KOCAELI UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

WAG/Rij SICANLARDA NEONATAL DONEMDE
UYGULANAN KAFEININ HIPOKAMPUS VE SEREBELLUM
BOLGELERINDEKI BiYOFIZiKSEL ETKILERININ
INCELENMESI

DIDEM SENTURK

KOCAELI 2019



KOCAELI UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

WAG/Rij SICANLARDA NEONATAL DONEMDE
UYGULANAN KAFEININ HiPOKAMPUS VE SEREBELLUM
BOLGELERINDEKI BiYOFIZIKSEL ETKILERININ
INCELENMES]

DIDEM SENTURK

................

Danisman, Kocaeli Univ.
Do¢. Dr. Ozlem AKSOY

Jiiri Uyesi, Kocaeli Univ.
Dr. Ogr. Uyesi ilknur DURSUN
Jiiri Uyesi,  Altinbas Univ.

Dr. Ogr. Uyesi Sevgi TURKER KAYA ( : ' M(f

Tezin Savunuldugu Tarih: 30.12.2019



ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tez ¢aligsmasi, neonatal donemde kafein uygulamasinin Wistar Albino Glaxo from
Rijswijk (WAG/Rij) siganlarin hipokampus ve serebellum beyin bdlgelerinde
meydana getirdigi molekiiler degisiklikleri karsilagtirmali olarak Fourier Doniisiim
Kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi yontemiyle incelendi.

Yiiksek lisans ¢alismamin her asamasinda bilgi, tecrl'ib"e ve “fedakérhklarlyla bana
biiyiik destek veren degerli danisman hocam sayin Dr. Ogr. Uyesi Sevgi TURKER
KAYA’ ya sonsuz tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢aligmalarimda kullandigim sigan beyin dokularini saglayan Saym Dog.
Dr. Giil ILBAY hocama tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez calisma siireci boyunca her zaman desteklerini hissetigim ve yanimda olan,
laboratuvar ¢alismalarimda yardimlarin1 esirgemeyen sevgili arkadaslarim DILAN
YILDIRIM’a ve Kiibra DAGCI’ ya tesekkiir ederim.

Tiim destegini ve sevgisini her zaman hissettigim ve bu ¢aligmayi bitirmem konusunda
manevi giiclinii hissettirdigi i¢in canim aileme yiirekten tesekkiir ederim. Her konuda
destek veren ve yanimda olan, tiim hayatim boyunca emeklerini esirgemeyen sevgili
annem GULHAN SENTURK ’e, sevgili babam ALI SENTURK ’e, varliklariyla bana
giic veren camm ablam ILKNUR DEMIRTAS’a, canim kardesim GULCIN
SENTURK e, canim yegenlerim NEHIR ve IRMAK DEMIRTAS a cok tesekkiir
ederim.

Aralik-2019 Didem SENTURK
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WAG/Rij SICANLARDA NEONATAL DONEMDE UYGULANAN KAFEININ
HiPOKAMPUS VE SEREBELLUM BOLGELERINDEKIiI BiYOFiZiKSEL
ETKILERININ INCELENMESI

OZET

Diinyada en c¢ok tiiketilen psikoaktif maddelerden biri olan kafeinin (1,3,7-
trimetilksantin) uyamiklik, dikkat ve hafiza gibi ndrolojik islevleri degistirdigi
bilinmektedir. Bilinen bu etkilerinin yani sira neonatal donemde kafein aliniminin
ileride epileptik nobet ve epilepsi olusumuna neden olabildigini destekleyen ¢alismalar
bulunsa da bu etkilerin altinda yatan mekanizmalar agikliga kavusturulamamaistir.
Konuya katki saglamak amaciyla calismamizda neonatal donemde (7-11. Giinler arasi)
yiiksek doz (20 mg/kg) kafein uygulamasinin absans epilepsi modeli olan WAG/Rij
sicanlarin  hipokampus ve serebellum beyin bolgelerinde meydana getirdigi
biyofiziksel degisiklikler FT-IR spektroskopisi yontemiyle incelendi. Ayrica
calismaya bazi biyokimyasal testler dahil edildi. Elde edilen spektroskopik bulgulara
gore kafeinin olefinik bant alaninda, olefinik/lipit oraninda ve MDA seviyesinde
hipokampuste artmaya serebellumda azalmaya neden olmasi lipit peroksidasyon
triinlerinde ve doymamus lipit miktarlarindaki farkliliklari ortaya koydu. CH>
asimetrik ve simetrik bant genislik degerleri, kafein gruplarinda hipokampuste
membran akiskanhiginda azalmayi, serebellumda artmay: gosterdi. ilaveten, aym
bantlarin alan degerlerinin her iki beyin bolgesinde artmas yiiksek seviyede doymus
lipitleri isaret etti. Proteinden kaynakli Amid I ve II bant alanlarmin analizleri ve
Bradford testi sonuglar1 ile hipokampuste protein miktarinda artma, serebellumda ise
kafein etkisiyle azalma bilgisini verdi. Ayrica C=0, PO~ asimetrik ve simetrik
frekanslarmin hipokampus ve serebellumda farklilik gostermesi kafein uygulamasinin
membran lipitlerinin paketlenmesini degistirdigi sonucunu verdi. Ayrica, spektral
parametrelere dayali olarak uygulanan hiyerarsik kiimeleme analizi ile kafein
uygulanmis ve uygulanmamis tiim gruplarin ayrimi basarili bir sekilde elde edildi.
Tiim bu sonuglar neonatal dosnemde uygulanan kafeinin hipokampus ve serebellum
bolgelerinde farkli biyofiziksel etkilere neden oldugu bulgusunu verdi. Biyofiziksel
parametrelerdeki farkliliklar kafeinin epileptik nobetleri tetikleyici ya da inhibe edici
etkilerinin yansimas olabilir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, FT-IR, Hipokampus, Kafein, Serebellum.
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INVESTIGATION OF BIOPYHSICAL EFFECTS OF CAFFEINE
ADMINISTRATION DURING NEONATAL PERIOD IN HIPPOCAMPUS
AND CEREBELLUM BRAIN REGIONS OF WAG/RIij RATS BY FT-IR
SPECTROSCOPY

ABSTRACT

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine), one of the most consumed psychoactive
substances in the world, is known to alter neurological functions such as alertness,
attention and memory. In addition to these known effects, caffeine intake in the
neonatal period may cause epileptic seizures and epilepsy in the future, but the
mechanisms underlying these effects have not been clarified. To contribute to the
subject, the biophysical effects of 20 mg/kg doses caffeine administration during
neonatal period (7-11.Days) on hippocampus and cerebellum of WAG/Rij rats, which
is @ model of absence epilepsy were investigated by FT-IR spectroscopy. According
to the obtained spectroscopic findings, caffeine caused an increment in olefinic band
area, olefinic/lipid ratio and MDA level in hippocampus but a decrement in
cerebellum. The CH2 asymmetric and symmetric bandwidth values showed a decrease
in membrane fluidity in hippocampus whislt an increase in cerebellum in caffeine
groups. Moreover, based on the analysis of the areas of Amid I and Il modes attributed
to protein and Bradford test results an increment in hippocampus but a decrease in
cerebellum. Furthermore, variations in the C=0, the PO asymmetric and symmetric
frequencies in different brain regions showed the application of caffeine changed the
packaging of membrane lipids. Moreover, hierarchical clustering analysis based on
spectral parameters successfully discriminated caffeine treated and untreated groups.
All these results reveal that caffeine applied in neonatal period caused different
biophysical effects in hippocampus and cerebellum regions. Such variations in
biophysical parameters may reflect the triggering or inhibiting effects of caffeine on
epileptic seizures.

Keywords: Epilepsy, FT-IR, Caffeine, Hippocampus, Cerebellum.



GIRIS

Epilepsi, diinya genelinde 70 milyondan fazla insan1 etkileyen en yaygin ciddi beyin
hastaliklarindan biridir. Insidans1 bebeklerde ve daha biiyiik yas gruplarinda en yiiksek
risk tagiyan iki modlu bir dagilima sahiptir. Epilepsi, tek bir ekspresyon ve nedeni olan
bir durumdan ziyade ¢oklu risk faktorleri ve gii¢lii bir genetik yatkinlik igeren bir

semptom kompleksidir (Thijs ve dig., 2016).

Absans Epilepsi (AE), aktivitenin degerlendirilmesine eslik eden ve gegici bir biling
degisikligi ile iliskili genel konviilsif olmayan nobetler ile karakterize 6zel bir epileptik
sendromdur (Depaulis ve Charpier., 2018). WAG/Rij siganlari, patofizyolojik ve
farmakolojik calismalar agisindan, absans epilepsinin arastirilmasinda yaygin olarak

kullanilan bir genetik hayvan modelidir (Russo ve dig., 2016).

Diinyada en ¢ok tiiketilen psikoaktif maddelerden biri olan kafeinin uyaniklik, dikkat
ve hafiza gibi norolojik islevleri degistirdigi bilinmektedir. Bilinen merkezi sinir
sistemi uyaricisi etkilerinin yani sira kafein 6zellikle prematiire apnesinin tedavisinde
en sik kullanilan kimyasaldir. Etkileri, mekanik olarak havalandirilmig preterm
bebeklerde apne, aralikli hipoksemi ve ekstiibasyon basarisizligmin sikligim
azaltmada iyi bir sekilde belirlenmistir. Ayrica, bronkopulmoner displazi ve patent
duktus arteriozus insidansinin azaltilmasinda ilave kisa vadeli faydalar1 da
kanitlanmistir (Abdel-Hady ve dig., 2015; Dobson ve dig., 2014; Abu Jawdeh ve dig.,
2013; Schmidt ve dig., 2006). Adi gegen kullanimlarinin yani sira neonatal donemde
kafein alimiminin ileride epileptik nobet ve epilepsi olusumuna neden olabildigini
destekleyen ¢aligmalar bulunmaktadir. Fakat bu etkilerin altinda yatan mekanizmalar

acikliga kavusturulamamistir (Borges-Mantin ve dig., 2019).

Konuya biyofiziksel yaklasim getirmek amaci ile calismada neonatal donemde kafein
uygulamasinin Wistar Albino Glaxo from Rijswijk (WAG/R1j) sicanlarin hipokampus
ve serebellum beyin bolgelerinde meydana getirdigi molekiiler degisiklikleri

karsilastirmali olarak Fourier Dontisiim Kizilotesi (FT-IR)



Spektroskopisi yontemiyle incelendi. Elde edilen verilerle kafeinin hipokampus ve
serebellum beyin bolgeleri iizerindeki etkileri; protein miktari, lipit diizeni ve
akigskanlig1 gibi parametreler arastirildi. Ayrica Bradford testinde, protein miktar1 ve
tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) testi ile de lipit peroksidasyon iiriinii olan
malondealdehit (MDA) miktarindaki degisimler arastirildi.



1.GENEL BILGILER
1.1. Epilepsi

Epilepsi, beyindeki anormal asir1 veya tekrarlayan noronal aktivite sonucu olusan
nobetler ve bu ndbetlere eslik eden gecici ya da kalict semptomlara verilen addir.
Epilepsi norobiyolojik, kognitif, psikolojik ve sosyal sonuglari ile noébet olusturmaya
kalict bir yatkinlik ile karakterizedir. Bu hastaligin taniminin yapilabilmesi i¢in en az
bir epileptik nébetin ortaya ¢ikmasini gerekmektedir. Epileptogenezis, beklenmedik
ndbetlerin olusmasina neden olan molekiiler ve hiicresel degisiklikleri ile sonuglanan
beyin hasari siirecini ifade etmektedir. Nobetler epilepsinin karakteristigi olan devaml
tekrarlayan ndobetli  hastaliklardan  kaynaklanabilmekle birlikte;  hipoglisemi,
hiponatremi ve normal beyin metabolizmasindaki benzer gegici degisikliklere bagli da
nobetler olusabilirler (Brissart ve dig., 2018; Malkan ve dig., 2014; Fisher ve dig.,
2004).

Beynin en sik goriilen norolojik hastaliklarindan biri olan epilepsi, diinya capinda
yaklasik 70 milyon kisiyi etkilemektedir (Ngugi ve dig., 2010). Herhangi bir bireyde
yasam boyu epilepsinin goriilme riski %3 - %5 arasindadir. Genel popiilasyonda %
0,5-2 prevalansi olan epilepsi vakalarin yaklasik ligte ikisinde, hastaligin baglangici
cocukluk ve ergenlik doneminde ortaya ¢ikar. Yasamin ilk yillarinda epilepsi hastalig
maksimum oranda (100.000'de 100-233) gorilir. Bu oran, c¢ocuklugun erken
doneminde diiserek (100.000'de 60), genglik ve yetiskinlik donemlerinde minimum
orana ulasarak (100.000'de 30-40), yaslilik doneminde tekrar artar (Aronica ve dig.,
2018).

Epileptogenez, pek ¢ok hastanin bilinmeyen bir nedeni olmasina ragmen, patogenetik
bir olay (“epileptojenik bir hareket”) veya genetik bir degisiklik tarafindan baslatilir.
Epileptogenezden  sorumlu  hiicresel = mekanizmalar  heniiz tam  olarak
aydinlatilamamaistir. Tiim epilepsi ndbetlerinde ayn1 mekanizmadan s6z edilmemekle

birlikte hepsinde artmis ve tekrarlayan noronal uyarilabilirlik gibi ortak 6zellikler



mevcuttur (Devinsky ve dig., 2018). Epilepsi spontan ndbetlerin siklig1 ve siddeti,
hayvan modellerinde ve insanlarda yillarca antiepileptojenik tedavi yaklasimlara
gelistirilmesinde terapotik hedefler i¢in genis bir arastirma olanagi saglar (Pitkanen ve
dig., 2015; Dudek ve dig., 2011).

Antiepileptik ilaglar (AEI), epilepsi hastalarinin ¢ogunda tedavinin temelidir ve
ndbetleri ortadan kaldirmak igin tasarlanmistir. 1990’11 yillarin basinda yeni AEQ’lerin
kullanima girmesiyle tedavi segenekleri artmistir. Epilepsi tedavisinin hedefleri {i¢
seviyede belirlenmistir. Nobet kontrolii, epilepsi kontrolii ve epileptogenez siirecinin
tersine gevrilmesidir. Nobet kontrolii AEI’nin etkinligi ve nobetlerde siklik ve/veya
siddetinde azalma anlamina gelmektedir. Epilepsi kontrolii ise nébet kontroliiniin de
otesinde AEI etkinligini gostermektedir. Epileptogenezin tersine cevrilmesi ise
giiniimiizde medikal tedavi ile saglanamamakta ancak belirli olgularda cerrahi tedavi
ile saglanabilmektedir (Steinhoff ve dig., 2003). Epilepsi hastalarin yaklasik %701
antiepileptik ilaglarla farmakolojik olarak kontrol edilebilir. Hastalarin geriye kalan
%30'u farmakolojik tedaviye direnglidir ve Onemli bir terapotik zorluk ortaya
cikarmaktadir (Rutlanda ve dig., 2018). Giiniimiizde 20'den fazla AEI mevcuttur ve
yeni tan1 almus epilepsili hastalarda ilk dnce tek ilagla tedavi dnerilmektedir. AEI'lerin
secimi, Oncelikle hastanin ndbet tipi, ilacin gilivenligi, yas, cinsiyet, ¢ocuk dogurma
potansiyeli, komorbiditeler ve eslik eden medikasyon kullanimi1 gibi hastaya 6zgii

faktorlere gore uygulanir (Thurman ve dig., 2019; Perucca ve dig., 2011).

Epilepsi tanis1 miimkiin oldugu kadar spesifik ve kesin olmas1 gerekir. Siniflandirmasi
ise ndbet tipi, epilepsi tipi ve sendrom olmak {izere iice ayrilir. Her asamanin
etiyolojileri ve komorbiditeleri, bunlar 6nemli terapétik etkilere sahip olabileceginden
tanimlanmahidir. Nedenler ise genetik, yapisal, metabolik, bulasici, immun ve
bilinmeyen olmak {izere alt1 kategoriye ayrilmistir ve Sekil 1.1.’de gosterilmektedir

(Thijs ve dig., 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steinhoff%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12580856
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Sekil 1.1. Epilepsi simiflandirilmasi

Uluslararas: Epilepsi Ligi (International League Against Epilepsy-(ILAE)) ilk olarak
1970'te epileptik nobetler ve epilepsi siniflamalarini olusturmustur; uzun yillar siiren
caligmalar sonucunda 1981 yilinda epileptik ndbetlerin klinik ve elektroensefalografik

(EEG) smiflandirilmasi bugiin i¢in gegerli olan son seklini almistir (Fisher ve dig.,
2014).
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Sekil 1.2. Epileptik nobetlerin klinik ve EEG siniflandirmasi, (ILAE 1981)

Epilepsi literatiirinde 6nemli yeri olan kavram epilepsi sendromudur. Epilepsi

sendromu, baglangi¢ yasi, nobet 6zellikleri, klinik seyri, EEG bulgulari agisindan ortak



ozellikler gosteren durumlar i¢in kullanilmaktadir. Bu kavram etiyolojik bir benzerligi
gerektirmez. Etiyolojik tanisi belirlenmis olan durumlara ‘epilepsi’, belirlenmemis
olanlara ‘epilepsi sendromu’ olarak adlandirilir. Lokalizasyon ozellikleri temelinde
epilepsiler ‘parsiyel epilepsiler’ ve ‘jeneralize epilepsiler’ olarak iki ana baslikta

toplanmaktadir (Scheffer ve dig., 2017; Stafstrom ve dig., 2015).

Parsiyel nobet, bir hemisferdeki herhangi bir hiicre toplulugunun asir1 desarji ile iligkili
olup baslangi¢ semptomlar1 klinik veya EEG olarak o bélgenin islevsel 6zellikleri ile
ilgilidir. Jenaralize nobetler, baslangicindan itibaren beynin iki tarafin1 da ayn1 anda

etkileyen nobetlere denir.

Etiyolojik 6zelliklerine gore ise, ‘idiyopatik’, ‘kriptojenik’ ve ‘semptomatik’ olmak
lizere 3 ana grupta incelenmektedir. Idiyopatik epilepsiler genetik olarak belirlenir.
Gozlenen nobet tipleri, yasa bagli baslangig, EEG kriterler ve hareket bozukluklari
veya gelisimsel gecikme gibi eslik eden semptomlarla karakterize edilirler. Ana alt
tipler, idiyopatik genellestirilmis, erken ¢ocuklukta goriilen iyi huylu sendromlar1 ve
epileptik ensefalopatileri igceren fokal epilepsileri igerir (Weber ve dig., 2015).
Kriptojenik epilepsiler, idiyopatik epilepsilerin bilinen 6zelliklerine uymamalari
nedeniyle semptomatik gibi goriinen fakat mevcut aragtirma yontemlerinin etiyolojik
bilgi vermedigi durumlardir. Semptomatik epilepsi, beynin bilinen bir lezyonu ya da
bir hastaligina sekonder gelisen epilepsileri olarak tanimlanmaktadir. Semptomatik
epilepsilerin biiyiik bir kisminda ndbetler fokaldir ve ndbetin ilk semptomu genellikle

kaynaklandig1 anatomik yeri isaret eder (Knutsen ve dig., 2007).

1.1.1. Absans epilepsi

Absans epilepsi, idiyopatik veya genetik jeneralize epilepsi olarak siniflandirilan bir
durumdur. Nobetlere sebep olan anormal elektriksel aktivite, noronlarin asiri
uyarabilirligi nedeniyle genellestirilir. Absans epilepsisi, ¢ocukluk ¢agi epilepsisinin
(CAE) en yaygin bigimlerinden biri olarak tanimlanir ve tiim ¢ocuklarin % 10-17'sini
etkileyen yaygin bir pediatrik epilepsi sendromudur. 4 ila 10 yas arasindaki ¢ocuklarda
nobetler baglar. EEG'de genellestirilmis 3 Hz ani-diken dalga desarjlart (SWD) eslik
eder. SWD'ler stirekli kisa olabilir (2 ila 5 saniye) veya uzun (15 ila 30 saniye), desarj
sikligi 2,5-5 Hz arasindadir (Panayiotopoulos., 2001). SWD'ler korteksin 6n orta hat

bolgesinde goriintirken, genlik lateral ve posterior yonlerde yavas yavas kiigiiliir.



SWD’ler ani baslangigli ve sonludur; ataklar, ozellikle istirahat durumunda
kaydedildiginde normal bir EEG aktivitesi izleyerek takip edilebilir (van Luijtelaar ve
Sitnikova., 2004). Nobet sona erdiginde, hasta hemen 6nceki konusma veya aktiviteye
devam eder. Absans nobetleri kisa ve sarsici olmadigindan, rahatlikla gézden kagabilir
veya yanlis teshis konabilir. Absans nobet sikligi giinde birkag ile yilizlerce arasinda
degismektedir. Stres ve yorgunluk, nobet sikligin1 artirir (Kessler ve dig., 2017).

Absans nobetlerinin patofizyolojik mekanizmalari, genellestirilmis SWD davranis
Oonlemesiyle iligkili oldugu cesitli hayvan modellerinde ¢alisilmistir. SWD’ler, esas
olarak neokortik piramidal hiicreleri, retikiiler ¢ekirdegi ve talamusun réle ¢ekirdegini
igeren bir talamo-kortikal devrede anormal salinimli ritimler tarafindan tretildigi ve
stirdiiriildiigii anlasilmaktadir. Hem inhibe edici hem de uyarici ndérotransmisyonlar
absans nobetlerinin olusumunda ve kontroliinde rol oynar. Inhibisyon ve uyarim
arasindaki dengesizlik nedeniyle asir1 kortikal uyarilabilirligin veya inhibe edici gama-
aminobutirik asit (GABA) mekanizmalarinin kontrolii altindaki anormal i¢ néronal
ozelliklerden dolayr asir1 talamik salimimlarin sonucunda gergeklesir. Kalsiyum
kanallar1 talamik noronlar {izerinde yiiksek yogunluklarda bulunur. Absans
nobetlerinin SWD desarjlar1 normal ve patolojik talamokortikal rejeneratif patlama
desarjin1 tetikler. Norotransmiterler arasindan GABA-B reseptorleri, rejeneratif
patlama desarjlarinin baglatilmasinda kalsiyum kanallarini ulasmak i¢in gerekli olan
hiperpolarizasyonu ortaya cikararak en belirgin roliinii oynamaktadir. GABA-B
agonistleri tipik absans nobetlerini arttirirken, GABA-B antagonistleri onlar1 bastirirak
nobetleri azaltir. GABA-A’nin aktivasyon oldugu yerlerde ise talamokortikal
salinimlar1 senkronize etmek i¢in bir ritim diizenleme olarak islev goren retikiiler
talamik ¢ekirdektir. Cekirdekteki GABA-A reseptorlerinin arttirilmig aktivasyonu, bu
hiicrelerin ritim diizenleme kapasitesini azaltarak absans nébetlerini olusturma

olasiligini azaltir (van Luijtelaar ve sitnikova., 2006; Panayiotopoulos., 2001).

Absans nobetleri genellikle ¢ocukluk ¢aginda goriiliir. 10 yastan biiylik ¢ocuklarda
absans nobeti baslangici genellikle cocukluk c¢agi absans epilepsisini diisiindiirmez.
Cocuklarda siklikla jeneralize tonik-klonik nobetler ve miyoklonik nobetleri vardir.
Baz1 yetigskinlerde absans noébeti goriilebilir. 10 yastan biiyiik ¢ocukta baglayan
jeneralize tonik-klonik nébetlerle birlikte absans nobetleri Oykiisii, genglik absans

epilepsisi sendromunu gdstermektedir. Benzer sekilde, daha erken yasta baslamis fakat
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miyoklonik ndbetlerin yani sira absans ve jeneralize tonik-klonik ndbetleri olan ¢ocuk

juvenil miyoklonik epilepsiyi Tablo 1.1°de gostermektedir (Butler., 2016).

Tablo 1.1. Absans nobetleriyle iligkili epilepsi sendromlari

Absans Nobetleriyle liskili Epilepsi Sendromlar
Cocukluk Jiivenil Jiivenil Myoklonik
Absans Absans Myoklonik Absans
Epilepsi Epilepsi Epilepsi Epilepsi
Tipik 5-9 9-13 Genglik 1-12
Baslangic
Yasi
Kadin- K>E K>E K=E E>K
Erkek Oram
Nobet Absans: Cok | Absans: daha | Jtk, Ust govde,
Cegsitleri stk az siklikta, myoklonik ve | kollar veya
genellikte jtk | absans daha bacaklarin
ndbet az yaygin, myoklonik
CAE’ye gore | absans ile
daha az ¢ogu hastada
goriiliir ayni
zamanda jtk
ve atomik
nobet
Prognoz Iyi Orta, Orta, tedavi Kotii, tedavi
yetiskinlikte devam ettigi etmesi zor
jtk slirece jtk

1.2. Hayvan Modelleri

Hayvan modelleri, cesitli hastaliklar hakkinda bilgi edinilmesini saglayarak tedaviler
icin etkili yontemler gelistirilmesinde son derece 6nemlidirler. Bu modeller, insan
hastaligina patofizyolojik benzerlikleri, hastalik durumuna gore fenotipik bir uyumu

ve tekrarlanabilirlik gibi 6zelliklere sahiptir (Blass., 2015).

Epilepsi patogenezin daha iyi anlasilmasi, epileptogenez siirecini aydinlatip ndbetlerin

onlenebilmesi, ilerlemesinin durdurulmasi veya etkili tedavi yoOntemlerin
bulunabilmesi agisindan 6nemlidir (Hui Yin ve dig., 2013). Bu nedenle insan
caligmalar1 sadece tanimlayict diizeyde kalmakta dolayisiyla hayvan calismalari
zorunlu olmaktadir (Taskiran ve dig., 2017). Epilepsi arastirmalarinda en sik
kullanilan hayvan modelleri, kemirgen modelidir. Bunlar genellikle si¢anlar veya

farelerdir. Hayvan modelleri epileptogenezin altinda yatan molekiiler ve hicresel
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degisikliklerin aydinlatilmasina (Devinsky ve dig., 2018), epilepsinin tedavisinde yeni
AEI’ler ve alternatif tedavi edici yaklasimlarin belirlenmesine olanak saglayabilmesi
acisindan biiylik 6nem tasimaktadir (Geiger ve dig., 2019; Perucca ve dig., 2011;
Sarkisian ve dig., 2001).

Hayvan modelleri; norofizyolojik, farmakolojik ve genetik calismalarda absans
epilepsi modelini arastirilmasinda 6nemli bir yere sahiptir. WAG/RIj (Wistar Albino
Glaxo/Rijswijk) ve GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats of Strasbourg) irki
genetik epilepsili sicanlar, deney hayvanlari olarak bilinmektedir. Bu hayvanlar Wistar
irkindan olup, genetik olarak belirlenmis nobetler gegirmektedirler (Depaulis ve van
Luijtelaar., 2006).

1.2.1. Absans epileptojenez modeli olarak WAG/Rij sicanlar

WAG/RIj siganlar, Glaxo laboratuvarindaki Wistar siganlarindan elde edilen genetik
absans epilepsisine sahip inbred iretilen Siganlardir. Bu Siganlar, ilk olarak
Rijswijk'teki REPGO TNO Enstitiisii tarafindan Hollanda'da iretildi. WAG/RIj,
Wistar Albino Glaxo/Rijswijk anlamma gelir. WAG/Rij ki, en az 130 kusaktir
(Sarkisova ve dig., 2011). WAG/Rij siganlari, patofizyolojik ve farmakolojik
calismalar acisindan, absans epilepsinin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir
genetik hayvan modelidir (Russo ve dig., 2016; van Luijtelaar ve dig., 2014; Coenen
ve Van Luijtelaar ve dig., 2003).

WAG/RIj absans epilepsi genetik modelinde, nobetler genellikle kendiliginden olusur
ve EEG’de SWD’ler eslik eder. SWD'nin sayis1 ve siiresi yasla birlikte giderek artar
(Sitnikova ve dig., 2011). WAG/Ri]j si¢anlarda 2 aylikken gbz segirmesi, hizlanmis
nefes alma, kafa egme ve davranigsal ataklar esliginde EEG'de senkronize 7-10 Hz
SWD gelisir. Geng eriskin WAG/Rij siganlarda (2-3 aylik) sadece SWD'nin
olgunlagsmamis bi¢imlerini ifade ederken, SWD’nin en belirgin hali ise 6 aylikken
goriiliir. Yash sicanlarda ise ¢ok daha belirgin hale gelir. WAG/RIj siganlarda,
yasamlar1 boyunca nobetler devam eder (Russo ve dig., 2018; Sarkisova ve dig., 2011).

Absans epilepsisine genetik yatkinligi oldugu bilinen WAG/Rij si¢anlarinda
somatosensOr korteksin sinaptik hipereksitabilite ile karakterizedir. WAG/Rij

siganlarindaki somatosensor korteks birincil olarak tetiklenir (D'Antuono ve dig.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1525505001901933?via%3Dihub#!
https://www.researchgate.net/profile/Gilles_Luijtelaar
https://www.researchgate.net/profile/Gilles_Luijtelaar

2006). Noral devrelerde uyarici / inhibitor islemlerin etkinliginin duyusal deneyim ile
modiile edilebilecegi bilinmektedir. Erken ontogenez sirasinda anormal duyusal
tecriibenin kortikal uyarilabilirligi geri doniisiimsiiz olarak degistirebilecegi birkag
hassas donem vardir (Lee ve dig., 2009). Yapilan ¢alismalarda, dogumdan sonraki ilk
3 hafta boyunca biyiklari kesilmis olan sigcanlarda somatosensor korteks daha giiglii
bir uyarilma ve inhibe edici cevaplarin bulunmadigini gosterdi (Shoykhet ve dig.,

2005; Cheetman ve dig., 2008; Simons ve Land., 1987).

Absans epilepsisinin uyku ile yakin bir iligskisi oldugu iyi bilinmektedir. Absans
nobetleri genellikle uyaniklik, uyku arasindaki gecis donemlerinde ortaya g¢ikar ve 3
Hz SWD’ler eslik eder. WAG/RIj si¢anlarindaki epileptik aktivite, uyku kontrol

mekanizmalarinin bozulmasi ile iliskilidir (Drinkenburg ve dig., 1991).

Genetik absans epilepsili WAG/Rij sigan hayvan modelleri iizerinde yapilan
caligmalar, epileptogenezin altinda yatan hiicresel mekanizmalar1 aydinlatilmasini ve
bireyleri inceleme firsati sunar. Bu sebeple insan AE’nin patofizyolojisini anlamamiz

icin olanak saglar.

1.3. Kafein
1.3.1. Kafeinin yapisi

Kafein (1,3,7-trimetilksantin), kahve ve kakao g¢ekirdekleri, ¢cay yapraklari, guarana
meyveleri gibi ¢esitli bitkilerde bulunan merkezi sinir sistemini uyarici bir alkaloiddir.
Kafein ik kez 1819 yilinda Alman Kimyager Runge tarafindan, kahve
cekirdeklerinden izole edilmis ve yapisi E. Fischer tarafindan aydinlatilmistir

(Turnbull ve dig., 2017; McKetta ve dig., 1977).

Kafeinin kimyasal formiilii CsH10N4O2’dur. Temel bileseni, niikleik asitlerin yapitasi
olan “purin” dir. Kafein molekiiliiniin yapisi, ii¢ hidrojen bag: alicisi, li¢ metil grubu
igerir ve proton verici gruplart yoktur. Metil gruplarinin hidrojenleri disindaki tiim
atomlar ayni diizlemde kalir. Hidrofilik ve hidrofobik atom gruplarin bir
kombinasyonu, kafeinin hem polar hem de polar olmayan c¢doziiciilerde ¢oziiniir
olmasini saglar. Kafeinin bu 6zellikleri, tiim biyolojik membranlardan gecisine izin
verir. Kafeinin, kan beyin bariyerleri ve plasenta engelleri yoktur (Poltev ve dig.,
2010).
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Sekil 1.3. Kafein molekiiliiniin yapisi

Kafein, biitiin adenozin reseptorlerini (AR) antagonize ederek biyolojik etkilerinin
coguna neden olur. Kafein, hiicre yiizeyindeki adenozin reseptorlerini aktif hale

getirmeden baglar ve boylece rekabetgi inhibitor gorevi goriir (Ribeiro ve dig., 2010).

1.3.2. Adenozin reseptoriiniin yapisi

Piirin bazlarindan biri olan adenine bir pentoz halkasinin eklenmesi ile olusan
adenozin, tiim hiicrelerde yaygin olarak bulunan ve 6nemli diizenleyici etkileri olan

bir molekiildiir (Kayir ve Uzbay., 2004).
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Sekil 1.4. Adenozin molekiiliiniin yapisi

Adenozin hiicrelerin normal bir bilesenidir ve hiicre i¢i konsantrasyonunu diizenleyen
cok sayida reseptorleri vardir. Bugline kadar dort alt tip adenozin reseptorii
tanmimlanmistir: A1, A2a, A2g ve Asz. Adenozin reseptorleri, tim beyin alanlarinin
noronlar1 ve glial hiicreleri lizerinde etkilere sahiptir. Omurilik ve beyinde en yaygin
bulunan adenozin reseptdrii Az alt tipidir (Masino ve dig., 2001). Ozellikle korteks,
serebellum ve hipokampuste yogun olarak bulunmaktadir. Aoa alt tipi ise daha ¢ok
striatum, niikleus akkiimbens, kaudat putamen ve bazal ganglionlarda yogunlasmistir

(Ribeiro ve dig., 2003). Kafein, adenozin reseptdrleri tizerindeki inhibe edici etkisine
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bagli olarak kortikal bir hipereksitabilite durumuna neden olur; bu siire¢ uyaniklig

arttirr ve bilissel iglevi gelistirir (Scammells ve dig., 2017; Jovel ve dig., 2017).
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Sekil 1.5. Beyindeki adenozin reseptorlerin dagilimi

1.3.3. Kafeinin hiicresel etki mekanizmasi

Kafeinin hiicresel seviyedeki potansiyel etkileri ii¢ etki mekanizmasi ile agiklanabilir.
Bunlar adenozin reseptorlerinin merkezi sinir sistemindeki antagonizmasi, hiicre i¢i
kalsiyum depolamanin mobilizasyonu ve fosfodiesterazlarin inhibisyonudur

(Cappelletti ve dig., 2015).
Adenozin reseptorlerinin antagonizmasi

Kafein, adenozin reseptorlerinin alt kisimlarini (Az ve Aza) bloke ederek etkilerini
azaltir. Dopamin, ndradrenalin ve glutamat saliniminin artmasina neden olur. Kafein,
beyin kan akisini azaltabilir. Ayrica, kan damarlarindaki Aj, A2a ve Azs adenozin
reseptorlerini inhibe ederek ve adenozin aracili kasilmay: sinirlandirarak, miyokard

kan akigini azaltabilir (Namdar ve dig., 2009).
Hicre ici kalsiyum mobilizasyonu

Kafein, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum salimini indiikleyebilir ve yeniden
alimimi1 da inhibe edebilir. Bu mekanizma ile alisilmis ve alisilmadik kafein
kullanicilarinda, kasilmalari artirabilir. Hiicre i¢i kalsiyum endotel nitrik oksit sentazin
daha yiiksek miktarlarda nitrik oksit iiretimi ile aktivasyonunu belirler. Bu nedenle,

iskelet kaslarinin kasilmalarinin artigina neden olabilir (Goldstein ve dig., 2010).
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Fosfodiesterazlarin inhibisyonu

Kafein, fosfodiesterazlarin seg¢ici olmayan rekabetci bir inhibitorii olarak gorev yapar.
Enzimler, siklik adenozin monofosfat (cAMP) gibi molekiillerdeki fosfodiester
baglantilarin1 hidrolize ederek bozulmalarini 6nler. cAMP, hormona duyarl lipazin
aktivitesini tetikleyerek lipolizi uyarir ve adrenalin i¢in hayati bir role sahiptir. Ayni
zamanda, glikoz ve lipit metabolizmasinda yer alan birka¢ enzimi fosforile eden

protein kinaz A'y1 da aktive eder (Graham., 2015).

1.3.4. Kafein metabolizmasi

Kafein agizdan alindiktan kisa bir siire sonra, gastrointestinal sistemden hizli bir
sekilde emilir (15-120 dk) ve kanda en yiiksek diizeye ulasir. Kafein karacigerde
sitokrom P450 oksidaz enzim sistemiyle ii¢ ana metabolit olusturur. Metabolizma
sonucunda paraksantin (84%), teobromin (12%) ve teofilin (4%) gibi pek ¢ok
metabolit agiga ¢ikar. Basit difiizyonla taginir. Hiicrelere gecisi sirasinda herhangi bir
bariyer olmadigi i¢cin kafein beyin, testis ve fetiis dahil vuciittaki tiim hiicrelere ve
dokulara hizli bir sekilde yayilir. Plazmada albiimine bagl olarak taginan kafeinin %
80’1 beyinde bulunur. Kafeinin viicuttan uzaklagtirilmasi siirecinde yarilanma omrii,
yaklagik 3-4 saattir ve karacigerde depolanir. CYP1A2, kafeinin demetilasyonundan
sorumludur ve metabolizmasini etkileyebilir. CYP1A2 ekspresyonu cinsiyet, 1k,
genetik polimorfizmler, hastaliktan etkilenebilir ve bu faktorler farkli dokulardaki

kafein konsantrasyonunu degistirebilir (Stefanello ve dig., 2019; Nehlig ve dig., 2018).
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Sekil 1.6. Kafein molekiiliiniin metabolitleri
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Kafeinin ana metaboliti olan paraksantin, benzer bir kimyasal yapiya ve kafein ile yar1
omre sahiptir. Serum ve idrarda kolayca Olgiiliir. Oral olarak alinan paraksantinin
yaklasik %601 degistirilmemis olarak atilir. Teobromin, biyolojik olarak aktif
metabolitlerin daha yiiksek bir oranini olusturur. Hizla emilir ve yaklasik %50'si 8-12
saat iginde idrarla atilir. Teofilin ve kafein benzer bir kimyasal yapiya sahiptir. Teofilin
bir N-metil grubundan yoksundur. Teofilinin, kafein ve teobrominden daha giiglii

etkileri belirler. Yar1 6mrii 3 ila 9 saat arasinda degisir (Garipagaoglu ve dig., 2009).

Sonug olarak, kafein ve metabolitlerinin metabolizmasi bireyler arasinda onemli
farkliliklar vardir. Digsal faktorler; sigara i¢me, yiyecek alimi, mide bosalma hizi,
hamilelik, hepatik ve kardiyovaskiiler hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve eslik eden ilag

kullanimi gibi metabolik ve atilim oranlarini etkiler (Cappelletti ve dig., 2015).

1.3.5. Kafeinin etkileri

Kafein bazli gida takviyeleri ve i¢ecekler, zihinsel ve fiziksel gii¢ saglamak, atletik
performansi ve konsantrasyonu gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Alves ve dig., 2018;
McLellan, Caldwell ve Lieberman., 2016).

Aragtirmalarda kafeinin biligsel ve motor fonksiyon {izerindeki etkileri, olasi
mekanizmalar1 netlestirmek amaciyla incelenmistir. Kafeinin dikkat, ruh hali ve
uyaniklik iizerindeki etkileri bildirilmistir (Diukova ve dig., 2012; Rogers ve dig.,
2011). Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu, frontal korteks ve striatumunda
dopaminerjik fonksiyonu dnleyerek, biligsel ve motor anormallikleri ile sonuglanir.
Yapilan ¢alismalarda dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugunun kafein kullanimiyla,
davranigsal ve norokimyasal degisiklikleri hafiflettigi rapor edilmistir (Pandolfo ve
dig., 2013).

Kafeinin ndbet ve nobet esigi lizerindeki etkileriyle ilgili bazi tartismalar vardir. Bazi
raporlar, uzun siireli kafein uygulamasinin fare ve sican modellerinde ndbet esigini
artirabilecegini desteklemektedir. Kafeinin merkezi bir sinir sistemi uyaricisidir ve
izole edilmis hipokampal dilimlerde epileptiform aktivitelere neden oldugu
gosterilmistir (Avoli ve Jefferys dig., 2016). Motor ndbet modellerinde yapilan in vivo
caligmalar, kafeinin nobet aktivitesinin siiresini kisaltabilecegini gostermistir (Gupta

ve dig, 2014). WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo/Rijswijk) ve GAERS (Genetic Absence
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Epilepsy Rats of Strasbourg)  ani-diken desarjlarint (SWD'ler) baskiladigi
gosterilmistir (Dede ve dig., 2019). Prenatal donemde kafein alimin etkisi,
hipokampali uyarilmasin1 degistirdigi ve nobet sergileyen hayvanlarin yilizdesini
arttirdigr gosterilmistir. Ancak yetiskinlige devam eden lokomotor aktivitede bir
degisiklik olmadigi bildirildi (Silva ve dig., 2013).

Kafein, prematiire apnesinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir metilksantindir.
Erken dogmus bebeklerde, kafein solunum destegi siiresini azaltarak, hayatta kalma
oranlarini arttirir. Beyin felci ve bilissel gecikme insidansini azaltir (Abu-Shaweesh
ve dig., 2017; Atik ve dig., 2016).

Kafeinin iceren iceceklerin, 6zellikle kahvenin kardiyovaskiiler saglik tizerindeki
etkisi tartismali bir konudur. Kafein, kan basinci, kolestrol, plazma homosistein ve
kalp atis1 acisindan kardiyovaskiiler sistemi olumsuz yonde etkiler. Ancak bazi
insanlar kafeine tolerans gelistirdigi icin digerlerinden daha ciddi sekilde etkilenir.
Kafeinin kardiyovaskiiler etkilerine tolerans gelistikce, baslangicta gézlenen etki hizli

bir sekilde azalir, hatta kaybolur (Turnbull ve dig., 2017; Pelchovitz ve dig., 2011).

Kafein, anksiyeteyi artiran bir madde olarak kabul edilir ve farmakolojik temeli
belirsizdir. Kafeinin ¢alisma mekanizmasi, adenozin reseptorlerine (6ncelikle A1 ve
Aca) baglandigl, adenozin etkilerini 6nleyen ve noronal aktiviteyi arttiran bir iglemdir.
Cinkii adenozin reseptorlerine baglandiginda noéronlarin  depresyonuna ve
uyusukluguna neden olan kisitlayict bir ndromodiilatordiir. Kafeinin, néradrenerjik
sistemle kesilmesi sonucunda adrenalin saliniminin artmasina neden olmasidir (Chen
ve dig., 2013).

Genelde kahvenin iyi bir gece uykusuna miidahale ettigi bilinir. Kafein iceren
iceceklerin yaygin olarak kullanildig1 bilindiginden, insanlar kafein i¢eren iceceklerin
uyanik kalmaya yardimci olabilecegini, gece uykusu kalitesini ve siiresini
etkileyebilecegini fark edildi. Fazla kafein tiiketen kisilerde, sadece huzursuzluga degil
ayni zamanda kas gerginligine de neden olur. Uyumadan 6nce kafein alan insanlar

giiriiltiiden daha kolay uyanirlar (Nawrot ve dig., 2003).

Kafein, gebelikte oldukca yaygin tiiketilen ksenobiotiktir. Annenin gebelik sirasinda

kafein almasi, dogrudan fetiisiin kafeine maruz kalmasina yol acar. Ciinkii kafein
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plasenta bariyerini kolayca geger. Fetlislin yeterli enzim sistemleri gelismedigi i¢in
kafein metabolizmasi ¢ok uzun siire almaktadir. Bu sebepten dolayi fetal bliylime ve
gelisme olumsuz etkilenmektedir. Yiiksek dozda kafein tiiketimi, fetal 6liim riskinde

artig, gelisme geriligi, diisiik dogum ve prematiire doguma neden olur (Deniz ve dig.,
2015).

Kafein bir idrar soktiiriicii madde olarak bilinir. Yiiksek kafein alimi1 genellikle diisiik
kalsiyum alimi igin bir belirtectir. Kafein iceren iceceklerin tiiketimi bu nedenle

osteoporoz i¢in risk faktoriidiir (Gaspar ve dig., 2016).

1.4. Hipokampus

Filogenetik olarak beynin en eski bilinen boliimlerinden biri olan hipokampus, koronal
kesitlerde C harfi seklinde goriiliir. Denizatina benzerliginden dolay1 hipokampus
(hippos=at, kampos=deniz) ismi verilen bu yapi, bir zamanlar dis yiizli kog boynuzuna
benzediginden Cornu ammonis adi ile anilmistir. (Ammon: Kog basli bir Misir ilahma

verilen isim)

Sekil 1.7. Hipokampusun denizati ile benzerligi

Hipokampus, koroid fissiir kavisinin dis parc¢asindan gelisir. Bu siire¢, bolgede
bulunan 6ncii ndronlarin ¢ogalmasi ve gé¢ etmesiyle baslar. Boylece hemisfer duvari
bir yandan kalinlagirken, diger yandan ventrikiiliin medial kenarina dogru bir ¢ikinti

yapar. Bu ¢ikint1 hipokampusii meydana getirir (Songur ve dig., 2001).

Hipokampus; lateral ventrikiilin alt boynuz taban1 boyunca uzanan, yaklasik 5-8 cm
uzunlugunda bir gri cevher tabakasidir. Ventrikiile bakan yiizli konveks, hemisferin alt

kismina bakan yiizii ise konkavdir (Songur ve dig., 2001).
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Hipokampiis

Sekil 1.8. Hipokampusun sekli ve konumu

Hipokampus, singulat girus, hipotalamus ve amigdala birlikte “Limbik sistem”i
olusturur (Izci ve dig., 2015). Limbik sistem, hatiralarin ve duygularin olusumundan

sorumludur (Maftoon ve dig., 2014).

Fimbria

v Koroid Pleksus

Temporal
Horn

Koroid

Fissiir

Hippokampal Subikulum

Fissiir

Dentat Girus

Parahipokampal

Kollektral
Sulkus

Sekil 1.9. Hipokampusun bdliimleri

Hipokampus histolojik olarak 3 ana bolimden olusmaktadir ve buna hipokampal
formasyon denir. Hipokampal formasyon; esas hipokampus, dentat girus ve
subikulumdur. Hipokampal formasyon, uzaysal 6grenme ve bellekten sorumludur.
Cornu Ammonis’in Ingilizce bas harflerini temsilen “CA” olarak da ifade edilebilen
hipokampus, hiicre yapisindaki degisikliklerden dolay1 CA1, CA2, CA3 ve CA4 gibi
farkli alanlara boliinmiistiir. Bunlardan CA1 subikuluma, CA4 ise dentat girusa en

yakin olan alandir (Izci ve dig., 2015).
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1.4.1. Hipokampusun fonksiyonlari

Hipokampus, essiz hiicresel morfolojiye ve karmasik bir yapiya sahiptir (Zeidman ve
Maguire., 2016). Hipokampus, iizerinde en fazla klinik ve laboratuvar ¢alisma yapilan
beyin boliimiidiir. Hipokampusun karmasik anatomisi nedeniyle incelenmesi oldukg¢a
zordur Bu nedenle, hipokampusun tek basina yaptigi fonksiyonlari tanimlamak yerine,

karmasik fonksiyonlardaki rolii izerinde durulmaktadir (Songur ve dig., 2001).

Hipokampus, epizodik bellek, mekansal gezinme ve duygularla ilgili isleme dahil
olmak iizere ¢oklu bilissel islevlerde rol oynar (Przezdzik ve dig., 2019). insan ve
kemirgen beynindeki hipokampus, mekansal konumlarla ilgili bilgilerin hafizaya

alinmasi, 6grenilmesinde ve islenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar.

Hipokampuse gelen duyusal sinyalleri igerisinden geciren ek kanal rolii oynadigi
distintiliir. Duyusal uyarilar, hipokampusu aktive ederek limbik sistemi etkiler. Bu
sebepten dolayr davranislarin sekillenmesinde etkilidir (Songur ve dig., 2001).
Amigdala ve hipokampus arasindaki dinamik etkilesim, onemli derecede duygusal
olaylarin uzun siireli bellek olusumunu initialize eder. Davranigsal tepkilerin
diizenlenmesini 6nemli 6l¢iide modiile eder. Amigdala, sosyal ve duygusal davranis
merkezi olarak kabul edilir ve korku sartlanmasinin yaratilmasi i¢in temel bir merkez
olan lateral ¢ekirdegi (LA) barmndirir. Savunma davraniglarinin gosterimi, LA'daki
noronlarin dgrenme uyarilmis degisiklikleriyle iliskilidir. Ustelik amigdala; dikkat,
bilis ve stresli olaylarin degerlendirilmesinde etkili bir rol oynar (Gley ve dig., 2019).

Hipokampus, epilepsi ve nobet patofizyolojisinde onemli bir yapidir. Hipokampal
korteks 1ki ana néron grubunu igerir; bunlar ana ndronlar ve interndronlardir. Ana
ndronlarin ¢ogu, beynin uzak bolgelerindeki diger ndronlarin hiicre gdvdeleri tizerinde
uyarict sinapslar olustururken, interndronlar genellikle ana noéronlar ve diger
interndronlar iizerinde inhibe edici sinapslar olusturur. Bu nedenle, ana noéronlarin

uyarici etkisini inhibe ederek ve ndébet olusumunu 6nlerler (Sendrowski ve dig., 2013).

Hipokampusun &zelligi ise uyarilabilirligidir. Ornegin, hafif elektriksel uyarilar
hipokampus bolgelerinde uyar1 kesildikten sonra saniyeler siiren bolgesel epileptik
nobetlere sebep olur. Bu da hipokampusun normal kosullarda bile uzun siiren sinyaller

yaydigini gosterir (Sloviter., 2005).
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Yapilan calismalarda, WAG/Rij siganlarinda kendiliginden ortaya g¢ikan absans
ndbetlerinin baglatilmasi ve sonlandirilmasi sirasinda korteksin farkli bolgeleri ve
hipokampus arasindaki iliski arastirllmistir. Absans epilepsi nobetleri talamokortikal
kokene sahiptir (Depaulis ve van Luijtelaar., 2006). SWD’ler somatosensorlii
korteksin kiigiik bir alaninda baglatildigi ve ardindan talamokortikal alani iginde
genellestirildigi bilinmektedir (Avoli., 2012; Meeren ve dig., 2002). SWD’ler tiim
beyin korteksine kaydedilir. Somatosensorii korteksin fokal bolgesinden diger kortikal
bolgelere hizli intrakortikal ndbet aktivitesinin yayildigi diistiniilmektedir (Meeren ve
dig., 2002). Tipik yokluk epilepsisinin ani diken dalga desarjlar1 hipokampuste veya
epileptik si¢anlarda baska herhangi bir limbik yapiya kaydedilmemistir (Depaulis ve
van Luijtelaar., 2006). Bununla birlikte, genetik olmayan epilepsili siganlar, limbik
bolgelerde artmis serebral glukoz kullanim oranini ve hipokampuste (Richards ve dig.,
2000) artmis glutamat seviyelerini ve talamusta (Touret ve dig., 2007) azalmis
seviyeleri gostermektedir. Hipokampusun, tipik devamsizlik ndbetlerinin dogrudan
ekspresyonu ile ilgili olmamasina ragmen nobet olusumunun diizensizligine ve/veya
epileptik uyarilmaya olduk¢a duyarli olan limbik devrelere yayilan ndbetlerin

kisitlanmasinda rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir (Sysoeva ve dig., 2016).

Yapilan calismalarda, uzun siireli epileptik nobetlerin ¢ogunlukla hipokampuste
noronal hasar olusturarak biligsel fonksiyonlarda bozulmaya neden olduguna
varilmistir. Ogrenme ve hafizadan sorumlu olan hipokampus, CA1 ve CA2 bolgesi
kiiclik piramidal hiicrelerden, CA3 ve CA4 bolgesi genis piramidal hiicrelerden olusur.
Dentat girus bir kavite seklindedir ve kii¢lik graniil hiicrelerden olusmaktadir. Yapilan
caligmalarda, hipokampusun piramidal noronlarinda ve graniiler ndronlarinda

histolojik degisikler saptanmustir.

Temporal lob epilepsisinde CA1’in en fazla etkilenen hipokampus alt bolgesi oldugu
rapor edilmistir (Lehmann ve dig., 2000). Ilaveten hipokampus alt bolgeleri arasindaki
intrahipokampal baglantilar, epileptik durum olusturabilen eksitator geri besleme
halkalar igeren devrelere sahiptir. CA1 bolgesi noronlar1 uzaysal 6grenme ve bellek
icin gereklidir. CA1 bolgesi bir hatalari kontrol eden bdlge olarak ¢alisir ve korteksden
gelen bilgiler arasinda uyumsuzluk olup olmadigini kontrol eder. CA1 ve CA3’deki
hiicre sayilar1 ergenlik déoneminden 6nce daha az iken bu dénemden sonra giderek

artmaktadir (Suzuki ve dig., 2005). Epileptik nobetler ve biligsel bozukluk iliskisi iyi
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bilinmektedir. Uzun siireli anilarin olusumu ve depolanmasindaki zorluklar nobetlerde
hipokampus disinda diger beyin bolgelerinin de etkilendigini diistindiirmektedir.
Frontal Kkorteks hipokampuste kodlanan bilgilerin uzun siireli hafizada
depolanmasindan sorumlu oldugu bilinen en 6nemli beyin bolgesidir (Kapucu., 2019;

Izci ve Erbas., 2015).

1.5. Serebellum

Anatomik olan serebellum, tekil geometrik bir diizenlemeye sahiptir. Serebrumdan
dura mater katman ile ayrilan iki serebellar hemisferden olusan genis bir katlanmis
format igerir. Serebellum, arka kraniyal fossada bulunan, oksipital loblardan asagi ve
beyin sapina dorsal yatan vermis adi verilen merkezi bir bilesen ile birlestirilir
(Andreotti ve dig., 2018). Serebellum tim beynin bilyiikliigiiniin sadece %10'unu
temsil ederken, 100 milyardan fazla ndronla beyin hiicresiyle ayn1 miktarda sinir

hiicresini icermektedir (Parmar ve dig., 2018).

Serebellum

Sekil 1.10. Serebellumun konumu ve sekli

Serebellum, beyin sapina serebellar pediinkiiller aracilifiyla baglanir. Ust pediinkiil,
serebellumdan talamus yoluyla serebral kortekse kadar bilgi tasiyan yollar igerir. Orta
pediinkiil, beyin korteksinden serebelluma pontin ¢ekirdegi yoluyla gegen yapilardan
olusur. Alt pediinkiil, serebellumu vestibiiler sistemi ve omurilige baglayan hem i¢
hem de dis yollarmmi tasir. Serebellum; lobus anterior, lobus medius ve lobus

flocculonodularis olmak iizere 3 ana boliime ayrilir (Stoodley ve dig., 2016).
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Sekil 1.11. Serebellumun boliimleri

Serebellumun i¢ yapisi, gri ve beyaz cevherden meydana gelir. Gri cevher, temel
olarak serebellumun dis yiizeyini ortmektedir ve korteks olarak adlandirilir (Snell.,
2000). Beyaz maddeyi ve derin serebellar ¢ekirdegi kapsayan kuvvetlice katlanmig
serebellar korteksden olugsur. Serebellar korteks li¢ katmandan olusur. Bunlar; graniil
hiicre katmani, molekiiler katman ve bu ikisi arasinda iki boyutlu bir dizide

diizenlenmis purkinje hiicrelerinden olugsmaktadir (Sultan., 2015).

1.5.1. Serebellumun fonksiyonlari

Serebellum, hareket kabiliyetini kontrol eden ve 6grenmeden sorumlu organdir.
Serebellumun iki ana islevi bulunur. Merkezi komutu ve gergek g¢evresel hareketi
karsilagtiran hareket planinin diizeltilmesi ve iyilestirilmesi, ontogenez sirasinda
hareketlerin ayrismasidir. Lokomotor sisteme iletilen karmasik gorevleri destekleyen
sinir aglar1 olusturulmustur. Serebellum, karmasik hareket planlarinin 6grenilmesinde

ve depolanmasinda 6nemli bir yeri vardir. (Zsarnovszky ve dig., 2018).

Serebellum, motor koordinasyonunda etkilidir. Biligsel, 6grenme, duygu ve

davraniglarin yani sira sozel bellek bozukluklari, serebellar ataksi gibi hem motor hem

de motor olmayan fonksiyonlarin bozulmasiyla iliskili ¢esitli nérolojik bozukluklarda

rol oynar. Bu nedenle, serebellar formasyonda rol oynayan mekanizmalarin

azaltilmasi, rollerini ve onunla iliskili patolojileri anlamak ig¢in kritiktir (Andreotti ve

dig., 2018). Serebellumun yalnizca cesitli duyusal-motorlu aglarda degil, ayni
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zamanda biligsel-davranigsal siireclerde, 6zellikle MS'li hastalarda etkilenen alanlarda

etkili oldugu tespit edilmistir (Parmar ve dig., 2018).

Serebellum, duyusal tahmin hatalarina dayali 6grenmeyi desteklemek igin istemsiz
refleksleri uyarlamasi ve hedefe yonelik bilissel islevlerde roliiylede iyi bilinmektedir.
Bu rolle uyumlu olarak, sizofreni, otizm, fronto temporal demans ve serebellar
islevindeki degisiklikler ile iliskili olan cesitli noropsikiyatrik bozukluklar ve
gelisimsel sendromlardir. Degismis serebellar anatomisi olan bir¢ok bireyde, kaba
motor bozulmalariin yoklugunda bilissel ve davranigsal bozulmalar meydana gelir.
Bu hastaliklarin birgogu, serebellum/lateral serebellar ¢ekirdek anatomisinin dentat

cekirdegindeki degisiklikler ve gen ekspresyonu ile iligkilidir (Locke ve dig., 2018).

Normal serebral fonksiyonlarda oldugu gibi, epileptik nobetler kortikal ve subkortikal
yapilar arasindaki yaygin ag etkilesimlerini igerir. Her ne kadar korteks nobet kdkenli
bir bolge olarak vurgulanmasina ragmen, davraniglarin ortaya ¢ikmasi, yayilmada ve
baz1 durumlarda epileptik nobetlerin baglamasinda subkortikal yapilar i¢in ¢ok 6nemli
bir role igaret eder. Subkortikal diizeyde beyincik, motor 6grenmede rol alan ana beyin
yapisidir. Onceki ¢alismalar da serebellumdan gelen ritmik verimin, genellestirilmis
nobetlerin korunmasina katkida bulundugunu ve epilepsideki roliinii ortaya koymustur

(Norden ve dig., 2002).

Serebellumdaki glutamat aracili noronal hasarin, serebellar korteksin purkinje
hiicrelerinin kaybindan sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Lehtinen ve dig., 2009).
Glutamerjik norotransmisyon, siklikla glutamatin sentezi ve salimi, geri alimi ve
metabolizmasindaki degisikliklerle karakterize temporal lob epilepsisiyle (TLE)
iliskilidir.

Glutamat diizenlemesini i¢eren iglemlerin arastirilmasi, epilepside ilgili ila¢ hedefleri
olabileceginden kilit O©neme sahiptir. TLE'de, uyarici ve inhibe edici
norotransmisyonda gecici degisiklik nedeniyle glutamat igeriginde bir artig vardir.
Artan glutamat ndronlari, glutamerjik reseptorlerin hiperaktivasyonuna, ikincil
mesaj¢il seviyesine yiikselmeye, ndronal hasar ve 6liime yol acan hiicre i¢i Ca?* 'da
artisa yol agan ¢esitli sekillerde etkiler (Khan ve dig., 2008; Linn., 2000). Noronal

hasarin, TLE ile iligkili olasi davranis agigiyla sonuglanan serebellar atrofiden
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kaynaklanmaktadir. Noronal kaybin yani sira, glutamerjik reseptorlerde yapilan
degisiklikler sinaptik plastisite ve motor 6grenmeyi iceren mekanizmalarin bir

pargasidir (Soman ve dig., 2013; Norden ve Blumenfeld., 2002).

1.6. Spektroskopinin Temelleri

Spektroskopi, 6rnekteki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden digerine
gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1stmanin 6l¢iilmesi ve
degerlendirilmesi seklinde adlandirilir. Absorblanan 1smnlarin  spektrofotometre

tarafindan belirlenip, degerlendirilmesiyle elde edilen verilere spektrum adi verilir.

Elektromanyetik dalgalar, dalga boyunun ve frekansinin ¢ok genis bir spektrumunu
igerir. Elektomanyetik dalgalarin 1 Hz ile 10** Hz frekans arahiginda yayildig: fark
edilmistir. Elektromanyetik dalga sikligina gore yedi gruba ayrilir. Radyo dalgalari,
mikrodalgalar, kizil6tesi radyasyon, goriiniir 151k, ultraviyole radyasyon, X 1sinlar1 ve

gama isinlaridir (Sekil 1.12) (Pekin., 2013).
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Sekil 1.12. Elektromanyetik spektrum

Elektromanyetik radyasyon ve madde arasindaki etkilesim, atomlarin veya
molekiillerin enerji seviyeleri arasindaki radyasyonun yeniden yoOnlendirilmesine
neden olabilir. Bu nedenle enerji bir molekiilii daha yiiksek bir enerji seviyesini uyarir.
Uyarma tipi 1518 dalga boyuna baglidir (Freifelder ve dig., 1982). Enerji seviyeleri

genellikle, Sekil 1.13’de gosterilen bir enerji seviyesi diyagrami ile tanimlanmaktadir.

23



\%f— [k uvanlma sevives

Vibrasyonel seviye

Temel durum

Enern Sevivesi

Elekiron ve gekirdek va da atom ve molekill arasi uzakhik

Sekil 1.13. Vibrasyonel enerji seviye diyagrami

Elektromanyetik 1s1manin, dalga boyu, periyodu, frekansi, hiz1 ve dalga sayis1 birden
cok ozelligi bulunmaktadir. Bir 1s1nin dalga 6zelliginin yaninda, pargacik 6zelligi de
vardir ve bu pargaciklarin herbirine, foton denir. Isigin siddeti, 151k demeti i¢indeki
foton sayist ile ilgilidir ve enerji birimleriyle dl¢iiliir. Isik enerjisinin absorbsiyonunda,
molekiil kuantlanmis (degisken) miktarda enerji alip verecegine gore, tek frekansh
belli diizeydeki bir 1gin1im1 absorblar. Bu bilesigin biitiin molekiilleri i¢in gegerlidir ve
boylece spektrumda absorbsiyon ¢izgileri goriiliir. Fakat belli bir elektronik seviyede
olan her molekiil ayn1 zamanda degisik titresim ve donme seviyelerinde oldugundan
bunlar spektruma absorbsiyon bantlar1 ve pikleri seklinde yansir. Buna gore bir
molekiiliin 1s1n1im1 absorblamasi durumunda enerji degisimi asagidaki denklem ile
bulunur (Esitlik 1.1) (Eerdenbrugh ve dig., 2011; Skoog ve dig., 1998) (planck sabiti:
h = 6.6x107 joule, ¢ =3,0 x 108 ms™).

E=hv=hcv (1.2)

1.6.1. Kazilotesi (IR) spektroskopisi

IR spektroskopisi, uygun frekans araliginda sogurma ile molekiil baglarinin ve atom
gruplarimin dipol momentlerinde degismeye neden olan titresimlerin incelenmesini
saglayan spektroskopik yontemdir. Molekiillerin IR 15181 (0,78 — 1000 um dalga
boylu veya 12,800 — 10 cm™ dalga sayil1) absorpsiyonuyla titresim ve dénme enerji
seviyelerine uyarilmalarinin olgiimiine dayanir. IR spektroskopisi dalga boyuna,

frekansa ve dalga sayilarina gore yakin, orta, uzak IR bolge olmak {izere {i¢ bolgeye
ayrilir (Tablo 1.1) (Larkin., 2018).
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Tablo 1.2. IR spektrum bolgeleri

Bolge Dalga boyu, um | Dalga Sayisi, cm’? Frekans, Hz
3,8x10%-1,2x
Yakin IR 0,78-2,5 12,800-4000
1014
Orta IR 2,5-50 4000-200 1,2x10%*-6,0x10*?
Uzak IR 50-1000 200-10 6,0x10%2-3,0x10%*

IR 1sinlart UV, GB ve X-isinlan ile ilgili incelenen elektronik gegislerin hepsini
olusturacak kadar yiiksek enerjili degildir. Bu nedenle, IR 1s1n1inin absorpsiyonu, ¢esitli
titresim ve donme halleri arasindaki enerji farklarinin kii¢iik olmasindan dolay1 daha
cok molekiiler yapilarla sinirlidir. IR alanda gonderilen 1sinlarin absorblanmasina
temel olusturan ve enerji gereksinimini yaratan hareketler titresim hareketleridir.
Bunlar gerilme titresimleri ve egilme titresimleri olarak iki grupta toplanirlar (Sekil
1.14). Egilme titresimleri, atomlar arasindaki bag agilar1 degismelerinden ibarettir.

Bunlar; Makaslama, Sallanma (diizlem disinda), Sallanma (diizlem iginde) ve Burulma

(diizlem disinda) olmak tizere dort tiptir (Sridharan., 2016).
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—
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(twisting)

Simetrik Gerilme

(a) duzlem ici genlme hareketleri

‘1

—t
Duzlem-ig bukuime
rocking)

(b) duzlem ici egilme hareketleri

= o

Duzlem-digi sallanma

wagging)

(c) duzlem digi edlime hareketleri

Sekil 1.14. Molekiiler titresim tipleri



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128095911000013?via%3Dihub#!

1.6.2. Fourier doniisiimii kizilotesi (FT-1R) spektroskopisi

IR genis bandina yakin bolgeye ulasan bir kizilotesi titresim spektroskopisi teknigidir.
IR radyasyonunun bir kismi1 6rnek tarafindan emilir ve bir kismi da iletilir. Elde edilen
spektrum, molekiiler absorpsiyon, iletimi temsil eder ve numunenin molekiiler parmak

izini olusturur (Bellisola ve dig., 2012).

FT-IR spektrometresi, 6nce bir Michelson interferometresi kullanarak 6rnek sinyalin
interferogramini toplayarak ve daha sonra spektrumu elde etmek i¢in interferogram
tizerinde bir Fourier Doniisiimii gergeklestirerek kizilotesi spektrumlar: elde eder.
Interferometre, kaynaktan gelen kiziltesi 1511 alan ve iki optik olarak ayiran bir 151n
dagitict kullanir. Bir 151n sabitlenmis diiz bir aynaya gider. Diger 151n ise ¢ok kisa bir
mesafede hareket eden hareketli diiz bir aynaya gider. iki 151n kendi aynalarindan geri
gelirler ve tekrar karsilastiklarinda birlesirler. Interferometreden ¢ikan sinyal, bu iki
151n etkilesimin sonucudur. Ortaya ¢ikan sinyale interferogram denir (Gerwert ve dig.,

2010).
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Sekil 1.15. Fourier doniisiim kizilotesi spektrum
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Bir interferogramda, kaynaktan gelen sinyaller her kizilotesi frekans hakkinda bilgi
verir. Bu sayede tiim frekanslar ayni anda 6lgiilmektedir. Veri analizi i¢in spektrumun
frekanslar1 kullanilir. IR fotonlari, atom gruplarinin kendilerini baglayan baglara gore
titremelerine neden olacak kadar enerjiye sahiptir. Fourier doniisiimii ad1 verilen
matematiksel bir fonksiyon, interferogrami yogunluk-frekans spektrumuna
doniistirmemizi saglar. Bu doniisiim, spektrometre bilgisayar1 tarafindan
gerceklestirilir. Dalga boyuna karsilik gelen absorbans grafigi ¢izilir (Dutta., 2017,
Pradhan ve dig., 2017; Gerwert ve dig., 2010).

1.6.3. FT-IR spektroskopisinin avantajlar1 ve uygulamalari

Fourier doniisiimii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi, herhangi bir patolojik durumun
neden oldugu parametrelerdeki degisiklikleri saptamak i¢in, biyomolekiillerin
kompozisyon yapisini ve fonksiyonunu arastirma yetenegine sahiptir. Bu yontem,
bir¢ok hastaligin teshisinde ve segilen ilaclarin hastalik durumlarina etkilerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Turker-Kaya ve dig., 2014). Norolojik hastaliklar, beyinde
lipit peroksidasyonu, lipit hasar1 ve protein yapisindaki, lipit/protein oranindaki ve
membran yapilarindaki degisimler gibi biyokimyasal ve molekiiler degisiklikleri
tetikler. FT-IR duyarlilig1 ile hastaliklara bagli varyasyonlar ayni anda tanimlanabilir.
Her ne kadar bir¢ok farkli IR cihazi mevcut olsada IR spektrumunda yer alan bilgiler
aynidir (Turker., 2012).

FT-IR spektroskopisi, bir¢ok alternatif iizerinde tercih edilmesini saglayan avantajlara
sahiptir. Ilk avantaji, molekiillerin orta-kizildtesinde giiclii absorbanslara sahip
olmasidir. Kati, s1vi, gaz, organikler, inorganikler, biyolojik materyaller, saf maddeler
ve karisimlar dahil olmak iizere bir¢ok numune tipinin kizilotesi spektrumlari
dlgiilebilir. Ikinci avantaji, spektrumlarin bilgi bakimmdan zengin olmasidir. Olgiilen
spektrumlar numunenin biyokimyasal durumu hakkinda bilgi verir. Bant
konumlarindaki kaymalar, bant genisligindeki degisiklikler ve bantlarin alan degerleri
biyolojik malzemeler hakkinda degerli yapisal ve islevsel bilgiler verir (Toyran ve
dig., 2006). Uciincii avantaj1, spektrumlar1 l¢gmek olduk¢a hizli ve kolaydir. Ol¢iimii
yapilacak olan O6rnegin yapist ve Ornekleme teknigi analizin hizin1 ve kolayligim
etkileyecektir. Bununla birlikte, bir¢ok ornegin infrared spektrumlarimi bes dakika

veya daha kisa silirede Olcebilir. Baz1 6rnekler ve ornekleme teknikleri i¢in birkag
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saniye i¢inde kalite spektrumlart elde edilebilir. Dordiinci avantaji, FT-IR
spektroskopisi diger yontemlere gére ucuz olmasidir (Sevinc ve dig., 2015; Smith,
2011; Caine ve dig., 2011).
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Hayvan Deneyleri

Kocaeli Universitesi DETAB biriminde hayvan deneyleri gerceklestirildi. Kocaeli
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik onayr alindi (KOU
HADYEK 1/6 — 2018) (Ek-D). Calismada kullanilan, WAG/Rij si¢anlar kontrol (n=6)
ve kafein (n=6) gruplar1 olmak tizere iki gruba ayrildi. Yeni dogan Siganlarin 7-11.
giinler arasinda intraperitonal olarak 20mg/kg kafein uygulandi. Sicanlarin 22. giin
sonunda annelerinden ayrilarak ayr1 kafeslere konuldu. Hayvanlar 12 saat aydinlik -
12 saat karanlik siklusunda sabit 1s1l1 bir odada yiyecek ve su alimlar1 serbest tutuldu.
Sicanlar 6. aylarinda derin eter aneztezisi altinda iken dekapite edilip beyinleri
¢ikarildi. Cikartilan beyin dokularinin serebellum ve hipokampus bolgelerine ayrilarak

biyofiziksel ve biyokimyasal analizlere kadar -80 °C'de derin dondurucuda tutuldu.

2.2. FT-IR Spektroskopisi Deneyleri

Sican beyin bolgelerinden hipokampus ve serebellum, Freeze Dryer (Labconco
FreeZone®) kullanilarak dokulardaki suyun uzaklastirilmasi i¢in 24 saat boyunca
kurutma islemi gergeklestirildi. Kurutulan hipokampus ve serebellum, agat havan
icerisinde sivi azot yardimiyla toz haline getirildi. Toz haline getirilen hipokampus ve
serebellum numuneleri 2 mg ayri ayri tartildi ve 100 mg kuru potasyum bromiir (KBr)
ile agat havan i¢inde homojen olana kadar karigtirildi. Hazirlanan karigim paslanmaz
celikten yapilmis 6zel bir aparat igine yerlestirildi, hidrolik preste 5 dakika boyunca
100 kg/cm®’lik basingta tutuldu. Bdylece KBr diski elde edildi. Hazirlanan KBr
peletlerinin spektrum eldeleri, 4000-450 cm™ dalga sayis1 araliginda ve 4 cm™
¢Oziiniirliikte Perkin Elmer Spectrum One FT-IR spektrometresi ile gerceklestirildi.
Sonuglarin giivenirligini artirmak i¢in hipokampus ve serebellumdan iki tane pelet
hazirland1 ve her ornekten iki kez ¢ekim yapildi. Bu iki c¢ekimden elde edilen
spektrumlarin ortalamalar1 alinarak detayli analizler ve istatistiksel testler bu

spektrumlar tizerinde gergeklestirildi.

29



Atmosferdeki CO, ve H>O'den sogurma bantlari, incelenen doku 6rneklerinin emme
bantlarini kamufle eder. Bu nedenle, atmosferik su buharin etkisini azaltmak i¢in FT-
IR spektrometresinden siirekli kuru hava gegirilmektedir. Ornek ¢ekimlerinden 6nce
hava ¢ekimi yapilmakta ve ortaya ¢ikan spektrum bilgisayar programiyla Ornek

spektrumundan matematiksel olarak ¢ikarilmaktadir.

2.3. Bradford Analizi

Bradford protein analizi, soliisyondaki protein konsantrasyonunu Ol¢gmek igin
kullanilan en yaygin yontemlerden biridir (Cheng ve dig., 2016). Bu yontem kullanim
kolayligi, hizlilik, goreceli olarak g6z oniine alindiginda popiilerdir. Coomasie brillant
blue (parlak mavisi) G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlardaki proteinlere
baglanarak, degisik renk siddetinde mavi renkli ¢ozeltiler ortaya koymasindan
yararlanilarak gergeklestirildi. Beyin bolgelerinden hipokampus ve serebellumun
toplam protein miktar tayinleri Thermo Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit ile
gerceklestirildi. Kit igerisinde hazir olarak bulunan standart sigir albiimin (BSA)
¢ozeltisinden tiiplere final BSA konsantrasyonlar1 Tablo 2.1.’deki gibi hazirlanarak

standart egri grafigi ¢izildi.

Tablo 2.1. Standart egri hazirlanmasinda kullanilan BSA konsantrasyonlari

Tiip Fosfat BSA Hacmi BSA
Buffer Konsantrasyonu
A 0 300 pL stoktan 2000 pg/ml
B 125 uL 375 uL stoktan 1500 pg/ml
C 325 uL 325 uL stoktan 1000 pg/ml
D 175 uL 175 uL B tiiplinden 750 pg/ml
E 325 ulL 325 uL C tiipiinden 500 pg/ml
F 325 uL 325 uL E tiipiinden 250 pg/ml
G 325 ulL 325 uL F tiiptinden 125 pg/ml
H 400 puL 100 pL G tiiptinden 25 pg/ml
I 400 uL 0 0 pg/ml

Beyin bolgelerinin homojenatlarinin hazirlanmasina gegilerek, her beyin bolgelerinin
orneginden 5 mg tartildi. Tartilan 6rneklerin {izerlerine 1 ml fosfat buffer ekleyerek
homojenizasyon islemi gergeklestirildi. Hazir olan her homojenattan 30 puL alindi ve

tizerine 1,5 ml Coomassie Reagent eklendi. 10 dk inkiibe edildikten sonra 595 nm’de
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spektrofotometrede okutuldu. Elde edilen sonuglar standart egri grafigine gore
degerlendirildi (Ek-B).

2.4. TBARs Testi

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS), tiyobarbitiirik asitle (TBA) reaksiyona
giren lipit peroksidasyonunun (malondialdehit) lipit yan iiriiniiniin miktarin1 analiz
eder (Monserrat ve dig., 2017). Test i¢in Cayman markali TBARs Assay Kit kullanildi.
Kit icerisindeki kimyasallar hazirlandi. 530 mg Tiyabarbitiirik Asit (TBA) tartilarak,
150 ml'lik beher icerisine 50 ml seyreltilmis TBA Asetik Asit ve 50 ml seyreltilmis
TBA Sodyum Hidroksit eklendi. TBA tamamen ¢dziilene kadar karistirildi ve renk
reaktifi hazirlandi. Standart egri igin gerekli hazirliklar yapildi. Kit igerisindeki MDA
soliisyonlarindan 125 um’lik bir stok ¢ozeltisi elde etmek ig¢in 250 pul MDA standardi
750 ul distile su ile seyreltildi. Tablo 2.2.” de gosterilen pl’lerde her tiipe 125 ul’lik
stok MDA ¢o6zeltisinden eklendi.

Tablo 2.2. Standart egri hazirlanmasinda kullanilan MDA konsantrasyonlari

Tip Stok MDA pl Su ul MDA
Konsantrasyonu(uM)
A 0 1000 puL 0 pg/ml
B 5 uL 995 uL 0,625 pg/ml
Cc 10 pL 990 uL 1,25 pg/ml
D 20 pL 980 uL 2,5 pg/ml
E 0 uL 960 uL 5 pg/ml
F 80 pL 920 uL 10 pg/ml
G 200 puL 800 pL 25 pg/ml
H 400 puL 600 pL 50 pg/ml

Hazirlanan cam tiiplere 1,5 ml renk reaktifi eklendi ve 20 dk boyunca beher igerisinde
kaynatildi. Kaynatma sonrasi tiipler 10 dk buza alinarak reaksiyona son verilerek rpm
x 1600°de 20 dk santrifiij edildi. Daha sonra siipernatantlar 1 ml seklinde kiivetlere

aliarak okutuldu. Elde edilen sonugclarla standart egri grafigi hazirlandi.

Orneklerin hazirlanmast i¢in ise hipokampus, serebellumdan 25 mg tartilarak iizerine
250 pl Fosfat Buffer eklenerek ve homojenize edildi. Islem sonrasi rpm x 1600’de 20

dk satrifiij edildi. Analiz i¢in olusan siipernatantlardan tiiplere 100 pl 6rnek alinarak
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tizerine 1,5 ml renk reaktifi eklendi. Prosediirdeki kaynatma-sogutma uygulamalari
uygulandi. Tekrar rpm x 1600°de santrifiij edilerek siipernatantlar okutulup kaydedildi
ve sonuglar standart egri grafiginde (Ek-C) degerlendirildi.

2.5. Analiz
2.5.1. FT-IR spektral analiz

Gruplar arasindaki bant alani, bant pozisyonu ve bant genisligi agisindan spektral
farkliliklar1 ortaya cikarmak i¢in her bir spektrum Perkin Elmer Spektrum One
programi ile ayrintili olarak analiz edildi. Bant pozisyonlar1 (dalga sayisi) degerleri
bantlarin agirlik merkezleri lizerinden degerlendirilerek pik yliksekliginin %70’
alinarak hesaplandi. Bant genisligi pik yiiksekliginin %70 ‘inden elde edilen cm birimi
cm? e gevrilerek hesaplandi. Bant alan degerleri 4000-2000-900 cm™ noktalarina
baseline diizeltmesi uygulanarak, piklerin baslangi¢ ve bitis noktalar1 belirlendi. Bant
alan degerleri bilgisayar yazilimi tarafindan baslangig ve bitis degerlerinin girilmesiyle

otomatik olarak hesaplandi (Turker-Kaya ve dig., 2016).

Gruplar arasindaki spektral degisimleri gorsel olarak gdstermek amaciyla, her gruba
ait orneklerin ortalamasi alinarak, baseline diizeltmesini yapilip ayni program ile
normalize edildi. Bu 6n islemler uygulanan spektrumlar istatistiksel analiz i¢in degil
sadece farkliliklar1 gostermek i¢in kullanildi. Ayrintili istatistiksel analiz ve data

degerlendirilmesi 6n islem uygulanmamis spektrumlar tizerinden gergeklestirildi.

Deneysel kosullardan kaynaklanan numune kalinligi gibi farkliliklart en aza
indirilebilmek icin bazi1 6zel bolgelerin alan oranlart hesaplandi. Lipit/protein orant,
CH asimetrik ve simetrik gerilme (2924 cm™-2851 cm™) bantlarnin alan toplaminin
amid | ve amid 1l (1645 cm™-1547 cm™) bantlarmin alan toplamimin oranlanmasiyla
hesaplandi. Olefinik = CH/lipit ve C=O/lipit oranlar1 olefinik=CH (3012 cm™) ve C=0
gerilme (1739 cm™) bantlarinin bant alanlarmin toplam doymus lipite (CH2 asimetrik

ve simetrik gerilme bant alanlarinin toplami) boliinerek hesaplanda.

2.5.2. Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)

Kiimeleme analizi, deneysel sonuglari degerlendirme ve spektral verileri olmadan
kontrol etmeyi, islenmis 6rnekler arasinda ayrim yapma imkani sunar. Tim numuneler

arasinda ve yakinliklarina goére dendrogram formundaki bilgilerini gdsterir ve ara
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nokta mesafelerini test eder (Mora ve dig., 2018).

Bu caligmada hiyerarsik kiimeleme metodu o6rneklerin ayrimi i¢in uygulanmustir.
Hiyerarsik kiimeleme analizi igcin OPUS 5.5 (OPUS, Bruker Optics, Ettlingen,
Germany) programi kullanildi. Kiimeleme analizi i¢in spektrumlarin analizi 1650 -

1540 cm'* spektral bolgesinde gerceklestirildi.

2.5.3. Istatistiksel analiz

Calismamizda elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma seklinde degerlendirildi.
Sonuglar IBM SPSS Statistics 22 istatistik programi kullanilarak analiz edildi. Kontrol
WAG/RIj ve kafein uygulanan si¢an gruplari arasindaki degisimler ve bu degisimlerin
istatistiksel anlamliliginin  hesaplanmasi i¢in One-Way Anova testi kullanildi.

Istatistiksel anlamlilik p<0,05* ve p<0,001** seklinde belirlendi
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3. BULGULAR
3.1. FT-IR Spektroskopisi Bulgular:

FT-IR spektroskopisi, biyomolekiillerin yiiksek ¢oziiniirliikte tanimlanmasini saglar.
Biyomolekiillerde bulunan fonksiyonel gruplarin titresimleri, beyin dokusunun
absorpsiyon FT-IR spektrumunda farkli dalga say1 degerlerinde goriilen farkli modlari
temsil eder. Farkli modlarin birbirinden ayrilmasmin nitel (pik frekansinin
belirtilmesi) ve nicel analize (pik alanlarin/absorpsiyon degerlerinin hesaplanmasi)
olanak saglar (Turker-Kaya ve dig., 2016; Akkas ve dig., 2007). Boylelikle biyolojik
sistemlerle ilgili biyofiziksel parametreler iizerinden molekiiler bilgi saglar. Ozellikle
dort biyomolekiil yani protein, lipit, karbohidrat ve niikleik asitlerle bilgileri ayni anda
verdigi i¢in oldukg¢a avantajli bir tekniktir. Calismamizda FT-IR spektroskopisinin
sozli edilen avantajlarindan faydalanarak WAG/RIj si¢anlara neonatal donemde
uygulanan kafeninin hipokampus ve serebellum bolgelerinde meydana getirdigi
biyofiziksel etkiler incelendi. Ayrica ¢alismaya biyokimyasal testler dahil edildi.
Si¢an beyin bolgelerinden hipokampus ve serebellum 6rneklerinden elde edilen FT-IR
spektrumlari, Sekil 3.1.'de gosterildi. Sekilden goriildiigii tizere, sigan hipokampus ile
serebellum bolgelerine ait spektrumlar birgok bant igeren kompleks bir yapidir ve her
bir dalga sayisina karsilik gelen bant adlandirmalar1 Tablo 3.1.’de verildi (Severcan ve
dig., 2007).

——  Kontrol Hipokampus 4 7

— Kontrol Serebellum

Absorbans (au)

oo 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450

Dalga Sayisicm!

Sekil 3.1. WAG/Rij Sigan beyin bolgelerinden hipokampus ve serebellum
orneklerinden elde edilen FT-IR spektrumu
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Tablo 3.1. Literatire dayali sican hipokampus ve serebellum FT-IR
spektrumlarindaki ortalama bant frekanslar1 ve bantlarin tanimlanmasi

BANT | DALGA
NO SAYISI | SPEKTRAL BANTLARIN ACIKLAMASI
Cmt

1 3350 Amid A: protein

2 3012 Olefinik HC=CH gerilme: doymamus lipit

3 2956 CHjs asimetrik gerilme: esas olarak lipit, az miktarda protein,
karbonhidrat ve niikleik asit

4 2925 CHy; asimetrik gerilme: esas olarak lipit, az miktarda protein,
karbonhidrat ve niikleik asit

5 2852 CH; simetrik gerilme: esas olarak lipit, az miktarda protein,
karbonhidrat ve niikleik asit

6 1740 Doymus ester C = O gerilme: fosfolipit, kolesterol ester, trigliserit

7 1645 Amid I ( protein C=0 gerilme ): protein

8 1545 Amid I1 ( C=N ve N-H gerilme ): protein

9 1305 Amid I11: protein

10 1229 PO~ asimetrik gerilme: fosfolipit ve niikleik asit

11 1080 PO simetrik gerilme: fosfolipit ve niikleik asit

WAG/RY]j siganlarinin kontrol ve kafein 6rnekleri arasindaki spektral farkliliklar: daha
ayrmntili incelemek amaciyla spektrumlar 3050-2800 cm™ ve 1800-900 cm™ olmak
tizere iki ayr1 bolgede gosterildi. Analiz sonuglarinin numerik verileri ise Ek-A’da

tablo olarak verildi.

3.1.1. 3050-2800 cm! frekans aralig

3050-2800 cm™ frekans araligi, lipit ve protein makromolekiillerinin asimetrik ve
simetrik gerilme titresimleri bulunan bantlar1 icermektedir. Bu bantlar, olefinik=CH
(3012 cm™), CHs asimetrik (2958 cm™t), CH. asimetrik (2925 cm™) ve simetrik (2850
cm™) gerilme titresimleridir (Staniszewska ve dig., 2014; Cakmak ve dig., 2011;
Akkas ve dig., 2007).
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Sekil 3.2.’de WAG/RIj siganlarin kontrol ve kafein gruplarinin hipokampus ve
serebellum o6rneklerine ait 3050-2800 cm™ frekans araligindaki spektrumlari
gostermektedir. 3050 ile 2800 cm™ frekans araligindaki 1 numarali bant 3012 cm"
Y'deki olefinik bandidir. Olefinik bandi, HC=CH gruplarinin doymamis yag asitlerinde
C-H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Turker-Kaya ve dig., 2016). Sekil
3.3.(A)’da olefinik bant alan degerleri gosterilmektedir. Kontrol hipokampus ile
kontrol serebellum gruplari karsilastirildiginda, kontrol serebellum grubunun olefinik
bant alaninin yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi. Sekilde 3.3.(A)’da gorildagi
tizere, kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplar
karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplariin bant alan degerlerinde
anlamli derecede (p<0,05*) artma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein
uygulanan serebellum gruplan karsilastirildiginda ise, kafein uygulanan serebellum
gruplarinda ise anlamli derecede (p<0,05*) azalma gozlemlendi. Kafein uygulanan
hipokampus ve serebellum gruplarinin karsilastirilmas: yapildiginda ise kafein

uygulanan hipokampus grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu bulundu.

(A) Olefinik=CH Bant Alani (B) Olefinik/Lipit Bant Alan
16 N o1 Orani
, , - N
14 0,095
1,2
1 0,09
0,8 0,085
0,6
0,08
0,4
02 0,075
0 0,07
m Kontrol-Hipokampus ® Kafein-Hipokampus m Kontrol-Hipokampus = Kafein-Hipokampus
x Kontrol-Serebellum & Kafein-Serebellum = Kontrol-Serebellum ¥ Kafein-Serebellum

Sekil 3.3. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarimin olefinik=CH
gerilme bant alan (A) ve olefinik/lipit alan (B) oran degerleri

Sekil 3.3.(B)’de olefinik/lipit bant alan oran degerleri gosterilmektedir. Kontrol
hipokampus ile kontrol serebellum gruplarmin bant alan oran degerleri
karsilastirildiginda, kontrol hipokampus grubunun yiiksek degerlerde oldugu tespit
edildi. Ayrica, kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplar1 ve

kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum gruplari karsilastirildiginda, kafein
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uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarinda anlamli derecede (p<0,05*) artma
gozlemlendi. Kafein wuygulanan hipokampus ve serebellum  gruplarinin
karsilastirilmasi yapildiginda ise kafein uygulanan hipokampus grubunun daha yiiksek

degerlerde oldugu bulundu.

3 numarali CHz asimetrik (2925 cm™) ve 4 numarali CHz simetrik (2850 cm™) modlar
membran lipitlerinin lipit a¢il zincirlerinin C-H gerilme titresimlerinden kaynaklanir
(Ziegler ve dig., 2016; Toyran ve dig., 2006). Sekil 3.4(A)’da CH2 asimetrik bandinin
frekans degerleri verilmektedir. Kontrol hipokampus ile kontrol serebellum
gruplarimin CHaz asimetrik frekans degerleri karsilastirildiginda, kontrol hipokampus
grubunun yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein
uygulanan hipokampus gruplarimi karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus
gruplarinin asimetrik frekans degerlerinde anlamli derecede (p<0,001**) azalma
gbozlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum gruplarinm
karsilastirildiginda, kafein uygulanan serebellum gruplarinda ise anlamli derecede
(p<0,05*) artma bulundu. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarinin
karsilastirilmast yapildiginda ise kafein uygulanan serebellum grubunun daha yiiksek

degerlerde oldugu tespit edildi.

(A) CH, Asimetrik Frekansi (B) CH, Simetrik Frekansi
2852,8 *
2925 %
29245 2852,6
2924 2852,4
2923,5
2923 2852,2
2922,5 2852
2922
29215 2851,8
2921 2851,6
2920,5
Kontrol-Hipok Kafein-Hipok 28514
| - [ ] -
ontrol s |pob a:rlnpus afe!n s |pob a::npus m Kontrol-Hipokampus m Kafein-Hipokampus
= Kontrol-Serebellum s Kafein-Serebellum # Kontrol-Serebellum = Kafein-Serebellum

Sekil 3.4. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarinin CH2 asimetrik
frekans1 (A) ve simetrik frekansi (B) degerleri

Sekil 3.4(B)’de CH: simetrik bandinin frekans degerleri verilmektedir. Kontrol
hipokampus ile kontrol serebellum gruplarmin CH. simetrik frekans degerleri

karsilagtirildiginda, kontrol hipokampus grubunun yiiksek degerlerde oldugu tespit
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edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplarini
karsilagtirildiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplarmin simetrik frekans
degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) azalma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile
kafein uygulanan serebellum gruplar1 karsilastirildiginda, kafein uygulanan
serebellum gruplarinda ise anlamli derecede (p<0,05*) artma gozlemlendi. Kafein
uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarinin karsilagtirilmas: yapildiginda ise

kafein uygulanan serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi

Sekil 3.5.de CH» asimetrik(A) bant genisligi degerleri verilmektedir. Kontrol
hipokampus ile kontrol serebellum gruplarinin CH> asimetrik bant genisligi degerleri
karsilastirildiginda, kontrol hipokampus grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu
tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplari
karsilastiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplarinin bant genislik degerlerinde
anlamli derecede (p<0,05*) azalma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein
uygulanan serebellum gruplar1 karsilastirildiginda, kafein uygulanan serebellum
gruplarinda ise anlamli derecede (p<0,001**) artma gozlemlendi. Kafein uygulanan
hipokampus ve serebellum gruplarmin karsilagtirilmas: yapildiginda ise kafein

uygulanan serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.

(A) CH, Asimetrik Bant (B) CH, Simetrik Bant
Genisligi Genisligi
22,5 xx 9,85
22 9,8 *
215 975 ;
21 * 97 *
9,65
20,5 9.6
20 9,55
19,5 9,5
19 9,45
m Kontrol-Hipokampus ® Kafein-Hipokampus m Kontrol-Hipokampus B Kafein-Hipokampus
o Kontrol-Serebellum  #® Kafein-Serebellum o Kontrol-Serebellum 2 Kafein-Serebellum

Sekil 3.5. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarinin CHz asimetrik(A)
ve simetrik(B) bant genisligi degerleri

Sekil 3.5.(B)’de CH2 simetrik bant genislik degerleri verilmektedir. Kontrol
hipokampus ile kontrol serebellum gruplarinin, kontrol hipokampus grubunun daha

yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan
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hipokampus gruplarini karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplarinin
bant genislik degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) azalma gozlemlendi. Kontrol
serebellum 1ile kafein uygulanan serebellum gruplar1 karsilastirildiginda, kafein
uygulanan serebellum gruplarinda ise anlamli derecede (p<0,05*) artma gézlemlendi.
Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarinin karsilastirilmasi yapildiginda
ise kafein uygulanan serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit
edildi.

Sekil 3.6.’da CH> asimetrik(A) ve simetrik(B) bant alan degerleri gosterilmektedir.
Kontrol hipokampus ile kontrol serebellum gruplarinin CH> asimetrik ve simetrik bant
alan degerleri karsilastirildiginda, kontrol hipokampus gruplarinin daha yiiksek
degerlerde oldugu tespit edildi. Her iki bant iginde, kontrol hipokampus ile kafein
uygulanan hipokampus ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum gruplari
karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore kafein uygulanan gruplarinin bant alan
degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) artis goézlemlendi. Kafein uygulanan
hipokampus ve serebellum gruplarinin karsilastirilmast yapildiginda ise kafein

uygulanan hipokampus grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.

(A) CH, Asimetrik Bant Alan1 (B) CH, Simetrik Bant Alani
7 * 10 *
6 *
* 8
5
4 6
3 4
2
2
1
0 0
m Kontrol-Hipokampus ® Kafein-Hipokampus m Kontrol-Hipokampus ® Kafein-Hipokampus
= Kontrol-Serebellum @ Kafein-Serebellum # Kontrol-Serebellum = Kafein-Serebellum

Sekil 3.6. Kontrol ile kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarina ait CH>
asimetrik (A) ve simetrik (B) bant alan degerleri

3.1.2. 1800-900 cm™ frekans arahg:

Sekil 3.7.°de 1800-900 cm™ bolgeleri arasinda WAG/Rij gruplarmin FT-IR

spektrumlarini gostermektedir.
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5 numarali (1740 cm™) bant, karbonil grubuna ait C=0 gerilme titresimlerine dayanir
ve trigliseritlerden, kolesterol esterlerinden ve fosfolipitlerden kaynaklanmaktadir
(Turker-Kaya ve dig., 2016; Staniszewska ve dig., 2014; Hernandez-Martinez ve dig.,
2014).

Sekil 3.8(A)’da C=0O bandin frekans1 verilmektedir. Kontrol hipokampus ve
serebellum gruplarinin C=0 frekans degerleri karsilastirildiginda, kontrol hipokampus
grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein
uygulanan hipokampus ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum gruplari
karsilagtirildiginda, kontrol gruplarma gore kafein uygulanan gruplarmin frekans
degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) artis gozlemlendi. Kafein uygulanan
hipokampus ve serebellum gruplarinin karsilastirilmas: yapildiginda ise kafein

uygulanan serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.

(A) C=0 Frekans (B) C=0 Bant Alani
1738 % = 4 *
1737,5 35
1737 3
1736,5 25 *
1736 2
1735,5 15
1735 1
1734,5 0,5
1734 0
m Kontrol-Hipokampus ® Kafein-Hipokampus m Kontrol-Hipokampus ® Kafein-Hipokampus
w Kontrol-Serebellum = Kafein-Serebellum m Kontrol-Serebellum = Kafein-Serebellum

Sekil 3.8. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarmin C=0 frekans(A)
ve C=0 bant alan(B) degerleri

Sekil 3.8.(B)’de C=0O bant alan degerleri verilmektedir. Kontrol hipokampus ve
serebellum gruplarinin C=0 bant alan degerleri karsilastirildiginda, kontrol serebellum
grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein
uygulanan hipokampus gruplar1 karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus
gruplarinda anlamli derecede (p<0,05*) artma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile
kafein uygulanan serebellum gruplart karsilastirildiginda, kafein uygulanan
serebellum bant alan degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) azalma gozlemlendi.

Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarminn karsilagtirilmasi
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yapildiginda ise kafein uygulanan hipokampus grubunun daha yiiksek degerlerde
oldugu tespit edildi.

Sekil 3.9.’da C=O/lipit bant alan oran degerleri verilmektedir. Kontrol hipokampus ve
serebellum gruplart karsilastirildiginda, kontrol serebellum grubunun daha yiiksek
degerlerde oldugu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus
ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum gruplari karsilagtirildiginda,
kontrol gruplarina gore kafein uygulanan gruplarin bant alan degerlerinde azalma
goriildii. Ancak tiim bu alan oran degerindeki karsilagtirmalar sonucu goriilen azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum
gruplariin karsilastirilmasi yapildiginda ise kafein uygulanan hipokampus grubunun

daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.

C=0O/Lipit Bant Alan Orani
0,25

0,2
0,15
0.1

0,05

0

m Kontrol-Hipokampus m Kafein-Hipokampus

# Kontrol-Serebellum = Kafein-Serebellum

Sekil 3.9. Kontrol ile kafein hipokampus
ve serebellum gruplarinin C=0O/Lipit bant
alan oran degerleri

6 numarali Amid I ( 1645 cm™) ve 7 numarali Amid 1l (1540 cm™) bantlar, yapisal
proteinlerin titresimlerine karsilik gelir. Amid bantlari, peptid bagmin farkli titresim
modlarmi temsil eder. Amid I bandi C=0O proteinlerinin gerilme titresimleriyle
karakterize edilir. Amid II band1 ise N-H biikiilmesine ve proteinlerin C-N gerilme
titresimleriyle karakterizedir (Alugoju ve dig., 2019; Bortoletto ve dig., 2018; Zohdi
ve dig., 2015; Kong ve Yu., 2007).
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Sekil 3.10.’da Amid I(A) ve Amid II(B) bant alanlar1 degerleri gosterilmektedir. Her
iki bant alan degerleri igin, kontrol hipokampus ve serebellum gruplari
karsilastirildiginda kontrol serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit
edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplarini
karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplarinda anlamli derecede
(p<0,05*) artma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum
gruplar1 karsilastirildiginda, kafein uygulanan serebellum gruplarinin bant alan
degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) azalma goézlemlendi. Kafein uygulanan
hipokampus ve serebellum gruplarinin karsilastirilmas1 yapildiginda ise kafein

uygulanan hipokampus grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.

(A) Amid I Bant Alam (B) Amid II Bant Alan1
14 9
*

12 8
10 !
6
8 5
6 4
4 3
2
2 1
0 0

m Kontrol-Hipokampus m Kafein-Hipokampus m Kontrol-Hipokampus m Kafein-Hipokampus

& Kontrol-Serebellum & Kafein-Serebellum & Kontrol-Serebellum & Kafein-Serebellum

Sekil 3.10. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarinin Amid I (A) ve
Amid II(B) bant alan degerleri

Sekil 3.11.”de lipit/protein alan oran degerleri verilmektedir. Kontrol hipokampus ve
serebellum gruplan karsilastirildiginda, kontrol hipokampus grubunun daha yiiksek
degerlerde oldugu tespit edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus
ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum gruplart karsilagtirildiginda,
kontrol gruplarina gore kafein uygulanan gruplarinin alan oran degerlerinde anlaml
derecede (p<0,05*) artis gézlemlendi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum
gruplarinin karsilastirilmasi yapildiginda ise kafein serebellum grubunun daha yiiksek

degerlerde oldugu tespit edildi.
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Lipit/Protein Alan Orani
1,05 *

0,95
0,9

0,85

0,8

m Kontrol-Hipokampus m Kafein-Hipokampus

= Kontrol-Serebellum & Kafein-Serebellum

Sekil 3.11. Kontrol ile kafein hipokampus
ve serebellum gruplarinin lipit/protein
alan oran degerleri

Sekil 3.12.°de PO~ asimetrik(A) ve simetrik(B) frekans degerleri verilmektedir.
Kontrol hipokampus ve serebellum gruplarint PO asimetrik frekans degerleri
karsilastirdiginda, kontrol hipokampus grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit
edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplar
karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplarinda azalma gozlemlendi
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan
serebellum gruplarinin karsilastirildiginda, kafein uygulanan serebellum gruplarinin
frekans degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) artma goézlemlendi. Kafein
uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarinin karsilagtirilmasi yapildiginda ise

kafein uygulanan serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.
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(A) PO, Asimetrik Frekans (B) PO-, Simetrik Frekans
1238 1076
1236 - 1075
1234 1074 *
1232 1073
1072

1230 1071
1228 1070
1226 1069
1224 1068

m Kontrol-Hipokampus m Kafein-Hipokampus m Kontrol-Hipokampus — ® Kafein-Hipokampus

= Kontrol-Serebellum % Kafein-Serebellum ® Kontrol-Serebellum = Kafein-Serebellum

Sekil 3.12. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarinin PO asimetrik(A)
ve simetrik(B) frekans degerleri

Kontrol hipokampus ve serebellum gruplarininin  PO7» simetrik frekans
karsilastirdiginda, kontrol serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit
edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplari
karsilagtirildiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplarmin anlamli derecede
(p<0,001**) azalma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum
gruplart karsilagtirildiginda, kafein uygulanan serebellum gruplarimin anlaml
derecede (p<0,05*) azalma gozlemlendi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum
gruplariin karsilastirilmas: yapildiginda ise kafein uygulanan hipokampus grubunun

daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.

Sekil 3.13.’de PO asimetrik(A) ve simetrik(B) bant alan degerleri gosterilmektedir.
Kontrol hipokampus ve serebellum gruplarinin asimetrik bant alan degerleri
karsilastirdiginda, kontrol serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit
edildi. Kontrol hipokampus ile kafein uygulanan hipokampus gruplari
karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplarinda anlamli derecede artma
(p<0,05*) gozlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein uygulanan serebellum gruplari
karsilastirildiginda, kafein uygulanan serebellum gruplarinin bant alan degerlerinde
anlamli derecede (p<0,05*) azalma gozlemlendi. Kafein uygulanan hipokampus ve
serebellum gruplarinin karsilastirilmasi yapildiginda ise kafein uygulanan hipokampus

grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.
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(A) PO, Asimetrik Bant Alan (B) PO, Simetrik Bant Alani

7
*
5 6 *
a 5
4
3
3
2 2
1 1
0 0
W Kontrol-Hipokampus B Kafein-Hipokampus m Kontrol-Hipokampus B Kafein-Hipokampus
# Kontrol-Serebellum & Kafein-Serebellum = Kontrol-Serebellum % Kafein-Serebellum

Sekil 3.13. Kontrol ile kafein hipokampus ve serebellum gruplarinin PO asimetrik(A)
ve simetrik(B) bant alan degerleri

Kontrol hipokampus ve serebellum gruplarinin PO simetrik(B) bant alan degerleri
karsilastirdiginda, kontrol serebellum grubunun daha yiiksek degerlerde oldugu tespit
edildi. Sekil 3.13.(B)’de goriildiigii iizere, kontrol hipokampus ile kafein uygulanan
hipokampus gruplar1 karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus gruplarinda
anlamli derecede (p<0,05*) artma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile kafein
uygulanan serebellum gruplar karsilastirildiginda, kafein uygulanan serebellum
gruplarinin bant alan degerlerinde azalma gozlemlendi ancak istatistiksel olarak
anlamli degildi. Kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarinin
karsilastirilmasi yapildiginda ise kafein uygulanan hipokampus grubunun daha yiiksek

degerlerde oldugu tespit edildi.

3.2. Biyokimyasal Testler

FT-IR calismasinin yani sira protein miktar tayini i¢in Bradford, lipit peroksidasyonu

varlig1 belirlenmesi icin ise TBARs testleri gerceklestirildi.

3.2.1. Bradford testi

Sekil 3.14.’de goriildiigii tizere protein miktar1 kontrol hipokampus ile kafein
uygulanan hipokampus gruplar1 karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus
gruplarinda anlamli derecede (p<0,05*) artma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile
kafein uygulanan serebellum gruplann karsilastirildiginda, kafein uygulanan

serebellum gruplarinda anlamli derecede (p<0,05*) azalma gozlemlendi.
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Sonuglar FT-IR ¢alismalarindaki amid I ve amid II bant alan degeri sonuglarini

destekler niteliktedir.

Protein Miktar1 (ug/ml)

07 *
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0

m Kontrol-Hipokampus m Kafein-Hipokampus

# Kontrol-Serebellum = Kafein-Serebellum

Sekil 3.14. Kontrol ile kafein hipokampus
ve serebellum gruplarina ait protein
miktarlar

3.2.2. TBARS testi

Sekil 3.15.°de goriildiigii lizere MDA miktari, kontrol hipokampus ile kafein
uygulanan hipokampus gruplar1 karsilastirildiginda, kafein uygulanan hipokampus
gruplarinda anlamli derecede (p<0,05*) artma gozlemlendi. Kontrol serebellum ile
kafein uygulanan serebellum gruplar1 karsilastirildiginda, kafein uygulanan
serebellum gruplarinda anlamli derecede (p<0,001**) azalma gozlemlendi. Olefinik

bant alan degerlerindeki sonuclar destekler niteliktedir.

MDA Miktar1 (mg/ml)

03 *
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

m Kontrol-Hipokampus ® Kafein-Hipokampus

x Kontrol-Serebellum = Kafein-Serebellum

Sekil 3.15. Kontrol ile kafein uygulanan
hipokampus ve serebellum gruplarina ait
MDA miktari
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3.3. HCA Analizi

Sekil 3.16.’de 1700-1600 cm™ bolgesinde gruplar arasindaki spektral farkliliklara
bagli olarak, gruplar ayirt etmek tizere kiimeleme analizi yapildi. HCA analizine gore
kontrol ve kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarina ait spektrumlar

%100 heterojenite ile basarili bir sekilde birbirinden ayrildi.
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4. TARTISMA

Literattire gore kafein ve epileptik nobetler arasinda karmasik bir etkilesim vardir
(Chroscinska-Krawczyk ve dig., 2016). Bu etkilesimin agiga ¢ikartilmasi oldukg¢a
onemlidir. Hayvan modellerinde 6zellikle de absans epilepsisi modellerinde, kafeinin
nobet duyarliligi, erken yasta konviilsiyonlar ve travmatik beyin hasar1 sonrasi faydali
etkileri rapor edilmistir. Bu etkiler yasa, prokonviilsan, nébet modeline, kafein dozuna
ve uygulama yontemine baghdir. Ornegin, akut olarak uygulanan kafeine maruz
kalindiginda, nobet duyarliligini arttirici etkisi tespit edilmistir (Koert ve dig., 2018;
Tchekalarova ve dig., 2009). Ayrica Germé ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada,
genetik absans epilepsi sigan modelinde intrakraniyal olarak uygulanan akut kafeinin
SWD ve EEG kayitlar tizerindeki etkileri incelenmis. SWD'lerin sayisi ve siiresi,
baslangigtaki EEG kaydina kiyasla diisiik dozlu (10 mg/kg) kafeine maruz kaldiktan
sonra doza bagli olarak azalma bulunmustur (Germé ve dig., 2015). Bir baska
calismada si¢anlarda, diisiik dozda kafeinin (0,5 mg/kg), epilepside ani o6liimle iliskili
olabilecek nobet kaynakli solunum durmasi insidansint 6nemli Slgiide azaltmistir
(Koert ve dig., 2018). Diger taraftan kafeinin epilepsili ve epilepsisi olmayan kisilerde
nobetleri tetikledigi 6zellikle toksik doz kafein alimindan veya uzun siire kafein
alimindan sonra nobetler meydana geldigi literatiirde belirtilmektedir (Babu ve dig.,
2011; lyadurai ve Chung., 2007). Sonug olarak diisiik ve yiiksek dozda uygulanan
kafeinin epileptik nobetleri tetikleyici ya da inhibe edici etkileri ile ilgili gesitli
caligmalar bulunsa da, kafeinin séz konusu etkilerini ortaya koyan molekiiler
mekanizmanin agiga ¢ikartilmasi 6nem arz etmektedir. Calismamizda belirtilen
konuya katki saglamak amaci ile komorbiditelerle birlikte genetik olarak belirlenmis
absans epileptogenezinin hayvan modelleri olarak kabul edilen (Russo ve Citraro.,
2018) WAG/RIj siganlarda neonatal dénemde uygulanan kafeinin hipokampus ve
serebellum bolgelerindeki  biyofiziksel etkileri molekiiler seviyede FT-IR
spektroskopisiyle incelendi. FT-IR spektroskopisi sonuglari, kafein uygulanan
hipokampus ve serebellum bolgelerindeki, lipit ve proteinlerin miktari, yapisi ve

iceriginde 6nemli degisiklikler meydana getirdigini
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ortaya koydu. Elde edilen sonuglar ile bazi biyokimyasal testlerle desteklenerek

karsilastirilmali olarak incelendi.

Beyin c¢ogunlukla karmasik polar fosfolipitler, sfingolipitler, gangliositler ve
kolesterol igeren lipit bakimindan zengin bir organdir. Bu lipitler, beyindeki hiicre
membran yapisi ve fonksiyonunda rol oynarlar (Vickers ve dig., 2009). Her ne kadar
lipit smiflar1 genel olarak polar kafa gruplar1 tarafindan tanimlanmis ve
smiflandirilmis olsalar da omurgalarina bagli olan agil zincirleri, uzunluk ve
doymusluk agisindan ¢ok ¢esitlidir. Genel olarak, uzunluk ve doygunluk derecesi
membranlara, kalinlik, akigskanlik ve mikrodomain diizenegine 6zgii fiziksel 6zellikler
saglar (Miranda ve dig., 2019). Lipit acil zincir esnekligi membran kalinligi ile
dogrudan iligkili ve yapisal bir parametredir. Lipit dinamigi iSe membran akiskanligi
ve gecirgenligi ile ilgili fonksiyonel bir parametredir. Bu parametreler, sinyal iletimi,
¢ozlinen tasimimi ve membranlarla baglantili enzimlerin aktivitesi gibi birgok
membran fonksiyonunun diizenlenmesinde dnemli bir role sahiptir (Casares ve dig.,
2019; Ozek ve dig., 2014). Epileptik nobetlerin olusmasi hiicre membrani tizerinde
devamli ve ani olarak meydana gelen aksiyon potansiyelinin bir sonucu oldugu
gozoniinde bulundurulursa, bahsedilen parametrelerin incelenmesi kafeinin nobet

olusumuna katkis1 olup olmadigina dair literatiire ayrintili bilgi saglayacaktir.

Olefinik=CH bandmin (3012 cm™) alami ve olefinik/lipit orani, doymamis yag agil
zincirlerinin ve/veya lipit peroksidasyon son iiriinlerinin yapisindaki ¢ift bag
konsantrasyonunun seviyesi hakkinda bilgi verir (Turker-Kaya ve dig., 2014a). Bu
nedenle, bu bandin alan ve absorpsiyon degeri, lipit peroksidasyon indeksi olarak
kullanilir (Severcan ve dig., 2005). Verilerimize goére olefinik alaninin, doymus
lipitlerden kaynaklanan bantlarin alanlarinin toplaminin orani ile hesaplanan
olefinik/lipit oraninin kafein uygulanan hipokampus ile serebellum gruplarinda
anlamli derecede (p<0,05*) arttigi bulundu. Diger taraftan, olefinik bant alaninda
hipokampus grubunda anlamli derecede artma (p<0,05*) ve serebellum grubunda
anlamli derecede azalma (p<0,05*) g6zlemlendi. Lipit peroksidasyon reaksiyonlari
sirasinda doymamighik kaybi, MDA, lipit aldehitler ve alkil radikalleri gibi lipit
peroksidasyon iriinlerindeki ¢ift baglarin  varhigr ile telafi edildiginden
hipokampusteki olefinik bant alanindaki ve olefinik/lipit oranindaki artigin nedeni lipit

peroksidasyon son iriinlerinin birikmesinden kaynaklanmaktadir. Bu firiinler, esik
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konsantrasyonunun {istiinde, apoptoz veya nekrotik hiicre 6liimiine neden olarak
hiicrenin ekstra veya hiicre igi bolgesine salinir (Severcan ve dig., 2005). Dolayisiyla,
hipokampuste kafein uygulamast ile lipit peroksidasyonunun tetiklendigi, hali hazirda
literatiire gore (Turker ve dig., 2014a) sadece absans nobetlerin etkisi ile gergeklesen
bu olayin kafein etkisiyle daha da fazlalagtigi yorumu yapilabilir. Diger taraftan
serebellumda tespit edilen olefinik bant alanindaki azalma ise doymamis yag lipit
igeriginde azalma ya da lipit peroksidasyon triinlerindeki diisiisten kaynakli olabilir.
Olefinik bant alaninda serebellum i¢in bulunan bu azalma olefinik/lipit oranina azalma
seklinde yansimasi beklenirken bu sonuglarimiza gore bu oranda artma bulduk.
Olefinik/lipit oraninda serebellum igin olefinik bant alanindaki azalmaya ragmen tespit
edilen bu artma ¢ok yogun miktarda doymus yaglarin miktarmin artmasindan
kaynaklanmaktadir (Sekil 3.3.). Serebellum bélgesinde kafein etkisiyle meydana
gelmis olan bu artis olefinik bant alanindaki azalmay: kompanse etmis dolayisiyla

olefinik/lipit oraninda artma olarak yansimuistir.

Bu durum lipit peroksidasyonla alakasindan ¢ok kafein etkisi ile doymus yaglarin
sentezinde bir tetiklenmeden kaynakli olabilir. Elde edilmis olan bu verilerle ilgili
olarak, FT-IR spektroskopisi, olefinik bant alanindaki artmanin ya da azalmanin,
doymamus lipitlerin konsantrasyonundaki bir artmadan ya da azalmadan m1 yoksa lipit
peroksidasyonundan mi kaynaklandigint ayirt edemez (Turker ve dig., 2014a). Bu
sebepten lipit peroksidasyonunu o6lgmek igin ¢alismamizda ayrica TBARs
biyokimyasal testi uygulandi. TBARs testi ile lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA
miktart 6lgiildii (Setiowaty ve Che Man 2003). TBARs testin sonuglart ise, kontrol
hipokampus ile serebellum gruplarinin karsilastirildiginda kafein hipokampus ile
serebellum gruplarmin MDA miktarlarinda hipokampuste anlamli derecede artma
(p<0,05*) fakat serebellum anlamli derecede (p<0,001**) azalma tespit edildi.
Hipokampus i¢in FT-IR verilerinden elde edilen olefinik bandinin alanindaki ve
olefinik/lipit oranindaki artma lipit peroksidasyon firiinlerinin varligindan
kaynaklandigini, serebellumdaki azalmalar ise doymamis yag miktarlarinda azalma
oldugunu fakat bu azalmanin lipit peroksidasyonundan degil baska mekanizmalardan
dolayr (doymamus lipit sentezinde diisiis gibi) oldugunu gostermektedir. Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda, kafeinin bircok farmakolojik 0Ozellige sahip oldugunu

gostermistir. Hepatik mikrozomal sitokrom P-450 sistemi tarafindan metabolize
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edildigi ve insanlarda karaciger fonksiyonunu incelemek, 6zellikle de P-450 1A2
ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in metabolik bir prob oldugu one siiriilmiistiir.
Subkutan kafein uygulamasi ile ilgili daha 6nceki ¢caligmalarin bazilari, yag dolasimini
ve belirli dozlarda uyarilmamis lipit peroksidasyonu gibi bazi oksidatif hasar
bi¢imlerini indiikleyebildigini gostermistir (Metro ve dig., 2017). Kahve ¢ekirdeginde
veya kahvede bulunan kafeinin ve/veya diger molekiillerin, 1sitma sirasinda tiretilen
reaktif tlirleri yakalayan 'serbest radikal cukuru' gibi davranmasi muhtemeldir.
Bununla birlikte, mevcut ¢alismalarda digerlerinin  yani1 sira, milimolar
konsantrasyonlardaki kafeinin, kardinal reaktif oksijen tiirleri, ‘OH, ROO ve O’
tarafindan in vitro olarak indiiklenen lipit peroksidasyonu Onleyebilen giiclii bir
antioksidan oldugunu acik¢a gostermektedir (Devasagayam ve dig., 1996). Sonug
olarak, kafeinin dozuna bagli olarak, lipit peroksidasyonu tetikleyici ya da tam tersi
olarak antioksidan olarak aksiyonunu gosterdigine dair ¢alismalardan dolay: bir geliski
s6z konusudur. Yapilan caligmalarda, kafeinin gostermis oldugu antioksidan
etkisinden dolay1 lipit peroksidasyonda azalma beklenir. Bizim verilerimize gore,
kafein uygulanan hipokampus bolgesinde epileptik aktiviteden ¢ok etkilendigi igin
lipit peroksidasyon tayininde MDA miktarinda artma meydana gelmistir. Kafein
uygulanan serebellum bolgesinde MDA miktarinda azalma gézlemlendi. G6zlenen bu
azalma serebellum bdlgesinde kafeinin antioksidan olarak koruyucu etki yaptigi
seklinde yorumlanabilir. Sonuglar dogrultusunda beyin bolgesine bagli olarak kafein

farkli sekilde lipit peroksidasyonunu tetikleyici ya da engelleyici rolii s6z konusudur.

Lipit kaynakli CH2 asimetrik (2925 cm™) ve CH: simetrik (2850 cm™) gerilme
bantlarinin frekans degerleri agil zincirlerinin sikligi, konformasyonel bozukluk
derecesine ve esneklik seviyesine baglidir. Bu bantlarin konumu, lipit agil zinciri
esnekligi (lipitlerin diizen/diizensizlik durumu) hakkinda bilgi saglar (Sivakumar ve
dig., 2012; Turker ve dig., 2014a). Sistemdeki trans/gauche izomerizasyonunu izlemek
icin kullanilirlar. CH2 asimetrik ve simetrik gerilme bandinin frekans degerleri
karsilagtirildiginda, kontrol hipokampus ve serebellum gruplarma gore kafein
uygulanan hipokampus grubunda anlamli derecede azalma (p<0,05*), kafein
uygulanan serebellum grubunda anlamli derecede artma (p<0,05*) tespit edildi.
Literatiire gore, CH> asimetrik ve simetrik bantlarmin frekans degerleri yiiksek

degerlere kayarsa, acil zincir esnekligi de o kadar yiiksek olur yani lipitlerin daha
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diizensiz durumda olmasi konformasyonel olarak gauche sayisinin fazla olmasi
durumudur (Cakmak ve dig., 2011; Akkas ve dig., 2007). Bu nedenle, bu bantlarin
tepe pozisyonunun diisiik degerlere kaymasi, lipit diizeninin arttigini ve agil zincir
esnekliginin azaldigimi gosterir (Turker-Kaya ve dig., 2018). Kafein uygulanan
serebellum gruplarindaki belirgin artig, kafeinin metilen gauche yogunlugunu
arttirarak lipit sisteminin daha diizensiz yapida oldugunu gosterir (Akkas ve dig.,
2007). Kafein uygulanan hipokampuste bu bantlarin frekans degerlerinin daha diisiik
degerlere kaymasi, sistem diizenindeki bir artis1 ya da lipit agil zincirlerinde trans
yogunluklarinin arttigini1 temsil edebilir (Turker-Kaya ve dig., 2018; Elibol-Can ve
dig., 2011).

CH; asimetrik (2925 cm™) ve simetrik (2850 cm™) gerilme bantlarimnin bant genislikleri
de sistemin dinamikleri hakkinda bilgi verir (Alugoju ve dig., 2019; Turker-Kaya ve
dig., 2018). CH: asimetrik ve simetrik gerilme bantlarinin genislik degerleri
karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore kafein uygulanan hipokampus grubunda
anlamli derecede azalma (p<0,05*), serebellum grubunda ise anlamli derecede artma
(p<0,001**) tespit edildi. Tiirker-Kaya ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada
epileptik ndbetlerin bir sonucu olarak tiim beyin dokusunda CH> bant genisliginde
azalmalar belirtilmistir ve bu sonug¢ hipokampusle ile ilgili elde ettigimiz verileri
destekler niteliktedir (Turker-Kaya ve dig., 2014b). S6z konusu olan bant
genisliklerinde artma ve azalmalar hiicre membran akigkanligindaki artma ve azalmay1
belirtmektedir. Azalan bant genisligi, kafein uygulanan hipokampus grubunun
membran akigkanliginda bir azalma oldugunu gostermektedir. Azalan membran
akigkanligi, membrana bagli enzimlerin, iyon kanallarinin ve reseptorlerin aktivite
degisikliklerine veya inhibisyonuna yol agabilir. Membran akiskanligindaki artis ise
sadece lipit hareketlerini degil ayn1 zamanda lipit agil zincirlerinin serbest doniisiiniide
gosterir (Bozkurt ve dig., 2010; Toyran ve dig., 2004). Membran akiskanligindaki fark,
membran fosfolipitlerinin paketlenmesinde meydana gelen degisikliklerle birlikte kan
beyin bariyerinde glikoz tasiyicilarin islevsizligi ile karsilasabilir. Beyin kan akisi
metabolik talebini karsilayamadigi i¢in, beyinde belirgin enerji bozulmasi meydana
gelir. Enerji bozulmasi, epileptik aktivite icin énemli etkilerden biri olarak kabul
edilen iyonik homeostaz kaybina neden olabilir (van Vliet ve dig., 2015; Turker ve
dig., 2014b).
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Lipitlerin agil zincirlerinden kaynakli olan CH asimetrik (2925 cm™) ve simetrik
(2850 cm™) gerilme bantlarmin alan degerleri doymus yag konsantrasyonu hakkinda
bilgi vermektedir (Liyanage ve dig., 2018). Her iki bant iginde, kontrol hipokampus
ile kafein uygulanan hipokampus ve kontrol serebellum ile kafein uygulanan
serebellum gruplan karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore kafein uygulanan
gruplarinin bant alan degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) artig tespit edildi. CH>
simetrik bant alanlar1 degerleri, CH> asimetrik bant alanlar1 degerlerine gore daha
yiiksek degerlerdedir. Her iki beyin bélgesinde bulunan bu artis doymus yag lipit
miktarindaki artmanin gostergesidir. Bu durum membran kalinhigindaki farkliliklar,
hiicresel seviyede ger¢eklesen yapisal degisimlerin gostergesi olabilir (Turker ve dig.,
2014a; Szalontai ve dig., 2000).

C=0 (1745 cm™) bant, esas olarak triagilgliseroller, kolesterol ester ve membran
lipitlerinin gliserol iskeletlerinin karbonil uzantilart nedeniyle olusur (Grace ve dig.,
2019; Sivakumar ve dig., 2014). Normal sartlar altinda C=0 bandina katki yapan en
o6nemli molekiillerden biri olan triagilgliseroller olsa da, ¢calismamizda inceledigimiz
biyolojik dokular beyin bdlgeleri oldugu i¢in bu molekiillerin beyinde varligi ¢ok
diisiik oldugundan C=0O bandina katkilar1 anlamli degildir. C=0O bandin alani igin
kafein uygulanan hipokampus grubunda anlamli derecede (p<0,05*) arttig1, kafein
uygulanan serebellum grubunda ise anlamli derecede (p<0,05*) azalttig1 tespit edildi.
Yapilan caligmalarda, yetiskin bireyin hayati siiresince beyin lipit igeriginin
karsilastirmali olarak incelenerek kolesterol igeriginin fizyolojik evrimi hakkinda
ilging bilgiler verilmistir. Ornegin, yetiskin bireyin beyin kiitlesinin yaklasik % 20'sini
kaybettigini ve beyin kolesteroliinii % 20-50 azaldig1 belirtilmektedir (Svennerholm
ve dig., 1997). Aslinda, kolesterol igeriginin diizenli olarak azalmasi, hem frontal hem
de temporal loblarda 20 yas kadar erken ger¢eklesir. Bu kapsamli ¢alismadan 6nce,
genellikle kolesterol de dahil olmak {izere membran lipitlerinin kaybinin ak maddede
basladig1 kabul edilirken beyin korteksinde ise dnemli bir kolesterol kayb1 meydana
gelir. Bu veriler dogrultusunda, Martin ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada
yetiskin kemirgenlerde hipokampal néronlarin membranlarinda orta diizeyde fakat
onemli miktarda kolesterol kayb1 gozlendi (Martin ve dig., 2014). Bu literatiir bilgisi
gozoniine alindiginda hipokampus bolgesinde kolesterol kaybindan dolay1 azalma

beklerken biz sonuglarimizda artma tespit ettik. Kafein hipokampus grubundaki
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artmanin sebeplerinden bir tanesi lipit peroksidasyonu olabilir. Uzun zincirlerin
parcalanmasina neden olan lipit peroksidasyonunun, genellikle lipit dahil olmak tizere
aldehitler, daha kisa zincirli lipitler ve karbonil bilesikleri ¢ok c¢esitli bozunma
tirlinlerinin olusumuna eslik ettigi gosterilmistir (Alugoju ve dig., 2019). Verilerimize
gore olefinik bandinin alanindaki diisiisle ve yapilan TBARSs testi ile kanitlanmig olan
lipit peroksidasyonu sonucunda karbonil gruplarimin arttig1 sonucuna varilmaktadir.
Ayrica C=0 bandindaki artmanin sebeplerinden biri olarak, lipit metabolizmasi igin,
doymus ve doymamis yag asitlerinin cogunun yani sira, yiiksek doz kafein grubunun
fetal plazmasinda azaltilmis ve tiim doz kafein gruplarinda yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) kolesterol igerigi artmis oldugunu belirtilmistir (Liu ve dig., 2012).
Diger taraftan serebellum i¢in kaydedilen C=0O bant alanindaki azalma ise kafein etkisi
ile kolesterol, membran lipitleri gibi bu banda katki yapan molekiillerin
miktarlarindaki diisiisten kaynakli olabilir. Bununla ilgili olarak, yukarida
acikladigimiz C=0 bandina lipit peroksidasyon iiriinlerinin katkis1 serebellum bolgesi
i¢in s6z konusu degildir. Ciinkii olefinik bant alan1 ve TBARs sonuglarina gore lipit
peroksidasyonunda bu bélgede azalma bulduk. Dolayisiyla serebellum igin C=0
bandinin hipokampuste goézlenen lipit peroksidasyon {iriinlerinin katkisindan
bahsedilemez. Buna ek olarak, serebellumda kolesterol igeriginin azaldigi da rapor
edilmistir (Jacques Fantini, Nouara Yahi., 2015). Sonug olarak C=0 grubu igeren lipit

molekiillerinin miktarinda kafein etkisiyle serebellum bolgesinde azalma gozlenmistir.

C=0 bant alan1 parametresinin yanisira ¢alismamizda ayrica C=O/lipit alan oran
degerleri de hesaplandi. Sonuglarimiza gére hipokampus ve serebellum bdlgelerinin

her ikisinde de istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma goriildii.

Fosfolipitler, biyolojik organizmalarin temel bilesenleri olan canli organizmalardaki
temel yapi taslaridir. Fosfolipitler esterlenmis iki yag asidine sahip bir gliserol
omurgasina sahiptir. Bundan dolay: yukarida belirtildigi gibi C=0 bandina katki yapan
molekiillerden bir tanesi membran fosfolipitleridir. Diger taraftan membran
fosfolipitleri ayrica PO, asimetrik (1236 cm™) ve simetrik (1080 cm™) bantlarinin
fosfat kafa gruplarindan kaynaklanmasiyla olusurlar (Carmona ve dig., 2008). C=0 ve
PO bantlarinin frekanslarindaki degisimler membran fosfolipitlerinin paketlenme

derecesi ve hidrasyon durumlar: hakkinda bilgi verirler (Turker-Kaya ve dig., 2014b).
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Sonuglarimiza gore C=0 frekanslarinda kafein etkisiyle hipokampus ve serebellum
bolgerinde anlamli derecede (p<0,05*) artmanin tespit edilmesi membran
fosfolipitlerinin polar bolgeye yakin gliserol omurgasmin hidrasyon durumunun
azalmasi anlamina gelir (Turker ve dig., 2014a). Diger taraftan PO asimetrik ve
simetrik frekanslarinda hipokampus igin istatistiksel olarak anlamli ve anlamsiz
azalma tespit edildi. Serebellum bdlgesi igin ise PO asimetrik band1 anlamli derecede
(p<0,05*) artarken PO, simetrik anlaml1 derecede (p<0,05*) azalma tespit edildi. PO
2 asimetrik ve simetrik bantlarinin bolgesel farkliliklara bagli olarak belirlenen azalma
membran lipitlerinin fosfat kafa gruplarinin artmasi1 anlamina gelir. Bu durum, gruplar
arasinda hidrojen bag1 yapma kapasitesinde artis oldugunun bir gostergesidir (Akkas
ve dig., 2007). Hidrojen bagi, su molekiilleri ile fosfolipitlerin veya hidrofilik protein
kalintilarinin hem karbonil hem de fosfat gruplarinin oksijen molekiilleri arasindadir.
Bu lipitler tarafindan isgal edilen alani etkileyen lipit kafa grubu boyutunu degistiren
enzimlerin aktivasyonundan kaynaklanmaktadir. Lipit paketlenmesindeki tiim
varyasyonlar, proteinlerin hidrofobik ve hidrofilik kalintilar1 ile etkilesimlerini
dogrudan etkileyebilir. Bdylece proteinlerin membrana yerlestirilmesini saglayabilir

(Do ve dig., 2017; Turker-Kaya ve dig., 2014a).

FT-IR spektroskopisi biyolojik membranlarda ve dokularda lipitlerle birlikte
proteinlerin eszamanli ¢aligmasi icin essiz olanaklar sunar (Cakmak ve dig., 2011).
Ancak, FT-IR spektroskopisinin karmasik bir doku i¢indeki belirli molekiilleri ayirt
edemediginden, belirli bir proteine odaklanmadig: siirece proteinler hakkinda bilgi
vermekle siirli kaldigin1 hatirlatmakta fayda var. Bu nedenle, burada sunulan beyin
dokusu gibi numunelerdeki proteinlere ait elde edilen veriler, hiicre disi, plazma
membrani, sitoplazma ve niikleer proteinleri i¢eren beyin dokusunun protein profili
hakkinda bilgi saglar (Turker-Kaya ve dig., 2016). Proteinler, canli organizmalardaki
molekiiler tanima, enzimatik aktiviteler, iyonik taginma ve sinyal iletimi gibi temel
hiicresel fonksiyonlarin ¢ogunu kontrol eden molekiiler makinelerdir (Babu ve dig.,
2019). Amid 1 (1653 cm™ ) ve amid 11 (1550 cm™) bantlar1, protein zincitlerinin yapi
ve konsantrasyonlar1 hakkinda bilgi verir (Grace ve dig., 2019). S6z konusu olan
bantlarin, bant alanlarinda kafein uygulanan hipokampus gruplarinda anlamli derecede
(p<0,05*) artma, serebellum gruplarinda ise anlamli derecede (p<0,05*) azalma

gozlemlendi. Amid I ve amid II profilleri, protein yapisal bilesimine bagli oldugundan
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bu bantlarin alanlarindaki degisimler proteinlerin yapilarinda bazi farkliliklarin
oldugunun gostergesidir (Cakmak ve dig., 2011; Dogan ve dig., 2007). Ciinkii s6z
konusu bantlar 6zellikle amid I band alfa heliks, beta plakali gibi proteinlerin ikincil
yapi1 elemanlara ait alt bantlarin toplamidir (Turker-Kaya ve dig., 2016; Turker ve dig.,
2014a; Severcan ve dig., 2004). Literatiire gore kafein, protein zincirleri {izerinde
koruyucu bir etki yaratarak apolar amino asitlerle hidrofobik etkilesimi nedeniyle
proteinlerin sitrik asit aracili ¢apraz baglanmasini kesintiye ugratabilir (Zand-Rajabi
ve Madadlou., 2016). Bu durumda protein yapilarinda degisimlere neden olabilir.
Sonug olarak serebellumda belirlenen azalma, proteinlerinin yapilarinda bazi
degisikliklerin ve protein miktarindaki azalmay1 gostermektedir. Hipokampusteki bant
alanlarindaki artma ise, hipokampus bolgesinin proteinlerinin konformasyonel
degisikliklerin yanisira protein miktarindaki artmasindan kaynaklanmaktadir (Cakmak
ve dig., 2006). Proteindeki bu miktar artisiyla ilgili olarak daha 6nce belirtildigi gibi,
kafeinin ana reseptorleri adenozin A1 ve Aga reseptorleridir. Yapilan bir ¢alismada,
kafein dogrudan yenidogan yavrulara verildiginde kafeinin beyin sapinda ve
hipotalamusun solunum c¢ekirdeginde A transkripsiyonunu arttirdigini gostermistir
(Li ve dig., 2019; Gaytan ve Pasaro., 2012). FT-IR analizlerinden protein miktarlari
ile elde ettigimiz verileri test etmek iizere ¢alisma kapsamina ayrica Bradford testini
dahil ettik. Bu testten elde edilen veriler protein bantlarindaki sonuglar1 destekler
niteliktedir (Sekil 3.14.).

Membran yapisini ve dinamiklerini etkileyen bir bagka dnemli faktor, membranlardaki
protein ve lipitlerin miktaridir (Szalontai ve dig., 2000). FT-IR verileri kullanilarak,
lipitlerin protein orani, lipitlerden ve proteinlerden kaynaklanan bantlarin alanlarinin
orani alinarak elde edilir (Cakmak ve dig., 2011). Lipit/protein oranin1 degerlendirmek
i¢in, CH2 asimetrik ve simetrik bantlarinin altindaki alanlarin toplaminin ile amid I ve
IT bantlar1 altindaki alanin toplamina boliinerek hesaplandi. Elde etti§imiz sonuglara
gore, kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarinin alan oran degerlerinde
anlamli derecede (p<0,05%*) artig gézlemlendi. Artan lipit/protein orani, lipit i¢erigiyle
karsilastirildiginda protein igeriginde daha belirgin bir diisiis oldugunu ya da her iki
olayin ayn1 anda gerceklesmesinden de kaynaklanabilir. Bu diisiis, protein
parcalanmas1 ve bozulmasiyla iliskilendirilebilir. Proteinlerin zarar gérmesi serbest

radikallerin saldirisindan kaynaklanabilir, bu da proteoliz, doku hasar1 ve
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norotoksisiteye karsi artan duyarliliga yol agabilir. Membranin kimyasal bilesimindeki
degisikliklerle birlikte lipit/protein oraninit degistiren komponentler hiicre ici
sitoskeletal elemanlarla membran baglantisinin ¢ekilmesi ile dinamik bir dengesizlige
yol acabilir. Bu gibi olaylar, membran bozulmasini agiklayabilir ve epileptik aktivite
sirasinda kalict bir membran biitiinliigli kaybr ile iligkili olan canlilik kaybini

kanitlayabilir (Turker-Kaya ve dig., 2014a).

Tezin giris kisminda da belirtildigi gibi mikromolar konsantrasyonlardaki kafein,
spesifik olmayan adenosin reseptorii antagonistidir. Adenozin reseptorlerinden Az ve
Aoa beyinde nadir goriliir; Aq tipi her yerde bulunur, Aza bazal ganglionlarda diger
beyin yapilarindan daha fazla temsil edilir. Yapilan deneylerde dogum 6ncesi sigan
beyninde bulundugunu ve yogunlugunu dogum sonrasi arttigi tespit edilmistir. Az
adenosin reseptorleri, beyin sapinda dogum sonrasi 8. giinde, hipotalamusta 14. giinde,
beyincikte 24. giinde ve hatta daha sonra kortekste eriskin yogunluga ulasir
(Tchekalarova ve dig., 2010). Calismamizda neonatal donemde yani 7-11. giinler
arasinda kafein uyguladik, bundan kafeinin adenozin reseptorii antagonisti olarak
davranabilecegi bu giinler arasinda hipokampuste daha fazla reseptér bulunurken
beyincikte daha az sayida reseptor bulunmaktadir. Bundan dolayr yiiksek dozdaki
kafeinin hipokampuste etkisi daha yogun goriiliirken serebellumda daha az ya da zit
etkiler tespit edilmistir. Bunun yan1 sira bir 6nemli husus olarak, absans ndbetler her
ne kadar talamustan koken alip tiim beyne yayildigini1 gosteren ¢aligmalar bulunsa da
(Falco Walter ve dig., 2016) bu ndbet tipinin belli bir zaman sonra sadece talamus
degil hipokampusten de koken alabilir hale geldigini ¢alismalarinda rapor etmislerdir.
Bundan dolayr hipokampuste tespit ettigimiz kafeinin etkilerinin yani sira absans
ndbetlerinin tetikleyici mekanizmalarindan da kaynaklidir yorumunu getirebiliriz.
Bununla ilgili olarak kafein uygulanan hipokampus bolgesi nobetten ¢ok etkilenirken,
serebellum bolgesi hipokampus kadar nobetten etkilenmemistir seklindeki bulgu
Chatzikonstantinou, (2014) tarafindan rapor edilmistir. Ilaveten, bazi ¢alismalara gore
serebellumun paroksismal epileptik aktivite iizerinde inhibe edici bir etkisi vardir
(Marcian ve dig., 2016). Baska ¢alismalarda ise serebellar hasar1 olan hastalarda ve
hayvan modellerinde epileptik ndbet insidansinin ve yogunlugunun daha yiiksek
oldugunu gostermistir (Hutton ve dig., 1972; Dow ve dig., 1962). Bu calismalarin

sonuclartyla birlikte verilerimizin sonucu olarak serbellumun epileptik nobet aktivitesi
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tizerinde hipokampusten ¢ok farkli bir sekilde davrandig: seklinde yorum yapilabilir.
Kafeinin yiiksek dozda merkezi sinir sistemini tetikleyici rolii gdzoniinde
bulundurulursa absans ndbet kaynagi olabilen hipokampus bolgesine kafeinin etkisi
literatiirdeki sadece nobet etkileri ile uyumludur (Turker ve dig., 2014a;b). Buna gore
yiikksek doz kafein uygulamasi hipokampus bolgesinde nobet tetikleyici rol
iistlenmektedir. Diger taraftan kafein serebellum bolgesinde hipokampuste
davrandigindan tam zit sekilde davranmis olmasi serebellumun daha 6nceden rapor

edilmis olan ndbet baskilayici 6zelliklerinden kaynakli olabilir.

Bu tez ¢alismasindan elde ettigimiz veriler 1s18inda absans ndbetler her ne kadar
jeneralize yani tiim beyni etkileyen ndbetler olsa da farkli beyin bolgelerinde neonatal
dénemde uygulanmis olan kafein biyofiziksel parametreler tizerinden ndbet tetikleyici

ya da inhibe edici sekilde davranmistir.

Son olarak HCA metodunu kullanarak elde ettigimiz FT-IR spektrumlarinin
orneklerdeki spektral farkliliklarina gore ayrilip ayrilamadigini test ettik. Her grup icin
kiimeleme analizindeki dendrograma bakildiginda, kontrol hipokampus ile serebellum
ve kafein uygulanan hipokampus ile serebellum gruplarinin birbirinden ayristirilmasi

%100 6zgiillik ve duyarhlik ile gerceklestirildi.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Diinyada en ¢ok tiiketilen psikoaktif maddelerden biri olan kafeinin uyaniklik, dikkat
ve hafiza gibi norolojik islevleri degistirdigi bilinmektedir. Merkezi sinir sistemini
uyarict bu etkilerinden dolay1r neonatal donemde kafein aliniminin ilerde epileptik
nobet ve epilepsi olusumuna neden olabildigini destekleyen caligmalar bulunsa da bu
etkilerin altinda yatan mekanizmalar agikliga kavusturulamamistir. Bu baglamda,
konuya biyofiziksel yaklasim getirmek amaci ile calismada neonatal donemde kafein
uygulamasinin Wistar Albino Glaxo from Rijswijk (WAG/R1ij) sicanlarin hipokampus
ve serebellum beyin bolgelerinde meydana getirdigi molekiiler degisiklikleri
karsilastirmali olarak Fourier Doniisiim Kizil6tesi (FT-IR) spektroskopisi yontemiyle
incelendi. FT-IR spektroskopisi yontemiyle elde edilen spektral verilerin analizi
sonucunda lipitler, proteinler, karbohidratlar ve niikleik asitler hakkinda detayli veriler
elde edildi. Yapilan analizleri desteklemek i¢in ise biyokimyasal testler uygulandi.
Bradfor testini uygulayarak protein miktari, TBARs testi ile lipit peroksidasyonuna
bagli olarak MDA miktar1 hakkinda bilgi edinildi.

Bulgularimizin sonuglarina gore, kafein uygulanan hipokampus ile serebellum
bolgelerinin molekiiler anlamda degisikliklerin oldugunu gostermektedir. Lipit igerigi,
membran akigkanligi kafein uygulanan hipokampuste diisiik iken, protein kaynakli
bantlarin kafein uygulanan hipokampus ve serebellum gruplarinda yiiksek oldugu
goriildi. Tiim bu degisimler géz oniine alindiginda ndbetlerin beyin bolgelerinin farklh
derecede etkilendigini gostermektedir. Bu baglamda bolgeler arasi farklilarin
incelenmesi  hastaligin patofizyolojisini aydinlatmak agisindan oldukga Onem
gostermektedir. Bu tez c¢alismasinda, kafeinin ndbetler tizerindeki etkilerini

aydinlatilmasi, yeni tedavilerin ve ilaglarin kesfine 1s1k tutmasi hedeflenmektedir.
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Ek-A

Kontrol hipokampus ile serebellum ve kafein uygulanan hipokampus ile serebellum
gruplarinin spektral parametre degerleri Tablo A.1°de gosterilmektedir. Degerler her
ornek igin ortalama + standart sapma seklinde belirtilmistir. Istatistiksel anlamlilik
derecesi (p<0,05*) ve (p<0,001**) seklinde belirtilmistir.

Tablo A.1. Kontrol hipokampus ile serebellum ve kafein uygulanan hipokampus ile
serebellum gruplarinin spektral parametre degerleri

Frekans

CH2 asimetrik

Kontrol Kafein Kontrol Kafein
Hipokampus Hipokampus Serebellum Serebellum
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

2923.54 £0.26

2922.57 £0.86**

2922.33£0.58

2924.18 £0.10%*

CHa simetrik 2852.54 £0.16 2851.19 £0.28* 2851.97+0.18 2852.65 £0.08*
Cc=0 1736.59 + 0.44 1737.39 +£ 0.80* 1737.44 + 0.60 1737.61 £0.38*
PO asimetrik 1235.00 £ 0.67 1231.17 £0.71 1230.54 + 1.88 1234.47 £1.19%
PO simetrik 1073.16 £ 0.33 1071.95 £ 0.84 1074.00 + 0.79 1071.67 £0.67*
Bant alanlari
Olefinik 1.24+0.14 1.37 £0.22* 1.43+0.23 1.02 £0.081
CH: asimetrik 4.36+0.57 5.83 £0.53% 3.16 £ 0.80 4.44 + 0.69
CHa simetrik 9.01 +0.87 8.08 + 0.69* 2.14 +1.31 7.39 +0.59
Cc=0 2.20 +0.49 3.33 £ 0.80% 3.08 = 0.60 1.97.+£0.38
Amid | 7.60+1.76 11.07+0.35% 11.8+1.03 6.72 +0.74
Amid 11 5.21+0.76 6.73 £0.37* 7.89 +£0.59 6.63 +0.05
PO~z asimetrik 3.02+0.46 4.37 £0.59* 5.23+£0.59 3.45+0.88
PO simetrik 4.54 £0.54 5.45 +£0.59* 0.50 £ 0.73 5.04 +0.59
Bant alan
oranlari
Olefinik/lipit 0.087 £0.014 0.091 + 0,0008 0.086 + 0.003 * 0.090 + 0.006*
C=0Ollipit 0.175+0.014 0.170 £ 0.009 0.193£0.011 * 0.165+0.015*
Lipit/protein 0.919 +0.098 0.942 +0.002 0.898 = 0.0008* 0.989 + 0.002*
Bant genisligi
CH: asimetrik 21.33+0.39 20.42 £ 0.77* 20.47+0.13 21.92 £ 0.61**
CHa simetrik 9.81+0.11 9.6 £0.10* 9.71 £ 0.008 9.77 £ 0.07*
Bradford Test

0.53+1.2 0.57 £ 0.09* 0.60+1.49 0.53 £ 1.59%*
TBARs Test

0.23+1.01 0.25+0.11* 0.27+1.28 0.22 +1.48*
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Sekil B.1. Bradford standart egri grafigi
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