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kg
L
Li
Mg
mg
mi
rpm

Kisaltmalar

5-HT
5-HT1A
ACTH
AKT
AMPA
ATP
BDNF
BrdU

Aciklama

- Yiizde

: Mikro

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mikrometre

: Santigrad derece
. Kalsiyum

: Gram

: Kilogram

. Litre

> Lityum

: Magnezyum

> Miligram

- Mililitre

: Dakikadaki devir sayist
- Alfa

: Beta

: Gama

Aciklama

: 5-hidroksitriptamin

. Serotonin reseptorii

: Adrenokortikotropik hormon

: Protein kinaz-B

. Alfa-amino-3-hidroksi-5-metilizoazol-4-propriyonik asit
: Adenozin trifosfat

: Beyin kaynakl1 norotrofik faktor

: 5-bromo-2-deoksiiiridin
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CA : Cornu ammonis
CACNA2D1 : Voltaja bagimli kalsiyum kanali alt birimi

CaMKII : Kalsiyum-kalmodulin bagimli protein kinaz-2
CAMP : Siklik adenosin monofosfat

CORT : Kortikosteron

CREB : CAMP yanit elemani baglayici protein
CRE : cCAMP yanit elemant

CRH : Kortikotropin salgilatict hormon

DG : Dentat girus

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DSM : Ruhsal zozuklugun tanisal ve istatistiksel el kitabi
ELISA : Enzim bagli immiinosorbent testi
E-LTP : Erken uzun siireli potansiyel artisi
EPM - Yiikseltilmis art1 labirent

FTS : Fizyolojik tuzlu su

GABA : Gama aminobiitirik asit

GABAA : Gama aminobiitirik asit reseptorii-A
GFAP : Glial fibriler asidik protein

GK : Glukokortikoid

GluAl . Glutamat reseptorii-Al

GluA2 : Glutamat reseptorii-A2

GR . Glukokortikoid reseptorii

GRE . Glukokortikoid yanit elemant

HPA : Hipotalamus-hipofiz-adrenal bez
HRP : Yaban turpu peroksidazi

IL-1p : Interlokin-1-beta

IL-6 : Interlokin-6

ILAE : Uluslararasi epilepsiyle savas dernegi
i.p. : Intraperitoneal

L-LTP : Geg uzun siireli potansiyel artigi
LTP : Uzun siireli potansiyel artis

MAPK : Mitojenle aktive olan protein kinazlar
MIF : Mifepriston
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MR
MRNA
MWM
NeuN
NF-kB
NMDA
OF
pCPA
p-CREB
PI3K
PKC
pTrkB
PTZ

RU 486
s.k.
SiRNA
TGF-p1
TNF-a
TPE
TrkB
TSP
TSP-1
VEGF
VEGF-R2
VGF-p
VGLUT1
Wag/Rij

: Mineralokortikoid reseptorii
: Mesajci riboniikleik asit
: Morris su labirenti
: Noronal niikleer protein
: Niikleer faktor-kappa B
: N-metil D-aspartat reseptorii
. Acik alan
: p-klorofenilalanin
: Fosforile CREB
: Fosfoinositidil-3-kinaz
: Protein kinaz-C
: Fosforile tropomiyozin reseptor kinaz-B
: Pentilentetrazol
: Mifeprsiton
- Subkutan
: Kiigiik interferans yapan ribontikleik asit
: Doniistiiriicti biiytime faktorii-beta-1
: Timor nekroz faktor-alfa
: Temporal lop epilepsi
: Tropomiyozin reseptor kinaz-B
: Trombospondin
: Trombospondin-1
. Vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii
: Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii reseptorii-R2
- Sinir biiyiime faktorii-beta
: Vesikiiler glutamat tastyici protein

- Wistar albino glaxo rats from rijswijk

Xiv



OZET

DOKTORA TEZi
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Diinya genelinde yaygin goriilen norolojik hastaliklardan biri olan epilepsi ile stres durumunda
adrenal bezden yiiksek oranda salinan glukokortikoidler arasindaki iliski belirsizligini
korumaktadir. Bu belirsizligin giderilmesine katkida bulunmak i¢in sicanlarda bulunan dogal
glukokortikoid olan kortikosteronun ve glukokortikoid reseptdr antagonisti mifepristonun
epileptik nobetler, anksiyete benzeri davranislar, 6grenme ve bellek siirecleri iizerindeki
etkilerini arastirmay1 amagladik.

Calismamizda 66 adet erkek Wistar albino sigan; Kontrol, DMSO, PTZ, CORT+PTZ,
MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ olacak sekilde 6 gruba ayrildi. Deneylerimizde 26 giin
stiresince kortikosteron (10 mg/kg/s.k.) ve mifepriston (5 mg/kg/s.k.) uygulandi. Giin agir1 14
doz PTZ (30 mg/kg/i.p.) uygulamasiyla kindling epilepsi modeli olusturuldu ve nobet
davraniglar1 Racine’in skalasina gore skorlandi. PTZ kindling siirecinden sonra anksiyete
benzeri davraniglarin tespit edilmesi amaciyla yiikseltilmis art1 labirent testi ve agik alan testi,
o0grenme ve bellek olusumunun arastirilmas: amaciyla da Morris su labirenti testi uygulandi.
Davranissal testleri takiben hipokampus doku homojenatlari ve kan plazma 6rnekleri tizerinde
biyokimyasal ¢aligmalar yiiriitiildii. Ayrica, deney gruplarindan alinan beyin dokulari tizerinde
histolojik incelemeler yapildi.

En uzun nébet latansi, en diisiik nobet frekans1 ve ndbet siddeti MIF+PTZ grubunda gériildii.
Buna karsin PTZ, CORT+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarmnin epileptik ndbetleri arasinda
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anlamli bir fark saptanmadi. Anksiyete deneylerimizde MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ
gruplarinda en diisiik anksiyete benzeri davranmislar tespit edildi. Bununla birlikte PTZ ve
CORT+PTZ gruplarinda kontrol grubundan daha fazla anksiyete benzeri davranislar
gozlemlendi.

Morris su labirenti testi 6grenme giinlerinde MiF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinda
kontrol grubuna benzer ve PTZ grubundan anlamli olarak daha diisiik 6grenme latans1 gortildii.
Ancak PTZ grubunun 6grenme latansi kontrol grubundan daha uzundu. Deney gruplari
arasinda en yiiksek bellek bozulmasi PTZ grubunda tespit edilirken MiF+PTZ grubunda PTZ
ve CORT+PTZ gruplarindan daha iyi bellek performansi gozlemlendi.

Calismamizda en diisiik hipokampal BDNF diizeyi MIF+PTZ grubunda tespit edilirken, PTZ,
CORT+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinda kontrol grubundan daha diisiik plazma BDNF
diizeyleri goriildii. PTZ grubunun hipokampal CREB diizeyleri kontrol ve MIF+PTZ
gruplarindan anlamli olarak daha yiiksekti. PTZ ve CORT+PTZ gruplarinda kontrol, MIF+PTZ
ve MIF+CORT+PTZ gruplarindan anlamli olarak daha diisiik hipokampal TSP-1 diizeyleri
bulundu. Gruplarin hipokampal serotonin diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktu, buna kargin
PTZ, CORT+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinda kontrolden daha diisiik plazma serotonin
diizeyleri goriildii. MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinda hipokampal kortikosteron
diizeyi kontrol grubundan daha diisiikti. Bununla birlikte MIF+PTZ grubu plazma
kortikosteron diizeyi kontrolden daha yiiksektii PTZ grubunda kontrol ve MIF+PTZ
gruplarindan daha yiiksek hipokampal TNF-a diizeyleri tespit edildi. Ayrica PTZ ve
CORT+PTZ gruplarinda plazma TNF-a diizeyi kontrolden daha ytiksekti.

Caligmamizin histolojik incelemeleri sonucunda tiim epileptik deney gruplarinda hipokampal
noron kaybr gozlemlendi. Bununla birlikte MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinda PTZ
ve CORTH+PTZ gruplarindan daha diisiik hipokampal (DG ve CA1) noron kaybi goriildii.

Mifepristonun epileptik ndbetler, anksiyete benzeri davranislar, bellek ve 6grenme siirecleri
tizerindeki olumlu etkileri oldugu sonucuna ulastik. Mifepriston bu olumlu etkilerini,
hipokampal BDNF diizeylerini azaltarak ve CREB diizeylerini kontrole yaklastirarak asiri
uyarilabilir sinirsel ag olusumunu engelleyerek; hipokampal TSP-1’1 artirip antianjiyogenik
etkileriyle patolojik anjiyogenezi onleyerek; plazma 5-HT diizeylerini kontrole yaklastirarak
serotonerjik yolu olumlu etkileyerek; TNF-o diizeylerinin artisini dnleyip néroinflamasyonu
engelleyerek; tiim bunlarin sonucunda hipokampal néron kaybini Onleyerek gostermis
olabilecegini diisiiniiyoruz. Mifepristonun epileptogenez, anksiyete ve bellek siiregleri
tizerindeki olumlu etkilerini netlestirmek i¢in bu konuda yapilacak daha fazla deneysel ve klinik
caligmayla desteklenmesi gerekmektedir.

Haziran 2022, 130 sayfa.

Anahtar kelimeler: Epilepsi, Glukokortikoid, Pentilentetrazol, Kortikosteron, Mifepriston
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The relationship between epilepsy, one of the most common neurological diseases in the world,
and glucocorticoids released from the adrenal gland at high levels in the event of stress remains
unclear. To contribute to the remove of this ambiguity, we aimed to investigate the effects of
corticosterone, a natural glucocorticoid found in rats, and the glucocorticoid receptor antagonist
mifepristone on epileptic seizures, anxiety-like behaviors, learning and memory processes.

In our study, 66 male Wistar albino rats were divided into 6 groups as Control, DMSO, PTZ,
CORT+PTZ, MIF+PTZ and MIF+CORT+PTZ. In our experiments, corticosterone (10
mg/kg/s.k.) and mifepristone (5 mg/kg/s.k.) were administered for 26 days. Kindling epilepsy
model carried out with 14 doses PTZ (30 mg/kg/i.p.) applications every other day and seizure
behaviors were scored according to Racine’s scale. After the PTZ kindling process, the elevated
plus maze test and open field test were used to detect anxiety-like behaviors, and the Morris
water maze test was used to investigate learning and memory functions. Following the
behavioral tests, biochemical studies were carried out on hippocampus tissue homogenates and
blood plasma samples. In addition, histological examinations were performed on the brain
tissues taken from the experimental groups.

The longest seizure latency, lowest seizure frequency, and seizure severity results, were seen in
the MIF+PTZ group. On the other hand, there was no significant difference in the epileptic
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seizures between PTZ, CORT+PTZ and MIF+CORT+PTZ groups. In our anxiety tests, the
lowest anxiety-like behaviors were detected in the MIF+PTZ and MIF+CORT+PTZ groups.
However, more anxiety-like behaviors were observed in the PTZ and CORT+PTZ groups than
that of the control group.

On the Morris water maze test learning days, learning latency was similar to the control group
and significantly lower than the PTZ group in the MIF+PTZ and MIF+CORT+PTZ groups.
However, the learning latency of the PTZ group was longer than that of the control group.
Among the experimental groups, the highest memory impairment was detected in the PTZ
group. Whereas, better memory performance was observed in the MIF+PTZ group than those
of the PTZ and CORT+PTZ groups.

In our study, the lowest hippocampal BDNF level was detected in the MIF+PTZ group, while
plasma BDNF levels were lower in the PTZ, CORT+PTZ and MIF+CORT+PTZ groups than
that of the control group. Hippocampal CREB levels of the PTZ group were significantly higher
than those of the control and MIF+PTZ groups. Hippocampal TSP-1 levels were found to be
significantly lower in the PTZ and CORT+PTZ groups than in the control, MIF+PTZ and
MIF+CORT+PTZ groups. While there was no significant difference between the hippocampal
serotonin levels of the groups, lower plasma serotonin levels were observed in the PTZ,
CORT+PTZ and MIF+CORT+PTZ groups than that of the control. Hippocampal
corticosterone level was lower in the MIF+PTZ and MIF+CORT+PTZ groups than that of the
control group. However, plasma corticosterone level was higher in the MIF+PTZ group than
that of the control. Hippocampal TNF-a levels were higher in the PTZ group than those of the
control and MIF+PTZ groups. In addition, plasma TNF-a levels were higher in the PTZ and
CORT+PTZ groups than that of the control.

As a result of histological examinations of our study, hippocampal neuron loss was observed in
all epileptic experimental groups. However, lower hippocampal (DG and CA1) neuronal loss
was observed in the MIF+PTZ and MIF+CORT+PTZ groups than those of the PTZ and
CORT+PTZ groups.

We concluded that mifepristone has positive effects on epileptic seizures, anxiety-like
behaviors, memory and learning processes. Mifepristone may inhibit, hyperexcitable neural
network formation by reducing hippocampal BDNF levels and getting closer CREB levels to
control; by increasing hippocampal TSP-1 and preventing pathological angiogenesis with its
antiangiogenic effects; by positively affecting the serotonergic pathway by getting closer 5-HT
levels to control; by preventing neuroinflammation via blocking TNF-a levels. As a result, we
concluded that it may have shown its effect by preventing hippocampal neuronal loss. In order
to clarify the positive effects of mifepristone on epileptogenesis, anxiety and memory processes,
it needs to be supported by more experimental and clinical studies.

June 2022, 130 pages.

Keywords: Epilepsy, Glucocorticoid, Pentylenetetrazole, Corticosterone, Mifepriston
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1. GIRIS

Bu calisma, sicanlarda bulunan dogal glukokortikoid (GK) olan kortikosteronun (CORT) ve
GK reseptdr inhibitorii mifepristonun (MIF) (RU 486) epileptik ndbetler, 6grenme ve bellek
stiregleriyle birlikte hayvanlarin anksiyete diizeylerine olan etkilerini agikliga kavusturmak

amaciyla yapilmistir.

Tez calismamizin “Genel Kisimlar” boliimiinde epilepsi ve GK tanimi, epilepsi lizerindeki
etkileri ve bunlara eslik eden anksiyete, 6grenme ve bellek stirecleri arasindaki iligkilere dair

bilimsel ¢alismalarla desteklenen giincel bilgiler ortaya konulmustur.

Calismanin “Malzeme ve YoOntem” boliimiinde ise ¢alismada kullanilan hayvanlara, bakim
kosullarina, uygulanan deneysel tasarima bagli olarak olusturulan gruplara, pentilentetrazol
(PTZ) kindling epilepsi modeline, yapilan davranigsal testlere (anksiyete, 6grenme ve bellek
testleri) deneylerin sonlandirilmasina ve sonrasinda yiiriitiilen biyokimyasal ve histolojik
caligmalara ayrintili olarak deginilmistir. Yiiriitiilen davranigsal testler, epileptik ndbet skorlari,
biyokimyasal ve histolojik ¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler “Bulgular” béliimiinde

grafiklerle desteklenerek sunulmustur.

Calisma sonucunda elde edilen veriler “Tartisma ve Sonu¢” béliimiinde degerlendirilip

literatiirdeki diger ¢alismalarla karsilastirilarak yorumlanmis ve sonuglar ¢ikarilmistir.

Deney siiresince hayvanlara her giin kortikosteron (10 mg/kg) ve mifepriston (5 mg/kg)
intraperitonal enjeksiyonlar1 yapilmistir. PTZ kindling modeli i¢in giin asir1 30 mg/kg PTZ
enjeksiyonu yapilip nobetler 30 dakika gézlenmistir. Kindling siireci sonucunda 6grenme ve
bellek siireclerini incelemek amaciyla “Morris Su Labirenti (Morris water maze, MWM)” testi,
anksiyete diizeylerini incelemek ic¢in ise “Yiikseltilmis Art1 Labirent (Elevated plus maze,

EPM)” ve “Agik Alan (Open field, OF)” testleri uygulanmustir.

Davranigsal testlerin ardindan gruplardan alinan kan plazmasi ve hipokampiis doku
homojenatlarinda inflamatuvar belirte¢ olarak tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), 6grenme ve
bellek siirecleriyle iliskili olarak beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) ve siklik adenosin
monofosfat (CAMP) yanit eleman1 baglayici protein (CREB), anksiyete diizeylerine iliskin



olarak serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), bunlarin disinda trombospondin-1 (TSP-1) ve
kortikosteron diizeyleri enzim bagli immiinosorbent testi (Enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) yontemiyle tespit edilmistir.  Davranigsal, biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal verilerin 1s181nda si¢anlarda bulunan dogal GK olan kortikosteronun ve
antagonisti mifeprsitonun epileptik nobetler ve epilepsiye eslik eden 6grenme ve bellek

bozukluklariyla, anksiyete diizeylerine etkileri incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. EPILEPSI

Epilepsi, yunanca “epi: listlinde” ve “lepsis: tutmak, sarsmak” kelimelerinin birlesmesinden
olusan ve anlami yakalamak, birden tutulmak olan “epilepsia” kelimesinden tliremistir.
Merkezi sinir sisteminin bir bolgesinin ya da tamaminin kontrol edilemeyen asir1 aktivitesi
epilepside gozlemlenen en belirgin karakteristik nitelik olarak tanimlanmaktadir (Guyton ve
Hall, 2007). Klinik ¢alismalarda ise en az iki ve iizeri tekrar eden ndbetler ile tanimlanan
nérolojik bir bozukluk olarak ifade edilmektedir (Oge, 2004). Uluslararas1 Epilepsiyle Savas
Dernegi’ne (International League Against Epilepsy, ILAE) gore, 24 saat igerisinde uyarilmamis

en az iki nébetin goriilmesi durumu epilepsi olarak tanimlanmaktadir (Thurman ve dig., 2011).

Epilepsi, her yastan ve sosyal gruptan, farkli cografi bolgelerden insani norolojik, bilissel,
psikolojik ve sosyal sonuglariyla etkileyen, tekrarlayan ndbetlere neden olan kalic1 yatkinlik
durumu olarak tarif edilen bir ndrolojik hastaliktir (Fisher ve dig., 2005; Beghi, 2020). Diinya
genelinde %0,5-2 oraniyla goriilen epilepsi vakalarmin, yaklagik tgte ikisinde hastalik
cocukluk ve ergenlik doneminde baslar (Aronica ve Miihlebner, 2017). Yasamin ilk yilinda
100.000’de 100-233 olan oran erken c¢ocukluk doneminde 100.000’de 60’a, yetiskinlerde
100.000°de 30-40’a diiser ve yaslilarda tekrardan artig gosterir (Beghi ve Hesdorffer, 2014).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore epilepsi tedavisi igin yapilan harcamalar, ilgili kitaya bagl
olarak degismekle birlikte, toplam saglik harcamalarinin %0,12-%1,12’sini olusturmakta ve
ilag direnci olan epilepsi hastalarinda yapilan harcamalar ¢ok daha yiiksek olmaktadir (Begley

ve Beghi, 2002).

2.1.1. Epileptik Nobetlerin Siniflandirilmasi

Epilepsi, hastalia neden olan duruma bagl olarak genetik, yapisal/metabolik ve kaynagi
bilinmeyen olmak iizere ti¢ grupta incelenir (Berg ve dig., 2010; Aronica ve Miihlebner, 2017).
Genetik kokenli epilepsi, epileptik ndbetlere neden olan temel semptomun genetik kusur ya da
kusurlarin sonucunda ortaya ¢iktigini ifade eder. Yapisal/metabolik kokenli epilepside ise,
epilepsi gelisme riskini artiran yapisal lezyonlar, inme, travma ve enfeksiyon gibi durumlarin

nobetlerin gelismesinin altinda yatan neden oldugu diisiiniilmektedir. Bilinmeyen nedenlerden



kaynakl1 epilepside ise nobetlerin altinda yatan nedenlerin tam olarak tespit edilemedigi

bilinmektedir (Berg ve dig., 2010).

Ik kez 1960 yilinda, ILAE siniflandirma ve terminoloji komisyonu tarafindan yayilanan
epileptik ndbetlerin siniflandirilmasi ¢alismalari, 1981 ve 1989 yillarinda giincellenmistir (Oge,
2004). Yapilan siniflandirmada nobetlerin serebral korteksin her iki yari kiiresini de
etkilemesiyle goriilen jeneralize nobetler ile sadece bir bdlgesinde goriilen fokal (parsiyel,

lokal) nébetler olarak iki ana sinifta incelenmektedir (Oge, 2004; Berg ve dig., 2010).

ILAE simiflandirma ve terminoloji komisyonu, en son 2010 yilinda epilepsi ve ndbet
terminolojisini giincellemistir (Tablo-1) ve ILAE’ nin yaptig1 bu son giincellemede yeni dogan
ndbetleri ayri bir sinif olmaktan ¢ikarilip yeni doganlarda goriilen nébetlerin de mevcut semaya
gore siniflandirilmasi onerilmistir (Berg ve dig., 2010). Ayrica epileptik spazmlar da artik
siiflandirmaya dahil edilmistir (Berg ve dig., 2010).

Tablo 2.1: Uluslararasi Epilepsiyle Savas Dernegi Nobet Siniflandirmast.

Jeneralize nobetler
Tonik-klonik (tonus artisini takip eden klonik kasilmalar)
Absens
Tipik (petit-mal)
Atipik
Ozel niteliklere sahip absens
Miyoklonik absens
G0z kapagi1 miyoklonisi
Miyoklonik (ritmik spazmli silkinmeler/sigramalar)
Miyoklonik
Miyoklonik atonik
Miyoklonik tonik
Klonik (sadece klonik spazmlarla karakterize edilen)
Tonik (sadece kas tonusu artisiyla karakterize edilen)
Atonik (tiim kas tonusunun ani olarak kaybr)
Fokal (parsiyel) nobetleri
Bilinmeyen
Epileptik spazmlar




2.1.2. Epilepsi Patolojisi

Epilepsi cerrahisinde epileptik odagin cerrahi olarak ¢ikarilmasi yapilan temel islemdir ve
cikarilan pargalarin incelenmesiyle epilepsi patolojisine dair bulgular elde edilmektedir.
Epileptik odaklarda en ¢ok goriilen patolojiler hipokampal skleroz ve epilepsi ile iligkili
timorlerdir (Bliimcke, 2009). Yetiskinlerde en sik goriilen epilepsi tiirii olan temporal lop
epilepsi (TPE) hastalarinda da yaygin olarak ayni patolojiyle karsilagiimaktadir (Thom, 2004,
Blimcke ve Spreafico, 2012). Ayrica TPE vakalarinda bellek ve 6grenme iizerinde olumsuz
etkilerle kendini gosteren bilissel bozukluklar da hastaliga eslik eden hipokampal skleroz ile
iliskilendirilmektedir (Bell ve dig., 2011; Gargaro ve dig., 2013).

Hipokampal sklerozda mikroskobik olarak ilk géze ¢arpan astrogliosis ve cornu ammonis
(CA)1, CA4 ve CAS3 hipokampal bolgelerinde goriilen noronal hiicre kaybidir, buna karsin
hipokampal CA2 bolgesinin ve dentat girus (DG)’un graniil hiicrelerinin korundugu goriiliir
(Ozkara ve Aronica, 2012). Bununla birlikte tiim hipokampal bdlgelerin néronal hiicre kaybina

ugradigi epileptik durumlar da gézlemlenebilmektedir (Tekgul ve dig., 2020).

2.1.3. Epileptik Nobet Gelisiminde Rol Oynayan Molekiiler Mekanizmalar

Epileptik nobetlerin olusumunda rol oynayan molekiiler mekanizmalar epilepsi tiirline ve
bireysel farkliliklara bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Epilepsi patolojisinde bilinen
molekiiler mekanizmalar, indiiklenebilen epileptik nodbet deneylerine bagli olarak

tanimlanmaya c¢alisilmistir.

Epileptik nobetler sinaptik ve voltaj kapili iyon kanallarinin inhibisyon yolunun bloke edilmesi
(Matsumoto ve Ajmonemarsani, 1964; Prince ve Wilder, 1967) ya da eksitasyon yolunun aktive
edilmesiyle (Walther ve dig., 1986) tetiklenebilmektedir. Ayrica epileptik nobetlerin,
inhibisyonun artirillmas1 ya da aktivasyonun azaltilmast gibi zit manipiilasyonlarla
engellenebildigi bildirilmektedir (Wiechert ve Herbst, 1966; Croucher ve dig., 1982). Bu
deneysel ¢aligmalarin sonuglar1 inhibisyon/eksitasyon arasindaki dengenin bozulmasi epileptik
ndbetlerin olusumunda yer alan temel molekiiler mekanizmalar1 isaret etmektedir. Buna karsin
gercek epilepsi vakalarinda nobetler herhangi bir toksik maddeye bagli olmaksizin
kendiliginden gelismekte ve nobet zamani onceden bilinememektedir (Staley, 2015). Bu
nedenle epileptik nobetlerin altinda yatan mekanizma sadece inhibisyon/eksitasyon dengesinin

bozulmasina baglanamamaktadir (Staley, 2015).



Epilepsi genetigi ile ilgili g¢alismalar, bir grup gende goriilen mutasyonlar iizerinde
yogunlasmistir. Inhibisyon mekanizmasinda (Macdonald ve Kang, 2012) ve eksitasyon
mekanizmasinda (Yu ve dig., 2006; Carvill ve dig., 2014) yer alan kanal proteinleriyle ilgili
genlerde islev kaybina yol acan mutasyonlar tespit edilmistir. Ancak epilepsi molekiiler
patolojisinde altta yatan mutasyonlarin ¢ogunlugu inhibisyon/eksitasyon dengesiyle dogrudan
iliskili olmayan genlerde goriilmektedir (Ran ve dig., 2015). Bu durum epileptik hastalarda
belirli olmayan araliklarda nobetlerin gelismesiyle tutarlidir. Iyon kanallarinda gériilen
patolojiler ¢ok daha ciddi ensefalopatilerle ve ¢ok sik gdzlenen nobetlerle iliskilendirilmektedir

(Veeramah ve dig., 2013).

Nobet gelisimine yol agabilecek bir diger mekanizma kisa siireli sinaptik plastisitede
olusabilecek anormalliklerdir. Burada ana noronlar iizerindeki inhibitér gama aminobiitirik
asiterjik (GABAerjik) sinapslarin baskilanmasi (Bracci ve dig., 2001) ve inhibitor néronlar
tizerindeki glutamaterjik sinapslarin baskilanmasi (Le Duigou ve dig., 2011), ayrica ana
noronlar arasinda glutamaterjik sinapslarin kolaylastiriimasi (Jane ve dig., 2009) ve inhibitor
internoronlar tizerindeki GABAerjik sinapslarin kolaylastirilmas: yer alabilir. Agikcasi ya
GABAerjik ya da glutamaterjik sinapslarda baskilanma ya da kolaylastirma postsinaptik

ndronun tipine bagli olarak nobet tetikleyicisi olabilmektedir.

Epileptik nobetlerin altinda yatan molekiiler mekanizmalardan bir digeri sinaptik zarlar ve
burada goriilen norotransmitter anomalileriyle iligkilidir. Presinaptik zardan norotransmitter
vezikiillerinin salgilanmasi siirecinde, ndrotransmitter vezikiillerin hazirlanmasindan kalsiyum
girisine ve zardan salinmasina kadar gegen siirecte ¢cok sayida protein senkronize bir sekilde
gorev yapmaktadir (Kaeser ve Regehr, 2014) ve presinaptik zarda yer alan proteinleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin epilepsi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Rajakulendran ve dig., 2012;
Lazarevic ve dig., 2013). Ornegin antikonviilzanlardan pregabalin ve levetirasetam presinaptik
kalsiyum kanallar1 ve kenetleme proteinleri lizerinden epileptik nobetler iizerindeki etkilerini

ortaya koymaktadir (Casillas-Espinosa ve dig., 2012).

Epilepsi patolojisinde yer alan baska bir durum ise, membran reseptorlerinin zardaki trafiginin
diizenlenmesinde goriilen mutasyonlardir. Ornek olarak alfa-amino-3-hidroksi-5-metilizoazol-
4-propriyonik asit (AMPA) tipi glutamat reseptorlerinin alt birimlerinin zardaki trafigini
diizenleyen transmembran AMPA reseptor diizenleyici protein ailesini kodlayan gendeki

mutasyonlar epileptik nobetlerle iligkilendirilmistir (Letts ve dig., 1998; Yokoi ve dig., 2012).



Deney hayvanlarinda elektriksel ya da kimyasal olarak uyarilan epilepsi modellerinde N-metil-
D-aspartik asit (NMDA) ve GABAA reseptorlerinin zardaki trafigi ile ndbet aktivitesinin
uzamasi iligkilendirilmistir (Goodkin ve dig., 2008; Naylor ve dig., 2013). Epileptik ndbet
gelisiminin altinda yatan muhtemel bir diger mekanizma hiicre i¢i ve dis1 alanlardaki potasyum,
kalsiyum ve kloriir iyonlarindaki konsantrasyon diizensizlikleridir (Fisher ve dig., 1976; Staley
ve dig., 1995; Ransom ve dig., 2000; Raimondo ve dig., 2013). Bu iyonlarin gecisini
diizenleyen kanallarin yapisinda bulunan proteinler ile iliskili mutasyonlar da epilepsi ile

iligkilendirilmistir (Rajakulendran ve dig., 2012; Veeramah ve dig., 2013; Deng ve dig., 2014).

Bir diger epileptik mekanizma ise ndronal homeostazin bozulmasidir. Noronal homeostaz
noronlarin uyarilabilirliklerini diizenleyebildikleri siireci ifade etmektedir. Noronlar, asirt
aktivitelerine neden olabilecek durumlarda uyarici iletkenliklerini baskilamakta ve inhibe edici
iletkenliklerini kuvvetlendirmektedir (O’Leary ve Wyllie, 2011). Kronik olarak azalan néronal
aktivite durumlarindaysa tam tersini uygulamaktadir. Beyin hasari veya ndrodejeneratif
hastaliklar sonucu olusan néron kaybinin, ndronal homeostazin bozulmasina ve boylelikle yeni
epileptik noronal aglarin olusmasina neden olabilecegini savunan caligmalar bulunmaktadir
(Volman ve dig., 2011; Prince ve dig., 2012). Genetik epilepsilerde goriilen mutasyonlarin
biiyiik ¢ogunlugu hiicre i¢i sinyal yollarinda yer alan proteinleri kodlayan genlerde
goriilmektedir (Ran ve dig.,, 2015). Bu agidan bakildiginda ndronal homeostazin

stirdiiriilmesinde hiicre i¢i sinyal proteinlerinin 6nemli bir yeri oldugu diisiiniilmektedir.

2.1.4. Pentilentetrazol (PTZ) ve Kindling Epilepsi Modeli

Kindling, amigdalanin elektriksel olarak uyarilmasinin 6grenme ve bellek siireglerine etkileri
incelenirken, uygulanan tekrar eden elektriksel uyarilara bagli olarak sicanlarda nobet
gelisiminin goriilmesiyle tesadiifen kesfedilmistir (Goddard, 1967). Goddard (1967), beynin
sabit elektriksel uyarana kars1 farkli yanitlar iirettigini gdstermis ve bu yolla bir epileptik model
gelistirmistir. Amigdala, elektriksel kindling i¢in en uygun beyin bdliimiiyken (15 giin)
hipokampus ve entorinal korteks de (~53 giin) daha az duyarli olmakla birlikte kindling i¢in
uygun bolgeler olarak belirtilmektedir (Goddard, 1967).

Ilerleyen siirecte kindling modeli, kimyasal maddeler kullanilarak da olusturulmaktadir
(Goddard ve dig., 1969; Karler ve dig., 1989). Kimyasal kindling olusumunda PTZ, kokain,

lidokain, penisilin, karbakol, pilokarpin sikca tercih edilen ve sistemik ya da intraserebral



enjeksiyon yoluyla uygulanabilen maddelerdir (Singh ve dig., 2017). Kimyasal kindlingin
cerrahi girisim gerektirmemesi, kolayca olusturulabilmesi ve zaman tasarrufu saglamasi

nedeniyle tercih edilirligi daha yiiksektir (Dhir, 2012).

PTZ, antiepileptik ilaglarin test edilmesinde tercih edilen, tekrarlayan sinirsel uyarilara yol
acarak refraktor periyodu kisaltan bir kimyasal maddedir ve uzun siire diizenli olarak
subkonvulsif dozda PTZ uygulamasiyla olusturulan epilepsi modeli PTZ kindling olarak ifade
edilmektedir (Dhir, 2012). PTZ, postsinaptik zardaki klor kanallariyla iligkili GABAA
reseptorlerini  bloke ederek (Huang ve dig., 2001), GABA ve diger inhibitor
norotransmitterlerin etkinligini azaltip noronal eksitasyon/inhibisyon dengesini bozarak
noronlarin depolarize olmasimma neden olmaktadir (Corda ve dig., 1992). Racine (1972),
kindling gelisiminde gozlemlenen davranigsal evreleri detaylica tarif etmistir ve bu yontem

giiniimiizde de kullanilmaktadir.

2.2. GLUKOKORTIKOIDLER VE HUCRESEL ETKi MEKANIiZMALARI

Glukokortikoid terimi kortizol hormonu ve kimyasal siireclerle elde edilen yapisal analoglarini
da kapsayan bir terimdir ve siganlar ve diger kemiricilerde tiretilen GK kortikosterondur (Rhen
ve Cidlowski, 2005). Karbonhidrat metabolizmasini etkilemeleri nedeniyle bu ismi alan
GK’ler, gelisim, homeostazi, metabolizma, bilis ve iltthaplanma gibi pek ¢ok hiicresel olaya

diizenleyici olarak katilmaktadir (Rhen ve Cidlowski, 2005).

Sentez yoluyla elde edilen GK’ler astim, septik sok, alerji, romatoid artrit, inflamatuar bagirsak
hastalig1 ve multipl skleroz gibi pek ¢ok inflamatuar ve otoimmiin hastalik iizerine etkilidir
(Ramamoorthy ve Cidlowski, 2016). Uzun siire veya yiiksek doz GK kullanimi sonucunda
osteoporoz, cilt atrofisi, diyabet, abdominal obezite, glokom, katarakt, avaskiiler nekroz ve
enfeksiyon, biiyiime geriligi ve hipertansiyon gibi yan etkiler de ortaya cikabilmektedir
(Schécke ve dig., 2002).

Glukokortikoidlerin sentezlenip salindigi1 adrenal korteks islevsel olarak ii¢ bdoliimden
olusmaktadir. Bu boliimlerden ilki en dista yer alan zona glomerulosa; bir mineralokortikoid
olan aldosteronu, orta kisimda yer alan zona fasikiilata; sicanlarda bir GK olan kortikosteronu

ya da insanlarda kortizolii, en igte yer alan zona retikiilaris ise androjenler, testosteron ve



gonadlarin disinda cesitli dokular tarafindan testosteron ve Ostrojen iiretimi i¢in kullanilan

dehidroepiandrosteronu tiretmektedir (Busada ve Cidlowski, 2017).

Sirkadyan ritim ile ya da strese yanit olarak suprakiazmatik nukleustan gelen sinyaller,
hipotalamusun paraventrikiiler nukleusunu uyarmakta ve kortikotropin salgilatict hormon
(CRH) salimimi gergeklesmektedir (Miller ve Auchus, 2011). CRH etkisiyle uyarilan hipofiz
bezinden adrenokortikotropik hormon (ACTH) salimimi gergeklestiririlmektedir. ACTH
adrenal kortekse ulasir ve steroid yapidaki kortizoliin {iretim ve saliniminda etkili olan hiicresel
stirecleri baslatmaktadir (Webster ve dig., 2002). Steroid yapidaki kortizoliin hiicre igerisinde
depolanabilme durumu olmadigi i¢in ihtiya¢ halinde adrenal kortekste hizlica {iretimi

yapilmakta ve hiicre digina salinmaktadr.

Hipotalamus-hipofiz (pituiter)-adrenal bez (HPA) ekseninin sirkadiyen ritme bagli olarak
olusan aktivitesi ile kontrol edilen GK’lerin dolagimda en yiiksek oldugu zaman sabah, en diisiik
oldugu zamanlar ise gece saatleridir (Ramamoorthy ve Cidlowski, 2016). Dolasim sisteminde
bulunan GK’lerin %80-90’1 kortikosteroid baglayici globiiline, %5-15’1 albiimine bagli inaktif
durumdayken, sadece %5’i serbest halde ve biyoaktif olarak bulunmaktadir (Breuner ve
Orchinik, 2002).

GK’ler etkilerini hiicre i¢i GK reseptorii (GR) ve mineralokortikoid reseptdrii (MR) araciligiyla
hipokampus dahil pek ¢ok dokuda reseptorlerine baglanarak baslattiklar1 hiicresel siirecler
yoluyla olusturmaktadir (Reul ve Kloet, 1985). MR’ler ¢ok yiiksek affinite ile GR’ler ise daha
diisiik affinite ile GK’leri baglamaktadir (Reul ve Kloet, 1985).

GR ligantla aktive olan niikleer reseptdr ailesinden bir transkripsiyon faktoriidiir ve N-terminal
transaktivasyonel birimi, merkezi DNA baglanma bolgesi ve bir C-terminali ligant baglama

alanindan olusan modiiler bir proteindir (Kumar ve Thompson, 2005).

GK’ler genomik ve genomik olmayan yollardan etkilerini gostermektedir. GK’ler genomik
etkilerini GR reseptorii araciligiyla gerceklestirmektedir. GK yoklugunda GR’ler saperon
proteinleri (hsp90, hsp70 ve p23) ve immiinofilinleri (FKBP51 ve FKBPS52) igeren bir protein
kompleksinin pargasi olarak ¢ogunlukla sitoplazmada yer almaktadir (Pratt ve Toft, 1997).
Hormon baglanmasiyla lokalizasyon sinyali agiga ¢ikan GR’ler ¢oklu protein kompleksinden
ayrilarak niikleer porlardan hizlica niikleusa gegmektedir. Cekirdege gecen GR’ler hizlica DNA
tizerindeki GK yanit elemanlari olarak adlandirilan DNA dizilerine (GRE) baglanmakta ve gen
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anlatimini1 uyarmaktadir (Beato, 1989). GR, GRE’ye baglandiktan sonra ii¢ boyutlu yapisinda
bir degisim gecirmektedir. Bu degisim RNA polimeraz-2 aktivasyonunu, gen transkripsiyonu
ve baskilanmasini uyaracak bir kromatin yeniden modellenmesine neden olmaktadir
(Ramamoorthy ve Cidlowski, 2016). Ayrica korepresdrler (NCoR1 ve SMRT) ve histon
deasetilazlar araciligiyla baz1 hedef genlerin baskilanmasina aracilik eden bir negatif GK yanit

elemani da (nGRE) tanimlamistir (Surjit ve dig, 2011).

GK’ler genomik olmayan etkilerini, ¢ok hizli bir sekilde sitozolik hiicre zarma baglh
fizikokimyasal etkilesimler araciligiyla gergeklestirmektedir. Genomik olmayan bu etkileri
fosfoinositid 3-kinaz (PI13K), protein kinaz-B (AKT) ve mitojenle aktive olan protein kinazlar
(MAPKler) gibi kinazlarin aktivitesi araciligiyla gerceklestigi gosterilmistir (Samarasinghe ve
dig., 2012).

Hiicre zariyla iligkili GR’nin, GK aracili hiicreler arasi baglantilarin kurularak iletisimin
saglanmasinda ve ndronal progenitor hiicre ¢ogalmasinda etkili oldugu da gosterilmistir

(Samarasinghe ve dig., 2011).

Bir GR antagonisti olan mifepristonun HPA ekseni aktivitesi iizerinde iki onemli etki
yaratabilecegi diisiiniilmektedir (Belanoff ve dig., 2002; Flores ve dig., 2006). iki GK reseptorii
de (GR ve MR) sitoplazmada bulunur ve kortizol ile baglandiklarinda dimer olusturarak hiicre
nukleusuna tasinir (Trapp ve Holsboer, 1996). Bu dimerlerin homodimerler (MR-MR veya GR-
GR) veya heterodimerler (MR-GR) olabilecegi rapor edilmektedir (Trapp ve Holsboer, 1996).
Olusan bu dimerlerin DNA’ya baglandig1 ve farkli genlerin anlatim siireclerine katildiklar

diisiiniilmektedir (Trapp ve Holsboer, 1996).

Mifepristonun GR’yi bloke etmesiyle, kortikosteronun geri bildirim mekanizmasinin da bloke
edilerek dolasimdaki kortikosteron diizeyini yiikselttigi belirtilmektedir (Born ve dig., 1991,
Flores ve dig., 2006). Kortikosteron sentezi, CRH’nin negatif geri beslenme yoluyla
baskilamasi araciligiyla diizenlenmektedir. Mifepriston, GR’leri bloke ederek bu negatif geri
bildirim mekanizmasini zayiflatir. Bunun sonucunda CRH, ACTH salinmasin1 uyarir ve bu da
adrenal bezlerde kortikosteron iiretimini artirir (Dayanithi ve Antoni, 1989). Yiiksek periferik
kortizol diizeylerinin beyinde bulunan diisiik kortizol diizeylerini yansitabilecegi ifade

edilmektedir (Pariante ve dig., 2001; Pariante ve dig., 2003).
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2.2.1. Glukokortikoidlerin Epilepsi Uzerindeki Etkileri

GK’lerin antiinflamatuvar ve biiyltime faktorlerini indiikleme gibi faydali etkilerinin yani sira
epilepsi olusumunu tetiklemesi ve epileptik nébetler tizerindeki olumsuz etkilerini de igeren
calismalarin olmasi ¢eligkili bir durum ortaya koymaktadir (Lee ve dig., 1989; Sagratella ve
dig., 1995; Bosnjak ve dig., 2002; Haut ve dig., 2003; Di ve dig., 2005; Fazekas ve dig., 2006;
Marchi ve dig., 2011; Al-Shorbagy ve dig., 2012; Yilmaz ve dig.,2014).

Stres, epileptik bireylerde yaygin olarak bildirilen nobet tetikleyicisidir (Galtrey ve dig., 2016).
GK’ler sinir sistemindeki rollerini, ndoronal plastisite ve metabolizma ile ilgili genlerin
transkripsiyonunu diizenleyerek gerceklestirmektedir (Nicolaides ve dig., 2010). GK’ler,
antiinflamasyon (Garcia-Segura ve Melcangi, 2006; Zhu ve Glaser, 2008), biiyiime faktorleri
(Feng ve dig., 2011) ve antiimmiinite (Gayatri ve dig., 2007) etkileriyle sinir sistemi

hastaliklarinin iyilesme siirecine katilmaktadir.

Stres nedeniyle asir1 salinimi yapilan GK’ler, GR reseptorlerinin olduk¢a yaygin bulundugu
hipokampus dokusunda yapisal hasara yol agabilir (Landfield ve dig., 1981; Sapolsky ve dig.,
1985; Meaney ve dig., 1988; Woolley ve dig., 1990; Talmi ve dig., 1993). Bir ¢calismada, stres
veya GK etkisiyle, hipokampusun CA3 bolgesinde kainik asit ile uyarilan epileptik ndbetlere
bagli olusan noronal hiicre kaybmin artig gosterdigi bildirilmektedir (Stein-Behrens ve dig.,
1994).

Kortikosteron etkisiyle (2,5 mg/kg/giin), hiicreler aras1 alanda bulunan glutamat ve aspartatin
kontrol grubuna goére arttigt gosterilmistir (Venero ve Borrell, 1999). Uyarici
norotransmitterlerin iiretimi ve salmimindaki s6z konusu artisin, kortikosteronun epilepsi
patofizyolojisini bu yolla etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (Venero ve Borrell, 1999). Bir
diger calismada kortikosteron uygulanmasimin (igme suyunda 3 mg/100 ml) si¢anlarda
elektriksel amigdala kindling epileptogenezinin hizlanmasina neden oldugu ifade edilmektedir
(Taher ve dig., 2005). Karst ve dig. (1999) kontrollii deri alt1 kortikosteron salinimi1 yapan (100
mg/14 doz) pelet uyguladiklart siganlarda epileptik davraniglarin ve tonik klonik nobetlerin
hizlandigini rapor etmislerdir. Ayni ¢alismada kortikosteron uygulanan grubun hipokampal GK
reseptorleri mRNA diizeylerinin kontrol grubundan farkli olmadig: da bildirilmektedir (Karst

ve dig., 1999). Smith-Swintosky ve dig. (1996), 11-p hidroksilaz inhibitorii metirapon (200
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mg/kg/i.p.) uygulanan siganlarda azalan kortikosteron diizeylerinin, kainik asit ile indiiklenen

nobete bagli hipokampal piramidal noron kaybini 6nledigini belirtmislerdir.

Wulsin ve dig. (2016a), yedi giin boyunca uyguladiklart GR antagonisti mifepristonun (20
mg/kg/s.c./glin) pilokarpinle tetiklenen nobetlere bagli olusan beyin hasaria karsi koruyucu
etkileri oldugunu belirtmektedir. Talmi ve dig. (1995) kortikosteronun kainik asite bagl
nobetleri siddetlendirici etkilerinin mifepriston ile baskilandigini, ancak MR antagonisti
spironolakton uygulanmasiyla degismedigini gostermistir. Bir bagka ¢alismada, disi sicanlarda
GK uygulamasinin epileptogenezi hizlandirdigi, buna karsin MR ve GR antagonistleriyle bu

stirecin tersine ¢evrildigi belirtilmektedir (Kumar ve dig., 2007).

Fareler iizerinde yapilan bir calismada, yliksek doz kortikosteron etkisiyle PTZ veya kainik
asite bagli ndbetlerin daha kolay tetiklenebildigi belirtilmektedir (Roberts ve dig., 1994a).
Ayrica spironolakton uygulamasiyla kortikosteron etkisiyle olusan kolay uyarilabilirligin

Onlenebildigi ifade edilmektedir (Roberts ve Keith, 1994a; Roberts ve Keith, 1994b).

2.3. ANKSIYETE

Ruhsal Bozuklugun Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi’na (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorder, DSM) (2019) gore cesitli nedenlerle tetiklenen, i¢sel ya da digsal kaynakli
tehlike beklentisi nedeniyle hissedilen endise ve korku durumu anksiyete olarak ifade
edilmektedir. Bu endise ve korku durumuna nabiz ve soluk aligveris hizinda artis gibi pek ¢ok
fiziksel viicut tepkisi de eslik etmektedir. Anksiyete hayvanlarin hayatta kalma
miicadelelerinde, her saniye degisen kosullara uyum saglayabilmek amaciyla gerceklesen bir
cesit kagma davranmigidir. Kagma davraniginin sergilenebilmesi i¢in temporolimbik HPA
ekseninin uyarilmasiyla sinir sistemi ve endokrin sistemin esgiidiimlii olarak harekete

gecirilmesi gerekmektedir (Eroglu, 1989; Taneli ve Taneli, 1992).

Anksiyete, eslik eden fiziksel degisimlerin (carpinti, terleme, titreme, agiz kurulugu, nefes
darlig1, bogulma hissi; gogiis agrisi, karin rahatsizlig) goriildiigii ve bir anda baglayan ataklar
ile karakterizedir (DSM-V, 2019). Normal sartlarda anksiyete canlilarin bir korunma
mekanizmasiyken; objektif bir tehlike olmadan, abartili bir diizeyde ve kisilerin giinliik hayatini
olumsuz etkileyecek kadar bir endise ve korku hissedilme durumunda anormal anksiyete s6z

konusudur (Uzbay, 2002). Oldukca sik karsilasilan psikiyatrik vakalardan olan anksiyete
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bozukluklarinin, panik bozukluk, agorafobi, yaygin anksiyete bozuklugu, sosyal anksiyete
bozuklugu gibi alt tipleri bulunmaktadir (DSM-V, 2019). Anksiyete bozukluklarinin

tedavisinde antidepresan ilaglar ve psikoterapi one ¢ikmaktadir (Bandelow ve dig., 2017).

Deneysel anksiyete ¢aligsmalari, anksiyetede rol oynayan molekiiler mekanizmalarin agiga
cikarilmasi ve anksiyolitik yeni ilaglarin etkinliklerinin analizinde 6nemli yer tutmaktadir. Bu
amagla gelistirilen ve insanlarda goriilen anksiyetenin bazi davraniglarini taklit eden deneysel

modeller vardir (Kayaalp, 2000; Kiiciik, 2001; Ohl, 2003).

2.3.1. Epilepsi ve Eslik Eden Anksiyete

Depresyon, epileptik vakalarin iicte birinde goriilmektedir (Kanner ve dig., 2012) ve epilepsi
hastalarinin yagam kalitesini diisiiren 6nemli nedenlerden biridir (Barry ve dig., 2008). Baz1
antidepresan ilaglarin prokonvulsif etkileri nedeniyle epileptik vakalarda gelisen anksiyete ve
depresyonun tedavisinde zorluklar yasanmaktadir (Johannessen Landmark ve dig., 2016).
Ayrica bazi antiepileptik ilaglar depresyon gelisimine katkida bulunabilmektedir (Miller ve
dig., 2008).

Bir GK reseptor antagonisti olan mifepristonun travma sonrasi stres bozuklugunun
giderilmesinde plaseboya gore anlamli olarak faydali oldugu bildirilmektedir (Golier ve dig.,
2012). Korte ve dig. (1995), strese maruz birakilan siganlarda, GR veya MR antagonistlerinin
uygulanmasiyla EPM testinde acik kolda gegirilen siirenin uzadigini rapor etmektedir. Hafif
travmatik beyin hasarina eslik eden sosyal izolasyonun uygulandig: si¢anlarda, mifepristonun
anksiyete benzeri davranislar1 normale dondiirdiigli (Fox ve dig., 2016) ve bir bagka ¢alismada
travmatik beyin hasar1 sonrasinda olusan hipokampal hiicre kaybinin mifepriston ile 6nlendigi
belirtilmektedir (McCullers ve dig., 2002). Lou ve dig. (2018) yaptiklar1 calismada, siganlarda
kronik stres veya kortikosteron enjeksiyonu yoluyla aktiflestirdikleri GR reseptoriiniin etkisiyle
ortaya ¢ikan anksiyete benzeri davranislarin ve hipokampal astrosit kaybinin mifepriston

uygulamasiyla dnlendigini bildirmektedir.

2.4. OGRENME, BELLEK VE HIPOKAMPUS

Anilarin  sinir sisteminde depolanmasinda rol oynayan noéronal fizyolojik olaylar
bulunmaktadir. Sinirsel aktivitelere bagli olarak néronlar arasinda yeni sinaptik devreler

kurulur ve ayn1 yoldan kolayca tekrar iletim yapilmasini saglayacak sekilde gelisen bu néronal
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yollara bellek izi denilmektedir (Guyton ve Hall, 2007). Anilarin sinir sisteminde siirdiiriilme
stireleri birka¢ saniyeden onlarca yila kadar uzayabilen degiskenlik gostermektedir. Bu agidan
degerlendirildiginde kisa, orta ve uzun siireli olmak tizere ii¢ bellek tiirlinden bahsedilmektedir.
Kisa siireli bellek saniyelerle birkag dakika arasinda siirdiiriilebilirken, orta siireli bellek giinler
veya birka¢ hafta siiresince devam edip unutulmaktadir, buna karsin uzun siireli bellekte ise

anilar yillarca hatta bir 6miir hatirlanabilmektedir (Guyton ve Hall, 2007).

Bir basgka bellek siniflandirilmasi ise depolanan bilginin tiiriine gore acik (bildirimsel) bellek
ve Ortik (bildirimsel olmayan) bellek olacak sekilde ikiye ayrilmaktadir (Squire, 2004).
Gergekler, tanigilan insanlar, goriilen mekanlar hakkindaki bilgiler acik bellegin konusuyken;
bilingsizce geri c¢agrilabilen 6grenilmis otomatik tepkiler (bir isin nasil yapilacagina iliskin

anilar gibi) ve basit refleksler ise ortiik bellek kapsamina girmektedir (Squire ve Wixted, 2011).

Deneysel ve klinik calismalar, acik bellegin islenmesinde hipokampusun da yer aldig1 medial
temporal lobun 6nemli oldugunu, ortiik anilarin ise ayr1 bir bolge tarafindan islendigini
gostermektedir (Scoville ve Milner, 1957; Kim ve Fanselow, 1992; Eichenbaum, 2006; Squire
ve Wixted, 2011). A¢ik anilara bu ydniiyle hipokampusa bagimli anilar da denilmektedir. Ortiik
ve acik bellek islendikleri yer agisindan farklilagsalar da birlikte ¢alismaktadir (Kim ve Baxter,
2001).

Ogrenme ve bellek olusum siirecinde rol oynayan molekiiler mekanizmalar Aplysia californica
(solungag geri ¢ekme refleksi) ve Drosophila melanogaster (koku alma Ogrenmesi)
calismalariyla ortaya konulmustur (Yin ve dig., 1994; Dubnau ve Tully, 1998; Davis, 2011;
Kandel, 2012). Aplysia ve Drosophila ile yapilan birbirini tamamlayan nitelikteki calismalar,
sinaptik plastisitenin uzun vadeli modifikasyonlarini diizenleyen molekiilleri ve hiicresel yollar1
ortaya koymaktadir (Alberini ve dig., 2018). Omurgasizlardan elde edilen bu bilgiler 1s1ginda
yapilan ¢alismalarla, memelilerde hipokampusa bagimli bellek siireglerinde evrimsel olarak
korunan benzer biyolojik mekanizmalarin s6z konusu oldugu tespit edilmistir (Alberini, 2009;
Kandel, 2012; Kandel ve dig., 2014). Buna 6rnek olarak; cAMP bagimli yolagin ve CREB
bagimli gen anlatimi diizenlenmesinin sinaptik plastisitede rol oynamasi verilebilir (Silva ve

dig., 1998; Lonze ve Ginty, 2002; Kida and Serita, 2014).

Bellek olusumunda sinaptik baglantilarin giiclenmesi ve yapisal degisimler sonucunda kalici

hale gelmesi sinirbilimcilerin hemfikir olduklari bir durumdur. Sinaptik plastisite néronal
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hiicreler arasinda gerceklesse de beyinde ¢ok 6nemli gorevleri olan glial hiicreler néroplastisite
icin noronlart desteklemektedir. Bellek olusumunda tiim glial hiicre tiplerinin (astrositler,
oligodendrositler ve mikroglialar) rol oynadiklarina dair bilimsel ¢aligmalar net kanitlar
sunmaktadir (Alberini ve dig., 2018). Astrositler, kalsiyum dalgalanmalarindan etkilenerek
sinaptik plastisite i¢in gerekli olan gliotransmitterlerini salgilamakta, damarlarla etkilesip kan
dolasimin1 etkilemekte ve boylece noronal siiregler icin gerekli enerji metabolizmasini
diizenlemektedir (Pannasch ve Rouach, 2013; Bazargani ve Attwell, 2016; Alberini ve dig.,
2018).

2.4.1 Hipokampus

Limbik sistemin bir bileseni olan hipokampus, temporal lobun medyalinde, lateral ventrikiiliin
hornuyla yakin konumda yer alan beynin bir gri cevher boliimiidiir (Songur ve dig., 2001). Uzun
yillar sadece koku alma ile ilgili bir merkez sanilsa da giiniimiizde tiim duyusal uyarilarin
hipokampusu etkiledigi bilinmektedir (Izci ve Erbas, 2015). Hipokampus &zel hiicre tiplerine
bagl olarak, Cornu Ammonis’in (ammon boynuzu) kisaltmasi olan CA1, CA2, CA3, CA4 ve
Dentat girus (DG) ile ifade edilen bolgelerden olusmaktadir (izci ve Erbas, 2015).

Scoville ve Milner (1957) tarafindan bellek siire¢lerinde rol aldiginin kesfedilmesiyle gozler
hipokampusa ¢evrilmistir ve bu durum hipokampus iizerinde daha fazla bilimsel ¢aligmanin
yapilmasia yol agmistir. Kisa siireli bellek ile ilgili oldugu disiiniilen hipokampusun sag
beyinde yer alan boliimiin gorsel, sol hipokampusun ise sozel bellek {izerinde fonksiyonel

oldugu gériisii hakimdir (Izci ve Erbas, 2015).

O’Keefe ve Dostrovsky (1971) yaptiklar1 calismayla, hayvanlarin yasadiklar1 dis diinyanin
mekansal bilgisinin, beyinlerindeki adeta bir izdisiimiinii olusturdugu iddia edilen,
hipokampusta yer alan konum hiicrelerini kesfetmislerdir. CA1 ve CA3 boélgelerinde bulunan
piramidal hiicrelerden olan konum hiicreleri, hayvanlar belirli mekanlara geldiginde
aktiflesmektedir (izci ve Erbas, 2015). Biitiin sehrin sokaklarin1 ayrintilariyla bilmeleriyle {inlii
Londra’daki taksi soforleriyle yapilan ¢aligmalar hipokampuslarinin oldukga biiyiik oldugunu
ve mesleki tecriibeleriyle hipokampus biiyiikliiklerinin dogrusal iliski gosterdigini ortaya

koymustur (Woollett ve Maguire, 2012).

Kisa siireli bellek ve y6n bulma becerilerinde etkili olan hipokampusun, Alzheimer hastaliginda

zarar goren beyin bdliimlerinden olmasinin dogal sonucu olarak bu hastalarda goriilen ilk
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belirtiler yine bahsi gecen yetilerde goriilen anormalliklerle ilgili olmaktadir (Padurariu ve dig.,
2012).

Elektriksel olarak uyarilabilirligi oldukca fazla olan hipokampusun, epileptik ndbetler icin
onemli bir odak noktas1 oldugu bilinmektedir (izci ve Erbas, 2015). Ozellikle temporal lob
epilepsisinde, CA1l piramidal néronlarinin ve DG graniil hiicrelerinin azalmasiyla kendini

gosteren hipokampal skleroz bildirilmektedir (Seress ve dig., 2009).

Ayrica, diizenli yapis1 ve belirgin hiicresel farkliliklart nedeniyle nérofizyoloji calismalarinin
odak noktasinda olan hipokampus, bellek olusum siireglerinde rol oynayan, uzun siireli
potansiyel artismnin (long-term potentiation, LTP) ilk olarak saptandig1 yapidir (izci ve Erbas,
2015). Kemirgenlerin beyin dilimleri kullanilarak, 6zellikle hipokampusun CA3-CA1 hiicreleri
arasinda kurulan sinapslarda ¢alisilan, yiiksek frekansli sinaptik uyartilarin sonucu kolayca
uyarilabilen LTP, aslinda sinaptik iletimin verimli ve kalic1 hale getirilmesidir (Blitzer, 2005).
LTP sirasinda presinaptik zardan salinan glutamat, post sinaptik zarda yer alan NMDA ve
AMPA reseptorlerine baglanarak postsinaptik zarda depolarizasyonu baglatmaktadir (Kaptan,
2018). Postsinaptik NMDA reseptorii, glutamat ile aktiflesen Ca?" gegirgenligi olan bir iyon
kanalidir (Nowak ve dig., 1984). NMDA reseptorii araciligiyla hiicre i¢i Ca?' artis1
Ca?*/kalmadulin bagiml enzimleri (protein kinazlar gibi) aktiflestirmektedir (Blitzer, 2005).

LTP ile postsinaptik néron zarinda goriilen uzun siireli depolarizasyon sonucunda ikincil
habercilerin uyarilmast ve bu yolla bellek olusumunu saglayan, temelinde gen anlatimi
siireglerini de igeren yapisal degisimler gerceklesmektedir (Kaptan, 2018). Ikincil habercilerin
etkisiyle AMPA reseptor iiretimi artmakta, presinaptik glutamat salinimini artiracak sinyal

molekiilleri gonderilmekte ve yeni sinaptik baglantilar kurulmaktadir (Kaptan, 2018).

Hipokampal bellek, kisa ve uzun siireli bellek olmak tizere iki kisma ayrilmaktadir. Erken uzun
stireli potansiyel artis1 (E-LTP), kisa siireli bellek, birkag dakikadan birkag saate kadar
korunabilen bellektir ve protein veya mRNA sentezi gerektirmez (Dudai, 2004). Bunun aksine
uzun siireli bellek, ge¢ LTP (L-LTP), birkag saatten birkag giine, haftaya veya daha uzun siireye
ulasan, protein sentezine ihtiya¢ duyan bellektir (Dudai, 2004). LTP 6grenme ve bellek
olusumunun altinda yatan en 6nemli mekanizma uzun stireli sinaptik aktivite artisidir (Arisi,
2014).
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Diger taraftan, hipokampus, adrenal bezden salinan kortizoliin reseptorlerine baglanmasiyla
hipotalamusu etkileyerek CRH’nin salimimini baskilamaktadir. Boylelikle amigdalanin

baslattig1 stres yanit1 hipokampus tarafindan diizenlenmektedir (izci ve Erbas, 2015).

2.4.2. Epilepsi ile Tliskili Bellek ve Ogrenme Siirecleri

Epilepsi tekrarlayan nobetlerle gelisen ve diinya niifusunun yaklasik %1’ini etkileyen bir
norolojik bozukluktur (Linehan ve Berg, 2015) ve epilepsi beraberinde bellek ile ilgili
bozukluklarin da eslik ettigi bildirilmektedir (Besag, 1995). Kindling modeli tekrarlayan
elektriksel veya kimyasal uyaranlar etkisiyle nobet aktivitesinin gelismesini saglayan bir
deneysel epilepsi modelidir (Haeri ve dig., 2016; Todorova ve dig., 2000). Hem kimyasal (Zhao
ve dig., 2014) hem de elektriksel (Esmaeilpour ve dig., 2017) kindling etkisiyle biligsel
bozukluklarin ortaya ¢iktigini1 gdsteren ¢aligmalar bulunmaktadir. PTZ kindling modelinin yeni
anilarin 0grenilmesinde ¢ok onemli islevleri olan hipokampusu ciddi anlamda olumsuz
etkiledigi bilinmektedir (Antony ve Paller, 2017). Stresin, epileptik bireylerde yaygin olarak
nobet tetikleyicisi oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Galtrey ve dig., 2016). Stres
sirasinda adrenal korteksten salinan GK’ler, kendileri i¢in ana néronal hedef olan hipokampusa
zarar verebilmektedir (Landfield ve dig., 1981; Sapolsky ve dig., 1985; Meaney ve dig., 1988;
Woolley ve dig., 1990; Talmi ve dig., 1993). Yine baska bir calismada, stres veya GK
uygulanmasinin, hipokampusun CA3 bdlgesinde kainik asitin neden oldugu ndronal hiicre

kaybin siddetlendirdigi rapor edilmektedir (Stein-Behrens ve dig., 1994).

Baska bir ¢alismada, kronik Ongoriilemeyen strese bagli olarak olusan bellek ve bilissel
bozukluklarin mifepriston uygulamasiyla tersine ¢evrilebildigi ifade edilmektedir (Li ve dig.,
2013). Baitharu ve dig. (2013) yaptiklar ¢alismada kronik hipobarik hipoksiye bagli olarak
ortaya ¢ikan norodejenerasyon ve bellekteki bozulmanin mifepriston ile tersine ¢evrildigini
bildirmektedir. Mifepristonun bu iyilestirici etkisini GR’lerin inhibisyonu sonucunda, artan
hipokampal ATP seviyelerin etkisiyle apoptotik belirtecler olan p53, Bcl-2 ve Bax
modiilasyonuyla, hipokampus CA3 bolgesinde azalan apoptotik ve nekrotik hiicreler etkisiyle
olustugunu ve L tipi Ca?* kanali ve NMDA reseptérlerinin NR1 alt biriminin gen anlatimmin

azaldig1 da ileri siirtilmektedir (Baitharu ve dig., 2013).
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2.5. BDNF, CREB, TSP-1, 5-HT, TNF-ALFA VE EPILEPSI

2.5.1. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (BDNF) ve Epilepsi

Ogrenme ve bellek, kimyasal sinaptik iletimin etkinligindeki degisikliklerin sonucunda
olusmaktadir (Kandel, 2001; Susswein ve dig., 2004). Ogrenme-bellek ve sinaptik plastisitede
onemli norotrofik faktor olan BDNF molekiilii her ge¢en giin daha fazla ilgi ¢ekmektedir
(Zagaar ve dig., 2013). BDNF diizeyi DG graniiler hiicrelerinin ¢ekirdekleri basta olmak iizere
hipokampusta oldukc¢a yiiksektir. Farmakolojik ve genetik ¢alismalar, BDNF’nin L-LTP’nin
olusmasi igin gerekli oldugunu gostermektedir ve BDNF igeren salg1 vesikiilleri, glutamaterjik
noronlarin hem akson uglarinda (presinaptik ug¢) hem de dentritlerde (postsinaptik ugta)

bulunmaktadir (Bramham ve Messaoudi, 2005).

BDNF, merkezi ve g¢evresel sinir sisteminde noronlarin yasamasini, biiylimesini ve
fonksiyonlarini etkileyen, sinapslarin stabilizasyonunu saglayan, sinaptik fonksiyonu, akson ve
dendrit dallanmalarini diizenleyen bir norotrofindir (Kazak ve Yarim, 2015). BDNF merkezi
sinir sistemi gelisiminde goriilen néronal farklilasma, akson ve dendrit olusumu siireclerinde
rol oynamakla birlikte yetiskin beyninde 6grenme ve bellek olusumunda da etkili olmaktadir

(Soysal ve dig., 2016).

Yetiskin beyninde epilepsi gelisiminde rol oynayan sinir biiyiimesi, sinaptogenez ve uyarici ya
da inhibe edici transmisyon gibi pek ¢ok diizenleyici mekanizmanin BDNF tarafindan
diizenlenmesi, bu ndrotrofinin epilepsi patofizyolojisinde kritik bir rolii oldugunu
diisiindiirmektedir (Heinrich ve dig., 2011; Binder ve dig., 2001). Epilepsinin patofizyolojisinde
BDNF’nin rolii oldugunu belirten ¢aligmalar her gecen giin artmaktadir (Binder ve Scharfman,

2004; Binder, 2004; Scharfman, 2005).

Hayvan deneylerinde (Gall, 1993; Elmer ve dig., 1998) ve epilepsili kisilerde (Murray ve dig.,
2000) limbik nobetlerin BDNF diizeylerini yiikselttigi rapor edilmektedir. Ayrica, in vitro ve in
vivo modellerde BDNF’nin akut uygulanmasinin, néronal uyarilabilirligi artirdigini, BDNF’nin
epileptogenezi kolaylastirdigini gosteren caligmalar bulunmaktadir (Scharfman ve dig., 1999;
Zhu ve Roper, 2001). Buna karsin diisiik plazma ve serum BDNF diizeyleri, sik karsilasilan
major depresyon (Karege ve dig., 2002; Shimizu ve dig., 2003), sizofreni (Weickert ve dig.,
2003; Palomino ve dig., 2006; Buckley, 2007; Rizos ve dig., 2008), epileptik ve epileptik
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olmayan psikojenik nobetler (LaFrance ve dig., 2010a; LaFrance ve dig., 2010b) gibi
noropsikiyatrik hastaliklarda tespit edilmistir.

Diger taraftan, otizmli, mental retardasyonlu ve epilepsili ¢ocuklarda, yiliksek BDNF
diizeyleriyle otoantikorlarin iligkilendiriliyor olmast BDNF ile immiin sistem arasindaki

etkilesimi gostermektedir (Connolly ve dig., 2006; Correia ve dig., 2010).

BDNF aracili TrkB aktivasyonunun, epilepsi modeline, deneysel modelde BDNF uygulama
zamanina ve TrkB aktivasyon veya inhibisyon stratejisine bagli olarak, ndbetler iizerinde
celiskili etkiler ortaya koydugu da bilinmektedir. Ornegin, TrkB aktivasyonunun epileptojenik
etkiye neden oldugunu bildiren ¢aligmalarin yaninda (Liu ve dig., 2013; Gu ve dig., 2015),
BDNF uygulamasinin antiepileptojenik etkisini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Paradiso
ve dig., 2009; Kuramoto dig., 2011).

2.5.2. cAMP Yamt Elemam Baglayici Protein (CREB) ve Epilepsi

CREB, gen anlatiminin diizenlenmesinde hedef genlerin cAMP yanit eleman1 (CRE) DNA
dizileriyle baglanabilen bir hiicresel transkripsiyon faktoriidiir (Wu ve dig., 2018). Aplysia ve
Drossophila ¢alismalar1 basit sartlanma deneylerinde; fareler ve sicanlardaki genetik ve
farmakolojik ¢alismalar ise mekansal ve sosyal 6grenme de dahil olmak tizere ¢esitli karmasik

bellek bigimleri icin CREB’in gerekli oldugunu gdstermektedir (Silva ve dig., 1998).

CREB aktivitesinin epilepsi patofizyolojisinde de yer aldigi (Wu ve dig., 2018) ve nobet
aktivitesine yatkin olan epileptik beyin bolgelerinde CREB’in kalic1 olarak aktif oldugu
bildirilmistir (Beaumont ve dig., 2012). Epileptik sicanlarda ve hastalarda artmis fosforile
edilmis CREB (p-CREB) ekspresyonu gozlenmektedir (Zhu ve dig., 2012; Guo ve dig., 2014).

CREB seviyesi azalmis farelerde, pilokarpin ile uyarilan status epileptikus sonrasinda olusan
spontan ndbetlerde yaklasik %50 oraninda bir azalma oldugu ve elektriksel kindling modeli
icin de daha biiyiik elektriksel uyart1 gerektigi gosterilmistir (Zhu ve dig., 2012). Wu ve dig.
(2018), hipokampal néron kiiltiiriinde diisiik Mg?* iyon konsantrasyonuyla olusturulan epilepsi
modelinde, bir bakteriyel alkaloid olan staurosporin uygulamasiyla, protein kinaz C (PKC)
yoluyla p-CREB mRNA ekspresyonunun azaldigini ve buna karsin GABAA reseptorii alt

tinitelerinin mRNA ekspresyonunun arttigini rapor etmislerdir.
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GABAA reseptor aktivitesindeki artisin, epileptik nodbet olusumunu engelledigi
diistintilmektedir (Sperk ve dig., 2004). GABAA reseptorii alt birimi al, promoter bolgesinde
CRE igerir (Steiger ve Russek, 2004). GABA reseptorleri CREB modiilasyonunun bir hedef
genidir (Impey ve dig., 2004; Ge ve dig., 2013) ve GABAA reseptorlerinin gen anlatim diizeyi,
CREB ile etkilesimli olarak kontrol edilir (Hu ve dig., 2008). Azalmis CREB seviyeleri
epilepsiyi baskilamaktadir (Zhu ve dig., 2012; Guo ve dig., 2014), ancak kalict CREB
aktivasyonu, epileptik nobetlerdeki artiglarla dogrudan baglantilidir (Ge ve dig., 2013; Impey
ve dig., 2004).

2.5.3. Trombospondin-1 ve Epilepsi

Astrositlerce salgilanan trombospondinler (TSP’ler), néronal voltaj kapili kalsiyum
kanallarinin 028 alt iinitesine baglanarak sinaptogenezi diizenleyen molekiillerdir. TSP-1
sinaptogenez iizerindeki etkilerini, doniistiiriicii biiyiime faktorii f1 (TGF-B1)’in Leu-Ser-Lys-
Leu (LSKL) peptid dizisine baglanip aktiflestirerek gerceklestirmektedir (Tran ve dig., 2012).
Sun ve dig. (2018), siganlarda elektriksel kindling epilepsi modelinde, artan TSP-1 diizeyleri
ile artan sinaptik yogunluk ve uyarici sinaptik belirtecler arasinda pozitif bir iligski oldugunu
belirtmislerdir. TSP-1 aktivitesinin ¢esitli yollarla inhibe edilmesiyle uyarici sinaptik olusumlar

ve epileptik aktivite onemli 6l¢iide azalmaktadir (Sun ve dig., 2018).

Epileptik nobetlerde, bir grup ndronun baslattig elektriksel desarjlarin diger beyin bolgelerine
yayilip tiim beyinde tekrarlayan desarjlarin goriilebilmesine olanak taniyan ndronal aglarin
varlig1 s6z konusudur. Bu nedenle epileptik odak ile diger beyin bdlgeleri arasinda kurulan
sinaptik baglantilar epileptik nobet aktivitesi agisindan onemlidir. TSP-1 geninden yoksun
farelerde PTZ ile uyarilan nobetlere duyarliligin arttig1 ve voltaj kapili kalsiyum kanallariin
a0 alt linitesi miktarinin azaldig: belirtilmektedir (Mendus ve dig., 2015). Bir diger calismada
da WAG/Rjj sicanlarda ventrobasal talamus TSP-1 mRNA diizeylerinin 6nemli 6lgiide diisiik
oldugu vurgulanmistir (Santolini ve dig., 2017). TSP’lerin sinaptogenezdeki bu etkileri goz

Oniine alindiginda, epileptogenezde ¢eliskili sonuglara yol actig1 goriilmektedir.

2.5.4. Serotonin (5-HT) ve Epilepsi

Serotonin, rafe ¢ekirdeklerinde sentezlenen monoaminerjik bir nérotransmitterdir (Dahlstrom
ve Fuxe, 1964). Hayvan ve insan calismalarinda, serotonerjik yollardaki yapisal veya

fonksiyonel anormalliklerin, uyku bozukluklari, anksiyete, duygu durum bozukluklari, major
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depresyon, panik ve intihar1 da igeren noropsikiyatrik patolojilere yol agabilecegi gosterilmistir

(Hensler, 2010; Hale ve dig., 2013; van Heeringer ve Mann, 2014; Boakye ve dig., 2015).

Yapilan ¢alismalarda 5,7-dihidroksitriptaminli nérotoksik lezyonlarin, radyofrekans
lezyonlarinin veya p-klorofenilalanin (pCPA) ile serotonin sentezinin segici olarak inhibe
edildigi durumda, merkezi serotonin miktar1 azalan sicanlarda nobet duyarliliginin arttidi,
serotonerjik noronlarin ndbet aktivitesini baskiladig: ileri siiriilmektedir (Browning ve dig.,
1978; Racine ve Coscina, 1979). Genetik olarak epilepsiye egilimli si¢anlarin 5-HT
norotransmisyonunda ¢esitli dogal anormalliklere sahip oldugu ve bu hayvanlarda 5-HT
azalmasinin ndbet duyarlilig1 ve nébet siddetinde artisa yol actigi gosterilmistir (Jobe ve dig.,
1986; Dailey ve dig., 1992; Clough ve dig., 1996; Jobe ve Dailey, 2000). Maia ve dig. (2017)
tarafindan yapilan bir calismada, serotonin azliginin siganlarda kainik asitle olusturulan
epileptik nobetlere bagli hipokampal néron kaybi1 ve mekansal bellek bozukluklarini artirdigini

gostermislerdir.

2.5.5. Tiimor Nekroz Faktor-a (TNF-a) ve Epilepsi

Noroinflamasyonun epilepsi ile uyarilabilir oldugu ve epilepsi patogenezinde de rol oynadigi
bilinmektedir (Miskin ve Hasbani, 2014). Bu nedenle, anti-inflamatuar ilaglarmn, epileptik
nobetlerin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in bir segenek olabilecegi ifade edilmektedir (Borham ve

dig., 2016).

TNF-o merkezi sinir sisteminde iki reseptoriinii (pS5 ve p75) aktive ederek hiicre i¢i sinyal
yollarinm1 diizenleyebilmektedir (Loetscher ve dig., 1991; Mukai ve dig., 2009). P55 reseptori,
programlanmis hiicre §liimiiniin aktivasyonunda rol oynarken, p75 reseptdrleri, niikleer faktor
Kappa B (NF-kB) sisteminin aktivasyonu ile iligkilidir (Natoli ve dig., 1997; Sheng ve dig.,
2005). NF-kB ise sinir sistemi iizerindeki etkilerini sinaptogenezin diizenlenmesi, akson ve

dendrit biiylimesi iizerine etki ederek gerceklestirmektedir.

Sicanlarda amigdala kindling ile uyarilan nobetler sonrasinda, parietal, prefrontal ve piriform
kortekste, amigdalada ve hipokampusta TNF-a mRNA seviyelerinde belirgin bir artis oldugu
gosterilmistir (Plata-Salaman ve dig., 2000; Godlevsky ve dig., 2002). Buna karsin rekombinant
fare TNF-a (2.5 ve 15.0 pmol/25 g 7 fare) intrahipokampal enjeksiyonu yapilan farelerde
nobetlerin inhibe oldugu rapor edilmistir (Balosso ve dig., 2005). Bir baska ¢alismada ise
amigdala kindling olusturulan siganlarda TNF-o (5 mg/kg/i.p.) uygulamasinin epileptiform
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desarj siiresini uzattig1 gosterilmistir (Shandra ve dig., 2002). PTZ-kindling, TNF-a ve 6grenme

ile ilgili sinirh sayida galisma bulunmaktadir.

Epilepsi insanligin ¢oziim bekleyen Onemli problemlerinden biri olarak hala yerini
korumaktadir. Epilepside rol oynayan molekiiler siirecler ve bunlarin stresle, dogal olarak ilk
akla gelen stres hormonu olan glukokortikoidlerle etkilesimi hala iizerinde netlik saglanamamis
durumdadir. Epilepsiye eslik eden anksiyete, 6grenme ve bellek siire¢lerinin GK’lerle iliskisi
tizerine oldukga sinirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu baglamda ¢aligmamizla siganlarda
bulunan dogal bir glukokortikoid olan kortikosteronun ve glukokortikoid reseptor inhibitorii
mifepristonun epileptik nobetler, 6grenme ve bellek siiregleriyle birlikte hayvanlarin anksiyete

diizeyleri tlizerindeki etkilerini, davranigsal, biyokimyasal ve histolojik verilerle agiklamay1

hedefledik.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI

Calismamizda agirliklar1 250 g-300 g araliginda olan 66 adet erkek Wistar albino sigan
kullanildi. Deneyler dncesinde ve deneysel ¢alismalar siiresince hayvanlar Bezmialem Vakif
Universitesi Arastirma Merkezinde kontrollii kosullar altinda (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
dongiistinde, 22-24 °C) plastik kafeslerde, su ve besin kisitlamasi olmaksizin, standart pelet
yem ve musluk suyu ile beslendiler. Hayvanlar iizerinde yapilan tiim deneysel uygulamalar
Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2018/243 sayil1 iznine
bagl olarak gerceklestirildi.

Deneylere baslamadan 6nce hayvan agirliklart tespit edildi ve homojen bir sekilde gruplara
dagilim1 yapilarak proje ¢alismamizda 6ngoriilen 6 grup olusturuldu. Deneysel siiregler her giin
sabah 09:00-13:00 saatleri arasinda gerceklestirildi. Calismamizda gruplara gére uygulanan

madde doz ve siireleriyle yapilan gézlemler asagida yer almaktadir (Sekil 3.1).

3.2. DENEYSEL CALISMA PROGRAMI VE YAPILAN UYGULAMALAR

Deneylerimizde kullandigimiz kortikosteron (Santa Cruz Biotechnology, Inc. / USA) ve
mifepriston (Abcam plc / UK) %20 dimetil siilfoksit (DMSO)+%380 fizyolojik tuzlu su (FTS,

%0.09) igerisinde ¢oziindiikten sonra subkutan enjeksiyon yoluyla hayvanlara uygulandi.

KONTROL
FTS 0,5 ml/26 doz
DMSO 0,5 ml/26 doz

DMSO CORT+PTZ MIF+CORT+PTZ

30 mg/kg/14 doz | 30 mg/kg/14 doz | 30 mg/kg/14 doz | 30 mg/kg/14 doz
10 mg/kg/26 doz 10 mg/kg/26 doz

Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi
Acik Alan Testi
Morris Su Labirenti Testi

Davramssal
Testler

Sekil 3.1: Deneysel ¢alisma siirecinde gruplara gore uygulanan maddeler ve davranis testleri.
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1. Kontrol Grubu (KONTROL) (n:11): Her giin 0,5 ml FTS intraperitonal (i.p.) enjeksiyonu
yapildi (26 doz).

2. PTZ Kindling Grubu (PTZ) (n:11): Giin asir1 30 mg/kg PTZ /0,5 ml FTS i.p. enjeksiyonu
yapildi (14 doz). PTZ enjeksiyonu yapilmayan giinlerde 0,5 ml FTS i.p. enjeksiyonu yapildi
(12 doz).

3. PTZ Kindling+Kortikosteron Grubu (CORT+PTZ) (n:11): Her gin 10 mg/kg
kortikosteron/0,5 ml (%20 DMSO+%80 FTS) subkutan (s.k.) enjeksiyonu yapildi (26 doz).
Kortikosteron enjeksiyonundan 1 saat sonra giin asir1 30 mg/kg PTZ/0,5 ml FTS ip.
enjeksiyonu yapildi (14 doz).

4. PTZ Kindling+Mifepriston Grubu (MiF+PTZ) (n:11): Her giin 5 mg/kg mifepriston/0,5
ml (%20 DMSO+%80 FTS) s.k. enjeksiyonu yapildi (26 doz). Mifepriston enjeksiyonundan 1
saat sonra giin asirt 30 mg/kg PTZ/0,5 ml FTS i.p. enjeksiyonu yapildi (14 doz).

5. PTZ Kindling+Kortikosteron+Mifepriston Grubu (MiF+CORT+PTZ) (n:11): Her giin
5 mg/kg mifepriston/0,5 ml (%20 DMSO+%80 FTS) s.k. enjeksiyonu yapildi (26 doz).
Mifepriston enjeksiyonundan 30 dakika sonra 10 mg/kg kortikosteron/0,5 ml (%20
DMSO+%80 FTS) s.k. enjeksiyonu yapildi (26 doz). Kortikosteron enjeksiyonundan 1 saat
sonra, giin asir1 30 mg/kg PTZ/0,5 ml FTS i.p. enjeksiyonu yapildi (14 doz).

6. DMSO Kontrol Grubu (DMSO) (n:11): Her giin subkutan 0,5 ml DMSO (%20
DMSO+%80 FTS) s.k. enjeksiyonu yapildi (26 doz).

Deneyler siiresince tiim epileptik gruplarda PTZ enjeksiyonunu takiben gelisen epileptik
ndbetler 30 dakika gozlemlendi ve nobetler Racine’in (1972) skalasina gore skorlandi (Acar ve
dig., 2021; Pala ve dig., 2022). Racine’in epileptik nébet skalasi:

0. Evre: Cevap yok; 1. Evre: Kulak hareketleri yiizde kisa kasilmalar; 2. Evre: Kisa
miyoklonik viicut kasilmalari;; 3. Evre: Miyoklonik kasilmalar, 6n ekstremitelerde
konviilsiyonlar; 4. Evre: Tonik-klonik nobetler; 5. Evre: Jeneralize tonik-klonik ndbetler ve
postur durusunun kaybi (Acar ve dig., 2021). PTZ enjeksiyonu ile ilk nobet davraniglari
gozlenene kadar gecen silire nobet latansi, bir dakikada gozlemlenen klonus sayisi nobet

frekansi olarak kabul edilerek kaydedildi (Acar ve dig., 2021).
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3.3. DAVRANIS TESTLERININ YAPILMASI

3.3.1. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

EPM testi hayvanlarin anksiyeteye yatkinliklarin1 6lgmekte kullanilan bir testtir (MacLellan ve
dig., 2009). Kemirgenlerin merakli ve yiiksekten korkan dogasini temel alan test, karsilikl iki
kolu acik, iki kolunda ise yanlar1 duvar ile kapali olan bir diizenek kullanilarak yapilmaktadir
(Shi ve dig., 2021). Duvar ile cevrili kol kapali kol, yanlar1 agik olan kol ise ac¢ik kol olarak
adlandirilmaktadir. Siganlar igin labirentin olgiileri 50 cm x 10 cm x 50 ¢cm olup yerden
yiiksekligi 80 cm olarak uygulanmaktadir (MacLellan ve dig., 2009). Hayvanlarin merak
duygusu onlar1 acik kolu kesfetmeye yoneltirken, diger taraftan yiikseklik korkular1 acik koldan

kaginmalarina neden olmakta ve bu durum hayvanlarda kaygi olusumuna yol agmaktadir.

Testin uygulanisinda labirentin orta noktasina yiizleri agik kola doniik olarak birakilan
hayvanlarin 5 dakika siiresince labirentte serbest¢e dolagmalarina izin verilmektedir (Zubcevic
ve dig., 2018). Hayvanlarin agik ve kapali kollara giris sayilari, agik ve kapali kollarda
gegirdikleri siireler kaydedilmektedir. Siganlar i¢in temel alinan agik kola giris sayisi en az {i¢
ve acik kolda gegirilen siire ise en az toplam siirenin %30’u olarak kabul edilmektedir (Shimizu
ve dig., 2018; Shi ve dig., 2021). Test sonuglar1 yorumlanirken hayvanlarin agik kola giris
sayilar1 ve acik kolda gecirilen siire yiizdeleri daha diisiik anksiyete egilimleri olduguna isaret
ederken, kapali kollarda gegirilen siire ve giris sayilar1 ise daha yiiksek anksiyete diizeyine
karsilik gelmektedir (Walf ve Frye., 2007). Yapisal gegerliligi kanitlanmis bir test olan EPM
testinde anksiyojenik maddelerin agik kollarda gecirilen siireyi azaltirken, anksiyolitik
maddelerin ise agik kollarda gegirilen siireleri artirdig1 gosterilmistir (Pellow ve dig., 1985;

Walf ve Frye., 2007).

Kortikosteron ve mifepriston enjeksiyonlartyla birlikte uygulanan PTZ kindling siireci
sonrasindaki ilk giin EPM testi yapildi (Terzioglu-Usak ve dig., 2018). Bu test yerden 80 cm
yiikseltilmig, 120 cm-15 cm o6l¢iilerinde, iki kolu kapali iki kolu agik olan, art1 seklinde bir
labirent kullanilarak yapildi (Sekil 3.2). Hayvanlar bu labirentin orta noktasina birakildilar ve
5 dakika siiresince, bu labirent lizerindeki davranislar1 kamera ile kaydedildi. Deneyler
stiresince elde edilen kamera kayitlarinin EthoVision XT 11.5 (Noldus Information
Technology) programi araciligi ile analizi yapildi. Bu kayitlardan deney hayvanlarinin agik ve

kapali kollarda gegirdikleri toplam siire, agik ve kapali kollara yaptiklar1 giris sayilari, test
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siiresince kat ettikleri mesafe parametreleri tespit edilerek anksiyete benzeri davranislari

degerlendirildi.

Sekil 3.2: Yiikseltilmis art1 labirent testi.

3.3.2. Acik Alan Testi

Kemirgenlerde olusan anksiyete benzeri duygu durumunu saptamak icin tercih edilen testlerden
biri olan OF testi, etrafi duvar ile cevrili ve iistii agik kare ya da daire bigimindeki bir alana
birakilan hayvanlarin, c¢evre ya da orta alanda serbestce hareket etmeleri prensibine
dayanmaktadir (Seibenhener ve Wooten, 2015). Test kemirgenlerin merakli dogalarina bagh
olarak diizenegin merkezini gormek istemelerine karsin, kendilerini daha rahat hissedecekleri
kenar alanlarda vakit gecirme isteklerinden dogan ikilemin anksiyete olusturmasi durumunu

degerlendirmektedir (Shi ve dig., 2021).

Hayvanlarin diizenegin merkezinden kaginarak duvarlarina yakin hareket etmelerinin
(tigmotaksi) yiiksek anksiyete ile iliskilendirildigi test ile ayrica hayvanlarin test sirasindaki
hizlari, digkilama sayilari, yiriidiikleri toplam mesafe gibi parametrelerin de lokomotor

aktivitelerinin degerlendirilmesi yapilabilmektedir (La-Vu ve dig., 2020).

Davranig deneylerinin ikinci giinii OF testi uygulandi (Elibol ve dig., 2019). Test 45 cm
yiiksekliginde 120 cm-120 cm olgiilerinde kare seklindeki bir diizenek kullanilarak yapildi
(Sekil 3.3). Hayvanlar diizenege birakildi ve davraniglar1 10 dakika siiresince kamera ile
kaydedildi. Deneylerden elde edilen kamera kayitlarimin EthoVision XT 11.5 (Noldus

Information Technology) programi araciligi ile analizi yapildi. Bu kayitlardan deney
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hayvanlarinin kenar ve orta alanda gegirdikleri toplam siire, kenar ve orta alana yaptiklar giris
sayilari, test siiresince kat ettikleri mesafe parametreleri tespit edilerek anksiyete benzeri

davraniglar1 degerlendirildi.

Sekil 3.3: Acik alan testi.

3.3.3. Morris Su Labirenti Testi

Deney hayvanlarinin dairesel bir havuzda, organik gida boyalariyla opaklastirilan suyun
igerisine yerlestirilen gizli platformun yerini 6grenmesini temel alan, mekansal 6grenme ve
bellek hakkinda en yaygin kullanilan davranigsal sinirbilim testidir (D’Hooge ve De Deyn.,
2001).

Toplam 5 giin siiren testin 6grenme deneylerinde (ilk 4 giin) hayvanlar havuzun farkli
kadranlarindan suya birakilarak, 60 saniye igerisinde platformu bulmasi beklenmekte ve bu
islem giinde 5 kez tekrar edilmektedir. Deneyin besinci giinii (prob test), i¢erisinde platformun
olmadig1 ayn1 havuza birakilan hayvanlara altmis saniye verilir ve havuzdaki davranislar kayit
altina alinmaktadir (Kaptan, 2018). Literatiir incelendiginde testte uygulanan toplam 6grenme
giin sayisi, giinler icerisinde yapilan tekrar sayis1 ve prob test i¢in hayvanlara verilen siireler
farklilik gosterebilmektedir (Inostroza ve dig., 2011; Nichols ve dig., 2013; Andersen ve dig.,
2021). Deney siiresince su sicakliginin 25+1 °C kalmasina dikkat edilir ve hayvanlar sudan her

c¢ikarildiklarinda hizlica kurutulmaktadir (Shi ve dig., 2021).
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Testin 6grenme giinlerinde hayvanlarin platforma ulagsma siirelerinin kisalmasi ile mekéansal
bellegin olustugu ve platformu bulma siiresiyle mekansal 6grenme ve bellek yeteneklerinin ters
orantili oldugu diistiniilmektedir (Shi ve dig., 2021). Kontrol grubu siganlarinda platformu
bulma siireleri yaklasik 15 saniye olarak gdzlemlenmektedir (Singh ve dig., 2017).

Calismamizda agik alan testinden sonraki 5 giin siiresince MWM testi uygulandi (Kaptan ve
dgi., 2019; Kilic ve dig., 2021). Bu test i¢in karanlik bir odaya yerlestirilen 150 cm c¢apinda ve
60 cm yiikseklige sahip, yuvarlak, siyah bir havuzun i¢i 24+2 °C sicakligindaki suyla 45 cm
yiikseklige kadar dolduruldu (Sekil 3.4). Havuz hayali 4 esit kadrana (¢eyrek alan) boliindii. 10
cm x 10 cm’lik siyah, kare platform kadranlardan birinin merkezine su yiizeyinin 1-2 cm altinda

kalacak sekilde yerlestirildi.

Sekil 3.4: Moris su labirenti testi.

Bu testin ilk dort giinii hayvanlarin su dolu havuzun igerisindeki gizli platformu bulup iizerine
cikarak sudan kagmay1 6grenmeleri saglandi. Bu dogrultuda hayvanlar her giin 5 kez havuzun
farkli yerlerinden, yiizleri havuz duvarina bakacak sekilde, suya birakildi. Hayvanlarin bir
dakika igerisinde platformu bulmalar1 beklendi. Hayvanlar platformu bulduklarinda sudan
cikarilarak kurutuldu. Birinci giin platformun yerini bulan hayvanlar platform {izerinde 20
saniye bekletildi ve platformu bulamayan hayvanlara yardim edildi. Bu uygulama diger

giinlerde yapilmadi. Her bir deneme sonrasinda hayvanlarin dinlenmesi i¢in 5 dakika beklendi.

Testin besinci giinlinde ise prob test olarak adlandirilan bellek testi uygulandi. Prob test giinii

suda gizlenen platform ¢ikarildi. Hayvanlar platformun bulundugu kadranin kars1 kadranindan,
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ylzleri havuz duvarma bakacak sekilde suya birakildi ve bir dakika siiresince hayvanlarin

sudaki davraniglar1 izlendi.

MWM testinin tiim asamalarinda hayvanlarin davraniglarinin kamera kaydi alindi. Deney
kayitlarinin EthoVision XT 11.5 (Noldus Information Technology) programi araciligr ile
analizi yapildi. Bu kayitlardan deney hayvanlarinin siiratleri, platformu bulma siireleri, havuz
icerisinde yiizdiikleri toplam mesafe parametreleri tespit edilerek 6grenme ve bellek siirecleri

degerlendirildi.

MWM testinde kullanilan diizenek ve test bulgularinda bahsi gecen Platform, platformun
bulundugu kadran olan PQ alani ve platformun bulundugu dairesel alan olan A40 alani

asagidaki gorselde belirtilmistir (Sekil 3.5).

PG (Platformun bulundugu kadran)

A40 (Platformun
bulundugu alan)

. Platform

Sekil 3.5: Morris su labirenti testi diizenegi sematik gosterimi.

3.4. DENEYLERIN SONLANDIRILMASI VE DOKULARIN ALINMASI

MWM prob testi sonrasinda, tiim gruplara yukarida belirtildigi gibi madde enjeksiyonlari
yapildi. PTZ dogrulama dozu enjeksiyonunu takiben gelisen epileptik ndbetler 30 dakika

gbzlemlendi ve ndbetler Racine’nin skalasina gore skorlandi (Acar ve dig., 2021).

PTZ enjeksiyonundan 1 saat sonra hayvanlara ketamin-ksilazin anestezisi altinda Gtenazi
uygulandi. Deney sonunda biyokimyasal ¢alismalarda kullanilacak hayvanlarin kalplerinden

alinan kan 6rnekleri 10 dakika 3000 rpm devirde santrifiij edildikten sonra elde edilen plazma
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ornekleri ependorf tiiplere alind1 ve ELISA testlerinde kullanilincaya kadar -80 °C’de sakland1
(Kapucu ve dig., 2020).

Deney sonunda biyokimyasal ¢aligmalarda kullanilmak iizere her bir gruptan 7 hayvanin
hipokampus dokular1 -80 °C’ye kaldirildi. Histolojik ve immunohistokimyasal ¢alismalarda
kullanilmak tizere her bir gruptan 4 hayvanin beyinleri kardiyak perflizyon yontemi ile perfiize

edilerek %10 nétral formaline alind1 ve ¢alisiimak tizere saklandi (Kapucu ve dig., 2020).

3.5. BIYOKIMYASAL CALISMALARIN YAPILMASI

Deney gruplarindan alinan hipokampus dokular1 homojenize edildi. Elde edilen
slipernatantlarda ve plazma orneklerinde BDNF (Bioassay Technology Laboratory, China),
CREB (Bioassay Technology Laboratory, China), TSP-1 (Bioassay Technology Laboratory,
China), serotonin (Bioassay Technology Laboratory, China), kortikosteron (Bioassay
Technology Laboratory, China) ve TNF-o (Bioassay Technology Laboratory, China)
biyokimyasal belirtegleri, ELISA test kitleri ile iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak

caligild1 (Acar ve dig., 2021; Kapucu ve dig., 2020).

3.5.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Oda sicakligina getirilen tiim ELISA test kitleriyle biyokimyasal belirtecler g¢alisilirken
oncelikle her bir kite ait standart ¢ozeltiler elde edildi. Bunun igin kit igerisinde bulunan stok
cozeltisi belirtilen protokole uygun sekilde standart seyreltici kullanilarak standart ornekleri

hazirlandi.

3.5.2. Calisma Protokolii

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasimin ardindan tiim reaktifler ve Ornekler oda sicakligina
getirildi. Standartlardan alinan 50ul &rnekler kuyucuklara konuldu. Orneklerden ise 40ul
alinarak tizerine 10ul calisilan molekiile 6zgiin antikorlar kuyucuklara eklendi. Ardindan
standartlarin ve drneklerin iginde bulundugu tiim kuyucuklara 50ul streptavidin-HRP (Yaban
turpu peroksidazi) ¢dzeltisi ilave edilerek 37 °C sicaklikta 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda tiim kuyucuklar yikama tamponuyla yikandi. Daha sonra 50pl standart ¢ozelti A ve

50ul standart ¢ozelti B kuyucuklara eklenerek 37 °C sicaklikta 10 dakika karanlikta inkiibe
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edildi. Son olarak 50ul durdurma ¢ozeltisi kuyucuklara eklendikten 10 dakika sonra 450nm
dalga boyunda ELISA okuyucuda kuyucuklar okutularak absorbans degerleri tespit edildi.

3.5.3. Standart Grafiklerinin Cizilmesi

Standart ¢ozeltilere ait absorbans degerlerinden yararlanilarak konsantrasyon-absorbans degeri
dogrusal iligkisini gosteren standart grafikleri Microsoft Excel programi yardimiyla ¢izildi.
Standart grafiklerine ait R? degerlerinin bire yakiliklari kontrol edildi ve grafiklerin
denklemleri tespit edildi. Her bir biyokimyasal 6rnege ait standart grafigin denkleminden
yararlanilarak Orneklere ait absorbans degerlerinin konsantrasyon karsiliklar1 saptandi.
Biyokimyasal parametrelere ait elde edilen verilerin istatistiksel olarak analizleri ve

degerlendirilmeleri yapildi.

3.6. HISTOLOJIK CALISMALARIN YAPILMASI

Histolojik calismalar i¢in gruplardan alinan dorder hayvana ait beyin dokular1 perfiizyon
yoluyla kismen fikse edildikten sonra %10’luk noétral formalin ¢ozeltisinde korundu. Bu
islemden kirk sekiz saat sonra beyin dokular1 %70 etanol ¢ozeltisine alindi. Etanol ¢ozeltisi
birkag¢ kez degistirilerek fiksatifin uzaklastirilmasi saglandi. Ardindan beyin dokular1 yiikselen
alkol serilerinden gecirilip ksilolde saydamlastirildiktan sonra 58 °C parafine gomiildii.
Parafine gomiilii dokulardan Cut-Slee 2125 mikrotomuyla 7 um kalinliginda kesitler alinarak

histolojik boyama prosediirii uygulandi.

3.6.1. Luxol Fast Blue Boyama

Ksilen yardimiyla deparafinize edilen kesitler ardindan inici alkol serilerinden gecirilerek
distile suyla yikandi. Ardindan Luxol fast blue soliisyonu (Bio-Optica Luxol Fast Blue,
Histological Staining Kit, Kod:04-200812) eklenen kesitler 37 °C etiivde bir gece inkiibasyona
alindi (Mousavi Majd ve dig., 2018). Iniibasyon sonrasinda kesitler %95 etanol ¢dzeltisi
icerisinde kristalize yapilar eriyinceye kadar bekletildi. Bu islemden sonra distile su ile yikanan
kesitlere lityum karbonat eklendi ve 30s bekletildi. Ardindan kesitler renksiz arka plan
olusuncaya kadar %70 etanolde bekletildi ve daha sonra distile su ile iki kez yikandi. Bu
asamadan sonra kesitlere krezil viyole ¢ozeltisi damlatilarak yirmi dakika bekletildi. En son

kesitler %95 etanolde Nissl cisimcikleri pembelesip belirginlestikten sonra %100°liik etanol ile
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dehidre edilip entellan yardimiyla lameller kapatilarak kalici preparat hazirlandi (Mousavi
Majd ve dig., 2018).

Kalic1 preparatlar iizerinde yapilan mikroskobik incelemeler 40x objektif ve 10x okiiler
biiyiitmesinde hipokampal DG, CA1, CA2 ve CA3 bolgelerinin her biri i¢in belirlenen farkli
10’ar adet bolgedeki ortalama hiicre sayilari tespit edildi. Elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri yapilarak histolojik bulgular olusturuldu. Gruplara ait hipokampal DG, CA1, CA2 ve
CA3 bolgelerini yansitacak 6rneklerin fotograf ¢ekimi yapildi.

3.7. ISTATISTIKSEL CALISMALAR

Calismalarimiz sonucunda elde edilen epileptik ndbetlere ait latans, evre ve frekans degerleri,
davranis deneyleri sonuglariyla biyokimyasal ve histolojik ¢alismalarin sonucunda elde edilen
tiim veriler, ortalama+standart sapma (SD) olarak tespit edildi. Gruplarin dagiliminin, normal
dagilima uygunlugunun test edilmesini takiben ¢alismalar sonucunda elde edilen tiim veriler
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonrasinda Bonferroni ¢oklu karsilastirmalar testi ile
istatistiksel analizi yapildi. Sonuglara ait p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Istatistiksel analiz igin Instant Istatistiksel Paket Programi (Instant Graphad Software, San

Diago, CA, USA) kullanilda.
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4. BULGULAR

Hayvanlar deney siiresince diizenli olarak gézlemlendi ve kiitleleri tespit edildi. Epileptik nobet
skorlar1, davranis testlerinin (MWM testi, EPM testi, OF testi) sonuglari, biyokimyasal ve

histolojik ¢calismalarin sonuglari istatistiksel analizleri yapilarak degerlendirildi.

4.1. DENEY GRUPLARINDAKI HAYVANLARIN KUTLE DEGiSiIMLERI
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Sekil 4.1: Deney gruplarindaki hayvanlarin kiitlelerindeki degisimlerin karsilastiriimasi. (¢¢) p<0.01 ve
(¢dd) p<0.001 Kontrol grubuna gore, (+) p<0.05 CORT+PTZ grubuna gore anlamlilik ifade
etmektedir.

Deney gruplart kiitle degisimleri incelendiginde PTZ (p<0,01), CORT+PTZ (p<0,001) ve
MIF+CORT+PTZ (p<0,001) gruplarinda Kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak daha az
kiitlece artis goriildii (Sekil 4.1). Buna karsin MIF+PTZ grubu ile Kontrol grubu arasinda
anlaml bir fark tespit edilemezken, MIF+PTZ grubunda CORT+PTZ (p<0,05) grubundan
anlaml olarak daha fazla kiitlece artis gézlemlendi (Sekil 4.1).

4.2. PTZ-KINDLING EPILEPTIiK NOBET ANALIZLERIi

Kronik olarak PTZ uygulanan sicanlarin nobet latanslari azalirken, nobet frekansinin ve

siddetinin arttig1 goriildii (Sekil 4.2; Sekil 4.3; Sekil 4.4; Tablo 4.1). PTZ uygulanan siganlara
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CORT uygulanmasinin ndbet latansi, frekansi ve nobet siddeti degerleri iizerine etki etmedigi
sonucuna ulasildi (Sekil 4.2; Sekil 4.3; Sekil 4.4; Tablo 4.1). Tiim gruplar karsilastirildiginda,
MIF+PTZ grubu epileptik ndbet latans1 degerleri PTZ (p<0,001) ve CORT+PTZ (p<0,01)
gruplaria kiyasla anlamli olarak daha yiiksekti (Sekil 4.2; Tablo 4.1). Ayn1 grubun (MIF+PTZ)
ndbet frekansi degerlerinin ise PTZ (p<0,001), CORT+PTZ (p<0,001) ve MiF+CORT+PTZ
(p<0,05) gruplarindan anlaml1 olarak daha diisiik oldugu goriildii (Sekil 4.3). Ayn1 zamanda,
MIF+PTZ grubu nébet siddeti degerlerinin PTZ (p<0,001), CORT+PTZ (p<0,001) ve
MIF+CORT+PTZ (p<0,001) gruplarindan anlamli olarak daha diisiik oldugu gozlemlendi
(Sekil 4.4).

PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplari karsilastirildiginda, MIF+CORT+PTZ grubunun ndbet
latans1 degerlerinin anlamli olarak (p<0,01) daha yiiksek (Sekil 4.2) ve MIF+CORT+PTZ
grubunun 8, 9, 11 ve 13.giinlerde nobet frekansi degerlerinin PTZ grubundan anlamli olarak
daha diisiik (p<0.01) oldugu goriildii (Sekil 4.3). MIF+CORT+PTZ grubunun nébet siddeti
acisindan degerlendirildiginde PTZ grubundan anlaml olarak farkli olmadigint gézlemlendi

(Sekil 4.4).

A B
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40+
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Ortalama Ndbet Latans (s)

1. 2. 3. 4 5. 6. 7. 8. 9.10.11.12.13.

PTZ Enjeksivonu o o

Sekil 4.2: PTZ-Kindling model olusturulurken gézlenen nébet latansi degerleri. (A) PTZ uygulanan
giinlerdeki, (B) ortalama nobet latans1 degerlerini gostermektedir. (**) p<0.01 ve (***) p<0.001
PTZ grubuna gore, (++) p<0.01 CORT+PTZ grubuna goére anlamlilik ifade etmektedir.
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Sekil 4.3: PTZ-kindling model olusturulurken gbzlenen ndbet frekansi degerleri. (A) PTZ uygulanan
giinlerdeki, (B) ortalama ndbet frekans1 degerlerini gostermektedir. (***) p<0,001 PTZ grubuna
gore, (+++) p<0,001 CORT+PTZ grubuna gore, (#) p<0,05 MIF+PTZ grubuna gére anlamlilik
ifade etmektedir.
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Sekil 4.4: PTZ-kindling model olusturulurken goézlenen ndbet siddeti degerleri. (A) PTZ uygulanan
giinlerdeki, (B) ortalama nobet siddeti degerlerini gostermektedir. (***) p<0,001 PTZ grubuna
gore, (+++) p<0,001 CORT+PTZ grubuna gére, (###) p<0,001 MIF+PTZ grubuna gore
anlamlilik ifade etmektedir.

Tablo 4.1: Epileptik nobet skorlarina ait ortalama+standart sapma degerleri.

PTZ CORT+PTZ MIF+PTZ MIF+CORT+PTZ
Nobet Latanst (s) 43,34+8.67 48,42+5,78 60,41+5,78 54,55+7,71

Nobet Frekansi 10,44+3,14 9,93+2,48 5,30+1,01 8,17£1,53
Nobet Siddeti 3,69+0,55 3,80+0,52 2,5440,29 3,36+0,50
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4.3. ANKSIYETE TESTLERI ANALIZLERI

4.3.1. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgulari

PTZ ve CORT+PTZ gruplarinin, acik kollarda gecirilen toplam siire agisindan, Kontrol
grubuyla aralarinda anlamli bir farkin olmadigr goézlemlendi (Sekil 4.5). EPM testinde
MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinin; Kontrol (p<0,001), PTZ (p<0,001) ve
CORT+PTZ (p<0,001) gruplarindan anlamli olarak daha uzun siire agik kollarda zaman
gecirdigi gorildii (Sekil 4.5).

u =u
hokok *EX

bdd  Ddd

2004

150+

100

50

Acik kolda Geciriles Sare (s )

Sekil 4.5: Gruplarda yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kollarda gegirilen toplam siire. (¢pd)
p<0,001 Kontrol grubuna gore, (***) p<0,001 PTZ grubuna gore, (+++) p<0,001 CORT+PTZ
grubuna gore, anlamlilik ifade etmektedir.

EPM testinde PTZ ve CORT+PTZ gruplarinin agik kollara yapilan giris sayilar1 agisindan
Kontrol grubundan anlamli olarak farkli olmadig1 gézlemlendi (Sekil 4.6). MIF+PTZ grubunun
bireylerinin agik kola yaptig1 giris sayisi, Kontrol (p<0,001), PTZ (p<0,001) ve CORT+PTZ
(p<0,001) gruplarindan anlamli olarak daha fazla sayida oldugu goriildii. Ayrica ayn1 parametre
ele alindiginda; MIF+CORT+PTZ grubunun da PTZ (p<0,001) ve CORT+PTZ (p<0,05)
gruplarindan anlamli olarak daha fazla sayida agik kola giris yaptigi gézlemlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Gruplarin yiikseltilmis art1 labirent testi agik kollara yapilan toplam giris sayisi. (¢pdd) p<0,001
Kontrol grubuna gore, (***) p<0,001 PTZ grubuna gore, (+) p<0,05 ve (+++) p<0,001
CORT+PTZ grubuna gore, anlamlilik ifade etmektedir.

EPM testinde gruplara ait kapali kollara yapilan giris sayilar1 Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda; PTZ (p<0,01) ve PTZ+CORT (p<0,001) gruplarinin anlamli olarak daha
fazla sayida kapali kollara giris yaptiklar1 sonucuna ulasildi (Sekil 4.7). Buna karsin MiF+PTZ
ve MIF+CORT+PTZ gruplarinin kapali kollara yaptiklari giris sayilarinin PTZ (p<0,001) ve
CORTHPTZ (p<0,001) gruplarindan anlamli olarak daha diisiik oldugu goriildii (Sekil 4.7).

EPM testinde deney gruplarina ait 6rnek 1s1 haritas1 goriintiileri asagida sunulmustur (Sekil 4.8).
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Kapah Kolkira Toplamn Giriy Savma

&

Sekil 4.7: Gruplarin yiikseltilmis arti labirent testi kapali kollara yapilan toplam giris sayilari. (¢p¢)
p<0,01 ve (¢d¢) p<0,001 Kontrol grubuna gore, (***) p<0,001 PTZ grubuna gore, (+++) p<0,001
CORT+PTZ grubuna gore, anlamlilik ifade etmektedir.

Sekil 4.8: Deney gruplarina ait yiikseltilmis art1 labirent testi 6rnek 1s1 haritas1 goriintiileri.
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4.3.2. Acik Alan Testi Bulgulan

OF testi orta alanda gecirilen siireler acgisindan degerlendirildiginde, PTZ ve CORT+PTZ
gruplariin Kontrol grubundan anlamli olarak farkli olmadiklar1 goriildi (Sekil 4.9). Bununla
birlikte MIF+PTZ grubunun; Kontrol (p<0,01), PTZ (p<0,001), CORT+PTZ (p<0,001)
gruplarindan anlamli olarak daha uzun siire orta alanda vakit ge¢irdigi tespit edildi. Bunlara ek
olarak MiIF+CORT+PTZ grubunun da PTZ (p<0,01) ve CORT+PTZ (p<0,01) gruplarindan

orta alanda daha fazla zaman gegirdigi gézlemlendi (Sekil 4.9).

Orta Alamda Gecarilen Siire (x)

"
-

Sekil 4.9: Gruplarin agik alan testinde orta alanda gegirdikleri stireler. (¢¢) p<0,01 Kontrol grubuna
gore, (**) p<0,01 ve (***) p<0,001 PTZ grubuna goére, (++) p<0,01 ve (+++) p<0,001
CORT+PTZ grubuna gore, anlamlilik ifade etmektedir.

OF testinde orta alana yapilan giris sayilart degerlendirildiginde PTZ ve CORT+PTZ
gruplariin Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli olmadig: goriildii (Sekil 4.10). Buna
karsin MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinin orta alana yapilan giris sayilarinin Kontrol
(p<0,01), PTZ (p<0,001) ve CORT+PTZ (p<0,001) gruplarindan anlamli olarak daha fazla
oldugu gorildi (Sekil 4.10). OF testinde deney gruplarina ait 6rnek 1s1 haritas1 goriintiileri

asagida sunulmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10: Gruplarin agik alan testinde orta alana yapilan toplam giris sayilari. (¢¢) p<0,01 Kontrol
grubuna gore, (***) p<0,001 PTZ grubuna gore, (+++) p<0,001 CORT+PTZ grubuna gore,
anlamlilik ifade etmektedir.
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Sekil 4.11: Deney gruplarina ait agik alan testi 6rnek 1s1 haritasi goriintiileri.
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4.4. MORRIS SU LABIRENTI TESTi ANALIZLERIi

4.4.1. Morris Su Labirenti Testi Ogrenme Fazi Bulgular

501
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@ 1_Hilnt = PTZ
< SOTHHHN AL ++
s {HHIHHE nll. Em CORT+PTZ
=] | \ | .
© 201HEHNHAE HILT 2 MiF+PTZ
£ ] 5 ! 5 oo .
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Sekil 4.12: Gruplarin Morris su labirenti testi 6grenme giinlerinde sudaki gizli platformu bulma siireleri.
(¢) p<0,05 ve (¢¢) p<0,01 Kontrol grubuna gore, (*) p<0,05 ve (**) p<0,01 PTZ grubuna gore
anlamlilik ifade etmektedir.

MWM testi 1. 6grenme giinli sudan kacis latanslar1 agisindan karsilagtirilldiginda gruplar
arasinda anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.12; Sekil 4.13). Testin 2. 6grenme giintinde Kontrol,
PTZ ve CORT+PTZ gruplan arasinda kagis latanslar1 agisindan anlamli bir farklilik
gozlenmedi. Buna karsin MIF+CORT+PTZ grubunun sudan kagis latansinin Kontrol (p<0,05)
ve CORT+PTZ (p<0,01) gruplarindan daha kiiciik oldugu gériildii. Buna ek olarak MIF+PTZ
grubu 2. giin kagis latans1 da CORT+PTZ (p<0,05) grubundan anlamli olarak daha diisiiktii
(Sekil 4.12; Sekil 4.13).

MWM testi 3. dgrenme giiniinde Kontrol, PTZ, CORT+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplari
arasinda anlaml bir farklilik goriilmezken; sadece MIF+PTZ grubu sudan kagis latansi
verilerinin PTZ grubundan anlamli olarak daha diisiik oldugu goriildi (p<0,05) (Sekil 4.12;
Sekil 4.13). Testin 4. 6grenme giiniinde PTZ grubunun; Kontrol (p<0,01), MIF+PTZ (p<0,05)
ve MIF+CORT+PTZ (p<0,01) gruplarindan daha uzun siirede platformu bulduklari goriildii
(Sekil 4.12; Sekil 4.13). Buna karsin CORT+PTZ ve PTZ grubu arasinda ise anlamli bir
farklilik saptanmada.
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Sekil 4.13: Morris su labirenti testi 6grenme giinlerinde sudaki gizli platformu bulma siireleri. Kontrol,
DMSO ve PTZ, CORT+PTZ, MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinin 6grenme latansi
degerleri gosterilmektedir.

4.4.2. Morris Su Labirenti Testi Prob Test Bulgular

MWM testinde, prob test siiresince A40 alaninda gegirilen siireler degerlendirildiginde Kontrol,
PTZ, CORT+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmedi (Sekil 4.14). Buna karsin MIF+PTZ grubunun PTZ (p<0,05) ve
CORTHPTZ (p<0,01) gruplarindan A40 alaninda daha fazla zaman gecirdigi gorildi (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14: Gruplarin Morris su labirenti testi prob test sirasinda A40 alaninda gegirilen toplam siireleri.
(*) p<0,05 PTZ grubuna gore, (++) p<0,01 CORT+PTZ grubuna gore, anlamhlik ifade
etmektedir.
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Bir diger parametre olan A40 alanina giris sayilar incelendiginde PTZ grubunun Kontrol
grubundan anlamli olarak daha az sayida A40 alanina giris yaptig1 goriildii (p<0,05). MiF+PTZ
grubunun da PTZ (p<0,001) ve CORT+PTZ (p<0,01) gruplarindan daha fazla sayida A40
alanma giris yaptig1 goriiliirken; Kontrol, CORT+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplar arasinda
A40 alanina giris sayilar1 agisindan, anlamli bir farkliligin olmadigi tespit edildi (Sekil 4.15).
MWM testinde prob test sirasinda prob testinde deney gruplarma ait 6rnek 1s1 haritasi

goriintiileri asagida sunulmustur (Sekil 4.19).
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Sekil 4.15: Gruplarin Morris su labirenti testinde prob test sirasinda A40 alanina yapilan giris sayilari
(¢) p<0,05 Kontrol grubuna gore, (***) p<0,001 PTZ grubuna gore, (++) p<0,01 CORT+PTZ
grubuna gore, anlamlilik ifade etmektedir.
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Sekil 4.16: Gruplarin Morris su labirenti testinde prob test platform kadranina giris latanslari. (¢) p<0,05
Kontrol grubuna gore, (*) p<0,05 PTZ grubuna gore, anlamlilik ifade etmektedir.

MWM prob test giinli gruplarin platformun bulundugu alana giris latanslari
degerlendirildiginde PTZ grubunun Kontrol (p<0,05) grubundan anlamli olarak daha uzun
siirede; buna karsin MIF+PTZ grubunun da PTZ (p<0,05) grubundan anlamli olarak daha kisa
stirede platform alanina giris yaptig1 tespit edildi. Bunlara ek olarak Kontrol, CORT+PTZ,
MIF+CORT+PTZ gruplar giris latanslari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi
(Sekil 4.16). Prob test siiresince platformun bulundugu kadrana yapilan giris sayilari

degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17: Gruplarin Morris su labirenti testi prob test sirasinda platformun bulundugu kadrana yapilan
giris sayilari.

MWM testi prob testi siiresince gruplarin ortalama stirat degerleri incelendiginde Kontrol ve
PTZ gruplan arasinda anlamli bir farklihik goriilmedi. Buna karsin CORT+PTZ grubunun
Kontrol (p<0,05), MIF+PTZ (p<001) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,01) gruplarindan daha yiiksek
slirat degerlerine sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: Gruplarin Morris su labirenti testi prob test sirasinda ortalama siirat degerleri. (¢) p<0,05
Kontrol grubuna gore, (++) p<0,01 CORT+PTZ grubuna gore, anlamlilik ifade etmektedir.

Sekil 4.19: Deney gruplarina ait Moris su labirenti testi (prob test) 6rnek 1s1 haritas1 gériintiileri.
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4.5. BIYOKIMYASAL BULGULARIN ANALIZLERIi

4.5.1. Hipokampus ve Plazma BDNF Diizeyleri

Hipokampus BDNF diizeyleri incelendiginde Kontrol ve PTZ gruplar1 arasinda anlamli bir fark
gozlenmedi. Bununla birlikte CORT+PTZ grubu hipokampus BDNF diizeylerinin PTZ
(p<0,01) grubundan daha yiiksek oldugu; buna karsmn MIF+PTZ grubu BDNF diizeylerinin,
Kontrol (p<0,001), PTZ (p<0,001), CORT+PTZ (p<0,001) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,001)
gruplarindan daha diisiik oldugu gortildii (Sekil 4.20 (A)).

Plazma BDNF diizeyleri Kontrol grubuyla karsilastirildiginda PTZ (p<0,001), CORT+PTZ
(p<0,001) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,001) gruplarmin anlamli olarak daha diisiik BDNF
diizeylerine sahip oldugu goriildii. Buna karsin MIF+PTZ grubu plazma BDNF degerlerinin
PTZ (p<0,001), CORT+PTZ (p<0,001) ve MiIF+CORT+PTZ (p<0,001) gruplarindan anlaml
olarak daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4.20 (B)).
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Sekil 4.20: (A) Hipokampus doku homojenati ve (B) plazma BDNF diizeyleri. (¢¢¢) p<0,001 Kontrol
grubuna gore, (**) p<0,01 ve (***) p<0,001 PTZ grubuna gore, (+++) p<0,001 CORT+PTZ
grubuna gore, (###) p<0,001 MIF+PTZ grubuna gére anlamhlik ifade etmektedir.
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4.5.2. Hipokampus ve Plazma CREB Diizeyleri

Hipokampus dokularindaki CREB diizeyleri incelendiginde PTZ grubunun Kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak arttig1 (p<0,05) gozlemlenirken MIF uygulamasinin CREB diizeyini
azalttig1 (p<0,05) tespit edildi (Sekil 4.21 (A)).

Plazma CREB diizeyleri incelendiginde Kontrol ile PTZ grubu arasinda anlamli bir farklilik
yoktu. Buna karsin MIF+CORT+PTZ grubu plazma CREB diizeylerinin Kontrol (p<0,05), PTZ
(p<0,05) ve MIF+PTZ (p<0,001) gruplarindan anlamli olarak daha diisiik oldugu goriildii.
Ayrica MIF+PTZ grubu plazma CREB diizeyinin CORT+PTZ (p<0,01) grubundan daha
yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.21 (B)).
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Sekil 4.21: (A) Hipokampus doku homojenati ve (B) plazma CREB diizeyleri. (¢) p<0,05 Kontrol
grubuna gore, (*) p<0,05 PTZ grubuna gore, (++) p<0,01 CORT+PTZ grubuna gore, (###)
p<0,001 MIF+PTZ grubuna gére anlamlilik ifade etmektedir.

4.5.3. Hipokampus ve Plazma TSP-1 Diizeyleri

PTZ grubu hipokampal TSP-1 diizeyinin Kontrol grubundan anlamli olarak daha diisiik oldugu
goriildii (p<0,01). Ayrica, MIF+PTZ (p<0,001) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,01) gruplarinin
hipokampus TSP-1 diizeylerinin PTZ grubundan anlamli olarak daha yiiksek oldugu
gozlemlendi. Diger taraftan CORT+PTZ grubu hipokampus TSP-1 diizeyinin; Kontrol
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(p<0,001), MIF+PTZ (p<0,001) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,001) gruplarindan daha diisiik
oldugu tespit edildi (Sekil 4.22 (A)).

Kontrol grubu plazma TSP-1 diizeyinin PTZ (p<0,01) grubundan anlamli olarak daha yiiksek
oldugu goriildii. Bununla birlikte CORT+PTZ grubu plazma TSP-1 diizeyinin, PTZ (p<0,001),
MIF+PTZ (p<0,01) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,001) gruplarindan anlaml1 olarak daha yiiksek
oldugu tespit edildi. Buna karsin MIF+PTZ (p<0,05) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,01) gruplari
plazma TSP-1 diizeyleri, Kontrol grubundan anlamli olarak daha diisiik olmakla birlikte; PTZ
grubu ile karsilagtirildigina istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig tespit edildi (Sekil 4.22

(B)).
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Sekil 4.22: (A) Hipokampus doku homojenati ve (B) plazma TSP-1 diizeyleri. (¢) p<0,05, (¢¢) p<0,01
ve (¢dd) p<0,001 Kontrol grubuna gore, (¥*) p<0,01 ve (¥**) p<0,001 PTZ grubuna gore, (++)
p<0,01 ve (+++) p<0,001 CORT+PTZ grubuna gore, anlamlilik ifade etmektedir.

4.5.4. Hipokampus ve Plazma Serotonin Diizeyleri

Hipokampus doku homojenatlarinda serotonin diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir

fark tespit edilmedi (Sekil 4.23 (A)).
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Kontrol grubu plazma serotonin diizeyleri, PTZ (p<0,05), CORT+PTZ (p<0,001) ve
MIF+CORT+PTZ (p<0,01) gruplarindan anlamli olarak daha yiiksekti. Bununla birlikte
MIF+PTZ grubu plazma serotonin diizeyinin, PTZ grubundan anlamli bir farklilik
gostermezken, CORT+PTZ (p<0,001) grubundan anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriildii.
Ayrica PTZ, CORT+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplari plazma serotonin diizeyleri arasinda
anlaml bir farklilik tespit edilmedi (Sekil 4.23 (B)).
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Sekil 4.23: (A) Hipokampus doku homojenati ve (B) plazma Serotonin diizeyleri. (¢p) p<0,05, (¢¢)

p<0,01 ve (¢dpd) p<0,001 Kontrol grubuna gore, (+++) p<0,001 CORT+PTZ grubuna gore,
anlamlilik ifade etmektedir.

4.5.5. Hipokampus ve Plazma Kortikosteron Diizeyleri

Kontrol ve PTZ gruplart hipokampus dokular1 kortizol diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunamadi. MIF+PTZ grubu hipokampus CORT diizeyinin Kontrol (p<0,001) ve CORT+PTZ
(p<0,01) gruplarindan anlaml olarak daha diisiik oldugu gériildii. Ayrica MIF+CORT+PTZ
grubunun, PTZ grubundan anlamli olarak farkli olmadigi, buna karsin Kontrol (p<0,05) ve
CORT+PTZ (p<0,05) gruplarindan anlamli olarak daha diisiik hipokampus CORT diizeyine
sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.24 (A)).
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Plazma CORT diizeyleri incelendiginde Kontrol, PTZ, CORT+PTZ ve MiF+CORT+PTZ
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Buna karsin sadece MIF+PTZ

grubunun Kontrol (p<0,001) grubundan anlamli olarak daha yiiksek kortikosteron diizeyine

sahip oldugu gorildi (Sekil 4.24 (B)).
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Sekil 4.24: (A) Hipokampus doku homojenat1 ve (B) plazma Kortikosteron diizeyleri. (¢) p<0,05 ve
(ddd) p<0,001 Kontrol grubuna gore, (+) p<0,05 ve (++) p<0,01 CORT+PTZ grubuna gore,
anlamlilik ifade etmektedir.

4.5.6. Hipokampus ve Plazma TNF-a Diizeyleri

Hipokampus dokusu TNF-o diizeyleri incelendiginde PTZ (p<0,05) grubunda Kontrol
grubundan anlamli olarak daha yiiksek hipokampus TNF-a degerleri goriildii. Buna karsin
MIF+PTZ grubu hipokampus TNF-o diizeyi Kontrol grubuna benzerken, PTZ (p<0,01)
grubundan anlamli olarak daha diisiik oldugu belirlendi. Kontrol, CORTH+PTZ ve
MIF+CORT+PTZ gruplar1 hipokampus TNF-a diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmedi
(Sekil 4.25 (A)).

Plazma TNF-a diizeyleri agisindan incelendiginde PTZ grubunun Kontrol grubundan anlamli
olarak daha yiiksek plazma TNF-a degerlerine sahip oldugu goriildii (p<0,05). Bununla birlikte
CORT+PTZ grubunun; Kontrol (p<0,001) ve MIF+PTZ (p<0,05) gruplarindan anlamli olarak
daha yiiksek TNF-o diizeyine sahipti. Buna karsin Kontrol, MiF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ
gruplar1 plazma TNF-a degerleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil 4.25 (B)).
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Sekil 4.25: (A) Hipokampus doku homojenat1 ve (B) plazma TNF-a diizeyleri. (¢) p<0,05 ve (¢dpd)
p<0,001 Kontrol grubuna gore, (**) p<0,01 PTZ grubuna gore, (+) p<0,05 CORT+PTZ grubuna
gore, anlamlilik ifade etmektedir.

Calismamizin deney gruplarina ait hipokampus doku homojenatlarinda (Tablo 4.2) ve kan
plazma oOrneklerinde (Tablo 4.3). BDNF, CREB, TSP-1, serotonin, kortikosteron ve TNF-a

ortalamatstandart sapma degerleri agagida sunulmustur.

Tablo 4.2: Hipokampus doku homojenatlarinda BDNF, CREB, TSP-1, serotonin, kortikosteron ve
TNF-a ortalamatstandart sapma degerleri.

KONTROL DMSO PTZ CORT+PTZ MIF+PTZ MIF+CORT+PTZ

BDNF (ng/ml)

32,33£1,11

30,56=1,11

29,41+0,98

33,46+1,80

24,68+1,66

32,04+2,63

303,72435,72

337,25429,16

373+30,90

321,38+21,58

304,59+45,81

316,99+32,30

469,40+33,44

471,07+£32,22

362,10+60,33

321,87+42,73

489,98+36,25

466,58+39,35

Serotonin (ng/ml)

599,91+44,25

631,57+91,24

614,61+36,38

631,87+84,37

S73529:575, 19

603,70+58,13

Kortikosteron (ng/ml)

219,68+6,23

214,69+5,08

206,41+13,21

217,27+9,81

190,99+12,94

197,09+13,89

2712,24+237 81

2674,78+241,23

3042,96+201,63

2930,00+45,51

2628,79+103,54

2752,97£119,99

Tablo 4.3: Kan plazma orneklerinde BDNF, CREB, TSP-1, serotonin, kortikosteron ve TNF-a
ortalamatstandart sapma degerleri.

KONTROL

DMSO

P72

CORT+PTZ

MIF+PTZ

MIF+CORT-+PTZ

BDNF (ng/ml)

1,79+0,04

1,8940,13

1,33%0,14

1,37+0,12

1,81%0,16

1,40+0,08

CREB (ng/ml)

19,54+1,29

20,33+2,76

19,82+1,30

17,75+0,85

21,75+1,28

16,25£2,16

TSP-1 (ng/ml)

27,96=1,47

24,58+2,67

21,09+3,06

29,86+2,76

22,51£4,22

21,32:22,99

Serotonin (ng/ml)

34,01+1,99

32,39+2,34

29,524+2,29

26,47+2,28

32,86+3,38

28,58+2,02

Kortikosteron (ng/ml)

9,75£1,28

11,03£0,63

11,41£1,52

11,53+0,92

12,81£1,06

11,31£1,25

TNF-a (ng/L)

135,94+19,39

156,45+11,17

162,45+11,79

1178598::21, 75

144,08+8,85

152,79+6,58
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4.7. HISTOLOJIK ANALIZLER

4.7.1. Hipokampus Kesitlerinde DG, CAl, CA2 ve CA3 Bolgelerinin Incelenmesi

Hipokampal DG bolgesindeki toplam graniil hiicre sayilari incelendiginde tiim PTZ’li gruplarin
Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli oranda daha az sayida hiicre i¢erdigi (p<0,001);
MIF+PTZ (p<0,001) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,01) gruplarinin DG graniil hiicre sayilarinm
PTZ grubundan anlamli olarak daha fazla oldugu tespit edildi. Ayrica PTZ grubuyla, DG
graniiler hiicre sayilar1 agisindan aralarinda bir fark olmayan CORT+PTZ grubunda MiF+PTZ
(p<0,01) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,05) gruplarindan anlaml1 olarak daha az sayida graniiler
hiicre oldugu saptandi (Sekil 4.26; Sekil 4.30 (A)).

Sekil 4.26: Hipokampus kesitlerinde DG bolgesi Luxol Fast Blue boyama (Bar:50um).

Hipokampal CALl bolgesindeki piramidal hiicre sayilar1 dikkate alindiginda PTZ (p<0,001),
CORT+PTZ (p<0,001) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,001) gruplarinin Kontrol grubundan anlaml
olarak daha az sayida hiicre icerdigi goriildii. Buna karsin CA1 hiicre sayilar1 agisindan Kontrol
grubuyla arasinda anlamli bir fark olmayan MIF+PTZ grubunun, PTZ (p<0,001) ve
CORT+PTZ (p<0,001) gruplarindan anlaml1 olarak daha yiiksek hiicre sayisina sahip oldugu
sonucuna ulasildi. MIF+CORT+PTZ grubu CAl hiicre sayilarinin PTZ (p<0,01) ve
CORT+PTZ (p<0,01) gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek, MIF+PTZ (p<0,05) grubundan
anlamli olarak daha diisiik oldugu gozlemlendi (Sekil 4.27; Sekil 4.30 (B)).
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Sekil 4.27: Hipokampus kesitlerinde CA1 bolgesi Luxol Fast Blue boyama (Bar:50pum).

Beyin doku kesitlerinde hipokampal CA2 bolgesindeki toplam hiicre sayilar incelendiginde
PTZ (p<0,001), CORT+PTZ (p<0,001), MIF+PTZ (p<0,001) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,05)
gruplarinda Kontrol grubundan anlamli olarak daha az sayida hiicre oldugu gorildii.
MIF+CORT+PTZ grubu hipokampal CA2 bélgesi toplam hiicre sayilarmnin ise PTZ (p<0,01)
grubundan daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4.28; Sekil 4.30 (C)).
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Sekil 4.28: Hipokampus kesitlerinde CA2 bolgesi Luxol Fast Blue boyama (Bar:50um).

Hipokampal CA3 bélgesi incelendiginde PTZ (p<0,001), CORT+PTZ (p<0,001), MiF+PTZ
(p<0,05) ve MIF+CORT+PTZ (p<0,001) gruplarmin Kontrol grubundan anlamli olarak daha
az sayida hiicreye sahip oldugu sonucuna ulasildi (Sekil 4.29; Sekil 4.30 (D)).

Sekil 4.29: Hipokampus kesitlerinde CA3 bolgesi Luxol Fast Blue boyama (Bar:50um).
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Sekil 4.30: Hipokampus Kesitlerinde (A) DG, (B) CAl, (C) CA2 ve (D) CA3 alt alanlar1 Luxol Fast

Blue ile boyama sonucunda hiicre sayilarinin karsilastirilmasi. (¢) p<0,05 ve (¢dd) p<0,001
Kontrol grubuna gore, (**) p<0,01 ve (¥***) p<0,001 PTZ grubuna gore, (+) p<0,05, (++) p<0,01
ve (+++) p<0,001 CORT+PTZ grubuna gére, (#) p<0,05 MIF+PTZ grubuna gére anlamhlik ifade
etmektedir.



57

5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda PTZ kindling epilepsi modelinde, si¢anlarda bulunan dogal glukokortikoid olan
kortikosteron ve GK reseptor inhibitdrii mifepristonun epileptik nobetlerle birlikte eslik eden
anksiyete, 6grenme ve bellek gibi biligsel siireclere etkileri arastirildi. Deneyler siiresince
hayvanlarin kiitle dl¢timleri periyodik olarak yapilarak kortikosteron (10 mg/kg) ve mifepriston
(5 mg/kg) enjeksiyonlari yapildi ve enjeksiyonlari takiben giin asir1 PTZ (30 mg/kg) ile uyarilan
epileptik nobetler olusturularak 30 dakika stiresince hayvanlarin davranislar1 gozlemlendi. PTZ
kindling siireci sonrasinda hayvanlarda olusan anksiyete benzeri davraniglar izlenerek
degerlendirildi. Anksiyete testleri sonrasinda, MWM testi ile hayvanlarin 6grenme ve bellek
fonksiyonlar1 tespit edilmeye ¢alisildi. Hayvanlardan alinan plazma ve hipokampus doku
orneklerinde BDNF, CREB, TSP-1, 5-HT, kortikosteron, TNF-a diizeyleri biyokimyasal
yontemle oOlgiildii. Tiim beyin Orneklerinin hipokampus doku kesitlerinde mikroskobik
incelemeler yapilarak DG, CA1, CA2 ve CA3 bdlgelerindeki morfolojik degisimler (hiicre
sayilan) ile ilgili histolojik analizler yapildi.

Kronik hastaliklarla miicadele siirecinde hastalar yasadiklar1 ¢evreye, giinliik yagsam rutinlerine,
uyku diizenlerine, tiikettikleri besinlere, diger hastaliklarin tedavisi i¢in almalar1 gereken
ilaglara dikkat etmek mecburiyetindedir. Nobetleri tetikleyen durum ve kosullar gok agik
olmadigindan, epilepsi hastalari ve yakinlari giinliik rutinlerini yasarken nobetlerle ilgili bu
belirsizlik karsisinda endise duyabilmektedir. Diinyada cografi konum ayirt etmeksizin her yas
ve topluluktan (Fisher ve dig., 2005; Beghi, 2020), toplumlar1 %0,5-2 oraninda etkileyen
(Aronica ve Miihlebner, 2017) epilepsi hastaliginin stres ve strese bagli olarak iiretimi artan
GKler ile etkilesimi ortaya ¢ikan celiskili sonuglartyla belirsizligini korumaktadir (Lee ve dig.,
1989; Sagratella ve dig., 1995; Bosnjak ve dig., 2002; Haut ve dig., 2003; Di ve dig., 2005;
Fazekas ve dig., 2006; Marchi ve dig., 2011; Al-Shorbagy ve dig., 2012; Yilmaz ve dig.,2014).

Erigkinlerde en yaygin goriilen TPE vakalarinda yiiksek HPA ekseni aktivitesi, buna bagh
olarak yiiksek GK diizeyleri goriildiigii, yiiksek GK diizeylerine bagli olarak ndronal
uyarilabilirlikte, stresle iligkili psikopatolojilerde (depresyon ve anksiyete) artis gézlemlendigi
ifade edilmektedir (Wulsin ve dig, 2016b). TPE’li hastalarin biiyiik boliimiiniin stresin 6nemli
bir nobet tetikleyicisi olduguna inandig1, pek ¢ok klinik ¢calismada belirtilmektedir (Spector ve
dig., 2000; Haut ve dig., 2003; Nakken ve dig., 2005; Galtrey ve dig., 2016). Nakken ve dig.
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(2005) 794 epilepsi hastasiyla yaptiklari ¢alismada, hastalarin biiyiik bolimiiniin duygusal
stresin nobet tetikleyicisi olduguna inandigini ileri stirmektedir. Bir diger ¢alismada hastalarin
giinliik verileri incelendiginde yiiksek stres ve kayg1 diizeylerinin ndbet ge¢irme riskiyle iliskili
oldugu rapor edilmistir (Haut ve dig., 2007). Ancak ayn1 yazar grubunun yaptigi bir bagka
calismada, ndbet gegirme riskinin, hastalardaki algilanan stres durumuyla iliskili olmadigini,
buna karsin daha diistik ruh hali ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Haut ve dig., 2012). Stres
ve epileptik nobetler arasindaki iligkiye bunlarla birlikte goriilen depresyon ve anksiyetenin de
eklenmesiyle karmasiklik diizeyinin oldukga arttigi klinik ¢alismalarda ifade edilmektedir
(Sperling ve dig., 2008; Thapar ve dig., 2009). TLE hastalarinda yapilan ¢alismalarda uzun siire
ndbetsiz gecen donemlerde bile yiiksek HPA aktivitesi (yiiksek bazal kortizol ve ACTH)
bildirilmektedir (Gallagher, 1987; Zobel ve dig., 2004).

Epilepsi ile artan HPA ekseni aktivitesi siganlarda pilokarpin ile olusturulan epilepsi modelinde
gdsterilmistir (Mazarati ve dig., 2009). Intrahipokampal ve sistemik kainik asit enjeksiyonlari
sonucunda artan kortikosteron diizeyleri tespit edilmistir (Daniels ve dig., 1990; O’Toole ve
dig., 2014). Bu ¢alismalarin sonuglari epilepsi ve HPA aktivite artisi ile ilgili klinik ¢aligmalarla

uyumludur.

Stresli bir duruma cevap olarak aktiflesen HPA ekseninin, olasi zararlarindan kaginmak igin
durdurulmast gerekir (de Kloet ve dig., 2005). GK’lerin negatif geri besleme yoluyla
hipotalamus paraventrikiiler ¢cekirdegindeki CRH salgilayan hiicreler ilk hedef (genomik olayan
hizl1 etkiler) olsalar da limbik sistem (amigdala, hipokampus) yapilart da GK’lerin (genomik
yolla) hedefindedir (Myers ve dig., 2012; Tasker ve Herman, 2011; Herman ve dig., 2012).
Burada bahsi gegen limbik yapilar stresli duruma iligkin disaridan gelen duyusal verileri

isleyerek HPA ekseni kontroliinde gorev yapmaktadir (Wulsin ve dig., 2016a).

Dogal ve sentetik GK’ler kullanilarak yapilan deneysel calismalar, epilepsi ve GK’lerin
etkilesimi hakkinda celiskili sonuglar ortaya koymaktadir. Yilmaz ve dig. (2014) bir sentetik
GK olan deksametazon (3 mg/kg ve 10 mg/kg) uygulamasinin siganlarda penisilinle olusturulan
epileptik aktiviteyi azalttigin1 belirtmektedir. Bunu destekleyen bir baska c¢alisma da
hipotalamus dilimleri tizerindeki supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdeklerdeki magnoseliiler
noronlara GK’lerin (kortikosteron ve deksametazon) hizli etkisiyle glutamat saliniminin
azaldigi ve GABA salimimimnin arttig1 ifade edilmektedir (Di ve dig, 2005). GK’ler burada bahsi

gecen noronlar lizerindeki hizli etkilerini membranda yer alan GK reseptorleri {izerinden
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gerceklestirmektedir (Liu ve Chen, 1995). Bir baska c¢alismada elektriksel kindling ile
olusturulan epilepsi modelinde nébet sonras1 amigdala (Bao ve dig., 2011) ve hipokampus
(Kalynchuk ve dig., 2003) GR mRNA diizeylerinin azaldigi rapor edilmektedir. Arastirmacilar
bazi antiepileptik ilaglarin hipokampal GR mRNA diizeylerini artirarak tedaviye olumlu
katkida bulundugunu one siirmektedir (Bao ve dig., 2011). Marchi ve dig. (2011)
deksametazonun siganlarda pilokarpin ile uyarilan epileptik nobetlere etkilerini inceledikleri
caligmalarinda pilokarpin Oncesinde uygulanan deksametazon tedavisinin epileptik ndbet
aktivitesini azalttigin1 ve kan beyin bariyeri biitiinliigiini biiylik 6l¢iide korudugunu iddia
etmektedir. Bir diger calismada siganlarda tek doz deksametazon (0.5, 1, 3, 5 mg/kg)
enjeksiyonunun, 4-aminopiridin ile uyarilan epileptik nobetlere karsi Onemli oranda
semptomatik koruma sagladigi belirtilmektedir (Fazekas ve dig., 2006). Sentetik bir GK olan
prednizolon tedavisinin, PTZ ile olusturulan epilepsi modelinde ndbet aktivitesini kismen
azalttig1 ve hipokampal IL-6, IL-1p ve TNF-a diizeylerini diisiirdiigii, buna karsin serum IL-6
ve TNF-a diizeylerini artirdig1 paylasilmistir (de Lima Rosa ve dig., 2021). Yakin zamanda,
siganlarda metilazoksimetanol-pilokarpin uygulanarak olusturulan epilepsi modelinde GR gen
anlatiminin azaldigi, deksametazon uygulanmasiyla ndbet sayist ve siiresinin dnemli oranda
diigiirdiigiini, GR antagonistiyle buna zit etkilerin olustugu bildirilmektedir (Zhang ve dig.,
2022). Guzzo ve dig. (2018) PTZ kindling epilepsi modelinde deksametazonun (1, 2, ve 4
mg/kg/15 doz) nobet siddetini azalttigimi ve hipokampal TNF-a diizeyini diisik doz
deksametazon uygulamasiyla (1 mg/kg) artirdigini ve yiiksek dozda ise (4 mg/kg) azalttigini
belirtmektedir. Calismamizda PTZ kindling siirecinde uygulanan Kkortikosteronun (10
mg/kg/i.p.) nébet siddetleri, latans1 ve frekansi iizerine etkisi oldugunu ancak bu etkinin PTZ

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 gordiik.

GKlerin epileptik nobetler tizerindeki iyilestirici etkileri olabilecegini iddia eden ¢alismalarin
tam tersine, GK’lerin etkisiyle nobet siddetinin arttigini, néronal uyarilabilirligin kolaylagtigim
belirten ¢alismalar da bulunmaktadir. Lee ve dig. (1989) siganlarda kainik asitle indiiklenen
ndbetlerin adrenalektomiyle hafifledigini, deksametazon uygulamasinin ise bu durumu tersine
cevirdigini, buna karsin normal sicanlarda ekstra deksametazon uygulamasinin ise nobetleri

siddetlendirdigini bildirmektedir.

GK’lerin epilepsi gelisiminde oynayabilecekleri potansiyel rolleri tespit etmenin etkili

yollarindan biri de adrenalektomi uygulanan hayvanlar iizerinde yiiriitiilen caligmalardir.
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GK’lerin epilepsi {lizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla adrenalektomi uygulanan
siganlarda, elektriksel kindling modeliyle yapilan arastirmalar GK yoklugunun nobet gelisimi
tizerinde koruyucu etkileri oldugunu gostermektedir (Cottrell ve dig., 1984; Weiss ve dig.,
1993). Bu sonuglar1 destekleyen bir bagka ¢alismada adrenalektomik siganlara bir sentetik GK
olan prednizolon uygulamasinin kafeinle uyarilan epileptik nobet aktivitesini artirdigi
bildirilmistir (Hacimuftuoglu ve dig., 2012). Garcia ve dig. (2017) GK sentezinde rol oynayan
11B-hidroksilaz enziminin inhibitorii olan metirapon uygulamasinin si¢anlarda lityum
pilokarpin epilepsi modelinde ndbetleri yavaslattigini, nobetlere bagli olusan hipokampal

norodejenerasyonu ve beyin hasarini 6nledigini géstermistir.

Karst ve dig. (1999) elektriksel hipokampal kindling modelinde deri alt1 salinimili pelet olarak
uygulanan giinlik 100 mg/kg kortikosteron etkisiyle epileptik nobetlerin  hizlandigini
bildirmektedir. Bir bagka ¢alismada Edwards ve dig. (1999) i¢me suyuna katilan kortikosteron
(4,5 mg/kg/glin) uygulamasiyla elektrikle uyarilan kindling epilepsi modelini kolaylastirdigini
bildirmektedir. Overektomize disi si¢canlarda yapilan bir ¢caligmada arastirmacilar igme suyuna
ilave edilen kortikosteron (4,5 mg/kg/giin) etkisiyle elektriksel amigdala kindling epilepsi
modelinde nobet yatkinliginin arttigin1 belirtmektedir (Taher ve dig., 2005). Yine bir baska
calismada igme suyuna katilan kortikosteron (9 mg/kg/giin) etkisiyle siganlarda elektriksel
amigdala kindling epilepsi modelinde nobet aktivitesinin hizlandigi, GR ve MR reseptor
antagonistleri (mifepriston ve spironolakton) etkisiyle kortikosteronun ndbetler iizerindeki bu
olumsuz etkisinin ortadan kalktig: ifade edilmektedir (Kumar ve dig., 2007). Calismamizda,
kortikosteron uygulanan grubun gecirdigi epileptik ndbetlere ait latansin PTZ grubuna benzer,
frekans ve nobet siddeti degerlerinin ise daha yiiksek olmakla birlikte anlamli olarak
artmadigin1 gordiik. Bu durum PTZ kindling modeline ve uygulanan doza bagh olabilir. Buna
karsin mifepriston uygulanan gruplarin epileptik nobetlere iligskin latans degerlerinin PTZ
grubundan anlamli olarak daha yiiksek, frekans ve nobet siddeti degerlerinin ise anlamli olarak
daha diisiik oldugu sonucuna ulastik. Ayrica, mifepristonun epileptik ndbet sonrasindaki

toparlanma siiresini de oldukga kisalttigin1 gézlemledik.

GKlerin farkli epilepsi tiirleriyle olan etkilesimlerini arastiran deneysel modeller yeni ve farkli
sonuglar ortaya koymaktadir. Joshi ve dig. (2018) kadinlarda adet donemi epilepsisi olarak
bilinen durumun siganlarda olusturduklari1 modelinde mifepristonun AMPA reseptor alt

birimlerinin (GluAl ve GluA2) iiretimini engelleyerek epileptik nobetleri azalttigini
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gostermistir. Sadece yetiskinlikte degil maternal donemde yiiksek GK diizeylerine maruz
kalmanin da epilepsi gelisiminde rol oynuyor olabilecegini dneren ¢alismalar bulunmaktadir.
Hu ve dig. (2020) prenatal GK maruziyeti ile TPE yatkinliginin incelendigi bir deneysel
calismada gebe siganlara giinde 0,2 mg/kg deksametazon enjeksiyonu uygulamasi sonucunda
gelisen F1 ve F2 doli sicanlarda yiiksek hipokampal GR ve glutamat diizeylerine eslik eden
TPE yatkinligin1 gostermistir. Bu calismanin kusaklar boyunca devam eden sonuglar1 oldukca
endise vericidir. Ayni ¢aligmada hipokampal H19-7 hiicre dizisiyle de deksametazonun benzer
etkileri gézlenmis ve bu etkilerin mifepriston uygulamasiyla tersine dondiigii ifade edilmektedir
(Hu ve dig., 2020). Maternal erken ayrilma stresi uygulanan siganlarin sekiz haftalik
olduklarinda yiiksek kortikosteron diizeylerine eslik eden, CA1 piramidal néron kaybimnin ve

elektriksel kindling epilepsi modeline artan yatkinlik rapor edilmektedir (Kumar ve dig., 2011).

GK’ler katabolik aktiviteleri artirarak pek cok yapisal viicut bileseninin yikimini hizlandirir.
GK’lere bagli olarak kaslarda protein sentezinin baskilandigi ve protein yikiminda hizlanmaya
bagli olarak kas atrofisi gelistigi bildirilmektedir (Goldber ve dig., 1980: Lofberg ve dig., 2002).
Ayrica sepsis, kaseksi, metabolik asidoz gibi kas atrofisinin karakteristik olarak goriildiigii
hastaliklara eslik eden yiiksek plazma GK diizeyleri bu bilgiyi dogrulamaktadir (Braun ve dig.,
2011: Schakman ve dig., 2013). Adrenalektomi (Wing ve Goldberg, 1993) ya da GK reseptor
antagonisti mifepriston (Tiao ve dig., 1996) uygulamasiyla protein yikimina bagl olusan kas
atrofisinin engellenebildigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizdaki, deneysel ¢aligmalar siiresince
hayvanlarda goriilen kiitle degisimleri de bu sonuclar1 destekler niteliktedir. Calismamizda
kontrole gore en diisiik kiitle artisgt PTZ, CORT+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinda
goriildii. Buna karsin MIF+PTZ grubunda kontrole benzer miktarda kiitle artisi oldugu
sonucuna ulastik. Bu durumun mifepristonun GR reseptoriinii bloke ederek GK’lere baglh
protein yikimin1 yavaglatmasi ve buna bagli olarak kas atrofisini engellemesi yoluyla

gerceklestigini diisiiniiyoruz.

Noroinflamasyonun epilepsi olusum siirecinde rol oynadigini ve bu nedenle epileptik
nobetlerden sonra antiinflamatuvar etkileri nedeniyle GK’lerin tedavi amaciyla kullanilabilme
potansiyeli diisiiniilmektedir (Ravizza ve dig., 2011; Vezzani ve dig., 2013). Ayrica deneysel
epilepsi ¢alismalarinda PTZ’li nobetler sonrasinda beyin ve plazma TNF-a, IL-1p, IL-10 gibi
inflamatuar belirteglerin artis1 da gosterilmektedir (Bahgekapili ve dig., 2014).
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Ancak deneysel sonuglar bu 6neriye tereddiitle yaklasiimasina neden olmaktadir. Ornegin
siganlarda lityum-pilokarpin ile uyarilan status epileptikus sonrasinda deksametazon
(10mg/kg/giin) tedavisinin beyin édemini artirdigini, buna diisilk hipokampal hacmin eslik
ettigini ve status epileptikus sonrasi 6liim oranlarinin arttig1 belirtilmektedir (Duffy ve dig.,
2014). GK’lerin sanilanin aksine proinflamatuar etkileri olabilecegini gosteren caligmalar da
bulunmaktadir. Bir ¢alismada intrahipokampal kainik asit enjeksiyonuyla olusturulan CA3
bolgesindeki lezyonlar incelendiginde adrenalektomik sigcanlarin yiiksek GK uygulanan
sicanlara gore daha kiiglik lezyon biiyiikliigiine sahip oldugu, GK’lerin inflamatuar hiicreleri
(granulosit, makrofaj ve mikroglia) artirdig1 ve bu agidan proinflamatuar etki gosterdigi ifade
edilmektedir (Dinkel ve dig., 2003). GR kortikosteron reseptorii olmakla birlikte progesteronun
da baglanabilecegi bir reseptordiir. Bir c¢alismada, siganlarda finasterid (antiandrojen)
uygulamasiyla baskilanan progesteronun tetikledigi epileptik ndbetlerin, mifepriston
uygulamasiyla nobetleri 6nledigi ve nobet frekansini azalttigi belirtilmektedir (Joshi vd., 2018).
Calismamizda en diisiik nobet siddetlerinin gdzlendigi MIF+PTZ grubunda hipokampus
kortikosteron diizeyleri, Kontrol (p<0,001) ve CORT+PTZ (p<0,01) gruplarindan anlamli
olarak daha diisiiktii. Buna ek olarak Kontrol, PTZ ve CORTHPTZ gruplar1 arasinda
hipokampus kortikosteron diizeyleri bakimindan anlamli bir farkin olmadigini gézlemledik.
Kullandigimiz 10 mg/kg/i.p kortikosteronun CORT+PTZ grubunun hipokampus kortikosteron
diizeylerini artirdigini, ancak bu artisin ndbet siddetlerini PTZ grubundan olumlu ya da olumsuz
olarak farklilagtirmadigini gostermektedir. Bu durum uygulama dozuna bagli olarak epileptik
nobetler tizerindeki etkileri tartigmali olan kortikosteronun bizim uyguladigimiz 10 mg/kg/i.p.
dozunun ndbetleri PTZ grubundan daha fazla alevlendirmedigini ancak tedavi de etmedigini
ortaya koymaktadir. Ayrica Onceki caligmalarla (Roberts ve Keith, 1994a; McCullers ve
Herman, 2001; McCullers ve dig., 2002; Pariante ve dig., 2001, 2003) uyumlu olarak biz de
MIF+PTZ grubu plazma kortikosteron diizeylerinin kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek
oldugunu gozlemledik. MIF+PTZ grubunda uyguladigimiz 5 mg/kg/i.p. mifepristonun,
hipokampus kortikosteron diizeylerini Kontrol ve CORT+PTZ gruplarindan; nobet siddetlerini
de PTZ ve CORTHPTZ gruplarindan anlamli olarak diisiirdiiglinii gérdiik. Bu sonuglar bize
mifepristonun nobetler tizerindeki olumlu etkilerini bazal hipokampal kortikosteronun GR

reseptorlerine baglanmasini 6nleyerek gerceklestirdigini diisiindiirmektedir.

Calisgmamizda PTZ’1i tiim gruplarda hipokampal DG, CA1, CA2 ve CA3 bdlgelerinde ndéron

kayb1 gozlemledik. Bu sonuglarimiz epileptik ndbetlerin hipokampal atrofiye neden olusu ile
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ilgili literatiir verileriyle uyumludur. Bununla birlikte mifepriston uygulanan grubun DG ve
CA1 bolgelerindeki noron kayb1 CORT+PTZ ve PTZ gruplarindan daha azdi. Bu sonuglar, PTZ
ile wuyarilan ndbetlerde hipokampal noéron kaybmin mifepriston uygulamasiyla
azaltilabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica ¢alismamizin gruplara gére ndron kaybryla iligkili
verileri biligsel stireglere iliskin sonuglarimizla da uyumludur. Bu nedenle mifepristonun ayni
zamanda epileptik nobetlere bagli gelisen anksiyete ve bellek anormalliklerini diizeltmekte de

basaril1 olabilecegini gostermektedir.

GK’lerin BDNF ve CREB ile etkilesimi ve bunun epileptik ndbetler tizerindeki yansimalarini
acikliga kavusturmak amaciyla yiiriitiilen ¢aligmalar tartismali sonuglar igermektedir. Kronik
stres sonucu olusan yliksek kortikosteron diizeylerinin farelerde hipokampal BDNF ve p-CREB
diizeylerinin azalmasina yol a¢tigi belirtilmektedir (Xu ve dig., 2006). Adrenalektomi
uygulanan sicanlarla yapilan bir ¢calismada siganlarin CA1 ve CA3 hipokampal bolgelerindeki
BDNF mRNA ekspresyonunun arttig1, adrenalektomik siganlara kortikosteron uygulamasiyla
tiim hipokampus bolgelerindeki BDNF mRNA diizeyinin azaldigi belirtilmektedir (Schaaf ve
dig., 1999). Bir baska calismada kronik stresin ya da bir stres modeli olarak kortikosteron
uygulamasinin sicanlarin hipokampal BDNF mRNA diizeylerindeki azalmaya neden oldugu
ifade edilmektedir (Notaras ve dig., 2020). Fare hipokampal ndron kiiltiiriinde deksametazonun
uyarmastyla GR’nin BDNF geni diizenleyici dizilerine baglanarak BDNF mRNA
ekspresyonunu azalttig1 ve mifepriston ile bunun tersine ¢evrildigi vurgulanmaktadir (Chen ve
dig., 2012). Prenatal donemde strese maruz kalan siganlarda yiiksek plazma kortikosteron
diizeylerine eslik eden diisiik hipokampal BDNF, CREB, TrkB ve yiiksek glutamat diizeyleri
bildirilmektedir (Zheng ve dig., 2020). Ayrica, ayni ¢alismada prenatal stres uygulanan
siganlarda bozulmus bellek ve 6grenme stireglerinin oldugu da belirtilmektedir (Zheng ve dig.,
2020). Prenatal donemde deksametazon maruziyetinin sicanlarda biligsel becerilerde
bozukluklarla birlikte azalan hipokampal BDNF, CREB, TrkB ve artan GR diizeyleri
bildirilmektedir (Dong ve dig., 2018). Ayrica intrahipokampal mifepriston enjeksiyonuyla GR
reseptoriiniin inhibe edilmesiyle, hipokampal p-CREB ve pTrkB diizeylerinin azaldig: ve uzun
siireli bellegin bozuldugu gosterilmistir (Chen ve dig., 2012). Calismanin ikinci kisminda
arastirmacilar mifepristonla kombine olarak BNDF uygulamasi yapildiginda, hipokampal p-
CREB ve TrkB diizeylerinin ve bellegin normale dondiigiinti gdstermistir (Chen ve dig., 2012).
Bu calismalarin sonuglarina bakildiginda GK’lerin BDNF ve CREB modiilasyonuyla ndronal

plastisiteyi ve sinaptik olusum siireclerini etkiledigi goriilmektedir. Sicanlarda deneysel
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travmatik beyin hasar1 ve GK’lerin BDNF diizeyine etkisi arastirilan ¢alismada adrenalektomi
uygulamasinin BDNF mRNA diizeylerini artirdig1, kortikosteron uygulamasinin BDNF mRNA
diizeylerinin artigsint durdurdugu belirtilmektedir (Grundy ve dig., 2000).

Calisgmamiz sonucunda hayvanlardan alinan hipokampus dokularindaki BDNF diizeyleri
karsilastirildiginda MIF+PTZ grubunun Kontrol, PTZ ve CORT+PTZ gruplarindan daha diisiik
BDNF igerdigi goriildii. Bununla birlikte CORT+PTZ grubu PTZ grubundan daha yiiksek
hipokampal BDNF diizeylerine sahipti. Ayrica MIF+CORT+PTZ grubuysa MIF+PTZ
grubundan anlamli olarak daha yiliksek hipokampal BDNF diizeyi sergiledi. Literatiir
bilgisindeki GK’lerin hipokampal BDNF diizeylerini disiiriicii etkilerinden farkli olarak bizim
calismamizda GK uygulanan gruplarda kontrole gére anlamli bir degisiklik gézlenmezken, GK
reseptdr antagonisti mifepriston uygulanan MIF+PTZ grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak daha diisiikk hipokampal BDNF diizeyleri tespit edilmistir. Bu durum PTZ kindling

epilepsi modeline entegre edilmis GK uygulamasi nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir.

BDNF noéronal homeostazi lizerinde 6nemli rolleri olan bir proteindir. Noronal uyarilabilirlik
ve epileptik nobet olusumuyla BDNF diizeyleri arasindaki iliskiyi inceleyen ¢ok sayida ¢aligsma
bulunmaktadir. Sigan kortikal noronlarinda deksametazonun ve kortikosteronun BDNF ile
uyarilan glutamat salinimini baskiladigi, bu durumun GR iiretimindeki azalmaya bagl olarak
ortaya ¢ikan GR-TrkB etkilesiminin azalmasi neticesinde gergeklestigi one siiriilmektedir
(Numakawa ve dig., 2009). TPE’li hastalardan alinan hipokampus dokularindaki BDNF mRNA
diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmistir (Murray ve dig., 2000). Bunu destekleyen bir baska
caligmada epilepsi hastalarindan cerrahi olarak ¢ikarilan temporal kortekste yer alan epileptik
odaklarda BDNF, CREB ve GR mRNA diizeylerinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (Martinez-
Levy ve dig., 2018). Calismada serotonin geri alim inhibitorii sodyum valproat ve
karbamazepin kullanan hastalarda BDNF, CREB ve GR gen anlatim diizeyleri normal oldugu
belirtilmektedir (Martinez-Levy ve dig., 2018). Yapilan deneysel ¢alismalar epilepsi ve BDNF
arasmdaki bu iliskiyi dogrular niteliktedir. Ornegin BDNF geni baskilanan farelerde yapilan
elektriksel kindling modelinde ndbetlerin 6nemli 6lciide engellendigi belirtilmekte ve bu
durumun BDNF’nin uyarilmis sinapslardaki aktiviteyi artirarak asirt uyarilabilir ndronal
gelisime yol agmasini engelleyerek yaptigi ileri siiriilmektedir (Kokaia ve dig., 1995). Sigan
kortikal noron kiiltiirlinde yapilan bir calismada BDNF’nin glutamat salinimini artirarak

glutamaterjik yolu gii¢lendirdigi (Numakawa ve dig., 2002) ve antidepresan ilaglarin da bu
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sinyal yolunu giiclendirerek glutamat salinimini artirarak etkili oldugu bildirilmektedir
(Yagasaki ve dig., 2006). Kronik stres uygulanan siganlardan alinan hipokampus dilimlerinde
CAl piramidal néronlarinda gdzlenen yiiksek genlikli Ca®* akimi, 18-21. giinler arasinda
uygulanan mifepriston ile normal diizeyine indirildigi rapor edilmektedir (Karst ve Joéls 2007).
Biz de calismamizda en hafif epileptik nobetleri gordiigiimiiz MIF+PTZ grubunda hem
kontrolden hem de PTZ ve CORT+PTZ gruplarindan daha diisiik hipokampal BDNF diizeyleri
tespit ettik. MIF+PTZ grubundaki BDNF diizeylerinin epileptik ndbetleri kolaylastiran sinaptik
baglantilarin olugmasina neden olacak olumsuz etkileri engelledigi kanaatindeyiz. Bizim
sonuclarimiz BDNF geninden yoksun farelerde goriilen sonuglarla (Kokaia ve dig., 1995) da

tutarl goriilmektedir.

Hipokampusta néronal homeostaz ve sinaptik olusumlar1 olumlu etkiledigi bilinen bir diger
protein CREB proteinidir. Bir transkripsiyon faktorii olarak, cAMP ya da kalsiyum kalmadulin
bagimli protein kinazlarca fosforile edilen CREB, igerisinde BDNF geninin de bulundugu pek
¢ok proteinin anlatimini diizenler (Moore ve dig., 1996). Sicanlarda PTZ ile olusturulan
kindling ndbetler sonrasinda azalan hipokampal CREB seviyeleri ve bozulan bellek ve artan
anksiyete durumu aktarilmaktadir (Ping ve dig., 2019). Genetik olarak CREB {iretimi diisiik
olan farelerde Li-pilokarpin ile olusturulan spontan ndbetlerde %50 oraninda bir azalmaya
neden oldugu ve elektriksel kindling i¢in daha yiiksek stimiilasyon gerektirdigi bildirilmektedir
(Zhu ve dig., 2012). Buna karsin ayni aragtirmacilar bir diger calismalarinda pilokarpinle
olusturulan epilepsi modelinde nobetler sonrasinda yiiksek CREB ve p-CREB diizeyleri
gozlemlediklerini bildirmektedir (Zhu ve dig., 2015). CREB’in epileptik nobetler tizerindeki

etkileri ile ilgili literatiir sonuclar1 geligkilidir.

Hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda uzun siireli bellek olusumunda 6nemli bir yeri olan
CREB proteini ile epileptik ndbet aktivitesi arasindaki iligki iizerinde ¢alisan arastirmacilar,
PTZ ile indiiklenen ndbetlerin sonrasinda sican hipokampal CREB diizeylerinde artis oldugunu
gostermektedir (Moore ve dig., 1996). Wu ve dig. (2018) hipokampal néronlara diisiik Mg?*
uygulamasiyla olusturulan epilepsi modelinde, epileptik ndronlarin Mg?" uygulamasindan
hemen sonra GABAA mRNA ckspresyonun hizlica arttigi ardindan azaldigini, buna karsin
Mg?* uygulamasini takiben CREB mRNA ekspresyonunun hizlica azaldig1 ve ardindan arttigini
bildirmektedir. Bu sonuglarin GABAAa ve CREB arasindaki negatif korelasyona isaret ediyor

olabilecegi ve bunun epilepsi patolojisinde rol oynuyor olabilecegi ifade edilmektedir (Wu ve
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dig., 2018). MSS’de 6nemli bir inhibisyon yolu olan GABAerjik yolakta GABAA reseptor
aktivitesinin artis1 epileptik ndbetlerin baskilanmasinda énemli rolii oldugu diisiiniilmektedir
(Sperk ve dig., 2004). Bu agidan bakildiginda GABAA aktivite artisinin epileptik nobetlerin
kontroliinde yardimci olabilecegi fikri giincelligini korumaktadir. Ilaca direngli TPE’li
hastalardan cerrahi olarak c¢ikarilan epileptik odaklardaki (temporal neokorteks) p-CREB
protein diizeyinin kontrol grubundan daha ytiksek oldugu bildirilmektedir (Guo ve dig., 2014).
Ayni c¢aligmada sicanlarda Li-pilokarpin ile olusturulan epilepsi modelinde hipokampus p-
CREB protein diizeyinin de benzer sekilde epileptik grupta daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Guo ve dig., 2014). Bizim ¢alismamizda kontrole gore anlamli olarak daha yiiksek hipokampal
CREB seviyeleri sadece PTZ grubunda goriildii. Buna karsin hipokampal CREB diizeyi
MIF+PTZ grubunda PTZ grubundan anlamli olarak daha diisiiktii. Bu sonuglar epileptik
nobetlerin  siddetiyle hipokampal CREB diizeyleri arasinda pozitif korelasyon oneren
calismalarla uyumludur. Baska bir agidan bakildiginda CREB’in BDNF dahil pek ¢ok genin
anlatim siire¢lerinin diizenlenmesinde rol oynadigr (Moore ve dig., 1996) diisiiniildiigiinde
MIF+PTZ grubu hipokampal BDNF ve CREB diizeylerinin PTZ grubundan anlamli olarak
daha diisiik olmas1 kendi icerisinde tutarlilik gostermektedir. Diger taraftan ¢alismamizda en
siddetli nobetlerin gozlendigi PTZ grubu hipokampus CREB diizeylerinin, Kontrol ve
MIF+PTZ gruplarindan anlaml olarak daha yiiksek olmasi mifepristonun epileptik nobetler

tizerindeki koruyucu etkilerini CREB iizerinden gosteriyor olabilecegini diistindiirmektedir.

TSP proteinleri farkli doku tiplerinde sentezi yapilan ¢ok fonksiyonlu bir hiicreler arasi1 matriks
glikoproteinidir. Ozellikle antianjiyogenik &zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir. Cok fonksiyonlu bir
hiicreler aras1 matriks glikoproteini olan TSP-1’in endometriyum iizerinde antianjiyogenik ve
antiproliferatif etkiler sergiledigi bildirilmektedir (Iruela-Arispe ve dig., 1996). Merkezi sinir
sisteminde astrosit hiicreleri tarafindan salgilanan TSP-1’lerin sinaptogenezde rol oynadig1 da
bildirilmektedir (Tran ve dig., 2012). TSP-1’in anjiyogenezde ve/veya sinaptogenezde rol

oynamasiyla epilepsi iizerindeki potansiyel etkileri dikkat ¢ekicidir.

GK’lerin plazma TSP-1 diizeyine etkilerini belirlemeye yonelik bir calismada Cushing
Sendromlu ve adrenal yetmezlik nedeniyle prednizolon kullanan insanlarda kontrol grubuna
gore daha yiiksek TSP-1 tespit edildigi belirtilmektedir (Cesana-Nigro ve dig., 2019). Benzer
bir diger ¢alismada yine Cushing Sendromlu hastalarda ve tek doz deksametazon (4 mg) alan

goniilliilerde kontrol grubundan daha yiiksek plazma TSP-1 diizeyleri bulgusu paylasilmaktadir
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(Barclay ve dig., 2016). TPE’li hastalarda cerrahi olarak epileptik odagin ¢ikarilmasi 6ncesinde
yuksek olan plazma TSP-1 diizeyinin cerrahi islem sonrasinda azaldigi bildirilmektedir
(Alizada ve dig., 2021). Ayrica epileptik hastalar ve saglikli insanlardan alinan kan 6rneklerinde
yapilan eksozomal protein tayininde epileptik hastalarin saglikli bireylerden daha diistik plazma
TSP-1 diizeylerine sahip oldugu aktarilmaktadir (Lin ve dig., 2020). Bizim ¢alismamizda PTZ,
MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinda Kontrol grubundan daha diisiik plasma TSP-1
diizeyleri goriildii. Buna karsin CORT+PTZ grubunun plazma TSP-1 diizeyi PTZ grubundan
daha yiiksekti. Bu sonu¢ GK’lerin TSP-1 diizeyini artirici etkileri oldugunu 6ne siiren literatiir

calismalariyla tutarhidir.

Amigdala kindling modeli olusturulan siganlarda, yiiksek epileptik nobet aktivitesine eslik eden
artan sayida hipokampal uyarict sinaptik olusum tespit edildigi, TSP-1 aktivitesinin SiRNA
kullanilarak inhibe edilmesiyle nobet aktivitesinin zayifladigi ve hipokampustaki uyarici
sinaptik olusumlarin azaldig1 bildirilmektedir (Sun ve dig., 2018). Calismada TSP-1
aktivitesinin astrositik purinerjik P2 tip reseptorleri iizerinden diizenlendigini ve artan TSP-1
aktivitesinin TGF-B1 aktivasyonu yoluyla sinaptik olusumlari etkiledigi bildirilmektedir (Sun
ve dig., 2018). Bir diger ¢alismada, epilepsi tedavisinde kullanilan bir antiepileptik olan, TSP-
1 reseptdr antagonisti gabapentinin, siganlarda lityum-pilokarpin ile uyarilan nébetleri azalttigy,
hipokampal CA1 bolgesinde reaktif gliozisi ve néron kaybini azalttigi belirtilmektedir (Rossi
ve dig., 2013). Trombospondinlerin sinaptogenez lizerindeki etkileri glioma beyin tiimorlerine
eslik eden epilepsilerde rol oynayabilecegi diisiinlilmektedir. Bir calismada glioma sigcan
modelinde tiimdr ¢evresindeki korteks dokusunda artan TSP-2 aktivitesine eslik eden uyarici
sinaps olusumunda ve epileptik nobet aktivitesinde artis gdzlendigi bildirilmektedir (Wang ve

dig., 2021).

TSP-1’in hipokampal yiiksek diizeylerinin epileptik nobetleri siddetlendirdigini iddia eden
caligmalarin aksini oneren ¢aligmalar da mevcuttur. Mendus ve dig. (2015) TSP-1 geninden
yoksun farelerde, TSP-1 yoksunlugunun kortekste bulunan voltaja bagimli kalsiyum kanal1 alt
birimleri CACNA2D1 mRNA ve a28—1/2 protein diizeylerini diisiirdiigiinii, buna karsin PTZ
kindling ndbetleri siddetlendirdigini belirtmektedir. Bir diger calismada absens epileptik nobet
modeli olan Wag/Rij sicanlarda ventrobasal talamusunda diisiik TSP-1 diizeylerini diistik
vesikiiler glutamat tasiyici protiein (VGLUT1) diizeyleri izledigi belirtilmektedir (Santolini ve
dig., 2017). Bizim calismamizda PTZ ve CORT+PTZ gruplarinda Kontrol grubundan daha
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diisiik hipokampal TSP-1 diizeyleri goriildii. Buna karsin, mifepriston uygulanan gruplarin
hipokampal TSP-1 diizeyleri PTZ ve CORT+PTZ gruplarindan daha yiiksekti. Calismamizda
en siddetli epileptik ndbetlerin gozlemlendigi PTZ ve CORT+PTZ gruplarinda kontrole gore
hipokampal TSP-1 diizeyi daha diisiiktii. Bu sonuglar bize hipokampal TSP-1 diizeyinin diisiik
olmasmin nobetleri siddetlendirdigini ve mifepristonun da glukokortikoid reseptorlerine
baglanarak bu etkiyi azalttigin1 distindirmektedir. Ayrica en diisiik siddetli nobetlerin
gbzlemlendigi MIF+PTZ grubunda gériilen kontrol diizeyinde ama PTZ ve CORT+PTZ den
daha yiiksek TSP-1 gézlenmesi bu fikri gliglendirmektedir.

Patolojik anjiyogenez ve kan beyin bariyeri bozulmasi hem epileptik hastalarda hem de
deneysel calismalarda gosterilmistir (Librizzi ve dig., 2012; Marchi ve dig., 2013). Nobetlere
bagli olarak gelisen kan beyin bariyeri bozukluklari epilepsi gelisiminde rol oynadigi
distiniilmektedir (Croll ve dig., 2004). TPE’li hastalarda nobet sikligiyla-damar yogunlugu
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ve deneysel TPE sican modelinde hipokampusta ¢ok
sayida kivrimli mikro damar yapisina ek olarak kan beyin bariyerinde goriilen bozulmalar
bildirilmektedir (Rigau ve dig., 2007). Yapilan deneysel epilepsi ¢alismalar1 da PTZ’li
nobetlere bagl olarak olusan kan beyin bariyeri hasarim1 gostermektedir (Uziim ve dig., 2006;
Diler ve dig., 2007). Nobetler sonrasinda néronlar ve astrositlerce asir1 iiretilen vaskiiler
endoteliyal biiytime faktorii (VEGF)/vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGF-
R2) kan beyin bariyeri bozulmalarina ve vaskiilerizasyonun artigina yol agtig1 onerilmektedir
(Morin-Brureau ve dig., 2012). Trombospondinler fibrinojen, fibronektin, laminin gibi hiicre-
hiicre etkilesiminde gorev alan proteinlere baglanarak endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve
anjiyogenezi engellemektedir (Jayakumar ve dig., 2017). Calismamizda en diisiik epileptik
nobetleri gdzlemledigimiz MIF+PTZ grubunda en yiiksek hipokampal TSP-1 diizeyini; buna
karsin en siddetli ndbetlerin goriildiigii PTZ ve CORT+PTZ gruplarinda en diisiik hipokampal
TSP-1 diizeylerini tespit ettik. Diigiik TSP-1 diizeyleri PTZ ve CORT+PTZ gruplarinda
anjiyogenezi kolaylastirip kan beyin bariyerinde hasara yol agmus olabilir. Ayrica MIF+PTZ ve
MIF+CORT+PTZ gruplarinda gdzlemlenen kontrol diizeyindeki hipokampal TSP-1 seviyeleri
de patolojik anjiyogenezi Onleyerek kan beyin bariyerinin yapisinin korunmasina katkida
bulunmus olabilir. Bu sonuglar da s6z konusu gruplarin nobet aktivitesi arasindaki farklari

aciklamakta yardimci olabilir.
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Bununla birlikte TSP-1 aktivitesiyle birlikte anjiyogenezin artisini Oneren calismalar da
bulunmaktadir. Kainik asitle si¢anlarda olusturulan epilepsi modelinde siddetli nobetlerle
birlikte hipokampus ve korteks dokularinda TSP-1/TGF-B1 aktivitesinde artiga eslik eden artan
anjiyogenez ve kan beyin bariyeri hasar1 gosterilmistir (Zhang ve dig., 2019). Calismada TSP-
1 gen anlatiminin siRNA kullanilarak baskilanmasiyla epileptik ndbetlerin  zayifladig,
anjiyogenez ve kan beyin bariyeri hasarinin 6nlendigi rapor edilmektedir (Zhang ve dig., 2019).
Ayni arastirmacilar bir diger ¢calismalarinda kainik asitle uyarilan ndbetlere eslik eden TSP-
1/TGF-B1 aktivasyonuyla artan astrogliosis belirteci olan glial fibriler asidik protein (GFAP)
diizeyleri saptamislardir (Zhang ve dig., 2020).

Stres ve benzeri kosullarda salinimi artan ya da tedavi amaciyla uygulanan GK’lerin epileptik
nobetlere yonelik etkileri hala aragtirllmaktadir. Literatiir verileri incelendiginde giiglii
antiinflamatuar etkileri nedeniyle GK’lerin epilepsiye eslik eden ndroinflamasyonu
onleyebilecegi ileri siiriilmektedir. Ancak GK’lerin proinflamatuar etkileri olabilecegini
gbsteren galismalar da bulunmaktadir. Intrahipokampal kainik asit enjeksiyonuyla olusturulan
hipokampal lezyonlar1 adrenalektomik uygulamasinin azalttigi, buna karsin GK’lerin
inflamatuar hiicreleri (granulosit, makrofaj ve mikroglia) artirarak proinflamatuar etkiler
gosterdigi bildirilmistir (Dinkel ve dig., 2003). Epilepsi ve karsilikl1 bir etkilesim i¢inde oldugu
yapilan ¢alismalarla her gegen giin daha fazla anlam kazanan TNF-a, IL-1B, TGF-B gibi
proinflmatuar aracilarin bloke edilmesiyle epileptik nobetlerin tedavi edilebilecegi
onerilmektedir (Dey ve dig., 2016). Ilaca direngli TPE’li ¢ocuklarda ve lityum pilokarpinle
olusturulan sigan TPE modelinde hipokampal TNF-a gen anlatim diizeylerinin yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Ashhab ve dig., 2013). Wag/Rij sicanlarda goriilen absens nobetlerle anksiyete
ve depresyon benzeri davranislara eslik eden beyin dokusundaki yiiksek TNF-o ve IL-6
diizeylerinin probiyotik takviyesiyle tersine g¢evrildigi rapor edilmektedir (Aygun ve dig.,

2022).

Sicanlarda elektriksel amigdala kindling epilepsi modelinde ndbetlerin plazma ve beyin TNF-
a diizeylerini yiikselttigi, ayrica elektriksel kindling uygulanan siganlara intraperitonal TNF-a
uygulanmasiyla ndbet siddetinin arttig1 bildirilmektedir (Shandra ve dig., 2002). Vieira ve dig.
(2016) PTZ kindling epilepsi modelinde bir steroid olmayan antiinflamatuar ila¢ olan
diklofenak sodyum (5 ve 10 mg/kg/15 doz) ile ndbet siddetinin ve hipokampal IL-6 ve TNF-a

seviyelerinin azaldigini bildirmistir. Bir baska calismada 14 giin deksametazon (1, 2 ve 4
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mg/kg) uygulamasimnin PTZ kindling ndbet siddetini azaltti§i, nobetlere bagli gelisen
hipokampal TNF-a diizeylerini deksametazonun 1 mg/kg dozu artirirken 4 mg/kg dozunun
diistirdigii bildirilmektedir (Guzzo ve dig., 2018). Zebra baliklarinda pilokarpinle uyarilan
epilepsi modelinde siddetli nobetlerle, artan beyin IL-1, TNF-a, BDNF, CREB diizeyleri ve
azalan GABA diizeylerinin eslik ettigi bildirilmektedir (Paudel ve dig., 2020). Biz de
calismamizda hipokampus doku homojenatlarinda en yiiksek TNF-a seviyelerini PTZ
grubunda gordiik. Buna karsin CORT+PTZ grubunun kortikosteronun antiinflamatuar etkileri
nedeniyle daha diisiik TNF-a icermesini beklerken Kontrol ve PTZ gruplarindan anlamli bir
farklilik icermedigini gozlemledik. Mifepriston uygulanan epileptik grubumuzdaysa PTZ
grubundan daha diisiik hipokampal TNF-a diizeyleri vardi. Epileptik nobet latansinin en uzun,
ndbet frekansi ve siddetinin ise en diisiik oldugu MIF+PTZ grubunun PTZ grubundan daha
diisiik hipokampal TNF-a icermesi bize mifepristonun ndbetlere baglh gelisen inflamasyonun

onlenmesinde katkis1 olmus olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica ¢alismamizda PTZ ve CORT+PTZ gruplarinin plazma TNF-a diizeyleri kontrole gore
yiiksekti. Buna karsin MIF+PTZ grubunun Kontrol grubuyla benzer ancak, CORT+PTZ
grubundan ise daha diislik plazma TNF-a diizeyine sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar
GK’lerin proinflamatuar etkilerinin olabilecegini ve epileptik ndbetlerin inflamasyona yol
agtigini Oneren calismalarla oldukga uyumludur. Ilaveten epileptik siganlara mifepriston
uygulamasi hem hipokampal hem de plazma TNF-o degerlerinin normal simirlar igerisinde

kalmasina yardimei1 olmaktadir.

Epileptik nobetlere eslik eden noroinflamasyon ve beraberinde gelisen hipokampal néron kaybi
izerine ¢ok sayida caligma bulunmaktadir. Hipokampal noronlarda goriilen apoptoza baglh
hiicre kaybi epileptik hastalarda ve deneysel ¢calismalarda rapor edilmektedir (Henshall ve dig.,
2005). Yu ve dig. (2019) sicanlarda PTZ kindling epilepsi modelinde ndbetlere bagli olarak
hipokampusta ndronal apoptozun arttigini, Akt-BDNF-CREB yolagindaki proteinlerin
tiretiminin azaldigini belirtmektedir. PTZ kindling sicanlarda hipokampal CA1 bolgesinde
noron kaybina ek olarak azalan p-CREB ve artan BDNF diizeyleri bildirilmektedir (Zhen ve
dig., 2016). Bir baska calismada siganlarda, PTZ kindling ndbetlere bagli hipokampal CA1 ve
CA3 bolgelerinde goriilen noron kaybinin ve BDNF diizeylerindeki azalmanin antiepileptik
ilaglarin etkisiyle tersine dondiigii rapor edilmektedir (Tekgul ve dig., 2020). Li-pilokarpinle
uyarilan epileptik ndbetlerin hipokampal TNF-a diizeyini artirdigi ve hipokampal CA3
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bolgesinde néron kaybina yol agtigi, 5 mg/kg ve 20 mg/kg deksametazonun bu artisi
alevlendirirken 10 mg/kg deksametazonun noéron kaybini ve TNF-a diizeyini azalttig
bildirilmektedir (Al-Shorbagy, ve dig., 2012). Calismamizin verileri incelendiginde PTZ’li
gruplarin tamaminda goriilen kontrole gére hipokampal néron kaybinin yiiksek olmasi literatiir
calismalariyla paralellik gostermektedir. Bununla birlikte MIF+PTZ grubunun CA1 bdlgesinde
kontrolden anlamli olarak farkli olmayan hipokampal noron kayb1 goriildii. Sonu¢larimiza gore
PTZ kindling modelinde olusturulan epileptik ndbetlere eslik eden hipokampus bolgelerindeki
noron kayiplarina kortikosteronun Onleyici bir etkisi olmadi. Buna karsin mifepriston
hipokampal CA1 bolgesinde noron kaybini 6nledi. Ayrica MIF+PTZ grubunda goriilen
hipokampal DG boélgesindeki noron kaybi PTZ ve CORT+PTZ gruplarindan anlamli olarak
daha diisiiktii. Sonuglarimiz hem epileptik nobet skorlari hem de TNF-a diizeyleri bakimindan

birbiriyle biiylik oranda tutarlidir.

Stres ve stres durumda adrenal korteksten salinan yiiksek seviyede GK’lerin anksiyete ve
depresyon benzeri davranislarla iligkisi lizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Kronik
kisitlama stresi uygulanan si¢anlarda, plazma kortikosteron diizeylerinin arttigi, EPM testinde
acik kollara giris sayisinin azaldigi, hareketsizligin arttig1, prefrontal korteks GR diizeyinin
azaldig1i, BDNF diizeyinin bundan etkilenmedigi rapor edilmektedir (Chiba ve dig., 2012). Ayni1
caligmanin sicanlara deksametazon uygulamasiyla yapilan boliimiinde de GR ve BDNF protein
diizeyleri agisindan benzer sonuglarin bulundugu bildirilmektedir (Chiba ve dig., 2012). Uzun
siire alkol uygulanan ve sonrasinda alkol yoksunlugu olusturulan farelerde goriilen yiiksek
kortikosteron diizeylerine eslik eden g¢alismada bellekteki bozulma ve yliksek anksiyete
diizeyinin kortikosteron sentez inhibitdrii metirapon, GR antagonisti mifepriston ve MR
antagonisti spironolakton ile tersine ¢evrilebildigi gosterilmektedir (Dominguez ve dig., 2017).
Ayni ¢aligmada metirapon uygulamasiyla baskilanan kortikosteron etkisiyle prefrontal korteks

ve amigdalada p-CREB diizeylerinin arttig1 belirtilmektedir (Dominguez ve dig., 2017).

Siirekli kaygi diizeyi yiiksek C57BL/6 fareleriyle yiiriitiilen bir ¢alismada yiiksek hipokampal
GR ve plazma kortikosteron diizeylerine eslik eden anksiyetik agik alan testi performansi,
mifepriston (15 mg/kg/ip) uygulamasiyla normal diizeyine indigi aktarilmaktadir (Jakovcevski
ve dig., 2011). Asir1 CRH iiretimine eslik eden anksiyetik davraniglar sergileyen kobaylar ve
transgenik farelerde yiiriitiilen bir calismada CRH reseptor antagonizminin anksiyolitik etkiler

gosterdigi, buna karsin GR antagonizminin anksiyolitik etkiler gostermedigi belirtilmistir
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(Verdouw ve dig., 2017). Kronik ongoriilemeyen stres ile sicanlarda olusturulan depresyon
modelinde prefrontal kortekste goriilen astrositik bosluk baglantisi (gap junction)
bozukluklarinin ve depresyon benzeri davranislarin mifepriston (50 mg/kg/7 doz) tedavisiyle
Onlendigi bildirilmektedir (Sun ve dig., 2012). Bir bagka calismada kronik stres veya
kortikosteron uygulamasiyla olusturulan stres benzeri kosullarin hipokampus, frontal korteks
ve amigdalada serotonin tasiyici protein diizeylerinde neden oldugu artisin, adrenalektomi ve
mifepriston (10 mg/kg/glin) ile azaltildigi gosterilmistir (Zhang ve dig., 2012). Dopamini
oksidasyon yoluyla norepinefrine doniistiren enzim olan dopamin-f-hidroksilazin,
hipokampus, frontal korteks ve amigdaladaki diizeylerinin, 4 haftalik sosyal yenilgi stresi
uygulanan siganlarda artis gdsterdigi bu artisin adrenalektomi ve mifepriston (10 mg/kg/giin)

uygulamasiyla normal diizeylerine dondiigii bildirilmektedir (Fan ve dig., 2013).

Rafe cekirdeklerinde sentezlenen 5-HT nin merkezinde oldugu klinik ve deneysel calismalar,
serotonerjik yollardaki anormalliklerin anksiyete duygu durum bozukluklari, majér depresyon,
gibi noropsikiyatrik patolojilere neden olabilecegi gosterilmistir (Hensler, 2010; Hale ve dig.,
2013; Boakye ve dig., 2015). Arastirmacilar GK’lerin 5-HT1A reseptor fonksiyonun artirarak
serotonerjik ndronlarin 5-HT salimimini azalttigin1 ve depresyonu tetikledigini dnermektedir
(Bellido ve dig., 2004). Sicanlarda adrenalektomi sonasinda azalan 5-HT1A otoreseptor ilgisi,
kortikosteron (10 mg/kg/6 saat) uygulamasi ile artmaktadir (Bellido ve dig., 2004). Genetik
olarak GR’yi eksik sentezleyen farelerde hipokampal 5-HT2A reseptor diizeyi azalirken, asiri
uireten farelerde arttig1 bildirilmektedir (Trajkovska ve dig., 2009). Ayni ¢alismanin hipokampal
hiicre kiiltiirii deneylerinde kortikosteron etkisiyle artan 5-HT2A reseptor diizeyi, mifepriston
ve spironolakton ile azaldig1 da ayrica gosterilmistir (Trajkovska ve dig., 2009). Hayvanlarin
EPM testinde acik kolda zaman gegirmeleri plazma kortikosteron diizeylerinin yiikselmesine
yol actigr gosterilmistir (Rodgers ve dig., 1999). Bir baska calismada Kkortikosteron
uygulamasinin (1 mg/kg/7 doz) siganlarda prefrontal korteks 5-HT reseptorlerinin azalmasina
yol actig1 belirtilmektedir (Crayton ve dig., 1996). Calismamizda en diisiik epileptik ndbetlerin
gozlendigi MIF+PTZ grubunda, CORT+PTZ grubundan anlamli olarak daha yiiksek plazma
serotonin diizeyleri oldugunu gordiik. Buna karsin PTZ ve CORT+PTZ gruplarinda, Kontrol
grubundan anlamli olarak daha diisiik serotonin diizeyleri oldugu sonucuna ulastik. Bununla
birlikte deney gruplar1 hipokampus serotonin diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit

edemedik.
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Anksiyete igsel ve dissal pek ¢ok nedenin tetiklemesi sonucunda olasi tehlikelere karsi
hissedilen endise ve korku durumudur (DSM-V, 2019). Ayrica epileptik vakalarin iigte birinde
depresyon da goriilmektedir (Kanner ve dig., 2012). Epileptik bireylerde goriilen anksiyete ve
depresyon hastalarin yasam kalitesini diigiiren ek bir problemdir. (Barry ve dig., 2008).

Epilepsiye eslik eden anksiyete ve depresyon benzeri davraniglar deneysel ve klinik ¢alismalara
da konu olmaktadir. Siganlarda Li-pilokarpinle olusturulan deneysel epilepsi modelinde
epileptik nobetlere eslik eden depresyon benzeri davranislarda artis gézlendigi ve bunu artan
hipokampal ve prefrontal korteks TNF-a, IL-1pB, IL-6 diizeyleriyle, azalan ndronal niikleer
protein (NeuN) hipokampal ve prefrontal korteks pozitif hiicre sayilariyla birlikte prefrontal
korteks p-CREB/CREB oraninin azaldig: bildirilmektedir (Shen ve dig., 2019). Hipokampus
dokusuna rafe c¢ekirdeklerinden gelen serotonerjik iletim, rafe c¢ekirdeklerinin 5-HT1A
otoreseptorlerindeki uyarilmayla durdurulur (Sankar ve Mazarati, 2012). Siganlarda status
epileptikus sonrasinda, azalan 5-HT diizeyleri ve eslik eden depresyon benzeri davraniglarin,
GR antagonisti mifepriston veya 5-HT1A antagonisti WAY-100635 ile uygulamasiyla normal
degerlerine dondiigli ve depresyon benzeri davranislarin ortadan kalktigi bildirilmektedir
(Sankar ve Mazarati, 2012). Bir ¢alismada PCI12 hatt1 hiicreler iizerinde glutamat
uygulamasiyla olusturulan epilepsi hiicre kiiltiirii modelinde kontrole gére GABA ve 5-HT
seviyelerinin azaldig1, TNF-a, IL-1B ve Ca?" diizeylerinin artt1g1 bildirilmektedir (He ve dig.,
2020). Sicanlarda PTZ ile olusturulan epileptik ndbetleri ve beraberinde goriilen inflamasyonu
5-HT ve 5-HT geri alim inhibitorii fluoksetinin azalttig1 rapor edilmektedir (Torun ve dig.,
2022).

OF ve EPM testleri deney hayvanlarinda anksiyete benzeri davranislari gézlemlemek igin
yaygin olarak kullanilir. EPM testinde acik kollarda gegirilen siirenin uzun ve agik kollara
yapilan girig sayisinin fazla olmasi anksiyete diizeyinin diisiik oldugunu gostermektedir. Buna
karsin kapali kollara yapilan giris sayisinin fazla olmasi ve kapali kollarda gegirilen siirenin
uzun olmas1 yliksek anksiyete diizeyi ile iligkilendirilir. Calismamizda yer alan EPM testinde,
MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplar1 Kontrol, PTZ ve CORT+PTZ gruplarindan anlaml
olarak acik kollarda daha uzun siire zaman gecirdiler ve agik kollara yapilan toplam giris
sayilar1 da daha fazlaydi. Bununla birlikte PTZ ve CORT+PTZ gruplarinin, Kontrol, MiF+PTZ
ve MIF+CORT+PTZ gruplarina gére kapali kollara daha fazla giris yaptign goriildii. Bu
sonuglar incelendiginde PTZ ve CORT+PTZ gruplarinin hem kontrol grubundan hem de
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MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarindan daha yiiksek anksiyete benzeri davranis

sergiledigi soylenebilir.

Calismamizin OF testi sonuglari EPM testi verilerini dogrular niteliktedir. OF testinde, orta
alanda gegirilen slirenin uzun ve orta alana yapilan giris sayisinin fazla olmasi diisiik anksiyete
gostergesi olarak kabul edilir. Buna karsin kenar alanlarda gegirilen siirenin uzun ve kenar alana
yapilan giris sayisinin fazla olmasi da yiiksek anksiyete ile iliskilidir. Calismamizda MIF+PTZ
ve MIF+CORT+PTZ gruplarmin Kontrol, PTZ ve CORT+PTZ gruplarindan anlaml1 olarak
daha uzun siire orta alanda zaman gecirmeleri ve orta alana giris sayisinin yliksek olmasi
mifepriston uygulanan gruplarin anksiyete diizeylerinin tim diger gruplardan daha diisiik
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica calismamizda hipokampal 5-HT diizeyleri acisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark olmamakla birlikte PTZ ve CORT+PTZ gruplarinda
kontrolden daha diisiik plazma 5-HT diizeyleri goriildii. Buna karsin MiF+PTZ grubu plazma
5-HT diizeyi CORT+PTZ grubundan daha ytiksek ve kontrol grubuna benzerdi. Calismamizin
plazma 5- HT diizeyleriyle anksiyete deneyleri sonuglari biiyiik Olgiide tutarlilik
gostermektedir. Bu sonuglar bize mifepristonun anksiyete tizerine olumlu etkileri oldugunu
gostermektedir. Calismamizin sonuglart bize epileptik nobetler ile plazma 5-HT diizeyleri
arasindaki iliskiye ayr1 bir parantez agmamiz gerektigini ve bu alanda daha fazla ¢alismaya

gereksinim oldugunu gostermektedir.

Yapilan ¢aligsmalarda serotonin sentezinin inhibe edildigi durumda merkezi serotonin iiretimi
azalan sicanlarda nobet duyarliliginin arttigi, serotonerjik noronlarin ndbet aktivitesini
baskiladig1 iddia edilmektedir (Browning ve dig., 1978; Racine ve Coscina, 1979). Genetik
olarak epilepsiye egilimli siganlarda 5-HT azalmasinin nobet duyarliligi ve nobet siddetini
artirdigi bildirilmektedir (Jobe ve dig., 1986; Dailey ve dig., 1992; Clough ve dig., 1996; Jobe
ve Dailey, 2000). Maia ve dig. (2017) serotonin yetersizliginin siganlarda kainik asitle
olusturulan epileptik nobetlere bagli hipokampal néron kaybi ve mekansal bellek
bozukluklarini artirdigin1 gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda en siddetli epileptik ndbetlerin
goriildiigi PTZ ve CORT+PTZ gruplarindaki kontrolden daha diisiik plazma 5-HT diizeyleri
ve bu gruplarda goriilen néron kaybinin daha fazla olmasi da diger caligsmalar ile 6rtiismektedir.
Buna karsin en hafif ndbetlerin gdzlendigi MIF+PTZ grubunda plazma 5-HT diizeylerinin
kontrolden farksiz ve CORT+PTZ grubundan daha yiiksekti.
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Kisa siireli bellegin uzun siireli bellege transferinde ve yon bulmada 6nemli bir yap1 olan
hipokampusun (Padurariu ve dig., 2012) ayn1 zamanda elektriksel uyarilabilme potansiyelinin
yiiksek olmast onu epileptik nobetler ve bellek siirecleri i¢in 6nemli bir merkez haline
getirmektedir (izci ve Erbas, 2015). Epileptik ndbetler sonucunda, CA1 piramidal néronlarinda
ve DG graniil hiicrelerinde kayiplarla birlikte hipokampal skleroz gelistigi ifade edilmektedir
(Seress ve dig., 2009). Bir ¢alismada arastirmacilar asirt BDNF iireten transgenik farelerde
BDNF’nin kainik asitle uyarilan nobetleri siddetlendirdigini ve pasif kaginma testinde
bozulmus bellek sonuglari rapor etmektedir (Croll ve dig., 1999). Arastirmacilar her nobet
sonrasinda artan BDNF iiretimine bagli olarak gelisen asir1 uyarilabilirligin DG hiicreleri ve
entorinal korteks hiicrelerinde hasara ve hiicre kaybina yol agabilecegini ileri siirmektedir (Croll
ve dig., 1999). Elde edilen veriler p-CREB’in ¢esitli proteinlerin (BDNF de dahil) anlatimin1
diizenleyerek sinaptik plastisite ve noronal metabolizma iizerinde etkili olarak hipokampal LTP
ve bellek olusumuna katildigin1 géstermektedir (Wu ve dig., 2007). Bir calismada p-CREB
stirekli anlatimi yapilan bir transgenik fare modelinde yiiksek p-CREB seviyelerinin spontan
nobet gelisimine ve hipokampal piramidal ve graniiler ndronlarin kaybina yol agtigi
bildirilmektedir (Lopez de Armentia ve dig., 2007). Buna karsin Joshi ve dig. (2019) sicanlarda
PTZ kindling ndbetlere bagli olarak MWM testinde herhangi bir bellek bozulmasi
gozlemlemezken, plazma BDNF diizeylerinde diisiis ve kardiyak iskemide artig oldugunu rapor

etmektedir.

Calismamizda PTZ kindling siirecinde kortikosteron ve mifepriston uygulamasinin epileptik
nobetlere eslik eden bellek ve Ogrenme siireclerini analiz etmek amaciyla MWM testi
uygulandi. MWM testi 6grenme fazi degerlendirilirken deney gruplarmin platformu bulma
siireleri karsilastirildi. Tekrarlayan denemelerde, platformu bulma stireleri en kisa olan grubun
en basarili 6grenen gruplar oldugu kabul edildi. Calismamiza ait MWM testi 6grenme fazi
bulgular1 degerlendirildiginde PTZ grubunun 4. giin 6grenme latansinin Kontrol grubundan
anlamli olarak daha yiiksek olmas1 PTZ nin 6grenmeyi bozdugunu gostermektedir. Buna karsin
MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarinin PTZ grubundan anlamli olarak daha diisiik ve
Kontrolden anlamli olarak farkli olmayan 4. giin 6grenme latans1 degerlerine sahip olmasi,
O0grenmelerinin bozulmadigini gostermektedir. Ayrica 2. ve 3. giin 6grenme latanslarina
bakildiginda CORT+PTZ grubunun MIF+PTZ ve MIF+CORT+PTZ gruplarindan anlaml
olarak daha yiiksek 6grenme latansina sahip olmasi mifepristonun kortikosterona gore 6grenme

tizerine olumlu etkileri oldugunu gostermektedir.
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MWM testinin besinci giinli prob test uygulandiginda, i¢cinde platform bulunmayan havuzda
hayvanlarin bir dakikalik bir zaman dilimindeki davraniglar1 analiz edilerek yapildi. MWM
prob testinin degerlendirilmesinde deney gruplarinin, 6nceden platformun bulundugu bolgeye
(A40) ilk ulasma siireleri, bu bolgede gecirilen silire ve bu bolgeye yapilan girig sayilari
karsilastirildi. Onceden platformun bulundugu bolgeye en kisa siirede ulasmak, bu bdlgede
daha uzun siire vakit gecirmek ve bu bolgeye daha fazla giris yapmak, daha iyi bellek gostergesi
olarak kabul edilmektedir. Bizim ¢alismamizda MWM prob testinde MiF+PTZ grubunun PTZ
ve CORTHPTZ grubundan anlamli olarak daha uzun siire A40 alaninda vakit gecirdigi; PTZ
grubunun A40 alanma giris sayis1 Kontrol grubundan anlamli olarak daha diisiik oldugu
goriildii. MIF+PTZ grubunun A40 alanina PTZ ve CORT+PTZ gruplarindan daha fazla giris
yapmasi; PTZ grubunun hem Kontrol grubundan hem de MIF+PTZ grubundan daha uzun bir
zamanda platformun bulundugu kadrana ulagsmasi PTZ’nin bellek tizerinde olumsuz etkilerinin
mifepristonun koruyucu etkisiyle giderilebilecegi diisiindiirmektedir. Ayrica mifepristonun
kortikosterondan anlamli olarak daha iyi olan MWM prob test sonuclari, bellek tlizerindeki

olumlu etkileri hakkindaki diisiincemizi giiglendirmektedir.

Bozulan HPA ekseni sonucunda veya stresle asiri iretimi yapilan GK’lerin etkisiyle
hipokampal yapilarin zarar gorebilecegi bildirilmektedir. Woolley ve dig. (1990) yirmi bir giin
uygulanan kortikosteronun (10mg/kg/giin) siganlarda hipokampus CA3 piramidal néronlarinda
apikal dendirit sayilarinda azalma ve dendirit uzunluklarinda kisalmaya neden oldugunu
gostermistir. Ayni ¢calismada hipokampal CA3 bolgesindeki piramidal ndéronlarin kiigiildiigii de
belirtilmektedir (Woolley ve dig., 1990). Benzer bir calismada yirmi bir giin uygulanan
kisitlama stresine bagli olarak siganlarda hipokampus CA3 priamidal néron dendiritlerinde
atrofi rapor edilmistir (Watanabe ve dig., 1992). Maymunlarda uzun siireli stresi taklit eden
kortizol uygulamasiyla yapilan bir ¢alismada GK’lerin d6grenme iizerindeki negatif etkileri
bildirilmektedir (Lyons ve dig., 2000). Yiiksek kortizol diizeyleriyle karakterize olan Cushing
sendromu hastalarinda tedavi dncesinde goriilen hipokampal hacim azalisinin tedaviyle birlikte
kismen geri dondiiriilebildigi ifade edilmektedir (Starkman ve dig., 1999). Sicanlarda
deksametazonun (100 pg/kg/9 doz) etkisiyle hipokampal DG bolgesinde bulunan progenitor
hiicrelerin azalan proliferasyonunu gosteren 5-bromo-2-deoksiiiridin (BrdU) pozitif hiicre

say1s1 mifepriston uygulamasiyla normale dondiirtildiigii bildirilmektedir (Kim ve dig., 2004).
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GK’lerin etkisiyle BDNF/TrkB yolaginin aktive oldugunu ve bu yolla LTP olusumunu
bozdugunu ifade eden caligmalar bulunmaktadir. Elektrik verilerek kuyruk soku stresi
olusturulan sicanlarda ve siganlardan alinan hipokampus dilimleri iizerinde yliriitiillen bir
calismada dolagimdaki yiiksek doz kortikosteron etkisiyle gelisen, BDNF/TrkB aktivitesindeki
artisa eslik eden LTP de gorillen bozulmalarin GR reseptér antagonisti mifepriston
uygulamasiyla 6nlendigi tespit edilmistir (Yang ve dig., 2004). Bir bagka ¢alismada sicanlarda
deksametazon uygulamasi sonrasinda beyin dokusunda artan BDNF/TrkB protein diizeyinin
mifepriston uygulamasiyla normale dondiigi bildirilmektedir (Luo ve dig., 2019). Siganlarda
on dort giin uygulanan kronik stresin ve bunu taklit eden kortikosteron uygulamasinin LTP
olusumu, nesne tanima bellegi lizerindeki etkilerinin incelendigi bir arastirmada, hipokampal
dilimler iizerinde kortikosteron veya deksametazon uygulamasinin LTP olusumunu bloke ettigi
ve bu durumun mifepriston uygulamasiyla diizeltildigi gosterilmistir (Park ve dig., 2015). Ayni
caligmada kronik stresin nesne tanima bellegini bozdugu ve bunun mifepriston (40 mg/kg/14
doz) ile giderildigi belirtilmektedir (Park ve dig., 2015). Calismanin bir diger boliimiinde kronik
strese maruz birakilan sicanlardan alinan hipokampus dilimleri {izerinde yapilan incelemede
yuksek frekansli stimiilasyonla uyarilan LTP olusumunun bozuldugu ve bunun mifepriston

uygulamasiyla diizeltildigi rapor edilmektedir (Park ve dig., 2015).

Kronik stresin ve mifepristonun (50 mg/kg/4 doz) siganlarda hipokampal DG bdolgesindeki
transkripsiyonel degisimleri mikro dizileme yoluyla incelendigi bir ¢alismada kronik stresin
sinaptik iletim, beyin gelisimi ve morfogenezle ilgili 90 farkli genin anlatimimi degistirdigi,
stresli hayvanlara uygulanan mifepristonun ise 107 genin anlatimim etkiledigi ve bu genlerin
cogunlugunun strese yanit verenlerden farkli genler oldugunu gdstermistir. (Datson ve dig,
2012). Calismada kronik stres etkisiyle azalan CREB baglayic1 protein seviyesinin mifepriston
uygulamasiyla normal diizeyine geri dondiigii belirtilmektedir (Datson ve dig, 2012). CREB
baglayici protein histon asetiltranferaz aktivitesiyle GR ve CREB dahil olmak {izere pek ¢ok

genin transkripsiyonunda rol oynamaktadir (Datson ve dig, 2012).

Duygusal olarak uyarici olan olaylarin 6grenilmesinde GK’lerin etkilerinin oldugu
arastirmacilar tarafindan 6ne siirtilmektedir (de Kloet ve dig., 1999; Roozendaal ve dig., 2008).
Sicanlarda nesne tanima bellegine kortikosteronun etkilerinin arastirildigir bir caligmada
kortikosteronun adrenerjik sistem {izerinden bazolateral amigdalada cAMP baglayici protein

kinazlar1 aktive ederek p-CREB diizeylerini yiikselterek bellek becerilerine olumlu katkida



78

bulundugu bildirimektedir (Roozendaal ve dig., 2006). Kortikosteronun sicanlarda nesne
tanima bele8i lizerindeki etkilerinin incelendigi bir diger caligmada kortikosteron hem
hipokampusta hem de insular Kkortekste histon asetilasyonu yoluyla kromatin yeniden
diizenlenmesine yol actig1, ayrica membran bagimli GR reseptorii yoluyla p-CREB diizeylerini
artirdig1 ve boylece bellek tlizerinde olumlu etkiler sergiledigi ifade edilmektedir (Roozendaal

ve dig., 2010).

Caligmamizda en hafif epileptik nobetlerin gozlendigi ve en iyi 6grenme ve bellek becerilerinin
goriildiigii MIF+PTZ grubunda hipokampal BDNF diizeyleri Kontrol, PTZ ve CORT+PTZ
gruplarindan anlamli olarak daha diisiik, plazma BDNF diizeyleri ise PTZ, CORT+PTZ ve
MIF+CORT+PTZ gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek oldugunu gordiik. Hipokampal
CREB diizeylerine bakildiginda MIF+PTZ grubu ile Kontrol grubunun degetlerinin benzer,
PTZ grubundan anlaml olarak daha diisiik oldugu gériildii. MiF+PTZ grubuna ait bellek ve
ogrenme sonuglar1 hipokampal CREB diizeyleriyle tutarli gériinmektedir. Ayrica MIF+PTZ
grubu hipokampal BDNF diizeyinde goriilen diisiikliik ile GK’lerin etkisiyle artan BDNF/TrkB
aktivitesinin LTP olusumunu bozdugunu oneren literatiir calismalartyla uyumludur (Yang ve
dig., 2004; Park ve dig., 2015; Luo ve dig., 2019). Mifepriston endojen kortikosteronun neden
olabilecegi BDNF {iretimini de belli oranda engelleyerek bellek olusumu tizerindeki bu sonuca
neden olmus olabilir. Ayrica MIF+PTZ grubunun PTZ ve CORT+PTZ gruplarindan daha
diisiik hipokampal BDNF diizeyleriyle, MWM testi A40 alaninda gegirilen siire ve A40 alanina

yapilan giris sayilar1 gibi daha 1yi bellek gostergesi olan sonuclari da birbiriyle uyumludur.

Sicanlara 5-HT sentez inhibitorii para-klorofenilalanin etkisiyle nesne tanima belleginde
bozulma, OF ve EPM testlerinde anksiyete benzeri davraniglarda artis ve hipokampal ve
prefrontal korteks BDNF diizeylerinde azalma bulgular1 paylasilmistir (Saadati ve dig., 2021).
Maia ve dig. (2017) yetersiz 5-HT etkisiyle siganlarda kainik asitle olusturulan epileptik
nobetlere bagli hipokampal néron kaybi ve mekansal bellek bozukluklarint bildirmektedir.
Calisgmamizda PTZ grubunun diisiik plazma 5-HT diizeyleri ve MWM testindeki bozulmus
bellek sonuglart uyumludur. Ayrica MIF+PTZ grubunun kontrolden farkli olmayan 5-HT
diizeyleriyle PTZ grubundan daha yiiksek bellek skorlari da bu sonuglar1 normal serotonerjik

yolun bellek iizerindeki olumlu etkilerini gostermektedir.

Astrositlerce beyinde salgilanan TSP-1 proteini sinaps sayisimi artirict etkiler gosterir

(Christopherson ve dig., 2005). Hem sinaptogenezi uyarmast hem de antianjiyogenik etkileri
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sayesinde kan beyin bariyerini korumasi TSP-1 proteinin PTZ grubundaki diisiikliigiiyle MWM
prob testiyle saptanan bellekte goriilen bozulmayla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ayrica MIF+PTZ grubunda kontrolden farksiz ve PTZ grubundan yiiksek hipokampal TSP-1
sonuglartyla MWM testinde goriilen en iyi 6grenme ve bellek performanslari bu sonucu

desteklemektedir.

PTZ kindling siganlarda, artan anksiyete, noronal hasar, hipokampal proinflamatuar aracilara
(IL-1PB ve TNF-a) eslik eden motor aktivite, 6grenme ve bellek bozukluklar1 gosterilmistir (Xia
ve dig., 2018). Bir antiepileptik ila¢ olan lakozamidin pilokarpin ile olusturulan epilepsi
modelinde goriilen yiiksek anksiyete ve depresyon beneri davraniglarla, bozulmus bellege eslik
eden artmis hipokampal IL-1f ve TNF-a seviyelerini diizelttigi rapor edilmektedir
(Shishmanova-Doseva ve dig., 2021). Calismamizda bir inflamasyon belirteci olan TNF-a’nin
hipokampal ve plazma diizeyleriyle hipokampal néron kaybi sonuglari paralel gorinmektedir.
Hem TNF-a hem de hipokampal néron kaybini gésteren histolojik ¢alisma sonuglarimiz MWM

testi bellek ve 6grenme sonuglartyla da uyumludur.

Calismamizin hipokampal néron kaybini tespit ettigimiz histolojik bulgular1 da 6grenme
sonuclarimizla tutarli gériinmektedir. MWM testi bulgularimiza gore bellegin bozuldugu PTZ
grubunda hipokampal CAl1 ve DG bolgelerinde en yiiksek ndron kaybmin gozlenmesi
sonuglarimizin tutarl oldugunu gostermektedir. Ayrica en iyi bellek ve 6grenme sonuglarinin
goriildiigii MIF+PTZ grubunda en diisiik hipokampal néron kaybimin olmasi da hipotezimizi

giiclendiren bir bulgudur.

Calismamizin  sonuglarint  6zetlersek; mifepriston epileptik nobetler, anksiyete benzeri
davraniglar, bellek ve 6grenme siirecleri {izerindeki olumlu etkilerini: hipokampal BDNF
diizeylerini azaltip ve CREB diizeylerini kontrole yaklastirarak asir1 uyarilabilir epileptik
noronal aglarin olugsmasini engelleyerek; TSP-1 diizeylerini artirip antianjiyogenik etkileriyle
kan beyin bariyerinin yapisin1 koruyarak; 5-HT diizeylerini kontrole yaklastirip serotonerjik
yolu diizenleyerek; TNF-a diizeylerini kontrole yaklastirip néroinflamasyonu onleyerek; tim
bunlarin sonucunda hipokampal néron kaybini azaltarak etkili olabilecegini diisiiniiyoruz. Bu
nedenlerle mifepristonun epileptogenez, anksiyete ve bellek siiregleri lizerindeki etkilerini
netlestirmek adma daha fazla ¢alismanin yapilmasi ve klinik caligmalarla da bu verilerin

desteklenmesi gerekmektedir.
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