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Absans epilepsili WAG/RIij siganlardaki epileptik ndbetler ile Apelinerjik sistemin
etkilesiminin altinda yatan molekller mekanizmalarin aydinlatiimasina yoénelik olarak
tamamlanmis olan bu proje, inflamatuvar surecler araciliiyla Apelin-12’nin beyinde etkin bir

role sahip olabilecedini gostermektedir.
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OzZET

Epilepsi yaygin bir sadlik problemidir. Epilepsi tek bir bozukluk olmaktan o6te altta yatan
cesitli  hastaliklarin  sendromlarinin  bir grubudur. Epilepside inflamatuar sistemin
aktivasyonunun ve proinflamatuar sitokinlerin asiri Uretiminin epilepsinin patofizyolojisinde rol
oynadigini bildiren birgok delil literatirde bulunmaktadir. Son veriler Apelinin immun
yanitlarin  duzenlenmesine katki sagladigini  hatta immunoregullator olabilecegini
gostermektedir. iki asamali olan bu c¢alismanin ilk basamaginda, absans epilepsinin
poligenetik sigan modeli olan Wistar Albino Glaxo/Rij (WAG/RIj) si¢anlarin farkh dokularinda
Apelin ve sitokin ekspresyonunun degdisimlerinin belirlenmesi, Apelin dizey degisimlerinin
beyin dokusunda inflamatuar slUre¢ degisimleriyle olan iligkisinin  saptanmasi
amaclanmaktadir. ikinci asamada ise 6 aylik WAG/RIj sicanlarda, Apelin uygulamasi éncesi
ve sonrasinda alinan elektroensefalogram (EEG) kayitlarinin  degerlendiriimesi
amagclanmaktadir. Ayrica planlanan bu calismada, Apelin-12 uygulamasinin absans
epilepsinin gelismesindeki etki mekanizmalarini; inflamatuvar siregler, Nukleer Faktoér kappa
B (NFkB) ve mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) aktivasyonu ve apoptotik belirtecler
acgisindan degerlendirildi. Apelin-12’'nin, apoptozis ve inflamasyon ile iligkili hiicre ici sinyal
yollarinin, sitokinlerin diizeyleri Enzime bagl immuinosorbent testi (ELISA) yontemiyle beyin
dokularinda ve serumda saptandi. Verilerin konfirmasyonu western blot ve
immunohistokimya ile desteklendi. Apelin-12 uygulamasinin belirgin bir bigcimde tumoér
nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve interldkin (IL-6) gibi proinflamatuar sitokinleri ve NFKB'yi
beyinde azallttigini, EEG'de diken dalga desarjlari (DDD)lerin sayi ve surelerini
dislrdiguni sonuglarimiz gosterdi. Ustelik WAG/RIj siganlarda Apelin-12 uygulaniminin
NFkB miktarini azalttigi western blot yontemi ile de teyit edildi. Sonuglarimiz ile WAG/RIj
siganlarda Apelin-12’nin hem antiinflamatuar hem de antikonvulsan etkilerinin altinda yatan
onemli bir mekanizmanin fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K)/Akt aracii NFkB aktivitesinin

olabilecegi onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Apelin, WAG/RIj sigan, Absans Epilepsi, inflamasyon
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ABSTRACT

Epilepsy is a common health problem. Epilepsy is not a single disorder but rather a group of
syndromes with a variety of underlying diseases. There have been alot of evidence reported
in the literature that epilepsy is accompanied by the activation of the inflammatory system,
and overproduction of pro-inflammatory cytokines may play a role in the pathophysiology of
epilepsy. Current evidence supports that Apelin contributes to regulation of immune
responses, and even it might have been a immunoregulator. The focus of the proposed
project was 1) in the first step of this study; to determine the changes of Apelin-12 and
cytokine expression in the different tissues of polygenetic rat model of absence epilepsy in
the Wistar Albino Glaxo/Rij (WAG/Rij) rats, the relationship between changes of
inflammatory processes and Apelin-12 levels, 2) in the second step of this study; to
investigate electroencephalogram (EEG)recordings at before and after Apelin-12
administration in WAG/RIj rats. Also, planned this study will determine the efficiency of
mechanisms in in the development of absence epilepsy; inflammatory processes, Nuclear
Factor kappa B (NFkB) and mitogen-activated protein kinase (MAPK) activation and
apoptotic markers. Levels of Apelin-12, cytokines associated with apoptosis and
inflammation intracellular signaling pathways were detected in the brain and blood tissue via
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Data confirmation was supported by western
blot and immunohistochemistry. The results showed that treatment with Apelin-12 markedly
decreased proinflammatory cytokine, such as tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interleukin (IL)-6 levels in brain, and significantly decreased the number and duration of
spike-and-wave discharges (SWDs) in EEG, and NFkB activity in WAG/RIj rats.
Furthermore, Western blotting and ELISA analysis results demonstrated that administration
of Apelin-12 reduced the amount of NFkB in WAG/RIj rats. Our results may suggest that
reduction of phosphotidilinositol kinases (PI3K)/Akt related NFkB activity is a crucial
mechanism underlying the both antiinflammatuar and anticonvulsant effects of Apelin-12 in
WAG/RIj rats.

Key Words: Apelin, WAG/RIj rat, Absence Epilepsy, Inflammation
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1. GiRIS

Epilepsi dinya ¢apinda populasyonun %1 ‘ini etkileyen ciddi bir hastaliktir Schulze-Bonhage
(2011). Epilepsi merkezi sinir sisteminde (MSS), kortikal veya subkortikal bélgelerdeki néron
gruplarinin ani, anormal ve hipersenkron desarjlari sonucu ortaya ¢ikan, gelip gegici ve
genellikle tekrarlayici nitelikte nobetlerle karakterize klinik bir tablodur Fisher vd. (2005).
Epilepsi tibbi bir durum olmasina karsilik, epilepsili hastalar epilepsinin psikolojik ve sosyal
sorunlariyla da basa cikmak zorundadirlar Hills (2007). Bu yutzden epilepsili hastalara
glnimuzde uygulanan tedavi stratejilerinde oncelikli olarak epileptik ndbetlerin énlenmesi
hedeflenmektedir.

Absans epilepsi, jeneralize idiyopatik epilepsilerin bir prototipi olarak, cocukluk cagi epilepsi
hastaliklarinin en yaygin goérilen formudur ve elektroensefalogramda (EEG)’de simultan
olarak goziiken bilateral, senkron, simetrik jeneralize diken dalga desarjlari (DDD) ile iligkili
olarak kisa sureli ve sik tekrarlayan biling kaybi ile karakterize olan bir durumdur Crunelli
ve Leresche (2002). insandaki absans epilepsinin klinik ve farmakolojik &zellikleri ile
benzerlikler gdsterdiginden dolayi, gecerli ve iyi tanimlanmis bir genetik model olarak
kullanilan Wistar Albino Glaxo Rats from Rijswijk (WAG/RIj) ve Genetic Absence Epilepsy
Rats from Strasbourg (GAERS) sicanlarin EEG’lerinde kendiliginden goéziken DDD’lerin
talamokortikal dongtideki anormal salinimlardan kaynaklandigi bilinmektedir Sitnikova ve
Van Luijtelaar (2006, 2007), Coenen ve Van Luijtelaar (2003). Deneysel epilepsi modelleri
araciligiyla epilepsinin patogenezinin aciklanmasinin yani sira yeni tedavi stratejilerinin
gelistirimesine olanak saglanmasina ragmen, nobetlerin olusum surecinde etkin olan

yolaklarin birgogu henliz tam olarak aydinlatilamamistir.

Son doénemlerde yapilan calismalar epileptik surecte; inflamasyonun ve immun hicre
regulasyonlarindaki degisikliklerin etkin rollerinin oldugunu géstermektedir Vezzani vd.
(2011a), Jieun vd. (2008). 1998 yilinda tanimlanan ve ilk olarak sigir mide dokusundan izole
edilen ve 77 aminoasit uzunlugunda bir adipositokin olan Apelinin, homeostasisin
saglanmasi igin vicutta bircok temel sistemin duzenlenmesinde ve pek ¢ok hastaligin
patogenezinde rol aldi§i ifade edilmektedir Khaksari vd. (2012), Cheng vd. (2012). Ustelik
Apelinin immdn yanitlarin dizenlenmesinde de etkin olabilecegdi gdsterilmistir Cobellis vd.
(2007), Telejko vd. (2010); Lim vd. (2013). Bununla birlikte MSS, nérolojik hastaliklarda
Apelinin ekspresyonunun degistigi ifade edilmektedir. Literatirde epilepside Apelin ile iligkili
olarak yayinlanmis iki yeni ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarin birinde, epilepsi

hastalarinda ve epileptik sican modellerinde beyinde Apelinin up-regule oldugu

1
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bildiriimektedir. Ayrica eksojen Apelin uygulamasinin, epilepsi ndbetlerinden sonra
noroprotektif etki gostererek néronal kaybin dnlenmesinde etkili olabilecedi belirtiimektedir
Zhang vd. (2011). Yapilan diger ¢alismada ise, idiyopatik jeneralize epilepsi hastasi olan ve
valporik asid alan 44 cocukta kontrol grubuna gore, Apelin gibi adipositokinlerin ekspresyon

dizeyinin anlamli bir sekilde yuksek oldugu bildirilmigtir Meral vd. (2011).

Apelin uygulamasinin birgok etkisinin oldugu bilinmesine ragmen, absans epilepsi ile olan
iliskisi henuz bilinmemektedir. Bununla birlikte epilepside Apelinin ekspresyon dizeyinde
meydana gelen degisiklikler gosterilmis fakat Apelin uygulamasinin absans epilepsideki

etkisi ¢alisiimamistir.

iki asamali olan bu calismanin ilk basamaginda, absans epilepsinin poligenetik sican modeli
olan WAG/R]j siganlarin farkh beyin dokularinda (korteks ve talamus) Apelin-12 ve sitokin
ekspresyonlarinin degisimleri saptandi. Bu asamada Apelin-12 diizey degisimlerinin beyin

dokusundaki inflamatuar sire¢ degisimleri ile olan iligkisinin belirlenmesi amaglandi.

ikinci asamada ise 6 aylik WAG/RIj sicanlarda, Apelin-12 uygulamasi éncesi ve sonrasinda
alinan EEG kayitlarindaki DDD’ler degerlendirildi.

Ayrica planlanan bu calisma ile Apelin-12 uygulamasinin absans epilepsinin gelismesindeki
etki mekanizmalari; inflamatuvar surecler, NUkleer Faktor kappa B (NFkB) ve mitojen aktive
edici protein kinaz (MAPK) MAPK aktivasyonu ve apoptotik belirtecler acisindan da

degerlendirildi.
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2. LITERATUR OZETi

Kronik olarak duglk olan bir ndbet esiginden dolayl ndbet olusturmaya kalici bir yatkinlik ile
karakterize olan epilepsinin, dinya ¢apinda populasyonun yaklasik %0,5-1’ini etkileyen en
yaygin ndrolojik hastaliklardan biri oldugu disinilmektedir Riazi vd. (2010). Epilepsinin
etyolojisi cesitlilik gostermektedir. Bunlar arasinda konjenital bozukluklar, kafa travmalari,
enfeksiyonlar (intrauterin enfeksiyonlar, her yasta gecirilen menenijit ve ensefalitler, kronik ve
agir otitis media), kitle lezyonlari, metabolik bozukluklar, toksik durumlar, vaskuler lezyonlar,
dejeneratif ve demiyelinize hastaliklar, sistemik hastaliklar, MSS’de inhibisyon yapan
maddelerin ani kesilmesi (alkol, morfin, hipnotik ilaglar, vb. ), yiksek doz fenotiazinler,

noroleptikler, trisiklik antidepresanlar yer almaktadir Sonat (2009).

Son on yilda epilepsi ile inflamasyon arasinda bir baglanti kurulmaktadir. Ancak nébetlerden
dolayi aktiflenen sitokin kaskadinin mekanizmasi hala bilinmemektedir Lehtimaki vd. (2009).
Sitokinler fizyolojik kosullarda saglkli beyin dokusunda ¢ok disik dizeylerde eksprese
olmaktadir. Epileptik aktivite esnasinda kemirgenlerin beyin dokusunda birkag proinflamatuar
sitokinin (kemokinler, sitokinler, Toll benzeri reseptor (TLR, Toll Like Receptor) , NFkB),
prostaglandinler, komplemant faktorleri, hicre adhezyon molekilleri) hizli bir sekilde

induklendigi gosterilmigtir Rao vd. (2009).

Klinik ve preklinik galismalarda epileptik beyin bdlgelerinde glial anormalliklerin oldugu
gOsterilimektedir Yamamura vd. (2013). Epileptik beyinde astrositlerde gorulen fonksiyonel
ve morfolojik degisikliklerin yani sira astrogliotik reaksiyonlar da bulunmaktadir (Seifert vd.,
2006; Yamamura vd. 2013). Bununla birlikte astrositlerden salinan glutamatin epileptiform
ndbetleri tetikleyen senkronize desarjlarin olusmasinda dnemli rol oynadidi vurgulanmaktadir
(Tian vd., 2005; Yamamura vd. 2013). Glial hucrelerin beyindeki immun sisteme katildiginin
bulunmasi ile bazi ndbetlerin beyinde immun vyanitlara neden olabilecegi de ileri
surtlmektedir Rodgers vd. (2009). Yapilan galigmalarda astrositlerin iyon homeostazisinde
onemli rol oynadidi, birgok noroaktif bilesik sentezledigi ve salgiladigi, néronlara metabolik
ve trofik destek sagladigi ve toksisiteye karsi koruyucu rol oynadigi, noérotransmitter
(Glutamat, gama-aminobuitirik asid (GABA) vs.) ve nérohormon reseptérini eksprese ettidi,
L-glutamat, D-serine, GABA ve kynurenik asidi salgiladigi gdsterilmistir. Bununla birlikte
ndronlar tarafindan eksprese edilen tim reseptorler glia hiicrelerinde de bulunmus bdylece
sinaptik aktivitenin saptanmasi adina bu hucrelerin uygun bir sensoér olarak donatildi§i ifade
edilmistir (Verkhratsky ve Kettenmann, 1996; Schipke ve Kettenmann, 2004, Takuma vd.
2004, Cooper ve Brown, 1995; Yilmaz ve Taskiran, 2010, Hamilton ve Attwell, 2010; Onat,
2012).



467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479

480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494

495
496
497
498
499
500

UBITAK

Enfeksiyonu takiben periferik olarak veya lokal bir hasar ile MSS’de mikroglia, astrosit ve
noronlar aktive olmaktadir. Bu hlcrelerden de IL-1B, IL-1R1ve toll like reseptdr (TLR4)lUn
aktivasyonu araciligiyla, néron ve glialar gibi hedef hucrelerde (inflamatuar kaskadi olugturan
high-mobility gurup protein 1 (HMGB1) benzeri tehlike sinyalleri gibi proinflamatuar sitokinler
salinmaktadir. Noronlarda sinyalin aktiflenmesi sonucunda NR2B alt biriminin fosforilasyonu
ile iligkili olan seramid/Src araciligiyla, N metil D aspartat (NMDA) reseptorlerinin Ca**
akisinda hizh bir artis meydana gelmektedir. Uzun dénemde ise epileptogenezisdeki hem
molekller hem hicresel degisiklikleri icerecek sekilde transkripsiyon genlerini aktifleyerek,
ndbet esigini disurmekte ve beyin inflamasyonunu surekli kilmaktadir. IL1R/TLR sinyalinin
aktiflenmesi ile baglayan beyin inflamasyonu, ndronal uyariimanin esiginde azalmayi
indUkleyerek bireysel ndbetlerin Uretiimesine neden olmaktadir. Nobetlerin tekrarlamasi
epilepsinin gelismesine katkisi olan kisir dongileri olusturarak daha ileri inflamasyon

sureglerini aktiflemektedir Vezzani vd. (2011b).

iki majoér proinflamatuar sitokin olan IL-18 ve IL-1a inflamasyon esnasinda hem
makrofajlardan hem de glial ve néronal hiicrelerden sentezlenmektedir Hopkins ve Rothwell
(1995). Status epileptikusun akut fazi esnasinda IL-1 B’nin mikroglia benzeri hiicrelerde ve
astrositlerde up regile oldugu belirtiimistir Vezzani vd. (2008). Japon toplulugunda
hipokampal sklerozlu temporal lop epilepsili hastalarin proinflamatuar sitokin IL-1Byi
kodlayan genin promoter bdlgesindeki bir polimorfizmin hipokampal hasar ile iligkili oldugu
bulunmustur Kanemoto vd. (2000). Ancak hipokampal sklerozlu mesiyal temporal lop
epilepsili Turk hastalarda IL-1a/8 gen polimorfizmi arasinda bir baglanti bulunamamistir
Ozkara vd. (2006). Lityum pilokarpinle indiklenen ndbetlerden sonra IL-1f3, IL-1 reseptor
antagonistinin (IL-1Ra) ve IL-1 reseptér 1 (IL-1R1)in ekspresyonunun arttigi bildirilmistir
Zhang vd. (2010). Deneysel modellerde IL-18’nin prokonvulsan gibi goérinmekte oldugu
buna kargin ise IL-1Ra’nin antikonvulsan oldugu bildiriimektedir Ravizza vd. (2006).
Sitokinlerin direkt intraserebral enjeksiyonunun noébet aktivitesini koétllestirdigi bildirilmistir
Choi ve Koh (2008). IL-1B’nin eksojen uygulaniminin kainatin indukledigi hipokampal EEG

ndbetlerini glutamaterjik nérotranmisyonu arttirarak uzattigi bildirilmistir Vezzani vd. (1999).

Absans epilepsi, jeneralize idiyopatik epilepsilerin bir prototipi olarak, cocukluk cagi epilepsi
hastaliklarinin en yaygin gérilen formudur ve EEG’de simultan olarak gdéziiken bilateral,
senkron, simetrik jeneralize DDD ile iligkili olarak kisa sureli ve sik tekrarlayan biling kaybi ile
karakterize olan bir durumdur Crunelli ve Leresche (2002). insandaki absans epilepsinin
klinik ve farmakolojik Ozellikleri ile benzerlikler goésterdiginden dolay), gegerli ve iyi

tanimlanmis bir genetik model olarak kullanilan WAG/RIij ve GAERS sicanlarin EEG’lerinde

4
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kendiliginden goziken DDD’lerin talamokortikal dongudeki anormal salinimlardan
kaynaklandigi bilinmektedir Sitnikova ve van Luijtelaar (2006, 2007), Coenen ve Van
Luijtelaar (2003). Glial hucrelerin konvulsif ndbetlerdeki etkisi yaygin bir sekilde calisiimig
olmasina ragmen, non-konvulsif epilepsilerdeki o6zellikle absans epilepsideki bu tir
hiicrelerin etkisine dair oldukga az veri bulunmaktadir Onat (2013). inflamasyonun
prokonvulsan etkileri, genis bir inflamatuar yaniti indikleyen veya spesifik sitokinleri kullanan
lipopolisakkarit (LPS) ile hayvanlarda calisiimistir. MSS’de LPS’nin etkileri degisik glial
sitokinlerin Uretiminin uyariimasi ile iligkili iken, direkt etkinin TLR araciligiyla olmasinin
muhtemel oldugu bildirilmektedir Auvin vd. (2010). Sistemik ve beyin inflamasyonuna neden
olan LPS’nin, sistemik uygulanimi lityum pilokarpin status epileptikus modelindeki postnatal
14 gUnlik sicanlarda epileptogenezisi arttirmistir. LPS uygulaniminin immatur siganlarda
kindling epileptogenezisindeki evre 4’teki ndbetlerin sayi ve surelerini de arttirdig1 ve IL-1
reseptdrinin antagonistinin uygulanimi ile de LPS ile artmis olan epileptogenezisdeki artigin
azaldigi bildirilmistir Auvin vd. (2010). Genetik olarak epileptik olan WAG/RIj si¢anlardaki
epileptik aktivitenin intraperitonal LPS uygulanimi ile kolaylagtigi buna paralel olarak da
sitokin duzeylerinin arttigi bulunmustur Kovacs vd. (2006). Keza intraserebroventrikiler LPS
uygulaniminin da WAG/RIj sicanlardaki DDD’yi arttirdidi bulunmustur Kovacs vd. (2011).
Yeni yapilan bir calismada da GAERS sigcanlarda IL-1B'nin proiktojenik 6zelliginin oldugu
bulunmustur Akin vd. (2011). Absans ndbetlerin primer sebebi olarak &6zellikle belirtilen
talamo-kortikal senkronizasyon, proinflamatuar sitokinlerden gugcliu bir sekilde etkilenmektedir
Miller vd. (1991), Schiffelholz ve Lancel (2001), Kovacs vd. (2006).

Son doénemlerde yapilan galismalar epileptik surecgte ve nérolojik sistemlerle ilgili dejeneratif
bozukluklarda inflamasyonun ve immun hicre regulasyonlarindaki bozuklarin NFKB ve
MAPK sinyal yolunun énemli oldugunu gostermistir. MAPK ailesi ekstra selluler kinaz (ERK),
stres aktive komponentler c-jun N terminal kinaz (JNK) ve p38 den olusur. MAPK
fosforilasyonunun NF-kB, ve aktive edici protein (AP-1) gibi transkripsiyon faktorlerinin

aktivasyonuna neden olur Choi ve Koh (2008).

1998 yilinda tanimlanan ve ilk olarak sigir mide dokusundan izole edilen ve 77 aminoasit
uzunlugunda bir adipositokin olan Apelin, homeostasisin saglanmasi igin vucutta birgok
temel sistemin duzenlenmesinde ve dinya genelinde morbidite ve mortalite oranlari oldukca
ylksek olan pek ¢ok hastaliyin patogenezinde de rol oynayan Kkilit bir molekuildir Khaksari
vd. (2012), Cheng vd. (2012). Apelin hicre yuzeyindeki transmembran G proteininin endojen
ligandidir Ahbab ve Yenigun (2011). Beyindeki Apelinerjik (APJ) noéronlarin topografik

dagihmina bakildiginda Apelinin, septum ve amigdala’da ve yuksek yogunlukta
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paraventrikller talamik nikleus, periaquaduktal gri madde ve dorsal rafe nikleusta, ponsta;
parabrakiyal ve Barrington nikleusunda, soliter trakt nikleusu, lateral retikular, prepositus
hypoglossal ve spinal trigeminal nikleusta bulundugu goériimustir Reaux vd. (2002). Ayrica
insan beyninde APJ ndronlarda, oligodendrositlerde ve astrositlerde ifade edilirken,
makrofajlar ve mikroglialarda tespit edilmemistir. APJ MSS’de ndronlarda &zellikle
hipokampus ve hipotalamusta yilksek derecede ifade edilmektedir Zhang vd. (2011).
immiinositokimyasal galisma sonugclarina gére, néronlarda Apelin reseptorleri talamik ve
hipotalamik nukleuslar gibi beyin nukleuslarinda ¢ok genis bir skalada yer almaktadir Lee vd.
(2004).

Apelinin  G-protein  bagh reseptdéri olan APJ ile interaksiyonundaki, sinyal
transduksiyon mekanizmalarindan biri, Ras proteini bagimsiz ancak Protein-kinaz C bagimii
olarak gergeklesmektedir. Bu yolda, protein kinaz C (PKC), fosfolipaz C (PLC), Nat+-H+
degistiricileri (NHE) ve Na+-Ca+2 degistiricileri (NCE) inhibe oldugu takdirde, Apelinin
etkisinin dnemli derecede azaldigi belirtimekte ve bu etkinin pozitif inotropik etki oldugu
bildiriimektedir Falcao-Pires vd. (2005), Szokodi vd. (2002), Ladeiras-Lopes vd. (2008).
Adenilat siklaz yolunun inhibisyonuna ek olarak Apelin, perfiizyon toksin duyarli G protein
araciligiyla ektrasellller olarak regile olan kinaz (ERK’i, ekstracellular-regulated kinaz) de
aktive ederek sinyal yolagini dizenleyebilmektedir Masri vd. (2002), Ladeiras-Lopes vd.
(2008). PI3K- p70 S6 kinaz (p70S6K) endotelyal hiicre proliferasyonunun kontrolli Apelinin,
2 ana mekanizmay aktive etmesiyle gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi ERK bagimli,
ikincisi ise PI3K bagimli mekanizmalardir. PI3K/ Akt yolaginin fosforilasyondan sorumlu
oldugu dusunulmektedir ve bunun sonucunda Apelinin vazoaktif etkisinde en énemli etken
olan endotelyal nitrik oksit (NO) sentaz aktive edilmektedir (Tatemoto vd., 2001; Ladeiras-
Lopes vd. 2008).

Son galismalarda, Apelin peptidlerinin néroprotektif fonksiyona sahip oldugu tespit edilmigtir.
Apelin-13’in (1,0-5,0 nM) belirgin bir sekilde néronal apoptozisi engelledigi gorulmustar.
Apelin-13’iin serum deprivasyonu ile indiklenen néronal apoptozda reaktif oksijen tirleri
(ROS, reactive oxygen species) olusumunu, mitokondriyal depolarizasyonunu, sitokrom ¢
salinimini ve kaspaz-3 aktivasyonunu engelledigi belirtiimigtir. Apelin-13 Akt ve ERK 1/2
fosforilasyonu, serum deprivasyonu ile indliklenen degisiklikleri engellemektedir. Buna ek
olarak, Apelin-13’an NMDA-aracili intrasellllar Ca+2 birikimini azalttigi belirtilmistir. Apelin bu
yonuyle hucresel ve molekuler mekanizmalar araciligi ile apoptoz ve eksitotoksik Olumu
engelleyen endojen bir noroprotektif adipositokindir. Yapilan ¢alismalarda Apelinin ROS

antagonisti oldugu gosterilmis, sigan kalp ve insan osteoblastlarinda apoptozisi engelledigi
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belirtiimistir. Bununla birlikte, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi membran
gecirgenligini degistirmektedir. Apoptotik slirecte mitokondriyal permeabilite por aciimasi
onemli bir basamaktir ve Apelinin bu basamagi inhibe ettigi belirtimektedir (Simpkin
vd.,2007, O’Donnell vd., 2007, Xie vd., 2007, Chauvier vd., 2005; Zeng vd., 2010). Ayrica
Apelin-13 direkt olarak, nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat (NADP, Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate) oksidaz aracili superoksit olusumu ile rostralventrolateral
medulla’da hdcresel sinyal mekanizmasinin  uyariilmasi yoluyla noéronal aktiviteyi
arttirmaktadir Yao vd. (2011). Baska bir calismada ise Apelin-13’ln, gegici fokal serebral
iskemi modelinde iskemik reperflzyon yaralanmalarina ve serebral édeme karsi beyni
korudugu belirtiimistir Khaksari vd. (2012).

NMDA reseptorunin fazla aktivasyonu ile olusan néronal hasar sonucu pek ¢ok nérojenik
rahatsizlik olusmaktadir. Apelinin néronal hayatta kalmay,, NMDA reseptor aracili
eksitotoksik sinyal kaskadinin inhibe ederek, prosurvival sinyal yollarini aktive ettigi
disundlmis ve yapilan calismalarin sonucunda Apelin prosurvival sinyal yolaklarinda,
inozitol tri fosfat (IP3), protein kinaz C, mitojen ile aktive olan protein kinaz 1/2 (MEK1/2)'yi
aktive ederek eksitotoksisiteye kargi korudugu gosterilmistir. Ayrica Apelin, NMDA
reseptorinun attenuasyonu yoluyla ve NMDA reseptorinin 2B alt Unitesini (NR2B) serin
aminoasidinden fosforilleyerek eksitotoksik sinyalizasyonu inhibe etmektedir Cook vd.
(2011). Ozetle Apelin aracili néroprotektif etki; apoptotik kaskad inhibisyonu, mitokondri
membran potansiyeli ve mitokondriyal fonksiyonun dizenlenmesi, Ca+2 dengesinin
korunmasi, IP3, AKT ve ERK1/2'nin fosforilasyonu ile saglanmaktadir Zeng vd. (2010).

iki agsamali olan bu galigmanin ilk basamaginda, absans epilepsinin poligenetik sigan modeli
olan WAG/RIj siganlarin farkli dokularinda Apelin-12 ve sitokin ekspresyonunun
degisimlerinin belirlenmesi, Apelin-12 dizey degisimlerinin beyin dokusunda inflamatuar
siire¢ degisimleriyle iligkisinin saptanmasi amagclanmaktadir. ikinci asamada ise 6 aylik
WAG/RIj siganlarda, Apelin-12 uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda alinan EEG kayitlarinin
degerlendiriimesi amacglanmaktadir. Ayrica planlanan bu g¢alisma, Apelin-12 uygulamasinin
absans epilepsinin gelismesindeki etki mekanizmalarini; inflamatuvar suregler, NFKB ve

MAPK aktivasyonu ve apoptotik belirtegler acisindan degerlendirecek olan ilk galismadir.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. Hayvanlar

Calismada 6 aylik erkek Wistar (n=8) ve WAG/RIij (n=32) hayvanlar kullanildi. Tdm
hayvanlar standart laboratuvar kosullarinda, 12/12 saat aydinlik karanhk déngustnde,
yiyecek ve igcecek alimlari serbest olacak sekilde barindirildi. Hayvanlar, steryotaksik
cerrahinin ardindan bireysel kafeslerinde tutuldu.

Sakarya Universitesi Biinyesinde Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgrndan ruhsati alinmis
bir deney hayvanlar laboratuvari/merkezi henuz olmadigindan dolayi, 6nerilen projenin
hayvan deneyleri etik onayinin da alinmis oldugu Ankara Diskap! Yildinm Beyazit Egitim ve
Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinde yapildi. Projenin molekiler
calismalari ise Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyopatoloji Anabilim Dalinin
Laboratuvarinda uygulandi. immunohistokimyasal arastirmalar ise Ankara Universitesi Tip
Fakultesi Histoloji Anabilim Dalinin Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.2. Deney Diizeni

Deney gruplari asagdidaki sekilde planlandi. immunohistokimyasal incelemeler icin ayni
dizende ayni sayida hayvan kullanildi.

A. Absans epilepside beyin dokularinda ve serumda Apelin-12 dizeylerinin, apoptoz ve
sitokin seviyelerinin degerlendirilecegi grup

Al. Deney Grubu; 6 aylik WAG/RIj siganlar (n: 8)
All. Kontrol Grubu; 6 aylik epileptik olmayan Wistar siganlar (n: 8)
B. Apelin-12 enjeksiyonunun Absans epilepsideki etkilerinin degerlendirilecegi grup

Bl. Deney Grubu(1); Apelin-12'nin ¢dziclsunin (% 0.9luk NaCl) uygulanip Bazal
EEG kaydi alindiktan bir glin sonra ayni saatte Apelin-12 enjeksiyonunun
uygulanacagi ve EEG takibinin yapilacagi 6 aylik WAG/RIj siganlar (n: 8)

Bll. Deney Grubu(2); Apelin-12 enjeksiyonunun uygulanacagi ve sonrasinda apoptoz
ve sitokinlerin degerlendirileceg@i 6 aylik WAG/RIj siganlar (n: 8)

Blll. Kontrol Grubu; Apelin-12'nin ¢dzucusunun (%0.9'luk NaCl) uygulanacagi
sonrasinda apoptoz ve sitokinlerin degerlendirilecegdi 6 aylik WAG/RIj siganlar (n: 8)
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3.3. Cerrahi islemler

Cerrahi iglemler sirasinda 6 ayllk WAG/RIJj siganlara (buylk cogunluguna) ketamin (120
mg/kg, i.p.) ve ksilazin (15 mg/kg, i.p.) anestezisi altinda, steryotaksi alet yardimiyla
koordinatlari Paxinos ve Watson atlasina uygun olacak sekilde tripolar EEG kayit elektrotlari
yerlestirildi (Plastic Products Company, MS 333/2A). Elektrotlar, yerlestirildikten sonra dental
akrilik yardimiyla kafatasina sabitlendi. Elektrot koordinatlari EEG kaydi igin; AP 2.0, L 3.5
(frontal bolge), AP -6.0, L 2.0 (pariyeto-oksipital bolge) ve referans elektrodu serebellum

uzerinde olacak sekilde tripolar kayit elektrodu yerlestirildi.
3.4. EEG Kayitlarinin Alinmasi

EEG kaydi igin elektrod yerlestiriimesinden sonra si¢anlar bir haftalik dinlenme periyoduna
birakildi. Hayvanlarin hem kayitlarin alinacaga sisteme alismalarini saglamak ve hem de irk
acisindan kontrollerinin yapilmasi amaciyla hayvanlardan 1 saatlik (bazal) EEG kaydi alindi
(Power Lab Kayit sistemi, USA). 6 aylik WAG/RIj sicanlardan elde edilen EEG gorintisu
Resim 1’ de gosterilmigtir.

Resim 1. 6 aylik WAG/RIj siganlardan elde edilen iki kanalli olarak kaydedilen EEG

goruntusu (Yesil renkli kayittaki WAG/RIj siganda DDD aktivitesi anindaki EEG gériintiisii, pembe renkli
kayittaki WAG/RIj sicanda da DDD’nin olmadigi andaki EEG goriuntusu gosterilmektedir)

YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME YUKLENDI.
3.4.1. Apelin-12 uygulanimi

Deney gini Apelin-12 enjeksiyonu yapilmadan, tim gruplardaki hayvanlardan 1 saatlik
(bazal) EEG kaydi alindi (Power Lab Kayit sistemi, USA). Bazal EEG kayitlari alindiktan
sonra deney grubuna 200 pl %0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan 800 pug/kg Apelin-12,
kontrol gruplarina %0,09’luk serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi ve EEG
kayitlarina 3 saat daha devam edildi Takayama vd. (2008). WAG/RIj siganlarda Apelin-12
uygulamasinin éncesi ve sonrasi kaydedilen kortikal EEG kayitlarinda, WAG/RIij siganlarda

spontan olarak gézlenen, DDD’lerin sayi ve suresi degerlendirildi.

3.5. EEG Analizi

3.5.1. Absans aktivitesinin tesbiti
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Uyanik hayvanlardan kaydedilen 1kHz érnekleme hizindaki dijital EEG verileri Gzerinden elle
tesbit yontemi ile spontan olarak olusan DDD ile kendini gdsteren absans aktivite bolgeleri
segildi (Resim 2).

Resim 2. LabChart 7.0 yaziiminda yapilan analizlerden ss (seizure start) ve bitiste de se
(seizure end) yorumlari ile isaretlenen bir ekran gérintiisii YER SORUNU NEDENIYLE EK
DOSYA OLARAK SISTEME YUKLENDI.

3.5.2. EEG Verilerinin Okunmasi

Analiz i¢in yazihmin isaretleme iglevi kullanilarak tanimlanabilen tim epileptiform aktivite
bdlgeleri baslangi¢ noktasinda ss ve bitiste de se yorumlari ile isaretlendi. isaretlenen nébet
bolgelerinde otomatik diken sayiminin yapilmasi icin LabChart programinin parametre
ayarlari yapildi (Resim 3). Bireysel kayitlardaki bazi kiguk farkliliklara bagh olarak farkh
deneklerde bu tespit parametrelerinde ayarlamalar da yapilmistir.

Resim 3. Analiz ekrani YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME
YUKLENDI.

Sonrasinda, LabChart yazilminin macro komutlari (Resim 4) ile isaretlenen tim aktivite
bdlgeleri, ss-se arasinda secildi ve asagidaki parametreler yazilima otomatik olarak
hesaplattiridi:

1. Comment text (yapilan enjeksiyon islemlerine dair isaretlemeleri gosteren kayit
bilgileri)

2. Secim slresi (segilen baslangi¢ bitis noktalari arasindaki stre; ndbet aktivitesinin
suresi)

3. RMS (Nobet aktivitesinin glicini gosteren root mean square hesaplamasi)

4, Ortalama diken sayisi (Event count)

5. Ortalama nobet spektral guict

6. Maksimum gug¢ frekansi

7. Minimum gug frekansi

10
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Resim 4. LabChart yazihminin otomatik segme (Multiple add to datapad) islevine yonelik bir
ekran goriintisi. YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME YUKLENDI.

3.6. Transkardiyak Perfuizyon

Deneysel slreglerin tim hayvanlarda tamamlanmasinin ardindan, hayvanlara ketamin (120
mg/kg, i.p.) ve ksilazin (15 mg/kg, i.p.) anestezisi uygulanmasini takiben +4°C’ de
sogutulmus % 0,9’ luk NaCl ¢ozeltisi ile transkardiyak perfize edildi. Perflizyon hizi 20
ml/dak ve kullanilan ¢ézelti miktari 150 ml'dir.

Tum siganlardan genel anestezi altinda intrakardiyak yolla alinan kan 6rnekleri jelli serum
ayirma tiiplerine konulup santrifij (1200rpm, +40°C, 10 dk) edildi. Elde edilen serum
ornekleri, 6lcim zamanina kadar —80°C’de saklandi.

Kan alimini takiben giyotin araciligiyla hayvanlar dekapite edildi. Kemik makasi yardimiyla
beyin dokusu cikarildi ve kuru buz Gzerinde beyin bolgelerinin disseksiyonu gerceklestirildi.
Tdm beyinden izole edilen bolgeler etiketlenerek ependroflara konuldu ve molekiler
calismalar baslayincaya kadar —80°C’de bekletildi.

Beyin dokulari epileptik slUrecte Onemli olan Kkortikotalamik dongUndn ayri  ayri

degerlendirilebilmesi agisindan korteks ve talamus bdlgelerine ayrildi.

Beyin dokusunda apoptozisin degerlendiriimesi caspase-3 aktivitesi ve sitokrom C dlgimiyle

yapildi.
Beyin dokusunda NFkB protein dizeylerinin belirlenmesi Western blot ydntemi ile yapildi.
3.7. Biyokimyasal/ELISA Olgiimler

Doku protein diizeyi Bradford yontemi ile 6l¢uldi; 100 pg protein iceren doku 6rnegi, kaspaz-
3 duzeyi icin degerlendirildi. Deney sonunda doku 6rnekleri assay ile lizize ugratildi (50 mM
HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, % 0.1 CHAPS, 10 mM DTT, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA,
%0.1Triton X-100). Kaspaz-3 florimetrik 6lgim kiti asetil Asp-Glu-Val-Asp 7-amido-4-
metilkumarinin (Ac-DEVD-AMC) Kaspaz-3 ile hidrolize olmasina dayanmaktadir. AMC nin
ekzitasyon emisyon dalga boylari 360 nm ve 460 nm dir. AMC nin farkli konsantrasyonlarinin
degerlendiriimesiyle elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak ortama salinan AMC miktari

Oculerek kaspaz-3 duzeyi belirlendi.

11
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3.7.1 ELISA Caligmalari

ELISA caligmalar dretici firmalarin dnerileri dogrultusunda o6lgim prosedurlerine uygun
olarak gerceklestiriimistir. Orneklerdeki miktar tayini kit iceriginde verilen standartlar
kullanilarak hesaplanmistir.

3.8. Western Blot Uygulamalari

Total ve fosforile p38/MAPK, NF-kb protein duzeyleri hlcre lizatlarinda gradient sodyum
dodesil silfat (SDS) page kullanilarak degerlendirildi. internal kontrol olarak beta aktin
kullanildi. Yontem semi-dry uygulandi. NF-kb degerlendirmeleri icin hicrenin nukleer
sitozolik fraksiyonlari ayristinildi her iki bolgede NFkB ayri ayri degerlendirildi. Deney
sonunda hicreler toplanarak ultrasantrif(ij ile sitoplazmik ve nikleer proteinler elde edildi.
Hucreler buzda hipotonik tamponda (% 0.5 nonidet NP-40 iceren 10 mM Hepes, 20 mM KCI,
1 mM MgCI2, pH 8.0, with 1 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM PMSF, 1 mM 1,10-
phenanthroline 100 uM leupeptin) homojenize edildi. Buzda 20 dk bekletildikten sonra 3000
g de 15 dk 4°C de nukleer pellet elde etmek Uzere santrifij edildi. Sipernatant (sitoplazmik
fraksiyon) degerlendirme yapilana kadar -80°C de saklandi. Nukleer pellet hipotonik buffer
ile yikand, sonra yiiksek tuzlu buffer ile (20 mM Hepes, 400 mM NaCl, 1 mM MgClI?, pH 8.0,
0.5 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM 1,10-phenanthroline ve 100 uM leupeptin, % 0.1 nonidet
NP) de yikandi. Her 6rnegin vorteklenmesini takiben buzda 30 dk bekletildikten sonra 15000
g de 30 dk +4°C de cevrilecek slpernatant nukleer kisim olarak kullanildi ve deney
prosedirinde kullaniimak Uzere -80°C de saklandi. NFKB proteinlerinin p65 fragmentine
karsi antikorlar kullanilarak sitoplazmik ve nukleer NFKkB protein duzeyleri oranlanarak
degerlendirildi.
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736  Gradient jel hazirlamak igin:

737  RESOLVING JEL (2 GELS)

%5 %20

Acrylamide (%30)

Tris 1.5 M pH 8.8

0.84 ml 3.3 ml

1.25 ml 1.25ml

% 10 SDS 0.05ml  0.05 ml
dH,O 2.85 ml Yok
APS (% 10) 45 ul 10 ul
TEMED 1.7 ul 1.7 ul
Siukroz 5
738
739  STACKING JEL
Acrylamide (%30) 1.34 ml
Tris 1.5 M pH 8.8 1.25 ml
% 10 SDS 0.05 ml
dH,O 7.3 ml
APS (% 10) 0.04 ml
TEMED 0.1 ml
740
741
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3.8.1 Orneklerin Hazirlanmasi

12 yl 6rnek denaturasyon karisimi (Sample Buffer + B mercaptoethanol) Uzerine 12 pl
ornek ilave edilerek ve 96°C derecede 5 dk kaynatildi. Markerden 12 ul ( 2 jel i¢in) alinarak
bir ependorf tipe aktarilarak 96°C derecede 1dk kaynatildi. Kuyucuklara érneklerden 15 ul
(7.5 pl sample+7.5 pl SB) markerden 5 pl siringa yardimiyla yiklendi. Jel basina yaklasik
olarak 20 mA akim ve voltaj da 200 V’yi ge¢cmeyecek sekilde ayarlanarak bantlar sistemin en

alt kismana gelinceye kadar calistirildi.
3.8.2 Jelden membrana antijenlerin transferi:

Hazirlanmis bu transfer sollisyonu temiz ve genis bir cam kaba aktarildi. 9x9 ebatlarinda
kesilmis olan 8 tane filtre kagdidi ve fiske edilmis PVDF membran bu solisyonun iginde
bekletildi (5-10 dk). Elektroforez isleminin tamamlanmasindan sonra jelin lzerinde yer alan
stacking jel ve altinda bulunan agaroz jel kesilerek uzaklastirildi. Jelin Gzerine iki tane
islatimis  filtre kagidi yerlestirildi. Birden fazla jel kullanildiginda transfer sirasinda
proteinlerin membranlar arasinda gegisini 6nlemek icin araya bir sefalon kagidi konarak
islemler ayni sirayla tekrarlandi. Transferin tamamlanmasindan sonra akim kesildi. Katot

plakasi kaldirildi. Transfer membrani ¢ikarilarak Western Blotting agamasina gecildi.
3.8.3. Western Blotting:

Membran Blocking Buffer ile (PBS+%3 BSA) (for preventing non-specific binding ) oda
sicakliginda gece boyunca calkayicida inkibe edildi. PBS-Tween ile 2x5 dk yikandi. 1°
antibody (rabbit serum) 1:1000 oraninda ( 40 ul rabbit serum: 40 ml) ve 1:2000 oraninda (20
pl: 40 ml) uygun antijen (protokole gére dilusyonda) % 1’lik PBS ‘li BSA (100 ml +1 gr BSA)
icerisine ilave edildi ve membranlar ¢alkalayicida 2 saat oda sicakliginda inkibe edildi. PBS -
Tween ile 3 X 10 dk yikandi. Antikor (goat anti-rabbit serum, HRP isaretli) 1:2000 oraninda
(20 pl: 40 ml) % 71’lik PBS ‘li BSA (100 ml +1 gr BSA) igerisine ilave edildi. Membranlar
calkalayicida 1 saat oda sicakliginda inkube edildi. 3,3 -diaminobenzidine (DAB) substrati ile

enzim substrat reaksiyonu gelistirilerek ve renk degisimi gbézlendi.
3.9. Immiinohistokimyasal incelemeler

Doku Apelin-12 duzeyleri hakkinda bilgi edinmek Gzere WAG/RIj sicanlardan tim beyin
dokusu alinarak kortikal ve talamik bolgede Apelin-12 ekspresyon degerlendirmeleri

immunhistokimyasal olarak yapilmigtir.
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3.9.1. Dokularin Hazirlanmasi

Beyin dokulari %10 fosfat tamponlu formalin ile 96 saat tespit edildi. Rutin takip agsamalari
sonrasi elde edilen parafin bloklardan 4 um kalinliginda alinan kesitler polilizin kapl lamlar
Uzerine alindi. Gece boyunca 60°C’lik etiivde ksilen ile deparafinize edilen kesitler dereceli
alkol serilerinden gecirilerek hidrate edildi. Tripsin ile antijenik maskelenmenin
engellenmesini takiben PBS (phosphate buffered saline) ile yikandi. Endojen peroksidaz
aktivitesinin dnlenmesi i¢in %0.3 H,O, ile 15 dakika islem goren dokular PBS ile yikanarak 1
saat, 37°C’de bloking sollisyon (goat serum) ile inkube edildi. Primer antikor (primary rabbit
anti-Apelin ( 1:100, ab59469, ABCAM) ) ile 4°C de gece boyunca inkibasyon sonrasi
dokular oda isisinda 1 saat sekonder antikor ile (goat anti-rabbit IgG) inkube edildi. Negatif
kontrol olarak primer antikor yerine PBS sivisi kullanildi. Kesitler 30 dakika avidin—biotin
kompleks (ABC) ile inklbe edildikten sonra PBS ile yikandi ve kromojen olarak kesitlerin
Uzerine DAB solisyonu damlatilarak 5 dakika beklendi. Harris Hematoksilen ile ters boyama

yapilarak kesitler dehidrate edildi entellan ile kapatildi.

Her bir kesit igin 1sik mikroskobu ile (Carl Zeiss Axio-Al, Germany) ile x40 buyutmede 4
farkl alandan elde edilen fotograflar immunpozitiflik agisindan semikantitatif olarak
degerlendirildi. Boyanma yogunlugu 0 (yok), 1 (zayif), 2 (orta) ve 3 (yogun) olarak belirlendi.
Boyanan yiizey ve hiicrelerin yiizdesi (Pi) %0-100 arasinda degerlendirildi. imminboyanma,
Sentirk vd. (1999)'nin ¢alismasindan uyarlanan H-SCORE histolojik skorlama sistemi ile H-
SCORE=} Pi (i + 1) denklemine gdre hesaplandi. 1 optik yogunlugun duizeltimesi igin
kullanildi.

3.10. istatiksel analiz:

Veriler SPSS 17.0 (SPSS Ver. 17.0 Chicago IL, USA) paket programi ile degerlendirildi.
Gruplarin betimsel analizleri (ortalama, standart sapma, c¢eyrekler arasindaki fark)
hesaplandi. Elde edilen sonuglarinin normal dadihma uyumu (%95 glven araliginda)
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. p>0.05 normal dagihm olarak kabul edildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farkliik One-Way ANOVA ile saptandi. p<0.05 anlaml farkhhk olarak
kabul edildi. istatistiksel degerlendirmelerde kullanilan grafiklerde Excel 2010 (Microsoft

Windows, USA) programindan yararlanildi.
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802 4. BULGULAR

803 4.1. Tum Deney Gruplarindaki Biyokimyasal/ELISA Sonuglarinin Betimsel Analiz
804  Sonuglar

805 4.1.1. Korteksdeki Betimsel Analizler

806 4.1.1.1. Apelin-12 Duzeylerinin Degerlendirilmesi

2,50

2,00

E
; 1,50
2
1,00 @
501
ﬂI\I AIII él BIII BIIII
Korteks Gruplar
807
808 Sekil 1. Korteksdeki Apelin-12 verilerinin tm gruplara gére dagihm grafigi.

809 Tablo 1. Korteksdeki Apelin-12 duzeylerinin betimsel analizleri

Korteks Ortalama ort. Standart Qeyrekler' . -
Gruplan  (ng/mi) Standart sapma arasindaki p p
Hatasi fark
Al 1,022 0,038 0,109 0,19 0,471 All, BII
All 1,632 0,081 0,229 0,31 0,149 Al, BI, BllI
BI 1,164 0,064 0,184 0,36 0,217 All, BII
BII 1,799 0,116 0,331 0,59 0,007 Al, BI, BllI
Bl 1,188 0,067 0,191 0,22 0,471 All, BII

810  *Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven araliginda)

811 **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlaml farklihk
812  saptanan gruplar (p<0,05)

813

814  Korteks dokusu ile yapilan ELISA caligmalarinda en yuksek Apelin 12 duzeyi Bll grubunda
815 saptandi. Yapilan istatistiksel analizlerde tUm gruplar arasinda anlamli istatistiksel farklilik
816  saptandi (p<0,001).
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4.1.1.2. Sitokrom C Duizeylerinin Degerlendirilmesi

3,507

3,00

2,507

Sitokrom C ng/mi

2,007
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T
All

T
Bl

T
Bll

Korteks Gruplan

T
Blll

Sekil 2. Korteksdeki Sitokrom C verilerinin tim gruplara goére dagihm grafigi.

Tablo 2. Korteksdeki Sitokrom C duzeylerinin betimsel analizleri

Ort. Ceyrekler
Korteks Ortalama Standart .
Standart arasindaki p* p**
Gruplari (ng/ml) Hatas| sapma fark
Al 3069 0097 0275 052 0,627 A'I'B’Iﬁ”’
All 2,588 0,051 0,146 0,16 0,584 Al
Bl 2,902 0,041 0,116 0,11 0,402 BIlI
Bll 2,568 0,090 0,255 0,48 0,499 Al
BllI 2,319 0,081 0,231 0,34 0,881 Al, Bl

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda)
**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanan gruplar (p<0,05)

Korteks dokusu ile yapilan ELISA calismalarinda en yiksek Sitokrom C dizeyine Al

grubunda rastlandi. En dugik Sitokrom C ortalamasina da Blll grubu sahipti. Tium gruplar

arasinda anlamli istatistiksel farklilik saptandi (p=0,044). Korteks gruplari arasinda yer alan

Al'in All, Bl ve BIll gruplarindan anlamli dizeyde farkhlik gosterdigi tespit edildi. Bu durum

tablo 2 de p** sutununda gosterildi.
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832 4.1.1.3. TNFa Diizeylerinin Degerlendirilmesi
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Korteks Gruplari

833

834 Sekil 3. Korteksdeki TNFa verilerinin tim gruplara gore dagihm grafigi.

835 Tablo 3. Korteksdeki TNF a duzeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama ort Standart Qeyrekler_ . -
STk (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
Hatasi fark
Al 199,33 8,04 22,74 40,97 0,627 All
All 140,71 6,11 18,47 34,33 0,396 Al, BI, BIl, Bl
Bl 183,71 3,51 9,93 17,06 0,010 All
BII 180,91 6,13 17,35 25,89 0,614 All, Bl
BIII 203,83 6,61 18,67 32,39 0,692 All

836

837  *Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 given araliginda)

838  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlaml farklihk
839  saptanan gruplar (p<0,05)

840

841  Korteks dokusu ile yapilan ELISA galismalarinda en yuksek TNFa dizeyine Blll grubundaki

842  orneklerle yapilan ¢aligmalarda rastlandi. Tum gruplar arasinda anlaml istatistiksel farklilik
843  bulundu (p<0,001). En dugsuk TNFa seviyesi kontrol grubu olan All'de saptandi. Bu grubun

844  tum gruplar ile istatistiksel olarak anlamli farklilik gésterdigi saptandi.

845
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4.1.1.4 IL-1a Duzeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks dokusunda IL-1a duzeylerinin belirlenmesi icin ELISA g¢alismalan iki kez

tekrarlanmasina ragmen sonug elde edilemedi. Calismanin geneli agisindan bir olumsuzluk

s6z konusu olmamakla birlikte olayin kullanilan ekipman kaynakli oldugu anlagilip sonraki

calismalarda bu olumsuzlugun yasanmamasi icin gerekli énlemler alindi.

4.1.1.5. IL-1B Dliizeylerinin Degerlendirilmesi

400,00

350,00

300,00

IL-1f pgiml

250,00

200,00

T T
Bl Bl

Korteks Gruplari

|
Bl

Sekil 4. Korteksdeki IL-1 verilerinin tim gruplara gore dagilim grafigi.

Tablo 4. Korteksdeki IL-18 duzeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama ort Standart Qeyrekleri . o
Gruplar: (pg/mi) Standart arasindaki p p
Hatasi fark
Al 348,29 6,55 18,53 33,27 0,197 All, Bl
All 263,23 13,43 37,99 71,96 0,940 Al, BI,BIII
BI 325,22 4,03 11,41 17,77 0,997 All
BlI 292,04 10,81 30,57 61,56 0,206 Al, Bl
BIII 340,13 6,11 17,29 19,32 0,718 All, Bl

*Normal dagihm igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven araliginda).
**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farkhlik

saptanan gruplar (p<0,05).

Tum gruplar arasinda anlaml istatistiksel farkhilik bulundu (p=0,012). En yiiksek IL-18

diizeyi Al korteks grubunda saptandi.
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4.1.1.6. IL-2 Diizeylerinin Degerlendirilmesi
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Sekil 5. Korteksdeki IL-2 verilerinin tim gruplara gore dagihm grafigi.

Tablo 5. Korteksdeki IL-2 duzeylerinin betimsel analizleri

Ort. Ceyrekler
g?ﬁ:ﬁ. O(:]tg}?nnl;a Standart S;zgggt arasindaki P* p**
hata fark
Al 18,21 0,78 2,19 3,15 0,995 All
All 11,86 0,29 0,81 1,51 0,145 Al BI, BIl, Blll
Bl 16,58 0,49 1,41 2,78 0,153 All
BII 16,05 0,99 2,81 5,85 0,257 All, BllI
Bl 18,75 0,61 1,71 2,72 0,816 All, BlI

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).

**Coklu kargilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farkhhk
saptanan gruplar (p<0,05).

Korteks dokusu ile yapilan ELISA calismalarinda en yuksek IL-2 dizeyine BIIl grubundaki
orneklerle yapilan galismalarda rastlandi. En dusuk IL-2 dizeyine de All grubunda saptandi.
Tdm gruplar arasinda anlamli istatistiksel farklilik bulundu (p=0,006). All korteks grubunda

saptanan IL-2 duzeyi tum gruplarla anlamli istatistiksel farklilik gésterdi.
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874  4.1.1.7. IL-4 Diizeylerinin Degerlendirilmesi
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876
877 Sekil 6. Korteksdeki IL-4 verilerinin tim gruplara gore dagihm grafigi.

878  Tablo 6. Korteksdeki IL-4 duzeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama Ort. Standart Standart Qeyrekleri
hata arasindaki p* p**
Gruplari (pg/ml) sapma fark
Al 157,43 16,72 47,04 88,03 0,205 -
All 152,91 7,93 22,45 44,26 0,096 -
BI 114,18 11,51 32,52 65,89 0,145 BII
BII 182,08 10,89 30,81 62,37 0,117 BI
BIII 152,49 10,13 28,59 52,76 0,668 -

879  *Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonugclari (%95 glven araliginda).

880  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlaml farklihk
881  saptanan gruplar (p<0,05).

882  Korteks dokusu ile yapilan ELISA galismalarinda en yiksek IL-4 dlizeyine BIl grubundaki

883  drneklerle yapilan galismalarda rastlandi. En dusuk IL-4 duzeyine de Bl grubunda saptandi.
884  Tum gruplar arasinda anlamli istatistiksel farklilik saptandi (p=0,017). Bl ve BIl gruplar
885 arasinda p<0,05 dizeyinde anlamli istatistiksel farklilik saptandi.

886
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4.1.1.8. IL-6 Diizeylerinin Degerlendirilmesi
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Sekil 7. Korteksdeki IL-6 verilerinin tim gruplara gore dagihm grafigi.

Tablo 7. Korteksdeki IL-6 duzeylerinin betimsel analizleri

Korteks Ortalama ort Standart Qeyrekler_ . o
STk (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 1229,59 63,68 180,13 359,43 0,449 All, BI, BII
All 541,06 28,52 80,66 110,31 0,123 Al, BI,BIII
BI 940,63 27,14 76,77 137,23 0,647 Al, All, Bl
BII 866,93 52,39 148,19 299,75 0,472 Al, All, Bl
BllI 1278,66 47,01 132,98 205,20 0,915 All, BI, BII

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlaml farkhlik

saptanan gruplar (p<0,05).

IL-6 duzeyleri i¢in yapilan galismalarda en yiiksek diizey BIlll grubunda saptandi.

Saglhikh hayvanlarda (All) ise en dusiik IL-6 diizeyi saptandi. Tum gruplar arasinda

anlaml istatistiksel farkhlik bulundu (p<0,001). Blll ve Al gruplarinin verileri birbirine

yakin saptandi. Diger gruplar kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamh diizeyde

farkhihk gosterdi.
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899 4.1.1.9.IL-10 Diizeylerinin Degerlendirilmesi
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Korteks Gruplari
901
902 Sekil 8. Korteksdeki IL-10 verilerinin tim gruplara goére dagihm grafigi.

903 Tablo 8. Korteksdeki IL-10 dizeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama ort Standart (;eyrekler_ N -
ErdeT (pg/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 187,38 9,93 26,37 42,98 0,626 Bl, Bl
All 172,40 5,96 16,87 34,88 0,158 BI, Bl
BI 345,46 12,87 36,41 55,21 0,789 Al, All, BIILBIII
BII 251,09 9,43 26,69 46,28 0,732 Al, All, BI, Bl
BIII 190,72 4,78 13,52 25,05 0,466 BIlL,BIII

904  *Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonugclari (%95 glven araliginda).

905 **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlaml farklihk
906 saptanan gruplar (p<0,05).

907  IL-10 dlzeyleri icin yapilan ¢aligmalarda en yuksek dizey Bl grubunda saptandi. Saglikh

908 hayvanlarda (All) ise en dusuk IL-10 duzeyi saptandi. Tum gruplar arasinda anlamli
909 istatistiksel farklilik vardi (p<0,001). Bl ve Bll gruplar IL-10 duzeyi bakimindan hep birbirleri
910 ile hem de diger gruplar ile anlamh istatistiksel farkhhk gosterdi. Bu durum p** sutununda
911 ifade edildi.

912
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Sekil 9. Korteksdeki IL-12 verilerinin tim gruplara gére dagilim grafigi.

Tablo 9. Korteksdeki IL-12 dlzeylerinin betimsel analizleri

Korteks Ortalama Ort. Standart Standart Qeyrekler'
arasindaki p* p**
Gruplari (pg/ml) hata sapma fark
Al 995,87 10,95 28,45 58,13 0,199 All
All 736,13 32,36 91,53 162,29 0,893 Al, Bl
Bl 955,57 32,22 91,13 165,08 0,027 -
Bll 979,46 25,91 73,38 142,83 0,128 All
Bl 898,96 22,05 62i37 73,78 0,957 -

*Normal dagihm igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven araliginda).

IL-12 igin yapilan ¢alismalarda en ylksek duzey Al grubunda saptandi. Saglikh hayvanlarda
(All) ise en dusuk IL-12 duzeyi saptandi. Ancak yapilan analizlerde sadece All grubunun Al
ve Bll ile anlaml istatistiksel farkllik gosterdigi saptandi (p<0,05).Korteks ¢alisma gruplari

arasinda yer alan BI, Bll ve Blll arasinda anlamli farklilik saptanmadi.
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Sekil 10. Korteksdeki IL-17 verilerinin tim gruplara gére dagilim grafigi.

Tablo 10. Korteksdeki IL-17 dlzeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama ort Standart Qeyrekleri . -
ErdeT (pg/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 33,51 0,78 2,25 3,67 0,090 All
All 23,36 0,61 1,72 2,58 0,645 Al BI, Bl
BI 33,84 0,78 2,21 4,32 0,551 All,
BII 31,38 0,73 1,98 3,23 0,662 All
BIII 27,66 0,91 2,59 4,84 0,518 -

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).

**Coklu kargilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklhk
saptanan gruplar (p<0,05).

IL-17 i¢in yapilan ¢galismalarda en yuksek duzey 33,84 pg/ml ile Bl grubunda saptandi.
Saglikh hayvanlarda (All) ise en diisuik IL-17 diizeyi saptandi. Gruplar arasinda anlamh
istatistiksel farklilk bulundu (p<0,036).
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Sekil 11. Korteksdeki TGF-f verilerinin tum gruplara gore dagilim grafigi.

Tablo 11. Korteksdeki TGF-f duzeylerinin betimsel analizleri

Korteks Ortalama ort Standart Qeyrekleri N o
Gruplan  (pg/ml) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 130,45 7,24 20,57 33,68 0,886 BI
All 109,391 5,67 16,03 21,59 0,132 BI, Bl
Bl 210,57 9,53 26,96 45,31 0,892 Al, All, BII, Bl
BII 155,42 5,81 16,52 28,65 0,687 All, BI,
BIII 118,05 2,95 8,37 15,52 0,664 Bl

*Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven aralijinda).

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik
saptanan gruplar (p<0,05).

TGF-B icin yapilan ¢alismalarda en ylksek dizey 210,57 pg/ml ile Bl grubunda saptandi.
Saglikh hayvanlarda (All) ise en dusuk TGF-B duzeyi saptandi. Tim gruplar arasinda
anlamh istatistiksel farkhlik saptandi (p<0,001). Bl grubu TGF-B dizeyi bakimindan diger

gruplar ile istatistiksel anlamli olarak farkli bulundu.
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Sekil 12. Korteksdeki IFNy verilerinin tim gruplara gére dagihim grafigi.

Tablo 12. Korteksdeki IFNy dlizeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama ort Standart Qeyrekler' . -
Gruplan  (pg/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 103,83 3,93 11,18 19,02 0,502 All
All 155,56 5,78 16,35 29,92 0,458 Al
BI 118,16 6,48 18,32 36,26 0,221 -
BII 120,57 10,05 28,44 19,27 0,244 -
Bl 123,98 6,78 19,23 22,05 0,450 -

*Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven aralijinda).

**Coklu kargilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklihk

saptanan gruplar (p<0,05).

IFNy icin yapilan ELISA calismalarinda en yiksek duzey All grubunda saptandi. En dusuk
IFNy dlzeyi de Al grubunda saptandi. TUm gruplar arasinda anlaml istatistiksel farklilik
saptandi (p=0,031). Ancak IFNy dizeyleri bakimindan galismaya deger katacak diizeyde

anlamli farklilik saptanmadi.
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967
968 Sekil 13. Korteksdeki NGF verilerinin tim gruplara gore dagilim grafigi

969 Tablo 13. Korteksdeki NGF dizeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama ort. Standart Qeyrekler' . -
T (ngimi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 18,37 0,41 1,15 1,96 0,085 All
All 14,19 0,38 1,12 1,89 0,368 Al
BI 17,38 0,29 0,98 1,39 0,101 -
BII 18,08 0,43 1,21 2,01 0,350 All
Bl 17,87 0,55 1,56 3,19 0,429 -

970  *Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 given araliginda)

971  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farklilik
972  saptanan gruplar (p<0,05)

973 NGF icin yapilan ELISA cgalismalarinda 18,37 ng/ml ile en yuksek duzey Al grubunda

974  saptandi. En distk NGF dizeyi de 14,19 ng/ml ile All grubunda saptandi. Tum gruplar
975 arasinda anlamh istatistiksel farkllik saptandi (p=0,037). Elde edilen NGF duzeyleri
976  arasindaki farkhhk galisma gruplarina yansimadi.

977
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979

980 Sekil 14. Korteksdeki NFKB verilerinin tim gruplara goére dagihm grafigi.

981 Tablo 14. Korteksdeki NFkB duzeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama ort. Standart Ceyrekler
Standart . i p**
Gruplari (ng/ml) hata sapma  arasindaki fark
Al 3,32 0,09 0,25 0,50 0,566 All
0,06 0,644 Al
All 2,11 0,15 0,31 BI.BILBIII
BI 2,98 0,05 0,17 0,29 0,973 All
BII 2,82 0,04 0,12 0,21 0,435 All
Bl 3,49 0,09 0,26 0,47 0,908 All

982

983  *Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonugclari (%95 glven araliginda).

984  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farklilik
985 saptanan gruplar (p<0,05) .

986 NFkB igin yapilan ELISA g¢alismalarinda 3,49 ng/ml ile en yuksek dizey BIIl grubunda
987 saptandi. En disik NFkB dizeyi de 2,11 ng/ml ile All grubunda saptandi. Yapilan
988 analizlerde gruplar arasinda anlamli istatistiksel farklilik saptandi (p<0,001).

989
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Sekil 15. Korteksdeki p38/MAPK verilerinin tim gruplara gore dagihm grafigi.

Tablo 15. Korteksdeki p38/MAPK diizeylerinin betimsel analizleri

Korteks  Ortalama ort Standart Qeyrekler' . .
T (ngimi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 1,85 0,09 0,26 0,50 0,018 -
All 1,82 0,06 0,17 0,25 0,534 -
BI 1,76 0,04 0,09 0,13 0,394 -
BII 1,92 0,03 0,08 0,15 0,256 -
BIII 2,07 0,02 0,07 0,09 0,374 -

*Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven aralijinda).

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanan gruplar (p<0,05).

Korteks doku drnekleri ile yapilan p38/MAPK ELISA ¢alismalarinda 2,07 ng/ml ile en yiksek
dizey BIl grubunda saptandi. En disik p38/MAPK dizeyi de 2,61 ng/ml ile Bl grubunda
saptandi. Yapilan analizlerde gruplar arasinda anlaml istatistiksel farkliik saptanmadi
(p=0,268). Elde edilen p38/MAPK sonuglari Bl, Bll ve Blll gruplari agisindan galismayi
yansitacak dizeye ulagsmadi.
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Sekil 16. Korteksdeki Apelin-12°'nin immunohistokimyasal verilerinin tim gruplara gore

dagihm grafigi.

Tablo 16. Korteksdeki Apelin-12’nin immunohistokimyasal dizeylerinin betimsel analizleri

Korteks Ortalama Staonr;[i.art Standar Qeyrekller . D
Gruplari hata tsapma arasindaki fark
Al 155.01 18.91 53.51 71,59 0,001 All BlI
All 371.32 35.52 100.21 125,10 0,001 Al BllI
BI 270.00 29.91 84.72 87.25 0,903 BII
Bll 411.23 36.06 101.09 136,50 0,127 Al BI Blll
Bl 150,05 17.32 48.09 77,57 0,721 All BlI

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda).
**Coklu kargilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklhk
saptanan gruplar (p<0,05).

Korteks  doku  oOrneklerinin  Apelin  bakimindan  immunohistokimyasal olarak
degerlendirimesinde 411,23 ile en ylksek duzey Bll grubunda saptandi. En dusuk Apelin
dizeyi de 150,05 ile Blll grubunda saptandi. SPSS programi ile yapilan analizlerde gruplar

arasinda anlamli istatistiksel farklilik saptandi (p<0,001).
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Sekil 17. Talamusdaki Apelin-12 verilerinin tim gruplara gére dagilim grafigi.

Tablo 17. Talamusdaki Apelin-12 dizeylerinin betimsel analizleri

Talamus  Ortalama ort. Standart Qeyrekler' " .
T (ng/mi) Standart sapma arasindaki p p
Hatasi fark
Al 0,779 0,071 0,198 0,35 0,181 All
All 1,243 0,052 0,147 0,24 0,656 Al, BIl
BI 1,003 0,127 0,361 0,46 0,133 -
BII 0,875 0,083 0,236 0,36 0,466 All
Bl 1,018 0,023 0,066 0,06 0,083 -

*Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven aralijinda).

**Coklu kargilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklhk

saptanan gruplar (p<0,05).

Talamus doku o&rneklerinin Apelin-12 bakimindan ELISA ydntemi ile degerlendirilmesi

sonucunda 1,243 ng/ml ile en yuksek dizey All grubunda saptandi. En diguk Apelin duzeyi

de 0,779 ng/ml ile Al grubunda saptandi. SPSS programi ile yapilan analizlerde tim gruplar

arasinda anlaml istatistiksel farklilik vardi (p=0,003). Apelin-12 duzeyleri Al ve BIl

gruplarinda en diuslik dizeyde saptandi. Bu gruplar All ile istatistiksel olarak anlamli fark

gosterdi.
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1034
1035 Sekil 18. Talamusdaki Sitokrom C verilerinin tim gruplara gére dagihm grafigi.

1036  Tablo 18. Talamusdaki Sitokrom C dizeylerinin betimsel analizleri

Talamus Ortalama ort. Standart Ceyrekler
Gruplari (ng/ml) Sl CI sapma arasindaki fark p* p*
P g Hatasi P
All, BI;
Al 3,526 0,066 0,187 0,36 0,272
BII,BIII
All 2,364 0,029 0,084 0,15 0,225 Al
BI 2,547 0,060 0,017 0,32 0,051 Al
BlI 2,415 0,061 0,175 0,31 0,336 Al
BIII 2,274 0,133 0,377 0,74 0,316 Al

1037  *Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 given araliginda).

1038  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farkhlik
1039 saptanan gruplar (p<0,05).

1040 Talamus dokularinda Sitokrom C igin yapilan ELISA c¢alismalarinda 3,526 ng/ml ile en

1041  yuksek duzey Al grubunda saptandi. En dusuk Sitokrom C dizeyi de 2,274 ng/ml ile Bl
1042  grubunda saptandi. SPSS paket programi ile yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda
1043 p=0,005 dizeyinde anlaml istatistiksel farklilik saptandi. Al grubu diger gruplardan p<0,05
1044  duzeyinde anlamli istatistiksel farklilik gosterdi.

1045
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Sekil 19. Talamusdaki TNFa verilerinin tum gruplara gére dagilim grafigi.

Tablo 19. Talamusdaki TNF a duzeylerinin betimsel analizleri

Talamus Ortalama ort Standart Ceyrekleri . o
STk (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 185,77 3,88 10,98 20,29 0,088 All
All 136,27 6,25 17,67 36,11 0,196  Al, Blll
Bl 164,46 5,33 15,07 22,22 0,949 -
BII 156,57 4,37 12,37 13,35 0,207 BllI
BllI 194,32 4,46 12,55 23,68 0,245  All, Bll

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda)
**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik

saptanan gruplar (p<0,05)

Talamus dokularinda TNFa igin yapilan ELISA caligmalarinda 194,32 pg/ml ile en yuksek
dizey BIIl grubunda saptandi. En disuk TNFa duzeyi de 136,27 pg/ml ile All grubunda

saptandi. SPSS paket programi ile yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda anlaml
istatistiksel farkhhk saptandi (p=0,007). All talamus grubu Al ve BIll ile en az p<0,05

dizeyinde anlamli istatistiksel farklilik gésterdi.
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Sekil 20. Talamusdaki IL-1a verilerinin tum gruplara gére dagilim grafigi.

Tablo 20. Talamusdaki IL-1a dlzeylerinin betimsel analizleri

Talamus Ortalama ort Standart Qeyrekler_ N -
STk (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 295,22 5,65 15,71 28,20 0,197 All, Bl
All 225,62 10,09 28,61 29,03 0,203 Al, BllI
BI 248,34 12,71 36,05 66,87 0,233 Al, BIlI
Bl 252,08 16,31 46,13 85,82 0,094 -
Bl 300,27 4,48 13,50 24,83 0,073 All, BI

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik
saptanan gruplar (p<0,05).

IL-1a igin yapilan ELISA galismalarinda 300,27 pg/ml ile en yiksek dizey Blll grubunda

saptandi. En disUk IL-1a dizeyi de 225,62 pg/ml ile All grubunda saptandi Tum gruplar
arasinda anlaml istatistiksel farklilik saptandi (p=0,028). Bll talamus grubu hicbir grupla
anlamli istatistiksel farklilik géstermedi. Bu durum tablo 20’de p** sitununda ifade edildi.
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Sekil 21. Talamusdaki IL-2 verilerinin tum gruplara gore dagihm grafigi.

Tablo 21. Talamusdaki IL-2 dlUzeylerinin betimsel analizleri

Talamus Ortalama ort Standart Qeyrekler_ N o
STk (ng/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 14,01 0,72 2,04 3,22 0,976 All
All 9,51 0,22 0,65 1,21 0,151 Al BllI
Bl 11,89 0,72 2,04 3,15 0,612 -
Bl 11,28 0,84 2,37 3,95 0,774 -
Bl 14,59 0,65 1,84 2,03 0,782 All

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanan gruplar (p<0,05).

Talamus dokularinda IL-2 i¢in yapilan ELISA ¢alismalarinda 14,59 ng/ml ile en ylksek dizey

Blll grubunda saptandi. En dusuk IL-2 dizeyi de 9,51 ng/ml ile All grubunda bulunan saglikh
grubunda saptandi. SPSS paket programi ile yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda
anlamli istatistiksel farklilik saptandi (p=0,029). Bl ve BII talamus gruplar diger gruplar ile
anlaml istatistiksel farklihk géstermedi. Bu durum tablo 21’de ifade edildi.
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1085
1086
1087 Sekil 22. Talamusdaki IL-4 verilerinin tum gruplara gore dagihm grafigi.

1088  Tablo 22. Talamusdaki IL-4 duzeylerinin betimsel analizleri

Talamus Ortalama ort Standart (;eyrekler_ . o
Gruplan  (pg/ml) Standart sapma arasindaki P P
hata fark
Al 153,21 15,65 44,28 60,12 0,088 -
All 144,36 6,15 17,41 21,07 0,136 -
Bl 110,51 11,12 31,47 53,67 0,045 BII
BII 176,22 10,54 27,82 50,36 0,117 BI
BllI 140,24 8,51 21,04 33,10 0,981 -

1089  *Normal dagilim icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven aralidinda)

1090 **Coklu karsilagstirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farkhlik
1091 saptanan gruplar (p<0,05)

1092 IL-4 i¢in yapilan ELISA calismalari sonucunda en yiiksek diizey 176,22 ile BIl

1093 grubunda saptanmistir. SPSS paket programi ile yapilan analizlerde Bl ve Bll gruplari
1094 arasinda anlamli istatistiksel farklihk bulundu (p=0,048).
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Sekil 23. Talamusdaki IL-6 verilerinin tum gruplara gore dagihm grafigi.

Tablo 23. Talamusdaki IL-6 dUzeylerinin betimsel analizleri

Talamus Ortalama ort Standart Qeyrekler_ N o
STk (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 814,83 39,37 11,30 173,71 0,997 All
All 403,56 19,43 54,96 75,68 0,451 Al, BI, BIlI
Bl 773,19 33,58 94,98 125,56 0,635 All
Bl 605,01 74,73 211,38 390,56 0,186 All, BlII
Bl 875,12 39,24 111,01 209,66 0,850 All, BII

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).
**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik

saptanan gruplar (p<0,05).

Uygulanan Apelin-12’nin talamus dokusunda IL-6 seviyesi Uzerine etkili oldugu saptandi. Bl

ve BIl gruplarinda IL-6 duzeyleri Al ve BIll gruplarina gére daha dusuk bulundu. Yapilan

analizlerde gruplar arasinda anlamli istatistiksel farklilik saptandi (p<0,001). En disik IL-6

duzeyi, All grubunda saptandi.
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Sekil 24. Talamusdaki IL-10 verilerinin tum gruplara gére dagihm grafigi.

Tablo 24. Talamusdaki IL-10 duzeylerinin betimsel analizleri

Talamus  Ortalama ort Standart (;eyrekler_ N -
STk (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 207,46 6,72 19,02 37,19 0,586 BI, Bl
All 205,84 23,35 66,01 25,05 0,000 BI, Bl
BI 379,57 7,24 20,48 31,51 0,759 ALAIL, Bl
BII 274,23 18,48 52,38 59,24 0,095 Al All, BllI
BllI 194,62 4,87 13,80 25,56 0,664 BI, Bl

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).
**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlaml farkhlik

saptanan gruplar (p<0,05).

Uygulanan Apelin-12’nin talamus dokusunda IL-10 seviyesi Uzerine yuksek duzeyde etkili

oldugu saptandi. Ozellikle Bl ve Bl gruplarinda IL-10 diizeyleri Al ve BIll gruplarina gére

daha ylUksek bulundu. Yapilan analizlerde gruplar arasinda anlamli istatistiksel farklilik vardi
(p<0,001). En dlsuk IL-10 duzeyi Blll grubunda saptandi.
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Sekil 25. Talamusdaki IL-12 verilerinin tum gruplara gére dagihm grafigi.

Tablo 25. Talamusdaki IL-12 duzeylerinin betimsel analizleri

Talamus Ortalama ort Standart Ceyrekleri . -
STk (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark

Al 1110,21 15,01 42,34 62,33 0,857 All

All 764,61 24,51 69,34 98,69 0,983 Al BI, BIl, Blll

Bl 1233,80 32,16 90,97 152i35 0,205 All

Bl 1059,19 12,10 34,23 68,07 0,091 All

BIII 1126,04 18,89 53,43 89,87 0,957 All

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda)
**Coklu kargilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklhk

saptanan gruplar (p<0,05)

Uygulanan Apelin-12’nin talamus dokusunda IL-12 seviyesi Uzerine etkili olmadigi saptandi.

Saglikli kontrol grubunda diger gruplara gére en disik IL-12 dizeyi saptandi. All diger

gruplardan istatistiksel olarak anlaml dizeyde dusuktlu. Yapilan analizlerde tim gruplar

arasinda anlamli istatistiksel farkhlk vardi (p=0,002). En ylksek IL-12 dlUzeyi Bl grubunda

tespit edildi.
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Sekil 26. Talamusdaki IL-17 verilerinin tum gruplara gére dagihm grafigi.

Tablo 26. Talamus dokusunda IL-17 duzeylerinin betimsel analizleri

Talamus Ortalama ort Standart Qeyrekleri . o
STk (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Al 37,26 0,89 2,32 3,05 0,040 -
All 34,82 2,14 6,05 10,62 0,004 -
Bl 34,05 2,10 5,94 11,13 0,208 -
BII 35,17 0,71 1,99 2,87 0,648 -
BIII 32,08 1,95 5,51 10,79 0,467 -

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda)

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanan gruplar (p<0,05)

Talamus doku ornekleri ile yapilan ELISA galigsmalarinda birbirine yakin sonuglar elde edildi.
Tdm gruplar arasinda anlaml istatistiksel farkhlik saptanamadi (p=0,306). Bu durum p**

sutununda gosterildi
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Sekil 27. Talamusdaki Apelin-12 verilerinin tim gruplara gére dagilim grafigi.

Tablo 27. Talamusdaki Apelin-12 dizeylerinin betimsel analizleri

Ort. Ceyrekler
-gljgll:j Ortalama  Standart S;z;r(:]aa:rt arasindaki p* p**
hata fark
Al 158,75 9,71 27,48 35,00 0,640 -
All 110,50 7,79 22,03 42,50 0,502 Bl, Bll
BI 208,75 16,84 47,64 97,50 0,083 All
BII 211,25 18,84 53,30 87,50 0,115 All
Blll 163,75 11,94 33,77 55,00 0,699 -

*Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven araliginda).

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanan gruplar (p<0,05).

Talamus doku Orneklerinin  Apelin-12  bakimindan immunohistokimyasal olarak
degerlendiriimesinde 211,25 ile en yuksek duzey Bll grubunda saptandi. En dusuk Apelin-12
dizeyi de 110,50 ile All grubunda saptandi. SPSS programi ile yapilan analizlerde gruplar
arasinda anlamli istatistiksel farkllik bulundu (p=0,008).
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Sekil 28. Serumdaki Apelin-12 verilerinin B gruplarina gére dagihm grafigi.

Tablo 28. Serumdaki Apelin-12 dizeylerinin B gruplarina gore betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort. Standart Qeyrekler' - o
Bl (ng/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
BI 1,859 0,09 0,26 0,33 0,041 Bl
Bl 2,084 0,13 0,38 0,69 0,006 Bl
Bl 1,375 0,07 0,21 0,25 0,450 BI, BII

*Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda)

**Coklu kargilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklhk
saptanan gruplar (p<0,05)

Serum Apelin-12 seviyelerinin B grubunda 6zellikle tedavi gruplarinda ylksek bulundu.

Yapilan analizlerde tum gruplar arasinda anlamli istatistiksel farkhhk saptandi (p<0,001). En
yuksek Apelin-12 duzeyi 2,084 ng/ml ile Bll grubunda saptandi. Bu durum tabloda ifade
edildi. En dusuk Apelin-12 duzeyi de Blll grubunda saptandi.
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Sekil 29. Serumdaki TNF a verilerinin B gruplarina gére dagihm grafigi.

Tablo 29. Serumdaki TNF a duzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort. Standart (;eyrekler_ . -
ST (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
BI 168,28 3,21 9,09 15,61 0,010 -
Bl 165,34 5,61 15,88 23,69 0,614 -
Bl 186,51 6,03 17,08 29,64 0,692 -

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik
saptanan gruplar (p<0,05).

Serum TNF a seviyelerinin B grubunda 6zellikle tedavi gruplarinda disik bulundu. Ancak

yapilan analizlerde gruplar arasinda anlaml istatistiksel farklilik saptanamadi (p=0,102). Bu
durum tabloda ifade edildi. En yuksek TNF a duzeyi de BIll grubunda saptandi.
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1188
1189 Sekil 30. Serumdaki IL-1a verilerinin B gruplarina gére dagilim grafigi.
1190

1191  Tablo 30. Serumdaki IL-1a dUzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort Standart Qeyrekleri . o
ST (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Bl 272,37 13,98 39,54 73,34 0,203 BlII
BII 276,47 17,89 50,62 94,12 0,094 Bl
BIII 332,06 4,89 13,83 25,97 0,203 Bl, Bl

1192  *Normal dagilim icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven araliginda).

1193  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farkhlik
1194  saptanan gruplar (p<0,05).

1195 Serum IL-1a seviyelerinin B grubunda 6zellikle tedavi gruplarinda distk bulundu. Tedavi

1196  uygulanmayan kontrol grubunda yuksek bulundu. Yapilan analizlerde gruplar arasinda
1197 anlamh istatistiksel farklilk saptandi (p=0,008). IL-1a dizeyleri bakimindan serum
1198 gruplarinda en disuk seviye Bl’de saptandi.

1199
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1201
1202 Sekil 31. Serumdaki IL-1B verilerinin B gruplarina gére dagihm grafigi.
1203

1204  Tablo 31. Serumdaki IL-1f dUzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort Standart (;eyrekler_ N -
ST (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Bl 355,60 4,13 11,69 39,17 0,939 -
Bl 331,19 15,95 45,13 72,46 0,651 -
BllI 374,48 5,28 14,94 15,18 0,119 -

1205

1206  *Normal dagilim icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven aralidinda)

1207  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farkhhk
1208 saptanan gruplar (p<0,05)

1209  Serum IL-1B seviyelerinin B grubunda 6zellikle tedavi gruplarinda dusuk bulundu. Tedavi
1210 uygulanmayan kontrol grubunda yuksek bulundu. Ancak yapilan analizlerde gruplar arasinda
1211  anlaml istatistiksel farkhhk saptanamadi (Sekil 31, Tablo 31, p=0,097).

1212
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Sekil 32. Serumdaki IL-2 verilerinin B gruplarina gore dagilim grafigi.

Tablo 32. Serumdaki IL-2 duzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort Standart (;eyrekler_ N o
ST (ng/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Bl 15,74 0,47 1,34 2,64 0,053 -
Bl 15,16 0,95 2,95 5,56 0,277 -
BllI 17,81 0,57 1,62 2,58 0,816 -

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda)
**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlaml farkhlik

saptanan gruplar (p<0,05)

Serum IL-2 seviyelerinin B grubunda o6zellikle tedavi gruplarinda dusiuk bulundu. Tedavi
uygulanmayan kontrol grubunda yuksek bulundu. Ancak yapilan analizlerde gruplar arasinda
anlaml istatistiksel farklilik saptanamadi (p=0,219). Ek olarak Blll grubu diger gruplardan

yaklasik %15 dlzeyinde yuksek IL-2 seviyesi gosterdi (Sekil 32, Tablo 32).
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1229
1230 Sekil 33. Serumdaki IL-4 verilerinin B gruplarina goére dagilhm grafigi.
1231

1232  Tablo 33. Serumdaki IL-4 dUzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort. Standart (;eyrekler_ . o
ST (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
BI 102,77 2,87 8,12 20,65 0,129 Bl
Bl 163,59 9,79 27,70 56,07 0,117 BI
Bl 142,63 7,01 19,85 37,84 0,642 -

1233  *Normal dagilim icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven araliginda).

1234  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik
1235 saptanan gruplar (p<0,05).

1236  IL-4 serum seviyelerinin B grubunda farklilik gosterdigi izlendi. Tedavi uygulanan grupta Bl

1237 en dugsik oran gozlenirken, Bll grubunda en yuksek oran saptandi. Yapilan analizlerde
1238 gruplar arasinda anlamh istatistiksel farkhlik saptandi (p=0,021).Blll serum grubunda
1239  saptanan deger Bl ve Bll'den istatistiksel olarak farksizdi.

1240
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Sekil 34. Serumdaki IL-6 verilerinin B gruplarina gore dagilim grafigi.

Tablo 34. Serumdaki IL-6 duzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort Standart (;eyrekler_ N -
ST (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Bl 1062,22 42,98 124,41 185,59 0,675 -
Bl 967,38 48,11 136,01 188,43 0,720 Bl
BllI 1413,56 41,08 116,21 197,28 0,164 BlI

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).
**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik

saptanan gruplar (p<0,05).

Serum IL-6 seviyelerinin B grubunda 6zellikle tedavi gruplarinda kontrol grubuna gére disik

bulundu. Tum gruplar arasinda anlamli istatistiksel farklilik saptandi (p=0,041). EEG yapilan

gruptan elde edilen IL-6 dlzeyi Bll ve Blll'den istatistiksel olarak anlaml farklik gostermedi

(Sekil 34, Tablo 34).
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Sekil 35. Serumdaki IL-10 verilerinin tim gruplara gore dagilim grafigi.

Tablo 35. Serumdaki IL-10 duzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort Standart (;eyrekler_ N -
S (pg/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
BI 300,26 11,75 33,24 64,59 0,601  BIl, Bl
BII 239,03 8,03 22,73 35,87 0,630 BlII
BIII 173,48 3,87 10,96 21,93 0,196 BI, Bl

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 glven araliginda).
**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik

saptanan gruplar (p<0,05).

IL-10 serum seviyelerinin B grubunda farklilik gosterdigi izlendi. Ozellikle tedavi uygulanan

gruptan Bl'de en ylksek oran gozlenirken, hem Bl hem de BIl kontrol grubundan anlamli

olarak istatistiksel olarak farklilik gésterdi (p<0,001). Bu durum tabloda p** sdtununda

ayrintilandirild.
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1270
1271 Sekil 36. Serumdaki IL-12 verilerinin B gruplarina goére dagilim grafigi.
1272

1273  Tablo 36. Serumdaki IL-12 duzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort. Standart (;eyrekler_ . -
ST (pa/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
BI 1213,08 30,59 86,52 151,43 0,093 -
Bl 1112,93 12,87 36,42 73,21 0,110 -
Bl 984,90 24,16 68,33 233,33 0,957 -

1274  *Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 gliven araliginda).

1275  **Coklu kargilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farkhhk
1276  saptanan gruplar (p<0,05).

1277

1278  Serumdaki IL-12 duzeyleri igin gruplar arasinda anlamli istatistiksel farklillk saptanamadi

1279  (p=0,108). Tim gruplarin IL-12 duzeyi birbirine yakindi (Sekil 34, Tablo 36).
1280
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Sekil 37. Serumdaki IL-17 verilerinin tim gruplara gore dagihm grafigi.

Tablo 37. Serumdaki IL-17 duzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort. Standart Qeyrekleri " o
ST (pg/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
BI 40,36 0,92 2,62 5,15 0,550 -
Bl 37,42 0,84 2,36 3,85 0,662 -
Bl 32,97 1,09 3,08 577 0,558 -

*Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuglari (%95 guven aralijinda).

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik
saptanan gruplar (p<0,05).

Apelin-12 tedavisinin IL-17'ye etki etmedigi go6zlendi. Serum o&rnekleri ile yapilan
calismalarda benzer sonugclar elde edildi. Yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda
anlaml istatistiksel farkhlik saptanamadi (p=0,144). Tum gruplarin IL-17 dUzeyi birbirine
benzerdi (Sekil 37, Tablo 37).
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1298
1299 Sekil 38. Serumdaki TGFf verilerinin B gruplarina gore dagilim grafigi.

1300 Tablo 38. Serumdaki TGF dluzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort Standart (;eyrekler_ N -
S (pg/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
BI 221,56 10,01 28,32 44,78 0,056  BIl, Bl
BII 169,96 6,23 17,64 27,07 0,778  BI, Bl
BIII 109,15 2,94 8,33 14,49 0,528 BI,BlII

1301

1302  *Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 given araliginda).

1303  **Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik
1304  saptanan gruplar (p<0,05).

1305 TGFB icin yapilan ELISA dlgimlerinde en distik dizey 109,15 pg/ml ile Blll grubunda
1306 saptandi. En ylksek dizey ise Bl grubunda saptandi. SPSS ile yapilan istatistiksel
1307 analizlerde gruplar arasinda anlaml istatistiksel farkhlik gbézlendi (p<0,001). BIl ve BIll
1308 gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlaml farklilik vardi.

1309
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Sekil 39. Serumdaki IFNy verilerinin B gruplarina goére dagilim grafigi.

Tablo 39. Serumdaki IFNy duzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort. Standart Qeyrekleri . o
ST (pg/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
BI 109,75 5,35 15,14 29,39 0,417 -
Bl 147,18 5,18 14,67 27,47 0,670 -
Bl 106,54 5,94 16,81 28,79 0,380 -

*Normal dagihm icin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda)

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamh farkhlik
saptanan gruplar (p<0,05)

Apelin-12 tedavisinin serum IFNy dlzeyleri Uzrine etkisisnin olmadigi gdézlendi. Yapilan
analizlerde gruplar arasinda anlaml istatistiksel farklilik saptanmadi (p=0,134). S6z konusu
durum p** sttununda gdsterildi (Sekil 39, Tablo 39).
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Sekil 40. Serumdaki NGF verilerinin tim gruplara goére dagihm grafigi.

Tablo 40. Serumdaki NGF duzeylerinin betimsel analizleri

Serum  Ortalama ort. Standart Qeyrekler. . o
ST (ng/mi) Standart sapma arasindaki p p
hata fark
Bl 16,56 0,45 1,26 2,29 0,062 -
Bl 16,92 0,34 0,98 1,53 0,808 -
BllI 16,32 0,51 1,42 2,91 0,431 -

*Normal dagilim igin yapilan Shapiro-Wilk testi sonuclari (%95 guven araliginda)

**Coklu karsilastirma (One Way ANOVA-Tukey) sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanan gruplar (p<0,05)

Yapilan ELISA g¢alismalarinda serum NGF dizeyleri birbirine olduk¢a yakin bulundu. Serum

gruplari arasinda anlamli istatistiksel farklilik saptanmadi (p=0,912). Serum gruplari arasinda
gOzlenen benzerlik dikkat gekici olup, p** sutununda ifade edildi (Sekil 40, Tablo 40).
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4.2. Absans epilepside beyin dokularinda ve serumda Apelin-12 diizeylerinin, apoptoz

ve sitokin seviyelerinin degerlendirildigi grup
4.2.1. A grubundaki Apelin-12 Diizeylerinin ELISA ile Karsilagtiriimasi

Korteks (A) ve talamusdaki (B) (Sekil 41) Apelin-12 miktarinin  WAG/Rij ve Wistar
sicanlardaki dizeylerine bakildijinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu belirlendi (*p<0,05).
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14 - *
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04 -

02 -

Al All

Al All A

Sekil 41. Korteks (A) ve talamusdaki (B) Apelin-12 (ng/ml) diizeyleri

4.2.2. A grubundaki Apelin-12 Diizeylerinin immunohistokimya ile Degerlendirilmesi

Korteks ve talamus bdlgelerinde gruplar arasinda Apelin-12 yodunlugu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ancak WAG/RIij siganlarin her iki beyin
bélgesinde (Resim 5, 6) Apelin-12 yogunlugunun Wistar siganlara gére daha yuksek oldugu

g6ralda.

Resim 5. Kortekste Apelin-12 immunoreaktivitesinin Al (A) ve All (B) gruplarinda
gOsterilmesi Mikrograflarda ok ile isaretli bolgede Apelin-12 i¢in immunohistokimyasal
reaksiyon izlenmektedir. (bar = 50 um) YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK
SISTEME YUKLENDI.

Resim 6. Talamusda Apelin-12 immunoreaktivitesinin Al (A) ve All (B) gruplarinda
gOsterilmesi Mikrograflarda ok ile isaretli bolgede Apelin-12 i¢cin immunohistokimyasal
reaksiyon izlenmektedir. (bar = 50 um) YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK
SISTEME YUKLENDI.
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1359 4.2.3. A grubundaki Sitokrom C Diizeylerinin Karsilastiriimasi

1360 Korteks (A) ve talamusdaki (B) (Sekil 42) Sitokrom C’nin WAG/RIj ve Wistar siganlardaki
1361  duzeylerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu belirlendi
1362  (*p<0,05).
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1364 Sekil 42. Korteks (A) ve talamusdaki (B) Sitokrom C (ng/ml) dizeyleri.
1365

1366 4.2.4. A grubundaki TNFa Diizeylerinin Karsilastiriimasi

1367 Korteks (A) ve talamusdaki (B) (Sekil 43) TNFa’nin WAG/Rij ve Wistar sicanlardaki
1368  duzeylerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi
1369  (*p<0,05).

1370

50 - %

w - ]

15 10 |

10 - 100 |

0 - 5 |

U ! " A O ! | " B
1371 Sekil 43. Korteks (A) ve talamusdaki (B) TNFa (pg/ml) dizeyleri
1372
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4.2.5. A grubundaki IL-1a Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Korteks dokusunda IL-1a ELISA sonucu ekipman kaynakl bir prosedir hatasi nedeniyle elde
edilemedi. Sonraki calismalarda ekipman hatasi giderilerek talamusdaki (Sekil 44) WAG/Rij
ve Wistar sicanlardaki dizeylerine bakildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu belirlendi (*p<0,05).

350 4
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250 4

200 1
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50 4

Al Al

Sekil 44. Talamusdaki IL-1a (pg/ml) dizeyleri
4.2.6. A grubundaki IL-18 Diizeylerinin Karsilagtiriimasi

Korteksde (Sekil 45) IL-1B'nin WAG/RIij ve Wistar siganlardaki dizeylerine bakildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (*p<0,05). Talamus
dokusunun kiguk olmasi nedeniyle tUm parametreler ¢alisilamadi. Ancak projemizde beyin
dokusunda ifadesi kullanildidi igin IL-1B kortekste ¢aligildi.

400 +

350 1

300 4

250 1

200 1

150

100

50 1

Al Al

Sekil 45. Korteksdeki IL-1B (pg/ml) dizeyleri
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4.2.7. A grubundaki IL-2 Diizeylerinin Karsilagtiriimasi

Korteks (A) ve talamus (B) dokulari ile yapilan ELISA calismalarinda (Sekil 46) IL-2’nin
WAG/RIj ve Wistar sicanlarda farkli dizeyler saptandi. Yapilan analizlerde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (*p<0,05).

254

20 4
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Al Al

A Al Al B

Sekil 46. Korteks (A) ve talamusdaki (B) IL-2 (ng/ml) duzeyleri
4.2.8. A grubundaki IL-4 Diizeylerinin Karsilagtiriimasi

Wistar ve WAG/RIj hayvanlari icin hem korteks hem de talamus dokusunda IL-4 miktarlari
(pg/ml) agisinda benzer sonuclar elde edildi. Yapilan analizlerde istatiktiksel olarak anlamh
bir fark olmadig1 gézlendi.

4.2.9. A grubundaki IL-6 Duzeylerinin Karsilastiriimasi

Korteks (A) ve talamusda (B) doku drneklerinde (Sekil 47) elde edilen IL-6 miktarinin
WAG/RIj ve Wistar siganlardaki duzeylerinin bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu belirlendi (*p<0,05).
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Sekil 47. Korteks (A) ve talamusdaki (B) IL-6 (pg/ml) duzeyleri
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4.2.10. A grubundaki IL-10 Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Korteks ve talamus dokulari ile yapilan ¢alismalarda gruplar arasinda IL-10 (pg/ml) dlzeyine
iliskin farklilik gézlenmedi (Tablo 41). Yapilan istatistiksel analizlerde de istatistiksel olarak
anlamh bir fark olmadigi géruldi. Elde edilen IL-10 dlzeyleri birbirine ¢ok yakindi.

Tablo 41. Korteks ve talamustaki IL-10 duzeylerinin betimsel analizleri

Gruplar Ortalama  Ort. Standart Standart Ceyrekler
(pg/ml) hata sapma arasindaki fark
Korteks Al 197,18 7,75 29,13 41,06
All 177,41 5,46 21,07 36,03 ~0.05
Talamus Al 189,05 8,13 28,97 44,91 '
All 163,13 5,96 19,81 31,64

4.2.11. A grubundaki IL-12 Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Korteks (A) ve talamusda (B) (Sekil 48) IL-12 miktarinin WAG/RIij ve Wistar siganlardaki
dizeylerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi
(*p<0,05).
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Sekil 48. Korteks (A) ve talamusdaki (B) I1L-12 (pg/ml) duzeyleri
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4.2.12. A grubundaki IL-17 Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Korteks (A) ve talamusda (B) (Sekil 49) IL-17 miktarinin WAG/RIij ve Wistar siganlardaki
diuzeylerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi
(*p<0,05).
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Sekil 49. Korteks (A) ve talamusdaki (B) IL-17 (ng/ml) duzeyleri

4.2.13. A grubundaki TGF Diizeylerinin Karsilagtiriimasi

Korteksde TGFB'nin WAG/RIij ve Wistar siganlardaki dizeylerine bakildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi (Sekil 50) ancak WAG/RIj si¢anlarda
miktarinin daha yiksek oldugu belirlendi. Talamus dokusunun kiglk olmasi nedeniyle tim
parametreler ¢aligilamadi. Ancak projemizde beyin dokusunda ifadesi kullanildidi icin TGFf
(pg/ml) yanlizca kortekste calisildi.

Al All

Sekil 50. Korteksdeki TGFB (pg/ml) dizeyleri
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4.2.14. A grubundaki IFNy Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Korteksde (Sekil 51) IFNy’nun WAG/RIij ve Wistar sigcanlardaki dizeylerine bakildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (*p<0,05). Talamus
dokusunun kigUk olmasi nedeniyle tUm parametreler calisilamadi. Ancak projemizde beyin
dokusunda ifadesi kullanildigi icin IFNy yanlizca kortekste caligildi.
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100 +
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Sekil 51. Korteksdeki IFNy (pg/ml) diizeyleri

4.2.15. A grubundaki NGF Diizeylerinin Karsilagtiriimasi

Korteksdeki (Sekil 52) NGF’'nin WAG/RIij ve Wistar sicanlardaki dizeylerine bakildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (*p<0,05). ). Talamus
dokusunun kiguk olmasi nedeniyle tUm parametreler calisilamadi. Ancak projemizde beyin
dokusunda ifadesi kullanildigi icin NGF yanlizca kortekste ¢aligildi.
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Sekil 52. Korteksdeki NGF (ng/ml) duzeyleri
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4.2.16. A grubundaki NFkB Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Gruplar arasinda korteksdeki (Sekil 53) NFkB dizeyleri karsilastiriidiginda istatistiksel olarak
anlamh fark saptandi (*p<0,05). Wistar siganlarin korteks bdélgesinde NFkB yogunlugunun
WAG/RIj siganlara gore olduk¢a dustk oldugu goéruldi. Talamus dokusunun kiguk olmasi
nedeniyle tim parametreler calisilamadi. Ancak projemizde beyin dokusunda ifadesi
kullanildidi igin NFKB yanlzca kortekste c¢alisildi.

Sekil 53. Korteksdeki NFKB (ng/ml) dizeyleri

4.2.17. A grubundaki p38/MAPK Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Gruplar arasinda korteksdeki p38/MAPK dizeyleri karsilastinldiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadigi gorildi (Sekil 54). Talamus dokusunun kiglik olmasi nedeniyle tim
parametreler calisilamadi. Ancak projemizde beyin dokusunda ifadesi kullanildigi igin
p38/MAPK yanlizca kortekste g¢alisild.

12 4
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Al All

Sekil 54. Korteksdeki p38/MAPK (ng/ml) duzeyleri
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4.3. Apelin-12 enjeksiyonunun Absans epilepsideki etkilerinin degerlendirildigi grup
4.3.1. B Grubundaki Apelin-12 Diizeylerinin ELISA ile Degerlendirilmesi

Apelin-12 uygulamasinin yapildigi grupta korteksdeki (Sekil 55.A) Apelin-12’nin dizeyleri
grup icinde karsilastirildiginda Bl grubu ile Bll grubu ve BIl ile Blll arasinda istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (*p<0,05). Ancak talamus (Sekil 55.B) dokusunda
istatistiksel olarak bir farklihk bulunmadi. Serum 6érneklerinde (Sekil 55.C) ise Bl ve Blll, BII

ve Blll gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (*p<0,05).

18
16 - *
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BI Bll Bill Bl Bl Bl Bl Bl Bl

A B C

Sekil 55. B grubunun korteks (A), talamus (B) ve serum (C) dérneklerinde Apelin-12 (ng/ml)

dizeyleri
4.3.2. B grubundaki Apelin-12 Diizeylerinin immunohistokimya ile Degerlendirilmesi

Korteks (Resim 7) ve talamus (Resim 8) bolgelerinde gruplar arasinda Apelin-12
yogunlugunda fakhliklar vardi. Her iki doku grubunda da Blll grubunda Apelin-12 dizeyinda

dusUklik saptandi. Ancak yapilan istatistiksel analizlerde anlamli bir fark olmadigi géralda.

Resim 7. Kortekste Apelin-12 immunoreaktivitesinin Bl, Bll ve Blll gruplarinda gosterilmesi
Mikrograflarda ok ile isaretli bélgede Apelin-12 igin immunohistokimyasal reaksiyon
izlienmektedir. (bar = 50 ym) YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME
YUKLENDI.

Resim 8. Talamusda Apelin-12 immunoreaktivitesinin Bl, Bll ve Blll gruplarinda gésteriimesi
Mikrograflarda ok ile isaretli bdlgede Apelin-12 i¢in immunohistokimyasal reaksiyon
izienmektedir. (bar = 50 ym) YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME
YUKLENDI.
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4.3.3. B Grubundaki Sitokrom C Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Apelin-12 uygulamasinin yapildigi grupta korteks ve talamusdaki (Sekil 56.A) sitokrom C’nin
dizeyleri grup icinde karsilastiriidiginda Bll ile Blll arasinda istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (*p<0,05). Serum 6rneklerinde (Sekil 56.B) ise Bl ve Blll, Bll ve Blll gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (*p<0,05).
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BI B BllI Bl B Bl Bl Bl Bl
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Sekil 56. B grubunda Korteks (A), talamus (B) ve serum (C) érneklerinde Sitokrom C (ng/ml)
dizeyleri

4.3.4. B Grubundaki TNFa Diuzeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks (A) ve talamus (B) (Sekil 57) bdlgelerinde gruplar arasinda TNFa miktarlari
kargilastiriidiginda korteksde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gdérilirken
talamusda BIl ve BIIl grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkin oldugu bulundu
(*p<0,05). Serum drnekleri (C) arasinda da istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmadi.

250 1 250 + 230 4

Bl Bl Bill Bl Bl Bl Bl 8ll Bl

A B C

Sekil 57. B grubunda korteks (A), talamus (B) ve serum (C) 6rneklerinde TNFa (pg/ml)
dizeyleri
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4.3.5. B Grubundaki IL-1a Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks dokusunda IL-1a ELISA sonucu ekipman kaynakl bir prosedir hatasi nedeniyle elde
edilemedi. Talamusda (Sekil 58.A) gruplar arasinda IL-1a miktarlari karsilastinildiginda, Bl ve
Blll gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptandi (*p<0,05). Serumda (Sekil
58. B) ise Bl ve Blll, Bll ve Blll érnekleri arasinda da istatistiksel olarak bir anlamh bir fark
bulundu (*p<0,05).

I

BI Bll BIll A Bl BII Bl B

Sekil 58. B grubunun talamus (A) ve serum (B) érneklerinde IL-1a (pg/ml) dizeyleri

4.3.6. B Grubundaki IL-1B Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Korteksde (Sekil 59.A) gruplar arasinda IL-1B8 miktarlari karsilastirildiginda, Bll ve BIlI
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (*p<0,05). Talamus dokusunun
kiguk olmasi nedeniyle tim parametreler ¢alisilamadi. Ancak projemizde beyin dokusunda
ifadesi kullanildigi igin IL-1B korteks ve serum orneklerinde calisildi. Serum 6rneklerinde

(Sekil 57.B) ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

BI Bll BIll A Bl BII Bl B

Sekil 59. B grubunda korteks (A) ve serum (B) érneklerinde IL-1B (pg/ml) dizeyleri
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4.3.7. B Grubundaki IL-2 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Korteksde gruplar arasinda IL-2 miktarlari karsilastirildiginda, BIl ve BIll gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (*p<0,05). Talamus ve serum o6rneklerinde gruplara

rasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. (Sekil 60).

BI Bll BIll Bl BIl Bl

BI Bll BIll

4.3.8. B Grubundaki IL-4 Duzeylerinin Degerlendirilmesi

A B

C

Sekil 60. B grubunda korteks (A), talamus (B) ve serum (C) drneklerindeki IL-2 (ng/ml)

duzeyleri

Korteks (A), talamus (B) ve serum (C) orneklerinde calisma gruplar icin IL-4 miktarlari

kargilastiriidiginda, Bl ve BIl gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli dizeyde farkli
oldugu gdzlendi (*p<0,05) (Sekil 61).
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Sekil 61. B grubunda korteks (A), talamus (B) ve serum (C) érneklerindeki IL-4 (pg/ml)

dizeyleri
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4.3.9. B Grubundaki IL-6 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Apelin-12 uygulamasinin yapildigi grupta korteksdeki IL-6'nin dizeyleri grup iginde
karsilastiriidiginda Bl grubu ile Blll grubu ve Bll ile Blll arasinda istatistiksel olarak anlaml
oldugu belirlendi (*p<0,05). Talamusda Bll ile Blll grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulundu (*p<0,05). B grubunun serumlarindaki IL-6 dizeyleri karsilastirildiginda ise
Bll ile Blll gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (*p<0,05). (Sekil 62)

BI Bll BIll Bl BII Bl BI Bll BIll

A B C
Sekil 62. B grubunda korteks (A), talamus (B) ve serum (C) drneklerindeki IL-6 (pg/ml)

duzeyleri
4.3.10. B Grubundaki IL-10 Duzeylerinin Degerlendirilmesi

Korteksde IL-10’nun dizeyleri grup iginde karsilastirildiginda Bl grubu ile Bll grubu ve Bl ile
Blll arasinda istatistiksel olarak anlamh oldugu belirlendi (*p<0,05). Talamusda ise Bl ile BIlI
ve Bll ile Blll grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (*p<0,05). Serum
orneklerinde ise Bl ve Blll, Bll ve BIIl gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptandi (*p<0,05). (Sekil 63)
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Sekil 63. B grubunda korteks (A), talamus (B) ve serum (C) érneklerindeki IL-10 (pg/ml)
duzeyleri
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4.3.11. B Grubundaki IL-12 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

B grubunda IL-12 igin korteks, talamus ve serum 6rneklerinde yapilan ¢alismalarin sonuglari
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, anlamh bir fark saptanamamistir. Bu veriler daha

onceki boélimlerde sunuldudu igin burada tekrar veriimemigtir.

4.3.12. B Grubundaki IL-17 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks, talamus ve serum drnekleri ile yapilan IL-17 ELISA g¢alismalarinda her d¢ grup icin
istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadigi saptandi. S6z konusu veriler daha oOnceki
bdlimlerde sunuldugu icin burada tekrar verilmemigtir.

4.3.13. B Grubundaki TGFB Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks (A) ve serum (B) drneklerinde (Sekil 64) TGFB’nin dizeyleri igin kargilastiriidiginda
Bl grubu ile Bll grubu ve Bl ile Blll arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(*p<0,05). Betimsel veriler dnceki bolimlerde sunuldugu icin tekrar olmamasi agisindan
burada ifade edilmedi.

250

200

150 -

100 -

50 -

Bl Bil Bill A Bl Bl Bl B

Sekil 64. B grubunda korteks (A) ve serum (B) érneklerinde TGFB (pg/ml) dizeyleri
4.3.14. B Grubundaki IFNy Duizeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks, talamus ve serum d&rneklerinde gruplar arasindaki IFNy miktari agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi géruldu.
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4.3.15. B Grubundaki NGF Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks ve serum O&rnekleri ile yapilan c¢alismalarda gruplar arasindaki NGF miktari
acisindan kiguk farkliliklar saptandi ancak yapilan analizlerde istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigi goruldu.

4.3.16. B Grubundaki NFkB Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks (A) ve serum (B) orneklerinde (Sekil 65) gruplar arasindaki NFkB miktari agisindan
irdelendiginde, korteks dokusunda Bll ve Blll gruplari arasinda istatistiksel farklihk saptandi.

Ancak serum gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gérulmedi.

A Bl BII Bl B

Sekil 65. B grubunda korteks (A) ve serum (B) drneklerindeki NFKB (ng/ml) dizeyleri
4.3.17. B Grubundaki p38/MAPK Duzeylerinin Degerlendirilmesi

Korteks dokusu ve serum o&rneklerinde yapilan ELISA galismalarinda gruplar arasindaki
p38/MAPK miktari acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanamadi.

4.4. Western Blot Sonuglari

Elde edilen ELISA sonuglarinda p38MAPK protein dizeyleri igin korteks gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamh farkhhk saptanamamigtir (p>0.05) Ancak NFkB’nin
ekspresyonunda gorulen anlamlilik Western blot analizi ile de teyit edilmistir (Resim 9). Bu
durum literaturde ilk kez ifade bulacaktir. Proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-183, IL-2 ve
IL-6) miktarindaki artig NFKB ile iligkili olabilir. Zira NFkB ve proinflamatuar sitokinlerin

dizeyleri arasinda benzerlik bulunmustur.
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Resim 9. Tum gruplarin korteksindeki NFkB’nin protein dizeyinin Western blot yontemi ile
gosteriimesi. YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME YUKLENDI

4.5. EEG Sonuglarn

EEG kayitlarindan elde edilen veriler, Apelin-12 enjeksiyonu éncesi ve sonrasi durumlar igin
karsilastirildi. Enjeksiyon oncesi ve enjeksiyon sonrasi alinan EEG kayitlarinda ortalama
ndbet glcgl, ortalama maksimum gug¢ frekansi, ortalama minumum glg¢ frekansi arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05). Apelin-12 enjeksiyonu oncesi ve
sonrasi EEG’deki DDD’lerin sayilari (Sekil 66A) karsilastirildiginda p=0,05 bulundu ve sinirda
bir deger olup goreceli anlamli olarak kabul edildi. Ayrica ilag 6ncesi ve ilag sonrasi
DDD'’lerin siirelerinde (Sekil 66B) istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptandi (p<0,02).

40
30
20

10

Ilag Oncesi

A llag Oncesi

Sekil 66. Apelin-12 enjeksiyonu 6ncesi ve sonrasi DDD’lerin sayilari (A) ve DDD’lerin

surelerinin (B) Apelin-12 enjeksiyonu dncesi ve sonrasi degisimi.

Bulgularimiza gére Apelin-12 enjeksiyonu absans epilepsili sicanlarda ndbet slresini ve
ndbetler sirasinda gdzlenen diken aktivite sayisini anlamli olarak azaltmistir. incelenen diger
dalga dinamiklerinde Apelin-12 enjeksiyonunun anlamli bir etkisi gézikmemektedir. Bunlara
gore, Apelin-12, nébet dinamiklerini etkilemeden ndbetler Uzerinde baskilayici bir etki

g6stermektedir.

71



1595

1596
1597
1598
1599
1600
1601
1602
1603
1604
1605
1606

1607
1608
1609
1610
1611
1612
1613
1614
1615
1616
1617
1618
1619
1620
1621

1622
1623
1624
1625
1626
1627
1628

UBITAK

5.TARTISMA VE SONUG

Apelin-12’ nin absans epilepsideki 6neminin ortaya konulmasi amaglanarak tamamlanmig
olan bu calismada; Apelin-12’nin absans epilepsinin genetik sican modeli olan WAG/RIj
siganlarda gorulen ndbet paterni Uzerine olan etkisinin yani sira WAG/RIj sicanlardaki
absans nobetlerin gelisiminin altinda yatan mekanizmalar aydinlatimaya calisiimistir. Klinik
ve preklinik calismalarda absans ndbetlerin EEG bulgusu olan DDD’lerin olusumunda
talamus ve neokorteksin birlikte katildiginin goésterilmis olmasindan dolayr bu calismada
korteks ve talamus beyin bolgeleri olarak secilmistir (Gloor ve Fariello, 1988; Meeren vd.,
2005). Ayrica bu calismada olasilik olarak incelenen, Apelin-12 uygulaniminin epilepsi
gelisimine yatkinhdin dngorulmesini saglayacak olan yeni biyolojik isaretlerin kanda var olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla Apelin-12 enjeksiyonu yapilan grupta serum ornekleri de

cahsiimistir.

Calismamizin A grubunda absans epilepsinin poligenetik sican modeli olan WAG/RI]j
sicanlarin farkh dokularinda Apelin-12 ve sitokin ekspresyonunun degisimleri belirlenmis,
Apelin-12 duzey degisimlerinin beyin dokusundaki inflamatuar sure¢ degisimleriyle iligkisi
saptandi. Bu asamada WAG/RIj siganlarda IL-2, IL-6, IL-12, IL-17 gibi proinflamatuar
sitokinlerin dlzeylerinin Wistar kontrol siganlarina gore istatistiksel olarak anlamh olacak
sekilde yuksek oldugu bulundu. Verilerimizle uyumlu olarak literatiirde birgok arastirma
bulunmaktadir. Yapilan bir arastirmada pilokarpinle indiklenen status epileptikusdan sonra
hipokampusdaki glial ve perivaskuler hicrelerde IL-6 ekspresyonunda bir artis bulunmustur
Jankowsky vd. (2000). insanlarda tonik klonik ndbetlerden sonraki 72 saat icinde IL-6'nin
plazma konsantrasyonunun epileptik hastalarda anlamh bir gekilde arttigi gosterilmistir
Peltola vd. (2002). Dolayisiyla verilerimiz literatlrdeki sonuglara genel anlamda epileptik
nobetler adina 6zel anlamda da absans epilepsi adina yeni veriler sunarak katki
saglamaktadir. ilging bir bulgu olarak hem ELISA hem de immunohistokimyasal analizlerde
Apelin-12’'nin dizeyinin WAG/RIj siganlarda dusuk oldugu saptanmistir. Bu bulgu ¢alisma
ekibimiz tarafindan literatire ilk kez sunulmus olunacaktir.

Calismamizin B grubunda absans epilepsinin poligenetik sigan modeli olan WAG/RIj
siganlara Apelin-12 uygulanimi ile IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, TNF a, gibi proinflamatuar
sitokinlerin azaldigi bulundu. Ayrica antiinflamatuar 6zellik gésteren IL-4 korteks, talamus ve
serumda dusUk ¢ikti. Diger antiinflamatuar sitokinlerden olan IL-10 ve TGF-B ise korteks,
talamus ve serumda Apelin-12 uygulanimi ile artmistir. Bulgularimiz  Apelin-12’nin
antiinflamatuar sitokinlerin salinimini  uyarmasinin yani sira (daha etkin olarak)
proinflamatuar sitokinlerin salinimini da azaltarak epilepsideki ndbetlerin sayi ve suresini
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azalttigini gostermektedir. ilging olarak ise bulgularimiz Apelin-12’nin proinflamatuar genlerin
bir regulatéori  olarak bilinen NFkB’nin aktivasyonunu dlzenleyerek/baskilayarak,
proinflamatuar sitokinlerden olan IL-1a, IL-18 ve TNF-a ‘I da azaltarak epileptik nébetlerde
antikonvulsan etki gosterdigini desteklemektedir. Bu bulgu da calisma ekibimiz tarafindan

literatlre ilk kez sunulmus olunacaktir.

Son calismalarda epilepsi ile inflamatuar mekanizmalarin iligkisi incelenmektedir. Fakat bu
alanda birgcok calisma yapilmis olmasina ragmen, nébet ile aktiflenen sitokin kaskadinin
mekanizmasi hala bilinmemektedir. Sitokinler fizyolojik kosullarda saglikl beyin dokusunda
¢cok dusuk dizeylerde eksprese olmaktadir. Epileptik aktivite esnasinda kemirgenlerin beyin
dokusunda birkag¢ proinflamatuar sitokinin (kemokinler, sitokinler, TLR, NFkB (Resim 10),
prostaglandinler, komplemant faktorleri, hicre adhezyon molekdilleri) hizli bir sekilde

induklendigi gosterilmigtir Rao vd. (2009).

Resim 10. Epileptik beyin dokusundan salinan inflamatuar molekullerden NFkB’nin NMDA
reseptorleri tizerine olan etkisi Kleen ve Holmes (2010). YER SORUNU NEDENIYLE EK
DOSYA OLARAK SISTEME YUKLENDI

Literatirde MSS’de glial hicrelerin epilepsideki nébetlerin altinda yatan hipereksitabilite
fenomeninde fonsiyonel bir role sahip olabilecegi 6ne slrilmektedir Vezzani (2008).
Epileptik beyinin, astrositlerde gorulen fonksiyonel ve morfolojik degigiklikler ve astrogliotik
reaksiyonlar ile karakterize oldugu da literatlirde belirtiimektedir Seifert vd. (2006),
Yamamura vd. (2013). Bununla birlikte astrositlerden salinan glutamatin epileptiform
ndbetleri tetikleyen senkronize desarjlarin olusmasinda 6nemli rol oynadigi vurgulanmaktadir
(Tian vd., 2005; Yamamura vd., 2013). Glial hucrelerin beyindeki immun sisteme katildiginin
bulunmasi ile bazi ndbetlerin beyinde immun vyanitlara neden olabilecedi de ileri
surtlmektedir Rodgers vd. (2009). Nobetlerin indUkledigi glial aktivasyonun ve
proinflamatuar sitokinlerin up regulasyonunun ya direk olarak glutamaterjik nérotransmisyon
ile etkileserek ya da indirekt olarak gen transkripsiyonunu aktive ederek néronal uyariimaya
ve noronal hasara neden olabilecedi c¢esitli deneysel verilerle vurgulanmaktadir. Keza
sitokinlerin direkt intraserebral enjeksiyonunun ndbet aktivitesini kotllestirdigi bildirilmistir
Choi ve Koh (2008). Enfeksiyonu takiben periferik olarak veya lokal bir hasar ile MSS’de
mikroglia, astrosit ve ndronlar aktive olmaktadir. Bu hicrelerden de IL-1beta, IL-1R1 ve
TLR4’Un aktivasyonu araciligiyla, néron ve glialar gibi hedef hicrelerde (inflamatuar kaskadi
olusturan HMGB1 benzeri tehlike sinyalleri gibi) proinflamatuar sitokinler salinmaktadir.
Noronlarda sinyalin aktiflenmesi sonucunda NR2B alt biriminin fosforilasyonu ile iligkili olan
seramid/Src araciligiyla, NMDA reseptorlerinin Ca*™ akisinda hizh bir artis meydana
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gelmektedir. Uzun doénemde ise epileptogenezisdeki hem molekiler hem hucresel
degisiklikleri icerecek sekilde transkripsiyon genlerini aktifleyerek, nébet esigini distrmekte
ve beyin inflamasyonunu surekli kilmaktadir. IL1R/TLR sinyalinin aktiflenmesi ile baglayan
beyin inflamasyonu, néronal uyariimanin esiginde azalmayi indikleyerek ndébetlerin
Uretiimesine neden olmaktadir. Nobetlerin tekrarlamasi epilepsinin gelismesine katkisi olan
kisir donguleri olusturarak daha ileri inflamasyon slreclerini aktiflemektedir Vezzani vd.
(2011b). Dolayisiyla ¢alismamizin ilk asamasinda WAG/RIj siganlarda Wistar sicanlara gore
yuksek dizeyde tespit edilen proinflamatuar ajanlar absans epilepsideki talamokortikal

doéngunin inflamatuar sinyallerden etkilendigini desteklemektedir.

Epileptik aktivite sirasinda beyinde proinflamatuar sinyallerin hizli bir sekilde indiklendigi
bildiriimektedir. Bu sinyaller; sitokinler, kemokinler, prostaglandinler, TLR, NFkB ve ve hiicre
adhezyon molekdlleridir Bu proinflamatuar sinyallerin ndbetlerin 6ncesinde mi yoksa
nodbetleri takiben mi eksprese edildikleri hala tam olarak bilinmemektedir Vezzani (2005).
Ustelik bu proinflamatuar sitokinlerin beyin dokusundaki glial hcreler tarafindan

sentezlendigi gosterilmistir Vezzani vd. (2008).

NFkB apoptozis ve hicre proliferasyonunun kontrolinde etkin bir rol oynamaktadir. Bu
etkisinin yanisira immun yanitlarin, inflamatuar slreclerin ve akut faz yanitlarinin
dizenlenmesinde transkripsiyon faktéri oldugu bilinmektedir Rayet ve Gélinas (1999).
Endotoksin veya gram negatif bakteriden turetilmis LPS ile NFkB’nin asir aktivasyonu
sonucunda (Resim 11) TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerde ylksek diizeyde transkripsiyona
ugramaktadir Yang vd. (2012).

Resim 11. LPS ile uyariimig NFkB sinyal yolagdi (DUz ¢izilmis mavi renk ile gosteriimektedir)
ve NFkB’nin TNF- a ile indiklenen pozitif feedback diizenlenmesi kesik mavi gizgiler ile
g6steriimektedir Maiti vd. (2015). YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK
SISTEME YUKLENDI

Makrofajlarin LPS ile uyariimasi neticesinde hiicre yuzeylerinde bulunan TLR4 reseptorleri
LPS-TLR4 kompleksini olusturarak IkBa kinazin aktivasyonunu tetiklemis olur bu da IkBa-
NFkB'nin fosforilasyonu ve IkBa’'nin degredasyonu, ubiquitinasyonu ile sonugclanir. inaktif
IkBa-NFkB’den katalitik olarak NFkB’nin salinimi nukleus igine ydnlenmesine ve hedef
genlerindeki transkripsyonunun aktiflenmesine neden olur. inflamasyon ve immun
regulasyonda NFkKB i¢in tanimlanmis birgok hedef gen bulunmaktadir. Bunlardan
proinflamatuar olarak en ¢ok TNF -a’dan antiinflamatuar olarak da IL-10 g¢ahsiimistir Maiti vd.
(2015).
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LPS’nin epileptik nébetlerde etkin bir role sahip oldugu arastirmalar ile ortaya konulmustur.
MSS’de LPS’nin etkileri degisik glial sitokinlerin Gretiminin uyariimasi ile iligkili iken, direkt
etkinin hucresel duzeyde TLR araciligiyla olmasinin muhtemel oldugu bildiriimektedir. TLR4
aktivasyonu IL-1B gibi sitokinlerin salinimi ve sentezini tetiklemektedir Vezzani vd. (2011b).
Sonrasinda da néronlarin ve astrositlerin plazma membraninda bulunun IL reseptoérlerinin
aktive olmasi ile NFKB sinyal yolagi aktiflenmektedir Gyorffy vd. (2014). Sistemik ve beyin
inflamasyonuna neden olan LPS’nin, sistemik uygulanimi lityum pilokarpin status epileptikus
modelindeki postnatal 14 gunlik sicanlarda epileptogenezisi arttirmistir. LPS uygulaniminin
immatur sigcanlarda kindling epileptogenezisindeki evre 4’deki nébetlerin sayi ve sidrelerini de
arttirdigr ve IL1 reseptérinin antagonistinin uygulanimi ile de LPS ile artmis olan
epileptogenezisdeki artisin azaldidi bildiriimistir Auvin vd. (2010). Genetik olarak epileptik
olan WAG/RIij sicanlardaki epileptik aktivitenin intraperitoneal LPS uygulanimi ile kolaylastigi
buna paralel olarak da sitokin dizeylerinin arttigi bulunmustur Kovacs vd. (2006). Keza
intraserebroventriktler LPS uygulaniminin da WAG/RIij sicanlardaki DDD’leri arttirdigi
bulunmustur Kovacs vd. (2011). Yeni yapilan bir calismada da GAERS siganlarda IL-13’nin
proiktojenik 6zelliginin oldugu bulunmustur Akin vd. (2011). Bu veriler 6 aylik WAG/RIj
sicanlarin beyin dokusunda ylksek olarak bulunan proinflamatuar sitokinlerin nedenlerini

aciklamakta ve verilerimizin literatirle uyumlu oldugunu géstermektedir.

Endotel hiicrelerinde NFkB, beyindeki iskemik alana I6kositlerin migrasyonunu indikleyen
proinflamatuar sitokinlerin ve hicresel adhezyon molekullerinin gbgunu saglayarak
proinflamatuar fenotip géstermektedir. Glial hiicrelerde ise NFkB, proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonuna neden olmaktadir. Noéronlarda (Resim 12) ise apoptotik yolagin
ekspresyonunu induklemektedir Godinez-Rubi vd. (2013). Bununla birlikte NFkB ile aktive
olan néron spesifik sinyaller, NGF’yi aktiflemektedir. Ek olarak, néronlar arasindaki sinaptik
transmisyon ve noronlardaki elektriksel aktivite NFkB aktivasyonunda etkili olan bir
uyarandir. NFkB’nin néronal uyarilabilirligi ve nébet yatkinliginin modilasyonunda anahtar
role sahip olduguna dair birgok kanit bulunmaktadir Miller vd. (2014). Kainat ile indtuklenmig
ndbetleri takiben 4-16 saat iginde hipokampal néronlarda NFkB’nin aktivitesinin arttigi
bulunmustur Mattson ve Camandola (2001). NFkB beyinde glutamat (NMDA ve AMPA/KA
reseptorleri) araciligiyla etki gostermektedir O'Neill ve Kaltschmidt (1997).

Resim 12. Serebral iskemi-reperfuzyonunda aktive olan NFkB sinyal yolaginin néronlar ve

glial hiicreler Uzerine olan etkileri. Godinez-Rubi vd. (2013). Bcl2, B-hiicresi lenfoma 2; CBF,
serebral kan akimi; COX-2, siklooksijenaz 2; Cytoc, sitokrom; ICAM,intersellliler adhezyon molekdli; kB, kappa
B inhibitorleri; IKK, kb kinaz;; INOS, indiklenebilir nitrik oksit sentaz; JINK3, c-Jun N-terminal kinaz 3; NIK, NF-
kB-iindukleyici kinaz; NNOS, néronal nitrik oksit sentaz; NO, nitrik oksit; NOD, nitrik oksit donorleri; ONOO-,
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peroksinitrit; [n] S-nitrosilasyon YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME
YUKLENDI

NFkB’nin beyin hasarinda apoptozi diizenleyen sinyal transdiksiyon mekanizmalarina da
katki sagladigi ifade edilmektedir Godinez-Rubi vd. (2013). Son ¢aligmalarda NFkB kaskadi
ile etkilesimde olan G protein aracili sinyal sisteminin hiicre proliferasyonunda ve
apoptozisde etkin oldugu vurgulanmaktadir. Bu ikili etkilesimin c¢esitli dizeylerde oldugu
Ozellikle de G protein sinyal yolaginin NFKkB’nin transkripsiyon faktérinin aktivasyonunu
regulle ettigi bildiriimistir Chen vd. (2015). G protein kapli reseptér (GPCR) ailesini bir Uyesi
olan Apelinin MSS’de eksprese oldugu ve immun sistem, noéronal korunma
mekanizmalarinda fizyolojik ve patolojik etkiye sahip oldugu bilinmektedir Yang vd. (2005).
Ayrica PI3K yolaginin ¢ok cesitli olan upstream faktorlerinin arasinda GPCR’ler (Resim 13)
bulunmaktadir Walker vd. (2013). Dolayisiyla literatlirde Russo vd. (2015) tarafindan hipotize

edilmis olan bulgu tarafimizca gdosterilmistir.

Resim 13. PISK/Akt/mTOR (Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi) yolaginda
GPCR’lerin gdsterilmesi Walker vd. (2013). PI3K = fosfotidilinositol-3-kinaz, PTEN = Fosfotaz ve tensin

homologu, mTOR = Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi, BAD = Bcl-2-bagdimli 6lim promoter;
FOXO1= (forkhead box O1 protein), LC3 Il = Mikrotubul protein ile birlestiriimis hafif zincir 3 II.

YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME YUKLENDI

Apelin-13 iskemik hasarda hipokampal ndronlari NMDA aracili eksitotoksisiteye karsi
korumaktadir, dzetle néroprotektiftir Zheng vd. (2010). Ustelik fokal serebral iskeminin sigan
modelinde Apelin-13’Un intraserebrovaskuiler uygulaniminin beyin hasarini takiben olusan

apoptozisi inhibe ettigi ve bu sayede koruyucu oldugu gdsterilmistir Aboutaleb vd. (2014).

Memeli hucrelerindeki hicresel apoptozisin mitokondriyal sinyal mekanizmlarindan biri;
sitokrom C’nin saliniminin uyariimasidir. Sitokrom C’nin salinimi da kaspaz kaskadini
aktiflemektedir ve sonunda da apoptozis meydana gelmektedir. Apelin-13 uygulamasinin
noronlari iskeminin neden oldugu apoptozise kargi, PI3K/Akt ve ERK1/2 yolagi araciligiyla
korudugu gosterilmistir Yang vd. (2014). Sitokrom C yolaginin aktivasyonunun néronal
apoptozise yol acarak epileptik hasarin olusmasina neden olabilecedi bildiriimektedir
Khurana vd. (2013). Dolayisiyla da mitokondriyal fonksiyonlari regile eden antioksidanlarin
kullaniminin epilepside kullaniminin etkili bir tedavi olabileceg@i dnerilmektedir Xie vd. (2014).
Bulgularimiza goére sitokrom C duzeyinin absans epilepsi 6 aylik WAG/RIj siganlarda Wistar
konrol sicanlara gbére hem korteks hem de talamus bélgesinde anlamli olarak ylksek

bulunmasi, WAG/RIj siganlarda goérilen DDD’lerin olusumu esnasinda bu bdlgelerde
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mitokondriyal apoptozisin indiklendigini desteklemektedir. Bu bulgularin kaspazlar
aracihdiyla daha ayrintili olarak incelenerek sinyal yolaginin tanimlanmasina dair yeni
¢alismalarin planlanmasi gerekmektedir. Ayrica epileptik ndbetler ile tetiklenen NFkB
aktivasyonunun 6 aylik WAG/RIj sicanlarin beyinlerindeki proinflamatuar sitokinlerin Gretimini
arttirmig olmasinin bir sonucu olarak da sitokrom C dlzeyinin artmis olabilecedi bu
calismada onerilebilir. Ustelik NGF’nin miktarinin da wistar kontrollere gére daha yiiksek
bulunmasi mikroglial NFkB’nin nébetlerde etkin olarak salinan bir nérotropik faktor oldugunu
ve bu sayede ndronal hasara karsl koruyucu olabilecegini bir kez daha géstermektedir. Bu
bulgu da caligmalar ile desteklenmektedir Mattson ve Camandola (2001). Ancak
calismamizin ikinci asamasinda kortekde Apelin-12 uygulanimindan sonra sitokrom C
seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olarak artmasi, Apelin-12’nin  eksternal
uygulaniminda baska sinyal mekanizmalarinin aracilik etmis olabilecegini dustindurmektedir.
Ek olarak Blll grubunda saptanan disik sitokrom C dizeyi dikkate deger olup Bl ve BII
gruplarinda elde edilen verilerle benzerdir. Apoptotoik yolaklarin mitokondriyal sinyal

mekanizmlari Gzerinden agiklanmasi igin ayrintili calismalar planlanmahdir.

Apelin-12 antikonvulsan etkisini NFkB sinyal yolagi araciligiyla beyindeki néroinflamatuar
mediatorlerin salinimini da dizenleyerek gosterdigini ifade edebiliriz. Apelin-12 uygulanimi
ile korteksde NFkB’de saptanan azalmanin ELISA ydntemi ile saptanmasinin yani sira
western blot verisi ile konfirmasyonunun saglanmasi, Gyorffy vd. (2014) tarafindan
saptanmis olan WAG/RIj sicanlardaki kortikal ve talamik proteom datasi ve/veya protein
network modellemesi ile uyumluluk géstermektedir. Bununla birlikte biz bu ¢galismada Apelin-

12’nin bu etkisinde sitokrom C’lerin ekspresyonun da katki saglayabilecegini dnermekteyiz.

Kompleks bir hastalik olan epilepsinin tedavisinde kullanilan antiepileptik ilaglar ¢ok ydnli
etki gosterebilmektedir. Antiepileptik tedavideki asil amag¢ noéronlarin anormal elektriksel
ateslenmelerinin azaltiimasi veya Onlenmesi oldugu icin, bu ilaglarin etki mekanizmalari
eksitator ndronlarin ve iyon akiminin blokajini veya inhibitor interndronlarin ve iyonik
akimlarin  yukseltiimesini icermektedir. Sicanlarda penisilinle indiklenen ndébetlerde
ibuprofenol, parasetamol ve indomethasin kullaniminin ndbetleri azalttigi gdsterilmistir
Wallenstein (1987). Keza pentilentetrazol ve maksimal elektrosok ile induklenen ndbetlere
karsi aspirinin koruyucu oldugu ve sodyum valporat ile diazepemin antikonvulsan etkisini
arttirdigi da bulunmustur Srivastava ve Gupta (2001). Dolayisiyla bircok antiepileptik ilacin
humoral ve hilcresel immuniteyi etkiledigi ve inflamatuar mediatérlerin ekspresyonunu
modifiye ettigi bugln bilinmektedir. Hatta bazi antiepileptik ilaclarin NFkB aracili olarak
immun modulatér etki gosterebilecegdi ifade edilmektedir Beghi ve Shorvon (2011). Sodyum
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ve kalsiyum akimlarina etki ederek mekanizmasini gdsteren Valporat, immunodepresyon
yapan immunomoddilatér olarak kullanilan kortikosteroidler, GABA agonisti olan propofol gibi
epilepside kullanilan tedavilerin NFkB inhibisyonuna neden oldugu ispatlanmigtir Marchi vd.
(2014). Projemizden elde edilen Apelin-12’nin antiepileptik etkisinin ¢esitli antiepileptik ilaglar
ile kombine edilerek ayni deneysel modelde incelenmesinin gerektigini dugunmekteyiz.

Apelinin GPCR olan APJ ile interaksiyonundaki, sinyal transduksiyon mekanizmalarindan
biri, Ras proteini bagimsiz ancak Protein-kinaz C (PKC) bagimh olarak gerceklesmektedir.
Bu yolda, protein kinaz C, fosfolipaz C (PLC), Na+-H+ degistiricileri (NHE) ve Na+-Ca+2
degistiricileri (NCE) inhibe oldugu takdirde, Apelinin etkisinin dnemli derecede azaldigi
belirtiimekte ve bu etkinin pozitif inotropik etki oldugu bildiriimektedir (Falcao-Pires vd., 2005,
Szokodi vd., 2002; Ladeiras-Lopes vd., 2008). Adenilat siklaz yolunun inhibisyonuna ek
olarak Apelin, perfuzyon toksin duyarli G protein araciliiyla ERK'i de aktive ederek sinyal
yolagini dizenleyebilmektedir (Masri vd., 2002; Ladeiras-Lopes vd., 2008). PI3K-p70S6K
endotelyal hicre proliferasyonunun kontrolt Apelinin, 2 ana mekanizmay aktive etmesiyle
gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi ERK bagimli, ikincisi ise PI3K bagiml
mekanizmalardir. PI3K/ Akt yolaginin fosforilasyondan sorumlu oldugu diguniimektedir ve
bunun sonucunda Apelinin vazoaktif etkisinde en énemli etken olan endotelyal NO sentaz
aktive edilmektedir (Tatemoto vd., 2001; Ladeiras-Lopes vd., 2008).

PI3K/AKT sinyal yolaginin hipokampal néronlarda ve mikroglial hiicrelerde LPS uyarimi ile
sitokin saliniminin yani sira NFkB aktivasyonunda (Resim 14) 6nemli oldugu bildirilmistir
Saponaro vd. (2012), Zhao vd. (2014). Bu veriler de Apelin-12’nin etkisini absans epilepside
NFkB Uzerinden goOsterebilecegini desteklemektedir. PI3K/Akt yolaginda sinyal
transduksiyonuna mTOR’un da katildigi dikkat cekmektedir.

Resim 14. mTOR ve NFkB sinyal transduksiyon yolagi Nguyen (2011).

IKK: Kappa B kinaz inhibitér, pERK: ektraselluler sinyal diizenleyici kinaz, elF-4E: dkaryotik translasyon

baslatici faktsr. YER SORUNU NEDENIYLE EK DOSYA OLARAK SISTEME YUKLENDI

mTOR yolaginin epileptogenezdeki énemi epilepsinin en yaygin genetik nedenlerinden biri
olan tuberoskleroz kompleksi (TSK) ile en iyi yansitimaktadir. TSK’'nin fare modelinde
mTOR inhibitorleri epilepsi gelisimini ve epileptogenezle iligkili altta yatan beyin
anormalliklerini engellerler. Artan sayida bulgu mTOR’un diger nedenlere bagli gelisen
epileptogeneze de katildigini desteklemektedir. Bunlar arasinda fokal kortikal displazi,
kazaniimis beyin hasarlari (status epileptikus ya da travmatik beyin hasarini takip eden

hayvan modellerinde oldugdu gibi), kafa travmalari bulunmaktadir. Béylece mTOR inhibisyonu
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farkl epilepsi tiplerinin (genetik ve kazaniimis epilepsiler) antiepileptojenik tedavisinde
potansiyel ajan olarak goérulmektedir. TSK, epilepside mTOR katiliminin arastiriimasi igin ve
MTOR inhibitorlerinin antiepileptojenik potansiyelini test etmek igin model bir bozukluk olarak
kabul edilmektedir Wong (2009). Ras’in beyinde zenginlestirici homologu (Rheb) mTOR’'un
upstream, Akt'In ise downstream molekiilli olarak gérev gériir. insuline benzer biyiime
faktori (IGF) ya da insulin tarafindan instlin sinyalinin baslatiimasi, Akt'in aktivasyonuna yol
acan PI3K'yi arttirir. Akt daha sonra TSK2'yi fosforile eder ve Rheb’in, TSK1/2 tarafindan
saglanan, negatif regilasyonunu inhibe eder (TSK1/2 kompleksi Rheb igcin GAP olarak islev
gérar). GTP’ye bagll Rheb’in birikmesine yol agcar ve GTP bagh Rheb mTOR’un
aktivasyonuna yol agar Aspuria ve Tamanoi, (2004).

TUBITAK tarafindan 108S196 numarali proje olarak desteklen bir dnceki calismamizda
absans epilepsili WAG/RIj sicanlarin kortikal érneklerinde de mTOR yolagina ait bir protein
(GTP-binding protein Rheb) proteom calismasi ile tespit edilerek literatire kazandiriimis ve
MTOR sinyal yolaginin absans epilepsideki énemi ortaya konulmustur Guirol vd. (2015).
Intraserebral LPS uygulaniminin WAG/RIj sicanlardaki ndbet paterni ve davranisi Uzerine
olan etkilerinin molekiler mekanizmalarinin arastirildig1 yeni bir ¢alismada, spesifik mTOR
inhibitéri  olan rapamisinin  LPS’nin  WAG/RIij sicanlardaki etkilerine olan katkisi
degerlendirilmistir. Rapamisinin LPS ile indlklenen absans ndbetlerdeki siddetlenmeyi ve
depresif benzeri davraniglari mTOR yolaginin aktivasyonu araciligiyla inhibe ettigi ve bu
etkinin LPS ile indiklenen IL-1B8 ve TNF-a gibi ndéroinflamatuar sitokinlerin artisinin
geciktiriimesi ve/veya sondurulmesi ile iligkili oldugu ifade edilmektedir. Bununla beraber ayni
calismada bu etkinin muhtemel sinyal mekanizmasinin NFkB aktivasyonunun inhibisyonu
aracihgiyla olabilecegi 6nerilmistir Russo vd. (2015). Apelin-12’nin WAG/RIj siganlardaki
noroinflamatuar yolagini PI3K/Akt fosforilizasyonu Gzerinden module ederek NFKB'yi
azaltmasinin yani sira mTOR sinyalizasyonunu da dustrmesi ile antiepileptik etki
gosterebilecegini bize sunmaktadir. Ustelik bu bulgular Apelin-12 uygulanimi ile azalmig
bulunan proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-13, IL-2, IL-6) ELISA yontemi ile saptanmasi
ile desteklenmistir. Sonug¢ olarak bulgularimiz Apelin-12’nin antiepileptik ve antiinflamatuar
etki gosterdigini isaret etmektedir. Dolayisiyla literatirde Russo vd. (2015) tarafindan
hipotize edilmis olan bulgu tarafimizca gdésterilmistir. Bu bulgularin elektrofizyolojik ve
molekuler ydntemler ile ekibimiz tarafindan ortaya konulmasi projenin en blyuk basarisidir.

Sonug olarak Apelin-12’nin epileptik nébetlerin neden oldugu noéroinflamatuar yanitlari NFkB

sinyal yolagi araciligiyla oOnleyerek absans epilepsideki DDD’lerin sayi ve surelerini
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Epilepsi yaygin bir saglik problemidir. Epilepsi tek bir bozukluk olmaktan 6te altta yatan gesitli
hastaliklarin sendromlarinin bir grubudur. Epilepside inflamatuar sistemin aktivasyonunun ve
proinflamatuar sitokinlerin asiri Uretiminin epilepsinin patofizyolojisinde rol oynadigini bildiren
birgok delil literatirde bulunmaktadir. Son veriler Apelinin immun yanitlarin dizenlenmesine
katki sagladigini hatta immunoregiilatér olabilecegini géstermektedir. iki agamali olan bu
galismanin ilk basamaginda, absans epilepsinin poligenetik sican modeli olan Wistar Albino
Glaxo/Rij (WAG/RIj) si¢anlarin farkli dokularinda apelin ve sitokin ekspresyonunun
degisimlerinin belirlenmesi, apelin diizey degisimlerinin beyin dokusunda enflamatuar sire¢
degisimleriyle olan iliskisinin saptanmasi amaglanmaktadir. Ikinci asamada ise 6 aylik
WAG/RIj sicanlarda, apelin uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda alinan elektroensefalogram
(EEG) kayitlarinin degerlendiriimesi amaglanmaktadir. Ayrica planlanan bu ¢alismada, apelin-
12 uygulamasinin absans epilepsinin gelismesindeki etki mekanizmalarini; inflamatuvar
suregler, NUkleer Faktor kappa B (NFkB) ve mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK)
aktivasyonu ve apoptotik belirtegler agisindan degerlendirecektir. Apelin-127nin, apoptozis ve
inflamasyon ile iligkili hiicre i¢i sinyal yollarinin, sitokinlerin dizeyleri Enzime bagli
immunosorbent testi (ELISA) yontemiyle beyin ve kan dokularinda saptandi. Verilerin
konfirmasyonu western blot ve immunohistokimya ile desteklendi. Apelin-12 uygulamasinin
belirgin bir bicimde timér nekrozis faktor alfa (TNF-?) ve interldkin (IL-6) gibi proinflamatuar
sitokinleri ve NFkB?yi beyinde azallttigini, EEG?de diken dalga desarjlari (DDD)?lerin sayi ve
siirelerini diisiirdiigiinii sonuglarimiz gdsterdi. Ustelik WAG/Rj siganlarda Apelin-12
uygulaniminin NFkB miktarini azalttiyi western blot ydntemi ile de teyit edildi. Sonuclarimiz ile
WAG/RIj sicanlarda Apelin-12?nin hem antiinflamatuar hem de antikonvulsan etkilerinin
altinda yatan énemli bir mekanizmanin fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K)/Akt aracili NFkB
aktivitesinin olabilecegi 6nerilebilir.
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