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ÖZET 

 

Farelerde Oluşturulan Pilokarpin ile Oluşturulan Temporal Lob Epilepsisi 

Modelinde Dual Leucine Zipper Kinase İnhibitörü GNE-3511’in Epileptogenez 

ve Bilişsel-Davranışsal Değişiklikler Üzerine Etkisi 

 

Epilepsi fizyopatolojisinde inflamasyon, nöron kaybı anahtar faktörleri 

oluşturmaktadır. Kronik nörodejeneratif hastalıklarda Dual Leucine Zipper Kinase'in 

(DLK) aktifleşmesinin apoptotik yolaklar üzerinden nöron ölümü ve akson 

dejenerasyonuna yol açtığı bilinmektedir. Amaç: Çalışmada, pilokarpin modeliyle 

oluşturulmuş temporal lob epilepsisinde (TLE) DLK inhibitörü GNE-3511 ile 

DLK/JNK yolağının baskılanması ve bu inhibisyonun hipokampal hasar ve epilepsiye 

bağlı bilişsel ve davranışsal bozukluklar üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Yöntem: 

Status epileptikus (SE) indüksiyonu için pilokarpin modeli kullanılmıştır. SE 

indüksiyonunu takiben fareler rastgele SE indüklenmiş ve tedavi olarak GNE-3511 

için 2 ayrı doz grubu (1 mg/kg ve 5 mg/kg), SE indüklenmiş aracı grubu ve naif grup 

olmak üzere toplam 4 gruba ayrılmıştır. Tedaviden 6 hafta sonra bilişsel-davranışsal 

testler olarak Morris su tankı, yükseltilmiş artı labirent ve açık alan testi yapılmıştır. 

Davranış deneylerinin sonunda alınan beyin dokuları ve hipokampüsler ile hedef 

proteinleri varlığını göstermek amacıyla Western blot yöntemi uygulanıp ayrıca 

histolojik ölçüm ve antioksidan ve oksidan düzey tayini yapılmıştır. Bulgular: SE 

grubuna kıyasla tedavi gruplarında dejenere nöronların azaldığı görüldü (p<0.001). 

Bilişsel-davranışsal olarak bellek performansı değerlendirmesinde anlamlı düzelme 

olduğu görüldü (p<0.001). Anksiyetenin, lokomotor aktivitenin ve lipid 

peroksidasyonun azaldığı görüldü (p<0.001). Tartışma: Pilokarpin ile oluşturulan 

temporal lob epilepsisi modelinde DLK inhibitörü GNE-3511’in uygulanmasının, 

hipokampüsteki dejenerasyonu azalttığı, bilişsel-davranışsal olarak bakıldığında 

öğrenme ve bellek performansındaki bozukluğu, lipid peroksidasyonu, temporal lob 

epilepsi modeliyle artan anksiyeteyi ve lokomotor aktiviteyi azalttığı görüldü.  

 

Anahtar Sözcükler: Apoptoz, c-Jun N-terminal kinaz, Epilepsi, İnflamasyon, 

Nörodejeneratif hastalıklar   
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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 
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1 GİRİŞ VE AMAÇ  

 

Epilepsi, epileptik nöbetler oluşturmak için kalıcı bir eğilim gösteren ve bu 

durumun nöro-biyolojik, bilişsel, psikolojik ve sosyal sonuçları ile karakterize edilmiş 

heterojen bir beyin hastalığıdır (1). Epilepsinin nedeni çoğunlukla bilinmese de; inme, 

travmatik beyin hasarı, enfeksiyon ve genetik mutasyonlar gibi beynin fonksiyonunu 

etkileyebilecek her türlü etken epilepsiye neden olabilmektedir (2). Tedavinin temel 

basamağını antiepileptik ilaçlar oluşturmaktadır ve bu ilaçlar hastalığın altında yatan 

nöropatolojik süreci düzeltmeden nöbet oluşumunu baskılayarak etki göstermektedir. 

Ancak, epilepsi hastalarının yaklaşık %30’u bu konvansiyonel antiepileptik ilaçlara 

karşı direnç göstermektedir (3). Bu durum epilepsi araştırmaları kapsamında yeni 

tedavilerin geliştirilmesi ve epilepsi/epileptogenez biyobelirteçlerinin belirlenmesi 

ihtiyacını ortaya koymaktadır (4).  

 

Epileptogenez süreci, bir nöronal ağdaki eksitatör ve inibitör aktivite arasındaki 

dengenin kaybıyla nöronal işlemlerin bozulması ve nöronal kayıpları içermektedir (5). 

İlk beyin hasarının hipokampal hücre kaybıyla sonuçlandığı ve ardından kollateral 

aksonal filizlenme, sinaptik devrelerin yeniden düzenlenmesi son olarak spontan 

nöbetler oluşana kadar limbik devrelerde inhibisyon ve eksitasyon arasındaki dengeyi 

etkilediği düşünülmektedir (6,7).  

Epilepsi hastalarında nörobilişsel bozukluklar sıklıkla görülmektedir. Yetişkin 

hastalarda bilişsel şikayetlerin çoğunu zihinsel yavaşlık, hafıza güçlükleri ve dikkat 

eksiklikleri oluşturmaktadır (8). Temporal lob epilepsisi (TLE), yetişkinlerde en sık 

görülen dirençli fokal epilepsi tipidir. Son yıllarda geliştirilen antiepileptik ilaçların 

artışına rağmen TLE hastalarının %30’unun ilaca dirençli olduğu bilinmektedir (9). 

Deney hayvanlarında pilokarpin ile oluşturulan deneysel TLE modeli araştımalarda 

sıklıkla kullanılan geçerli bir modeldir. Başlangıçta oluşturulan SE sırasında 

muskarinik yanıtı takip eden sekonder glutamaterjik jeneralizasyon, özellikle limbik 

bölgelerde yüksek kalsiyum konsantrasyonu, mitokondrial yetmezlik ve yaygın 

nekrotik nöron ölümüne yol açar. Nöron ölümünü izleyen tamir aşamasında ise 

astroglial yanıt, nörogenez, filizlenme ve devresel reorganizasyon, yeni ve aşırı 

uyarılabilir devreler oluşumuna yol açar (10–12). 
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Epilepsi patogenezi ile ilgili yapılan çalışmalar, epileptik nöbetlere bağlı hücre 

ölümünün apoptotik süreçle oluşabileceğini göstermiştir. Epileptogenez 

mekanizmasının hala varsayımsal olmasıyla birlikte, inflamasyonun da belirgin bir rol 

oynadığını gösteren çalışmalar artmaktadır. Travmatik beyin hasarı, merkezi sinir 

sistemi (MSS) ve inme gibi akut beyin hasarları epilepsiye neden olabilirken, 

inflamasyon, nöron kaybı fenomenin anahtar faktörleridir (13,14). 

Epilepside ekstrasellüler stresle tetiklenen önemli diğer bir yolak olan mitojen 

aktive protein kinaz (MAPK) ailesinin üyeleri olan c-Jun N-terminal kinazlar  

(JNK’ler), çok çeşitli uyaranlara yanıt olarak aktifleştirilir. Hücrenin inflamasyon, 

oksidatif stres, deoksiribonükleik asit (DNA) hasarı, ozmotik stres veya hücre iskeleti 

değişiklikleri gibi çeşitli biyotik veya abiyotik stres olaylarına maruz kalması özellikle 

önemlidir (15). c-Jun-N-terminal kinaz’lar ayrıca, gen ekspresyonu, sitoskeletal 

protein dinamikleri ve hücre ölümü/sağkalım yolları üzerindeki etkileri yoluyla 

nöronal fonksiyonlar, immünolojik etkiler ve embriyonik gelişim gibi önemli 

fizyolojik süreçleri düzenler (16). Pilokarpin modeli ile yapılan bir çalışmada, sık 

konvulsif nöbetler geçiren kronik epileptik sıçanların hipokampüsünün CA1 

bölgesindeki JNK izoformlarının agregasyonu ve hiperaktivasyonu gösterilmiştir (17). 

Strese özgü JNK aktivasyonu, nöronlarda MKK4/7 yolu aracılığıyla DLK 

aktivasyonuyla gerçekleşir ve bu aktivasyon henüz bilinmeyen bir mekanizma ile 

PERK sinyalini arttırır (18–20). Bu yolların indüksiyonu, pek çok nöronda apoptoz ve 

akson dejenerasyonuna yol açan c-Jun ve adenozin trifosfat gibi transkripsiyon 

faktörlerinin düzenlenmesi yoluyla yaygın bir transkripsiyonel hasara yol açar. Kronik 

nörodejeneratif hastalıklarda da nöron ölümü ve akson dejenerasyonu DLK'ye bağlı 

stres yolağının aktiflenmesi ile gerçekleşmektedir (19,21,22). 

 

Dual leucine zipper kinase geninin silindiği genetik olarak tasarlanmış farelerin 

kullanıldığı bir çalışmada, aksotomi ya da vinkristin tedavisinden sonra nöronların 

dejenerasyonunun DLK’ye bağımlı olduğu gösterilmiştir (19,23). Benzer şekilde, in 

vivo optik sinir hasarı modelinde, DLK ekspresyonu olmayan nöronların 

nörodejenerasyondan korunduğu saptanmıştır (21). Daha sonra yayınlanan bir 

makalede, DLK nakavt farelerde kainik asit ile oluştutulan eksitotoksisite modelinde, 
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DLK aktivitesi kaybının nöronları eksitotoksisite kaynaklı dejenerasyondan koruduğu 

gösterilmiştir. Aynı çalışmanın bir parçası olarak DLK geninin tüm dokularda silindiği 

fareler, DLK silinmesinden 3 ay sonra incelenmiş ve histolojik, elektrofizyolojik veya 

davranış anormallikleri bulunmamıştır (24). Bu, inhibitör tedavisini takiben DLK 

sinyal kaybının iyi şekilde tolere edileceğini düşündürmektedir. 

 

Dual leucine zipper kinase inhibitörlerinin epilepsi modellerinde kullanıldığı bir 

çalışma bulunmamaktadır. Bu sebeple çalışmamızda pilokarpin modeliyle 

oluşturulmuş TLE’de DLK inhibitörü GNE-3511 ile DLK/JNK yolağının 

baskılanması ve bu inhibisyonun hipokampal hasar ve epilepsiye bağlı bilişsel ve 

davranışsal bozukluklar üzerinde etkisinin belirlenmesi amaçlanmaktadır. 
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2 GENEL BİLGİLER  

 

2.1 Epilepsi 

2.1.1 Epilepsi tanımı ve tarihçesi 

 

En yaygın beyin hastalıklarından epilepsinin dünya çapında 70 milyondan fazla 

insanı etkilediği bilinmektedir. Spontan rekürran nöbet oluşturma yatkınlığı ile 

karakterize olup çok sayıda nörobiyolojik, bilişsel ve psikososyal sonuçları içerir. 

Epilepsi hastalarının tümünde nöbet görülürken her nöbet görülen kişi epilepsi hastası 

değildir.  

 

Uluslararası Epilepsi ile Savaş Derneği (ILAE) tarafından 2014 yılında epilepsi 

tanımı yeniden yapılmıştır. Buna tanıma göre 24 saatten uzun aralıklarla ortaya çıkan 

herhangi provoke edici bir nedenin (alkol, toksinler, ilaçlar ve metabolik bozukluklar 

gibi) bulunmadığı nöbetleri olanlar; tek nöbeti olmasına rağmen yaklaşık %60 ve 

üzerinde, 10 yıl içinde ikiden fazla provoke olmadan tekrarlayan nöbet riski olanlar ya 

da bir epileptik sendrom (Juvenil miyoklonik epilepsi gibi) tanısı olanlar epilepsi 

hastası olarak tanımlanmaktadır (25).  

 

Tarihsel literatürün incelemelerine göre nöbetin en erken tanımı, 

Mezopotamya’dan milattan önce 2500’e kadar uzanan Sümer belgelerinde 

bulunmaktadır (26). Orta Çağ boyunca (476-1492) epilepsi hakkındaki bilimsel 

yaklaşımlarda gerileme yaşanmıştır. Semptomlar şeytani mülkiyet fikri olarak 

tanımlanmıştır  (27). Ancak bu süreçte İbn-i Sina (milattan sonra 980-1037) Al-

Quanun fi al-Tibb kitabıyla epileptoloji alanına katkılarda bulunmuştur. Nöbetleri 

vücudun farklı bölümleri ile ilişkilendirip aynı zamanda nöbetlerden önce görülen 

şiddetli anksiyete ve heyecan gibi semptomları tanımlamıştır (28).   

 

Rönesans (1300-1600) ile bir tartışma dönemi başlamış, yeni gözlemlerle beraber 

klinik bilgi genişletilmiştir. Epilepsinin (nöbetlerin) frengi, iskorbüt, çiçek hastalığı ve 

kızamık gibi yeni keşfedilen bazı hastalıkların bir sonucu olduğunu ifade etmiştir (29).  
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19. yüzyılın sonlarında ve 20. yüzyılın başlarında Elektroensefalografi (EEG)’nin 

ortaya çıkmasıyla elde edilen veriler ile daha doğru klinik tanılar eşlik etmiştir. Fokal 

ve generalize ayrımı farklı iki epileptiform EEG paterninin bulunmasıyla 

desteklenmiştir (30). 

 

1964 yılında Gastaut liderliğinde ILAE, bir nöbet sınıflandırma sistemi geliştirdi. 

Sonraki sınıflandırma ise 2010 yılında Berg ve arkadaşları tarafından yayınlanmıştır. 

2017 yılında, 1981-1989-2010 yıllarındakileri kapsayacak ve eksiklerini 

tamamlayacak şekilde ILAE tarafından yeni nöbet ve epilepsi sınıflaması 

geliştirilmiştir. 2017 sınıflamasında epilepsi tipi yine fokal, jeneralize, jeneralize-fokal 

birlikte ve bilinmeyen olarak gruplandırılmıştır. Buna ek olarak jeneralize-fokal 

epilepsi yeni bir kategori olarak karşımıza çıkmakta ve her iki tip nöbeti olan hastaları 

kapsamaktadır  (31). 

 

2.1.2 Epilepsi epidemiyolojisi 

 

Epilepsi; her yaştan, ırktan, coğrafi bölgeden ve sosyal sınıftan insanı 

etkileyebilen en yaygın nörolojik hastalıklardan biridir. Nöbet oluşturmaya ve 

tekrarlamaya yatkınlığın yanı sıra bireylerin yaşam kalitesini önemli ölçüde etkileyen 

nörolojik, bilişsel, psikolojik ve sosyal sonuçlara sahiptir (5). 

 

Epilepsi insidans çalışmalarında bir meta-analize göre yılda 61.4/100.000 

olarak bildirilmiştir (32). İnsidans, düşük/orta gelirli ülkelerde yılda 139,0/100.000 

görülürken yüksek gelirli ülkelerde yılda 48,9/100.000 görülmüştür. Bu sonucun risk 

altındaki popülasyonların, perinatal risk faktörlerine, MSS enfeksiyonlarına 

maruziyetleri ile bağlantılı olabileceği düşünülmektedir (33). 

 

Epilepsi prevalansı, risk ve etiyolojik faktörlerin dağılımına, tanıdaki nöbet 

sayısına veya yalnızca aktif epilepsinin (aktif prevalans) dahil edilmesi ya da yaşam 

boyu prevalansın da dahil edilmesine bağlı olarak değişebilmektedir. Epilepsinin genel 

yaşam boyu yaygınlığı 7.60/1.000, aktif prevalans ise 6.38/1.000’dir (32). 
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2.1.3 Epilepsi etiyolojisi 

 

Epilepsinin etiyolojisi klinik seyir ve prognoz için çok önemli olmasına rağmen 

mevcut çalışmalar epilepsi için ayrıntılı bir etiyolojik açıklama gösterememektedir 

(34). Epilepsinin geniş heterojenliği, etiyolojisi sadece klinik bulguları, 

nörogörüntüleme özellikleri ve komorbiditeleri olarak görülür (35). Mevcut bilgilere 

göre epilepsinin genel olarak genetik, yapısal veya metabolik ve nedeni bilinmeyen 

olmak üzere üç ana etiyolojisi vardır (36).  

  

Farklı yaş gruplarında epilepsi etiyolojisi: 

i) Hipoksik-iskemik ensefalopati, MSS enfeksiyonları, travma, MSS’nin 

doğumsal anormallikleri ve metabolik bozukluklar neonatal ve erken çocukluk 

çağı epilepsisinin başlıca nedenleridir. 

ii) İlk çocukluk (3-6 yaş) dönemi ve ikinci çocukluk (7-11 yaş) dönemlerinde 

görülen ateşli havaleler, travmalar ve enfeksiyonlar ortak etiyolojiye sahiptir. 

iii) Çocukluk çağında epileptik sendromlar genellikle sıktır. 

iv) Beyin ve medulla spinalis lezyonlarına sekonder olarak ortaya çıkan epilepsi 

ergenlik dönemi ve sonrasında görülebilinir. 

v) Serebrovasküler hastalıklar, yaşlılarda epilepsinin önde gelen nedenidir. 

Ayrıca MSS tümörleri, travma ve diğer dejeneratif hastalıklar yaşlılarda 

epilepsiye neden olabilir (37).  

 

2.2 Epilepsi Nöbet Sınıflandırması 

 

Nöbetler, beyindeki bir nöronal hücre grubunun anormal aşırı ve eş zamanlı 

nöronal aktivitesine bağlı geçici semptom ve bulgular olarak tanımlanır (38). 

Epilepsinin sınıflandırılmasında: Nöbetlerin başlangıç şekli, hastanın yaşı, nöbet 

paterni, aile öyküsü elektroensefalogram (EEG) ve manyetik rezonans görüntüleme 

bulguları dikkate alınır (39). Sınıflandırma, klinisyen için nöbet tipi ve buna bağlı ilaç 

belirlemeyi kolaylaştırarak hastanın en uygun tedaviyi almasına olanak sağlar.  
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ILAE, 2017 yılında nöbet ve epilepsi sınıflandırmasını ve terminolojiyi 

güncellemiştir (Şekil 1). Çoğu zaman hastaların sadece epilepsi tanısı alması yeterli 

olmamaktadır. Tanı mümkün olduğunca spesifik ve kesin olmalıdır. Bu amaçla, 

sınıflandırma nöbet tipi, epilepsi tipi ve sendrom olmak üzere üç düzeyde yapılır. 

 

 
 

Şekil 1. ILAE 2017 Genişletimiş Nöbet Sınıflandırması 

 

2.2.1 Jeneralize başlangıçlı nöbetler 

 

Jeneralize başlangıçlı nöbetler, nöronal ağın herhangi bir noktasından kaynaklanıp 

her iki hemisfer kortikal ve subkortikal yapılara yayılır. Bu gruptaki nöbetlerin büyük 

çoğunluğunda farkındalık bozulur. Jeneralize başlangıçlı nöbetler motor semptomların 

varlığına göre motor ve nonmotor semptomlu (absans) olarak iki grupta 

sınıflandırılmıştır (Şekil 1).  
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Tonik-klonik nöbetler sürekli kas kasılması ve bu kasılmayı takip eden kloniler 

ile karakterizedir. Tonik nöbetlerde, devamlı kas kasılması ve katılığı izlenir. Klonik 

nöbetlerde ise ritmik sıçramalar tüm vücutta görülür. Miyoklonik nöbetlerde, klonik 

nöbetlerden farklı olarak ritmik özellik göstermeyen ani sıçramalar vardır.  

Miyoklonik-tonik-klonik nöbetler, miyoklonik ani sıçramalar ile başlayıp tonik-

klonik nöbete dönüşürler. Miyokolonik-atonik nöbetler, miyoklonik sıçramayı takiben 

kas tonusunun azalması sonucu düşme atakları şeklinde ortaya çıkar. Kas tonusunun 

kaybolması Atonik nöbetlerde görülür.  

 

Tipik motor olmayan (absans) nöbetlerinde bilinç kaybı ani başlar ve ani sonlanır. 

Atipik absans nöbetlerinde, başlangıç ve bitişini net tanımlamak kolay değildir ve 

bilinç kaybı tam olmayabilir. Miyoklonik absans nöbetleri, miyoklonik sıçramalar 

şeklindedir. Göz kapağı miyoklonili absans nöbetlerinde, göz kapağında miyoklonik 

sıçramalar ve göz küresinin yukarı deviyasyonu nöbetlere eşlik eder (40). 

 

2.2.2 Fokal başlangıçlı nöbetler 

 

Fokal başlangıçlı nöbetler, tek bir hemisferde, bir veya birkaç anatomik 

lokasyondan başlayabilir. Fokal başlangıçlı nöbetler, üç aşamada değerlendirilirler. 

Birinci aşama bilincin değerlendirilmesidir. Hastalar bilincin olduğu ve bilincin 

olmadığı nöbetler şeklinde iki grupta değerlendirilir. Bilinç durumundaki değişiklikler 

hasta ve hasta yakınlarından alınan anamneze göre veya nöbet sırasında hastanın 

doktor veya sağlık personeli tarafından muayene edilmesi ile belirlenir. Fokal 

başlangıçlı nöbetlerde ikinci aşama nöbet sırasında ortaya çıkan klinik bulgulara göre 

motor başlangıçlı nöbet ve motor olmayan nöbet olarak ikiye ayrılır. Üçüncü aşama 

nöbetin yayılımı ile ilişkilidir. Fokal başlangıçlı olup bilateral tonik-klonik nöbete 

dönüşen nöbetler olarak sınıflandırılır (38).  

 

Aura terimi sıklıkla fokal nöbetlerle ilişkinlendirilmiş olup déjà vu aurası, garip 

bir tat, koku, midede yükselen bir his, dudak şapırdatma ya da el ovuşturma gibi tek 

başına ortaya çıkabilir. Bu durumlar bilincin olduğu fokal auralı nöbetler olarak 

adlandırılır (41,42).  
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2.3 Temporal Lob Epilepsisi 

 

Temporal lob epilepsisi, bir fokal epilepsi tipi olup temporal lobun bir veya birkaç 

anatomik lokasyonu ile başlayıp nöronal bağlantı ağı yoluyla komşu beyin dokuya 

geçebilmektedir (43). Epilepsi hastalarının yaklaşık %60’ını temporal lob epilepsili 

hastalar oluşturmaktadır (44). Temporal lob epilepsisi, epilepsi sınıflandırmasına göre 

2 gruba ayrılmaktadır. İlk olarak en yaygın görülmekte olan ve esas etki alanının 

temporal medial yapılardan hipokampüs, entorhinal korteks, amigdala, 

parahipokampal girus olan medial epilepsidir. Lateral ya da neokortikal epilepsi olarak 

adlandırılan ikinci tip ise temporal-parietal ve temporal-oksipital bölgeleri içeren 

temporal neokorteks üzerinde etki göstermektedir (45). 

 

2.3.1 Hipokampal skleroz (Mezial temporal skleroz) 

 

Hipokampüs epileptolojide en çok çalışılan beyin bölgesidir. Cerrahi müdahale 

ile başarı elde edilebilen ilaç dirençli epilepsilerde en çok görülen patolojilerden biri 

olan hipokampal skleroz (46); genellikle temporal lob epilepsisiyle bağlantılı olsa da, 

post-mortem çalışmalarda nadir de olsa diğer epilepsi sendromlarında görülmüştür. 

Insidansı tüm epilepsi sendromlarında %30.5-%45 arasında değişmekte iken, medial 

temporal lob epilepsisinde bu oranlar %56’ya çıkmaktadır (47). Kesin olarak 

kanıtlanmamış olsa da genel kanı sonradan edinilmiş bir patoloji olduğu 

doğrultusundadır. ILAE’nin hipokampal skleroz sınıflaması daha çok piramidal 

hücrelerin kaybı üzerine olsa da granül hücrelerinin dağılımında artış ve granül 

hücrelerinin yosunsu liflerinde dallanma ve aracı nöronlarda azalma da sık karşılaşılan 

bulgulardandır (48). 

 

2.3.2 Temporal lob epilepsisi ve bilişsel hasar 

 

Epilepsili bireylerin yaşam kalitesi öğrenme, hafıza, dikkat ve yürütücü işlevler 

dahil olmak üzere bir veya birden fazla alanda bilişsel bozukluk göstermektedir. 

İçlerinde en yaygın görülen ise bilişsel işlev bozukluğudur (49). İnflamasyon yoluyla 

oluşan bilişsel işlev bozukluklarının kesin mekanizması bilinmemektedir. Bununla 
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birlikte bilişsel hasar olarak ortaya çıkan nöronal işlev bozukluklarına, sitokinlere 

bağlı inflamatuar sinyallerin kronik aktivasyonu ve artmış beyin sitokin sinyallerinin 

yol açtığı düşünülmektedir (50,51). 

 

MSS içerisindeki inflamatuar mekanizmalar, nöronlar ve glial hücreleri arasındaki 

sitokin aracılı etkileşimler yoluyla bilişsel hasara yol açmaktadır (52). Aktive olan 

mikroglial hücre, bilişsel hasarla ilgili olduğu bilinen oksidatif stres yoluyla doku 

hasarı ve nörotoksisiteye sebep olan reaktif oksijen türleri ve inflamatuar 

mediatörlerini üretir (53). 

Nörogenez, hafıza sağlamlaştırılmasında hipokampüse bağlı öğrenmede önemli 

bir rol oynar (54). Mitokondriyal disfonksiyona bağlı inflamasyon ve artan oksidatif 

stres hipokampal nörogenezi azaltarak doğrudan ya da dolaylı olarak bilişsel işlevleri 

olumsuz yönde etkileyebilmektedir (55). 

 

2.4 Deneysel Temporal Lob Epilepsi Modelleri 

 

2.4.1 Kainik asit modeli 

 

Kainik asit, sistemik yolla (30-60 dakika içinde 6-15 mg/kg) ya da hipokampüs 

içi (fokal) enjeksiyonla (5-60 dakika içinde 0.4-2.0 µg) uygulanabilir. Hipokampüs içi 

uygulama, limbik yapılardan diğer beyin bölgelerine ilerleyen epileptiform deşarjların 

gelişmesine yol açar ve daha düşük ölüm oranları ile ilişkilidir (56). Sistemik 

uygulama ise 5 mg/kg/saatlik çoklu dozlarla kontrol edilebilir ve daha yüksek ölüm 

oranları ile ilişkilidir. Devamlı nöbetler, yosunlu lif filizlenmesi ve spontan rekürran 

nöbet oluşumuna sebep olur (57). 

 

KA uygulandığında esas olarak limbik sistem, amigdala, medial talamus, septum 

ve korteksi etkilenir. Ancak nöbetler, KA reseptörlerinin bol olduğu hipokampustan 

kaynaklanır. CA1 bölgesinde maksimum nörodejenerasyon gözlenir (58,59). Ancak, 

CA2 gibi hipokampus bölgeleri ve dentat girusun (DG) granüler hücreleri KA'dan 

etkilenmez. Ayrıca, entorinal korteks, talamus ve serebral korteks gibi diğer bölgelerde 

de indüksiyondan 24 saat sonra nöronal kayıp görülür (60). 
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2.4.2 Pilokarpin modeli 

 

Turski tarafından ilk kez çalışılan bu modelde intraperitonal pilokarpin uygulanan 

fare (300–350 mg/kg) ve sıçanlarda (400 mg/kg) önce davranışsal değişimler ve limbik 

nöbetler, 1-2 hafta sonrasından itibaren de SE ve nörodejenerasyon gözlemlenmiştir 

(61). 

 

Pilokarpin, kolinerjik sistemin (M1 muskarinik reseptörleri) aktivasyonu ile 

nöbetleri başlatır ve NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptörünü aktive ederek nöbetin 

devam etmesine neden olur (62). Pilokarpin ayrıca yüksek IL-1β seviyeleri nedeniyle 

kan-beyin bariyerine zarar vererek nöbetin ilerlemesine katkıda bulunur. Beyine 

periferik veya hipokampüs içi enjeksiyon ile uygulanabilir. Hipokampüsün CA1 ve 

CA3 bölgesi, amigdala ve piriform korteks gibi beyin bölgeleri pilokarpin kaynaklı 

nöronal hasara oldukça yatkındır (63). 

 

Uygulama sonrası oluşmuş SE; tonik-klonik nöbetler, ardından latent dönem 

(nöbetsiz dönem) ve spontan rekürran nöbet ile karakterize edilen kronik epilepsi 

gelişimi ile tanımlanır (64). İlk SE'yi takiben, hayvanlarda tekrarlayan nöbetlerin 

gelişmesi yaklaşık 7 gün (65), DG'nin iç moleküler tabakasına doğru filizlenen 

yosunsu lif ve insan TLE'sine benzer nörodejenerasyon geliştirmek ise birkaç hafta 

sonra ortaya çıkar (63). 

 

2.4.3 Lityum-pilokarpin modeli 

 

Lityum ile kombinasyonunda pilokarpinin sıçanlarda konvülsif aktivitesi güçlenir 

ve sıçanların yüksek yüzdesinde SE geliştirir (66). Lityum ön koşullandırması (3 

mEq/kg), nöbet eşiğinin düşmesine neden olur ve sıçanlarda nispeten daha düşük 

dozlarda (30 mg/kg) pilokarpin ile nöbet indüksiyonuna yol açabilir. Ek olarak, 

bölünmüş dozlarda uygulanan pilokarpinin ölüm oranlarını etkili bir şekilde azalttığı 

da görülmüştür (64). İlginç bir şekilde, bunların her ikisi de bahsedilen dozlarda tek 

başına uygulandığında elektrofizyolojik rahatsızlıklara neden olmaz (66). Lityum eğer 
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pilokarpin indüksiyonundan 24 saat önce verilirse, enflamasyon kaskadını aktive eder 

ve böylece BBB geçirgenliğini artırarak nöbet eşiğini düşürür (67). 

Lityum ön tedavisi ve devamında uygulanan daha düşük dozlarda pilokarpin, tek 

başına pilokarpininkine benzer davranışsal, elektrofizyolojik ve nöropatolojik etkiler 

üretir (68). 

 

Bunlara karşın, daha güncel yapılan çalışmalarda geleneksel pilokarpin modeline 

lityum eklenmesinin uyarıcı potansiyelde ve nöbet eşiğinde herhangi bir değişikliğe 

neden olmadığı kanıtlanmıştır (69,70). Schauwecker (2011) tarafından hazırlanan bir 

başka raporda ise pilokarpinin farklı fare suşlarında değişken etkisi tanımlandı. 

Özellikle BALB/cJ ve C57BL/6J suşlarının pilokarpin kaynaklı SE ve 

nörodejenerasyona karşı oldukça dirençli ve duyarlı olduğunu gözlemledi (71). 

 

2.5 Epilepsi Fizyopatolojisi 

 

Epileptogenez süreci, epileptik olmayan bir beynin spontan, tekrarlayan nöbetler 

oluşturabilen bir beyne dönüşme sürecidir (5,72). Bu süreç, nöral ağdaki eksitatör ve 

inhibitör dengenin bozulması ile karakterize olup uzun vadede normal nöronal 

işlemeyi bozabilmektedir (5). Jeneralize epilepsilerde epileptojenik ağlar bilateral 

olarak talamokortikal yapılara dağılırken fokal epilepsi için bu alan bir hemisfer 

içerisinde olup genellikle limbik veya neokortikal yapıları içerir (73,74).  

 

Epileptojenik ağları oluşturan eksitasyon ve inhibisyon arasındaki dengesizlik her 

zaman bir eksitasyonun artışı ya da inhibisyon kaybı kaynaklı olmamaktadır. 

İnhibisyondaki anormal artış da absans nöbetlerde olduğu gibi bazı koşullarda 

tetikleyici unsur olabilmektedir (75,76). Çoğu jeneralize epilepsilerin genetik altyapısı 

olduğu düşünülürken özellikle ilaca dirençli olan fokal epilepsilerde yapısal serebral 

anomaliler vurgulanmaktadır (77–79). Yapısal anomalilerin sebep olduğu nöbet 

aktivitelerinin fizyopatolojik mekanizması tam olarak anlaşılamamıştır. Nöbetler ilk 

olarak kortikal nöronların anormal aktivitleri sonucu oluşurken ikincil olarak glial 

hücreler ve beyaz cevherdeki aksonlar dahil olabilmektedir. En iyi saptanan 

epileptojenik lezyon, hastalardan cerrahi operasyon sonrası alınan beyin dokularından 
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anlaşılmış olan mezial temporal sklerozdur (80). Patolojik bulgular spesifik alanlarda 

eksitatör ve inhibitör nöron kayıpları, aksonal filizlenme, sinaptik reorganizasyon, 

glial fonksiyon ve yapıdaki değişiklikleri göstermektedir (81). Başlangıçta beyin 

hasarının hipokampal hücre kaybıyla oluştuğu sonrasında onu takiben kollateral 

aksonal filizlenme ve sinaptik devrenin yeniden düzenlendiği düşünülmektedir. 

Ardından spontan tekrarlı nöbetler oluşana kadar limbik yapılarda inhibisyon ve 

eksitasyon arasındaki dengeyi etkiler (6). 

 

Epileptogenezin temel fizyopatolojisi hala anlaşılamamıştır ancak inflamatuar 

yolağın anahtar bir role sahip olduğu düşünülmektedir (82,83). Travmatik beyin 

hasarı, MSS’deki enfeksiyonlar ve inme gibi akut beyin hasarları epilepsiye neden 

olabilirken inflamasyon, nöronal kayıp, plastisite ve nöronal devrelerin yeniden 

düzenlenmesi fizyopatolojinin araştırılmasında önemli süreçlerdir (14). Mevcut 

araştırmalar inflamasyonun epilepside önemli bir rol oynadığını göstermektedir ancak 

inflamasyonun epilepsiye yol açıp açmadığı veya inflamasyonun epilepsinin bir 

sonucu olup olmadığı konusunda tartışmalar devam etmektedir (84). 

 

2.6 Mitojen Aktive Protein Kinaz Ailesi 

 

Mitojen aktive protein kinaz’lar, çeşitli hormonal, kimyasal ve fiziksel uyaranları 

hücresel tepkilere dönüştürerek çoklu hücresel fonksiyonları düzenlerler. Birçok 

ökaryotik hücrede bulunup diğer mekanizmaların yanı sıra hücre proliferasyonu, 

farklılaşması, göçü, yaşlanması ve apoptozun kontrolünden sorumludurlar (85,86).Bu 

kinaz ailesi 4 ana kaskad oluşturur: Hücre dışı sinyalle düzenlenen kinazlar (ERK 1/2), 

ERK5, p38 ve JNK’ler (87,88) (Şekil 2.). Tüm bu kaskadlar scaffold proteinler 

aracılığıyla sıralı fosforilasyon ile sinyalleri yaymasıyla beraber gen ifadesindeki 

modifikasyonlarda önemli role sahiptir. Her MAPK kademesi farklı uyarıcılara yanıt 

vererek hücre çevresindeki ortama uygun cevabın oluşturulmasını sağlar. 

 

ERK 1/2 aktivitesi, büyüme faktörleri, insülin, G-protein-bağlı reseptörlerin 

aktivitesine bağlı ligandlar, sitokinler, ozmotik basınç ve mikrotübül düzensizliği 

tarafından kontrol edilir (89). Buna karşılık, büyüme faktörleri, oksidatif stres ve 
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hiperozmolarite ERK5'i uyarabilir (90). p38 izoformları, oksidatif stres, ultraviyole 

(UV) radyasyon ayrıca inflamatuar sitokinlere yanıt verir (91). Son olarak JNK’ler ise 

iyonlaştırıcı radyasyon, oksidatif stres, sitokinler, protein inhibitörleri, DNA hasar 

verici ajanlar, G-protein bağlı reseptörler, büyüme faktörlerinin varlığı gibi bir çok 

uyarıcı tarafından tetiklenirler (92,93). 

 

 
 

Şekil 2. MAPK yolakları (94) 

 

2.6.1 JNK 

 

MAPK sinyal proteinlerinin bir üyesi olan JNK’ler ilk olarak 1994 yılında 

Kyriakis ve arkadaşları tarafından sikloheksimide maruz kalan kemirgenlerin 

karaciğerinde aktif protein olarak tanımlanmıştır. JNK proteinleri, strese ve apoptoza 

bağlı reseptörlere duyarlı olup G-protein bağlı reseptörler ve reseptör tirozin kinazın 

spesifik ligandları tarafından aktive edilir (92,95). TNF-α, IL-1ß sitokinleri gibi birçok 

ekstraselüler uyaran JNK’leri aktive eder (92). c-Jun-N-terminal kinaz’ı aktive eden 

kinazlar arasında mitojen aktive protein kinaz kinaz 4 ve mitojen aktive protein kinaz 

kinaz 7 (MKK7) bulunur. Bu kinazların yukarı yönlü yolağında sırasıyla mitojen 
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aktive protein kinaz kinaz kinaz 7 (TAK), karışık soy kinaz 3 (MLK-3), mitojen aktive 

protein kinaz kinaz 1 ve 4 (MEKK-1, MEKK-4)  ve apoptoz sinyali düzenleyici kinaz 

1 (ASK1) bulunur. Spesifik olarak MEKK1-4, ASK1-2 genellikle çevresel stres 

tarafından indüklenerek MKK4’ü aktive eder. Sitokinler tarafından aktive edilen 

MKK7 ise MLK1/2/3 tarafından fosforile edilir. JNK’nin tam aktivasyonu için iki 

kinazın iş birliği gerekir (95–99).  

Hem sitoplazmada hem de çekirdekte bulunan birçok substrat JNK tarafından 

fosforile edilir. İlk tanımlanan JNK substratı, Ser63 ve Ser73 kalıntılarında fosforile 

edildiğinde stabilitesini ve transkripsiyonel aktivitesini arttıran c-Jun’dur. c-Jun’un 

yüksek ekspresyonu ve protein seviyeleri hücre ölümünden önceki periyoda denk gelir 

(100–103). 

 

c-Jun-N-terminal kinaz’ın 3 farklı gen tarafından kodlanan jnk1, jnk2 ve jnk3 adlı 

izoformları vardır (104). Memelilerde JNK1 (MAPK8), JNK2 (MAPK9) her yerde 

eksprese edilirken JNK3 (MAPK10) genellikle beyinde ve daha az oranda olmak üzere 

kalp ve testislerde eksprese edilir. Spesifik olarak hipokampüste, JNK3 hipokampal 

alanların çoğuna yayılırken JNK1 CA3, CA4 ve dentat girusta bulunur (104–107). 

 

Hücreler, enzim aktivitesinin olmamasına rağmen fonksiyonel modüller oluşturan 

aynı sinyal yolunun çeşitli bileşenlerine eklenen birtakım bağlayıcı proteinlerinin 

etkileşimi yoluyla bir sinyal kaskadının özgüllüğünü ve etkinliğini sağlar (108–111). 

c-Jun-N-terminal kinaz sinyal yolu, JNK etkileşimli proteinler (JIP’ler) ile etkileşime 

girerek bir JNK sinyalleşme fonksiyonel modülü oluşturur. JIP’ler JNK’nin 

aktivasyonunu, MKK7 gibi MAPK kademesinin farklı bileşenlerine ek olarak MLK3 

ya da DLK gibi bazı MAP3K’leri bir çoklu enzim kompleksi haline getirerek 

kolaylaştırır (110,111). 

 

2.6.2 c-Jun-N-terminal kinaz’ların nörodejeneratif mekanizmalardaki rolü 

 

Sinir sisteminde JNK yolağının aktivasyonu, embriyonik gelişim sırasında doğal 

olarak meydana gelen ya da farklı beyin patolojilerinde ortaya çıkan nöronal hücre 

ölümü süreçleri ile ilişkilendirilmiştir (112). JNK aktive olduğunda bu aktivasyon 
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süresinin oluşturulan yanıtın tipini belirlediği öne sürülmüştür. Bu nedenle sürekli 

JNK aktivitesi apoptoz ile ilişkiliyken, geçici aktivasyon hücresel hayatta kalma ve 

proliferasyon süreçleri ile ilgilidir (113–117). Apoptotik süreci, ölüm reseptörleri 

aktivasyonu üzerinden gerçekleşen ekstrinsik yolak ya da mitokondriyal süreçlerle 

intrinsik yolak başlatmaktadır. JNK, proapoptotik genlerin yukarı regülasyonuyla 

apoptotik sinyallemeyi gerçekleştirerek ya da doğrudan anti- ve pro-apoptotik 

proteinlerin fosforilasyonuyla mitokondriyal aktiviteyi düzenleyerek apoptozun 

başlatılmasında önemli bir role sahiptir (114,118). Bu bağlamda, JNK’nın hem 

proapoptotik genlerin düzenlenmesinde rol oynayan p53’ün stabilitesi ve 

transkripsiyonel aktivitesini hem de DNA hasarı ve oksidatif stres kaynaklı apoptozu 

düzenleyebildiği bilinmektedir (113–116).  

 

JNK’ler, özellikle eksitotoksisite kaynaklı serebral iskemi, epilepsi, Alzheimer, 

Parkinson ve Huntington hastalıklarında önemli rol oynamaktadır (115,116,119). KA 

ile indüklenen epilepsi modelindeki nöronal kayıp, JNK aktivasyonu ve c-Jun 

fosforilasyonu tarafından indüklenen nükleer translokasyon aracılık edebilir (113–

115,118). JNK’lerin hücre altı lokalizasyonları ve yukarı yönlü yolakları ile ilgili 

çalışmaların JNK sinyal iletim yollarının daha iyi anlaşılması için gerekliliği öne 

sürülmüştür (16). 

 

2.6.3 Dual leucine zipper kinase 

 

Dual leucine zipper kinase’ler, ilk olarak 1994 yılında karışık soy kinaz (MAP3K) 

alt ailesinin bir üyesi olarak karaterize edilen bir serin/treonin protein kinazıdır (97). 

MAP3K’ler, MAP2K’lerin aktivasyonu ardından JNK’ler ile sonuçlanan bir 

fosforilasyon kademesinin parçasıdır (120). Nöronal stres veya hasarlanma 

durumunda DLK dimerleşir ve aktivasyonu, bir dizi fosforilasyonu içeren MKK7 

fosforilasyonuyla aktive edilen JNK ile sonuçlanır (121). Aktive edildiğinde, MKK7 

çeşitli JNK izoformlarını fosforile edebilir, hücre içindeki transkripsiyon faktörlerini 

apoptoz veya nöronal rejenerasyon için hazırlar (21) (Şekil 3). 
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Şekil 3. DLK sinyal yolağı (122) 

 

Uzamış JNK aktivasyonunun apoptoz ile sonuçlanması sebebiyle JNK’nin 

inhibisyonu, on yıldan fazla bir süredir nöronal koruma için terapötik bir odak 

olmuştur (21,123). Bununla birlikte, geçici JNK aktivasyonunun hücre sağkalımını 

desteklediğini gösteren çalışmalar mevcuttur (124). Bu sebeple JNK’nin yukarı yönlü 

yolağındaki DLK gibi kinazlar JIP'ler ile farklı, benzersiz multiprotein komplekslerine 

sahip olabilecekleri için daha iyi bir hedef olabileceği düşünülmektedir 

(18,99,125,126).  

 

Dual leucine zipper kinase’in hastalıklar üzerinde açıkça tanımlanmış ve 

onaylanmış bir rolü olmamasına rağmen bazı yeni çalışmalar, DLK’nin nöronal hücre 

ölümü ve akson dejenerasyonu üzerindeki önemini in vitro ve in vivo olarak 

göstermiştir (122). Johns Hopkins Üniversitesi Genentech ekipleri tarafından farelerde 

yapılan optik sinir hasarı modelinde DLK ekspresyonunun engellenmesinin nöronları 

nörodejenerasyondan koruduğu görülmüştür (21,127). Bir başka araştırmada DLK 

sinyalleme kaybının, kainik asit modeli ile indüklenmiş eksitotoksisite kaynaklı 

nöronal dejenerasyondan hem in vitro hem de in vivo düzeyinde koruduğu 

gösterilmiştir. Bu bağlamda DLK fonksiyonunun aksonal hasar ile sınırlı olmadığı 

aynı zamanda nöronal hasar yanıtı için de gerekli olduğu anlaşılmıştır. Aynı 

çalışmanın bir parçası olarak, DLK geni silinmiş farelerin 3 ay sonraki analizlerinde 

herhangi bir histolojik, elektrofizyolojik anormalliğin görülmediği bildirilmiştir. 

İnhibisyonu takiben DLK sinyalleme kaybının tolere edilebildiğine işaret eden bu 



 

20 

 

sonucun daha kapsamlı anlaşılabilmesi için geniş davranış analizlerinin de yapılması 

gerektiği belirtilmiştir (24).  

 

2.7 Dual Leucine Zipper Kinase İnhibitörleri 

 

Nörodejeneratif hastalıklar için nöronal kaybı yavaşlatabilecek terapötik bir yol 

bulunmamaktadır. Sonuç olarak, tedavi için çekici bir yaklaşımı temsil ettikleri için 

dejenerasyonun altında yatan mekanizmaları hedefleyen moleküllere büyük ilgi vardır 

(128,129). JNK’ler hem akut hem de kronik nörodejeneratif paradigmalardaki rolü 

nedeniyle ilgi görmüştür (130). Dikkat çekici bir şekilde, nöronlarda JNK1 sinyalinin 

DLK'dan etkilendiği yönünde veri bulunmamaktadır. Bu da bu yolun JNK2/3 bağımlı 

stres sinyalinin spesifik olarak düzenlediğini düşündürmektedir (18,24). İnsanlarda 

bulunan üç JNK geninden JNK3, nöronal dejenerasyondaki fonksiyonel rolü ve 

MSS'de seçici ekspresyona dayalı olarak özellikle ilgi çekici olmuştur (131–135). 

DLK'yı hedeflemek, nöronlarda JNK aracılı hasar sinyalini etkilerken, farklı işlevlere 

sahip olduğu diğer hücre tiplerinde JNK yolu aktivitesini etkilemeyeceği için daha 

avantajlı olduğu düşünülmüştür (136). 

 

2014 yılında Genetech, yüksek hızda aktivite tarama (HTS) ile JNK/c-Jun sinyal 

yolundaki (MKK4) homolog karışık soy kinazlar (MLK1/2/3) ve kinazlar üzerinde 

seçiciliği olan, GNE-3511 adında beyne nüfuz eden inhibitor geliştirildiğini bildirdi 

(130). 
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Şekil 4. DLK inhibitörlerinin HTS gelişimi (122) 

 

İnhibitörler ile yapılan çalışmalar, gen nakavtı kullanılan genetik fare çalışmalarını 

tamamlayan farmakolojik in vivo çalışmalarının temelini oluşturur. İnhibitör etkinliği, 

Alzheimer, Parkinson, optik sinir hasarı ve Amyotrofik lateral skleroz (ALS) 

modelleri üzerinde denenerek DLK’nin nörodejeneratif hastalıklardaki rolü 

araştırılmaktadır (122). 

 

 Öncü inhibitor olarak belirlenen GNE-3511, in vitro çalışmalarında nöronları 

dejenerasyondan koruduğu ve iki farklı hastalık için uygulanan hayvan modelinde 

doza bağlı aktivitesi gösterilmiştir. Bu sonuçlar, DLK'nın spesifik farmakolojik 

inhibisyonunun çoklu endikasyonlarda terapötik potansiyele sahip olabileceğini 

düşündürmektedir (130). 

 

Bu bağlamda çalışmamızın hipotezini, GNE-3511 ile yapılan DLK 

inhibisyonunun epileptogenez sürecinde TLE’de oluştuğu bilinen hipokampal skleroz 

ve bilişsel hasar üzerinde etkili olması oluşturmaktadır. GNE-3511’in beklenmekte 

olan bu etkilerini gösterebilmek için davranış deneyleri, protein düzeyi analizleri 

histopatolojik değerlendirme, oksidan parametrelerin analizleri yapılması 

hedeflenmiştir.  
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3 GEREÇ VE YÖNTEM  

 

3.1 Deney Hayvanları Temini 

 

Bu çalışmada hayvanlar Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Deney 

Hayvanları Merkezi’nden (DEHAM) temin edildi. Çalışma için 53 adet (20-25 gr) 

C57BL/6 ırkı farelerin kullanılması planlandı. Çalışmann yapılabilmesi için Acıbadem 

Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ACU-

HADYEK) 03.02.2021 tarihli 2021/07 sayılı karar ile etik kurul izni alındı. Farelerde 

yapılan tüm uygulamalar National Institutes of Health (NIH) tarafından hazırlanmış 

laboratuvar hayvanlarının bakım ve kullanım rehberine uygun olarak gerçekleştirildi. 

Araştırma süreci boyunca fareler 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık döngüsünde, 

uygun nem ve sıcaklık (22-25 ºC) koşullarının sağlandığı ortamda tutuldu. Farelerin 

beslenmesinde hazır pellet yem kullanılıp suları kafeslerin üzerinde erişebilecek 

şekilde yerleştirildi. Haftada 2 gün olacak şekilde kafes temizliği yapıldı. 

 

3.1.1 Deney gruplarının oluşturulması 

 

Fareler rastgele 4 gruba ayrıldı. Örneklem büyüklüğünü belirlemek için G Power 

3.1 programı kullanıldı. %95 güven sınırında, 0,05 hata payı ile çalışmanın güç oranını 

%95 elde etmek için grup başına en az 6 hayvan olacak şekilde planlandı. Mortalite 

yüksekliği sebebiyle toplamda 53 hayvan ile tüm gruplar tamamlandı. Epileptogenezin 

erken evresini hedef almak amacıyla SE başlangıcından 3 saat sonra tedaviye başlandı. 

Deney grupları aşağıdaki tabloda gösterilmiştir. 
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Tablo 1. Deney grupları ve yapılan uygulamalar 
Tabloda uygulama yapılan gruplar için ✓, uygulama yapılmayan gruplar için X işareti kullanılmıştır. 
Aracı: GNE-3511 inhibitörünün çözünmesi için %2 Tween 80, %2 Gliserin ve çift distile su (ddH2O) 

kullanıldı. 

 

Gruplar SE indüksiyonu Tedavi/Aracı  

(2 defa/7 gün) 

Davranış 

deneyi 

Kontrol grubu (n=7) X X ✓ 

 

SE grubu (n=7) 

 

✓ 

 

Sadece aracı 

uygulandı. 

 

✓ 

 

1 mg/kg grubu (n=6) 

 

✓ 

 

1 mg/kg GNE-3511 

uygulandı. 

 

✓ 

 

5 mg/kg grubu (n=8) 

 

✓ 

5  mg/kg GNE-3511 

uygulandı. 

 

✓ 
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Şekil 5. Çalışma protokolü 

 

3.2 Status Epileptikus Oluşturulması 

 

SE oluşturulacak deney grubundaki tüm farelere periferal kolinerjik etkileri 

önlemek amacıyla pilokarpinden 30 dakika önce 1 mg/kg Skopolamin Methil Bromür 

(S8502, Sigma Aldrich) intraperitoneal olarak enjekte edilmiştir. Pilokarpin 

hidroklorür (P6503, Sigma Aldrich) 100 mg/kg, 8 ml/kg intraperitoneal şekilde, SE 

başlangıcına kadar tekrarlanmış ve doz araları 20 dakika tutulmuştur. Maksimum 7 

doz uygulanmıştır. SE başlangıcından 90 dakika sonra mortaliteyi azaltmak için 

Diazepam (Diazem) 10 mg/kg intraperitoneal enjeksiyonu yapılmıştır. Nöbet 

aktivitesinin tayini 1997 yılında Racine ve ark. tarafından geliştirilen Racine skalasının 

2020 yılında Arshad ve ark. tarafından farelerde temporal lob epilepsi modeline 

modifiye ettikleri Racine skalası esas alınarak değerlendirildi (137). 
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Tablo 2. Modifiye edilen Racine skalası 

 

Derece Aktivite 

1 İmmobilizasyon (donmuş postür) 

2 Yüz otomatizmalar (bıyık seğirmeleri, 

ağız kapatıp açma) 

2.5 Sertleşmiş/gerilmiş kuyruk 

3 Kısmi vücut klonusu-ön ayak ya da arka 

ayak 

4 Şaha kalkma 

5 Tonik-klonik aktivite ile postür kaybı 

 

3.2.1 SE indüksiyonu sonrasında tedavi ve bakım 

 

SE oluşturulduğu gün ve sonrasında tedavi süreci boyunca her gün farelere sıvı ve 

besin takviyesi yapıldı. Tüm tedaviler sabah 8:00 ve akşam 20:00 saatlerinde olmak 

üzere 7 gün boyunca günde 2 defa gerçekleştirildi. İlk gün 0.5 ml sonraki günlerde 1 

ml olacak şekilde %10’luk dekstroz subkutan olarak uygulanıp hayvanlar başlangıç 

kilolarına ulaşana kadar Hero baby karışık meyveli mama ve belirlenen sıvı takviyesi 

ile beslendi. 
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Resim 1. SE indüksiyonu sonrası besin takviyesi yapılışı 

 

3.3 Bilişsel-Davranışsal Testler 

 

Tüm farelere monitorizasyon süresinin bitiminde Açık alan testi, Yükseltilmiş artı 

labirent testi ve Morris su tankı testi uygulandı. Tüm testler, Acıbadem Mehmet Ali 

Aydınlar Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma Merkezi (DEHAM) Ağrı ve 

Davranış Laboratuvarında gerçekleştirildi. Her test ayrı bir günde uygulanıp testler 

arasında bir gün ara verildi. Tüm testler tavandaki bir video kamera ile kayıt altına 

alınıp ve Noldus Ethovision XT sistemi ile bilgisayara aktarılıp analiz edildi. Fareler 

testten 1 saat önce odaya getirilip ortama alışmaları sağlandı. Test bitimi ardından 

deneme aralarında fareler test düzeneğinden çıkartılıp test alanı %70 etanol ile 

temizlendi. 

 

3.3.1 Açık alan testi 

 

Lokomotor ve keşif etkinliğini değerlendirmek için fareler 50x50 cm’lik açık alan 

labirentinin merkezine bırakılarak 5 dakika izlendi. Alan 16 kareye bölünerek 

geçtikleri kare sayısı kaydedildi (138). 



 

27 

 

 
 

Resim 2. Açık alan testi uygulama alanı 

 

3.3.2 Yükseltilmiş artı labirent testi 

 

Kaygı düzeylerini değerlendirmek için yerden 50 cm yükseklikte, iki açık (50 x 

10 cm) ve iki kapalı (50 x 10 x 40 cm) koldan oluşan artı şeklinde bir labirenttir. Fareler 

labirentin orta noktasına konularak 5 dakika boyunca izlenip açık ve kapalı kolda 

geçirdikleri süreler ve kol değişimleri hesaplandı (139). 
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Resim 3. Yükseltilmiş artı labirent testi uygulama alanı 

 

3.3.3 Morris su tankı testi 

 

Morris su tankı testi öğrenme ve mekânsal bellek performansını değerlendirmek 

için uygulandı. Test, 5 gün süren bir protokolü içermekte olup su tankının içinde yer 

alan ve gizlenmiş platformun bulunması daha sonraki süreçte ise hatırlanması esasına 

dayanmaktadır. Deneyi gerçekleştirmek için çapı 90 cm ve derinliği 50 cm olan tankın 

içi 24-26ºC'lik su ile doldurulup bir kadrana yerleştirilen platform su seviyesinin 1 cm 

altında tutuldu. 4 gün boyunca her gün iki oturum şeklinde uygulanan testte fareler 

belirli 4 noktadan 4 kez suya bırakılıp 90 saniye boyunca platformu bulmaları için 

yüzmelerine izin verildi. Bulamadıkları takdirde fareler platform üzerine yerleştirilip 

30 saniye süreyle tutulup çevresel ipuçlarını görmelerine fırsat verildi. Her oturum için 

platformu bulma süresi kaydedildi. 5. Gün belleği test etmek için yapılan prob 

denemesinde platform kaldırılarak fareler bir kez 90 saniye yüzdürülüp platformun 

bulunduğu kadranda bulunma süresi ve platformu çaprazlama sayısı kaydedildi. 
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Resim 4. Morris su tankı testi uygulama alanı 

 

3.4 Dokuların Toplanması 

 

Davranış deneyinin sonunda tüm gruplarda ötanazi, servikal dislokasyon ile 

gerçekleştirildi. Ötanazi sonrası farelerin beyinleri çıkartılarak hipokampüsleri izole 

edildi. Sağ hipokampüs histolojik analizler için %10 tamponlu formaldehit içerisine, 

sol hipokampüs ise Western Blot analizi için cryo tüplere alınıp ardından sıvı azotta 

donduruldu. Malondialdehit ve glutatyon düzeyi analizleri için korteks alınıp tüm 

dokular -80’e kaldırıldı. 

 



 

30 

 

 
 

Resim 5. Sıvı azotta cryo tüp içerisinde dondurulan hipokampüs örnekleri 

 

3.5 Histolojik Analizler 

 

Histolojik takip için ayrılan beynin sağ hemisferleri öncelikle %10’luk nötral 

tamponlu formalin solüsyonunda fikse edildi. 24 saat tespit edildikten sonra dokular 

çeşme suyunda yıkandı. Ardından yükselen alkol serilerinde sırasıyla %70, %90, %96 

ve %100 dehidratasyon işlemi yapıldı.  Daha sonra ksilen içinde saydamlaştırma 

yapıldı. Bir sonraki adımda önce yumuşak parafin (P3558- 1kg Sigma Aldrich, 

Paraplast Embedding Media, U.S.A) sonrasında sert parafinli bloklara gömüldü. Bu 

bloklardan 5 µm kalınlığında seri kesitler alındı. Kesitlerde hipokampus dokusunun 

histolojik yapısını göstermek için hematoksilen&eozin boyası (H&E) ile boyandı 

Hazırlanan preparatlar, ışık mikroskobunda (Zeiss) incelenip fotoğraflanarak 

histolojik değerlendirmelere alındı. 

 

3.5.1 Kesitlerin alınması ve boyanması 

 

Her bloktan 5 μm kalınlığında seri kesitler alındı. Alınan kesitler etüvde 1 saat 

kurumaya bırakıldı. ksilende tutularak deparafinize edilerek parafini giderildi. Alçalan 

alkol serilerinden (1000, 960 800, 700) tutularak rehidrate edildi. Çeşme suyu altında 5 
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dakika bekletildikten sonra hematoksilene alınarak 15 dakika bekletildi. Hematoksilen 

boyamasından sonra 5 dakika çeşme suyu altında bekletildi. Eozin boyasında 2 dakika 

bekletildikten sonra alındı. Eozin’den sonra 5 dakika çeşme suyu altında bekletildi. 

Kesitler yükselen alkol serilerinden (700, 900, 960, 1000, 1000) batırılıp çıkarılarak 

dehidrate edildi ve 40 dakika ksilen’de (Merck, Almanya) bırakıldıktan sonra entellan 

ile kapatıldı. 

 

3.6 Biyokimyasal analizler 

 

3.6.1 c-Jun protein düzeyi ölçümü 

 

Hedef proteinin varlığını göstermek amacıyla Western blot yöntemi kullanıldı. 

Hipokampüs dokularınun homojenizasyonu, tartım doğrultusunda gerekli RIPA 

tampon çözeltisi içerisinde fenil metil sülfonil florid (PMSF) ve proteaz inhibitörü (PI) 

eklenerek yapıldı. 1 ml RIPA çözeltisi için 40 µl 25X PI, 5 µl 100 mM PMSF eklemesi 

yapıldı.  

 

Resim 6. Hipokampüs örneklerinin homojenizasyonu 

 

Homojenize edilen örneklere buz içerisinde 1 defa 1 saniye süre ile sonikasyon 

işlemi yapıldı. Ardından tüm örnekler 14.000 g, +4 Cº ve 15 dakika ayarında santrifüj 

edildi. Ayrılan supernatantlar ile 1500 µg/mL, 1200 µg/mL, 600 µg/mL, 400 µg/mL, 

200 µg/mL ve 100 µg/mL Bovine Serum Albümin (BSA) standartları Bradford 
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yöntemi ile ölçüm için hazırlandı. Örnekler 1:5 dilüe edilerek her kuyucukta 10 µl 

olacak şekilde 96-well-plate içerisinde Gen5 uygulaması kullanılarak 

spektrofotometre cihazında (BioTek) ölçümleri yapıldı. Dilüe edilen örnekler 

içerisinde 32 µl apirojen su, 8 µl örnek ile hazırlanıp toplamda 40 µl içerisinden 30 µl 

3 kuyucuğa 10 µl olacak şekilde bölündü. BSA standartları 190 µl ve 10 µl apirojen 

su eklenerek yüklendi. Proteinler, Bradford hesaplamasından sonra 40 µg olacak 

şekilde içerisinde 2,4 µl 5X Loading dye ve 12 µl’ye tamamlayacak kadar apirojen su 

eklenip ısı bloğu Witeg cihazında 5 dakika 95 Cº’de kaynatıldı.  

 

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

30% Akrilamid 2 ml 

1.5 M Tris (pH 8.8) 1.25 ml 

50% Gliserol 375 µl 

ddH2O 1375 µl 

10% Amonyum persülfat 50 µl 

Tetrametiletilendiamin 5 µl 

Total 5 ml 
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Tablo 4. 4% Poliakrilamid yükleme jeli (1x) 

 

30% Akrilamid 325 µl 

1 M Tris (pH 6.8) 625 µl 

20% Sodyum dodesil sülfat 12,5 µl 

ddH2O 1512 µl 

10% Amonyum persülfat 12,5 µl 

Tetrametiletilendiamin 5 µl 

Total 2..5 ml 

 

Ardından her kuyucukta 10 µl olacak şekilde %12 Sodyum dodesil sülfat-

poliakrilamid jel elektroforezi (Tablo 4,5) ile yürütülüp daha sonra jel üzerindeki 

proteinler 25 V- 0.5 A ayarı ve 40 dakika transfer süresi ile nitroselüloz membrana 

aktarıldı. 
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Resim 7. Trans-Blot Turbo transfer cihazı 

 

Transferi gerçekleşen membranlar, %5 oranında içerisine %0.1 Tween 20 eklenen 

fosfat tamponlu salin (PBST) ve yağsız süt tozu eklenmiş solüsyon ile 1 saat oda 

sıcaklığında bloke edildi. Ardından 18 saat +4°C’de primer antikor ile inkübasyona 

bırakıldı. c-Jun primer antikoru (60A8, Rabbit mAb, Cell Signaling Technology) için 

dilüsyon oranı 1:4000, sekonder antikor (anti-Rabbit) 1:2000 olacak şekilde 

uygulandı. Sekonder antikor öncesi membran 3 defa toplamda 30 dakika olacak 

şekilde PBST ile yıkandı. Sekonder antikor belirlenen dilüsyon oranı ile %1’lik süt 

içerisinde hazırlanıp 1 saat inkübe edildi. Sekonder antikor sonrası yıkamalar 2 defa 

PBST 1 defa fosfat tamponlu salin olacak şekilde yapılıp 1:1 oranında 

kemolüminesans reaktifi (ECL) ile 4 dakika bekletildikten sonra Chemidoc cihazında 

Image Lab 5.0 programında görüntü alındı. Analiz için elde edilen bantların dansiteleri 

ölçüldü. İnternal kontrol olarak monoclonal anti-GAPDH antikoru kullanıldı (140).  
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3.6.2 Malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) düzeyi tayini  

 

MDA düzeyinin ve glutatyon miktarının ölçüldüğü bu yöntemde, beyin 

dokusundan alınan örneklerin tartımı yapıldıktan sonra 9 katına denk gelen miktarda 

%10 ‘luk dH20 ile hazırlanan Triklorik asit (Merck, MW:163,39 Art.810) solüsyonu 

ile homojenizasyonu gerçekleştirildi. Homojenize edilen örnekler 9.000 rpm ve 4 

Cº’de 15 dakika süreyle santrifüj (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21R) edildi. 

Elde edilen süpernatanlar MDA ve GSH ölçümleri için bölündü. MDA ölçümü için 

1:1 oranında Tiyobarbitürik asit (TBA: Sigma Aldrich, T-5500 MW: 144,1) ve 

supernatant birleştirilip 15 dakika boyunca kaynatıldı.  

 

 
 

Resim 8. MDA ölçümü için kaynatma işlemi 

 

Kaynatma sonrasında 535 nanometrede UV-2600 spektrofotometre cihazında 

UVProbe programında okutuldu. 1.56x10-5 M-1 cm-1 katsayısı kullanılarak lipid 

peroksidasyon düzeyi MDA cinsinden spektrofotometrik ölçümle ifade edildi. 

Glutatyon ölçümlerinde, santrifüj sonrası 250 µl süpernatan 1000 µl disodium fosfat 

ve 125 µl modifiye Ellman yöntemiyle hazırlanan solüsyon ile 10 dakika oda ısısında 

alüminyum folyo ile sarılıp bekletildi. Ellman yöntemi için 40 mg 5,5'-Dithiobis-(2-

Nitrobenzoic Acid) (DTNB: Sigma, D-8130 MW: 396,4), 100 ml %1 Sodyum Nitrat 
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oranları kullanıldı. GSH miktarı, 412 nanometrede UV-2600 spektrofotometre 

cihazında UVProbe programında spektrofotometrik olarak belirlendi (141). 

  

3.6.3 İstatitiksel Analiz 

 

İstatistiksel değerlendirme için Sigma Plot 12.5 programı kullanıldı. Tüm veriler 

ortalama±standart hata şeklinde ifade edildi. Grupların karşılaştırılmasında tek yönlü 

varyans analiz (ANOVA) sonrası Tukey-Kramer çoklu testi ile değerlendirme yapıldı. 

İkili karşılaştırmalar için Student t-test yapıldı. P değerinin 0,05 ve 0,05’ten küçük 

olması (p≤0,05) anlamlı kabul edildi. 
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4 BULGULAR  

 

Çalışmamızda, temporal lob epilepsisi modeli olan pilokarpin modeli uygulanarak    

1 mg/kg ve 5 mg/kg olmak üzere iki farklı GNE-3511 dozu ile tedavi edilen C57BL/6 

farelerde epileptogenez sürecinde; spontan rekürran nöbet, bilişsel-davranışsal, 

biyokimyasal ve histolojik açıdan etkileri araştırılmış olup bu doğrultuda elde edilen 

bulgular aşağıda gösterilmiştir. G power analizi sonucu grup başına en az 6 hayvan 

sayısı hedeflenmiştir. Ancak mortalitenin yüksek olması sebebiyle 53 hayvan ile 

deneye başlanıp hedeflenen grup başı hayvan sayısına kalan 28 hayvan ile erişilmiştir. 

 

4.1 Bilişsel-Davranışsal Testler 

 

4.1.1 Açık alan testi 

 

Grupların açık alan testi geçilen kare sayısı ortalamaları ve standart hataları Tablo 

6’da gösterilmektedir. Grupların elde edilen verileri karşılaştırıldığında; Kontrol grubu 

değerine göre SE grubu değeri anlamlı oranda yüksek bulunmuştur (p<0,001). SE 

grubu değerinin de tedavi grupları olan 1 mg/kg grubuna (p<0.001) ve 5 mg/kg 

grubuna (p<0.001) kıyasla anlamlı olarak yüksek olduğu görülmüştür. Kontrol grubu 

değerine göre tedavi grupları olan 1 mg/kg grubu ve 5 mg/kg grubu değerleri anlamlı 

olarak yüksek bulunmuştur (p<0.001). Tedavi grupları arasında anlamlı fark 

saptanmamıştır (Şekil 6). 

 

Tablo 5. Grupların açık alan testi ortalamaları ve standart hataları 
***p<0.001 kontrol grubuna göre anlamlılık, ###p<0.001, ###p<0.001 SE grubuna göre anlamlılık, 
&&&p<0.001 kontrol grubuna göre anlamlılık 

 

Açık Alan 

Testi 

Kontrol grubu SE grubu 1 mg/kg grubu 5 mg/kg grubu 

Ort± SEM Ort± SEM Ort± SEM Ort± SEM 

Geçilen kare 

sayısı 

    105,57 ±2,66 185,50±3,62*** 126,20±4,02###, 

*** 

128,57±3,42###,***                        
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Şekil 6. Geçilen kare sayısı 
***p<0.001 Kontrol grubuna göre, ###p<0.001 SE grubuna göre anlamlılık 

 

 

4.1.2 Yükseltilmiş artı labirent testi 

 

Grupların yükseltilmiş artı labirent testinde bakılan parametreler ve standart 

hataları Tablo 7’de gösterilmektedir. Grupların açık kolda kalma süreleri (Şekil 7) 

karşılaştırıldığında; Kontrol grubu değerine göre SE grubu değeri anlamlı oranda 

düşük bulunmuştur (p<0.001). SE grubu değerine göre tedavi grubu olan 1 mg/kg 

grubu ve 5 mg/kg grubu değeri anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0.001). Kontrol 

grubu değerine göre tedavi grupları olan 1 mg/kg grubu değeri (p<0.001) anlamlı 

olarak yüksek bulunurken 5 mg/kg grubu değeri anlamlı fark saptanmamıştır. Tedavi 

grupları karşılaştırıldığında 1 mg/kg grubu değeri 5 mg/kg grubu değerine göre anlamlı 

olarak yüksek bulunmuştur (p<0.001).  
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Grupların anksiyete skorları (Şekil 8) karşılaştırıldığında; Kontrol grubu değerine 

göre SE grubu değeri anlamlı oranda düşük bulunmuştur (p<0.001). SE grubu değerine 

göre tedavi grubu olan 1 mg/kg grubu ve 5 mg/kg grubu değeri anlamlı olarak yüksek 

(p<0.001) bulunmuştur. Kontrol grubu değerine göre tedavi grupları olan 1 mg/kg 

grubu değeri (p<0.001) anlamlı olarak yüksek bulunurken 5 mg/kg grubu değeri 

anlamlı fark saptanmamıştır. Tedavi grupları karşılaştırıldığında 1 mg/kg grubu değeri 

5 mg/kg grubu değerine göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0.001).  

 

Tablo 6. Grupların yükseltilmiş artı labirent testi ortalamaları ve standart hataları 
***p<0.001 kontrol grubuna göre anlamlılık, ###p<0.001 SE grubuna göre anlamlılık, &&&p<0.001 

kontrol grubuna göre anlamlılık 

 
Yükseltilmiş 

artı labirent 

testi 

 

Kontrol grubu          

Ort± SEM 

 

SE grubu 

Ort± SEM 

 

1 mg/kg grubu 

Ort± SEM 

 

5 mg/kg grubu 

Ort± SEM 

Açık kolda 

kalma süresi 

(sn) 

24,00±1,04 6,71±0,56*** 43,50±1,62###, *** 23,14±1,42### 

Anksiyete 

skoru (Açık 

Kolda 

Geçirilen 

Sure/ Açık 

Kolda 

Geçirilen 

Süre+Kapalı 

Kolda 

Geçirilen  

Süre) 

 

 

 

0,0969±0,00389 

 

 

 

0,0247±0,00205*** 

 

 

 

0,169±0,00470###, 

*** 

 

 

 

0,0837±0,00454###, 

***, ααα  
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Şekil 7. Açık kolda kalma süresi (sn) 

***p<0.001 Kontrol grubuna göre anlamlılık, ###p<0.001 SE grubuna göre anlamlılık,  
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Şekil 8. Anksiyete skoru 
***p<0.001 Kontrol grubuna göre anlamlılık, ###p<0.001 SE grubuna göre anlamlılık, αααp<0.001 1 

mg/kg grubuna göre 

 

4.1.3 Morris su tankı testi 

 

Birinci gün değerlerine göre Kontrol grubu, 1mg/kg grubu ve 5 mg/kg grubu 

değerleri anlamlı oranda kısalmıştır (p<0.001). SE grubu değerleri arasında ise anlamlı 

fark bulunmamıştır. Günler bazında karşılaştırmalar yapıldığında; Kontrol grubu 

değerleri ile SE grubu değerleri arasında anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). SE 

grubu değerleri ile 1 mg/kg grubu ile 5 mg/kg grubu değerleri karşılaştırıldığında ilaç 

gruplarının platforma ulaşma sürelerinin anlamlı oranda daha kısa olduğu görülmüştür 

(p<0.001). İlaç gruplarının bu değerleri Kontrol grubu değerlerine göre ise yüksek 

saptanmıştır (p<0.001). İlaç grupları arasında da anlamlı fark saptanmamıştır. 
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Tablo 7. Morris su tankı testi günlük ortalamalar ve standart hataları 
&&& p<0.001 1. Güne grububa göre, ###p<0.001 SE grububa göre, ***p<0.001 Kontrol grububa göre 

 
 

Morris 

Su Tankı 

Testi 

Günlük 

Öğrenme 

 

Kontrol grubu          

Ort± SEM 

 

SE grubu 

Ort± SEM 

 

1 mg/kg grubu 

Ort± SEM 

 

5 mg/kg grubu 

Ort± SEM 

1. gün 

68,667±1,123 90±0*** 90±0*** 

78,857±0,512 

*** 

2. gün 

52,5±0,957&&& 89,656±0,344*** 

67,775±1,05 
&&&,###,*** 

71,768±1,107 
&&&,###,*** 

3. gün 

28,417±0,542&&& 90±0*** 

53,425±1,108 
&&&,###,*** 

58,786±0,794 
&&&,###,*** 

4. gün 

14,167±0,571&&& 89,406±0,594*** 

47,2±0,615 
&&&,###,*** 

44,589±1,007 
&&&,###,*** 

 

 

 

Şekil 9. Günlere göre platform bulma süresi (sn) 
&&& p<0.001 1. Güne grubuna göre, ###p<0.001 SE grububa göre, ***p<0.001 Kontrol grubuna göre 
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Prob fazı hedef kadranda geçirilen süre değerleri analiz edildiğinde; kontrol grubu 

değerine göre SE grubu değeri anlamlı oranda düşük bulunmuştur (p<0.001). SE grubu 

değerine göre ise 1 mg/kg grubu değeri arasında anlamlı fark yoktur. Ancak 5 mg/kg 

grubu değeri anlamlı oranda yüksek bulunmuştur (p<0.001). Kontrol grubu ile ilaç 

verilen gruplar ve ilaç grupları arasında anlamlı fark bulunmamıştır. 

 

Prob fazı platformun bulunduğu alanı çaprazlama sayıları analiz edildiğinde; 

kontrol grubu değerine göre SE grubu değeri anlamlı oranda düşük bulunmuştur 

(p<0.001). SE grubu değerine göre ise 1 mg/kg grubu değeri (p<0.05) ve 5 mg/kg 

grubu değeri (p<0.001) anlamlı oranda yüksek bulunmuştur. Kontrol grubu değerine 

göre 1 mg/kg grubu değeri ve 5 mg/kg grubu değeri anlamlı oranda düşük bulunmuştur 

(p<0.001). Ayrıca 5 mg/kg değeri 1 mg/kg değerine göre yüksek saptanmıştır 

(p<0.001).  

 

Prob fazı yüzülen mesafeler analiz edildiğinde; Kontrol grubu değerine göre SE 

grubu değeri (p<0.05), 1 mg/kg grubu değeri (p<0.05) ve 5 mg/kg grubu değeri 

(p<0.01) anlamlı oranda düşük bulunmuştur. Gruplar arası diğer karşılaştırmalarda 

bir anlamlılık saptanamamıştır. 

 

Tablo 8. Morris su tankı testi prob deneme ortalamalar ve standart hataları 
*p<0.05 Kontrol grububa göre, **p<0.01 Kontrol grububa göre, ***p<0.001 Kontrol grububa göre, 
#p<0.05 SE grububa göre, ###p<0.001 SE grububa göre, αααp<0.001 1 mg/kg grububa göre 

 

Morris Su Tankı 

Testi Prob 

Kontrol grubu          

Ort± SEM 

SE grubu 

Ort± SEM 

1 mg/kg grubu 

Ort± SEM 

5 mg/kg grubu 

Ort± SEM 

Hedef kadranda 

geçirilen süre (sn) 32,00±2,185 21,85±1,058*** 26,68±1,541 29,62±1,371### 

Platform çaprazlama 

sayısı 

4,42±0,202 0,57±0,202*** 1,20±0,2***,# 2,12±0,227***,###, 

ααα 

Yüzülen mesafe (cm) 915,75± 65,506 

 

727,62±53,27* 728,42±65,612* 623,42±44,149** 
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Şekil 10. Hedef kadranda geçirilen süre (sn) 
***p<0.001 Kontrol grububa göre, ###p<0.001 SE grububa göre 
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Şekil 11. Yüzülen mesafe (cm) 
*p<0.05 Kontrol grububa göre, **p<0.01 Kontrol grububa göre 

 

 



 

46 

 

 

 

Şekil 12. Platform çaprazlama sayısı 
***p<0.001 Kontrol grububa göre, #p<0.05 SE grububa göre, ###p<0.001 SE grububa göre, αααp<0.001 

1 mg/kg grububa göre 

 

 

4.2 Histoloji Analizi 

 

Histolojik inceleme sonucunda grupların dejenere nöron sayıları 

karşılaştırıldığında; Kontrol grubu değerine göre SE grubu değeri anlamlı oranda 

yüksek bulunmuştur (p<0.001). SE grubu değerine göre tedavi grubu olan 1 mg/kg 

grubu ve 5 mg/kg grubu değeri anlamlı olarak düşük bulunmuştur (p<0.001). Kontrol 

grubu değerine göre tedavi grupları olan 1 mg/kg grubu değeri (p<0.05) 5 mg/kg grubu 

değeri (p<0.001) anlamlı olarak yüksek bulunmuştur. Tedavi grupları 

karşılaştırıldığında 1 mg/kg grubu değeri 5 mg/kg grubu değerine göre anlamlı olarak 

düşük bulunmuştur (p<0.01).  

 

Kontrol grubuna ait bulgular: Kontrol gruplarına ait kesitlerde hipokampusun 

genel yapısı ve nöronlar normal görünümdeydi. Işık mikroskobu ile yapılan 
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incelemede piramidal nöronlar, stratum pyramidalisin CA1, CA2, CA3 ve dentat girus 

(DG) bölgeleri ayırt edildi (Şekil 15A). CA1 bölgesinde hücrelerin çekirdekleri 

ökromatik belirgin çekirdekçikli ve nöronlar aralarında daha küçük çekirdekli birkaç 

glia hücresi saptandı (Şekil 15B). DG bölgesinin normal histolojik görünümlerini 

koruduğu görüldü (Şekil 15C). 

 

 
 

Şekil 13. Kontrol grubu hipokampüs kesiti ışık mikroskobi görüntüleri 
(Kontrol grubuna ait Hippocampus kesitinde CA1, CA2, CA3 ve DG alanlarının ışık mikroskopisi 

görüntüleri (A,B,ve C). CA1-CA2-CA3: hippocampus stratum piramidal tabakasını, DG’yi 

göstermektedir.) 

 

SE grubuna ait bulgular: SE gruplarına ait kesitlerde SE uygulanan grupta CA1, 

CA2, CA3 ve DG  bölgeleri  ayırt edildi (Şekil 16A).  CA1 bölgesinde perikaryonları 

sınırlı olmayan bazal dendritleri belirgin piramidal nöronların sitoplazması büzülmüş 

dejenere nöronlar saptandı (Şekil 16B).  

 

 
 

Şekil 14. SE grubu hipokampüs kesiti ışık mikroskobi görüntüleri 
(SE uygulanan gruba ait kesitlerde CA1 bölgesinde bazofilik sitoplazmalı pyramidal nöronlar aralarında 

çekirdekleri kondanse sitoplazma büzülmüş dejenere nöronlar (siyah ok başı) perivasküler ödem (beyaz 

yıldız) gözlendi (B). DG bölgesinde piknotik nöronlar (siyah ok başı) görüldü (C).) 
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1 mg/kg grubuna ait bulgular: 1 mg/kg grubuna ait kesitlerde CA1,  CA2,  CA3 

bölgeleri ve DG Kontrol grubuna benzerdi (şekil 15A). Piramidal hücrelerin küresel 

şekildeki çekirdekleri normal görünüme sahipti. DG bölgesinin normal histolojik 

görünümlerini koruduğu görüldü (Şekil 17C). 

 

 

 

Şekil 15. 1 mg/kg grubu hipokampüs kesiti ışık mikroskobi görüntüleri 
(1 mg/kg grubuna ait hipokampus kesitinde CA1, CA2, CA3 ve DG alanlarının ışık mikroskobik 

görüntüleri (A,B,ve C).) 

   

5 mg/kg grubuna ait bulgular: 5 mg/kg grubuna ait kesitlerde nöronların hacmi ve 

şekli normal morfolojide olduğu görüldü (şekil 16A). DG bölgesinin histolojisi 

Kontrol grubuna benzer olduğu görüldü (şekil 16C). 

              

 
 

Şekil 16. 5 mg/kg grubu hipokampüs kesiti ışık mikroskobi görüntüleri 
(5 mg/kg grubuna ait hipokampusun CA1 bölgesinde ökramatik çekirdek, belirgin çekirdekçik ve 

seyrek şekilde dejenere nöron (beyaz ok başı) izlendi.) 
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Şekil 17. Dejenere nöron sayısı 
***p<0.001 Kontrol grubuna göre anlamlılık, ###p<0,001 SE grubuna göre anlamlılık, ααp<0.01 1 mg/kg 

tedavi grubuna göre anlamlılık 

 

 

4.3 Biyokimyasal Analizler 

 

4.3.1 c-Jun protein düzeyi ölçümü 

 

c-Jun protein düzeyi ölçümü için Western Blot yöntemi uygulanmıştır. Grupların 

c-Jun düzeyleri (Şekil 21) karşılaştırıldığında; Kontrol grubu değerine göre SE grubu 

değeri anlamlı oranda yüksek bulunmuştur (p<0.05). SE grubu değerine göre tedavi 

grubu olan 1 mg/kg grubu ve 5 mg/kg grubu değeri anlamlı olarak düşük bulunmuştur 

(p<0.001). Kontrol grubu değerine göre tedavi grupları olan 1 mg/kg grubu değeri ve 

5 mg/kg grubu değeri anlamlı olarak düşük bulunmuştur (p<0.001). Tedavi grupları 

karşılaştırıldığında 1 mg/kg grubu değeri ile 5 mg/kg grubu değeri arasında anlamlı 

fark bulunmamıştır.  
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Resim 9. Ponceau s boyası ile membran görüntüsü 

 

 
 

Şekil 18. c-Jun ve GAPDH bant görüntüleri 
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Şekil 19. Göreceli bant yoğunluğu (c-Jun/GAPDH) 
*p<0.05 kontrol grubuna göre anlamlılık, ***p<0.001 kontrol grubuna göre anlamlılık 

 ###p<0.001 SE grubuna göre anlamlılık,  

 

4.3.2 MDA ve GSH düzeyi tayini 

Grupların Korteks dokusundan ölçümleri yapılan MDA düzeyleri (Tablo 9) 

karşılaştırıldığında; Kontrol grubu değerine göre SE grubu değeri anlamlı oranda 

yüksek bulunmuştur (p<0.001). SE grubu değerine göre tedavi grubu olan 1 mg/kg 

grubu değeri (p<0,001) ve 5 mg/kg grubu değeri (p<0.05) anlamlı olarak düşük 

bulunmuştur. Kontrol grubu değerine göre tedavi grubu olan 1 mg/kg grubu değeri 

arasında fark bulunmazken 5 mg/kg grubu değeri (p<0.05) anlamlı olarak yüksek 

bulunmuştur. Tedavi grupları karşılaştırıldığında 1 mg/kg grubu değeri ile 5 mg/kg 

grubu değeri arasında anlamlı fark bulunmuştur (p<0.05, Şekil 20).  

 

Grupların Korteks dokusundan ölçümleri yapılan GSH düzeyleri (Tablo 9) 

karşılaştırıldığında; Kontrol grubu değerine göre SE grubu değeri anlamlı oranda 

düşük bulunmuştur (p<0.001). SE grubu değerine göre tedavi grubu olan 1 mg/kg 

grubu değeri (p<0.05) anlamlı olarak düşük bulunurken ve 5 mg/kg grubu değerleri 
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(p<0.001) anlamlı olarak yüksek bulunmuştur. Kontrol grubu değerine göre tedavi 

grubu olan 1 mg/kg grubu değeri (p<0.001) anlamlı olarak düşük bulunurken ve 5 

mg/kg grubu değeri (p<0.05) anlamlı olarak yüksek bulunmuştur. Tedavi grupları 

karşılaştırıldığında 1 mg/kg grubu değerine göre ile 5 mg/kg grubu değeri anlamlı 

olarak yüksek bulunmuştur (p<0.001, Şekil 21).  

 

Tablo 9. Biyokimyasal analizlerin ortalama ve standart hataları 
***p<0.001 kontrol grubuna göre anlamlılık, #p<0.05 ###p<0.001 SE grubuna göre anlamlılık, 
&&&p<0.001 &p<0.05 kontrol grubuna göre anlamlılık, αp<0.05 αααp<0.001 1 mg/kg tedavi grubuna göre 

anlamlılık 

 

Biyokimyasal 

analizler 

Kontrol grubu          

Ort± SEM 

SE grubu 

Ort± SEM 

1 mg/kg grubu 

Ort± SEM 

5 mg/kg grubu 

Ort± SEM 

MDA 55,06±1,86 81,07±2,90*** 56,80±2,92### 70,11±3,03#,*,α 

GSH 2,15±0,02 1,97±0,05*** 1,81±0,04# *** 2,23±0,02###,*, ααα 
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Şekil 20. MDA düzeyleri 
*p<0.05 kontrol grubuna göre anlamlılık, ***p<0.001 kontrol grubuna göre anlamlılık, ###p<0.001 SE 

grubuna göre anlamlılıkαp<0.05 1 mg/kg tedavi grubuna göre anlamlılık 

 

 



 

54 

 

 

 

Şekil 21. GSH düzeyleri 
***p<0.001 kontrol grubuna göre anlamlılık, ###p<0.001 SE grubuna göre anlamlılık, #p<0.05 SE 

grubuna göre anlamlılık, αααp<0.001 1 mg/kg tedavi grubuna göre anlamlılık 
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5 TARTIŞMA  

 

Epilepsi, tekrarlayan nöbetlerle karakterize yaygın bir nörolojik hastalıktır. 

Epilepsi ile ilişkili komorbiditeler kompleksi, tüm dünyadaki sağlık sistemleri için 

büyük bir yüktür. Temporal lob epilepsisi (TLE), erişkinlerde en sık görülen fokal 

epilepsi formlarından biridir (142). DLK’nin akut nöronal hasarlanmada ve kronik 

nörodejeneratif hastalıklarda önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (122). DLK 

inhibitörlerinin, TLE modeli üzerinde denendiği bir çalışma literatürde 

bulunmamaktadır. Bu sebeple çalışmada, TLE’de sık görülen hipokampal skleroz, 

bilişsel-davranışsal bozukluklar üzerinde DLK inhibitörü GNE-3511’in 1 mg/kg ve 5 

mg/kg olmak üzere iki dozunun etkinliği araştırılmıştır.  

 

Açık alan testi, lokomotor aktivite, anksiyete, stereotipik davranışları analiz etmek 

için kullanılır (143). Lokomotor aktivitedeki değişiklikler, değişen nörolojik süreçlerin 

göstergesi olabilmektedir. Bu sebeple anormal beyin fonksiyonlarını yansıtabilir. 

Deney hayvanının açık alanda daha fazla vakit geçirmesi stres düzeyinin daha az 

olduğunu gösterebilmektedir (144). Bunun yanı sıra yapılan bazı epilepsi 

çalışmalarında SE indüklenen hayvanlarda motor aktivitenin arttığı gözlenmiştir (145–

147). Çalışmamızda açık alan testinde lokomotor aktivite analiz edilmiştir. Analiz için 

geçilen kare sayısının hesaplandığı bu testte, SE grubunda lokomotor aktivitenin 

Kontrol ve tedavi gruplarına göre anlamlı olarak arttığı görülmüştür. Aynı zamanda  1 

mg/kg ve 5 mg/kg tedavi gruplarının Kontrol grubuna göre lokomotor aktivitesi 

yüksek bulunmuştur. Sonuçlar doğrultusunda tedavi uygulanan gruplarda lokomotor 

aktivitenin Kontrol grubuna yaklaştığı görülmüştür.  

 

Pilokarpin ile indüklenen SE modellerinde artmış aktivitenin, lokomosyonu 

etkileyen hipokampal-akümbens yolağının anormal aktivitesinden kaynaklanabileceği 

bildirilmiştir (146,148). Nükleus akümbensteki hipokampal afferent nöronlar ventral 

tegmental alandan dopaminerjik liflerle etkileşime girerek, limbik ve motor sistemler 

arasında etkin bir fonksiyonel arayüz oluşturmaktadır. Yapılan bir çalışmada 

hipokampusun elektrikle uyarılmasının veya nükleus akümbenste glutamat reseptör 

agonistlerinin lokal enjeksiyonlarının, sıçanlarda lokomotor aktiviteyi arttırdığı 
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görülmüştür (149). Bir başka araştırmada pilokarpin indüksiyonunu takiben aynı 

dönem içerisinde hem hipokampüsün CA1 bölgesindeki interiktal aktivite hem de 

lokomotor aktivite artışı görülmüştür. Ancak bu aktivite paternindeki değişimlerin 

suprakiazmatik çekirdekte ya da intergenikulat yaprakta hücre kaybı olmadan 

görülmüştür. Dolayısıyla lokomotor aktivite artışının bu bölgelerdeki nöbet aktivitesi 

kaynaklı fonksiyonel değişikliklerden kaynaklanabileceği öne sürülmüştür (146). Bu 

bağlamda çalışmamızda SE’yi takiben artmış lokomotor aktivitenin DLK inhibisyonu 

sonrası azalması yönünde elde ettiğimiz bulguların nöbet aktivitesi üzerinden farklı bir 

mekanizma ile etki etmiş olabileceğini düşündürmektedir. 

 

Anksiyete, tehdit algısıyla ilişkilendirilmiş olumsuz bir duygusal durumdur. 

Potansiyel tehdit beklentisi veya olumsuz sonuçlar ile karakterizedir. Bu 

duygudurumun patofizyolojisinin daha iyi anlaşılmasına yönelik bir adım hayvan 

modellerinin kullanılmasıdır (150). Yükseltilmiş artı labirent testi, artı şeklini 

oluşturan dört koldan oluşur. Karşılıklı konumlanan iki kol yükseltilmiş duvarla 

çevirili iken diğer iki kol açık olmalıdır (151). Test, kaygısı daha az olan hayvanın 

labirentin açık kolunu daha fazla ziyaret ederken kaygısı yüksek olan hayvanın kapalı 

kolda daha fazla vakit geçirmesi eğilimine dayanmaktadır (152). Epilepside yapılan 

bazı çalışmalar anksiyete benzeri davranışın arttığını gösterirken (153) bazılarında 

azaldığı gösterilmiştir (154). Yine de epilepside artmış anksiyete hem TLE hastaları 

raporlarında bildirilmiş hem de pilokarpin ile oluşturulan TLE modellerinde 

görülmüştür (155). 

 

Bu bağlamda çalışmamızda anksiyeteyi değerlendirmek için uygulanan 

yükseltilmiş artı labirent testinde açık ve kapalı kollarda kalma süreleri ve bu 

sonuçlarla elde edilen anksiyete skorları değerlendirilmiştir. Kontrol ve tedavi grupları 

ile kıyaslandığında SE grubunun açık kolda daha az vakit geçirdiği görülmüştür. 

Bunun yanı sıra tedavi gruplarından 1 mg/kg grubunun açık kolda kontrolden daha 

fazla zaman geçirdiği saptanmıştır. Çalışmamızın anksiyete değerlendirmesi 

sonucunda tedavi edilen gruplarda açık kolda bulunma sürelerindeki artış ile 

anksiyetenin azaldığı görülmüştür. 
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Deneysel kanıtlar, kronik epilepsinin özellikle pilokarpin ile oluşturulan epilepsy 

modelinde, ventral ve dorsal hipokampüste ve amigdalada geniş hasara neden 

olduğunu ortaya koymaktadıır (156). Amigdala lezyonunun boyutundaki farklılıkların, 

tehdit algısındaki farklılıklardan sorumlu olabileceği düşünülmektedir (157). Bu 

gözlemler davranışsal tepkisellikteki farklılıkların, epileptik durumdan ziyade altta 

yatan beyin hasarıyla ilişkili olabileceği öne sürülmüştür (156). Dolayısıyla DLK 

inhibisyonu ile hedef alınan beyin hasarı üzerinde nöronal koruyucu etki ile SE’ye 

bağlı artmış anksiyete üzerinde azaltıcı bir etki yaptığı düşünülebilir.   

 

Epilepsi hastalığında hafıza bozuklukları, şikayetleri sıklıkla karşılaşılan bir 

durumdur. Bu şikayetlerin çoğunluğunu, nöbetlerinin doğrudan hafıza ile ilişkili beyin 

yapılarıyla bağlantılı olduğu TLE hastaları oluşturmaktadır (158). Temporal lob, 

öğrenme ve belleğin dahil olduğu ana yapı olması dolayısıyla spontan nöbetler 

sonucunda bu yapıların zarar görmesi birtakım bellek bozukluklarına sebebiyet 

verebilmektedir (159,160). 

 

Uzamsal öğrenme ve belleğin değerlendirilmesi için Morris su tankı testi 

yapılmıştır. Test, bırakılan farklı konumlardan etrafta bulunan çevresel ipuçlarından 

faydalanarak gizlenmiş platformu bulmaya dayanmaktadır. Uzamsal öğrenme, bu 

denemelerin tekrarı ile değerlendirilirken, referans bellek performansı platformun 

kaldırıldığı prob deneme gününde değerlendirilir. Değerlendirme, platformun 

yokluğunda platformun bulunduğu kadranda bulunma tercihine dayanır. 

 

Grupların kendi içlerindeki 4 günlük performanslarının değerlendirmesinde, SE 

grubunun öğrenme eğrisinin değişmediği, 1. güne kıyasla platformu bulma latansında 

anlamlı bir azalma olmadığı görülmüştür. Kontrol, 1 mg/kg ve 5 mg/kg gruplarında 1. 

günlerine kıyasla platformu bulma latansı anlamlı olarak azalmış, öğrenmenin 

gerçekleştiği görülmüştür. Temporal lob epilepsisinde uzamsal öğrenme ve bellek 

hasarı olduğunu gösteren çalışmalar (161,162) doğrultusunda, GNE-3511 inhibitörü 

ile yapılan DLK inhibisyonunun uzamsal öğrenme üzerinde iyileştirici etkisi olduğu 

görülmüştür. 
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Gün bazında platform bulma latansının, gruplar arası farklarına bakıldığında 1 

mg/kg, 5mg/kg ve kontrol gruplarının 2, 3 ve 4. günlerde SE’ye oranla anlamlı olarak 

düştüğü görülmektedir. 5. gün prob denemesinde ilk 4 günde platformun bulunduğu 

hedef kadranda geçirilen zaman değerlendirildiğinde SE grubunun Kontrol ve 5 mg/kg 

grubuna göre daha az vakit geçirdiği görülürken Kontrol ve ilaç grupları arasında bir 

fark görülmemiştir. Yüzülen mesafenin SE ve tedavi gruplarında Kontrol grubuna göre 

daha düşük olduğu saptanmıştır. Platform çaprazlamada sayısı değerlendirildiğinde SE 

grubunun çaprazlama sayısının Kontrol ve ilaç gruplarına göre daha düşük olduğu 

ayrıca 1 mg/kg grubunun 5 mg/kg tedavi grubuna göre daha düşük çaprazlama sayısına 

sahip olduğu görülmüştür. Yapılan diğer çalışmalarda pilokarpin ile oluşturulmuş SE 

modellerinde hafıza bozuklukları olduğu gösterilmiştir (161,162).  

 

SE kaynaklı öğrenme ve hafıza bozukluklarına bağlı nöronal mekanizmalar henüz 

açıklanamamıştır. Ancak uzun süreli potansiyasyonda (LTP) ve sinaptik etkinlikteki 

kalıcı değişikliklerin hücresel boyutta bu bozuklukla ilişkili olabileceği 

düşünülmektedir. Pilokarpin ile indüklenen SE modeli ile yapılan bir çalışmada LTP 

oluşumunun SE indüksiyonu itibariyle 1 hafta boyunca bozulduğu gösterilmiştir. Bu 

durumun epileptik aktivitenin neden olduğu sinaptik yanıtın satürasyonu ile bağlantılı 

olabileceği düşünülmüştür (163). Başka bir çalışmada, epileptiform aktivitenin, α-

amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit (AMPA) reseptör aracılı CA3-

CA1 sinaps iletiminin N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptörlerine bağlı artışına yol 

açtığını ve böylece ilave sinaptik potansiyasyonu engellediği öne sürülmüştür (164). 

NMDA reseptör alt tipi olan GLuN2B antagonisti ile yapılan çalışmada SE sonrasında 

LTP’deki düşüşün engellendiği görülmüştür. Ekstrasinaptik GluN2B NMDA 

reseptörleri nörotoksisite, dejenerasyon ve hücre ölümü ile de ilişkilendirilmiştir. DLK 

aktivasyonunun hücre dışı stres faktörleri ile aktive olup hücre ölümü ile iişkili olduğu 

bilinmektedir (163).  

 

Çalışmamızda temporal lob epilepsisinde bozulduğu bilinen öğrenme ve bellek 

performansının DLK inhibitörü GNE-3511 ile azaldığı görülmektedir. Hedef kadranda 

geçirilen zaman değerlendirildiğinde SE grubunun Kontrol ve 5 mg/kg grubuna göre 

daha az vakit geçirdiği görülmüştür. Platform çaprazlama sayısına bakıldığında SE 
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grubunun Kontrol ve tedavi gruplarına göre daha az çaprazlama sayısına sahip olduğu 

görülmüştür. Dolayısıyla DLK inhibisyonu ile beklenen nöronal koruyucu etki bu 

mekanizma üzerinden SE sonrası öğrenme ve hafıza bozukluğu üzerinde iyileştirici 

etki yapmış olabileceğini düşündürmektedir. 

 

Hipokampal skleroz fokal epilepsinin ana nedenlerinden biri olarak kabul 

edilmektedir. Ayrıca yeni başlangıçlı fokal epilepsili yetişkinlerin yaklaşık %10'unda 

mevcuttur (165). Sadece nöron ölümüyle değil aynı zamanda kronik epilepsi ve hafıza 

bozukluklarının altında yatan nöronal bağlantı ve ağ davranışındaki değişikliklerle 

karakterizedir (165). Uzun süreli nöbetleri takiben hipokampal hasarın altında yatan 

mekanizmalara ilişkin bilgiler büyük ölçüde SE hayvan modellerinden elde edilmiştir 

(166). Nöronal hasar, epileptik aktivitenin epileptik aktivite süresince glutamat 

reseptörlerinin aktivasyonu yoluyla nöronal ölüme aracılık ettiği eksitotoksisiteden 

kaynaklanmaktadır. NMDA reseptörleri yoluyla aynı zamanda spesifik AMPA 

reseptör alt tipleri yoluyla hücre içi aşırı kalsiyum akışı hücre ölümüne yol açan bir 

dizi reaksiyonla sonuçlanır (167–169). Henüz insana yönelik bir terapiye geçilememiş 

olsa da deneysel çalışmalar nöronal korumaya yönelik başka yaklaşımlar olabileceğine 

işaret etmektedir (165).  

 

DLK, gelişim sırasında nöronlarda stres kaynaklı JNK aktivitesi için gerekli olan 

ve dorsal kök gangliyonun hem nörodejenerasyonu hem de akson rejenerasyonu için 

gerekli olan bir karışık soy kinazdır (18). DLK proteinin aksondaki konumu, aksonal 

yaralanmaya karşı bir hasar sensörü görevi gördüğü hipotezine yol açmıştır (21,22). 

Ayrıca yapılan çalışmalar sonucunda DLK fonksiyonunun aksonal hasar ile sınırlı 

olmadığı aynı zamanda nöronal hasar yanıtı için de gerekli olduğu anlaşılmıştır (24). 

DLK’nin stres kaynaklı JNK sinyalini düzenlediği ve bu sinyalin MSS hastalıklarında 

JNK yolaklarının aksine kurduğu spesifik bağlantı ile yapması doğrudan nöronal 

disfonksiyonu hedeflemek anlamına gelmektedir. Yetişkinlerde DLK kaybının tolere 

edilmesi ve DLK inhibitörünün DLK sinyalinin hücrede oluşturduğu transkripsiyonel 

stres yanıtını tersine çevirebilmesi bir terapötik potansiyele işaret etmektedir (170). Bu 

bilgilere dayanarak pilokarpin ile oluşturduğumuz TLE modelinde DLK 

inhibisyonunun TLE sonucu oluşan hipokampal skleroz üzerinde nöronal koruyucu 
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etkinkinliği araştırılmıştır. Alınan hipokampüsler ile hipokampüste nöronal hücre 

kaybının değerlendirilmesi için histoloji analizi yapılmıştır.  

 

Işık mikroskopisi düzeyinde incelenen piramidal nöronlar, CA1, CA2, CA3 ve 

DG bölgelerinde ayırt edilmiştir. SE grubunda CA1 bölgesinde sitoplazması büzülmüş 

dejenere nöronlar saptanmıştır. Ayrıca perivasküler ödem ve DG bölgesinde ise 

piknotik nöronlar görülmüştür. 1 mg/kg ve 5 mg/kg grubunun kontrol grubuna benzer 

sonuçlara sahip olduğu görülmüştür. Bunun yanı sıra 5 mg/kg grubunda rastlanan 

seyrek dejenere nöronların 1 mg/kg ve kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark yaratmadığı saptanmıştır. Alzheimer, Parkinson ve 

optik sinir hasarı modellerinde GNE-3511 ile yapılan DLK inhibisyonunun nöronal 

koruyucu etkisi, çalışmamızda pilokarpin ile oluşturduğumuz TLE modelinde de 

görülmüştür (21,170). 

 

JNK yolağı, stres uyaranları ile aktive olan c-Jun dahil olmak üzere birtakım 

transkripsiyon faktölerinin aktivasyonuna sebep olur. Bu aktivasyon uyarıcının tipine 

ve uzunluğuna bağlı olarak apoptoz, hücre farklılaşması ve inflamasyon gibi çeşitli 

hücresel yanıtlara sebebiyet vermektedir (171). Yapılan bir çalışmada DLK’nın 

nöronal apoptoza JNK yolağı ve c-Jun fosforilasyonu üzerinden aracılık ettiği 

belirtilmiştir (172). Kullanılan DLK inhibitörü GNE-3511’in c-Jun protein 

seviyelerini üzerindeki etkisinin ölçümü için Western Blot yöntemi uygulanmıştır. 

Protein seviyesi tayini için göreceli bant yoğunluğu analizi yapılmıştır. Sonuçta, SE 

grubunun c-Jun protein seviyesinin Kontrol ve tedavi gruplarına göre daha yüksek 

olduğu görülmüştür. Tedavi gruplarındaki azalmış c-Jun seviyeleri TLE modelinin 

kronik döneminde de DLK inhibisyonunun protein düzeyinde hala etkili olduğunu 

göstermektedir.  

 

Reaktif oksijen türleri pilokarpin ile indüklenen nöbet ve SE gelişiminde rol 

oynamaktadır. Çalışmaların gösterdiği bazı kanıtlar oksidatif stresin nöbet 

sonuçlarından bağımsız olarak kimyasal indükleme yöntemi kaynaklı da 

oluşabileceğini göstermektedir (173). Pilokarpin ile indüklenen SE modeli ile yapılan 

çalışmalar, nöbet aktivitesi ile ilişkili davranışsal, histopatolojik ve nörokimyasal 
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değişimler hakkında bilgi sağlamıştır (174,175). Bu doğrultuda yapılan bazı 

çalışmaların sonuçları SE dolayısıyla lipid peroksidasyonunda artışı glutatyon 

seviyelerinde ise azalmanın olduğunu destekler niteliktedir (176).  

 

Bu doğrultuda oksidan parametrelerin değerlendirilmesi için korteks dokusu 

üzerinde MDA ve GSH düzeyleri analiz edilmiştir. MDA seviyelerinin, SE grubunda 

Kontrol ve tedavi gruplarına göre daha yüksek olduğu görülmüştür. Tedavi dozlarının 

kıyaslanması sonucunda ise 5 mg/kg grubunun 1 mg/kg grubuna göre daha yüksek 

MDA seviyelerine sahip olduğu saptanmıştır. GSH seviyelerine bakıldığında Kontrol 

grubu değerine göre SE ve 1 mg/kg grubu değeri düşük bulunurken 5 mg/kg grubu 

değeri yüksek bulunmuştur. SE grubu değerine ile tedavi grupları kıyaslandığında 1 

mg/kg grubu değeri düşük bulunurken ve 5 mg/kg grubu değerleri yüksek 

bulunmuştur. Tedavi grupları karşılaştırıldığında 1 mg/kg grubu değerine göre ile 5 

mg/kg grubu değeri anlamlı olarak yüksek bulunmuştur. DLK inhibisyonu ile oksidan 

parametrelerin gösterildiği bir çalışma yapılmamıştır. Ancak pilokarpin ile oluşturulan 

TLE modelimizde SE grubunda önceki çalışmalarını destekler nitelikte artmış lipid 

peroksidasyon ve azalmış glutatyon seviyeleri görülmüştür. Lipid peroksidasyonun 

analizini gerçekleştirmek için yapılan MDA düzeyi tayini sonuçlarına bakıldığında 

sonuçlar DLK inhibisyonunun bu seviyeleri azalttığını göstermektedir. GSH 

düzeylerinde yüksek doz grubunun SE’de görülen düşük glutatyon seviyesini 

yükselttiği görülürken düşük doz grubunda bu etki görülmemiştir.  

 

Epilepsi hastalığında lipid peroksidasyon rolünü ve enzim aktivitesinin önemini 

gösteren çokça çalışma olmasına rağmen henüz bu enzimlerin SE’yi hangi 

mekanizmalar ile etkilediği anlaşılmamıştır  (177). Oksidatif stresin SE dolayısıyla 

beyindeki artışı, beyinde büyük miktarlarda oksitlenebilir lipidler ve metaller içermesi 

ancak diğer dokulardan daha az antioksidan mekanizmaya sahip olması ile 

açıklanmaktadır (178). SE dolayısıyla antioksidan mekanizmaların işlevlerindeki 

azalma ile lipid peroksidasyonundaki ve serbest radikal konsantrasyonlarındaki artışın 

kolaylaşabileceği düşünülmektedir (179).  
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Öte yandan E vitamini, lipid peroksidasyonunu önleyen en güçlü lipid-çözünür 

antioksidan olup hücrelerde reaktif oksijen moleküllerinin üretiminin ana yeri olan 

mitokondriyi korumada özel bir role sahiptir. Mitokondriyal E vitamininin 

oksidasyonuna lipid peroksidasyon ürünlerinin oluşumu, değişen enzim aktivitesi ve 

elektriksel iletkenlik eşlik ettiği bilinmektedir. Bununla birlikte, reaktif oksijen 

moleküllerinin üretimi aşırı olduğunda, antioksidan kapasitesi aşırı yüklenir ve bu da 

oksidatif stres ve hücresel oksidatif hasarın gelişmesine neden olmaktadır. E 

vitamininin, hücre ölümü, hayatta kalma ve yenilenme ile ilgili yolları modüle 

edebildiği bilinmektedir (180). Ayrıca, hem in vitro hem de in vivo kanıtlar, özellikle 

inflamatuar süreçlerde E vitamini metabolitlerinin düzenleyici potansiyelini 

göstermiştir (181). Chiricosta ve arkadaşlarının 2019 yılındaki bir çalışmasında E 

vitaminin MAPK yolağını düzenleyebildiği gösterilmiştir (180). JNK’ların da dahil 

olduğunu gösteren çalışma, bulgularımızın DLK-JNK aktivasyonunun engellenerek 

lipid peroksidasyonu azaltılmış olabileceğine işaret etmektedir. 
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6 SONUÇ 

 

Sonuç olarak çalışmada, pilokarpin ile oluşturulan temporal lob epilepsisi 

modelinde DLK inhibitörü GNE-3511’in uygulanmasının, hipokampüsün CA1, CA2, 

CA3 ve dentat girus bölgelerindeki nöronal dejenerasyonu azalttığı, oksidatif stres 

kaynaklı artmış lipid peroksidasyon seviyesini azalttığı, bilişsel-davranışsal olarak 

bakıldığında öğrenme ve bellek performansındaki bozukluğu, temporal lob epilepsi 

modeliyle artan anksiyeteyi ve lokomotor aktiviteyi azalttığı görüldü.  
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