T.C.
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJI ANABILiM DALI

LITYUM-PILOKARPIN ILE INDUKLENMIS STATUS
EPILEPTIKUS SONUCU SICAN HIPOKAMPUSUNDA
OLUSAN MiKROGLIA AKTIVASYONUNUN SERUM
S100B DUZEYI iLE ILiSKISI VE BIR GLP-1
ANALOGU OLAN LIRAGLUTIDIN BU
DEGISIKLIKLER UZERINE ETKISi

UZMANLIK TEZi
Ars. Gor. MURAT KIZILTAS

TEZ DANISMANI
PROF. DR. SUREYYA BARUN

ANKARA
MART 2015



T.C.
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJI ANABILiM DALI

LITYUM-PILOKARPIN ILE INDUKLENMIS STATUS
EPILEPTIKUS SONUCU SICAN HIPOKAMPUSUNDA
OLUSAN MiKROGLIA AKTIVASYONUNUN SERUM
S100B DUZEYI iLE ILiSKISI VE BIR GLP-1
ANALOGU OLAN LIRAGLUTIDIN BU
DEGISIKLIKLER UZERINE ETKISi

UZMANLIK TEZi
Ars. Gor. MURAT KIZILTAS

TEZ DANISMANI
PROF. DR. SUREYYA BARUN

ANKARA
MART 2015



KABUL VE ONAY



TESEKKUR

Oncelikle tezimin biitiin asamalarinda dnemli katkilarini1 benden esirgemeyen
danisman hocam Prof. Dr. Siireyya Barun’a, tesekkiir ederim.

Ayrica, histoljik incelemelerdeki yardimlarindan dolayr Prof. Dr. Sevda
Miiftiioglu ve Prof. Dr. Pergin Atilla’ya tesekkiir ederim. Biyokimyasal
incelemerleki destekleri icin Dog. Dr. Turan Turhan’a, cerrahi islemlerdeki emegi
icin Dr. Sahin Hanoglu’na ve istatistiksel hesaplamalardaki katkis1 icin Dr. Onder
Aydemir’e tesekkiir ederim.

Tezimin her asamasinda arkadasliklari ile bana yardimda bulunan Ars. Gor.
Ismail Tiirkoglu, Ars. Gor. Erding Besikcioglu ve Recep Orhan’a tesekkiir ederim.

Son olarak anneme, rahmetli babama ve nisanlim Tiirlan Kili¢’a biigilinlere
gelmemdeki katkilarindan dolay: tesekkiir ederim.

Tezimi Tiirkan Kilig’a ithaf ediyorum...



KISALTMALAR

ACh
AEi
AIDS
ALS
AMPA
CD
DPP-IV
DSO
DG
EEG
EPSP
GABA
GFAP
GLP-1
GLP-1R
HiV
ICAM-1

ILAE

IL-1p

IL-6

Asetilkolin

Antiepileptik Ilaglar

Kazanilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu
Amyotrofik Lateral Skleroz
Alfa-Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-izoazol Propionik Asit
Cluster Determinant

Dipeptidil Peptidaz IV

Diinya Saglik Orgiitii

Dentat Girus

Elektroensefalografi

Eksitator Postsinaptik Potansiyel

Gamma Amino Butirik Asit

Glial Fibriler Asidik Protein

Glukagon Benzeri Peptid-1

Glukagon Benzeri Peptid-1 Reseptorleri

Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii

Intraseliiler Adezyon Molekiilii

International League Against Epilepsy (Uluslararasi
Epilepsi ile Savas Dernegi)

Interlokin 1-beta

Interlokin 6



IPSP

INOS

LTP

MHC

mMGIuR3

MS

NMDA

PDK

RAGE

ROS

SE

SF

SSS

TNF-a

TPN

Inhibitdr Postsinaptik Potansiyel
Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
Uzun Siireli Potansiyelizasyon

Major Doku Uygunluk Kompleksi
Metabotropik Glutamat Reseptdrleri-3
Multipl Skleroz

N-Metil-D-Aspartat

Paroksizmal Depolarizasyon Kaymasi
Ileri Glikasyon Son Uriinleri Igin Reseptor
Reaktif Oksijen Tiirleri

Status Epileptikus

Serum Fizyolojik

Santral Sinir Sistemi

Timor Nekroz Faktor-alfa

Total Parenteral Beslenme



ICINDEKILER

KABUL ve ONAY

TESEKKUR

KISALTMALAR

ICINDEKILER

TABLOLAR LISTESI

SEKILLER LISTESI

RESIMLER LISTESI

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsi

2.1.1. Epileptik Nobetlerin Siniflandirmasi
2.1.2. Epidemiyoloji

2.1.3. Etiyoloji

2.1.4. Mortalite

2.1.5. Hipokampus

2.1.6. Epileptogenez

2.1.7. Fizyopatoloji

2.1.8. Tlac Tedavisi

2.1.9. Deneysel Epilepsi Modelleri
2.1.9.1. Lityum-Pilokarpin Epilepsi Modeli

2.2. Glial Hiicreler

Sayfa No

viii

10
11
11
13
14
19
20
21

23



2.2.1. Mikroglia

2.3. S100 Proteinleri

2.3.1. S100B

2.4. Glukagon Like Peptid-1

2.5. Liraglutid

2.6. GFAP

2.7. OX-42

3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Gruplandirma
3.2. Immunohistokimyasal Yéntem
3.2.1. Indirekt ABC Y&ntemi

3.3. Istatistiksel Yontem

3.3.1. Istatistiksel Degerlendirme

4. BULGULAR

4.1.1 Calisma Gruplarinda S100B’nin Kan Diizeyleri

4.1.2. Calisma Gruplarinda DG’ta OX-42(+) Astrosit Sayilari
4.1.3. Calisma Gruplarinda CA1’de OX-42(+) Astrosit Sayilari
4.1.4. Calisma Gruplarinada DG’ta GFAP(+) Mikroglia Sayilar

4.1.5. Calisma Gruplarinda CAldeki GFAP(+) Mikroglia Sayilari

24

27

29

32

34

35

36

37

37

40

40

42

42

43

43

44

45

46

47

4.1.6. Her Bir Calisma Grubunun Kendi i¢inde OX-42(+) ve GFAP(+) Hiicre

Sayilarinin Kan S100B Diizeyleri ile Arasindaki Korelasyonun Arastirilmasi

48

4.1.7. Calisma Gruplarinda DG’ta ve CA1’deki GFAP(+) ve OX-42(+) Hiicre

Sayisinin ve Kandaki S100B Degerlerinin Dagilimi

4.2. Immiinohistokimyasal bulgular

52

54

Vi



4.2.1. Kontrol grubu 54

4.2.2. Sham grubu 56
4.2.3. SE grubu 58
4.2.4. SE + Liraglutid grubu 60
5. TARTISMA 62
6. SONUC 65
7. KAYNAKLAR 66
8. OZET 104
9. SUMMARY 106
10. EKLER 108

10.1. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu

Onay1 108
10.2. Deney Hayvanlar1 Kursu Katilim Sertifikas1 109
10.3. Tipta Iletisim Becerileri Temel Egitim Katilim Belgesi 110

11. OZGECMIS 111

vii



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1. Epilepsilerin Klinik ve Elektroensefalografik Siniflamasi (ILAE 1981) 8
Tablo 2. Epilepsi ve Epileptik Sendromlarin Siniflamasi (ILAE 1989) 8
Tablo 3. Kullanilan primer antikorlarin 6zellikleri ve seyreltme oranlari 41
Tablo 4. Kontrol Grubunda DG ve CA1’de GFAP(+), OX-42(+) Hiicreler ve

Kan S100B Diizeyleri Arasindaki Korelasyon 50
Tablo 5. Sham Grubunda DG ve CA1’de GFAP(+), OX-42(+) Hiicreler ve

Kan S100B Diizeyleri Arasindaki Korelasyon 50
Tablo 6. SE Grubunda DG ve CA1’de GFAP(+), OX-42(+) Hiicreler ve Kan

S100B Diizeyleri Arasindaki Korelasyon 51
Tablo 7. SE+Liraglutid Grubunda DG ve CA1’de GFAP(+), OX-42(+)

Hiicreler ve Kan S100B Diizeyleri Arasindaki Korelasyon 51
Tablo 8. Calisma Gruplarina Gére DG ve CA1’deki GFAP(+) ve

OX-42(+) Hiicre Sayisinin ve Kandaki S100B Degerlerinin 53

viii



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Hipokampus

Sekil 2. Hipokampus, denizatt ve Ammo

Sekil 3. Beyin hiicrelerinin sematik resmi

Sekil 4. Mikroglilarin fonksiyonel rolleri

Sekil 5. S100 protein sekonder yapisi, L1-L2 kalsiyum baglama bolgeleri,
tersiyer yapida katlanacak olan heliksler

Sekil 6. S100 proteini ve hedef protein

Sekil 7. S100B’nin intraseliiler ve ekstraseliiler fonksiyonlari

Sekil 8. Calisma Gruplarina Goére S100B’nin Kan Diizeyleri

Sekil 9. Calisma Gruplarinda DG’ta OX-42(+) Astrosit Sayilari

Sekil 10. Calisma Gruplarinda CA1’de OX-42(+) Astrosit Sayilari
Sekil 11. Calisma Gruplarinda DG’taki GFAP(+) Mikroglia Sayilar
Sekil 12. Calisma Gruplarinda CA1’deki GFAP(+) Mikroglia Sayilar

Sekil 13. SE + Liraglutid Grubunda DG ile CAl deki GFAP (+)
Astrosit Sayist Arasindaki Korelasyon
Sekil 14. SE Grubunda S100B Kan Diizeyleri ile CA1deki OX-4(+)

Mikroglia Sayis1 Arasindaki Korelasyon

12

12

24

26

28

29

31

43

44

45

46

47

48

49



RESIMLER LIiSTESI

Resim 1: Kontrol grubunda histolojik degerlendirme; A: DG’ta minimal 6dem ve
az sayida bazofilik, kondanse néron, B: CA1’de saglikli noronlar ve
damar ¢evresinde minimal 6dem (Hematoksilen-Eozin AX200, BX200) 54
Resim 2: Kontrol Grubunda GFAP Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta GFAP(+)
astrositler. B: CA1’de 6zellikle piamatere yakin alanda GFAP(+)
astrositle (HRP/ABC-Hematoksilen AX200, BX200) 55
Resim 3: Kontrol Grubunda OX-42 immiinoreaktivitesi; A: DG’ta zayif 0X-42
Immunoreaktivitesi gosteren mikroglialar. B: CA’1 de piamatere yakin
alanda zayif immunorektivite gosteren mikroglialar (HRP/ABC—
Hematoksilen AX200 inset: X400, BX400) 55
Resim 4: Sham grubunda histolojik degerlendirme; A: DG’ta 6deme bagl
acilmalar, B: CA1’de damar gevresinde minimal 6dem(Hematoksilen-
Eozin, AX200, BX200) 56
Resim 5: Sham Grubunda GFAP Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta GFAP(+)
astrositler, B: CA1’de GFAP(+)astrositler (HRP/ABC—Hematoksilen,
AX200, BX200)

57



Resim 6: Saham Grubunda OX-42 Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta graniiler ndron
toplulugu komsulugunda OX-42 immunoreaktif mikroglialar. B: CA1’de
damar yakininda OX-42 immunoreaktif mikroglialar.(HRP/ABC-
Hematoksilen AX200,BX200) 57
Resim 7: SE grubunda histolojik degerlendirme; A: DG’ta normal graniiler
noronlarin arasinda piknotik ndronlar, inset: DG icinde lokalize
alanlarda noronlar B: CA1°de saglikli noronlar ve damar ¢evresinde
odem (Hematoksilen-Eozin, AX200, inset: X200, BX200) 58
Resim 8: SE Grubunda GFAP Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta giiclii GFAP
Immunoreaktivitesi gosteren ag yapmus astrositler, B: CA1°de GFAP(+)
Astrositler (HRP/ABC—Hematoksilen, AX200, BX200) 59
Resim 9: SE Grubunda OX-42 immiinoreaktivitesi; A: DG’ta OX-42(+)
mikroglialar, B: CA1’de OX-42(+) mikroglialar (HRP/ABC—
Hematoksilen,AX200, BX200) 59
Resim 10: SE + Liraglutid grubunda histolojik degerlendirme; A: DG’ta piknotik
ndronlar ve ndron toplulugu bazal kisimlarinda hafif 6dem, B: CA1’de

saglikli noronlar ve damarlar (Hematoksilen-Eozin, AX200, BX200) 60

Xi



Resim 11: SE + Liraglutid grubunda GFAP immiinoreaktivitesi; A: DG’ta GFAP
immunoreaktif hiicreler hiicreler, B: CA1°deGFAP(+) hiicreler
(HRP/ABC Hematoksilen, AX400, BX200) 61
Resim 12: SE+Liraglutid grubunda OX-42 immiinoreaktivitesi; A: DG’ta néron
toplulugu komsulugunda OX-42(+) mikroglialar, B: CAl’de
damar komsulugunda OX-42(+) mikroglia Insetler: biiyiik
biiyiitmede OX-42(+) mikroglia (HRP/ABC—Hematoksilen, AX200,

inset: X400, BX200, inset: X400) 61

Xii



1. GIRIS

Epilepsi en sik goriilen ndrolojik hastaliktir ve populasyonun % 3’iinii etkiler.
Diinyada yaklasik 50 milyon epilepsi hastas1 vardir. Epilepsi, status epileptikus
(SE) veya tek bir nobet sirasinda ortaya ¢ikan eksitotoksisite hipokampus ve
korteks gibi yapilarda inflamatuvar hasara yol agar?. Nobetler noroinflamasyonun
bir gdstergesi olan mikroglial aktivasyonu tetiklemektedir®. Mikroglial aktivasyon
ve proliferasyonun asir1 olmasi ise noronal hiicre oliimiine, disfonksiyona ve
anormal norotransmisyona neden olabilecegi gibi yeni ndbet olusumunu da
tetiklemekte ve hatta sonraki nobetlere karsi duyarliligi artirmaktadir®. Nobet
sonrast  hipokampal dokuda meydana gelen astroglial degisiklikler
norodavranigsal ve kognitif bozukluklara da yol acabilmektedir®. Bu nedenle,
nobetler tarafindan indiiklenen noroinflamasyon hem hastaligin fizyopatolojisi
hem de epileptik hastalarda mevcut olan ko-morbid durumlarin ortaya ¢ikmasinda
biiyiik énem tasimaktadir. Inflamatuvar olaylarm sadece deneysel nobet ve
epilepsi modellerinde degil ayn1 zamanda epileptik hastalarda da meydana geldigi
gosterilmistir>®,

Mikroglialar, mezoderm kaynakli hiicreler olup makrofajlarin santral sinir
sistemi  (SSS)’ndeki karsiligi olan fagositoz hiicreleridir. Pro-inflamatuvar
molekiillerin baslica kaynagi mikroglialar ve astrositlerdir. Bu molekiiller SSS’de
olusan inflamasyonun yayginligmin belirlenmesinde, néronal fonksiyonlar ve
noronal sagkalim {izerinde o©nemli etkiye sahiptirler’®, Pro-inflamatuvar
molekiiller Alzheimer, Parkinson, epilepsi gibi hastaliklar igine alan pek g¢ok

hastalik sirasinda olusan inflamatuvar cevabin meydana gelmesinde kritik rol



oynarlar®. Mikroglial aktivasyonun asir1 ya da kronik olmasi destriiktif kaskadlar
indiikleyerek noronal hiicre oliimiine neden olur. Bu olayda, aktive olmus
mikroglialardan saliverilen proinflamatuvar sitokinlerin (interlokin 1-beta (IL-1pB),
Interlokin 6 (IL-6), Tiimor nekroz faktdr-alfa (TNF- o)), serbest radikallerin,
Major Doku Uygunluk Kompleksi (MHC) antijenlerinin, Fc reseptorlerinin,
kompleman reseptdrlerinin, beta 2 integrin ve Intraseliiler Adezyon Molekiilerinin
(ICAM-1) 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Aktive olmus mikroglialar Glial
fibriler asidik protein (GFAP), S100B, Ibal ve Cluster Determinant (CD) CD 68
gibi spesifik belirteglerin ekspresyonuna bakilarak tespit edilebilmektedirt®!t,
S100B kalsiyum baglayan bir proteindir ve oOzellikle glial hiicreler ve

1213 Norobilim calismalari

Schwann hiicreleri tarafindan sentez edilir
yayginlastikga S100B proteinin fizyolojik ve patolojik durumlar ile ilgili giivenilir
ve erken donemde beliren bir belirteg oldugu ortaya ¢ikmistir**1>16, S100B
diizeyinin, psikiyatrik hastaliklar, travmatik beyin hasarlari, serebrovaskiiler
patolojiler ve norodejeneratif hastaliklarda anlamli  olarak  yiikseldigi
gosterilmistir/ 18192021 S100B diizeylerinin normal bulunmasi ise SSS’ne ait
major bir patolojiyi giivenilir bir sekilde elimine etmektedir?2. S100B,
ekstraseliiler siviya saliverildiginden serumda da bulunur ve bdylece parakrin,
otokrin ve endokrin etkiler olusturur?®. Normal kosullarda beyindeki ekstraseliiler
S100B konsantrasyonu nanomolar veya subnanomolar diizeydedir ve sitotoksik
glutamatin astrositler tarafindan “reuptake” ini artirir. Bu nedenle S100B beyin

gelisimi ile beyin travmalarinin baslangi¢ fazinda norotrofik ve ndroprotektif bir

faktor olarak fonksiyon yapar?#?>2, Ancak, S100B’nin ekstraseliiler ortamda



birikmesi hem ndron hem de astrositlerde apoptozise neden olarak zararl bir etki
ortaya ¢ikarir'>?728, Epilepsi, Alzheimer hastaligi, Down Sendromu ve beyindeki
diger patolojilerde de beyin S100B diizeyinde artis oldugu gosterilmistir'>2328:29,

S100B’nin ndroinflamasyon durumunda astrositlerdeki ekspresyonunda
belirgin artis oldugu bulunmustur®®. inflamasyon siirecinde rol oynayan en énemli
hiicreler mikroglia ve astrositler olup, S100B bu hiicrelerden TNF-a, IL-1,
Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS), IL-6 gibi inflamamatuvar molekiillerin
sentezi ve saliverilmesine neden olur?’ 3132, Ancak, ekstraseliiler ortamda yiiksek
konsantrasyonda bulunan S100B’nin inflamatuvar cevapta artisa m1 yoksa
azalmaya m1 neden oldugu agik degildir. Mikroglial ve astrositik aktivasyon
yaparak SSS’deki dejenerasyon siireglerinde rol oynayabilecegi gibi trofik
faktorlerin sentez ve saliverilmesini inhibe ederek de fizyopatolojik siireclere
katkida bulunabilmektedir333,

Glukagon Benzeri Peptid-1 (GLP-1), glukoza bagimli insiilin sekresyonu
tizerine etki ederek postprandial glukoz diizeyini regiile eden bir inkretin
hormondurss. GLP-1 agonistleri (exendin-4 ve liraglutid) tip 2 diyabetin
tedavisinde kullanilmak {izere onay almislardir®®. Ancak, GLP-1 beyindeki
noronlarda da eksprese edilir ve ndrotransmitter olarak rol oynar®’. Néronlar
lizerinde GLP-1 reseptorleri (GLP-1R) de mevcuttur®®. Calismalar GLP-1’in
trofik etkilerinin oldugunu ve ndrotoksik etkilere karsi noroprotektif 6zellikler
sergiledigini gostermektedir®®4%4!, Hipokampal néronlarda indiiklenen apoptozisi
inhibe ettigi, uzaysal ve asosiyatif 6grenme iizerine olumlu etkiler olusturdugu da

39,42

gosterilmistir GLP-1 ve analoglar1 yaygin olarak norogenezi stimiile



ettiklerinden bu ajanlarin Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve inme gibi
norodejeneratif hastaliklarda faydali olabilecegi Ongoriilmiistiir. Ayrica bu
hastaliklar Tip 2 diyabette belirgin olarak daha sik goriildiiklerinden, ortak
fizyopatolojik mekanizmalarin s6z konusu olmas1 muhtemeldir*344,

GLP-1, proglukagondan koken alan bir peptiddir®. SSS’de olusan
inflamatuvar durumlarda mikroglial proglukagon mRNA ve GLP-1 protein
ekspresyonunun etkilendigi ve bu durumun nérodejeneratif siireclerden sorumlu
olabilecegi gosterilmistir®®. Ancak GLP-1 ve analoglar1 SSS’de antiinflamatuvar
etkiye neden olmaktadir*’#8, Ekzentin-4 (exendin-4) stabil bir GLP-1 analogudur

49,50

ve kan beyin bariyerini gecebilmektedir Bu molekiilin mikroglia

aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir*®°L,

Liraglutid GLP-1’in sentetik analogudur ve GLP-1 ile %97 homoloji
gostermektedir®?®3**, Tip 2 diyabet tedavisinde kan glukoz diizeyinin regiilasyonu
i¢cin kullanilmak iizere onay almistir>>%¢5758  GLP-1 ve liraglutidi de igeren GLP-
1 analoglar1 kan beyin bariyerini gecebilmekte, ndronal progenitor hiicrelerde
proliferasyona neden olmakta ve apoptozisi inhibe edebilmektedir®606162,
Liraglutid gibi GLP-1 analoglarinin Alzheimer ve Parkinson modellerinde
ndroprotektif etkilerinin oldugu gdsterilmistir®*®3646° GLP-1 analogu liraglutid
deneysel Alzheimer modelinde plak formasyonunu azaltmakta, bellek ve sinaptik
plastisiteyi korumakta ve inflamasyonu azaltmaktadir®. Epileptik nobetlerin de

SSS’de ndronal hasara yol agtifi kanitlanmis olmakla beraber, GLP-1 veya

analoglarinin néroprotektif etkisi bu alanda hi¢ incelenmemistir.



Tez c¢alismasinda, yukarida belirtilen bilgiler 1s1ginda, lityum-plokarpin ile
siganlarda SE modeli olusturuldu ve olusan mikroglia aktivasyonu deneyin 8.
giniinde dorsal hipokampusta OX-42 ve GFAP ekspresyonuna bakilarak
degerlendirildi. Ayrica deneylerin 8. giiniinde hayvanlar sakrifiye edilmeden 6nce
periferik kan alinarak S100B diizeyi degerlendirildi. Ayn1 deney protokolii ayrica
liraglutid varliginda tekrarlandi. Veriler toplandiktan sonra mikroglia aktivasyonu
ile S100B arasinda olast bir korelasyonun varligi ve liraglutidin etkileri
matematiksel yontemlerle degerlendirildi.

Nobetlerce indiiklenen mikroglial aktivasyonun patolojik siire¢lerde oynadigi
rolin ve S100B ile iliskisinin ortaya c¢ikarilmasi ve bu siirecte olusturulan
degisikliklerin yaratacagi sonuglarin degerlendirilmesi, hem patolojik siireclerin
anlasilmasina hem de yeni tedavi stratejilerinin gelistirilerek hastalarin yasam

kalitesinin yiikseltilmesine yonelik olarak bilime katki saglayacaktir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsi

Ulkemizde halk arasinda ‘sara’ ya da ‘tutarik’ olarak adlandirilan epilepsi,
nobet gecirme anlaminda olup antik caglardan itibaren bilinen bir hastaliktir ve
eski Yunanca’da yakalama, tutma, kavrama anlamlarina gelen ‘epilambanein’
kelimesinden tiiretilmistir®®.

Milattan 6nce (MO) 2080 yilinda yaymlanan ‘Hammurabi Kanunlari’nda
epilepsi ile ilgili ilk bilgilere rastlanmaktadir ve hastalarda ates ile konvulsiyon

arasinda bir iliskiye dikkat ¢ekilmektedir®’. Epilepsi konusunda ilk gercek



tanimlamayr bundan yaklasik yirmi bes asir O6nce Hipokrat’in yaptigi
goriilmektedir. Hipokrat epilepsinin kaynaginin beyinden geldigini saptamuis,
‘Kutsal Hastalik’ anlamina gelen ‘On the Sacred Disease’ olarak tanimlamis ve
epilepsinin diyet ve ilaglarin yardimi ile tedavi edilebilecegini soylemistir®.
Nobet, beyindeki noronlarin fonksiyon bozuklugu olarak ortaya ¢ikan,
noronlarin ani ve anormal desarjlar1 sonucu olusan klinik bir durumdur®®,
Epilepsi, tiim kortekste ya da lokalize beyin bolgelerindeki sinir hiicrelerinin agirt
uyarimi sonucu istemsiz olarak tekrarlayan nobetlerle karakterize sinir sistemine
ait bir bozukluktur™. Uluslararas: Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) epilepsiyi
aralarinda en az yirmi dort saat olmak ilizere, en az iki provokasyonsuz ndbetin
olmasi durumu olarak da belirlemektedir’®. ILAE epilepsiyi beyindeki bir
bozukluk sonucu meydana gelen ndbetler ve bu nébetlerin nérobiyolojik, kognitif,

psikolojik ve sosyal sonuglart olarak da tanimlamistir™

. Epileptik nobetler
sirasinda biling kaybr ile birlikte ya da biling kayb1 olmaksizin motor, duyusal,

otonomik ya da psisik semptomlar goriilebilir. Epilepsi biligsel, davranigsal

emosyonel, motor, veya duyusal bozukluklara neden olabilir™,

2.1.1. Epileptik Nobetlerin Siniflandiriimasi

Ilk olarak 1960’ larda ILAE tarafindan epilepsi uzmanlarimin bir araya
gelmesi ile epileptik ndbetlerin siniflamasinin temelleri atilmistir. Son kez 1981
yilinda epilepsinin klinik ve elektroensefalografik (EEG) smiflamasi yapilmis ve
giiniimiizde halen bu simiflandirma kullanilmaktadir™ (Tablo 1). Bununla birlikte

epilepsilerde Kklinik seyir, prognoz, etiyoloji ve dolayisiyla tedavi yontemleri ¢ok



farkli olabileceginden, sadece ndbet semiyolojisi ve EEG ile yapilan ndbet
siniflamasinin yetersiz kaldigir diisiiniilmiis ve ILAE, 1989 yilinda epileptik
sendromlar1 bir arada toplayan uluslararasi epilepsi ve epileptik sendrom
siniflamasi hazirlamistir™ (Tablo 2).

Son yillardaki gelismeler ile birlikte bu simiflandirmalar igin

76,77

giincellemeler onerilmekle birlikte, s6z konusu siniflandirmalar yaygin olarak

kullanilmakta ve halen gecerliliklerini siirdiirmektedirler.

2.1.2. Epidemiyoloji

Epilepsi SSS’in en sik goriilen kronik hastaligi olup ¢ocukluk ve ergenlik
doneminde en sik karsilasilan norolojik hastaliktir. Bu nedenle Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) gelismekte olan iilkelerde epilepsinin dnlenmesi ve kontrolii i¢in
projeler olusturmustur’®,

Epilepsi insidans1 az gelismis iilkelerde gelismis lilkelere gore daha siktir.
Kotsopoulos ve arkadaslarmin c¢aligmasma gore ortalama epilepsi insidansi
gelismis iilkelerde yilda 43,4/100.000 iken az gelismis {ilkelerde yilda
68,7/100.000 olarak gosterilmistir’®.(79) Dogum oncesi ve dogum sirasinda
yasanan sorunlarin, kafa travmalarinin ve infeksiyon hastaliklarinin az gelismis
ilkelerdeki siklig1 yiiksek insidansin sorumlusu olarak gosterilmistir. Bunlarin
yaninda gelismemis iilkelerde ndrosistiserkoz, Kazanilmis Bagisiklik Yetmezligi

Sendromu (AIDS) ve sitma gibi hastaliklar da epilepsi sikligin1 arttirmaktadir®%8L,



Tablo 1: Epilepsilerin Klinik ve Elektroensefalografik Simflamasi1 (ILAE 1981)
. Parsiyel (fokal, lokal) nobetler
A. Basit parsiyel nobetler (biling durumu bozulmaksizin)
1.Motor semptomlu
2.Somatosensoryal veya 6zel duyusal semptomlu
3.0tonomik semptomlu
4.Psisik semptomlu
B. Kompleks parsiyel nébetler (biling bozuklugu ile giden)
1.Basit parsiyel baslangici izleyen biling bozuklugu
2.Biling durumunun baslangigtan itibaren bozulmasi
C. Ikincil jeneralize nSbete doniisen
1.Jeneralize nobetlere ilerleyen basit parsiyel nobetler
2.Jeneralize nobetlere ilerleyen kompleks parsiyel nobetler
3.Jeneralize nobetlere ilerleyen kompleks parsiyel nobetlere ilerleyen
basit parsiyel nobetler

1. Jeneralize nobetler (konviilzif veya nonkonviilzif)
A. Absans nobetleri
1. Tipik absans nobetleri
2. Atipik absans ndbetleri
B. Myoklonik nébetler
C. Klonik ndbetler
D. Tonik nobetler
E. Tonik-klonik nobetler
F. Atonik nobetler (astatik)
1. Siiflandirilamayan epileptik nobetler

Tablo 2: Epilepsi ve Epileptik Sendromlarin Simflamasi1 (ILAE 1989)
I Lokalizasyona bagli (fokal, lokal, parsiyel) epilepsi ve sendromlar
A. lIdiopatik (baslangi¢ yasia gére )
B. Semptomatik
C. Kriptojenik epilepsiler

. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar
A. lidiopatik epilepsiler
B. Kriptojenik veya semptomatik epilepsiler
C. Semptomatik epilepsiler
1. Non-spesifik etyolojili
2. Spesifik norolojik hastaliklara bagl epilepsiler

M. Fokal veya jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsi ve sendromlar
A. Hem jeneralize hem fokal olan nébetler
B. Fokal veya jeneralize goriiniigiin belirgin olmadig1 durumlar

V. Ozel duruma bagli epilepsiler
A. Febril konviilsiyonlar
B. Izole ndbetler veya izole status epileptikus
C. Akut toksik veya metabolik nedenlere bagli nobetler



Epilepsi yas insidans1 U seklinde bir egri ¢izer, insidans ¢ocukluk ¢aginda
yiiksekken erigskin yaslarda azalmakta ve yaslanmayla birlikte tekrar
yiikselmektedir®?. Yashlarda goriilen yiiksek insidansin sebebi bu yas grubunda
epilepsiyle iligkili risk faktorlerinin ¢ogalmasina bagli olabilir. Epilepsiye egilim
en sik damar hastaliklarinda (beyin enfarktiisii ve hematom) artmaktadir®. Diger
sebepler arasinda beyin tlimorleri, metabolik hastaliklar ve Alzheimer gibi
dejeneratif hastaliklar bulunmaktadir®,

Son 5 yil i¢inde tedavi alip almadigina bakilmaksizin en az bir nobet gegirmis
olan epilepsili bireylerde hesaplanan prevalans ‘Aktif Epilepsi prevalansi’ olarak
isimlendirilmektedir. Aktif epilepsi prevalansi i¢in gelismis iilkelerde 4-10/1000,
gelismekte olan ilkelerde ise 1,3-46/1000 arasinda degisen sonuclar
bildirilmektedir®*. Cok farkli sonuglar olmasina karsin gelismis iilkelerde ortalama
epilepsi prevalans1 6/1000 iken, gelismekte olan iilkelerde bu oranin 18,5/1000
oldugu bildirilmistir®®. Calismalarm cogunda insidansta cinsiyete gore farklilik
saptanamazken prevalansin erkeklerde kadinlara oranla daha yiiksek oldugu
bildirilmistir®.

En sik parsiyel nobetler goriiliir. Hastalarin bir kisminda bu tabloyu
jeneralize tonik-klonik nébetler takip eder. Diger ndbet tipleri daha seyrektir®’.
Kirk yasindan kiiclik epilepsi hastalarmin ortalama %350’si parsiyel, %50’si
jeneralize kaynakli iken, kirk yasindan biiyiik epilepsi hastalarinda parsiyel

epilepsi oran1 %70’lere ulasir®,



2.1.3. Etiyoloji

ILAE tarafindan 1989°da yapilan siniflandirmada nobetler altta yatan nedene
gore, semptomatik, idiyopatik ve kriptojenik olarak siniflandiriimistir®®.

Idiyopatik epilepsilerde altta yatan ndrolojik hasar veya yapisal beyin lezyonu
yoktur ve ndbetin nedeni genetik yatkinlik veya olast biyokimyasal bir
bozukluktur. Beyindeki belirli baz1 kimyasallarin  (ndrotransmitterlerin)
dengesizliginin konviilsiyon esigini diisiirdiigii yoniinde bir teori gelistirilmistir®®.

Kriptojenik epilepsiler idiyopatik epilepsilerin  bilinen  6zelliklerine
uyduklarindan semptomatik gibi goriinen fakat mevcut arastirma yontemleri ile
etiyolojik bir sonuca varilamayan durumlari adlandirmak icin kullanilir®,

Gecmiste olan bir olay epilepsi gelisim risk artisina sebep oluyorsa
semptomatik epilepsi olarak degerlendirilir. Semptomatik faktorlerin baslicalar
inme Oykiisli, beyin malformasyonlari, serebral palsi gibi norogelisimsel
anormallikler, bakteriyel menenjit veya viral ensefalit gecmisi, cesitli genetik
faktorler ve timorlerdir®.

Yetiskin epilepsi hastalariin 6nemli bir kisminda epilepsinin nedeni
bilinmemektedir®. Calismalarda epilepsinin en stk goriilen sebepleri arasinda
serebrovaskiiler hastaliklar, kafa travmalari, intrakranyal hemorajiler, serebral
tiimorler ve norodejeneratif hastaliklar sayilmaktadir®%3%4%  Cocuklarda
metabolik bozukluklar, konjenital malformasyonlar, enfeksiyonlar ve genetik
hastaliklar sikca rastlanan etiyolojik sebeplerdir®. Bazi caligmalarda yasamin
erken sathalarinda epilepsiye siklikla genetik, gelisimsel ve konjenital faktorlerin

eslik ettigi belirtilirken, serebrovaskiiler hastaliklarin, kafa travmalarinin,
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enfeksiyon veya tiimorlerinde daha sonraki yillarda epilepsiye sebep olabilecegi

bildirilmistir®®’,

2.1.4. Mortalite

Topluma dayali caligmalar epilepsili hastalardaki 6liim oranmin genel
populasyondan 2-3 kat daha fazla oldugunu ortaya ¢ikartmaktadir®. Nobetlerin
tipi ile mortalite oranlar1 arasinda da iliski vardir. Jeneralize tonik-klonik ve
myoklonik ndbetlerde mortalite oranlari yiiksek iken absans nobetlerde mortalite
oram yiiksek degildir®®. Epilepsi cerrahisinden sonra nobetleri diizelen hastalarin
mortalite orant genel populasyona esitlenirken, cerrahi sonrasi nobetleri
diizelmeyen hastalarda yiiksek Oliim orant devam etmektedir. Bu bakimdan
kontrol altina alinamayan nobetler epilepsideki 6liimlerin en onemli risk faktorii
olabilir'®. Segilmis epileptik hasta populasyonlarinda yapilan ¢alismalarda sik ve
siddetli ndbeti olan hastalarin mortalite oran1 diger epilepsili hastalardan daha
yiiksek bulunmustur. Ayrica en yiiksek 6lim orani dogumdan itibaren ndrolojik
bozuklugu (mental retardasyon, serebral palsi) olan epilepsili hastalarda

goriilmiistiirt®?,

2.1.5. Hipokampus
Hipokampus, ventrikiiler yapinin temporal boynuzunun medial tabani
boyunca uzanan, kivrilmig, yaklasik 5 cm uzunlugunda gri cevher bir yapidir!%103

(Sekil 1). On altincr yiizyilin sonlarinda anatomist Arantius tarafindan, koronal

kesitlerinde denizatina benzerliginden dolayi, Latincede denizati anlamina gelen
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‘hippocampus’ olarak adlandirilmistir. Yaklasik iki yiizyill sonra Misirh
anatomistler tarafindan ‘Ammon’s horn’ veya ‘Cornu Ammonis’ olarak yeniden

isimlendirilmistir'® (Sekil 2).

Talamus Hipokampus Anatomisi

Alveus  Fimbria Koroit pleksus

Hipokampus

Sekil 1. Hipokampus'®

Sekil 2. Hi[)';)kampus, denizatlﬁve Ammo'®

‘Hipokampal formasyon’, dentat girus (DG), hipokampus ve subikulumun
olusturdugu, parahipokampal girus tarafindan g¢evrelenen, temel limbik sistem
bolgeleriyle sayisiz indirekt baglantilar gdsteren, primitif bir kortikal yapidir. Bu
baglantilar sayesinde hipokampus, dikkat, uyaniklik, kisa déonem hafiza, davranis
ve endokrin fonksiyonlar iizerinde onemli roller oynar'®. Hareket, yiiriime ve

104

diger motor islerde de major rol oynamaktadir Bu islevler sirasinda
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hipokampustaki ritmik yavas dalga EEG aktivitesi (teta dalgalar1) degismektedir.
DG hipokampusa bilgilerin girdigi bir istasyon vazifesi goriirken, subikulum
icinde bulunan piramidal néronlar ile hipokampustan asil ¢ikt1 istasyonudur'%,
Hipokampus mikroskobik ve sinaptik baglantilarin organizasyonuna gore 4
bolgeye ayrilir. “Cornu Ammonis”ten esinlenerek CAl, CA2, CA3 ve CA4 olarak
isimlendirilmistir. Hipokampus iki ¢esit ndron yapist ile organize olmustur. Esas
ndronlar piramidal néronlardan olusur ve veri c¢ikisindan sorumludur. Intrinsik
noronlar ise, gamma amino butirik asit (GABA)’erjik aktivite gosteren diizensiz
sekilli néronlardir ve sayilar1 piramidal ndronlara gore ¢ok daha azdir102104105,
Epilepsi hastalarinda hipokampus piramidal hiicrelerin CA noéronlariin

‘pacemaker’ merkezler olabilecegi belirtilmistir'%

. Bu nedenle bu bdlgelere
yogunlagilmistir. Hipokampus epileptik nobet igin diisiik esik degere sahip
olmasma ragmen, temporal bdlgeden baglayan nobetler genelde jeneralize

106

olmamaktadir Calismalarda hipokampus ve temporal lob yapilarinin ndbet

sonrasit olusan nodronal hasar ve hipoksiye en duyarli bolgeler olduklar

gdsterilmistir'07108.109

2.1.6. Epileptogenez

Epileptogenez, normal bir beyin dokusunun asir1 uyarilabilir hale gelerek
tekrarlayan spontan nébetler olusturmasina kadar gegen progresif siirectir!®,
Biitiin epilepsiler genellikle benzer bir sekilde gelisim gosterirler. Epilepsili

hastalarda ve deneysel hayvan modellerinde, baslangigta tetikleyici bir hasar ile

olusan ndbet ve kronik epilepsiye doniisiim arasinda ndbetlerin goriilmedigi latent
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bir periyot gosterilmistirt'>1*2113 Latent periyot boyunca, néron kaybi ve anormal
sinaptik reorganizayon gibi hiicresel ve molekiiler seviyede onemli degisiklikler
meydana gelmektedirt4115,

Epileptogenezin hiicresel mekanizmalar1 ¢ok fazladir; hiicre kaybi, gliozis,
bliylime faktorlerinin artisi, norogenez, sinaptogenez, glutamat ve GABA
sinyalizasyonunda farklilagmalar, voltaj kapili iyon kanallarinda degisiklikler ve
inflamatuvar aracilar bunlardan bazilaridir. Beyin epileptik duruma geldiginde
anormal uyarilabilirlik ve anormal dongiisel olusumlarin kombinasyonu meydana
gelirtttii2

Kullanilmakta olan farmakolojik ajanlar sadece ndbetleri baskiladiklarindan
dolay1 anti-epileptik olarak olarak isimlendirilmektedir. Antiepileptojenik bir

farmakolojik ajan heniiz bulunmamaktadir116.

2.1.7. Fizyopatoloji

Epileptik nobetlerin baglamasina, yayilmasina ve durmasina neden olan
ayrintili mekanizmalar tam olarak bilinmemekle birlikte, baz1 goriisler one
siiriilmiistiir. ‘Tyonik iletide bozukluga yol agabilecek instrinsik néronal membran
ve molekiiler kanal degisiklikleri’, ‘inhibitdr norotransmitterlerde yetersizlik ya da
eksitator norotransmitterlerde fazlaliga yol agacak anormal norotransmitter
sentezi’ ve ‘ndronlarin ve glial hiicrelerin iyon pompalama ve repolarizasyonlarin
diizenleyen genetik kontrollerdeki bozukluklar’ genel olarak One siiriilen
goriiglerdir. Tiim epilepsi tlirlerinde aynt mekanizmadan bahsetmek miimkiin

olmasa da hepsinde artmig noronal uyarilabilirlik ve senkronizasyon gibi
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ozellikler mevcuttur®®. Beyindeki ana inhibitér ndrotransmitter GABA
aktivitesinin azalmasi ve/veya ana eksitatdr glutamat aktivitesinin artmasi nobet
olusumunda rol oynayan baslica faktorlerdendir®® 701,

Eksitator sinapslarda (glutamaterjik) postsinaptik alanda Na® kanallarinin
acilmasi ile olusan depolarizasyona eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP),
inhibitor sinapslarda (GABA’erjik) postsinaptik alanda Cl™ kanallarinin agilmasi
ile olusan hiperpolarizasyona ise inhibitdr postsinaptik potansiyel (IPSP) denir.
Ritmik bir sekilde olusan EPSP ve IPSP’lerin birlesmesi ve senkronizasyonu
EEG’de kaydedilen normal zemin ritminin temelini olusturur'!®, Hayvan
deneylerinde ve insanlarda yapilan calismalarda, epilepside kortikal néronlarin
membran potansiyellerinde ve uyarilma esiklerinde karakteristik degisiklikler
gozlenmistir. Paroksizmal Depolarizasyon Kaymasi (PDK) olarak tanimlanan bu
olayda membran1 depolarize eden postsinaptik potansiyelde anormal sekilde
uzama ve biiyiime olur''®, Normal fizyolojik durumda piramidal néronlarin alt
grubu olan korteksin V. tabakasi ve hipokampusun CA3 alam1 kisa
depolarizasyona ani patlama yaniti olusturabilmektedir. Epileptik beyinde PDK
ilk olarak bu bolgelerde olusmaya yatkindir'!®, Anormal elektriksel aktivite
odakla smirlt kaldig: siirece klinik ndbet ortaya ¢ikmaz sadece interiktal EEG’de
fokal diken aktivitesi olarak saptanabilir''®. Parsiyel nobet gelisiminde odagin
etrafindaki inhibisyon asilir ve ard-hiperpolarizasyon gittik¢ce azalarak anormal
elektriksel aktivite odagin disina yayilir'?%. Eger ndbet aktivitesi yeterince siddetli
ise normal kortikal aktivitenin izledigi yollardan diger beyin bolgelerine

yayilabilir'!®, PDK’nin eksitatdr norotransmitterler olan glutamat ve aspartat ile
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inhibitér  norotransmitter GABA  sistemleri  arasindaki  dengesizlikten
kaynaklandigr ileri siiriilmektedir. Bununla birlikte membranlardaki iyon
kanallarindaki  bozukluklarin da PDK’nin olusmasinda etkili oldugu
diistiniilmektedir. PDK biiyiik olasilikla epileptik odak igindeki ndronlar arasi
eksitator bir geri besleme sonucudur ve tim ndéronun somatodendritik alanini
kaplar. PDK nobet oncesi olusur, PDK’nin yarattigr ardisik yliksek frekansh
impulslar nérondan nérona yayilir ve epileptik ndbet aktivitesi olugur!?%121:122,
Deneysel yolla olusturulmus epileptik ndbetlerde GABA
konsantrasyonlarinin ~ %50-60 azaldigi, GABA’erjik inhibitér sinapslarin
fonksiyon kaybinin epileptik odagi olusturdugu diigiiniilmiistir. GABA’nin iki
mekanizma ile nobetten sorumlu oldugu diisiiniilmektedir; birincisi sinapslardaki
GABA konsantrasyonunun azalmasiyla noéronal inhibisyonda azalma olmasi,
ikincisi ise GABA konsantrasyonunun normal olmasi fakat mevcut GABA nin
kullanilamamasidir'?®. Lityum-pilokarpin enjeksiyonu ile SE olusturulmus olan
bir ¢aligmada beyinde GABA konsantrasyonlarinin beklenmedik sekilde 6zellikle
nobetin siddetlendigi durumda artmis oldugu, ndbetin baslangicinda ise azalmis
oldugu gdzlenmistir'?®, Tkinci mekanizmay1 destekleyen bu calismaya benzer bir
calismada bikukulin ile yapilmis, olusturulan nébetlerde benzer sonuglar elde
edilmistir'®. Noroaktif aminoasitlerin konsantrasyonlarindaki azalma beklenen
bir sonucken, GABA miktarindaki artis1 agiklamak giictiir. Sinaptik bolgede
GABA’nin reuptake’i ya da metabolize olamamasi nedeniyle GABA diizeyinin
artmig  olabilecegine dair bir acgiklama aragtirmacilar tarafindan One

siiriilmiistiir’®. Buna gére GABA sentezlenmekte fakat kullanilamamaktadir'?®.
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GABA’erjik noronlarin metabolik hizlarinin  yiiksek olmasindan dolay1
GABA’erjik néron kaybinin eksitasyon-inhibisyon dengesini eksitasyon lehine
bozarak, nobete yatkinligi artiracagi 6ne siiriilmiistiir'?®.

Nobetler beyinde inhibitor siirece oranla, eksitator siirecte artma sirasinda
olusurlar'?®, Bircok epilepsi tiiriiniin asir1  glutamaterjik  sinaptik ileti
anomalisinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir'?’. Glutamatin etkilerine N-metil-
D- aspartat (NMDA), Alfa-Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-izoazol Propionik Asit
(AMPA) ve Kainat reseptorleri aracilik etmektedir. Epilepsili hastalar ve hayvan
modellerinde glutamat ve aspartat diizeylerinin arttig1 gosterilmistir!?’.

Beyin dokusunda glial hiicreler, nérotransmitter konsantrasyonunu ve hiicre
dist iyon dengesini saglarlar. Normal noronal aktivitenin siirdiiriilebilmesi i¢in
hiicre disi sividaki iyon dengesinin optimal olmasi gerekir®®. Sodyum ve
potasyum kanallarindaki mutasyon veya degisiklikler ndrotransmisyonu

117

degistirmektedir". Membranlarin iyon kanallarindaki bozukluklarin PDK’ya yol

128129130 Baz1 epilepsi tiirlerinde iyon

acabilecegi lizerinde durulmustur
kanallarnin islevlerini diizenleyen genlerde anormallikler gosterilmistir, NMDA
reseptorleri, kainat reseptorleri, Ca*? kanallari nobet olusumunda ayri ayri
suclanmistir™®l, Ayrica gen mutasyonlar1 anormal iyonik kanal fonksiyonlarina

132 iyon

neden olabilmekte ve anormal ag baglantilarina yol agabilmektedir
kanallarindaki mutasyonlar eksitator ve inhibitér norotransmisyon dengesini
degistirmekte, eksitatdr nérotransmisyonun artmasina ya da inhibitdr fonksiyonun

kaybina neden olmaktadir!®,
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Mitokondriyal diizeyde olusan bozukluklar (enerji tretimi, apoptozis
kontrolii, norotrasmitter liretimi) hem nobet gelisiminde rol oynamakta hem de
nobet sonrasi beyin dokusunda olusan hiicre hasarmin artmasma neden
olmaktadir®!3%,  Molekiiler seviyede proteinlerin konfigiirasyonlarmdaki
degisiklikler presinaptik ve postsinaptik Ca*? dengesini degistirerek sinaptik
baglantilar1 etkiler. Boylece iyonik mikrogevrede degisen pH dengesi noronal
enerji metabolizmasini degistirir. Buna eslik eden glial doku degisimleri sonucu
transmitterlerin aktivasyon-deaktivasyon’u bozulur ve noronal atesleme paternleri
farklilasir’®®. Na*-K* pompasi hiicre i¢i Na* ve Ca*2 miktarin1 diizenlemektedir.
Hiicre igi Ca*? artis1 hiicre hasarinin en énemli gdstergesi olup, ndrotransmitter
saliverilmesini ve sinaptik iletiyi bozmaktadir'®’. Epileptik ndbetlerin olusumunda
en onemli ‘pacemaker’ kabul edilen hipokampus CA3 piramidal hiicrelerindeki
Ca*? artigmin  NMDA  reseptorlerinin  aktivasyonuna neden  oldugu
gosterilmistir'®’.

Temporal lob yapilarindan o6zellikle hipokampus, amigdala ve piriform
korteks, nobet olusturan veya epileptogenezisi tetikleyen beyin hasarina en duyarh
olan bolgelerdir’®. Hipokampal kesitlerde muskarinik asetilkolin  (ACh)
reseptOrlerinin  uyarilmasiyla senkronize néronal bosalim paterni olustugu
gosterilmistir. Nikotinik ACh reseptor aktivasyonunun ise hem eksitator hem de

139

inhibitdr modiilatorleri etkileyebilecegi diistiniilmektedir Norokimyasal

kanitlar presinaptik nikotinik ACh reseptorlerinin aktivasyonunun ACh, GABA
ve  glutamat  gibi  ndrotransmitterlerin  saliverilmelerini  artirdigini

139

gostermektedir=". Kolinerjik modiilasyondaki degisikliklerin epileptik temporal
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kortekste nobetleri tetikleyebilecegi belirtilmistir**”. Ayrica kolinerjik baskilama

sonrasinda, nobet hassasiyetinin  ve hipokampal nobet aktivitesinin - de
bildirilmistir41142,

‘Pacemaker’ hiicreler tam olarak bilinmeyen nedenlerle, artmis uyarilma ve
anormal ateslenme 6zelligi gosterirler, ¢evresindeki hiicreleri de bu ateslenmeye
ortak edebilirler. Epileptojenik odak olarak adlandirilan bolgelerde ‘pacemaker’

hiicreler yer almaktadir. Epilepsili hastalarin beyinlerinde genellikle hipokampus

piramidal hiicrelerin CA néronlarmin ‘pacemaker’ merkezler olabilecegi kabul

edilmektedir*3,

2.1.8. ilag Tedavisi

Antiepileptik ilaglar (AEI) epileptogenez siiresince beyinde olusan kronik
hipereksitabilite iizerine etkilidirler. Bununla birlikte patolojik hiicreler iizerinde
inhibisyonu artirarak epileptik ndbetin ortaya ¢ikmasini dnlerler. Bu nedenle AEI
tedavisi  yalnizca semptomatik olmakta, hastaligin  kendisini  tedavi
etmemektedir’**, AEI tedavisinde monoterapi ile hastalarin yaklasik %601
nobetsiz hale getirilebilir'®®. Hastalarin  %30-40’1nda  monoterapi ile ndbet
kontrolii saglanamaz ve kombinasyon tedavisi gerekirl46:147,

AET’larin baglica etki mekanizmalar1 bes ana grupta toplanabilir:

1-N6ron membraninda yer alan voltaja bagli Na® kanallarin1 bloke ederek,
yiiksek frekansli tekrarlayici aksiyon potansiyellerinin ateslenmesini engellerler:

karbamazepin, fenitoin, lamotrigin, okskarbazepin, valproat!#814°,

2- GABA’ya bagimli inhibisyonu allosterik yolla arttirirlar: fenobarbital,
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benzodiazepin, topiramat4814°,

3- T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke ederek ndbeti engelledigi diisiiniilen:
etosiiksimid'48149,

4- GABA transaminaz inhibisyonu yapan: vigabatrin4.149,

5- Eksitatdr aminoasit olan glutamatin reseptoriinii bloke ederek ya da bizzat

glutamatin saliverilmesini inhibe ederek etki edenler: topiramat, lamotirigin4814,

2.1.9. Deneysel Epilepsi Modelleri
Giiniimiize kadar gelistirilmis birgok epilepsi modeli bulunmaktadir'%1*,
Epilepsi modellerinin higbirisinin tam olarak klinik epilepsiyi yansitmamasi ve
her nobet icin farkli bir model gerekmesinden dolayr ¢ok sayida model
gelistirilmistir. Ideal epilepsi modeli kolay ve etkili olarak iiretilebilmeli
(disik oOliim orani, yiiksek oranda spontan nobetli hayvan), epilepsinin
davramgsal, elektrografik ve anatomik karakteristiklerine sahip olabilmelidir™.
Hayvan epilepsi modelleri, nobet hakkindaki sorularin agiklanmasi, beynin
elektriksel aktivitesinin hiicresel ve molekiiler boyutta incelenmesi, tedavi edici
yontem ve ilaglarin  denenip  gelistirilebilmesi i¢in  yaygin  olarak
kullanilmaktadir®®!,

‘Kindling’, kimyasal ya da elektriksel uyaranlarin tekrarli uygulanmasiyla
konviilsiyon aktivitesinin olusturulmasidir. Epilepsi ve epileptogenezisin deneysel
modelini olusturur’®1%%, Kimyasal uyaran olarak pentilentetrazol, kainik asit,

pikrotoksin, pilokarpin, penisilin kullanilabilir. Elektriksel uyariyla kompleks

parsiyel nobet modeli olusturulurken, pentilentetrazol ile uygulanan doza bagimli
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olarak farkli nobet tipleri olusturulabilmektedir. Yiiksek ve tek doz uygulanan

kimyasal uyaranlarla da SE modeli elde edilebilmektedir!>+155:1%6.157,

2.1.9.1. Lityum-Pilokarpin Modeli

Pilokarpin, bir muskarinik asetilkolin reseptdr agonistidir. Pilokarpin modeli
ilk olarak sicanlarda limbik nobet olusturmak icin kullanilmistir*>8%. Literatiirde
pilokarpin uygulamasiyla SE olusturulmasi hakkinda cesitli protokoller kapsamli
olarak degerlendirilmistir’®"198180 Sistemik uygulama ile yetiskin siganlarda
SE baslatmak igin gerekli olan pilokarpin dozu i.p. 300-400 mg/kg’dir'6162163,
Diistik pilokarpin dozlar1 (100-200 mg/kg) nadiren kisa limbik ndbetlere neden
olabilmesine ragmen SE olusturamamaktadir'®. SE olusturabilmek icin
uygulanan pilokarpin dozu nébet gelisimini, hayatta kalmay1 ve ndropatolojiyi
onemli Olgiide etkilemektedir. SE olusturmak ic¢in kullanilan yiiksek doz
pilokarpin ayn1 zamanda yliksek 6liim oranina sebep olmaktadir, bunun sebebi
uygulanan yiiksek dozun hayvanlarda daha giiclii konviilsif nobet ve beyin hasari
olusturmasi olabilir*61:162,

Pilokarpin uygulamasindan sonra SE’un baslamasinda kolinerjik sistem etkili
olmaktadir’®, Karbakol ve oksotremorin gibi diger kolinomimetikler de nébet
indiikleyebilmekte ve néobetle indiiklenmis beyin hasar1 yapabilmektedir!®8164,
Daha sonraki calismalarda pilokarpinin SE olusturmasinin  M: muskarinik

reseptorlere bagimli oldugu gosterilmistir. Muskarinik M1 reseptor ‘knock-out’

farelerde pilokarpin uygulamasi nébet olusturmamaktadir'®®. Ayrica epileptik
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aktivite pirenzepin (M selektif antagonist) tarafindan bloke edilebildigi
gosterilmistir®®.

Hipokampal néron kiiltiirlerinde yapilan deneylerde muskarinik reseptorleri
etkileyen pilokarpinin, eksitatér ve inhibitér transmisyonda dengesizlige yol
acarak SE olusturdugu gosterilmistir'®”. Ayrica pilokarpin ile olusan ndbetten
sonra hipokampusta glutamat seviyelerinin yiikseldigi de in-vivo mikrodiyaliz
calismasi ile gosterilmistirt®1%°, Sicanlarda pilokarpinden 6nce i.p. lityum (127
mg/kg i.p.) uygunlanmasi pilokarpin dozunu yaklasik on kat azaltma olanagini
saglamistir}’®. Bu uygulama ile 6liim oraninin diistiigii gosterilmistir'®*1"t, Ne
lityum (127 mg/kg i.p.) ne de pilokarpin (30 mg/kg i.p.) tek baslarina
uygulandiklarinda anormal EEG cevaplara neden olurlar®®!t, Onceden lityum
uygulanmas1 yalnizca pilokarpinin 24 saat i¢inde uygulanmasi durumunda
etkilidir. Eger pilokarpin 24 saatten sonra uygulanirsa lityumun prokonviilsif
etkisi daha az etkili olur. Pilokarpinin 48 saatten sonra uygulanmasi ise nobet
olusturmaz®®®. Siganlarda lityum-pilokarpin ve pilokarpin modelleri benzer
davramigsal, noropatolojik ve EEG degisiklikleri olusturmaktadir'®. Lityum-
pilokarpin modeli ilaveten modifiye edilmistir; lityum uygulanan sicanlara tek doz
30 mg/kg pilokarpin uygulandiginda 6liim oran1 %45 iken, 10 mg/kg pilokarpinin
SE olusana kadar 30 dakikalik araliklarla uygulanmasi oliim oranimi 7%’ye
diisiirmiistiir'”®. Diisiik 6liim orani pilokarpinin titre edilerek uygulanmasina

dayanmaktadir; sicanlarin pilokarpinin  konviilsif etkisine karsi bireysel

farkliliklar titrasyon ile daha uygun hale gelmektedir. Lityum-pilokarpin modeli
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ile titrasyonlu lityum-pilokarpin modeli arasinda SE olusturma bakimindan
anlaml1 bir fark bulunmamaktadir!’,
Epilepsinin altinda yatan hiicresel olaylarda ACh islevinin 6nemli oldugu

174 Kolinerjik sistemin nobet aktivitesini

cesitli caligmalarla gosterilmistir
tetikledigi ve direkt eksitotoksik potansiyele sahip olmamasina ragmen, glutamat
ve aspartat gibi noronal hasar yapabilen eksitotoksik mekanizmalar1 uyararak
nobet aktivitesinin siirdiiriilmesinde rol oynamaktadir'®:1">176  Pilokarpinin

sicanlarda statusa doniisen ndbetlere yol actigi gosterilmistir'®e,

2.2. Glial Hiicreler

SSS ¢esitli  hiicrelerden olusmustur. Bunlar uyarilabilir noronlar ve
uyarilamaz glia hiicreleri olarak iki ana gruba ayrilir. Noronlar beyindeki toplam
hiicrelerin yaklasik %10’unu olusturur'”’. Geriye kalan glia hiicreleri beynin
gelisimi ve devamlilig1 igin &nemli rol oynarlar’8179180.181 yapisal destek,
noronlarm  yalitimi, immun siirveyans, metabolik destek ve gelisimin
yonlendirilmesi gibi bir dizi 6nemli gorevi yerine getirirler!’8179180.18L182 " Gijg|
hiicreler kendi aralarinda mikroglia ve makroglia olarak siniflandirilabilir.
Mikroglialar beynin immun kompetan hiicreleri iken makroglia hiicreleri
oligodendrositler, astrositler ve ependimal hiicreler olarak gruplandiriimaktadir®®,
Oligodendrositler néron aksonlarmin miyelin kiliflarin1 yaparken(183) ependimal
hiicreler beyin ventiriikiillerinin duvarin1 olustururlar. Astrositlerin ise cesitli

yapisal ve metabolik fonksiyonlari vardir!’"184,
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Sekil 3. Beyin hiicrelerinin sematik resmi?
2.2.1. Mikroglia
Beynin immun kompetan hiicreleri olan mikroglialar ilk olarak 1932°de del

Rio-Hortega tarafindan tanimlanmistir'®

. Mikroglialar periferik makrofajlarin
birgok Ozelligine sahip olmalarina ragmen elektrofizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri ile farklidir'®®. Mikroglialar nérotropik faktdrler ve anti-inflamatuvar
sitokinleri salivererek sinaptik plastisiteyi desteklerler'®0186.187  Beyin hasari ya
da immiinolojik uyarilar ile aktif hale gelerek pro-inflamatuvar proteinler ve
reaktif oksijen tiirlerini  (ROS) sentez eder ve néronal hasara yol
acabilirler!®8189.190

Saglikli beyinde mikroglialarin dallanmis morfolojide ‘dinlenme’ durumunda

oldugu bildirilmistir. Fakat bu ‘dinlenmekte’ olarak tanimlanmis mikroglialar
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inaktif degildir ve siirekli olarak yakin cevrelerini izlemektedirler'®,

Mikroglialarin membranlar1 ekstraselliiler alandaki cisimleri ve pargaciklari
algilayabilen ve siniflandirabilen ¢esitli reseptorlerle donatilmistir'®. Aktive
edilen reseptoriin tipine gore farkli sinyal yolaklar1 ile cevap verirler.
Mikroglialarin uyaranlara tepkisi aktivasyon olarak tanimlanir ve aktivasyonun
derecesi normal cevaptan, norotoksik asir1 aktivasyona kadar degiskenlik
gosterebilir’®®®,  Aktive olduklarinda dallanmis morfolojiden amibimsi
morfolojiye gecerek motilite ve fagositoz yapabilme oOzellikleri kazanirlar'®®,
Apoptotik hiicreleri ya da hiicre kalintilarin1 fosfotidilserin reseptorleri ile tanirlar
ve bunlari fagosite ederken eszamanli olarak TNF-B gibi anti-inflamatuvar

sitokinleri saliverirler!®?.

Bu islem yararli olan olgiilii aktivasyon olarak
siniflandirilabilir. Diger yandan bir¢cok patojen ‘toll like’ reseptorleri tetikleyerek
TNF-a , IL-1B, NO ve ROS gibi proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesine
neden olurlar'®%!, Mikroglialarin regiilasyonunda diger bir yol da siirekli olarak
cevresel hiicrelerden gelen ve normal noronal aktivite bilgisini ileten yatigtirict
sinyallerdir. Cevresel hiicrelerden saliverilen ndrotransmitterler ya da proteinler
mikroglialardaki uygun reseptorlerine baglanarak mikroglialarin aktivasyonunu
inhibe ederler”189192193 " Ngronal biitiinliikteki herhangi bir bozulma bu yatistirict
sinyallerde aksamaya neden olur ve mikroglia aktivasyonu meydana gelir’. Bu
ozellikleri, mikroglialarin herhangi bir kargasada spesifik reseptorlerin
aktivasyonuna gerek kalmadan tepki verebilmelerini saglar’

Strese maruz kalindiginda ya da diger hiicrelerden hasar sinyalleri

algiladiklarinda mikroglialar akut olarak aktive olur ve profilerasyona ugrarlar.
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Ayrica bu bolgelere gog¢ ederek anti-iflamatuvar sitokinleri ve anti-inflamatuvar
kemokinleri salivererek noroprotektif etkiye neden olurlar'®. Eger mikroglialar
tarafindan saglanan destek yeterli olmazsa ve hasarli hiicreler kurtarilamazsa
mikroglialar fagositoz ile kalintilar1 temizlerler!®®. Eger hasarl hiicrelerden aktive
edici sinyaller devamli olarak saliverilirse mikroglialar kronik olarak aktif hale
gelirler. Bu asir1 aktivasyon durumunda mikroglialar TNF-a ve IL-1p gibi
pro-inflamatuvar maddelerle birlikte ¢evresel ndronlara hasar verebilecek ROS ve
NO gibi maddeleri de devamli olarak iiretip saliverirler’®®1%, Uzamis asin
aktivasyon mikroglialarda yaslanmaya neden olur ve arkasindan mikroglial

dejenerasyon gelisir'®. Bu 6zelliklerinden dolayr mikroglialarin  birgok

189 parkinson

norodejeneratif hastalikta nedensel ve yayginlastirici rolleri vardir
ve Alzheimert®191% Multipl Skleroz (MS) ve Insan Bagisiklik Yetmezlik

Viriisi  (HIV)’niin neden oldugu hastaliklara eslik eden ndrokognitif

bozukluk!®19 yaninda felg gibi durumlarda da rol oynarlar!®’.
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Kimyasallar ve elektriksel uyarilarla tetiklenen nobetlerde beyinde glial
hiicrelerin zengin sitokin kaynagina doniistiigii bilinmektedir!'"18, Epileptojenik
sireclerde beyinde glial hiicrelerin inat¢1 bir sekilde aktive oldugu
bildirilmistir>'*°. Beynin yerlesik immun hiicreleri olan mikroglialar deneysel
epilepsi modellerindeki inflamatuvar siireclerde de etkilidir®" 1%, Cesitli in vitro
calismalarda glutamat, NMDA, kainik asit gibi eksitotoksinlerin mikroglial
aktivasyonu ve proliferasyonu indiikledigi bildirilmistir?®2%,  Mikroglial
aktivasyon yiiksek miktarda saliverilen IL-1p ve TNF-a ile iliskilendirilmistir!®,
Kainik asit, pilokarpin ya da elektriksel uyari ile olusturulan epilepsi modellerinde
mikroglial aktivasyonun SE’den sonraki ilk 24 saatte ortaya c¢iktig1

202,203,204 K|linik kanitlar epileptojenik beyin bélgelerinde kronik

gosterilmistir
mikroglial aktivasyon oldugunu gdstermektedir?®. Mikroglial aktivasyonun
seviyesi ile nobetlerin sikligi ve siiresi arasinda pozitif bir korelasyon
mevcuttur?®27, Kemirgenlerde yapilan calismalar aktive olmus mikroglialarin
néromodiilator ozellikleri ve proinflamatuvar molekiilleri salivermeleri ile ndbet
esigini diisiirdiigiinii gostermistirt®®,

2.3. 5100 Proteinleri

S100 proteinleri Ca?* modiile eden proteinlerden EF-el tipi multijenik bir
protein ailesidir. Intraseliiler ve ekstraseliiler bircok diizenleyici aktivitesi
vardir®®, flk olarak sigir beyninden saflastirilan bu protein ailesi nétral pH’da

amonyum siilfat soliisyonunda %100 ¢oziinebilir olmasindan dolayr S100 olarak

isimlendirilmistir’®. S100 ailesindeki proteinler bircok efektdr proteinle
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etkilesime girerek enzim aktivitelerini diizenler, hiicre iskeletinin yapisal
dinamiklerini etkiler, hiicre biiylimesini-farklilasmasini, motiliteyi ve hiicre
dongiisiinii  diizenler. Bunlarla birlikte Ca?* hemostazin1 da saglar?C,
Ekstraseliiler S100 proteinleri inflamatuvar hiicrelerde, noronlarda, astrositlerde,
mikroglialarda, endotelyal ve epitelyal hiicrelerde regiilator etkilidir. RAGE (Ileri
glikasyon son friinleri i¢in reseptér), S100B ve S100A12 proteinlerinin
inflamatuvar hiicrelerde ve noronlardaki etkisini artiric1 potansiyel bir reseptor
olarak tanimlanmistir?®®, Bunun yaninda, S100 proteinleri ile etkilesebilen baska
hiicre yiizey molekiilleri de bulunmustur. Sonu¢ olarak S100 proteinleri cesitli
hiicresel  aktivitelerin  diizenlenmesinde rol alan c¢ok  fonksiyonlu
proteinlerdir?%®2t,

S100 proteinleri hiicrelerde dimerler seklinde bulunurlar ve iki tane Ca?*

baglama bolgeleri vardir. Kalsiyum, C terminal bolgesine daha yiiksek afinite ile

baglanirken N terminal bolgesine olan afinitesi daha azdir?2,
L1 H L2
M nn oD, 1 ' c
ATV AVIIIO,
HI HII H 111 H IV

Sekil 5. S100 proteininin sekonder yapisi, L1-L2 kalsiyum baglama bélgeleri,
tersiyer yapida katlanacak olan heliksler?'?

Bazi S100 protein ailesi iiyeleri Ca?* yaninda Zn?" da baglarlar®®?'4, Ayrica
S100B ve S100A5 Cu?* baglama ozelligine de sahiptir?®2!®, Hiicre icerisinde,
S100 protein dimerleri, iki monomer seklinde non-kovalent bagli olarak
bulunurlar?’.  S100 proteinlerinin  dimerizasyonu, biyolojik aktivitelerini

gdstermeleri bakimindan 6nemlidir. Ca®* baglandiginda heliks yapis1 degisir?*821°,
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Her bir S100 monomerinin Ca?" baglama bolgesi hedef protein i¢in baglama
bolgesi barindirir ve S100 dimerleri hedef proteinleri baglayabilir. S100
proteinlerine bu hedef proteinlerin baglanmasi S100 proteininde giiclii bir

indirgenme meydana getirir. Bu durum helikslerin yapisal degisimlerinden

kaynaklanir?4220,
Ca™-bagh e T
5100 dimer ( Hedef %
". HE‘dEf - -

“. Protein

Sekil 6. S100 proteini ve hedef protein??

S100 proteinlerinin hedef proteinlerinin bazilar1 kesfedilmisken diger
fonksiyonel proteinlerle in vivo etkilesimleri halen arastirilmaktadir?'4,

14 tane S100 geni kromozomal anomalilerin bir kisminin meydana geldigi
insan 1g21 kromozomunda bir gen kiimesi olarak bulunmustur'®. Bu durum bazi
S100 proteinlerinin  diizensiz saliverilmesi ile neoplaziler arasinda iligki
olabilecegini diisiindiirmiistiir'®>. Son zamanlarda akut inflamatuvar lezyonlar,
kardiyomiyopati, Alzheimer ve ndrodejeneratif hastaliklar: da i¢eren hastaliklarla
iligkisi, dikkatleri bu protein ailesinin iizerine ¢ekmistir. Hastalarin sag kalima,

sonuclar1 ve klinik tedavinin tahmini belirteci olarak bu hastaliklarin tanisinda

onemli olduklar1 bildirilmistir®,

2.3.1. S100B
SSS’de S100 protein ailesinden en fazla S100B bulunmaktadir, insan

beynindeki toplam S100 proteinlerinin %96’s1 S100B’dir??t. S100B hiicre icinde
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bir Ca?* reseptorii, hiicre disinda ise bir noropeptit gibi fonksiyon gosterir???2%,

S100B astrositler tarafindan {iretilip saliverilir ve noronlar ve glial hiicreler

23,224,225

tizerinde otokrin ve parakrin etkiler gosterir Hiicre i¢inde hiicre

proliferasyonunu ve migrasyonu stimule ederken apoptozis ve farklilasmay1

226

inhibe eder. Bu durum beyin gelisimi ve onarimi i¢in Onemlidir®®. Bazi

enzimlerin regiilasyonunda da islev goriir. Beyin hasari ve norodejeneratif

226

hastaliklarda ise astrositleri aktive eder-®. S100B hiicre i¢i sinyal iletimini,

hiicreler arasi iletisimi, enerji metabolizmasii ve hiicre biiyiimesini diizenler??’.
Bunlarla birlikte astrositlerdeki Ca?* hemeostazinin regiilasyonu diger bir 6nemli
hiicre i¢i fonksiyonudur??,

Hiicre i¢i Ca®" ile Zn?* konsantrasyonlarindaki artis glial hiicrelerden
vezikiiler transport ile SI00B’nin ekstraseliiler ortama saliverilmesine neden olur.
S100B, ekstraseliiler ortamda sitokin benzeri fonksiyonlar gosterir’®. Bu
fonksiyonlart ¢ok giiglii bir sekilde konsantrasyon bagimhidir; nanomolar
seviyelerde noroprotektif bir fonksiyon gostererek ndral sag kalimi, dentrit ve
aksonlar stimule ederek destekler. Fakat mikromolar konsantrasyonlarda néronal
apoptozisi indiikler, pro-inflamatuvar sitokinleri ve strese bagl inflamatuvar
enzimleri aktive eder?®%212%2  S100B’nin hiicre dis1 aktiviteleri néronlar,
astrositler, mikroglialar, makrofajlar ve diger hiicreler iizerine etkilidir??®,
Ektraseliiler yiiksek S100B konsantrasyonlart Alzheimer, MS, amiyotrofik

lateral skleroz (ALS), sizofreni, epilepsi ve travmatik beyin hasari gibi cesitli

ndrolojik hastaliklarla iliskilendirilmistir??2?2323, Doz-bagimli olarak nérotropik
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veya norotoksik etki gosterir. Bu etkiler beyinde RAGE vasitasiyla
gerceklesir?>231234,

S100B, nérotoksik etkisini apoptozu indiikleyerek olusturur®*2%, S100B’ nin
mikromolar konsantrasyonlart RAGE ile etkilesime girerek ROS’larin artmasina
yol agar. Buna bagli olarak da sitokrom-C saliverilmesi gergeklesir ve kaspaz
kaskadim indiikleyerek apoptotik noronal hiicre dliimiine neden olur®. L-tipi Ca?*
kanallarinin gegirgenligini arttirarak ve bir dizi apoptoz genini (c-fos, c-jun, bax,
bcl-x) ‘up-regiile’ ederek de apoptozu indiikler?36:27,

S100B’nin mikromolar konsantrasyonlari mikroglia hiicre kiiltiirinde NO
saliverilmesinin stimiilasyonunda LipitA ve IF-y ile birlikte ¢alisir. Bu bulgular

S100B’nin mikroglialarla aktive olan ndrodejenerasyon ve inflamatuvar beyin

hastaliklarindaki noropatolojik degisikliklerle iliskili oldugunu

diisindiirmektedir?®.
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Sekil 7. S100B’nin intraseliiler ve ekstraseliiler fonksiyonlar1?*®
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Normal S100B seviyelerinin epileptojenezi zayiflattigi, yiiksek S100B
konsantrasyonlar1 ile temporal lob epilepsisinin siddeti arasinda ise bir iliskinin
bulundugu bildirilmistir?®*?4, Inatc1 temporal lob epilepsisi bulunan hastalarin
cerrahi sonrasinda neokorteks kesitlerinde S100B immiinoreaktif astrositlerin ti¢
kat arttig1 bildirilmis ve S100B’nin epilepsi patofizyolojisinde rolii olabilecegi
diisiiniilmiistiir®*!. Sicanlarda gelisim sirasinda lityum-pilokarpin ile indiiklenen
SE ile uzun siiren davranigsal anormalliklerin beyin omurilik sivisinda yiikselen

S100B seviyeleri ile iliskili olabilecegi de bildirilmistir?*.

2.4. Glukagon Benzeri Peptid-1
GLP-1, bagirsak L-hiicrelerinde {iretilen pre-pro-glukagon gen firiinii bir
petpit olup serbest yag asitleri ve karbonhidrat gibi besinlere cevap olarak

saliverilen ana inkretin hormonudur?*

. Dolagimdaki yarilanma 6mrii sadece 1-2
dakikadir, hizli bir sekilde dipeptidil peptidaz IV (DPP-1V) enzimi ile de-aktive
edilir?*,

GLP-1R pankreas, beyin, kalp, bobrek, mide ve gastrointestinal sistem gibi

245

cesitli doku ve organlarda bulunmustur“®. Bu doku ve organlarda cesitli etkiler

olusturur®*®

. Hormonun ana etkisi glisemik kontrol iizerinedir. Insiilin sentezini ve
glukoza bagl saliverilmesini arttirir. Ayrica glukagon sentezini ve mide
bosalmasii inhibe eder?’. GLP-1’in pankreas beta hiicrelerinde proliferasyonu
indiikledigi  ve insiilin  sensitivitesinin ~ restrorasyonunu  sagladigi

bulunmustur?*®24°, GLP-1 agonisti ekzentin ve liraglutid klinikte tip 2 diyabet

tedavisinde kullanilmaktadir®C. Etkisinin kan glukoz konsantrasyonuna bagimli
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olmasi insiiline gore avantaj saglar. GLP-1’in hipotalamusta tokluk ve istah
kontrolii iizerinde rolii oldugu ve diyabet hastalarinda aterosklerozun baglama
noktasi olan endotelyal disfonksiyonu azalttig1 gosterilmistir®>1252,

SSS’de niikleus tractus solitarinin kaudal kisminda kiiciik bir noron

253 Ogrenme ve bellek ile ilgili

populasyonunda GLP-1 sentez edilir ve saliverilir
mekanizmalarda GLP-1’in rol oynadigina dair baz1 kanitlar vardir®®*. Sicanlarda
GLP-1’in intraserebroventrikiiler inflizyonu O6grenme ve bellek olusumunu
kolaylastirmaktadir®*. Fare modellerinde de 6grenme ve bellek iizerinde olumlu
etkileri vardir®. Bazi caliymalarda GLP-1’in néroprotektif roliiniin oldugu
bildirilmistir. Sigan hipokampus néronlarinda pB-amiloid seviyelerini azalttigi ve
glutamatla indiiklenen apoptozise karsi koruma sagladigi gosterilmistir*h?,
Glutamat reseptdrlerinin asir1 aktivasyonu ile olusan eksitotoksik noron oliimii

GLP-1 ile engellenebilmistir?®,

Ayrica fare nobet modellerinde goriilen
eksitotoksik beyin hasarma kars1 koruyucu etkisi gdzlenmistir®®. Parkinson
modellerinde ndrogenezi uyardigi ve sican diyabet modelinde bir DPP-IV
inhibitérii olan vildagliptinin néron degenerasyonuna karst koruyucu oldugu
belirtilmistir®®"?°8, Noronlarda oksidatif stres kaynakli apoptozisi de engelledigi

gosterilmistir?®®

. Sican ve fare Alzheimer modellerinde GLP-1 analoglarinin
sinaptik plastisiteyi korumada ve uzun siireli potansiyalizasyon (LTP)’un
gelismesinde olumlu etkilerinin bulundugu gosterilmistir?®°2%1, Bu veriler nedeni

ile GLP-1 norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici bir ajan olarak

goriilmektedir.
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2.5. Liraglutid

Liraglutid GLP-1’in sentetik analogudur ve GLP-1 ile % 97 homoloji
gostermektedir®>°34, Tip 2 diyabet tedavisinde kan glukoz diizeyinin regiilasyonu
icin kullanilmak iizere onay almistir®°%°7%8 GLP-1 ve liraglutidi de i¢ceren GLP-
1 analoglar1 kan beyin bariyerini gegebilmekte, néronal progenitor hiicrelerde
proliferasyona neden olmakta ve apoptozisi inhibe edebilmektedir®60662 GLp-
1R’lG beyinde baslica korteks ve hipokampustaki piramidal noronlar ve
serebellumdaki purkinje néronlar1 gibi biiyiik noronlarda eksprese edilir??, Glia
hiicreleri inflamasyona cevap olarak aktive olmadigi siirece GLP-1R eksprese
etmezler®®. Liraglutid noron kiiltiirlerinde apoptozisi azaltabilmekte, hiicre
boliinmesini artirabilmekte ve stres etkenlerine kars1 koruyucu olabilmektedir?.
Liraglutidin farelerde 6grenme ve bellegi gelistirdigi, fare Alzheimer modelinde
norodejenerasyona karsi koruma sagladigi, ndrogenezi indiikledigi ve sinaptik
kayb1 azalttig1 bildirilmistir?®,

Liraglutidin  yarilanma Omrii 13 saattir giinde tek doz olarak
uygulanabilmektedir?®®. Subkutandz enjeksiyonla uygulandiginda yavas olarak
absorbe edilir ve maksimum plazma konsantrasyonuna 10-12 satte ulasir. Kan
dolagimina gegtiginde serumda albiimine baglanir ve DPP-4 ile renal klerensin
eliminasyon etkisinden korunur?®. Bulant1 ve kusma en sik gériilen yan etkisidir.

Epileptik nobetlerin de SSS’de noronal hasara yol agtig1 kanitlanmis olmakla

beraber GLP-1 veya analoglarinin noroprotektif etkisi bu alanda hig

incelenmemistir.

34



2.6. GFAP

GFAP astroglialara 6zgii Tip Il ara filament proteinidir. Ara filament
proteinler, 6karyotlarda bulunan 8-10 nm’lik fibr6z proteinlerdir; hiicre iskeletinin
olusmasi, sitoplazmik alan organizasyonu, mitoz ve hiicre hareketinin

saglanmasinda rol oynar. Astrositin sekil ve mekanik dayanikliligini saglar®®’.

GFAP gesitli uyarilara yamt olarak fosforile olur?®®

. Hiicre yap1 ve hareketi, sinyal
iletimi, mitoz, kan-beyin bariyerinin fonksiyonel olmasi gibi birgok hiicresel
olayda rolii vardir. Olgun hiicrelerdeki GFAP fonksiyonlar1 ‘knock-out’ fare
caligmalari ile ortaya konmustur. Bu farelerde hipokampus ve spinal kordun beyaz
maddesi olusmaz. Ayrica, astrosit fonksiyonlar1 bozuktur, miyelinizasyon

269

anormaldir ve kan-beyin bariyeri bozulmustur=. Antisens RNA c¢aligsmalarinda

GFAP igermeyen astrositlerin noronlar ile baglanti olusturmadiklar saptanmustir,
ayrica Purkinje hiicre iletiminin devamhiliginda énemli oldugu gdsterilmistir?’,
Glial hiicre hasarma yol agan bir¢ok durumda GFAP regiilasyonu bozulur. Akut
serebral hasar sonrasi GFAP saliverilir ve hasarli olan kan-beyin bariyerini
gecerek dolagima ulagir. Iskemik inme sonrasinda serum GFAP diizeyleri
yiikselir, bu artis beyindeki infarkt alami ile paralellik gosterir?’®. Intraserebral
kanama sonras1 serum GFAP diizeyi hizla artar?’?. Subaraknoid kanama sonrasi
akut donemde serum GFAP konsantrasyonu ile beyin hasarinin siddeti arasinda
korelasyon saptanmistir’’®, Astroglial timérlerde serum GFAP’nin yiikseldigi
bildirilmistir’’*. GFAP fokal beyin hasarinin uzun siireli izlemi ve prognoz
tayininde dnemlidir?™. Literatirde GFAP’1n epilepside yiikseldigini rapor eden

calismalar mevcuttur®81%7,
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2.7. OX-42

OX-42, mikroglialarin CDI11b’lerine kars1 bir antikordur?’®, 0X-42
antikorlart CD11b olarak da bilinen ve bir yiizey molekiilii olan kompleman 3
reseptoriiniin - ekspresyonundaki  “upregiilasyonu” tespit edebilmektedir. Bu

molekiil adezyon, migrasyon ve fagositoz ile iliskilendirilmistir?’’.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Calismada Hacettepe Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve
Deneysel Arastirma Merkezi’nden saglanan 200-250 gram agirhiginda, 27 adet
Spraque-Dawley irki, erkek siganlar kullanildi. Siganlar, laboratuvar ortaminda 8
giin siiresince 12 saat aydimlik, 12 saat karanlik déngiisiinde ve 20+2 °C’lik
sicaklikta tutuldular. Tiim sicanlarin su ve besine serbest erisimi saglandi.

SE grubunda lityum-pilokarpin ile SE indiiklendi. Sicanlara pilokarpin
enjeksiyonundan 24 saat once lityum kloriir (127 mg/kg i.p.) uygulandi.
Pilokarpin 30 dakika arayla (30 mg/kg i.p.) ve (10mg/kg i.p.) olarak iki doz
uygulandi. Ayrica pilokarpinden 30 dakika once kolinerjik yan etkileri ortadan
kaldirmak igin siganlara metilskopolamin-bromiir (1 mg/kg i.p.) verildi. SE olusan
sicanlarda SE siiresi diazepam (10 mg/kg i.p) ile kontrol altina alindu.
SE+Liraglutid grubu i¢in ayni deney protolii liraglutid varliginda tekrarlandi.

Calismada kullanilan siganlar 4 gruba ayrildi.

1- Kontrol grubu (n=6) : Bu gruptaki hayvanlara ilk yedi giin herhangi bir

islem uygulanmadi.

8. giin 0. Dakika: Tiyopental ile anestezi yapilan si¢anlardan intrakardiyak
yoldan yaklasik 5 ml kan alindi, 10 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilen kanlarin
serumlar1 alind1 ve S100B tayini i¢in -80 °C’de muhafaza edildi. Sakrifiye olan

sicanlarin hipokampuslari ¢ikarilarak fiksatif soliisyona konuldu.
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2- Sham grubu (n=6) :

1.giin 0. Dakika: Lityum Kloriir yerine ¢oziiciisti olan SF (127 mg/Kkg, i.p.)
uygulandi.

2.giin 0. Dakika: Metilskopolamin-bromiir (1 mg/kg, i.p.) uygulandi.

2.giin 30. Dakika: Pilokarpin yerine ¢oziiciisii olan SF (30 mg/kg, i.p.)
uygulandi.

2.giin 60. Dakika: Pilokarpin yerine ¢oziiclisii olan SF (10 mg/kg, i.p.)
uyguland.

2.giin 90. Dakika: Diazepam (10 mg/kg, i.p.) uygulandi.

3.,4.,5, 6., ve 7. giinlerde herhangi bir islem uygulanmadi.

8.giin 0. Dakika: Tiyopental ile anestezi yapilan siganlardan intrakardiyak

yoldan yaklasik 5 ml kan alindi, 10 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilen kanlarin
serumlar1 alind1 ve S100B tayini i¢in -80 °C’de muhafaza edildi. Sakrifiye olan

sicanlarin hipokampuslari ¢gikarilarak fiksatif soliisyona konuldu.

3- SE grubu (n=6):

1.giin 0. Dakika: Lityum kloriir (127 mg/kg, i.p.) uygulandi.

2.giin 0. Dakika: Metilskopolamin-bromiir (1 mg/kg, i.p.) uygulandi.

2.giin 30. Dakika: Pilokarpin (30 mg/kg, i.p.) uygulandi.

2.giin 60. Dakika: ilk pilokarpin uygulamasindan 30 dakika sonra (10
mg/Kkg, i.p.) dozunda ikinci bir pilokarpin dozu uygulandi.

2.giin 90. Dakika: Nobetleri sonlandirmak i¢in ilk pilokarpin dozundan 60

dakika sonra diazepam (10 mg/kg, i.p) uygulandi.
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3., 4., 5., 6., ve 7. glinlerde biitlin siganlara 6liim oranini azaltmak i¢in 09:00-
10:9 ve 16:99-17:%° zaman dilimlerinde giinde 2 defa 5 ml subkutan enjeksiyon ile
SF ve gavaj ile yaklasik 1 ml TPN soliisyonu verildi.

8.giin 0. Dakika: Tiyopental ile anestezi yapilan siganlardan intrakardiyak
yolla yaklasik 5 ml kan alind1 ve 10 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilerek serum
elde edildi. S100B tayini i¢in -80 °C’de muhafaza edildi. Sakrifiye olan sicanlarin

hipokampuslar1 da ¢ikarilarak fiksatif soliisyona konuldu.

4- SE + Liraglutid grubu (n=6) :

1.giin 0. Dakika: Liraglutid (50 pg/kg, i.p.) uygulandi.

1.giin 60. Dakika: Lityum kloriir (127 mg/Kg, i.p.) uygulandi.

2.giin 0. Dakika: Liraglutid (50 pg/kg, i.p.) uygulandi.

2.giin 30. Dakika: Metilskopolamin-bromiir (1 mg/Kkg, i.p.) uygulandi.

2.giin 60. Dakika: Pilokarpin (30 mg/kg, i.p.) uygulandi.

2.giin 90. Dakika: Pilokarpin (10 mg/kg, i.p.) uygulandi.

2.giin 120. Dakika: Nobetleri sonlandirmak i¢in ilk pilokarpin dozundan 60
dakika sonra diazepam (10 mg/kg, i.p.) uygulandi.

3.,4., 5,6, ve 7. glinlerde biitiin siganlara tek doz liraglutid (50pgr/kg i.p.)
uyguland1 ve 6liim oramini azaltmak igin 09:°°-10:%° ve 16:%°-17:%° zaman
dilimlerinde giinde 2 defa 5 ml subkutan enjeksiyon ile SF ve gavaj ile yaklasik
1 ml TPN verildi.

8.giin 0. Dakika: Tiyopental ile anestezi yapilan si¢anlardan intrakardiyak

yolla yaklasik 5 ml kan alind1 ve 10 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilerek serum
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elde edildi. S100B tayini i¢in -80 °C’de muhafaza edildi. Sakrifiye olan siganlarmn
hipokampuslar1 da ¢ikarilarak fiksatif soliisyona konuldu.

Bu grupta 2 ve 4 nolu siganlar, sirasiyla deneyin 3. ve 4. giinlerinde 61dii.
Bu gruptaki deneyler 200-250 gram agirhiginda 2 adet Spraque-Dawley cinsi
erkek siganlar temin edilerek tekrarlandi ve n=6’ya ulasilmaya c¢alisildi. Ancak 2
nolu si¢an deneyin 3. giiniinde 61dii. 1 adet sican temin edilerek deneyler bir kez
daha tekrarland1 ve n=6’ya ulasildi. 4 grup igin toplam 27 sigan kullanildi. Bu

grup i¢in mortalite % 33.3 olarak hesap edildi. Diger gruplarda 6liim gézlenmedi.

3.2. Immunohistokimyasal Yontem

Kontrol, sham, SE ve SE + liraglutid gruplarina ait hipokampus ornekleri
%10 tamponlu formalinde 72 saat tespit edildikten sonra 151k mikroskop doku
takip yontemine gore takip edilerek parafine gomiildii. Alinan 5 mikronluk seri
kesitler histolojik inceleme i¢in hematoksilen-eozinle boyandilar. Astrosit ve
mikroglial hiicre aktivasyonlarinin saptanmasi i¢in GFAP ve 0X-42
immunohistokimyasi yapildi. Tiim 6rnekler Leica DM6000B 1s1k mikroskobunda
degerlendirildi ve goriintiiler DC 500 model Leica dijital kamera ile bilgisayar

ortamina aktarildi.
3.2.1. indirekt ABC Yo6ntemi

Kesitler indirekt ABC yontemi ile boyandilar. 5 mikron kalinligindaki parafin
kesitler 60°C de etlivde bir saat deparafinize edildikten sonra 2X10 dakika

ksilolde bekletildi. Dereceli alkol serilerinden (%96, %80, %70) geg¢irilerek

40



rehidrate edilen kesitler endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi igin %0.
3’ liik hidrojen peroksit soliisyonu ile nemli ve kapali bir kutuda oda sicakliginda
5 dakika inkiibe edildi. EDTA tamponu kullanilarak diidiiklii tencerede antijen
aciga ¢ikarma islemi uygulandi. PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5’ er dakika
yikanan kesitler IHC kitinin (Abcam Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB
(ABC) Detection IHC kit) Protein Block soliisyonu ile 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilerek protein blokaji yapildi. Uygun sekilde diliisyonu yapilmis primer
antikorlar (Tablo 3) kesitlere damlatildi ve nemli, kapali bir kutuda 1 gece
+4%C’de inkiibasyon sonrasinda PBS ile 3 kere 5’er dakika yikandi. IHC Kkiti
sekonder antikoru (Biotinylated Goat Anti-polyvalent) ile 10 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon sonrasinda PBS ile yikandi. IHC kiti Streptavidin
Peroxidaz’1 ile 10 dakika oda 1sisinda inkiibasyon sonrasinda PBS ile yikandi.
DAB kromojen damlatilan kesitler 11k mikroskobunda kontrol edilerek 5-10
dakika bekletildikten sonra, 45 saniye hematoksilen ile boyandilar. Dehidrate

edilen kesitler ksilolde seffaflandirildiktan sonra entellan ile kapatildilar.

Tablo 3. Kullanilan primer antikorlarin 6zellikleri ve seyreltme oranlari

Antikor Klon ad1 Kaynak izotip Seyreltme oram
GFAP Monoklonal Abcam Mouse 1gG2b | 1:250

OX-42 Monoklonal Abcam Mouse 1gG2a | 1:25
(Anti-CD11 b/c)
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3.3. Istatistiksel Yontem

Arastirma verisi “SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows
15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL)” araciligiyla bilgisayar ortaminda yiiklenmis ve
degerlendirildi. Tanimlayict istatistikler ortanca (minimum-maksimum) ile
sunuldu. Ug ve daha fazla bagimsiz grup arasindaki istatistiksel karsilastirmada
Kruskal-Wallis  Test yontemi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel
anlamliliklarda farkin kaynagimi saptamaya yonelik post-hoc bonferroni
diizeltmesiyle yapilan ikili karsilastirmalarda Mann Whitney U Testi kullanildi.
Degiskenler arasindaki iliskiler Spearman Korelasyon Testiyle degerlendirildi.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

3.3.1. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme igin immunohistokimya yapilmis 6rneklerde
GFAP immunoreaktivitesi gosteren cekirdekler ve uzantilar segilen astrositler
ile OX-42 immunoreaktivitesi gosteren ¢ekirdekler ve uzantilart segilen
mikroglialar kor 2 histolog tarafindan 40°lik mikroskop biiylitmesinde 3 alanda
sayildi ortalama degerleri alindi. Immunoreaktif hiicreler DG ve CA1 bolgelerinde

ayr1 ayr sayilarak degerlendirildiler.
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4. BULGULAR

4.1.1 Calisma Gruplarinda S100B’nin Kan Diizeyleri

Calisma gruplar1 arasinda kandaki S100B diizeyleri karsilastirildi. Kontrol
grubu ile SE + Liraglutid grubu arasinda oldugu goriildi. SE + Liraglutid
grubunun kan S100B diizeyi kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek

bulundu (p<0,001). (Sekil 8, Tablo 8.)
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X
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E 100

50

| | | |
Kontrol Sham Status Epilepsi  Status Epileptikus
+ Liraglutid

Sekil 8. Calisma Gruplarinda S100B’nin Kan Diizeyleri

*Kontrol grubu ile SE + Liraglutid grubu arasindaki fark, p<0,001
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4.1.2. Calisma Gruplarinda DG’ta OX-42(+) Astrosit Sayilari

Calisma gruplar1 arasinda DG’taki OX-42(+) astrosit sayist agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 9).

%

4-

0OX42 (+) Mikroglia Sayisi (Dentat Girus)

I | | |
Kontrol Sham Status Epileptikus Status Epileptikus
+ Liraglutid
Sekil 9. Calisma Gruplarinda DG’ta OX-42(+) Astrosit Sayilari

44



4.1.3. Calisma Gruplarinda CA1’de OX-42(+) Astrosit Sayilar

Calisma gruplar1 arasinda CAl1’de OX-42(+) mikroglia sayisi agisindan
istatistiksel karsilagtirma yapildiginda kontrol grubuyla SE grubu, kontrol
grubuyla SE + Liraglutid grubu ve Sham grubuyla SE grubu arasinda anlamli fark
oldugu saptandi (p<0,001). SE ve SE + Liraglutid grubunda CAl’deki OX-42(+)
mikroglia sayisinin Kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu bulundu.

Ancak bu gruplar kendi arasinda birbirinden farkl: degildi (p>0,01) (Sekil 10).

10 *
-
S -
7 %*
<
N
S
=
=)
<
= 4
=
*
3 =
=+
X
o

I:I.—

| | | |
Kontrol Sham Status Epileptikus Status Epileptikus
+ Liraglutid

Sekil 10. Calisma Gruplarinda CA1’de OX-42(+) Astrosit Sayilari

*Kontrol grubu ile ve “SE” grubu ve “SE + Liraglutid” grubu arasindaki fark, p<0,001.
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4.1.4 Calisma Gruplarinda DG’ta GFAP(+) Mikroglia Sayilari

Calisma gruplar1 arasinda DG’taki GFAP(+) mikroglia sayilari agisindan

istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 11).
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+ Liraglutid

Sekil 11. Calisma Gruplarinda DG’taki GFAP(+) Mikroglia Sayilar
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4.1.5. Calisma Gruplarinda CA1’de GFAP(+) Mikroglia Sayilari

Calisma gruplar1 arasinda CAl’deki GFAP(+) mikroglia sayilar1 agisindan
istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 12).
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Sekil 12. Calisma Gruplarinda CA1’deki GFAP(+) Mikroglia Sayilan
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4.1.6. Her Bir Calisma Grubunun Kendi I¢cinde OX-42(+) ve GFAP(+) Hiicre

Sayilarinin Kan S100B Diizeyleri ile Arasindaki Korelasyonun Arastirilmasi

Sadece SE + Liraglutid grubunda DG ile CA1’deki GFAP(+) astrosit sayilari
arasinda pozitif yonde istatistiksel olarak onemli, yiliksek diizeyde korelasyon

saptand1 (Sekil 13, Tablo 8).

Status Epileptikus + Liraglutid

LA
=
1

1=0.94, p=0.005

DG (GFAP (+) Astrosit Sayisi)
T 1

| I [ I | [
10 20 30 40 50 60

CA1 (GFAP (+) Astrosit Sayisi)

Sekil 13. “SE + Liraglutid” Grubunda DG ile CA1’deki GFAP (+) Astrosit

Sayis1 Arasindaki Korelasyon
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Diger bir pozitif yonde, istatistiksel olarak Onemli, yiiksek diizeyde
korelasyon SE grubunda CA1’deki OX-42(+) mikroglia sayisi ile S100B kan

diizeyleri arasinda bulundu (Sekil 14, Tablo 7).

Status Epileptikus

240

L2
[ ]
T

220

1=0.84, p=0.036

2104

2004

S100B Kan Duzeyleri (ng/L)

I I | I | [ [
3 4 5 il T § 9

CA1 (0X42 (+) Mikroglia Sayisi)

Sekil 14. “SE” Grubunda S100B Kan Diizeyleri ile CA1’deki OX-42(+)
Mikroglia Sayis1 Arasindaki Korelasyon
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Tablo 4. Kontrol Grubunda DG ve CA1’de GFAP(+), OX-42(+) Hiicreler ve
Kan S100B Diizeyleri Arasindaki Korelasyon

Kontrol GFAP(+) | GFAP(+) | OX-42(+) | OX-42(+) S100B
DG CAl DG CAl

GFAP(+) r* 1,000

DG p| -

GFAP(+) r* 0,406 1,000

CAl P 0,425 | -

OX-42(+) r* -0,086 0,551 1,000

e P| 0872 0257 |

OX-42(+) r* -0,093 -0,188 -0,278 1,000

CAl p 0,862 0,722 0594 | -

S100B r* -0,600 -0,232 -0,086 -0,309 1,000

p 0,208 0,658 0,872 0552 | @ ----

*r: Spearman korelasyon katsayisi

Tablo 5. Sham Grubunda DG ve CA1’de GFAP(+), OX-42(+) Hiicreler ve
Kan S100B Diizeyleri Arasindaki Korelasyon

Sham GFAP(+) | GFAP(+) | OX-42(+) | OX-42(+) S100B
DG CAl DG CA1l

GFAP(+) r* 1,000

DG p

GFAP(+) r* -0,087 1,000

CAl p 0,870

OX-42(+) | r* -0,232 -0,250 1,000

DG p 0,658 0,633

OX-42(+) | r* -0,293 -0,396 0,891 1,000

CAl p 0,573 0,437 0,017

S100B r* 0,800 0,300 -0,300 -0,289 1,000
p 0,104 0,624 0,624 0,638

*r: Spearman korelasyon katsayisi
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Tablo 6. SE Grubunda DG ve CA1’de GFAP(+), OX-42(+) Hiicreler ve Kan
S100B Diizeyleri Arasindaki Korelasyon

SE GFAP(+) | GFAP(+) | OX-42(+) | OX-42(+) | S100B
DG CAl DG CAl

GFAP(+) |r* 1,000

DG p

GFAP(+) |r* 0,754 1,000

CAl p| 0,084

OX-42(+) | r* -0,493 -0,250 1,000

DG p| 0321 0,633

OX-42(+) | r* -0,058 -0,235 0,456 1,000

CAl p| 0913 0,654 0,364

S100B r* 0,086 -0,029 0,638 0,841 1,000
p| 0872 0,957 0,173 0,036

*r: Spearman korelasyon katsyisi

Tablo 7. SE+Liraglutid Grubunda DG ve CA1’de GFAP(+), OX-42(+)
Hiicreler ve Kan S100B Diizeyleri Arasindaki Korelasyon

SE+Liraglutid GFAP(+) | GFAP(+) | OX-42(+) | OX-42(+) S100B
DG CAl DG CAl

GFAP(+) |[r* 1,000

DG p

GFA(+) |r* 0,943 1,000

CAl p| 0,005

OX-42(+) r* -0,577 -0,698 1,000

DG p 0,231 0,123

OX-42(+) |r* 0,147 -0,088 0,688 1,000

CAl p 0,781 0,868 0,131

S100B r* -0,143 0,143 0,030 -0,206 1,000
p| 0,787 0,787 0,954 0,695

*r: Spearman korelasyon katsyisi
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4.1.7. Calisma Gruplarinda DG ve CA1’deki GFAP(+) ve OX-42(+) Hiicre

Sayisinin ve Kandaki S100B Degerlerinin Dagilimi

Calisma gruplar1 arasinda CAl’de OX-42(+) mikroglia sayisi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05). Yapilan post-hoc ikili
karsilagtirmalar sonucu anlamli farkin kontrol grubuyla SE grubu, kontrol
grubuyla SE + Liraglutid grubu ve Sham grubuyla SE grubu arasinda oldugu
goriildii. SE ve SE + Liraglutid grubunda CA1’deki OX-42(+) mikroglia sayisinin
Kontrol grubundan anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulundu. Ancak bu gruplar

kendi arasinda birbirinden farkl degildi (p>0,01).

Calima gruplar1 arasinda S100B kan diizeylerinin Kontrol grubu ile SE +
Liraglutid grubu arasinda anlamli olarak farkli oldugu goriildii (p<0,05). SE +
Liraglutid grubunda S100B kan diizeyleri Kontrol degerlerine gore anlamli olarak

daha yiiksekti.

Diger taraftan ¢aligma gruplari arasinda DG ve CA1’deki GFAP (+) astrosit
ve DG OX-42(+) mikroglia sayilar1 agisindan 6nemli bir fark saptanmadi (p>0,05)

(Tablo 8).
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Tablo 8. Calisma Gruplarina Gore DG ve CA1’deki GFAP(+) ve OX-42(+) Hiicre
Sayisinin ve Kandaki S100B Degerlerinin Dagilim

KONTROL SHAM SE SE
(n=6) (n=6) (n=6) +LIRAGLUTID -
(n=6) p
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks)
GFAP (+) Astrosit
(DG) 45 (42-58) 46,5 (38-55) 54 (40-62) 45 (39-54) 0,375
GFAP (+)
Astrosit (CA1) 32 (27-45) 31 (28-45) 45 (34-49) 37,5 (18-53) 0,188
OX-42(+) Mikroglia
(bG) 7,5 (2-10) 3,5 (1-5) 4 (2-10) 5 (4-8) 0,074
OX-42(+) Mikroglia
(CAL)
2 (1-3)« 2,5 (2-3)° 5(3-9) 45 (3-6) 0,002
Kandaki
S1008 (ng/L) 88,1¢ 2468 2271 2633 0.001
(62,5-200) (201,9-254,3) (191,8-234,4) (251,9-287,9) '

*Kruskal-Wallis testi uygulanmistir.
®Post-Hoc ikili kargilagtirmada SE grubuyla arasindaki fark 6nemli.

dPost-Hoc ikili karsilastirmada SE + Liraglutid grubuyla arasindaki fark énemli.
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4.2. immiinohistokimyasal bulgular

4.2.1. Kontrol grubu

Kontrol grubunda ornekleri incelendiginde DG bolgesinde bulunan graniiler
noron topluluklart komsulugundaki bazi alanlarda 6deme bagli minimal agilma
izlendi (Resim 1). Noronlar saglikli goriiniimdeydiler. DG bolgesinde az sayida
bazofilik sitoplazmali kondanse goriinimlii piknotik noron dikkati c¢ekti. CA1
bolgesinde ise noronlar saglikli goriintirken, damar ¢evrelerinde minimal 6dem

izlendi.

Resim 1: Kontrol grubunda histolojik degerlendirme; A: DG’ta minimal 6dem ve
az sayida bazofilik, kondanse noron, B: CAl’de saglikli ndronlar ve damar

¢evresinde minimal 6dem (Hematoksilen-Eozin AX200, BX200)

Gliglii GFAP immunoreaktivitesi gosteren astrositler hipokampusun tiim
bolgelerinde secildiler (Resim 2). Ozellikle DG bélgesinde daha ¢ok sayida
immunoreaktif astrosit gézlendi. CA1 bolgesinde ise GFAP(+) astrositler 6zellikle

piamater altinda daha yogun olarak bulunmaktaydilar.
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Resim 2: Kontrol Grubunda GFAP Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta GFAP(+)
astrositler. B: CAl’de ozellikle piamatere yakin alanda GFAP(+) astrositler
(HRP/ABC—Hematoksilen AX200, BX200)

Incelenen &rneklerin tiimiinde OX-42 immunoreaktivitesi hem DG hem de
CA1 bolgesinde az sayida hiicrede izlendi (Resim 3). Ancak bu hiicrelerde zayif

immunoreaktivite vardi.

Resim 3: Kontrol Grubunda OX-42 Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta zayif OX-42
immunoreaktivitesi gosteren mikroglialar. B: CAl’de piamatere yakin alanda
zay1f immunoreaktivite gosteren mikroglialar (HRP/ABC—Hematoksilen AX200
inset: X400, BX400)
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4.2.2. Sham grubu

Incelenen &rneklerin hepsinde o6zellikle DG bélgesinde graniiler ndron
toplulugunun bazalinde lokalize alanlarda 6dem vardi (Resim 4). CA1 bolgesinde
iIse noronlara yakin alanlarda 6dem gozlenmezken ozellikle kan damarlarinin
cevresinde hafif o6dem dikkati c¢ekti. DG bolgesindeki graniiler noron
toplulugunun o6zellikle bazal kisimlarinda bazi noronlar koyu sitoplazmali ve
kontrakte goriinimliiydii. CA1 bolgesinde ise piknotik goriiniimlii ndron sayisi

oldukca azdx.

'’

Resim 4: Sham grubunda histolojik degerlendirme; A: DG’ta ddeme bagl

acilmalar, B: CAl’de damar ¢evresinde minimal 6dem (Hematoksilen-Eozin,
AX200, BX200)

Kontrol grubuna gore daha giicli GFAP immunoreaktivitesi gosteren
astrositler kontrol grubuna benzer sekilde hipokampusun tiim bolgelerinde
secildiler (Resim 5). GFAP(+) astrositler DG bolgesinde tiim orneklerde
seciliyordu ve bu hiicreler kisa kiint uzantilari ile ayirt edildiler. CA1 bolgesinde
ise GFAP(+) astrositler tiim alanda bulunmalarina ragmen bir grup astrosit CA1
bolgesinin ortasinda hipokampus boyunca uzanarak bir hat olusturmaktaydi.
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Resim 5: Sham Grubunda GFAP Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta GFAP(+)
astrositler, B: CA1’de GFAP(+) astrositler (HRP/ABC—Hematoksilen, AX200,
BX200)

Sham grubunda da OX-42 immunoreaktivitesi gosteren az sayida mikroglia
vardi (Resim 6). CA1 boélgesinde 6zellikle orta hatta damar komsulugunda bir kag
mikroglia segildi. DG’ta ise immunoreaktivite gosteren mikroglialar graniiler

ndron toplulugunun komsulugunda idi.

Resim 6: Saham Grubunda OX-42 immiinoreaktivitesi; A: DG’ta graniiler néron
toplulugu komsulugunda OX-42 immunoreaktif mikroglialar. B: CA1’de damar
yakininda OX-42 immunoreaktif mikroglialar (HRP/ABC—Hematoksilen, AX200,
BX200)
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4.2.3. SE grubu

SE grubu orneklerinin tiimiinde DG i¢inde gruplar halinde noéronlar goriildi
(Resim 7). DG’de bolgesinde piknotik goriiniimlii néron sayist kontrol ve sham
gruplarmma oranla daha fazlaydi. Hipokampusun tiim alanlarinda damar
cevrelerinde o6deme baglhh agilmalar vardi. CAl’de noéronlar saglikli

goriinimdeydi. Bu bolgede sadece damar ¢evrelerinde hafif 6dem vardi.

iy

Resim 7: SE grubunda histolojik degerlendirme; A: DG’ta normal graniiler
ndronlarin arasinda piknotik néronlar, inset: DG i¢inde lokalize alanlarda noéronlar
B: CAl’de saglikli noronlar ve damar c¢evresinde 6dem (Hematoksilen-Eozin,
AX200, inset: X200, BX200)

Epilepsi grubu 6rneklerinin hepsinde 6zellikle DG ve CA1 bolgelerinde daha
yogun olmak iizere hipokampuste c¢ok giicli GFAP immunoreaktivitesi vardi
(Resim 8). GFAP(+) astrositler DG’un 6zellikle u¢ bolgelerinde daha yogun
olarak bulunuyorlardi. Epilepsi grubunda astrosit uzantilart DG bolgesinde adeta
bir ag olusturur sekilde birbirlerine baglanmislardi. CA 1 bolgesinde ise daha
seyrek dagilmis GFAP(+) hiicreler vardi. Sham grubuna benzer sekilde CA1l

bolgesi ortalarinda hat seklinde daha fazla sayida GFAP(+) hiicre segiliyordu.
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Resim 8: SE Grubunda GFAP Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta giicli GFAP

immunoreaktivitesi gosteren ag yapmis astrositler, B: CA1’de GFAP(+) astrositler
(HRP/ABC—Hematoksilen, AX200, BX200)

Orneklerde zayif OX-42 immunoreaktivitesi vardi (Resim 9). DG’ta ve
CAl’de az sayida zayif OX-42 immunoreaktivitesi gosteren mikroglialar vardi.

Bu mikroglialar 6zellikle damar komsulugunda segildiler.

Resim 9: SE Grubunda OX-42 Immiinoreaktivitesi; A: DG’ta OX-42(+)
mikroglialar, B: CAl’de OX-42(+) mikroglialar (HRP/ABC-Hematoksilen,
AX200, BX200)
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4.2.4. SE + Liraglutid grubu

Orneklerin tiimiinde DG bélgesinde yer yer piknotik goriiniimlii koyu
boyanan noronlar izlenmekle birlikte CA1 bdolgesinde tiim noronlarin saglikli
oldugu dikkati ¢ekti (Resim 10). DG bolgesinde piknotik ndron sayisi, epilepsi
grubuna oranla daha az olup kontrol ve sham gruplarina yakindi. Piknotik
gorliinimlii noronlarin yogun oldugu bolgelerde ve damar cevrelerinde SE

grubuna benzer sekilde 6deme bagli agilmalar vardi. Ancak CAl1’de damar

gevrelerinde 6dem izlenmedi.

Resim 10: SE + Liraglutid grubunda histolojik degerlendirme; A: DG’ta piknotik
noronlar ve noron toplulugu bazal kisimlarinda hafif 6dem, B: CA1’de saglikh

noronlar ve damarlar (Hematoksilen-Eozin, AX200, BX200)

Hem DG hem de CAl’de SE grubuna gore daha az sayida astrositte GFAP
immunoreaktivitesi vardi (Resim 11). Epilepsi grubundan farkli olarak, GFAP(+)
astrositler birbirleriyle ag olusturmuyorlardi. CAl’de ndron toplulugu grubuna

yakin alanlarda daha ¢cok GFAP(+) astrosit vardi.
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Resim 11: SE + Liraglutid grubunda GFAP immiinoreaktivitesi; A: DG’ta GFAP
immunoreaktif hiicreler, B: CA1°de GFAP(+) hiicreler (HRP/ABC—Hematoksilen,
AX400, BX200)

Kontrol ve sham gruplarindan daha fazla ancak SE grubuna gore daha az
saylda OX-42 immunoreaktivitesi gosteren mikroglialar DG ve CAl’de goriildi
(Resim 12). Her iki bolgede de OX-42(+) hiicreler damarlara yakin alanlarda daha

coktu.

Resim 12: SE+Liraglutid grubunda OX-42 immiinoreaktivitesi; A: DG’ta noron

toplulugu  komsulugunda OX-42(+) mikroglialar, B: CAl’de damar
komsulugunda OX-42(+) mikroglia Insetler: biiyiik biiyiitmede OX-42(+)
mikroglia, (HRP/ABC—Hematoksilen, AX200, inset: X400, BX200, inset: X400)
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5. TARTISMA

Epilepsi, SE veya tek bir nobette inflamatuvar degisiklikler olur ve beyinde
hasara yol acar?. Beyinde olusan hasarlarin belirlenmesi ve izlenmesinde kana
gecebilen belirteglerin tespit edilebilmesi hem tan1 koyma hem de progresyonun

ve tedaviye cevabin takibinde dnemli avantajlar saglayacaktir.

S100B, glialarda eksprese edilen ve Ca?' baglayan bir proteindir??’. Bu
protein her ne kadar Ca®' sensérii ve tamponu olarak fonksiyon gorse de
ckstraseliller ortama da saliverilebilmektedir?®?’®, Alzheimer ve sizofreni gibi
patolojik durumlarda S100B’nin hem serum hem de beyin omurilik sivisinda
diizeyinin arttig1 gosterilmistir29,279. Bu nedenle S100B diizeyir SSS’deki
fonksiyon bozuklugunun olast bir belirteci olmaya adaydir. Ancak SSS’deki
inflamatuvar siirecler ile dogrudan iligkisi hakkinda literatiirde bir bilgi mevcut
degildir.

In-vitro ¢aligmalarda S100B’nin nanomolar konsantrasyonlarda noral
dallanmay1 ve astrosit proliferasyonunu stimiile ettigi gdsterilmistir?*#2%°, Ancak,
bu protein mikromolar konsantrasyonlarda toksik etki gostermektedir®®!. Ayrica
S100B’nin sinaptik plastisite ve bellek olusumunda da rol oynadig

282283 S100B’nin ekstraseliiler ortama saliverilmesi noral ve

gosterilmigtir
sinaptik-plastisite bagimli bir mekanizma ile ger¢eklesmektedir. Ancak
saliverilme mekanizmalari ve yeri tam olarak aydinlatilmamistir. Bununla
beraber, ekstraseliiler ortamdaki glutamat konsantrasyonundaki artigin

metabotropik glutamat reseptorleri-3 (MGIUR3) araciligi ile S100B diizeyinde
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artisa yol acabildigi gibi, saliverilmenin vezikiiler olarak da gerceklesebildigi
bildirilmistir’®. Daha onceki bir ¢alismada da bu bulguyu destekler sekilde,
hipokampal glial hiicrelerde mGIluR3 ekspresyonun oldukca yiiksek oldugu
belirtilmistir?®®. Epileptik hastalarda ve deney hayvanlarinda da nobet sonrasinda
S100B diizeyinin arttig1 bildirilmis. Bu nedenle sinaptik aralikta artan glutamat
diizeyinin mGluR3 aktivasyonu araciligit ile S100B diizeyini artirdig

241286 Temporal lob epilepsisi olan hastalardan ¢ikarilan

diistiniilmektedir
hipokampuslardaki astrositlerde mGluR2 ve 3’lerin yiiksek miktarda eksprese

olmasi bu hipotezi destekler niteliktedir?®’.

S100B’nin fonksiyonu tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte, ndronal
“sagkalimi destekler nitelikte etki ettigine dair bazi caligmalar literatiirde
mevcuttur?®?®, Bu nedenle, Alzheimer, epilepsi veya sizofreni gibi patolojik
durumlarda koruyucu bir mekanizma olarak yilikselmesi olasilik dahilinde
gdziikmektedir®1?8289 By caligmada S100B diizeyi Kontrol ve SE grubu
arasinda farkli bulunmamistir. Sadece SE + Liraglutid grubundaki S100B diizeyi
kontrole gore anlamli olarak yiiksektir. Literatiirde liraglutidin noroprotektif
ozelliklere sahip oldugu belirtildiginden, S100B degerindeki yiiksekligin bu
ajanin s6z konusu koruyucu 06zelliklerinden kaynaklaniyor olmasi miimkiin
goziilkmektedir. Ancak bu ¢alismadaki deney tasarimi 6ncelikle S100B diizeyi ile
astrosit ve mikroglia aktivasyonunu belirlemeye yonelik olup noroprotektif etki
dogrudan arastirllmamistir. Dolayis1 ile liraglutidin ndroprotektif o6zellikleri
konusunda kesin bir sonuca varmak miimkiin degildir. Literatiirdeki ¢alismalarin

151g¢inda, S100B yiiksekligi olusan patolojinin agirligina karsin olusan reaktif ve
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koruyucu bir mekanizma gibi gozikmektedir. Bu goriisii destekler sekilde,
S100B’nin eksitotoksik hasar sonucu glialar tarafindan ortama saliverildigi ve
stirmekte olan hasari ve buna karsi gelisen glial reaktiviteyi yansittigi iddia

edilmistir?®.

Epileptojenik odak olarak adlandirilan bolgelerde ‘pacemaker’ hiicreler yer
almaktadir. Epilepsili hastalarin beyinlerinde genellikle hipokampustaki CAl
noronlarinin  ‘pacemaker’ merkezler olabilecegi kabul edilmektedir'*®, Bu
calismada, SE grubunda CA1’deki OX-42(+) mikroglia sayis1 ile kan S100B
diizeyleri arasinda yiiksek diizeyde pozitif korelasyon bulunmustur. Bu sonug,
S100B diizeyinin dogrudan patolojik odak ile ilgili mikroglia aktivasyonunu
yansitabilecegini diisiindiirmektedir. Dolayisi ile s6z konusu iligkiyi aydinlatmaya

yonelik daha ileri diizey ¢alismalarin yapilmasi yerinde olacaktir.

OX-42 ekspresyonu DG’ta calisma gruplart arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farka sahip degildir. Bu bulgu, ndroinflamasyonun s6z konusu oldugu
fizyopatolojik stireglerde esas olarak CA1l bolgesinin onemli bir role sahip
oldugunu telkin etmektedir. Bu c¢alismada, OX-42 ekspresyonu SE ve SE +
Liraglutid gruplarinda CA1’de kontrol degerlerine gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Bu bulgular da, CA1’in patolojik noroinflamatuvar siire¢lerde 6n
planda yer aldigin1 desteklemektedir. Liraglutidin SE grubunda olusan OX-42
ekspresyonu lizerinde bir etkisi olmamistir. Ancak bu grupta, CA1 ve DG’ta
GFAP(+) hiicre sayilar1 arasinda yiiksek diizeyde korelasyon oldugu bulunmustur.
Bu sonug, liraglutidin hem CA1l hem de DG’ta néroinflamatuvar siiregleri
uyardig1 seklinde yorumlanabilir.

64



6. SONUC

Bu c¢alismada lityum-pilokarpinle indiiklenen SE’ta olusan mikroglial
aktivasyon ile S100B arasindaki olas1 korelasyon ve liraglutidin bu degisiklikler
tizerine etkileri arastirilmistir. Kontrole goére SE + Liraglutid grubundaki
S100B’nin yiiksekliginin s6z konusu ajanin litaretiirde belirtilen néroprotektif
ozelliklerinden kaynaklanmasi olasidir. Ayrica, SE grubunda CA1’deki OX-42(+)
mikroglia sayis1 ile kan S100B diizeyleri arasinda yiliksek diizeyde pozitif
korelasyon bulunmasi1 S100B’nin patolojik odakla ilgili mikroglial aktivasyonu
yansitabilecegini diisiindiirmektedir. Bu iliski daha ileri diizey calismalarla

aydmnlatilmalidir.

OX-42 ekspresyonu DG’ta ¢alisma gruplari arasinda istatistiksel olarak farkli
bulunmamast noroinflamasyonda esas olarak CA1l bdlgesinin 6nemli bir role
sahip oldugunu diislindiirmektedir. OX-42 ekspresyonunun “SE” ve “SE +
Liraglutid” gruplarinda CA1’de kontrol degerlerine gére anlamli olarak yiiksek
bulunmasi da CA1’in patolojik néroinflamatuvar siireclerde 6n planda yer aldiginm

desteklemektedir.

Liraglutidin SE grubunda olusan OX-42 ekspresyonu iizerinde bir etkisi
olmamistir. Ancak bu grupta, CA1 ve DG’ta GFAP(+) hiicre sayilar1 arasinda
yiiksek diizeyde korelasyonun olmasi, liraglutidin hem CAl hem de DG’ta

noroinflamatuvar stiregleri uyardig seklinde yorumlanabilir.
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8. OZET

Lityum-pilokarpin ile indiiklenmis SE sonucu sican hipokampusunda
olusan mikroglia aktivasyonunun serum S100B diizeyi ile iliskisi ve bir GLP-
1 analogu olan liraglutidin bu degisiklikler iizerine etkisi

Bu caligmanin amaci lityum-pilokarpinle indiiklenen SE sonucu sican
hipokampusunda olusan mikroglial aktivasyonun serum S100B diizeyi ile
arasindaki olast korelasyonun ve liraglutidin bu degisiklikler iizerine etkilerinin
incelenmesidir.

Bu amagla 24 adet erkek Spraque-Dawley 1rki sigan 4 gruba ayrildi. Gruplar
sOyle planlandi: 1) Kontrol: Siganlara bir islem uygulanmadi 2) Sham: 1. giin SF
(127 mg/kg ip.) uygulandi. 2. gin 30 dakikalik araliklarla sirasiyla
metilskopolamin-bromiir (Img/kg i.p.), (30 mg/kg i.p.), (10 mg/kg i.p.) ve
diazepam (10 mg/kg i.p.) uygulandi. 3., 4., 5., 6., ve 7. giinlerde herhangi bir iglem
uygulanmadi. 3) SE: SE grubunda lityum-pilokarpin ile SE indiiklenmig hayvanlar
yer aldi. Deney hayvanlarina pilokarpin enjeksiyonundan 24 saat once lityum
kloriir (127 mg/kg i.p.) uygulandi. Pilokarpin 30 dakika arayla (30 mg/kg i.p.) ve
(10 mg/kg i.p.) olarak iki doz uygulandi. Ayrica pilokarpinden 30 dakika once
kolinerjik yan etkileri ortadan kaldirmak i¢in sicanlara metilskopolamin-bromiir
(1 mg/kg i.p.) verildi. SE siiresi diazepam (10 mg/kg i.p) ile kontrol altina alindi.
3.,4.,5., 6., ve 7. glinlerde 6liim oranini azaltmak i¢in biitiin siganlara SF ve TPN
soliisyonu verildi. 4) SE + Liraglutid: SE grubu deney protolii (50 pg/kg, i.p.)

liraglutid varliginda tekrarlandi. 8. giin 4 gruptaki siganlarin tamamindan S100B
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tayini i¢in kan alind1 ve GFAP ve OX-42 tespiti i¢in hipokampuslar1 ¢ikarilarak
fiksatif soliisyona konuldu.

Bu calismanin sonuglarina gére Kontrole gére SE + Liraglutid grubundaki
S100B’nin yiiksekliginin  liraglutidin litaretiirde belirtilen noroprotektif
Ozelliklerinden kaynaklanmas1 muhtemeldir. Ayrica, SE grubunda CA1’deki OX-
42(+) mikroglia sayisi ile kan S100B diizeyleri arasinda yiiksek diizeyde pozitif
korelasyon S100B’nin patolojik odakla ilgili mikroglial aktivasyonu
yansitabilecegini diisiindiirmektedir. Bu iliski daha ileri diizey calismalarla
aydmlatilmalidir.

0OX-42 ekspresyonunun DG’ta ¢alisma gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
farkli bulunmamasi1 noroinflamasyonda esas olarak CA1 bélgesinin 6nemli bir
role sahip oldugunu diisiindiirmektedir. OX-42 ekspresyonunun SE ve SE +
Liraglutid gruplarinda CA1’de kontrol degerlerine gore anlamli olarak yiiksek
bulunmasi da CA1’in patolojik ndroinflamatuvar siireglerde 6n planda yer aldigini

desteklemektedir.

Liraglutidin SE grubunda olusan OX-42 ekspresyonu iizerinde bir etkisi
olmamistir. Ancak bu grupta, CA1 ve DG’ta GFAP(+) hiicre sayilar1 arasinda
yiiksek diizeyde korelasyonun olmasi liraglutidin hem CAl hem de DG’ta
noroinflamatuvar siiregleri uyardigi seklinde yorumlanabilir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, mikroglial aktivasyon, S100B, liraglutid
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9. SUMMARY

The relationship between serum S100B levels and microglial activation in
rat hipocampus after lithium-pilocarpine-induced SE and the affect of
liragulitide, a GLP-1 analogue, on these changes

The purpose of this study was to investigate the probable correlation between
serum S100B levels and microglial activation in rat hipocampus after lithium-
pilocarpine induced SE and the effect of liraglutide on these changes.

Twenty-four rats (male, 200-250 gr, Spraque-Dawley) were assigned to 4
groups. 1) Control: No operation is applied to rats 2) Sham: 1. day, SF (127 mg/kg
i.p.) was administered. 2. day, with 30 minutes intervals, respectively
methylscopolamine-bromide (1 mg/kg i.p.), SF (30 mg/kg i.p.), SF (10mg/kg i.p.)
and diazepam (10mg/kg i.p) were administered. 3., 4., 5., 6., and 7. days not
implemented any action. SE) Lithium-pilocarpine-induced SE animals took place
in SE group. 24 hours before pilocarpine injection lithium chloride (127 mg / kg,
ip) were administered to experimental animals. Pilocarpine with the interval of 30
minutes as (30 mg / kg, ip), (10 mg / kg, ip) in two doses were administered. Also,
to eliminate cholinergic side effects of pilocarpin, 30 minutes before,
methylscopolamine-bromide (1 mg/kg, i.p.) was administered to the rats. SE
durations in rats were controlled by diazepam (10 mg/kg, i.p). SF and TPN
solutions were given to all rats to reduce the mortality rate on 3., 4., 5., 6., and 7.
days. 4) SE + Liraglutide: SE group experiment protocol was repeated in the

precence of (50 ug/kg, i.p.) liraglutide. On 8. day, for the determination of S100B
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blood was drawn from all of the rats in 4 groups and hippocampi were removed
and placed in fixative solution for determination of GFAP and OX-42.

According to our results, high levels of S100B in SE + Liraglutide group
compered with the control group may be resulted from neuroprotective properties
of liraglutide which are stated in literature. Besides, there is a high level positive
correlation between OX-42(+) microglia number in CA1 area and blood S100B
levels at SE group. This finding suggests that S100B may reflect microglial
activation at relevant pathological focus that has to be investigated further.

We found that statistically OX-42 expression in DG do not statistically
different between the groups. This mainly suggest that CA1 area has an important
role at neuroinflammation. Moreover, OX-42 expression in CAl in SE and SE +
Liraglutide groups were statistically higher than Control group which supports
that CAl is taking place at the forefront of neuroinflammatory pathological
processes.

There was no affect of liraglutide on OX-42 ekspression which occured in SE
group. But, at this group there was a high level of correlation between CA1 and
DG GFAP(+) cell numbers which suggest that liraglutide may trigger
neuroinflammatory processes both in CAl and DG.

Key Words: Epilepsy, microglial activation, S100B, liraglutide
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