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OZET

5-HT7 SEROTONIN RESEPTORUNUN PENISILINLE OLUSTURULAN
EPILEPTIFORM AKTIVITEDEKI ROLU VE T TiPI KALSIYUM KANALI iLE
ETKILESIMI
Siileyman Emre KOCACAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Fizyoloji Ana Bilim Dali,
Doktora, Kasim/2020
Danisman: Prof. Dr. Mustafa AYYILDIZ

Penisilin modeli deneysel epilepsi, en yaygin kullanilan akut nébet modellerinden
birisidir. 5-HT7 reseptorii, en son kesfedilen serotonin (5-HT) reseptor tiyesidir. T tipi
voltaj kapili kalsiyum kanallari, epileptogenezden sorumlu tutulmustur. Oksidatif stres,
epilepsi de dahil olmak iizere bir¢ok fizyolojik mekanizmayi etkilemektedir. Bu tezin
amac1 5-HT7 serotonin reseptdriiniin epileptiform aktivite iizerine olan etkisini ve bu
etkide T tipi kalsiyum kanallarinin ve reaktif oksijen tiirlerinin roliinii elektrofizyolojik
ve biyokimyasal yontemlerle aragtirmaktir.

Sunulan tezde erkek albino Wistar siganlar (180-240 g) kullanildi. Epileptik
ndbetler intrakortikal penisilin-G enjeksiyonuyla olusturuldu. Penisilin enjeksiyonundan
30 dakika sonra 5-HT7 agonisti AS 19, antagonisti SB 269970 ve T tipi kalsiyum kanal
inhibitéri NNC 55-0396’nin dozlari elektrofizyolojik analizler i¢in uygulandi. AS 19 ve
SB 269970’in etkin ve etkisiz dozlar belirlendi. AS 19 (0,625-0,3125 pg/sigan, i.s.v.),
SB 269970 (1,25-0,625 pg/ sigan, i.s.v.) ve NNC 55-0396 (30-10 pg/ sigan, i.s.v.)
gruplart ve etkilesim gruplart olusturuldu. ECoG kayitlarinda spike frekansi ve
amplitiidii  6lglildii. Biyokimyasal analiz i¢in siganlarin sag ve sol hemisferi,
serebellumu ve beyin sap1 cikarildi; plazma ornekleri alindi; ELISA metoduyla
malondialdehit, stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon diizeyleri 6l¢iildii.

AS 19 ve NNC 55-0396’n1in etkin dozlar epileptiform aktivitenin ortalama spike
frekansin1 azaltirken SB 269970’in etkin dozu artird1 (p<0.05). Etkin doz AS 19 ve
NNC 55-0396 birlikte verildiginde daha giiglii bir antikonvulsif etki ortaya ¢ikti
(p<0.05). SB 269970’in prokonvulsif etkisi AS 19 tarafindan ortadan kaldirildi
(p<0.05). Etkin doz SB 269970 ve NNC 55-0396 birlikte verildiginde tek baslarina
verildiklerinde gosterdikleri etkileri gostermediler. AS 19 ve NNC55-0396, oksidatif
stres parametrelerini azaltirken (p<0.05) SB 269970, degistirmemistir (p>0.05).

Sunulan calismanin elektrofizyolojik ve biyokimyasal verileri penisilinle
olusturulan epileptiform aktivite iizerinde 5-HT7 reseptorlerinin ve ayrica 5-HTz

reseptorleri ile T tipi kalsiyum kanallarinin etkilesiminin rolii oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: 5-HT7 reseptorii, Epilepsi, Oksidatif stres, Penisilin, T-tipi
kalsiyum kanal1



ABSTRACT

THE ROLE OF SEROTONIN 5-HT7 RECEPTOR ON PENICILLIN-INDUCED
EPILEPTIFORM ACTIVITY AND ITS INTERACTION WITH T-TYPE
CALCIUM CHANNEL
Siileyman Emre KOCACAN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Physiology
Ph.D., November / 2020
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AYYILDIZ

Penicillin model experimental epilepsy is widely used as acute seizure model. The
5-HT?7 receptor is the most recently described 5-HT receptor member. T-type voltage-
gated calcium channels have been implicated in epileptogenesis. Oxidative stress affects
many physiological mechanisms, including epilepsy. The aim of this thesis is to
investigate the effect of 5-HT~ serotonin receptor on epileptiform activity and the role of
T-type calcium channels and reactive oxygen species in this effect by
electrophysiological and biochemical methods.

In this thesis, male albino Wistar rats (180-240 g) were used. Intracortical
penicillin-G (500 IU) injection was used to induce epileptic seizures. 30 min after
penicillin injection agonist of 5-HT7, AS 19, and antagonist of 5-HT-, SB269970, and
T-type calcium channel antagonist, NNC 55-0396 were administered for
electrophysiological analyses. Effective and ineffective doses of AS 19 and SB 269970
were determined. AS 19 (0,625-0,3125 pg/rat, i.c.v.), SB 269970 (1,25-0,625 pg/rat,
i.c.v.) and NNC 55-0396 (30-10 pg/rat, i.c.v.) interaction groups were created. The
ECOG recordings were analyzed for spike frequency and amplitude. Malondialdehyde,
superoxide dismutase, catalase and glutathione levels were measured by ELISA method
in the right and left hemisphere, cerebellum, brainstem and plasma of the rats.

Effective doses of AS 19 and NNC 55-0396 decreased the mean spike frequency
of epileptiform activity whereas effective dose of SB 269970 increased the mean spike
frequency (p<0.05). A stronger anticonvulsive effect resulted when AS 19 and NNC 55-
0396 were administered together (p<0.05). Proconvulsant action of SB 269970 was
reversed by AS 19. When effective doses of SB 269970 and NNC 55-0396 were applied
together, one neutralized the other’s effect. AS 19 and NNC 55-0396 decreased
oxidative stress parameters (p<0.05) but not SB 269970 (p>0.05).

The electrophysiological and biochemical data of the present study show that 5-
HT+7 receptors and its interaction with T-type calcium channels play a role in penicillin
induced epileptiform activity.

Key words: 5-HT?7 receptor, Epilepsy, Oxidative stress, Penicillin, T-type calcium
channel



ONSOZ

Epilepsi, yaygin olarak goriilen sosyal, davranigsal ve ekonomik sonuglar1 olan
kronik ndrolojik bir hastaliktir. Her yil diinya capinda yaklasik 2,4 milyon yeni
epilepsi vakasi ortaya c¢ikmaktadir. Giinlimiizde epilepsi tedavisinde kullanilan
ilaglar, temelde semptomatik olup hastalarin yaklasik %30'unda epileptik nobetleri
baskilamada etkisiz kalmaktadir. Ayrica, mevcut antikonviilsan ilaglarin bir¢ok yan
etkisi de vardir. Bu durum epilepsiyle ilgili deneysel ve klinik calismalarin
giincelligini arttirarak siirdiirmesine neden olmaktadir. Epilepsinin patofizyolojik
mekanizmasini ¢oziimlemek ve yeni tedavi yaklasimlari olusturmak i¢in deneysel
epilepsi modelleri olusturulmustur. Penisilin modeli deneysel epilepsi en yaygin
kullanilan akut epilepsi modellerinden birisidir. Serotonin, viicudumuzda pek ¢ok
fonksiyonu olan 6nemli bir nérotransmitterdir. 5-HT7 reseptorii en son kesfedilen
serotonin reseptdridiir. 5-HT7 reseptoriiniin epilepsi iizerine etkisi bazi arastirmacilar
tarafindan merak konusu olmus ancak yapilan calismalarda celigkili sonuglar elde
edilmistir. T-tipi kalsiyum kanallari, diisikk voltajla aktive olan voltaj bagimli
kanallardir. Noronal ateslemenin, ndronal iletisimin ve néronal uyarilabilirligin
onemli diizenleyicileridir. Bu nedenle epileptogenezden sorumlu tutulurlar. Oksidatif
stres, fizyolojik mekanizmalar1 etkiler ve norodejeneratif hastaliklar basta olmak
lizere birgok patolojik durumda 6nemli rol oynar.

Bu tezde,

. 5-HT7 serotonin reseptorli, penisilinle olusturulan epileptiform
aktivitede konvulsif mi antikonvulsif mi?

. T tipi kalsiyum kanali ile 5-HT7 serotonin reseptorii arasinda epileptik
aktiviteyi etkileyen bir iliski var midir?

. 5-HT7 serotonin reseptorii ve T tipi kalsiyum kanali etkilesimi sirasinda

reaktif oksijen tiirlerinde bir degisme var midir?
sorularina elektrofizyolojik ve biyokimyasal metotlarla cevap aranmustir.

Elde edilen bulgulara gore, epileptik aktivite oksidatif stresi artirmaktadir. 5-
HT7 reseptorii aktivasyonu ve T-tipi kalsiyum kanali blokaji, penisilinle olusturulan
epileptiform aktivitede antikonvulsan; 5-HT7 reseptorii blokaji ise prokonvulsan etki
gostermistir. Antikonvulsif etki gdsteren kimyasallar, oksidatif stres parametrelerini
de azaltmistir. Ayrica 5-HT7 reseptorii aktivasyonu ile T-tipi kalsiyum kanallar
inhibisyonu arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Birbirlerinin aktivitesini
potansiyelize ederek daha fazla bir antikonvulsan etki olusturmuslardir. Bu etki
biyokimyasal parametrelere de yansimaktadir.

Tezimizde elde ettigimiz bu veriler tedavi hedefli yeni bakis agilarmin
kazanilmasina katki sunabilir.
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1. GIRIS

Merkezi sinir sisteminin (MSS) en yaygin hastaliklarindan birisi olan epilepsi,
gegici, spontan ve tekrarlayan nobetlerle karakterizedir (Bell, vd., 2014). Diinya
capinda 65 milyon insani etkiler ve insanlarin yasam kalitesini disiiriir (Johnson,
2019). Yeni vakalarin neredeyse %80'1 gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir
(Zhu, vd., 2018).

Epileptik nobetler bir grup néronun eszamanli ve anormal bigimde desarjlar
yapmaya baslamasiyla ortaya ¢ikar (Scharfman, 2007). Anormal hiicre desarjinin ¢ok
c¢esitli nedenleri vardir. Bununla birlikte hastalarin 6nemli bir kisminda ndbetin nigin
ve nasil bagladigini izah etmek miimkiin olamamaktadir (Fisher, 1989; Marangoz,
1997). Gliniimiizde epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglar ve tedaviler epilepsi
sonucu ortaya g¢ikan semptomlar: engellemeye yoneliktir. Ancak mevcut ilaglar
bireylerin yalnizca %66'sinda etkilidir. Ornegin 2013 ve 2015 yillarinda ABD'de
yapilan anketler, epilepsi tedavisi alanlarin yarisindan fazlasinin hala nobet
gecirdigini gostermistir (Thijs, vd., 2019). Epilepsiyi tamamen ortadan kaldiracak bir

ilag veya tedavi yontemi heniiz bulunamamustir.

Epilepsi tedavisinde daha etkili ilaglarin bulunmasi i¢in ¢ok sayida deneysel
hayvan modeli gelistirilmistir. Antibiyotiklerin epileptiform aktivite olugturduklarini
gosteren ¢ok sayida in vivo (Matsumato ve Ajmonamarsan, 1964; Yildirim, vd.,
2010) ve in vitro (Manjarrez-Marmolejo ve Franco-Perez, 2016) ¢alisma vardir.
Penisilin bir kiif mantar1 olan penicillium notatum’dan iretilir. 1928 yilinda
Alexander Fleming tarafindan tesadiifen bulunmus ve o yillardan itibaren
milyonlarca insanin hayatin1 kurtarmigtir. Penisilinin norotoksisitesi ilk olarak 1945
yilinda Walker ve Johnson tarafindan bildirilmistir. Walker ve Johnson ¢alismasinda,
penisilinin intravendz (i.v.) uygulamasiyla miyoklonik segirmeler gézlemlemislerdir

(Walker ve Johnson, 1945).

Penisilin yapisal olarak bir gammaaminobiitirik asit (GABA) reseptor
antagonisti olup beyin korteksine uygulandiginda, inhibisyon mekanizmalarini
bloklayarak eksitasyon mekanizmalarinin belirginlesmesine ve bdylece akut fokal
epilepsi benzeri epileptik aktivitenin olusmasina neden olur. Epileptiform aktivite
fokal olarak baslar sonra yayilarak jeneralize epilepsiye yol acar. Bu agidan

toplumda sik¢a goriilen grand-mal epilepsiye benzemekte ve deneysel caligmalarda



siklikla kullanilmaktadir. Penisilin modeli deneysel epilepsinin kullanilmasinin
cesitli avantajlart da vardir. Penisilinin ucuz olmasi, degisik yollardan ((intrakortikal
(i.k), intramiiskiiler (i.m.), intraperitoneal (i.p.) vs.)) kolaylikla uygulanabilir olmasi,
kolay ¢oOzlinmesi, lokal verildiginde ©onemli bir sitotoksik etki gostermemesi,

nobetlerin  antikonvulsanlara direngli olmamasi bu avantajlardan bazilaridir

(Edmonds, vd., 1974).

Serotonin (5-HT ya da 5-hidroksitriptamin) Maurice Rapport ve arkadaslari
(1948) tarafindan izole edilmis ve tanimlanmustir. Serotonin; duygu durum
diizenlemesindeki roliiyle iyi biliniyorsa da istah, agri, uyku, hafiza ve 6grenme,
sicaklik diizenlenmesi, kardiyovaskiiler fonksiyon, kas kasilmasi, endokrin
diizenleme, noronal ve glial hiicreler ile bu hiicrelerin sinaptik baglantilarinin
olusmast ve olgunlagsmasi gibi ¢ok sayida fizyolojik isleve katilan bir
norotransmitterdir (Mohammad-Zadeh, vd., 2008). Ayrica epilepsi basta olmak iizere
cok sayida norodejeneratif hastaligin altinda serotonin metabolizmasi bozukluklari

yatmaktadir (Paterson, vd., 2006; Papadimas, vd., 2012).

Temel bir amino asit olan triptofandan olusan serotonin, yapisal olarak
monoamin grubuna girer. Bagirsaklarin enterokromaffin hiicrelerinde ve merkezi
sinir sisteminde raphe ¢ekirdeginde sentezlenir. 5-HT'nin fizyolojik etkilerine, yedi
genis aile seklinde (5-HTi, 5-HT2, 5-HTs, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTs, 5-HT7 reseptor
aileleri) gruplanmis serotonerjik reseptorler aracilik eder (David ve Gardier, 2016).
Ligand kapili bir iyon kanali olan 5-HT3 reseptorii disinda, digerlerinin tiimii G

proteinine bagl reseptorlerdir.

1993 yilinda tanimlanan 5-HT7 reseptorleri, 5S-HT reseptor ailesinin en son
kesfedilen tyesidir (Bard, vd., 1993; Lovenberg, vd., 1993; Ruat, vd., 1993). Farkli
5-HT7 reseptdr izoformlar1 tanimlanmistir (5-HT7a, 5-HT7s, 5-HT7p reseptorleri
insanlarda ve sicanlarda; 5-HTzc reseptorii ise yalnizca siganlarda bulunur).
[zoformlarin aralarinda karboksi terminal uzunluklarmin farkli olusu disinda,
herhangi bir islevsel farklilik gézlenmemistir (Quintero-Villegas ve Valdés-Ferrer,
2019). 5-HT7 reseptorleri, hiicre icerisinde Gos V€ G2 protein yolaklarimi kullanarak

aktivite gosterir (Guseva, vd., 2014).

Genel olarak, 5-hidroksitriptofan ve serotonin geri alim inhibitorleri gibi hiicre
dis1 5-HT seviyelerini yiikselten ajanlar hem fokal hem de jeneralize nébetleri

baskilamaktadir (Loscher, 1984; Hamid ve Kanner, 2013). Beyin serotonin
2



konsantrasyonu azalmasinin deneysel epilepsi modellerinde ve insanlarda nobetlerin
artisgina neden oldugu gosterilmistir (Wenger, vd., 1973; Da Fonseca, vd., 2015).
Benzer sekilde, genetik olarak epilepsiye yatkin sicanlarda beyinde serotonin
konsantrasyonunda bir azalmanin oldugu bulunmustur (Dailey, vd., 1989; Statnick,
vd., 1996). Ancak, 5-HT geri alim inhibitorlerinin yiiksek dozu toksisite olusturur ve
epileptiform aktivite {izerinde prokonvulsan bir etkiye neden olurlar (Kanner, 2016).
Farelerde serotonin geri alim inhibitorii sitalopram, pentilenetetrazol (PTZ) ile
indiiklenmis epilepside diisiik dozda noébet duyarliligin1 azaltirken yiiksek dozda
artirmistir (Payandemehr, vd. 2012). Bir baska serotonin geri alim inhibitorii
tramadoliin asir1 dozu gesitli vaka sunumlarinda nébetlere neden olmustur (Ryan ve

Isbister, 2015).

5-HT'nin c¢esitli seviyelerde farkli serotonin reseptorleriyle ¢ok yonli
etkilesimleri epileptiform aktivitede farkli etkiler olusturur. 5-HTia reseptoriiniin
genetiksel olarak cikarildigi farelerde odyojenik epilepside ndbet esiginin diistiigl
belirtilmistir (Sarnyai, vd., 2000). Genetiksel olarak absans epilepsili WAG/RIj
sicanlarda, kismi 5-HTia reseptor agonisti aripiprazole, diken dalga sayisini ve
stiresini azaltmistir (Russo, vd., 2013). 5-HT1a ve 5-HT7 reseptorii aktivatorii 8-
hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin (8-OH-DPAT), genetik olarak absans
epilepsili siganlarda diken dalga sayisini artirmistir (Gerber, vd., 1998). 5-HTza
reseptorii agonisti 2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine (DOI) nobetler sonucu olusan
Oliimleri 6nlemis yine ayni ¢aligmada 5-HT2a reseptorii antagonisti MDL 11939,
DOTI'nin etkisini bloklayarak ndbetler sonucu olusan 6liimleri artirmistir (Buchanan,
vd., 2014). 5-HTac reseptorii aktivatorii meta-chlorophenylpiperazine HCI (mCCP),
sicanlarda ve farelerde PTZ ile olusturulan epilepside ndbet esigini artirmistir
(Upton, vd., 1998). 5-HT3 reseptor inhibitorii zacopride, genetik olarak odyojenik
epilepsili DBA/2j farelerde epilepsi latansini artirmistir (Semenova ve Ticku, 1992).
5-HTs reseptorii agonisti olan SR 57227°nin sistemik enjeksiyonu, epilepsinin
DBA/1 fare modelinde (SUDEP) uygulanmistir. Sonug olarak solunumun durmasini
engellemis ancak nobetle iliskili davranislar {izerinde etkisiz bulunmustur (Faingold,
vd., 2016). SDZ 205-557 (5-HTs antagonisti), farelerde olusturulan PTZ ile
indiiklenmis nobetlerde, kurkuminin antikonvulsif aktivitesini engellemistir (Jahan,
vd., 2018). Wada ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada (1999), 5-HT4 reseptor

antagonisti olan SB 204070A, tutusma olusumunu etkilemezken, bilateral arka bacak



¢cekme siiresini azaltmistir. Tutugsmus hayvanlarin hipokampal dentat girusunda, 5-
HT1a reseptorlerinin arttigi ancak 5-HT4 reseptorlerinin degismedigi gosterilmistir
(Cagnotto, vd., 1998). Hirst ve arkadaslarimin yapmis oldugu c¢alismada (2006),
selektif 5-HTe reseptor antagonisti olan SB-399885, sicanlarda maksimal elektrosok

modeli (MES) epilepside ndbet esigini onemli dl¢iide artirmistir.

5-HT7 reseptor aktivasyonu, beynin farkli bdolgelerinde depolarizasyon,
inhibisyon, glutamaterjik ve GABAerjik transmisyonda artma ve azalmalara yol
acmaktadir (Ciranna ve Catania, 2014). Literatiirde 5-HT7 reseptoriiniin epilepsi
lizerine etkisini gosteren sinirli sayida calisma vardir ve bu calismalarda 5-HT7
reseptorii aktivasyonunun prokonvulsan mi yoksa antikonvulsan mi oldugu tam
olarak anlagilamamistir. 5-HT7 reseptorii aktivasyonunun prokonvulsan oldugunu
savunan caligmalara 6rnek verecek olursak; 5-HT7 reseptorii selektif inhibitorii SB-
258719, absans epilepsili WAG/Rij siganlarda ndbet sayisini ve spike dalga siiresini
onemli Ol¢iide azaltmistir (Graf, vd., 2004). 8-OH-DPAT, WAG/Rij siganlarda doz
bagimli olarak spike dalga desarji (SWD) kiimiilatif siiresini ve diken dalga
desarjlarinin sayisini artirmistir (Filakovszky, vd., 1999). Bu ¢alismalarin aksine 5-
HT7 reseptor aktivasyonunun antikonvulsif etki gosterdigini belirten caligmalar da
mevcuttur. 5-HT7 reseptoriiniin genetik olarak eksik oldugu (knockout) sicanlarda,
elektrikle olusturulan tonik nobetlerde normal farelere oranla ndbet esiginin diisiik
oldugu; kokainle olusturulan deneysel epilepside knockout farelerde nébet sayisinin
arttigi; PTZ modeli deneysel epilepside knockout farelerde normal hayvanlara gore
nobet skorunun daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Witkin, vd., 2007). Pericic ve
Strac’in yapmis oldugu ¢alismada, pikrotoksin ile olusturulan epileptik aktivitede 5-
HT7 reseptorlerinin farmakolojik aktivasyonu antiepileptik etki gdstermistir (Pericic
ve Strac, 2007). Yukarida belirtildigi iizere 5-HT7 ve diger serotonin reseptdrlerinin
epileptiform aktiviteye etkisi birbirinden farkli ve celiskili sonuglar icermektedir.
Tezimizin temel amaglarindan birisi farkli bir deneysel model olan penisilinle
olusturulan epileptiform aktivite iizerine 5-HT7 reseptorlerinin etkisini aragtirarak

prokonvulsif mi yoksa antikonvulsif mi oldugunu ortaya ¢gikarmaktir.

Voltaj kapili kalsiyum kanallari, elektriksel olarak uyarilabilir hiicrelerde,
depolarizasyonla indiiklenen kalsiyum girisinin temel kaynagidir (Zamponi, vd.,
2015). Bu kanallar yoluyla kalsiyum akis1, uyarilabilirlik, kalsiyum bagimli gen

transkripsiyonu, enzimlerin aktivasyonu ve presinaptik sinir terminallerinden



norotransmiterlerin salinmasi dahil olmak iizere cok cesitli fizyolojik siirecleri
yonetir (Catterall, vd., 2013). Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 omurgalilarin sinir
sisteminde, li¢ ana aileden olusan on farkli tip kanali ifade eder; (CaV1 (L-tipi):
CaVv1l.l, CaVv1l.2, CaVv1l.3, CaV1l4; CaVv2: CaVv2.l (P/Q-tipi), CaV2.2 (N-tipi),
CaVv2.3 (R-tipi); CaVv3 (T-tipi): CaVv3.1, CaV3.2, CaV3.3). Bu kanallardan CaV1 ve
CaV2 kalsiyum kanallari, agilmasi igin orta (R-tipi) ve yiiksek seviyede membran
depolarizasyonu gerektirdigi i¢in yiiksek voltajla aktive olan (high voltage activated:
HVA) kalsiyum kanallar1 seklinde; CaV3 kalsiyum kanallar1 ise daha kiigiik
depolarizasyonlara yanit olarak agilabilen diisiik voltajla etkinlestirilen (low voltage
activated: LVA) kalsiyum kanallar1 seklinde isimlendirilir (Perez-Reyes, 2003). T-
tipi kalsiyum kanallar1 ilk olarak 1990’larda klonlanmstir. Santral ve periferal sinir
sistemi, kalp, bobrek, diiz kas, lireme organlari, endokrin organlar olmak {izere
viicutta yaygin olarak bulunan T tipi kalsiyum kanallar1, 6zellikle kardiyovaskiiler
sistemde ve sinir sisteminde olmak tizere ¢ok cesitli fizyolojik fonksiyona sahiptir.
T-tipi kalsiyum kanallari, noronlarda ritmik patlama ateslemeleri olustururlar ve bu

nedenle epilepsiden sorumlu tutulurlar (Cain ve Snutch, 2012).

Literatiirde voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin epileptiform aktiviteyle olan
iligkisi incelendiginde farkli tip kalsiyum kanallarinin farkli etkiler olusturdugu
goriilir. Bir L-tipi kalsiyum kanal blokeri olan nimodipinin epilepsi hastalarinda
nobet sikhigini azalttigi bildirilmistir (De Falco, vd., 1992). Buna karsin baska bir
vaka c¢alismasinda antikonvulsif etki gériilmemistir (Larkin, vd., 1991). Durmus ve
arkadaglarinin yapmis oldugu deneysel g¢alismada (2013), nifedipin, WAG/RIj
sicanlarda diken dalga desarjlarinin sayisini ve siiresini artirirken, bir L-tipi kalsiyum
kanal aktivatorii olan BAY K8644 her ikisini de azaltmigtir. Ayrica ayni ¢alismada
nifedipin sonras1t BAY K&8644 verildiginde kontrol grubu ile anlamli bir farklilik
bulunamamistir. P/Q tipi kalsiyum kanal mutasyonlar ile iligkili ailesel hemiplejik
migren tip 3’lii (FHM) hastalarda, nobet olusumu, olgu sunumlarinda gosterilmistir.
Bunun nedeninin, CaV2.1 fonksiyon kaybindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir
(Ducros, vd., 2001; Catterall, vd., 2008). Bir baska c¢alismada farelerin VI katman
piramidal noéronlarinda CACNAL1A (CaV2.1 kalsiyum kanalin1 kodlar) geni
eksikligi, davranis tutuklugunun eslik ettigi giiclii spike dalga desarjlariyla
karakterize absans ndbetlere neden olmustur (Bomben, vd., 2016). CaV2.3 knockout

farelerde, y-biitirolakton kaynakli absans nobete karst duyarliligin azaldig ve ciddi



oranda burst desarjlarin bastirildigi bildirilmistir (Zaman, vd., 2011). Yine benzer bir
calismada CaV2.3 knockout farelerde kainik asitle olusturulan ndbetlerde toplam

nobet skorlarinin azaldigi belirlenmistir (Dibué-Adjei, vd., 2017).

T tipi kalsiyum kanallarmin inhibisyonu epilepsi tedavisinde kullanilmaktadir
(Kwan, vd., 2015). CACNA1H (CaV3.2 kalsiyum kanalin1 kodlar) gen mutasyonlar1
olan hastalarda farkli tipte ndbetler gelismistir. Ayrica bu hastalarin
elektroensefalografik kayitlarinda fokal, multifokal veya jeneralize desarjlar
goriilmiistiir (Chourasia, vd., 2019). Pilokarpin kaynakli status epileptikus
modelinde, limbik yapilarda T-tipi kalsiyum kanal ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir (Becker, vd., 2008). CACNA1G (CaV3.1 kalsiyum kanalin1 kodlar)
genini asir1 eksprese eden transgenik fareler, absans nobetlerine daha yatkindir

(Ernst, vd., 2009).

Literatiirde 5-HT7 ve T tipi kalsiyum kanallarinin etkilesiminin epileptiform
aktivite lizerine etkisini konu alan bir c¢alisma bulunamamistir. Ancak epilepsi
disinda bu etkilesimi konu alan birkag ¢alisma vardir. Bir ¢alismada 5-HT1a ve 5-
HT- agonisti olan 5-CT, T tipi kalsiyum kanal aktivitesiyle olusan diisiik esikli spike
dalgalar (LTS) ile uyarilan yavas depolarize edici potansiyelleri (SADP) 6nemli
Olgiide diistirmiistir (Kolaj, vd., 2014). Bobrekiistii bezlerin zona glomeruloza
hiicrelerinde 5-HT7 reseptoriiniin uyarilmast T tipi kalsiyum kanallarin1 aktifleyerek
hiicre igerisine kalsiyum girisine neden olmaktadir (Lenglet, vd., 2002). Kurbaga
yumurta hiicrelerinde de 5-HT7 reseptdr aktivasyonu T tipi kalsiyum kanallarinda
aktivite artigina yol agmaktadir (Kim, vd., 2006). Ayrica literatiirde T tipi kalsiyum
kanallar1 ile serotonin reseptorlerinin etkilesimini arastiran sinirli sayida g¢alisma
vardir. 5-HT2a ve 5-HT2c reseptor antagonisti trazodonun, T tipi kalsiyum kanallarini
blokladig1 tespit edilmistir (Kraus, vd., 2007). Baska bir ¢alismada da 5-HT»
serotonin reseptorlerinin, T-tipi kalsiyum kanal akimini inhibe ederek inferior olivar

noronlart baskiladigi gosterilmistir (Placantonakis, vd., 2000).

Literatiirde T-tipi kalsiyum kanal inhibisyonu genel olarak antikonvulsif etki
gostermektedir. Ayrica T-tipi kalsiyum kanallarinin bir¢ok antiepileptik ilacin
etkisini artirdigr gosterilmistir (Kulak, vd., 2014). Bu nedenle de tezimizin temel
amaglarindan bir digeri de 5-HT7 reseptorleriyle T-tipi kalsiyum kanallarinin

iligkisini ve bu iliskinin epileptik aktivite iizerine olan etkisini arastirmaktir.



Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip kimyasal maddeler serbest
radikaller olarak adlandirilirlar. Serbest radikaller bu elektronlarini, zincir
reaksiyonlarina ve diger molekiillere vererek oksidatif hasara neden olurlar (Hayyan,
vd., 2016). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak 2
gruba ayrilirlar (Popa-Wagner, vd., 2013). Oksidatif stres, reaktif oksijen/nitrojen
tiirlerinin olusumu ile organizmanin bu okside edici molekiilere antioksidatif koruma
sistemleri tarafindan karst koyma kapasitesi arasindaki denge eksikligi olarak
tamimlanmistir  (Persson, vd., 2014). Yiiksek metabolik ihtiyaglari nedeniyle
viicuttaki en aktif aerobik organ olan beyin oksidatif strese karsi 6zellikle hassastir.
(Geronzi, vd., 2018). Oksidatif stresle olusan serbest radikal kaynakli hasarin,
norodejeneratif hastaliklar (parkinson, alzheimer, epilepsi, huntington hastalig1 ve
amyotrofik lateral skleroz) basta olmak iizere amfizem, kardiyovaskiiler ve
inflamatuar hastaliklar, katarakt ve kanser gibi bircok kronik saglik sorununun
patogenezine ve patofizyolojisine katkida bulundugu dogrulanmistir (Maulik, vd.,
2013; Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013). Bununla birlikte norodejeneratif
hastaliklarin da serbest radikal kaynagi oldugu bilinmektedir. Epileptogenez
sirasinda artan reaktif oksijen/nitrojen iriinlerinin olusturdugu hasar, beyni
kendiliginden tekrarlayan nobetlere yatkin hale getirir (Puttachary, vd., 2015).
Bugiine kadar caligmalar, hayvanlarda tekrarlayan ndbet aktivitesinin reaktif
riinlerin tiretimine neden olup olmadigini veya oksidatif stresin nobet kaynakli
beyin hasarma katkida bulunup bulunmadigini agiklamaya odaklanmistir (Shin, vd.,

2011).

Status epileptikus sonrasi elektron tagima zinciri komplekslerinde islev kaybi
gosterilmistir. (Gao, vd., 2007). Noronda epileptik nobet kaynakli hasar, ROS

*2 kanallarinin agilmasin,

tretimi artirir bu da daha sonra mitokondriyal Ca
mitokondriden sitozole kalsiyum salinimini ve iyi bilinen programlanmis hiicre
Olimii mekanizmalarinin baslatilmasin1  uyarir (Kovac, vd., 2017). Yogun
epileptiform aktivite sirasinda ndronlarin depolarizasyon paterni, voltaj kapili ve N-
metil-D-aspartat (NMDA) bagimli iyon kanallarindan (Van den Pol, vd., 1996) masif
kalsiyum akimina neden olmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyumun bu ylikselmesi, status
epileptikustan (Fujikawa vd, 2000) sonra goriilen akut noronal hiicre oliimiini

tetikleyebilen mitokondriyal siiperoksit iiretimine (Schuchmann, vd., 1999; Liang,

vd., 2000) ve enerji yetmezligine yol acan intramitokondriyal kalsiyum birikimi



(Duchen, 1992) ile mitokondriyal depolarizasyona neden olur. Erkek farelerde
antioksidan kurkumin beyindeki serotonin diizeylerini artirarak antikonvulsif etki
gostermistir (Jahan, vd., 2018). Hiperoksi, lipid peroksidasyon iiriinlerini (LPO)
onemli oranda artirmaktadir ve sigan beyin dokularindaki alfa-tokoferol icerigini de
onemli Olglide azaltmaktadir (Kagan, vd., 1983). Hayvanlara sentetik ve dogal
antioksidanlar (4-metil-2,6-ditretbutilfenol ve alfa-tokoferol) 6nceden verildiginde
LPO aktivasyonunun Onlendigi ve hiperoksi ile indiiklenen epileptiform ndbet
sikligimin azaldigi tespit edilmistir (Kagan, vd., 1983). Aymi ¢alismada ayrica
serotoninin, spesifik olarak sican beyin korteksinin ndronal membranlarina
baglanmasinda azalma meydana geldigi ve bunun hiperoksinin yol ac¢tigi LPO’ya
bagli oldugu ifade edilmistir. Benzer sekilde Ambrogini ve arkadaslar1 (2014), status
epileptikus olusturulmadan 6nce a-tokoferol oral takviyesinin, kainik aside bagh
epilepsili siganlarin hipokampusunda ndronal hiicre Oliimiinii ve oksidatif stresi
onemli Ol¢iide azalttigin1 gostermistir. Mitokondriyal enzimlerden biri olan 3-
hidroksiizobutil-CoA genindeki mutasyon, ndbetlerle birlikte seyreden ciddi bir
norodejeneratif hastalikla sonuglanmaktadir. Bu enzimin yoklugunda serbest
radikallerin iyi bir kaynagi olan 3-metaakril-CoA birikir ve bu da ndbet olusumunu
tetiklemektedir (Ferdinandusse, vd., 2013).

Literatiire gore epilepsinin oksidatif stresi arttirdigi, oksidatif stresin epilepsiye
yol agtig1 ve ayrica oksidatif stresin hiicrelere serotonin baglanmasinda azalmaya
neden oldugu goriilmektedir. Bu nedenle tezimizin temel amaglarindan bir digeri de
5-HT7 reseptorleriyle T-tipi kalsiyum kanallarmin iliskisinde reaktif oksijen

tiirlerinin roliinii biyokimyasal yontemlerle arastirmaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI
2.1. Epilepsi

Merkezi sinir sisteminin en yaygin hastaliklarindan birisi olan epilepsi, diinya
popiilasyonunun %0,4-1’inde goriilmektedir (Beghi, vd., 2015). Normalde sinir
hiicreleri, belli bir frekansta ya da diger hiicrelerden aldigi uyarilarin cebirsel
toplamina gore spontan elektriksel desarjlar olusturur. Fakat bazi durumlarda bu
diizen bozulur ve biiyiik bir néron toplulugunun eszamanli ve anormal bigimde desar;j

yapmaya baslamasiyla epileptik ndbetler ortaya ¢ikar.

Genetik faktorler, ¢cevresel faktorler, beyinde enfeksiyon, felg, timor ve yiiksek
ates epilepsinin baslica nedenleri arasinda yer alir (Shin, vd., 2014). Epilepsi her
yastan insanmi1 etkiler. Hastalar ve aileleri i¢in sosyal, davranigsal ve ekonomik
sonuglar dogurur. Epilepsi hastalarinin biiyiik cogunlugu yeterli tedavi ile normal bir
hayat yasayabilmektedir. Bununla birlikte, bazi epilepsi hastalarmin psikiyatrik
bozukluklar ve zeka geriligi gibi ciddi komorbiditeleri vardir (Guekht, 2017).

Epilepsi hastaliginda uygulanan tedaviler ¢ogunlukla semptomatiktir. Son
yillarda, ¢cok sayida yeni antiepileptik ilacin kullanilmaya baslanmasi ve eski ilaglarin
formiillerinin gelistirilmesiyle epilepsinin tedavisinde dikkate deger bir ilerleme
olmustur. Ancak yine de epilepsi hastalarinin ticte biri farmakolojik tedaviye

direnglidir (Erdal, vd., 2015).

Epilepsi tedavisinde daha etkili ilaglarin gelistirilmesi ¢ok iyi planlanmis

epilepsi modellerine ve hayvan deneylerine baghdir.
2.1.1. Epileptik nobetler

Epilepsi ve ndbet, benzer klinik durumlar1 ifade etse de aslinda farkli
kavramlardir. Nobet, sinir hiicrelerinde gegici nérolojik fonksiyon bozuklugunu
tanimlarken epilepsi tekrarlayan nobetlerle karakterize kronik ndrolojik bozukluklari
tanimlar (Scharfman, 2007). Klinikte, arasinda 24 saatten fazla siire ge¢mis en az iki
provoke edilmemis nodbet; provoke edilmemis bir ndbet ve 10 yil icinde nodbet
goriilmesi olasiliginin  %60“dan fazla olmasi; herhangi bir epilepsi sendromu
tanisinin konulmus olmasi durumunda epilepsi hastalifindan s6z edilebilir (Fisher,

vd., 2014).



Cesitli dis ve i¢ uyaran tiirleri nobetleri tetikler. Tipik ndbet tetikleyicileri
arasinda uyku yoksunlugu, sistemik enfeksiyon, ates, adet dongiisiiniin evreleri, alkol
dahil belirli ilaglarin ve maddelerin almmas: veya kesilmesi, homeostatik
dengesizlikler ve hiponatremi sayilabilir. Cesitli duyusal uyaranlarda ndbetleri
tetikleyebilir ornegin dokunma, sicak su, 6zel gorsel modeller, okuma, miizik vb

(Lang, vd., 2018). Titreyen 151k klasik bir tetikleyicidir.
Epileptik nobetler 4 asamada meydana gelir:

» Prodromal asama: Bu asama epileptik nobetlerden birka¢ giin dnce veya
birkag¢ saat Once baslar. Nobetlerle karistirilmamalidir. Prodromal
semptomlar sunlar1 igerir: bas agrisi, sinirlilik, uykusuzluk, huysuzluk,

depresyon veya artan aktivite.

» Aura: Bu asama, nébetten birka¢ dakika veya saniye Once goriiliir. Aura
duygular1 asir1 korku, garip epigastrik hisler, riiya gibi deneyimler, hos
olmayan kokular algilama vb. gibi durumlar igerir (Shneker ve Fountain,
2003).

= Nobet (iktus asamasi): Hemen hemen bircogunda ndbetler biling kaybiyla
birliktedir.

= Postiktal asama: Bu asama, birka¢ saat stirebilir. Derin uykuyu ve uyanmay1
igerir. Bas agrisi, yorgunluk, sinirlilik, kafa karisikligi, kas agrilar1 veya
ataksi gibi semptomlar goriilmektedir. Gegici birkag saat siiren felg

olusabilir.
2.1.2. Epileptik nobetlerin siniflandirilmasi

1969'da Gastaut tarafindan yapilan ilk modern nobet smiflandirilmasindan
once, nobetler ve epilepsi tiirleri belirgin bir sekilde taninmamaktayd: (Gastaut,
1969, 1970). Bu siniflandirma yillar iginde gelismis ve 2017 yilinda Epilepsi ile

Savas Derneginin (ILAE) yayimlamis oldugu siiflandirma ile son halini almistir.

ILAE’nin 2017 yilinda yaymladigi smiflandirma sistemine gore, ndbetler
oncelikle nasil basladigma gore gruplandirilmistir. Buna gore epileptik nobetler;
jeneralize, fokal, bilinmeyen ve smniflandirilamayan olmak iizere dort ana gruba

ayrilmaktadir (Fisher, vd., 2017) (Sekil 2.1).
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Nobet baslangiclarinin fokal veya jeneralize olduklarindan en az %80 oraninda
emin olunmamasi durumunda baslangic1 bilinmeyen olarak siniflandirilmasi

onerilmektedir.
2.1.2.1. Fokal baslangich nobetler

Fokal baslangi¢li ndbetler, tek bir hemisferde, sinirli veya daha genis bir
bolgeden kaynaklanirlar. Fokal ndbetler, hastanin farkindalik diizeyine ve nobetin ilk
belirgin klinik belirtisinin ~ 6zeligine gore smiflandirtlir.  Fokal ndobetlerin
siniflandirilmas1 i¢in Oncelikle farkindalik seviyesinin belirlenmesi gereklidir.
Farkindalik, bir seyin olup bittigine veya var olduguna dair bilgi ve anlayis olarak
tanimlanir. Bir kisi fokal nobet gegirdiginde, kisinin ndbet sirasinda kim oldugunu ve
cevresinde neler olup bittigini bilip bilmedigine gore farkindaligi belirlenir.
Farkindalik meydana gelen ndbetin farkina varmak anlamina gelmez. Nobetler, eger
farkindalik bozulmuyorsa, farkindaligin korundugu nébetler; eger ndbetin herhangi
bir bolimiinde farkindalik bozuluyorsa, farkindaligin bozuldugu fokal nobetler
olarak siniflandirilir. Eger farkindalik diizeyi bilinmiyorsa veya tespit edilememisse,
nobet tipi simiflandirilirken bu smiflandirma seviyesi ithmal edilmelidir (Falco-

Walter, vd., 2018).

e b T N £ 3
Fokal Baslangig Jeneralize Baslangig Bilinmeyen

| S W J/ - >

s B
Farkindalik | Farkindalik
/Motor \ /Motor \

Bozulmus Korunmus )
\

Tonik-klonik Tonik-klonik
/ \ Klonik Epileptik spazmlar
Motor Baglangig Tonik
Otomatizm Myoklonik Nonmotor
Atonik Myoklonik-tonik-klonik Davranis tutuklugu
Klonik Myoklonik-atonik
Epileptik spazmlar * Atonik
Hiperkinetik Epileptik spazmlar
Miyoklonik Nonmotor (absans) [ Siniflandirimayan ” J
Tonik Tipik
Nonmotor Baslangig Atipik
Otonomik Miyoklonik

Davranis tutuklugu

Goz kapagi myoklonusu
Kognitif \

Emosyonel
K Sensoriyal J
) Uyaniklik derecesi genellikle belirtilmez
rfokal- bilateral tonik-klonik ] ® Yetersiz bilgi nedeniyle herhangi bir siniflamaya sokulamayan

Sekil 2.1. Nobet tiplerinin ILAE 2017°ye gore simiflandirilmasi (Fisher, vd., 2017)

11



Fokal baslangigli nobetlerde ikinci asama nobet sirasinda izlenen ana klinik

belirti ve bulgularin incelenmesini igerir ve iki ana grupta degerlendirilir. Birincisi

motor semptomlar ve ikincisi motor olmayan (nonmotor) semptomlardir. Fokal

baslangicli nobetler motor semptomlara gore asagidaki gibi smiflandirilmistir

(Fisher, vd., 2017; Pack, 2019; Bhasin ve Sharma, 2019):

Otomatizmalar: Koordineli, amagsiz ve tekrarlayan motor aktivitelerdir.
Ornekler arasinda, dudak sapirdatma gibi oral otomatizmler ve oksama gibi

tekrarlayan el hareketleri dahil manuel otomatizmalar yer alir.
Atonik: Viicudun bir kisminda tonus kaybi ile karakterizedir.

Tonik: Tiim kaslarda goriilen siirekli kas kasilmasi ve kas katiligini ifade

eder.
Klonik: Diizenli araliklarla goriilen kasilma hareketleridir.

Miyoklonik: Kasilmalarla birlikte goriiliir, ancak klonik nébetlerin aksine,

kasilma diizensizdir ve ritmik degildir.

Epileptik spazm: Klinik olarak, kiigiik ¢ocuklarda bel fleksiyonu, kollarin
fleksiyonu veya ekstansiyonu anlamina gelir. Bebeklerde veya yasamin
erken donemlerinde epileptik spazmlar meydana gelirse, bunlar infantil

spazmlar olarak adlandirilir.

Hiperkinetik: Klinik olarak kosma ve pedal ¢evirme gibi ¢esitli asir1 kas

hareketi nobetlerini igerir.

Fokal baslangi¢cli ndbetler nonmotor semptomlara gore asagidaki gibi

simiflandirilmistir (Fisher, vd., 2017; Pack, 2019; Bhasin ve Sharma, 2019).

Otonom bulgular: Kalp atis hizi, kan basinci, terleme, deri rengi,
piloereksiyon veya gastrointestinal duyulardaki degisikliklerle kendini

gosterir.

Davranis tutuklugu: Nobetin sadece kisa bir kismi degil, tiim ndbet boyunca
baskin 6zellik olmas1 gereken hareketin durmasiyla karakterize edilir; klinik

semptomlar arasinda bos bakis, konugma veya hareket etmeme yer alir.

Kognitif: Motor olmayan biligsel nobetleri olan hastalar, dil islevinde,

diisiincede veya yliksek kortikal islevlerde degisiklikler yasayabilir; daha
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spesifik ornekler arasinda dejavu, jamaisvu (yabancilik hissi) veya

haliisinasyonlar bulunur.

Emosyonel: Duygusal nobetler, korku, endise veya zevk gibi agik duygusal

degisikliklerle ortaya ¢ikar.

Duyusal: Fokal duyusal nobetler, tat, koku, isitme, gérme, agri, uyusma
veya karincalanma gibi duyusal fenomenlerdeki degisikliklere gore

smiflandirilir.

Fokal nobetler ayrica iki tarafli bir nobete doniismedigine gore

siiflandirilabilir (fokal bilateral tonik klonik). Bu nébetler beynin bir bolgesinde

baslar (tiim fokal nobetlerde oldugu gibi) ve sonra beynin her iki tarafina yayilir. Bu
yayilma tipik olarak EEG'de agikg¢a goriiliir (Fisher, vd., 2017; Pack, 2019; Bhasin ve
Sharma, 2019).

2.1.2.2. Jeneralize baslangich nobetler

Fokal nobetlere benzer sekilde, jeneralize ndbetler, motor veya motor olmayan

belirtilere gore siiflandirilir. Motor jeneralize ndbetler daha spesifik olarak tonik-

klonik,

klonik, tonik, miyoklonik, miyoklonik-tonik-klonik, miyoklonik-atonik,

atonik veya epileptik spazmlar1 igerir (Fisher, vd., 2017; Pack, 2019; Bhasin ve
Sharma, 2019).

Jeneralize tonik-klonik nobetler genellikle 1 ila 3 dakika siirer ve ani
farkindalik veya biling kaybu ile birliktedir. Baslangi¢ tonik asamasinda, tiim
uzuvlar sertlesir. Klonik faz, tonik fazdan sonra meydana gelir ve uzuvlarin

sturekli ritmik kasilmasi ile karakterize edilir.

Jeneralize klonik nobet, iki tarafli ve siirekli ritmik kasilma ile

karakterizedir.
Jeneralize tonik ndbetleri olan bir hastada tiim uzuvlarda sertlesme goriiliir.

Jeneralize klonik nobetlerin aksine, jeneralize miyoklonik ndbetler,
uzuvlarin, yiiziin, gozlerin veya goz kapaklarinin iki tarafli eszamanh

olmayan diizensiz kasilmasiyla iligkilidir.

Miyoklonik-tonik-klonik nobetler, yeni bir nobet tanimidir ve her iki tarafta

diizensiz kasilmayla baslar ve ardindan bir tonik-klonik nobet izler.
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= Atonik ndbetler kisadir ve iki tarafli tonus kaybiyla karakterizedir. Nobet
meydana geldiginde kisi ayakta duruyorsa diisecek ve siklikla yaralanmaya

neden olacaktir.

Nonmotor jeneralize ndbetler absans ndbetleri igerir. Absans ndbetler; tipik,
atipik, miyoklonik veya g6z kapagi miyoklonisi seklinde siniflandirilir (Fisher, vd.,
2017; Pack, 2019; Bhasin ve Sharma, 2019).

» Tipik absans noébetleri, bazen goz kirpma, bas sallama veya diger
otomatizmlerle birlikte ani bir aktivite durmasi ve ardindan hemen iyilesme
ile kendini gosterir. EEG’de, noébet sirasinda her zaman jeneralize diken

dalga aktivitesi ortaya ¢ikar.

= Atipik absans nobetleri, tipik absans ndbetlerine benzer, ancak daha yavas

baslangi¢ ve uzun siireli iyilesme gibi baska 6zelliklere de sahiptir.

» Miyoklonik absans ndbeti, birka¢ diizensiz kasilmayla baglar ve bunu bir

absans nobeti izler.

» GOz kapagi miyoklonisi, goz kapaklarinin kasilmasi ve gozlerin yukari
dogru kaymasiyla tanimlanir. Isik ve goézlerin kapatilmasi bu jeneralize

nobetleri hizlandirabilir.
2.1.2.3. Bilinmeyen nobetler

Bilinmeyen baslangi¢li ndbetler, motor (tonik-klonik, epileptik spazmlar) veya

motor olmayan (davranis tutuklugu) belirtilerine gore siniflandirilir.
2.1.2.4. Smiflandirilmayan nobetler

Bilgi yetersizse veya nobet kategorize edilemiyorsa, nobet siniflandirilmamais

olarak kabul edilir.
2.1.3. Epilepsi tedavisi

Antiepileptik ilaglar (AED) tedavinin temelini olusturur. "antiepileptik" terimi
geleneksel terminolojiyi yansitsa da "antiseizure" terimini kullanmak daha dogru
olacaktir ¢iinkii bu ilaclar altta yatan hastalig1 degil semptomlar1 (ndbetleri) bastirir
(Perucca, vd., 2018). AED tedavisinin amaci, ndbet kontroliinii en iist diizeye
cikararak ve ilag toksisitesini en aza indirerek miimkiin olan en iyi yasam kalitesini

saglamaktir (Raspall-Chaure, vd., 2008; Perucca ve Tomson, 2011). Epilepsili
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kisilerin yaklasik tcte ikisi, AED'lerle ndbetsiz hale gelir. Yanit, hastaya gore
degisir.

Benzodiazepin, primidon, etosiiksimid, fenitoin, fenobarbital, karbamazepin,
okskarbazepin ve valproat "geleneksel" veya '"birinci basamak ilaglar" olarak
adlandirilir. Vigabatrin, topiramat, zonisamid vb. gibi diger AED'ler “yeni” veya
“ikinci basamak ilaglar” olarak adlandirilir. Daha ucuz ve daha az yan etkiye sahip
olduklart i¢in ilk ilag olarak geleneksel bir AED kullanilmasi tercih edilir. Tedavi,
tek bir geleneksel antiepileptik ilacin diisiik dozu ile baslatilmalidir. Nobet kontrolii
saglanana kadar doz kademeli olarak artirilmalidir. Tiim hastalar i¢in ideal olan tek
bir AED yoktur. AED secimi hastanin 6zelliklerine ve ilagla iliskili faktorlere gore
yapilir. 1k tedavi etkisiz ise, ilk AED ile birlikte ikinci AED denenebilir. Ikinci
ilacin dozu, maksimum tolere edilen doza ulasilana kadar yavasca artirilir. Ik ilag
daha sonra kademeli olarak azaltilir. Tedavi etkisiz ise, kombinasyon tedavisi
disiiniilebilir. Birden fazla ndbet Onleyici ilag tek basmma veya cesitli
kombinasyonlarda kullanilmig olsa bile, epilepsili hastalarin yaklasik iigte birinde

nobetler tam olarak kontrol edilemez (Loscher, vd., 2020).

Antiepileptik ilaclarin hedeflerini dort genis gruba ayrilabiliriz (Sills ve
Rogawski, 2020) (Tablo 2.1):

» Sodyum, kalsiyum ve potasyum kanallar1 dahil olmak iizere voltaj kapili

iyon kanallarmin modiilasyonu

» GABAA reseptorleri, GABA tasiyicist 1 (GAT1), GABA-sentezleyici enzim
glutamik asit dekarboksilaz veya GABA-metabolize edici enzim GABA
transaminaz Uzerindeki etkiler yoluyla GABA aracili inhibisyonun

arttirillmasi

= Sinaptik vezikiil proteini (SV2A) ve voltaj kapili kalsiyum kanallarinin a2d

alt birimi tizerindeki etkiler yoluyla sinaptik salimin dogrudan modiilasyonu

» q@-amino-3-hidroksi-5-metil izoksazol propiyonat (AMPA) reseptorleri dahil
olmak {tizere iyonotropik glutamat reseptorlerinin aracilik ettigi sinaptik

uyarmanin inhibisyonu.

Epilepside nanfarmakolojik tedavi yontemleride mevcuttur (radyofrekans
termokoagiilasyon (RFT), manyetik rezonans goriintileme (MRG) rehberliginde
fokus ultrason cerrahi, lazer ablasyon, stereotaktik radyocerrahi (SRS), vagal sinir
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stimiilasyonu (VNS), derin beyin stimiilasyonu (DBS) ve diyet terapi) (Mayuri, vd.,
2019).

Tablo 2.1. Antiepileptik ilaglar (AED) ve molekiiler hedefleri (Sills ve Rogawski, 2020)

Molekiiler Hedef Bu hedeflere etki eden antiepileptik ilaglar

Voltaj kapih iyon kanallan

Voltaj kapih sodyum kanallar phenytoin, fosphenytoin®, carbamazepine, oxcarbazepine”, eslicarbazepine acetate’, lamotrigine, lacosamide, cenobamare;
possibly, rufinamide, topiramate, id

Voltaj kapil kalsiyum kanallan ethosuximide

Volta) kapih potasyum kanallan retigabine (ezogabine)

GABA aracili inhibisyon

GABA, reseplorleri p barbital, pri b i J p lorazepam, p . stiripentol;
possibly, topiramate, felbamate, cenobamate, retigabine (ezogabine)
GAT-1 GABA tagiyici tiagabine
GABA transaminaz vigabatrin
Karbonik anhidraz lamide, topi , zonisamide; possibly lacosamid
Sinapiik saluum
SVIA levetiracetam, brivaracetam

Voltaj kapih kalsivum kanalinm 28 subiinitesi - gabapentin, gabapentin enacarbil”, pregabalin

Tyonotropik ghitamat reseptorleri
AMPA reseptorleri perampanel

Hastahga dzgn

mTORC] sinyali everolimus
Lizozom enzimlerimin degistinilmesi cerliponase alfa (recombinant tripeptidyl peptidase 1)
Kansik / Bilinmeyen If , felb cenobamate, topiramate, zonisamide, rufinamide, adrenocorticotrophin, cannabidiol

a Fosfenitoin, fenitoinin bir on ilacadur.

b Okskarbazepin, bityiik dlgnde lisarbazepin igin, dzellikle de S-likarbazepin igin bir & ilag olarak kullambr.
¢ Eslikarbarbazepin asetat, S-likarbazepin igin bir &n ilagtr

d Gabapentin enacarbil, zabapentin igin bir tn ilagtir,

2.1.4. Deneysel epilepsi modelleri

Epilepsinin patafizyolojisi hakkinda akla gelen sorulara cevap aramak ve
epilepsi tedavisinde yeni tedavi metotlar1 gelistirebilmek i¢in ¢ok sayida deneysel
epilepsi modeli gelistirilmistir. Ciinkii saglikli insan beyninde hiicre i¢i kayitlar
almak, mikro kimyasal analizler ve anatomik tespit islemlerini yapmak etik agidan
miimkiin degildir. Insan ile diger memeliler arasinda yapisal ve islevsel farkliliklar
olmasma ragmen ortak temel mekanizmalarin varligt bu modellerden

yararlanilmasinin temel nedenidir (Marangoz, 1997; Kandratavicius, vd., 2014).
Deneysel epilepsi modelleri su sekilde siniflandirilabilir:
2.1.4.1. Kimyasallarla olusturulan deneysel epilepsi modelleri

2.1.4.1.1. Kainik asit status epileptikus modeli: Kainik asitin, sistemik ya da
intrahippokampal enjeksiyon ile verilmesiyle olusturulur. Limbik status epileptikusa
ve kronik epilepsiye neden olur. Insanda temporal lob epilepsisine (TLE) benzerdir.
Antiepileptik ilaglarin degerlendirilmesinde ve epileptogenezisin mekanizmasini

¢ozmek amaciyla kullanilir (Raedt, vd., 2009).

2.1.4.1.2. Pilokarpin status epileptikus modeli: Pilokarpinin, sistemik ya da

intrahippokampal enjeksiyon ile verilmesiyle olusturulur. Limbik status epileptikusa
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ve kronik epilepsiye neden olur. insanda temporal lob epilepsisine benzerdir.
Antiepileptik ilaglarin  degerlendirilmesinde, epileptogenezisin mekanizmasini

¢ozmek amaciyla kullanilir (Faure, vd., 2014).

2.1.4.1.3. Kimyasallarla olusturulan akut modeller (PTZ, striknin, N-
metil-D, L-aspartat, tetanos toksini ve penisilin): Kimyasal ajanlarin, sistemik ya
da intrahippokampal enjeksiyon ile verilmesiyle olusturulur. Nonkonvulsif absans
epilepsiye ve jeneralize tonik klonik epilepsiye neden olur. Insanda akut ve

tekrarlayan nobetlere benzer. Antiepileptiklerin etkisinin hizli bir sekilde

degerlendirilmesinde kullanilir (Ni, vd., 2009).

2.1.4.14. Yetiskin olmayan hayvanlarda status epileptikus olusturan
kimyasallarin kullamldigi modeller: Kainik asit ve pilokarpinin sistemik
enjeksiyonuyla olusturulur. Tonik klonik nobetlere neden olur. insanda gelisim
esnasinda goriilen uzun siireli ndbetlere benzer. Uzun dénem sonuglart incelemede

ve epileptogenezin mekanizmasini ¢6zmek amaciyla kullanilir (Kubova, vd., 2004)

2.1.4.15. Yetiskin olmayan hayvanlarda tekrarlayan nébetler olusturan
kimyasallarin kullanildigi modeller: PTZ’nin sistemik enjeksiyonuyla ya da
flurothyl solunmastyla olusturulur. Miyoklonik ve tonik klonik jeneralize ndbetlere
neden olur. Insanda gelisim esnasinda goriilen tekrarlayan kisa nobetlere benzer.
Antiepileptiklerin etkisini ve biligsel zararlarin1 degerlendirmede kullanilir (Hernan,
vd., 2013).

2.1.4.2. Elektriksel uyariyla olusturulan epilepsi modelleri

2.1.4.2.1. Elektrosokla olusturulan ndébetler: Korneal ve auricular
situmulasyonla olusturulur. Jeneralize tonik klonik epilepsiye neden olur. Insandaki
tonik klonik ndbetlere benzer. Antiepileptiklerin etkisini aragtirmak ve epileptiform
aktiviteyle iliskili molekiiler, fizyolojik degisiklikleri tespit etmek i¢in kullanilir
(Calais, vd., 2013).

2.1.4.2.2. Sonraki desarj (Afterdischarge) ile olusturulan nébetler: Fokal
elektriksel uyarilarla olusturulur. Kompleks parsiyel epilepsiye ve miyoklonik
nobetlere neden olur. Insanda fokal baslayarak yayilan ve jeneralize epilepsiye
doniisen nobetlere benzer. Bu tip ndbetlerin olusturdugu elektrofizyolojik ve

davranigsal degisiklikleri tespit etmek amaciyla kullanilir (Sloan, vd., 2011).
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2.1.4.2.3. Tutusma modeli: Tekrarlayan afterdischarge uyarilariyla olusur.
Sekonder jeneralize nobetlere doniisen parsiyel ndbetlere neden olur. Insanda kontrol
edilemeyen nobetlere benzer. Ilaclara direncli epilepsilere tedavi metotlar:

gelistirmek amaciyla kullanilir (Kotloski ve McNamara, 2010).
2.1.4.3. Beyin hasariyla olusturulan modeller

2.1.4.3.1. Hipertermik ndbetler: Yetiskin olmayan hayvanlarda sicak hava
akimiyla viicut 1sisinin yiikseltilmesi sonucu olusturulur. Fasiyal otomatizm ve
miyoklonik jerklere neden olur. Insandaki febril ndbetlere benzer. Epileptogenezisin

mekanizmasini ¢6zmek amaciyla kullanilir (Khan, vd., 2016).

2.1.43.2. Hipoksi modeli: Yetiskin olmayan hayvanlarda diisiik
konsantrasyonlu oksijen igeren havaya maruz birakmayla olusturulur. Kisa ve
tekrarlayan tonik klonik ndbetlere neden olur. Insanda neonatal hipoksik
ensefalopatiye benzer. Antiepileptiklerin degerlendirilmesinde ve uzun donem

epileptogenezin mekanizmasini ¢oziimlemek amaciyla kullanilir (Rakhade, vd.,
2011).

2.1.4.3.3. Posttravmatik epilepsi: Rostral parasagital sivi enjeksiyonu sonucu
hasar olusturulur. Diisiik frekansli uzun donem tonik klonik jeneralize epilepsiye
neden olur. insandaki postravmatik epilepsiye benzerdir. Beyin hasari sonucu olusan
epileptogenezisin  mekanizmasint  arastirmak  ve  antiepileptik  ilaclarin

degerlendirilmesinde kullanilir (Rodgers, vd., 2015).
2.1.4.4. Genetik epilepsi modelleri

2.1.4.4.1. Audiojenik modeller: Genetik olarak yatkin hayvanlara akustik
stimulasyon uygulamasiyla olusturulur. Vahsi kosu ve tonik klonik nobetlere neden
olur. Insanda reflektif epilepsiler ve temporal lob epilepsilere benzer.

Epileptogenezisin mekanizmasini arastirmak i¢in kullanilir (Kinboshi, vd., 2019).

2.1.4.4.2. GAERS, WAG/RIij, absans epilepsi modelleri: Epileptik desarjlar
(SWD) dogal ve kendiliginden olusur. Insanda jeneralize idiyopatik epilepsiye ve

absans epilepsiye benzer. Antiepileptik ilaglarin degerlendirilmesinde kullanilir
(Alpdogan, vd., 2020).
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2.1.5 Penisilin modeli deneysel epilepsi

Beta-laktam antibiyotiklerin, ensefalopati, davranis degisiklikleri, miyoklonus,
nobetler ve konviilsif olmayan epileptikus gibi ¢ok ¢esitli norotoksik belirtilere
neden oldugu bilinmektedir (Chow, vd., 2005). Antibiyotik ilaglarin epileptojenik
etkileri ilk olarak 1943 yilinda Jasper ve arkadaslar tarafindan bildirilmistir (Jasper,
vd., 1943). Jasper ve arkadaslari, maymunlarin serebral korteksine uygulanan
stlfonamidlerin, EEG kayitlarinda epileptiform degisikliklere neden oldugunu
gosterdiler. ki yil sonra Johnson ve Walker (1945), bir ¢ocuga intraventrikiiler

penisilin enjeksiyonunu takiben konviilsiyonlar bildirdi.

Beta-laktam antibiyotiklerin epileptojenik ve antimikrobiyal &zellikleri
molekiiler yapisina baghdir. Beta-laktam halkasi, epileptogenezin temel nedenidir;
beta-laktam halkas1 enzimatik olarak pargalanirsa bu oOzellikler ortadan kalkar
(Raposo, vd., 2016). Bir beta-laktam olan penisilin, GABA (GABAAa reseptorii
blokaji) aktivitesinin antagonizmasi yoluyla korteksin uyarilabilirliginde genel bir
artisa neden olur (Fujimoto, vd., 1995). En 1iyi bilinen kimyasal ndbet
indiikleyicilerinden biri olan penisilin, hayvan modellerinde epilepsi modeli
olusturmada siklikla kullanilir. Penisiline olusturulan epilepsi modelinde, penisilini
uygulamanin birka¢ yolu vardir. Indiiklemek istenilen modele bagli olarak,
intraperitoneal, intramiiskiiler, intravenéz veya intrakortikal olarak uygulanabilir
(Rubio, vd., 2010). Kan-beyin bariyeri normalde ¢ogu antibiyotik ajan i¢in zayif bir
gecirgenlige sahiptir bu nedenle sistemik olarak verilen penisilinin epileptik
desarjlara neden olmasi icin ya asir1 miktarda uygulanmasi gerekir ya da kan beyin
bariyeri gecirgenligini degismesine neden olan hastaliklarin bulunmasi gerekir

(Smith, vd., 1967; Kramer, vd., 1969; Wong, vd., 1991).

Penisilinin serebral kortekse uygulanmasiyla olusturulan epilepsi modelinde,
epileptiform aktivite once fokal olarak baslar ve bu sekliyle insan korteksinde
kaydedilen fokal interiktal spike aktivitesine benzer (Fisher, 1989). Ama sonra
yayilir ve jeneralize epilepsiye neden olur. Bu bakimdan da insandaki grandmal

epilepsiye benzer (Sagratella, vd., 1985).
2.2. EEG (Elektroensefalogram)

Beynin spontan ve siirekli bir aktivite gosterdigi ilk defa Caton’un 1875

tarihinde tavsanlar tizerinde yaptigi deneyler sonucunda kesfedilmistir (Caton, 1875).
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Berger 1929-1938 yillar1 arasinda hassas galvanometreler kullanarak ilk kez
insanda (kendi oglunda) sagli deriden beynin spontan aktivitesini yazdirmis ve bu
aktivitelerin dalgalar seklinde oldugunu hatta bu dalgalarin goziin acilip
kapanmasiyla degistigini gostermistir. Berger bu dalgalar1 elektroensefalogram
(EEG) olarak adlandirmistir (Berger, 1929).

EEG, kortikal noronlardaki c¢ok sayida inhibitor ve eksitator sinaptik
potansiyellerin cebirsel toplami olan spontan elektriksel aktivitenin sagli deriden
kaydedilmesidir. Eger bu kayit makro elektrotlarla korteksinin yiizeyinden aliniyorsa

elektrokortikografi (ECoG) olarak isimlendirilir.
2.2.1. EEG’nin klinikte kullanimi

EEG, uykunun ¢esitli sathalarini birbirinden ayirmada, epilepsi gibi norolojik
ve noropsikolojik hastaliklar1 teshis etmede kullanilir. Ancak tek basina EEG
bulgusu epilepsinin tanist i¢in yeterli degildir. EEG kayitlarinin, degerlendirilmesi
gorsel ve subjektiftir. Bu sebeple degerlendiren kisinin tecriibesi ve bilgisi dnem

tasir.
2.2.2. EEG dalgalan

Saglikli bir insanda sagli deriden kaydedilen elektriksel aktivitenin frekansi
genel olarak 1 ile 30 Hz; yiikseklikleri ise 20 -200 mikrovolt kadardir. EEG
dalgalarinin frekansi1 ve genligi oldukca karmasik bir yapr gosterir ve c¢esitli
durumlarda degisebilir. Bununla birlikte EEG dalgalar frekanslarina gore 5 biiyiik
gruba ayrilmaktadir (Plummer, vd., 2019) (Sekil 2.2).

2.2.2.1. Delta dalgasi: Delta dalgalar1, 0,5-4 Hz ve 20-200 pV araligindaki
dalgalardir. Uykunun 3. ve 4. evrelerinde goriiliir. Uyanik yetigkin bir insanda
goriilmesi beyin hasarini isaret eder. 1 yasa kadar olan bebeklerde baskin ritimdir

(Lanquart, vd., 2018).

2.2.2.2. Teta dalgasi: Teta dalgasi, frekans1 4-8 Hz, yiiksekligi 20-100 uV
araligindaki dalgalardir. Normal eriskinlerde uykunun 1. ve 2. evresinde goriiliir.
Cocuklarda goriilmesi normalken, erigskinde uyanikken duygusal stres durumlar

haricinde goriilmez (Ehlers, vd., 2018).

2.2.2.3. Alfa dalgasi: Alfa dalgasi, frekansi 8-13 Hz, yiiksekligi 20-60 uV

araligindaki dalgalardir. Berger ritmi de denir. Normal bir insanda, sessiz ve sakin bir
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odada gozler kapali, zihnen ve bedenen tam istirahatte iken kaydedilir. Uyanik kisi
dikkatini bagka bir faaliyete yoneltirse (zihinsel aritmetik, stres, gozlerini agma gibi)
alfa ritmi kaybolur. Onun yerine diizensiz, daha diisiik voltajli ve yliksek frekansh
beta dalgalar1 gortliir. Bu olaya alfa blokaji denir. Uykuda alfa dalgalar1 kaybolur.
Uyku sirasinda gozlenen uyku igcikleri de yine alfa araligina (7-14 Hz) denk diisen
dalgalar olup, amplitiidleri alfa dalgalarina oranla daha yiiksektir (Berger, 1929).

2.2.2.4. Beta dalgasi: Beta dalgast 13-30 Hz frekansinda, yaklasik 2-20 pV
genlige sahip diizensiz dalgalardir. Zihin aktivitesini temsil ederler. Uyaranlar ve

asir1 zihin aktivitesi oldugunda daha yogundur (Frauscher ve Gotman, 2019).

2.2.2.5. Gama dalgasi: 30 Hz iizerinde yer alan dalgalar genellikle gama
aktivitesi olarak adlandirilir. Genlikleri 2 pV’tan kiiciiktiir. Ust diizey zihinsel
aktiviteyi gosterir. Insanlarda ve hayvanlarda yapilan deneyler, 40 Hz’lik aktivitenin
biligsel islevlerde ve duyusal bilginin entegrasyonunda 6nemli oldugunu ortaya

koymustur (Colgin, 2016).

EEG’de duyu-motor korteksten, 6zellikle santral sulkusun iizerinden yazdirilan
mu ritmi, daha ¢ok uykunun ikinci sathasinda isitme korteksinden yazdirilan kappa
ritmi gibi dalgalarin yaninda lamda ve verteks ritmi gibi aktiviteler de goriilebilir.

(Schomer ve Lopes, 2017).
2.2.3. Epilepsi ile iliskili EEG dalga bicimleri

Bir epilepsi hastasindan epileptik nobet sirasinda kaydedilen EEG paterni ile,
saglikl bir kisiden kaydedilen EEG paterni farklidir (Acharya, vd., 2013). EEG igin
tipik genlik degerleri 20-100 uV arasinda kabul edilir. Daha biiyiik degerler, epilepsi
veya beyinde diger bozukluklarda ortaya ¢ikar (Sekil 2.2).

2.2.3.1. Diken (spike) aktivitesi: 20-70 milisaniye siireli (14-50 Hz frekansl)
aktivitedir. Genellikle arkasindan yavas dalga aktivitesi goriliir (Sekil 2.2).

2.2.3.2. Keskin dalga (sharp) aktivitesi: 70-200 milisaniye siireli (5-14 Hz
frekansli) aktivitedir. Genellikle arkasindan yavas dalga aktivitesi goriiliir (Goksan,

1998).

2.2.3.3. Coklu diken aktivitesi (polyspike): iki veya daha fazla diken

aktivitesinden olusur ve takiben yavas dalga aktivitesi goriilir (Ji, vd., 2011).
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Bu aktivitelerin olusturdugu desarjlarin lokal (fokal) veya jeneralize olmasina
ve morfolojik ozelliklerine gore farkli epilepsi tiplerinin tanist ve siniflandirmasi

mimkin olmaktadir.

Gama (y) >30 Hz iy 8ol s Mmool

Beta (B) 13-30 Hz Nmrmwmwwwwwww\,wm

Alfa (0) 8-13Hz  AMwANW—aWMWA~ WA~

Teta (©) 4-8 Hz M/\/\AM\/W\W

Delta (A) 0,5-4 Hz

Spike (Diken)

200
Vil
100

0

0 1 2 3 Time [s]4

Sekil 2.2. EEG dalgalar1 (Malmivuo ve Plonsey, 1995)

2.3 Serotonin (5-Hidroksitriptamin=5-HT)

Ilk defa kimyasal olarak 1948 de tamimlanan serotonin, indoller denen ve
aromatik bilesiklerden meydana gelen bir grubun tiyesidir (Rapport, vd., 1948) (Sekil
2.3). Daha sonra yapilan histokimyasal ¢aligmalarla beyin dokusunda genis dagilim
gosterdigi tespit edilmistir (Carlsson, vd., 1962). Serotonin salgilayan hiicreler
(serotonerjik ndronlar) beyin sapindaki rafe nukleusunda bulunur. Bu hiicrelerden

baslayan aksonlar, biitiin merkezi sinir sistemine yayilir (Michelsen, vd., 2007).
2.3.1. Serotonin biyosentezi

Serotonin,  L-triptofandan, triptofan-5-hidroksilaz  enziminin  etkisiyle

sentezlenir (Sekil 2.4). Sadece beyinde ve bagirsaktaki enterokromaffin hiicrelerde
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bulunan bu enzim, serotonin sentezindeki hiz sinirlayici basamaktir. Serotonerjik
ndronlardan salgilanan serotoninin bilylik cogunlugu aktif geri alma mekanizmasi
tarafindan alinir ve monoamin oksidaz (MAQ) A tarafindan inaktive edilir (Godar,
vd., 2016). Serotonin yikiminin son iiriinii 5-hidroksiindolasetikasittir (5-HIAA). Bu
madde serotoninin idrarla atilan baslica metabolitidir ve viicuttaki serotonin

sentezinin gostergesi olarak kullanilir.

gﬁ ‘

Sekil 2.3. Serotoninin molekiiler yapisi

2.3.2. Serotonerjik reseptorler

Serotonin reseptdrleri 7 ana gruba ayrilabilir. Bunlar, 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-
HTa, 5-HTs, 5-HTe ve 5-HT7’dir. Bu gruplarin alt gruplar1 da vardir. 5-HT1: 5-HT1a,
5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1e ve 5-HT:r (Jeong, vd., 2012); 5-HT2: 5-HT2a, 5-HT2g ve 5-
HT2c (Pithadia ve Jain, 2009); 5-HTs: 5-HT3a, 5-HT3p, 5-HTac, 5-HT3p ve 5-HTse
(van HooftEngbers, vd., 2013); 5-HT4: 5-HT4a, 5-HT4g, 5-HTac, 5-HTap, 5-HT4g, 5-
HT4r, 5-HTsc, 5-HT4i, 5-HTan ve 5-HT4ps (D’Souza ve Craig, 2010); 5-HTs: 5-
HTsa ve 5-HTsg (Nelson, 2004); 5-HTs; 5-HT7 (Ratta 5-HT7(a), g), (), (0); Insanda 5-
HT7a), ®), ) (Heidmann, vd., 1997) (Brunton, vd., 2018). 5-HT1igpp reseptorleri
cogunlukla presinaptiktir, 5-HT1a reseptorii hem presinaptik hem de postsinaptik
olarak bulunur ve geriye kalan reseptor alt tiirleri daha ¢ok postsinaptiktir.
Serotonerjik nérotransmisyonda diger énemli protein, 5-HT tasiyicisidir. Bu protein,
5-HT sinir uglarinin membraninda bulunur ve sinir uglarina salinan 5-HT nin geri

alinmasindan sorumludur.

5-HT1: Goai proteinine baglanarak, 5-HT2: Goq proteinine baglanarak, 5-HTj,
5-HTsa ve 5-HTe reseptorleri Gas proteinine baglanarak hiicre i¢i islevlerini

gerceklestirir. 5-HT3 reseptorleri ligand kapili iyon kanallaridir. 5-HTsg’ nin hiicre i¢i
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yolag1 belirsizdir. 5-HT7 reseptorleri ise Gas ve Goiz protein yolaklarini kullanarak

etkisini gosterir (Kvachnina, vd., 2005) (Sekil 2.5).

5-HT7 reseptorleri 5-HT reseptor ailesinin en yeni iiyesidir. 5-HT7 izoformlari

benzer farmakolojik profile sahiptir. Diger 5-HT reseptorleri i¢inde, 5-HT7

reseptorlerine yapisal olarak en yakin olami 5-HTia reseptorleridir (Witkin, vd.,

2007).
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Sekil 2.4. Serotoninin sentezi ve yikimi (Brady, vd., 2012)

2.3.3. Serotoninin fonksiyonu

Serotonin; beynin  gelisimi, embriyogenez, norogenez,

morfogenez,

sinaptogenez, apoptoz, istah, uyku, 6grenme ve hafizada, sicaklik diizenlenmesi, ruh

hali, davranig, kardiyovaskiiler fonksiyon, kas kasilmasi ve endokrin diizenleme Vvb.

gibi bir¢ok viicut fonksiyonunda 6nemli role sahip bir ndrotransmitterdir. Ayrica

epilepsi basta olmak iizere alzheimer hastaligi, depresyon, migren gibi pek ¢ok

patolojik kosulun altinda serotonin metabolizmast bozukluklar1 ve serotonin

reseptorlerinin 6zellikleri yatmaktadir (Watts, vd., 2012; Khozhai ve Otellin, 2013;
McCorvy ve Roth, 2015; Villalon ve VanDenBrink, 2017; Brummelte, vd., 2017,
Holck, vd., 2019).
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GIRK—G-protein coupled inward rectifier potassium Akt—protein kinase B, Hsp90—heat shot shock protein 90; ERM—proteins of
channel; AC—adenylyl cyclase; cAMP—cyclic adenosine monophosphate; the ezrin-radixin-moesin family; GEF—guanine-nucleotide exchange factor
PKA—protein kinase A; ERK—extracellular signal-regulated kinases; (represented by the leukemia-associated RhoGEF LARG and p115Rho);

nRTKs—non-receptor tyrosine kinases; AKAPs—A-kinase anchoring proteins;
Z0—zona occludens proteins; SRF—serum response factor; SRE—serum
response element.

Sekil 2.5. 5-HT7 reseptoriiniin hiicre i¢i sinyal yolag1 (Guseva, vd., 2014)
2.3.4. Serotonerjik reseptorlerin beyinde dagilim ve fonksiyonu

5-HT1a reseptorleri, limbik alanda 6zellikle hipokampusta, lateral septumda,
kortikal alanlarda (6zellikle singulat ve entorhinal korteks) ve mezensefalik raphe
cekirdeklerinde (hem dorsal hem de median raphe ¢ekirdekleri) yogun miktarda
bulunur. Buna karsilik, bazal gangliyonlar ve serebellumdaki 5-HTia reseptor
seviyeleri azdir (Kia, vd.,1996). 5-HTia reseptorlerinin aktivasyonu noronal
desarjlarin inhibisyonuna neden olur. Ayrica adrenokortikotropik hormon (ACTH)
tiretiminin ve yeme davraniginin diizenlenmesinde rol oynar (Wang, vd., 2009). 5-
HT:a antagonistleri (buspiron, gepiron), anksiyete ve depresyonun tedavisi i¢in
kullanilir (Klemenhagen, vd., 2006). 5-HT1a reseptorii antagonisti pindolol, se¢ici
serotonin geri alim inhibitorlerinin (SSRI) depresyon tedavisinde etkinligini arttirir
(Artigas, vd., 2006). Belirli beyin bolgelerinde azalmig 5 HT1a reseptorii yogunlugu,
alkol varhig: ile iligkilidir (Storvik, vd., 2009). Serotonin, 5-HTac ve 5-HTig
reseptorleri araciligiyla ejekiilasyon gecikmesini arttirir ve orgazmi geciktirir, fakat

5-HT1a reseptorii araciligiyla bosalma gecikmesini azaltir (De Jong, vd., 2006).
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Serotonin eksikligi olan fareler soguk bir ortama yerlestirildiginde hipotalamik 5-
HTia ve 5-HT7 reseptorlerinin aracilik ettigi, artan hizli bir hipotermik tepki
(hiperkapnik ventilasyon yanit1 ve termoregiilator devresi) gosterir (Hodges, vd.,

2008).

5-HT1g reseptorleri, beyinde yaygin olarak bulunur. Ozellikle sican bazal
gangliyonlarinda, substantia nigra, globus pallidus, ventral pallidum ve
endopedunkular c¢ekirdegin yani sira striatumda yogun miktardadir (Pazos ve
Palacios, 1985). 5-HT1g reseptorlerinin aktivasyonu presinaptik inhibisyonu artirir.
Bulunduklar1 bolgelere gore noérotransmitter salimimlarini inhibe ederler (Jin, vd.,
1992). Serotonin, her damar duvarinda ve etrafindaki diiz kas dokusunda eksprese
edilen belirli reseptorlere bagl olarak farkli vaskiiler tepkilere (vazokonstriksiyon
veya vazodilatasyon) neden olur. 5-HT1g reseptorlerinin aktivasyonu, pulmoner kan
damarlarinda vazokonstriksiyona neden olurken; serebral kan damarlarinda,

vazodilatasyona neden olur (Kaumann ve Levy, 2006; Hamel, 2007).

5-HT1p reseptorleri, insan beyninde, bazal gangliyonlarda (globus pallidus ve
substantia nigra) orta beyinde ve omurilikte yaygin olarak bulunmaktadir (Varnas,
vd., 2001). 5-HTip ve 5-HTig reseptorlerinin dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu ile iligkili oldugu bilinmektedir (Algil, vd., 2010). Merkezi sinir
sisteminde, 5-HT1p reseptorleri hareket ve anksiyete diizenlenmesine katilir. Ayrica

beyinde vaskiiler vazokonstriksiyona neden olurlar (Hamblin ve Metcalf, 1991).

5-HT1E reseptorleri, insan ve maymun beyninde, kortikal alanlarda (entorhinal
korteks dahil), kaudat ve putamende yogun olarak amigdala ve hipotalamusta daha
diisiik seviyelerde bulunur (Bruinvels, vd., 1994). 5-HTie reseptorleri bellek

diizenlemesine katilir (Shimron-Abarbanell, 1995).

5-HTir reseptorleri, kortikal ve hipokampal alanlarda en yiiksek diizeyde
bulunur ancak 5-HT1g ve 5-HT1p baglanma bdlgelerinin aksine, substantia nigra'da
zar zor tespit edilebilir. Talamus ve hipotalamusta, %70’lik homoloji ile 5-HT1e
reseptoriiyle yakindan iliskilidir (Waeber ve Moskowitz, 1995). Uterus ve koroner
arterlerde 5-HTir reseptorlerinin saptanmasi, vaskiiler kasilmada olasi bir roli

oldugunu gosterir (Nilsson, vd., 1999).

Kortikal alanlar, kaudat g¢ekirdek, koku alma tiiberkiilii ve hipokampusta

yiiksek seviyelerde 5-HT2a baglama sahalari bulunmustur (Lopez-Giménez, vd.,
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2001). 5-HT2a reseptor aktivasyonunun bazi beyin bolgelerinde néronal uyarilmaya
neden oldugu ayrica trombosit agregasyonu ve artmis kilcal gegirgenlikle iliskili
oldugu bilinmektedir (Cook, vd., 1994). 5-HT2a reseptorleri diiz kaslarin kasilma
cevabina da aracilik eder (Minosyan, vd., 2007). Ayrica 5-HT2a reseptoriiniin
aktivasyonu; ACTH, korikosteron, oksitosin, renin ve prolaktin salgilanmasinin
uyarilmasina yol acar (Feng, vd., 2001; Bortolozzi, vd., 2005). 5-HTa reseptoriiniin
inhibisyonu davranisi etkiler. 5-HT2a antagonistleri (risperidon, ritanserin, olanzepin

vb.) sizofreninin tedavisi i¢in kullanilir (Kim, vd., 2009).

5-HT2p reseptorii, 6zellikle serebellum, lateral septum, dorsal hipotalamus ve
medial amigdala da yogun bulunur (Duxon, vd., 1997). 5-HT2a ve 5-HT2p periferde
de yaygin olarak bulunur. 5-HT2p reseptoriiniin aktivasyonu, mide fundusunun diiz
kasmin kasilmasi saglar. 5-HT2g reseptorleri, izole edilmis sican damarlarinda
endotel bagimli gevsemeye ve insan bagirsaginda uzunlamasina kas kasilmasina da
aracilik eder (Borman, vd., 2002). Ayrica agri diizenlenmesine katilir. 5-HT2g
reseptori, yetigkin kardiyak kapak fonksiyonunu diizenler ayrica kardiyak gelisimde

de 6nemli rol oynar (Nebigil ve Maroteaux, 2003).

5-HT2c reseptorii, 5-HT2a ve 5-HTzs reseptorlerinin aksine merkezi sinir
sisteminde siirhidir. Otoradyografik caligmalar bu reseptoriin si¢can beyninde, koroid
pleksus, korteks, niikleus accumbens, hipokampus, amigdala, kaudat niikleus ve
substantia nigra'da bulundugunu gostermistir (Mengod, vd., 1990). 5-HTxc reseptor
aktivasyonunun sigan piriform korteksinde piramidal ndronlar1 depolarize ettigi,
hipolokomosyon, hipofaji, kaygi, ereksiyon ve hipertermi gibi davranigsal yanitlari
olusturdugu diistiniilmektedir (Sheldon ve Aghajanian, 1991; Koek, vd., 1992; Lam,
vd., 2008). Bir 5-HT2c antagonisti olan agomelatin, etkili bir antidepresan islevi
goriir, boylece beynin belirli bolgelerinde dopamin ve norepinefrin diizeylerinde bir
artisa neden olur (Goodwin, vd., 2009). 5-HT.c reseptorii ayrica agri diizenlemesine
katilir (Kalkman, 1994). 5-HT2c reseptorleri idrara c¢ikmayi oOnlerken 5-HTia
reseptorleri idrara ¢ikmayi tesvik eder (Ramage, vd., 2006).

5-HT3 reseptorti, beyin sapindaki dorsal vagal kompleks i¢inde yogun miktarda
bulunur (Pratt, vd., 1990). Bu boélge, vagus sinirinin niikleus traktus solitariusunu,
alan postrema ve dorsal motor ¢ekirdegi igerir. Ayrica, hipokampus, niikleus
kaudatus ve putamende de yogun miktarda bulunur (Abi-Dargham, vd., 1993).

Bunlarin disinda neokortekste, amigdalada, hipotalamusta, periferde ise enterik sinir

27



sisteminde bulunur. Serotoninin 5-HT3 reseptoriine baglanmasi, néronlarda uyarici
bir yanita yol agar. 5-HTs reseptorleri, norotransmitter salinimini diizenler.
Ondansetron gibi 5-HT3 antagonistleri antiemetik olarak kullanilir (Minami, vd.,
2003). Ayrica 5-HT3 antagonistlerinin alkol, nikotin, kokain ve amfetamin gibi
ilaglarin koétiiye kullanilmasiyla olusan davranigsal sonuglarini baskilayabildigine
dair kanitlar vardir (Thompson ve Lummis, 2007). 5-HTz agonistlerinin anksiyolitik
bir profile sahip olduklar tespit edilmistir (Rodd, vd., 2007).

5-HT4 reseptorii, ozellikle nigrostriatal ve mezolimbik sistemlerde, bazal
gangliyonlarda, hipokampusta, neokortekste ve ylizeyel tabakalarda yiiksek
seviyelerde bulunurken derin kortikal tabakalarda ise diisiik seviyelerde bulunur
(Waeber, vd., 1994). 5-HTs reseptoriiniin aktivasyonu nodronal uyarilabilirligi
artirdifi ve repolarizasyonu yavaslattigi yapilan elektrofizyolojik ¢aligmalarda
gosterilmistir (Roychowdhury, vd., 1994). Merkezi sinir sistemindeki 5-HT4
reseptorleri, diger norotransmitterlerin (asetilkolin, dopamin, serotonin ve GABA)
salimimin1 modiile eder ve sinaptik iletimi arttirir (Ciranna, 2006). Ayrica 5-HTs
reseptorleri 6grenme ve hafizay1 diizenler. Alzheimer hastalarinda 5-HT4 reseptorleri
miktar1 6nemli 6l¢iide azdir (Reynold, vd., 1995). Serotonin, 5-HT4 reseptorii yoluyla
beyin sap1 Boetzinger kompleksindeki ritim iireten solunum néronlarinin aktivitesini
kontrol eder (Berger, vd., 2009). Opioid analjezik ilaglar, bu hiicrelerin mu opioid
reseptOrlerini  baskilayarak solunum depresyonuna neden olurken, 5-HT4
reseptoriiniin aktivasyonu solunumu uyarir (Eilers ve Schumacher, 2004). 5-HT,
reseptOriinlin  aktivasyonu ileumda asetilkolinin salinmasina, domuzlarda yemek
borusu ve kolonun kasilmalarina neden olur. Ek olarak, gastrointestinal motilitenin
modiilasyonuna ve bagirsak mukozasinin sekretuar yanitlarina katilir (Hansen, vd.,
2008). 5-HT4 agonistlerinin, izole edilmis insan kalbine infiizyonu kasilma giiciiniin

artmasina yol agar (Mialet, vd., 2000).

5-HTs reseptdrii, merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunur. Ozellikle
kortekste, hipokampusta, koku alma merkezinde, medial habenulada, amigdala (en
fazla merkezi, bazolateral ve lateral ¢ekirdeklerde) ve hipotalamusta bulunur. Ayrica,
suprakiyazmatik ¢ekirdek (SCN), bazal gangliyonlar, diyagonal bant cekirdekleri,
ventral pallidum, entorinal ve singulat korteksde de tanimlanmistir (Doly, vd., 2004).
5-HTs reseptorlerinin farmakolojik islevi hala tam olarak bilinmemektedir (Pytliak,

vd., 2011). Lokalizasyonlarina dayanarak, motor kontrol, beslenme, anksiyete,

28



depresyon, 6grenme, bellek konsolidasyonu ve beyin gelisiminde fonksiyonu
olabilecegi tahmin edilmektedir (Thomas, 2006). Genetik caligmalarda, 5-HTsa
reseptdr genindeki polimorfizmin, sizofrenide potansiyel etken olabilecegi ileri

stirilmektedir (Birkett, vd., 2000).

5-HTs reseptorii, striatumda (kaudat ¢ekirdegi) yiiksek seviyelerde; olfaktor
tiiberkiil, niikkleus akumbens ve hipokampusta nispeten yliksek seviyelerde; serebral
korteks, talamus, hipotalamus ve substantia nigra'da orta seviyelerde; globus
pallidus, serebellum ve diger mezensefalik bolgelerde ise diistik seviyelerde bulunur
(Ruat, vd., 1993). 5-HTs reseptorlerinin ekspresyonunun Onlenmesi, kolinerjik
fonksiyonun artmasiyla olusan bir davranis sendromuna neden olmustur (Bourson,
vd., 1995). 5-HTs reseptorleri, GABAerjik ve kolinerjik sistemleri modiile eder bu
nedenle secici 5-HTe antagonistleri, uyku, anksiyete ve hafiza sorunlarinin
tedavisinde faydali olabilir (Tricklebank ve Daly, 2019). Bir ¢aligmada segici 5-HTs
antagonistleri, laboratuvar hayvanlarinin uzamsal hafizasini gelistirmistir (Johnson,
vd., 2008). Baska bir ¢alismada ise segici 5-HTe reseptor antagonisti Ro4368554,
uyku gecikmesini ve uyanikligi azaltmistir (Morairty, vd., 2008).

5-HT7 reseptorli, on talamusta ve hipokampusta (dentat girus) yiiksek
seviyelerde bulunurken; hipotalamusta SCN, diger hipokampal bolgeler (CA1, CA2),
beyincikte purkinje hiicrelerinde, baz1 amigdala ve beyin sap1 ¢ekirdeklerinde, 6n
singulat ve diger serebral kortikal bolgelerde (piramidal hiicrelerde ve GABAerjik
noronlarda), orta seviyelerde bulunur (Varnas, vd., 2004). 5-HT7 reseptorleri
ozellikle 6grenme, hafiza, hipokampal aktivite, sirkadiyen ritim ve duygu-durum ile
iligkilidir. Sizofreni tanisi olan hastalarla yapilan ¢alismalarda 5-HT7 reseptorlerinin
azaldig1 ve antipsikotik ilaclarla tedavi edilen sizofreni hastalarinda ise kortekste 5-
HT7 reseptorlerinin arttigt bulunmustur (Dean, vd., 2006). 5-HT7 reseptorleri
damarlarda bolca eksprese edilir ve aktivasyonu deney hayvanlarinin siirekli
vazodilatasyonundan sorumludur (Terrén, vd., 2007). 5-HT7 reseptoriiniin
antagonistleri SSRI'larin etkilerini taklit eder buna bagli olarak depresyon ve uyku
bozukluklarmmin tedavisinde 5-HT7 reseptor antagonistlerinin uygulanabilecegi

bildirilmistir (Mnie-Filali, vd., 2007).

5-HT, kardiyovaskiiler sistemde bradikardi veya tasikardi, hipotansiyon veya
hipertansiyon, vazodilatasyon veya vazokonstriksiyon iceren karmagsik yanitlar

ortaya ¢ikarir. Bu yanitlar, 5-HT'nin ¢esitli seviyelerde farkli reseptorlerle ¢cok yonlii
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etkilesimlerini igerir (Villalon ve Centurion, 2007; Watts, vd., 2012). ilginctir ki, 5-
HTe reseptorii kardiyovaskiiler regiilasyona dahil degildir (ne merkezi ne de ¢evresel

olarak) (Ramage ve Villalon, 2008).
2.3.5. Serotoninin epilepsideki rolii

Antidepresanlarin epileptik desarjlar1 baskiladigina dair ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur (Lagae, vd., 2018; Ogiin, vd., 2019). Bu calismalarin aksini belirten
calismalarda vardir (Coupland, vd., 2011; Hill, vd., 2015). Antidepresanlarin
antikonvulsif etkisinin mekanizmas1 tam olarak aciklanamamistir. Bazi bilim
insanlar1 serotonerjik nérotransmisyonun bu etkiyi olusturabilecegini savunmaktadir
(Singh ve Goel, 2017). Ancak serotonin reseptor alt tiplerinin, epilepsideki rolii

hakkindaki verilerde ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir.

Bir SSRI ve antidepresan olan fluoksetin, maksimum elektrosok modeli
deneysel epilepside antikonvulsif etki gostermistir (Borowicz, vd., 2006). Yine baska
bir ¢aligmada fluoksetin, farelerde PTZ ile indiiklenen deneysel epilepside nobet
latansin1 artirmistir (Kecskemeti, vd., 2005). Bir baska SSRI ve antidepresan olan
Sitalopram, deney hayvanlarinda, pilokarpinle indiikklenmis fokal motor ndbetlerin
olusumunu ve yayilhimimi azaltmistir (Clinckers, vd., 2004). Bir selektif serotonin
sentez inhibitorii olan p klorofenilalanin ile serotonin seviyesi azalmis siganlarda
kainik asitle olusturulan ndbetlerin siddeti ve 6liim orani artmistir (Maia, vd., 2017).
Bu sonuglarin aksini gosteren calismalar da mevcuttur. Baska bir SSRI olan
tramadoliin asir1 dozu gesitli vaka sunumlarinda nobetlere neden olmustur (Ryan ve
Isbister, 2015). Segici bir serotonin ve ndrepinefrin geri alim inhibitorii olan
duloxetine, penisilinle olusturulan epileptiform aktivitede prokonvulsif etki
gostermistir (Esen ve Aygun, 2019). Bir diger calismada selektif ve geri doniissiiz bir
triptofan hidroksilaz inhibitorii olan para kloro fenilalanin (PCPA), AY-9944 ile

olusturulan deneysel epilepside antikonvulsif etki gdstermistir (Bercovici, vd., 2006).

Bir 5-HT:1a ve 5-HT7 reseptor agonisti olan 8-OH-DPAT, pikrotoksin ile
indiiklenmis epilepside tonik arka bacak ¢ekmelerini ve ndbet dliimlerini azaltmigtir
(Pericic, vd., 2005). Bikukulinle uyarilmis nébetlerde, 8-OH-DPAT uygulandiginda
ndbetlerin borst aktivitesi azalmistir (Salgado ve Alkadhi, 1995). 5-HT1a icermeyen
mutant farelerde, kainik asit kaynakli ndbetlerden sonra olim orani artmistir
(Parsons, vd., 2001). Bir selektif 5-HT1a reseptor antagonisti olan NAD-29, tutusmus
hayvanlarda (kindled) diisiik frekansli uyarilarin (LFS) olusturdugu antikonvulsif
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etkiyi azaltmistir (Gharib, vd., 2018). Bu ¢alismalarin aksine bir 5-HT1a ve 5-HT1g
reseptor antagonisti olan pindolol, siganlarda elektriksel uyarilarla olusturulan fokal

hipokampal nobetlerde fluoxetinin inhibitor etkisini artirmistir (Wada, vd., 1999).

Bir 5-HTig ve 5-HTip reseptér agonisti olan GR-46611, hipertermi ile

indiiklenen nobetlerde, ndbet esigini ve nobetlerin siddetini diistirmiistiir (Hatini ve

Commons, 2020).

Serotonin reseptorlerinin epileptiform aktiviteye etkisi ile ilgili karmagsik
sonuglar gosteren cok sayida literatiir bulunmaktadir. Sirasiyla selektif 5-HTip, 5-
HTa ve 5-HTac reseptor agonistleri; GR 46611, TCB-2 ve lorcaserin, scnl gen
mutasyonlu dravet sendromlu zebra baliklarinda antikonvulsif etki gostermistir
(Sourbron, vd., 2016). Gii¢lii bir serotonin geri alim inhibitorii, 5-HT1g ve 5-HTip
reseptor antagonisti olan LY393558, ndbetlerle indiiklenen solunum durmasini
baskilamistir (Chen, vd., 2019). 5-HTip reseptor agonisti olan SKF 99101H’mn
sistemik enjeksiyonu 5-HTP (100 mg/kg) ile olusturulan miyoklonik jerklerin
frekans ve amplitiidiinde artisa neden olmustur. Ayni ¢alismada 5-HTip reseptor
antagonisti olan GR 127935 ve 5-HT1a reseptor antagonisti olan WAY 100635, 5-
HTP ile olusturulan miyoklonik jerkleri baskilamig; 8-OH-DPAT ise 5-HTP ile
olusturulan miyoklonik jerklerin amplitiidiinde artisa neden olmustur (Hagan, vd.,
1995).

5-HT2a, 5-HT2s ve 5-HTac reseptor agonisti olan DOI (2,5-Dimethoxy-4-
iodoamphetamine) ve 5-HTP, penisilinle olusturulan epileptiform aktivitede
antikonvulsif etki gostermistir (Taskiran, vd., 2019). 5-HT.c agonisti olan m-
chlorophenyl-piperazine (m-CPP), absans epilepsili siganlarda SWD kiimiilatif
stiresini ve SWD sayisin1 doza bagli olarak azaltarak antikonvulsif etki géstermis, 5-
HT2c antagonisti olan SB-242084 ise yalniz basina etki gostermemis ancak m-
CPP’nin etkisini bloklamistir (Jakus, vd., 2003). 5-HT2a agonisti olan TCB-2,
genetik olarak absans epilepsili hayvanlarda (GEARS) doza bagimli olarak absans
nobetlerin toplam siiresini azaltmis, bu etki secici bir 5-HT2a antagonisti olan
MDL11,939 tarafindan bloke edilmistir. Hem MDL11,939 hem de baska bir segici 5-
HT2a antagonisti M100,907, tek basina enjekte edildiginde absans ndbetlerin
uzunlugunu arttirmistir. 5-HT2c agonistleri lorcaserin ve CP 809,101 doza bagh
olarak absans ndbetleri bastirmis, bu etki segici bir 5-HT2c antagonisti olan SB

242984 tarafindan bloke edilmistir (Venzi, vd., 2016). Bu ¢alismalarin aksine segici
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olmayan 5-HT>c agonistleri mCPP ve Ro 60-0175 ile segici 5-HT2c agonistleri
lorcaserin ve CP-809101, yetiskin si¢anlarda ve farelerde yapilan gesitli akut nobet
testlerinde (MES, 6 Hz elektriksel uyariyla olusturulan nobet modeli ve PTZ ile
indiiklenen kimyasal nobet modeli) calisilmis ancak bu maddelerin herhangi bir
etkisi tespit edilmemistir (Silenieks, vd., 2019). Bir baska calismada, 5-HTac
reseptorlerinden yoksun farelerde nobet esiginde azalma gorilmiistiir (Tecott, vd.,

1995).

5-HTs agonisti olan SR57227, farelerde PTZ ile indiklenmis klonik
nobetlerde, nobet esigini arttirmistir (Gholipour, vd., 2010). Yine baska bir 5-HT3
agonisti olan m-CPBG, farelerde PTZ ile indiikklenmis klonik ndbetlerde morfinin ve
sitalopramin antkonvulsif etkisini artirmistir (Bahremand, vd., 2011). Bir diger
calismada ise 5-HT3 reseptor agonisti olan SR 57227, farelerde PTZ ile indiiklenmis
nobetlerde nobet latansini uzatmis ayrica nobet skorunu ve ndbet sonucu Gliimii
azaltmistir. Ayni calismada SR 57227’ nin bu etkisi, 5-HT3 reseptor antagonisti olan
ondansetron ile bloklanmistir (Li, vd., 2014). 5-HT3 reseptor antagonisti olan
ondansetron insanlarda epileptik nobetlerle iliskili bulunmustur (Mason ve Munnur,
2007; Singh, vd., 2009). Bu ¢alismalarin aksine ondansetron, maksimal elektrosok ile
indiiklenen nobetlerde fenitoinin inhibe edici etkisini artirmigtir (Balakrishnan, vd.
2000).

NAD-299 (5-HT1a antagonisti), RS-102221 (5-HT2c antagonisti), SDZ205-557
hydrochloride (5-HT: antagonisti), ve SB 26997 (5-HT; antagonisti) farelerde
olusturulan PTZ ile indiiklenmis nobetlerde, circuminin antikonvulsif aktivitesini
bloklamistir (Jahan, vd., 2018). 5-HT4 reseptorii genetiksel olarak olmayan farelerde
PTZ ile indiiklenen epieptiform aktivitede, konvulsif tepkiler artmistir (Compan, vd.,
2004). Bu sonuglarin aksine 5-HT4 antagonisti olan SB 204070A, amigdala tutusmus
hayvanlarda tutusmay1 etkilemezken, bilateral arka bacak ¢ekme siiresini azaltmigtir

(Wada, vd., 1999).

5-HTs reseptdr antagonisti SB-271046, ratlarda pilokarpinle indiiklenmis
tekrarlayan nobetlerde nobet frekansini ve nobetlerin neden oldugu biligsel
bozukluklari azaltmistir (Liu, vd., 2019). Yine benzer bir ¢alismada 5-HTs reseptor
antagonisti  SB-399885, siganlarda pilokarpinle indiiklenmis nobetlerde nobet
latansin1 artirmis ayrica nobet skorunu diisiirmistiir (Wang, vd., 2015). Pilokarpin

kaynakli epileptik sican modelinde 5-HTs reseptor antagonisti SB271046,

32



hipokampal piramidal néronlarin uyarilabilirligini azaltmis ve bozulmus uzun stireli

potansiyasyonu (LTP) gelistirmistir (Zhu, vd., 2020).

D2 dopamin, 5-HT1a ve 5-HT7 reseptorii kismi agonisti; 5S-HT2a ve 5-HTs
reseptOrii antagonisti aripiprazole (APZ), doza bagh olarak 2 yiiksek dozda (1 ve 3
mg/kg) SWD sayisini ve siiresini azaltmistir (Russo, vd., 2013). 5-HT1a, 5-HT7 ve 5-
HT3 antagonisti olan 1- (2- (2- (2,6-dimetilfenoksi) etoksi) etil) -4- (2-metoksifenil)
piperazin hidrokloriir (HBK-14) ve 1- {2- [2- (2-kloro-6- metilfenoksi) etoksi] etil} -
4- (2-metoksifenil) piperazin hidrokloriir (HBK-15), farelerde PTZ ile indiiklenen
nobet modelinde, maksimum elektrosok modelinde ve 6 Hz kornea stimiilasyon
testlerinde calisilmistir. Test edilen tiim dozlarda (20-40 mg / kg) HBK-14, farelerin
PTZ’ye bagh ilk miyoklonik segirmeye duyarliligini 6nemli Ol¢lide azaltmistir.
HBK-14 (40 mg / kg) i.v. PTZ ile olusturulan epilepside dnemli 6l¢iide ndbet esigini
yiikseltmis ayrica 30 and 40 mg/kg dozlarda PTZ ile indiiklenmis 6liim oranim
diistirmustiir. HBK-15 yiiksek doz (40 mg / kg) PTZ ile indiiklenmis 6lim oranini
distirmistiir (Pytka, vd., 2017). 2012 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada 5-HT7 ve
5-HT1a reseptorlerine ilgisi olan yeni bilesikler sentezlenmis ve bu bilesikler
farelerde, MES, subkutan pentilenetrazol (scPTZ) ve psikomotor nobet (6-Hz)

testlerinde antikonviilsan etki gostermistir (Obniska, vd., 2012).

5-HT7 reseptorii inhibisyonu odyonejenik epilepsiye karsi koruyucu etki
gostermistir (Bourson, vd., 1997). Graf ve arkadaglarinin yaptigi calismada (2004),
genetiksel olarak absans epilepsili ratlarda (WAG/Rij) 5-HT7 reseptor inhibisyonu,
SWD aktivitesini azaltmistir. 8-OH-DPAT, WAG/Rjj sicanlarda SWD yogunlugunu,
sayisint ve kiimiilatif siiresini artirmistir (Gerber, vd., 1998; Filakovszky, vd., 1999).
Bu bulgularin aksini gosteren g¢aligmalarda mevcuttur. 5-HT7 reseptor knockout
farelerde, konvulsan ajanlarla (PTZ, NMDA ve kokain) ve konvulsif transkorneal
uyarilarla (tonik, klonik ve limbik) deneysel epilepsi modelleri olusturulmus;
elektrosokla olusturulan tonik ndbetlerde knockout farelerde normal farelere oranla
nobet esiginin azaldigi; kokainle olusturulan deneysel epilepside knockout farelerde
daha fazla miktarda nobet olustugu; PTZ modeli deneysel epilepside knockout
farelerde normal hayvanlara gore nobet skorunun yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Witkin, vd., 2007). Sourbron ve arkadaslarmin yapmis oldugu ¢alismada (2016), 5-

HT7 reseptor aktivasyonu, dravet sendromunda antikonvulsif etki gostermistir. 5-HT7
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reseptor inhibisyonu farelerde maksimal elektrosok nobet esiginde (MEST) ve

intravendz PTZ testlerinde etki gostermemistir (Pouzet, 2002).
2.4. Kalsiyum ve voltaj kapih kalsiyum kanallar

Kalsiyumun (Ca*?) fizyolojik etkisini gosteren ilk calisma, Sydney Ringer
tarafindan yapilmis ve kalsiyumun kalp kas1 kasilmasi i¢in gerekli oldugunu tespit
edilmistir (Ringer, 1883). Daha sonra 1950’lerde Katz, Ginsborg ve Paul Fatt,
kalsiyumun kabuklularin kas liflerinde aksiyon potansiyelleri benzeri spike
aktiviteleri olusturdugunu buldu (Fatt ve Katz, 1953; Fatt ve Ginsborg, 1958).
Kalsiyumun norotransmitter salinimi i¢in gerekli oldugu tespit edildiginde (Katz ve
Miledi, 1967), zarlardan kalsiyum iyonu girisinin sinirlerde ve kasta bircok dnemli
islem igin anahtar oldugu belirlendi. Farkli dokularda kalsiyum akimlarinin birden
fazla kanal ile gerceklestigini gosteren ilk calisma Hagiwara grubundan geldi
(Hagiwara, vd., 1975). Daha sonra memeli merkezi sinir sistemi néronlarinda diisiik
esikli kalsiyum spike aktiviteleri (Llinas ve Yarom, 1981) ve periferik dorsal kdk
gangliyon noronlarinda (Carbone ve Lux, 1984; Fedulova, vd., 1985) belirgin diisiik
voltajla aktive edilmis akimlar tespit edildi. (Nilius, vd., 1985). Sonraki ¢alismalarla
farkli kalsiyum kanal gesitleri tanimlanmistir. L, T ve N kanallar1 (Nowycky, vd.,
1985; Fox, vd., 1987); P kanali (Llinas, vd., 1989); Q ve R kanallar1 (Pearson, vd.,
1995; Randall and Tsien, 1995).

Kalsiyum iyonlar1, hiicre sinyalizasyonunun kritik aracilaridir (Zamponi,
2016). Hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki degisikliklerin, ndrotransmitter/hormon
salinimi, gen transkripsiyonu, hiicre bdliinmesi, hiicresel motilite, metabolizma,
noronal iletim, hiicre sinyalizasyonu, duyma, agri, protein dongiisi, gelisim,
programli hiicre o6liimii (apoptoz) ve kas kasilmasi gibi siireclerde islevsel acidan
onemli bir modiilator oldugu bilinmektedir (Wheeler, vd., 1994; Iftinca ve Zamponi,
2009; Wheeler, vd., 2012; Patel, vd., 2013; Simms ve Zamponi, 2014; Pirone, vd.,
2014).

2.4.1. Voltaj kapih kalsiyum kanallarin alt birimleri ve simflandiriimasi

Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (VKKK) ¢oklu genler tarafindan kodlanan; al,
B, v ve 020 alt birimlerden olusan protein kompleksleridir (Catterall, 2000). 212-273
kDa agirhigindaki al alt linitesi; gecis poru, voltaj sensorii ve kap1 aparatini igeren en

bliyiik alt tinitedir. al alt {initesi, ikincil haberciler, ilaglar ve toksinler tarafindan
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kanalin etkilendigi yer olup, her biri a- heliks yapisinda alti1 transmembran segmente
sahip (S1-S6) yaklasik 2000 aminoasitten olusan 4 homolog alandan olusur (I-1V).
S4 segmentleri, pozitif yiiklii aminoasit rezidiileri icerir ve voltaj sensorii olarak
gorev yapmaktadir. Voltaj sensorler; kanalin membran depolarizasyonuna cevap
verir ayrica bilinen tiim kalsiyum kanal blokerleri i¢in baglayici alan olustururlar. S5
ve S6 transmembran segmentleri ise kanal porunu olusturur (Sekil 2.6). On ¢esit al
alt birimi tanimlanmistir. ol alt birimleri farmakolojik karakterlerine ve yapisal
benzerliklerine goére 3 alt simifa (Cavl (L-tipi), Cav2 (N, P/Q, R-tipi) ve Cav3 (T-
tipi)) ayrilmaktadir (Nanou ve Catterall, 2018) (Sekil 2.6, Tablo 2.2). al alt birimi
kanal ozelliklerinin temel belirleyicisidir ve kendi basma fonksiyonel bir kanal
ozeligi tagidigi icin, diger alt birimlere yardimer alt birimler denir. al alt biriminin
yardimc1 alt birimlerle ¢esitli kombinasyonlarla birlesmesinden, yiiksek sayida kanal

cesitliligi olugsmaktadir (Emre, 2018) (Sekil 2.6).

Intraseliiler B alt birimi, 52-78 kDa agirliginda hidrofilik bir proteindir. ol alt
birimlerinin farmakolojik 6zelliklerinin ve kap1 agma goérevinin modiilatorleri olarak
gorev yaparlar. Memelilerde B1, B2, B3 ve B4 olmak iizere dort farkli B alt biriminin
varlig1 saptanmistir. Genel olarak, B alt birimleri yalmizca bir organ veya dokuda

bulunmaz viicutta yaygin bir dagilima sahiptir (Dolphin, 2003) (Sekil 2.6).

Extraseliiler a2 ve plazma membranini gecen 6 alt birimlerinin disiilfit bagi ile
birlegsmesi sonucu meydana gelen a2 alt birimi, tek gen tarafindan kodlanir ve 140-
170 kD agirliga sahiptir. a2 6-1 ve a2 6-2'nin genis doku dagilimi bulunurken, o2 6-3
sadece beyin dokusuna spesifiktir (Klugbauer, 1999) (Sekil 2.6).

Dort transmembran alana sahip vy alt birimi 25-38 kDa molekiil agirliga sahip
olup Ca*? kanallarinin tamamlayic1 bir pargasidir. SeKiz y alt tipi bilinmektedir. y1 alt
tipinin iskelet kasi voltaj kapili kalsiyum kanali kompleksleriyle iliskili oldugu
bilinmekte, diger vy alt tipleri ise kalp ve beyinde tarif edilmektedir (Bosse, vd., 1990;
Catterall, vd., 2005) (Sekil 2.6).

2.4.2. Voltaj kapih kalsiyum kanallarinin siniflandiriimasi

Ik olarak voltaj bagimli kalsiyum kanallari, uyarilabilmeleri icin istiharat
halindeki hiicreye uygulanmasi gereken voltajin biiyiikliigiine gore diisiik voltajla
aktive edilen (LVA); yiiksek ve orta seviyede voltajla aktive edilen kalsiyum
kanallar1 (HVA) olmak iizere iki ana gruba ayrildi (Carbone ve Lux, 1984).
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Daha sonra VKK kanallari, kanal iletkenligine, voltaj ve zaman bagimliligina,
iyon ozelliklerine, iletimlerine, hiicresel dagilimina, ilag ve toksinlere duyarligina,
aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri gibi tiim kriterler g6z Oniine alinarak
elektrofiyofizik ve farmakolojik olarak farkli adlarla smiflandirildilar. Bu
smiflamaya gore; disiik voltajla aktive edilen kanallar T-tipi (transient, tiny)
kanallarini igerir. Yiiksek ve orta seviyede voltajla aktive edilen kalsiyum kanallar
L-tipi (long-lasting, large), N-tipi (noral, non-L), P-tipi (purkinje)/Q-tipi ve R-tipi
(resistant, residual) kanallarin1 kapsamaktadir (Lacinova, 2005) (Tablo 2.2).
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Sekil 2.6. Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin molekiiler yapisi. A) al alt biriminin membran
topolojisi. al alt birimi, her biri alt1 transmembran segmenti (S1 S6) iceren dort alandan
(I-IV) olusur. B) HVA ve LVA kalsiyum kanallar1 komplekslerinin semasi
(Rajakulendran ve Hanna, 2016)

2.4.2.1. L-tipi kalsiyum kanallar

[k kez sinir hiicrelerinde ve daha sonra kalp miyosit hiicrelerinde saptanmustir
(Nowycky, vd., 1985). Depolarizasyon sirasinda uzun siireli ige dogru akimlar
olusturmast nedeniyle L-tipi (long-lasting, large) olarak adlandirilirlar. 4 tipi
(CaVvl.l, CaVvl.2, CaVvl.3, CaV1.4) mevcuttur. CaV1.1 esas olarak iskelet kasinda
bulunur ve iskelet kasi kasilmasi i¢in gereklidir (Tablo 2.2). CaV1.4 esas olarak

retinada bulunur ve normal gérme fonksiyonu igin gereklidir. CaV1.1 ve CaV1.4
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beyinde Onemli seviyelerde bulunmaz (Sinnegger-Brauns, vd., 2009). Retinada,
CaV1.4, dis ve i¢ pleksiform tabakanin sinapslarinda ve ayrica fotoreseptor hiicre

govdelerinde lokalize edilmistir (Mercer ve Thoreson, 2011).

Tablo 2.2. Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin karakteristik 6zellikleri (Dolphin, 2018)

Voltaj Fonksiyonel ~Alfa1kanal CaVadlandirma Temel Fonksiyon
aktivasyonu adlandirma  altbirimi
Yiiksek L a;S 11 iskelet kasi kasimasi, Gen transkripsiyonu
Yiiksek L a,C 1.2 Kalp kasi ve diiz kas kasilmasi, Hormon salinimi, Sinir hiicre gévdelerinde ve
: dentritlerinde kalsiyum akimi, Gen transkripsiyonu, Enzim regiilasyonu
Orta I alD 13 Duyma, Sinoatriyal diigim fonksiyonu, Hormon salinimi, Sinir hiicre govdelerinde
ve dentritlerinde kalsiyum akimi
Orta L a,f 1.4 Retinal nérotranmisyon
Yiiksek PQ a,A 2.1 Merkezi sinir sistemi ve motor sinirlerde sinaptik transmisyon, Norotransmitter salinimi
Yiiksek N a,B 2.2 Periferik ve merkezi sinir sisteminde sinaptik transmisyon
Orta R ak 23 Bazi ndronlarda ve sinapslarda bulunur, Nérotransmitter salinimi
Diisiik T a,6 3.1
Diisiik T a.H 3.2 Néronal uyarim, Pacemaker aktivite, Tekrarlayan ateslemeler olugturur
Dusik T a,l 33

Konjenital sabit gece korliigl tip 2 (CSNB2) olan hastalarin ¢ogunlugunda CaV1.4
mutasyonlart tanimlanmistir. (Bech-Hansen, vd., 1998). Aksine, elektriksel olarak
uyarilabilir hiicrelerin ¢ogunda CaV1.2 ve/veya CaV1.3 eksprese edilir ve her iki
izoform da noéronlarda oldugu gibi (Dragicevic, vd., 2014) sinoatriyal diiglim ve
atriyal kardiyomiyositlerde yogun bulunur (Striessnig, vd., 2014). CaV1.3 ve CaV1.2
agirlhikli olarak néron hiicre govdesinde ve dendritlerde postsinaptik olarak
bulunurlar ve bulunduklar1 bolgelerde noronal uyarilmay: sekillendirirler (Ma, vd.,
2013). Ayrica noronal plastisiteyi destekleyerek, 6grenme ve bellek, uyusturucu
bagimliligi ve ndronal gelisim bigimlerine katilirlar (Striessnig, vd., 2014). CaV1.2
ve CaV1.3 eksikligi kaygi ve depresyon benzeri davranislari etkiler. Fare on
beynindeki azalmig CaV'1.2 aktivitesi anksiyete benzeri davraniglar1 arttirmistir (Lee,
vd., 2012). L-tipi kalsiyum kanallar1 (LTKK) bir¢ok endokrin hiicrede bulunur,
ancak en 1iyi pankreatik adacik hiicrelerinde, adrenal kromaffin hiicrelerinde ve
adrenal kortekste aldosteron iireten hiicrelerde karakterize edilir. Yiiksek dozda
kalsiyum kanal blokerleri insiilin sekresyonunu azaltir ve hiperglisemiye neden
olarak LTKK’larin insanlarda insiilin sekresyonu i¢in Onemli roliinii destekler
(Levine, vd., 2007). CaV1.3 kanallar1 isitmede de onemli bir rol oynar ve CaV1.3
eksikligi hem farelerde (Platzer, vd., 2000) hem de insanlarda (Baig, vd., 2011)
sagirhiga yol agar. Tim L tipi kanal izoformlar1 lenfositlerde de tespit edilmistir,

ancak bu hiicrelerdeki fonksiyonel rolleri bilinmemektedir.

37



2.4.2.2. P, Q-tipi kalsiyum kanallari

Giglii depolarizasyonla aktive olan P/Q-tipi kalsiyum kanallart sinir sistemi,
hipofiz, iskelet kas1 ve serebellar purkinje hiicrelerinde tanimlandig1 halde mide ve
bobrek gibi dokularda saptanamamustir. P/Q-tipi kalsiyum kanallari, transmitter
salinimindan sorumludurlar ve w-agotoksin IVA ile baskilanirlar (Miller, 1987)
(Tablo 2.2). CaV2.1 kanallar1 norotansmisyonda diizenleyicidir. CaV2.1 kanallari,
sintaksin 1A ve SNAP 25 ile etkilesime giren bir sinaptik protein etkilesimi
(synprint) bolgesi igerirler (Sheng, vd., 1996). Cesitli ataksi tipleri olan ve ailesel
hemiplejik migrenli (FHM) hastalarda CaV2.1 kanallarinda mutasyonlar
tanmimlanmustir (Jodive, vd., 1997; Tottene, vd., 2009). CaV2.1 knockout fareler, felg
degildir, ataksi nobetleri gosterir ve dogumdan yaklasik 4 hafta sonra Sliirler (Jun,
vd., 1999). CaV2.1 kanallar1 normal kosullar altinda néromiiskiiler sinaptik iletimi
kontrol etse de muhtemelen CaV2.2 ve CaV2.3 kanallarindan gelen telafi nedeniyle

bu fareler felg degildir (Urbano, vd., 2003).
2.4.2.3. N-tipi kalsiyum kanallari

N-tipi kanallar (noral/non-L) gii¢lii depolarizasyonla aktive olup, yavas
inaktive olurlar. Presinaptik sinir uglarinda bulunurlar, depolarizasyonla kalsiyum
girisine ve norotransmitter salinimina neden olurlar (Spafford, vd., 2003) (Tablo 2.2).
N tipi kalsiyum kanallar1 da P/Q kalsiyum kanallar1 gibi, sintaksin 1A ve SNAP25 ile
etkilesime giren bir sinaptik protein etkilesimi (synprint) bolgesi igerir (Sheng, vd.,
1996). w-konotoksin GVIA, MVIIA, o-grammotoksin SIVA ve peptidilaminlerle
bloklanirlar (Miller, 1987). Merkezi sinir sisteminde, L-tipi kalsiyum kanallarindan
10 kat fazla bulunurlar. Ozellikle korteks, hipokampus, dorsal boynuz terminalleri,
striatum gibi sinapslardan zengin bolgelerde ve néromuskiiler sinapsin presinaptik
membraninda bulunurlar (Williams, vd., 1992). CaV2.2 knockout farelerde,
inflamatuvar ve noropatik agri modellerinde agr1 hipersensitivitesi ve anksiyete
azalmustir, ayrica hipertansiyon gelismis ve barorefleks kaybi olusmustur (Saegusa,
vd., 2001; Mori, vd., 2002). CaV2.2 kanallarinin, ®-conotoxin GVIA ile se¢ici olarak
bloke edilmesi, termal agrida azalmaya neden olmus, ancak mekanik agrida
degisiklik olusmamustir (Pitake, vd., 2019). CaV2.2 kanal delesyonunun agri
tizerindeki etkileri, CaV2.2 kanallarmin spinal dorsal boynuzdaki afferent
terminallerden norotransmiter salinimi i¢in kritik oldugu ve bu bulgularin gecerliligi

ile uyumludur (Bourinet, vd., 2014).
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2.4.2.4. R-tipi kalsiyum kanallari

Dendritlerde ve presinaptik sinir uglarinda bulunmaktadir. Transmitter
salimimin1 uyarirlar ve hipokampal noronlarin ateslemesine ve depolarize edici ard
potansiyelin olusumuna katki saglarlar (Metz, vd., 2005) (Tablo 2.2). Hysterocrates
gigas tarantulasinin venomlarindan elde edilmis SNX-482 peptidi, spesifik
antagonistidir. (Newcomb, vd., 1998). R-tip tipi voltaj kapili kalsiyum kanallar1 orta
derecede uyarilma esigi ve hizli inaktivasyon 6zelligi gosterirler. CaV2.3 knockout
farelerde, agr1 hassasiyetinde azalma tespit edilmistir (Saegusa, vd., 2002). Benzer
sekilde CaV2.3 kanal inhibitorii olan SNX-482 uygulanmis ratlarda, nosiseptif iletim
azalmistir. Yine CaV2.3 knockout farelerde, insiilin saliniminda azalma bildirilmistir
(Jing, vd., 2005). CaV2.3 kanallar1 ayrica uyku regiilasyonunda da gorev alir.
CaV2.3 eksikligi olan farelerde uyaniklik siiresinin azaldig1 ve yavas dalga uykusu

(SWS) siiresinin arttig1 gosterilmistir (Siwek, vd., 2014).
2.4.2.5. T-tipi kalsiyum kanallari

[k kez kobaylarin inferior olivar niikleusunda diisiik voltajla uyarilan kalsiyum
kanallar1 olarak tamimlanmistir (Llinas ve Yarom, 1981). LVA Kkalsiyum kanallar
tiptk HVA kanallar1 ile karsilastirildiginda kiiclik (tiny) ve gegici (transient)
kalsiyum iletkenlikleri sebebiyle ‘T-tipi’ olarak bilinirler. CaV3.1, CaV3.2 ve
CaV3.3 kanallar1 olmak {lizere 3 tipt vardir. T-tipi kanallarimin alt tipleri farkh
biyofizik ozellikler igerir; aktivasyon/inaktivasyon kinetikleri (en hizli CaV3.1>
CaV3.2>> CaV3.3 en yavas), deaktivasyon kinetigi (en hizli CaV3.3> CaV3.1>
CaV3.2 en yavas) ve inaktivasyondan iyilesme orani (en hizli CaV3.1> CaV3.3>
CaV3.2 en yavas) (Chemin, vd., 2002). T-tipi kalsiyum kanallari, santral ve periferal
sinir sisteminde, daha ¢ok hipokampus, talamus, serebral korteks, dorsal kok
gangliyonlarinda ve serbest sinir uglarinda bulunurlar. Ayrica kalp, bobrek, diiz kas,
ireme organlari, endokrin organlar olmak {izere viicutta yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Dolayisiyla epilepsi, agri, kanser, uykusuzluk, hipertansiyon,
kardiyak hipertrofi ve kanser gibi cesitli hastaliklarda terapotik bir hedef olarak
gosterilmiglerdir (Powell, vd., 2014). T-tipi kanallar néronal ateslemenin, noronal
iletisimin ve ndronal uyarilabilirligin 6nemli diizenleyicileridir (Dreyfu, vd., 2010). T
tipi kanalllar, noronal atesleme diizeyini kontrol eden potasyum kanal1 aktivitesini de
kontrol eder (Engbers, vd., 2012; Turner ve Zamponi, 2014). CaVv3.1, CaV3.2 ve

CaV3.3 kanallar1 dokularda tekrarlayan uyarilar olusturmada (atesleme) énemlidirler
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(Tablo 2.2). Kalbin sino-atriyal diigiimiinde, pacemaker aktivitesini olusturarak kalp
ritmini diizenlerler (Zamponi, vd., 2015). T-tipi kalsiyum kanali aktivitesi, renin-
angiotensin sisteminin islevi i¢in de Onemlidir (Hansen, 2015). CaV3.2 T tipi
kalsiyum kanallarinin, serebral arterlerin gevsemesi i¢in kritik derecede Onemli
oldugu tespit edilmistir. Aksine, CaV3.3, CaV1.2 kalsiyum kanallar1 insan serebral
arterlerindeki diiz kas hiicresi kasilmasina katkida bulunur (Harraz, vd., 2014; 2015).
T-tipi kalsiyum kanal1 aktivitesi gen transkripsiyonunun artisi ile iliskilendirilmistir
(Lin, vd., 2014). Ayrica T-tipi kalsiyum kanallari, talamusun geciktirici néronlarinda,
uyku igciklerini aktive eden ve uykuyu kontrol eden ritmik aksiyon potansiyellerinin
patlamasi i¢inde ¢ok 6nemlidirler (Lee, vd., 2004). CaV3.1 nakavt farelerde talamik
noron ateslemesindeki degisikliklere bagli olarak artan viseral agr1 hissi saptanmistir
(Kim, vd., 2003). Bu farelerde ayrica bradikardi olusmaktadir (Mangoni ve ark.
2006). Aksine CaV3.2 kanallarinin farmakolojik olarak inhibe edilmesi analjeziye
aracilik eder (Frangois, vd., 2014). Ayrica CaV3.2 kanallar1 olmayan farelerde, artan
kaygi ve bozulmus hafiza gézlemlenmistir (Gangarossa, vd., 2014). T tipi kalsiyum
kanallari, omurilik arka boynuzundaki presinaptik afferent sinir terminallerinden
norotransmiter salimmini uyarmaktadir (Garcia-Caballero, vd., 2014). CaV3
kanallari mutasyonlart otizmle baglantili bulunmustur (Lu, vd., 2012). T-tipi
kalsiyum kanali aktivitesi, ratlarin kromaffin hiicrelerinden, uyarilmis katekolamin
salgilanmas1 ile iligkilendirilmistir (Carabelli, vd., 2007). Ayrica aldosteron
sentezinin ve salgilanmasinin diizenlenmesinde de 6nemlidirler (Welsby, vd., 2003).
T tipi kalsiyum kanallarinin belirli kanserlerin biiylimesine de katilabilecegine dair
kanitlar vardir (Ohkubo ve Yamazaki, 2012; Dziegielewska, vd., 2014). Bunlarin
yan1 sira CaV3.1 nakavt fareler, yliksek yagl diyetle indiiklenen kilo alimina direng
gosterir (Uebele ve ark., 2009).

2.4.3. Voltaj bagimh kalsiyum kanallari ve epilepsi

Genel olarak kalsiyum kanallarinin blokaj1 epileptik desarjlar1 bastirir. Ayrica

kalsiyum kanal blokerleri bazi antiepileptik ilaglarin etkilerini artirir (Kulak, vd.,
2004).

2.4.3.1. L-tipi kalsiyum kanallar ve epilepsi

L-tipi kalsiyum kanalinin ekspresyonunu kodlayan CACNA1D gen mutasyonu
olan bir hastada atriyal septal defekt ve epileptiform aktivite gozlemlenmistir. Bu

hastada, 2 yasinda kompleks fokal epilepsi, 6 yasinda ise sekonder jeneralize

40



nobetler olusmustur (Pinggera, vd., 2017). Genetik epilepsili WAG/RIj, genetik
epilepsiye yatkin (GEPR) sicanlarin ve ndbet egilimli gerbillerin noéronlarinda
yiiksek seviyelerde CaV1.3 (ancak CaV1.2 degil) rapor edilmistir (Park, vd., 2003;
N’Gouemo, vd., 2010; Kanyshkova, vd., 2014). L-tipi kalsiyum kanallarinin katki
sagladig1 Ozel bir epileptiform desarj olay1 da paroksismal depolarizasyon kaymasi
(PDS) olarak adlandirilir (Rubi, vd., 2013). En genis anlamiyla PDS, ndronal
membranlarda anormal depolarizasyon ile iiretilen bir desarj paternini temsil eder
(Jefferys, 1990). Baska bir galisma, Cavl.3 kanallarinin PDS’leri olusturdugu,
bununda epileptogenezde rol aldigin1 savunmaktadir (Stiglbauer, vd., 2017). Bir L-
tipi kalsiyum kanal blokeri olan nimodipin, PTZ ile indiiklenmis epileptiform

aktivitede antikonvulsif etki gostermistir (Gaisor, vd., 1996).
2.4.3.2. P, Q-tipi kalsiyum kanallar ve epilepsi

P/Q tipi kanallarin nobet bozukluklarinda olasi rolii, CaV2.1 kanal knockout
farelerde kolayca goriilebilir. Bu fareler ciddi ataksi gosterir ve dogumdan yaklasik
dort hafta sonra oliirler. Ayrica, bu hayvanlar absans ndbetler sergilerler ki bu durum
P/Q tipi kanallarin hayvam1 normal fizyolojik kosullarda ndbet aktivitesi
olusumundan koruyabilecegini gosterir (Jun, vd., 1999). Yine benzer ¢alismalarda,
CaV2.1 knockout farelerin, serebellar ataksi ve 5-7 Hz SWD'leri olan absans
nobetlere sahip olduklar1 gosterilmistir (Noebels ve Sidman, 1979; Fletcher, vd.,
1996). Ayrica bu sonuca ek kanitlar P/Q tipi kanal mutasyonu olan birkag fare
modelinde de gosterilmistir (Fletcher, vd., 1996; Doyle, vd., 1997). CaVv2.l
kanalinda mutasyonu olan 11 yasindaki bir kizin ndbet, bas agris1 ve ataksi gibi bir
dizi semptomu oldugu tespit edilmistir (Guerin, vd., 2008). Benzer sekilde CaV2.1
kanalinda mutasyonu olan 11 yasinda erkek ¢ocukta primer jeneralize epilepsi,
epizodik ve progresif ataksi ve hafif 6grenme gii¢liikleri tanimlanmistir (Jouvenceau,
vd., 2001). Ayrica, ailesel hemiplejik migren tip-1 ve CaV2.1 kanalinda mutasyonlari
olan hastalarin bir kisminda hem jeneralize hem de kompleks parsiyel nobetler

goriilmiistiir (Chan, vd., 2008; Zangaladze, vd., 2010).
2.4.3.3. R-tipi kalsiyum kanallar1 ve epilepsi

R tipi kalsiyum kanallar1, tipik HVA kanallarindan daha diisiik bir aktivasyon
esigine sahip olduklarindan, gegici akim dalgalanmalar1 yapabilir ve tekrarlayan
ateslemeler olusturabilir (Metz, vd., 2005). Buna uygun olarak, kindling modeli

deneysel epilepside epileptogenezin ilk asamalarinda CaV1.3, CaV2.1 ve CaV2.3
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kanallarinin mRNA's1, dentat girus ve hipokampal CA1 boliimiinde artmis, aksine
CaV2.2 N-tipi kanallarin mRNA’s1 azalmistir. Bununla birlikte, kindling modeli tam
olarak gelistikten sonra, sadece CaV2.2 alt tipinin ekspresyonunda 6nemli bir artig
gozlendigi bildirilmistir (Hendriksen, vd., 1997). CaV2.3 knockout farelerin GABA
reseptor antagonisti olan PTZ’nin sistemik uygulanmasiyla olusturulan jeneralize
konviilsif nobetlere direng gdsterdigi bildirilmis ayrica bu farelerde 6liim oraninin
azaldig1 tespit edilmistir. Yine bu hayvanlarda, potasyum kanal blokeri olan 4-
aminopiridinin uygulanmasiyla olusturulan nobetlerde herhangi bir degisiklik
olusmamistir (Weiergraber, vd., 2006). Diger bir ¢alismada CaV2.3 knockout
farelerin limbik ndbetlere ve kainik asidin sistemik uygulamasiyla indiiklenen
sekonder jeneralize ndbetlere de direngli oldugunu ortaya konulmustur (Weiergraber,
vd., 2007). Aksine CaV2.3 kanali genetiksel olarak olmayan farelerde y-
hidroksibutirolaktonun sistemik uygulamasiyla indiiklenen absans ndbetlere karsi

duyarliligin arttig1 tespit edilmistir (Weiergraber, vd., 2008).
2.4.3.4. T-tipi Kalsiyum Kanallar ve Epilepsi

T tipi kalsiyum kanallar1 hem genetik hem de sonradan olusan epilepsi
hastaliklarinin patolojisinden sorumlu tutulmustur (Cain, vd., 2018). Klinikte T tipi
kanallar1 bloklayarak nobetleri baskilamay1 hedefleyen cesitli antiepileptik ilaglar
mevcuttur (Goren ve Onat, 2007; Broicher, vd., 2007; Hughes, 2009). Metoksiasetil
ester yan zincirinin baska ester gruplariyla degistirilmesi sonucu {i¢ mibefradil
analogu (NNC 55-0395, NNC 55-0396, NNC 55-0397) sentezlenmistir. NNC 55-
0395 ve NNC 55-0397‘nin HVA kanallar1 da bloke ettigi fakat NNC 55-0396‘nin
sadece T tip Ca*? akimmi blokladigi, HVA kanallarmi bloklamadig goriilmiistiir bu
yiizden NNC 55-0396 selektif T tipi Ca kanal blokeri olarak belirlenmistir (Huang,
vd., 2004). NNC 55-0396’nin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitede
antikonvulsan etki gosterdigi onceki ¢alismamizda gosterilmistir (Arslan, vd., 2019).
Giigli bir T tipi kalsiyum kanal blokeri olan Z944, kindling model deneysel
epilepside antikonvulsif etki gostermezken kindling gelisimini geciktirmistir
(Casillas-Espinosa, vd., 2015). Chen ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada
(2003), 118 adet ¢ocukluk donemi absans epilepsili hastada CaV3.2 T-tipi kanal
geninde (CACNA1H) mutasyon tespit edilmistir. Bir baska caligmada WAG/Rij
(Rijswijk'ten wistar albino glaxo siganlar1) absans epilepsi modelinde, talamik

noronlarda CaV3.1 ve CaV3.3 kanal akimlarinin artisi gézlemlenmis ayrica ayni
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hiicre tiplerinde burst ateslemesi olusturmak icin gerekli potansiyelin azaldigi tespit
edilmistir. Yine bu modelde CaV3.1 kanallarinin farmakolojik blokaji, ndbet
aktivitesinde azalmaya neden olmustur (Rimoli, vd., 2009). Sharop ve arkadaslar
yapmis oldugu calismada (2016), WAG/RIj ratlarda Cav3.1 kanal ekspresyon
seviyesinin, kontrol hayvanlarina kiyasla %35 daha diisiik oldugunu, Cav3.2 ve

Cav3.3 kanal ekspresyonunun ise degismedigini tespit etmislerdir.
2.5. Oksidatif stres

Oksidatif stres ilk olarak Sies tarafindan “antioksidan dengede bozulma ve
potansiyel hasara yol acan bir rahatsizlik” olarak tanimlandi (Sies, 1991). Oksidatif
stres, artmis bir serbest radikal olusumunun yanisira, koruyucu antioksidan savunma

sisteminin azalmig aktivitesini de icerir (Poljsak, vd., 2013).
2.5.1. Serbest radikaller

Serbet radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektronu olan ve bu
elektronlarini zincir reaksiyonlarina sunarak oksidatif hasara neden olan kimyasal
maddelerdir (Hayyan, vd., 2016). Serbest radikaller, ROS ve RNS olarak
siiflandirilabilir. Bu reaktif tiirlerin biiyiik kismi, normal metabolizma sirasinda

tiretilir (Oliveira, vd., 2014) (Sekil 2.7).

ROS, oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu olusur. En ¢ok bilinenleri,
stiperoksit anyonu (O2"), hidroksil (OH"), peroksil (RO2"), hidroperoksil (HO"), lipid
hidroperoksit (LOOH), hipoklorik asit (HCIO) ve hidrojen peroksittir (H202) (Hepel,
vd., 2015). RNS, nitrik oksitten (NO) olusur ve en ¢ok bilinenleri, nitrik oksit (NO"),
nitrit (NO2"), nitrojen dioksit (NOz), dinitrojen trioksit (N203), nitroksil anyonu
(HNO), nitrosonyum katyonu (NO¥), S-Nitrosotiyol (RSNOs) ve peroksinitrittir
(ONOO") (Koskenkorva-Frank, vd., 2013) (Sekil 2.7). Mitokondri reaktif oksijen
tiirlerin olusumu i¢in ana kaynak olarak kabul edilir (Sekil 2.7). Reaktif azot tiirleri
ise nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri araciligiyla iretilir (Ghasemi ve Fatemi,
2014; Nita ve Grzybowski, 2016). Serbest radikal kaynakli hasarin, ndrodejeneratif
hastaliklar (Parkinson, alzheimer, huntington hastalig1 ve amyotrofik lateral skleroz),
amfizem, kardiyovaskiiler ve enflamatuvar hastaliklar, katarakt ve kanser gibi kronik
saglik problemlerinin patogenezine ve patofizyolojisine katkida bulundugu

dogrulanmistir (Halliwell, vd., 1992; Nahar, vd., 2017).
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Sekil 2.7. Reaktif tiirlerin hiicresel kaynaklari (RS). RS’ler sar1 yildiz patlamalar1 seklinde
gosterilmigtir. Antioksidan sistemler ve RS’ nin detoksifikasyonlar1 sirasiyla mor ve mor
oklarla gosterilmistir. Nobetle indiiklenen RSS'in detoksifikasyonuna yodnelik terapotik
stratejiler, yesil oklarla gosterilmistir. GSH artisi veya antioksidanlar ya da NOX
inhibitorleri tarafindan olusturulan inhibisyonu T-bar seklinde gosterilmistir. NOS: nitrik
oksit sentaz; GSH: indirgenmis glutatyon; GR: Glutatyon rediiktaz; GSSG: okside
glutatyon; NOX: NADPH oksidaz; GPX: Glutatyon peroksidaz; SOD: siiperoksit
dismutaz; TXN: tioredoksin; TXNRD: tioredoksin rediiktaz; CAT: Katalaz; Prxox:
peroksiredoksin oksitlenmesi; Prxred: peroksiredoksin indirgenmesi; ACO-: aconitase; A-
KGDH: alfa-ketoglutarat dehidrojenaz (Pearson-Smith ve Patel, 2017)

2.5.2. Antioksidan sistemler

Viicudumuzda oksidatif stresle, DNA mutasyonlariyla, malign dontisiimlerle
ve diger hiicre hasar1 parametreleriyle miicadele, antioksidan sistemler tarafindan
gerceklestirilir (Droge, 2002). Antioksidan savunma sistemleri, ilk olarak Cheeseman
ve Slater (1993) tarafindan tanimlanmis ve antioksidan sistemlerin reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu 6nledigi ve olusan radikalleri bloke ettigi bildirilmistir. Ayrica
epidemiyolojik ¢aligmalar antioksidanlarin, kanser ve diger dejeneratif hastaliklarin

insidansini azaltma yetenegini de kanitlamistir (Godic, vd., 2014).

Biyolojik antioksidanlar (hem endojen hem de ekzojen) iki ana grupta
siniflandirilir: enzimatik antioksidanlar (6rnegin, siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz (GPX)) ve enzimatik olmayan antioksidanlar (6rnegin, oksidatif
enzim inhibitorleri (6rn., siklooksijenaz veya lipooksijenaz), glutatyon, antioksidan

enzim kofaktdrleri (Selenyum, koenzim Q10), ROS/RNS temizleyicileri (C vitamini,
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E vitamini) ve gecis metali selatorleri (6rn. Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA))
(Huang, vd., 2005) (Sekil 2.7).

2.5.2.1. Enzimatik antioksidanlar
2.5.2.1.1. Superoxide dismutase (SOD)

Stiperoksit dismutaz, esas olarak mitokondriyal matris i¢inde elektron tagima
zinciri yoluyla oksijen metabolizmasinin yan iriinleri olarak iiretilen siiperoksit
anyon radikallerinin yok edilmesi gorevini istlenir (Miao ve Clair, 2009). Viicutta
serbest radikallere karsi ilk antioksidan savunma hattini olusturur. Memelilerde ii¢
ayrt SOD izoformu tanimlanmistir: bakir-¢inko siiperoksit dismutaz (Cu / ZnSOD;
sodl geni tarafindan kodlanir), manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD; sod2 geni
tarafindan kodlanir) ve hiicre dis1 siiperoksit dismutaz (ECSOD; sod3 geni tarafindan
kodlanir). Bu SOD formlar1 benzer fonksiyonlar gosterir, ancak protein yapilarinin
ozellikleri, kromozom lokalizasyonu, metal kofaktor gereksinimleri ve gen dagilimi

birbirinden belirgin sekilde farklidir (Gandhi ve Abramov, 2012) (Sekil 2.7).
2.5.2.1.2. Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksitin (ancak diger peroksitlerin degil) suya doniistiiriilmesinden
sorumlu olan dort hem birimi iceren bir enzimdir (Droge, 2002). Peroksizomlarda
lokalizedir. Ayrica sitoplazma ve mitokondride de bulunabilir. Diislik hidrojen
peroksit liretimi seviyelerinde mindr rolii vardir, ancak daha yiiksek hidrojen peroksit

tiretimi seviyelerinde daha 6nemli hale gelir (Sekil 2.7).
2.5.2.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPX)

Glutatyon peroksidaz, bir elektron vericisi (H202 + 2GSH — GS-SG + 2H,0)
olan indirgenmis glutatyonu GSH’1 kullanarak H20, veya organik hidroperoksitlerin
suya veya karsilik gelen alkollere indirgenmesini katalizleyen ¢oklu izozim ailesinin

genel adidir (Sekil 2.7). Dort selenyum atomu igeren tetramerik bir sitozolik

enzimdir (Margis, vd., 2008).
2.5.2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar
2.5.2.2.1. Glutatyon (GSH)

Merkezi sinir sistemindeki ana antioksidan olan glutatyon, reaktif tiyol grubu
ve y-glutamin bagi ile karakterize; glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden

olusan bir tripeptittir (Dringen ve Hirrlinger, 2003). GSH, suda ¢oziinen bir molekiil
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olup okside ve rediikte olmak iizere iki formda bulunmaktadir. Indirgenmis glutatyon
(GSH) rediikte formu, glutatyondisiilfit (GSSH) oksitlenmis formudur. GSH/GSSH
orani hiicrenin antioksidatif kapasitesini belirler. GSH, giiclii bir serbest radikal, bir
baska deyisle reaktif oksijen tiirleri temizleyicisidir (Sekil 2.7). Cesitli metabolitler
ve ksenobiyotiklerle reaksiyona girerek konjugatlar olusturur. Pek ¢ok enzim igin
kofaktor olup gesitli metabolik yolaklarda gorevlidir. E vitamini ve C vitamininin
rejenerasyonunda gorev alir. Oksitlenmis glutatyon konsantrasyonunda artis,

oksidatif stresin onemli bir gostergesidir (Wu ve Batist, 2013).
2.5.2.2.2. E vitamini

E vitamini terimi, bitkiler tarafindan iiretilen ve benzer yapilara sahip olan 8
farkli vitamin formunu kapsamaktadir. Bunlar trimetil (o), dimetil (B veya y) ve
monometil () tokoferol ve her birine karsilik gelen tokotrienollerdir. Tokoferoller
yiiksek bitkiler gibi fotosentez yapan organizmalarda yogun olarak sentezlenirler. E
vitamininin, en fazla alfa tokoferol formu bulunmaktadir (Traber ve Arai, 1999).
Lipitte ¢ozlinen bir molekiil olmasina ragmen, merkezi sinir sistemindeki antioksidan
fonksiyonu tam olarak anlasilamamustir. Peroksitin etkisini notralize eder ve

membranlarda lipit peroksidasyonunu onler.
2.5.3. Oksidatif stres parametreleri

Oksidatif stres genelde; malondialdehit (MDA), 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin
(8-OHAG), protein oksidasyon iriinleri aldehitler, keto bilesikler ve karboniller;
SOD, GPX, CAT, glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzim
yapida antioksidanlar; alfa-tokoferol, askorbik asit, total glutatyon (tGSH), ubikinon,

sistein gibi antioksidanlarin 6l¢iimii ile belirlenir (Ozcan, vd., 2015).
2.5.3.1. Lipit peroksidasyon iiriinlerinin belirlenmesi
2.5.3.1.1. Malondialdehit (MDA) diizeyi

Malondialdehit, doku lipit peroksidasyonundan kaynaklanan ve oksidatif
stresin yaygin olarak kullanilan bir biyobelirteci olan ii¢ karbonlu diisitk molekiiler
agirlikli bir aldehit ve kendiliginden parcalanan peroksit iiriiniidiir (Dix ve Aikens,
1993; Pilz, vd., 2000). Oksidatif stres ile iliskili patolojilerde ve serbest radikal
hasarin dahil oldugu durumlarda iyi bir biyobelirte¢ olarak kabul edilir. Bu nedenle
arastirma  laboratuvarlarinda en yaygin olarak kullanilan oksidatif stres

parametresidir. Genotoksik, karsinojenik, mutajenik ve sitotoksik etkilere sahip bir

46



bilesik olan MDA, hiicre membraninin bozulmasma neden olur, bu sayede iyon
gecisini ve enzimatik fonksiyonlar1 bloke eder. Hiicre zarlarindan kolayca
gecebilecek bir yapida oldugundan hiicre igindeki protein sentezini, enzimatik

olaylar1 ve DNA yapisin1 olumsuz yonde etkiler (Sreejal ve Jaya, 2010).
2.5.3.1.2. Aldehid miktar:

MDA yaninda asetaldehid, biitanal, propanal, hegzanal, heptanal ve 4-hidroksi-

2,3-trans nonenal gibi aldehidler de insan plazmasinda bulunmaktadir (Eken, 2016).
2.5.3.2. Protein hasarinin belirlenmesi

Protein oksidasyon iirlinleri genellikle aldehitler, keto bilesikler ve
karbonillerdir. Protein oksidasyonu genelde 2,4-dinitrofenil hidrazin ile protein

karbonillerin spektrometrik olarak 6l¢limii ile belirlenmektedir (Eken, 2016).
2.5.3.3. DNA hasarimn belirlenmesi

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), en yaygin olarak Olgiilen DNA
oksidasyonu firiinii olup oksidatif DNA hasarinin belirteci olarak kabul edilir (Eken,

2016).
2.5.4. Oksidatif stresin epilepsiye etkisi

Yiiksek metabolik ihtiyaglari nedeniyle viicuttaki en aktif aerobik organ olan
beyin, toplam oksijen tiiketiminin %20'sinden sorumlu olup yiiksek metabolik hiza
sahiptir (Feitosa, vd., 2018). Ayrica, beyin sinirli hiicre rejenerasyon kabiliyetine,
diisiik enzimatik (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz) ve enzimatik olmayan antioksidan seviyelerine (glutatyon ve vitaminler)
sahiptir. Bu nedenlerden dolay1 beyin dokusu oksidatif strese karsi savunmasiz

kalmaktadir (Smith, vd., 2013).

Oksidatif stres ve epilepsi arasindaki korelasyonun ilk deneysel kanitlari,
1989'da bir grup bilim insaninin, bikukulinle (yarismali GABA antagonisti) tedavi
edilen deney hayvanlarinda artan bir SOD aktivitesi gosterdiginde ortaya ¢ikti
(Armstead, vd., 1989). O zamandan beri oksidatif stresin epileptik olaylara neden
oldugu veya oksidatif stresin epileptik nobetlerin sonucu olup olmadigi hala
bilinmemektedir (Shin, vd., 2011). Jeneralize tonik-klonik epilepsinin modeli olan
genetik olarak epilepsiye egilimli sicanlar (GEPR-9s) ile yapilan ¢alismada,

hipokampal gelisime oksidatif stresin eslik ettigini ve GPX enzimatik aktivitesinin
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normal siganlarda GEPR-9s'lere gére daha belirgin oldugunu buldular (Shin, vd.,
2008). Kainik asit (KA) uygulamasini takiben meydana gelen siiperoksit
tiretimindeki artis ve buna bagli oksidatif DNA hasari, KA kaynakli mitokondriyal
ve oksidatif hasarin gostergeleridir (Liang ve Patel, 2006). Intravendéz GSH
uygulamasi, hipokampusta KA kaynakli néron kaybin1 ve daha sonra olusan 6dem
gelisimini engellemistir. Bir diger antioksidan olan melatonin, hiicre i¢i GSH'ta bir
artis olusturarak, KA reseptor aktivasyonu tarafindan iiretilen ROS'un ndrotoksik
etkilerini Onlemistir (Floreani, vd., 1997). Baska bir ¢alismada melatonin,
antioksidan enzimler i¢in gen ekspresyonunu uyarmistir. Melatonin ek olarak,
hidroksil, siiperoksit, peroksinitrit anyonu, tekli oksijen, hidrojen peroksit, nitrik
oksit ve hipoklordz asidi notralize etmistir (Gupta, vd., 2003). Reddy ve arkadaslari
(2018) bir antioksidan olan Musa sapientum (muz) bitki 6ziitiiniin, farelerin hem akut
hem de kronik PTZ kaynakli nobet modellerinde, antikonvulsan etki gosterdigini
tespit etmislerdir. 2019 yilinda yapilan bir baska ¢alismada iki antioksidan ilag N-
asetilsistein (NAC) ve siilforafan (SFN) kombinasyonu, Sprague-Dawley sicanlarda
elektrikle olusturulan status epileptikus modelinde, mitokondriyal disfonksiyonun
giderilmesi ve epileptogenez sirasinda oksidatif stresin azaltilmasi bakimindan etkili
bulunmustur. Ayrica kombine ila¢ uygulamasi, epilepsinin baglamasini geciktirmis
ve nobet ilerlemesini engellemistir (Pauletti, vd., 2019). Oksidatif stres, farkli hayvan
modellerinde epileptogenez sirasinda gelisen hiicre kaybinda ve bilissel islev
bozukluklarinda rol oynamustir (Wang, vd., 2014; Pearson, vd., 2015). Anabilim
dalimizda yapilan bir calismada E vitamini takviyesi sigcanlarda penisilinle
olusturulan epileptiform aktivite ilizerine antikonvulsif etki gdstermistir (Ayyildiz,
vd., 2006). NADPH oksidaz (NOX) enzimi, potansiyel bir ROS kaynagidir. Epileptik
nobetlerin baslangicinda, NOX2 aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterilmistir  (Brennan, vd., 2009). Nobetler sirasinda artmigs mitokondriyal
disfonksiyon ve NOX ile ksantin oksidaz aktiviteleri, asirt ROS olusumuna yol
acarak noropatolojiye katkida bulunur (Kaan, vd., 2005; Rowley ve Patel, 2013;
Kovac, vd., 2014; Ryan, vd., 2014). Ayrica, ¢esitli deneysel modellerde, NOX enzim
aktivitesinin engellenmesinin nobet insidansini azalttigr gosterilmistir (Kim, vd.,
2013). Nobet sonrast mitokondriyal H20- iiretimi, lipit peroksidasyonu (artmis MDA
ve tiyobarbitiirik asit (TBA)) ve mitokondriyal DNA (mtDNA) hasar1 artisi
gosterilmigtir (Dal-Pizzol, vd., 2000; Waldbaum ve Patel, 2010). Akarsu ve

meslektaglar1 (2007), insan eritrositlerinde arginaz ve katalaz aktivitesini; beyin
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omurilik sivist ve plazmada MDA ve NO konsantrasyonunu incelediler sonug olarak
hem atesli hem de atesli olmayan konviilsiyonlarda oksidatif stresin uyarildigini
gosterdiler. TLE’li hastalarda, SOD, CAT ve lipit peroksidasyon belirteclerinde
artmis aktivite olustugu aksine GPX aktivitesinin ise azaldigi bulunmustur (Yis, vd.,
2009). Ote yandan epilepsi vakalarinda, SOD, CAT, GPX ve glutatyon rediiktaz
aktivitelerinde degisiklik olusmadigini savunan calismalar da vardir (Verrotti, vd.,
2002; Gunes, vd., 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlan

Ondokuz May1s Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2017/55
sayili onayiyla, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden (OMU-DEHAM) temin edilen agirhiklari 180-240 gr
arasinda degisen 212 adet erigkin erkek Wistar Albino susu sicanlar kullanildi.
Hayvanlar bu merkezde, yem ve su kisitlamasi olmaksizin, dogal aydinlik-karanlik
dongilisinde 12-16 haftalik oluncaya kadar yetistirildi. Hayvanlar, deneysel
caligmalardan yaklasik bir hafta Once arastirma merkezinden alinip anabilim
dalimizdaki DEHAM’a baglh iinitede aymi sartlar saglanarak kontrol altinda
tutuldular. Power analizine gore her bir elektrofizyolojik deney grubundaki sigan
sayist 6 olarak, her bir biyokimyasal deney grubundaki sican sayisi 5 olarak

belirlenmistir.
3.2. Kimyasal maddeler ve uygulanis sekilleri
3.2.1. Dimethyl sulfoxide (DMSO)
Molekiiler formiilii: (CHs)2SO
Molekiiler agirhigi: 78,13 g/mol
Uygulanma sekli: Coziicii olarak kullanildi.
3.2.2. Uretan
Molekiiler formiilii: NH,COOC:Hs
Molekiiler agirligi: 89,09 g/mol

Uygulanma sekli: Uretan serum fizyolojikte (SF) 0,25 gr/ml olacak sekilde
¢oziildlii. Anestezi saglamak amaciyla siganlara 1,25 gr/kg olacak sekilde i.p. olarak

uygulandi.
3.2.3. Penisilin G Potasyum
Molekiiler formiilii: C16H17KN204S

Molekiiler agirligi: 372,48 g/mol



Uygulanma sekli: Penisilin SF’te 200 (international unit) 1U/ul olacak sekilde
¢ozildi ve epileptiform aktivite olusturmak i¢in ik. olarak 2,5 ul de 500 IU
uygulandi.

3.24.AS 19
Molekiiler formiilii: C1gH2s5N3
Molekiiler agirligi: 283,41 g/mol

Uygulanma sekli: Penisilin G enjeksiyonundan 30 dakika sonra secici bir 5-
HT7 reseptor agonisti olan AS 19, 0,3125; 0,625; 1,25 ug/sican dozlarda 1 pl

hacimde i.s.v. olarak verildi. Coziicii olarak DMSO kullanildi.
3.2.5. NNC 55-0396
Molekiiler formiilii: CaoH0Cl2FN3O2.xHCI
Molekiiler agirligt: 564,56 g/mol

Uygulanma sekli: Penisilin G uygulanmasindan 30 dk sonra; secici bir T tipi
kalsiyum kanal blokeri olan NNC 55-0396, 10 pg/sigan (etkisiz doz) ve 30 pg/sigan
(etkin doz) dozlarda 1 pl hacimde i.s.v. olarak verildi. Coziicti olarak SF kullanildi.

3.2.6. SB 269970
Molekiiler formiilii: C1sH2sN203S.HCI
Molekiiler agirhigi: 388,95 g/mol

Uygulanma sekli: Penisilin G uygulanmasindan 30 dk sonra; secici 5-HT7
reseptor antagonisti olan SB 269970, 0,625; 1,25; 2,5 ng/sican dozlarda 1 pl hacimde
1.s.v. olarak verildi. Coziicti olarak DMSO kullanildi.

3.3. Cerrahi prosediir ve ECoG kayitlan

Deneyden oOnce siganlar 1 giin siireyle a¢ birakildilar. Deney giinii hayvanlar,
1.25 gr/kg i.p. iretan uygulamasiyla anesteziye alindi. Kafa tliyleri tiras edilen
hayvanlar stereotaksik cihaza (Sekil 3.1) sabitlendi. Kafa derisi rostro-kaudal
dogrultuda 3 cm uzunlugunda bir insiizyonla acildi. Sag ve sol hemisfer lizerindeki
yumusak doku uzaklastirildiktan sonra operasyon mikroskobu kullanilarak bregma
(referans noktasi) tespit edildi. Stereotaksik cihaz kullanilarak negatif ve pozitif
elektrot yerleri (bregmadan 3 mm lateral, 4 mm rostral dogrultuda 1 delik (pozitif

elektrot); Bregmadan 3 mm lateral, 4 mm kaudal dogrultuda 1 delik (negatif
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elektrot)); intraserebroventrikiiler (bregmanin 2 mm sol lateral, 1,2 mm kaudali) ve
intrakortikal (bregmanm 1 mm sol lateral, 1 mm kaudali) enjeksiyon yerleri kemik
tizerinde isaretlendi. Stereotaksik koordinatlar, Paxinos ve Watson’un sican beyin
atlasindan elde edildi (Paxinos ve Watson, 2007). Isaretlenen kemik 1 mm capinda
ucu olan bir el drili ile duramatere ulasincaya kadar operasyon mikroskobu esliginde
delindi. Negatif ve pozitif elektrot yerleri igin hazirlanan deliklere 2 adet paslanmaz
celikten iletken vida yerlestirildi. Daha sonra bu vidalara iletken kablolar sarildi. Bu
kablolar ve ekartasyon i¢in kullanilan mosquitoya yerlestirilen toprak baglanti
kablosu 6zel yapim bir disi jak ¢ikisina baglandi. Disi jak ¢ikisina ise bir erkek jak
girigi takilarak direk olarak Powerlab veri kazanim sistemine baglandi. Korteks
ylizeyinden gelen ECoG kayitlari, Powerlab veri kazanim sisteminin bilgisayar
baglantis1 aracilifiyla LabChart 7 programi kullanilarak online olarak kaydedildi
(Sekil 3.2, 3.3). Deneyler sonucunda kaydedilen epileptiform aktivite offline olarak
spike frekans1 ve amplitiidii agisindan analiz edildi. ECoG kayitlari, LabChart v7.3.8
(ADInstruments, Avustralya) yazilimi kullanilarak birer dakikalik boliimlere ayrildi.
Dakika basina diisen spike (diken) sayisi1 ve ortalama amplitiidleri (peak to peak) bu
yazilimin 6zellikleri kullanilarak otomatik olarak hesaplatildi. Kullanilan tiim deney

hayvanlarindan elde edilen kayitlar i¢in bu hesaplama ayr1 ayr1 yapildi.

Sekil 3.1. Sican kafatasi iizerine yerlestirilmis bipolar elektrot
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Sekil 3.2. Sican kafatasi {izerine yerlestirilmis bipolar

LabChart v7.3.8 yazilimi
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Sekil 3.3. Deney esnasinda 500 IU Penisilin G enjeksiyonundan 30 dakika sonra 0,625 pg AS 19

enjeksiyonu sirasinda alinan kayit 6rnegi

5 dakikalik bazal aktivite kaydindan sonra i.k. penisilin G enjeksiyonu ile

epileptiform aktivite olusturuldu. 1.k. penisilin enjeksiyonu kemik yiizeyinden 2,5

mm vertikal yonde, hamilton mikroenjektér ile 2,5 mikrolitre (ul) hacimde

gerceklestirildi. Epileptiform aktivitenin ortalama olarak 2 dakika i¢inde basladigi

gozlendi. 500 TU Penisilin G enjeksiyonundan 30 dk. sonra ¢alisilan deney grubuna
gore AS 19, SB 269970 ve NNC 55-0396 is.v. olarak enjekte edildi. 1.s.v.

enjeksiyon kemik yiizeyinden 4,2 mm vertikal yonde, Hamilton mikroenjektor ile 1
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ul hacimde gerceklestirildi. Enjeksiyon isleminden 2 dakika sonra enjektor ¢ikarildi.
ECoG kayitlart penisilin enjeksiyonundan itibaren 180 dakika boyunca alind:.
Penisilin enjeksiyonunun sonrasinda uygulanan maddelerden ilki penisilinden 30 dk.
sonra, takip eden enjeksiyonlar da 5’er dk. arayla yapildi. Deney sliresince
hayvanlarin viicut sicaklign 36-37.5°C olacak bigimde feedback kontrollii 1sitici ile

sabit tutuldu.
3.4. Deney gruplar
3.4.1. Elektrofizyoloji (ECoG) gruplan
1. Kontrol grubu (SF (2.5ul) (i.k.))
2. Penisilin (500 I1U, i.k.) grubu
3. Penisilin (500 IU, i.k.) grubu + DMSO (1 pl) (i.s.v.)
4. Penisilin (500 IU, i.k.) grubu + SF (1 ul) (i.k.)
5. Penisilin (500 IU 1.k.) + AS 19 (0,3125 pg/sigan, i.s.v.) grubu
6. Penisilin (500 IU i.k.) + AS 19 (0,625 pg/si¢an, i.s.v.) grubu
7. Penisilin (500 TU i.k.) + AS 19 (1.25 pg/ sigan, i.s.v.) grubu
8. Penisilin (500 IU i.k.) + AS 19 (2,5 pg/ sigan, i.s.v.) grubu
9. Penisilin (500 IU i.k.) + AS 19 (5 ng/ si¢an, i.s.v.) grubu

Gruplarin elektrofizyolojik kayitlari offline olarak analiz edildi AS 19'un etkin
dozu (0,625 ug/sican, i.s.v.), etkisiz dozu (0,3125 ug/sigan, i.s.v.) olarak tespit edildi.

10. Sadece etkin doz AS 19 (0,625 pg/sigan, i.s.v.) grubu

11. Penisilin (500 1U i.k.) + SB 269970 (0,3125 pg/ sigan, i.s.v.) grubu
12. Penisilin (500 1U i.k.) + SB 269970 (0,625 pg/ sigan, i.s.v.) grubu
13. Penisilin (500 1U i.k.) + SB 269970 (1,25 ug/ si¢an, i.s.v.) grubu
14. Penisilin (500 IU i.k.) + SB 269970 (2,5 pg/ sigan, i.s.v.) grubu

15. Penisilin (500 IU i.k.) + SB 269970 (5 pg/ sigan, i.s.v.) grubu

Gruplarin elektrofizyolojik kayitlar1 offline olarak analiz edildi SB 269970'in

etkin dozu (1,25 pg/ sigan, i.s.v.), etkisiz dozu (0,625 ug/ sigan, i.s.v.) olarak tespit
edildi.
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16. Sadece etkin doz SB 269970 (1,25 pg/ sigan, i.s.v.) grubu
17. Penisilin (500 1U i.k.) + etkin doz NNC 55-0396 (30 pg/ sigan, i.k.) grubu
18. Sadece etkin doz NNC 55-0396 (30 pg/ sigan, i.k.) grubu

Doz calismalar1 tamamlandiktan sonra etkilesim ¢alismalarina gegildi

19. Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz SB 269970 (1,25 ug/ si¢an, i.s.v.) + etkin
doz AS 19 (0,625 pg/sigan, i.s.v.) grubu

20. Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz AS 19 (0,625 pg/sigan, i.s.v.) + etkin doz
NNC 55-0396 (30 pg/ sigan, i.k.) grubu

21. Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz AS 19 (0,625 pg/sigan, i.s.v.) + etkisiz
doz (10 pg/ sigan, i.k.) NNC 55-0396 grubu

22. Penisilin (500 IU i.k.) + etkisiz doz AS 19 (0,3125 pg/sigan, i.s.v.) + etkisiz
doz (10 pg/ sigan, i.k.) NNC 55-0396 grubu

23. Penisilin (500 1U i.k.) + etkin doz SB 269970 (1,25 ng/ sigan, i.s.v.) + etkin
doz NNC 55-0396 (30 pg/ sigan, i.k.) grubu

24. Penisilin (500 U i.k.) + etkin doz SB 269970 (1,25 pg/ sigan, i.s.v.) +
etkisiz doz (10 pg/ sigan, i.k.) NNC 55-0396 grubu

25. Penisilin (500 IU i.k.) + etkisiz doz SB 269970 (0,625 pg/ sigan, i.s.v.) +
etkisiz doz (10 ug/ sigan, i.k.) NNC 55-0396 grubu

26. Penisilin (500 1U i.k.) + etkin doz AS 19 (0,625 pg/sican, i.s.v.) + etkin doz
SB 269970 (1,25 pg/ sigan, i.s.v.) + etkin doz NNC 55-0396 (30 ug/ sigan, ik.)
grubu

27. Penisilin (500 IU 1.k.) + etkisiz doz AS 19 (0,3125 pg/sigan, i.s.v.) + etkisiz
doz SB 269970 (0,625 ng/ sigan, i.s.v.) + etkisiz doz NNC 55-0396 (10 ug/ sigan,
I.k.) grubu

3.4.2. Biyokimyasal analiz gruplar

Yukaridaki elektrofizyoloji deney gruplarinda epileptiform aktivitenin frekans
ve amplitiid analizi yapildiktan sonra; asagida yer alan biyokimyasal deney gruplar
tekrar olusturuldu ve bu gruplarda etki goriilen zaman araliklarinin kesigim stiresinde
(70. dakika) deney sonlandirildi. Anestezi altindaki hayvanlarin kafasi kesilerek
stirekli oksijenlenen yapay beyin soliisyonu ((aCSF), igerigi (mM): NaCl, 124; KClI,
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5; KH2PO4, 1.2; CaCl2,2.4; MgS04, 1.3; NaHCO3, 26; glukoz, 10; HEPES, 10; pH
7.4 95% 02 ve 5% CO2 tabi tutularak) icerisinde beyinleri ¢ikarildi. Beyinler
cikarildiktan sonra beyincik, beyin sap1 ve beyin yarimkiireleri ayrildi. Ayrica,
hayvanin kafas1 kesilmeden once hayvandan intrakardiyak ponksiyonla 5 ml kan
alindi. Kan 6rnekleri 5000 devirde 5 dakika siire ile santrifiij edilerek plazma ayrildi.
Boylece her bir hayvandan biyokimyasal analiz i¢in 5 ayr1 numune olusturuldu.
Plazma harig, ¢ikarilan numuneler Once sivi azot tankina daldirildi ve hizli bir
bicimde donmalar1 saglandi. Numuneler doku parcalayict ile homojenize edildi ve
fosfat tampon soliisyonu (PBS, 10 mM, pH 7.2) igerisine konuldu. Doku 6rnekleri +4
°C”> de 220V da 1 dk boyunca sonikasyona tabi tutulduktan sonra -80 derece derin
dondurucuda sakland1. Analiz giiniinde oda 1sisinda eritilen homojenatlar +4 °C’ de
15000g de 5 dak santrifiij edildi ve siipernatantlar biyokimyasal analizler i¢in

kullanildi. Biyokimyasal analiz i¢in olusturulan gruplar;
28. Kontrol Grubu (SF (2.5 ul) (i.k.))
29. Penisilin (500 1U, i.k.) grubu
30. Penisilin (500 1U i.k.) + etkin doz AS 19 (0,625 pg/sigan, i.s.v.) grubu
31. Penisilin (500 1U i.k.) + etkin doz SB 269970 (1,25 pg/ sigan, i.s.v.) grubu

32. Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz AS 19 (0,625 pg/si¢an, i.s.v.) + etkin doz
SB 269970 (1,25 pg/ sigan, i.s.v.) grubu

33. Penisilin (500 1U i.k.) + etkin doz NNC 55-0396 (30 pg/ sigan, i.k.) grubu

34. Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz AS 19 (0,625 pg/sigan, i.s.v.) + etkin doz
NNC 55-0396 (30 pg/ sigan, i.k.) grubu

35. Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz SB 269970 (1,25 pg/ sigan, i.s.v.) + etkin
doz NNC 55-0396 (30 pg/ sigan, i.k.) grubu

36. Penisilin (500 IU i.k.) + etkin doz AS 19 (0,625 pg/sigan, i.s.v.) + etkin doz
SB 269970 (1,25 ng/ sigan, i.s.v.) + etkin doz NNC 55-0396 (30 pg/ sigan, i.k.)
grubu

37. Penisilin (500 IU i.k.) + etkisiz doz AS 19 (0,3125 pg/sigan, i.s.v.) + etkisiz
doz SB 269970 (0,625 ng/sigan, i.s.v.) + etkisiz doz NNC 55-0396 (10 pg/ sigan,
I.k.) grubu
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3.4.2.1. Doku orneklerinde protein miktarinin belirlenmesi

Doku homojenatlarindaki her bir numunenin protein miktart Lowry ve
arkadaglarimin olusturmus oldugu metot (1951) ile tespit edildi ve biyokimyasal
degerler mg. protein basina olacak sekilde verildi. Lowry metodunun prensibine gore
alkali sartlar altinda peptid nitrojenleri bakir iyonlarmi indirger (Cu*). Sonrasinda
ortama Folin-Ciocalteau’nun fenol reaktifi eklenmesiyle ile fosfotungstik ve
fosfomolibdik asitler indirgenir sonug¢ olarak molibdenyum mavisi ve tungsten
mavisi renkleri meydana gelir. UV spektrofotometrede ¢ozeltilerin 650 nm’deki

absorbans degerleri okunarak protein miktarlar1 saptanir.
3.4.2.2. Lipid peroksidasyonu diizeylerinin belirlenmesi (MDA diizeyleri)

Doku ve serum drneklerinde MDA diizeyleri ticari kit (Sun-Red Bio Company,
Cat. No0.201-11-0157, Shanghai, China) ile ¢aligildi. Deneyin prensibi N-methyl-2-
phenylindole ile total MDA’ nin reaksiyonu sonucu olusan iiriiniin 450 nm’de

spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir.
3.4.2.3. Siiperoksid dismutaz diizeylerinin belirlenmesi

SOD diizeyleri, siiper oksit radikalinin nitro blue tetrazoliumu indirgeyip
formazon olusturarak mavi-mor renge doniismesi prensibine gore Olgiiliir. Bu
renklerin absorbansi 450 nm’de 6lgiildii. SOD enzim diizeyleri ticari kit (Sun-Red
Bio Company, Cat. N0.201-11-0169, Shanghai, China) kullanilarak ¢aligildi.

3.4.2.4. Glutatyon diizeylerinin belirlenmesi

Glutatyon diizeylerinin  belirlenmesi, proteinler perklorik asit ile
coktiiriildiikten sonra kromojenik disiilfid 5-5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit (DTNB,
Ellman’s reagent) ile SH gruplarinin arasindaki degisim oranmin 450 nm
spektrofotometrede Ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Glutatyon diizeyleri ticari
kit (Sun-Red Bio Company, Cat. No0.201-11-7122, Shanghai, China) kullanilarak
caligildi.

3.4.2.5. Katalaz diizeylerinin belirlenmesi

Katalaz  diizeylerinin  belirlenmesi  metodunun  prensibi,  optimal
konsantrasyonda enzimin hidrojen peroksit ile metanol reaksiyonuna dayanmaktadir.
Olusan formaldehitin kromojen olan 4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol

(Purpald) ile olusturdugu rengin absorbanst 450 nm spektrofotometrede okunur.
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CAT diizeyleri ticari kit (Sun-Red Bio Company, Cat. N0.201-11-5106, Shanghai,
China) kullanilarak ¢alisildi.

ELISA okuma (Tecan Spark 10M, Tecan Group Ltd., Switzerland) (Sekil 3.4)
isleminden sonra elde edilen spektrofotometrik veriler, microsoft excele aktarildi.
Standartlar kullanilarak formiiller olusturuldu. Spektrofotometrik veriler bu
formiillere gore analiz edildi ve Lowry metodunda bulunan protein miktarina gore
mg. protein cinsinden son veriler elde edildi. Her grup i¢in elde edilen degerler

istatistiksel olarak karsilastirildi.

Sekil 3.4. ELISA okuyucu, magellan yazilimi ve kit yikayici

3.5. Istatistiksel degerlendirme

Elektrofizyolojik kayitlarin timii rakamsal verilere donistiiriildiikten sonra,
veriler IBM SPSS Statistics Version 21 yazilimi kullanilarak istatistiksel agidan
degerlendirildi. Elde edilen verilerin normal dagilima uydugu belirlendikten sonra
tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Gruplar arasi farkliliklarin
belirlenmesi amaciyla doz gruplari i¢in etkin dozun hesaplanmasinda; SF ve
DMSO’nun epileptiform aktiviteye etkisinin degerlendirilmesinde Post-Hoc Dunnett
testi; etkilesim gruplari igin Post-Hoc Tukey testi uygulandi. Deney gruplarina ait
degerler, grafik ve metin igerisinde ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM)
olarak ifade edildi. Istatistiksel degerlendirmelerden elde edilen sonuglara gore p
degeri 0,05’in altinda olan farkliliklar anlamli olarak kabul edildi. P degeri 0,01 in
altinda olan farkliliklar ¢ok anlamli olarak, p degeri 0,001' in altinda olan farkliliklar

ileri derecede anlamli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tezde, secici bir 5-HT7 reseptor agonisti olan AS 19 ve segici bir 5-HT7
reseptOr antagonisti olan SB 269970’in penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye
etkisi ve bu etkide segici bir T tipi kalsiyum kanal blokeri olan NNC 55-0396’in rolii

arastirildi.
4.1. Epileptiform aktivitenin olusturulmasi

Penisilin, yapisal olarak bir GABAA reseptor antagonistidir. Beyin korteksine
uygulandiginda GABA inhibisyonunu ortadan kaldirir ve beynin esas eksitator
ndrotransmitteri olan glutamatin uyarici etkisini baskin hale getirerek akut fokal

epilepsi benzeri epileptik aktivitenin gelismesine neden olur (Walden, vd., 1992;
Marangoz, vd., 1994).

Penisilin modeli deneysel epilepsi, en sik kullanilan deneysel epilepsi
modellerinden birisidir. Edmonds ve arkadaslarina goére (1974) bu modelin

avantajlari su sekilde siralanmaktadir:

» Penisilin, omurgalilar i¢inde baliktan insana kadar genis bir yelpazede fokal

nobetlere neden olur.

» Nobet tetikleme hizlidir ve kolayca kaydedilir. Aktivite, uygulamadan
sonraki ilk 15 dakika i¢inde baslar ve takip eden birkac saat boyunca devam

eder.

* Penisilin lokal uygulamasindan sonra patomorfolojik degisiklikler nadiren

bulunur.

= Nobetin klinik belirtisinin odak noktas1 ve yogunlugundan yayilan aktivite

hiz1, dogrudan uygulanan penisilin dozuna baghdir.
* Penisilinin neden oldugu nobetler antikonviilsanlara direngli degildir.

» Uyarilmis epileptiform aktivite, penisilin uygulamasindan 24 saat sonra

tamamen kaybolur.

Penisilin G (500 IU, i.k.) verildikten sonra olusan epileptiform aktivite,
penisilin enjeksiyonunu takiben 2 dakika icerisinde ve ECoG kayitlarinda dikensi

dalgalar seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 3.3, 4.3).



4.1.1. Elektrofizyolojik analiz

ECoG kayitlarinin toplam siiresi, penisilin enjeksiyonundan itibaren 180
dakika olarak belirlendi. Bunun ilk 30 dakikasi penisilinin olusturdugu epileptik
aktivitenin kararli diizeye ulasmasi i¢in gereken siire, diger 150 dk. lik kisim ise
deneyde kullanilan maddelerin degerlendirildigi siiredir. Deney gruplar1 arasinda
penisilin enjeksiyonundan sonraki 30 dakika i¢inde kaydedilen epileptik aktivitenin

spike say1s1 veya amlitiidii agisindan anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05).

Yalniz penisilin G grubu igin sadece penisilin G (500 IU, i.k.) verildi. Penisilin
G + SF grubu i¢in penisilin G (500 IU, i.k.) verildikten 30 dk sonra 2,5 ul SF i.k.
olarak verildi. Penisilin G + DMSO grubu i¢in penisilin G (500 IU, i.k.) verildikten
30 dk sonra 1 pul DMSO i.s.v. olarak verildi. Kontrol gruplart (yalniz penisilin G,
penisilin G + SF, penisilin G + DMSO) birbirleri arasinda karsilastirildiginda
epileptiform aktivitenin spike sayist ve amplitiid degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.1-4.3) (Tablo 4.1, 4.2). Bu
veriler literatlirle paraleldir. Arslan ve arkadaslari yaptiklart calismada (2014),
penisilin modeli deneysel epilepside, penisilinden sonra verilen SF ve DMSO’nun
epileptiform aktivitede etkisiz oldugunu gosterdiler. Dogan ve arkadaslar1 (2020)
benzer sekilde WAG/R1 sicanlarda, SF uygulamasmin epileptik desarjlar
etkilemedigin gosterdiler. Diger bir calismada ratlarda pilokarpinle indiiklenmis

status epileptikus modelinde DMSQO’ nun etkisiz oldugu gosterildi (Lin, vd., 2017).

Penisilin verilmeden tek basina uygulanan SF, 0,625 pg AS 19 (etkin doz),
1,25 ug SB 269970 (etkin doz), 30 pg NNC 55-0396 (etkin doz) gruplarindan elde
edilen kayitlarda temel bazal aktivite goézlenmektedir (Sekil 4.4). Dikensi aktivite
(spike) olusmadigi i¢in bu gruplarda amplitiid ya da frekanstan s6z edilemez.
Dolayisiyla epileptik  aktivite olusturulan deney gruplariyla karsilagtirma

yapilamamustir.
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Sekil 4.1. DMSO ve SF’in epileptiform aktivitenin spike sayisina etkisi. Penisilin G kontrol grubu,
Penisilin G + SF grubu ve Penisilin G + DMSO gruplarina ait spike sayilarinin 10 dakika
ortalamalar1 + standard hata degerlerinin (SEM) grafiksel olarak karsilastiriimasi
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ekil 4.2. DMSO ve SF’in epileptiform aktivitenin spike amplitiidiine etkisi. Penisilin G kontrol
piiep P p
grubu, Penisilin G + SF grubu ve Penisilin G + DMSO gruplarina ait spike amplitiid
degerlerinin 10 dakika ortalamalar1 = SEM degerlerinin grafiksel olarak karsilastirilmasi
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Tablo 4.1. Penisilin G kontrol grubu, Penisilin G + SF grubu ve Penisilin G + DMSO gruplarina ait
spike sayilarinin 10 dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

_ 500 IU Penisilin G (Ort £ SEM) 500 IU Penisilin G + SF (Ort + SEM) 500 IU Penisilin G + DMSO (Ort £ SEM)
20-30 dk 615+42 524+27 62,1+88
30-40 dk 616£55 543=29 60377
40-50 dk 52829 639124 628+ 11.1
50-60 dk 547+19 57.9+12.3 55=113
60-70 dk 59,7+2 64,7+ 18,7 6224123
70-80 dk 59.4£4.5 53.4+£12.6 60,1+11,7
80-90 dk 51,749 499+85 535+103
90-100 dk 51,1£38 486=84 51.8+117
100-110 dk 55452 48.7+ 152 474107
110-120 dk 544+73 388=54 50.1+13.3
120-130 dk 48+59 439+87 42,5+ 10.4
130-140 dk 4523 432£56 39810
140-150 dk 482+31 434+46 41,7+ 10,6
150-160 dk 434£32 4498 357=8,6
170-180 dk 41321 367=34 4019
170-180 dk 41,6 £2,5 40,854 343+69

Tablo 4.2. Penisilin G kontrol grubu, Penisilin G + SF grubu ve Penisilin G + DMSO gruplarina ait
spike amplitiidlerinin 10 dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

_ 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 500 IU Penisilin G + SF (Ort = SEM) 500 IU Penisilin G + DMSO (Ort + SEM)
20-30 dk 1,22£037 1,07£0.22 1,22£0.23
30-40 dk 1.1+£032 1.13+£0.36 127+0.22
40-50 dk 1,06 £0,35 1,09 +035 1L11£0.27
50-60 dk 12+036 1.17+£047 1.1+ 031
60-70 dk 1,23£0,36 111 +0.54 1.06+0,19
70-80 dk 1,25+0,32 1.17+£0.57 1.19+0.18
80-90 dk 13038 1154053 124011
90-100 dk 126034 12605 1.27=02
100-110 dk 1,15+ 032 1.25 £ 049 1.01+0.15
110-120 dk 113024 1.26 + 0.46 1.09+0.15
120-130 dk 1,09 £ 0,09 1.05 £ 0.39 1.01+0.19
130-140 dk 1+0.05 097037 1.24£0.35
140-150 dk 097013 0,9%032 1.16+0.33
150-160 dk 1+£0.26 0.78+0.24 1.12+0.29
170-180 dk 1.01£0.25 08+02 1.13+0.37
170-180 dk 0,95 £0,18 0,72+ 0,18 0.88+0.33

A) 500 U Penisilin G + DMSO

e L

B) 500 IU Penisilin G + SF

~“|f”r*1"'lf+“vj~% ‘H”T"r*.ﬂﬁwww*-“HWVWW*~4-w*-*~r+'*r~-~Jw+

€) 500 IU Penisilin G

Sekil 4.3. Penisilin G kontrol grubu, Penisilin G + SF grubu ve Penisilin G + DMSO gruplarina ait
ECoG kayitlarindan 6rnek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.
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A) Kontrol grubu (Yalniz 5F)
1mv

|— 2sn

B) Yalniz etkin doz AS 19 (0,625 pg)

3
E

C) Yalniz etkin doz SB 269970 (1,25 pg)

D) Yalniz etkin doz NNC (30 pg)

PRy WP PP ™ Mot i
Y L o v ¥ " ¥ Aoty

E) Bazal aktivite

Sekil 4.4. Penisilin verilmeden tek basina uygulanan SF, 0,625 ug AS 19 (etkin doz), 1,25 pug SB
269970 (etkin doz) ve 30 pg NNC 55-0396 (etkin doz) gruplarindan ve hi¢bir maddenin
uygulanmadigi gruptan kaydedilen bazal aktivite grubundan elde edilen ECoG
kayitlarindan 6rnek traseler

4.1.2. Biyokimyasal analiz

Oksidatif stres ve epilepsi arasindaki korelasyonun ilk deneysel kanitlari,
1989'da bir grup bilim insaninin, hayvanlarda bikukulin uygulamasiyla artan SOD
aktivitesi gosterdiginde ortaya c¢ikti (Armstead, vd., 1989). O zamandan beri
calismalar, hayvanlarda tekrarlayan nobet aktivitesinin, artmig ROS {iretimine neden
olup olmadigin1 veya oksidatif hasarin, nobet kaynakli beyin hasarina katkida

bulunup bulunmadigini agiklamaya odaklanmistir. (Méndez-Armenta, vd., 2014).

Deneysel epilepsi modelleriyle yapilan ¢alismalar, epilepsi olusumunda
oksidatif stresin rolii oldugunu ortaya koymustur (Ayyildiz, vd., 2007,
Ferdinandusse, vd., 2013; Wang, vd., 2014; Kovac, vd., 2017). Diger ¢alismalarda
ise epileptik nobetlere neden olan néronlarda, asir1 ve tekrarlayan desarjlari sonucu
serbest radikal konsantrasyonunda artis meydana geldigi tespit edilmistir (Rowley ve
Patel, 2013; Méndez-Armenta, vd., 2014; Kovac, vd., 2014; Ryan, vd., 2014).
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Calismamizda penisilinle olusturulan epileptik aktivite, beyincik, beyin sap1 ve
sag-sol hemisferde, MDA degerlerinin istatistiksel olarak anlamli derecede artmasina
neden oldu (Tablo 4.3) (p<0.05). Bu artis beyincik, sag ve sol hemisferde ¢ok
anlamli olarak degerlendirildi (p<0.01); serumda MDA seviyesi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Bu verilerden sunu
sOyleyebiliriz ki beynin sol tarafinda olusturulan epileptik aktivite, beyin sapini, sag
hemsiferi ve serebellumu (sag hemsiferi ve serebellumu, sol hemisferle benzer
oranda) etkilemektedir. Bu veriler literatiirde var olan bilgilerle uyumludur. PTZ ile
olusturulmus tutugsmus hayvanlarda yapilan bir c¢alismada beyinde MDA
seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir (Reddy, vd., 2018). Baska bir calismada ise
ilaclara direncli kompleks parsiyel epilepsili hastalarda saglikli insana oranla; MDA
seviyelerinin arttig1 belirlenmistir (Pedre, vd., 2018). Bruce ve Baudry (1995), kainik
asit uygulamasindan sonra yetiskin sicanlarda erken déonemde MDA aktivitesinin
artigint ge¢c donemde ise azaldigini, yetiskin olmayan siganlarda ise MDA

seviyesinin degismedigini tespit etti.

Bu c¢alismada penisilinle olusturulan epileptik aktivite, ayrica antioksidan
enzimlerden olan CAT ve SOD degerlerini sag ve sol hemisferde istatistiksel olarak
¢ok anlamli diizeyde azaltti (p<0,01) (Tablo 4.3). Penisilin grubu SF grubuyla
karsilastirlldiginda; beyincik, beyin sapt ve serumda CAT ve SOD degerleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir degisiklik olusmadi (p>0,05); bir
diger antioksidan enzim olan GSH degerlerinde beyincik, beyin sap1, serum ve sag-
sol hemisferde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05) (Tablo
4.3). Calismamizda lipid peroksidasyonunun serumda; CAT, SOD ve GSH
miktarlarinin ise serebellum, beyin sap1 ve serumda degismemesi, epileptiform
aktivitenin beyinde olustugu ve yayilma mekanizmalaria bagl bir durum oldugu

sonucuna varilabilir.

Bolimiimiizde daha oOnce yaptigimiz bir c¢alismada siganlarda penisilinle
olusturulan epilepside penisilin uygulanmayan siganlara oranla beyin, beyin sap1 ve
serebellumda MDA seviyeleri artmistir. Ayrica beyinde oksidatif stres
parametrelerinden olan protein oksidasyonu (AOPP) miktar1 artarken;
antioksidanlardan olan GR, GPX ve CAT diizeyleri azalmis; GSH ve SOD degerleri
degismemistir. Ek olarak beyin sap1 ve serebellumda AOPP, GR, GPX, CAT, SOD
ve GSH miktarlar1 degismemistir (Arslan, vd., 2019).

65



Tablo 4.3. SF ve Penisilin kontrol gruplarina ait sol hemisfer, sag hemisfer, beyincik, beyin sap1 ve
serum; lipid peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz

(SOD) degerleri (ortalama = SEM). SF grubu ile karsilagtirma (* p<0,05, ** p<0,01)

i MDA CAT GSH SOD
SOL HEMISFER (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,83+0.23 16,53 £ 0,93 77,26 +7,30 11,15+ 1,05
Penisilin Kontrol 6,26+ 0,77 ** 9,34 1,20 ** 61,30+ 8,50 6,29 + 0,45 **
- i MDA CAT GSH SOD
SAG HEMISFER (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,62+0,24 15,21+ 1,07 69,61+ 5,62 9,79 + 0,85
Penisilin Kontrol 5,85+0,51 ** 7,91+0,89 ** 62,68 £ 5,95 5,29 +0,33 **
i i MDA CAT GSH SOD
BEYINCIK (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,97 +0,35 17,84 + 0,62 95,79 + 5,72 10,53 + 0,92
Penisilin Kontrol 7,19+ 0,56 ** 15,52 +1,47 81,44 + 6,58 8,15+ 1,06
i MDA CAT GSH SOD
BEYIN SAPI (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 5,24 +0,79 21,62 +3,61 99,68 12,26 11,90+ 1,58
Penisilin Kontrol 1044+1,10* 18,37 +2,71 79,73+4,84 8,28+0,92
SERUM MDA CAT GSH SOD
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 1,91+0,12 4,68 +0,56 21,77 £3,76 1,57+0,11
Penisilin Kontrol 1,98 £0,25 6,29+0,74 33,48+3,24 2,17+0,27

Literatiirde epileptik hayvanlarda GSH, SOD ve CAT gibi oksidatif stres

belirtegleri i¢in elde edilen veriler birbirinden farkli ve g¢eliskili sonuglar
icermektedir. Temporal lob epilepsili hastalarda, SOD, CAT, lipit peroksidasyon
belirteglerinde artmis aktivite olustugu aksine GPX aktivitelerinin azaldigi
bulunmustur (Yis, vd., 2009). Ote yandan, cesitli tiplerde nobet aktivitesi gdsteren
cocuklarda ve bu cocuklar antiepileptik ilaglarla 1 yil tedavi edildikten sonra serum
SOD ve GPX enzim miktarlarinda bir farlilik gorilmemistir (Verrotti, vd., 2002).
Penisilin modeli deneysel epilepside, epilepsili gerbillerde serum CAT ve GPX
seviyesi azalirken, SOD seviyesi degismemistir (Cetinkaya, vd., 2018). Gunes ve
arkadaglarinin yapmis oldugu calismada (2009), ¢ocuklarda febril nobetlerden sonra
serum glutatyon peroksidaz seviyesi artarken siiperoksit dismutaz enzim seviyesi
azalmistir. Bagka bir calismada kainik asitle indiiklenmis epilepside yetiskin
sicanlarda priform kortekste, dentat gyrusta, hipokampusun CA1 ve CA3 bolgesinde;
SOD, GPX aktivitesinin artig1 yetiskin olmayan si¢anlarda ise herhangi bir degisiklik
olmadig1 tespit edilmistir (Bruce ve Baudry, 1995). PTZ ile olusturulmus tutugsmus
hayvanlarda beyinde GSH seviyelerinin azaldig1 belirlenmistir (Reddy, vd., 2018).
Pedre ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2018), ilaglara direngli kompleks parsiyel
epilepsili hastalarda, saglikli insana oranla; MDA seviyelerinin arttig1; oksidatif stres
parametreleri olan 3-nitrotirosine (3-NT) ve 4-hydroxynoneal (4-HNE) seviyelerinin
artigi, NO ve ilerlemis glikasyon

son iriinlerinin (AGEs) azaldigin;
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antioksidanlardan SOD miktarinin arttigini, vitamin C ve iirik asitin seviyelerinin
azaldigini; glutatyon ve ileri diizey protein oksidasyonu {irlinleri seviyelerinin ise
degismedigi belirlenmistir. Elektrikle olusturulan status epileptikus modelinde
zamana bagli olarak GSH’1n azaldig1 ve yine zamana bagli olarak okside GSSG’in

arttig1 tespit edilmistir (Pauletti, vd., 2019).
4.2. Doz calismalari

4.2.1. 5-HT7 reseptoriiniin penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye

etkisi

4.2.1.1. 5-HT7 reseptorii agonisti AS 19’un penisilinle olusturulan

epileptiform aktiviteye etkisi

Penisilin G (500 IU, ik.) enjeksiyonundan 30 dk sonra segici bir 5-HT7
reseptor agonisti olan AS 19 (0,3125; 0,625 ve 1,25 pg/sigan, 1 pl
intraserebroventrikiiler (i.s.v.)) 3 ayr1 doz grubu seklinde uygulanarak epileptiform

aktivite iizerine etkisi incelendi.
4.2.1.1.1. Elektrofizyolojik analiz
4.2.1.1.1.1. AS 19’un 0,3125 pg dozdaki etkisi

Penisilin G (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk sonra AS 19, 0,3125 ug/sigan
dozda 1.s.v. olarak uygulandi. AS 19 (0,3125 pg) grubu ile penisilin kontrol grubu
karsilastirildiginda spike sayis1 ve amplitiid degerleri bakimindan istatistiksel olarak

anlaml bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.5-4.7) (Tablo 4.4, 4.5).
4.2.1.1.1.2. AS 19’un 0,625 pg dozdaki etkisi

Penisilin G (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk sonra AS 19, 0,625 ng/sican
dozda i.s.v. olarak uygulandi. 0,625 pg AS 19 grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda spike sayisini 60 dk’dan itibaren deney sonuna kadar istatistiksel
olarak cok anlamli bir sekilde azaltti (p<0.01). Bu azalma 90.-100. ve 140.-150.
dakikalar arasinda ileri derecede anlamli olarak degerlendirildi (p<0.001) (Sekil 4.5,
4.7) (Tablo 4.4). 0,625 ug AS 19 grubu, spike amplitiid degerleri bakimindan
penisilin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olugsmadi (p>0.05) (Sekil 4.6, 4.7) (Tablo 4.5). Bu sonuglara gore 0,625 pg’lik AS 19

dozu, etkin doz olarak kabul edildi.
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4.2.1.1.1.3. AS 19’un 1,25 pg dozdaki etkisi

Penisilin G (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk sonra AS 19, 1,25 ug/sigan
dozda i.s.v. olarak uygulandi. AS 19 (1,25 pg) grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda spike sayis1 ve amplitiid degerleri bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.5-4.7) (Tablo 4.4, 4.5).

Tablo 4.4. Penisilin G kontrol grubu ve AS 19 doz gruplarina ait spike sayilarinin 10 dakika
ortalamalari ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

m.;’m 500 IU Penisilin G (Ort £ SEM) 0,3125 pg AS 19 (Ort + SEM) 0,625 pug AS 19 (Ort = SEM) 1,25 pg AS 19 (Ort + SEM)
20-30 dk 615:4.2 552+15 53,1248 | 55,6+13
30-40 dk 61655 62429 553119
40-50 dk 528£29 63,1463 52,7£10,9
50-60 dk 54719 64416 52,9:11,2
60-70 dk 597=2 58756 388219 | 472284
70-80 dk 594=45 512+125 33=11 | 418241
80-90 dk 51,7249 557473 262209 45,7204
90-100 dk 51,1238 532+6,1 203214 464162
100-110 dk 554252 5552 22.1=44 | 534228
110-120 dk 544+73 35401 214235 | 45:85
120-130 dk 4859 36,721 18638 44,2135
130-140 dk 45+23 47937 164545 41,1:10,7
140-150 dk 48231 374+01 1159 | 23,661
150-160 dk 43432 327455 92£63 | 28,285
170-180 dk 413221 45312 71248 29,4121
170-180 dk 41625 31473 79£5.1 31,1298

Tablo 4.5. Penisilin G kontrol grubu ve AS 19 doz gruplarina ait spike amplitiidlerinin 10 dakika
ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

mrﬁ Gruplar| 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 0,3125 pg AS 19 (Ort + SEM) 0,625 pg AS 19 (Ort + SEM) 1,25 ng AS 19 (Ort = SEM)
20-30 dk 122037 L1+022 L1£0.05 1,22+0,29
30-40 dk L1032 1007 L17£0,09 1,27:0,28
40-50 dk 1,06 £ 0,35 L14£0,08 1.25+0,09 | 1,21+0,19
50-60 dk 1.2+036 1,15+ 0,06 L17£0,11 | 1,1710,18
60-70 dk 1,23£036 1,18+ 0,06 L17£0,01 | 1,16 +0,22
70-80 dk 125+ 0,32 128+ 0,09 118+ 0,02 1214033
80-90 dk L3038 1.2+0,04 1.1+0.08 1,15:0,32
90-100 dk 1.26+0.34 1.21+0,09 1.09 £ 0,002 1,2:039
100-110 dk L15+032 L3=0,18 0.99£0,02 | 1,23+0,32
110-120 dk 1,13+0.24 1.23+0,14 093+0,03 | 1214022
120-130 dk 1,09 0,09 121019 093003 | 1,05£03
130-140 dk 10,05 1,18+0.23 0.93 + 0,06 1,06 + 0,29
140-150 dk 097 +0.13 L14+0.24 091007 1011028
150-160 dk 12026 109+ 0,18 0.9+ 0,07 1,07 +0,28
170-180 dk 1.01+0.25 113015 0.95+0,06 | 1,09+0,28
170-180 dk 095£0,18 1,15+ 0,02 105 £0,03 | 1,084 0,29
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Sekil 4.5. AS 19 doz gruplarimin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike sayisina etkisi.
10 dakika ortalamalar1 + SEM degerleri. (% =p<0.05, % % =p<0.01, % % X =p<0.001)
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Sekil 4.6. AS 19 doz gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike amplitiid
degerlerine etkisi. 10 dakika ortalamalari + SEM degerleri
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Sekil 4.7. AS 19 doz gruplarina ve penisilin kontrol grubuna ait ECoG kayitlarindan 6rnek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.2.1.1.2. Biyokimyasal analiz

AS 19’un etkin doz grubu (0,625 pg) penisilin kontrol grubuyla
kiyaslandiginda beyincik ve sag ve sol hemisferde, MDA degerleri istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldi (p<0.05) ve bu azalis beyincikte ¢ok anlamliydi (p<0.01);
beyin sap1 ve serumda, MDA seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik goriilmedi (p>0,05); CAT, SOD ve GSH degerleri karsilastirildiginda
beyincik, beyin sapi, serum, sag ve sol hemisferde istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik goriilmedi (p>0,05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. SF, Penisilin kontrol ve AS 19 (etkin doz) (0,625 pg) gruplarina ait sol hemisfer, sag
hemisfer, beyincik, beyin sap1 ve serum; lipid peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT),
glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) degerleri (ortalama + SEM). SF grubu ile
kargilagtirma (* P<0,05, ** P<0,01). Penisilin kontrol grubu ile karsilagtirma (+ p<0,05,

++ p<0,01)

(nmol/mg.protein) (ng/mg.protem) (ng/mg.protem) (ng/mg.protein)

Kontrol (SF) 293+£0.23 16,53 £0,93 77,26 £7,30 11,15+£1,05
Penisilin Kontrol 6,26+0,77 ** 9,34+120%** 61,30 + 8,50 6,29 0,45 **

AS 19 (0,625 pg) 344+035+ 12,95+ 1,46 72,78 £ 11,06 7,73+ 0,54

SAG HEMISFER MDA CAT GSH _ SOD

(nmol/mg.protein) (ng/mg.protem) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)

Kontrol (SF) 2,62+0,24 15,21+1,07 69,61 + 5,62 9,79+ 0,85
Penisilin Kontrol 585+051%* 7,91+0,89 ** 62,68 + 5,95 5,29 +0,33 **

AS 19 (0,625 pg) 3,23+0,24+ 12,58 + 1,38 66,57 + 3,84 7,92 +0,85
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)

Kontrol (SF) 2,97+0,35 17,84+ 0,62 95,79 +5,72 10,53 £0,92

Penisilin Kontrol 7,19+0,56 ** 15,52 +1,47 81,44+ 6,58 8,15+1,06

AS 19 (0,625 pg) 3,35+0,58 ++ 18,30+ 2,36 93,72+3,26 9,79+043

i MDA CAT GSH SOD
BEYIN SAPI (nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)

Kontrol (SF) 5,24+0,79 21,62+3,61 99,68 + 12,26 11,90 +1,58

Penisilin Kontrol 10,44£1,10 * 18,37 +2,71 79,73+ 4,84 8,28+0,92

AS 19 (0,625 pg) 7,40 £ 0,46 21,89+2,71 77,87 £5,32 12,08 £0,74

SERUM MDA CAT GSH SOD

(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)

Kontrol (SF) 1,91+0,12 4,68 + 0,56 21,77 +£3,76 1,57 0,11

Penisilin Kontrol 1,98 +0,25 6,29+0,74 33,48+3.24 2,17+0,27

AS 19 (0,625 pg) 2,14+ 0,16 6,24 £ 0,58 21,39 2,56 1,88 £0,25

4.2.1.2. 5-HT7 reseptorii

antagonisti SB 269970’in penisilinle olusturulan

epileptiform aktiviteye etkisi

Penisilin G (500 I1U, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk sonra segici bir 5-HT;
reseptdr antagonisti olan SB 269970 (0,625; 1 pul

intraserebroventrikiiler (i.s.v.)) 3 ayr1 doz grubu seklinde uygulanarak epileptiform

1,25 ve 2,5 pg/sican,

aktivite tizerine etkisi incelendi.
4.2.1.2.1. Elektrofizyolojik analiz
4.2.1.2.1.1. SB 269970’in 0,625 pg dozdaki etkisi

Penisilin G (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk sonra SB 269970, 0,625
pg/sican dozda i.s.v. olarak uygulandi. SB 269970 (0,625 ng) grubu ile penisilin
kontrol grubu karsilastirildiginda spike sayis1 ve amplitiid degerleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadi (p>0.05) (Sekil 4.8-4.10) (Tablo 4.7,
4.8).

4.2.1.2.1.2. SB 269970’in 1,25 pg dozdaki etkisi

Penisilin G (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk sonra SB 269970, 1,25
ug/sigan dozda i.s.v. olarak uygulandi. 1,25 pg SB 269970 grubu, penisilin kontrol
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grubuyla karsilagtirildiginda spike sayisini 40.-70. dakikalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttird1 (p<0.05). Bu artis 40.-60. dakikalar arasinda ¢ok
anlamli olarak degerlendirildi (p<0.01) (Sekil 4.8, 4.10) (Tablo 4.7). 1,25 ng SB
269970 grubu, penisilin kontrol grubu ile spike amplitiid degerleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistik olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05) (Sekil 4.9,
4.10) (Tablo 4.8). Bu sonuglara gore 1,25 pg SB 269970 dozu, etkin doz olarak kabul
edildi.

4.2.1.2.1.3. SB 269970’in 2,5 pg dozdaki etkisi

Penisilin G (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk sonra SB 269970, 2,5
pg/sican dozda i.s.v. olarak uygulandi. SB 269970 (2,5 pug) grubu ile penisilin
kontrol grubu karsilastirildiginda spike sayisi ve amplitiid degerleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.8-4.10) (Tablo 4.7,
4.8).

Tablo 4.7. Penisilin G kontrol grubu ve SB 269970 doz gruplarna ait spike sayilarmin 10 dakika
ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

- :bGrIphr 500 TU Penisilin G (Ort + SEM) 0,625 g SB 269970 (Ort = SEM) 1,25 g SB 269970 (Ort = SEM) 2,5 g SB 269970 (Ort + SEM)
man

20-30 dk 615242 513475 5674133 6344116
30-40 dk 616255 185573 7124112 62,6488
40-50 dk 528229 151518 86,4439 57,1457
50-60 dk 547:19 50,1437 84948, 55458
60-70 dk 59742 506+27 856+ 5.8 482+83
70-80 dk 594245 16£08 578+4 4748
80-90 dk 517249 124£25 14812 52,6465
90-100 dk 511+38 16251 4827 56,1492
100-110 dk 55425, 169+1.1 15925 55493
110-120 dk 544273 138+ 16 22+12 6274117
120-130 dk 18+59 109+ 14 19435 473192
130-140 dk 1523 362£23 18.5+23 5454124
140-150 dk 182231 37+08 13171 50,1411
150-160 dk 134232 395£2 479103 45118,
170-180 dk 13£2.1 a1+2 50,4+ 7,8
170-180 dk 116225 389:12 41,64 6,8

Tablo 4.8. Penisilin G kontrol grubu ve SB 269970 doz gruplarina ait spike amplitiidlerinin 10 dakika

ortalamalari ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

Zoon ‘—iﬁﬂnlll' 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 0,625 pg SB 269970 (Ort + SEM) ’ 1,25 pg SB 269970 (Ort 4+ SEM) 2,5 pg SB 269970 (Ort + SEM)
20-30 dk 122037 1.04 £ 0,05 131031 091+0,32
30-40 dk 1.1=032 0.95+0,02 134026 1,12+ 0,36
40-50 dk 1.06 = 0.35 0.9 +0.06 1.11 £ 0.03 1,07 +0,34
50-60 dk 12+036 096+0.11 101011 1,114037
60-70 dk 1232036 091£0,1 1,04 £ 0,04 1,28+0,28
70-80 dk 1,25=032 097+0,13 1,13 0,08 1,36 £ 0,21
80-90 dk 13=038 1.02 = 0,06 126014 1,22+ 0,04
90-100 dk 1.26 =034 092005 1,06 = 0.32 1,13+0,18
100-110 dk 1.15 2032 092+£0.1 1.09 = 0.35 1,02+0,23
110-120 dk 1.13£024 092+0.11 1.06 +0.24 140,17
120-130 dk 1,09 = 0,09 1,03 £0,07 1,11+027 1031024
130-140 dk 10,08 1,07+ 0,08 11,1503 1,19+ 0,36
140-150 dk 0.97=0,13 112001 1,03 =022 1,18 +0,29
150-160 dk 1£026 1.17 £ 0.004 0,96 £ 0,21 1122027
170-180 dk 1.01 2025 1.2£0.04 111 £0.15 1,01+0,14
170-180 dk 0.95+0.18 1.08 + 0,07 1.08 + 0.03 1,07 +0,28
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Sekil 4.8. SB 269970 doz gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike sayisina
etkisi. 10 dakika ortalamalari + SEM degerleri. (% =p<0.05, % ¥ =p<0.01)
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Sekil 4.9. SB 269970 doz gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike amplitiid
degerlerine etkisi. 10 dakika ortalamalari + SEM degerleri
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A) 0,625 pg SB 269970

1mv

L..

B) 1,25 pg SB 269970

C) 2,5 pg SB 269970

ML

D) 500 IU Penisilin G

o

Sekil 4.10. SB 269970 doz gruplarina ve penisilin kontrol grubuna ait ECoG kayitlarindan 6rnek
traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.2.1.2.2. Biyokimyasal analiz

SB 269970’in etkin doz grubu (1,25 pg) penisilin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda MDA, CAT, SOD ve GSH degerlerinde beyincik, beyin sapi,
serum, sag ve sol hemisferde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi
(p>0,05) (Tablo 4.9).

Bu c¢alismada, AS 19 antikonvulsan, SB 269970 ise prokonvulsan etki
gostermistir. SB 269970’in epileptik desarjlar iizerine etki siiresinin AS 19’un etki
stiresine gore sinirli oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni SB 269970’in yarilanma
Oomriiniin kisa olusu olabilir (Hagan, vd., 2000). Elde ettigimiz sonuglara goére 5-HT7
reseptoriiniin  epileptiform aktivite {izerine inhibe edici etkiye sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.
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Tablo 4.9. SF, Penisilin kontrol ve SB 269970 (etkin doz) (1,25 pg) gruplarina ait sol hemisfer, sag
hemisfer, beyincik, beyin sapt ve serum; lipid peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT),
glutatyon (GSH), stiperoksit dismutaz (SOD) degerleri (ortalama + SEM). SF grubu ile
kargilagtirma (* p<0,05, ** p<0,01). Penisilin kontrol grubu ile karsilastirma (+ p<0,05)

SOL HEMISFER MDA . At SSH Sob.
(nmol'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein)
Kontrol (SF) 2,93 £0.23 16,53 £ 0,93 77,26 £7,30 11,15 + 1,05
Penisilin Kontrol 6,26 + 0,77 ** 9,34 + 1,20 ** 61,30 + 8,50 6,29 + 0,45 *
SB-269970 (1,25 pg) 6,40 £ 0,74 8,77 +£1,15 54,23 £+ 5,48 6,45 + 0,80
SAG HEMISFER MDA . At SSH Sob.
(nmol'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein)
Kontrol (SF) 2,62 0,24 15,21 £ 1,07 69,61 + 5,62 9,79 £ 0,85
Penisilin Kontrol 5,85+0,51* 7,91 + 0,89 ** 62,68 + 5,95 511+040%
SB-269970 (1,25 pg) 6,11+ 0,79 8,72 +0,98 75,85+ 8,19 4,96 £ 0,70
(nmol'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein)
Kontrol (SF) 2,97 £0,35 17,84 £ 0,62 95,79 £ 5,72 10,53 £ 0,92
Penisilin Kontrol 7,46 + 0,64 ** 15,52 £ 1,47 81,44 + 6,58 8,15+ 1,06
SB-269970 (1,25 pg) 6,75+ 0,47 14,57 £ 1,74 77,48 £ 7,56 8,18 +1,12
(nmol'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein)
Kontrol (SF) 5,24 0,79 21,62 3,61 99,68 + 12,26 11,90 + 1,58
Penisilin Kontrol 10,44 £ 1,10 18,37 £ 2,71 79,73 £ 4,84 8,28 £0,92
SB-269970 (1,25 pg) 11,46 + 1,33 17,67 + 3,20 67,40 £ 5,15 7,42 £ 0,80
SERUM MDA CAT_ GSH_ SOD
(nmol'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein) (ng'mg protein)
Kontrol (SF) 1,91 +0,12 4,68 0,56 21,77 £ 3,76 1,57 £0,11
Penisilin Kontrol 1,98 £ 0,25 6,29 +0,74 33,48 £ 3,24 2,17 £ 0,27
SB-269970 (1,25 pg) 2,48 £ 0,19 7,59 +1,18 41,97 £ 4,23 3,39+£0,34

Literatiir incelendiginde 5-HT7 reseptoriiniin, epilepsiyle olan iligkisini konu
alan sinirli sayida calisma vardir. Bu calismalarda 5-HT7 reseptorii aktivasyonunun
antikonvulsan m1 yoksa prokonvulsan mi oldugu net olarak anlasilamamaktadir.
Literatiirdeki bu farkli sonuglar su nedenlere bagli olabilir (Matthys, vd., 2011,
Ciranna ve Catania, 2014; Panczyk, vd., 2015):

» 5-HT7 reseptorleri agonistleri ve antagonistlerinin kismen diger serotonin

reseptorlerine etkisi

= 5-HT7 agonistlerin ve antagonistlerin normal etki yolaklar1 disinda farkli

yolaklar lizerinden epileptiform aktiviteyi etkilemesi
= Farkli deneysel epilepsi modellerinin kullanilmasi
= Uygulanan biyoaktif maddelerin konsantrasyonu
= Epileptik maddelerin beyne uygulama bolgesinin farkli olmast

5-HT7 reseptorii aktivasyonunun epileptiform aktivite ilizerine prokonvulsan

etki gosterdigini savunan calismalara 6rnek olarak; 5-HT7 reseptoriiniin epilepsiyle
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iliskisini konu alan ilk ¢alismada farelerde 5-HT7 reseptorii antagonistleri
odyonejenik epilepsiye karsi koruyucu etki gostermistir (Bourson, vd., 1997). Yang
ve arkadaslarinin yapmis oldugu g¢alismada (2012), AS19, siganlarda pilokarpinle
indiiklenmis temporal lob epilepsi modelinde, ndbet spike sayisini artirmistir. Yine
ayni ¢alismada SB269970 ndbet spike sayisimi azaltmistir. Graf ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢aligmada (2004), WAG/Rij siganlarda (genetiksel olarak absans epilepsili)
selektif bir 5-HT7 reseptor antagonisti olan SB-258719, SWD’lerin sayisini,

kiimiilatif siirelerini ve paroksizma siire ortalamalarini azaltmistir.

5-HT7 reseptorii aktivasyonunun epileptiform aktivite {izerine antikonvulsan
etki gosterdigini savunan ¢alismalara drnek olarak; Witkin ve arkadaslarinin yapmis
oldugu ¢alismada (2007), 5-HT7 reseptor knockout fareler kullanilmistir. Deneysel
epilepsi modeli olustururken 3 adet konvulsan ajan (PTZ, NMDA ve kokain) ve 3
adet konvulsif transkorneal sitiimulasyon (tonik, klonik ve limbik ndébetler)
uygulanmistir. Elektrosokla olusturulan klonik ve limbik nobetlerde anlamli farklilik
olusmazken tonik nobetlerde knockout farelerde, normal farelere oranla ndbet esigi
diisiik olarak bulunmustur. NMDA modeli epilepside, knockout fareler ile normal
fareler arasinda farklilik bulunamamistir. Kokainle olusturulan deneysel epilepside
knockout farelerde daha fazla miktarda nobet olusmus ve ndbet sonucu Gliimler
goriilmiistiir. PTZ modeli deneysel epilepside knockout farelerde normal hayvanlara
gore nobet skoru yiiksek olarak bulunmustur. Ayrica ED50 degeri knockout farelerde
daha diisiik olarak bulunmustur. Bir diger ¢aligmada selektif bir 5-HT7 agonisti olan
AS 19, dravet sendromlu mutant zebra baliklarinda epileptik beyin aktivitesini
diistirerek antikonvulsif etki gostermistir (Sourbron, vd., 2016). Pericic ve Strac
(2007) giiglii bir 5-HT7 reseptor agonisti olan 5-CT’nin, kosu ve ziplama klonusuna
(RB klonus), tonik arka bacak uzatmasina (THE) ve 6liime neden olan pikrotoksin ile
olusturulan ndbet esigini arttirdigini tespit etmistir. Buna karsin selektif bir 5-HT7
reseptor antagonisti olan SB 269970 etki olusturmamis ancak 5-CT’nin antikonvulsif
etkisini bloklamistir (Pericic ve Strac, 2007). Bir diger ¢aligmada 5-HT1, 5-HT> ve 5-
HT7 kanisik antagonisti methysergide epileptiform aktivitenin spike frekansini

arttirmistir (Taskiran, vd., 2019).

5-HT7 reseptorii aktivasyonunun epileptiform aktivite iizerine etki etmedigini
savunan caligmalar da vardir. AS 19, epilepsinin DBA/1 fare modelinde (SUDEP)

(ses uyarani ile uyarilir ve ndbetlere bagli solunum durmasi (S-IRA) ile sonuglanir)
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(5-60 mg/kg) doz araliginda uygulanmis ancak nodbetle iligkili davraniglar tizerinde
etkisiz bulunmustur. Yalniz en yiiksek AS 19 dozu (60 mg/kg) toksik ve
prokonviilsan etki gosterir ¢linkii akustik uyaranla tetiklenmeden spontan nobetler
olusturur (Faingold, vd., 2014). Bir diger ¢alismada 5-HT7 reseptor antagonisti olan
SB-258741’in farelerde maksimal elektrosok ndbet esiginde ve intravenéz PTZ

testlerinde etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Pouzet, 2002).

Elde ettigimiz biyokimyasal bulgulara gore epileptik desarjlar MDA seviyesini
artirmaktadir. AS 19 epileptiform aktiviteyi azaltici bir etki gdstermektedir. Bu
nedenle MDA seviyelerinin azalmasi olasi bir sonugtur. Bu bulgu literatiirle
paraleldir. Ancak CAT, SOD ve GSH degerleri degismemistir ve bu veri literatiir
bilgisiyle c¢elismektedir. Ancak literatiirdeki veriler beyin dokusundan elde
edilmemistir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular, AS 19’un beyinde baska

yolaklar iizerinden oksidatif stresi baskilayabilecegini gostermektedir.

SB 269970’in etkin doz grubu (1,25 pg) penisilin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda MDA, CAT, SOD ve GSH degerlerinde beyincik, beyin sapi,
serum, sag ve sol hemisferde herhangi bir degisiklik goériilmemistir (p>0,05). Bu

sonuca, SB 269970’in prokonvulsan etkisinin kisa siireli olmas1 neden olmus olabilir.

Cadirci ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada (2017), AS 19, septik
akciger dokularinda antioksidan enzim aktivitesini artirmistir. Hem GSH hem de
SOD seviyeleri, AS 19 uygulanan, CLP uygulamasiyla sepsis olusturulmus sigan
akcigerlerinde, AS 19 uygulanmayanlara kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ayrica septik sicanlara AS 19 uygulamasi, doku lipid
peroksidasyonunun bir son iiriinii olan 8-izoprostan (8-ISO) seviyelerini &nemli
Olclide dislirmiistiir. Bu sonucglara karsin yine aym c¢alismada SB 269970,
antioksidan seviyeleri ve 8-izoprostan seviyesi iizerine etki olusturmamustir. Bu
bulgular AS 19'un akciger dokusunda oksidatif stresi azalttigini diistindiirmektedir.
Bir baska deneysel ¢alismada CCL4 ile farelerde olusturulan karaciger hasarinda,
CCL4 uygulanmayan farelere gére MDA degerlerinin arttig;; SOD ve GSH
seviyeleri azaldig1 tespit edilmistir. CCL4 uygulanmis farelere spesifik bir 5-HT7
reseptOr agonisti olan LP 44 verilmesiyle MDA degerlerinin anlamli oranda azaldigy;
SOD ve GSH degerlerinin ise anlamli olarak arttig1 belirlenmistir. Yine ayni
calismada CCL4 uygulanan farelere SB 269970 verilmesiyle MDA, SOD ve GSH
degerlerinde anlamli bir degisiklik olmamistir (Polat, vd., 2017). Albayrak ve
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arkadaglar1 (2013) si¢anlarda karragenanla indiiklenen 6demde COX-1 ve COX-2
MRNA seviyelerinin arttigin1 ayrica AS 19’un bu artis1 baskiladigini buldular. Ayrica
bu ¢aligmada, AS 19, karragenan kaynakli 6demde azalmis olan antioksidan enzim
aktivitesini onemli Ol¢iide artirmistir. Karragenan uygulanan hayvanlarda, AS 19
verilmeyenlere oranla hem GSH seviyeleri hem de SOD aktivitesi anlamli derecede
yiikselmistir. Ek olarak karragenan enjekte edilen sicanlara AS 19 uygulamasi, 8-1SO
seviyelerini onemli Ol¢iide distirmistiir. Benzer sekilde in vitro bir calismada
glutamatla indiiklenmis hiicresel toksisitesi olan hiicrelerde glutamat uygulanmayan
hiicrelere gore MDA degerlerinin arttigi; SOD ve GSH seviyeleri azaldigi tespit
edilmistir. Ayrica glutamat uygulanan hiicrelere LP 44 verilmesiyle MDA
degerlerinin anlamli oranda azaldigr; SOD ve GSH degerlerinin ise anlamli olarak
arttig1 belirlenmistir. Yine ayni ¢aligmada glutamat uygulanan hiicrelere SB 269970
verilmesiyle MDA, SOD ve GSH degerlerinde anlamli bir degisiklik olmamistir
(Yuksel, vd., 2019). Bu bilgilerin aksini savunan 6rneklerde vardir. Ornegin bir
calismada sicanlarda bleomycinle (BLM) indiiklenmis idiyopatik pulmoner fibrozis
(IPF) modelinde MDA degerlerinin arttigi; SOD, GSH ve CAT seviyelerinin azaldigi
tespit edildi. BLM uygulanmis ratlara SB 269970 verilmesiyle MDA degerleri
anlamli olarak azalmis; SOD, GSH ve CAT seviyeleri anlamli olarak artmigtir

(Tawfik ve Makary, 2017).

4.2.2. T-tipi kalsiyum iyon kanali selektif antagonisti NNC 55-0396’nin

penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

Penisilinle olusturulan deneysel epilepside segici bir T tipi kalsiyum kanal
blokeri olan NNC 55-0396’nin etkili (30 pg/sigan, 1 pl intraserebroventrikiiler
(i.s.v.)) ve etkisiz (10 pg/sican, 1 pl intraserebroventrikiiler (i.s.v.)) dozlar1 i¢in daha
once laboratuvarimizda yapilan calismalar referans alinmistir (Arslan, 2019).
Calismamizda penisilin G (500 IU, i.k.) enjeksiyonundan 30 dk sonra NNC 55-0396
(30 pg/sigan, 1 pl intraserebroventrikiiler (i.s.v.)) doz grubu seklinde uygulanarak

epileptiform aktivite lizerine etkisi incelendi.
4.2.2.1. Elektrofizyolojik analiz

30 pg NNC 55-0396 grubu, penisilin kontrol grubuyla karsilastirildiginda spike
sayisin1 60.-140. dakikalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltti
(p<0.05). Bu azalma 90.-100. ve 130.-140. dakikalar arasinda ¢ok anlamli olarak
degerlendirildi (p<0.01) (Sekil 4.11, 4.13) (Tablo 4.10). 30 ug NNC 55-0396 grubu,
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spike amplitiid degerleri bakimindan penisilin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistik olarak anlamli bir farklilik olusturmadi (p>0.05) (Sekil 4.12, 4.13) (Tablo
4.11). Sonug olarak T tipi kalsiyum kanallarmin selektif blokaji antikonvulsif etki

gostermistir. Elde ettigimiz veriler literatlirle uyumludur.

T tipi kalsiyum kanallar1 dokularda "ritim olusturucu" iyon kanallaridir
(Senatore, vd., 2014) ve epilepsi hastaliginin patolojisinden sorumlu tutulmuslardir
(Cain, vd., 2018). T tipi kanallarin inhibisyonuyla nobetleri baskilamay1 hedefleyen
cesitli antiepileptik ilaglar mevcuttur (Broicher, 2007; Guan, vd., 2014).
Metoksiasetil ester yan zincirinin baska ester gruplariyla degistirilmesiyle
sentezlenen NNC 55-0396’n1in sadece T tipi kalsiyum akimini blokladigi, diger voltaj
kapili kalsiyum kanallarin1 bloklamadig1 goriilmiis ve selektif T tipi Ca kanal blokeri
olarak belirlenmistir (Huang, vd., 2004).

NNC 55-0396’nin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitede antikonvulsan
etki gosterdigi bolimiimiizde yapilan 6nceki ¢aligmalarimizda gosterilmistir (Alici,
vd., 2015; Arslan, 2019). (GAERS) Genetik absans epilepsili si¢anlarda T tipi
kalsiyum kanal blokerleri olan Z 941 ve Z 944, total nobet siiresini 6nemli 6l¢iide
azaltmis ve yliksek dozda (30 mg / kg), nobetleri neredeyse tamamen bastirmistir
(%85-90) (Tringham, vd., 2015). Bir bagka ¢alismada ise segici bir T-tipi kalsiyum
kanal antagonisti olan TTA-P2, elektrikle uyarilmis temporal lob epilepsili ratlarda
mEC katman II yildiz néronlarinda ve kontrol néronlarinda, atesleme frekanslarini
diigirmiis ve ayrica TLE yildizsi noronlarda aksiyon potansiyelleri patlama
ateslemelerini azaltmistir. Ek olarak ayni caligmada kontrollere kiyasla Cav3.1 kanali
mRNA ekspresyonu neredeyse 3 kat artig gostermis buna karsin Cav 3.2 veya Cav3.3
kanali mRNA seviyeleri degismemistir (Nigam, vd., 2019).

CaV3 kanallarindaki mutasyonlar, T tipi kanallarin ekspresyon seviyelerini ve
fonksiyonel aktivitelerini arttirir; bu da talamokortikal néronlarda burst ateslemelerin
esigini diigiirerek spontan ateslemelerin oraninmi artirir (Vitko, 2005). Sonug¢ olarak
bireylerde gegici olarak uyku benzeri durumlar olusturan absans epilepsiye neden
olur (Song, vd., 2004). Cocukluk absans epilepsisi ve diger idiyopatik jeneralize
epilepsi hastalarinda CACNAI1H (CaV3.2 kanalimi kodlar) genlerinde bir dizi
belirgin mutasyon bildirilmistir (Heron, vd., 2004; 2007; Liang, vd., 2007). Yine
benzer sekilde genetik jeneralize epilepsili hastalarda yapilan bir calismada 13 adet

CACNAIG (CaV3.1 kanalin1 kodlar) gen mutasyonu saptanmustir (Singh, vd., 2007).
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(GAERS) Genetik absans epilepsili siganlarda artmis T-tipi kalsiyum iletkenligi
bildirilmistir ve absans nobet aktivitesinin genel gelisimi ile T-tipi kalsiyum
iletkenligi arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Proft, vd., 2017). Yine ayn1 model
epilepsili siganlarin retikiiler talamik niikleuslar, CaV3.2 kalsiyum kanal
mutasyonlarina bagli burst atesleme aktivitesi ve SWD desarjlar1 sergiler. Bu
hayvanlarda, CaV3.2 kanal ekspresyonunu saglayan transkripsiyonu engelleyen
maddelerin intratalamik enjeksiyonu sonucu burst ateslemeler normale donmiis,
SWD total zaman ve nobet stireleri anlamli olarak azalmistir (Cain, vd., 2018).

Tablo 4.10. Penisilin G kontrol grubu ve NNC 55-0396 etkin doz (30 pg) grubuna ait spike sayilarinin
10 dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

= :b Gruplar 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 30 ng NNC 55-0396 (Ort + SEM)
aman
20-30 dk 61.5+4.2 51.3+£29
30-40 dk 61.6+55 419+22
40-50 dk 52.8+29 40.8+2.2
50-60 dk 547+ 1.9 38.9+2
60-70 dk 59,7+2 39,7+2
70-80 dk 59.4+45 37.2+04
80-90 dk 51.7+£4.9 34.6+0.2
90-100 dk 51.1+3.8 33,803
100-110 dk 554+52 30.,5+04
110-120 dk 544+73 30,6+0.3
120-130 dk 48+5.9 274=+1
130-140 dk 45+23 26,1+0.9
140-150 dk 48.2+3.1 26.6+0.9
150-160 dk 434+3.2 25£0.3
170-180 dk 41321 29.8+2.6
170-180 dk 41.6+2.5 28+4

Tablo 4.11. Penisilin G kontrol grubu ve NNC 55-0396 etkin doz (30 pg) grubuna ait spike
amplitiidlerinin 10 dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

’ ? Gruplar 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 30 pg NNC 55-0396 (Ort + SEM)
aman
20-30 dk 1.22£0.37 1,28 0,17
30-40 dk 1.1£0.32 1,46 £ 0,13
40-50 dk 1.06 + 0,35 132+0,12
50-60 dk 1.2+0.36 1,13 + 0,03
60-70 dk 1.23 £0.36 1,06 + 0,03
70-80 dk 1.25£0.32 1,05 £ 0,09
80-90 dk 1.3+0.38 0,94 0,19
90-100 dk 1.26 £0.34 0,97+ 0,07
100-110 dk 1.15£0.32 0,97 0,01
110-120 dk 1.13£0.24 120,09
120-130 dk 1,09 + 0,09 0,98 = 0,02
130-140 dk 1005 0,96+ 0,11
140-150 dk 0.97=0.13 0,96 0,11
150-160 dk 1026 0,92 + 0,09
170-180 dk 1,01£0,25 0,92+0,12
170-180 dk 0,950.18 09+0,1
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Sekil 4.11. NNC 55-0396 Etkin doz (30 pg) grubunun penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin
spike sayisina etkisi. 10 dakika ortalamalar1 = SEM degerleri. (* =p<0.05, * =p<0.01)
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Sekil 4.12. NNC 55-0396 Etkin doz (30 pg) grubunun penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin
spike amplitiid degerlerine etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM degerleri
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Sekil 4.13. NNC 55-0396 Etkin doz (30 pg) ve penisilin kontrol gruplarina ait ECoG kayitlarindan
Ornek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.2.2.2. Biyokimyasal analiz

NNC 55-0396’nin etkin doz grubu (30 pg) penisilin kontrol grubuyla
kiyaslandiginda sag ve sol hemisferde, MDA degerleri istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldi (p<0.05); beyincik, beyin sapt ve serumda MDA seviyeleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05); CAT, SOD
ve GSH degerleri karsilastirnnldiginda beyincik, beyin sapi, serum, sag ve sol

hemisferde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusmadi (p>0,05) (Tablo 4.12).

Tezimizde elde ettigimiz bulgulara gore NNC55-0396’nin antikonvulsan etkisi
epileptik nobetleri baskilamis buna bagli olarak epileptik sicanlarda artan MDA
seviyeleri azalmistir. Beyincik, beyin sap1 ve serumda epileptik ratlara gére MDA
seviyeleri bakimindan anlamli bir degisiklik saptanmamustir (p>0,05). Epileptik
desarjlar penisilin enjeksiyonunun uygulandigi sol korteksten fokal olarak baglar
daha sonra tiim beyne yayilir. Yayilim mekanizmalarina baglh olarak beyincik, beyin
sapt ve serumda degisiklik goriilmemis olabilir. CAT, SOD ve GSH degerleri
karsilastirildiginda beyincik, beyin sapi, serum, sag ve sol hemisferde herhangi bir
degisiklik bulunamamistir (p>0,05). Bu veri mevcut literatiirle agiklanamamaktadir.

Daha ileri ¢caligsmalara ihtiyag vardir.

Bolimiimiizde yapmis oldugumuz bir diger c¢alismada NNC 55-0396

uygulamasi, penisilinle olusturulan epilepsiye bagh olarak artmis MDA seviyelerini,
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beyinde ve beyin sapinda azaltmistir; ancak serebellumda MDA seviyesi
degismemistir. NNC 55-0396 uygulanan siganlarda ayrica beyinde epileptik
sicanlarda artmis olan AOPP degerleri azalmis, azalmig olan GPX degerleri artmstir.
Serebellumda epileptik siganlara gére SOD, GSH, GPX ve CAT degerleri artmistir.
Beyin sapinda ise epileptik siganlarda artmis olan AOPP, NNC 55-0396 uygulanan
epileptik siganlarda dahada artmistir. Ayrica beyin sapinda, NNC 55-0396 uygulanan
epileptik siganlarda, SOD, GSH, GPX, CAT ve GR degerleri NNC 55-0396
uygulanmayan epileptik sicanlara gore artmistir (Arslan, vd., 2019).

Tek tarafli ireter tikanikligi olusturulan farclerde SODI1 ekspresyonu
azalmistir. Bir T-tipi kalsiyum kanal blokeri olan efonidipin (EFP) uygulamasiyla
renal SOD1 ekspresyonunda onemli bir artis olmustur. Ayrica bu ¢aligmada EFP
uygulamas1 SOD2 degerini etkilememistir. Ek olarak EFP, antioksidanlardan hem
oksijenaz (HO-1) ve NADPH quinon oksidoreduktaz-1 (NQO-1) miktarlarini
arttrmistir  (Chung, vd., 2016). Kumfu ve arkadaglar1 (2012), efonidipin
uygulamasinin, talasemik farelerde karaciger, kardiyak ve serum MDA seviyelerini
azalttigin1 bulmustur. Ozturk ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada (2006), bir
T-tipi kalsiyum kanal blokeri olan mibefradil, bagirsak iskemi-reperfiizyon modeli
olusturulmus ratlarda, uygulanmis ve iskemiyle birlikte artmis olan MDA
seviyelerini azaltmistir. Ayrica mibefradil iskemiyle azalmis olan CAT, GPX ve
SOD seviyelerini arttirmistir. Yine benzer bir ¢aligmada bobrekte iskemi-reperfiizyon
modeli olusturulmus ratlarda mibefradil, iskemiyle birlikte artmis olan MDA

seviyelerini azaltmistir (Gezici, vd., 2009).
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Tablo 4.12. SF, Penisilin kontrol ve NNC (etkin doz) (30 pg) gruplarna ait sol hemisfer, sag hemisfer,
beyincik, beyin sap1 ve serum; lipid peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT), glutatyon
(GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) degerleri (ortalama + SEM). SF grubu ile
kargilagtirma (* p<0,05, ** p<0,01). Penisilin kontrol grubu ile kargilagtirma (+ p<0,05)

i MDA CAT GSH SOD
SOL HEMISFER (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,93 +0.23 16,53 + 0,93 77,26 £ 7,30 11,15 + 1,05
Penisilin Kontrol 6,26 + 0,77 ** 9,34 +1,20 ** 61,30 + 8,50 6,29 + 0,45 **
NNC (30 pg) 3,41+0,44 + 9,50+ 0,94 70,31£5,70 8,45 + 1,00
= i MDA CAT GSH SOD
SAG HEMISFER (nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,62+0,24 15,21 +1,07 69,61+ 5,62 9,79+0,85
Penisilin Kontrol 585+0,51 ** 7,91+0,89 ** 62,68 + 5,95 5,29+0,33 **
NNC (30 pg) 3,41+032+ 10,71+1,34 77,85 %9,36 6,34 £ 0,59
i i MDA CAT GSH SOD
BEYINCIK (nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,97 £0,35 17,84 £ 0,62 95,79 £5,72 10,53+ 0,92
Penisilin Kontrol 7,19+ 0,56 ** 15,52 + 1,47 81,44 + 6,58 8,15+ 1,06
NNC (30 pg) 7,85 + 1,00 23,50 + 3,85 98,60 + 11,47 11,18 + 1,42
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protem) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 5,24 40,79 21,62 3,61 99,68 + 12,26 11,90 + 1,58
Penisilin Kontrol 10,44 +1,10 * 18,37 + 2,71 79,73 + 4,84 8,28 + 0,92
NNC (30 pg) 11,30+ 0,78 27,48+2,93 81,11+ 8,73 11,78+ 0,74
SERUM MDA CAT GSH_ SOD
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 1,91+0,12 4,68 + 0,56 21,77 +3,76 1,57 + 0,11
Penisilin Kontrol 1,98 +0,25 6,29+ 0,74 33,48+3,24 2,17 +0,27
NNC (30 pg) 1,77+0,17 4,18 + 0,40 17,85 + 3,98 1,43 + 0,26

4.3. Etkilesim calismalar:

4.3.1. 5-HT7 reseptorii agonisti AS 19 ile 5-HT7 reseptorii antagonisti SB
269970 etkilesiminin epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra SB 269970 (1,25
pg/sigan, i.s.v.), SB 269970’ten 5 dk sonra da AS 19 (0.625 ng/sigan, i.s.v) verildi.

4.3.1.1. Elektrofizyolojik analiz

SB 269970 (1,25 ng) + AS 19 (0,625 pg) grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda spike sayisi, 70.-80., 100.-110. ve 130.-140. dakikalar arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaldi (p<0.05) (Sekil 4.14, 4.16) (Tablo 4.13);
SB 269970 (1,25 pg) grubuyla karsilastirildiginda spike sayis1 40.-80. ve 130.-140.
dakikalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi (p<0.05). Bu azalis
50.-60. dakikalar arasinda ¢ok anlamli (p<0.01), 60.-70. dakikalar arasinda ileri
derecede anlamliydi (p<0.001) (Sekil 4.14, 4.16) (Tablo 4.13). Bu veri AS 19’un, SB
269970’in prokonvulsif etkisini blokladigin1 gostermektedir. Etkilesim grubu, AS 19
(0,625 ng) grubuyla karsilastirildiginda spike sayisini 80.-100., 120.-130., 140.-150.
ve 160.-180. dakikalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdi
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(p<0.05) (Sekil 4.14, 4.16) (Tablo 4.13). Bu veri de SB 269970’in, AS 19’un etkisini
kismen blokladigin1 géstermektedir. SB 269970 (1,25 pg) + AS 19 (0,625 ng) grubu,
SB 269970 (1,25 ng) grubu, AS 19 (0,625 pg) grubu ve penisilin kontrol grubu
birbirleriyle spike amplitiid degerleri bakimindan karsilastirildiginda istatistik olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.15, 4.16) (Tablo 4.14).

Elde edilen bu veriler olasi bir sonugtur. Ciinkii AS 19 ve SB 269970, 5-HT~
reseptorii icin selektiftir. AS 19, bu reseptorii aktiflerken SB 269970, bu reseptori
bloklamaktadir.

AS 19 ve SB 269970’in epileptiform aktivite iizerine kombine uygulandig1 bir
calisma bulunmamaktadir. Ancak Pericic ve Strac, pikrotoksin ile olusturulan
nobetlerde giiclii bir 5-HT7 reseptor agonisti olan 5-CT ile SB 269970’in etkilesimini
calismis ve SB 269970’in 5-CT nin antikonvusif etkisini blokladigin1 gostermislerdir
(Pericic ve Strac, 2007).

Literatiirde, AS 19 ve SB 269970’in epilepsi disinda kombine uygulandigi
calismalar mevcuttur. SB 269970 uygulamasiyla mediyal prefrontal korteksten
glutamat ve GABA c¢ikisindaki artig; AS 19 ile engellenmistir. Ayrica SB 269970,
dorsal striatumda, dopamin, 5-HT, noradrenelin ve glutamat ¢ikisini arttirmistir
ancak AS 19, glutamat ve noradrenalin ¢ikisin1 engellemistir (Huang, vd., 2018).
Pérez-Garcia ve arkadaglari (2006), ratlarda AS 19 ve SB 269970’1 bellek tizerinde
calismislar ve AS 19’un hafizayr giiglendirdigini ve 5-HT7 reseptor mRNA
ekspresyonunu arttirdigin1 ancak SB 269970’un, AS 19’un etkisini blokladigin
gosterdiler. Bir diger ¢alismada sicanlarda, AS 19, kisa stireli bellek olusumunu
engellerken uzun siireli bellek olusumunu etkilememisitr. Yine aym ¢alismada SB
269970, kisa siireli ve uzun siireli bellek olusumunu etkilememistir. AS 19, SB
269970 ile kombine uygulandiginda ise kisa siireli bellek olusumu artarken uzun
siireli bellek olusumu engellenmistir (Meneses, vd., 2008). Wang ve arkadaslar
(2010) siganlarda trigeminal gangliyonlara unilateral elektrik uyarisiyla, kalsitonin
geniyle iligkili peptid (CGRP) seviyelerinin arttiini ve migren olusumunun
tetiklendigini gosterdiler. SB 269970 uygulamast CGRP miktarini1 azaltirken AS 19
uygulamast CGRP miktarin1 degistirmemistir. AS 19 ve SB 269970 kombine
uygulandiginda AS 19, SB 269970’in etkisini bloklamistir. Hoffman ve Mitchell
(2011) ratlarda AS 19 ve SB 269970’ frenik sinirin motor fasilitasyonunda ¢alistilar.
AS 19, uzun siireli kolaylagtirma saglamistir (>120 dk). AS 19’un bu etkisi SB
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269970 ile kombinasyonunda bloke olmustur. Yang ve arkadaslarinin ¢alismasinda
(2014) siganlarda karragenan ile indiiklenen allodinia modelinde AS 19’un

antinosiseptif etkisi SB 269970 ile bloklanmastir.

Tablo 4.13. SB 269970 (etkin doz), AS 19 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz) ve
penisilin G kontrol gruplarina ait spike sayilarmin 10 dakika ortalamalari ve SEM
degerleri (ortalama + SEM)

— ‘—DGI'IIIIII' 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 0,625 pg AS 19 (Ort = SEM) 1,25 pg SB 269970 (Ort + SEM) LT fg’:ﬂ"s}i{)”"“‘ L
20-30 dc 615242 531548 67133 52,5124
30-40 dk 61.6=55 402=+53 71.2+11,2 62,5149
40-30 dk 52829 36431 86439 58,1+11,3
50-60 dk 54719 38763 84981 48,7 +1,7
60-70 dk 5972 38819 B56+58 455+ 8,32
70-80 dk 394445 33=+11 578+4 40,7+3
80-90 dk 51,7+49 262+09 448+12 40,1+2,3
90-100 dk 51,138 20314 4827 37544
100-110 dk 55452 22144 459+125 348+31
110-120 dk 544273 21435 2.2+1.2 342+15
120-130 dk 4859 18638 419£3.5 383+11
130-140 dk 45£23 164£45 48.5+£23 299+29
140-150 dk 482431 11+59 431+£71 33423
150-160 dk 43432 92463 479+103 26,2+2
170-180 dk 43221 1246 472492 34,1128
170-180 dk 16225 79451 335452 313:05

Tablo 4.14. SB 269970 (etkin doz), AS 19 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz) ve
penisilin G kontrol gruplarina ait spike amplitiidlerinin 10 dakika ortalamalart ve SEM
degerleri (ortalama + SEM)

P Gruplar| 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 0,625 jig AS 19 (Ort + SEM) 1,25 ug SB 269970 (Ort  SEM) Fikin S .;zg?iosﬁ;]m e
20-30 dk 122+ 0,37 11005 131031 0,98+0,23
30-40 dk 1.1£032 1,17=0,09 1,34+ 0.26 1,11£0,14
40-50 dk 1,06 £ 0,35 1,250,09 1,11 £ 0,03 1,06 + 0,09
50-60 dk 12+036 L17£0.11 1.01+0.11 1,19+0,34
60-70 dk 123+ 036 117=0.01 1.04 + 0.04 12304
70-80 dk 1.25+0.32 1.18=0.02 113+ 0.08 1,25+ 04
80-90 dk 13038 1.1 0,08 1.26£0.14 1,15+ 0,41
90-100 dk 1,26 0,34 1,09 = 0,002 1,06 £ 0,32 1,08 + 0,29
100-110 dk 1,15+032 0,99 0,02 1,09 £ 0,35 0,98 £0,21
110-120 dk 1.13+024 0.93 0,03 1.06 £ 0.24 0,99+0,25
120-130 dk 1.09 + 0,09 0.93 0,03 1.11+027 0,97 +0,19
130-140 dk 10,05 0,93 = 0,06 11503 1+0,19
140-150 dk 097 £0,13 0,91=0,07 1,03 022 1,03 £0,13
150-160 dk 12026 090,07 0,96 £ 0,21 1+0,08
170-180 dk 1,01 £0.25 0.95 £ 0,06 1.11+0.15 1,02 £0,05
170-180 dk 0.95 £ 0.18 1.05+0.03 1.08 + 0.03 111+0,02
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Sekil 4.14. SB 269970 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) ve SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz)
etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike sayisina etkisi. 10
dakika ortalamalar1 + SEM degerleri. Gruplarin, penisilin G kontrol grubuyla

kiyaslanmasi (*:p<0.05, * *:p<0.01, * *:p<0.001). Gruplarin, AS 19 (etkin
doz) grubuyla kiyaslanmasi (°=p<0.05). Gruplarin, SB 269970 (etkin doz) grubuyla
kiyaslanmasi (@ =p<0.05, @ @=p<0.01, @ © @ =p<0.001)
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Sekil 4.15. SB 269970 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) ve SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz)
etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike amplitiid degerlerine
etkisi. 10 dakika ortalamalar1 = SEM degerleri
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A) 0,625 pg AS 19 (Etkin doz)

1mVv

|— 2sn

B) 1,25 pg SB 269970 (Etkin doz)

C) Etkin doz SB 269970 + Etkin doz AS 19

D) 500 IU Penisilin G

Sekil 4.16. Penisilin kontrol, SB 269970 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) ve SB 269970 (etkin doz) +
AS 19 (etkin doz) etkilesim gruplarina ait ECoG kayitlarindan 6rnek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.3.1.2. Biyokimyasal analiz

SB 269970 (1,25 pg) + AS 19 (0,625 pg) grubu penisilin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda MDA, CAT, SOD ve GSH degerlerinde beyincik, beyin sapi,
serum, sag ve sol hemisferde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi
(p>0,05) (Tablo 4.15). AS 19, epileptik hayvanlarda beyinde ve serebellumda MDA
degerlerini azaltmigtir. SB 267090, biyokimyasal parametreler bakimindan etkisiz
olsada, AS 19’un baglanarak etkisini gosterecegi reseptorii blokladig i¢in etkilesim

grubunun MDA degerlerinde epileptik hayvanlara gore bir degisiklik olugsmamuistir.
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Tablo 4.15. SF, Penisilin kontrol ve SB 269970 (etkin doz) (1,25 pg) + AS 19 (etkin doz) (0,625 pg)
gruplarma ait sol hemisfer, sag hemisfer, beyincik, beyin sap1 ve serum; lipid
peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD)
degerleri (ortalama = SEM). SF grubu ile karsilastirma (* p<0,05, ** p<0,01). Penisilin
kontrol grubu ile karsilagtirma (* p<0,05)

i MDA CAT GSH SOD
SOL HEMISFER (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,93+£0.23 16,53+ 0,93 77,26 £7,30 11,15+1,05
Penisilin Kontrol 6,26 +0,77 ** 9,34 +1,20 ** 61,30 + 8,50 6,29 + 0,45 **
AS 19 + SB-269970 5,32 +0,80 10,69 £ 1,72 63,29 + 8,64 7,78+0,75
X i MDA CAT GSH SOD
SAG HEMISFER (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,62 0,24 15,21 + 1,07 69,61 + 5,62 9,79 + 0,85
Penisilin Kontrol 5,85+0,51 ** 7,91+0,89 ** 62,68 5,95 5,29+0,33 **
AS 19 + SB-269970 4,61+0,53 10,09 +1,31 76,83 + 10,52 7,01+1,02
i i MDA CAT GSH SOD
BEYINCIK (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,97 +£0,35 17,84 £ 0,62 95,79+5,72 10,53 £0,92
Penisilin Kontrol 7,19+ 0,56 ** 15,52 + 1,47 81,44 + 6,58 8,15+ 1,06
AS 19 + SB-269970 526+0,71 15,64 + 1,04 74,04 + 4,40 9,35+1,57
i MDA CAT GSH SOD
BEYIN SAPI (nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 5,24+ 0,79 21,62 3,61 99,68 + 12,26 11,90 + 1,58
Penisilin Kontrol 10,44+1,10 * 18,37 +2,71 79,73+ 4,84 8,28 +0,92
AS 19 + SB-269970 7,38+ 1,04 14,12 +1,32 73,94 + 13,88 7,01£0,59
SERUM MDA CAT GSH SOD
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 1,91+£0,12 4,68 £ 0,56 21,77 £3,76 1,57+0,11
Penisilin Kontrol 1,98 + 0,25 6,29 + 0,74 33,48 +3,24 2,17 +0,27
AS 19 + SB-269970 1,98 + 0,09 5,28 + 0,43 29,17 £ 5,95 1,95+0,13

4.3.2 5-HT7 reseptorii ile T-tipi kalsiyum kanalh iliskisinin epileptiform
aktiviteye etkisi

4.3.2.1. 5-HT7 reseptorleri agonisti AS 19 ile T-tipi kalsiyum iyon kanah
antagonisti NNC 55-0396 etkilesiminin epileptiform aktiviteye etkisi

4.3.2.1.1. AS 19 (etkin doz) ve NNC 55-0396 (etkin doz) etkilesiminin

penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AS 19 (0.625
pg/sigan, i.s.v), AS 19°dan 5 dk sonra da NNC 55-0396 (30 pg/sican, i.s.v) verildi.

4.3.2.1.1.1. Elektrofizyolojik analiz

AS 19 (0,625 pg) + NNC 55-0396 (30 pg) grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda spike sayisi, 50. dakikadan itibaren deney sonuna kadar
istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir sekilde azaldi (p<0.001) (Sekil 4.17,
4.19) (Tablo 4.16); NNC 55-0396 (30 ug) grubuyla karsilastirildiginda spike sayisi
50. dakikadan itibaren deney sonuna kadar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

azald1 (p<0.05). Bu azalis istatistiksel olarak 60.-70., 80.-100., 130.-140. ve 160.-

93



180. dakikalar arasinda istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p<<0.01) (Sekil 4.17, 4.19)
(Tablo 4.16); AS 19 (0,625 ng) grubuyla karsilagtirildiginda spike sayis1 50.-70. ve
80.-90. dakikalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi (p<0.05). Bu
azalis 60.-70. dakikalar arasinda istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p<0.01) (Sekil
417, 4.19) (Tablo 4.16). Bu bulgulara gore AS 19 ve NNC 55-0396’nin
kombinasyonunun AS 19 ve NNC 55-0396’nin yalniz basina uygulamalarindan daha
fazla antikonvulsif etki olusturdugu soylenebilir. AS 19 (0,625 pg) grubuyla, NNC
55-0396 (30 pg) grubu spike sayis1 bakimindan karsilastirildiginda AS 19 (0,625 pg)
grubu spike sayisini NNC 55-0396 (30 ug) grubuna gore 90.-100 ve 160.-180.
dakikalar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaltti (p<0.05). Bu azalis
160.-170. dakikalar arasinda ¢ok anlamli olarak degerlendirildi (p<0.01) (Sekil 4.17,
4.19) (Tablo 4.16). Bu veri AS 19’un antikonvulsif etkisinin NNC 55-0396’ya gore
daha fazla oldugunu gostermektedir. AS 19 (0,625 ng) + NNC 55-0396 (30 pg)
grubu, AS 19 (0,625 ng) grubu, NNC 55-0396 (30 pg) grubu ve penisilin kontrol
grubu birbirleriyle spike amplitiid degerleri bakimindan karsilagtirildiklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.18, 4.19) (Tablo
4.17). Tim bu sonuglar degerlendirildiginde AS 19 ve NNC 55-0396’nin kombine
edildiginde birbirlerinin etkilerini potansiyelize ettigi ve antikonvulsan etkiyi

arttirdig1 sOylenebilir.
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Tablo 4.16. NNC 55-0396 (etkin doz), AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin
doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait spike sayilarinin 10 dakika ortalamalar1 ve SEM
degerleri (ortalama &= SEM)

S Gruplar| 500 TU Penisilin G (Ort + SEM) 0,625 pg AS 19 (Ort + SEM) 30 pg NNC 55.0396 (Ort + SEM) Etkin AS l?&rﬂuslggc 550396
20-30 dk s1L3=29 619221
30-40 dk 419222 4417,
40-50 dk 408+22 41,589
50-60 dk 38922 202412
60-70 dk 39742 174471
70-80 dk 37.2+£04 17:7,2
50-90 dk 346402 109224
90-100 dk 338+0.3 105237
100-110 dk 30504 96£4,1
110-120 dk 30.6=0.3 67412
120-130 dk 27421 57414
130-140 dk 261409 52408
140-150 dk 266409 57411
150-160 dk 25403 47523
170-180 dk 208526 405
170-180 dk 28+4 24:07

Tablo 4.17. NNC 55-0396 (etkin doz), AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin
doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait spike amplitiidlerinin 10 dakika ortalamalar1 ve
SEM degerleri (ortalama + SEM)

R Gruplar| 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 0,625 pg AS 19 (Ort + SEM) ‘ 30 ug NNC 55-0396 (Ort = SEM) L 1?6:;';'{;;3‘1 Scaltla ‘
20-30 dk 1,22 £ 0,37 1,1 £005 1,280,107 0,99 +0,22
30-40 dk 1,1 =032 1,17+ 0,09 146013 0,85+ 0,09
40-30 dk 1,06 = 0,35 1.25+£0,09 09+0,11
50-60 dk 1.2=036 LI7T£0,11 0,91 +0,13
60-70 dk L17£0,01 1.06:= 0,03 09+0,
70-30 dk .. LIE£0,02 1,05 = 0,09 082 +0,24
£0-90 dk 1.3 =038 1,1 £0,08 094019 0,79+ 0,34
90-100 dk 1,26 £ 0,34 1,09 £0,002 097007 0,83+0,34
100-110 dk 1,15=0,32 0,99+0,02 0,97 =001 09+04
110-120 dk 1,13 =024 0,93 0,03 1z0.09 1,89+ 0,48
120-130 dk 1,09 = 0,09 0,93 0,03 0.98 = 0,02 0,84 +04
130-140 dk 1=0,05 0,93 £ 0,06 0.96=0,11 0,78 + 0,45
140-150 dk 0,97 0,13 091 0,07 0,9 0,7+0,33
150-160 dk 1=026 09+£007 0.9 0,67 +0,23
170-180 dk 1,01 = 0,25 0,95 0,06 0,9 68+ 0,18
170-180 dk 0,95 = 0,18 1,05 £0,03 0, 0,63+ 0,06
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Sekil 4.17. NNC 55-0396 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) ve AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin
doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike sayisina etkisi. 10
dakika ortalamalar1 + SEM degerleri. Gruplarin, penisilin G kontrol grubuyla kiyaslanmasi

(K =p<0.05, % K =p<0.01, X K K=p<0.001). Gruplarm, NNC 55-0396 (etkin doz)
grubuyla kiyaslanmasi (°:p<0.05,o o=p<0.01). Gruplarm, AS 19 (etkin doz) grubuyla
kiyaslanmasi (° =p<0.05, ° °=p<0.01)
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Sekil 4.18. NNC 55-0396 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) ve AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin
doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike amplitiid
degerlerine etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM degerleri
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A) 0,625 pg AS 19 (Etkin doz)

1mvVv

L.

B) 30 pg NNC 55-0396 (Etkin doz)

MHHH 44-H#H4M J.

C) Etkin doz AS 19 + Etkin doz NNC 55-0396

D) 500 IU Penisilin G

UM

Sekil 4.19. Penisilin kontrol, NNC 55-0396 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) ve AS 19 (etkin doz) +
NNC 55-0396 (etkin doz) etkilesim gruplarina ait ECoG kayitlarindan 6rnek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.3.2.1.1.2. Biyokimyasal analiz

AS 19 (0,625 pg) + NNC 55-0396 (30 pg) grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, sag ve sol hemisferde, MDA seviyesi istatistiksel olarak anlaml
derecede azaldi (Tablo 4.18) (p<0.05); beyincik, beyin sap1 ve serumda MDA
seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05);
CAT ve SOD degerleri sag ve sol hemisferde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azald1 (p<0,05) (Tablo 4.18); beyincik, beyin sap1 ve serumda CAT ve SOD degerleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir degisiklik olugsmadi (p>0,05);
GSH degerleri bakimindan beyincik, beyin sapi, serum, sag ve sol hemisferde
istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik goriilmedi (p>0,05) (Tablo 4.18). AS 19 ve
NNC 55-0396’nin kombinasyonda AS 19 ve NNC 55-0396’nin yalniz basina
uygulamalarindan farkli olarak Onemli antioksidanlardan olan CAT ve SOD

miktarlarinin artmasi elektofizyolojik bulgular ile antioksidan etkinin biyokimyasal
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bulgularinin korele oldugunu gostermektedir. Sunu sdyleyebiliriz ki AS 19 ve NNC
55-0396’nin kombinasyonunda artan antikonvulsif etki antioksidan etkinin artmasini

saglamigtir.

Tablo 4.18. SF, Penisilin kontrol ve AS 19 (etkin doz) (0,625 pg) + NNC 55-0396 (etkin doz) (30 pg)
gruplarma ait sol hemisfer, sag hemisfer, beyincik, beyin sap1 ve serum; lipid
peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD)
degerleri (ortalama + SEM). SF grubu ile karsilagtirma (* p<0,05, ** p<0,01). Penisilin

kontrol grubu ile karsilagtirma (* p<0,05, ** p<0,01)

i MDA CAT GSH SOD
SOL HEMISFER (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,93+0.23 16,53 £0,93 77,26 £7,30 11,15+1,05
Penisilin Kontrol 6,26 + 0,77 ** 9,34+1,20** 61,30 + 8,50 6,29 £ 0,45 **
AS 19 + NNC 2,99+0,30 ++ 16,26 £ 0,74 ++ 72,07 + 2,27 10,68 £ 0,87 ++
= i MDA CAT GSH SOD
SAG HEMISFER (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,62+0,24 15,21+ 1,07 69,61 + 5,62 9,79 + 0,85
Penisilin Kontrol 5,85 0,51 ** 7,91+0,89 ** 62,68 + 5,95 5,29 + 0,33 ¥*
AS 19 + NNC 3134045+ 14,63 +1,50 + 78,58 + 10,50 8,70 + 0,49 +
BEYINCIK (nmoM?[ﬁ}lcin) {ngfn?gl.;;gtcin) (ng"ncliigtcin) (ng :ﬁg%gtcin)
Kontrol (SF) 2,97 £0,35 17,84 + 0,62 95,79 + 5,72 10,53 + 0,92
Penisilin Kontrol 7,191 0,56 ** 15,52 + 1,47 81,44 + 6,58 8,15+ 1,06
AS 19 + NNC 5,87 0,84 16,76 + 1,55 96,98 + 9,59 10,56 + 1,30
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 5,24 + 0,79 21,62 + 3,61 99,68 + 12,26 11,90 + 1,58
Penisilin Kontrol 10,44 +1,10 * 18,37 +2,71 79,73+ 4,84 8,28 £0,92
AS 19 + NNC 8,50 + 1,24 22,13 +2,15 87,13+9,17 8,38 £ 0,89
SERUM MDA CAT GSH SOD
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 191+0,12 4,68 £ 0,56 21,77 £3,76 1,57+0,11
Penisilin Kontrol 1,98 + 0,25 6,29 + 0,74 33,48+3,24 2,17£0,27
AS 19+ NNC 2,00+0,17 4,21+ 0,30 21,10 3,95 1,60 0,26

4.3.2.1.2. AS 19 (etkin doz) ve NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesiminin

penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AS 19 (0.625
pg/sican, i.s.v), AS 19°dan 5 dk sonra da NNC 55-0396 (10 pg/sigan, i.s.v) verildi.

AS 19 (0,625 ng) + NNC 55-0396 (10 pg) grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda spike sayisini, 50. dakikadan itibaren deney sonuna kadar
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltt1 (p<<0.05). Bu azalma 60.-70., 80.-90. ve
120.-130. dakikalar arasinda istatistiksel olarak ¢ok anlamli (p<0.01); 70.-80., 90.-
120. ve 130.-180. dakikalar arasinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli olarak
degerlendirildi (p<0.001) (Sekil 4.20, 4.22) (Tablo 4.19). AS 19 (0,625 pg) + NNC
55-0396 (10 pg) grubu, AS 19 (0,625 pg) grubu, AS 19 (0,3125 pg) + NNC 55-0396
(10 pg) grubu ve penisilin kontrol grubu birbirleriyle spike amplitiid degerleri
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bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi
(p>0.05) (Sekil 4.21, 4.22) (Tablo 4.20). Bu bulgular gore AS 19 (etkin doz)’un
NNC 55-0396 (etkisiz doz) ile etkilesimi epileptiform aktivitede antikonvulsan etki
gostermistir. Ancak bu etki, AS 19’un yalniz basina etkisinden kismen daha fazladir.
Bu sonug ilgingtir ¢iinkii tek basina etkisiz olan NNC 55-0396’nin 10 pg/sigan dozu
50.-80. dakikalar arasinda AS 19’un etkisini artirmistir.

Tablo 4.19. AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz), AS 19 (etkisiz doz) +

NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait spike sayilarinin 10
dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama = SEM)

Etkin AS 19 + Etkisiz NNC 55-0396

Zaman ‘—bcnphr 500 TU Penisilin G (Ort + SEM) | 0,625 g AS 19 (Etkin) (Ort + SEM) D L 1’(65‘:‘5’:‘;16 pamaet
20-30 dk 61,542 53148 6212 63,6+53
30-40 dk 616+£55 402+53 395+L86 484113
40-50 dk 528+29 | 364=3.1 416+73 43,4+28
50-60 dk 54719 | 387=63 31=61 42915
60-70 dk 597+2 388=19 316+57 482+2,2
70-80 dk 594448 a1l 303443 06412
80-90 dk 51.7+49 | 262=09 266+38 32247
90-100 dk SLI=38 | 203= 1.4 19.7+4 a04+47
100-110 dk 554+52 221+44 19.7+39 374+09
110-120 dk 21435 384+05
120-130 dk 18638 36+0,6
130-140 dk 16445 37336
140-150 dk 11+£59 357+48
150-160 dk 92%63 332+33
170-180 dk 7146 36,8+ 6,5
170-180 dk 79151 732 | 334451

Tablo 4.20. AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz), AS 19 (etkisiz doz) +
NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve penisilin G kontrol gruplarma ait spike amplitiidlerinin 10
dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

Pl Gruplar 500 TU Penisilin G (Ort = SEM) l 0,625 g AS 19 (Etkdn) (Ort + SEM) Etkin AS li(;:'ﬂ‘f‘:;‘( 50396 Frksiz AS '?g:'ffg;xc 50396
20-30dk 1222037 112005 1145021 113037
30-40 dic 11£032 117 £0,09 1154018 1,17£05
40-50 dk 106035 1254009 131£0.19 1244056
50-60 dk 124036 1L1740,11 1384029 1254058
60-70 dk 1234036 1174001 124024 1,36+ 0,67
70-80 dk 1254032 118002 L1402 132:063
80-90 dic 132038 112008 1L11£0.23 142:0,74
90-100 dk 1265034 1,09 % 0,002 1174024 1234057
100-110 dk 115032 0992002 1192024 1231064
110-120 dk 1132024 0,93 £0,03 1152017 1034043
120-130 dk 1094009 0.93 40,03 103 £0.13 0,95 £ 0,41
130-140 dk 14005 0.93 0,06 109003 0942046
140-150 dic 0.970,13 0.91£0,07 0.98 £ 0,06 103043
150-160 dic 1£026 092007 0,98 £ 0,06 0,840,
170-180 dk 1012025 0,95 20,06 0,97£0,03 0,85+0,33
170180 dk 0.95£0,18 | 1,05 £ 0,03 120,03 0,73:0,21
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Sekil 4.20. AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve AS 19 (etkisiz doz)
+ NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin
spike sayisina etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM degerleri. Gruplarin, penisilin G

kontrol grubuyla kiyaslanmasi (* =p<0.05, * ok =p<0.01, * Kk k =p<0.001)
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Sekil 4.21. AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve AS 19 (etkisiz doz)
+ NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesiminin penisilinle olugturulan epileptiform aktivitenin
spike amplitiid degerlerine etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM degerleri
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A) 0,625 pg AS 19 (Etkin doz)

1mv

|—— 2sn

B) Etkin doz AS 19 + Etkisiz doz (10 pg) NNC 55-0396

L

C) Etkisiz doz (0,3125 pg) AS 19 + Etkisiz doz NNC 55-0396

NIRRT N

D) 500 IU Penisilin G

LR NN

Sekil 4.22. Penisilin kontrol, AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve
AS 19 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesim gruplarna ait ECoG
kayitlarindan 6rnek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.3.2.1.3. AS 19 (etkisiz doz) ve NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesiminin

penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AS 19 (0.3125
pg/sican, i.s.v), AS 19°dan 5 dk sonra da NNC 55-0396 (10 pg/sigan, i.s.v) verildi.

AS 19 (0.3125 pg) + NNC 55-0396 (10 pg) grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda spike sayisini, 70.-90. dakikalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaltt1 (p<0.05) (Sekil 4.20, 4.22) (Tablo 4.19). AS 19 (0,625 nug)
+ NNC 55-0396 (10 pg) grubu, AS 19 (0,625 ng) grubu, AS 19 (0,3125 pg) + NNC
55-0396 (10 pg) grubu ve penisilin kontrol grubu birbirleriyle spike amplitiid
degerleri bakimindan karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.21, 4.22) (Tablo 4.20).
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Normalde epileptiform aktivite lizerinde yalniz baslarina etkisiz olan AS 19
(0.3125 pg) ve NNC 55-0396 (10 pg) dozlart kombine edildiklerinde sinirlida olsa
antikonvulsif etki olusturmuslardir. Bu bulgu da birbirlerinin etkilerini potansiyelize

ettiklerini gostermektedir.

4.3.2.2. 5-HT7 reseptorleri antagonisti SB 269970 ile T-tipi kalsiyum iyon
kanah antagonisti NNC 55-0396 etkilesiminin epileptiform aktiviteye etkisi

4.3.2.2.1. SB 269970 (etkin doz) ve NNC 55-0396 (etkin doz) etkilesiminin

penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra SB 269970 (1,25
pg/sican, i.s.v), SB 269970’ten 5 dk sonra da NNC 55-0396 (30 ug/sican, i.s.v)

verildi.
4.3.2.2.1.1. Elektrofizyolojik analiz

SB 269970 (1,25 pg) + NNC 55-0396 (30 pg) grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda spike sayisi ve amplitiid degerleri bakimindan istatistik olarak
anlamli bir farklilik olugmadi (p>0.05) (Sekil 4.23-4.25) (Tablo 4.21, 4.22); spike
sayis1 bakimindan SB 269970 (1,25 pg) grubu ile kiyaslandiginda, spike sayis1 40.-
70. dakikalar arasinda istatistiksel olarak ¢ok anlamli diizeyinde azaldi (p<0.01)
(Sekil 4.23, 4.25) (Tablo 4.21). Elde edilen bu veri, NNC 55-0396’nin, SB 269970’in
prokonvulsan etkisini blokladigin1 gosterir. Etkilesim grubu, spike sayis1 bakimindan
NNC 55-0396 (30 pg) grubu ile kiyaslandiginda spike sayis1 80.-90. ve 130.-140.
dakikalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artt1 (p<<0.05) (Sekil 4.23,
4.25) (Tablo 4.21). Bu veri de SB 269970’in, NNC 55-0396’nin antikonvulsan
etkisini kismen blokladigini1 gostermektedir. SB 269970 (1,25 pg) + NNC 55-0396
(30 pg) grubu, SB 269970 (1,25 pg) grubu, NNC 55-0396 (30 pg) grubu ve penisilin
kontrol grubu birbirleriyle amplitiid degerleri bakimindan karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.24, 4.25) (Tablo
4.22).
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Tablo 4.21. NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396
(etkin doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait spike sayilarinin 10 dakika ortalamalari
ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

_ 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 1,25 pg SB 269970 (Ort £+ SEM) 30 pg NNC 55-0396 (Ort + SEM) Etkin SB 2‘9(9;?(:_?;}:\-"“ 50396
20-30 dk 61542 56.7=13.3 51329 61,6+ 115
30-40 dk 616=535 M2£11,2 41922 64,6 + 154
40-50 dk 528%29 408+22 56,7+ 10,4
50-60 dk 547=19 3892 51837
60-70 dk. 5972 397+2 48,6+ 10,3
70-80 dk 594435 37204 48178
80-90 dk 517249 34602 536+3
90-100 dk SLI=38 33803 4631
100-110 dk 554+52 305404 422+68
110-120 dk 544:73 30603 416+6
120-130 dk 48£59 2741 40553
130-140 dk 4523 261+09 39152
140-150 dk 482431 266+09 413+89
150-160 dk 43432 479103 25203 375493
170-180 dk 413221 472+ 92 298+26 374£93
170-180 dk 416=25 335+52 28+4 371+9

Tablo 4.22. NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396
(etkin doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait spike amplitiidlerinin 10 dakika
ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

_ 500 TU Penisilin G (Ort + SEM) 1,25 g SB 269970 (Ort < SEM) 30 g NNC 55-0396 (Ort < SEM) | FikinSB 2"";3';::;:;{1;“: Contid
20-30 dk 1,22+ 037 131031 128017 1,43 + 0,67
30-40 dk L1£032 1342026 146 20,13 138062
40-50 dk 1,06 = 0.35 1,11 0,03 1.32£0,12 1,33+048
50-60 dk 122036 1.01=0.11 113+ 0,03 126204
60-70 dk 1,23 0,36 1,04 = 0,04 1,06 £ 0,03 1,19+0,32
70-80 dk 1,25+0,32 1,13 = 0,08 1,05 £ 0,09 1,06 £ 0,37
§0-90 dk 132038 1.2620,14 0942019 112043
90-100 dk 1,26 = 0,34 1,06 = 0,32 0,97 £ 0,07 0,91 4041
100-110 dk 1,15+0,32 1.09+ 035 0,97+ 0,01 0,95+ 0,36
110-120 dk 1.13£0.24 1.06 £ 0,24 1£0,09 0,954+0,38
120-130 dk 1.09 + 0.09 1.11+027 0,98 + 0,02 0,86 + 0,32
130-140 dk 0,1 +0,05 1,15+03 096 +0.11 0,77+0,23
140-150 dk 097x0.13 1.03+022 096 £0,11 0,78+0,18
150-160 dk 1£0.26 0.96 + 0.21 0.92 £ 0.09 087+03
170-180 dk 1.01=0.25 1.11+0,15 092+0,12 0,72+0,2
170-180 dk 0,95 % 0,18 1.08 = 0,03 0,901 0,83 + 0,35
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Sekil 4.23. NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) ve SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-
0396 (etkin doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike
sayisina etkisi. 10 dakika ortalamalart = SEM degerleri. Gruplarin, penisilin G kontrol

grubuyla kiyaslanmasi (*=p<0.05, * *=p<0.01). Gruplarm, SB 269970 (etkin doz)
grubuyla kiyaslanmasi (°:p<0.05). Gruplarm, NNC 55-0396 (etkin doz) grubuyla
kiyaslanmast (°:p<0.05, ° °:p<0.01)
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Sekil 4.24. NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) ve SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-
0396 (etkin doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin spike
amplitiid degerlerine etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM degerleri

107



A) 1,25 pg SB 269970 (Etkin doz)

1mv

L..

B) 30 pug NNC 55-0396 (Etkin doz)

#H%M#M%W%H%%%%

C) Etkin doz SB 269970 + Etkin doz NNC 55-0396

e

D) 500 IU Penisilin G

L

Sekil 4.25. Penisilin kontrol, NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) ve SB 269970 (etkin
doz) + NNC 55-0396 (etkin doz) etkilesim gruplarina ait ECoG kayitlarindan ornek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasin temsil etmektedir.

4.3.2.2.1.2. Biyokimyasal analiz

SB 269970 (1,25 pg) + NNC 55-0396 (30 ug) grubu penisilin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda MDA, CAT, SOD ve GSH degerlerinde beyincik, beyin sapi,
serum, sag ve sol hemisferde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi

(p>0,05) (Tablo 4.23).

SB 269970 ve NNC 55-0396’nin kombine kullanilmasi ile epileptiform aktivite
penisilin  kontrol grubu seviyelerine yaklagmistir. Bu nedenle biyokimyasal

parametrelerde kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir sonug olusmamustir.
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Tablo 4.23. SF, Penisilin kontrol ve SB 269970 (etkin doz) (1,25 pg) + NNC 55-0396 (etkin doz) (30
pg) gruplarina ait sol hemisfer, sag hemisfer, beyincik, beyin sapt ve serum; lipid
peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD)
degerleri (ortalama = SEM). SF grubu ile karsilastirma (* p<0,05, ** p<0,01). Penisilin
kontrol grubu ile karsilagtirma (* p<0,05)

MDA CAT GSH SOD
SOL HEM IS FER (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,93 +0.23 16,53 + 0,93 77,26 +7,30 11,15 + 1,05
Penisilin Kontrol 6,26 £ 0,77 ** 9,34+1,20 ** 61,30 + 8,50 6,29 + 0,45 **
SB-269970 + NNC 5,89 + 0,62 12,10 + 1,60 67,59 + 7,83 8,10 + 0,93
= i MDA CAT GSH SOD
SAG H E M I SF E R (nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,62+0,24 15,21+ 1,07 69,61+ 5,62 9,79+0,85
Penisilin Kontrol 5,85 +0,51 ** 7,91+0,89 ** 62,68 + 5,95 5,29 +0,33 ¥*
SB-269970 + NNC 5,08 £ 0,62 11,70 £ 0,96 70,36 £ 8,70 5,30+0,65
BEYINCIK (mnoleilnglﬁotein) (ng:’n(ig}.;'r-{;tein) (ng-rﬁiﬁ)ﬂtein) (ng:‘gggtein)
Kontrol (SF) 2,97 +0,35 17,84 + 0,62 95,79 + 5,72 10,53 + 0,92
Penisilin Kontrol 7,19 £0,56 ** 15,52 + 1,47 81,44 + 6,58 8,15+1,06
SB-269970 + NNC 7,61+0,69 16,19 £ 0,63 86,45+ 5,36 9,69+135
i MDA CAT GSH SOD
BEYIN SAPI (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 5,24 £0,79 21,62 3,61 99,68 + 12,26 11,90 + 1,58
Penisilin Kontrol 10,44+1,10 * 18,37 +2,71 79,73 +4,84 8,28 £ 0,92
SB-269970 + NNC 12,57 + 1,18 23,88 +3 44 79,66 + 7,98 7,88 + 0,96
MDA CAT GSH SOD
SERUM (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 1,91 +0,12 4,68 + 0,56 21,77 +3,76 1,57 + 0,11

Penisilin Kontrol 1,98 +0,25 6,29+ 0,74 33,48+3,24 2,17 £0,27
SB-269970 + NNC 2,54 £0,19 6,76 + 0,66 36,62 £ 5,98 2,71 0,33

4.3.2.2.2. SB 269970 (etkin doz) ve NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesiminin

penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra SB 269970 (1,25
pg/sigan, i.s.v), SB 269970°ten 5 dk sonra da NNC 55-0396 (10 pg/sican, 1.s.v)

verildi.

SB 269970 (1,25 ug) + NNC 55-0396 (10 ug) grubu, penisilin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda spike sayisi, 40.-50. dakikalar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir gekilde artti (p<0.05) (Sekil 4.26, 4.28) (Tablo 4.24); SB 269970 (1,25 pg)
grubuyla spike sayis1 bakimindan karsilastirildiginda 60.-70. dakikalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi1 (p<0.05) (Sekil 4.26, 4.28) (Tablo 4.24).
Elde edilen bulgular, NNC 55-0396’nin etkisiz dozunun, SB 269970’in etkisini
kismen blokladigini1 gostermektedir. SB 269970 (1,25 pg) + NNC 55-0396 (10 pg)
grubu, SB 269970 (1,25 pg) grubu, SB 269970 (0,625 ng) + NNC 55-0396 (10 pg)
grubu ve penisilin kontrol grubu birbirleriyle spike amplitiid degerleri bakimindan
karsilagtirildiginda istatistik olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0.05) (Sekil
4.27,4.28) (Tablo 4.25).
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Tablo 4.24. SB 269970 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz), SB 269970
(etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait spike
sayilarinin 10 dakika ortalamalari1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

Zaman rberllr 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 1,25 g SB 269970 (Ort + SEM) Eikin SB “”(g'r:f;'g;‘;)wc 85-0356 | Etkisiz 5B 2”::;::'3;“[’) NNC 55-0396
2030 dk 61,542 36,7413,3 169538 544113
3040 dk 616453 7124112 s15416 5064129
40-50 dk 864239 783233 465457
50-60 dk 849481 4489 48143
60-70 dk 62228 55,7462
70-80 dk £04 5391108
50-90 di 1892131 502496
90-100 dk . 4855158 40,1105
100-110 dic $54452 194147 52,14145
110-120 dk 544273 41,6£7.7 38,6 4 10,7
120130 dk 48459 3494171 386493
130-140 dk 45423 384132 4181107
140-150 dk 452531 3564194 50,8+ 153
150-160 dk 34232 10,5538 37,849
170-180 dk 0321 407288 286442
170-180 dk 16223 3335452 3112104 389410

Tablo 4.25. SB 269970 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz), SB 269970
(etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait spike

amplittidlerinin 10 dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama = SEM)

Zaman r’ﬁ'lphl‘ 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 1,25 pg SB 269970 (Ort £ SEM) Etkin 5B “”g; f;?% NNCS50396 | Etlisiz SB 1“::)":3';;‘) NNC 550396
20-30 dk 1222037 131031 148 20,38 1,8110,65
30-40 dk L1032 1342026 3 1582046
40-50 dk 1,06 4033 1114003 154038
50-60 dk 122036 1012011 13840,
60-70 dk 1232036 1042004 119104
70-80 dk 1254032 1134 0,08 1,344036
80-90 dk 132038 1262014 1,46 40,39
90-100 dk 1262034 1,06+0,32 1,08 20,07 1,2240,25
100-110 dk 115032 1094035 115003 126404
110-120 dk 1132024 106024 104201 106406
120-130 dk 1092009 111£0.27 0,830,323 1,04 +0,58
130-140 dik 1005 115403 0,86 10,46
140-150 di 0972013 103022 0914052
150-160 dk 12026 096021 0,95 £ 0,58
170-180 dk 1012025 LIL£015 078202 0,992062
170-180 dk 0950,18 1,08+0,03 0724018 0,96 40,58
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Sekil 4.26. SB 269970 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve SB
269970 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan
epileptiform aktivitenin spike sayisina etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM degerleri.

Gruplarin, penisilin G kontrol grubuyla kiyaslanmasi (*:p<0.05, * *:p<0.01).
Gruplarin, SB 269970 (etkin doz) grubuyla kiyaslanmasi (°:p<0.05)
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Sekil 4.27. SB 269970 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve SB
269970 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan
epileptiform aktivitenin spike amplitiid degerlerine etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM
degerleri
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A) 1,25 pg SB 269970 (Etkin doz)

1imVv

L.

B) Etkin doz SB 269970 + Etkisiz doz (10ug) NNC 55-0396

C) Etkisiz doz (0,625 pg) SB 269970 + Etkisiz doz NNC 55-0396

D) 500 IU Penisilin G

F

Sekil 4.28. Penisilin kontrol, SB 269970 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkisiz
doz) ve SB 269970 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesim gruplarina ait
ECoG kayitlarindan 6rnek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.3.22.3. SB 269970 (etkisiz doz) ve NNC 55-0396 (etkisiz doz)

etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra SB 269970 (0,625
ug/sigan, 1.s.v), SB 269970’ten 5 dk sonra da NNC 55-0396 (10 pg/sigan, 1.s.v)

verildi.

SB 269970 (1,25 pg) + NNC 55-0396 (10 pg) grubu, SB 269970 (1,25 pg)
grubu, SB 269970 (0,625 ng) + NNC 55-0396 (10 pg) grubu ve penisilin kontrol
grubu birbirleriyle spike sayisi ve amplitiid degerleri bakimindan karsilastirildiginda
istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.26-4.28) (Tablo
4.24, 4.25). Bu verilere gore SB 269970 ve NNC 55-0396’nin etkisiz dozunun

kombinasyonu, epileptiform aktiviteye etki etmemistir.
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4.3.2.3. SB 269970, NNC 55-0396 ve AS 19 etkilesiminin penisilinle

olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

4.3.2.3.1. AS 19 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) ve NNC 55-0396 (etkin

doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AS 19 (0.625
pg/sican, i.s.v), AS 19’un 5 dk sonrasinda SB 269970 (1,25 pg/sigan, i.s.v), SB
269970’in 5 dk sonrasinda da NNC 55-0396 (30 pg/sican, i.s.v) verildi.

4.3.2.3.1.1. Elektrofizyolojik analiz

AS 19 (0,625 pg) + SB 269970 (1,25 pg) + NNC 55-0396 (30 pg) grubu,
penisilin kontrol grubuyla karsilastirildiginda spike sayisi, 90. dakikadan itibaren
deney sonuna kadar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azald1 (p<0.05). Bu azalma
100.-180. dakikalar arasinda ¢ok anlamli olarak degerlendirildi (p<0.01) (Sekil 4.29,
4.31) (Tablo 4.26). Bu verilere gore etkin doz SB 269970; etkin doz AS 19 ve NNC
55-0396’nin kombine etkisini kismi olarak bloklamistir. AS 19 (0,625 ng) + SB
269970 (1,25 pg) + NNC 55-0396 (30 pg) grubu, NNC 55-0396 (30 pg) grubu, SB
269970 (1,25 pg) + AS 19 (0,625 pg) grubu ve penisilin kontrol grubu birbirleriyle
spike amplitiid degerleri bakimindan karsilastirildiginda istatistik olarak anlamli bir

farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.30, 4.31) (Tablo 4.27).
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Tablo 4.26. NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz)
+ SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait
spike sayilarinin 10 dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

Etkin AS 19 + Etkin SB 269970
rbGr-hr 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) 30 ug NNC 55-0396 (Ort £ SEM) el L + Etkin NNC 55-0396
Zaman (Ort £ SEM) (Ort + SEM)
2030 dk 61,5542 513229 5255124 59142
30-40 dk 616455 6255149 41914,
40-50 dk 528429 s81=113 02,6457
50-60 dlk 54718 144573
6070 dk 59722 50,3146
70-80 dk 394545 92448
§0-90 dk 517449 44,6526
90-100 dk 511438 353428
100-110 dk 554552 08126
110-120 dk 544473 251128
120-130 dk 48259 198425
130-140 dk 15123 0453
140-150 dk 482431 266209 19,1168
150-160 dk 5432 25203 184+6,1
170-180 dk 4321 208426 17,5455
170-180 dk 416225 2§24 162445

Tablo 4.27. NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz), AS 19 (etkin doz)
+ SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait
spike amplitiidlerinin 10 dakika ortalamalari ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

Etkin AS 19 + Etkin SB 269970

_ rb(}lql-" 500 1U Penisilin G (Ort + SEM) 30 g NNC 550396 (Ort £ SEM) i fg’:l"sg;;"' st +}:u?a xxe é‘ﬁ;‘w
20-30 dk 1222037 128+017 0984023 0.96+0,13
30-40 dk 112032 1462013 1L11£0,14 1,02£0,11
40-50 dk 1064035 1322012 1.06 40,09 1044017
50-60 dk 124036 1132003 1194034 1014021
60-70 dk 1232036 1064003 123204 094£0,15
70-80 dk 1254032 1054009 125404 095018
50-90 dk 134038 0942019 1154041 0,96+ 0,15
90-100 dk 126034 0.97£0,07 1084029 0,99+ 0,08
100-110 dk 1,15+ 0,32 0,97 + 0,01 0,98 + 0,21 1,1£0,02
110-120 dk 1132024 12009 0.99+025 1134001
120-130 dk 1094009 0984002 0.97£0,19 1,14+ 0,01
130-140 dk 14008 0.9640.11 120,19 1154002
140-150 dk 097013 096011 1,0340,13 1084004
150-160 dk 1026 920,09 120,08 1,07+0,14
170-180 dk 1014025 09240.12 1024008 1084013
170-180 dk. 0,95+0,18 09+0,1 1,11+0,02 1,04 0,13
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Sekil 4.29. NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz) ve AS 19 (etkin
doz) + SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin doz) etkilesiminin penisilinle
olusturulan epileptiform aktivitenin spike sayisina etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM

degerleri. Gruplarin, penisilin G kontrol grubuyla kiyaslanmasi (*:p<0.05, * *
=p<0.01)
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Sekil 4.30. NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz) gruplarinin ve AS
19 (etkin doz) + SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin doz) etkilesiminin
penisilinle olusturulan epileptik aktivitenin spike amplitiid degerlerine etkisi. 10 dakika
ortalamalar1 = SEM degerleri
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A) Etkin doz AS19 + Etkin doz SB 269970 + Etkin doz NNC 55-0396
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Sekil 4.31. Penisilin kontrol, NNC 55-0396 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) + AS 19 (etkin doz) ve
AS 19 (etkin doz) + SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin doz) etkilesim
gruplarina ait ECoG kayitlarindan 6rnek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.3.2.3.1.2. Biyokimyasal analiz

AS 19 (0,625 pg) + SB 269970 (1,25 pg) + NNC 55-0396 (30 pg) grubu,
penisilin kontrol grubuyla kiyaslandiginda sag ve sol hemisferde, MDA degerlerini
istatistiksel olarak anlamli derecede azaltti (Tablo 4.28) (p<0.05). Etkin doz SB
269970; etkin doz AS 19 ve NNC 55-0396’nin kombine etkisini kismi olarak
bloklasada antikonvulsan etki devam etmektedir bu nedenle MDA seviyelerinin
kontrol grubuna gore azalmasi mantikli bir sonugtur. AS 19 (0,625 ug) + SB 269970
(1,25 pg) + NNC 55-0396 (30 pg) grubu, penisilin kontrol grubuyla kiyaslandiginda
beyincik, beyin sap1 ve serumda MDA seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05); CAT, SOD ve GSH degerlerinde
beyincik, beyin sapi, serum, sag ve sol hemisferde istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik olusmadi (p>0,05) (Tablo 4.28). Bu bulgularda diger bulgularla paraleldir.
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Tablo 4.28. SF, Penisilin kontrol ve AS 19 (etkin doz) (0,625 pg) + SB 269970 (etkin doz) (1,25 pg) +
NNC 55-0396 (etkin doz) (30 pg) gruplarina ait sol hemisfer, sag hemisfer, beyincik,
beyin sap1 ve serum; lipid peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT), glutatyon (GSH),
stiperoksit dismutaz (SOD) degerleri (ortalama + SEM). SF grubu ile kargilagtirma (*
p<0,05, ** p<0,01). Penisilin kontrol grubu ile kargilastirma (* p<0,05)

SOL HEMISFER MDA | AT GSH Sob
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,93+0.23 16,53 +£0,93 77,26 £7,30 11,15+ 1,05
Penisilin Kontrol 6,26 + 0,77 ** 9,34 +1,20 ¥* 61,30 £ 8,50 6,29 + 0,45 **
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkin Dozlar) 3,69+0,23 + 13,36 +1,49 63,80 + 8,02 8,25+0,32
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,62+0,24 15,21+ 1,07 69,61 + 5,62 9,79 + 0,85
Penisilin Kontrol 5,85+0,51 ** 7,91+0,89 ** 62,68 + 5,95 529+0,33 **
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkin Dozlar) 3,20+ 0,46 + 11,54 + 1,35 86,46 + 7,80 6,90 £ 0,59
i i MDA CAT GSH SOD
BEYINCIK (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,97 +£0,35 17,84 0,62 95,79 +5,72 10,53 £ 0,92
Penisilin Kontrol 7,19 £0,56 ** 15,52 +1,47 81,44 + 6,58 8,15+ 1,06
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkin Dozlar) 5,58+ 0,82 22,15+2,33 105,41 + 7,69 9,42+0,91
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 5,24+0,79 21,62 £ 3,61 99,68 + 12,26 11,90+ 1,58
Penisilin Kontrol 10,44 +1,10 * 18,37+2,71 79,73+4,84 8,28+0,92
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkin Dozlar) 8,68 £ 0,94 23,90+ 5,58 98,50+ 7,63 10,07 £1,61
SERUM MDA CAT GSH SOD
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 1,91+0,12 4,68 0,56 21,77 £3,76 1,57 0,11
Penisilin Kontrol 1,98 £ 0,25 6,29 + 0,74 3348 +324 2,17 +0,27
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkin Dozlar) 2,37+0,14 6,08 £ 0,56 34,08 + 3,84 2,59+0,25

4.3.2.3.2. AS 19 (etkisiz doz), SB 269970 (etkisiz doz) ve NNC 55-0396

(etkisiz doz) etkilesiminin penisilinle olusturulan epileptiform aktiviteye etkisi

500 IU Penisilin G, i.k. olarak uygulandiktan 30 dk sonra AS 19 (0.3125
pg/sican, i.s.v), AS 19’un 5 dk sonrasinda SB 269970 (0,625 pg/sigan, i.s.v), SB
269970’in 5 dk sonrasinda da NNC 55-0396 (10 pg/sican, i.s.v) verildi.

4.3.2.3.2.1. Elektrofizyolojik analiz

AS 19 (0,3125 pg) + SB 269970 (0,625 ng) + NNC 55-0396 (10 pug) grubu,
penisilin kontrol grubuyla karsilastirildiginda spike sayist ve amplitiid degerleri
bakimindan istatistik olarak anlamli bir farklilik goriilmezken (p>0.05) (Sekil 4.32-
4.34) (Tablo 4.29, 4.30); AS 19 (0,3125 ug) + NNC 55-0396 (10 ug) grubuyla spike
sayist bakimindan karsilastirildiginda 40.-50. ve 80.-90. dakikalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.32, 4.34) (Tablo
4.29). AS 19, SB 269970 ve NNC 55-0396’nin etkisiz dozlarinin kombinasyonu
epileptiform aktiviteyi degistirmemistir. AS 19 ve NNC 55-0396’nin etkisiz
dozlarinin kombinasyonu epileptiform aktivitede kismi bir antikonvulsan etki

olusturmasina karsin SB 269970’in etkisiz dozu bu etkiyi kaldirmis ve epileptiform
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aktiviteyi kontrol grubu seviyelerine ulastirmistir. AS 19 (0,3125 pg) + SB 269970
(0,625 pg) + NNC 55-0396 (10 pg) grubu, AS 19 (0,3125 pg) + NNC 55-0396 (10
pg) grubu ve penisilin kontrol grubu birbirleriyle amplitiid degerleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p> 0.05) (Sekil
4.33, 4.34) (Tablo 4.30).

Tablo 4.29. AS 19 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz), AS 19 (etkisiz doz) + SB 269970
(etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve penisilin G kontrol gruplarina ait spike sayilarmin 10
dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama + SEM)

Joman § > GTUPIAE 500 TU Penisilin G (Ort = SEM) Etldsiz AS 1?0*1 ﬂk;&[)wc 95-0396 S e
aman (Ort = SEM)
20-30 dk 61542 56.947.5 612245
30-40 dk 61655 484+62 534461
40-50 dk 528529 398415 62255
50-60 dk 54719 463+ 13 64,5495
60-70 dk 5972 82422 60211
70-80 dk 594545 433418 62489
80-90 dk 517549 322419 529437
90-100 dk S11=38 37114 46,1+26
100-110 dk 55452 374424 464435
110-120 dk 544273 38443 489116
120-130 dk 48459 36406 329+ 106
130-140 dk 45423 373436 31352
140-150 dk 482+31 357448 106+136
150-160 dk 43432 332433 28871
170-180 dk 41321 368+6.5 297473
170-180 dk 41,6225 33451 344294

Tablo 4.30. AS 19 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz), AS 19 (etkisiz doz) + SB 269970
(etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve penisilin G kontrol gruplarmna ait spike amplitiidlerinin
10 dakika ortalamalar1 ve SEM degerleri (ortalama = SEM)

Jama CHUPAT 500 IU Penisilin G (Ort + SEM) Bz 1?& tELké‘]::}I)NNC SRS e e
aman (Ort + SEM)
20-30 dk 1224037 L132 037 101032
30-40 dk 114032 117405 126039
40-50 dk 1.06%0.35 124056 1284041
50-60 dk 1.2+0.36 1.25+0.58 126£035
60-70 dk 123036 136+ 0,67 1224036
70-80 dk 125032 132063 117033
§0-90 dk 132038 142+0.74 111029
90-100 di 126034 123 £0.57 118027
100110 dk 1152032 123 £0.64 1152023
110-120 di 113024 1.03 043 112402
120-130 di 1.09+0.09 095041 L13£0,16
130-140 di 140,05 0.94+046 1L120.16
140-150 dk 0.97+0.13 103 £0.43 1.080.17
150-160 die 1£026 0.84+022 L08 0,14
170-180 di 1012025 0.85=0,33 1=0.16
170-180 dk 0.950.18 B - 0.73+021 097012
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Sekil 4.32. AS 19 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve AS 19 (etkisiz doz) + SB 269970
(etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesim gruplarinin penisilinle olusturulan
epileptiform aktivitenin spike sayisina etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM degerleri.

Gruplarin, penisilin G kontrol grubuyla kiyaslanmasi (*=p<0.05). Gruplarin, AS 19
(etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) grubuyla kiyaslanmasi (° =p<0.05)
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Sekil 4.33. AS 19 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve AS 19 (etkisiz doz) + SB 269970
(etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesim gruplarinin penisilinle olusturulan
epileptiform aktivitenin spike amplitlid degerlerine etkisi. 10 dakika ortalamalar1 + SEM
degerleri
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A) Etkisiz doz AS 19 + Etkisiz doz SB 269970 + Etkisiz doz NNC 55-0396

B) Etkisiz doz AS 19 + Etkisiz doz NNC 55-0396

(RRRTRITA TR

C) 500 IU Penisilin G

uiim

Sekil 4.34. Penisilin kontrol, AS 19 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) ve AS 19 (etkisiz doz)
+ SB 269970 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) etkilesim gruplarina ait ECoG
kayitlarindan 6rnek traseler

Not: Bu kayitlar penisilin G uygulamasindan 70 dakika sonrasini temsil etmektedir.

4.3.2.3.2.2. Biyokimyasal analiz

AS 19 (0,3125 pg) + SB 269970 (0,625 nug) + NNC 55-0396 (10 pg) grubu
penisilin  kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDA, CAT, SOD ve GSH
degerlerinde beyincik, beyin sapi, serum, sag ve sol hemisferde istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05) (Tablo 4.31). AS 19, SB 269970 ve NNC
55-0396’nin etkisiz dozlariin kombinasyonu epileptiform aktivite lizerinde etkisiz
kalmistir bu nedenle oksidatif stres parametreleri, penisilin kontrol grubuna kiyasla

degismemistir.

Literatiirde AS 19, SB 269970 ve NNC 55-0396’nin kombinasyonlarinin
epileptiform aktivite tizerine etkisini konu alan bir ¢alisma bulunamamistir. Ancak
epilepsi disinda T tipi kalsiyum kanallari ile 5-HT7 reseptorlerinin iligkisini inceleyen
cok smirli sayida calisma bulunmaktadir. Talamik orta hat ve paraventrikiiler
cekirdeklerdeki (PVT) noronlar, T-tipi kalsiyum kanallarinin aktivasyonu ile
olusturulan LTS dalgalarin artigin1 takiben, yavas hiperpolarize edici potansiyeller

(SAHP) ve sADP’ler sergiler. Bu potansiyellerin, atesleme modelleri ve noronal
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uyarilabilirligi diizenlemede onemli rolleri vardir. Bu aktivitelerin mekanizmasini
arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada, sigan beyin dilimi preparatlarinda hiicre patch
clamp kayitlar1 kullanilmigtir. Bu calismada uygulanan 5-CT, LTS ile uyarilan
sADP'yi onemli olgiide diisiirmiistir (Kolaj, vd., 2014). Bu ¢alismanin aksini
sOyleyen calismalarda mevcuttur. T tipi kalsiyum kanalar1 ile 5- HT7 reseptorlerinin
iligkisi bobrekiistli bezinde ve kurbaga yumurta hiicresinde gosterilmistir. Bobrekiistii
bezlerin glomeruloza hiicrelerinde 5-HT7 reseptoriiniin uyarilmasi T tipi kalsiyum
kanallarim1 aktifleyerek hiicre icerisine kalsiyum girisine neden olmaktadir (Lenglet,
vd., 2002). Yine benzer bir ¢alismada adrenokortikotropin-bagimsiz makronoduler
adrenal hiperplazili dokularda (AIMAH) 5-HT’nin neden oldugu artan T-tipi
kalsiyum kanali akimin1 5-HT7 reseptorlerinin uyarilmasiyla gergeklestirdigi tespit
edilmistir (Louiset, vd., 2006). Bagka bir calismada 5-HT7 reseptoriiniin
uyarilmasiyla hiicre i¢i kalsiyum artiginin, 5-HT7a reseptorlerinin aktivasyonuyla
uyarilan Ca*?/kalmodulin duyarl adenilat siklaz 1 (AC1) ve adenilat siklaz 8 (ACS)
tarafindan olusturulabilecegi belirtilmistir (Baker, vd., 1998).
Tablo 4.31. SF, Penisilin kontrol ve AS 19 (etkisiz doz) (0,3125 pg) + SB 269970 (etkisiz doz) (0,625
ug) + NNC 55-0396 (etkisiz doz) (10 pg) gruplarmna ait sol hemisfer, sag hemisfer,
beyincik, beyin sapt ve serum; lipid peroksidasyon (MDA), katalaz (CAT), glutatyon

(GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) degerleri (ortalama + SEM). SF grubu ile
karsilastirma (* p<0,05, ** p<0,01). Penisilin kontrol grubu ile karsilagtirma (* p<0,05)

SOL HEMISFER enoicin) | (ngrmepcin) | (nais g D
(nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,93+0.23 16,53+ 0,93 77,26 7,30 11,15+ 1,05
Penisilin Kontrol 6,26 + 0,77 ** 9,34 +1,20 ¥* 61,30 £ 8,50 6,29 + 0,45 **
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkisiz Dozlar) 5,43 £ 0,55 11,73+0,78 66,48 £5,71 9,07 £0,79
X i MDA CAT GSH SOD
SAG H EM I S F E R (nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,6210,24 15,21+ 1,07 69,61+ 5,62 9,79+0,85
Penisilin Kontrol 5,85+0,51 ** 7,91+0,89 ** 62,68 5,95 5,29+0,33 **
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkisiz Dozlar) 4,58 + 0,62 9,76+ 2,05 72,76 +12,89 6,79+0,76
i i MDA CAT GSH SOD
BEYINCIK (nmol/mg.protein) | (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 2,97 +0,35 17,84 + 0,62 95,79 + 5,72 10,53 + 0,92
Penisilin Kontrol 7,19+0,56 ** 15,52 + 1,47 81,44 + 6,58 8,15+ 1,06
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkisiz Dozlar) 5,36+045 15,35+ 1,54 79,39 £9,07 8,59+1,34
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 5,24 +0,79 21,62 +3,61 99,68 + 12,26 11,90 1,58
Penisilin Kontrol 10,44 +1,10 * 1837+2,71 79,73+4,84 8,28+0,92
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkisiz Dozlar) 8,97 +1,22 19,96 + 2,10 88,99 + 6,94 9,78+ 0,89
SERUM MDA CAT GSH SOD
(nmol/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein) (ng/mg.protein)
Kontrol (SF) 1,91+0,12 4,68 £ 0,56 21,77 +3,76 1,57+0,11
Penisilin Kontrol 1,98 £0,25 6,29+0,74 33,48+3,24 2,17 0,27
AS 19 + SB-269970 + NNC (Etkisiz Dozlar) 1,97+0,29 6,13+0,72 27,79+7,383 2,02+0,32
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Wang ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada (2018), T tipi kalsiyum
kanal1 (Cav3.1 ve Cav3.3) aktifleyicisi SAK3’iin fare hipokampusunda dopamin ve
serotonin salinimini artirdigr bulunmustur. Yine ayni ¢alismada bu etkinin NNC 55-

0396 ile bloklandig1 gosterilmistir.

Serotonin ve kalsiyum iligkisini gosteren bagka c¢alismalar da vardir.
Noronlarda yapilan bir calismada 5-HT ile uyarilan intraselliiler kalsiyum artiginin 5-
HT3 kanallar1 ve L tipi voltaj bagiml kalsiyum kanallar1 aktivasyonu ile saglandigi
belirtilmektedir (Homma, vd., 2006). Bir baska c¢alismada, diisiik
konsantrasyonlarda, giiglii 5-HT14a, orta derecede 5-HT7 agonisti 8-OH-DPAT ve 5-
HT’nin hiicre kalsiyum akimini azalttigi bulunmustur. Bu etki, 5-HTia segici
antagonisti NAN 190 tarafindan antagonize edilmistir (Penington ve Kelly, 1990).
Kimura ve arkadaglar1 (1995), P-tipi kalsiyum kanal blokeri m-agatoxin IVA’nin,
hipokampal dokulardan serotonin salinimini engelledigini bulmustur. Bir diger
calismada sican beyin dokusunda voltaj klamp teknigi kullanilarak 5-HT2a reseptorti,
histamin 1 reseptorii ve al adenoreseptdr antagonisti olan trazodonun, subtalamik
noronlarda, T-tipi kalsiyum akimi tizerinde inhibitor etkisi gosterilmistir (Kraus, vd.,
2007). Sun ve Dale’in yaptigi ¢alismada (1997), xenopus larvalarinda primer duyusal
Rohon-Beard (R-B) noronlarinda patch clamp teknigi kullanilmig, 8-OH-DPAT, bir
5-HT1p agonisti olan L-694,247, 5-CT, bir 5-HT1> agonisti olan a-methyl-5-HT, T-
tipi Ca akimlarin tersine g¢evrilebilir sekilde inhibe etmistir. Buna karsin bir 5-HT1g
reseptOr agonisti olan CGS-12066B, T-tipi kalsiyum akimlarini degistirmemistir.
Ayn1 c¢alismada 8-OH-DPAT, 5-CT ve a-methyl-5-HT’nin etkisi 5-HT1a
antagonistleri p-MPPI ve NAN-190 ile bloklanmistir. Ayrica p-MPPI, 5-HT nin
etkisinide bloklamistir. Ek olarak 5-HTip antagonisti GR127935, 5-HT ve L-
694,247°nin etkisini bloklamis ancak 8-OH-DPAT’1n etkisini degistirmemistir. 5-
HT.anc antagonistleri  ketanserin  ve clozapine, a-methyl-5-HT nin etkisini
degistirememistir. Ayni ¢calisma ekibi bu ¢aligmanin mekanizmasini arastirdig1 baska
bir calismada serotoninin, N ve P / Q tipi voltaj bagimh kalsiyum kanallar
tizerindeki etkisini G proteinler araciligiyla gerceklestirdigini ancak T-Tipi kalsiyum
kanallar1 tizerindeki etkisini G proteinleri tizerinden degil bagka bir yolak {izerinden
gerceklestirdigini belirlemistir (Sun ve Dale, 1997). Petersen ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada (2017), 5-HToc reseptor agonistleri WAY 161503 ve WAY
629’un, TLE’de kritik olan subikular piramidal néronlarinda, T-tipi kalsiyum kanali
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akimin1 inhibe ederek patlama aktivitesini azalttigit bulunmustur. Ayrica ayni
caligmada, subikular piramidal ndronlarinda spike sayist azalmis ve zar potansiyeli
hiperpolarize olmustur. Inhibe edici etki, kimyasallarin uygulanmasmdan sonra 15
saniye siiresince onemli diizeyde kalmistir. Placantonakis ve arkadaslari (2000),
serotoninin inferior olivar néronlarinin membran potansiyel salinimlari tizerindeki
etkisini, 10 ila 19 giinliik sicanlarin beyin sap1 dilimlerinde incelemistir. Veriler, 5-
HT2 serotoninin reseptorlerinin, T-tipi kalsiyum kanal akimini inhibe ederek inferior

olivar noronlar1 baskiladigini géstermistir.
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5. SONUC

Bu tezden elde edilen elektrofizyolojik ve biyokimyasal bulgular asagida

Ozetlenmistir.

* Beynin sol hemsiferinde penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin,
kars1 hemisferi, serebellumu ve ayrica beyin sapini da etkiledigi
belirlenmistir. En fazla etkilenen bolgenin serebral hemisferler ve
serebellum oldugu belirlenmistir. Epileptik aktivite ile oksidatif stresin

korele oldugu sonucuna varilmistir.
» Penisilinle olusturulan epileptik aktivitede ¢oziiciilerin etkisi olmamustir.

= 5-HT7 reseptor agonisti olan AS 19’un epileptiform aktivitede
antikonvulsan etki gosterdigi belirlenmistir. Bu antikonvulsif etki, serebral

hemisferlerde ve serebellumda oksidatif stresin etkisini azaltmistir.

» 5-HT7 reseptor antagonisti olan SB 269970’in epileptiform aktivitede
prokonvulsan etki gosterdigi belirlenmistir. Bu prokonvulsif etki
biyokimyasal parametrelere yansimamistir. Bu sonucun nedeni SB

269970’in yarilanma 6mriiniin kisa olusu olabilir.

»= SB 269970’in etkin dozu ile AS 19’un etkin dozu birlikte uygulandiginda,
kontrol grubuna gore kisith siirelerde antikonvulsif etki olugsmustur. SB
269970, AS 19’un etkisini kismen bloklamistir. AS 19 ise SB 269970’in
etkisini tamamen bloklamistir. Biyokimyasal parametrelerde ise AS 19’un
antikonvulsif etkisinin, SB 269970 ile kombine edildiginde, azaldigi ve
bununda AS 19’un etkisiyle azalmis olan oksidatif stres parametrelerini

epileptik hayvanlarin degerlerine yaklastirdig1 goriilmustiir.

= NNC 55-0396’nin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitede
antikonvulsan etki gostermektedir. Biyokimyasal parametreler acisindan
NNC 55-0396’nin antikonvulsif etkisi, oksidatif stres parametrelerini
serebral hemisferlerde epileptik grup degerlerinden uzaklastirarak SF

kontrol degerlerine yaklastirmistir.

= AS 19 (etkin doz) ile NNC 55-0396 (etkin doz) kombine edildiginde, AS 19
ve NNC 55-0396’nin yalmiz basmma uygulamalarindan daha fazla
antikonvulsif etki olusturmustur. Bu bulgu, AS 19 ve NNC 55-0396’nin



birbirlerinin etkilerini potansiyelize ettigini gostermektedir. Bu etki
biyokimyasal parametrelere de yansimistir. Penisilin kontrol grubuna
kiyasla oksidatif stres, sag ve sol hemisferde azalmis ayrica azalan CAT ve

SOD degerleri artarak normal degerlerine yaklagmuistir.

AS 19 (etkisiz doz) ile NNC 55-0396 (etkisiz doz) kombine edildiginde
¢ikan sonug ilgingtir. Clinkii normalde epileptiform aktiviteye etki etmeyen
dozlarda uygulanan AS 19 ve NNC 55-0396 birbirlerinin etkilerini artirarak

kisa siireli antikonvulsif etki géstermistir.

SB 269970 (etkin doz) ile NNC 55-0396 (etkin doz) kombine edildiginde;
NNC 55-0396’nin, SB 269970’in prokonvulsan etkisini blokladigi; SB
269970’in, NNC 55-0396’nin antikonvulsan etkisini kismen azalttig1
belirlenmistir. SB 269970 (etkin doz) ile NNC 55-0396’nin (etkin doz)
kombine kullanilmasi, epileptiform aktiviteyi penisilin kontrol grubu
seviyelerine yaklastirmigtir. SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin
doz) grubu ile penisilin kontrol grubunun elektrofizyolojik aktivitesindeki
bu benzerlik biyokimyasal parametrelere de yansimistir ve karsilastirma

sonucunda anlamli bir farklilik bulunamamuistir.

AS 19 (etkin doz), SB 269970 (etkin doz) ve NNC 55-0396’nin (etkin doz)
birlikte uygulanmasi, tek basina uygulanan etkin doz SB 269970’in
prokonvulsif etkisini tamamen bloklamig ve etkin doz AS 19 + NNC 55-
0396 grubunun antikonvulsif etkisini ise kismen azaltmigtir. AS 19 (etkin
doz) + SB 269970 (etkin doz) + NNC 55-0396 (etkin doz) grubu penisilin
kontrol grubuna gore antikonvulsan etki gostermektedir ayni etki
biyokimyasal verilere de yansiyarak oksidatif stres seviyesini penisilin

kontrol grubuna goére azaltmistir.

AS 19 (etkisiz doz) + SB 269970 (etkisiz doz) + NNC 55-0396 (etkisiz doz)
grubu, penisilin kontrol grubuna kiyasla epileptiform aktivitede bir
degisiklik olusturmamistir. AS 19 ve NNC 55-0396’nin etkisiz doz
kombinasyonunun kismi antikonvulsan etkisi, SB 269970’in etkisiz
dozunun da eklenmesiyle ile bloklanmuis; epileptik aktivite penisilin kontrol
grubu seviyelerine ulasmistir. Bu sonucun etkisi biyokimyasal parametrelere
de yansimis, AS 19 (etkisiz doz) + SB 269970 (etkisiz doz) + NNC 55-0396

(etkisiz doz) grubu oksidatif stres parametreleri ve antioksidan seviyeleri
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bakimindan penisilin kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir farklilik

olugmamustir.

Bu tezde elde edilen bulgulara gore penisilinle olusturulmus deneysel epilepsi
modelinde, 5-HT7 reseptorleri ile T-tipi kalsiyum kanallarimi arasinda bir iliski
bulunmaktadir. Ancak bu iliskinin hiicresel molekiiler mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. 5-HT7 reseptorii, T tipi kalsiyum kanali (ve tipleri) ile oksidatif
stres arasindaki iligskinin molekiiler mekanizmasini agikliga kavusturmak amaciyla,
hiicre i¢i ikinci haberci yolaklarinin, protein ve gen ekspresyon diizeylerinin

belirlenecegi daha ileri diizeydeki tekniklerle yapilacak ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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