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ÖZET
Amaç: Öğrenme-hafıza bozukluklarında ve epileptogenezde 
önemli bir medyatör olan nitrik oksit, hipokampus başta olmak 
üzere beynin birçok bölgesinde nöronal hücrelerde nitrik ok-
sit sentaz (NOS) tarafından oluşturulur. Eritropoietin (EPO)’nun 
nöroprotektif ve antiepileptik etkileri olduğu gösterilmiştir. EPO 
ön-uygulamasının, pentilentetrazol (PTZ) ile indüklenen jenera-
lize nöbet modelinde konvulsiyonlar ve hipokampus ve frontal 
kortekste NOS türleri üzerine etkilerini araştırmayı amaçladık.
Gereç ve Yöntem: Wistar albino 40 erkek sıçan 4 gruba ayrıl-
dı: kontrol, PTZ-tek doz 60 mg/kg; EPO-3000 IU/kg; EPO+PTZ 
grubu-PTZ uygulanmasından 24 saat önce EPO ön-uygulaması 
yapılan grup. PTZ uygulamasından sonra, nöbet şiddeti gözlendi 
ve skorlandı. Sıçanların plazma, hipokampus ve frontal korteks 
örneklerinde nöronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS), in-
düklenebilir NOS (iNOS) düzeyleri ve hipokampusde NOS türle-
rinin anlatımları değerlendirildi.
Bulgular: EPO ön-uygulaması nöbet şiddetini azalttı. Tek başına 
EPO uygulaması nNOS düzeyini plazma (p<0,001), frontal kor-
teks (p<0,05) ve hipokampus (p<0,001) örneklerinde azalttı. Hi-
pokampus nNOS düzeyi ve anlatımı, EPO+PTZ grubunda, PTZ 
grubuna göre arttı (p<0,001). PTZ uygulamasıyla hipokampusde 
eNOS (p<0,01) ve iNOS (p<0,05) azalırken; EPO ön-uygulamasıy-
la kontrole yakın olduğu gözlendi.
Sonuç: EPO ön-uygulaması antikonvulsif etkilerini, eNOS ve 
nNOS düzeylerini artırarak gösterdi. EPO ön-uygulaması, eNOS 
aracılığıyla hipokapusde kan akımını artırarak, nöronların hiperek-
sitabilitesini azaltabilir. Ayrıca EPO, antioksidan görevi görerek 
eNOS ve nNOS’un azalmasını engelleyerek antikonvulzif etkileri-
ne katkıda bulunabilir.
Anahtar Kelimeler: Eritropoietin, nitrik oksit sentaz, hipokam-
pus, nöbet

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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GİRİŞ

Epilepsi dünyada sık görülen dördüncü nörolojik bir has-
talıktır ve beyindeki sinir hücrelerinin artmış uyarılabilirli-
ğinden (nöronal hiperekstabilite) kaynaklanır (1). Epileptik 
nöbetlerin antiepileptik ilaçlarla engellenebileceği, yüzyıl 
kadar önce sodyum pentotalin bulunuşu ve kullanılmasıy-
la ortaya konmuştur (2). Pentilenterazol (PTZ) ve maksi-
mal elektroşok deneysel nöbet modelleri, yaygın olarak 
antiepileptik ilaçların değerlendirilmesinde kullanılan de-
neysel modellerdir. PTZ, γ-aminobütirik asit-A (GABA-A) 
reseptör’ün antogonisti olarak davranır ve glutamerjik 
nöronal aktivitenin artmasıyla PTZ-indüklü konvülsif nö-
betler gerçekleşir (3).

Öğrenme-hafıza bozuklukları ve epilepsi patogenezinde 
önemli bir medyatör olan nitrik oksit (NO) hipokampus 
başta olmak üzere beynin birçok bölgesinde nöronal 
hücrelerde nitrik oksit sentaz (NOS) tarafından L-argininin 
L-sitrüline dönüştürülmesi sırasında oluşur ve üç tip NOS 
vardır, endoteliyal NOS (eNOS), nöronal NOS (nNOS) ve 
indüklenebilir NOS (iNOS) (4). nNOS ve eNOS, nöron-
larda ve endoteliyal hücrelerde eksprese edilirken; iNOS 
reaktif astrositlerde eksprese edilir ve immün fonksiyona 
aracılık eder (5). eNOS’dan kökenli NO, beyindeki mikro 
sirkülasyonun korunması ve sürdürülmesinde rol oyna-
maktadır (6). Ayrıca nörotoksisiteye karşı koruyucudur ve 
nöronal sağ kalım için önemlidir. nNOS’dan türetilen NO, 
nöronal plastisite, bellek oluşumu, merkezi sinir sistemi 
kan akışının düzenlenmesi, ağrı sinyalleri iletimi ve nörot-
ransmitter salınımı ile ilişkili önemli bir nörotransmitter 
olarak görev yapar (7). Aşırı miktarda nöronal NO üretildi-
ğinde fizyolojik bir nöromodülatörden nörotoksik bir fak-
töre dönüşebilir. Bu nedenle nNOS, geniş bir yelpazede 
hem fizyolojik ve hem de patolojik koşullarda önemlidir. 
iNOS, pro-inflamatuvar sitokinlere veya endotoksine ya-
nıt olarak makrofajlar, glial hücreler ve tümör hücrelerinde 
eksprese edilir. Reaktif astrositlerde iNOS ekspresyonu-
nun artması, glutamaterjik yolu uyarır ve hipereksitabilite-
ye neden olur (5). iNOS aracılı NO, status epileptikus (SE) 
sonrası dönemde, yani epileptojenez döneminde nöron-
ları uyarmaya devam eder (8) ve bu faktörler, nöronları 
nöbet eşiğini daha da düşürmek için ısrarla duyarlı hale 
getirir (9).

Klinik ve deneysel çalışmalar, uzun süreli epileptik nöbet-
lerin çoğunlukla hipokampusta nöronal hasar oluşturarak 
bilişsel fonksiyonlarda bozulmaya neden olduğunu gös-
termiştir (10). Öğrenme ve hafızadan sorumlu olan hipo-
kampus, cornu ammonis (CA) ve dentat girus olmak üzere 
iki kısımdan oluşur. Hipokampusun CA bölgesi CA1, CA2, 
CA3 ve CA4 olmak üzere dört zondan oluştuğu kabul edi-
lir. CA1 ve CA2 zonları küçük piramidal hücrelerden, CA3 
ve CA4 zonları geniş piramidal hücrelerden oluşur. Dentat 
girus bir kavite şeklindedir ve küçük granül hücrelerden 
oluşmaktadır. Deneysel oluşturulmuş status epileptikus 

modellerinde CA1 bölgesindeki piramidal nöronlar se-
rebral iskemiye karşı daha hassas oldukları (11, 12), hi-
pokampus CA1, CA3 piramidal nöronlar ve dendat hilus 
bölgesi granüler nöronlarda histolojik değişikler saptan-
mıştır (13). Ayrıca temporal lob epilepsisinde CA1’in en 
fazla etkilenen hipokampus alt bölgesi olduğu rapor edil-
miştir (14). İlaveten hipokampus alt bölgeleri (DG, CA3, 
CA1) arasındaki intrahipokampal bağlantılar, epileptik 
durum oluşturabilen eksitatör geri besleme halkaları 
içeren devrelere sahiptir. CA1 bölgesi nöronları spasyal 
(uzaysal) öğrenme ve bellek için gereklidir. CA1 bölgesi 
bir hata dedektörü gibi çalışır ve kortikal bilgiler ile CA3 
ve entorniyal korteksden gelen bilgiler arasında uyum-
suzluk olup olmadığını kontrol eder. CA1 ve CA3’deki 
hücre sayıları adölesan dönemden önce daha az iken bu 
dönemden sonra giderek artmaktadır (15). Epileptik nö-
betler ve bilişsel bozukluk ilişkisi iyi bilinmektedir. Uzun 
süreli anıların oluşumu ve depolanmasındaki zorluklar nö-
betlerde hipokampus dışında diğer beyin bölgelerinin de 
etkilendiğini düşündürmektedir (16, 17). Frontal korteks 
hipokampusda kodlanan bilgilerin uzun süreli hafızada 
depolanmasından sorumlu olduğu bilinen en önemli be-
yin bölgesidir (18). Dolayısıyla çalışmamızda PTZ ile in-
düklediğimiz nöbetlerin frontal korteksde NOS türlerinin 
ekspresyonuna eritropoetinin etkisini de araştırdık. 

Eritopoietin (EPO) esasen eritropoezde rol oynar. 
EPO’nun geniş yelpazede nörodejeneratif hastalık mo-
dellerinde pleitropik etkileri ortaya konmuştur. EPO ön-
tedavisinin serebral iskemi, travma modellerinde nöron 
koruyucu ve antiinflamatuar etkileri, deneysel indüklen-
miş epileptik nöbet modellerinde antiepileptik etkisi gös-
terilmiştir (19-21). EPO’nun vazodilatasyonla sonuçlanan 
nörovasküler yanıtında kan akışını artırma yoluyla NO 
üretimini artırarak nöroprotektif etkileri rapor edilmiştir 
(22). NO’nun, nöronal hücre kültürlerinde EPO reseptörü 
(EpoR) ekspresyonunu indükleyebildiği (23), vazodilatas-
yon yoluyla oksijen teminini artırabileceği ve dolayısıyla 
doku koruyucu etkileri sağlayabileceği ancak NO’nun aşı-
rı üretilmesinin nörotoksik olduğuda bilinmektedir (24). 
Basal gangliyon hücre kültürlerinde, NO uygulamasının, 
glial hücrelerde EPO’nun hipoksi indükleyici faktör (HIF) 
aracılı transkripsiyonuna bağlı olarak aksonal dejeneras-
yona karşı koruma sağladığı gösterilmiştir (25). 

Bu çalışmada, PTZ ile indüklediğimiz tonik klonik nöbet-
lerden 24 saat önce EPO uygulamasının nöbet davranışı 
ile (proflaktik olarak) plazma, frontal korteks ve hipokam-
pus CA1, CA3 ve DG bölgelerinde NOS türlerinin düzey-
leri üzerine etkileri araştırılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Deney düzeneği ve gruplar
Bu çalışmada kırk adet ağırlıkları 300-350 g arasında deği-
şen 3 aylık erkek Wistar albino sıçan kullanıldı ve sıçanlar 
standart laboratuvar koşullarında (12 saat aydınlık-12 saat 
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karanlık, 21±1°C oda sıcaklığı, ad-libitum su ve besin) ba-
rındırıldı. Tüm deneyler ulusal sağlık enstitüleri tarafından 
kabul edilen deney hayvanları bakımı ve kullanımı ilgili 
kurallar çerçevesinde Bezmialem Vakıf Üniversitesi De-
neysel Araştırma Merkezi’nde (Etik Kurul Onayı 2016/128 
sayılı, 22.04.2016 tarihli olarak Bezmialem Vakıf Üniversi-
tesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan ’ndan alındı) 
gerçekleştirildi. Hayvanlar rastgele olarak : (i) tek başına 
serum fizyolojik (SF) uygulanan (kontrol, n=10); (ii) tek ba-
şına pentilentetrazol (PTZ, n=10) uygulanan (24 saat önce 
SF uygulandı), (iii) tek başına EPO uygulanan (SF uygula-
masından 24 saat önce EPO, n=10) ve (iv) PTZ enjeksiyo-
nundan 24 saat önce EPO uygulanan (EPO + PTZ, n=10) 
olmak üzere dört gruba ayrılmıştır.

Uygulanan maddeler ve dozları
Rekombinant insan eritropoeiteni, (r-HuEPO, Eprex; Epo-
etin alfa, 3000 IU/ml, Santa Farma, Turkey) intraperitoneal 
(i.p) 3000 IU/kg olacak şekilde SF içerisinde seyreltilerek 
kullanıldı. Bu doz daha önce kullanılmış olup herhangi bir 
yan etkisi görülmemesi (17) sebebiyle tercih edilmiştir. 
EPO veya SF uygulamalarından 24 saat sonra sıçanlara 
SF içinde çözündürülen 60 mg/kg i.p. PTZ (Sigma) uygu-
lanmıştır. Kontrol ve EPO kontrol gruplarındaki sıçanlara 
serum fizyolojik uygulandı. 

Epileptik nöbetler geçirildikten 48 saat sonra (kısa ve 
uzun süreli hafıza testi yapılmıştır, ancak sonuçları burada 
değerlendirilmemiştir) biyokimyasal analizler için 6 hay-
vandan kardiyak kan alındı, dekapite edilen hayvanların 
hipokampus ve korteksleri ayrılarak sıvı azotla dondurul-
du ve -80°C saklandı. Alınan kanlar 3000 xg’de santrifüj-
lenerek çalışılmak üzere saklandı. İmmunohistokimyasal 
çalışmalar için ise perfüzyon yöntemi uygulandı.

PTZ indüklü nöbet şiddetlerinin değerlendirilmesi
Nöbet şiddeti; PTZ verildikten sonra iki saat süre ile sı-
çanlar gözlenerek nöbetler Racine skalasına göre skorlan-
dı (26). 0 nöbet yok; 1 jeneralize myoklonikjerk (bir kasın 
geçici olarak kasılıp sarsılması); 2 doğrulma kaybının eşlik 
etmediği jeneralize klonik nöbet; 3 doğrulma kaybının eş-
lik ettiği jeneralize klonik nöbet; 4 ön ekstremite tonusu 
ile doğrulma kaybı; 5 arka ekstremite tonusu ile doğrul-
ma refleksinin kaybı olarak kabul edilerek nöbet şiddeti 
belirlendi.

Hipokampus ve frontal korteks dokularında ve plazma 
örneklerinde biyokimyasal belirteçlerin çalışılması
Dondurularak saklanan hipokampus ve frontal korteks 
dokuları 137 mM NaCl, 10 mM fosfat ve 2,7 mM KCl 
içeren ve pH’sı 7,4 olan fosfat tamponunda (PBS) homo-
jenize edildikten sonra +4°C’de 10000g’de 15 dakika 
santrifüj edildi. Plazma ve doku (hipokampus ve korteks) 
örneklerinde nNOS (SunLong, SL1253Ra, China), iNOS 
(SunLong, SL1250Ra, China), eNOS (SunLong, SL1251Ra, 
China) belirteçleri çalışıldı. 

İmmunohistokimyasal metod
Deney sırasında 4 sıçanın perfüzyon yöntemiyle kısmen 
fikse edilen beyinleri, sağ ve sol hemisferler olarak ayrıl-
dı. %10 nötral formalinde fikse edildi. Dokular daha sonra 
parafin bloklar haline getirilerek 5 µm kalınlığında alınan 
kesitler immunohistokimyasal çalışmalar için kullanıldı. 

Lamlara alınan kesitler deparafinizasyon ve dehidratasyon 
işlemlerinden sonra saf suda yıkandı. Lamlar mikrodalga 
fırında sitrat tamponu (pH:6,0) içerisinde 600 Watt’ta 10 
dakika kaynatıldıktan sonra oda sıcaklığında soğumaya 
bırakıldı. Sitrat tamponunun ardından saf suda yıkanan 
kesitler 10-15 dakika boyunca PBS (pH:7,2)’de bekletildi. 
Tüm kesitler, endojen peroksidaz aktivitesinin engellen-
mesi için, oda sıcaklığında ve nemli ortamda %3’lük hid-
rojen peroksit (H2O2) (Merck, 1,08597) içinde 10 dakika 
tutulduktan sonra PBS’e alındı. Daha sonra, kesitlere oda 
sıcaklığında 10 dakika Ultra V blok (Thermo Scientific, TA-
125-UB) uygulandı. Kesitler nNOS ( 1:150 dilüsyonunda, 
Invitrogen 617000) ve eNOS (1:100 dilüsyonunda Labvisi-
on RB9279) antikorları +4 °C’de bir gece (18 saat), iNOS 
antikoru (1:100 dilüsyonunda, Lab VisionRB1605) ile oda 
ısısında 1 saat tutuldu. Tüm antikorlar, UltrAb Diluent (Lab 
Vision, TA-125-UD)’de sulandırıldı. Lamlar, PBS’ de 3 kez 
5’er dakika yıkandıktan sonra, 30 dakika oda sıcaklığında, 
keçiden elde edilmiş biyotinlenmiş anti-tavşan sekonder 
antikoru (Thermo Scientific, TP-125-BN) ile inkübe edildi. 
Kesitler PBS’ de yıkandıktan sonra, peroksidaz ile işaretli 
streptavidin (Thermo Scientific, TS-125-HR)’de oda sıcak-
lığında 30 dakika tutuldu. Renkli reaksiyon ürününün oluş-
ması için, maksimum 10 dakika AEC (3-amino-9-etilkarba-
zol) (Thermo Scientific, TA-004-HAC) ile inkübe edildikten 
sonra distile su ile yıkandı. 45 saniye boyunca Mayer he-
matoksilende (Lab Vision, TA-125-MH) tutularak zıt boya-
ma yapılan kesitler, 5 dakika musluk suyunda yıkandıktan 
sonra gliserol jelatin (Lab Vision, TA-125-UG) ile kapatıldı. 
Leica ışık mikroskobu ile incelenerek hipokampusun CA3, 
CA1 ve DG alanlarındaki eNOS, iNOS ve nNOS pozitif 
reaksiyonlu hücrelerin dağılımı H-skor ile değerlendirildi. 
[H-skor=S Pi (i + 1), “i” reaksiyon şiddeti ve “P” reaksiyon 
gösteren hücre yüzdesi] (21). DG, CA3 ve CA1 bölgele-
rinin H-skorları birlikte değerlendirilerek ortak bir H-skor 
değeri elde edildi ve gruplar karşılaştırıldı.

İstatistiksel Analiz
Elde edilen tüm veriler Instat istatistik yazılımı (Instat 
Graphpad Yazılımı, San Diego, CA, ABD) kullanılarak 
analiz edilmiştir. Normal dağılım için grupların uyumlulu-
ğunun test edilmesinin ardından, doku homojenatları ve 
plazma örnekleri, tek yönlü varyans analizi uygulanarak 
Tukey çoklu karşılaştırma testi kullanılarak değerlendiril-
di. Nöbet şiddeti ise student-t testi (Mann Whitney post 
test) ile değerlendirildi. Değerler ± standart sapma olarak 
ifade edildi. P<0,05 değeri tüm analizlerde istatistiksel 
olarak anlamlı kabul edildi.
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BULGULAR

EPO ön-uygulamasının nöbet şiddeti üzerine etkileri
PTZ uygulanması sonucunda nöbet şiddeti 4,8±0,4 olarak 
skorlanırken, EPO ön-uygulamasıyla nöbet şiddetlerinin 
3,4±0,5 olduğu ve EPO ön uygulamasının nöbet şiddeti-
ni anlamlı olarak azalttığı (p<0,01) tespit edildi. Son PTZ 
uygulamasından sonra olacak şekilde hafıza testi (kısa ve 
uzun süreli hafıza) yapılmıştır ancak sonuçlar verilmemiştir.

EPO ön-uygulamasının plazma, hipokampus ve frontal 
korteks örneklerinde nNOS düzeyi ve hipokampusteki 
ekspresyonu üzerine etkisi
Plazma nNOS düzeyleri 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 göre EPO 

grubu nNOS düzeyinin anlamlı olarak azaldığı (p<0,001) 
görülürken, PTZ grubunda ise anlamlı bir değişiklik gö-
rülmedi. EPO+PTZ grubunun plazma nNOS düzeyi PTZ 
grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldı (p<0,001). Hipo-
kampus nNOS düzeyleri değerlendirildiğinde ise, EPO 
uygulanan grupta (35,6±1,8) kontrol grubuna (121,3±7,4) 
göre anlamlı olarak azalış (p<0,001) görülürken; PTZ uy-
gulanan grupta (140,9±9,5) ise kontrole göre farklılık tes-
pit edilmedi. EPO+PTZ grubu nNOS düzeyi (273,6±59) 
ise PTZ grubuna göre anlamlı olarak arttı (p<0,001) (Şe-
kil 1). Frontal korteks nNOS düzeyleri kontrol grubuna 
(74,6±30,1) göre; EPO uygulanan grupta (35,1±18,5) 
azaldığı (p<0,05); PTZ uygulanan grupta (156,3±22) ise 
anlamlı olarak arttığı (p<0,001) görüldü. Frontal korteks 
nNOS düzeyi EPO+PTZ grubunda (82,8±20,2) ise, PTZ 
grubuna göre azaldı (p<0,001) (Şekil 1).

Şekil 1: Hipokampusde nNOS anlatımı ile plazma, hipokampus ve frontal korteks 
doku örneklerinde nNOS düzeyleri. 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 bölgelerinde nNOS anlatımı gösterilmektedir. 
I: Hipokampusteki nNOS anlatımının H-skor olarak gösterilmesi (n=4). II: Plazma, 
hipokampus ve frontal korteks örneklerinde nNOS düzeyleri (n=6).*, kontrol grubuna; 
δ, PTZ grubuna göre karşılaştırmayı ifade etmektedir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
δδp<0,01; δδδp<0,001. Veriler ortalama±standart sapma olarak değerlendirilmiştir.



111

Eritropoietinin nitrik oksit sentaz türleri üzerine etkileri 
İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi • J Ist Faculty Med 2019;82(2):107-15

Hipokampusun CA3, CA1 ve DG alanlarında immuno-
histokimyasal olarak nNOS pozitif reaksiyonunun şiddeti 
incelendiğinde EPO grubunda ve PTZ grubunda nNOS 
reaksiyonunun kontrol grubuna göre azaldığı (p<0,01)
gözlemlendi. EPO ön-uygulamasından 24 saat sonra PTZ 
verilen gruptanNOS anlatımının, PTZ grubuna göre an-
lamlı olarak bir arttığı görüldü (p<0,01) (Şekil 1).

EPO ön-uygulamasının plazma, hipokampus ve frontal 
korteks örneklerinde iNOS düzeyi ve hipokampusteki 
ekspresyonu üzerine etkisi
Plazma iNOS düzeyleri 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-
sında anlamlı bir farklılık yoktu. Hipokampus iNOS düze-
yinde, EPO uygulanan grup (46,3±6,3) ile kontrol grubu 

(41,4±8,0) arasında anlamlı bir farklılık gözlenmezken; 
PTZ uygulanan grupta (29,8±1,5) iNOS düzeyinin kontrol 
grubuna göre (p<0,05) azaldığı görüldü. EPO+PTZ grubu 
iNOS düzeyi (46,1±6,2), PTZ grubuna göre arttı (p<0,001) 
(Şekil 2). Frontal korteks iNOS düzeyleri 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 arasında anlamlı bir farklılık saptanmadı.

İmmunohistokimyasal olarak hipokampusun CA3, CA1 
ve DG alanları incelendiğinde EPO grubundave PTZ gru-
bunda iNOS pozitif reaksiyonu, kontrol grubuna göre 
anlamlı bir farklılık göstermedi. EPO ön-uygulamasından 
24 saat sonra PTZ verilen grup ile PTZ grubu arasında da 
belirgin farklılık gözlemlenmedi (Şekil 2).

Şekil 2: Hipokampusde iNOS anlatımı ile plazma, hipokampus ve frontal korteks doku 
örneklerinde iNOS düzeyleri. 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 bölgelerinde iNOS anlatımları gösterilmektedir. I: Hipokampusteki iNOS anlatımının 
H-skor olarak gösterilmesi (n=4). II: Plazma, hipokampus ve frontal korteks örneklerinde iNOS 
düzeyleri (n=6). *, kontrol grubuna;  δ, PTZ grubuna göre karşılaştırmayı ifade etmektedir. 
*p<0,05; ***p<0,001; δδδp<0,001. Veriler ortalama±standart sapma olarak değerlendirilmiştir.
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EPO ön-uygulamasının plazma, hipokampus ve frontal 
korteks örneklerinde eNOS düzeyi ve hipokampusteki 
ekspresyonu üzerine etkisi
Plazma eNOS düzeyleri 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 arasında anlam-
lı bir farklılık yoktu. Hipokampus eNOS düzeyleri 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 düzeyi kontrol gru-
buna göre anlamlı olarak azalırken (p<0,01); EPO grubun-
da kontrol grubuna göre anlamlı bir farklılık görülmedi.
EPO+PTZ grubunda ise PTZ grubuna göre eNOS düze-

yinin arttığı (p<0,001) ve kontrol ile EPO gruplarına yak-
laştığı görüldü (Şekil 3). Frontal korteks eNOS düzeyleri 
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 arasında anlamlı bir farklılık yoktu 
(Şekil 3).

İmmunohistokimyasal olarak hipokampusun CA3, CA1 
ve DG alanlarındaki eNOS pozitif reaksiyonu EPO gru-
bunda (p<0,01) ve PTZ grubunda (p<0,001) kontrol gru-
buna göre azaldı. EPO ön-uygulamasından 24 saat sonra 
PTZ verilen grupta eNOS anlatımının PTZ grubuna göre 
(p<0,01) anlamlı olarak arttığı görüldü (Şekil 3).

Şekil 3: Hipokampusde eNOS anlatımı ile plazma, hipokampus ve frontal korteks doku 
örneklerinde eNOS düzeyleri. 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 bölgelerinde eNOS anlatımları gösterilmektedir. 
I: Hipokampusteki eNOS anlatımının H-skor olarak gösterilmesi (n=4). II: Plazma, 
hipokampus ve frontal korteks örneklerinde eNOS düzeyleri (n=6). *kontrol grubuna; 
δ, PTZ grubuna göre karşılaştırmayı ifade etmektedir. **p<0,01; ***p<0,001; δδp<0,01; 
δδδp<0,001. Veriler ortalama±standart sapma olarak değerlendirilmiştir.
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TARTIŞMA VE SONUÇ

Eritropoietin, antikonvulsan etkileriyle beraber, üç NOS 
izoformu üzerinden hipokampus veya frontal korteksde 
farklı etkiler göstermektedir. PTZ uygulamasından 24 saat 
önce EPO uygulanması, hipokampusde ağırlıklı olarak 
nNOS olmak üzere kısmen eNOS ve iNOS üzerinden hi-
pokampus ve frontal korteksde etkileri olmaktadır.

Deneysel olarak indüklenen nöbetlerde, EPO ön-tedavisi-
nin serebral iskemi, travma modellerinde nöron koruyucu 
ve antiinflamatuar etkileri gösterilmiştir (20, 21). Bizim de 
çalışmamızda EPO ön-uygulamasıyla nöbet şiddetlerinin 
azaldığını gösterdik ve literatürle uyumludur. NMDA re-
septörlerinin aktivasyonu L-argininden NO üreten enzim-
leri tetikler (27). EPO’nun nöroprotektif etkisinde NO’nun 
sorumluluğu, genellikle NO’nun vazodilatatör etkisi yani 
kan akımını artırması ile açıklanmaktadır (22). NO’nun, 
nöronal hücre kültürlerinde EpoR ekspresyonunu indük-
leyebildiği (23), vazodilatasyon yoluyla oksijen teminini 
artırabileceği ve dolayısıyla doku koruyucu etkileri sağ-
layabileceği ancak NO’nun aşırı üretilmesinin nörotoksik 
olduğu da bilinmektedir (24). Bazal gangliyon hücre kül-
türlerinde, NO uygulamasının, glial hücrelerde EPO’nun 
HIF aracılıklı transkripsiyonuna bağlı olarak aksonal deje-
nerasyona karşı koruma sağladığı gösterilmiştir (25).

Farelerde, normal koşullarda NO içeriği serebral kortek-
sin temporal bölgesinde (amigdala dahil); hipokampus, 
serebellum ve serebral korteksin diğer bölgelerinden 
daha fazla olduğu bildirilmiştir (28). PTZ indüklü konvul-
sif nöbetlerden sonra tüm beyin bölgelerinde NO mik-
tarının %50’den fazla arttığı gösterilmiştir (3). nNOS (-/-) 
olan farelerde, PTZ ile nöbet oluşması daha yüksektir (29). 
PTZ, dozuna da bağlı olarak beynin farklı bölgelerinde 
farklı hücrelerde farklı etkiler gösterir. NO, NOS bağımlı 
hücreye özgü sinyal kompleksleri aracılığıyla bu etkileri-
ni segileyebilir (30). NO’nun prokonvulzan etkisini rapor 
eden çalışmalar (31, 32), yanında antikonvulsan etkisini 
gösteren çalışmalarda mevcuttur (29).PTZ ile indüklenen 
kindling nöbetlerde NO’nun elektriksel deşarjları azalta-
rak antikonvulzan etkisi gösterilmiştir (32). nNOS tarafın-
dan NO üretimi, hipoksi süresince veya sonrasında artar 
(33). Bizim çalışmamızda da PTZ ile oluştrulan tonik klonik 
nöbetler sonrasında frontal korteksde nNOS düzeyi artış 
göstermiştir. Ancak PTZ grubunda, serum düzeyinin aksi-
ne hipokampus alt bölgelerinde nNOS ekspresyonunun 
düşmesinin bir nedeni epileptik nöbetlerin indüklediği 
oksidatif stres olabilir. NMDA reseptörü içeren nöronların 
yüksek oranda nNOS içerdikleri rapor edilmiştir (34). Epi-
leptik nöbetlere özellikle hipokampal nöronların hassasi-
yeti ve nöbetlerin oluşumunda hipokampal nöronlardaki 
aşırı elektriksel aktivitenin sorumluluğu bilinmektedir. 
Dolayısıyla frontal korteksden farklı olarak hipokampusda 
NMDA reseptörlerinin aşırı aktivasyonu, hücre içine aşırı 
kalsiyum girişi reaktif oksijen ürünlerinin oluşumuna ne-

den olur. Bu oksidatif ürünlerin hipokampusda nNOS ile 
reaksiyona girip oksidatif peroksit ürünlerinin oluşumuna 
(35) böylece hipokampusda nNOS’da azalmaya neden 
olabiliceğini düşündürmektedir. Ayrıca deneyin hafıza 
testinden sonra sonlandırılması, iyileşme süreçlerinin 
devreye girmiş olmasını da etkin kılmış olabilir. İlginç ola-
rak tek başına EPO uygulamasından sonra hem plazma, 
hipokampus ve frontal korteksdeki düzeyleri ve hem de 
hipokampusdeki nNOS anlatımının (kontrole grubuna kı-
yasla) çok belirgin olarak düşmüş olması, tek başına EPO 
uygulamasının nNOS üzerine baskılayıcı olabileceğini 
düşündürmektedir. Bu düşüncemiz Kılıc ve ark. (2005) ta-
rafından yapılan murin beyninde rhEPO’sunun transgenik 
ekspresyonu, striatal nöronlarda nNOS ekspresyonunu 
baskıladığını bildiren çalışmayla da örtüşmektedir (36). 

NO’in, kortikal nöronlarda eksitotoksisiteye karşı koruyu-
cu fakat hipokampusdeki nöronlarda uyarılabilirliğe karşı 
hücre tiplerine özgü etki gösterdiği düşünülmektedir (30). 
Glial (Shwann) hücre kültüründe, NO-indüklü aksonal ko-
rumanın hipoksi indükleyici faktör (HIF)-1 aracılı olarak 
EPO transkripsiyonuna bağlı olduğu gösterilmiştir (25). 
Çalışmamızda da EPO uygulamasından sonra PTZ verilen 
hayvanların hipokampuslarında nNOS ekpresyonunun 
kontrol seviyesinde korunması, EPO’nun antioksidan etki-
sine bağlı olduğunu düşündürmektedir. EPO hipokamus-
da oksidatif stresi azaltarak mevcut nNOS ekspresyonun 
korunmasını sağlayabilir. Nitekim EPO ön tedavisinin, 
PTZ indüklü epileptik nöbetlerin hipokampusda indükle-
diği lipid perksidasyon ürünü olan MDA seviyesini düşür-
düğü gösterilmiştir (21).

PTZ verilerek akut nöbet oluştuktan 1 saat sonra izole 
edilen sıçan hipokampuslerinde iNOS düzeyi artarken 
eNOS düzeyinin azaldığı bildirilmektedir (21). Buna karşın 
60 mg/kg PTZ ile indüklenen akut nöbetlerde hipokam-
pusda iNOS ekspresyonun değişmediğini rapor eden 
çalışma da mevcuttur (37). Bizim çalışmamızda PTZ veri-
len grupta hipokampus eNOS düzeyi literatürle uyumlu 
şekilde düşmüştü, ancak ilginç olarak iNOS düzeyleri de 
düşüktü. Bu durum literatürle çelişmektedir. Bunun nede-
ni nöbetlerden sonra örneklerin alınma süreleri arasındaki 
farklılık olabilir. Ayrıca nöbetlerin neden olduğu oksidatif 
stres tüm NOS türleri ile üretilmiş NO ile birleşerek reak-
tif nitrojen ürünleri oluşturabilir, bu nedenle diğer NOS 
türlerinde olduğu gibi iNOS da düşük bulunmuş olabilir. 
Nitekim reaktif oksijen ürünlerinin iNOS ile reaksiyonu 
yüksek oranda gerçekleşmektedir. EPO’nun, inflamatuvar 
uyaranlara maruz kalmış oligodendrositlerdeki proinfla-
matuar medyatör olan iNOS ekspresyonunu hafiflettiği, 
buna karşın EPO’nun orta düzeyde eNOS’u aktive ede-
bileceği bildirilmektedir (37). Bahçekapili ve ark. (2014) 
tarafından yapılan çalışmada EPO ön uygulaması ile hi-
pokampusde eNOS düzeyinin arttığı, iNOS seviyesinin 
de azaldığı rapor edilmiştir (21). Çalışmamızda PTZ uygu-
lamasından önce EPO ön-uygulaması ile hipokampusde-
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ki iNOS ve eNOS düzeyleri ve anlatımları kontrol grubu 
değerlerine yaklaştı. eNOS ve iNOS normal değerlere 
yaklaşırken, nNOS düzeyinin yaklaşık 2 kat kadar hipo-
kampusde belirgin olarak artmış olması, EPO ön-uygula-
masının tonik klonik nöbetlerde hipokampusde nNOS’u 
artırarak koruyucu özelliklerini sergileyebileceğini dü-
şündürmektedir. Bu düşünce de, nNOS’un beynin farklı 
bölgelerinde ve farklı durumlarda prokonvülsan veya an-
tikonvulsan davranış sergilediği şeklinde yorumlanabilir. 
Bazı çalışmalarda nNOS’un antikonvülsan özelliklerinin 
de ortaya konmasıyla epilepsi tedavilerinde NO aracılı 
tedavi yöntemlerini ve olasılıklarını geliştirme gerekliliği 
ortaya çıkmaktadır. Ayrıca, EPO ön uygulaması yapılan 
kontrol grubu hayvanların serum, hipokampus ve frontal 
korteks örneklerinde nNOS düzeyinin düşük olması ilginç 
bir bulgu olarak karşımıza çıkmaktadır ve bu bulgu bize 
EPO’nun ağırlıklı olarak nNOS’u da etkileyebileceğini 
gösterir.

Çalışmamızda hipokampusdeki NOS türleri anlatımları-
nın zaman zaman biyokimyasal ölçümlerden farklı olması, 
biyokimyasal incelemeler için total hipokampus dokusu 
kullanılması ve anlatımlarının incelemesi hipokampusdeki 
belli zonlardaki hücrelerin sayımı ile ince bir kesit üzerin-
de yapılmış olmasından kaynaklanmış olabilir. 

Sonuç olarak, EPO ön-uygulamasının nöbet şiddetini 
azalttığı ve PTZ indüklü nöbetlerden 48 saat sonra dene-
yin sonlandırılmasıyla EPO uygulaması, hipokampus alt 
bölgelerinde eNOS ve daha belirgin olarak nNOS dü-
zeyini artırmıştır. EPO’nun antiepileptik etkisini NOS’lar 
bağlamında değerlendirecek olursak; EPO ön tedavisi; 
1) eNOS aracılığıyla nöbete hassas bölge olan hipokam-
pusda kan akımını artırarak nöbetlerin neden olduğu 
iskeminin engellenmesi ve dolayısıyla kanlanmanın azal-
masına bağlı nöronlardaki hipereksitabilitenin engellen-
mesi ile, 2) muhtemelen antioksidan etki ile nöbetlerin 
neden olduğu oksidatif etkiyi azaltıp antioksidan etki ile 
hem eNOS hem de nNOS’un azalmasnı engellemiştir. 
Böylelikle EPO ön tedavisi eNOS ve nNOS aracılığı ile 
antikonvulzif etki gösterebilir. Bu preliminer ancak özgün 
bulgularımız EPO’nun antiepileptik ve antiamnezik etki-
sinde NO’nun sorumluluğunun spesifik NO inhibitörleri 
ile daha ileri araştrılması gerekliliğini düşündürdü.
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