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Farelerde Pentilentetrazol ile Olusturulan Epileptik Nobetler Uzerine

Anakinra’nin EtKisinin Arastirilmasi

Investigation of the Effect of Anakinra on Pentylenetetrazole-Induced Epileptic Seizures
in Mice

Ahmet Kemal FILiZ! Sebahattin KARABULUT?

0z:

Amag: Beyinde gama aminobutirik asit (GABA) ve glutamat arasindaki dengenin bozulmasi, ndbet olusumuna ve epileptogeneze
katk1 saglayan onemli faktorlerden biridir. Bu ¢alismanin amaci, anakinra 6n tedavisinin pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan nébet
modelinde kortikal ve hipokampal GABA ve glutamat seviyeleri tizerine etkisinin olup olmadigini belirlemektir.

Araclar ve Yontem: Calismada 18 adet BALB-c tiirii fare Kontrol, PTZ ve Anakinra gruplar1 seklinde 3 gruba ayrildi. Nobetleri
baglatmak i¢in 60 mg/kg dozda PTZ enjeksiyonu farelere intraperitonal olarak uygulandi. Anakinra grubuna PTZ enjeksiyonundan 30
dakika once intraperitonal olarak anakinra (100 mg/kg) uygulandi. Hayvanlarmn kortikal ve hipokampal GABA ve glutamat diizeyleri
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi kullanilarak dl¢iildii.

Bulgular: PTZ'nin neden oldugu nébetler, hipokampusta glutamat seviyesini artirirken (p<0.001), GABA diizeyinde azalmaya yol
act1 (p<0.05). PTZ tedavisi kortikal glutamat seviyesini arttird: (p<0.05). Anakinra ile 6n tedavi hipokampusta glutamat diizeyini
azaltirken (p<0.001), GABA diizeyinde artisa yol agt1 (p<0.01). Ayrica anakinra 6n tedavisi kortikal glutamat seviyesini azaltirken
(p<0.05), GABA diizeyinde artigla sonuglandi (p<0.001).

Sonug: PTZ'nin neden oldugu nobetler beyinde GABA diizeyinin azalmasina ve glutamat seviyesinin artisina neden olmaktadir. PTZ
enjeksiyonu oncesinde anakinra tedavisi farelerin beyinlerinde uyarilma lehine bozulmus GABA/Glutamat dengesizligini iyilestir-
mektedir.

Anahtar Kelimeler: anakinra; GABA; glutamat; pentilentetrazol
ABSTRACT:

Purpose: Disruption of the balance between gamma aminobutyric acid (GABA) and glutamate in the brain is one of the important
factors contributing to seizure formation and epileptogenesis. The aim of this study is to determine whether anakinra pretreatment has
an effect on cortical and hippocampal GABA and glutamate levels in a seizure model induced with pentylenetetrazole (PTZ).

Materials and Methods: In the study, 18 BALB-c type mice were divided into 3 groups as Control, PTZ, and Anakinra groups. An
injection of 60 mg/kg PTZ was administered intraperitoneally to mice to induce seizures. Anakinra group was administered intraperi-
toneally (100 mg/kg) 30 minutes before PTZ injection. The cortical and hippocampal GABA and glutamate levels of the animals were
measured using the Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method.

Results: PTZ-induced seizures led to a decrease in the hippocampal GABA level (p<0.05), while the glutamate level increased
(p<0.001). The treatment of PTZ also increased the level of cortical glutamate (p<0.05). The pretreatment with anakinra led to a
decrease in the hippocampal glutamate level (p<0.001), but increased GABA level (p<0.01). In addition, the pretreatment with anakinra
cause to decrease the level of cortical glutamate (p<0.05), while the GABA level increased (p<0.001).

Conclusion: PTZ-induced seizures cause a decrease in GABA levels and an increase in glutamate levels in the brain. Anakinra treat-
ment prior to PTZ injection ameliorates the GABA/Glutamate imbalance that has shifted to the excitation side in the brains of mice.
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GIRiS

Epilepsi, diinya niifusunun yaklagik olarak % 0.5-1'ini et-
kileyen yaygm nérolojik bozukluklardan biridir.! Hastalik,
kendiliginden ortaya ¢ikan tekrarlayici nobetlerle karakte-
rizedir. Beyinde uyarici ve inhibe edici sinirsel aktivite
arasindaki dengenin bozularak, uyarici ndronlarin lehine
kaymas1 sonucu nobet olustugu bilinmektedir.? Antiepi-
leptik ilaglar (AEI) nobetleri baskilarken, hastalik iizerinde
tamamen iyilesme saglayamazlar. Bununla birlikte, mev-
cut AEI’lar hastalarin yaklasik olarak iicte birinde etkisiz-
dir.® Tlaca direngli grup olarak tarif edilen bu hasta gru-
bunda alternatif bir segcenek olarak cerrahi tedavi yer al-
maktadir. Dahasi, hem hastaligin kendisi hem de kombine
olarak kullanilan AEI’lar bilissel bozukluklara yol acabil-
mektedir.* Bu nedenle, epilepsi ile miicadelede etkin alter-
natif tedaviler i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyul-

maktadir.

Inflamasyon homeostazi koruyan fizyolojik bir yanitken,
anormal ve uzun siireli inflamasyon organizmalar i¢in pa-
tolojiktir. Noroinflamasyon, néronlarda ortaya ¢ikan infla-
matuvar aktiviteleri icerir. Noroinflamasyonun epilepsi
gibi beyin hastaliklarinin patogenezinde yer aldig1 ve epi-
leptogenez siirecine katki sagladig1 bilinmektedir.> Oyle
ki, baz1 spesifik inflamatuvar mediyatorlerin ve bunlarin
reseptorlerinin epileptik beyin dokusunda upregiile oldugu
son yillarda yapilan galismalarda gosterilmistir.5” Proinf-
lamatuvar sitokinler olarak bilinen bu proteinler immiin
sistemin sinyal molekiilleri olarak tanimlanirlar. Bu sinyal
molekiillerinden “interlokin-1 reseptdr/Toll-benzeri resep-
tor (IL-1R/TLR)” yolagmin cesitli epilepsi modellerinde
aktive oldugu gdsterilmistir.8° Dolayistyla bu sinyal yola-
ginin baskilanmasiyla ortaya ¢ikan antikonviilsan etkinin,
ilaca-direngli epileptik olgularda nébetlerin 6nlenmesinde

bir arag olarak kullamilabilecegi &n goriilmektedir.®

Anakinra, IL-1p’in biyolojik etkilerini inhibe eden IL-1 re-
septor tip 1 (IL-1R1)'in rekombinant bir versiyonudur.X
Anakinra, yenidogan ve g¢ocuklardaki otoinflamatuvar
hastaliklar1 tedavi etmek icin onaylanmis bir ajandir.’!
Anakinra’nin, ilaca direngli epilepsi hastalarinda steroid-
lere ya da AEI’lara yanit vermeyen nébetleri énemli 61-

ciide azalttig1 gdzlenmistir.'>1® Anakinra’nim antiepileptik

etkinliginin epilepsi hayvan modelinde arastirildig1 bir ga-
lismada da, bu rekombinant IL-1R antagonistinin (IL-1Ra)
intrahippokampal uygulamasinin, farelerde GABA-A re-
septor antagonisti bikukulinin neden oldugu epileptik no-
betleri giiglii bir sekilde inhibe ettigi rapor edilmistir.*?
Normal bir beyinde, uyarici ve inhibe edici norotransmit-
ter sistemleri arasinda asir1 elektriksel aktiviteleri kontrol
altinda tutan bir denge bulunmaktadir. Bu denge, beynin
sirastyla iki ana uyarici ve baskilayici norotransmitteri
olan GABA ve glutamat tarafindan temsil edilmektedir.
Dengenin uyarici sistem tarafina kaymasi spontan ndbet-
lerin olugumuyla iligkilidir ve bu nérotransmitter diizeyle-
rinin 6lgiilerek GABA/Glutamat balansinin degerlendiril-
mesi epilepsi arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmak-
tadir.13 Bu ¢alismada amacimiz, farelerde PTZ ile olustu-
rulan nobet modelinde anakinra uygulamasinin
GABA/Glutamat dengesi agisindan nobetler tizerine etki-

sini aragtirmaktir.
ARACLAR ve YONTEM
Deney Hayvanlar

Calismada standartlara uygun kafeslerde bakimi yapilan
18 adet, 4-5 aylik, 30-33 gr agirhgindaki BALB-c albino
fare kullanildi. Fareler 22+1 °C oda sicakliginda, 12 saatlik
aydimnlik/karanlik siklusunun saglandigi, sesten yalitilmis
odada ve % 55+6 oranda nemli ortamda tutuldu. Farelerin
yem ve su ile beslenmelerinde herhangi bir kisitlama ya-
pilmadi. Caligma Temmuz 2020-Agustos 2020 tarihleri
arasinda gergeklestirildi. Calisma igin Sivas Cumhuriyet
Universitesi hayvan deneyleri etik kurulundan onay alind
(Karar No: 65202830-050.04.04-421 Tarih: 22.07.2020).

Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

PTZ ( Sigma-Aldrich, USA) ve Anakinra (Kineret, 100
mg/0.67 ml ¢6zelti) tiretici firmadan temin edildi. Kimya-
sallar serum fizyolojik (10 mL/kg) iginde ¢6ziilerek fare-

lere intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi.
Deneysel Protokol

Calismada, hayvanlar her grupta 6 fare olarak sekilde rast-

gele 3 gruba ayrildi:

1. Kontrol; Herhangi bir iglem uygulanmayan grup,
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2. PTZ; PTZ ile nobet indiiklenen grup,

3. Anakinra; PTZ ile nobet indiiklemeden 30 dakika 6nce
100 mg/kg dozda'4 anakinra uygulanan grup.

Nobet indiiklemek igin, farelere 60 mg/kg tek doz!® PTZ
i.p. olarak enjekte edildi. Enjeksiyonu takiben epileptik
nobet davraniglar1 gézlenen biitiin hayvanlar 24 saat sonra
feda edildi. Aseptik cerrahi kosullarda korteksleri ve hipo-
kampuslart ¢ikarildi ve ileri biyokimyasal analizler i¢in

uygun kosullarda saklandi.
Biyokimyasal Analizler

Kortikal ve hipokampal doku 6rnekleri soguk Phosphate-
Buffered Saline (PBS) ¢ozeltisi (pH 7.4) iginde homoje-
nize edildi ve 12000 g’de 10 dakika boyunca 4 °C'de sant-
rifiijje edildi. Daha sonra iist faz GABA ve glutamat diizey-
lerinin eliza yontemiyle 6lgiilmesinde kullanildi. Doku 6r-
neklerinde total protein 6l¢liimii Bradford yontemine gore
yapildi.’® GABA ve glutamat diizeylerinin belirlenme-
sinde ticari eliza kiti (YL Biont, Shanghai, China ) kulla-
nild1.

istatistiksel Analiz

Veriler “ortalama + ortalamanin standart hatasit (SEM)”
olarak sunuldu. Istatistiksel analiz i¢in SPSS istatistik
programi (IBM SPSS Statistical Software Version 22.0
[1BM, Armonk, NY, ABDY]) kullanildz. ilk olarak verilerin
normal dagilima uygunluk gosterip gostermedigini deger-
lendirmek i¢in Kolmogorov-Smirnov testi uygulandi.
Daha sonra verilerin gruplar arasi karsilagtirilmasi “tek
yonlii varyans analizi ile (One way ANOVA)” ve post-hoc
Tukey testi ile gerceklestirildi. Istatistiksel anlamlilik

p<0.05 olarak tanimlandi.
BULGULAR

PTZ ile nobet olusumundan sonra gruplarin korteksindeki
GABA ve glutamat konsantrasyonlar1 Sekil 1’de goste-
rildi. Kortikal GABA diizeylerinin Anakinra grubunda an-
laml1 olarak yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). Kortikal
glutamat seviyelerinde ise hem PTZ hem de Anakinra
gruplarinda anlamli farkliliklar elde edildi (p< 0.05).
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Sekil 1. Anakinra 6n tedavisinin PTZ ile olusturulan ndbet sonrasi
kortekste GABA (A) ve glutamat (B) diizeylerine etkisi. Veriler
ortalama + SEM olarak verilmistir. (n=6). *p<0.05, ***p<0.001,
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; #p<0.05, ##tp<0.001 PTZ
grubuyla karsilastirildiginda.

PTZ ile nébet olusumu sonrast gruplarin hipokampusun-
daki GABA ve glutamat konsantrasyonlar1 Sekil 2’de gés-
terildi. Hipokampal GABA diizeyi PTZ grubunda azalir-
ken (p<0.05), anakinra uygulanan grupta yiiksek bulundu
(p< 0.01). Benzer sekilde, hipokampal glutamat diizeyleri
PTZ grubunda yiiksek, anakinra tedavisi alan grupta diisitk

olarak g6zlendi (p< 0.001).
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Sekil 2. Anakinra on tedavisinin PTZ ile olusturulan ndbet sonrasi
hipokampusta GABA (A) ve glutamat (B) diizeylerine etkisi. Ve-
riler ortalama + SEM olarak verilmistir. (n=6). *p<0.05,
*¥**p<0.001, Kontrol grubuyla karsilastinldiginda; ##p<0.01,
###p<0.001 PTZ grubuyla karsilagtirildiginda.

TARTISMA

Son yillarda elde edilen klinik ve deneysel kanitlar, beyin-
deki inflamatuvar siireglerin nébetlerin ve epilepsinin pa-
tofizyolojisinde yer alan bir mekanizma olabilecegi hipo-
tezine giiclii bir destek saglamustir.5 IL-1p gibi, bu siirecin

ana aktorleri olan proinflamatuvar sitokinler nobetlerin
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6nlenmesinde ve epilepsinin tedavisinde 6nemli hedefler
olarak tammlanmaktadir.” Bu galigmada, IL-1B reseptor
antagonisti anakinra 6n tedavisinin PTZ ile indiiklenen no-
bet sonrasi korteks ve hipokampustaki GABA ve glutamat

konsantrasyonlarina etkisi aragtirtlmigtir.

Proinflamatuvar sitokinler, hem fizyolojik hem de patofiz-
yolojik kosullarda hiicreler arasi iletigimin kritik eleman-
laridirlar. Bu sitokinlerden IL-1p'nin bazi merkezi sinir
sistemi hastaliklarinin patofizyolojisinde 6nemli bir rol
oynadigina dair kanitlar vardir.!” Bu sitokinin kemirgenle-
rin 6n beyin bolgelerinde gesitli ndrotransmitterlerin sali-
verilmesini diizenledigi, boylece sinaptik iletiyi ve iyon
akimlarii degistirerek ndronal uyarilabilirligi etkiledigi
gosterilmistir.’81° Konviilsan uyarilar kemirgenlerin mer-
kezi sinir sistemlerinde IL-1p’nin yani1 sira, onun endojen
reseptor antagonisti olan IL-1Ra’nin da artisia yol acar.?
IL-1Ra’min rekombinant {iriinii olan anakinra, yenidogan-
larin ve ¢ocuklarin gesitli otoimmiin hastaliklarinin teda-
visinde kullanilan bir ajandir.?* Anakinra’mn antikonviil-
san ozelligi oldugu 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir.'?
Caligmamizda, bir GABA-A reseptor antagonisti olan PTZ
ile nobet indiiklenmesinden sonra, hipokampusta GABA
konsantrasyonunun azalmig oldugunu gézlemledik. Bunun
aksine, nobet sonrasi hipokampal ve kortikal glutamat dii-
zeyleri yiiksek olarak elde edildi. Eksitator ve inhibitor ana
norotransmitterler arasindaki denge normal bir beyin fonk-
siyonu i¢in elzemken, GABA/Glutamat imbalansi epilep-
siyle yakindan iliskilidir.?2?® PTZ enjeksiyonlar1 sonrasi
hipokampusta GABA konsantrasyonunun azalmis olmast
literatiirle uyumludur.?4%5 PTZ'nin beyinde GABA ve Glu-
tamat konsantrasyonlar1 {izerindeki etkisini, bu norotrans-
mitterlerin metabolizmasinda yer alan glutamat dehidroge-
naz ve GABA aminotransferaz gibi enzimlerin aktivitele-
rini etkileyerek gergeklestirdigi ileri siiriilmektedir.2 PTZ,
GABA aminotransferazi stimiile ederek ortamdaki GABA
miktarini azaltmaktadir. Bununla birlikte, Anakinra on te-
davisi PTZ’ nin indiiklemis oldugu kortikal ve hipokampal
GABA diizeylerindeki azalmay: sinirlamigtir. Bu sonug,
anakinranin antikonviilsan ozelligine isaret etmektedir.
Noronal aktivite iizerine IL-1p’nin etkisini gosteren in-
vitro ¢aligmalarda, bu sitokinin hipokampal CA3 bolge-
sinde GABAerjik iletimi baskiladigi, hipokampal CA1

bolgesinde ise glutamerjik sinyali artirdigi gosterilmis-

tir.2-28 PTZ’nin yol agt11 ndbet sonrasi kortekste ve hipo-
kampiiste gézlemlenen glutamat artis1 dnceki ¢alismalarla
uyumludur.?®% PTZ, glutamat dehidrogenezi inhibe ede-
rek glutamat konsantrasyonunda artisa yol agmaktadir.?®
Dolayistyla, PTZ ile GABAerjik sistemin inhibe edilirken
glutamerjik sistemin aktive edilmis olmasi, GABA/Gluta-
mat dengesini uyarilma lehine kaydirarak nobetlere yol ag-
maktadir. Buna karsilik, anakinra 6n tedavisinin beynin bu
bolgelerindeki glutamat artisini sinirladigr gézlenmekte-
dir. Status epileptikusun neden oldugu asir1 glutamat sali-
minim, NMDA gibi glutamat reseptorlerinin asir1 uyaril-
masina yol agarak, kendiliginden olusan ndbet aktivitesine
ve nobet kaynakli beyin hasar1 gelisimine yol agtig1 rapor
edilmistir.3! Glutamerjik sinyali modiile edebilen terapotik
yaklagimlarin epilepsinin kalici olarak tedavi edilmesinde

onemli bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Onceki ¢alismalarda anakinra’nin antikonviilsan etki me-
kanizmas1 IL-1Ra aracili inflamasyon yolag1 {izerinden

aciklasa da,’?

bu ajanin aym1 zamanda beyindeki
GABA/Glutamat dengesini diizenleyerek etki etmesi ola-
sidir. IL-1B'nin beyinde hem eksitatér hem de inhibitér no-
rotransmitter molekiillerin saliverilmesini modiile etmesi,
anakinra’nin bu olasi etki mekanizmasina isaret etmekte-
dir. Anakinra antikonviilsan etkisini, beyinde GABA dii-
zeyinde azalma veya glutamat diizeyinde artma gibi nébet
olusumuna yol agan siirecleri engelleyerek gosteriyor ola-
bilir. Anakinra’nin bu etkisini kanitlamak i¢in hem
NMDA, AMPA gibi glutamat reseptorlerinin hem de
GABA-A, GABA-B gibi GABA reseptorlerinin ekpres-
yonlarmin diizenlenmesini de i¢ine alan ¢aligmalara ihti-
ya¢ duyulmaktadir. Ote yandan, anakinra uygulamasinin
ilgili beyin bolgelerinde IL-1B diizeylerine etkisinin belir-
lenmesi, ilacin noroinflamasyonu modiilasyonu hakkinda
fikir vererek antiepileptik 6zelliginin daha iyi anlasilma-
sina katki saglayacaktir. Sadece anakinra tedavisi uygula-
nan bir deney grubunun olmamasi ¢aligmamizin diger bir
eksikligidir. Ayrica, anakinra 6n tedavisinin tek doz PTZ
ile indiiklenen akut nobet modelindeki etkisinin yaninda,
coklu PTZ enjeksiyonlarinin yapildig1 tutusma modelinde
anakinra’nin es zamanli ya da ndbet sonrasi uygulanacagi
caligsmalar epileptogenez siirecine olan etkisini gormek ba-

kimindan 6nemli olacaktir.
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