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OZET

PENISILINLE OLUSTURULAN EPILEPTIFORM AKTIVITEDE P2X7
RESEPTORLERI ILE KANABINOID CB1 RESEPTORLERININ ETKILESIMI

Gokhan ARSLAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii

Fizyoloji Ana Bilim Dali
Doktora, Agustos/2022
Danisman: Prof. Dr. Erdal AGAR

Giris-Amag: P2X7 reseptorleri ve kanabinoid CB1 reseptorleri epilepsi
fizyopatolojisinde rol oynamaktadirlar. Calismamizin amaci, penisilinle olusturulmus
epileptiform aktivitede bu reseptorlerin olasi etkilesimini aragtirmaktir.

Yontem: 84 adet yetiskin erkek Wistar albino sigan 12 gruba ayrildi. Uretan
anestezisi altinda stereotaksik cihaza sabitlenen sicanlarin kafataslarina tripolar
elektrotlar yerlestirildi. Penisilinle (i.k.) epileptiform aktivite olusturulduktan yarim
saat sonra P2X7 reseptor antagonisti A-438079 (20 pg), agonisti BzZATP (100 pg) ve
CBI reseptor agonisti ACEA (7,5 ug), antagonisti AM251 (0,25 ug) tek baslarina ve
kombine olarak i.s.v. yoldan uygulandi. 120 dakikalik interiktal spike aktivitesi
kaydindan sonra sicanlar dekapite edilerek beyin dokulari ¢ikarildi. Sandvig ELISA
metodu kullanilarak serebral AOPP, MDA, SOD, CAT ve GSH seviyeleri 6l¢iildii.
[statistiksel analiz icin tek y&nlii varyans analizi (ANOVA) testi yapildiktan sonra
gruplar aras1 ¢oklu karsilastirmalarda Tukey-Kramer post-hoc testi kullanildi.

Bulgular: A-438079 60. dakikadan itibaren, ACEA ise 30. dakikadan itibaren
spike frekansini azaltirken; BzATP 20. dakikadan itibaren ve AM251 20. dakikadan
itibaren spike frekansini artirdi. A-438079+ACEA kombinasyonu 20. dakikadan
itibaren spike frekansini azaltti. A-438079+ACEA kombinasyonu A-438079 grubuna
gore 40-60. dakikalar arasinda spike frekansini azaltirken, ACEA grubuna gore
anlaml degildi. A-438079+AM251 birlikte uygulandiginda AM251, A-438079’un
antikonvulzan etkisini blokladi. Yine, BZATP+ACEA uygulandiginda, BzZATP nin
prokonvulzan etkisi ACEA tarafindan bloklandi. BZATP+AM251 (iki prokonvulzan
ajan) birlikte uygulandiginda ise kombinasyon grubu BzATP’ye gbre sadece 110 ve
120. dakikalarda spike frekansini artirirken, AM251 grubuna goére anlamli bir
degisiklik olusturmadi. A-438079+ACEA kombinasyonu AOPP, MDA, SOD, CAT
ve GSH seviyelerini penisilin+SF grubuna gore azaltti. Kombinasyon grubu ne
A438079 ne de ACEA grubuna gore anlamli bir degisim gostermedi. Diger taraftan,
BzATP+AM251 kombinasyonu AOPP, MDA ve GSH diizeylerini penisilin+SF
grubuna gore artirirken ne BzZATP ne de AM251 grubuna gore anlamli bir fark
bulunmadi.

Sonuglar: P2X7 reseptorleri bloklandiginda ortaya cikan antiepileptik aktive
CB1 reseptorlerinin - bloklanmasiyla inhibe olmustur. P2X7 reseptorlerinin
aktivasyonu ile ortaya ¢ikan proepileptik aktivite ise CB1 reseptdrlerinin aktivitesi ile
birlikte inhibe edilmistir. Bu bulgular, P2X7 ve CBI reseptorleri arasinda olasi bir
etkilesim oldugunu gostermektedir. Bu iki reseptor arasindaki etkilesimin hiicre i¢i
yolaklar araciligiyla mi yoksa reseptorler diizeyinde bir etkilesim nedeniyle mi
gerceklestigini saptamak igin ileri diizey molekiiler ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Sézciikler: Epilepsi, Penisilin modeli deneysel epilepsi, P2X7 reseptorleri,
CB1 reseptorleri, MDA, SOD, CAT



ABSTRACT

INTERACTION BETWEEN P2X7 RECEPTORS WITH CANNABINOID CB1
RECEPTORS IN PENICILLIN-INDUCED EPILEPTIFORM ACTIVITY

Gokhan ARSLAN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Physiology

Ph.D., August/2022

Supervisor:Prof. Dr. Erdal AGAR

Introduction-Aim: P2X7 receptors and cannabinoid CB1 receptors are play a
role in the physiopathology of epilepsy. The aim of this study is to investigate the
possible interaction of these receptors in penicillin-induced epileptiform activity.

Methods: Adult male Wistar albino rats (n=84) were divided into 12 groups.
Under urethane anesthesia rats were fixed to the stereotaxic device and tripolar
electrodes were placed on the skulls. Half an hour after induction of epileptiform
activity with penicillin (i.c.), P2X7 receptor antagonist A-438079 (20 ug), agonist
BzATP (100 pg) and CB1 receptor agonist ACEA (7.5 pg), antagonist AM251 (0.25
ug) administrated intracerebroventricularly alone and in combination. After 120
minutes of recording of interictal spike activity, the rats were decapitated and brain
tissues were extracted. Cerebral AOPP, MDA, SOD, CAT and GSH levels were
measured using the sandwich ELISA method. For statistical analysis, One-way
analysis of variance (ANOVA) test was performed and after Tukey-Kramer post-hoc
test was used for multiple comparisons between groups.

Results: While A-438079 decreases the spike frequency from the 60th minute
and ACEA from the 30th minute; BzZATP increased the spike frequency from the 20th
minute and AM251 from the 20th minute. The combination of A-438079+ACEA
decreased the spike frequency from the 20th minute. While the combination of A-
438079+ACEA decreased the spike frequency between 40-60 min compared to the A-
438079 group, it was not significant compared to the ACEA group. When A-
438079+AM251 was administered together, AM251 blocked the anticonvulsant effect
of A-438079. On the other hand, when BzATP+ACEA was administered, the
proconvulsant effect of BZATP was blocked by ACEA. When BzATP+AM251 (two
proconvulsant agents) was applied together, the combination group increased the spike
frequency only at 110 and 120 minutes compared to BzATP, but did not alter spike
activity compared to the AM251 group. A-438079+ACEA combination decreased
AOPP, MDA, SOD, CAT and GSH levels compared to penicillin+SF group. The
combination group did not differ significantly from either the A438079 or ACEA
group. On the other hand, while the combination of BZATP+AM251 increased AOPP,
MDA and GSH levels compared to the penicillin+SF group, no significant difference
was found compared to either BzZATP or AM251 groups.

Conclusions: Antiepileptic activity by blocking P2X7 receptors was inhibited
by blocking the CB1 receptors. Proepileptic activity by the activation of the P2X7
receptors was inhibited by the activation of CB1 receptors. These findings suggest a
possible interaction between P2X7 and CB1 receptors. Further molecular studies are
needed to determine whether the interaction between these two receptors occurs
through intracellular pathways or due to an interaction at the receptor level.

Keywords: Epilepsy, Penicillin model experimental epilepsy, P2X7 receptors, CB1
receptors, MDA, SOD, CAT
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1. GIRiS

Epilepsi, tekrarlayan nobetler ile karakterize karmasik bir kronik nérolojik
hastalik grubunu kapsar ve diinya ¢apinda 60 milyondan fazla insanin bu hastaliktan
muzdariptir (Moshé et al., 2015). Her yastan insani etkileyebilen epilepsi 6zellikle
cocuk ve yaglilarda daha sik goriiliir (Bialer ve White, 2010). Epilepsili hastalarin
yasam siiresi genel popiilasyona kiyasla %2-10 oraninda azalmistir, 6liim oran1 normal
populasyona gore 2-3 kat daha fazladir ve kaliteyi etkileyen depresyon ve anksiyete
gibi komorbiditelerin riski 4 kat daha fazladir (Moshé et al., 2015). Epilepsi, kafa
travmasi, felg enfeksiyon gibi beyin hasarinin bir sonucu olarak veya iyon kanali
fonksiyonundaki degisiklikleri iceren genetik polimorfizmlerden, ve de novo
mutasyonlardan da kaynaklanabilir (Rees, 2010; Pitkdnen and Lukasiuk, 2011).
Epileptik nobetler esnasinda, biling kaybi, kaslarda klonik ve tonik kasilmalar,
uyusukluk, hantal davraniglar, garip tat ve kokular alma, zaman ve mekan duygusunda
bozulma gibi semptomlar goriilebilir (Fisher et al., 2017). Epilepsi tanisinda en 6nemli
tan1 yontemlerinden biri elektroensefalografi (EEG), ndbet tipi hakkinda bilgi
saglayabilir ve ayn1 zamanda epilepsi sendromlarinin tanisinda ve prognoz tayinine
katkida bulunur (Russo et al., 2016). EEG’nin direkt olarak korteksten kaydedilmesi
islemi olan elektrokortikografi (ECoQG) ise, tibbi olarak direngli epilepsiden muzdarip
hastalarda fokal epilepsi baslangicinin belirli uzaysal bolgelerini teshis etmek i¢in
klinik olarak kullanilan bir kayit yontemidir (Englot and Chang, 2014). Diger taraftan,
hayvan ¢alismalarinda EEG yerine genellikle ECoG tercih edilmektedir. Bunun nedeni

ise hayvanlarda EEG aktivitesi kaydinin zor olusudur.

Epilepsinin elektrofizyolojik ve patolojik oOzelliklerini arastirmak ve etkili
epileptik ajanlar gelistirmek i¢in deneysel modeller iizerinde ¢alisilmaktadir
(Marangoz, 1997). Penisilin kaynakli deneysel epilepsi modeli, insanda goriilen
parsiyel nobetleri taklit etmektedir. Kortekse penisilin uygulanmasi GABAA
reseptorleri bloklayarakanormal diken dalga desarjlarina neden olmaktadir. Bu
deneysel tasarimda insanda gozlenen epileptik nobetlerin  6zellikleriyle ayni
olmamakla birlikte, temel mekanizma agisindan benzerlikler tasimaktadir (Walden et

al., 1992).

P2X7 reseptorii, beyindeki noronlarda ve glialarda segici olarak eksprese edilen,

ATP kapili segici olmayan katyonlara gegirgen bir iyonotropik reseptordiir. P2X7



reseptOriiniin aktivasyonunun, hipokampusta néronal uyarilabilirligi modiile ettigi ve
ayrica mikroglia aktivasyonu ve noroinflamatuar yanitlarla baglantili oldugu
bulunmustur. Yapilan ¢aligmalar, hem noéronlarda hem de glialarda uzun siireli
ndbetlerden (status epilepticus) sonra beynin hasarli bolgelerinde P2X7 reseptoriiniin
ekspresyonunun yiikseldigini gostermektedir (Engel et al., 2012).. Diger taraftan,
P2X7 reseptoriinden yoksun farelerin status epileptikusa kars1 duyarliligin degistigini
ve P2X7 reseptoriinii hedef alan ilaglarin gii¢lii antikonviilzan etkileri oldugunu
gostermektedir (Kim and Kang, 2011). P2X7R antagonisti A-438079 ve JNJ-
47965567'nin sistemik enjeksiyonu, fare yavrularinda hipoksik nobetlerin EEG
frekansin1 azaltmis ve ani yiikselmenin yani sira elektrografik ndbet sayilarinda
azalma gostermistir (Rodriguez-Alvarez et al., 2017). Kim ve Kang (2011), P2X7R
delesyonunun ve blokajinin, farelerde glutamaterjik olmayan ve GABAerjik olmayan
iletim yoluyla pilokarpin kaynakli nobet duyarliliginda bir artisa neden oldugunu 6ne
stirmiislerdir. A-438079 uygulamasi, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda epilepsili
hastalarin neokorteksinin sinir terminallerinde GABA ve glutamat alimim azaltarak
P2X7R agonisti BzATP'nin prokonviilsan etkilerini inhibe etmektedir. Bununla
birlikte, BzATP'nin epilepsili hastalarda neokorteksin izole sinir terminallerinde
glutamat alimini inhibe etmekten daha etkili bir sekilde GABA alimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Barros-Barbosa et al., 2016). Ayni zamanda, penisilin modeli deneysel
epilepside P2X7 reseptdr antagonisti A-438079, 20 ve 40ug dozlarinda, 60 dakika
icinde penisilin kaynakli epileptiform aktivitenin ortalama frekansini azaltmistir. Aym
calismada 100 ve 200ug dozlarinda uygulanan BzATP 20 dakika i¢inde penisilin
kaynakli epileptiform aktivitenin ortalama frekansini artirmistir (Arslan et al., 2019).
Bu ¢aligmada da, 2019 yilinda buldugumuz A-438079 ve BzATP’nin etkin dozlari
kullanildi.

Kanabinoidlerin antikonvulsan etkileriyle ilgili yapilan birgok in vitro ve in vivo
caligma kanabinoidlerin epilepsi patofizyolojisinde rol oynadigini gostermistir
(Wallace et al., 2003; Blair et al., 2006; Deshpande et al., 2007). Nakatsuka ve
arkadaslar1 CB1 reseptor antagonisti AM-251 verildiginde, CB1 reseptor agonisti
WIN 55,212-2’in etkisinin tamamen bloklandigini, spike frekans ve genliginde
herhangi bir azalma olmadigini kanitlamiglardir (Nakatsuka et al., 2003). Hipokampal
noron kiiltlirtiyle olusturulan epilepsi modelinde ise, epileptik noronlara uygulanan

AM-251, CBI reseptorleri antagonizmasi lizerinden Status epileptikus tarzi aktivite



ortaya ¢ikarmis ve bu aktivite yliksek doz CB1 reseptor agonisti WIN 55,212-2 geri
donmiistiir (Deshpande et al., 2007). Maksimal elektrosok nébet modelinde edilen
CB1 reseptor potent agonisti arasidonil-2-kloroetilamid (ACEA) 5 ve 7,5 mg/kg
dozlarinda ndbet esigini yiikseltmistir (Luszczki et al., 2006). Bunlarin yanindai
penisilinle olusturulan deneysel epilepsi modelinde, i.s.v. olarak enjekte edilen
ACEA’nmn 7,5 pg dozunda spike frekansini anlamli derecede azaltmis, yine i.S.v.
olarak enjekte edilen AM251 en fazla 0,25 dozunda spike frekansini anlamli 6lgiide

artirmistir (Kozan et al., 2009).

Piirinerjik reseptorler ile kanabinoidlerin etkilesimini gosteren az sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Monositler iizerinde yapilan in vitro bir ¢alismada, monositlerin
tetrahidrokanabinol (THC) veya kannabidiol (CBD)'ye maruz kalmasinin P2X7
reseptoriiniin  immiinolojik tepkisini azalttigin1 gostermistir (Boks et al., 2020).
Perfiize sigcan mezenterik vaskiiler yataginda CB1 reseptor agonistleri anandamid ve
WIN 55,212-2 sempatik norotransmisyonun piirinerjik komponentini inhibe
etmektedir (Pasdeechote et al., 2007). Retina kiiltiirlerinde WIN 55,212-2 aracili
floresan boya alimmin P2X7R antagonisti A-438079 tarafindan tamamen bloke
edildigini ve kanabinoid aracili boya aliminin P2X7R aktivasyonunu icerdigini
onermektedir (Freitas et al., 2019). Kalsiyuma yiiksek oranda gegirgen olan P2X7
iyonotropik reseptorlerin aktivasyonunun, mikroglial hiicrelerde bir endojen
kanabinoid olan 2-AG iiretimini artirmak i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Witting et
al., 2004). Diger taraftan, noronlarda whole-cell patch clamp metodu kullanilarak
yapilan bir ¢alisma, endojen (anandamid) ve sentetik (WIN55,212-2, metanandamid)
kanabinoid uygulamasinin P2X2 ve P2X2/3 reseptorlerinin ATP’ye verdigi yaniti
inhibe ettigini ortaya koymustur (Krishtal et al., 2006). Caligmamizda, P2X7
reseptorleri ile kanabinoid CB1 reseptorlerinin etkilesimini penisilinle enjeksiyonuyla
epileptiform aktivite olusturarak incelemeyi amagladik. Ayni zamanda, bu etkilesimin

oksidan ve antioksidan sistem tizerine etkisini arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Epilepsi

En yaygin beyin rahatsizliklarindan biri olan epilepsi, diinya ¢apinda 70
milyondan fazla insani1 etkilemektedir (Fisher et al., 2014). Epilepsinin yaklasik %75'i
cocukluk doneminde baslar ve epilepsi hastalarinin yaklasik tigte biri direngli
ndbetlere (uygun sekilde secilmis iki veya daha fazla antiepileptik ila¢ veya diger
tedaviler tarafindan kontrol edilmeyen nobetler) sahiptir (Stafstrom and Lionel, 2015).
Epileptik ndbetler esnasinda, biling kaybi, kaslarda klonik ve tonik kasilmalar,
uyusukluk, hantal davranislar, garip tat ve kokular alma, zaman ve mekan duygusunda
bozulma gibi semptomlar goriilebilir. Epileptik nobetler fokal (bir veya daha fazla
lokalize beyin bolgesinde veya hemisferde anormal néronal aktivite ortaya ¢iktiginda),
jeneralize (noronal aktivite her iki hemisferde yaygin bir dagilimla basladiginda) veya
baglangici bilinmeyen (mevcut klinik ve laboratuvar verileri, baslangicin fokal mi
yoksa jeneralize mi oldugunu belirleyemiyorsa) sekilde gerceklesebilir. Klinik
ozellikler, elektroensefalografi (EEG) ve beyin goriintileme bulgular1 baslangic
odagini %80’den daha yiiksek bir giiven araliginda belirlenebilmektedir (Fisher et al.,
2017).

2.1.1. Epileptik nébet

Noronlardaki anormal ve asir1 elektriksel desarj sonucu ortaya cikan epileptik
nobetler ani baslar ve tekrarlayici olabilir (Willmore et al., 2000). Her ne kadar epilepsi
ile n6bet ayn1 kavramlar gibi goriinse de epilepsi tekrarlayan ve kendiliginden olusan
nobetlerle seyreden bir hastalik olarak nitelendirilmektedir. Nobetler ise, ates ve
hipoglisemi gibi patolojiler ile de tetiklenebilmektedir. Hastanin hayati boyunca tek
nobet goriilebilecegi gibi, tekrarlayan nobetler de goriilebilmektedir. Yani epilepsi,
tekrarlayan, provoke edilmemis ndbetlerin goriilmesi durumudur (Shorvon et al.,
2011). Aymi sekilde, epilepsi tanisinin dogrulanabilmesi igin epileptik ndbetlerin
tekrarlayici karakterde olmasi ve bu 6zelligini uzun siire devam ettirmesi gerekir. Kafa
travmalari, inme, beyin hemorajileri, santral sinir sistemini etkileyen enfeksiyonlar
(menenjit, ansefalit, abse), beyin damarlarindaki yapisal bozukluklar, genetik
nedenler, dogum travmalari, ilag reaksiyonlar1 ve tiimorler belli basl epileptik nobet

nedenleri arasindadir. Epileptik nobetlerin patogenezinde bir¢ok neden olmasina
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ragmen vakalarin yaklasik %70’inde herhangi bir patoloji saptanamamaktadir (Bruton,
1988; Engel et al., 1989; Ettinger, 1994).

2.1.2. Epilepsi ssmflandirilmasi

Nobet etiyolojisinin, semiyolojisinin ve tedaviye yanitin farkliliklarina bagh
olarak, 40'm tizerinde klinik epilepsi alt tipi tanimlanmigtir. Bu nedenle, farkli nobet
tiplerini ve ¢esitli epileptik sendromlar1 ayirt etmek amaciyla, ILAE (International
League Against Epilepsy; Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi) tarafindan bir
smiflandirma sistemi olusturulmustur. 2017 yilinda yayinlanan son siniflandirmada
ILAE, modern doneme uygun terminoloji ve kavramlari kullanarak nobetleri, fokal
baslangicli, jeneralize baslangicli ve baslangici bilinmeyen olmak {izere ii¢ ana gruba

aymrmustir (Fisher et al., 2017).

ILAE 2017 NOBET TiPLERi GELISMIiS SINIFLANDIRMASI

| FOKAL BASLANGIGLI J JENERALIZE BASLANGIGLI BASLANGICI BILINMEYEN
{ UYANIK BOZULMUS } / N /’Motor \
FARKINDALIK Motor . .
tonik-klonik
tonik-klonik epileptik spazmlar
\ Klonik
Motor Baslangich tonik Motor Olmayan
. miyoklonik -
otomatizm miyoklonik-tonik-klonik \ davranis tutuklugu )
atonik miyoklonik-atonik
klonik atonik
epileptik spazm ot
hiperkinetik epileptik spazmiar [ Siniflandinlamayan ]
miyoklonik Motor Olmayan (absans)
tonik .
tipik
Motor Baslangi¢h Olmayan atipik
. miyoklonik

otonomik ) g6z kapad miyoklonisi
davranig tutuklugu K /
kognitif
duygusal

\ J

[ fokal baslayip jeneralize ]
devam eden tonik-klonik

Sekil 2.1. Nobet tiplerinin genisletilmis siniflandirmasi: ILAE 2017 (Fisher et al., 2017)

2.1.2.1. Fokal (Parsiyel) nobetler

Serebral hemisferin bir kismia veya tamamina yayilan nobetlerdir. Bu tip

ndbetler tek bir odaktan baglar ve daha sonra yayilabilir. Bilincin agik veya bozulmusg



olmasina gore iki alt gruba ayrilir. Fokal uyanik nobetler (eski adiyla basit parsiyel
nobet) esnasinda biling kaybi olmaz. Kisi nobet sirasinda kendisinin ve g¢evrenin
farkindadir. Farkindaligin bozuldugu fokal nobetlerde (eski adiyla kompleks parsiyel)
ise, hasta sozel veya dokunsal uyaranlara cevap veremez. Temporal lobdan
kaynaklanan nobetler genellikle bu siniflamaya girer. Fokal ndbetler motor baglangiclh
ya da motor baslangigli olmayan tiplerde goriilebilir. Motor baslangighh olmayan
nobetlerde otonom belirtiler, davranis tutuklugu, biligsel, duygusal veya duyusal islev
bozukluklar: goriilebilir. Fokal ndbetler daha sonra global yayilim gostererek bilateral
tonik-klonik nobetlere doniisebilir (Sekil 2.1) (Fisher et al., 2017).

2.1.2.2. Jeneralize nobetler

Beynin hemen tiim bolgelerine yayilan, siklikla tonik-klonik konvulsiyonlarla
karakterize nobetlerdir. Jeneralize nébetlerin biiyiikk ¢ogunlugunda biling kaybi
meydana gelmesine ragmen bu semptom jeneralize nobetler i¢in bir siiflandirict
olarak kullanilamaz. Jeneralize nébetler motor ve motor olmayan nobetler olmak iizere

iki siifa ayrilir (Fisher et al., 2017) (Sekil 2.1).

Motor jeneralize nobetler: Jeneralize tonik-klonik (GTC) nobetler (eski adiyla
grand mal), biling bozuklugu ile birlikte tiim viicutta bilateral ve simetrik konvulsif
hareketler (katilik ve sarsinti; tonus ve Klonus) goriiliir. Motor nobetlerin alt tipi olan
miyoklonik ndbetler, agik bir biling bozuklugu ile iligkili degildir ve ani, kisa “y1ldirim
hizinda” hareketlerden olusur. Bu kisa ve istemsiz kas kasilmalar1 bir veya birkag kas
grubunu etkileyebilir. Atonik nobetlerde ise viicudun genel tonusunda azalma

nedeniyle diismeler goriiliir (Fisher et al., 2017).

Motor olmayan (absans) nobetler: Eski adiyla petit mal olarak adlandirilan bu
nobetler esnasinda dis sozel uyaranlara tepkisizce bakma, géz kirpmalari ve bas

sallama gibi hareketler gozlenir (Fisher et al., 2017).

2.1.2.3. Baslangici bilinmeyen nobetler

Bu smiflandirmanin en 6nemli kullanimi, baslangict belirsiz olan tonik-klonik
nobetler i¢indir. Bilinmeyen baslangigli nébetler, motor veya motor olmayan seklinde
iki gruba ayrilir. Epileptik spazmlar ve davranis durmasi, bilinmeyen baslangicl diger
olast ndbet tilirleridir. Epileptik spazmlar, baslangicin dogasini netlestirmek igin

ayrintili video-EEG izleme gerektirebilir, ancak fokal baslangig, tedavi edilebilir bir



fokal patolojiye karsilik gelebilir. Bilinmeyen baslangigli bir davranig nobeti, odak
bozuklugu olan bir farkindalik davranisi durdurma nébetini veya bir yokluk ndbetini
temsil edebilir. Yetersiz bilgi veya nobetin diger kategorilere yerlestirilememesi
nedeniyle bir ndbet siiflandirilmamis olabilir. Bir olay acik¢a bir nobet degilse, o
zaman siniflandirilmamig bir nobet olarak adlandirilmamalidir; daha ziyade, bu
siiflandirma ndbet olmasi muhtemel olagandisi olaylar i¢in gegerlidir, ancak baska

tirlii karakterize edilmemistir (Fisher et al., 2017).

2.1.3. Elektroensefalogram (EEG) ve Elektrokortikogram (ECoG)

Beyin aktiviteleri ilk defe Caton tarafindan 1875 yilinda tavsan beyni zarindan
elde edilmistir (Caton, 1875; Tudor et al., 2005). Hans Berger ise 1929 yilinda hassas
galvanometre kullanarak beynin iirettigi elektrik akimini insan sagli derisinden kagit
tizerine yazdirabilmeyi bagsarmis ve bu yonteme EEG adimi vermistir (Berger, 1929).
O giinden giiniimiize kadar EEG ile ilgili ciddi revizyonlar olmus ve EEG’nin klinikte
kullanim1 yayginlagsmustir. EEG, epilepsili bir hastay1 degerlendirmede ¢ok 6nemli bir
tan1 testidir. Tek basma ¢ekilen EEG tan1 koymada yeterli olmasa da, ndbet tipi
hakkinda bilgi verebilir ve ayn1 zamanda epilepsi sendromlarinin tanisinda ve prognoz
tayinine katkida bulunabilir EEG ¢ekimi esnasinda beynin elektriksel aktivitesini
kaydetmek amaciyla kafatasi derisinin {izerine birden fazla elektrod yerlestirilir ve bu
elektrodlar arasindaki potansiyel fark (dalgalar) bir EEG cihazi araciligiyla dlgiiliirek
kagioda ya da bilgisayar ortamina aktarilir (Scicchitano et al., 2015; Russo et al.,
2016). EEG’de kayit edilen dalgalar elektrot yerlestirilen alanlardaki eksitator ve
inhibit6r postsinaptik potansiyellerin cebirsel toplamini ifade eder (Fisher et al., 2017).
Saglikli bir insanda sagli deriden kaydedilen EEG dalgalarinin frekansi genel olarak
1-30 Hz; amplitiidleri ise 20-100 mikrovolt (uV) civarindadir (Plummer et al.,2019).
EEG dalgalan frekanslarina gore temel olarak gama, beta, alfa, teta ve delta olmak
tizere 5 gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.2) (Timofeeva and Gordon, 2001).

EEG’nin direkt olarak korteksten kaydedilmesi islemi olan elektrokortikografi
(EC0G) ise, tibbi olarak direngli epilepsiden muzdarip hastalarda fokal epilepsi
baslangicinin belirli uzaysal bolgelerini teshis etmek i¢in klinik olarak kullanilan bir
kayit yontemidir. Invaziv izleme kullanilarak, nobetlerin odaklar1 belirlenebilir ve
daha sonra ndbet bolgesinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi nobetlerin sikligini azaltabilir

veya ortadan kaldirabilir. Cerrahi rezeksiyondan sonra, hastalarin yaklagik %50'si veya



daha fazlasi, cerrahi tedaviyi takiben 6nemli 6lgilide iyilestirilmis ndbet kontrolii yasar
(Englot and Chang, 2014). Diger taraftan, hayvan calismalarinda EEG yerine
genellikle ECoG tercih edilmektedir. Bunun nedeni ise hayvanlarda EEG aktivitesi

kaydinin zor olusudur.
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Sekil 2.2. EEG dalgalan ve frekanslar1 (Malmivuo and Plonsey, 1995).

2.1.3.1. Gama dalgalan

30 Hz/saniye ve flizeri dalgalar gama ritmi olarak nitelendirilir. 40 Hz’lik
aktivitenin bilissel islevlerde ve duyusal bilginin islenmesinde énemli oldugu ortaya
konmaktadir. Yiiksek diizeylerdeki gama dalgalarinin varligi bellek ve ge¢misteki

olaylar1 hatirlama yetenegi ile iliskili oldugu sdylenmektedir. 40 Hz gama frekansinin



Ise, iyi bir hafiza ile iliskili oldugu diisiinilmekle birlikte saglikli ve iyi diisiinen bir
beyin i¢in, 40 Hz Gamma beyin dalgalar1 gereklidir (Timofeeva and Gordon, 2001).
Ferri et al. (2001) ise, deney hayvanlarinda yaptiklar1 deneylerde gama dalgalarinin
dikkat, dikkate bagli duraganlik, odakli uyaniklik, duyusal algilama ve paradoksik
uyku ile baglantili oldugu bulmuslardir.

2.1.3.2. Beta dalgalar:

13-30 Hz/saniye frekansinda diisiik voltajli 2-20 uV amplitiidde sahip diizensiz
dalgalardir. En iyi frontal bolgeden kaydedilir. Giinliik hayatta ¢ok sik meydana gelen
bu dalgalar zihinsel aktivite esnasinda belirgin hale gelirler. Beynin hasara ugramis
bolgelerinde azalan veya kaybolan bu dalgalarin ¢ok fazla artisi stres ile
iliskilendirilmistir (Timofeeva and Gordon, 2001; Tudor et al., 2005).

2.1.3.3. Alfa dalgalar:

Berger ritmi de adlandirilan bu dalgalar 8-12 Hz/saniye frekansinda, 20-60 uV
yiiksekliginde ritmik dalgalardir. Oksipital bolgeden en giiglii kaydedilmekle birlikte
parietal ve frontal bolgelerde de goriilmektedir. Uyku esnasinda goriilmeyen bu
dalgalar saglikli bir bireyde, sessiz bir odada gozler kapali iken, zihin ve beden tam
istirahat halindeyken kaydedilir. Gozler agildiginda ise bu ritim kaybolmaktadir. Bu
duruma alfa blokaj1 ad1 verilir (Timofeeva and Gordon, 2001; Tudor et al., 2005).

2.1.3.4. Teta dalgalar

4-7 Hz/saniye frekansinda, yaklasik 20-100 pV amplitiidii olan dalgalardir
Cocuklarin paryetal ve temporal bolgelerinden kaydedilebilmekle birlikte eriskinlerde
de duygusal streslerde ortaya ¢ikabilmektedir. Cok derin bir gevseme halinde ortaya
¢ikan bu dalgalar, hipnozda veya REM uykusu esnasinda da kaydedilir. Bunlarin
disinda beynin dejeneratif durumlarinda da gozlenmektedirler (Timofeeva ve Gordon,
2001).

2.1.3.5. Delta dalgalar

Uyku haricinde erigkinlerde ¢ok fazla goriilmeyen dalgalardir. Frekansi saniyede
4 Hz’nin altinda olup, amplitiidii 20-200 uV civarinda olan dalgalar delta ritmi olarak
isimlendirilir. Derin uykuda, ¢ocuklarda ve ciddi organik beyin hasari olan hastalarda

goriilmektedir. Deney hayvanlarinda subkortikal kesi olusturularak talamusla korteks



arasindaki baglanti kesildiginde de korteks yiizeyinden kaydedilebilirler Bu nedenle
delta dalgalarinin sadece kortekste olustugu diistiniilmektedir (Timofeeva and Gordon,
2001).

2.1.4. Epilepside deneysel modeller

Epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ve patofizyolojisi hakkindaki sorulara
cevap aramak ve etkili antiepileptik ajanlar gelistirmek amaciyla deneysel hayvan
modelleri iizerinde ¢alisilmaktadir. Insan beyninde mikrokimyasal analizler, hiicre ici
kayitlar ve anatomik caligmalar yapmak tibbi etik agisindan miimkiin olmamaktadir.
Bu nedenle, epilepsi hastaliginin mekanizmasini ¢6zmek ve yeni tedavi yontemleri
gelistirmek amaciyla bilim insanlar1 tarafindan epilepsi modelleri gelistirilmistir
(Marangoz, 1997). Epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglar hastalarin ¢ogunda nobetleri
engellemekle  birlikte  hastalarin  yaklagik  %20-30’unda noébet  kontrolii
saglanamamaktadir (Loscher et al., 2013). Kontrol edilemeyen bu ndbetler hastalarin
yasam kalitesini olumsuz olarak etkilemekte, bunun yaninda hafiza ve bilissel islevleri
de baskilayabilmektedir (Serikawa et al., 2015).

Gilinimiizde  yapilan epilepsi  ¢aligmalarinin  ¢ogunda  hayvanlar
kullanilmaktadir (Galanopoulou and Moshe, 2009). Epilepside hayvan modelleri
siklikla normal anormal beyin fonksiyonunun temel néronal mekanizmalarini
aragtirmak amactyla kullanilir (Engel and Schwartzkroin, 2006). Epilepsinin hiicresel
icerigini arastiran caligmalar hipersenkronizasyon mekanizmasinin anlasilmasina,
noronal ve sinaptik uyarilabilirligin degerlendirilmesine odaklanir (Contreras, 2000).
Giliniimiizde, ¢ok sayida nobet modeli bulunmakla birlikte baslica kullanilan ndbet
modellerini; basit parsiyel nobetler, kompleks parsiyel nobetler, jeneralize tonik klonik
nobetler, jeneralize absans nobetler ve status epileptikus modelleri olarak
siniflandirabilir (Fisher, 1989). Insandaki farkli epilepsi tiplerine benzeyen, genetigi
degistirilmis hayvanlar ve kimyasal ajanlar kullanilarak veya lezyon olusturmak

suretiyle ¢ok sayida farkli deneysel model gelistirilmistir (Bambal et al., 2011).
2.1.4.1. Penisilin modeli deneysel epilepsi

B-laktam antibiyotiklerin prokonviilsan etkisi ilk kez 1945'te Walker ve Jhonson
intraventrikiiler penisilin nobetlere neden oldugu gosterildi (Walker and Johnson,
1945). B-laktam antibiyotiklerin konviilzan etkisi, y-aminobiitirik asit (GABA) tip A

reseptorlerinin (GABAa reseptdrleri) inhibisyonuna ve bunun sonucunda inhibitor
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postsinaptik tepkilerin baskilanmasina baglanmaktadir. GABAa inhibisyonu ile
birlikte hiicre igerisine klor girisi azalacagindan depolarize hiicre olusumu ve bunun
sonucunda uyarilabilirligin artisi, ayn1 zamanda da spontan aksiyon potansiyelleri
olusmaktadir (Antoniadis et al., 1980; Sugimoto et al., 2002). Penisilinle olusturulan
deneysel epilepsi, c¢alismalarda kullanilan en yaygin modellerden birisidir.
Penisilinler, sistemik olarak yiiksek dozda kullanildiginda veya serebral kortekse

dogrudan uygulandiklarinda konviilsiyonlara yol agmaktadirlar (Antoniadis et al.,
1980).

2.2. Piirinerjik reseptorler

Adenin bilesiklerinin giiglii etkileri ilk olarak 1929'da Drury ve Szent-Gyorgyi
tarafindan tanimlanmustir (Drury and Szent-Gyorgyi, 1929). Yillar sonra, bagirsak ve
mesanede adrenerjik olmayan, kolinerjik olmayan adenosin 5'-trifosfatin (ATP)
iletimden sorumlu de sorumlu oldugu anlasilmistir. 'purinerjik' terimi 1972'de
Burnstock tarafindan ortaya atilmistir (Burnstock, 1972). Bununla birlikte, hiicre dis1
ATP'nin par¢alanmasinda rol oynayan enzimler, 1990'larin ortalarinda bulunmustur
(Yegutkin, 2008). Adenozin 5'-trifosfat (ATP), hem hiicre dis1 bir sinyal molekiilii
(purinerjik sinyal) hem de hiicre igi bir enerji kaynagi olarak islev gorir. ATP
reseptorleri klonlanmis ve siniflara ayrilmistir. P1 reseptorleri, ektoniikleotidazlar
tarafindan ATP’nin par¢alanma {iriinii olan adenosin i¢in se¢icidir. A1, A2A, A2B ve
A3 reseptorleri olmak tlizere dort alt tipi vardir. P2 reseptorleri, piirin ve pirimidin
niikleotidleri tarafindan aktive edilir. P2X reseptorleri, hem homomultimer hem de
heteromultimer olarak trimer olusturan ligand kapili iyon kanal1 reseptorleridir. Bu
reseptorlerin P2X1-7 olmak iizere yedi alt birime ayrilir. P2Y reseptorleri, G
proteinine bagl reseptorlerdir ve P2Y1/2/4/6/11/12/13/14 olmak iizere sekiz alt tipe
ayrilir (Sekil 2.3). Ilkel omurgasizlarda P2X benzeri reseptdrlerin klonlanmast,
ATP’nin erken evrimsel hiicre dis1 bir sinyal molekiilii oldugunu diisiindiirmektedir.
Tromboz, felg, kuru goz, ateroskleroz, bobrek yetmezligi, osteoporoz, mesane
inkontinansi, kolit, norodejeneratif hastaliklar ve kanser dahil olmak {izere ¢ok cesitli
hastaliklar icin terapdtik potansiyele sahip secici purinoseptdr agonistleri ve

antagonistleri gelistirilmistir (Burnstock, 2018).
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Sekil 2.3. Piirinerjik reseptorler siniflandirilmasi (Malmivuo and Plonsey, 1995).
2.2.1. P2X7 reseptorleri

P2X7 reseptorleri, piirinerjik reseptorlerin 3 alt grubundan biri olan P2X reseptor
ailesinin en son bulunan iiyesidir. Ilk olarak sigan beyninde klonlanan (Surprenant et
al., 1996) P2X7 reseptoriiniin daha sonraki ¢aligmalarda astrositlerde (Ballerini et al.,
1996) ve mikroglialarda (Ferrari et al., 1996) varlig1 tespit edilmistir. Protein ve
mRNA goriintiileme tekniklerinin gelismesiyle birlikte P2X7 reseptoriiniin néronlarda
da bulundugu gosterilmistir (Deuchars et al., 2001; Diaz-Hernandez et al., 2008;
Miras-Portugal et al., 2003). Serebral korteks (Diaz-Hernandez et al., 2009),
serebellum (Hervas et al., 2005), hipokampiis (Sperlagh et al., 2002), beyin sap1 (Papp
et al., 2004) basta olmak tlizere hemen tiim santral sinir sistemi néronlarinda P2X7
reseptOrleri bulunmaktadir. P2X7 reseptorii santral sinir sisteminde 6nemli bir role
sahiptir. Akut ve kronik sinir sistemi hastaliklarinda potansiyel bir ilag hedefi olarak
goriilmektedir. Yapilan ¢aligsmalar, spinal kord hasari (Peng et al., 2009), néropatik
agr1 (Sperlagh et al., 2006; Chessell et al.,2005), beyin iskemisi (Melani et al., 2006;
Arbeloaetal., 2012), travmatik beyin hasar1 (Kimbler et al.,2012), Alzheimer hastaligi
(Diaz-Hernandez et al., 2012), Huntington hastaligi (Diaz-Hernandez et al., 2009),
depresyon (Skaper et al., 2009) ve epilepsi (Engel et al., 2012) gibi hastaliklarda P2X7
reseptoriiniin  rol aldigimi ortaya koymaktadir. P2X7 reseptorii, aktivasyonu

durumunda potasyumun hiicre digina atilmasina, sodyum ve kalsiyumun ise hiicre
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icerisine girisine neden olmaktadir (Ferrari et al., 1999) (Sekil 2.4). Ca*? iyonu epilepsi
patogenezinde 6nemli role sahip bir iyondur. Hiicre i¢i asir1 kalsiyum artisi
depolarizasyona ve dolayisiyla anormal epileptik desarjlara ve hiicresel 6liime sebep
olabilmektedir (Uematsu et al., 1990; Surprenant and North, 2009). Buradan hareketle
yapilan ¢aligmalar, P2X7 reseptoriiniin epileptik nobetleri artirdigini isaret etmektedir.
Kainik asitle (Engel et al., 2012) ve pilokarpinle (Kim et al., 2011) olusturulan status
epileptikus modellerinde P2X7 reseptor aktivasyonu ndbetleri ve hiicre Sliimiinii
artirmaktadir. Bunun yaninda, P2X7 reseptor antagonisti A-438079 ve Brillant blue
G, epileptik aktiviteyi baskilamakta ve hiicresel 6liimii azaltmaktadir (Henshall et al.,
2013; Pacheco et al., 2013).

(a) (b) (c)
Ca* @ | o— 0 ey -:
> WV - ) A
> P S W u

. PLD activation
N Caspase activation

TMITM2 )
Degranulation | { Apoptosis
Membrane blebbing Lysis
NH3 35" . IL-1Brelease | . IL-1Brelease |

Sekil 2.4. P2X7 reseptorlerinin yapisi ve sinyalizasyonu (a) Kapali, (b) Kisa stireli agik, () Uzun siire
acik (Skaper et al., 2009).

2.2.1.1. P2X7 reseptorleri ve epilepsi

P2X7'nin merkezi sinir sistemindeki yapisal ekspresyonu, biiyiik Olgiide
mikroglia, ependimal hiicreler ve oligodendrositlerle sinirlidir (Skaper, 2011), ancak
noronlarda ve astrositlerde ekspresyon da rapor edilmistir (Armstrong et al., 2002;
Engel et al., 2012). Noronal P2X7 ekspresyonu en fazla presinaptik terminallerdedir

(Miras-Portugal et al., 2003). GABA ve glutamat dahil olmak iizere nérotransmitter
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saliniminin diizenlenmesine katkida bulunabilecegi sadylenmektedir (Sperlagh et al.,
2002). Son ¢alismalar, hiicresel ortamdaki ipuglarina yanit olarak P2X7
ekspresyonundaki hiicre tipine 6zgli degisikliklere aracilik etmede transkripsiyon
sonrasi diizenlemenin bir rolii oldugunu gdstermistir. Jimenez-Mateos et al., (2015),
hiicre 6liime neden olan nobetlere yanit olarak mikroRNA-22'nin P2rx7 mRNA'nin

proteine ¢evrilmesini engelledigini bildirmistir.

Nobetler ve epilepsi sirasinda purinerjik sinyallemenin 6nemine olan ilgi
artarken, bugiine kadar yapilan ¢aligmalarin ¢ogu iyonotropik P2X alt ailesinin,
Ozellikle P2X7'nin katkisina odaklanmistir (Engel et al., 2016; Rassendren and
Audinat, 2016). P2X7'nin iktogenez ve epileptogenezdeki roliinii belirlemeye ¢alisan
erken caligmalarin cogu, Western blot ve immiinohistokimya gibi teknikleri kullanarak
ndbetler sirasinda ve sonrasinda reseptoriin ekspresyonel degisiklikleri gostermektedir
(Vianna et al., 2002; Rappold et al., 2006; Dona et al., 2009). Bununla birlikte,
2010'dan bu yana, SE sonrast ve epilepsi sirasinda reseptoriin ekspresyonel
degisikliklerini inceleyen ve P2X7'min nobetlere fonksiyonel katkisini belirleyen
veriler ortaya ¢ikmistir (Engel et al., 2016). P2X7 blokajinin nébet siddetini ve nobet
kaynakli patolojiyi degistirip degistirmedigini belirlemek icin kimyasal olarak
uyarilan Kainik asit (KA) veya pilokarpin ile fare status epilepticus modelleri
kullanilmustir (Engel et al., 2016). Daha yakin tarihli ¢alismalarda, pentilentetrazol
(PTZ) ve maksimal elektrosok (MES) nobet esigi testi gibi geleneksel nobet
modellerinde ve ayrica siganlarda PTZ tutusma modeli gibi P2X7 antagonistlerinin
etkilerinin degerlendirildigi c¢alismalar yapilmistir (Fischer et al., 2016). P2X7
antagonizmasinin SE sirasinda ndbet patolojisi iizerindeki etkisini gosteren bol
miktarda veri mevcuttur (Henshall et al., 2013) (Sekil 2.5). Diger taraftan, Jimenez-
Pacheco et al., status epileptikus olusturulan farelerin neokorteksinde P2X7 reseptor
protein seviyelerinin arttigin1 belirledi. Ayrica, neokortikal P2X7 reseptor seviyeleri
status epileptikustan sonra epilepsi gelisen farelerde ve farmakolojik direngli temporal
lob epilepsili hastalarin neokortekslerinde de yiikseldigi tespit edildi. Farelerin spesifik
P2X7R inhibitoric A-438079 ile oOn tedavisi, status epileptikus sirasinda
elektrofizyolojik parametreleri ve klinik nobet siddetini azaltti ve neokortekste nobet
kaynakli ndron 6liimiinii azalttigi bulundu (Jimenez-Pacheco et Al., 2013). Ek olarak,

penisilinle indiiklenen epilepside P2X7 reseptdr antagonisti A-438079’1in epileptiform
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aktiviteyi baskiladigi, P2X7 reseptor antagonisti BZATP nin ise epileptiform aktiviteyi
artirdigin1 bulunmustur (Arslan et al., 2019).
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Sekil 2.5. Status epileptikus sirasinda saliman ATP’nin potansiyel baglanma noktalar1 (Henshall et
al., 2013).

2.3. Kanabinoid Sistem

Hint keneviri (esrar) bitkisinden (Cannabis sativa) koken alan kanabinoidlerin
(CB) tarihi milattan 6ncesine kadar uzanmaktadir. Eski zamanlarda kenevir “bes tahil”
irlinii arasinda goriilmekte olup tekstil, ip, kagit, yag iretiminde ve gida kaynagi
olarak kullanilmaktaydi (Hui-Lin, 1974; Touw, 1981). Tipta kullanimina iliskin ilk
kanitlar ise, milattan 6nce 2700 yillarinda diinyanin en eski ilag kitabi olan Pen-ts'ao
Ching'den gelmektedir (Zuardi, 2006). Cin cerrahisinin kurucusu olan Hua T'o
milattan sonra 100°1ii yillarda, hint kenevirini analjezik bir madde olarak tanimlamistir
(Mikuriya, 1969) ve hastalar1 ameliyat Oncesi uyusturmak igin esrar ve sarap
karisimini kullanmistir (Hui-Lin, 1974). Bat1 tibbinda ise esrarin tipta kullanimi, 1839
yilinda ilk kez irlandali bir doktorun yayiladig1 ¢alisma yazisinda goriilmiistiir. ilac
hayvanlar tizerinde denedikten sonra giivenli olduguna karar vermis ve hastalara esrar
oOziitleri vererek esrarin analjezik ve yatistirict 6zelliklere sahip oldugunu kesfetmistir.
Ayrica da hint kenevirinin, kuduz ve tetanozun neden oldugu kas spazmlarini
tyilestirdigini ortaya koymustur. Fakat 1930'lu yillarda, ABD’de eglence amach

marihuana kullaniminda kontrolsiiz bir artis olmus ve esrar kullanimina iligkin
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kisitlayici yasalar getirilmistir. 1941'de esrar Amerikan ila¢ kitabindan tamamen
cikarilmig ve 1970’li yillara kadar esrarin tibbi olarak yeniden kullanimi miimkiin

olmamistir (Mikuriya, 1969).

Cannabis sativa bitkisinde bu zaman kadar 120’nin {izerinde bilesen
tanimlanmistir ve bu bilesenlerden en 6nemlilerinin A9-tetrahidrokanabinol (THC),
kanabiol ve kanabidiol oldugu ortaya konmustur (1zzo et al., 2001). Esrarin ana etken
maddelerinden olan Delta-9-THC’nin sigan beyninde bir baglanma bdolgesinin
bulundugu kesfedilmistir ve bu kesif beyindeki muhtemel bir reseptdr varligini igaret
etmistir (Mechoulam and Gaoni, 1965) ve 1988 yilinda kanabinoid reseptor tip 1
(CB1R) tanimlanmistir (Devane et al., 1988). CB1 reseptorlerinin kesfinin ardindan
viicutta endojen kanabioidlerin de olabilecegi ileri siiriilmiis ve 1990’11 yillarda iKi
onemli lipit tiirevi endojen kanabinoid olan anandamid ve 2-arasidonil gliserol
bulunmustur (Devane et al., 1992; Lee, 2012). Bu kesifleri, periferik sinir sisteminde
ve bagisiklik hiicrelerinde lokalize ikinci bir kanabinoid reseptorii olan kanabinoid

reseptor tip 2 nin (CB2R) tanimlanmasi takip etmistir (Johnson et al., 1992).

2.3.1. Fitokanabinoidler ve sentetik kanabinoidler

Fitokanabinoidler, Cannabis sativa (esrar, marijuana) bitkisinden elde edilen,
kanabinoid resptorlerine baglanan bitkisel bilesiklerdir ve sayilar1 yaklagik 70
civarindadir. En ¢ok bilinenleri, 1964 kesfedilmis ilk kanabinoid bilesigi olan A9-
THC’dir. Daha sonra ise kanabiol ve kanabidiol kesfedilmistir (EISohly and Slade,
2005). A9-THC, hem CB1 reseptorlerine hem de CB2 reseptorlerine
baglanabilmektedir. CB1 reseptorlerinin parsiyel agonisti olan THC, sentetik
agonistler (CP 55,940, WIN 55,212-2, ACEA) gibi reseptérde maksimum diizeyde bir
etki ortaya ¢ikaramamaktadir. A9-THC’nin reseptoriine baglanmasiyla birlikte
adenilat siklaz bloklanmakta, MAP-kinaz ise aktive olmaktadir. Diger taraftan, Gi/o
proteinleri araciligiyla da P/Q-tipi ve N-tipi kalsiyum kanallarin1 bloklamakta, K*
kanallarini ise aktive etmektedir (Sekil 2.6). Bunun yaninda, kalsiyum kanallarini
inhibe ederken, glutamat, y-amino-biitirik asit (GABA), asetilkolin ve norepinefrin
gibi norotransmitterlerin presinaptik terminallerden salinimini azaltmaktadir (Ameri

et al., 1999; Kyrou et al., 2006).
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Sekil 2.6. CB1 reseptoriiniin intraseliiler sinyal yolagi (Kyrou et al., 2006).

Sentetik kanabinoidler, tipki fitokanabinoidler gibi uyusturucu ve psikoaktif
etkilere sahip laboratuvar ortaminda sentezlenen yeni nesil kimyasallardir (Le
Boisselier et al., 2017). Bu bilesikler kenevirde bulunan fitokanabinoidlere gore 2-800
kat daha gii¢lidiir ve metabolitleri daha uzun siire etki gosterir (Kong et al., 2018;
Alipour et al., 2019). Sentetik kanabinoidler, ilk planda arastirma amach
iretildiginden dolay1 sentez metodu literatiirde paylasilmistir, bu durum sonrasinda
illegal ortamlarda kanabinoid tiirevlerinin tiretimlerinin artisina yol agmisgtir (Mills et
al., 2015). Ilk sentetik kanabinoid sentezi Amerikali organik kimya Profesérii Roger
Adams’in  Onderliginde gergeklesmistir ve fitokanabinoidlere benzer olan
tetrahidrokanabinol analoglar1 sentezlenmistir (Adams et al., 1945). Sentetik
kanabinoidlerin etki mekanizmas: incelendginde, kanabinoid reseptorlerinin giiglii
agonisti olarak davrandiklar1 ve hem CB1 hem de CB; reseptorleri i¢in tam agonist
olduklar1 saptanmistir. Yapilan caligmalar, sentetik kanabinoidlerin 6zellikle CB1
reseptorlerine gii¢lii baglanmalarindan dolayr THC’den daha yiiksek bir aktiviteye
sahip olduklarin1 gosterilmistir (Freund and Banning, 2017).
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2.3.2. Kanabinoidlerin etkileri

Kanabinoid bilesikleri genellikle sigara seklinde igilse de buharlastirma ve oral
yolla da kullanildiklar1 da bilinmektedir (Vandrey et al., 2012). Icildikten sonra
akcigerlerden absorbe edilirler ve kisa siire icerisinde beyin gibi organlara dagilimin
gerceklesmesiyle kanabinoidlerin etkileri genelde birka¢ dakika i¢inde baslamaktadir.
Bunun yaninda, oral kullanim durumunda, sindirim aktivitesine, gida alimma ve ilk
gecis etkisine bagl olarak etkinin baslamasinda gecikme olabilir. Lipofilik olan bu
molekiiller, yiiksek dagilim hacmine sahiptir ve kronik kullanim sonrasinda viicudun

yag i¢eren kompartmanlarinda depolanmaktadirlar (Thomas et al., 1990).

Akut donemde CBI1 reseptorlerinin uyarilmasiyla birlikte, kalp atim hizi artar,
fiziksel gii¢ azalir, konjunktival kizariklik goriilebilir, istah ve besin alimi artmaktadir
(Hollister, 1983). Bunlarin yaninda, zaman ve mekan kavramlarinin bozulmasi,
heyecanlanma ve fikir ugusmasi, duyularin azalmasi, duygudurum bozukluklari,
illiizyonlar ve haliisinasyonlar gibi subjektif etkiler de ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkiler

alkol ile beraber esrar kullanildiginda daha da artmaktadir (Dewey, 1986).

Marihuana’nin bilinen tip alanindaki en eski kullanim amaci agri1 kesici etkisidir.
Hayvanlarda yapilan agri modellerinde endokanabinoidler ve sentetik CB1 reseptor
agonistleri uygulanarak yapilan ¢alismalarda, kanabinoidlerin mekanik, kimyasal ve
termal agr1 uyaranlari ile olusturulmus akut agriya kars1 etkili ajanlar oldugu ortaya
konmustur (Guindon et al., 2006). Ayrica, inflamasyon kaynakli ve noropatik agri1 gibi
kronik agrilarda da kanabinoidlerin etkili olduklari bulunmustur (Guindon and
Beaulieu, 2006; Li et al., 1999). Kanabinoidlerin bu agr1 kesici etkileri santral sinir
sistemi, omurilik ve periferik sinir sisteminin katildigi kompleks bir devre ile
diizenlenmektedir (Hohmann et al., 1998; Hohmann ve Herkenham, 1999). Diger
taraftan, CB1 reseptorleri kalpte negatif inotropik etki gosterirken, CB1 reseptorleri
uyarildiginda ise vasodilator etkiler ortaya c¢ikmaktadir (Batkai et al., 2004,
Gebremedhin et al., 1999). Bir¢ok kanser ¢alismasi CB1 reseptorlerinin uyarilmasinin
tiimoral dokularda hiicre boliinmesini, tiimor biiylimesini ve metastazi inhibe ederek
Ve ayrica apoptozisi artirarak antitiimoral etki gosterdigini kanitlamistir bulunmustur
(Ligresti et al., 2006; Ramer et al., 2010). Bu etkilerinin yaninda, CB1 reseptor
aktivasyonu antidepresan benzeri etki gostermekte ve CB1 reseptorlerinin bloklanmasi

ise anksiyojenik ve depresyon benzeri etkilere neden olmaktadir (Haller et al., 2002).
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2.3.3. CBI1 reseptorleri

CBj reseptorii kesfedildigi zaman sadece merkezi sinir sisteminde bulunduguna
inanilmaktaydi ve bu nedenle de beyin kanabinoid reseptorii olarak kabul edildi.
Ancak daha sonra periferik dokularda da varlig1 ortaya konmustur. CB: reseptorleri
santral sinir sisteminde en fazla bulunan G protein kenetli reseptorlerdendir. Beyinde
CB1 reseptorlerinin en yiiksek eksprese oldugu bdlgeler hipokampus, serebellum,
bazal gangliyonlar, substantia nigra ve globus pallidusdur (Herkenham et al., 1990;
Tsou et al., 1998). insanlarda 472 amino asitten olusan (siganlarda ve farelerde 473
amino asit) CB: reseptori CNR1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Insan ve
kemirgenler arasindaki amino asit dizi 6zdesligi ise %97-99 civarindadir (Zou and
Kumar, 2018). Cogunlukla presinaptik yerlesimli olan CB1 reseptorleri presinaptik
noronlardan norotransmitter salinimina etki etmektedir. CBiR’leri, 0zellikle
GABAerjik ve glutamaterjik noéronlarda bulundugundan, GABA ve glutamat
norotransmisyonunda rol oynamaktadir. G proteinine kenetli olan CB; reseptorleri
aktive oldugunda cAMP olusumunda azalmaya ve dolayisiyla cAMP'ye bagl protein
kinaz A’nin (PKA) inhibisyonuna neden olur. Bunun yaninda, CB:R aktivasyonu
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz
(ERK) ve p38 yolaklarinda da etkindir. Diger taraftan, CB1 reseptorlerinin aktivasyonu
yine G proteinleri araciligiyla Ca*?> ve K* kanallarina baglanarak iyon gegisini

etkilemektedir (Howlett et al., 2002).

2.3.4. Kanabinoidler ve epilepsi

Fare pilokarpin modelleri, in vitro hipokampal noronal kiiltiir modelleri,
pentilentetrazol modeli ve penisilin ile indiiklenen epileptiform modeli dahil olmak
tizere ¢esitli modellerde birgok kanabinoid analogu test edilmistir (Kozan et al., 2007,
de Curtis et al., 2012). THC'nin ¢ogu deneysel epilepsi modelinde ndbet sikligini veya
epileptik aktivitenin siddetini azalttigini, ancak farkli tipte epilepsi modelleriyle
yapilan diger calismalarda epileptik aktivite lizerinde hicbir etkisi olmadig1 veya

nobetleri artirdigr bildirilmistir (Wallace et al., 2003; Deshpante et al., 2007).

Sican, fare, kobaylarda yapilan deneysel epilepsi ¢alismalarinda,
endokannabinoid sistemin modiilasyonunun (FAAH veya anandamid geri aliminin
inhibisyonu yoluyla) ¢ogunlukla antikonviilsan etkileri oldugu gosterilmistir. Bazi

calismlar ise prokonvulzan ve etkisiz oldugunu one siirmektedir. Manna et al.,
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yaptiklar1 ¢aligmada, CB1R agonistlerinin diisilk dozlarda CB1R'ler araciligiyla
antikonviilzan etkileri, ancak yiiksek dozlarda TRPV1 kanallar1 yoluyla prokonviilsif
bir etki iiretebilecegini one siirmiislerdir (Manna et al., 2012). Diger taraftan, CB1R
agonistleri (WINSS5, 212, ACEA), yaygin olarak kullanilan bazi antiepileptik ilaglarin
etkisini artirdigin1 géstermislerdir (Luszczki et al., 2006; Andres-Mach et al., 2012;
Florek-Luszczki et al., 2014). Fareler, siganlar ve kobaylarla yapilan 18 ¢alismanin,
%38,9'unda CB1R antagonistleri pro-konviilsan, %5,6'sinda anti-konviilsan ve
%55,6'sinda etkisiz olarak bulunmustur. Bu nedenle, endokannabinoid sistemin
aktivasyonu, nobetleri 6nleyebilirken, endojen koruyucu mekanizmalarin inhibisyonu,
nobetlere 6nemli Olglide katkida bulunmayabilmektedir. Bu farkliliklarin nedeni,
calismanin yapildig: tiirlin 6zelliklerine, nobet olusturma sekline, zamanlamaya ve

deneysel tasarima bagli olabilir (Rosenberg et al., 2015)

Hayvanlar lizerinde yapilan bu calismalardan sonra insanlar {izerinde faz
calismalar1 da tamamlanmis ve 25 Haziran 2018°de ABD Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA),
siddetli nobetlerle seyreden Dravet sendromu (DS) ve Lennox-Gastaut sendromu
(LGS) tedavisi i¢in yiiksek oranda saflastirilmis, bitki tiirevli kannabidiol (CBD)
(Epidiolex®, GW Pharmaceuticals, Cambridge, UK) farmasotik bir preparatini
onaylamistir (U.S. Food and Drug Administration, 2018).

2.4. Oksidan ve antioksidan sistem

Asirt serbest radikal salinimindan kaynaklanan oksidatif stresin epilepsinin
baglamasi ve ilerlemesinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle epilepsi tedavisinde
oksidatif stresi azaltmaya yonelik antioksidan tedaviler biiyiik ilgi gérmiistiir. Bununla
birlikte, birgok kanit, oksidatif stresin tiim nobet modellerinde her zaman ayni ideal
duruma sahip olmadigini gostermektedir (Shin et al., 2011). Siiperoksit radikali (-02),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (-OH) ve tekli oksijen (O2) dahil olmak
tizere ROS (reaktif oksijen radikalleri), normal hiicresel metabolizma sirasinda tiretilir
(Kontos, 1989; Beit-Yannai et al., 1997). Fizyolojik ROS seviyeleri enzimatik [6rn.,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
rediiktaz (GR) ve peroksiredoksinler (Prxs)] ve nonenzimatik [6rn., C vitamini, E
vitamini ve indirgenmis glutatyon (GSH)] antioksidan savunma sistemleri tarafindan
ortadan kaldirilir. Bununla birlikte, artan ROS fiiretimi, azalmis antioksidan savunma
yetenegi veya her ikisi nedeniyle asirt ROS seviyeleri oksidatif strese yol agar

(Winyard et al., 2005). Ek olarak, fazla ROS ayrica peroksinitrit gibi reaktif nitrojen
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tirleri (RNS) olusturmak igin nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girer (Brown and
Borutaite, 2001).

Hipokloroz asitle oksitlenmis proteinler, 6zellikle albiimin, disiilfid kopriileri
ve/veya tirozin ¢apraz baglama yoluyla protein agregatlar1 dahil olmak {izere gelismis
oksidasyon protein liriinleri (AOPP'ler) iiretir. AOPP'ler, oksidatif hasarin yeni protein
biyobelirtegleri ve yeni bir inflamatuar mediatér sinifidir. AOPP, ditirozin igeren
capraz bagh protein iirlinleri olarak tanimlanir ve protein oksidasyonunun derecesini
tahmin etmek igin giivenilir belirteg olarak kabul edilir (Korkmaz et al., 2013).
Literatiirdeki c¢alismalarda bazi norodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda
oksidatif stresin rolii oldugu bildirilmistir (Migliore et al., 2005; Perry et al., 2002),
17). Epileptik ensefalopatisi olan ve antiepileptik ila¢ kullanan hastalarla yapilan
calismada ise AOPP diizeylerinde (kontrol grubuna goére) anlamli artig bildirilmistir
(Grosso et al., 2011).

Lipid peroksidasyon iiriinii, malondialdehit (MDA) hiicrelerdeki oksidatif
stresin bir Olgiisii olarak yaygin olarak kullanilir. Lipitler, hiicre zarmin 6nemli
bilesenleridir. Lipid peroksidasyon, diyabet, yetiskin solunum sikintis1 sendromu,
Alzheimer hastaligi, iskemi, epilepsi gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynar.
Serbest radikaller noéronal dejenerasyona neden olabilir ve bu da lipid
peroksidasyonunu artirmaktadir (Yagi et al., 1987). Beyindeki ¢oklu doymamis yag
asit yiiksek igerigi nedeniyle lipid peroksidasyonuna ¢ok duyarlidir. Bu nedenle
beyindeki hiicresel oliimler nedeniyle MDA diizeylerinde yiikselme goriilmesi

normaldir (Coyle and Puttfarcken, 1993).

Diger taraftan, antioksidan enzimler de epilepsi patogenezinde rol oynamaktadir.
Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistimiinii katalize eder (202e— + 2H* — H20- + O3). Bakir-¢inko SOD (CuZnSOD)
sitoplazma ve peroksizomlarda etki gosterirken, manganez mitokondride (MnSOD)
olusur. Hiicre dis1 etkili ECSOD ayrica bakir ve ¢inko igermektedir (Halliwell et al.,
2006). SOD1 geninin mutasyonlari beyin, beyin sapt ve omurilikteki noéronal
yaralanmalara ve oksitleyici reaksiyonun artmasina ve dolayisiyla yanls katlanmig
proteinlere katkida bulunur (Niizuma et al., 2009; Meldrum, 2002). Ek olarak, SOD
nitrik oksit dahil apoptoza da katilir. Bu nedenle, SOD1 néronal apoptozda énemli bir
faktordiir. Apoptoz ve oksidatif stresin epilepsi gelisiminde 6nemli patofizyolojik

stiregler oldugu iyi bilinmektedir ve azalmigs SOD1'in ¢esitli transkripsiyonel yollar
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yoluyla anti-oksidatif ve anti-apoptotik aktivitelerin zayiflamasi1 anlamina geldigi ve
epilepsi gelisimine katkida bulundugu iyi bilinmektedir (Peternel et al., 2009; Miao
and Clair, 2009). Katalaz, pH ve sicaklik degisikliklerinin yan1 sira proteolize karsi
nispeten hiicrenin daha direngli olmasini saglayan kararli bir yapiya sahip olmasi
bakimindan benzersiz bir antioksidan enzimdir. Insan viicudundaki islevi, H,O2'yi su
ve oksijene ayristirmaktir. Katalaz olmadan, stiperoksitten SOD tarafindan
dontistiirilen asirt H2O2, metal iyonlar1 ile reaksiyona girerek son derece zararl
hidroksil radikalini olusturabilir (Chelikani et al., 2004). Yapilan epilepsi caligmalar1
celigkili sonuglar igerse de, gogunlukla epileptik nobet esnasinda katalaz seviyelerinin

diistiigii gosterilmistir (Menon et al., 2014)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Deneysel prosediirler, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 2014/28 nolu kararla onaylandiktan sonra
TUBITAK (1001; proje no: 115S361) tarafindan desteklendi.

3.1.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda, 224+16 gr agirhiginda 84 adet Wistar Albino erkek sigan
kullanild1. Siganlar Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari Merkezi’nden
temin edilerek bu merkeze bagli olarak akredite olan Fizyoloji-Farmakoloji AD ortak
hayvan prosediir odasina (sicaklig1 2442 °C, nem oram1 %60) getirildi. Hayvanlar su
ve yem kisitlamasi olmaksizin dogal 12 saat aydinlik/karanlik siklusu dongiisiinde

bekletildi. 1 haftalik alisma periyodundan sonra siganlar deneye alindi.
3.1.2. Kullamlan Cihazlar ve Malzemeler

Sunulan ¢aligmada, elektrokortikogram (ECoG) Kayitlar1 kayitlarinin eldesi igin
16 kanallli veri kazanim finitesi (PowerLab, 16/SP, AD Instruments, Australia)
kullanildi. ECoG kayitlarinin eldesi igin tripolar elektrotlar hazirlandi. Kimyasal
ajanlar hassas terazi ile tartildiktan sonra 1000 pl ve 100 pl’lik mikropipetler
vasitasiyla ¢oziindiiriilerek ependorflar igerisinde -20°C’lik buzdolabinda deney
giiniine kadar muhafaza edildi. intrakortikal (i.k.) ve Intraserebroventrikiiler (i.s.v.)

madde uygulamalari i¢in Hamilton mikroenjektor (type 701N, 10 pl) kullanildi.
3.1.3. Kullanilan Kimyasal Ajanlar
a. Penisilin G Potasyum

Molekiiler formiilii: C16H17KN204S (1.E. Ulagay, Tiirkiye)

Molekiiler agirligi: 372.48 g/mol

Coziict: Steril fizyolojik tuzlu su (SF)
b. A-438079 hydrochloride hydrate
Selektif P2X7 piirinerjik reseptor antagonisti

Molekiiler formiilii: C13H9CI2N5-HCI - xH20 (A9736, Sigma)

Molekiiler agirligi: 342.61 g/mol
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Coziicti: Steril fizyolojik tuzlu su (SF)

c. BZATP [2'(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl) adenosine 5'-triphosphate

triethylammonium salt]
Potent P2X7 piirinerjik reseptdr agonisti

Molekiiler formiilii: C24H24N5015P3 - xC6H15N x yH20 (B6396, Sigma)

Molekiiler agirligi: 715.39 g/mol

Coziicti: Steril fizyolojik tuzlu su (SF)
d. ACEA (Arasidonil-2-kloroetanolamid)
Spesifik kanabinoid-1 reseptor agonisti

Molekiiler formiilii: C1390H231N45041 (A9719, Sigma)

Molekiiler agirhigi: 3188.63 g/mol

Coziicii: DMSO/SF: 3/7

e. AM251 (1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-

1Hpyrazole-3-carboxamide)
Spesifik kanabinoid-1 reseptor antagonisti

Molekiiler formiilii: C22H21N4OCl2l (A6226, Sigma)

Molekiiler agirligi: 555.24 g/mol

Coziicii: DMSO/SF: 3/7
3.2. Metot
3.2.1. Deney gruplari

Her bir grupta 7 hayvan olmak tizere ¢alisma gruplarimiz asagidaki gibidir;

1- Kontrol-1 (SF + SF) grubu: Bu gruptaki siganlara cerrahi islem

uygulandiktan sonra penisilinin ¢oziictisii SF (2,5 pl, i.k.) ve yarim saat

sonrasinda A-438079 ve BZATP’ nin ¢oziiciisti SF (2 pl, i.5.v.) uygulandu.

2- Kontrol-2 (SF + DMSO/SF) grubu: Bu gruptaki siganlara cerrahi islem

uygulandiktan sonra penisilinin ¢oziictisii SF (2,5 pl, i.k.) ve yarim saat

sonrasinda ACEA ve AM251’in ¢oziiciisii DMSO/SF: 3/7 (1 ul, i.s.v.)

uygulandi.
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Penisilin + SF grubu: Bu gruptaki siganlara cerrahi islem uygulandiktan
sonra 500 IU penisilin (2,5 pl, i.k.) ve yarim saat sonrasinda A-438079 ve
BzATP’nin ¢oziiciisii SF (2 pul, i.5.v.) uygulandi.

Penisilin + DMSO/SF grubu: Bu gruptaki si¢anlara cerrahi islem
uygulandiktan sonra 500 U penisilin (2,5 ul, i.k.) ve yarim saat sonrasinda
ACEA ve AM251’in ¢6ziictisit DMSO/SF: 3/7 (1 pl, i.s.v.) uygulandi.
Penisilin + A-438079 grubu: Bu gruptaki si¢anlara cerrahi islem
uygulandiktan sonra 500 U penisilin (2,5 pl, i.k.) ve yarim saat sonrasinda
20 ug A-438079 (2 ul, i.s.v.) uygulandi.

Penisilin + BzATP grubu: Bu gruptaki siganlara cerrahi islem
uygulandiktan sonra 500 IU penisilin (2,5 ul, i.K.) ve yarim saat sonrasinda
100 png BZATP (2 pl, i.s.v.) uygulandi.

Penisilin + ACEA grubu: Bu gruptaki siganlara cerrahi islem
uygulandiktan sonra 500 U penisilin (2,5 ul, i.k.) ve yarim saat sonrasinda
7,5 ug ACEA (1 pl, i.s.v.) uygulandi.

Penisilin + AM251 grubu: Bu gruptaki sicanlara cerrahi islem
uygulandiktan sonra 500 U penisilin (2,5 ul, i.k.) ve yarim saat sonrasinda
0,25 ug AM251 (1 pl, i.s.v.) uygulandi.

Penisilin + A-438079 + ACEA grubu: Bu gruptaki sicanlara cerrahi iglem
uygulandiktan sonra 500 U penisilin (2,5 pl, i.k.), yarim saat sonrasinda 20
ug A-438079 (2 ul, i.s.v.) ve A-438079 uygulamasindan 10 dakika sonra 7,5
ug ACEA (1 pl, i.s.v.) uygulandi.

Penisilin + A-438079 + AM251 grubu: Bu gruptaki siganlara cerrahi iglem
uygulandiktan sonra 500 U penisilin (2,5 pl, i.k.), yarim saat sonrasinda 20
ug A-438079 (2 pl, i.s.v.) ve A-438079 uygulamasindan 10 dakika sonra
0,25 ug AM251 (1 pl, i.s.v.) uygulandi.

Penisilin + BzZATP + ACEA grubu: Bu gruptaki sicanlara cerrahi islem
uygulandiktan sonra 500 1U penisilin (2,5 pl, i.k.), yarim saat sonrasinda 100
pug BzATP (2 pl, i.s.v.) ve BzZATP uygulamasindan 10 dakika sonra 7,5 ug
ACEA (1 pl, i.s.v.) uygulandi.

Penisilin + BZATP + AM251 grubu: Bu gruptaki siganlara cerrahi islem
uygulandiktan sonra 500 1U penisilin (2,5 pl, i.k.), yarim saat sonrasinda 100
pug BzATP (2 ul, i.s.v.) ve BZATP uygulamasindan 10 dakika sonra 0,25 pg
AM251 (1 pl, i.s.v.) uygulandi.
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3.2.2. Cerrahi islem

Operasyondan 1 giin dnce a¢ birakilan siganlar 1,25 gr/kg tretan (i.p.) ile
anesteziye alindi. Kafalar trag edilen siganlar stereotaksik cihaza sabitlendi (Sekil
3.1a). Spontan solunuma birakilan hayvanlarin kafa derisi rostro-kaudal dogrultuda
ortalama 4 cm uzunlugunda bir kesiyle agildi. Somatomotor korteks iizerindeki
yumusak doku uzaklastirildiktan sonra varsa kiiciik kanamalar kemik mumu
(bonewax) (W810, Ethicon) yardimiyla durduruldu. Stereotaksik cihaz ile bregma
(referans noktasi) saptandiktan sonra bregma noktasi referans alinarak yaklasik 1 mm
capinda 6 adet delik bir elektrikli drill (OmniDrill 35, WPI inc, Kore) yardimiyla
acildi. 6 adet deligin 3 tanesine 6zel yapim paslanmaz c¢elik vidalar kafatasina
sabitlendi. Daha sonra bu vidalara stereo jaktan yapilmis olan disi tripolar elektrot
kablo araciligiyla sarildi ve erkek jakin takilmasiyla birlikte elektrotlar Powerlab veri
kazanim sistemine baglandi. Vidalar asagidaki koordinatlara gore sabitlendi:

1. Bregmanin 4.0 mm anterioru, orta ¢izginin 3.0 mm sol laterali (pozitif elektrot)
2. Bregmanin 4.0 mm posterioru, orta ¢izginin 3.0 mm sol laterali (negatif elektrot)

3. Bregmanin 4.0 mm posterioru, orta ¢izginin 3.0 mm sag laterali (toprak elektrot)

Kalan 3 deligin 1 tanesi penisilin enjeksiyonu (bregmaya gore koordinatlar: 2.0
mm posterior, 2.0 mm sol lateral, 1.0 mm vertikal) igin, diger 2 tanesi ise I.S.V.
enjeksiyonlar (bregmaya gore koordinatlar: 1.1 mm posterior, 1.5 mm sol ve sag

lateral, 4.2 mm vertikal) i¢in kullanildi (Sekil 3.1b) .

Sekil 3.1. a) Stereotaksi cihazina siganin sabitlenme iglemi b) Tripolar elektrot takilmis olan sigcana
intrakortikal penisilin enjeksiyonu iglemi ¢) Serebrum, serebellum ve beyin sapinin ¢ikarildiktan sonra
gorlintiisti
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3.2.3. Ila¢ Uygulamalar

Elektrot takma isleminden sonra ECoG kayitlar1 LabChart 7 Pro
(ADInstruments, Avustralya) programi araciligiyla bilgisayar ortaminda baslatildi. 5
dakikalik bazal aktivite kaydindan sonra 500 IU penisilin 2,5 pl hacimde i.k. olarak
uygulandi. Penisilin enjeksiyonundan en fazla 2 dk sonra interiktal spike aktiviteleri
gozlendi. Penisilin enjeksiyonundan 30 dakika sonra spike aktiviteleri stabil duruma
ulastigindan A-438079 ve BzATP bu dakikada 2 ul hacimde i.s.v. olarak uygulandi.
Yine, penisilin enjeksiyonundan 30 dakika sonra ACEA ve AM251 1 ul hacimde i.S.v.
olarak uygulandi. Kombinasyon gruplarinda ise, A-438079 veya BZATP sol ventrikiile
enjeksiyonlarindan 10 dakika sonra ACEA veya AM251 sag ventrikiile enjekte edildi.
Alinan ECoG kayaitlar bilgisayara kaydedildi ve depolandi.

- @
[CGendz ]
a

0,9701 mV

Sekil 3.2. Verilerin LabChart-7 programi yardimiyla analiz igleminden bir goriintii
3.2.4. Elektrofizyolojik Kayitlarin Degerlendirilmesi

Deneyler sonucunda elde edilen epileptiform aktivite offline olarak spike
frekans1 ve amplitiidii acgisindan analiz edildi. Elde edilen interiktal spike
aktivitelerinin frekanslari, LabChart 7 Pro yazilimindaki Cyclic Measurements - Event
Count - Spikey shape basamaklari kullanilarak analiz edildi (Sekil 3.2). Amplitiid ise,
yazilimin Average Cyclic Height 6zelligi sayesinde hesaplandi (Arslan et al., 2019).
Programin Multiple Add to Datapad 6zelligi ile penisilin enjeksiyonundan sonraki 150
dakika, 10 dakikalik dilimlere boliinerek hesaplandi ve veriler Microsoft Excel

programina aktarildi. Penisilin enjeksiyonundan 6nceki 10 dakikalik spike aktivitesi
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yiizde yiiz olarak kabul edilerek (yiizde degisim) penisilin enjeksiyonundan sonraki
120 dakika boyunca kaydedilen spike aktiviteleri asagidaki formiil ile penisilin oncesi

10 dakika ile kiyaslandi:

Kimyasal verildikten sonra frekans (amplitiid) ortalamasi

Frekans (Amplitiid) Degeri % = -----=-mmmmmmmmm e oo oo x 100

Kimyasal verilmeden once frekans (amplitiid) ortalamasi

3.2.5. Biyokimyasal analizler

ECoG kayitlarinin bitiminde anestezi altinda olan hayvanlar dekapite edilerek
stirekli oksijenlenen yapay beyin soliisyonu [(aCSF), igerigi (mM): NaCl, 124; KCl,
5; KH2PO4, 1.2; CaCl2,2.4; MgSO4, 1.3; NaHCO3, 26; glucose, 10; HEPES, 10; pH
7.4, 95% 02 ve 5% CO2 tabii tutularak] igerisinde hayvanlarin beyinleri (hemisferler,
serebellum, beyin sap1 bir biitiin halinde) ¢ikarildi (Sekil 3.1c). Serebellum ve beyin
sap1 ayrildiktan sonra ¢ikarilan beyin hemisferleri sivi azot tankina daldirilarak hizlt
bir bigimde donduruldu. Numuneler doku pargalayici ile homojenize edildi ve fosfat
tampon soliisyonu (PBS, 10 mM, pH 7.2) igerisine konuldu. Doku 6rnekleri +4 °C” ve
220V da 1 dk boyunca sonikasyona (METU Electromechanical, Germany) tabi
tutulduktan sonra -80 derece derin dondurucuda saklandi. Analiz giiniinde oda 1s1sinda
eritilen homojenatlar +4 °C” de 15000 x g’ de 5 dak santrifiij edildi (Sigma 3K30,

Germany) ve siipernatantlar biyokimyasal analizler igin kullanildi.
3.2.5.1. Doku érneklerinde protein miktarmin belirlenmesi

Doku homojenatlarindaki her bir numunenin protein miktar1 Lowry et al.,
(1951)’nin metodu ile tespit edildi. Lowry metodunun prensibi, alkali sartlar altinda
peptid nitrojenlerin bakir iyonlar1 (Cu+2) ile reaksiyonu ve aromatik aminoasitlerin
bakir katalizli oksidasyonu ile ortama eklenen Folin-Ciocalteau fosfomolibdik
fosfotungstik asit reaktifinin heteropolimolibden mavisine indirgenmesi esasina

dayanmaktadir.
3.2.5.2. Protein oksidasyonu (AOPP) diizeylerinin belirlenmesi

Protein oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarli yeni bir marker olan
Advanced oxidation protein products (AOPP), ditirozin igeren ¢apraz bagl protein

riinleri olarak tanimlanmaktadir. Yikama isleminden sonra (Sekil 3.3a) AOPP
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diizeyleri ticari kit kullanilarak (Sun-Red Bio Company, Cat. N0.201-11-2673,
Shanghai, China) 450 nm’de ¢aligild1 (Sekil 3.3b).

3.2.5.3. Lipid peroksidasyonu (MDA\) diizeylerinin belirlenmesi

Doku ve serum Orneklerinde malondialdehid (MDA) diizeyleri ticari kit (Sun-
Red Bio Company, Cat. N0.201-11-0157, Shanghai, China) ile g¢alisildi. Deneyin
prensibi N-methyl-2-phenylindole ile total MDA’ nin reaksiyonu sonucu olusan

irlinlin 450 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir.
3.2.5.4. Siiperoksid dismutaz (SOD) diizeylerinin belirlenmesi

Stiperoksit radikalinin (O2e-) hidrojen perokside donilisiimiinii katalizleyen
siiperoksid dismutaz, ksantin/ksantin oksidaz sistemiyle iiretilen siiper oksit
radikalinin nitro blue tetrazolium (NBT)’yi indirgeyip formazon olusturmaktadir.
Siiperoksid dismutaz enzim diizeyleri ticari kit indirgenme sonucunda NBT mavi-mor
renge doniismektedir ve bu renklerin absorbansi 450 nm’de 6lgiildii. (Sun-Red Bio
Company, Cat. N0.201-11-0169, Shanghai, China) kullanilarak ¢alisildi.

3.2.5.5. Katalaz (CAT) diizeylerinin belirlenmesi

Katalaz, hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda gorevli bir antioksidan
enzimdir. Methodun prensibi, optimal konsantrasyonda enzimin hidrojen peroksit ile
metanol reaksiyonuna dayanmaktadir. Olusan formaldehitin kromojen olan 4-amino-
3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile olusturdugu rengin absorbansi
spektrofotometrik olarak okunur. Katalaz diizeyleri ticari kit (Sun-Red Bio Company,
Cat. N0.201-11-5106, Shanghai, China) kullanilarak ¢alisild1.

3.2.5.6. Glutatyon (GSH) diizeylerinin belirlenmesi

Glutatyon diizeylerinin belirlenmesi, proteinler perklorik asit ile ¢oktiiriildiikten
sonra kromojenik disiilfid 5-5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit (DTNB, Ellman’s
reagent) ile SH gruplarinin arasindaki exchange oranmin Olgiilmesi prensibine
dayanmaktadir. Glutatyon diizeyleri ticari kit (Sun-Red Bio Company, Cat. N0.201-
11-7122, Shanghai, China) kullanilarak ¢alisildi.

ELISA okuma (Tecan Spark 10M, Tecan Group Ltd., Switzerland) isleminden
sonra elde edilen spektrofotometrik veriler (Sekil 3.4) Microsoft excele aktarildi (Sekil
3.5). Standartlar kullanilarak formiiller olusturuldu. Spektrofotometrik veriler bu

formiillere gore analiz edildi ve en sonunda Lowry methodunda bulunan protein
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miktarina goére mg. protein cinsinden son veriler elde edildi. Her grup i¢in elde edilen

degerler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Sekil 3.3. a) Kit yikama isleminden bir goriintii, b) ELISA okuyucu ile 450 nm’de okuma iglemi

Measurem: ent Status - 07092018-001wsp - 450 nm. )
Status: Performing instumen checks
Di Label/Cycle 0.0875 -
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oostzs
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= 0.0725
-
D
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= [ [
Previous eyck
B Ramdsls 0062255 o
@ Temperal c
¢ E
@ = Time
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H .

Sekil 3.4. ELISA okuyucudan elde edilen spektrofotometrik verilerin programda gériiniimit

30



(1l ~ o~ = oo T e o7

I o5 | eac saapuen  Fomaller  Ven  GozdenGegr  Goramam 0@ o =
=0 ¥ K .o e B [ = Tk [E) Zovmwennc Ay aa
Calibri - Genel - 5| 7 @ 4
. . £ > ¢ & e 5] polgu - 7
Vapistie KT A- mie G- sz $ - % » %800 Kosullu  TabloOlsrak Hacre  Ekle Sl Bigm Sirala ve Filtre Bulve
~ < Biam Boyaasi = % % | gicimlendirme - Bicimlendir - Stilleri~ |~ - + | @ Temizle - Uyoula~  sec~
Pana Yazi Tipi Sayn Stiller Hucreler Duzznieme
P11 - v
A B c D E F G H 1 J K L M N o P a R s T u ;
< 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ™

0.096609 0.059753 0.058138 0.059658 0.077615 0.054213 0.066984 0.067877 0.074669 0.062659 0.061319 0.079736
0.058544 0.057588 0.064048 0.060715  0.1017 0.058276 0.052832 0.059436 0.061146 0.064296 0.079328 0.054217
0.067429 0.061716 0.056  0.1007 0.055829 0.053271 0.055261 0.052282 0.053724 0.057079 0.055285 0.065432
0.05959 0.056102 0.067243 0.064598 0.06277 0.054346 0.061866 0.059846 0.054292 0.059083 0.060456 0.065461
0.053584 0.062359 0.064405 0.065036 0.070281 0.058542 0.054779 0.059732 0.068291 0.053715 0.054132 0.054712
0.060521 0.065618 0.057538 0.05386 0.073792 0.057719 0.055548 0.073674 0.065524 0.063434 0.057086 0.053054
0.055518 0.058448 0.052824 0.066753 0.057705 0.055524 0.052016 0.061173 0.056307 0.05248 0.055087 0.057165
0.080796 0.048351 0.056783 0.050653 0.054931 0.059499 0.052099 0.064557 0.054956 0.065992 0.052296 0.062079

IeTMOO® >

elelalg]e
glelziglr]g]e|e|~|olo]s o v

16
17
18
19
20
21
22
23
24
= -

W4 » ¥| SparkControl magellan Sheet 3 . Sayfa2 . Sayfa3 .~ J okl m |}
Hazir | |[EOm s & v} )

Sekil 3.5. Spektrofotometrik verilerin Microsoft excele aktarilmasi

3.3. istatiksel Analiz

Elde edilen ECoG kayitlarin istatistiksel analizinde GraphPad Instat (v3.06)
yazilimi kullanildi (San Diego, CA, USA). Deney gruplarindaki elektrofizyolojik ve
biyokimyasal verilerin normal dagilima uydugu Shapiro-Wilk testi ile tespit edildikten
sonra tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) testi kullanildi ve sonrasinda
gruplar arasindaki ¢oklu karsilastirmalar i¢in post-hoc Tukey-Kramer testi uygulandi.
Grafik, tablo ve metin igerisinde kullanilan deney gruplarina ait degerler, ortalama +
standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Elde edilen sonuglara gére p<0,05’in altinda

olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

500 IU i.k. penisilin verildikten sonra ortaya ¢ikan interiktal dikensi dalgalar
yaklasik 3-4 saat devam etmektedir. Ancak, daha Once yaptigimiz calismaya
dayanarak (Arslan et al., 2019) kullandigimiz kimyasallarin (6zellikle BzATP)
etkisinin 120. dakikadan sonra azalmasi nedeniyle ve fazla hayvan kullaniminin 6niine
gegmek amaciyla deneyimizi 120. dakikada sonlandirarak biyokimyasal analizleri
gerceklestirdik.

Penisilin+SF ile penisilintDMSO/SF gruplar1 karsilastirildiginda epileptik
aktivitenin frekansinda ve amplitiidiinde anlamli bir degisiklik yoktu. Bu gruplarda,
epileptiform aktivitenin 80. dakikasinda hesaplanan frekans ortalamalar1 sirasiyla
35,4+2,3 ve 37,1+4,0 spike/dk ve amplitiid ortalamalar1 sirasiyla 852+41 uV ve
870459 olarak hesaplanda.

Penisilin+SF ile penisilintDMSO/SF gruplar1 biyokimyasal parametreler
acisindan karsilastirildiginda hicbir parametrede anlamli bir degisiklik yoktu. Bu
gruplarda, AOPP diizeyleri sirasiyla 7,98+0,63 ve 7,71+0,77; MDA diizeyleri sirastyla
6,70+0,93 ve 7,01+0,64; SOD diizeyleri sirasiyla 6,68+0,65 ve 7,13+0,50; CAT
diizeyleri sirastyla 9,37+1,01 ve 9,62+0,83; GSH diizeyleri sirasiyla 71,37+£5,91 ve
75,09+7,19 olarak olciildi.

Diger taraftan, kontrol-1 (SF+SF) ile kontrol-2 (SF+DMSO/SF) gruplari
biyokimyasal parametreler agisindan karsilastirildiginda, DMSO uygulanmasi1 AOPP,
MDA, SOD, CAT ve GSH seviyelerini degistirmedi. Bu gruplarda, AOPP diizeyleri
strastyla 4,26+0,46 ve 3,97+0,37; MDA diizeyleri sirasiyla 2,77+0,35 ve 3,01+0,40;
SOD diizeyleri sirastyla 7,76+£0,67 ve 7,68+0,49; CAT diizeyleri sirasiyla 12,76+0,81
ve 13,22+1,04; GSH diizeyleri sirasiyla 76,07+7,48 ve 72,17+5,68 olarak ol¢iildi.

Yukaridaki bulgular cercevesinde, DMSO/SF uygulanmasi1 ile sadece SF
uygulanmasi arasinda elektrofizyolojik ve biyokimyasal analizler agisindan anlaml
bir fark olmadigindan ve elde edilen degerlerin yakin olmasi nedeniyle karsilastirmalar
icin kontrol-1 ve penisilin+SF gruplarinin verileri kullanildi.

Penisilin+SF grubu ile SF grubu biyokimyasal parametreler agisindan
kiyaslandiginda, penisilin ile olusturulan epileptiform aktivitt AOPP ve MDA
diizeylerinde artisa neden olurken (sirasiyla p<0,05; p<0,05), katalaz diizeylerinde
azalmaya neden oldu (p<0,05). SOD ve GSH diizeyleri agisindan iki grup arasinda
anlamli fark yoktu (Tablo 4.1).
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4.1. P2X7 reseptor antagonisti A-438079 ile kanabinoid CB1 reseptor
agonisti ACEA etkilesimi

Tek basina uygulanan A-438079, penisilin+SF grubuna gore 60. dakikadan
itibaren spike frekansinda anlamli bir azalma olustururken (p<0,05), tek basina
uygulanan ACEA, penisilin+SF grubuna gore 30. dakikadan itibaren spike frekansini
anlamli diizeyde azaltti (p<0,01). A-438079+ACEA kombinasyonu ise, spike
frekansin1 penisilin+SF grubuna gore 20. dakikadan itibaren azaltti. Kombinasyon
grubu ile tek basina uygulanan A-438079 karsilastirildiginda sadece 40, 50 ve 60.
dakikalarda anlaml diisiis gdzlendi (sirastyla p<0,05; p<0,01; p<0,05). Diger taraftan
kombinasyon grubu ile ACEA grubu arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.2A).
Spike amplitiidleri agisindan higbir grupta anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 4.2B).

A-438079, ACEA ve A-438079+ACEA gruplarinda 80. dakikada hesaplanan
frekans ortalamalar1 sirastyla 25,3+£2,9; 23,3+£3,5; 18,6+4,4 spike/dk ve amplitiid
ortalamalari sirasiyla 832+76 uV; 844+69; 799+53 olarak hesaplandi (Sekil 4.1).

A-438079 grubu penisilintSF grubu ile karsilastirildiginda, A-438079
uygulanmast AOPP ve MDA diizeylerini artirirken (p<0,05), SOD, CAT ve GSH
diizeylerini azaltt1 (p<0,05). Tek basina ACEA uygulanmasi, AOPP ve MDA
diizeylerini artirirken (p<0,05), SOD ve GSH seviyelerini azaltt1 (p<0,05).
Kombinasyon grubu ise, yine AOPP ve MDA diizeylerini artirirken (p<0,05), SOD,
CAT ve GSH diizeylerini azaltt1 (p<0,05). Kombinasyon grubu ile tek basina
uygulanan ACEA arasinda fark yoktu (Tablo 4.1).
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A) Penisilin + SF
1 mV

30 sn

B) Penisilin + A-438079

C) Penisilin + ACEA

D) Penisilin + A-438079 + ACEA

E) Bazal Aktivite

1000049 O oo

Sekil 4.1. Penisilin+SF, A-438079 (20 pg), ACEA (7,5 ug) ve A-438079 (20 ug) +ACEA (7,5 ug)
gruplarinin 80. dakikasindan kaydedilen 6rnek ECoG aktiviteleri
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Sekil 4.2. A) Penisilin+SF, A-438079 (20 png), ACEA (7,5 ng) ve A-438079 (20 ng) + ACEA (7,5 ng)
gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin ortalama spike frekansina etkisi, B)
Penisilin+SF, A-438079, ACEA ve A-438079+ACEA gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform
aktivitenin ortalama spike amplitiidiine etkisi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 penisilin+SF grubuyla

kargilastirildiginda, *p<0,05; **p<0,01 penisilin+A-438079 grubuyla karsilastirildiginda.
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AOPP MDA SOD CAT GSH
(nmol/mL (nmol/mL (ng/mL (ng/mL (ng/mL

.protein) .protein) .protein) .protein) .protein)
Kontrol-1 (SF + SF) 4,26 £ 0,46 2,77+0,35 7,76 £ 0,67 12,76 + 0,81 76,07 + 7,48
Pen + SF 7,98+0,63# | 6,70£0,93# | 6,68+0,65 937+1,01# | 71,37+5,91
Pen + A438079 573+£030* | 3,69+0,63* | 427+£042* | 6,03+0,44* | 4237+7,06*
Pen + ACEA 496+045* | 347+043* | 4,71£039* | 8,09+0,68 40,55+ 6,31 *
Pen + A438079 + ACEA 543+0,64* | 3,19+0,56* | 3,57+027* | 498+0,77* | 3541+542*

Tablo 4.1. Kontrol-1, Penisilin+SF, A-438079 (20 pg), ACEA (7,5 ug) ve A-438079 (20 pg) + ACEA
(7,5 ng) gruplarindaki siganlarin beyinlerinden dlgiilen ileri diizey oksidasyon protein iiriinleri. *p<0,05
kontrol-1 grubuyla karsilastirildiginda, *p<0,05 penisilin+SF grubuyla karsilagtirildiginda.

4.2. P2X7 reseptor antagonisti A-438079 ile kanabinoid CBI1 reseptor
antagonisti AM251 etkilesimi

AM251 uygulanmasi, 20. dakikadan itibaren spike frekansini penisilin+SF
grubuna gore anlaml diizeyde azaltt1 (p<0,01). A-438079+AM251 uygulanmasi ise,
spike frekansini penisilin+SF grubuna gore 40-70. dakikalar arasinda artirdi (p<0,05).
Kombinasyon grubu ile A-438079 grubu karsilastirildiginda, 30. dakikadan deney
sonuna kadar spike frekasinda anlamli bir artis gozlendi (p<0,05) (Sekil 4.4A). Spike
amplitiidleri acisindan higbir grupta anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 4.4B).

A-438079, AM251 ve A-438079+AM251 gruplarinda 80. dakikada hesaplanan
frekans ortalamalar1 sirastyla 25,3+2,9; 70,6+5,5; 48,6+4,1 spike/dk ve amplitiid
ortalamalar1 sirastyla 832+76 pV; 1104+65; 933457 olarak hesaplandi. Spike
amplitiidleri a¢isindan higbir grupta anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 4.3).

Tek bagina AM251 uygulanmasi, penisilin+SF grubuna gére AOPP ve MDA
diizeylerini artirdi (p<0,05). A-438079+AM251 grubu ile penisilin+SF gruplari
karsilagtirildiginda, higbir biyokimyasal parametrede anlamli diizeyde bir degisim
yoktu. A-438079+AM251 grubu ile A-438079 gruplar karsilastirildiginda ise, MDA
ve SOD diizeylerinde A-438079° e gore artis tespit edildi (p<0,05) (Tablo 4.2).
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A) Penisilin + SF
1 mV

30 sn

B) Penisilin + A-438079

C) Penisilin + AM251

D) Penisilin + A-438079 + AM251

E) Bazal Aktivite
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Sekil 4.3. Penisilin+SF, A-438079 (20 pg), AM251 (0,25 pg) ve A-438079 (20 pg) + AM251 (0,25 ug)
gruplarinin 80. dakikasindan kaydedilen 6rnek ECoG aktiviteleri.
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Sekil 4.4. A) Penisilin+SF, A-438079 (20 ng), AM251 (0,25 pg) ve A-438079 (20 pg) + AM251 (0,25
ug) gruplariin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin ortalama spike frekansina etkisi, B)
Penisilin+SF, A-438079, AM251 ve A-438079+AM251 gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform
aktivitenin ortalama spike amplitiidiine etkisi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 penisilin+SF grubuyla

karsilastirildiginda, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 penisilin+A-438079 grubuyla karsilastirildiginda.
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AOPP MDA SOD CAT GSH
(nmol/mL (nmol/mL (ng/mL (ng/mL (ng/mL

.protein) .protein) .protein) .protein) .protein)
Kontrol-1 (SF + SF) 4,26 £ 0,46 2,77+0,35 7,76 £ 0,67 12,76 + 0,81 76,07 + 7,48
Pen + SF 7,98+0,63# | 6,70£0,93# | 6,68+0,65 937+1,01# | 71,37+5,91
Pen + A438079 573+030* | 3,69+0,63* | 427+042* | 6,03+044* | 4237+7,06*
Pen + AM251 11,80 £ 1,01 * | 11,09+0,78 * | 9,19+ 1,22 11,05+ 1,39 82,79 + 6,61
Pen + A438079 + AM251 | 6,59+0,56 7,52+0,64+ | 7,61+0,82+ | 8,14+0,66 57,83 + 4,66

Tablo 4.2. Kontrol-1, Penisilin+SF, A-438079 (20 ug), AM251 (0,25 pg) ve A-438079 (20 pg) +
AM251 (0,25 pg) gruplarindaki siganlarin beyinlerinden oOlgiilen ileri diizey oksidasyon protein
tiriinleri.  p<0,05 kontrol-1 grubuyla karsilastinldiginda, *p<0,05 penisilin+SF  grubuyla
karsilastirildiginda, *p<0,05 penisilin+A-438079 grubuyla karsilastirildiginda.

4.3. P2X7 reseptor agonisti BZATP ile kanabinoid CB1 reseptor agonisti
ACEA etkilesimi

Tek basina uygulanan BzZATP, penisilin+SF grubuna gore 20. dakikadan itibaren
spike frekansinda anlamli bir artis olusturdu (p<0,05). BZATP+ACEA kombinasyonu
ise, spike frekansini penisilin+SF grubuna gore deney siiresi boyunca degistirmedi.
BzATP ile birlikte ACEA uygulanmast BzATP nin epileptiform aktiviteyi artiric
etkisini 40. dakikadan itibaren azaltt1 (p<0,05) (Sekil 4.6A). Spike amplitiidleri
acisindan higbir grupta anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 4.6B).

BzATP, ACEA ve BzZATP+ACEA gruplarinda 80. dakikada hesaplanan frekans
ortalamalar1 sirasiyla 62,7+4,1; 23,3+3,5; 30,4+3,5 spike/dk ve amplitiid ortalamalari
sirastyla 997+112 uV; 844+69; 896+85 olarak hesaplandi (Sekil 4.5).

BzATP grubu penisilin+SF grubu ile karsilastirildiginda, BZATP enjeksiyonu
MDA ve GSH diizeylerini artird1 (p<0,05). BzZATP’den sonra ACEA uygulanmasi
AOPP, MDA, CAT ve GSH diizeylerine anlamli bir diisiise neden oldu (p<0,05)
(Tablo 4.3).
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A) Penisilin + SF
1mV

30 sn

B) Penisilin + BzZATP

C) Penisilin + ACEA

D) Penisilin + BZATP + ACEA

E) Bazal Aktivite
T e T

Sekil 4.5. Penisilin+SF, BzZATP (100 ng), ACEA (7,5 ng) ve BzATP (100 ng) + ACEA (7,5 ng)
gruplarinin 80. dakikasindan kaydedilen 6rnek ECoG aktiviteleri.
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Sekil 4.6. A) Penisilin+SF, BzATP (100 ug), ACEA (7,5 pg) ve BzATP (100 ng) + ACEA (7,5 ng)
gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin ortalama spike frekansina etkisi, B)
Penisilin+SF, BzATP, ACEA ve BzATP+ACEA gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform
aktivitenin ortalama spike amplitiidiine etkisi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 penisilin+SF grubuyla
kargilastirildiginda, **p<0,01; **p<0,001 penisilintBzATP grubuyla karsilastirildiginda.
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AOPP MDA SOD CAT GSH
(nmol/mL (nmol/mL (ng/mL (ng/mL (ng/mL

.protein) .protein) .protein) .protein) .protein)
Kontrol-1 (SF + SF) 4,26 £ 0,46 2,77+0,35 7,76 £ 0,67 12,76 + 0,81 76,07 + 7,48
Pen + SF 7,98+0,63# | 6,70£0,93# | 6,68+0,65 937+1,01# | 71,37+5,91
Pen + BzZATP 9,96 + 0,86 9,53+0,59* | 9,37+0,63 12,29 1,33 93,07 + 6,84 *
Pen + ACEA 496+045* | 347+043* | 4,71£039* | 8,09+0,68 40,55+ 6,31 *
Pen + BZATP + ACEA 5,68+0,67+ | 6,51+0,75+ | 7,28+ 0,80 827+0,81 + | 58,34+597 +

Tablo 4.3. Kontrol-1, Penisilin+SF, BzZATP (100 ug), ACEA (7,5 ng) ve BzZATP (100 pg) + ACEA (7,5
ug) gruplarindaki siganlarin beyinlerinden 6lgiilen ileri diizey oksidasyon protein iiriinleri. #p<0,05
kontrol-1 grubuyla karsilastirildiginda, *p<0,05 penisilin+SF grubuyla karsilastirildiginda, *p<0,05
penisilin+BzATP grubuyla karsilastirildiginda.

4.4. P2X7 reseptor agonisti BZATP ile kanabinoid CB1 reseptor
antagonisti AM251 etkilesimi

BzATP+AM251 kombinasyonu ise, spike frekansini penisilin+SF grubuna 20.
dakikadan itibaren artirdi (p<0,05). BzZATP ile birlikte AM251 uygulanmasi BZATP
grubuna gore anlamli bir degisiklik olusturmadi (Sekil 4.8A). Spike amplitiidleri
acisindan higbir grupta anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 4.8B).

BzATP, AM251 ve BzATP+AM251 gruplarinda 80. dakikada hesaplanan
frekans ortalamalar1 sirasiyla 62,7+4,1; 70,6+5,5; 75,5+5,7 spike/dk ve amplitiid
ortalamalari sirasiyla 997+112 pV; 1104+65; 1153473 olarak hesaplandi (Sekil 4.7).

BzATP grubu penisilin+SF grubu ile karsilastirildiginda, BZATP enjeksiyonu
AOPP, MDA ve GSH diizeylerini artirdi (p<0,05). BzATP’den sonra AM251
uygulanmasi ise BZATP grubuna gore anlamli degildi (Tablo 4.4).
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A) Penisilin + SF -

30 sn

B) Penisilin + BzATP

C) Penisilin + AM251

D) Penisilin + BZATP + AM251

E) Bazal Aktivite
e L

Sekil 4.7. Penisilin+SF, BZATP (100 pg), AM251 (0,25 pg) ve BZATP (100 pg) + AM251 (0,25 ug)
gruplarinin 80. dakikasindan kaydedilen 6rnek ECoG aktiviteleri
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Sekil 4.8. A) Penisilin+SF, BzZATP (100 pg), AM251 (0,25 ng) ve BzZATP (100 pg) + AM251 (0,25
ug) gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform aktivitenin ortalama spike frekansina etkisi, B)
Penisilin+SF, BzATP, AM251 ve BzATP+AM251 gruplarinin penisilinle olusturulan epileptiform
aktivitenin ortalama spike amplitiidiine etkisi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 penisilin+SF grubuyla

karsilagtirildiginda.
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AOPP MDA SOD CAT GSH
(nmol/mL (nmol/mL (ng/mL (ng/mL (ng/mL

.protein) .protein) .protein) .protein) .protein)
Kontrol-1 (SF + SF) 4,26 £ 0,46 2,77+0,35 7,76 £ 0,67 12,76 + 0,81 76,07 + 7,48
Pen + SF 7,98+0,63# | 6,70£0,93# | 6,68+0,65 937+1,01# | 71,37+591
Pen + BzZATP 9,96 + 0,86 9,53+0,59* | 9,37+0,63 12,29 1,33 93,07 + 6,84 *
Pen + AM251 11,80 £ 1,01 * | 11,09+0,78 * | 9,19+ 1,22 11,05+ 1,39 82,79 + 6,61
Pen + BZATP + AM251 13,12+ 1,19* | 13,07+0,96 * | 10,74 1,03 13,27 + 1,50 88,73 £ 5,03 *

Tablo 4.4. Kontrol-1, Penisilin+SF, BzATP (100 pg), AM251 (0,25 pg) ve BZATP (100 pg) + AM251
(0,25 png) gruplarindaki siganlarin beyinlerinden olgiilen ileri diizey oksidasyon protein triinleri.
#p<0,05 kontrol-1 grubuyla karsilastirildiginda, *p<0,05 penisilin+SF grubuyla karsilastirildiginda.
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5. TARTISMA

Epilepsi tanisinda en 6nemli tan1 yontemlerinden biri olan EEG, ndbet tipi
hakkinda bilgi saglayabilir ve ayn1 zamanda epilepsi sendromlarmin tanisinda ve
prognoz tayinine katkida bulunur (Russo et al., 2016). EEG’nin direkt olarak
korteksten kaydedilmesi islemi olan elektrokortikografi (ECoG) ise, tibbi olarak
direngli epilepsiden muzdarip hastalarda fokal epilepsi baslangicinin belirli uzaysal
bdlgelerini teshis etmek i¢in klinik olarak kullanilan bir kayit yontemidir (Englot and
Chang, 2014). Diger taraftan, hayvan caligmalarinda EEG yerine genellikle ECoG
tercih edilmektedir. Bunun nedeni ise hayvanlarda EEG aktivitesi kaydinin zor
olusudur. Epilepsinin elektrofizyolojik ve patolojik 6zelliklerini arastirmak ve daha
etkili antiepileptik ajanlar gelistirmek amaciyla deneysel hayvan modelleri tizerinde
calisilmaktadir (Marangoz, 1997). Penisilin kaynakli deneysel epilepsi modeli,
insanda goriilen parsiyel nobetleri taklit etmektedir. Kortekse penisilin uygulanmasi
GABAA reseptorleri bloklayarak anormal diken dalga desarjlarina neden olmaktadir.
Bu deneysel model insanda gozlenen epileptik ndbetlerin bulgulariyla ayn1 olmamakla
birlikte, temel mekanizma agisindan benzerlikler tasimaktadir (Walden et al., 1992).
Yaptigimiz calismada, penisilin modeli deneysel epilepside P2X7 reseptorleri ile CB1

kanabinoid reseptdrleri arasindaki etkilesimi inceledik.

Yapilan ¢aligmalar, hem noéronlarda hem de glialarda uzun siireli nébetlerden
(status epilepticus) sonra beynin hasarli boélgelerinde P2X7 reseptoriiniin
ekspresyonunun yiikseldigini gostermektedir (Engel et al., 2012). Diger taraftan, P2X7
reseptoriinden yoksun farelerin status epileptikusa kars1 duyarliligin degistigini ve
P2X7 reseptoriinii hedef alan ilaglarin giiglii antikonviilzan etkileri oldugunu
gostermektedir (Kim and Kang, 2011). P2X7R antagonisti A-438079 ve JNJ-
47965567 nin sistemik enjeksiyonu, fare yavrularinda hipoksik nobetlerin EEG
frekansini azaltmis ve ani yilikselmenin yani sira ndbet sayilarinda azalma gostermistir
(Rodriguez-Alvarez et al., 2017). Kim ve Kang (2011), P2X7R delesyonunun ve
blokajinin, farelerde glutamaterjik olmayan ve GABAerjik olmayan iletim yoluyla
pilokarpin kaynakli nébet duyarliliginda bir artisa neden oldugunu 6ne sitirmislerdir.
Ayrica, A-438079 uygulanmasi, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda epilepsili
hastalarin neokorteksinin sinir terminallerinde GABA ve glutamat alimin1 azaltarak
P2X7R agonisti BzZATP'nin prokonviilsan etkilerini inhibe etmektedir. Bununla

birlikte, BzATP'nin epilepsili hastalarda neokorteksin izole sinir terminallerinde
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glutamat alimini inhibe etmekten daha etkili bir sekilde GABA alimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Barros-Barbosa et al., 2016). Ayn1 zamanda yaptigimiz bagka bir
calismada, penisilin modeli deneysel epilepsi olusturulan siganlarda P2X7 reseptor
antagonisti A-438079, 20 ve 40 pg dozlarinda, 60 dakika icinde penisilin kaynakli
epileptiform aktivitenin ortalama frekansini azaltti. Ayni ¢alismada 100 ve 200 pg
dozlarinda uygulanan BzATP ise, 20 dakika i¢inde penisilin kaynakli epileptiform
aktivitenin ortalama frekansin1 artirdi (Arslan et al.,, 2019). Calismamizda
kullandigimiz 20 pg A-438079 epileptiform aktiviteyi yine 60. dakikadan itibaren
baskilarken, BZATP 20. dakikadan itibaren epileptiform aktiviteyi artirdi. Bu bulgular,
epileptik nobetlerin tedavisinde P2X7 reseptor blokajinin nébetlerin baskilanmasinda
rol oynadigim1 gostermekte ve P2X7 reseptoriinii bloklayan ilaglarin insanlarda

goriilen epileptik nobetlerin tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Esrarin tibbi kullanimina iligkin kayitlar, milattan o6nce Cin, Misir ve
Yunanistan'da (Herodot) ve daha sonra Roma imparatorlugunda (Yaslt Pliny,
Dioscorides, Galen) ortaya ¢ikmistir. Giinlimiize kadar 100'den fazla kannabinoid
esrardan izole edilmistir. Esrarin igerisinde bulunan iki énemli bilesik kannabidiol
(CBD) ve THC'dir. 1940'ta esrardan ilk olarak CBD 1zole edildi ve yapis1 1963'te rapor
edildi (Crocg, 2020). Bu tarihten sonra kanabinoid calismalari hiz kazanmis ve
endokanabinoid sistemin kesfiyle birlikte kanabinoidlerin bir¢ok fizyolojik ve
patolojik etkisi oldugu kanitlanmistir (Rosenberg et al., 2017). Kanabinoidlerin
nobetlerin kontroliinde anti-konviilzan etkileri oldugu 1970'ler ve 1980'lerde yapilan
ilk galismalarda ortaya konmustur (Izquierdo et al., 1973; Chesher et al., 1975; Karler
and Turkanis, 1980). Bu asamadan sonra hayvanlar ile yapilan ¢aligmalar hiz kazanmis
ve sentetik kanabinoid agonist ve antagonistlerinin de kesfedilmesiyle birlikte
kanabinoid sistemin epileptik nobetler tizerine etkileri aragtirilmistir. Kanabinoidlerin,
sinaptik terminallerden serebellumdaki Purkinje hiicrelerine ndorotransmitter
salimmmini ve hipokampustaki piramidal ndronlar iizerindeki inhibitor terminalleri
azalttigr gosterilmistir (Llano et al., 1991; Pitler and Alger, 1992). Maksimal
elektrosok nobet modeli kullanilarak yapilan bir calismada CB1 reseptor potent
agonisti aragidonil-2-kloroetilamid (ACEA) 5 ve 7,5 mg/kg dozlarinda uygulanmasi
nobet esigini yiikseltmistir (Luszczki et al., 2006). Bunun yaninda, laboratuarimizda
yapilan penisilin deneysel epilepsi modelinde, i.s.v. olarak enjekte edilen ACEA spike

frekansini en fazla 7,5 pg dozunda azaltmis, yine i.s.v. olarak enjekte edilen AM251
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en fazla 0,25 ug dozunda spike frekansini anlamli 6l¢iide artirmistir (Kozan et al.,
2009). Bu c¢alismay1 referans alarak yaptigimiz ¢alismamizda bu dozlardaki ACEA
(7,5 png) ve AM251 (0,25 ng) dozlarini uyguladigimizda benzer sonuglar elde edildi.
Kozan ve arkadaslariin yaptiklar1 ¢aligmada, ACEA 60. dakikadan itibaren spike
frekansini anlaml diizeyde azaltirken, sunulan ¢alismada 30. dakikadan itibaren spike
frekansin1 anlamli bir bi¢imde azaltti. Yine Kozan ve arkadaslarinin yaptiklar
caligmada, AM251 30. dakikadan itibaren spike frekansin1 anlamli diizeyde artirirken,
sunulan ¢aligmada 20. dakikadan itibaren spike frekansini anlamli bir bigimde artirdu.
Bu farkliliklarin nedeni, deneylerin farkli kisiler tarafindan gergeklestirilmesi,
uygulanan deney tekniklerinde kiiciik degisiklikler olmasi ve/veya sigan susunun ve
dogal olarak beyin direnglerinin zaman igerisinde degisime ugramasi olabilir.
Zamansal acidan fark olsa da sonug olarak, CB1 reseptor agonisti ACEA penisilinle
olusturulan epileptiform aktiviteyi azaltirken, CB1 reseptér antagonisti AM251

epileptiform aktiviteyi artirdi.

Piirinerjik reseptorler ile kanabinoid CB1 reseptorlerinin etkilesimini gdsteren
caligmalar son derece sinirlidir. Witting ve arkadaslarinin mikroglial hiicrelerde
yaptiklar1 c¢alismada, kalsiyuma yiiksek oranda gegirgen olan P2X7 iyonotropik
reseptorlerinin aktivasyonuyla birlikte, bir endojen kanabinoid olan 2-AG iiretiminin
artigin1 gostermislerdir (Witting et al., 2004). Bu sonug, P2X7 reseptorlerinin
aktivasyonunun kanabinoid reseptorlerinin de uyarilmasiyla sonuglandigini
diistindiirmektedir. Diger taraftan, perflize sican mezenterik vaskiiler yataginda CB1
reseptor agonistleri anandamid ve WIN 55,212-2 sempatik noérotransmisyonun
piirinerjik komponentini inhibe etmektedir (Pasdeechote et al., 2007). Yine, monositler
tizerinde yapilan in vitro bir ¢alismada, monositlerin tetrahidrokanabinol (THC) veya
kannabidiol (CBD)'ye maruz kalmasinin P2X7 reseptoriiniin immiinolojik tepkisini
azalttigin1 gostermistir (Boks et al., 2020). Bu ¢alismalardan hareketle, CB1
reseptorleri ile P2X7 reseptorleri arasinda bir etkilesim olma ihtimali ¢ok yiiksektir.
Yaptigimiz ¢aligmada ilk planda, A-438079 ile meydana gelen antiepileptik aktiviteye
ACEA’nn etkisini arastirdik. A-438079 ile birlikte ACEA uygulandiginda sadece 40-
60. dakikalar arasinda A-438079’ a gore anlamli bir azalma vardi; ACEA grubuna gore
ise, hi¢bir dakikada anlamli bir fark bulunmadi. Bu durum, A-438079 ve ACEA’nin
birlikte daha fazla antiepileptik aktive olusturmadigini ve ACEA’ya benzer etki

gosteren kombinasyon grubunun daha fazla antiepileptik aktivite gostermedigini
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kanitlamaktadir. Diger taraftan, A-438079 ile birlikte AM251 uygulandiginda
AM251’in proepileptik etkisi 80. dakikadan itibaren A-438079 tarafindan bloklanarak
kontrol grubuna yaklasti. Ayn1 zamanda, BzZATP ile birlikte ACEA uygulanmasiyla
birlikte ACEA, BZATP nin prokonvulzan aktivitesini baskilayarak kontrol grubuna
yaklagtirdi. Ek olarak, BZATP+AM251 kombinasyonu 100 dakika boyunca ne BzZATP
grubuna ne de AM251 grubuna gore anlamli bir fark olusrmadi. Sadece deneyin son
20 dakikasinda kombinasyon grubu BzATP grubuna gore daha yiiksek bir epileptik
aktiviteye sahipti. Bunun muhtemel nedeninin BZATP nin yar1 dmriiniin kisa olmasi
nedeniyle etkisinin 100. dakikadan itibaren azalmasi oldugunu diisiinmekteyiz. Diger
taraftan, retina kiltiirlerinde WIN 55,212-2 aracili floresan boya alimmin P2X7R
antagonisti A-438079 tarafindan tamamen bloke edildigini ve kanabinoid aracili boya
aliminin P2X7R aktivasyonunu igerdigini 6nermektedir (Freitas etal., 2019). Bu bulgu
ise, c¢alismamizin verilerine zit bir bulgu icermektedir. Calismamiz verileri,
kanabinoid reseptor aktivasyonunun P2X7 reseptorlerini muhtemelen hiicre ici

yolaklar araciligiyla blokladigin1 gostermektedir.

Hem CB1 reseptorleri hem de P2X7 reseptorleri ¢ogunlukla presinaptik
yerlesimli olup, siklikla kalsiyum iyonu tizerinden etkilerini ortaya koymaktadirlar
(Ferreira et al., 2012; Deuchars et al., 2001). P2X7 reseptorii bir iyon kanali
oldugundan kalsiyumu direkt olarak hiicre icerisine alirken (Witting et al., 2004), G
proteinine kenetli olan CB1 reseptorii aktivasyonu halinde N ve P/Q tipi kalsiyum
kanallarini inhibe ederek hiicre i¢i kalsiyum miktar1 azaltmaktadir (Twitchell et al.,
1997; Wilson et al., 2001). Kalsiyum hiicre igerisinde birgok yolak tizerinden etkilerini
gerceklestiren bir iyondur. En Onemli o6zelliklerinden biri ise ndrotransmitter
salmimina etki etmesidir (Schlicker and Kathmann, 2001). Kalsiyum dogrudan veya
dolayl olarak (kalmodulin [CaM], CaM baglayici proteinler, protein kinaz C [PKC]
veya Gpy alt birimleri yoluyla) cAMP sentezini de diizenleyebilir (Halls and Cooper,
2011). Kiristhal ve arkadaglar1 (2006) yaptiklart c¢aligmada, adenilil siklaz
aktivitesindeki degisiklikler yiiksek seviyede hiicre i¢ci cAMP tarafindan
tamponlandiginda CB1 reseptorlerinin 6zellikle P2X reseptorleri aktivitesini inhibe
etmede etkili oldugunu bulmuslardir. Bu, cAMP'nin, CB1 ve P2X reseptorleri
arasinda, hala belirtilmemis bir mekanizmanin aracilik ettii operasyonel baglantiy1
destekledigini gostermektedir. Ayrica, P2X reseptoriiniin hiicre i¢i karboksil

terminali, cAMP'ye bagimli protein kinaz ve protein kinaz C i¢in birkag¢ fosforilasyon
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bolgesi icerir, bu da P2X purinoseptoriiniin fonksiyonunun protein fosforilasyonu ile
diizenlenebilecegini disiindiirmektedir (Krishtal et al., 2006). Bu bulgular 1s1ginda,
P2X reseptorlerinin alt tipi olan P2X7 reseptorlerinin CB1 reseptorlerinin
aktivasyonuyla birlikte bloklanabilecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. CB1 reseptor
agonisti ACEA’nin P2X7 reseptor agonisti BZATP’nin proepileptik aktivitesini
engellemesi ve yine CB1 reseptor agonisti ACEA ile birlikte uygulanan P2X7 reseptor
antagonisti A438079’in ACEA’nin etkisine benzer bir aktivite ortaya koymasi, CB1
reseptOrlerinin hiicre i¢i sinyalizasyon araciligryla P2X7 reseptorlerinin aktivasyonunu

etkiledigini kanitlar niteliktedir.

Diger taraftan, oksidatif sistem elemanlarindan elde edilen bulgular da
elektrofizyolojik sonuglarimizi destekler niteliktedir. Asirt  serbest radikal
salimimindan kaynaklanan oksidatif stresin epilepsinin baglamasi ve ilerlemesinde rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu nedenle epilepsi tedavisinde oksidatif stresi azaltmaya
yonelik antioksidan tedaviler biiyiik ilgi gérmiistiir. Bununla birlikte, bir¢ok kanit,
oksidatif stresin tiim nobet modellerinde her zaman ayni ideal duruma sahip
olmadigin1 gostermektedir (Shin et al., 2011). Calismamizda, P2X7 reseptorlerinin
aktivasyonu AOPP ve MDA diizeylerini artirirken, inhibisyonu pen+SF grubuna gore
AOPP ve MDA diizeylerini azaltmistir. Kombinasyon gruplarinda ise P2X7 reseptor
agonist ve antagonistlerine, CB1 reseptor agonist ve antagonistlerine benzer diizeyde
AOPP ve MDA diizeyleri tespit edilmistir. Buradan hareketle, P2X7 reseptorlerinin ve
CB1 reseptorlerinin aynt mekanizma iizerinden protein oksidasyonu ve lipid
peroksidasyonu {izerine etki ettikleri diisiiniilmektedir. Yapilan epilepsi ¢alismalari
celiskili sonuclar igerse de, ¢ogunlukla epileptik ndbet esnasinda katalaz seviyelerinin
diistiigli gosterilmistir (Menon et al., 2014). P2X7 reseptorlerini aktivasyonu
antioksidan enzimleri azaltirken, P2X7 reseptorlerinin blokaji bu enzimlerin diizeyine
etki etmemektedir. Kombinasyon gruplar1 ise P2X7 ve CB1 reseptorlerinin etkisiyle
benzer etkilere sahiptir. Bu bulgular, P2X7 reseptorlerinin ve CB1 reseptdrlerinin
antioksidan enzim sistemi agisindan da benzer etkilere sahip olduklarini

gostermektedir.

Bu caligmanin smirhiliklari; 1) Etkisiz dozlarda P2X7 reseptor agonist ve
agonistleri ile etkisiz dozlarda CB1 reseptor agonist ve antagonistlerinin kullanilmasi
iki reseptor arasindaki olasi etkilesimin degerlendirilmesine katki saglayabilirdi. 2)

Laboratuarimizda bulunmayan bir metod olan kalsiyum goriintiileme tekniklerinin
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uygulanmast bu iki reseptor arasindaki etkilesimin kalsiyum iizerinden olup
olmadigimi gosterebilirdi. 3) CB1 reseptorlerinin uyarilmasiyla meydana gelebilecek
olas1 P2X7 reseptor ekspresyon degisimleri bulundugunda kanabinoid reseptorlerinin
aktivasyonunun P2X7 reseptorlerini bloklayip bloklamadigi Western blot gibi bir
metod kullanilarak degerlendirilebilir ve bu sonu¢ etkilesimin varligini

giiclendirebilirdi.

Yaptigimiz ¢alismada, P2X7 reseptorleri ile CB1 reseptorleri arasinda bir
etkilesim oldugunu diistinmekteyiz. Bu etkilesim hiicre i¢i sinyal yolaklarindan veya
bu reseptorlerden hiicreye gergeklesen iyon akimlarmin farkli tipte kanallar1 uyarmasi
nedeniyle gerceklesmis olabilir. Zayif bir olasilik olarak, bu reseptorler arasinda direkt
bir etkilesim de olabilir. Bu bulgularimizi desteklemek ic¢in smirhiliklarda da

belirtildigi gibi ileri diizey molekiiler ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC

Calismamizda, P2X7 reseptorleri ile CBI1 reseptorlerinin etkilesimi hem

elektrofizyolojik hem de biyokimyasal analizler ile gosterilmistir.

v

Intraserebroventrikiiler olarak uygulanan P2X7 reseptor antagonisti A-438079
spike frekansini azaltirken, P2X7 reseptor agonisti BZATP spike frekansini
artirmistir.

Intraserebroventrikiiler olarak uygulanan CB1 reseptdr agonisti ACEA spike
frekansin1 azaltirken, CB1 reseptdr antagonisti AM251 spike frekansini
artirmigtir.

A-438079+ACEA kombinasyonu ACEA grubuna gore anlamli degildi.
A-438079+AM251  birlikte uygulandiginda AM251, A-438079’un
antikonvulzan etkisini blokladi.

BzATP+ACEA uygulandiginda, BzATP’nin prokonvulzan etkisi ACEA
tarafindan bloklandi.

BzATP+AM251 (iki prokonvulzan ajan) birlikte uygulandiginda ise
kombinasyon grubu BzATP’ye gore sadece 110 ve 120. dakikalarda spike
frekansini artirirken, AM251 grubuna gore anlamli bir degisiklik olusturmadi.
A-438079+ACEA kombinasyonu AOPP, MDA, SOD, CAT ve GSH
seviyelerini penisilin+SF grubuna gore azaltti. Kombinasyon grubu ne
A438079 ne de ACEA grubuna gore anlamli bir degisim gostermedi.

Diger taraftan, BzZATP+AM251 kombinasyonu AOPP, MDA ve GSH
diizeylerini penisilin+SF grubuna gore artirirken ne BZATP ne de AM251

grubuna gore anlamli bir fark bulunmadi.

52



KAYNAKLAR

Adams, R., Chen, K. H., & Loewe, S. (1945). Tetrahydrocannabinol Homologs with a s-Alkyl
Group in the 3-Position. XVI1. Journal of the American Chemical Society, 67(9), 1534-
1537.

Alipour, A., Patel, P. B., Shabbir, Z., & Gabrielson, S. (2019). Review of the many faces of
synthetic cannabinoid toxicities. Mental Health Clinician, 9(2), 93-99.

Andres-Mach, M., Zolkowska, D., Barcicka-Klosowska, B., Haratym-Maj, A., Florek-
Luszczki, M., & Luszczki, J. J. (2012). Effect of ACEA—a selective cannabinoid CB1
receptor agonist on the protective action of different antiepileptic drugs in the mouse
pentylenetetrazole-induced seizure model. Progress in Neuro-Psychopharmacology
and Biological Psychiatry, 39(2), 301-309.

Antoniadis, A., Miiller, W. E., & Wollert, U. (1980). Inhibition of GABA and benzodiazepine
receptor binding by penicillins. Neuroscience letters, 18(3), 309-312.

Arbeloa, J., Pérez-Samartin, A., Gottlieb, M., & Matute, C. (2012). P2X7 receptor blockade
prevents ATP excitotoxicity in neurons and reduces brain damage after
ischemia. Neurobiology of disease, 45(3), 954-961.

Arbeloa, J., Pérez-Samartin, A., Gottlieb, M., & Matute, C. (2012). P2X7 receptor blockade
prevents ATP excitotoxicity in neurons and reduces brain damage after
ischemia. Neurobiology of disease, 45(3), 954-961.

Armstrong, J. N., Brust, T. B., Lewis, R. G., & MacVicar, B. A. (2002). Activation of
presynaptic P2X7-like receptors depresses mossy fiber—CA3 synaptic transmission
through p38 mitogen-activated protein kinase. Journal of Neuroscience, 22(14), 5938-
5945.

Arslan, G., Ayyildiz, M., & Agar, E. (2014). The interaction between ghrelin and cannabinoid
systems in penicillin-induced epileptiform activity in rats. Neuropeptides, 48(6), 345—

352.
Arslan, G., Avci, B., Kocacan, S. E., Rzayev, E., Ayyildiz, M., & Agar, E. (2019). The
interaction between P2X7Rs and T-type calcium ion channels in penicillin-

induced epileptiform activity. Neuropharmacology, 149, 1-12.

Ballerini, P., Rathbone, M. P., Di lorio, P., Renzetti, A., Giuliani, P., D'Alimonte, I., Trubiani,
0., Caciagli, F., & Ciccarelli, R. (1996). Rat astroglial P2Z (P2X7) receptors regulate
intracellular calcium and purine release. Neuroreport, 7(15-17), 2533-2537.

Ballerini, P., Rathbone, M. P., Di lorio, P., Renzetti, A., Giuliani, P., D'Alimonte, I., Trubiani,
0., Caciagli, F., & Ciccarelli, R. (1996). Rat astroglial P2Z (P2X7) receptors regulate
intracellular calcium and purine release. Neuroreport, 7(15-17), 2533-2537.

Bambal, G., Cakil, D., & Ekici, F. (2011). Deneysel epilepsi modelleri. J Clin Exp Invest, 2(1),
118-123.

Barros-Barbosa, A. R., Fonseca, A. L., Guerra-Gomes, S., Ferreirinha, F., Santos, A., Rangel,
R., Lobo, M. G., Correia-de-Sa, P., & Cordeiro, J. M. (2016). Up-regulation of P2X7
receptor-mediated inhibition of GABA uptake by nerve terminals of the human epileptic
neocortex. Epilepsia, 57(1), 99-110.

Batkai, S., Pacher, P., Osei-Hyiaman, D., Radaeva, S., Liu, J., Harvey-White, J., Offertaler,
L., Mackie, K., Rudd, M. A., Bukoski, R. D., & Kunos, G. (2004). Endocannabinoids
acting at cannabinoid-1 receptors regulate cardiovascular  function in
hypertension. Circulation, 110(14), 1996-2002.

Beit-Yannai, E., Kohen, R., Horowitz, M., Trembovler, V., & Shohami, E. (1997). Changes
of biological reducing activity in rat brain following closed head injury: a cyclic

53



voltammetry study in normal and heat-acclimated rats. Journal of Cerebral Blood Flow
& Metabolism, 17(3), 273-279.

Berger, H. (1929). Uber das Elektrenkephalogramm des Menschen. Archiv f. Psychiatrie 87,
527-570.

Bialer, M., & White, H. S. (2010). Key factors in the discovery and development of new
antiepileptic drugs. Nature reviews Drug discovery, 9(1), 68-82.

Blair, R. E., Deshpande, L. S., Sombati, S., Falenski, K. W., Martin, B. R., & DelLorenzo, R.
J. (2006). Activation of the cannabinoid type-1 receptor mediates the anticonvulsant
properties of cannabinoids in the hippocampal neuronal culture models of acquired
epilepsy and status epilepticus. The Journal of pharmacology and experimental
therapeutics, 317(3), 1072-1078.

Boks, M. P., He, Y., Schubart, C. D., Gastel, W. V., Elkrief, L., Huguet, G., Eijk, K. V.,
Vinkers, C. H., Kahn, R. S., Paus, T., Conrod, P., Hol, E. M., & de Witte, L. D. (2020).
Cannabinoids and psychotic symptoms: A potential role for a genetic variant in the P2X
purinoceptor 7 (P2RX7) gene. Brain, behavior, and immunity, 88, 573-581.

Brown, G. C., & Borutaite, V. (2001). Nitric oxide, mitochondria, and cell death. IUBMB
life, 52(3-5), 189-195.

Bruton, C. J. (1988). The neuropathology of temporal lobe epilepsy. Maudsley
monographs, 31.

Burnstock, G. (1972). Purinergic nerves. Pharmacological reviews, 24(3), 509-581.

Burnstock, G. (2018). Purine and purinergic receptors. Brain and neuroscience advances, 2,
2398212818817494.

Caton, R. (1875). Electrical currents of the brain. The Journal of Nervous and Mental
Disease, 2(4), 610.

Chelikani, P., Fita, 1., & Loewen, P. C. (2004). Diversity of structures and properties among
catalases. Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 61(2), 192-208.

Chessell, 1. P., Hatcher, J. P., Bountra, C., Michel, A. D., Hughes, J. P., Green, P., Egerton, J.,
Murfin, M., Richardson, J., Peck, W. L., Grahames, C., Casula, M. A., Yiangou, Y.,
Birch, R., Anand, P., & Buell, G. N. (2005). Disruption of the P2X7 purinoceptor gene
abolishes chronic inflammatory and neuropathic pain. Pain, 114(3), 386—-396.

Chesher, G. B., Jackson, D. M., & Malor, R. M. (1975). Interaction of delta9-
tetrahydrocannabinol and cannabidiol with phenobarbitone in protecting mice from
electrically induced convulsions. The Journal of pharmacy and pharmacology, 27(8),
608-609.

Contreras, D. (2000). Modelos experimentales en epilepsia [Experimental models in
epilepsy]. Revista de neurologia, 30(4), 370-376.

Crocq M. A. (2020). History of cannabis and the endocannabinoid system . Dialogues in
clinical neuroscience, 22(3), 223-228.

D Skaper, S. (2011). lon channels on microglia: therapeutic targets for neuroprotection. CNS
& Neurological Disorders-Drug Targets (Formerly Current Drug Targets-CNS &
Neurological Disorders), 10(1), 44-56.

de Curtis, M., & Avanzini, G. (2001). Interictal spikes in focal epileptogenesis. Progress in
neurobiology, 63(5), 541-567.

de Curtis, M., Jefferys, J. G., & Avoli, M. (2012). Interictal epileptiform discharges in partial
epilepsy. Jasper's Basic Mechanisms of the Epilepsies [Internet]. 4th edition.

54



Deshpande, L. S., Sombati, S., Blair, R. E., Carter, D. S., Martin, B. R., & DeLorenzo, R. J.
(2007). Cannabinoid CB1 receptor antagonists cause status epilepticus-like activity in
the hippocampal neuronal culture model of acquired epilepsy. Neuroscience
letters, 411(1), 11-16.

Deuchars, S. A., Atkinson, L., Brooke, R. E., Musa, H., Milligan, C. J., Batten, T. F., Buckley,
N. J., Parson, S. H., & Deuchars, J. (2001). Neuronal P2X7 receptors are targeted to
presynaptic terminals in the central and peripheral nervous systems. The Journal of
neuroscience : the official journal of the Society for Neuroscience, 21(18), 7143-7152.

Devane, W. A., Dysarz, F. 3., Johnson, M. R., Melvin, L. S., & Howlett, A. C. (1988).
Determination and characterization of a cannabinoid receptor in rat brain. Molecular
pharmacology, 34(5), 605-613.

Devane, W. A., Hanus, L., Breuer, A., Pertwee, R. G., Stevenson, L. A., Griffin, G., ... &
Mechoulam, R. (1992). Isolation and structure of a brain constituent that binds to the
cannabinoid receptor. Science, 258(5090), 1946-1949.

Dewey, W. L. (1986). Cannabinoid pharmacology. Pharmacological reviews, 38(2), 151-178.

Diaz-Hernandez, J. I., Gomez-Villafuertes, R., Leon-Otegui, M., Hontecillas-Prieto, L., Del
Puerto, A., Trejo, J. L., Lucas, J. J., Garrido, J. J., Gualix, J., Miras-Portugal, M. T., &
Diaz-Hernandez, M. (2012). In vivo P2X7 inhibition reduces amyloid plaques in
Alzheimer's disease through GSK3p and secretases. Neurobiology of aging, 33(8),
1816-1828.

Diaz-Hernandez, M., del Puerto, A., Diaz-Hernandez, J. I., Diez-Zaera, M., Lucas, J. J.,
Garrido, J. J., & Miras-Portugal, M. T. (2008). Inhibition of the ATP-gated P2X7
receptor promotes axonal growth and branching in cultured hippocampal
neurons. Journal of cell science, 121(Pt 22), 3717-3728.

Diaz-Hernandez, M., Diez-Zaera, M., Sanchez-Nogueiro, J., Gomez-Villafuertes, R., Canals,
J. M., Alberch, J., Miras-Portugal, M. T., & Lucas, J. J. (2009). Altered P2X7-receptor
level and function in mouse models of Huntington's disease and therapeutic efficacy of
antagonist administration. FASEB journal : official publication of the Federation of
American Societies for Experimental Biology, 23(6), 1893-1906

Drury, A. N., & Szent-Gyorgyi, A. (1929). The physiological activity of adenine compounds
with especial reference to their action upon the mammalian heart. The Journal of
physiology, 68(3), 213-237.

ElSohly, M. A., & Slade, D. (2005). Chemical constituents of marijuana: the complex mixture
of natural cannabinoids. Life sciences, 78(5), 539-548.

Engel J, Plum F, Gilman S, Martin JB. (1989). Causes of human epilepsy. Seizures and
Epilepsy. 112-134.

Engel, J. J.,, Schwartzkroin, P. A. (2006) What Should Be Modeled? In: Pitkanen A,
Schwartzkroin PA, Moshe SL, (eds): Models of Seizures and Epilepsy. San Diego,
Elsevier Academic Press, 1-14.

Engel, T., Gomez-Villafuertes, R., Tanaka, K., Mesuret, G., Sanz-Rodriguez, A., Garcia-
Huerta, P., Miras-Portugal, M. T., Henshall, D. C., & Diaz-Hernandez, M. (2012).
Seizure suppression and neuroprotection by targeting the purinergic P2X7 receptor
during status epilepticus in mice. FASEB journal : official publication of the Federation
of American Societies for Experimental Biology, 26(4), 1616-1628

Engel, T., Jimenez-Pacheco, A., Miras-Portugal, M. T., Diaz-Hernandez, M., & Henshall, D.
C. (2012). P2X7 receptor in epilepsy; role in pathophysiology and potential targeting
for seizure control. International journal of physiology, pathophysiology and
pharmacology, 4(4), 174-187.

55



Englot, D. J., & Chang, E. F. (2014). Rates and predictors of seizure freedom in resective
epilepsy surgery: an update. Neurosurgical review, 37(3), 389-405.

Estévez, A. G., Crow, J. P., Sampson, J. B., Reiter, C., Zhuang, Y., Richardson, G. J., ... &
Beckman, J. S. (1999). Induction of Nitric Oxide--Dependent Apoptosis in Motor
Neurons by Zinc-Deficient Superoxide Dismutase. Science, 286(5449), 2498-2500.

Ettinger, A. B. (1994). Structural causes of epilepsy: tumors, cysts, stroke, and vascular
malformations. Neurologic clinics, 12(1), 41-56.

Ferreira, S. G., Teixeira, F. M., Garcdo, P., Agostinho, P., Ledent, C., Cortes, L., Mackie, K.,
& Kofalvi, A. (2012). Presynaptic CB(1) cannabinoid receptors control frontocortical
serotonin and glutamate release--species differences. Neurochemistry international,
61(2), 219-226.

Ferrari, D., Los, M., Bauer, M. K., Vandenabeele, P., Wesselborg, S., & Schulze-Osthoff, K.
(1999). P2Z purinoreceptor ligation induces activation of caspases with distinct roles in
apoptotic and necrotic alterations of cell death. FEBS letters, 447(1), 71-75.

Ferrari, D., Villalba, M., Chiozzi, P., Falzoni, S., Ricciardi-Castagnoli, P., & Di Virgilio, F.
(1996). Mouse microglial cells express a plasma membrane pore gated by extracellular
ATP. Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950), 156(4), 1531-1539.

Ferri, R., Cosentino, F. I., Elia, M., Musumeci, S. A., Marinig, R., & Bergonzi, P. (2001).
Relationship between Delta, Sigma, Beta, and Gamma EEG bands at REM sleep onset
and REM sleep end. Clinical neurophysiology : official journal of the International
Federation of Clinical Neurophysiology, 112(11), 2046-2052.

Fisher R. S. (1989). Animal models of the epilepsies. Brain research. Brain research
reviews, 14(3), 245-278.

Fisher, R. S., Acevedo, C., Arzimanoglou, A., Bogacz, A., Cross, J. H., Elger, C. E., Engel, J.,
Jr, Forsgren, L., French, J. A., Glynn, M., Hesdorffer, D. C., Lee, B. I., Mathern, G. W.,
Moshé, S. L., Perucca, E., Scheffer, I. E., Tomson, T., Watanabe, M., & Wiebe, S.
(2014). ILAE official report: a practical clinical definition of epilepsy. Epilepsia, 55(4),
475-482

Fisher, R. S., Cross, J. H., D'Souza, C., French, J. A., Haut, S. R., Higurashi, N., Hirsch, E.,
Jansen, F. E., Lagae, L., Moshé, S. L., Peltola, J., Roulet Perez, E., Scheffer, I. E.,
Schulze-Bonhage, A., Somerville, E., Sperling, M., Yacubian, E. M., & Zuberi, S. M.
(2017). Instruction manual for the ILAE 2017 operational classification of seizure
types. Epilepsia, 58(4), 531-542.

Florek-Luszczki, M., Wlaz, A., Kondrat-Wrobel, M. W., Tutka, P., & Luszczki, J. J. (2014).
Effects of WIN 55,212-2 (a non-selective cannabinoid CB1 and CB2 receptor agonist)
on the protective action of various classical antiepileptic drugs in the mouse 6 Hz
psychomotor seizure model. Journal of Neural Transmission, 121(7), 707-715.

Freitas, H. R, Isaac, A. R, Silva, T. M., Diniz, G., Dos Santos Dabdab, Y., Bockmann, E. C.,
Guimaraes, M., da Costa Calaza, K., de Mello, F. G., Ventura, A., de Melo Reis, R. A.,
& Franga, G. R. (2019). Cannabinoids Induce Cell Death and Promote P2X7 Receptor
Signaling in Retinal Glial Progenitors in Culture. Molecular neurobiology, 56(9),
6472-6486.

Freund, S. A., & Banning, A. S. (2017). Synthetic cannabinoids: A review of the clinical
implications of a new drug of choice. Journal of the American Academy of PAs, 30(11),
1-4.

Galanopoulou, A. S.,; & Moshé, S. L. (2009). The epileptic hypothesis: developmentally
related arguments based on animal models. Epilepsia, 50 Suppl 7(Suppl 7), 37-42.

56



Gebremedhin, D., Lange, A. R., Campbell, W. B., Hillard, C. J., & Harder, D. R. (1999).
Cannabinoid CB1 receptor of cat cerebral arterial muscle functions to inhibit L-type
Ca2+ channel current. The American journal of physiology, 276(6), H2085-H2093.

Grosso, S., Longini, M., Rodriguez, A., Proietti, F., Piccini, B., Balestri, P., & Buonocore, G.
(2011). Oxidative stress in children affected by epileptic encephalopathies. Journal of
the neurological sciences, 300(1-2), 103-106.

Guindon, J., & Beaulieu, P. (2006). Antihyperalgesic effects of local injections of anandamide,
ibuprofen, rofecoxib and their combinations in a model of neuropathic pain.
Neuropharmacology, 50(7), 814-823.

Guindon, J., De Léan, A., & Beaulieu, P. (2006). Local interactions between anandamide, an
endocannabinoid, and ibuprofen, a nonsteroidal anti-inflammatory drug, in acute and
inflammatory pain. Pain, 121(1-2), 85-93.

Haller, J., Bakos, N., Szirmay, M., Ledent, C., & Freund, T. F. (2002). The effects of genetic
and pharmacological blockade of the CB1 cannabinoid receptor on anxiety. The
European journal of neuroscience, 16(7), 1395-1398.

Halliwell, B. (2006). Oxidative stress and neurodegeneration: where are we now?. Journal of
neurochemistry, 97(6), 1634-1658.

Halls, M. L., & Cooper, D. M. (2011). Regulation by Ca2+-signaling pathways of adenylyl
cyclases. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 3(1), a004143.

Henshall, D. C., Diaz-Hernandez, M., Miras-Portugal, M. T., & Engel, T. (2013). P2X
receptors as targets for the treatment of status epilepticus. Frontiers in cellular
neuroscience, 7, 237.

Herkenham, M., Lynn, A. B., Little, M. D., Johnson, M. R., Melvin, L. S., de Costa, B. R., &
Rice, K. C. (1990). Cannabinoid receptor localization in brain. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 87(5), 1932-1936.

Hervas, C., Pérez-Sen, R., & Miras-Portugal, M. T. (2005). Presence of diverse functional P2X
receptors in rat cerebellar synaptic terminals. Biochemical pharmacology, 70(5), 770-
785.

Heymann, D. L., Chen, L., Takemi, K., Fidler, D. P., Tappero, J. W., Thomas, M. J., ... &
Rannan-Eliya, R. P. (2015). Global health security: the wider lessons from the west
African Ebola virus disease epidemic. The Lancet, 385(9980), 1884-1901.

Hohmann, A. G., & Herkenham, M. (1999). Cannabinoid receptors undergo axonal flow in
sensory nerves. Neuroscience, 92(4), 1171-1175.

Hohmann, A. G., Tsou, K., & Walker, J. M. (1998). Cannabinoid modulation of wide dynamic
range neurons in the lumbar dorsal horn of the rat by spinally administered WINS5,
212-2. Neuroscience letters, 257(3), 119-122.

Hollister L. E. (1986). Health aspects of cannabis. Pharmacological reviews, 38(1), 1-20.

Howlett, A. C., Barth, F., Bonner, T. |., Cabral, G., Casellas, P., Devane, W. A., Felder, C. C.,
Herkenham, M., Mackie, K., Martin, B. R., Mechoulam, R., & Pertwee, R. G. (2002).
International Union of Pharmacology. XXVII. Classification of cannabinoid
receptors. Pharmacological reviews, 54(2), 161-202.

Izquierdo, I., Orsingher, O. A., & Berardi, A. C. (1973). Effect of cannabidiol and of other
cannabis sativa compounds on hippocampal seizure discharges. Psychopharmacologia,
28(1), 95-102.

I1zzo, A. A., Mascolo, N., & Capasso, F. (2001). The gastrointestinal pharmacology of
cannabinoids. Current opinion in pharmacology, 1(6), 597-603.

57



Jamwal, S., Mittal, A., Kumar, P., Alhayani, D. M., & Al-Aboudi, A. (2019). Therapeutic
Potential of Agonists and Antagonists of Al, A2a, A2b and A3 Adenosine
Receptors. Current pharmaceutical design, 25(26), 2892-2905.

Jimenez-Mateos, E. M., Arribas-Blazquez, M., Sanz-Rodriguez, A., Concannon, C., Olivos-
Ore, L. A, Reschke, C. R., ... & Engel, T. (2015). microRNA targeting of the P2X7
purinoceptor opposes a contralateral epileptogenic focus in the hippocampus. Scientific
reports, 5(1), 1-17.

Jimenez-Pacheco, A., Mesuret, G., Sanz-Rodriguez, A., Tanaka, K., Mooney, C., Conroy, R.,
Miras-Portugal, M. T., Diaz-Hernandez, M., Henshall, D. C., & Engel, T. (2013).
Increased neocortical expression of the P2X7 receptor after status epilepticus and
anticonvulsant effect of P2X7 receptor antagonist A-438079. Epilepsia, 54(9), 1551
1561.

Johnson, M. R., Rice, K. C., Howlett, A., Melvin, L. S., & Herkenham, M. (1992). The
cannabinoid receptor-pharmacologic identification, anatomical localization and
cloning. NIDA Res Monogr, 119, 86-90.

Karler, R., & Turkanis, S. A. (1980). Subacute cannabinoid treatment: anticonvulsant activity
and withdrawal excitability in mice. British journal of pharmacology, 68(3), 479-484.

Kim, J. E,, & Kang, T. C. (2011). The P2X7 receptor-pannexin-1 complex decreases
muscarinic acetylcholine receptor-mediated seizure susceptibility in mice. The
Journal of clinical investigation, 121(5), 2037-2047.

Kim,J. E.,Ryu, H. J., Yeo, S. I, & Kang, T. C. (2011). P2X7 receptor differentially modulates
astroglial apoptosis and clasmatodendrosis in the rat brain following status epilepticus.
Hippocampus, 21(12), 1318-1333.

Kimbler, D. E., Shields, J., Yanasak, N., Vender, J. R., & Dhandapani, K. M. (2012).
Activation of P2X7 promotes cerebral edema and neurological injury after traumatic
brain injury in mice. PloS one, 7(7), e41229.

Kong, T. Y., Kim,J. H., Kim, D. K., & Lee, H. S. (2018). Synthetic cannabinoids are substrates
and inhibitors of multiple drug-metabolizing enzymes. Archives of pharmacal
research, 41(7), 691-710.

Kontos, H. A. (1989). Oxygen radicals in CNS damage. Chemico-biological
interactions, 72(3), 229-255.

Korkmaz, G. G., Altinoglu, E., Civelek, S., Sozer, V., Erdenen, F., Tabak, O., & Uzun, H.
(2013). The association of oxidative stress markers with conventional risk factors in the
metabolic syndrome. Metabolism, 62(6), 828-835.

Kozan, R., Ayyildiz, M., Yildirim, M., & Agar, E. (2006). The effects of ethanol intake and
withdrawal on penicillin-induced epileptiform activity in rats. Brain research
bulletin, 71(1-3), 111-115.

Kozan, R., Ayyildiz, M., Yildirim, M., & Agar, E. (2007). The influence of ethanol intake and
its withdrawal on the anticonvulsant effect of alpha-tocopherol in the penicillin-induced
epileptiform activity in rats. Neurotoxicology, 28(3), 463-470.

Kozan, R., Ayyildiz, M., & Agar, E. (2009). The effects of intracerebroventricular AM-251, a
CB1-receptor antagonist, and ACEA, a CB1-receptor agonist, on penicillin-induced
epileptiform activity in rats. Epilepsia, 50(7), 1760-1767.

Krishtal, O., Lozovaya, N., Fedorenko, A., Savelyev, I., & Chizhmakov, . (2006). The
agonists for nociceptors are ubiquitous, but the modulators are specific: P2X receptors
in the sensory neurons are modulated by cannabinoids. Pflugers Archiv : European
journal of physiology, 453(3), 353-360.

58



Kyrou, 1., Valsamakis, G., & Tsigos, C. (2006). The endocannabinoid system as a target for
the treatment of visceral obesity and metabolic syndrome. Annals of the New York
Academy of Sciences, 1083(1), 270-305.

Li, H. L. (1974). An archaeological and historical account of cannabis in China. Economic
Botany, 28(4), 437-448.

Li, J., Daughters, R. S., Bullis, C., Bengiamin, R., Stucky, M. W., Brennan, J., & Simone, D.
A. (1999). The cannabinoid receptor agonist WIN 55,212-2 mesylate blocks the
development of hyperalgesia produced by capsaicin in rats. Pain, 81(1-2), 25-33.

Ligresti A, Moriello AS, Starowicz K, Matias I, Pisanti S, De Petrocellis L, Laezza C, Portella
G, Bifulco M, Di Marzo V. (2006). Antitumor activity of plant cannabinoids with
emphasis on the effect of cannabidiol on human breast carcinoma. J Pharmacol Exp
Ther. 318(3): 1375-1387.

Llano, I., Marty, A., Armstrong, C. M., & Konnerth, A. (1991). Synaptic- and agonist-induced
excitatory currents of Purkinje cells in rat cerebellar slices. The Journal of physiology,
434, 183-213.

Loscher, W., Klitgaard, H., Twyman, R. E., & Schmidt, D. (2013). New avenues for anti-
epileptic drug discovery and development. Nature reviews. Drug discovery, 12(10),
757-T776.

Luszczki, J. J., Czuczwar, P., Cioczek-Czuczwar, A., & Czuczwar, S. J. (2006). Arachidonyl-
2'-chloroethylamide, a highly selective cannabinoid CB1 receptor agonist, enhances the
anticonvulsant action of valproate in the mouse maximal electroshock-induced seizure
model. European journal of pharmacology, 547(1-3), 65-74.

Malmivuo, J., & Plonsey, R. (1995). Bioelectromagnetism: principles and applications of
bioelectric and biomagnetic fields. Oxford University Press, USA.

Manna, S. S., & Umathe, S. N. (2012). Involvement of transient receptor potential vanilloid
type 1 channels in the pro-convulsant effect of anandamide in pentylenetetrazole-
induced seizures. Epilepsy research, 100(1-2), 113-124.

Marangoz, C. (1997). Deneysel epilepsi modelleri. Journal of Experimental and Clinical
Medicine, 14(3), 147-186.

Mechoulam, R., & Gaoni, Y. (1965). A total synthesis of dI-Al-tetrahydrocannabinol, the
active constituent of hashish1. Journal of the American Chemical Society, 87(14), 3273-
3275.

Melani, A., Amadio, S., Gianfriddo, M., Vannucchi, M. G., Volonté, C., Bernardi, G., Pedata,
F., & Sancesario, G. (2006). P2X7 receptor modulation on microglial cells and
reduction of brain infarct caused by middle cerebral artery occlusion in rat. Journal of
cerebral blood flow and metabolism : official journal of the International Society of
Cerebral Blood Flow and Metabolism, 26(7), 974-982.

Meldrum, B. S. (2002). Concept of activity-induced cell death in epilepsy: historical and
contemporary perspectives. Progress in brain research, 135, 3-11.

Menon, B., Ramalingam, K., & Kumar, R. V. (2014). Low plasma antioxidant status in
patients with epilepsy and the role of antiepileptic drugs on oxidative stress. Annals of
Indian Academy of Neurology, 17(4), 398.

Miao, L., & Clair, D. K. S. (2009). Regulation of superoxide dismutase genes: implications in
disease. Free Radical Biology and Medicine, 47(4), 344-356.

Migliore, L., Fontana, I., Colognato, R., Coppede, F., Siciliano, G., & Murri, L. (2005).
Searching for the role and the most suitable biomarkers of oxidative stress in
Alzheimer's disease and in other neurodegenerative diseases. Neurobiology of
aging, 26(5), 587-595.

59



Mikuriya, T. H. (1969). Marijuana in medicine: past, present and future. California medicine,
110(1), 34.

Miras-Portugal, M. T., Diaz-Hernandez, M., Giraldez, L., Hervas, C., Gémez-Villafuertes, R.,
Sen, R. P., Gualix, J., & Pintor, J. (2003). P2X7 receptors in rat brain: presence in
synaptic terminals and granule cells. Neurochemical research, 28(10), 1597-1605.

Nakatsuka, T., Chen, H. X., Roper, S. N., & Gu, J. G. (2003). Cannabinoid receptor-1
activation  suppresses inhibitory  synaptic activity in  human dentate
gyrus. Neuropharmacology, 45(1), 116-121.

Niizuma, K., Endo, H., & Chan, P. H. (2009). Oxidative stress and mitochondrial dysfunction
as determinants of ischemic neuronal death and survival. Journal of
neurochemistry, 109, 133-138.

Pakdeechote, P., Dunn, W. R., & Ralevic, V. (2007). Cannabinoids inhibit noradrenergic and
purinergic sympathetic cotransmission in the rat isolated mesenteric arterial bed. British
journal of pharmacology, 152(5), 725-733.

Papp, L., Balazsa, T., Kofalvi, A., Erdélyi, F., Szabo, G., Vizi, E. S., & Sperlagh, B. (2004).
P2X receptor activation elicits transporter-mediated noradrenaline release from rat
hippocampal  slices. The  Journal of pharmacology and experimental
therapeutics, 310(3), 973-980

Peng, W., Cotrina, M. L., Han, X., Yu, H., Bekar, L., Blum, L., Takano, T., Tian, G. F.,
Goldman, S. A., & Nedergaard, M. (2009). Systemic administration of an antagonist of
the ATP-sensitive receptor P2X7 improves recovery after spinal cord
injury. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 106(30), 12489-12493.

Perry, G., Cash, A. D., & Smith, M. A. (2002). Alzheimer Disease and Oxidative
Stress. Journal of biomedicine & biotechnology, 2(3), 120-123.

Peternel, S., Pilipovi¢, K., & Zupan, G. (2009). Seizure susceptibility and the brain regional
sensitivity to oxidative stress in male and female rats in the lithium-pilocarpine model
of temporal lobe epilepsy. Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological
Psychiatry, 33(3), 456-462.

Pitkénen, A., & Lukasiuk, K. (2011). Mechanisms of epileptogenesis and potential treatment
targets. The Lancet Neurology, 10(2), 173-186.

Pitler, T. A., & Alger, B. E. (1992). Postsynaptic spike firing reduces synaptic GABAA
responses in hippocampal pyramidal cells. The Journal of neuroscience : the official
journal of the Society for Neuroscience, 12(10), 4122-4132.

Plummer, G. S, Ibala, R., Hahm, E., An, J., Gitlin, J., Deng, H., Shelton, K. T., Solt, K., Qu,
J. Z., & Akeju, O. (2019). Electroencephalogram dynamics during general anesthesia
predict the later incidence and duration of burst-suppression during cardiopulmonary
bypass. Clinical neurophysiology : official journal of the International Federation of
Clinical Neurophysiology, 130(1), 55-60.

Ramer, R., Merkord, J., Rohde, H., & Hinz, B. (2010). Cannabidiol inhibits cancer cell
invasion via upregulation of tissue inhibitor of matrix metalloproteinases-
1. Biochemical pharmacology, 79(7), 955-966.

Rees, M. 1. (2010). The genetics of epilepsy-the past, the present and future. Seizure, 19(10),
680-683.

Rodriguez-Alvarez, N., Jimenez-Mateos, E. M., Engel, T., Quinlan, S., Reschke, C. R.,
Conroy, R. M., Bhattacharya, A., Boylan, G. B., & Henshall, D. C. (2017). Effects of
P2X7 receptor antagonists on hypoxia-induced neonatal seizures in
mice. Neuropharmacology, 116, 351-363.

60



Rosenberg, E. C., Tsien, R. W., Whalley, B. J., & Devinsky, O. (2015). Cannabinoids and
epilepsy. Neurotherapeutics, 12(4), 747-768.

Rosenberg, E. C., Patra, P. H., & Whalley, B. J. (2017). Therapeutic effects of cannabinoids
in animal models of seizures, epilepsy, epileptogenesis, and epilepsy-related
neuroprotection. Epilepsy & behavior : E&B, 70(Pt B), 319-327.

Rossokhin, A. V., Sharonova, I. N., Bukanova, J. V., Kolbaev, S. N., & Skrebitsky, V. G.
(2014). Block of GABA(A) receptor ion channel by penicillin: electrophysiological and
modeling insights toward the mechanism. Molecular and cellular neurosciences, 63,
72-82.

Russo, E., Citraro, R., Constanti, A., Leo, A., Liittjohann, A., van Luijtelaar, G., & De Sarro,
G. (2016). Upholding WAG/RIj rats as a model of absence epileptogenesis: Hidden
mechanisms and a new theory on seizure development. Neuroscience and
biobehavioral reviews, 71, 388—408

Saxena, S., & Li, S. (2017). Defeating epilepsy: A global public health commitment. Epilepsia
open, 2(2), 153-155.

Schlicker, E., & Kathmann, M. (2001). Modulation of transmitter release via presynaptic
cannabinoid receptors. Trends in pharmacological sciences, 22(11), 565-572.

Scicchitano, F., van Rijn, C. M., & van Luijtelaar, G. (2015). Unilateral and Bilateral Cortical
Resection: Effects on Spike-Wave Discharges in a Genetic Absence Epilepsy
Model. PloS one, 10(8), e0133594.

Serikawa, T., Mashimo, T., Kuramoro, T., Voigt, B., Ohno, Y., & Sasa, M. (2015). Advances
on genetic rat models of epilepsy. Experimental animals, 64(1), 1-7.

Shin, E. J,, Jeong, J. H., Chung, Y. H., Kim, W. K., Ko, K. H., Bach, J. H., ... & Kim, H. C.
(2011). Role of oxidative stress in epileptic seizures. Neurochemistry
international, 59(2), 122-137.

Shorvon S. D. (2011). The causes of epilepsy: changing concepts of etiology of epilepsy over
the past 150 years. Epilepsia, 52(6), 1033-1044.

Skaper, S. D., Debetto, P., & Giusti, P. (2010). The P2X7 purinergic receptor: from physiology
to neurological disorders. FASEB journal : official publication of the Federation of
American Societies for Experimental Biology, 24(2), 337-345.

Sperlagh, B., Kofalvi, A., Deuchars, J., Atkinson, L., Milligan, C. J., Buckley, N. J., & Vizi,
E. S. (2002). Involvement of P2X7 receptors in the regulation of neurotransmitter
release in the rat hippocampus. Journal of neurochemistry, 81(6), 1196-1211.

Sperlagh, B., Vizi, E. S., Wirkner, K., & Illes, P. (2006). P2X7 receptors in the nervous
system. Progress in neurobiology, 78(6), 327-346.

Sugimoto, M., Fukami, S., Kayakiri, H., Yamazaki, S., Matsuoka, N., Uchida, I., & Mashimo,
T. (2002). The beta-lactam antibiotics, penicillin-G and cefoselis have different
mechanisms and sites of action at GABA(A) receptors. British journal of
pharmacology, 135(2), 427-432.

Surprenant, A., & North, R. A. (2009). Signaling at purinergic P2X receptors. Annual review
of physiology, 71, 333-359

Surprenant, A., Rassendren, F., Kawashima, E., North, R. A., & Buell, G. (1996). The cytolytic
P27 receptor for extracellular ATP identified as a P2X receptor (P2X7). Science (New
York, N.Y.), 272(5262), 735-738.

Thijs, R. D., Surges, R., O'Brien, T. J., & Sander, J. W. (2019). Epilepsy in adults. Lancet
(London, England), 393(10172), 689-701.

61



Thomas, B. F., Compton, D. R., & Martin, B. R. (1990). Characterization of the lipophilicity
of natural and synthetic analogs of delta 9-tetrahydrocannabinol and its relationship to
pharmacological ~ potency. Journal of Pharmacology and  Experimental
Therapeutics, 255(2), 624-630.

Timofeeva, O. A., & Gordon, C. J. (2001). Changes in EEG power spectra and behavioral
states in rats exposed to the acetylcholinesterase inhibitor chlorpyrifos and muscarinic
agonist oxotremorine. Brain research, 893(1-2), 165-177.

Touw, M. (1981). The religious and medicinal uses of Cannabis in China, India and Tibet.
Journal of psychoactive drugs, 13(1), 23-34.

Tsou, K., Brown, S., Safiudo-Pefia, M. C., Mackie, K., & Walker, J. M. (1998).
Immunohistochemical distribution of cannabinoid CB1 receptors in the rat central
nervous system. Neuroscience, 83(2), 393-411.

Tudor, M., Tudor, L., & Tudor, K. I. (2005). Hans Berger (1873-1941)--povijest
elektroencefalografije [Hans Berger (1873-1941)--the history of
electroencephalography]. Acta medica Croatica : casopis Hravatske akademije
medicinskih znanosti, 59(4), 307-313.

Twitchell, W., Brown, S., & Mackie, K. (1997). Cannabinoids inhibit N- and P/Q-type calcium
channels in cultured rat hippocampal neurons. Journal of neurophysiology, 78(1), 43—
50.

Uematsu, D., Araki, N., Greenberg, J. H., & Reivich, M. (1990). Alterations in cytosolic free
calcium in the cat cortex during bicuculline-induced epilepsy. Brain research
bulletin, 24(2), 285-288.

U.S. Food and Drug Administration [website]. FDA approves first drug comprised of an active
ingredient derived from marijuana to treat rare, severe forms of epilepsy. Accessed
June25, 2018.

Vandrey, R., Dunn, K. E., Fry, J. A., & Girling, E. R. (2012). A survey study to characterize
use of Spice products (synthetic cannabinoids). Drug and alcohol dependence, 120(1-
3), 238-241.

Walden, J., Straub, H., & Speckmann, E. J. (1992). Epileptogenesis: contributions of calcium
ions and antiepileptic calcium antagonists. Acta neurologica Scandinavica.
Supplementum, 140, 41-46.

Walker, A. E., Johnson, H. C., & Funderburk, W. H. (1945). Convulsive factor in commercial
penicillin. Archives of Surgery, 50(2), 69-73.

Wallace, M. J., Blair, R. E., Falenski, K. W., Martin, B. R., & DeLorenzo, R. J. (2003). The
endogenous cannabinoid system regulates seizure frequency and duration in a model of
temporal lobe epilepsy. The Journal of pharmacology and experimental
therapeutics, 307(1), 129-137.

Wilson, R. I., Kunos, G., & Nicoll, R. A. (2001). Presynaptic specificity of endocannabinoid
signaling in the hippocampus. Neuron, 31(3), 453-462.

Winyard, P. G., Moody, C. J., & Jacob, C. (2005). Oxidative activation of antioxidant
defence. Trends in biochemical sciences, 30(8), 453-461.

Witting, A., Walter, L., Wacker, J., Mdéller, T., & Stella, N. (2004). P2X7 receptors control 2-
arachidonoylglycerol production by microglial cells. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 101(9), 3214-3219.

Yagi, K. (1987). Lipid peroxides and human diseases. Chemistry and physics of lipids, 45(2-
4), 337-351.

62



Yegutkin, G. G. (2008). Nucleotide- and nucleoside-converting ectoenzymes: Important
modulators of purinergic signalling cascade. Biochimica et biophysica acta, 1783(5),
673-694.

Zou, S., & Kumar, U. (2018). Cannabinoid Receptors and the Endocannabinoid System:
Signaling and Function in the Central Nervous System. International journal of
molecular sciences, 19(3), 833.

Zuardi A. W. (2006). History of cannabis as a medicine: a review. Revista brasileira de
psiquiatria (Sao Paulo, Brazil : 1999), 28(2), 153-157.

63



ETiK KURUL KARARI

T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU
SAMSUN

Say1 : B.30.2.0DM.0.20.09.00-050.04 -31 24/07/2014
Konu : Aragiirma Projeniz hk.

Prof. Dr. Erdal AGAR
OMU Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dah

2014/28 numarali “Penisilinle Olusturulan Epileptiform Aktiviteye Piirinerjik
P2X7 Reseptoriiniin Etkisi ve Bu Etkide Kanabinoid, NMDA we T- tipi Kalsiyum iyon
Kanallanmn Rolii” konu bashkli Projeniz; Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
23.07.2014 tarihli toplantisinda gorigillmily, Hayvan Haklan ve Deney Etigi agilarindan uygun
olduguna oy birligi ile karar verilmitir.

Arastirmanin yiirlitiildiigii streg i¢inde etik kurallar ve hayvan haklanna uygunluk
yonunden sorumluluk arastmcilas ait olmak kaydiyla ve 6 aylik dénemler halinde Cahgma
Raporu verilmesi sartiyla ¢alismaniza baslamaniz uygun goritlmiigtiar.

™~ e T —
._cri?"'.l- S =3

o

B N

SN o ~N
Prof. Dr. R. Cankon GERMi\"ANoc\LU
HADYEK Baskam

Alisan karartar Kurul kasgndir. Kararla ilgili Kurul Qyelerinin aranmas) ¢tik degildir, Itirazlanmz yazih olarak Etik Kurul
sekreterligine basvurmaniz gerekmektedir

64



OZGECMIS

) Gokhan ARSLAN, Samsun Anadolu Lisesi’ni bitirdikten sonra Ondokuz May1s
Universitesi Tip Fakiiltesinden 2008 yilinda mezun oldu. Temel ilgi alanlari,
norofizyoloji, deneysel epilepsi modelleri, agr fizyolojisidir.

Tletisim Bilgileri

ORCID ID : 0000-0003-4186-2478
E-mail : gokhan.arslan@omu.edu.tr
Tel : 0543 569 56 94

Medeni hali  : Evli

Yabanci dil : Ingilizce

Yaymnlar:

1. Arslan, G., Alici, S. K., Ayyildiz, M., & Agar, E. (2013). The role of CB1-receptors
in the proconvulsant effect of leptin on penicillin-induced epileptiform activity in
rats. CNS neuroscience & therapeutics, 19(4), 222-228.

2. Tutkun, E., Arslan, G., Soslu, R., Ayyildiz, M., & Agar, E. (2015). Long-term
ascorbic acid administration causes anticonvulsant activity during moderate and long-
duration swimming exercise in experimental epilepsy. Acta neurobiologiae
experimentalis, 75(2), 192-199.

3. Gunes, H., Ozdemir, E., & Arslan, G. (2019). Coenzyme Q10 increases absence
seizures in WAG/RIj rats: The role of the nitric oxide pathway. Epilepsy research, 154,
69-73.

4. Arslan, G., Ayyildiz, M., & Agar, E. (2014). The interaction between ghrelin and
cannabinoid  systems in  penicillin-induced  epileptiform  activity in
rats. Neuropeptides, 48(6), 345-352.

5. Avci, B., Bilge, S. S., Arslan, G., Alici, O., Darakci, O., Baratzada, T., Ciftcioglu,
E., Yardan, T., & Bozkurt, A. (2018). Protective effects of dietary omega-3 fatty acid

supplementation on organophosphate poisoning. Toxicology and industrial
health, 34(2), 69-82.

6. Arslan, G., Avci, B., Kocacan, S. E., Rzayev, E., Ayyildiz, M., & Agar, E. (2019).
The interaction between P2X7Rs and T-type calcium ion channels in penicillin-
induced epileptiform activity. Neuropharmacology, 149, 1-12.

65


mailto:gokhan.arslan@omu.edu.tr

