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OZET

Palabiyik, M. Kronik levetirasetam uygulanan normal ve temporal lob epilepsi
modeli olusturulmus sicanlarda aromataz ekspresyonu degisiklikleri. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji Program Doktora Tezi,
Ankara, 2015. Eksitotoksik ajan kainik asit (KA) intraperitoneal (i.p.) uygulanarak
temporal lob epilepsi (TLE) modeli Wistar erkek si¢anlarda olusturuldu. Giiniimiizde
sik kullanilan oldukca etkin yeni nesil antiepileptik ila¢ (AEI) levetirasetamim (LTC)
27 mg/kg/giin dozda ve artan dozlarinda (54 ve 108 mg/kg/giin) aromataz enzim
ekspresyonunda yaptig1 degisiklikleri ve gonadal dokularin fonksiyonelligi iizerine
potansiyel yan etkileri arastirmaya yonelik olarak bu tez ¢alismasi gergeklestirildi.
Aromataz enziminin ekspresyon diizeyi, TLE’li gruplarin beyin korteksinde 4 hafta
sonunda, hipokampusunda hem 4 hem 8 hafta sonunda kontrole gore 1.5 Kkat artis
gosterdi. Yalnizca LTC (27, 54 ve 108 mg/kg/giin) uygulanan gruplarin beyin
aromataz ekpresyonunda tiim zamanlarda kontrole gore degisiklik olmadi ve bu 8
haftalik grupta immiinhistokimya deneyleri ile de dogrulandi. TLE modelinde ortaya
¢ikan  hipereksitasyonun  olusturdugu  norodejenecratif  hasarda  aromataz
ekspresyonunun artmasi lizerinden kompensatuar koruyucu mekanizmalarin devreye
girdigi ancak LTC'nin etki mekanizmasinin beyin korteksinde ve hipokampusundaki
aromataz ekspresyonu ile iligkili olmadig1 soylenebilir. Gonadal dokularda yapilan
deneylerde LTC'nin 27 mg/kg/giin dozda uygulanmasi 1, 4 veya 8 hafta sonunda vas
deferensin kasilma yanitlarin1 kontrole gore degistirmedi. Buna ek olarak LTC artan
dozlarda uygulandiginda 8 hafta sonunda vas deferens, epididim ve testiste histolojik
degisiklik gozlenmedi. 27 ve 54 mg/kg/giin LTC uygulamasi sonrasinda testiste
aromataz ekspresyonu 8 hafta sonunda kontrole gore azalirken 108 mg/kg/giin
dozunda degismedi. Bu sonuglara gore LTC'nin gonadal dokularin fonksiyonelligi

tizerinde yan etkilere sebep olmadig1 sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Aromataz, kainik asit, levetirasetam, temporal lob epilepsisi,

gonadal dokular.

Destekleyen kurumlar: H.U.B.A.B. Tez Destekleme (010 01 301 001).
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ABSTRACT

Palabiyik, M. Aromatase expression changes at chronic levetiracetam treated
normal and temporal lobe epilepsy modelled rats. Hacettepe University Institute
of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Pharmacology, Ankara, 2015. Temporal lobe
epilepsy (TLE) model was generated at male Wistar rats by intraperitoneal (i.p.)
injection of excitotoxic agent kainic acid (KA). This thesis work has been done as to
investigate possible side-effects on gonadal tissue functionality and aromatase
expression change of contemporarily, highly efficient, new generation antiepileptic
drug (AED) levetiracetam (LEV) at 27 mg/kg/day dose and increasing doses (54 ve
108 mg/kg/day). Expression level of aromatase enzyme was found to be up-regulated
1.5 times than controls in brain cortex of TLE groups after 4 weeks and hippocampus
after 4 and 8 weeks. There was no change compared with controls in aromatase
expression of all times in only LTC (27, 54 ve 108 mg/kg/day) given groups for 4
weeks and these results are confirmed with immunohistochemistry experiments in 8
week groups. Compensatory protective mechanisms are activated via the increase of
aromatase expression in neurodegenerative damage, caused by hyperexcitation in
TLE model, however it can be said that effect mechanism of LTC is not associated
with aromatase expression in brain cortex and hippocampus. At experiments on
gonadal tissues; administration of LTC, 27 mg/kg/day, did not change vas deferens
contractions at the end of the 1, 4, or 8 weeks compared with controls. In addition,
when LTC administered in increasing doses no histological changes were observed
in vas deferens, epididymis and testis at the end of 8 weeks. After administration of
27 and 54 mg/kg/day LTC; testis aromatase expression was down-regulated at the
end of 8 weeks compared to controls but has not changed at 108 mg/kg/day dose.
According to these results it can be said that LTC did not cause adverse side effects

on the functionality of gonadal tissues.

Key Words: Aromatase, kainic acid, levetiracetam, temporal lobe epilepsy, gonadal

tissues.
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Deneysel epilepsi modelleri ve modeli olusturmak i¢in lokal veya
sistemik kullanilan kimyasallar.

Deney gruplarindaki hayvan sayisi.

Deney gruplarindaki hayvan sayisi.

Ilgili proteinler i¢in kullanilan antikorlar, blok ve antikor ¢dzetileri.

Artan dozlarda (27, 54, 108 mg/kg) LTC verilen siganlarin testis
dokularinda yapilan patolojik incelemeler sonucu elde edilen

bulgularin gosterimi.
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1. GIRIS

Epilepsi diinyada niifusun % 1’ini etkileyen ciddi bir hastaliktir ve yiiksek
6liim oranlarina sahiptir (1). Tiirkiye'de ise 700.000 epilepsi hastasi oldugu tahmin
edilmektedir. Tanim olarak epilepsi beynin kortikal ve subkortikal bdolgelerinde
tekrarlayan, tetiklenmemis elektriksel desarjlarin  neden oldugu nd&betlerle
karakterize, heterojen bir grup norolojik bozuklugu ifade eder. Normal bir beyin
dokusunun epileptik olmasina kadar gecen siire¢ ise epileptogenez olarak
adlandirilir. Epileptogenez ile ilgili yapilan pek ¢ok ¢alisma epilepsinin kazanilmig
formlar1 lizerine odaklanmistir. Epileptogenez siiresince genetik, yas, beynin yapisal
ozellikleri ve fonksiyonel plastisitesi irdelenerek kronik veya tedaviye cevap
vermeyen yonleri sorgulanmaktadir (2). Epileptogenezde bir baslangi¢c hasarindan
sonra noronal yolaklar, tekrarlayan spontan epileptik nobetleri yani Status
epileptikusu (SE) olustururlar ve bu nobetler daha ciddi ve sik hale gelerek kronik
epilepsiye  doniisiir. Mevcut farmakolojik  tedaviler yalmizca ndbetleri
baskilamaktadir, bu nedenle antiepileptik olarak adlandirilmaktadirlar. Ancak
hastaligi modifiye eden veya diger deyisle antiepileptojenik olan bir tedavi heniiz
bulunmamaktadir (3). Bununla beraber topiramat ve levetirasetam antiepileptojenik
ila¢ adaylarindandir (4).

Epilepsinin farkli tipleri olmakla beraber bu alt tiplerin de farkh
siniflandirildiklar: olur. Insanda en sik karsilasilan alt tip TLE; sekonder jeneralize
tutariklar ve motor konviilsiyonlar olusturabilen kompleks kismi tutariklarla iliskili
bir epilepsi ¢esididir (5). KA kullanilarak siganlarda modellenen, temporal lobdan
kaynaklanan bu hipereksitasyon ¢esidi bu tez calismasinin da ana ¢ikis noktasi
secildi ve KA toksininin olusturdugu beyin hasarinda ve LTC uygulamas1 sonucunda
aromataz enzimindeki degisim arastirildi.

Aromataz, sitokrom p450 aromataz enzim ailesinin bir iiyesidir ve androjen
prekiirsorlerden Ostrojen biyosentezini katalizler. Aromataz (P450 arom; CYP 19)
ekspresyonunun; beyin travmalari, deneysel iskemik hasar (okliizyon-reperfiizyon
hasar1 ve KA gibi eksitotoksin uygulamalar1) ve Alzheimer gibi sinir hasarina yol
acan hastaliklarda artmis olmasmin gosterilmesi, onun beyinde bdlgesel Gstrojen

seviyesini arttirarak sinir hiicrelerinin korunmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini



diistindiirmektedir (6). Biligsel fonksiyonlart 6nemli 6lgiide etkileyen ayni zamanda
eksitotoksik hasardan beyni koruyan Ostradioliin sentezinden sorumlu aromataz
enziminin ekspresyon diizeyinin epilepside nasil degistigini arastirmak ve
patofizyolojiyi anlamak ilag gelistirilmesi asamasinda Yol gosterici olmasi agisindan
Onem arz eder.

Bu tez calismasinda KA ile olusturulan TLE modelinde, LTC'nin insanda
klinikte kullanilan tedavi dozunun (1000 mg/75 kg eriskin igin) deney hayvanlarina
ekstrapole edilen dozda (27 mg/kg/giin) beyin korteksi ve hipokampusta aromataz
ekspresyonuna etkisi incelendi. Ayrica LTC'nin artan dozlarinda (54 ve 108
mg/kg/giin) beyinde aromataz miktarindaki degisim ve tireme fonksiyonlar tizerinde
olumsuz yan etkisinin olmadigi hipotezini ispatlamak {izere vas deferens kasilma
yanitlarinda, testisteki aromataz ekspresyonunda ve gonadal dokularin histolojik

yapisindaki etkisi degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsinin tarihgesi

Epilepsi kelime olarak "epi" (iizerine) ve "lapse" (diismek) kelimelerinin
birlesiminden olusmaktadir. Epilepsiden bahseden ilk kisi M.O. 350’lerde
Hipokrat’tir. Bu ylizden “Hipokrat Hastaligi” olarak da bilinir. 1861°de J. Russell
Reynolds, sinir sistemindeki yapisal bir diizensizlige bagli olan kasilmalar
semptomatik  epilepsi, merkezi sinir sisteminin  disindaki  nedenlerden
kaynaklananlar1 da sempatik epilepsi olarak tanimlamigtir. Sinir sisteminin i¢inde ya
da disinda herhangi bir yapisal anormallik s6z konusu degilken olusan epilepsileri ise
idiyopatik olarak degerlendirmistir. 1881 yilinda Sir William Gowers ise epilepsiyi
grandmal, petitmal ve histeroid olarak siniflamistir. Merritt ve Putnam'in 1912'de
kedilerde yaptiklar1 deneylere kadar tek ilag olan fenobarbitali; fenitoin,
karbamazepin, etosiiksimid, sodyum valproat, felbamat, gabapentin, lamotrijin,
topiramat, tiyagabin, levetirasetam, okskarbazepin gibi ilaglar takip etmistir. 1929'da
Hans Berger hastalardan elektroensefalografi (EEG) ile beyin kayitlarini almayi
basarmis ve hastaligin teshisi i¢in dnemli bir adim atmustir (7). Epilepsi ile ilgili ilk
fizyopatolojik degerlendirmeler ise 1931'de John Hughlings Jackson tarafindan nobet
taniminin yapilmasi ve epileptik nobetlerin ¢ok farkli nedenlerle ortaya ¢iktigi ve

bir¢ok ¢esidinin bulundugunun bildirilmesi ile olmustur.

2.2. Epilepsinin tanmim ve epileptik sendromlarin siniflandirilmasi

Epilepsiye Karg1 Uluslararasi1 Birlik (International League Against Epilepsy,
ILAE) tarafindan epilepsi; ndrobiyolojik, biligsel, psikolojik ve sosyal olumsuz
sonuglart olan, tekrarlayan nobetlerle karakterize, heterojen bir grup ndrolojik
bozukluk olarak tanimlanmaktadir (8). Epileptik nobet ise beyindeki hiicrelerin
kontrol edilemeyen, ani, asir1 ve anormal desarjlarina bagli olarak ortaya ¢ikan akut
bir durumdur. Epilepsi nébetleri degisik tiplerde olabilir. Nobetler; genel (jeneralize
tonik-klonik/grand mal) ya da kismi (basit parsiyel/kompleks parsiyel) nobetler
seklinde ortaya cikabilir. Ayrica kisa siireli (5-20 saniye) gozlerini dikip sabit bakma,



cevapsizlik seklinde kasilmasiz dalma (absans) nobetleri ve ozellikle sabahlari
uykudan uyandiktan sonraki donemlerde ortaya ¢ikan kollarda sigrama-atmalar
tarzinda myoklonik nobetler de mevcuttur. Jeneralize ndbetlere beynin tiim
bolgelerinde ayn1 anda baslayan anormal ndron desarji sebep olurken, parsiyel
ndbetler beyinde lokal bir bolgeden baslar. Eger parsiyel nobetler beynin diger
bolgelerine de yayilirsa buna sekonder jeneralize ndbet adi verilir (9). Ancak
epilepsiyi jeneralize ve parsiyel olarak ayirmak yetersiz kalir. Dogru tan1 koymak ve
dogru tedaviyi yapabilmek adina epilepsiyi siniflandirmak onem arz eder. Diinyada
kabul edilen en biiylik otoritelerden ILAE'nin 1989'da yaptigi ve halen gegerli
epilepsi siniflandirmasi (9) asagidaki gibidir:
1. Lokalizasyona bagli (fokal, 1okal, parsiyel) epilepsiler ve epileptik sendromlar:
1.1. idiyopatik (yasa bagl baslangic)
- Sentrotemporal spaykli selim ¢ocukluk ¢agi epilepsisi
- Oksipital paroksizimli gocukluk ¢ag1 epilepsisi
- Primer okuma epilepsisi
1.2. Semptomatik
- Cocukluk ¢agimin kronik progresif epilepsia parsialis kontinua’si
- Spesifik faktorlerle uyarilan ndbetlerle karakterize semptomlar
- Temporal lob epilepsisi
- Frontal lob epilepsisi
- Pariyetal lob epilepsisi
- Oksipital lob epilepsisi
1.3. Kriptojenik
2. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar
2.1 Idiyopatik (yasa bagl baslangic)
- Selim ailesel yeni dogan konviilsiyonlari
- Selim yeni dogan konviilsiyonlari
- Siit gocugunun selim myoklonik epilepsisi
- Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi
- Jitvenil myoklonik epilepsi (impulsif petit mal epilepsi)
- Uyanirken gelen grand mal nobetli epilepsi

- Diger jeneralize idiyopatik epilepsiler



- Belirli aktivasyon yontemleri ile uyarilan epilepsiler
2.2. Kriptojenik veya semptomatik
- West sendromu
- Lenox — Gastaut sendromu
- Myoklonik astatik ndbetli epilepsi
- Myoklonik absansli epilepsi
2.3. Semptomatik
2.3.1. Nonspesifik etyoloji
- Erken myoklonik ensefalopati
- Supresyon burst’lii erken infantil epileptik ensefalopati
- Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
2.3.2. Spesifik sendromlar
3. Fokal ya da jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsiler
3.1. Jeneralize ve fokal konviilsiyonlu epilepsiler
- Yeni dogan konviilsiyonlari
- Siit gocugunun agir myoklonik epilepsisi
- Yavas dalga uykusu sirasinda devamli spayk dalgali epilepsi
- Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)
- Diger belirlenemeyen epilepsiler
3.2. Net jeneralize ya da fokal konviilsiyon 6zelligi olmayanlar
4. Ozel durumlar
4.1. Duruma bagli ndbetler
- Febril konviilsiyonlar
- Izole nébet ya da izole status epileptikus

- Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli nobetler

2.3. Epilepsinin patofizyolojisi

Goriilme sikligindan ziyade bahsedildigi gibi cok sayida epilepsi tipinin
olmasi taniy1 ve dolayisiyla tedaviyi giiclestirmektedir. Ayrica her hastanin ayni ilaca
karst verdigi cevabin derecesindeki farklilik ve ila¢ tedavisinde goriilen hayat

kalitesini azaltan yan etkiler epilepsinin patofizyolojisinin irdelenmesini



giiclestirmektedir. Bununla beraber hayvan deneylerinde ve insanda etiyolojiyi
anlamaya yonelik olarak yapilan c¢alismalarda kortikal noronlarin membran
potansiyellerinde ve ateslenme sekillerinde bazi1 karakteristik bozukluklar oldugu
saptanmistir. Paroksismal depolarizasyon kaymasi (PDK) olarak bilinen bu
hipereksitasyon durumunda membrani depolarize eden postsinaptik potansiyelin
anormal sekilde uzamasi ve biiylimesi s6z konusudur. Bunun sonucu olarak néronlar
gruplar halinde ateslenebilir ve etraflarindaki ndronlar1 benzer sekilde
atesleyebilecek bir kapasiteye ulasirlar. PDK’nin eksitator norotransmitterler olan
glutamat ve aspartat ile inhibitér noérotransmitter y-amino biitirik asit (GABA)
sistemleri arasindaki dengesizlikten kaynaklandig ileri siiriilmektedir. Bunun diginda
membranlardaki iyon kanallarindaki bozukluklarin da PDK’nin ortaya ¢ikmasinda
etkili oldugu diistiniilmektedir (10).

Epileptojenik odak olarak adlandirilan bolgede "pacemaker" hiicreler yer alir
ve bu hiicreler tam olarak bilinmeyen nedenlerle artmis uyarilma ve anormal
ateslenme Ozelligi gosterirler, etraflarindaki hiicreleri de bu ateslenmeye ortak
edebilecek giigleri vardir. Anormal eksitotoksisiteye sonradan katilan bu néronlarin
miktart; ortaya ¢ikan tablonun EEG'de spaykla sinirli kalmasini ya da yeterli miktara
ulasabildiginde EEG'de ve klinikte ndbet aktivitesinin olusmasini belirler. Ozetle,
fokal kortikal bir ndbet aktivitesinin olusabilmesi igin ilgili néronlarda iki temel
fizyopatolojik 6zellik (hipereksitabilite, senkronizasyon) birlikte bulunmalidir. Nobet
aktivitesinin yayilmas1 ise eksitasyon alanini ¢evreleyen inhibitér ndronlarin
inaktivasyonu (gevresel inhibisyon alaninin kaybi) ile gergeklesmektedir (11).

Nobete eslik eden anormal desarjlarin fizyolojisi konusunda bilinenlere karsin
epileptogenezden sorumlu hiicresel mekanizmalar halen bilinmemektedir. Istirahat
membran potansiyelinin instabilitesine neden olan primer bir ndron membran defekti
tizerinde durulmaktadir. Buna neden oldugu diisiiniilen mekanizmalar; potasyum
iletiminde bozukluk, voltaja duyarli kalsiyum kanallarinda defekt veya ATPaz'a
(adenozin trifosfataz) bagli iyon transportunda bozukluk olarak o6zetlenmektedir.
GABAerjik inhibitor sistemlerin primer defekti veya eksitator norotransmisyonda rol
alan reseptorlerin duyarliligi ve diizenlenmesindeki olasi defektler, hiicre kayb,
gliozis, baz1 genlerin artan ekspresyonu (c-fos, c-jun), biiyiime faktorlerinin artisi,

ndrogenez, sinaptogenez, glutamat ve GABA sinyalizasyonunda degisiklikler,



inflamatuar aracilar, voltaja duyarli iyon kanallarinda degisiklikler ve eksitotoksik
antikorlar olabilecegi tizerine de ¢alismalar vardir (12).

Epileptik nobetlerde paroksismal desarjlarla ilgili olarak bolgesel beyin kan
akiminin artti§1 uzun zamandan beri bilinmektedir. Nobet sirasinda ATP azalirken
adenozinmonofosfat, adenozindifosfat, laktik asid gibi maddeler artmaktadir. Yine
hiicre ici kalsiyumun artmasiyla aktive olan fosfolipazlar serbest yag asidlerinin
artmasina yol agmakta ve prostaglandinler de artis gostermektedir. Adenozindifosfat
ve prostaglandinlerin vazodilatasyondaki rolleri g6z Oniine alinirsa, nobet
donemindeki bolgesel beyin kan akiminin artisini ve lokal pH degisikliklerini
aciklamak kolaylagsmaktadir (13).

Epileptogenezi tetikleyen beyin hasarina en duyarli yap1 olan temporal lob;
amigdala, hipokampus ve anatomik olarak baglantili olan korteksi (entorinal,
peririnal ve parahipokampal korteksler, subikular korteks ve lateral korteks)
kapsamaktadir (14). Bu beyin yapilarindan kaynaklanan spontan nobetler genellikle
epigastrik bolgede his degisikligi, duygu-durum degisiklikleri (genellikle korku) ve
koku ya da tat haliisinasyonlar1 gibi semptomlar iiretirler (15). Ogrenme ve hafiza
bozukluklari da TLE nin diger 6nemli semptomlar: arasinda yer alir.

Epilepsinin kesin nedenleri ¢ogu vakada tam olarak bilinmemekle beraber,
hipokampal sklerozla birlikte seyreden TLE’nin, beyin hasari, tiimoérler, menenyjit,
ensefalit, SE veya cocukluk ¢ag1 febril nébetleri gibi bir baglangi¢ hasari nedeniyle
sekonder olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir (16,17).

Baz1 epileptik sendromlarda ise genetik faktdrlerin rolii vardir. Ornegin, gen
mutasyonlart anormal iyonik kanal fonksiyonlarina yol acabilmekte ve anormal ag
baglantilarina neden olabilmektedir. Fakat monogenetik kalitim 6rnegi gosterenler
(otozomal X’e bagli, mitokondriyal) hari¢ tutulursa, genetik analizler, fenotipik ve
genotipik heterojenitenin ise karigmasi nedeniyle, epileptik sendromlarin kalitim
ozelliklerini agiklamakta ¢cogu kez yetersiz kalmaktadir (18). Tek gen epilepsilerinin
¢ogu, noronal iyon kanallarm1  kodlayan  genlerdeki  mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir (19). Iyon kanallarindaki mutasyonlar eksitator ve inhibitdr
norotransmisyonun etkinliginin degismesine yol agmakta; bunun sonucunda eksitator
ndrotransmisyonun artmasina ya da inhibitdr fonksiyonun kaybina neden olmaktadir

(20).



Beyindeki noronal eksitabilitenin ana inhibitori GABA'dir ve etkisini
GABAA ve GABAg reseptorleri araciligiyla gerceklestirir. GABAAa reseptorleri
pentamerik yapidadir ve ¢esitli altbirimlerin alttiplerinden (al-a6, B1-B3, y1-y3, d, €,
n, 0 ve pl-p3) olusmaktadir (20). Iyonotropik GABAA ve GABA: (CI iyonu
gecisine izin verir) ve metabotropik GABAg (G-proteinlerine bagli olup adenilat
siklaz1 ve buna bagli Ca*? akigim inhibe ederken K* kanallarinda gegirgenligi arttirr)
bilinen tic GABA reseptoridir (21). GABAg ve GABA( reseptorleri nikotinik
asetilkolin reseptorii ve bir¢cok glutamat reseptoriindeki gibi bir kanal olusturacak
sekilde yan yana dizilmis bes alt birimden olusur. GABAA reseptorleri de bes alt
birimden olusur, ancak burada alt1 a, dort B, dort y, bir & ve bir &€ bulunur. Bu ¢ok
sayida farkli baglanma yerleri nedeni ile GABAA ¢ok sayida ilag igin hedeftir. Iyon
kanallarinin disinda GABAerjik sisteme ait genetik bozukluklar da tespit edilmistir.
GABA, iletimindeki azalmanin in vitro ortamda memeli neokorteksinde (beyin
hemisferinin en dis tabakasi) epileptiform aktiviteye neden oldugu cesitli
aragtirmalarda gosterilmistir. Ayrica, epilepsi gelisimi esnasinda anormal GABAAa
reseptorlerinin asir1 eksprese oldugu bulunmustur. GABAg reseptorleri ise primer
jeneralize epilepsiler ile iliskilendirilmistir, fokal epilepsilerdeki rolleri tartismalidir
(22).

Sekonder epilepsi sendromlarinda glutamaterjik sistem de 6nemli bir yer
tutmaktadir. Glutamatin beyindeki en 6nemli eksitator norotransmitterlerden biri
oldugu ilk 1950'lerde bulunmustur (23). Glutamat; hem iyonotropik [N-metil-D-
aspartat (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4-propiyonik asit (AMPA)
ve kainat reseptorleri] hem de metabotropik (hiicre ig¢i inozitoltrifosfat ve
diagilgliserol diizeylerini arttiran veya cAMP’yi diisliren G-proteinine bagl)
reseptorlere etki eder (Sekil 2.1). Metabotropik veya iyonotropik glutamat reseptor
agonistlerinin beyin Kkesitlerinde desarja, hayvanlarda konviilsif ve konviilsif
olmayan ndbetlere neden oldugu bildirilmistir. Iyonotropik reseptdrler her zaman
eksitator iken metabotropik reseptorler eksitatdr ya da nadiren inhibitdr olabilirler.
Presinaptik terminale uyaranlarin ulagmasi glutamat salimini tetikler ve glutamat
post-sinaptik membrandaki glutamat reseptorlerine baglanir (24). Kainat ve AMPA
reseptorleri hiicre icine Na' girisine ve K' c¢ikisina izin verirken NMDA

reseptoriindeki iyon kanallar Ca*? gecisine de izin verir. NMDA reseptoriiniin



islevini kolaylastirmak i¢in dnce kofaktor roliindeki glisin reseptore baglanir. Daha
sonra glutamat buraya baglanir. Ancak normal membran potansiyeli halinde bu kanal
Mg*? ile bloke edilmis haldedir. Blok durumu, NMDA reseptdrii iceren néron
kismen depolarize oldugu zaman ortadan kalkar. Iyon kanallar1 arasinda hem
kimyasal haberciyle hem de voltaja bagl acilabilen tek kanal NMDA reseptoriidiir.
Son yillarda AMPA reseptorlerinin bazi formlarinin da Ca**a gecirgen olduklari
gosterilmistir. NMDA ve AMPA reseptorleri néron dejenerasyonu ve hiicre
6liimiinde 6nemli rol oynarlar (24).

1980°1i yillarmn basinda, hipoksi-iskemi, hipoglisemi ve SE'de hiicre igi Ca*?
artist ve buna bagli gelisen néron oliimiiniin, dendritik membran {izerinde yerlesmis
voltaja duyarli kalsiyum kanallari (VDKK) yoluyla olustugu disiiniilmekteydi.
Giiniimiizde Ca*? 'un hiicre igine birgok giris yolu oldugu, en 6nemlilerinden birinin
de glutamat ve diger eksitatér aminoasitlerin etkisiyle agilan agonistle agilan
kalsiyum kanallart (AAKK) oldugu anlagilmistir. En 6nemli AAKK; eksitator
aminoasitler tarafindan aktive edilen NMDA reseptoriidiir. Bu temel olarak NMDA
kanallar ile yiiriitiiliir ve hiicre i¢i depolardan da Ca*? salimimi tetikler. Hiicre ici
Ca*? artis1 lipolitik (lipaz ve fosfolipaz) ve proteolitik enzimleri (Kalpain-I ve diger
Ca*? bagimli proteazlar) aktive eder. Proteolitik enzimler plazma membranim ve
hiicre iskeletini olusturan madde ve zincirleri yikar. Lipolitik enzimlerin aktivasyonu
ise ndron membranindaki fosfolipidlerden arasidonik asid salimina, yani arasidonik
asid dongiisiiniin baglamasina neden olur. Bu dongiide prostaglandinler, 16kotrienler
ve tromboksanlar sentezlenir. Olay serbest radikal ve lipid hidroksiperoksidlerin
yapimiyla ve kisir bir dongii iginde ilerleyerek ndronun 6liimiiyle sonuglanir (11).

NMDA fizyolojik kosullarda beyinde sinaptik plastisite, noéronal agin
olusumu, 6grenme ve hafiza gibi siire¢lerde 6nemli role sahiptir (25). Bazi kosullar
altinda glutamat gibi eksitator transmitterlerin dengesizligi, hastaliklarin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir. Yiiksek miktarlarda glutamat noronlar igin toksiktir
ve glutamat eksitotoksisitesi olarak adlandirilir. Hiicreleraras: glutamat dengesinin
bozulmasi sonucu hasarin siddetine bagli olarak apoptoz veya nekroz gibi degisik
tipte hiicre oliimleri olabilir (23). Eksitotoksik hiicre hasarmmin mekanizmasina ek
olarak hiicre i¢i depolardan peroksinitritle indiiklenen Zn*? saliverilmesi; p38-

mitojenle aktive olan protein kinaz (p38-MAPK) apoptotik yolagi ile iliskili reaktif
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oksijen tiirevlerinin mitokondriyal iiretimini de tetikler (23). Calismalarda SE,
mekanik travma veya iskemi sonrasi olugan akut beyin hasarinda eksitotoksisitenin
onemli rolii oldugu gosterilmistir. Glutamat toksisitesi; Parkinson, Alzheimer,

Huntington hastali§i ve amyotrofik lateral skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarda
da bagroldedir (23).
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Sekil 2.1. Glutamat reseptorleri ve sinaptik plastisite.

Voglis ve dig. (24) 'nden alinmustir.

2.4. Epilepsi tedavisinin 6nemi

Epilepsi gerek hastalarin gerekse ailelerinin gilinliik yasamlar1 {izerinde
yipratict etkiye sahip bir hastaliktir. Bir ndbet gecirme tehdidi, epilepsi hastalarinin
yasamlara ve fonksiyonlarina, 6zellikle motorlu ara¢ kullanma, g¢alisma, kisisel
iliskiler kurma ve bagimsiz olma yetilerine ¢ok biiylik kisitlamalar getirmektedir.

Nobet korkusu kisinin kendisiyle ilgili algisinin kotii olmasina, anksiyete ve
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depresyona ve sosyal izolasyona sebep olur. Saglikli bireylere kiyasla epilepsisi olan
bireylerin kazalar, travma, anksiyete, depresyon ve sosyal izolasyon gibi psikososyal
problemler ve bilissel bozukluklar yoniinden daha biiyiik risk altinda olduklar
gosterilmistir. Epilepsinin bazi hastalarda kalitim, kafa travmasi, serebrovaskiiler
hastalik gibi belirlenebilen sebepleri olmasinin yaninda ¢ogu hastada epilepsinin
etiyolojisi veya nihai sebebi siklikla bilinmemektedir. Tekrarlayan nobetler viicutta
hasar olusmasi ve hatta 6liim i¢in belirgin bir risk olustururlar. Ayrica ndbetleri
tamamen kontrol altina alinamayan epilepsi hastalar1 genellikle kotii bir yasam
kaliteleri oldugunu deneyimler. Buna kargin epilepsi giiniimiizde ilagla veya cerrahi
olarak tedavi edilebilen ve ¢ogu hastada (%70-75) nobetlerin tek ilagla kontrol altina
alinabildigi bir hastaliktir. Her ne kadar ilaca direngli epilepsiler olsa da epilepsili
hastalar ¢ogu zaman ilacin1 kullanarak aktif ve basarili bir yasam stirebilir.

Epilepsinin etkin tedavisi i¢in taninin dogru konmasi dnemlidir. Epilepsinin
tanisinda genel fizik ve norolojik muayene yapildiktan sonra EEG 6nemli bir aragtir.
Bilgisayarli beyin tomografisi ve magnetik rezonans incelemesi epilepsi nébetlerine
neden olan olaylarin ortaya konmasinda yardimci olabilir.

Epilepsili hastalarda ndbet olusumunu tetikleyen nedenler arasinda ilaci
dogru kullanmamak, uykusuzluk, uyusturucu madde kullanimi, asir1 alkol alimu,
AEl'lerin  etkinligini azaltan diger ilaglarin kullanimi, asi1 kafein alim,
menstrilasyon donemlerinde kan sekerinin diismesi, B6 vitamin eksikligi, kan
elektrolit  dengesinde  bozulma, kaliimsal hastaliklar  (norofibromatozis,
tuberoskleroz, fenilketoniiri) yer alir.

Tedavide dncelikle ve en sik kullanilan yontem AEI uygulamasidir. Ancak
ketojenik diyet, vagus sinir stimiilasyonu ve bolgesel lobektomi ameliyatlart da
denenebilmektedir (8). AEI tedavisi en az 4-5 yil siiren, erken veya ge¢ dénemde
ortaya cikabilen olas1 hafif veya agir yan etkilerin goriilebilecegi bir tedavidir.
Hastanin tedaviye gosterecegi bireysel farkliliklar, tedaviye uyumu, uzun siireli takip
gerekliligi, komorbid hastaliklar1 ve bu hastaliklar1 i¢in kullanmas1 gereken ilaglar
tedavinin etkinligini degistirir. Iyi bir AEi'den beklenen o6zellikler yan etKisinin
olmamasi, biyoyararlaniminin iyi olmasi, basit lineer kinetige sahip olmasi, ilag
etkilesimlerinin olmamasi, proteinlere az baglanmasi, ilaci metabolize eden

sistemleri etkilememesi, giinde bir veya en fazla iki kerede kullanilabilmesi ve
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maliyetinin diisiik olmasidir. Teratojen olmamasi ve farkli formiillerde (surup,
kapsiil, tablet vb.) alinabilmesi de 6nemlidir. Karacigerde metabolize olan ve enzim
indiikleyicisi olan AEI’ler birbirleriyle ve diger ilaclarla etkilesmektedir. Bu
ozellikler eski kusak ilaglarda daha belirgindir. Genel olarak yeni kusak ilaglar bunu
onlemek amaciyla gelistirilmistir ve daha az etkilesim gosterirler (gabapentin,
pregabalin, LTC gibi). 1993’ten sonra lamotrijin, okskarbazepin, levetirasetam,
vigabatrin, klobazam, topiramat, felbamat, gabapentin, tiagabin, zonisamid,
pregabalin, lakozamid gibi pek c¢ok ila¢ diinyada ve iilkemizde kullanima
sunulmustur.

Birgok ilacta oldugu gibi cogu AEI'nin de ciddi yan etkisi mevcuttur. Bu grup
ilaclar merkezi sinir sisteminde (MSS) etkili oldugu i¢in beklenecegi ilizere tedaviyle
en sik gelisen advers olaylar, uyku hali, halsizlik ve kognitif fonksiyon degisiklikleri,
anksiyete, depresyon, konsantrasyon giicliigii, hafiza giicliigii ve konusma giicliikleri
gibi MSS ile iliskili olanlardir. Ancak kontrol edilemeyen nébetlerin ¢ocuklardaki
kognitif fonksiyon iizerindeki etkileri, AEI tedavisinin yan etkilerinden daha zararh
olabilir. AEI’lerin periferdeki en 6nemli yan etkisi ise infertilitedir (8).

LTC; 1992'de ilag arastirmalart esnasinda kesfedilmis, bilinen diger
antiepileptiklere gore daha genis terapotik pencereye sahip ve daha az yan etkili
oldugundan kullanima sunulmustur. Epilepsi tedavisinde kismi tutariklarda tek
basina veya parsiyel, miyoklonik ve tonik-klonik tutariklarda tedaviye ek olarak
kullanilir. Tourette sendromu, Alzheimer hastaligi, otizm, bipolar bozukluk ve
anksiyete bozukluklarinda da kullanilir. LTC antiepileptik o6zellikleri yaninda
¢Oziinlirliigliniin 1yi olmasi, néron koruyucu etkisi, diisiik akut toksisiteye sahip
olmasi gibi 6zellikleriyle diger AEl'ler arasinda 6ne ¢ikmaktadir (26). Siganlarda
sodyum valproat, klonazepam ve karbamazepin gibi klasik ilaglarla
karsilastirildiginda  LTC'min  biligsel ~ fonksiyonlarda  degisiklik  yapmadig:
gozlenmistir. LTC giivenli, 1yi1 tolere edilen, oral biyoyararlanimi1 yiiksek,
yiyeceklerden etkilenmeyen, plazma proteinlerine neredeyse hi¢ baglanmayan,
karacigerde ¢ok az metabolize olan, lineer farmakokinetik profile sahip, ilag
etkilesmesi agisindan diisiik potansiyelde yeni nesil AEI'lerden biridir.

LTC'nin agik adi [(-)-(S)-o-etil-2-okso-1-pirolidin asetamid] ve molekiiler

formiili CgH14N20,'dir. Epilepsi tedavisindeki gergek etki mekanizmasi tam olarak
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bilinmemekle birlikte bir sinaptik vezikiil proteini olan SV2A'ya baglandigi (27) ve
presinaptik kalsiyum kanallarini inhibe ettigi gosterilmistir (28). Boylece sinaptik
aralikta impuls iletimini engelledigi diisiniilmektedir (29). SV2A geni silinmis ve
dolayisiyla bu proteini tasimayan farelerde presinaptik Ca*?  birikmesi,
norotransmitter saliverilmesinin anormal artis1 ve tekrarlayan stimiilasyonla
epilepsinin  indiiklenmesine  neden  olmustur  (27,30). LTC  terapdtik
konsantrasyonlarda direkt glutamat veya GABA reseptorii lizerinden sinaptik iletimi
etkilemez veya Na' kanal akimmi degistirmez. Ancak yiiksek voltajla aktive olan
Ca*? akimlarinda azalma yapar. Tutariklarin zamanla esigini yiikseltir, tutarik siddeti

ve frekansini azaltir (4).
2.5. Epilepsinin modellenmesi

Epilepside goriilen fokal veya jeneralize tutariklar beyin korteksinde veya
subkortikal yapilarda belirli bir bolgede veya korteksin genelinde eksitabilitenin
artmasina baghdir (5). Epilepsi olusturmak i¢in kullanilan pek ¢ok yontem vardir. Bu
deneysel epilepsi modellerinden bazilart ve modeli olusturmak ig¢in kullanilan

kimyasallar Tablo 2.1'de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Deneysel epilepsi modelleri ve modeli olusturmak i¢in lokal veya sistemik

kullanilan kimyasallar. Bambal ve dig. (31)'nden alinmistir.

Lokal konviilsanlar Sistemik konviilsanlar
Kimyasallar Nobet modeli Kimyasallar Nobet modeli
Penisilin Basit parsiyel akut Kainik asit Kompleks parsiyel
Tetanus toksini Kompleks parsiyel Bikukulin Jeneralize tonik klonik
Striknin Basit parsiyel akut Bemegrid Jeneralize tonik klonik
Altiminyum Basit parsiyel kronik Isonizaid Jeneralize tonik klonik
Kobalt Basit parsiyel kronik Pentilentetrazol Jeneralize tonik klonik
Tungstik asit Basit parsiyel kronik Pikrotoksin Jeneralize tonik klonik
Demir Basit parsiyel kronik Flurotil Jeneralize tonik klonik

Bilindigi lizere; beynin temporal lobu duygular1 ve hafizayr kontrol eden
limbik sistemin bir parcasidir. Epilepsili hastalarin biiyiik bir boliimiinii TLE’li

hastalar olusturmaktadir. Temporal lobdan kaynaklanan nobetler limbik ndbet veya
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psikomotor nobet olarak da adlandiriimaktadir. Kompleks parsiyel nobetlerin
gozlendigi TLE’nin en sik rastlanan etiyolojisi hipokampusta meziyal temporal
sklerozdur ve bu nedenle bu epilepsi tipinde hafiza ve dil yeteneginde bozulma
goriliir. Bazi TLE’li hastalarda tutarik ve konviilsiyonlar ilk hasarin (febril
konviilsiyonlar, travma, SE vb.) olusmasindan sonra bir latent periyodu takiben
goriiliir (9,32). TLE'nin arastirilmasi i¢in ndbetlerin spontan olarak olustugu gesitli
hayvan modelleri gelistirilmistir. ideal model kolay ve etkili olan (diisiik 6liim oranl
ve spontan nobetli) ve TLE’nin davranigsal, -elektrografik ve anatomik
karakteristiklerine sahip olan modeldir (1).

Yapilan  modellemenin  epilepsinin  olusumunu  ispatlamasit  ve
derecelendirmenin yapilabilmesi i¢in bazi gbézlemsel parametrelere ihtiya¢ vardir.
Bunlardan halen gegerli olan 1972'deki ¢alisgmasinda Racine'in her stimiilasyondan
sonra siganlarin davranigsal asamalarini belirli basamaklara ayirarak degerlendirdigi
ve bu tez calismasinda da kullanilanan Racine Skalasi'dir (33). Bu calismada
sicanlarin modellemeye uyup uymadiklari degerlendirilirken Racine Skalasi'nin
yaninda, korteksin elektriksel aktivitesini kaydederek incelemeye yarayan
elektrokortikografi (EKoG) yontemi de kullanildu.

2.6. Tez ¢alismasinin kaynagi ve amaci

KA; ayn1 TLE'de oldugu gibi latent bir periyottan sonra yiiksek fakat degisen
frekanslarda kronik epileptik bir durum olusturan eksitotoksik etkili bir aminoasittir
(32,34). Erigskin hayvanda glutamat kan-beyin engelini ge¢emezken, onun etkili
analogu olan ve Japon su yosunundan (Digena simplex) elde edilen KA sistemik
uygulama sonucu kolaylikla kan-beyin engelinden gegerek konviilsiyonlara ve
beyinde noron 6liimiine yol acar. KA’ nin sigan beynine intraserebroventrikiiler yolla
verildiginde epilepsidekine benzer ndbetlere ve hipokampusta hiicre 6liimiine sebep
oldugu gosterilmistir (35,36). KA i.p. verildiginde de sigan hipokampusunun CA1 ve
CA3 bolgelerinde ve amigdalanin medial ¢ekirdeginde asir1 eksitasyon nedeniyle
olusturdugu noron hasar1 yoniinden insan TLE’Sine ¢ok benzer bir modeldir (35,37).

KA ile olusturulan TLE modelinin sigan ve insanlarda kronik spontan tekrarlayan



15

tutariklar, beyin hasari, hilar ndron kaybi, dentat girus graniil hiicresi aksonlarinin
yeniden diizenlenmesi bakimindan benzerlik gosterdigi bulunmustur (38,39).

Glutamat analogu olan KA diisiik dozlarda glutamat gibi etki gosterir. Lokal
olarak yiiksek dozda norotoksik etki yapar, néron somalarini tahrip eder. Yiiksek
miktarlarda, glutamat noéronlar igin toksiktir ve olusturdugu toksisiteye glutamat
eksitotoksisitesi adi verilir. Beyindeki bir¢cok hiicrede L-glutamata yanit veren
reseptor bulunur. Bu tiir toksisiteden NMDA tip reseptorlerden Ca*un hiicre i¢ine
girisi sorumlu tutulmaktadir. Yiiksek intraseliiler Ca®, kalsiyuma bagli proteazlar1 ve
fosfolipazlart aktive ederek hiicreye toksik olan serbest radikallerin olusmasima yol
acmaktadir (40). KA ile olusturulan kompleks parsiyel nobetlerin oldugu TLE
modeline bagh tutariklarin davranigsal kalibi, insanda sekonder olarak jeneralize
tonik-klonik tutariklara yol agan kompleks kismi tutariklara yani temporal lob
tutariklarina benzerdir (5,41).

Aromataz normal sartlar altinda memelilerde O6zellikle sinir hiicrelerinde
eksprese edilir (42) ve Naftolin ve dig. (43) tarafindan insan beyninde aromataz
ekspresyonu ve aktivitesi gosterilmistir. Beyinde lokal dstrojen sentezinden sorumlu
aromataz, sitokrom p450 aromataz enzim ailesinin bir iiyesidir ve androjen
prekiirsorlerden Ostrojen biyosentezini katalizler. Beyinde 6strojen biyosentezi (Sekil
2.2), kolesteroliin mitokondriye girmesini takiben baglayan alti enzimatik basamaga

baghidir.

Kolesterol
’—
SUR
Kolesterol Mitokondri

P450scc
Pregnenolon

Pregnenolon

DHEA
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Testosteron

Ve

DHT Ostradiol

Sekil 2.2. Kolesterolden Ostradiol sentezi.

Garcia-Segura (30)'dan alinmustir.
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Aromataz Cjg steroidlerinin androjenlerden Ostron ya da stradiole doniistiigii
son basamag katalizleyen anahtar enzimdir (44). Cypl19 gen iiriinii olan sitokrom
P450 aromataz enziminin sentezi farkli dokularda farkli promotdrler araciliiyla
gerceklesir (45). Bu promotorler aromatazin gonadlar, adipoz doku, kemik, cilt, fotal
karaciger, plasenta ve beyindeki farkli ekspresyonlarini diizenlerler (Sekil 2.3).
Simdiye kadar insanda 10 alternatif dokuya 6zgii ilk ekzon bulunmustur: Promotor
(P) I.1, 1.2 ve 1.2a plasentada, 1.4 adipoz doku ve ciltte, 1.5 fotal dokuda, 1.7 endotel
hiicrelerinde, 1.6 kemikte, 1.3 adipoz dokuda, PIl gonadlarda ve I.f beyinde (46)
bulunmaktadir. Beyin aromatazi belirli noéronlarda, kodlama bdlgesinin yaklasik 36
kb istiindeki beyne spesifik distal promotor 1.fde sentezlenir. Vertebrali beyninde
aromataz birincil olarak hipotalamus, hipokampus ve amigdalada promotor I.f

yoluyla sentezlenir (47).

Adipoz doku JJAdipoz doku
Meme/Endo-llMeme/Endao-
Erdotelyal metriyal/ metriyal/

Plasenta ||Flasenta ||Cilt hiicre/Memd - Over Over Kedlayan Kodlayan

maisr I Adipoz anseri Beyin Kemik kanserleri Jlkanserleri Ekzon I Ekzon X
l ‘l l l l du A /f

i

Pl “ 3-
. 5
alternatif olarak
kullanilan translasyonu G AnT
yapilmayan ilk ekzonlar
Ortak
Baglanma
.| Kedlayan ekzonlar Bolgesi

Sekil 2.3. Cyp19 (aromataz) geni.

Bulun ve dig. (48)'nden alinmistir.

Beyinde eksprese edilen aromatazin lokal Ostrojen olusumunu saglayarak
noronal farklilagsma, noral ve sinaptik plastisitede diizenleyici fonksiyonlarmin
oldugu gosterilmistir (49,50). Ostrojenler; dstron, dstradiol ve dstriol olmak iizere 3
tiptir.  Ozellikle 17B-6stradiol hiicre yasaminin  devami, farklilasmast  ve

morfolojisinde gorev alarak hipokampusta dendrit dansitesini diizenler (51). Bu
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hormon 6grenme ve hafiza olusumu gibi algisal islevlerde anahtar rol oynar (52).
Aromataz enzimiyle iiretilen bolgesel Ostrojenin korteksle ilgili islevlerde oldukca
onemli oldugu birgok c¢alismanin ortak sonucudur (53). Ostrojen siganlarda (54,55),
farelerde (56), gerbillerde (57) olusturulan 6nbeyin iskemisi modellerinde noéron
koruyucu etkinlik gosterir. Ostrojenin ndron koruyucu etkileri bazal &nbeyin
kolinerjik noronlarda (58) ve nigrostriatal sistemde (59) tanimlanmistir. Ostradiol
ayrica hipokampal hilar néronlar1 da in vivo eksitotoksik hasardan korur (60-62).
Pregnenolon, dehidroepiandrosteron, testosteron gibi steroidlerin de néroprotektif
etkilerinin aromataz araciligiyla Ostrojene doniismek suretiyle olustuguna dair
bulgular elde edilmistir (63).

Aromataz ile androjen prekiirsorlerden bolgesel olarak sentezlenen Ostrojen,
normal sartlar altinda beyinde noroendokrin islevlerin diizenlenmesinden
sorumludur. Ancak MSS’yi tehdit eden durumlarda olusan hasar ile basa ¢ikabilmek
amaciyla sinir hiicreleri Ostrojeni koruma mekanizmalarinin bir pargasi olarak
kullanirlar (6). Fizyolojik olarak noronlarda bazal diizeyde sentezlenen aromataz;
travma, iskemi, mekanik lezyonlar, beyne deneysel noérotoksinlerin (kainik asit,
domoik asit vb.) uygulanmasinin ardindan hasarli néronlarin ¢evresindeki reaktif
mikroglialarda ve astrositlerde artmaktadir (64-66). Noronal hasardaki bu arts,
hasarli dokunun lokal dstrojen diizeyini artirarak koruyucu etkiyi baglatmasini saglar
(66). Sentezi artan Ostrojen, hasarli ndronlar igin trofik faktor olarak salgilanir
boylelikle sinaptik fonksiyonlar: etkileyerek, bolgesel beyin kan akimini arttirarak,
noronal iyilesmeyi ¢abuklastirarak, noronal sag kalimi arttirarak ve néron olimiinii
en aza indirgeyerek muhtemel kompensasyon mekanizmalarinda rol oynayabilir (67).
Yapilan bazi c¢alismalarda beyne dogrudan KA gibi eksitotoksin uygulanmasi
aromataz ekspresyonunda artisa neden oldugu, bu artisin fadrazol gibi aromataz
inhibitorleri ile onlenebildigi gosterilmistir (53). Yine aromataz knock-out farelerin
beyinlerinde ndéron hasarina karsi toleransin ortadan kalktigi ve hiicrelerin hasara
daha agik hale geldigi gozlenmistir (68). Bu enzimin ekspresyonunun travmatik
beyin hasari ve bazi ndrodejeneratif hastaliklarda artmis oldugunun gosterilmesi,
onun beyinde sinir hiicrelerinin korunmasinda gorev alabilecegi diisiincesini

destekler (Sekil 2.4) (69,70).
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Sekil 2.4. Fizyolojik ve patolojik sartlarda aromatazin etkisi.
Garcia-Segura (30)'dan alinmustir.

Ostradioliin ayrica eksitasyonda énemli rolii olan tip-1 glutamat reseptdrlerini
azalttigt da yapilan calismalarda gosterilmistir. Ostradiol bu ydniiyle TLE'de
norotoksisiteden koruyucu olmasi agisindan Snemlidir (35). Epilepsi ile kognitif
fonksiyonlar arasinda baglanti kuran ¢alismalarin biiyiikk bir boliimii bugiline kadar
sadece periferdeki organlardan (over, testis) kaynaklanan Gstrojen ve testosteron gibi
hormonlarin diizeyi ile iliskilendirilmistir. Hipokampus gibi biligsel fonksiyonlarda
onemli gorevlere sahip bir MSS yapisinda bu hormonlarin endojen sentezi ile ilgili
yapilan ¢alismalarin ise yetersiz oldugu goriilmistiir (35,71,72).

Diisiik fertilite ve seksiiel fonksiyonlarda bozukluk epilepsili erkeklerde
tireme hormonlart ile iliskili olarak goriilen problemlerdir. Serbest testosteron
seviyesi ve testis fonksiyon kaybinin iyi bir gostergesi olan serbest testosteron /
luteinlestirici hormon oraninin azaldigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (73-76).
Aromataz inhibitérii letrozol verildiginde periferdeki testosteron Gstradiole
doniismediginden tutariklarin siddetlenmesi inhibe olmustur (30). Bunun yani sira
bircok AEI tedavisi alan dzellikle erkek hastalarmn fertilite agisindan negatif yonde
etkilendikleri bilinmektedir ancak bununla ilgili mekanizmaya yonelik yeterince
preklinik arastirma bulunmamaktadir (73,77,78). Pek ¢ok AFEIL ya aromatazi inhibe

ederek (lamotrijin, okskarbazepin, tiyagabin, fenobarbital, fenitoin, etosiiksimid)
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veya globulinlere Ostrojen baglanmasi {izerinden (karbamazepin) veya ostrojen
reseptorlerine baglanarak (gabapentin) ya da steroid siilfataz aktivitesini inhibe
ederek (topiramat) etki eder (79). Erkeklerdeki fertilite problemlerinin AEI ile tedavi
sonrasinda aromataz inhibisyonu sonucu azalan Ostrojen sebebiyle oldugu
diistiniilmektedir. Bu; sperm {iretiminde Ostrojenlerin diizenleyici rolii oldugunu
gosterir. LTC tedavisinin gonadal dokularin fonksiyonelliklerine olan etkisinin ise
yeterince arastirilmadigi gorilmistiir.

Bu ¢alismada, sicanda eksitotoksik etkili KA ile olusturulan TLE modelinde
ve LTC ile tedavide; norodejenerasyondan koruyucu etkinligi ile bilinen aromataz
enziminin beyin korteksinde, hipokampusta, testisteki degisiminin 6l¢iilmesi ve LTC
tedavisinin vas deferens ve testis gibi gonadal dokularin fonksiyonelligine etkilerinin

arastirilmasi1 amaclandi.
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3. GEREC VE YONTEM

Deneylerde Wistar cinsi yetiskin erkek albino siganlar kullanildi (200-2509).
Laboratuvar denekleri bakim ve kullanim talimatlarina uygun ¢alisildi. 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde tutulan siganlara musluk suyu ve standart sigan
pellet yemi verildi. Deneyler Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’nun 2012/26-13 ve 2014/30-2 numarali izinleri ile Hacettepe Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi ve Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarlari’nda yapildi. Ayrica doku ve ekstrelerdeki deneylerin bir kismi
Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari

ve Norolojik Bilimler Enstitiisii Aragtirma Laboratuvari'nda gerceklestirildi.

3.1. Kaha elektrot yerlestirilmesi ve EKoG kaydedilmesi

Siganlarda EKoG kayitlarin1 alabilmek amaciyla deneysel TLE modeli
olusturma iglemi Oncesi invaziv yontemle hayvanlarin kafataslarina kalic1 elektrot
yerlestirildi. Elektrot yerlestirilecek sicanlar oncelikle i.p. verilen ketamin:ksilazin
(90:10 mg/kg) ile anesteziye edildi. Kafa ftizerindeki tiiyler jilet yardimiyla
temizlendi, kafa derisi iyotlu soliisyonla dezenfekte edildi. Kulak bosluklarina
lidokain damlatilan sigan stereotaksi cihazina sabitlenerek kafa derisi bistiiriyle
acildi. Periost temizlendi, lambda ve bregma bolgeleri referans alinarak koordinatlari
(frontoparietal neokortekste bregmanin 2 ve 4 mm arkasi, orta hattin 3,5 mm saginda,
korteks yiizeyinden Imm derinde; topraklama elektrodu: lambdanin 2,5 mm arkasi,
orta hattin 1 mm solunda, korteks yilizeyinden 1mm derinde) belirlenerek kafatasi
kemiginde matkap yardimiyla 2 mm ¢apinda delikler acildi. Ayrica destek vidalar
icin iki adet parietalde ve bir adet frontalde olmak {izere toplam ii¢ adet delik agild1.
Vidalar takildi ve ii¢ uglu erkek elektrodun ilk iki ucu kortekse yerlestirildi.
Elektrodun figiincii ucundaki tel topraklama vidasina lehimlendi. Kafatasi serum
fizyolojikle yikand1 ve kurutuldu. Akrilik ile i¢ kisim doldurularak kafa derisi
kapatildi. Cerrahi sonrasi dehidratasyonu ve agriyt dnlemek amaciyla i.p. serum

fizyolojik ve parasetamol (0,1 mg/kg) enjeksiyonlar1 yapilan si¢an, akrilik donduktan
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sonra stereotaksiden ¢ikarilarak kafesine alindi. Hayvanlarin cerrahi sonrasi 3 giinliik

iyilesme doneminden sonra deneyler bagladi.

Sekil 3.1. EKoG kaydedilirken cam fanustaki elektrotlu sigan.

3.2. Deney gruplari

Deneyde kullanilan sicanlarin  bir kisminda TLE modellemesi KA
kullanilarak yapildiktan sonra 27 mg/kg/giin dozda LTC 1, 4 ve 8 hafta boyunca i.p.
verildi. Siganlar asagidaki tedaviye tabi tutuldu ve bdylece toplam 12 grup
olusturuldu. Her gruptaki hayvan sayisi Tablo 3.1'de gosterildi.

1.deney giinii 2.giinden sonraki her giin
Kontrol grubu i.p. %0,9 NaCl i.p. %0,9 NaCl
TLE'li grup i.p. KA i.p. %0,9 NaCl
LTC alan grup i.p. %0,9 NaCl I.p. LTC
LTC alan TLE'li grup i.p. KA I.p. LTC

Tablo 3.1. Deney gruplarindaki hayvan sayisi.

1 haftalik | 4 haftalik | 8 haftalik
Kontrol grubu (Kontrol) 6 6 7
TLE'li grup (KA)

LTC alan grup (LTC)

LTC alan TLE'li grup (KA+LTC)

| OO O
| OO O
| N| O

Calismanin baslangicinda ve sonunda hayvanlarin agirliklarr kaydedildi. Ilk
deney giiniinde, aynali bir cam fanus i¢ine gegici olarak alinan elektrot takilmis ve

iyilesmis si¢anlarin yaklasik 3 saat EKoG'lar1 kaydedildi (Sekil 3.1). Bunun igin
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hayvan fanusa alinirken 6nceden yerlestirilen erkek uglu elektroda disi uglu elektrot
takildi ve disi uclu elektrodun kablosu sinyal kaydediciye baglandi. Bilgisayar
araciligiyla beynin elektriksel aktivitesi dalgalar halinde goézlendi ve kaydedildi.
Fanusa alisma siiresi olan 20 dakikadan sonra si¢anlara i.p. KA (5 mg/kg) ¢6zeltisi
veya esdeger hacimde ¢oziicti (%0,9 NaCl) 3 saat siireyle saatte bir enjekte edildi.
Ikinci deney giiniinden sonraki her giin siganlara i.p. LTC (27 mg/kg) veya esdeger
hacimde sadece ¢oziiciisii (%0,9 NaCl) enjekte edildi. Her hayvanmn ilk deney
giiniinden sonraki 24. saatte ve 1, 4, 8 hafta sonra 20 dakika siireyle EKoG'lar1
kaydedildi. EKoG parametreleri; gain x500, low pass filter cutoff, 1kHz, AC olarak
belirlendi. Biitin EKoG kayitlar1 elektromanyetik giiriiltiden korunmak amaciyla
Faraday kafesinin i¢inde gergeklestirildi.

Tim KA uygulanan hayvanlara ilk deney giinii sonunda dehidratasyonu
onlemek amaciyla derialtina 3 ml laktathi Ringer ¢ozeltisi enjekte edildi. Yaklasik ti¢
saat sonra belirgin motor tutariklar (Sinif IV ve V) gosteren siganlarda modelin
olustugu kabul edildi ve 5 mg/kg dozda i.p. diazepam verilerek tutariklari1 kontrol
altina alindi. Degerlendirmede sadece motor tutariklar dikkate alindi ve Racine
Skalasi'na gore (8,30) skorlandi. Racine Skalasi'nda (33) bir denek hayvaninin nobet
asamalar1 agagidaki gibidir.

Smif 1: Davranigsal duraklama

Sinif 2: Ritmik kafa hareketleri, kafa sallama ve biyik oynatma
Sinif 3: On bacak klonusu

Simif 4: On bacak klonusu ile beraber saha kalkma

Sinif 5: Saha kalkma, diisme ve klonik konviilsiyon

Otanazi giinii TLE modeli olusturulan gruptaki siganlar karbondioksitle
uyutuldu ve dekapite edildi. Beyin korteksi, hipokampusu, ve testisleri izole edilerek
-80°C'de bekletildi. Vas deferensler organ banyosu deneylerinde kullanild.

Deneyde kullanilan siganlarin bir kismina ise 8 hafta boyunca i.p. olarak LTC
artan dozlarda (27, 54, 108 mg/kg/giin) uygulandi. Kontrol grubuna ise i.p. %0,9
NaCl verildi. Boylece toplam 4 grup (n=3/grup) olusturuldu. Her gruptaki hayvan

sayis1 Tablo 3.2'de gosterildi. Bu deney gruplariin olusturulmasinin amaci tedavide
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kullanilan dozda LTC verilen siganlarda goriilen degisikliklerin LTC'nin literatiirde

belirtilen (80,81) artan dozlarinda da goriiliip gériilmeyecegini incelemekti.

Tablo 3.2. Deney gruplarindaki hayvan sayisi.

8 haftalik
Kontrol grubu (Kontrol) 3
27 mg/kg/glin LTC alan grup 3
54 mg/kg/giin LTC alan grup 3
108 mg/kg/giin LTC alan grup 3

Artan doz LTC uygulamas: yapilan gruptaki sicanlar 8 hafta sonunda
kardiyak perfiizyon yontemiyle Gtanaziye ugratildi. Kloral hidrat verilerek uyutulan
hayvanlarin gogiis kafesi agildi ve kalp atimi devam ederken sol ventrikiile kantil
takildi. Sag atriuma kesi atilarak buradan disar1 kanin akmasi saglandi. Kaniil
ucundaki hortumdan kalbe heparin:%0,9NaCl (1:250) karisimi pompalandi.
Sonrasinda kaniilden paraformaldehit (%4) gegirilerek Gtanazi tamamlandi. Doku
izolasyonlar1 yapildi. Beyin paraformaldehitte; testis, vas deferens ve epididimis ise

Bouin ¢ozeltisinde saklandi.

3.3. Doku lizisi ve protein eldesi

Beyin korteksleri, hipokampuslar ve testisler immiinoblot i¢in ultrasonik
homojenizatérde buz iizerinde dokuya uygun soguk lizis tampon c¢ozeltileri ile
homojenize edildi. Homojenatlar 14.000g°de, 4°C’de, 20 dakika siireyle berrak ekstre
elde edilinceye kadar santrifiijlencrek elde edilen ekstrelerdeki total protein

konsantrasyonu Lowry protein tayini yontemiyle hesaplandi.
3.4. Ekstrelerden Western Blot yontemiyle protein eldesi
Her bir 6rnegin total protein miktarlar esit olacak sekilde yiikleme yapildi.

Sigan over ekstresi pozitif kontrol olarak kullanildi. Her bir ekstreye 4X o6rnek

tamponu ilave edilerek 100°C’de 5 dakika kaynatildi, proteinler sodyum dodesil
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stilfat-poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE) tabi tutuldu. Siiriikleme
tamponu varliginda 100V ve 250mA akimin etkisiyle jel {izerindeki proteinler
molekiil agirliklarina gore siralandi. Polivinilidenfluorid (PVDF) membran jel
boyutlarinda kesildi, metanolde 5 dakika bekletildi, soguk transfer tamponuyla 5
dakika yikandi. Siinger ve Wattmann kagitlar1 arasina yerlestirilen PVDF membran
ve jel 1 saat siireyle 300V ve 250mA akima maruz birakildi. Boylece jeldeki
proteinler transfer tamponu yardimiyla PVDF membrana 1slak elektroforez

yontemiyle transfer oldu. Isinmaya karsi transfer tanki buz kaliplariyla desteklendi.

3.5. Proteinlerin goriiniir hale getirilmesi

Membranlar asagidaki tabloda belirtilen blok, primer antikor ve sekonder
antikor ¢ozeltilerine maruz birakildilar. Her ¢ozelti degisiminden dnce membranlar
%0.1°1ik Tween-20 igeren tris-tamponlu tuz soliisyonu (TBS) ile yikandi. Bloklama

ve antikor maruziyetleri orbital calkalayict ilizerinde ve oda

Tablo 3.3°de

sicakliginda

gerceklestirildi. Kullanilan c¢ozeltiler belirtildigi gibi degisik
konsantrasyonlarda siit tozu veya sigir serum albiimini (BSA) igermektedir. PVDF
membran, gii¢lendirilmis kimyasal 1s1ma reaktifleri (enhanced chemiluminiscent) ile
muamele edildikten sonra fotograf filmi tlizerinde olusan immiinoreaktif bantlar; tab
edici ¢ozeltilerle goriiniir hale getirilip bilgisayarda Scion Image 4.0.3.2. (Scion

Corp.) programiyla kantite edildi. Veriler optik dansite olarak sunuldu.

Tablo 3.3. llgili proteinler igin kullanilan antikorlar, blok ve antikor ¢ozeltileri.

Protein Blok ¢ozeltisi | 1° antikor ve cozeltisi 2° antikor ve cozeltisi
%35 siit tozu %5 BSA + TBS-T %S5 siit tozu + %1 BSA + TBS-T
+ + +
Aromataz TBS-T Aromataz (1:5000) HRP-GAM (1:5000)
%35 siit tozu %5 siit tozu + TBS-T %5 siit tozu + TBS-T
. + + +
B-Aktin TBS-T B-Aktin (1:5000) HRP-GAM (1:5000)
%5 siit tozu TBS-T %5 siit tozu + TBS-T
Kaspaz-3 + + +
TBS-T Kaspaz-3 (1:500) HRP-GAR (1:5000)
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3.6. 27 mg/kg dozda LTC uygulamasinin korteks ve hipokampusta kaspaz-3

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi

Sican beyin korteks ekstrelerinde Western Blot ile kaspaz-3 ekspresyonuna
bakild.

3.7. 27 mg/kg dozda LTC uygulamasimin vas deferensin in vitro kasilma

yanitlarina etkisinin incelenmesi

Otanaziden sonra cikarilan vas deferens kasi etrafindaki bag dokusu
temizlenerek izole edildi. Dokunun bir ucu organ askis1 yardimiyla 32°C’de, %95 O,
- %5 CO; karigimi ile gazlandirilan Tyrode soliisyonu i¢eren organ banyosuna alindi.
Kasin serbest kalan ucu izometrik kuvvet transdiiserine baglandi ve bazal gerim
uygulandi. Doku deney protokoliinden 6nce 1 saat boyunca 10’ar dakika arayla
yikanarak dinlendirildi. Dinlenme periyodunun ardindan doku 20’ser dakika arayla
es bliytlikliikte kasilma yanit1 elde edilene kadar 2-3 kez 60 mM KCl ile kastirildi.
Doku 10 dakika araliklarla Tyrode soliisyonu ile yikandi ve 30 dakika dinlenmeye
birakildi. Fenilefrin ve karbakol gibi kasici ajanlara karst dokunun verdigi cevap
gozlendi ve bu yanitlar kontrol hayvanlarmin kasilma yanitlart ile istatistiksel
karsilagtirmaya tabi tutuldu. Deney sirasinda gerimdeki degisiklikler izometrik
kuvvet transdiiseri ile MP35 Transducer Data Acqusition System (Biopac, ABD)
araciligiyla bilgisayara kaydedildi.

3.8. Artan dozda LTC uygulamasimin korteks ve hipokampus aromatazina

etkisinin immiinhistokimyasal yontemle incelenmesi

Immiinhistokimya deneyleri igin kardiyak perfiizyon dtanazisi uygulanan 27,
54 ve 108 mg/kg/gin dozda LTC verilmis hayvanlardan izole edilen beyinler
+4°C'de Once 24 saat siireyle paraformaldehitte (%4), sonra 24 saatte bir
degistirilerek sirayla %10, %20 ve %30’luk siikroz ¢6zeltilerinde bekletilerek kriyo-
koruma yapildi. Siikroz soliisyonlar1 degistirilmeden Once tiim beynin kap dibine

batmis oldugundan emin olundu. Beyinler -20°C'lik kriyostatta, 20pum’lik koronal
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dilimler halinde kesilerek, kesilen her dilim poli-L-lizin ile kapli lamlara alindi. Tiim
hipokampusu igerecek sekilde koronal dilimlenen beyin 6rnekleri immiinhistokimya
metodunun uygulanacagi zamana kadar -20°C'de saklandi. Sekil 3.2'de goriilen dilim
gibi hipokampuslardan her sigan igin iki adet beyin dilimi Paxinos-Watson’in beyin
atlasina (82) gore segildi.

Segilen beyin dilimleri kalemle isaretlendikten sonra 2 kez 5 dakika fosfat
tamponlu tuz soliisyonu (PBS) ile yikandi. Yikama sonrasinda oda sicakliginda
bloklama soliisyonunda (%0.1PBS-Tween 20 igerisinde %1 BSA, %10 normal keci
serumu, 0.3M glisin) 1 saat bekletildi. Bloklama asamasindan sonra tiim kesitler
bloklama soliisyonu icerisinde 1:250 konsantrasyonda aromataz antikoru ile 4°C'de
gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi giin 3 kez 5 dakika PBS ile yikandiktan
sonra Cy-3-GAM antikoru ile 1:200 konsantrasyonda, 90 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. 3 kez 5 dakika 12.5 mg/ml sodyum azid iceren gliserol:PBS (1:1)
karisimi ile yikanan kesitler Hoescht soliisyonu ile kapatildi. Boylelikle her beyin

dilimine aromataz antijenine kars1 isaretleme yapilmis oldu (Sekil 3.3).

Inter;

Sekil 3.2. Immiinhistokimya metodu uygulanan beyin dilimlerinin genel goriintiisii.

Paxinos-Watson’in beyin atlasi (82)'ndan alinmstir.
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Sekil 3.3. Atlastaki referans figiire uygun olarak secilmis sigan beyin diliminin

Hoescht soliisyonu ile boyanmasi sonucu 1X objektifteki goriintiisii.

Degerlendirme yapilirken korteks ile hipokampusun CAl, CA2, CA3 ve
dentat girus (DG) bolgelerinin smirlar1 sigan beyin atlasindaki koordinatlara gore
belirlendi (Sekil 3.4). Her beyin diliminin hem sag hem de sol tarafindaki bolgeler
her seferinde bir mikroskop alanin1 kaplayacak sekilde beyin degerlendirildi.
Floresan mikroskopta (Nikon Eclipse E600) incelenen goriintiiler Nikon Advanced
Research 3.2 programu kullanilarak analiz edildi. Ozetle her hayvandan 2 kesit, her
kesitten 1 korteks, 4 6zellesmis hipokampus alani, her alandan bir bolge, hem sag

hem de sol hemisferden secilerek aromataz antijeni i¢in pozitiflik gozlendi.

=
e
—

MoDG

Sekil 3.4. Sigan beyin atlasina gore CA1, CA2, CA3 ve DG bolgelerinin yerlesimi.

Paxinos-Watson beyin atlasi (82)'ndan alinmstir.
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Immiinhistokimya uygulamasi yapilmis sigan beyin dilimlerinde hipokampus
4X biiylitmede belirlenirken atlasta belirtilen referans noktalarina gore 6zellesmis
alanlar belirlendi (Sekil 3.5). Degerlendirme immiinhistokimyasal boyanma
yogunluguna gore yari-nicel olarak asagidaki puanlama sistemine gore yapildi.

0 — Boyanma go6zlenmedi

1+ ¢ok zayif (diislik yogunlukta sitoplazmik boyanma)

2+ sitoplazmik zay1f (kolaylikla gozlenen sitoplazmik boyanma)

3+ sitoplazmik giiclii (¢ok yliksek yogunlukta sitoplazmik boyanma)

4+ sitoplazmik cok giiclii (sitoplazmik periniikleer boyanma ve difiiz aksonal

ve dendritik immiinisaretleme)

Sekil 3.5. Immiinhistokimya uygulamasi yapilmis sigan beyin dilimlerinde

hipokampusun 4X biiyiitmedeki goriintiisii.

3.9. Artan dozda LTC uygulamasinin gonadal doku histolojilerine etkisinin

incelenmesi

48 saat Bouin ¢ozeltisinde fikse olan testis, vas deferens ve epididimlere bir
gecelik doku takip islemi uygulandi. Bloklama isleminden sonra mikrotomda 4-5 um
kalinliginda kesitler alindi. Hemotoksilen-Eozin boyamasinin ardindan kesitler
sentetik recine ile kapatilip mikroskopik incelemeye hazir hale getirildi.

Gonadal dokular 6ncelikle makroskopik olarak degerlendirildi ve dokunun
mikroskopik incelemesini daha kolay, daha dogru yapabilmek adina doku
kesitlerinin oldugu slaytlarin iizerine numaralandirma ve isaretlemeler yapildi.

Boylece temsili bolgeleri atlamadan homojen bir degerlendirme yapilmasi
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amaglandi. 8 hafta siireyle artan dozlarda (27, 54, 108 mg/kg) LTC verilen sicanlarda
vas deferensin ve epididimin korpus c¢ap1 kaydedildi. Testis dokularinda ise dncelikle
tiibiillerin fonksiyonel veya atrofik olup olmadigi karar1 verildi ve testisler asagida
belirtilen kriterler agisindan incelendi ve dl¢iimleri yapildi:

e Fonksiyonel ve atrofik tiibiil sayisi

e Dejenere germ hiicreli tiibiil sayisi

e Obstriiktif tiibiil sayisi

e Fonksiyonel ve atrofik tiibiil ¢cap1

e Fonksiyonel ve atrofik tiibiiliin kalinlig1

e Interstisyel aralik

3.10. Kullanilan kimyasallar

B-aktin antikoru, HRP-GAM (Horseradish peroxidase-goat anti mouse)
antikoru, HRP-GAR (Horseradish peroxidase-goat anti rabbit) antikoru, PVDF
membran, giiclendirilmis kimyasal 1sima reaktifi (enhanced chemiluminescent)
(Santa Cruz, ABD), Kaspaz-3 antikoru (Cell Signaling Technology, ABD), Hoescht
boyasi (Molecular Probes, ABD), fotograf filmi, tab edici ¢ozeltiler (developer-fixer)
(Kodak, Tiirkiye), Lowry protein tayini reaktifi A ve B, MiniProtean TGX Precast
hazir jel, Laemmli 4X &rnek tamponu, B-merkaptoetanol (BioRad, Tiirkiye), sigir
serum albiimini (BSA), etilendiamintetraasetik asit, magnezyum kloriir, tris
hidrokloriir, tris baz, kainik asit, sodyumdodesilsiilfat, tetrametilendiamin,
ditiyotreitol, sodyum klortir, gliserol, fenilmetansiilfonilfluorid, akrilamid-
bisakrilamid, karbakol, fenilefrin (Sigma, ABD), glisin (Applichem, ABD), proteaz
inhibitdr kokteyl tablet (Roche, Isvigre), Aromataz antikoru (Acris, ABD), Tween-
20, sentetik regine Entellan (Merck, Almanya), yagsiz graniil siit tozu (Pinar,
Tiirkiye), lidokain (Sanovel, Tirkiye), diazepam (Deva, Tiirkiye), ketamin, ksilazin
(Pfizer, Almanya), soguk dis akriligi (Imicryl, Tirkiye), Cy-3-GAM antikoru,
(Jackson Immunoresearch, ingiltere), levetirasetam (Abdi Ibrahim ilag, Tiirkiye),

metanol, Bouin ¢ozeltisi, formalin, laktatli Ringer ¢ozeltisi.



3.11. Kullanilan cozeltiler

Korteks Lizis Tamponu (3ml/g)

Tris hidrokloriir (pH: 7.5) 50 mM
Etilendiamintetraasetik asit 1 mM
Magnezyum kloriir 5 mM
Ditiyotreitol 5mM
Fenilmetansiilfonilfluorid 1 mM
Proteaz inhibitor kokteyl tablet (PBS iginde) 400 ul/10 ml
Hipokampus Lizis Tamponu (0.3ml/g)

Tris hidrokloriir (pH: 7.5) 20 mM
Etilendiamintetraasetik asit 1 mM
Magnezyum klortir 5mM
Ditiyotreitol 5mM
Fenilmetansiilfonilfluorid 1 mM
Proteaz inhibitor kokteyl tablet (PBS iginde) 400 ul/10 ml
Testis Lizis Tamponu (0.3ml/g)

Tris hidroklortiir (pH: 7.5) 50 mM
Etilendiamintetraasetik asit 20 mM
Triton X-100 %1
Ditiyotreitol 5mM
Fenilmetansiilfonilfluorid 2mM
Proteaz inhibitor kokteyl tablet (PBS iginde) 400ul/10 ml
TBS-T

Tris hidrokloriir (pH: 7.6) 0.01M
Sodyum kloriir 0.05M
Tween-20 %0.01
Distile su 1L
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Siirtikleme Tamponu*

Tris baz (pH: 8.3) 248 mM
Glisin 1.92 M
Sodyumdodesilsiilfat 34.6 mM
Distile su 1L

* Deney giinii 100 ml siiriikleme tamponu 900 ml distile suyla seyreltilir.

Transfer Tamponu®

Tris baz 48 mM
Glisin 386 mM
Sodyumdodesilsiilfat 3.5mM
Distile su 1L

# Deney gilinii 200 ml transfer tamponu; 200 ml metanol ve 600 ml distile suyla

seyreltilir.

Tyrode Cozeltisi

Sodyum kloriir 138 mM
Potasyum kloriir 5.7mM
Sodyum bikarbonat 15 mM
Sodyum dihidrojen fosfat 0.36 MM
Glukoz 5.5 mM
Kalsiyum kloriir 1.8 mM

Bouin Cozeltisi

Doymus pikrik asit ¢ozeltisi 75 ml
Formaldehit 25 ml

Glasiyel asetik asit 5ml
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3.12. Kullanilan cihazlar

Blok 1sitic1 (Labnet, ABD), calkalayicili su banyosu (Niive, Tiirkiye), ELISA
cihaz1 (Biotek ve Tecan Sunrise, ABD), giic kaynag1 (BioRad, Tirkiye), mikroskop
(Olympus BX51, ABD), floresan mikroskop (Nikon Eclipse E600), orbital
calkalayict (FinePCR, ABD), organ banyosu (Biopac, ABD), sogutmali santrifiij
cihaz1 (Kubota, Japonya), ultrasonik homojenizatér (Omni Inc., ABD), kriyostat
(Leica, Almanya).

3.13. Verilerin istatistiksel analizi

Tim deney sonuglari analizleri yapildiktan sonra Prism5 (GraphPad Prism
Software Inc., ABD) programiyla istatistiksel agidan anlamliligi incelendi. Sonuglar
ortalama + standart hata (S.H.) olarak sunuldu. P <0,05 ise ortalamalar arasi fark
anlamli kabul edildi ve kullanilan denek sayis1 “n” ile gosterildi.

EKoG spayklar1 Biopac Student Lab Analysis 3.7.7 (ABD) programiyla
kaydedildi. Korteksin bazal elektriksel aktivitesine gore amplitiidii en az 2 kat
arttiran dalga spayk kabul edildi ve gbozlemsel olarak spayklar sayildi. Tek yonli
ANOVA ve “Newman-Keuls Multiple Comparison” testi kullanilarak istatistiksel
incelemeler yapildi (n=3-6).

Aromataz (n=6) ve Kaspaz-3 (n=3) bantlar1 Scnlmage programiyla analiz
edildikten sonra iki yonlii ANOVA testi ve “Bonferroni's Multiple Comparison” testi
kullanilarak istatistiksel incelemeler yapildi.

Vas deferensin kasilma yanitlar1 Biopac AcqKnowledge (ABD) programiyla
analiz edildikten sonra t-test ve “Mann Whitney U” testi kullanilarak istatistiksel
incelemeler yapildi (n=6).

Patolojik 6lgtimler Spot Advanced programi ile yapildi ve tek yonlii ANOVA
ve “Kruskal-Wallis ” testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi (n=3).

Immiinhistokimya gériintiilerinde aromataz immiinopozitiflik degerleri Nikon
Advanced Research 3.2 programi ile yari-nicel olarak analiz edildikten sonra
“Kruskal-Wallis " testi ve ikili gup karsilastirmalari i¢in “Mann Whitney U’ testi

kullanilarak istatistiksel incelemeler yapildi (n=3).
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4. BULGULAR

4.1. Sican EKoG kayitlarinin degerlendirilmesi

KA verilen gruplardaki siganlarin EKoG kayitlari incelendiginde kontrole
gore dakikadaki ortalama spayk sayisi (Sekil 4.1) ve ortalama spayk amplitiidlerinde
tim zaman dilimlerinde artis oldugu gortldi (Sekil 4.2). Bu durum modelin
basartyla olusturuldugunu gosterir. Hem KA grubundaki hem de KA+LTC
grubundaki siganlarin ilk giine gore kiyaslandiginda 24 saat, l1hafta, 4hafta ve 8 hafta
sonunda aliman EKoG kaydinda dakikadaki ortalama spayk sayisinda anlamli azalma
gozlendi. Ayrica; KA verilerek hipereksitasyon olusturulan gruba 27 mg/kg/giin
dozda LTC verilen siganlarin dakikadaki ortalama spayk sayisinda LTC almayan KA
grubundaki siganlara gore 24 saat, 1 hafta ve 4 haftalik 6l¢iimlerde anlamli azalma
oldu (Sekil 4.1, n=6, P<0.05).

40

ilk giin
B 24 saat
= 301 O 1 hafta
2 B3 4 hafta
% 20+ B S hafta
o
wn
10+
u-_.ﬂﬁé

Kontrol

Sekil 4.1. 27 mg/kg LTC uygulamasinin sigan beyin korteksinden kaydedilen
dakikadaki ortalama spayk sayisina olan etkisinin zamana gore gosterimi.
(*:KA ilk giline gore anlamli P<0.05, #: KA+LTC ilk giine gére anlaml1 P<0.05,
¢:Eslenik KA grubuna gére anlamli P<0.05)

KA grubundaki ve KA+LTC grubundaki sicanlarin ilk gline gore
kiyaslandiginda 24 saat, 1 hafta, 4 hafta ve 8 hafta sonunda alinan EKoG kaydinda
ortalama spayk amplitiidlerinde anlamli azalma gézlendi (Sekil 4.2, n=6, P<0.05).
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< ilk giin
E E= 24 saat
S 4- M 1 hafta
% 4 hafta
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Kontrol KA KA+LTC

Sekil 4.2. 27 mg/kg LTC uygulamasinin si¢an beyin korteksinden kaydedilen
ortalama spayk amplitiidiine olan etkisinin zamana gore gosterimi.

(*:KA ilk giine gore anlamli P<0.05, #: KA+LTC ilk giine gore anlamli P<0.05)

KA (Sekil 4.3-4.8) ve KA+LTC (Sekil 4.9-4.14) grubundaki siganlardan
aliman EKoG kayitlarinin 6rnek traseleri asagida gosterildi. Bazal elektriksel aktivite
Sekil 4.3 ve 4.9'da goriildiigii gibi stabildi. Ilk KA enjeksiyonundan yaklasik 30
dakika sonra Sekil 4.4 ve 4.10'daki gibi zamanla frekansi1 azalan ancak amplitiidii
gittikge artan spayklar goriildi. Bu spayk paketlerinin yaklasik 90 dakikalik 6lgiimde
saatte 12.6 + 1.9 kez tekrarladig1 gozlendi. KA verilmesini takip eden giinde tekrar
EKoG kayd1 alindiginda spayklarin amplitiid ve frekanslarinin ilk giine gére azalarak

devam ettigi gozlendi. Elektriksel aktivite deneyin 1.hafta, 4.hafta ve 8.haftalarinda
da kaydedildi.
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Sekil 4.3. Sigan beyin korteksinin bazal elektriksel aktivitesi.
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Sekil 4.4. KA verildikten 30 dakika sonra beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.
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Sekil 4.5. KA verildikten 24 saat sonra sigan beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.
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Amplitiid (mV)

my

‘ 56.00 64.00 Zaman (sn) 72.00 £0.00 ‘

Sekil 4.6. KA verildikten 1 hafta sonra si¢an beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.

AL s LR L LG LAV AN, B e B R Bl LA RGN LA, A Al ol 00 A L

THINT NN It ‘n']'\]

CH2 Tnput

Amplitiid (mV)

-8.00

my

368.00 376.00 384.00 392.00
‘ f— Zaman (sn) ‘

Sekil 4.7. KA verildikten 4 hafta sonra si¢an beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.

“"“Jv""‘w‘ fv‘*‘!f‘vlr"'vnv‘m“-‘"Jw ‘]v J'/‘HJ‘JJ'!,'J WJ\} WJWL“\LJLJVWMWWWMMJW o0

Amplitiid (mV)

my

‘ 680.00 688.00 Zaman (Sn) 696.00 704.00

Sekil 4.8. KA verildikten 8 hafta sonra si¢an beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.
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584.00 592.00 Zaman (sn) 600.00 608.00 e
Sekil 4.9. Sigan beyin korteksinin bazal elektriksel aktivitesi.
1] A e

I L | A s
E .
ALl Al g MD’EE

Ldty S

£

<

2592.00 Zsztéﬂnnﬂdl; Zaman (SI'I) 2608.00 2616.00
Sekil 4.10. KA verildikten 30 dakika sonra sigan beyin korteksinin elektriksel
aktivitesi.

s

E
: .

]

E

<

‘ 56.00 64.00 Zaman (sn) 72.00 80.00
seconds

Sekil 4.11. 24 saat siireyle 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasi sonucu TLE modeli
olusturulan sigan beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.
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i ‘IAmlMu oo b, oW}

Ty T

0.00

Amplitiid (mV)

my

448.00 456.00

‘ 432.00

ssssss

Sekil 4.12. 1 hafta siireyle 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasi sonucu TLE modeli
olusturulan si¢can beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.

ML l,k PYW. "

LA 1

A vh“”.". )

Amplitiid (mV)

my

640.00 656.00

632.00 648.00
‘ ceconge Z@man (sn)

Sekil 4.13. 4 hafta siireyle 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamas: sonucu TLE modeli
olusturulan si¢an beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.

—
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£
=
°
I YT gy e g ..-Un N L A el .V. o 0.00 3 =
gl N Lada i Ll L At 00 S E
o
£
<
.00
-8.00
‘ 136.00 144.00 Zaman (sn) 152.00 160.00

Sekil 4.14. 8 hafta siireyle 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasi sonucu TLE modeli
olusturulan sigan beyin korteksinin elektriksel aktivitesi.
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KA ve KA+LTC gruplarinin o6rnek traseleri karsilastirmali olarak Sekil
4.15'de gosterildi. Ozellikle KA+LTC grubundaki sicanlarin 4. ve 8. hafta EKoG
kayitlarinda LTC almayan gruptaki siganlara gore farklilik goriildii.

KA B KA+LTC

]
| { ‘ Lk}
Me A i\ el o o il ety
| | II ™

W
J

N \ ,:. ‘

I hafta 1, P
) 4
|

B e e e e e A e S

8 hafta Bbwtdmed ALl il il i -

+

Sekil 4.15. 1, 4, 8 hafta stireyle 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulanan ve
uygulanmayan TLE modeli olusturulmus siganlarin beyin korteksi elektriksel

aktivitelerinin karsilastirmali gosterimi.

4.2. 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasmin sican beyin korteksindeki

aromataz ekspresyonunda yaptigi degisikliklerin degerlendirilmesi

1 ve 8 haftalk KA, LTC ve KA+LTC gruplar1 kontrol gruplariyla
karsilagtirildiginda beyin korteksi total ekstrelerindeki aromataz enzim seviyelerinde
degisiklik goriilmedi.

4 haftalik KA grubunda ise beyin korteksinde aromataz ekspresyonu kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artti. KA+LTC grubunda ise kontrole gére

artis gozlenirken, LTC uygulamas1 bu grupta KA grubuna gore degisiklige neden
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olmadi. Yalnizca LTC verilen grupta ise aromataz ekspresyonunda degisiklik
gozlenmedi. (Sekil 4.16, n=6, P<0.05).

SRS S RN S A romataz (55kDa)
I R N B A ktin (43kDa)

Korteks 3 Kontrol
2.0+ B3 KA
* m LTC
o 15 — R B KA-LTC
G —
= —
T 1.0 —
= — —
I3 = —]
© 0.5 = =
0.0 E =
1hafta 4hafta Bhafta

Sekil 4.16. Sigan beyin korteksinde aromataz ekspresyonunun zamana gore
gosterimi.

(*: 4 hafta kontrole gore anlamli, P<0.05)

4.3. 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasimin sican beyin hipokampusundaki

aromataz ekspresyonunda yaptig1 degisikliklerin degerlendirilmesi

1 haftablk LTC grubunda kontrol grubuna gore hipokampus total
ekstrelerindeki aromataz ekspresyonunda anlamli bir azalma gozlendi. Bununla
beraber 4 haftalik KA grubunda kontrole gére aromataz ekspresyonu istatistiksel
olarak anlamli sekilde artti ve KA+LTC gruplarinda da bu artis devam etti. 4 hafta
stireyle sadece LTC verilen grupta ise degisiklik gozlenmedi. 8 haftalik gruplarda da
ayni 4 haftalik grupta oldugu gibi kontrole gére KA ve KA+LTC gruplarinda
aromataz ekspresyonunda artis goriildii (Sekil 4.17, n=6, P<0.05).
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S BT SEBEE 2o (55D
e i S 5 -l (131D

Hipokampus
2.07 3 Kontrol
4 # i = KA
o 1.57 = = & m LiC
@ = = D KA+LTC
= —
- 1.04 LT HH — —
= — T — —]
- — (11 — —]
5 = l== — —
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— 1] — —
— 11 — —
— (11 — —]
E 1] —] —
0.0 — —
1hafta dhafta Bhafta

Sekil 4.17. Sican hipokampusunda aromataz ekspresyonunun zamana gore gosterimi.

(*:1 hafta kontrole, #:4 hafta kontrole, &:8 hafta kontrole gére anlamli, P<0.05)

4.4. 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasinin sican beyin Korteksi ve

hipokampusundaki kaspaz-3 ekspresyonuna etkisinin degerlendirilmesi

Sigan beyin korteksi ekstrelerinde hiicrelerin apopitotik 6liime gittiginin bir
gostergesi olan kaspaz-3 seviyelerine Western blot yontemi kullanilarak bakildi.
Western blot sonuglarinda kaspaz-3’iin molekiil agirligina karsilik gelen ancak tiim
optimizasyon denemelerine ragmen analiz edilemeyen 17 kDa’da silik bantlara
rastlandi. Bunun yaninda 50-60 kDa aralifinda goézlenen ve kaspaz prekiirsorii
oldugu disiiniilen bantlara gore 4 haftalik KA grubunda kaspaz-3 seviyesinin
kontrole gore anlamli olarak arttigi gézlendi. KA grubuna 4 hafta LTC uygulamasi
kaspaz-3 seviyesini degistirmedi (Sekil 4.18, n=3, P<0.05). Bu sonuglar aromataz

ekspresyonu sonuglari ile uyumlu ¢ikt.
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BN BN R

B D N - A tin (43kDa)

Korteks
2.57 3 Kontrol
*
2 0- T = KA
2 — * O LTC
2 1.5 = @D KA+LTC
g =
x — —
= = — —13
o — — =
1hafta 4hafta 8hafta

Sekil 4.18. Sigan beyin korteksinde kaspaz-3 ekspresyonunun zamana goére
gosterimi.
(*:4 hafta kontrole gore anlamli P<0.05)

4.5. 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasinin si¢an testisindeki aromataz

ekspresyonunda yaptig1 degisikliklerin degerlendirilmesi

Yalnizca 8 haftalik LTC grubunda kontrol grubuna gore testis ekstrelerindeki
aromataz enzim seviyelerinde anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 4.19, n=6, P<0.05).
Diger hig bir grupta kontrol gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
degisiklik gozlenmedi.

HEEE R BN aon: (55kDa)
S i (431Da)

Testis
1.5+
[ Kontrol
& E m
% 1.01 T = @D LTC
E = 3 KA+LTC
— —
o 0.5 =
o =
1hafta 4hafta 8hafta

Sekil 4.19. Sigan testisinde aromataz ekspresyonunun zamana gore gosterimi.
(*: 8 hafta kontrole gore anlamli, P<0.05)
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4.6. 27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasinin si¢can izole vas deferens kasilmasi

iizerine etkisinin degerlendirilmesi

1, 4 ve 8 hafta siireyle 27 mg/kg/giin dozda LTC verilen siganlardan izole
edilen vas deferenslerin kiimiilatif karbakole verdikleri cevaplar degerlendirildi. 4
haftalik grupta vas deferens kasinin karbakolle kasilmasinda kontrole gore bir azalma

oldu ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. 1 ve 8 haftalik grupta

kontrole gore degisiklik gézlenmedi (Sekil 4.20, 4.21, 4.22, n=6).

-o- Kont.1 hafta
-®- LTC 1 hafta

O L] L] L]
9 8 -7 6 5 -4 -3

log[Karbakol M]

Sekil 4.20. 1 hafta siireyle 27 mg/kg dozda LTC verilen sicandan izole edilen vas

deferens kasmin kiimiilatif karbakole verdigi cevap.

-e- Kont.4 hafta
-B- LTC 4 hafta

9 -8 -7 -6 5 -4 -3
log[Karbakol M]

Sekil 4.21. 4 hafta siireyle 27 mg/kg dozda LTC verilen sicandan izole edilen vas

deferens kasinin kiimiilatif karbakole verdigi cevap.
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40
-o- Kont.8 hafta
-®- LTC 8 hafta
304
©
E
& 204
4
X
104
0 ]
-9 -8 -7 -6 5 -4 -3

log[Karbakol M]

Sekil 4.22. 8 hafta siireyle 27 mg/kg dozda LTC verilen sigandan izole edilen vas

deferens kasinin kiimiilatif karbakole verdigi cevap.

1, 4 ve 8 hafta siireyle 27 mg/kg dozda LTC verilen sigcanlardan izole edilen
vas deferenslerin kiimiilatif fenilefrine verdikleri cevaplar degerlendirildi. 4 haftalik
grupta vas deferens kasinin fenilefrinle kasilmasinda kontrole gore bir azalma oldu
ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. 1 ve 8 haftalik grupta

kontrole gore degisiklik gézlenmedi (Sekil 4.23, 4.24, 4.25, n=6).

10014
-~ Kont.1 hafta

80+ -®- LTC 1 hafta

60+

404

% Kasilma

20+

log[Fenilefrin M]

Sekil 4.23. 1 hafta siireyle 27 mg/kg dozda LTC verilen sigandan izole edilen vas

deferens kasinin kiimiilatif fenilefrine verdigi cevap.
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1001
-~ Kont.4 hafta

80+ -®- LTC 4 hafta

60+

% Kasilma

log[Fenilefrin M]

Sekil 4.24. 4 hafta siireyle 27 mg/kg dozda LTC verilen sigandan izole edilen vas

deferens kasinin kiimiilatif fenilefrine verdigi cevap.

10014
-o- Kont.8 hafta

804 -®- LTC 8 hafta

60+

% Kasilma

404

20+

log[Fenilefrin M]

Sekil 4.25. 8 hafta siireyle 27 mg/kg dozda LTC verilen sicandan izole edilen vas

deferens kasinin kiimiilatif fenilefrine verdigi cevap.

LTC'nin 27 mg/kg/giin dozunda beyin korteksi, hipokampusu ve testis
tizerinde koruyucu oldugu diisiiniilen aromataz enzim ekspresyonundaki degisiklikler

vas deferensin kasilma yanitlari arastirildiktan sonra; LTC'min 54 ve 108 mg/kg/giin

dozunda uygulanmasinin yaptig1 degisiklikler incelendi.

4.7. Artan dozda LTC wuygulamasmin sican beyin korteksi ve
hipokampusundaki  aromataz  ekspresyonunda yaptigi  degisikliklerin

degerlendirilmesi

Deney hayvanlarina 8 hafta siireyle (uzun donem) artan dozlarda (27, 54, 108
mg/kg/giin) LTC wuygulamasi yapildi ve Kkorteks ekstrelerinde Western blot
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yontemiyle aromataz ekspresyonu Ol¢iildii. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda

hig bir grupta istatistiksel olarak anlamli degisiklik gézlenmedi (Sekil 4.26, n=3).

I v (3 o)

Korteks

1.5
T _ 3 Kontrol

o T == 27 mglkg LTC
= 1.0 O 54 mg'kg LTC
= EES 108 mglkg LTC
-
-
E 0.5
o

0.0 T T 1

Kontrol 27 M 108

Sekil 4.26. Artan dozlarda (27, 54, 108 mg/kg) LTC verildiginde sigan beyin

korteksinde 8 hafta sonra 6l¢iilen aromataz ekspresyonunun gosterimi.

Deney hayvanlarina 8 hafta siireyle (uzun donem) artan dozlarda (27, 54, 108
mg/kg/glin) LTC uygulamasi yapildi ve Western blot yontemiyle hipokampus
ekstrelerinde aromataz ekspresyonu olgiildii. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda

hi¢ bir grupta istatistiksel olarak anlamli degisiklik gézlenmedi (Sekil 4.27, n=3).

A 0otz (55 kD2)
N i (43 kD2)

Hipokampus
154
3 Kontrol
B3 27 mg/kg LTC
% 104 = M 54 mglkg LTC
'E E=8 108 mg/kg LTC
-
E 0.5
o
0.0 T T
Kontrol 7 b4

Sekil 4.27. Artan dozlarda (27, 54, 108 mg/kg) LTC verildiginde sican

hipokampusunda 8 hafta sonra 6l¢iilen aromataz ekspresyonunun gosterimi.
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4.8. Artan dozda LTC uygulamasi sonrasi sican beyin Kkorteksi ve

hipokampusunun immiinhistokimya sonuc¢larimin degerlendirilmesi

8 hafta siireyle artan dozlarda (27, 54, 108 mg/kg) LTC verilen siganlardan
metod boliimiinde anlatildigr lizere beyin dilimleri alindi. Aromataz enzimi beyin
korteksi ve hipokampusun CA1, CA2, CA3 ve DG bolgelerinde immiinhistokimyasal
yontemle de gosterildi. Boyama sonunda aromataz kirmizi, ¢ekirdek mavi olarak
isaretlendi (Sekil 4.28-4.31, boyut ¢izgisi 100um’yi gdsterir). Ornek resimler asagida
gosterildigi gibidir.

KONTROL
Korteks CA1

CA2 CA3 DG

Sekil 4.28. Kontrol grubundaki sicanin korteks ve hipokampus bdlgelerinden alinan

Aromataz

Hoescht

aromataz isaretlemesi yapilmis goriintiiler (400X biilyiitmede).

27mg/kg LTC
Korteks CA1 CA2 CA3 DG

Sekil 4.29. 8 hafta siireyle 27 mg/kg LTC verilen siganlarin korteks ve hipokampus

Aromataz

Hoescht

bolgelerinden alinan aromataz isaretlemesi yapilmis goriintiiler (400X biiyiitmede).
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54mg/kg LTC
Korteks CA2

Aromataz

Hoescht

- 5 ’ ‘ . ‘ --
¥
o . %

Sekil 4.30. 8 hafta siireyle 54 mg/kg LTC verilen si¢anlarin korteks ve hipokampus

bolgelerinden alinan aromataz isaretlemesi yapilmig goriintiiler (400X biiyiitmede).

108mg/kg LTC
Korteks CA2

Sekil 4.31. 8 hafta siireyle 108 mg/kg LTC verilen si¢anlarin korteks ve hipokampus

Aromataz

Hoescht

bolgelerinden alinan aromataz isaretlemesi yapilmis goriintiiler (400X biiyiitmede).

Fotograflarda (Sekil 4.28-4.31) goriildiigl iizere sadece sitoplazmik bolgeler
kirmizi boyandigindan aromataz ekspresyonu sitoplazmiktir ve c¢ekirdeklerde
ekspresyonun az oldugu goriilmektedir. Aromatazin elde edilen immiinhistokimyasal
pozitiflik degerlerinin grafigine (ortalamatstandart sapma) bakildiginda (Sekil 4.32,
n=3) hipokampusun dentat girusunda yogun olarak eksprese oldugu hipokampusun
diger bolgelerinde ve kortekste ise az miktarda olmakla beraber; LTC'nin herhangi
bir dozunda immiinhistokimyasal pozitiflik agisindan ise kontrole goére anlamli

degisiklik gozlenmedi.
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25

2 T
T = Kentrol
27 mglkg LTC
54 mglkg LTC
15

: 1]
| “1

0
Korteks CA1 CA3 DG

%108 mgikg LTC

Sekil 4.32. 8 hafta siireyle artan dozlarda LTC alan siganlarin aromataz i¢in beyin
korteks ve hipokampus bolgelerindeki ortalama immiinhistokimyasal pozitiflik

degerleri

4.9. Artan dozda LTC uygulamasimin sican testisindeki aromataz

ekspresyonunda yaptig1 degisikliklerin degerlendirilmesi

Deney hayvanlarina 8 hafta siireyle (uzun donem) artan dozlarda (27, 54, 108
mg/kg/giin) LTC uygulamasi yapildi ve testis ekstrelerinde Western blot yontemiyle
aromataz ekspresyonu Olciildii. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda 27 ve 54
mg/kg/glin dozda LTC verilen siganlarin testisteki aromataz ekspresyonunun anlamli
olarak azaldigi, 108 mg/kg/giin dozda LTC verilenlerde ise degisiklik olmadigi
gozlendi (Sekil 4.33, n=3, P<0.05).

— - Aromataz (55 kDa)
I - - 2 0
Testis
15— C3 Kontrol
= 27 mgkg LTC
o _ mm 54 mglkg LTC
= 4.0+
E % . - &3 108 mg/kg LTC
-
-
E 05
o
0.0 T T 1
Kontrol 7 54 108

Sekil 4.33. LTC'nin artan dozlarinin (27, 54, 108 mg/kg) 8 hafta sonunda testis
aromataz ekspresyonunda yaptigi degisimin gosterimi.
(*: 8 hafta kontrole gore anlamli P<0.05)
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4.10. Artan dozda LTC uygulamasimin sican gonadal dokularmma olan

etkilerinin histopatolojik agidan degerlendirilmesi

Yapilan patolojik incelemelerde testis tiibiillerinin ¢api, kalinligi, tiibiiller
arasi interstisyel aralig1 ve testisin devami olan epididim ile yine gonadal dokulardan
biri olan vas deferensin ¢ap 6lciim degerleri Tablo 4.1'de verildi. Olgiimiin nasil
yapildig1r ve doku kesitlerinin 6rnek mikroskopik resimleri Sekil 4.34'de gosterildi.
Artan dozda LTC alan si¢anlarin gonadal dokularinda kontrole gore hi¢ bir
parametrede histolojik degisiklik gozlenmedi ve patolojik bulguya rastlanmadi.

Ayrica testiste obstriiktif tiibiil ve dejenere germ hiicreye rastlanmadi (n=5-6).

Tablo 4.1. Artan dozlarda (27, 54, 108 mg/kg) LTC verilen sicanlarin testis
dokularinda yapilan patolojik incelemeler sonucu elde edilen bulgularin gosterimi

(Ortalama+tstandart hata).

27 mg/kg LTC | 54 mg/kg LTC 108 mg/kg LTC
Kontrol (n=6) g/kg 9’k gkg
(n=5) (n=6) (n=6)
Fonksiyonel tiibiil 9.4+1.8 12..4+0.3 13.2+0.4 11.3+1.6
sayisl
Atrofik tiibiil say1st 27414 0.9£0.2 0.7+0.4 3.7+1.9
Fonksiyonel tibil | ., 5 5 268.8+4.0 259.7+6.9 258.9+6.6
capi
Atrofik tiibiil capi 85.4+24.3 126.9+£15.0 52.0+23.8 119.9+27.3
Fonksiyonel tiibiil 50.6=1.6 53.7+1.1 46.3+2.0 49.5+1.8
kalinhg:
Atrofik tiibil 18.645.2 233433 113452 22,1453
kalinhg:
Interstisyel aralik 56.9+2.7 42.2+7.6 45.9+1.8 41.3+2.9
Epididim ¢ap1 1068.0+63.8 931.8+58.1 1108.3£50.7 1048.8+45 4
Vas deferens ¢apt | 551.8+51.6 439.0+48.9 603.8422.8 514.0+76.0
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(A) (B)

(©)

(E) (F)
Sekil 4.34. Testislerin tiibiil ¢ap1 (A), tiibiil kalinlig1 (B), tlibiil interstisyel araligi (C),
atrofik tiibiil 6l¢iimleri (D), epididim ¢ap1 (E) ve vas deferens cap1 (F) dlgtimleri.
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5. TARTISMA

Hayvanlarda olusturulan TLE, sekonder jeneralize tutariklar ve motor
konviilsiyonlar olusturabilen kompleks kismi tutariklarla iligkilidir. Ancak bugiine
kadar yapilan pek ¢ok calismada TLE modellemelerinde yiiksek mortalite
goriilmesinin sebebi hayvanlara uygulanan hipereksitasyona yol agan ndrotoksinlerin
akut olarak yiiksek tek doz uygulamasidir. SE sebebiyle gergeklesen oOliimleri
onlemek amaciyla bazi ¢alismalarda KA'nin siganlara diisiik ve ¢cok dozlu olarak
uygulanmas1 yontemi bu c¢alismada da uygulanmis bdylece mortalite orani
disiirilmustir. KA uygulama protokoliindeki bu modifikasyonun, modeli
olusturmada daha etkili oldugu ve insan TLE’Sine benzedigini gdsteren caligmalar
bulunmaktadir (32).

Bu tez ¢alismasinda Wistar erkek si¢anlara KA uygulamasi ile TLE modeli
olustururken hayvanin EKoG kayitlari ve davraniglari da es zamanh izlendi. KA
uygulamasini takip eden 30 dakika icinde spayklar goriilmeye baslandi ve zaman
gectikge spayk amplitiidii ve frekansindaki artisla beraber SE gozlenir hale geldi. KA
uygulamasini takip eden ilk 24 saatte EKoG kayitlarinda spayklarin anlamli olarak
daha diisiik amplitiidle ve frekansta devam ettigi, tutariklarin ise ilk 3 saate gore daha
seyrek olmakla beraber devam ettigi gozlendi. Hayvandaki gbzlenen bu
hipereksitabilitenin 1, 4 ve 8 hafta sonra da devam ettigi yine korteksten alinan
kayitlarla gosterildi. Bu kayitlardaki spontan desarjlardan da anlasilacagi tizere
siganda deneysel TLE modeli basariyla olusturuldu.

LTC 27 mg/kg/giin dozda uygulandiginda tiim deney zamanlarinda (1, 4, 8
hafta) ilk giinkiine gére TLE olusturulmus sicanlarin EKoG kaydinda goriilen
spayklarin amplitiidiinde ve spayk frekansinda anlamli bir azalma goézlendi. SE
parametrelerinde goriilen bu azalma diisiik doz kronik LTC uygulamasiyla KA'nin
olusturdugu néronal hipereksitabilitenin bloke oldugunu gosterir.

LTC'nin epilepsiye sebep olabilecek hipereksitasyonu doza bagimli bir
sekilde inhibe ettigi, ila¢ kesildikten sonra bile motor tutariklarin ve beyin elektriksel
bosalmalariin daha kisa oldugu yapilan ¢alismlarda gosterilmistir (30). Bu; LTC'nin
tutariklar1 sadece bir antikonviilsif gibi Onlemedigini aym1 zamanda giiglii bir

antiepileptojenik oldugunu da gosterir.
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Yeni bazi arastirmalarda KA enjeksiyonu sonucu beyinde ekspresyonu artan
ve reaktif astrosit kaynakli aromatazin ndronlar1 hasardan koruyucu bir mekanizma
olabilecegini gosteren sonuglar bulunmustur (30). KA, mevcut astrositik aktivitenin
artis1 kadar (reaktif astrositler), ndrogenezi azaltarak da rNSC havuzunun reaktif
astrositler lehine farklilasmasina neden olmaktadir (83).

Bu calismada KA ile hipereksitasyon olusturulan si¢anlarin beyin korteksinde
aromataz ekspresyonu 4 hafta sonra kontrole gore anlamli bir artis gosterdi. Bu
durumda artan aromataz ekspresyonunun rNSC kaynakli olabilecegi spekiile
edilebilir.

TLE modeli olusturulmus si¢anlarin kortekslerinde 4 hafta sonra,
hipokampuslarinda ise 4 ve 8 hafta sonra aromataz ekspresyonunda kontrole gore
anlamli bir artis gozlenmesi literatiirde s6zii gegen KA ile indiiklenen ve hasardan
koruyucu Ostrojen sentezindeki artisi tetikleyen mekanizma savini dogrulamaktadir.
27 mg/kg/giin dozda LTC uygulamasi; 4 haftalik TLE'li grupta beyin korteksinde, 4
ve 8 haftalik TLE’li grupta hipokampusta gézlenen aromataz ekspresyonundaki bu
artig1 degistirmedi. KA ile indiiklenen bu artisin ya da LTC ile indiiklenmesi olasi
noron/astrosit Sliimiiniin kaspaz-3 ekspresyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniilerek
kaspaz-3 aktivitesi ve ekspresyon diizeyleri 6lgiildii.

Kaspaz-3'in KA kaynakli ndrodejenerasyon, dendritik plastisite degisimi,
norogenez, mikroglial aktivasyon, gliozis, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve
kok hiicrelerin farklilagmasinda gerekli oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(84,85). Bu tez cgalismasinda 4 haftalik KA ve KA+LTC gruplarinda kaspaz-3
seviyesinin kontrole gére anlamli olarak arttiginin, LTC gruplarinda ise kaspaz-3'in
degismediginin gozlenmesi; LTC’nin norodejeneratif hasara sebep olmadigini
diigiindiirdii. Bu sonuglar korteks aromataz ekspresyonu seviyeleri ile de uyumludur.

TLE'li hayvanlara LTC uygulamasi sonrast hem 4 hem de 8 haftalik gruplarin
hipokampuslarinda aromataz ekspresyonlarinin hala yiiksek oldugu goriildii. Bu etki
KA’nin olusturdugu norodejeneratif hasara cevap olarak gelisen aromataz
ekspresyonunun, LTC uygulanan TLE'li gruplarda da varolageldigini ve LTC
uygulamasindan etkilenmedigini dolayisiyla LTC’ nin etkisini aromataz ekspresyonu

tizerinden gostermedigini diisiindiirmektedir.
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Bir haftalik TLE'li gruplarm beyin korteksinde ise LTC oOncesi veya
sonrasinda aromataz ekspresyonunda degisiklik olmadi. Bu durum 1 haftalik grupta
ekspresyon artis1 igin gerekli mekanizmalarin heniiz devreye girmemesi olarak
yorumlandi. Bir hafta boyunca sadece LTC uygulanan grubun hipokampus aromataz
ekspresyonunun kontrole gore diisik ¢ikmasi ise ilacin bazal aromataz
ekspresyonunda azalma yaptig1 seklinde yorumlandi. Bu tez ¢alismasinda 8 haftalik
artan dozda LTC uygulanan gruplarin Western blot sonuglar1 ile immiinhistokimya
sonuglari degerlendirildiginde uyumlu olduklar1 goriildii.

Bilindigi lizere basta Gstrojen olmak {izere testosteron gibi gonadal hormonlar
canlinin yagam siiresi boyunca beyin fonksiyonlarmi diizenlemektedir. Erken
gelisimde cinsel farklilagsmada, hipotalamus ve hipokampus gibi birgok beyin
yapisinin olgunlagsmasinda gereklidirler. Parkinson, Alzheimer ve epilepsi gibi
hastaliklarda bu hormonlarin normal plazma seviyelerinde azalma gozlenmektedir.

MSS’de de sentezlenen bir gonadal hormon olan &strojen; serbest radikaller
(86), B-amiloid peptid (87), glutamat (88), AMPA (40), kainat (89) ve NMDA (90)
tarafindan tetiklenen hiicre 6liimiine karg1 néronlari korur. MSS’de ve periferde diger
bir gonadal hormon olan testosterondan Ostradiolii sentezleyen aromataz oldukca
O6nemli bir enzimdir.

Beyne 0zgii aromataz genini diizenleyen sinyal yolaklari ve molekiiler
mekanizmalar tam olarak agiklanmamis olmakla beraber beyinde aromataz
ekspresyonunun ve aktivitesinin Ostrojen ve cAMP (siklik-adenozin monofosfat)
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (91). Ciinkii sinir hiicresi kiiltiirlerinde cAMP
artisinin aromataz mRNA (mesajc1 riboniikleik asit) seviyelerinde artisa neden
oldugu (92) ve ostrojenin koruyucu etkisini aromataz geni tizerindeki Ostrojen
reseptdr elementine, cAMP'nin ise cAMP-cevap elementine baglanarak
gerceklestirdigi (93,94) gosterilmistir.

Fizyolojik sartlarda beyinde sinir hiicrelerinde eksprese edilen aromataz;
norotoksin uygulamasi, iskemi/reperflizyon hasari, inme gibi stres sartlarinda
astrositlerde artan oranlarda eksprese edilir. Bu ekspresyon paternindeki degisiklik
noron hasarina kars1 bir tepkidir ve koruyucu 6strojenin artigini tetikler (30).

LTC'nin noron koruyucu etkileri oldugu daha 6nce yapilan arastirmalarda da

gosterilmigstir. (4). LTC serebral arter okliizyonu yapilan siganlarda da noéron
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koruyucu etkinlik gostermistir (95). Ayrica hipokampal kiiltiirlerde 1 saatlik oksijen-
glukoz yoksun birakmasindan 24 saat sonra dahi hiicre 6liimiinii engellemistir (96).
Sicanlarda pilokarpinle indiiklenen SE'nin tiim parametrelerinde LTC belirgin
azalma yapmustir (97). Tim bu calismalara karsin bu tez calismasinda LTC’nin
kortekste ve hipokampusta noron koruyucu etkinliginin aromataz ekspresyonu ve
buna bagli olas1 koruyucu dstrojen sentezi lizerinden olamayacagi gosterildi.

Pek cok ¢alismada, klasik AEI’lerin reprodiiktif organlarin fonksiyonellikleri
tizerine negatif etki gosterdikleri vurgulanmistir. Sodyum valproatin testis ve
epididimi kii¢iilttiigli, serum testosteron seviyesini diistirdiigii (98), karbamazepinin
anormal sekilli sperm sayisin arttirdigl ve sperm motilitesini bozdugu gosterilmistir
(99). Ancak bu konuda LTC ile ilgili yapilmis aragtirma bulunmamasi, bu tez
calismasinin dnemini bir kez daha vurgular.

Epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglarin bilinen yan tesirleri arasinda 6strojen
gibi ilireme hormonlarinin metabolizmasini indiiklemek/inhibe etmek, baska
hormonlara veya metabolitlerine doniismesine etki etmek yoluyla gonadal dokularin
fonksiyonelligini degistirmek sayilmaktadir (100). Sodyum valproat basta olmak
iizere AEl’lerin gonadal fonksiyonlara olumsuz tesirleri iizerine pek c¢ok klinik
caligma mevcuttur (98,101-103). Ancak LTC'nin bu hormonlar iizerinden olabilecek
yan etkileri yeterince arastirilmamistir. Bunun {izerine bu tez ¢alismasi kapsaminda
antiepileptik LTC uygulamasi sonrasi erkek siganlarin testis, vas deferens ve
epididim dokularmin fonksiyonellikleri incelendi.

Spermin tasinmasi yoluyla gonadal fonksiyonellikte ©6nemli role sahip
dokulardan biri olan vas deferens iizerine LTC'nin olast yan etkilerini incelemek
amactyla in vitro organ banyosu deneyleri yapildi. 27 mg/kg/giin dozda LTC'yi 1, 4
ve 8 hafta siireyle alan siganlarin vas deferens kasinin adrenerjik ve kolinerjik sistem
tizerinden verdigi kasilma miktarinda kontrollerle karsilastirildiginda anlamli bir
degisiklik bulunmamasi, ilacin vas deferensin fonksiyonelligi tizerine olumsuz etkisi
olmadigina isaret eder.

Testislerde spermatogenezi belirleyen Gstrojen/testosteron dengesi aromataz
tarafindan kontrol edilmektedir (6). Bu tez ¢alismasinda TLE modeli olusturulmus
sicanlarin testisindeki aromataz ekspresyonunun kontrole gére degismedigi gozlendi.

Bundan bagka LTC'nin artan dozlarda uygulamasinin infertiliteyi olumsuz etkileyip
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etkilemedigi de incelendi. LTC 27 mg/kg/giin dozda 1 ve 4 hafta verildiginde normal
siganlarda testisin aromataz ekspresyonu kontrole gore degismedi, ancak 8 hafta
sonunda az ama kontrole gore anlamli bir azalma goriildii. LTC dozu 54 mg/kg/giin'e
arttirildiginda aromataz ekspresyonunun kontrole gore yine azalmis oldugu
gozlenirken daha yiiksek dozda, 108 mg/kg/giin dozda LTC verildiginde ise kontrole
gore bir degisiklik olmadi. LTC’nin 27 ve 54 mg/kg/giin dozlarinda sebep oldugu
aromataz ekspresyonundaki azalmanin mekanizmasi bilinmemekle beraber aromataz
ekspresyonunu arttirmamasi yan etki olarak infertiliteye sebep olmadigi kanisim
kuvvetlendirmektedir. Ciinkii testikiiler aromataz ekspresyonunda artis ve bu
dengenin Ostrojen lehine kaymasi, testosteron seviyesinin azalmasina sebep
olacagindan, erkek infertilitesinin muhtemel sebepleri arasinda gosterilmektedir (72).

Bu calisma kapsaminda LTC'nin artan dozlarda verildiginde olas1 yan
etkilerini tam olarak belirleyebilmek amaciyla sigan gonadal dokularindan testis, vas
deferens ve epididim iizerine olan etkileri histopatolojik agidan da incelendi. LTC; 8
hafta siireyle artan dozlarda (27, 54, 108 mg/kg/giin) uygulandiginda epididim ve vas
deferens c¢aplar1 iizerinde kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik
goriilmedi. Testisteki fonksiyonel ve atrofik tiibiill parametrelerinin higbirinde
degisiklik gozlenmedi. Bu durum LTC'nin gonadal dokularin normal fonksiyonunda
ve histolojik yapisinda olumsuz degisiklige yol agmadigina igaret eder. Gliniimiize
kadar kullanilan ve hala kullanomda olan konvansiyonel AEI'lerin iireme
fonksiyonlarinda yaptig1 olumsuz etkiler gz onilinde bulunduruldugunda, LTC bu
yoniiyle tercih edilen antiepileptik ilag olabilir.

Normal testikiiler fonksiyon; ikincil seksiiel karakteristiklerin olusmasi ve
spermatozoa tretimi yani fertilite i¢in gereklidir (6). Testosteron ise testisin tiibiil
fonksiyonunu gosterir. Bu caligmalara ilave olarak testislerdeki Leydig hiicre
fonksiyonu; testosteron ve LH serum seviyelerinin dlgiilmesi ile gosterilebilir. Ciinkii
serum testosteron seviyeleri diistiiglinde Leydig hiicrelerinde testikiiler testosteron
tretimi LH'daki artigla stimiile edilir. Eger serumda testosteron diisilk ama LH
yiiksekse hipofiz stimiilasyonuna ragmen testisler yeterli testosteron tiiretemiyor
demektir (70,76). LH ve Leydig hiicrelerinden spermatozoa iiretimini saglayan FSH
ise GnRH ile kontrol edilir. Buradan hareketle LH, testosteron, FSH ve GnRH
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hormonlarinin serum diizeyleri elde edilen verileri destekleyici olarak ileride
olgiilebilecek parametrelerdir.

Sonug olarak LTC erkek sicanlarda, testiste aromataz indiiksiyonu yapmaz,
vas deferensin kontraktilite fonksiyonlarini etkilemez ve tiim gonadal dokularin

histolojisinde belirgin degisimler yapmaz; dolayisiyla infertiliteye sebep olmaz.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda beyinde aromataz enziminin sinir koruyucu etkinligi ile ilgili
yapilan arastirmalarin sayisinda artis goriilmektedir. Aromatazin Alzheimer hastaligi
ve epilepsi gibi pek c¢ok norodejeneratif olayda oOnemli role sahip oldugu
diisiiniildiigiinde bu enzimin fonksiyonlarnin ve etkilesimlerinin incelenmesinin
onemi belirginlesmektedir. Ozellikle TLE’nin bilissel fonksiyonlar {iizerindeki
etkileri ve AED’lerle yapilan tedavinin bu fonksiyonlar1 iyilestirmede etkili olup
olmadiginin arastirilmas: gerektigi aciktir. Yapilan calismalarin da 1s1ginda LTC
kullaniminin gonadal dokularda aromataz ekspresyonunda dolayisiyla {ireme
fonksiyonlarinda olusturabilecekleri diger olas1 degisikliklerin incelenmesi gerektigi
kanisina varilmistir. Elde edilen sonuclarin nérodejeneratif hastaliklarin ve gonadal
hipofonksiyonun mekanizmalarinin aydinlatilmasina iliskin literatiire yeni bilgiler
ekleyecegi diisiiniilmektedir.

Ozetle bu ¢alismanm LTC’nin etki mekanizmasini anlamaya yénelik ileride

gerceklestirilecek yeni arastirmalara katki saglayacag diistiniilmektedir.
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