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Oz: Bu caligmanin amaci, Ursodeksikolik asit (UDKA) én tedavisinin pentilentetrazol (PTZ) ile
indiiklenen akut epilepsi fare modelinde nobet davranigina ve hipokampal total oksidan status
(TOS) ve kaspaz-3 diizeylerine etkisini aragtirmaktir. Calismada BALB-c tiirli 24 hayvan rastgele
4 gruba ayrildi: Kontrol grubu, PTZ; PTZ ile nébet indiiklenen grup, UDKA-100; 5 giin boyunca
UDKA 100 mg kg™ verilen ve PTZ uygulanan grup, UDKA-200; 5 giin boyunca UDKA 200 mg
kg™ verilen ve PTZ uygulanan grup. UDKA 6n tedavisinin nobet davranis iizerine istatistiksel
olarak anlamli bir etkisi bulunmadi. UDKA-200 grubunda daha belirgin olmak iizere, UDKA 6n
tedavisi hipokampal TOS diizeyini anlamli olarak azaltti. Benzer sekilde, hipokampal kaspaz-3
diizeyi UDKA alan gruplarda daha diisiik bulundu. Sonug¢ olarak, UDKA antioksidatif ve
antiapoptotik 6zellikleriyle epilepsi tedavisi i¢in faydal bir terapétik ajan olabilir.

Investigation of the Effect of Ursodeoxycholic Acid on Pentylenetetrazole-induced Acute
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effect of the pretreatment of UDKA on
seizure behavior, hippocampal total oxidant status (TOS), and caspase-3 expressions in the PTZ-
induced acute epilepsy mouse model. This experimental study was performed on 24 male BALB-c
mice randomly divided into 4 groups: Control group, PTZ; PTZ injected, UDKA-100; mice pre-
treated with UDKA 100 mg kg™ for 5 days and PTZ injected, UDKA-200; mice pre-treated with
UDKA 200 mg kg™ for 5 days and PTZ injected. No significant effect of UDKA pretreatment on
seizure behavior was found. We found out the hippocampal TOS level was significantly decreased
upon UDKA treatment, but this effect was more pronounced in the UDKA-200 group. Similarly,
the expression of hippocampal caspase-3 was lower in the pretreatment of UDKA. In conclusion,
our results suggest UDKA administration may be a useful therapeutic drug for the treatment of
epilepsy with its antioxidative and antiapoptotic properties.

1. GIRIS

dengenin, eksitasyon lehine kaymasi sonucu ndbetlerin
ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Oksidatif stres, artmis
hiicresel reaktif oksijen tiirleri ile karakterize edilen

Epilepsi diinyada 50 milyondan fazla insani etkileyen,
spontane gelisen nobetlerle karakterize en yaygin ve
ciddi norolojik hastaliklardan biridir [1]. Mevcut
antiepileptik ilaglar hastalarin yaklagik olarak iigte
birinde etkisiz kalir, ayrica bunlar yalnizca nobetleri
baskilamaya yonelik olup hastalik siirecini etkilemezler.
Dahasi, epilepsinin etyopatogenezinin altinda yatan
temel hiicresel ve molekiiler mekanizmalar heniiz tam
olarak anlasilamamigtir. Beyindeki uyarici (eksitator) ve
baskilayict (inhibitér) noral aktiviteler arasindaki

oldukca zararli bir metabolik siirectir [2]. Bu olay
sonunda oksidanlar ve antioksidan molekiiller arasinda
bir dengesizlik meydana gelir. Dolayisiyla oksidatif
stresi azaltabilen antioksidatif yaklasimlar, basta epilepsi
olmak Ttizere birgok norodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde yeni bir segenek olarak yer almaktadir.
Bunun  yaninda, epileptik  ndbetler  apoptotik
mekanizmay1 harekete gegirerek ndronlarda 6liime yol
acar. Kaspazlar, apoptozun araci molekiillerinden biri
olarak hizmet ederler. Kaspaz-3, nobetlerin neden
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oldugu noronal Oliimlerde en ¢ok calisilan apoptotik
diizenleyici molekiiller arasinda yer almaktadir.
Nobetlerden sonra kaspaz-3 aktivitesi, spektrin ve
kaspaz ile aktive edilmis DNaz inhibitorii gibi yapisal ve
fonksiyonel proteinlerin parcalamastyla iligkilidir [3].

Safra asitlerinin ana islevi lipitlerin emiilsifikasyonunu,
emilimini ve sindirimini saglamaktir. Bunun yaninda,
steroid bir hormon olarak safra asitlerinin hepatik glikoz
metabolizmasi, hepatositlerin sag kalimi gibi ¢esitli
metabolik siiregleri modiile eden ikincil bir rolii de vardir
[4]. Primer safra asitleri, kolik asit (CA) ve
kenodeoksikolik asit (CDCA), karacigerde kolesterolden
sentezlenerek safra kesesinde depolanir ve gida alimini
takiben ince bagirsaga salgilanir. Ikincil safra asitleri ise
bagirsak mikrobiyotasi tarafindan primer safra asitlerinin
modifikasyonlariyla iiretilir. Ornegin Deoksikolik asit
(DCA), CA’dan olusturulurken, Litokolik asit (LCA) ve
Ursodeoksikolik asit (UDCA) ise CDCA’dan meydana
getirilir [S]. Safra asitlerinin yaklagik % 95'i ileumda
yeniden emilir ve % 5'1 digskiyla atilir. Enterositler
tarafindan emilen safra asitleri portal vene salinir ve geri
doniisiim i¢in karacigere yonlendirilir. Sadece kiigiik bir
kism1 (% 10) enterohepatik dolasimdan uzaklasarak
sistemik dolasima ulagir [4]. Dolagima sizan bu safra
asitleri, mililitrede nanogram (ng ml™) konsantrasyon
araliginda hem plazmada ve hem de beyin omurilik
stvisinda (BOS) tespit edilmistir [6].

UDCA, CDCA'mm hidroksil gruplarinin bagirsak
bakterilerinin hidroksisteroid dehidrojenazlari tarafindan
epimerizasyonu ile olugur. Hidrofilik bir safra asidi olan
UDKA, kolesterol kaynakli safra taglari olusumuyla
iligkili  kolestatik sendromlarin  ¢esitli formlarinin
tedavisinde ilk tercih edilen ajan olarak 6ne ¢ikmaktadir
[7]. Bu molekiiliin hiicre koruyucu etkileri kismen
apoptozu azaltma yetenegine atfedilmis ve antiapoptotik
etkileri insan hepatositleri ve rat karacigerinde
gosterilmigstir [8]. Bunun yaninda, ¢ok sayida ¢alisma
UDCA'nin Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi cesitli
norodejeneratif  hastaliklarin = hayvan  modellerinde
noroprotektif etkileri oldugunu gostermistir [9,10].
UDKA’nin  ndrolojik hastaliklar  iizerindeki olasi
koruyucu etkisi klinik aragtirmalarin da konusu olmus ve
Amyotrofik lateral skleroz (ALS) hastalarinda oral
UDKA kullanilmasi, hastaligin fonksiyonel olarak
gerilemesinde yararli etkilere yol agmustir [11].

Bu ¢aligmada amacimiz, farelerde PTZ ile olusturulan
deneysel akut epilepsi modelinde iki farkli dozdaki
UDKA 6n tedavisinin ndbet olusumu ile hipokampustaki
oksidatif ve apoptotik belirteglerin diizeyleri {izerine
etkisini aragtirmaktir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Caligmada, strese maruz kalmamis ve standartlara uygun
kafeslerde bakimi yapilan 24 adet, 4-5 aylik, 30-33 gr
agirhigindaki BALB-c albino fare kullanildi. Fareler
2241 'C oda sicakhiginda, 12 saatlik aydmlik/karanlik
siklusunun saglandigy, sesten yalitilmis odada ve % 55+6
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oranda nemli ortamda tutuldu. Farelerin yem ve su ile
beslenmelerinde herhangi bir kisitlama yapilmadi.
Deneyler 9:00-16:00 saatleri arasinda gergeklestirildi. Bu
calisma, Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Bagkanliginin onayi ile yapild: (Karar
No: 65202830-050.04.04-386).

2.2. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

PTZ ve UDKA (URSOFALK, 250 mg 5ml-1 ¢ozelti)
dretici firmadan temin edildi. Kimyasallar serum
fizyolojik iginde ¢oziilerek farelere intraperitonal (i.p.)
olarak uygulandi.

2.3. Deneysel Protokol

Caligmada, hayvanlar her grupta 6 fare olarak sekilde
rastgele 4 gruba ayrildi:

1. Kontrol; 5 giin boyunca serum fizyolojik uygulanan
grup,

2. PTZ; 5. giin PTZ (60 mg kg™) uygulanan grup,

3. UDKA-200; 5 giin boyunca 100 mg kg® UDKA
uygulanan grup,

4. UDKA-400; 5 giin boyunca 200 mg kg™ UDKA
uygulanan grup.

UDKA-100 ve UDKA-200 grubundaki farelere 5 giin
boyunca yukarida belirtilen dozlarda UDKA verildikten
sonra, 5. giin PTZ uygulanarak nobet olusturuldu. PTZ
grubundaki farelere ise 5. giin PTZ uygulanarak nobet
indiiklendi. PTZ ile epileptik ndbet olusturulan farelerin
ndbet davraniglar kaydedildi.

Nébet indiiklemek igin, farelere 60 mg kg™ tek doz PTZ
i.p. olarak enjekte edildi. Her enjeksiyondan sonra,
fareler 30 dakika boyunca izlenecegi ayr1 bir pleksiglas
kafese konularak ilk miyoklonik sarsinti (FMJ) latansi
(sn) ve Racine Konviilsiyon Skalasi (RCS) degerleri
kaydedildi. RCS skoru belirlemede kullanilan kriterler su
sekildedir [12]:

0 = konviilsiyon yok;

1 = biyiklarin segirmesi;

2 = daha belirgin segirme ile motor hareketlerde
duraksama;

3 = generalize motor sarsintt ile birlikte motor
duraksama;

4 = bilateral on ekstremitelerde tonik-klonik ndbet;

5 = diizelme refleksinin kaybu ile tonik-klonik nobet;

6 = oliimciil ndbet.

Tim hayvanlar 5. giiniin sonunda Oldiiriilerek, aseptik
cerrahi kosullarda hipokampuslart ¢ikarildi ve ileri
biyokimyasal analizler i¢in uygun kosullarda saklandi.

2.4. Biyokimyasal Analizler

Hipokampal doku ornekleri soguk Phosphate-Buffered
Saline (PBS) ¢ozeltisi (pH 7.4) icinde homojenize edildi
ve 12000 g’de 10 dakika boyunca 4 °C'de santrifiije
edildi. Daha sonra iist faz TOS ve kaspaz-3 diizeylerinin
6lgtilmesinde kullanilda. TOS diizeylerinin
belirlenmesinde Erel [13] tarafindan gelistirilen deney
kiti (Rel Assay Diagnostics® Mega Tip Ltd., Gaziantep,
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Tirkiye) ve kazpaz-3 diizeylerinin belirlenmesinde ise
ELISA ticari kiti (YL Biont, Shanghai, Cin) kullanild1.

2.5. istatistiksel Analiz

Veriler “ortalamanin standart hatast (SEM)” olarak
sunuldu. Istatistiksel analiz igin SPSS istatistik programi
(IBM SPSS Statistical Software Version 22.0 [IBM,
Armonk, NY, ABD]) kullanildi. Verilerin gruplar arasi
karsilagtirilmasi “tek yonlii varyans analizi ile (One way
ANOVA)” gerceklestirildi. Istatistiksel anlamlilik
p<0.05 olarak tanimlandi.

3. BULGULAR

UDKA o6n tedavisinin PTZ ile akut nobet olusumu
davranisina etkisi Sekil 1’de gosterilmigtir. UDKA 6n
tedavisi, RCS acisindan gruplar arasinda anlamli bir
farkliliga yol agmamustir (p>0.05). Aym sekilde, FMJ
latanslart UDKA 06n tedavisi alan hayvanlarda PTZ
grubuna kiyasla yiiksek olsa da, bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).
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Sekil 1. UDKA 6n tedavisinin PTZ ile indiiklenen nébet davranisina
etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. (n=6)

UDKA 6n tedavisinin hipokampal TOS ve kaspaz-3
diizeylerine etkisi Sekil 2’de ifade edilmistir. TOS
diizeyindeki artis, PTZ ile noébet indiiklenen tiim
gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli bulunmustur
(p<0.001). Bununla birlikte, PTZ uygulamasinin yol
actig1 bu artis, UDKA-200 grubunda daha belirgin olmak
iizere (p<0.01) UDKA 06n tedavisi alan hayvanlarda
siirlt olmustur. Ayrica UDKA-200 grubunda elde
edilen TOS diizeylerinin, UDKA-100 grubundaki
hayvanlarinkine gore daha diisiik oldugu gozlenmistir
(p<0.05). Hipokampal kaspaz-3 diizeyi PTZ ve UDKA-
100 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
yitksek bulunmugtur (sirasiyla p<0.001 ve p<0.05).
UDKA-100 ve UDKA-200 gruplarinda hipokampal
kaspaz-3 diizeyleri PTZ grubuna kiyasla anlamli olarak
diisiik elde edilmistir (sirasiyla p<0.01 ve p<0.001).
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Sekil 2. . UDKA 6n tedavisinin PTZ ile olusturulan nobet sonrasi
hipokampal TOS (A) ve kaspaz-3 (B) diizeylerine etkisi. Veriler
ortalama + SEM olarak verilmistir. (n=6). *p<0.05, ***p<0.001,
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; #p<0.05, ###p<0.001 PTZ
grubuyla karsilastirlldiginda; +p<0.05, UDKA-100 grubuyla
karsilastirlldiginda.

4. SONUC

Oksidatif stres ve bununla iligkili apoptotik siiregler,
hipereksitabl beyin dokusuyla yakindan iliskilidir ve son
yillarda epilepsi gibi norodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde antioksidatif ve antiapoptotik yaklagimlar 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu c¢alismada, antiapoptotik ve
noroprotektif  6zellikleri  oldugu  gosterilmis  olan
UDKA’nin 6n tedavisinin, PTZ ile indiiklenen nébet
davranisina ve nobet sonrasi hipokampal TOS ve
kaspaz-3 diizeylerine etkisi arastirild1.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal hiicresel
metabolizma sirasinda iiretilen zararli bilesikler olup,
endojen antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale
getirilirler [14]. Bununla birlikte, agirt ROS {iretimi ya da
azalmis antioksidan aktivite oksidatif strese yol agar.
Beyin hem yiiksek aerobik metabolizmaya, hem de daha
yogun bir perflizyona sahip olmasi nedeniyle asir1 ROS
iretimiyle karsit karsiyadir. Dahasi, ironik olarak bu
yiiksek ROS iiretimine karsilik zayif bir antioksidan
kapasiteyle karakterizedir ve bu durum beyni oksidatif
strese karst daha savunmasiz yapar [15]. Nobet
aktivitesi, noronlarda voltaj-kapili iyon kanallar
aracihiiyla hiicre i¢i Ca® diizeyini artirarak ROS
dretiminin tetikleyen bir takim hiicresel olaylarn
baslatmaktadir [16]. Patsoukis ve ark., tek doz PTZ ile
indiiklenen nobet sonrasi hipokampusta oksidatif stresin
arttigin1  gdstermiglerdir [17]. Bu sonuglarla uyumlu
olarak, calismamizda PTZ ile nobete maruz birakilan
hayvanlarin  hipokampuslarinda TOS  diizeylerinin
yiiksek oldugunu gozlemledik. Bununla birlikte, 100 mg
kg™ uygulanan dozda daha belirgin olmak tizere UDKA
on tedavisi oksidatif stresteki bu artigt sinirlamistir.
Bununla uyumlu olarak, UDKA’nin ROS iiretimini
inhibe ettigi ve bdylece apoptozun mitokondriyal
yolagint modiile ettigi gosterilmistir [18]. Epileptik
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nobetle birlikte artan ROS tretimi, noral hiicre zari,
mitokondri, DNA gibi yapilarda hasara yol agarak pro-
apoptotik bir protein olan kaspaz-3’iin aktivasyonuyla
apoptozu baslatabilmektedir [19]. Calismamizda, PTZ
ile nobet olusumunun hipokampusta kaspaz-3 diizeyini
artirdigim  gosterdik. Onceki ¢aligmalar, epilepsinin
farkli hayvan modellerinde nobet sonrast beyinde
kaspaz-3 gibi apoptozla iligkili proteinlerin diizeylerinde
artis oldugunu rapor etmistir [20,21]. Calismamizda
diisik dozda UDKA 6n tedavisinin (100 mg kg™ )
kaspaz-3 diizeyindeki bu artis1 simrladigim, 200 mg kg™
dozda uygulanan UDKA 6n tedavisinin ise bu artisi
engelledigini  gozlemledik. Onceki  ¢alismalarda,
UDKA’nin  rat hepatositlerinde  niikleer  steroid
reseptorler araciligiyla niikleusa transloke oldugu ve
burada E2F-1/p53/Bax yolagini modiile ederek apoptozu
onledigi rapor edilmistir [22,23]. Bunun yaninda,
Abdelkader ve ark., Parkinson hastaliginin bir hayvan
modelinde UDKA’nin mitokondriyal disfonksiyonu
iyilestirdigini ve kaspaz 8, 9 ve 3'in aktivitelerini
azaltigim1  gostermislerdir [10]. Biitiin bu sonuglar,
UDKA’nin antioksidan ve antiapoptotik ozellikleriyle
norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in bir potansiyel
olabilecegine isaret etmektedir.

Ote yandan ¢aligmamizda, istatistiksel olarak anlamli
olmasa da, UDKA 06n tedavisinin PTZ’nin yol agtig
ndbet davranisi iizerine kismen iyilestirici bir etkisi
oldugunu gozlemledik. UDKA’nin epileptogenez
lizerine etkisinin arastirildigi tek c¢aligmada, Naderi ve
ark. kronik bir epilepsi modeli olarak PTZ ile kindling
yapilan sicanlarda UDKA (50 mg kg™) tedavisinin
epilepsi olugum siirecini inhibe ettigini rapor etmislerdir
[24]. Aym c¢aligmada, 3 kez uygulanan UDKA
enjeksiyonu epileptogenez iizerine herhangi bir etki
gostermezken, 15 kez uygulanan UDKA tedavisi bu
stireci baskilamistir. Daha yiiksek bir dozda UDKA 6n
tedavisi uygulamamiza ragmen ayni sonucun ortaya
¢tkmamasi, akut ve kronik epilepsi modellerinde farkli
hiicresel ve molekiiler yolaklarin yer alabilmesiyle
aciklanabilir. Ayrica daha fazla hayvanlarin bulundugu
gruplarla ¢aligmak, istatistiksel olarak daha gergekgi ve
anlamli sonuglar verebilir.

Son yillarda epilepsinin de aralarinda bulundugu
norodejeneratif hastaliklarin etyopatogenezinde
oksidatif, inflamatuar ve apoptotik siireclerin yer
aldiginin  belirlenmesi, arastirmacilarin  dikkatini adi
gegen siiregleri modiile ederek bu tiir hastaliklar1 tedavi
edebilme potansiyeline  sahip  yeni ajanlara
yoneltmektedir.  Antioksidatif ~ ve  antiapoptotik
ozellikleriyle UDKA, bu anlamda umut vaat eden bir
aday olarak goziikmektedir. UDKA’nmin epilepsi
tedavisindeki roliiniin pekistirilmesi igin, elektriksel ve
kimyasal diger epileptik nobet hayvan modellerindeki
etkisinin arastirilmasi gerekmektedir.
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