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1. OZET

P2X7 RESEPTORUNUN BEYIN ELEKTRIKSEL AKTIVITESI VE BEYIN
KAN AKIMINA OLAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Piirinerjik sinyal, normal ve patolojik sinir sisteminde sinaptik olmayan Dbir
sinyallesme mekanizmasidir. Piirinerjik ligand kapili iyon kanali P2X7 reseptdriiniin
ifadesi astrositler ve mikroglia gibi néronal olmayan hiicrelerde ger¢eklesmektedir.
Bu reseptorler sitokin iiretimini diizenleyen ve mikrogliadan salinan ATP kapili
katyon kanallaridir. Bununla birlikte interlokin-13 ve tiimor nekroz faktori gibi
noroenflamatuvar yanitlarla iliskili oldugu bilinen bu reseptdriin sinir sistemi
bozukluklarindaki mekanizmas1 tam olarak agiklanamamistir.  Norolojik
bozukluklardan biri olan epilepside P2X7 reseptoriiniin ifadesinin, glial hiicrelerde
uzun siireli nobetlerden sonra beyindeki hasar goren bolgelerde arttigi gézlenmistir.
Ayrica olusan hasar ndronlarin ve glial hiicrelerin aktivasyonuna neden olur ve
dolastyla hiicre oliimii ile ilgili genlerin ekspresyonu iizerinde etkili olan P2X7
reseptorleriyle iligkili benzer enflamatuvar aracilar salinir. Son yapilan ¢aligmalarda
ise P2X7 reseptoriinii hedef alan ilaglarin potansiyel antikonviilzan etkilere sahip
oldugu ortaya konmustur. Bu nedenlerden otiirii, reseptoriin islevinin tam olarak
bilinmesi norodejeneratif hastaliklarin  tedavisine yardimci olabilecek yeni
yaklagimlart meydana getirecektir. Bu tez ¢alismasinda farmakolojik P2X7 reseptorii
agonist maddesi 2’(3)-O-(4-Benzoilbenzoil)adenozin-5’-trifosfat (BzATP) ve
antagonist maddesi Brilliant blue G (BBG) olusturulan epilepsi modeliyle reseptoriin
beyin kan akimina ve beyin elektriksel aktivitesine olan etkilerinin incelenmesi
amaclanmistir. BBG’nin epileptik nobet siddetini ve sikligimi azalttigi, beyin kan
akimini ise arttirdigi, BZATP ise epileptik nobet siddetini ve sikligini artirtigi, beyin

kan akimini azalttig1 gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: P2X7 Reseptorii, Epilepsi, BZATP, BBG



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE P2X7 RECEPTOR ON
BRAIN ELECTRICAL ACTIVITY AND BRAIN BLOOD FLOW

Purinergic signaling is a non-synaptic signaling mechanism in the normal and
pathological nervous system. The expression of the purinergic ligand gated ion
channel P2X7 receptor has occured on non-neuronal cells, such as astrocytes and
microglia. These are ATP-gated cation channels that regulate cytokine production
and release from microglia. However, the mechanism of this receptor known to be
linked to neuroinflammatory responses, such as interleukin-1p and tumor necrosis
factor has not been exactly explained in disorders of the nervous system. In epilepsy,
one of the neurological disorders, has been observed to increase the expression of the
P2X7 receptor in glial cells in damaged regions of brain after prolonged seizures.
Furthermore, the resulting damage leads to the activation of neurons and glial cells
and thus releasing similar inflammatory mediators associated with P2X7 receptors
that are effective on the expression of genes involved in cell death. Recent studies
have elicited that drugs targeting the P2X7 receptor have potential anticonvulsant
effects. For these reasons, it will bring about new approaches that can help in the
treatment of neurodegenerative diseases provided that the function of the receptor is
completely known in epilepsy. In this thesis study, pharmacological P2X7 receptor
agonist substance 2’(3)-O-(4-Benzoilbenzoil)adenozin-5’-trifosfat (BzATP) and
antagonist substance Brilliant blue G (BBG) were aimed to investigate the effect of
receptors on brain blood flow and brain electrical activity by model of epilepsy. It
has been observed that BBG reduces epileptic seizure severity and frequency,
increases brain blood flow, BzATP increases epileptic seizure severity and

frequency, decreases brain blood flow.

Keywords: P2X7 Receptor, Epilepsy, BzZATP, BBG



3. GIRIS VE AMAC

Epilepsi merkezi sinir sisteminde, kortikal veya subkortikal bolgelerde yer
alan ndron gruplarmin ani, anormal ve hipersenkron desarjlar iiretmeleri sonucu
ortaya ¢ikan ve genellikle tekrarlayici nitelikte olan bir klinik tablodur (1). Diinyada

en sik goriilen norolojik hastaliklardan biridir.

Epileptik nobetleri indiiklemek igin yapisal olarak y-amino-butirik asit
(GABA) antagonisti bikukuline benzeyen, GABA inhibisyonunu ortadan kaldirma
etkisi gosteren penisilin kullanilmaktir. Kortekse yaygin olarak verilen penisilin,
talamusa ulagsmadigir halde Elektroensefalografi (EEG)’de diken dalga modelinin
belirmesini saglar. Bu modeldeki desarjlar korteksten kaynaklanmakta, fakat talamus

ile korteks arasindaki néronal devreler tarafindan kuvvetlendirilip siirdiirilmektedir.

P2X7 reseptorleri ATP-kanalli katyon kanallaridir ve beyinde ve omurilikte
pek ¢ok bolgede hizli uyart iletiminde rol oynamaktadir. Bu reseptorlerden P2X7 alt
tipi, uzun siireli Adenosin 3'-trifosfat (ATP) maruziyeti sirasinda iyon segiciligini
degistirme Ozelligine sahiptir (2). Ayn1 zamanda P2X7 reseptorleri interlokin-13y1
diizenleyerek noronal hiicre 6liimiinde rol almakta ve bu sayede sinir sistemi ile

bagisiklik sistemi arasindaki iletisimde kritik bir gérev yapmaktadir (3).

Bu tez calismasinda P2X7 reseptorii agonisti BZATP ve antagonisti BBG
kullanilarak reseptoriin epilepsi sonrasinda beyin elektriksel aktivitesine ve beyin
kan akimina olan etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. BzZATP ve BBG’nin
hasarli dokuda beyin elektriksel aktivitesi ve beyin kan akimina olan etkilerinin
aciga cikarilmasi ile daha etkin tedavi secenekleri olusturulmasi ve hastalarin

fonksiyonel geri kazanimlarinin arttirilmasi beklenmektedir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Epilepsi

Epilepsi, serebral néronlarin normal olmayan, asir1 elektriksel desarj nedeniyle
tekrarlanan nobetlerin meydana geldigi bir ndrolojik hastaliktir (4). Diinya
niifusunun %]1°ni etkileyen dordiincii en yaygin kronik norolojik bozukluktur (5, 6).
Avrupa'da epilepsi 6 milyon insani etkilemekte ve tahmini sosyoekonomik maliyeti
15.5 Milyar € 'dur (7). Ulkemizde epilepsinin yasam boyu birikmis insidans1 6/1000
iken, aktif epilepsi prevelansi 5/1000 olarak goriilmektedir (8).

Epilepsi ilk olarak 2500 y1l 6nce tanimlanmis ve bu bozuklugun altinda yatan
sebepler yeteri kadar bilinmektedir. Ayrica bu bozuklugu tamamen ortadan
kaldiracak bir tedavi mevcut degildir (9). Bu nedenle epileptik popiilasyonlar igin
acil kesfedilmesi gereken bir tedaviye gereksinimduyulmaktadir (10).

Epilepsi, kalitimsal bozukluklardan (genetik ve epigenetik anormallikler)
veya travmatik beyin hasari, beyin enfeksiyonlari, inme gibi epileptojenik
hasarlardan kaynaklanabilir (11, 12). Epileptojenik bir hasar sonrasinda baslica
norotransmitterler olan glutamat ve GABA arasindaki uyart ve inhibisyon
dengesinde degisiklik meydan gelir, bunun sonucu olarak homeostasi saglanamaz ve
beyin normal islevini yerine getiremez. Bu epilepsi gelisim siirecine epileptojenezis
ad1 verilir (4, 13). Epileptojenezis ii¢ asamaya ayrilir: Epileptojenik hasar sirasinda
ve sonrasinda olusan akut faz(l), latent faz(ll) ve belirsiz nobetlerin meydana geldigi

kronik fazdir(111) (14, 15).

Latent fazda enflamasyon, ndronal kayip ve yeni sinaptik aglarin olusumu
gibi hem molekiiler hem de yapisal degisiklikler s6z konusudur. Bu degisiklik
gosteren parametrelerden hangisinin epilepsinin gelisiminin nedeni veya sonucu
oldugu bilinmemektedir Ayrica bu siire¢ kendinden tekrarlanan nobetlerin olusumu

ile baglar, fakat kronik evrede devam eder ve giderek durum kétiilesir (14-16).



Epileptik nobetlerin gerceklesmesinin birgok nedeni vardir. Bunlar dogum
sirasinda gergeklesen beyin hasari, metabolik bozukluklar (hipoglisemi, hipokalsemi,
tiremi, hipoksi), enfeksiyonlar, vaskiiler bozukluklar (kanama, hipotansiyon),
toksinler (alkol, sakinlestiriciler) ve timorlerdir (17). Bununla birlikte, epileptik
ndbetlerin ¢ogunun agik bir nedeni yoktur. Beyindeki milyonlarca néronun anormal,
senkronize elektriksel desarjlar1 ile baslatilirlar. Desarjlar noronlarin iletim yollar
tizerine sinir uyarilar1 géndermek ic¢in noronlar1 uyarir (18). Nobet olusumunun iki
Ozelligi, noronlarin asir1 uyarilmasi ve sinirsel devrelerin asir1 duyarliligidir (19).
Bununla birlikte ¢ok sayida nobet tiirii ve beynin ndbet olusturdugu sayisiz

mekanizma vardir.

Nobetler genellikle parsiyel (fokal) ve generalize ndbetler olmak {iizere iki
ana kategoriye ayrilir. Generalize nébetler her iki serebral hemisferi etkiler. Ayrica
bu nobetler, uzun siireli ya da gegici olarak biling kaybina neden olur ve genel tonik-
klonik (biiyiilk ndbet), miyoklonik (ani si¢cramalar), absans (donup kalma) ya da
atonik (kas gerginliginin ani kaybina bagli diisme) olmak {izere alt tipleri mevcuttur
(20). Parsiyel nobetler, beynin bir serebral hemisferinde kiiciik bir odaktan
baslayarak daha yumusak semptomlar olusturur ve epilepsi hastalarinda yasanan en
sik tekrarlanan nobet tiiridiir (20, 21). Parsiyel nobetler bilincin korundugu basit
parsiyel ndbetler ve bilincin azaldig1 veya kayboldugu kompleks parsiyel ndbetler

olmak {izere alt grublara ayrilir (22).

4.1.1. Epilepsi tamsi

Glinlimiizde epilepsi tanisinin  konulmasinda en yaygin olarak EEG
gorlintiileme sistemi kullanilmaktadir. Epilepsi hastas1 oldugu diisiiniilen ve biling
degisikligi yasayan kisinin EEG kaydr alinir. Bu EEG kaydinda odak noktasi tespit
edilirse parsiyel epilepsi tanis1 konulurken, genel diken dalga modeli ile karsilagilirsa
da generalize epilepsi tanist konulur. Genellikle de nébet sonrasi ilk yirmi dort

saatlik kayit dikkate alinir (23).



EEG kaydi almirken ek olarak aktivasyonun saglanmast i¢in Aralikli Isik
Uyaran metodu kullanilir. Bu metod tanida ve tedavi silirecinin incelenmesinde
degerli bilgiler sunmaktadir. Ayrica epilepsinin baglangicina sebep olan travma ve
enfeksiyon sonrasi tani i¢in farkli teknikler kullanilmaktadir. Herhangi bir patolojik
bulgu, enflamasyon varsa Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) goriintiileme
yontemi ile tespit edilir, sonrasinda Manyetik Rezonans Goriintileme (MRGQG)
spektroskopi sistemi ile néronal gé¢ anormallikleri ve sinyal yogunlugundaki seri

degisiklikler gosterilir. Fakat MRG’nin maliyeti kullanimini sinirlamaktadir (24-26).

Bu tekniklere ek olarak beyin omurilik sivisi (BOS) numunelerinde ¢esitli
metabolitlerin (3-hidroksi-4-metoksifenilglikol, 5-hidroksiindolasetik asit v.b.) ve
norotransmitterlerin (Glutamat-GABA) konsantrasyonlar1 yiiksek performansli sivi
kromatografisinde analiz edilerek epilepsi tanisi igin degerlendirme yapilir (10, 27-

31).

4.1.2. Epilepsi ve beyin kan akim

Epileptik nobetler sirasinda (serebral) beyin kan akimi (BKA) ve
metabolizmasindaki degisiklikler, tek foton emisyon bilgisayarli tomografisinde ve
pozitron emisyon tomografisinde yapilan ¢aligmalarda iy1 bilinmektedir. Genelarize
nobet sirasinda BKA artar. Parsiyel nobet sirasinda ise bolgesel BKA artar (32).
Epileptik nobetler sirasinda BKA’nin artmasinin nedeni ise noronal uyarilma ile
birlikte artan enerji ihtiyacinin hipoksi olusturmasidir (33). Bunu takiben nobet
sonras1 erken donemde Ozellikle hipokampus ve amigdaladaki kan akiminin ndbet

oncesi ve baslangi¢c donemine gore arttig1 yapilan galismalarda gézlenmistir (34).

Bolgesel kan akiminmi belirlemek icin farkli tekniklerde kullanilmaktadir.
Ornegin, kan beyin bariyerini gegebilen ve hiicre zarlarina niifuz edebilen bir
lipofilik kompleks olan takipgiler kullanilmaktadir. Bunlar beyin tek foton emisyon
bilgisayarli tomografi goriintiilemesi igin mevcut olan 99mTc ile etiketli hekzametil
propilen amin oksim ve benzer sekilde 99mTc ile etiketli etil sisteinat dimer
takipgileridir (35).



Ayrica transkraniyal doppler ultrasonografi, BKA hizin1 dlgen ve BKA’daki
farkliliklar1 tahmin etmek i¢in BKA hizindaki farkliliklar1 kullanan non invaziv bir

tekniktir (36).

4.1.3. Epilepsi patofizyolojisi

Merkezi sinir sistemindeki hasarlar, enfeksiyonlar ve otoimmiin bozukluklar
ile baslayan patolojik olaylar, beyin parenkimal hiicrelerinin (mikroglia, astrositler,
noronlar), kan beyin bariyerinin (KBB) endotel hiicreleri ve lokositlerin
aktivasyonuyla sonuclanir. Bu hiicreler beyinde enflamatuvar aracilar iretir ve
salgilar, boylece fizyopatolojik etkilere neden olan sinyal kaskad serisi meydana gelir
(Sekil 4.1.3.1) (37). Fizyopatolojik mekanizmalarin  bazilari  nobetlerin

tekrarlanmasina neden olabilirken bazilari epileptojenezis gelisiminde rol oynar (38).

Strese maruz kalmis ve zarar gérmiis noronlar tarafindan iretilen high
mobility group box 1 (HMGBI1) salindigi zaman Toll-like receptor 4 (TLR4) ile
etkilesime girerek nobetleri tesvik eder. Boylece astrositlerden ve mikroglialardan
daha fazla HMGBI salinmasina neden olur. Salinimin devam etmesi enflamasyon ve

nobetler tizerinde pozitif anlamda geri bildirimi etkilemis olur (38).

Proenflamatuvar sitokinin olan interlokin-1p (IL-1B) ve HMGBI1 o&ncelikle
IL-1P reseptorii olan IL-1R1 ve sonra TLR4'e baglanarak sinyal kaskadini harekete
gecirir (39-41). Bu ligandlar alt yolaklar: etkiler. Bu yolaklar tiimoér nekroz faktorii
(TNF) yolagi ile kemokinlerin, sitokinlerin, enzimlerin (COX-2 gibi) ve reseptorlerin
(TLR, IL-1R1,TNF, p55 ve p75) sentezini diizenleyen bir trankripsiyon faktorii ve
proenflamatuvar olan nuclear factor kappa B’de (NF-«xB) bir araya gelirler (42). Bu
transkripsiyonel yolak noérogenez, sinaptik molekiilerin yeniden diizenlenmesi,
plastisite, hiicre 6limii ve hiicre sag kalimu ile ilgili genlerin ekspresyonu iizerinde

etkili olurlar (43).

NF-xB aktivasyonu, gen ekspresyonu degisiklikleri, 1L-1R1 veya TLR
yolaklariin aktifligi ayn1 anda etkinlik kazanan seramid ile aktive olan Src tirozin

kinaz ve mitojen aracili ile aktive olan protein kinazi etkiler (41, 44-50). Etkilenen



kinaz yolaklar1 voltaj bagimli iyon kanallarmin ve iyon kanallar ile eslesmis
reseptorlerin  fosforlanmasina neden olur. Fosforlanma ise ndbeti ve néronlarin

uyarimini dogrudan etkiler (51).
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Sekil 4.1.3.1. Epilepside enflamatuvar olaylarin kaskad serisi.

Ayrica astrositlerden sitokin aracili glutamat salinimi, glial hiicrelerden
glutamat geri aliminin inhibisyonu ve glutamat-GABA reseptorlerinin sinirsel
iletimde uyarici ve inhibe edici olmasi néronlarin asir1 uyarilmasinda etkili olan diger

mekanizmalardir (52-55).



4.1.4. Epilepsi tedavisi

Anti-epileptik ilaglar (AEI) normal sinirsel aktiviteyi bozmadan ndronlarin
uyarilabilirligini segici olarak degistirmek i¢in farkli molekiillere etki ederler (56).
Antikonviilsan aktivitelerini norotrasmitterler, iyon kanallar1 ve sinirsel uyarida rol
alan enzimler lizerinde gosterirler. Bu molekiiller {izerinde antikonviilzan aktiviteyi
voltaja bagli iyon kanallarini diizenleyerek, sinaptik inhibisyonu artirarak veya

sinaptik uyariy1 engelleyerek gergeklestirmektedirler (57).

Epilepsi tedavisinde kullanilan anti-epileptik ilaglarin yan etkileri
bulunmaktadir. Bu ilaglar kullanim kolayligi, maliyeti ve doktor kontrolii goz dniinde
bulundurularak alinmalidir. Epilepsi tanist konmus hastalar ilk olarak karbamazepin,
fenobarbital, fenitoin veya valproik asit gibi anti-epileptik ilaglar kullanilmasi
saglanarak tedaviye baslanir. Son zamanlarda topiramat, lamotrijin, gabapentin ve

okskarbazepin gibi yeni anti-epileptik ilaglarda kullanildigi goriillmektedir (58).

AEI] tedavisi alan bireylerin %70-80’1 basarili bir sekilde tedavi edilir. Bu
ilaglarin tedavide basarili olma oranini ise nobetlerin nedeni belirler. Bununla birlikte
tedavide cevap alinamayan hastalar, kontrol edilemeyen nobetler gegirmekte ve

alian ilaglarin ciddi yan etkilerine maruz kalmaktadirlar.

4.2. Purinerjik sinyal sistemi

G-proteinle eslesmis reseptorler noronal gelisimde oOnemli bir rol
oynamaktadir ve bunlarin arasinda periferik sinir sisteminde duyu ve otonomik
fonksiyonlarla ilgili purinerjik reseptorler bulunmaktadir (59-62). Purinerjik
reseptorler, tim hiicre tiplerinde ve dokularda bulunur. Ayrica bagirsakta,
bobreklerde, kardiyovaskiiler ve solunum sistemlerinde, immiinolojik sistemde, kan
hiicrelerinde, ciltte, kemiklerde ve kaslarda ¢ok farkli fonksiyonlarin
diizenlenmesinde yer alir (63, 64). Glial ve noron hiicreleri tarafindan genellikle
ekspresyonlar1 yapilir ve akson gelisimi, akson olgunlasmasi, noérogenez ve

beyindeki bir¢ok patolojik olayda rol alirlar (59).



Sinir sisteminde ATP, néron-glia sinyal agini igeren ¢esitli fizyolojik islevleri
diizenler (59). Ornegin, ATP sinaptik sinyal iletimi ve sinir hiicresi biiyiimesi ve
gelisimi gibi ¢ok sayida trofik etkiyi modiile eder. Noronlarda ATP, yalnizca
presinaptik terminal tarafindan serbest birakilmakla kalmaz, post-sinaptik membran
tarafindan salinabilir (65, 66)

Glial hiicrelerde birkag ¢aligma, astrositlerin ve diger glial hiicrelerin ATP
saldig1 gosterilmistir ve glial ATP saliminin glia-glia ve néron-glia iletisiminde 6nem
tasidigina dair 6nemli bulgular mevcuttur (67, 68). Ayrica, ndronlar ve glial hiicreler
tarafindan salgilanan ATP hipoksi veya diger beyin hasart tiirleri gibi ¢esitli patolojik
bozukluklara neden olur (69). Bunun sonucu olarak astrositler hiicre proliferasyonu
ve sinir sisteminin yeniden sekillendirilmesi ile karakterize edilen beyin hasarina
genel cevabi olan astrogliosisi baglatir (70, 71). ATP'nin bu ¢oklu etkileri sadece
purinerjik reseptorler tarafindan diizenlenmekle kalmaz ayni1 zamanda ekstraselliiler
ATP, ADP, AMP ve adenosin konsantrasyonlarini diizenleyebilen ekstraselliiler
ektoniikleotidazlar tarafindan da diizenlenir (72). Piirin konsantrasyonlarindaki bu

diizenleme purinerjik sistemi ve sinir sistemi patolojileri i¢in dnemini gostermektedir

(59).

Ekstraselliiler niikleotitler, niikleotid reseptorleri tizerinden etkili olurlar. Bu
niikleotid reseptorleri adenosin veya ATP/ADP niikleotidleri ile aktive olan P1 ve P2
reseptorler aileleridir (Sekil 4.2.1) (59).
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Purinerjik Reseptorler

(— P1=Adenosin w (— P2=ATP, UTP W
Al A2A A2B A3 P2X (_ PZYW

G-protein ile eslesmis PIX, P2Y, P2, P2Y, P2Y

Ligand kapih kanallar G-protein ile eslesmis

Sekil 4.2.1. Purinerjik reseptor ailesi. P1 (Adenosin) ve ATP (ya da UTP) baglayan
P2 reseptorleri olmak tizere ikiye ayrilir. P1 ve P2Y reseptorleri protein bagli GTP

ile eslesirken, P2X reseptor ailesinin ligand kapili kanallar1 vardir.
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4.2.1. Purinerjik P1 reseptorleri

P1 reseptorleri hiicre i¢inde ve disinda {i¢ lobu bulunan, hiicre disinda N

terminali, hiicre iginde C terminali olan yedi o sarmal domain yapisindadir (Sekil
4.2.1.1). (73).
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Sekil 4.2.1.1. P1 reseptorlerinin genel yapisi.

Noronlarda, astrositlerde, oligodendrositlerde ve mikrogliada yaygin olarak
ifade edilen G-proteinle eslesmis adenosin reseptorlerinin dort farkli tipi vardir: A1,
A2A, A2B ve A3 (74, 75). Al ve A3 reseptorleri, adenilat siklazi inhibe etmek igin
Gi proteinine baglanir ve siklik adenosin monofosfat (CAMP) konsantrasyonlarinda
azalmaya neden olur (76-78). A2A ve A2B reseptorlerinde ise adenilat siklazi aktive
etmek i¢in Gs proteinine baglanir ve bu durum cAMP konsantrasyonlarinda bir artiga
neden olur (76, 78).
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4.2.2. Purinerjik P2X ve P2Y reseptorleri

P2 reseptorleri, iyonotropik P2X ve metabotropik P2Y reseptorleri olmak
tizere iki farkli gruba ayrilmistir (79, 80). P2X reseptorleri, uzunlugu 379 ila 595
amino asit arasinda degisen ligand kapili, segici olmayan katyon kanallaridir. P2X
reseptorlerinin her bir alt birimi iki transmembran domain (TM1 ve TM2), genis bir
hiicre dis1 lop ve hiicre i¢i N- ve C-terminallerinden olusur. P2X reseptor alt
birimleri, dokuya spesifik ekspresyon ve reseptor alt birimlerine bagli olarak
fonksiyonel homotrimerik veya heterotrimik formlar olusturmak {izere bir araya
gelebilir. P2X reseptorleri hiicre disi ATP ile aktive edilir. P2X reseptorlerinin
aktivasyonu, Ca* ve Na* iceri akis1 ve K* disar1 akmasina neden olur (81). Yedi P2X
reseptor alt tipi (P2X1-7), noronlar ve astrositler tarafindan ifade edilir ve bunlarin
bazilar1 oligodendrositler, schwann hiicreleri ve mikrogliada ifade edilir. Bunlarin
her biri, hizli sinaptik iletim, sinaptik plastisite ve hizli néronal-glial sinyallesme gibi

farkl stireglere katilirlar (75, 82-87).

P2Y reseptorleri, hiicre disi bir N-terminusu, 7 transmembran domain ve bir
hiicre i¢i C-terminusu bulunduran klasik heterotrimerik G proteine bagh
reseptorlerdir (81). P2Y reseptorlerinin 8 alt tipi bulunmaktadir. Bu reseptorlerden
P2Y1, P2Y12 ve P2Y13 genellikle ADP tarafindan, P2Y2 ve P2Y4 ATP/UTP, P2Y6
UDP, P2Y11 ATP ve P2Y14 ise UDP-glikoz ligandi ile aktive olmaktadir.
Dolayisiyla tipik olarak P2Y1, P2Y2, P2Y4 ve P2Y6, Gq proteinlerine baglanir ve
fosfolipaz C'yi aktive eder, P2Y12, P2Y13 ve P2Y 14, Gi proteinlerine baglanir ve
adenil siklaz1 inhibe eder, hiicre ici CAMP azalir (88).

Bu reseptorlerin ¢ogu, merkezi ve periferik sinir sistemindeki (MSS ve PSS)
noronlar ve glial hiicreler de dahil olmak iizere sinir sisteminde ifade edilir (Tablo
4.2.2.1) ve genellikle proliferasyon, farklilasma, gb¢ ve apoptoz ilizerine uzun vadeli

etkiler birakan iki yonlii néronal-astroglial iletisime dahil olduklar1 diisiiniilmektedir
(69, 89, 90).

PSS’deki glial hiicreler ve noronlar farkli purinerjik reseptorleri ifade eder.

Bunlarin kombinasyonu noronal ve glial hiicre tipine ve fonksiyonuna baglidir (67).
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Omegin, miyelinsiz schwann hiicreleri, A2A, A2B, P2X7, P2Y1 ve P2Y2

reseptorlerini ifade ederken bunlardan sadece P2X7 ve P2Y2 reseptorleri, miyelinli

schwann hiicrelerinde islevseldir (59).

Tablo 4.2.2.1. Glial hiicrelerin eksprese ettikleri P2 reseptorleri

ASTROSIT MIKROGLIA OLIGODENTROSIT

PROJENITORLERI
P2X P2Y P2X P2Y P2X P2Y

P2X1 P2Y1 P2X4 P2Y1 P2X7 P2Y1
P2X2 P2Y?2 P2X7 P2Y?2 P2Y2
P2X3 P2Y4 P2Y2/4 P2Y4
P2X4 P2Y6 P2Y6 P2Y6
P2X5 P2Y12 P2Y12 P2Y11
P2X7 P2Y 14 P2Y13

P2X3 reseptorleri,

siganlarda orta beyin sinaptik terminallerinde ve

omuriligin dorsal kok gangliyon noronlarinin merkez terminallerinde tanimlanmistir

(91, 92).

P2X2 ve P2X4 gibi diger P2X reseptorleri, korteks, hipokampus, serebellum,

omurilik ve farkli beyin ¢ekirdegi gibi néronal yapilarda yaygin olarak bulunurlar

(93-95).
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Tablo 4.2.2.2. P2X reseptorlerinin dagilimyi, iglevi, iliskili oldugu hastaliklar

RESEPTOR | DAGILIM ISLEV HASTALIK
Diiz kas, Platelet,]Kas kasimasi,
P2X1 ) —
Serebellum Platelet, aktivasyonu
Diiz kas, MSS,
pP2X2 Otonomik ve Duyu iletimi —
Duysal ganglion
P23 ]IB)uyuSnoron{[aﬂl;l, MSS'de glutamat | Noropatik agri,
Azl SEmpa salnmu Taktil Allodini
noronlar
MSS Noropatik agri,
P2X4 5 Kronik enflamatuvar{Noropatik agri
Testis .. ..
diizenleyici
- Profilerasyonu
Omurilik, inhibe etr:e
P2X5 Mesane, ' —
_ Farkhlasmay1
Bagirsak
arttrma
Omurilikteki, |/ 2<2 Ve P2X4
P2X6 . kombinasyonunu —
noOronlar, MSS -
saglamak
POX7 Apoptotik Apoptoz, Enflamatuvar agri,
hiicreler Enflamasyon Noropatik agri

ATP, hem akut hem de kronik agrilarin ana aracilarindan biri olarak islev
goriir. Bu nedenle purinerjik reseptorlerden P2X2 ve P2X4 reseptorleri hizli agri
algilamasma katilirken (Tablo 4.2.2.2), P2X4 ve P2Y12 reseptorleri noropatik
agrinin patojenezinde Oncii bir rol oynamaktadir (99-102). Ayrica purinerjik
agonistler ¢esitli dokulardaki bagisiklik tepkiyi diizenler. Ozellikle, beyin ve
omurilikte, temporal segmentte birka¢ purinoreseptor tipinin (P2X4, P2X7, P2Y6 ve
P2Y12) aktivasyonu, mikroglianin hareketliligini ve aktivasyonunu kontrol eder,

bdylece beyinde immiin yanit saglanmis olur (103, 104).
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4.2.3. P2XT7 reseptorii

P2X7 reseptorii (P2X7R), her biri 595 aminoasit uzunlugunda olan ¢ok sayida
alt birimin bir araya gelmesiyle islevsel formunu olusturur. P2X7R'nin C-ucu (244
aa), diger P2X reseptorlerininkinden 120-200 amino asit daha uzundur.
Fonksiyonunu diizenlemede ¢ok oOnemli oldugu diisiiniildiigi coklu potansiyel
protein ve lipid etkilesim motiflerini barindirir (105). C-terminal bdlgesi post-
translasyonel modifikasyon, hiicresel lokalizasyon, oligomerizasyon, protein-protein
etkilesimleri ve sinyal yolagi aktivasyonu i¢in kritiktir (106, 107). Yiiksek hiicre dis1
ATP konsantrasyonlartyla uyarildigi zaman molekiiler agirligt 900 Da kadar olan
anyon ve katyon molekiiller (Na*, K* ve Ca?" ) i¢in gegirgen olur. Ayn1 zamanda

secici olmayan farkli boyutlarda (3-5 nm) membran porlarint da meydana getirir

(108-110).

Normal fizyolojik kosullar altinda, P2X7R aktivitesi, diisiik mikromolar
hiicre dist ATP araligin ve ATP baglanma afinitesini allosterik bir bigimde
degistirebilen hiicre dis1 divalent katyonlarin konsantrasyonu ile diisiik bir seviyede
tutulur (111-113). Diisiik mikromolar hiicre dist ATP araligit P2X7R aktivasyonu igin
yeterli degildir, ¢linkii P2X7R, P2X reseptor ailesinin en az ATP hassasiyetine sahip
tiyesidir. P2X1-6 reseptor ailesinin ATP etkin konsantrasyonu (EC50) degeri 1-10
uM araligr iken, P2X7R EC50 degeri 0,1-1 mM'dir (114-117).

Bu reseptorlerin makrofajlar, dendritik hiicreler, monositler, lenfositler ve
eritrositlerin yani sira osteoklastlar, mast hiicreleri ve eozinofiller kapsayan
hematopoietik hiicre hatlariyla siirli oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak, P2X7R
osteoblastlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve epitel hiicreleri de dahil olmak iizere
diger soylardan gelen hiicreler iizerinde mevcut oldugu belirtilmistir. Bununla
birlikte P2X7R merkezi ve periferik sinir sistemindeki mikroglia, astrositler,
oligodendrositler ve schwann hiicreleri {izerinde bulunur (118). Bunlara ek olarak
omirilik, serebellum, hipotalamus ve substantia nigra'daki bazi noéron

popiilasyonlarinda P2X7R varligina dair raporlar vardir (119, 120).
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P2X7R bir takim hiicre tiplerinde tanimlanmig olmasina ragmen, P2X7R'nin
tiim dokulardaki farkli hiicre tipleri arasindaki dagilim iligkisi daha az bilinmektedir.
P2RX7 geni ile birlikte ifade edilen Enhanced Green Florescent Protein (EGFP)
tasiyan transgenik fareler tiretilmistir (121-123). P2X7'nin in vivo dagilimina yonelik
onemli bir adim olmustur. Ornegin, bu fareler uzun siiren ndbetler sonras1 merkezi
sinir sisteminde P2X7R'nin ekspresyonunu lokalize etmek igin kullanilmistir ve
P2X7R'nin néronlarda ifadesinin arttig1 ancak hipokampus ve neokortekste mikroglia
ve astrositler tizerinde ifadesinin artmadig1 gorilmistiir (121, 123). Bu ¢alismalarda
mikroglia ve astrositlerde P2X7R ekspresyonu zayif olmakla ragmen, bu hiicre
tiplerinde P2X7R ekspresyonu immiinohistokimyasal arastirmalarda daha iyi

anlasilmistir (124).
4.2.3.1. P2X7R ve enflamasyon

P2X7R memelilerde viicut boyunca yaygin olarak yer almaktadir. Mikroglia,
makrofaj ve lenfositte yogun olarak bulunmaktadir. Reseptoriin bu immiin
hiicrelerindeki yiiksek ifadesi sitotoksik yanitlara, sitokin salimina ve hiicre
flizyonuna aracilik etmesi nedeniyle immiin sistemde onemli bir yere sahiptir (125).
P2X7R, enflamasyon ile ilgili birgok siiregte de (sitokin salinimi, nitrik oksit (NO)
tiretme, hiicre i¢i patojenleri 6ldiirme, sitotoksisite) gorev alir (126). P2X7R patolojik
bir hasarin ardindan mikroglialarin aktivasyonunda ve IL-1f, IL-18 ve TNF gibi

olgun proenflamatuvar sitokinlerin salgilanmasinda 6nemli bir rolii vardir (127).

Endojen ATP'nin diisiik afinitesi nedeniyle P2X7R aktivasyon seviyesi
normal fizyolojik ve patolojik kosullarda farklidir. Bu duruma 6rnek olarak P2X7R,
serum ve hiicre dist ATP'nin yoklugunda bakteri ve apoptotik hiicreler icin yeni bir
serbest oksijen yakalayici reseptoriidiir (128). Metabolik stres, enflamasyon veya
hiicre 6liimii gibi patolojik durumda ise hiicre dis1t ATP konsantrasyonu artmaktadir.

Bu nedenle reseptor aktivitesinin artacagi distiniilmektedir (118, 129).

P2X7 reseptorleri bir apoptotik enzim olarak kaspaz-1'i aktive eder ve pro-IL-
1B'nin IL-1B’ya ayrilmasinmi baglatir. Buna ek olarak, hiicre iskeletinde degisiklikler

meydana gelir ve zar yapismin zayiflamasina yol agar. ikincil mesajcilarla eslesmis

17



P2Y reseptorlerinin aktivasyonu P2X7R uyarir. Bunun sonucunda proliferasyon ve

enflamasyon baslamis olur (130).

Bu bilgilere ek olarak LPS gibi pathogen-associated molecular patterns
(PAMP)’ler; IL-1B'y1 kodlayan genlerin ve NOD-like receptor protein 3 (NLRP3)
gibi enflamazom bilesenlerinin transkripsiyonunu tesvik eder. Hem plazma
membraninda hem de sitoplazmada rol alan damage-associated molecular patterns
(DAMP)’ler, 6rnegin katepsin B gibi ek faktorlerin salimina neden olarak NLRP3
enflamazom aktivasyonunu tetikler. Alternatif olarak sitoplazmik DAMP'ler ve
PAMP’ler, panneksin-1 acgilmasina neden olabilir, boylece ATP salinmasina izin
verilir. Ekstraselliiler ATP, K* ¢ikisini tetiklemek i¢in P2X7R'ye baglanir, boylece
NEK7, NLRP3, ASC ve kaspaz-1 bir araya gelir. Aktive edilmis NLRP3
enflamazomu, pro-IL-1B’y1  katalize eder. Olgun IL-1B daha sonra
mikrovezikiillerden tiireyen sekresyonlu lizozomlar, eksozomlar veya plazma zari
aracilifiyla serbest duruma gecer. P2X7R porunun molekiil taginimi i¢in agilmasi
ATP molekiiliniin disar1 ¢ikisina izin verir (Sekil 4.2.3.1), boylece aktivasyon
sinyali ¢cogalir. Son olarak, P2X7R'ye, (hiicre dig1 veya hiicre dist PAMP'ler veya
DAMP'ler tarafindan) uyart yapilmadiginda, hiicre disi ATP ile dogrudan aktive
edilebilir (131).
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Sekil 4.2.3.1 P2X7R ve enflamasyon iligkisi. Sar1 halkalar, ATP; kii¢iik kahverengi

daireler, K*.
4.2.3.2. P2X7R ve sitokin salinim

P2X7 aktivasyonunun IL-1a, IL-1 reseptor antagonisti ve IL-36a salinimini
indiikledigi gosterilmistir (132-136). Bu nedenle P2X7'yi sitokinlerin IL-1 ailesinin
salgilanmasimin major bir fizyolojik diizenleyicisi olarak konumlandirmaktadir.
P2X7'nin de dahil oldugu c¢esitli uyarilar yapilarak NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun ve IL-1B sekresyonunun altinda yatan mekanizma arastirilmustir.
Arastirma K* ¢ikisinin NLRP3 kompleksini aktive eden yaygin bir sinyal oldugunu
ortaya koymustur (137). Ekstraselliiler ozmolarite ve hiicre hacminin regiilasyonu,
NLRP3 enflamazomunun aktivasyonunda rol oynadigi, sitokin sekresyonunun

baglamasi i¢in hiicresel mikro ortamin ¢ok 6nemli oldugu vurgulanmistir (138).
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4.2.3.3. P2XT7R ve proteaz aktivasyonu

P2X7R aktivasyonu ayrica, membran yapi stabilitesinin bozulmast,
mikropartikiil ve eksozom salinimi, ¢ok nukleuslu hiicre olusumu, tersinir
fosfatidilserin maruziyeti ve hiicre yiizey molekiillerinin kaybina neden olan zar
metalloproteazlarin aktivasyonu da dahil olmak iizere, bir takim membranla iligkili
degisikliklere yol agabilir (120, 139). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda P2X7'nin
aktivasyonundan sonra salinan hiicre yiizey molekiilleri tanimlanmistir. Bunlar
kemokin CXCL16, adhezyon molekiilii CD44, ¢oziinebilir amiloid prekiirsor proteini
ve IL-6 reseptorii bunlara ek olarak CD62L (L-selektin), CD23'e (diisiik afiniteli IgE
reseptorii) ve CD27 hiicre yiizey molekiilleridir (140-145). Metalloproteinaz olan
ADAMI0 ve ADAMI17, P2X7 aracili membran yapir stabilitesinin bozulmasi
olaylariyla iliskili ana efektor molekiillerdir (142, 143). Birgok fizyolojik olaylarla

iligkili substratlar bu proteazlar tarafindan pargalanir.

P2X7R aktivasyonu ayrica ¢esitli enzimlerin salinmasina neden olabilir.
Andrei ve arkadaslar1 (2004), ATP'nin insan monositlerinden lizozom ekzositozu
indiikleyebildigini tanimladilar ve boylece katepsinlerin lizozom salgilamasi, yliksek
olasilikla artan hiicre ici Ca?* konsantrasyonlari ile diizenlenen bir P2X7 aracili bir
yolak oldugunu ortaya ¢ikmistir. Ayrica katepsinler B, D, L, S monositlerden ve
makrofajlardan bu sekilde salgilanir (146). P2X7R aktivasyonu metaloproteaz-9
salinimini uyarabilir (147). Bununla birlikte, spesifik salinim mekanizmasi heniiz
belirlenememistir. Dolayisiyla P2X7R, katepsinler ve matriks metaloproteinazlarin

yani sira, kaspazlar gibi birkag proteaz ailesini de diizenleyebilir (148).
4.2.3.4. P2X7R ve transkripsiyon aktivasyonu

P2X7R, ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yoluyla gen ifadesini
etkileyebilir. Birgok NF-kB p65'in mikrogliada ve astrositlerde P2X7 tarafindan
diizenlenen bir transkripsiyon faktorii olarak saptamistir (149, 150). Monositlerde,
P2X7R aktivasyonu ayrica CAMP yanit element-baglayici protein aktivasyonunu ve
FosB/aktive edici protein-1'i indiikleyebilir (151, 152). Bununla birlikte P2X7
aktivasyonu aktive olmus T hiicrelerinin niikleer faktoriiniin  nukleusa

translokasyonunu indiikler (153). Bu nedenle P2X7R, stres zamanlarinda hiicresel

20



metabolizmay1 yeniden programlamak veya enflamatuvar yanit i¢in gerekli genlerin

aktivasyonu i¢in hiicre dist ATP'ye yanit olarak gen ifadesini diizenleyebilir.
4.2.3.5. P2XT7R ve fagositoz

P2X7R'nin radikal oksijen yakalayici reseptorii olarak hareket ettigi
calismalarda belirtilmistir (128). CD36 gibi radikal oksijen tutucu reseptorler, genel
olarak diisiik yogunluklu lipoproteinler gibi modifiye lipoproteinleri tanir ve ayrica
P2X7, CD36'ya benzer iki transmembran domain yapisina sahiptir (154-156). Ancak
P2X7R'in bdyle lipoproteinleri taniyip tanimadigi heniiz bilinmemektedir. P2X7R
ifade eden hiicrelerin partikiilleri alabilme yetenegi, iyon kanalinin hiicre disi1 ATP
ile aktivasyonunu gerektirmez. Aslinda, ATP ile kanalin uyarilmas1 fagositik yolagi
kapatir. Bu durum partikiil aliminda, iyon kanali veya ikincil por yolagi boyunca
normal sinyal verilmesinin gerekli olmadigini, fakat P2X7R'min sitoskeleton ile
birlesmesi nedeniyle yeni bir sinyal yolunun kullanilabilecegini gostermektedir (157,

158).
4.2.3.6. Astroglial P2X7R

Son yillarda yapilan galigmalarda, kiiciik, hizli ve lokalize Ca®" yamitlarin
astrositlerin mikrodomainlerinde minimal sinaptik aktivite ile ortaya ¢iktig
belirtilmistir. Bu veriler, astrositlerin, devamli ve yogun uyarilmalari iizerine daha
genis Ca?" tepkileri iiretmek igin birkag sinaps aktivitesini biitiinlestirebilecegini

2+

gostermektedir. Buna karsilik transmitter molekiilleri, Ca“" 'ye bagimli ekzositoz da

dahil olmak iizere gesitli mekanizmalarla astrositlerden salgilanabilir (160).

P2X7R ya astrositlerden ekzositotik veya non-ekzositik mekanizmalar
yoluyla glutamat veya ATP salinmasimi indiikleyebilir. Bu reseptorler

vezikiiler/lizozomal gliotransmitter salinimimin tetikleyicisi olan Ca®"

yi artirabilir,
ayrica iligkili panneksin kanallar1 yoluyla glutamat/ATP ¢ikisinda da aract olabilirler.
P2X7R aracili depolarizasyon, hiicrenin i¢ine biiyiik miktarda sodyum akisi meydana
getirir, bu durum glutamat tasiyicisinin tersine ¢evrilmesine ve ardindan hiicre disi
boslukta glutamat birikmesine neden olabilir. Nitekim BzATP, sigan omuriligin

lumbar substantia gelatinosa'daki (SG) astrositlerde Ca?**nin yiikselmesini tetikledigi

21



ve sonra SG noron yakinlarinda yavas ve diizensiz olarak i¢ce dogru akintilari (SIC)
indiikledigi goriilmiistiir. Ca®* goriintiileme, astrositik glutamatin SG ndronlar
gruplarinda N-metil-D-aspartat reseptériic (NMDAR) aracili senkronize aktivite
ataklarin1 uyandirdigim1 ortaya koymustur. SG astrositlerinde meydana gelen daha
uzun siireli bir glutamat salimi, P2X7R antagonisti A-438079 tarafindan inhibe
edildigi gosterilmistir, boylece P2X7R'nin bu tip glutamat salinnmindan sorumlu
oldugu teyit edilmistir. Dahasi, biyosensor Olglimleri, reaktif oksijen tiirlerinin,
glutamat ile birlikte astrositlerden korele edildigini ve noronal etkilerini

giiclendirdigini gostermistir (160).
4.2.3.7. Mikroglial P2X7R

P2X7R klonlanmadan 6nce, baslangicta P2Z olarak adlandirilan lenfositlerde
ve makrofajlarda bulunan dogal bir reseptoriin ATP ile indiiklenen plazma zarinin
gecirgenligine ve sitotoksisiteye aracilik ettigi gosterilmistir. Nitekim P2X7R'ler,
lenfositlerde, monosit/makrofajlarda ve dendritik hiicrelerde yaygin olarak bulunur.
Ayn1 zamanda trombositlerde ve eritrositlerde de yaygmn bir dagilim gosterir.
MSS'de, P2X7R-mRNA ve proteinin ilk olarak, orta serebral arter tikanmasina bagh

iskemi ile aktive edilen mikroglia ile sinirlandig1 diisiiniilmektedir (160).

P2X7R stimiilasyonunun ani sonuglar1 ise, asagida belirtilen enflamatuvar

medyatdrlerin araciligiyla gergeklesir (160).

o Lipopolisakkarit (LPS) uyarimi iizerine interlokin-1f'nin post-translasyonel
isleme uyariminin gergeklesmesi,
o Mikrovesikiillerde yapi stabilitesinin bozulmasi ve boylece IL-1B'nin hiicre

dis1 cevreye salinmast,

. Indiiklenebilir nitrik oksit sentazinin ekspresyonu ve sonug olarak artmis NO
tiretimi,

° Reaktif oksijen ara tirtinlerinin, 6zellikle de stiperoksitin tiretilmesi,

. Endokannabinoid iiretiminden sorumlu diagilgliserol lipazin salgilanmasi ve

endokannabinoid degradasyonundan sorumlu monoagilgliserol lipazin es zamanl

inhibisyonu.
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Membran porlarinin agilmas: ve daha sonra hayati 6éneme sahip hiicre i¢i
proteinlerin kayb1 yoluyla gergeklesen nekroz ve kaspazin aktivasyonu P2X7R’nin
glial hiicrelerde apoptozu indiiklemesini saglar. P2X7R sadece mikroglial
aktivasyonu degil, ayn1 zamanda proliferasyonunu da yonlendirir ve muhtemelen

zararl bir ndroenflamasyon ve noérodejenerasyon dongiisiine yol acar (161).
4.2.3.8. P2XT7R ve panneksin kompleksi

Omurgali hayvanlardaki gap junction, bitisik hiicrelerin sitoplazmasin
birbirine baglayan iki sabitlenmis konneksin (Cx) hemikanal igerirken, omurgasiz
hayvanlarda ilgili yapidaki inneksinlerden olusurlar. Ancak, inneksinlere homolog
olan omurgali panneksinler (Panx), gap junctionlar1 olusturmaz ve sadece kanallar
olarak bulunurlar. Omurgalilarda, Cx-43 ve Panx-1 hemikanallari, ATP'yi hiicre dis1
bosluga salan yolaklardir, bu yolak travmatik omurilik veya optik sinir hasarinin yani
sira iskemik beyin hasari takiben ikincil enflamasyon reaksiyonlarinda énemli rol

oynar (160).

Fibroblast biiyime faktori-1 (FGF-1) omurilik iizerine uygulanan mekanik
travmalara yanit olarak salgilanir (162). FGF-1, birkag dakika i¢inde astrositlerden
vezikiiler bir mekanizma ile ATP salinmasini indiikler. Bu ATP daha sonra P2X7R
ve panneksin kanallarini aktive eder ve sonu¢ olarak ATP'min bir sonraki salimini
tetikler. Bu nedenle FGF-1, ATP ve P2X7R fagositotik ve sitokin/kemokin
salgilayan monosit/makrofajlar ile karakterize edilen erken bir enflamatuvar faza
katkida bulunur (163, 164). Ayrica LPS enjekte edilerek dogum 6ncesi enflamatuvar
kosullara maruz birakilan hamile farelerin yavrulariin astrositlerinde, panneksin
olmayan kanallar yoluyla artmis bir ATP salinimi goriilmiistiir. Bu ATP daha sonra

P2X7R aktivasyonu ile néronal 6liime neden olmustur (165).
4.2.3.9. P2X7R ve hiicresel enerji metabolizmasi

P2X7R aktivasyonu, glikoliz ve oksidatif fosforilasyonu uyarir. Oksidatif

2"'nin hafif bir artisinin sonucu olabilir,

fosforilasyonun uyarilmasi sitoplazmik Ca
bunun sonucu olarak mitokondriyal matriste Ca®* konsantrasyonunun orta seviyede

yiikselmesine neden olur. Mitokondriyal Ca?" artis1, nikotinamid adenin diniikleotit
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(NADH) dehidrogenazin ve dolayisiyla oksidatif fosforilasyonun aktivitesini arttirir.
Maksimum P2X7R aktivasyonu mitokondride Ca?* asir1 birikmesi sonucu kontrol
edilemeyen Ca?"'nin hiicre icerisine alinmasi, mitokondriyal gegirgenligini saglayan

porlarin agilmasi ve mitokondrinin yikimi gibi olaylarda rol alir (131).
4.2.3.10.P2X7R ve epilepsi

Epilepside P2X7R ekspresyonunu arastiran ilk ¢alismalar kronik epileptik
sicanlardan alinan doku iizerinde yapilmistir. P2X7R boyamasinin, hipokampusta
ozellikle de mossy lifleri, dentat girusta ve glutamaterjik sinir terminallerinde arttig1
goriilmistiir. Ayrica sicanlarda epilepsinin akut ve kronik evresinde mikrogliada
P2X7R immiinreaktivitesinin arttigi gozlenmistir. Ilging bir sekilde, P2X7R
immiinreaktivitesi, astrositler iizerinde genellikle goriilmemistir. Yakin zamanda

P2X7 reseptorii raportor farelerini kullanan ¢alismalarla da dogrulanmistir (166).

Kainik asidin fare amigdalasina unilateral mikroenjeksiyonuyla indiiklenen
epileptik ndbetin sonrasinda ipsilateral hipokampustaki P2X7R ifadesinin arttig1
calismalarda dogrulanmistir. Aslinda, bu modelde P2X reseptor ailesinin ¢ogunun
hipokampal ekspresyonunu arastirilmis ve sadece P2X7R diizeylerinde artis
gozlenmistir. P2X7R raportor fare kullanarak esas olarak dentat girusundaki graniil
noronlarinda ve bazi CAl piramidal noronlarda genin transkripsiyonun arttig
bulunmustur. P2X7R promotorii aktivasyonu ile sinyal veren EGFP'nin mikroglial
belirteci Iba-1 veya astrosit glial fibrilik asidik proteini (GFAP) pozitif hiicrelerde
artig1 gerceklesmemistir (166). Bu caligmalar P2X7R ekspresyonunun epilepsi nobeti
ve kronik epilepsiden sonra derinden degistigini ortaya koymaktadir.

24



5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney dizayni ve deneysel gruplan

Bu tezdeki biitiin deney asamalar1 Istanbul Medipol Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayr alinarak yapilmistir. Deney kapsaminda
kullanilan BALB/c fareleri Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma
Merkezi’ndeki barinma odalarinda 12 saat aydinlik/karanlik olacak sekilde biyolojik
saatleri diizenlenerek tutulmustur. Calismalarda deney hayvani olarak ortalama

agirliklar1 22-25 gram olan 8-12 haftalik BALB/c fareleri kullanildi.

Her grup i¢in 7 hayvan olacak sekilde deney gruplari kontrol, P2X7 reseptorii
agonist ~ maddesi  2’(3)-O-(4-Benzoilbenzoil)adenozin-5 -trifosfat ~ (BzATP)
triethylammonium salt (AB120444, Abcam) ve P2X7 reseptorii antagonist maddesi
Brilliant Blue G (BBG) (SC-203733, Santa Cruz) olarak ayrildi. Ayrica bu ajanlarin
bolgesel kan akimina olan etkilerini arastirmak igin grub basina 7 hayvan olacak
sekilde dagilim yapildi. Deney grublarinin beyin elektriksel aktivite ve beyin kan

akimi kayitlar1 alinirken yapilan prosediirler Tablo 5.1.1°de belirtilmistir.

Tablo 5.1.1. Deney dizayni.

Deney Prosediirii

e 0. dakikada 2 dakika siireyle 2 pl hacimde SF (i.s.v.)
verildi,

Kontrol

e 30. dakikada 1ul olacak sekilde penisilin indiiklenmesi
(i.s.v.) yapildi.
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0. dakikada 2 dakika siireyle 2 ul hacimde BzATP (i.s.v.)
BzATP verildi,

e 30. dakikada 1 pl penisilin indiiklenmesi (i.s.v.) yapildi.

e 0. dakikada 2 dakika siireyle 2 ul hacimde BBG (i.s.v.)

verildi,
BBG
e 30. dakikada 1 pl penisilin indiiklenmesi (i.s.v.) yapildu.
Kontrol, BBG ve BzZATP deney gruplarinin
Bolgesel kan e Sol hemisferi agilarak 30 dakika bazal kayit alind1.

akimi 6l¢timi
e 30. dakikada 1 pl penisilin indiiklemesi (i.s.v.) yapild1 ve
lazer speckle goriintiileme sistemi ile 2,5 saat kan akim

kayd1 alind1.

Bolgesel kan akimi 6l¢iimiinde;

e Kontrol deney grubuna, 0. dakikada 2 pl hacimde SF (i.s.v.) verildi, 30.
dakikada ise 1pul olacak sekilde penisilin indiiklenmesi (i.s.v.) yapildu.

e BzATP deney grubuna, 0. dakikada 2 pl hacimde BzATP (i.s.v.) verildi, 30.
dakikada ise 1pul olacak sekilde penisilin indiiklenmesi (i.s.v.) yapildu.

e BBG deney grubuna, 0. dakikada 2 pl hacimde BBG (i.s.v.) verildi, 30.
dakikada 1l olacak sekilde penisilin indiiklenmesi (i.s.v.) yapildi.
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5.2. Epilepsi modeli ve farmakolojik ajanlarin verilmesi

Deneye baslamadan 6nce 8-12 haftalik BALB/c farelerine 1,75 g/kg olacak
sekilde %0,9 izotonik serum fizyolojik (SF)’te ¢ozdiiriilen iiretan (U2500-250G,
Sigma, Cin) anestezik ajani periton i¢i olarak verildi. Anestezi altina alinan fareler
stereotaktik gergeveye (World Precision Instruments, Berlin, Almanya) yerlestirildi.
Deney boyunca farelerin viicut sicakligi 1sitict battaniye sistemi (507221F, Harvard

Apparatus, ABD) ile diizenli olarak 6l¢iildii.

Rostral
1. Elektrod alam
Bregma
noktasi
Penisilin :
enjeksiyon noktas1 = = 0/ TT—— @rrrrnney
2.Elektrodalam «——\  ¢7/77»
Kaudal © Emre TANCAN
2018

Sekil 5.2.1. Beyin hemisferindeki elektrod alanlarinin ve enjeksiyon noktasinin

gosterimi.

Farelerin sol korteksi yiliksek hizli tur aleti (Marothon-3, Giiney Kore)
kullanilarak kaldirildi. Bregma noktast merkez kabul edilerek iki tane Ag-AgCl
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elektrodu korteks iizerine yerlestirildi. AP: 1 mm, L: 1,5 mm bdlgesine ilk elektrod
(FE136 Animal Bio Amp: MLA1212 Micro-Hook Electrodes, AD Instruments,
Avustralya), AP: -3 mm, L: -1,5 mm bolgesine ikinci elektrod (Sekil 5.2.1)
yerlestirildi. Hamilton enjektorii (type 701 N, Hamilton Company, Reno, NV, ABD)
kullanilarak AP: -1 mm, L: -1,5 mm bdlgesine ve korteks yilizeyinin 1 mm derinine 1
ul’de 100 IU olacak sekilde SF igerisinde ¢ozdiiriiliip kirik buzda bekletilen penisilin
(611007, Penicillin G, 1.E. Ulugay Tiirkiye) indiiklemesi yapildi. BBG 2 ul hacimde
10 ug, BzATP 2 ul hacimde 5 ug olacak sekilde SF igerisinde ¢Oziindiirtilerek
hazirlandi. BZATP ve BBG deney gruplarinda AP: O L: 0,75 mm bolgesine ve
korteks yiizeyinden 1,5 mm derinlige 0. dakika itibariyle i.s.v. ile enjeksiyon, 30.
dakikada penisilin indiiklenmesi yapildi. Kirik buz igerisinde tutulan BBG ve BZATP

kimyasallar1 beyin igi enjeksiyonla verildi.

5.3. Beyin elektriksel aktivite kaydi

Deney siiresi boyunca deney gruplarinin gercek zamanl bolgesel EEG kaydi
(PowerLab 16/30, AD Instruments, Castle Hill, Avustralya) (Sekil 5.3.1) alindi.
Elektrotlardan gelen biyolojik sinyaller, BioAmp amplifikatorleri (AD Instruments,
Castle Hill, Avustralya) kullanilarak amplifiye edildi ve bant ge¢irimi 0,03-60 Hz ve
genligi 10 mV olacak sekilde sinirlandirildi. Epileptik EEG aktivitesinin frekansi ve
genligi ¢evrim dis1 olarak analiz edildi [37]. Labchart (PowerLab Software, AD
Instruments, Castle Hill, Avustralya) yazilimi kullanilarak her hayvan icin diken
dalga frekanslart ve amplitiidleri hesaplandi ve Olgiildii. Fareler Kkayit

tamamlandiktan sonra fareler sakrifiye edildi.

28



Sekil 5.3.1. Beyin elektriksel aktivite kayit alimi.

5.4. Lazer speckle goriintiileme sistemi

Deneyin bu asamasinda yukaridaki Sekil 5.1.1.°de gosterildigi gibi her grup
icin benzer islemler yapildi, farkli olarak EEG kaydi yerine lazer speckle
goriintiileme sistemi ile 2,5 saat BKA kaydi alindi. Bolgesel kan akimi goriintiile
yapilmadan oOnce denekler yukarida bahsedildigi gibi anestezi altina alindi,
stereotaktik cerceveye yerlestirildi. Deney siiresince farelerin viicut sicakligi 1sitict
battaniye sistemi (507221F, Harvard Apparatus, ABD) ile diizenli olarak 6lgiildii.
Farelerin sol korteksi dura mater korunacak sekilde yiiksek hizli tur aleti (Marothon-

3, Giiney Kore) kullanilarak kaldirildi. Pericam PSI Sistemi (Perimed) kullanilarak
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beynin yaklastk 10 cm {iizerine yerlestirilen bir CCD kamera aracilifiyla gergek
zamanli BKA degisiklikleri (Sekil 5.4.1) iki saat boyunca kaydedildi. Lazerin
penetrasyon derinligi (785 nm), beyin yiizeyinin yaklasik 500 um altindadir. BKA

paremetreleri bir kan perflizyon goriintiileme yazilimi (PIMSoft Perimed)

kullanilarak hesaplandi. Kayit tamamlandiktan sonra fareler sakrifiye edildi.

Sekil 5.4.1. Bolgesel beyin kan akimi 6l¢timii: (Kirmizi renk bari kanlanmanin arttigi
bolgeleri ifade ederken mavi renk bari ise kanlanmanin olmadig1 bolgeleri ifade

eder).

5.5. Istatistik

Elde edilen datalar SPPS istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.
Gruplar arasindaki farklar One Way Anova kullanilarak, en diisiik anlaml farklilik
testiyle analiz edilmistir. Biitiin degerler ortalama + standart hata olarak verilmis,

*p<0,05 ve **p<0,01 istatistiksel anlamli olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Amplitiid ol¢iimii

Deney gruplarinin ger¢ek zamanli epileptik aktivite kaydimi almak igin
kullanilan EEG’de ilk olarak bazal degerleri alind1 ve sonra ilgili ajan verildi. Her ii¢
grup penisilin ile indiiklenmeden 6nce benzer elektriksel aktivite gosterek giderek
genlikleri artmistir. Epileptik aktiviteyi tetiklemek i¢in 30. dakikada verilen penisilin
indiiklenmesiyle birlikte gruplar arasinda genlik farkliliklar1 gdzlenildi. Indiiklenme
sonrast deney siiresi boyunca kontrol grubu BzATP ve BBG gruplaryla
kiyaslandiginda istatiksel bir anlamlilik gézlemlenmemistir. BBG ve BZATP gruplart
ise penisilin indiiklenmesi sonras1 genlikleri benzer egilim gosterek artmis ve deney
bitimine yakin benzer sekilde genliklerinde azalma gozlenmistir. Ozellikle EEG
kaydmin 30. dakikasindan itibaren her iki grup arasinda istatiksel olarak anlamlilik
artmis, bu anlamlilik deney sonuna dogru degerini korumustur. (*p<0.01/ #p<0.05,

“#*“ BzATP grubuna gore BBG grubunun anlamliligini ifade etmektedir.)

Amplitld
3.00

2.50 ~

y #own

2.00 ~

1.50 -

mV

1.00 -

0.50 -

000 Sl N T T T T T T T T T T T T 1
Bazalkayt A® D O O© O N R P & D & P(dk

e KONTro| ==@==BzATP BBG

Sekil 6.1.1. Kontrol, BZATP ve BBG deney gruplarinin zamana bagli olarak

genliklerinin gosterimi.
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6.2. Frekans ol¢iimii

Gergek zamanli olarak frekanslari Olgiilen deney gruplart 30. dakikada
penisilin ile indiiklenmesiyle farkli frekans degerleri ortaya koymuslardir. BBG
deney grubu, deney siiresi boyunca kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatiksel
anlamda herhangi bir anlamlilik gdzlemlenmemistir. Penisilin indiiklenmesinden
sonraki ilk 70 dakika icerisinde BBG deney grubu BzATP ile kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamlilik ortaya koymustur. Deney siiresi boyunca BzATP deney
grubu kontol grubu ile kiyaslandiginda ise sadece 0-10. dakikalari arasi ile 30-40.
dakikalar1 arasinda istatiksel olarak anlamlilik gézlemlenmistir. Genel anlamda her
bir grubun frekansi deney baslangi¢ degerine gore artmustir. (*p<0.05, “ * * kontrol
grubunu gére BzATP grubunun anlamliligim, *p<0.01 / #p<0.05, “ # «“ BzATP
grubuna gére BBG grubunun anlamliligini ifade etmektedir.)

Frekans

diken/dk

Bazal kayit :19 :\,Q' S NS A G @ O ® (dk)

= Kontrol =—@==BzATP BBG

Sekil 6.2.1. Kontrol, BZATP ve BBG deney gruplarinin zamana bagli olarak

frekanslarinin gosterimi.
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6.3. Bolgesel beyin kan akimi 6l¢iimii

Her bir deney grubunun sol korteksi kaldirildi ve bolgesel beyin akimlart 2,5
saat boyunca lazer speckle goriintiileme sistemiyle takip edildi. Deneyin 30.
dakikasinda verilen penisilin ile indiiklenen deney gruplar1 benzer bélgesel kanlanma
egilimleri gosterdikleri gozlemlendi. Deneyin 40-60. dakikalar1 ile 120-130.
dakikalar1 arasindan BzATP deney grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda bolgesel
kanlanma istatiksel olarak anlamlilik gozlemlenmistir. BBG deney grubunun
baslangic durumuna goére bolgesel kanlanmasinda artis olurken BzATP deney
grubunda ise azalma goriilmiistir. BBG deney grubu ile kontrol grubu arasinda
istatiksel olarak herhangi bir anlamlilik gdzlemlenmemistir. (**p<0.01 / *p<0.05, “ *

“ kontrol grubuna gére BZATP grubunun anlamliligini ifade etmektedir.)

Bdlgesel Kanlanma
160

*
140 - I .
120 P’ —3 47 ; 3
100 | et . > S
80 -
60 -
40 -
20 1
—8—Kontrol =—@=—BzATP BBG

Sekil 6.3.1. Kontrol, BZATP ve BBG deney gruplarinin zamana bagl olarak bolgesel

beyin kan akiminin gosterimi.
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7. TARTISMA

Gergeklestirilen bu tez calismasinda farmakolojik P2X7 reseptorii agonisti
BzATP ve antagonisti BBG kullanilarak reseptoriin epilepsi sonrasinda beyin
elektriksel aktivitesine ve beyin kan akimina olan etkilerinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Epilepsi patofizyolojisi tam olarak olarak bilinmemekte ve verilen
antikonviilsan ilaglar nobetleri tamamen ortadan kaldirmamaktadir. Bu nedenle
GABA inhibisyonunu ortadan kaldirma etkisi ortaya koyarak epileptik nobetleri
tetikleyen penisilin  konviilsan maddesi kullanilarak epilepsi deney modeli

olusturulmustur (167).

Literatiirdeki arastirmalarda BZATP ve BBG ajanlarinin ise hiicre sag kalim
tizerine etkisi ile ilgili tamamen ortak bir goriis hakim degildir. Fakat, beyin hasari
sonrast hiicre disinda konsantrasyonu artan ATP, P2X7 reseptoriinii aktive ederek
glutmat salinimina ve immiin hiicrelerinde yliksek ekspresyonuna neden oldugu
bilinmektedir (118, 129). Bu durum beyinde iyon dengesinin bozulmasina,
eksitotoksisiteye ve hiicre disi potasyum seviyelerinde artisa sebep olmaktadir (159).
P2X7 reseptoriiniin tiim bu siirecteki roliinii daha iyi anlayabilmek i¢in agonist
maddesi BzATP ve antagonist maddesi BBG epilepsi deney modelinde uygulandi.
Ayrica BzATP, BBG ve kontrol deney gruplarinin bdlgesel kan akimina olan

etkilerini incelemek i¢n lazer speckle goriintiileme sistemi kan akimi kaydi alindi.

P2X7 reseptorii agonisti BZATP ve antagonisti BBG’nin epileptik aktiviteye
olan etkilerini incelemek icin ger¢ek zamanli olarak EEG kaydi alindi. Epileptik
aktiviteyi tetiklemek i¢in 30. dakikada verilen penisilin indiiklenmesiyle birlikte
gruplar arasinda genlik farkliliklar1 gozlenildi. Indiiklenme sonrasi deney siiresi
boyunca kontrol grubu; BzATP ve BBG gruplariyla kiyaslandiginda istatiksel bir
anlamlilik gozlemlenmemistir. BBG ve BzATP gruplari ise penisilin indiiklenmesi
sonrasi genlikleri benzer egilim gostererek artmis ve deney bitimine yakin benzer
sekilde genliklerinde azalma gézlenmistir. Ozellikle EEG kaydinin 30. dakikasindan
itibaren her iki grup arasinda istatiksel olarak anlamlilik artmig, bu anlamlilik deney

sonuna dogru degerini korumustur (Sekil 6.1.1 ). BBG maddesi her ne kadar nobet
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siddetini azaltmis olarak bir antikonviilzan etkisi gosterse de epileptik aktiviteyi
tamamen ortadan kaldirmamistir. BBG’nin bu etkisi baska ¢alismalarda gozlenmistir.
Ornegin, Fischer ve arkadaslarinin fareler {izerinde yapmis oldugu ¢alismada BBG,
epilepsi nobetini aktive edecek dozda wverilen pentilenetetrazol grubunda
antikonviilzan aktivite gosterirken, maksimum elektrosok, akut penilenetetrazol, sub-
kronik tedavi gruplarinda bu etkiyi gostermemistir. Antikonviilzan etki gdstermesinin
nedeni olarak sodyum kanallarii bloklamak i¢in Yyeterli BBG mikromolar
konsantrasyonu beyinde bulunmamasi gosterilmistir (168). Ayrica kainik asit ile
indiiklenen fareler ile pilokarpin ile indiiklenen sicanlarda P2X7 reseptorii
antagonistleri BBG ve OxATP’nin dental girus ve frontopariyetal korteksin
molekiiler tabakasinda astrositlerin apoptotik kaybini 6nledigi goriilmiistiir (169).
Literatiirdeki bu farkli deneysel sonuglar, kullanilan anestezik ajanlarin ve
kemokonviilsanlarin etki mekanizmalari, epilepsi nobet siddeti ve stiresi, farkl

hayvan tiirlerinin kullanilmasindan kaynaklanmis olabilir.

BBG antagonistinin ndbet sikligin1 ve siddetini azaltmasinin bir nedeni olarak
P2X7 reseptorii araciligiyla tetiklenen enflamasyonu engelledigi diisiiniilebilir.
Ornegin, epilepsi modeli disinda yapilan beyin felci modellinde BBG ajanmnin aktif
mikroglia hiicre sayisin1 anlamli olarak azalttigi belirtilmisitr. Bu noroprotektif
etkinin, sag kalim kinaz yolaklarinin aktivasyonu iizerinden degil, daha ¢ok hiicre ici
Ca?* agir1 birikimini durdurarak gerceklestigi diisiiniilmiistiir (110). Bilindigi iizere
P2X7 reseptdrii aktivasyonu hiicre dis1 Ca?* konsantrasyonunu arttirir. Yapilan in
vitro oksijen ve glikoz yoksunlugu deneyinde BBG’nin Ca?* yanitlarini, IL-1pB, p-38
fosforilasyonunu ve glial aktivasyonun ekspresyonunu azalttigi benzer sekilde
gosterilmistir (170). BBG deney grubunda epileptik aktivitenin diisiik olmasi,
BBG’nin hiicreler aras1 Ca?" birikimini durdurarak endoplazmik retikulum stresini,
organel hasarmi ve apoptuzu azaltmasi nedeniyle gergeklesmis olabilir. Yiiksek
hiicredist ATP ile uyarilan P2X7 reseptérii Na*, K* ve Ca?* icin gegirgen oldugu ve
boylece Panxl ile por olusturdugu disiiniilmiistiir (171). Bu nedenle yapilan bir
calismada BBG’nin gdstermis oldugu bu noroprotektif etki P2X7 ve Panx1 knock-
out deney ¢aligsmalarinda da gozlenmistir (170).
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P2X7 reseptorii antagonist maddesi BBG ve agonist maddesi BZATP nin
epileptik nobet sikligina olan etkisini anlamak i¢in deney hayvanlarinin frekans
kayitlar1 alindi. BBG deney grubu, deney siiresi boyunca kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatiksel anlamda herhangi bir anlamlilik gézlemlenmemistir.
Penisilin indiiklenmesinden sonraki ilk 70 dakika igerisinde BBG deney grubu
BzATP ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamlilik ortaya koymustur. Deney
siiresi boyunca BzATP deney grubu kontol grubu ile kiyaslandiginda ise sadece 30-
40. dakikalar1 aras1 ile 40-50. dakikalar1 arasinda istatiksel olarak anlamlilik
gozlemlenmistir. Genel anlamda her bir grubun frekans: deney baslangic degerine
gore artmistir (Sekil 6.2.1). Kontrol ve BBG deney gruplarinda penisilin
indiiklenmesinden sonraki ilk 10 dakika igerisinde epileptik aktivitenin siddeti ve
siklig1 diisiis gostermistir. Bunun nedeni olarak P2X7 reseptorii aracili beyin
enflamasyonunun baslangigta koruyucu etki gostermesi sonucu olabilir (172). BBG
deney grubunun epileptik aktivite siklig1 penisilin ile indiiklenmeden onceki degere
diisiirememesinin nedeni hiicre dist ATP’nin sadece P2X7 reseptorii lizerinden degil
aynt zamanda P2X ve P2Y reseptorleri iizerinden de etki gosteriyor olmasindan

kaynaklanabilir.

Aurora Barros ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada BzATP'nin,
epilepsi ve kontrol grubunda neokorteksin sinir terminallerindeki glutamat ve GABA
almmmin azalttigi, fakat epileptik dokuda GABA aliniminin daha etkili bir sekilde
inhibe edildigini gostermislerdir (173). Bu nedenle yapmis oldugumuz frekans
kaydinda, BzATP ile kontrol grubundaki epileptik aktivitenin siklig1 bakimindan
farkliligt GABA’nin asir1 inhibe edilimis olmasindan kaynaklanmis olabilir (Sekil
6.2.1). BzATP deney grubu, kontrol grubuna gdre ndbet siddetini daha fazla
artiramadig diisiiniilse de, bu durum epilepsi nedeniyle ortamdaki asir1 bir sekilde
bulunan ATP’nin reseptorii aktive etmek i¢in yeterli oldugu i¢in gergeklesmis
olabilir (Sekil 6.1.1). Ayrica reseptdoriin C-terminal bolgesi reseptoriin otokontrol
mekanizmasin1 aktive ederek fosforilasyonu engellemeye calismasi ve bdylece
enflamasyonun daha fazla siddetlenmemesine yardimci olabilir. Bu bilgilerin yani
sira BZATP deney grubunda Ca®"ye yanit verebilen mikrodomainlere sahip olan

astrositlerin devamli ve yogun uyarilarla eksitotoksisiteyi arttirmis ve P2X7
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reseptoriiniin Panx1 kanali ile por olusturarak Ca?* hiicre i¢i akisini arttirmis olabilir.
Beyin felci modeli uygulanmig farelerde P2X7 reseptoriiniin BzATP ile
aktivasyonunda iskemik striatum bdlgesinde mikroglia hiicresi sayisinda artis
gozlemleyerek, BzATP aracili reseptor aktivasyonunun enflamatuvar yanitlari
tetikledigi  dusiiniilmiistiir. Cilinkii BzATP, kaspaz-1 ve IL-1f proteinlerini
arttirmigtir. Ayni sekilde BzATP’nin iskemik hasar siddetini kontrole gore c¢ok
arttirmadig1 goriilmiistiir. Yapilan in vitro ¢alismada ise BZATP nin Ca?" hiicre igi
alimimini arttirdig1 gozlenmistir (110). Bu bulgulardan farkli olarak yiiksek frekanshi
epileptik aktivite kosullarinda hiicre dist Ca?* konsantrasyonu P2X7 reseptdr
aktivasyonuna izin vererek diistiigli ve bu diislisiin salinan ATP’nin miktarindaki
artisa paralel olarak gerceklestigi belirtilmis, Ca®*, P2X7 reseptoriiniin bir negatif
modiilatorii olarak islev gordiigi tanimlanmistir (123, 174, 175).

BzATP, BBG ve kontrol deney gurublarinin bolgesel beyin akimlart 2,5 saat
boyunca lazer speckle goriintiileme sistemiyle takip edildi. Deneyin 30. dakikasinda
verilen penisilin ile indiiklenen deney gruplar1 benzer bolgesel kanlanma egilimleri
gosterdikleri gozlemlendi. Deneyin 40-60. dakikalart ile 120-130. dakikalar
arasindan BzATP deney grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda bolgesel kanlanma
istatiksel olarak anlamlilik gozlemlenmistir. BBG deney grubunun baslangic
durumuna gore bolgesel kanlanmasinda artis olurken BzATP deney grubunda ise
azalma goriilmiistiir. BBG deney grubu ile kontrol grubu arasinda istatiksel olarak

herhangi bir anlamlilik gézlemlenmemistir.

Genel olarak noral aktivite artisginin beyin kan akimi artigina neden oldugu
bilinir, fakat nasil meydana geldigi hakkinda pek fazla bilgi bulunmamaktadir.
Fareler iizerinde yapilan bazi ¢alismalarda beyin kan akimi artisinin astrositlerdeki
Ca?" ile iliskili oldugu diisiiniiliirken bazi kanitlar ise 6ncelikle astrosit aracili kan
akis artisinin Cox-1 metabolitine bagl oldugu belirtilmistir. Astrositlerdeki Ca?*’nin,
aragidonik asit metabolit iirlinleri tarafindan aracilik edilen yolak tizerinden kan
akimin arttirdigr gosterilmistir. Cox-1 inhibitoriiniin kullanildig1 bir deneyde kismen
de olsa kan akiminin baskilandigi goériilmiistiir (176). Ayrica bu bilgilerin diginda

noronal aktiviteye yanit olarak, astrositik Ca®" arttirmak igin noronal olarak
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salgilanan glutamatin astrositlerdeki glutamat reseptorleri iizerinde bir rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Boylece salinan Ca?"’nin, arasidonik asidin asag1 yolaklarmin
aktivitesini vazoaktif maddelerin olusumunu ve salinimini baslatacagi diistiniilmistiir
(176-179)

Bu bilgiler 15181inda deney grublarimizi degerlendirecek olursak, BBG deney
grubunun bolgesel kan akiminin diger her iki deney grubundan fazla olmasi anlamli
degildir (Sekil 6.3.1). BBG, P2X7 reseptoriiniin aktivasyonunu inhibe ederek
ATP’nin bu reseptdr iizerinden hiicre icerisine Ca?* almimmi engelledigi
diisiiniilmektedir. Fakat hiicre igerisindeki Ca?" konsantrasyonunun diisiik olmasi

bolgesel kan akimini tek basina diigiirmede etkili olmadig goriilmiistiir.

Fergus ve arkadaslar1 (1997) ndronal aktivite siiresince salinan glutmatin,
néronal NMDA reseptorii iizerinden nNOS’u aktive ederek NO salinimina neden
oldugu ve boylece salgilanan NO, diiz kaslar lizerinde etkili olur cGMP yolagi
tizerinden kan akisini arttirir  (180). BZATP deney grubunu kan akiminin kontrol
grubuna gore kan akiminin yliksek olmasi asir1 uyarilma sonucu ortamda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan glutamatin ¢ok fazla NO salinimma neden oldugunu
gosterebilir. Clinkii BZATP, P2X7 reseptoriiniin daha fazla uyarilmasini saglayarak

astrositlerden daha fazla glutamat salgilanmasina neden oldugu diistiniilmektedir.
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8. SONUC

Yapilan bu tez ¢alismasinda P2X7 reseptorii agonisti BZATP ve antagonisti BBG
kullanilarak reseptoriin epilepsi sonrasinda beyin elektriksel aktivitesine ve beyin
kan akimina olan etkilerinin arastirilmast hedeflenmistir. BBG epilepsi ndbet
siddetini ve sikligin1 azaltarak bir antikonviilzan rol aldigin1 ancak tek basina yeterli
olamayacagimni, BzATP ise epilepsi nobet siddetini ve sikligin1 artirtigi
gozlemlenmistir. BBG, bolgesel kan akimimi arttirdigi fakat BzZATP tam tersine
azalttig1 gozlemlenmistir. Elde edilen bu bilgiler klinik ¢aligmalarda, gerektiginde
var olan tedavilerle kombine edilerek daha etkin tedavi secenekleri olusturmasi ve

hastalarin fonksiyonel geri kazanimlarinin arttirilmasi diistiniilmektedir.
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