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oz

Bu galismanin amaci, Na*-K*-2Cl~ kotransporter-1 (NKCC1) inhibit6ri olan bumetanidin (BMT), pentilentetrazol (PTZ) ile induklenen
epileptiform hiicresel hasara karsi olasi néroprotektif etkisini ve bu etkinin oksidatif stres parametreleri ile iliskisini HT-22 néronal
hiicre hattinda arastirmaktir. HT-22 hiicreleri kontrol, PTZ (60 mM), BMT ve BMT + PTZ olmak Uzere dort gruba ayrilmistir. Hiicreler,
farkl konsantrasyonlarda (1, 2, 4 ve 8 uM) BMT ile 6n isleme tabi tutulduktan sonra 60 mM PTZ’ye maruz birakilmistir. Hiicre canhhg
XTT testi ile degerlendirilmistir. Hiicresel oksidatif durumun belirlenmesi amaciyla total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan
seviye (TOS) olgumleri gergeklestirilmistir. Veriler tek yonlii ANOVA ve Tukey post-hoc testi kullanilarak analiz edilmistir. PTZ
uygulamasi, HT-22 hiicrelerinde hiicre canliligini anlaml dizeyde azaltmis ve oksidatif stres belirteglerinde belirgin artisa neden
olmustur. BMT 6n tedavisinin 6zellikle 2 uM dozunda, PTZ’ye bagh hiicre 6limuni anlamli sekilde azalttigi saptanmistir (p<0.05). Bu
dozda BMT uygulamasi, TAS diizeylerini artirirken PTZ’ye bagli TOS artisini anlamli olarak sinirlamistir. Tek bagina BMT uygulamasinin
hicre canliligi tizerinde anlamli bir etkisi gézlenmemistir. Bu ¢calisma, BMT 6n tedavisinin PTZ ile indiiklenen HT-22 hiicre hasarina
karsi noroprotektif etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir. NKCC1 inhibisyonunun epileptiform hasarin upstream patofizyolojik
mekanizmalarini hedefleyen tamamlayici bir terapotik yaklasim olabilecegi dusinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pentilentetrazol, Bumetanid, Hiicre Hasari

The Investigation of the Effect of Bumetanide on Pentylenetetrazol-Induced Cellular Damage
and Oxidative Stress in the HT-22 Hippocampal Cell Line

ABSTRACT

The present study aimed to investigate the potential neuroprotective effect of bumetanide (BMT), a Na*-K*-2CI~ cotransporter-1
(NKCC1) inhibitor, against pentylenetetrazol (PTZ)-induced epileptiform cellular damage and to evaluate its association with oxidative
stress parameters in the HT-22 neuronal cell line. HT-22 cells were divided into four groups: control, PTZ (60 mM), BMT, and BMT +
PTZ. Cells were pretreated with BMT at different concentrations (1, 2, 4, and 8 uM) prior to exposure to PTZ. Cell viability was assessed
using the XTT assay. Total antioxidant status (TAS) and total oxidant status (TOS) were measured to evaluate cellular oxidative stress.
Statistical analyses were performed using one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test. PTZ exposure significantly reduced cell
viability and induced oxidative stress in HT-22 cells. BMT pretreatment, particularly at the 2 uM concentration, significantly
attenuated PTZ-induced cell death (p < 0.05). At this dose, BMT increased TAS levels while significantly limiting the PTZ-induced
elevation in TOS. BMT administered alone did not significantly affect cell viability. These findings indicate that BMT exerts a dose-
dependent protective effect against PTZ-induced neuronal damage. This study demonstrates that bumetanide pretreatment provides
neuroprotection against PTZ-induced cellular injury in HT-22 neurons. Targeting NKCC1-dependent upstream mechanisms may
represent a complementary therapeutic strategy for epileptiform neuronal damage.
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GiRiS norotransmitter arasindaki dengenin bozulmasiyla ilgili
oldugu dusinilmektedir. GABAerjik inhibitor sistemin

Epilepsi, diinya capinda 65 milyon Kkisiyi etkileyen vyetersiz kalmasiyla, noéronal ag dengesinin eksitator
dordiinci en yaygin kronik norolojik hastaliktir (Barnard vd.,  aktiviteye dogru kaymasi sonucu nobetler ortaya
2025). Hastalik igin altta yatan mekanizmanin, beyinde  ¢ikmaktadir. Bu yiizden epilepsi hastalarinda GABAerjik
glutamat gibi uyarict ve GABA gibi baskilayici  sistemin medikal olarak desteklenmesi ndbetlerin
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engellenmesinde en temel vyaklasim olarak goze
¢arpmaktadir. Bununla birlikte, antiepileptik ilaglarla
ndbetlerin baskilanmasina yonelik mevcut tedavi hastalarin
yaklasik olarak cte ikisi icin fayda saglarken, kalanlar en az
iki antiepileptik ilacin basarisiz olmasiyla karakterize ilaca
direngli epilepsiden mustarip olmaktadir (Dalic vd., 2020).
Bu tiir hastalarda nobetlere yol acan epileptojenik bélgenin
cerrahi rezeksiyonu genellikle nébet kontroli igin birincil
tedavi secenegi olmaktadir. Ancak ilaca direngli grubun
icerisindeki bazi hastalar operasyonla daha fazla kortikal
bolgelerin etkilenecek olmasi, yaygin bilateral nobet
odaklari veya jeneralize epilepsi tanisi nedeniyle cerrahiicin
uygun degildir (Kwan vd., 2010). Bu sinirlamalar yetersiz
ndébet kontroli, yasam kalitesinde ciddi bozulma ve biylk
ekonomik yuklerle karsi karsiya kalan énemli bir hasta alt
grubuna yol agmaktadir (Li vd., 2024). Dolayisiyla epilepsi
hastaliginin  tedavisinde ve epileptik nébetlerin
baskilanmasinda daha etkili olabilecek yeni ilaglara ihtiyag
duyulmaktadir.

Epilepsi tedavisinde kullanilacak yeni potansiyel
antiepileptik ajanlarin arastirilmasinda kimyasal, elektriksel
ve genetik hayvan nébet modelleri 6n plana ¢ikmaktadir
(Raol ve Brooks-Kayal, 2012). Bunlar arasinda beyinde
inhibitér tonusu azaltmaya dayanan bir metod olarak
pentilentetrazol (PTZ) kaynakh epileptik nobetler de
deneysel arastirmalarda yaygin sekilde kullaniimaktadir.
GABA-A reseptor antagonisti olarak etki etmesi, PTZ'nin in-
vivo nobet indiklemesinin altinda yatan temel
mekanizmadir. Bunun yaninda PTZ'nin in-vitro olarak
noronal hiicre hatlarina uygulanmasiyla olusan hiicresel
hasar, epileptik nobetlerin yol actigl patolojik siregleri
temsil eden bir arag olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Taskiran
ve Yildiz Asdemir, 2024). Ote yandan, HT-22 fare
hipokampal ndéronal hiicre hatti, oksidatif stres aracil
hasara karsi 6zellikle hassas olup, eksitotoksik kosullarda
néronal kirilganhigl incelemek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Asirt  néronal uyarilabilirligin  ikincil
oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon ile yakindan
iliskili  oldugu g6z o©Onlne alindiginda, oksidatif
parametrelerin arastirilmasi, nobetle ilgili hiicresel hasar
hakkinda mekanik bir bakis sunabilmektedir.

Katyon-klorir kotransporterlari (KKC), merkezi sinir
sistemi dahil olmak lizere bircok dokuda iyon dengesi ve
hiicresel homeostazi saglamak icin kritik rol oynayan
membran proteinleridir (Blasse vd., 2009). KKC'ler sodyum
(Na*), potasyum (K*) ve klortr (CI") gibi iyonlarin hiicre
zarindan taginmasini saglayan transport proteinleri olup, bu
sayede noronal aktivitenin dizenlenmesine katkida
bulunmaktadirlar. KKC'lerden NKCC1 hiicre igine Na*, K* ve
CI~ tasirken, KCC2 hiicre disina K* ve CI~ tasimaktadir (Zhang
vd., 2023). Bu iki transporter arasindaki denge, hiicre ici
kloriir konsantrasyonunu diizenlemekte ve GABAerjik
inhibisyonun saglanmasina katkida bulunmaktadir. Son
yillarda yapilan calismalar, KKC'lerin, 6zellikle de NKCC1 ve
KCC2'nin, epilepsinin gelisiminde ve ilerlemesinde merkezi
bir rol oynadigini ortaya koymustur (Liu vd., 2020). Epilepsi
patofizyolojisinde bu transporterlarin disfonksiyonunun
néronal kloriir homeostazini bozdugu gdsterilmistir. ilaca
direngli epilepsi hastalarinda NKCC1'in artan ekspresyonu
dikkat cekmektedir. Bu durum, NKCC1'in bu hastaliklarin
patogenezine katkida bulunabilecegini ve potansiyel bir

terapotik hedef olabilecegini dislindirmektedir (Lam vd.,
2023). Segici bir NKCC1 inhibitorii olan bumetanid (BMT),
bazi epilepsi modellerinde umut vadeden etkiler
gbstermistir (Rao vd., 2023). Ancak, eksitotoksik hasar ve
oksidatif stres yanitlari Gzerindeki hiicresel diizeyde etkileri
hala tam olarak tanimlanmamistir. Bu ylizden bu ¢alismada,
BMT 06n tedavisinin PTZ kaynakli hiicresel hasari ve iliskili
oksidatif ~ stres  yanitlarini  noéronal  uyarnilabilirlik
modilasyonu yoluyla azaltabilecegini varsayarak, HT-22
hiicre hattinda PTZ'nin yol agtigi hiicresel hasar ve oksidan-
antioksidan dizeyler lizerine etkisi arastirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Hiicre kiiltiirii

Calismada kullanilan HT-22 hiicre hatti Sigma Aldrich (St
Louis, MO, ABD)'den temin edilmistir. HT-22 hiicreleri %10
fetal sigir serumu (FBS) (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO,
USA), % 0,1 penisilin-streptomisin (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MO, USA) iceren DMEM besiyeri (Thermo Fisher
Scientific, Altrincham, UK) icinde 37°C'de %5 CO, iceren
ortamda  blyltulmistir.  Hicreler %90 yogunluga
ulastiginda pasajlanarak 96’lik plate icerisine her kuyucukta
1x10* yogunlukta hiicre olacak sekilde kiiltiire edilmistir.
Bumetanid ve PTZ (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, ABD)
DMEM icerisinde ¢Ozlilmis ve islemden o6nce stok
soliisyonlari hazirlanmistir.

Calisma Gruplari ve Deneysel Protokol

HT-22 hiicrelerinden; kontrol (yalnizca DMEM
uygulanan grup); PTZ (60 mM PTZ uygulanan grup); BMT +
PTZ (Bumetanid 6n tedavisinden 1 saat sonra 60 mM PTZ
uygulanan grup) ve BMT (Bumetanid uygulanan grup)
olmak (izere 4 grup olusturuldu. Bumetanid’in tedavi
dozlari yapilan 6n ¢alisma sonucunda 8; 4; 2; 1 uM olarak
belirlendi. BMT + PTZ grubundaki hicrelere cesitli
konsantrasyonlarda (8; 4; 2; 1 uM) Bumetanid ile 6n tedavi
uygulandiktan 1 saat sonra 60 mM PTZ eklenerek 24 saat
beklendi (Taskiran ve Yildiz Asdemir, 2024). llag
uygulamalari belirtildigi sekilde yapildiktan ve inkibe
edildikten sonra hiicre canliligi XTT testi (Roche Diagnostic,
MA, USA) kullanilarak degerlendirildi (Joha vd., 2025). Bu
testte, PTZ ile inkiibasyonun sonunda besi vyeri
uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra her bir
kuyucuga 100 pl renksiz DMEM ve Uzerine 50 ul XTT
sollisyonu eklenerek 4 saat inkibe edildi. Ardindan
orneklere ait absorbans degerleri 450 nm'de bir ELISA mikro
plaka okuyucu (Thermo Fisher Scientific, Altrincham, UK) ile
belirlendi. Kontrol grubunun hiicre canlilik orani %100
olarak kabul edilerek, % Hiicre canliligi = (Konsantrasyon
0.D. / Kontrol 0.D.) X 100 formulinden yararlanarak
hesaplandi.

Hiicre Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Hicreler steril tlplere alinarak yaklasik 10 dakika
boyunca 2000 rpm'de santrifiij edildi. Ustteki svilar
cikarilarak tuplerin dibinde bulunan hiicre
konsantrasyonunu yaklasik 1x10° /ml'ye seyreltmek icin
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PBS (pH 7.4) ile slUspanse edildi. Hcreler, sitozolik
iceriklerinin  disari  ¢itkmasini  saglamak igin Ug¢ kez
tekrarlanan dondurma-¢dzme dongiileri ile hasara ugratildi
ve daha sonra 4°C'de 10 dakika boyunca 4000 rpm'de
santrifuj edildi. Daha sonra, Ust fazdaki sivilar biyokimyasal
analiz icin toplandi. Orneklerdeki toplam protein
seviyelerini belirlemek i¢in Bradford protein analiz kiti
(Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) kullanildi (Joha ve
Taskiran, 2025).

TAS ve TOS Diizeylerinin Olgiilmesi

Tedavilerin hicresel oksidatif stres Uzerine etkisinin
degerlendiriimesinde total antioksidan (TAS) ve total
oksidatif stres (TOS) olgiimleri gergeklestirildi (Erel, 2004;
Erel 2005). TAS 6lgcimu serbest radikallerin reaksiyon hizini
izlemek i¢in Fenton reaksiyonunda hidroksil radikallerinin
olusmasiyla baslayan, serbest radikallerin reaksiyonu
sirasinda boyanmis dianisidiylin emilmesinin gézlenmesine
dayanmaktadir. Orneklerde bulunan antioksidanlarin
seviyeleri ile orantili olarak renklenmeyi baskilamalari
beklenir. TOS analizi ise ortamda yeterli oksidan mevcut
oldugunda demir iyonunun ferrik iyona oksitlenmesine ve
ksilenol oranj kullanilarak ferrik iyonlarin hicresel
seviyelerinin 6lgimiine dayanmaktadir (Yulak vd., 2025).
Olgiim sirasinda izlenen protokol dretici  firmanin
talimatlarina gore yapildi (Rel Assay Diagnostics® Mega Tip
Ltd, Gaziantep, Turkiye).

istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde (Graph Pad Software, Inc., San Diego,
CA, USA) paket programi kullanildi. Veriler ortalama *+ SH
olarak sunuldu ve tek yonlu bir varyans analizi (tek yonli
ANOVA) ve post-hoc Tukey testi kullanilarak analiz edildi.
Sonuglardan p<0.05 olan degerler anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

BMT’nin HT-22 hiicreleri tGzerinde PTZ uygulamasinin
indiikledigi hiicre hasarina karsi koruyucu etkinligi XTT
hicre canlihg testi kullanilarak degerlendirildi. BMT
uygulamalari yukarida belirtildigi dozlarda uygulandiktan
ve PTZ'ye maruz birakildiktan sonra yapilan XTT testi
sonuglari, hiicre canhlik oranlarinin BMT'nin 2 uM
dozunda canliligi korudugu seklinde gézlenmistir. 8, 4 ve 1
UM dozlarda uygulanan BMT+PTZ ile PTZ grubu arasinda
sag kalim acisindan fark gortlmezken, 2 UM dozda BMT
uygulamasindan sonraki PTZ'ye maruziyet tek basina PTZ
uygulanan grubuna kiyasla sag kalimi anlamli bir sekilde
artirmistir  (p<0.05). Tek basina BMT uygulamasinin
hiicrelerde sag kalim lzerine anlamli bir etkisi olmamistir
(p>0.05).
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Sekil 1. Bumetanid’in PTZ kaynakli hiicre hasarindan sonra
HT-22 hiicrelerinde sag kalim lzerindeki etkisi. Veriler ortalama
+ standart hata olarak ifade edildi. ***, p<0.001, kontrol grubu
ile karsilastirlldiginda; #, p<0.05, PTZ ile tedavi edilen grupla
karsilastirildiginda.

BMT’'nin noroprotektif etkisinde oksidatif stres
Uzerindeki olasi olumlu etkisini belirlemek igin tedavi
sonrasi hiicresel oksidan ve antioksidan durum analiz
edilmistir.  PTZ uygulanan bitin gruplarda TAS
dizeyindeki azalma kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamh bulunmustur (p<0.001). Bununla birlikte, 2 uMm
BMT hem tek basina uygulandiginda hem de 6n tedavi
olarak uyguladiktan sonra PTZ’ye maruz kalan gruplardaki
TAS dizeyleri, vyalnizca PTZ wuygulanan grup ile
karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamh bulunmustur
(p<0.001). Diger taraftan PTZ uygulanmasi hicresel
oksidatif stres parametrelerini kontrol grubuna gore
anlamh olarak artirirken (p<0.01), BMT uygulamasi TOS
dizeylerindeki PTZ kaynaklh artisi anlamh bir sekilde
sinirlamistir (p<0.05). (Sekil 2).
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Sekil 2. BMT’nin PTZ kaynakli hiicre hasarindan sonra HT-22
hicrelerinde oksidatif stres parametreleri TAS ve TOS diizeyleri
lizerindeki etkisi. Veriler ortalama * standart hata olarak ifade
edildi. *p<0.05, **p<0.01, kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
##p<0.01, ###p<0.001 PTZ ile tedavi edilen grupla
karsilastinldiginda.
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TARTISMA

Bu calismada BMT 6n tedavisinin HT-22 hiicrelerinde
PTZ ile indiklenen hiicre hasarina karsi olasi néroprotektif
etkisi bazi oksidatif stres belirteglerine olan etkisi
Uzerinden arastirilmigtir. Sonuglarimiz BMT nin tek basina
uygulandiginda hiicre sag kalimi tizerinde herhangi bir etki
gostermedigini, ancak BMT’nin 6zellikle 2 uM dozuyla
yapilan ©6n tedavinin PTZ'ye maruz kalan HT-22
hiicrelerinde 6lim oranini azalttigini ortaya c¢ikarmistir.
Ayrica koruyucu oldugu bu dozda tek basina BMT
tedavisinin hiicresel oksidan stres dizeyini azaltirken,
antioksidan dizeyi artirdigt ve PTZ ile birlikte
uygulandiginda ise oksidatif stres lizerine olumlu etkisinin
sinirl kaldigr gozlenmistir. Oksidatif stres, epilepside
onemli olan etkenlerden biridir. Epileptik nobetler
sirasinda artan néronal metabolik talep ve hiicre ici iyonik
dengesizlikler, reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin
asiri  Uretimi ile sonuglanmakta, bu durum beynin
antioksidan savunma sistemlerini yetersiz birakmaktadir.
Gelisen oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, proteinlerin
oksidatif modifikasyonu ve DNA bitinliginin bozulmasi
yoluyla néronal hasari artirmakta ve nébet aktivitesinin
ilerlemesini  ve siddetlenmesini  kolaylastirmaktadir
(Geronzi vd., 2018). Bu sebeple oksidatif stresi
engelleyerek veya azaltarak noroprotektif etki saglamak
epilepside uygun bir tedavi stratejisi olabilir. Literatiirde
antioksidanlarin  kullaniminin  hem eksitotoksisiteyi
iyilestirerek nébet olusumunu engellemede hem de ROS
Uretimini  engelleyerek  norotoksisiteyi  6nlemede
potansiyel bir yaklasim olabilecegi gosterilmistir (Yand vd.,
2020).

PTZ, GABA-A reseptorlerini non-kompetitif sekilde
antagonize ederek nodronal inhibisyonu azaltan ve
boylelikle epileptiform aktiviteyi tetikleyen bir pro-
konviilzan ajandir (Morimoto vd., 2004). GABAerijik
inhibisyonun bozulmasi, noronal aglarda
hiperexsitabiliteye, artmig aksiyon potansiyeli frekansina
ve hiicre ici Ca?* yiuklenmesine yol acar. Bu siire¢ de
mitokondriyal elektron transport zincirinde fonksiyonel
bozulma ile sonuglanarak reaktif oksijen tirlerinin (ROS)
asir Uretimini tetikler. Bu mekanizma hem in vivo PTZ
epilepsi modellerinde hem de in vitro noéronal hiicre
kilturlerinde oksidatif stres belirteglerindeki artisla
tutarhdir (Samokhina ve Samokhin, 2018; Taskiran vd.,
2020). HT-22 hiicreleri, fare hipokampal noronlarindan
Uretilmis bir hiicre hattidir. HT-22 hiicreleri fonksiyonel
iyonotropik glutamat reseptoérlerinden (NMDA, AMPA,
Kainat) yoksundur. Bu ozellikleri sebebiyle, hiicre
o6lumunln klasik eksitotoksisite (reseptor aracili kalsiyum
asirt  yuklenmesi) vyerine, sistin/glutamat antiporter
inhibisyonu sonucu olusan glutatyon (GSH) tiikenmesi ve
buna bagh oksidatif stres yoluyla gerceklesmesini saglar.
Bu nedenle HT-22 modeli, PTZ gibi pro-konviilzan ajanlarin
neden oldugu hiicresel hasarin oksidatif bilesenini
incelemek icin literatirde altin standart olarak kabul
edilen en uygun in vitro modellerden biridir (Tan, Wood,
ve Maher, 1998).

BMT, Na*-K*-2CI~ kotransporter-1 (NKCC1) inhibitori
olarak hicre icine klorir girisini azaltir ve GABA-A reseptor
aracili sinyallesmenin hiperpolarizan yonde kalmasini
destekler (Dzhala vd., 2005). NKCC1/KCC2 dengesizliginin,
epileptik hiperexsitabilitenin temel upstream
mekanizmalarindan biri oldugu iyi bilinmektedir (Li vd.,
2024). Bu baglamda BMT, epileptiform aktiviteyi
dogrudan baskilayan klasik antiepileptiklerden farkh
olarak, iyonik homeostazi dizenleyerek patofizyolojik
sirecin daha erken bir basamagina muidahale eder.
BMT’nin dogrudan antioksidan 6zelliklere sahip olduguna
dair glcli kanitlar bulunmamaktadir. Bununla birlikte,
NKCC1 inhibisyonu yoluyla néronal atesleme sikliginin
azalmasi, NMDA reseptor aracili Ca**  girisinin
sinirlandiriimasi ve mitokondriyal stresin hafifletilmesi
sonucunda ROS dretiminin sekonder olarak azalmasi
biyolojik olarak tutarli bir mekanizma sunmaktadir
(Abruzzo, Panisi ve Marini, 2021). Bu durum, bumetanid’in
oksidatif stres belirtegleri izerindeki etkisinin dolayl ve

downstream sonuglar  Gzerinden gerceklestigini
disundirmektedir. PTZ ile indiklenen epileptiform
aktivitenin, vyalnizca noéronal degil ayni zamanda

inflamatuvar vyolaklari da aktive ettigi bilinmektedir
(Namulodi vd., 2025). NKCC1 aktivitesinin mikroglial
aktivasyon, NF-kB sinyallesmesi ve pro-inflamatuvar
sitokin salinimi ile iliskili oldugu; bu sireclerin de oksidatif
stres yukuni artirdigi bildirilmistir (Gong vd., 2021). Bu
acidan  bakildiginda bumetanid, vyalnizca ndronal
eksitabiliteyi degil, ayni zamanda oksidatif stresle iligkili
inflamatuvar déngileri de dolayl olarak baskilayabilir.

BMT o6n tedavisinin, HT-22 hicrelerinde PTZ ile
indiklenen hiicresel hasar Gzerindeki etkisi oksidatif stres
belirtecleri baglaminda analiz edildigi calismamizda, 2 uM
dozda BMT’nin bazal oksidatif stresi distrdigi ve
antioksidan kapasiteyi artirdigi gbzlenmis; buna karsin PTZ
ile kombine edildiginde oksidatif stres Uzerindeki
dizenleyici etkisinin daha sinirli oldugu goézlenmistir.
Galismamiz, PTZ'nin HT-22 hiicrelerindeki oksidatif stres
profiline (TAS ve TOS seviyelerine) direkt etkisini
Olgmustlr. BMT'nin bu profildeki PTZ ile indiklenen ROS
artisini azalttigini, total antioksidan seviyeyi korudugunu
ve hicre canhhgini arttirdigini gostermistir.  PTZ'nin
oksidatif stres olusturdugu deneysel epilepsi literatlrd,

HT-22 hicrelerinin  oksidatif duyarhligi ve NKCC1
inhibisyonunun  epileptiform  aktiviteyi  baskilayan
etkilerine dair dolayli kanitlarin batancdl

degerlendiriimesine dayanarak yorum yapmaktadir. Bizim
¢alismamiz BMT On tedavisinin HT-22 hiicrelerinde PTZ ile
indiiklenen hiicre hasarina karsi olasi noéroprotektif
etkisini bazi oksidatif stres belirteglerine olan etkisi
Gzerinden dogrudan inceleyen ilk 6zgiil calisma olmasiyla
one ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, ¢alismamizda oksidatif
durum, toplam antioksidan kapasite ve toplam oksidan
dizey Olglimleri Gzerinden degerlendirildiginden ve
reaktif oksijen tdrleri (ROS), malondialdehit (MDA),
GSH/GSSG orani veya spesifik antioksidan enzim
aktiviteleri gibi daha ayrintili biyokimyasal belirteglerin
analiz edilmemis oldugundan mekanistik yorumlarin
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kapsamini sinirlamaktadir. Ayrica, literatiirde epileptiform
hasarla iliskili oldugu bildirilen NF-kB gibi inflamatuvar
sinyal vyolaklarinin ¢alismamizda degerlendirilmemis
olmasi, BMT’nin hiicresel diizeydeki etki mekanizmasinin
daha ayrintili agiklanmasini kisitlamaktadir. Bu yiizden,
gelecekte yapilacak galismalarin daha spesifik oksidatif ve
molekiiler parametreleri icermesi, elde edilen bulgularin
mekanistik temelinin daha net ortaya konmasina katki
saglayacaktir.

SONUC

Sonug olarak, BMT 6n tedavisinin PTZ ile indiklenen
HT-22 hicre hasarinda olasi noéroprotektif etkisinin,
dogrudan antioksidan bir mekanizmadan ziyade, klorir
homeostazini diizenleyerek nodronal hipereksitabiliteyi
azaltmasi ve buna bagli sekonder oksidatif stres yanitlarini
baskilamasi ile agiklanacagini diistinmekteyiz. Bu yaklasim,
epilepsi ve epileptiform hasarin yalnizca sonuglarini degil,
upstream patofizyolojik belirleyicilerini hedef alan
tamamlayici bir  noroprotektif  strateji  olarak
degerlendirilebilir. Bunun yaninda, BMT'nin etkisinin
klorlir homeostazi ile iliskisini dogrulamak amaciyla
NKCC1/KCC2 ekspresyon analizlerinin yapilmasi ve
noronal hipereksitabilitenin dogrudan degerlendirilmesi
icin elektrofizyolojik yaklagimlarin  kullanildigi  yeni
calismalar gerekmektedir. Ayrica, oksidatif stresin daha
kapsamli karakterizasyonu icin ek biyokimyasal belirtecler
eklenerek, bulgularimizi in vivo epilepsi modellerinde
dogrulanmasinin translasyonel agidan énemli olacaktir.
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