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OZET

Farelerde Olusturulan Pilokarpin ile Olusturulan Temporal Lob Epilepsisi
Modelinde Dual Leucine Zipper Kinase Inhibitérii GNE-3511’in Epileptogenez
ve Bilissel-Davramssal Degisiklikler Uzerine Etkisi

Epilepsi fizyopatolojisinde inflamasyon, néron kaybi anahtar faktorleri
olusturmaktadir. Kronik ndrodejeneratif hastaliklarda Dual Leucine Zipper Kinase'in
(DLK) aktiflesmesinin apoptotik yolaklar {izerinden ndron Olumi ve akson
dejenerasyonuna yol agtigi bilinmektedir. Amag: Calismada, pilokarpin modeliyle
olusturulmus temporal lob epilepsisinde (TLE) DLK inhibitérii GNE-3511 ile
DLK/JNK yolaginin baskilanmasi ve bu inhibisyonun hipokampal hasar ve epilepsiye
bagh biligsel ve davranigsal bozukluklar tizerindeki etkisi aragtirilmistir. YOntem:
Status epileptikus (SE) induksiyonu icin pilokarpin modeli kullanilmistir. SE
indiiksiyonunu takiben fareler rastgele SE indiiklenmis ve tedavi olarak GNE-3511
icin 2 ayr1 doz grubu (1 mg/kg ve 5 mg/kg), SE indiiklenmis aract grubu ve naif grup
olmak fizere toplam 4 gruba ayrilmistir. Tedaviden 6 hafta sonra bilissel-davranigsal
testler olarak Morris su tanki, ylikseltilmis art1 labirent ve agik alan testi yapilmistir.
Davranig deneylerinin sonunda aliman beyin dokulari ve hipokampiisler ile hedef
proteinleri varligimi gostermek amaciyla Western blot yontemi uygulanip ayrica
histolojik 6l¢cim ve antioksidan ve oksidan diizey tayini yapilmistir. Bulgular: SE
grubuna kiyasla tedavi gruplarinda dejenere néronlarin azaldig: goriildi (p<0.001).
Biligsel-davranigsal olarak bellek performansi degerlendirmesinde anlamli diizelme
oldugu goriildii  (p<0.001). Anksiyetenin, lokomotor aktivitenin ve lipid
peroksidasyonun azaldig1 goriildii (p<0.001). Tartisma: Pilokarpin ile olusturulan
temporal lob epilepsisi modelinde DLK inhibitéri GNE-3511’in uygulanmasinin,
hipokampiisteki dejenerasyonu azalttigi, biligsel-davranigsal olarak bakildiginda
ogrenme ve bellek performansindaki bozuklugu, lipid peroksidasyonu, temporal lob

epilepsi modeliyle artan anksiyeteyi ve lokomotor aktiviteyi azalttigi goriildi.

Anahtar Sozciikler: Apoptoz, c-Jun N-terminal kinaz, Epilepsi, Inflamasyon,

Norodejeneratif hastaliklar



ABSTRACT

Effect of Dual Leucine Zipper Kinase Inhibitor GNE-3511 on Epileptogenesis
and Cognitive-Behavioral Changes in Temporal Lobe Epilepsy Model Induced
by Pilocarpine in Mice

Inflammation and neuronal loss are key factors in the pathophysiology of epilepsy.
It is known that activation of Dual Leucine Zipper Kinase (DLK) in chronic
neurodegenerative diseases causes neuron death and axon degeneration through
apoptotic pathways. Aim: In this study, the inhibition of the DLK / JNK pathway with
the DLK inhibitor GNE-3511 in temporal lobe epilepsy (TLE) by pilocarpine induced
model and the effect of this inhibition on cognitive and behavioral disorders due to
hippocampal damage and epilepsy were investigated. Methods: Pilocarpine model
was used for Status Epilepticus (SE) induction. Following SE induction, mice were
randomly divided 4 group as SE induced and treatment group which includes 2
different doses (1 mg/kg and 5mg/kg) of GNE-3511, SE induced sham and naive
group. Six weeks after treatment, Morris water maze, elevated plus maze and open
field test were performed as cognitive-behavioral tests. Western Blot method was
applied to show the presence of target proteins in brain tissues and hippocampus also
histological measurement, antioxidant and oxidant levels were determined. Results:
Degenerated neurons were decreased in the treatment groups compared to the SE
group (p<0.001). It was observed that there was a significant improvement in
cognitive-behavioral evaluation of memory performance (p<0.001). Increased anxiety,
locomotor activity and lipid peroxidation were decreased (p<0.001). Discussion: In
the temporal epilepsy model induced by pilocarpine, the application of the DLK
inhibitor GNE-3511 decreased the degeneration in the hippocampus, lipid
peroxidation, cognitive-behavioral impairment in anxiety, locomotor activity, learning

and memory performance.

Keywords: Apoptosis, c-Jun N-terminal kinase, Epilepsy, Inflammation,

Neurodegenerative diseases



1 GIRIS VE AMAC

Epilepsi, epileptik nobetler olusturmak i¢in kalici bir egilim gosteren ve bu
durumun noro-biyolojik, bilissel, psikolojik ve sosyal sonuglari ile karakterize edilmis
heterojen bir beyin hastaligidir (1). Epilepsinin nedeni ¢ogunlukla bilinmese de; inme,
travmatik beyin hasari, enfeksiyon ve genetik mutasyonlar gibi beynin fonksiyonunu
etkileyebilecek her tirll etken epilepsiye neden olabilmektedir (2). Tedavinin temel
basamagini antiepileptik ilaglar olusturmaktadir ve bu ilaglar hastaligin altinda yatan
noropatolojik sureci duzeltmeden ndbet olusumunu baskilayarak etki gostermektedir.
Ancak, epilepsi hastalarinin yaklasik %30°u bu konvansiyonel antiepileptik ilaglara
kars1 direng gostermektedir (3). Bu durum epilepsi aragtirmalari kapsaminda yeni
tedavilerin gelistirilmesi ve epilepsi/epileptogenez biyobelirteclerinin belirlenmesi

ihtiyacini ortaya koymaktadir (4).

Epileptogenez siireci, bir néronal agdaki eksitator ve inibitor aktivite arasindaki
dengenin kaybiyla néronal islemlerin bozulmasi ve néronal kayiplari icermektedir (5).
[k beyin hasarmin hipokampal hiicre kaybiyla sonuclandig: ve ardindan kollateral
aksonal filizlenme, sinaptik devrelerin yeniden diizenlenmesi son olarak spontan
nobetler olusana kadar limbik devrelerde inhibisyon ve eksitasyon arasindaki dengeyi

etkiledigi diistiniilmektedir (6,7).

Epilepsi hastalarinda norobiligsel bozukluklar siklikla goriillmektedir. Yetiskin
hastalarda biligsel sikayetlerin ¢ogunu zihinsel yavagslik, hafiza giigliikleri ve dikkat
eksiklikleri olusturmaktadir (8). Temporal lob epilepsisi (TLE), yetiskinlerde en sik
gorulen direncli fokal epilepsi tipidir. Son yillarda gelistirilen antiepileptik ilaglarin
artigina ragmen TLE hastalarinin %30’unun ilaca direngli oldugu bilinmektedir (9).
Deney hayvanlarinda pilokarpin ile olusturulan deneysel TLE modeli arastimalarda
siklikla kullanilan gegerli bir modeldir. Baslangicta olusturulan SE sirasinda
muskarinik yanit1 takip eden sekonder glutamaterjik jeneralizasyon, 6zellikle limbik
bolgelerde yuksek kalsiyum konsantrasyonu, mitokondrial yetmezlik ve yaygin
nekrotik néron Oliimiine yol acar. Noron Sliimiinii izleyen tamir asamasinda ise
astroglial yanit, norogenez, filizlenme ve devresel reorganizasyon, yeni ve asiri

uyarilabilir devreler olusumuna yol agar (10-12).



Epilepsi patogenezi ile ilgili yapilan ¢alismalar, epileptik ndbetlere bagli hiicre
Olimiinin  apoptotik  siirecle  olusabilecegini  gdstermistir.  Epileptogenez
mekanizmasinin hala varsayimsal olmasiyla birlikte, inflamasyonun da belirgin bir rol
oynadigimi gosteren ¢alismalar artmaktadir. Travmatik beyin hasari, merkezi sinir
sistemi (MSS) ve inme gibi akut beyin hasarlari epilepsiye neden olabilirken,
inflamasyon, noéron kaybi fenomenin anahtar faktorleridir (13,14).

Epilepside ekstraselliiler stresle tetiklenen 6nemli diger bir yolak olan mitojen
aktive protein kinaz (MAPK) ailesinin Uyeleri olan c-Jun N-terminal kinazlar
(JNK’ler), ¢ok cesitli uyaranlara yanit olarak aktiflestirilir. Hicrenin inflamasyon,
oksidatif stres, deoksiribontkleik asit (DNA) hasari, ozmotik stres veya hiicre iskeleti
degisiklikleri gibi ¢esitli biyotik veya abiyotik stres olaylarina maruz kalmasi 6zellikle
onemlidir (15). c-Jun-N-terminal kinaz’lar ayrica, gen ekspresyonu, sitoskeletal
protein dinamikleri ve hiicre Sliimii/sagkalim yollar1 lizerindeki etkileri yoluyla
noronal fonksiyonlar, immiinolojik etkiler ve embriyonik gelisim gibi Onemli
fizyolojik surecleri diizenler (16). Pilokarpin modeli ile yapilan bir ¢alismada, sik
konvulsif ndbetler gegiren kronik epileptik sicanlarin hipokampiisiiniin  CAl

bolgesindeki JINK izoformlarimin agregasyonu ve hiperaktivasyonu gosterilmistir (17).

Strese 6zgl JNK aktivasyonu, noronlarda MKK4/7 yolu araciligiyla DLK
aktivasyonuyla gerceklesir ve bu aktivasyon heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile
PERK sinyalini arttirir (18-20). Bu yollarin indiiksiyonu, pek ¢ok néronda apoptoz ve
akson dejenerasyonuna yol acan c-Jun ve adenozin trifosfat gibi transkripsiyon
faktorlerinin diizenlenmesi yoluyla yaygin bir transkripsiyonel hasara yol agar. Kronik
norodejeneratif hastaliklarda da néron 6limu ve akson dejenerasyonu DLK'ye bagli

stres yolaginin aktiflenmesi ile ger¢eklesmektedir (19,21,22).

Dual leucine zipper kinase geninin silindigi genetik olarak tasarlanmis farelerin
kullanildig1 bir ¢alismada, aksotomi ya da vinkristin tedavisinden sonra noéronlarin
dejenerasyonunun DLK’ye bagimli oldugu gdsterilmistir (19,23). Benzer sekilde, in
vivo optik sinir hasar1 modelinde, DLK ekspresyonu olmayan noronlarin
norodejenerasyondan korundugu saptanmistir (21). Daha sonra yayinlanan bir

makalede, DLK nakavt farelerde kainik asit ile olustutulan eksitotoksisite modelinde,



DLK aktivitesi kaybinin noronlar1 eksitotoksisite kaynakli dejenerasyondan korudugu
gosterilmistir. Ayni ¢alismanin bir parcasi olarak DLK geninin tiim dokularda silindigi
fareler, DLK silinmesinden 3 ay sonra incelenmis ve histolojik, elektrofizyolojik veya
davranig anormallikleri bulunmamustir (24). Bu, inhibitoér tedavisini takiben DLK

sinyal kaybinin iyi sekilde tolere edilecegini diisiindiirmektedir.

Dual leucine zipper kinase inhibitérlerinin epilepsi modellerinde kullanildig: bir
calisma bulunmamaktadir. Bu sebeple c¢alismamizda pilokarpin  modeliyle
olusturulmus TLE’de DLK inhibitori GNE-3511 ile DLK/NK yolaginin
baskilanmasi ve bu inhibisyonun hipokampal hasar ve epilepsiye bagli biligsel ve

davranissal bozukluklar lizerinde etkisinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Epilepsi

2.1.1 Epilepsi tanim ve tarihcesi

En yaygin beyin hastaliklarindan epilepsinin diinya ¢apinda 70 milyondan fazla
insan1 etkiledigi bilinmektedir. Spontan rekiirran nobet olusturma yatkinlig: ile
karakterize olup ¢ok sayida noérobiyolojik, bilissel ve psikososyal sonuglari igerir.
Epilepsi hastalarinin tiimiinde nébet goriiliirken her nobet goriilen kisi epilepsi hastasi

degildir.

Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) tarafindan 2014 yilinda epilepsi
tanim1 yeniden yapilmistir. Buna tanima gore 24 saatten uzun araliklarla ortaya ¢ikan
herhangi provoke edici bir nedenin (alkol, toksinler, ilaglar ve metabolik bozukluklar
gibi) bulunmadig1 ndbetleri olanlar; tek nobeti olmasina ragmen yaklasik %60 ve
tizerinde, 10 yi1l i¢inde ikiden fazla provoke olmadan tekrarlayan nobet riski olanlar ya
da bir epileptik sendrom (Juvenil miyoklonik epilepsi gibi) tanisi olanlar epilepsi

hastasi olarak tanimlanmaktadir (25).

Tarihsel literatlriin  incelemelerine gbre nobetin  en erken tanimu,
Mezopotamya’dan milattan 6nce 2500’e¢ kadar uzanan Siimer belgelerinde
bulunmaktadir (26). Orta Cag boyunca (476-1492) epilepsi hakkindaki bilimsel
yaklasimlarda gerileme yasanmistir. Semptomlar seytani miilkiyet fikri olarak
tanimlanmustir  (27). Ancak bu siirecte Ibn-i Sina (milattan sonra 980-1037) Al-
Quanun fi al-Tibb kitabiyla epileptoloji alanina katkilarda bulunmustur. Nobetleri
viicudun farkli boliimleri ile iligkilendirip aym1 zamanda ndbetlerden once goriilen

siddetli anksiyete ve heyecan gibi semptomlari tanimlamistir (28).

Rdnesans (1300-1600) ile bir tartisma donemi baslamis, yeni gozlemlerle beraber
klinik bilgi genisletilmistir. Epilepsinin (ndbetlerin) frengi, iskorbiit, ¢icek hastaligi ve

kizamik gibi yeni kesfedilen bazi hastaliklarin bir sonucu oldugunu ifade etmistir (29).



19. ylizy1lin sonlarinda ve 20. yiizyilin baslarinda Elektroensefalografi (EEG)’nin
ortaya ¢cikmasiyla elde edilen veriler ile daha dogru klinik tanilar eslik etmistir. Fokal
ve generalize ayrimi farklt iki epileptiform EEG paterninin bulunmasiyla

desteklenmistir (30).

1964 yilinda Gastaut liderliginde ILAE, bir ndbet siniflandirma sistemi gelistirdi.
Sonraki siniflandirma ise 2010 yilinda Berg ve arkadaglar1 tarafindan yayinlanmistir.
2017 yilinda, 1981-1989-2010 yillarindakileri kapsayacak ve eksiklerini
tamamlayacak sekilde ILAE tarafindan yeni ndbet ve epilepsi smiflamasi
gelistirilmistir. 2017 siniflamasinda epilepsi tipi yine fokal, jeneralize, jeneralize-fokal
birlikte ve bilinmeyen olarak gruplandirilmistir. Buna ek olarak jeneralize-fokal
epilepsi yeni bir kategori olarak karsimiza ¢ikmakta ve her iki tip ndbeti olan hastalar

kapsamaktadir (31).

2.1.2 Epilepsi epidemiyolojisi

Epilepsi; her yastan, irktan, cografi bolgeden ve sosyal smiftan insani
etkileyebilen en yaygin norolojik hastaliklardan biridir. Nobet olusturmaya ve
tekrarlamaya yatkinligin yani sira bireylerin yasam kalitesini 6nemli dl¢iide etkileyen

norolojik, biligsel, psikolojik ve sosyal sonuclara sahiptir (5).

Epilepsi insidans g¢alismalarinda bir meta-analize gore yilda 61.4/100.000
olarak bildirilmistir (32). Insidans, diisiik/orta gelirli iilkelerde yilda 139,0/100.000
goriiliirken ytiksek gelirli tilkelerde yilda 48,9/100.000 goriilmiistiir. Bu sonucun risk
altindaki popiilasyonlarin, perinatal risk faktorlerine, MSS enfeksiyonlarina

maruziyetleri ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir (33).

Epilepsi prevalansi, risk ve etiyolojik faktorlerin dagilimina, tanidaki nobet
sayisina veya yalnizca aktif epilepsinin (aktif prevalans) dahil edilmesi ya da yasam
boyu prevalansin da dahil edilmesine bagli olarak degisebilmektedir. Epilepsinin genel
yasam boyu yayginligi 7.60/1.000, aktif prevalans ise 6.38/1.000°dir (32).



2.1.3 Epilepsi etiyolojisi

Epilepsinin etiyolojisi klinik seyir ve prognoz i¢in ¢ok 6nemli olmasina ragmen
mevcut caligmalar epilepsi i¢in ayrintili bir etiyolojik aciklama gosterememektedir
(34). Epilepsinin genis heterojenligi, etiyolojisi sadece klinik bulgulari,
ndrogdrintileme o6zellikleri ve komorbiditeleri olarak goralur (35). Mevcut bilgilere
gore epilepsinin genel olarak genetik, yapisal veya metabolik ve nedeni bilinmeyen

olmak Uzere ii¢ ana etiyolojisi vardir (36).

Farkli yas gruplarinda epilepsi etiyolojisi:

i) Hipoksik-iskemik ensefalopati, MSS enfeksiyonlari, travma, MSS’nin
dogumsal anormallikleri ve metabolik bozukluklar neonatal ve erken ¢ocukluk
cag1 epilepsisinin baslica nedenleridir.

i) Ik ¢ocukluk (3-6 yas) dénemi ve ikinci ¢ocukluk (7-11 yas) dénemlerinde
goriilen atesli havaleler, travmalar ve enfeksiyonlar ortak etiyolojiye sahiptir.

iii) Cocukluk ¢aginda epileptik sendromlar genellikle siktir.

Iv) Beyin ve medulla spinalis lezyonlarina sekonder olarak ortaya ¢ikan epilepsi
ergenlik donemi ve sonrasinda goriilebilinir.

V) Serebrovaskiiler hastaliklar, yaslilarda epilepsinin 6nde gelen nedenidir.
Ayrica MSS tiimorleri, travma ve diger dejeneratif hastaliklar yagslilarda

epilepsiye neden olabilir (37).

2.2 Epilepsi Nobet Siniflandirmasi

Nobetler, beyindeki bir néronal hiicre grubunun anormal asir1 ve es zamanli
noronal aktivitesine bagli gegici semptom ve bulgular olarak tanimlanir (38).
Epilepsinin smiflandirilmasinda: Nobetlerin baslangic sekli, hastanin yasi, ndbet
paterni, aile 0ykisu elektroensefalogram (EEG) ve manyetik rezonans goriintileme
bulgular dikkate alinir (39). Siniflandirma, klinisyen i¢in ndbet tipi ve buna bagli ilag

belirlemeyi kolaylastirarak hastanin en uygun tedaviyi almasina olanak saglar.



ILAE, 2017 yilinda ndbet ve epilepsi smiflandirmasini ve terminolojiyi
giincellemistir (Sekil 1). Cogu zaman hastalarin sadece epilepsi tanist almasi yeterli
olmamaktadir. Tan1 miimkiin oldugunca spesifik ve kesin olmalidir. Bu amagla,

siniflandirma ndbet tipi, epilepsi tipi ve sendrom olmak iizere ii¢ diizeyde yapilir.

Fokal baglangigh Jeneralize baglangich Baslangi¢ nedeni bilinmeyen
Bilinein oldugu/bilincin ("
olmadig: Motor
Tonik-klonik
l epileptik spazm
| Motor baslangigch nibet | [ Motor .
otomatizma tonik-klonik
atonik klonik Motor olmayan
klonik tonik hareket tutuklugu
epileptik spazm miyoklonik (duraklama)
hiperkinetik miyoklonik tonik-klonik \
miyoklonik miyoklonik atonik
| tonik atonik
e I S \_ epileptik spazm /
~, Ve . . ‘ Simiflandirilmamaig ‘
Motor olmayan nébet | Motor olmayan (absans)
otonomik tipik
hareket tutuklugu atipik
(duraklama) miyoklonik
biligsel goz kapap1 miyoklonisi
| emosyonel .
“_duyusal . /
Fokal baslangigh
bilateral tonik-klonik

Sekil 1. ILAE 2017 Genisletimis Nobet Siiflandirmast

2.2.1 Jeneralize baslangich ndbetler

Jeneralize baglangicli nobetler, néronal agin herhangi bir noktasindan kaynaklanip
her iki hemisfer kortikal ve subkortikal yapilara yayilir. Bu gruptaki nobetlerin biiyiik
cogunlugunda farkindalik bozulur. Jeneralize baslangi¢li ndbetler motor semptomlarin
varligmma gore motor ve nonmotor semptomlu (absans) olarak iki grupta

siniflandirilmastir (Sekil 1).



Tonik-klonik ndbetler siirekli kas kasilmasi ve bu kasilmay1 takip eden kloniler
ile karakterizedir. Tonik ndbetlerde, devamli kas kasilmas1 ve katiligi izlenir. Klonik
nobetlerde ise ritmik si¢gramalar tiim viicutta goriiliir. Miyoklonik ndbetlerde, klonik
nobetlerden farkli olarak ritmik 6zellik gostermeyen ani sigramalar vardir.

Miyoklonik-tonik-klonik ndbetler, miyoklonik ani sigramalar ile baslayip tonik-
Klonik nobete doniisiirler. Miyokolonik-atonik nobetler, miyoklonik sigramayi takiben
kas tonusunun azalmasi sonucu diisme ataklar1 seklinde ortaya cikar. Kas tonusunun

kaybolmasi Atonik nobetlerde goriiliir.

Tipik motor olmayan (absans) ndbetlerinde biling kayb1 ani baglar ve ani sonlanir.
Atipik absans nobetlerinde, baslangi¢c ve bitigini net tanimlamak kolay degildir ve
biling kayb1 tam olmayabilir. Miyoklonik absans nébetleri, miyoklonik sicramalar
seklindedir. G6z kapag1 miyoklonili absans ndbetlerinde, gz kapaginda miyoklonik

sigramalar ve goz kiiresinin yukari deviyasyonu nobetlere eslik eder (40).

2.2.2 Fokal baslangich nobetler

Fokal baslangicli nobetler, tek bir hemisferde, bir veya birka¢ anatomik
lokasyondan baglayabilir. Fokal baslangicli nobetler, ii¢ asamada degerlendirilirler.
Birinci asama bilincin degerlendirilmesidir. Hastalar bilincin oldugu ve bilincin
olmadig1 ndbetler seklinde iki grupta degerlendirilir. Biling durumundaki degisiklikler
hasta ve hasta yakinlarindan alinan anamneze gdre veya nobet sirasinda hastanin
doktor veya saglik personeli tarafindan muayene edilmesi ile belirlenir. Fokal
baslangi¢li nobetlerde ikinci agama nobet sirasinda ortaya ¢ikan klinik bulgulara gore
motor baslangigli nébet ve motor olmayan nébet olarak ikiye ayrilir. Ugiincii asama
ndbetin yayilimi ile iliskilidir. Fokal baslangicli olup bilateral tonik-klonik nobete

doniisen nobetler olarak siniflandirilir (38).

Aura terimi siklikla fokal nobetlerle iliskinlendirilmis olup déja vu aurasi, garip
bir tat, koku, midede ytiikselen bir his, dudak sapirdatma ya da el ovusturma gibi tek
basina ortaya c¢ikabilir. Bu durumlar bilincin oldugu fokal aurali nobetler olarak
adlandirilir (41,42).
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2.3 Temporal Lob Epilepsisi

Temporal lob epilepsisi, bir fokal epilepsi tipi olup temporal lobun bir veya birkag
anatomik lokasyonu ile baslayip néronal baglant1 ag1 yoluyla komsu beyin dokuya
gecebilmektedir (43). Epilepsi hastalarinin yaklasik %60’1n1 temporal lob epilepsili
hastalar olusturmaktadir (44). Temporal lob epilepsisi, epilepsi siniflandirmasina gore
2 gruba ayrilmaktadir. ilk olarak en yaygin goriilmekte olan ve esas etki alaninin
temporal medial yapilardan hipokampiis, entorhinal korteks, amigdala,
parahipokampal girus olan medial epilepsidir. Lateral ya da neokortikal epilepsi olarak
adlandirilan ikinci tip ise temporal-parietal ve temporal-oksipital bolgeleri iceren

temporal neokorteks (izerinde etki gostermektedir (45).

2.3.1 Hipokampal skleroz (Mezial temporal skleroz)

Hipokampiis epileptolojide en ¢ok calisilan beyin bolgesidir. Cerrahi miidahale
ile basar1 elde edilebilen ila¢ direncli epilepsilerde en ¢ok goriilen patolojilerden biri
olan hipokampal skleroz (46); genellikle temporal lob epilepsisiyle baglantili olsa da,
post-mortem calismalarda nadir de olsa diger epilepsi sendromlarinda goriilmiistiir.
Insidansi tiim epilepsi sendromlarinda %30.5-%45 arasinda degigsmekte iken, medial
temporal lob epilepsisinde bu oranlar %56’ya c¢ikmaktadir (47). Kesin olarak
kanitlanmamis olsa da genel kani sonradan edinilmis bir patoloji oldugu
dogrultusundadir. ILAE’nin hipokampal skleroz siniflamasi daha ¢ok piramidal
hiicrelerin kaybi iizerine olsa da graniil hiicrelerinin dagiliminda artis ve granil
hiicrelerinin yosunsu liflerinde dallanma ve araci ndronlarda azalma da sik karsilasilan

bulgulardandir (48).

2.3.2 Temporal lob epilepsisi ve bilissel hasar

Epilepsili bireylerin yasam kalitesi 6grenme, hafiza, dikkat ve yiiriitiicii islevler
dahil olmak (izere bir veya birden fazla alanda biligsel bozukluk gostermektedir.
I¢lerinde en yaygin gériilen ise bilissel islev bozuklugudur (49). Inflamasyon yoluyla

olusan bilissel islev bozukluklarinin kesin mekanizmasi bilinmemektedir. Bununla
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birlikte biligsel hasar olarak ortaya ¢ikan ndronal islev bozukluklarina, sitokinlere
bagli inflamatuar sinyallerin kronik aktivasyonu ve artmis beyin sitokin sinyallerinin

yol a¢tig1 diistintilmektedir (50,51).

MSS igerisindeki inflamatuar mekanizmalar, ndronlar ve glial hiicreleri arasindaki
sitokin aracili etkilesimler yoluyla biligsel hasara yol agmaktadir (52). Aktive olan
mikroglial hiicre, biligsel hasarla ilgili oldugu bilinen oksidatif stres yoluyla doku
hasar1 ve norotoksisiteye sebep olan reaktif oksijen tiirleri ve inflamatuar
mediatorlerini Uretir (53).

Norogenez, hafiza saglamlagtirilmasinda hipokampiise bagli 6grenmede 6nemli
bir rol oynar (54). Mitokondriyal disfonksiyona bagl inflamasyon ve artan oksidatif
stres hipokampal nérogenezi azaltarak dogrudan ya da dolayl olarak bilissel islevleri

olumsuz yonde etkileyebilmektedir (55).

2.4 Deneysel Temporal Lob Epilepsi Modelleri

2.4.1 Kainik asit modeli

Kainik asit, sistemik yolla (30-60 dakika i¢inde 6-15 mg/kg) ya da hipokampis
ici (fokal) enjeksiyonla (5-60 dakika iginde 0.4-2.0 pg) uygulanabilir. Hipokampus ici
uygulama, limbik yapilardan diger beyin bdlgelerine ilerleyen epileptiform desarjlarin
gelismesine yol acar ve daha diisiik Oliim oranlar ile iligkilidir (56). Sistemik
uygulama ise 5 mg/kg/saatlik coklu dozlarla kontrol edilebilir ve daha yiiksek 6lim
oranlart ile iligkilidir. Devamli ndbetler, yosunlu lif filizlenmesi ve spontan rekirran

nobet olusumuna sebep olur (57).

KA uygulandiginda esas olarak limbik sistem, amigdala, medial talamus, septum
ve korteksi etkilenir. Ancak nobetler, KA reseptorlerinin bol oldugu hipokampustan
kaynaklanir. CA1 bdlgesinde maksimum noérodejenerasyon gozlenir (58,59). Ancak,
CAZ2 gibi hipokampus bdlgeleri ve dentat girusun (DG) grandler hicreleri KA'dan
etkilenmez. Ayrica, entorinal korteks, talamus ve serebral korteks gibi diger bolgelerde

de indiiksiyondan 24 saat sonra néronal kayip gorulir (60).
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2.4.2 Pilokarpin modeli

Turski tarafindan ilk kez ¢alisilan bu modelde intraperitonal pilokarpin uygulanan
fare (300-350 mg/kg) ve siganlarda (400 mg/kg) once davranigsal degisimler ve limbik
nobetler, 1-2 hafta sonrasindan itibaren de SE ve ndrodejenerasyon gézlemlenmistir
(61).

Pilokarpin, kolinerjik sistemin (M1 muskarinik reseptorleri) aktivasyonu ile
nobetleri baglatir ve NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptoriinii aktive ederek ndbetin
devam etmesine neden olur (62). Pilokarpin ayrica yiiksek IL-1p seviyeleri nedeniyle
kan-beyin bariyerine zarar vererek nobetin ilerlemesine katkida bulunur. Beyine
periferik veya hipokampdus ici enjeksiyon ile uygulanabilir. Hipokampusin CAL ve
CA3 bolgesi, amigdala ve piriform korteks gibi beyin bdlgeleri pilokarpin kaynakli
noronal hasara oldukea yatkindir (63).

Uygulama sonrast olusmus SE; tonik-klonik nobetler, ardindan latent dénem
(n6betsiz dénem) ve spontan rekiurran nobet ile karakterize edilen kronik epilepsi
gelisimi ile tanimlamir (64). Ilk SE'yi takiben, hayvanlarda tekrarlayan nobetlerin
gelismesi yaklagik 7 gun (65), DG'nin i¢ molekiiler tabakasina dogru filizlenen
yosunsu lif ve insan TLE'sine benzer nérodejenerasyon gelistirmek ise birkac¢ hafta

sonra ortaya ¢ikar (63).

2.4.3 Lityum-pilokarpin modeli

Lityum ile kombinasyonunda pilokarpinin sicanlarda konviilsif aktivitesi guiclenir
ve sicanlarin yiiksek yiizdesinde SE gelistirir (66). Lityum 6n kosullandirmasi (3
mEq/kg), nobet esiginin diismesine neden olur ve sicanlarda nispeten daha diisiik
dozlarda (30 mg/kg) pilokarpin ile noébet indiksiyonuna yol acabilir. Ek olarak,
boliinmiis dozlarda uygulanan pilokarpinin 6liim oranlarini etkili bir sekilde azalttigi
da gériilmiistiir (64). Tlging bir sekilde, bunlarin her ikisi de bahsedilen dozlarda tek
basina uygulandiginda elektrofizyolojik rahatsizliklara neden olmaz (66). Lityum eger
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pilokarpin indlksiyonundan 24 saat 6nce verilirse, enflamasyon kaskadin1 aktive eder
ve boylece BBB gegirgenligini artirarak ndbet esigini diistiriir (67).

Lityum o6n tedavisi ve devaminda uygulanan daha diisiik dozlarda pilokarpin, tek
basina pilokarpininkine benzer davranigsal, elektrofizyolojik ve néropatolojik etkiler

uretir (68).

Bunlara karsin, daha giincel yapilan ¢alismalarda geleneksel pilokarpin modeline
lityum eklenmesinin uyarici potansiyelde ve nobet esiginde herhangi bir degisiklige
neden olmadig: kanitlanmistir (69,70). Schauwecker (2011) tarafindan hazirlanan bir
bagka raporda ise pilokarpinin farkli fare suslarinda degisken etkisi tanimlandi.
Ozellikle BALB/c) ve C57BL/6J suslarinin pilokarpin  kaynakli SE ve

norodejenerasyona karsi oldukea direngli ve duyarli oldugunu gozlemledi (71).

2.5 Epilepsi Fizyopatolojisi

Epileptogenez sireci, epileptik olmayan bir beynin spontan, tekrarlayan ndbetler
olusturabilen bir beyne doniisme stirecidir (5,72). Bu siireg, noral agdaki eksitator ve
inhibitér dengenin bozulmas: ile karakterize olup uzun vadede normal néronal
islemeyi bozabilmektedir (5). Jeneralize epilepsilerde epileptojenik aglar bilateral
olarak talamokortikal yapilara dagilirken fokal epilepsi i¢in bu alan bir hemisfer

icerisinde olup genellikle limbik veya neokortikal yapilari igerir (73,74).

Epileptojenik aglari olusturan eksitasyon ve inhibisyon arasindaki dengesizlik her
zaman bir eksitasyonun artist ya da inhibisyon kaybi kaynakli olmamaktadir.
Inhibisyondaki anormal artis da absans ndbetlerde oldugu gibi bazi kosullarda
tetikleyici unsur olabilmektedir (75,76). Cogu jeneralize epilepsilerin genetik altyapisi
oldugu diisiintiliirken 6zellikle ilaca direncli olan fokal epilepsilerde yapisal serebral
anomaliler vurgulanmaktadir (77-79). Yapisal anomalilerin sebep oldugu ndbet
aktivitelerinin fizyopatolojik mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Nobetler ilk
olarak kortikal noronlarin anormal aktivitleri sonucu olusurken ikincil olarak glial
hicreler ve beyaz cevherdeki aksonlar dahil olabilmektedir. En iyi saptanan

epileptojenik lezyon, hastalardan cerrahi operasyon sonrasi alinan beyin dokularindan
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anlasilmis olan mezial temporal sklerozdur (80). Patolojik bulgular spesifik alanlarda
eksitatdr ve inhibitdr ndron kayiplari, aksonal filizlenme, sinaptik reorganizasyon,
glial fonksiyon ve yapidaki degisiklikleri gostermektedir (81). Baslangigta beyin
hasarmin hipokampal hiicre kaybiyla olustugu sonrasinda onu takiben kollateral
aksonal filizlenme ve sinaptik devrenin yeniden diizenlendigi diisiiniilmektedir.
Ardindan spontan tekrarli ndbetler olusana kadar limbik yapilarda inhibisyon ve

eksitasyon arasindaki dengeyi etkiler (6).

Epileptogenezin temel fizyopatolojisi hala anlagilamamistir ancak inflamatuar
yolagin anahtar bir role sahip oldugu disiiniilmektedir (82,83). Travmatik beyin
hasari, MSS’deki enfeksiyonlar ve inme gibi akut beyin hasarlar1 epilepsiye neden
olabilirken inflamasyon, ndronal kayip, plastisite ve ndronal devrelerin yeniden
dizenlenmesi fizyopatolojinin arastiritlmasinda onemli sireglerdir (14). Mevcut
arastirmalar inflamasyonun epilepside 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir ancak
inflamasyonun epilepsiye yol ac¢ip agmadigr veya inflamasyonun epilepsinin bir

sonucu olup olmadigi konusunda tartigmalar devam etmektedir (84).

2.6 Mitojen Aktive Protein Kinaz Ailesi

Mitojen aktive protein kinaz’lar, ¢esitli hormonal, kimyasal ve fiziksel uyaranlar
hiicresel tepkilere doniistiirerek ¢oklu hiicresel fonksiyonlar1 diizenlerler. Bircok
okaryotik hiicrede bulunup diger mekanizmalarin yani sira hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi, go¢ii, yaslanmasi ve apoptozun kontroliinden sorumludurlar (85,86).Bu
Kinaz ailesi 4 ana kaskad olusturur: Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK 1/2),
ERKS5, p38 ve JNK’ler (87,88) (Sekil 2.). Tim bu kaskadlar scaffold proteinler
araciligiyla sirali fosforilasyon ile sinyalleri yaymasiyla beraber gen ifadesindeki
modifikasyonlarda 6nemli role sahiptir. Her MAPK kademesi farkli uyaricilara yanit

vererek hiicre ¢evresindeki ortama uygun cevabin olusturulmasini saglar.

ERK 1/2 aktivitesi, buylme faktorleri, insilin, G-protein-bagli reseptorlerin
aktivitesine bagli ligandlar, sitokinler, ozmotik basing ve mikrotiibiil diizensizligi

tarafindan kontrol edilir (89). Buna karsilik, biiylime faktorleri, oksidatif stres ve
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hiperozmolarite ERKS5'i uyarabilir (90). p38 izoformlari, oksidatif stres, ultraviyole
(UV) radyasyon ayrica inflamatuar sitokinlere yanit verir (91). Son olarak JNK’ler ise
iyonlastirict radyasyon, oksidatif stres, sitokinler, protein inhibitorleri, DNA hasar
verici ajanlar, G-protein bagli reseptorler, biiyiime faktorlerinin varligi gibi bir ¢ok

uyarici tarafindan tetiklenirler (92,93).
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. . Inflamatuar sitokinler Mitojenler
GPCR agonistleri o . . 5 o
Biiyiime faktorleri Biiyiime faktorleri

7 ﬁnaf' @(1/4
MAPKKK , Raf1, M DLK, Tpl2

Mos, Tpi2 ASK1, TAK1

!
ﬂﬂa Tpi2

MAPKK
Y
MAPK
¥ Biiyiime Inflamasyon .
Biyolojik yanit Sag kalim Apoptoz Biiyiime
Farklilasma Biiyiime Farl'd?lasma
Gelisim Farklilagma Gelisim

Sekil 2. MAPK yolaklari (94)

26.1 INK

MAPK sinyal proteinlerinin bir iiyesi olan JNK’ler ilk olarak 1994 yilinda
Kyriakis ve arkadaslar1 tarafindan sikloheksimide maruz kalan kemirgenlerin
karacigerinde aktif protein olarak tanimlanmistir. JINK proteinleri, strese ve apoptoza
bagli reseptorlere duyarli olup G-protein bagl reseptorler ve reseptor tirozin kinazin
spesifik ligandlari tarafindan aktive edilir (92,95). TNF-a, IL-1R sitokinleri gibi bircok
ekstraseliiler uyaran JNK’leri aktive eder (92). c-Jun-N-terminal kinaz’1 aktive eden
kinazlar arasinda mitojen aktive protein kinaz kinaz 4 ve mitojen aktive protein kinaz

kinaz 7 (MKK?7) bulunur. Bu kinazlarin yukari yonlii yolaginda sirasiyla mitojen
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aktive protein kinaz kinaz kinaz 7 (TAK), karisik soy kinaz 3 (MLK-3), mitojen aktive
protein kinaz kinaz 1 ve 4 (MEKK-1, MEKK-4) ve apoptoz sinyali diizenleyici kinaz
1 (ASK1) bulunur. Spesifik olarak MEKK1-4, ASK1-2 genellikle cevresel stres
tarafindan indiiklenerek MKK4’ii aktive eder. Sitokinler tarafindan aktive edilen
MKK?7 ise MLK1/2/3 tarafindan fosforile edilir. JNK’nin tam aktivasyonu i¢in iki
kinazin ig birligi gerekir (95-99).

Hem sitoplazmada hem de g¢ekirdekte bulunan bir¢cok substrat JNK tarafindan
fosforile edilir. Ilk tanimlanan JNK substrati, Ser63 ve Ser73 kalintilarinda fosforile
edildiginde stabilitesini ve transkripsiyonel aktivitesini arttiran c-Jun’dur. c-Jun’un
yuksek ekspresyonu ve protein seviyeleri hiicre 6lumunden 6nceki periyoda denk gelir
(100-103).

c-Jun-N-terminal kinaz’in 3 farkli gen tarafindan kodlanan jnk1, jnk2 ve jnk3 adli
izoformlar1 vardir (104). Memelilerde JINK1 (MAPKS), JNK2 (MAPK9) her yerde
eksprese edilirken INK3 (MAPK10) genellikle beyinde ve daha az oranda olmak lizere
kalp ve testislerde eksprese edilir. Spesifik olarak hipokampuste, JINK3 hipokampal
alanlarin ¢oguna yayilirken INK1 CA3, CA4 ve dentat girusta bulunur (104-107).

Hiicreler, enzim aktivitesinin olmamasina ragmen fonksiyonel modiiller olusturan
ayni sinyal yolunun cesitli bilesenlerine eklenen birtakim baglayict proteinlerinin
etkilesimi yoluyla bir sinyal kaskadinin 6zgiilligiinii ve etkinligini saglar (108-111).
c-Jun-N-terminal kinaz sinyal yolu, JNK etkilesimli proteinler (JIP’ler) ile etkilesime
girerek bir JNK sinyallesme fonksiyonel modiilii olusturur. JIP’ler JNK’nin
aktivasyonunu, MKK?7 gibi MAPK kademesinin farkli bilesenlerine ek olarak MLK3
ya da DLK gibi bazi MAP3K’leri bir ¢oklu enzim kompleksi haline getirerek
kolaylastirir (110,111).

2.6.2 c-Jun-N-terminal kinaz’larin ndérodejeneratif mekanizmalardaki rolt

Sinir sisteminde JNK yolaginin aktivasyonu, embriyonik gelisim sirasinda dogal
olarak meydana gelen ya da farkli beyin patolojilerinde ortaya ¢ikan ndronal hiicre

olimi stiregleri ile iligkilendirilmistir (112). JNK aktive oldugunda bu aktivasyon
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stiresinin olusturulan yanitin tipini belirledigi 6ne siiriilmiistiir. Bu nedenle siirekli
JNK aktivitesi apoptoz ile iliskiliyken, gecici aktivasyon hiicresel hayatta kalma ve
proliferasyon sirecleri ile ilgilidir (113-117). Apoptotik streci, 6lum reseptorleri
aktivasyonu lizerinden gergeklesen ekstrinsik yolak ya da mitokondriyal sureclerle
intrinsik yolak baglatmaktadir. JNK, proapoptotik genlerin yukar:1 regulasyonuyla
apoptotik sinyallemeyi gergeklestirerek ya da dogrudan anti- ve pro-apoptotik
proteinlerin fosforilasyonuyla mitokondriyal aktiviteyi diizenleyerek apoptozun
baslatilmasinda 6nemli bir role sahiptir (114,118). Bu baglamda, JNK’nin hem
proapoptotik genlerin diizenlenmesinde rol oynayan p53’in stabilitesi ve
transkripsiyonel aktivitesini hem de DNA hasar1 ve oksidatif stres kaynakli apoptozu

diizenleyebildigi bilinmektedir (113-116).

JNK’ler, 6zellikle eksitotoksisite kaynakli serebral iskemi, epilepsi, Alzheimer,
Parkinson ve Huntington hastaliklarinda 6nemli rol oynamaktadir (115,116,119). KA
ile indiiklenen epilepsi modelindeki noéronal kayip, JNK aktivasyonu ve c-Jun
fosforilasyonu tarafindan indiiklenen niikleer translokasyon aracilik edebilir (113-
115,118). JNK’lerin hiicre alt1 lokalizasyonlar1 ve yukari yonlii yolaklar ile ilgili
calismalarin JNK sinyal iletim yollarinin daha iyi anlasilmas: i¢in gerekliligi one

stiriilmiistiir (16).

2.6.3 Dual leucine zipper kinase

Dual leucine zipper kinase’ler, ilk olarak 1994 yilinda karisik soy kinaz (MAP3K)
alt ailesinin bir iiyesi olarak karaterize edilen bir serin/treonin protein kinazidir (97).
MAP3K’ler, MAP2K’lerin aktivasyonu ardindan JNK’ler ile sonuglanan bir
fosforilasyon kademesinin pargasidir (120). NoOronal stres veya hasarlanma
durumunda DLK dimerlesir ve aktivasyonu, bir dizi fosforilasyonu igeren MKKY
fosforilasyonuyla aktive edilen JNK ile sonuglanir (121). Aktive edildiginde, MKK7
cesitli JNK izoformlarini fosforile edebilir, hiicre i¢indeki transkripsiyon faktorlerini

apoptoz veya noronal rejenerasyon igin hazirlar (21) (Sekil 3).
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Sekil 3. DLK sinyal yolagi (122)

Uzamig JNK aktivasyonunun apoptoz ile sonuglanmasi sebebiyle JNK’nin
inhibisyonu, on yildan fazla bir siiredir ndronal koruma ic¢in terapotik bir odak
olmustur (21,123). Bununla birlikte, gegici JNK aktivasyonunun hiicre sagkalimini
destekledigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (124). Bu sebeple JNK nin yukari yonlii
yolagindaki DLK gibi kinazlar JIP'ler ile farkli, benzersiz multiprotein komplekslerine
sahip olabilecekleri i¢in daha iyi bir hedef olabilecegi diisiiniilmektedir
(18,99,125,126).

Dual leucine zipper kinase’in hastaliklar iizerinde agik¢a tanimlanmis ve
onaylanmis bir rolii olmamasina ragmen bazi yeni ¢aligmalar, DLK nin noronal hiicre
6lumu ve akson dejenerasyonu Gzerindeki 6nemini in vitro ve in vivo olarak
gdstermistir (122). Johns Hopkins Universitesi Genentech ekipleri tarafindan farelerde
yapilan optik sinir hasart modelinde DLK ekspresyonunun engellenmesinin noronlari
norodejenerasyondan korudugu goriilmiistiir (21,127). Bir baska arastirmada DLK
sinyalleme kaybinin, kainik asit modeli ile indiiklenmis eksitotoksisite kaynakli
ndronal dejenerasyondan hem in vitro hem de in vivo diizeyinde korudugu
gosterilmigstir. Bu baglamda DLK fonksiyonunun aksonal hasar ile siirli olmadig
ayn1 zamanda noronal hasar yaniti icin de gerekli oldugu anlasilmistir. Aym
caligmanin bir parcasi olarak, DLK geni silinmis farelerin 3 ay sonraki analizlerinde
herhangi bir histolojik, elektrofizyolojik anormalligin goriilmedigi bildirilmistir.

Inhibisyonu takiben DLK sinyalleme kaybimnin tolere edilebildigine isaret eden bu
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sonucun daha kapsamli anlasilabilmesi i¢in genis davranis analizlerinin de yapilmasi

gerektigi belirtilmistir (24).

2.7 Dual Leucine Zipper Kinase Inhibitorleri

Norodejeneratif hastaliklar icin ndronal kaybi1 yavaslatabilecek terapdtik bir yol
bulunmamaktadir. Sonug¢ olarak, tedavi igin gekici bir yaklasimi temsil ettikleri i¢in
dejenerasyonun altinda yatan mekanizmalar1 hedefleyen molekdillere biiyiik ilgi vardir
(128,129). INK’ler hem akut hem de kronik nérodejeneratif paradigmalardaki rol
nedeniyle ilgi gérmiistiir (130). Dikkat ¢ekici bir sekilde, néronlarda JNK1 sinyalinin
DLK'dan etkilendigi yoniinde veri bulunmamaktadir. Bu da bu yolun JNK2/3 bagiml
stres sinyalinin spesifik olarak diizenledigini diisiindiirmektedir (18,24). insanlarda
bulunan t¢ JNK geninden JNKS3, ndronal dejenerasyondaki fonksiyonel rolu ve
MSS'de segici ekspresyona dayali olarak 6zellikle ilgi ¢ekici olmustur (131-135).
DLK'y1 hedeflemek, néronlarda JNK aracili hasar sinyalini etkilerken, farkl islevlere
sahip oldugu diger hiicre tiplerinde JNK yolu aktivitesini etkilemeyecegi i¢in daha

avantajli oldugu disiiniilmiistiir (136).

2014 yilinda Genetech, yiiksek hizda aktivite tarama (HTS) ile JNK/c-Jun sinyal
yolundaki (MKK4) homolog karisik soy kinazlar (MLK1/2/3) ve kinazlar (zerinde
segiciligi olan, GNE-3511 adinda beyne nufuz eden inhibitor gelistirildigini bildirdi
(130).
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Sekil 4. DLK inhibitorlerinin HTS gelisimi (122)

Inhibitorler ile yapilan ¢alismalar, gen nakavti kullanilan genetik fare galigmalarim
tamamlayan farmakolojik in vivo calismalarinin temelini olusturur. Inhibitér etkinligi,
Alzheimer, Parkinson, optik sinir hasari ve Amyotrofik lateral skleroz (ALS)
modelleri tizerinde denenerek DLK’nin noérodejeneratif hastaliklardaki roli

aragtirilmaktadir (122).

Oncii inhibitor olarak belirlenen GNE-3511, in vitro calismalarinda néronlari
dejenerasyondan korudugu ve iki farkli hastalik ig¢in uygulanan hayvan modelinde
doza bagli aktivitesi gosterilmistir. Bu sonuglar, DLK'nin spesifik farmakolojik
inhibisyonunun c¢oklu endikasyonlarda terapodtik potansiyele sahip olabilecegini

diistindtirmektedir (130).

Bu baglamda calismamizin hipotezini, GNE-3511 ile yapilan DLK
inhibisyonunun epileptogenez stirecinde TLE’de olustugu bilinen hipokampal skleroz
ve biligsel hasar tizerinde etkili olmasi olusturmaktadir. GNE-3511"in beklenmekte
olan bu etkilerini gosterebilmek icin davranis deneyleri, protein diizeyi analizleri
histopatolojik  degerlendirme, oksidan parametrelerin analizleri  yapilmasi

hedeflenmistir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlar: Temini

Bu c¢aligmada hayvanlar Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney
Hayvanlar1 Merkezi’nden (DEHAM) temin edildi. Calisma i¢in 53 adet (20-25 gr)
C57BL/6 1rki farelerin kullanilmasi planlandi. Calismann yapilabilmesi i¢in Acibadem
Mehmet Ali Aydimlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ACU-
HADYEK) 03.02.2021 tarihli 2021/07 sayil1 karar ile etik kurul izni alindi. Farelerde
yapilan tiim uygulamalar National Institutes of Health (NIH) tarafindan hazirlanmig
laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanim rehberine uygun olarak gerceklestirildi.
Arastirma siireci boyunca fareler 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisiinde,
uygun nem ve sicaklik (22-25 °C) kosullariin saglandigi ortamda tutuldu. Farelerin
beslenmesinde hazir pellet yem kullanilip sular1 kafeslerin iizerinde erisebilecek

sekilde yerlestirildi. Haftada 2 giin olacak sekilde kafes temizligi yapildi.
3.1.1 Deney gruplarinin olusturulmasi

Fareler rastgele 4 gruba ayrildi. Orneklem biiyiikliigiinii belirlemek icin G Power
3.1 programi kullanildi. %95 giiven sinirinda, 0,05 hata pay1 ile ¢alismanin gii¢ oranini
%95 elde etmek i¢in grup basina en az 6 hayvan olacak sekilde planlandi. Mortalite
yiiksekligi sebebiyle toplamda 53 hayvan ile tiim gruplar tamamlandi. Epileptogenezin
erken evresini hedef almak amaciyla SE baslangicindan 3 saat sonra tedaviye baslandi.

Deney gruplar1 asagidaki tabloda gosterilmistir.
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Tablo 1. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar
Tabloda uygulama yapilan gruplar i¢in v/, uygulama yapilmayan gruplar i¢in X isareti kullanilmugtir.
Arac1: GNE-3511 inhibitdruniin ¢ézlinmesi i¢in %2 Tween 80, %2 Gliserin ve cift distile su (ddH20)

kullanildi.

Gruplar SE induksiyonu | Tedavi/Araci Davrams
(2 defa/7 guin) deneyi

Kontrol grubu (n=7) X X v

Sadece araci

SE grubu (n=7) v uygulandi. v
1 mg/kg GNE-3511

1 mg/kg grubu (n=6) J uygulandi. v
5 mg/kg GNE-3511

5 mg/kg grubu (n=8) J uygulandi. v
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GNE-3511/Araci

enjeksiyon (7 giin)

Sekil 5. Calisma protokolii

3.2 Status Epileptikus Olusturulmasi

SE olusturulacak deney grubundaki tim farelere periferal kolinerjik etkileri
onlemek amaciyla pilokarpinden 30 dakika 6nce 1 mg/kg Skopolamin Methil Bromr
(S8502, Sigma Aldrich) intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Pilokarpin
hidrokloriir (P6503, Sigma Aldrich) 100 mg/kg, 8 ml/kg intraperitoneal sekilde, SE
baslangicina kadar tekrarlanmis ve doz aralar1 20 dakika tutulmustur. Maksimum 7
doz uygulanmistir. SE baslangicindan 90 dakika sonra mortaliteyi azaltmak igin
Diazepam (Diazem) 10 mg/kg intraperitoneal enjeksiyonu yapilmistir. Nobet
aktivitesinin tayini 1997 yilinda Racine ve ark. tarafindan gelistirilen Racine skalasinin
2020 yilinda Arshad ve ark. tarafindan farelerde temporal lob epilepsi modeline

modifiye ettikleri Racine skalasi esas alinarak degerlendirildi (137).
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Tablo 2. Modifiye edilen Racine skalasi

Derece . Aktivite
1 Immobilizasyon (donmus postiir)
2 Yiiz otomatizmalar (biyik segirmeleri,
ag1z kapatip agma)
2.5 Sertlesmis/gerilmis kuyruk
3 Kismi viicut klonusu-6n ayak ya da arka
ayak
4 Saha kalkma
5 Tonik-klonik aktivite ile postiir kaybi

3.2.1 SE indiiksiyonu sonrasinda tedavi ve bakim

SE olusturuldugu giin ve sonrasinda tedavi siireci boyunca her giin farelere sivi ve

besin takviyesi yapildi. Tim tedaviler sabah 8:00 ve aksam 20:00 saatlerinde olmak

lizere 7 giin boyunca giinde 2 defa gerceklestirildi. ilk giin 0.5 ml sonraki giinlerde 1

ml olacak sekilde %10’luk dekstroz subkutan olarak uygulanip hayvanlar baslangic

kilolarina ulagsana kadar Hero baby karisik meyveli mama ve belirlenen s1vi takviyesi

ile beslendi.
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Resim 1. SE indiiksiyonu sonrasi besin takviyesi yapilist

3.3 Bilissel-Davranmigsal Testler

Tim farelere monitorizasyon siresinin bitiminde Agik alan testi, Yiikseltilmis arti
labirent testi ve Morris su tanki testi uygulandi. TUm testler, Acibadem Mehmet Ali
Aydmlar Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi (DEHAM) Agr ve
Davranis Laboratuvarinda gerceklestirildi. Her test ayri bir giinde uygulanip testler
arasinda bir giin ara verildi. Tlm testler tavandaki bir video kamera ile kayit altina
alinip ve Noldus Ethovision XT sistemi ile bilgisayara aktarilip analiz edildi. Fareler
testten 1 saat once odaya getirilip ortama aligmalart saglandi. Test bitimi ardindan
deneme aralarinda fareler test diizeneginden c¢ikartilip test alant %70 etanol ile

temizlendi.
3.3.1 Agcik alan testi
Lokomotor ve kesif etkinligini degerlendirmek i¢in fareler 50x50 cm’lik agik alan

labirentinin merkezine birakilarak 5 dakika izlendi. Alan 16 kareye bolinerek

gectikleri kare sayis1 kaydedildi (138).
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Resim 2. Agik alan testi uygulama alani

3.3.2 Yiikseltilmis art1 labirent testi

Kayg1 diizeylerini degerlendirmek i¢in yerden 50 cm yiikseklikte, iki agik (50 x
10 cm) ve iki kapal1 (50 x 10 x 40 cm) koldan olusan art1 seklinde bir labirenttir. Fareler
labirentin orta noktasina konularak 5 dakika boyunca izlenip agik ve kapali kolda

gecirdikleri siireler ve kol degisimleri hesaplandi (139).
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Resim 3. Yiikseltilmis art1 labirent testi uygulama alani

3.3.3 Morris su tanki testi

Morris su tanki testi 6grenme ve mekansal bellek performansini degerlendirmek
icin uyguland1. Test, 5 giin siiren bir protokolii igermekte olup su tankinin i¢inde yer
alan ve gizlenmis platformun bulunmasi daha sonraki siirecte ise hatirlanmasi esasina
dayanmaktadir. Deneyi gerceklestirmek i¢in ¢ap1 90 cm ve derinligi 50 cm olan tankin
ici 24-26°C'lik su ile doldurulup bir kadrana yerlestirilen platform su seviyesinin 1 cm
altinda tutuldu. 4 giin boyunca her giin iki oturum seklinde uygulanan testte fareler
belirli 4 noktadan 4 kez suya birakilip 90 saniye boyunca platformu bulmalar1 i¢in
yuzmelerine izin verildi. Bulamadiklar: takdirde fareler platform {izerine yerlestirilip
30 saniye sureyle tutulup ¢evresel ipuglarini gormelerine firsat verildi. Her oturum igin
platformu bulma siresi kaydedildi. 5. Gin bellegi test etmek igin yapilan prob
denemesinde platform kaldirilarak fareler bir kez 90 saniye yizdirilup platformun

bulundugu kadranda bulunma siresi ve platformu gaprazlama sayis1 kaydedildi.
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Resim 4. Morris su tanki testi uygulama alani

3.4  Dokularin Toplanmasi

Davranis deneyinin sonunda tiim gruplarda Gtanazi, servikal dislokasyon ile
gerceklestirildi. Otanazi sonrasi farelerin beyinleri gikartilarak hipokampiisleri izole
edildi. Sag hipokampiis histolojik analizler i¢in %10 tamponlu formaldehit igerisine,
sol hipokampiis ise Western Blot analizi i¢in cryo tiiplere alinip ardindan sivi azotta
donduruldu. Malondialdehit ve glutatyon diizeyi analizleri i¢in korteks alinip tiim

dokular -80’e kaldirildi.
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Resim 5. Sivi azotta cryo tiip igerisinde dondurulan hipokampus 6rnekleri

3.5 Histolojik Analizler

Histolojik takip icin ayrilan beynin sag hemisferleri oncelikle %10’luk nétral
tamponlu formalin solusyonunda fikse edildi. 24 saat tespit edildikten sonra dokular
¢cesme suyunda yikandi. Ardindan yiikselen alkol serilerinde sirasiyla %70, %90, %96
ve %100 dehidratasyon islemi yapildi. Daha sonra ksilen i¢inde saydamlastirma
yapildi. Bir sonraki adimda 6nce yumusak parafin (P3558- 1kg Sigma Aldrich,
Paraplast Embedding Media, U.S.A) sonrasinda sert parafinli bloklara gémiildii. Bu
bloklardan 5 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Kesitlerde hipokampus dokusunun
histolojik yapisin1 gostermek i¢in hematoksilen&eozin boyast (H&E) ile boyandi
Hazirlanan preparatlar, 151k mikroskobunda (Zeiss) incelenip fotograflanarak

histolojik degerlendirmelere alindu.
3.5.1 Kesitlerin alinmasi ve boyanmasi
Her bloktan 5 um kalinliginda seri kesitler alindi. Alinan kesitler etiivde 1 saat

kurumaya birakild1. ksilende tutularak deparafinize edilerek parafini giderildi. Alcalan
alkol serilerinden (100°, 96° 80°, 70°) tutularak rehidrate edildi. Cesme suyu altinda 5
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dakika bekletildikten sonra hematoksilene alinarak 15 dakika bekletildi. Hematoksilen
boyamasindan sonra 5 dakika ¢esme suyu altinda bekletildi. Eozin boyasinda 2 dakika
bekletildikten sonra alindi. Eozin’den sonra 5 dakika ¢esme suyu altinda bekletildi.
Kesitler yiikselen alkol serilerinden (70°, 90°, 96°, 100° 100°) batirilip ¢ikarilarak
dehidrate edildi ve 40 dakika ksilen’de (Merck, Almanya) birakildiktan sonra entellan
ile kapatildi.

3.6 Biyokimyasal analizler

3.6.1 c-Jun protein duzeyi dlcimu

Hedef proteinin varligin1 gostermek amaciyla Western blot yontemi kullanildi.
Hipokampiis dokularimun homojenizasyonu, tartim dogrultusunda gerekli RIPA
tampon ¢ozeltisi igerisinde fenil metil sulfonil florid (PMSF) ve proteaz inhibitora (PI)
eklenerek yapildi. 1 ml RIPA ¢ozeltisi igin 40 pl 25X P, 5 pl 100 mM PMSF eklemesi
yapildi.

Resim 6. Hipokampds 6rneklerinin homojenizasyonu

Homojenize edilen 6rneklere buz icerisinde 1 defa 1 saniye sure ile sonikasyon
islemi yapildi. Ardindan tiim 6rnekler 14.000 g, +4 C° ve 15 dakika ayarinda santrifiij
edildi. Ayrilan supernatantlar ile 1500 pg/mL, 1200 pg/mL, 600 pg/mL, 400 pg/mL,
200 pg/mL ve 100 pg/mL Bovine Serum Albiimin (BSA) standartlar1 Bradford
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yontemi ile dl¢iim i¢in hazirlandi. Ornekler 1:5 diliie edilerek her kuyucukta 10 pl
olacak  sekilde 96-well-plate igerisinde Gen5 uygulamasi  kullanilarak
spektrofotometre cihazinda (BioTek) olgiimleri yapildi. Diliie edilen ornekler
icerisinde 32 pl apirojen su, 8 pl 6rnek ile hazirlanip toplamda 40 pl icerisinden 30 pl
3 kuyucuga 10 pl olacak sekilde bolindi. BSA standartlart 190 pl ve 10 pl apirojen
su eklenerek yuklendi. Proteinler, Bradford hesaplamasindan sonra 40 pg olacak
sekilde igerisinde 2,4 ul 5X Loading dye ve 12 pl’ye tamamlayacak kadar apirojen su
eklenip 1s1 blogu Witeg cihazinda 5 dakika 95 C®’de kaynatildi.

Tablo 3. 12% Poliakrilamid yrttme jeli (1x)

30% Akrilamid 2ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.25 ml
50% Gliserol 375 ul
ddH20 1375 pl
10% Amonyum persulfat 50 pl
Tetrametiletilendiamin 5ul
Total 5ml
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Tablo 4. 4% Poliakrilamid yukleme jeli (1x)

30% Akrilamid 325 ul
1 M Tris (pH 6.8) 625 pl
20% Sodyum dodesil sulfat 12,5 pl
ddH20 1512 pl
10% Amonyum persulfat 12,5 pl
Tetrametiletilendiamin S5ul
Total 2.5ml

Ardindan her kuyucukta 10 pl olacak sekilde %12 Sodyum dodesil silfat-

poliakrilamid jel elektroforezi (Tablo 4,5) ile ylritulip daha sonra jel zerindeki

proteinler 25 V- 0.5 A ayar1 ve 40 dakika transfer siiresi ile nitroseliiloz membrana

aktarildi.
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Resim 7. Trans-Blot Turbo transfer cihazi

Transferi ger¢eklesen membranlar, %5 oraninda igerisine %0.1 Tween 20 eklenen
fosfat tamponlu salin (PBST) ve yagsiz siit tozu eklenmis soliisyon ile 1 saat oda
sicakliginda bloke edildi. Ardindan 18 saat +4°C’de primer antikor ile inkiibasyona
birakildi. c-Jun primer antikoru (60A8, Rabbit mAb, Cell Signaling Technology) igin
dilisyon oran1 1:4000, sekonder antikor (anti-Rabbit) 1:2000 olacak sekilde
uygulandi. Sekonder antikor 6ncesi membran 3 defa toplamda 30 dakika olacak
sekilde PBST ile yikandi. Sekonder antikor belirlenen diliisyon orani ile %1°lik siit
igerisinde hazirlanip 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor sonrasi1 yikamalar 2 defa
PBST 1 defa fosfat tamponlu salin olacak sekilde yapilip 1:1 oraninda
kemoliminesans reaktifi (ECL) ile 4 dakika bekletildikten sonra Chemidoc cihazinda
Image Lab 5.0 programinda goriintii alindi. Analiz i¢in elde edilen bantlarin dansiteleri

dl¢iildii. Internal kontrol olarak monoclonal anti-GAPDH antikoru kullanildi (140).
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3.6.2 Malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) dizeyi tayini

MDA diizeyinin ve glutatyon miktarinin 6lgiildiigli bu yontemde, beyin
dokusundan alinan 6rneklerin tarttmi yapildiktan sonra 9 katina denk gelen miktarda
%10 ‘luk dH20 ile hazirlanan Triklorik asit (Merck, MW:163,39 Art.810) soliisyonu
ile homojenizasyonu gergeklestirildi. Homojenize edilen 6rnekler 9.000 rpm ve 4
C%de 15 dakika sireyle santriftj (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21R) edildi.
Elde edilen supernatanlar MDA ve GSH 6l¢umleri icin bolundid. MDA 6l¢imi igin
1:1 oraninda Tiyobarbitiirik asit (TBA: Sigma Aldrich, T-5500 MW: 144,1) ve
supernatant birlestirilip 15 dakika boyunca kaynatildi.

Resim 8. MDA 6l¢iimii i¢in kaynatma iglemi

Kaynatma sonrasinda 535 nanometrede UV-2600 spektrofotometre cihazinda
UVProbe programinda okutuldu. 1.56x10-5 M-1 cm-1 katsayis1 kullanilarak lipid
peroksidasyon duzeyi MDA cinsinden spektrofotometrik oOlcumle ifade edildi.
Glutatyon 6lglimlerinde, santrifiij sonras1 250 pl stipernatan 1000 ul disodium fosfat
ve 125 pl modifiye Ellman yontemiyle hazirlanan soliisyon ile 10 dakika oda 1sisinda
aliminyum folyo ile sarilip bekletildi. Ellman yontemi i¢in 40 mg 5,5'-Dithiobis-(2-
Nitrobenzoic Acid) (DTNB: Sigma, D-8130 MW: 396,4), 100 ml %1 Sodyum Nitrat
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oranlar1 kullanildi. GSH miktari, 412 nanometrede UV-2600 spektrofotometre
cihazinda UVProbe programinda spektrofotometrik olarak belirlendi (141).

3.6.3 istatitiksel Analiz

[statistiksel degerlendirme igin Sigma Plot 12.5 programi kullanildi. Tiim veriler
ortalamazxstandart hata seklinde ifade edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii
varyans analiz (ANOVA) sonrasi Tukey-Kramer ¢oklu testi ile degerlendirme yapildi.
Ikili karsilastirmalar icin Student t-test yapildi. P degerinin 0,05 ve 0,05’ten kiigiik
olmasi (p<0,05) anlaml1 kabul edildi.
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4 BULGULAR

Calismamizda, temporal lob epilepsisi modeli olan pilokarpin modeli uygulanarak
1 mg/kg ve 5 mg/kg olmak iizere iki farkli GNE-3511 dozu ile tedavi edilen C57BL/6
farelerde epileptogenez surecinde; spontan rekiirran ndbet, biligsel-davranigsal,
biyokimyasal ve histolojik ac¢idan etkileri arastirilmis olup bu dogrultuda elde edilen
bulgular asagida gosterilmistir. G power analizi sonucu grup basina en az 6 hayvan
sayisi hedeflenmistir. Ancak mortalitenin yiiksek olmasi sebebiyle 53 hayvan ile

deneye baglanip hedeflenen grup basi hayvan sayisina kalan 28 hayvan ile erigilmistir.

4.1 Bilissel-Davramssal Testler

41.1 Acik alan testi

Gruplarin agik alan testi gecilen kare sayis1 ortalamalari ve standart hatalar1 Tablo
6’da gosterilmektedir. Gruplarin elde edilen verileri karsilastirildiginda; Kontrol grubu
degerine gore SE grubu degeri anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p<0,001). SE
grubu degerinin de tedavi gruplart olan 1 mg/kg grubuna (p<0.001) ve 5 mg/kg
grubuna (p<0.001) kiyasla anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu
degerine gore tedavi gruplari olan 1 mg/kg grubu ve 5 mg/kg grubu degerleri anlamhi
olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001). Tedavi gruplar1 arasinda anlamli fark
saptanmamugtir (Sekil 6).

Tablo 5. Gruplarin agik alan testi ortalamalar1 ve standart hatalari
***p<0.001 kontrol grubuna gore anlamlilik, ##p<0.001, ##p<0.001 SE grubuna gore anlamlilik,
&&&p<0.001 kontrol grubuna gore anlamlilik

Acik Alan Kontrol grubu SE grubu 1 mg/kg grubu 5 mg/kg grubu
Test Ort+ SEM Ort+ SEM Ort+ SEM Ort+ SEM
Gegilen kare 105,57 +2,66 185,50+3,62"" 126,20+4,02%# 128 57+3,42##™"
sayl1sl -
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Kontrol SE 1 mg/kg 5 mg/kg

Sekil 6. Gegilen kare sayisi
***n<0.001 Kontrol grubuna gore, #p<0.001 SE grubuna gére anlamlilik

4.1.2 Yiikseltilmis art1 labirent testi

Gruplarin yiikseltilmis art1 labirent testinde bakilan parametreler ve standart
hatalar1 Tablo 7°de gosterilmektedir. Gruplarin agik kolda kalma siireleri (Sekil 7)
karsilastirildiginda; Kontrol grubu degerine gore SE grubu degeri anlamli oranda
diisiik bulunmustur (p<0.001). SE grubu degerine goére tedavi grubu olan 1 mg/kg
grubu ve 5 mg/kg grubu degeri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001). Kontrol
grubu degerine gore tedavi gruplar1 olan 1 mg/kg grubu degeri (p<0.001) anlamlh
olarak ytiksek bulunurken 5 mg/kg grubu degeri anlamli fark saptanmamaistir. Tedavi
gruplar1 karsilagtirildiginda 1 mg/kg grubu degeri 5 mg/kg grubu degerine gore anlamh
olarak ytiksek bulunmustur (p<<0.001).
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Gruplarin anksiyete skorlar1 (Sekil 8) karsilastirildiginda; Kontrol grubu degerine
gore SE grubu degeri anlamli oranda diisiik bulunmustur (p<0.001). SE grubu degerine
gore tedavi grubu olan 1 mg/kg grubu ve 5 mg/kg grubu degeri anlamli olarak yiiksek
(p<0.001) bulunmustur. Kontrol grubu degerine gore tedavi gruplar1 olan 1 mg/kg
grubu degeri (p<0.001) anlamli olarak yiiksek bulunurken 5 mg/kg grubu degeri
anlaml fark saptanmamaistir. Tedavi gruplari karsilastirildiginda 1 mg/kg grubu degeri

5 mg/kg grubu degerine gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Tablo 6. Gruplarin yiikseltilmis art1 labirent testi ortalamalar1 ve standart hatalari
***n<0.001 kontrol grubuna gére anlamlilik, ##p<0.001 SE grubuna gére anlamhlik, 4&&p<0.001
kontrol grubuna goére anlamlilik

Yiikseltilmis

art1 labirent
testi

Kontrol grubu
Ort+ SEM

SE grubu
Ortx SEM

1 mg/kg grubu
Ort+ SEM

5 mg/kg grubu
Ort+ SEM

Agik kolda

24,00+1,04

6,71+0,56"

43,501,627

23,14+1 42

kalma suresi
(sn)
Anksiyete
skoru (Agik
Kolda
Gegirilen
Sure/ Agik
Kolda
Gegirilen
Siire+Kapali
Kolda
Gegirilen
Siire)

0,0247+0,00205™" | 0,169+0,00470%#% | 0,0837+0,00454%#

Fkk % o0

0,0969+0,00389
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Kontrol SE I mg/kg 5 mg/kg

Sekil 7. Acik kolda kalma stiresi (sn)

***p<0.001 Kontrol grubuna gére anlamhlik, #*p<0.001 SE grubuna gore anlamlilik,

40



*k*k

Ha

0,20 -
0,18
0,16 ~

0,14

oLcLoL

0,12 A
0,10

0,08

Anksiyete skoru

0,06 -+
0,04 -

0,02 -+

0,00 -
Kontrol SE 1 mg/kg 5 mg/kg

Sekil 8. Anksiyete skoru
***p<0.001 Kontrol grubuna gore anlamlilik, ##p<0.001 SE grubuna goére anlamlilik, ***p<0.001 1
mg/kg grubuna gore

4.1.3 Morris su tanki testi

Birinci giin degerlerine gore Kontrol grubu, 1mg/kg grubu ve 5 mg/kg grubu
degerleri anlamli oranda kisalmistir (p<0.001). SE grubu degerleri arasinda ise anlaml
fark bulunmamigtir. Giinler bazinda karsilastirmalar yapildiginda; Kontrol grubu
degerleri ile SE grubu degerleri arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.001). SE
grubu degerleri ile 1 mg/kg grubu ile 5 mg/kg grubu degerleri karsilastirildiginda ilag
gruplariin platforma ulagma siirelerinin anlamli oranda daha kisa oldugu goriilmiistiir
(p<0.001). Ilag gruplarinin bu degerleri Kontrol grubu degerlerine gére ise yiiksek

saptanmustir (p<0.001). Tlag gruplar1 arasinda da anlamli fark saptanmamustir.
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Tablo 7. Morris su tanki testi giinliik ortalamalar ve standart hatalari

&&&n<0.001 1. Gune grububa gore, #p<0.001 SE grububa gore, ***p<0.001 Kontrol grububa gore

Sekil 9. Gunlere gore platform bulma siresi (sn)

—v— 5 mg/kg
—4— 1 mg/kg

Morris Kontrol grubu SE grubu 1 mg/kg grubu 5 mg/kg grubu
Su Tanki Ort+x SEM Ort+x SEM Ortx SEM Ort+ SEM
Testi
Giinliik
Ogrenme
1. glin 78,857+0,512
68,667+1,123 90+0*** 90+0*** flokal
2. gin 67,775+1,05 71,768+1,107
52,510’957&&& 89,656i0,344*** K& & i, *Kh* &&& i *K*
3. gin 53,425+1,108 58,786+0,794
28,41710,542&&& 90+0*** &&& Hit xKx* &&& Hith, K *
4.gun 47,2+0,615 44,589+1,007
14,16710,571&&& 89,40610,594*** &&& Hit xKx* &&& Hith, kK *
100 - Lirs kK o
= 80 7
i
7}
2
7. 60 o
2
= 40 -
o 20 -
&&&
0 T T 1
0 1 3 4
—&— Kontrol
—O— SE

&&&n<0.001 1. Gune grubuna gore, #p<0.001 SE grububa gore, ***p<0.001 Kontrol grubuna gore
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Prob fazi hedef kadranda gegirilen siire degerleri analiz edildiginde; kontrol grubu
degerine gore SE grubu degeri anlamli oranda diisiik bulunmustur (p<0.001). SE grubu
degerine gore ise 1 mg/kg grubu degeri arasinda anlamli fark yoktur. Ancak 5 mg/kg
grubu degeri anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p<0.001). Kontrol grubu ile ilag

verilen gruplar ve ilag gruplar arasinda anlamli fark bulunmamustir.

Prob fazi platformun bulundugu alami g¢aprazlama sayilar1 analiz edildiginde;
kontrol grubu degerine gore SE grubu degeri anlamli oranda diisiik bulunmustur
(p<0.001). SE grubu degerine gore ise 1 mg/kg grubu degeri (p<0.05) ve 5 mg/kg
grubu degeri (p<0.001) anlaml1 oranda yiiksek bulunmustur. Kontrol grubu degerine
gore 1 mg/kg grubu degeri ve 5 mg/kg grubu degeri anlamli oranda diisiik bulunmustur
(p<0.001). Ayrica 5 mg/kg degeri 1 mg/kg degerine gore yiiksek saptanmistir
(p<0.001).

Prob faz1 yiiziilen mesafeler analiz edildiginde; Kontrol grubu degerine gore SE
grubu degeri (p<0.05), 1 mg/kg grubu degeri (p<0.05) ve 5 mg/kg grubu degeri
(p<0.01) anlaml1 oranda diisiik bulunmustur. Gruplar arasi diger karsilastirmalarda

bir anlamlilik saptanamamastir.

Tablo 8. Morris su tanki testi prob deneme ortalamalar ve standart hatalari
*p<0.05 Kontrol grububa gore, **p<0.01 Kontrol grububa goére, ***p<0.001 Kontrol grububa gore,
#p<0.05 SE grububa gore, ##p<0.001 SE grububa gore, ***p<0.001 1 mg/kg grububa gére

Morris Su Tanki Kontrol grubu | SE grubu 1 mg/kg grubu 5 mg/kg grubu
Testi Prob Ort+ SEM Ort+ SEM Ort+ SEM Ort+ SEM
Hedef kadranda

gegirilen stre (sn) 32,00+2,185 21,85+1,058™" | 26,68+1,541 29,62+1,371%#
Platform caprazlama | 4,42+0,202 0,57+0,202" | 1,20+0,2™"# 2,12+0,227""##
Sayisi 0oL

Yizllen mesafe (cm) | 915,75+ 65,506 | 727,62+53,27" | 728,42+65,612" | 623,42+44,149™
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Kontrol SE 1 mg/kg

Sekil 10. Hedef kadranda gegirilen siire (sn)
***n<0.001 Kontrol grububa gére, ##p<0.001 SE grububa gére

5 mg/kg
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200 A

Kontrol SE I mg/kg

Sekil 11. Yizilen mesafe (cm)
*p<0.05 Kontrol grububa gore, **p<0.01 Kontrol grububa gére

5 mg/kg
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Platform ¢aprazlama sayisi

Kontrol SE 1 mg/kg 5 mg/kg

Sekil 12. Platform caprazlama sayisi
***p<0.001 Kontrol grububa gore, *p<0.05 SE grububa gore, ##p<0.001 SE grububa gore, “**p<0.001
1 mg/kg grububa gére

4.2 Histoloji Analizi

Histolojik  inceleme sonucunda gruplarin  dejenere ndron  sayilari
karsilastirildiginda; Kontrol grubu degerine gore SE grubu degeri anlamli oranda
yiiksek bulunmugstur (p<0.001). SE grubu degerine gore tedavi grubu olan 1 mg/kg
grubu ve 5 mg/kg grubu degeri anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.001). Kontrol
grubu degerine gore tedavi gruplar1 olan 1 mg/kg grubu degeri (p<0.05) 5 mg/kg grubu
degeri (p<0.001) anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Tedavi gruplar
karsilastirildiginda 1 mg/kg grubu degeri 5 mg/kg grubu degerine gore anlamli olarak
diisiik bulunmustur (p<0.01).

Kontrol grubuna ait bulgular: Kontrol gruplarina ait kesitlerde hipokampusun

genel yapist ve noronlar normal gorinimdeydi. Isik mikroskobu ile yapilan
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incelemede piramidal ndronlar, stratum pyramidalisin CA1, CA2, CA3 ve dentat girus
(DG) bolgeleri ayirt edildi (Sekil 15A). CA1 bolgesinde hucrelerin gekirdekleri
okromatik belirgin ¢ekirdekgikli ve noronlar aralarinda daha kiigiik ¢ekirdekli birkag
glia hiicresi saptand1 (Sekil 15B). DG bdlgesinin normal histolojik gorinimlerini
korudugu goriildii (Sekil 15C).

Sekil 13. Kontrol grubu hipokampiis kesiti 151k mikroskobi goériintiileri

(Kontrol grubuna ait Hippocampus kesitinde CA1, CA2, CA3 ve DG alanlarmin 151k mikroskopisi
goruntuleri (A,B,ve C). CA1-CA2-CA3: hippocampus stratum piramidal tabakasini, DG’yi
gostermektedir.)

SE grubuna ait bulgular: SE gruplarina ait kesitlerde SE uygulanan grupta CAl,
CA2, CA3 ve DG bolgeleri ayirt edildi (Sekil 16A). CA1 bolgesinde perikaryonlari

siirli olmayan bazal dendritleri belirgin piramidal néronlarin sitoplazmasi biiziilmiis

dejenere ndronlar saptandi (Sekil 16B).

Sekil 14. SE grubu hipokampiis kesiti 151k mikroskobi goriintiileri

(SE uygulanan gruba ait kesitlerde CA1 bdlgesinde bazofilik sitoplazmali pyramidal néronlar aralarinda
cekirdekleri kondanse sitoplazma biiziilmiis dejenere néronlar (siyah ok basi) perivaskiiler 6dem (beyaz
yildiz) gézlendi (B). DG boélgesinde piknotik nronlar (siyah ok basi) goriildii (C).)
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1 mg/kg grubuna ait bulgular: 1 mg/kg grubuna ait kesitlerde CA1, CA2, CA3
bolgeleri ve DG Kontrol grubuna benzerdi (sekil 15A). Piramidal hiicrelerin kiresel
sekildeki ¢ekirdekleri normal goriiniime sahipti. DG bdélgesinin normal histolojik

gorindmlerini korudugu gorildi (Sekil 17C).

Sekil 15. 1 mg/kg grubu hipokampiis kesiti 151k mikroskobi goriintiileri
(1 mg/kg grubuna ait hipokampus kesitinde CA1, CA2, CA3 ve DG alanlarmin 1s1k mikroskobik
gorintdleri (A,B,ve C).)

5 mg/kg grubuna ait bulgular: 5 mg/kg grubuna ait kesitlerde néronlarin hacmi ve
sekli normal morfolojide oldugu goriildii (sekil 16A). DG bolgesinin histolojisi
Kontrol grubuna benzer oldugu goruldu (sekil 16C).

Sekil 16. 5 mg/kg grubu hipokampiis kesiti 151k mikroskobi goriintiileri
(5 mg/kg grubuna ait hipokampusun CA1 bdélgesinde okramatik cekirdek, belirgin cekirdekgik ve
seyrek sekilde dejenere néron (beyaz ok basi) izlendi.)
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Kontrol SE 1 mg/kg 5 mg/kg

Sekil 17. Dejenere noron sayisi
***n<0.001 Kontrol grubuna gore anlamlilik, ##p<0,001 SE grubuna gére anlamlilik, *p<0.01 1 mg/kg
tedavi grubuna gore anlamlilik

4.3 Biyokimyasal Analizler

4.3.1 c-Jun protein dizeyi 6lcimu

c-Jun protein diizeyi 6l¢limii igin Western Blot yontemi uygulanmistir. Gruplarin
c-Jun diizeyleri (Sekil 21) karsilastirildiginda; Kontrol grubu degerine gére SE grubu
degeri anlaml oranda yiiksek bulunmustur (p<0.05). SE grubu degerine gore tedavi
grubu olan 1 mg/kg grubu ve 5 mg/kg grubu degeri anlamli olarak diisiik bulunmustur
(p<0.001). Kontrol grubu degerine gore tedavi gruplari olan 1 mg/kg grubu degeri ve
5 mg/kg grubu degeri anlamli1 olarak diisiikk bulunmustur (p<0.001). Tedavi gruplar1
karsilastirildiginda 1 mg/kg grubu degeri ile 5 mg/kg grubu degeri arasinda anlamli

fark bulunmamustir.
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Resim 9. Ponceau s boyasi ile membran goriintiisii
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Sekil 18. c-Jun ve GAPDH bant gorunttleri
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Sekil 19. Goreceli bant yogunlugu (c-Jun/GAPDH)

*p<0.05 kontrol grubuna gére anlamlilik, ““p<0.001 kontrol grubuna gére anlamlilik
##5<0.001 SE grubuna gore anlamlilik,

4.3.2 MDA ve GSH duzeyi tayini

Gruplarin Korteks dokusundan oOlgiimleri yapilan MDA diizeyleri (Tablo 9)
karsilagtirildiginda; Kontrol grubu degerine gore SE grubu degeri anlamli oranda
yiiksek bulunmustur (p<0.001). SE grubu degerine gore tedavi grubu olan 1 mg/kg
grubu degeri (p<0,001) ve 5 mg/kg grubu degeri (p<0.05) anlamli olarak diisiik
bulunmustur. Kontrol grubu degerine gore tedavi grubu olan 1 mg/kg grubu degeri
arasinda fark bulunmazken 5 mg/kg grubu degeri (p<0.05) anlamli olarak ylksek
bulunmustur. Tedavi gruplari karsilastirildiginda 1 mg/kg grubu degeri ile 5 mg/kg
grubu degeri arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05, Sekil 20).

Gruplarin Korteks dokusundan Olgiimleri yapilan GSH diizeyleri (Tablo 9)
karsilastirildiginda; Kontrol grubu degerine gére SE grubu degeri anlamli oranda
diisiik bulunmustur (p<0.001). SE grubu degerine gore tedavi grubu olan 1 mg/kg
grubu degeri (p<0.05) anlamli olarak diisiik bulunurken ve 5 mg/kg grubu degerleri
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(p<0.001) anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Kontrol grubu degerine gore tedavi
grubu olan 1 mg/kg grubu degeri (p<0.001) anlamli olarak diisiik bulunurken ve 5
mg/kg grubu degeri (p<0.05) anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Tedavi gruplar
karsilastirildiginda 1 mg/kg grubu degerine gore ile 5 mg/kg grubu degeri anlaml
olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001, Sekil 21).

Tablo 9. Biyokimyasal analizlerin ortalama ve standart hatalari

***n<0.001 kontrol grubuna gére anlamlilik, #p<0.05 *#p<0.001 SE grubuna goére anlamlilik,
&&&n<0.001 ¥p<0.05 kontrol grubuna gore anlamlilik, “p<0.05 “**p<0.001 1 mg/kg tedavi grubuna gére
anlamlilik

Biyokimyasal Kontrol grubu  SE grubu 1 mg/kg grubu 5 mg/kg grubu
analizler Ort SEM Ort+ SEM Ort+ SEM Ort+ SEM
MDA 55,06+1,86 81,0742,90™  56,80+2,92%  70,11+3,03""
GSH 2,15+0,02 1,97+0,05™ 1,810,04*™  2,23+0,02##" wu
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Sekil 20. MDA duzeyleri
“p<0.05 kontrol grubuna gére anlamhilik, "“p<0.001 kontrol grubuna gore anlamlilik, ##p<0.001 SE
grubuna gore anlamlilik®p<0.05 1 mg/kg tedavi grubuna gore anlamlilik
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Sekil 21. GSH dizeyleri
***n<0.001 kontrol grubuna gore anlamlilik, ##p<0.001 SE grubuna gore anlamlilik, #p<0.05 SE
grubuna gore anlamlilik, ***p<0.001 1 mg/kg tedavi grubuna gore anlamlilik
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5 TARTISMA

Epilepsi, tekrarlayan nobetlerle karakterize yaygin bir norolojik hastaliktir.
Epilepsi ile iliskili komorbiditeler kompleksi, tiim diinyadaki saglik sistemleri icin
biiylik bir yiiktiir. Temporal lob epilepsisi (TLE), eriskinlerde en sik goriilen fokal
epilepsi formlarindan biridir (142). DLK’nin akut noronal hasarlanmada ve kronik
norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (122). DLK
inhibitorlerinin, TLE modeli (zerinde denendigi bir c¢alisma literatiirde
bulunmamaktadir. Bu sebeple ¢alismada, TLE’de sik goriilen hipokampal skleroz,
bilissel-davranigsal bozukluklar Uzerinde DLK inhibitori GNE-3511in 1 mg/kg ve 5

mg/kg olmak tizere iki dozunun etkinligi arastirilmistir.

Acik alan testi, lokomotor aktivite, anksiyete, stereotipik davranislari analiz etmek
icin kullanilir (143). Lokomotor aktivitedeki degisiklikler, degisen ndrolojik siireglerin
gostergesi olabilmektedir. Bu sebeple anormal beyin fonksiyonlarini yansitabilir.
Deney hayvaninin agik alanda daha fazla vakit gegirmesi stres diizeyinin daha az
oldugunu gosterebilmektedir (144). Bunun yami sira yapilan bazi epilepsi
caligmalarinda SE indiiklenen hayvanlarda motor aktivitenin arttig1 gézlenmistir (145—
147). Calismamizda agik alan testinde lokomotor aktivite analiz edilmistir. Analiz i¢in
gecilen kare sayisinin hesaplandigi bu testte, SE grubunda lokomotor aktivitenin
Kontrol ve tedavi gruplarina gore anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir. Ayni zamanda 1
mg/kg ve 5 mg/kg tedavi gruplarinin Kontrol grubuna gore lokomotor aktivitesi
yuksek bulunmustur. Sonuclar dogrultusunda tedavi uygulanan gruplarda lokomotor

aktivitenin Kontrol grubuna yaklastig1 goriilmiistir.

Pilokarpin ile indiklenen SE modellerinde artmis aktivitenin, lokomosyonu
etkileyen hipokampal-akiimbens yolaginin anormal aktivitesinden kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (146,148). Nukleus akimbensteki hipokampal afferent néronlar ventral
tegmental alandan dopaminerjik liflerle etkilesime girerek, limbik ve motor sistemler
arasinda etkin bir fonksiyonel arayiiz olusturmaktadir. Yapilan bir ¢alismada
hipokampusun elektrikle uyarilmasinin veya niikleus akiimbenste glutamat reseptor

agonistlerinin lokal enjeksiyonlarinin, sicanlarda lokomotor aktiviteyi arttirdigi
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goriilmiistiir (149). Bir bagka arastirmada pilokarpin indiiksiyonunu takiben ayni
donem igerisinde hem hipokampusiin CA1 bdlgesindeki interiktal aktivite hem de
lokomotor aktivite artist goriilmiistiir. Ancak bu aktivite paternindeki degisimlerin
suprakiazmatik cekirdekte ya da intergenikulat yaprakta hiicre kaybi olmadan
goriilmiistiir. Dolayisiyla lokomotor aktivite artisinin bu bolgelerdeki ndbet aktivitesi
kaynakli fonksiyonel degisikliklerden kaynaklanabilecegi one siiriilmiistiir (146). Bu
baglamda calismamizda SE’yi takiben artmis lokomotor aktivitenin DLK inhibisyonu
sonrasi azalmasi yoniinde elde ettigimiz bulgularin nébet aktivitesi Uzerinden farkli bir

mekanizma ile etki etmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anksiyete, tehdit algisiyla iliskilendirilmis olumsuz bir duygusal durumdur.
Potansiyel tehdit beklentisi veya olumsuz sonuclar ile karakterizedir. Bu
duygudurumun patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasina yonelik bir adim hayvan
modellerinin kullanilmasidir (150). Yikseltilmis art1 labirent testi, art1 seklini
olusturan dort koldan olusur. Karsilikli konumlanan iki kol yiikseltilmis duvarla
cevirili iken diger iki kol agik olmalidir (151). Test, kaygisi daha az olan hayvanin
labirentin a¢ik kolunu daha fazla ziyaret ederken kaygis1 yiiksek olan hayvanin kapali
kolda daha fazla vakit gecirmesi egilimine dayanmaktadir (152). Epilepside yapilan
bazi galismalar anksiyete benzeri davranigin arttigini gosterirken (153) bazilarinda
azaldig1 gosterilmistir (154). Yine de epilepside artmis anksiyete hem TLE hastalar
raporlarinda bildirilmis hem de pilokarpin ile olusturulan TLE modellerinde

goriilmistiir (155).

Bu baglamda c¢aligmamizda anksiyeteyi degerlendirmek i¢in uygulanan
yiikseltilmis art1 labirent testinde agik ve kapali kollarda kalma sireleri ve bu
sonuglarla elde edilen anksiyete skorlar1 degerlendirilmistir. Kontrol ve tedavi gruplari
ile kiyaslandiginda SE grubunun agik kolda daha az vakit gegirdigi goriilmiistiir.
Bunun yani sira tedavi gruplarindan 1 mg/kg grubunun agik kolda kontrolden daha
fazla zaman gecirdigi saptanmigtir. Calismamizin anksiyete degerlendirmesi
sonucunda tedavi edilen gruplarda agik kolda bulunma siirelerindeki artis ile

anksiyetenin azaldig1 gorilmiistiir.
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Deneysel kanitlar, kronik epilepsinin 6zellikle pilokarpin ile olusturulan epilepsy
modelinde, ventral ve dorsal hipokampiste ve amigdalada genis hasara neden
oldugunu ortaya koymaktaduir (156). Amigdala lezyonunun boyutundaki farkliliklarin,
tehdit algisindaki farkliliklardan sorumlu olabilecegi distiniilmektedir (157). Bu
gozlemler davranigsal tepkisellikteki farkliliklarin, epileptik durumdan ziyade altta
yatan beyin hasariyla iligkili olabilecegi One siiriilmiistiir (156). Dolayisiyla DLK
inhibisyonu ile hedef alinan beyin hasar1 iizerinde ndéronal koruyucu etki ile SE’ye

bagl artmis anksiyete iizerinde azaltici bir etki yaptig diistliniilebilir.

Epilepsi hastaliginda hafiza bozukluklari, sikayetleri siklikla karsilagilan bir
durumdur. Bu sikayetlerin gogunlugunu, nébetlerinin dogrudan hafiza ile iligkili beyin
yapilartyla baglantili oldugu TLE hastalar1 olusturmaktadir (158). Temporal lob,
ogrenme ve bellegin dahil oldugu ana yapi olmasi dolayisiyla spontan ndbetler
sonucunda bu yapilarin zarar gormesi birtakim bellek bozukluklarina sebebiyet

verebilmektedir (159,160).

Uzamsal Ogrenme ve bellegin degerlendirilmesi i¢cin Morris su tanki testi
yapilmistir. Test, birakilan farkli konumlardan etrafta bulunan ¢evresel ipuglarindan
faydalanarak gizlenmis platformu bulmaya dayanmaktadir. Uzamsal 6grenme, bu
denemelerin tekrar1 ile degerlendirilirken, referans bellek performansi platformun
kaldirildigi prob deneme giinlinde degerlendirilir. Degerlendirme, platformun

yoklugunda platformun bulundugu kadranda bulunma tercihine dayanir.

Gruplarin kendi i¢lerindeki 4 giinliik performanslarinin degerlendirmesinde, SE
grubunun dgrenme egrisinin degismedigi, 1. giine kiyasla platformu bulma latansinda
anlaml1 bir azalma olmadig1 gértilmiistiir. Kontrol, 1 mg/kg ve 5 mg/kg gruplarinda 1.
giinlerine kiyasla platformu bulma latansi anlamli olarak azalmis, 6grenmenin
gerceklestigi goriilmiistiir. Temporal lob epilepsisinde uzamsal 6grenme ve bellek
hasar1 oldugunu gosteren ¢alismalar (161,162) dogrultusunda, GNE-3511 inhibitori
ile yapilan DLK inhibisyonunun uzamsal 6grenme iizerinde iyilestirici etkisi oldugu

gorilmiistiir.
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Giin bazinda platform bulma latansinin, gruplar arasi farklarina bakildiginda 1
mg/kg, Smg/kg ve kontrol gruplarinin 2, 3 ve 4. gunlerde SE’ye oranla anlamli olarak
diistiigii goriilmektedir. 5. giin prob denemesinde ilk 4 glinde platformun bulundugu
hedef kadranda gegirilen zaman degerlendirildiginde SE grubunun Kontrol ve 5 mg/kg
grubuna gore daha az vakit gegirdigi goriiliirken Kontrol ve ilag gruplar arasinda bir
fark goriilmemistir. Yiiziilen mesafenin SE ve tedavi gruplarinda Kontrol grubuna gore
daha diisiik oldugu saptanmistir. Platform ¢aprazlamada sayisi degerlendirildiginde SE
grubunun caprazlama sayisinin Kontrol ve ilag gruplarina goére daha diisiik oldugu
ayrica 1 mg/kg grubunun 5 mg/kg tedavi grubuna gore daha diisiik caprazlama sayisina
sahip oldugu goriilmiistiir. Yapilan diger ¢aligmalarda pilokarpin ile olugturulmus SE

modellerinde hafiza bozukluklari oldugu gosterilmistir (161,162).

SE kaynakli 6grenme ve hafiza bozukluklarina bagli néronal mekanizmalar henliz
aciklanamamustir. Ancak uzun sireli potansiyasyonda (LTP) ve sinaptik etkinlikteki
kalict degisikliklerin  hiicresel boyutta bu bozuklukla iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Pilokarpin ile indiiklenen SE modeli ile yapilan bir ¢aligmada LTP
olusumunun SE indiiksiyonu itibariyle 1 hafta boyunca bozuldugu gosterilmistir. Bu
durumun epileptik aktivitenin neden oldugu sinaptik yanitin satiirasyonu ile baglantil
olabilecegi diigiiniilmiistiir (163). Baska bir ¢alismada, epileptiform aktivitenin, o-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit (AMPA) reseptor aracili CA3-
CAL sinaps iletiminin N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerine bagl artisina yol
actigimi ve boylece ilave sinaptik potansiyasyonu engelledigi one siiriilmiistiir (164).
NMDA reseptor alt tipt olan GLuN2B antagonisti ile yapilan calismada SE sonrasinda
LTP’deki diislisiin engellendigi goriilmiistiir. Ekstrasinaptik GIluN2B NMDA
reseptorleri norotoksisite, dejenerasyon ve hiicre 6liimii ile de iligkilendirilmistir. DLK
aktivasyonunun hiicre dis1 stres faktorleri ile aktive olup hiicre 6liimii ile 1iskili oldugu

bilinmektedir (163).

Calismamizda temporal lob epilepsisinde bozuldugu bilinen 6grenme ve bellek
performansinin DLK inhibitorii GNE-3511 ile azaldig1 goriilmektedir. Hedef kadranda
gecirilen zaman degerlendirildiginde SE grubunun Kontrol ve 5 mg/kg grubuna gore

daha az vakit gegirdigi goriilmiistiir. Platform ¢aprazlama sayisina bakildiginda SE
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grubunun Kontrol ve tedavi gruplarina gore daha az ¢aprazlama sayisina sahip oldugu
gortlmistiir. Dolayisiyla DLK inhibisyonu ile beklenen ndronal koruyucu etki bu
mekanizma iizerinden SE sonras1 6grenme ve hafiza bozuklugu {izerinde iyilestirici

etki yapmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipokampal skleroz fokal epilepsinin ana nedenlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Ayrica yeni baslangiclh fokal epilepsili yetiskinlerin yaklasik %10'unda
mevcuttur (165). Sadece néron 6lumiyle degil ayn1 zamanda kronik epilepsi ve hafiza
bozukluklarinin altinda yatan ndronal baglant1 ve ag davramigindaki degisikliklerle
karakterizedir (165). Uzun siireli nobetleri takiben hipokampal hasarin altinda yatan
mekanizmalara iligkin bilgiler biiyiik 6l¢iide SE hayvan modellerinden elde edilmistir
(166). Noronal hasar, epileptik aktivitenin epileptik aktivite siresince glutamat
reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla noronal 6liime aracilik ettigi eksitotoksisiteden
kaynaklanmaktadir. NMDA reseptorleri yoluyla ayni zamanda spesifik AMPA
reseptor alt tipleri yoluyla hiicre i¢i asirt kalsiyum akisi hiicre 6liimiine yol agan bir
dizi reaksiyonla sonuglanir (167-169). Heniiz insana yonelik bir terapiye gecilememis
olsa da deneysel ¢alismalar ndronal korumaya yonelik baska yaklasimlar olabilecegine

isaret etmektedir (165).

DLK, gelisim sirasinda noronlarda stres kaynakli JNK aktivitesi i¢in gerekli olan
ve dorsal kdk gangliyonun hem nérodejenerasyonu hem de akson rejenerasyonu igin
gerekli olan bir karigik soy kinazdir (18). DLK proteinin aksondaki konumu, aksonal
yaralanmaya kars1 bir hasar sensorii gorevi gordiigii hipotezine yol agmistir (21,22).
Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda DLK fonksiyonunun aksonal hasar ile sinirh
olmadigi ayn1 zamanda néronal hasar yaniti i¢in de gerekli oldugu anlagilmistir (24).
DLK ’nin stres kaynakli JNK sinyalini diizenledigi ve bu sinyalin MSS hastaliklarinda
JNK yolaklarinin aksine kurdugu spesifik baglant1 ile yapmasi dogrudan ndéronal
disfonksiyonu hedeflemek anlamina gelmektedir. Yetiskinlerde DLK kaybinin tolere
edilmesi ve DLK inhibitdriiniin DLK sinyalinin hiicrede olusturdugu transkripsiyonel
stres yanitini tersine gevirebilmesi bir terapotik potansiyele isaret etmektedir (170). Bu
bilgilere dayanarak pilokarpin ile olusturdugumuz TLE modelinde DLK

inhibisyonunun TLE sonucu olusan hipokampal skleroz iizerinde ndronal koruyucu
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etkinkinligi arastirilmistir. Alinan hipokampiisler ile hipokampiste ndronal hiicre

kaybinin degerlendirilmesi igin histoloji analizi yapilmistir.

Isik mikroskopisi diizeyinde incelenen piramidal néronlar, CA1, CA2, CA3 ve
DG bolgelerinde ayirt edilmistir. SE grubunda CA1 bolgesinde sitoplazmasi biiziilmiis
dejenere noronlar saptanmustir. Ayrica perivaskiiler 6dem ve DG bolgesinde ise
piknotik ndronlar gérulmdistiir. 1 mg/kg ve 5 mg/kg grubunun kontrol grubuna benzer
sonuglara sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira 5 mg/kg grubunda rastlanan
seyrek dejenere ndronlarin 1 mg/kg ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi saptanmistir. Alzheimer, Parkinson ve
optik sinir hasar1 modellerinde GNE-3511 ile yapilan DLK inhibisyonunun néronal
koruyucu etkisi, ¢alismamizda pilokarpin ile olusturdugumuz TLE modelinde de
goriilmustiir (21,170).

JNK yolag, stres uyaranlar ile aktive olan c-Jun dahil olmak iizere birtakim
transkripsiyon faktolerinin aktivasyonuna sebep olur. Bu aktivasyon uyaricinin tipine
ve uzunluguna bagh olarak apoptoz, hiicre farklilasmasi ve inflamasyon gibi ¢esitli
hiicresel yanitlara sebebiyet vermektedir (171). Yapilan bir ¢aligmada DLK’nin
noronal apoptoza JNK yolagr ve c-Jun fosforilasyonu iizerinden aracilik ettigi
belirtilmistir  (172). Kullanilan DLK inhibitérii GNE-3511’in c-Jun protein
seviyelerini Uzerindeki etkisinin dl¢timii i¢in Western Blot yontemi uygulanmistir.
Protein seviyesi tayini i¢in goreceli bant yogunlugu analizi yapilmistir. Sonugta, SE
grubunun c-Jun protein seviyesinin Kontrol ve tedavi gruplarina gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Tedavi gruplarindaki azalmis c-Jun seviyeleri TLE modelinin
kronik déneminde de DLK inhibisyonunun protein diizeyinde hala etkili oldugunu

gostermektedir.

Reaktif oksijen tiirleri pilokarpin ile indiiklenen ndbet ve SE gelisiminde rol
oynamaktadir. Caligmalarin gosterdigi bazi1 kanitlar oksidatif stresin ndbet
sonuclarindan bagimsiz olarak kimyasal indiikleme yontemi kaynakli da
olusabilecegini gostermektedir (173). Pilokarpin ile indiiklenen SE modeli ile yapilan

calismalar, nobet aktivitesi ile iliskili davranigsal, histopatolojik ve norokimyasal
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degisimler hakkinda bilgi saglamistir (174,175). Bu dogrultuda yapilan bazi
caligmalarin sonuglari SE dolayistyla lipid peroksidasyonunda artis1 glutatyon

seviyelerinde ise azalmanin oldugunu destekler niteliktedir (176).

Bu dogrultuda oksidan parametrelerin degerlendirilmesi igin korteks dokusu
tizerinde MDA ve GSH diizeyleri analiz edilmistir. MDA seviyelerinin, SE grubunda
Kontrol ve tedavi gruplarina gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Tedavi dozlarinin
kiyaslanmasi sonucunda ise 5 mg/kg grubunun 1 mg/kg grubuna gore daha yiksek
MDA seviyelerine sahip oldugu saptanmistir. GSH seviyelerine bakildiginda Kontrol
grubu degerine gore SE ve 1 mg/kg grubu degeri diisitk bulunurken 5 mg/kg grubu
degeri yliksek bulunmustur. SE grubu degerine ile tedavi gruplar kiyaslandiginda 1
mg/kg grubu degeri diisik bulunurken ve 5 mg/kg grubu degerleri yiiksek
bulunmustur. Tedavi gruplar1 karsilastirildiginda 1 mg/kg grubu degerine gore ile 5
mg/kg grubu degeri anlamli olarak yiiksek bulunmustur. DLK inhibisyonu ile oksidan
parametrelerin gosterildigi bir calisma yapilmamaistir. Ancak pilokarpin ile olusturulan
TLE modelimizde SE grubunda 6nceki ¢alismalarini destekler nitelikte artmig lipid
peroksidasyon ve azalmig glutatyon seviyeleri goriilmistiir. Lipid peroksidasyonun
analizini gerceklestirmek i¢in yapilan MDA diizeyi tayini sonuglarina bakildiginda
sonuglar DLK inhibisyonunun bu seviyeleri azalttigin1i gostermektedir. GSH
diizeylerinde yiiksek doz grubunun SE’de goriilen diisiik glutatyon seviyesini

yiikselttigi goriiliirken diisiik doz grubunda bu etki goriilmemistir.

Epilepsi hastaliginda lipid peroksidasyon roliinii ve enzim aktivitesinin énemini
gosteren cokca c¢aligma olmasina ragmen henliz bu enzimlerin SE’yi hangi
mekanizmalar ile etkiledigi anlagilmamigtir (177). Oksidatif stresin SE dolayisiyla
beyindeki artisi, beyinde blyuk miktarlarda oksitlenebilir lipidler ve metaller icermesi
ancak diger dokulardan daha az antioksidan mekanizmaya sahip olmasi ile
aciklanmaktadir (178). SE dolayisiyla antioksidan mekanizmalarin islevlerindeki
azalma ile lipid peroksidasyonundaki ve serbest radikal konsantrasyonlarindaki artigin

kolaylasabilecegi diistiniilmektedir (179).
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Ote yandan E vitamini, lipid peroksidasyonunu 6nleyen en gicli lipid-¢ozinir
antioksidan olup htcrelerde reaktif oksijen molekullerinin Gretiminin ana yeri olan
mitokondriyi korumada 6zel bir role sahiptir. Mitokondriyal E vitamininin
oksidasyonuna lipid peroksidasyon {iriinlerinin olusumu, degisen enzim aktivitesi ve
elektriksel iletkenlik eslik ettigi bilinmektedir. Bununla birlikte, reaktif oksijen
molekdllerinin {iretimi asir1 oldugunda, antioksidan kapasitesi asir1 yiiklenir ve bu da
oksidatif stres ve hicresel oksidatif hasarin gelismesine neden olmaktadir. E
vitamininin, hiicre 6limi, hayatta kalma ve yenilenme ile ilgili yollar1 modiile
edebildigi bilinmektedir (180). Ayrica, hem in vitro hem de in vivo kanitlar, 6zellikle
inflamatuar sureclerde E vitamini metabolitlerinin diizenleyici potansiyelini
gostermigtir (181). Chiricosta ve arkadaslarinin 2019 yilindaki bir ¢alismasinda E
vitaminin MAPK yolagini diizenleyebildigi gosterilmistir (180). JNK’larin da dahil
oldugunu gosteren ¢alisma, bulgularimizin DLK-JNK aktivasyonunun engellenerek

lipid peroksidasyonu azaltilmis olabilecegine isaret etmektedir.
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6 SONUC

Sonug olarak calismada, pilokarpin ile olusturulan temporal lob epilepsisi
modelinde DLK inhibitéri GNE-3511’in uygulanmasinin, hipokampiisiin CAl, CA2,
CA3 ve dentat girus bolgelerindeki ndronal dejenerasyonu azalttigi, oksidatif stres
kaynakli artmis lipid peroksidasyon seviyesini azalttigi, biligsel-davranigsal olarak
bakildiginda 6grenme ve bellek performansindaki bozuklugu, temporal lob epilepsi

modeliyle artan anksiyeteyi ve lokomotor aktiviteyi azalttigi goriildii.
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