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SIMGELER VE KISALTMALAR

: Antiepileptik ilag

: Katalaz

: Klor

: Elektroensefalografi

: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Eksitator postsinaptik potansiyel

: Gama amino butirik asit

: Glutamik asit dekarboksilaz

: Glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: Okside glutatyon

: Hidrojen

: Hidrojen peroksit

: Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi
: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

: Intraperitoneal

: Inhibitor postsinaptik potansiyel

: Potasyum

: Lipid radikali

: N-nitro-L-arjinin

: N-nitro-L-arjinin metil ester

: Lipid peroksit

: Lipid hidroperoksit

: Malondialdehit

: Sodyum

: Okside nikotinamid adenin diniikleotid
: Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid
: Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
: Nitroblue tetrazolium

: N-Metil-D-Aspartat

: N-Naphtylethylene diamine

: Noronal nitrik oksit sentaz

: Nitrik oksit

: Nitrik oksit sentaz

: Singlet oksijen

: Stiperoksit

: Molekiiler oksijen

: Peroksi

: Hidroksil radikali

: Paroksismal depolarizasyon kaymasi
: Pregabalin

: Pentilentetrazol

: Reaktif nitrojen tiirleri

v



ROT : Reaktif oksijen tiirleri

SF : Serum fizyolojik

SOD : Stiperoksit dismiitaz

SR : Serbest radikaller

SDU : Siileyman Demirel Universitesi
TBA : Tiobarbitiirik asit

TCA : Triklorasetik asit

VKKK : Voltaj kapili kalsiyum kanallar1

a2d : Alfa-2-delta
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1. GIRIiS

Epilepsi tam olarak fizyopatolojisi anlasilmayan biyokimyasal ve
molekiiler olaylardan kaynaklanan yaygin ve heterojen bir norolojik
hastaliktir. Epileptik ndbetin tetikledigi néronal oliimiin etyolojisinde
oksidatif stresin 6nemli rol oynayabilecegi ortaya ¢ikmistir. Santral sinir
sisteminde oksidatif stres olusumu amigdala kindling, kainik asit,
pentilentetrazol (PTZ), elektrosok ile olusturulan cesitli deneysel hayvan
epilepsi modellerinde gosterilmistir.

Deneysel caligmalarda bazi antiepileptiklerin serbest oksijen
radikallerini inhibe ederek norotoksisiteyi Onledigi gosterilmistir. Yeni
kusak bir antiepileptik olan pregabalin (PGB), potent ve selektif olarak
hipereksite voltaj kapili kalsiyum kanallarinin (VKKK) alfa-2-delta
(020) alt {initesine baglanarak etkisini gosterir. PGB’in antiepileptik
ozelligi yaninda noroprotektif 6zelligi oldugu da gdsterilmistir.

PGB ve dokulardaki oksidatif stres iizerine yapilmis bir ¢alisma
litaratiirde bulunamamustir. Biz bu projemizde, ratlarda deneysel olarak
PTZ ile olusturulan epileptik ndbet modelinde, beyin korteksinde,
oksidatif stresin gostergeleri olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), nitrik oksit (NO) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri lizerine

PGB’in etkilerini aragtirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGIi

2.1. Epilepsi

2.1.1. Tamim

Epileptik nobet; kortikal ndronlarin kendini sinirlayici, anormal,
hipersenkron desarjlarina bagli olarak ortaya c¢ikan beynin gegici
fizyolojik disfonksiyonudur. Epileptik nobetin kendine 6zgii belirtileri,
korteksin tiimii yada bir kisminin tutulmasi, koken aldigir kortikal
bolgenin islevi, iktal desarjin subkortikal ve beyinsapina yayilma sekline
baghdir (1). Nobetler ve etkilerini birkag doneme ayirarak incelemek
miimkiindiir. Aura veya ilk hissedilen semptom ndbetin basladigi
anatomik bolgeyi isaret eder. Bundan sonra nobetin kendisi gelir ve bunu
postiktal donem takip eder. Nobetler epilepsinin kardinal bulgusu
olmasma ragmen her nobet epilepsiyi diisiindiirmez. Ornek olarak
nobetler sadece akut medikal veya norolojik hastaligin seyrinde ortaya
cikarak kendini sinirlayici olabilir, altta yatan bozukluk diizeltildikten
sonra devam etmeyebilir (1). Ayrica bazi insanlar da hayati boyunca

provake edilmemis tek bir ndbet gecirebilir.



2.1.2. Tarihce

Tarihsel veriler bir hastalik belirtisi olarak epileptik fenomenlerin
ve nobetin oldukca eski donemlerden beri, cesitli toplumlarca fark
edildigini gostermektedir. Gliniimiizde kullandigimiz epilepsi sézciigii
eski Yunancada yakalamak, kavramak anlamlarina gelen epilambanein
kelimesinden tiiretilmistir ve yalin anlami1 yakalama, tutma demektir (2).
Epilepsinin varligi ile ilgili en eski ayrintili agiklama, Babil metinlerinde
bulunmustur. Babillerin beyin fonksiyonlar1 yada patolojisi ile ilgili
anlayis1 yoktu, ancak her bir ndbet tipinin viicudu istila eden bir seytan
sonucu oldugunu diisliniiyorlard: (3). Milattan once besinci ylizyilda
Hipokrat “kutsal hastalik” tanimini yapmis ve diger bircok siddetli
hastalik gibi, bu hastalikta da beynin hastaligin merkezi oldugunu ilk kez
ifade etmistir (3). Ondokuzuncu yiizyilin sonlarmma kadar hakim olan
dogaiistii goriis lizerine Hipokrat’in tedavi edilebilir beyin hastaligi
kavraminin kii¢iik bir etkisi olmustur. Caglar boyu siiren yavas ilerleme

20. yiizyilin son ¢geyreginden itibaren ivme kazanmistir (2).

2.1.3 Epidemiyoloji

Gelismis iilkelerde epilepsi insidansi yiizbinde 24-53 iken
gelismekte olan tilkelerde insidans daha yiiksektir (4). Gelismis iilkelerde
yasa goOre insidansa bakildiginda gengler ve yashlarda yiikseklik
saptanirken, gelismekte olan iilkelerde genglerde yiikseklik mevcutken

yaslilarda dramatik artis bildirilmemektedir. Bati iilkelerinde 70 yas



tizeri epilepsi insidansi yasamin ilk on yilina gore daha yiiksektir ve
epilepsi vakalarmin yaklasik sadece 9%350°si ¢ocuk ve adelosanlar
kapsamaktadir (4). Prevalans insidans, 6liim, hastalik remisyon oranlari,
go¢ gibi pek ¢ok faktoriin etkisine agik bir degerdir. Cok farkli sonuglar
olmasina karsin gelismis llkeler i¢in ortalama epilepsi prevalansinin
binde 6 oldugu ve gelismekte olan iilkelerde bu oranin ortalama binde
18.5 oldugu bildirilmektedir (5). Timiinde olmasa da c¢alismalarin
cogunda insidansta cinsiyete Ozgii farklilik saptanmamakta iken
prevalansta; erkeklerde kadinlara oranla yiikseklik rapor edilmektedir
(4).

En sik goriilen nobet tipi parsiyel nobetlerdir ve bunu jeneralize
tonik-klonik nébetler izlemektedir. Diger ndbet tipleri, 6rnegin absans,

izole tonik, atonik veya miyoklonik nobetler nisbeten daha seyrektir (6).

2.1.4 Etiyoloji

Yapilan ¢alismalarda hastalarin yalnizca 1/4-1/3’inde epilepsi
etiyolojisi saptanabilmektedir. EZer gecmiste olan bir olay epilepsi
gelisim risk artisina sebep oluyorsa semptomatik epilepsi olarak
degerlendirilir. Semptomatik faktorlerin baslicalar1 inme Oykiisii, beyin
malformasyonlari, serebral palsi gibi ndrogelisimsel anormallikler,
bakteriyel menenjit veya viral ensefalit dykiist, ¢esitli genetik durumlar
ve tiimorlerdir (7). Sebep olabilecek bir faktoriin saptanamadigi grup ise
semptomatik olmayan olarak degerlendirilip idiyopatik ve kriptojenik

olarak iki gruba ayrilir.



2.1.5. Simiflandirma

Nobetler ¢esitli sekilde gruplanir: olasi etyolojilerine gore yani
idyopatik (primer) veya semptomatik (sekonder); kaynaklandiklar1 yere
gore; klinik sekillerine gore (jeneralize veya fokal); sikliklarina gore
(izole, siklik, tekrarlayict veya status epileptikustaki gibi yakin zaman
iligkisi i¢cinde) veya elektrofizyolojik karsiliklarina gore (8).

Siiflandirma ¢alismalar1 ilk kez 1964 yilinda baslamistir.
Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) siniflama komisyonunun
uzun siiren ¢alismalar1 sonucunda hazirlanan ve halen kullanilmakta olan
1981 Epileptik Nobetlerin Klinik ve Elektrografik Siniflamasi ve 1989
Epilepsiler ve Epileptik Sendromlarin Siniflamasi tiim diinyada kabul
gormiis ve ortak bir dil olusumunu saglamistir (9). Uluslararasi
siniflamanin giicii epilepsili hastalara kolayca uygulanabilmesine ve
genel kabul gormesine dayanir. ILAE’nin 1981 de yaptigi siniflama
nobetlerin klinik tipi ve elektroensefalografi (EEG) karsiligima gore
temellendirilmistir ve tiim diinyada kabul goren Uluslararasi Siniflama

olarak bahsedilir (Tablo 1).

Tablo 1: Epileptik Nobetlerin Klinik ve Elektroensefalografik Siniflamasi

1-Parsiyel (fokal, lokal) nébetler
A-Basit parsiyel nobetler(biling durumu bozulmaksizin)
a-Motor semptomlu
b-Somotosensoryal veya 6zel duyusal semptomlu
c-Otonomik semptomlu
d-Psisik semptomlu
B-Kompleks parsiyel ndbetler(biling bozuklugu ile giden)




Tablo 1 (devam): Epileptik Nobetlerin Klinik ve Elektroensefalografik Siniflamasi

a-Basit parsiyel baglangici izleyen biling bozuklugu
b-Biling durumunun baslangigtan itibaren bozulmasi

C-Sekonder jeneralize ndbete doniisen

2-Jeneralize nobetler(konviilzif veya nonkonviilzif)

A- Absans nobetleri

B- Myoklonik nobetler

C- Klonik nébetler

D- Tonik ndbetler

E- Tonik-klonik nobetler

F- Atonik nobetler(astatik)

3-Smiflandirilamayan epileptik nobetler

Bir nobeti klinik ve EEG bulgulari ile siniflama sayesinde spesifik
ilaclara yanit ve bir miktar da prognoz ongorebilir (8). Temel olarak bu
siiflama nobetleri parsiyel ve jeneralize olmak {izere iki gruba ayirir.
Parsiyel nobet, simirlt bir kortikal alandan kaynaklanirken jeneralize
nobet baslangictan itibaren simetrik ve senkron olarak tiim korteksi tutar.

Parsiyel nobetler ii¢ biiyiik kategoride toplanir:

1. Basit Parsiyel Nobetler: Biling kaybinin olmadigi, fokal
epileptik aktivite vardir. Klinik olarak beyinden kaynaklandig: yere gore
motor, duyusal, otonomik, psisik belirtilerle karakterizedir (8).

2. Kompleks Parsiyel Nobetler: Jeneralize tonik-klonik aktivite
olmadan bilincin bozuldugu ndbetlerdir. Kompleks parsiyel nobetlerin
cogu temporal lobdan kaynaklanirlar, epilepsi cerrahi c¢alismalari
degerlendirildiginde hastalarin %10-30’unun ekstratemporal kaynakli
olup siklikla frontal lobdan kaynaklandig1 gosterilmistir (7).

3. Sekonder Jeneralizasyon Gosteren Parsiyel Nobetler: Herhangi

bir kortikal alandan kaynaklanan parsiyel nobetler diger bdlgelere



yayilarak, sekonder jeneralize epileptik ndbetlerin gelismesine neden
olurlar. Klinik pratikte sekonder jeneralize nobetlerin tanist nobet
oykiisii, fokal beyin lezyonu, tutarli lokalize zemin aktivite anormalligi
yada fokal interiktal epileptiform aktivite varlig1 gibi direkt olmayan
kanitlara dayanir (10).

Jeneralize nobetler konviilzif ve nonkonviilzif olarak iki grupta
incelenir. Sik olan konviilsif nobet tipi tonik-kloniktir. Daha seyrek
olarak sadece tonik, sadece klonik veya klonik-tonik-klonik jeneralize
nobetler goriiliir. Klasik nonkonviilsif jeneralize ndbet bilincin kisa siireli
kaybmin oldugu absanstir. Ayrica bu baglik altina minér motor
fenomenler 6rnegin kisa miyoklonik, atonik veya tonik ndbetler de dahil

edilmektedir (8).

2.1.6. Fizyopatoloji

Epileptik nobetler, inhibisyon ve eksitasyon arasindaki dengesizlik
nedeniyle nodronal ag baglantisinda olusan anormal hipersenkron
elektriksel aktivitenin yansimasidir. Epileptogenez terimi ise normal
noronal baglantilarin asir1 uyarilabilir hale gelerek tekrarlayan spontan
nobetler olugturmasini ifade etmektedir (11).

Noron membranin istirahat potansiyeli -60 ile -70 milivolt
arasinda degismektedir. Istirahat membran potansiyelinin korunmasinda
enerji gerektiren sodyum-potasyum (Na-K) ve klor (Cl) pompalarinin
Oonemi biyiiktlir. Sinaptik alana norotransmitter salinimi ile lokal

postsinaptik potansiyel olugsmaktadir. Eksitator sinapsta (glutamaterjik)



postsinaptik alanda Na kanallarinin acilmasi ile olusan depolarizasyona
eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) denir. Inhibitor sinapsta (gama
amino butirik asit (GABA)) postsinaptik alanda CI kanallarinin agilmasi
ile olusan hiperpolarizasyona ise inhibitdr postsinaptik potansiyel (IPSP)
denir. Ritmik olarak olusan EPSP ve IPSP’lerin birlesmesi ve
senkronizasyonu skalp EEG’den kaydedilen normal zemin ritminin
temelini olusturur (11).

Nobet odagindaki her noronun stereotipik ve senkronize
elektriksel yaniti vardir ki buna paroksismal depolarizasyon kaymasi
(PDK) denir. PDK ani, biiyiik ve uzun siiren depolarizasyondan olusur.
PDK’y1 ard-hiperpolarizasyon siireci takip eder. Bunlar sirasiyla
noronun membran Ozellikleri (voltaj bagimhi sodyum, potasyum,
kalsiyum kanallar1) 1le eksitator (glutamaterjik) ve inhibitor
(GABA’erjik) noronlarin sinaptik aktiviteleri tarafindan olusturulur (12).
Anormal elektriksel aktivite odakla sinirli kaldik¢a klinik nobet
gostergesi ortaya ¢ikmaz ve yalnizca interiktal skalp EEG de fokal diken
aktivitesi olarak saptanabilir (13). Normal fizyolojik durumlar altinda,
piramidal noronlarin alt kiimesi olan korteksin V. tabakasi ve
hipokampusun CA3 bolgesi kisa depolarizasyona ani patlama yaniti
olusturabilir. Epileptik beyinde PDK ilk olarak bu bolgelerde olusmaya
meyillidir (11). Parsiyel bir nobetin gelisiminde odagin cevresindeki
inhibisyon asilir ve ard-hiperpolarizasyon tedricen azalarak anormal
elektriksel aktivite odagin otesine yayilir (12). Cevresel inhibisyonun
ortadan kalkmasinda en onemli faktor GABA’erjik iletimin ¢ok labil
olmasidir. Bu labil davranisin GABA salinnmi yada GABA’erjik
reseptorlerdeki degisiklige mi baglhh oldugu acgik degildir. Cevresel
inhibisyon kaybini etkileyen diger faktorler dendritik yapilardaki kronik

degisiklikler, reseptér ve kanallarin yogunlugu veya ekstraseliiler



iyonlardir (12). Eger nobet aktivitesi yeterince siddetli ise, normal
kortikal aktivitenin izledigi yollardan, baska beyin bolgelerine yayilir
(13). Sekonder jeneralizasyon olusursa nobetin ilk 30 saniyesinde tutulan
bolgede wuzun siireli depolarizasyon olusur. Bu donem kas
kontraksiyonlarinin tonik fazi ile ilgili olup, inen yollar beyin sap1 ve
spinal kordaki motor noéronlar1 uyardiginda ortaya c¢ikar. Nobet
ilerledik¢e noronlar repolarize olmaya baslar ve ard-hiperpolarizasyon
tekrar ortaya ¢ikar. Bu depolarizasyon, repolarizasyon dongiileri nébetin
klonik fazini olusturur. Nobetin bu evresini azalmis elektriksel aktivite
izler. Bu donemde konfiizyon, uyku hali, hemiparezi gibi (Todd
paralizisi) norolojik defisitler klinik tabloya eslik eder (12).

Nobetler beyinde inhibitor siirece oranla eksitator siiregte artma
sirasinda meydana gelirler (12). GABA kortikal yapilarin ana inhibitor
norotransmitteridir. Bircok calismada GABA’nin epileptogenezdeki rolii
gosterilmistir. Insanlardan cerrahi olarak ¢ikarilan epileptik odag1 iceren
doku oOrneklerinde GABA seviyesi ve GABA sentezinde rol alan
glutamik asit dekarboksilaz (GAD) enzim aktivitesi azalmis olarak
bulunmustur. Malic enzim gen 2 de homozigot mutasyon saptanmasinin
adelosan baslangicli idyopatik jeneralize epilepsi riskini arttirdigi
gosterilmistir. Bu enzim GABA sentezinde rol almaktadir. Ayrica
hayvan epilepsi calismalarinda beyin omurilik sivisinda GABA
diizeyinin distiigli, substanstia nigra ve amigdalada GAD enzim
aktivitesinin azaldigr gosterilmistir (11). Glutamat ise ana eksitator
norotransmitterdir. Bircok epilepsi hayvan modelinde postsinaptik
glutamaterjik reseptorlerin uyarilmasinin hipereksitabilite olusturdugu ve
N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptor antagonistlerinin  gii¢lii
antikonvulzan aktiviteye neden oldugu bildirilmistir. Insanlarda sadece

absans epilepsili hastalarda yapilan bir c¢alismada plazma glutamat
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diizeyi anlamli olarak yiiksek saptanmustir. Bu artisin primer olarak
epileptik olaydan kaynaklandigi yada sekonder fenomen oldugu acik
degildir (11).

Jeneralize epilepsilerin altinda yatan noroanatomik temel ile
norokimyasal anormallikler 1yi tanimlanmis degildir ve halen aktif
arastirmalarin konusu olmaya devam etmektedir. Su anki fizyolojik
bilgiler, jeneralize epilepsi formlarinin karekteristik EEG bulgularinin
neokortekste olustugu ve subkortikal yapilarin senkronize edici etkileri
ile arttigin1 gostermektedir (8). Jeneralize nobetlerden iizerinde en ¢ok
calisilan absans ndbetinde, talomokortikal hipersenkroni GABA bagimli
mekanizmalarca siirdiiriiliir (14). Karsilikli talamokortikal baglantilarca
senkronize edilen kortikal hiicrelerde, depolarizasyon patlamalarini
giiclii bir hiperpolarizasyon izler; bu EEG’deki tipik diken-dalga
goriintlisiinii olusturur (13). T tipi kalsiyum kanallar1 ve GABA-B
reseptorleri, insan absans nobetlerine benzer aktivitenin olusmasinda
onemli rol oynar (12). Hayvan calismalarinda GABA-B agonistlerinin
talamik bolgeye enjeksiyonunun diken dalga desarjim1 arttirdigi ve
GABA-B antagonistlerinin enjeksiyonunun bu desarjlar1 doza bagimh
azalttigr gosterilmistir. Diken dalga aktivitesi ile T tipi kalsiyum
kanallarinin iligkisini absans nobetlerinde etkin bir antiepileptik olan
etosiiksimid desteklemektedir (15).

Epileptogenez beynin tekrarlayan nobetlerle karekterize kalici bir
duruma doniismesini tanimlamakta olup genetik ve kazanilmis
mekanizmalarla  olusabilmektedir  (15,16). Epilepsi  olusum
mekanizmalarina yaklasim idyopatik ve semptomatik/kriptojenik
epilepsiler igin farkhidir. Idyopatik epilepsilerde daha cok serebral

maturasyonun erken evrelerinde olusan genetik bir defekt sorumlu
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tutulurken semptomatik epilepsiler i¢in saptanan yada saptanmayan
yapisal bir lezyonun varligi kabul edilir. Bu lezyonlar;

1. Dendritik dallanmanin  olusumunu bozarak dikensi
cikintilar1 ortadan kaldirirlar ve eksitator sinapslar1 akson
tepecigine yaklastirabilirler.

2. Iyon kanallarinda yeni bir organizasyona neden olabilirler.

3. Sinaptik terminalleri tahrip ederek geriye kalan aksonlarin
yeniden filizlenmesine ve noéronal senkronizasyonuna yol
acarak tekrarlayici kollateral eksitasyonlara yol acabilirler.

4. Senkronizasyonun giiclenmesine neden olabilirler (17).

Afferent girdilerde yapisal veya fonksiyonel degisimler spesifik
transmitterlerin ~ kullanimin1 ~ degistirir. ~ Reseptorlerin ~ tekrar
yapilanmasina neden olurlar. Molekiiler dilizeyde proteinlerin
konfigiirasyonundaki degisimler presinaptik ve postsinaptik kalsiyum
iyon dengesini degistirerek sinaptik baglantilar1 etkiler. Sonucta iyonik
mikrogevrede degisen su ve pH dengesi noronal enerji metabolizmasini
degistirir. Eslik eden glial doku degisimleri sonucunda transmitterlerin

deaktivasyonu bozulur ve néronal atesleme paternleri farklilasir (17).

2.1.7. Tedavi

Epilepsi cerrahisi, vagal sinir stimiilasyonu, ndérostimiilasyon,
fokal ila¢ enjeksiyonlari, hiicre transplantasyonlar1 ve genetik alaninda
onemli ilerlemelere ragmen antiepileptik ilaglarin (AEI) kullanimi hala
epilepside tedavinin temel tasidir. Epilepsi tedavisine rasyonel yaklasim

dogrudan altta yatan etyolojik nedenin tedavisi ile ilgilidir. Bu durum
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bazi1 6zel durumlar disinda (pridoksin eksikligine sekonder neonatal
nobetleri baskilamak i¢in pridoksin kullanimi) halen miimkiin degildir
(18).

Yeni tan1 konulan epilepsi hastalarina AEI tedavisi baslarken,
monoterapi ile baslamak gerekir. Iyi bir tedavi ile hastalarin yaklasik
%70’1 nobetsiz hale gelebilir. Ancak bu hastalarin  %30-40’1nda
monoterapi ile nobet kontrolii saglanamaz ve kombinasyon tedavisi
gerekir (19,20).

AEI tedavisi ile primer amagc; yan etki olmaksizin morbidite ve
mortalitede azalma ile birlikte ndbetlerin tam olarak ortadan
kaldirilmasidir (18). Son yillarda yeni kusak AEI’larin kullanima girmesi
yada eski ilaglarin formiilasyonlarindaki degisiklikler ile birlikte epilepsi
tedavi seceneklerinde dramatik bir ilerleme olmustur (21). Epilepsi
tedavisinde 1990 yilina kadar yalnizca 6 klasik ila¢ (karbamazepin,
etosliiksimid,  fenobarbital, valproik asit, fenitoin, primidon)
kullanilabilirken, yeni kusak AEQ’larin (vigabatrin, felbamat, gabapentin,
lamotrijin, topiramat, tiagabin, okskarbazepin, levetirasetam, zonisamid,
pregabalin) kullanilmaya baslamas1 tedavi se¢eneklerini arttirmistir (22).
Ancak yeni kusak AEI’lara ragmen epilepsinin temel tedavi
prensiplerinde ve refrakter nobetli hasta sayisinda anlamh bir degisiklik
olmamuistir (18).

AED’lar baslica voltaj bagimli Na kanallari ile yiiksek voltaj aktive
Ca kanallarin1 bloke ederek, GABA’nin iletimini arttirarak yada
glutamat iletimini azaltarak etki gosterirler. Tablo 2’de AEI’larin

saptanan etki mekanizmalar1 belirtilmistir.



13

Tablo 2: Antiepileptik ilaglarin saptanan etki mekanizmalar1 (23).

Antiepileptik | Sodyum | Kalsiyum 1 GABA | Glutamat
ilag kanallar kanallarr* iletimi iletimi
Klasik

Benzodiazepinler ++

Karbamazepin ++

Etosiiksimid ++(T tip)

Fenobarbital ? ++ ?
Fenitoin ++

Valproat ? ? (T tip) + ?
Yeni kusak

Felbamat + ? + +
Gabapentin ? ++ (020) +

Lamotrijin ++ ?

Levetirasetam** ? ? ?
Okskarbazepin ++

Pregabalin ++ (020)

Tiagabin ++

Topiramat + + + +
Vigabatrin ++

Zonisamid + + (T tip)

*Yiiksek voltajli kalsiyum kanallar; ** Sinaptik vezikiil protein 2A ya baglanarak
etki eder. (++) esas etki; (+) muhtemel etki; (?) olasi etki.

2.1.8. Pregabalin

PGB epilepsi, noropatik agri ve jeneralize anksiyete bozuklugu
tedavisinde kullanilan yakin zamanda gelistirilmis bir molekiildiir (24).
PGB [(S)-3-1zobutil GABA], (S)-3-(aminometil)-5-metilheksanoik asit
yapisindadir ve GABA’’nin iigiincii karbon pozisyonunda alkil tlirevidir
(25). GABA’nin yapisal analogu olmasina ragmen GABA
reseptorlerine baglanmaz (26). PGB esas olarak VKKK’nin 026 alt
linitesine baglanir (27). Hipereksite ndronlarda VKKK na potent olarak

baglandiktan sonra, depolarizasyonla indiiklenmis kalsiyum akisini
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modiile ederek sekil 1°de gosterildigi gibi glutamat, noradrenalin ve
substans P gibi pek c¢ok eksitator norotransmiterin salimini azaltir.
Boylece postsinaptik reseptorlerin stimiilasyonunda azalma olusur ve
noronlar normal fizyolojik durumuna doéner. PGB’in baglanmasi ile
ilgili 6nemli bir nokta, normal sinir fonksiyonu degismezken ektopik
aktivitenin azalmasidir (28). PGB’in beyin korteks, hipokampus,
amigdala, spinal kord VKKK’ nin 026 tip 1 alt {initesine spesifik olarak
baglandigi genetik modifiye fare modelinde gosterilmistir (25).

Presinaptik -

i -.,f Ca*? kanals

-
»

L
Nero 1 an e evkey

Sekil 1: PGB nin etki mekanizmasi (28).

PGB tedaviye direngli parsiyel epilepsi hastalarinda tedavi
alternatifi sunmaktadir (29). Ilaca direncli epilepsi hastalar: ile yapilan
acik uclu ii¢ ¢alismanin degerlendirildigi bir meta analizde 600 mg/giin
doz ile kompleks parsiyel, basit parsiyel ve sekonder jeneralize
nobetlerde plaseboya gore anlamli olarak {istiin oldugu belirtilmektedir
(30).

PGB, maksimal elektrosok tarafindan indiiklenen ndbetlerde,

kimyasal konviilsanlarin indiikledigi nobetlerde (PTZ, bikukulin,
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pikrotoksin ve sitrikinin), siganlarda kindling nobetleri ve genetik olarak
duyarli hayvanlardaki nébetler dahil olmak {tizere pek c¢ok hayvan
modelinde antikonviilsan aktivite gostermektedir (28,31).

PGB’in emilimi hizlidir ve biyoyararlanimi yaklasik olarak
%90’dir. Doruk plazma konsantrasyonuna oral alimindan bir saat sonra
ulagir. Plazma proteinlerine baglanmaz. Minimal metabolizmaya ugrar
ve yar1t Omrii 5.8-6.3 saat arasidir. Yaklasik olarak %98’1 bobrekten
degismeden atilir (32). Onerilen optimal torapatik dozu giinliik 300-600
mg’dir. En sik rastlanan yan etkiler uyku hali ve sersemlik hissidir.

Bunlar1 basagrisi, bas donmesi, agiz kurulugu, kilo alimi takip eder (30).

2.1.9. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi hastaligimin altinda yatan dinamik olaylar biitiiniiniin
aciklanmasi, yeni AEI’larin test edilmesi, uygun tamisal yaklasimlarin
ve tedavi modalitelerinin gelistirilmesi yada epilepsinin yol actig
sorunlarin  giderilmesi  amaciyla yeni yaklasimlarin  ortaya
konulmasinda farkli epilepsi modelleri kullanilir. Filogenetik bakimdan
insan ile diger memeliler arasinda kagmnilmaz yapisal ve islevsel
farkliliklar olmasina ragmen ortak temel mekanizmalarin varligr bu
modellerden yararlanilmasinin temel nedenidir. Insanhigin gelisim
basamaklarinda katkisi olan ¢alismalarda kullanilan baslica modeller

tablo 3’de gruplandirilmistir.
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Tablo 3: Deneysel epilepsi hayvan modelleri (33).

A-Kindling Modeli

Elektriksel kindling modeli
Kimyasal kindling modeli

B-Status Epileptikus modeli

Lityum-pilokarpin yada pilokarpin ile indiiklenen status epileptikus
modeli
Kainik asit ile indiiklenen status epileptikus modeli

Uzun siire elektriksel uyart ile tetiklenen status epileptikus

C-Gelismekte olan hayvanlarda febril nobetler

D-Genetik ve genetik kodu degismis modeller

Transgenik ve gen yerlestirme modelleri

Spontan epileptik modeller

E-Kimyasal absans modelleri

Kedi penisilin modeli

Diisiik doz PTZ modeli
Tetrahidroksiizoksazol piridin modeli
Gama hidroksi biitirat modeli
AY9944 modeli

MAM-AY modeli

F-Maksimal elektrosok modeli

G-PTZ ile olusturulan akut nébet modeli

H-Kortikal displazi modeli olarak in utero radyasyon
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2.1.10. Pentilentetrazol

PTZ bircok AEI’1 degerlendirmede yaygin olarak kullanilan
konviilzan bir maddedir. Etki mekanizmas: tam olarak anlasilabilmis
degildir. Genel olarak pikrotoksinin baglanma bdlgesi olan postsinaptik
Cl kanallar1 ile baglantii GABA-A reseptorlerine baglanip reseptor
blokaj1 yaparak etkili oldugu bilinmektedir (34). PTZ’nin tetikledigi
nobetlerin  baglangic ve yayilmasinda GABA’nin inhibisyonu ve
glutamat reseptorlerinin aktivasyonu birlikte rol almaktadir (34-36).

Deney hayvanlarinda PTZ diisiik dozlarda absans tipi nobetler,
ilimli-orta dozlarda klonik ndbetler, yiiksek dozlarda ise tonik klonik
nobetler olusturup status ve oliime de neden olabilmektedir. Yetiskin
kemirgenlerde PTZ ile olusturulan nobetlerden absans ndbetlerinin
olusumunda talamokortikal dongiiniin rol oynadig1 gosterilmistir. Bu
calismada klonik nobetlerin serebral korteks ile 6n beyinden, tonik

ndbetlerin de beyin sapindan kaynaklandigi tanimlanmistir (37).

2.2. Oksidatif Stres

2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller (SR) icin birgok tanim yapilmasina ragmen

otoritelerin lizerinde birlestigi tanim; molekiiler yada atomik
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yoriingesinde genelde c¢ok reaktif olan ¢iftlesmemis elektron bulunduran
bir kimyasal iiriin oldugu seklindedir (38). Atomlardaki elektronlar
yoriinge olarak bilinen bosluklarda hareket ederler. Her yoriingede
birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki elektron bulunur.
Paylasilmamis elektrona sahip molekiiller kararsiz bir haldedir. Baska bir
molekiille etkilesime girerek, dis yoriingesindeki elektronu esleme ve
kararli duruma gelme egilimindedirler (39). SR, baslica 3 temel
mekanizma ile olusurlar:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmas: ile

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile

3. Normal bir molekiile elektron transferi ile (38,40).

SR, organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda
olusabildigi gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Cok kisa
yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok reaktif olan
SR, tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gostermektedir ve
yararli biyomolekiillerin fonksiyonlarii yitirmesine neden olmaktadir
(41).

Tablo 4: Serbest radikallerin baglica kaynaklar1 (41).

A-Endojen kaynaklar:
e Mitokondrial elektron transport zinciri

e Endoplazmik retikulum

e Redoks dongiisii

e Arasidonik asit metabolizmasi

e Fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar vs.) ve endotelyal
hiicrelerdeki  oksidatif reaksiyonlar

e Ksantin oksidaz, rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) oksidaz vs. enzimler

e Otooksidasyon reaksiyonlari

B-Eksojen Kaynaklar:
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Tablo 4 (devam): Serbest radikallerin baglica kaynaklari.

e Diyet faktorleri
e Cevresel faktorler (hava kirliligi)

e llaglar, ksenobiyotikler

e Zararli isinlar (X 1sinlari, ultraviole)

Aerobik organizmalar icin SR’in baslica kaynagi oksijendir.
Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamais iki elektron igerir. Bu
elektronlar, doniisleri ayn1 yonde ve farkli yoriingelerde iken minimum
enerji seviyesindedirler. Radikal tanimina gére oksijen diradikal yapiya
sahip bir molekiildiir. Diradikal yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir
molekiille tepkimeye girebilmesi i¢in, tepkimeye girecegi molekiiliin de
benzer yapiya sahip olmasi gereklidir. Oysa basta organik molekiiller
olmak iizere, atom ve molekiiller orbitallerinde elektronlar1 antiparalel ve
eslesmis olarak icerirler veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara
katilmiglardir. Bunun sonucu oksijenin diger molekiillere olan
reaktivitesi son derece kisitlanmistir. Bu kisitlama spin kisitlamasi olarak
adlandirilir. Canlilarin oksijeni kullanabilmesi i¢in, oksijene elektron
transferi yaparak spin kisitlamasini agsmalar1 gerekir. Spin kisitlamasi iki
yolla asilabilir. Birinci yol oksijene elektron transferi ile spin
kisitlamasinin kaldirilmasidir. Bu islem i¢in canlilar gegis elementleri
simnifindan bazi metal iyonlarindan yararlanirlar. Gegis elementlerinden
demir, bakir, manganez, ¢inko, kobalt ve molibden viicudun gereksinim
duydugu bagslica eser elementler olup, bu elementler dis orbitallerinde bir
veya daha fazla sayida paylasilmamis elektron igerirler. Canlilarda
oksijeni kullanan enzimler ya da oksijenle etkilesime giren proteinler, bu

elementlerden en az bir tanesini icermek zorundadirlar (42). Oksijene tek
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elektron transferi ile siiperoksit radikali olusur. Spin kisitlamasi kalktigi
icin siiperoksit, oksijene gore ¢ok daha reaktiftir. iki elektron transferi ile
de peroksi (O, ) anyonu olusur. Bu tiir ortamdan aldig1 iki proton ile
hidrojen peroksit (H,0,)’i olusturur. Ikinci yol ise enerji absorpsiyonu
ile oksijenin spin kisitlamasinin kaldirilmasidir. Bu mekanizma ile
oksijenin iki uyarilmig formu olusur. Singlet oksijen ('O;) diye
adlandirilan oksijenin bu formlarinda dis orbital paylagiimamis
elektronlarindan birisinin spini degismistir. Zit spinli elektronlar aymni
orbitalde (delta formu) veya ayr1 ayr1 orbitallerde (sigma formu)
bulunabilirler. Her iki formun reaktivitesi ¢ok ytiksektir. Oksijenin spin

kisitlamasi asilmis formlar1 sekil 2°de verilmistir.

c*2p — — — — —

re2p f 4 Pyt tt by by —

n2p 4ty tyoty te ty ty ty oty
c2p ty ty ty ty t
0, 0, 0, 1 g0, ' go,

Owaten  Amyoms o Skslen e

Sekil 2: Oksijen ve oksijenin spin kisitlamasi1 asilmis formlari (40).

Sekilde yalnizca farkliliklarin gercgeklestigi 2p orbitallerinin
elektron konfigiirasyonlar1 goriilmektedir. Oksijenin enzimatik olarak
viicutta kullanimi sirasinda, igerdikleri metal iyonlarinin yardima ile, spin
kisitlamasi bu mekanizmalarla asilir. Ancak enzimler tarafindan {iretilen
reaktif tiirler normal kosullarda genellikle diisiik derisimde olup, ortama
verilen radikaller sinirlidir. Patolojik durumlarda ise enzimatik olarak

tretilip ortama verilen ve nonenzimatik tepkimelerle yapilan radikal
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miktarindaki artisa bagli olarak oksijenin toksik etkileri goriilmeye
baslar (40). Normal sartlarda organizmada SR’in olusum hiz1 ile bunlarin
ortadan kaldirilma hizi bir denge igerisindedir. Bu denge saglandig
siirece organizma, SR’den etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum
hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diigme bu dengenin
bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
ozetle, SR’in olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarmna yol
acmaktadir (38).

Hiicresel kosullarda olusabilen oksijen radikalleri ile oksijen
iceren reaktif tlirlerin 6nemli olanlar tablo 5°de goriilmektedir (40). SR,
reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olmak
tizere baslica iki biiyilik gruba ayrilir (43).

Tablo 5: Oksijen ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirler (40).

Tiir Adi Tiir Adi

10, Singlet oksijen NO- Nitrik oksit

0O, Siiperoksit NOy Nitrojen dioksit

H,0, Hidrojen peroksit NO,* Nitril katyonu

‘OH Hidroksil radikali NO- Nitroksil

ROO Peroksi radikali NO* Nitrozil (nitrozonyum iyonu)
ROOOH Hidroperoksit ONOO~ Peroksinitrit

RO Alkoksi radikali ONOO- Peroksinitrit radikali

ROOR’ Endoperoksit Ny O3 Dinitrojen trioksit

HOy Hidroperoksi radikali Ny Oy Dinitrojen tetroksit

Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayisi yiizlerce farkli tiir
seklinde ifade edilebilirse de, bu radikaller arasinda siiperoksit, H,O,,
NO ve hidroksil radikalinin 6zel yerleri vardir. Hatta bu radikaller i¢inde
stiperoksit ve NO temel radikaller sayilabilir. Ciinkii siiperoksit ve NO

enzimatik mekanizmalarla, devamli olarak ve énemli derisimde tiretilen
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radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde tanidigimiz
diger biitiin 6nemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin
olusumunu baglatabilecek Ozelliktedirler. Oksijen bulunan bir ortamda
cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle oksijen radikalleri yapilabilir.
Ozellikle oksijenin metabolize edildigi canlilarda onemli derisim ve
cesitlilikte radikal tretimi gergeklesir. NO, oksijen radikalleri ile
tepkimeye girerek veya oksijenli ortamda oksitlenerek, kendisinden ¢ok
daha reaktif tiirlerin olusumuna neden olur (40). Oksidatif stresi, NO’in
reaktif tiirlerinden kaynaklanan toksik etkilerden ayirmak miimkiin
olmadigindan, nitrozatif stresten ayirmak imkansizdir. Bu bakimdan,
oksidatif hasar siiperoksitten kaynaklanan radikaller ile NO reaktif

tiirlerinin neden oldugu hasarlarin toplamidir (40).

2.2.1.1. Siiperoksit Radikali

Siiperoksit radikali (O, ), molekiiler oksijenin indirgenmesinde
ara basamaktir ve olustugu yerden fazla uzaga diffiize olamaz. Serbest
radikal olarak zarar verici etkisi azdir. Asil 6nemli olan, H,O, kaynag1 ve
gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Dogal oksijen
molekiiliiniin bagka bir molekiilden elektron almis hali olan siiperoksit,
mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte nikotinamid adenin
diniikleotidin (NADH) okside nikotinamid adenin diniikleotide (NAD")
okside olmasi ile tretilir. Ayrica pek cok oksidaz tarafindan da tiretilir.
Stiperoksit, notrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon
ve vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir.

Azalmig siiperoksit diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir
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yatkinliga yol agabilir. Artmis siiperoksit diizeyleri ise SOD enzimi ile
H,0, ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Boylece hiicresel siiperoksit

diizeyleri siki kontrol altindadir (44).

2.2.1.2. Hidrojen Peroksit

Dogal oksijen molekiilii bagka bir molekiilden iki elektron almissa
peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen (H") molekiilii ile
birlesirse H,O, olusur. H,O, siiperoksitin SOD ile dismutasyonu sonucu
veya spontan olarak da tretilebilmektedir. H,O, aslinda radikal degildir.
Ancak tiretildigi bolgede kalan siiperoksitin aksine membranlar1 gecen,
sitozole diffiize olan ve uzun Omiirlii bir oksidan olarak bilinir. Bu
nedenle siiperoksitin ulasamadigi membranla korunan yapilara kolaylikla
ulasabilir. Burada siiperoksitle reaksiyona girerek en reaktif ve zarar
verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla
yikilabilir (Haber-Weiss reaksiyonu). H,O, bagka bir sekilde de serbest
Fe' ile reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur
(Fenton reaksiyonu). H,O, de bakterilere kars1 lokosit defansinin diger
bir komponentidir (44). H,O,, CAT ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

tarafindan toksik olmayan triinlere dontistiirtiliir (45).
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2.2.1.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH ) oldukca reaktif ve toksik bir radikaldir;
ilk karsilastig1 molekiil ile 10 saniye iginde reaksiyona girer. Hidroksil
radikali biiylik molekiil yapis1 ve elektronegativitesi nedeni ile DNA,
protein, karbohidrat ve lipidler gibi makromolekiillerle reaksiyona
girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden olur (45). DNA ile tepkimesi
sonucu baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalar
gerceklesebilir; ileri derecedeki DNA hasarlart tamir edilemediginden
hiicre 6liimiine neden olur. Proteinler iizerinde olusan oksidasyonlar yapi
degisimine neden olacagindan, proteinler proteolitik yikima gotiriiliir.
Hiicre zar1 su igermediginden, hidroksil radikalinin baslica hedefi yag
asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisimi bozar ve
gecirgenligini arttirip yine hiicre 6liimiine neden olabilir (40). In vivo
herhangi bir hidroksil radikal siipiiriiciisiiniin etkili olabilmesi igin
mevcut hedef molekiillerin 6nemli bir boliimiinii kapsayacak kadar
yiiksek konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu nedenle hidroksil
radikalinin olusumunun 6nlenmesi, bu radikalin siipiiriilmesinden daha
etkilidir (45).

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde {iretilebilen hidroksil radikali
canlilarda 1ki mekanizma 1ile olusabilir. Birincisi iyonlastiric
radyasyonun etkisiyle su molekiillerinin iyonlagmasi ile, ikincisi Fenton

ve Haber-Weiss reaksiyonlarinda H,O,’ in indirgenmesi ile olusur (40).
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2.2.1.4. Nitrik Oksit (NO)

Lipid ve suda ¢oziinen serbest radikal bir gazdir. Endojen NO
olusturan tek kaynak NO sentaz (NOS) enzimleridir. L-argininin L-
sitruline metabolizmasi sirasinda olusur. Bu olusum esnasinda molekiiler
oksijen ile, kofaktor olarak, NADPH, flavin adenin diniikleotid, flavin
mononiikleotid ve tetrahidrobiyopterine ihtiyag¢ vardir (46).

NOS enziminin; ndronal (nNOS), endotelyal (eNOS) ve
indiiklenebilir (iNOS) olmak {izere iicformu vardir. eNOS ve nNOS
enzimleri tarafindan iiretilen ¢ok diisiik derisimdeki NO sinir sistemi ve
diiz kaslarda hiicre i¢i ve hiicreler arasi haberci molekiil olarak kullanilir.
Haberci molekiil olarak sitoplazmik guanilat siklazi aktive ederek
hiicrelerde cGMP derisimini arttirir. cGMP ise ¢esitli enzimler aracilifi
ile hiicre i¢i kalsiyum derisiminin diizenlenmesini saglar. iNOS formu
ise basta fagositik lIokositler olmak tizere ¢esitli hiicrelerde bulunur ve
sentezi sitokinler ile bakteriyel toksinler tarafindan indiiklenir. iNOS
enziminin aktivitesi kalsiyumdan bagimsizdir (40).

NO; nérotransmisyon, kan basincit regililasyonu, savunma
mekanizmalari, diiz kas gevsemesi ve immun regiilasyon gibi cesitli
fizyolojik olaylarda rol olan O6nemli bir oksidatif biyolojik sinyal
molekiliidiir (36).

Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan NO, metal iceren merkezler
ve radikaller ile biiyiik bir hizla tepkimeye girer. Siiperoksit ile NO
arasindaki tepkime ile olusan peroksinitrit, hidroksil radikali benzeri
aktiviteye sahip olup radikalik tepkimeleri baslatmaya ilave olarak
biyomolekiillerin nitrasyonuna neden olur. Fizyolojik derisimde tretilen

NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata oksitlenerek aktivitesi
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sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, NO’1 ortamdan
temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil
degildir, derisiminin artmasi ile oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle

ortamdaki derisimi ile kendi 6mrii arasinda ters bir orant1 vardir (40).

Glutatyon

Reduk GSSG
Glutatyon H;0
GSH Peraksi 02
NADPH QOksidaz SoD Katal
> 07 ———>H;0; H,0

Elektron
Transport ( Fe-
Zinciri Cuw
/—’ ONOO kﬁém OH
Cu?
NO

Myelopergksidaz

S el

NO Sentaz

Sekil 3: Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu (44).

2.2.2. Serbest Radikallere Bagh Hiicresel Hasar

SR’in yiiksek konsantrasyonlar1 lipidler, niikleik asitler ve

proteinlerin hiicresel hasarlanmasinda 6nemli rol oynarlar (39).




27

Lipidler SR’e en hassas molekiillerdir. Hiicre membranlarinda
bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglar1 SR’le kolayca
reaksiyona girebilir. Coklu doymamis yag asitlerinin ROT’lerine maruz
kalmasi  lipid  peroksidasyonu  olarak  tanimlanir. Lipid
peroksidasyonunun ilk asamasinda yag asitlerindeki konjuge cift
baglardan bir elektron iceren H atomu ¢ikarilmasi ile lipid radikali (L)
olusur. Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksit
radikalini (LOO) olusturur. Lipid peroksit radikali de diger doymamis
yag asitleriyle reaksiyona girer. Boylece zincirleme bir reaksiyon
baglamis olur. Ayrica lipid peroksitler ortamdaki H atomlar ile de
reaksiyona girerek lipid hidroperoksitleri (LOOH) olustururlar. Lipid
peroksitler daha sonra MDA ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim iirlinlerine
doniisiirler. Bu yikim {iriinleri de DNA yada proteinler ile reaksiyona
girebilir ve mutajeniktirler. MDA, {i¢ veya daha fazla ¢ift baga sahip yag
asitlerinin  peroksidasyonu sonucu olusmaktadir. MDA lipid
peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar, ancak spesifik
degildir. Ayn1 zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmasina neden olabilir (44).

DNA’nin temel yap1 tas1 olan niikleotidin yapisi iginde yer alan
purin ve pirimidin bazlar1 ve deoksiriboz baglanma bdlgesi oksijen
radikallerinin etkilerini gdsterdigi bolgelerdir. Ozellikle guanin bazinin
bu radikaller aracilig1 ile hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin
yapist degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (39,42).

SR’in duyarli amino asidler ile etkilesimi sonucunda proteinler
hasara ugramaktadir. Oksidasyona en ¢ok maruz kalan aminoasitler
metionin, sistein gibi terminal siilfidril grubu igeren ve triptofan, tirozin,

fenilalanin, histidin gibi aromatik yapida olanlardir. Oksidasyon sonucu
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proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda degisiklikler olusur ve

fonksiyonlar1 etkilenir (42).

2.2.3. Antioksidanlar

SR’e maruz kalan organizmalar bir dizi savunma mekanizmalari
gelistirir. Bunlar 6nleyici mekanizmalar, tamir mekanizmalar, fiziksel
savunma ve antioksidan savunmayi igerir. Enzimatik antioksidan
savunma SOD, GSH-Px, CAT’dan olusur. Enzimatik olmayan
antioksidanlar arasinda askorbik asit (Vitamin C), a-tokoferol (Vitamin
E), glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve digerleri yer alir.
Normal kosullar altinda, bu antioksidanlarin hiicre i¢i seviyeleri ve
aktiviteleri arasinda denge vardir. Bu denge organizmanin hayatta

kalmasi1 ve sagligi i¢in gereklidir (39).

2.2.3.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD, siiperoksit radikalinin H,O, ve molekiiler oksijene (O,)
doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. Normal metabolizma
sirasinda  hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit radikali
tiretilmesine ragmen hiicre i¢i diizey1 SOD tarafinda diisiik tutulur (45).

o SOD
02 +02 + 2H+ > H202 + 02
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Insanlarda SOD enziminin sitozolik Cu, Zn-SOD, mitokondriyal Mn-

SOD, ve ekstraseliiler-SOD olmak {izere {i¢ formu bulunur (47).

2.2.3.2. Katalaz

CAT, yapisinda dort hem grubu bulunduran bir hemoproteindir.
Esas olarak peroksizomlarda lokalizedir. SOD’mn olusturdugu H,0,’i
CAT ve peroksidazlar O, ve H,O’a pargalar (44).
CAT

v

2H,0, 2H,O + O,
GSH-Px’in H,O;’e kars1 K;’i CAT’a gore daha diisiiktiir. Yani diisiik
konsantrasyonlarda H,O,’1 GSH-Px parcalar, yiiksek konsantrasyonlarda

ise CAT aktivite kazanir (44).

2.2.3.3. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px, her birinde selenosistein i¢ceren dort alt birimden olusur
(44). Gerek H,O, ve gerekse LOOH’leri metabolize etmektedir. Bu
reaksiyonlar esnasinda GSH hidrojen verici olarak gorev yaptigindan
H,0, ve LOOH indirgenirken GSH okside sekline (GSSH) doniisiir.
GSSH ise NADPH bagimli GSH rediiktaz tarafindan tekrar GSH’a
indirgenir (45).
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v

LOOH + 2GSH LOH + GSSH + H,0

GSH Px

H,O, + 2GSH GSSH + 2H,0

v

GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir.

GSH-Px’1n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir (45).

2.2.4. Oksidatif Stres ve Epilepsi

Nobetin tetikledigi ndronal Oliimiin etyolojisi birgok faktorii
icermektedir. Bunlar arasinda genetik faktorler, intraseliiler elektrolit
metabolizma bozukluguna yol acan artmis glutamaterjik hiicre
toksisitesi, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, biiytime faktorii
azalmasi ve artmis sitokin konsantrasyonu yer alir (43).

Penisilin, kainat, pilokarpin ve PTZ ile epileptik ndbet
olusturularak yapilmis bircok c¢alisma, oksidatif stresin epilepsi
patofizyolojisine dahil edilebilecegini gostermistir (43). Tekrarlayan
nobetler sonucu hiicresel makromolekiillerde artmis oksidasyonun
goriilmesi ve antioksidan igerikli bilesiklerin nodbetin tetikledigi
patolojiyi engellemesi noronal 6liimiin etyolojisinde SR’in genel roliinii
desteklemektedir. SOD mutant fareleri kullanilarak yapilan calismalar,
nobetin  tetikledigi  siliperoksit {iretiminin  kaynaginin = ¢ogunun
mitokondriyal olabilecegini gostermistir (48).

Hiicresel diizeyde incelendiginde, artmis nobet aktivitesi NMDA
ve voltaj bagimli iyon kanallarinin araciligi ile yogun kalsiyum akisina
yol acarak hiicre ici kalsiyumu arttirir ve mitokondriyal kalsiyum artisi

ile SR’in {iretimi ve ndronal 6liim gelisir (43). Son yapilan ¢alismalar,
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kazanilmig  epilepsilerde kalsiyum hemostaz bozuklugunun rol
oynadigi gdstermistir. Idyopatik jeneralize epilepsilerde de VKKK ’nin
alt Unitelerinde defektlerin (6zellikle P/Q tip ve T tip) ndbet genetigine
katkida bulundugu ve ag baglanti aktivitesini modiile ettigi gdsterilmistir

(49).

2.3. Beyin Korteksi

Beyin korteksi, duyularin algilanmasi1 ve degerlendirilmesinde,
bellek  olusumunda, hareketlerin  planlanmasi  ve  esgiidiimle
yiiriitilmesinde, degisik duyusal girdiler arasinda iligkilerin kurularak
kararlarin verilmesinde ve i¢ dengenin korunmasinda en iist kontrol
noktasi olarak islev goriir (50).

Hemisferlerin dis ylizlinii 6rten beyin korteksi, yaklasik olarak
0,25 m® civarinda bir alan kaplamasina ragmen biiyiik kismi sulkuslarin
ve fissuralarin derinliklerinde bulundugu i¢in disaridan bakildiginda tiim
ylizeyinin ancak 1/3’{ goriilebilir. Beyin korteksinin kalinlig1 giruslarin
en cikintili kistmlarinda 4,5-5 mm, sulkuslarin derininde ise 1,2-1,6 mm
dir (50).

Beyin korteksinde temel olarak piramidal hiicreler, graniile
hiicreler ve fuziform hiicreler olmak iizere {i¢ tip noéron bulunur.
Piramidal hiicreler en fazla sayida bulunan ndron tipi olup beyin
korteksinin temel efferent noronlaridir (50). Primer duysal alanlarda

graniiler hiicreler daha baskin iken, motor alanlarda piramidal hiicreler

daha baskindir (51).
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Filogenetik gelisim bakimindan beyin korteksi, allokorteks ve
neokorteks olarak iki kisimdan olusur. Filogenetik agidan daha eski olan
allokorteksin arsikorteks ve paleokorteks adi verilen iki boliimii vardir.
Hipokampus ve dentat girusun olusturdugu arsikorteks ile piriform
korteksin olusturdugu paleokorteksin histolojik olarak ii¢ tabakasi vardir.
Filogenetik olarak daha yeni olan ve beyin korteksinin %90’1n1 olusturan
neokorteks ise histolojik olarak alti tabakadan olusmustur (50). Bu
tabakalar:

1. En distaki molekiiler tabaka, talamus yada korteksten gelen

spesifik olmayan afferent lifleri igerir.

2. Di1g graniiler tabaka, seyrek olarak kiimelenmis kiiclik
hiicrelerden olusan bir tabakadir.

3. Dis piramidal tabaka, genellikle sira halinde dizilmis piramidal
noronlardan olusmustur.

4. I¢ graniiler tabaka, dis graniiler tabakadaki hiicrelere benzeyen
hiicrelerden olusmus ince bir tabakadir. Bu hiicreler talamustan
spesifik afferent lifler alirlar.

5. I¢ piramidal tabaka, cogu bolgede dis piramidal tabakadan
daha az sayida fakat daha biiyiik piramidal hiicreler igerirler.
Bu hiicreler liflerini beyin sapt ve medulla spinalise
gonderirler.

6. Fuziform tabaka, aksonlarim1 bitisikteki beyaz cevhere
gonderen diizensiz fuziform hiicreler igerir (52).

Yapisal ayrimlar gosteren korteks alanlar1 fonksiyonel bakimdan
da birbirinden farklidir. Deneysel ve klinik bulgularla kortikal alanlar
siniflandirilmistir. Bu alanlarin gliniimiizde en yaygin olarak kullanilan
siniflandirmas1 Brodmann isimli arastirmacinin 1909 yilinda yaptigi

haritadir. Brodmann, beyin korteksinde 52 farkli alan tanimlamistir.
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Beyin korteksinin fonksiyonel alanlarini tanimlamada pozitron emisyon
tomografisinin kullanilmasi1 ile degisik fonksiyonel alanlar hakkinda

daha fazla bilgi elde edilmistir (50,53).



34

3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma, Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Tip Fakiiltesi
Noroloji ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinin isbirligi ile Tibbi Biyoloji
ve Deney Hayvanlari Laboratuarlarinda yapilmistir. SDU Bilimsel
Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 1779-TU-09 proje
numarasi ile desteklenmistir. Calismada deney hayvanlarinin bilimsel
amacla kullanilabilmesi i¢in SDU Tip Fakiiltesi Hayvan Etik
Kurulundan onay alinmis ve ¢alisma etik kurul kurallarina uygun bir

sekilde yapilmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada; 40 adet Wistar-Albino cinsi, agirliklart 200-250 gr
arasinda olan erkek rat kullanildi. Hayvanlar deney siiresince standart
nem, 151k (12 saat giin 15181/12 saat karanlik ve oda 1s1s1 kosullarinda (20-
22°C) bulunduruldu. Her bir grup ayri kafeslere konuldu. Ratlara yeterli

miktarda igme suyu ve standart yem verildi.
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pentilentetrazol(PTZ), Sigma; Lyrica (Pregabalin), Pfizer; genel
anestezi icin kullanilan Ketalar (Ketamin) Eczacibasi ve Alfazin
(Ksilazin) Egevet firmasinin iiretimidir.

Ayrica biyokimyasal dlgiimler icin kullanilan kimyasal maddeler
sunlardir: KH,PO,, Na,HPO,4.12H,0, C4H;INO3, HCI,
Folin&Ciocalteu’s Phenol Reagent, Na;Sitrat, CuSO45H,0, Na,CO;,
NaOH, ksantin, ksantin oksidaz, EDTA (2 Na tuzu), nitroblue
tetrazolium (NBT), bovine serum albumin, CuCl,, (NH,4),SO,4, NaCN,
H,0,, kadmiyum graniilleri, glisin, siilfanamid, N-Naphthylethylene
daimine (NNDA), CuSO,, H,SO4 ZnSO,. triklorasetik asit (TCA),
tiobarbitiirik asit (TBA)

3.3. Deneyde Kullamlan Cihazlar

Deneyde kullanilan cihazlar tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6: Deneyde kullanilan cihazlar

1 | Sogutmali santrifijj Hettich Universal 32 R, Hettich Universal 320 (Almanya)
2 | Derin dondurucu Beko 8460 T (Tiirkiye)

3 | Hassas terazi Shimadzu AX200 (Japonya)

4 | Vorteks (karistiric1) | Niive NM 100 (Tiirkiye)

5 | Otomatik pipetler Eppendorf Research 100-1000-5000 (Almanya)

6 | UV spektrofotometre | Shimadzu UV 1700 (Japonya)

7 | Homojenizator Heidolph DIAX 900 (Almanya)

8 | pH metre Hanna Instruments (Portekiz)

9

Su banyosu Temel Labarotuar Aletleri 820 3 (Tiirkiye)
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3.4. Deneysel Model

Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi.

Grup 1: Kontrol grubu; gavaj yolu ile distile su (2mg/kg) 12 saatte
bir toplam 5 kez verilip son dozdan bir saat sonra intraperitoneal (ip)
serum fizyolojik (SF) (2mg/kg) uygulanan grup (n=10)

Grup 2: PTZ grubu; gavaj yolu ile distile su (2mg/kg) 12 saatte bir
toplam 5 kez verilip son dozdan bir saat sonra ip PTZ (2mg/kg SF ile
sulandirihip) 50 mg/kg uygulanarak epileptik nobet olusturulan grup
(n=10)

Grup 3: PGB grubu; gavaj yolu ile PGB (2mg/kg distile su ile
sulandirilip) 50 mg/kg dozunda 12 saatte bir toplam 5 kez verilip, son
dozdan bir saat sonra ip SF (2mg/kg) uygulanan grup (n=10)

Grup 4: PGB+PTZ grubu; gavaj yolu ile PGB (2mg/kg distile su
ile sulandirilip) 50 mg/kg dozunda 12 saatte bir toplam 5 doz verilip, son
dozdan bir saat sonra ip PTZ (2mg/kg SF ile sulandirilip) 50 mg/kg
uygulanarak epileptik nobet olusturulan grup (n=10)

3.5. Anestezi ve Doku Ornekleri

Beslenmesi bir gece oOnceden kesilen ratlara PTZ veya SF
uygulamasindan bir saat sonra ketamin hidrokloriir (90 mg/kg) ve
ksilazin (10 mg/kg) karistmi ip. olarak uygulandi. Daha sonra biitiin
ratlar sakrifiye edilip beyin korteks dokular1 ¢ikarildi. Cikarilan beyin
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korteks dokular1 derin dondurucuda (-20 °C) on saatten daha az siire

bekletildi.

3.6. Homojenizasyon islemi ve Numunelerin Hazirlanmasi

Beyin korteksinin homojenizasyon isleminde pH: 7,5, 50 mM
Tris-HCI tamponu kullanildi. Beyin korteks agirliklar1 yas olarak tartildi
ve sogukluklar1 muhafaza edilerek cam tiiplere aktarildi. Uzerine 2 ml
Tris-HCI tamponu eklendi. Plastik kaplar i¢ine buz dolduruldu ve cam
tipteki dokular plastik kaplarin igerisine yerlestirilerek 16000
devir/dakika hizinda 3 dakika homojenize edildi. Son hacim, doku
agirhgmin 10 kati1 olacak sekilde tampon ilave edildi. Homojenatlarin
1s1s1 arttirllmadan eppendorf tiiplere kondu. Tiipler numaralandirildi.
Elde edilen homojenatlardan MDA ve NO diizeyi tayini yapildi.
Homojenatlar, 5000 devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4 °C
sogutmalt santrifiijde santrifiij edilerek siipernatan elde edildi.
Stipernatanlardan CAT aktivitesi ve protein tayini yapildi. Siipernatan
1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile vortekslenip 3200
devir/dakika hizinda 40 dakika siireyle +4°C de santrifiij edildi. Ustte

olusan etanol fazindan SOD aktivitesi ve protein aktivite tayini yapildi.
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3.7. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Total SOD aktivitesi Sun ve arkadaslarinin tanimladigi yontemle
Olciildi (54). Bu metod ile NBT un ksantin/ksantin oksidaz sistemini

indirgemesi esas alind.

3.8. Katalaz Enzim Aktivitesinin Tayini

CAT aktivitesi Aebi’nin metoduna gore calisildi (55). Deney
ortamina 1ilave edilen H,O, CAT tarafindan su ile oksijene
parcalanmakta ve spektrofotometride absorbans azalmasi izlenmektedir.

Absorbanstaki bu azalma CAT enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

3.9. Nitrik Oksit Diizeyinin Tayini

NO diizeyini saptamak i¢in Griess metodu kullanilmistir (56).
Total NO miktari, aktiflestirilmis kadmiyum graniillerinin nitrat1 nitrite

dontistiirmesinden sonra spektrofotometride dlgiilerek bulunmustur.
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3.10. Malondialdehit Diizeyinin Tayini

MDA diizeyi, Draper ve Hadley’in ¢ift 1sitmali metodu
kullanilarak 6lgiildii (57). Bu yontemde, MDA ile TBA reaksiyonunun
meydana  getirdigi  renk olusumu  spektrofotometrik  Olglimle

degerlendirilir.

3.11. Numunelerde Protein Tayini

Protein tayini Lowry Metodu ile yapildi (58). Bakir ile protein
alkali ¢ozeltide kompleksi olusturarak fosfomolibdat-fosfotungstat
reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler. Olusan koyu mavi

rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. .

3.12. istatistiksel Analiz

Istatistikler, Windows uyumlu SPSS 9.0 programi ile yapildi.
Gruplarin ~ dagilimlar1  Non-parametrik  testlerden  “One-sample
Kolmogorov-Smirnov Test” ile degerlendirildi. Gruplar normal dagilim
gosterdiginden, gruplarin karsilastirilmasinda parametrik testlerden
“One-way ANOVA” testi uygulandi. Gruplar arasi1 anlamlilik Post Hoc
testlerden Least Significant Difference (LSD) ile incelendi. Degerler
aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi ve istatistiksel anlamlilik

i¢cin; p<0.05 olan degerler anlaml1 olarak kabul edildi.



40

4. BULGULAR

Rat beyin korteksinde SOD, CAT enzim aktiviteleri ve MDA ve
NO diizeyleri Tablo 7 ve Sekil 4-7’de gosterilmistir.

Kontrol grubu ile PTZ grubu karsilastirildiginda; PTZ grubunda
MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis saptandi
(p=0.013), SOD, CAT ve NO seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde degisiklik saptanmadi.

Kontrol grubu ile PGB grubu karsilastirildiginda; PGB grubunda
MDA ve SOD seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
(sirasiyla p= 0.001, p= 0.002), NO seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artis (p= 0.0001) saptanirken, CAT seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisiklik saptanmadi. PGB grubu ile
PTZ grubu Kkarsilastirildiginda; PGB grubunda MDA ve SOD
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma (sirasiyla p=
0.0001, p= 0.01), NO seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artis (p= 0.0001) saptandi, CAT seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde degisiklik saptanmadi.

Kontrol grubu ile PGB+PTZ grubu karsilastirildiginda; PGB+PTZ
grubunda MDA ve SOD seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalma (sirasiyla p= 0.0001, p= 0.001), NO seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis (p= 0.0001) saptandi, CAT
seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml diizeyde degisiklik saptanmadi.
PGB+PTZ grubu ile PTZ grubu karsilastirildiginda; PGB+PTZ grubunda
MDA ve SOD seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma

(srasiyla p= 0.006, p= 0.0001), NO seviyelerinde istatistiksel olarak
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anlamli diizeyde artis (p= 0.0001) saptandi, CAT seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisiklik saptanmadi. PGB+PTZ
grubu ile PGB grubu karsilastirildiginda; PGB+PTZ grubunda MDA
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma (p= 0.046), NO
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis (p= 0.003)
saptandi, SOD ve CAT seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde
degisiklik saptanmadi.

Tablo 7: Rat beyin korteksinde siiperoksit dismutaz, katalaz aktiviteleri ve

malondialdehit ve nitrik oksit diizeyleri.

Gruplar SOD CAT MDA NO
(U/mg protein)  (k/g protein) (nmol/g yas (umol/g yas doku)
doku)

Grupl:

0.047+0.003 0.038+0.004 58.082+1.140 0.711+0.032
Kontrol(n:10)
Grup 2:
PTZ (n:10) 0.045+0.001 0.045+0.006 62.865+1.592 0.765+0.040
Grup 3: 0.039£0.001  0.036+0.007  51.560+1.198 0.984:£0.024
PGB (n:10) . . . ) . . . .
Grup 4: 0.038+0.001  0.041£0.006  47.798+1.165 1.1420.042
PGB+PTZ (n:10) ) ' ) ' ' ' ' )
Karsilagtirilan p degerleri
gruplar
Grup 1-2 A.D. A.D. 0.013 A.D.
Grup 1-3 0.002 A.D. 0.001 0.0001
Grup 1-4 0.001 A.D. 0.0001 0.0001
Grup 2-3 0.010 A.D. 0.0001 0.0001
Grup 2-4 0.006 A.D. 0.0001 0.0001
Grup 3-4 A.D. A.D. 0.046 0.003

A.D.: Anlaml degil; PTZ: Pentilentetrazol; PGB: Pregabalin; SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT:
Katalaz; MDA: Malondialdehit; NO: Nitrik oksit
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5. TARTISMA VE SONUC

Epilepsinin fizyopatolojik mekanizmalar1 heniiz tam olarak
anlagilamamuistir. Son c¢alismalar ndbet olusumunda oksidatif stresin roli
izerine odaklanmistir (48,59,60). Yapilan in vivo calismalarla SR’in
eksitotoksisite olusumuna direk olarak katildigir gosterilmis ve SR’in
eksitotoksik ~ mekanizmalara  katildigi  norolojik  hastaliklarda
antioksidanlarin faydali olabilecegi belirtilmektedir (61). Ayrica yeni
kusak antiepileptiklerin oksidatif stresi azalttigi ve noroprotektif
oldugunu gosteren yayinlar artmaktadir.

Calismamiz PGB ile oksidatif stres iligkisini degerlendiren ilk
caligmadir. Bu calismanin sonuglarina gére PGB’in epileptik nobet
sirasinda ratlarin beyin korteksinde olusan oksidatif stresi Onledigi
sOylenebilir.

Calismamizda kullandigimiz PTZ ve PGB uygulamalarini
literatiirle uyumlu doz ve siirelerde yapildi (62-66). Oksidatif stres
olusumunu net olarak degerlendirmek i¢in literatiire uygun sekilde PTZ
uygulamasindan 1 saat sonra ratlar sakrifiye edildi (67). PTZ uygulanan
gruplarda siire ve siddeti farkli olan epileptik nobetler gdzlendi.

Literatirde PTZ ile beyin, beyin korteksi, serum, eritrosit ve
karacigerde lipid peroksidasyon artis1 birgok c¢alisma ile gosterilmistir
(35,63,65,67-70). Beyin korteksi MDA diizeylerini PTZ grubunda
kontrole gore anlamli oranda yiiksek bulduk ve bu sonug literatiir ile

uyumludur.
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Kontrol grubu ile PTZ grubunun beyin korteksi SOD, CAT ve NO
diizeylerini karsilastirdigimizda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
faklilik saptanmadi. Epileptik nobet sirasinda SOD, CAT ve NO
diizeyleri birgok calismada arastirilmistir. ilhan ve ark. yaptign iki
calismada PTZ ile farelerde olusturulan epileptik ndbetlerde beyin
dokusunda MDA ve NO diizeylerinin arttigini, SOD aktivitesinin
degismedigini bildirmektedir (35,71). Obay ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
ratlarda PTZ ile olusturduklar1 epileptik nobet modelinde ndbet
gecirenlerin beyin dokusunda MDA diizeyinin kontrollere gore arttigini,
SOD, CAT, GSH diizeylerinin azaldigini gdstermislerdir (63). Erakovic
ve ark. ise tek doz PTZ sonrasit beyin dokusunda SOD aktivitesinin
kontrollere gore anlamli farkliliginin olmadigini gostermistir. SOD
aktivitesinde degisiklik olusmamasinin oksidatif stres sonucu enzimin
asirt aktivasyonu nedeniyle bozulmasi ve ardindan kendiliginden
azalmasina bagl olabilecegini diisiindiiklerini bildirmislerdir (64). Akbas
ve ark. PTZ ile olusturduklart nobet modelinde SOD aktivitesinin
kontrollerle karsilastirildiginda eritrosit ve karacigerde azalmis, CAT
aktivitesinin ise eritrositte azalirken karacigerde degismemis oldugunu
bildirmistir (65). Freitas ve ark. yaptig1 calismada ratlarda pilokarpin ile
olusturulan epileptik noébet modelinde hipokampusta MDA ve nitrit
diizeylerinin arttigin1 ancak SOD ve CAT aktivitelerinin degismedigini
saptamistir (72). Naziroglu ve ark. yaptigi calismada PTZ ile nobet
olusturulan ratlarin beyin korteksinde MDA diizeyinde kontrollere gore
artis olusurken NO diizeyinde degisiklik olusmadigini bildirmistir (69).
Devi ve ark. yaptig1 derlemede cesitli epilepsi modellerinde beyin
korteksindeki oksidatif stres bulgularim1 toplamistir. Calismalarda SOD
ve CAT aktiviteleri ile ilgili farkli sonuclar vardir. Pilokarpin ile

olusturulan status epileptikus modelinde iki c¢alismadan birinde CAT
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aktivitesinin azaldig1 digerinde arttig1; lityum- pilokarpin ile olusturulan
status epileptikus modelindeki bir ¢calismada CAT aktivitesinin azaldigi;
FeCl, ile olusturulan nobet modelini iceren bir calismada da CAT
aktivitesinin arttig1 bildirilmigtir. SOD aktivitesinin bir¢cok calismada
artt1g1 bildirilmis ancak PTZ ile olusturulan kindling modelini igeren iki
calismada ve elektrosok ile ndbet olusturulan bir c¢alismada SOD
aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir (70). Bu c¢alismalardaki sonuglar
arasinda tutarsizlik mevcuttur. Baz1 ¢alismalar epileptik nobet sirasinda
SOD, CAT ve NO diizeylerinin arttigini, bazilar1 degismedigini, bazilar
ise azaldigin1 bildirmektedir. Bu farkliliklar ¢alismalarda kullanilan
metodlardan kaynaklaniyor olabilir. Oksidatif stres sonucu olusan enzim
aktivitesindeki artig bir siire sonra enzimin bozulmasi nedeniyle
azalabilir.

Epilepsi ve NO arasindaki iliski birgok calismada bildirilmistir.
Ancak bu iliskinin dogasi halen agik degildir. Bazi1 arastiricilar NO
olusumunun inhibe edilmesinin ndbet olusumunu 6nledigini
bildirmektedir (73,74). Bazilar1 da tersini iddia etmekte ve endojen NO
’in nobetten koruyucu rol etkisinin olabilecegini bildirmektedir (75). Bu
celigkili sonuglar epilepsi ve NO arasindaki iligkinin kompleks oldugunu
gostermektedir. NO diger norotransmitter sistemlerini diizenleyerek
(dopamin, GABA, diger eksitatér aminoasitler) néronal uyarilabilirligi
ayarlayabilir. Glutamat salimimini arttirarak prokonvulzan/norotoksik,
GABA salimimim arttirarak antikonvulzan/noroprotektif etki gosterebilir
(76). Noh ve ark. NOS-knockout fareler iizerinde yaptiklar1 deneysel
calisma ile ketojenik diyetin hipokampustan NOS ekspresyonunu arttirip
endojen NO saliniminda artisa yol acarak antiepileptik etki gosterdigini

bildirmistir (77).



47

NMDA reseptorlerinin uyarilmasi NO olusumuna yol agmaktadir.
Olusan NO, redoks modiilator bolgesindeki siilfidril grubu {izerine
inhibitor feedback etki gostererek NMDA reseptorlerini  regiile
edilebilmektedir. Boylece NMDA reseptor aktivitesi azalmakta ve
noronlar agir1 reseptor uyarilmasindan kurtulmaktadir (75,78). Ferraro ve
ark. yaptiklari ¢calismada, beyin korteksi ve hipokampusta NO diizeydeki
azalmanin NMDA reseptorlerinde aktivasyonu arttirarak eksitator
norotransmisyonu arttirdigini gostermistir (76). Son gelismeler GABA
ve NO arasindaki iliskiye dikkat c¢ekmektedir. NO’in yiiksek
konsantrasyonu GABA salmimini potansiyelize eder ve GABA-A
reseptorlerinde postsinaptik GABA bagimli klorid akisini arttirir. Tersine
diisik NO konsantrasyonu GABA erjik iletimde inhibitdr etki ortaya
cikarabilir (79). NO konsantrasyonunun diismesi ile GABA transaminaz
enzim aktivitesinin artarak GABA seviyesini dislirdiigii gosterilmistir
(80). Zanelli ve ark. hipokampus kiiltiiriinde duble immunositokimya
teknigini  kullanarak yaptiklar1 calismada nNOS’im  GABA’erjik
sinapslarda yerlestigini gostermislerdir (81). Szadadits ve ark. da
elektron mikroskobi teknigi ile sican hipokampusunda nNOS’in
piramidal hiicrelerin lizerindeki GABA’erjik sinapslarda simetrik olarak
yerlestigini gostermislerdir (82).

PGB grubu ile kontrol grubu ve PGB+PTZ grubu ile PTZ grubu
karsilastirildiginda; PGB uygulanan gruplarda MDA ve SOD diizeyinin
anlamhi sekilde azaldigi, NO diizeyinin ise anlamli sekilde arttig
sonucunu bulduk. MDA diizeyindeki azalma PGB in oksidatif stresi
onledigini gostermektedir. Ancak PGB iceren gruplarda oksidatif stres
olusmadigi halde NO diizeyinin artmis olmasi akla su soruyu
getirmektedir: Acaba NO, PGB’in antiepileptik etkisine katki mu

saglamaktadir? MDA diizeyindeki azalma, NO’in reaktif formu olan
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peroksinitriti  de igeren serbest radikal olusumunun Onlendigini
gostermektedir. Bu bilgi 1s1ginda artan NO diizeyinin norotoksik
/prokonvulzan etki yaratmadigi aksine antikonvulzan/néroprotektif etki
olusturabilecegi sonucuna varilabilir. PGB hipereksite ndronlari normal
fizyolojik durumuna getirmektedir ve hipereksite ndronlardaki etkisi
eksite olmamis noronlara gore daha belirgindir (26). PGB+PTZ
grubunda MDA diizeyindeki azalma ve NO diizeyindeki artis PGB
grubundan anlamli sekilde farklidir. Bu sonu¢ PGB’nin ndbet olugsmus
yani hipereksite grupta oksidatif stresi 6nlemede daha etkili oldugunu
gostermektedir. Hipereksite ndronlarda PGB’ nin antioksidan etkisi daha
belirgin olurken NO diizeyindeki artisin da belirginlesmesi, NO’in PGB’
in antiepileptik etkisine katki sagladigi diisiincesini dogurmaktadir.
Sharpe ve ark. NO’in canli beynindeki konsantrasyonlarinin organik
bilesikleri Fenton ve Haber—Weiss reaksiyonlarimin oksidasyonundan
korudugunu gostermistir (83). PGB igeren gruplarda saptadigimiz NO
diizeyi artis1 bu yolla serbest oksijen radikallerini temizlemeye katki
saglayip antioksidan etki yaratiyor olabilir. Bu katki nedeniyle SOD ve
CAT gibi antioksidan enzimlerin substratlar1 azaldigi i¢in aktivitelerinde
diistis olusabilir. Calismamizda PGB wuygulanan gruplarda, NO
diizeyinde olusan artisin SOD aktivitesinde azalma ile birliktelik
gostermesi bu agidan anlamli bir bulgu olabilir.

AEl ile NO iliskisini arastiran deneysel calismalar NOS
inhibitorleri ve L-arjinin kullamilarak yapilmistir. Luszczki ve ark.
yaptig1 ¢alisma ile farelerde PTZ ile olusturulan nobet modelinde bir
NOS inhitorii olan N-nitro-L-arjinin (L-NA) uygulamasinin, vigabatrin
ile okskarbazepinin etkilerini azalttigin1 ancak gabapentin ve tiagabinin
etkilerini degistirmedigini gostermistir (84). Luszczki ve ark. yaptigi

calisma ile farelerde maksimal elektrosok ile olusturulan epilepsi
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modelinde NOS inhibitorii L-NA uygulamasinin felbamat ve lamotrijinin
antiepileptik  etkilerini azaltirken okskarbazepin ve topiramatin
antiepileptik etkilerinde degisiklik olusturmadigin1 gostermistir (85).
Czuczwar ve ark. farelerde PTZ ile olusturulan ndbet modelinde L-NA
uygulamasinin etosiiksimidin  antiepileptik  aktivitesini  azaltirken
valproik asit, fenobarbital ve diazepamin etkilerini degistirmedigini
bildirmistir. Bu ¢alismada L-arjinin uygulamasi ile L-NA’nin tetikledigi
azalma Onlenmistir (86). Borowicz ve ark. yaptigi ¢alismada farelerde
maksimal elektrosok ile olusturulan epilepsi modelinde NOS inhibitorii
N-nitro-L-arjinin metil esterin (L-NAME) valproik asit ve fenobarbitalin
antiepileptik  etkilerini  azaltirken karbamazepin ve fenitoinin
antiepileptik etkilerinde degisiklik olusturmadigin1 gostermistir. Ancak
fenobarbitalin etkisindeki azalma L-arjinin uygulamasi ile artmamistir
(87). Borowicz ve ark. farelerde PTZ ile olusturulan nobet modelinde
NOS inhibitorii olan 7-nitroindazoliin etosiiksimit ve klonazepamin
antiepileptik  etkisini arttirirken  valproik asit ve fenobarbitalin
antiepileptik etkilerinde degisiklik olusturmadigin1 gostermistir. Ancak
bu etki artis1 L-arjinin ile azalmamistir (88). Rajasekaran ve ark. yaptigi
calismada ratlarda pikrotoksinle olusturulan nobetlerde 7-nitroindazoliin
gabapentin, fenobarbiton ve diazepamin antiepileptik aktivitesini
arttirdigini gostermistir (89). Bu calisma sonuclarimin bazilart NO’in
antiepileptik etkiye katki sagladigini bazilar1 ise antiepileptik etkiyi
azalttiginm1 gostermektedir. Bizim c¢alismamiz PGB uygulamasinin rat
beyin korteksinde NO diizeyini arttirdigini gostermistir. Bize gore PGB
uygulamasi ile olugan NO artisi, PGB’nin antiepileptik etkisine katki
saglamaktadir. Ancak NOS inhibitorlerinin kullanildig1 ¢alismalarla bu

iliskinin dogrulanmas1 gerekmektedir.
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Yeni kusak bir antiepileptik olan PGB’in noroprotektif ozelligi
olduguna dair yayinlar bildirilmeye baglamistir. Andre ve ark. lityum-
pilokarpin modeli ile olusturulan epilepsi modelinde PGB’in rat piriform
korteksinin II. tabakasi ve entorhinal korteksin III-IV. tabakalarinda
noroprotektif 6zellik gosterdigini ancak hipokampusta ndroprotektif
olmadigin1  bildirilmistir (66). Ha ve ark. ratlarda spinal kord
hasarlanmas1 sonrasi uygulanan PGB tedavisinin néroprotektif etki
gosterdigini bildirmistir (62). Bizim ¢alismamizin sonuglari, PGB’in NO
artist  olusturarak  noroprotektif etkiye katki saglayabilecegini
desteklemektedir.

AEI tedavisi ile oksidatif stres iliskisi iizerine bircok arastirma
yapilmistir. Pavone ve ark. primer rat astrosit kiiltlirlinde yaptigi
calismada; gabapentin, lamotrijin, tiagabin, levetirasetamin MDA diizeyi
ve serbest oksijen radikali olusumuna kontrolden farkli etki
gostermedigini; karbamazepin, topiramat, okskarbazepinin MDA diizeyi
ve serbest oksijen radikali olusumunu kontrole gore anlamli diizeyde
arttirdi@in1 gostermistir. Ayrica tiagabin ve levetirasetam NO olusumunu
arttirmazken, diger AEI’larin doza bagimli olarak arttirdig gdsterilmistir
(90). Liu ve ark. uzun donem fenitoin ve karbamazepin monoterapisi
alan hastalarda yaptig1 calismada fenitoinin serum MDA ve SOD
diizeylerini arttirdigini, karbamazepinin ise hafif diizeyde SOD artisi
disinda anlamli degisiklik yapmadigini gostermistir. Bunun sonucu
karbamazepinin oksidatif dengeyi daha az bozan bir AEI oldugu
belirtilmigtir (91). Yalgin ve ark. epileptik ¢ocuklarda karbamazepin ve
fenobarbital kullaniminin, eritrosit lipit peroksit diizeylerinde kontrollere
gore anlamli artis yaptigini gostermis ve AEI alanlarda antioksidan
kullanmanin faydali olabilecegini bildirmistir (92). Kiyict ve ark.

karbamazepin, valproik asit, fenitoin kullanan hastalarda eritrosit MDA
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diizeylerini degerlendirdikleri ¢alismada, fenitoin kullanan grupta diger
gruplar ve kontrole gore eritrosit MDA diizeylerinde anlamli artis
saptamustir (93). Peker ve ark. yaptiklar1 ¢alismada valproik asit kullanan
epilepsi hastalarinin  serumunda MDA, SOD, CAT diizeylerinin
degismedigini ancak NO diizeyinin arttigini gostermistir. Yorum olarak
valproik asit tedavisinde NO’in antiepileptik aktivite mekanizmasina
katkida bulundugunu diistindiiklerini ifade etmislerdir (94). Sobaniec ve
ark. antiepileptik kullanan ¢ocuklarda kontrolle karsilastirmali yaptiklari
caligmada; valproik asit tedavisi alanlarda eritrosit MDA diizeyinin
artarken, SOD, GSH-Px diizeylerinin azaldigi; karbamazepin
kullananlarda eritrosit MDA diizeyinin azalirken, SOD, GSH-Px
diizeylerinin arttig1; politerapi alanlarda ise eritrosit MDA ve SOD
diizeylerinin azalirken, GSH-Px diizeyinin arttigi bulunmustur (95).
Michoulas ve ark. valproik asit kullanan ¢ocuklarin idrarinda, oksidatif
stresin gostergesi olan 15-F2t-isoprostane diizeyinin kontrollere gore
anlamli derecede arttigin1 gostermistir (96). Kinoshita ve ark. tarafindan
yapilan bir caligmada fenobarbital verilen farelerin karaciger hiicre
cekirdeklerinde 8-OH-deoksiguanozin olusumu gosterilmistir (97).
Oliveira ve ark. farelerde pilokarpin ile olusturduklar1 epilepsi
modelinde, levetirasetamin hipokampusta lipid peroksidasyon ve nitrit-
nitrat diizeylerini anlamli diizeyde azalttigin1 goOstermistir (98).
Naziroglu ve ark. yaptigi ¢alismada ratlarda topiramat alan grup ile
kontrol grubu arasinda beyin korteksindeki MDA ve NO diizeylerinde
farklilik olmadigini1 gostermistir (69). Bashkatova ve ark. rat beyin
dokusunda yaptig1 calismada PTZ uygulamasi ile olusan MDA ve NO
diizeylerindeki artisin fenobarbital, lamotrijin, fenazepam, meksidol, a-
tokoferol tedavileri ile azaldig1 gosterilmistir (67). Yukarida bildirilmis

olan klinik ve deneysel ¢alismalardan kesin olarak bazi antiepileptiklerin
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oksidatif stresi azalttig1 yada arttirdigi kanisina varmak giigtiir. Ancak
eski jenerasyon AEI’larin oksidatif stres olusturmaya meyilli olduklar,
yeni jenerasyon AEI’larin ise oksidatif stres olusturmayip hatta azaltici
etkilerinin olabilecegi degerlendirmesi yapilabilir. Bizim ¢alismamiz bu
degerlendirmeyi desteklemektedir.

PGB ve oksidatif stres iliskisinin ilk kez incelendigi bu ¢alismanin
sonuglari, PGB ve NO iliskisini arastiran ileri c¢alismalara ihtiyag

oldugunu gostermektedir.
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OZET

Ratlarda Pentilentetrazol ile Olusturulan Epileptik Nobet
Modelinde Pregabalinin Beyin Korteksinde Oksidatif Stres Uzerine
Etkileri

Epileptik nobet kortikal néronlarin kendini sinirlayici, anormal,
hipersenkron desarjlarina bagli olarak ortaya c¢ikan beynin gegici
fizyolojik disfonksiyonudur.

Nobetin tetikledigi néronal Sliimiin etyolojisinde oksidatif stres de
yer almaktadir. Artmis nobet aktivitesi NMDA ve voltaj bagimli iyon
kanallar1 araciligi ile hiicre i¢i kalsiyumunu arttirir. Mitokondriyal
kalsiyum artisi ile serbest radikal tiretimi ve noronal 6liim gelisir.

ROT’nin yliksek konsantrasyonlar1 niikleik asidler, lipidler ve
proteinler ic¢in zarar vericidir. Lipidlerin ROT’ne maruziyeti sonucu
olusan son iiriin MDA dir. Enzimatik antioksidan savunma SOD, GSH-
Px ve CAT’1igerir.

Biz bu projemizde, deneysel olarak PTZ ile olusturulan epileptik
nobet modelinde, beyin korteksinde, oksidatif stresin gostergeleri olan
SOD, CAT, NO ve MDA diizeyleri lizerine PGB’in etkilerini arastirmay1
amacladik.

Kirk adet Wistar-Albino cinsi erkek rat randomize olarak dort esit
gruba ayrildi. Birinci grup kontrol olup ikinci gruba tek doz PTZ
uyguland1. Ugiincii ve dérdiincii gruba 100 mg/kg/giin ikiye boliinmiis
dozlarda intragastrik yolla iki giin PGB uygulandi. Ikinci ve dérdiincii
gruplara tek doz PTZ (ip 50 mg/kg ) uygulanarak epileptik nobet
olusturuldu. PTZ uygulamasindan bir saat sonra tiim ratlar sakrifiye
edilip beyin korteksleri ¢ikarildi ve SOD, CAT, NO, MDA diizeyleri
calisildi.

Calismamizin sonuglari, PGB’in epileptik nobet sirasinda ratlarin
beyin korteksinde olusan oksidatif stresi 6nledigini ve NO artisina yol
actigini gostermistir. Olusan NO artisinin PGB nin antiepileptik etkisine
katki sagladigim1  diisiinmekteyiz. Ancak NOS inhibitorlerinin
kullanildig1 calismalarla bu iliskinin dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar  Kelimeler: Epilepsi, Oksidatif stres, Pregabalin,

Pentilentetrazol.
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SUMMARY

The Effects of Pregabalin on Cerebral Cortical Oxidative

Stress of Rats in Pentylenetetrazole Induced Epileptic Seizure

Epileptic seizure is a temporary physiologic dysfunction of the
brain caused by a self limited, abnormal, hypersynchronous electrical
discharge of cortical neurons.

Oxidative stres contributes to etiology of neuronal cell death
which is triggered by seizure. Intense seizure activity typically initiates a
massive influx of calcium ions via voltage gated and NMDA-dependent
ion channels. Elevated mitochondrial calcium leads to production of free
radicals which trigger acute neuronal cell death.

At high concentrations, ROS can damage cell structures, nucleic
acids, lipids and proteins. Final product of lipid oxidation by ROS
exposure 1S MDA. Enzymatic antioxidant defences include SOD, GSH-
Px and CAT.

In this experimental model of epileptic seizure induced by PTZ,
we aimed to investigate the effect of PGB on SOD, CAT, NO and MDA
levels, indicators of oxidative stress, in brain.

Fourty male Wistar rats were randomly divided into four equal
groups. First group was used as control and second group received a
single dose of PTZ. Third and forth groups were given 50 mg/kg/BID
PGB intragastrically for two days. Epileptic seizure was induced in
group II and IV by administration of PTZ (ip 50 mg/kg). After one hours
of PTZ administration all rats were sacrificed and brain cortex tissues
were taken. SOD, CAT, NO and MDA levels were studied in brain
cortex tissues.

Our study results indicated that PGB prevents from oxidative
stress and increases NO levels of rat brain cortical tissues during
epileptic seizure. We think that increased NO contribute to PGB’s
antiepileptic effect. On the other hand this relation needs to be confirmed
by further studies using NOS inhibitor.

Key words: Epilepsy, Oxidative stres, Pregabalin, Pentylenetetrazole.
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