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OZET

Epilepsi diinya ¢apinda popiilasyonun yaklasik %1’ini etkileyen psikolojik ve duygusal parametrelerde anlamli degisiklikler
ile iliskili karmasik norolojik bir durumdur. Oksidatif stres pek ¢ok nérodejeneratif bozuklukta néronal hasar1 agiklamak igin
kullanilan ortak bir yoldur Bir biyoflavonoid olan hesperidin’in noroprotektif, antiinflamatuvar, analjezik, antibakteriyel,
antihiperkolesterolemik ve antikanser Ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Caligmamizda hesperidin ve antiepileptik
ilaglardan valproik asit’in kombine uygulamasinin beyin ve karaciger doku 6rneklerinde oksidan-antioksidan savunma iizerine
olan etkilerini aragtirmay1 hedefledik. Bu amagla 48 adet 3 aylik 200-250 gram erkek Wistar-Albino tiiri sigan kullanildi.
Deney hayvanlari her grupta 8 adet olmak tizere 6 gruba ayrildi: Grup 1: Kontrol, Grup 2: pentilentetrazol (60 mg/kg
intraperitonal, Grup 3: hesperidin (100 mg/kg oral), Grup 4: pentilentetrazol + hesperidin, Grup 5: pentilentetrazol + valproik
asit (400 mg/kg intraperitonal ), Grup 6: pentilentetrazol + valproik asit + hesperidin. Kimyasal ajanlar kontrol grubu digindaki
tiim gruplara 1-7-14-28.giinlerde verildi ve deney sonunda elde edilen doku homojenatlarinda glutatyon ve malondialdehit
diizeyleri ile siiperoksit dismutaz aktivitesi tayin edildi. Elde dilen sonuglar SPSS programinda istatistik analize tabi tutuldu ve
p=<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi. Calismamizda pentilentetrazol verilen grupta glutatyon diizeyleri ile siiperoksit
dismutaz aktivitesinin azaldig1, malondialdehit diizeylerinin de istatiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 gézlendi. Valproik asit
ve hesperidin kombine uygulamasinin pentilentetrazol ile olusturulan epilepsi modelinde beyin ve karaciger glutatyon
diizeylerini anlaml: diizeyde artirdig1, malondialdehit diizeylerini ise azalttig1 saptandi. Beyin doku 6rneklerinde hesperidin’in
gerek tek basina gerekse valproik asit ile birlikte verildiginde pentilentetrazol ve pentilentetrazol+ valproik asit gruplarina
kiyasla siiperoksit dismutaz aktivitesini anlamli derecede artirdig1 gézlendi. Karaciger dokusunda ise kontrol grubuna kiyasla
hesperidin’in siiperoksit dismutaz aktivitesini anlamli derecede artirdii, beyin ve karaciger drneklerinde pentilentetrazol
grubuna kiyasla hesperidin grubunda da siiperoksit dismutaz aktivitesinin anlamli derecede arttig1 goriilmektedir. Sonuglarimiz
hesperidin’in antiepileptik tedavi ile birlikte kullanildiginda antioksidan aktiviteyi artirabilecegini ve bazi c¢aligmalarda
gosterilen valproik asit’in olasi yan etkilerini azaltabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, Hesperidin, Valproik asit, Oksidan-antioksidan savunma sistemi

EFFECT OF COMBINED IMPLEMENTATION HESPERIDIN AND VALPROIC ACID ON
OXIDANT-ANTIOXIDANT DEFENSE IN A PENTYLENETETRAZOL INDUCED
EPILEPSY MODEL

ABSTRACT

Epilepsy is a complex neurological condition associated with significant changes in psychological and emotional parameters
affecting approximately 1% of the population worldwide. Oxidative stress is a common pathway used to explain neuronal
damage in many neurodegenerative disorders. Hesperidin, a bioflavonoid, has been reported to have neuroprotective, anti-
inflammatory, analgesic, antibacterial, antihypercholesterolemic and anticancer properties. In this study, it was aimed to
investigate the effects of combined use of a valproic acid, an antiepileptic drug, with hesperidin on oxidant-antioxidant defense
system both in brain and liver tissue specimens. For this purpose, a total of 48, 3-months old, and 200-250 gram male Wistar-
Albino rats were divided into 6 groups. Group 1 was the Control. Group 2: pentylenetetrazole (60 mg / kg intraperitoneal),
Group 3: hesperidin (100 mg / kg oral), Group 4: pentylenetetrazole + hesperidin, Group 5: pentylenetetrazole + valproic acid
(400 mg / kg ip), Group 6: pentylenetetrazole + valproic acid + hesperidin. The results were subjected to statistical analysis
by employing SPSS software and p<0.05 accepted as significant value. Chemical agents were given to all groups outside the
control group at 1-7-14-28 days. Glutathione, malondialdehyde levels and superoxide dismutase activity were determined in
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the brain and liver tissue homogenates obtained at the end of the experiment. The results showed that while glutathione levels
and superoxide dismutase activity decreased, malondialdehyde levels increased significantly in pentylenetetrazole group. In
the combination of valproic acid and hesperidin increased brain and liver glutathione levels significantly and decreased
malondialdehyde levels in the epilepsy model produced by pentylenetetrazole. It was also observed that hesperidin significantly
increased superoxide dismutase activity in brain tissue samples when compared to pentylenetetrazole and pentylenetetrazole
+ valproic acid groups when it was given alone or together with valproic acid. In liver tissue, hesperidin increased superoxide
dismutase activity significantly compared to control group, and superoxide dismutase activity increased significantly in brain
and liver specimens compared to both pentylenetetrazole group and hesperidin group. Our results demonstrate that hesperidin
may increase antioxidant activity when used in combination with antiepileptic drugs and may reduce the potential side effects
of valproic acid alone.

Keywords: Epilepsy, Hesperidin, Valproic acid, Oxidant-antioxidant defence system

1. GIRIS

Epilepsi; merkezi sinir sisteminde, kortikal veya subkortikal bolgelerde yer alan néron gruplarinin ani,
anormal ve hipersenkron desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikan ve genellikle tekrarlayicr nitelikte olan klinik
bir tablodur [1,2]. Baska bir deyisle epilepsi; kognitif, psikolojik, nérobiyolojik ve sosyal durumun
sonuglar1 ile siirekli bir epileptik nobet olusturmaya yatkinlik ile karakterize bir bozukluktur [3].
Epileptik nobet, gelismis iilkelerde sik goriilen norolojik bir hastaliktir [1, 4, 5]. Yapilan ¢alismalarda
epilepsi goriilme oraninin ¢ocukluk ¢aginda ve yaglilikta en yiiksek diizeyde oldugu gozlemlenirken,
erken erigkinlikte daha diigiik diizeyde oldugu gozlenmistir [6-8].

Epilepsi olusumunda hangi mekanizmanin rol oynadigi tam olarak bilinmemektedir [9-11]. Yapilan
caligmalarda oksidatif stresin bilissel fonksiyonlardaki eksiklikler ile karakterize baz1 nérodejeneratif
bozukluklarin patolojisinde 6nemli bir risk faktorii oldugu belirtilmistir [12]. Noronal hiicre 6limii pek
¢ok faktoriin etkisi altinda bir ndbet tarafindan tetiklenebilmektedir. Bunlar genetik faktorler, artmig
glutamaterjik hiicre toksisitesine yol acan elektrolit metabolizma bozukluklari, mitokondriyal
disfonksiyon ve oksidatif stresdir [13]. Oksidatif stres, serbest radikaller ve antioksidan savunma
molekiillerinin olusumundaki dengesizlikten kaynaklanan, hiicre hasari ve onun &liimiine yol acan
yapisal degisikliklere neden olarak, biyolojik makromolekiillere etki etmektedir [14].

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1
sirasinda olustugu gibi ¢esitli dis kaynakli etkenlerin etkisiyle de olusabilir. Serbest radikal olusturan
kaynaklar basta molekiiler oksijen, viriisler, ultraviyole 1sinlari, sigara dumani, enfeksiyon, stres, bazi
tahrip edici kimyasallar, pestisitler ve birgok baska etkenlerdir [15,16].

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA’nin oksidasyonunu onleyen veya
geciktirebilen molekiillere antioksidan adi verilir. Flavonoidler aromatik hidroksil gruplarinin
varligindan dolay1 antioksidan aktiviteleri ¢ok iyi bilinen diyet destekleridir. Bir bioflavonoid olan
hesperidin (5, 7, 3’-trihidroksi-4’-metoksi-flavanon 7-ramno glukozid); flavanon hesperitin ve
disakkarit rutinozdan meydana gelmistir [17,18]. Hesperidin, portakal ve limon gibi turunggillerde fazla
miktarlarda bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda hesperidinin anlamli derecede noéroproktektif,
antiinflamatuvar ve analjezik, antibakteriyal, antifungal, antiviral, anti-hiperkolesterolemik ve
antikanser 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir [17-20]. Daha ileri in vitro caligmalarda antikonvulsan
aktiviteye de sahip oldugu gosterilmistir [21].

Valproik asit; genis spektrumlu antiepileptik etkiye sahip olup, antikonviilzan 6zelligi iki ayri
mekanizma {lizerinden etki gostermektedir: 1-Noronal membrandaki voltaj bagimli sodyum kanallarim
bloke eder. 2-Inhibitor etkili ndrotransmitter GABA’nin beyindeki diizeyini arttirarak GABA bagimli
postsinaptik inhibisyonu kuvvetlendirir [22]. Valproik asit Siiksinik semialdehid dehidrogenaz ve
GABA transaminaz ile yarigmali inhibisyona girerek, ayrica glutamat dehidrogenaz gibi GABA
sentezleyen enzimleri stimule ederek GABA diizeylerini arttirir [23].
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Bu nedenle ¢alismamizda pentilentetrazol (PTZ) ile olusturdugumuz epilepsi modelinde literatiirde
farkli hastalik modellerinde tedaviye yonelik kullanilan bir biyoflavonoid olan hesperidinin [17,18,20,
24] ve bugiin igin epilepsi tedavisinde kullanilan ilag etken maddesi olarak bilinen valproik asidin
kombine uygulamasinin, beyin ve karaciger dokularinda oksidan-antioksidan savunma f{izerine olan
etkilerinin arastirilmasi ¢alismamizin amaglari arasinda yer almaktadir. Ayn1 zamanda, valproik asit
tedavisinin literatiirde belirtilen karaciger dokusu [25-27] tizerindeki yan etkilerinin de hesperidin
uygulamasi ile aza indirgenmesi bu ¢alismanin bir bagka amacini olusturmaktadir.

2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Kimyasallar

PTZ ve diger kimyasallar Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) firmasindan elde edildi. Valproik asit
(Depakin liyofilize toz igeren flakon, Sanofi, Tiirkiye) ticari olarak satin alindi.

2.2. Deneysel Hayvanlari ve Etik Onam

Calismamzda Uskiidar Universitesi Deneysel Arastirma Birimi (USKUDAB)’nden temin edilen 48
adet 3 aylik 200-250 g agirhiginda erkek Wistar-Albino tiirii sigan kullanildi. Siganlar ad libitum olarak
beslendi, 12 saat aydinlik-karanlik periyoda uygun standart laboratuvar kosullarinda (sicaklik 22-+/-2°C,
nem %60+/-5) muhafaza edildi. Calismamiz USKUDAB biinyesinde yer alan Uskiidar Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (UU-HADYEK) tarafindan incelenerek etik kurul onay1 alinmustir.

2.3. Deney Gruplari ve Deneysel Siire¢
Deney hayvanlar1 her grupta 8 adet olmak {izere 6 gruba ayrildu:

Grup 1: Kontrol

Grup 2: PTZ

Grup 3: Hesperidin (HES)

Grup 4: PTZ + HES

Grup 5: PTZ + Valproik asit (VPA)
Grup 6: PTZ + VPA + HES

Kontrol ve 3. grup disindaki tiim gruplara 1-7-14-28. giinlerde 60 mg/kg PTZ intraperitonal (i.p.), 5. ve
6. gruba 28 giin boyunca 400 mg/kg/giin VPA i.p. olarak verildi. 3. 4. ve 6.gruba hesperidin deney
baslangicindan 1 hafta dncesinde ve 28 giin siire ile 100 mg/kg/giin oral olarak verildi. Kontrol grubuna
ise 28 gilin boyunca oral yol ile distile su verildi. Deney sonunda elde edilen karaciger ve beyin doku
ornekleri -80°C’de analiz yapilincaya kadar muhafaza edildi.

2.4. PTZ ile Uyarilan Nébet Tipleri

Grand-mal (biiyiik nobet) suurun aniden ve tamamen kaybi ile tonik-klonik hareketler ile belirgindir.

- Tonik donemde kas tonusu yiikselir.

- Klonik donemde kaslarda sertlesme olur.

- Myoklonik nobette yiiz veya ekstremitelerde bir veya birka¢ kez gerilmeler olur. Uzun-ritmik
gerilmeler goriilmez.

- Tonik nobetler sertlesme, klonik nobetler ise ritmik gerilmeler ile karakterizedir.

Bu nobet tipleri sematik olarak Sekil 1’ de gosterilmistir [28].
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Sekil 1. A, 6n ve arka ekstremiteleri, kulaklar1 ve biyiklar etkileyen jeneralize kasilmalar. B, boyun, gévde ve 6n ekstremitede
tonik fleksiyon, arka ekstremitede kasilma. C, B dekinden farkli olarak arka ekstremitelerde parsiyel tonik ekstensiyon.
D, C dekinden farkl olarak arka ekstremitelerde tam ekstensiyon olur.

2.5. Nobetlerin Olusturulmasi ve Nobetlerin Degerlendirilmesi

Kimyasal uyari ile epileptik ndbet olusturmak igin en ¢ok kullanilan kimyasal madde PTZ’dir. PTZ 30-
160 mg/kg arasi dozlarinda kemirgenlerde miyoklonik jerklerle (¢cekilmeler) baslayan ve verilen dozun
miktar1 ile denegin duyarliligina bagl olarak tonik-klonik tipte ndbetlere veya nobet esnasinda 6liime
kadar varan giddette yanitlar olusturur [28-32].

Kontrol ve test edilen ilag gruplarinda, epileptik “uyaranin verilmesini izleyerek ndbetlerin ortaya
¢ikmasina kadar gegen zamanin saptanmasi (onn-set time)”, “epileptik ndbetlerin var veya yok seklinde
degerlendirilerek yiizde sikliklarinin saptanmasi” ve “olusan nobetlerin davranigsal diizeyde skorlanarak
siddetinin saptanmasi1” epileptik calismalarda kullanilan baglica degerlendirme ydntemlerindendir.
Nobetlerin giddetinin degerlendirilmesinde ¢esitli skorlama tablolar1 kullanilmaktadir [33,34]. PTZ
enjeksiyonu sonrasinda nobet baglangici i¢in {i¢ karakteristik davranis degisiklikleri olan; ilk miyoklonik
silkinmelerin, jeneralize klonik ndbetlerin ve tonik jeneralize ekstensiyonlarin gelis siireleri saptandi ve

ndbet siddeti degerlendirmesi yapildi [34]. Buna gore;

Evre 0: Cevap yok

Evre 1: Kulaklar ve yiizde seyirmeler ile viicuda yayilan konviilsif dalga

Evre 2: Myoklonik jerkler ve arka ayaklar {izerinde saha kalkma

Evre 3: Kisa siireli klonik nobetler

Evre 4: Hayvanin yan yatmasiyla gegirilen uzun siireli klonik nobetler

Evre 5: Hayvanin nobetten ¢ikmasiyla birlikte tekrar ndbete girmesi

Evre 6: Her acilmayla birlikte ard arda tekrarlayan siddetli tonik-klonik ndbetler

Evre 7: Nobetlerden ¢ikamayarak gerceklesen 6liim

Evre 8: Kendi kendine gegirilen siddetli tonik-klonik nébetler ve beraberinde gelen 6liim

2.6. Deney Gruplari

Kontrol ve 3. grup disindaki tim gruplara 1-7-14-28. giinlerde 60 mg/kg PTZ intra-peritonal (i.p.), 5. ve
6. gruba 28 giin boyunca 400 mg/kg/giin VPA i.p. olarak verildi. 3. 4. ve 6.gruba HES deney
baslangicindan 1 hafta 6ncesinde ve 28 giin siire ile 100 mg/kg/giin oral olarak verildi. Calismamizda

109



Serdaroglu Kagstk¢t vd. | Eskisehir Teknik Univ. Bil. Tek. Der. C- Yasam Bil. ve Biyotek. 8 (1) 2019

kullanilan 100 mg/kg hesperidin dozu Kaynaklar kisminda yer alan [18] no’lu makale referans alinarak
belirlenmistir. Bu makalede oral yol ile verilen 50-100 mg/kg hesperidinin serebral iskemi, Huntington’s
hastalig1 ve Parkinson hastalig1 gibi baz1 norolojik bozukluklarda ndroprotektif etkiye sahip oldugu
belirtilmektedir. Benzer sekilde bir bagka ¢alismada L-metiyonin ile hiperhomosisteinemi olusturulan
Wistar sicanlarda hesperidinin 25, 50, 100 mg/kg dozlar1 uygulanmis ve 100 mg/kg dozun beyin
dokusunda asetilkolinesteraz, lipid peroksidasyonu, endoteliyal disfonksiyon, serum homosistein ve
serum kolesterol diizeylerini azalttig1, beyin dokusunda glutatyon, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
antioksidan enzim seviyelerini artirdig bildirilmistir. Biz de ¢alismamizda yiiksek doz sayilabilecek 100
mg/kg hesperidin dozunun epilepsi modelinde koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmak istedik.
Kontrol grubuna ise 28 giin boyunca oral yol ile distile su verildi. Deney sonunda elde edilen karaciger
ve beyin doku 6rnekleri -80°C’de analiz yapilincaya kadar muhafaza edildi.

2.7. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Deney siiresi sonunda tiim sicanlar ketamin HCI (80 mg/kg i.p.) ve ksilezin (10 mg/kg i.p.) anestezisi
altinda sakrifiye edildi. Beyin ve karaciger dokular1 hizli bir sekilde ¢ikarildi, serum fizyolojik (% 0.9
NaCl) ile temizlendi ve -80°C’de muhafaza edildi. Karaciger ve beynin hipokampus bdlgesi buzlu
ortamda 0.15 M KCI (% 10 w/v)’de homojenize edildikten sonra, homojenatlar 10 dk 4°C’de 600xg’de
santrifiij edildi. Daha sonra siipernatantlar 10 000 x g’de 20 dk santrifiij edilerek bu fraksiyonlarda GSH,
MDA diizeyleri ile SOD aktivitesi 6l¢iildil.

2.8. Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Tayini

Doku homojenatlarinda GSH diizeyleri 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) kullanilarak 412
nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tildii [35].

2.9. Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Tayini

MDA diizeyleri; Tiyobarbiturik asit (TBA) kullanilarak diizeyleri Olgiilerek 532 nm’de
spektrofotometrik olarak degerlendirildi [36].

2.10. Siiperoksit dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iimii

Siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene kataliz eden SOD en 6nemli antioksidan
aktiviteye sahip enzimlerdendir. SOD aktivitesini belirlemek i¢in bir takim direkt ve indirekt yontemler
gelistirilmistir. Bu metotlar arasinda kolay ve geleneksel olmasindan dolayr en sik nitromavisi
tetrazolium (NBT) kullanilan indirekt metottur [37]. Calismamizda SOD aktivitesi ticari kit kullanilarak
belirtilen yontemle 6l¢iildii.

2.11. istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizlerde SPSS 20.0 (Statistical Package for Social Sciences Inc, IL, USA) versiyonu

kullanildi. Gruplar arasindaki istatiksel farklar Kruskal Wallis-H testi uygulanarak belirlendi. p< 0.05
anlamli olarak kabul edildi.
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3. SONUCLAR

Calismamizda Sekil 2a’da gorildigi gibi; *PTZ verilen grupta Kontrol grubuna kiyasla
hipokampus GSH (p=0.010) diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma gézlenmistir.
Bununla birlikte *PTZ +VPA+ HES grubunda PTZ grubuna kiyasla hipokampus GSH
diizeylerinde istatistiksel bir artig saptanmistir (p< 0.001).

Hipokampus GSH (umol/g)

K PTZ PTZ + VPA HES PTZ+HES PTZ+VPA+
HES

Sekil 2a. K: Kontrol, PTZ: Pentilentetrazol, VPA: Valproik asit, HES: Hesperidin. 28 giin boyunca 60 mg/kg PTZ, 400 mg/kg
VPA ve 100 mg/kg HES verilen gruplarda hipokampus glutatyon (GSH) diizeyleri

20N +
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= 16 e
=14 g
% 12 0 -
s 8 — * o
el |1 5
5 4 NN \ :::

2 RS 0

o Lk 3

K PTE HES PTZ+HES PIZ+VPA+HES

Sekil 2b. K: Kontrol, PTZ: Pentilentetrazol, VPA: Valproik asit, HES: Hesperidin. 28 giin boyunca 60 mg/kg PTZ, 400 mg/kg
VPA ve 100 mg/kg HES verilen gruplarda karaciger glutatyon (GSH) diizeyleri

*PTZ grubuna kiyasla PTZ + VPA (p=0.040), PTZ+ HES (p< 0.001) ve PTZ +HES+ VPA (p< 0.001)
gruplarinda karaciger GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig gozlenmistir. “HES grubuna
kiyasla PTZ+ HES ve PTZ + VPA +HES gruplari sirasiyla p=0.011 ve p<0.001 istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Ayn1 zamanda *Kontrol grubuna kiyasla PTZ + VPA + HES grubunda Karaciger
GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig gézlenmistir (p=0.033). *Kontrol grubuna kiyasla
PTZ grubunda Karaciger GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir
(p=0.013).
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Hipokampus MDA (nmol/g)
O =B N W & U1 OO N ®©
=

K PTZ PTZ + VPA HES PTZ+HES PTZ+VPA+
HES

Sekil 3a. K: Kontrol, PTZ: Pentilentetrazol, VPA: Valproik asit, HES: Hesperidin. 28 giin boyunca 60 mg/kg PTZ, 400 mg/kg
VPA ve 100 mg/kg HES verilen gruplarda hipokampus malondialdehit (MDA) diizeyleri

*PTZ verilen grupta Kontrol grubuna kiyasla hipokampus MDA (p=0.026) diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artig gézlenmistir. “PTZ + VPA grubuna kiyasla HES grubu (p=0.031) ve PTZ grubu
(p<0.001) hipokampus MDA diizeylerinde istatistiksel bir artig gozlenirken, benzer sekilde * PTZ +
VPA+ HES grubuna kiyasla PTZ, PTZ+ HES ve HES gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamli
bir artig (sirasiyla p<0.001; p=0.027; p=0.010) saptanmustir.
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Sekil 3b. K: Kontrol, PTZ: Pentilentetrazol, VPA: Valproik asit, HES: Hesperidin. 28 giin boyunca 60 mg/kg PTZ, 400 mg/kg
VPA ve 100 mg/kg HES verilen gruplarda karaciger malondialdehit (MDA) diizeyleri

*PTZ + VPA + HES grubuna kiyasla PTZ+HES grubunda Karaciger MDA diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p=0.027). *PTZ + VPA grubuna kiyasla HES grubu ve
PTZ+HES gruplarinda anlamli bir azalma (sirasiyla p<0.001; p<0.001), “PTZ + HES grubuna kiyasla
PTZ grubunda karaciger MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.001).
&PTZ grubuna kiyasla HES grubunda ise anlamli bir azalma gdzlenmistir (p=0.004).
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Sekil 4a. K: Kontrol, PTZ: Pentilentetrazol, VPA: Valproik asit, HES: Hesperidin. 28 giin boyunca 60 mg/kg PTZ, 400 mg/kg
VPA ve 100 mg/kg HES verilen gruplarda hipokampus siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesix

*PTZ grubuna kiyasla HES ve PTZ+VPA+HES gruplarinda SOD aktivitelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artig gézlenmistir (sirastyla p<0.001; p<0.001). *PTZ + HES grubuna kiyasla PTZ grubunda
istatistiksel olarak bir azalma (p=0.027), ¥PTZ + VPA grubuna kiyasla HES ve PTZ+VPA+HES
gruplarinda anlaml bir artis (Sirastyla p=0.042; p=0.001) saptanmustir. “PTZ + VPA + HES grubuna
kiyasla Kontrol grubunda SOD aktivitesi istatistiksel olarak anlamli olarak azalmistir (p=0.008).
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Sekil 4b. K: Kontrol, PTZ: Pentilentetrazol, VPA: Valproik asit, HES: Hesperidin. 28 giin boyunca 60 mg/kg PTZ, 400 mg/kg
VPA ve 100 mg/kg HES verilen gruplarda karaciger siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

*Kontrol grubuna kiyasla HES grubunda SOD aktivitesinde istatistiksel agidan anlamli bir artig
gozlenmistir (p=0.009). "HES grubuna kiyasla PTZ+VPA grubunda SOD aktivitesi istatistiksel olarak
azalmigtir (p<0.001). “PTZ grubuna kiyasla PTZ+VPA+HES ve HES gruplarinda SOD aktivitesinde
anlamli bir artig saptanmigtir (sirastyla p=0.001; p<0.001). #PTZ grubuna kiyasla PTZ+HES grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir ( p=0.001).
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Caligmamizda PTZ enjeksiyonu ile olusturulan epilepsi modelinde nobet siddeti ve ndbet esigi
degerlerine iliskin elde ettigimiz veriler Sekil 5a ve 5b’de verilmistir.
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Sekil 5a. K: Kontrol, PTZ: Pentilentetrazol, VPA: Valproik asit, HES: Hesperidin. 1,7,14 ve 28. giinlerde epilepsi modelinde
deney gruplarina iligkin puan cinsinden nébet siddeti degerleri

Caligma gruplarimin 1.giindeki nobet siddeti verileri incelendiginde; *PTZ+VPA+HES grubu PTZ+HES
ve PTZ gruplarina gore ndbet siddetini istatistikce anlamli Sl¢lide azalttigr goriilmistiir (sirastyla
p=0.001; p=0.001).Ayrica “PTZ+VPA grubu da 1.giinde ndbet siddetini PTZ grubuna gore istatistikge
anlamli 6l¢iide azalttig1 goriilmistiir (p=0.042).

Caligma gruplarinin 7.giindeki ndbet siddeti verileri incelendiginde, ¥PTZ+VPA-+HES grubu 1.giindeki
etkisinin aksine 7.giinde PTZ+VPA grubuna gore ndbet siddetini istatistikge anlamli l¢iide arttirmistir
(p<0.001).

Caligma gruplarinin 14.giindeki nobet siddeti verileri incelendiginde, *PTZ+VPA grubu PTZ,
PTZ+HES ve PTZ+VPA+HES gruplarina gore nobet siddetini istatistikge anlamli dlclide azalttig
goriilmistiir (sirasiyla p=0.043; p=0.001; p<0.001).

Calisma gruplarmin 28.giindeki nobet siddeti verileri incelendiginde, SPTZ+VPA grubu PTZ+HES ve
PTZ+VPA+HES gruplarina gore ndbet siddetini istatistikge anlamli olgiide azalttigi goriilmiistiir
(swrastyla p=0.001; p<0.001).
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Sekil 5b. K: Kontrol, PTZ: Pentilentetrazol, VPA: Valproik asit, HES: Hesperidin. 1,7,14 ve 28. giinlerde epilepsi modelinde
deney gruplarima iligkin saniye cinsinden ndbet esigi degerleri

Calisma gruplarimin 1.giindeki noébet esigi siireleri incelendiginde *PTZ+VPA+HES grubunun
PTZ+HES ve PTZ gruplarina gére ndbet esigi siiresini istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikselttigi
goriilmistir (Sirastyla p=0.004; p=0.021).

Caligma gruplarmin 7.giindeki ndbet esigi siireleri incelendiginde, *PTZ+VPA grubu PTZ+VPA+HES
grubuna gore nobet esigi siiresini istatiksel olarak anlaml diizeyde yiikselttigi goriilmiistiir (p=0.002).
Caligma gruplarinin 14.giindeki nobet esigi siireleri incelendiginde, *PTZ+VPA grubu PTZ+VPA+HES
grubuna gore nobet esigi siiresini 7.glindeki etkisinden daha fazla istatistikge anlamli diizeyde
yiikselttigi goriilmustiir (p=0.002)

Caligsma gruplarinin 28.giindeki nobet esigi siireleri incelendiginde, "PTZ+VPA grubu PTZ+VPA+HES,
PTZ+HES ve PTZ gruplarma gore nobet esigi siiresini istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikselttigi
goriilmiistiir (sirasiyla p=0.001; p=0.047; p=0.044).

4. TARTISMA

Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nde oksidatif stresin rolii amigdala kindling modeli, PTZ kindling modeli
ve akut PTZ-uyarilmis nobetler gibi bir takim deneysel epilepsi modellerinde gosterilmistir. PTZ
uygulanmasini takiben, serbest radikaller ¢ok hizli bir sekilde liretilmektedir, bunlar arasinda 6zellikle
hidroksil serbest radikali yer almaktadir, bu radikal en reaktif ve tehlikeli olanidir. Hidroksil serbest
radikallerinin olusumu ile uyarilmis erken ndbetlerin varligi epilepsinin patofizyolojisinde oksijen
kaynakli serbest radikallerin varligin1 gozler oniine sermektedir. Bu asamada antioksidanlar oksidatif
yangi ile birlikte ndbet olusumunu da 6nlemektedirler [38-40].

Pek cok calismada belirtildigi {izere subkronik PTZ uygulamasinin si¢can beyninde MDA diizeylerinde
artisa yol a¢tigi gozlenmistir. Ayni zamanda kasilmalarin siiperoksit, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agarak hipokampus ve karaciger
orneklerinde GSH diizeylerinde azalmaya, MDA diizeylerinde artisa yol agtig1 gosterilmistir [18, 41,42].
Yapilan g¢aligmalara benzer sekilde calismamizda hipokampus ve karaciger 6rneklerinde kontrol
grubuna kiyasla PTZ verilen grupta GSH diizeylerinin azaldigi, MDA diizeylerinin de istatiksel olarak
anlaml diizeyde arttig1 gozlendi. (Sekil 2a, 2b, 3a ve 3b).
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VPA ve onun tuzlari, sodyum ve magnezyum valproat, genis spektrumlu aktivite gosteren etkili
antiepileptiktir [41,43-46]. Fakat hayvan modellerindeki etkilerinin ¢eliskili oldugu gosterilmistir.
Ornegin Gasior ve ark. bir calismasinda kindled farelerde PTZ’ nin lethal etkilerini ve kasilmalari
azaltmada basarisiz oldugu gosterilmistir [26]. Benzer sekilde Ilhan ve ark. yaptigi bir ¢aligmada Nigella
sativa yaginin PTZ ile uyarilmis kindling fare modelinde VPA tedavisinden daha etkili oldugu
gosterilmistir [42]. Kumar ve ark.’nin yaptig1 ¢alismaya benzer sekilde ¢alismamizda VPA ve HES
kombine uygulamasinin PTZ ile olusturulan epilepsi modelinde hipokampus ve karaciger GSH
diizeylerini anlamli  diizeyde artirdigi, MDA diizeylerini ise azalttigi saptandi [18]
(Sekil 2a, 2b, 3a ve 3b).

Bununla birlikte caligmamizda PTZ+VPA+HES grubunda sadece karaciger dokusunda GSH miktarinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel agidan anlamli bir artis gézlenmistir. Yapilan ¢alismalarda GSH
seviyelerindeki bu artisin flavonoidlerin bir antioksidandan ziyade bir pro-oksidan olarak etki edebildigi
de gosterilmistir [47-49]. Baz1 antioksidanlar (6rnegin; polifenoller ve askorbat) pro-oksidan etkiler
sergileyebilirler c¢linkii mide ve ince bagirsak iceriginde mevcut olan oksidan reaksiyonlar
katalizleyebilen demir ve bakir gibi gegis metallerini igerirler. Ayrica, bu hafif pro-oksidan etkilerin,
gastrointestinal kanal hattindaki hiicrelerde indirgenmis glutatyon gibi antioksidan savunmalarin
diizeylerini artirarak belki de daha yararli olabilecegi belirtilmektedir [47,48].

Yapilan ¢alismalarda Akdeniz tipi beslenme tarzi diyet ile uyarilmig gut mikrobiyotasinin beyin kimyasi
ve biligsel fonksiyonlar iizerinde olumlu etkiler sergiledigi de gosterilmistir [49]. Bu literatiir bilgileri
dogrultusunda ¢alismamizda fenolik bir bilesik olan hesperidinin hem pro-oksidan etki hem de valproik
asit ile kombine etki sergileyerek PTZ grubunda GSH seviyelerini artirdig1 goriisiindeyiz (Sekil 2a, 2b).

Bununla birlikte giliniimiizde kullanilan antiepileptik ilaglarin merkezi sinir sistemi, gastrointestinal
sistem ve endokrin sistem tizerine olan yan etkilerine yonelik pek ¢ok ¢alisma da bulunmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda dozdan bagimsiz olarak dzellikle VPA’nin karaciger enzim diizeylerinde artis,
dozla iligkili olarak da tremor, uyusukluk, ataksi, sa¢ dokiilmesi ve sa¢ renginin degismesi gibi bir takim
yan etkileri oldugu gosterilmistir. Antiepileptik ilaglarin uzun siire etkin dozlarda veya birlikte
kullanimlart 6nemli yan etkileri de beraberinde getirmektedir [50, 51].

Poorrostami ve ark.’nin zencefil ekstrakti {izerine yaptiklari calismaya benzer sekilde calismamizda
karaciger orneklerinde PTZ+HES grubuna kiyasla PTZ+VPA+HES kombine uygulamasinin MDA
diizeylerini diistirmede daha etkili oldugu goriilmektedir [52] (Sekil 3a, 3b). Ayn1 zamanda hipokampus
ve karaciger 6rneklerinde PTZ verilen grupta SOD aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 saptanmustir (Sekil 4a, 4b). Kumar ve ark.’min HES’in ndroprotektif etkilerine iliskin
caligmasina benzer sekilde hipokampus érneklerinde HES’in gerek tek basina gerekse VPA ile birlikte
verildiginde PTZ ve PTZ+ VPA gruplarina kiyasla SOD aktivitesini anlamli derecede artirdigi gézlendi
(Sekil 4a). Karaciger drneklerinde Kontrol grubuna kiyasla HES’in SOD aktivitesini anlamli derecede
artirdig1, benzer sekilde hipokampus ve karaciger 6rneklerinde PTZ grubuna kiyasla HES grubunda da
SOD aktivitesinin anlamli derecede arttig1 goriilmektedir (Sekil 4a, 4b).

Calismamizda akut olarak uygulanan VPA’nin tek basina PTZ ile olusturulan ndbetlerin nobet esigi
stirelerini diisiirerek sedatif etkisinin aksine nobetlere giriste hizlandirict bir etki yaptigi goriilmiistiir.
Ancak akut olarak uygulanan VPA ve HES kombinasyonu PTZ ile olusturulan nébetlerin, ndbet esigi
siiresini anlamli Olgilide yiikseltmis ve nobet siddetini ise anlamli Ol¢lide azaltmigtir. VPA ve HES
kombinasyonunun akut uygulamada ndbet esigi siiresi ve ndbet siddeti iizerindeki bu olumlu etkisi
olduk¢a 6nemlidir. VPA ve HES kombinasyonunun akut kullaniminin aksine kronik kullanimda
PTZ ile olusturulan noébetlerin nobet esigi siirelerini anlamli Ol¢lide diisiirmiis ve ndbet
siddetlerini anlamli 6l¢iide arttirmistir. Nobet esiginde ve nobet siddetinde akut kullanimin
aksine goriilen bu etki HES’in uzun siireli verilmesi uyarici etkisinin VPA’nin sedatif etkisini
baskiliyor olmasindan kaynaklandigini diistiindiirmektedir (Sekil 5a, 5b).
116



Serdaroglu Kasik¢i vd. | Eskisehir Teknik Univ. Bil. Tek. Der. C- Yasam Bil. ve Biyotek. 8 (1) 2019

5. SONUC

HES’in antioksidan savunma sistemi lizerindeki olumlu etkisinin mekanizmasi heniiz tam olarak tespit
edilememistir. Fakat ¢alismamizin sonuglart HES’in antiepileptik tedavi ile birlikte kullanildiginda
antioksidan aktiviteyi artirabilecegini ve VPA’nin kismi olasi yan etkilerini en aza indirebilecegini
gostermektedir. Ancak bu asamada flavanoidlerin MSS ile iliskili hastaliklarin ilag tedavisine ek olarak
kullanilabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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