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OZET

Sicanlarda Lityum-Pilokarpin ile Olusturulan Temporal Lob Epilepsisi
Modelinde Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektrometrisi Kullamilarak
Gerceklestirilen Metabolomik Profilleme ile Epileptogenez Siirecine Ait Olasi

Biyobelirteclerin Belirlenmesi

Temporal lob epilepsisi (TLE), siklikla beyin hasari sonrasi gelisen, tekrarlayan ve
kendiliginden olusan ndbetlerle karakterize bir epilepsi tiiriidiir. Epileptogenez olarak
adlandirilan bu siirecte, normal beyin yapisi zamanla epileptik hale gelir. Tanida
elektroensefalogram (EEG) kullanilsa da, epilepsi gelisme riskini dnceden tahmin
etmekte yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, periferal orneklerle tespit edilebilecek
biyobelirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, lityum-pilokarpin ile
indiiklenen sican TLE modelinde epileptogenezin akut, latent ve kronik evrelerinde
plazma ve idrar metabolomik profili NMR spektroskopisiyle analiz edilmistir. SE,
lityum kloriir ve diisiik doz tekrarlayan pilokarpin enjeksiyonlariyla indiiklenmistir.
Kan ve idrar 6rnekleri sirasiyla SE sonrasi 48. saat, 1. ve 6. haftada toplanmistir. Elde
edilen veriler MetaboAnalyst 6.0 ile analiz edilmis, OPLS-DA ve volkan grafikleriyle
anlamli metabolit degisimleri degerlendirilmistir. Bulgular, farkli evrelere 6zgii
metabolit degisimlerini ortaya koymustur. Plazma analizlerinde, akut fazda dimetil
stilfoksit ve kreatinin diizeyleri azalirken, glisin ve kreatin diizeyleri artmistir. Latent
fazda yalnizca piriivik asitte artis gozlenmistir. Kronik fazda ise laktik asit, pirtivik asit
ve siiksinik asit diizeylerinde artis saptanmustir. Idrar 6rneklerinde, akut fazda asetik
asit, timol ve trimetilamin gibi metabolitler artarken, TCA dongiisiiyle iliskili birgok
metabolit azalmistir. Teobromin, taurin ve allantoin diizeyleri hem akut hem de latent
fazda diismiustiir. Kronik fazda ise pimelik asit, tigliglisin ve ksanturik asit
diizeylerinde azalma izlenmistir. Bu metabolitler, glikoliz, TCA dongiisii ve amino asit
metabolizmasiyla iligskilendirilmistir. Bu bulgular, epileptogenez evrelerinin
belirlenmesi ve uygun tedavi stratejilerinin gelistirilmesine 1s1k tutarken, TLE’nin

altinda yatan mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Epileptogenez, Metabolomik, NMR, Biyobelirteg, Sigan



ABSTRACT

Determination of Potential Biomarkers of the Epileptogenic Process by
Metabolomic Profiling Using Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectrometry
in a Lithium Pilocarpine-Induced Temporal Lobe Epilepsy Model in Rats

Temporal lobe epilepsy (TLE) is a common form of epilepsy characterized by
recurrent, spontaneous seizures, often following an initial brain injury. This
transformation, known as epileptogenesis, involves the gradual development of a
normal brain into an epileptic one. Although electroencephalography (EEG) is the
standard diagnostic tool, it lacks predictive power in identifying individuals at risk of
developing epilepsy. Therefore, there is a critical need for peripheral biomarkers that
can reflect the different stages of epileptogenesis. In this study, a lithium-pilocarpine-
induced rat model of TLE was used to investigate plasma and urine metabolomic
profiles during the acute, latent, and chronic phases of epileptogenesis. Status
epilepticus (SE) was induced through lithium chloride and repeated low-dose
pilocarpine injections. Blood and urine samples were collected at 48 hours, 1 week,
and 6 weeks post-SE. Metabolites were analyzed using nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy, and data were processed via MetaboAnalyst 6.0, employing
OPLS-DA and volcano plot analyses. The results revealed distinct phase-specific
metabolic changes. In plasma, acute phase showed decreased dimethyl sulfoxide and
creatinine, with increased glycine and creatine; latent phase showed elevated pyruvate
only; while the chronic phase showed increased lactate, pyruvate, and succinate. Urine
samples indicated elevated acetic acid, thymol, and trimethylamine during the acute
phase, alongside significant reductions in TCA cycle metabolites. Theobromine,
taurine, and allantoin levels decreased in both acute and latent phases, while pimelic
acid, tiglylglycine, and xanthurenic acid levels decreased during the chronic phase.
These findings contribute to identifying stage-specific metabolic biomarkers and
elucidating the underlying mechanisms of epileptogenesis in TLE.

Keywords: Epileptogenesis, Metabolomics, NMR, Biomarker, Rat



1 GIRIS VE AMAC

Diinya genelindeki epilepsi vakalarinin 6nemli bir kismin1 olusturan temporal lob
epilepsisi (TLE), yetigkinlerde en sik goriilen fokal epilepsi tiirii olarak kabul
edilmektedir ve genellikle cerrahi tedavi gerektiren direngli epilepsi vakalariyla
iliskilidir (1, 2). TLE, temporal lobdan kaynaklanan, tekrarlayict ve kendiliginden
gelisen nobetlerle karakterizedir (3). Epilepsinin ortaya ¢ikis nedeni bir¢ok hastada
tam olarak bilinmese de, inme, travmatik beyin yaralanmalari, enfeksiyonlar, genetik
mutasyonlar ve otoimmiin hastaliklar gibi beyin fonksiyonlarmi etkileyen cesitli
faktorler bu duruma yol agabilmektedir (4). TLE hastalarinda ndbetlerin sik
goriilmesinin yani sira, hastalarin 6nemli bir boliimiiniin antiepileptik tedavilere yanit
vermedigi bilinmektedir (5-7). Bu durum, epilepsi arastirmalarinda antiepileptik
ilaclarin hangi hastalarda etkili olabilecegini 6ngdrmek ve hastaligin ilerleyisini
degerlendirmek amaciyla epilepsi ile iligkili biyobelirteclerin tanimlanmasina yonelik

bir gereksinim dogurmaktadir.

Epileptogenez, saglikli bir beyinde spontan tekrarlayan ndbetlerin (STN) olustugu
ve epilepsiye yol agan hiicresel olaylarin kaskadini igeren siire¢ olarak tanimlanir. Bu
stirec li¢ ana doneme ayrilir: (1) beyinde inme veya travmatik beyin hasar1 gibi zarar
verici bir olaymn meydana geldigi akut donem, (2) hasara bagli molekiiler ve hiicresel
degisimlerin gerceklestigi ancak epileptik nobetlerin gézlemlenmedigi latent donem
ve (3) STN’nin ortaya ¢iktig1 kronik dénem (8-10). Insanlarda latent dSnemin aylarca
hatta yillarca siirebilecegi dikkat ¢ekicidir (10). Bugiine dek, beyne zarar veren bir
olaym ardindan bireyin epileptogenez siirecine girip girmedigini belirleyebilecek bir
biyobelirteg kesfedilememistir. Ayrica, epileptogenezin her bir asamasini temsil
edebilecek 6zgiin biyobelirtecler de heniliz tanimlanmamistir. Bu nedenle, epilepsi
gelisiminin Onlenmesi veya nobetlerin seyrinin hafifletilmesi amaciyla yeni anti-
epileptojenik stratejilerin gelistirilmesine olanak saglayacak sekilde, epileptogenez

siirecini ve evrelerini yansitan biyobelirteclerin belirlenmesi acil bir ihtiyagtir.

Epilepsi mekanizmalari, beyni STN’ye yatkin hale getiren ve noral devrelerde

anatomik veya molekiiler degisikliklere neden olan biyolojik siirecleri kapsamaktadir



(8). Ancak, normal bir ndronal devrenin nasil nobete duyarli hale geldigi ya da
epileptogenezin hangi mekanizmalarla tetiklendigi halen tam olarak anlagilamamigtir
(11). Bunun yan sira, epilepsi etiyolojisinden bagimsiz olarak, nébetlerin baglamasi
(iktogenez), uzun siire devam etmesi ve ardindan iyilesme siirecinin desteklenmesi,
beynin yiiksek diizeyde enerji ihtiyaci dogurmasina yol agmaktadir. Temel ve
translasyonel g¢aligmalar, epileptik nobetlerin ve beyin metabolizmasinin birbirini
etkileyen karmasik ve ¢ift yonlii bir iliskiye sahip oldugunu ve bu iliskinin ndbetlerin

zararl etkilerini artiran bir kisir déngii olusturdugunu ortaya koymaktadir (12).

Metabolomik, farkli fizyolojik durumlari ve gevresel degisimlere verilen yanitlar
anlamada kritik bir bilim daldir. Ozellikle saglik ve hastalik kosullarinda
metabolitlerin, biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde kilit rol oynayan temel bilesenler
olarak 6nemli bilgiler sundugu bilinmektedir (13-15). Bu baglamda, metabolomik
yaklasimlar, hastalik mekanizmalarinin aydinlatilmas1 ve yeni terapdtik hedeflerin
belirlenmesi acisindan vazgecilmez bir ara¢ olarak one ¢ikmaktadir. Son yillarda,
epilepsinin metabolik bir etiyoloji ile tetiklenebilecegi rapor edilmistir (16, 17).
Ayrica, epileptik nobetlerin metabolik degisikliklere yol actig1 da ifade edilmektedir
(17). Mevcut literatiir verileri, metabolomiklerin epilepsi tanisini destekleyici bir
yontem olarak kullanilabilecegini ve yeni nesil anti-nobet tedavi hedeflerinin

gelistirilmesine katki saglayabilecegini gostermektedir (18).

Gergeklestirilen bu tez caligmasinda, temel amacimiz epileptogenezin her
donemine 6zgii metabolit farkliliklarin1 belirlemek ve epileptogenez siirecine iliskin
potansiyel biyobelirtecleri tanimlamaktir. Bu ama¢ dogrultusunda, klinikte
uygulanabilirligi yiiksek ve non-invaziv olan plazma ve idrar 6rnekleri kullanilarak bu
metabolit farkliliklar1 detayli bir sekilde arastirilmistir. Ayrica, her doneme 6zgi
olarak belirlenen metabolitlerin rol oynadig: hiicresel mekanizmalarin aydinlatilmasi
da caligmanin bir diger onemli hedefi olmustur. Ek olarak, epileptogenezin her
donemine 6zgii olarak tanimlanan metabolit farkliliklar1 ve bu metabolitlerin iligkili
oldugu metabolik yolaklar, bireyler arasindaki biyokimyasal varyasyonlar1 ortaya
koyarak epilepsiye yonelik kisisellestirilmis tan1 ve tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesine 151k tutacaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Epilepsi

2.1.1 Epilepsi tanimi ve tarihcesi

Diinya ¢apinda 70 milyondan fazla insani etkileyen epilepsi, tahmin edilemeyen
sikliklarla ve tekrarlayan epileptik nobetler olusturmak icin kalict egilim gosteren
ndrolojik bir bozukluktur. Uluslararas1 Epilepsi ile Miicadele Lig'i (ILAE) tarafindan
2014 yilinda detayl1 olarak yapilan tanimlamaya gore; 24 saat ara ile aciga ¢ikan en az
iki spontane, herhangi tetikleyici etkisi olmayan faktoriin (alkol, ilaglar vb.)
bulunmadigi nobetlere sahip olanlar, bir spontane ndbet ve iki nobetten sonra ilerleyen
10 y1l igerisinde en az %60 olasilikla rekiirran nobetlerin agiga ¢ikmasi riskine sahip
olanlar ve bir epilepsi sendromu tanisi alan Kkisileri epilepsi hastasi olarak

tamimlamaktadir (3).

Epilepsi, pek ¢ok norobiyolojik, biligsel ve psikolojik etkileri biinyesinde
barindirdig1 i¢in 6zellikle bir hastaliktan ziyade bir bozukluklar ailesi olarak ifade
edilir (3, 19). Epilepsi tamisinin dogru olarak konulabilmesi igin hastadan ve
taniklarindan detayl bir 6ykii alinmalidir ¢linkii tek bir ndbet 6ykiisii o kiginin epilepsi
hastas1 oldugunu yansitmamaktadir. Bunun nedeni ¢oklu, epileptik olmayan
paroksismal olaylarin nobetleri taklit edebilmesidir (20). ilk nébetinde degerlendirilen
219 hasta ile yapilan bir arastirma ile hastalarin %17'sinin epileptik degil "ndbet

taklidi" gecirdigi tespit edilmistir (21).

Epilepsinin tarihgesi insan varlig1 kadar eski olmakla birlikte, epileptik nobetin
detayli olarak ilk tanimi, Mezopotamya’da bulunan Akad dilinde yazilmis olan M.O.
2000°den kalma bir tablette yer almaktadir (19). Akabinde, ¢esitli epileptik ndbet
tiirlerini tanimlayan ve ndbet tiirlerinin farkli sonuglarina gore kategorize eden bir
tablet Babilliler tarafindan tanimlanmistir (22, 23). Ancak, antik ¢ag siiresince, tip
diinyasinda bile epilepsinin fiziksel bir hastalik olarak tanimlanmasindan ziyade, gizli

ve seytani etkilerden kaynaklandigina dair yaygin bir goriis kabul gormiistiir (24, 25).



Bu goriis, Hipokrat tarafindan net bir sekilde reddedilmistir ve epilepsinin beynin bir
bozuklugu olduguna dair hipotez one siiriilmiistiir (22). Ronesans donemi ile birlikte
Ozellikle anatomi, patoloji, kimya ve eczacilik alanlarindaki hizli gelismeleri takiben
epilepsi fiziksel bir hastalik siireci olarak degerlendirilmeye baslanmustir (25). 19.
yiizyilin sonlarinda, Ingiliz nérolog John Hughlings Jackson tarafindan epilepsinin ilk
bilimsel siniflandirmasi yapilmistir. Jackson, ndbetlerin basladigi beyin bolgesine gore
epilepsiyi siiflandirmis ve bu smiflandirma, modern epileptolojinin temelini
olusturmustur (26). Ardindan, kurulusu olan 1909 yilindan giiniimiize ILAE,
epilepsilerin siniflandirilmasini siirekli olarak gelistirmektedir (16). Ayni1 zamanda
1900’1 yillarda tip alanindaki gelismeler sayesinde gerceklestirilen ¢alismalar ve
ozellikle beyin aktivitesini olgmek i¢in kullanilan elektroensefalogram (EEG)
tekniginin kesfi ile epilepside agiga cikan patolojik beyin fonksiyonlar1 hakkinda yeni
klinik bilgiler elde edilmistir (27, 28). Ek olarak teknolojinin ilerlemesiyle birlikte,
epileptik hayvan modellerinin gelistirilmesi, ikizler lizerinde yapilan arastirmalar ve
insan genomunun incelenmesi gibi caligsmalar, hastaligin nasil gelistigine dair

anlayisimizi hizla artirmaktadir (28-30).

2.1.2 Epilepsi epidemiyolojisi

Epilepsi ve ndbetler, diinya genelinde milyonlarca kisiyi etkileyerek hem saglik
hem de ekonomik agidan toplumlara 6nemli bir yiik olusturmaktadir. Epilepsinin
epidemiyolojisini kavramak, risk altinda olan gruplarin tespit edilmesi, koruyucu
onlemlerin alinmasi ve genel olarak hastaligin yonetiminin gelistirilmesi agisindan

biiytik bir 6neme sahiptir.

Epilepsi; her yas grubundan, irktan, sosyal siniftan ve cografi konumdan insani
etkilemektedir (31). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2024 verilerine gore, diinya
genelinde her yi1l tahminen 5 milyon kisiye epilepsi teshisi konulmaktadir (32). Bir
sistematik inceleme ve meta-analiz caligmasina gore, epilepsinin insidans orani her
100.000 kisi i¢in yilda 61,4 olarak belirlenmis olup, %95 giiven aralig1 50,7 ile 74,4
arasinda degismektedir (33). Disiik/orta gelirli iilkelerde insidans orani

(139,0/100.000), yiiksek gelirli iilkelerdeki orana (48,9/100.000) gore daha yiiksek



bulunmustur. Bu durum, risk altindaki popiilasyonlarin farkli yapilar1 ve diisiik/orta
gelirli iilkelerde perinatal risk faktorlerine, merkezi sinir sistemi (MSS)
enfeksiyonlarina ve travmatik beyin hasarina daha fazla maruz kalma oranlarinin daha
yiiksek olmasiyla aciklanabilmektedir. Ayrica, yiiksek gelirli iilkelerde en diisiik
sosyoekonomik siniflarda ve ayni popiilasyon i¢inde farkli etnik kdkenlere sahip

insanlarda epilepsi insidansi daha yiiksek tespit edilmistir (34).

Epilepsi prevalansi, risk ve etken faktorlerin cografi dagilimi, teshis anindaki
ndbet frekansi ve hesaplamalarda yalnizca aktif epilepsi vakalarinin (aktif yayginlik)
m1 yoksa remisyonda olanlarin da (yasam boyu yayginlik) mi1 gbéz Oniinde
bulundurulduguna gore iilkeden iilkeye biiylik degisiklikler gostermektedir.
Gilinlimiize kadar elde edilen veriler dogrutusunda; epilepsinin yagam boyu genel
prevalansinin 7,60/1.000 kisi, aktif epilepsi prevalansinin ise 6,38/1.000 kisi oldugu
bildirilmistir. Ayrica epilepsinin insidans verilerine benzer sekilde, hem yasam boyu
genel prevalans hem de aktif prevalans diisiik/orta gelirli iilkelerde yiiksek gelirli
tilkelere kiyasla daha yiiksek bulunmustur (33).

2.1.3 Epilepsilerin siniflandirilmasi

Epilepsi siniflandirmasi, nobetlerle bagvuran bir bireyi degerlendirirken kritik bir
klinik aractir. Her klinik goriismeyi etkilerken, etkisi klinik alanin 6tesine, klinik ve
temel epilepsi arastirmalarina ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine kadar
uzanir. Siniflandirma, birgok amag i¢in hizmet eder: Hastanin yasadig1 ndbet tiiriini,
bu bireyde daha olas1 olan diger ndbet tiirlerini, ndbetlerinin potansiyel tetikleyicilerini
ve ¢ogu zaman prognozlarini anlamak igin bir ¢ergceve saglar. Smiflandirma ayrica
ogrenme giigliikleri, zihinsel engellilik, otizm spektrum bozuklugu gibi psikiyatrik
ozellikler ve ani beklenmedik epilepsi 6limi (SUDEP) gibi mortalite riski dahil olmak
tizere komorbiditelerin riskleri hakkinda da bilgilendirir. Siiflandirmanin,

antiepileptik tedavilerin se¢imini siklikla yonlendirdigi dikkate degerdir (16).

Epilepsi smiflandirmasinda, klinisyen oncelikle ndbetin tiiriinii belirlemektedir.

Ardindan, hastanin epilepsi tilirli siniflandirilmakta ve bir¢ok durumda belirli bir



epilepsi sendromu teshisi konulabilmektedir. Ayni derecede 6nemli olan, hastanin
epilepsisinin nedeninin teshis siirecinin her asamasinda titizlikle belirlenmeye
calisilmasidir. Nobet tiiriinlin ve epilepsi tiirliniin  siniflandirilmasi, EEG ve
norogdriintiileme ¢alismalar1 gibi arastirmalarin sonuglarini, epilepsinin altinda yatan
nedenleri arastiran diger ¢caligsmalarla birlikte dikkate alinmalidir. Bu kapsamda, 2017
yilinda ILAE, 1989'da onaylanan son ILAE Epilepsi Siniflandirmasindan bu yana
yapilan ilk biiyiik epilepsi smiflandirmasimni yayinlamistir (16, 35). Giiniimiizde
kullanilmakta olan bu yeni epilepsi siniflandirmasinda; nobet tipi, epilepsi tipi ve
epilepsi sendromu olmak tiizere ii¢ seviyeli bir yap1 olusturulmustur (Sekil 1). Ayni
zamanda, miimkiin oldugunca, bireyin epilepsisinin etiyolojisiyle birlikte bu ii¢

seviyede de teshis aranmalidir (16).

Epilepsilerin Simflandiriimasi

Nibet Tipleri - =
Jeneralize | Bilinwmeyen Etiyoloji
Yapisal
Genetik
Epilepsi Tipleri Enfeksiviz
Jeneralize | Kombine Jeneralize ve Fokal Bilinmeyen

Metabolik

@ Tmmiin

Bilinmeye,
Epilepsi sendromlan R

Komorbiditeler

Sekil 1. ILAE 2017 kapsaminda epilepsilerin siniflandirilmasi (16)

2.1.3.1 Nobet tipine gore simiflandirma

Nobetler ii¢ 6zellige gore siniflandirilmaktadir: nobetin beyindeki baslangici,
nobet sirasindaki farkindalik derecesi ve viicut hareketinin diizeyi (16, 36). Bu
kapsamda ilk olarak bir ndbet, baslangig tiirtine gore fokal ya da jeneralize baslangich
olarak iki ana kategoriye ayrilmaktadir. ikinci bir ayrim, kisinin bilincinin acik olup
olmadigina dayanmaktadir. Son olarak, ndbetler baglangicta motor (hareketle ilgili) ya
da motor dis1 (hareketsiz) Ozellikler gosterebilmektedir. Bu bilgilere dayanarak

nobetler {i¢ ana grupta siniflandirilabilir (Sekil 2):

1) Odaklanmis baslangicli nobetler, tig alt tipe ayrilir:

a) Bilincin korunmus/bozulmus olmast,



b) Motor/motor dis1 baslangig,

c) Fokal baslangiglidan bilateral tonik-klonik nébetlere doniis.

2) Jeneralize baslangi¢li nobetler, motor veya motor dist (varlik) baslangici olan
nobetleri icermektedir.
3) Bilinmeyen baslangigli nobetler, motor/motor dis1 ya da smiflandirilamayan

sekilde olabilmektedir.

FOKAL JENERALIZE BILINMEYEN
Bilincin korunmus/bozulmus olmasi Motor Motor
Tonik-Klonik Tonik-Klonik
Motor baslangich X
Klonik Epileptik spazm
Otomatizma .
Tonik Motor olmayan
Atonik . .
Miyoklonik Harcket tutuklugu (duraklama)
Rlonik Miyoklonik Tonik-Klonik
. . tyoilonti Tonik-Slont Simiflandirilmansg
Epileptik spazm . . .
Miyoklonik Atonik

Hiperkinctik
Miyoklonik

Tonik

Atonik

Epileptik spazm

Motor olmayan (absans)

Motor baslangich olmayan Tipik
Otonomik Alipik
Harcket tutuklugu (duraklama) Miyoklonik

Biligsel
Lmosyonel

Duyusal

Fokal
baslangichdan bilateral tonik-klonik

nibetlere doniis

Goz kapagi miyoklonisi

Sekil 2. ILAE 2017 nobet tipleri siniflandirmasi: genisletilmis versiyon (36)

2.1.3.2 Epilepsi tipine gore siniflandirma

Epilepsi dort ana tipte siniflandirilmistir: 1) fokal; 2) jeneralize; 3) kombine

jeneralize ve fokal; 4) bilinmeyen (Sekil 1).

Fokal epilepsiler, tek bir beyin yarikiiresini etkileyen nobetler ve bozukluklar
grubunu igermektedir. Bu durumda hem tek bir odaktan (unifokal) hem de birden fazla
odaktan (multifokal) kaynaklanan ndbetler goriilebilmektedir. Fokal epilepsilerde

gozlemlenebilen ndbet ¢esitliligi soyle siralanabilir (16):



e Bilingli Fokal Nobetler: Bu nobetler sirasinda hastalar, cevrelerinde olup
bitenlerin tamamen farkindadir.

e Bilin¢ Bozukluguyla Fokal Nobetler: Bu durumda hastalarin bilinci kismen kapali
olabilir, bu da ¢evrelerini tam olarak algilamamalarina yol agar.

e Motor Fokal Nobetler: Bu tiir nobetlerde, genellikle bir kol veya bacak gibi
viicudun belirli bir béliimiinde kontrol dig1 hareketler goriiliir.

e  Motor Olmayan Fokal Nobetler: Hareket etkilenmezken, duyusal ya da duygusal
tepkilerde degisikliklerle kendini gosteren nobetlerdir.

e Fokal'dan Bilateral Tonik-Klonik Nobetlere Gegis: Baslangigta fokal olan nobet,
giderek genisleyerek iki beyin yarimkiiresini de etkileyen tonik-klonik nobetlere

dontisebilir.

Bu tiir epilepsilerin teshisi genelde klinik muayene ile konmakta ve EEG testi
sirasinda  gorlilen  fokal epileptiform  aktivite gibi  spesifik  bulgularla

desteklenmektedir.

Jeneralize epilepside ise, hastanin EEG testinde genellikle genellestirilmis dalga-
diken aktivitesi gézlemlenmektedir. Bu aktivite, beynin her iki yarikiiresinde es
zamanli nobet aktivitesini gostermektedir. Jeneralize epilepsi ¢esitleri arasinda absans,

miyoklonik, atonik, tonik ve tonik-klonik nébetler bulunmaktadir (16, 36).

Kombine jeneralize ve fokal epilepsi tipi, bir hastanin hem fokal hem de jeneralize
nobetlere sahip oldugu bir durumdur ve genellikle video EEG (VEEQ) ile teshis edilir
(36). Bu durum genellikle siddetli epilepsileri olan bebeklerde veya ¢ocuklarda
goriilmektedir. Dravet sendromu ve Lennox-Gastaut sendromu, her iki ndbet tiiriiniin

de meydana geldigi yaygin 6rneklerdendir (16).

“Bilinmeyen” terimi ise hastanin epilepsiye sahip oldugunun anlasildig1 ancak
klinisyenin, mevcut bilgilerin yetersiz olmasi nedeniyle epilepsi tiiriiniin fokal mi
yoksa jeneralize mi oldugunu belirleyemedigi durumlar1 ifade etmek igin
kullanilmaktadir. Eger nobet tiirii bilinmiyorsa, benzer nedenlerle epilepsi tiirii de

bilinmeyen olarak siniflandirilabilmektedir (16, 37).
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2.1.3.3 Epilepsi sendromuna gore siniflandirma

Epilepsilerin siniflandirilmasinda, tani siirecinde miimkiin oldugunda {i¢iincii
adim, bir epilepsi sendromunun tanimlanmasidir (16). Epilepsi sendromu; ndbet
tirleri, EEG'deki degisimler, beyin goriintiilemesindeki anormallikler ve genetik
analizler gibi ozelliklerden olusan bir kiimedir; bu 6zellikler bir araya geldiginde
tanimlanabilir bir desen ortaya c¢ikmaktadir. Cesitli sendromlar hayatin farkl
evrelerinde goriilebilmekte ve dogru tani, olast sonuglar hakkinda degerli bilgiler

sunabilmektedir (37).

Literatiirde; ¢ocukluk ¢agi absans epilepsisi, ergenlik ¢agi absans epilepsisi,
juvenil miyoklonik epilepsi, West sendromu ve Dravet sendromu gibi pek ¢ok
taninmis sendrom bulunmaktadir; ancak, ILAE tarafindan sendromlarin resmi bir

siiflandirmasi heniiz yapilmamistir (16, 37, 38).

2.1.3.4 Etiyolojiye gore siniflandirma

Epilepsiye yol acabilen bir¢ok altta yatan hastalik mekanizmasi olmasina ragmen,
diinya genelinde vakalarin yaklasik yarisinda hastaligin nedeni hala bilinmemektedir
(32). Bir hastanin epilepsi nedeninin saptanmasi; epilepsi tanisi, prognoz
degerlendirmesi ve tedavi yonetimi agisindan olduk¢a dnemlidir. Epilepsinin neden
ortaya ¢iktig1r bircok hastada bilinmemekle birlikte; inme, travmatik beyin hasari,
enfeksiyon, genetik mutasyonlar ve otoimmiin hastaliklar gibi beynin fonksiyonunu

etkileyebilecek her tiirli faktor epilepsiye neden olabilmektedir (39).
2.1.3.4.1 Yaygn yapisal etiyolojiler

Korteksi etkileyen herhangi bir yapisal lezyon ndbetlere ve epilepsiye neden
olabilmektedir. Yapisal nedenler arasinda HS, beyin tiimorleri, kortikal gelisim

bozukluklari, damar anomalileri, glial doku skarlanmas1 ve beyindeki iltihabi durumlar

baslica kategorileri olusturmaktadir (40).
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2.1.3.4.2 Epilepsinin genetik nedenleri

Gegmiste epilepsinin etiyolojisinde genetik faktorler nadiren dikkate alintyordu.
Ancak, bir¢cok epilepsi geninin kesfi bu bakis agisim1 kokten degistirmistir (39).
Epilepsilerin biiyiikk ¢cogunlugu monogenik bir kdkene sahip degildir. Yaygin olarak
goriilen genetik jeneralize epilepsiler ve fokal epilepsiler gibi durumlar, c¢evresel
etkenlerin varligina bakilmaksizin, birden ¢ok genin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan
karmasik bir kalitim paterni gosterir. Bu, hastaligin poligenik bir yapida oldugunu,
yani birden fazla genin varyasyonunun hastaligin gelisimine katki sagladigini ifade
eder. Bu gen varyantlar tek baglarina zayif etkilere sahip olabilir, fakat birlestiginde
epilepsiye yol agacak etkilesimler sergileyebilir. Bu varyantlarin nasil bir araya gelip
ndbet esigini diisiirdligli ve epilepsinin patogenezine nasil katkida bulundugu konusu

hala tam olarak ¢oziimlenmemistir (40).

2.1.3.4.3 Epilepsinin enfeksiyoz nedenleri

Bakteriyel, viral, fungal ve parazitik kaynakli beyin enfeksiyonlari, diinya
genelinde nobetlerin ve epilepsinin baslica sebepleri arasinda yer almakta ve 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde daha sik rastlanmaktadir. Bu enfeksiyonlar, beyin
dokusunun dogrudan zarar gormesi, mikroorganizmalarin toksin iiretimi ve
iltthaplanma siirecinin tetiklenmesi gibi ¢esitli yollarla ndbetlere yol agabilmektedir.
Bunun yani sira, beyin enfeksiyonlar1 olan hastalarda nobetler, 6liim riskini artiran
bagimsiz bir faktor olarak kabul edilmektedir (40). Ek olarak, siddetli sistemik
enfeksiyonlar, dogrudan beyni etkilemese bile, pireksi, sitokin salinimi, metabolik
islev bozuklugu ve otoimmiinitenin tetiklenmesi yoluyla da ndbetlere zemin

hazirlayabilmektedir (41).

2.1.3.4.4 Epilepsinin ve nobetlerin metabolik nedenleri

Nobet ve epilepsi vakalarinin metabolik kdkeni hem edinsel hem de genetik
(konjenital) faktorlere bagli olabilmektedir. Edinsel metabolik nedenler arasinda,

cesitli organ yetmezlikleri (karaciger, bobrek, pankreas gibi), beslenme eksiklikleri,
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otoimmiin durumlar (tip 1 diyabet mellitus, otoimmiin kaynakli serebral folat eksikligi
gibi) ve ekzojen ilaglar ile toksinlere maruz kalma bulunmaktadir (42). Bu faktorler
genellikle, beyinde kalici hasar olusturmadikga, epilepsi yerine akut nobetlere yol
acmaktadir ve bu nobetler siklikla hipoglisemi veya hiperamonaemi gibi durumlarla
iliskilendirilir. Ozellikle geng yetiskinlerde, alkol gibi ekzojen toksinler ndbetlerin en
sik rastlanan nedenlerinden biridir (43). Metabolik bozukluklar, epilepsi i¢in nadir bir
etken olmakla birlikte, dogustan gelen metabolizma sorunlar1 durumunda epilepsi ve
nobetler sikga goriilen bir durumdur ve 200'den fazla genetik metabolik hastalik
epilepsi ile iligkilendirilmistir (44). Bu durumlar nadir olmasina karsin, epileptik
ndbetlerin nobet Onleyici ilaglara genellikle diisiik diizeyde yanit vermesi, ancak
metabolik diizeltmelerle iy1 sonuglar alinabilmesi dikkate degerdir. Genel bilgilere
gore, beyin metabolizmasindaki aksakliklar, vitamin veya kofaktor eksiklikleri, toksin
birikimi, anormal birikintiler, nérotransmiter sistemlerindeki bozulmalar veya kortikal
gelisimle ilgili malformasyonlar gibi ¢esitli nedenlere bagli olarak epileptik ndbetler

ac1ga ¢ikmaktadir (45-47).

2.1.3.4.1 Epilepsinin immiin nedenleri

Bagisiklik sisteminin beyne yoOnelik saldirist sonucu ortaya ¢ikan otoimmiin
ensefalit gibi durumlar, epileptik ndbetleri tetikleyebilmektedir. Otoimmiin epilepsi,
nadir bir durum olmayip, tedavi edilebilir bir 6zellik tagimaktadir. Bu durum, beyin
korteksindeki otoantijenlere yonelik antikorlarin veya sitotoksik T hiicrelerin saldirisi
sonucu meydana gelmekte ve erken donemde uygulanan immiinoterapi ile kontrol
altina alinabilir potansiyele sahiptir (48). Ancak, hiicre i¢i antikorlara yonelik
antikorlarla iligkili ndbetler immiin supresyona kotii yanit verir ve genellikle kronik

epilepsiye doniisebilmektedir (40).

2.1.3.4.2 idiyopatik durumlar

Idiyopatik epilepsi, altta yatan belirgin bir nedenin tespit edilemedigi epilepsi

tiirlerini ifade eder. Bu durumlar genellikle genetik yatkinlikla iliskilendirilmekte,
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ancak spesifik genetik varyasyonlar veya cevresel faktorler her zaman net bir sekilde

belirlenememektedir.
2.1.4 Temporal lob epilepsisi (TLE)

Temporal lob epilepsisi (TLE), fokal baslangicli epilepsiler arasinda en yaygin
olanidir ve cerrahi olarak tedavi edilen direncli epilepsi vakalarinin yaklasik licte
ikisini olugturmaktadir (1, 2). ILAE siniflandirmasina gére TLE, mezial temporal lob
epilepsisi (NTLE) ve lateral veya neokortikal temporal lob epilepsisi (nTLE) olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir (16). mTLE en sik goriilen alt tiir olmakla birlikte, ndbetler
genellikle hipokampus, entorinal korteks, amigdala ve parahipokampal girus gibi
beyin yapilarindan kaynaklanmaktadir. nTLE'de yer alan beyin yapilar1 ise siiperiyor,
mediyal ve inferiyor temporal g¢evreyi, temporaloksipital ve temporal-pariyetal

kavsaklar1 ve isitme, gérme ve dil islevleri i¢in asosiyatif duyusal alanlari iceren

temporal neokortekstir (49-51) (Sekil 3).
| '

Isitme igin asosiyatif duyusal Gorme igin asosiyatif duyusal Insiiler korteks
alan alan

Amigdala ve periyaduktal gri madde

Amigdala g i
Hipokampis arasindaki baglanti

Sekil 3. Temporal lobun noroanatomik gosterimi ve ilgili nébet semptomlart ve
psikiyatrik semptomlar: (A) isitsel haliisinasyonlar; (B) gorselhaliisinasyon; (C)
visseral-duyusal veya otonom semptom; (D) depresyon; (E) anksiyete bozukluklari,
depresyon; (F) kaginma davranis1 ve korku tepkisi (51)

TLE'li hastalarda tipik olarak stereotip otomatizmler, dil degisiklikleri ve tek
tarafli distonik durus ile iliskili biling kaybi ile karakterize fokal bozulmus farkindalik
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ndbetleri goriilmektedir. Ek olarak, fokal bozulmus farkindalik nébetlerinden 6nce de
siklikla epileptik bir aura veya viseral-duyusal veya otonomik semptomlar, bilissel
veya duygusal semptomlar gériilmektedir (51). Norolojik 6zelliklere ek olarak, TLE
siklikla psikiyatrik komorbiditelerle iliskilidir. TLE'li hastalarda psikiyatrik
bozukluklarin yayginligi, 6zellikle pediatrik popiilasyonda, genel epilepsiye gore daha
yiiksektir. Genellikle biligsel, 6grenme ve davranis bozuklugunun eslik ettigi
anksiyete, depresyon ve interiktal distimi, TLE'li ¢ocuk hastalarda tekrarlayan
psikiyatrik bozukluklardir (51, 52).

2.14.1 TLE’nin klasik patolojik 6zellikleri

TLE klinik olarak temporal lobdan kaynaklanan spontan tekrarlayan ndbetlerin
ilerleyici gelisimi ile karakterizedir. HS ve fokal kortikal displazi (FKD) TLE'nin

onemli yapisal nedenleridir (53).

2.1.4.1.1 Hipokampal skleroz (HS)

Hipokampus, hem insan hem de deneysel epilepside en kapsamli sekilde
arastirtlan beyin bolgesidir (10). HS ve epilepsi arasindaki iliski yaklasik iki yiizyildir
bilinmektedir. 20. ylizyilin ortalarindan bu yana ise, temporal lob rezeksiyonlarindan
alman cerrahi ornekler bu alandaki bilginin ilerlemesine 6nemli oOlclide katkida
bulunmustur (54). HS, modern tip igin énemli bir zorluk teskil eden ilaca direngli
mTLE'nin altinda yatan en yaygin patolojiyi temsil etmektedir. HS, ergenlerde ve
yetiskinlerde inat¢1 TLE vakalarinin yaklasik %56-70'ini olusturmaktadir (54, 55). HS
ve kronik ndbetler arasindaki iligki iyi bilinmektedir, ancak HS'nin kronik nobetlerin
bir nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu konusunda uzun siiredir devam eden bir
tartisma vardir (10). Ek olarak, HS'ye neden olan hasar hala belirsiz olmakla birlikte,
erken cocukluk donemindeki atesli nobetlerle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(56). Beyinde, limbik sistemle ilgili ana merkezlerden biri olan hipokampus, temporal
lobun derinliklerinde yer alan karmasik bir beyin yapisidir (Sekil 4). Hipokampusiin

oncelikle islevi hafiza ve 6grenme siireglerini yonetmektir (57).
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Sekil 4. Insan beyninin limbik sistemi: hipokampiis, amigdala ve talamus (58)

Hipokampiis, ¢ok katmanli bir yapiya sahiptir. Katmanlarin ayirt edilmesinde
kullanilan kriterlere bagli olarak, genellikle ii¢ ila bes katman hiicre ve lif i¢erdigi
kabul edilmektedir. Hipokampiisiin temel olarak yapisi uyarict glutamaterjik ana
noronlar (piramidal ve graniil hiicreler) ve inhibit6r y-aminobiitirikasit (GABA)-erjik

ara néronlardan olugmaktadir (59).

’ ; R :

v ' - N
Jf granule layen(enclosed blé#)‘
. Vy -~ .

granule layer (free blade)

lateral
ventricle

Sekil 5. Hipokampiisiin ¢ok katmanli yapisi (59)

Hipokampus, beynin evrimsel olarak en eski kisimlarindan biridir. Lateral
ventrikiiliin alt boynuzunun tabani boyunca uzanir ve yaklasik 5-8 cm boyunda gri
cevherden olusan bir tabakadir. Koronal kesitlerde “C” harfi bigiminde

goriilebilmektedir. Denizatina olan benzerligi nedeniyle bu adi almistir. Ayrica, dis
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yapisinin kogboynuzunu andirmast sebebiyle eski donemlerde Ammon'un boynuzu,
yani “cornu ammonis” olarak da isimlendirilmistir (60, 61). Cornu Ammonis'in bas
harflerini  temsilen CA  olarak ifade edilebilen hipokampus, hiicre
yapisindaki degisikliklere gore CAl, CA2, CA3 ve CA4 gibi farkli bolgelerden
olusmaktadir. Bunlardan CA1 subikulum'a, CA4 ise dentat girusa (DG) en yakin olan
bolgedir (Sekil 6).

Lateral ventrikil
Koroid pleksus

Fimbria ——m

Koroid pleksus

Hipokampiis

Subikulum ———

Parahipokampal
girus

_—

Kollateral sulkus 41

Sekil 6. Hipokampiis ve bolgesel anatomi semasi (62)

HS'nin tipik 6zellikleri arasinda CA1 ve CA4 bolgelerinde noron kaybi ve gliozis
yer almaktadir (63). Giiniimiizde HS, noronal kayip ve gliozis derecelerine gore
siniflandirilmaktadir. ILAE, bu siniflandirmay1 hipokampal alt bolgelerdeki ndron
kayiplarim1  degerlendirmek i¢in tekrarlanabilir, yar1 kantitatif bir Ol¢ek ile
yapmaktadir. Bu siniflandirma, yosunsu lif filizlenmesi ve néronal degisikliklerden
bagimsiz olarak néronal kayip ve gliozis paternlerine dayanmaktadir. HS tip 1, en
yaygin goriilen tip olup, TLE-HS vakalarinin %60-80'ini olusturmaktadir. HS Tip 1'de,
CA1 bolgesi %80'den fazla hiicre kaybi ile en ciddi sekilde etkilenirken, CA2 (%30-
50 hiicre kayb1), CA3 (%30-90 noron kayb1) ve CA4 (%40-90 néron kaybi) daha az
etkilenmektedir. HS tip 1'de, DG graniil hiicrelerinin yaklasik %50-60"1
kaybolmaktadir. HS tip 2, agirlikli olarak CA1'de ndronal hiicre kayb1 ve gliozis ile

karakterizedir ve piramidal hiicrelerin neredeyse %80'ini etkilemektedir. Ayrica, CA2
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ve CA3'te %20'den az ve CA4'te %25’ten az hafif hiicre kaybi goriilebilmektedir. Tip
2'de DG'de belirgin graniil hiicre kayb1 gézlenmemektedir. HS tip 3'te ise CA4'iin
yaklasik %50'sinde ve DG'nin %35'inde hiicre kayb1 gézlenirken, CA3 (%30'dan az),
CA2 (%25'ten az) ve CAL (%20'den az) orta derecede etkilenmektedir (64).

2.1.4.1.2 Fokal kortikal displazi (FKD)

FKD, beyin hiicrelerinin tipik yapisinda ve gelisiminde yerel bozulmalarla
karakterize edilen bir bozukluktur. Bu bozuklukta etkilenen baslica hiicreler
noronlardir. Ilk olarak 1971 yilinda tanimlanan FKD, kortikal gelisimin erken
evresinde ortaya ¢ikar ve noroglial proliferasyon ve farklilagsma, néronal migrasyon ve
kortikal yeniden yapilanma sirasindaki anormalliklerden kaynaklanmaktadir (65, 66).
FKD, ¢ocukluk doneminden yetiskinlige kadar her yas grubunda epilepsinin dnemli
bir sebebi olarak kabul edilmektedir. Epilepsi hastalarinda FKD'in klinik bulgusu,
FKD'nin epilepsi gelisimiyle nedensel bir iliskisi oldugunu gostermektedir (67). FKD
incelemelerinde hem artmis uyarict aktivite hem de azalmis inhibitér durum
gozlemlenmistir. Molekiiler diizeyde yapilan arastirmalar, FKD kaynakl
hiperaktiviteyi agiklamak i¢in ¢esitli potansiyel mekanizmalar ortaya koymustur. Bu
mekanizmalardan biri, kalsiyum (Ca*?) tasinmasinda rol oynayan eksitatdr glutamat
reseptorleri olan N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin degisen ifadesini
icermektedir (68). FKD patogenezinde artmig uyarict aktivitenin yani sira
inhibisyonda azalma da gozlenmektedir. Displastik lezyonlarda inhibitor GABAerjik
noronlarin yoklugu deneysel FKD modeli ve hastalardan cerrahi olarak izole edilen

dokularla da dogrulanmustir (69, 70).

2.2 Epileptogenez

Normal, saglikli olarak kabul edilen beynin fonksiyonel degisim yasayarak
anormal elektrik aktivite gostermeye baslamasi ve buna bagli olarak artan ndbet
yatkinlig1 gostermesiyle spontan tekrarlayan nobetler (STN) gelistirmesini ve bu
nobetlerin gerceklestigi ve ilerleyis gosterdigi donemi kapsayan siire¢ “epileptogenez”

olarak adlandirilmaktadir (8, 71). Epileptogenez siireci ilk olarak beyinde hasar
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yaratan bir durum ardindan baslamaktadir. Bu tip durumlara norolojik enfeksiyonlar,
travmatik beyin hasarlari, iskemi, intraserebral kanama ve status epileptikus (SE)
ornek verilebilmektedir (72).

Epileptogenez siireci; akut, latent ve kronik donem olmak iizere ii¢ evreden
olugsmaktadir (Sekil 7). Akut donem, beyinde hasar yaratan bir olayin (inme, travmatik
beyin hasar1 vb.) meydana geldigi evredir. Latent donem ise, hasar kaynakli molekiiler
ve hiicresel degisikliklerin meydana geldigi ancak, epileptik ndbetlerin
gozlemlenmedigi evredir. Son olarak kronik donem ise, STN’lerin gdzlemlendigi
evredir (8, 72). Literatiirde epileptogenez siirecinde ilk nobetlerin agiga ¢ikmasi ve
ilerleyisi hayvan modellerinde birka¢ hafta olabilirken, insanlarda bu siirenin yillar
kapsayabilecegi belirtilmistir (71, 72). Bu durumun anti-epileptojenik terapotik
miidahaleler i¢in bir zaman araligi tanimlamakla birlikte, bu zaman araliginda
meydana gelen ve STN aciga ¢iktiginda bu nobetlerin niiks etmesine ve ilerlemesine
yol agan patojenik degisikliklerin kesfedilmesi i¢in son derece 6nemli oldugu dikkat

cekmektedir (4).

Baglangi¢c Hasari

’ Spontan Tekrarlayan Nébetler

| Epileptojenik olay

04l
saatler
ilk
epileptojenik

tehkley'u ‘ .. birkag ay ya da yil sonra

i AR LLARR)

-

3

I Latent Donem ‘ Epilepsinin
& = »| ortaya gtkmasi

|.r

Sekil 7. Epileptogenez siireci (9)

Epileptogenez sirasinda meydana gelen degisiklikler hala tam olarak

anlasilabilmis degildir. Epileptogenez, noronal uyarilabilirligi kademeli olarak
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degistiren, kritik baglantilar1 olusturan ve ilk spontan ndbet meydana gelmeden 6nce
karmagik yapisal degisiklikler gerektirebilecek dinamik bir siiregtir. Bu degisiklikler
arasinda norodejenerasyon, ndrogenez, gliosis, aksonal hasar veya filizlenme,
dendritik plastisite, kan beyin bariyeri (KBB) hasari, beyin dokusuna inflamatuar
hiicrelerin katilimi, ekstraseliiler matrisin yeniden diizenlenmesi ve bireysel noronal
hiicrelerin molekiiler yapisinin yeniden organizasyonu yer alabilmektedir. Onemli
olarak, son deneysel ve hasta verileri, epileptojenik bir hasarin tetikledigi molekiiler
ve hiicresel degisikliklerin epilepsi teshisinden sonra da devam edebilecegini, ancak
epileptik stlirecin farkli evrelerinde niteliksel ve niceliksel olarak farklilik

gosterebilecegini ileri stirmektedir (73).

Epileptogenezle ilgili insan ve epileptik hayvan modelleri iizerine yapilan
aragtirmalar, piramidal noronlarin 6ldiiginii ve bu bolgelerde yeni sinaptik
baglantilarin olustugunu gdstermektedir. Saglikli bir beyinde, GABAerjik ve
glutamaterjik mekanizmalarin ndronal eksitabiliteyi dengede tuttugu bilinmektedir.
Ancak epileptogenez siirecinde, noronal hipereksitabilite ortaya cikmaktadir. Bu
durumun, dengeyi saglayan ndronlarin kaybi, inhibitéor mekanizmadaki GABA
seviyesinin azalmasi veya GABAAa reseptorlerinin duyarliliginin diismesi sonucu

olusan diisiik inhibisyonla iligkili oldugu diisiniilmektedir (74).

Epileptogenez siirecine katilan bir diger faktdr, ndronlarin ylizeylerindeki
biyokimyasal reseptorlerin (ndrotrofin reseptorii, iyonotropik glutamat reseptorii,
metabotropik glutamat reseptorii) aktivasyonudur. Bu reseptdrlerin artisi, ortamdaki
Ca™? konsantrasyonunu yiikselterek tirozin kinaz enzimlerinin aktivasyonunu
artirabilmekte ve bu da hipereksitabiliteye yol acabilmektedir. Ek olarak, beyin hasari
sonrasinda norotransmitterlerin asir1 salinimi da epileptogenezde Onemli bir rol
oynamaktadir. Bu kapsamda asir1 glutamat salmimi, hiicre icindeki Ca*?
konsantrasyonunu hizla artirarak néronlarin asir1 depolarizasyonuna yol agmaktadir.
Bu durumu takiben hiicre hasar1 ve 6limii gozlemlenebilmektedir (75). Noronal
hipereksitabilitede etkili olabilecek bir diger faktdriin ise, ekstraseliiler Ca*?
konsantrasyonundaki diisiis nedeniyle glial hiicrelerdeki ATPaz aktivitesinde azalma

olabilecegi belirtilmistir (74).
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2.2.1 Status epileptikus (SE)

TLE kesin nedeni ¢ogu zaman bilinmemekle birlikte, genellikle beyin hasar1 gibi
erken tetikleyici faktorlerle iliskilendirilmektedir. SE, bu tetikleyici faktorlerden
biridir. SE, en az bes dakika siiren siirekli ndbet aktivitesi veya aralarinda normal
bilince doniis olmaksizin tekrarlanan ndbetler olarak tanimlanmaktadir ve bu durumun
mezial temporal skleroz ve TLE gelisimiyle iligkili oldugu uzun siiredir bilinmektedir
(76, 77). Bu baglamda, hiicresel diizeyde SE esas olarak GABAAa reseptorleri
araciligtyla GABA tarafindan aracilik edilen normal inhibitér mekanizmalar
bozuldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Inhibisyondaki bu bozukluklar, eksitator
geribildirim mekanizmalariin aktivasyonuna yol agarak biiyiikk néron gruplarinin
tekrarlayan ve senkronize ateslenmesine neden olmaktadir. Nobet aktivitesi devam
ettikce, GABAerjik fonksiyon bozulmaya devam etmektedir. Esas olarak glutamat
tarafindan yonlendirilen bu devam eden uyarici aktivite, nihayetinde noronal hiicre

oliimiiyle sonuglanmaktadir (78).

2.3 Deneysel Temporal Lob Epilepsisi Hayvan Modelleri

TLE, bu kadar yaygin bir hastalik olmasina ragmen, literatiirdeki veriler
patofizyolojiyi ¢oziimlemek i¢in maalesef yeterli degildir. Bu nedenle, epileptogenez
stirecini aydinlatabilmek, mevcut tedavi seceneklerini iyilestirebilmek ve yeni tedavi
stratejileri gelistirebilmek icin TLE’yi taklit eden deneysel hayvan modellerinin
arastirmalarda kullanilmasi 6nem tasimaktadir. Deneysel TLE modelinde, epileptik
ndbetler genellikle siddetli elektriksel uyari veya kimyasal maddelerle (6rnegin, kainik
asit (KA), pilokarpin) tetiklenmis SE sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir (79). Bu siireci,
genellikle birka¢ giin veya hafta siirebilen bir latent donem izler ve sonunda STN’ler

gelisir.

2.3.1 Kainik asit (KA) modeli

L-glutamatin siklik bir analogu ve iyonotropik KA reseptorlerinin (KARs)

agonisti olan KA’nin hipokampal piramidal néronlara zarar verdigi ilk kez 1978 de
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Nadler ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir (80). Ardindan, KA’nin epilepsi modeli
olusturmak i¢in kullanimi Ben-Ari ve arkadaslari tarafindan ortaya konulmustur (81,
82). Guiniimiizde, KA modeli, TLE gelisimi ve iliskili patofizyolojik degisikliklerin
incelenmesi, farmakoterapi ve farmakorezistansin calisilmasi igin yaygin olarak

kullanilmakta olan hayvan modellerinden biridir (83).

Glutamaterjik o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA)
ve KAR agonisti olarak islev géren KA, depolarizasyona ve kademeli hiicre 6liimiine
neden olmaktadir (84). KA, beyin dokusuna ulastiktan sonra bir¢ok farkli mekanizma
devreye girmektedir. Bu siiregte KA’nin KAR'lara baglanmasi membran
depolarizasyonuna ve hiicre ateslenmesine neden olur. Asir1 atesleme ozmotik
dengesizlige ve sonug olarak postsinaptik membranin yirtilmasi gergeklesir. Bununla
birlikte, hiicre icine Ca*? akisi, fosfolipaz, endoniikleazlar ve proteazlar gibi ¢oklu
enzim aktivasyonuna neden olur ve bunlarin hepsi ¢esitli hiicre yapilarina zarar verir.
Artan hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunun bir diger etkisi de mitokondriyal
fonksiyonlarin bozulmasi ve asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimidir (4). Siireg
igerisinde tiim bu mekanizmalar birbirini giiclendirir ve sonunda apoptoz meydana

gelir (85).

TLE modelini olusturmak amaciyla KA, sistemik yoldan (30-60 dakika icerisinde
6-15 mg/kg) veya intra-hipokampal (fokal) enjeksiyon yoluyla (5-60 dakika igerisinde
0.4-2.0 pg) uygulanabilir. Intra-hipokampal uygulama, limbik yapilardan baslayarak
diger beyin bolgelerine yayilan epileptiform desarjlarin olusumuna yol agar ve daha
diigiik 6lim oranlan ile iliskilendirilir (86). Buna karsin, sistemik uygulama daha
yiiksek Oliim oranlarina neden olabilir; ancak bu durum, tek doz yerine saatlik 5
mg/kg'lik coklu dozlarla kontrol edilebilir. Bu yontem, tutarli ndbetlerin yani sira

yosunsu lif filizlenmesini ve STN gelisimini destekler (87).

KA uygulamasi, oncelikle limbik sistem, amigdala, medial talamus, septum ve
korteksi etkiler, ancak nobetlerin baglangi¢ noktasi, KAR yogun olarak bulundugu
hipokampustur. En yogun hiicre kayb1 hipokampusun CA1 bolgesinde goriiliir (88,
89). Bununla birlikte, hipokampusun CA2 bolgesi ve DG nin graniiler hiicreleri bu
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etkiden korunmus goriinmektedir. Ek olarak, entorhinal korteks, talamus ve serebral
korteks gibi diger bolgelerde de indiiksiyondan 24 saat sonra ndronal kayiplar izlenir

(90).

2.3.2 Pilokarpin modeli

Bu model, Turski'nin yaptig1 ¢alismada, sicanlara 400 mg/kg ve farelere 300-350
mg/kg dozlarinda intraperitoneal pilokarpin uygulanmasiin, 1-2 saat i¢cinde limbik
ndbetler ve davranigsal degisikliklerin ardindan SE ve norodejenerasyonu basariyla

tetikledigi seklinde rapor edilmistir (91, 92).

Pilokarpin ile indiiklenen SE’nin etki mekanizmasi, muskarinik M1 reseptdriiniin
aktivasyonuna baglhidir ve nobetler, M1 reseptor aktivasyonunu takiben NMDA
reseptorlerinin devreye girmesiyle sirdiiriiliir (93). Fosfolipaz C bagimli inositol
trifosfat (IP3) salinimiyla aktive edilen hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinazlar 1 ve 2'nin
(ERK1/2) fosforilasyonu, bagimsiz olarak NMDA reseptor aracili oksidatif stresi
tetikler. IP3 araciliryla hiicre i¢i Ca*™ seviyesindeki artis ve NMDA reseptorleri
araciligiyla artan hiicre igi Ca*? girisi, NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(Hidrojenli)) oksidazin aktivasyonuna ve siiperoksit iiretimine yol agar. Bu durum,
hiicre yiizeyindeki NMDA reseptorlerinin oksidatif olarak modifikasyonuna ve
reseptor fonksiyonunun bozulmasina neden olur. Bu olaylar, NMDA reseptorii ile
yakin iligki i¢inde olan noronal nitrik oksit sentazin (nNOS) yerel aktivasyonunu
tetikleyebilir. Bu sekilde, NMDA reseptor kanallar iizerinden Ca*? girisi NADPH
oksidazin aktivasyonuyla siiperoksit iiretimine, Ca*?in mitokondriler tarafindan
alinmasi ve nitrik oksit (NO) iiretimi ise hiicre 6liimiine neden olur (94, 95). Ayrica
pilokarpin, interlokin 1 beta (IL-1P) seviyelerinin artmast sonucu KBB’ye zarar

vererek nobetlerin ilerlemesine de neden olur (96).

Pilokarpin, sistemik yolla ya da beynin igine intra-hipokampal (fokal) enjeksiyon
yontemiyle uygulanabilir. Intra-hipokampal enjeksiyon, sistemik uygulamaya kiyasla
daha diisiik 6liim oranlarina neden olmaktadir (97, 98). Diisiik dozlarda (100 mg/kg)

uygulandiginda nérodejenerasyon, piriform korteks ve anterior olfaktor niikleus ile
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siurl kalirken, 200 mg/kg doz ciddi limbik motor ndbetlere, 400 mg/kg doz ise birgok
hassas beyin bolgesinde yogun ndrodejenerasyona yol agmaktadir (91, 92). Bu
kapsamda, SE'nin baslamasindan 24-72 saat sonra, hipokampusun CAl ve CA3
bolgeleri, amigdala ve piriform korteks, pilokarpinin neden oldugu néronal hasara en
duyarli bolgeler olarak tespit edilmistir (91, 92, 99). Pilokarpin ve kainik asit modelleri
arasindaki en dikkat cekici fark, pilokarpin modelinin daha hizli etkisidir. Pilokarpin
kaynakli SE'den sonra 3 saat i¢inde ndronal hasar gézlemlenebilirken, KA modelinde

ayni bolgelerdeki beyin lezyonlar1 SE indiiksiyonundan 8 saat sonra goriilmektedir
(100).

Pilokarpin uygulamasinin ardindan gelisen SE, tonik-klonik ndbetlerle kendini
gosterir ve bunu takip eden ndbetsiz bir latent donemin ardindan, STN’lerle
karakterize edilen kronik epilepsi evresi baglar (97). Olusturulan bu dénemde, akut
donem SE'yi takip eden 24-48 saat iginde meydana gelecek sekilde tanimlanmuistir.
Bunu takip eden latent donemin 4 ila 44 giin sonra gerceklesecegi ve ardindan kronik

doénemin gelecegi kabul edilmektedir (99, 101, 102).

2.3.3 Lityum-pilokarpin modeli

Pilokarpin modelinde, bu konviilzanin lityum (3 mEq/kg) ve pikrotoksin gibi
diger ilaglarla kombinasyonu kullanilarak ¢esitli varyasyonlar gelistirilmistir. Lityum-
pilokarpin kombinasyonu en yaygin olarak kullanilan yontem olmustur. Lityum,
manik-depresif hastaligin tedavisinde genis Ol¢iide kullanilan bir ruh dengeleyici
olarak bilinir ve daha yakin zamanlarda akut beyin hasarlar1 ve kronik ndérodejeneratif

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmigtir (103).

Biyokimyasal olarak lityum; enzimler, transkripsiyon ve biiyiime faktorleri gibi
cesitli unsurlar1 diizenlemektedir (104). Klinik ve deneysel modeller, lityumun
noroprotektif etkilerinin altinda yatan karmasik mekanizmalar oldugunu
gostermektedir. Bu mekanizmalar arasinda, apoptozu, iltihabr ve oksidatif stresi
Oonleyen hayatta kalma molekiilleri ve norotrofik faktorlerin indiiksiyonu yer

almaktadir (105-107).
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Lityum, genellikle SE indiiksiyonundan 24 saat 6nce uygulanmakta ve ndbetleri
indiiklemek icin gerekli olan pilokarpin dozunu (30 mg/kg) belirgin bir sekilde
azaltmaktadir. Lityum-pilokarpin modeli ile yalnizca pilokarpin uygulanan hayvanlar
arasinda gozlemlenen davranigsal degisiklikler oldukca benzerdir: sabit bakis, bas
sallama, goz kirpma ve "1slak kopek titremeleri" olarak bilinen hareketlerle karakterize
edilmektedir. Her biri yaklasik 30-45 saniye siiren ve her 2-5 dakikada bir tekrarlanan
nobetlerin genellikle 30 dakika sonra ortaya ¢iktigi belirtilmektedir (108-110). Bunula
birlikte, lityum-pilokarpin ile tedavi edilen hayvanlarin SE baslangicina kadar gecen
stirede degiskenligin azaldigi bildirilmistir (108). SE sonucu olusan noronal hasar da,
lityum-pilokarpin ve yiiksek doz pilokarpin modellerinde biiyiikk 6l¢lide benzerdir
(108). Bu nedenle, lityum-pilokarpin ve yiiksek doz pilokarpin tedavileri davranigsal,
metabolik, elektrografik ve noropatolojik olarak ayirt edilemez durumdadir. En
belirgin fark, pilokarpin 6ncesinde lityum uygulanmis siganlarda pilokarpine karsi
artan duyarlilik olarak goriilmektedir (108). Ayrica, lityum 6n uygulamasi yapilan
sicanlarda tonik-klonik ndbetler ve SE gelisiminde basar1 oran1 %100 iken, yliksek doz
pilokarpin kullanilan modellerde bu oran yaklasik %60 olarak bildirilmistir (111).

2.4 Metabolomik

Metabolomik, biyolojik sistemlerdeki metabolitlerin kapsamli analizine
odaklanan hizla gelisen bir aragtirma alanidir. Bu disiplin, bir organizma, doku veya
hiicre tarafindan belirli kosullar altinda iiretilen tiim metabolitlerin nitel ve nicel
degerlendirilmesini icerir. Metabolomik, c¢esitli fizyolojik durumlar1 ve cevresel
degisimlere verilen yanitlar1 anlamak i¢in hayati 6neme sahiptir ve bu sayede saglik

ve hastalik mekanizmalarina dair 6nemli bilgiler sunar (13-15).

Metabolomigin 6nemi, genomik ile fenotipik ifade arasindaki boslugu doldurma
yeteneginde yatmaktadir (Sekil 8). Metabolitleri analiz ederek, aragtirmacilar genetik
ve ¢evresel faktorlerin biyolojik islevleri nasil etkiledigini daha net bir sekilde
anlayabilmektedir. Ornegin, metabolomik, hastaliklar icin biyobelirteglerin
belirlenmesinde, metabolik yollarin aydinlatilmasinda ve organizmalardaki genetik

modifikasyonlarin etkilerinin anlasilmasinda 6nemli bir rol oynamistir (112-114).
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Ayrica, kisisellestirilmis tipta da uygulamalar1 bulunmaktadir; bu alanda metabolik
profiller, bireylerin metabolik tepkilerine dayali olarak kisiye 6zel tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine katki saglayabilir (13, 15).

Wq Genomik

Transkripsiyon

T 5 :
L i Transkriptomik

Translasyon
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: Metabolomik
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Sekil 8. Genomik, transkriptomik ve proteomik gibi ¢esitli omik bilimlerine genel bir
bakis (BioRender.com ile olusturuldu.): Metabolomik, genomun nihai ¢iktisini temsil
ederken, gevresel faktorlerden gelen girdileri de igerir (115, 116)

2.4.1 Metabolomik yaklasimlar

Metabolomik arastirmalar genel olarak, hedefsiz (global) ve hedefli metabolomik
olmak iizere iki yaklasima ayrilir. Hedefsiz metabolomik, "tarafsiz" veya
"yonlendirilmemis metabolomik" ya da "metabolik parmak izi" olarak da bilinir ve bu

yontemin amaci, bir drnekteki olabildigince ¢ok metaboliti tespit ederek metabolit
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Oriintiisiine dayali fenotiplerin simiflandirilmasint  saglamaktir. Buna karsilik,
"yonlendirilmis metabolomik" veya "metabolik profil ¢ikarma" olarak da bilinen
hedefli metabolomik, belirli bir metabolit setine ya da trikarboksilik asit (TKA)
dongiisii metabolitleri veya lipitler gibi kii¢iik molekiil siniflarina odaklanir. Hedefli
deneylerde net tanimlama ve kesin miktar belirleme kritik 6neme sahiptir. Hedefsiz
calismalardan farkli olarak, hedefli metabolomik, kritik biyolojik yollart dogrulamak
veya hedefsiz bir calismay1 teyit etmek amaciyla hipoteze dayali olarak yiiriitiiliir

(117).

Her iki yaklasgimda da ortak olarak, bir metabolomik deney sirasiyla ornek
toplama ve hazirlama, analitlerin ayristirilmasi ve tespiti, veri madenciligi ve ¢ikarimi

ve veri analizi olmak iizere dort asamada gerceklestirilir (Sekil 9).

Ornek Toplama ve Analitlerin Veri Madenciligi ve Veri Analizi

Hazirlama A)’"s_'l‘,zgg;zs' Ve Gikarimi
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apy |- P P
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( \
<

Sekil 9. Metabolik aragtirmalar i¢in is akist (BioRender.com ile olusturuldu.)

2.4.2 Metabolomikte analitik teknikler

Literatiirde bircok hedefli ve hedefsiz metabolomik yontem bildirilmistir. Ancak,
tek bir analitik platformun tiim metabolomik bilgiyi tek bir analizde yakalayamadig:
anlagilmistir (118). Bu amagla en yaygin olarak kullanilmakta olan analitik teknikler,
kiitle spektrometrisi (KS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi olarak
tanmimlanmistir (116, 119). Her ikisinin de kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir (120). KS tabanli metabolomik analizler genellikle biyolojik 6rnegin
karmagikligint azaltmak amaciyla bir ayirma asamasi ile baslar, bu da farkli molekiil

gruplarinin farkli zaman dilimlerinde KS ile analiz edilmesini miimkiin kilar (119).
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KS, iyonize olmus bilesigin kiitle-ylik oran1 (m/z) ve goreceli yogunlugunu temel
alarak spektral veriler elde eder. Kromatograf ile birlestirildiginde ise, bir 6zellik
ayrica karakteristik bir tutunma siiresi ile tamimlanir. Bu, bir molekiiler tiiriin
kromatografik kolondan ayrildigi ve KS detektorii tarafindan tespit edildigi zamandir
(120). KS teknolojisinde en yaygin kullanilan ayirma teknikleri sivi kromatografisi
(SK) ve gaz kromatografisi (GK) kolonlaridir; bu yontemler sirastyla SK-KS ve GK-
KS olarak adlandirilir (121). KS, metabolitlerin dogru bir sekilde tanimlanmasini
saglar. Kromatografik ayirma yontemleriyle birlikte kullanildiginda, KS’nin ayirma
kapasitesi daha da artar. Ayrica, KS kisa analiz siireleriyle (genellikle 5 ila 140 dakika
arasinda) calisabilir ve hem niteliksel hem de niceliksel secici analizler yapabilme
imkan1 sunar. Ancak, KS’nin baglica dezavantajlar1 arasinda cihazlarin yiiksek
maliyeti ve Orneklerin kiitle spektrometresine girmeden Once ayristirma veya

saflastirma iglemlerine ihtiya¢ duymasi yer alir (119).

NMR spektroskopisi, belirli atom c¢ekirdeklerinin manyetik 06zelliklerinden
yararlanarak katt veya sivi Orneklerdeki molekiillerin yapisini, kimligini,
konsantrasyonunu ve davranisini tahribatsiz bir sekilde analiz eden, bilgi agisindan
zengin bir yontemdir (122). Bir numunenin, atom ¢ekirdeklerinin dis bir manyetik
alandaki enerji emilimi ve yeniden yayilmasi prensibine dayanan bir spektroskopi
teknigidir (123). NMR'de bir 6zellik, kimyasal kayma-yogunluk degeri ¢ifti olarak
tanimlanir  (120). NMR tarafindan {iretilen spektral veriler, metabolitlerin
konsantrasyonunu belirlemek ve kimyasal yapisin1 karakterize etmek icin
kullanilabilir. NMR spektroskopisinin en biiylik avantajlar1 arasinda tahribatsiz ve
invaziv olmayan Ozelliklerine ek olarak numunelerin kolay hazirlana bilirligi ve
yiiksek tekrarlanabilirligi yer almaktadir (124). Ayrica NMR spektroskopisi, sadece
birka¢ dakikalik kisa bir siire igerisinde es zamanli olarak yiiksek sayida metabolit
tespit edebilme kapasitesi ve diisiik maliyetli olusuyla da metabolomik arastirmalar
kapsaminda ¢ok degerlidir (18, 125). Tablo 1, NMR spektroskopisinin KS ile

karsilagtirildiginda avantajlarini ve siirlamalarini 6zetlemektedir.
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Tablo 1. NMR spektroskopisi ve KS tekniklerinin metabolomik arastirmalarda analitik
bir arag olarak avantajlar1 ve sinirlamalari (125)

Ozellik NMR KS

Duyarlilik Diisiik, ancak daha yiiksek alan giicii,  Yiiksek, ancak kompleks ve tuzlu
kriyo ve mikro problar ve dinamik karisimlarda iyon baskilanmasi
niikleer polarizasyon ile yasayabilir.
iyilestirilebilir.

Ornek Olgiimii Tiim 6rnek tek bir 6lglimde analiz Farkli metabolit siniflar igin genellikle
edilir. farkli kromatografi teknikleri

gereklidir.
Ornek Geri Yok edici degildir; 6rnek uzun siire Yok edici bir tekniktir.
Kazanimi saklanabilir, ayni1 6rnek tizerinde

Tekrar Edilebilirlik

Ornek Hazirlig

Deney Siiresi

birden fazla analiz yapilabilir.
Cok yiiksek
Minimum 6rnek hazirligina ihtiyag

duyar.

Tek boyutlu *H-NMR icin 5 dakika

Orta derecede

Daha karmasiktir; farkli SK kolonlari
ve iyonizasyon kosullarinin optimize
edilmesi gerekir.

En basit analiz i¢in 10 dakikadan fazla
(GK-KS veya SK-KS kullanilarak)

Doku Ornekleri Evet, doku 6rnekleri dogrudan analiz ~ Hayir, doku ekstraksiyonu gerektirir.
edilebilir.

Hedef Analiz Hedeflenmis analizler igin daha Hedeflenmis analizler i¢in istiindiir.
zayiftir.

Molekiiler Molekiiler difiizyon ve dinamikleri Molekiiler difiizyon ve dinamikleri

Dinamik ve incelemek igin kullanilabilir. incelemek i¢in kullanilamaz.

Diflizyon

2.4.2.1 Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

NMR spektroskopisi, atom c¢ekirdeklerinin manyetik alan ile etkilesimini

inceleyen bir tekniktir. Bu teknikte, metabolitler i¢indeki atom ¢ekirdeklerinin dogal
manyetik 6zelliklerinden yararlanilir. Sekil 10°da gosterildigi gibi, bir 6rnek giiglii bir
manyetik alana maruz birakilip, radyo frekans: darbeleri uygulandiginda NMR,
metabolitlerin kimyasal yapisi1 ve konsantrasyonu hakkinda onemli bilgiler saglar
(126). NMR spektroskopisi molekiillerin degil, ¢ekirdeklerin dzelliklerini 6l¢tiigii icin,
farkli kimyasal smiflar arasinda NMR tepkisi esit olur. Belirli deneysel kosullarda
NMR, ilgili '"H-NMR sinyallerinin entegrasyonu yoluyla metabolitlerin mutlak
miktarimi belirlemeye olanak tanir (127, 128). Bu sekilde, NMR ile dogrudan yapilan
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analizler, yliksek verimli metabolomik ¢aligsmalara son derece uygundur ve genis bir
metabolit yelpazesini nicel ve tarafsiz bir sekilde tespit etme avantaji sunar. KS ile
karsilastirildiginda, NMR daha genis bir dinamik tespit araligina sahiptir ve KS analiz
sonuglar1 biiyiik oOl¢lide iyonizasyon kosullar1 ve kullanilan cihazlara bagl

oldugundan, NMR daha az yanlidir.

Ornek tiipi

P

@u

-

~ Yazici
L Emilim
\ y,

vvvvl

—_— B,
Miknatis

kontrolori

I Manyetik alan

Sekil 10. NMR spektrometresinin sematik sunumu: manyetik alan, miknatis ve
dedektor gibi ¢esitli bilesenler arasindaki iligki (129)

NMR spektroskopisinde, bir bilesik manyetik bir alana yerlestirilir ve bilesikteki
izotoplar (8rnegin 'H, *C, '* N, '> N, '7 O) radyasyonu emerek rezonansa girerler.
Rezonans frekansi, izotoplarin kii¢lik molekiil igindeki konumuna bagl olarak degisir.
NMR spektrumundaki rezonans zirveleri, kimyasal degisiklikleri yansitan spektral
yogunluklar ve frekanslarla iligkilidir. Ortaya c¢ikan NMR spektrumu, farkl
pozisyonlarda ve yogunluklarda tepe noktalarindan olusur ve her bilesik kendine 6zgii
bir desen sergiler. NMR'deki kimyasal kaymalar, dahili bir referansa gore raporlanir.
KS’den farkli olarak, NMR her tiirlii proton, karbon, azot veya oksijen iceren bilesigi
tespit edebilir, 6rnegi analiz sirasinda yok etmez ve neredeyse hi¢ drnek hazirlig
gerektirmez. Bu sayede, kapsamli bir 6rnek hazirli§ina gerek kalmadan bilesiklerin
konsantrasyonlar1 belirlenip degerlendirilebilir. NMR'nin en 6nemli avantajlarindan
biri, tek bir deneyde ¢esitli kimyasal tiirleri tespit edebilme ve ayirt etme yetenegidir

(117, 124).
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NMR diger spektroskopik yontemlere gore daha diisiik duyarliliga sahiptir ve
sinyal Ortliismesi gibi sorunlarla karsilasabilir. Bu noktada, ¢ok boyutlu NMR
spektrumlariin kullanimi, tek boyutlu NMR'de ortaya ¢ikan bir¢ok sorunu gidermeye
ve daha ayrintili yapisal bilgi saglamaya yardimci olur (130, 131). Bu kapsamda, iki
boyutlu (2B) NMR teknikleri, farkli ¢ekirdeklerden gelen sinyalleri iliskilendirerek
molekiillerin yapisini ve etkilesimlerinin daha kapsamli bir sekilde anlasiimasina
olanak tanir. Bu teknikler, molekiiler yapi hakkinda daha ayrintili bilgi saglar.
Literatiirde 6ne ¢ikan 2B NMR spektrasi asagida listelenmistir (131, 132):

Korelasyon Spektroskopisi (COSY): Bu teknik, birbirine spin ile baglanmis
protonlart iligkilendirir ve iki boyutlu bir spektrum olusturur. Sinyaller, karsilik
gelen protonlar arasinda bir bag varsa birbirine bagli olur. COSY, molekiil
icindeki proton-proton etkilesimlerini belirlemekte faydalidir.

e Niikleer Overhauser Etki Spektroskopisi (NOESY): NOESY, birbirine bagl
olmasa da uzaysal olarak yakin olan protonlar arasindaki etkilesimleri tespit eder.
Bu teknik, atomlarin molekiil i¢indeki uzaysal diizenlenisini anlamak i¢in oldukca
degerlidir.

e Heteroniikleer Tekli Kuantum Tutarliligi (HSQC): HSQC, protonlar ile dogrudan
bagli olduklar1 heteroatomlar (6rnegin, '*C) arasindaki baglantilar1 gosterir.
Ozellikle karmasik karisimlardaki sinyallerin hangi protonlara hangi karbonlarin
bagli oldugunu anlamakta faydalidir.

e Heteroniikleer Coklu Bag Tutarliligt (HMBC): HMBC, dogrudan baglanmamis

fakat bir veya daha fazla bag ile ayrilmis protonlar ve karbonlar arasindaki uzun

menzilli iligkileri gozlemler. Bu teknik, biiyiik molekiillerin bag yapilarini

belirlemede yardimci olur.

Tiim bu bilgiler 15181nda NMR, ¢esitli kimyasal tiirleri tek bir deneyde tespit etme
yetenegi, esnekligi ve kullanim kolaylig1 sayesinde metabolomik arastirmalarda
yaygin olarak kullanilan bir teknik haline gelmistir ve biyolojik 6rneklerin karmasik

metabolik profillerini anlamada degerli bir katki sunmaktadir.
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2.4.3 Epilepsi ve epileptogenezde NMR spektroskopisi ile metabolik incelemeler

Son yillarda, metabolik bir etiyolojinin epilepsiyi tetikleyebilecegi rapor
edilmistir (16, 17). Bunun yani sira, epileptik ndbetlerin metabolik degisikliklere yol
actigr da belirtilmistir (17). Mevcut literatiir verileri, metabolomik yaklagimlarin
epilepsi tanisin1 destekleyebilecek hizli bir yontem olabilecegini ve yeni anti-ndbet

tedavi hedeflerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir

(18).

Literatiirde, NMR spektrometrisi kullanilarak epilepsi hayvan modelleri {izerine
yapilan metabolomik arastirmalar olduk¢a sinirli sayida yer almaktadir. Bu kapsamda,
ilk olarak 2005 yilinda Shirayama ve arkadaslari, siganlarda amigdaloid-kindling
epilepsi modelini kullanarak hipokampiisteki enerji metabolizmasi ve amino asit
icerigindeki degisiklikleri "TH-NMR spektrometrisi ile incelemistir. Bu ¢alisma, sican
hipokampiis 6rneklerinde amigdaloid-kindling'in amino asit metabolizmasini
etkiledigini, ancak enerji metabolizmasinda bir degisiklige yol agmadigini gostermistir
(133). 2008 yilinda Rabeson ve ¢alisma arkadaslari, farelerde olusturduklari akut
kimyasal kindling modeline ait ex vivo fare beyin dokusu orneklerinden metabolik
profil analizini gergeklestirmistir. Bu calismada, epileptik ndbet geciren farelerde
alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasinin, kontrol gruplarina kiyasla degisiklik
gosteren metabolik yolaklar oldugu belirlenmistir (134). Ayni yil, Liu ve c¢aligma
arkadaslari, sicanlarda sag dorsal hipokampusun elektriksel uyarilmasiyla olusturulan
TLE modelinde, epileptogenezinin erken doneminde pek ¢ok beyin bolgesinde
metabolik anormalliklerin ortaya ¢iktigini gostermistir (135). 2010 yilinda Carmody
ve calisma arkadaglar1 tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, sicanlarda
pentilentetrazol (PTZ) ile epilepsi indiiklenmis ve serebellum, beyin sapi, prefrontal
korteks ve hipokampiisten elde edilen beyin ekstraktlarinin metabolomik analizleri
incelenmistir. Calisma sonucunda, 'H-NMR spektrometrisi ile elde edilen veriler her
beyin bolgesi icin farkli metabolik profiller ortaya koymus; ndbetlerin enerji
gereksinimindeki artis, norotransmiter dengesindeki degisiklikler, néronal kayip ve
gliozisde artis ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (136). 2013 yilinda Smeland ve
arkadaglar, pilokarpin enjeksiyonu ile indiiklenen TLE fare modelinde SE’den 3,5-4
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hafta sonrasindaki kronik donemdeki farelerin serebral korteks ve hipokampal
formasyon (HF) doku 6rneklerinin metabolik profilini incelemistir. Bu ¢aligma, insan
TLE ve si¢an kronik epilepsi modellerinde bildirilen metabolik degisikliklere benzer
sekilde, HF'de glutamat seviyelerinde azalma ve beyinde mitokondriyal metabolik
islev bozuklugu oldugunu gostermistir. Ayrica, TKA dongiisiiniin ara iiriinleri ve
bunlardan tiiretilen 6nemli metabolitlerin — 6zellikle serebral kortekste glutamat,
glutamin ve aspartat; HF’de ise sitrat, siiksinat, malat, GABA ve aspartat —
yenilenme/aktiflesme dongiisiinde azalma tespit edilmistir. Bu bulgular, SE gegiren
farelerde hem serebral korteks hem de HF’de TKA dongiisiiniin bozulmus
fonksiyonunu dogrulamis ve bozulmus mitokondriyal fonksiyonlarin hedeflenmesinin
ilaca direngli epilepsi tedavisi i¢in umut verici bir strateji olabilecegi Onerilmistir
(137). 2014 yilinda Wei ve galisma arkadaslar tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada,
anisatin ile nobet tetiklenen farelerin korteks ve beyin ekstraktlarinda nobetlerde
ortaya ¢ikan metabolik olaylar incelenmistir. Bu ¢aligma sonucunda, nérotransmisyon,
noromodiilasyon, oksidatif stres, enerji, amino asit ve niikleik asit metabolizmalarinda
bozukluklara neden olan cesitli metabolitler tespit edilmistir. Ayrica, bu arastirma,
ilaglarin toksisitesi lizerine mekanistik ¢aligmalarda metabolik yaklasimlarin 6nemini
ve giictinli vurgulamigtir (138). 2015 yilinda Fauvelle ve ¢aligma arkadaslari, genetik
absans epilepsili sicanlar (GAERS) ile epileptik olmayan kontrol sicanlar {izerinde
calisarak, nobetlerin baslamasindan Onceki postnatal donem ve ndbet sergileyen
eriskin donemi iceren iki yas grubunda metabolik karsilastirmalar yapmistir. Bu
calisma sonucunda, serebral olgunlasma siirecinde glutamat, glutamin, siklo-inositol,
alanin ve glutatyonun degisim gosterdigi belirlenmistir. Eriskin sicanlarda
somatosensOr ve motor korteksten elde edilen verilere gore, epileptik olmayan kontrol
sicanlarinda siklo-inositol, taurin ve fosfoetanolamin seviyelerinin daha yiiksek
oldugu ve GAERS ile kontrol sigcanlari arasinda farkliliklar bulundugu tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak, bu metabolik fenotipin absans epilepsisinin mevcut
patofizyolojik hipotezi ile uyumlu oldugu ve kontrol sicanlarinin varsayilan direncini
destekledigi, nobetlerin baslangicindan dnce gozlemlenmistir (139). 2016 yilinda Li
ve caligma arkadaglari, farelerde anisatin kaynakli konvulsif ndbetlerde diazepamin
noroprotektif etkileri ile iligkili metabolik olaylar1 arastirmistir. Farelerin piriform

korteks ve serebellum metabolik profilleri iizerinde yapilan analizler, diazepamin
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bozulan norotransmitter ve néromodiilatér metabolizmasini yeniden diizenleyerek,
oksidatif stresi hafifleterek ve anisatinin neden oldugu amino asit ve niikleik asit
metabolizmasindaki bozukluklar1 iyilestirerek konvulsif nobet gegiren farelere

rahatlama saglayabilecegini gostermistir (140).

Literatiirdeki veriler 1s18inda, metabolomik analizlerde ¢ogunlukla epilepsili
bireylerden alinan kan 6rnekleri ve epileptik modellerden elde edilen beyin 6rnekleri
kullanilmaktadir. Ancak, idrar gibi diger biyolojik 6rneklerin de kolay erisilebilir
olmalar1 ve MSS hastaliklariyla olan yakin iligkileri nedeniyle metabolik arastirmalar
acisindan degerli bir segenek olabilecegi belirtilmektedir. Sonug olarak, epilepsinin
farkli evrelerinde toplanan bu farkli 6rnek tiirlerinin birlikte analiz edilmesinin,
hastaligin gelisimi sirasinda metabolomda meydana gelen degisikliklerin daha iyi

anlasilmasina yardimci olabilecegi dikkat gekmektedir (18).

2.5 Biyobelirte¢ Nedir?

Biyobelirte¢ terimi, "biyolojik belirte¢" ifadesinin kisaltilmis halidir. Bir
biyobelirteg, biyolojik bir durumun veya kosulun 6l¢iilebilir bir gostergesidir. Viicut
tarafindan bir hastaliga, terapotik bir miidahaleye veya cevresel bir etkene yanit olarak
iiretilen bir madde olarak da tanimlanabilir. Biyobelirtecler, arastirma ve tedavi
gelistirme, tan1 giigliiklerinin {istesinden gelme, prognoz belirleme gibi birgok alanda
onemli rol oynar. Bu belirtegler, kan, idrar veya doku ornekleri gibi ¢esitli biyolojik
materyallerden elde edilebilir ve proteinler, genler ve metabolitler gibi molekiilleri
icerebilir (141, 142). Aym zamanda molekiiler, histolojik, radyografik ve fizyolojik
ozelliklere sahip olabilir (143). Ideal bir biyobelirtecin hassas, spesifik, dogru ve non-
invaziv olmasi gerekir. Bununla birlikte, ideal bir biyobelirtecin uzun siire boyunca
etkisini siirdiirebilmesi ve stabil olmasi, ayrica analiz platformunun erisilebilir, hizl,

tekrarlanabilir ve ekonomik agidan uygun olmasi ¢ok onemlidir (142, 143).

Biyobelirtegler, her hastanin kisisel 0Ozelliklerine gore tedavi planlamayi
hedefleyen hassas tibbin gelisiminde kritik bir rol {istlenmektedir. Biyobelirteclerin

klinik uygulamalara dahil edilmesi, hastaliklarin daha etkili teshis edilmesine,
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ongoriilmesine ve tedavi edilmesine olanak taniyarak hasta bulgularmi iyilestirir.
Biyobelirteglerin en biilyiik avantajlarindan biri, hastalarin hedefe yonelik tedavilere
uygun olarak sec¢ilmesine olanak tanimasidir. Belirli hastaliklarla iligkili
biyobelirtegleri belirleyerek, klinisyenler tedaviden en fazla yarar gorecek hastalari
secebilir, boylece tedavi etkinligini artirirken olasi yan etkileri en aza indirebilir (144,
145). Bu dogrultuda, arastirmalar yeni biyobelirte¢ler ve bunlarin uygulamalarini
ortaya koydukga, kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin potansiyeli giderek artacak ve
bu da pek ¢ok tibbi alanda daha olumlu saglik sonuglarina ulasilmasini miimkiin

kilacaktir.

2.5.1 Biyobelirteclerin siniflandiriimasi

Biyobelirtecler, klinik uygulamalarda ve arastirmalarda tistlendikleri rollere gore
siniflandirilabilir. Baglica siniflandirmalar arasinda duyarlilik/risk biyobelirtecleri,
tanisal biyobelirtegler, izleme biyobelirtegleri, prognostik biyobelirtecler, prediktif
biyobelirtegler ve farmakodinamik/yanit biyobelirtecleri ve gilivenlik biyobelirtecleri
yer alir (146). Her bir kategori, kisisellestirilmis tip baglaminda farkli bir amaca hizmet

eder ve tedavilerin hastaya 6zel olarak uyarlanabilme yetenegini artirir. Tablo 2’de her

biyobelite¢ kategorisinin tanimi ve temel 6zellikleri sunulmustur.

Tablo 2. Biyobelirte¢ kategorileri, tanim1 ve temel 6zellikleri

Biyobelirte¢ Kategorisi

Tanim

Temel Ozellikler

Duyarlilik/Risk Biyobelirteci

Tanisal Biyobelirteg

Izleme Biyobelirteci

Mevcut durumda hastalik belirtisi
gostermeyen bir bireyde, hastaligin
gelisme olasiligini gosteren
biyobelirtegtir.

Hastalig1 tespit etmek, dogrulamak
veya hastaligin alt tiirlerine sahip
bireyleri belirlemek i¢in kullanilan
biyobelirtegtir.

Hastaligin durumu, tedavi etkileri
veya ¢evresel maruziyetleri
degerlendirmek i¢in tekrarlanan
6l¢timlerle kullanilan biyobelirtegtir.

Hastaliga yatkinlig1
belirlemek i¢in kullanilir;
Onleyici stratejilerde
yaygindir.

Hastaligin varligim
dogrulamak veya alt tiir
siniflandirmasi igin
kullanilir.

Tedavi izleme ve hastalik
ilerlemesini takip etmek i¢in
kullanilir; zaman i¢inde
tekrar edilen 6l¢iimler
yapilir.
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Tablo 2. Biyobelirteg kategorileri, tanimi ve temel 6zellikleri (devam)

Biyobelirte¢ Kategorisi Tamm Temel Ozellikler

Prognostik Biyobelirte¢ Klinik bir olayin, hastalik Ozellikle tan1 konmus
tekrarlamasinin veya ilerlemesinin bireylerde hastalik
olasiligini belirlemek i¢in kullanilan ~ sonuglarini tahmin etmek
biyobelirtegtir. i¢in kullanilir.

Prediktif Biyobelirteg Bir tedaviden olumlu ya da olumsuz ~ Tedaviye yaniti1 tahmin
bir etki gdrme olasilig1 yiiksek ederek hastalarin tedavi
bireyleri belirlemek icin kullanilan seciminde yardimei olur.
biyobelirtegtir.

Farmakodinamik/Yanit Bir tibbi {iriin veya gevresel ajana Tedavi etkinligini

Biyobelirteci maruz kalindiktan sonra biyolojik bir ~ degerlendirmek igin
yanit olustugunu goésteren kullanilir; biyolojik
biyobelirtegtir. aktiviteyi 6lgmede rol oynar.

Giivenlik Biyobelirteci Bir tedavi veya maruziyetten Tedavilerin olumsuz
kaynaklanan zararh etkilerin etkilerini belirlemek ve
olasiligimi gosteren biyobelirtectir. izlemek i¢in kullanilir.

2.5.2 Epilepsi, epileptogenez ve biyobelirte¢ calismalari

Epileptojenik biyobelirteglere olan ihtiyag, epilepsinin teshis ve tedavisinde kritik
bir rol oynamaktadir. Bu biyobelirtegler, potansiyel epileptojenik yaralanmalar sonrasi
tedaviye ihtiya¢ duyan hastalarin belirlenmesine yardimeci olur. Ayni1 zamanda, olasi
anti-epileptojenik tedavilerin etkinligini dogrulamak agisindan da Onemlidir.
Epilepsinin ilerleyen formlarini tespit ederek, bu tiir vakalarda daha agresif tedavi
yontemlerinin, 6rnegin cerrahi miidahalelerin gerekip gerekmedigini ortaya koyarlar.
Son olarak, tedavi sonrasi hastaligin tamamen 1iyilesip iyilesmedigini veya dnlenip
onlenemedigini teshis etme konusunda da kritik bir iglev istlenirler (143). Bu
nedenlerle, epileptojenik biyobelirteclerin gelistirilmesi, hastalik yonetiminde biiyiik

bir ihtiyag¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Epileptogenez, yapisal beyin hasarinin ardindan molekiiler ve hiicresel
degisikliklerin tetiklenmesiyle kendiliginden nébetlerin ortaya ¢ikmasina yol agan bir
stirectir. Bu siirecte norodejenerasyon, norogenez, akson ve miyelin hasari, gliyoz,
inflamasyon, anjiyogenez ve kanalopatiler gibi patolojik degisiklikler goriiliir (73). Bu

patolojiler, ndbetlere yol acan bir hiicresel ve molekiiler ortam olusturur ve tedaviyle
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modiile edilebilir. Epileptojenik dokular, kan, beyin omurilik sivis1 (BOS), beyin
dokusu analizi veya goriintileme ve elektrofizyoloji yontemleriyle olgiilebilen
biyobelirtegler salgilar. Epileptogenez ve biyobelirte¢ kesfi, genetik faktorler,
mikrobiyota ve cevresel etkenlerden etkilenir. Bu nedenle, biyobelirte¢ kesfi igin

multidisipliner ve ¢ok yonlii bir yaklasim gereklidir (143).

Epileptogenez 1lizerine yapilan arastirmalar, genetik, molekiiler analiz,
gorlintiilleme ve elektrofizyoloji alanlarinda farkli biyobelirteglerin potansiyelini
ortaya c¢ikarmigtir. CD-40-1C/T ve Rs671 gen mutasyonlar1 gibi bazi genetik
belirteglerin, felg sonrasi epilepsi riskini artirdigi belirlenmistir (147, 148). Ancak, bu
calismalar kiiciik ornek gruplariyla yapilmistir ve bu genetik belirteglerin hasta
siiflandirmasinda kullanilabilmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
Bunun yani1 sira, mikroRNA'lar epileptogenez siirecinde gen ifadesinin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynadiklar1 i¢in gelecek vadeden biyobelirtecler
olarak kabul edilmistir. Bu nedenle, epilepsi gelisme riskini gosterebilecek potansiyel
belirtegler olarak degerlendirilmektedirler (149). Bu bilgilere ek olarak, epileptogenez
teshisinde gelecek vadeden iki molekiiler biyobelirte¢ daha tanimlanmistir. Plazma
yiiksek hareketlilik grubu kutu proteini 1 (HMGBI1) seviyelerindeki artisin, epilepsi
gelistirecek hayvanlart ayirt etmede etkili oldugu tespit edilmistir (150). Bununla
birlikte, benign ¢ocukluk ¢agi epilepsi sendromu olan ¢ocuklarda, sa¢ drneklerinde
kortizol seviyelerinin ylikseldigi ve bu artisin ilk nobetten 6nce kronik stresin bir
isareti olabilecegi belirtilmistir (151). Ote yandan, gelismis ndrogoriintiileme
teknikleri, ozellikle difiizyon manyetik rezonans goriintileme (MRG), epilepsi
geligsme riski ile iligkili olabilecek beyin yapisindaki degisiklikleri tespit etmek igin
kullanilmaktadir. Ornegin, akut talamik hasarin, travma sonrasi epileptogenez igin
prognostik bir biyobelirte¢ olarak onerildigi ve belirli beyin bdlgelerinin yaralanma
sonrasi epilepsi gelistirmeye daha yatkin olabilecegi belirtilmistir (152). Ayrica, EEG
ile tespit edilen yiiksek frekansli osilasyonlar (YFO'lar), ndbet egilimi ve hastalik
siddeti i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak arastirilmaktadir. Bu osilasyonlarin, altta
yatan epileptojenik siire¢leri yansitabilecegi 6ne siiriilmektedir (153, 154). Ek olarak,
giincel arastirmalar, ekstraseliiler vezikiillerin epileptogenez ile iliskili biyobelirtecler

tasiyabilecegini gostermektedir. Bu caligmalara gore, travmatik beyin hasar1 ve SE
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esnasinda ekstraseliiler vezikiillerin sayisinda ve iceriginde meydana gelen
degisiklikler, altta yatan patofizyolojik siireclerin daha iyi anlasilmasina katki

saglayabilir ve bu vezikiiller potansiyel tan1 araglar1 olarak kullanilabilir (155).

Epileptojenik siirecin karmasikligir dikkate alindiginda, antiepileptojenik bir
ajanin maliyet-etkin bir klinik denemesinde tek bir biyobelirtecin yeterli olmayacagi;
bunun yerine, hassasiyeti ve 0zgiilliigii artirmak i¢in bir biyobelirte¢ profiline ihtiyag

duyulacagi 6ngorilmektedir (143).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlar

Bu ¢alismada 48 adet, 250-450 g agirliginda geng erkek Sprague-Dawley sicanlar
kullanilmistir. Bu siganlardan 30 adedi Acibadem Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden (ACUDEHAM), 18 adedi Istanbul Universitesi
Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitlisii Laboratuvar Hayvanlart Bilimi
Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Deney baglamadan once, si¢anlar laboratuvar
ortamina 7 giin siireyle alistirilmistir. Ayrica, siganlarin ortama aligmalarini saglamak
ve dis stres faktorlerini en aza indirmek amaciyla bir dokunma protokolii
uygulanmistir. Bu, sicanlarin 5 giin boyunca her giin 5 dakika siireyle elle tutulmasi
yoluyla gerceklestirilmistir. Sicanlar, oda sicakliginda (24 °C + 1 °C) 12 saatlik
aydinlik-karanlik doéngiisiinde (1s1iklar sabah 7:00'de agilacak sekilde) tutulmus ve
yiyecek ve suya sinirsiz erisim saglamistir. Kullanilan hayvan sayisini azaltmak ve
hayvanlarin ac1 ¢ekmesini en aza indirmek i¢in her tiirlii ¢aba gdsterilmistir. Epilepsi
calismalarinin dogas1 geregi zor, uzun siireli ve karmasik yapisi nedeniyle, SE sonrasi
sicanlarda beslenme ve su alimi konusunda zorluklar ortaya ¢ikmigstir. Bu durum, sivi
alimin1 saglamak i¢in gerekli destek verilerek ve yiyeceklerin 1slatilarak kafeslere
yerlestirilmesiyle ¢oziilmiistiir. Ayrica, hayvanlarda olasi tahris veya yaralanmay:
onlemek amaciyla, SE indiiklenen her sican bu silire¢ boyunca ayr1 bir kafeste
tutulmustur. Hayvan bakimi, deneysel protokoller ve Gtenazi ile ilgili tim islemler,
Acibadem Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmugtir

(onay numarasi: HDK-2022/80).
3.2 Kimyasallar

Lityum klortir, metilskopolamin ve pilokarpin hidrokloriir Sigma-Aldrich® (St
Louis, MO, ABD)'den temin edilmistir. Ayrica, tiyopental sodyum Tiirkiye'de
Menarini Group'un bir pargasi olan Ibrahim Etem'den temin edilmistir. Uygulama igin
3 mEq/kg lityum kloriir enjekte edilebilir su ile karistirilmis ve intraperitoneal olarak

uygulanmistir. Hem 1 mg/kg metil skopolamin hem de 20 mg/kg pilokarpin
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hidrokloriir 90,9 salin sollisyonu iginde hazirlanmig ve intraperitoneal olarak
uygulanmistir. Benzer sekilde, 30 mg/kg tiyopental sodyum enjekte edilebilir su i¢inde
hazirlanarak intraperitoneal olarak uygulanmistir. Uygulanan ila¢ dozlar1 onceki

caligmalara gore se¢ilmistir (156, 157).

3.3 Grup Biiyiikliigiiniin Belirlenmesi

Calismanin ana amaci; epileptogenezin tiim donemlerine ait toplanacak olan
plazma ve idrar 6rneklerinde metabolit 6l¢iimiinii gergeklestirmektir. Literatiire gore,
bu kapsamda gerceklestirilen metabolit tarama deneylerinden beklenen etki goz
ontinde bulundurularak gii¢ analizi G Power 3.1 programi kullanilarak tamamlanmistir
(158, 159). Yapilan gii¢ analizinin sonucunda (Sekil 11) ve sicanlarda TLE modelinin
mortalitesinin yliksek olmasi nedeniyle bu projede toplam 48 tane sigan kullanilmistir.
Sicanlar rastgele 6 gruba ayrilmistir. En nihayetinde, asagida listelenmis olan deney

gruplart ile calisma tamamlanmistir:

1. TLE-Akut Dénem Grubu (SE-48h, n=5): Bu gruptaki siganlarda SE olusturulmus
ve epileptogenezin akut doneminde kan ve idrar 6rnekleri toplanmustir.

2. Kontrol-Akut Doénem Grubu (C-48h, n=3): Bu gruptaki si¢anlarda SE
olusturulmamis, ancak epilepsi grubu ile uyumlu akut donemde kan ve idrar
ornekleri toplanmaistir.

3. TLE-Latent Dénem Grubu (SE-1hf, n=5): Bu gruptaki si¢canlarda SE olusturulmus
ve epileptogenezin latent doneminde kan ve idrar 6rnekleri toplanmaistir.

4. Kontrol-Latent Doénem Grubu (C-1hf, n=7): Bu gruptaki sicanlarda SE
olugturulmamis, ancak epilepsi grubu ile uyumlu akut dénemde kan ve idrar
ornekleri toplanmustir.

5. TLE-Kronik Doénem Grubu (SE-6hf, n=8): Bu gruptaki si¢anlarda SE
olusturulmus ve epileptogenezin kronik doneminde kan ve idrar Ornekleri
toplanmustir.

6. Kontrol-Akut Doénem Grubu (C-6hf, n=6): Bu gruptaki siganlarda SE
olusturulmamis, ancak epilepsi grubu ile uyumlu akut donemde kan ve idrar

ornekleri toplanmastir.
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Sekil 11. Giig analizi verileri

3.4 SE indiiksiyonu

Bu c¢alismada, siganlarda tekrarlayan diisiik dozda lityum kloriir-pilokarpin
hidrokloriir intraperitoneal enjeksiyonlari kullanilarak SE indiiklenmis ve TLE modeli
olusturulmustur (157). Deney grubundaki tiim si¢anlara, 3 mEq/kg lityum kloriir
intraperitoneal enjeksiyonundan 20 saat sonra pilokarpin hidroklorir (20 mg/kg;
intraperitoneal) uygulanmistir. SE olusana kadar her 30 dakikada bir 20 mg/kg
pilokarpin hidrokloriir enjekte edilmistir ve bu islem en fazla 5 dozla
sinirlandirilmigtir.  Periferik  kolinerjik etkileri engellemek i¢in, ilk pilokarpin
hidrokloriir enjeksiyonundan 30 dakika oOnce metilskopolamin (1 mg/kg;
intraperitoneal) uygulanmistir. Hayvanlardaki SE durumu, Tablo 3’te gosterildigi
lizere, davranigsal olarak Wamil ve arkadaslar1 (1989) tarafindan uyarlanan Racine’nin
(1972) o6lgeginin degistirilmis bir versiyonuna gore degerlendirilmistir (160, 161).

Oliim orani1 azaltmak amaciyla, SE'nin baslamasindan 90 dakika sonra siganlara 30
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mg/kg tiyopental sodyum intraperitoneal olarak enjekte edilmistir ve gerektiginde 10

dakika arayla en fazla iki ek doz uygulanmistir.

Tablo 3. Wamil ve arkadaslar1 (1989) tarafindan uyarlanan Racine’nin (1972) 6l¢egi

Evre Gozlemlenen Belirtiler

1 Akinezi, sabit bakis ve salya akmasi

2 Bas ve 0n ayaklarda klonus, "1slak kopek" titremeleri

3 On ayaklarda klonus, arka ayaklar iizerinde dogrulma

4 Genel kasilmalar, arka ayaklar iizerinde dogrulma ve diisme, SE
5 Oliimle sonuglanma

35 Kan ve Idrar Orneklerinin Toplanmasi

Epileptogenez indiiksiyonunun ardindan siganlardan plazma o6rnekleri alinarak,
epileptogenezin akut, latent ve kronik evrelerindeki metabolik degisiklikler
incelenmistir. Epileptogenezin farkli evrelerine isaret eden zaman dilimleri, dnceki
caligmalar dikkate alinarak belirlenmistir (101, 159, 162). Bu dogrultuda, SE'den sonra
sirastyla 48 saat, 7 giin ve 6 hafta olmak {izere akut, latent ve kronik evrelerde kan
ornekleri toplanmistir. Siganlarin vendz kani, izofluran (1-2% oksijen) ile disiik
seviyeli anestezi altinda altinda kalp ponksiyonu yontemi kullanilarak heparin ile
yikanmig siringalarla toplanmis ve steril etilendiamintetraasetik asit (EDTA) kan
toplama tiiplerine aktarilmistir. Toplanan kan Ornekleri hemen isleme alinmis ve
plazma elde etmek amaciyla 4°C'de, 2500 x g'de 15 dakika stireyle iki kez santrifiij
edilmistir. Izole edilen plazma ornekleri de sivi azotta hizla dondurulmus ve daha

sonraki analizler i¢in -80°C'de saklanmistir (163).

Epileptogenezin yukarida belirtilmis olan evrelerine ait idrar 6rneklerinin elde
edilmesi i¢in ise metabolik kafesler kullanilmistir. Bu kapsamda her bir sican
epileptogenezin hedeflenen evresi ile uyumlu zamanda bir giin boyunca metabolik
kafeste barindirilmistir ve 24 saatlik idrar 6rnegi toplanmigtir (164). Toplanan idrar
ornekleri 4°C'de 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir ve slipernatantlar asagida
ayrintili olarak anlatilan analizlerde kullanilmak iizere sivi azotta hizla dondurularak
ileriki analizler i¢in -80°C'de saklanmaistir.
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3.6 NMR Spektrometrisi icin Numunelerin Hazirlamasi ve NMR Siireci

NMR analizi oncesinde -80°C'de saklanan plazma ve idrar ornekleri 4°C'de
¢Ozdiirtilmiistiir. Kisa bir vorteksi takiben, numuneler 4°C'de 5 dakika boyunca 14.000
x g 'de santrifiij edilmis ve ardindan siipernatant ayrilmistir. Elde edilen siipernatant,
plazma i¢in bir mikrosantriflij tiipinde esit hacimde (300 pL) tampon ¢ozeltisi
(dogrudan Bruker'den temin edilmistir) ile, idrar 6rnekleri i¢in ise 900 pL siipernatant
ve 100 pL tampon ¢ozeltisi (dogrudan Bruker'den temin edilmistir) karigtirilmistir. Bu
karisimlar (600 pL ve 1000 pL) daha sonra ileri analiz i¢in 5 mm SampleJet NMR
tiplerine aktarilmistir (165, 166). Spektroskopik analizler 600 MHz frekansinda
calisan bir Bruker Avance III HD serisi spektrometre kullanilarak gerceklestirilmistir.
Spektrometre 5 mm genis bantli ters prob ile donatilmis ve numune sogutmasi i¢in
Bruker SampleJet robotik sisteminin (5°C sicaklikta ayarlanmis) entegrasyonu ile daha
da gelistirilmistir. Analizlere, literatiirde agiklanan protokole gore titiz bir kalibrasyon
prosediirii izledikten sonra baslanmistir (167). Referans standartlar1 elde etmek igin
"In vivo Konsantrasyon Olgiimleri igin Elektronik Referans Metodu" yontemi
uygulanmistir (166). 11H NOESY spektrumlari, plazma icin 41, idrar igin ise 150 adet
hastalikla iligkili kii¢iik metabolitin otomatik metabolit anotasyonu ve kantifikasyonu
icin hazirlanmis bir veri seti olusturmak amaciyla, saglanan B..QUANT-PS™ ve
B..QUANT-UR™ (B.L.: Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, Almanya) ydntemi
kapsaminda kullanilmistir (165, 166, 168).

3.7 Iistatiksel Analiz

Metabolitlerin istatistiksel analizi, MetaboAnalyst 6.0 (www.metaboanalyst.ca,
Ocak—Agustos 2024 tarihleri arasinda birgok kez erisildi) kullanilarak
gerceklestirilmistir  (169). 'H-NMR tabanli metabolomik verilerin analizine
baslamadan once, veri filtreleme ve veri biitiinliigii kontrolleri yapilarak temel
verilerin  eksiksizligi ve dogrulugu saglanmistir. Bu kontroller, bilesik
konsantrasyonlart veya tepe yogunluklart i¢in negatif olmayan degerlerin
dogrulanmasini ve veri bosluklarinin giderilmesini igermistir. Veriler, MetaboAnalyst

6.0'daki normalizasyon modiilii kullanilarak normalize edilmistir. Veriler, logaritmik
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doniigiim (taban 10) ile islenmis ve otomatik olarak dlgeklendirilerek normalizasyon
saglanmistir. TLE model gruplari ile bunlara karsilik gelen kontrol gruplari arasindaki
farkliliklar1 incelemek amaciyla ¢ok degiskenli analiz, ortogonal kismi en kiigiik
kareler diskriminant analizi (OPLS-DA) modeli ile yapilmistir. Ayrica, kesifsel veri
analiz siirecinin bir pargasi olarak tek degiskenli analiz de gergeklestirilmistir. Bu
asamada p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Epileptogenez ile iliskili
potansiyel metabolitleri belirlemek amaciyla, 1.5'lik bir esik degeri ile katlanma
degisiklikleri (KD) analizi yapilmistir. Esik degerler, Onceki arastirmalara
dayandirilarak secilmistir (159). Biyolojik ve istatistiksel Onemlerine gore kilit
ozellikleri belirlemek i¢in volkan grafigi analizi uygulanmig, KD kriteri (x) 1.5 ve t-
testi esik degeri (y) 0.05 olarak belirlenmistir. Bu nedenle, aksi belirtilmedigi durumlar
harig, gruplar arasinda KD > 1.5 ve p < 0.05 olan degiskenler anlamli kabul edilmistir.
Metabolik yolak analizi i¢in ise MetaboAnalyst 6.0 ve KEGG metabolik yolak

veritaban1 (Rattus norvegicus) kullanilmisgtir.
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4 BULGULAR

Bu tez c¢alismasinda, lityum-pilokarpin modeli kullanilarak TLE modeli
olusturulan  siganlarda, epileptogenez siireci i¢in olast  biyobelirteclerin
belirlenebilmesi adina, epileptogenezin her bir evresinde plazma ve idrar 6rnekleri
toplanmis ve metabolomik profilleme yapilmistir. Bu siirecte, grup Orneklem
blytikliigliniin belirlenmesi i¢in yapilan gili¢ analizi sonucunda, her grubun en az 3
hayvandan olusmasi gerektigi belirlenmistir. Ancak, deney sirasinda yiiksek mortalite
oranlar1 nedeniyle, baslangicta 48 hayvan ile baglanan ¢alismada, kalan 34 hayvan ile

arastirma tamamlanmistir.
4.1 Epileptogenez Siirecinde Plazmaya Ait Metabolik Profilleme Bulgular
4.1.1 Plazmadaki metabolik degisimlerin genel profili

OPLS-DA modeli, epileptogenez siirecinin {i¢ farkli asamasinda Onemli
farkliliklar gostermistir. Bu farkliliklar sirasiyla SE-48h ve C-48h gruplar1 (ortogonal
T skoru = %19.9, T skoru = %21.9, Sekil 12a), SE-1hf ve C-1hf gruplari (ortogonal T

skoru = %35.8, T skoru = %7, Sekil 12b) ve SE-6hf ve C-6hf gruplari (ortogonal T
skoru =%15.9, T skoru = %14.8, Sekil 12¢) arasinda gozlemlenmistir.
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Sekil 12. Plazma 6rneklerinde epileptogenezin ii¢ farkli zaman noktasi i¢in iki bilesenli
OPLS-DA modelinin skor grafigi: (a) C-48h vs SE-48h, (b) C-1hf vs SE-1hf ve (c) C-
6hf vs SE-6hf icin NMR verileri

4.1.2 Plazmadaki belirli metabolitlerin degisimi

Metabolitler, saglik ve hastalik siire¢lerinde yer alan karmagik biyokimyasal
stireclerin anlasilmasinda kritik roller oynar. Epileptogenez siirecinde plazma
metabolik profilinde olas1 degisiklikleri incelemek amaciyla, SE ve kontrol gruplari
karsilastirilmistir. Bu amagcla veri seti tek degiskenli analize tabi tutulmustur. SE ve

kontrol gruplar1 arasindaki metabolik 6zelliklerdeki anlamli farkliliklart dogrulamak
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igin Student's t-testi ve KD analizleri (p < 0.05 ve KD > 1.5) kullanilmigtir. t-testi
sonuglarina gore, SE-48h grubunda C-48h grubuna kiyasla dimetilsiilfon (DMSO>),
kreatinin ve glikoz konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar
gozlenirken, kreatin ve glisin konsantrasyonlarinda artis goriilmiistiir (Sekil 13a).
Epileptogenezisin latent donemini temsil eden SE-1hf grubunda, C-1hf grubuna
kiyasla sadece piriivik asit konsantrasyonunda anlamli bir azalma tespit edilmistir
(Sekil 13b). SE-6hf grubunda ise histidin, kalsiyum-etilendiamintetraasetik asit (Ca*?-
EDTA) ve glikoz konsantrasyonlarinda anlamli azalmalar olurken; siiksinik asit, laktik
asit, alanin, glisin, kreatin ve pirlivik asit konsantrasyonlarinda artis gozlenmistir

(Sekil 13c).

SE-48h vs. C-48h SE-1hfvs. C-1hf

logl0 (raw.p)
Ox
o8
=
-logl0 (raw.p)
°
==

Bilesikler Bilesikler

(a) (b)

SE-6hfvs. C-6hf

logl0 (raw.p)
0
° 1 3
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°
o
-
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Sekil 13. Plazma orneklerinde 6nemli 6l¢iide degismis metabolitler: (a) C-48h vs SE-
48h, (b) C-1hf vs SE-1hf ve (c) C-6hf vs SE-6hf NMR verileri i¢in t-testi istatistikleri
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Epileptogenez ile iligkili olabilecek metabolitleri belirlemek amaciyla, 1.5 esik
degerine sahip KD analizi yapilmistir. KD degeri > 1.5 olan metabolitler,

epileptogenezisin akut, latent ve kronik fazlari icin sirasiyla Tablo 4, 5 ve 6’da

listelenmistir.

Tablo 4. Epileptogenezin akut fazi igin, plazmada > 1,5 kat degisim gosteren
metabolitler

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
2-Oksoglutarik asit 12.622 36.579
Asetoasetik asit 92.824 32.145
Dimetilsiilfon (DMSO,) 0.2 -23.219
Kreatinin 0.22222 -21.699
Aseton 0.23878 -20.663
Sarkozin 0.24444 -20.324
Kreatin 35.944 18.457
2-Aminobiitirik asit 0.29483 -17.621
Gliserol 0.42424 -1.237
Etanol 0.42857 -12.224
Lizin 0.42857 -12.224
Pirtivik asit 22.105 11.444
Treonin 20.349 1.025
Asetik asit 0.5432 -0.88043
Laktik asit 18.209 0.86468
Asparajin 1.08 0.848
2-Hidroksibiitirik asit 1.08 0.848
Alanin 16.074 0.68469
Ornitin 0.63214 -0.66168
Glisin 15.355 0.6187
3-Hidroksibiitirik asit 15.074 0.59206

Tablo 5. Epileptogenezin latent fazi igin, plazmada > 1,5 kat degisim gosteren
metabolitler

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
2-Hidroksibiitirik asit 0.16903 -25.647
Prolin 44.318 21.479
Gliserol 0.40878 -12.906
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Tablo 5. Epileptogenezin latent fazi igin, plazmada > 1,5 kat degisim gosteren
metabolitler (devam)

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
Ornitin 24.182 12.739
2-Aminobiitirik asit 21.691 11.171
Kolin 21.356 10.946
2-Oksoglutarik asit 0.52835 -0.92043
Pirtivik asit 18.798 0.91059
Aseton 18.273 0.86969
Etanol 1.08 0.848
Asparajin 1.08 0.848
3-Hidroksibiitirik asit 1.08 0.84436
Lizin 0.63636 -0.65208
Glutamik asit 0.64665 -0.62893

Tablo 6. Epileptogenezin kronik fazi igin, plazmada > 1,5 kat degisim gosteren
metabolitler

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
Asetoasetik asit 0.21086 -22.456
Aseton 0.22751 -2.136
Siiksinik asit 24.292 12.805
Ornitin 20.893 1.063
Piriivik asit 19.929 0.99484
Gliserol 1.787 0.83751
Laktik asit 16.925 0.75916
Kreatinin 0.6 -0.73697

Yukaridaki bulgulara ek olarak, her epileptogenez fazi ile iligkili potansiyel
metabolitlerin 6nemini kontrol etmek i¢in volkan grafigi analizi yapilmistir. Sekil
14a’da, SE-48h grubunda kontrol grubuna kiyasla DMSO. ve Kkreatinin
konsantrasyonlarinin azaldigi, kreatin ve glisin konsantrasyonlarmin ise arttig1
gosterilmistir. Epileptogenezin latent fazi ile ilgili olarak SE-1hf grubunda, kontrol
grubuna kiyasla piriivik asit konsantrasyonunda hafif bir artis gézlenmistir (Sekil 14b).
SE-6hf grubunda ise volkan grafigi analizine gore siiksinik asit, laktik asit ve piriivik

asit konsantrasyonlarinda anlamli artiglar tespit edilmistir (Sekil 14c). Tablo 7,
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epileptogenez ile anlamli sekilde iliskili bulunan metabolitleri ve ilgili istatistiksel
sonugclari listelemektedir. Metabolik profildeki degisiklikler esas olarak SE sonras1 48.
saat ve 6. haftada meydana gelmistir. Ozellikle SE sonrasi 6. haftada tiim metabolik

ozelliklerde 6nemli artislar kaydedilmistir (Sekil 14c ve Tablo 7).
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Sekil 14. NMR plazma metabolitleri verilerinin volkan grafigi analizi: (a) C-48h vs
SE-48h, (b) C-1hf vs SE-1hf ve (c) C-6hf vs SE-6hf
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Tablo 7. Epileptogenezin farkli donemlerinde istatiksel olarak onemli 6l¢iide degisen
plazma metabolitleri

Gruplar Metabolitler KD log2(KD) p -log(p) Artmig/Azalms
DMSO; 0.2 —2.321 0.001 2.969 Azalmig
C-48h vs Kreatinin 0222  -2.169 0036  1.442 Azalmis
SE-48h
(Akutonem)  Glisin 1.535 0.618 0.042 1372 Artmis
Kreatin 3.594 1.845 0.005 2.250 Artmis
C-1hfvs SE-1hf
Piriivik asit 1.879 0.910 0.026 1.579 Artmis
(Latent dénem)
Laktik asit 1.692 0.759 0.033 1.479 Artmig
C-6hf vs SE-6hf o
(Kronik donem) Piriivik asit 1.992 0.994 0.049 1.304 Artmis
Siiksinik asit 2.429 1.280 0.019 1.710 Artmis

4.1.3 Plazma metabolitlerinin metabolik yolak analizi

Metabolik yolak analizi, MetaboAnalyst 6.0 ve KEGG metabolik yolak veri taban
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tablo 8, anlamli degisiklikler gosteren metabolitleri
(p <0.05 ve FC > 1.5 kriterlerine uyan) ve p < 0.05 diizeyinde anlamli olan metabolik
yollar1 listelemektedir. Hem akut hem de kronik fazlarda metabolitler ve yollar
arasinda anlaml iligkiler gozlenmistir. Ancak latent fazda metabolit temelli yolak

etkileri anlamli bulunmamustir.

4.1.3.1 Glisin, serin ve treonin metabolizmasi

Akut fazda, glisin ve kreatin metabolitlerinin konsantrasyonlarinda anlaml
artiglar gozlenmistir. Bireysel metabolit analizinden bagimsiz olarak yapilan yolak
analizi, glisin, serin ve treonin metabolizmasi yolunun istatistiksel olarak anlamli
oldugunu ortaya koymustur. Glisin ve kreatin metabolitlerinin bu yolakta yer aldig:
dikkat ¢ekicidir. Latent ve kronik fazlarda ise glisin, serin ve treonin metabolizmasinda

anlamli metabolit degisiklikleri bulunmamuistir.
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4.1.3.2 Birincil safra asidi biyosentezi

Bireysel metabolit analizinden bagimsiz olarak yapilan yolak analizi, SE-48h ve
C-48h gruplar1 arasinda “birincil safra asidi biyosentezi” yolunda anlamli degisiklikler
ortaya koymustur. Kriterlerimize (p < 0.05 ve FC > 1.5) gore anlamli bulunan
metabolitler arasinda yalnizca glisinin bu yolakta yer aldig1 dikkat ¢ekicidir. Birincil
safra asidi biyosentezi yolunda, latent ve kronik fazlarda anlamli metabolit

degisiklikleri gézlenmemistir.

4.1.3.3 Piruvat metabolizmasi

Piruvat metabolizmasi ile ilgili anlamli degisiklikler, yalnizca SE sonras1 6 hafta
(kronik faz) doneminde laktik asit ve pirtivik asit metabolitlerinin
konsantrasyonlarinda tespit edilmistir. Buna karsilik, akut ve latent fazlarda bu yolakla

ilgili anlamli metabolit degisiklikleri gozlenmemistir.

4.1.3.4 Glikoliz/Glikoneogenez

Kronik fazda laktik asit ve piriivik asit metabolitlerindeki artislarla iliskili olarak
glikoliz/glikoneogenez metabolik yolunda anlamli degisiklikler gézlenmistir. Ancak,
akut ve latent fazlarda glikoliz/glikoneogenez yollarinda nemli degisiklikler tespit

edilmemistir.
4.1.3.5 Arjinin ve prolin metabolizmasi

Onceden belirledigimiz kriterlere (p < 0.05 ve FC > 1.5) gore anlamli olarak
degisen metabolitlerden yalmizca piriivik asit, kronik fazda arjinin ve prolin

metabolizmasi ile iligkilendirilmistir. Piriivik asit diizeyi, SE sonrasi 6 hafta grubunda

saglikli kontrollere kiyasla artig gostermistir.
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Tablo 8. Epileptogenezin farkli donemlerinde istatiksel olarak onemli 6l¢iide degisen
plazma metabolitleri ve metabolik yollar

Metabolik Yolak SE-48h vs. C-48h SE-1hf vs. C-1hf SE-6hf vs. C-6hf
(KEGG) (Akut donem) (Latent donem) (Kronik dénem)
(Rattus norvegicus) p Metabolitler p Metabolitler p Metabolitler

Glisir_1, serin ve Glisin
treonin 0.015 )
metabolizmasi Kreatin

Primer safra asidi

0.042 Glisin

biyosentezi
. Laktik asit
Piruvat ) 0.021
metabolizmasi Pirtivik asit
ikoli - Laktik asit
Glikoliz/gluko 0.021
neogenez Pirtivik asit

Arjinin ve prolin

. 0.029 Pirtivik asit
metabolizmasi

4.2 Epileptogenez Siirecinde idrara Ait Metabolik Profilleme Bulgulari

4.2.1 TIdrardaki metabolik degisimlerin genel profili

Idrar &rnekleri ile yapilan OPLS-DA modeli, epileptogenezin ii¢ farkli agamasi
arasinda onemli farkliliklar oldugunu ortaya koymustur: SE-48h ve C-48h gruplari
(ortogonal T skoru = %19, T skoru = %25,4, Sekil 15a), SE-1hf ve C-1hf gruplari
(ortogonal T skoru = %29, T skoru = %17,3, Sekil 15b) ve SE-6hf ve C-6hf gruplar
(ortogonal T skoru = %35,7, T skoru = %8, 1, Sekil 15c).
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Sekil 15. Idrar drneklerinde epileptogenezin ii¢ farkli zaman noktasi i¢in iki bilesenli
OPLS-DA modelinin skor grafigi: (a) C-48h vs SE-48h, (b) C-1hf vs SE-1hf ve (c) C-
6hf vs SE-6hf icin NMR verileri

4.2.2 1drardaki belirli metabolitlerin degisimi

Metabolitler, biyokimyasal siireglerin karmagikligini ¢oziimleyerek saglik ve
hastalik durumlarinin daha iyi anlasilmasini saglar. Epileptogenez siirecinde idrar
metabolik profilinde olas1 degisiklikleri incelemek amaciyla, SE ve kontrol gruplari

karsilastirilmistir. Bu amacla veri seti tek degiskenli analize tabi tutulmustur. SE ve
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kontrol gruplar arasindaki metabolik 6zelliklerdeki anlamli farkliliklar1 dogrulamak

icin Student's t-testi ve KD analizleri (p < 0.05 ve KD > 1.5) kullanilmistir.

SE-48h grubunda, C-48h grubuna kiyasla 1-metilhydantoin, 2-oksoglutarik asit,
adenin, allantoin, sitrik asit, fumarik asit, hippurik asit, L-piroglutamik asit, N,N-
dimetilglisin, orotik asit, piriivik asit, tartarik asit, taurin, teobromin, tigliglisin ve
trigonellin metabolitlerinin konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlaml1 azalmalar
tespit edilmistir. Bununla birlikte, SE-48h grubunda, asetik asit, dihidrotimin, timol ve
trimetilamin metabolitlerinin konsantrasyonlari, C-48h grubuna kiyasla istatiksel
olarak anlaml1 bir sekilde artmistir (Sekil 16a). Epileptogenezin latent donemini temsil
eden SE-1hf grubunda ise C-l1hf grubuna kiyasla yalnizca 1-metilhistidin
konsantrasyonunda anlamli bir artig gozlemlenmistir. SE-1hf grubunda, C-1hf kontrol
grubuna kiyasla neopretin, D-glukoz, 3-metilglutakonik asit, valin, glikolik asit, taurin,
teobromin, kafein, urasil, allantoin, guanidinoasetik asit, hippurik asit, kreatinin, prolin
betain, 1-metilguanidin, 4-piridoksik asit, pantotenik asit, alanin, siringik asit, inosin,
1-metilhidantoin ve oksipurinol metabolitlerinin konsantrasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli azalmalar saptanmistir (Sekil 16b). Kronik donem analiz edildiginde
ise, SE-6hf grubunda, C-6hf grubuna kiyasla D-laktoz, pimelik asit, tigliglisin ve
ksanturenik asit metabolitlerinin konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir

diisiis belirlenmis, ancak artig gosteren herhangi bir metabolit saptanmamistir (Sekil
16¢).
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Sekil 16. Idrar rneklerinde 6nemli dlgiide degismis metabolitler: (a) C-48h vs SE-
48h, (b) C-1hf vs SE-1hf ve (c) C-6hf vs SE-6hf NMR verileri i¢in t-testi istatistikleri

Epileptogenez ile iliskili olabilecek, idrara yansiyan metabolitleri belirlemek
amaciyla, 1.5 esik degerine sahip KD analizi yapilmistir. KD degeri > 1.5 olan
metabolitler, epileptogenezisin akut, latent ve kronik fazlari i¢in sirasiyla Tablo 9, 10

ve 11°de listelenmistir.
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Tablo 9. Epileptogenezin akut fazinda, idrarda > 1,5 kat degisim gosteren metabolitler

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
Benzoik asit 43.705 5.4497
Trimetilamin 34.98 5.1285
Dihidrourasil 31.3 4.9681
Timol 20.513 4.3585
Dihidrotimin 17.792 4.1532
Sitrik asit 0.081913 -3.6
N,N-Dimetilglisin 0.086644 -3.5287
Orotik asit 0.088179 -3.5034
Allantoin 0.10589 -3.2393
Asetik asit 9.1855 3.1994
Urasil 0.13504 -2.8885
Fumarik asit 0.14091 -2.8272
DL-Alloizolésin 6.9253 2.7919
Taurin 0.14904 -2.7463
3-Hidroksibiitirik asit 6.2851 2.6519
2-Oksoglutarik asit 0.1685 -2.5692
Hippiirik asit 0.18588 -2.4276
L-Piroglutamik asit 0.19772 -2.3384
Glikolik asit 4.9651 2.3118
Sitozin 4.8923 2.2905
D-Galaktonik asit 0.21173 -2.2397
Timin 4.6909 2.2299
Adenin 0.22812 -2.1321
Trigonellin 0.22894 -2.1269
Tigliglisin 0.23301 -2.1015
D-Glikoz 0.23765 -2.0731
Neopterin 0.23989 -2.0596
Formik asit 3.7881 1.9215
Kolin 3.7619 1.9115
2-Hidroksifenilasetik asit 0.29104 -1.7807
Arjinin 3.4255 1.7763
N-Asetilfenilalanin 3.3872 1.7601
2- Furoilglisin 0.30426 -1.7166
Tartarik asit 0.30429 -1.7165
Propionik asit 3.0572 1.6122
4- Hidroksifenilaktik asit 3.0516 1.6096
L-Fukoz 3.0012 1.5855
Teobromin 0.33673 -1.5703
Parasetamol 0.33909 -1.5602
1-Metilhidantoin 0.36512 -1.4535
Asetoasetik asit 2.6804 1.4224
N- Izovaleroilglisin 2.6404 1.4008
3-Fenillaktik asit 0.38041 -1.3944
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Tablo 9. Epileptogenezin akut fazinda, idrarda > 1,5 kat degisim gosteren metabolitler
(devam)

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
3- Hidroksiglutarik asit 2.6254 1.3926
Betain 0.39463 -1.3414
Metilmalonik asit 0.42302 -1.2412
Metionin 0.42857 -1.2224
2-Hidroksi-4-metilvalerik asit 0.42857 -1.2224
Biitirik asit 0.42857 -1.2224
D-Glukonic asit 0.42857 -1.2224
4-Hidroksifenilpiriivik asit 0.42857 -1.2224
Kafein 2.2878 1.194
Metanol 2.2271 1.1552
Piirivik asit 0.45075 -1.1496
Alanin 2.2094 1.1437
Fenilalanin 0.45539 -1.1348
D-Laktoz 0.45752 -1.1281
Siringik asit 0.47699 -1.068
Fenilasetik asit 2.0575 1.0409
3-Metilglutakonik asit 2.0519 1.0369
1-Metilnikotinamid 0.4895 -1.0306
D-Galaktoz 2.0303 1.0217
L-Sitramalik asit 1.9516 0.96463
Fenilpiriivik asit 1.8096 0.85567
1-Metilhistidin 1.8 0.848
2-Metilsiiksinik asit 1.8 0.848
3-Hidroksivalerik asit 1.8 0.848
Pimelik asit 1.8 0.848
3- Hidroksipropiyonik asit 1.8 0.848
Malik asit 1.8 0.848
1-Metiladenozin 1.8 0.848
D-Mannoz 1.8 0.848
Miyo-inositol 1.8 0.848
Kreatin 1.7929 0.84229
3-Dimetilurik asit 0.56122 -0.83336
Propilen glikol 0.5736 -0.80188
Glisin 1.7404 0.7994
Kreatinin 1.7165 0.7795
Pantotenik asit 1.6383 0.71218
Oksipiirinol 0.61067 -0.71154
L-izolssin 0.62857 -0.66985
4-Aminobiitirik asit 1.5752 0.65556
3- Hidroksiizovalerik asit 0.64777 -0.62645
2- Hidroksiizovalerik asit 1.5368 0.61992
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Tablo 10. Epileptogenezin latent fazinda, idrarda > 1,5 kat degisim gosteren

metabolitler

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
Tiglilglisin 0.048578 -4.3635
Benzoik asit 0.18757 -2.4145
3-Metilglutakonik asit 0.18868 -2.406
1-Metilhistidin 4.2611 2.0912
Neopterin 0.27284 -1.8739
3-Metil-2-oksovalerik asit 0.27591 -1.8577
Fenilasetik asit 0.29675 -1.7527
Malik asit 2.9057 1.5389
Trimetilamin 2.8778 1.525
Dihidrotimin 0.37171 -1.4278
Timol 0.37841 -1.402
D-Glikoz 0.39546 -1.384
2-Hidroksiizovalerik asit 0.39612 -1.336
Teobromin 0.40343 -1.3096
D-Laktoz 0.41697 -1.262
Glisin 0.41906 -1.2548
D-Galaktoz 0.42087 -1.2486
Prolin betain 0.44384 -1.1719
Urasil 0.46255 -1.1123
1-Metilnikotinamid 0.46326 -1.1101
4-Hidroksifenilpiriivik asit 0.46667 -1.0995
Kreatin 2.1418 1.0989
Valin 0.46809 -1.0952
D-Mannoz 0.47201 -1.0831
Losin 0.47377 -1.0778
1.3-Dimetiliirik asit 0.47713 -1.0675
Taurin 0.47974 -1.0597
Timin 0.48523 -1.0433
1-metilguanidin 0.4859 -1.0413
Hippiirik asit 0.48611 -1.0407
Glikolik asit 0.49544 -1.0132
N-Asetilfenilalanin 0.49872 -1.0037
Arjinin 0.50026 -0.99924
Pantotenik asit 0.51017 -0.97095
Guanidinoasetik asit 0.51046 -0.97013
N,N-Dimetilglisin 0.51694 -0.95195
Kafein 0.51759 -0.95013
Allantoin 0.52538 -0.92857
Orotik asit 0.52896 -0.91877
1-Metilhidantoin 0.5327 -0.90861
Oksaloasetik asit 0.53417 -0.90463
2-Oksoglutarik asit 1.8689 0.90216
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Tablo 10. Epileptogenezin latent fazinda, idrarda > 1,5 kat degisim gosteren

metabolitler (devam)

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
Parasetamol 0.54391 -0.87857
Kreatinin 0.55068 -0.86072
Sitozin 1.8114 0.85711
Trigonellin 0.55488 -0.84974
Sistin 1.8 0.848
2-Metilsiiksinik asit 1.8 0.848
D-Galaktonik asit 1.8 0.848
2-Ketobiitirik asit 1.8 0.848
Siiksinilaseton 1.8 0.848
Betain 0.55906 -0.83894
N-izovaleroilglisin 0.56224 -0.83075
4-Piridoksik asit 0.57043 -0.80988
3-Hidroksiizovalerik asit 0.57841 -0.78983
Oksipiirinol 0.58576 -0.77162
Siringik asit 0.59278 -0.75442
L-Triptofan 0.60433 -0.72659
3-Hidroksiglutarik asit 0.60896 -0.71558
Formik asit 1.608 0.6853
Fenilalanin 0.62224 -0.68446
L-Piroglutamik asit 0.63154 -0.66304
2-Furoilglisin 0.63636 -0.65208
Metionin 0.63636 -0.65208
N-Asetilglutamat 0.63636 -0.65208
4-Hidroksifenilaktik asit 0.63636 -0.65208
2-Hidroksi-4-metilvalerik asit 0.63636 -0.65208
3-Hidroksi-3-metilglutarik asit 0.63636 -0.65208
3-Hidroksipropiyonik asit 0.63636 -0.65208
2-Oksoizovalerik asit 0.63636 -0.65208
Dihidrourasil 0.63636 -0.65208
Miyo-Inositol 0.63636 -0.65208
Uridin 0.63693 -0.65079
Alanin 0.64244 -0.63837
N-Asetilaspartik asit 0.64712 -0.62789
Inozin 0.65154 -0.61808
Sarkozin 0.65246 -0.61605
Ksantiirenik asit 0.65455 -0.61143
2-Oksoizokaproik asit 0.65645 -0.60725
Tartarik asit 0.65763 -0.60466
Sitrik asit 0.65918 -0.60126
3-Hidroksibiitirik asit 0.66605 -0.5863
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Tablo 11. Epileptogenezin kronik fazinda, idrarda > 1,5 kat degisim gosteren
metabolitler

Metabolitler Kat Degisimi (KD) log2(KD)
Pimelik asit 0.080808 -3.6294
1-Metilhistidin 7.3571 2.8791
Biitirik asit 0.17885 -2.4832
Tigliglisin 0.18451 -2.4382
D-Laktoz 0.31879 -1.6493
4-Aminobiitirik asit 2.851 1.5115
Imidazol 2.8099 1.4905
4-Hidroksifenilpiriivik asit 0.35885 -1.4785
Kreatin 0.37199 -1.4267
2-Hidroksifenilasetik asit 0.38591 -1.3737
2-Ketobiitirik asit 0.38777 -1.3667
Dihidrotimin 0.39207 -1.3508
D-Glikonik asit 2.5361 1.3426
Kolin 0.405 -1.304
Sarkosin 2.4044 1.2657
Timol 2.3835 1.2531
3-Fenillaktik asit 0.42552 -1.2327
Ksanturenik asit 0.44266 -1.1757
Etimalonik asit 0.51293 -0.96317
Timin 0.51528 -0.95657
Sitrik asit 0.51923 -0.94556
Adenin 0.56046 -0.83531
2-Hidroksiizovalerik asit 0.56099 -0.83395
Fenilpiriivik asit 0.56852 -0.81473
Losin 0.57092 -0.80864
3-Hidroksiglutarik asit 0.59316 -0.7535
N-Asetilfenilalanin 0.6 -0.73697
2-Oksizovalerik asit 0.6 -0.73697
1-Metilnikotinamid 16.443 0.71746
Glutarik asit 0.61133 -0.70997
Teobromin 0.61982 -0.69008
Laktik asit 1.5643 0.64554
Hippurik asit 0.65055 -0.62027
3-Metil-2-oksovalerik asit 0.65899 -0.60168
Propiyonik asit 0.66312 -0.59265

Yukaridaki bulgularin yani sira, epileptogenezin her fazi ile iliskili potansiyel
metabolitlerin onemini kontrol etmek amaciyla volkan grafigi analizi yapilmigtir
(Sekil 17). Tablo 12°de volkan grafigi analize ait tiim istatiksel bilgiler listelenmistir.
SE-48h grubunda kontrol grubuna kiyasla metabolitlerin ¢ogunda azalma egilimi
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gbzlemlenirken, yalnizca dort metabolitin artis gostermis olmasi dikkat cekmektedir.
Bu kapsamda akut donemde; orotik asit, N,N-dimetilglisin, piirivik asit, teobromin,
tartarik asit, allantoin, fumarik asit, hippiirik asit, 2-oksoglutarik asit, sitrik asit, taurin,
L-piroglutamik asit, trigonellin, 1-metilhidantoin, adenin ve tiglisin konsantrasyonlari
kontrollere kiyasla diisiis gosterirken; asetik asit, timol, dihidrotimin ve trimetilamin
seviyelerinde istatiksel olarak anlamli artig tespit edilmistir. Epileptogenezin latent
doneminde ise, neopretin, D-glikoz, 3-metilglutakonik asit, valin, glikolik asit, taurin,
teobromin, kafein, urasil, 1-metilhistidin, allantoin, guanidinoasetik asit, hippiirik asit,
kreatinin, prolin betain, 1-metilguanidin, 4-piridoksik asit, pantotenik asit, alanin,
siringik asit, inosin, 1-metilhidantoin ve oksipiirinol konsantrasyonlarinda kontrollere
kiyasla azalma meydana gelmistir. Kronik donem incelendiginde, D-laktoz, tigliglisin,
pimelik asit ve ksantiirenik asit seviyeleri SE-6hf grubunda azalmistir. Ancak, latent
ve kronik donemlerde istatiksel olarak anlamli Ol¢iide hicbir metabolit artis
gostermemistir. Epileptogenez siirecinde idrar metabolik profili genel olarak
degerlendirildiginde, degisiklikler esas olarak SE sonrasi 48. saat ve 1. haftada
meydana gelmistir. Ozellikle, yalnizca SE sonrasi 48. saatte birtakim metabolik

ozelliklerde onemli artislar kaydedilmistir (Sekil 17a ve Tablo 12).
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Sekil 17. NMR idrar metabolitleri verilerinin volkan grafigi analizi
48h, (b) C-1hf vs SE-1hf ve (c) C-6hf vs SE-6hf

: (a) C-48h vs SE-

63



Tablo 12. Epileptogenezin farkli donemlerinde istatiksel olarak 6nemli 6lgiide degisen
idrar metabolitleri

Gruplar Metabolitler KD  log2(KD) p -log(p) :Zr;;’;fg
Asetik asit 9.185 3.199 0.0003 3.456 Artmig
Orotik asit 0.088 -3.503 0.0005 3.3419 Azalmig
Timol 2.051 4.358 0.0006 3.251 Artmig
N,N-Dimetilglisin 0.086 -3.528 0.0009 3.069 Azalmis
Dihidrotimin 1.779 4,153 0.001 2.869 Artmig
Piirivik asit 0.450 -1.149 0.002 2.738 Azalmisg
Teobromin 0.336 -1.570 0.003 2.493 Azalmig
Trimetilamin 3.498 5.128 0.004 2.397 Artmig
Tartarik asit 0.304 -1.716 0.012 1.936 Azalmis
SE-48N VS. Ajjantoin 0105  -3.239 0.014 1.864 Azalmis
E;ii? Fumarik asit 0.140 -2.827 0.014 1.854 Azalmis
dénem) Hippiirik asit 0.185 -2.427 0.015 1.821 Azalmig
2-Oksoglutarik asit 0.168 -2.569 0.017 1.762 Azalmis
Sitrik asit 0.081 -3.609 0.018 1.753 Azalmig
Taurin 0.149 -2.746 0.022 1.659 Azalmis
L-Piroglutamik asit 0.197 -2.338 0.025 1.594 Azalmis
Trigonellin 0.228 -2.126 0.027 1.575 Azalmis
1-Metilhidantoin 0.36 -1.453 0.0301 1.522 Azalmis
Adenin 0.228 -2.132 0.031 1.506 Azalmis
Tiglilglisin 0.233  -2.101 0.035 1.452 Azalmis
Neopterin 0.273 -1.874 0.004 2.438 Azalmis
D-Glikoz 0.396 -1.338 0.009 2.045 Azalmis
3-Metilgluta-konik asit  0.189 -2.406 0.010 1.996 Azalmis
Valin 0.468 -1.095 0.011 1.942 Azalmis
Glikolik asit 0.495 -1.013 0.013 1.891 Azalmis
Taurin 0.48 -1.06 0.014 1.857 Azalmis
SE-1hfvs.  Teobromin 0403  -1.31 0.014 1.841 Azalmis
C-1hf Kafein 0518  -0.95 0.015 1.826 Azalmis
f;ifgf) Urasil 0463  -1112 0.015 1.825 Azalmis
1-Metilhistidin 4.261 2.091 0.015 1.819 Artmig
Allantoin 0.525 -0.929 0.015 1.814 Azalmisg
Guanidinoase-tik asit 0.51 -0.97 0.015 1.8124 Azalmis
Hippiirik asit 0.486 -1.041 0.02 1.684 Azalmisg
Kreatinin 0.551 -0.861 0.022 1.644 Azalmisg
Prolin betain 0.444 -1.172 0.028 1.557 Azalmisg
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Tablo 12. Epileptogenezin farkli donemlerinde istatiksel olarak 6nemli 6l¢iide degisen
idrar metabolitleri (devam)

Gruplar Metabolitler KD  log2(KD) p -log(p) :Zr;;’;fg
1-Metilguanidin 0.486 -1.041 0.029 1531 Azalmis
4-Piridoksik asit 0.57 -0.81 0.03 1518 Azalmis
SE-1hf vs. Pantotenik asit 0.511 -0.971 0.031 1.505 Azalmis
C-1hf Alanin 0642  -0.64 0.039 1.414 Azalmis
(Latent Siringik asit 0.593 -0.754 0.04 1.393 Azalmig
donem) i 0652  -0.618 0.043 1.365 Azalmig

1-Metilhidantoin 0.533 -0.91 0.048 1.322 Azalmis

Oksipiirinol 0.586 -0.772 0.048 1.321 Azalmig
SE-6hf vs. D-Laktoz 0.319 -1.649 0.026 1.586 Azalmis
C-6hf Tiglglisin 0.185 -2.438 0.028 1.549 Azalmis
(Kronik Pimelik asit 0.081 -3.629 0.034 1.463 Azalmig
dénem) Ksantiirenik asit 0.443  -1.176 0.039 1.414 Azalmis

4.2.3 l1drar metabolitlerinin metabolik yolak analizi

Metabolik yolak analizi, MetaboAnalyst 6.0 ve KEGG metabolik yolak veri taban
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tablo 13, anlamli degisiklikler gdsteren metabolitleri
(p £0.05 ve FC > 1.5 kriterlerine uyan) ve p < 0.05 diizeyinde anlaml1 olan metabolik
yolaklar listelemektedir. Hem akut hem de latent donemlerde metabolitler ve yollar
arasinda anlamli iligkiler gozlenmistir. Ancak, kronik donemde metabolit temelli yolak

etkileri anlamli bulunmamustir.

4.2.3.1 Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi

Epileptogenezin akut doneminde, sitrik asit, piriivik asit, fumarik asit ve 2-
oksoglutarik asit metabolitlerinin diizeylerinde anlamli degisiklikler gdzlenmistir.
Bireysel metabolit analizinden bagimsiz olarak yapilan yolak analizi, “alanin, aspartat
ve glutamat metabolizmas1” yolaginin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ortaya
koymustur. Istatiksel olarak anlamli bulunan sitrik asit, piriivik asit, fumarik asit ve 2-

oksoglutarik asit metabolitlerinin hepsinin bu yolakta yer aldig1 dikkat cekmektedir.
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Latent ve kronik donemlerde ise alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasinda

istatiksel olarak anlamli bir degisim gozlemlenmemistir.

4.2.3.2 Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi

Sitrik asit, piriivik asit ve asetik asit diizeyleri, epileptogenezin akut doneminde
anlaml degisiklikler tespit edilmistir. Metabolitlerin tek tek analizlerinden bagimsiz
olarak gergeklestirilen yolak analizi, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi
yolaginin istatistiksel agidan 6nemli oldugunu gostermistir. Sitrik asit, pirtivik asit ve
asetik asit metabolitlerinin degisikliklerinin yolakla uyumlu oldugu dikkat
cekmektedir. Latent ve kronik donemlerde ise glioksilat ve dikarboksilat

metabolizmasinda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

4.2.3.3 Glisin, serin ve treonin metabolizmasi

Akut dénemdeki plazma bulgulariyla uyumlu olarak, idrar metabolitlerinin analizi
sonucunda da “gliserin, serin ve treonin metabolizmasi1” istatiksel olarak 6nemli tespit
edilmistir. Glisin, serin ve treonin metabolizmasiyla uyumlu olarak, idrara yansiyan
metabolitlerden N,N-dimetilglisin ve piriivik asit metabolitlerinde degisiklikler
belirlenmistir. Latent ve kronik evrelerde ise bu yolakta istatiksel olarak degerli bir

degisim tespit edilmemistir.

4.2.3.4 TKA dongiisii

Metabolitlerin bireysel analizinden bagimsiz olarak yapilan yolak analizi
sonucunda SE-48h ve C-48h gruplar1 arasinda TKA dongiisiinde anlamli degisiklikler
ortaya koyulmustur. Kriterlerimize (p < 0.05 ve FC > 1.5) gore anlamli bulunan
metabolitler arasinda 2-oksoglutarik asit, sitrik asit, piriivik asit ve fumarik asit
bulunmaktadir. TKA dongiisiinde, latent ve kronik dénemlerde anlamli metabolit

degisiklikleri gézlenmemistir.
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4.2.3.5 Piriivik asit (piriivat) metabolizmasi

Metabolitlerin tek tek incelenmesinden bagimsiz olarak gergeklestirilen yolak
analizi, SE-48h ve C-48h gruplari arasinda piriivat metabolizmasi yolaginda belirgin
degisiklikler oldugunu gostermistir. Bu kapsamda, 6zellikle piriivik asit, fumarik asit
ve asetik asit metabolitlerinin diizeylerinde 6nemli farkliliklar saptanmistir (p < 0.05
ve FC > 1.5). Latent ve kronik donemlerde ise piriivat metabolizmasinda diger

metabolit degisikliklerine dair anlaml1 bir bulguya rastlanmamustir.

4.2.3.6 Glikoliz/glukoneogenez

Akut donemde piriivik asit ve asetik asit, latent donemde ise D-glikoz
metabolitindeki degisimlerle baglantili olarak glikoliz/glikoneogenez yolu istatiksel
olarak anlamli degisim gostermistir. Bununla birlikte, kronik dénemde bu yolak ile

ilgili belirgin bir farklilik bulunamamastir.

4.2.3.7 Pirimidin metabolizmasi

Metabolitlerin ayr1 ayr1 incelenmesinden bagimsiz yiiriitiilen yolak analizi,
epileptogenezin yalnizca akut doneminde primidin metabolizmasinda istatiksel olarak
anlamli bir degisim oldugunu gostermistir. Bu fark, kriterlerimize (p < 0.05 ve FC >
1.5) gore esas olarak orotik asit konsantrasyonundaki degisim ile baglantili

bulunmustur.

4.2.3.8 Pentoz fosfat yolag:

Metabolitlerin ayr1 ayr1 incelenmesinden bagimsiz olarak yiiriitiilen yolak analizi,
epileptogenez siirecinde sadece latent donemde pentoz fosfat yolaginda istatistiksel
olarak dnemli bir farklilik bulundugunu gostermistir. Bu farkliligin, kriterlerimiz (p <
0.05 ve FC > 1.5) cercevesinde D-glikoz seviyesindeki degisimle iligkili oldugu

belirlenmistir.
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4.2.3.9 Kafein metabolizmasi

Epileptogenez siirecinin hem akut hem de latent doneminde kafein
metabolizmasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir.
Kriterlerimize (p < 0.05 ve FC > 1.5) gore; kafein metabolizmasiyla baglantili olarak
incelenen metabolitlerden, teobromin akut ve latent donemin her ikisinde de kafein ise
yalnizca latent donemde kontrollere kiyasla istatiksel olarak anlamli azalma
gostermistir. Kronik donemde kafein metabolizmasinin degisimine yonelik bir

bulguya rastlanmamustir.

4.2.3.10 Taurin ve hipotaurin metabolizmasi

Taurin ve hipotaurin metabolizmasi da epileptogenezin akut ve latent
donemlerinde istatiksel olarak anlamli degisim gosteren metabolik yolaklar
arasindadir. p < 0.05 ve FC > 1.5 kosullarin1 saglayacak sekilde istatiksel olarak
anlamli degisim gosteren metabolitlerden yalnizca taurin bu yolak ile iligkili
bulunmustur. Taurin, SE’den sonra hem akut hem de latent donemde 6nemli 6l¢iide

azalmistir.

4.2.3.11 Piirin metabolizmasi

Epileptogenez siirecinin hem akut hem de latent donemlerinde piirin
metabolizmasi istatistiksel olarak anlamli degisim gostermistir. Kriterlerimiz (p <0.05
ve FC > 1.5) dogrultusunda; piirin metabolizmasiyla iliskili olarak incelenen
metabolitlerden allantoin akut ve latent donemlerin her ikisinde, inosin ise yalnizca
latent donemde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir. Kronik donemde

ise plirin metabolizmasinda istatiksel anlamda 6nemli bir degisim bulunmamastir.

4.2.3.12 Selenokomponent metabolizmasi

Metabolitlerin ayr1 ayri analiz edilmesinden bagimsiz olarak yapilan yolak analizi,

epileptogenez siirecinin sadece latent doneminde selenokomponent metabolizmasinda
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istatistiksel acidan kayda deger bir farklilik oldugunu gostermistir. Bu farkliligin,
kriterlerimiz (p < 0.05 ve FC > 1.5) kapsaminda alanin diizeyindeki degisiklikle iligkili
oldugu saptanmustir.

4.2.3.13 Primer safra asidi biyosentezi

Metabolitlerin bireysel incelemelerinden bagimsiz olarak yapilan yolak analizi,
epileptogenezin latent doneminde primer safra asidi biyosentezi yolunda istatistiksel
olarak anlaml1 bir degisiklik oldugunu ortaya koymustur. p <0.05 ve FC > 1.5 kriterleri
g0z Onilinde bulundurularak analiz edilen metabolitler arasindan yalnizca taurin bu
yolak ile baglantilidir. Bunun yani sira, akut ya da kronik donemde primer safra asidi

biyosentezi yolunda farklilik tespit edilmemistir.

Tablo 13. Epileptogenezin farkli donemlerinde istatiksel olarak 6nemli 6lgiide degisen
idrar metabolitleri ve metabolik yolaklar

SE-6hf vs.
C-6hf
(Kronik donem)

Metabolik Yolak SE-48h vs. C-48h SE-1hf vs. C-1hf
(KEGG) (Akut donem) (Latent donem)
(Rattus norvegicus)

p Metabolitler p Metabolitler p  Metabolitler
Sitrik asit
Alanin, aspartat ve Piriivik asit
glutamat 0.004 Fumarik Asit
metabolizmasi 2-oksoglutarik
asit
Glioksilat ve Sitrik asit
dikarboksilat 0.002 Pirtivik asit
metabolizmasi Asetik asit
Glisin, serin ve treonin N,N-dimetilglisin
. 0.014 . .
metabolizmasi Piriivik asit
2-oksoglutarik
) asit
T‘I‘(A“d(‘)‘ngusu (Sitrat 0.018 Siitrik asit
dongiisii) s
Pirtivik asit
Fumarik Asit

Pirtivik asit
Piruvat metabolizmas1 < 0.001 Fumarik Asit
Asetik asit
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Tablo 13. Epileptogenezin farkli donemlerinde istatiksel olarak 6nemli 6lgiide degisen
idrar metabolitleri ve metabolik yolaklar (devam)

SE-6hf vs.
C-6hf
(Kronik donem)

Metabolik Yolak SE-48h vs. C-48h SE-1hf vs. C-1hf
(KEGG) (Akut donem) (Latent déonem)
(Rattus norvegicus)

p Metabolitler p Metabolitler p  Metabolitler

Glikoliz/gluko- 0.012 Piriivik asit

. D-Glikoz
neogenez Asetik asit

0.006

Primidin

. 0.011 Orotik asit
metabolizmasi

Pentoz fosfat yolagi D-Glikoz

. . . Teobromin

Kafein metabolizmast  0.003 Teobromin 0.012 .
Kafein

Taurin ve hipotaurin Taurin 0.014 Taurin

metabolizmasi

. . . Allantoin

Piirin metabolizmasi 0.017 Allantoin 0.023 Fo

Inosin

Selenokgmponent 0.039 Alanin
metabolizmasi

P_rlmer safr_a asidi 0.031 Taurin
biyosentezi

4.3 Epileptogenez Siirecinde One Cikan Metabolik Yolaklar ve lgili
Metabolitler

Epileptogenezin her bir agamasinda hem plazma hem de idrar metabolitlerinin
bireysel incelemelerinden bagimsiz gerceklestirilen yolak analizi sonucunda
belirlenen 6nemli metabolik yolaklar ve bu yolaklarla iliskili, p < 0.05 ve FC > 1.5
kriterlerini kargilayan anahtar metabolitler Sekil 18'de 6zetlenmistir. Sonug olarak,
epileptogenezin farkli donemlerinde bir¢ok metabolik yolak ve metabolit degisiklik

gostermistir.
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Sekil 18. Epileptogenezde etkin metabolik yolaklar ve ilgili kilit metabolitler

(Kesik ¢izgili oklar iki metabolit arasindaki ¢ok adimli doniistimleri, diiz ¢izgili oklar ise tek adimli doniigtimleri ifade etmektedir. Cift yonlii oklar ¢ift yonlii doniigtimleri, tek
yonlii oklar ise tek yonlii doniigtimleri gostermektedir. Kirmizi ile belirtilen metabolitler plazmada degisen metabolitleri, sar1 ile vurgulananlar ise idrarda degisen metabolitleri
isaret etmektedir. Kirmizi dikdortgenler hem plazma hem de idrar 6rneklerinde etkilenen ana metabolik yollari, turuncu dikdortgen yalnizca plazmada etkilenen yolu, sart
dikdortgenler ise yalnizca idrarda etkilenen yolaklari temsil etmektedir. Kirmuzi oklar plazmada artan veya azalan metabolitleri, yesil oklar ise idrardaki degisimleri

gostermektedir.)



5 TARTISMA

Epilepsiye yol acan siire¢ olan epileptogenez, esasen gozlemlenen ilk kronik
nobetten Once baslar. Biyobelirteglerin tanimlanmasi, epileptik 6ncesi durumdan
epileptik duruma gecisi anlamak i¢in ¢ok dnemlidir ve sadece semptomlari yonetmek
yerine TLE’nin temel nedenlerini hedefleyen tedavilerin gelistirilmesine katki
saglayabilir. Giinlimiizde, epileptojenik riski degerlendirecek molekiiler belirtegler
heniiz tanimlanmamistir. Mevcut arastirmalar, epilepsi riskinin erken ve hizli tespit
edilebilmesi i¢in invaziv olmayan (non-invaziv) biyobelirteclere olan ihtiyacin altini

cizmektedir.

TLE hastalarinda, bireyler arasinda belirgin farkliliklar gosteren latent donemin
dinamik yapisi, bu siireci derinlemesine incelemek i¢in glivenilir hayvan modellerinin
kullanilmasmi zorunlu kilmaktadir. Onceki ¢alismalar, farkli analitik yontemler
kullanarak epilepsi modellerinde metabolik diizensizlikleri arastirmistir (159, 170).
Ancak, literatiirde simdiye kadar 'H-NMR spektroskopisini kullanarak lityum-
pilokarpin ile indiiklenen TLE sigan modelinde epileptogenezin tiim asamalarinda
(akut, latent ve kronik) plazma ve idrar 6rneklerinde genis bir metabolit yelpazesini ve
bu metabolitlerin bagli oldugu metabolik yollar1 kapsamli sekilde inceleyen bir
calisma yapilmamistir. Bu tez c¢alismasinda; epileptogenezin her asamasinda
potansiyel biyobelirteglerin belirlenmesi amaciyla, TLE’yi en 1yl yansitan
modellerden biri olan lityum-pilokarpin ile indiiklenen TLE sigan modelinde, SE
ardindan ii¢ ana epileptogenez doneminde plazma ve idrar metabolik profil degisimleri
ve baglantili metabolik yolaklar ayrintili bir sekilde incelenmistir. Bu kapsamda,
oldukca yenilik¢i bir yaklasim igerisinde, toplanan Orneklere zarar vermeden
molekiiler yapilarin analizinde etkili bir yontem olarak kabul edilen *H-NMR teknigi
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, epileptogenezin farkli donemlerinde hem plazma
hem de idrarda birtakim belirgin metabolit degisikliklerinin oldugunu ve bir¢ok

metabolik yolagin etkilendigini gostermistir.

Metabolitlerin biyobelirte¢ olarak avantaji, hastalik durumlarinda degisebilen

metabolik yolaklarla dogrudan iliskiye sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu
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ozellik, hastaliklarla iligkili spesifik metabolik imzalarin belirlenmesini miimkiin kilar.
Caligmamizda, epileptogenezin akut doneminde kontrollere gore énemli dl¢iide daha
diisiik plazma konsantrasyonlari ile DMSO; kilit bir metabolit olarak 6n plana
cikmaktadir. Alternatif tipta popiiler bir besin takviyesi olan DMSO2, bagirsak
bakterileri ve endojen insan enzimleri tarafindan metanetiol metabolizmas1 yoluyla
tiretilen dimetil siilfoksitin (DMSO) birincil metabolitidir (171, 172). Literatiirde
heniiz higbir ¢alisma DMSO2'yi dogrudan epilepsiyle iliskilendirmemis olsa da,
Alzheimer hastaligi dahil olmak tizere diger hastalik modellerinde yapilan
aragtirmalar, DMSO2'nin anti-inflamatuar ve antioksidan etkilerini vurgulamistir
(173). Cesitli nobet ve epilepsi modellerinde ise, DMSO'nun doza bagli olarak hem
nobet indiikleyici hem de nobet onleyici etkileri oldugu gosterilmistir (174, 175). Bu
baglamda, DMSO'nun birincil metaboliti olan DMSOz, bilyiik 6l¢iide anti-inflamatuar
ve antioksidan oOzellikleri sayesinde anti-epileptojenik faydalar saglayabilir. Ayrica,
DMSO:'nin KBB'ye niifuz etme kabiliyeti epileptogenezle miicadeledeki potansiyelini
daha da artirmaktadir. DMSO2'nin epileptogenezin yalnizca akut fazi sirasinda ortaya
cikmasi, bu asama igin degerli bir biyobelirte¢ olarak potansiyelini vurgulamakla
birlikte, takviyesi anti-epileptojenik stratejileri destekleyebilir. Ek olarak, bagirsak
metabolizmast  yoluyla olugmasi, bagirsak mikrobiyotast degisiklikleri ile
epileptogenez arasinda potansiyel bir baglant1 oldugunu diisiindiirmekte ve yeni bir

arastirma yolu sunmaktadir.

Epilepsi, hiicresel enerji metabolizmasindaki degisiklikleri igerir ve ndbetler
sirasinda  ATP ihtiyacinin artmasina neden olur. Esas olarak bobreklerde ve
karacigerde amino asitlerden (metiyonin, glisin ve arjinin) sentezlenen kreatin; kan
yoluyla beyne ve diger dokulara taginir ve ATP'nin yenilenmesine yardimci olur (176).
Calismamizda, epileptogenezin akut doneminde siganlarda yiiksek plazma kreatin
seviyeleri bulunmustur, bu da daha yiiksek enerji ihtiyacina telafi edici bir yanit
oldugunu diisiindlirmektedir. Benzer artiglar sizofreni hastalarinda da gozlenmistir
(177). Bununla birlikte, harici kreatin uygulamasinin ndbetleri geciktirdigi ve ¢esitli
modellerde GABAerjik noronlart destekledigi gosterilmistir (178, 179, 180). Kreatin,
beyine 6zgiil bir tasiyici protein, kreatin tasiyici protein (CRT), aracilifiyla tasinir.

KBB’nin bozulmasi, bu tasiyici proteinin islevini etkileyebilir ve beyne kreatin alimini
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degistirebilir. Plazmada, artan kreatin seviyeleri, CRT nin aracilik ettigi KBB boyunca
bozulmus kreatin taginmasini da yansitabilir ve KBB'nin %98'inde CRT
bulunmamaktadir (181). CRT genindeki mutasyonlar noérolojik bozukluklar ve
nobetlerle baglantilidir (182). Dolayisiyla, nébetler KBB ve CRT islevini bozarak
kreatin dengesizliklerine yol acgabilir. Sonu¢ olarak, kreatinin epilepsi
patofizyolojisindeki kesin rolii belirsizligini korumaktadir. Kreatin metabolitinin
yalnizca akut epileptogenez doneminde ve plazmada degisim gostermesi, onu

potansiyel bir biyobelirte¢ olarak son derece degerli kilmaktadir.

Kreatin dongiisii, kreatin metabolitinin idrarla atilan kreatinine doniisiimiiyle sona
erer (181). Kreatinin ayrica fosfokreatin doniisiimii yoluyla kreatinden spontan olarak
da olusabilir. Calismamizda, akut epileptogenez fazini temsil eden si¢anlarda plazma
kreatinin seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmus olup,
bu farklilik yalnizca bu fazda goriilmiistiir. Yiiksek plazma kreatin seviyelerine karsin
kreatininin diisiik konsantrasyonu, muhtemelen kreatinden sabit oranda kreatinin
iretilmesi, kreatininin etkin renal klirensi ve dokular tarafindan kullanimiyla iligkili
olabilir. Viicudun diizenleyici mekanizmalari, kreatini metabolik ihtiyaglar igin
kullanilabilir hale getirirken, kreatininin atik {riin olarak etkili bir sekilde
uzaklastirllmasini saglamaktadir. Literatiirde, kreatininin demans ve Parkinson
hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklar i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak 6ne
stiriildiigi bildirilmektedir (183, 184, 185). Akut donemde, plazma kreatinin
seviyelerinde gozlemledigimiz diislis, bu bulgularla uyumludur ve epileptogenez
baslangicinin biyobelirteci olarak bir potansiyele isaret etmektedir. Ayrica, kreatininin
rapor edilen bagisiklig1 baskilayici etkileri ve antibakteriyel 6zellikleri, bu molekiiliin
atik {irlin olmanin &tesinde rol oynayabilecegini diisiindiirmekte ve daha fazla
aragtirma gerektirmektedir (186, 187). Kreatininin, plazmada diisiis gosteren
konsantrasyonuyla paralel olarak, idrarda kreatinin latent donemde diisiis gostermistir.
Epilepsi ve epileptogenez ile iligkili idrar kreatinin konsantrasyonunun incelenmesi
mevcut literatiirde oldukg¢a simirlidir. Literatiirdeki ¢alismalar, daha diisiik idrar
kreatinin atiliminin daha yiiksek kardiyovaskiiler olaylar riski ve 6liim oran ile iliskili

oldugunu belirtmistir (188, 189, 190). Gelecekteki arastirmalar, idrar kreatinin
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seviyelerindeki degisimlerin ndbet aktivitesi veya epilepsinin ilerlemesiyle nasil

iliskili olabilecegini daha kapsamli bir sekilde incelemelidir.

Norotransmiter olarak islev goren glisin, ¢esitli beyin bolgelerinde noronal
aktiviteyi biiyiik oranda inhibe eder ve gen ifadesi, protein yapisi ve islevi gibi birgok
biyolojik siiregte dnemli bir role sahiptir (191). Calismamizda, epileptogenezin akut
fazinda sicanlarda plazma glisin seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde
arttig1 gozlemlenmistir ve bu artis sadece plazmada akut fazda ortaya ¢ikmistir.
Plazmadaki bulgumuzla uyumlu olarak, epilepsi hastalarindan alinan BOS taki yiiksek
glisin seviyeleri de dikkat ¢ekmektedir (192). Glisin; glisin reseptorii (GlyR), NMDA
reseptorleri, G protein-bagli reseptdr simif C grup 6 (GPRC6) gibi c¢esitli endojen
hedeflerle etkilesime girer. Bu noromodiilator etkiler, hedeflere gore degisiklik
gosterir; 6rnegin, GlyR’ye baglanmasi inhibisyon olustururken, NMDA reseptorii ile
etkilesimi uyarimi tegvik eder (191). Glisin tastyicilari (GlyT1 ve GlyT2), Na* ve CI°
gradyanlar1 araciliiyla glisini hiicre zarindan tasir (193, 194). Literatiirde, TLE'li
insan ve sican hipokampiisiinde GlyT1 ekspresyonunun artisi rapor edilmistir ve
GlyT1’in inhibisyonu ndbet esigini artirdigi belirtilmistir (195, 196, 197). Fare
modellerinde ise GlyT1 inhibitorleri, kronik ndbetleri etkin sekilde baskilamaktadir
(198). Son arastirmalar, glisinin klasik olmayan NMDA reseptorlerini aktive etmesinin
KBB biitiinliiglinii bozabilecegini ve endotel hiicrelerinde aktin dagilimim
degistirebilecegini gdstermektedir. Bu durum, yiiksek glisin seviyelerinin akut fazda
epileptik aktiviteyi artirabilecegini disiindiirmektedir (199). Ayrica, epilepsili
hastalarda GlyR'ye karsi oto antikorlarin tespit edilmesi, glisinin GlyR ile
baglanmasini engelleyerek etkisini azaltabilecegini isaret etmektedir, bu da GlyR’yi
anti-epileptojenik arastirmalar i¢in ilging bir hedef yapmaktadir (200). Ancak, bagka
bir glisin hedefi olan GPRC6 reseptorlerinin epilepsiye etkisi hakkinda literatiirde
yeterli kanit bulunmamaktadir. Calismamizdaki bulgular, glisin ve ilgili tagiyicilarin
ve reseptorlerin epileptogenezin baglangicinda kritik bir rol oynadigini ve glisinin akut
fazda biyobelirte¢ olarak potansiyel tasidigini gdstermektedir. Bu, mevcut literatiirle
de uyumludur ve GlyR ile GlyT ekspresyonundaki bozukluklari isaret etmektedir.
Sonu¢ olarak, glisin ve iliskili tasiyict ve reseptorlerin detayli incelenmesi,

epileptogenez biyobelirteclerini tanimlamak ve yeni anti-epileptojenik tedaviler
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gelistirmek icin umut vaat etmektedir. Ayrica glisin, epileptogenezin akut fazinda
onemli dl¢iide degismis olan primer safra asidi sentezi yolunda da yer almaktadir. Bu
baglamda, karacigerde kolesterolden sentezlenen safra asitlerinin birkag enzimatik
adimla konjuge edilmesine katilir. Dolayisiyla, glisin metabolizmasindaki
degisiklikler ve bozukluklar primer safra asidi biyosentezini ve konjugasyon

stireclerini etkileyebilir (201).

Primer safra asidi biyosentez yolagi, plazma orneklerinde oldugu gibi, idrar
orneklerinde yliriitiilen metabolik yolak analiz sonucunda da istatiksel olarak énemli
cikmigtir. Bu kapsamda idrar 6rneklerinde taranan metabolitlerden yalnizca taurin bu
yolak ile etkilesim halinde bulunmustur. Erken donemde yapilan ¢alismalarda, cesitli
hayvan epilepsi modellerinde birincil epileptik odaklarda toplam doku taurin
konsantrasyonunun azaldigi bulunmus olsa da bu durum tiim modellerde tutarli
degildir (202, 203, 204, 205, 206, 207, 208). insan epileptik beyin 6rneklerinden elde
edilen veriler de ¢eliskili sonuglar saglamistir (209, 210, 211). Bu nedenle taurinin
epileptogenezdeki rolii hala belirsizdir. Bu ¢alismada taurin, epileptogenezin hem akut
hem de latent doneminde idrarda istatiksel olarak anlamli bir diigiis gostermistir.
Benzer bulgular, yeni baglangicl tedavi edilmemis pediatrik epilepsi hastalarinin idrar
orneklerinde yalnizca taurin azalmasinin epilepsi ile iliskilendirildigi bir ¢alismada da
gozlemlenmistir (212). Bu durum, taurinin epilepside biyobelirteg olarak
degerlendirilebilecegi fikrini desteklemektedir. Taurin, sinir iletimi, osmoregiilasyon,
antioksidan etki, hiicre gelisimini destekleyici faktorlerin aktivitesi ve kalsiyum
hareketlerinin diizenlenmesi gibi bircok islevde rol oynar. Bu 6zellikleri sayesinde,
nobet karsitt ve sinir hiicrelerini koruyucu bir ajan olarak gérev yapabilir (209, 213,
214, 215). Taurin beyinde bol miktarda bulunur ve beyin dokusu, taurinin fizyolojik
ve farmakolojik ozellikleri i¢in onemli bir hedef gibi goériinmektedir (216, 217).
Epileptogenez siirecinde idrarda taurin konsantrasyonunun azalmasi, beyinde taurine
olan artan ihtiyag, taurin eksikligine yanit olarak bobreklerde artan geri emilim
mekanizmalar1 ve metabolik strese bagli bobrek fonksiyonlarindaki degisikliklerle
iliskilendirilebilir. Bu faktorler bir araya gelerek, epilepsinin ilerleyisi sirasinda
idrardaki taurin seviyelerindeki degisimlere katki saglayabilir. Sonug olarak, taurinin

epilepsi  patofizyolojisindeki rolli, idrardaki konsantrasyonunun epilepside
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biyobelirteg olarak kullanimi ve anti-epileptik stratejilerde degerlendirilme potansiyeli
umut vaat etmektedir. Taurin ve tiirevlerinin epilepsi tedavisinde yeni kapilar

acabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda; plazma 6rneklerinde SE-48h grubu sigcanlarda, idrar 6rneklerinde
ise SE-48h ve SE-1hf sicanlarinda kontrollere kiyasla gozlenen dnemli metabolik
farkliliklar glisin, serin ve treonin metabolizmasiyla yakindan iligkili goziikmektedir.
Plazma 6rneklerinde bu yolak esas olarak kreatin ve glisin metabolitleriyle eslesirken,
idrar orneklerinde ise N,N-dimetilglisin ve piriivik asit etkilesimde goziikmektedir.
Literatiirde, glisin, serin ve treonin metabolizmasi oksidatif stres ve inflamasyonla
iligkilendirilmis ve digski Ornegi analizlerine gore ¢ocuklarda atesli ndbetler
baglaminda ¢ok dnemli olarak tanimlanmustir (218). Epilepsi ve metabolomik iizerine
yakin zamanda yapilan bir inceleme, epilepside bu yolun 6nemli 6lgiide degistiginin
altin1 ¢izerek epilepsinin patogenezinin anlasilmasinda ve yeni terapdtik hedeflerin
belirlenmesinde onemini ortaya koymustur (18). N-metilglisin (sarkozin) ve N, N-
dimetilglisin (DMG) gibi glisin tiirevleri, kolinin glisin metabolizmasinda 6énemli ara
tirtinlerdir ve besin takviyesi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (219, 220). Bu
iki bilesigin MSS’de farmakolojik aktiviteleri oldugu gosterilmistir (221). DMG,
oksidatif stresi azaltma, bagisiklik sistemini destekleme ve fiziksel-mental
performans artirma gibi etkileriyle 6ne ¢ikmaktadir (222, 223). 2014 yilinda yapilan
bir calismada, Alzheimer hastalarini saglikli bireylerden ayirmak i¢in DMG dahil alt1
plazma metabolitinden olusan bir biyobelirte¢ paneli tanimlanmistir (224). Bu
caligmada i1se akut donemdeki sicanlarin idrarinda DMG seviyelerinde saglikli
kontrollere kiyasla azalma tespit edilmistir. Bu durum, SE sirasinda DMG'nin
ndronlart koruma ve bagisiklik yanitini destekleme amaciyla daha fazla kullanilmasi
nedeniyle rezervlerinin azalabilecegini diisiindiirmektedir. DMG ayrica metil
gruplarinin taginmasi ve kullanilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Viicutta homosisteini
metiyonine yeniden metilleme siirecine katkida bulunur ve DNA, RNA, protein, lipit
gibi biyomolekiillerin biyosentezinde yer alan metilasyon reaksiyonlarini destekler
(225). DNA metilasyonu (DNAm), beyin gelisimi ve hiicre farklilasmasi gibi
sireclerde kritik rol oynamakta olup, ¢cevresel faktorler, hormonlar ve néronal aktivite

tarafindan etkilenebilmektedir (226). Epilepsi ile iliskili DNAm degisiklikleri hem
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hayvan modellerinde hem de insanlarda gosterilmistir (227, 228). Epileptogenezin
yalnizca akut doneminde idrarda azalmis DMG seviyesi, metilasyon siire¢lerindeki
degisikliklere isaret edebilir. Ornegin, epileptogenezin erken asamalarmda DNA
hipometilasyonu gozlenirken, kronik donemde bazi genomik bolgelerde
hipermetilasyon ve gen ifadesi arasindaki iligki belirlenmistir (226, 227, 228). Buna
ek olarak, DMG’nin bagirsak mikrobiyotasina ait bir metabolit oldugu ve epilepside
degisen mikrobiyota profilinin 6nem arz ettigi bildirilmistir (229). Epileptik si¢anlarda
idrarda DMG diistikliigiiniin nedenlerini daha iyi anlamak i¢in kapsamli aragtirmalar
gereklidir. Bu tiir bulgular, epilepsi patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasma ve
potansiyel tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Ozellikle,
DMG'nin epilepsi lizerindeki etkilerini ve epileptik nobetlerdeki metabolik degisimleri

inceleyen ileri biyokimyasal ve farmakolojik calismalar yapilmasi gerekmektedir.

Epileptogenez siirecinde hem plazma hem de idrar 6rneklerinde 6ne ¢ikan glisin,
serin ve treonin metabolik yolunun, idrarda istatistiksel olarak anlamli bulunan taurin
ve hipotaurin metabolizmasiyla baglantili oldugu gériilmiistiir. Ilging bir sekilde,
plazmada akut donemde kontrollere kiyasla anlaml1 bir diisiis gosteren DM SO, siilfiir
metabolizmasinin bir bileseni olup, glisin, serin ve treonin metabolik yolu ile taurin ve
hipotaurin metabolizmasiyla dolayl olarak iliskili goriinmektedir. Bu bulgular, akut
ve latent donemde degisim gosteren metabolitlerin bu metabolik yollar ¢ercevesinde
birbiriyle etkilesimde oldugunu ortaya koymaktadir. Yolak analizinden elde edilen
sonuglarimiz, glisin, serin ve treonin metabolizmasinda 6zellikle SE’nin akut fazinda
belirgin degisiklikler meydana geldigini isaret etmektedir. Bu durum, literatiirle
uyumlu olarak, ilk yaralanma sonrasi epileptogenezin baslangicinda 6énemli bir rol

oynadigini gostermektedir.

Mitokondriyal disfonksiyon, travmatik beyin hasar1 ve ndbetler gibi durumlarla
iligkili enerji metabolizmasindaki degisiklikler, piriivik ve laktik asidin sinir sistemi
hiicrelerine enerji saglamadaki kritik roliinii vurgulamaktadir (230). Glikozdan
glikoliz yoluyla tiretilen piriivik asit, oksijen varliginda asetil-CoA'ya doniistiiriilerek
mitokondrideki TKA dongiistinii destekler (231). Ancak, oksijenin yetersiz oldugu

durumlarda piriivik asit, hastalik ve doku hasar1 i¢in bir biyobelirte¢ olarak kabul
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edilen laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi tarafindan laktik aside doniistiiriiliir ve bazi
epileptik kindling modellerinde LDH aktivitesinde artis gozlenmistir (232). Cesitli
caligmalarda, pirlivik asidin inme, travmatik beyin hasar1 ve hipoglisemi gibi nérolojik
hastaliklar ve hayvan modellerinde noroprotektif faydalar sagladigi gosterilmistir
(233, 234, 235). Giiniimiizde yalnizca metabolik bir yan iiriin olarak goriilmeyen laktik
asit ise, enerji metabolizmasindaki isleviyle 6ne ¢ikmaktadir. Calismamiz, si¢anlarin
plazmasindaki piriivik asit seviyelerinin epileptogenezin latent ve kronik
donemlerinde kontrol grubuna kiyasla onemli Olgiide arttigini, idrarda ise akut
donemde azaldigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, laktik asit ise sadece plazma
orneklerinde, epileptogenezin kronik doneminde artig gostermistir. Epileptogenez
sirasinda akut donemde idrarda piriivik asit konsantrasyonunun azalmasi, latent ve
kronik dénemlerde plazmada artan piriivik asit konsantrasyonuyla bir dizi metabolik
ve hiicresel yanitla iligkili olabilir. Akut donemde epileptik ndbetlerin baslamasiyla
beyin dokusunda enerji ihtiyaci hizla artar ve piriivik asit mitokondriye yonlendirilerek
enerji iretiminde kullanilir; bu da idrarda atilmasini azaltir. Oksijen yetersizligi
durumunda ise piriivik asit laktik aside doniistiiriilerek anaerobik enerji iiretimi
saglanir. Latent ve kronik donemlerde ise hiicresel oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon ve enflamasyonun artmasi nedeniyle enerji iiretiminde aksakliklar
meydana gelir ve pirilivik asit yeterince islenemediginden plazmada birikmeye baslar.
Bu dénemde piriivat, glikoneogenez ve diger metabolik siireglerle daha az tiiketilir ve
hiicre disina ¢ikarak plazma seviyelerinde artisa yol agar. Bu degisiklikler,
epileptogenezin farkli evrelerinde hiicresel enerji metabolizmasindaki dengesizlikleri
ve adaptasyon slireglerini yansitarak piriivik asidin potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
degerlendirilmesini saglar. Plazmada artan piriivik asit seviyelerine paralel olarak
yiiksek laktik asit seviyeleri de hipoksik kosullara ve artan glikoliz aktivitesine isaret
edebilir; ayrica, kronik donemde nobet aktivitesiyle iliskili kas aktivitesi de plazmada
laktik asit birikimine yol agabilir. Bulgularimiza uygun olarak, epilepsili hastalarda ve
epileptik modellerde laktik asit seviyelerinde siirekli bir artis gézlenmistir (134, 136,
236, 237). Nobetlerin hemen ardindan hipokampiis, BOS ve kanda laktik asit
seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (238, 239, 240). Piriivik asit ve laktik asidin beyin
hiicrelerine tasinmasi, monokarboksilat tastyicilart (MCT'ler) araciligiyla gergeklesir

ve epilepsi modellerinde MCT ekspresyonunda degisiklikler kaydedilmistir (241).
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Arastirmalar, MCTI/MCT2 araciligiyla noronlara laktik asit tasinmasinin
engellenmesinin farelerdeki ndbetleri azalttigini ve laktatin birincil ndronal yakit
olarak roliinii vurgulamaktadir (242). insanlarda ve pilokarpin sigan modelinde
yapilan ¢alismalarda, TLE sirasinda MCT4 ekspresyonunda bir azalma gozlenmistir
(243). Son bulgular, laktatin yalnizca bir enerji kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda bir
sinyal molekiili olarak islev gordiigiinii ve laktilasyon yoluyla epigenetik
diizenlemeye katilarak gen ifadesini ve inflamatuar tepkileri etkiledigini gostermistir
(244, 245, 246). Beyin hiicrelerinde yaygin olan laktilasyon, noral aktivite ve stres
tarafindan diizenlenmekte ve hiicresel fonksiyonlar1 6nemli dlciide etkilemektedir
(247). Alzheimer hastaliginda, mikroglialarda oksidatif fosforilasyondan glikolize
gecis, laktat kaynakli laktilasyonu igeren bir geri besleme mekanizmasi ile pro-
inflamatuar sinyali ve mikroglial disfonksiyonu tetiklemektedir (248). Sepsiste de,
makrofajlar tarafindan laktat alimi, pro-inflamatuar Ozellikleri ile endotelyal
gecirgenligi artiran HMGB1'in laktilasyonuna yol agmaktadir. Bu gozlemler, laktatin
hem histon hem de histon olmayan laktilasyon yoluyla hiicresel islevlerin
diizenlenmesindeki kapsamli roliinii vurgulamaktadir. Epilepside laktilasyonun
potansiyel rolii tam olarak arastirllmamis olsa da, laktilasyonun epilepsi
patofizyolojisinde etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Epilepside bir biyobelirteg
olarak yer alan ve sepsiste laktilasyondan etkilenen HMGBI1 gibi proteinlerin rolii,
laktilasyonun epilepsideki mekanizmalara etkisini incelemeye yonelik arastirmalarin
Onemini ortaya koymaktadir (249, 250). Metabolizma, epigenetik ve transkripsiyon
sonrast diizenleme arasindaki karmasik iliski, epileptogenezin anlasilmasina katki
saglayabilecek bir arastirma alani sunmaktadir. Pirlivik ve laktik asit arasindaki
etkilesim, plazma ve idrar sonuglart birlikte degerlendirildiginde, bu metabolitlerin
seviyeleri ve MCT ekspresyonlarinin izlenmesinin epileptogenezin ilerleyisi hakkinda
degerli bilgiler saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, MCT'ler,
epileptogenezi inhibe etmek veya geciktirmek i¢in potansiyel terap6tik hedefler olarak

one ¢ikmaktadir ve epilepsi aragtirmalarinda gelecekteki 6nemini ortaya koymaktadir.

Mitokondri, 6zellikle ara metabolizma ve hiicresel enerji yonetiminde hayati bir
role sahiptir. Kronik epilepside mitokondriyal disfonksiyonun anlasilmasi,

mitokondriyal oksidatif stresin nobetlerin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugunu
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belirlemek acisindan zorluk tasir. Siiksinik asit, metabolik yollar arasinda 6nemli bir
baglant1 saglayarak katabolik molekiilleri bir araya getirir ve anabolik siirecleri tetikler
(251). Ozellikle TKA dongiisiiniin ve GABA santinin temel bilesenlerinden biridir. Bu
calisma, epileptogenezin kronik fazin1 temsil eden sicanlarda plazma siiksinat
seviyelerinin kontrole kiyasla anlamli sekilde arttigini gostermistir. Literatiirdeki
caligmalar, siiksinat dehidrojenaz (SDH) tarafindan ters kataliz dahil olmak {izere
siiksinat birikiminin potansiyel kdkenlerine deginmistir. Normalde SDH, hiicrelerde
fumarat iiretmek icin siiksinat1 dehidrojenize eder, ancak iskemi sirasinda SDH'nin ters
katalizi meydana gelir ve elektronlarin kompleks I'den geriye dogru akmasina neden
olarak reperfiizyon sirasinda noronal hasara yol agar ve boylece ROT iretir (252).
Bulgularimizla uyumlu olarak, bir bagska ¢alisma, hipokampiisteki yiiksek siiksinat
seviyelerinin kainik asit kaynakli SE’li siganlarda oksidatif stresi artirabilecegini ve
bu birikimin Oncelikle fumarati siiksinata ¢eviren SDH'nin ters katalizine baglh
oldugunu o6ne siirmiistiir (253). Benzer sekilde, idiyopatik epilepsisi olan kdpekleri
inceleyen bir calismada BOS orneklerinde artmis siiksinik asit seviyesi tespit
edilmistir (254). Baz1 ¢alismalar ayrica siiksinik asidin kismi bir NMDA agonisti
olarak calistigin1 ve nodronal uyarilabilirligi artirarak ndbetleri tetikleyebilecegini
ortaya koymustur (255). Bu arada, siiksinik asidin GABA ile yakin bir iliskisi vardir,
ciinki GABA oncelikle TKA dongiisii yoluyla glutamattan metabolize edilir.
Ardindan, GABA aminobiitirik asit transaminaz tarafindan siiksinik semialdehide
dontistiirtiliir ve daha sonra siiksinik semialdehit dehidrojenaz (SSADH) tarafindan
stiksinata oksitlenir. SSADH eksikliginin zihinsel engellilik, motor bozukluklar ve
epilepsi ile karakterize nadir bir nérometabolik bozukluk oldugu bilinmektedir.
Literattirde, SSADH'yi kodlayan ALDHSAL'T igeren bir ¢alisma, SE gibi yiiksek stres
kosullarinin ALDH5A1 promotdr bdlgesinin onemli 0Olglide aktivasyonuna yol
acabilecegini ve bunun da SSADH {iretiminin artmasina neden olabilecegini 6ne
stirmistir (256). Bu durum, SE gibi yiiksek stres kosullarinda SSADH
ekspresyonunun artarak siiksinik asit birikmesine yol agabilecegini diisiindiirmektedir.
Sican beyinlerinden elde edilen mitokondriler iizerinde yapilan bir ¢alisma, lipid
peroksidasyonunun, TKA dongiisiinde islev goren SSADH’yi inhibe ederek GABA
Klirensinin azalmasina neden olabilecegini 6ne stirmektedir (257). Bu durum, hem

TKA dongiisiiniin akisin1 azaltmis hem de GABA Kklirensini azaltmigtir ve
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elektrofizyolojik verilere gore, ligand kapili kloriir kanallarinin (GABAA) islevsel
bozuklugu nedeniyle hiicre disi GABA'nin uyarict doniisiimiine neden olarak
potansiyel olarak nobete bagli daha fazla hasara neden olabilir (258). Bu etkilere ek
olarak, siiksinik asit, daha yakin zamanda tanimlanan bir posttranslasyonel
modifikasyon olan protein siiksinilasyonundaki rolii ile de taninmaktadir ve ayni
zamanda kimyasal bir haberci olarak da gorev yapmaktadir (251). Siiksinilasyonun
fizyolojik diizenleyici etkileri ve sliksinik asidin bir kimyasal haberci olarak rolii heniiz
tam olarak anlasilmamistir. Mevcut bulgular, siiksinik asidin etkilerinin farkli
mekanizmalar nedeniyle fizyolojik ve patolojik siire¢ler arasinda degisiklik
gosterebilecegini  diisiindiirmektedir. Ozellikle, siiksinat birikiminin GABA ve
glutamat dengesini bozarak SE patolojisini  kotiilestirebilme — potansiyeli
degerlendirilmelidir. Literatiirdeki farkli modellerde ve biyolojik 6rneklerde epilepsi
ile iligkilendirilen yiiksek siiksinik asit seviyeleri gdz oniine alindiginda, siiksinik asit,
epileptogenezin ilerlemesini izlemek igin giiclii bir biyobelirte¢ aday1 olarak 6ne

cikmaktadir.

Epileptogenezin plazmada latent ve kronik, idrarda ise akut evrelerinde gézlenen
belirgin metabolik farkliliklar 6zellikle TKA dongiisline yansimistir. Sonuglarimizla
tutarli olarak, STN'li farelerde hem serebral korteks hem de hipokampiiste TKA
dongiisiiniin islevinde bozulmalar gézlenmistir (137). Bu durum, mitokondriyal islev
bozuklugunun hedeflenmesinin ilaca direncli epilepsiyi tedavi etmede umut verici bir
yaklagim olabilecegini diisiindiirmektedir. TKA dongiisiinii ayrintili incelememiz,
glisin, serin ve treonin metabolizmasi ile TKA dongiisii arasindaki etkilesimi 6nemli
bir odak noktasi olarak 6ne ¢ikarmistir. Bu amino asitlerin piriivata doniistiiriilmesi,
anaplerotik substratlar olarak TKA dongiisii metabolitlerini desteklemede kritik bir rol
oynar (259). Bu destek, TKA dongiisiiniin homeostazinin korunmasi igin hayati 6nem
tasir. Glisin, serin ve treoninin piriivata doniisiimii, hiicresel sistemlerdeki metabolik
esnekligin yani sira hiicresel islev ve enerji liretimini optimize etmek igin farkl
metabolik yollar arasindaki karmasik dengeyi vurgulamaktadir. Hem plazmada hem
idrarda akut fazda 6nem kazanan glisin, serin ve treonin metabolizmasi ile 6zellikle
idrarda akut fazda one cikan TKA dongiisii arasindaki etkilesim, epileptogenez

stirecindeki metabolik diizenleme agisindan dikkate degerdir. Bu etkilesimin daha
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fazla arastirilmasi, metabolik diizenleme ve epileptogenez i¢in yeni terapotik hedefler
hakkinda degerli bilgiler saglayabilir. Plazma 6rneklerinde piruvik asit ve laktik asit
seviyelerindeki degisiklikler, epileptogenezin kronik fazinda glikoliz/glukoneogenez
ve piruvat metabolizmasi yollar iizerinde kayda deger bir etkiye isaret etmektedir. Ote
yandan, idrar Orneklerinde bu metabolik yolaklar 6zellikle akut donemde one
cikmaktadir. Bu kapsamda 6zellikle profillenen metabolitlerden sitrik asit 6n plana
cikmaktadir. Bu ¢alismada, epileptogenezin akut donemini temsil eden si¢anlarin idrar
orneklerinde, sitrik asit seviyesinin istatiksel olarak ©onemli derecede azaldig
gozlemlenmistir. Bulgularimizla uyumlu olarak, farelerde yapilan akut kimyasal
kindling modelinde de beyin dokularinda disiik sitrat seviyeleri tespit edilmistir (18).
Sitrat, TKA dongiisiinde yer alan ve enerji metabolizmasinda kritik rol oynayan bir ara
maddedir. Epilepsi durumunda néronlarin asir1 uyarilmasi ve glutamat salinima, sitrat
ve glutamatin Onciisii olan 2-oksoglutarat gibi TKA dongiisii ara iirlinlerinin
azalmasina yol agabilirr MSS bu ara maddelere artan bir talep gosterdiginde,
dolagimdan karsilanarak KBB’yi gegebilir ve bu durum serum sitrat seviyelerindeki

diisiisiin idrara yansimasina neden olabilir.

Epileptogenezin akut donemindeki idrar bulgularina ek olarak, TKA dongiisiinde
alan sitrik asit ile birlikte rol oynayan fumarik asit ve 2-oksoglutarik asit
metabolitlerinin de kontrollere gore istatiksel olarak daha diisiik seviyede bulundugu
tespit edilmistir. Bu bulgular beraber ele alindiginda, epilepside akut doénemde
oksijenli solunum kapasitesinin azalmasi, nobet sirasinda artan enerji talebi, lokal
hipoksi, mitokondriyal disfonksiyon ve metabolik degisiklikler sonucu beyin
hiicrelerinin enerji tiretiminde gegici olarak anaerobik yollar1 kullanmasina neden
oldugu diisiiniilebilir. Bu baglamda, klinikte non-invaziv bir sekilde idrarda piriivik
asit, sitrik asit, 2-oksoglutarik asit ve fumarik asit gibi kiigiik molekiillii metabolitlerin
seviyelerinin izlenmesi, epileptogenezin akut fazinin belirlenmesi i¢in potansiyel bir
biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilir. Ayni zamanda, bu metabolitin belirli araliklarla
izlenmesi, siirecin kontrol altinda tutulmasmna katki saglayabilir. Ayrica, bu
metabolitlerin degisimiyle uyumlu olarak, yalmizca yolak temelli gergeklestirilen
analizlerde de piirivik asit, sitrik asit, fumarik asiti igeren basta TKA dongiisii olmak

tizere farkli yolaklarin degisimi de dikkat ¢ekmektedir. Bu yolaklar arasinda alanin,
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aspartat ve glutamat metabolizmasi, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi, glisin,
serin ve treonin metabolizmasi, piriivat metabolizmasi ve glikoz/glikoneogenez yolagi

yer almaktadir.

Epileptogenez siirecinde pirlivat metabolizmasi ve glikoliz/glukoneogenez yolagi,
akut ve kronik donemlerdeki metabolik degisimlerle hastaligin patofizyolojisinde
kritik bir rol oynamaktadir. Akut donemde idrar, kronik donemde ise plazma
orneklerinde gozlenen carpici degisiklikler, bu yolagin epilepsi gelisimindeki 6nemini
vurgulamaktadir. Piriivat, glukoneogenez ve mitokondriyal metabolizmanin
stirdiiriilmesinde dnemli bir role sahiptir. Tek bir reaksiyonla oksaloasetata veya asetil-
CoA’ya dontigebilme 6zelligi sayesinde, TKA dongiisiiniin akisin1 devam ettirmek igin
gerekli olan bu iki temel ara {riiniin olusumuna katki saglar (260). Piriivat
metabolizmasinin diizenlenmesi, 6zellikle aglik veya enerji eksikligi durumlarinda
glikoz seviyelerinin korunmasi i¢in biiyiik 6nem tasir. Pirlivat metabolizmasi, glikoliz
ve glukoneogenez yollar1 arasinda devaml bir etkilesim mevcuttur ve bu etkilesim
hiicrenin enerji ihtiyaglaria gére uyumlu bir sekilde diizenlenir. Boylece hiicre, enerji
tiretimini verimli bir sekilde gerceklestirirken ayn1 zamanda glikoz dengesini korur ve
temel islevlerini siirdiirebilir. Kisa zincirli bir yag asidi olan asetik asit, piriivat
metabolizmasi ve glukoneogenez lizerinde etkili olarak bu metabolik yollaklarla
etkilesime girer. Asetik asit, asetil-CoA’ya doniistiiriilerek TKA dongiisiine katilir ve
bu sekilde glukoneogenez siireglerini etkileyebilir. Bununla birlikte, 6zellikle enerji
yetersizligi durumlarinda, glikoz iiretimi i¢in ek substratlar saglayarak glukoneogenezi
artirabilecegi gbzlemlenmistir (261). Bu calismada, epileptogenezin akut donemini
temsil eden siganlarin idrar 6rneklerinde artmis asetik asit seviyeleri tespit edilmistir.
Dikkat ¢ekici olarak, bu artis yalnizca akut donemde belirlenmistir. Bulgularimizla
uyumlu olarak, epilepsi hastalarinin beyin dokusu orneklerinde saglikli bireylere
kiyasla artmis asetik asit seviyeleri gozlemlenmistir (262). Benzer sekilde, idiyopatik
epilepsili kopeklerin BOS o6rneklerinde de yiiksek asetik asit diizeyleri rapor edilmistir
(254). Normal kosullarda asetik asit gibi organik asitlerin idrarda bulunmasi, viicudun
dogal metabolik islevlerinin bir sonucudur. Ancak idrarda artan asetik asit seviyeleri,
cesitli fizyolojik veya patolojik durumlari isaret edebilir. SE ardindan akut donemde

idrar 0rneklerinde artan asetik asit seviyeleri enerji metabolizmasindaki degisiklikler,
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laktik asidoz ve ketozis ile iligskilendirilebilir. SE sirasinda beyin hiicreleri normalden
cok daha fazla enerji tiiketir, bu da glikozun hizla tiikkenmesine ve viicudun enerji
kaynagi olarak yag asitleri ile proteinlere yonelmesine yol acar. Yaglarin oksidasyonu
sirasinda keton cisimleri ve asetik asit gibi asidik metabolitlerin iiretimi artar ve bu
maddeler idrarda tespit edilebilir. Ayrica, artan kas aktivitesi ve enerji talebi, hiicreleri
anaerobik glikolize yonlendirerek laktik asidoza neden olabilir. Viicut, bu asidik yiikii
dengelemek i¢in asetik asit gibi asidik metabolitlerin idrar yoluyla atilimini artirabilir.
Ayrica, bagirsaktaki mikrobiyal fermantasyon sonucu iiretilen asetik asit, degisen
bagirsak mikrobiyotasi ile birlikte TLE patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilir
(263).

Hem idrar hem de plazma 6rneklerinde 6ne ¢ikmakta olan glisin, serin ve treonin
metabolizmasi, piirin metabolizmasi ile dolayli bir iliski gostermektedir. Hiicresel
yolak analizleri, inosin, lirik asit ve allantoinin birlikte piirin metabolizmasinin bir
pargasi oldugunu gostermektedir. Bu yolakta inosin, bir dizi reaksiyon sonucunda tirik
asit liretimine katabolize olabilir ve ardindan iirik asidin parcalanmasiyla allantoin
olusabilir. Allantoin, epileptogenezin hem akut hem de latent doneminde diisiis
gosterirken, inosin yalnizca latent donemde azalmistir. Cogu memelide allantoin, {irat
oksidaz enzimi tarafindan trik asidin oksidasyonu ile olusurken, insanlarda bu enzim
birka¢g mutasyon nedeniyle etkin degildir. Bu nedenle insanlarda allantoin, birgok
serbest radikalin etkisiyle iirik asidin enzimatik olmayan oksidasyonu sonucu olusan
temel bir iiriindiir (264). Urik asit, insanlarda piirin metabolizmasinin son iiriinii olarak
gi¢cli bir antioksidan ve ROT temizleyicisi islevi goriir (265). Bu oksidatif
reaksiyonlar sonucu olusan allantoin ise idrarda stabil kalabilen baslica tirtiindiir (264).
Onemli olarak, allantoin, iirik asit seviyelerinden bagimsiz olarak sistemik diizeydeki
ROT’u yansitir (266). Buna bagli olarak, allantoin seviyelerinin oksidatif stresin
derecesini yansitan bir biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte,
allantoinin hafizay1 gii¢lendirici, hipokampiiste immatiir ndronal hiicre ¢ogalmasini
saglayan etkileri ve anti-inflamatuar, anti-nosiseptif, ozelliklere sahip oldugunu
gosteren caligmalar da literatiirde mevcuttur (267, 268). Literatiirde, allantoin ve
epileptogenez siirecini kapsayan bir ¢alisma heniiz yer almamaktadir. Ancak, oldukca

yakin zamanda yayinlanan bir arastirmada, allantoin uygulanmasinin KA ile
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indiikleneden TLE fare modelinde néronal dejenerasyonu iyilestirdigi bildirilmistir
(269). Epileptogenezin akut ve latent donemlerinde idrarda tespit edilen allantoin
seviyelerinin  diisiikliigli artan oksidatif strese karst antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersizliginden kaynaklaniyor olabilir. Bu kapsamda antioksidan
olarak gdrev alan {irik asidin allantoine doniigiimii etkilenebilir. Ayrica, insanlarda {irat
oksidaz enziminin aktif olmamasi g6z oniinde bulunduruldugunda, epileptogenezin
akut ve latent donemlerinde si¢anlarda bu enzimin aktivitesinde degisiklikler meydana
gelmis olabilecegi unutulmamalidir. Inozin, piirin biyosentezi ve yikimi i¢in temel bir
metabolittir. Ayrica RNA diizenlemesini, metabolik enzim aktivitesini ve sinyal
yollarini diizenleyen biyoaktif bir molekiil olarak da islev goriir (270). Son ¢aligmalar,
inozinin ¢esitli norolojik ve psikiyatrik hastaliklarda néroprotektif ve ndromodiilator
etkileri oldugunu gostermistir (271). Inosinin oral uygulanmasi, Parkinson hastalig
gibi norolojik durumlarin tedavisine yonelik klinik denemelerde arastirilmistir; bu
denemelerde, serum ve BOS'taki {irik asit seviyelerini yiikselterek serbest radikalleri
temizledigi ve noroprotektif etki sagladigi bildirilmistir (272). Bu bilgilere ek olarak,
son yillarda mikrobiyota ile inozin arasinda mekanik bir baglanti oldugu gosterilmistir
(273, 274). Bu durumda, epileptogenez siirecinde degisen bagirsak mikrobiyotasinin,
bu metabolitlerin iiretimini etkileyebilecegi dikkate alinmalidir. Epileptogenezin akut
ve latent donemlerinde idrarda gozlenen diisiik allantoin seviyeleri, piirin
metabolizmasi ve antioksidan savunma mekanizmalarinin isleyisine dair bir gosterge
olabilir. Bu nedenle, allantoin 6zellikle baslangi¢ hasarina bagl epileptogenez siirecini

izlemek ve tedaviyi yonlendirmek i¢in degerli bir biyobelirte¢ potansiyeli tagir.

Esas olarak kafein metabolizmasi ile iliskili olan teobromin, idrar soktiiriicii ve
diiz kas gevsetici bir maddedir ve MSS {izerinde ise ¢ok az uyaric1 etkisi
bulunmaktadir (275). Literatiirde teobrominin epileptogenez ile iligkisini ayrintili
olarak ele alan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, teobrominin adenozin
reseptOrlerini  diizenleyerek farelerde hipokampal noéronlarin islevini modiile
edebilecegi ve hasara kars1 koruma saglayabilecegi one siiriilmiistiir (276). Sicanlarda
gecici global serebral iskemi modeli ile yapilan ¢alismalarda, teobrominin lipid
peroksidasyon belirteglerini azaltip glutatyon diizeylerini artirarak noroprotektif

etkiler sergiledigi gosterilmistir (277). Bu durum, teobrominin glutamaterjik ve
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GABAerjik sinyallesmeyi koruma potansiyeline isaret etmektedir. Ayrica, baska bir
caligsmada ise giinliik teobromin alimi ile biligsel performans arasinda pozitif bir iliski
bulunmustur (278). Sonug olarak, teobrominin beyin tizerindeki etkileri hakkindaki
arastirmalar heniiz baglangic asamasindadir. Teobrominin adenozin reseptori
antagonist etkisi, ndroprotektif 6zellikleri ve bilissel islevi gelistirme potansiyeli goz
oniinde bulunduruldugunda, epilepsi ve komorbiditeleri agisindan Snem tasidig
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular, teobrominin epileptogenezin
akut ve latent donemlerinde saglikli kontrollere gore anlamli 6l¢iide diisiik seviyelerde
oldugunu ve hastaligin prognoz takibinde degerli bir biyobelirteg olabilecegini
gostermektedir. Saglik takviyesi olarak da degerlendirilebilecek teobromin,
epileptogenez tedavisi i¢in umut vaat etse de klinik etkinligini anlamak adina daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Epilepsi baglaminda mitokondriyal disfonksiyon, pirimidin metabolizmasini
etkileyebilecek oOnemli bir faktordiir. Mitokondriler enerji metabolizmasinin
merkezinde yer alir ve pirimidinlerin de novo sentezine katilir. Bu siirecte, mitokondri
zarmda bulunan dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) enzimi rol oynar (279).
Mitokondriyal disfonksiyon, ndroinflamasyonu ve oksidatif stresi daha da
kotiilestirerek pirimidin - metabolizmasint  olumsuz etkileyen kisir bir dongi
olusturabilir (280). Orotik asit, pirimidin biyosentezinde 6nemli bir dncii molekiil
olarak gorev yapar. Memelilerde, mitokondride bulunan DHODH enzimi tarafindan
tretilir ve ardindan sitoplazmada yer alan uridin monofosfat (UMP) sentaz enzimi
araciligiyla UMP'ye dontstiiriiliir (281). Bu ¢alisma, epileptogenezin akut déonemine
ait idrar o6rneklerinde orotik asit seviyesinin istatiksel olarak anlamli derecede diisiik
oldugunu gdstermistir. Bu durum, hiicrelerin SE kaynakli hasar1 telafi etmeye ve
yapisal biitlinliigiinii korumaya calisirken pirimidin metabolizmasindaki kaymay1
yansitabilir. Arastirmalar, oksidatif stresin urasil ve uridin gibi pirimidin
metabolitlerinin birikimine yol acabilecegini ve bunun da genomik dengesizlik ve
hiicresel fonksiyon bozuklugu ile iliskili olabilecegini gostermektedir (282). Artan
oksidatif stresin DNA hasarina yol acabilecegi bilinmektedir. Jarrett ve arkadaslar,
akut SE nobet aktivitesinin mitokondriyal DNA'da (mtDNA) tercihli olarak oksidatif

hasar olusturdugunu ve bu hasari onarmak i¢in mtDNA onarim mekanizmasi olan
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mtBER'in aktive edildigini bildirmistir (283). Buna gore, DNA onarim
mekanizmalarinin devreye girmesiyle artan niikleotid tiikketimi orotik asit kullaniminin
da artmasina neden olabilir. Bu baglamda, epileptogenezin akut doneminde siganlarin
idrarinda tespit edilen diisiik orotik asit seviyesi, beyin hiicrelerinde artan metabolik
ihtiyac ve hiicresel aktiviteyi isaret edebilir. Ote yandan, epilepsinin kronik fazinda
mtBER'in mtDNA hasarmmi1 onarmada yetersiz kalabilecegi ve bunun mtDNA
kararsizlig1 ile mitokondriyal oksidatif stresin artmasina katkida bulunabilecegi
distiniilmektedir (283). Orotik asit seviyesindeki bu akut donem degisimleri,
potansiyel bir biyobelirteg olarak degerlendirilebilecegi gibi, anti-epileptojenik
yaklagimlar gelistirilmesinde de 6nemli bir hedef olabilir. Ek olarak, si¢anlarla yapilan
bazi ¢alismalarda orotik asidin gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi
bildirilmistir (284, 285, 286). Bu baglamda, orotik asit ve gen transkripsiyonu
arasindaki iliskinin  epileptogenez siirecinde incelenmesi, epileptogenezin
mekanizmasini daha iyi anlamamiza ve yeni terapdtik hedefler gelistirmemize katki

saglayabilir.

Epileptogenez siireci boyunca ¢ogu metabolit saglikli bireylere kiyasla idrarda
azalma egilimi gosterirken, yalnizca birka¢ metabolit belirgin bir artig gostermistir.
Akut donemde bu artis1 sergileyen metabolitler arasinda dihidrotimin, trimetilamin ve
timol bulunurken, latent donemde ise yalnizca 1-metilhistidin 6ne ¢ikmaktadir. Bu
metabolitlerin farkli donemlerdeki yiikselisi, epileptogenez siirecinde yasanan

metabolik degisimlerin anlagilmasi a¢isindan 6nemli ipuglar1 sunmaktadir.

Dihidrotimin, timin niikleotidinin parcalanma siirecinde olusan bir iiriindiir. ik
olarak, dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) enzimi timine hidrojen ekleyerek 5,6-
dihidrotimini olusturur. Ardindan, dihidropirimidinaz (DHP) enzimi, bu molekiiliin
halka yapisini agarak parcalar (287). Literatiirde dihidrotiminin epilepsi veya
ndbetlerle dogrudan iliskisini gosteren ¢aligmalar heniiz mevcut degildir. Ancak, DHP
eksikligi olan hastalarin klinik tablosunun asemptomatikten ndbetler, zeka ve biiylime
geriligine kadar degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (288, 289, 290, 291, 292, 293,
294, 295). Benzer sekilde, DPD eksikligi de norolojik belirtilerle birlikte

gastrointestinal sorunlar ve hipotoni gibi genis bir spektrumda etkiler olusturabilir
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(296). Dihidropirimidinlerin hiicresel seviyede DNA hasarina neden olabilecegi
diisiiniilmektedir. SE sonrasi ortaya c¢ikan oksidatif stres, asir1 ROT iiretimine bagl
olarak DNA hasarmna, lipid peroksidasyonuna ve mitokondriyal bozulmaya yol
acabilir (297). 2020’de Basbaus ve arkadaslarinin ¢alismasi, dihidropirimidin
birikiminin DNA-protein ¢apraz baglari (DPC'ler) olusturarak DNA replikasyonu ve
transkripsiyonu etkileyebilecegini goéstermistir (287). Epilepsi ile DNA hasari
arasindaki iliskiye dair genel ¢calismalar mevcut olsa da DPC’ler ve epilepsi arasindaki
baglantiy1 inceleyen ¢alismalar ¢ok smirlidir. Idrarda epileptogenezin yalnizca akut
doneminde anlamli diizeyde artis gdsteren dihidrotimin, potansiyel bir biyobelirteg

olarak dikkat ¢cekmektedir.

Trimetilamin (TMA), bagirsak mikrobiyotas: tarafindan kolin veya Kkarnitin
acisindan zengin gidalarin tiikketimiyle tiretilen bir metabolittir. Bagirsaklardan emilen
TMA, portal dolasimla karacigere taginir ve burada flavin monooksijenazlar (FMO'lar)
aracilifiyla trimetilamin-N-oksit (TMAO)'ya doniistiiriilit. TMAO daha sonra
sistemik dolagima girer ve bobrekler yoluyla viicuttan atilir (298). Gergeklestirilen bu
tez caligmasinda epileptogenezin akut donemini temsil eden sigcanlarinin idrar
orneklerinde artmis TMA seviyeleri tespit edilmistir. Bulgularimizla uyumlu olarak,
literatiirde epilepsi ile ilgili iki vakada trimetilaminiiri (TMAU) varlig: bildirilmistir
(299, 300). Ancak, TMAU ile epilepsi arasindaki iliski heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. TMAU ve epilepsi arasindaki potansiyel baglantiy1 inceleyen
caligmalar, TMA’ ’nin bazi 6nemli etkilerini ortaya koymustur. TMA, hiicre iginde
alkalilestirici bir etki yaparak yarik baglanti kanallarini agabilir; bu da genel
senkronizasyonu artirarak ndbet siirelerini uzatabilir ve bosalma sonras1 donemleri
uzatarak nobet hassasiyetini artirabilir (301). Ayrica, antiepileptik ilag olan
levetirasetamin yetiskin gine domuzlarinda CA3 ndronlarinin aksiyon potansiyeli ve
epileptik patlamalarinin sikligimi azalttigi, ancak bu etkinin TMA kaynakli oldugu
rapor edilmistir (302). Ilging bir sekilde, TMA iiretimi ile iliskili oldugu diisiiniilen
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) miktarinin epilepsi hastalarinda saglikli
kontrollere kiyasla arttig1 tespit edilmistir. Bagirsaktaki K. pneumoniae bollugundaki
bu artigin epileptik nobetleri kolaylastirdigi bildirilmistir. Ayrica, K. pneumoniae'nin

beyinle bir iletisim yolu olup olmadigi arastirilmis ve mikroglial hiicre aracili
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enflamatuar yanitin aktivasyonunun ndbetlere karst koruma saglayabilecegi
bulunmustur (303). Buna ek olarak, TMA iiretimi ile iligkili bir diger bakteri olan
Eggerthella lenta'nin ¢ocuklarda direngli epilepsi ile iliskili bir tiir biyobelirteg olarak
one ¢iktigr belirtilmistir (304). Bu bulgulara ek olarak, fizyolojik kosullar altinda
TMAO'un KBB biitlinliiglinii destekledigi, onciisii olan TMA'nin ise KBB’nin siki
baglantilarin1 bozdugu bildirilmistir (305). Bu baglamda idrar 6rneklerinde TMA,
epileptogenezin yalnizca akut doneminde anlamli bir artis gostererek potansiyel bir
biyobelirte¢ aday1 olarak 6ne ¢ikmaktadir. Epilepsinin akut doneminde TMA fazlaligi,
ndbetlerin neden oldugu stres, bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler ve karaciger
fonksiyonlarindaki bozulmanin bir kombinasyonu sonucu olusabilir. TMA ve
TMAO'nun epileptogenezdeki rolii heniiz net degildir; bu nedenle TMA
metabolizmasinin epileptogenezdeki etkisinin daha fazla vaka ve hayvan modeli

calismasi ile arastirilmasi dnem tagimaktadir.

Timol, agirlikli sekilde kekik (Thymus vulgaris) esansiyel yagindan elde edilir ve
genis bir farmakolojik etki yelpazesine sahiptir. Yapilan arastirmalar timoliin
antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar ve noroprotektif etkiler gosterdigini
ortaya koymustur (306, 307). Bu 6zellikleri, hem geleneksel tipta hem de modern ilag
gelistirme ¢alismalarinda timolii dikkat c¢ekici bir bilesik haline getirmektedir.
Kimyasal yapisi sayesinde timol, iyon kanallar1 ve reseptorler gibi hedeflerle
etkilesimde bulunarak terapotik kullanim potansiyelini artirmaktadir. Timoliin epilepsi
baglamindaki 6nemli rollerinden biri, GABAA reseptorleri ile etkilesimidir. Timol,
GABAA reseptorlerini aktive ederek ndronlarda hiperpolarizasyona yol agan klor
iyonu girisini artirarak, noronal uyarilabilirligi ve nobet aktivitesini azaltabilmektedir
(308). Ayrica, timoliin gidazepam gibi diger antikonviilsanlarla birlikte
kullanildiginda sinerjistik etkiler gostermesi, nobet bozukluklarinda yardimct bir
tedavi ajan1 olarak potansiyelini desteklemektedir (309). Timol, GABAerjik aktivite
tizerindeki dogrudan etkilerinin yan sira, antioksidan 6zellikleriyle de ndroprotektif
etkiler gosterebilir. Bu kapsamda timol, sliperoksit dismutaz ve glutatyon gibi endojen
antioksidanlarin seviyesini artirarak néronal dokulardaki oksidatif hasari azaltir. Bu
antioksidan etkiler, nobet aktivitesiyle iligkili hasar1 Onleyerek beyin sagligim

destekleyebilir (310). Epileptik hayvanlarda akut donemde idrardaki timol miktarinin
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artisinin, SE sirasinda yogun nobet aktivitesinin metabolizma ve atilim siireglerinde
degisiklikler kaynakli olabilecegi diislinlilmektedir. Oksidatif stres, inflamasyon ve
bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler ve artan ndroprotektif kullanim gibi
durumlar, timoliin metabolizmasin1 ve atilmini etkileyerek idrarda daha yiiksek

konsantrasyonlarda bulunmasina yol agabilir.

Epileptogenezin latent donemine ait yapilan idrar analizinde, tiim metabolitlerin
konsantrasyonlar1 diisiis g0sterirken, yalmizca 1-metilhistidinin  (1-MH) artis
gostererek dikkat ¢ekmektedir. Literatiirde, epilepsi hastalarinin post-mortem beyin
dokularinda  1-MH’nin  azaldigr  bildirilmistir  (262). 1-MH, histidin
metabolizmasindan iiretilen ve iskelet kasi metabolizmasinin bir gostergesi olarak
tamimlanan bir metabolittir (311, 312). Literatiirde 1-MH ile epilepsi arasindaki iliski
kapsamli bir sekilde incelenmemis olsa da, 1-MH'nin 6zellikle kas metabolizmasi ve
oksidatif stres baglamindaki metabolik ve fizyolojik rollerine dayanarak bazi dolayli
baglantilar kurulabilir. Kas protein dongiisiiniin bir biyobelirteci olarak gorev yapan
1-MH; aktin ve miyozin gibi miyofibriller proteinlerin yikimi sirasinda serbest
birakilir (313, 314). Epilepsi gibi kas metabolizmasinin artan fiziksel aktivite veya
nobetle iligkili kas kasilmalar1 nedeniyle degisebilecegi durumlarda, 1-MH seviyeleri
kas protein dongiisiindeki degisiklikleri yansitabilir. Ayrica, 1-MH'nin oksidatif stres
baglamindaki yeri dikkate degerdir. 1-MH, anserinin (beta-alanil-L-1-metilhistidin)
bir yan {irlinli olarak {iretilir ve karnosin ve analoglara ayrilir. Histidin igeren bir
dipeptit olan karnosin, antioksidan o6zellikler sergileyerek noronlar: oksidatif hasara
kars1 korur (315). Oksidatif stres, epilepsinin patofizyolojisinde 6nemli bir faktor
oldugundan, histidin ve tiirevlerinin metabolizmasi, beyindeki oksidatif stres
seviyelerini modiile etmede rol oynayabilir. Bu modiilasyon, nobetlere yatkinlik veya
nobet siddeti iizerinde potansiyel olarak etkili olabilir. Buna bagli olarak 1-MH,
anserin ve karnosin gibi histidin metabolik yolundaki metabolitlerin epileptogenezin
latent donemini temsil eden biyobelirtegler olarak incelenmesi biiylik 6nem
tasimaktadir. Bu metabolitler, epilepsi ile iliskili mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasina katki saglayabilir. Ancak, bu alanin tam anlamiyla aydinlatilabilmesi

icin daha derin ve kapsamli arastirmalara ihtiya¢ vardir. Gelecekte yapilacak
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calismalar, bu metabolitlerin epilepsi patogenezinde oynadigi rollerin ve potansiyel

terapotik hedeflerin belirlenmesine olanak taniyacaktir

Epileptogenezin kronik doneminde 6ne ¢ikan metabolitler arasinda pimelik asit,
tigliglisin, D-laktoz ve ksanturinik asit bulunmaktadir. Bu metabolitlerin epilepsi ve
epileptogenez ile dogrudan iliskileri net olarak tespit edilmemis olsa da, gesitli
mekanizmalar yoluyla bu siiregte rol oynama potansiyeline sahip olduklari
diistintilmektedir. Pimelik asit, 6zellikle biyotin biyosentezi sirasinda énemli bir rol
oynayan yedi karbonlu bir dikarboksilik asittir. Yag asidi metabolizmas1 ve enerji
tiretimiyle iliskilidir (316). Bu dogrultuda, epilepsideki rolii mitokondri fonksiyonu
ve oksidatif stres ile baglantili olabilir. Glisin tiirevi olan tigliglisin ise literatiirde daha
az incelenmis bir amino asit tiirevidir. Metabolik olarak izolosinin asetil-CoA'ya tam
olarak parcalanamadig1 durumlarda biriktigi belirtilmistir. Bu birikim, beta-ketotiolaz
gibi izoldsin ve valin yikiminda rol oynayan enzimlerin eksikligi veya islev bozuklugu
durumlarinda go6zlenebilir (317). Biyolojik sivilarda, ozellikle idrarda tigliglisin
seviyelerinin yiikselmesi, metabolik dengesizlikleri isaret etmekle birlikte
mitokondriyal islev bozuklugu ile iliskilendirilebilir. Ote yandan, bir seker molekiilii
olan D-laktoz, karbonhidrat metabolizmasinda rol oynar. Karbonhidrat metabolizmasi,
beyin i¢in enerji saglanmasinda kritik oneme sahiptir ve enerji homeostazindaki
bozulmalar néronal uyarilabilirligi artirabilir (318). D-laktozun epileptogenez ile
dogrudan baglantis1 sinirhi olsa da enerji metabolizmasindaki rolii nobet yonetimi
acisindan onemli olabilir. Ksanturinik asit ise triptofanin kinurenin yolu iizerinden
metabolizmas1 sirasinda ortaya ¢ikan bir metabolittir. Kinurenin yolundaki
diizensizlikler epilepsi patofizyolojisiyle iliskilendirilmis olup, ksanturinik asit
seviyelerindeki degisimler eksitotoksisite ve nobet aktivitesine katkida bulunabilir.
Literatiirde, kronik levetirasetam uygulamasinin, bir antikonviilsif metabolit olarak
degerlendirilen kinurenik asit ve ksanturinik asidin astrogliyal salinimimi artirdig:
belirtilmistir (319). Ek olarak, epileptik spazm kohortunda degerlendirilen BOS
orneklerinde, ksanturinik asitte istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir artig
gozlenmistir. Ancak, bu grupta BOS kiniirenik asit seviyelerinde ve kinurenin asit

oraninda belirgin bir azalma tespit edilmistir. Bu kapsamda, bu metabolitlerin ileriki
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arastirilmalarda detayli olarak arastirilmasi ve daha iyi anlasilmasi, epilepsi igin

biyobelirteg gelistirme ve tedavi hedefleri agisindan degerli olabilir.
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6 SONUC

Bu tez c¢alismasinda, lityum-pilokarpin ile indiiklenen sican TLE modelinde
epileptogenez siirecinin farkli evrelerine ait plazma ve idrar metabolomik profilleri
detayl1 olarak incelenmistir. Elde edilen bulgular, epileptogenez siirecinin tim
evrelerinde hem plazma hem de idrar 6rneklerinde anlamli metabolit degisikliklerinin
meydana geldigini ve bir¢ok metabolik yolagin bu siirecten etkilendigini ortaya
koymustur. Ozellikle piriivik asit, hem plazma hem de idrar 6rneklerinde kritik bir
metabolit olarak 6ne ¢ikmakta olup; idrarda akut donemde, plazmada ise latent ve
kronik donemlerde anlamli diizey degisiklikleri gdstermesi agisindan prognostik

potansiyel tasimaktadir.

Analizler sonucunda belirlenen metabolik yolaklarin biiyilk oranda enerji
metabolizmastyla iliskili oldugu tespit edilmis, bu da epileptogenez sirasinda enerji
dengesinin Onemli Olcgiide etkilendigini diisiindiirmektedir. Tim bu veriler,
epileptogenez siirecinin olduk¢a dinamik ve ¢ok asamali bir yapiya sahip oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, tek bir biyobelirtecten ziyade, daha hassas ve ozgiil
sonuclar elde edebilmek adina biyobelirte¢ profillerine ihtiya¢c duyulabilecegi
ongoriilmektedir. Elde edilen bulgular, epileptogenez evrelerinin belirlenmesi ve
TLE’ye yonelik yeni tedavi yaklagimlariin gelistirilmesi agisindan literatiire 6nemli

katkilar sunmaktadir.
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