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CURCUMIN (ZERDEGALYIN PRIMER ASTROGLIAL HUCRE HATTINDA PENISILIN
iLE INDUKLENEN ASTROSIT STRESINE — OLUMUNE (NEKROSIS - APOPTOSIS)
KORUYUCU ETKisi

Nuriye KURBETLI
Doktora Tezi, Anatomi AD.
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Sahika Pinar AKYER
Temmuz 2021

Epilepsi dinya uzerinde 50 milyondan fazla insani etkileyen dnemli bir hastaliktir. Son
yillarda epilepsi mekanizmasinda astrositlerin dne ¢ikmasi, hastaligin mekanizmasinda
ve sonug olarak antiepileptik ilag calismalarinda degisikliklere sebep olmustur. Genellikle
epilepsinin sebebi hippocampus’taki sklerotik alanlar olarak bilinir. Gergekte astrositler
sklerotik dokuda glutamate salinimini baslatirlar. Glutamat c¢evredeki ndéronlari
heyecanlandirir ve nobet aktivitesi gerceklesir. Deneysel epilepside penisilin, epilepsi
modelinin olusturulmasinda yaygin olarak kullanilir. Bunlarin yaninda énceki ¢galismalar,
Curcumin’in uygun konsantrasyonlarda néron hiicresini koruyabildigini gdstermistir. Bu
calismanin amaci, nérodejeneratif hastaliklarda etkisi kanitlanan Curcumin’in, penisilin
tarafindan primer astroglial hiicre hattinda induklenen astrosit dejenerasyonu Uzerindeki
protektif etkisini géstermektir. Bu ¢alisma Curcumin’in penisilinin neden oldugu astrosit
olumune etkisi ile ilgili olan ilk calismadir. Bu amagla, yeni dogan sican beyni ekstrakte
edildi ve daha sonra mekanik olarak astroglial hiicre stuspansiyonuna ayrildi ve son
olarak kultir ortaminda buyutuldu. Penisilin icermeyen ve 1000 IU penisilin igeren
ortamlarda farkli curcumin konsantrasyonlari (5, 10, 20, 25, 50, 75, 100, 150 uM)
kullanildi. Penisilin astroglial hicrenin canlihgini istatistiki olarak anlamli sekilde
azaltirken, buna kargin curcumin, penisilinin primer astroglial hiicre hattina yol actigi
hasari engelleyerek istatistiki olarak anlamli derecede hlcre canlihgini arttirdigi
g6zlendi. Orneklerden elde edilen cDNA'lar ile Bax, Bcl2, CDK6, P21 ve Cyclin D1
seviyeleri, Real-Time PCR cihazi ile ve “Comparative CT” analizi yapilarak belirlendi. Ek
olarak Western Blot yontemi ile p38 MAPK ve fosfo p38 MAPK, ¢ June N terminali (JNK),
AMPK alfa 1 ve fosfo AMPK alfa 1, kaspaz 3, asetil coA karboksilaz ve son olarak
sitokrom c¢ duzeylerine bakildi. RT-PCR ve western blot sonuglarinin her ikisinde,
penisilin uygulanan hticre hatti ile curcumin uyguladigimiz penisilinli hiicre hatti gruplari
arasinda mekanizmayi aciklayici istatistiki olarak anlamh farklar bulundu. Hicrenin
hayatta kalmasinin, curcumin’e kuvvetle bagli oldugu gdsterildi. Gérduk ki curcumin
potansiyel olarak p38 MAPK ve JNK'yi inhibe ederek hicre canhligini arttirir. Genel
olarak, bu g¢alisma, curcuminin, hastaligin baslamasi ve ilerlemesi sirasinda gézlenen
oksidatif stres, noroinflamasyon, apopitoz ve astroglial kayip gibi molekiler ve hicresel
degisiklikleri degistirmedeki potansiyel rollerine ek olarak epileptik ndbet semptomlarini
hafifletebilecegini ortaya koymustur. Curcumin’in epileptik nobeti Onleyen c¢oklu
mekanizmalariyla birlestiriimis guvenlik profili, epilepsi tedavisinde bu maddenin umut
verici bir yonudur. Ancak, su ana kadar mevcut kanitlar baslangic niteligindedir;
Epilepside uzun vadeli etkinligini ve guvenligini belirlemek i¢in daha ileri klinik dncesi ve
klinik calismalara ihtiya¢g vardir. Sonugta; curcumin’in antiepileptik ajan olarak
kullanilabilecegini distntyoruz.

Anahtar Kelimeler: curcumin, astrosit, penisilin, sigan, yenidodan, beyin, htcre kaltard,
hicre 6limu, hiicrenin hayatta kalmasi

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No:2019SABE025).
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ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF CURCUMIN (CURCUMA LONGA) ON ASTROCYTE
STRESS - DEATH (NECROSIS - APOPTOSIS) IN PRIMARY ASTROGLIAL CELL
LINE

Nuriye KURBETLI
PhD Thesis in Anatomy
Supervisor: Dog. Dr. Sahika Pinar AKYER (MD. PhD)
June 2021

Epilepsy is an important disease that affects more than 50 million people around the
world. In recent years, the prominence of astrocytes in the mechanism of epilepsy has
led to changes in the mechanism of the disease and, consequently, in antiepileptic drug
studies. Often the cause of epilepsy is known as sclerotic areas in the hippocampus. In
fact, astrocytes initiate the release of glutamat in the sclerotic tissue. Glutamat excites
surrounding neurons and seizure activity occurs. In experimental epilepsy, penicillin is
widely used to establish the epilepsy model. Besides, previous studies have shown that
Curcumin can protect neuron cells at appropriate concentrations. The aim of this study
is to show the protective effect of Curcumin, which has been proven to be effective in
neurodegenerative diseases, on astrocyte degeneration induced by penicillin in the
primary astroglial cell line. This is the first study on the effect of Curcumin on penicillin-
induced astrocyte death. For this purpose, newborn rat brain was extracted and then
mechanically separated into astroglial cell suspension and finally grown in culture
medium. Different curcumin concentrations (5, 10, 20, 25, 50, 75, 100, 150 uM) were
used in media without penicillin and containing 1000 IU penicillin. While penicillin
statistically significantly decreased the viability of the astroglial cell, curcumin increased
the cell viability statistically significantly by preventing the damage caused by penicillin
to the primary astroglial cell line. The cDNAs and Bax, Bcl2, CDK6, P21 and Cyclin D1
levels obtained from the samples were determined by Real-Time PCR device and
"Comparative CT" analysis. In addition, p38 MAPK and phospho p38 MAPK, ¢ June N
terminal (JNK), AMPK alpha 1 and phospho AMPK alpha 1, caspase 3, acetyl coA
carboxylase and finally cytochrome c levels were measured by Western blot method. In
both RT-PCR and western blot results, statistically significant differences were found
explaining the mechanism between the penicillin-treated cell line and the curcumin-
treated penicillin cell line groups. Cell survival has been shown to be strongly dependent
on curcumin. We found that curcumin potentially increases cell viability by inhibiting p38
MAPK and JNK. Overall, this study revealed that curcumin may alleviate epileptic seizure
symptoms in addition to its potential roles in modifying molecular and cellular changes
such as oxidative stress, neuroinflammation, apoptosis, and astroglial loss observed
during disease onset and progression. The safety profile of curcumin combined with its
multiple mechanisms of preventing epileptic seizure is a promising aspect of this agent
in the treatment of epilepsy. However, the evidence available so far is preliminary;
Further preclinical and clinical studies are needed to determine its long-term efficacy and
safety in epilepsy. In conclusion, we think that curcumin can be used as an antiepileptic
agent.

Keywords: curcumin, astrocyte, penicillin, rat, newborn, brain, cell culture, cell death,
cell survival

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project numbers: 2019SABE025).
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1.  GIRiS

Epilepsi Yunanca ‘kavramak, yakalamak, ele gecirmek’ anlamina gelir. ‘Epi’
Ustlinde, Ustinden, ‘lipis’ tutmak, tutup sarsmak” kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur.
Nobet s6zciigl icin ingilizce tutmak, yakalamak, ele gegirmek anlamindaki ‘to seize’
fiilinden tlretilen ‘seizure’ kelimesi kullaniimaktadir (Swaiman KS 2005).

Epilepsi; epileptik ndbetler ortaya ¢ikarmaya meyilli bir beyin yapisi ve bunun yol
actigr norobiyolojik, bilissel, psikolojik ve sosyal sonuglarla karakterize bir beyin
hastaligidir. Epilepsi, tipki kanser gibi, tek bir hastalik bitlini degildir; beynin normal
fonksiyonlarinda bozulmaya yol acan, pek cok farkli sebepten kaynaklanabilen,
birbirinden farkli nébetlerle karakterize tablolarin genel adidir. Epilepsi nébeti beyinde
meydana gelen, normal olmayan asiri veya senkronize aktiviteden kaynaklanan, gecici
belirtiler ve/veya semptomlardir (Fisher, Boas et al. 2005).

Astrositler beyinde destekleyici ve homeostatik bir islev saglarlar ve birbirleriyle
kimyasal sinyal yoluyla iletisim kurarlar. Astrositler, néronlar arasindaki bilgi aktarimini
algilar ve kontrol eder.

Astrositler ndronlari gevreleyen hicre disi boslukta uygun iyon ve nérotransmiter
seviyelerini korumak igin hiicre disi bogluktan iyonlari ve nérotransmiterleri hiicreye tasir.
Bu islevler, elektriksel uyarilari ateslemek ve sinaptik iletim yoluyla iletisim kuran
noronlarin zar potansiyelini korumak icin gereklidir. Astrosit populasyonlari arasinda
hucreler arasi baglanti gegitleri yardimi ile gergeklesen hicresel giftlesme, elektrik ylku
tasiyan aksonlar tarafindan salinan potasyum iyonlarini “sifonlar” ve kan akisina karigip
bosaltimi yapilmasi igin astrositik aga gonderir. Astrositlerin bir diger gorevi de laktat ve
glikoz vererek néronlara fiziksel ve metabolik destek saglamaktir (Marieb 1936/2017).

Astrositler, hem glukoz hem de glutamattaki benzersiz bozunmalari yoluyla beynin
metabolizmasinda onemli bir rol oynamaktadir (Hertz, Dringen et al. 1999). Astrositin bu
sureclerdeki 6nemi, normalde néronlarda bulunmayan bazi anahtar enzimlere sahip
olmasinda yatar.

Epilepsi ile ilgili olarak insanlar Uzerinde yapilabilecek caligmalar sinirlidir.

Ozellikle de hastaligin temeline ydnelik incelemeler hayvan deneylerini zorunlu hale



getirmektedir. Bu galismalar igin gesitli hayvan epilepsi modelleri geligtirilmistir (Alonso-
deFlorida and Delgado 1958, Marangoz 1997, Kobow, El-Osta et al. 2013). Deneysel
epilepsi modelleri, konvilzan etki yapan ilaglar, GABA’erjik antagonistler, nérotoksinler
ve lezyon uygulamalari ile ortaya cikarilabilir. Penisilin kaynakli deneysel epilepsi modeli
bu modeller icerisinde yaygin kullanilanlardan birisidir (Marangoz 1997)

Curcuma longa rizomlarindan tiretilen ve zerdecal olarak bilinen Curcumin,
polifenolik bir molekildir; biyoaktif bir bilesiktir ve vicudun farkli merkezi sinir sistemi
bozukluklarinda, 6zellikle preklinik ¢galismalarda faydalidir (Morales, Cerda-Troncoso et
al. 2017, Shen, Wei et al. 2017, Wang, Liu et al. 2017). Oldukga lipofilik olan bu molekdil,
kendi basina veya farkli formulasyonlarda kan-beyin bariyerini asabilir (Chiu, Lui et al.
2011, Zhang, Tian et al. 2014). Beyinde kaldigi sure boyunca farkli buyime ve
transkripsiyon faktorlerini, enzimleri ve sitokinleri etkiledigi bilinmektedir fakat
ndroprotektif etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir (Aggarwal, Sundaram et al.
2007).

Klinik éncesi ¢aligmalar, curcumin’in epilepsi bozukluklarinin tedavisi icin yararl
etkisini gostermistir. Molekdl, akut ve kronik epilepsinin kimyasal ve elektriksel modelleri
dahil olmak Uzere Klinik dncesi ¢alismalarda anti-ndébet potansiyeline sahiptir (Bharal,
Sahaya et al. 2008, Jyoti, Sethi et al. 2009, Mehla, Reeta et al. 2010, Choudhary, Mishra
et al. 2013).

Calismamizda curcumin’in penisilin ile induklenmis astrosit hlicre hattinda protektif
etkisini gostermek istedik. Deneysel epilepsi modellerinden penisilinle olusturulan modeli
primer astrosit hiicre hattina uygulayarak bir epilepsi mekanizmasi olusturduk. Curcumin
temporal lob epilepsi modelinde spontan tekrarlayan nobet siddetini azalttigi igin anti-
epileptojenik aktiviteye sahip oldugu gdsterilmistir (de Lanerolle and Lee 2005).
Curcumin’in ayrica antioksidan ve anti-enflamatuar yapisinin da gézlenen anti-nobet
etkilerinden sorumlu olabilecedi dusinulmektedir. Fakat kesin mekanizma net degildir.
Curcumin, biyoyararlanim sorunlari ¢ozullrse epilepsi bozuklugu olan hastalarda faydali

olabilir.

11 Amag

Epilepsi hastaligi yasam kalitesini duslren kronik slrecli ndrolojik bir hastaliktir.
Curcumin'in néronlar Uzerindeki etki mekanizmasinda glial hicreler de rol almaktadir.
Literatirde curcumin'in epileptik sigan korteksinde glial aktivasyonu belirgin sekilde
azalttigr gosterilmigtir. Bizim amacimiz primer astroglial hiucre hattinda penisilin

tarafindan indlklenen astrosit hiicre 6limu Uzerine farkli konsantrasyonlarda curcumin



etkisinin gosterilmesi ve penisilin epilepsi modellerinin hucre kilturi dizeyinde yaptigi
dejenerasyon ve hicre kaybi mekanizmasini kullanarak curcumin’in epilepsi
mekanizmasi olusturulmusg primer kortikal astrosit hiicrelerindeki etkilerini incelemektir.
Boylece curcumin'in antiepileptik ve biyolojik etkisinin molekiler mekanizmasi

aciklanarak literatlre katki saglanacaktir.



2. KURAMSAL BILGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1. Anatomi

Merkezi sinir sistemi (MSS), beyin ve medulla spinalis’den olugur. Beyin ve
medulla spinalis, periferden merkeze ve merkezden perifere dogru olan inaniimaz
sayidaki impulslarin baglantisini ve yonlendirilmesini gergeklestirmesi agisindan, birgok
kisi tarafindan, birbirine bagl ag olarak calisan bilgisayarlarin “bulut” sistemine
benzetiimektedir. Bu tir benzetmeler medulla spinalis'in  bazi calismalarini
aciklayabilmesine ragmen, insan beyninin harika karmasasini tam anlamiyla ifade
edememektedir. Bizler beyni gelismis biyolojik bir organ olarak da etkileyici bir bilgisayar
ag! olarak da gorsek veya basitce bir mucize olarak dusltnsek de bilinen en sasirtici yapi
oldugu oldukga aciktir.

Beynin siradan goruntisu bize onun olaganusti yetenekleri ile ilgili bazi ipuglari
vermektedir. Beyin iki avug dolusu, pembe gri renkli, ceviz gibi ylzeyi girintili ¢ikintili,
soguk yulaf ezmesi kivaminda bir dokudur. Ortalama yetigkin bir insan beyni yaklasik
1500 gram kadardir (Marieb 1936/2017).

Normal beyin fonksiyonlari ndéronlarin surekli elektriksel aktivitelerinden
kaynaklanmaktadir. Elektroensefalogram veya EEG bu tip aktiviteleri bazi acilardan
kaydetmektedir. EEG sacli deri Uzerine elektrodlarin yerlestiriimesiyle ve bu elektrodlarin
degisik kortikal bdélgeler arasindaki voltaj farklarini dlgen bir cihaza baglanmasi ile
yapilmaktadir. Kaydedilen néronal elektriksel aktiviteler beyin dalgalari olarak
adlandiriimakta ve bu dalgalar substantia alba’daki aksiyon potansiyellerinden daha ¢ok
cortex yuzeyindeki sinaptik aktivitelerden kaynaklanmaktadir. Her birey parmak izlerinde
oldugu gibi benzersiz beyin dalgasi modeline sahiptir (Netter 2013).

Beyin dalgalari yas, duyu uyaranlari, beyin hastaliklari ve vucudun kimyasal
durumuna bagh olarak degisiklik gostermektedirler. EEG, epilepsi, uyku bozukluklari
tanisinda ve beyin fonksiyonu arastirmalarinda kullaniimaktadir. Beyin dalgalarinin

frekanslarinin ¢ok ylksek veya c¢ok disuk olmasi cortex cerebri fonksiyonlarinda



meydana gelen problemleri disindirmektedir ve her iki asiri durumda da bilingsizlik
durumu mevcuttur. Spontan beyin dalgalari biling kapanmasi veya koma durumlarinda
bile olustugundan dolay! beyin dalgalarinin olmamasi beyin 8limunun klinik kanitidir
(Marieb 1936/2017).

2.2. Epilepsi

Epilepsi, Dinya Saglik Orgiti tarafindan birgok etyolojik sebebi olan kronik
serebral fonksiyon bozukluu sonucunda goérilen tekrarlayici ndbetler olarak
tanimlanmistir (Brodie and French 2000). Epilepsiler, paroksismal serebral disritmi,
ndbetler ve konvllsiyonlar ile karakterize, insan yasamini mental ve fiziksel olarak
olumsuz etkileyen, merkezi sinir sistemi bozukluklarinin heterojen bir grubu olup, genel
prevalansi %0,5 — 1 olarak kabul edilmektedir. Bunlar dinya ¢apinda 65 milyon insani
etkileyen en yaygin epizodik beyin hastaliklaridir (Patel, Acharya et al. 2020).

Epilepsi norolojik hastaliklar arasinda g¢ocukluk ve ergenlik ¢aginda en sik,
yetiskinlerde ise nérovaskiler hastaliklardan sonra en sik rastlanan ikinci hastalik olarak
belirtiimektedir. Uglinci diinya Ulkelerinde ve birinci diinya Ulkelerinin bazi bélgelerinde
gorulme orani iki katina kadar ¢cikmaktadir (Andreoli TE 2000).

Epilepsi'nin tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. islam’dan énce Saman’in
(kam/baksi) yanisira, o dénemde hekim rolunu Ustlenmis Otaci adi verilen kKigiler de
bitkisel ve hayvansal Urunler, bazi tuzlar ve metallerden yararlanarak hastaliklari
iyilestirmeye ve onlemeye calismistir. Ayrica, Altay Samanlari arasinda epilepsi
hastalarina Irimci dendidi ve bu kisiler ndbet gecirdiginde gaipten haber verdiklerine
inanildigi bildiriimektedir. Divani Lagat-it Turk’te (XI. yy) Talgan-ig s6zcugu saranin
karsiligi olarak ifade edilmektedir. Turkler islam’i kabul ettikten sonra XIV. yy sonlari ve
XV. yy’da Anadolu’da Tlrkge yayinlanmig tip kitaplarinda epilepsiye 6nemli yer ayrildigi
ve bunlarda genellikle Galen’in, Dioskorides’in ve ibn-i Sina’nin etkileri oldugu
gorilmektedir. Bu eserlerde epilepsinin basa (beyne) ait hastaliklar arasinda incelendigi
ve tedavisinde genel olarak mistik olmayan (sekiler) yaklasimlarin yer aldigi
belirtiimektedir. Ayrica “sara” sdzcigunun Turklerdeki karsihdinin uguk veya tutarik
olmasi dikkat ¢cekmektedir. XIX. yy ikinci yarisindan itibaren Tlrk tibbinda epilepsiye
yaklagimda batidaki degisikliklerin izlendigi géruimektedir (Eskazan 2004).

Epilepsi, ilk kez ibni Sina tarafindan tip terminolojisinde yer almistir. ibni Sina
‘Epileptik ndbet beyinden kaynaklanir, duyularin kaybi ve disme olur.’ seklinde epilepsiyi
tarif etmistir (Naderi, Acar et al. 2003). Eski ¢aglarda ise bu hastaligin Tanri tarafindan

gobnderilen bir hastalik oldugu distnutlmustr.



Epilepsi terimi ilk defa 1874 yilinda Jackson tarafindan “epilepsi gri maddenin
zaman zaman ortaya ¢ikan ani, asirt hizh ve lokal bosalimlarinin adidir” seklinde
betimlenmigtir (Jackson 1958). 1920 yilinda Hans Berger'in ilk kez elektroensefalogram
(EEG) kullanmasi ile epileptik ndbetler anlagiimaya baglanmistir (Berger 1929).

Epilepsi hastasi olan bir kisi higbir uyari olmadan kontrolstiz kasilmalar nedeniyle
bilincini kaybederek yere dusebilir. Epileptik nébetler bir grup néronun elektriksel
desarjindan dolay! olusmaktadirlar ve kontrol altina alinmadiklari strece diger
mesaijlarin iletiimemesine yol agarlar (Netter 2013).

Epileptik bir nébet, beyindeki anormal asiri néronal aktiviteden dolayi olusan gegici
semptomlara verilen addir. Epilepsi, ndrobiyolojik, kognitif, psikolojik ve sosyal sonuclari
olan ve epileptik ndbetler olusturmaya kalici bir yatkinlik gésteren bir hastaliktir. Epilepsi
tanimi icin en az bir epileptik nébet ortaya cikmalidir (Fisher, Boas et al. 2005).
Epileptogenezis, spontan ndbetlerin olusmasina neden olan molekller ve hicresel
degisiklikler kaskadinin tetiklenmesi ile sonuglanan beyin hasari slrecini ifade
etmektedir (Pitkdnen and Lukasiuk 2009). N6betler epilepside karakteristik olan sirekli
tekrar eden nobetli hastaliklardan kaynaklanabilecegi gibi; hipoglisemi, hiponatremi ve
beyin metabolizmasindaki bunlara benzer gecici degisikliklere bagli da olusabilmektedir.
Nobet olusumuna yol acan yaygin faktorler; metabolik anormallikler (hipoglisemi ve
hiperglisemi, hiponatremi, hipokalsemi vs.), alkol yoksunlugu, akut ndrolojik hasar
(menenijit, ensefalit gibi infeksiyonlar, inme, kafa travmasi), teofilin, trisiklik
antidepresanlar gibi noébet esidini duslren ilaglar ve c¢ocuklarda yuksek atestir.
Epilepsiye yatkin serebral néronlarin fonksiyonunun veya yapisinin (makroskopik veya
mikroskopik) degismesine neden olan herhangi bir sure¢ epilepsiye egilimi artirmaktadir.
Epilepsiye sebep olabilen bazi yapisal beyin hastaliklarini konjenital (heterotopiler,
kortikal displazi), dejeneratif (Alzheimer hastaligi), enfeksiy6z (menenijit, ensefalit, abse),
travma, timar, vaskuler hastaliklar(vaskuler malformasyon, inme, subaraknoid hemoraji)
seklinde 6zetleyebiliriz (Shneker and Fountain 2003).

Epilepsi her yuz kisiden birinde herhangi bir entellektiiel bozukluk olmadan veya
olusturmadan goérulebilmektedir. Genetik faktorler 6nemli rol oynasa da kafa
travmalarinin, inmenin, enfeksiyonlarin veya timodrlerin sonucu olarak da epilepsi
gozlenebilmektedir (EE Altay 1999).

Epileptik nébetler gérilme sekilleri veya ciddiyetlerine gore ¢ok blyuk farkliliklar
gosterirler. Absans ndbetler, genel olarak petit mal olarak da bilinen bu ndbetler, birkag
saniye biling kaybiyla birlikte gorilebilen hafif bir formdur. Tipik olarak kiiguk ¢ocuklarda
g6zlenmekte ve siklikla 10 yas civarinda kaybolmaktadirlar. Tonik-klonik nébetler, genel
olarak grand mal olarak bilinen bu nébetler epileptik ndbetlerin daha siddetli ve konvulsif

formudur. Etkilenen kisi bilincini kaybeder, siklikla yogun kasilmalar sirasinda kemikleri



kirilabilmekte, kas kontraksiyonlari en sert sekli ile gézlenebilmektedir. Bu ndébet tipinde
bagirsak ve mesane kontrolinin kaybi ve dilin ciddi isiriimasi sik gézlenmektedir.
NObetin suresi birka¢ dakikadir ve ardindan kaslar gevser, etkilenen kisi uyanir ancak
takip eden birkag dakika boyunca kisinin oryantasyonu bozuktur (Netter 2013).

Epileptik nébet gecirenlerin gogu nbébet baglamadan dnce tat, koku, 1sik gakmalari
gibi sensoriyal hallisinasyonlar deneyimlemektedir. Bu fenomen “aura” olarak
adlandiriimakta ve kisiye yere uzanarak zemine dismekten korunmak igin zaman
kazandirmaktadir. Yunanca'da "hava", Latince'de "esinti" anlamina gelen Aura; antik
¢agda Galen'in hocasi Pelops tarafindan damarlardaki kandan basa yayilan his olarak
tanimlanmistir. Galen ekollinii benimseyen bilimciler aurayi epileptik ataklarin gelecegini
haber veren periferik bir his olarak tanimlamayi sirdidrmuslerdir. Aura hasta tarafindan,
ndbetten sonra tanimlanan retrospektif bir histir, gdézlenebilir bulgulari yoktur (Epilepsy
1981).

Uluslararasi Epilepsiyle Savas Derneginin (International League Against Epilepsy
— ILAE) uzun yillar siren c¢alismalari sonucunda, 1989 yilinda epilepsi ve epileptik
sendromlar; nébet tipi, etyolojisi, ndbeti uyaran faktérler, baslangi¢ yasi, tedavi segimi
gibi faktorleri de kapsayacak sekilde yeniden siniflandirilmistir. Bu siniflamada iki ana
grup bulunmaktadir. ilk gruptaki epileptik sendromlar jeneralize epilepsileri, diger grupta
ise lokalizasyonla iligkili epilepsileri icermektedir. Gerek jeneralize gerekse
lokalizasyonla iligkili epilepsiler kendi iglerinde nedene ydnelik olarak idiyopatik (primer),
semptomatik veya kriptojenik olarak ayrilirlar. idiyopatik epilepsilerde herediter yatkinlik
disinda altta yatan herhangi bir patolojik stire¢ yoktur. Semptomatik epilepsilerin ise
bilinen veya suphelenilen bir merkezi sinir sistemi bozukluguna bagh olarak gelistigi
kabul edilir. Semptomatik oldugu disunuldigia halde sebebi bulunamayan epilepsilere
de kriptojenik epilepsiler denir (Epilepsies and Syndromes 1989).

Epilepsi siklikla antiepileptik ilaglarla kontrol altina alinabilmektedir. ilaclarin
nobetleri engellemekte yetersiz kaldiklari durumlarda vagus sinir stimulatorti veya derin
beyin stimulatori uygulamasi yapilabilmektedir. Bu cihazlar beynin elektriksel aktivitesini
stabilize edebilmek amaci ile n. vagus’a veya direkt olarak beyine belirli araliklarla akim
vermektedirler. Devam etmekte olan arastirmalarda elektrotlarin beyne yerlestirilerek

nobetlerin 6ngorilmesi ve gelecek olan ndbetlerden kisinin korunmasi planlanmaktadir.

2.2.1. Epilepsi Olusumundaki Mekanizmalar

Epileptogenezden sorumlu hicresel mekanizmalar halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Epilepsi nébetlerinin timinde ayni mekanizmadan s6z edilmez,

fakat hepsinde artmis néronal uyarilabilirlik ve senkronite gibi ortak 6zellikler mevcuttur.



Epileptojenik odak adini verdigimiz beyin bdlgelerindeki hlcreler tam agiklanamayan
nedenlerle artmis uyarilma ve anormal ateglenme 6zelligi gosterirler ve etraflarindaki
normal hticreleri de bu duruma ortak ederler (Baykan, Girses et al. 2004). Bazi epileptik
sendromlarda genetik faktorlerin roli gésterilmistir. Ornegin, gen mutasyonlari anormal
iyonik kanal fonksiyonlarina yol acabilmekte ve anormal ag baglantilarini fazladan
etkileyebilmektedir (Stafstrom 2006). Fakat monogenetik kalitim sekilleri tanimlananlar
(otozomal X’e bagli, mitokondrial) hari¢ tutulursa, genetik analizler, fenotipik ve genotipik
heterojenitenin ise karismasi nedeniyle, epileptik sendromlarin kalitim &zelliklerini
aciklamakta ¢cogu kez yetersiz kalmaktadir (Stafstrom 2009). Bir¢ok epileptik durum igin
kompleks veya poligenik kalitim s6z konusudur. Tek gen epilepsilerinin ¢cogu, néronal
iyon kanallarini kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Tablo 2.1)
(Abad, Vilaplana et al. 2007). iyon kanallarindaki mutasyonlar eksitatér ve inhibitdr
norotransmisyonun etkinliginin degismesine yol acmakta; bunun sonucunda eksitator
noérotransmisyonun artmasina ya da inhibitér fonksiyonun kaybina neden olmaktadir.
iyon kanallarinin disinda GABAerijik sisteme ait genetik bozukluklar da tespit edilmistir.
y- aminobutirik asid (GABA) beyindeki ndronal eksitabilitenin ana inhibitoradir, bu
etkisini GABAA ve GABAs reseptorleri aracihigiyla gerceklestirmektedir (Kang and
Macdonald 2009).

Tablo 2.1. Epilepsideki kanal mutasyonlari

iyon Kanali Gen Fenotip Kalitim
SCN1B GEFS+ Tek gen
Sodyum SCN1A GEFS+/SMEI Tek gen
SCN2A BENIC Tek gen
KCNQ2 BENIC Tek gen
Potasyum KCNQ3 BFNIC Tek gen
KCND2 MTLE Bilinmiyor
Klor CLCN2 IGE Tek gen
CACNA1A CPS, GTCS Tek gen
Kalsiyum CACNA1H CAE, IGE Kompleks
CACNB4 IGE Kompleks
Asetilkolin reseptori CHRNA4 ADNFLE Tek gen
CHRNA2 ADNFLE Tek gen
CHRNB2 ADNFLE Tek gen
GABA reseptori GABRG2 CAE/GEFS+FS Tek gen
GABRAl ADJME,CAE Tek gen

(ADNFLE: Otozomal dominant nokturnal frontal lop epilepsi, BFNC: Benign ailesel neonatal konvulsiyonlar, BFNIC:
benign ailesel infantil konvulsiyonlar, GEFS+: Febril ndbetli jeneralize epilepsi, SMEI: Siit ¢cocuklugu donemi siddetli
miyoklonik epilepsi, CPS: Kompleks parsiyel nébetler, GTCS: Jeneralize tonik klonik nébetler, mTLE: Mesial temporal lop
epilepsisi, ADJME: Otozomal dominant juvenil miyoklonik epilepsi, CAE: Cocukluk ¢agi absans epilepsisi)

Sekonder epilepsi sendromlarinda glutamatrjik sistem énemli bir yer tutmaktadir.
Birgok epilepsi c¢esidinin asiri  glutamaterjik sinaptik iletim  bozuklugundan
kaynaklanabilecegi 6ngoérilmektedir (Alexander and Godwin 2006). Glutamat, beyindeki

en dnemli eksitatér ndrotransmitterdir (Moldrich, Chapman et al. 2003). Glutamatin veya



iyonotropik glutamat reseptér agonistlerinin, beyin kesitlerinde ve hayvanlarda konvulsif
ve nonkonvulsif ndbetlere neden oldugu bildiriimektedir. Ustelik epilepsili hastalardaki
gibi epileptik havyan modellerinde de glutamat ve aspartatin duzeylerinin arttig
gOsterilmistir (Moldrich, Chapman et al. 2003).

Temporal lob yapilari, 6zellikle hipokampus, amigdala ve piriform korteks, nébet
olusturan veya epileptogenezisi tetikleyen beyin hasarina en duyarli olan beyin
yapilaridir (Aroniadou-Anderjaska, Fritsch et al. 2008). Hipokampus, medial septal
alandan yogun kolinerjik impulslar almaktadir. Hipokampal dilimlerde de muskarinik
asetilkolin (Ach) reseptdrlerinin aktivasyonunun senkronize néronal bosalim paterni
olusturdugu goésterilmistir. Nikotinik Ach reseptdr aktivasyonunun hem eksitator hem de
inhibitdr modulatorleri  etkileyebilecedi 6ne surllmektedir. Norokimyasal deliller
presinaptik Ach reseptorlerinin  aktivasyonunun, Ach, GABA ve glutamat gibi
norotransmitterlerin salinimini arttiracagini géstermektedir (Roshan-Milani, Ferrigan et
al. 2003). Entorinal korteks, bazal 6n beyinden gelen zengin kolinerjik innervasyona
sahiptir. Son zamanlarda klinik ve deneysel veriler entorinal korteksdeki kolinerjik
aktivitenin epileptiform bosalimlari devam ettirebilecegine ve artirabilecegine dikkat
¢ekmektedir. Kolinerjik moduilasyondaki degisikliklerin epileptik temporal korteksde
nobetleri baglatabilecedi de belirtilmistir. Birgok arastirmaci tarafindan kolinerjik
baskilanmayi takiben, artmis bir ndbet hassasiyeti veya artmis bir hipokampal ndbet
aktivitesi bulunmustur. (Kokaia, Ferencz et al. 1996, Ferencz, Kokaia et al. 1997,
Silveira, Holmes et al. 2000, Ferencz, Leanza et al. 2001, Craig, Hong et al. 2008,
Zimmerman, Njunting et al. 2008).

2.2.2. Deneysel Epilepsi Modelleri

insanlar (izerinde epilepsi ile ilgili yapilabilecek caligmalar sinirlidir. Epilepsinin
fizyolojik temellerini aydinlatmak ve daha etkin tedavi yollari bulabilmek amaciyla
hayvanlar tzerinde olusturulan deneysel epilepsi modelleri kullaniimistir. Deneysel bir
epilepsi modelinde bulunmasi gereken 6zellikler su sekildedir (Losher 1994)
1- Nobetler spontan sekilde tekrarlayabilmelidir.
2- Insanlardaki epilepsi cesitleri ile benzer olmalidir.
3- Modeldeki EEG' nin bigimi, kullanilan epilepsi’ye benzemelidir.
4- Nobetlerin frekansi, ilaglarin etkisini akut veya kronik agidan test etmeye yetecek
Olctide olmalidir.
5- Antiepileptik ilaclarin farmakokinetigi insanlardaki farmakokinetige benzer
olmaldir.

6- Antiepileptiklerin etkili oldugu plazma ve beyin seviyeleri, insanda ilgili nébeti
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Onleyen seviye kadar olmalidir.

Epilepsi calismalarinda ¢ok sayida deneysel modelden faydalaniimaktadir. Bunun
sebepleri; modeli olusturacak klinik ndbetlerin gesitliligi, modellerin klinik epilepsiyle
tamamen ayni olmamasi, ¢esitli modellerden elde edilen sonuglarin karsilastirilarak test
edilmesi ve gelistirilen yeni metodlara ve yeni sartlara daha uygun yeni modeller
olusturulmasi gerekliligidir (Losher 1994)

Cesitli dozlarda birgok konvdlsif ajanla (pentilenetrazol, bikukulin, pikrotoksin,
penisilin vb.), elektro soklarla, ses ve isik gibi fiziksel uyaranlarla veya genetik olarak
epilepsiye yatkin hayvanlar kullanilarak epileptik modeller meydana getirilebilmektedir.
Deney hayvanlarinda, konvilsan bir madde korteksin yiizeyine tatbik edilerek epileptik
bir odak meydana getirilebilir. Bu maksatla ¢ok kullanilan maddelerden birisi de kristalize
penisilindir (Marangoz 1997, Engel 2006)

Bikukulin’e (Pikrotoksin, GABAA-reseptorlerini bloke eder) yapisal olarak benzeyen
ve GABA sistemiyle etkileserek epileptik aktivite olusmasini saglayan penisilin, bu
etkisini hem sistemik hem de lokal olarak saglamaktadir (McCandless 1992, Walden,
Straub et al. 1992, Marangoz 1997)

Muhtemelen penisilin GABA'nin etkisini bloklayarak epileptiform aktiviteye sebep
olmaktadir. Penisilin in vitro hipokampus dilimlerinde inhibitor postsinaptik potansiyelleri
Onlemekte; asetilkolinin uyarici etkisini ve presinaptik ucglardan asetilkolin salgisini
artirmaktadir. Penisilinin korteks dilimlerinden glutamat salgisini artirdigi da bildirilmigtir.
Ayrica, penisilinin parasinaptik yollardan ve kalsiyum Uzerinden de etki ederek borst

aktivitesine yol acabilecegi tespit edilmistir (Marangoz 1997).

2.3.  Neuroglia Neurobiyolojisi

Neuroglia veya glial hlicreler, homeostaz sirdiren, miyelini olusturan, MSS ve
periferik sinir sistemlerinde (PSS) néronlar icin destek ve koruma saglayan neuronal
olmayan hicrelerdir. Neuroglia'nin néro iletimde herhangi bir rol oynamadigina uzun
suredir inaniliyordu, ancak son gelismeler, neuroglianin sinaps olusumu ve

surdurtlmesinde anahtar bir rol oynadigini géstermistir.

Neuronlarin aksine neuroglial hicreler uyarilamazlar, aksonlari ve Uzerlerinde
sinaps yapan akson terminalleri yoktur. Neuronlardan daha kliglik ve onlarin 5-10 kati

fazla sayidadir; beyin ve medulla spinalis’in total hacminin yarisi kadarini olustururlar.

MSS’nde 4 tip neuroglial hiicre vardir: (1) astrositler, (2) oligodendrositler, (3)

mikroglia, (4) ependima. Neuroglial hucrelerin yapisal o6zellikleri, lokalizasyon ve
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fonksiyonlarinin bir 6zeti Tablo 2.3’te verilmektedir. Sekil 2.2°de ise tipleri

gosterilmektedir.

Tablo 2.2. Farkli Neuroglial HiicrelerinYapisal Ozellikleri, Lokalizasyon ve Fonksiyonlari

Neuroglial Hicre

Yapi

Yerlesim

Fonksiyon

Astrositler

e Fibroz

e  Protoplazmik

Oligodendrosit

Mikroglia

Ependima

e Ependimositler

e Tanisitler

e Koroidal epitel

hicreleri

Kuguk hicre govdesi,
uzun silindirik uzantilar,
sitoplazmik filamentler,
perivaskiler ayak

Kicik hiicre govdesi,
kisa kalin uzantilar, ¢ok
sayida dal, az sayida
sitoplazmik filament,
perivaskiler ayak

Kuguk hiicre gévdesi, az
sayida ince uzanti,
sitoplazmik
filamentlerden yoksun

Noroglial hucrelerin  en
kucukleri, dikensi
cikintilari  olan dalgali
uzantilar

Sekli  kiboidal  veya
prizmatik, silya ve
mikrovillili, gap
junction’lar

Kapillerler Uzerinde
sonlanan uzun bazal
uzantilar

Yan ve bazal ylzlerde
katlantilar, tight
junction’lar

Substantia alba

Sunstantia grisea

Miyelinli  sinirler
boyunca  siralar
halinde, noron
hiicre  govdeleri
cevresinde

Batin MSS’de
yaygin
Ventrikilleri,

Canalis centralis’i
doser

Ventriculus tertius
tabanini doser

Plexus
choroideus’larin
yuzeyini Orter

Destekleyici ¢cati saglamak,
elektriksel izolatdr olmak,
norotransmitterlerin
yayllimini  sinirflamak, K+
iyonlarini tutmak, fagositik
bir fonksiyona sahip olmak,
O6len  ndronlarin  yerini
almak, metabolitler ve
hammaddeler icin bir kanal
olusturmak, trofik maddeler
Uretmek

MSS’deki miyelini
olusturmak, noronlarin
biyokimyasini etkilemek

Normal MSS’de inaktif,
hastalikta cogalir,
monositlerle birlikte
fagositioz

BOS sirkilasyonu, BOS

absorbe etme

BOS'’tan hipofizeoportal
sisteme madde transportu

BOS
salgilamak

Uretmek ve
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Norogliya Tipleri

Merkezi Sinir Sistemi Periferik Sinir Sistemi

Satellit hicreler

Epidermal hiicreler Oligodendrositler

\ A

n

Schwann hiicreleri

Sekil 2.3. MSS ve PSS’nde bulunan neuroglia tipleri.

Neuroglia hucrelerinin, bilissel slreglerin olusumu ve 63drenmede etkin olan
sinaptik baglantidaki roll ancak son yillarda ele alinmaya baslanmistir. Bu ¢ergevede bu
konuya ydnelik yarutilen ¢calismalar agirlikli olarak deneyseldir. Ancak neuroglia ve sinir
hicreleri arasindaki sinyal iletisimine dair kimi suregler deneysel olarak
incelenememektedir.

19. yuzyllda yas ile beyindeki ndron sayisinin artmadigi, sadece noéronlar
arasindaki haberlesmenin ve iletisimin kuvvetlendigi belirtiimistir (Cajal 1894). Daha
sonraki calismalarda, birlikte ateslenen ndéronlar arasindaki sinaptik baglantinin
kuvvetlendigi bildirilmistir (Hebb 1949). GUunumuzde Hebbian 6drenme kurali olarak
bilinen bu mekanizma; hucrelerin, haberlesme kabiliyetlerini arttirmak igin yeni sinaptik
baglantilar gelistirdigi veya birtakim metabolik degisikliklere ugradigi temeline dayanir.
1966 yilinda Terje Lemo tarafindan gelistiriimis olan uzun sureli gliclenme (long-term
potentiation, kisaca: LTP) sinapslardaki bu tur degisiklikleri ele almaktadir (Tewari and
Majumdar 2012).

LTP, kisa ve yiksek frekansli bir uyariimay takip eden sinaptik tepkideki uzun
sureli artis olarak tanimlanir. Bu acidan bakildiginda LTP aslinda Hebbian kuralina
benzemektedir; zayif uyarici tetiklemeler bu mekanizmayi kendi basina harekete
gecirmek icin yeterli olmaz iken birgok aksonun eszamanli sinyal iletmesi icin gerekli esik
degerini saglamak suretiyle LTP’yi baglatir, ve bu durum aslinda sinyallerin pekisimli
olarak etki ettigini gostermektedir (Baltaci, Mogulkoc et al. 2019).
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Tum bu c¢alismalar, belirtilen suregleri presinaptik bir hiicre ile postsinaptik bir
hucrenin iletigimi olarak kabul eder. Ancak son donemlerde, bu surecte aslinda glia’daki
astrosit hiicrelerinin de 6nemli bir rol Ustlendigi anlasiimistir ve béylelikle LTP, “l¢ parcal
sinaptik model” (tripartite synaptic model) halini almigtir (Perea and Araque 2007). Bu
yeni yapida presinaptik hicreden salinan glutamik asidin bir kismi da astrosit
hucrelerindeki mGIuR reseptorlerine baglanarak endoplazmik retikulum’dan htcre
icerisine Ca*? akisini saglar ve bunun sonucunda astrosit hlicresinden gliotransmiter

olarak da bilinen ndérotransmitter salinir. Bu sireglerin bir kismi Sekil 2.4’te gosterilmistir.

Presinaptik Hulicre

e kalsiyum
© glutamik asit
W nitrik oksit

Post-sinaptik Hiicre

Sekil 2.4: LTP silrecindeki “ug parcal sinaptik model.
(bilgisayar ortaminda Merig Atalar tarafindan gizilmistir.)

2.3.1. Astrositler

Astrositlerin (astrocytus) kuglk bir hicre godvdeleri ile her yéne uzanan dalli
uzantilari bulunur. iki tip astrosit vardir: Fibroz (astrocytus fibrosus) ve Protoplazmik
(astrocytus protoplasmaticus) (Netter 2013) (Volterra and Meldolesi 2005).
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Fibroz astrositler, baglica substantia alba’da bulunurlar. Uzantilari sinir liflerinin

arasindan gecer. Herbir uzanti, uzun, silindirik, dizdir ve fazla dallanmaz. Hiicre
govdesi ve uzantilar, sitoplazmalarinda ¢ok sayida filament icerir (Marieb 1936/2017).

Protoplazmik astrositler siklikla, uzantilarinin sinir hucreleri arasindan gectigi

substantia grisea’da bulunurlar. Uzantilari, fibroz astrositlerinkine gore daha kisa, daha
kalin ve ¢ok dallidir. Bu hdcrelerin sitoplazmasi fibroz astrositlerinkinden daha az
filament icerir (Marieb 1936/2017).

Astrosit uzantilarinin ¢codu kan damarlarinin Gzerinde (perivaskuler ayak -proc.
vascularis) genisleyerek sonlanir, kapillerlerin dis ylzeyleri izerinde hemen hemen tam
bir 6rtl olustururlar. Astrosit uzantilarinin énemli bélimi, merkezi sinir sisteminin dis ve
ic yUzeylerinde birbirleriyle karsilasarak buralarda membrana limitans gliae superficialis
ve periventricularis meydana getirirler. Dig glia membrani pia mater’in altinda bulunur. i¢
glia membrani beyindeki ventrikiller ve medulla spinalis’teki canalis centralis’i déseyen
ependimanin altinda yer alir.

Astrosit uzantilari, pek c¢ok aksonun baslangic segmentinin ve Ranvier
bogumlarindaki aksonun c¢iplak segmentinin g¢evresinde bolca bulunurlar. Akson
sonlanmalari ¢ogu yerde diger sinir hucrelerinden ve bunlarin uzantilarindan, astrosit

uzantilarinin olugturdugu kiliflar tarafindan ayrilmistir (Netter 2013).

2.3.1.1. Astrositlerin Fonksiyonlari

Dallanan uzantilari ile astrositler, sinir hiicreleri ve sinir lifleri icin destekleyici bir ag
olusturur. Embriyoda bunlar immatur ndronlarin gég¢i igin iskelet gdrevi yaparlar.
Noéronlar arasindaki sinaptik temas yerlerini sarar; akson sonlanmalarini komsu ve ilgisiz
ndronlarin etkilerinden korumada elektriksel yalitici olarak hizmet ederler. Sinapslarda
salgilanan nérotransmitter maddelerin yayilmasina karsi bariyerler de olusturabilirler.
Astrositlerin, akson terminallerinden salgilanan gamma aminobutirik asit (GABA) ve
glutamik asiti absorbe ederek bu nérotransmitterlerin etkisini sinirladigi gosterilmigtir.
Astrositlerin,  ekstraselliler araliktan K+ fazlasini  ¢ekebildikleri  goéraltr.
Sitoplazmalarinda glikojen depo ederler. Norepinefrine yanit olarak glikojen glikoza
parcalanabilir ve kullanilmak Uzere ¢evredeki néronlara salgilanabilir (Perea and Araque
2007).

Astrositler, dejenere olan sinaptik akson sonlanmalarini tutarak fagositler gibi
gorev yapabilir. Hastalik nedeniyle noronlarin 6liumund takiben gogalir ve onceden
noronlar tarafindan isgal edilen alanlarn doldururlar; bu olaya gliosis yerlesimi denir.
Metabolitlerin veya ham maddelerin kan kapillerlerinden ndronlara gecisi sirasinda

astrositler perivaskuler ayaklari araciigi ile bir kanal goérevi yapabilmektedirler.
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Astrositler gap junction’lar ile biraraya geldikleri icin, iyonlar ekstraselluler ortama
girmeden bir hucreden digerine gecebilirler. Astrositler, komsu ndronlar Gzerinde trofik

etkisi olan maddeler Uretebilirler (Lee, Mane et al. 2007).

2.3.2. Astrositler ve Epilepsi

Astrositler, insan beynindeki ndbet odaklarinin dnemli bir bilesenini olusturur. Uzun
bir suredir ndbet olusumunda astrositlerin 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu
hiicrelerin benzersiz biyolojisi daha iyi anlasildikga, ndbet odaklarindaki kesin rolleri
yeniden dikkat cekmektedir (de Lanerolle, Lee et al. 2010).

Gliotik skar olusumu, insan epilepsisinin belirgin bir 6zelligidir. Kronik fokal
epilepside neredeyse dedismez gliotik skar varligi, bircok kisinin hastalikta glia igin
fizyolojik bir rol dnermesine yol agmigtir (Penfield 1930, Harris 1975).

Epilepside astrositlerin roll Uzerine yapilan ilk ¢alismalar, ¢ogunlukla alimina
veya kobalt gibi kimyasallarin hayvan beyinlerinin korteksine topikal olarak
uygulanmasiyla indiklenen gliotik yaralar Uzerinedir. Yazarlar, incelemelerinin
sonucunda, “astrositlerin, G¢ yoldan herhangi biriyle epileptogeneze varsayimsal olarak
katkida bulunabilecegini belirtmigler: (1) ©6nceden normal néronlarda noéronal
hiperaktivitenin baslamasi, (2) anormal néronlarda epileptik patlamanin tesvik edilmesi
ve (3) noronal hiperaktiviteyi nétralize edememe ve durdurmama”. Bununla birlikte, "glial
yaralarin ndronal morfolojiyi mekanik olarak bozdugu bulgusu diginda, astrositlerin
nobetlere neden olduguna dair kanitlarin neredeyse tamamen eksik oldugunu”
eklemislerdir (Tiffany-Castiglioni E 1986).

ilerleyen vyillarda astrositlerin biyolojisi ve fizyolojisi konusunda edinilen bilgiler
sonucunda astrositlerin epilepsideki roliine iligkin bilgiler artmistir. ilk olarak 1880'de
'hipokampal skleroz' veya 'Ammon‘un boynuz sklerozu' olarak tanimlanan temporal lob
epilepsisi (TLE) nébetlerinin temporal lobdan, 6zellikle hipokampustan kaynaklandigi
belirtiimistir (Sommer 1880). Tibbi olarak inat¢i epilepsinin kontroll igin ameliyat olmus
hastalardan alinan hipokampal érneklerin incelenmesi, hipokampal sklerozlu vakalarin
yaklasik %40-65'ini ortaya ¢ikarmistir. Bu tip hastalarda hipokampal eksizyon cerrahisi,
sklerozu olmayanlara gére daha iyi bir cerrahi sonuca sahiptir (de Lanerolle, Kim et al.
2003). Yapilan galismalarda sklerotik hipokampuslarda %50'den fazla néron kaybi
gorulmustur. Ayrica glial yogunluk, sklerotik olmayan hipokampuslara ve norolojik olarak
normal otopsi kontrollerine kiyasla yaklasik %80 artmistir (Petroff, Errante et al. 2003,
Cohen-Gadol, Pan et al. 2004).

Fizyolojik kosullar altinda, astrositlerdeki Ca2+ sinyalleri mGIuR'lerin

aktivasyonuna neden olur. Epilepsi (Aronica, Van Vliet et al. 2000, Steinhduser and
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Seifert 2002) hayvan modellerinde ve TLE'li hastalardan alinan hipokampal 6rnekte
reaktif astrositlerde mGluR'lerin protein ekspresyon seviyelerinin arttigi gosterilmistir
(Tang and Lee 2001). Ayrica, TLE'li hastalardan tiretilen hipokampal kaltGrlenmis
astrositler, Ca2+ sinyallerinde artis gostermistir (Eid, Williamson et al. 2008).

Normal isleyen beyinde, néronlar tarafindan hicre disi bosluga salinan glutamat,
astrositlere alimla temizlenir ve glutamine déndsturulir. Bu glutamin, astrosit tarafindan
hicre disi bosluga salinir ve buradan néronlar tarafindan alinir ve glutamati sentezlemek
icin kullanilir. Bu sureg, glutamat-glutamin déngusi olarak bilinir (Petroff OAC 2004).
interiktal dénemde glutamat-glutamin dongusi, sklerotik hipokampusta 6énemli olgiide
azalirken, sklerotik olmayan hipokampusta normaldir (Petroff, Errante et al. 2002).
Astrositik Ca2+ sinyallerinin  ve glutamat saliniminin epileptiform aktivitenin
olusumundaki potansiyel roll son ¢alismalarla desteklenmektedir (Kang, Xu et al. 2005,
Tian, Azmi et al. 2005).

Daha onceki bilgilere dayanarak, sklerotik hipokampustaki astrositler, ndbet
olusumunu cesitli yollarla etkileyebilir. Hipokampus'un temel girdi kaynagi, girus
parahipokampalis’in bir parcasi olan entorhinal kortekstir. Entorhinal korteksten gelen
efferentler, bir temporoamonik yol araciligiyla CA1 alanina bazi baglantilarla birlikte,
dentat granul hucrelerinin apikal dendritleri tzerinde perforan yol ve sinaps olarak
hipokampus’a uzanir. Granll hicrelerin aksonlari (yosunlu fiber aksonlar), CA3
ndronlarinda, en belirgin olarak yosunlu hiicreler olmak tzere hiler néron baglantilari ile
sinapsa uzanir. CA3 bdlgesindeki ndronlar, Schaffer baglantilari olarak bilinen
aksonlarinin baglantilarini CA1 alanina ve oradaki noéronlar Uzerindeki sinapslara
yansitir. CA1 néronlarindan gelen aksonlar da subiculuma projeksiyon yapar, subiculum
hipokampus’tan beynin diger bélgelerine efferentlerin ana kaynagidir. "Ug sinaptik yol",
hipokampus’tan iyi anlasilmis bir projeksiyon sistemidir, ancak hipokampal bdlgeler
arasinda daha az anlasiimis baska anatomik baglantilar da vardir (Witter, Groenewegen
et al. 1989). Sklerotik hipokampusta, hem girus dentatus'ta hem de hipokampus
proper’da (Ammon boynuzu) énemli néronal kayip bildirilmistir (Babb, Brown et al. 1984).
CAl alanindaki ndronlarin, yaralanmaya en duyarh olduklari belirtiimistir (Sommer
1880). Bolge reaktif astrositlerle doludur ve hipokampus’un sertlesmesi ya da sklerotik
degisimi ile sonuglanir. Son ¢aligmalar, girus dentatus’ta hiper uyarilabilir dentat grantler
noronlarla sonuglanan bir dizi yeniden yapilanma degisiklikleri bildirmektedir (de
Lanerolle and Lee 2005). Sklerotik hipokampus’un subikiler bdlgesi, reseptor
ekspresyonunda ve sinaptik girdilerde daha ince degisiklikler meydana gelebilmesine
ragmen, onemli ndronal kayip goéstermemesi bakimindan dikkat cekicidir (Kim,
Guimaraes et al. 1990, Fisher, Sperber et al. 1998). Bu, Alzheimer hastalidi, sizofreni ve

benzeri gibi hipokampusla ilgili diger nérolojik bozukluklardan oldukga farklidir, burada
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subikulum 6nemli ndéronal hasar gdsterir. Entorhinal korteksin ayrica, ozellikle G¢lncu
tabakalarda ve daha az o6lgtde ikinci tabakada olmak tzere, bir miktar gliozis ile ndéronal
kayiplara sahip oldugu bildirilmigtir (Du, Eid et al. 1995). TLE hastalarinin
hipokampusundaki derin elektrotlarla yapilan calismalar, nébet aktivitesinin bu tir
hipokampuslardan ve 6zellikle bunlarin igcindeki en sklerotik bolgelerden kaynaklandigini
gostermektedir (Babb, Lieb et al. 1984).

Astrositler, epilepside, glutamat salinimi ve zayif K+ klirensi yoluyla nobet
aktivitesini strdiren mekanizmalara, epileptojenik hale gelen beyin boélgelerinde yapisal
degisiklikler yoluyla bir ndbet odaginin olusumuna katiimayi iceren cesitli roller
oynayabilir (Sekil 2.5). Epileptogenez slrecinde astrositlerin bu rollerinin her birinin

dikkatlice incelenmesi, epilepsi icin daha etkili farmakoterapi icin fikir verebilir.

KURGUSAL MEKANIZMA
Damar sistemi Gliya
.

NG2/GIuR Astrosit
. NG2 pozitif (CSPG4 veya CSPG2)

. Spontane Ca  sinyalizasyonu
. Glutamat reseptaorlerini alir

Lokositler? : A
Albumin e
\ . AMPA reseptorleri
Hiicesel indiiklenebilen spike proteinleri

+

} cots — cont / 3

' (PAR1 aracilig Glutamat . Gap junction birlesimi yoktur
CCL2 — CCR2 ile Thrombin) (Salinim arttirildi)

TGFR2

1
2
3
4. Glutamat veya K’ tasiyicilar yoktur
5
6
7

Gsf

aaps} GLT,
GLAST
Glutamat
(Alim azaltildi)

Sekil 2.5. insan sklerotik hipokampusunda astrosit benzeri hiicreleri igeren, mekanizmalarini ve
degisen fonksiyonel durumlarini gésteren bir sema (Asagdi dogru kiiglik asagi ok diizenlenmistir; uzun
oklar akig yonuni gosterir) (de Lanerolle, Lee et al. 2010).

2.4. Curcumin

Curcuma longa, giney ve glineydogu tropikal Asya’da yaygin olarak yetistirilen
zencefil ailesine ait sari gigekli, ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Curcumin, Curcuma longa

bitkisinin kokinden izole edilen ve insanlar igin toksik olmayan, ayni zamanda da halk
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arasinda kori olarak bilinen bir baharattir. Molekiler agirhgi 368,37 g/mol olan
curcumin’in erime noktasi ise 183°C’ dir. Suda ¢dzinmeyen fakat DMSO, etanol ve
asetonda ¢dzinebilen bir kimyasal yapiya sahiptir (Sekil 2.6) (Liu and Chen 2013). Bazi
kanser turlerinde, curcumin’in kanserli htcrelerin bolinmesini durdurarak, hcreleri
Olime goturdigu saptanmistir.  Anti-kanser bir ajan olarak curcumin’in  etkisine
bakildiginda, pek c¢ok doku ve organlarda timor olusumunun baskilandigi cesitli
calismalarda gdsterilmistir (Limtrakul, Lipigorngoson et al. 1997, Ushida, Sugie et al.
2000). Ayrica curcumin’in antioksidan 6Ozelligi sayesinde ise alkollin, radyasyonun,
ilaglarin ve agir metallerin cesitli organlar Uzerinde olusturdugu hasari 6nledigi
saptanmistir (Ushida, Sugie et al. 2000, Hatcher, Planalp et al. 2008).
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Sekil 2.6. Curcumin’in kimyasal yapisi

Epidemiyolojik galismalarda, Dodu Hindistan’da kanser insidansinin disik oldugu
saptanmis ve bu durumun sebebinin bdlgede curcumin’in yiksek oranda kullaniimasiyla
iliskili oldugu diastnilmustir (Mohandas and Desai 1999, Anto, Mukhopadhyay et al.
2002). Curcumin’in kanser hicreleri Uzerinde, kaspaz-8’i aktive ederek Bid Gzerinden disg
apopitotik yolagi etkiledigi; sitokrom-c salinimi, kaspaz- 3, 9 aktivasyonu ve PARP
kesilimi ile de i¢ apopitotik yolagdi etkiledigi belirlenmigtir (Anto, Mukhopadhyay et al.
2002). Bunun yaninda curcumin, c¢esitli hormonlarin sentezini ve salinimini digurerek
hiicre proliferasyonuna ket vurdugu ve apopitozu tetikledigi tespit edilmistir (Miller, Chen
et al. 2008, Schaaf, Shan et al. 2009). Ayrica yapilan bir diger ¢alismada curcumin
kullanimiyla meme kanserinin akciger metastazlari insidansinda buyuk Ol¢cide azalma

goruldugu belirtilmigtir (Aggarwal, Shishodia et al. 2005).
2.4.1. Curcumin’in Klinik Uygulamalari

Curcumin Uzerine vyapilan ¢aligsmalar curcumin’in anti-karsinojenik, anti-
inflamatuar etkinligini ortaya koymustur. Bu etkinlik pek g¢ok kanser turunde in vitro
ortamda ispatlanmis olmasina ragmen in vivo ortamda ise fare modelleri lGzerinde

metastazi engelleyici ve tUmor baskilayici rolinin oldugunu gdstermistir (Aggarwal,
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Ichikawa et al. 2006). Klinik vakalarin ¢ogunda curcumin’in giinlik 8.000 mg doz
uygulamasinin tedavi edici etkin bir rolde oldugu gosterilmigtir. Ayrica curcumin’in guinlik
ilag uygulama dozunun 12.000 mg olarak daha etkin olacagi uzerinde ¢alismalar da yer
almaktadir (Cheng, Hsu et al. 2001).

Pre-klinik caligmalarda meme kanseri hastalarina curcumin merhemi uygulanmig
ve sonucunda lezyon buyuklligu, kasinti ve agrilarda meydana gelen anlamli bir azalma
oldugu tespit edilmistir (Aggarwal, Yuan et al. 2013). Yapilan bir diger calismada ise
curcumin’in karaciger kanser hicrelerinde hicre siklusunu durdurarak sitotoksik etki
goOsterdigi ve apopitozu indikledigi bulunmustur. Farelerdeki hepatokarsinoma
hicrelerinde curcumin’in metastaza karsi etkisi COX ve VEGF’nin anlatiminin
azalmasina baglh olarak agiklanmistir (Aggarwal, Kumar et al. 2003). Ayrica kétl huylu
beyin timori (glioblastoma) hicrelerinde curcumin’in terapétik etkinligine bakiimis ve
curcumin’in bu hcreler Uzerinde NF-kB sinyal yolagini inhibe ettigi bulunmustur
(Ambegaokar, Wu et al. 2003, Nagai, Kurimoto et al. 2005, Dhandapani, Mahesh et al.
2007). Bu kanser turtnin ksenograft modelinde; tumaor biytmesinin buytk dlgude inhibe
edilmesi ve otofajinin indiklenmesi curcumin tarafindan saglanmistir. Tedavisi curcumin
ile gergeklestirilen grubun timoér hacimlerinde ise yaklasik 3 kat disis oldugu
saptanmistir (Aoki, Takada et al. 2007).

Pankreas kanserine sahip kisilerde curcumin ile yapilan klinik c¢alismalarda
hastaligi stabil devam eden kisilerin sitokin seviyelerinde (IL-6, IL-8, IL-10 resepttr
antagonistleri) anlamli artiglar goraltrken belirgin bir timdr gerilemesi de tespit edilmistir
(Dhillon, Aggarwal et al. 2008). Curcumin’in lenfomada etkisine bakildiginda, JAK-1 ve
STATS3 aktivitesini engelleyerek cogalmayi inhibe ettidi ve bdylece apopitozu indikledigi
saptanmistir (Uddin, Hussain et al. 2005). Fare ksenograft modelinde ise oral curcumin
(50-200 mg/kg) uygulanmasinin lenfoma hicrelerinin gelisimini durdurdugu gosterilmistir
(Goel, Kunnumakkara et al. 2008). Akciger kanserinde ise cis-diamin-dikloroplatin ile
curcumin’in kombine olarak kullanimi sonucunda lenfatik metastazl timor gelisiminin
engellendigi saptanmistir (Ichiki, Mitani et al. 2000).

Saglikli hiucre Uzerine toksik etki gdostermemesi, antioksidan ve anti-karsinojen
aktivitesinin yuksek olmasi, dusuk molekul agirliga sahip olmasi curcumin’in ideal bir
kemoterapotik ajan olmasini saglamaktadir (Aggarwal, Kumar et al. 2003). Ancak dusuk
biyoyararlanima sahip olmasindan oturu cesgitli analoglarinin sentezlenmesi ya da
kombin tedavilere gecilerek etkinliginin arttirlmasi gerekmektedir. Farmakolojik etkinligi
yuksek analoglar, nanopartikiller ve biyoyararlanimi daha ylksek, toksik etkileri daha az

bilesikler elde edilmeye calisiimalidir (Toptas 2016).
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2.4.2. Curcumin’in Kimyasal Yapisi

Curcumin; halk arasinda “zerdecal” olarak bilinen ve geleneksel Uzak Dogu
tibbinda yaygin olarak kullanilan, Curcuma longa (C. longa)'nin rizomlarindan elde
edilen, ¢ok yonli farmasotik etkinligi bilinen antioksidan dzelligine sahip polifenolik bir
bilegiktir. Curcumin’in  uzun vyillar sindirim, solunum hastaliklarinda kullanimi
bilinmektedir. Glinimizde Uzak Dogu lUlkeleri basta olmak Uzere birgok Ulkede
tatlandirici, baharat ve gida takviyesi olarak kullanilmaktadir. Curcumin’in antioksidan,
antikanserojenik, antimutajenik, antidiyabetik, antibakteriyel, antiviral, anti-inflamatuar,
anti-nosiseptif gibi cok yonli farmasotik etkileri cesitli deneysel calismalar ile
kanitlanmistir. Curcumin birgok hastaligin tedavisinde etkili olmasinda ana etkenin guglu
antioksidan etkisi oldugu dusinulmektedir (Becit, Aydin et al. 2017).

Zerdecgalin ana bileseni curcumin, bis-demethoksi curcumin ve demethoksi
curcumin’dir. Sari bir fenolik pigment olan curcumin, stperoksit radikalleri, hidrojen
peroksit ve nitrik oksidi aktif makrofajlardan uzaklastirarak etkili bir antioksidan gorevi
g6rir. Curcumin, polifenollere bagldir, antioksidan ve radikal temizleme &zelliklerine
sahiptir. Curcumin, E vitaminden birka¢ kat daha iyi bir radikal temizleyicidir. Serbest
radikalleri temizler ve lipid peroksidasyonunu ve hidroperoksit olusumunu engeller.
Curcumin’in oksidatif stres modulasyonu ile asetilasyon ve deasetilasyonu dizenledigi
belirtiimistir (Akbay and Pekcan 2016).

Curcumin, direkt antioksidan aktiviteye ek olarak enflamatuar enzimlerin
aktivitesini inhibe ederek veya glutatyon sentezini artirarak dolayl antioksidan ézellikler
de gostermektedir. Curcuma longa’dan izole edilen bilesenlerin glgli bir antioksidan
etkiye sahip oldugu ve lipit oksidasyonu Uzerinde ¢ok 6nemli oldugu ifade edilmigtir
(Akbay and Pekcan 2016).

Oksidatif stres, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, néronal hiicre hasari
ve hipoksi gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde ve 6zellikle sinir sistemi hastaliklarinda
rol oynamaktadir. Bu konuda curcumin’in degisik biyolojik etkenlerinin yani sira terapotik
etkilerini 6n plana cikmaktadir. Curcumin’in serbest radikal temizleyicisi, indirgeyici
madde ve DNA hasar inhibitori olarak antioksidan etkinlik gosterdigi bildirilmistir
(Noorafshan and Ashkani-Esfahani 2013).

Curcumin’in agizdan alinan blyuk bir kismi digki tarafindan atilmaktadir ve bir
kismi da konjugatlar yoluyla idrarla atilmaktadir. Curcumin’in IV ve IP uygulandiginda ve
uygulamadan hemen sonra metabolize edilerek digki ile atildigi saptanmistir.
Curcumin’in bagirsaktan dusik absorpsiyonu, karacigerden ylksek metabolizma ve

safranin hizli atihmi, curcumin’in plazma ve dokularda disik seviyede olmasini
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aciklamaktadir. Bu nedenle curcumin’in biyoyararlaniminin disik oldugu ve vyari

Omrunun oldukga kisa oldugu sonucuna varilmistir (Pan, Huang et al. 1999).

2.4.3. Curcumin’in Beyin Dokusuna Etkisi

Curcumin’in bilissel islev Uzerindeki néroprotektif etkileri epidemiyoloji agisindan
cesitli preklinik ve klinik modellerde arastiriimistir. Dizenli curcumin tiketiminin daha iyi
bilissel isleve sahip olmak icin yeterli bir takviye oldugu kaydedilmistir (Noorafshan and
Ashkani-Esfahani 2013). Curcumin’in noroplastinin ve onarimin énemli bir yolagi olan
nérogenezis’i uyarabildigi saptanmistir (Cole, Teter et al. 2007).

Hayvan modellerindeki bazi én calismalar, serebral iskemi/reperflizyon hasari,
travmatik beyin hasari, ensefalopati, beyin timéri ve ndéroinflamasyon iceren diger
norolojik hasarlarda curcumin kullaniminin anlamli oldugu ve nérolojide gesitli yararli
etkilere sahip oldugu belirtiimigtir (Noorafshan and Ashkani-Esfahani 2013).

Curcumin’in  noro-koruyucu etkisinin  kan-beyin bariyerindeki bozulmanin
dizeltiimesi ve beyin édeminin azaltiimasinda anti-oksidan, anti-inflamasyon ve anti-
apopitotik etkinlige sahip oldugu bildiriimistir (Yuan, Liu et al. 2017).

Vicuda disaridan yapilan etkilere karsi bir reaksiyon olan inflamasyon, canli
dokularin yaralanmaya kargi reaksiyonudur. inflamasyon sonucunda proinflamatuar
sitokinler ve reaktif oksidatif tirleri (ROS) gibi ndrotoksik faktorler treten mikroglia ve
astrositlerin aktivasyonu ile tetiklenerek noéronal hasara ve daha sonraki bilissel
sorunlara neden olmaktadir. Bu nedenle néral hasarda ortaya ¢ikan pro-inflamatuar
sitokinler ve oksidatif stres Alzheimer hastali§i gibi nérodejeneratif bozuklukta goérulen
hafiza bozuklugu ve diger kognitif eksiklikler ile iligkili olabilmektedir (Mishra and
Palanivelu 2008).

Noroprotektif etkinligine ragmen curcumin’in  kullanimi  zayif emilim, hizli
metabolizma ve hizh sistemik eliminasyon nedeniyle sinirlidir. Bununla birlikte en zorlu
faktor curcumin’in dusik su ¢ozinudrlagudur (Normal ph’ta 0.4 ug/ml). Kemirgenler
Uzerinde klinik 6éncesi ¢alismalar ve insanlar tzerindeki klinik ¢calismalarda 10-12 g/mi
oral yoldan curcumin verildikten sonra serumda curcumin (50 ng/ml) diizeyinin gok dusuk
oldugu dolayisiyla curcumin’in biyoyararlaniminin disik oldudu ortaya konulmustur
(Ullah, Liang et al. 2017).

Anand ve ark., (2007) deneysel hayvan c¢aligmalarinda curcumin’in yuksek
dozlarinin bile glivenli oldugunu bildirmiglerdir. Bunun, zayif curcumin emiliminden, hizh
metabolizmadan ve hizli sistemik eliminasyondan ve dolayisiyla plazma ve dokulardaki

diusuk seviyelerden kaynaklandigi rapor edilmistir (Anand, Kunnumakkara et al. 2007).
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2.4.4. Curcumin’in Antiepileptik Etkisi

Curcumin ¢ok az yan etkiye sahiptir ve kan beyin bariyerini kolayca gecer (Mishra
and Palanivelu 2008). Bazi deneysel calismalar, epilepsi ve bilise karsi yararl etkilerini
goOstermistir. Bir calisma, sicanlarda curcumin’in diyetle aliminin, epileptik ndébetleri
azalttigini ve demir kaynakli epilepside epileptogenez ile iligkili biyokimyasal degisiklikleri
onledigini bildirmistir (Jyoti, Sethi et al. 2009).

Curcumin bir antioksidan oldugundan ve oksidatif stres, demir kaynakh
epileptogenezde 6nemli bir rol oynadigindan, demir kaynakli epilepside antiepileptik bir
etki gosterebilir (Jyoti, Sethi et al. 2009). Bir calismada, doza bagimli bir sekilde curcumin
ile dn tedavi, oksidatif stres ve biligsel bozuklukla iligkili pentilentetrazol kaynakl ndébetleri
iyilestirmistir (Mehla, Reeta et al. 2010). Bu calisma curcumin’in epileptik hastalarda
daha iyi nobet kontroli ve daha az bilissel bozulma gibi avantajlara sahip olma
potansiyelini gostermektedir. Bu sonuglar, bu nedenle, curcumin’in hem no6betleri
onlemek hem de ndbetin neden oldugu hafiza bozukluguna karsi koruma saglamak igin
epilepside bir yardimci madde olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir. Choudhary
vd. (2013) ayrica curcumin tedavisinin, pentilentetrazol modeli olugturulan farelerde
ndbet siddetini ve hafiza bozuklugunu énemli dlgtide azalttigini bulmuslardir. Curcumin
ayrica ¢oklu hedefli yaklasimda ndrotransmiter seviyesini modile ederek PTZ sonrasi
kindling modeli ile epileptik yapilan farelerde davranis, 6grenme ve hafiza bozukluklarini
iyilestirir. Curcumin tedavisi, beyindeki asetilkolinesteraz aktivitesini 6nemli 6lcide
azaltarak serotonin duzeyini doza bagli olarak yukselttigi icin hayvanlarda 6grenme ve
hafiza eksikliginde iyilesmeye neden olabilmektedir. Curcumin'in ayrica farelerde artan
mevcut elektrosok ndbet modelinde ©6nemli antikonvilsan etkilere sahip oldugu
bulunmustur (Bharal, Sahaya et al. 2008). Yine curcumin’in potansiyel antikonvilsan
etkisini ve davranig Uzerindeki dusuk toksisite potansiyelini gostermektedir, bu nedenle
epilepsi gibi ndbet bozukluklarinda kullanim i¢in iyi bir aday olabilecegi belirtiimektedir
(Gupta, Briyal et al. 2009). Gupta ve ark. (2009) ayrica curcumin’in kainik asit kaynakli
ndbetlere karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gdstermiglerdir (Gupta, Briyal et al.
2009).

Bununla birlikte, curcumin bazi epilepsi modellerinde etkili bir antiepileptik etkiye
sahip gorinmemektedir. Curcumin’in pentilentetrazol ile uygulanmasi, pentilentetrazol
kaynakli ndbetlerin gelisimini engelleyememistir (Kaur, Bal et al. 2014), ayrica kainik asit
kaynakli ndbetlerde epileptogenez ile iligkili hicre 6limund dnlemesine ve kainik asit
kaynakli status epileptikus’un giddetini azaltmasina ragmen (Shin ve digerleri, 2007),
kainik asit kaynakl nébetlerin baglangicini geciktirmede basarisiz olmustur (Sumanont,

Murakami et al. 2007). Yakin zamanda yapilan bir galismada, curcumin’in, kemirgen
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temporal lob epilepsisinin n6bet sonrasi epileptikus modelinde ndbet sikhigini
azaltmadigi bulunmusgtur (Drion, Borm et al. 2016). Gorunuge gore curcumin’in faydal
etkileri modele baglidir ve bazi modeller igin gegerliyken digerleri igin gegerli olmayabilir.
Sonucta epilepsi tek ve belirli bir hastalik degil klinik 6zellikleriyle tanimlanan nérolojik
bozukluklar grubudur. Epilepsiyle ilgili temel mekanizmalari agiklamak, farkl epileptik
ndbetlerin temelinde bulunan patolojik olaylari belirlemek amaciyla birgok epilepsi modeli
geligtiriimistir. Epilepsiyle ilgili sorunlara cevap verebilecek tek bir model yoktur, model
Uzerinde vyapilan c¢alismalar ancak o modeli ilgilendiren temel mekanizmalari
aydinlatabilir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar curcumin’in elektriksel ndbet aktivitesini blylk
Olclide azalttigini, sadece apopitotik hiicre 6élimune giden sinyal yolunu dogrudan bloke
etmekle kalmayip, ayni zamanda dolayli olarak néronal hicre 6limunin korunmasini
destekledigini gotstermektedir (Agarwal, Jain et al. 2011). Ayrica curcumin’in hem
nobetleri 6nlemek hem de nébetin neden oldugu hafiza bozukluguna karsi koruma
saglamak igin epilepside bir yardimci madde olarak bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir (Jyoti, Sethi et al. 2009).

2.5. Hipotez

Bu calismada hipotezimiz; primer astroglial hiicre hattinda penisilin tarafindan
indiiklenen astrosit hiicre 6lumu Gzerine curcumin’in etkisi oldugudur ve penisilin epilepsi
modellerinin  hicre kdlturii  dizeyinde yaptigi dejenerasyon ve hicre kaybi
mekanizmasini kullanarak curcumin’in epilepsi mekanizmasi olusturulmus primer

kortikal astrosit hiicrelerinde destekleyici etkilerinin varhgidir.
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3.  GEREG VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan PAU HADYEK-
2019/11 no'lu calismamiz 07.03.2019 tarihi ve 2019/02 sayi ile onaylanmistir. ilgili etik

kurul belgesi EK-4’ de sunulmustur.

Calismada Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvar’ndan temin edilen yenidogan (d1-d2) Sprague Dawley siganlar kullanildi.
Primer astrosit hucre kulturd icin tek bir anneden dogan toplam 3 adet u¢ gunlik rat

yavrusu kullanildi.

Calisma Gruplari; Grup I, Kontrol grubu, herhangi bir madde uygulanmadi. Grup
[I, Curcumin grubu, astrosit hiicre kiltiriine gesitli curcumin (Sigma-Aldrich, C1386)
dozlari uygulandi. Grup lll, Penisilin grubu, astrosit hiicre kiltirine 1000 IU penisilin G
(iecilline 800.000 IU) uygulandi. Grup IV Curcumin + Penisilin grubu, astrosit hiicre

kiltorine gesitli curcumin dozlari ve 1000 IU penisilin G uygulandi.

3.2.  Astrosit Hiicre Kiiltiirtiniin Hazirlanmasi

Astrosit primer hicre kultiri %95’in Gzerinde saflikta astrosit hiicrelerinin elde
edildigi kanittanmis olan McCarthy ve de Vellis yontemlerinden modifiye edilerek
hazirlanmig Cole de Vellis yontemi ile hazirlandi (McCARTHY and De Vellis 1980,
Shahar 1989). Rat yavrularina steril sartlarda higbir anestezi maddesi uygulanmadan
servikal dislokasyon ile dekapitasyon islemi yapildi. Kan damarlari ve meninkslerinden
ayrilan beyin dokusu Hanks Buffered Salt Solution (HBSS, 100 ml, Sigma-Aldrich, St
Louis, USA), 500 pl gentamisin (Gentamisin, 10 mg/10 ml, G1397 Sigma-Aldrich, St
Louis, USA), 5 ml fungizon igeren kiltir kabina konuldu. Fungizon hazirlanmasi igin 10
ml nukleaz free icinde 250 mg toz Amphotericin B (A2411 Sigma-Aldrich Amphotericin

B from Streptomyces sp.) ile stok ¢ozelti hazirlandi. 15 ml’lik falcon tlpe; stok 25 pg/ml
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Amphotericine B, 5 ml Penicillin-Streptomycin (P0781 Sigma-Aldrich), 5 pl
Amphotericine eklendi. Beyin dokusu nester ile parcalanip, jole kivamina gelene kadar
HBSS ile pipetaj yapilarak mekanik olarak bozuldu. 1200 rpm’de 5 dk santrifij edildi.
Santriflij sonunda medium atildi. 20 ml HBSS igine Tripsin 500 pl (T4049 Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA, 100 ml, 0.25%, USA), DNaz-1 50 uyl (DNase | recombinant, RNase-free,
10 U/ul, Roche, Mannheim, Germany) eklenip 37 °C'de 30 dk- 1 saat araliginda
calkalamali inkiibatérede inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tripsini inaktive etmek igin
3 ml Fetal Bovine Serum (FBS)(12103C Fetal Bovine Serum Sigma-Aldrich USA origin,
suitable for cell culture) eklenerek iyice karistirildi. 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust
faz atildi, Gzerine 10 ml HBSS eklendi, ikinci kez santrifilj edildi. Bu islem l¢ kere
takrarlandiktan sonra Ust faz atildi, Gzerine 5 ml HBSS eklenerek pipetaj yapildi. Hiicre
suspansiyonu yetmis mikronluk filtreden gecirildi ve 15 ml'lik falkona alindi. 1200 rpm’de
5 dk santrifiij edilerek medium uzaklastirildi. Pellet 1 ml HBSS ile homojenize edildikten
sonra hicre siispansiyonu 10 ml Astrosit media ile tekrar homojenize edildi. Sadece
astrosit hdcrelerinin tGremesine izin veren astrosit media; 500 ml DMEM-F12, 5 ml
fungizon, %15 fetal bovine serum, 5 ml L-glutamine, 500 pl insulin ile hazirlandi. Dort
adet T25’lik Poly-D-Lysine kapl flasklarin her birine énce 2,5 ml Astrosit media verilip
ardindan her birinin tGzerine 2,5 ml hiicre siispansiyonu eklendi. 37 °C’de %5 CO? ve
%95 nem iceren inkibatorde inkibe edildi.

Bulanik gérintlide olan fakat hicre gelisimi ve yapismasi gdzlenen Kkaltur
degistirildi. Her flask i¢in kiltir 1 ml HBSS ile yikanarak 5 ml astrosit media eklendi.
37°C’de %5 CO? ve %95 nem iceren inkiibatérde inklibasyona birakildi.

Takibinde 3-4 glinde bir astrosit besiyeri degistirildi. Astrosit hicreleri bitisik
duruma gelene kadar ¢ogaldiginda 1/3 oraninda pasajlanarak htcre kiltiri devam

ettirildi ve deneylerde degisik pasajlara ait astrosit kilttrleri kullanildi (Sekil 3.1).

\, -\
3 T U i\
> ¥
P ok I
g /)
A » b« v
g p
k N

Sekil 3.1: Primer Astrosit Hiicre Kulturd.
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3.3. Curcumin Dozlarinin Hazirlanmasi

Curcumin (Curcuma longa (Turmeric), powder C1386 Sigma-Aldrich) ticari olarak
satin alinmigtir. Yavas yavas isitilarak DMSO (Dimethyl sulfoxide, D2650 Sigma-
Aldrich)’'da ¢ozulip filtreden gegcirilmisti. 10 mM/ml stok Curcumin elde edilmigstir.
Curcumin’in 5 uM, 10 uM, 20 uM, 25 uM, 50 uM 75 uM, 100 puM, 150 uM dozlarinda 8
farkli konsantrasyonu hazirlanarak, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonunda doza bagimli

arastirmasi yapilmistir. Tim c¢alismalar 3 tekrarli olarak strdarilmastur.

3.4. Sitotoksisite testi ile hiicre canliiginin saptanmasi

Orneklerin hiicre kultiirii izerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin uygulanan
MTT testi Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi, Genetik Anabilim Dali Hicre Kultiri
Laboratuvarinda gergeklestiriidi. MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum
bromid) testi kolorimetrik 6lciimlere dayanan hiicre cogalma miktarinin tespit edildigi bir
yontemdir.
Curcumin’in belirtilen dozlarda besiyeri icerisinde c¢ozdurilerek kullanimi ile
hlcrelerin ¢ogalmasi Uzerinde inhibisyona yol acip agcmadigi belirlenmistir. Ayrica,
yapilacak uygulamalarin hicre 6lumu Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Bu amagla MTT

testi kullaniimigtir.

3.4.1. Sitotoksisite Testi igin Hazirhk

Laminar flow kabininde astrosit hiicreleri, astrosit media iceren 75 cm? flask
icine alindi. Hucreler, %5 CO? ve %95 nem iceren inkiibatérde 37°C’de 24 saat
inkibe edildi. Mikroskop ile hicrelerin canhilidi, kontaminasyon durumu incelendi.
Laminar flow kabininde hiicre kultir stspansiyonu flasktan cam pipet ve vakum
yardimiyla sise tabanina degmeden dikkatlice uzaklastirildi. Hucreler iki kez 2 — 3 ml
PBS ile yikandi ve ardindan flaska 5 ml tripsin-EDTA c¢Ozeltisi ilave edildi.
inkiibatérde 3-5 dakika siireyle bekletilerek hiicrelerin flask tabanindan ayriimasi
saglandi. Pipetajla attiktan sonra 10 ml besiyeri eklenerek tripsin-EDTA
uzaklastinildi. Santriflij tiptne alinan hicre stispansiyonu 25°C’de 1200 rpm’de bes
dakika santriftij edildi. Laminar flow kabininde stpernatant atildi, dipte toplanan hiicre
pelleti 2 ml besi yerinde homojenize edildi.

Elde edilen hiicre siispansiyonundan 50 ml alindi Gizerine 50 ml tripan — blue
cOzeltisi eklenerek stspanse edildi. Stspansiyondan 20 ul thoma lamina eklendi.

Hucreler mikroskopta sayildi. Canli hilicre sayisi; Ortalama Hicre Sayisi x 5.000
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formlline gore hesaplandi. Hiicre suspansiyonu daha fazla hiicre elde etmek igin
dilie edildi. Her bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaga ekim
yapildi. Hicreler, %5 CO? ve %95 nem iceren inkiibatérde 37°C’de 24 saat inkibe
edildi. inkiibasyondan sonra besi yeri uzaklastirildi.

24 saatlik inkiibasyondan sonra 96’lik plagin her kuyucuguna 100 pl besiyeri
eklendi. Hazirlanan curcumin dozlari (5 uM, 10 uM, 20 uM, 25 uM, 50 uM 75 uM,
100 pM, 150 puM) Gg tekrarli olmak Gzere astrosit medyuma ilave edildi (100 pl olan
besiyeri Uzerine 100 pl konsantrasyonu ayarlanan curcumin eklendi). Epilepsi
mekanizmasi olusturmak icin kullandigimiz penisilin (300 IU, 500 1U, 1000 1U, 1500
IU ve 2000 IU) dozlari da sitotoksik dozun belirlenmesi icin plakaya ilave edildi.
Madde uygulanan hticre hatlarina 24, 48 ve 72 saat sireli inkiibasyondan sonra MTT

yontemi uygulandi.

3.4.2. MTT testi uygulanisi

Test maddeleri ile 37°C’de %5 CO?de 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen hicre
dizisini iceren 96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 100 pyl MTT ¢ozeltisi eklendi.
37°C, %5 CO? ve %95 nem iceren etiivde 4 saat daha inkiibasyona birakildi. 4 saatlik
inkiibasyon siresinin sonunda MTT c¢ozeltisi atildi. Kuyucuklarda olusan formazan
kristallerini ¢bézmek amaciyla her kuyucuga 100 pl DMSO eklendi. Cozinmeyi
sonlandirmak igin plak yatay calkalayicida 5 dk galkaland.

Calkalama islemi sonrasinda hicreler, mikroplak okuyucu spektrofotometre
(Promega) ile 450 nm absorbans degerinde 6lculdi. Microsoft Excel programi yardimi
ile uygulanan doz ve % hucre viabilite egrisi belirlenerek %50 baskilayici konsantrasyon
(IC50) degeri hesaplandi.

3.4.3. TUNEL Yontemi ile Apopitozis Belirlenmesi

TUNEL uygulamasi igin kullanilan apopitoz tarama kiti 11 684 809 910 Roche In
Situ Cell Death Detection Kit, AP ‘dur. In Situ Cell Death Detection Kit, hiicrelerde ve
dokularda tek hiicre seviyesinde apopitotik hiicre 6limuni tespit etmek ve dlgmek igin
kesin, hizli ve basit, radyoaktif olmayan bir teknik olarak tasarlanmistir. -15 — -25°C'de

saklanmalidir.

TUNEL reaksiyonu, apopitozis sirasinda uretilen DNA zinciri kirilmalarini tercihli
olarak etiketleyerek in situ olarak taninmalarini saglar (Gavrieli, Sherman et al. 1992,
Kressel and Groscurth 1994). Apopitotik pargalanma sonucu DNA uglari, DNA polimeraz

veya Klenow fragmenti kullanilarak isaretlenebilmektedir. DNA polimerazin yani sira
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terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT) etiketli nikleotidlerin in situ DNA zincir
kiriklarina dahil edilmesi i¢in kullaniimistir. Bu basit ve hizli prosediriin ana avantaiji,
DNA zincir kiriklarini etiketlemek icin floresan-dUTP kullaniimasidir. Bu, ikincil anti-
floresein-AP konjugatinin eklenmesinden dnce TUNEL reaksiyonundan hemen sonra

floresan mikroskobu ile DNA fragmantasyonunun saptanmasina izin verir.

Deney proseduri; hiicre kilttrd fiksasyon orneklerin
permeabilizasyonu TUNEL reaksiyon karisiminin eklenmesi Floresan

mikroskobu ile drneklerin analizi.

Gerekli solisyonlar;

v PBS
v Fiksasyon Sollsyonu - PBS i¢inde %4 paraformaldehit (pH: 7,4)

v' Permeabilizasyon Sollsyonu - %0,1 sodyum sitrat icinde %0,1 Triton X-100

3.4.3.1. TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end

labeling) Yontemi

50.000 hiicre ekildi. 24 saat inkiibasyondan sonra maddeler (Kontrol grubu,
Curcumin grubu (5 uM), Penisilin grubu (1000 IU) ve Curcumin + Penisilin grubu) eklendi.
Sonraki gin Besiyeri + PBS + Tripsin’de hicreler ayri falkonlara toplandi. 1500 rpm’de
5 dk santrifiij edildi. Ust faz atildi, pelletlerin Gizerine 100 pl paraformaldehit eklenerek 5-
6 kez pipetajlandi. 5 dk bekletildi. Pozitif lam Uzerine fiksasyon sollisyonu dikkatlice
yayildi. 60 dk 15°C — 25°C’de Ustli agik sekilde inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda lamlar
iki kere PBS’e daldirihp ¢ikarildi, kurumaya birakildi. Lamlarin Gzerine 100 pl

permeabilizasyon sollsyonu eklendi ve +4°C’de inklbe edildi.

TUNEL solisyonu hazirlandi; 4 6rnek igin, 25 yl Enzim + 225 pl Label = 250 ul.
Lamlarin Gzerine 50 yl TUNEL solisyonu eklendi, 60 dk karanlik ortamda 37°C’de
inkibasyona birakildi. Sonrasinda ti¢ kez PBS soltusyonunda yikandi. Kuruduktan sonra

flouresan mikroskobunda incelenerek goérintu alindi.

3.5. RT-PCR Analizi

Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); hiicrelerden izole
edilen RNA molekdllerinin retrovirislerden izole edilen Revers transkriptaz enzimi
yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini gergeklestirmesi sonucu, gen

ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir. Bu yontemle ¢ok az
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miktarda RNA ile olusan mesajlar saptanabilir, ekspresyon miktari da tesbit edilebilir
(Santagati, Garnier et al. 1997).

3.5.1. Trizol Yéntemi ile Total RNA izolasyonu

Kultirden toplanan hucreler 1500 rpm’de 10 dk santrifij edildi, besiyeri
uzaklastirildi. Pellet Uzerine Qiazol trizol reaktifi eklendi, oda sicakliginda 5 dk bekletildi.
200 pl kloroform eklenip vortex yapildi ve 2-3 dk oda sicakliginda beklendi. 12000 rpom’de
15 dk +4°C’de santriflj edildi. Santriflj ardindan karisim, asagida pembe fenol-kloroform
fazina, bir interfaza ve Ustte renksiz bir akdéz faza ayrilir. RNA yalnizca ak6éz fazda
bulunur. Ak6z faz 500 pl izopropanol igeren yeni bir tipe aktarildi. RNA ve izopropanol
iceren tlp alt Ust edilerek karistirilarak 10 dk oda sicakliginda beklendi. 12000 rpm’de
10 dk +4°C’de santriflj edildi. Santrifij sonrasi stpernatant dikkatlice atildi. Pellet
tzerine 1 ml Etanol eklenerek vortexlendi. RNA'nin degrede olmasini ve kiriimasini
onlemek igin 7500 rpm’de 10 dk +4°C’de santriflj edildi. Santriflj sonrasi tuplerin
kapaklari acik tutularak %70’lik Etanol uzaklastirihp RNA pelleti kurumaya birakildi.
Pellet miktarina bagli olarak 25 — 30 yl RNase free suda c¢ozuldi. 60°C’de 10 dk
bekletildi. -80°C’ye kaldirild1.

izole edilen RNA konsantrasyonlari nanodrop ile élcildi. A260/A280 oranina

gore safliklar belirlendi.
3.5.2. cDNA Doniligumi
cDNA sentezi icin “Thermo Scientific™ RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis

Kit” (Roche) kullanildi. Caligma boyunca kitin tim bilesenleri -20°C'de saklandi.

Reaktifleri belirtilen sirayla buz Gzerinde steril, nikleaz icermeyen bir tipe eklendi:

Template RNA Toplam RNA 1,5 pl

Primer Oligo (dT)18 primer 1l

Su, nikleaz-free 9,5 ul
Toplam Hacim | 12 pl

65°C'de 5 dakika denature edildi. Sonrasinda buz tzerinde 1 dk bekletildi, spin
attirlldi ve tekrar buza koyuldu.

Bilesenler belirtilen sirayla eklendi:

5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1l
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10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/ul) 1l
Toplam Hacim | 20 ul

Pipetlenerek karistirildi ve kisa bir stire santrifiij edildi. Oligo(dT) 18 cDNA sentezi
icin, 42°C'de 60 dakika inklbe edildi. 5 dakika boyunca 70°C'de isitilarak reaksiyon

sonlandirildi.

Ters transkripsiyon reaksiyon urini, PCR uygulanana kadar (bir haftadan daha

az sureyle) -20°C'de saklandi. Daha uzun streli saklama icin -70°C Onerilmektedir.

3.5.3. RT-PCR Analizi

cDNA'ya dénasturidlen érnekler A.B.T.™ 2X qPCR SYBR-Green MasterMix Kit

kullanilarak Corbett Rotor — Gene 6000 (QIAGEN) cihazinda analiz edildi.

Reaksiyon karisimi hazirlanmadan cDNA 6rnekleri 1/5 oraninda nikleaz free ile

dilie edildi.

20 pl PCR Reaksiyon | 10 pl PCR Reaksiyon | Son Kons.
2X qPCR SYBRGreen 10 pl 5 pl 1X
MasterMix
ROX Dye (50X) 0.4 pl 0.2 yl 1X

(0.04pl) (0.1X)
Forward Primer (10 uM) | 0.2 -2yl 1l 0.1-1 uM
Reverse Primer (10 uM) | 0.2 -2yl 1l 0.1-1 uM
RNase-Free Distile Su 20 ul'ye kadar 2.8 ul

Reaksiyon dongusu her ornek icin en az iki tekrarli yapildi.

PCR Adimi Sicaklik (° C) Zaman Dongu
ilk Denatiirasyon 95 300 sn. 1
Denature 95 10- 30 sn. (15 sn) 25- 40
Anneal (Tavlama) | 55- 68 (60) 10- 60 sn. (60 sn.)

Erime Egrisi 65- 95 2-5sn./adim 1

Tum primerler Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Genetik Anabilim Dali

Laboratuvarindan temin edildi. RT-PCR deneyleri i¢in kullanilan primerler Tablo 3.1’de

gosterilmektedir. Tum primerler 5" — 3' yonunde listelendi.
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Tablo 3.1. RT — PCR deneylerinde kullanilan primer gen dizileri.

Hedef Gen Forward primer dizisi Reverse primer dizisi

CYCLIN-D1 CAGACCAGCCTAACAGATTTC 21 TGACCCACAGCAGAAGAAG 19
CDK-6 TTGTGACAGACATCGACGAG 20 GACAGGTGAGAATGCAGGTT 20

P21 AGTATGCCGTCGTCTGTTCG 20 GAGTGCAAGACAGCGACAAG 20
BCL-2 ATCGCTCTGTGGATGACTGAGTAC 24 | AGAGACAGCCAGGAGAAATCAAAC 24
BAX CGGCGAATTGGAGATGAACTGG 22 CTAGCAAAGTAGAAGAGGGCAACC 24
GAPDH AACGACCCCTTCATTGAC TCCACGACATACTCAGCAC

3.6. Total protein izolasyonu

Hucrelerin 6 kuyucuklu steril plaga ekilerek, 24 saat inkibasyona birakildi.
inkiibasyon sonunda %80-90 yodunluga ulasmis plak 6nce serum fizyolojik ile 3 defa
yikandi. 300-500 pl Ripa buffer ile buzun Ustinde 3 dk bekletildi. Cell screyper ile
hicreler toplandiktan sonra buz icerisinde 30 dk bekletildi. Steril bir ependorfa aktarildi
ve -80°C’de saklandi.

Ornekler -80°C’ den alinarak 37°C’ ye gelene kadar bekletildi. 2 dk maksimum
hizla vorteks yapildiktan sonra 10 dk buzda inktbe edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.
1000 pl'lik pipetle 30 kez dikkatli bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra 15 dk buzda inkiibe
edildi, bu iglem 2 defa tekrarlandi. 200 pl’ lik pipetle 30 kez pipetaj yapildi, ardindan 15
dk buzda inkiibasyona birakildi. 2 dk maksimum hizla vorteks yapilarak 10 dk buzda
bekletildi. +4 c’de 16000 rpm’de 10 dk santriflj edildi. Sipernatan -80°C’ ye kaldirildi.

3.6.1. Bradford Protein Miktar Tayini

izole edilen proteinlerin miktar tayini Bradford teknigi kullanilarak yapildi. 2,5 mg
BSA tartildi. 1 ml steril filtreli distile suda (dH2O) ¢6ziuldi. Ana stoktan 100 pl alnip
tzerine 10 ml dH20O eklenerek 25 pg’lik standart hazirlandi. O pg, 1 pg, 2.5 ug, 5 ug, 12.5
ug ve 25 ug’hk dilisyonlarda dlgim yapildi.

Total proteinden 5ul alinarak Ustine 495 pl dH?0 ile 1/100 sulandirildi. 1/100
sulandiriimig érnekten 80 pl alinip 720 ul dH20 eklendi (1/1000). 200 pl Bradford dye
eklenerek 5-10 sn vortekslendi ve 15 dk inkiibasyona birakildi. Her drnekten 2 tekrarli
olmak lzere 200 pl alindi ve 595 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimleri yapildi.
Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi elde edildi. Absorbans degerleri bilinen

orneklerin konsantrasyonlari hesaplandi.
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3.6.2. Western Blot Analizi

Western Blot deneyi istanbul istinye Universitesi Molekiler Kanser Arastirma

Merkezi (ISUMKAMYnde yapildi. Western Blot analizi icin jele yilklenecek 6rneklerin

protein konsantrasyonu BCA assay kit (ThermoFisher, ABD) kullanilarak hesaplandi.

BCA analizi icin; o6rnekler 1:10 oraninda dilue edildi. Sigir serum albimin (BSA)
standartlari hazirlandi (2,1,0.5,0.25, 0.125, 0,0625 mg/ml).

Kitin icerisinden ¢ikan Working solution, Reagent A ve Reagent B orani 1:50
olacak sekilde hazirlandi.

Ornekler ve standartlardan 25 pl, working solutiondan 175 pl 96 kuyucuklu
mikroplaklara pipetlendi.

Plak, 37°C de 30 dakika karanlikta inklibe edildi. Sonuclar 562 nm dalga boyunda
plak okuyucuda (Thermo Scientific Microplate Reader, ABD) okundu.

Sonuglar lineer grafik cizilerek hesaplandi ve her 6rnegin 35 ug olacak sekilde

sulandiriimasi yapildi.

Orneklerin hazirlanmasi; jellerdeki her bir kuyu 6rnek igin 13,5 pl 6érnek + 13,5

2x Laemmli sample buffer ependorf igine konuldu. Agzi parafilmle kapatilarak 95°C’de

5-10 dk inkibe edildi ve daha sonra 6rnekler en az 10 dk buz Ustlinde bekletildi.

Jeller, Bio-Rad TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit'inin hazirlanis sekline goére
hazirlandi.

Donan jeller tanka yerlestirildi ve 1x Running buffer ile gereken hizaya kadar
dolduruldu.

Hazirlanan jellerdeki kuyucuklara, her bir érnek i¢in 17 pl, protein ladder (BLUItra
Prestained Protein Ladder, BIO-HELIX - PM001-0500) icin ise 6 pl yikleme
yapildi.

Yuklenen ornekler Biorad western blot sisteminde 120 mV akimda 1 saat
yaratalda.

Jeldeki protein orneklerinin ylrimesi tamamlandiktan sonra jel aparatindaki
camlar birbirinden ayrilarak ve jel kisa streligine distile suda bekletildi.

Transfer islemi icin PVDF membran metonal igerisinde 30 sn bekletilerek aktive
olmasi saglandi.

Daha sonra PVDF membran sirasiyla, distile suda 3 dk, transfer bufferda 5 dk

bekletilerek hazir hale getirildi.
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- Transfer agsamasi igin kasetin en altina; pad ve onun Ustine gelecek sekilde
sirastyla PVDF membran, jel ve pad konuldu ve 30 dKk'lik transfer protokulli
secilerek blotlama islemi gerceklestirildi.

- Transfer sonrasi membran %5’lik BSA iceren TBS-T icerisinde 37°C’de 1 saat
boyunca calkalayicida inkibe edildi.

- 1 saatin sonunda membran TBS-T ile S’er kez 5 dk yikandi.

- Yikama isleminden sonra %2,5'luk BSA iceren TBS-T icerisine 1:300 olacak
sekilde primer antikor ilave edildi ve karisim membranin (zerine konuldu.
(Calismada kullanilan her bir antikor icin bu islemler tekrar edildi. Kullanilan
primer antikorlar: bsm-50185M p38 MAPK (6al) Monoclonal Antibody, bsm-
33199M Cleaved Caspase 3 Antibody, bs-2745R Asetil CoA Carboxylase
Antibody, bs-0013R Cytochrome C Antibody, bs-0501R JNK1 + 3 Polyclonal
Antibody, bs-4002R Phospo AMPK alpha-1/2 (thr 183/thr 172) Antibody, bs-
2210R p38 MAPK (Thrl80 + Tyr182) Antibody (Phospho p38), BSM-33236M
AMPK alpha-1 Monoclonal Antibody, Bioss Antibodies)

- Membran primer antikor ile +4°C’de bir gece inkiibe edildi.

- Bir gece inkubasyonun ardindan membran TBS-T ile 3’er kez 10 dk yikandi.

- Ardindan %2,5’luk BSA iceren TBS-T icerisine 1:1000 olacak sekilde sekonder
antikor (anti-rabbit 1IgG, anti-mouse IgG antikor, Cell signaling Tech., ABD) iceren
karisim membrane Uzerine konuldu ve 1 saat oda sicakliginda galkalayicida
inklibe edildi.

- Inkiibasyonun ardindan membran 3 kez 10’ar dk TBS-T ile yikandi.

- Goruntuleme iglemi icin Western Blotting Luminol Reagent kitindeki (Thermo
Fisher, ABD) reagentlardan 3’er ml alinarak falkonda karistirildi. Karisim daha
sonra, yikanmig membran ile en az 1 dk. karanlikta inkibe edildi.

- Antikorlara ait olusan bantlar, Vilbert Laurmart Fusion Fx5 cihazinda gorintilendi

ve degerlendirildi.

3.7. istatistiksel Yontemler

Degerler, 96 bagimsiz deneyden ortalama + standart hata olarak verilmigtir.
istatistiksel calismada énce varyans analizi ve eslestiriimemis t testi (bagimsiz érneklem
t testi) yapimigtir. Daha sonra varyans analizindeki anlamhhdin hangisinden
kaynaklandigini belirlemek igin StatView yazilimi (Abacus kavramlari, Berkeley, CA,
ABD) kullanilarak post-hoc test yapilmigtir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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Real-Time PCR cihazi ile her bir gen igin elde edilen veriler SPSS (V.11.5)
programina aktarilarak istatiksel analiz yapilmistir ve GrafikPad Prism (V.8) ile grafikler
hazirlanmigtir. Sonuglar GAPDH housekeeping genine gére normalize edilmigtir.

Western blot sonucu elde edilen protein bantlarinin yodunlugu ImageJ
programinda bulunan ‘Jel Analizi’ fonksiyonu kullanilarak kantite edilmistir. Yikleme
kontrolU olarak housekeeping gen olan B- tubulin kullaniimistir. Gen ifadesi ve protein
miktarindaki degisimlerin istatistiksel olarak anlamhliklari parametrik-olmayan Kruskal-
Walllis testi ile GrafikPad Prism (V.8) yazilimi kullanilarak analiz edildi. Buna goére p<0,05

anlaml kabul edilmistir.
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4, BULGULAR

4.1. Curcumin ve Penisilin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda (5 uM’den 150 pM’e kadar) curcumin uygulandiktan 72
saat sonra % olarak hucre canliigi belirlendi. Curcumin konsantrasyonlarina gore hucre
canhhigi 5 pM: % 126.5, 10 yM: % 124, 20 uM: % 124.7, 25 uyM: % 124.8, 50 uM: % 91.3,
75 UM: % 109.3, 100 pM: % 106.9, 150 uM: % 114.5 saptandi (Sekil 4.1). Curcumin
konsantrasyonu arttikca hicre canhhdr azaldi. Astrosit hucrelerine uygulanacak

curcumin konsantrasyonu 5 uM olarak saptandi.
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Sekil 4.1. Curcumin konsantrasyonlarina gére hicre canlligi. p < 0.05.

Astroglial hiicre hattinda penisilinle deneysel epilepsi mekanizmasi olusturmak igin
gerekli toksik penisilin dozunu belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda penisilin
uygulandi. Penisilin konsantrasyonlarina gére toksik doz 300 1U: % 95.4, 500 IU: % 93.2,
1000 1U: % 33.4, 1500 1U: % 25.2, 2000 1U: % 24.2 olarak saptandi (Sekil 4.2). Astrosit

hiicrelerine toksik etkili olan Penisilin konsantrasyonu 1000 IU olarak belirlendi.
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Sekil 4.2. Penisilin konsantrasyonlarina gore hticre canliligi. p < 0.05.

4.2. Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Gruplarin baslangigtaki hiicre canhhigi %100 olarak kabul edilerek; 72. saatte
hicre canhihidr yeniden degerlendirildi. Hicre canlihgi 72. saatte kontrol grubunda
%100.00 iken, curcumin grubunda %2126.5, Penisilin grubunda %51, Curcumin +
Penisilin grubunda %73.4 bulundu (Sekil 4.4). Penisilin grubunda (Sekil 4.7) hicre
canhhligi en disuk olup; kontrol grubuyla (Sekil 4.5) karsilastirildiginda penisilin grubunda
hicre canliigindaki azalma istatistiksel olarak anlamli idi (p < 0.05). Hicre canliligi
Curcumin grubunda % 126.5 olup (Sekil 4.6); kontrol grubuyla kargilastirildiginda hticre
canlihgindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0.05). Curcumin, Penisilin ve
Curcumin + Penisilin (Sekil 4.8) gruplari karsilastirildiginda, Penisilinin astroglial hiicreler
Uzerindeki dejeneratif etkisinin, koruyucu amagcla curcumin verilmesinin hiicre canhhgini

istatistiksel olarak anlamli arttirdid1 goruldi (p < 0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Tum gruplarin 72. saatte hiicre canlihdi. p < 0.05.
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Sekil 4.4 Deneylerde kullanilan gruplarin 72. saatte hiicre canliligr. p < 0.05.

37



38

Sekil 4.5. MTT uygulamasinda hiicre canliligi. Kontrol grubu (x40). p < 0.05.

Sekil 4.6. MTT uygulamasinda hicre canliligi. Curcumin grubu (x40). p < 0.05.
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Sekil 4.7. MTT uygulamasinda hiicre canliligi. Penisilin grubu (x40). p < 0.05.

Sekil 4.8. MTT uygulamasinda hticre canliligi. Curcumin + Penisilin grubu (x40). p < 0.05.
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4.3. Apopitozisin Degerlendirilmesi

Gruplarda astrosit hiicrelerinde apopitozis 24. saatte degerlendirildi (Sekil 9- 12).
Apopitozis kontrol grubunda en dusik, penisilin grubunda en yiksekti. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, curcumin grubundaki apopitozis disuklligu, curcumin’in koruyucu
etkisini destekledi. Penisilin grubundaki yiksek apopitotik etki penisilinin dldtriculaguna
kanitladi.  Curcumin+penisilin  grubundaki apopitotik etki penisilin  grubuyla
karsilastirildiginda penisilin’in apopitotik etkisini curcumin’in yiiksek oranda engelledigini
gordik. Curcumin+penisilin grubu curcumin grubuyla karsilastirildiginda curcumin’in

koruyucu etkisinin penisilin’in toksik etkisini dnemli dlgide azalttig1 gosterildi.

Sekil 4.9. TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. Kontrol grubu (x40). p < 0.05.



Sekil 4.10. TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. Curcumin grubu (x40). p < 0.05.

Sekil 4.11. TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. Penisilin grubu (x40). p < 0.05.
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Sekil 4.12. TUNEL boyama ile astrosit hiicreleri. Curcumin + Penisilin grubu (x40). p <
0.05.

4.4, RT — PCR Verilerinin Degerlendirilmesi

Real-Time PCR

20
Hl Control

154 = Curcumin
5 E3 Penicillin
g 10- = Curcumin + Penicillin
<I
N

5_

oAl n

T
Bcl2 Bax CDK6 P21 Cyclin D1

Sekil. 4.13. RT — PCR deneyi igin analizi yapilan genlerin seviyeleri. p < 0.05.

Orneklerden elde edilen cDNA'lar ile Bax, Bcl2, CDK6, P21 ve Cyclin D1 seviyeleri,
Real-Time PCR cihazi ile “Comparative CT (2"-AACt)” analizi yapilarak belirlendi. Real-
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Time PCR cihazi ile her bir gen igin elde edilen veriler SPSS (V.11.5) programina
aktarilarak istatiksel analiz yapildi ve GrafikPad Prism (V.8) ile grafikler hazirlandi.
Sonuglar GAPDH’e gbre normalize edildi.

Kontrol olarak higbir uygulama yapilmayan hucre hatlar kullanildi. Buna gore
Hucrelere curcumin tek bagina verildiginde Bcl2 seviyesi en yuksek bulunmustur. Bcl2
seviyesi Kontrol grubunda en dusuk olarak belirlenmistir. Penisilin verildiginde,
hiicrelerdeki Bcl2 seviyesi curcumin verilen gruba gore dusik kalsa da kontrol grubuna
gore yukselmistir. Curcumin ve penisilinin birlikte verildigi grupta Bcl2, curcumin verilen
gruba gore daha duslk kalmaktadir fakat bu seviye penisilin verilen gruba gére daha
fazla ifade edilmistir (Sekil 4.13).

Bax seviyesi kontrol grubuna gére Curcumin grubunda oldukga yiiksek seviyelerde
OlcUlmustar. Penisilin grubundaki degerler kontrol grubundaki degerlere yakin
g6zlenmistir. Curcumin ve penisilinin birlikte verildigi grupta Bax seviyesi penisilin
grubuna goére azalmistir (Sekil 4.13).

Primer astrosit hlicre hatlarina yapilan uygulamalarda CDK6 seviyesi en yuksek
hiicrelere curcumin uygulanan grupta olcilmugtir. Kontrol grubunda CDKG6 seviyesi
yaklasik %800 oraninda azalmistir. Penisilin hicrelerde en disik seviyede CDK6
ifadesini saglamigtir. Curcumin ve penisilin birlikte kullanildiginda ise CDKG seviyesi
kontrol grubuna gdre daha fazla bir ifade sergilemistir (Sekil 4.13).

Calismada P21 seviyesi en dusik penisilin verilen grupta belirlenmistir. Curcumin
uygulanan grupta en yiksek seviyede olan P21, curcumin+penisilin gruplarinda kontrol
grubuna gore artmistir. P21'den farkli olarak Cyclin D1 seviyesi en ylksek
curcumin+penisilin grubunda bulunmustur. Penisilin verilen grup ise en dusik Cyclin D1

seviyesi gosteren gruptur (Sekil 4.13).

4.5. Protein Miktar Analizi Sonuglari

Bradford Yontemi ile protein miktar analizi yapilan érneklerin 6lcilen absorbans

degderlerinin analiz grafigi deney icin uygun degerlerde bulundu (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Bradford Deney Sonuglari

4.5.1. Western Blot Deneyi Sonuglari

Orneklerden elde edilen proteinlerin dizeyleri p38 MAPK, Aktif Caspase 3, Acetyl
CoA Carboxylase, Cytochrome C, JNK 1, Phospho AMPK, Phospho p38 ve AMPK alpha
1 ile kargilastiridi. GrafikPad Prism (V.8) ile grafikler hazirlandi. Sonuglar § tubulin’e gére
normalize edildi.

Kontrol olarak hig¢bir uygulama yapilmayan hucre hatlari kullanildi. Hucrelere
curcumin tek basina verildiginde p38 MAPK dizeyi en yiuksek olarak belirlenmistir.
Penisilin verildiginde, hucrelerdeki p38 MAPK duzeyi en dusiuk olarak belirlenmigtir.
Curcumin ve penisilinin birlikte verildigi grupta p38 MAPK duzeyi, penisilin verilen gruba
gore daha yuksek, curcumin verilen gruba gére daha dusuk ifade edilmistir (Sekil 4.15,
Sekil 4.16).

B-Tubulin (50 kDa) - e e d -—

Sekil 4.15. p38 MAPK duzeyi ile protein bantlarinin yogunlugunu gésteren jel gérintusd.
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Sekil 4.16. Gruplar Uizerinde p38 MAPK duzeyleri. p < 0.05.

Primer astrosit hiicre hatlarina yapilan uygulamalarda Aktif Caspase-3 diizeyi en
dusuk kontrol grubunda ol¢ulmastir. Hicrelere curcumin uygulandiginda Aktif Caspase-
3 dizeyi artmistir. Penisilin hiicrelerde en ylksek dizeyde Aktif Caspase-3 ifadesini
saglamigtir. Curcumin ve penisilin birlikte kullanildiginda ise Aktif Caspase-3 duzeyi

penisilinden dusuk curcumin’den yuksek bulunmustur (Sekil 4.17, Sekil 4.18).
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Aktif Caspase-3 (~33 kDa) - - -
B-Tubulin (¥50 kDa) W R W—

Sekil 4.17. Aktif caspase 3 diizeyi ile protein bantlarinin yodunlugunu gésteren jel gorintusa.
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Sekil 4.18. Gruplar Uzerinde Aktif caspase 3 diizeyleri. p < 0.05.

Asetil CoA Carboxylase diizeyi kontrol grubu ve curcumin grubunda birbirlerine
¢ok yakin ve diger iki gruba ylksek ol¢cliimustir. Penisilin grubundaki degerler en disuk
dizey olarak gdézlenmistir. Curcumin ve penisilinin birlikte verildigi grupta Asetil CoA
Carboxylase duzeyi kontrol grubu ve curcumin grubuna gére disik, penisilin grubuna
gore ise yuksek bulunmustur (Sekil 4.19, Sekil 4.20).

Asetil CoA Carboxyilase (V250 kDa) * -

B-Tubulin (~50 kDa) W w——

Sekil 4.19. Asetil CoA Carboxylase diizeyi ile protein bantlarinin yogunlugunu gésteren jel
gorantisu.
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Sekil 4.20. Gruplar Gizerinde Asetil CoA Carboxylase dizeyleri. p < 0.05.

Cytochrome C diizeyleri Curcumin grubunda en yUksek bulunmustur. Hlcrelere
penisilin tek basina verildiginde Cytochrome C diizeyi en disUk olarak belirlenmistir.
Cytochrome C diizeyi kontrol grubunda, penisilin grubuna gére disuk, curcumin grubuna
gore yuksek oOlgulmustir. Curcumin ve penisilinin birlikte verildigi grupta Cytochrome C
duzeyi, curcumin verilen gruba goére daha az ifade edilmistir fakat bu seviye penisilin
verilen gruba gdre daha yiiksek kalmaktadir (Sekil 4.21, Sekil 4.22).

N
§’
QQ/
§ s e*
§ s ¢ &
¥ (&) A S
Cytochrome C(“~26 kDa ) - -
B-Tubulin (~50 kDa) W — —

Sekil 4.21. Cytochrome C diizeyi ile protein bantlarinin yogunlugunu gosteren jel gérintisu.
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Sekil 4.22. Gruplar Gizerinde Ctochrome C dizeyleri. p < 0.05.

Calismada JNK-1 dizeyi en disuk kontrol verilen grupta belirlenmistir. Penisilin
grubunda en yiksek seviyede olan JNK-1, curcumin + penisilin gruplarinda artmigtir.
JNK-1 dizeyi en ylksek penisilin grubunda bulunmustur. Curcumin ve penisilin verilen
grup ise penisilinden diasik, diger iki gruptan yiksek dizeyde JNK-1 gésteren gruptur
(Sekil 4.23, Sekil 4.24).

INK-1 (~42 kDa) —

B-Tubulin (~50 kDa) N RN we—

Sekil 4.23. JNK 1 dlizeyi ile protein bantlarinin yogunlugunu gdsteren jel goriintisu.
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Sekil 4.24. Gruplar Gizerinde JNK 1 diizeyleri. p < 0.05.

Phospho-AMPK dlzeyi curcumin grubunda en yuksek olgilmustir. Penisilin
grubundaki degerler ise en dislk dlzey olarak goérilmustir. Curcumin ve penisilinin
birlikte verildigi grupta Phospho-AMPK dizeyi penisilin grubuna gore yuksek, kontrol
grubu ve curcumin grubuna goére dusik bulunmustur (Sekil 4.25, Sekil 4.26).
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Phospho -AMPK Alpha-2 ( Thr 172) (~63 kDa) |- .
B-Tubulin (~50 kDa) W — ——

Sekil 4.25. Phospho AMPK dizeyi ile protein bantlarinin yogunlugunu gdsteren jel gériuntisu.
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Sekil 4.26. Gruplar tizerinde phospho AMPK diizeyleri. p < 0.05.

Phospho-p38 MAPK bulgulari, p38 MAPK diizeyi sonuglariyla paralel gértlmustir.
Curcumin grubunda Phospho-p38 MAPK dtizeyi en yiksek olarak belirlenmistir. Penisilin
grubunda ise hicrelerdeki Phospho-p38 MAPK dizeyi en disik olarak belirlenmistir.
Curcumin ve penisilinin birlikte verildigi grupta Phospho-p38 MAPK diizeyi, penisilin
verilen gruba godre oldukg¢a ylksek, curcumin verilen gruba gére daha disuk ifade
edilmistir. Kontrol grubunda Phospho-p38 MAPK dizeyi, curcumin grubundan biraz
daha dusuk, Curcumin + penisilin ve penisilin gruplarindan yiksek oOlgulmastur (Sekil
4.27, Sekil 4.28).

Phospho -p38 MAPK (Thr 180/Tyr 182) (50 kDa) | WEEG_— -

W R —

B-Tubulin (~50 kDa)

Sekil 4.27. Phospho-p38 diizeyi ile protein bantlarinin yogunlugunu gésteren jel gorintisa.
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Sekil 4.28. Gruplar Gizerinde Phospho-p38 diizeyleri. p < 0.05.

AMPK Alpha-1 dizeyi en ylksek curcumin grubunda élgtlmastir. En disuk dizey
Penisilin grubunda goértlmustir. Curcumin ve penisilinin birlikte verildigi grupta AMPK
Alpha-1 dizeyi penisilin grubuna gore oldukg¢a ylksek, kontrol grubuna ¢ok yakin
olmakla birlikte biraz daha yiksek ve penisilin grubuna gore oldukca yiksek
bulunmustur. Curcumin + penisilinin birlikte verildigi grupta Phospho-AMPK dizeyi
sonuglarindan farkli oarak AMPK Alpha-1 dlizeyi, kontrol grubundan daha yiksek
bulunmustur. Elde edilen diger veriler benzerdir (Sekil 4.29, Sekil 4.30).

AMPK Alpha -1 (~63 kDa) - — —

e w—

B-Tubulin (~50 kDa)

Sekil 4.29. AMPK Alpha-1 diizeyi ile protein bantlarinin yogunlugunu gdsteren jel gériintisu.



AMPK alpha 1
2.0
c
2
5 1.5
o
@ 1.0-
A
a
4}
5 0.5-
=
=
0.0-
> & o o
\J:-':’é&c t‘:}@ a‘i‘g m‘@@?
o < (\xq
&
&"‘Q
t'\‘.'r

Sekil 4.30. Gruplar Gizerinde AMPK Alpha-1 diizeyleri. p < 0.05.
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5. TARTISMA

Bozulmus astrosit fonksiyonu ve enerji homeostazinin epilepsi patogenezinde
anahtar rol oynadigi yapilan calismalarla goésterilmistir (Xu, Sun et al. 2019). Organik
epilepsinin yaygin nedenleri sklerotik ve sklerotik olmayan olarak ikiye ayrilir. Sklerotik
hipokampusta eksprese edilen farkli genlerin molektler diizeyde astrositlerle ilgili ¢esitli
sinyal yolaklari Uzerindeki etkileri tanimlanmistir (Lee, Mane et al. 2007). Aslinda
astrositler, sklerotik dokuda glutamat salinimini baslatir. Glutamat ¢evredeki néronlari
uyarir ve ndbet aktivitesi olusur.

Hipokampal atrofi, néronal hiicre kaybi ve astrosit hiicre proliferasyonu ilk olarak
1880'de sklerotik hipokampusta g0sterilmistir (Tiffany-Castiglioni E 1986). Yale
Universitesi'nde 151 hastayl kapsayan bir cerrahi seride, orta temporal lob epilepsili
(MTLE) hastalarin %60'inda skleroz gbézlenmstir. Ancak kitlesel temporal lob epilepsisi
(MaTLE) %28 ve paradoksal temporal lob epilepsisi (PTLE) %12 sklerotik olmayan
olgulardir. Burada hipokampal atrofinin ndbetin siddeti ve suresi ile korelasyon
gOstermedigi gorulmastir (Bezzi, Carmignoto et al. 1998, Tian, Azmi et al. 2005, Lee,
Mane et al. 2007).

Ozetle astrositler su sekilde nobetlere neden olurlar; Astrosit zarinda Na+
kanallari artar, mMRNA iyonotropik glutamat reseptori-1 (GluR1) glutamata karsi daha
duyarh hale gelir. Glutamat sentetaz asagi regule edilir. NUkleer faktér kappa B (NFkB)
inflamatuar reaksiyonda yer aldidi igin artar. Sonug olarak, astrositlerden sklerotik
hipokampusta hlcre digi bosluga kalsiyum bagdimli glutamat salinimi gergeklesir. Bu
nobeti tetikler.

Cocuklarda yiksek ates sonucu gorilen epileptiform ndbetler, menenijit ve
herpes simpleks gibi virlisler de ayni mekanizma ile nébetlere neden olmus olabilir.
Astrositlerin epileptik ndbetlerde bu sekilde ortaya ¢ikmasi, antiepileptik ajan olarak aktif
rol oynayabilecegini dugundirur (Ounsted, Glaser et al. 1985, Uesugi, Shimizu et al.
2000, Medzhitov 2001, Bsibsi, Ravid et al. 2002, Carpentier, Begolka et al. 2005).

Ayrica rezeke edilen sklerotik alandan 2 yil sonra nébet remisyonlarinin olustugu

go6rilmustir (Lee, Mane et al. 2007). Buradan gidece@imiz sonug; Sklerotik bdlgedeki
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hipokampal nobetlerde, astrositler hipereksitabiliteye katkida bulunur. Astrositlerin
devamsiz nébetlerdeki roll yakin zamana kadar hala tartisiimaktadir.

Bizim galismamizda da primer astrosit hiicre hattini segmemizin sebebi, epilepsi
patogenezinde astrositlerin roliinln yeni ¢alismalarda 6éne ¢ikmasidir. Bdylece hicre
bazinda epilepsiyle ilgili molekiler mekanizmanin ortaya konmasi ve curcumin’in anti-
epileptik olarak etkilerinin incelenmesi amag edinilmistir.

Tamami astroglia olarak da bilinen astrositler, beyin ve omurilikteki karakteristik
yildiz seklindeki glial hicrelerdir ve néron hucrelerinin yaklasik %30'unu olugtururlar.
Kan-beyin bariyerini olusturan endotel hicrelerinin biyokimyasal olarak desteklenmesi,
sinir dokusuna besin saglanmasi, hlicre digi iyon dengesinin korunmasi, travmatik
yaralanmalar sonrasi beyin ve omuriligin onarim ve skarlasma sureci gibi birgok iglevi
yerine getirirler. Ayrica astrositler, basta glutamat, ATP ve gama aminobutirik asit
(GABA) olmak Uzere cesitli nérotransmitterler icin plazma membran tasiyicilarini (farkh
doku ve organlarda bulunan ve cesitli hayati iglevleri yerine getiren tasima proteinleri)
ifade ederler. Son zamanlarda astrositlerin vezikuler Ca*? bagiml bir sekilde glutamat
veya ATP salgiladiklari gésterilmistir (Santello and Volterra 2009, Agulhon, Fiacco et al.
2010, Rafalski and Brunet 2011).

Astrositlerin en dnemli iglevlerinden biri astrosit-néron laktat mekigi yardimiyla
néronlara enerji iletmektir. Astrositler, uyariya yanit olarak uzun mesafeler boyunca
hiicreler arasi Ca*? dalgalari yayarlar ve ndronlara benzer sekilde, Ca*? bagimli bir
sekilde donorleri (gliotransmitterler olarak adlandirilir) serbest birakirlar. Veriler,
astrositlerin  Ca*?> bagimli glutamat salinimi ile néronlara da sinyal verdigini
gostermektedir (Kimelberg, Jalonen et al. 1993). Kalsiyum yikselmeleri astrositlerde
bilinen birincil aktivasyon eksenidir ve bazi astrositik glutamat salinimi trleri icin gerekli
ve yeterlidir (Twyman, Green et al. 1992, Bennett, Contreras et al. 2003, Akdogan,
Adiguzel et al. 2008).

Son arastirmalar, kan beyin bariyerinin korunmasinda en 6énemli unsurlarin;
astrosit hucrelerinin, serebral endotel hicrelerinin siki baglantilara ve bazal laminaya
sahip oldugunu gdstermistir (Parpura and Haydon 2000, Newman 2001). Astrositler,
iltihaplanma ve yaralanmaya tepki olarak reaktif hale gelir. Bu astrositler, skar olusturan
astrositler ve hipertrofik astrositler olarak iki ana kategoriye ayrilabilir (Khakh, Beaumont
et al. 2017). Birgok galisma reaktif astrositlerin potasyum iyonu alimi, iyon tamponlama,
Ca*? sinyali ve uyarici noérotransmitter alimi gibi homeostatik fonksiyonlari degistirdigini
vurgulamaktadir (Rossi and Volterra 2009). Noéronlar aktif olduklarinda potasyum
salgilayarak yerel hiicre digi konsantrasyonu arttirirlar. Astrositler potasyuma yutksek

oranda gecirgen olduklarindan, hicre disi bosluktaki fazla birikimi hizla temizlerler. Bu
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fonksiyona mudahale edilirse hicre digi potasyum konsantrasyonu artacak ve néronal
depolarizasyona yol acacaktir.

Hucre disi potasyumun anormal birikiminin epileptik ndéronal aktiviteye neden
oldugu iyi bilinmektedir (Kimelberg, Jalonen et al. 1993). Astrosit fonksiyonlarinin
duzenlenmesi Alzheimer hastalidi, Huntington hastaligi, iskemik inme ve epilepsi gibi
cesitli beyin patolojilerini etkiler (Siracusa, Fusco et al. 2019).

Yaygin olarak kullanilan bir antibiyotik olan penisilin de ndéron hicresinde
dejeneratif etki yaratan kimyasal bir ajandir. Bu etkilerden biri, penisilinin kimyasal bir
konvilzan olmasidir (Biziere and Chambon 1987, Fisher 1989). Bu, GABAerjik etkiyi
azaltarak (Arzimanoglou, Hirsch et al. 2002), uyarici glutamaterjik sinir iletimini artirarak
(Babb, Brown et al. 1984) veya iyon kanallarinda Ca*? ve Na+ iletimini aktive ederek
ndronal dejenerasyona ve néron kaybina neden olarak saglanir (Dam 1982, Heath and
Shaw 2002). Glutamat eksitotoksisitesinin néronal stres ile iliskili olduguna
inaniimaktadir (Tomiyama, Kimura et al. 2001, Nakamura, Negishi et al. 2005). Astrosit
hicre 6liminde GABAerjik etki 6nemlidir (Arzimanoglou, Hirsch et al. 2002). Artmis
uyarici glutamaterjik ndrotransmisyon ve iyon kanallarinda aktive Ca* ve Na+
transmisyonu da astrosit hicre 6limunin mekanizmasi olabilir (Dam 1982, Bagirici,
Gokce et al. 1999, Arzimanoglou, Hirsch et al. 2002, Heath and Shaw 2002, Nakamura,
Negishi et al. 2005).

Bizim c¢alismamizda da penisilin ile astrositlerin destruksiyonu planlanmistir.
Penisilinin astrositlerde glutamat eksitotoksisitesi ile astrosit hiicresel stresine sebep
olup, astrosit 6limUine neden oldugu bilinmektedir. Ayrica artmis glutamat ve azalmis
GABAerjik etki sonucunda iyon kanallarinda Ca*? ve Na+ iletimini aktive ederek astrosit
olimune sebep olacadi duslinilmustar.

Sonug olarak, glutamat ve GABA aracili sinaptik mekanizmalardaki eksiklikler,
glutamat/GABA oranini bozmaktadir. Ozellikle, glutamat seviyesi, hasara bagli
depolarizasyon yoluyla glutamat salinimi, xc (-) yoluyla abartili glutamat salinimi ve
EAAT'ler yoluyla azaltiimig glutamat alimi veya azalma dahil olmak Uzere cesitli
etiyolojilerin neden oldugu GABA ile karsilastirildiginda nispeten yuksektir. GABA
salinimi ve ardindan glutamat saliniminda artig, glutamat ve GABA arasindaki
dengesizlik, birka¢ néron 6lumu mekanizmasindan biri olan eksitotoksisiteyi tetikleyebilir.

Yukaridaki mekanizma bir¢cok ndrodejeneratif hastalikta oldugu gibi epilepside de
ortak mekanizmadir. Birgok calismada antioksidanlarin dejeneratif hastaliklarda ve
epilepside koruyucu oldugu ortaya konulmustur. Curcumin’in de dejeneratif hastaliklarda
koruyucu etkisi ¢alisiimistir. Fakat astrositler Gzerindeki canlihdi etkileme konusunda ve
benzer mekanizmalar ile olusturulan hicresel epilepsi modelinde antiepileptik etkisi ilk

defa bu galisma ile ortaya konulmustur.
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Curcumin gugcli bir antioksidan ve antienflamatuar molekildir (Ak and Gulgin
2008)((Barclay, Vinqvist et al. 2000, Menon and Sudheer 2007, Desai and Patravale
2018). Curcumin’in yapisindaki fenolik ve metoksi gruplar serbest radikallerle tepkimeye
girerek fenoksil radikali olusturmaktadirlar. Curcumin'in antioksidan etkisi, birincil
metaboliti tetrahidrocurcuminin, antioksidan (3 diketo etki ile 2 karbonil arasindaki aktif
metilen karbonundaki C-C bagini yikmasi ile ortaya ¢ikar. Curcumin’in diger hasar veren
hidroksil radikalleri ya da peroksinitrit Gzerindeki etkisi tam olarak aciklanamamistir.
Kronik inflamasyon ve sitokinler, Nitrik Oksit (NO) sentezini uyararak DNA hasarina ve
kansere yol acan peroksinitrit ve nitrit olusumuna yol acmaktadir. Yapilan pek c¢ok
calismada curcumin’in, NO sentezini baskiladigi gdsterilmistir. Curcumin’in hicresel
oksidatif stres’i baskilamasinin ana mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatiimamis olsa
da, glutatyon rediiktaz ya da bazi antioksidatif enzimler araciigiyla yiuksek glukoz
degerlerinde oksijen radikallerini etkisiz hale getirdigi belirtimektedir (Brouet and
Ohshima 1995, Zhang, Altorki et al. 1999, Hong, Bose et al. 2004).

Kronik ve akut enflamasyonda TNF-a ve IL-1 énemli rol oynamaktadir. in vitro
olarak 5 yM konsantrasyonda curcumin uygulanmasinin, insan monositik makrofaj
hiicrelerinde lipoppolisakkarit-indikli TNF-a ve IL-1 Gretimini inhibe etigi gézlenmistir.
Ayni konsantrasyonda LPS-indukli NF-xB aktivasyonunu da inhibe ettigi ve L929
fibroblast litik testinde TNF’nin biyolojik aktivitesini azalttigi gézlenmistir (Organization
1999). Bizim galismamizda kullandigimiz curcumin konsantrasyonu da sitotoksisite testi
ile 5 uM olarak belirlenmistir.

Curcumin’in, pentilentetrazol-induklli oksidatif hasar ve bilissel bozukluklardaki
etkisinin incelendigi c¢alismanin sonuglarina gére curcumin ©On tedavisi nbébetleri
iyilestirmis, pentilentetrazol-indUkll oksidatif stresi ve bilissel bozukluklari dizeltmistir
(Gupta, Kumar et al. 2003).

Epilepsi ve nébet bozukluklarinin iki temel patofizyolojik 6zelligi, néroinflamasyon
ve oksidatif strestir. (Huang, Chi et al. 2017, Wyatt, Witt et al. 2017). Uzun sireli nébetler,
mikroglia ve astrositleri aktive edebilir (Vezzani, French et al. 2011). Nitekim bu
proinflamatuar sitokinler ve diger néroinflamatuar belirtecler hem deneysel epilepsi
modellerinde hem de insan Kklinik vakalarinda gorilebilmektedir (Koh 2018).
Noroinflamasyon, bazi fokal baglangigl ilaca direngli epilepsilerde gortlen bir faktordir
(Terrone, Salamone et al. 2017). Onceki galismalar, antiinflamatuar molekillerin epilepsi
tedavisinde yararl oldugunu desteklemektedir (Dhir, Naidu et al. 2007, Akula, Dhir et al.
2008).

Siklooksijenaz (COX) inhibitorleri, Ozellikle ©Oncelikli veya segici COX-2
inhibitorleri gibi antiinflamatuar molekdller, epilepsi hayvan modellerinde kontrol grubuna

gbre ndbet baslangicini arttirmistir (Dhir, Naidu et al. 2006). Curcumin; COX-2,
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lipoksijenaz ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS) gibi farkli inflamatuar belirteclerin
ekspresyonunu inhibe edebildigi igin epilepsi ve ilgili bozukluklarda faydali olabilir
(Menon and Sudheer 2007).

Literatirde curcumin’in gugli antioksidan 6zelligini epilepsi bozukluklariyla iligkili
olarak gosteren cesitli ¢calismalar bulunmaktadir. Curcumin, Drosophila melanogaster
(en az 7 gun boyunca 0.2 ve 1.0 mg/g diyet), sineklerinin dmrinin uzamasina kismen
katkida bulunabilecek bir antioksidan enzim olan siperoksit dismutaz (SOD) seviyelerini
yukseltmistir (Akinyemi, Oboh et al. 2018). Kronik pentilentetrazol (PTZ) verilen
hayvanlarda, hem GFAP (glial fibriler asidik protein, astrositik aktivasyon icin bir
biyobelirte¢) hem de Iba-1 (mikroglial aktivasyon icin bir biyobelirte¢ olan iyonize
kalsiyum baglayici adaptér molekili 1) ekspresyonu artmistir (Kaur, Patro et al. 2015).
Ayrica, beynin hem korteks hem de hipokampus bélgelerinde sitokinlerin (interldkin 13,
interlokin 6 ve timor nekroz faktorl alfa gibi) ve kemokinlerin (monosit kemoatraktan
protein 1 gibi) ekspresyonunda bir artis gértlmustir (Kaur, Patro et al. 2015). Curcumin,
40 gln boyunca gunlik 100 mg/kg dozunda uygulanmis, sitokinlerin ve kemokinlerin
seviyelerini disurmustir. GFAP-1 ve Iba-1 belirtecglerinde belirgin bir sekilde azalma
olmasi, curcumin’in anti-inflamatuar etkisini gostermektedir (Kaur, Patro et al. 2015). PTZ
kindling epilepsi modelinde, curcumin (50-200 mg/kg po), hem malondialdehit (MDA)
hem de glutatyonun ylksek seviyelerini azaltarak antioksidan &zellik gdstermistir
(Agarwal, Jain et al. 2011). Ezz, Khadrawy ve Noor (2011), pilokarpin uygulanan
si¢anlara 21 glin boyunca 80 mg/kg po dozunda curcumin uygulayarak, curcuminin anti-
nobet veya anti-epileptik etkisi icin faydali olan bir antioksidan oldugunu ve anti-
inflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu gostermiglerdir (Ezz, Khadrawy et al. 2011).

Oksidatif stres hiicrede mitokondriyal disfonksiyona ve apoptosis’e yol agarak
kanser, mutasyon, kalp ve dolagsim bozukluklari, fertilite sorunlari, akciger
fonsiyonlarinda bozukluk ve bagisiklik sisteminde olumsuz etkilere yol acmaktadir
(Sharma and Singh 2010, Aktas, Kanter et al. 2012). Antioksidanlar serbest radikalleri
iceren kimyasal reaksiyonlarin bir sonucu olarak ortaya cikan hicresel hasarlari
onlemektedir (Young and Woodside 2001).

Curcumin, oral yolla alindiginda bagirsaklarda hidrojenizasyon yolu ile
tetrahidrocurcumin’e dénugerek emilir ve kana dagilir, safra yoluyla atilir (Pan, Huang et
al. 1999, Anand, Kunnumakkara et al. 2007). Curcumin, blyumesi inhibe edilmis
hucreleri restore ederek apopitosis’i engeller. Antioksidan 6zelliginin fenolik yapisindan
kaynaklandigi  ddsinilmektedir (Sharma 1976). Curcumin antihepatotoksik,
antihiperlipidemik, antiinflamatuvar, antitimoral, antimikrobiyal ve antiinfertilite etkilerine
sahiptir (Ramsewak, DeWitt et al. 2000, Baum and Ng 2004, Chen, Tang et al. 2006,

Pérez-Arriaga, Mendoza-Magana et al. 2006).
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Curcumin’in koruyucu etkilerini arastiran ¢ok fazla sayida calisma vardir.
Karacigerde karbon tetraklorid (hepatotoksin) (Lee, Kim et al. 2016), kalp ve bobrekte
adriamisin (kemoterapotik) (Venkatesan, Punithavathi et al. 2000), iris dokusunda
streptozotosin (antineoplastik) (Patumraj, Wongeakin et al. 2006), akcigerde benzopiren
(cevresel karsinojen) (Zhu, Cromie et al. 2014) ve kanda nitrojen dioksit’e (toksik bir gaz)
(Unnikrishnan and Rao 1995) karsi koruyucu etkilerini gosteren galismalar bunlardan
birkacidir.

Curcumin’in antioksidan ve akut anti-ndbet potansiyeli Du ve ark. tarafindan da
gosterilmistir (Du, Eid et al. 1995). Sicanlara, pilokarpin nébetlerine kargi 100 ve 300
mg/kg dozlarinda curcumin uygulanarak antikonvilsan etkisi belirtiimistir. Bu modelde
curcuminin antikonviilsan potansiyelinin, 6zellikle NOS enzimi tizerindeki etkisini module
edebilen antioksidan 6zelliginden kaynaklandigi vurgulanmistir (Peng, Tang et al. 2012).
Pilokarpin uygulanan sigcanlarda, MDA, NOS ve laktat dehidrojenaz dizeylerinde bir
artis, glutatyon ve superoksit dismutaz dizeylerinde azalma belirlenmistir. Curcumin
uygulamasi, bu sicanlarda MDA seviyeleri hari¢c, degisen tim oksidatif stres
parametrelerini tersine gevirmigtir (Peng, Tang et al. 2012).

Benzer sekilde, curcumin (50-200 mg-kg-1-ml-1), dogum sonrasi 20 gunlik
siganlarda lityum-pilokarpin hayvan modelinde néroprotektiftir (Ahmad 2013). Pilokarpin
bir kolinerjik agonisttir. Curcumin’in lityum-pilokarpin kaynakli status epileptikus’ta ndbet
Onleyici etkisi tam olarak anlasilamamistir; bununla birlikte, curcuminin antioksidan
Ozelligi bu tur etkilerden sorumlu olabilir. Curcumin’in, dusuk glutatyon seviyelerindeki
azalmay! hafifletmesi (Ahmad 2013), glcli antioksidan potansiyelini gostermektedir.

Curcumin, anti-inflamatuar ve antidiyabetik dahil olmak Uzere canlilar i¢in faydali
olan cesitli biyolojik 6zelliklere sahiptir (Tian, Wang et al. 2008). Calismalar, curcumin’in
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve cesitli timorlerde apopitozu indikledigini
bulmustur. Ayrica, curcumin’in otofajiye bagli hicre 6limudnu arttirdigi ve lizozomal
membran gegirgenligi ilagh otofaji veya INcRNA'yl asagi yonde regile ederek hicre
apopitozunu indukledigi bildirilmistir (Seo, Woo et al. 2018).

BCL2 geni tarafindan insanlarda kodlanan Bcl2 (B hucreli lenfoma 2), ya inhibe
ederek (anti-apoptotik) ya da indiikleyerek hiicre 6lumini (apopitoz) dizenleyen bir
gendir (Tsujimoto, Finger et al. 1984). Bcl2 genindeki hasar, melanom, meme, prostat,
kronik lenfositik I6semi ve akciger kanseri dahil olmak Uzere bir dizi kanserin nedeni ve
olasi bir sizofreni ve otoimmunite nedeni olarak tanimlanmigtir. Ayni zamanda kanser
tedavilerine direnc nedenidir (Garcia-Aranda, Pérez-Ruiz et al. 2018).

Calismamizda curcumin verilen grupta Bcl2 seviyesi oldukca yuksek ¢ikmistir.
Hem apopitopik hem de anti-apopitopik olarak davranan bu genin curcumin varliginda

aktive oldugu gérulmustir. Ayni zamanda penisilin verilen grupta da kontrol grubuna
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gbre artan Bcl2 seviyesi, hem curcumin hem penisilin verilen grupta penisilin verilen
gruba gore yukselmistir.

Chiu, Tsung-Lang, ve Chin-Cheng Su 2009'da yaptiklari ¢alismada curcumin
uygulandigi meme kanseri hicre hatlarinda (MDA-MB-231) Bcl2 seviyesini arttirarak
proliferasyonu engellemistir (Chiu and Su 2009). Bu sonuglar c¢alismamizi
desteklemektedir. Qian-Mei Zhou, ve arkadaslari 2017 tarafindan yapilan ¢alismada da
Mitomisin-C ile uygulanan curcumin MCF-7 hucrelerinde Bcl2 seviyesini azaltmistir
(Zhou, Sun et al. 2017). Bu calismadaki sonuglarin aksine azalan Bcl2 seviyesi kanser
hicrelerindeki durumu ile agiklanabilir. Bu calismada farkli dozlarda curcumin
kullaniimigtir. Buna gore farkli konsantrasyonlarda curcumin’in Bcl2 seviyesini arttirma
ya da azaltma 6zelligi gosterdigi aciktir. Baska bir calismada, curcumin, insan larinks
kanseri hicrelerinin Bcl-2 ve PI3SK protein ekspresyonunu ve fosfo (p)-Akt protein
ekspresyonunu azaltmistir. (Mou, Zhou et al. 2017).

Bcl-2 benzeri protein 4 olarak da bilinen apopitoz diizenleyici BAX, insanlarda BAX
geni tarafindan kodlanan bir proteindir. BAX, Bcl-2 gen ailesinin bir Giyesidir. BCL2 ailesi
Uyeleri, hetero- veya homodimerler olusturur ve ¢ok cesitli hiicresel aktivitelerde yer alan
anti- veya pro-apopitotik duzenleyiciler olarak islev goérir. Bu protein, BCL2 ile bir
heterodimer olusturur ve apopitotik bir aktivator olarak islev goérir. Bu proteinin,
mitokondriyal voltaja baglh anyon kanali (VDAC) ile etkilesime girdigi ve agilmasini
arttirdi1 rapor edilmistir, bu da membran potansiyelinde kayba ve sitokrom c'nin
salinmasina yol agar. Bu genin ekspresyonu, tumor baskilayici P53 tarafindan
dizenlenir ve P53 aracili apopitoza dahil oldugu gosterilmistir. (Fagerberg, Hallstrém et
al. 2014).

Galismamizda Bax seviyesi en yuksek curcumin verilen gruplarda ¢ikmigtir.
Wenliang Zha ve arkadaslarinin 2018’de yaptigi1 ¢alismada Bax seviyesi Streptozotosin
ile induklenerek yapilan diyabet modelinde curcumin, g¢alismamizin aksine sonugclar
vermistir. Calismada Bax seviyesi curcumin verilen gruplarda yiiksek oranda dismustir.
Curcumin’in, mitokondriye bagli apopitozun inhibisyonu yoluyla potansiyel olarak
koruyucu etki uyguladigini belirtmislerdir (Zha, Bai et al. 2018). Bagka bir ¢calismada,
bizim ¢alismamizi destekler nitelikte curcumin Bax seviyesini ylkseltmistir (Lv, Liu et al.
2014). Calismamizda penisilin Bax seviyesini curcumin verilen gruba gore azaltmistir.
Yapilan bir calisgmada penisilin ile indiklenen insan meme kanseri hicrelerinde Bax
seviyesi calismamizin aksine yuksek bulunmustur (Fakhrabadi, Rabbani-Chadegani et
al. 2020).

Hlcre bolinmesi protein kinaz 6 (CDKG6) geni tarafindan kodlanan bir enzimdir.
Siklinler tarafindan, daha spesifik olarak Siklin D proteinleri ve Sikline bagimli kinaz

inhibitoér proteinleri tarafindan dizenlenir. (Meyerson and Harlow 1994). Bu gen
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tarafindan kodlanan protein, CDK4'U iceren sikline bagimh kinaz (CDK) ailesinin bir
tyesidir. CDK ailesi tyeleri, Saccharomyces cerevisiae cdc28 ve Schizosaccharomyces
pombe cdc2'nin gen drinlerine oldukga benzerdir ve R veya kisitlama noktasi olarak
adlandirilan dizenleme noktasinda hucre dongusu ilerlemesinin 6nemli dizenleyicileri
olduklari bilinmektedir (Diaz-Moralli, Tarrado-Castellarnau et al. 2013).

Bu kinaz, hicre dongustnin G1 fazi ilerlemesi ve G1/S gegisi icin dnemli olan
protein kinaz kompleksinin katalitik bir alt birimidir ve kompleks ayrica bir aktive edici alt
birimden olusur (Lim and Kaldis 2013). Bu kinazin aktivitesi ilk olarak, D-tipi siklinler ve
CDK inhibitorlerinin INK4 ailesinin Uyeleri dahil olmak Uzere dizenleyici alt birimler
tarafindan kontrol edilen orta G1 fazinda ortaya ¢ikar. Bu kinazin yani sira CDK4'ln
fosforile oldugu ve bdylece timér baskilayici Retinoblastoma proteininin aktivitesini
dizenledigi ve CDK®6'yi kanser gelisiminde o6nemli bir protein haline getirdigi
gosterilmistir (Lim and Kaldis 2013).

Calismamizda curcumin primer astrosit hicrelerinde CDK6 seviyesini
yukseltmistir. Penisilin verilen hicrelerde ise CDK6 seviyesi oldukc¢a dismustur. Hua-
giang ve arkadaslan (2012) tarafindan yapilan c¢alismada curcumin’in MCF-7
hicrelerinde CDKG6 seviyesini daslrduaga rapor edilmigtir (Li, Jin et al. 2012).
Calismamizdan farkli olan bu sonuglar kanser hicrelerinin durumu ile agiklanabilir.

Sikline bagimli kinaz inhibitért 1 veya CDK ile etkilesime giren protein 1 olarak da
bilinen p21, tim siklin/CDK komplekslerini inhibe edebilen bir sikline bagimli kinaz
inhibitoradur (CKI), ancak 6ncelikle CDK2'nin inhibisyonu ile iligkilidir (Abbas and Dutta
2009). p21, p53 aktivitesinin ana hedefini temsil eder ve bu nedenle DNA hasarinin hicre
donguslt durmasina baglanmasiyla iligkilidir (EI-Deiry, Tokino et al. 1993). Bu protein
insanlarda kromozom 6 (6p21.2) tUzerinde bulunan CDKN1A geni tarafindan kodlanir
(Fagerberg, Hallstrom et al. 2014).

P21 seviyesi galismamizda curcumin verilen grupta kontrol grubuna goére olduk¢a
yiksek bulunmustur. Ayrica penisilin verilen gruptaki P21 seviyesi yok denecek kadar
distk cikmistir. P21 seviyesi, penisilinin curcumin ile verildigi primer astrosit
hiicrelerinde, kontrol grubu ve penisilin grubuna goére yilksek fakat curcumin verilen
gruba gore dusuk ¢ikmistir. Bu durum P21’in curcumin tarafindan penisilinin apopitotik
etkisinin azaltildigini ortaya c¢ikartmigtir. Calismamizin aksine bir ¢alismada, prostat
kanser hucrelerinde curcumin’in P21 seviyesini dusurdugu ve boylece apopitozu
engelledigini goOstermigtir (Srivastava, Chen et al. 2007). Bagka bir calismada
curcumin’in P271’i indukleyerek beyin tumaoru hicrelerinin apopitoza ugramasini sagladigi
bulunmustur (Khaw, Hande et al. 2013). Calismamzi destekleyen, curcumin’in kanser
hicrelerinde P21 seviyesini arttirmasi hlcreler arasindaki farklilasmadan dolayi farkli

etki gosterdigini isaret etmektedir. Ayrica c¢alismamizda penisilinin curcumin ile
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kullanildiginda P21 seviyesini arttirici etkiye sahip oldugu da sonuclarimiz arasinda yer
almaktadir. Bu sonucun aksine bir calisma Achmad ve arkadaglari (2018) tarafindan
yapiimigtir (Achmad, Khairunnisa et al. 2018). Caligmada penisilinin P21 genini upregule
ettigi belirlenmistir.

Cyclin D1, hiicre dongustu ilerlemesini dizenlemede yer alan siklin protein ailesinin
bir Uyesidir. Cyclin D1 sentezi G1 sirasinda baslatiir ve G1/S faz gecisini yurtdr.
Hucreler kritik bir hiicre boyutuna ulastiginda ve buylime faktorleri ve mitojenler (¢cok
hiicreli organizma icin) veya besinler (tek hicreli organizma icin) mevcutsa, hicreler
hiicre donglstne girerler. Genel olarak, hiicre déngtsunin tim asamalari insanlarda
kronolojik olarak ayrilir ve periyodik olarak eksprese edilen ve kismen islev olarak fazla
olan Cyclin-Cdk kompleksleri tarafindan tetiklenir (Obaya and Sedivy 2002).

Calismamizda curcumin’in Cyclin D1 seviyesini arttirdigi belirlenmistir. Bunun
aksine penisilin ise Cyclin D1 seviyesini olduk¢a distrmustir. Bu sonuclarin aksi bir
calisma Choudhuri ve arkadaslar (2005) tarafindan yapilmistir (Choudhuri, Pal et al.
2005). Calismaya gore curcumin meme kanseri hiicrelerinde inhibisyona yol agarak
apopitoz yolaginin galismasini saglamistir. Bdylece tamir mekanizmasi ¢alismadigindan
kanser hlcreleri apopitoza ugramistir. Penisilin ile indiklenmis hiicre modeli ile ilgili
Cyclin D1’e olan etkisini ortaya koyan herhangi bir galisma bulunmamistir. Bu nedenle
penisilinin Cyclin D1’e olan etkisini gdsteren ilk ¢alisma olarak c¢alismamiz kabul
edilebilir.

Cogdunlukla voltaj ve ligand kapili iyon kanallarina odaklanan geleneksel
antiepileptik ilag gelistirme, tibbi tedaviye direncli tim epilepsi hastalarinin gte birinin
tedavisinde son yillarda ¢ok az ilerleme kaydetmistir. Bu nedenle, epileptik durumun
baslamasinin ve surdurdlmesinin nedenlerini anlamak ve yeni tedavileri belirlemek igin
daha ¢ok galismaya ihtiyag vardir. Kronik epilepside siklik nikleotid kapili (HCN) kanal
voltajina bagh aktivasyonun asagi regilasyonu da meydana gelir. HCN kanal
fonksiyonundaki bu gegit kusuru, p38 MAPK'nin aracilik ettigi bir yukari akis sinyallesme
kaskadinin aktivite kaybindandir. p38 MAPK inhibitéri SB'nin spontan ndbet sikhgini
kétllestirdigi bilinmektedir. Ote yandan, p38 MAPK'nin inhibisyonu ndbetleri aktive
edebilir. Bu nedenle, p38 MAPK yolunun in vivo farmakolojik maniptlasyonunun kronik
epileptik siganlarda (pilokarpinli epileptik model) nébet sikligini etkileyebilecegi daha
onceki caligmalarda gosterilmigtir (Brennan, Baram et al. 2016).

Gabryel ve Liber’in yaptigi bir calismada, Anizomisin (ANI)-p38 MAPK aktivatoru
ve ¢ June N terminali (JNK)- ile yapilan deneyde ndébetlerin arttiyi gériimustar. Ayni
calismada bu artisla birlikte p38 MAPK aktivasyonunun nébet sikliginda azalmaya
neden olmasi gerektigi de aciklanmigtir. JNK inhibitdérd SP'nin uygulanmasi, doza bagli

olarak nobetleri Gnemli dlgide azaltir. Ancak, JNK aktivitesinin sadece kismi inhibisyonu
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ile bile SP dozuna bagli JNK inhibisyonu davranigsal anormallikler retmez (Gabryel and
Liber 2018). Ayrica JNK inhibisyonunun ndbet siresini azalttigi 6nceki calismalarda da
gbzlemlenmigtir. Yine dnceki ¢alismalarda epileptik hayvanlardan alinan hipokampal
dokunun biyokimyasal analizi, JNK aktivitesinde kronik yikselme gdstermistir. Bizim
calismamizda, p38 MAPK'nin néronal uyarilabilirligi arttirdigi sonucu ortaya konmustur.
Ancak ndbetlerde asil hedef JNK'dir. Son olarak, JNK'nin aracilik ettigi Fosforilasyon
sinyali, yeni bir antiepileptik hedefi temsil edebilir.

Bizim calismamizda penisilin p38 MAPK ve fosfo p38 MAPK’yI beraber oldukca
azaltirken, curcumin bu azalmay! durdurmus ve p38 MAPK ve fosfo p38 MAPK
diuzeylerini ylkseltmistir. Yine bizim calismamizda JNK penisilin ile oldukga ¢ok artarken,
curcumin etkisi ile bu artma azalmistir. Burada literatlirden farkli olarak curcumin’in
astrosit canlihgini p38 MAPK ve JNK (zerinden yapti§i ortaya konmustur. Boylece
curcumin, JNK aktivasyonunu o6nleyebilir ve ardindan ndébetlerin aktivasyonunu
azaltabilir.

Sonug olarak curcumin potansiyel olarak p38 MAPK ve JNK'yi inhibe ederek hiicre
canlihgini arttirmigtir.

Daha énce metformin ile ilgili yapilan bir deneyde, oksijen-glukoz deprivasyonunda
(OGD) metforminin AMPK (activated protein kinaz)'yi aktive ettigi belirtiimistir. Boylece
kaspaz 3 bagi inhibe olur. Oksijen glukoz deprivasyonunda (OGD) kaspaz 3 artar, ama
metformin AMPK Uzerinden kaspaz 3’ U inhibe eder. AMPK, ROS ile aktif olarak (reaktif
yildinnm tdrleri) hicre enerjisini tuketmektedir. Bu ylzden AMPK aktivasyonu, astrosit
hicre canliigini azaltir (Gabryel and Liber 2018).

Bizim ¢alismamizda benzer sekilde penisilin ile aktif kaspaz 3 ¢ok fazla artmistir.
Curcumin ile bu ylksek artis azalmistir. AMPK alfa 1 ve fosfo AMPK alfa 1 benzer sekilde
penisilin ile oldukga azalmistir, bu azalma curcumin ile yukarilara c¢ekilmistir. Burada
curcumin’in, antioksidan etkisiyle AMPK (izerinden kaspaz 3’U azaltarak hlicre canlihigini
arttirdigi dusunulebilir.

Asetil-KoA karboksilaz (ACC), iki katalitik aktivitesi, biotin karboksilaz (BC) ve
karboksiltransferaz (CT) yoluyla malonil-KoA Uretmek icin asetil-KoA'nin geri
dénusumslz karboksilasyonunu katalize eden biyotine bagimli bir enzimdir. ACC'nin en
onemli islevi, yag asitlerinin biyosentezi i¢in malonil-CoA substratini saglamaktir (Tong
2005), boylece yag asitlerinin metabolizmasini duzenler. Yapilan calismalar AMPK
aktivasyonunun, ACC fosforilasyonu arttirdigini géstermektedir. Fosforilasyonun ana
nedeni, hucrenin enerji durumu dustugunde AMP seviyelerinin artmasidir ve bu da
AMPK aktivasyonuna yol acar. AMPK, ACC'nin ana kinaz diizenleyicisidir ve ACC'nin

Uzerinde bir dizi serin kalintisini fosforile edebilir (Park 2002). Bizim ¢alismamizda, ACC
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penisilin ile olduk¢a azalmigtir. Curcumin ile bu azalma %30-40 oranlarinda artmigtir.
Curcumin, AMPK Uzerinden ACC fosforilasyonunu arttirarak hicre canliligini arttirmigtir.
Mitokondriyal disfonksiyon ve anormal gen ekspresyonu, reaktif temizlemede rol
oynayan oksidatif belirteclerin ve serbest radikallerin artmasi ve yine beyin mitokondriyal
aktivitesinin bozulmasi epileptogeneze katkida bulunur (Martinc, Grabnar et al. 2012).
Cesitli klinik galismalar epilepside ayrica biyolojik enzimatik bir bozulma oldugunu
gOstermistir. Antioksidan maddeler umut verici bir antiepileptik potansiyel géstermistir;
ndbet olusumunu hafifleterek, epilepsi baslangicini geciktirerek, hastalik ilerlemesini
durdurarak, hipokampal néronal hasari azaltarak ve bilissel bozukluklari dnleyerek
yaptiklar etkiler farkl hayvan modellerinde gésterilmistir (Geronzi, Lotti et al. 2018).
Curcumin’in iyi bir antioksidan oldugu birgok calisma ile ortaya konulmustur. Bizim
calismamizda da sitokrom c, penisilin ile oldukca ¢ok artarken, curcumin ile azalmigtir.

Curcumin’in bu antioksidan etkisi astrosit viabilitesini arttirmistir.
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6. SONUC

Epilepsi dunyada 50 milyondan fazla insani etkilemektedir. Hastaligin
mekanizmas! yeni calismalarla daha anlasilir hale gelmektedir. Son c¢alismalarda,
epilepside daha ¢ok astrositlerin rol aldigi ortaya konulmustur. Biz galismamizda primer
astrosit hiicre kiltariinde astrosit canlihdini azaltarak epilepsiye benzer bir mekanizma
ile hiicresel epilepsi modeli olusturduk. Curcumin ile bu hiicre canliiginin istatistiki olarak
anlaml derecede arttigini ilk defa olarak gosterdik. Gordik ki curcumin potansiyel olarak
p38 MAPK ve JNK'yi inhibe ederek hlicre canlihgini arttirir. Genel olarak, bu calisma,
curcumin’in, hastaligin baslamasi ve ilerlemesi sirasinda gdzlenen oksidatif stres,
noroinflamasyon, apopitoz ve néronal kayip gibi molekiler ve hiicresel degisiklikleri
degistirmedeki potansiyel rollerine ek olarak epileptik ndbet semptomlarini
hafifletebilecedini ortaya koymustur.

Curcumin’in epileptik nébeti dnleyen ¢oklu mekanizmalariyla birlestirilmis guvenlik
profili, epilepsi tedavisinde bu maddenin umut verici bir yonudar. Ancak, su ana kadar
mevcut kanitlar baslangi¢ niteligindedir. Curcumin’in epilepsi tedavisinde uzun vadeli
etkinligini ve guvenligini belirlemek igin daha ileri klinik 6ncesi ve klinik ¢calismalara ihtiyag
vardir.

Sonugcta; curcumin’in penisilinle induklenen primer astroglial hiicre hattinda azalan
hicre canhligina kargi hicresel epilepsi mekanizmasi ve anti ndbet Uzerine olan

etkilerinden dolay! antiepileptik ajan olarak kullanilabileceg@ini dustniyoruz.
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Looking forward to meeting you in congress.

Danis AYGUN Nuriye KURBETLI, Sahika Pinar AKYER. Tiirkiye’deki Anatomi
yayinlarinin bibliyometrik analizi, Uluslararasi Hipokrat Tip ve Saghk Bilimleri

Kongresi Temel Tip Bilimleri Tam Metin Kitabi, 2020.



79

EK-4

ﬁ]% ’I-C- - B E &P S V¥V I CH =
S -y PAMUKKALE UNIVERSITESI

-1‘.-._\ &) Hayvan Deneyleri Etik Kurulu

\p:f-ml:-.

Sayt  :60758568-020/20087 18/03/2019
Kom  :Bagvumunuz hik.

Saym Dog. Dr. Sahika Pinar AKYFR
Igi :28/02/2019 tarihli dilekgeniz.

"Curcumin (zerdecal)'in primer astroglial hiicre hatinda penisilin ile indiillenen
astrosit stresine-sliimiine (nelkrosis) koruyucu etkisi” konuln PAUHADYFE-2019/11 no'lu
calismamz 07.03.2019 tarih ve 2019/02 sayili toplantimzda gariistilmils olup,

Yapilan goriismelerden sonra, séz konusu calismanmn yapiimasimn Hayvan Denevleri
Erigi ac1sindan uveun olduduna ve 6 adet Sican kullamlarak vapilmasma oy birligi ile karar

verildi.

Geregini hilgilerinize rica ederim.

Prof Dr. Funda Fatma BOLUKBASI HATIP
Baskan
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