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Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor Uzerine Etkisinin Arastirilmasi
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Anahtar Kelimeler Oz: Bu calismanin amaci, sicanlarda pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan nobetlerde

Nobet, diazepamin antikonviilzan etkinliginde nitrik oksit sentaz (NOS) ve beyin kaynakli nérotrofik
Pentilentetrazol faktor (BDNF) lizerine etkisini aragtirmaktir. Caligmada 24 adet erkek Wistar Albino sigan
Diazepam, kullanilmastir. Siganlar kontrol grubu, salin (1 mL kg?*) +PTZ, diazepam (0,5 mg kg™1)+PTZ
Nitrik Oksit ve diazepam (2 mg kg )+PTZ grubu olarak 4 gruba ayrilmistir (n=6). Intraperitoneal ilag
Sentaz, uygulamalarindan 24 saat sonra biyokimyasal incelemeler i¢in tiim si¢anlarin beyin dokular1
Beyin Kaynakl cikarilip, korteks ve hipokampiis bolgeleri ayrilmistir. Korteks ve hipokampiisteki NOS ve
Norotrofik Faktor BDNF diizeyleri enzim bagli immiinosorbent analizi (ELISA) kitleri kullanilarak l¢iilmiistiir.

Diazepam, salin+PTZ uygulanan grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir sekilde ndbet
evresini azaltti ve ilk miyoklonik jerk (IMJ) siiresini uzatti (p<0.001). Salin+PTZ, kontrol
grubuna kiyasla hipokampiiste NOS seviyelerini anlamli olarak azaltti (p<0.05). Bununla
birlikte diazepam+PTZ gruplari, salintPTZ grubuyla karsilastirildiginda hipokampal NOS
seviyesini anlaml olarak artirdi (p<0.001). Ayrica, salintPTZ grubu Kkontrolle
kargilagtirildiginda  korteks ve hipokampiliste BDNF seviyesini artirirken (p<0.05),
diazepam+PTZ uygulanan gruplarda BDNF seviyesi salin+PTZ grubuna kiyasla diisiikti
(p<0.001). Diazepam hipokampiiste NOS seviyesini artirmis, korteks ve hipokampiiste ise
BDNF seviyelerini diisiirmiistiir. Sonu¢ olarak, diazepamin NOS ve BDNF {izerine
diizenleyici etkisi antikonviilzan etkisiyle iliskili olabilir.

Investigation of the Effect of Diazepam on Nitric Oxide Synthase and Brain-Derived
Neurotrophic Factor in Pentylenetetrazole-Induced Acute Seizure Model

Keywords Abstract: The aim of this study was to investigate the effect of diazepam on nitric oxide
Seizure, synthase (NOS) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the anti-convulsant activity
Pentylentetrazole of diazepam on pentylenetetrazole (PTZ) induced seizures in rats. 24 male Wistar Albino rats
Diazepam, were used in the study. Rats were divided into 4 groups as control group, saline (1 mL kg™)
Nitric Oxide +PTZ, diazepam (0.5 mg kg™') +PTZ and diazepam (2 mg kg*) +PTZ group (n=6). For
Syntase, biochemical studies, 24 hours after PTZ application, brain tissues of all rats were removed
Brain Derived and cortex and hippocampus regions were isolated NOS and BDNF levels in the cortex and
Neurotrophic hippocampus were measured using ELISA kits. Diazepam significantly decreased the seizure
Factor stage and prolonged the first myoclonic jerk (IMJ) time compared to the saline group

(p<0.001). Saline+PTZ significantly decreased NOS levels in the hippocampus when
compared to the control group (p<0.05). However, the diazepam+PTZ groups significantly
increased the hippocampal NOS level compared to the saline+PTZ group (p<0.001). In
addition, the saline + PTZ group increased the BDNF level in the cortex and hippocampus
compared to the control (p<0.05), while the BDNF level was lower in the diazepam+PTZ
group compared to the saline+PTZ group (p<0.001). Diazepam increased NOS levels in the
hippocampus and decreased BDNF levels in the cortex and hippocampus. In conclusion, the
regulatory effect of diazepam on NOS and BDNF may be related to its anti-convulsant
mechanisms.
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1. GIiRiS

Nobet, merkezi sinir sisteminde belirli bir islevi olan
néron toplulugunun ani, anormal ve hipersenkron
desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir [1]. Nobet olusumu
motor aktivitede, davraniglarda ve biling diizeyinde
degisimlere yol acabilmektedir [2]. Epileptik ndbet i¢in
olusturulan  hayvan modelleri, ndbetlerin  temel
mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in 6énem arz etmektedir

(3.

Pentilentetrazol (PTZ), GABAa kloriir iyonofor
kompleksinin segici bir antagonistidir. PTZ, GABA
aracili transmisyonu bloke ederek nobet aktivitesini
stimiile etmektedir [4]. PTZ ile olusturulan farkli nobet
modelleri, antiepileptik ilag gelistirme ¢aligmalarinda
siklikla kullanilmaktadir [5]. Benzodiazepinler epileptik
ndbetlerin tedavisinde kullanilan 6nemli bir ilag grubudur
[6]. Klasik olarak, benzodiazepinler GABAAa
reseptorii/kanalindaki benzodiazepin baglama bdlgesi
aracilifiyla etki ederler ve kloriir akiginin artmasina ve
néronal membran potansiyelinin ve uyarilabilirliginin
(eksitabilite) ~ azalmasina  neden  olurlar  [7].
Benzodiazepinlerin  GABAA  reseptorii  iizerindeki
baglanma yeri iyi bilinmesine ragmen [8], bu ilag
gruplarinin antikonviilzan etki mekanizmalar1 heniiz
aydinlatilamamustir.

Nitrik oksit (NO), bir enzim ailesi olan nitrik oksit sentaz
(NOS) tarafindan L-arginin‘den sentezlenen ve guanilil
siklaz1 giiclii bir sekilde uyaran, ikinci haberci cGMP
seviyelerinin artmasma neden olan ve serbest radikale
doniisebilen bir gazdir. NO/cGMP sinyal yolagi, merkezi
sinir sisteminde ndrotransmitter/ndromodiilatdr olarak
kilit rol oynar [9]. Literatiirde, nitrik oksitin nobetlerin
tiiriine ve ilgili diger norotransmitter sistemlerine baglt
olarak antikonviilzan [10,11] ve prokonviilzan [3,12,13]
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte,
benzodiazepinlerin hipnotik [14], antinosiseptif [15] ve
antikonviilzan [16] etkilerini NO’i modiile ederek
gosterebilecegi ongorilmiistiir.

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), norotrofin
ailesinin bir {iyesidir ve ndronal gelisim ve sinaptik
plastisitede 6nemli rol oynamaktadir [17]. Epilepsi ve
BDNF arasindaki iliski {izerine yapilan calismalarda,
limbik nobetlere katilan beyin bolgelerinde nébet sonrasi
BDNF  ekspresyonunun  biiylik  Olglide  arttig
gosterilmistir  [18,19]. Ayrica, nd&betlerden sonra
hipokampal piramidal hiicrelerde BDNF artis1 tespit
edilmistir [20]. Buna ek olarak, BDNF’nin eksitabiliteyi
artirdigi ve epileptogenezde rol oynadigi [21], BDNF
sinyal transdiiksiyonunun engellenmesinin ise epilepsi
odaginin gelismesini inhibe ettigi gosterilmistir [22].

Diazepamin  antikonviilzan  etkinligi ve  olasi
mekanizmalari iizerine cesitli caligmalar
yapilmistir[23,24]. Fakat PTZ ile olusturulan nobet
modelinde diazepamin NOS ve BDNF diizenlenmesi
iizerine etkileri heniiz tam olarak aydinlatilamamigstir. Bu
caligmada amacimiz, siganlarda PTZ ile olusturulan ndbet
modelinde diazepamin kortikal ve hipokampal NOS ve
BDNF iizerine etkisini arastirmaktir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Deney Hayvanlar

Bu ¢alismada eriskin 24 adet erkek Wistar Albino si¢an
(220-240 g) kullanild1. Siganlar 22+1 °C oda sicakliginda
12 saatlik aydinlik/karanlik siklusunun saglandigi, sesten
yalitilmig odada ve %55+6 oranda nemli ortamda tutuldu
ve uygun oranda beslenmeleri saglandi. Deney
uygulamasi 09.00-15.00 saatleri arasinda gerceklesti ve
deney ortaminin 151k ile ses diizeyi siirekli kontrol altinda
tutuldu. Bu calisma, Sivas Cumbhuriyet Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanliginin onay1
ile yapildi1 (Karar No: 65202830-050.04.04-512).

2.2. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Pentilentetrazol ve diazepam (Sigma-Aldrich Co. St
Louis, MO, ABD) iiretici firmadan temin edildi.
Kimyasallar serum fizyolojik (1 ml kg?) iginde ¢oziilerek
sicanlara enjekte edildi.

2.3. Deney Protokolii

Calismada yer alan 24 sigan her grupta 6 adet sigan olacak
sekilde rastgele 4 gruba ayrildi.

Kontrol grubu: Siganlara 1 ml kg'* dozda serum fizyolojik
(SF) intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi.

Salin+PTZ grubu: Siganlara PTZ (45 mg kgt, i.p) ile
nobet indiiklenmesinden 30 dakika dnce 1 ml kg dozda
serum fizyolojik (SF) intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandi.

Diazepam (0,5 mg kg+PTZ grubu: Siganlara PTZ (45
mg kg, i.p) ile nobet indiiklenmesinden 30 dakika dnce
0,5 mg kg diazepam i.p olarak uygulandi [25].
Diazepam (2 mg kg') +PTZ grubu: Siganlara PTZ (45 mg
kg, i.p) ile nobet indiiklenmesinden 30 dakika énce 2 mg
kg diazepam i.p olarak uygulandi [25].

Nobet modeli olusturmak igin sicanlara Onceki
calismalardan referans alinarak 45 mg kg™ ik (1 mL kg
hacim igerisinde) tek doz PTZ i.p olarak uygulandi [26].
Enjeksiyon sonrasi hayvanlar iistii agik seffaf pleksiglas
(50x40x40 cm boyutlarinda) kafeslere konuldu ve
hayvanlarin davraniglar1 30 dakika boyunca gozlemlendi.
Nobet evresi modifiye Racine konviilziyon dlgegine (RS)
gore belirlendi. Nobet asamalari RS’a gore su sekilde
tanimlandi: O=konviilziyon yok; 1=biyik segirmesi;
2=daha belirgin segirme ile motor arrest; 3=miyoklonik
segirmeler; 4=diisme olmaksizin tonik-klonik ndbet;
S5=diisme ile tonik-klonik ndbet; 6=vahsi sigramalar ile
tonik-klonik nébet ve 7=0liimciil ndbet. [26]. Bununla
birlikte, siganlarin PTZ sonras1 ilk myoklonik jerk (IMJ)
stireleri belirlendi (Sekil 1).
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2.4. NOS ve BDNF Diizeylerinin Ol¢iimii

Hayvanlarin beyin dokusu ornekleri (korteks ve
hipokampiis bolgesi) soguk fosfat tamponlu salin (PBS)
¢ozeltisi (pH 7.4) iginde homojenize edildi ve 12000 g’de
10 dakika boyunca 4 °C de santrifiij edildi. Daha sonra
stipernatanlar NOS ve BDNF diizeylerinin dl¢iilmesi i¢in
-80 °C saklandi. Beyin siipernatanlarindan NOS ve BDNF
diizeylerinin  belirlenmesinde ~ ELISA  ticari  kiti
(Sunredbio, Cin) kullanildi. Islem protokolleri, iireticinin
talimatlarina gore yapildi. Orneklerdeki toplam protein
seviyelerini belirlemek i¢in bir Bradford total protein
Olgim kiti (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya)
kullanild1 [27].

2.5. istatistiksel Degerlendirme

Tim deneysel sonuglar ortalama + ortalamanin standart
hatas1 (SH) olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz icin
SPSS istatistik programi (SPSS 23.0 for windows)
kullanildi.  Veriler normal dagilima  uygunluk
gosterdiginden  dolayt  verilerin  gruplar  arasi
karsilastirilmasi igin varyans analizi (One way ANOVA),
gruplar arasi farkliligin hangi gruptan kaynaklandig: ise
Tukey HSD (post-hoc test) ile tespit edildi. Istatistiksel
anlamlilik p<0,05 diizeyinde tanimlandi.

y
i £
PTZ (45 mg/kg, Ip) ELISA yontemi ile
le nbet ort
dakika once Salin ya
da Diazepam (0,5 mg,
2mg/kg) uygulanmast

induklenmesi hipokampilste
NOS ve BONF

diizeylerinin Slgimii

Sekil 1. Deney protokolii (BioRender.com lisansli uygulamasi
kullanilarak olugturulmustur)

3. BULGULAR
3.1. Diazepamin Nébet Parametreleri Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada, ndbet parametreleri, siganlara PTZ
enjeksiyonundan sonra video kayitlar1 kullanilarak
belirlendi. Sekil 2A'da gosterildigi gibi, diazepam+PTZ
gruplarinda nobet evreleri salintPTZ  grubundaki
hayvanlara gore anlamli olarak daha diisiik bulundu (p
<0.001; Sekil 2A). Ayrica, IMJ siireleri diazepam
uygulanan sicanlarda salin+PTZ grubuna kiyasla anlaml
olarak daha yiiksekti (p<0.001; Sekil 2B).

ilk Miyoklonik Jerk (sn)
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mm Salin+PTZ
G_ mm Diazepam (0,5 mg/kg)+PTZ
Em Diazepam (2 mg/kg)+PTZ
4+ *
24
o-
Gruplar

o
o
1

*
200 d
150
*
100+

=]
I

Gruplar

Sekil 2. Diazepamin sicanlarda (n = 6) RS (A) ve IMJ (B) iizerine

etkileri.
salintPTZ grubu ile karsilastirildiginda;

Degerler ortalama = SH olarak verilmistir. * p<0.001,
*p<0.01, 7 P<0.001 Diazepam

(0,5 mg kgl) +PTZ grubu ile karsilastirildiginda.
3.2. Diazepamin Korteks ve Hipokampiiste NOS ve
BDNF Seviyeleri Uzerine Etkisi

Diazepamin ndbet sonrasi kortikal NOS seviyeleri lizerine
etkisi incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml

fark  bulunmadi (p>0.05; Sekil 3A).

Hipokampiiste ise salin+PTZ grubunda kontrol grubuna

gore

NOS seviyeleri azaldi (p<0.001; Sekil 3B).

Diazepam+PTZ gruplarinda ise salin+PTZ grubuna gore 54
NOS seviyeleri artt1 (p<0.001; Sekil 3B).

NOS (ng/g potein)

NOS (ng/g potein)

KORTEKS
mm Kontrol
50 mm Salin+PTZ
mm Diezepam (0,5 mg/kg)+PTZ
40 BB Diezepam (2 mglkg)+PTZ
30
20
10
0
Gruplar
HIPOKAMPUS

100
80
60
40
20

0

Gruplar

Sekil 3. Diazepamin siganlarda (n = 6) nobet sonrasi kortikal (A) ve
hipokampal (B) NOS seviyeleri tizerine etkileri. Degerler ortalama + SH

olarak verilmistir. * p<0.001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

+

p<0.001 salin+PTZ grubu ile karsilastirildiginda.

PTZ

ile nobet indiiklenen grupta kontrol grubuna gore

hipokampiis ve kortekste BDNF seviyesinde anlamli
olarak artig goriildii (p<0.001). Diger yandan, diazepamin
farkli dozlar1 PTZ grubuna kiyasla kortekste BDNF
seviyesinin diismesine neden oldu (p<0.001; Sekil 4A).
Benzer sekilde diazepamin 0,5 mg kg?! ve 2 mg kg’
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dozlar1 hipokampiiste BDNF seviyelerini anlamli olarak
azalttigr gorildi (p<0.01, p<0.001; Sekil 4B).

.

ma Kontrol

4 . = Salin+PTZ
% mm Diezepam (0,5 mg/kg)+PTZ
3 3 + mm Diezepam (2 mg/kg)+PTZ
5 +
o
S 27
£
z
3"
m

0-

Gruplar

HIPOKAMPUS

8 *
E +
g 6+ bad
a
o
B 47
£
z
37
o

0

Gruplar

Sekil 4. Diazepamin siganlarda (n = 6) nobet sonrasi kortikal (A) ve
hipokampal (B) BDNF seviyeleri tizerindeki etkileri. Degerler ortalama
+ SH olarak verilmistir. * p<0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
“p<0.01 ve ** p<0.001 salin+PTZ grubu ile karsilastirildiginda.

4. TARTISMA

Bu c¢alismada PTZ ile olusturulan nébet modelinde
diazepamin korteks ve hipokampiiste NOS ve BDNF
iizerine etkileri arastirilmistir. Diazepam nobet sonrast
kortikal NOS diizeylerine etki etmezken, hipokampal
NOS seviyesini diigiirmiistiir. Buna ek olarak, diazepam
uygulamasi ndbet sonrasi korteks ve hipokampiiste artis
gosteren BNDF seviyelerini diislirmiistiir.

Sicanlarda PTZ ile olusturulan deneysel nobet
modellerinde PTZ’nin 45 mg kg? akut enjeksiyonu
miyoklonik jerk, klonus ve tonik-klonik kasilmalara
neden olarak jeneralize ndbetlere yol agmaktadir [26,28].
Gholipour ve arkadaslar1 intravenéz PTZ enjeksiyonu ile
olusturduklart nbet modelinde diazepamin klonik ndbete
girig siiresini artirdigin1  belirtmislerdir [29]. Benzer
sekilde diazepam; siganlarda pilokarpinle indiiklen status
epileptikus modelinde toplam nobet siiresini azaltirken
ndbete giris siiresini artirmistir [30]. Mevcut ¢alismada
antikonviilzan 6zelligi bilinen diazepam, PTZ (45 mg kg’
Dile olusturulan ndbet modelinde ndbet evrelerinin
azalmasima ve IMJ siiresinin uzamasina neden olmustur.
NO sinir sistemi i¢in 6nemli bir ndéromediyatordiir,
hipokampiis basta olmak iizere beynin birgok bdlgesinde
noronal hiicrelerde NOS tarafindan L-arjininin L-sitriiline
doniistiiriilmesi sirasinda olugmaktadir [31]. PTZ ile
olusturulan nobetlerde farkli beyin bdlgelerinde NO
miktarinin arttig1 gosterilmistir [32]. NO ve epilepsi
arasindaki iliskiyi agiklayan ¢ok sayidaki farkli
calismalarda NO hem prokonviilsan hem de
antikonviilzan 6zellik gostermektedir [3, 33]. PTZ ile
olusturulan ndbet modellerinde ndbet sonrasi korteks ve
hipokampiisteki NO diizeylerindeki degisimler ile ilgili
farkli sonuglar bulunmaktadir. Naziroglu ve arkadaslari
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yaptiklar1 c¢alismada PTZ ile indiiklenen akut nobet
modelinde nébetten sonra kortikal NO seviyesinin
degismedigini belirtmiglerdir [34]. Buna karsilik,
Taskiran ve arkadaglari ise PTZ ile olusturulan ndbet
sonrast hipokampiis ve kortekste PTZ uygulamasinin
nNOS, iINOS ve NO seviyelerini yiikselttigini,
diazepamin ise bu degerleri dislirdiigiinii tespit
etmiglerdir [26]. Farkli bir g¢aligmada ise PTZ ile
olusturulan tonik klonik nobetler sonrasinda frontal
kortekste nNOS diizeyi artmig, iNOS ve eNOS degisiklik
gostermemis; hipokampal nNOS, iNOS ve eNOS
ekspresyonu ise azalmigtir [35]. Benzer sekilde Mazhar ve
arkadaglar1 PTZ ile olusturulan tutugma modelinde nobet
sonrast NOS ekpresyonunun arttigini, diazepam
uygulamasinin  ise NOS seviyesini diisiirdigiinii
belirtmislerdir [36]. Ote yandan, diazepamin anksiyolotik
etkilerini gosteren ¢alismada kortikal ve hipokampal NOS
iizerine etkisi olmadig1 bulunmustur [37]. Calismamizda
ise PTZ ile olusturulan ndbetler sonrasi kortekste gruplar
aras1 NOS seviyesinde degisiklik goriilmemistir. Bununla
birlikte hipokampiiste PTZ grubunda NOS seviyesinin
diistiigli goriilmiistiir. Bunun nedeni epileptik ndbetlere
bagli olarak ortaya c¢ikan oksidatif stres olabilir.
Hipokampiiste yer alan NMDA reseptorlerinin kortekse
gore asir1 aktivasyonu sonucu hiicre igine asirt kalsiyum
girisi reaktif oksijen firiinlerinin olusmasma neden
olmaktadir. Bu oksidatif iiriinlerin hipokampiiste NOS ile
reaksiyonu sonucu oksidatif peroksit tiriinleri olusturarak
[38] NOS seviyesinin diigmesine neden olmus olabilir.
Diazepam ise hipokampiiste nobete bagli azalan NOS
seviyelerini artirmigtir.  Diazepam  oksidatif stres
belirteglerinin azalmasina neden olarak hipokampiiste
NOS seviyesini artirmis olabilir.

BDNF, merkezi sinir sisteminde gorev alan biiylime
faktorlerinden biridir [39] ve beyin plastisitesinde onemli
yere sahiptir [40]. Yapilan deneysel ¢alismalar BDNF nin
ndbet olusumu ile iliskili olabilecegini ortaya koymustur
[41]. Farkli epilepsi modellerinde BDNF ekpresyonunun
arttigi goriilmistiir [42-44]. Benzer sekilde farelerde PTZ
ile olusturulan nobet modelinde noébet sonrasi BDNF
seviyesi yiiksek bulunmustur [45]. Bunun aksine Sahin ve
arkadaglar1 kainik asid ve PTZ ile olusturduklari nobet
modellerinde nobet sonrast BDNF seviyesinin azaldigini
gostermislerdir [46]. Benzer sekilde benzodiazepinlerin
hipokampiiste etki mekanizmasini arastiran bir ¢alismada
diazepamin BDNF seviyesini diislirdiigii gosterilmistir
[47]. Bu calismadan farkli olarak Regner ve arkadaslari
PTZ ile olusturulan tutusma modelinde ndbet sonrasi
diazepam uygulan grubun PTZ grubuna gore kortikal ve
hipokampal BDNF seviyeleri lizerine etki etmedigini
belirtmislerdir [48]. Calismamizda ise PTZ ile olusturulan
ndbet sonrasinda korteks ve hipokampiiste BDNF
seviyesinin artt1g1 tespit edildi. Diazepam uygulamasi ise
hipokampal ve kortikal BDNF seviyelerini diisiirdii.
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5. SONUC

Diazepam, PTZ ile olusturulan ndbet sonrasi ndbet
evrelerinin azalmasina ve ilk miyoklonik jerk siiresinin
artmasina neden olmustur. Ayrica diazepam, ndbet
sonrasi kortikal NOS seviyesi iizerine etki gdstermezken
hipokampal NOS seviyesini artirmistir. Hipokampiiste ve
kortekste ndbet sonrasi artan BDNF seviyeleri diazepam
uygulamasi sonrast diigmiistiir. Diazepamin, NOS ve
BDNEF iizerine diizenleyici etkisi antikonviilzan etkisi ile
baglantili olabilir. Ancak, bu hipotezin kanitlanabilmesi
icin ileri molekiiler ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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