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Folik Asitin Etosiiksimid Uzerine Etkisinin Farelerde Pentilentetrazol ile
Olusturulan Akut Nobet Modelinde incelenmesi

Investigation of the Effect of Folic Acid on Ethosuximide in Pentylenetetrazole-Induced

Acute Seizures in Mice

Arzuhan CETINDAG CILTAS" Bilal SAHIN?
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Amag: Epilepsi, giiniimiizde en sik goriilen norolojik hastaliklardan biridir. Cesitli tedavilere ragmen hala tam olarak nobet kontrolii
saglanamamaktadir. Yapilan ¢alismalar folik asit (FA) ve tiirevlerinin nobetler {izerine olumlu etkiler ortaya koymustur. Bu ¢aligmanin
amacl, farelerde pentilentetrazol ile olusturulan nobet-lerde folik asitin etosiiksimid {izerine etkisinin yaninda beyin dokularinda kas-
paz-3 ve TOS aktivitesini arastirmaktir.

Araglar ve Yontem: Calismada BALB/c tiirii 30 fare rastgele 5 gruba ayrildi: Kontrol, pentilentetrazol (PTZ); PTZ ile nobet indiik-
lenen grup, FA; 7 giin boyunca 3 mg/kg verilen ve PTZ uygulanan grup, etosiiksimid; 7 giin boyunca 50 mg/kg verilen ve PTZ
uygulanan grup, FA+ etosiiksimid; 7 giin boyunca 3 mg/kg FA ve 50 mg/kg etosiiksimid verilen ve PTZ uygulanan grup. PTZ uygu-
lamasindan 24 saat sonra tiim farelerin beyin dokulari ¢ikarildi, korteks ve hipokampus ayrildi.

Bulgular: Folik asit, etosiiksimid ve FA+ etosiiksimid gruplart PTZ grubuna gore nobet evresini anlamli olarak azaltti, benzer sekilde
first miyoklonik jerk siirelerini uzatt1 ancak jeneralize tonik-klonik nébete giris zamanini FA ve FA+ etosiiksimid gruplarinin azalttig:
bulundu (p<0.05). Bununla birlikte FA ve FA+ etosiiksimid gruplari, hipokampal TOS seviyesini azaltti. (p<0.05). Benzer sekilde,
hipokampal kaspaz-3 seviyesi FA uygulanan grupta daha diisiik bulundu (p<0.05).

Sonug: FA antioksidatif ve antiapoptotik 6zellikleriyle epilepsi tedavisi i¢in faydali bir terapotik ajan olabilir. Folik asit, etosiiksimid
ile sinerjik etkisi néronal hasara kars1 koruyucu etkisini giiclendirebilir.

Anahtar Kelimeler: etosiiksimid; folik asit; pentilentetrazol (PTZ)
ABSTRACT

Purpose: Epilepsy is one of the most prevalent neurological diseases today. Despite various treatments, there is still no complete
seizure control. Studies have shown the positive effects of folic acid (FA) and its derivatives on seizures. The objective of this study
is to investigate Caspase-3 and TOS activity in brain tissues as well as the effect of folic acid on ethosuximide (ETX) in mice with
pentylenetetrazol-induced seizures.

Materials and Methods: In this study, 30 mice of BALB/c species were divided randomly into 5 groups: Control; pen-tylenetetrazol
(PTZ); PTZ-induced seizure group; FA in which 3 mg/kg FA and PTZ were administered for 7 days; ETX in which 50 mg/kg ETX
and PTZ were administered for 7 days; FA+ ETX in which 3 mg/kg FA and 50 mg/kg ETX and PTZ were administered for 7 days.
The brain tissues of all mice were dissected, then the cortex and hippocampus were separated 24 hours after PTZ application.
Results: FA, ETX and FA+ETX groups significantly decreased the seizure stage compared to the PTZ group, and similarly prolonged
the first myoclonic jerk times, but the FA and FA+ETX groups were found to decrease the onset of generalizedtonic—clonic seizures
(p<0.05). However, the FA and FA+ETX groups decreased the hippocampal TOS levels. (p<0.05). Similarly, hippocampal caspase-3
levels were lower in the FA group (p<0.05).

Conclusion: FA can be a useful therapeutic agent for the treatment of epilepsy with its antioxidant and antiapoptotic properties. The
synergistic effect of FA with ETX can promote its protective effect against neuronal damage.
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GIRiS

Epilepsi, ani baslayan epileptik nobetlerle karakterize yay-
gin norolojik bozukluklardan biridir.! Nébet, nérobiyolo-
jik acidan beynin islevlerinin bozulmasina sebep olan ani,
asir1, anormal ve hipersenkronize elektriksel aktiviteden
kaynaklanmaktadir. Bu anormal kortikal aktivite, olustugu
ve yayildig1 beyin bolgesine 6zgii semptomlar ve klinik
belirtiler olusturmaktadir.? Merkezi sinir sistemini etkile-
yen ¢ok sayida faktor epilepsinin ortaya ¢ikmasina neden
olabilir. Spesifik nedenler degisse de, glutamatin iyonotro-
pik ve metabotropik reseptorler, ndbet aktivitesinde
onemli bir yer tutmaktadir.3* Bu nedenle epilepsi meka-
nizmalarinin arastirilmasi, epilepsi tedavisi igin umut ve-

rici niteliktedir.

Deneysel epilepsi modelleri epileptik ndbette rol oynayan
temel mekanizmalarin anlagilmas1 ve aydinlatilmasi igin
gelistirilmistir. GABAA reseptoriiniin segici antagonisti
olan pentilentetrazol (PTZ), nobet olusturmak i¢in kullani-
lan kimyasal bir ajandir. PTZ, kalsiyum ve potasyum ka-
nallarini etkiler, hiicre i¢i kalsiyum iyonu rezervlerini ser-
best birakir ve ndrotransmitter kaynakli kloriir iletkenli-
gini azalmasina neden olur.® Pentilentetrazol ile olusturu-
lan nobet modelleri antiepileptik ilag gelistirme ¢alisma-
lar1 i¢in siklikla kullanilmaktadir. Oksidatif stres, hiicresel
metabolizma sonucu olusan artmis reaktif oksijen tiirleri
ile karakterize ve antioksidan savunma sisteminin yetersiz
kalmas1 sonucu oksidatif dengenin bozulmasina neden ol-
maktadir. Lipid bilesimi ve gii¢lii metabolik ihtiyaclar ne-
deniyle beyin, oksidatif strese kars1 en savunmasiz organ-
lardan biridir.5 Ek olarak, yapilan deneysel ¢alismalarda,
oksidatif stresin epileptik nobetlerde ve epileptogenezin
ilerlemesinde etkin olabilecegi gdsterilmistir.”® Ayrica,
PTZ ile indiiklenen nébetler ile oksidatif stres arasinda

dogrudan bir iligki oldugu gdsterilmistir.’

Folik asit (FA) memelilerde fizyolojik bir 6neme sahip ol-
makla birlikte norepinefrin, dopamin ve serotonin sentezi
gibi birgok 6nemli metabolik siiregte yer almaktadir.*® Do-
gal olarak olusan folatlar genellikle 5, 6, 7 ve § pozisyon-
larinda hidrojen ile tetrahidrofolata veya 7 ve 8 pozisyon-
larinda hidrojen ile dihidrofolata indirgenir ve N-5 veya N-
10 pozisyonlarinda veya her ikisinde bir tek karbonlu bi-
rime (metil, metilen, metenil, formil veya formimino) sa-

hiptirler. Folat, merkezi sinir sisteminde tek metil grubu

dondrii oldugundan, DNA sentezi ve ndroplastisite gibi ge-
sitli fizyolojik siireglerde 6nemli bir role sahiptir.!! Gide-
rek artan sayida kemirgen ve insan caligmasi, folat eksik-
ligi ile major depresyon, sizofreni, Alzheimer ve Parkin-
son hastaliklar1 dahil ndrodejeneratif hastaliklar arasindaki
korelasyonu gdstermistir.> Bu vitamin takviyesi, felg ve
cesitli norodejeneratif bozukluklarin klinik 6zelliklerini
onemli 6lgiide azaltabilir.’® Arastirmalar folik asit ve aktif
metabolitlerin antioksidan, antiinflamatuar, antiapoptotik,

antidepresan ve noroprotektif etkileri oldugunu géstermis-
tir 14-15

Epilepsi tedavisinde geleneksel ve giincel ilaglar kullanil-
masina ragmen bu ilaglar nébet kontrolii saglamada yeter-
siz kalmaktadir. Alternatif olarak antioksidan 6zelligi bili-
nen folik asit, epileptik nobetler iizerine olumlu etkisi ola-

bilecegi ongoriilmektedir.

Bu ¢alismada amacimiz, farelerde pentilentetrazol ile olus-
turulan akut nébet modelinde folik asitin’in antikonviilsan
etkinlige sahip olan etosiiksimid tizerine ve beyin (hipo-
kampus ve kortekste) dokularinda kaspas-3 ve TOS sevi-

yelerine etkisini arastirmaktir.
ARACLAR ve YONTEM
Deney Hayvanlari

Arastirma, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda yiiriitiildii. Calismada
strese maruz kalmamis ve standarda uygun kafeslerde ba-
kilan 30 adet 4-5 aylik 30-40 gr BALB/c albino fare kulla-
nildi. Fareler 22+1 C° oda sicakliginda 12 saatlik aydin-
lik/karanlik siklusunun saglandigi, sesten yalitilmig odada
ve %55+6 oranda nemli ortamda tutuldu ve uygun oranda
beslenmeleri saglandi. Deney uygulamasi 09:00-16:00 sa-
atleri arasinda gergeklesti ve deney ortaminin 1s1k ile ses
diizeyi stirekli kontrol altinda tutuldu. Deneysel siirecler
Sivas Cumhuriyet Universitenin Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Komitesi (lisans numarasi 19.10.2020 tarih ve
2020/349 say1) tarafindan onaylandi.

PTZ -Akut Epilepsi Protokolii

PTZ akut nobet modeli olusturmak i¢in farelere 6nceki ga-
ligmalardan referans alinarak 60 mg/kg’lik (10 ml/kg) tek
doz PTZ uygulamasi yapildi.!® PTZ enjeksiyonundan
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sonra, fareler pleksiglas kafeslere (40 cm X 40 cm X 30
cm) yerlestirildi ve davraniglar1 30 dakika videoya alindi.
Nobet siddeti Racine skalasi (RS) (0-6) kullanilarak su se-
kilde degerlendirildi: 0. Hi¢ n6bet yanit1 yok, 1. Hareket-
sizlik, g6z kapanmasi, kulak oynatilmasi, biytk oynatil-
masi, koklama hareketi, 2. Daha agir fasiyal klonusa bas
sallanmasi eklenmesi, 3. On ekstremitelerden birinin klo-
nusu, miyoklonik jerk sahlanma yok, 4. Bilateral 6n ekst-
remite klonusu, sahlanma var, 5. Sahlanma ve jeneralize

klonik nébetten dolay bir taraf iizerine diisme, 6.0liim.*
Deney Kimyasallar

Pentilentetrazol, etosiiksimid ve folik asit Sigma-Aldrich
Co., St Louis, MO, ABD’den satin alind1. Etosiiksimid ve
folik asit dozlar literatiirde yer alan Onceki galismalara
gore belirlenmistir.'82° PTZ ve etosiiksimid serum fizyo-
lojik icinde, folik asit phosphate buffered saline (PBS)’de
coziilerek tabloda belirtilen dozlara uygun olarak hazir-

land1. Cozeltiler deney giinlerinde taze hazirlandi.
Deney gruplar ve Prosediir

Calismada hayvanlar, her grupta 6 fare olacak sekilde rast-

gele 5 gruba ayrildi:

1. Kontrol; 7 giin boyunca serum fizyolojik uygulanan

grupl
2. PTZ; 7. giin PTZ (60 mg/kg) uygulanan grup,

3. FA; 7 giin boyunca 3 mg/kg (10 mg/kg) FA uygulanan
grup,

4. Etosiiksimid; 7 giin boyunca 50 mg/kg etosiiksimid (10
mg/kg) uygulanan grup.

5. FA+ etosiiksimid; 7 giin boyunca 3 mg/kg +50 mg/kg
FA+ etosiiksimid uygulanan grup.

FA, etosiiksimid, FA+ etosiiksimid grubundaki farelere 7
giin boyunca yukarida belirtilen dozlarda FA ve etosiiksi-
mid verildikten sonra, 7. giin PTZ uygulanarak nobet olus-
turuldu. PTZ grubundaki farelere ise 7. glin PTZ uygula-
narak nobet indiiklendi. PTZ ile epileptik ndbet olusturu-

lan farelerin nobet davraniglart kaydedildi.

Nobet indiiklemek igin, farelere 60 mg/kg tek doz PTZ i.p.
olarak enjekte edildi. Her enjeksiyondan sonra, fareler 30
dakika boyunca izlenecegi ayr1 bir pleksiglas kafese konu-
larak nobetlerin varligini ve siddetini degerlendirmek igin
Racine Skalas1 (RS), epileptik desarjlar seklinde es za-
manli olarak ortaya ¢ikan kisa, bilingsiz miyoklonik sarsil-
malar1 belirlemek i¢in first miyoklonik jerk (FMJ) (dk) ve
kas katilagmasi (tonik faz), kaslarin kasilip gevsemesine
bagli olarak da ekstremitelerin sarsintisi ve ritmik titreme-
nin (klonik faz) goriildiigi jeneralize tonik-klonik (JTK)

nobete giris zamani (Sn) degerleri kaydedildi.

Tiim hayvanlar 7. giiniin sonunda dekapite edilerek, asep-
tik cerrahi kosullarda hipokampuslar1 ve korteksleri ¢ika-
rild1 ve ileri biyokimyasal analizler i¢in uygun kosullarda

saklandi. Deneysel prosediir Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1. Calismanin deneysel tasarimi (BioRender tarafindan
olusturulmustur). Serum fizyolojik (SF), pentilentetrazol (PTZ),
folik asit (FA), etostiksimid, intraperitoneal (i.p.)

Beyin Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Hayvanlarin beyin dokusu 6rnekleri (beynin hem korteks
hem de hipokampus alani) soguk Phosphate-Buffered Sa-
line (PBS) ¢ozeltisi (pH 7.4) icinde homojenize edildi ve
12000 g’de 10 dakika boyunca 4 C°de santrifiij edildi.
Daha sonra siipernatanlar TOS ve kaspaz-3 diizeylerinin
olgiilmesinde kullanildi. Orneklerdeki toplam protein se-
viyelerini belirlemek i¢in Bradford protein tahlil Kiti
(Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) kullanildi.?

Kaspaz-3 Olgiimii

Beyin siipernatanlarindan kaspaz-3 diizeylerinin belirlen-
mesinde ELISA ticari kiti (YL Biont, Shanghai, Cin) kul-
lanildi. islem protokolleri, iireticinin talimatlarma gére ya-

pildi. Kisaca, standart ve doku 6rnekleri plakaya eklenmis
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ve 37 C°’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Yikama asama-
sindan sonra, boyama ¢ozeltileri ilave edildi ve 15 dakika
37 C°’de inkiibe edildi. Durdurma ¢6zeltisi ilave edildi ve
ELISA okuyucu (Thermo Fisher Scientifc, Altrincham, In-
giltere) tarafindan 450 nm'de okundu. Bu kitlerin tiimii i¢in
hesaplamalar i¢in standart egriler kullanildi. Plakalarin

icindeki ve arasindaki varyasyon katsayilar1 %10'dan azd1.
Total Oksidan Seviye (TOS) Diizeylerinin Olgiimii

TOS diizeylerinin belirlenmesinde Erel tarafindan gelisti-
rilen deney kiti (Rel Assay Diagnostics® Mega Tip Ltd.,
Gaziantep, Tiirkiye) kullanild1.?? Ortamda yeterli miktarda
oksitleyici mevcut oldugunda demir iyonlar: demir iyonla-
rma oksitlendiginden, yontem, ksilenol portakal kullani-
miyla demir iyonlarinin doku seviyelerini 6lgerek TOS se-
viyelerinin dl¢lilmesine izin verir. Analizin kalibrasyonu
i¢in hidrojen peroksit kullanildi. Testin sonuglari, milig-
ram doku proteini bagina mikromolar hidrojen peroksit es-

degerleri (umol H202 Eq / mg protein) olarak ifade edildi.
Istatistiksel Analiz

Tiim deneysel sonuglar Ort.+SH (ortalamanin standart ha-
tas1) olarak ifade edildi. istatistiksel analiz igin SPSS ista-
tistik programi (IBM SPSS Statistics for Windows, Ver-
sion 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) kullanildi. Veriler
normal dagilima uygunluk gésterdiginden dolay1 verilerin
gruplar arasi karsilagtirilmasi igin varyans analizi (One
way ANOVA), gruplar arasi farkliligin hangi gruptan kay-
naklandig1 ise Tukey HSD (post-hoc test) ile tespit edildi.

Istatistiksel anlamlilik p<0.05 diizeyinde tanimlandh.
BULGULAR
Davramssal Bulgular

Bu galismada, davranigsal parametreler, farelere PTZ en-
jeksiyonundan sonra alian video kayitlar1 analiz edilerek
belirlendi. Sekil 2A'da gosterildigi gibi, FA, etosiiksimid
ve FA+ etosiiksimid gruplarinda RC skalas1 PTZ grubuna
gore daha diigiik bulundu (p<0.001). Ayrica Sekil 2B’de
FMJ zamani FA, etosiiksimid ve FA+ etosiiksimid tedavisi
alan hayvanlarda PTZ grubuna kiyasla yiiksek oldugu goz-
lendi (p<0.01). Sekil 2C’de ise jeneralize tonik-klonik
(JTK) ndbete giris zamant PTZ grubuna kiyasla FA ve

FA+ etosiiksimid gruplarinda anlamli olarak yiiksek bu-
lundu (p<0.01). Jeneralize tonik-klonik (JTK) nébete giris
zamani FA grubu ile karsilastirildiginda etosiiksimid ve
FA+ etosiiksimid gruplari arasinda anlamli fark buluna-

mad1 (p>0.05).
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Sekil 2. Folik asitin, farelerde (n = 6) PTZ ile indiiklenen nobetten
sonraki Racine Skalast (RC) (A), First miyoklonik jerk (FMJ) (B)
ve jeneralize tonik-klonik (JTK) nobete giris zamani (C) tizerin-
deki etkileri. Degerler ortalama + SH olarak sunulmustur; PTZ
grubuna kiyasla +++ p<0.001 ve ++ p<0.01; ## p<0.01 FA gru-
buna kiyasla.

Farelerde PTZ ile Indiiklenen Nébet Sonrasi Hipo-
kampus ve Korteksteki Kaspaz-3 Seviyeleri Uzerine

Folik Asidin Etkileri

ELISA olgiimleri hipokampusta ve korteksde kontrol,
PTZ, FA, etosiiksimid ve FA+ etosiiksimid gruplarinda

kaspaz-3 seviyelerine olan etkilerini degerlendirmek igin
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yapildi. Hipokampus kaspaz-3 diizeyi PTZ grubunda kont-
rol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunurken, FA
grubunda daha diisiik bulundu (sirasiyla p<0.01 ve
p<0.001). Folik asit ile tedavi edilen grup, PTZ grubuna
kiyasla kaspas-3 seviyeleri hipokampusta 6nemli dlciide
dustirdii (p<0.001; Sekil 3A), bununla birlikte FA+ etosiik-
simid ile tedavi edilen grup kaspaz-3 seviyesini FA gru-
buna gore anlamli gekilde arttird1 (p<0.01; Sekil3A). Diger
yandan etosiiksimid ve FA+ etosiiksimid gruplarinda hipo-
kampal kaspaz-3 diizeyleri FA grubuna kiyasla anlamli
olarak yiiksek elde edildi ( p<0.01). Etosiiksimid grubunda
korteks kaspaz-3 diizeyleri kontrol, PTZ ve FA grubuna
kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu
(***p<0.001,+++p<0.001, ###p<0.001; Sekil 3B).
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Sekil 3. Folik asitin (FA), farelerde (n = 6) PTZ ile indiiklenen
nobetten sonra hipokampus (A) ve korteks (B) kaspaz-3 seviyeleri
tizerindeki etkileri. Degerler ortalama + SH olarak sunulmustur;
*** n<0.001ve ** p<0.01 Kontrol grubuna kiyasla; +++ p<0.001
ve ++ p<0.01 PTZ grubuna kiyasla; ### p< 0.001 ve ## p<0.01
FA grubuna kiyasla.

Farelerde PTZ ile indiiklenen Nobet Sonrasi Hipo-
kampus ve Korteksteki TOS Seviyeleri Uzerine Folik

Asidin Etkileri

Hipokampus TOS diizeylerindeki artis, PTZ, FA ve eto-
stiksimid gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bu-
lundu (p<0.001 ve p<0.01). Diger yandan FA ve FA+ eto-
stiksimid gruplar1 PTZ grubuna kiyasla TOS seviyesi daha

diisiik oldugu gozlendi (p<0.001;Sekil 4A). Ancak kor-
tekste gruplar arasindaki TOS seviyesi degerlendirildi-
ginde istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktu (p>0.05;
Sekil 4B).
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Sekil 4. Folik asitin (FA), farelerde (n = 6) PTZ ile indiiklenen
ndbetten sonra hipokampus (A) ve korteks (B) Total Oksidan Se-
viye (TOS) seviyeleri iizerindeki etkileri. Degerler ortalama = SH
olarak sunulmustur; ** p<0.01 ve *** p<0.001 Kontrol grubuna
kiyasla; +++ p<0.001 PTZ grubuna kiyasla.

TARTISMA

Bu ¢aligmada, farelerde pentilentetrazol ile olusturulan de-
neysel akut nébet modelde folik asitin’in antikonviilsan
Ozelliklere sahip olan etosiiksimid iizerine etkisinin ya-
ninda beyin (hipokampus ve kortekste) dokularinda kas-

paz-3 ve TOS seviyelerine etkisi incelendi.

Epilepsi, nobetlerle karakterize ve anormal néronal uyari-
min neden oldugu yaygin bir ndrolojik bozukluktur. Epi-
lepsi, noronlar ve glia hiicreleri tizerinde asir1 metabolik
bir yiik olarak kabul edilir.?® Antiepileptik bir ilag olan eto-
stiksimid, T tipi kalsiyum kanalin1 bloke ederek absans
epilepsi tedavisinde kullanilmaktadir.?* Yapilan bir galis-
mada 35 mg/kg PTZ tek doz verildiginde elektrofizyolojik
acidan etosiiksimidin diken dalga desarj sayisini ve siire-
sini ¢nemli dl¢iide azalttign bulunmustur.?> Bununla bir-

likte 80 mg/kg PTZ tek doz ile olusturulan tonik-klonik
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akut epileptik nobet modelinde etosiiksimidin ilk miyok-
lonik jerk siiresini uzattig: ve tonik-klonik nobete giris za-
mani arttirdigi bulunmustur.?® Bu ¢alismaya benzer bir
sekilde 60 mg/kg subkutan PTZ tek doz ile olusturulan to-
nik-klonik nobet ¢aligmasinda etosiiksimidin ilk miyoklo-
nik jerk zamanini arttirdig: ve tonik-klonik nébete giris za-
manin uzattig belirlenmistir.?” Caligmamizda 50 mg/kg
etosiiksimidin akut nébet model hayvanlar {izerine etkileri
davranigsal olarak incelendiginde first miyoklonik jerk sii-
resini siiresini arttirmus, Racine skalasini azaltmus ancak
tonik-klonik nébete giris siiresine bir etki gostermemistir.
Bununla birlikte FA+ etosiiksimid kombine tedavisi de
Racine skalasini azaltti, first miyoklonik jerk siiresini sii-
resini arttirdi ve tonik-klonik nébete giris siiresini uzatti.
Ayrica galismamizda folik asidin etosiiksimidin antikon-

viilsan etkinligini giiclendirdigi gosterilmistir.

Oksidatif stres, normal metabolik siire¢ esnasinda olusan
reaktif oksijen tiirlerinin artig1 (ROS) ile onlar1 detoksifiye
eden, antioksidan savunma sistemindeki yetersizlik so-
nucu oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir?®
Oksidatif stres siirecinde serbest radikaller nedeniyle en-
zimlerin inaktivasyonu, lipitlerin oksidasyonu ve niikleik
asitlerin bozulmas1 meydana gelir.?® Oksidatif stres, epi-
lepsinin patofizyolojisinde kilit rol oynamakta ve nérode-
jenerasyonun ilerlemesinde risk olusturmaktadir. Ayrica,
anti-epileptik ilaglar, ekstra oksidatif stres yiik uygulaya-
rak oksidan/antioksidan homeostazi ve beyindeki antiok-
sidan kapasiteyi bozmaktadir.®® Calismammzda antikonviil-
san bir ajan olan etosiiksiimid kontrole gére hipokampal
TOS seviyesini artirirken kortekste TOS seviyesine bir
etki gostermedi. Kaminski ve ark. yapmig oldugu calig-
mada farelerde PTZ ile indiiklenen tonik-klonik nébetlere
kars1 etosiiksimidin doza bagimli olarak 50 mg/kg tize-

rinde koruyucu etki gosterdigi bulunmustur.?”

Folat, B kompleks grubunun suda ¢6ziinen bir vitaminidir
ve saglik, biiyiime ve gelisme igin gereklidir. Bir kofaktor
veya koenzim olarak folat, cesitli fizyolojik siireclerde
anahtar rol oynar: genomun onarimi, gen ekspresyonunun
diizenlenmesi, amino asit metabolizmasi, norotransmitter
sentezi ve miyelin olusumu.3! “Folik asit” ve “folat” te-
rimleri siklikla birbirinin yerine kullanilsa da, folatlar do-
gal olarak olusan form iken folik asit, gida takviyesi ve be-

sin takviyeleri i¢in kullanilan vitaminin sentetik formudur.

Gidalarla viicuda alinan folik asit ince bagirsagin ilk kismm
duedonumda emilir.®2 Folik asit epileptik hastalarda uzun
yillar tartisma konusu olmustur. Folik asidin baglangicta
epileptojenik oldugu disiniilmiistiir, ancak arastirmalar
suprafizyolojik konsantrasyonlardan daha diigiik miktar-
daki folik asidin ndbet olusturmadig1 gosterilmistir. Son
yillarda, epileptologlar bazi antiepileptik ilaglar alan epi-
lepsili kisilerde folik asit seviyesinin ¢ok diisiik olabilece-
§ini ongormiislerdir. Buna bagl olarak rutin folik asit des-
teginin antiepileptik alan kadinlar ve erkekler i¢in 6nemli
oldugu diisiiniilmektedir.3® Son ¢alismalar FA’nin beyin
gelisiminde énemli bir rol oynadigini gdstermektedir.3
Konvulsiyonlarin serebral metabolik hizi hizlandirdigi,
oksijen ihtiyacini artirdig1 ve serbest radikaller tirettigi bi-
linmektedir.® Antoniades ve ark. FA’nin hem in vivo hem
de in vitro siiperoksit iiretimini azalttii gosterilmis-
tir.36 Benzer sekilde, Cano ve ark. maternal FA takviyesi
alan 21 giinliikk yavru ratlar1 oksidatif hasardan korudugu
gosterilmistir.3” Caligmamizda PTZ alan grupta hipokam-
puste TOS seviyelerinin yiiksek oldugu, FA takviyesininin
ise oksidatif stres tiretimi engelleyerek TOS seviyesinin
diistirdiigii bulunmugtur. Benzer sekilde FA+ etosiiksimid
grubunun TOS seviyelerini azalttigini gosterilmistir. Bu
bulgular, folik asitin epileptik nobet sirasinda antioksidan
Ozellikler gosterdigi sonucuna varilmustir. Girotto ve ark.
ise hamile sicanlara yiiksek doz FA uygulamasinin kainik
asit kaynakli modelde ndbet esigini disirdiigi gosteril-
mistir.3® Literatiire uyumlu olarak ¢calismamizda FA takvi-
yesi alan farelerde nobet evresi PTZ grubuna gére daha
diisiik bulunmustur. Bununla birlikte first miyoklonik jerk
zamanini uzattigi ve jeneralize tonik-klonik ndbete giris
zamanina daha geg girdigi bulunmustur. Wang ve ark. yap-
t1g1 ¢alismada PTZ ile indiiklenen deneysel epilepsi imma-
tiir sicanlarda FA ile tedavi edilen grupta nébet sikligi, no-
ron 6liim derecesi ve norona 6zgii enolaz seviyeleri PTZ
grubuna gore anlamli 6lgiide diisiik bulunmustur. ° Bizim
calismamizda da benzer sekilde FA uygulanan grupta PTZ
grubuna gore ndbet evresi daha diisiik, FMJ ve jeneralize
tonik-klonik (JTK) zamanina daha ge¢ girdigi gozlemlen-
mistir. Wang ve ark. diger ¢aligmasinda ise PTZ ile indiik-
lenen kindling model geng siganlarda FA+ topiramate si-
nerjik etkisinin nobet sikligi, nérona 6zgii enolaz seviye-
sini ve nekrotik ndron sayisini azalttigi bulunmugtur.*° Bi-

zim bulgularimizda ise tipik absans ndbetlere kars1 sik kul-
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lanilan bir ajan olan etosiiksimid ve folik asit uygulamasi-
nin sinerjik etkisi ndbet evresini ve FMJ zamanim diisi-
riirken, jeneralize tonik-klonik nobete giris zamani {izerine

bir etki géstermemistir.

Nobet sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmas,
mitokondri ve DNA’ya zarar vererek beyindeki kaspaz-3
seviyesini artirir ve hiicre apoptozunu tetikler.** Faherty ve
ark. yaptig1 ¢alismada kainik asit ile olusturulan epilepsi
modelinde ndbet sonras1 beyinde kaspaz-3 diizeylerinde
artis oldugu rapor edilmistir.*? Yapilan bagka bir calismada
lityum-pilokarpin ile indiiklenen nébetlerde proapoptotik
protein olan kaspaz-3 seviyelerinin arttig1 gosterilmistir.*3
Onceki caligmalara uyumlu olarak ¢alismamizda PTZ gru-
bunda kaspaz-3 seviyelerinin hipokampuste yiiksek ¢iktig1
bulunmugtur. Bunun nedeni 6zellikle hipokampusiin hi-
poksik ve toksik hasara karsi en duyarli bolge olmasindan
kaynaklanmaktadir. Zhang ve ark. SOD1%%A transgenik
farelerde FA nin kaspaz-3 seviyelerini azalttig1, Bcl-2 se-
viyelerini ise arttid1 bulunmustur.** Bagka bir ¢aligmada
SH-SYS5Y insan néroblastom hiicrelerinde folat yoksunlu-
gunun, artan sitozolik kalsiyum, reaktif oksijen tiirleri ve
apoptoz dahil olmak iizere norodejeneratif degisiklikleri

indiikledigi rapor edilmistir.*®

Bu calismanin potansiyel sinirlamalart vardir. Calismada
kullanilan etosiiksimid dozunun 50 mg/kg segilmesinden
kaynakli literatiire gore sonuglarda farklilik goriilmistiir.
Ayni zamanda FA+ etosiiksimid grubunda TOS ve kaspas-
3 seviyelerinin diisiik olmas sinerjik bir etkiden kaynakli
mu Yyoksa folik asitin etkileri mi oldugu net degildir. Bu
nedenle 50 mg/kg tizerindeki etosiiksimid dozu ile daha

ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu caligmanin bulgulari, folik asitin farelerde PTZ’nin ne-
den oldugu epileptik nobetlere karsi antiepileptik aktivi-
teye sahip olmasinin yani sira antioksidan ve antiapoptotik
ozellikte gostermistir. Folik asit, etkin dozlarda etosiiksi-
mid ile sinerjik bir etki olusturarak néronal hasara karsi
noroprotektif olabilir. Bu nedenle FA antiepileptik, antiok-
sidatif ve antiapoptotik 6zellikleriyle epilepsi tedavisi i¢in
faydal1 bir terapotik ajan olabilir. Ilgili olas: mekanizmalar
hakkinda ortaya cikan sorulari cevaplamak igin daha fazla

caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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