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Oz

Amacg: Epilepsi nobetlerle meydana gelen, diinyada milyonlarca
kisinin etkilendigi kronik bir hastaliktir. Hastaligin tedavisinde
kullanilan ilaglar bircok vakada tam bir basar1 saglayamamakta,
ilaclarmm yan etkileri ila¢ kullamimim sinirlandirabilmektedir.
Bu nedenlerle yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi elzemdir.
Epilepsi hastaligina iligkin calismalarda son zamanlarda TRP
kanallar1 dikkat cekmektedir. TRPM4 kanaly, hiicre zarinda bulunan
bir katyon kanalidir. Beyin, omurilik gibi viicut boliimlerinde tespit
edilen TRPM4 kanali, 9-Fenantrol tarafindan inhibe edilmektedir.
Calismamizda 9-Fenantrol uygulamasinin  TRPM4  kanal
inhibisyonu ile sinir hiicrelerinde uyarilabilirligi azaltabilecegi,
dolayisiyla antikonviilzan etkinlik meydana gelebilecegi diistiniildii.
9-Fenantrolin deney hayvanlar iizerinde sistemik kullanimina
iligskin cok az sayida makale bulundugu icin az sayida hayvanla pilot
calisma yapilmasi uygun goriildii.

Materyal ve metod: Calismamizda penisilinle deneysel epilepsi
modeli olusturuldu ve 9-Fenantrol'iin beynin elektriksel aktivitesi
iizerine etkilerielektrokortikografi (ECoG) kayitlariile gozlemlendi.
9-Fenantrol’iin epileptik nobet aktivitesinde amplitiid ve frekans
iizerine olan etkileri sayisal verilere doniistiiriildii, elde edilen bu
veriler istatistiksel olarak incelendi.

Bulgular: Bulgularimiz 9-Fenantrol'iin uygulama sonrasinda
150. dakikadan itibaren antikonviilzan etki sagladigini gosterdi
(p=0,02). Ayrica diken dalgalarin bir dakikadaki ortalama
amplitiid degerleri kiyaslandiginda da 150. dakikada diken
dalga amplitiidlerinde istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide azalma
meydana geldi (p=0,005).

Sonug: Literatiirde yapilan ¢alismalar ile elde ettigimiz bulgular
uyumluluk gostermektedir. TRPM4 kanali inhibe edildiginde
antikonviilzan etkiler goriilmekle beraber epileptik ndbetle
meydana gelen hasarlar azaltilabilmektedir. Sonug olarak TRPM4
kanalinin epilepsi tedavisinde yeni bir terapotik hedef olabilecegi
diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 9-Fenantrol, Elektrofizyoloji, Epilepsi, TRPM4

Abstract

Background: Epilepsy is a chronic disorder characterized by
recurrent seizures, affecting millions of people worldwide. The
drugs used in its treatment often fail to achieve complete success
in many cases, and their side effects can limit their use. For these
reasons, developing new therapeutic strategies is essential. In
recent studies on epilepsy, TRP channels have attracted increasing
attention. The TRPM4 channel is a cation channel located in the cell
membrane. It has been detected in various parts of the body, such
as the brain and spinal cord, and is inhibited by 9-Phenanthrol.
In our study, it was hypothesized that inhibition of the TRPM4
channel by 9-Phenanthrol might reduce neuronal excitability,
thereby producing an anticonvulsant effect. Since there are only
a few studies investigating the systemic use of 9-Phenanthrol in
experimental animals, it was considered appropriate to conduct a
pilot study with a small number of animals.

Materials and Methods: In our research, an experimental
epilepsy model was induced using penicillin, and the effects
of 9-Phenanthrol on brain electrical activity were observed
through electrocorticography (ECoG) recordings. The effects of
9-Phenanthrol on the amplitude and frequency of epileptic seizure
activity were quantified, and the obtained data were statistically
analyzed.

Results: Our findings demonstrated that 9-Phenanthrol exhibited
anticonvulsant effects starting from the 150" minute after
administration (p=0,02). Furthermore, when the mean amplitude
values of spike waves per minute were compared, a statistically
significant reduction in spike wave amplitudes was observed in the
150" minute (p=0,005).

Conclusions: Our findings are consistent with those reported in
the literature. Inhibition of the TRPM4 channel has been shown
to produce anticonvulsant effects and to reduce the neuronal
damage caused by epileptic seizures. In conclusion, the TRPM4
channel may represent a novel therapeutic target in the treatment
of epilepsy.
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Yilmaz ve Diizenli
Giris

Epilepsi spontan nobetlerle karakterize kronik bir hastaliktir (1).
Epilepsi diinyada yetmis milyondan fazla kisiyi etkilemektedir (2).
Epilepsitedavi edilmediginde morbidite, engellilik hatta mortalite
ile sonuclanabilmekle beraber cesitli tedavi secenekleri ile bu
riskler azaltilabilmektedir. Epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglar
ile tedavi hedefleri ylizde elli oranda gergeklestirilebilmektedir
(3). llag tedavisine direncli refrakter vakalarin orani yapilan
calismalara gére %11 ile %51 arasi degismektedir (4). ilaca
direngli vakalarin varligi, tedavide kullanilan ilaglarin yan etki
profilleri gibi nedenler epilepsi tedavisinde yeni ilag gelistirme
cabalarini canli tutmaktadir. Epilepsi ¢alismalarinda son
zamanlarda Transient receptor potential (TRP) kanallari dikkat
cekmektedir. TRP kanallari cevresel degisikliklere ve uyarilara
duyarli katyon kanali sliper ailesi olarak bilinmektedir ve
TRPC, TRPM, TRPV gibi alt aileleri bulunmaktadir (5). TRPM4,
hicre zarinda yerlesik, secici olmayan bir katyon kanalidir (6).
TRPM4 kanallari gesitli memeli tiirlerinde adrenal bez, mesane,
beyin, endotel, kalp, karaciger, pankreas gibi bircok dokuda
bulunmaktadir (7). TRPM4 kanallari beyin arter diz kaslarinda
eksitasyon ve kasilma fonksiyonu ile iliskilidir (8,9). TRPMA4
kanallari sinir sisteminde genis alanlarda eksprese olmaktadir.
insanlarda spinal kordda, beyinde, beyincikte tespit edilen
TRPM4 kanallari, fare ve sicanlarda yine beyin bdlgelerinde
tespit edilmistir (10-12). 9-Fenantrol, polisiklik aromatik
hidrokarbon kaynakli benzokinolizinyum derivesi bir bilesiktir ve
toksik etkileri olabilmektedir (13). 9-Fenantrol TRPM4 kanalini
tersinir bloke etmektedir (14).

Calismamizda amacimiz sigcanlarda penisilinle olusturulan
epilepsi modeli Gzerinde TRPM4 kanal inhibitori 9-Fenantrol’tiin
nobet aktivitesi Gzerine etkileriniincelemekidi. Katyon kanaliolan
TRPM4 bloke edildiginde, pozitif yikll iyonlarin hiicre disindan
hicre icine dogru akisinin engellenmesiyle hiicrenin uyarilma
diizeyinin azalabilecegi varsayimindan yola ¢ikarak, 9-Fenantrol
uygulamasiyla antikonvilzan etki saglanabilecegi 6ngorildi. Bu
amag ve hipotez dogrultusunda TRPM4 kanal inhibisyonunun
epileptik nébetler Gzerine olan etkileri gozlemlendi. Pilot ¢calisma
yapilmasinin nedeni literatiirde 9-Fenantrol’lin sicanlarda in
vivo sartlarda sistemik kullanimina iliskin yeterli sayida yayin
bulunmamasi idi. Bu baglamda, calismamiz TRPM4 kanallarinin
epileptik nobetlerin patofizyolojisindeki potansiyel tedavi
rollerini kesfederek yeni terapotik hedeflerin 6niini agmayi

planlamaktaydi.

9-Fenantrol’iin Epileptik NGbetlere Etkileri

Materyal ve Metod

Calismamizabesadeterkek Wistar Albino sicandahil edildi. Deney
hayvanlarinin standart barinma kosullarinda 12 saat aydinlik/
karanhk doéngisiinde, serbest su ve yem erisimi ile bakimlari
saglandi. Calisma icin Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan karar no: 2024 HADYEK-10,
tarih: 12.06.2024 tarihli etik kurul onayr alinmistir. Deney
protokolimuziin temelini, sican beyninde epileptiform aktiviteyi
tetiklemek ve ardindan bu aktivite lizerindeki potansiyel etkileri
gdzlemlemek olusturdu. ilk adim olarak sicanlardan birkag dakika
boyunca bazal elektrokortikogram kayitlari alindi, sonrasinda sol
sensorimotor korteks bolgesinden beyne dogrudan intrakraniyal
(i.c.) 500 IU Penisilin enjeksiyonu vyapilarak nébet benzeri
desarjlar baslatildi (15). Bu tetiklemeyi izleyen 30 dakikahk bir
bekleme sliresinin ardindan, test edilecek olan 9-Fenantrol
molekill, dimetilstlfoksit (DMSO) iginde 20mg/ml olacak
sekilde ¢oziilerek karin bosluguna intraperitoneal (i.p.) yoldan 1
mg/kg dozunda uygulandi. 9-Fenantrol icin, Piao ve ark./nin (16)
yapmis oldugu c¢alismanin in vivo kisminda uygulanan 1 mg/kg

dozunun galismamizda kullanilmasi uygun gorulda.

Elektrofizyolojik verilerin toplanabilmesi icin deneklere cerrahi
bir hazirlik sireci uygulandi. Uretan anestezisi (1,25 g/kg,
i.p.) uygulanan hayvanlar, kafa derisine yapilan bir kesi ile sol
sensodrimotor korteks tizerindeki kafatasi kemigi ortaya gikarilarak
stereotaksik cihaza sabitlendi. Kraniyotomi bu kemigin dikkatlice

bir tur motoruyla inceltilip kaldirilmasiyla gerceklestirildi.

Beynin elektriksel aktivitesinin kaydi (ECoG), Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Laboratuvari’'nda yapildi. Beyin
dokusunun kurumasini, viicut isisinin diismesini ve ayni zamanda
elektriksel giirtiltiyd (artefakt) en aza indirmek amaciyla cerrahi
alan 37°C’lik sivi vazelin ile perfiize edildi. Korteksten Ag/AgCl
elektrotlar araciligiyla alinan ham elektriksel sinyaller, dnce bir
amplifikatorde (EEG150B) giiclendirildi, ardindan Bipoac MP150
veri toplama sistemi ile dijital formata cevrilerek bilgisayara
aktarildi. Bu sure¢ “Data Acquisition Systems” (Biopac) yazilimi
ile yonetildi ve penisilin enjeksiyonundan sonra toplam 180
dakika boyunca kayit alindi.

Ham ECoG kayitlari, anlamli sayisal verilere donistiiriilmek tGzere
bir dizi islemden gegirildi. Toplam kayit suresi, yazilim araciligiyla
birer dakikalik dilimlere ayrildi. Her bir dilim icin epileptiform
aktivitenin iki temel gostergesi olan diken dalga sayisi ve bu
diken dalgalarin ortalama genligi (amplitidi) hesaplandi.

istatistiksel Analiz
Elde edilen sayisal verilerin analizi i¢cin SPSS 20.0 programi
kullanildi. Denek sayimizin azhgi, istatistiksel analiz i¢in non-

parametrik bir yontem olan Friedmann testinin segilmesini
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gerektirdi. Yapilan karsilastirmalarda Bonferroni dizeltmesi
yapilarak normalize edilmis p degerlerinin 0,05’in altinda ¢ikmasi
durumu istatistiksel ydnden anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Calismamizda penisilin  modelinde meydana gelen diken
dalgalarin birer dakikalik zaman dilimlerinde meydana gelen

9-Fenantrol’iin Epileptik Nobetlere Etkileri

frekans ve ortalama amplitliid degerleri o6l¢lildi. 9-Fenantrol
10 dakikahk kismin
ortalamasi ile 9-Fenantrol verildikten sonraki 10., 30., 60., 90.,
120., 150. ve 180. dakikalarda birer dakika boyunca olgilen
frekans ve ortalama amplitiid degerleri kiyaslandi. Boylelikle

etken maddesi verilmeden onceki

veriler baslangic degerleriyle tek tek kiyaslanmis oldu. Belirli
zamanlardaki dakika frekans ve ortalama amplitid degerleri

Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. 9-Fenantrol uygulandiktan sonra 10., 30., 60., 120. ve 180. dakikalardaki diken dalga sayilari ve amplittidleri

Dakika 10 30
Frekans 32,843,056 26,443,356
Amplitid 0,1228+0,013 0,1182+0,006

Bulgularimiza goére 9-Fenantrol uygulandiktan sonraki 150.
dakikada (p=0,02) ve 180. dakikada (p=0,005) frekans degeri
baslangic degerlerine gore anlaml 6l¢lide azaldi ve antikonviilzan
etki goruldu (Sekil 1). Diken dalgalarin bir dakikadaki ortalama
amplitid degerleri kiyaslandiginda ise zaman skalasinda
baslangic degerlerine gore 150. dakikada (p=0,005) istatistiksel

601

B
=)
'l

Frekans (dalga sayisi/dakika)
N
o

60 120 180
17,4+2,619 8,8+2,223 6,613,415
0,0984+0,007 0,0808+0,010 0,087+0,012

olarak anlamli 6l¢tide bir azalma meydana geldi (Sekil 2).
Calismadan elde edilen elektrokortikogram kayitlarindan birinin
sunuldugu Sekil 3’te, penisilin uygulamasindan sonra meydana
gelen diken dalgalar ve 9-Fenantrol uygulamasiyla elde edilen
antikonviilzan etki gérilmektedir.

0 L] L] L]
0 10 30

L] L L}
60 90 120 150 180

Zaman (dakika)

Sekil 1. 9-Fenantrol uygulandiktan sonra zaman skalasindaki 10., 30., 60., 90., 120., 150. Ve 180.dakikalardaki diken dalga frekanslari
gorilmektedir. Veriler baglangic degerleriyle kiyaslanmis, istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkhhklar gézlemlenmistir (*: p<0,05; **:

p<0,01)
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Sekil 2. 9-Fenantrol uygulandiktan sonra zaman skalasindaki 10., 30., 60., 90., 120., 150. Ve 180. dakikalardaki ortalama diken dalga
amplitldleri gorilmektedir. Veriler baslangic degerleriyle kiyaslanmis, istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkhlik gézlemlenmistir

(*: p<0,01)
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Sekil 3. Elektrokortikogram kaydinda penisilin uygulamasi,
9-Fenantrol uygulamasi ve sonrasindaki durum gorilmektedir

Tartisma
Epilepsi hastaliginda mevcut tedaviler tam bir kir
saglayamamaktadir ve vyeni tedavi stratejilerine ihtiyag

duyulmaktadir. TRPM4 kanallari memelilerde beyin, endotel,

kalp gibi dokularda bulunan secici olmayan bir katyon
kanaldir ve 9-Fenantrol bu kanal bloke eder (6,7,14). 2023
yilinda yapilan bir ¢calismada Mundrucz ve ark. (17), fare hilar
yosunsu hiicrelerinde TRPM4 kanalinin antikonviilzan 6zellik
gosterebilecegini kainik asit ile olusturulan temporal lob epilepsi
modeliile kanitlamislardir. Calismada 9-Fenantrol uygulamasinin
noronlarda atesleme frekansini azalthgl yama kenetleme
yontemiyle gézlemlenmistir, ayrica TRPM4 aktivitesi ekarte edilen
farelerde (Trpm4-/-) néron kaybinin daha az oldugu géralmastir
(17). Bu bulgular calisma hipotezimizi destekler nitelikte olmakla
beraber calisma sonuclarimiz hipotezimizi dogrulayarak,
9-Fenantrol uygulamasiyla antikonviilzan etkinlik saglanmistir.
Yang ve ark.na (18) gore gore TRPM4 kanali astrositik kalsiyum
sinyal yolaklarinda temelroller listlenerek epilepsiyle iliskili beyin
o6demi, kognitif fonksiyon bozuklugu gibi hasarlari azaltmak icin
tedavi hedef olarak gorulebilir. Bulgularimiz bu c¢alismayla da

uyumlu veriler sunmakla beraber, bu ¢calismada spesifik olmayan
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TRPM4 kanal blokeri kullanildigindan, bizim yapmis oldugumuz
¢alisma TRPM4 kanalinin epileptik ndbetler izerindeki etkilerini
daha net gostermektedir. Yine 2025 yilinda yayinlanan glincel
bir calismaya gore kainik asit ile olusturulan epilepsi modelinde
yeni bir TRPM4 blokeri ila¢g olan meklofenamat uygulandiginda
ndbet frekansinin ve siiresinin azaldigi gosterilmistir (19). Yeni
bir TRPM4 blokeri ilag ile antikonviizan etki gériilmiis olmasi,
bu etkinin TRPM4 kanal blokaji ile gergeklesmesi ve yama
kenetleme c¢alismalarinin  noéronal atesleme dinamiklerini
etkiliyor olmasi (19); TRPM4 kanalinin tedavi hedefi olma
potansiyelini vurgulayarak hipotezimizi dogrular niteliktedir.
TRPM4 inhibisyonuyla antikonviilzan etkinligin goérilmesi ise
bulgularimizin literatlrle uyumlu oldugunu gostermektedir.

Calismamiz pilot ¢alisma dizeyinde, kisith sayida hayvan ile
gerceklestirildiginden 9-Fenantrol’lin antikonvilzan etkinliginin
ve TRPM4 kanalinin epilepsi hastaliginda tedavi potansiyelinin
netlik kazanmasi igin daha kapsamli arastirmalara ihtiyag vardir.
Arastirmamizin pilot ¢alisma dizeyinde yapilmasinin nedeni
literatlirde 9-Fenantrol’iin siganlarda in vivo sartlarda sistemik
kullanimina iliskin az sayida yayin bulunmasi idi. Sadece bes adet
hayvan ile yapmis oldugumuz bu ¢alismada zamana bagh veriler
baslangic degerleri ile kiyaslanmistir. Bu durumun istatistiksel
acidan, farkli gruplarla gerceklestirilecek ve kontrol grubu ile
tedavi grubunun kiyaslanacagi elektrofizyolojik calismalardan
daha zayif veriler sagladigi dusindldiginde genis kapsamli
calismalarin  6nemi anlasiimaktadir. Ayrica ¢alismamizda
sadece elektrofizyolojik agidan degerlendirmenin yapilmis
olmasi, histolojik ve biyokimyasal analizler gibi ek analizlerin
gerceklestiriimemis  olmasi  calismamizin  kisitlamalarini
olusturmakla beraber, bulgularimiz ileride vyapilabilecek
arastirmalara temel olusturma potansiyeline sahip bilgiler
saglamaktadir. Her ne kadar zayif yonleri bulunsa da ¢alismamizin

esas onemi kesifsel bir nitelik tasimasindan kaynaklanmaktadir.

Sonuc¢

Sonug olarak, TRPM4 kanali epilepsi tedavisinde yeni bir terapotik
hedef olmaya aday gosterilebilir. Pilot calisma seviyesinde
gerceklestirilen bu arastirma, 9-Fenantrol’in  epileptik
nobetlerde antikonviilzan etkinliginin olabilecegini gostermekle
beraber yeni arastirmalara kapi aralamistir. Bu alanda daha dnce
yapilan calismalar ile gerceklestirmis oldugumuz calismadan
elde ettigimiz bulgular birlikte degerlendirildiginde, TRPM4
kanal inhibisyonunun antikonviilzan etkiler saglayabilecegi ve
epileptik ndbetin verdigi hasarlari azaltici etkiler saglayabilecegi

anlasilmaktadir.

9-Fenantrol’iin Epileptik Nobetlere Etkileri
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