gelisinceye kadar giinasiri 5. Gruptaki farelere serum fizyolojik (SF)
soliisyonunda ¢6ziinen 30 mg/kg PTZ enjekte edildi, kontrol grubu (1.grup) farelere de
ayn1 hacimde serum fizyolojik intraperitonal (IP) olarak verildi. 7. Gruba da VPA
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(200mg/kg) IP uygulandi. 4.gruptaki farelere VPA (200mg/kg) 30 dakika sonra serum
fizyolojik (SF) soliisyonunda ¢oziinen 30 mg/kg PTZ IP verilecek ve 3. gruptaki
farelere once PTZ (30mg/kg) 30 dakika sonra VPA (200mg/kg) IP verildi. 6. gruptaki
farelere 4-PBA (100mg/kg) dozda ip olarak enjekte edildi. 2. Gruba ise 4-PBA
(100mg/kg) dozda ip olarak uygulanacak ve 20 dk sonra da PTZ (30mg/kg) enjeksiyonu
yapildi. Farelere tim enjeksiyonlar ayni saatte (10:00-12:00) olmak iizere toplam 14
enjeksiyon yapildi. Son enjeksiyondan 10 giin sonra artmis konviilsan duyarliligin
devamini kontrol etmek i¢in son bir kez daha enjeksiyon yapildi. Enjeksiyonlarin siire
ve doz ayarlamasi literatiirde belirtildigi gibi gerceklestirildi (Abdel-Salam ve ark.,
2020; Gol ve ark., 2019; Rzayev ve ark., 2022; Yu ve ark., 2019).

Tablo 3.1. Deney Gruplari

G2 (4PBA+PTZ)

4-PBA 20 dk sonra PTZ

G4 (VPA+PTZ)

VPA 30 dk sonra PTZ

G6 (4-PBA)
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3.3.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonu
3.3.11.PTZ

PTZ dozunu 30 mg/kg'a ayarlamak i¢in, hayvanlar enjeksiyondan once tartildi ve
ortalama viicut agirliklar1 30 g idi. Hayvana enjekte edilen 0,1 ml'lik ¢6zeltinin igerigi:

30 mg 1000 g
0,9mg 30
Seklinde hesaplanarak 0.9 mg PTZ, 0.1 ml salin i¢inde ¢6ziildii ve enjekte edildi.

3.3.1.2. 4-PBA

100 mg/kg 4-PBA dozunu ayarlamak ig¢in, hayvanlar enjeksiyondan once tartildi ve
ortalama agirliklar1 30 g idi. Hayvana enjekte edilecek olan 0.45 ml lik soliisyonun
icerigi ise;

100 mg 1000 g
3mg 3049

Seklinde hesaplanarak 3 mg 4-PBA, 0.45 ml fizyolojik salin icinde eritildi ve enjekte
edildi.

3.3.1.3. VPA

VPA dozunu 200 mg/kg'a ayarlamak icin, hayvanlar enjeksiyondan once tartildi ve
ortalama viicut agirliklar1 30 g idi. Hayvana enjekte edilen 0,1 ml'lik ¢ozeltinin icerigi:

200 mg 1000 g 6.66 ml 400mg 6.66 —4 = 2,66 ml
6mg 309 0,1ml 6mg

seklinde hesaplanarak ve 400mg/4ml olan ilaca 2,66ml daha serum fizyolojik eklenerek
istenilen doz ayarlanmigstir. Tek bir enjeksiyon ise 0.1ml olarak enjekte edilmistir.

Her PTZ enjeksiyonundan sonra, hayvanlar 30 dakika gozlendi ve Racine dlgegine gore
degerlendirildi.

Evre 0: yanit yok
Evre 1: kulaklar ve ylizde seyirmeler
Evre 2: viicuda yayilan konvulzif dalga

Evre 3: myoklonik jerkler ya da arka ayaklar {izerinde saha kalkma
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Evre 4: Hayvanin oldugu yere diismesi ile birlikte klonik ndbetler
Evre 5: Tekrarlayan siddetli tonik-klonik ya da dliimciil nobetler

3.4. DAVRANIS TESTLERI

Son enjeksiyondan iki glin sonra hayvanlara agik alan ve yiizmeye zorlama testleri
uygulandi.

3.4.1. Acik Alan Testi

Test yapisi, 50x50 cm taban alan1 ve 30 cm yiiksekliginde kenarlar1 olan {istii agik bir
yapidan olusmaktadir. Tabanin 16 esit kareye boliindiigi diizenekte fare koseden

birakilarak serbestge dolasmasina izin verildi.

Dogal olarak aydinlik, acik bir ortamdan uzaklasan fareler i¢in merkezi bekleme siiresi,
motor aktiviteyi test etmek i¢in kullanilan 5 dakikalik zamanda hayvanin gectigi kare
sayisi, arastirma aktivitesi i¢in de arka ayaklari iizerinde sahlanarak etrafi inceleme
(rearing) sayist degerlendirildi. Korku seviyesini 6lgmek i¢in ise 5 dakikalik zaman

periyodu igerisinde test alanina yaptigi defekasyon (digki) sayisi belirlendi. Sonraki

deneylerde Onceki farelerden kaynaklanan olasi koku isaretleme etkilerini ortadan

kaldirmak i¢in test alan1 %70 alkolle temizlendi (Phillips, 1982).

Sekil 3.1. Acik Alan Testi
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3.4.2. Yiizmeye Zorlama Testi

Deney diizeneginde 30 cm uzunlugunda dort seffaf cam silindir kullanilmistir. Cam
silindirin i¢i 20 cm uzunluga kadar 22+1°C'deki su ile dolduruldu. Fareler daha sonra
yiizmeleri i¢in cam silindire birakildi. Fare davranisi 7 dakika boyunca gozlemlendi,
ancak kamera tarafindan yalnizca son 5 dakika kaydedildi. Farelerin suya ilk
girdiklerinde asir1 miicadele etmeleri, ilk 2 dakikanin degerlendirme dis1 birakilmasi
neden oldu. Farelerin miicadele (tirmanma ve hizli yiizme hareketi), aktif ylizme ve
hareketsiz (su tizerinde kalabilmek i¢in harcadigi minimum ¢aba) acisindan
degerlendirildi. Test bittikten sonra fareler kagit havlu ile silinerek kafeslerine

yerlestirildi (Cryan ve ark., 2002).

PERFECYOUCH

)

Sekil 3.2. Yiizmeye Zorlama Testi

Davranig testinden bes giin sonra, hayvanlara 10 mg/kg ksilazin ve 60 mg/kg ketamin
ile anestezi uygulanarak sakrifikasyon gerceklestirildi. Western blot ve

immiinohistokimyasal analiz i¢in beyin dokusu toplandi.
3.5. PROTEIN ANALIZLERIi
3.5.1. Western Blot

Sakrifiye edilen farelerden elde edilen beyin dokulari p-mTOR, LGI1 ve CHOP

proteinlerinin analizi i¢in ripa buffer i¢ine alinarak lizat haline getirildi ve hiicrelerin
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pargalanmasi i¢in sonics vibra cell cihazi (pulse 10/10, time20sn, ampl %65) kullanildi.
Daha sonra 10.000 rpm'de 30 dakika santrifiijlendi, siipernatant yeni bir Eppendorf'a
aktarildi ve Bradford yontemi kullanilarak protein konsantrasyonu belirlendi. Stok

proteinler kullanilana kadar -20°C'de saklandi.

Protein konsantrasyonu degerlerini belirlemek i¢in, 6nce 2 mg/ml'lik bir stok albiimin
konsantrasyonu seyreltilerek bir standart hazirlandi. Damitilmis su 'bos deger' olarak
kullanildi. Standartlar, numuneler ve bosluklar 6l¢iildii ve her biri 5 ul'de 96 oyuklu
plakalara yiiklendi. Daha sonra {izerlerine 200 pl reaktif (Thermo) eklendi ve 37°C'de
20 dakika inkiibe edildi. Son olarak, 595 nm dalga boyunda protein dl¢iimleri yapildi.
Standart egri %99 ise Ol¢iimler dogru kabul edildi. Hesaplamalar her numunenin
konsantrasyonuna gore yapildi ve esit protein degerleri i¢in jeller yiiklendi. Hazirlanan
markorler ve numuneler jel lizerine yliklendi ve yaklasik 120 dakika 110 voltta
calistirildi. Proteinler daha sonra PVDF zarlarina aktarildi. Oda sicakliginda %5 yagsiz
kuru siit ile bloke edin. Yikama, TBS-T icinde yapildi ve antikorlar, iireticinin
talimatlarina gore antikor seyreltme tamponunda (1X TBS-T + %5 BSA) seyreltme
yoluyla hazirlandi. Membranlar, primer antikor ile gece boyunca +4°C'de inkiibe edildi.
Ertesi giin, zarlar ii¢ kez 15 dakika siireyle tamponla (1X TBS-T + %0.02 Tween 20)
yikandi ve ikincil antikorla iglendi. Daha sonra yikandi ve 3 dakika HRP substrati
(ECL) uygulandi. Son olarak bir goriintiileme cihazi ile gézlemlendi ( Karabulut ve ark.,
2021).

3.5.2. Iimmunohistokimya

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin parafin bloklardan 5 pm'lik seri kesitler alindi
ve polilizin kapli lamlara yayildi. Hazirlanan preperatlar, standart histolojik yontemler
kullanilarak ksilen ile deparafinize edildi ve dereceli bir alkol serisinden gegirilerek
seyreltildi. CYP2C19, KASPAZ 3, CYP3A4, CYP450, CYP1A1-2, BDNF, NFKB,
GRP78 Birincil antikor optimizasyonu saglandiktan sonra, iireticinin talimatlarina gore
standart protokoller kullanilarak immiinohistokimyasal boyama islemi gerceklestirildi.
Hazirlanan 6rneklerin Leica mikroskobu kullanilarak 4x ve 10x biiyiitmede fotograflar
cekildi. Antikor ekspresyon yogunlugu, Image J programi ile 6lciildii ( Karabulut ve
ark., 2021).
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Tablo 3.3. Immiinohistokimyasal Boyama Teknigi

Sira Yf'?llan Siire Sira Yapilan Islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 18 Sekonder Antikor 10 dakika
3x5

2 Ksilen | 20 dakika 19 PBS dakika

3 Ksilen Il 20 dakika | 20 Strepta Avidin 10 dakika

4 Ksilen 111 20 dakika 21 PBS 3x5 dakika

5 | AbsoluAlkol | o4 gayika | 22 DAB 1-5 dakika

g | AbsoluAlkol | 55 jayika | 23 Distile Su 2x3 dakika

7 %96 Alkol 20 dakika | 24 Gill Hematoksilen 45 saniye

8 %70 Alkol 20 dakika 25 Akarsu 5 dakika

9 %50 Alkol 20 dakika | 26 %50 Alkol 10 dakika
2x5

10 Distile Su dakika 27 %70 Alkol 10 dakika

Hidrojen | 12 dakika

11 Peroksit 28 %96 Alkol 10 dakika
2x5

12 Distile Su dakika 29 Absolu Alkol | 10 dakika
2x15

13 Sitrat Buffer dakika 30 Absolu Alkol 11 10 dakika
2x5

14 PBS dakika 31 Ksilen | 20 dakika

15 Serum Blok | 10 dakika 32 Ksilen 11 20 dakika

Primer

16 Antikor 1 gece 33 Kapatma
3x5

17 PBS dakika

3.6. VERI ANALIZi VE iSTATISTIKLER

Istatistiksel degerlendirmesi yapilan; proteinlerin ekspresyon yogunluklari, farelerin
agirlik degisimleri, merkezde bulunma siiresi, sahlanma sayisi, defekasyon sayisi,
gectigi kare sayisi, aktif ylizme, hareketsiz kalma ve miicadele parametreleri i¢in tek
yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ve Kruskal-Wallis testleri kullanildi.
Istatistiksel hesaplamalar ve grafikler GraphPad Prism 9 programi kullanilarak

olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarinda Agirhik Degisimi

Deneysel calisma sirasinda fareler, deney baslamadan once, sekizinci enjeksiyondan
once ve deney siiresi sonunda ti¢ kez tartildi. Sekil 4.1'de bir agirlik artisi grafigi

gosterilmektedir.

Agirlik artisi (ar)
h

0- T T T T

> A A
SHEAEC MR NS Aty

= *
» v
&S

Sekil 4.1. Gruplar aras1 agirlik arti fark:

4.2. Deney Hayvanlarinda Nobet Takibi

Deneysel siirecte tiim PTZ enjeksiyonlarindan sonra farelere 30 dk boyunca ndbet takibi
yapilmis ve Racine Skalasi1 (Evre 0: yanit yok, Evre 1: kulaklar ve ylizde seyirmeler,
Evre 2: viicuda yayilan konvulzif dalga, Evre 3: myoklonik jerkler ya da arka ayaklar
tizerinde saha kalkma, Evre 4: Hayvanin oldugu yere diismesi ile birlikte klonik

nobetler, Evre 5: Tekrarlayan siddetli tonik-klonik ya da 6liimciil nobetler)’na gore



degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda sadece PTZ grubunda Evre 1 ve Evre 2

nobetler gozlendi. Diger gruplarda bu evre 0 olarak degerlendirdi.
4.3. Acik Alan Testi Verileri ve Gruplar Arasi1 Karsilastirmalar

Sonugta bes dakikalik zaman diliminde kontrol grubuna gore; merkezde bulunma
stireleri incelendiginde PTZ+VPA ve VPA+PTZ grubunda nispeten daha yiiksek
oldugu, sahlanma sayilarinda 4-PBA+PTZ grubunda daha yiiksek oldugu, diski
sayisinin PTZ grubunda daha yiiksek oldugu ve gectigi kare sayisinin 4-PBA+PTZ
grubunda nispeten daha yiiksek oldugu gozlendi fakat bu farklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamuistir (Sekil 4.2).

30+
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Merkezde bulunma sii

> Lo & \
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1
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Sekil 4.2. Agik alan testi. a) Farelerin merkezde bulunma siiresi, b) Farelerin sahlanma
sayisl, ¢) Farelerin digki sayisi, d) Farelerin gectigi kare sayist
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4.4. Yiizmeye Zorlama Testi Verileri ve Gruplar Arasi1 Karsilastirmalari

Yiizmeye zorlama testinde farelerin aktif yiizme, hareketsiz kalma ve miicadele
davraniglar1 degerlendirildi. Aktif yiizme davranisinda kontrol grubu PTZ ve PTZ+VPA
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli Ol¢lide yiiksek bulunmustur. Miicadele
davranisinda PTZ+VPA grubunun diger gruplara gore daha yiliksek oldugu gozlendi.
Hareketsiz kalma davranisinda ise kontrol grubu 4PBA-PTZ, VPA-PTZ, PTZ, 4PBA,
VPA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli o6l¢lide diisiik oldugu goriildi.
PTZ+VPA grubunda ise kontrol grubuna gore yiiksel olsada istatistiksel olarak anlamli
cikmamustir (Sekil 4.3).

* kK
* % *
* kK
a) b) c)
*% * %
* % * %
250 - 250 300
— ]
200 | 2004 o
® =
: ® 5 200 1|4
N 150 o 1501 < r
= © N
= S 2
§ 100 g 100~ 2
< E 1004
50 50+ T |l|
0= 0- 04 1 1 1
ST ST STl &
*.“ O N +o° AN R +° v ar R

Sekil 4.3. Yiizmeye zorlama testi a) Aktif ylizme b) Miicadele ¢) Hareketsiz kalma
*: p<0.05, **:p<0.005, ***: p<0.0005
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4.5. Western Blot Protein Analiz Verileri ve Istatistikleri

N
v
< el
O
)

i ). b‘" o e .
p-mTOR (250 kda) Lg&’!" —— —_—
A R,

1GI1 (64 kda) | T =

CHOP (19 kda)

A o R Y
B- Aktin (42 kda) [j = -————— - —

Sekil 4.4. Western blot protein analizi. CHOP, pmTOR ve LGI1 proteinlerinin analizi
icin Western blot teknigi kullanilmastir.

4.6. Immiinohistokimyasal Boyama ve Protein Analiz Verileri

KONTROL 4-PBA+PTZ PTZ+VPA VPA

Sekil 4.5. Hematoksilen Eozin boyamasi
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BONF GRP78 KASPAT3

Sekil 4.6. BDNF, GRP78, KASPAZ3 proteinlerinin immiinohistokimyasal boyamasi
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Sekil 4.7. CYP3A4, CYP2C19, NFKB proteinlerinin immiinohistokimyasal boyamasi
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Sakrifiye edilmis hayvanlardan alinan beyin dokusundaki immiinohistokimyasal
boyama teknikleri sonucunda, gruplar arasinda BDNF proteini i¢in immiinoreaktivitede
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gosterdi (Sekil 4.8). ER stres gostergelerinden
olan GRP78 protein immiinoreaktivitede de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar gosterdi (Sekil 4.8). ER stres gostergelerinden apoptoz lizerinde etkisi
bulunan KASPAZ3 protein immiinoreaktivitede de gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh farkliliklar gosterdi (Sekil 4.8). Immiinitede, hiicrenin sagkaliminda etkili
NFKB protein immiinoreaktivitede de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar gosterdi (Sekil 4.8). CYP450 proteini i¢in immiinoreaktivitede istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gosterdi (Sekil 4.9). CYP3A4 proteini igin
immiinoreaktivitede istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriiliirken CYP2C19 ve

CYP1A1-2 i¢in istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. immiinohistokimya BDNF, GRP78, KASPAZ3, NFKB, protein analizi a)
BDNF b) GRP78 ¢) KASPAZ3 d) NFKP immiinreaktivite grafikleri  grafikleri *:
p<0.05, **:p<0.005, ***: p<0,0005, ****: p<0,0001.
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Sekil 4.9. Immiinohistokimya CYP450, CYP3A4, CYP2C19, CYP1A1-2, protein
analizi e) CYP450 f) CYP3A4 g) CYP2C19 h) CYP1A1-2 immiinreaktivite grafikleri
*: p<0.05, **:p<0.005, ***: p<0,0005, ****: p<0,0001
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, farelerde PTZ kullanarak bir epilepsi kindling modeli olusturduk ( Gol ve
ark., 2019). Beyin dokusunda, sitokrom P450 ve ailesi liyelerinden CYP450, CYP2C19,
CYP3A4 ile CYP1A1-2, ER stres belirtegleri GRP78, CHOP, KASPAZ3 ve NFKB,
temporal lob epilepsi ile iligkili proteinler LGI1, BDNF'nin ve mTOR proteininin

ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

Bu ¢alismada nobet izlemi sirasinda sadece PTZ grubunda evre 1 ve 2 nobetler
gozlendi. Kontrol, 4-PBA+PTZ, PTZ+VPA, VPA+PTZ, 4-PBA, VPA gruplarinda ise
nobet takibi Evre 0 olarak derecelendi. Bu sonuglar géz oniine alindiginda, benzer
calismalarla tutarli olarak, antiepileptik ilag valproik asitin ndbetleri baskiladigi
goriilmektedir. Yokoi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alisma da 4-PBA'nin
mutasyona ugramis LGI1 proteininin katlanmasini ve islevini geri kazandirdigini ve
nobet duyarliigini azalttigini gostermistir (Yokoi ve ark., 2015). Benzer sekilde, bu
calismada 4-PBA'nin ndbet aktivitesini baskiladigi goriilmektedir. Ek olarak, baska bir
calisma, 4-PBA'min Lafora hastaliginda ndrodejenerasyonu iyilestirdigini gosterdi

(Berthier ve ark., 2016).

Acik alan davranis testleriyle farelerin bes dakika boyunca test alaninda gectigi kare
sayilari, 16 karelik alanin ortadaki 4 karesinde yani farelerin merkezde buluma stiresi,
cevreyi kesfetmek icin arka ayaklari {izerinde kag sefer yiikseldikleri sahlanma sayis1 ve
korku seviyesini degerlendiren diski sayis1 olgiildii (GOl ve ark., 2019). Lokomotor
aktivite performansini degerlendirmek icin Olgiilen gecilen kare sayisina gore 4-
PBA+PTZ grubunun kontrol gurubuna kiyasla yiiksek oldugu diger gruplarin kontol
grubu ile kiyaslandiginda belirgin fark olmadigi goézlendi. Ancak 4-PBA+PTZ
grubundaki yiikseklik istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu bulgular, farelerde ve

sicanlarda lokomotor aktivitede hicbir degisiklik bulamayan oOnceki caligmalarla



tutarhdir (Brandt ve ark., 2010; Groticke ve ark., 2007; Lopes ve ark., 2016).
Kemirgenler dogal olarak agik ve parlak 1sikli ortamlar1 sevmezler. Dolayisiyla
merkezde daha az vakit gegirmeleri beklenir. Merkezde bulunma siireleri incelendiginde
VPA grubu hari¢ diger biitiin gruplar kontrol grubuna gore daha yiliksek olsada bu
yiikseklik istatistiksel olarak anlamli degildir. Merak duygusu olarak diisiiniilen
sahlanma sayis1 incelendignde 4-PBA+PTZ grubu kontrol grubuna gore belirgin sekilde
yiiksek olsada istatistiksel olarak anlamli degildir. Korku duygusu olarak diisiiniilen
disk1 sayilar1 incelendiginde 6zellikle PTZ grubu olmak iizere biitiin gruplar kontrol
grubuna gore daha yiiksek ¢ikmistir. Fakat bu sonuglarda istatistiksel olarak anlamli
degildir. Bu ¢alismada, agik alan testinde incelenen parametrelerde gruplar arasi farklar

istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamustir.

Yiizmeye zorlama davranis testi, ani ve kacinilmaz stresle basa ¢ikma stratejilerini dlger
ve stres tepkisinin ndral koluna dair benzersiz bir i¢gorii saglar, ayrica hareketsiz kalma
stiresinin artmasi ve aktif ylizme davranisinda azalma depresyon benzeri davranis olarak
nitelendirilmektedir (Aygun, 2020; Commons ve ark., 2017). Aktif yiizme davraniginda
kontrol grubu PTZ ve PTZ+VPA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olclide
yiikksek bulunmustur. Diger gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
Miicadele davranisinda PTZ+VPA grubunun kontrol ve diger gruplara gore daha
yiiksek oldugu goriilsede istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Hareketsiz kalma
davraniginda ise kontrol grubu 4PBA-PTZ, VPA-PTZ, PTZ, 4PBA, VPA gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik oldugu goriildii. PTZ+VPA grubunda ise
kontrol grubuna gore yiiksel olsa da  istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.
Davranis testi sonuglarina gére PTZ uygulanan deney gruplarinda kontrol grubuna gore
depresyon benzeri davraniglarin arttigi gézlenmistir. Test sonuglarinda kontrol grubu
farelere gore ila¢ uygulanan gruplarin 6zellikle PTZ ve 6nce PTZ uygulanan gruplarin
stresle bag etme giicli daha diisiik olup, umutsuzlugu kabullenme igerisinde olduklari
istatistiksel olarakta anlamli oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglarin ilaglarin yar1 omri ile
ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (Gidal ve ark., 2021). Bu kanuda daha fazla

caligmaya gereksinim vardir.

Potansiyel ila¢ etkilesimleri ve antiepileptik ilaglarin bireysel farmakokinetigi, 6zellikle

pediatrik hastalarda serum konsantrasyonlarinda biiyiik dalgalanmalara ve farkli klinik
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yanitlara yol agabilir (lapadre ve ark., 2018). Ayrica, farkli polimorfizmler 6zellikle
valproik asit farmakokinetiginde yer alan (CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4,
UGT1A8 ve UGT2B7) antiepileptiklerin farmakokinetigini, kararli durum
konsantrasyonlarin ve ilag direncini etkileyerek AEI'lerde potansiyel degisikliklere yol
acabilir (Ben ve ark, 2017). Bu ¢alismada ksenobiyotikleri yok eden ve sitotoksisiteyi
azaltmada rol oynayan beyin CYP450 proteini, CYP3A4, CYP2C19 ve CYP1Al-2'nin
immiinreaktivitesi  degerlendirilmistir.  CYP450  immiinoreaktivitesi  beyinde
incelendiginde kontrol grubu VPA grubu haricinde diger gruplara gore istatistiksel
acidan anlamli derecede daha diisiiktiir. CYP3A4 immiinoreaktivitesi beyinde
incelendiginde kontrol grubu 4-PBA ve 4-PBA+PTZ gruplarina gore istatistiksel
acidan anlamli derecede daha yiiksektir. CYP2C19 ve CYP1A1-2 immiinoreaktivitesi
beyinde incelendiginde istatistiksel agidan anlamli bir sonug¢ ¢ikmamistir. Valproik
asidin CYP3A4, CYPIA2, CYP2C19 un zayif inhibitori oldugu ve bu zayif
inhibasyona bagli CYP izoformlari inhibe ederek klinik olarak anlamli etkilesimler

olusturmasi beklenmeyen ¢alismalar mevcuttur (Wen ve ark., 2001).

LGI1 mutantlarmin yapisim1 ve islevini eski haline getirmek i¢in kimyasal diizeltici 4-
PBA'y1 test eden bir ¢alisma, 4-PBA isleminin LGI1 mutant salgisini ve bunlarin
ADAM?22'ye baglanmasint biiyiik olgiide iyilestirdigini gostermistir biiylik Olcilide
iyilestirdigini gostermistir (Yokoi ve ark., 2015). Bu ¢aligmanin sonuglarina gore en gok
expiresyon PTZ grubunda olup daha sonra PTZ+VPA, VPA+PTZ ve 4-PBA

gruplarinda goriilerek 6nceki caligmalarla tam olarak ortiismemektedir.

Endoplazmik retikulum stres belirtegleri olan GRP78 ve CHOP'un ekspresyon
seviyeleri, Western blot ve immiinohistokimya teknikleri kullanilarak degerlendirildi.
ER stresinin yoklugunda, GRP78, ER transmembran proteinlerinin liimen alanina
baglanir ve bunlarin aktivasyonunu inhibe eder. Endoplazmik retikulum stresi altinda
liimen bdlgesinden ayrilarak PERK, IRE1 ve ATF6'nin aktivasyonunu tetikler. CHOP
ise ER stresi ile indiiklenen hiicre apoptozisine aracilik eden ana faktordiir (Fu ve ark.,
2020). Cesitli epilepsi modellerinde yiiksek GRP78 ve CHOP seviyeleri, epilepside ER
stresini gosterir (Chen ve ark., 2013; Chen ve ark., 2014; Fu ve ark., 2019; Liu ve ark.,
2011; Rzayev ve ark., 2022). Bu calismanin sonuglarina goére beyinde GRP78

immunoreaktivitesi dikkat cekici sonuglar gostermistir. 4-PBA+PTZ grubu biitiin
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gruplardan istatistiksel agidan anlamli derecede daha diistiktiir. PTZ grubuda kontrol,
VPA ve 4-PBA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti. GRP78
immiinoreaktivitesine goére 4-PBA+PTZ ve VPA gruplarinda ER stresinin
baskilandigin1 gézlemledik. CHOP ekspresyon diizeyi PTZ ve 4-PBA+PTZ grubunda
en diisiik, VPA+PTZ ve PTZ+VPA gruplarinda yiiksekti. Bu ¢alismanin sonuclarinda
CHOP ekspresyon diizeyi PTZ de diisiik olmasi beklenilen bir sonu¢ olmayip onceki

calismalarla tam olarak ortiismemektedir.

BDNF sinyallemesinde rol oynayan BDNF, KASPAZ3, NFKB ve mTOR'un beyin
seviyeleri, Western blot ve immiinohistokimyasal tekniklerle degerlendirildi. BDNF,
memeli beyninde, Ozellikle hipokampusta ve serebral kortekste sentezlenen bir
norotrofin protein ailesidir. BDNF, TrkB'ye baglanir ve ndronal hayatta kalmayi,
sinaptik plastisiteyi ve uzun vadeli giliglendirmeyi desteklemek i¢cin mTOR sinyalini
takip eder. Ote yandan proBDNF'ye baglanir ve apoptozu ve uzun siireli baskilamayi
indiikler. BDNF, hafiza ve 6grenme gibi noral gelisimin bir¢ok asamasinda yer alir.
Mevcut kanitlar, BDNF'nin epilepsi, norodejeneratif hastaliklar, anksiyete ve depresyon
gibi psikolojik ve noérolojik bozukluklarda da rol oynadigin1 gostermektedir (Nowroozi
ve ark., 2021). BDNF immiinoreaktivitesi beyinde, kontrol grubunda 4-PBA+PTZ,
VPA+PTZ, PTZ ve 4-PBA gruplarina gore istatistiksel acidan anlamli dlgiide daha
yiiksektir. 4-PBA+PTZ, VPA+PTZ ve PTZ gruplari diger gruplara gore istatistiksel
acidan anlamli derecede daha diisiiktiir. Epilepsi ve BDNF'yi birbirine baglayan onceki
caligmalar karisik sonuclara varmistir. Temporal lob epilepsinin ilk astrositlerinde
BDNF'nin asir1 ekspresyonunun artmig uyarilabilirlige ve noronal hiicre 6liimiine neden
oldugunu gésteren ¢alismalarin aksine bir galisma, epileptik farelerin hipokampiisiine
BDNF salgilayan hiicrelerin eklenmesinin ndbet sikligint %80 oraninda azalttigini
buldu (Falcicchia ve ark., 2018; Fernandez-Garcia ve ark., 2020; Simonato ve ark
2006). Bu calismanin sonuglarina gore beyindeki BDNF seviyeleri kontrol grubunda
diger gruplara gore anlaml olarak yiiksekti. 4-PBA+PTZ, VPA+PTZ ve PTZ gruplari,
diger gruplara gore daha diisik BDNF immiinoreaktivitesi gosterdi. KASPAZ3
immiinoreaktivitesinde PTZ+VPA grubu kontrol grubuna benzer ve VPA+PTZ grubuna
gore ise istatistiksel acidan anlamli derecede diisiiktiir. NFKB immiinoreaktivitesinde
ise VPA+PTZ grubu diger gruplara gore istatistiksel agidan anlamli derecede yiiksektir.

mTOR aktivitesi, western blot teknolojisi kullanilarak degerlendirildi. Ekspresyon
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seviyesi en yiiksek 4-PBA daha sonra PTZ+VPA grubunda olup en diisiikte PTZ
grubunda gorilmiistiir. Kemirgenlerde mTOR'un asir1 aktivasyonunun modellenmesiyle
epileptojenik etkilerin ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir (Zhang ve ark., 2016; Nguyen ve
ark., 2019). Bununla birlikte, son on yilda, mTOR inhibitorleri tutarsiz epilepsi 6nleyici
etkinlik gostermistir (Buckmaster ve ark., 2009; Gericke ve ark., 2020). mTOR hiicre
sagkalimina yardimci olmasindan otirii PTZ grubunda endiisiik olmasi 4-PBA,

PTZ+VPA, VPA ve VPA+PTZ gruplarinda yliksek olmasi bekledigmiz bir durumdur.

Sonug olarak bu caligmada yiizmeye zorlama davranis testi sonucunda tim gruplar
kontrol grubuna gore depresyon, korku benzeri davraniglar gézlemledik. Protein analiz
sonuclarina gore ise ila¢ metebolizmasinda etkili olan CYP450 proteinlerinden
CYP450, CYP2C19, CYP3A4 ve CYP1A1-2 expresyonu incelendiginde karacigerde
yapilan baz1 caligmalara gore beyinde istatistiksel olarak anlamli bir inhibasyon
olmamis olup VPA nin bu CYP proteinlerin zayif inhibitorii oldugu ve bu yiizden
anlamli etkilesimler olusturmasi beklenmeyen calismalar1 desteklemektedir. 4-
PBA+PTZ grubunun GRP78 protein immiinoreaktivitesinde en az aktif gruplardan biri
olmasi1 4-PBA ile ER stresin inhibe edilebildigini gostermistir. PTZ grubunda noronlari
koruyucu islevi olan BDNF ve hiicre sagkalimi i¢in etkili olan mTOR ekspresyonunun
minimal olmasi1 epilepside ndronal sagkalimin olumsuz etkilendigini gostermektedir.
NFKB immiinoreaktivitesinde VPA+PTZ grubunun PTZ+VPA ve PTZ grubuna gore
yiiksek olmast ve VPA’nin PTZ 6ncesi verilmesinin hiicre sagkalimina yardimet olan
NFKB’yi artirdiginin goriilmesi lizerine VPA’nin epilepsi Oncesi mi sonrast mi
verilmesi lizerine daha kapsamli c¢aligmalar yapilmasinin faydali olacagi

diistiniilmektedir.
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