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TONIK-KLONIK EPIiLEPTIiK NOBETLERIN SICAN SAG VE SOL BEYIN
HEMIiSFERLERINDEKI BiYOFiIZiKSEL ETKIiLERININ INCELENMESI

OZET

Epilepsinin karmasik ve ¢ok faktdrlii mekanizmalar1 ve bunlar hakkinda ki bilgilerin
siirli olmasi nedeniyle kesin bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Bu kapsamda,
beynin hemisferik asimetrileri nedeniyle nobetlerin hangi hemisferden kaynaklandigi
tespit edilememekle birlikte sol hemisferin sag hemisferden daha epileptojenik
olabilecegiyle ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Ayrica bu durumun altinda yatan
mekanizmalar agiklanamadigindan yeni yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Tez
calismasinda, konuya katki saglamak amaciyla, sicanlarda pentilentetrazol ile
olusturulmus jeneralize tonik-klonik nébetlerin (JTKN), sag ve sol hemisferlerine
etkileri kargilastirmali olarak Fourier Doniisim Kizilotesi Spektroskopisi ile
incelendi. Ayrica, Bradford ve TBARs testleri ¢aligmaya dahil edildi. Spektral
analizlere gore, olefinik, CH2 asimetrik, CH> simetrik, COO", PO simetrik ve
asimetrik bant alan degerlerinin JTKN grubu sol hemisferde sag hemisferden daha
yiikksek oranda artmasi fosfolipitler, kolesterol esterler, yag asitleri gibi lipit
molekiillerinin sol hemisferde daha fazla artmis oldugu bulgusunu verdi. Ayrica,
olefinik alani, olefinik/lipit ve TBARS testi sonuglari, sol hemisferde daha yogun lipit
peroksidasyon iiriinleri oldugunu belirlendi. Diger taraftan amid I, amid II alanlarina
ve Bradford test sonuglarina gore sag hemisferde daha yliksek seviyede protein
miktari tespit edildi. Ek olarak, JTKN takiben sag ve sol hemisferlerde CH2 simetrik
bandinin genislemesi, membran akiskanliginin arttigini, C=0, PO simetrik, PO~
asimetrik ve CH: asimetrik frekanslarindaki degisiklikler ise membran lipitlerinin
paketlenme derecelerinde olusan farkliliklar1 gosterdi. Spektral parametrelere dayali
hiyerarsik kiimeleme analizi ile ndbetler sonucunda farkli hemisferlerde olusan
degisikliklerin anlamli derecede ve birbirlerinden ayirt edilebilir seviyede olduklar
ortaya kondu. Calismamizda tespit ettigimiz biyofiziksel degisimlerin sol hemisferde
saga gore daha yogun olmasi, sol hemisferin daha epileptojenik 6zellikte olmasina
katki saglayan sebeplerden olabilecegi sonucuna varilabilir.

Anahtar Kelimeler: Beyin, Epilepsi, FT-IR, Hemisfer, Pentilentetrazol.
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INVESTIGATION OF BIOPHYSICAL EFFECTS OF TONIC-CLONIC
EPILEPTIC SEIZURES IN RAT RIGHT AND LEFT BRAIN HEMISPHERES

ABSTRACT

There is no treatment because of limited information about the complex and
multifactorial mechanisms of epilepsy. In this context, it is impossible to determine
from which hemisphere epileptic seizures originate due to hemispheric asymmetries,
but there are studies on left hemisphere may be more epileptogenic than right
hemisphere. As the underlying mechanisms cannot be explained, new approaches are
needed. In this study, effects of pentylenetetrazole-induced generalized tonic-clonic
seizures (JTKN), observed in human epilepsy, on right and left hemispheres of rats
were comparatively examined by Fourier Transformation Infrared Spectroscopy.
Additionally, Bradford and TBARs tests were included. Analysis revealed that
olefinic, CH2 asymmetric, CH> symmetric, COO", PO, symmetric and asymmetric
area values increased more in JTKN group left hemisphere than in right hemisphere.
Furthermore, high amount lipid peroxidation products were detected in left
hemisphere according to olefinic area, olefinic / lipid and TBARSs results. However,
higher levels of protein were explored in right hemisphere obtained from amide I,
amide 1l modes, and Bradford results. Moreover, following JTKN, in right and left
hemispheres broadening of CH, symmetric band showed that an increment in
membrane fluidity. And, the shifting of C=0, PO symmetric, PO asymmetric and
CH> asymmetric frequencies indicated changes in package of membrane lipids.
Hierarchical clustering analysis revealed that changes in different hemispheres upon
seizures were significant and distinguishable. It can be concluded that the
biophysical alterations we detected in our study are more intense in left hemisphere
than right, which may be reasons contributing to epileptogenic properties of left one.

Keywords:  Brain, Epilepsy, FT-IR, Hemisphere, Pentylenetetrazole.



GIRIS

Epilepsi, noronlarda meydana gelen ani-anormal elektrik desarj sonucu tekrarlayan
nobetler ve sonucunda ortaya ¢ikan sendromlar grubuna verilen isimdir. Epilepsi,
inme(felg) sonrasi diinyada ikinci sirada goriilen kronik ndrolojik hastaliktir (Kiyak
ve Dayapoglu, 2017). Epileptik nobetlerin nedenleri ¢ok g¢esitli ve degiskenlik
gosterdiginden mevcut tedavi yontemlerine (anti-epileptik ilaglar, ameliyat) ragmen

hastalarin %30'unda ndbetler kontrol altina alinamamaktadir (Tanaka ve dig., 2016).

Epileptogenesizin karmagik ve ¢ok faktorlii dogasini anlamak ve bu dogrultuda
tedavisi yoniinde gergeklestirilen farmakolojik arastirmalart desteklemek tizere pek
¢ok hayvansal epilepsi modeli gelistirilmistir (You ve dig., 2013). Pentilentetrazol
(PTZ) ile muamele edilen hayvan modelleri epilepsi aragtirmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. PTZ etki mekanizmasi ¢ok karmasik bir ajandir ve yiiksek dozlarda
beyinde bircok reseptor iizerinde etki yapabilir. Siganlarda tekli ve tekrarlayan
intraperitoneal PTZ enjeksiyonu dozuna bagli olarak, insan epilepsisinde gézlenen
benzer degisikliklerle sonuglanan jeneralize tonik-klonik nobetlere (JTKN) neden
olur (Gholami ve dig., 2012).

Literatiirde insaninda dahil oldugu memeliler, kuslar ve siirlingenler gibi pek ¢ok
canlida beynin iglevsel ve yapisal asimetriler barindirdig1 bilinmektedir. Serebral
laterizasyon beynin sag-sol hemisferleri arasinda anatomik ve fonksiyonel
farklilasma olarak tarif edilir ve memelilerde bu farkliliklar, bir hemisfere goreceli
olarak zaman boyutunda, diger hemisfere uzaysal boyutta analiz yetenegi kazandirir
(Penge, 2000; Giilbetekin, 2016). Bu nedenle memelilerde, karmasik ve ardisik
hareketlerin kontrolii sol hemisfere, biitiinsel-uzaysal islevlerin kontrolii sag
hemisfere lateralize olmustur. Serebral laterizasyon g6z onilinde bulunduruldugunda,
JTKN olusumunda hemisferik farklilik oldugu bilinmektedir, ayn1 zamanda ndbetler
her iki hemisferi homojen etkilememektedir. Calismalara gore sol hemisferin sag
hemisferden daha epileptojeniktir. Fakat bu durumun altinda yatan mekanizmalar1

aciklayan bir yayin bulunmamaktadir. Dolayistyla nobetlerin sag-sol hemisferdeki



etkilerinin karsilagtirilarak molekiiler seviyede incelenmesi ¢ok biiylik 6nem
arzetmektedir.

Bu konuya katki saglamak amaci ile Wistar sicanlarda PTZ ile olusturulmus JTKN
sag ve sol beyin hemisferlerinde biyofiziksel parametreler tizerine etkisi kontrol
grubu ile karsilagtirmali olarak, FT-IR Spektroskopisi ile incelendi. Boylelikle
ndbetlerin sag-sol beyin hemisferleri iizerindeki etkileri; protein miktari, lipit diizeni
ve akiskanlig1 gibi parametreler arastirildi. Ayrica Bradford testinde, protein miktari
ve tiyobarbitlirik asit reaktif maddeler (TBARS) testi ile de lipit peroksidasyon iirlinii
olan malondealdehit (MDA) miktarindaki degisimler arastirildi. Bdylece nobetlerin
beyin hemisferlerinde meydana getirmis oldugu degisimlerin karsilastirmali olarak

ortaya konmast hedeflendi.



1.GENEL BILGILER
1.1.Epilepsi

Epilepsi, “beyindeki anormal, asir1 ve senkronize ndronal aktivite nedeniyle gegici
belirti veya semptomlarin ortaya ¢ikmasi” olarak tanimlanmaktadir (Falco-Walter ve
dig., 2018). Epilepsinin ayirt edici 6zelligi; ani ve gegici motor, duyusal, otonomik
veya psisik kokenli anormal ataklardan olusan iki veya daha fazla ndbetin
tekrarlanmasi sonucu kalic1 yatkinlik ile karakterize olan beyin hastaligi olmasidir
(Cerri ve dig., 2017; Bambal ve dig., 2011). Epileptik ndbet ise beyindeki anormal,
asir1 veya senkronize ndronal aktivite sonucu olusan gegici semptomlardir (Bambal
ve dig., 2011; Nandini ve dig., 2019). Nobet olusumuna yol acan pek cok etki
mekanizmas1 vardir (Bambal ve dig., 2011). Travma, timoérler, inme, metabolik
bozukluklar, inflamasyon, oksidatif stres, norotoksisite, bozulmus kan beyin bariyeri
(KBB), nérodejenerasyon, anormal aksonal ve dendritik plastisite, uyarici ve inhibe
edici norotransmisyonda yer alan reseptorler, iyon kanallari, tastyicilar ve
enzimlerdeki yapisal ve fonksiyonel degisiklikler gibi pek ¢ok mekanizma epileptik
nobetleri tetiklemektedir (Krasniqi ve dig., 2019; Patel ve dig., 2019). Ayn1 zamanda
nobetlerin genetik yatkinliktan kaynaklandigi ve epigenetik mekanizmalarin ndbet

olusumunda rol oynadig: bilinmektedir (Nandini ve dig., 2019).

Hiicresel diizeyde, epilepsi patogenezi olduk¢a karmasiktir (Erdogan ve dig., 2019).
Coklu risk faktorleri ve tanimlanabilir nedenler tiim epileptik vakalarin %25-45’ ini
olusturmaktadir (Thijs ve dig., 2019; Erdogan ve dig., 2019). Tiim bu nedenlerden
artan antiepileptik ila¢ (AEI) cesitliligi, ndrogoriintiileme, farmakogenetik ve
noropatolojideki gelismelere ragmen hastalarin %30’unda nobetler kontrol altina
alinamamaktadir (Krasniqi ve dig., 2019;Erdogan ve dig., 2019). Ayrica epileptik
nobetlere neden olan molekiiler mekanizma tam olarak anlasilamadigindan etkili
tedavi yontemlerinin ortaya c¢ikmasi yavaslamaktadir (Hauser ve dig., 2017). Sik
kullanilanlar dahil olmak iizere birgok AEI, dar bir terapdtik pencereye sahiptir ve

Klinik olarak 6nemli yan etkileri bulunmaktadir (Erdogan ve dig., 2019). Mevcut



AEI’lar nébetlerin altinda yatan patogenezi ele almak yerine, semptomlar1 kontrol
etmek amaci ile kullanilir (Younus ve dig., 2018). Nobetleri kontrol altina alinan
hastalar bile tedavinin siiresi boyunca devam eden olumsuz etkilere maruz kalirlar.
Bu nedenle yeni tedavi yontemleri epileptologlar ve biyomedikal arastirma toplulugu

i¢in ilgi alan1 olmaya devam etmektedir (Erdogan ve dig., 2019).

Epilepsi yilda 2 milyon yeni vaka ile diinya genelinde 70 milyondan fazla insani
etkileyen onemli bir halk sagligi sorunudur (Thijs ve dig., 2019). Her yastan insani
etkiledigi gibi bebekler ve ileri yas gruplari igin yiiksek risk tasimaktadir (Thijs ve
dig., 2019; Xiao ve dig., 2015). insanlarin yaklasik %10’u yasamlarmin belirli bir
doneminde tek bir epileptik nobet ge¢irmektedir (Aniol ve dig., 2013). Uluslararasi
calismalara gore epilepsi prevalansi, 1.000/6.4 ve yillik indians 100.000/67.8’dir
(Devinsky ve dig., 2018). Diisiik ve orta gelirli iilkelerde bu oranlar yiiksek gelirli
tilkelere gore daha yiiksektir. Diinya niifusunun yaklasik %1’ini olusturan epilepsi
hastalarin ¢ogu diizenli AEI tedavisi alamamakta ve kaynaklarin yetersiz oldugu

tilkelerde yasamaktadir (Devinsky ve dig., 2018).
1.1.1. Epileptik nébetlerin simiflandiriimasi

Epilepsi ¢ok sayida farkli mekanizmanin rol aldigi norolojik veya sistemik
bozukluklarin sonucudur. Bu nedenle, epilepsi etiyolojisinin, ndbet tipinin ve
epilepsi sendromunun kesin simniflandirilmasinin  belirlenmesi uygun tedavi ve
prognozda vazgecilmez bir adimdir (Bosak ve dig., 2019). Nobetlerin
siiflandirilmas ilk kez 1964 yilinda Uluslararasi Epilepsi Ligi (International League
Against Epilepsy, “ILEA”) tarafindan yapilmistir. Nobet siniflandirmasi ilk olarak
1981°de klinik pratigi etkilemis olan elektroensefalografi (EEG) yaygin kullanimi
sonucu giincellenmigtir. 1981 siniflandirmasinda ILAE, bugiine kadar kullanilmakta
olan “basit parsiyel”, “karmagsik parsiyel”, “jeneralize” ve “siiflandirilamayan”
terimlerini yayinladi. Kapsamli tartigmalar sonucunda 2010 yilinda kismen
giincellenmistir. ILAE, epilepsinin patofizyolojisi konusundaki anlayisimiz {izerine
ilerlemelerin bir yansimasi olarak 2017 yilinda raporunu giincelledi (Tablo 1.1).
Onceden siniflandirilamayan nébet tiplerinin smiflandirilmasmi miimkiin kilmak,
epilepsilerin simiflandirilmasi i¢in daha pratik bir yap1 saglamak, ayrica doktorlar ve

hastalar arasindaki iletisimi ve karsilikli anlayis1 gelistirmek amac ile giincellendi.



Yeni ILAE nobet siniflandirmasi ve epilepsiler, sosyoekonomik 6zellikler ve cografi
farklar1 dikkate alinarak tiim yas gruplari, popiilasyonlar ve alanlar i¢in evrensel bir
ara¢ olarak tasarlanmistir. Cografi, sosyoekonomik ve kiiltiirel etkenler (6rnegin
etnik koken, spesifik bulasici hastaliklarin prevalansi veya ortak akrabalik) epilepsi
etiyolojisini  etkileyebilir ve ¢esitli epilepsi epidemiyolojisinde potansiyel
farkliliklara yol agabilir. Ayrica, Yetersiz kaynaklar ve simirli olan teshis
calismalarinin, 'bilinmeyen' olarak siniflandirilan epileptik nobet oranlari tizerine

katkis1 vardir (Bosak ve dig., 2019; Scheffer ve dig., 2017).

Epilepsi siniflandirma gergevesinin baslangi¢ noktasi, nobet tipinin belirlenmesidir.
Klinisyen epileptik nobet tanisi koymak tizere, epileptik olani epileptik olmayan
olaylardan ayirmak i¢in tamisal bir algoritma olusturmalidir. Nobet Tipi
Siniflandirmasi, Tablo 1.1°de yer alan yeni isimlendirmeye gore belirlenir (Scheffer

ve dig., 2017).

Nobetler fokal baslangicli, jeneralize baslangigh ve bilinmeyen baslangiclt olarak ii¢
ana kategoriye ayrilir. Nobet tipinin teshisinden sonra bir sonraki adim; fokal
epilepsi, jeneralize epilepsi, jeneralize ve fokal epilepsi ve ayrica kaynagi bilinmeyen
bir epilepsi grubu dahil olmak tizere epilepsi tipinin teshis edilmesidir (Scheffer ve
dig., 2017).

Fokal Epilepsiler, tek yarim kiirede meydana gelen nobetlerin yani sira, tek odakl
veya ¢ok odakli nobetleri de igerir. Fokal farkindalik korunmus ndbetler, fokal
farkindaligin  bozuldugu nobetler, fokal motor nobetler, fokal motor olmayan
ndbetler ve bilateral tonik-klonik nobetler gibi c¢esitli nobet tipleri goriilebilir.
EEG’de tipik olarak fokal epileptiform desarjlar1 gosterir, ancak tan1 EEG kayitlarini
destekleyen klinik gostergeler sonucunda konur (Scheffer ve dig., 2017).

Jeneralize Epilepsi tanisi i¢in hasta tipik olarak EEG'de tiim beyine yayilan ani
diken-dalga desarj (SWD) aktivitesi gostermektedir. Jeneralize epilepsili kisilerde,
absans, miyoklonik, atonik, tonik ve tonik-klonik nobetler gibi ¢esitli nobet tipleri
olabilir. Jeneralize epilepsi tanisi, tipik EEG desarjlarinin bulunmasiyla desteklenen
klinik belirtiler beraberinde konur (Scheffer ve dig., 2017; Falco-Walter ve dig.,
2018).



Kombine jeneralize ve fokal epilepsi grubu, hem jeneralize hem de fokal ndbet
geciren hastalar oldugu i¢in mevcuttur. Tani, EEG bulgular ile desteklenen klinik
bilgiler ile konur. EEG’de hem jencralize hem de fokal epileptiform SWD
gosterebilir. Her iki ndbet tipinin de ortaya ¢iktigr Dravet sendromu ve Lennox-

Gastaut sendromu 6rnek olarak gosterilebilir.

“Bilinmeyen” terimi, klinisyen tarafindan epilepsi tipinin yeterli bilgi olmadigi,
fokal veya jeneralize olup olmadigini belirleyemedigi durumlarda kullanilmaktadir.
Bu, c¢esitli nedenlerden dolay1 olabilir. EEG'ye erisim olmayabilir veya EEG
calismalarindan yeterli bilgi edinilememis olabilmektedir. Ornegin, hasta odak
ozellikleri ve normal EEG kayitlar1 olmadan birkag tonik-klonik ndbet gecirmis
olabilir. Bu nedenle ndbetlerin baslangici bilinmemektedir ve kisinin bilinmeyen bir

epilepsi tipi vardir (Scheffer ve dig., 2017; Falco-Walter ve dig., 2018).

Tablo 1.1. 2017 ILAE epilepsi siniflandirmasi; nobet tiplerinin siniflandirmasi

Nobet Siiflandirmasi

Fokal Farkindalik Motor Otomatizmalar Fokal ve
Baslangi¢ Korunmus Baslangic Atonik bilateral tonik-
Klonik klonik
Epileptik Spazmlar
Hiperkinetik
Miyoklonik
Tonik
Farkindaligin ~ Nonmotor Otonomik
bozuldugu Baslangig Hareketlerin durmasi
Kognitif
Duygusal
Duyusal

Jeneralize Motor Tonik-klonik
baslangi¢ Klonik
Tonik
Myoklonik
Myoklonik-tonik-klonik
Miyoklonik —atonik
Epileptik Spazmlar
Nonmotor (absans) Tipik
Atipik
Miyoklonik
Gozkapag1 miyoklonisi

Bilinmeyen Motor Tonik-klonik
baslangic Epileptik spazmlar
Motor olmayan Hareketlerde duraksama

Siniflandirilamayan




1.1.2. Jeneralize tonik-klonik nobetler

Idiopatik jeneralize (1JE) epilepsi, ii¢ nobet sinifin1 kapsar: Absans epilepsi, jiivenil
miyoklonik epilepsi ve Jeneralize Tonik-Klonik noébetler (JTKN, Grandmal
Epilepsi). JTK nébetler en yaygin 1JE tiiriidiir (Ke ve dig., 2017). Mevcut epilepsi
hastalariin yaklasik %90’1 JTKN’lerden muzdariptir (Emoto ve dig., 2015). JTKN,
her yastan insanda goriilebilir ve tekrar tekrar meydana gelmesi durumda kronik bir
hal alir (Aniol ve dig., 2013). Farkli epileptik nébetler arasinda, aura goriillmeyen
jeneralize nobetler (tonik-klonik, atonik, absans ve miyoklonik ndbetler dahil) i¢in
yaralanma riskinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Ozellikle tonik-klonik ndbetleri
olan hastalarda beklenmedik oliimler (6rnegin bogulma, yanma veya diisme) ve kaza
sonucu yaralanma riski fokal nébetleri olan hastalardan ¢ok daha fazladir (Salas-Puig
ve dig.,2019; Shorvon ve dig., 2018) . Ayrica bu nobetlerde hafiza hasar1 ve bilissel
bozukluklar siklikla gdzlenen ve iyi bilinen komplikasyonlardir (Aniol ve dig., 2013;
Shorvon ve dig., 2018).

JTKN’ler, tim uzuvlarin sertlesmesi (tonik faz) ardindan uzuvlarin ve yiiziin siirekli
ritmik sarsintisi (kKlonik faz) ile birlikte meydana gelen biling kaybr ile karakterizedir.
Nobet stiresi tipik olarak 1-3 dakikadir. Nobet baslangicinda aglama, diisme, dil

1sirma ve inkontinans olabilmektedir (Fisher ve dig., 2017).

JTKN’ler beynin her iki hemisferinde es zamanli basladig: gibi epileptik bosalmanin
bir odaktan baslayip yayilmasi ile de jeneralize hale gelebilir (Cavanna.ve dig.,
2009). Genel olarak bu ndbetlerin beyin korteksi ve talamustan olusan kortitalamik
sistemdeki anormal etkilesimler ile meydana geldigi diisiiniilmektedir (Fan ve dig.,
2015). JTKN’de yiiksek frekansli ve genlikli SWD’lar1 ile karakterize edilir (Sekil
1.1.) Tonik faz sirasinda EEG’de yiiksek frekans aktivitesi belirlenir ve noral aktivite
biiylik Olciide artmistir. Klonik fazda ise EEG kayitlarinda senkronize SWD ile
belirlenir; bu dontisiimli olarak giiclii patlamalarla ateslenen ve sessizlesen biiyiik

noron gruplarmin aktivitesine karsihlk gelir (Cavanna ve dig., 2009).



Sekil 1.1. Jeneralize tonik-klonik nobetlerin yiiksek frekansli EEG goriintiisii

JTKN’li hastalarda anormal bihemisferik senkronizasyon jeneralize SWD,
interhemisferik iletisim veya uyarilabilirligin artmis bir nedeni olarak
gosterilmektedir (Ji ve dig., 2014). JTKN’ler beyin sapinda iiretilir, baslamasinin
hemen ardindan korpus kallosum ve diger komisiir yollarla modiile edilen akici
interhemisferik iletisim sonucu her iki hemisfere yayilir (Mares ve dig., 2013; Ji ve
dig., 2014). Bu nedenle, JTKN'li hastalarda internemisferik senkronizasyonu
karakterize etmek, bu hastalifin patofizyolojisini anlamak i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Bununla birlikte, JTKN’lerde interhemisferik iletisim ve bunun sonucunda
hemisferlerde meydana gelen degisimler hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Ji ve
dig., 2014).

Tiim bunlar géz oniline alindiginda bu tez ¢aligmasi kapsaminda JTKN’lerin beyin
hemisferlerinde meydana getirmis oldugu molekiiler degisimlerin biyofiziksel olarak

aydinlatilmas1 amaclandi.
1.1.3. Epilepsinin genel patofizyolojisi

Epileptogenezde yaygin olarak, hem artan ndronal uyarilabilirlik hem de
senkronizasyon etkilidir. Hiicresel mutasyona ugramis iyon kanallari, uyarici ve
inhibe edici ndrotransmisyon arasindaki hassas dengeyi arttirabilir ve boylece
noronlarin genel uyarilabilirligini degistirerek nobetlere neden olur. Uyarict
ndrotransmisyonun asagi ve yukari regiilasyonuna neden olan mutasyonlar, beyinde
disinhibisyon ve hipereksitabilite ardindan nébet esiginin diismesine neden olur
(Erdogan ve dig., 2019).

Epileptogenez igin en iyi bilinen mekanizmalardan biri, insan ve memeli beyninde

baskin ve iyi bilinen inhibitér ndrotransmiter olan y-aminobutirik asidin (GABA)
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metabolizmasinin degismesidir. Epileptogenez sirasinda, azalmis GABA {iretimi,
mevcudiyeti veya aktivitesinin, noronlarda asir1 uyarilmaya neden oldugu
bilinmektedir ve bunun tersine GABA aktivitesini artiran ligandlarin, antiepileptik
Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. GABA' daki bir azalma kalsiyum, sodyum,
kloriir ve potasyum akimlarini degistirir, tiim bunlarin da nébet baslangicinin ortak
bir nedeni oldugu bilinmektedir. Epileptogenezde 6nemli rol oynayan baska
molekiiller de vardir. Ornegin, beyindeki en yaygin uyaric1 ndrotransmiterlerden biri
olan glutamat fazlaligi, nobet riskini arttirir. Tersine, N-metil-D-aspartat (NMDA)
antagonist reseptorlerin noroprotektif etkisi vardir (Erdogan ve dig., 2019; Wang ve
dig., 2018; Huberfeld ve dig., 2015).

Noronal dokudaki artmis kalsiyum iyon konsantrasyonu, epileptik durumdan sonra
noronal hiicre 6limiinii tetikleyen biyokimyasal tepkimelere yol agmaktadir. Hiicre
ici kalsiyum iyonunun artmasi, siiperoksit radikallerinin tiretiminin artmasina neden
olur. Yiiksek seviyelerde hiicre i¢i kalsiyum iyonlari, biyosistemdeki reaktif oksijen
tiirlerini (ROS), adenin diniikleotid fosfat yoluyla indiiklemektedir. Yapilan bir¢cok
biyolojik deney, ROS ve diger tiirlerin nébetlerle iligkisini dogrulamistir. (Shekh-
Ahmad ve dig., 2019; Yusuf ve dig., 2012; ).

Epilepsinin baslica patogenezlerinden biri de oksidatif strestir. Beyin diger viicut
organlarina kiyasla yliksek miktarda oksijen kullanir, bu sebeple yetersiz oksijen
durumda oksidatif strese maruz kalarak nobetlere sebep olur. Bu da hiicresel
bozulmalara, hasara ve nihai hiicre 6liimiine neden olur (Yusuf ve dig., 2012).
Oksidatif stres, proteinler, lipitler ve niikleotitler gibi fonksiyonel biyomolekiillerin
cesitli hiicrelerde oksidasyonundan kaynaklanir. Protein oksidasyonu birka¢ enzimin
deaktivasyonuna yol acar (Filho ve dig., 2018). Tim bunlarla iliskili nobetler
fonksiyonel degisiklikler sonucunda lipit peroksidasyonu, membran yap1
degisikliklerine, membran akiciligi, gegirgenligi ve biyolojik islevsellikte de
degisikliklere neden olur (Prakash ve dig., 2019; Yusuf ve dig., 2012).

1.2.Hayvan Modelleri

Epilepsi ¢ok cesitli klinik, davranissal ve elektriksel belirtileri igerir. Her biri farkl
kazanilmis ya da genetik kokenlere, cesitli davranigsal farkliliklara, farmakolojik

profillere ve histopatolojilere sahip olan epilepsi tipleri vardir ve buna paralel olarak
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deneysel ¢alismalar esit derecede genis hayvan modelleri dizisi ortaya koymustur. Bu
nedenle, epilepsi hayvan modelleri, elektrografik desarjlarin yani sira, ndbetlere yol
acan, noroanatomik, biyokimyasal ve genetik faktorlerinin ¢ogunu 6ziimsemeye ve

aydinlatmaya ¢alisir (Grone ve Baraban 2015; Jones ve Brien, 2012).

Epilepsi arastirmalari, ¢ok sayida memeli tiirii izerinde karsilagtirmali anatomik ve
fizyolojik calismalarin uzun bir gegmisine sahiptir (Grone ve dig., 2015). Hayvan
modellerini kullanan g¢alismalar, epileptojenik siireci molekiiler ve hiicresel seviyede
tamimlamistir. Bunlar genellikle epileptik durumu indiiklemek i¢in elektrik
stimiilasyonu ve kemo-konviilsanlarin kullanimini igerir (Brennan ve dig., 2017;
Loscher, 2011). Genetik modeller ise nobetlere neden olan spontan veya indiiklenmis
genetik modifikasyonlar1 barindirir (Devinsky ve dig., 2018). Tim bu epileptik
nobetleri tesvik edici olaylar ve kendiliginden tekrarlayan ndbetlerin ortaya
cikmasmin ardindan epileptojenik dénemi tetikler. Insanlardaki gibi ilk spontan
ndbetin ortaya ¢ikma siiresi, epileptogenezin patolojik 6zellikleri siklikla paylasildigi

halde modeller arasinda farklilik gésterir (Brennan ve dig., 2017).

Insan epilepsisinin dzelliklerini gdsteren ve kendiliginden ndbet geciren kemirgenler,
epilepsinin patojenik mekanizmalarini ve potansiyel terapotik hedeflerini incelemek

i¢in siklikla kullanilmaktadir (Devinsky ve dig., 2018).

Jeneralize (birincil olarak veya ikincil olarak) nobetler, serbestce hareket eden
hayvanlarda, beynin dogrudan elektriksel olarak uyarilmasiyla, genetik bir sorun
sonucu kendiliginden veya kimyasal maddelerin sistemsel olarak enjekte edilmesi

(konvansiyonel ilaglar) ile gelisebilirler.
1.2.1.Pentilenetetrazol (PTZ, Metrazol)

Norokimyasal ajanlar, elektriksel stimiilasyon protokolleri, travmatik yaralanmalar
da dahil olmak iizere insanlarda ndbet tiplerinin ¢esitliligini yansitan pek cok
deneysel epilepsi modeli vardir (Samokhina ve dig., 2018). Pentylenetrazol (PTZ,
CeH10Na4), epileptik ndbetlerin olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan kimyasal

bir ajandir.
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Sekil 1.2. PTZ' nin kimyasal yapis1

Bu model oksidatif stres, norokimyasal degisiklikler, beyindeki yapisal degisiklikler
ve ilaca direncli epilepsi modelini arastirmak i¢in 6nemli ve kullanigh hale gelmistir
(Inoue ve dig., 2014; Bagheri ve dig., 2019). PTZ, sadece epileptik nobet aktivitesi
olusturmakla kalmaz, ayn1 zamanda insan epilepsisinde gozlenen patofizyolojik
degisimlere benzer nobet kaynakli degisiklikleri de gosterir (Turker ve dig., 2011).
PTZ, biyolojik membranlar arasinda kolay penetrasyon, intraperitoneal
enjeksiyondan sonra organlara hizli dagilim, ¢ok kisa etki siiresi, beyinde iiniform
dagilimi ve GABA’y1 bloke ederek epileptojenik aktiviteyi uyarma Kkabiliyeti
nedeniyle yiiksek biyoyararlanim ile karakterize edilir (Samokhina ve dig., 2018).

PTZ muamelesinin neden oldugu patofizyolojik degisikliklerin sirasi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Her ne kadar dogrudan PTZ mekanizmas1 ayrintili olarak
bilinmese de, literatiirde hipokampiis dahil olmak {iizere bir ¢ok beyin bolgesinde
GABAerjik, Glutamerjik sistemlerde ve antioksidan savunma sistemlerinde
degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (Erke¢ ve dig., 2015; Sehar ve dig., 2015).

Siganlarda tek ve tekrarlayan dozlarda kullanildiginda sarsici bir aktiviteye sahiptir
(Erkeg¢ ve dig., 2015). PTZ, yetiskin sicanlarda ii¢ farkl tipte epileptik ndbet tiiriinii
doza bagh bir sekilde uyarabilir: absans nobet modeli, minimal ndbetler (ihmal
edilebilir tonik bilesenli klonik nobetler - miyoklonik nobet modeli) ve JTKN. Ik iki
nobet tipi yasa baglidir ve dogum sonrasi yasamin ikinci haftasindan sonra sistemik
PTZ enjeksiyonu ile ortaya c¢ikarilabilir. JTKN’ler ise tiim gelisim asamalarinda

gozlemlenebilir (Mares ve dig., 2013). Yetiskin si¢anlarda diisiik dozda (20-45
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mg/kg) absans benzeri nonkonvulsif nobet olusumu gozlemlenirken, yiiksek ve
tekrarlanan dozlarda PTZ enjeksiyonu ise tonik-klonik konvulsiyonlara yol agar
(Mares ve dig., 2013; Samokhina ve dig., 2018; Ozdamar, 2019).

PTZ, GABA reseptdor kompleksindeki pikrotoksin bolgesine etki eden bir
antagonisttir (Cremer ve dig.,2009; Inoue ve dig., 2014). Yapilan ¢alismalarda ayrica
PTZ'nin GABA reseptoriiniin benzodiazepin tanima bolgeleriyle de etkilesime
girdigi  gosterilmistir. Bununla Dbirlikte, niikleotitlerin bozulmas1 ve iyon
hareketlerinde degisiklikler s6z konusudur (Samokhina ve dig.,2018). PTZ’ nin
GABA reseptorleri tizerinde inhibe edici etki mekanizmasi, kloriir iyonlaria karsi
gecirgen olan membrandan CI™ alimini belirgin bir sekilde azalttigi bilinmektedir.
PTZ kronik uygulanmasina takiben néron membranindan gegerek kasilmalara neden
olur (Samokhina ve dig.,2018). PTZ ayrica beynin bir¢ok yerinde farkli glutamat
reseptor alt tiplerinin yogunlugunda ve hassasiyetinde bir degisiklige ve hipokampal
bolgede glutamat norotransmitterinin yogunlugunda artisa neden olur. Bunun
sonucunda ¢esitli davranissal, ndrofizyolojik ve norokimyasal degisiklikler meydana
gelir. PTZ tutmasi sirasinda glutamat reseptér yogunlugu ve inositol trifosfat
olusumunda bir artis meydana gelir, glutamat tasiyicilarinda molekiiler
ekspresyondaki bu degisiklikler epileptogenezi tetikler (Erke¢ ve dig.,2015). Benzer
sekilde, PTZ'nin, hiicre membrani ile etkilesimi yoluyla potasyum kanali iizerindeki
etkisi oldugu bilinmektedir. Bu, PTZ'nin lipofilikliginin artmasinin, ajanin

epileptojenik potansiyelini arttirdig1 gercegine karsilik gelir (Turker, 2009).
1.3.Hemisferik Asimetri

Beynin yaklasik %85’ini olusturan serebral korteks, sag ve sol olmak tizere iki
hemisferden (yarikiireden) meydana gelmektedir (Natali ve dig., 2019; Sisman,
2014). Hemisferik asimetri veya Serebral Laterizasyon, iki beyin yarim kiiresi
arasindaki anatomik, fonksiyonel ve norokimyasal farkliliklar1 ifade eder. Cevresel
ve endojen faktorlerin etkisinde dinamik bir fenomendir (Ramirez ve dig., 2004).
Beyin lateralizasyonu, ozellikle dil ve el tercihinin altinda yatan fonksiyonlar1
belirtir. Insan beyninin benzersiz bir 6zelligi olmasina ragmen beyin asimetrisi,
yapisal ve fonksiyonel seviyelerde insan disi tiirlerde de goriilmektedir (Shirakawa

ve dig.,2001). Giiniimiizde insanin da dahil oldugu memelilerde, kuslar, siiriingenler
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ve amfibiler gibi pek ¢ok canli tiiriinde beynin yapisal ve islevsel asimetriler igerdigi

bilinmektedir (Sisman, 2014).

1865'te Paul Broca’nin inme sonrasi sol hemisferde meydana gelen lezyon sonucu
konusma bozuklugu c¢eken bir birey {lizerine yaptig1 c¢alismalarda, dil ile ilgili
islevlerin sol hemisferde baskin oldugunu ifade etmistir. Boylelikle hemisferik
asimetri kavrami Onemli bir arastirma konusu olarak ortaya g¢ikmistir. Broca’nin
konusma bozuklugunun sol hemisfer hasari sonucu oldugu tespitinden sonra, Carl
Wernicke 1874’de Broca alanimin arkasindaki bir alanda meydana gelen hasarin,
dilde anlama bozukluguna yol agtigini tespit etmistir. Bu alan giiniimiizde Wernicke
alan1 olarak bilinmektedir. Tiim bu caligmalar sonucunda dil ile ilgili islevlerin

baskin olarak sol hemisfere lateralize oldugu bildirilmistir (Sisman, 2014).

Fonksiyonel beyin asimetrisi yalnizca dil islevi ile sinirh degildir. Genel olarak, sag
hemisfer viicudun sol tarafinin hareketini diizenlerken, sol hemisfer ise viicudun sag
tarafinin hareketinden sorumludur (Burlakoti ve dig., 2018). Hemisferler arasi
iletisim ve koordinasyon, korpus kallosum adi verilen bir lif demeti vasitasiyla
saglanir (Natali ve dig., 2019). Korpus kallosumun rolii, interhemisferik baglantiy1
artirmak ve her iki serebral hemisferin kortikal bilesenlerinin spesifik islevlerde rol
oynamasini saglamaktir (Burlakoti ve dig., 2018). Sol hemisfer ¢ogunlukla kelime ve
dilbilgisi gibi dogrusal akil yiiriitme ve dil iglevlerini yerine getirirken, sag hemisfer
ise tonlama ve vurgulama gibi farkli dil islevlerini, gorsel ve odyolojik uyaranlarin,
mekansal 6gelerin islenmesi ile ilgilidir (Natali ve dig., 2019). Sag ve sol hemisferin

fonksiyonel 6zellikleri Tablo 1.2. de gosterilmistir.

Tiim bu fonksiyonel asimetrilerin yan1 sira beyinde bir¢ok anatomik ve ndrokimyasal
farklilik bulunmaktadir. Fonsiyonel asimetrilerin beynin iki yarim kiiresi arasindaki
yapisal asimetriler sonucu olarak yansidigir one siiriilmektedir (Burlakoti ve dig.,
2018). Beynin anatomik asimetrisinin, fonksiyel asimetlerin laterallesmesi ile iliskisi
kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Ancak fonksiyonel asimetreler ve anatomik
asimetriler arasindaki iligki heniliz tam olarak bilinememektedir (Ramirez ve dig.,

2004).
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Tablo 1.2. Sag ve sol hemisferin fonksiyonlari

Sag Hemisfer Fonksiyonlari Sol Hemisfer Fonksiyonlar:
Viicudun sol tarafinin kontroliinii saglar Viicudun sag tarafinin kontroliinii saglar
Seslerin algilanmasi Konusma, sozel simgelerin kullanilmasi
Cinselligin yonetilmesi Yaraticilik, diis kurma
Uzaysal algt, ii¢ boyutlu diisiinebilme, Mantik ve analitik diisiince
gorsel imgeleri kullanabilme
Yiiz tanima ve duygusal ifadelerin Okuma, yazma, anlama
okunmasi

Dokunma Ayrintilarin algilanmasi
Miiziksel 6geleri ayirt etme Matematiksel islemler
Negatif duygularin islenmesi Pozitif duygularin islenmesi
Uzamsal dikkatin otomatik olarak Kategorileme ve nesne yerini belirleme
yonlenmesinde

Tiim bu fonksiyonel asimetrilerin yan1 sira beyinde bircok anatomik ve ndrokimyasal
farklilik bulunmaktadir. Fonsiyonel asimetrilerin beynin iki yarim kiiresi arasindaki
yapisal asimetriler sonucu olarak yansidigi one siiriilmektedir (Burlakoti ve dig.,
2018). Beynin anatomik asimetrisinin, fonksiyel asimetlerin laterallesmesi ile iliskisi
kapsamli bir sekilde arastirilmigtir. Ancak fonksiyonel asimetreler ve anatomik

asimetriler arasindaki iliski heniiz tam olarak bilinememektedir (Ramirez ve dig.,

2004).

1.3.1. Anatomik ve norokimyasal asimetri

Serebral korteks asimetrisi, orta gebelikte gelismekte olan fetal beynin en belirgin
anatomik asimetrisidir. Cesitli ¢alismalar, perinatal donemde sol hemisferin daha
biiyiik olmasina ragmen, sag hemisferin fonksiyonel olarak daha hizli olgunlastigini

gostermektedir (Kovel ve dig., 2018).

Sag ve sol yarimkiirenin ortalama agirlig1 ve toplam biiyiikliigii saglikli yetiskinlerde

cok benzer olsa da, hemisferler arasinda iki biiyiik anatomik fark tanimlanmstir.

1- Genellikle insan beyninde sag frontal lob anterior yonde soldan disar1 uzanirken,

sol oksipital lobun ise arka yonde sagdan disar1 dogru uzandigi bilinmektedir.
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Ayrica, sag frontal korteks ¢ogu kiside soldan daha genisken, sol oksipital lob ise
sagdan daha genistir.

2- Ayrica insan beyni ¢ogunlukla sag on korteksin orta hatti boyunca sol tarafa
uzanirken, sol oksipital korteks ise orta hat boyunca sag tarafa uzanmaktadir.
Boylece, beyin bu yonde donmiis-biikiilmiis gibi goriinmektedir. (Sekil 1.3.)
(Ocklenburg ve dig., 2018)

Sekil 1.3. Beynin anatomik asimetrisi

Hiicre biiyiikligi ve yogunlugu, bolgesel hacim farkliliklar1 ve dendritlerin
yapisindaki asimetriler arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Serebral hemisferlerde
boz maddenin ak madde hacmine orani geng bireylerde 1: 3'tiir ve yasla birlikte bu
asimetrinin degistigi bilinmektedir(sirasiyla 50 ve 100 yaginda 1: 1 ve 1: 5). Sol
hemisferde daha fazla miktarda ak madde varligi iki hemisferin hiicresel
organizasyonundaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda
néron ve glia hiicrelerinin sol hemisferde daha kompakt bir sekilde paketlendigi
bildirilmigtir. Sag hemisferin kortikal bolgelerde (% 5'e kadar sinir hiicrelerinin
hacim yogunlugundaki fark) daha yiiksek bir hiicre soma yiizdesi ile karakterize

oldugunu gosterilirken, sol hemisfer daha fazla dendrit, akson ve sinaps igerir (Natali

ve dig., 2019; Ittura—Medina ve dig.,2011; Watkins ve dig., 2001).

Hemisferler arasi aksonal ve Kkortikal c¢apta ak maddenin, miyelin kilifinin
kalinligindaki farkliliklara neden oldugu bilinmektedir. Bu farkliliklar, sol ve sag

yarim kiire arasindaki iletkenlik degisimine neden olur. Boyle bir farkin yarari heniiz
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net degil, ancak son zamanlarda hemisferik iletisimin azalmasiyla baglantili
hemisferik baskinliga yol agabilecegi ve boylece lateralize fonksiyonlarin iglem

stiresini gelistirebilecegi one siiriilmiistiir (Natali ve dig., 2019).

Hemisferler i¢erdikleri néron sayis1 bakimindan farklilik gosterir: sol hemisfer, sag
hemisferden 186 milyon daha fazla noérona sahiptir (Natali ve dig., 2019).
Korteksteki asimetrik bolgeler noron sayilarindaki farkliliklarin sonucu olabilir.
Bununla birlikte, insan korteksinin muazzam biiylikligi, genis ve degisken katlama
modeli, karsilik gelen alanlar1 kesin olarak karsilastirmay1 zorlastirir (Sun ve dig.

2006).

Sag ve sol hemisfer arasindaki anatomik asimetrilerin yani sira, belirli noroaktif
kimyasallarin ve noérotransmiterlerin; kolin asetil transferaz, GABA ve
norepinefrinlerin aktivitesinin miktarinda hemisferik farkliliklar vardir (Labar ve
dig., 2001). Ayrica siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada dopaminin sol bazal
ganglia ya da sag globus pallidusa gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Benzer
sekilde, dopamin seviyeleri ile sol-sag dopamin asimetrileri arasindaki iligki, insan
bazal gangliyasinda da belirgindir. Daha yiiksek dopamin varliginin sag yanlilikla,
daha az dopamin varliginin ise sol yanlilikla iligkili oldugu bildirilmistir (Glick ve
dig.,1981).

1.3.2.Epilepsi ve hemisferik asimetri

Yaslanma, Sizofreni, Alzheimer ve Epilepsi gibi bir¢ok ndrodejeneretif ve norolojik
hastalik ile beyin asimetrisi degisir (Ji ve dig., 2014). Epileptik ndbet desarji, kortikal
bolgede tetiklenir ve daha sonra hizli bir sekilde hemisferler arasi yollar boyunca
yayilir (Vinagrodova ve dig., 2012) . JTKN’lerin baglamasi i¢in korpus kallosum ve
diger komisiir yollarla modiile edilen akici bir interhemisferik iletisim gerektirdigi
bilinmektedir. Bu nedenle, JTKN’lere sahip hastalarda interhemisferik
senkronizasyonu karakterize etmek, bu hastaligin patofizyolojisini anlamak i¢in ¢ok
onemlidir. Bununla birlikte, JTKN’li hastalarda hemisferler arasi fonksiyonel
senkronizasyon ile iliskili anatomik baglantilar ve ndbet sonucunda beyin
hemisferlerinde meydana gelen degisimler hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Ayrica
JTKN'lerin tiim beyni homojen olarak etkilemedigi bilinmektedir. Yapilan bir

calismada sol hemisferin sagdan daha epileptojenik oldugu goriilmektedir(Ji ve dig.,
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2014). Bu tiir sag tarafli nobet direnci, nérokimyasal asimetrilerden kaynaklanabilir.
Yiiksek dopamin seviyesine sahip yarimkiire, diisiik nobet oran1 sergilediginden, sag
yarim kiirenin dopaminerjik aktivitesinin artmasi, epileptogeneze karsi daha yiiksek
direncinin sebebi olabilir (Ji ve dig., 2014). Tiim bu nedenlerden nébetlerin beyin
hemisferlerinde meydana getirdigi  degisimler hastaliin  patofizyolojisini

aydinlatmada oldukca 6nemlidir (Ji ve dig. 2014) .
1.4. Kuzilotesi (IR) Spektroskopisi

Elektromanyetik spektrumun 0.78 p (780 nm) — 1000 p (1 mm) aras1 kizil6tesi (IR)
bolgedir ve yakin, orta, uzak olmak {izere {i¢ alt bolgeye ayrilir (Turker, 2009) (Tablo
1.3.).

Tablo 1.3. Kizilotesi spektral bolgeleri

Bolge Dalga Sayis1 Araligi
(cm™)
Uzak-IR 400-4
Orta-IR 4000-400
Yakimn-IR 14000-4000

Orta IR radyasyon, 2500 ila 25.000 nm arasindaki dalga boylarina karsilik gelen
4000-400 cm™ spektral bolgedeki 151g1 kapsar. Radyasyon, molekiillerde elektron
gecisine neden olmayacak kadar diisiik olan 4,8 (400 cm™?) ile 48 kJ/mol fotonlar
(4000 cm™') arasindaki enerjileri kapsar. Molekiil titresim gegisleri orta IR
radyasyonunun emiliminden kaynaklanir, bu nedenle orta IR spektroskopisi titresim
spektroskopisi alanina aittir. Bilesigin molekiiler yapisina ve molekiilleri ¢evreleyen
ortama bagl olarak farkli dalga boylarinda meydana gelir. Bu haliyle, orta IR
spektral analizi, molekiiler yap1 hakkinda bilgi saglamak ve polimorfik form gibi
faktorlerden etkilenecek olan molekiiliin yerel ortamina iliskin bir fikir edinmek igin

kullanilabilir (Eerdenbrugh ve dig., 2011).

IR spektroskopisi molekiiller arasi etkilesimi esas alir. Kizilotesi 1sik, kovalent
baglara sahip bir¢ok molekiilde molekiiler titresimler veya rotasyonlar meydana
getirmek i¢in yeterli enerji igerir. Bir molekiiliin kimyasal yap1 6zellikleri kizil6tesi

spektrumundan belirlenebilir, ¢iinkii her bir bag tiirii IR tayfi i¢inde farkli bir
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absorpsiyon araligina sahiptir(optik izomerler disinda). Bu 6zellik, IR
spektroskopinin molekiilleri tanimlamak icin bir 'parmak izi' teknigi olarak hareket
etmesini saglar. Molekiiller titrestikce ve baglarinin etrafinda dondiik¢e salinirlar.
Titresimler iki ana tipte gelir: Gerilme ve egilme titresimleri. Gerilme titresimleri,
bag ekseni boyunca iki atom arasi mesafedeki degisiklik ile karakterize edilirken,
egilme titresimleri ise iki bag arasindaki aginin degismesiyle meydana gelir. Egilme
titresimleri sallanma (diizlem disina), makaslama, sallama(diizlem i¢ine) ve burulma
hareketlerine ayrilir (Petrovic ve dig., 2019; Monnier, 2018) (Sekil 1.4.).

Her titresim hareketi, hareket tipine, atomlarin kiitlelerine ve baglarin kuvvetine
dayanan kendi frekansina sahiptir. Bu frekanslar elektromanyetik spektrumun
kizilotesi bolgesine karsilik gelir. Bir maddeye (bir gaz, sivi veya kati olabilen)
kizilotesi radyasyon kaynagi yonlendirildiginde, maddeyi olusturan molekiillerin
dipol momentinde net bir degisim meydana gelir ve enerjileri, molekiiliin
nicelendirilen iki degeri arasindaki farka karsilik gelen fotonlar1 absorbe eder. Gelen
radyasyonla ayni frekansta degisen elektrik dipolii olmayan baglar enerjiyi absorbe
etmez. Enerji absorpsiyonlar, madde ic¢in bir IR spektrumu iireten, IR
spektrometreleri kullanilarak 6lgiilebilir (Monnier, 2018).

Simetrik Gerilme Diizlemde simetrik egilme Diizlemde simetrik burulma

Scissoring Twisting

Asimetrik Gerilme Diizlemde Asimetrik egilme Diizlem dist asimetrik burulma

\// a &

Rocking Wagging

Sekil 1.4. Molekiiler titresim tipleri
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IR spektrumdaki karakteristik frekanslar, yogunluklar ve bant genislikleri,
fonksiyonel molekiil gruplarinin tanimlanmasmna ve biyolojik molekiillerdeki
konformasyonel olarak farkli yapilarin karakterizasyonuna izin verir. Doku gibi
biyolojik 6rneklerin IR spektrumlari, mevcut ¢esitli molekiillerin tiim kizilotesi aktif
titresim modlarinin st Giste binmesini temsil eder. Bu nedenle, IR spektroskopisi,
materyalin kimyasal bilesenleri (proteinler, lipitler, niikleik asitler, polisakaritler, vb.)
ve bunlarin kimyasal yapisi hakkinda bilgi saglayabilir (Kneipp ve dig., 2000;
Petibois ve dig., 2006).

1.4.1. Fourier Doniisiim Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi

Fourier dontisiimii kizilotesi (FT-IR) teknigi, kizilGtesi 1s181in kovalent baglardaki
titresimli gegisler tarafindan absorbe edilmesine dayanir. Burada yogunluklar nicel
bilgi saglar ve frekanslar bu baglarin yapist ve molekiiler ortamlar ile ilgilidir

(Petibois ve dig., 2006).

FT-IR spektrometresinde, kaynaktan ¢ikan IR radyasyonu, interferometre tarafindan
kizil6tesi spektrumdaki tiim frekanslari igeren zamana kars1 yogunluk grafigi olan bir
interferograma doniistiiriir. Ornekten ¢ikan 151k, dedektdr tarafindan interferogram
olarak toplanir ve daha sonra frekansa karsi yogunluk grafigi ¢izerek, molekiile 6zgii
absorbans frekanslar1 ayiran bir Fourier doniisiimii ile doniistiiriilerek spektrum elde
edilir. FT-IR spektroskopisi, daha biiylik bir sinyal-giiriiltii orani, daha yiiksek dalga
boyu ¢Oziiniirligii ve yiiksek hizla sonuglanan 6nemli bir yontemdir (Monnier,

2018). Sekil 1.5.’te FT-IR spektroskopisinin ¢aligma prensibi verilmistir.

+——p
Hareketli || Ism
ayna_ || avirici p
— "
ﬁ/\j\{\ﬁ FT-IR ; \
e
[y : J‘ 'g_./-'\,%
Sabit Inferogram Spektrum

Sekil 1.5. FT-IR spektrometresi ¢aligma prensibi
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1.4.2. FT-IR Spektroskopisinin biyolojik sistemlerde kullanilmasi

Karmagik biyolojik sistemlerde, IR spektrumu mevcut biyomolekiillerin (6rnegin
proteinler, lipitler, sekerler ve niikleik asitler) katkilarinin toplamudir.
Biyomolekiillerin  kimyasal yapisinin  Ozellikleri  kizilotesi  spektrumundan
belirlenebilir, ¢iinkii her bir bag tiirii IR tayfi icinde kendine 6zgii bir absorpsiyon
araligina sahiptir (Monnier, 2018). FT-IR proteinler, lipitler, polisakaritler ve niikleik
asitler dahil olmak iizere makromolekiilerin fonksiyonel gruplarinin titresim
modlarin1 ayn1 anda izleyebilir. Infrared spektrumda karsilik gelen absorbsiyon bant
yogunluklar1 hesaplanarak yaralanma veya hastalikla iligkili makromolekiillerin
kantitatif analizini saglanir. Ayrica, geleneksel histolojik yontemlerden farkli olarak,
molekiiler ve yapisal bilesim, kimyasal reaktifler olmadan biyolojik dokularda
incelenebilir (Zhang ve dig., 2015). Tim bu nedenler FT-IR spektroskopisini
biyolojik sistemler hakkinda yapisal ve islevsel bilgileri 6rnege zarar vermeden
diisiik maliyetle elde etmek i¢in miikkemmel bir teknik haline getirmistir (Demir ve
dig., 2015; Biyiksmt ve dig., 2014). Ek olarak, FT-IR spektrometreleri,
spektrumlar1 4 cm™ ¢oziiniirliigiinde birkag yiiz nanosaniye icinde hizli bir sekilde
kaydedebilir. Bu da zamana bagl siirecleri izlerken biiyiik avantaj saglamaktadir
(Petit ve dig., 2018). Tiim bu nedenlerden son yillarda bu yontem, gesitli kanser
tipleri, Alzheimer hastaligi ve epilepsi gibi norodejeneratif hastaliklar, diyabet,
miyokard enfarktiisii gibi bir¢ok hastaligin teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Onada ve dig., 2017; Turker ve dig. 2014a; Kneipp ve dig., 2002; Dogan, 2018).

FT-IR spektroskopisinin 6nemli bir analitik avantaji, analizden once ornek igerik
modifikasyonu gerektirmemesidir (Petibois ve dig., 2006). FT-IR spektrometresinde
gaz, ¢Ozelti ve kat1 formdaki pek ¢ok drnek kolaylikla ¢alisilabilir (Monnier, 2018).
FT-IR; proteinler, doymus-doymamis lipitler, polisakaritler ve niikleik asitlerde
bulunan fonksiyonel gruplarin titresim modlarin1 izler. Bant konumlarindaki
kaymalar, bant genisligindeki degisiklikler, kizilotesi bantlarin bant alan1 degerleri
kullanilarak sistem hakkinda degerli yapisal ve islevsel bilgiler elde edilir. Ayrica
absorpsiyon bantlarinin alan1 dogrudan molekiillerin konsantrasyonuyla iliskilidir

(Sivakumar ve dig. 2012).

20



2.MALZEME VE YONTEM
2.1. Hayvan Deneyleri

Hayvan deneyleri Kocaeli Universitesi DETAB’ ta gerceklestirildi. Tiim hayvan
deneyleri Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KOU
HAYDEK 7/3-2016) tarafindan uygulanan kurallara uygun olarak gergeklestirildi.
Calismada yetiskin Wistar albino erkek sicanlar kontrol grubu (n=6) ve 60 mg/kg
PTZ uygulanan (n=7) grup olmak {izere 2 gruba ayrildi. Sicanlarin 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik siklusunda sabit 1s1l1 bir odada yiyecek ve su alimlari serbest tutuldu.
Bes giin boyunca Kontrol grubuna salin ¢ozeltisi uygulanirken, JTKN grubuna,
intraperitoneal olarak 60 mg/kg doz PTZ enjekte edildi. PTZ uygulamasini takiben
hayvanlarin gecirdikleri nobetler Racine skalasina gore degerlendirildi. Hayvanlar
derin eter anestezisi altinda dekapite edildi. Beyin dokular1 ¢ikarilarak, her beyin sag-

sol hemisferlerine ayrild1 ve analizleri yapilincaya kadar —80 °C” de sakland.
2.2. FT-IR Spektroskopisi icin Orneklerin Hazirlanmasi

FT-IR spektroskopi incelemeleri i¢in beyin dokulari “Freeze Dryer” (dondurarak
kurutucu) da 24 saat boyunca sudan arindirildi. Kurutulan her bir beyin hemisferi toz
haline getirildi. Pelet hazirlamak i¢in kullanilan Potasyum Bromdiir (KBr) 100’ er mg
tartilarak ependorf igerisine alindi. 60 °C’de 24 saat boyunca su buharindan
uzaklastirildi. Toz haline getirilen her bir 6rnekten 1 mg tartilarak 100’er mg (1:100
oraninda) KBr ile karistirilarak homojen hale getirildi. Karigim paslanmaz ¢elik
hidrolik preste 1300 psi basingla 5 dk bekletilerek kati bir pelet haline getirildi.
Sonuglarin giivenilirligini artirmak adina her bir beyin hemisferi i¢in 2’ser adet pelet
hazirlandi. Boylece her bir 6rnekten 2 adet spektrum elde edildi ve ortalamalari
alind1. FT-IR spektrometresinde spektrumlar1 4000-400 cm™ frekans araliginda 4cm™
¢oziiniirliikte kaydedildi. Spektrumlar Perkin Elmer Spectrum One programi ile
ayrintili analiz edildi. Ayrica FT-IR spektroskopisi c¢aligmalariin tamami her bir
beyin hemisferinden iki tekrarli olarak yapildigindan sonuglar istatistiksel olarak

analiz edildi.
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Atmosferdeki CO2 ve H20, doku spektrumuna ait protein ve lipit bantlarin1 kamufle
edebilir. Bu nedenle 6rnek spektrumlari alinmadan 6nce atmosferik su buharinin
etkisini azaltmak amaci ile havanin arka plan spektrumu alindi. Elde edilen hava
spekturumu  bilgisayar programi araciligi ile matematiksel olarak Grnek
spektrumlarindan ¢ikartilarak, atmosferik su buharinin numune spektrumlari {izerine

etkisi azaltildi ( Turker ve dig. 2014a; Monnier, 2018).
2.3. Bradford Testi

Bradford yontemi, uygulama kolayligi, analiz hiz1 ve hassasiyeti nedeniyle protein
konsantrasyonunu belirlemede siklikla kullanilan kalorimetrik yontem haline
gelmistir. Bu yontem, Coomassie brilliant blue G-250 boyasi ile amino asitler
arasindaki etkilesimlere dayanir. Boya ve aminoasit etkilesimi sonucu degisik renk
siddetinde c¢ozelti olusur ve 595 nm'de 15181 yogun bir sekilde absorbe eder
(Sherovski ve dig., 2018). Calismamizda bu yontem esas alinarak beyin
hemisferlerindeki protein konsantrasyonlar1 belirlendi. Beyin hemisferlerine ait
protein miktar1 Thermo Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit prosediiriine gore
belirlendi. Standart Serum Albumin (BSA) farkli miktarlarda (Tablo 2.1) diliie
edilerek standart egri (Ek- B) ¢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 tiipinden 750 pg/ml
E 325 ulL 325 uL C tiipiinden 500 pg/ml
F 325 uL 325 uL E tiiplinden 250 pg/ml
G 325 uL 325 uL F tiiptinden 125 pg/ml
H 400 uL 100 pL G tiipiinden 25 pg/ml
I 400 pL 0 0 pg/ml

Her bir beyin hemisferi 5 mg tartildi, tizerine 1000 pl eklenen fosfat buffer ile Tissue
Lyser da homojenize hale getirildi. Her bir doku homojenizatindan 10 pl alinarak

tizerine 1,5 ml Bradford c¢ozeltisi ilave edildi. 10 dk oda sicakliginda renk
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sabitlenmesi i¢in beklendi ve 6rnekler kore karst 595 nm ayarh spektrofotometrede
okutuldu. Protein konsantrasyonlari, bilinmeyen beyin hemisferleri Standart egri

formiiliinde hesaplanarak protein konsantrasyonlar1 belirlendi.

2.4. TBARS Testi

TBARS testi, lipit peroksidasyonunun bir yan iiriinii olan Malondialdehit(MDA)
miktarmni belirlemede kullanilir. Temel olarak MDA- Thiobarbituric asit (TBA) ile

kompleks olusturma esasina dayanir (Dawn-Linsley ve dig., 2005).

Her bir beyin hemisferi 25 mg tartilarak 250 pL RIPA buffer ile Tissue Lyser da
homojenize edildi. Homojenize edilen doku 6rnekleri 10 dk 3000 rpm de santrifiij
edildi. Daha 6nceden etiketlenen tiiplere santrifiije edilen her 6rnek siipernatantindan
100’er uL konuldu. Renk reaktifi igin 0,24 N HCI, %37 Tiobarbiturik (TBA), %15
Trikloro Asetik Asit (TCA) hazirlandi, her bir ¢ozeltiden 50 ml (1:1:1 oraninda)
alinarak erlen igersinde karistirildi. Hazirlanan her tiip i¢ine 2 ml renk reaktifi ve 100
ml SDS eklenerek hafifce vortekslendi. Hazirlanan tiipler 100 °C’de 15 dk inkiibe
edildi. inkiibasyondan sonra érnekler 10 dakika buz iizerinde bekletilerek sogutuldu.
Sogutulan 6rnekler 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek kore karst 532 nm’de
spektrofotometrede  okutuldu.  Miktar1  bilinen MDA  soliisyonu farkli
miktarlarda(Tablo 2.2) diliie edilerek standart egri ¢izildi (Ek-C). Bulunun degerler
standart egride hesaplandi.

Tablo 2.2. Standart egri hazirlanmasinda kullanilan MDA konsantrasyonlari

Tiip MDA pL Su pL MDA Konsantrasyonu (pg/ml)
A 0 1000 pL 0 pg/ml

B 5uL 995 uL 0,625 pg/ml

C 10 uL 990 uL 1,25 pg/ml

D 20 uL 980 pL 2,5 pg/ml

E OpL 960 pL 5 pupg/ml

F 80 uL 920 uL 10 pg/ml

G 200 puL 800 puL 25 pg/ml

H 400 puL 600 pL 50 pg/ml
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2.5. Analiz
2.5.1. FT-IR Spektrumlarinin analizi

Elde edilen spektrumlar 4000-400 cm ! bolgede 4 cm™ ¢oziiniirliikte kaydedilerek
Perkin Elmer Spektrum One programi ile ayrintili olarak analiz edildi. Orneklere ait
FT-IR spektrumlart bant frekansi, bant alan1 ve bant genisliklerinde meydana gelen
degisimlerin analiz edilmesine olanak saglar. Bant pozisyonu, pik yiiksekliginin %
70’ inin merkezine karsilik gelen frekans kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Spesifik bantlarin
bant genislik degerleri, pik yiiksekliginin %70’inden elde edilen degerin cm™ cinsine
cevrilmesiyle hesaplandi (Tiirker-Kaya.ve dig., 2018). Bant alan degerleri 4000-
2000-900 cm™ noktalarina baseline diizeltmesi uygulanarak, piklerin baslangi¢ ve
bitis noktalar1 belirlendi. Bant alan degerleri bilgisayar yazilimi tarafindan baslangic

ve bitig degerlerinin girilmesiyle otomatik olarak hesaplandi.

Spesifik bantlara gére normalizasyon yapildi. Normalizasyon islemi sadece gruplar
arasindaki farkliliklarin gorsel olarak gosterimi i¢in yapildi. Spektral parametrelerin

dogru degerlendirilmesi igin her bir 6rnekten ortalama spektrum analiz edildi.

Ayrica deneysel kosullardan kaynaklanan farkliliklari en aza indirilebilmek i¢in bazi
ozel bolgelerin alan oranlari hesaplandi. Olefinik/ lipit orani olefinik (3012 cm™)
bant alaninim, lipit alanlarmin toplamma (CH2 asimetrik ve simetrik gerilme bant
alanlarinin toplami) boliinmesiyle hesaplandi. Lipit/protein orani, CH> asimetrik ve
simetrik gerilme (2924 cm™ - 2851 cm™) bant alan toplamlarinin, amid | ve amid II
(1645 cm™ - 1547 cm™) bant alanlarmin toplamina boliinmesi ile elde edildi. Ayrica
fosfat/lipit oram ise PO asimetrik (1236 cm™) ve PO> simetrik (1074 cm™)
bantlarinin alan degerleri toplamimin, CH- asimetrik ve simetrik gerilme (2924 cm™ -

2851 cm™) bant alanlar1 toplamina oranlanmast ile belirlendi.
2.5.2. Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)

Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA), ¢ok parametreli verilerin analizi i¢in en popiiler
yontemlerden biridir. HCA verilerin i¢ yapisin1 ortaya koymakta, benzerlik
dereceleriyle ilgili gruplandirmaktadir (Akopov ve dig., 2013). Bu ozellikleri
sebebiyle FT-IR spektroskopisinden elde edilen spektrumlara, uygun frekans
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araliginda HCA teknigi uygulandi. Analiz i¢in OPUS 5.5 (OPUS, Bruker Optics,
Ettlingen, Germany) programi kullanildu.

2.5.3.Verilerin istatistiksel analizi

Kontrol sag-sol hemisfer ve nobet geciren sag-sol beyin hemisferi arasindaki
farkliliklar ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. IBM SPSS Statistics 22
istatistik programi kullanilarak istatistiksel anlamliliginin karsilastirilabilmesi igin
One-Way Anova testi uygulandi. *p<0,05 ve **p<0,001 6nem dereceleri dikkate

alind1 ve anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. FT-IR Cahismalari

Tez caligmasi kapsaminda, FT-IR spektrumlarindan elde edilen sonuglar, PTZ ile
olusturulmus JTKN’lerin si¢an sag-sol beyin hemisferlerine etkilerini ortaya koymak
amaciyla kontrol grubu beyin hemisferleri ile karsilastirmali olarak incelendi. EK
olarak nobetlerin beyin hemisferleri lizerine olan etkilerini belirlemek amaci ile
JTKN geciren sag ve sol hemisfer gruplar karsilastirildi. Boylelikle JTKN’ lerin sag
sol beyin hemisferleri iizerindeki biyofiziksel etkileri belirlendi. Ayrica FT-IR
spektrumlarindan elde edilen sonuglar Bradford ve TBARS testleri ile desteklendi.

Biyolojik drnekler, proteinler, lipitler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi farkli
molekiillerden olusur. Tiim biyokimyasal bilesenlerin kendilerine 6zgii titresim
parmak izleri oldugundan, karmasik ve iist iiste binen absorbsiyon bantlarina sahip
kizil6tesi spektrum olustururlar. Bu nedenle, kizilotesi spektrumdaki bir bant birkag
bilesik ile iliskilendirilebilir (Cakmak ve dig., 2011; Palaniappan ve Pramod 2011).
4000-900 cm™ bolgesinde, kontrol sican sag-sol beyin hemisferlerine ait FT-IR

spektrumlart Sekil 3.1.’de gosterildi. Analiz edilen her bir bant numaralandirildi.

6 - Kontrol sol hemisfer

0,90 = Kontrol sag hemisfer

11

Absorbans (a.u.)
3
@
°

0,10

0,00
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 900

Dalga Sayis: cm!

Sekil 3.1. 4000 - 900 cm™ spektral araliginda kontrol sag ve sol hemisferlere ait
FT-IR spektrumlari
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Tez ¢alismasi kapsaminda analiz edilen, FT-IR spektrumuna ait her bir bant literatiire
dayali olarak ayrintili bir bi¢imde Tablo 3.1.’de tanimlandi. Gruplar arasindaki
spektral farkliliklarin kolayca gdzlemlenebilmesi igin spektrumlar, 3050-2800 cm™
ve 1800-900 cm™ bolgeleri olmak iizere 2 bolgeye ayrildi. Ayrica analiz edilen

bantlara ait tiim numerik veriler EK-A da verildi.

Tablo 3.1. Sican beyin dokusuna ait FT-IR spektrumunun ortalama frekans
degerleri ve bant tanimlari

BNagt I(:CI;ikl?nS Spektral Bant Tanimlar1

1 3012 Olefinik = CH gerilme: doymamus lipitler

2 2956 CHz asimetrik gerilme: g¢ogunlukla lipitler, az miktarda proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler

3 2925 CH; asimetrik gerilme: g¢ogunlukla lipitler, az miktarda proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler

4 2852 CH, simetrik gerilme: esas olarak lipitler, az miktarda proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler

5 1740 Karbonil C=0O gerilme: g¢ogunlukla kolesterol esterler, fosfolipitler,
trigliseritler

6 1645 Amid I: protein C=0 gerilme

7 1547 Amid II: protein N-H biikiilme, C-N gerilme

8 1467 CHj> biikiilme: ¢ogunlukla lipitler

9 1400 COO  simetrik gerilme: yag asitleri ve amino asitler

10 1236 PO, asimetrik gerilme: Niikleik asitler ve fosfolipitler

11 1080 PO simetrik gerilme: Niikleik asitler ve fosfolipitler

12 970 C-N*-C gerilme: niikleik asitler

3.1.1. 3050-2800 cm* frekans arahg

3050-2800 cm™ aras1 spektral bolgede cogunlukla hiicresel membranlardaki yag
asitlerinde bulunan, C-H gerilme titresimlerinden kaynaklanan absorbsiyon bantlari
hakimdir. Ayrica bu bantlar {izerine proteinlerin de katkisi oldugu bilinmektedir
(Alugoju ve dig., 2019; Elibol ve dig., 2011) . Swrastyla 1 numarali olefinik = C-H
(3012 cm™), 3 numara CH; asimetrik (2925 cm™) ve 4 numarali CH, (2850 cm™)
simetrik banlarin1  gosteren, kontrol ve JTKN grubu sican sag-sol beyin
hemisferlerine ait FT-IR spekrtumlart Sekil 3.2.’de gosterilmektedir (Alugoju ve
dig., 2019; Sivakumar ve dig., 2013).
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Sekil 3.2. de 3012 cm? frekansinda goriilen 1 numarali olefinik bandi, doymamis yag
asitlerinin HC=CH gruplarinin C-H gerilme titresimlerinden kaynaklanir (Dagci,
2019; Sivakumar ve dig., 2012). Sekil 3.3. (A) de kontrol ve JTKN gegiren sag-sol
hemisferlerin olefinik bant alan degerleri verilmistir. Kontrol sag ve sol hemisferler
karsilastirildiginda olefinik bant alan degerinin sol hemisferde daha yiiksek degerde
oldugu tespit edildi. Kontrol sag hemisfer ile JTKN gegiren sag hemisfer grubu,
kontrol sol hemisfer ile JTKN sol hemisfer grubu karsilastirildiginda ise JTKN nobet
gegciren sag-sol hemisferlerde olefinik bant alan degerlerinin kontrol gruplarina gore
anlamli derecede (p<0,001**) artmis oldugu bulundu. Ayrica JTKN sag ve sol
hemisfer gruplar karsilastirildiginda sol hemisferde s6z konusu bant alaninin nobet
geciren sag hemisfer grubundan anlamli derecede (p<0,05*) yiiksek oldugu tespit
edildi. Doymamus lipitlerin doymus lipitlere oranlar1 (Olefinik/lipit) Sekil 3.3. (B) de
verilmistir. Olefinik/lipit bant alan oranlarina bakildiginda, kontrol sol hemisfer
grubu oraninin, sag hemisfer grubuna gore yiiksek degerde oldugu goriildii. Kontrol
sag hemisfer ile JTKN geciren sag hemisfer gruplart karsilastirildiginda, JTKN sag
hemisfer grubunda kontrol sag hemisfere gore artis gozlendi ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayn1 zamanda kontrol sol hemisfer ile JTKN
geciren sol hemisfer gruplart karsilastirildiginda, s6z konusu gruplar arasinda
anlamli bir farklilik tespit edilmedi. JTKN geciren sag-sol hemisfer gruplar
karsilastirildiginda ise olefinik/lipit oraninin ndbet sonrast sol hemisfer grubunda

anlamli derece (p<0,05*) yiiksek degerlerde oldugu saptanda.

(A) Olefinik=CH Bant Alani (B) Olefinik/Lipit Bant Alan
5 s Oranlari
*% % 01
4 T
7 0,095 i
: & / T N
/ / 0,09 N \
BR  mR
illiim|mli
0 A é 0,075 & &
m Kontrol Sag m Kontrol Sol m Kontrol Sag m Kontrol Sol
OPTZ Sag #PTZ Sol " PTZ Sag PTZ Sol

Sekil 3.3. Kontrol ve JTKN gegiren sag-sol hemisferlere ait olefinik=CH bant alani
(A) ve olefinik/lipit alan1 degerleri (B)
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3 numarali CH, asimetrik (2923 cm™) ve 4 numarali CH, simetrik (2850 cm™)
bantlar1 lipit acil zincirlerindeki metilen grubunun asimetrik ve simetrik gerilme
titresimlerinden kaynaklanir (Palaniappan ve Pramod, 2011). Sekil 3.4. (A) ve (B) de
kontrol ve JTKN gegiren sag-sol hemisferlere ait CH» asimetrik ve CH> simetrik bant
alanlar1 verilmigtir. Her iki bant alani i¢in, kontrol sag-sol hemisfer gruplari
karsilastirildiginda, kontrol sol hemisferde daha yiiksek degerde oldugu tespit edildi.
Kontrol sag ile JTKN gegiren sag hemisfer grubu (p<0,001**) ve kontrol sol
hemisfer ile JTKN geciren sol hemisfer grubu (p<0,05*) karsilastirildiginda, ndbet
sonrasi her iki hemisfer grubunda s6z konusu bantlarin alan degerlerinin anlamli
derecede arttigi goriildii. Ayrica JTKN geciren sag ve sol hemisfer gruplar
karsilastirildiginda ise bant alanlarinin sol hemisfer grubunda anlamli derecede

(p<0,05*) yiiksek oldugu belirlendi.

sl BB

Sekil 3.4. Kontrol ve JTKN gegiren sag-sol hemisferlere ait CH: asimetrik bant alan1
(A) ve CH> simetrik bant alan1 (B) degerleri

Sekil 3.5” de kontrol ve JTKN gegiren sag-sol hemisfer gruplarina ait CHz asimetrik
bant frekans degerleri verildi. Kontrol sag ve sol hemisfer gruplar
karsilastirildiginda, kontrol sol hemisfer frekans degerinin sagdan yiiksek degerlerde
oldugu goriildii. Kontrol sag ile JTKN ge¢iren sag hemisfer grubu karsilastirildiginda
frekans degerlerinde anlamli bir degisiklik meydana gelmedigi goriildii. Ayrica
kontrol sol ile JTKN gegiren sol hemisfer gruplar1 karsilastirildiginda ise ndbet

geciren sol hemisfer grubunda frekans degerinin anlamli derece (p<0,05%*) yiiksek
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degerlere kaydigi tespit edildi. JTKN geciren sag ve sol hemisfer gruplar
karsilastirildiginda ise JTKN geciren sol hemisfer grubu frekans degerlerinin sag
hemisfer grubundan yiiksek degerlere kaydigi ancak istatistiksel olarak anlamli

olmadig belirlendi.

CH, Asimetrik Frekans

2924,7 *
2924,6 I
29245 \
29244 [ \
2924,3 N \
2924,2 \ \
2924,1
2924 k\ &
m Kontrol Sag m Kontrol Sol
®PTZ Sag QPTZ Sol

Sekil 3.5. Kontrol ve JTKN gegiren sag - sol
hemisferlere ait CH. asimetrik frekans degerleri

Sekil 3.6” da Kontrol ve JTKN geciren sag-sol hemisfer gruplarina ait CHz simetrik
bant frekans degerlerini goriilmektedir. Kontrol sag ve sol hemisfer gruplar
karsilastirildiginda hemisferler arast frekans degerlerinde anlamli bir farklilik
olmadigi goriildii. Kontrol sag ile JTKN geciren sag hemisfer grubu, kontrol sol ile
JTKN gegiren sol hemisfer gruplar karsilastirildiginda ise JTKN geciren her iki
hemisfer frekans degerlerinde anlamli derecede (p<0,05*) yiiksek degerlere kayma
tespit edildi. Ayrica JTKN geciren sag- sol hemisfer gruplari karsilastirildiginda ise
nobet sonrasi sol hemisfer frekans degerinin sag hemisferden anlamli derece

(p<0,05*) yiiksek degerlere kaydig: goriildii.
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CH, Simetrik Frekans

2852,4

2852,3

2852,2

2852,1

2852
2851,9
2851,8
2851,7

®m Kontrol Sag m Kontrol Sol
OPTZ Sag ®PTZ Sol

i
it

Sekil 3.6. Kontrol ve JTKN gegiren sag - sol
hemisferlere ait CH simetrik frekans degerleri

Sekil 3.7.’de kontrol ve JTKN geciren sag-sol hemisfere ait, CH> asimetrik bant
genislik degerleri verildi. Kontrol sag ve sol hemisferler karsilastirildiginda, sag
hemisferde bant genisliginin daha yiiksek oldugu saptandi. Ayrica kontrol sag
hemisfer ile JTKN gegiren sag hemisfer, kontrol sol hemisfer ile JTKN geciren sol
hemisfer grubu karsilastirildiginda JTKN gegiren her iki hemisferde bant genisliginin
arttigr gorildi. JTKN geciren sag- sol hemisfer gruplari karsilastirildiginda ise s6z
konusu bant genisliginin sag hemisferde daha yiiksek degerlere kaydigi goriildii.

Ancak tiim bu degisimler istatistiksel olarak anlaml1 degildi.

CH, Asimetrik Bant Genisligi

22,4
22,2
22
21,8 o ‘{
21,6 \
21,4 =
21,2
21
20,8
20,6
20,4 \ \
20,2 t\ t\
® Kontrol Sag = Kontrol Sol
EPTZ Sag ®PTZ Sol

Sekil 3.7. Kontrol ve JTKN gegiren sag - sol
hemisferlere ait CH2 asimetrik bant genisligi
degerleri
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Sekil 3.8.’de kontrol ve JTKN geciren sag-sol hemisferlere ait CH> simetrik bant
genislik degerleri verildi. Kontrol sag ve sol hemisferler karsilastirildiginda soz
konusu bant genislik degerinin sol hemisfer grubunda daha yiiksek oldugu goriildii.
Kontrol sag hemisfer ile JTKN ge¢iren sag hemisfer grubu, kontrol sol hemisfer ile
JTKN geciren sol hemisfer grubu karsilastirildiginda, noébet sonrasi her iki
hemisferde kontrol gruplarina gére anlamli derece (p<0,05*) artig goriildii. Ayrica
JTKN geciren sag-sol hemisferler karsilastirildiginda ise s6z konusu bant genislik
degerinin JTKN gegiren sol hemisferde daha yiiksek degerlere kaydigi ancak

istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi.

CH, Simetrik Bant Genisligi

8,5

7//Aﬁ*
p
7 /AA*

m Kontrol Sag m Kontrol Sol

\PTZ Sag 2PTZ Sol

Sekil 3.8. Kontrol ve JTKN gegiren sag - sol
hemisferlere ait CH: simetrik bant genislik
degerleri

3.1.2.1800-900 cm™* bolgesi

Parmak izi bolgesi olarak adlandirilan 1800-900 cm™ spektral araligi, sisteme 6zgii
fonksiyonel grup titresimlerinden kaynaklanan bantlart i¢erir (Hands ve dig., 2013).
Sekil 3.9°da 1800-900 cm™ spektral araliginda kontrol ve JTKN gegiren sigan beyin

sag-sol hemisferlerine ait spektrumlar gosterilmektedir.

33



Lre[wniads Y[- 1 yre eurre[dni3 1oystway [0s-3es udIddS NI L[ A [01u0y epuidifere fensads [ wd 006-008T '6°E [PRS

(- 1sises esreq

0001 0011 00T1 00£1 00t1 00<1 0091 00L1 0081
. h \ N . . 00'0
01°0
0T°0
0€°0
o+°0
050
[09°0
0L°0
08°0
I2Jsmuay Ses [oQuoYy .
I2JSHURY [OS [ORUOY v e 06°0
JsRuaY 58S NI ——
IS [0S N[ —— e

('n'e) sueqrosqy

34



1740 cm? de bulunan 5 numarali bant, lipit esterlerin C=O titresimlerinden
kaynaklanmaktadir (Zhang ve dig., 2017; Sivakumar ve dig., 2012). Sekil 3.10’da
kontrol ve JTKN ge¢iren sag-sol hemisferlere ait C=0 gerilme bant alanlar
verilmektedir. Sekilde goriildiigii tlizere kontrol sag-sol hemisfer gruplari
karsilagtirildiginda kontrol sol hemisfer grubunda séz konusu bant alanimin daha
yiiksek oldugu goriildii. Kontrol sag ile JTKN sag hemisfer grubu karsilastirildiginda
nobet geciren sag hemisferde bant alan degerinin anlamli derece (p<0,001**) arttig1
gorildii. Kontrol sol hemisfer ile JTKN sol hemisfer gruplar karsilastirildiginda ise
JTKN geciren sol hemisferde bant alaninin arttigi ancak istatistiksel olarak anlaml
olmadig tespit edildi. Ayrica JTKN geciren sag hemisferde bant alan degerinin,
JTKN gegiren sol hemisfer grubundan anlamli derece (p<0,05*) yiiksek oldugu tespit
edildi.

C=0 Bant Alani

il

m Kontrol Sag ® Kontrol Sol »PTZ Sag BPTZ Sol

Sekil 3.10. Kontrol ve JTKN geciren sag - sol
hemisferlere ait C=0 bant alan1 degerleri

Sekil 3.11.’de kontrol ve JTKN gegiren sag-sol hemisfer gruplarina ait C=0 frekans
degerleri verildi. Kontrol sag ve sol hemisfer gruplar karsilastirildiginda kontrol sol
hemisfer frekansinin sag hemisferden yiiksek oldugu goriildii. Kontrol sag ile JTKN
gecgiren sag hemisfer gruplari, kontrol sol ile JTKN sol hemisfer gruplari
karsilastirildiginda ise JTKN gegiren sag ve sol hemisfer gruplarinda frekansin
yiikksek degerlere kaydigi tespit edildi. Ayrica JTKN sag hemisfer grubunda soz

konusu frekans degerinin, JTKN geciren sol hemisfer grubuna gore yiiksek degerlere

35



kaydigi belirlendi. Ancak tiim bu karsilagtirmalar sonucu goriilen frekans

degerlerindeki kaymalar istatistiksel olarak anlamli degildi.

C=0 Frekans
1745,85
1745,8 T
N
1745,75 T
1745,7 \ \
1745,65 \ \
17456 \ \
1745,55
17455 k &
m Kontrol Sag m Kontrol Sol
RPTZ Sag &PTZ Sol

Sekil 3.11. Kontrol ve JTKN geciren sag-sol
hemisferlere ait C=0 frekans degerleri

6 numarali (1650 cm?) ve 7 numarali (1540 cm™) belirgin bantlar, yapisal
proteinlerin amid I ve amid II titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Palaniappan ve
Pramod, 2011). Amid I (1650 cm™) bandi, ¢ogunlukla C = O gerilme (%80), az
miktarda ise C-N ve N-H biikiilme titresimlerinden kaynaklanir (Kobayashi ve dig.,
2017; Kong ve Yu, 2007).

Sekil 3.12.’de amid I bandina ait alan degerleri verildi. Kontrol sag-sol hemisfer
gruplari karsilastirildiginda amid I alan degerinin kontrol sol hemisfer grubunda daha
yiiksek oldugu tespit edildi. Kontrol sag ile JTKN geciren sag hemisfer grubu
karsilastinlldiginda, JTKN geciren sag hemisfer grubunun alan degerinde anlamli
derecede (p<0,001**) artis goriildii. Kontrol sol hemisfer ile JTKN geciren sol
hemisfer grubu karsilastirildiginda ise nobet sonrast sol hemisfer bant alan
degerlerinin anlamli derecede (p<0,05*) arttig1 belirlendi. Ayrica JTKN sag ve sol
hemisfer gruplari karsilastirildiginda ise s6z konusu bant alaninin sag hemisferde sol

hemisferden anlamli derece (p<0,05*) yiiksek oldugu goriildii.

36
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Sekil 3.12. Kontrol ve JTKN geciren sag-sol
hemisferlere ait amid I alan degerleri

Amid 1l (1540 cm™) bandi, N-H biikiilme, C-N ve C-C gruplarmin gerilme
titresimlerine karsilik gelir (Kobayashi ve dig., 2017; Turker-Kaya ve dig., 2016).
Sekil 3.13.de amid II bant alan degerleri verilmistir. Kontrol sag ve sol gruplarina
ait amid Il bant alan degerleri karsilastirildiginda, kontrol sol grubu alan degerinin
sag hemisfer grubuna gore yiiksek oldugu goriildii. Kontrol sag hemisfer ile JTKN
sag grubu, kontrol sol hemisfer ile JTKN gegiren sol hemisfer gruplart
karsilastirildiginda, nobet sonrasit sag-sol hemisfer gruplarinda alan degerlerinin
anlamli derece (p<0,05*) arttig1 tespit edildi. Ayrica JTKN geciren sag hemisfer
grubu alan degerinin JTKN gegiren sol hemisfer grubundan yiiksek oldugu ancak bu

farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi.

ull

Sekil 3.13. Kontrol ve JTKN gegiren sag-sol
hemisferlere ait amid II bant alan degerleri
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Sekil 3.14.’de kontrol ve JTKN sag-sol hemisfer gruplarina ait lipit/protein oranlari
verildi. Kontrol sag-sol hemisfer gruplar1 karsilagtirildiginda, lipit/protein oranin
kontrol sag hemisferde daha yiiksek degerde oldugu tespit edildi. Kontrol sag
hemisfer ile JTKN sag hemisfer, kontrol sol hemisfer ile JTKN geciren sol hemisfer
gruplar1 karsilastirildiginda, s6z konusu oran degerinin ndbet sonrasi her iki hemisfer
grubunda anlamli derecede (p<0,001**) diisiik degerlere kaydigi goriildii. Ayrica
JTKN gegiren sag ve sol hemisfer gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik tespit

edilmedi.
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Sekil 3.14. Kontrol ve JTKN geciren sag - sol
hemisferlere ait lipit/protein alan oran1 degerleri

1400 cm™ den bulunan 9 numarali bant, gogunlukla yag asitlerinin COO" simetrik
gerilme titresimlerinden kaynaklanir (Chen ve dig., 2017). Sekil 3.16.’da kontrol ve
JTKN geciren sag-sol hemisferlere ait COO™ simetrik bant alan degerleri verildi.
Kontrol sag ve sol hemisfer gruplar1 karsilastirildiginda kontrol sol hemisferde alan
degerinin yiiksek oldugu goézlendi. Kontrol sag hemisfer ile JTKN geciren sag
hemisfer gruplarn karsilastirildiginda s6z konusu bant alaninin ndbet sonrasi sag
hemisferde anlamli derecede arttigi (p<<0,05*) belirlendi. Kontrol sol hemisfer ile
JTKN geciren sol hemisfer gruplari karsilastirildiginda ise, bant alaninin ndbet
geciren sol hemisfer grubunda arttig1 ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig:

goriildii. Ayrica JTKN gegiren sag ve sol hemisfer gruplari kendi aralarinda
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karsilastirildiginda bant alaninin ndbet geciren sol hemisfer grubunda sagdan anlaml

derecede (p<0,05*) yiiksek oldugu gorildii.

COO- Simetrik Bant Alani
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Sekil 3.15. Kontrol ve JTKN gegiren sag - sol
hemisferlere ait COO™ simetrik bant alan degerleri

1236 cm™ de bulunan 10 numarali PO~ asimetrik ve 1080 cm™ de bulunan PO
simetrik bantlar1 fosfolipitler ve niikleik asitlerden kaynaklanmaktadir. Sekil 3.16.
(A) ve (B)’da kontrol sag-sol ve JTKN gegiren sag-sol hemisfer gruplarina ait PO
asimetrik ve PO, simetrik bant alanlar1 verildi. Her iki bant alani igin kontrol sag-sol
hemisfer gruplari karsilastirildiginda, alan degerlerinin kontrol sol hemisfer grubunda
daha yiiksek oldugu goriildi. Kontrol sag hemisfer ile JTKN gegiren sag hemisfer,
kontrol sol hemisfer ile JTKN gegiren sol hemisfer gruplart karsilastirildiginda, PO~
asimetrik ve PO~ simetrik bant alan degerlerinin nobet sonrast her iki hemisferde
anlamli derecede (p<0,05*) arttig1 tespit edildi. Ayrica JTKN gegiren sag-sol
hemisfer gruplar karsilagtirildiginda, s6z konusu bant alanlarmin sol hemisferde

anlaml derecede (p<0,05%*) yiiksek degerlere kaydigi gozlendi.
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(A) PO, Asimetrik Bant Alan1 (B) PO, Simetrik Bant Alani
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Sekil 3.16. Kontrol ve JTKN gegiren sag-sol hemisferlere ait PO~ asimetrik bant
alan1 (A) ve PO~ simetrik bant alan1 (B) degerleri

Sekil 3.17.’de kontrol ve JTKN geciren sag-sol hemisferlerin PO, asimetrik bant
frekans degerleri verildi. Kontrol sag-sol hemisfer gruplar1 karsilastirildiginda, PO~
asimetrik frekans degerinin sol hemisferde daha yiiksek oldugu goriildii. Ayrica
kontrol sag ile JTKN geciren sag hemisfer grubu, kontrol sol hemisfer ile JTKN
geciren sol hemisfer grubu karsilastirildiginda, bant frekans degerinin PTZ
uygulanan sag-sol hemisferlerde anlamli derece (p<0,05*) yiiksek degerlere kaydigi
gorildii. JTKN geciren sag-sol hemisfer gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda
ise PO7 asimetrik bant frekans degerinin ndbet sonrasi sag hemisfer grubunda,

soldan anlamli derecede (p<0,05*)yiiksek degerlere kaydig tespit edildi.
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Sekil 3.17. Kontrol ve JTKN gegiren sag - sol
hemisferlere ait PO asimetrik bant frekans degerleri
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Sekil 3.18.de kontrol ve JTKN gegiren sag-sol hemisferlerin PO~ simetrik bant
frekans degerleri verildi. Kontrol sag-sol hemisfer gruplari karsilastirildiginda, PO
simetrik frekans degerinin sag hemisferde daha yiiksek oldugu goriildii. Ayrica
kontrol sag ile JTKN geciren sag hemisfer grubu, kontrol sol hemisfer ile JTKN
geciren sol hemisfer grubu Kkarsilastirildiginda, bant frekans degerlerinin JTKN
geciren sag-sol hemisferlerde anlamli derece (p<0,05*) yiiksek degerlere kaydigi
goriildii. JTKN gegiren sag-sol hemisfer gruplar1 karsilastirildiginda ise PO simetrik
bant frekans degerinin nobet gegiren sol hemisfer grubunda anlamli derecede

(p<0,05%*) yiiksek degerlere kaydigi tespit edildi.
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Sekil 3.18. Kontrol ve JTKN gegiren sag-sol
hemisferlere ait PO~ simetrik bant frekans
degerleri

Sekil 3.19.’da kontrol ve JTKN geciren sag-sol hemisfer gruplarina ait fosfat/lipit
oranlar1 verildi. Kontrol sag ve sol hemisfer grup oranlari karsilastirildiginda, kontrol
sol hemisferde bu oranin daha yiiksek degerde oldugu goriildii. Ayrica kontrol sag
hemisfer ile JTKN gegiren sag hemisfer ve kontrol sol ile JTKN gegiren sol hemisfer
gruplar karsilastirildiginda, nobet sonrasi her iki hemisfer grubunda alan oranlarinin
anlamli derece (p<0,05*) yiiksek degerlere kaydigi tespit edildi. JTKN geciren sag ve
sol hemisfer gruplarn karsilastirildiginda ise, sag hemisfer oraninin soldan daha

yiiksek oldugu belirlendi. Ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil 3.19. Kontrol ve JTKN geciren sag-sol
hemisferlere ait fosfat/lipit alan oranlari

970 cm™ deki 12 numarali C-N*-C gerilme bandu, niikleik asitlerin, fosfolipitlerin ve
RNA omurgasinin riboz-fosfat ana zincir titresimlerinin simetrik gerilme
modlarindan kaynaklanir (Tiirker-Kaya ve dig., 2018). Sekil 3.20.’de kontrol ve
JTKN geciren sag-sol hemisfer gruplarina ait bant alan degerleri verildi. Kontrol sag
ve sol hemisfer gruplar karsilastirildiginda, kontrol sol hemisfere ait alan
degerlerinin daha yiiksek oldugu goriildi. Kontrol sag ile JTKN gegiren sag
hemisfer, kontrol sol ile JTKN geciren sol hemisferler gruplari karsilastirildiginda,
ndbet sonrasi sag-sol hemisfer gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla anlamli derece
(p<0,05*) artis tespit edildi. Ayrica PTZ uygulanan sag ve sol hemisferler
karsilagtirlldiginda, PTZ uygulanan sol hemisfer alan degerinin daha sagdan daha

yiiksek oldugu goriildii, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil 3.20. Kontrol ve JTKN geciren sag-sol
hemisferlere ait C-N*-C bant alan degerleri
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3.2.Bradford Testi

Sekilde kontrol ve JTKN geciren sag ve sol hemisfer gruplarina ait protein miktarlar
verildi. Kontrol sag ve sol hemisfer gruplar karsilastirildiginda, protein miktarinin
sag hemisferde daha yiiksek degerde oldugu goriildii. Kontrol sag ile JTKN geciren
sag hemisfer (p<0,001**), kontrol sol hemisfer ile JTKN geciren sol hemisfer
(p<0,05*) gruplan karsilastirildiginda karsilastrildiginda JTKN geciren sag-sol
hemisfer gruplarinda protein miktarinin nobet sonrasi anlamli derece arttigi tespit
edildi. JTKN gegiren sag-sol hemisfer gruplar1 karsilastirildiginda ise nébet sonrasi
sag hemisferdeki protein miktarinin sol hemisferden yiiksek oldugu ancak bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi. Bradford testinden elde edilen bu

sonuclarin, protein kaynakli amid I ve amid II bant alan degerleri ile uyumlu oldugu

goriildii.
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Sekil 3.21. Kontrol ve JTKN gegiren sag - sol
hemisferlere ait protein miktarlar
3.3.TBARs Testi

Sekil 3.22° de kontrol ve JTKN geciren sag-sol hemisferlere ait MDA seviyeleri
verildi. Kontrol sag-sol hemisferler karsilagtirildiginda, sol hemisfer MDA
seviyesinin daha yiiksek degerde oldugu goriildii. Kontrol sag hemisfer ile JTKN
geciren sag hemisfer, kontrol sol hemisfer ile JTKN geciren sol hemisfer gruplar

karsilagtirildiginda, MDA seviyesinin nobet geciren her iki hemisferde anlamli
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derecede (p<0,05*) arttig1 tespit edildi. JTKN geciren sag-sol hemisfer gruplari
karsilastirildiginda ise JTKN geciren sol hemisfer grubunda MDA seviyesinin, sag
hemisferden anlamli derecede (p<0,05*) yiiksek oldugu goriildii. Ayrica bu sonuglar,
olefinik bant alan degerlerine uygun olarak nobetleri takiben her iki hemisferde

MDA seviyesindeki yiikselmeyi dogruladi.

MDA Konsantrasyonu (mg/mL)
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Sekil 3.22. Kontrol ve JTKN sag-sol hemisferlere
ait MDA konsantrasyon degerleri

3.4. Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA)

Ayrintili spektral analiz sonucunda kontrol ve JTKN gegiren sag-sol beyin
hemisferleri arasinda belirgin spektral farkliliklar tespit edildi. Gruplar arasindaki
spektral farkliliklara bagli olarak, gruplart ayirt etmek iizere 1700-1600 cm™
bolgesinde kiimeleme analizi yapildi. HCA analizine gore kontrol ve JTKN geciren
sag-sol hemisfer gruplarina ait spektrumlar %100 heterojenite ile basarili bir sekilde

birbirinden ayrildi.
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Sekil 3.23. Kontrol ve JTKN sag-sol hemisfer gruplarinin 1700-1600 cm™

bolgesine ait HCA dendogrami
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4. TARTISMA

Pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan nobet modelleri, genis spektrumlu ve epilepsi
modeli olarak kullanilan deneysel bir prosediirdiir (Mousavi-Hasanzadeh ve dig.,
2019). Bu model oksidatif stresi, nrokimyasal ve beyindeki yapisal degisiklikleri
aragtirmak i¢in onemli ve kullanigh epilepsi modelidir (Bagheri ve dig., 2019).
Bircok epilepsi modelinde oldugu gibi, PTZ modeli, néronal aglarin yapisal
organizasyonundaki uzun Omiirli ve potansiyel olarak geri doniisiimsiiz
degisikliklerden kaynaklanabilecek hiicre kaybi dahil nérokimyasal, davranigsal ve
norofizyolojik diizeyde genis bir fenotip dizisine yol acar (Mousavi-Hasanzadeh ve
dig., 2019). Bu sebeplerden dolayr PTZ, epilepsi arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilir.  PTZ’nin yiiksek ve tekrarlayan dozlarda uygulanmasi ile nobet
aktivitesinde progresif bir artis olusturarak insan epilepsisinin %90’inda goriilen
jeneralize tonik-klonik nobetlere (JTKN) sebep olur (Zhao ve Holmes, 2006;
Maciejak ve dig., 2010). Hemisferik asimetriden dolayr JTKN’lerin tiim beyni
homojen olarak etkilemedigi bilinmektedir. Bu nedenle ndbet sonrasi beyin
hemisferlerinde meydana gelen degisiklikleri incelemek epilepsinin patofizyolojisini
anlama agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir (Jun Ji ve dig., 2014). Fakat
literatirde PTZ indiiklenmesi ile olusturulmus JTKN’lerin farkli beyin
hemifeslerinde yarattif1 biyofiziksel parametrelerdeki degisimlerin incelendigi bir
calisgma bulunmamaktadir. Konuya katki saglamak amaciyla bu tez caligmasi
kapsaminda JTKN’lerin beyin sag-sol hemisferlerinde biyofiziksel parametrelerde
meydana getirdigi etkiler FT-IR spektroskopisi ile incelendi. Spektroskopik verilerin
analizinde titresim modlarmin frekanslari, bant genislikleri ve bant alanlarindaki
farkliliklar1 izlenerek nébetlerin sag-sol hemisferler iizerindeki etkileri hakkinda
genel bir bakis agis1 elde edilmesi amaglandi. Ayrica FT-IR spektroskopisinden elde
edilen baz1 bulgular yaygin olarak uygulanan biyokimyasal testler ile desteklenerek

karsilastirmali olarak ele alindi.

Literatiire dayali olarak elde edilen verilerin yorumlanmasinda, sonu¢ kisminda da

ayrintili olarak bahsedildigi gibi kontrol sag hemisfer ile JTKN gegiren sag hemisfer

46



grubu, kontrol sol hemisfer ile JTKN gegiren sol hemisfer grubu karsilastirildi.
Ayrica JTKN’lerin hemisferler arasinda meydana getirdigi degisimleri ortaya

koymak iizere ndbet sonrasi sag- sol hemisfer gruplari karsilastirildi.

Beynin kuru agirhiginin yaklasik %601 lipitlerden ve bu lipit igeriginin yaklasik %
30'u doymamis yag asitlerinden olusur (Dreissig ve dig., 2009; Taha ve dig., 2010).
Lipitler ndronal membranlarin 6nemli bir yapisal bilesenidir ve ¢esitli farkl
mekanizmalar vasitasiyla ndronal fonksiyonlarin diizenlenmesi, iyon kanallar ile
etkilesimi, membran biyofiziksel 0Ozelliklerinin modiilasyonu, ndrotransmiter
salimiminin diizenlenmesi, ndrotransmiter sinyalleme, biyolojik olarak uyarici
oksijenli tiirevlerin sentezi ve niikleer reseptor kaynakli genlerin transkripsiyonu gibi
pek ¢ok mekanizmada 6nemli rol oynarlar (Taha ve dig., 2010). Bununla birlikte
lipitler, sinyal iletimi, ¢6ziinen tasinimi ve membranla baglantili enzimlerin aktivitesi
gibi birgok membran fonksiyonunun diizenlenmesinde 6énemli bir rol oynamaktadir
(Shivanoor ve David, 2016). Tim bu sebeplerden anormal lipit metabolizmasi
epilepsinin patogenezinde rol oynar (Ma ve dig., 2007). Ornek olarak, gegici veya
geri doniigebilir olmasina ragmen ndbet sonrasi lipolitik enzimlerin asir1 uyarilmasi
geri doniisiimsiiz membran hasarlarina neden olabildigi rapor edilmistir (De Martinez
ve dig., 1985). Ayrica ndbet esnasinda yogun derecede ihtiya¢ olan glutamat gibi
norotransmiterlerin sentezi i¢in lipitlerin kaynak olarak kullanilabilmesi i¢in bazi
enzimlerin aktive oldugu gosterilmistir (Eva ve dig., 2009). Bu bilgiler 1518inda,
biyolojik 6rneklerde herhangi bir patoloji ya da hastalik durumunda lipitlerin igerigi
ve yapisinda meydana gelen degisiklikler, lipit molekiillerine atfedilen bantlarda
spektral degisiklikler meydana getirir (Turker ve dig., 2014; Cakmak ve dig., 2011;
Ozek ve dig., 2010). Tiim bu nedenlerden, ¢calismamizda doymus ve doymamis yag
asitleri, kolesterol esterler, fosfolipitler ve membran lipitlerindeki farkliliklara 6zel
olarak odaklandik.

Beyin serbest radikallere karsi olduk¢a duyarli olan ¢oklu doymamis yag asitleri
bakimindan en zengin organdir (Shivanoor ve David, 2016). Epileptik ndbetlerin,
beyinde belirgin oksidatif strese, hiicresel proteinlerin, membran lipitlerinin ve
genetik malzemelerin anormal yapisal degisikliklerine yol ag¢tigi bilinmektedir
(Turker ve dig., 2014a; Turker ve dig., 2014b; Abdel-Zaher ve dig., 2017). Oksidatif

stres, lipitler, proteinler, DNA gibi hiicre bilesenlerini ve ayrica fragmantasyonlara
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neden olan enzimleri, hasarli molekiillerin peroksidasyonunu etkiler, boylece dnemli
biyolojik molekiillerin denatiirasyonuna neden olan hasarin geri kazanilmasini
engeller (Anastassopoulou ve dig., 2017). Epileptik nobetler esnasinda ¢ok yiiksek
oranda gerekli olan enerji ihtiyacini karsilamak i¢in mitokondride yogun aktivasyon
olusur. BU yogun derecede olusan aktivasyon, belli bir zaman sonra gerekli olan
enerjiyi karsilayamaz ve mitokondriyal kokenli reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu
gerceklesir (Samokhina ve Samokhin, 2018). Benzer sekilde PTZ'nin kronik
uygulamasiyla tetiklenen nobetlerin ROS {iretimine yol a¢ti§i ve bunun sonucunda
biligsel islev bozukluklarina katki sagladigi bilinmektedir (Samokhina ve Samokhin,
2018). Olusan ROS doymamis lipitlerle kolayca reaksiyona girmesi ve
antioksidanlarin aktivitesinin ileri seviyede azalmasiyla lipit peroksidasyonu
gerceklesir. Boylelikle c¢oklu doymamis yag asitlerinin, doymus yag asitlerine
donitismesine neden olur (Shivanoor ve David, 2016). Bahsedilen olayla ilgili olarak
farkli nobet modellerinde, farkli beyin boélgelerindeki lipitlerin peroksidasyonunun
arttirdi@r bilinmektedir (Samokhina ve Samokhin, 2018). Ayrica nobet sonrasi hiicre
ve doku seviyesindeki hasarlarin sebeplerinin basinda lipit peroksidasyon olayinin
olabilecegini belirten literatiirde ¢alismalar bulunmaktadir (Arhan ve dig., 2011;
Abdel-Zehar ve dig., 2017). Lipit peroksidasyon olaymin ndbet sonrasi goriilen en
onemli olaylardan biri oldugu goz Oniinde bulundurarak, c¢alismamizda farkl
hemisferlerdeki lipit peroksidasyon seviyelerini inceledik. Bu baglamda, elde
ettigimiz spektrumlarda 3012 cm™ frekansinda bulunan olefinik bandi doymamis
lipitlerin  HC=CH gruplarinin C-H gerilme modlarindan kaynaklandigindan,
incelenen ornekteki lipitlerin doymamislik seviyesi ve lipit peroksidasyonu hakkinda
bilgi verir (Turker ve dig., 2014a; Leskovjan ve dig., 2010; Palaniappan ve
Vijayasundaram, 2009). =CH grubu igeren lipit peroksidasyon son iriinlerinden
kaynakli olarak, olefinik bant alanm1 ve olefinik = CH/lipit oraninda bir artig
beklenmektedir (Leskovjan ve dig., 2010; Turker ve dig., 2014; Ozek ve dig., 2014;
Turker-Kaya ve dig., 2016; Turker-Kaya ve dig., 2018). Elde edilen bulgulara gore,
kontrol gruplar ile karsilastirildiginda JTKN sag ve sol hemisferin her ikisinde
olefinik bant alanindaki (p<0,001**) ve olefinik = CH / lipit oranindaki arts,
doymamis yag asitlerinin konsantrasyonunda bir artmaya (Cakmak ve dig., 2012) ve
lipit peroksidasyon iiriinlerinde meydana gelen yiikselmeyi isaret eder (Leskovjan ve
dig., 2010; Turker ve dig., 2014a). Fakat olefinik bant alan1 ve olefinik/lipit oraninda
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tespit edilmis olan bu artma lipit peroksidasyon iiriinlerinden mi yoksa doymamis
lipitlerin miktarindaki artmadan mi kaynakli oldugu FT-IR spektroskopisi ile tespit
edilemediginden konuyu netlestirmek adina ¢alismamizda TBARSs testi uyguladik.
TBARSs testi sonucunda, lipit peroksidasyon son iiriinii olan MDA miktarinin JTKN
geciren her iki hemisferde ki artma, FT-IR bulgularindan elde edilen PTZ
gruplarindaki artma verisinin lipit peroksidasyon iiriinlerinden kaynakli oldugu
sonucunu vermektedir. Patsoukis ve arkadaslarinin (2004) yaptigi ¢alismada ve
Turker ve arkadaslarinin (2014a) JTKN sonrasi tiim beyni inceledigi ¢calismada artan
lipit peroksidasyon iiriinlerinin belirlenmis olmasi, elde ettigimiz bulgular1 destekler
niteliktedir. Ayrica JTKN sol hemisferdeki olefinik bant alaninin, olefinik/lipit
oraninin ve TBARs sonuglarin sag hemisfer degerlerinden daha yiiksek olmasi,
ndbet sonrast sol hemisferde lipit peroksidasyon {irlinlerinin daha fazla biriktigi ve
boylelikle nobetlerin yarattigi oksidatif stresten daha fazla etkilendigi anlamina

gelebilir (Kaya, 2016).

Plazma membrandaki lipitlerin, membran fonksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli
rolleri vardir (Shivanoor ve David, 2016; Turker ve dig., 2014b). Membran lipit ¢ift
tabakalarinin hidrofobik kismi iki uzun hidrofobik zincirden, yani bir metil grubu
tarafindan sonlandirilan metilen gruplarinin zincirlerinden olusur (Demir ve dig.,
2015). CH2 asimetrik ve CHx simetrik bantlar1 temel olarak fosfolipit agil
zincirlerinin metilen gruplarinin C-H gerilme titresimlerinden kaynaklanir (Turker ve
dig., 2014b; Demir ve dig., 2015). CH2 asimetrik ve CH> simetrik bantlarinin alanlar
doymus lipitlerin miktarlari ile ilgilidir (Turker ve dig., 2014a; Shivanoor ve David,
2016). Elde edilen bulgulara gore, CH, asimetrik ve CH> simetrik bant alanlarinin
JTKN gegiren sag hemisferde (p<0,001**) ve sol hemisferdeki (p<0,05*) artis1 beyin
hemisferlerinde artan doymus lipit igeriginin gdstergesidir (Shivanoor ve David,
2015; Krishnakumar ve dig., 2012). JTKN geciren sag ve sol hemisferler birbirleri ile
karsilastirildiginda, s6z konusu bant alanlarinin sol hemisferde daha fazla (p<0,05%)
arttiginin tespit edilmesi JTKN sonrasi sol hemisferin sag hemisferden daha yogun
doymus yag icerdigini gostermektedir. Bu durum ayrica sistemde epileptik ndbetlerin
etkisi ile doymamus lipitlerin lipit peroksidasyonu ile doymus lipitlere doniistiigiinii
destekler niteliktedir (Shivanoor ve David, 2016). Doymus lipit i¢erigindeki bu artis
JTKN’leri takiben beynin, 6zellikle sol hemisferin nébetlere kars1 tepki gostergesi

49



olabilir (Shivanoor ve David, 2016). Dolayisiyla, yag asidi sentezi hizindaki
degisiklikler nedeniyle olabilir (Demir ve dig., 2015). Ek olarak, si¢can beyin yag
asitlerinin, bazal seviyeleri sag hemisferde sol hemisfere gore yaklasik %35 daha
distiktiir. Martinez ve arkadaslarmin (1985) yaptigi ¢alismada hem bazal i¢erik hem
de elektrosoklara kars1 duyarlilik agisindan, yag asitlerinin iki beyin yarim kiiresi
arasinda asimetrik olarak dagildigi rapor edilmistir. Ak madde lipitlerinin %25'inden
fazlasini olusturan galaktolipitler fazla sayida C-H gruplarini barindirir. Bu nedenle
ak maddeyi olusturan lipitlerdeki degisimler CH> simetrik ve asimetrik bantlarinda
degisikliklere neden olur (Levine ve Wetzel, 1993). S6z konusu bant alanlarinin sol
hemisferde daha yiiksek degerlerde gozlenmesi, Natali ve ark. bildirdigi lizere sol
hemisferdeki yiiksek ak madde miktarindan kaynaklaniyor olabilir (Natali ve dig.,
2019). Ek olarak, bu farkliliklar sol hemisferdeki yiiksek noron, akson ve glia
sayisindan kaynaklaniyor olabilir (Natali ve dig., 2019).

CHy asimetrik ve simetrik bantlarinin frekanslari, agil zincirlerinin konformasyon
degisikliklerinin derecesine baglhdir (Palaniappan ve Vijayasundaram, 2009).
Bundan dolay1 bu bantlardaki kaymalar agil zinciri esnekligindeki (lipitlerin diizen /
diizensizlik durumu) degisikliklerin tespiti icin belirte¢ olarak kullanilir
(Krishnakumar ve dig., 2012; Kneipp ve dig., 2000; Turker-Kaya ve dig., 2018;
Ozek ve dig., 2014). CH2 asimetrik bant frekans degerleri i¢in JTKN geciren sag
hemisferde herhangi bir degisim gozlenmezken, sol hemisferde anlamli derece
(p<0,05*) artma tespit edildi. CH> simetrik bant frekans degerinin ise sag ve sol
hemisferlerde JTKN sonrasi anlamli derecede (p<0,05*) yiiksek degerlere kaydigi
goriildii. Ozellikle, séz konusu degisimin ndbet sonras1 sol hemisferde, nébet gegiren
sag hemisfere gore daha etkin oldugu tespit edildi. JTKN sag ve sol hemisfer gruplari
icin CH2 asimetrik ve simetrik frekans degerlerinin yiiksek degerlerde bulunmas,
yag asitlerinde gauche konformerlerin sayisinin arttiginin  gosterir. Bu durum
membran diizensizliginin artmasinin bir belirtecidir (Krishnakumar ve dig., 2012;
Turker ve dig., 2014b; Lewis ve McEllhaney, 2012). Membran lipitlerinin
konformasyonlarinda meydana gelen bu tarz degisimleri yiiksek derecede
interaksiyon halinde bulunduklart membran proteinlerinin konformasyonlarinin
dolayisiyla onlarin fonksiyonlarindaki degisiklikleri tetikleyebilir (Ozek ve dig.,
2014; Turker ve dig., 2014b; Turker-Kaya ve dig., 2017). Bir baska deyisle,
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membran lipitleri, acil zincirlerinde meydana gelen bu tarz degisimler proteinlerle
temas1 maksimuma ¢ikarmak onlar1 yapisal degisikliklere zorlarlar. Ornegin, hiicre
reseptorleri olarak ¢alisabilen ve hiicre sinyallemesinden sorumlu olan glikolipitlerin
ve glikoproteinlerin fonksiyonlarini etkileyebilirler (Coulter, 2001; Turker ve dig.,
2014a). ilave olarak, uyarana bagl olarak voltaj kapili K* kanallari, asetilkolin
reseptorleri ve diger bircok membran reseptorii ve iyon kanallarmin fonksiyonu da
etkilenir (Waldbaum ve Patel, 2010; Turker ve dig., 2014b). S6z konusu durum PTZ
ile indiiklenen JTKN’lerin ve absans nobetlerin tiim beyin dokusu membranlarina
etkilerinin incelendigi calismayla da gosterilmistir (Turker ve dig., 2014b). Ilaveten,
verilerimize gore membran lipitlerinin agil zincirlerindeki yapisal degisikliklerin
nobet sonrasi sol hemisferde sag hemisfere gore daha yiiksek seviyede olmasi, sol
hemisferde sayica fazla bulunan dendrit, akson ve sinapslarin fonksiyonlarinin da
nobetten daha fazla etkilenebildigi yorumu getirilebilir (Natali ve dig., 2019; Ittura-
Medina ve dig.,2011). Sonug olarak, epileptik nobetlerden kaynaklanan degismis
lipit organizasyonu ile birlikte proteinlerdeki yapisal degisiklikler muhtemelen

membran dinamiklerini degistirebilir.

Membran akigkanhigi/dinamigi, sirayla hiicresel siiregleri ve hastalik durumlarini
etkileyen hiicre membranlarinin diizgiin ¢aligmasi i¢in 6nemli bir parametredir
(Turker, 2012). Calismalar membran akiskanlhigindaki degisikliklerin sodyum,
potasyum ve klorid dahil olmak tzere farkli iyonik kanallarin kinetigini ve
fonksiyonunu etkileyerek ve membran uyarilabilirligini degistirdigini gostermektedir
(Awayda ve dig., 2004; Shivanoor ve David, 2016). Muhtemelen farkli lipit
diizeniyle birlikte membran dinamigindeki bu tarz degisiklikler, iyon kanallarinin
uzun siire aktivasyonunda rol oynar; bu da beyindeki anormal sinyal iletimini tetikler
(Shivanoor ve David, 2016). Membran akiskanligindaki degisiklikler, CH> asimetrik
ve simetrik bant genislik degerleri incelenerek belirlenebilir (Turker-Kaya ve dig.,
2016; Alugoju ve dig.,2019; Turker ve dig., 2014a). Verilerimize gore, JTKN sag ve
sol hemisfer gruplarinin her ikisinde de kontrol gruplarina kiyasla CH» asimetrik bant
geniglik degerlerinin arttig1 ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildi (Ek-
A). JTKN gegiren sag ve sol hemisfer gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda
ise JTKN sag hemisfer grubunda bant genislik degerinin daha yiiksek oldugu ancak

istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi. CH2 simetrik bant genislik
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degerlerine bakildiginda ise JTKN nobetlerinin etkisiyle birlikte sag ve sol
hemisferde anlamli derece (p<0,05%*) artis gozlendi. Nobet sonrasi her iki hemisferde
bant genislik degerlerindeki artis, membran akiskanliginin arttigin1 yansitir (Ttirker-
Kaya ve dig., 2016; Severcan ve dig., 2005; Toyran ve dig., 2004). Bu artis
fosfolipazlarin etkisi ile membranda daha kisa zincirli lipitlerin varligindan, ayrica
oksidasyon sonucu hidrokarbon zincirlerinin diizensizlesmesinden kaynaklanabilir
(Tiirker-Kaya ve dig., 2016; Carmona ve dig., 2008). Ayrica membran akigkanliginin
artmasi, hiicrenin membran diizenini korumak tizere gostermis oldugu tepki olabilir.
Degisen membran akiskanligi, buna bagl olarak, iyon kanallarinin ve reseptorlerinin
fonksiyonlarinin degismesine veya inhibe edilmesine ve daha sonra membran bagh
enzim aktivitesininde degisimlere neden olur (Alugoju ve dig.,2019). Ancak Tiirker
ve arkadaglarinin (2014a) yaptigi calismada, diisiik ve yiiksek dozlarda PTZ
uygulanmasinin ardindan nobet gozlenen sigan beyin dokularinda CH> simetrik ve
asimetrik bant genisliklerinin azaldig1 dolayisiyla membran akiskanliginin azaldigini
bildirmislerdir. Bu durum c¢alismamizdan elde ettigimiz veriler ile celismektedir.
Bunun en olasi sebebi, yukarida bahsi gegen c¢alismada tiim beynin g¢alisilmis
olmasidir. Tezin giris kisminda da ayrintili olarak anlatildigi gibi sag ve sol
hemisferler arasinda hiicresel farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklardan dolayi

JTKN sag ve sol hemisferleri tiim beyne kiyasla daha farkli sekilde etkilemis olabilir.

Doku o6rneklerinde 1740 cm™’ deki C=0O band1 kolesterol ester, trigliserit, ve
membran lipitlerinin karbonil gruplarindan kaynaklanir (Levine ve Wetzel, 1993;
Cakmak ve dig., 2003) . Fakat ¢alismamizda beyin dokularini inceledigimiz i¢in bu
bantta trigliserit molekiillerinin etkisinden bahsedemeyiz. Karbonil bant frekansi
araylizey bolgesindeki konformasyonel degisikliklere ve membran lipitlerinin
gliserol iskeletinin yani sulu kisma yakin grubunun hidrasyon seviyesine duyarlidir
(Czeslik ve dig., 1998; Turker ve dig., 2014a; Turker-Kaya ve dig., 2017). C=0
bandinda meydana gelen herhangi bir kayma fosfolipitlerin su molekiilleri ile
molekiiller arast hidrojen baglar1 durumundaki degisiklikler ile dogrudan ilgilidir.
(Akkas ve dig., 2007; Czeslik ve dig., 1998). Sonuglarimiza gére JTKN sonrasi her
iki hemisferde bant frekans degerlerinin yiiksek degerlere kaydig1 ancak istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 goriildii. 1230 cm™ ve 1080 cm™ deki PO>' deki asimetrik

ve simetrik bantlari ise membran fosfolipitlerinin kafa gruplarindan
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kaynaklanmaktadirlar (Depciuch ve dig., 2015; Cakmak ve dig., 2016). Yine C=0
bant frekansiyla ilgili sonuglarimiza paralel olarak JTKN sag ve sol hemisfer gruplari
icin PO asimetrik ve simetrik bantlarinin frekanslarinda anlamli derece (p<0,05%)
artig tespit edildi. C=0, PO, simetrik ve asimetrik bantlarinin nébet sonrasi her iki
hemisferde de yiiksek degerlere kaymasi membran fosfolipitlerinin gliserol iskeleti
ve fosfat kafa gruplari arasinda hidrojen baglarinin zayifladig: bilgisini verdi (Akkas
ve dig., 2007). Bu durum membran fosfolipitlerinin polar bolgelerinin paketlenme
derecelerinde degisimleri isaret eder (Cakmak ve dig., 2016). Buna gore, lipitlerin
proteinlerle etkilesimi nedeniyle, lipitlerin yeniden diizenlenmesi ayrica yapidaki ve
topoloji membran proteinlerindeki degisikliklerden de kaynaklanabilir (Tiirker ve
dig., 2014a). Lipitlerin polar boélgelerindeki paketlenme farkliliklar1 6zellikle
etkilesimde bulunduklar1 periferal membran proteinlerde yapisal, dolayisiyla
fonksiyonel degisimlere neden olabilir (Depciuch ve dig., 2015). Ornegin, epileptik
nobet esnasinda organizasyonunu degisen lipit tabakasmin etkisi ile sinaptik Mg?* ve
Ca?* bagimli ekto-ATPaz ve Ca®" ve Mg?" pompalarinin aktivitesindeki azalma

oldugu rapor edilmistir (Walton ve dig., 1998).

C=0 bandi ile ilgili olarak, lipit peroksidasyonu uzun yag asidi zincirlerinin daha
kiiciik pargalara pargalanmasina neden oldugundan alkanlar ve karbonil bilesikleri
gibi reaktif karbonil tiirleri olarak adlandirilan genis bir reaktif ara iiriin yelpazesi
tireten hidroperoksitler ve endoperoksitlerin iiretilmesine neden olur (Alugoju ve
dig., 2019). Bu durum C=0 bandinin alaninda bir artmayla sonuglanir (Cakmak ve
dig., 2012). Bulgularimiza gore, C=0 bant alanin JTKN her iki hemisfer grubunda
artti@1 ancak bu artisin sag hemisferde istatistiksel olarak anlamli (p<0,001**) sol
hemisferde anlamli olmadigr goézlendi. Bunun olasi nedeni, ndbet tetiklenmesi
esnasinda tiretilen ROS'un, aminoasit yan zincir amino gruplarinin karsilik gelen
serbest radikal kaynakli karbonillere doniistiiriilmesi olabilir (Shivanoor ve David.,
2016). S6z konusu artis TBARs testinden elde edilen MDA gibi lipit peroksidasyon

verilerini dogrular niteliktedir.

Protein yapisal ¢alismalarinda en yaygin kullanilan bantlar, amid 1 ve amid II’dir.
Amid 1 bandi temel olarak peptit grubunun C=0O gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir (Jagadeesan ve dig., 2005). Amid II bandi, dncelikle C-N gerilme

titresimlerinin bir katkis1 ile N-H biikiilmedir. Amid alanlarinin degisimleri temelde
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Beer-Lambert spektroskopik yasasina dayanarak protein miktariyla dogru orantilidir
(Akkas ve dig., 2007; Turker-Kaya ve dig., 2018). Amid I ve amid II bant alanlarinin
JTKN gruplarinda her iki hemisferde anlamli derece artmasi (p<0,05*), JTKN
gruplarinda sag ve sol hemisfer dokularinda protein miktarin arttigi buna bagh
olarak protein sentezinde de artma oldugu yorumuna gidilebilir. Ayrica 6zellikle
amid I band1 i¢in agiklamak gerekirse, bu bant proteinlerin alfa heliks, beta plakali ya
da diizensiz katlanmalar gibi ikincil yapilarina ait alt bantlardan olusmaktadir
(Turker-Kaya ve dig., 2016). Haris ve Severcan (1999) calismalarin da gosterildigi
tizere amid I bandinin ikincil tiirev analizi X-ray kristolagrafisi verileri ile uyumludur
(Haris ve dig., 1999). Bu sebeple amid bantlarinin protein konformasyonuna duyarli
oldugu kabul edilir; ve bant alanlarinda meydana gelen bir artma ya da azalma, biitiin
protein modelinin bilesimindeki bir degisimle ilgilidir (Jagadeesan ve dig., 2005;
Shivanoor ve David, 2015). Bununla ilgili olarak, amid I alanlarindaki artmanin
protein miktar1 ile olan iligkisinin yani sira yapisal degisimlerden de kaynakli
oldugunu test etmek iizere amid I bandmin kabaca ikincil tlirev analizini
gerceklestirdik ve JTKN gruplari igin protein ikincil yapilarina ait bantlarda
farkliliklar tespit ettik (veriler tez ¢alismasi sonucuna dahil edilmedi). Benzer olarak
Turker ve arkadaslarinin (2014a) yaptig1 ¢alismada PTZ ile olusturulan nobetlerin
proteinlerin ikincil yapilarinda 6nemli degisiklikler meydana getirdigi tespit edildi.
Ayrica FTIR spektroskopisinden elde ettigimiz protein miktari ile ilgili veriler
Bradford testinden elde edilen sonuglar1 (Sekil 3.21.) destekler niteliktedir. S6z
konusu bant alanlar1 JTKN sag sol hemisfer gruplar karsilastirildiginda, sag
hemisfer de daha yiiksek degerlerde tespit edilmesi ndbet olusumunu takiben
glutamerjik sistemin asir1 aktivitesine karsi telafi edici bir reaksiyon olarak
yorumlanabilir (Maciejak ve dig., 2010). Bu tarz bir reaksiyon olarak sag hemisferde
daha yiiksek dopaminerjik aktivitenin gergeklestigi rapor edilmistir (Vinogradova ve
Shatskova, 2012). Gelismis dopamin seviyesine sahip yarimkiirede, diisiik epileptik
oran sergilediginden, sag yarim kiirenin dopaminerjik aktivitesinin artmasi,
epileptogeneze karst daha yiiksek direncinden sorumlu olabilir. Ek olarak
Vinogradova ve Shatskova’ nin bildirdigi iizere Wistar sicanlarda sola gore sag
nigrada GABA igerigi artmistir. Ciinkii nigral GABAerjik mekanizmalar beyinde
olusan ndbetlerin yayilmasinda kritik rol oynamaktadir (Vinogradova ve Shatskova,

2012). Artmis GABA miktar1 epileptogeneze karsi direncin artmasma katkida
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bulunabilir. Calismamiz sonucu JTKN sonrasi sag hemisferde artan protein miktart,
literatiirden elde edilen verileri destekler niteliktedir. Vinogradova ve Shatskova,
Wistar siganlarda sol hemisferin sagdan daha yiiksek ndbet duyarliligina sahip
oldugu bildirilmistir. Ayrica sag ve sol hemisferlerin ndbetlerden farkli derecelerde
etkilendigi ve bu verilerin klinik ¢alismalarla uyumlu oldugu gorilmistiir
(Vinogradova ve Shatskova, 2012). Buna ilave olarak, literatire gore nobet
aktivitesi, bolgeye 6zgii hiicre 6liimii ve ROS {iretiminin artmasina neden olur. S6z
konusu bu degisiklikler sonucunda beynin oksidatif stresten korunmasi ve hasar
sonrast beynin korunmasi i¢in yeni protein sentezi gerekmektedir ve hemen erken
gen irilinlerinin hizli bir sekilde diizenlenmesiyle iligkilendirilir (Chwiej ve dig.,
2010). Protein miktarlarinda meydana gelen bu artis, hasar sonrasi oksidatif strese
karsi beyinde meydana gelen savunma mekanizmasi olabilir. Juarez-Rebollar ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, hiicresel savunma proteini ve serbest radikallerin
temizlenmesinde etkili olan melatonin ekspresyonunun PTZ ile olusturulan ndbet
sonrasinda arttigin1 gostermislerdir (Juarez-Rebollar ve dig., 2015). Ek olarak
Maciejak ve ark. yaptigi calismada PTZ’nin uyarict amino asit salimindaki (glutamat
ve aspartat) bir artisla dogrudan baglantili oldugunu gosterilmistir (Maciejak ve dig.,
2010). Bu da nobet sonucunda meydana gelen hiicresel hasara karsi sistemdeki

protein artisin1 destekler niteliktedir.

Lipitler ve proteinler, membranlarin ana bilesenleri olduklarindan lipit ve protein
miktarindaki degisiklikler, membran dinamiklerini ve yapisini 6nemli 6l¢iide etkiler
(Demir ve dig., 2015). Bundan dolayr FT-IR spektroskopisi uygulamalarinda
lipit/protein alan oranlart membran dinamikleri ve hiicresel transport hakkinda bilgi
verir (Turker ve dig., 2014a; Turker ve dig., 2014b). Nobet aktivitesi sirasinda
anormal noronal transmisyonun plasma membran diizeyinde gerceklestigi gbz Oniine
alinarak ¢alismamiza lipit/protein oranini da dahil ettik. Bu baglamda CH2 asimetrik
ve simetrik gerilme bant alanlar1 toplami, amid | ve amid Il bant alanlar1 toplamina

bolindi.

Elde ettigimiz sonuglara gore nobet aktivitesini takiben her iki hemisferde
lipit/protein oraninda ndbetlere bagl olarak anlamli (p<0,001**) bir diisiis tespit
edildi. Bu azalma lipit miktarinda diisiis, protein miktarinda artis ya da iki olay ayni

anda gergeklestiginde elde edilir (Demir ve dig., 2015). Fakat sonuglarimizda lipit ve

55



protein kaynakli bant alanlarinda anlamli derecede artis gozlendi. Lipit/protein
oraninda ki bu azalma ise JTKN gruplarinda dokudaki protein kaynakli bantlarin
artmasinin lipit bantlarindaki artistan daha fazla oldugunu gosterir. JTKN sonrasi sag
sol hemisferler arasi istatistiksel bir farklilik goriilmemesi protein ve lipit kaynakli
bantlardaki degisimlerin benzer olmasindan kaynakli olabilir. (Kaya, 2016).
Lipit/protein oranindaki bu degisim ayrica membran lipitlerinin kimyasal
bilesimindeki degisikliklerle birlikte, membran dinamiginde farkliligin géstergesidir.
Bu tiir olaylar epileptik aktivite sonrasi membran biitiinliigii ve canlilik kaybina

sebep olabilir (Tiirker ve dig., 2014a).

1400 cm™ COO" simetrik bandi1 yag asitlerinin simetrik gerilme titresimlerinden
kaynaklanir (Severcan ve dig., 2010; Akkas ve dig., 2007). JTKN her iki hemisferde
sO6z konusu bant alaninin artmasi yag asitlerinin miktarindaki artisin gostergesidir.
Bunun yani sira bu bulgu CH> asimetrik ve simetrik bant alanlarindan elde ettigimiz
JTKN gruplarinda doymus lipit miktarlarindaki artmay1 da destekler niteliktedir.
Ayrica PTZ uygulanan sol hemisferde COO™ bant alanin yiiksek olmasi, hemisferler
aras1 yag asitleri miktar1 ve kompozisyonundaki farkliliklardan kaynakliyor olabilir

(Patsoukis ve dig., 2004).

Sirastyla 1240 cm™ ve 1080 cm™'deki PO asimetrik ve simetrik fosfat gerilme
bantlari, esas olarak hiicresel niikleik asitlerin fosfodiester omurgasi ve yukarida da
belirtildigi gibi membran lipitlerinin fosfat kafa gruplarindan kaynakli bantlardir
(Cakmak ve dig., 2006). JTKN gruplarinda bu bantlarin alanlarinda ve fosfat/lipit
oraninda anlamli derece (p<0,05*) artmanin tespit edilmesi her iki hemisferde
nobetlerin etkisi ile fosfat igeren biyomolekiillerde artmanin gostergesidir. Bu
biyomolekiiller hem niikleik asitler hem de membran lipitleri olabilirler. Beyin
dokusu fosfolipitler bakimindan zengin oldugundan, bu bantlarda meydana gelen
degisimler, beyin fosfolipit icerigindeki degisiklikleri ifade eder (Alugoju ve dig.,
2019). JTKN gegiren sag ve sol hemisfer gruplart fosfat bant alanlar
karsilastirildiginda ndbet sonrasi sol hemisfer bant alanlarinin sag hemisferden
anlamli derece (p<0,05*) yiiksek oldugu dolayisiyla sol hemisferde fosfolipit
miktarmin arttigi anlamina gelir. Bu Sonuglar, muhtemelen dogal olarak lateralize

serebral fonksiyonlarla iligkili olabilecek spesifik membran fosfolipitlerini igeren
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beyin asimetrisinin metabolik belirtileri olarak yorumlanabilir (De Martinez ve dig.,
1985).

975 cm™'de olan C-N*-C bandi, genellikle DNA icin hiicresel niikleik asitlere atanir
(Liao ve dig., 2013). S6z konusu bant alanindaki artis, JTKN’lerin sag-sol hemisfer
dokularinda, niikleik asitlerin nispi igeriginde bir artis1 ifade eder (Sivakumar ve dig.,
2014). JTKN gegiren her iki beyin hemisferinde sdz konusu bant alaninin arttig
(p<0,05*), ancak sag ve sol hemisferler arasinda bir farklilik olmadigi goriildii.
Niikleik asit bandindaki bu artma protein sentezi ile ilgili oldugunu belirten
caligmalar mevcuttur (Turker 2014b; Turker-Kaya ve dig., 2018; Sivakumar ve dig.,
2012). Bu bilgiler 1s1¢inda protein sentezinin her iki hemisfer arttigi dolayisiyla
protein miktarinin da arttigi anlamina gelebilir. PTZ uygulamasimi takiben cesitli
calismalar PTZ ile olusturulan nobetlerin, memeli merkezi sinir sisteminin
noronlarinda artmig protein ve mRNA veya diger proteinlerin iiretimine neden
oldugunu gostermistir. Bu da s6z konusu bant alanindaki artis1 destekler niteliktedir
(Asunuma ve dig., 1995). Bu ayrica protein sentezindeki artigi yansitan RNA
tiretimindeki artig1 da gosterir. Ayrica sonuglarimiz ndbet sonrasi protein sentezinde
hemisferler arasi farklillk olmadigini gosterdi. Tim bu nedenlerden epileptik
ndbetler, noral plastisitenin kalici degisimlerine yol agan molekiiler olaylardan

sorumludur (Tirker-Gorgiilii, 2009).

HCA elde edilen spektral parametrelerdeki farkliliklarin kontrol ve JTKN
gruplarminin birbirinden ne derecede ayirabilecegini test etmek amaciyla uygulandi.
Analiz sonucunda Sekil 3.23’de goriildiigi tizere, PTZ ile olusturulan JTKN’lerin
sag-sol hemisferlere ait FT-IR spektrumlarinin birbirinden basarili olarak ayristig
gorildii. Bu da FT-IR analiz sonuclarin1 destekler nitelikte nobetlerin hemisferler
lizerinde meydana getirmis oldugu farkliliklarin anlamli ve ayirt edici 6zellikte
oldugunu gosterdi. Dendogram PTZ uygulanmasini takiben JTKN’lerin sag ve sol

beyin hemisferlerinde molekiiler diizeyde farklilik oldugunu yansitir diizeydedir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Epilepsi, bozulmus beyin aktivitesi ve anormal veya asir1 beyin ndronal
aktivitesinden dolay1r nobet olusumu ile karakterize edilen, diinya ¢apinda yaklasik
70 milyon kisiyi etkileyen ciddi bir saglik sorunudur. Giiniimiizde epileptogenez
tizerine bircok calisma yapilmis olmasina karsin, epileptogenezin altinda yatan
patofizyolojiler belirsiz kalmaktadir. Patogenezde rol oynayan fonksiyonel, hiicresel
ve molekiiler mekanizmalar1 anlamak epilepsi, nobet olusumuna miidahale eden yeni
ilaclarin  gelisimini desteklemek amaciyla birgok epilepsi hayvan modeli
olusturulmustur. Pentilentetrazol (PTZ) kaynakli nobet modeli, yaygin nobet ve
epilepsi modeli olarak kullanilan deneysel bir prosediirdiir. PTZ’ nin yiiksek ve
tekrarlanan dozlarda uygulanmasi beyinde bir¢cok reseptor iizerine etki eder ve
jeneralize tonik-klonik nobetlere neden olur. JTKN’lerin beyinde yayilmasi
interhemisferik baglantilar gerektirir. Bu nedenle ndbetlerin beyin hemisferlerinde

meydana getirmis oldugu degisimleri aydinlatmak biiylik 6nem arzetmektedir.

Fourier doniisiimii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi, hastaliklarin teshisi, hastaligin
neden oldugu anormalliklerin 6ngdriilmesi, ilerlemesi ve evrelemesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu amag¢ ile PTZ ile olusturulmus JTKN’lerin sigan sag ve sol
hemisferlerinde meydana getirmis oldugu degisimler FT-IR spektroskopisi ayrintili
olarak incelendi. Ayrica FT-IR spekral analizlerini desteklemek iizere Bradford ve
TBARs testleri uygulandi. FT-IR spektroskopisinden elde edilen spektral verilerin
analizleri sonucunda lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler hakkinda
detayli bilgiler elde edildi. Protein kaynakli bantlardan elde edilen verileri
desteklemek amaciyla Bradford testi ile protein miktari, lipit peroksidasyon son
tirtinlerinin katkistyla olusan bantlar1 destelemek amaci ile de TBARs testi ile MDA

miktar tayinleri gergeklestirildi.

Bulgularimiz sonucunda, PTZ ile olusturulan ndbetlerin sigan sag ve sol beyin
hemisferler dokularinda molekiiler diizeyde farkliliklar meydana getirdigi tespit
edildi. Lipit icerigi, membran akiskanligi ve niikleik asit kaynakli bantlar sol

hemisferde yiiksek iken, protein kaynakli bantlarin sag hemisfer yiiksek oldugu
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goriildii. Ayrica JTKN etkisiyle ile lipit/protein oraninda azalma meydana geldi. Bu
durum nobetlerin sag ve sol hemisferler farkli derecede etkiledigini ortaya koydu.
Ozellikle sol hemisferdeki degisimler sag hemisfere nazaran daha yiiksek orandadir.
Tim bu degisimler gbz oOniline alindiginda nobetlerin hemisferleri farkli derecede
etkilemesi, beynin anatomik, fonksiyonel ve ndrokimyasal asimetrilerinden
kaynaklaniyor olabilir. Bu baglamda hemisferler arasi asimetrilerin aydinlatilmasi
hastaligin patofizyolojisini aydinlatmak acisindan olduk¢a 6nem arzetmektedir. Bu
tez ¢alismasiyla, epilepsi patogenzinin aydinlatilmasi ve sonraki g¢alismalara 1s1k
tutmas1 hedeflendi. Ayrica bundan sonraki siiregte beynin norokimyasal asimetrisi ile
fonsiyonel asimetriler ve hemisferik baskinligin dikkate alinarak epilepsinin tedavisi

yonelik, yeni calismalar gerceklestirilmesi hedeflenmektedir.
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Ek-A

Tablo A.1. Kontrol ve PTZ uygulanan si¢an sag ve sol beyin hemisfer gruplarina ait
spektral parametreler

Kontrol Sag Kontrol Sol PTZ Sag PTZ Sol
(n=6) (n=6) (n=7) (n=7)

Frekans
CH: asimetrik 292434 + 0.21 2924.40 + 0.13 2024.34 + 0.22* 2924.53 + 0.06*
CH2 simetrik 2852.07 + 0.05 2852.07 + 0.17 2852.24 + 0.086 2852.34 + 0.05
Cc=0 174564 + 0.44 1745.71 + 0.18 174571 = 0.10 1745.73 + 0.16*
PO~ asimetrik 1234.02 + 0.54 1234.71 + 0.60 1234.99 + 0.45** 1234.62 + 0.70*
PO~ simetrik 1073.47 + 1.03 1073.73 + 0.24 1074.12 + 0.60* 1074.62 + 0.65*
Bant alanlari
Olefinik 248 + 0.30 3.76 £+ 0.37 398 =+ 0.23** 435 =+ 0.29**
CH2 asimetrik 844 <+ 084 1159 =+ 0.12 1499 + 0.68** 1695 + 0.87*
CHa simetrik 18.12 £ 1.92 2371 + 262 2529 £+ 1.6** 29.00 + 0.84*
Cc=0 6.40 =+ 1.00 1133 + 0.98 1355 + 0.62** 1226 =+ 0.89
Amid | 18.76 + 2.46 2253 + 343 34.02 + 177> 3274 + 181*
Amid Il 1298 + 131 1744 + 0.66 21.92 + 0.94* 21.17 + 1.40*
COO" simetrik 519 + 0.68 765 + 1.28 853 + 1.10* 884 + 110
PO~ asimetrik 6.72 + 0.70 821 £+ 1.40 1140 + 0.73* 122  + 0.70**
PO simetrik 950 + 0.50 1118 <+ 1.28 1424 + 1.32** 1448 + 1.50*
C*-N-C 058 =+ 0.04 063 =+ 0.12 0.84 <+ 0.07* 0.85 £ 0.09*
Bant alan
oranlari
Olefinik/lipit 0.088 + 0.015 0.094 + 0.018 0.090 + 0.012 0.094 + 0.014
Lipit/protein 0.88 + 0.051 0.83 + 0.060 0.79 <+ 0.050** 0.79 =+ 0.070**
Fosfat/lipit 0.58 + 0.005 0.60 + 0.004 0.62 <+ 0.002** 0.61 =+ 0.006**
Bant genisligi
CH2 asimetrik 21.74 + 044 2146 + 040 21.86 + 0.25 2154 + 0.26
CHa simetrik 8.02 + 0.09 8.06 + 011 8.17 + 0.08* 8.24 £+ 0.094*

Bradford Test

37714 + 18.24 393.44 + 19.25 481.71 £ 51.48* 462.43 + 52.59*
TBARS Test

290 + 0.18 311 + 042 357 £ 0.33** 4,01 + 1.01*
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Sekil B.1. Bradford standart egri grafigi
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Ek-C

TBARs
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Sekil C.1. TBARs standart egri grafigi
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