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OZET

Amag: Ogrenme-hafiza bozukluklarinda ve epileptogenezde
dnemli bir medyatdr olan nitrik oksit, hipokampus basta olmak
Uzere beynin bircok bdlgesinde néronal hicrelerde nitrik ok-
sit sentaz (NOS) tarafindan olusturulur. Eritropoietin (EPO)'nun
noroprotektif ve antiepileptik etkileri oldugu gésterilmistir. EPO
dn-uygulamasinin, pentilentetrazol (PTZ) ile indiklenen jenera-
lize nébet modelinde konvulsiyonlar ve hipokampus ve frontal
kortekste NOS turleri Gzerine etkilerini aragtirmayi amagladik.

Gereg ve Yéntem: Wistar albino 40 erkek sican 4 gruba ayril-
di: kontrol, PTZ-tek doz 60 mg/kg; EPO-3000 IU/kg; EPO+PTZ
grubu-PTZ uygulanmasindan 24 saat 6nce EPO &n-uygulamasi
yapilan grup. PTZ uygulamasindan sonra, ndbet siddeti gézlendi
ve skorlandi. Sicanlarin plazma, hipokampus ve frontal korteks
orneklerinde néronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS), in-
diklenebilir NOS (iNOS) dizeyleri ve hipokampusde NOS tirle-
rinin anlatimlari degerlendirildi.

Bulgular: EPO &n-uygulamasi nébet siddetini azaltti. Tek basina
EPO uygulamasi nNOS diizeyini plazma (p<0,001), frontal kor-
teks (p<0,05) ve hipokampus (p<0,001) érneklerinde azaltti. Hi-
pokampus nNOS diizeyi ve anlatimi, EPO+PTZ grubunda, PTZ
grubuna gére artti (p<0,001). PTZ uygulamasiyla hipokampusde
eNOS (p<0,01) ve iNOS (p<0,05) azalirken; EPO 6n-uygulamasiy-
la kontrole yakin oldugu gozlendi.

Sonug: EPO &n-uygulamasi antikonvulsif etkilerini, eNOS ve
nNOS duizeylerini artirarak gésterdi. EPO 6n-uygulamasi, eNOS
araciigiyla hipokapusde kan akimini artirarak, néronlarin hiperek-
sitabilitesini azaltabilir. Ayrica EPO, antioksidan gorevi gérerek
eNOS ve nNOS'un azalmasini engelleyerek antikonvulzif etkileri-
ne katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Eritropoietin, nitrik oksit sentaz, hipokam-
pus, ndbet

ABSTRACT

Objective: Nitric oxide, an important mediator in the dysfunc-
tions of learning-memory and epileptogenesis, is formed by
nitric oxide synthase (NOS) in neuronal cells in many areas of
the brain, primarily the hippocampus. It is has been shown that
erythropoietin (EPO) has neuroprotective and antiepileptic ef-
fects. The aims of this study was to investigate the effects of EPO
pre-treatment on convulsions and NOS species in the hippocam-
pus and frontal cortex in pentylenetetrazole (PTZ)-induced gen-
eralized seizure model.

Material and Method: Forty adult male Wistar albino rats were
divided into four groups: Control-saline; PTZ-single dose 60 mg/
kg, EPO-3000 IU/kg; and EPO+PTZ- EPO pretreatment 24 hours
before PTZ administration. After the administration of PTZ, the
seizure severity (stage) was observed and scored. The levels of
neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS), inducible NOS
(iNOS) levels in the plasma, hippocampus and frontal cortex
specimens of animals and expressions of NOS species in the hip-
pocampus tissues were examined.

Results: EPO pretreatment decreased seizure stage (p<0.01). EPO
administration alone reduced nNOS levels in plasma (p<0.001),
frontal cortex (p<0.05), hippocampus (p<0.001). Hipocampus
nNOS level and expression increased in the EPO+PTZ group
compared to the PTZ group (p<0.001). eNOS (p<0.01) and iNOS
(p<0.05) levels of hippocampus decreased in the PTZ group; EPO
pretreatment before PTZ application improved nNOS level.

Conclusion: The EPO pre-treatment demonstrated anticonvul-
sive effects by increasing eNOS and nNOS levels. EPO pre-treat-
ment can reduce the hyperexcitability of neurons by increasing
blood flow in the hypocampus via eNOS. In addition, EPO may
contribute to its anticonvulsive effects by inhibiting the decrease
of eNOS and nNOS by acting as antioxidant.

Keywords: Erythropoietin, nitric oxide synthase, hippocampus,
seizure
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GiRiS

Epilepsi diinyada sik gorilen dérdinci nérolojik bir has-
taliktir ve beyindeki sinir hicrelerinin artmis uyanlabilirli-
ginden (néronal hiperekstabilite) kaynaklanir (1). Epileptik
nobetlerin antiepileptik ilaclarla engellenebilecedi, ylzyil
kadar 6nce sodyum pentotalin bulunusu ve kullanilmasiy-
la ortaya konmustur (2). Pentilenterazol (PTZ) ve maksi-
mal elektrogsok deneysel nébet modelleri, yaygin olarak
antiepileptik ilaglarin degerlendirilmesinde kullanilan de-
neysel modellerdir. PTZ, y-aminobdtirik asit-A (GABA-A)
reseptor'in antogonisti olarak davranir ve glutamerjik
néronal aktivitenin artmasiyla PTZ-indtkli konvilsif né-
betler gerceklesir (3).

Ogrenme-hafiza bozukluklar ve epilepsi patogenezinde
onemli bir medyatdr olan nitrik oksit (NO) hipokampus
basta olmak Uzere beynin bircok bdlgesinde ndronal
hicrelerde nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-argininin
L-sitriline dénUstirilmesi sirasinda olusur ve g tip NOS
vardir, endoteliyal NOS (eNQOS), néronal NOS (nNOS) ve
indiklenebilir NOS (iNOS) (4). nNOS ve eNOS, noron-
larda ve endoteliyal hiicrelerde eksprese edilirken; iNOS
reaktif astrositlerde eksprese edilir ve immin fonksiyona
aracilik eder (5). eNOS'dan kokenli NO, beyindeki mikro
sirkllasyonun korunmasi ve slrdirilmesinde rol oyna-
maktadir (6). Ayrica nérotoksisiteye karsi koruyucudur ve
néronal sag kalim icin dnemlidir. nANOS'dan tiretilen NO,
néronal plastisite, bellek olusumu, merkezi sinir sistemi
kan akiginin dizenlenmesi, agri sinyalleri iletimi ve nérot-
ransmitter salimimi ile iligkili dnemli bir nérotransmitter
olarak gérev yapar (7). Asirt miktarda néronal NO Uretildi-
ginde fizyolojik bir néromodulatérden nérotoksik bir fak-
tére donlsebilir. Bu nedenle nNOS, genis bir yelpazede
hem fizyolojik ve hem de patolojik kosullarda énemlidir.
iNOS, pro-inflamatuvar sitokinlere veya endotoksine ya-
nit olarak makrofajlar, glial hiicreler ve timér hiicrelerinde
eksprese edilir. Reaktif astrositlerde iINOS ekspresyonu-
nun artmasi, glutamaterjik yolu uyarir ve hipereksitabilite-
ye neden olur (5). INOS aracili NO, status epileptikus (SE)
sonrasi dénemde, yani epileptojenez déneminde ndron-
lari uyarmaya devam eder (8) ve bu faktorler, néronlan
nébet esigini daha da distrmek igin israrla duyarli hale
getirir (9).

Klinik ve deneysel calismalar, uzun sureli epileptik nébet-
lerin cogunlukla hipokampusta néronal hasar olusturarak
biligsel fonksiyonlarda bozulmaya neden oldugunu goés-
termistir (10). Ogrenme ve hafizadan sorumlu olan hipo-
kampus, cornu ammonis (CA) ve dentat girus olmak Gzere
iki kisimdan olusur. Hipokampusun CA bélgesi CA1, CA2,
CA3 ve CA4 olmak Uzere dort zondan olustugu kabul edi-
lir. CA1 ve CA2 zonlarn kigik piramidal hiicrelerden, CA3
ve CA4 zonlari genis piramidal hiicrelerden olusur. Dentat
girus bir kavite seklindedir ve kicik grandl hiicrelerden
olugsmaktadir. Deneysel olusturulmus status epileptikus
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modellerinde CA1 bdlgesindeki piramidal néronlar se-
rebral iskemiye kargi daha hassas olduklar (11, 12), hi-
pokampus CA1, CA3 piramidal néronlar ve dendat hilus
bolgesi graniler néronlarda histolojik degisikler saptan-
mistir (13). Ayrica temporal lob epilepsisinde CA1'in en
fazla etkilenen hipokampus alt bdlgesi oldugu rapor edil-
mistir (14). ilaveten hipokampus alt bélgeleri (DG, CA3,
CA1) arasindaki intrahipokampal baglantilar, epileptik
durum olusturabilen eksitatdr geri besleme halkalari
iceren devrelere sahiptir. CA1 bdlgesi néronlar spasyal
(uzaysal) 6grenme ve bellek icin gereklidir. CA1 bdlgesi
bir hata dedektéri gibi calisir ve kortikal bilgiler ile CA3
ve entorniyal korteksden gelen bilgiler arasinda uyum-
suzluk olup olmadigini kontrol eder. CAT ve CA3'deki
hicre sayilan adélesan dénemden énce daha az iken bu
dénemden sonra giderek artmaktadir (15). Epileptik no-
betler ve biligsel bozukluk iliskisi iyi bilinmektedir. Uzun
strreli anilarin olusumu ve depolanmasindaki zorluklar né-
betlerde hipokampus disinda diger beyin boélgelerinin de
etkilendigini distndirmektedir (16, 17). Frontal korteks
hipokampusda kodlanan bilgilerin uzun sureli hafizada
depolanmasindan sorumlu oldugdu bilinen en énemli be-
yin bélgesidir (18). Dolayisiyla ¢alismamizda PTZ ile in-
dikledigimiz nébetlerin frontal korteksde NOS tirlerinin
ekspresyonuna eritropoetinin etkisini de arastirdik.

Eritopoietin  (EPO) esasen eritropoezde rol oynar.
EPO’'nun genis yelpazede nérodejeneratif hastalik mo-
dellerinde pleitropik etkileri ortaya konmustur. EPO &n-
tedavisinin serebral iskemi, travma modellerinde ndron
koruyucu ve antiinflamatuar etkileri, deneysel indiklen-
mis epileptik ndbet modellerinde antiepileptik etkisi gos-
terilmistir (19-21). EPO’nun vazodilatasyonla sonuglanan
nérovaskiler yanitinda kan akisini artirma yoluyla NO
Uretimini artirarak néroprotektif etkileri rapor edilmistir
(22). NO’nun, néronal hicre kiltirlerinde EPO reseptori
(EpoR) ekspresyonunu indikleyebildigi (23), vazodilatas-
yon yoluyla oksijen teminini artirabilecegi ve dolayisiyla
doku koruyucu etkileri saglayabilecedi ancak NO'nun asi-
r Uretilmesinin nérotoksik olduguda bilinmektedir (24).
Basal gangliyon hicre kiltirlerinde, NO uygulamasinin,
glial hiicrelerde EPO'nun hipoksi indikleyici faktor (HIF)
aracili transkripsiyonuna bagl olarak aksonal dejeneras-
yona karsi koruma sagladigi gdsterilmistir (25).

Bu calismada, PTZ ile indikledigimiz tonik klonik nébet-
lerden 24 saat dnce EPO uygulamasinin ndbet davranigi
ile (proflaktik olarak) plazma, frontal korteks ve hipokam-
pus CA1, CA3 ve DG boélgelerinde NOS tirlerinin dizey-
leri Uzerine etkileri arastiriimistir.

GEREC VE YONTEM

Deney diizenegi ve gruplar

Bu calismada kirk adet agirliklari 300-350 g arasinda degi-
sen 3 aylik erkek Wistar albino sican kullanildi ve sicanlar
standart laboratuvar kosullarinda (12 saat aydinlik-12 saat
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karanlik, 21+1°C oda sicakligi, ad-libitum su ve besin) ba-
rindirldi. Tim deneyler ulusal saglik enstitileri tarafindan
kabul edilen deney hayvanlari bakimi ve kullanimi ilgili
kurallar cercevesinde Bezmialem Vakif Universitesi De-
neysel Arastirma Merkezi'nde (Etik Kurul Onayr 2016/128
sayili, 22.04.2016 tarihli olarak Bezmialem Vakif Universi-
tesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 'ndan alind)
gerceklestirildi. Hayvanlar rastgele olarak : (i) tek bagina
serum fizyolojik (SF) uygulanan (kontrol, n=10); (ii) tek ba-
sina pentilentetrazol (PTZ, n=10) uygulanan (24 saat dnce
SF uyguland)), (iii) tek basina EPO uygulanan (SF uygula-
masindan 24 saat 6nce EPO, n=10) ve (iv) PTZ enjeksiyo-
nundan 24 saat dnce EPO uygulanan (EPO + PTZ, n=10)
olmak lzere dort gruba ayrilmistir.

Uygulanan maddeler ve dozlari

Rekombinant insan eritropoeiteni, (-HUEPO, Eprex; Epo-
etin alfa, 3000 IU/ml, Santa Farma, Turkey) intraperitoneal
(i.p) 3000 1U/kg olacak sekilde SF icerisinde seyreltilerek
kullanildi. Bu doz daha &nce kullanilmis olup herhangi bir
yan etkisi gorilmemesi (17) sebebiyle tercih edilmistir.
EPO veya SF uygulamalarindan 24 saat sonra sicanlara
SF igcinde ¢ozindurilen 60 mg/kg i.p. PTZ (Sigma) uygu-
lanmistir. Kontrol ve EPO kontrol gruplarindaki sicanlara
serum fizyolojik uygulandi.

Epileptik nobetler gecirildikten 48 saat sonra (kisa ve
uzun sureli hafiza testi yapilmistir, ancak sonuglari burada
degerlendirilmemistir) biyokimyasal analizler icin 6 hay-
vandan kardiyak kan alindi, dekapite edilen hayvanlarin
hipokampus ve korteksleri ayrilarak sivi azotla dondurul-
du ve -80°C saklandi. Alinan kanlar 3000 xg'de santrifij-
lenerek calisilmak tizere saklandi. immunohistokimyasal
calismalar icin ise perfizyon yontemi uyguland.

PTZ induiklii nébet siddetlerinin degerlendirilmesi
Nobet siddeti; PTZ verildikten sonra iki saat sire ile si-
canlar gozlenerek nébetler Racine skalasina gére skorlan-
di (26). 0 ndbet yok; 1 jeneralize myoklonikjerk (bir kasin
gegcici olarak kasilip sarsilmasi); 2 dogrulma kaybinin eslik
etmedigi jeneralize klonik nébet; 3 dogrulma kaybinin es-
lik ettigi jeneralize klonik ndbet; 4 6n ekstremite tonusu
ile dogrulma kaybi; 5 arka ekstremite tonusu ile dogrul-
ma refleksinin kaybi olarak kabul edilerek ndbet siddeti
belirlendi.

Hipokampus ve frontal korteks dokularinda ve plazma
6rneklerinde biyokimyasal belirteclerin ¢alisiimasi
Dondurularak saklanan hipokampus ve frontal korteks
dokulari 137 mM NaCl, 10 mM fosfat ve 2,7 mM KCl
iceren ve pH'si 7,4 olan fosfat tamponunda (PBS) homo-
jenize edildikten sonra +4°C'de 10000g’'de 15 dakika
santriftj edildi. Plazma ve doku (hipokampus ve korteks)
orneklerinde nNOS (SunLong, SL1253Ra, China), iNOS
(SunLong, SL1250Ra, China), eNOS (SunLong, SL1251Ra,
China) belirtecleri caligildi.

immunohistokimyasal metod

Deney sirasinda 4 sicanin perflizyon ydntemiyle kismen
fikse edilen beyinleri, sag ve sol hemisferler olarak ayril-
di. %10 notral formalinde fikse edildi. Dokular daha sonra
parafin bloklar haline getirilerek 5 pm kalinhiginda alinan
kesitler immunohistokimyasal caligmalar icin kullanildi.

Lamlara alinan kesitler deparafinizasyon ve dehidratasyon
islemlerinden sonra saf suda yikandi. Lamlar mikrodalga
firnda sitrat tamponu (pH:6,0) icerisinde 600 Watt'ta 10
dakika kaynatildiktan sonra oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Sitrat tamponunun ardindan saf suda yikanan
kesitler 10-15 dakika boyunca PBS (pH:7,2)'de bekletildi.
Tum kesitler, endojen peroksidaz aktivitesinin engellen-
mesi icin, oda sicakliginda ve nemli ortamda %3’k hid-
rojen peroksit (H202) (Merck, 1,08597) icinde 10 dakika
tutulduktan sonra PBS’e alindi. Daha sonra, kesitlere oda
sicakliginda 10 dakika Ultra V blok (Thermo Scientific, TA-
125-UB) uygulandi. Kesitler nNOS ( 1:150 dilisyonunda,
Invitrogen 617000) ve eNOS (1:100 dilisyonunda Labvisi-
on RB9279) antikorlar +4 °C'de bir gece (18 saat), iNOS
antikoru (1:100 dilisyonunda, Lab VisionRB1605) ile oda
isisinda 1 saat tutuldu. Tim antikorlar, UltrAb Diluent (Lab
Vision, TA-125-UD)'de sulandirildi. Lamlar, PBS’' de 3 kez
5’er dakika yikandiktan sonra, 30 dakika oda sicakliginda,
keciden elde edilmis biyotinlenmis anti-tavsan sekonder
antikoru (Thermo Scientific, TP-125-BN) ile inklibe edildi.
Kesitler PBS' de yikandiktan sonra, peroksidaz ile isaretli
streptavidin (Thermo Scientific, TS-125-HR)'de oda sicak-
liginda 30 dakika tutuldu. Renkli reaksiyon Grdndnin olus-
masi icin, maksimum 10 dakika AEC (3-amino-9-etilkarba-
zol) (Thermo Scientific, TA-004-HAC) ile inkibe edildikten
sonra distile su ile yikandi. 45 saniye boyunca Mayer he-
matoksilende (Lab Vision, TA-125-MH) tutularak zit boya-
ma yapilan kesitler, 5 dakika musluk suyunda yikandiktan
sonra gliserol jelatin (Lab Vision, TA-125-UG) ile kapatild.
Leica stk mikroskobu ile incelenerek hipokampusun CA3,
CA1 ve DG alanlarindaki eNOS, iNOS ve nNOS pozitif
reaksiyonlu hiicrelerin dagilimi H-skor ile degerlendirildi.
[H-skor=S Pi (i + 1), "i" reaksiyon siddeti ve "P" reaksiyon
gosteren hiicre yizdesi] (21). DG, CA3 ve CA1 bdlgele-
rinin H-skorlar birlikte degerlendirilerek ortak bir H-skor
degeri elde edildi ve gruplar karsilastirildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen tim veriler Instat istatistik yazilimi (Instat
Graphpad Yazilimi, San Diego, CA, ABD) kullanilarak
analiz edilmistir. Normal dagilim igin gruplarin uyumlulu-
Junun test edilmesinin ardindan, doku homojenatlari ve
plazma ornekleri, tek yonli varyans analizi uygulanarak
Tukey coklu karsilagtirma testi kullanilarak degerlendiril-
di. Nébet siddeti ise student-t testi (Mann Whitney post
test) ile degerlendirildi. Degerler + standart sapma olarak
ifade edildi. P<0,05 dederi tim analizlerde istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

EPO &n-uygulamasinin nébet siddeti lizerine etkileri

PTZ uygulanmasi sonucunda ndébet siddeti 4,8+0,4 olarak
skorlanirken, EPO 6n-uygulamasiyla ndbet siddetlerinin
3,4+0,5 oldugu ve EPO &n uygulamasinin nébet siddeti-
ni anlamli olarak azalttigi (p<0,01) tespit edildi. Son PTZ
uygulamasindan sonra olacak sekilde hafiza testi (kisa ve
uzun sureli hafiza) yapilmistir ancak sonuglar verilmemistir.

EPO 6n-uygulamasinin plazma, hipokampus ve frontal
korteks 6rneklerinde nNOS diizeyi ve hipokampusteki
ekspresyonu lizerine etkisi

Plazma nNOS duzeyleri kontrol grubunda 116,8+9,5; EPO
grubunda 29,9+9; PTZ grubunda 133,9+16,6; EPO+PTZ
grubunda 64,1+25 pg/ml'dir. Kontrol grubuna gére EPO

Kontrol EPO

DG

CA3

CAl

EPO+PTZ

grubu nNOS dizeyinin anlamli olarak azaldigi (p<0,001)
gorilirken, PTZ grubunda ise anlamli bir degisiklik go-
rilmedi. EPO+PTZ grubunun plazma nNOS dizeyi PTZ
grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi (p<0,001). Hipo-
kampus nNOS duzeyleri degerlendirildiginde ise, EPO
uygulanan grupta (35,6+1,8) kontrol grubuna (121,3+7,4)
g6re anlamli olarak azalis (p<0,001) gorilirken; PTZ uy-
gulanan grupta (140,9+9,5) ise kontrole gore farklilik tes-
pit edilmedi. EPO+PTZ grubu nNOS dizeyi (273,6+59)
ise PTZ grubuna goére anlamli olarak artti (p<0,001) (Se-
kil 1). Frontal korteks nNOS duzeyleri kontrol grubuna
(74,6+30,1) gore; EPO uygulanan grupta (35,1+18,5)
azaldigi (p<0,05); PTZ uygulanan grupta (156,3+22) ise
anlamli olarak arttigi (p<0,001) gérildu. Frontal korteks
nNOS duzeyi EPO+PTZ grubunda (82,8+20,2) ise, PTZ
grubuna gdre azaldi (p<0,001) (Sekil 1).

PTZ EPO+PTZ

B Serum
E=8 Hipokampus
Il Frontal korteks

Sekil 1: Hipokampusde nNOS anlatimi ile plazma, hipokampus ve frontal korteks
doku &rneklerinde nNOS dzeyleri. A: Kontrol grubu DG, B: Kontrol grubu CA3, C:
Kontrol grubu CA1, D: EPO grubu DG, E: EPO grubu CA3, F: EPO grubu CA1, G: PTZ
grubu DG, H: PTZ grubu CA3, I: PTZ grubu CA1, J: EPO+PTZ grubu DG, K: EPO+PTZ
grubu CA3 ve L: EPO+PTZ grubu CA1 bolgelerinde nNOS anlatimi gésterilmektedir.
I: Hipokampusteki nNOS anlatiminin H-skor olarak gosterilmesi (n=4). Il: Plazma,
hipokampus ve frontal korteks érneklerinde nNOS duzeyleri (n=6).*, kontrol grubuna;
8, PTZ grubuna gore karsilagtirmayi ifade etmektedir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
¥®p<0,01; ®p<0,001. Veriler ortalama+standart sapma olarak degerlendirilmistir.
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Hipokampusun CA3, CA1 ve DG alanlarinda immuno-
histokimyasal olarak nNOS pozitif reaksiyonunun siddeti
incelendiginde EPO grubunda ve PTZ grubunda nNOS
reaksiyonunun kontrol grubuna gére azaldigi (p<0,01)
gdzlemlendi. EPO 6n-uygulamasindan 24 saat sonra PTZ
verilen gruptanNOS anlatiminin, PTZ grubuna gore an-
lamli olarak bir arttigi gorildu (p<0,01) (Sekil 1).

EPO &n-uygulamasinin plazma, hipokampus ve frontal
korteks érneklerinde iNOS diizeyi ve hipokampusteki
ekspresyonu lizerine etkisi

Plazma iNOS duzeyleri kontrol grubunda 25,9+9,5;
EPO grubunda 37,0+10,7; PTZ grubunda 32,1+6,4 ve
EPO+PTZ grubunda 33,2+6,7 pg/ml'dir ve gruplar ara-
sinda anlamli bir farklilik yoktu. Hipokampus iNOS dize-
yinde, EPO uygulanan grup (46,3+6,3) ile kontrol grubu

(41,4+8,0) arasinda anlamli bir farklilik gézlenmezken;
PTZ uygulanan grupta (29,8+1,5) iNOS duzeyinin kontrol
grubuna gore (p<0,05) azaldigi gorildi. EPO+PTZ grubu
iNOS duzeyi (46,1+6,2), PTZ grubuna gore artti (p<0,001)
(Sekil 2). Frontal korteks iINOS duzeyleri ise kontrol gru-
bunda 41,8+8,6;, EPO grubunda 42,2+5,6; PTZ grubunda
37,6+3,0 ve EPO+PTZ grubunda 40,0+4,3 pg/ml'dir ve
gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmad..

immunohistokimyasal olarak hipokampusun CA3, CA1
ve DG alanlari incelendiginde EPO grubundave PTZ gru-
bunda iINOS pozitif reaksiyonu, kontrol grubuna gére
anlamli bir farkhlik géstermedi. EPO 6n-uygulamasindan
24 saat sonra PTZ verilen grup ile PTZ grubu arasinda da

belirgin farklilik goézlemlenmedi (Sekil 2).

iNOS H-skor
iNOS (pg/ml)
8

@ Serum
B8 Hipokampus
@ Frontal korteks

556

PTZ
EPO+PTZ
Kontrol
EPO

PTZ
EPO+PTZ
Kontrol

EEE

Sekil 2: Hipokampusde iNOS anlatimi ile plazma, hipokampus ve frontal korteks doku
drneklerinde iINOS dizeyleri. A: Kontrol grubu DG, B: Kontrol grubu CA3, C: Kontrol grubu
CA1, D: EPO grubu DG, E: EPO grubu CA3, F: EPO grubu CA1, G: PTZ grubu DG, H: PTZ
grubu CA3, I: PTZ grubu CA1, J: EPO+PTZ grubu DG, K: EPO+PTZ grubu CA3 ve L: EPO+PTZ
grubu CAT bélgelerinde iINOS anlatimlan gésterilmektedir. I: Hipokampusteki iNOS anlatiminin
H-skor olarak gosterilmesi (n=4). Il: Plazma, hipokampus ve frontal korteks érneklerinde iNOS
duzeyleri (n=6). *, kontrol grubuna; 8, PTZ grubuna gore karsilagtirmay ifade etmektedir.
*0<0,05; ***p<0,001; #p<0,001. Veriler ortalama+standart sapma olarak degerlendirilmistir.
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EPO 6n-uygulamasinin plazma, hipokampus ve frontal
korteks érneklerinde eNOS diizeyi ve hipokampusteki
ekspresyonu lizerine etkisi

Plazma eNOS duzeyleri kontrol grubunda 33,3+14,2; EPO
grubunda 43,5+13,3; PTZ grubunda 42,7+9,5; EPO+PTZ
grubunda 40,1+8,1 pg/ml’dir ve gruplar arasinda anlam-
I bir farklilik yoktu. Hipokampus eNOS duzeyleri kontrol
grubunda 56,8+12; PTZ uygulanan grupta 39,2+2,2; EPO
grubuna 64,1+3,6 ve EPO+PTZ grubunda 63,7+5,3 pg/
ml'dir. PTZ grubu hipokampal eNOS duzeyi kontrol gru-
buna gore anlamli olarak azalirken (p<0,01); EPO grubun-
da kontrol grubuna gére anlaml bir farkhlik gérilmedi.
EPO+PTZ grubunda ise PTZ grubuna gére eNOS duze-

Kontrol EPO

DG

CAl

Kontrol

g Y
5 3
x o

w

eNOS (pg/ml)
o B8 & 8

PTZ

EPO
EPO+PTZ

yinin arttigi (p<0,001) ve kontrol ile EPO gruplarina yak-
lastigi goraldu (Sekil 3). Frontal korteks eNOS duzeyleri
ise kontrol grubunda 57,3+13; EPO grubunda 64,4+10,7;
PTZ grubunda 51,0+4,5 ve EPO+PTZ grubunda 54,5+3,3
pg/ml'dir ve gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu
(Sekil 3).

immunohistokimyasal olarak hipokampusun CA3, CA1
ve DG alanlarindaki eNOS pozitif reaksiyonu EPO gru-
bunda (p<0,01) ve PTZ grubunda (p<0,001) kontrol gru-
buna gére azaldi. EPO 6n-uygulamasindan 24 saat sonra
PTZ verilen grupta eNOS anlatiminin PTZ grubuna gére
(p<0,01) anlamli olarak arttigr goralda (Sekil 3).

EPO+PTZ

B Serum
B8 Hipokampus
B Frontal korteks

555

*x

Kontrol
EPO

PTZ
EPO+PTZ
Kontrol
EPO

PTZ
EPO+PTZ

Sekil 3: Hipokampusde eNOS anlatimi ile plazma, hipokampus ve frontal korteks doku
orneklerinde eNOS duzeyleri. A: Kontrol grubu DG, B: Kontrol grubu CA3, C: Kontrol
grubu CA1, D: EPO grubu DG, E: EPO grubu CA3, F: EPO grubu CA1, G: PTZ grubu
DG, H: PTZ grubu CA3, I: PTZ grubu CA1, J: EPO+PTZ grubu DG, K: EPO+PTZ grubu
CA3 ve L: EPO+PTZ grubu CA1 bdlgelerinde eNOS anlatimlari gdsterilmektedir.
I: Hipokampusteki eNOS anlatiminin H-skor olarak gosterilmesi (n=4). Il: Plazma,
hipokampus ve frontal korteks érneklerinde eNOS duzeyleri (n=6). *kontrol grubuna;
8, PTZ grubuna gore karsilagtirmayi ifade etmektedir. **p<0,01; ***p<0,001; *p<0,01;
¥ <0,001. Veriler ortalama=standart sapma olarak degerlendirilmistir.
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TARTISMA VE SONUC

Eritropoietin, antikonvulsan etkileriyle beraber, i¢ NOS
izoformu Uzerinden hipokampus veya frontal korteksde
farkli etkiler géstermektedir. PTZ uygulamasindan 24 saat
once EPO uygulanmasi, hipokampusde agirlikli olarak
nNOS olmak Gzere kismen eNOS ve iINOS Uzerinden hi-
pokampus ve frontal korteksde etkileri olmaktadir.

Deneysel olarak indiklenen ndbetlerde, EPO dn-tedavisi-
nin serebral iskemi, travma modellerinde néron koruyucu
ve antiinflamatuar etkileri gdsterilmistir (20, 21). Bizim de
calismamizda EPO 6n-uygulamasiyla nébet siddetlerinin
azaldigini gosterdik ve literatirle uyumludur. NMDA re-
septorlerinin aktivasyonu L-argininden NO Ureten enzim-
leri tetikler (27). EPO'nun néroprotektif etkisinde NO'nun
sorumlulugu, genellikle NO'nun vazodilatator etkisi yani
kan akimini artirmasi ile aciklanmaktadir (22). NO'nun,
néronal hicre kiltirlerinde EpoR ekspresyonunu indiik-
leyebildigi (23), vazodilatasyon yoluyla oksijen teminini
artirabilecedi ve dolayisiyla doku koruyucu etkileri sag-
layabilecegdi ancak NO'nun asirt Uretilmesinin nérotoksik
oldugu da bilinmektedir (24). Bazal gangliyon hicre kul-
turlerinde, NO uygulamasinin, glial hiicrelerde EPO'nun
HIF aracilikli transkripsiyonuna bagli olarak aksonal deje-
nerasyona karsi koruma sagladigi gdsterilmistir (25).

Farelerde, normal kosullarda NO iceridi serebral kortek-
sin temporal bodlgesinde (amigdala dahil); hipokampus,
serebellum ve serebral korteksin diger bdlgelerinden
daha fazla oldugu bildirilmistir (28). PTZ induklt konvul-
sif ndbetlerden sonra tim beyin bélgelerinde NO mik-
tarinin %50'den fazla arttigi gosterilmistir (3). nNOS (-/-)
olan farelerde, PTZ ile nébet olugmasi daha yuksektir (29).
PTZ, dozuna da bagli olarak beynin farkl bélgelerinde
farkli hicrelerde farkli etkiler gésterir. NO, NOS bagmli
hicreye 6zgu sinyal kompleksleri araciligiyla bu etkileri-
ni segileyebilir (30). NO'nun prokonvulzan etkisini rapor
eden caligmalar (31, 32), yaninda antikonvulsan etkisini
gosteren caligmalarda mevcuttur (29).PTZ ile indiklenen
kindling ndbetlerde NO'nun elektriksel desarjlar azalta-
rak antikonvulzan etkisi gosterilmistir (32). nNOS tarafin-
dan NO duretimi, hipoksi slresince veya sonrasinda artar
(33). Bizim calismamizda da PTZ ile olustrulan tonik klonik
nobetler sonrasinda frontal korteksde nNOS dizeyi artig
gostermistir. Ancak PTZ grubunda, serum dizeyinin aksi-
ne hipokampus alt bdlgelerinde nNOS ekspresyonunun
dismesinin bir nedeni epileptik nébetlerin indikledigi
oksidatif stres olabilir. NMDA reseptorl iceren néronlarin
ylUksek oranda nNOS icerdikleri rapor edilmistir (34). Epi-
leptik nobetlere 6zellikle hipokampal néronlarin hassasi-
yeti ve ndbetlerin olusumunda hipokampal néronlardaki
asin elektriksel aktivitenin sorumlulugu bilinmektedir.
Dolayisiyla frontal korteksden farkl olarak hipokampusda
NMDA reseptérlerinin asgin aktivasyonu, hicre icine asin
kalsiyum girisi reaktif oksijen Urlnlerinin olusumuna ne-

den olur. Bu oksidatif Grlinlerin hipokampusda nNOS ile
reaksiyona girip oksidatif peroksit Grinlerinin olusumuna
(35) boylece hipokampusda nNOS'da azalmaya neden
olabilicedini dusindirmektedir. Ayrica deneyin hafiza
testinden sonra sonlandinimasi, iyilesme sireclerinin
devreye girmis olmasini da etkin kilmis olabilir. ilging ola-
rak tek basina EPO uygulamasindan sonra hem plazma,
hipokampus ve frontal korteksdeki diizeyleri ve hem de
hipokampusdeki nNOS anlatminin (kontrole grubuna ki-
yasla) cok belirgin olarak diismuis olmasi, tek basina EPO
uygulamasinin nNOS Uzerine baskilayici olabilecegini
dustindirmektedir. Bu digiincemiz Kilic ve ark. (2005) ta-
rafindan yapilan murin beyninde rhEPO’sunun transgenik
ekspresyonu, striatal néronlarda nNOS ekspresyonunu
baskiladigini bildiren calismayla da értigsmektedir (36).

NQ'in, kortikal néronlarda eksitotoksisiteye kargi koruyu-
cu fakat hipokampusdeki néronlarda uyarilabilirlige kars:
hicre tiplerine 6zgu etki gosterdigi distintiimektedir (30).
Glial (Shwann) hucre kilttrinde, NO-indukla aksonal ko-
rumanin hipoksi indukleyici faktér (HIF)-1 aracili olarak
EPO transkripsiyonuna bagl oldugu gosterilmistir (25).
Calismamizda da EPO uygulamasindan sonra PTZ verilen
hayvanlarin hipokampuslarinda nNOS ekpresyonunun
kontrol seviyesinde korunmasi, EPO’nun antioksidan etki-
sine bagdli oldugunu dustindirmektedir. EPO hipokamus-
da oksidatif stresi azaltarak mevcut nNOS ekspresyonun
korunmasini saglayabilir. Nitekim EPO 6n tedavisinin,
PTZ induklu epileptik nébetlerin hipokampusda indikle-
digi lipid perksidasyon rlini olan MDA seviyesini distr-
digu gosterilmistir (21).

PTZ verilerek akut nébet olustuktan 1 saat sonra izole
edilen sican hipokampuslerinde iINOS dizeyi artarken
eNOS dizeyinin azaldigi bildirilmektedir (21). Buna karsin
60 mg/kg PTZ ile indiklenen akut nébetlerde hipokam-
pusda iINOS ekspresyonun degismedigini rapor eden
calisma da mevcuttur (37). Bizim calismamizda PTZ veri-
len grupta hipokampus eNOS dizeyi literatirle uyumlu
sekilde dismdustd, ancak ilging olarak iINOS duzeyleri de
dUstktl. Bu durum literatirle celismektedir. Bunun nede-
ni nébetlerden sonra érneklerin alinma sureleri arasindaki
farkhlik olabilir. Ayrica nébetlerin neden oldugu oksidatif
stres tim NOS tirleri ile Gretilmis NO ile birleserek reak-
tif nitrojen Urlnleri olusturabilir, bu nedenle diger NOS
turlerinde oldugu gibi INOS da dislk bulunmus olabilir.
Nitekim reaktif oksijen Griinlerinin iNOS ile reaksiyonu
yiksek oranda gerceklesmektedir. EPO’nun, inflamatuvar
uyaranlara maruz kalmig oligodendrositlerdeki proinfla-
matuar medyator olan iINOS ekspresyonunu hafiflettigi,
buna kargin EPO’nun orta dizeyde eNOS'u aktive ede-
bilecedi bildiriimektedir (37). Bahcekapili ve ark. (2014)
tarafindan yapilan calismada EPO 6n uygulamasi ile hi-
pokampusde eNOS dizeyinin arttigi, iINOS seviyesinin
de azaldigi rapor edilmistir (21). Calismamizda PTZ uygu-
lamasindan 6nce EPO 6n-uygulamasi ile hipokampusde-
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ki iNOS ve eNOS duzeyleri ve anlatimlari kontrol grubu
degerlerine yaklasti. eNOS ve iNOS normal degerlere
yaklasirken, nNOS duzeyinin yaklasik 2 kat kadar hipo-
kampusde belirgin olarak artmis olmasi, EPO 6n-uygula-
masinin tonik klonik ndbetlerde hipokampusde nNOS'u
artirarak koruyucu 6zelliklerini sergileyebilecegini du-
stindirmektedir. Bu dusliince de, nNOS'un beynin farkli
bolgelerinde ve farkli durumlarda prokonvilsan veya an-
tikonvulsan davranis sergiledigi seklinde yorumlanabilir.
Bazi calismalarda nNOS'un antikonvilsan &zelliklerinin
de ortaya konmasiyla epilepsi tedavilerinde NO aracili
tedavi yontemlerini ve olasiliklarini gelistirme gerekliligi
ortaya cikmaktadir. Ayrica, EPO 6n uygulamasi yapilan
kontrol grubu hayvanlarin serum, hipokampus ve frontal
korteks érneklerinde nNOS duzeyinin disik olmasi ilging
bir bulgu olarak karsimiza ¢cikmaktadir ve bu bulgu bize
EPO’'nun agirlikl olarak nNOS'u da etkileyebilecegdini
gosterir.

Calismamizda hipokampusdeki NOS tirleri anlatimlari-
nin zaman zaman biyokimyasal él¢imlerden farkli olmasi,
biyokimyasal incelemeler icin total hipokampus dokusu
kullaniimasi ve anlatimlarinin incelemesi hipokampusdeki
belli zonlardaki hicrelerin sayimi ile ince bir kesit Gzerin-
de yapilmis olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Sonug¢ olarak, EPO &n-uygulamasinin ndbet siddetini
azalttigi ve PTZ indukli nébetlerden 48 saat sonra dene-
yin sonlandinimasiyla EPO uygulamasi, hipokampus alt
bolgelerinde eNOS ve daha belirgin olarak nNOS du-
zeyini artirmisti. EPO'nun antiepileptik etkisini NOS'lar
baglaminda degderlendirecek olursak; EPO on tedavisi;
1) eNOS araciligiyla nébete hassas bdlge olan hipokam-
pusda kan akimini artirarak nébetlerin neden oldugu
iskeminin engellenmesi ve dolayisiyla kanlanmanin azal-
masina bagli néronlardaki hipereksitabilitenin engellen-
mesi ile, 2) muhtemelen antioksidan etki ile nébetlerin
neden oldugu oksidatif etkiyi azaltip antioksidan etki ile
hem eNOS hem de nNOS'un azalmasni engellemistir.
Boylelikle EPO &n tedavisi eNOS ve nNOS aracihidi ile
antikonvulzif etki gosterebilir. Bu preliminer ancak 6zgln
bulgularimiz EPO’nun antiepileptik ve antiamnezik etki-
sinde NO'nun sorumlulugunun spesifik NO inhibitorleri
ile daha ileri arastrilmasi gerekliligini distindirda.
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