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Farelerde Pentilentetrazol ile Oluşturulan Epileptik Nöbetler Üzerine  

Anakinra’nın Etkisinin Araştırılması 

 

Investigation of the Effect of Anakinra on Pentylenetetrazole-Induced Epileptic Seizures 

in Mice 

 

Ahmet Kemal FİLİZ 1  Sebahattin KARABULUT2  

ÖZ: 

 

Amaç: Beyinde gama aminobutirik asit (GABA) ve glutamat arasındaki dengenin bozulması, nöbet oluşumuna ve epileptogeneze 

katkı sağlayan önemli faktörlerden biridir. Bu çalışmanın amacı, anakinra ön tedavisinin pentilentetrazol (PTZ) ile oluşturulan nöbet 

modelinde kortikal ve hipokampal GABA ve glutamat seviyeleri üzerine etkisinin olup olmadığını belirlemektir. 

 

Araçlar ve Yöntem: Çalışmada 18 adet BALB-c türü fare Kontrol, PTZ ve Anakinra grupları şeklinde 3 gruba ayrıldı. Nöbetleri 

başlatmak için 60 mg/kg dozda PTZ enjeksiyonu farelere intraperitonal olarak uygulandı. Anakinra grubuna PTZ enjeksiyonundan 30 

dakika önce intraperitonal olarak anakinra (100 mg/kg) uygulandı. Hayvanların kortikal ve hipokampal GABA ve glutamat düzeyleri 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yöntemi kullanılarak ölçüldü. 

 

Bulgular: PTZ'nin neden olduğu nöbetler, hipokampusta glutamat seviyesini artırırken (p<0.001), GABA düzeyinde azalmaya yol 

açtı (p<0.05). PTZ tedavisi kortikal glutamat seviyesini arttırdı (p<0.05). Anakinra ile ön tedavi hipokampusta glutamat düzeyini 

azaltırken (p<0.001), GABA düzeyinde artışa yol açtı (p<0.01). Ayrıca anakinra ön tedavisi kortikal glutamat seviyesini azaltırken 

(p<0.05), GABA düzeyinde artışla sonuçlandı (p<0.001).  

 

Sonuç: PTZ'nin neden olduğu nöbetler beyinde GABA düzeyinin azalmasına ve glutamat seviyesinin artışına neden olmaktadır. PTZ 

enjeksiyonu öncesinde anakinra tedavisi farelerin beyinlerinde uyarılma lehine bozulmuş GABA/Glutamat dengesizliğini iyileştir-

mektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: anakinra; GABA; glutamat; pentilentetrazol 

 

ABSTRACT: 

 

Purpose: Disruption of the balance between gamma aminobutyric acid (GABA) and glutamate in the brain is one of the important 

factors contributing to seizure formation and epileptogenesis. The aim of this study is to determine whether anakinra pretreatment has 

an effect on cortical and hippocampal GABA and glutamate levels in a seizure model induced with pentylenetetrazole (PTZ).  

 

Materials and Methods: In the study, 18 BALB-c type mice were divided into 3 groups as Control, PTZ, and Anakinra groups. An 

injection of 60 mg/kg PTZ was administered intraperitoneally to mice to induce seizures. Anakinra group was administered intraperi-

toneally (100 mg/kg) 30 minutes before PTZ injection. The cortical and hippocampal GABA and glutamate levels of the animals were 

measured using the Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. 

 

Results: PTZ-induced seizures led to a decrease in the hippocampal GABA level (p<0.05),  while the glutamate level increased 

(p<0.001). The treatment of PTZ also increased the level of cortical glutamate (p<0.05). The pretreatment with anakinra led to a 

decrease in the hippocampal glutamate level (p<0.001), but increased GABA level (p<0.01). In addition, the pretreatment with anakinra 

cause to decrease the level of cortical glutamate (p<0.05), while the GABA level increased (p<0.001). 

 

Conclusion: PTZ-induced seizures cause a decrease in GABA levels and an increase in glutamate levels in the brain. Anakinra treat-

ment prior to PTZ injection ameliorates the GABA/Glutamate imbalance that has shifted to the excitation side in the brains of mice.  
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GİRİŞ 

Epilepsi, dünya nüfusunun yaklaşık olarak % 0.5-1'ini et-

kileyen yaygın nörolojik bozukluklardan biridir.1 Hastalık, 

kendiliğinden ortaya çıkan tekrarlayıcı nöbetlerle karakte-

rizedir. Beyinde uyarıcı ve inhibe edici sinirsel aktivite 

arasındaki dengenin bozularak, uyarıcı nöronların lehine 

kayması sonucu nöbet oluştuğu bilinmektedir.2 Antiepi-

leptik ilaçlar (AEİ) nöbetleri baskılarken, hastalık üzerinde 

tamamen iyileşme sağlayamazlar. Bununla birlikte, mev-

cut AEİ’lar hastaların yaklaşık olarak üçte birinde etkisiz-

dir.3 İlaca dirençli grup olarak tarif edilen bu hasta gru-

bunda alternatif bir seçenek olarak cerrahi tedavi yer al-

maktadır. Dahası, hem hastalığın kendisi hem de kombine 

olarak kullanılan AEİ’lar bilişsel bozukluklara yol açabil-

mektedir.4 Bu nedenle, epilepsi ile mücadelede etkin alter-

natif tedaviler için daha fazla araştırmaya ihtiyaç duyul-

maktadır. 

İnflamasyon homeostazı koruyan fizyolojik bir yanıtken, 

anormal ve uzun süreli inflamasyon organizmalar için pa-

tolojiktir. Nöroinflamasyon, nöronlarda ortaya çıkan infla-

matuvar aktiviteleri içerir. Nöroinflamasyonun epilepsi 

gibi beyin hastalıklarının patogenezinde yer aldığı ve epi-

leptogenez sürecine katkı sağladığı bilinmektedir.5 Öyle 

ki, bazı spesifik inflamatuvar mediyatörlerin ve bunların 

reseptörlerinin epileptik beyin dokusunda upregüle olduğu 

son yıllarda yapılan çalışmalarda gösterilmiştir.6,7 Proinf-

lamatuvar sitokinler olarak bilinen bu proteinler immün 

sistemin sinyal molekülleri olarak tanımlanırlar. Bu sinyal 

moleküllerinden “interlökin-1 reseptör/Toll-benzeri resep-

tör (İL-1R/TLR)” yolağının çeşitli epilepsi modellerinde 

aktive olduğu gösterilmiştir.8-9 Dolayısıyla bu sinyal yola-

ğının baskılanmasıyla ortaya çıkan antikonvülsan etkinin, 

ilaca-dirençli epileptik olgularda nöbetlerin önlenmesinde 

bir araç olarak kullanılabileceği ön görülmektedir.9 

Anakinra, İL-1β’in biyolojik etkilerini inhibe eden İL-1 re-

septör tip 1 (İL-1R1)'in rekombinant bir versiyonudur.10 

Anakinra, yenidoğan ve çocuklardaki otoinflamatuvar 

hastalıkları tedavi etmek için onaylanmış bir ajandır.11 

Anakinra’nın, ilaca dirençli epilepsi hastalarında steroid-

lere ya da AEİ’lara yanıt vermeyen nöbetleri önemli öl-

çüde azalttığı gözlenmiştir.12,13 Anakinra’nın antiepileptik 

etkinliğinin epilepsi hayvan modelinde araştırıldığı bir ça-

lışmada da, bu rekombinant İL-1R antagonistinin (İL-1Ra) 

intrahippokampal uygulamasının, farelerde GABA-A re-

septör antagonisti bikukulinin neden olduğu epileptik nö-

betleri güçlü bir şekilde inhibe ettiği rapor edilmiştir.12 

Normal bir beyinde, uyarıcı ve inhibe edici nörotransmit-

ter sistemleri arasında aşırı elektriksel aktiviteleri kontrol 

altında tutan bir denge bulunmaktadır. Bu denge, beynin 

sırasıyla iki ana uyarıcı ve baskılayıcı nörotransmitteri 

olan GABA ve glutamat tarafından temsil edilmektedir. 

Dengenin uyarıcı sistem tarafına kayması spontan nöbet-

lerin oluşumuyla ilişkilidir ve bu nörotransmitter düzeyle-

rinin ölçülerek GABA/Glutamat balansının değerlendiril-

mesi epilepsi araştırmalarında yaygın olarak kullanılmak-

tadır.13 Bu çalışmada amacımız, farelerde PTZ ile oluştu-

rulan nöbet modelinde anakinra uygulamasının 

GABA/Glutamat dengesi açısından nöbetler üzerine etki-

sini araştırmaktır. 

ARAÇLAR ve YÖNTEM 

Deney Hayvanları 

Çalışmada standartlara uygun kafeslerde bakımı yapılan 

18 adet, 4-5 aylık, 30-33 gr ağırlığındaki BALB-c albino 

fare kullanıldı. Fareler 22±1 0C oda sıcaklığında, 12 saatlik 

aydınlık/karanlık siklusunun sağlandığı, sesten yalıtılmış 

odada ve % 55±6 oranda nemli ortamda tutuldu. Farelerin 

yem ve su ile beslenmelerinde herhangi bir kısıtlama ya-

pılmadı. Çalışma Temmuz 2020-Ağustos 2020 tarihleri 

arasında gerçekleştirildi. Çalışma için Sivas Cumhuriyet 

Üniversitesi hayvan deneyleri etik kurulundan onay alındı 

(Karar No: 65202830-050.04.04-421 Tarih: 22.07.2020). 

Çalışmada Kullanılan Kimyasallar 

PTZ ( Sigma-Aldrich, USA) ve Anakinra (Kineret, 100 

mg/0.67 ml çözelti) üretici firmadan temin edildi. Kimya-

sallar serum fizyolojik (10 mL/kg) içinde çözülerek fare-

lere intraperitonal (i.p.) olarak uygulandı. 

Deneysel Protokol 

Çalışmada, hayvanlar her grupta 6 fare olarak şekilde rast-

gele 3 gruba ayrıldı: 

1. Kontrol; Herhangi bir işlem uygulanmayan grup, 
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2. PTZ; PTZ ile nöbet indüklenen grup, 

3. Anakinra; PTZ ile nöbet indüklemeden 30 dakika önce 

100 mg/kg dozda14 anakinra uygulanan grup. 

Nöbet indüklemek için, farelere 60 mg/kg tek doz15 PTZ 

i.p. olarak enjekte edildi. Enjeksiyonu takiben epileptik 

nöbet davranışları gözlenen bütün hayvanlar 24 saat sonra 

feda edildi. Aseptik cerrahi koşullarda korteksleri ve hipo-

kampusları çıkarıldı ve ileri biyokimyasal analizler için 

uygun koşullarda saklandı. 

Biyokimyasal Analizler 

Kortikal ve hipokampal doku örnekleri soğuk Phosphate-

Buffered Saline (PBS) çözeltisi (pH 7.4) içinde homoje-

nize edildi ve 12000 g’de 10 dakika boyunca 4 °C'de sant-

rifüje edildi. Daha sonra üst faz GABA ve glutamat düzey-

lerinin eliza yöntemiyle ölçülmesinde kullanıldı. Doku ör-

neklerinde total protein ölçümü Bradford yöntemine göre 

yapıldı.16 GABA ve glutamat düzeylerinin belirlenme-

sinde ticari eliza kiti (YL Biont, Shanghai, China ) kulla-

nıldı. 

İstatistiksel Analiz 

Veriler “ortalama ± ortalamanın standart hatası (SEM)” 

olarak sunuldu. İstatistiksel analiz için SPSS istatistik 

programı (IBM SPSS Statistical Software Version 22.0 

[IBM, Armonk, NY, ABD]) kullanıldı. İlk olarak verilerin 

normal dağılıma uygunluk gösterip göstermediğini değer-

lendirmek için Kolmogorov-Smirnov testi uygulandı. 

Daha sonra verilerin gruplar arası karşılaştırılması “tek 

yönlü varyans analizi ile (One way ANOVA)” ve post-hoc 

Tukey testi ile gerçekleştirildi. İstatistiksel anlamlılık 

p<0.05 olarak tanımlandı. 

BULGULAR 

PTZ ile nöbet oluşumundan sonra grupların korteksindeki 

GABA ve glutamat konsantrasyonları Şekil 1’de göste-

rildi. Kortikal GABA düzeylerinin Anakinra grubunda an-

lamlı olarak yüksek olduğu gözlendi (p<0.001). Kortikal 

glutamat seviyelerinde ise hem PTZ hem de Anakinra 

gruplarında anlamlı farklılıklar elde edildi (p< 0.05). 

Şekil 1. Anakinra ön tedavisinin PTZ ile oluşturulan nöbet sonrası 

kortekste GABA (A) ve glutamat (B) düzeylerine etkisi. Veriler 

ortalama ± SEM olarak verilmiştir. (n=6). *p<0.05, ***p<0.001, 
Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında; #p<0.05, ###p<0.001 PTZ 

grubuyla karşılaştırıldığında. 

PTZ ile nöbet oluşumu sonrası grupların hipokampusun-

daki GABA ve glutamat konsantrasyonları Şekil 2’de gös-

terildi. Hipokampal GABA düzeyi PTZ grubunda azalır-

ken (p<0.05), anakinra uygulanan grupta yüksek bulundu 

(p< 0.01). Benzer şekilde, hipokampal glutamat düzeyleri 

PTZ grubunda yüksek, anakinra tedavisi alan grupta düşük 

olarak gözlendi (p< 0.001). 

 
Şekil 2. Anakinra ön tedavisinin PTZ ile oluşturulan nöbet sonrası 

hipokampusta GABA (A) ve glutamat (B) düzeylerine etkisi. Ve-

riler ortalama ± SEM olarak verilmiştir. (n=6). *p<0.05, 

***p<0.001, Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında; ##p<0.01, 
###p<0.001 PTZ grubuyla karşılaştırıldığında. 

TARTIŞMA 

Son yıllarda elde edilen klinik ve deneysel kanıtlar, beyin-

deki inflamatuvar süreçlerin nöbetlerin ve epilepsinin pa-

tofizyolojisinde yer alan bir mekanizma olabileceği hipo-

tezine güçlü bir destek sağlamıştır.5 İL-1β gibi, bu sürecin 

ana aktörleri olan proinflamatuvar sitokinler nöbetlerin 
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önlenmesinde ve epilepsinin tedavisinde önemli hedefler 

olarak tanımlanmaktadır.7 Bu çalışmada, İL-1β reseptör 

antagonisti anakinra ön tedavisinin PTZ ile indüklenen nö-

bet sonrası korteks ve hipokampustaki GABA ve glutamat 

konsantrasyonlarına etkisi araştırılmıştır. 

Proinflamatuvar sitokinler, hem fizyolojik hem de patofiz-

yolojik koşullarda hücreler arası iletişimin kritik eleman-

larıdırlar. Bu sitokinlerden İL-1β'nın bazı merkezi sinir 

sistemi hastalıklarının patofizyolojisinde önemli bir rol 

oynadığına dair kanıtlar vardır.17 Bu sitokinin kemirgenle-

rin ön beyin bölgelerinde çeşitli nörotransmitterlerin salı-

verilmesini düzenlediği, böylece sinaptik iletiyi ve iyon 

akımlarını değiştirerek nöronal uyarılabilirliği etkilediği 

gösterilmiştir.18-19 Konvülsan uyarılar kemirgenlerin mer-

kezi sinir sistemlerinde İL-1β’nın yanı sıra, onun endojen 

reseptör antagonisti olan İL-1Ra’nın da artışına yol açar.20 

İL-1Ra’nın rekombinant ürünü olan anakinra, yenidoğan-

ların ve çocukların çeşitli otoimmün hastalıklarının teda-

visinde kullanılan bir ajandır.21 Anakinra’nın antikonvül-

san özelliği olduğu önceki çalışmalarda gösterilmiştir.12 

Çalışmamızda, bir GABA-A reseptör antagonisti olan PTZ 

ile nöbet indüklenmesinden sonra, hipokampusta GABA 

konsantrasyonunun azalmış olduğunu gözlemledik. Bunun 

aksine, nöbet sonrası hipokampal ve kortikal glutamat dü-

zeyleri yüksek olarak elde edildi. Eksitatör ve inhibitör ana 

nörotransmitterler arasındaki denge normal bir beyin fonk-

siyonu için elzemken, GABA/Glutamat imbalansı epilep-

siyle yakından ilişkilidir.22-23 PTZ enjeksiyonları sonrası 

hipokampusta GABA konsantrasyonunun azalmış olması 

literatürle uyumludur.24-25 PTZ'nin beyinde GABA ve Glu-

tamat konsantrasyonları üzerindeki etkisini, bu nörotrans-

mitterlerin metabolizmasında yer alan glutamat dehidroge-

naz ve GABA aminotransferaz gibi enzimlerin aktivitele-

rini etkileyerek gerçekleştirdiği ileri sürülmektedir.26 PTZ, 

GABA aminotransferazı stimüle ederek ortamdaki GABA 

miktarını azaltmaktadır. Bununla birlikte, Anakinra ön te-

davisi PTZ’nin indüklemiş olduğu kortikal ve hipokampal 

GABA düzeylerindeki azalmayı sınırlamıştır. Bu sonuç, 

anakinranın antikonvülsan özelliğine işaret etmektedir.  

Nöronal aktivite üzerine IL-1β’nın etkisini gösteren in-

vitro çalışmalarda, bu sitokinin hipokampal CA3 bölge-

sinde GABAerjik iletimi baskıladığı, hipokampal CA1 

bölgesinde ise glutamerjik sinyali artırdığı gösterilmiş-

tir.27-28 PTZ’nin yol açtığı nöbet sonrası kortekste ve hipo-

kampüste gözlemlenen glutamat artışı önceki çalışmalarla 

uyumludur.29-30 PTZ, glutamat dehidrogenezi inhibe ede-

rek glutamat konsantrasyonunda artışa yol açmaktadır.26 

Dolayısıyla, PTZ ile GABAerjik sistemin inhibe edilirken 

glutamerjik sistemin aktive edilmiş olması, GABA/Gluta-

mat dengesini uyarılma lehine kaydırarak nöbetlere yol aç-

maktadır. Buna karşılık, anakinra ön tedavisinin beynin bu 

bölgelerindeki glutamat artışını sınırladığı gözlenmekte-

dir. Status epileptikusun neden olduğu aşırı glutamat salı-

mının, NMDA gibi glutamat reseptörlerinin aşırı uyarıl-

masına yol açarak, kendiliğinden oluşan nöbet aktivitesine 

ve nöbet kaynaklı beyin hasarı gelişimine yol açtığı rapor 

edilmiştir.31 Glutamerjik sinyali modüle edebilen terapötik 

yaklaşımların epilepsinin kalıcı olarak tedavi edilmesinde 

önemli bir rol oynayabileceği düşünülmektedir. 

Önceki çalışmalarda anakinra’nın antikonvülsan etki me-

kanizması İL-1Ra aracılı inflamasyon yolağı üzerinden 

açıklasa da,12 bu ajanın aynı zamanda beyindeki 

GABA/Glutamat dengesini düzenleyerek etki etmesi ola-

sıdır. İL-1β'nın beyinde hem eksitatör hem de inhibitör nö-

rotransmitter moleküllerin salıverilmesini modüle etmesi, 

anakinra’nın bu olası etki mekanizmasına işaret etmekte-

dir. Anakinra antikonvülsan etkisini, beyinde GABA dü-

zeyinde azalma veya glutamat düzeyinde artma gibi nöbet 

oluşumuna yol açan süreçleri engelleyerek gösteriyor ola-

bilir. Anakinra’nın bu etkisini kanıtlamak için hem 

NMDA, AMPA gibi glutamat reseptörlerinin hem de 

GABA-A, GABA-B gibi GABA reseptörlerinin ekpres-

yonlarının düzenlenmesini de içine alan çalışmalara ihti-

yaç duyulmaktadır. Öte yandan, anakinra uygulamasının 

ilgili beyin bölgelerinde İL-1β düzeylerine etkisinin belir-

lenmesi, ilacın nöroinflamasyonu modülasyonu hakkında 

fikir vererek antiepileptik özelliğinin daha iyi anlaşılma-

sına katkı sağlayacaktır. Sadece anakinra tedavisi uygula-

nan bir deney grubunun olmaması çalışmamızın diğer bir 

eksikliğidir. Ayrıca, anakinra ön tedavisinin tek doz PTZ 

ile indüklenen akut nöbet modelindeki etkisinin yanında, 

çoklu PTZ enjeksiyonlarının yapıldığı tutuşma modelinde 

anakinra’nın eş zamanlı ya da nöbet sonrası uygulanacağı 

çalışmalar epileptogenez sürecine olan etkisini görmek ba-

kımından önemli olacaktır. 
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