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Valproik Asit’in Sicanlarda Pentilentetrazol ile Olusturulan Epileptik Nobet Sonras1 Hipokampiis ve Kortekste Meydana
Gelen DNA Hasar1 ve Apoptozis Uzerine Etkisi

Mahmut EKIiCT!, Ahmet Sevki TASKIRAN?"

OZET: Valproik asit (VPA) epilepsi tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kimyasal ajandir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar
VPA’in noronlar iizerine bazi olumsuz etkilerinin olabilecegini gostermistir fakat bu konu heniiz netlik kazanmamistir. Bu
caligmanin amaci VPA’in sicanlarda pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan epileptik ndbet sonrasi hipokampiis ve kortekste
meydana gelen DNA hasar1 ve apoptozis tizerine etkisini ortaya koymaktir. Caligmada 18 adet 230-250 gram agirhiginda erkek sican
kullanilmustir. Siganlar kontrol (serum fizyolojik 1 ml kg™+ serum fizyolojik 1 ml kgt; n=6), PTZ (serum fizyolojik 1 ml kg* +
PTZ; n=6) ve VPA (150 mg kg VPA + PTZ; n=6) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. PTZ grubu ve VPA grubuna belirtilen dozlarda
uygulanmasindan yarim saat sonra 45 mg kg pentilentetrazol intraperitoneal olarak uygulanarak ndbet olusumu saglanmistir. Nobet
olusumundan 24 saat sonra tiim siganlarin beyin dokular1 ¢ikarilmis, korteks ve hipokampiis bolgeleri alinmistir. Korteks ve
hipokampiis dokularinda enzim bagli immiino sorbent (ELISA) yontemi ile DNA hasar belirteci olan 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin
(8-OhDG) ve apoptozis belirteci olan caspase-3 6l¢iilmiistiir. One way ANOVA varyans analizi ile istatistiksel degerlendirme
yapilmigtir. PTZ grubunda 8-OhDG seviyesi hem korteks hem de hipokampiiste kontrol grubuna gore artmigtir (p<0.05). Bununla
birlikte, VPA nébet sonrasi 8-OhDG seviyesini korteks ve hipokampiiste PTZ grubuna kiyasla yiikseltmistir (p<0.05). Ayrica,
kortekste caspase-3 seviyesi PTZ grubunda kontrole gére anlaml olarak artmistir (p<0.05). Bunun yan sira, VPA kortekste PTZ
grubuna kiyasla caspase-3 seviyesini anlamli olarak yiikseltmistir (p<0.05). Sonug olarak, VPA si¢anlarda nébet sonrasi meydana
gelen DNA hasar1 ve apoptozisi arttirmigtir.

Anahtar Kelimeler: Valproik Asit, Epilepsi, Pentilentetrazol, DNA Hasari, Apoptozis

The Effect of Valproic Acid on DNA Damage and Apoptosis After Pentylenetetrazole-induced Epileptic Seizure Generated
in the Hippocampus and Cortex in Rats

ABSTRACT: The treatment of epilepsy. Recent studies have shown that VPA may have some negative effects on nerve cells, but
this issue has not been clarified yet. The aim of this study was to investigate the effect of VPA on DNA damage and apoptosis after
pentylenetetrazole (PTZ) induced epileptic seizure generated in the hippocampus and cortex in rats. In the study, 18 males 230-250
grams of rats were used. Rats are divided into three groups as control (physiological serum 1 ml kg + physiological serum 1 ml
kg™; n=6), PTZ (physiological serum 1 ml kg? + PTZ; n=6) and VPA (150 mg kg* VPA+PTZ; n=6). Seizure was induced by
administering 45 mg kg* pentylenetetrazole intraperitoneally twenty minutes after the administration at the indicated doses to the
PTZ group and VPA group. The brain tissues of all rats were removed, and cortex and hippocampus areas were separated 24 hours
after seizure. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OhDG), which is a DNA damage marker, and caspase-3, which is a marker of
apoptosis, were measured in the cortex and hippocampus tissues by the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method.
One-way ANOVA variance analysis was used for statistical evaluation. In the PTZ group, the 8-OhDG level increased in both
cortex and hippocampus compared to the control group (p<0.05). Therefore, VPA enhanced the 8-OhDG level after seizure
compared to the PTZ group in the cortex and hippocampus (p<0.05). In addition, the level of caspase-3 in the cortex significantly
raised compared to the control in the PTZ group (p<0.05). Moreover, VPA significantly improved the level of caspase-3 in the
cortex compared to the PTZ group (p<0.05). In conclusion, VPA increased DNA damage and apoptosis after seizures in rats.
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GIRIS

Nobet veya epileptik nobet, kortikal néronlarin asirt ve anormal desarji sonucu olusan beyin
fonksiyonlarmin gegici olarak bozulmasidir. Epilepsi, genellikle genetik yatkinlik veya altta yatan
kronik patolojik bir durumdan kaynaklanan provoke edilmeksizin meydana gelen tekrarlayici nébetlerle
karakterize bir merkezi sinir sistemi hastaligidir (Taskiran ve ark., 2018). Epilepsi, inme ve Alzheimer
hastaligindan sonra en sik goriilen norolojik bozukluktur ve diinya niifusunun yaklasik % 1'ini
etkilemektedir (Shakirullah ve ark., 2014). Epilepsinin kaynak aldigi mekanizmalara yonelik olarak
antiepileptik ilaglar gelistirilmistir. En temel 6zellikleri eksitasyonun ortaya ¢ikmasini onlemek ve
uyarilma-baskilama dengesini normalde tutmaktir.

Apoptozis programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir (Ergul ve ark., 2019). Apoptozis
hiicrede meydana gelen yaslanma, oksidatif strese bagli hasarlanma gibi intrensek nedenler ve ayrica
hiicre dist uyarilarla indiiklenen ekstrensek nedenler olmak iizere iki ana yol i{izerinden meydana
gelmektedir. Her iki yolunda ortak sonucu caspase-3’tin olusmasi ve hiicrenin 6liime gitmesidir.
Nobetlerin hiicre igerisine kalsiyumu akigini artir1p, caspase-3’i aktiflestirerek apoptozise neden oldugu
bilinmektedir (Henshall ve ark., 2005). Bununla birlikte, oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA
tizerinde bir takim lezyonlara neden olarak hasara yol agtig1 bilinmektedir. DNA’da olusan bu oksidatif
hasar, mutagenezis ve karsinogenezis gibi durumlarin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Guanin
DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip bilesik olmasindan dolayi serbest
radikallerin etkilerine agiktir. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OhDG), guanin’in 8. karbon atomuna
hidroksil radikali ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarini1 gosteren bir belirtegtir. Yapilan
caligmalar epileptik ndbet sonrasi oksidatif strese bagli olarak 8-OhDG seviyelerinin arttigini
gostermektedir (Valavanidis ve ark., 2009).

Valproik asit (VPA), farkli norolojik ve psikiyatrik durumlarda yaygin kullanilan antikonviilsan
ve duygudurum diizenleyici bir ilagtir. Norolojide epilepsi, noropatik agri, tremor ve migren
profilaksisinde kullanilmaklatadir. Bununla birlikte, akut mani tedavisi gibi baz1 psikiyatrik
hastaliklarda da kullanilmaktadir. Diger antikonviilzan ilaglarda oldugu gibi VPA’in temel etki
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Fakat yaygin goriis VPA’in temel inhibitor olan
gama amino biitirik asidin (GABA) etkilerini arttirdig1 yoniindedir. Ayrica sinyal transdiiksiyon sistemi
tizerine diizenleyici etkileri bulunmakta ve voltaj kapili sodyum kanallarindan iyonlarin gegisini
azaltarak noronal iletiyi yavaslatmaktadir. VPA’in sodyumun noronlara gegisini azaltarak glutamat
salinimint azalttigi ve eksitator néronlarin inhibe olmasmi sagladigi;, GABA'nin saliverilmesini
arttirarak, geri alimini azaltarak ve/veya yikimini yavaslatarak inhibitor etkiyi arttirdigr bilinmektedir
(Chateauvieux ve ark., 2014; Nanau ve ark., 2013). Klinikte giivenle kullanilmasinin yani sira son
yillarda yapilan ¢aligmalar VPA olumsuz etkilerinin olabilecegine dikkat ¢cekmektedir (Nanau ve ark.,
2013).

Bu ¢alismanin amaci VPA’in siganlarda pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan epileptik nébet
sonras1 hipokampiis ve kortekste meydana gelen DNA hasar1 ve apoptozis iizerine etkisini aragtirmaktir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligmanin etik kurul onayi, Sivas Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 16.01.2020 tarih ve 277 nolu kararla alinmistir.
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Hayvan Materyali

Caligmada strese maruz birakilmamis ve uluslararasi standartlara uygun kafeslerde yetistirilen 4
aylik 230-250 gram agirliginda 18 adet erkek Wistar Albino sican kullanilmistir. Sicanlar Sivas
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Deney
hayvanlari sesten yalitilmis, % 5546 nem igeren ve sicakligi 22+1 °C olan bir odada tutulmustur. Ayrica,
sirkadyen ritmin korunmasi i¢in ortamin 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii saglanmistir. Hayvanlar
i¢cin uygun oranda besin ve su bulundurulmustur. Deneysel ¢calismalar, sirkadiyen ritim degisiklikleri ve
buna bagli olusabilecek etkilerden kaginmak amaciyla her giin 09.00-12.00 saatleri arasinda
gergeklestirilmistir. Buna ek olarak, deneyin yapildig1 ortamin ses ve 1s1k diizeyi siirekli kontrol altinda
tutularak deneysel siire¢lerin etkilenmemesi i¢in standardizasyon saglanmistir.

Deney Gruplar

Her bir grupta altigsar hayvan olacak sekilde, siganlar kontrol (n=6), PTZ (n=6) ve VPA (150 mg
kgl; n=6) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. Kontrol grubuna ilag ¢dziiciisii olarak kullanilan serum
fizyolojik 1 ml/k ml kg uygulanmig ardindan 30 dakika sonra PTZ ¢éziiciisii olarak kullanilan serum
fizyolojik 1 ml kg* intraperitoneal olarak uygulanmustir. PTZ grubuna ilag ¢dziiciisii olarak kullanilan
serum fizyolojik 1 ml kg* olarak intraperitoneal olarak uygulanmis bu uygulamadan 30 dakika sonra 45
mg kg pentilentetrazol intraperitoneal olarak verilerek nébet olusumu saglanmistir. VPA grubuna
bulunan siganlara VPA 150 mg kg intraperitoneal olarak uygulanmis bu uygulamadan 30 dakika sonra
45 mg kg pentilentetrazol intraperitoneal olarak verilerek nobet olusumu saglanmistir. PTZ ve VPA
grubundaki siganlarin nébet davraniglar1 video kaydi altina alinmistir (Sekil 1).

C Deney Diyagra@

Serum fizyolojik (1 ml kg™) ’ Serum fizyolojik (1ml kg') Nobetlerin video
veya VPA (150 ml kg) i.p. veya PTZ (45 ml kg™) i.p. kayd altina
- 4 alinmasi
7 & /
: {
30 dakika sonra & 30 dakika boyunca
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- llag Nobet Kayit .

Nobet prosediiriiniin
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Sekil 1. Deney diyagranu
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Bu videolarla nébet evreleri Racine skalasina gore degerlendirilmis (Cizelge 1) ve ilk miyoklonik
jerk siireleri saniye cinsinden kaydedilmistir.

Cizelge 1. Racine skalasina gore nobet evreleri (Racine, 1972).
Evre Epileptik Davranmissal Karsihig
Cevap yok
Hiperaktivite, biyik hareketleri
Kafa klonusu
Myoklonik jerkler
Diismeksizin meydana gelen tonik-klonik kasilmalar
Sirt Gistii diisme ile birlikte meydana gelen tonik-klonik kasilmalar
Olim

o Ol A~ W DN - O

Beyin Dokularimin Cikarilmasi ve Laboratuvar Analizleri

Hayvanlara servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulandiktan sonra kafatasi agilarak beyin dokulari
cikarilmistir. Soguk zemin {izerinde beyin dokularinin korteks ve hipokampiis bolgeleri ayrilmustir.
Ependorf tiiplere alinan korteks ve hipokampiis pargalar1 fosfat tampon soliisyonu (PBS, pH: 7.4) iginde
maniiel bigakli homojenizator yardimiyla homojenize edilmistir (Golechha ve ark., 2014; El-Deeb ve
ark.,2019). Elde edilen homojenatlar 15 ml’lik falkon tiiplere konularak 4000 rpm’de 10 dakika
(sogutmali santrifiijjde 4°C’de) santrifiij edilmis ve homojenatlarin siipernatant kisimlart alinip pellet
kisimlari atilmistir. Elde edilen doku siipernatantlarindan 8-OhDG ve caspase-3 seviyeleri, spesifik sigan
ELISA ticari kitleri (Shanghai Sunred Biological Technology, Shanghai, Cin) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Ureticinin talimatlarina gére, ilk olarak kit igerisinde yer alan standartlar ve doku &rnekleri kuyucuklar
yiiklenerek 37 °C derecede 60 dk inkiibe edilmistir. Ardindan kuyucuklar yikama soliisyonuyla
yikanmigtir. Yikama igleminden sonra kuyucuklara boyama soliisyonlar: eklenerek 37 °C derecede 15
dk tekrar inkiibasyona birakilmistir. Son asama olarak kuyucuklara durdurma soliisyonu eklenmesini
takiben, kuyucuklar ELISA okuyucu ile 450 nm dalga boyunda okutulmustur. Standartlarin
absorbanslarina gore dogrusal bir grafik olusturulmustur. Bu dogrusal grafikle elde edilen denklem
yardimiyla 6rneklerin degerleri hesaplanmistir. Bununla birlikte, dokularindan elde edilen sonuglarin
optimize edilmesi amaciyla orneklerde total protein tayini Bradford yontemi kullanilarak yapilmistir
(Kruger, 2009).

Istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirme i¢in SPSS programi (Windows vers. 25.0) kullanildi. Tiim gruplarda
olgtilen epileptik davranis degerlendirmeleri, korteks ve hipokampiiste 6l¢giilen 8-OhDG ve caspase-3
diizeyleri ortalamasi alinarak degerlendirildi. Veriler Kolmogorov Smirnov testiyle normal dagilima
uygunluk gostermesinden dolay1 gruplar arasi karsilastirmada varyans analizi (One way ANOVA)
kullanildi. Gruplar aras1 farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini tespit edilmesi amaciyla Tukey testi
(post-hoc test) uygulandi. Gruplara ait veriler ortalama + standart hata (Ort. + SH) olarak ifade edildi.
Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

PTZ ile ndbet olusturulan siganlarin ndbet evreleri ve ilk miyoklonik jerk zamanlar1 Cizelge 2°de
verilmistir. Cizelge 2’den goriilebilecegi gibi gruplarin (kontrol, PTZ ve VPA) Racine skalasina gore
belirlenen nobet evreleri ortalama degerleri sirayla 0.00+0.00, 5.16+0.30 ve 2.834+0.30 seklindedir.
Gorildiigi gibi, VPA nobet evresini anlamli olarak azaltmistir (p<0.001). Bununla birlikte Cizelge 2°de
belirtilen gruplarin (kontrol, PTZ ve VPA) ilk myoklonik jerk siire ortalamalar1 sirayla 0.00+0.00,
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54.00+1.98 ve 134.50+4.68 olarak bulunmustur. VPA ilk kiiglik ndbete giris zamanini yansitan ilk
myoklonik jerk siiresini anlamli olarak uzatarak nobete girisi geciktirmistir (p<0.001). Bu sonuglar
VPA’in bilinen antiepileptik etkinligini gdstermekte ve literatiirde yapilan diger ¢aligmalarla uyumlu
sekildedir (Lotfy ve ark., 2018). Fakat ¢alisma agisindan 6nemine bakilacak olursa yapilan modelin
uygun sekilde gergeklestigi ve VPA’in uygulanan dozunun ndbet baskilamada yeterli oldugunu
yansitmaktadir.

Cizelge 2. Gruplarin nébet evreleri ve ilk myoklonik jerk (sn) siireleri

Gruplar Nobet Evresi Ik Myoklonik Jerk Siiresi (sn)
Kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00
PTZ 5.16+0.30 54.00+1.98
VPA 2.83+0.30# 134.50+4.68

Veriler Ort. + SH olarak sunulmustur. ##p<0.001, PTZ grubu ile karsilastirildiginda.

Sekil 2’den anlasilabilecegi gibi nobet sonrasi oksidatif hasara bagli DNA hasari sonucu olusan 8-
OHdG seviyesi hem kortekste (p<0.01) hem de hipokampiiste (p<0.05) yiikselmistir. Fakat nobet 6ncesi
VPA uygulanmasi bu 8-OHdG yiikselisini belirgin sekilde korteks (p<0.05) ve hipokampiiste (p<0.001)
arttirmistir.

161 # 30+ H El Kontrol
£ e £ i = 1z
2 121 g Em VPA
a2 o 204
‘Tm *k ‘Tm
o 8 =)
| c
g 2 10 *

I 4 I
] 9
© ©
0- 04
Gruplar Gruplar

Sekil 2. Korteks ve hipokampiiste 8-OHdG seviyeleri. Veriler Ort. + SH olarak sunulmustur. *p<0.05, **p<0.01 ve
***<0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda. #p<0.05, #p<0.01 ve ##p<0.001 PTZ grubu ile karsilastirildiginda.

Yapilan bazi klinik calismalar VPA’in uzun siireli kullanimimin oksidatif stresi arttirdigin
gostermistir (Michoulas ve ark., 2006; Verrotti ve ark., 2008). Bununla birlikte yapilan bagka bir ¢aligma
epilepsili ¢ocuklarda VPA kullaniminin 8-OHdG seviyelerini arttirdigi belirtilmistir (Haznedar ve ark.,
2019). Calismamiz bu ¢alismalarla benzerlik géstermekle birlikte, uygulanan VPA’in tek doz verilmesi
ve doku seviyesinde inceleme yapilmis olmasi calismamizi farkli kilmaktadir. Onceki ¢alismalar ve
calismamiz birlikte diisiiniildiigiinde, hastalarda beyin dokusu seviyesinde parametrelerin bakilamayisi
ve seruma hasarin yansimasi zaman alabilecegi nedeniyle, VPA’in tek kullanimi sonucu meydana
getirdigi hasar1 golgeleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, ¢calismamiza zit olarak, bir
arastirmada 300 mg kg tek doz uygulanan VPA’in beyin iskemi-reperfiizyon hasarini azalttig: ve buna
bagli olarak 8-OHdG seviyelerini disiirdiigii gosterilmistir (Suda ve ark., 2013).

Calismamizda apoptozis belirteci olarak kabul edilen caspase-3 ol¢iilmistiir. Sekil 3’te
goriilecegi gibi nobet sonrasi kortekste caspase-3 seviyesi yiikselmistir (p<0.05). Ayrica VPA
uygulanmasi kortekste meydana gelen bu caspase-3 yiikselisini belirgin sekilde arttirmistir (p<0.05).
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Fakat hipokampiiste gruplar arasinda caspase-3 seviyesinde bir farklilik bulunamamistir (p>0.05). Bu
sonuglar VPA’in kortekste apoptozisi indiikledigini gostermektedir.

101 # 151 Hl Kontrol
£ £
3 8 ke E - PTZ
2 e B VPA
= & 104
‘o 67 * ‘o
2 2
7+ 7

@ 5]

e
g 21 3
(&) o

0- 0-

Gruplar Gruplar

Sekil 3. Korteks ve hipokampiiste caspase-3 seviyeleri. Veriler Ort. £ SH olarak sunulmustur. *p<0.05 ve ***p<0.001
kontrol grubu ile karsilastirildiginda. #p<0.05 PTZ grubu ile karsilastirildiginda.

Gelisme stirecindeki sicanlarda (7-14 giinliik) yapilan c¢alismalarda VPA’in beyinde farkli
bolgelerde noronal hasarlanma yaparak apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (Demirel Yilmaz ve ark.,
2019; Shona ve ark., 2018). Bu galismalara benzer sekilde yapilan baska bir ¢alismada noroblastom
hiicrelerinde VPA’in histon asetilasyon dongiisiinii bozarak DNA’y1 hasarladigi belirlenmistir (Cerna ve
ark., 2018). Calismamiz bu g¢alismalarla uyumluluk gostermektedir. Fakat ¢alismamizda kullanilan
hayvanlarin yetiskin siganlardan oldugu goéz oniine alindiginda, VPA’in sadece gelismekte olan beyin
yapilarini  degil maturasyonunu tamamlayarak olgunlasmis néronlara da etki gosterebilecegi
diistiniilmektedir.

Bu caligmalarla birlikte, yapilan bir arastirma bizim ¢alismamizin da aksine olarak bes giin arka
arkaya 150 mg kg VPA verildikten sonra tek doz PTZ uygulayarak olusturulan nébet sonrasi, VPA’in
caspase-3 seviyelerini azalttigi ileri siiriilmiistiir (Lotfy ve ark., 2018). Bu calismayla birlikle spinal
kord hasarlanma modeli uygulanan hayvanlarda VPA’in iyilestirici ve ndronlari koruyu etkisi
bildirilmistir (Chu ve ark., 2015). Ayrica, benzer sekilde beyin iskemi-reperfiizyon hasari olusturulan
sicanlarda VPA’in koruyucu etkinlik gosterdigi ortaya konmustur (Chen ve ark., 2018).

Tiim bu caligmalar ortak olarak diistiniildiigiinde, VPA’in farkli patolojik durumlarda farkl
karakteristik ozellikler ortaya koydugu goriilmektedir. Bunun nedeni patolojilerin altinda yatan
mekanizmalart farklilig1 olabilir.

SONUC

Calismamizin sonuglarina gore; VPA’in PTZ ile olusturulan akut modelde ndbet oOncesi
uygulanmasi nobeti azaltirken, nobet sonrasi beyinde DNA hasarini arttirmakta ve apop tozisi
indiiklemektedir. Bu etki VPA’in olumsuz yan etkisi olarak diistiniilmekle birlikte, olayin aydinlatilmas1
i¢in ileri molekiiler ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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