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Abstract

In this study, the effect of MK-801, one of the noncompetitive N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
antagonists, on convulsions that occurred in mice that were given scopolamine and then fed
experimentally after 48 hours of fasting was investigated. In our study, 36 Balb/C adult male mice
weighing 25-30 g were used. Mice were randomly selected and divided into 6 groups. These are
control, scopolamine (3 mg/kg/i.p.), low dose MK-801 (0.17 mg/kg/i.p.), high dose MK-801 (0.51
mg/kg/i.p.), scopolamine + low dose MK- 801 and scopolamine+ high dose MK-801 groups. After the
injections, the animals in all groups were taken to the monitoring cages and fed 20 minutes after the
injections. Convulsion onset times and severity of animals in all groups were measured. At the end of
the follow-up period, animals in all groups, including the control group, were sacrificed under
anesthesia with ketamine (50 g/kg/i.p.) and xylazine (10 mg/kg/i.p.), their blood was drawn and brain
tissues were isolated. Blood ghrelin levels of all animals and some oxidative stress and inflammation
markers and ghrelin levels in brain tissue were measured. Analysis of the study was done using SPSS
v16.0 statistical program. The statistical significance level was taken as p<0.05 in the calculations. It
was observed that scopolamine administration caused a decrease in catalase and superoxide dismutase
activities and ghrelin levels, and increased protein oxidation and inflammatory response. MK-801
treatment has been found to both delay the incidence of convulsions and suppress oxidative stress and
inflammation (p<0.05). We think that these effects of MK-801 are due to the increased ghrelin level, as
the application of MK-801 also causes an increase in the level of ghrelin.
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Ac¢ Farelere Skopolamin Uygulanmasi ve Yem Verilmesi ile
Olusan Konviilsiyonlarda MK-801’in Beyin Dokusundaki
Oksidatif Stres, Inflamasyon ve Ghrelin Diizeylerine
Etkilerinin Arastirilmasi

Bu arastirma Van Yiiziincii Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan
TYL-2019-7854 numarali proje olarak desteklenmistir.

Ozet

Bu c¢alismada deneysel olarak 48 saat ac¢ birakildiktan sonra skopolamin uygulanip ardindan yem
verilen farelerde meydana gelen konviilsiyonlarda, nonkompetitif N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonistlerinden MK-801’in etkisi incelendi. Calismamizda 36 adet, 25-30 gr agirliginda Balb/C
cinsi erigkin erkek fare kullanildi. Fareler rastgele segilerek 6 gruba ayrildi. Bunlar kontrol, skopolamin
(3 mg/kg/ip.), disik doz MK-801 (0,17 mg/kg/i.p.), yiksek doz MK-801 (0,51 mg/kg/ip.),
skopolamin+ diisiik doz MK-801 ve skopolamin+ yiiksek doz MK-801 gruplariydi. Hayvanlara
enjeksiyonlar yapildiktan sonra tiim gruplardaki hayvanlar izleme kafeslerine alindi ve
enjeksiyonlardan 20 dakika sonra yem verildi. Tiim gruplardaki hayvanlarin konviilsiyon baglama
siireleri ve siddetleri olgiildii. Izleme siiresinin sonunda ketamin (50 g/kg/i.p.) ve ksilazin (10
mg/kg/i.p.) anestesizi altinda kontrol grubu dahil tiim gruplardaki hayvanlar sakrifiye edilerek kanlar1
alind1 ve beyin dokular izole edildi. Tiim hayvanlarin kan ghrelin diizeyleri, beyin dokusunda ise bazi
oksidatif stres ve enflamasyon belirtegleri ile ghrelin diizeyleri 6l¢lildii. Calismanin analizi SPSS v16.0
istatistik programu kullanilarak yapildi. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak
alindi. Skopolamin uygulamasinin katalaz ve siiperoksit dismutaz aktivitelerinde ve ghrelin
seviyelerinde diisiise neden oldugu, protein oksidasyonunda ve enflamatuvar yanitta artisa yol agtigi
goriilmiistiir. MK-801 tedavisi ise hem konviilsiyonlarin goriilme sikligini geciktirdigi hem de oksidatif
stresi ve enflamasyonu baskiladig: tespit edilmistir (p<0,05). MK-801 uygulamasmin ayni zamanda
ghrelin seviyesinde de artisa neden olmasi MK-801’in bu etkilerinin artan ghrelin seviyesi sayesinde
gerceklestigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Konviilsiyon, Skopolamin, MK-801, Oksidatif Stres, Ghrelin

1. Giris

Epilepsi hastaligi, Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan serebral noronlarin asir1 desarjma bagh
olarak ortaya ¢ikan ani ve tekrarlayici ndbetlerle karakterize, farkli sebepler ile meydana gelebilen
kronik beyin hastaligi olarak tanimlanmaktadir. Epilepsi nobeti ise beyindeki bir grup néronun ani,
gecici veya kisa siireli, anormal desarji sonucu ortaya g¢ikan duyusal, motor, otonom ve psisik
belirtilerle sekillenen bir semptomdur (Ghit ve ark., 2021). Her yasta goriilebilen epilepsi ile ilgili son
zamanlarda yapilan bir aragtirmaya gore, Diinya genelinde 70 milyon kisinin epilepsi hastas1 oldugu ve
bunlarin neredeyse %90'min gelismekte olan iilkelerde oldugu tespit edilmistir (Singh ve Trevick,
2016). Yapilan cesitli caligmalarda hastalarin  yalnizca 9%25-30’unda epilepsi etiyolojisi
saptanabilmektedir. Inme, genetik yatkinlik, cesitli enfeksiyonlar, travmatik beyin hasari,
serebrovaskiiler hastaliklar, yiiksek ates gibi durumlar epilepsinin bilinen nedenleri olarak
gosterilmektedir (Werhahn, 2009; Ba-Diop ve ark., 2014).

Epileptik nobet ile konviilsiyon kimi zaman es anlamli olarak kullanilmakta olup merkezi sinir
sisteminin (MSS) ani, asir1 ve paroksismal uyarilmasina konviilsiyon denilmektedir (Fischer, 1989).
Bazi ¢alismalarda 48 saat ve daha kisa siire a¢ birakilan fare ve siganlara skopolamin, atropin veya
biperiden gibi antimuskariniklerin/antikolinerjiklerin uygulanmasi ve ardindan yem verilmesinin
konviilsiyonlara neden oldugu goriilmiistiir (Enginar ve ark., 2003; Enginar ve ark., 2005; Enginar ve
ark., 2010). Yapilan calismalarda nobetlerin olusmasinda aclik sonrasi yeniden yemenin ve skopolamin
uygulamasinin 6nemli rol oynadig1 saptanmistir. Antikolinerjik bir ila¢ olan skopolamin uygulamasinin
kolinerjik konviilsiyonlar1 6nledigi bilindiginden dolayr bu bulgular oldukga ilgi ¢ekici ozellik
tagimaktadir. Konviilsiyon olugmasinin skopolamine 6zgii olmadig, diger antikolinerjik ilaglardan olan
atropin ve biperiden uygulamalarinin da ndbetlere neden oldugu gosterilmistir (Enginar ve ark., 2003).
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Konviilsiyonlarin olusumuna yeme davranisinin etkisi incelendiginde sivi yiyeceklerin degil de, kati
yem yemenin ana etken oldugu ortaya konulmustur. Yapilan bir ¢alisma c¢igneme hareketlerinin
konviilsiyonlarm olugmasi iizerine etkili oldugunu gostermektedir (Nurten ve Enginar, 2006). A¢lk
stiresi ile konviilsiyonlar arasindaki iliski incelendiginde 6, 18, 24 ve 52 saat siiren aclik sonrasinda da
konviilsiyonlarin ortaya c¢ikabildigi bildirilmistir. Bu sonuglar ile siirenin degil, yemden yoksun
kalmanin konviilsiyonlarin meydana gelmesinde ana etken olabilecegini gostermektedir (Enginar ve
ark., 2005). Aclikk swasinda glukoz verilerek hipogliseminin 6nlenmesinin konviilsiyonlar1
engellemedigi ve 48 saat siiren agligin beyin sinaptik membranlarma glutamat baglanmasinda, yem
alim1 ve skopolamin uygulanmasi ile kismen geriye dondiiriilebilen degisikliklere yol acabilecegini
gostermistir (Enginar ve ark., 1997; Enginar ve ark., 2003). Skopolamin uygulanmasindan &nce
nonkompetitif N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistlerinden MK-801’in, dopaminerjik
reseptdr antagonistlerinden klorpromazin ve haloperidolun, a2-adrenerjik reseptdr agonistlerinden
klonidin ve tizanidinin uygulanmasi konviilsiyon olusumunu tamamen Onlemis veya azaltmistir
(Enginar ve ark., 1997; Nurten ve ark., 2009; Enginar ve Nurten, 2010).

MSS’nin 6nemli ndrotransmitterlerden glutamat, epilepsi patogenezinde onemli bir rol iistlenmekte
olup etkisini hem iyonotropik hem de metabotropik glutamat reseptorlerini uyararak gosterir (Biiget ve
ark., 2016; Ozdemir ve Ozdemir Giizel, 2016). Glutamerjik sistemin iyonotropik reseptorlerinden olan
NMDA reseptdriiniin nonkompetitif antagonisti olan MK-801’in (Dizosilpin) antikolviilsan etkisinin
oldugu gosterilmistir (Enginar ve ark., 1997).

Yaptigimiz c¢alismada a¢ farelere skopolamin uygulanmasi ve ardindan yem verilmesi ile olusan
konviilsiyonlarda MK-801 uygulanmasi ile konviilsiyonlar1 ne 6lgiide baskiladigi veya sonlandirdigi
gosterilmeye calisilmigtir.  Ayrica olusan konviilsiyonlarda MK-801 tedavisinin oksidatif stres,
inflamasyon ve serum ve beyin dokusundaki ghrelin diizeyleri tizerindeki etkileri tespit edilmeye
caligilmustir.

2. Gerec¢ ve Yontem

2.1. Gereg

2.1.1. Deney Hayvanlar1

Calismamiz, 27.09.2018 tarih ve 09 karar sayili Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onay1 alindiktan sonra, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkez Midiirliigii’'nde gergeklestirildi. Calismamizda 6-8 haftalik Balb/C cinsi, 36 adet erigkin erkek
fare (25-30 g) kullanildi. Fareler, her grup ayr1 kafeslerde yer alacak sekilde, 6zel kafesler icinde
bakildi ve standart fare yemi ile ad libitum olarak beslendi. Fareler 12 saat 1sik/karanlik periyodunda ve
18-22°C’de muamele edildi. Fareler uygulama yapilmadan 10 giin 6nce adaptasyon amaciyla karantina
alta alindi. Deney siiresince giin asir1 igme sular1 degistirildi ve kafes temizligi yapildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Hayvanlara Uygulanan Maddelerin Hazirlanmas1

Deney giinti, skopolamin hidroklorid (3 mg/kg) serum fizyolojik (SF) i¢inde, MK-801 ise (0,17 mg/kg
ve 0,51 mg/kg) (Hiramatsu ve ark., 1998) distile su i¢inde ¢6ziilerek hazirlandi.

2.2.2. Hayvan Gruplarinimn Olusturulmasi

Fareler rastgele secilerek 6 gruba ayrildi. Gruplarin kendi i¢ginde homojen olmasina ve gruplardaki
farelerin agirlik toplamlarinin yaklagik ayni degerde olmasina dikkat edilerek gruplar olusturuldu.
Toplam 6 deney grubu su sekilde olusturuldu;

Kontrol grubu (n=6): 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. olarak SF enjeksiyonu yapild1 ve
hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyondan 20 dakika sonra yem verildi.

Skopolamin grubu (n=6): 48 saat siiresince ac¢ birakilan hayvanlara ip. olarak skopolamin
enjeksiyonu (3 mg/kg) yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyondan 20 dakika sonra
yem verildi (Zengin Tiirkmen ve ark., 2019).

Diisiik doz MK-801 grubu (n=6): 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. olarak MK-801 (0,17
mg/kg) enjeksiyonu yapild: ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyonlardan 20 dakika sonra
yem verildi.

Yiiksek doz MK-801 grubu (n=6): 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. olarak MK-801 (0,51
mg/kg) enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyonlardan 20 dakika sonra
yem verildi.

Skopolamin + Diisiik doz MK-801 grubu (n=6): 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. olarak
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skopolamin (3 mg/kg) ve MK-801 (0,17 mg/kg) enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine
alindi. Enjeksiyonlardan 20 dakika sonra yem verildi.
Skopolamin + Yiiksek doz MK-801 grubu (n=6): 48 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. olarak
skopolamin (3 mg/kg) ve MK-801 (0,51 mg/kg) enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine
alind1. Enjeksiyonlardan 20 dakika sonra yem verildi.

2.2.3. Hayvanlarin Konviilsiyon Baglama Siiresi ve Siklig1 Bakimindan Degerlendirilmesi

Tiim gruplardaki hayvanlar yem verildikten sonra 30 dakika boyunca konvulsiyon sikligi ve
konvulsiyon baglama siiresi agisindan izlendi. Konvulsiyon evreleri 0-5 arasinda skor verilerek
degerlendirildi. Evre 1 ve iistii konvulsiyon yanit1 olarak kabul edildi. Konviilsiyon evreleri;

Evre 0: Fark yok,

Evre 1: Donma ve ¢gene hareketleri,

Evre 2: On ayaklarda klonus,

Evre 3: Sahlanma ile 6n ayaklarda klonus,

Evre 4: Sahlanma ile 6n ayaklarda klonus ve diisme,

Evre 5: Sahlanma ile jeneralize konvulsiyon, diigme ve sigrama olarak degerlendirildi (Chen ve ark.,
2003).

2.2.4. Hayvanlarin Anesteziye Almmasi, Kan ve Doku Orneklerinin Almmasi

Konviilsiyonlarin degerlendirilmesinden sonra 10 mg/kg/i.p. ksilazin (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve 50
mg/kg/i.p. ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) anestezisi altinda farelerin kardiak punction ile
kanlar1 alinarak, beyin dokular1 ¢ikartildi. Alinan kanlar vakit gegirilmeden santrifiij edilerek serumlari
elde edildi. Caligma giinii serumlar dogrudan veya diliie edilerek kullanild1. Beyin dokular1 ise dnce %
0,9’luk sodyum kloriir ¢dzeltisi ile yikanarak {izerindeki kanlarin gitmesi saglandi, daha sonra kurutma
kagidi ile 1slaklig1 giderilerek calisma giiniine kadar -20 °C’de saklandi.

2.2.5. Biyokimyasal Analizler

Yas agirliklar1 100 mg olarak ayarlanan beyin dokularinin iizerine 900 mg fosfat tamponu (1 mmol/L
EDTA ve 50 mM potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (pH: 7.4) igeren) eklendi ve 16000 devir/dakika
hizda 3 dakika siire boyunca mekanik homojenizatér yardimiyla homojenize edildi (Dogan ve ark.,
2018). Cam tiiplere aktarilan doku 6rnekleri 3.000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen siipernatantta biyokimyasal parametrelere bakildi.

Beyin dokularinda lipid peroksidasyonunun belirteci olarak malondialdehit (MDA) diizeyine (Ohkawa
ve ark., 1979), protein oksidasyonunun belirteci olarak protein karbonil diizeyine (Levine ve ark.,
1990), antioksidan durumun belirlenebilmesi i¢in siiperoksit dismutaz (SOD) (Sun ve ark., 1988),
katalaz (Aebi, 1984), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (Paglia ve Valentine, 1967), paraoksonaz (PON)
(Eckerson, 1983) ve arilesteraz (ARE) (Eckerson, 1983) aktiviteleri ile rediikte glutatyon (GSH)
diizeyine (Beutler ve ark., 1963), enflamatuvar yanitin gézlenmesi i¢in ise nitric oksit (NOx) (Miranda
ve ark., 2001) ve prostaglandin E, (PGE,) diizeylerine bakildi. Serum ghrelin diizeyi ile beyin dokusu
PGE, ve ghrelin diizeyleri ELISA kit yardimiyla (Lifespan Biosciences) ve tiretici firmanin direktifleri
dogrultusunda 6lgiildii. Doku protein diizeyleri ise Lowry ve ark.’nm (1951) gelistirdigi yontem
kullanilarak tayin edildi.

2.2.6. Istatistik Analiz

Calisma sonunda elde edilen gruplara ait tiim veriler SPSS (versiyon 16.0) istatistik paket programi
kullanilarak yapildi. Gruplar aras1 karsilastrmalar tekrarlanan Olciimlii varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak gerceklestirildi. Varyans analizini takiben farkli gruplar1 belirlemede Tukey ¢oklu
karsilagtirma testi kullanildi. Tiim analizlerden elde edilen ham degerler, gruplarin ortalamasi = standart
hata seklinde sunuldu. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak alindi.

3. Bulgular

3.1. Konviilsiyonlarin Ortaya Cikma Siireleri ve Oliim Oranlar:

Tiim gruplardaki hayvanlarin konviilsiyon ortaya ¢ikma siireleri ve 6liim oranlar1 Tablo 1’de gosterildi.
Kontrol, diisiik ve yiikksek doz MK-801 gruplarinda konviilsiyon goriilmedi. Skopolamin + Diisiik doz
MK-801 grubundaki hayvanlarda konviilsiyonlarin baglama siiresi skopolamin grubundakilere kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu (p<0,05). Skopolamin + Yiiksek doz MK-801 grubunda ise
konviilsiyonlarin baglama siiresi skopolamin grubuna kiyasla diisiik bulundu ancak bu fark istatistiksel
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olarak anlamli bulunamadi (p>0,05). Tiim gruplardaki hayvanlarda konviilsiyonlar sirasinda Sliim
gozlenmedi.

Tablo 1. Konviilsiyonlarin ortaya ¢ima siireleri ve 6liim orani

Gruplar Konviilsiyonlarin Ortaya Cikma Siireleri | Oliim Oranlari
(sn) (%)
Kontrol 0 0
Skopolamin 227.17476.05 0
Diisiik doz MK-801 0 0
Yiiksek doz MK-801 0 0
Skopolamin + Diisiik doz MK-801 442.33+165.74" 0
Skopolamin + Yiiksek doz MK-801 197+£70.83 0

“Skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)

3.2. Konviilsiyonlarin Evreleri

Tablo 2'de konvulsiyonlarin evreleri ve her gruptaki konviilsiyon gegiren hayvanlarin sayilari
gosterildi. Kontrol, diisiik ve yiiksek doz MK-801 gruplarinda konviilsiyon goriilmediginden dolay1
konviilsiyonlsrin  evrelendirilmesi  yapilmadi.  Skopolamin grubundaki hayvanlarda goriilen
konviilsiyonlar ¢ogunlukla sahlanma ile 6n ayaklarda klonus seklinde gériiliirken, bir hayvanda
sahlanma ile 6n ayaklarda klonus ve diisme, bir hayvanda ise sahlanma ile jeneralize konvulsiyon,
diisme ve sigrama seklinde goriildi.

Tablo 2. Konviilsiyon geciren hayvanlarin sayilar1 ve konviilsiyonlarin evreleri

Gruplar Evre 0 | Evre 1 | Evre 2 | Evre 3 | Evre 4 | Evre 5
Kontrol (n=6) 0 0 0 0 0 0
Skopolamin (n=6)

Diisiik doz MK-801 (n=6)

Yiiksek doz MK-801 (n=6)

Skopolamin + Diisiik doz MK-801 (n=6)
Skopolamin + Yiiksek doz MK-801 (n=6)
n: gruplardaki hayvan sayisi

k=l k=l k=] k=)
TmaN|o oo
(=] k) fe) fen) fan]
(=) Eer) Fan) Ran) SN
S|o|Io|Io|—
o|o|Io|Io|—

3.3. Biyokimyasal Analizler

Tim gruplarin beyin dokusu MDA ve protein karbonil diizeyleri Sekil 1°de gosterildi. Diisiik doz MK-
801 grubunun MDA diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0,05).
Skopolamin ve yiiksek doz MK-801 gruplarinin ise MDA diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla yiiksek
bulundu, ancak bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunamad: (p>0,05). Ayrica skopolamin +
diisik doz MK-801 ve skopolamin + yiiksek doz MK-801 gruplarmm MDA diizeyleri, skopolamin
grubuna kiyasla yiiksek bulundu, ancak bu artis da istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0,05).
Skopolamin + yiliksek doz MK-801 grubunun protein karbonil diizeyi skopolamin grubuna kiyasla
istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0.05). Skopolamin, diisiikk ve yiiksek doz MK-801 gruplarmin
protein karbonil diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulundu, ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunamadi (p>0.05).

18 MDA Diizeyi (nmol/mg protein) 35 Protein Karbonil Diizeyi (nmol/mg protein)

.
12 . It e ik B Kontrol grubu
1.0 20 - M skopolumin grubu
08 15 I Diisiik doz MK-801 grubu
0.6 10 Yiiksek doz MK-801 grubu
:‘1' ] Skopolamin + Diisiik doz MK-801 grubu
) o Skopolamin + Yiiksek doz MK-801 grubu

Sekil 1. Beyin dokusu MDA ve protein karbonil diizeyleri
*Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05)
**Skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05)
(MDA: Malondialdehit)

n
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Tim gruplarm beyin dokusu katalaz ve SOD aktiviteleri Sekil 2’de gdsterildi. Skopolamin ve diigiik
doz MK-801 gruplarmin katalaz aktivitesi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu
(p<0.05). Skopolamin + diisik doz MK-801 ve skopolamin + yiikksek doz MK-801 gruplarinin ise
katalaz aktiviteleri, skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.05).
Skopolamin grubunun SOD aktivitesi, kontrol grununa kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu
(»<0.05). Skopolamin + diisiik doz MK-801 ve skopolamin + yiiksek doz MK-801 gruplarinin SOD
aktiviteleri, skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Diisiik doz MK-
801 grubunun SOD aktivitesi, kontrol grubuna kiyasla diisiikk bulundu, ancak bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli bulunamadi (»p>0.05).

Katalaz Aktivitesi (U/mg protein) SOD Aktivitesi (U/myg protein)
250 16
L 14
200 I

*k
*k
* * 2 i I |
- " B Kontrol grubu

150

s M skopolamin grubu
100 p [ Diisiik doz MK-801 grubu

4 Yiiksek doz MK-801 grubu
50 R Skopolamin + Dilsiik doz MK-801 grubu

. 0 Skopolamin + Yiiksek doz MK-801 grubu

Sekil 2. Beyin dokusu katalaz ve SOD aktiviteleri
*Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05)
**Skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05)
(SOD: Siiperoksit dismutaz)

* %k

Tim gruplarin beyin dokusu GSH diizeyleri ve GSH-Px aktiviteleri Sekil 3’de gosterildi. Diisiik doz
MK-801 grubunun GSH diizeyi, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.05).
Yiksek doz MK-801 grubunun ise GSH diizeyi, kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulundu, ancak bu
artig istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0.05). Skopolamin grubunun GSH-Px aktivitesi, kontrol
grubuna kiyasla diisiik bulundu, ancak bu disiis istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0.05).

60 GSH Diizeyi (nmol/mg protein) 1000 GSH-Px Aktivitesi (U/mg protein)
%
200

50 [ [ . 800 - ‘ | [

40 | 700 B Kontrol grubu
600 - )

30/ 500 . Skopolamin grubu
400 [ Diisiik doz MK-801 grubu

20 300 Yiiksek doz MK-801 grubu

10 2004 Skopolumin + Diisiik dox MK-801 grubu
100

0 N Skopolamin + Yilksek doz MK-801 grubu

Sekil 3. Beyin dokusu GSH diizeyi ve GSH-Px aktivitesi
*Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05)
(GSH: Rediikte glutatyon, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz)

Tim gruplarmn beyin dokusu PON ve ARE aktiviteleri Sekil 4’te gosterildi. Skopolamin grubunun PON
aktivitesi, kontrol grubuna kiyasla diigiik bulundu, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli
bulunamadi (p>0.05). Skopolamin ve diisik doz MK-801 gruplarnin ARE aktiviteleri, Grup 1’e
kiyasla diisiik bulundu, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0.05).

250 PON Aktivitesi (U/my protcin) 350 ARE Aktivitesi (U/mg protein)

200 ‘ } ]
250 - -
B Kontrol grubu
150
200 M skopolamin grubu
100 150 B Diisiik doz MK-801 grubu
100 Yiiksek doz MK-801 grubu
so 50 Skopolamin + Diisiik doz MK-801 grubu
0 0 Skopolamin + Yiiksek doz MK-801 grubu

Sekil 4. Beyin dokusu PON ve ARE aktiviteleri
y
(PON: Paraoksonaz, ARE: Arilesteraz)

Tim gruplarm beyin dokusu NOx ve PGE, diizeyleri Sekil 5’de gosterildi. Skopolamin + diisiik doz
MK-801 ve skopolamin + yiiksek doz MK-801 gruplarmm NOx diizeyi skopolamin grubuna kiyasla
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istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0.05). Skopolamin grubunun NOx diizeyi ise, kontrol grubuna
kiyasla yiiksek bulundu, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0.05). Skopolamin
grubunun PGE, diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.05).
Skopolamin + diisiik doz MK-801 ve skopolamin + yiiksek doz MK-801 gruplarinin PGE, diizeyleri
ise, skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0.05).

25 Nitrik Oksit Diizeyi (nmol/mg protein) 600 Prostaglandin E; Diizeyi (ng/g protein)

s00 *
20 *% * %

%k
s ‘ W *‘* 400 ! £ . Kontrol grubu
N 300 [l skopolamin grubu
10 B Diisiik doz MK-801 grubu
200 Yiiksek doz MK-801 grubu
s 100 Skopolamin + Disiik doz MK-801 grubu
0 » 5| in + Yiiksek doz MK-801 grubu

Sekil 5. Beyin dokusu nitrik oksit ve prostaglandin E, diizeyleri
*Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05)
**Skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05)
(NOx: Nitrik oksit, PGE,: Prostaglandin E,)

Tiim gruplarm serum ve doku ghrelin diizeyleri Sekil 6’da gosterildi. Skopolamin grubunun serum ve

beyin dokusu ghrelin diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0.05).

Skopolamin + diisiik doz MK-801 ve skopolamin + yiiksek doz MK-801 gruplarinin serum ve beyin

dokusu ghrelin diizeyleri ise, skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.05).
Serum Ghrelin Diizeyi (pg/mL) Doku Ghrelin Diizeyi (pg/g protein)

1600 500

450 *%

1400
1200

*%
e
1 ) 400 & I
| 350 r §
Kontrol grubu
1000 % I 300 . ' E.
800 250 B skopolamin grubu
600 200 [ piisiik doz MK-801 grubu
400 150 Yitksek doz MK-801 grubu
100 Skopolamin + Diisiik doz MK-801 grubu
200 ® e
o W Skopolamin + Viiksek doz MK-801 grubu

Sekil 6. Serum ve beyin dokusu ghrelin diizeyleri
*Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05)
**Skopolamin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05)

4. Tartisma ve Sonug

Yapilan bazi arastirmalarda kirk sekiz saat ve daha kisa siire a¢ birakilan fare ve siganlara skopolamin,
atropin veya biperiden gibi antimuskarinik veya antikolinerjik uygulanmasi ve ardindan yem verilmesi
ile konviilsiyonlarin meydana geldigi goriilmiistir (Enginar ve ark., 1997; Enginar ve ark., 2003;
Enginar ve ark., 2005; Enginar ve Nurten, 2010). Antikolinerjik bir ilag olan skopolaminin kolinerjik
konvulsiyonlar1 6nledigi bilindiginden bu bulgular oldukga ilgi ¢ekicidir (Enginar ve ark., 2003).
Cesitli siire zarflarinda a¢ birakilip skopolamin uygulanan ve ardindan yemek verilen farelerde
konvulsiyonlarm olustugu gdzlenmistir. Bu da aglik siiresinin aksine, yem kisitlamasmin konviilsiyon
olusumunda ana etken oldugunu gostermektedir (Enginar ve ark., 2005).

Yaptigimiz ¢alismada kirk sekiz saat a¢ birakildiktan sonra skopolamin uygulanan ve sonrasinda yem
verilen hayvanlarda ortaya ¢ikan konviilsiyonlarda NMDA reseptoriiniin nonkompetitif antagonisti olan
MK-801’in konviilsiyonlar1 ne 6l¢iide baskiladig1 ve/veya sonlandirdigi ve beyin dokusundaki oksidatif
stres, enflamasyon ve ghrelin diizeylerine etkileri gosterilmeye ¢alisilmistir. Kainik asit ile olusturulan
status epileptikus deneysel modelinde MK-801’in, limbik sistemin bazi bolgeleri hari¢ digerlerinde
noroprotektif etkide bulundugu gosterilmistir (Kobylarek ve ark.,, 2019). MK-801’in ayrica
antikolviilsan etki olusturdugu da bilinmektedir (Enginar ve ark., 1997).

Yaptigimiz ¢aligmada kontrol, diisiik ve yliksek MK-801 gruplarinda konviilsiyonlar goriilmemistir.
Skopolamin uygulanmasiyla gorillen konviilsiyonlarin baglama siireleri literatiirle benzerlik
gostermekteydi (Enginar ve ark., 1997; Enginar ve ark., 2003; Enginar ve ark., 2005; Enginar ve
Nurten, 2010). MK-801 tedavisinin skopolamin uygulanan farelerde konviilsiyonlarin baglama siiresini
geciktirdigi goriilmiistiir. Skopolamin grubundaki hayvanlarda yem yemelerine izin verilmeden &nce
herhangi bir konvulsiyon gdzlenmemistir. Hayvanlar yem yemeye basladiktan belli bir siire sonra
konvulsiyonlar goriilmiistir. Bu sonu¢ skopolamin ve yeniden yemek yemenin konvulsiyonlar
tetikledigini diislindiirmektedir. Skopolamin, atropin ve biperidenin heteroreseptor olarak goérev yapan
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M1 ve M2 reseptorlerini bloke etmesi dopamin saliverilmesinde azalmaya ve glutamat saliverilmesinde
artiga yol agmaktadir. Reseptorlerden ikisinin veya segici olarak birinin bloke edilmesi sonucunda
kolinerjik etkinligin azalmasi, asetilkolin saliverilmesinin artig1 veya glutamaterjik ve dopaminerjik
sistemlerdeki degisiklikler konviilsiyonlarin olusumuna yol acabilmektedir (Bacanak, 2019). Uzun
stireli aghigin, beyindeki gesitli reseptorlerin ekspresyonunu veya baglanma 6zelliklerini degistirdigi
gosterilmistir. Kirk sekiz saatlik achigin glutamaterjik reseptorlerde degisikliklere neden oldugu ve 120
saatlik aclhigm ise serebellumdaki GABA reseptorlerini azalttigi bildirilmistir (Bacanak, 2019). Kirk
sekiz saatlik aglik beyinde glutamaterjik reseptorlerde skopolamin ve yem alimi ile kismen geriye
donebilen bazi degisikliklere yol actigindan, aclik sirasinda glutamaterjik sistemde yemden yoksun
kalmanin gereksinimlerini karsilama ya da asir1 glutamat saliverilmesi ile basa ¢ikma seklinde uyumsal
degisikliklerin olabilecegi dne siiriilmiistiir (Enginar ve ark. 2003).

Epilepsi ile ilgili ¢ok yonlii arastrmalar yapilmis olmasmna ragmen, epilepsinin ¢esitli tiirlerinin
patogenezi hakkindaki bilgilerin yetersizligi ve bunlarin altinda yatan temel bozukluklar heniiz agik¢a
ortaya konulmamistir. Ancak tiim epilepsi nobet tiplerinde artmis eksitabilite s6z konusudur. Beyindeki
noronlarda eksitabilite diizeyi eksitator ve inhibitor etkiler arasindaki dengeye baglidir. Eksitator
etkinligin artmasi1 ya da inhibitér etkinligin azalmasi eksitabilitenin artmasma yol ac¢maktadir.
Beyindeki en onemli eksitatdr norotransmitter olan glutamatin iyonotropik reseptorlerinden olan
NMDA reseptorleri epileptogenezde etkin rol oynamaktadir (Gardoni ve ark., 2021). Ren ve ark.
(2016), yiksek glutamat seviyelerinin NMDA reseptorlerini aktive ederek olusan sinaptik
hipereksitabilitenin biiyiikk miktarda Ca*" akisma yol actigini ve Ca®" miktarmm asir1 yiiklenmesi
sonucunda nobetlerin tetiklendigini gostermistir.

Skopolamin uygulamasi sonrasinda diisiik ve yiiksek doz MK-801 verilen farelerde konviilsiyonlarin
donma ve c¢ene hareketleri seklinde oldugu gozlenmis ve konviilsiyonlarin sadece skopolamin verilen
farelere gore daha ge¢ bir siirede basladigi goriilmistir. Bu sonug, MK-801 enjeksiyonunun
konviilsiyonlar1 ~ tamamen  engellemedigini ancak  baskiladigint  gostermektedir.  Artmis
hipereksitabiliteye karsin MK-801’in NMDA reseptorlerini bloke ederek bu etkiyi olusturmasi
muhtemeldir (Enginar ve ark., 1997; Ren ve ark., 2016).

Birgok deneysel calismada, cesitli epilepsi tiirlerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) arttig1 tespit
edilmistir. Nobet aktivitelerinden sonra artan oksidatif stres, proteinler, lipitler ve DNA gibi hiicresel
makromolekiillerin oksidasyonuna yol acabilmektedir. Bu degisiklikler genel olarak hiicresel islevi
zayiflatmakta ve birgok Snemli enzimlerin yapisini ve aktivitesini degistirebilmektedir. ROS ile
indiiklenen sodyum-potasyum ATPaz'm yap1 ve aktivitesinin degistirilmesi, noéronal depolarizasyonla
indiiklenen elektrokimyasal gradyanlarm etkin bir sekilde ters ¢evrilmesine yol agarak eksitotoksisiteye
neden olabilmektedir. Ek olarak, lipid peroksidasyonu, membran gecirgenligini ve membran
proteinlerinin aktivitesini etkileyebilmektedir. Bununla birlikte, ndbetler tarafindan indiiklenen
oksidatif stres, ndronal hipereksitabiliteye yol agabilmektedir. Edinilmis epilepside, nébetlerin beyinde
asirt ROS olugumuna bagli olarak oksidatif hasara neden oldugu birgok kez gosterilmistir. Yapilan
postmortal incelemelerde, temporal lop epilepside doku oksidatif stres parametrelerinin arttigt
bildirilmistir. Ayrica hayvan caligmalarinda hipokampustaki proteinlerde, lipidlerde ve mitokondriyal
DNA'da oksidatif hasar ile baglantili olarak artan ROS iiretiminin oldugu gdosterilmistir (Yuen ve ark.,
2018; Kim ve Cho, 2019).

Oksidatif stresin sadece epilepsi baslangicinin bir sonucu olmadigi, ayn1 zamanda epilepsi olusumunda
rol oynayabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, oksidatif stresi azaltan antioksidanlar son zamanlarda
epilepsi tedavisinde dikkat ¢cekmektedir. Bununla birlikte, tim epilepsi ndbet modellerinde oksidatif
stres hasarinin meydana geldigi gosterilmistir. Yapilan bir arastirmada pilokarpin ile epilepsi
olusturulan siganlarda oksidatif stres ve enflamasyon parametrelerinde artis, antioksidan seviyelerinde
ise diislis gosterilmistir. Bunun yanisira antioksidan 6zellikteki piperin ile yapilan tedavinin bu sonucu
tersine ¢evirdigi gosterilmistir (Mao ve ark., 2016). Liu ve ark. (2019), pentilentetrazol (PTZ)
uygulamasi ile olusturulan epilepsi modelinde lipid peroksidasyonunun arttigini, antioksidan
seviyelerinin ise dnemli dlgilide azaldigini gdstermistir. Ilaca diregli temporal lob epilepsili hastalarda
SOD ve katalaz aktiviteleri ve lipid peroksidasyonunun arttigi, GSH-Px aktivitesinin ise azaldigi
gosterilmistir (Lorigados Pedre ve ark., 2018). Caligmamizda sopolamin uygulamasmin fare beyin
dokularinda katalaz ve SOD aktiviterini azalttig1 gézlemlenmistir. Diger antioksidan parametrelerinde,
MDA ve protein karbonil diizeyinde bir degisiklik tespit edilememistir. Lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonundaki degisikliklerin daha ge¢ bir siire zarfinda gbzlemlenebilecegini
diistinmekteyiz. Diger antioksidanlarin ise lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonundaki artig ile
birlikte degisiklige ugrayabilecegi kanaatindeyiz.
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Cesitli deneysel nobet modellerinde bir takim antioksidanlarin hem nobet belirtilerine hem de eslik
eden biyokimyasal degisikliklere kars1 koruyucu etkileri gosterilmistir (Devi ve ark., 2008). Yaptigimiz
caligmada diisiik ve yiiksek doz MK-801 tedavisinin skopolamin uygulanan farelerin beyin dokusu
SOD ve katalaz aktivitelerini diistirdiigii, ayrica yiiksek doz MK-801 tedavisinin skopolamin uygulanan
farelerin beyin dokusu protein karbonil diizeyini azalttig1 goriilmiistiir. Bu sonuca dayanarak MK-801
uygulamasmin skopolamin ile indiiklenmis konviilsiyonlarda beyin dokusunda antioksidan seviyelerini
arttirrp protein oksidasyonuna karsi koruyucu bir rol istlendigini sdylemek miimkiindiir.
Epileptogenezin hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamis olsa da, fokal veya
sistemik diizensiz enflamatuvar siireclerin, epilepsinin baslangicina aracilik eden anormal sinirsel
baglantiya ve hipereksitabl ndronal aga yol ac¢tig: ileri siiriilmektedir (Rana ve Musto, 2018). Hem
epileptik hastalarda hem de havyanlar lizerinde yapilan calismalarda epileptik nébetlerin enflamatuvar
maddeleri uyardig1 goriilmektedir. Bunun sonucu olarak ndronal dejenerasyon gelismekte ve beynin
eksitabilitesinde artis meydana gelmektedir. Son on yilda yapilan deneysel ve klinik caligmalar
beyindeki enflamatuvar siireclerin, ndbet ve epilepsinin patofizyolojisinde Onemli bir rol
oynayabilecegini ortaya koymaktadir (Vezzani ve ark., 2011).

Inflamatuar mediyatérlerden NOx’in ve PGE,’nin epilepsi ile iliskisini ortaya koymaya calisan bir
takim ¢aligmalar mevcuttur. Bazi ¢alismalar NOx’in prokonvulsan etkisinin oldugunu gdsterirken bazi
caligmalar ise antikonvulsan etkisinin oldugunu gostermektedir (Kapucu, 2019). Wang ve ark. (2019),
hipokampustaki NOx seviyesinin ve ndronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ekspresyonunun ndbetlerden
sonra arttigin1 ve nobetlerle iliskili oldugunu gostermistir. Ote yandan PGE, da enflamasyonda dnemli
bir modiilatordiir. PGE,, epileptik ndbet ve serebral iskemi gibi patolojik siire¢lerde rol oynadigindan
dolay1 noroenflamasyonla iligkili oldugu bilinmektedir (Takemiya, 2017). Ayrica PGE,’ nin,
ndroenflamasyon, ndronal hipertoksisite ve eksitotoksisite, lokal vazodilatasyon ve immiin hiicrelerin
infiltrasyonu {izerindeki 6nemi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Dey ve ark., 2016). Paudel ve ark.
(2018), lityum-pilokarpin ile indiiklenmis sican status epileptikus modelinde, hipokampal dokuda
enflamasyon ve PGE, seviyesinde artis tespit etmistir. Yaptigimiz ¢alismada skopolamin uygulamasi
beyin dokusundaki PGE, seviyesini arttirdigini, ancak NOx seviyesini degistirmedigini, diisiik ve
yiikksek doz MK-801 tedavisinin ise hem PGE, hem de NOx seviyesinde diisiise neden oldugu
goriilmiistiir. Bu bulgulara dayanarak skopolamin uygulamasmin beyinde enflamatuvar yaniti
arttirdigimi, MK-801 tedavisinin ise skopolamin ile indiiklenmis konviilsiyonlarda beyin dokusundaki
enflamasyonu baskilayabilecegini ve bu etkinin dozdan bagimsiz oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Gastrik mukozanin endokrin hiicreleri tarafindan sentezlenen bir oreksijenik peptid olan ghrelin ile
epilepsi arasindaki baglantiy1 arastiran ¢ok sayida ¢aliyma yapilmasina ragmen, bu ¢aliymalardan elde
edilen bulgular olduk¢a farklilik gostermektedir. Bazi ¢aligmalarda serum ghrelin diizeyinin epilepsili
hastalarda artt1g1 gosterilmisken bazi ¢aligmalarda ise bunun tam tersi sonuclar elde edilmistir (Ataie ve
ark., 2011; Ge ve ark., 2017). Hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalar, ghrelinin epileptik nobetleri
engelledigi, dolayisiyla antikonviilsan dzellige sahip oldugunu gostermektedir. Intraperitoneal yolla
ghrelin uygulamasinin siganlarda PTZ ile indiiklenen epileptik ndbetlerin olusumunu biiyiik 6lglide
geciktirdigi veya Onledigi belirtilmistir. Ghrelinin epileptik nobetlerde antioksidan aktivitedeki
azalmay1 onleyerek oksidatif stresi engelledigi ve noroprotektif rol oynadigi bildirilmistir (Ge ve ark.,
2017). Bazi galigmalar, ghrelinin mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu Onleyebilecegini ve
enflamatuvar mediatorlerin ekspresyonunu azaltarak antienflamatuvar etkinlik gosterecegini ortaya
koymaktadir (Ge ve ark., 2017). Yaptigimiz ¢alisma skopolamin uygulamasinin hem serumdaki hem de
beyin dokusundaki ghrelin seviyesini azalttigini, diisiik ve yiiksek doz MK-801 tedavisinin ise ghrelin
seviyesini azalttigin1 gostermektedir. Skopolamin ile indiiklenmis konviilsiyonlarda MK-801
uygulamasmin ayni zamanda enflamatuvar yanitta da inhibisyona neden olmasi, MK-801’in
antienflamatuvar aktivitesinin ghrelin {izerinden gerceklestigini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, yaptigimiz ¢alisgmada skopolamin uygulamasinin bazi antioksidanlarin aktivitelerinde ve
ghrelin seviyelerinde diisiise neden oldugu, protein oksidasyonunda ve enflamatuvar yanitta artisa yol
actig1 goriilmiistir. MK-801 tedavisi ise hem konviilsiyonlarin goriilme sikligmi geciktirdigi hem de
oksidatif stresi ve enflamasyonu baskiladigi tespit edilmisti. MK-801 uygulamasmin ayni zamanda
ghrelin seviyesinde de artisa neden olmasi MK-801’in bu etkilerinin artan ghrelin seviyesi sayesinde
gerceklestigini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte MK-801’in muhtemel néroprotektif etkinliginin hangi
mekanizmalar tizerinden meydana geldigini s6yleyebilmek i¢in yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tesekkiir: Bu arastirma Van Yiiziincii Y11 Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan TYL-2019-7854 numarali proje olarak desteklenmistir.
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Cikar Catismasi: Yazarlar arasinda ¢ikar bulunmamaktadir.
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