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OZET

Norotrofik p75 Reseptoriiniin Pentilentetrazol (PTZ) ile Olusturulmus Epilepsideki

Roliiniin incelenmesi

Epilepsi tekrarlayan nobetlerle karakterize olan ve diinyada %1 niifusu etkileyen
ndrolojik bir bozukluktur. Epilepsiye sebep olan ve altinda yatan mekanizmalar daha tam
olarak ¢oziilmiis degildir. Ayrica epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglarin yan etkileri ve
ilaglara direngli epilepsi tilirlerinden dolayr yeni ilag arayiglar1 da devam etmektedir.
Pentilentetrazol (PTZ) tutusma (kindling) modeli epilepsi ¢alismalarinda yayginlikla
kullanilan modellerden bir tanesidir ve insanlardaki kronik epilepsi bozuklugunu

modellemektedir.

Norotrofik faktorler, merkezi sinir sisteminde, uzun siireli yapisal gelisim ve adaptif
cevaplardan sorumlu noéromodiilator peptitlerdir. P75 reseptorii, norotrofik faktorlere
afinitesi olan fakat 6zellikle proBDNF nin baglandig1 bir reseptdrdiir. P75 ve yolaklarinin
epilepsi ile iliskisi tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismamizda p75 reseptoriiniin, PTZ ile
olusturulmus epileptik nobetlere ve sonrasinda gelisen biyokimyasal degisiklere etkisi, bir
p75 reseptor antagonisti olan LM11A-31 kimyasali kullanilarak arastirildi. Bu amagla
farelere giin asir1 35 mg/kg PTZ intraperitonal (i.p.) enjekte edilerek kronik epilepsi
olusturmalar1 saglandi. Bu siire¢ her enjeksiyondan sonra davranis skorlamasi ile takip
edildi. P75 reseptoriiniin etkilerinin tanimlanabilmesi i¢in farelere PTZ enjeksiyonuna
baglamadan 7 giin 6nce ve PTZ uygulamasi boyunca giin asir1 50 mg/kg LM11A-31 i.p.
olarak verildi. Farelerde kronik epilepsi olustuktan sonra (yaklasik 10-11 PTZ enjeksiyonu,
21 giin) farelere son LM11A-31 ve PTZ dozu uygulanip, farelerden elektrokortikografi
(ECoG) kayitlar1 alindi. Dekapitasyondan sonra beyinlerinde biyokimyasal parametreler
(PSD-95, Synaptophysin, TNF-alfa, IL-6) analiz edildi. ECoG kayitlarinda gii¢ spektrum

analizleri, epileptik olaylarin frekanslari, siireleri, genlikleri gruplar arasinda karsilastirilda.

Anahtar Kelimeler: Elektrofizyoloji, Kronik PTZ modeli, LM11A-31, p75 reseptord,
Uyarilabilirlik
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ABSTRACT

Investigation of the Role of Neurotrophic p75 Receptor in Pentylenetetrazole (PTZ)
Induced Epilepsy

Epilepsy is a neurological disorder characterized by recurrent seizures and affects 1%
of the population in the world. The mechanisms that cause and underlie epilepsy have not
yet been fully resolved. In addition, the search for new drugs continues due to the side effects
of drugs used in the treatment of epilepsy and drug-resistant types of epilepsy. For this
reason, it is necessary to use animal models in epilepsy studies. PTZ kindling model is one

of these models and it models chronic epilepsy disorder in humans.

Neurotrophic factors are neuromodulatory peptides responsible for long-term
structural development and adaptive responses in the central nervous system. The p75
receptor is a receptor that has affinity for neurotrophic factors, but to which proBDNF
specifically binds. The relationship between p75 receptors and epilepsy is not fully
understood. In this study, the effects of blocking the p75 receptor with the chemical LM11A-
31 on epileptic events in PTZ kindled animals. For this purpose, 35 mg/kg PTZ will be
injected intraperitoneally (i.p.) into mice every other day to create chronic epilepsy. This
process will be monitored by behavioral scoring after each injection. To reveal the effects of
P75 receptor blockade, 50 mg/kg LM11A-31will be administered (i.p.) every other day
starting 7 days before the first PTZ injection and continue throughout PTZ administration.
After the mice are fully kindled (approximately 21 days, 10-11 PTZ injections),
electrocorticograms (ECoG) of the mice will be recorded after the last dose of LM11A-31
and PTZ is administered to the mice. After decapitation, biochemical parameters (PSD-95,
Synaptophysin, TNF-alpha, 1L-6) will be analyzed in the mice brains. Power spectrum
analysis in ECoG recordings, frequencies, durations and amplitudes of epileptic events will

be compared between groups.

Keywords: Electrophysiology, Chronic PTZ model, LM11A-31, p75 receptor, Excitability
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1. GIRIS ve AMAC

Epilepsi; biling, davranis ve motor fonksiyonlar1 etkileyebilen, diinya genelinde
yaygin olarak goriilen 6nemli bir norolojik hastaliktir. Saglikli bireylerde beyindeki
elektriksel aktivite belirli bir denge ve diizen igerisinde siirdiirtiliirken, epilepsi durumunda
bu fizyolojik diizen bozulmakta ve anormal, ani ve kontrolsiiz elektriksel desarjlar ortaya
cikmaktadir. Bu anormal desarjlar sonucunda farkli klinik ozellikler gosteren epileptik
nobetler meydana gelmektedir. Epilepsi, bu nobetlerin tekrarlayici nitelik kazanmasi ve
bireyin giinliik yasamini olumsuz etkilemesiyle tanimlanan kronik bir hastaliktir. Olusan
nobetler, hastalarin sosyal yasamini, islevselligini ve yasam kalitesini ciddi oOlgiide
sinirlandirabilmektedir. Epileptik ndbetlerin siiresi, siddeti ve klinik bulgular1 bireyler
arasinda farklilik gostermektedir. Bazi nobetler kisa siireli biling kayb1 ya da hafif kas
kasilmalar1 seklinde seyrederken, bazilar1 daha siddetli, uzun siireli ve yaygin konviilzif

ataklara yol acabilmektedir.

Sinir sisteminde hiicresel diizeyde meydana gelen asir1 depolarizasyon ve buna bagl
olarak noéronal uyarilabilirliin artmasi, epileptik nobetlerin temel mekanizmalar:1 arasinda
yer almaktadir. Epilepsi tedavisinde antiepileptik ilaglar yaygin olarak kullanilmakta ve
nobet kontroliinii saglamak amaciyla siirekli olarak yeni farmakolojik ajanlar
gelistirilmektedir. Ancak tiim bu gelismelere ragmen, epilepsi hastalariin belirli bir kismi1
mevcut ilag tedavilerine yeterli yanit vermemekte ve tedaviye direncli epilepsi tablosu ortaya
cikmaktadir. Bu durum, tedavi seceneklerini sinirlandirmakta ve yeni yaklasimlarin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Daha etkili, yan etkileri daha az ve ndbet kontrolii
acisindan daha yiiksek potansiyele sahip tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yonelik

bilimsel ¢alismalar giintimiizde de yogun sekilde siirdiiriilmektedir (1).

Bir sinir hiicresinin veya sinir devresinin bir uyariya verdigi yanitin siddeti
uyarilabilirlik olarak bilinir. Noéronal uyarilabilirlik, ndronun cevap olarak olusturdugu
aksiyon potansiyeli yetenegidir. Noral uyarilabilirlik ise bir sinir devresini olusturan sistemin
olusturdugu toplam cevabimn siddetidir. Inhibisyon/eksitasyon dengesindeki degisimler,
hiicre dis1 kosullarin dinlenim potansiyellerini etkilemesi, noral uyarilabilirligi degistirir.
Sinir devrelerindeki senkronize haldeki bosalmalar ve epilepsi benzeri aktiviteler,

uyarilabilirligin artmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

Merkezi sinir sisteminde yliksek diizeyde eksprese edilen norotrofik faktérlerden biri

olan Beyin Tiirevli Norotrofik Faktér (BDNF), noronlarin farklilasmasi, aksonal uzama ve



dallanma, sinaptik olgunlagsma ile sinaptik plastisite gibi temel hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde 6nemli gorevler iistlenmektedir. Noronal hiicrelerde BDNF, baslangicta
onciil molekiilii olan proBDNF peptidi seklinde sentezlenmekte; daha sonra hiicre disi
ortama salinarak proteolitik mekanizmalar aracilifiyla biyolojik olarak aktif formu olan
olgun BDNF (mBDNF)’e doniistiiriilmektedir (2). BDNF’nin biyolojik etkileri, molekiiliin
olgunluk durumuna bagl olarak farkli reseptorler araciligiyla ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre disi
alanda bulunan olgun BDNF, TrkB reseptoriinii aktive ederek noronal sagkalim, bliylime ve
sinaptik gliclenme ile iliskili sinyal yollarin1 baglatmaktadir. Buna karsilik, BDNF nin 6nctil
formu olan proBDNF, p75 norotrofin reseptorii ilizerinden etki gostererek ¢ogunlukla
apoptoz, sinaptik zayiflama ve hiicresel stres yanitlariyla iligkilendirilen mekanizmalari

diizenlemektedir (3).

Nobet gelisimine katki saglayan ¢ok sayida molekiiler mekanizma arasinda,
proBDNF/p75 norotrofin  reseptorii  (p75NTR) aracili  sinyal yolaklari; noronal
hiperuyarilabilirlik ve sinir ag1 dengesinin bozulmasiyla olan iliskisi nedeniyle dikkat
cekmektedir (4). p75NTR, timdr nekroz faktorii reseptor siiper ailesine dahil olan ve NGF,
BDNF, NT-3 ile NT-4 gibi norotrofinler ig¢in diisiik afiniteli olmakla birlikte,
prondrotrofinler i¢in yiiksek afinite gosteren ve fizyolojik olarak énemli etkiler gosteren bir
reseptordiir (5). p75 norotrofin reseptorii, erken ndronal gelisim siirecinde yiiksek
ekspresyon diizeylerine sahipken, fizyolojik kosullardaki yetiskin beyinde diisiik diizeylerde
saptanmaktadir; buna karsin patolojik durumlar arasinda yer alan yaralanma, inflamasyon,

norodejenerasyon ve epileptik aktiviteye yanit olarak yeniden eksprese edilmektedir (6).

Onemli olarak, BDNF’nin 6ncii formu olan proBDNF, &zellikle ortak reseptor
sortilinin esliginde p75NTR’ye yiiksek afiniteli baglanma gosterir; bu etkilesim sinaptik
zayiflama, artmis noronal eksitabilite ve bazi1 kosullarda apoptozla iliskili sinyal yolaklarinin
aktive edilmesine neden olur (7). Deneysel epilepsi modellerinde, nobetler veya status
epileptikus sonrasinda hem proBDNF hem de p75NTR’nin noronal ve glial hiicrelerde hizla
artan bir ekspresyon sergiledigi gosterilmistir; bu bulgu, proneurotrofin—p75SNTR aracili
sinyallesmenin noronal hasarin ikincil bir sonucu olmaktan 6te, epileptogenez siirecinde
aktif bir rol istlendigine isaret etmektedir (8). Bu dogrultudaki artan kanitlar, p7SNTR nin
nobetlere yatkinligi ve epileptik siirecin ilerlemesini etkileme potansiyeli nedeniyle umut

vadeden bir tedavi hedefi olabilecegine isaret etmektedir.



Bu ¢ergevede, p75SNTR aracili sinyal yollarinin farmakolojik olarak diizenlenmesi,
epilepsi patogenezinde yer alan uyumsuz norotrofin aracili yolaklara miidahale etmeye
yonelik yenilik¢i bir yaklagim olarak degerlendirilmektedir. LM11A-31, p75NTR’ye 6zgiil
baglanma gosteren, sinyal iletimini pro-apoptotik ve eksitator kaskatlardan uzaklastirarak
noroprotektif ve sinaptik stabiliteyi destekleyen yollara yonlendiren, kiigiik molekiillii ve
peptit dis1 bir liganttir (9). Dogrudan norotrofin uygulamalarina kiyasla LM11A-31, kan—
beyin bariyerini asabilme ve oral biyoyararlanim gibi avantajli farmakolojik O6zellikler
sergilemekte olup, bu durum bilesigi translasyonel kullanim acgisindan umut verici
kilmaktadir. Literatiirde yer alan ¢alismalar, Alzheimer hastaligi, travmatik beyin hasari ve
Huntington hastaligt modellerinde LMI11A-31’in norodejeneratif siirecleri, sinaptik
bozukluklar1 ve noroinflamatuvar yanitlari azalttigini bildirmektedir (10, 11). Bununla
birlikte, LM11A-31’in epilepsi baglamindaki olas1 etkileri—ozellikle nobetlerin zaman
icindeki ilerleyisi ve toplam ndbet yiikiiniin diizenlenmesi lizerindeki roli—hentiiz yeterince

aydinlatilamamastir.

Pentilentetrazol (PTZ) kindling modeli, epileptogenez siirecinin ve ndbetlerin
kademeli olarak siddetlenmesinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan, iyi tanimlanmig
bir deneysel yaklagimdir. Subkonviilsif dozlarda tekrarlanan PTZ uygulamalari, ndbet
siddetinde asamal1 bir artisa yol agmakta; ag diizeyinde hipereksitabilite, plastisiteye bagh
nobet progresyonu ve artmis nobet duyarliligi gibi insan epilepsisinin temel 6zelliklerini
yansitmaktadir (12). Onemli olarak, PTZ kindling modeli, néroinflamatuvar siireglerin
aktive olmasi, norotrofin aracili sinyal yolaklarinda degisimler ve sinaptik uyarici—
engelleyici dengenin bozulmasi ile karakterizedir; bu patofizyolojik olaylarin timii p75SNTR

aktivasyonu ile yakindan iligkilendirilmektedir.

Bu ger¢evede, bu tez calismasinin amaci; p75SNTR aktivasyonunun LM11A-31
aracilifiyla farmakolojik olarak modiile edilmesinin, PTZ ile indiiklenen fare epilepsi
modelinde nobet gelisimi ve kiimiilatif nobet siddeti tizerindeki etkilerini degerlendirmektir.
Bu baglamda, LM11A-31 tedavisinin, proneurotrofin—p75NTR aracili asir1 uyarilabilirlik
mekanizmalarina miidahale ederek nobet siddetinin zaman i¢indeki progresyonunu anlaml
diizeyde baskilayacagi hipotez edilmistir. Davranigsal ndbet skorlamasi ile kiimiilatif nobet
yiikii analizlerinin birlikte kullanilmas1 yoluyla, bu ¢alismanin epilepside hastalik seyrini
degistirmeye yonelik bir yaklasim olarak p75NTR modiilasyonunun potansiyeline iliskin

yeni ve 0zgiin veriler sunmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

Epilepsi terimine milattan Onceki kayitlarda dahi rastlanilir ve kdokeni
“epilambanein” kelimesinden gelmektedir. Epilepsi kelimesi Yunancada “yakalamak” veya
“ele gecirmek” anlamina gelmektedir. Hastaligin tasvirine yaklasik olarak MO 2000°li
yillara ait metinlerde rastlanmaktadir. Akad yazitlarinda epilepsi hastasi bir birey; boynu
sola dogru donmiis, elleri ve ayaklar1 kasilmis, gézleri agik, agzindan kopiik gelen ve biling
kayb1 yasayan bir kisi olarak betimlenmistir (13). Epilepsi, merkezi sinir sisteminde ortaya
¢ikan norolojik bir bozukluk olup kiiresel 6l¢ekte 70 milyondan fazla bireyi etkileyen 6nemli
bir saglik sorunudur (14). Epilepsinin yillik insidansinin 100.000 kisi basina yaklasik 50,4
ile 81,7 arasinda degistigi bilinmektedir (15). Epilepsinin insidansi erkeklerde kadinlara
kiyasla daha yiiksektir ve hastalik 6zellikle yasamin erken donemlerinde daha sik
goriilmektedir. Ileri yaslarda goriilme sikliginda bir azalma gdzlenmekle birlikte, yaslanma
stireciyle birlikte insidansta yeniden bir artis meydana gelebilmektedir. Yeni tan1 konulan
epilepsi olgularinin yaklasik %60’inda hastalik parsiyel nobetlerle ortaya g¢ikmakta,
vakalarin yaklasik ticte ikisinde ise kesin olarak belirlenmis bir etiyolojik neden
saptanamamaktadir (16). Farkli iilkelerde yapilan ¢alismalarda, epilepsinin direkt ve indirekt
olarak saglik harcamalarinda 6nemli bir yeri oldugu, hastalarin yasam kalitesine ve toplum
igerisinde 1s bulma zorlugu, etiketlenme gibi faktorler nedeniyle hastalarin tiretkenliklerine
etkide bulundugu gozlenmistir (17). Epilepsi hastaliginin  klinik olarak tanisinin
konulabilmesi i¢in belirli 6l¢iitlerin olmasi gerekir. Bu oOlgiitler arasinda 24 saatten uzun ara
ile meydana gelen en az iki provoke edilmemis ndbetin varligi veya tek bir provoke
edilmemis noébet sonrasinda gelecek 10 yil i¢inde nobetin tekrarlama riskinin %60 ve

tizerinde olmasi yer almaktadir (18).
2.1. Epilepside Noronal Mekanizmalar ve Noronal Uyarilabilirlik

Noronal uyarilabilirlik, hem tek tek ndronlarin intrinsik membran 6zellikleri hem de
bu noéronlarin yer aldigi sinir aglariin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri cergevesinde
aciklanir. Sinir aglar igerisinde eksitatdr ve inhibitor néronlarin yani sira ndronal olmayan
destekleyici gorevleri olan mikroglialar, oligodendrositler ve astrositler néronal aktivitenin
diizenlenmesinde nemli rol oynar (19). Uyarilabilir hiicreler, yeterli biiyiikliikte bir uyari
aldiklarinda hiicrenin membran potansiyelinde degisiklikler meydana gelir ve bu

degisiklikler sonucunda aksiyon potansiyeli olusturarak alinan uyari iletirler.



Bu 6zellik merkezi sinir sisteminde bilgi iletiminin temelini olusturmakta olup,
noronal uyarilabilirligin artmasi veya azalmasi epileptik aktivitenin ortaya ¢ikmasinda

belirleyici bir faktor olarak kabul edilmektedir (20).

Normal kosullarda dinlenim durumunda olan néronlar disaridan herhangi bir uyari
almazlar ve dinlenim zar potansiyelinde bulunur. Basta sodyum, potasyum ve klortir iyonlar1
olmak iizere iyonlarin hiicre i¢i ve dist dagilimlarinin sabit tutulmasini saglayan iyon
kanallar1 ve tasiyicilar sayesinde dinlenim zar potansiyeli korunur. Noéron diger néronlardan
gelen kimyasal bir uyar1 (nérotransmitter aracili) veya elektriksel bir uyar1 alirsa, zar

potansiyelinde gegici degisiklikler meydana gelir.

Bu degisiklik esik degerinin asarsa aksiyon potansiyeli olusur. Bir néronun belirli bir
uyartya kars1 aksiyon potansiyeli olusturma kolayligi ve yanit sikligi néronal uyarilabilirlik
olarak tamimlanmaktadir. Noronun uyarilabilirligi artarsa normal bir néron ile
karsilastirildiginda ayni biyiikliikkte gelen uyariya daha fazla sayida aksiyon potansiyeli
olusturarak karsilik verir. Bir sinir ag1 icerisinde birbirileri ile baglantili olan néronlarin
verdigi toplam cevap noronal uyarilabilirlik ile orantili olarak siddetlenir. Uyarilabilirligin
artmasi i¢in hiicre disinda meydana gelen degisikliklerin dinlenim potansiyelini depolarize
duruma getirmesi, inhibitér sinaptik etkinligin azalmasi veya uyarict sinaptik iletimin

artmasi gibi ¢esitli durumlarin ortaya ¢ikmasi gerekmektedir (19).

Epilepsi, merkezi sinir sistemindeki noronlarin normal fizyolojik kontrol
mekanizmalar1 diginda, asir1 ve senkronize bigimde ateslemesi sonucu ortaya ¢ikan kronik
bir norolojik hastaliktir. Epilepsinin ortaya ¢ikisinda ¢ok sayida molekiiler ve hiicresel
mekanizma yer alir. Hastalik, meydana gelen ndobetlerle agiklanir ve bu nobetlerle

karakterize olmustur.

Epilepsinin olugma siirecinde tek bir neden bulunmamakta olup, hastalik ¢ok sayida
faktorlin bir araya gelmesiyle gelisebilmektedir. Bu faktorler arasinda genetik yatkinlik,
dogumsal beyin gelisim bozukluklari, kafa travmalari, serebrovaskiiler olaylar (inme),
enfeksiyonlar ve merkezi sinir sistemini etkileyen diger yapisal hasarlar yer almaktadir.
Tiim bu etkenlere ragmen epilepsi gelisim siireci ve altta yatan mekanizmalar tam olarak

anlagilamamustir (21).



2.2. Epileptogenez

Epileptogenez, normal bir beynin zaman igerisinde epileptik nobet iiretme
kapasitesine sahip bir duruma doniismesini ifade eden dinamik ve ¢cok asamali bir siirectir.
Bu siireg icerisinde eksitatdr (uyarici) ve inhibitor (baskilayici) nérotransmitterler arasinda
var olan denge ortadan kalkar ve epileptogenez sonucunda beyin dokusu, spontan ve

tekrarlayici epileptik nobetlerin ortaya ¢ikmasina yatkin hale gelir.

Epileptogenez siirecinde rol oynayan en 6nemli uyarici ndérotransmitter glutamat, bir
diger en 6nemli baskilayici ndrotransmitter GABA (y-aminobiitirik asit)‘dir. GABA’nin post
sinaptik noron iizerindeki etkisi, hiicre i¢i ve disindaki iyonlarin dagilimina baglidir. Cogu
durumda GABA inhibitor etki gostererek noronal aktiviteyi baskilar. Ancak bazi gelisimsel
donemlerde veya patolojik kosullarda GABA, hiicre membraninda depolarizasyona yol
acarak uyarict etki de olusturabilir. Bu durumda uyaric1 ve baskilayici iletim arasindaki
denge bozulur ve noronal uyarilabilirlik artarak epileptik aktivitenin ortaya g¢ikmasi

kolaylagir.

Perisinaptik bdlgelerden gerceklesen salimimlar, noronlarda eksitasyon ve
inhibisyonun dengelenmesini saglayarak uyarilabilirligi diizenler. Epileptik salinimlarin
hiicresel temeli baglica eksitasyon-inhibisyon dengesizligi ve noéronlarin intrinsik

uyarilabilirligindeki artisla iligkilidir (22).

Sinir hiicrelerinde sodyum (Na+), potasyum (K+), kalsiyum (Ca+2) ve kloriir (Cl-)
iyonlarinin hiicre igerisindeki dengesi ¢esitli iyon kanallar1 ve tasiyici proteinler araciliiyla
saglanir. Bu tastyicilardan biri olan Potasyum-kloriir kotransportorii 2 (KCC2), 6zellikle
eriskin ndronlarda siklikla eksprese edilmektedir. KCC2, hiicre i¢i kloriir iyonu
konsantrasyonunu diisiik diizeyde tutarak GABA aracili inhibitor iletimin etkinligini
belirleyen temel diizenleyicilerden biridir. KCC2 islevinin bozulmasi durumunda bu denge
kaybolur, GABA’nin inhibitor etkisi zayiflar ve noronal uyarilabilirlik artarak epileptik
ndbetlerin ortaya ¢ikmasi kolaylasir (19).

Beyinde iyonik dengenin korunmasi, iyon kanallar1 ve tasiyici proteinler araciligiyla
saglanmaktadir. Beyinde bulunan bu kanallarda veya tasiyici sistemlerde meydana gelen
mutasyonlar ya da néronlarin asir1 uyarilmasi neticesinde iyonik dengenin bozulmasina yol

acarak epileptik nobet gelisimini kolaylastirabilir.



Bu siiregte, GABA’nin reseptoriine baglanmasiyla Cl- ve bikarbonat (HCO3-)
iyonlarinin hiicre giris-¢ikist diizenlenir; boylece inhibitor ya da uyarici yanit olusur. Hiicre
ici CI” konsantrasyonunun diisiik tutulmasi ve GABAerjik inhibisyonun saglanmasi igin
noronlara 6zgii potasyum-klor kotransportorii KCC2 gereklidir. KCC2 ekspresyonunun
azalmast veya fonksiyonunun bozulmasi durumunda sinaptik inhibisyon zayiflar ve

GABAEerjik sinyalizasyon depolarizan hale gelebilir (23).

Epileptik salimimlarin ikinci 6nemli nedeni de postsinaptik néronlarin intrinsik
uyarilabilirliginin artmasidir. Genel hatlariyla néronal uyarilabilirlik aslinda presinaptik
noronlarin norotransmitterleri tarafindan meydana gelen postsinaptik potansiyellerin
biiyiikliigii ve bu potansiyellerin aksiyon potansiyeline doniistiiriilme olasiligi ile iliskilidir.
Postsinaptik néronun sinaptik girdilere asir1 yanit vermesi, uyarilabilirli§in denetimsiz
bicimde yiikselmesine yol acgarak epileptogenez siirecine katkida bulunmaktadir. Hiicre
membran potansiyelinin depolarizasyon tarafina dogru kaymasi, iyon kanallarinin tipi,
yogunlugu ve kinetik 6zellikleri gibi pek ¢ok etken olusan aksiyon potansiyelinin frekansini
belirler (24).

Ozellikle glutamat reseptorleri gibi sinaptik iletimde &nemli rolleri olan bazi
proteinlerde meydana gelen yapisal veya islevsel degisikliklerin epilepsi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Ornegin, o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izokszolpropiyonik asit (AMPA)
olarak bilinen glutamat reseptériinde meydana gelen mutasyonlar veya islev bozukluklari
noronal uyarilabilirligi artirarak epilepsiye yatkinlik olusturabilir. Ayn1 zamanda bu

proteinler sinaptik plastisitede rol oynamaktadir (25, 26).

Epilepsi beyin dokusunda olusan bir yaralanmanin ardindan gelisen asir1 néronal
uyarilabilirlik sonucu da ortaya ¢ikabilir. Bu durum fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K)/insiilin
benzeri biiylime faktorii (IGF)/rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR)
yolaginda ortaya ¢ikan mutasyonlar ya da bozulmalar neticesinde de ortaya ¢ikabilmektedir
(27, 28). MTOR sinyal yolunun aktiflesmesi IGF gibi biliyiime faktorleri tarafindan
gerceklestirilir. MTOR sinyal yolunun fizyolojik diizeyde aktivasyonu sinaptik plastisite i¢in
gereklidir, ancak MTOR sinyal yolunun asir1 ve kontrolsiiz uyarilmasi, anormal sinaptik
baglantilarin olugmasina, ndronal ag organizasyonunun bozulmasina ve sonug¢ olarak

epileptik siirecin baglamasina neden olabilir (29).



* Presinaptik inhibitor
norotransmitterler:
GABA

* Presinaptik eksitatér * Dinlenme potansiyeli

norotransmitterler:
Glutamat

* Postsinaptik iyon kanal
yogunlugu ve sayisi

* Voltaj bagimli kanal sayisi

Sekil 1. Noronal uyarilabilirligi belirleyen faktorler

Ozetle, epileptik nobetler, merkezi sinir sisteminde (MSS) uyarici1 ndrotransmitterler
(glutamat, aspartat) ile inhibitoér nérotransmitterler [y-aminobiitirik asit (GABA) ve glisin]
arasindaki fizyolojik dengenin bozulmasi sonucu ortaya c¢ikabilmektedir. Bu durum
cogunlukla GABAerjik ndrotransmisyonun zayiflamasina bagli olarak ndronal inhibisyonun
azalmasi ya da glutamaterjik sistemin asir1 aktivasyonu ile karakterize edilen artmis uyarici
sinaptik iletimden kaynaklanmaktadir (Sekil 1). Buna ek olarak, iyon kanallarinin
fonksiyonunu etkileyen genetik polimorfizmler, gen ekspresyonundaki degisiklikler, iyon
kanali kayb1 veya yapisal mutasyonlar; hiicresel enerji metabolizmasindaki bozukluklar,
oksidatif stres artig1 ve ndroinflamatuvar siireglerin aktivasyonu gibi faktorler, néronal asir1
uyarilabilirligi artirarak epileptogenez siirecine katkida bulunmakta ve ilerleyen agsamalarda

noronal hasar ile hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (30).



2.3. Norotrofinler ve Epilepsi
2.3.1. Norotrofin Ailesi

Norotrofinler, merkezi ve periferik sinir sisteminde yer alan noronlarin gelisimsel
siireclerini, islevlerini ve canliliklarim1 diizenleyen temel biiyiime faktorleri grubunu
olusturur. Bu molekiiller, beynin normal gelisiminde, sinaptik plastisite mekanizmalarinda
ve noronal homeostazin korunmasinda 6nemli roller tistlenmektedir. Noronlarin yasamlarini
siirdiirebilmeleri, norotransmitter salinim kapasitesini koruyabilmeleri ve norogenez
slireglerinin desteklenmesi norotrofinlerin baslica islevleri arasinda sayilmaktadir (31).
Norotrofinler, hiicre yagamsalligini1 artirmalarinin yani sira, hiicre 6liimiine kars1 koruyucu
ve baskilayici bir etki de gostermektedir. Bu kritik rollerinin ortaya konulmasinin ardindan
“norotrofin™ terimi literatiire ilk kez 1980’li yillarda Barde ve arkadaslari tarafindan
kazandirilmis (32), daha sonra Purves ve calisma arkadaslarinin katkilariyla kavram

genisletilmigtir (33).

Norotrofinler baslangigta beyinde tanimlanmis olsa da bu molekiillerin
reseptOrlerinin gesitli kok hiicre tiplerinde de eksprese edildigi ve bu hiicrelerde kritik sinyal
iletim yollarini diizenledigi 6ne siiriilmektedir (34). Norotrofinlerin tiimii, biyolojik etkilerini
p75 norotrofin reseptorii (p75NTR) ile tropomiyozin reseptor kinaz ailesine ait Trk
reseptorlerine (TrkA, TrkB ve TrkC) baglanarak gostermektedir. Olgun hale gelmis
norotrofinler TrkB reseptoriine daha yiiksek baglanma egilimi gosterirken, islenmemis

formlar p75NTR’a daha giiclii affinite ile etkilesmektedir (Sekil 2).

Bu biiylime faktorleri baslangicta prenorotrofin olarak sentezlenir; ardindan sinyal
peptidinin uzaklastirilmasiyla prondrotrofin formuna doniistiiriiliir. Prondrotrofinlerin
olgun, aktif norotrofinlere islenmesi ise prohormon konvertaz enzimleri tarafindan
gerceklestirilir. Yapisal ve biyolojik acidan birbirleriyle yiiksek diizeyde benzerlik tagiyan

bu molekiiller, nérotrofin sinifinin karakteristik 6zelliklerini paylasmaktadir.

Norotrofin ailesi; sinir biiylime faktorii (NGF), beyin kaynakli nérotrofik faktor
(BDNF), norotrofin-3 (NT-3), NT-4/5 ve daha az bilinen NT-6 ile NT-7 gibi ¢esitli
tiyelerden olusmaktadir (35). Olgun norotrofinlerin p75NTR reseptoriine baglanmalari
miimkiin olmakla birlikte, bu etkilesim igslenmemis noérotrofin formlarinin gosterdigi
baglanma giicline kiyasla belirgin derecede daha zayiftir. NT-3, Trk reseptor ailesinin tiim

tiyeleriyle etkilesim kurabilen bir norotrofik faktdr olarak one ¢ikarken; NGF yalnizca TrkA



reseptoriine 6zgii baglanma gostermektedir. Buna ek olarak, NT-4/5 ve BDNF’nin baglanma

seciciligi TrkB reseptorti ile sinirhidir (36).

Norotrofinlerin kan beyin bariyerini sinirlhi diizeyde gecgebilmesi maalesef tedavi
esnasinda hedef olarak kullanilmalarini zorlastirmaktadir (37). Yine de sinir sisteminde
elzem olarak rol oynamalar1 sebebiyle ndrotrofinler ndrodejeneretif hastaliklarin tedavi

seyrinde hedef olarak degerlendirilmekte ve denemeler yapilmaktadir (38).

Proteaz parcalamasi

Pro-norotrofinler Mature norotrofinler
1 I L
BDNF NT4 NT3 NGF BDNF NT4 NT3

-AV T W 2 7Y
e . A S
_L—J' _[

L] L]

PI5 TrkA TrkB TrkC

Sekil 2. Norotrofinler ve reseptorleri (Rosalind’den, 34)

2.3.2. BDNF’nin Genel Ozellikleri

Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF), norotrofin ailesinin bir {iyesi olarak
merkezi ve ¢evresel sinir sisteminde noronal sagkalim, farklilasma ve biiylime siireglerini
destekleyen; bunun yani sira sinaptik dallanma olusumunda gérev alan 6nemli bir nérotrofik
faktordiir (39). Ayrica, ndrotransmitterler ve noropeptitler araciligiyla isleyen ¢esitli sinyal

yolaklarinin diizenlenmesinde de etkin rol oynadig1 bilinmektedir.

Ogrenmeye bagli noronal plastisite siireclerinde gorev alan BDNF; aksonal

dallanma, sinaps olusumu, sinaptik iletim, uzun siireli potansiyasyon (LTP) ve NMDA
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reseptOrlerinin  fonksiyonel modiilasyonu gibi temel norofizyolojik mekanizmalarla

yakindan iliskilidir.

Bu ozellikleri dogrultusunda BDNF, 6grenme, bellek ve genel bilissel islevlerle
giiclii bir baglanti gostermektedir. Dolayisiyla, BDNF sentezinde ya da diizeylerinde
meydana gelen bozulmalarin gesitli ndrolojik ve norodejeneratif hastaliklarin gelisimine

katkida bulunabilecegi ileri siiriillmektedir (40).

BDNF, yalnizca beynin belirli bolgeleriyle sinirli olmayip viicudun c¢esitli doku ve
organlarinda da saptanmaktadir. Beyinde ise baslica hipokampus ve kortekste yogun olarak
sentezlendigi striatumda ise agirlikli olarak afferent kaynakli BDNF bulundugu
bilinmektedir. Ayrica BDNF’ye ait mRNA ve farkli transkriptlerin amigdala ile koku
sistemine ait projeksiyon alanlarinda (41), korteksin i¢ ve dis tabakalarindaki piramidal
hiicre katmanlarinda (42), hipokampusta (43) ve serebellum ve talamusta varligi
gosterilmistir (44). Buna karsilik, olfaktorius bulbus, spinalis, medulla ve adrenerjik beyin
sapt cekirdeklerinde BDNF mRNA ekspresyonunun baskin olarak tespit edildigi
bildirilmektedir (45, 41, 43).

Norotrofin ailesi igerisinde en kapsamli bicimde incelenen molekiillerden biri olan
BDNF’nin biyosentezi, olgunlagmasi ve hiicre disina salinimi, birden fazla dncii izoformun
yer aldig1 ¢ok asamali bir siire¢ olarak gergeklesmektedir (2). BDNF, ekzon IX’dan kdken
alan pre-proBDNF formu halinde sentezlenir. Amin ve karboksil ug¢lara sahip olan bu 6nciil
yapt; bir sinyal (6nciil) peptidi, bir pro bolge ve bir olgun bolge olmak iizere ti¢ ayri domain

icermekte olup, toplamda 247 amino asitten olugsmaktadir (46).

Pre-proBDNF, endoplazmik retikulumda 6ncii (sinyal) dizisinin uzaklastirilmasiyla
islenerek yaklasik 32 kDa agirliginda ve 228 amino asitten olusan proBDNF formuna
doniistiiriiliir. Olusan proBDNF molekiilii, yapisal olarak iki ayr1 bolge icermektedir. N-
terminalde yer alan pro-alan yaklasik 129 amino asitten olusurken, C-terminalde bulunan
olgun alan 118 amino asit uzunlugundadir (46). ProBDNF, bu formdayken p75NTR-sortilin
reseptor kompleksine baglanarak apoptoz, uzun siireli sinaptik depresyon (LTD), ve aksonal
biiyiime gibi gesitli hiicresel siireglerde rol oynayabilmektedir (47, 48). Bununla birlikte,
proBDNF’nin biyolojik olarak farkli islevler iistlenen olgun BDNF formuna doniisebilmesi

icin ek islenme basamaklarindan ge¢gmesi gerekmektedir.
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Bu dontisiim, hiicre i¢i ya da hiicre dis1 ortamda gorev yapan cesitli proteazlarin
araciligiyla gerceklesir ve sonugta yaklasik 14 kDa agirliginda, 118 amino asitten olusan

olgun BDNF (mBDNF) meydana gelir (Sekil 3).

aal aal8 aa 128 aa 247
HzNL' sp | Pro-domain | Mature domain l---— preprroBDNF
aa19 Y aa66 aa 128 aa 247
¢ y Val —> Met v v
BDNF pro-peptidi | ﬂ proBDNF

]

1

|

! /
v 196G/A (s6265) >

BDNF pro-peptidi | aa129 aa 247

v v

|  mBDNF | mBDNF

Sekil 3. BDNF'nin protein yapisi (Luca’dan,88)

2.3.3. proBDNF ve mBDNF

BDNF, hiicre iginde baslangicta oOnciil formu olan proBDNF seklinde
sentezlenmekte, ardindan proteolitik islem basamaklar1 sonucunda olgun BDNF (mBDNF)
formuna doniistliriilmektedir. Bu iki BDNF formu, farkli reseptdrlere baglanmalari
nedeniyle biyolojik etkiler acisindan birbirine zit sonuglar ortaya koymaktadir.
ProBDNF’nin p75NTR reseptoriine baglanmasi apoptoz ve sinaptik zayiflama ile
iliskilendirilirken, mBDNF nin TrkB reseptorii lizerinden etki gostermesi noronal sagkalimi

ve sinaptik gliglenmeyi desteklemektedir (49).

BDNF geninin ekspresyonu ile sentezlenen preproBDNF, ardisik islenme

basamaklar1 sonucunda proBDNF formuna doniistiiriilmektedir.
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ProBDNF’nin olgun BDNF (mBDNF) haline gelmesi, hiicre i¢i ve hiicre dist
proteolitik mekanizmalar tarafindan gergeklestirilmektedir. Hiicre iginde bu siireg,
proBDNF nin Golgi aygitina tasinmasini takiben furin ve proprotein konvertazlar (PPC)
araciligiyla gergeklesirken, hiicre disi ortamda plazmin ve matriks metalloproteinazlar

(MMP) bu doniisiimde gorev almaktadir.

S6z konusu iglenme basamaklar1 sinaptik aktiviteyle yakindan iligkilidir; yiiksek
frekansli sinaptik uyarimlar mBDNF salinimini artirirken, diisiik frekansli uyarimlar

proBDNF saliniminin baskin hale gelmesine neden olmaktadir (3).

ProBDNF ve olgun BDNF (mBDNF) arasindaki dengenin korunmasi, dgrenme
stiregleri, bellek olusumu, sinaptik plastisite ve genel norolojik saglik agisindan kritik 6neme
sahiptir. Bu dengenin bozulmasi, cesitli patolojik durumlarin ve nérolojik hastaliklarin
gelisimiyle iliskilendirilmektedir. Insan ve hayvan modellerinde vyiiriitiilen caligmalar,
proBDNF’nin islenmesindeki aksakliklarin; sizofreni, otizm ve epileptik ndbetler de dahil
olmak {izere farkli ndrogelisimsel ve ndrodejeneratif bozukluklarin ortaya ¢ikisinda rol

oynayabilecegini gostermektedir (50).

BDNF geni
Cekirdek

|

preproBDNF [ | Endoplazmik Retikulum

L4

proBDNF | furin, Proprotein Konvertazlar (PPC'ler)

hicre ici
proBDNF [
h olgun BDNF [ | olgun BDNF (mBDNF)
v
plazmin, Matriks Metalloproteinazlar (MMP’ler) hiicre disi

> L__Jolgun BDNF
hiicre disi

Sekil 4. ProBDNF’ nin mBDNF’ye doniisiimii ve gorevli organeller (Li’den, 3)
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BDNF’nin sentezi ve salinimi, hiicre tipine bagli olarak yapisal 6zellikler ve hiicresel
aktivite diizeyleri tarafindan diizenlenmektedir. BDNF’nin onciil (proBDNF) ve olgun
(mBDNF) formlar1 arasindaki denge, beyin gelisiminin farkli evrelerinde ve farkli beyin
bolgelerinde degiskenlik gostermektedir. Noronal hiicrelerde istirahat halinde BDNF
reseptOrlerinin 6nemli bir kismi, hiicre i¢i vezikiillerin zarinda lokalize durumdadir. Hiicre
zarmin depolarize olmasi ve noronal aktivitenin artmasiyla birlikte hem proBDNF hem de

mBDNF nin hiicre disina salindig1 bildirilmektedir.

BDNF, biyolojik etkilerini p7SNTR ve TrkB reseptorleri araciliiyla gostermektedir;
olgun BDNF p75NTR’ye diisiik afiniteyle baglanirken TrkB reseptoriine yiiksek afinite
gostermektedir. Buna karsilik, proBDNF’nin TrkB reseptorii ile etkilesimi ihmal edilebilir
diizeydeyken, p75NTR’ye yiiksek afiniteyle baglanmaktadir (Sekil 4). Presinaptik bolgede,
mBDNF’nin TrkB’ye ve proBDNF’nin p75NTR’ye baglanmasinin ardindan olusan ligand—
reseptor kompleksleri, aksonlarda yer alan cesitli diizenleyici proteinlerin araciligiyla

retrograd tasinim yoluyla hiicre govdesine dogru iletilmektedir (51).
2.3.4. TrkB Sinyal Yolu ve Uyarilabilirlik

Trk reseptorleri, hiicre zarinda lokalize olan ve norotrofinleri tanima 6zelligine sahip
reseptOr tirozin kinaz ailesinin temel iiyelerini olusturmaktadir. Bu reseptor ailesi TrkA,
TrkB ve TrkC olmak iizere ii¢ farkli alt tipten meydana gelmektedir. Norotrofinlerle
kurduklar etkilesimler araciligiyla Trk reseptorleri, noronal hiicrelerin sagkalimi, biiylimesi

ve fonksiyonel biitlinliigiiniin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Trk reseptor ailesinin varligr ilk kez 1980’11 yillarin sonlarinda tanimlanmais, 1991
yilinda ise TrkB’nin beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) ile etkilesime girerek

norotrofik reseptor iglevi gordiigii ortaya konmustur (46).

TrkB reseptorii, yapisal agidan hiicre zarimi gecen bir glikoprotein olup ii¢ ana
boliimden meydana gelmektedir. Bu boliimler; hiicre disinda yer alan ligand baglanma
bolgesi, membran1 kat eden transmembran segment ve hiicre i¢i tirozin kinaz domeni
seklinde tanimlanmaktadir. Ligand etkilesiminden sorumlu olan ekstraselliiler kisim, iki
sistein agisindan zengin kiime (CC1-2), {i¢ 16sin agisindan zengin tekrar bolgesi (LRR1-3)

ile iki adet immiinoglobulin benzeri C-tipi domain icermektedir (47).

Olgun BDNF’nin TrkB reseptoriine yiiksek afiniteyle baglanmasi, reseptorlerin

birbirine yaklagarak dimerizasyonuna ve boylece tirozin kinaz aktivitesinin baslatilmasina
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neden olur. Bu siirecin ardindan, TrkB’nin tirozin iceren bolgelerinde otofosforilasyon
gerceklesir ve bu fosforillenmis alanlar p85 (PI3K nin katalitik olmayan alt birimi) ile Shc
(SH2-domeni igeren adaptor protein) gibi sinyal proteinleri i¢in baglanma noktalar1 haline
gelir. Bu proteinlerin reseptére baglanip aktive olmasiyla birlikte fosfolipaz C-y (PLC-y),
fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) ve RAS aracili MAPK yolaklar1 uyarilarak hiicrenin
yagamsal siiregleri diizenlenir (51). Bu sinyal iletim yolaklari, hiicresel islevlerin
diizenlenmesinin yani sira transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu uyararak hiicre i¢i
Ca*" diizeylerinin artmasina ve BDNF geninin ekspresyonunun yiikselmesine de katki

saglamaktadir (52).

TrkB reseptoriiniin merkezi sinir sisteminde o6zellikle hipokampus, korteks ve
serebellum gibi bolgelerde yogun olarak eksprese edildigi bilinmektedir. Bu yaygin dagilim,
TrkB’nin 6grenme ve bellek siireglerinin yani sira duygu durumunun diizenlenmesinde de
kritik bir isleve sahip oldugunu gostermektedir (48). Gergeklestirilen aragtirmalar, TrkB
reseptoriiniin iglevindeki bozulmalarin; depresyon, sizofreni, Alzheimer hastalig1 ve epilepsi
basta olmak iizere cesitli norodejeneratif ve norolojik hastaliklarla iligkili oldugunu ortaya

koymustur (49).

Noronal uyarilabilirligin diizenlenmesinde TrkB reseptorii hem hiicre i¢i siirecler
hem de sinaptik mekanizmalar iizerinden etkili olan temel bir molekiil olarak o6ne
cikmaktadir. Ozellikle epileptik aktivitenin ortaya cikabilmesi igin TrkB aracili sinyal
iletiminin 6nemli rol oynadig1 gosterilmis olup, bu sinyal yolunun uyarilabilirlik tizerindeki
etkilerinin fizyolojik ya da patolojik kosullara bagli olarak degiskenlik gosterebildigi
bilinmektedir. TrkB’nin uyarilabilirligi modiile etme kapasitesi, reseptoriin aktive ettigi
hiicre i¢i sinyal yolaklartyla dogrudan iliskilidir. Bu yolaklar araciligiyla TrkB; iyon
kanallariin fonksiyonel diizenlenmesini, GABAerjik inhibisyonun zayiflatilmasini ve
kloriir dengesinin bozulmasina neden olarak noronlarin g¢evresel uyaranlara verdikleri
yanitlar sekillendirmektedir. Ayrica TrkB aktivasyonunu takiben ndronlarda hiicre i¢i Ca?*
diizeylerinde meydana gelen artis, bu reseptoriin nérotransmitter salintmini etkiledigini ve

dolayisiyla noronal uyarilabilirlik tizerinde belirleyici bir rol oynadigini gostermektedir (39).

Noronlarin olgunlagsmasiyla birlikte klorlir iyonlarinin hiicre i¢inde dengede
tutulmasini saglayan temel mekanizmalardan biri, potasyum-klor kotransportorii KCC2’nin

aktivitesidir.
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Noronlara 6zgii olan bu tasiyici, kloriir iyonlariin sitoplazmadan hiicre disina
tasinmasina aracilik ederek inhibitor sinyal iletiminin dogru sekilde islemesine katkida
bulunur. BDNF’nin TrkB reseptorii iizerinden olusturdugu sinyalizasyonun artmasiyla,

hipokampus kaynakli néronlarda KCC2 gen ekspresyonunun da azaldig1 gosterilmistir (53).

KCC2 diizeylerindeki bu azalma, noron i¢inde kloriir iyonlarinin birikmesine yol
acmaktadir. Hiicre i¢i kloriir dengesinin bu sekilde degismesi, GABAerjik iletimin inhibitor
etkisini zayiflatarak néronal membranin depolarize olmasina neden olmaktadir (54). Cesitli
deneysel caligmalar, BDNF eksikliginin noéronlarda aksiyon potansiyeli olusumunun
artmastyla iligkili oldugunu gostermistir. Dentat girusta (DG) bulunan GABAerjik noronlar
ile p75NTR ekspresyonu olmayan noronlar iizerinde gerceklestirilen incelemelerde ise,
olgun BDNF’nin noronal uyarilabilirligi azalttigi ve aksiyon potansiyeli ateslenmesini

baskilayici bir etki gosterdigi ortaya konmustur (42).

Noronlarda uyarilabilirlik diizeyinin artmasi, pozitif geri besleme mekanizmalari
araciligtyla BDNF salinimini artirmaktadir. Artan BDNF diizeyi TrkB reseptorleriyle
yeniden etkilesime girerek sinaptik gliglenme ve uzun siireli potansiyasyon (LTP) siireclerini
destekler. Bu dongii, 6grenme ve hafiza mekanizmalarinin yani sira epilepsi basta olmak
tizere cesitli norolojik hastaliklarin patofizyolojik temellerinde kritik bir rol oynamaktadir

(55).

BDNF ve reseptorii TrkB epilepsi olusum mekanizmasinda hayati bir oneme sahiptir.
Epilepsi, ndronal aglarda ortaya ¢ikan anormal ve senkronize elektriksel desarjlarla seyreden
kronik bir norolojik hastaliktir. Bu hastaligin gelisiminde rol oynayan molekiiler diizeydeki
mekanizmalarin aydinlatilmasi, daha etkin ve hedefe yonelik tedavi yaklagimlarinin
olusturulmas1 agisindan kritik dneme sahiptir. Norotrofinler ve bunlara ait reseptdrlerin
epilepsi patogenezinde rol oynayabilecegi goriisii, epileptik nobetlerin dentat girusta (DQG)
NGF mRNA diizeylerinde belirgin bir artiga yol actiginin saptanmasiyla giindeme gelmistir
(54).

BDNF/TrkB etkilesimini takiben PLC-y sinyal yolunun aktive olmasi, IPs ve DAG
olusumunda artisa yol agarak hiicre i¢i Ca** salinimini artirir. Bu molekiiler olaylar ndronal
uyarilabilirligi yilikselterek epileptogenez igin elverisli bir ortam olusturur. Epileptik aktivite

siirecinde BDNF/TrkB yolunun belirgin sekilde aktive oldugu ve bu etkinin hipokampusun

DG graniil hiicreleri ile CA1l piramidal noéronlarinda yogunlastigi gosterilmistir.
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BDNEF/TrkB aracili sinyalizasyonun sinaptik giiglenmeyi desteklemesi ve GABAerjik
inhibisyonu azaltmasi, noronal depolarizasyonu artirarak epileptogenez i¢in uygun bir zemin
olusturmaktadir. BDNF/TrkB sinyal yolunun aktive olmasi, KCC2 ekspresyonunu
baskilayarak GABAerjik inhibitor etkinligi azaltir. KCC2 fonksiyonunun kaybi hiicre igi
kloriir dengesini bozarak GABA’nin inhibitor etkisinin azalmasina neden olur. Bu durum

ndronal uyarilabilirligi artirarak epileptogenez agisindan kritik bir rol oynar.
2.3.5. p75NTR Yapasi ve Sinyal Yolaklar:

p75 norotrofin reseptdriiniin kesfedilmesi 1973 yilina dayanir ve reseptor diisiik
afiniteli sinir biiylime faktori reseptorii (LNGFR) olarak tanimlanmistir. Pro-BDNF, NT-3
ve NT-4 gibi norotrofik ligandlar i¢in etkinlik gosteren bir baglanma bdolgesi sundugu
bilinmektedir. Ayrica p75NTR, tiimor nekroz faktorii reseptdr siiper ailesinin bir iiyesi olup,
noroplastisite, sinaptik islevlerin diizenlenmesi, 6grenme ve bellek siirecleri ile noronal
yagsam ve hiicre Olimi arasindaki dengenin saglanmasinda onemli bir etkiye sahiptir.
p75NTR aracili etkiler, ligand tipi ve hiicresel c¢evreye bagli olarak farkli yonlerde
sekillenebilmektedir.

p75NTR, hiicre dis1 ligand baglanmasindan sorumlu glikozillenmis bir ekstraselliiler
domain, transmembran domain ve katalitik aktivitesi bulunmayan hiicre i¢i domain olmak
lizere li¢ bolimden olusur. Hiicre dis1t domain, dort farkli sistein zengini tekrar bolgesi
(CCRD1-4) i¢ermektedir (56). p7SNTR, Trk reseptorlerinin aksine intrinsik tirozin kinaz
aktivitesinden yoksundur ve etkilerini cesitli adaptdr (araci) proteinler iizerinden ortaya
koymaktadir. Bu etkinin yonii ve sonucu, baglanan ligand ve birlikte ifade edilen

koreseptorlere bagl olarak farklilagmaktadir (57).

p75NTR, gelisimsel siireclerin belirli asamalarinda duyusal ve sempatik néronlar,
omurilik ve beyin sap1 motor noronlari ile serebral korteks, serebellum ve bazal 6n beyindeki
noronlar tarafindan eksprese edilmektedir. p75SNTR, ligand baglanmasini takiben o- ve y-
sekretazlar tarafindan gergeklestirilen ardistk membran ig¢i proteolitik kesimlere
ugrayabilmektedir. Bu siire¢ sonunda hiicre i¢i domainin serbestlestigi ve hiicre i¢i sinyal

iletiminde rol oynadig1 gosterilmistir

p75NTR ile sortilinin birlikte olusturdugu reseptor kompleksi, merkezi néronlarda
apoptozun diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir. Pronérotrofinlerin p75NTR’ye

baglanarak sinyal iletebilmesi biiyiik 6l¢iide sortilin koreseptoriiniin eslik etmesine baglidir.
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Bu baglamda sortilin, proBDNF- p75NTR etkilesimini gii¢lendirerek hiicre ici

sinyalizasyonun yoniinii ve etkinligini belirlemektedir (58).

ProBDNF’nin sortilin araciligiyla p7SNTR’ye baglanmasi, p75NTR/sortilin reseptor
kompleksinin olugsmasina ve kendine 6zgii hiicre ici sinyal yolaklarinin aktive edilmesine
yol agmaktadir. Bu etkilesim sonucunda p75SNTR’nin 6liim domaini, nérotrofin reseptoriiyle
etkilesimli faktor (NRIF) ve norotrofin reseptoriiyle etkilesimli MAGE homolog (NRAGE)
gibi araci proteinler lizerinden JNK sinyal yolunu harekete gegirir. Aktive olan JNK, c-
Jun’un fosforilasyonunu tetikleyerek proapoptotik genlerin ekspresyonunu baglatir. Bu
baglamda, yapisal olarak 6n ve olgun bolgeden olusan proBDNF ise bu siirecte Once
sortilinle, ardindan p75NTR ile etkilesime girerek sinyal iletimini baslatmaktadir (59). Bu
mekanizma oOzellikle nérogelisimsel siireclerde ve patolojik kosullarda hiicre oliimiiyle
iliskilendirilmistir.

p75NTR, yalnizca sortilin ile degil, ayn1 zamanda Nogo-66 reseptorii (NgR1) ile de
etkilesime girebilmektedir. Bu etkilesim sonucunda apoptoz indiiklenirken, miyelin iliskili
inhibitdr sinyaller araciligiyla néronal biiylime baskilanmaktadir. Aktive olan p75NTR, Rho
guanin niikleotidi ayristirma inhibitdrii (Rho-GDI) ile etkilesime girerek Rho iligkili protein
kinaz (ROCK) aktivitesine aracilik eden RhoA’nin serbest kalmasini ve aktiflesmesini
saglar. Bu siirecin sonucunda norit geri g¢ekilmesi ve hiicresel morfolojide belirgin
degisiklikler meydana gelir. RhoA/ROCK sinyal yolagi, aksonal yonlendirme, yapisal
yeniden diizenlenme ve hasar sonrasi rejenerasyonun baskilanmasi gibi siireglerde kritik bir

oneme sahiptir (60).

p75NTR, hiicresel baglama bagli olarak hem hiicre Oliimiinii hem de hiicre
sagkalimim1  diizenleyebilen bir reseptordiir.  Sortilin  esliginde aktive olan
proBDNF/p75NTR sinyalizasyonu ¢ogunlukla JNK ve RhoA/ROCK yolaklar: iizerinden
proapoptotik etki gosterirken; p75NTR’ye baglanan proBDNF, hiicre iskeleti dinamiklerini
diizenleyen RhoA GTPaz sinyal yolunu aktive edebilmektedir. Bazi durumlarda ise RIP2 ve
TRAF6 gibi adaptor proteinler araciligtyla NF-kB sinyal yolunun aktivasyonu
gerceklesmektedir (61). NF-kB’nin ¢ekirdege translokasyonu, antiapoptotik genlerin ve

noronal sagkalimi destekleyen genlerin ekspresyonunu baslatabilmektedir (62).

Bu nedenle p75NTR’nin etkisi, baglanan ligand formuna (proBDNF/mBDNF),

koreseptor varligina ve hiicresel mikrogevreye bagh olarak degiskenlik gostermektedir.
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Epileptik siiregler sirasinda p75NTR’nin ifade diizeylerinin arttifi ve bu artigin
ndbetlerin hem sikligi hem de siddetiyle baglantili oldugu bildirilmektedir. Son dénemde
yapilan ¢aligmalar, epileptik nobetler sonrasinda proBDNF/p75NTR ekspresyonunun glial

hiicreler ve néronlar kapsaminda artis gosterdigini gostermistir (63).

ProBDNF/p75NTR sinyal iletimi; GABAerjik iletimin baskilanmasi (64), néronal
apoptozun artmasi ve ndroinflamatuvar siireclerin desteklenmesi yoluyla epileptogenez
mekanizmalarin1 baslatmaktadir (65). Ozellikle Rho—-ROCK sinyalizasyonu araciligiyla
GABAA reseptorlerinin diizenlenmesi ve lizozomal degradasyonunun artmasi, GABA

iletiminin zayiflamasima ve bunun sonucunda epileptik ndbetlerin gelismesine katkida

bulunur (64).

BDNF’nin plazminojen araciligiyla mBDNF’ye doniistiiriilmesinin uzun siireli
epilepsi sirasinda sekteye ugramasi, proBDNF diizeylerinin yilikselmesine ve buna bagl
olarak epileptik nobetlerin daha siddetli seyretmesine yol agmaktadir (65). Bu durum,
ProBDNF/p75NTR sinyalizasyonunun uzun siireli epilepsi sonrast hipokampusta ortaya
¢ikan noronal apoptozu biiyiik 6l¢lide yonlendirdigi anlagilmaktadir (63). Epilepsinin uzun
stireli seyrinin ardindan proBDNF’nin yosunsu lifler ve mikrogliada, p7SNTR’nin ise
aksonlar, akson terminalleri, néronlar ve astrositlerde gecici olarak lokalize olmas1 dikkat

cekmektedir (66).

ProBDNF’nin p75NTR’ye baglanmasiyla aktive olan RhoA-JNK sinyal yolaklarinin
kaspaz aracilt apoptotik siiregleri tetikleyebildigi gosterilmistir (67). Bu mekanizmalar,

sinaptik biitiinliiglin bozulmasina ve epileptik nobetlerin ortaya c¢ikmasina katkida

bulunmaktadir (Sekil 5).

TrkB aracili sinyal iletiminin eksitasyon-inhibisyon dengesini eksitasyon yoniine
kaydirabildigi gosterilmisken, proBDNF/p75NTR ekseninin 6zellikle inhibitor iletimin
baskilanmasit ve ndronal apoptoz iizerinden epileptogenez siirecine katkida bulundugu
anlagilmaktadir. Bu baglamda, p75SNTR aracili sinyal yollarinin farmakolojik olarak modiile
edilmesi, epilepsi patogenezinde yer alan ndrotrofin dengesizligine miidahale etmeye

yonelik potansiyel bir yaklagim olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 5. p75 reseptoriiniin hiicre i¢i sinyal yolaklari (Turkistani’den, 4)

2.4. PTSNTR’nin Farmakolojik Modiilasyonu
2.4.1. LM11A-31’in Yapisi ve Etki Mekanizmasi

p75 nérotrofin reseptoriiniin epileptogenez siirecindeki roliiniin ortaya konulmasi, bu
reseptOriin farmakolojik olarak hedeflenebilecegi diisiincesini giindeme getirmistir. p7SNTR
aracil sinyal iletiminin 6zellikle proBDNF/sortilin ekseni iizerinden JNK ve RhoA/ROCK
yolaklarini aktive ederek néronal apoptozu ve inhibitor iletimde bozulmay tetikleyebildigi
gosterilmistir (59, 64, 67). Bu nedenle p75NTR’nin segici modiilasyonu, ndérotrofin
dengesizligi ile iliskili patolojik siireclerin kontrol altina alinmasi agisindan potansiyel bir

terapotik yaklagim olarak degerlendirilmektedir.

Bu baglamda gelistirilen kii¢iik molekiil yapili bir p7SNTR ligandi olan LM11A-31,
non-peptid yapida bir reseptor modiilatoriidiir. Kimyasal olarak (2S,3S)-2-amino-3-metil-N-
(2-morfolin-4-iletil) pentanamid dihidrokloriir seklinde tanimlanmakta olup Ci2H2sN3Os
molekiiler formiiliine ve 316,3 g/mol molekiil agirligina sahiptir (Sekil 6). LM11A-31, oral
uygulama sonrasi kan-beyin bariyerini ge¢ebilme 6zelligine sahip olmasi nedeniyle merkezi

sinir sistemi hastaliklarinda farmakolojik kullanim agisindan avantaj saglamaktadir.
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LM11A-31, p75NTR’ye yiiksek afinite ile baglanarak prondrotrofinlerin bu reseptor
tizerinden tetikledigi hiicresel 6liim sinyallerini baskilar ve boylece noronal hayatta kalimi
destekleyici etki gosterir (9, 10). Ayrica RhoA/ROCK sinyalizasyonunun diizenlenmesi
yoluyla hiicre iskeleti biitiinliigiiniin korunmasina katkida bulundugu bildirilmektedir. Bu
ozellikleri, reseptoriin tamamen antagonize edilmesinden ziyade sinyalizasyonun patolojik

yoniiniin dengelenmesi seklinde tanimlanmaktadir.

p75NTR’nin baglama bagimli olarak NF-«kB aracili sagkalim sinyallerini de aktive
edebildigi g6z Oniine alindiginda (61, 68), LM11A-31’in etkisi reseptoriin fizyolojik
islevlerini tamamen ortadan kaldirmadan patolojik aktivasyonu sinirlayan bir modiilasyon

olarak degerlendirilmektedir.

* 2HCI

Sekil 6. LM11A-31 molekiiliiniin yapis1

2.4.2. Norodejeneretif Modellerde Kullanimi ve Epilepsideki Potansiyeli

Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 ile travmatik beyin hasari gibi norolojik
durumlarda proBDNF diizeylerinin arttigi ve bu artisin p75NTR ekspresyonundaki
yiikselme ile paralel seyrettigi bildirilmistir (69). Bu durum proBDNF/p75NTR
etkilesiminin gliclenmesiyle iligskilendirilmektedir. Bu sinyalizasyon ekseni, néronal apoptoz
ve sinaptik biitiinliigiin bozulmasi ile sonug¢lanmaktadir. Deneysel modellerde LM11A-31
uygulamasinin ndronal kaybir azalttigi, sinaptik protein diizeylerini korudugu ve biligsel

performansi iyilestirdigi gosterilmistir (10).

Benzer sekilde depresyon modellerinde proBDNF/p75NTR etkilesiminin artmasinin
sinaptik plastisite kayb1 ile iliskili oldugu, LM11A-31 uygulamasinin ise bu etkileri kismen
tersine gevirebildigi bildirilmistir (69).

Epileptik stireclerde p75NTR ekspresyonunun arttigi ve proBDNF/p75NTR
sinyalizasyonunun nobet siddeti ile iliskili oldugu gosterilmistir (63). ProBDNF/p75NTR
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ekseninin GABAerjik iletimi baskilayarak ndronal uyarilabilirligi artirdigi ve RhoA/ROCK
ile JNK yolaklar1 iizerinden ndronal hasara katkida bulundugu bildirilmektedir (64, 67).
Ayrica uzun siireli epilepsi sirasinda proBDNF diizeylerinin artisi ve mBDNF’ye
donilisiimiin azalmasi, p75NTR aracili sinyalizasyonun baskin hale gelmesine yol
acabilmektedir (65). In vivo ¢alismalarda p75NTR aktivasyonunun, epileptik nébetlere karsi
artmis bir duyarlilik ile sonuglandigi gosterilmistir (63).

Bu veriler 1s18inda, p75NTR’nin farmakolojik modiilasyonunun epileptogenez
stirecinde noronal hasar1 ve inhibitor iletimdeki bozulmay1 azaltabilecegi 6ngdriilmektedir.
LM11A-31’in p75NTR aracili proapoptotik ve proeksitator sinyalleri dengeleme
potansiyeli, epilepsi modellerinde terapdtik bir aday olarak degerlendirilmesine zemin

hazirlamaktadir.
2.5. PTZ ile Olusturulan Deneysel Epilepsi Modeli

Pentilentetrazol (PTZ), merkezi sinir sistemi tizerinde giiclii konviilzan etkilere sahip
sentetik bir kimyasal bilesik olup, deneysel epilepsi ve norolojik hastalik modellerinde uzun
yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir (70). Literatiirde kardiyazol, metrazol, pentetrazol,
corazol ve deumakard gibi farkli isimlerle de anilan PTZ, 6zellikle nobet indiiksiyonundaki
giivenilirligi nedeniyle tercih edilmektedir (71). PTZ, diisiik dozlardan yiiksek dozlara kadar
genis bir etki spektrumu sergileyerek, deneysel calismalarda anksiyete benzeri
davraniglardan jeneralize tonik-klonik nobetlere kadar farkli norolojik yamitlarin
olusturulmasina olanak tanimaktadir (72). Bu 6zellik, PTZ’yi hem akut ndbet modellerinde

hem de kindling temelli kronik epilepsi ¢alismalarinda kullanilabilir kilmaktadir (73).

Deneysel epilepsi arastirmalarinda PTZ’nin tercih edilmesinin baslica nedenleri
arasinda uygulama kolayligi, yiiksek tekrarlanabilirlik, cerrahi girisim gerektirmemesi ve
farkli laboratuvarlar arasinda karsilagtirilabilir sonuglar sunmasi yer almaktadir (74). Bu
yonleriyle PTZ, yeni antiepileptik ve ndroprotektif ajanlarin taranmasinda standartlastirilmis

bir farmakolojik ara¢ olarak kabul edilmektedir (67).

Ayrica PTZ modeli, epilepsinin altinda yatan ndrobiyolojik siireclerin
arastirtlmasinda; noronal uyarilabilirlik, sinaptik plastisite, ndroinflamasyon ve hiicresel
stres yanitlar1 gibi mekanizmalarin incelenmesine olanak saglamaktadir (75). Bu nedenle
PTZ, epilepsi patofizyolojisinin deneysel diizeyde anlasilmasina katki saglayan temel

kimyasal konviilzanlardan biri olarak degerlendirilmektedir (73).

22



2.5.1. PTZ’nin Farmakolojik Ozellikleri ve Yapisi

Pentylenetetrazol  (PTZ; Sekil 7), kardiyazol, metrazol, pentetrazol,
pentametilenetetrazol, corazol ve deumakard gibi farkli adlarla da bilinen, tetrazol halkasi
iceren, heterosiklik bir bilesiktir. Molekiiler formiilii CsHioN4 olan PTZ’nin molekiiler
agirhigi 138,17 g/mol’diir ve IUPAC ad1 6,7,8,9-tetrahidro-5H-tetrazolo[1,5-a]azepin olarak

tanimlanmaktadir.

Fiziksel 6zellikleri agisindan PTZ, genellikle beyaz ya da renksiz kristal yapidaki bir
toz halinde bulunur. Distik lipofilik 6zellik gosteren ve hidrofilik yapisi baskin olan PTZ,
belirgin asidik veya bazik Ozellikler gostermeyen notr karakterli bir bilesik olarak

smiflandirilmaktadir.

~N
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N
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Sekil 7. PTZ molekiiliiniin yapis1

PTZ, davranigsal, norofizyolojik ve nodrokimyasal degisiklikleri indiikleyebilme
kapasitesi nedeniyle deneysel epilepsi calismalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ayrica, potansiyel antiepileptik ve/veya noroprotektif etkilere sahip yeni bilesiklerin
taranmasinda yaygin olarak kullanilan bir ajandir. Disiik doz araliginda (10—-40 mg/kg)
uygulandiginda anksiyojenik oOzellik gostererek deney hayvanlarinda anksiyete benzeri
davraniglar1 tetikleyebilmektedir. Buna karsilik, 60 mg/kg ve ilizerindeki dozlarda PTZ
uygulamasi miyoklonik ve jeneralize tonik-klonik ndbetlere yol agabilmekte ve kimyasal
kindling modeli yani nébet siddetinde kademeli artis ile sonuglanmakta ve buna eslik eden
noronal hiicre 6liimii gozlenmektedir. Daha yiiksek dozlarda (>80 mg/kg) ise PTZ’nin mortal
etkiye sahip oldugu bildirilmis olup, bu dozlar esas olarak noroprotektif potansiyele sahip

bilesiklerin degerlendirilmesine yonelik ¢alismalarda tercih edilmektedir (76).
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2.5.2. PTZ Kindling Modeli ve Deneysel Kullanim

Epileptik ndbetler, merkezi sinir sisteminde (MSS) uyarici norotransmitterler
(glutamat, aspartat) ile inhibitor norotransmitterler [y-aminobiitirik asit (GABA) ve glisin]
arasindaki fizyolojik dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikabilmektedir. Bu durum
cogunlukla GABAerjik ndérotransmisyonun zayiflamasina bagli olarak ndronal inhibisyonun
azalmasi ya da glutamaterjik sistemin asir1 aktivasyonu ile karakterize edilen artmis uyarici

sinaptik iletimden kaynaklanmaktadir (77).

Inhibitér sinaptik etkinligin kimyasal yollarla baskilanmasi, deneysel epilepsi
modellerinde ndbet olusumunu tetiklemek amaciyla yaygin olarak kullanilan temel
yaklagimlardan biridir. Bu kapsamda gelistirilen modeller arasinda, pentylenetetrazol (PTZ)
ile olusturulan epileptik nobet modeli, yeni ve potansiyel antiepileptik ajanlarin etkinliginin
degerlendirilmesinde yiiksek duyarliliga sahip, giivenilir bir model olarak 6ne ¢ikmaktadir

(78).

PTZ modelinin Onemli avantajlar1 arasinda uygulama kolayligi, yiliksek
tekrarlanabilirlik ve cerrahi girisim gerektirmemesi yer almaktadir. Nobetlerin
intraperitoneal veya subkutan uygulama yoluyla kisa siirede ve giivenilir bicimde
indiiklenebilmesi, deneysel siirecin kontrol edilebilirligini artirmaktadir. Bunun yani sira, 1y1
tanimlanmis PTZ kindling modeli, bilimsel literatiirde genis kabul gérmiis olup farkl
arastirmalar arasinda sonuglarin karsilastirilmasint  miimkiin  kilmaktadir. Hayvan
modellerinde PTZ uygulamasi, epileptik ndbetlerin ve epilepsinin altinda yatan
norobiyolojik mekanizmalarin ayritili olarak incelenmesine olanak saglamakta ve bu
sayede daha etkili ve gilivenli tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir.
PTZ, bu nedenlerle siklikla kimyasal olarak indiiklenen akut ve kronik epileptik nobet
modellerinde kullanilmaktadir (79). Bununla birlikte, PTZ modelinin insan epilepsilerinin
karmasik ve kronik dogasini tam olarak yansitamayabilecegi ve PTZ’ nin uyarici 6zellikleri
nedeniyle tekrarlayan uygulamalarda sistemik etkiler olusturabilecegi g6z Oniinde

bulundurulmalidir.
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2.5.3. PTZ’nin Epileptojenik Mekanizmalari

PTZ’nin etki mekanizmasi uzun siire tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte,
epileptojenik etkilerinin temel olarak GABAA reseptorii aracili inhibitér aktiviteyi non-
kompetitif sekilde baskilamasindan kaynaklandig1 ileri siiriilmiistiir. {1k dénem ¢alismalarda,
benzodiazepinlerin PTZ ile indiiklenen ndbetleri baskilayabilmesi bu iki ajan arasinda
fonksiyonel bir karsitlik bulundugunu distindiirmiistir (79). Ancak daha sonraki
arastirmalar, PTZ’ nin GABAA reseptoriine ait kloriir kanalinin picrotoxin-duyarli baglanma
bolgesi ile etkilesime girdigini ortaya koymustur. Picrotoxin, GABAA reseptoriine ait kloriir

kanalini bloke eden giiglii bir konviilzan ajandir (80).

GABAA reseptorii, merkezi bir iyon kanali (iyonofor) g¢evresinde diizenlenmis
toplam 19 farkli alt birimden (a1-6, B1-3, y1-3, 9, €, 0, © ve p1-3) olusan heteropentamerik
bir protein kompleksidir. Reseptoriin aktivasyonu, iki GABA molekiiliiniin a ve f alt
birimleri arasindaki baglanma bolgelerine tutunmasiyla gerceklesir ve bu durum kloriir
iyonlarinin (CI7) hiicre icine selektif gecisini saglar. Sonug¢ olarak hiicre membrant
hiperpolarize olur ve noronal uyarilabilirlik baskilanir (81). PTZ’nin bu inhibitér
mekanizmayr baskilamasi, santral inhibitdr tonusun azalmasmna ve ndronal

hiperuyarilabilirligin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.

PTZ, GABAA reseptor aracili inhibitor transmisyonun baskilanmasina ek olarak,
beynin antioksidan savunma sistemlerini bozmakta, oksidatif stresi yiikseltmekte ve
noroinflamasyonu tetiklemektedir. Bu etkilerin birlesimi, 6zellikle siddetli veya tekrarlayan
nobetler sonrasinda hipokampus ve serebral kortekste belirgin olmak iizere norotoksik

stireclere ve yapisal degisikliklere yol agmaktadir (82).

PTZ’nin konviilzan ve norotoksik etkilerinin temelinde, GABAA reseptor
aktivitesinin baskilanmasi sonucu santral inhibitér tonusun azalmasi ve ndronal
hiperuyarilabilirligin ortaya ¢ikmasi yer almaktadir. Bu siire¢ baslangicta AMPA ve kainat
reseptorleri aracilifiyla baglamakta, devaminda glutamatin asirn1 NMDA reseptor
aktivasyonu ile siirdiirilmektedir. Katyon kanallar1 olan NMDA reseptorlerinin asiri
aktivasyonu, hiicre i¢ine Na* ve Ca** girigini artirarak membran depolarizasyonuna neden
olur (83). Artan iyon girisi, voltaj bagimli sodyum (Nav) ve kalsiyum (Cavl ve Cav2)
kanallarinin aktivasyonunu tetikleyerek bu iyonlarin hiicre i¢ine daha fazla akmasina yol

acar. Nav kanallariin asir1 aktivasyonu anormal aksiyon potansiyellerinin yayilmasini
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kolaylastirirken, Cav1/2 kanallar1 nérotransmitter salinimini, 6zellikle glutamat salinimini

artirir (84).

Hiicre i¢ine giren Ca?*, hipokampal néronlarda endoplazmik retikulumda bulunan
ryanodin reseptorleri araciligiyla kalsiyumla indiiklenen kalsiyum salinimini (CICR) baslatir
(85). Sitoplazmik Ca?* diizeylerindeki artis ([Ca?*]c), epileptik ndbetlerin baslatilmasi ve
stirdiiriilmesinde kritik rol oynar. Yiiksek Ca?* diizeyleri ayrica endoniikleazlar, proteazlar,
kinazlar, fosfatazlar ve fosfolipazlar gibi gesitli enzimlerin aktivasyonuna neden olarak
hiicresel homeostaz i¢in gerekli biyomolekiillerin yikimini tetikler (86). Bunun yani sira
apoptotik yolaklar1 aktive eder, serbest radikal tiretimini artirir, oksidatif strese ve mikroglial
aktivasyona yol acar (87). Bu siiregler sonucunda hipokampusta nitrik oksit (NO),
siklooksijenaz-2 (COX-2)/prostaglandin E2 (PGE2) ve interlokin-18 (IL-1B) gibi
proinflamatuvar medyatorlerin ekspresyonu ve salinimi artar (88). Ayrica COX-2/PGE2
yolunun, G proteinine bagli EP1 reseptorlerinin aktivasyonu lizerinden hiicre i¢i Ca** artisina
yol acarak epileptik ndbetlerin modiilasyonunda rol oynadig1 gosterilmistir. Bu mekanizma,

PTZ ile indiiklenen ndbet modeli kullanilarak halen arastirilmaktadir.

Artmis hiicre i¢i Ca** diizeyleri, glutamat ve aspartat gibi uyarict ndrotransmitterlerin
salinimini artirarak noronal uyarilabilirligi besleyen pozitif bir geri besleme dongiisiiniin
olusmasina katkida bulunmaktadir (89). Buna ek olarak, inflamatuvar hiicrelerden salinan
IL-1B, astroglial glutamat tasiyicilarinin ekspresyonunu azaltarak sinaptik araliktaki
glutamatin uzaklastirilmasint engeller. Tiim bu degisiklikler, PTZ kaynakli ndbetler
sirasinda beyinde eksitotoksisite, oksidatif stres ve inflamasyonun birbirini besledigi
patolojik bir dongii olusturarak ciddi norotoksisiteye ve potansiyel olarak 6liimciil sonuglara

yol agabilmektedir (78).

PTZ ile indiiklenen epileptik ndbetler sirasinda artmis hiicre i¢i Ca?* diizeyleri,
oksidatif stres ve noroinflamatuvar yanitlarin aktivasyonu yalnizca eksitotoksik hasara yol
acmakla kalmayip ayni zamanda norotrofin dengesinde de belirgin degisikliklere neden
olmaktadir. Ozellikle tekrarlayan nobetler sonrasinda proBDNF diizeylerinde artis ve buna
eslik eden p75NTR ekspresyonunda ylikselme bildirilmektedir. ProBDNF/p75NTR
sinyalizasyonunun aktive olmasi, JNK ve RhoA/ROCK yolaklar1 {izerinden ndronal
apoptozu artirmakta, GABAerjik inhibitor iletimi zayiflatmakta ve bdylece epileptogenez
stirecini besleyen patolojik bir mikrogevre olusturmaktadir (Sekil 8). Bu bulgular, epileptik

stirecte p7SNTR aracili sinyal yolaklarinin farmakolojik olarak modiile edilmesinin
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noroprotektif bir strateji olabilecegini diisiindliirmektedir. Bu baglamda, p7SNTR 'nin kiigiik
molekiil modiilatorlerinden biri  olan LM11A-31’in, proBDNF/p75NTR eksenini
diizenleyerek epileptik siire¢ iizerindeki potansiyel etkilerinin arastirilmasit 6nem

kazanmaktadir.
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Sekil 8. PTZ’nin molekiiler etki mekanizmasi1 (Monteiro’dan, 98)

2.6. Antiepileptik Tlaclar

Epilepsi hastalifinin tedavileri arasinda toplumlarda siklikla kullanilan yontem
farmakolojik tedavidir. Kullanilan bu ilaglar anti-epileptik ilaglar olarak adlandirilirlar ve
caligma sekilleri olarak epileptogenez siirecinde bir veya daha fazla mekanizma tizerinden
etki saglayarak nobetleri baskilarlar ya da siddetini azaltirlar. ilaglarin amaci inhibisyonu
eksitasyon karsisinda daha baskin duruma getirerek olusacak olan nébeti durdurma ya da
yavaglatmaktir. Antiepileptik ilaglar1 etkiledikleri mekanizmalara goére gruplandirma

yaptigimizda dort adet baglik altinda ele alabiliriz (42, 90).

1- Presinaptik diizeyde etki ederek norotransmitter salimiminin diizenlenmesi

(6rnegin; levetirasetam, brivaracetam, gabapentin, pregabalin).
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2- GABA aracili inhibitor sinyallerinin giiglendirilmesi (6rnegin; benzodiazepinler,

barbitiiratlar, tiagabin, vigabatrin);

3- Glutamat aracili eksitatér uyarilmanin baskilanmasi (6rnegin: perampanel,

lamotrijin, felbamat)

4- Voltaj bagmmli iyon kanallarinin diizenlenmesiyle aksiyon potansiyeli
olusumunun baskilanmasi; Voltaj kapili sodyum kanallar1 (6rnegin; fenitoin,
karbamazepin, lamotrijin, topiramat, zonisamid, lakozamid), voltaj kapili
kalsiyum kanallar1 (6rnegin; etosiiksimit) ve voltaj kapili potasyum kanallar

(6rnegin; retigabin, ezogabin).

Epileptik nobetlerin kontrolii amaciyla yirmiden fazla antiepileptik ilacin klinik
kullanima sunulmus olmasina ragmen, epilepsi hastalarinin yaklasik tigte biri uygulanan ilag
tedavilerine yeterli yanit vermemekte ve direncli ndbetlerle seyretmektedir. Ilaca direngli
epilepsi (DRE) olarak tanimlanan bu durum, hastalarda erken 6liim olasiligini, yaralanma
riskini, psikososyal islevsizlik diizeyini ve genel yasam kalitesindeki diisiisii anlamli bigcimde
artirmaktadir. Bu nedenle, daha etkili ve hedefe yonelik tedavi segeneklerinin gelistirilmesi
giincel klinik uygulamalar agisindan kritik bir ihtiyactir. Bu dogrultuda, yeni molekiiler
hedeflerin belirlenmesine ve potansiyel antiepileptik bilesiklerin terapotik etkilerinin

incelenmesine yonelik arastirmalar devam etmektedir (90).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemeler ile bunlarin tiretici firma

ve modelleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Uretici Firma/Model

Pipet ¢ekici

4 kanalli diferansiyel amplifikator
Analog — Dijital ¢evireg
Dijital osiloskop

2 adet masaiistii bilgisayar
Buzdolab1

Hassas terazi

Buz makinesi

Manyetik karistiric
Distile su cihazi

Otomatik pipet seti

pH - metre

Cesitli cam malzemeler

Sutter P-1000

A — M systems 1700
Molecular Devices 1440A
AA Tech

Hp

Beko

Heraus

Hoshizaki

Isolab

Purelab

Axygen

Hannah

Isolab

Tablo 2. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Kullanilan Cihaz

Kullanim Amaci

Analog — Dijital ¢evireg

Stereotaksik ¢erceve (WPI)

2 adet masaiistii bilgisayar
Hassas terazi

Otomatik pipet seti
Disci Toru

Sinyallerin dijital hale ¢evrilmesi ve verilen
kenetleme komutlarinin amplifikatore
iletilmesi

Kayit sirasinda hayvanin sabitlenmesi ve
elektrot pozisyonlarinin tespiti

Veri kazanimi ve analizlerin yapilmasi
Kimyasallarin hassas agirlik 6lglimlerinin
yapilmast

Cozeltilerin hazirlanmasi

ECoG cerrahi islemleri igin
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Kimyasallar iiretici firmalari ile birlikte Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Tez galismasinda kullanilan kimyasallar ile tiretici firmalar

Kullanilan Kimyasal Uretici Firma

D-Glukoz Sigma - Aldrich

LM11A-31 Cayman

Pentilentetrazol (PTZ) Sigma-Aldrich

DLG-4 (PSD-95) Ato Chembio

Synaptofisin (SYP) Ato Chembio
3.2. Yontem

3.2.1. Deney Hayvanlari

KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na yapilan 2024/ 19 protokol numarali
karar (Bkz. Ek 1 Etik Kurul Onayi) ile etik kurul onay: alindiktan sonra 12 — 16 haftalik
erkek, 40 adet C57BL/6 wrkina ait yabani tip fareler iiretildikleri ve barindirildiklar1 KTU

Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi.
3.2.2. Deney Gruplari ve Deneysel Tasarim

Bu calismada kullanilan 12—-16 haftalik erkek C57BL/6 yabani tip fareler, rastgele
ornekleme yontemi kullanilarak dort deney grubuna ayrildi. Her grupta esit sayida hayvan
bulunmasina 6zen gosterildi (n = 10/grup). Biitiin gruplardaki hayvanlara asagida anlatildig:
gibi giin asir1 enjeksiyon yapildi. Sirasiyla enjeksiyonu yapilan biitiin gruplardaki hayvanlar
davranig skorlamas1 yapilmak iizere kafeslere konuldu ve 30 dk’lik video kaydi i¢in kamera
karsisina yerlestirildi. Video kaydi tamamlandiktan sonra hayvanlar kendi kafeslerine
alinarak sonraki enjeksiyona kadar beklendi. Deney siireci boyunca enjeksiyon uygulamalari

ve davranis skorlamasi sirasinda standart prosediirlere bagl kalindi.
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Hayvanlar asagidaki dort gruba ayrildi:
1. Saline Kontrol Grubu (K)

Bu gruptaki hayvanlara deney siiresi boyunca giin asir1 olarak intraperitoneal (i.p.)
yoldan 0,2 ml %0,9 NaCl (saline) uygulandi. PTZ veya LM11A-31 uygulanmadi. Bu grup,
enjeksiyon stresinin ve prosediirel uygulamalarin bazal etkilerini degerlendirmek amaciyla

olusturuldu.
2. LM11A-31 Kontrol Grubu (L)

Bu gruptaki hayvanlara giin asir1 olarak 50 mg/kg dozunda LMI11A-31
intraperitoneal yoldan uygulandi. PTZ enjeksiyonu yapilmadi. Bu grup, LM11A-31’in tek
basina davranigsal nobet aktivitesi ve elektrofizyolojik parametreler lizerindeki etkisini

degerlendirmek amaciyla olusturuldu.
3. PTZ Grubu (P)

Bu gruptaki hayvanlara giin asir1 olarak 35 mg/kg dozunda pentilentetrazol (PTZ)
intraperitoneal yoldan uygulandi. Toplam 8 enjeksiyon igeren kindling protokolii uygulandi.
PTZ enjeksiyonlarini takiben hayvanlar 30 dakika siireyle video kaydi ile gozlendi ve
davranigsal nobet skorlamasi yapildi. Bu grup, PTZ ile indiiklenen epileptik nobet gelisimini

ve kindling siirecini degerlendirmek amaciyla olusturuldu.
4. LM11A-31 + PTZ Grubu (P+L)

Bu gruptaki hayvanlara PTZ uygulamalarina baglanmadan 1 hafta dnce giin asir1
olarak 50 mg/kg dozunda LM11A-31 6n tedavisi uygulandi. Daha sonra her PTZ (35 mg/kg)
enjeksiyonundan 15 dakika énce LM11A-31 uygulandi. PTZ enjeksiyonu giin asirt toplam
8 enjeksiyon olacak sekilde siirdiiriildii. Her PTZ enjeksiyonunu takiben hayvanlar 30 dakika
boyunca video kaydi ile izlendi ve davranig skorlamasi yapildi. Bu grup, p75NTR
modiilasyonunun PTZ ile indiiklenen epileptik ndbet gelisimi ve ndbet progresyonu

tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla olusturuldu.

Deneysel Siirecin Genel AKisi

Tiim gruplarda enjeksiyon oncesinde hayvanlarin viicut agirliklart dlgiildii ve doz
hesaplamalar1 bireysel olarak yapildi. Kindling siirecinin tamamlanmasinin ardindan
elektrokortikografi (ECoG) kayitlar1 alind1 ve takiben doku 6rnekleri biyokimyasal analizler

i¢in toplandi.
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3.2.3. Taze Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan tiim farmakolojik ajanlar enjeksiyon gliniinde taze olarak

hazirland1 ve intraperitoneal (i.p.) yoldan uygulandi.

Pentilentetrazol (PTZ): Pentilentetrazol (PTZ) normal serum fizyolojikte (%0,9
NaCl ¢ozeltisi) ¢oziilerek 35 mg/kg dozunda farelere intraperitonal (i.p.) olarak giin asiri

verileceginden giin asir1 taze olarak hazirlandi (91).

LM11A-31: ilag normal serum fizyolojik ¢ozeltisinde taze hazirlanarak farelere 50

mg/kg i.p. olarak verileceginden enjeksiyon giiniinde taze olarak hazirlandi (10, 92).

Uretan: Elektrokortikografi (ECoG) kayitlar1 éncesinde hayvanlar Uretan ile anestezi
yapild1. Uretan, steril serum fizyolojik (%0,9 NaCl) icerisinde ¢dziilerek taze hazirlandi. Ve
1,75 g/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. Cozelti konsantrasyonu, her
hayvana viicut agirligmma goére uygun hacimde enjeksiyon yapilacak sekilde ayarlandi.
Enjeksiyon hacmi her hayvanin kilogram basina hesaplanan doza gore belirlendi. Anestezi

derinligi pedal refleks (parmak sikistirma) ile kontrol edildi.
3.2.4. PTZ Kindling Protokolii

PTZ ile olusturulan kimyasal kindling modeli, epileptogenez siirecini ve ndbet
ilerleyisini degerlendirmek amaciyla uygulandi. Bu modelde subkonviilsif dozlarda PTZ nin
tekrarlayan dozlarinda noébet siddetlerinde kademeli bir artis olmasi hedeflendi. PTZ
hayvanlara giin asir1 olacak sekilde toplam 8 enjeksiyon i.p. olarak verildi. Uygulanan doz
(35 mg/kg) tek basmna tiim hayvanlarda tonik-klonik ndbet olusturmayacak, ancak
tekrarlayan uygulamalarla nobet siddetinin progresif olarak artmasimi saglayacak
subconvulsif dozdur. P+L grubunda, PTZ uygulamalarina baglamadan 1 hafta 6nce giin asiri
olarak 50 mg/kg dozunda LM11A-31 6n tedavi olarak uygulandi. PTZ uygulamalarina
bagladiktan sonra da her PTZ enjeksiyonundan énce LM11A-31 uygulamasi devam ettirildi.

Davranissal Gozlem ve Video Kavdi

Her PTZ enjeksiyonunun ardindan her hayvan tek bir kafese alinmis ve tek seferde 6
hayvan video kamera ile 30 dakika boyunca kayit altina alindi (Sekil 9). Tiim gozlemler sabit
ortam kosullarinda yapildi.
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Hayvanlarin davranislar daha sonra kaydedilen video goriintiilerinden analiz edildi.
Gozlemler sirasinda kimliklendirme amaciyla hayvanlarin grup numaralari kafeslerin

lizerine goriiniir sekilde yazildu.

Sekil 9. Kayit alinan hayvan gruplari

Racine Nobet Skorlama

4 gruba ayirdigimiz hayvanlarin davranis skorlarint analiz etmek amaciyla racine

skorlama dl¢egi kullanilmistir (93).
0: Normal davranis,
1: hareketsizlesme, yiiziistii yatma,
2: bas sallama, yiiz, 6n ayak ve arka bacak miyoklonusu (segirmesi),

3: siirekli tiim viicut segirmesi, miyoklonik sigramalar, sert bir sekilde dik tutulan

4: saha kalkma, tonik ndbet, bir yana diisme,
5: tonik-klonik nobet, sirtiistii diisme, ¢ilginca kosma ve ziplama,
6: 6lim

Bu 6l¢ek kullanilarak her fare i¢in davranis skorlamasi ayri ayri yapildi. Her fare
icin toplam 30 dk’lik kayit alinmis ve skorlama yapilirken 30 dk ii¢ esit zaman dilimine
boliindii. 10 ar dakikalik zaman diliminde izlenen hayvanlarin davranislar1 yukarida bulunan
Olgege gore not edildi. Elde edilen bu veriler 4 gruptaki tiim fareler igin tek tek izlenip not

edildi. Elde edilen nobet skorlar1 zamana bagli olarak analiz edilerek, her hayvan igin
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kiimilatif nobet yiikii de hesaplandi. Tekrarlayan PTZ enjeksiyonlart sonucunda ndbet

siddetinde progresif artis gézlenmesi kimyasal kindling olarak degerlendirildi.
3.2.5. Elektrokortikografi (ECoG) Kayitlar:

Tim gruplardaki hayvanlar 8 enjeksiyon sonrasinda gruplar halinde bdliinerek,
ECoG kayd1 i¢in hazirland1. Bir grup i¢in 2 giline boliinen kayit alma islemi her hayvan i¢in
ayr1 ayri olarak ve titizlikle yapildi. Kafeslerinden ¢ikarilan hayvan deney i¢in hazirlandi.

Gerekli soliisyonlar taze bir sekilde giinliik olarak hazirlandi.

Ik olarak taze iiretan hazirlandi. Ardindan laboratuvarda bulunan hassas terazi ile
hayvanin kilosu 6l¢iildii ve not edildi. Hazirlanan iiretan 1.75 gr/kg’lik doz olacak sekilde
fareye intraperitongeal olarak enjekte edildi ve karanlik bir kutu igerisinde hava alacak
sekilde uyutuldu. Anestezi altindaki hayvanin uyku durumu parmak sikistirma yontemi ile
kontrol edildi. Farelerin kafa derisi orta hattan bistiiri ile agildiktan sonra bregma tespit
edildi. Disci toru kullanilarak sag hemisferde bregmanin 1 mm Oniine ve sagittal ¢izginin 1.5
mm yanina bir delik, digeri bregmanin 3 mm arkasina ve sagittal ¢izgininl.5 mm yanina bir
delik daha acildi. Acilan bu iki adet delige elektrotlar dikkatli bir sekilde yerlestirildi.
Farenin kuyruguna toprak elektrodu da baglanarak kayit alma islemine baslandi (94) (Sekil
10).

fi Sl S

Sekil 10. Stereotaksik cihaza yerlestirilmis hayvan
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Bilgisayardan AxoScope 10.7 programi agildi ve kayit protokol segildi. Her kayit
stiresi 15 dk olarak belirlendi. Her bir hayvan i¢in 2 adet bazal kayit alind1 ve bilgisayarda

ayr1 ayr1 olarak dosyalandi.

Spontan kortikal sinyaller, AC amplifikator (A-M Systems Model 1700) kullanilarak
0,1-50 Hz bant gegiren filtre araliginda filtrelenmis ve 10.000x oraninda amplifiye edildi.
Elde edilen sinyaller, Digidata 1440A veri toplama sistemi (Axon Instruments/Molecular
Devices, Union City, CA, USA) aracilifiyla 1000 Hz 6rnekleme hizinda dijitalize edilmistir.
Elektrofizyolojik verilerin kaydi, depolanmasi ve analizi pCLAMP yazilim paketi
kullanilarak gergeklestirildi.

Kayitlar akut PTZ uygulamasi olmaksizin gergeklestirildi; yani ECoG kayitlari
sirasinda veya hemen dncesinde PTZ uygulanmadi. Bu nedenle elde edilen veriler akut ndbet
aktivitesini degil, tekrarlayan PTZ kindling sonrasi olusan interiktal ag aktivitesini

yansitmaktadir.

Kayit alma islemi bittikten sonra hayvan titizlikle stereotaksik aletten alindi ve
beyinleri hizlica ¢ikartildi, hipokampus ve korteks ayrilarak biyokimyasal testlerin
yapilacagi zamana kadar -80 °C’de saklanmak iizere iizerinde hipokampus ve korteks igin
ayr1 ayr1 hazirlanan ependorflarin i¢ine koyuldu. Ardindan testlerin yapilacagi zamana kadar

saklanmak tizere -80 °C dolaba kaldirildi.

Bir giinliik ¢alismada bir gruptan toplam 5 adet hayvanin ECoG kaydi ¢ekildi ve
ardindan beyinlerinin hipokampus ve korteks bolgeleri ¢ikartilarak islemler tamamlandi.
Ertesi glinde kalan ayni1 grubun 5 hayvan: igin ayn1 prosediir uyguland: ve onlarinda kayit
alma ve beyin ¢ikarma islemlerinin tamamlanmasinin ardindan bu grubun deneysel olarak
islemleri tamamlanmis oldu. Bu sekilde 4 grubun ECoG kayitlar1 alindi. Elde edilen kayit

verileri bilgisayarda ayr1 ayr1 olarak dosyalandi.

Giic Spektrumu ve RMS Analizi

Bu calismada ECoG kayitlarindan toplam ortalama gii¢ (total mean power)
hesaplandi. Ayrica her grup igin kok ortalama kare (root mean square, RMS) degerleri analiz
edildi. RMS degeri, EEG/ECoG sinyalinin genel giiciinii ve amplitiid degiskenligini yansitan
nicel bir parametre olarak hesaplandi. RMS degerleri, pPCLAMP yazilim paketi iginde yer
alan Clampfit analiz modiilii kullanilarak hesaplandi. Bu yontem ile sinyal amplitiidii ve

noronal aktivitenin genel degiskenligini nicel olarak degerlendirildi. Toplam gii¢ analizi ve
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RMS hesaplamalari, tiim hayvanlar i¢in ayni analiz parametreleri kullanilarak

gerceklestirildi ve gruplar arasi karsilastirmalar istatistiksel olarak degerlendirildi.
3.2.6. Biyokimyasal Analizler

Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Korteks ve hipokampus dokulari, soguk lizis tamponu (pH 7,4) igerisinde
homojenize edildi. Kullanilan lizis tamponunun igerigi: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5
mM KH2POs, 7,7 mM Na.HPOs, %1 Triton X-100, Proteaz inhibitorleri (5 pg/mL aprotinin
ve 5 ug/mL leupeptin).

Homojenizasyon islemi ultrasonik hiicre pargalayici (Sonics Vibracell, Newtown,
CT, USA) kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen homojenatlar 4 °C’de 20.000 x g’de 20
dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda elde edilen slipernatantlar analizlerde

kullanilmak tizere toplandi.

Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Doku homojenatlarinin toplam protein konsantrasyonu Lowry yontemi kullanilarak
belirlendi (95). Bu yontemde proteinlerin alkali bakir reaktifi ile reaksiyona girmesi ve
ardindan Folin—Ciocalteu reaktifi ile renk olusumu esas alinmaktadir. Absorbans olgiimleri
750 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu kullanilarak gerceklestirildi. Protein
konsantrasyonlart sigir serum alblimini (BSA) standart egrisi (Sekil 11) kullanilarak

hesaplandi ve sonucglar mg protein/mL olarak ifade edildi.

BSA standart grafigi
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Sekil 11. Lowry yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan BSA standart egrisi
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ELISA Analizleri

Sinaptik Protein diizeyleri, ticari ELISA kitleri kullanilarak belirlendi. Olgiilen
parametreler:  Postsinaptik density proteini-95 (PSD-95/DLG4) ve Sinaptofizin
(Synaptophysin/SYP). Analizler iiretici firma talimatlarina uygun sekilde (Ato Chembio)
gerceklestirildi. Absorbans oOlgiimleri 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu
(VERSAmax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) kullanilarak yapildi.
Konsantrasyon hesaplamalari, kit tarafindan saglanan standart protein ¢dozeltileri
kullanilarak olusturulan standart egriler lizerinden yapilmistir (Sekil 12 ve Sekil 13).
Sonuglar ng/mL doku olarak ifade edildi.

DLG4 (Discs, Large Homolog 4)

vy =3,7687x
R?=0,9968

Konsantrasyon (ng/ml)
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Sekil 12. PSD-95 (DLG-4) ELISA standart egrisi
SYP (Synaptophysin)
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Sekil 13. Sinaptofizin (SYP) ELISA standart egrisi
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Oksidatif Stres Parametreleri

Oksidatif stres degerlendirmesi kapsaminda toplam antioksidan kapasite (TAS),
toplam oksidan diizeyi (TOS) ve lipid peroksidasyonu belirteci olarak tiyobarbitiirik asit
reaktif maddeleri (TBARS) 6lgiildii. TAS ve TOS diizeyleri ticari kolorimetrik analiz kitleri
(Rel Assay Diagnostics, Tirkiye) kullanilarak belirlendi. TAS sonuglart umol Trolox
esdegeri/mg protein TOS sonuglart nmol H20: esdegeri/mg protein birimlerinde ifade edildi.
Lipid peroksidasyonu degerlendirmesi amaciyla malondialdehit (MDA) olusumunu yansitan

TBARS diizeyleri 6l¢iildii.

TBARS absorbans 6l¢iimleri 532 nm dalga boyunda gergeklestirildi ve sonuglar
nmol MDA/mg protein olarak ifade edildi. Tim biyokimyasal analizler dogruluk ve

giivenilirligi artirmak amaciyla ¢ift 6rnek (duplicate) halinde calisilda.
3.2.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism (siiriim 8.0.2) kullamlarak gergeklestirildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro—Wilk testi ile degerlendirildi. Zamana bagl
Racine nobet skorlarindaki degisiklikler, uygun oldugunda Sidak'in ¢oklu karsilastirma testi
ile birlikte Geisser-Greenhouse diizeltmesi ile iki yonlii tekrarlanan o6lgiimler ANOVA
kullanilarak analiz edildi. Kiimiilatif nobet yiikii, her hayvan i¢in Racine skor-zaman egrisi
altindaki alan (AUC) hesaplanarak 6l¢iildii ve Mann-Whitney U testi kullanilarak P ve P+L
gruplart arasinda karsilastirildi. ECoG glic ve RMS genlik verileri ile sinaptik protein
seviyeleri ve oksidatif stres indeksleri (TAS, TOS ve TBARS) dahil olmak iizere
biyokimyasal parametreler, Tukey'nin post hoc testi ile birlikte tek yonli ANOVA
kullanilarak analiz edildi. Veriler, uygun sekilde ortalama + SEM veya medyan ve ¢eyrekler
arast aralik (IQR) olarak sunulmustur. p degeri < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Deney Hayvanlar1 Uzerine Genel Etkiler

Deneysel siirecin baglangicinda her deney grubunda 10 hayvan bulunmaktaydi. PTZ
uygulanan gruplarda (P ve P+L), kindling protokolii sirasinda her grupta bir hayvan nobet
sonrast gelisen komplikasyonlar sebebiyle kaybedildi. Bu nedenle davranigsal analizler,
elektrofizyolojik kayitlar ve biyokimaysal analizler P ve P+L gruplarinda n=9 hayvan
tizerinden gergeklesti. Kontrol (K) ve LM11A-31 (L) gruplarinda ise deney siiresi boyunca
herhangi bir hayvan kaybi gézlenmedi ve analizler n=10 hayvan iizerinden yapilmistir. Tiim

analizler ayn1 hayvanlardan elde edilen veriler kullanilarak gergeklesti.
4.2. LM11A-31'in PTZ Kaynakh Nébetler Uzerindeki Etkileri

LM11A-31'in PTZ kaynakli n6betler iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla ndbet
siddeti, her intraperitoneal PTZ enjeksiyonundan (35 mg/kg, iki giinde bir) sonra Racine
6lcegi kullanilarak degerlendirildi. Farelere sadece PTZ (P) veya her PTZ enjeksiyonundan
once LM11A-31 (P+L) uygulandi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir (P ve P+L
gruplari i¢in n = 9, K ve L gruplari igin n=10). Iki y&nlii tekrarlanan 8l¢iimler ANOVA's1,
zaman, tedavi ve zaman X tedavi etkilesiminin anlaml etkilerini ortaya koymustur. Post hoc
Sidak'in ¢oklu karsilastirma testi, 5, 7 ve 8. enjeksiyonlarda gruplar arasinda anlamh
farkliliklar oldugunu gdstermistir (*p<0.05, **p<0.01, P grubuna kiyasla). Kiimiilatif nobet
yiikli, Racine skoru-zaman egrisi altindaki alan (AUC) hesaplanarak degerlendirilmistir
(Sekil 15). Veriler medyan ve ¢eyrekler arasi aralik (IQR) olarak sunulmustur (grup basina
n = 9). Bu sonu¢ LM11A-31 tedavisinin PTZ ile indiiklenen ndbet progresyonunu anlamli

sekilde azalttigin1 gostermistir (Mann-Whitney U testi, p<0.01).
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LM11A-31'in PTZ kaynakl Racine skorlari tzerindeki etkisi

* -~ Pgrubu

3 o -= P+L grubu

Racine nobetleriskorlar
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PTZ dozu sayisi

Sekil 14. LM11A-31'in PTZ kaynakli nobetler tizerindeki etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
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Sekil 15. Racine skor kiimiilatif nébet yiikii (**p<0.01)
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4.3. LM11A-31'in Kortikal ECoG Giicii ve RMS Genligi Uzerindeki Etkileri

LM11A-31'in kortikal ECoG giicii ve RMS genligi iizerindeki etkilerini incelemek
i¢in ortalama ECoG giicii (mV?) ve RMS genligi, kontrol (K, n = 10), LM11A-31 ile tedavi
edilen (L, n = 10), PTZ ile tedavi edilen (P, n = 9) ve PTZ + LM11A-31 ile tedavi edilen
(P+L, n = 9) farelerde Slgiilmiistiir. Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur, bireysel
noktalar tek hayvanlari temsil etmektedir. Tek yonli ANOVA, hem ECoG giicii (F (3,34) =
6.037,p=0.0021) hem de RMS genligi (F (3,34) =7.802, p = 0.0004) i¢in tedavinin anlaml1
bir etkisini ortaya koymustur. Tukey'nin post hoc analizi, P grubunda K ve L gruplarina
kiyasla anlamli derecede daha yiiksek ECoG gii¢ ve RMS degerleri gosterirken, LM11A-31
tedavisinin P+L grubunda bu artislar1 anlamli derecede azalttigi goriilmiistiir (¥*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001). LM11A-31 tek basina (L grubu) ECoG giicii veya RMS genligi

tizerinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

AN A e N N AN N\ N s NSNS N I N e A
K

P+L
1 mV 24

Sekil 16. ECoG kayit ornekleri

41



Deneysel gruplar genelinde ortalama ECoG giicii
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Sekil 17. Deneysel gruplar genelinde ortalama ECoG gicii (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001)

Deneysel gruplar genelinde
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Sekil 18. Deneysel gruplar genelinde ECoG sinyallerinin RMS genligi (**p<0.01,
***p<0.001)

42



4.4. LM11A-31'in Korteks ve Hipokampiisteki Sinaptik Protein Diizeyleri Uzerindeki
Etkileri

LM11A-31'in korteks ve hipokampiisteki sinaptik protein diizeyleri tizerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla postsinaptik yogunluk proteini PSD-95 ve presinaptik
belirte¢ sinaptofizin (SYP) diizeyleri, deney gruplari arasinda oOlgiilmiistiir. Analizler
serebral korteks ve hipokampiis dokularinda ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. Korteksteki PSD-
95 diizeyleri deney gruplari arasinda anlamli farklilik gostermistir (Sekil 19). PTZ uygulanan
grupta (P), PSD-95 seviyeleri kontrol grubuna kiyasla azalma egilimi gosterirken, LM11A-
31 6n tedavisi uygulanan P+L grubunda PSD-95 diizeylerinin P grubuna kiyasla daha yiiksek

oldugu gozlenmistir.

Hipokampiiste 6l¢iilen PSD-95 diizeyleri de benzer sekilde deney gruplari arasida
farklilik gostermistir (Sekil 20). PTZ uygulamast hipokampal PSD-95 diizeylerinde azalma
egilimine neden olurken, LM11A-31 uygulamasinin bu degisimi kismen diizelttigi

gozlenmistir.

Presinaptik belirte¢ olan sinaptofizin (SYP) diizeyleri incelendiginde, kortikal
dokuda gruplar arasinda anlamli farkliliklar gézlenmistir (Sekil 21). PTZ uygulanan grupta
SYP diizeyleri kontrol grubuna kiyasla azalirken, LM 11A-31 uygulanan P+L grubunda SYP

seviyelerinin P grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Hipokampiiste olgiilen SYP diizeyleri de deney gruplar1 arasinda benzer bir dagilim
gostermistir (Sekil 22). PTZ uygulamasi hipokampal SYP diizeylerinde azalma egilimine

neden olurken, LM11A-31 tedavisinin bu azalmay1 kismen azalttig1 gézlenmistir.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur ve bireysel veri noktalar: tek hayvanlari
temsil etmektedir (Kontrol [K] ve LM11A-31 [L] gruplar i¢in n = 10; PTZ [P] ve PTZ +
LM11A-31 [P+L] gruplar i¢in n = 9). Grup farkliliklar tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey'nin ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak analiz edilmistir. Istatistiksel anlamlilik

diizeyleri *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ve ****p<0.0001 olarak degerlendirilmistir.

43



Korteksteki PSD-95 Seviyeleri
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Sekil 19. Korteksteki PSD-95 seviyeleri (****p<0.0001)
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Sekil 20. Hipokampustaki PSD-95 seviyeleri (****p<0.0001)
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Korteksteki SYP Seviyeleri
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Sekil 21. Korteksteki SYP Seviyeleri (****p<0.0001)
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Sekil 22. Hipokampustaki SYP seviyeleri (**p<0.01, ****p<0.0001)

4.5. LM11A-31'in Kortikal ve Hipokampal Dokulardaki Oksidatif Stres Belirtecleri

Uzerindeki Etkileri

LM11A-31'in kortikal ve hipokampal dokulardaki oksidatif stres belirtegleri

tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla toplam antioksidan kapasite (TAS), toplam oksidan

diizeyi (TOS) ve lipid peroksidasyonu gostergesi olan TBARS diizeyleri 6l¢iilmiistiir.
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Kortekste dlciilen TAS diizeyleri, deney gruplar1 arasinda farklilik géstermistir (Sekil
23). PTZ uygulanan grupta TAS seviyelerinde azalma egilimi gozlenirken, LM11A-31
uygulanan P+L grubunda TAS diizeylerinin P grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Hipokampal dokuda dlgiilen TAS seviyeleri de benzer bir dagilim gostermistir (Sekil
24). PTZ uygulamasi antioksidan kapasitede azalma egilimi olustururken, LM11A-31

tedavisinin bu degisimi kismen diizelttigi gézlenmistir.

Korteksteki TOS diizeyleri incelendiginde, PTZ uygulanan grupta oksidan
seviyelerinde artis gozlenmistir (Sekil 25). LM11A-31 uygulanan P+L grubunda ise TOS

diizeylerinin P grubuna kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Hipokampiiste dlciilen TOS diizeyleri de benzer sekilde deney gruplari arasinda
farklilik gostermistir (Sekil 26). PTZ uygulamasi oksidan diizeylerinde artisa neden olurken,
LM11A-31 tedavisinin bu artis1 kismen azalttig1 gézlenmistir.

Lipid peroksidasyonu gostergesi olan TBARS diizeyleri hem korteks hem de
hipokampiis dokularinda deney gruplar1 arasinda farklilik gostermistir. Kortekste PTZ
uygulamasi TBARS diizeylerinde artiga neden olurken, LM11A-31 uygulanan P+L
grubunda bu artisin daha diisiik oldugu gézlenmistir (Sekil 27). Benzer sekilde hipokampiiste
de PTZ uygulamast TBARS seviyelerinde artis olusturmus, LM11A-31 tedavisi bu artisi
kismen azaltmustir (Sekil 28).

Veriler, ortalama + SEM olarak sunulmustur ve bireysel veri noktalari tek hayvanlari
temsil etmektedir (Kontrol [K], ve LM11A-31 [L] gruplar1 i¢in n = 10; PTZ [P] ve LM11A-
31 + PTZ [P+L] gruplari igin n = 9). Istatistiksel analizler, tek yonliit ANOVA ve ardindan
Tukey'nin ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 olarak kabul edilmistir.
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Korteksteki Toplam Antioksidan
Durumu Seviyeleri
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Sekil 23. Korteksteki toplam antioksidan durumu seviyeleri (*p<0.05, ***p<0.001,
****pn<0.0001)
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Sekil 24. Hipokampiisteki toplam antioksidan durumu seviyeleri (*p<0.05, ***p<0.001,
****n<(0.0001)
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Korteksteki Toplam Oksidan
Durumu Seviyeleri
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Sekil 25. Korteksteki toplam oksidan durumu seviyeleri (****p<0.0001)

Hipokampustaki Toplam Oksidan
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Sekil 26. Hipokampustaki toplam oksidan durumu seviyeleri (**p<0.01, ****p<0.0001)
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Korteksteki Tiyobarbitiirik Asit
Reaktif Madde Seviyeleri
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Sekil 27. Korteksteki Tiyobarbitiirik asit reaktif madde seviyeleri (****p<0.0001)

Hipokampustaki Tiyobarbitirik
Asit Reaktif Madde Seviyeleri
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Sekil 28. Hipokampustaki Tiyobarbitiirik asit reaktif madde seviyeleri (***p<0.001,
****p<0.0001)
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4.6. Bulgularin Genel Degerlendirmesi

Elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde, PTZ ile olusturulan kindling
modelinde hem davranissal nobet siddetinin hem de kortikal elektrofizyolojik aktivitenin
arttigr goriilmiistir. LM11A-31 uygulamasi bu nobet progresyonunu azaltmis ve artmis
kortikal ECoG giici ile RMS genligini anlamli sekilde diisiirmiistiir. Ayrica PTZ
uygulamasinin sinaptik protein diizeyleri ve oksidatif stres belirtecleri iizerinde olusturdugu

degisimlerin LM11A-31 tedavisi ile kismen diizeldigi gézlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Epilepsi, kiiresel olgcekte 50 milyondan fazla kisiyi etkileyen ve toplum genelinde
yillik insidans1 %25 olarak bildirilen, en sik rastlanan kronik ndrolojik bozukluklar arasinda
yer almaktadir. (96). Epilepsi tedavisinde farmakoterapotik alanda onemli gelismeler
saglanmistir. Ancak hastalarin yaklagik %30—40’inda ila¢ direnci gelismesi, mevcut
antiepileptik ilaglarin sinirh etkililigini ortaya koymaktadir (97). Uygulanan tedavi
yontemleri, noronal hiperuyarilabilirligin uzun vadeli seyrini durdurmakta yetersiz
kalabilmekte; buna ek olarak biligsel, davranigsal ve sistemik yan etkilerle
iliskilendirilmektedir (98). Bu baglamda, epileptogenez siirecine katki saglayan molekiiler
mekanizmalarin ortaya konmast ve bu mekanizmalari daha diisik yan etki profiliyle
hedefleyebilen yeni ajanlarin gelistirilmesi, gilincelligini koruyan onemli bir klinik
gereksinimdir. Bu tez kapsaminda, ndrotrofik p75 reseptdriiniin Pentilentetrazol (PTZ) ile

indiiklenen epilepsi modelindeki rolii arastirilmistir.

Bu tez calismasinda, LM11A-31’in PTZ ile indiiklenen epilepsi modelinde ndbet
davraniglari, kortikal elektrofizyolojik aktivite ve bu degisikliklerle iliskili sinaptik,
inflamatuvar ve oksidatif mekanizmalar iizerindeki etkileri kapsamli olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, PTZ uygulamasinin progresif bir epileptik siire¢
olusturdugunu; LM11A-31 tedavisinin ise bu siirecin farkli biyolojik diizeylerinde

diizenleyici etkiler gdsterdigini ortaya koymaktadir.

Calismanin ilk asamasinda nobet davramiglart incelenmis ve tekrarlanan PTZ
uygulamalariyla ndbet siddetinin zaman igerisinde progresif olarak arttig1 gézlenmistir. PTZ
grubundaki hayvanlarin 8. enjeksiyona kadar 4 diizeyine ulagan Racine skorlar1 sergilemesi,
kullanilan modelin basarili bir kindling siireci olusturdugunu gostermektedir. Buna karsilik,
PTZ uygulamasma eszamanli olarak LM11A-31 verilen grupta ndbet siddetinin belirgin
bicimde baskilandig1 ve higbir hayvanin deney siiresince 4’liikk Racine skoruna ulagmadig:
saptanmistir. Bu bulgular, LM11A-31’in PTZ’ye bagli nobet davraniglari lizerinde belirgin

bir koruyucu etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Davranis skorlarina iliskin istatistiksel analizler, zaman faktoriiniin nobet siddeti
tizerinde anlamli bir ana etkiye sahip oldugunu ve PTZ uygulamalarinin ilerleyici bir
kindling siirecine yol agtigin1 dogrulamaktadir. Bununla birlikte, tedavi faktoriiniin de
anlamli bir ana etki gostermesi, LM11A-31 uygulamasinin genel olarak ndbet siddetini

azalttigim ortaya koymustur. Ozellikle zaman ve tedavi arasindaki anlamli etkilesim,
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LM11A-31’in ndbet progresyonunun seyrini zaman icerisinde degistirdigini gostermektedir.
Post hoc analizlerde ilacin erken donemde sinirli etki gosterdigi, ancak kindling siirecinin
ilerleyen evrelerinde nobet siddetini anlamli diizeyde azalttig1 goriilmiistiir. Bu durum,
LM11A-31’in nobetlerin baslatilmasindan ziyade, epileptik siirecin ilerlemesiyle iliskili
mekanizmalar iizerinde etkili olabilecegini diisindiirmektedir. Kiimiilatif nobet ylikiiniin

anlaml sekilde azalmasi da bu yorumu destekler niteliktedir.

Davranigsal diizeyde ortaya konan bu degisikliklerin, kortikal elektriksel aktivitedeki
yansimalarin1 degerlendirmek amaciyla ECoG analizleri yapilmistir. PTZ uygulamasi
sonrasinda kortikal ECoG giicii ve RMS genliginde gbzlenen belirgin artis, kortikal ndronal
aglarda asir1 uyarilabilirligin ve senkronize epileptiform aktivitenin arttigin1 gostermektedir.
Bu elektrofizyolojik degisiklikler, davranigsal olarak saptanan yiiksek Racine skorlariyla
uyumlu bir tablo ¢izmektedir.

LM11A-31’in PTZ ile birlikte uygulanmasi ise hem ECoG giiciinii hem de RMS
genligini anlamh sekilde azaltmistir. Kortikal elektriksel aktivitedeki bu baskilanma, ilacin
epileptik desarjlarin genligini ve yaygmligim sinirladigini diisiindiirmektedir. Davranigsal
bulgularla birlikte ele alindiginda, LM11A-31’in ndbet siddetini azaltict etkisinin yalnizca
gozlenebilir davranislarla sinirli kalmadigi, ayn1 zamanda kortikal ag aktivitesi diizeyinde
de karsilik buldugu goriilmektedir. Bu durum, ilacin epileptik siirecte noronal aglarin asiri

senkronizasyonunu ve uyarilabilirligini modiile edebilecegine isaret etmektedir.

Elektrofizyolojik ve davramigsal degisikliklerin altinda yatan olas1 yapisal
mekanizmalar1 degerlendirmek amaciyla sinaptik protein diizeyleri incelenmistir. PTZ
uygulamasinin hem korteks hem de hipokampusta PSD-95 ve sinaptofizin ekspresyonunda
belirgin bir azalmaya yol agtig1 saptanmistir. PSD-95 diizeylerindeki diisiis, postsinaptik
yogunluk yapisinda ve sinaptik stabilitede bozulmaya isaret ederken; sinaptofizin
seviyelerindeki azalma, presinaptik iletim kapasitesinin zayifladigini diisiindiirmektedir. Bu
bulgular, epileptik aktivitenin sinaptik biitiinliik lizerinde olumsuz etkiler olusturdugunu

gostermektedir.

LM11A-31 tedavisi ile birlikte hem kortikal hem de hipokampal dokularda PSD-95
ve sinaptofizin seviyelerinin anlamli sekilde artmasi, ilacin sinaptik yapiy1 koruyucu veya
destekleyici bir etkiye sahip olabilecegini ortaya koymaktadir. Sinaptik protein

ekspresyonundaki bu iyilesme, davranigsal olarak gozlenen ndbet siddetindeki azalma ve
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ECoG analizlerinde saptanan kortikal hiperaktivitenin baskilanmas1 ile birlikte
degerlendirildiginde, LM11A-31’in epileptik siirecte hem fonksiyonel hem de yapisal

diizeyde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Noroenflamatuvar degisikliklere paralel olarak oksidatif stres parametrelerinde de
PTZ’ye baglh belirgin bozulmalar saptanmistir. PTZ uygulamasiyla birlikte toplam
antioksidan kapasitenin azalmasi ve toplam oksidan durum ile lipid peroksidasyonunun
artmasi, epileptik aktivitenin oksidatif dengeyi ciddi bigimde bozdugunu gostermektedir.
LM11A-31 tedavisi ile TAS seviyelerinde kismi bir iyilesme saglanirken, TOS ve TBARS
diizeylerinde anlamli azalmalar gézlenmistir. Bununla birlikte, bu parametrelerin kontrol
diizeylerine tamamen ulasmamasi, PTZ’nin olusturdugu oksidatif hasarin tam olarak geri

dondiiriilemedigini diistindiirmektedir.

Tiim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, LM11A-31’in PTZ ile indiiklenen
epilepsi modelinde nobetlerin davranigsal siddetini azaltti1, kortikal elektriksel aktiviteyi
baskiladig1 ve sinaptik, inflamatuvar ve oksidatif stresle iliskili patolojik degisiklikleri cok
diizeyli olarak modiile ettigi sdylenebilir. Bu sonuglar, LM11A-31’in epileptik stireclerde
nobet progresyonunu ve buna eslik eden ndronal hasari siirlayabilecek potansiyel bir

terapotik ajan olabilecegine isaret etmektedir.
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