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OZET

Bu ¢alismanin amaci, lityum-pilokarpin ile indiklenen status epileptikus
modelinde beyin 6demi miktari, kan-beyin bariyeri gecirgenligi, total
aguaporin-4 ve a1l-sintrofin protein seviyelerindeki degisimi ve Uuridinin bu

parametreler Uzerindeki olasi rolinun incelenmesidir.

Calismada Sprague-Dawley, 6-8 haftalik 200-250g agirliginda 112 adet
erkek sican kullanildi. Calisma sham, kontrol ve status epileptikus olarak
gruplara ayrildi. Status epileptikus gruplarinda lityum ve pilokarpin enjeksiyonu
ile status epileptikus olusturuldu. Kontrol gruplarina status epileptikus gruplari
ile ayni enjeksiyonlar yapildi ancak pilokarpin yerine %0.9 NaCl verildi. Sham
gruplarina ise sadece %0.9 NaCl enjeksiyonu yapildi. Deney hayvanlari 48
saat takip edildi ve bu sure icerisinde gunde iki kez i.p. %0.9 NaCl ya da
500mg/kg/ml dridin tedavisi verildi. Deney hayvanlari 48. saat sonunda
dekapite edilerek beyin dokusu ve kan Ornekleri alindi. Yas-kuru agirlik
metodu ile beyin su igerigi ylzdesi hesaplandi. Hipokampus homojenatlarinda
ve serumda ELISA yontemi ile S100B miktari élguldi. Hipokampusta total
aquaporin-4, a1-sintrofin ve B-aktin proteinlerinin analizi Western-blot yontemi

ile yapildr.

Calismamizda uridin tedavisinin status epileptikusa bagh gelisen beyin
O0demini arttirdid1 gézlendi. Ancak aquaporin-4 ve a1l-sintrofin diizeylerinin
status epileptikusa bagli azalmasini engelledigi ve serum S100B seviyesini
dusurdiugu goéruldu. Hipokampusta ise S100B miktarinin Uridin ile yukseldigi
go6zlendi. Sonug¢ olarak, dridinin aquaporin-4 polarizasyon kaybini 6nledigi ve
48. saatte kan-beyin bariyeri gegirgenligini azaltarak koruyucu etkinlige sahip
oldugu gosterilmistir.  Uridin  tedavisinin  aquaporin-4'ten  bagimsiz
mekanizmalarla  beyin  6demini arttirmasi ilerleyen  c¢alismalarda

arastirilacaktir.

Anahtar kelimeler: dridin, status epileptikus, kan-beyin bariyeri, AQuaporin-4



SUMMARY

Investigation of Aquaporin-4’s Intermediation on Antiepileptic Efficacy

of Uridine in an Animal Model of Epilepsy

The aim of this study is to investigate alterations in amount of brain
edema, blood-brain barrier permeability, total aquaporin-4 and a1-syntrophin
levels in the lithium-pilocarpine induced status epilepticus model and the

possible role of uridine treatment on these parameters.

In the study, 200-250 g, 6-8 weeks old, male 112 Sprague-Dawley rats
were used. The study was designed as Sham, Control an Status epilepticus
groups. Status epilepticus was induced by administration of lithium and
pilocarpine. Control groups were treated identically but received 0.9% NaCl
instead of pilocarpine. Sham groups were treated with 0.9% NaCl only. Rats
were observed for 48 hours and received 0.9% NaCl or 500mg/kg uridine twice
a day. Following 48 hours rats were sacrified and brain tissues and blood
samples were collected. Brain water content was assesed by wet-dry weight
method. S100B protein content was analyzed with ELISA in hippocampus
homogenates and serum. Total aquaporin-4, a1-syntrophin and [(-actin
proteins were analyzed in hippocampus homogenates using Western-blot

technique.

Uridine treatment significantly increased brain edema. But it also
prevented the decrease in total aquaporin-4 and a1-syntrophin levels and
decreased serum S100B levels. S100B levels in hippocampus were higher in
uridine-treated group. As a result, it is shown that uridine prevents loss of
aguaporin-4 polarization and decreases blood-brain barrier permeability at 48
hours post status epilepticus which is suggested as it's neuroprotective

efficacy. It is therefore likely that uridine treatment increased brain edema with



an AQP4-independent pathway. Uridine treatment’s effect on increasing brain

edema with an aquaporin-4 independent pathway will be further investigated.

Keywords: uridine, status epilepticus, blood-brain barrier, AqQuaporin-4
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KISALTMALAR

AQP: Aguaporin

ASIC1la: Aside duyarli iyon kanali 1a

CDP-kolin: Sitidin difosfat-kolin, sitikolin

CTP: Sitidin trifosfat

ET-1: Endotelin-1

ETs: Endotelin B reseptori

GABA: Gama aminobutirik asit

GAT-1: GABA tagiyicisi-1

GLT-1: Glutamat tagiyicisi-1

IBE: International Bureau for Epilepsy, Uluslararasi Epilepsi Blrosu
ILAE: International League Against Epilepsy, Uluslararasi Epilepsi ile Savas
Birligi

KCNQ K* kanali: Noéronal voltaj kapili K* kanali

KO: Knock-out

MMP: Matriks metalloproteinaz

PTZ: Pentilentetrazol

SE: Status epileptikus

SUDEP: Sudden Unexpected Death in Epilepsy, Epilepside Beklenmedik Ani

Olim
SV2A: Sinaptik Vezikul 2A

Z0O-1: Zonula okludens-1
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GiRiS

Epilepsi; beynin surekli epileptik nodbet olusturmaya yatkinhgi ile
karakterize bir bozuklugudur ve norobiyolojik, biligsel, psikolojik ve sosyal
sonuclara neden olur (1). En sik goérulen ndérolojik hastaliklardan biri olan
epilepsi diinyada yaklasik 70 milyon insani etkilemektedir (2). Hastalarin %80’i
duguk ve orta gelirli Glkelerde olup, dusik gelirli Ulkelerde tedavi almayan
hastalarin orani %75’e ulasmaktadir (3). Klinik kullanimda olan 20’nin tizerinde
antiepileptik ila¢c bulunmasina ragmen, antiepileptik tedavi alanlarin yaklasik
Ucte birinin  nobetleri kontrol altina alinamamaktadir (4). Toplumdaki
stigmatizasyon nedeni ile epilepsi hastalar is bulamamakta ve egitim
alamamaktadir. Ayni zamanda nodbetler ile iligkili olarak kazalar ve
yaralanmalar sik gortlmekte, erken 6lim oranlari epilepsi tanisi olmayanlara
gore daha yuksek seyretmektedir (5). Bu nedenle epilepsi sadece bir hastalik
degil, bireysel ve sosyal etkileri olan bir halk saghgi sorunudur. Dinya Saglk
Orguti’'niin Uluslararasi Epilepsi ile Savas Birligi (ILAE) ve Uluslararasi
Epilepsi Burosu (IBE) ile birlikte 2019 yilinda yayinladigi raporda bu sorunlara
vurgu yapilmis ve epilepsi etiyolojisini ve epilepsiye neden olan diizeneklerin

arastiriimasina yonelik caligmalarin artmasi gerektigi bildirilmistir (6).

Beynin spontan nobet geligtirme 0zelligi kazanmasina neden olan
molekiler ve hicresel degisikliklerin gorildigu surec¢ epileptogenez olarak
adlandiriimaktadir. Epileptogenez bir tetikleyici faktor sonrasinda baslar ve
tekrarlayan spontan nobetlerin gortlmesinden sonra da devam eder (7). Bu
tetikleyici faktor; genetik bir bozukluk, travma, inme ya da status epileptikus
(SE) olabilir.

Status epileptikus, nobetin kendi kendini sonlandiramamasi sonucu
uzamisg nobet aktivitesidir. Status epileptikus epilepsi tanili hastalarda
hastaligin seyri sirasinda gorllebilecegi gibi, norolojik ya da sistemik
hastaliklarin komplikasyonu olarak da gorulebilir (8). Akut olarak mortalitenin

yani sira uzun donemde beyinde molekuler ve hicresel degisikliklere yol



acarak epilepsi gelisimine neden olabilir (9). Bu nedenle epileptogenez
arastirmalarinda siklikla SE modelleri kullaniimaktadir. Epileptogenez
multifaktoriyel kompleks bir sdregtir. Deneysel ve klinik galismalar konu
hakkinda onemli bilgiler sunmasina ragmen tam olarak aydinlatilamamistir ve
bu sureci engelleyebilecek noroprotektif ve antiepileptojenik tedavi

arastirmalari halen devam etmektedir.

I. Epilepsi

Epilepsi kelimesi Yunanca ele gecirmek, tutmak, yakalamak anlamina
gelen epilambanien kelimesinden turemistir (10). Epilepsiye dair yazili metinler
M.QO. 2000’li yillara kadar dayanmaktadir. Babil, Misir, Yunan uygarliklari gibi
bircok farkli uygarliga ait metinde epilepsinin tarif edildigi ve ndbetlerin tanri
tarafindan cezalandirma, kotu ruhlar tarafindan ele gegirilme gibi mistik olaylar
seklinde yorumlandigi gorilmektedir (11). llk kez Hipokrat (M.O. 460-377)
epilepsinin beyinden kaynaklanan bir hastalik oldugunu ve diyet ve ilaglarla
tedavi edilebilecegini sdylemistir (12). Ancak 17. yy.in sonlarina kadar ilahi
cezalandirma gortsu hakim olmus, Aydinlanma Cagi ile birlikte bu bakis agisi

yerini bilimsel gercekliklere birakmistir (13).

[. A. Tanim

Epileptik ndbet; beyindeki anormal asiri veya senkron ndronal aktivite
sonucu gelisen gegici isaretler ve/veya semptomlar olarak tanimlanmaktadir
(2). Anormal epileptik desarjlarin beyinde olustugu ve yayildigi bolgeye gore
klinik bulgular da gesitlilik gostermektedir. N6bet esnasinda motor, duyusal,
otonom ya da psisik semptomlardan biri ya da birkagi birlikte gortlebilir.
insanlarin yaklasik %10’u hayatlarinin bir déneminde nobet gegirmektedir
(14). Ancak tetiklenmemis tek bir ndbet gegirilmesi epilepsi tanisi igin yeterli

degildir.



Uluslararasi Epilepsi ile Savas Birligi'ne (ILAE) gore epilepsi tanisi:

() En az iki tetiklenmemis ndbetin (veya refleks nébetin) en az 24 saat
ara ile meydana gelmesi; (Il) tetiklenmemis bir nobet (veya refleks nobet) ve
onumuazdeki 10 yil iginde tekrarlayan ndbet gorulmesi olasiliginin %60’dan
fazla olmasi ya da (lll) epilepsi sendromu tanisi durumlarindan birinin
varhginda konulabilmektedir (15). Sadece febril nbbet ya da neonatal ndbet
gecirmis olanlar ve akut semptomatik nodbet gegiren hastalar bu tanim
icerisinde degerlendiriimemelidir. Akut semptomatik nobetler, akut nérolojik
hasar ile zamansal yakinlhgi olan ya da akut sistemik hastaliklara bagli gorulen
nobetlerdir ve tetiklenmemis nobet ile karistirlmamasi gerekir (16). Yas ile
iligkili bir epilepsi sendromu tanisi olan hastanin yasinin, sendromun akitif
oldugu yastan daha ileri olmasi ya da epilepsi tanili bir hastanin 10 yildir
ndbetsiz olmasi ve 5 yildir antiepileptik ila¢ kullanmamasi durumunda epilepsi

“sonlanmig” olarak kabul edilir (15).

[. B. Siniflandirma

Epilepsi tek bir semptom ve neden ile agiklanamayacak kompleks bir
hastaliktir. Bu nedenle tanimlama ve siniflandirmasinin yapilandiriimis,
terminolojisinin herkes tarafindan anlasilabilir netlikte olmasi; dogru tani
konulup etkin tedavi uygulanmasi ayrica etiyolojinin ve prognozunun
belirlenmesi acisindan 6nem tasimaktadir. Bu amacla bilinen ilk sistematik
epilepsi siniflandirmasi 1779 yilinda Monsieur Salliant tarafindan yapilmistir
(17). 20. yuzyilda ilk modern siniflandirma ise Henri Gestaut tarafindan
1969’da onerilmig, daha sonra ILAE tarafindan 1981, 1989 ve 2010 yillarinda
nobet ve epilepsi siniflandirmalari revize edilmistir (18). ILAE Epilepsi
Siniflandirmasi Calisma Grubu tarafindan 2017 yilinda epilepsi ve noébet
siniflandirmalari ve terminolojisi tekrar duzenlenmistir. Buna gbére epilepsi
siniflandirmasi 3 asamadan olusmaktadir. ik asama ndbet tipinin
belirlenmesidir. ikinci agsama epilepsi tipinin belirlenmesi, liciincii asama ise
eger mumkinse epilepsi sendromunun tanisidir (19). Bu siniflandirmada
etiyolojiye  onem verilmis ve her bir tani basamaginda etiyolojinin

belirlenmesine yonelik butiincil degerlendirme yapilmasi onerilmistir (Sekil-1).
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Sekil-1: ILAE 2017 Epilepsi siniflandirmasi. (19)’den uyarlanmigtir.
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Sekil-2: ILAE 2017 Nobet tipi siniflandirmasi (Genisletilmis Versiyon). (20).




I. B. I. Nobet Tipi Siniflandirmasi

ILAE’nin 2017 yilinda o6nerdigi nobet tipleri siniflandirmasina goére
epileptik nobetler fokal baglangi¢l, jeneralize baglangi¢ch ve bilinmeyen
baslangigh olarak 3 kategoriye ayrilmaktadir. Eski siniflandirmadan farkli
olarak “parsiyel’” yerine “fokal” ifadesi kullaniimis ve ek olarak bilinmeyen
baslangicli ndbetler kategorisi eklenmigstir. Fokal baslangigli nébetler; tek bir
hemisferde sinirl  noronal aglardan kaynaklanan noObetler olarak
tanimlanmaktadir. Jeneralize baslangicli ndbetler ise bir noktada baslayip
hizlica bilateral néronal aglara yayilan nébetlerdir (21). Bilinmeyen baslangicli
ndbetler ise yeterli bilginin olmadi§i ya da karar verilemedigi durumlar ifade
etmektedir. ikinci bir degerlendirme ile fokal ya da jeneralize baglangich nébet

kategorisine girebilirler (20).

Fokal baslangigh nébetlerin kendi icinde siniflandirmasinda ilk asama
farkindaligin degerlendiriimesidir. Daha onceki siniflandirmada kullanilan
“biling” yerine “farkindalik” kelimesinin daha uygun oldugu duasunulmustur.
Biling ile farkindalik es anlamli degildir ve birbirinin yerine kullaniimamasi
gerekmektedir. Hastanin bilincinin acik oldugu ancak kendisi ve cevresi
hakkinda farkindah@in bozuldugu durumlar olabilir (18). Onceki siniflandirma
ile bir diger farkhlik ise “basit parsiyel” ve “kompleks parsiyel” ndbetler yerine
sirasiyla “fokal baslangi¢li farkindalgin korundugu” ve “fokal baslangicli
farkindaligin bozuldugu” nébetler ifadesi kullaniimasidir. Bu asama klinisyenin
inisiyatifine birakiimistir, istenirse bu dederlendirme yapilmayabilir. Farkindalik
durumunun degerlendiriimesinden sonra ise ndbetin ilk bulgusuna gore “motor
/ motor olmayan” ayrimi yapiimahdir. 2017 siniflandirmasindaki bir diger
degisiklik “sekonder jeneralize ndbet” yerine “fokal baslayan bilateral tonik-
klonik ndbet” ifadesinin yer almasidir. Boylece “jeneralize” kavrami sadece
jeneralize baslangi¢gh noébetlerle sinirlandinimig, kavram karmasasindan
kaginilmistir.  Jeneralize baslangi¢h ndbetlerin  ¢ogunda farkindahgin
kaybolmasi nedeni ile jeneralize baslangigh ndbetlerin siniflandirmasinda
farkindalik degerlendiriimesi yapilmamaktadir. Motor / motor olmayan

bulgulara goére siniflandirma yapilmasi énerilmistir (20) (Sekil-2).



I. B. Il. Epilepsi Tipi Siniflandirmasi

Noébet tipinin belirlenmesinden sonra tani igin ikinci basamak epilepsi
tipinin belirlenmesidir. Bu agsamada hastanin 2014 yilinda tanimlanan epilepsi
tani kriterlerini kargiliyor olmasi gerekmektedir. Epilepsi tipleri “fokal”,
“‘leneralize”, “fokal ve jeneralize birlikte” ve “bilinmeyen tip” olarak
siniflandiniimistir. Hastalarin birden fazla tipte nébet gecirmeleri durumunda
tum nobet tipleri degerlendirilerek epilepsi tipi belirlenir. Klinisyenin ndbet tipi
ve epilepsi tipinin belirlenmesinde etiyolojik faktorleri ve komorbid durumlari
her asamada tekrar tekrar gdézden gegirmesi dnerilmektedir (Sekil-1). Epilepsi
tipi, elektroensefalografi (EEG) bulgulari, genetik ve goérintileme tetkikleri
sonuglari birlikte degerlendirilip eger uyumlu ise epilepsi sendromu tanisi
konulabilir (20).

I. C. Epidemiyoloji

Epidemiyolojik calismalarda metodolojik farkhliklar, epilepsi ve ndbet
tipi igin farkli siniflandirmalarin kullaniimasi gibi faktorler nedeni ile epilepsi
prevalansi ve insidansinda ¢aligmalar arasinda degiskenlik gozlenmektedir.
Meta-analiz c¢alismalarina bakildiginda, dinya genelinde aktif epilepsi
prevalansinin 6.38/1000, hayat boyu epilepsi prevalansinin 7.60/1000 oldugu
goriilmektedir. insidans ise yilda 67.77/100000 olarak hesaplanmistir (22).
Aktif epilepsi prevalansi, antiepileptik ilag kullanip kullanmadigina
bakilmaksizin son bir yil icinde ndbet geciren epilepsi hastalarini gosterirken,
hayat boyu epilepsi prevalansi epilepsinin aktif olup olmadigina bakilmaksizin
hayatinin bir déneminde epilepsi tanisi almis hastalari gdstermektedir.
Epilepsi insidansi ise belirli bir zaman diliminde yeni tani almis vakalari

gostermektedir (23).

Epilepsi insidansi ve prevalansi Ulkelerin ekonomik durumuna gore
farkhlik gostermektedir. DuslUk ve orta gelirli Ulkelerde yillik insidans
81.7/100000 iken yuksek-gelirli tlkelerde 45/100000°dir (24). Prevalans i¢in de
benzer bir tablo s6z konusudur. Yapilan bir meta-analiz ¢alismasina gore
gelismig ulkelerde hayat boyu epilepsi prevalansi 5.8/1000, aktif epilepsi

prevalansi 4.9/1000 bulunmustur. Gelismekte olan Ulkelerde ise hayat boyu



epilepsi prevalansi 10.3-15.4/1000, aktif epilepsi prevalansi 5.9-12.7/1000
arasindadir  (25). Dusuk-gelirli  Ulkelerdeki  epilepsi insidansi ve
prevalansindaki yuksekligin saglik hizmet sunumuna erigmede guglik;
norosistoserkoz, malarya gibi endemik hastaliklarin sik goérulmesi; kafa
travmalari ve perinatal risklerin yiksek olmasi gibi faktorlere bagh olabilecegi
dusundimektedir (24).

Cinsiyetler arasi insidans ve prevalansda bircok calismada anlamh
farkhlik goérulmezken bazi ¢alismalarda prevalansin erkeklerde daha yiksek
oldugu (23), bazi c¢alismalarda ise prevalansda farkhlik goérilmezken

insidansin erkeklerde daha yuksek oldugu bildiriimektedir (22).

Epilepsi prevalansi yas ile birlikte artarken, insidansi bimodal dagilim
gostermektedir. Cocukluk caginda ve ileri yasta pik yapmaktadir (26). 60 yas
uzerinde insidansdaki artigin inme, hematom gibi beyin damar hastaliklarinin
ve Alzhiemer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin artigina bagh oldugu
dusundlmektedir (26).

I. D. Etiyoloji

Hasta yonetimi ve tedavi agisindan etiyolojinin belirlenmesine 2017
ILAE epilepsi siniflandirmasinda 6zellikle 6nem verilmistir. Bir patolojik stirecin
epilepsi etiyolojisinde yer almasi icin ana semptomlarindan birinin nébet
olmasi 6n kosuldur. Epilepsi etiyolojisi 6 kategoriye ayriimaktadir (Sekil-1).
Bunlar yapisal, genetik, enfeksiy6z, metabolik, immun ve bilinmeyen
etiyolojidir (19). Yapisal etiyolojide norogérintileme yontemleri ile tespit
edilebilen lezyonlar (6rnedin kortikal malformasyonlar, inme, travma)
kastedilmektedir. Lezyon lokalizasyonu, klinik ve EEG bulgulari ile uyumlu ise
ndbetin nedeni olarak kabul edilebilir. Tanimlanmis bir genetik mutasyon
sonucu gelisen ndbetler icin genetik etiyolojiden bahsedilebilir. En bilinen
ornegi SCN1A mutasyonu sonucu gorilen Dravet sendromudur (27). Dinyada
epilepsinin nedenleri arasinda en sik goruleni enfeksiydz etiyolojilerdir. Akut
enfeksiyon doneminde no6bet geciren hastalar igin gecerli olmayip,
enfeksiyona sekonder epilepsi gelisen hastalar icin enfeksiydz etiyoloji sz

konusudur. Bu kategoride tuberkiloz, serebral malarya, subakut sklerozan



panensefalit drnek olarak verilebilir (28). Tanimlanmis bir metabolik hastalik
ile birlikte gérulen ndbetler, metabolik etiyoloji kategorisinde degerlendirilir.
Metabolik nedenlere aminoasitopatiler, porfiri gibi metabolik hastaliklar 6rnek
verilebilir (29). Anti N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptér (NMDAR) ensefaliti
gibi otoimmin merkezi sinir sistemi (MSS) inflamasyonu ve ndbetler ile
seyreden hastalarda immun etiyoloji disundlmeli ve gerekli antikor testleri
yapilarak immunoterapi secgenekleri degerlendiriimelidir (30). Bilinmeyen
etiyoloji ise epilepsi nedeninin henuz saptanamadigi durumlardir. Epilepsi
hastalarinin yaklasik Ugte birinde etiyoloji bilinmemektedir. Tani igin gerekli
goruntuleme yontemleri, antikor testleri ve genetik testlerin yapilabilmesi igin
yeterli altyapinin olmamasi bu oranin yuksek olmasinin nedenlerinden
bazilandir (31).

I. E. Mortalite ve Komorbid Hastaliklar

Epilepsi sadece norolojik dedil, psikiyatrik ve somatik komorbiditeleri ile
sistemik etkileri olan bir hastaliktir. Aktif epilepsi hastalarinin ~%50’sinde en
az bir komorbid hastalik gortulmektedir (32). Komorbid hastaliklar; hastane
basvurularini, tedavi yukunu ve mortalite riskini arttirmasi, yagsam kalitesini
disirmesi nedeni ile mutlaka sorgulanmasi gereken durumlardir.
Komorbiditenin tespiti, uygun tedavi secimi, nébet kontroll ve prognozun
belirlenmesinde de ayrica dnemlidir. Migren, demans, inme, travmatik beyin
hasari gibi MSS hastaliklarinin sikhdi epilepsi hastalarinda daha yuksektir
(33). Psikiyatrik hastaliklar da epilepsi ile sik birliktelik gosteren hastaliklardir.
Ozellikle depresyon ve anksiyetenin iki kat daha fazla goraldigi
bildiriimektedir. Duygudurum ve anksiyete bozukluklari yasam Kkalitesini
dusurmekte, intihar riskini arttirmakta ve ndbet kontrolinu zorlastirmaktadir
(33). Norolojik ve psikiyatrik hastaliklarin yani sira somatik hastaliklarin da
(6rnegin kardiyovaskuler hastaliklar, kronik obstriktif akciger hastaligi, peptik
Ulser, Tip 1 diyabetes mellitus) epilepsi hastalarinda, epilepsi tanisi

olmayanlara gore daha sik gorulmektedir (32).



Epilepsi bir erken 6lim nedenidir. Epilepside erken 6lim; ndbet ile
direkt olarak iligkili (SE, epilepside beklenmeyen ani 6lum, bogulma, kafa
travmasi, trafik kazalari, yaniklar), nobet ile indirekt iligkili (aspirasyon
pnomonisi, intihar) ya da nodbete neden olan hastalik ile iligkili (inme,
neoplazm, ndrodejeneratif hastalik) olabilir (34). DusUk ve orta gelirli Glkelerde
epilepsi hastalarinda olum orani normal populasyona gore 2.6 kat daha
yuksektir. Dusuk-gelirli Glkelerde erken olum riskinin ylksek olmasinin
nedenleri arasinda saglik hizmetine erisimdeki zorluk ve antiepileptik tedavi
verilememesi nedeni ile nobetlerin kontrol altina alinamamasi ve nobet ile
iligkili 6limlerin gerceklesmesi 6n plana cikmaktadir (35). Yuksek-gelirli
ulkelerde ise 6lum oraninin 1.6-3 kat daha yuksek oldugu bildiriimektedir (36).
Epilepside beklenmedik ani 6lum (Sudden Unexpected Death in Epilepsy,
SUDEP); epilepsi ile iliskili 6limlerden en énemli olanidir. Nobetleri kontrol
altinda olan hastalarda nobet ile iligkili olumlerin ve kazalarin siklig1 azalsa da
ani 6lum riskinin normal populasyona gore daha yuksek oldugu bildiriimektedir
(36). Bu ani 6limlerde en blyiik payi ise SUDEP olusturmaktadir. Ozellikle 20
- 45 yas arasi geng eriskinlikte SUDEP insidansinin normal populasyona gore
24 kat yuksek olmasi ile dikkat gekmektedir (37).

I. F. Tani ve Tedavi

Epilepsi tanisinda ilk yapilmasi gereken nobeti taklit eden durumlarin
dislanmasidir. Nobeti taklit eden senkop ve psikojenik epileptik olmayan ndbet
gibi durumlarin ayirt edilmesi gereksiz tetkik ve tedaviyi de énleyecektir. Daha
sonra nobet tipi, epilepsi tipi ve mumkinse epilepsi sendromu belirlenmelidir.
Mamkinse ndbet noroloji uzmani tarafindan goézlenmeli, mimkin degilse
ndbete sahit olan kisi tarafindan ayrintili ndbet tarifi yapiimaldir. Hastaya
nobet oncesinde, ndbet sirasinda ve ndbet sonrasinda yasadigr deneyim
sorulmalidir (4). Nobeti tetikleyebilecek durumlar (asin alkol alimi, ilag
kullanimi, kafa travmasi, ates gibi) sorgulanmalidir. Hastanin 6zgeg¢misi
dogum dykusunden itibaren alinmali, gecgirmis oldugu hastaliklar, kullandigi
ilaclar ve aile dykusu mutlaka sorgulanmalidir. Fizik ve norolojik muayenede
genetik bozukluklar ile iligkili dismorfik bulgular agisindan dikkat edilmelidir

(38). Ek olarak her hastaya laboratuvar tetkikleri (tam kan sayimi, kan sekeri



ve elektrolitler, bobrek ve karaciger fonksiyon testler) yapilmali, siphe halinde
toksikoloji testleri istenmelidir. Epilepsi suphesi olan her hastaya EEG
cekilmelidir. EEG interiktal donemde normal olabilecegi gibi, patolojik
bulgularin varliginda nobet tipi ve epilepsi sendromu hakkinda bilgi
verebilmektedir (2). ilk tetiklenmemis ndbet sonrasi ¢cekilen EEG’lerin ancak
%23’unde interiktal epileptiform aktivite izlendigi bildiriimektedir (39). Bu
nedenle gerekli gorulduginde uyku deprivasyonlu EEG ya da uzun surel
video-EEG monitorizasyonu yapilabilir. Bilgisayarli tomografi ve manyetik
rezonans goéruntileme taniya yardimci goérintileme teknikleridir. Hastalarin
ancak yaklasik %20’sinde ilk ndbet sonrasi manyetik resonans goérintiilemede
(MRI) epileptojenik lezyon tespit edilebilmektedir (40). Bu oran duguk olsa da

ndbetin tekrar riskinin ve tedaviye yanitin 6ngorulebilmesi agisindan dnemlidir.

Epilepsi tedavisinde antiepileptik ilaclar ana tedaviyi olusturur. ilag
seciminde hastanin ndbet tipi, yasi, cinsiyeti, komorbiditeleri, ¢cocuk sahibi
olma istegi, ila¢ etkilesimleri gibi bireysel durumlarin yani sira secilen
antiepileptik ilacin guvenilirligi ve tolerabilitesine de dikkat etmek
gerekmektedir (41). Antiepileptik ilaclar Sekil-3'te verildigi gibi 4 ana
mekanizma Uzerinden etki etmektedir: (I) Voltaj kapili sodyum, kalsiyum ve
potasyum kanallarinin  modulasyonu; (II) y-aminobutirik asit (GABA)
reseptorleri, GABA tasiyicisi 1 (GAT-1) ve GABA transaminaz Uzerinden
inhibisyonun arttiriimasi; (111) Sinaptik vezikil 2A (SV2A) ve voltaj kapili Ca*?
kanallarinin a2d altlnitesi Uzerinden sinapik vezikul salinimini dizenlenmesi
ve (IV) Iyonotropik glutamat reseptorleri ile eksitasyonun azaltiimasi (42).
Antiepileptik tedavi ile epilepsi hastalarinin ancak %70’inin nébetleri kontrol
altina alinabilmektedir (4). Kontrol altina alinamayan ndbetlerde bir diger
alternatif ise cerrahi tedavidir. Cerrahi tedavi ile epileptik odagin gikartilmasi
ya da diger beyin bdlgeleri ile baglantisinin kesilmesi direncli epilepsi
olgularinda fayda saglayabilmektedir. iyi secilmis direncli epilepsi olgularinda
cerrahi tedavi ile nébet kontroltiniin %50-80 oldugu bildiriimektedir (43). Ancak
her hastanin cerrahi tedaviye uygun olmayigi ve cerrahi igslem sirasinda ¢evre
beyin dokusunda hasar olusmasi bu tedavi yonteminin kisitliliklarindandir.

Norostimulasyon ise cerrahinin uygulanamadigi ya da basarisiz oldugu
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durumlarda uygulanabilir. Nérostimulasyonda, periferik sinirlerin ya da belirli
beyin bolgelerinin elektriksel uyarimi ile potansiyel nobet olusumu ya da
yayllimi engellenmektedir. Yapilan ¢alismalarda vagal sinir stimulasyonunun
hastalarin Ggte birinden fazlasinda nobet sikligini %50 azalttigi, derin beyin
stimulasyonunun hastalarin yarisindan fazlasinda nébet sikligini %50’den

fazla duslirdugu gosterilmistir (44).
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Sekil-3: Antiepileptik ilaclarin etki mekanizmasi. GABA: Gama aminobutirik asit, AMPA: a-
amino-3-hidroksi-5-metill-4-isoksazolpropionik asit, GAT-1: GABA tasiyicisi 1, SV2A:
Sinaptik Vezikil 2A. (45).
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II. Status Epileptikus (SE)

Epileptik nobetler ¢ogunlukla kendini sinirlar ancak ndbetin
sonlanmasindaki duzeneklerde geligsen basarisizlik sonucu ndbet aktivitesi
uzayabilir. Bu durumda status epileptikusdan bahsedilir. Status epileptikus
hayati tehdit eden norolojik bir acildir ve hizlica tani konulup tedaviye
baslanmasi gerekir. Sadece epilepsi hastalarinda degil, bircok hastaligin (akut
ya da kronik norolojik olaylar ya da sistemik hastaliklar gibi) komplikasyonu
olarak da ortaya ¢ikabilmektedir (46).

Il. A. Tanim

1970’te SE, sabit ve kalici bir durum olusturmak igin yeterli sire
boyunca devam eden ya da sik tekrarlayan nébetler tanimi ile ILAE Epilepsi
Siniflandirmasi’nda yer almistir. Tanimda kullanilan “yeterli sire”, deneysel
calismalarda 30 dakikadan uzun siuren ndbet aktivitesinin ndéronal hasara
neden oldugunun gdsterilmesi ile genellikle 30 dk. olarak kabul edilmigtir.
Ancak klinik pratikte tedaviye baslamada gecikmeye yol agabilecedi dusuncesi
ve 5 dk.dan uzun suren nobetlerin prognozunun daha kotu olmasi gibi
nedenler sonucunda yeni bir tanimlama ihtiyaci dogmustur (47). Bu ihtiyac
Uzerine ILAE tarafindan 2015 yilinda status epileptikus; ndbetin
sonlanmasindan sorumlu mekanizmalarda ya da nbébetin baglamasindan
sorumlu mekanizmalarda meydana gelen bozukluk sonucu anormal, uzamig
ndbet aktivitesi olarak tanimlanmistir (9). Akut olarak hayati tehdit eden bir
durum olabilecegdi gibi nébetin siresine ve tipine bagh olarak néron 6limda,
ndronal hasarlanma ve néronal aglarda degisiklikler gibi uzun dénem sonuglari
olabilmektedir. ILAE yeni tanimlamada iki zaman boyutu belirlemigtir. Buna
gore t1 tedaviye baglanmasi gereken, nobetin kendini sinirlandiran
mekanizmalarda bozulmanin meydana geldigi zamani; t2 ise uzun dénem
sonuglara neden olan degisikliklerin gorulmeye bagslandigi ve ndbetlerin
kontrol altina alinmasi gereken zamani ifade etmektedir. Deneysel modellerin
verilerine dayanarak tonik-klonik nébetler i¢in t1 zamani 5 dk., t2 ise 30 dk.

olarak belirlenmigtir. Fokal nobetlerde kesin zaman araliklari vermek igin
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yeterli veri bulunmasa da farkindaligin bozuldugu fokal status epileptikus icin
t1 10 dk., t2 ise 60 dk. olarak kabul edilmektedir (9) (Sekil-4).

Tedavi baglanmali | SE kontrol altina alinmali ‘

t1 t2

! !

Jeneralize
tonik-klonik SE 5‘dk- 30.1::1k.
L 2
Farkindahgin l ...... l
bozuldugu fokal (10 € 60 dk.
SE : :

ERY 412

Absans SE 10-15 dk. // Bilinmiyor

Sekil-4: Status epileptikusda tedaviye baslanmasi gereken (t1) ve uzun dénem sonuglarin
g6rilmeye baslandigi (t2) zaman boyutlari. dk.: dakika. (8).

Il. B. Siniflandirma

ILAE 2015 Status Epileptikus Raporu'nda SE’'un siniflandirmasinda 4
eksen tanimlamigtir. Buna gore 1. Eksen semiyoloji, 2. Eksen etiyoloji, 3.
Eksen EEG ve 4. Eksen ise yastir. Semiyoloji ekseni SE’un klinik yansimasini
ifade eder ve temelde motor semptomlarin olup olmamasi ve biling
bozuklugunun derecesine gore siniflandirilir. 2. Eksende SE etiyolojiye gore
siniflandirilir. Bilinen etiyoloji ve bilinmeyen etiyoloji olarak ikiye ayriimistir.
Bilinen etiyolojilerde akut etiyolojili (inme, ensefalit gibi), eski sekel etiyolojili
(postensefalit, inme sonrasi), progresif etiyolojili (beyin tumorleri, Lafora
hastaligi) ve tanimlanmis elektroklinik sendromlara bagli olmak tzere 4 alt
sinif tanimlanmigtir. 3. Eksen EEG bulgularina gore siniflandirmadir. Status
epileptikusa 6zgi bir EEG bulgusu olmamasi ve konvulsif SE’'da kas
artefaktlarinin yogunlugu EEG’nin klinik kullanimini sinirlasa da 6zellikle non-
konvulsif status epileptikus tanisi igin EEG bulgulari 6nem tasimaktadir. Bu
nedenle EEG temelli bir siniflandirmaya ihtiya¢ duyulmustur. Yas ekseni ise
SE’un etiyolojisinde, prognozunda ve tedavi yanitlarindaki yasa bagli

degisiklikler nedeni ile siniflandirmaya dahil edilmigstir (9).
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II. C. Epidemiyoloji

Status epileptikus insidansi bimodal dagilim gdstermektedir. Erken
cocukluk doneminde ve 60 yas sonrasi insidansi artmaktadir. Erigkinde yillik
insidansi 12.6/100.000 iken, 60 yas Ustunde yillik insidansi 27.1/100.000°e
yiukselmektedir. Status epileptikusa bagli fatalite hizi %14.9 olup bu oran
refrakter status epileptikusda (RSE) %33.3’e yukselmektedir. Yine yaglilarda
O0lum orani ortalamaya gore daha yuksek (%24.9) seyretmektedir. Yillik
moralite orani ise 0.98/100.000'dir (48). Cocukluk c¢aginda ise insidansi
3-42/100.000 oldugu bildiriimektedir. Status epileptikus ve RSE insidansi 2 yas
altinda daha yuksek seyretmektedir. Mortalite ¢ocukluk c¢adinda %3-11
arasindadir (49).

II. D. Etiyoloji

Eriskinde SE etiyolojisinde, akut semptomatik etiyoloji ilk sirayi
almaktadir. Bunlar igerisinde en sik gorulen neden ise serebrovaskuler
olaylardir (%45.2) (50). Epilepsi o6ykusl, MSS enfeksiyonlari, travma ve
metabolik bozukluklar da SE etiyolojisinde dnemli rol oynayan patolojilerdir.
Cocukluk cagl SE’un en sik gorilen nedeni ise uzamis febril nébetlerdir (%25-
39) (49). Epilepsi o6ykusl, hipoksik-iskemik beyin hasari, konjenital
malformasyonlar, MSS enfeksiyonlari, elektrolit bozukluklari ¢ocukluk cagi

SE’un etiyolojisinde yer alan diger patolojilerdir (49).

II. E. Tedavi

Status epileptikus tedavisinde ilk yapilmasi gereken hastanin hava yolu,
dolasim ve solunumunun kontrol edilmesidir. Hizlica damar yolu agilmali, kan
tetkikleri igin 6rnekler alinmali ve hipoksiyi 6nlemek icin nazal oksijen destegi
verilmelidir. Birinci basamak tedavi diazepam, lorezepam, midazolam gibi hizl
etkili benzodiyazepinlerdir. intravendz benzodiyazepin uygulamasi nébet
durmazsa bir kez daha tekrarlanmali yanit alinamazsa i.v. antiepileptik ila¢
(fenitoin, fosfenitoin, valproik asit, levetirasetam) yiklemesine gecilmelidir.
Birinci ve ikinci basamak tedavilere yanitsiz hastalar RSE olarak adlandirilir.

Bu hastalara Uguincl basamak tedavi yani i.v. anestezik ila¢ (midazolam,
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tiyopental, propofol) inflzyonu baslanir. Bu olgularin yogun bakim sartlarinda

takip edilmesi 6nerilir (8).

Il. F. Status Epileptikus ve Deneysel Modeller

Epilepsi hastalarinin cerrahisi sonrasi elde edilen beyin dokusunun
patolojik incelemesi, epilepsi patolojisinin anlasiimasi igin ¢ok degerli veriler
saglamaktadir. Ancak bu hastalar epileptogenez sirecinin ileri evresinde
olmasi nedeni ile epilepsi gelisimini baglatan diizenekler hakkinda sinirl bilgi
sunmaktadir (51). Bu nedenle hayvan deneyleri ile tim sirecin takip
edilebilecegi epilepsi modelleri, patogenezin aydinlatiimasinda ve antiepileptik
ilag gelistirme calismalarinda siklikla kullaniimaktadir. Tek bir model epilepsi
tiplerinin tamamini modelleyememekte ancak farkli modeller farkh nobet ve
epilepsi tipleri ile benzerlik géstermektedir. Ornegin pentilentetrazol (PTZ) ile
olusturulan ndbetler akut jeneralize tonik-klonik ndbetler iken kemokonvulsan
ve kindling modelleri kronik epilepsi modeli olarak bilinmektedir (52).
Kemokonvulsanlar ile olusturulan eksitotoksik SE modelleri limbik ndbetler
olusturmasi, latent periyot sonunda spontan ndbetlerin goérilmesi ve
histopatolojik olarak temporal lob epilepsisine (TLE) benzer ozellikler
gOstermesi nedeni ile sik kullanilan modellerdir. Kemokonvulsan ya da kindling
disinda epileptogenezi baslatan etmen olarak travma, inflamasyon ya da
hipertermi gibi c¢esitli patolojiler ile epilepsi modelleri olusturulabilmektedir.
GAERS, WAG/RIj gibi genetik modeller ise insanda gorulen absans ndbetlere
yakinligi nedeni ile tercih edilmektedir (53). Baslica deneysel epilepsi modelleri

Tablo-1'de Ozetlenmistir.
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Tablo-1: Deneysel epilepsi modelleri. (53)’den Tirkgelestiriimigtir.

MODEL

INDUKSIYON

BELIRTILER

INSANDAKI ESDEGERI

KULLANIMI

Kemokonvulsanlar

Kainik asit-SE

Sistemik ya da
intrahipokampal enjeksiyon

Limbik SE ve kronik nébetler

TLE-HS

Antiepileptik ilag arastirmalari,
epileptogenez mekanizmalari

Pilokarpin-SE

Sistemik ya da
intrahipokampal enjeksiyon

Limbik SE ve kronik nébetler

TLE-HS

Antiepileptik ilag arastirmalari,
epileptogenez mekanizmalari,
kognitif/psikiyatrik
komorbiditeler

Akut kimyasal modeller

Sistemik ya da
intrahipokampal enjeksiyon

Kullanilan ilaca ve doza
bagimli olarak non-konvulsiv
absans ya da jeneralize tonik-
klonik nébetler

Akut ve tekrarlayici nébetler

Antiepileptik ila¢ etkilerinin
g0Ozlenmesi, tekrarlayan
ndbetlerin etkileri

immatir rodentlerde SE

Kainik asit ya da pilokarpinin
sistemik enjeksiyonu

Tonik-klonik nébetler

Gelisim slirecinde uzamis
nobetler

Epileptogenez ve uzun dénem
sonuglari

immatir rodentlerde
tekrarlayici nébetler

PTZ'un sistemik enjeksiyonu
ya da flurothyl inhalasyonu

Miyoklonik ve jeneralize tonik-
kinik ndbetler

Gelisim sirecinde tekrarlayici
kisa ndbetler

Antiepileptik ilag arastirmalari
ve kognitif yikim

Elektriksel Stimulasyon

Elektrosok ile indUklenen
nébetler

Korneal ya da aurikular
stimulasyon

Jeneralize tonik-klonik
nébetler

Tonik-klonik nébetler

Antiepileptik ilag arastirmalari,
epileptiform aktivite ile iligkili
molekdler ve fizyolojik
degisiklikler

Art-desarj

Fokal elektriksel stimulasyon

Kompleks parsiyel ve
myoklonik nébetler

Genellikle diger bolgelere
yayilim gosteren fokal
baslangi¢h nébet

Fokal ndbetlerin neden oldugu
elektrofizyolojik ve davranigsal
degisiklikler

Kindling

Tekrarlayan art-desarj
indiiksiyonu

Fokalden tonik-klonige
doénusen nobetler ve bunlarin
sonunda spontan nébetler

Kontrol altina alinamayan
ndbetlerin sonuglari ve
epileptojenik surecin
dinamikleri

Epileptogenez sureclerinin
engellenmesi ve direngli
epilepsi tedavisi
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MODEL

INDUKSIYON

BELIRTILER

INSANDAKI ESDEGERI

KULLANIMI

Beyin Patolojisi

Hipertermik ndbetler

Sicak hava buhari ile immatr
rodentlerin vicut 1sisini
arttirma

Hareketsizlik, fasyal
otomatizma, myoklonik jerkler

Febril ndbetler

Epileptogenez mekanizmalari
ve kognitif sonuglar

Hipoksik-iskemi modeli

immatiir rodentlerin disiik O2
konsantrasyonuna maruz
birakma

Kisa tekrarlayici tonik-klonik
nébetler

Neonatal hipoksik-iskemik
ensefalopati

Antiepileptik ilag arastirmalari,
epileptogenez mekanizmalari
ve uzun dénem sonuglari

Posttravmatik epilepsi

Rostral parasagital fsivi
perkusyon hasari

Uzun dénemde jeneralize
tonik-klonik nébetler

Posttravmatik epilepsi

Antiepileptik ila¢ etkinligi,
epileptogenez mekanizmasi
ve dual patolojili hipokampal

skleroz

Genetik modeller

Odyojenik modeller

Genetik olarak egilimli
siganlarda akustik stimulasyon

Kosma ve tonik-klonik nébetler

Refleks epilepsi ve TLE

Epileptogenez mekanizmasi
ve epilepsi ile iligkili
komorbiditler

GAERS, WAG/RIj ve absans
epilepsi fare modelleri

Spontan ndbetler

DDD jeneralizasyonu
davranigsal duraklama

Jeneralize idipatik epilepsiler

insan absans epilepsisine
elektrografik ve davranigsal
benzerlikler, antiepileptik ilag
cevabl

SE: status epileptikus, PTZ: pentilentetrazol, TLE: Temporal lob epilepsisi, TLE-HS: Hipokampal sklerozun eglik ettigi temporal lob epilepsisi,
GAERS: Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg, WAG/Rij: Wistar Albino Glaxo/Rijswijk, DDD: diken-dalga desarijlari
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II. F. I. Lityum-Pilokarpin (Li - P) Modeli

Asetilkolinin  hipokampal piramidal néronlarda desarj frekansini
arttirmasi ve burst desarjlara neden oldugunun gdsterilmesinin ardindan farkh
bircok kolinerjik ajan deney hayvanlarinda nébet olusturmak igin kullaniimigtir
(54). Muskarinik asetilkolin reseptor agonisti olan pilokarpinin kullanimi ise ilk
kez 1983’de Turski ve ark. tarafindan énerilmistir (55). Bu modelde sistemik
yiksek doz pilokarpin (400mg/kg) enjeksiyonu ile SE olusturulurken, daha
dusuk dozlarda SE olusmayip, kisa limbik ndbetler goérilmektedir. Lityum -
pilokarpin modelinde ise pilokarpinden 24 saat once uygulanan 3mEqg/kg
lityum, cok daha dusuk dozlarda (30mg/kg) SE olusmasini saglamaktadir (56).
Ancak hem pilokarpin hem de Li - P modelinde laboratuvarlar arasi farkhlik
gozlense de mortalitenin yuksek (yuksek doz pilokarpin icin ortalama %30-40,
Li - P igin %45) oldugu bildiriimektedir (57). Bu nedenle Glien ve ark. tarafindan
pilokarpinin 30 dk. aralarla 10mg/kg dozunda tekrarlayan dozlarda
uygulanmasi seklinde yeni bir model oOnerilmigtir. Pilokarpinin bolunmus
dozlarda verilmesi ile deney hayvanlarinin %85’inde SE gelisirken, mortalite
%7’ye kadar dusmektedir (58). Irklar arasi farkliliklar da mortalite oranini
degistirmektedir. Wistar siganlarda mortalite orani Sprague-Dawley siganlara

gore daha yuksek seyretmektedir (57).

Yuksek doz pilokarpin ve Li - P modelleri arasinda davranigsal,
metabolik, elektrofizyolojik ve ndoropatolojik bulgular acisindan farkhlik
gorilmemektedir (59). Pilokarpinden 30 dk. dnce muskarinik antagonist olarak
1mg/kg metilskopolamin verilmesi; pilokarpinin tikrik salgisinda artis, tremor,
diyare gibi periferik kolinerjik etkilerini engellemektedir. Pilokarpin
enjeksiyonunu takiben deney hayvanlarinda immobilite gb6zlenmekte,
ardindan orofasyal otomatizmalar, tukrik salgisinda artig, esneme, géz kirpma
gibi belirtileri strekli olmayan nébetler izlemektedir. Yaklasik 40-45 dk. sonra
ise limbik motor SE baslamaktadir. Status epileptikus yaklasik 5-6 saat
sonunda kendiliginden gerilemekte ve deney hayvanlari 1-2 gin sirebilen
post-iktal komaya girmektedir (55). Status epileptikus sonrasi 1-6 hafta siren

latent periyodun sonunda rektrren spontan nobetler ortaya ¢ikmaktadir (60).
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Pilokarpinin  ndbet olusturma mekanizmasi literatir 1s1ginda
acgiklanamamakla birlikte M1 muskarinik reseptérlerin nébetin baglamasindan,
NMDAR aktivasyonunun ise nobetlerin devam etmesinden sorumlu oldugu
bildirilmektedir (61). Yuksek doz pilokarpin, yabanil tip (Wild type, WT) ve M2-
M5 genleri susturulmus (knock-out, KO) si¢canlarda nébetlere ve 6lime neden
olurken, M1 KO siganlarda bir etki gértlmemistir (62). Muskarinik reseptor
yogunlugu yuksek olan ntikleus akumbensin ndbetin baglamasindan sorumlu
olan bdlge oldugu dusunulmektedir (59). Pilokarpin modelinde gortlen
histopatolojik bulgular hipokampus, amigdala, talamus, piriform ve enthorinal
kortekste, substansia nigra ve serebral kortekste 24 saat icerisinde gortlen
noronal nekrozdur (63). Ayrica glutamat eksitotoksisitesine bagli olarak
dendritlerde sigsme, ndron hucre govdesinde vakuolar dejenerasyon, astroglial
yapilarda dilatasyon gibi hiicresel degisiklikler gorilmektedir (59). Pilokarpinin
sistemik uygulanmasi sonucu gelisen SE ve sonrasinda kronik dénemde
izlenen rekdrren spontan epileptik ndbetler, histopatolojik degisiklikleri ile
insanlarda gorilen TLE'ni en iyi taklit eden modellerden biridir (64). Bu nedenle

epileptogenez ve yeni ilag gelistirme calismalarinda tercih edilmektedir.

Il. G. Status Epileptikus Patofizyolojisi ve Epileptogenez

Epileptogenez, epileptik olmayan beynin genetik ve/veya edinsel
duzeneklere bagl olarak spontan tekrarlayici epilepsi ndbetleri gelistirme
surecidir (7). Epileptogenez bir tetikleyici faktdr sonrasinda baglar ve
insanlarda yillarca surebilecek spontan epileptik nobetlerin gorulmedigi latent
evre boyunca devam eder. Latent evrenin sonunda ilk nébet gorulir ve hasta
spontan tekrarlayici ndbet gecgirmeye baslar. Epileptogenez, tetikleyici faktor
ile baglayan ve spontan tekrarlayici ndbetler basladiktan sonra da devam eden
progresif bir sureci kapsamaktadir (65). Hem deneysel hem de klinik
calismalarda SE’un kronik epilepsi gelisimi igin bir tetikleyici faktér oldugu
gOsterilmigtir (7). Epileptogenez dizenekleri hakkinda edindigimiz bilgilerin
¢ogu da deneysel SE modellerinden elde edilmektedir. Bu nedenle,
epileptogenezde rol oynayan mekanizmalari anlamak icin ilk 6nce bir ndbetin
SE’a doénusiminde, SE sirasinda ve sonrasinda gorulen degisikliklerin

incelenmesi gerekir.
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Nobet sirasinda asiri artmis eksitasyon ya da endojen inhibitor
diizeneklerde bozulma, ndbetin sonlandirlamamasina ve SE’a neden
olmaktadir. Nobetin kendini sinirlamasi ve sonlandirmasi kompleks bir olay

olup, 6ne surulen duzenekler sunlardir:

Aksiyon potansiyeli sonucu hiicre icine giren Ca*? ve Na*, K*un hiicre
disina ¢ikmasina ve hiperpolarizasyona neden olur. Bu durumun ndronun
tekrar ateglenmesini engelleyerek nobetin durmasina katki saglayabilecegi
Oone surulmektedir (66). Ayrica uzamis noéronal aktivite ekstraselliler K*
konsantrasyonunu arttirmaktadir. Ekstraselliler K* artisi 6nce hiicre
membranini depolarize ederek aksiyon potansiyeli olusumunu arttrirken, K*'un
daha fazla artmasi Na*® kanallarinin inaktive olmasina ve depolarizasyon
bloguna neden olur (67). Artan noéronal aktivite artmis enerji ihtiyacini da
beraberinde getirmektedir. Hicre icinde ATP’nin azalmasi membranda iyon
gradyentlerinin surdurdlmesini engellemektedir. Nobet sirasinda artmis glukoz
ve O:2 ihtiyacinin karsilanamamasinin nodbeti sonlandiran dizeneklerden
oldudu ileri surtlse de in vivo ¢alismalarda artmis kan akimina bagl olarak
pO2, glukoz ve ATP’nin belirgin digsmemesi bu teoriden uzaklastirmaktadir
(68). Uzamis noronal aktiviteye bagli presinaptik noronlarda glutamat
miktarinda azalma 6ne surulen bir diger teoridir. Yapilan ¢alismalarda ndronal
aktiviteye bagh olarak glutumat miktarinin azalmasinin burst frekansini

azalttigi ancak nébeti sonlandiramadigi gosterilmistir (69).

Ekstraselluler ortamdaki degisiklikler de ndbetin sinirlandiriimasina
katki saglamaktadir. Uzamis ndronal aktivite; artmis CO2, anaerobik
metabolizma urunleri ve artmis K* konsantrasyonu ile pH'in dUgmesine neden
olmaktadir. Ekstraselliler asidoz ise NMDA reseptorlerini inhibe ederek,
GABA reseptor aktivitesini arttirarak, ayrica aside duyarl iyon kanallari la
(ASIC1la) yoluyla ndronal uyarilabilirligi azalttigi bildirilmektedir (70). Nobet
sirasinda ortama salinan néromodulatér maddeler ve etkileri de nobetin
sonlanmasinda rol oynayan muhtemel mekanizmalardir. Adenozin ve
Noropeptid Y ndbeti baskilayan o6zellikleri bilinen néromodulatérlerdir ve

nobetin sonlanmasinda rol oynadiklari dusunulmektedir (66).
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No6betin kendi kendini sinirlayamamasi ve takiben SE’a donusmesinde,
ve SE’'un hem surekliligi hem de ilaclara direncli hale gelmesinde bircok
hicresel mekanizma ortaya konmustur. Bu mekanizmalara baktigimizda farkl
zaman dilimlerinde farkh degisikliklerin oldugu gortulmektedir (Sekil-5). Nobet
bagladiktan sonra saniyeler iginde gorulen iyon Kkonsantrasyonlarinda
degisiklik, iyon kanallarinin agilip kapanmasi ve protein fosforilasyonu ndbetin
SE’a donusumune zemin hazirlar. Saniyeler-dakikalar iginde gelisen reseptor
trafigini, saatler icinde gelisen eksitator noropeptid ekspresyonlarindaki artis
ve inhibitér néropeptidlerin baskilanmasi izlemektedir. En sonunda ise gunler-
haftalar siren ve muhtemel epilepsi gelisimine yol acan genetik ve epigenetik

degisiklikler izlenmektedir (71).

Milisaniyeler-saniyeler Protein fosforilasyonu
EVRE 1 lyon kanallarinin agiimasi ve kapanmasi
Norotranmitter salinmasi

Saniyeler-dakikalar Reseptor Trafigi
EVRE 2 « Inhibitér GABAA B2/B3 ve y2 altinitelerinde azalma
- Eksitatér NMDA reseptérlerinde artis
- Eksitatér AMPA reseptérlerinde artis

Dakikalar-saatler Noropeptit ekspresyonu
EVRE 3 + Eksitatér substans P artigi
« inhibitér néropeptit Y yerine konmasinda
yetersizlik
LMY Ginler-haftalar Genetik ve epigenetik degisiklikler
@ EVRE 4 - Gen ekspresyonu

+ DNA metilasyonu
* mikroRNA diizenlemesi

Sekil-5: Nobetten status epileptikusa geciste gorulen ana mekanizmalar. (71)’den
uyarlanmistir.
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Noébetin sonlanmasindaki engellerden biri GABAerjik transmisyonun
azalmasidir. Uzamig ndbet aktivitesi GABAA reseptorlerinde internalizasyona
neden olarak GABA-aracili inhibisyonu azaltmaktadir (72). Status
epileptikusun 1. saatinde dentat girus granul hiicrelerinde sinaps bagina dusen
fizyolojik olarak aktif GABAA reseptdr miktarinin %50 azaldigi, hicre iginde
B2/B3 ve y2 altinitelerinin arttigi gosterilimistir. GABA reseptérlerinin y2
altinitesi benzodiazepinlerin baglanmasi igin gerekli olan yapidir ve bu
altanitenin hucre igine alinmasi benzodiazepin direnci ile iligkilendiriimektedir
(73). GABA reseptor internalizasyonunun, NMDAR aktivitesi sonucu hticre ici
Ca*? konsantrasyonunun artmasi ve kalsinorin aktivasyonuna bagl olabilecegi
bildirilmektedir (74).

GABA reseptdrleri hiicre icine alinmasi ile inhibisyon azalirken, NMDA
reseptorinin  sinaptik membrandaki ekspresyonun artmasi dengeyi
eksitasyon yonune kaymasina katki saglamaktadir. Status epileptikusda 1.
saatin sonunda dentat granul hiicrelerinde fonksiyonel aktif NMDAR miktarinin
%38 daha fazla oldugu gosterilmistir (75). Bu durum NMDAR blokerlerinin
ilerleyen saatlerinde bile SE’'u sonlandirmak igin kullanilabilmesini
saglamaktadir. Status epileptikus ile reseptor trafigindeki bir diger degisiklik ise
AMPA reseptorlerinde (AMPAR) gorulmektedir. AMPAR GIuA2 reseptor
altiinitesinin, SE ile dentat granil hicreleri ve CA1 ndronlarinda hicre
yuzeyindeki ekspresyonunun azaldidi, hicre icinde ise arttigi gosterilmistir. Bu
durum ise hicre i¢i Ca*? konsantrasyonun artmasina ve eksitotoksisiteye yol
agmaktadir (76). Status epileptikusda GIuA2 subunitinin internalizasyonunun
yani sira mRNA ekspresyonu da azalmaktadir. Bu azalma histon
deasetilasyonu ile iligkilidir ve histon deasetilaz inhibitori trikostatin A ile GluA2

MRNA ekspresyonundaki azalma engellenmektedir (77).

Dakikalar-saatler igerisinde gelisen Substans P ve noérokinin B gibi
eksitator ndropeptid ekspresyonlarindaki artig; dinorfin, galanin, somatostatin
ve Noropeptid Y gibi inhibitdr néropeptidlerin baskilanmasi nébetin devam
etmesine katkida bulunmaktadir (78). intrahipokampal Substans P
enjeksiyonu ile SE esigini dismesi Substans P’nin prokonvulzan rolini

gostermektedir. Hipokampus CA2 ve CA3 noéronlarinda, yosunsu hlcrelerde
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ve dentat granil hicrelerde SE ile birlikte Substans P immunreaktivitesinin
arttig1 bildirilmistir. Ayni1 galismada Substans P’nin glutamat salinmasini

dramatik bir artisa neden oldugu da gosterilmistir (79).

Status epileptikus ile DNA metilasyonunda, histon proteinlerinin
posttranslasyonel modifikasyonunda ve mikroRNA’'da gelisen degisiklikler,
epilepsi gelisimi ile iligkili olabiimektedir (80). intrakortikal kainik asit
enjeksiyonu ile olusturulan SE modelinde 24 saat sonunda hem noéronlarda
hem de glia hucrelerinde epileptogenez ile iligkili bircok gende hipo /
hipermetilasyon ve gen ekspresyonunda degisiklikler  goraldugu
bildirilmektedir (81). Status epileptikus ile birlikte onlarca mikroRNA
ekspresyonunda degisiklik tanimlanmistir ancak epilepsi gelisimi ile iligkisi

agisindan daha ¢ok calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (82).

Status epileptikusun en 6nemli sonuglarindan biri néron élumudur ve
Ozellikle hipokampus bu hasara karsi daha hassastir. Status epileptikus
bagsladiktan 20 dk. sonra CAl ve CA3 bdlgelerinde nekrotik néronlar
goérilmeye baslanip, SE suresi uzadik¢a hasarin siddeti ve etkiledigi bolgeler
artmaktadir (83). Artan NMDAR aktivitesi, noron icine fazla miktarda Ca*?
girmesine neden olmaktadir. Hiicre iginde artan Ca*? hem Nitrik Oksit Sentaz
(NOS), NADPH oksidaz gibi enzimlerin aktivasyonu yoluyla hem de
mitokondrial disfonksiyona neden olarak hiicre ici reaktif oksijen radikallerinin
olusumuna ve apoptozise yol agmaktadir (84). Apoptotik yolaklarda 6zellikle
anti / proapoptotik Bcl-2 ailesinin aktivasyonun rol oynadigi distnulmektedir
(85).

Status epileptikus sonucu goérulen néron kaybi ve yeni néron olusumu,
hipokampusta yeni epileptik devreler yaratmasi nedeni ile epilepsi
gelisiminden sorumlu tutulmaktadir. N6ronal 6lim pro-epileptojenik etkilerini
direkt ya da indirekt olarak gosterebilir. inhibitér néron ya da inhibitdr néronlari
aktive eden eksitatdor ndéron kaybi eksitasyona neden olabilmektedir. Ayrica
reaktif gliozis ve noéroinflamasyona neden olarak indirekt yolla eksitabiliteyi
arttirabilir (85). Uzun suiren ndbetler ayni zamanda nérogenezi uyarmaktadir.

Pilokarpin-SE modelinde dentat girus subgrantler proliferatif zonda yeni
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noronlarin olustugu ve bu yeni olugsan ndéronlarin dentat girusta hilusa ve
molekiler tabakaya ektopik olarak goc ettikleri gdsterilmistir (86). Ayrica dentat
grandl hicreler, supragranuler i¢ molekuler tabakaya dogru anormal aksonal
uzantilar gondermektedir. Bu durum yosunsu hucre filizlenmesi olarak
adlandirithr.  Tum bu olaylar eksitator dongulerin  olusmasina ve

hipereksitasyona neden olmaktadir (87).

lll. Epileptogenezde Rol Oynayan Noron-Digi Yapilar

Epileptogenez; noéronal eksitasyon-inhibisyon dengesi eksitasyon
lehine bozuldugu, yeni noéral baglantilarin olustugu ve yapisal degisikliklerin
goruldugu bir surectir. Bu degisikliklere nérodejenerasyon, ndérogenez, gliozis,
aksonal hasar ya da filizlenme, dendritik plastisite, kan-beyin bariyeri hasari,
noroinflamasyon, ekstraselliler matriksin yeniden dizenlenmesi 0Ornek
verilebilir (87). Epileptik aktivitenin néronlardan kaynaklanmasi, epilepside
esas rolu noéronal yapilara verse de, ndronal hipereksitabilitenin olugsmasinda
kan-beyin bariyeri, astrositler, mikroglia gibi noron digi yapilarin da 6nemili rol

ustlendigi yapilan calismalarda gdsterilmistir (88) .

ll. A. Kan-Beyin Bariyeri Disfonksiyonu ve Beyin Odemi

Kan-beyin bariyeri (KBB), beyin mikrovaskuler endotel hucreleri, bazal
membran, astrositler ve perisitler tarafindan olusturulan bir bariyerdir ve
merkezi sinir sistem homeostazisinin saglanmasinda énemli rol oynar (89).
Bariyer fonksiyonu esas olarak siki baglantilar ile madde gecisini sinirlandiran
endotel hucreleri tarafindan saglanmaktadir. Bazal membran laminin,
fibronektin, vitronektin, kollajen gibi ekstraselliler matriks proteinlerinin
olusturdugu 6zel bir yapidir ve endotelyal hiicre adhezyonu, hiicre migrasyonu
gibi fizyolojik olaylarda 6nemli rol oynamaktadir. Perisitler ise serebral
damarlarin abluminal ylzeylerini sararak damar stabilizasyonu, damar ¢apinin
ve kan akiminin dizenlenmesinde iglev gorurler (90). Astrositler; sinaptik
fonksiyon ve plastisitenin dizenlenmesi, nérotransmitter, iyon ve su
tamponlanmasi ile ekstraselliler mikrogevrenin dengesinin korunmasi,

noronal aktivite igin gerekli enerjinin saglanmasi, KBB’nin fonksiyonlarinin
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surdurtlmesi gibi gorevleri nedeni ile fizyolojik fonksiyonlarin strdirilmesinde
onemli roli olan hicrelerdir (91). Astrositler uzantilari ile endotel hiicrelerinin

cevresini sararak KBB yapisina katilir (Sekil-6).

Endotel

hlcresi e
Perisit
L

; Siki baglanti
Néron 7Y = —

-

Mikroglia

Sekil-6: Kan-beyin bariyeri yapisina katilan yapilar. ZO: Zonula okludens, JAM: Baglanti
adhezyon molekull, AQP4: aquaporin-4. (92)’den uyarlanmistir.

Travma, inme, SE gibi epileptojenik beyin hasarlarinin, KBB
disfonksiyonuna neden oldugu hem Klinik calismalarda hem de deneysel
modellerde gosterilmistir (93). Uzamis ndbet aktivitesinin KBB’nde yarattigi
degisiklikler ve KBB disfonksiyonunun sonuglari literatirde ayrintili olarak
incelenmigtir (92). Kan-beyin bariyeri disfonksiyonu ndbet sonrasi dakikalar
icerisinde gelismekte ve kronik donemde de patolojik degisiklikler devam
etmektedir. Literatlrde TLE tanili hastalarin hipokampus 6rneklerinin patolojik
incelemelerinde KBB gegirgenliginde artis, plazma protein ve IgG
ekstravazasyonu gorulmektedir (94). Klinik bulgular ile uyumlu olarak deneysel
epilepsi modellerinde de SE sonrasi dakikalar iginde gelisen KBB
batdnlGginin bozulma ve IgG immunreaktivitesinde artisin latent evre ve
kronik evrede de devam ettigi gosterilmistir (95, 96). Devam eden gegirgenlik
artisinin  6zellikle mikromolekullere karsi oldugu, makromolekullere karsi

gegcirgenligin 24. saatin sonunda dizeldigi bildiriimektedir (97) (Sekil-7).
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— Hipokampus Hipotalamus — Entorinal/Piriform korteks — Neokorteks

Néral doku hasari

KBB’nin
makromolekiillere
gecirgenligi

KBB’nin
mikromolekiillere
artan gegirgenligi

Saglam KBB N ———

0 noktasi Pilokarpinden SE baglangicindan  SE baslangicindan ~ SE baslangicindan
30 dk. sonra 1 sa. sonra 5 sa. sonra 24 sa. sonra

Sekil-7: Status epileptikus (SE) ile gelisen KBB disfonksiyonunun cesitli beyin bdlgelerinde

zamana gore degisimi. (97).

KBB’'nde gegirgenlik artigi kontrast ajan verilerek yapilan bilgisayarli
tomografi ve MRI, Evans mavisi ekstravazasyonu, immunhistokimyasal
yontemlerle albumin ve IgG’nin ekstravazasyonun gdsterilmesi, serum S100B
seviyesi Olcimu gibi yontemler ile gdsterilebilmektedir. S100B beyinde esas
olarak astrositlerden salgilanan bir Ca*? baglayici proteindir. Hiicre iginde;
hiicre proliferasyonu ve farklilagmasini diizenleme, Ca*? homeostazisi, protein
fosforilasyonunun diizenlenmesi gibi etkilerinin yani sira, ekstrasellller ortama
salindiginda noéronlar Uzerinde sag kalimi arttirici, rejenerasyonu ve
norogenezi uyarici etkiler gostermektedir (98). Ancak in vitro deneylerde
noroprotektif etkisini fizyolojik nanomolar konsantrasyonlarda gdsterdigi,
mikromolar dizeyde ise toksisiteye neden oldugu gorilmustir (99).
Astrositlerden aktif olarak salinabilecegi gibi hasarli hiicreden sizma yolu ile
de ekstraselliiler ortama gecebilir. intraselliiler ve ekstraselliiler S100B mRNA
ve protein miktarinda artig, astrosit aktivasyonu ve hasar belirteci olarak
kullaniimaktadir. Deney hayvanlarinda kafa travmasi, serebral iskemi,
epilepsi, norodejeneratif hastalik modellerinde dokudaki ekspresyonu, klinik
calismalarda da noronal hasar ile birlikte serum ve beyin-omurilik sivisinda
(BOS) seviyeleri artmaktadir (99). Pilokarpin ile indiklenen SE modelinde SE

sonrasi 1. ginden itibaren S100B ekspresyonunun anlamli olarak arttidi,
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3. gun ise pik yaptigi bildiriimektedir (100). Epilepsi hastalarinda da serum
S100B miktarinin arttigi gértlmastir (101). Bu artisin nedeninin, néronal
aktivite sonucu ortamda artan glutamatin astrositlerde mGIlu3 reseptoruni
uyararak S100B salinimini arttirmasi oldugu dusunulmektedir (102). N6ronal
hasarin eslik etmedigi, KBB’nin batinliginin bozuldugu durumlarda plazma
seviyesinde artig gorilmektedir (103). Ayrica KBB butlinligunin korundugu,
S100B miktarinin arttigir  durumlarda serum S100B  seviyelerinin
yikselmemesi, seruma gecisinde KBB’nin bariyer fonksiyonunun onemini
gostermektedir (104). Bu nedenle serum S100B seviyesinin astrosit
aktivasyonunun yani sira KBB disfonksiyonunun da g0stergesi olarak
kullaniimaktadir (103).

Status epileptikusun neden oldugu KBB disfonksiyonunda bir¢ok slre¢
ve bunlarla baglantili diuzenekler rol oynamaktadir. Bunlardan ilki endotel
hiicrelerinde de reseptéri bulunan glutamatin etkileridir. In vitro olarak
glutamatin, endotel hicrelerinde bulunan NMDA reseptoriine baglanarak
hiucre ici Ca*? konsantrasyonunu ve reaktif oksijen radikalleri olusumunu
arttirdigi gosterilmistir (105). Yine glutamatin etkisi ile endotel hicrelerinde
hiicre ici Ca*? artigsinin sonucu olarak NOS enziminin aktivitesi artmaktadir. Bu
durum mikrovaskiler vyapilarin c¢evresinde NO miktarinin ve KBB
gegirgenliginin  artisi  ile  sonlanmaktadir (106). Glutamatin kapiler
endotelindeki bir diger etkisi ekstraselliler matriks ve endotelyal siki baglanti
proteinlerinin yilkimindan sorumlu matriks metalloproteinazlarin (MMP)
aktivitesini arttirmasidir. Glutamat, MMP-2 ve MMP-9 seviyesini ve aktivitesini
arttirarak endotelyal siki baglantilarin yapisinda yer alan zonula okludens-1
(ZO-1), okludin, klaudin-1 proteinlerinin seviyesini azaltmakta ve KBB

gegirgenligini arttirmaktadir (107).

Matriks  metalloproteinaz  aktivitesindeki  degisimi ve KBB
disfonksiyonunu indikleyen bir diger faktér endotelin-1 (ET-1) ile iligkili
yolaklardir. Status epileptikus, proinflamatuar sitokinlerden timor nekrozis
faktor-alfa (TNF-a) salinimini arttirarak endotel hiicrelerinde ve néronlarda ET-
1 seviyesini arttirmaktadir. Endotelin-1 ise endotelin B reseptérleri (ETs)

aracihgr ile endotel hicrelerinde eNOS, astrositlerde NADPH oksidaz
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aktivitesini arttirarak astrosit ve endotelyal hlcre disfonksiyonuna yol
acmaktadir (108). Endotelin-1/ETs/eNOS yolaginin MMP-9 aktivitesi arttirarak
endotelyal siki-baglantilarin yapisinda ve KBB butunluginde bozulmaya
neden oldugu da bildirilmektedir (109).

Distrofin, hem mikrodamarlarda hem de endotel cevresindeki
astrositlerin son-ayaklarinda yogun olarak bulunan bir proteindir. Ayni
zamanda  astrositlerde  aquaporin-4’lerin  (AQP4)  son-ayaklarinda
yerlesiminden de sorumludur (110). Status epileptikusdan 12 saat sonra
vazojenik odem gelismeden Once astrositlerde ve endotel hucrelerinde
distrofin ekspresyonu da azalarak KBB disfonksiyonuna katki saglamaktadir
(111). Kan-beyin bariyeri bilesenlerinden bazal membranda bulunan laminin,
astrosit son-ayaklarinin distrofin kompleksiyle tutunmasini saglamaktadir.
Laminin  reseptorlerinden 67-kDa laminin  reseptort, distrofin/AQP4
kompleksinin ekspresyonunu duzenleyerek KBB’nin buatinluguna sagladigi ve
SE’un astroglial ve endotelial 67-kDa laminin reseptdriiniin ekspresyonunda
kayba neden oldugu bildiriimektedir (112).

Nobet KBB gecirgenligini arttirirken, bozulmus bariyer fonksiyonu
eksitabiliteyi arttirmakta ve epilepsi gelisimine neden olmaktadir (92). Sadece
KBB gecirgenligini arttiran midahalelerin de elektroensefalografik kayitlarda
epileptiform aktiviteye neden olabilecegi bildirilmektedir (93). Kan-beyin
bariyerinin bozulmasi sonucu albuminin ekstraselliler alana geg¢mesi
proepileptojenik degisikliklere neden olmaktadir. Albuminin astrositlerde
bulunan dénustiricu buylime faktori-beta (TGF-B) reseptdrlerine baglanarak
hicre icine alindidi; TGF- reseptor blokaji ile astrositlere albiminin hticre
icine alinmasinin azaldig1 ve epileptiform aktivitenin olmadigi gosterilmistir
(113). Albumin ayni zamanda TGF-B2 reseptdriine baglanarak inflamatuar
sureclerde rol oynayan genlerin ekspresyonunu arttirirken, iyon kanallar ve
sinaptik norotransmisyonda rol oynayan genlerin (6rnegin Kir4.1 ve GLT-1)
ekspresyonunu azaltmaktadir. Bunun sonucunda astrositlerin K* ve glutamat
tamponlama iglevinin bozulmasi noéronal eksitabilite ile sonuglanmaktadir
(114). Albumin uygulanmasi sonrasi 14-48. saatte ekstraselliler potasyum

tamponlanmasindan sorumlu igeri dogrultucu K* kanallari (Kir4.1) kanallarinin
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immunoreaktivitesinde belirgin azalma oldugu, ayni zamanda astrosit gap
junction proteini  konneksin-43 ekspresyonunu azaltarak ekstraselltler
potasyumun temizlenmesinde bozulmaya baglh noéronal hipereksitabiliteye
neden oldugu gorulmastir (113, 115). Albuminin bir diger etkisi eksitator
sinaptogenezi indiiklemesidir. Albumin astrositlerde TGF-B/ALKS5 sinyal yolagi
ile eksitator pre-sinaptik “sinapsin-1” ve post-sinaptik “PSD-95” gibi
belirteclerin ekspresyonunu arttirdi1  bildirilmektedir (116). Cogunlukla
astrositler tarafindan htcre i¢ine alinsa da néronlarin da albumini hucre igine
aldigi gosterilmistir. Noron kultiriinde FITC-albumin verilmesi ile albiminin
ndronlar tarafindan hiicre icine alindigi ve néronlarda glutamat sentezini ve
glutamatin ekstrasellliler ortama saliniminin arttid1 bildiriimektedir (117).
Albuminin ekstravazasyonunun bir diger sonucu ise astrositlerde AQP4
miktarinin azalmasi ve polarizasyon kaybi sonucu gorulen artmis beyin
odemidir (118).

Beyin 6demi, SE sonrasi ilk dakikalarda baslayan sitotoksik 6dem ve
KBB gecirgenliginde artisa bagl saatler-gunler icerisinde ortaya c¢ikan
vazojenik odem seklinde goérulmekte ve epileptogenezde rol oynadigi
dugunulmektedir (119). Sitotoksik 6dem; sivi ve Na* iyonlarinin interstisyel
alandan hucre icine gegcmesi ve hlcre sismesi seklinde gorulurken; vazojenik
0dem ise KBB gegcirgenliginde artis nedeni ile serum proteinleri ve sivinin
ekstravazasyonu sonucu gelismektedir (120) (Sekil-8). Vazojenik ¢demde
gorilen  serum proteinlerinin  ekstraselliler alana gegisi noéronal
hipereksitabiliteye, astroglial hicre kaybi ve potasyum homeostazisinde
bozulmaya neden olarak epileptogenezi tetiklemektedir. Vazojenik 6dem
rezoliisyonunda esas roll ise astrosit son-ayaklarinda yerlesmis olan AQP4

su kanallari oynamaktadir (121).
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Sekil-8: Sitotoksik ve vazojenik 6dem gelisimi ve AQP4 kanallarinin roli. (121)'den

uyarlanmistir.

lll. B. Aquaporin-4

Aquaporinler, ozmotik gradiente yanit olarak membranda su gegisini
saglayan kiglk transmembran proteinlerdir. ilk kez 1991 yilinda eritrosit
membraninda AQP1 varligi gosterilmis olup (122), daha sonra insanda ve
rodentlerde 14 farkli Aquaporin tanimlanmistir (121). Aquaporinlerin bir kismi
suyun yani sira gliserole de gecirgendir ve Aquagliseroporin olarak
isimlendiriimektedir. Bazi durumlarda Aquaporinlerin gazlari ve iyonlari da
gegirebildigi gosterilmistir (123). Vicutta MSS’nde, gastrointestinal sistemde,
bobrek, akciger, kalp, deri, g6z gibi organlarda yaygin olarak
bulunmaktadirlar (123). AQP1 ve AQP4 MSS’nde bulunan esas su
kanallaridir, ayrica beyinde AQP9 dusuk de olsa eksprese edilmektedir (121).
AQP4, beyin ve spinal kordda bulunan ana su kanalidir. Mikrodamarlari ve
pial yuzeyleri cevreleyen astrosit son-ayaklarinda yogun olarak bulunurken
astrosit membraninin diger bodlgelerinde daha az eksprese edilmektedir.
Astrosit membranindaki dagiliminda goérulen bu farklihk AQP4’Un polarize
yerlesim olarak ifade edilmektedir. Endotel hiicrelerinde ve ependisitlerde de
ekspresyonu oldugu bilinmektedir (124) (Sekil-9). Ekstraselliler alan ile kan
dolasimi/BOS arasinda cift tarafli su taginmasini saglamakta ve interstisyel
osmolalite ve ekstraselluler sivi volumunin duzenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (125). Astrositlerin AQP4 ve Ki4.1 kanallar araciligi ile su ve
K*¥un es zamanli paralel akimi gergeklestirerek ekstraselliler alanin

osmolaritesini korudugu dusunulmektedir (125). Aquaporin-4 sitotoksik beyin
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0deminde beyin parankimine su gegcisini kolaylastirarak beyin 6demini
arttirmaktadir. Vazojenik 6demde parankime sivi gecisi KBB butunligunun
bozulmasi nedeni ile AQP4'ten bagimsiz olarak gerceklesmektedir (126).
Odem rezolusyonunun ise fazla suyun AQP4-bagimli olarak ventrikillere ve
subaraknoid araliga ya da perivendz bosluklardan ventz sisteme gecmesi ile
gerceklestirildigi distnulmektedir (121).
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Sekil-9: A. AQP4’in MSS’'nde eksprese edildigi bdlgeler. (121). B. AQP’Un astrosit
membraninda polarize yerlesimi. DRG: dorsal root ganglionu, BOS: beyin omurilik sivisi,
(125).

Cesitli MSS patolojilerinde AQP4 ekspresyonunda ve polarizasyonunda
degisiklikler gortlmektedir. Bu patolojilerden biri de epilepsidir. Hipokampal
sklerozun eglik ettigi TLE hastalarinda sklerotik hipokampusta AQP4 protein
ve mRNA ekspresyonunun artmaktadir (127). Ancak mezial temporal lob
epilepsisi (MTLE) hastalarinda total AQP4 ekspresyonu artmakla birlikte
perivaskuler yerlesimli AQP4 miktarinin %44 oraninda daha az oldugu
gOsterilmistir (128). Deneysel SE modelinde total AQP4 protein miktari
hipokampusta degismezken SE sonrasi 12. saatten itibaren perivaskuler
AQP4 immunreaktivitesinin azaldigi gosterilmistir (129). Aquaporin-4’in
perivaskuler yerlesimindeki azalma latent evrede (2. hafta) ve kronik evrede

(11. Hafta) de devam etmektedir (130). intrahipokampal kainik asit ile
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olusturulan SE modelinde de 30 gline kadar takip edilen farelerde hipokampal
AQP4 immunreaktivitesindeki dislis devam etmistir (131). Hubbard ve
ark.larinin yaptigi calismada ise hipokampusta Western-blot ve RT-PCR ile
AQP4 protein ve  mRNA ekspresyonlarli incelenmistir. Status epileptikus
sonrasi 1. ve 4. ginde AQP4 protein seviyesinin anlamli olarak disuk oldugu,
30. gunde ise kontrole gore arttigi gorulmustur. Dordincu gunden itibaren
arttigi tespit edilen mRNA ekspresyonu ise 30. gunde gorulen artmis protein
ekspresyonunun muhtemel nedenidir (132). Literatiirde total AQP4 miktarinda
gozlenen degisim, calismalar arasi farkllik gosterse de ortak goérlis SE
sonucunda AQP4 polarize yerlesim kaybinin goérildigli ve bu durumun

epileptogenez surecinde rol oynadigidir.

Status epileptikus sonucu gelisen molekiler ve hicresel birtakim
degisiklikler AQP4 kanallarinin endoteli gevreleyen astrositik son-ayaklardaki
yerlesimini ve miktarini azaltmaktadir. immunohistokimyasal yontemler ile
AQP4 kaybinin goruldugu bolgelerde distrofin boyanmasinin da kayboldugu
izlenmekte ve AQP4 polarizasyon kaybinin distrofin kompleksindeki eksiklige
badli oldugunu disindirmektedir (128). Distrofin gen mutasyonu olan mdx
farelerde yapilan bir calismada bu c¢alismay! destekler sekilde endotel
hlcreleri gevreleyen astrositlerde AQP4 ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir
(133) Distrofin eksikligindekine benzer sekilde AQP4’lerin astrosit son-
ayaklarinda yerlesmesini saglayan distrofin-iliskili protein kompleksinin bir
parcasi olan a1-sintrofin proteininin susturuldugu farelerde perivaskuler
yerlesimli AQP4 miktarinin anlamli olarak azaldigdi, diger bolgelerde arttigi ve
total AQP4 miktarinin degismedigi gdsterilmistir (134). Mezial temporal lob
epilepsisi  hastalarinda distrofin  ve a-sintrofin  kaybinin  AQP4
polarizasyonunda gorulen etkisine benzer gsekilde Ki4.1 kanallarin
perivaskiler astrosit son-ayaklarinda lokalizasyonun kaybi ile iligkili oldugu
bildirilmigtir (135). Bunun nedeni AQP4 ve Ki4.1 kanallarinin astrosit
membranindaki baglantisidir. Laminin varliginda distroglikan, sintrofin, AQP
ve Ki4.l'in agregatlar olusturdugu bildiriimektedir (136). Aquaporin-4
polarizasyonu ve Ki4.1 kanallarinin yerlesimindeki degisimin, SE’a bagli

olarak MMP’larin aktivesinin indiklenmesi ve lamininin bazal membrandan
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ayrilmasi nedeni ile gergeklestigi disunulmektedir (128). Ayrica SE’'da endotel
hiicrelerinde artan ET-1 ekspresyonunun AQP4 miktarini azalmasi muhtemel

mekanizma olarak 6ne surilmektedir (137).

Aquaporin-4 polarizasyonunda ve ekspresyonundaki azalmanin
sonucunda artmis beyin &demi ve hipereksitasyon gorilmektedir.
Aquaporin-4 KO farelerde SE sonrasi 1. saatte hipokampus ve korteksteki su
miktart WT farelere gore anlamh olarak yiksek oldugu bildirilmigtir (138).
Aquaporin-4 kaybi astrosit-son-ayaklarinda sismeye ve ekstrasellller
ortamdan K*un uzaklastirimasinda gecikmeye, bunun sonucunda uzamis
ndbet aktivitesine neden olmaktadir (110). Nobet sirasinda ¢ok miktarda K*
ekstrasellller alana gegmekte ve esas olarak glial hucreler tarafindan hicre
icine alinarak ekstrasellller alandan uzaklastiriimaktadir. K*’un hicre icine
alinmasindaki bozulma uzamig depolarizasyon ve nobetin sonlanmasinda
gecikme ile sonuglanmaktadir (139). Hipokampusta astrositlerde K*'un hicre
icine alinmasi, esas olarak Ki4.1 kanallar araciligi ile gerceklesmektedir.
Kir4.1 kanallarinin farmakolojik ya da genetik inaktivasyonu ekstraselliler K*
tamponlanmasinda bozulmaya ve noronal hipereksitabiliteye neden
olmaktadir (140). Kir4.1 kanallari ile AQP4 kanallari astrosit membraninda
birlikte bulunmasi, K*'un hicre i¢ine alinmasinda AQP4 fonksiyonunun da rol
oldugu dusunulmektedir (125). Aquaporin-4 -/- farelerde elektriksel
stimulasyon ile K* artisi ve distustinin WT farelere gére anlamli olarak daha
yavas olmasi ve bu farelerde stimulasyon ile uyariimis nébet surelerinin daha
uzun olmasi bu bulguyu destekler niteliktedir (141). Aquaporin-4 KO fareler
uzerinde olusturulan akut epilepsi modelinde, SE sonrasi bu hayvanlarin
kontrol grubuna gore daha erken donemde spontan nobet gecirdigi ve nobet
sayisinin da anlamli olarak yuksek oldugu bildirilmistir (131, 141). Ayrica
AQP4 KO farelerde GLT-1 ekspresyonunun ve astrositlerde glutamatin hiicre
icine alinmasinin azalmasi, AQP4 kaybi ile iligkili hipereksitasyonda
glutamatin da rol oynuyor olabilecegini dusundurmektedir (142).
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IV. Uridin

Uridin, urasil ve riboz sekerinden olusan bir pirimidin nikleozididir.
Plazmadaki 3-5mM konsantrasyonu ile insandaki major pirimidin bilesigidir
(143, 144). Dolasimda vicutta serbest halde bulunabildigi gibi nikleotidlerin
(mono-, di- ve tri-fosfatli halleri), nukleotid sekerlerin (UDP-glukoz ve UDP-
galaktoz) ve nukleik asitlerin (RNA ve DNA) yapisina katillarak protein
glikolizasyonu, glikojen sentezi, membran fosfolipit sentezi gibi 6nemli
fizyolojik fonksiyonlarda rol oynamaktadir (145). Vicutta pirimidin sentezi de
novo yolak ve kurtarma yolagi ile ger¢ceklesmektedir. Beyinde de novo sentezi
az da olsa yapilmakta ancak beyinde uridin niikleotidlerinin esas kaynaginin
dolasimdan alinan nikleozidlerden kurtarma yolagi ile sentezlenmesi oldugu
dusundlmektedir (146). Bu nedenle pirimidinlerin plazma konsantrasyonu ve
tasiyici proteinler, beyindeki norofizyolojik fonskiyonlarin surdurulmesi igin
hayati dnem tasimaktadir. Uridin KBB’ni konsantre edici niikleozid tasicisi
(CNT) ve dengeleyici nikleozid tasiyicisi (ENT) olmak UGzere iki farkli tasiyici
ile gecmektedir. Dengeleyici nikleozid tasiyicisi, konsantrasyon gradiyetine
gore cift tarafli gegise izin veren dusuk afiniteli tasiyicidir. Konsantre edici
nikleozid tasiyicilar ise dusuk Km degerleri (9-40 uM) ile fizyolojik kosullarda
uridinin KBB’den gegisinden sorumludur (147). Ekstraselliler alana gecen
aridin yine tasiyicilar aracihigi ile hiicre igine alinmaktadir (148). Huicre icinde
alinan dridin, dridin kinaz aktivitesi ile mono-di-tri fosfatli nukleotidlerine
cevrilebilir (145). Ayrica UTP’den CTP sentaz enzimi ile CTP sentezlenebilir,
CTP ise fosfokolin ile birlikte membran fosfolipit sentezi icin gerekli olan CDP-
kolin sentezine katilir (149, 150). Sistemik ya da oral olarak verilen Uridinin
ekstraselltler tridin, UDP, UTP, sitidin, CDP ve CDP-kolin miktarini arttirdigi
gosterilmigtir (151-154). Uridin bu kaskad ile Kennedy yolagi lzerinden
membran fosfolipidlerinin sentezine katilmaktadir (149, 150) (Sekil-10).
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Sekil-10: Kennedy yolagdi Gizerinden fosfolipid sentezi. (150)’den uyarlanmistir.

Uridin nukleotidleri ise purinerjik P2Y reseptdrlerine baglanarak etki
gOstermektedir (155). Uridin tri-fosfat P2Y2 ve P2Y4 reseptoruni aktive
ederken, UDP P2Y6 reseptorini aktive etmektedir. P2Y2,4,6 reseptorleri Gq
protein iligkili reseptorler olup; hiicre icinde fosfolipaz C aktivitesini arttirarak,
diagilgliserol (DAG), inozitol 1,4,5 trifosfat (IP3) ve intraselliler Ca*?

konsantrasyonunu arttirmaktadir (155).

Uridin nikleotidlerinin P2Y reseptor uyarimi ile néronal proliferasyon,
ndrotransmisyon, uzun sureli potensiyasyon ve noéroproteksiyonda gorev
aldigr cesitli in vitro ve in vivo modellerde bildirilmigtir (156). Yakin zamanli
calismalarda bir Uridin donori olan Uridin-5’monofosfat (UMP) igceren
tedavilerin hem yavru (157) hem de erigkin (158, 159) deney hayvanlarinin
beyninde sinaptik olusumlarin miktarini arttirdigir ve bu hayvanlarda
ogrenme/hafiza gibi biligsel fonksiyonlar gelistirdigi (160) gosterilmigtir. Ayrica
bu tedavinin nérodejeneratif hastaliklari taklit eden ¢esitli deneysel modellerde
de faydali oldugu gosterilmistir. Ornegin, deneysel Parkinson modelinde d-
amfetamin ile indiklenen rotasyonel davranigi azaltmis (161) ve cevresel
yoksunluga bagli bilissel fonksiyon bozukluklari gésteren deney hayvanlarinda
6grenme ve hafiza iglevlerini arttirmistir (162, 163). Bunlarin yani sira, Gridin
tedavisinin yenidogan hipoksik-iskemik ensefalopati ve hiperoksik beyin
hasari modellerinde beyin hasarini azaltarak uzun doénemli takiplerde

davranigsal parametrelerin duzelmesini sagladigi gosterilmistir (164-167).
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Uridin ve Gridin nikleotidleri KBB gegirgenligini ve beyin ddemi gelisimini
azaltarak noroprotektif etki gosterebilir. Soguk hasarina bagli beyin 6deminde
UDP’'nin  KBB  gegirgenliginin  gostergesi olan Evans  mavisi
ekstravazasyonunu azalttigi ve norolojik semptomlarda duzelmeyi sagladigi
gOsterilmigtir (168). Bir diger ¢alismada ise tek basina veya melatonin ile
kombine olarak verilen uridin tedavisinin travmatik beyin hasarinda gorulen
vazojenik beyin odemini azalttigi gosterilmigtir (169). Dolayisiyla disaridan
verilen Uridinin beyin harabiyeti olusturan durumlarda bir noroprotektif ajan

olarak fayda gosterebilecegi dngorulebilir.

Uridin’in antiepileptik etkisi ise ilk kez Roberts ve arkadaslarinin 1973
yilinda yaptigi ¢calismada gosterilmistir. Bu ¢alismada kurbagalarda PTZ ve
penisilin ile olusturulan epilepsi modellerinde, Uridin verilmesi ile bilateral spike
frekans ve amplitidiinde azalma goriimustir (170). Kainik asit ile indiklenen
surekli depolarizasyonda, uridin verildiginde hipokampusta néronal atesleme
hizlarinda azalma goérulmesi uridinin antiepileptik etkinligini desteklemigtir
(171). Eksojen dridin uygulanmasa da surekli depolarizasyon indiklendiginde
ekstrasellller Uridin  miktarinda yine artma goérilmis ve bu artisin
ndéromodulatér ve ndroprotektif bir etkinligin pargasi olabilecedi dusunulmustar
(171, 172). Yakin zamanda yapilan c¢alismalarda kindling modelinde de
aridinin gtiinde 3 kez 100 mg/kg dozda uygulamasi ile gtinde bir kez 100 mg/kg
levetirasetam uygulamasinin esdeger etkinlige sahip oldugu gosterilmistir
(173). Lityum-pilokarpin modelinde Uridinin  antiepileptojenik  etkinligi
arastinimig, bellek fonksiyonlarinda dizelme, elektrografik aktivite ve néronal
hasarda azalma gdzlense de istatistiksel anlamlilik gézlenmemistir (174).
Absans epileptik Long-Evans ve WAG/RIj sicanlarda sistemik olarak
uygulanan 500mg/kg ve 1000mg/kg dozlarda uridin enjeksiyonunun, talamus
ve kortekste diken-dalga desarj (DDD) sayisi ve suresini doza bagimli olarak
azalttig: bildirilmektedir (175).

Uridin’in  antiepileptik etki mekanizmasi literatiirde tam olarak
aydinlatilamamistir. Uridinin benzodiazepinler ile yapisal benzerlik gosterdigi
ve GABA reseptodrlerine yarismali olarak baglandigi gosterilmis ve antiepileptik
etkisinin GABAmimetik etkisine bagli oldugu 6ne surtlmustir (176). Ancak
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absans epileptik siganlarda yapilan ¢alismada GABAAa reseptor agonisti ve
antagonisti ile birlikte verilen Uridinin DDD frekansinda degisim yapmamasi,
antiepileptik etkisini GABA reseptorleri Uzerinden yaptigi goérisunin en
azindan absans epilepsi igin gecerli olmadigini gostermistir (177). Bir diger
hipotez de uridinin purinerjik reseptorler Uzerinden etki gdstermesidir.
Amigdala icine kainik asit mikroenjeksiyonu veya pilokarpin ile induklenmis SE
modelinde intraserebroventrikuler yolla UTP verilen farelerde; ndbet sikhginda
ve noronal hasarda azalma, urasil sensitif purinerjik P2Y (P2Y2-4-6)
reseptorlerinin transkripsiyonunda ve miktarinda artis saptanmasi, uridinin
antiepileptik ve noroprotektif etkinliinde purinerjik reseptérlerin  rol

oynayabilecegini dugundurmustur (178).

Bu bilgiler 1s1ginda Uridinin bildirilen antiepileptik ve antiepileptojenik

etkinliginin muhtemel mekanizmalari arasinda;

(I) epileptogenezi baglatan faktorlerden biri olarak bilinen KBB

gecirgenligindeki artigi baskiliyor ve

(I) SE sonrasinda gorulen vazojenik beyin 6deminin rezolusyonunda onemli
rol oynayan AQP4 kanallarinin polarizasyon kaybini azaltiyor olabilecegdi
hipotezleri akla gelmektedir. Bu calisma ile SE olusturulan deney
hayvanlarinda akut dénemde verilen Uridin tedavisinin beyin 6édemi, KBB

gegirgenligi ve AQP4 polarize yerlesimi Uzerine etkisi incelenmigtir.
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GEREC VE YONTEM

Calismamiz Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 24.12.2019 tarih, 2019-13/07 karar no’lu onayi ile yapimistir.
Calismada kullanilan 112 adet, 6-8 haftalik, 200-250 g agirliginda Sprague-
Dawley cinsi erkek sican Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlari
Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir. Sicanlar su
ve besin kisitlamasi olmaksizin, 12 saatlik aydinlik / karanlik dongusunde 20-
24 °C oda sicakhginda standart kafeslerde takip edilmistir. Denekler tizerinde
yapilacak tim islemler Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Norovaskuler Arastirma Laboratuvari ve Tibbi Farmakoloji

Anabilim Dalindaki arastirma laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
I. Deney Duzenegi

I. A. Status Epileptikus Olugturulmasi ve Sonlandiriimasi

Status epileptikus olusturmak i¢in 10 mg/kg pilokarpin (Sigma, ABD) 1
mil/kg %0.9 NacCl icerisinde ¢ozdurulerek intraperitoneal (i.p.) uygulandi ve
Racine’in davranigsal skorlamasina gore evre 4-5 SE gozlenene kadar 10
mg/kg dozunda pilokarpin enjeksiyonu tekrarlandi (118). Pilokarpin
enjeksiyonundan 14-16 saat 6éncesinde 1 ml/kg %0.9 NacCl icinde 127 mg/kg
lityum klorid (Sigma, ABD), 30 dk. dncesinde pilokarpinin periferik etkilerini
engellemek i¢in 1 ml/kg %0.9 NaCl icinde 1 mg/kg metil skopolamin (Sigma,
ABD) i.p. uygulandi. Mortaliteyi azaltmak icin ndbet baslangicindan 30 dk.
sonra 10 mg/kg diazepam (Diazem® 10mg/2ml ampul, Deva, T.C.) i.p.
uygulandi. Gerekirse 20 dk. sonra 10 mg/kg ve 2. dozdan 30 dk. sonra 5 mg/kg
diazepam tekrar verildi. SH-SF ve SH-URI gruplarinda tim enjeksiyonlar
yerine es volimde i.p. %0.9 NaCl enjeksiyonlari yapildi. K-SF ve K-URIi
gruplarinda protokole uygun olarak lityum, skopolamin ve diazepam
uygulamalari yapildi ancak nobet olusturulmayacagi igin pilokarpin yerine eg
volimde %0.9 NaCl uygulandi (Sekil-11)
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I. B. Video Kayitlarn

TUm SE olusturulan gruplarda video kamera kaydina (HIKVISION 4MP
IP Kamera, Cin Halk Cumhuriyeti) pilokarpin enjeksiyonunu takiben hemen
baslandi ve diazepam ile nobetler tamamen sonlanana kadar devam edildi.
Video kayitlari sirasinda siganlar 40Gx40Yx40D seffaf pleksiglas 6zel
kabinlerde takip edildi (Sekil-12).

Sekil-12: Deney hayvanlarinin SE sirasinda takip edildigi diizenek.
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I. C. Racine’in Davranigsal Skorlamasi

Pilokarpin uygulanmasindan sonra tim deney hayvanlarina Racine’in
davranissal skorlamasi uygulandi ve evre 4-5 olan hayvanlar ¢alismaya dahil
edildi (179) (Tablo-2).

Tablo-2: Racine’in davranigsal skorlamasi.

Racine’in davranigsal skorlamasi

Fasiyal otomatizmalar
Bas sallama
On bacak klonusu ve lordotik postiir

On bacak klonusuna saha kalkmanin eglik etmesi
On bacak klonusu ve saha kalkmaya dogrulma refleksinin kaybi ve
disme eklenmesi

gaa b~ W DN

I.D. Deney hayvanlarinin takibi

Status epileptikus sonrasinda deney hayvanlari tekli kafeslerde takip
edilmistir. 48 saatlik takip siresince SH-URI, K-URI ve SE-URI gruplarina
gunde iki kez 500mg/kg ridin, 1ml/kg %0.9 NaCl icerisinde ¢ozdurulerek i.p.
uygulandi. SH-SF, K-SF ve SE-SF gruplarina ise es volimde %0.9 NacCl

enjeksiyonu yapildi. 48. saatin sonunda deney hayvanlari dekapite edildi.
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I. E. Deney Gruplari

Deney gruplari ve uygulanan tedavi cizelgesi Tablo-3'te gosterilmistir.

Sham gruplari

SE olusturulmayan; lityum, skopolamin ve pilokarpin yerine es volimde

I.p %0.9 NaCl enjeksiyonu yapilan;

Sham - Serum Fizyolojik grubu // SH-SF: tedavi protokoll uyarinca gtinde
2 kez i.p. %0.9 NaCl uygulanan grup (n:16)

Sham - Uridin grubu // SH-URI: tedavi protokolii uyarinca giinde 2 kez
500mg/kg uridin uygulanan grup (n:16)

Kontrol gruplari

SE olusturuimayan; lityum ve skopolamin enjeksiyonu vyapilan,

pilokarpin yerine es volumde i.p. %0.9 NaCl enjeksiyonu yapilan;

Kontrol - Serum Fizyolojik grubu // K-SF: tedavi protokoll uyarinca ginde

2 kez i.p. %0.9 NaCl uygulanan grup (n:16)

Kontrol - Uridin grubu // K-URI: tedavi protokolii uyarinca giinde 2 kez i.p.
500mg/kg uridin uygulanan grup (n:16)

Status Epileptikus gruplari

Tablo-3'te belirtiimis protokol uyarinca lityum, skopolamin ve pilokarpin

enjeksiyonu yapilarak SE olusturulan;

Status Epileptikus - Serum Fizyolojik grubu // SE-SF: SE sonlandiriimasini
takiben tedavi protokoll uyarinca ginde 2 kez i.p. %0.9 NaCl uygulanan grup
(n:16)

Status Epileptikus - Uridin grubu // SE-URI: SE sonlandiriimasini takiben
tedavi protokoll uyarinca ginde 2 kez i.p. 500 mg/kg uridin uygulanan grup
(n:16)
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Tablo-3

: Deney gruplari ve yapilan ilag uygulama gizelgesi.

1. gln 2.gln 3.gln
16:00 08:00 08:30 12:00 17:00 08:00 17:00
SH-SE %0.9 %0.9 %0.9 %0.9 %0.9 %0.9 %0.9
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
i %0.9 %0.9 %0.9 - R~ - -
SH-URI NaCl NaCl NaCl aridin uridin aridin Uridin
diazepam
. . . %0.9 + %0.9 %0.9 %0.9
K-SF LiCl metilskopolamin NaCl %0.9 NaCl NaCl NaCl
NacCl
o %0.9 diazepam
K-URI LiCl metilskopolamin ) + ridin uridin uridin
NaCl P
uridin
(SE’i takiben)
diazepam o
. ) . . . %0.9 %0.9 %0.9
SE-SF LiCl metilskopolamin pilokarpin + NaCl NaCl NaCl
%0.9
NacCl
(SE’i takiben)
SE-URI LiCl metilskopolamin pilokarpin dlazipam tridin wridin uridin
uridin

SH-SF: Sham-Serum Fizyolojik, SH-URI: Sham-Uridin, K-SF: Kontrol-Serum Fizyolojik,

K-URI: Kontrol-Uridin, SE-SF: Status Epileptikus-Serum Fizyolojik, SE-URI: Status
Epileptikus-Uridin
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Il. Analizler

Il. A. Beyin Su igeriginin Hesaplanmasi

Beyin su icerigi yuzdesi yas-kuru agirlik metodu ile hesaplandi. Deney
hayvanlari dekapite edildikten sonra hizlica beyin dokusu ¢ikartilip tim beyin
agirhigr élguldu. 110 °C’de 24 saat kurutulan beyinler tekrar tartilarak kuru
agirliklan belirlendi ve beyin su icerigi asagida verilen Elliot formuliine gore
hesaplandi (180):

Beyin su igerigi % = (yas agirlik-kuru agirlik) / (yas agirlik) X 100%

II. B. ELISA Analizleri

Hipokampus ve serum S100B dizeyleri ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) yontemiyle analiz edildi. Bu amagla hipokampus
homojenatlari ve dekapitasyon sirasinda boyun damarlarindan elde edilen kan
ornekleri kullanildi. 48. saatte dekapite edilen siganlarin hipokampus dokusu
disseke edildi ve soguk fosfat tamponlu salin (PBS) icinde homojenize
edildikten sonra 20.000 rpm’de 30 dk. sireyle santrifij edildi. Stpernatant
kisimlari ependorflara alindi ve ELISA ve Western blot analizleri yapilana
kadar -80°C’de saklandi. Dekapitasyon sirasinda boyun kani tiplere alinip 15-
20 dk. pihtilasmasi icin beklendikten sonra 30.000 rpm’de 20 dk.
santrifijlenerek serum kismi ayrilmigtir. Serum 6rnekleri analizler yapilana
kadar -20°C’de saklandi. S100B analizleri ELISA prensibiyle g¢alisan ticari kit
(Rat protein S100-B ELISA Kit, BT Lab, Cin Halk Cumhuriyeti) protokolleri takip
edilerek yapildi ve spektrofotometrik (BioTek Quant, BioTek Instruments Inc.,
ABD) olarak analiz edildi.

Il. C. Western-Blot Analizleri

Tum hipokampus homojenatlarinin total protein miktari Lowry yontemi
(181) ile 6l¢uldu ve takiben 1:1 oraninda Leammli tamponu (182) ile muamele
edilerek kaynatildi. Esit protein miktarina (20ug/ml) sahip homojenatlar
Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE; Mini
Protean Il, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) yardimiyla elektroforetik olarak

ylrutaldd. Protein bantlarinin jel Gzerinde ayrismasi ve takiben poliviniliden
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florir membranlara (Millipore, Billerica, MA, ABD) aktariimasi saglandi.
Membranlar tris tamponlu salin ve tween 20 (TBST) icinde ¢dzdurdlmuas %5
yagsiz kuru sut (Carnation, Glendale, CA, ABD) c¢ozeltisi ile bloke edildi.
Membranlar gece boyunca primer anti-AQP4 (1:1000, Elabscience, ABD) ve
anti-sintrofin al (1:1000, Bioss, ABD) antikoruyla inkiibe edildi ve ertesi giin
TBST soliisyonu ile yikandiktan sonra primerlere uygun sekonder antikorla 1
saat boyunca muamele edildi. Inkiibasyonun sonunda kemiluminesans
solusyonu ile inkibe edilerek membranlarin Gzerindeki protein bantlar dijital
bir tarayicida (C-Digit Western Blot Scanner, LI-COR Biosciences, Lincoln,
NE, ABD) okutularak ilgilenilen proteinlerin optik dansiteleri sayisal degere
donusturaldi ve sonuglar yari-kantitatif olarak ifade edildi. Esit miktarda
protein yuklendiginin kontrol edilebilmesi igin yapisal bir protein olan B-aktin
proteininin analizi yapildi. Bunun icin membranlar, anti-B-aktin (1:1000, Cell
Signaling Technologies, ABD) antikoru ile gece boyunca inkiibe edilip, ertesi
gun TBST solusyonu ile yikandiktan sonra uygun sekonder antikor ile

muamele edildi. Ardindan protein bandlarinin optik dansiteleri analiz edildi.

Il. D. istatistiksel Analizler

Verinin normal dagihm gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Tanimlayici istatistikler nicel veri icin ortalama ve standart sapma
olarak belirtildi. Normal dagilim gosteren veri icin ikiden fazla grup
karsilastirmasinda tek yonlu varyans analizi kullanildi. Anlamlilik bulunmasi
durumunda ikili karsilastirmalarda Holm-Sidak testi kullanildi. Anlamlilik
dizeyi a=0.05 olarak belirlendi. Verinin istatistiksel analizi SigmaPlot (versiyon

12.5) istatistik paket programinda yapildi.
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BULGULAR

|. Deney Prosediir ile ilgili Veriler

SH-SF, SH-URI, K-SF ve K-URI gruplarina deney prosediiriine uygun

enjeksiyonlari yapilmig ve 48 saatlik takiplerinde mortalite gézlenmemisgtir.

Status epileptikus gruplarinda toplam 51 deney hayvaninin 47’sinde
evre 4-5 SE olusturulmus olup 4 siganda maksimum doz (50mg/kg) pilokarpine
ragmen SE gozlenmemistir (%7.84). Status epileptikus gorilen sigcanlarda
maksimum pilokarpin dozu toplamda 40 mg/kg’dir. Status epileptikus
olusturmak icin uygulanan ortalama pilokarpin dozu 25.1 mg/kg olarak
hesaplanmistir. Status epileptikus olusturulan hayvanlar randomize olarak SE-
SF ve SE-URI grubuna ayrilmis ve 48 saat siiresince giinde iki kez %0.9 NaCl
ya da 500mg/kg uridin enjeksiyonu yapilmistir.

SE-SF grubunda 24 deney hayvaninin 8’i 48 saat icerisinde dlmustir.
Mortalite orani %33.3 olarak hesaplanmistir. SE-URI grubunda 23 deney
hayvaninin 7’si 48 saatlik takip suresi igerisinde Olmustur. Mortalite orani
%30.4 olarak hesaplanmigtir. Mortalite oranlari agisindan anlamh fark

bulunmamistir (p=0.721).
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Il. Beyin Su igeriginin Hesaplanmasi

Elliot formultine (180) gore beyin su igerigi yuzdesi hesaplanmis olup;

SH-URI, K-SF ve K-URI gruplari SH-SF grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

K-SF grubu ile K-URi grubu karsilastiriidiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamisgtir.

SE-SF grubu, SH-SF ve K-SF gruplarn ile karsilastirildiginda SE-SF

grubunda beyin su igeriginin anlamh olarak yuksek oldugu goérulmastur
(p<0.001).

SE-URI grubu; SH-SF, SH-URI ve K-URI gruplari ile karsilastirildiginda
SE-URI grubunda beyin su igerigi anlamli olarak artmistir (p<0.001).

SE-SF ile SE-URI gruplari karsilastirildiginda SE-URI grubunda beyin
su icerigi anlamh olarak artmistir (p<0.001) (Sekil-13).

100 -

#
ppp
oo +++
80 4 I Hokk
9
S 60 1
]
o
]
£ 404 [ SH-SF: %76,97 £ 0,150
4] [ SH-URI: %76,76 +0,108

[ K-SF: %76,66 £ 0,105

20 4 3 K-URI: %77,05 +0,0971
[ SE-SF: %78,17 £ 0,156
1 SE-URI: %78,95 + 0,129

T T T T T T
SH-SF  SH-URI K-SF K-URI SE-SF  SE-URI

Sekil-13: Beyin su igerigi yuzdesi (ortalama degertstandart hata). (***p<0.001 SH-SF grubuna
gore, **p<0.001 SH-URI grubuna gére, %@p<0.001 K-SF grubuna gére, PBp<0.001 K-URI
grubuna gore, ##p<0.001 SE-SF grubuna gore).
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Il. ELISA Analizleri

[ll. A. Serum S100B Protein Miktari
ELISA yontemi ile serum Orneklerinde S100B protein miktarlari

Olcllmus ve yapilan istatistiksel analizler sonucunda;

SH-URI, K-SF ve K-URI gruplari SH-SF grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamisgtir.

K-URI grubu K-SF grubu ile karsilastirildiinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

SE-SF grubu ile SH-SF ve K-SF grubu karsilastirildiginda SE-SF
grubunda serum S100B seviyesinin anlamli olarak ylksek oldugu gérulmustar
(p<0.01).

SE-URIi grubu ile SH-SF, SH-URI, K-URi ve SE-SF grubu ile
karsilastirildiginda SE-URI grubunda serum S100B seviyesinin anlamli olarak
dusuk oldugu gorulmustar (p<0.001) (Sekil-14).

200 A

180 *%
e
160 _ = - -
Hi
140 - BB

4+
ke

120 =

100 +

80 A

Serum S100B miktari
(pg/ml)

60

40 -

20 4

0 1 T T 1 T T
SH-SF SH-URI K-SF K-URI SE-SF SE-URI

Sekil-14: Serumda olclilen S100B miktarlari (ortalama deger + standart hata). (***p<0.001
SH-SF grubuna gére, *p<0.01 SH-SF grubuna gore, ***p<0.001 SH-URI grubuna gére,
ap<0.01 K-SF grubuna gore, BBp<0.001 K-URI grubuna gére, ##p<0.001 SE-SF grubuna
gore).
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[ll. B. Hipokampus S100B Protein Miktari
ELISA yontemi ile hipokampus 6rneklerinde S100B protein miktarlari

Olculmus ve yapilan istatistiksel analizler sonucunda;

SH-URI, K-SF ve K-URI gruplari SH-SF grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

K-URI grubu K-SF grubu ile karsilastirildiinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

SE-SF grubu ile SH-SF ile karsilastinidiginda SE-SF grubunda
hipokampus S100B seviyesinin anlamli olarak ylksek oldugu gérulmusttr
(p<0.05).

SE-SF grubu, K-SF grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamistir.

SE-URI grubu SH-SF, SH-URI ve K-URI gruplari ile karsilastirildiginda
SE-URI grubunda hipokampus S100B seviyesi SH-SF (p<0.001), SH-URI
(p<0.05) ve K-URI (p<0.01) gruplarina gére anlamli olarak artmistir.

SE-URI grubu SE-SF grubu ile karsilastiriidiginda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamistir (Sekil-15).
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100 4

Hipokampus S100B miktari
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SH-SF  SH-URI KSF  KURI SESF  SEUR
Sekil-15: Hipokampus S100B miktarlari (ortalama deger + standart hata). (*p<0.05 SH-SF

grubunda gére, **p<0.001 SH-SF grubuna gore, *p<0.05 SH-URI grubuna gére, PBp<0.01 K-
URI grubuna gére).
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IV. Western Blot Analizleri

IV. A. Hipokampus AQP4/B-aktin Orani

Her grupta AQP4 diizeyi, AQP4 ve 3-aktin protein bantlarinin ortalama
dansiteleri oranlanarak hesaplanmig ve AQP4/B-aktin protein duzeyleri, SH-
SF grubundaki AQP4/B-aktin protein bantlarinin ortalama dansitelerinin

yuzdesi olarak degerlendirilmigstir (Sekil-16).

SH-SF grubu ile karsilastiridiginda SH-URI ve K-URI grubunda

istatistiksek olarak anlamli fark gértlmemistir.

K-SF grubu SH-SF grubu ile karsilastirildiginda hipokampus AQP4/[3-
aktin orani SH-SF grubuna goére K-SF grubunda anlamli olarak azalmigstir
(p<0.01).

K-URI grubu SH-URI grubu ile karsilastirildiginda hipokampus AQP4/B-

aktin orani K-URI grubunda anlamli olarak azalmistir (p<0.001).

SE-SF grubu SH-SF grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan

anlamli fark gézlenmemisgtir.

SE-SF grubu K-SF ile karsilastirildiginda hipokampus AQP4/B-aktin
orani SE-SF grubunda anlamli olarak artmistir (p<0.001).

SE-URI grubu SH-SF, SH-URI ve SE-SF gruplari ile karsilastirildiginda

istatistiksel agidan anlamli fark gézlenmemistir.

SE-URI grubu K-URI grubu ile karsilastirildiginda hipokampus AQP4/-
aktin orani SE-URI grubunda K-URIi grubuna gére (p<0.05) anlamli olarak

artmigtir.
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IV. B. Hipokampus al-sintrofin/B-aktin Orani

Hipokampus a1-sintrofin/B-aktin protein dizeyleri, SH-SF grubundaki
a1-sintrofin/B-aktin protein bantlarinin ortalama dansitelerinin yuzdesi olarak
degerlendirildiginde (Sekil-17);

SH-URI ve K-SF gruplari SH-SF grubu ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda hipokampus a1-sintrofin/B-aktin orani agisindan istatistiksel olarak

anlamh fark bulunmamistir.

K-URI grubu SH-SF grubu ile karsilastiriidiginda K-URI grubunda
hipokampus a1-sintrofin/B-aktin orani anlaml olarak ylksek bulunmustur
(p<0.01).

K-URI grubu SH-URIi ve K-SF gruplari karsilastiriidiinda gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

SE-SF grubu SH-SF ve K-SF gruplari ile karsilastirildiginda SE-SF
grubunda hipokampus a1-sintrofin/B-aktin orani SH-SF grubuna gére (p<0.05)
ve K-SF grubuna gore (p<0.001) anlamli olarak dugstk bulunmustur.

SE-URi grubu SH-SF ve SH-URIi grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

SE-URI grubu K-URI grubu ile karsilastiriidiginda SE-URIi grubunda

hipokampus a1-sintrofin/B-aktin orani anlamli olarak azalmistir (p<0.01).

SE-URI grubu SE-SF grubu ile karsilastirildiginda SE-URI grubunda

hipokampus a1-sintrofin/B-aktin orani anlamli olarak artmistir (p<0.05).
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Sekil-16: Hipokampus AQP4/B-aktin diizeyinin ylzde degisim orani (ortalama + standart
hata). (**p<0.01 SH-SF grubuna gore, ***p<0.001 SH-URI grubuna gére, ***p<0.001 K-SF
grubuna gore, p<0.05 K-URI grubuna gore).
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TARTISMA VE SONUC

Epilepsi, dunyada yaklasik 70 milyon insanin etkilendigi, beynin
tekrarlayan spontan nobet olusturmaya yatkinligi ile karakterize bir hastaliktir
(2). Hastalik yuku bakimindan noérolojik hastaliklar igerisinde besinci sirada yer
almaktadir (183). Epilepsi etiyolojisinde yapisal, genetik, enfeksiy6z, metabolik
ve immunolojik etmenler rol oynamaktadir ancak hastalarin yaklasik ugte
birinde neden bilinmemektedir (31). Beynin spontan ndbet gelistirme 6zelligi
kazanmasina neden olan molekuiler ve hicresel duzeneklerin olusturdugu
surec¢ epileptogenez calismalarinin konusudur. Epileptogenez bir baslatici
faktor sonrasinda baslar ve hastanin spontan ndbetleri basladiktan sonra da
ndbetlerin neden oldugu patolojik degisiklikler nedeni ile ilerleyici bir seyir izler
(7). Bu baglatici faktor genetik mutasyon, enfeksiyon, travma, inme gibi beyin

hasarlari ya da status epileptikus olabilir.

Epileptogenez ile ilgili arastirmalarda, epilepsi hastalarindan elde edilen
beyin dokularinin yani sira siklikla bu patolojilerin modellendigi deney
hayvanlari kullaniimaktadir (51). ideal bir deneysel modelde; patoloji
insandakine benzer nedenlerle ortaya cikmali, insanda gorllen fizyolojik,
davranissal ve genetik fenotipi gdstermeli ve tedaviye benzer sekilde yanit
vermelidir (184). Epilepsi icin tek bir modelin tim epilepsi tiplerini
modelleyebilmesi mimkuin degildir ve farkli epilepsi tipleri icin farkl modeller
kullaniimaktadir (53). Temporal lob epilepsisi en sik goérilen epilepsi
sendromudur ve siklikla ilag direnci ile birlikte gériilmektedir. ilag direncinin
varliginda hastaligin gelisimini engellemek daha da 6nem kazanmaktadir
(185). Patogenezin ve nedenlerin aydinlatimasi yeni antiepileptik ve
antiepileptojenik ajan gelistiriimesine katki saglayacaktir. Kainik asit ve
pilokarpin gibi kemokonvulsanlarla indiklenen SE modelleri; tetikleyici
faktoran varligi, sonrasinda gorulen latent periyot ve latent periyot sonunda
ortaya c¢ikan spontan tekrarlayici nobetler ile TLE patogenezine benzerlik

gostermekte ve siklikla kullanilmaktadir (51).
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Kainik asit ve pilokarpin modellerinin her ikisi de histopatolojik,
davranissal ve elektrofizyolojik olarak TLE’ni taklit etme acgisindan benzerlik
gostermektedir. Ancak pilokarpin modeli daha erken donemde ve daha yaygin
hasar olusturmasi ile kainik asit modelinden ayrilmaktadir (186). Pilokarpin ile
indUklenen SE’da birden fazla prosedur tanimlanmistir. Bunlardan ilki Turski
ve ark. tarafindan 1983'te tanimlanan ylksek doz pilokarpin ile SE
olusturulmasidir (55). Ancak modelde kullanilan yudksek doz pilokarpin
mortaliteyi arttirmakta, dozun dusdrulmesi ise SE olusturma oranini
dusurmektedir. Pilokarpin toksisitesini dnlemek i¢in 16-24 saat O6ncesinde
127mg/kg dozda lityum verilmesi bir diger yontemdir (56). Lityum, pilokarpin
duyarlihigini arttirarak daha dusuk doz pilokarpin (30mg/kg) ile SE olugmasini
saglamaktadir (59). Lityum-pilokarpin modelinde mortalitenin dismesi
beklense de farkh laboratuvarlarda yuksek doz pilokarpin ile benzer mortalite
ve SE olusma zamani acisindan farkhliklar bildiriimektedir (187). Mortalite
sorununa ¢6zum olarak Glien ve ark. pilokarpinin 10mg/kg dozlarda
tekrarlayan sekilde verilmesini Onermistir. Bu modelde 10mg/kg dozda
pilokarpin maksimum 50mg/kg olacak sekilde SE gorilene kadar 30 dk.
aralarla verilmektedir. Status epileptikus olusturma oraninin tek doz (30mg/kg)
pilokarpin modeli ile benzer, mortalitenin ise daha dusik (%10’un altinda)
oldugu bildiriimektedir (58). Calismamizda SE’un 30. dk.da sonlandiriimasi ve
48 saatlik takip planlandidi icin histopatolojik degisikliklerin daha erken
dénemde olustugu Li - P modeli tercih edilmis ve mortalitenin daha dusuk
olmasi igin pilokarpin tekrarlayan dozda uygulanmistir. Calismamizda deney
hayvanlarinin %92.16’sinda SE olugsmus, ancak mortalite orani bildirilenden
daha yuksek ¢cikmistir (%30.4-33.3).

Mortalite oranini etkileyen bir durum da SE’un suresidir. Nobet sUresinin
uzamasi artmig mortalite ile iligkilidir (58). Pilokarpin ile induklenen SE’da
nobetler 5-6 saat sonra kendiliginde sonlanmaktadir. Fakat bu durumda
mortalite %100’e ulagsmaktadir (188). Status epileptikus 90 dk. ile
sinirlandirildiginda mortalite %45’e dismektedir. Status slresinin kisalmasi
ise kronik epilepsi gelisim oranini disturmektedir. Status epileptikus 60. dk.da

sonlandirildiginda spontan tekrarlayici nébet gelisme orani farkh ¢alismalarda
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%25-83 arasinda bildirilmektedir (58). Literatiirde epileptojenik degisikliklerin
goraldugu en kisa sure ise 30 dk. olarak bildirilmistir (189, 190). Bu bilgiler
iIsiginda SE’un 48 saat igindeki akut etkilerinin incelendigi ¢alismamizda,
status epileptikus sureci epileptojenik en kisa sure olan 30. dk.da diazepam ile

sonlandiriimistir.

Diazepam, SE’un ilk basamak tedavilerinden biridir (8). Literatiirde de
SE’u belirlenen zaman araliginda durdurup hasari sinirlamak ve
standardizasyonu yakalamak icin diazepam, midazolam, pentobarbital,
ketamin, MK-801 gibi ajanlar tek baslarina ya da kombine olarak
kullaniimaktadir (187). Kombine tedavinin amaci, SE’un siresinin uzamasi ile
gelisen ilag direncini yenmek ve SE’'un davranigsal ve elektrografik bulgularini
sonlandirmaktir. Diazepam cesitli calismalarda 5-20mg/kg dozlarda tek sefer
ya da tekrarlayan dozlarda ve/veya pentobarbital, MK-801, ketamin ile
kombine sekilde verilmektedir (187). Calismamizda, insanda ilk basamak
tedavi olarak kullanildigi icin diazepam secilmis ve literatirde belirtildigi gibi
tekrarlayan dozda uygulanmasi tercih edilmistir (118). Status epileptikus
esnasinda EEG kayitlarinin alinmamasi nedeni ile diazepam ile elektrografik
ndbetlerin sonlanip sonlanmadiginin tespiti yapilamamistir.
Elektroensefalografi elektrotlarinin yerlestiriimesi sirasinda olusabilecek
hasarin, sonugclari etkileyebilecedi duslunllerek EEG kayitlari alinmamis,
sadece Racine’in davranissal skorlamasi yapiimigtir. Racine’in davranigsal
skorlamasi nobet aktivitesinin 5 ayri evreye ayrildidi bir skorlamadir ve
literatlrde yaygin olarak kullaniimaktadir (108, 179). Siganlarda epileptik
nobet sikhginin dstrus siklusuyla degismesi nedeniyle sadece erkek sicanlar
calismaya dahil edilmistir (64). Pilokarpin ile indiklenen SE modellerinde
mortalitesi diger turlere gére daha duguk olan Sprague-Dawley irki si¢canlar
tercih edilmistir (191).

Uridin ve dridin nukleotidleri; RNA sentezi, protein ve lipid
glikolizasyonu, membran fosfatidlerinin  biyosentezi ve pirimidinerjik
transmisyon gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlarda rol oynamaktadir (145).
Ayrica Parkinson, hipoksik-iskemik ensefalopati ve hiperoksik beyin hasari gibi

deneysel modellerde gerek molekiler ve histopatolojik yontemlerle gerekse
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davranissal testlerle noéroprotektif etkinligi gosterilmistir (161, 164, 166, 167).
Uridin, membran fosfolipid sentezini arttirma (158), histon deasetilasyonunu
azaltma (165), antioksidan savunma duzeneklerinin etkinligini arttirma (192)
ve caspase-3 iligkili apoptotik yolaklari inhibisyonu (167) yolu ile
norodejenerasyona ve beyin hasarina karsi koruyucu etki gostermektedir.
Uridininin deneysel SE modellerinde antiepileptik ve antiepileptojenik etkisi
bildirilmektedir (171, 173-175). Ancak etki mekanizmasi ile ilgili bilgiler
sinirhdir. Bu ¢alismada, SE’'un neden oldugu erken donemde KBB
disfonksiyonu ve ortaya c¢ikardigi sonuclarin kronik epilepsi gelisimindeki rolu
nedeni ile Uridinin néroprotektif ve olasi antiepileptojenik etkisi szl gecen
dizenek ile acgiklanmaya calisiimistir. Literatirde c¢esitli modellerde
noroprotektif ve antiepileptik etkisi gosterilen 500mg/kg etkin dozda uridin
tercih edilmistir (164, 177).

Klinik ve deneysel caligmalarda beyin 6demi dlgumleri MRI'de T2 ve
diffuzyon agirhkli gorintuleme ve volumetrik olgumler yapilarak, kuru-yas
beyin agrilig1 metodu gibi yontemler ile dlgllebilmektedir. Calismamizda beyin
o6deminin yansimasi olarak beyin su igerigi yuzdesi hesaplanmistir. Kainik asit
ile induklenen SE modelinde sitotoksik 6demin 3. saatte artmaya basladidi ve
24. saatte belirgin hale geldigi ve 48. saatte normale dondugu diffuzyon
agirlikh MRI ile gosterilmistir (193). Kan-beyin bariyeri gecirgenliginde artisa
bagl vazojenik 6demin ise tum limbik yapilarda 48. saatte anlamli olarak
yukseldigi, bu artisin piriform kortekste 10. gune kadar devam ettigi
bildiriimektedir (118, 119). Literatirde daha once yapilmis olan ¢alismalarda
SE’a bagli albumin ektravazasyonu ve beyin ddemi 24-48. saatte pik
yaptidinin saptanmasi Uzerine calismamizda deney sonlanim noktasi SE

sonrasl 48. saat olarak belirlenmistir (118).

GCalismamizda SE olusturulan SE-SF grubunda hem SH-SF hem K-SF
grubu ile karsilastirildiginda literattr ile uyumlu olarak beyin 6deminin anlamh
olarak arttigi gozlenmigtir. Status epileptikus olusturulup, iki gin boyunca
glinde iki kez 500mg/kg dozda uridin tedavisi uygulanan SE-URI grubunda ise
48. saatte beyin 6deminin SE-SF grubuna gore daha yuksek oldugu

g6ralmastar. Uridinin beyin 6demi Uzerine etkisi literatiirde travmatik beyin
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hasari modelinde incelenmis olup, beyin 6demini azalttigi bildiriimektedir
(169). Ayrica Uridin nukleotidlerinden UTP’nin iskemik beyin hasarinda,
UDP’nin ise soguk hasarinda beyin 6demini azalttigini gosterilmistir (168,
194). Calismamizda g6zlemledigimiz, tridinin 48. saatte beyin ddemini arttirici
etkisi Uridin ntkleotidlerinin NO sentezini arttirici etkisine bagl olarak gelismis
olabilecegini dustundurmektedir. Hasar sirasinda ekstraselliler alana gecen
aridin nukleotidleri endotel, mikroglia ve astrositlerdeki purinerjik reseptorlerine
baglanarak NO sentezini arttirmaktadir. Endotel hiicrelerinde bulunan P2Y
reseptorlerine baglanan UTP hiicre ici Ca*? konsantrasyonunu arttirarak
eNOS’un indiklenmesine neden olmaktadir (195). Benzer sekilde astrositlerde
de P2Y2/P2Y4 reseptorlerine baglanarak hicre ici Ca*™ artisina ve NO
sentezine neden oldugu gosterilmistir (196). UDP ise mikroglia kultirinde
P2Y6 reseptorlerine baglanarak PLC/PKC yolagi ile iINOS’u indlkleyerek NO

salinimina neden olmaktadir (197).

Nitrik oksit KBB gecirgenliginde ve fonksiyonlarinin dizenlenmesinde
rol oynamaktadir. NO artisi KBB gegirgenliginde artis ile iligkilidir (198). Status
epileptikus sonucu artan KBB gecirgenliginin nedenlerinden biri endotelyal
NOS enziminin indiklenmesi ve NO artisidir (108). Endotelyal NOS, hem
endoplazmik retikulum stresini arttirarak hem de MMP-9 aktivitesini arttirarak
endotelyal disfonksiyona ve KBB’nin bariyer fonksiyonunda bozulmaya neden
olmaktadir (109, 199). Pentilentetrazol ile indiklenen SE’da da néronal NOS'’in
indUklenmesi ile NO sentezinin artmasina ve KBB disfonksiyonuna neden
oldugu bildiriimektedir (200). Uridinin de endotelyal ve noronal NOS'I
indukleyerek disfonksiyona katki saglamis ve vazojenik 6demi arttirmis oldugu

dusunidlmektedir.

Literattirde CDP-kolinin Li - P modelinde, SE’dan 2 saat sonra baslanip
1 hafta sureyle veriimesinin KBB gecirgenligini ve noronal dejenerasyonu
arttird1gi bildirilmektedir. Ancak bu etki sadece Li - P modelinde gézlenmis olup
kainik asit-SE modelinde gorilmemistir. Modeller arasindaki farklihgin, CDP-
kolin ve pilokarpinin sinerjistik etki ile asetilkolin miktarini asiri arttirmasindan
kaynaklandigi dusunulmektedir (201). CDP-kolin ile benzer sekilde ridin ve
UMP’nin de beyinde ekstraselluler asetilkolin miktarini arttirdigi gosterilmistir
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(202, 203). Status epileptikusu takiben verilen Uridinin erken dénem etkisinin
incelendigi calismamizda, uridinin beyinde asetilkolin miktarini arttirarak
epileptik aktivitenin siddetini ve KBB gegirgenligini arttirmis olmasi bir diger
olasi mekanizmadir. Uridinin erken dénem etkisinin farkli SE modellerinde

incelenmesi olasi mekanizmalarin aydinlatilmasina fayda saglayacaktir.

S100B beyinde esas olarak astrositlerde eksprese edilen ve
ekstrasellller ortama salinan Ca*? baglayici bir proteindir. Hem noéroprotektif
hem de norodejeneratif etkileri mevcuttur (98). Akut néronal hasarda
ekspresyonu ve salinimi artmaktadir (99). Status epileptikus da astrosit
aktivasyonu ile birlikte S100B ekspresyonunu arttiran nedenlerden biridir
(100). S100B’nin artan konsantrasyonlari KBB gecirgenliginin de bozuldugu
durumlarda serum konsantrasyonunda artisa neden olmakta ve bir hasar
biyobelirteci olarak kullanilabilecedi dustnulmektedir (204). Calismamizda
ELISA yontemi ile hem hipokampus dokusunda hem de serumda S100B

seviyeleri dlgulmustar.

Literatlr ile benzer sekilde SE-SF grubunda hipokampus S100B
seviyesi artmistir. SE-URI grubunda da benzer sekilde SH-SF grubuna goére
S100B seviyelerinin anlamh sekilde arttigi gorilmustir. SE-URI ve SE-SF
gruplari arasinda anlamli olmamakla birlikte hipokampus S100B seviyesi SE-
URIi grubunda daha vyiksektir. Astrositlerde S100B ekspresyonunu ve
ekstraselluler alana salinmasini etkileyen bir¢ok faktor tanimlanmigtir (98).
Bunlardan biri de glutamat miktarinin artmasidir. Epilepside artan S100B
miktarinin noronal aktivite ile artan glutamat oldugu literatirde gosterilmistir
(102). Uridinin asetilkolin miktarinda artisa neden olarak epileptik aktiviteyi
arttirmasi, calismamizda gorulen Uridin tedavisi alan grupta S100B

miktarindaki artisin da nedeni olabilecedi dusunulmektedir.

S100B seviyesindeki akut artisin, noroprotektif bir mekanizma
olabilecegi de literatlrde bildirilmektedir. In vitro ¢alismalarda S100B’nin
glukoz deprivasyonu, glutamat toksisitesi gibi durumlarda néronlari apoptoza
karg! korudugu bilinmektedir (205, 206). Ayrica intraserebroventrikiler olarak

uygulanan S100B’nin, hicre kiltirinde nérotoksik etki gosteren dozlardan
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daha yuksek dozlarda bile, travmatik beyin hasarinda uzun dénem takiplerinde
hipokampusta ndérogenezi arttirici etki gosterdigi, kognitif fonksiyonlari
iyilestirdigi bildirilmektedir (207, 208). Calismamizda gozlemledigimiz Uridinin
hipokampal S100B seviyesi uzerine etkisi hasar boyutunu gosterebilecegi gibi
ndroprotektif bir etkinligin yansimasi olabilecegini de dusundirmektedir. Bu

ayrimin yapilabilmesi igin tedavi sonrasi uzun donem takip gerekmektedir.

Hipokampal S100B seviyeleri ile paralel olarak SE-SF grubunda serum
S100B miktarinin SH-SF grubuna goére anlamli olarak arttig1 gézlenmistir. Bu
durum SE olusturulan hayvanlarda artmis S100B seviyesini ve KBB’nin 48.
saatte de bariyer fonksiyonundaki bozulmanin devam ettigine isaret
etmektedir. SE-URI grubunda ise serum S100B miktarinin SE-SF grubuna
gére anlamli olarak disiik oldugu gériilmistir. SE-URI grubunda hipokampal
S100B seviyesi yluksek iken serum seviyelerinin dismesi, verilen Uridin
tedavisi sonucunda 48. saatte izlenen KBB hasarindaki iyilesmenin ve KBB’nin

gegirgenligindeki azalmanin gostergesi olarak yorumlanmaktadir.

AQP4, beyin ve spinal kordda bulunan ana su kanahdir ve ¢ift yonll su
gecisinden sorumludur. Esas olarak mikrodamarlari ve pial yuzeyleri
cevreleyen astrosit son-ayaklarinda yogun olarak bulunur, diger bolgelerinde
ise az miktarda eksprese edilir (125). AQP4 kanallarinin astrosit membraninda
perivaskiler bdlgeye yakin yerlesim gdstermesi beyin osmolaritesini ve su
dengesini saglamasi agisindan 6nemlidir. Sitotoksik 6dem olusumunda ve
vazojenik o6dem rezolUsyonunda polarize yerlesimi o6demi azaltici etki
gostermektedir (121). AQP4’Un perivaskiler bélgede astrosit son-ayaklarinda
yerlesiminin en 6nemli belirleyici faktort distrofin-iligkili protein kompleksinin
bir Uyesi olan a1-sintrofindir (209). Alfal-sintrofin delesyonu ile perivaskuiler
AQP4 yerlesimi spinal kordda %79, neokortekste %94 oraninda azalmaktadir.
Bu nedenle a1-sintrofin, AQP4 polarizasyonunun iyi bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (210). Status epileptikusda da AQP4 polarizasyonu bozularak
beyin ddemi miktar1 arttirmakta ve kronik epilepsi gelisimine neden olmaktadir
(130). AQP4’Un perivaskuler bolgede ekspresyonu azalsa da diger

bélgelerdeki miktarinin kompansatuvar artisi ile total AQP4 miktarinin
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degismedigi (129), arttigi (128) ya da azaldigini (132) bildiren ¢alismalar

mevcuttur.

Calismamizda hipokampus doku homojenatlarindan Western-blot
yontemi ile total AQP4 ve a1l-sintrofin protein seviyeleri dl¢ulmus ve dridinin
etkisi incelenmistir. Total AQP4 miktarlari karsilastirildiginda hem SE-SF
grubunda hem de SE-URI grubunda SH-SF grubuna gére istatistiksel agidan
anlamli fark goralmemigtir. Alfal-sintrofin miktari ise SE-SF grubunda SH-SF
grubuna gére anlamli olarak azalmistir (p<0,05). SE-SF grubunda a1-sintrofin
seviyesi azalirken AQP4 seviyesinin degismemesi; SE’'un a1-sintrofin
seviyesini azalmasina paralel olarak AQP4’Un perivaskiler yerlesimini de
azalttigr seklinde yorumlanmaktadir. Total AQP4 seviyesinde degisim
olmamasi, AQP4’Un a1-sintrofin-bagimsiz bdlgelerdeki artisinin géstergesi
olabilecegi dustnulmektedir. Bu bulgular daha dnce literatlirde (129) bildirilen

bulgular ile uyumludur.

SE-URI grubunda ise total AQP4 ve a1-sintrofin seviyeleri agisindan
SH-SF grubu ile arasinda anlaml fark olmadi§i gértulmastir. SE-SF grubu ile
karsilastiriidiginda SE-URIi grubunda a1-sintrofin seviyesi anlamli olarak
yukselmigstir. Ayrica K-URI grubu K-SF grubu ile ve SH-URI grubu SH-SF
grubu ile karsilastirildiginda a1-sintrofin seviyeleri Uridin tedavisi ile artis
egilimi gbstermis ancak istatistiksel anlamlilik saptanmamistir. Uridin, SE’a
bagdli olarak gelisen a1-sintrofin seviyesindeki azalmayi 6nlemistir. Elde edilen
veriler uridinin a1-sintrofin seviyesindeki azalmayi engelleyerek AQP4’ln
polarize yerlesimini korudugu seklinde yorumlanmaktadir. Uridinin AQP4 ve
al-sintrofin Uzerine etkisi literatlirde daha énce incelenmemis olup bu ¢alisma
ile ilk kez gosterilmigtir. Bulgularin immunohistokimyasal c¢aligmalar ile

desteklenmesi literature katki saglayacaktir.

Status epileptikusa bagli olarak AQP4’lin polarizasyon kaybinin nedeni,
astrosit son-ayaklarinin bazal membrana tutunmasini saglayan laminin-
distrofin etkilesimi ve bu proteinlerin AQP4’Gn astrosit membranina
tutunmasini saglayan a1-sintrofin ile kurduklari baglantilarda gelisen
degisikliklerdir (112, 128, 134). Status epileptikusda artan MMP aktivitesinin
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bu degisikliklerden sorumlu olabilecegi bildiriimektedir (128). Uridinin MMP
aktivitesi Uzerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada 0ridinin korneal epitel
hicrelerinde MMP-9 ekspresyonunu azalttigi gosterilmigtir ancak literatiirde
beyin dokusunda yapilmig bir ¢alisma bulunmamaktadir (211). Periferik sinir
yaralanmasinda ise UTP’nin MMP-2 aktivitesi ve ekspresyonunu arttirdigi
bildiriimektedir (212). Uridinin AQP4 ve a1-sintrofin seviyeleri izerine etkisini,
SE’da artan MMP-9 ekspresyonunu azaltarak goésteriyor olmasi olasi bir

mekanizmadir. Bu konuda daha ileri aragtirmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

K-SF ve K-URI gruplarinda SH-SF grubuna gére anlamli olarak AQP4
seviyesinin dugslik oldugu goérulmustar. Literatirde AQP4 ekspresyonunu
inceleyen cgalismalarda SE’un ya kainik asit ya da yuksek doz pilokarpin ile
induklendigi, Li - P modeli kullanilan ¢alismalarda ise kontrol grubu olarak tek
bir grup (sadece %0.9 NaCl verilen grubu ya da lityum + %0.9NaCl verilen
grup) kullaniimistir. Calismamizda sham gruplari ile kontrol gruplar da
kargilastinimistir ve literatirde benzer bir karsilastirmaya rastlanmamigtir.
Literatirde lityumun AQP4 lizerine etkisini inceleyen tek galismada kronik
stres modeli olusturulmus farelerde KBB butlinligu ve olasi araci proteinler
incelenmigtir. Bu c¢alismada stressiz hayvanlarda lityumun AQP4 miktarini
azaltma egiliminde oldugu, stresin AQP4 miktarini azaltan etkisini ise tersine
cevirdigi gdézlenmis ancak istatistiksel anlamlilik saptanmamistir (213). Yakin
zamanli ¢alismalarda inme ve intraserebral hemoraji modellerinde de lityum
tedavisinin KBB butunligund koruyucu ve beyin 6demini azaltici etkisi oldugu
bildiriimektedir. Bu etkisini MMP-9 ekspresyonunu azaltarak ve siki baglanti
proteinlerinin  ekspresyonunu arttirarak  goéstermektedir (214, 215).
Calismamizda lityum uygulanan kontrol gruplarinda AQP4 seviyesi diserken,
al-sintrofin seviyelerinin degismemesi, lityumun 06zellikle perivaskiler
yerlesim  disindaki AQP4  ekspresyonunu  dedistirdigi  seklinde
yorumlanmaktadir. Bu etki, lityumun bildirlen MMP-9 ekspresyonunda azaltici
etkisi ile uyumlu oldugu dusunulmektedir. Lityumun AQP4 ekspresyonu
uzerine etkisinin ayrintili olarak incelenmesi, farkli MSS patolojilerinde
lityumun terapétik amach kullaniminda etki mekanizmalarinin aydinlatiimasina

da fayda saglayacaktir.
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Uridinin SE olusturulan sicanlarda KBB disfonksiyonu, beyin 6demi ve
total AQP4 ve a1-sintrofin diizeyleri Gzerine etkisinin incelendigi calismamizda
sonug¢ olarak; uridinin (I) SE olusturulan sicanlarda erken donemde beyin
o0demi miktarini azaltma yonunde etki gostermedigi, (II) hipokampus S100B
seviyelerini arttirdidi, (l11) KBB gecirgenligini gosteren serum S100B miktarini
azalttigi ve (IV) hipokampus AQP4 ve a1-sintrofin miktarindaki SE’a bagli
azalmay! Onledigi gorulmuagstir. Elde edilen sonuglar, dridinin  AQP4
polarizasyon kaybini 6nlemesinin yani sira, farkli duzenekler ile beyin 6demini
arttirici etki gosterdigini isaret etmektedir. Uridinin bilinmeyen bir diizenek ile
beyin ddemini arttirmasinin yani sira, AQP4 polarizasyonunu koruyarak beyin
o6demi rezolusyonunu hizlandirmasi da olasidir. Bu nedenle Uridin tedavisinin
beyin 6demi Uzerine etkisinin farkh teknikler ile farkh zaman araliklarinda

incelenmesi aydinlatici olacaktir.

Elde edilen sonuglar, tridinin AQP4 polarizasyon kaybini dnlediginin ilk
kez gbsterilmesi anlaminda bilimsel literatlre 6zgun bir katkida bulunmaktadir.
Uridinin status epileptikusda akut dénemde beyin 6demini arttirici etkisinin
gosterilmesi farkli deneysel modellerde Uridinin terapétik kullanimi ile iligkili

calismalara da yol gdsterici olacaktir.
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