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Ozet

Amag: Diinya c¢apinda milyonlarca kisi epilepsi hastasi
olarak sorun yasamaktadir ve hastalarin %25'inde su anda
mevcut bulunan antiepileptik ilaglara karsi direngli ndbetler
gozlenmektedir. Bunedenlerle, halen etkili ve tolere edilebilen
daha fazla sayida antiepileptik ilaca ihtiya¢ duyulmaya devam
edilmektedir. Oksolamin sitrat, pre-klinik verilere dayanarak
antiepileptik aktiviteye sahip olabilen yaygin bir antitussif
ilagtir.

Materyal-Metot:  Sicanlar randomize bir  sekilde
intraperitoneal (i.p.) Oksolamin ile iki farkli dozda ve
plasebo seklinde tedavi edildi ve daha sonrasinda giiglii
bir nobet indiikleyici bilesik olan pentilentetrazole (PTZ)
i.p. olarak maruz birakildi. Oksolaminin epilepsi i¢in si¢an
modelimizde antiepileptik 6zelliklere sahip olup olmadigini
belirlemede siganlarin hemen sonrasindaki ndbet aktivitesi
elektroensefalografi  (EEG), Racinemin  konviilsiyon
6lgegi (RCS) ve ilk miyoklonik jerk (TFMJ) zamam ile
degerlendirildi.

Bulgular: Plasebo ile karsilastirildiginda, her iki dozda
Oksolamin, ndbet aktivitesini 6nemli Ol¢iide inhibe etti.
Ortalama EEG spike dalga yiizdesi % 75,3'ten (plasebo)
% 35,8'e (diisik doz, p<0,01) ve %28,6'ya (yiksek doz,
p<0,0001) azaldi. RCS, ortalama 5,7'den (plasebo) 4,7'ye
(diisiik doz, p<0.001) ve 3,3'e (yiiksek doz, p<0,0001) diistii.
TFM]J ortalama 62,5s'den (plasebo), 177,5s'ye (diisik doz,
p<0,001) ve 223,3s'ye (yliksek doz, p<0,0001) yiikseldi.

Sonu¢: Yaygin bir antitussif ilag olan Oksolamin sitrat,
PTZ ile indiiklenen status epileptikus sican modelinde nobet
aktivitesini baskilamaktadir. Refrakter epilepsi i¢in devam
eden etkili yeni tedaviler bulma gereksinimi géz Oniine
alindiginda, oksolaminin antiepileptik olarak kullanilma
olasilig1 daha ileri diizeyde arastirilmalidir.

Anahtar  kelimeler: Nobet,
Pentilentetrazol, Sigan.

Epilepsi,  Oksolamin,

Abstract

Objective: Millions of individuals worldwide suffer from
epilepsy, and up to 25% of patients have seizures that are
resistant to currently available antiepileptic drugs. Hence,
there continues to be a need for more seizure medications that
are effective yet tolerable. Oxolamine citrate is an established
antitussive drug that, based on preclinical data, may also have
antiepileptic activity.

Material-Method: We treated rats with either intraperitoneal
(i.p.) Oxolamine citrate at two different doses or placebo
in randomized fashion and then exposed them to 1i.p.
pentylenetetrazol (PTZ), a potent seizure-inducing compound.
We measured the rats’ subsequent seizure activity with
electroencephalography (EEG), Racine’s convulsion scale
(RCS) and time to first myoclonic jerk (TFMJ) to determine
whether Oxolamine citrate has antiepileptic properties in our
rat model for epilepsy.

Results: When compared to placebo, Oxolamine at both
doses significantly suppressed seizure activity. Mean EEG
spike wave percentage score decreased from 75.3% (placebo)
to 35.8% (lower dose, p<0.01) and 28.6% (higher dose,
p<0.0001). RCS decreased from a mean of 5.7 (placebo) to
4.7 (lower dose, p<0.001) and 3.3 (higher dose, p<0.0001).
TFMIJ had increased from a mean of 62.5 s (placebo), to 177.5
s (lower dose, p<0.001) and 223.3 s (higher dose, p<0.0001).

Conclusions: Oxolamine citrate, a common antitussive drug,
suppresses seizure activity in rats with PTZ-induced status
epilepticus. Given the ongoing need to find effective therapies
for refractory epilepsy, the possibility of using oxolamine as
an antiepileptic should be further explored.
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Giris

Epilepsi, beyindeki anormal elektriksel —aktiviteden
kaynaklanan tekrarlayan spontan ndbetler ile karakterize,
yaygin ve siklikla yasam kalitesini diisiiren bir ndrolojik
hastaliktir. Diinya genelinde, genel popilasyonun %3
diizeyindeki bireylerin yasamlarinin belli bir doéneminde
epilepsi  gozlenmektedir (1) ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde yaklasik iki milyon kisinin epilepsi tanisina
sahip oldugu tahmin edilmektedir. Epileptik nobetler, genetik
ve konjenitalden baslayip, hipoksi, enfeksiyon ve inflamasyon
gibi travmalardan kaynakli ndronal anormalliklere kadar
degisen diizeyde cesitli etiyolojilere sahiptir. Ayrica yine
altta yatan bir baska hastaliktan veya psikiyatrik semptomlar
ile iligkili olarak da kaynaklanabilmektedir (2-5). Son
50 yilda epilepsiyi anlamada ileri diizey gelismeler olsa
dahi, bircok epilepsi Ornegi belirsiz patofizyolojileri ile
idiyopatik olarak kalmaktadir (6). Baz1 epilepsi vakalarinin
altta yatan tanimlanabilir sebeplerinin, ¢ogu zaman yapisal
anormallikler, metabolik bozukluklar veya genetik faktorler
olarak siniflandirilmasinin tim vakalarin sadece %25-45'ini
olusturmasi sasirtici olabilmektedir (7).

Benzer sekilde, epilepsi tedavisinde de halen biiytik zorluklar
yasanmaya devam etmektedir. Anti-epileptik ilaclarin artan
cesitliligine ragmen, epilepsi hastalarinin yaklagik %30'u
optimal anti-epileptik tedavilere karsin nobetler yasamaya
devam etmektedir (8, 9) ve bu nedenle direngli veya refrakter
bir hastaliga sahip olduklari diisiintilmektedir. Ayrica, en sik
kullanilanlar dahil olmak iizere birgok anti-epileptik ilag, dar
bir terapotik pencereye ve / veya diisiik tolere edilebilirlige
sahiptir ve bu ylizden klinik olarak 6nemli yan etkiler siklikla
gozlenmektedir (10). Bu nedenle, tedaviyle nobetsiz statii
kazanabilen hastalar bile, tedavinin siiresi boyunca devam
eden olumsuz yan etkilere sahip olabilmektedir (11). Tiim
bu nedenlerden dolayi, epilepsi tedavisi i¢in miikemmel anti-
epileptik 6zelliklere, ayn1 zamanda daha genis bir terapotik
pencere ve daha az toksisiteye sahip yeni tedaviler bulmak,
epileptologlar ve biyomedikal arastirma topluluklari i¢in ilgi
alani olmaya devam etmelidir.

Epileptogenez, dncelikle normal beyin sinaptik aktivitesinin
ndbete neden olan anormal elektriksel aktivite olusumuna

dogru yonelen bir sekilde degistigi, hiicresel ve molekiiler

seviyede gergeklesen bir prosestir.  Epileptogenezin
kesin mekanizmalarint ele alan, iyon kanallarinin
veya norotransmitter reseptorlerinin  diizensizliklerini/

disregiilasyonlarini, belirgin noéronal hiicrelerde goriilen
anormallikleri ve mikro-¢evredeki hasar veya inflamasyonu
iceren, molekiiler, anatomik ve sinaptik diizeyde g¢esitli
teoriler bulunmaktadir (12).

Epileptogenez icin 6ne ¢ikan bir teori, insan ve memeli
beyninde baskin ve iyi bilinen bir inhibitér ndrotransmiter
olan y-aminobiitirik asidin (GABA) degismis metabolizmasini
icermektedir (13). Epileptogenez sirasinda, azalmis GABA
iiretimi, diizeyi veya aktivitesinin, ndronal hipereksitabiliteye
neden oldugu bilinmektedir ve bunun tersine GABA
aktivitesini artiran ligandlarin, antiepileptik &zelliklere
sahip oldugu gosterilmistir (14). Epileptogenezde 6nemli
rol oynayan baska molekiiller de vardir. Ornegin, beyindeki
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en yaygin uyaricl norotransmiterlerden biri olan glutamat
fazlalig1 ve ayrica Substans P (SP), ndbet riskini arttirmaktadir
(15, 16). Bir calismada SP'nin, glutamat saliniminin aracilik
ettigi, kendi kendine devam eden status epileptikusa (SSSE)
yol agan olaylar dizisini tetikledigi goriilmistiir (17). Tersine,
N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin antagonistleri,
noroprotektif bir etkiye sahiptir (18). Ilging sekilde, yiiksek
ndbet aktivitesi ile iligkili hiicresel siiregler ve molekiiller de
Oksiiriigiin merkezi ve ¢evresel mekanizmalarinda siklikla
6nemli bir role sahiptirler.

Bir oksadiazol tiirevi olan Oksolamin (3-fenil-5,
8-dietilaminoetil-1, 2, 4-oksadiazol), 1960’lardan beri
kullanimda olan periferik etkili nonopioid bir antitusiftir.
Antitusif aktivitesi genel olarak, periferal bir mekanizma
tizerinden  sekillenmektedir.  Anti-inflamatuar ~ 6zelligi
tizerinden solunum yollar1 mukozasinda inflamasyonu
azaltmaktadir. Oksolamin bunlar yani sira analjezik, anti-
inflamatuar, lokal anestezik ve antispazmodik ozellikler
de tasimaktadir. Inflamasyon ve irritasyona bagl sekilde
meydana gelen bronkospazmi azaltmak suretiyle solunumu
rahatlatabilmektedir (19). Bu calismada, klinik uygulamada
etkin ve iyi tolere edilen bir antitusif ajan olarak yaygin
sekilde kullanilan bir bilesik olan oksolaminin potansiyel
antiepileptik etkilerini arastirdik. Oksolaminin, hem ¢evresel
hem de merkezi mekanizmalar vasitasiyla antitusif etkiler
ortaya koyduguna inanilmaktadir. Oksiiriik ve epileptik nobet
aktiviteleri arasinda Ortiisen mekanizmalar ve hedeflerin
varligi sonucunda, bu c¢alismada Oksolaminin nobet
aktivitesini antagonize edip edemedigini degerlendirdik.

Materyal-Metot

Deney Hayvanlari

Bu calismada kullanilan deneysel prosediirler, deneylerin
yapildigi Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan (No: 2011-187) onaylanmistir. Tim
deneyler, ARRIVE yd&nergelerine, 1986 ingiltere Hayvanlari
(Bilimsel Prosediirler) Yasasi ve ilgili yonergelere, hayvan
deneyleri icin Avrupa Birligi (AB) 2010/63/EU Direktifine
ve ABD Ulusal Saglik Enstitiileri uyarinca Laboratuvar
Hayvanlar1 (NIH Publications No:8023, revize 1978) Bakim
ve Kullanim Kilavuzuna uygun olarak gerceklestirilmistir.

Caligma icin, her biri 200 ila 250 g agirligindaki 48 erkek
Sprague Dawley sigan kullanildi, 24 sican elektroensefalogram
(EEQG) tabanli deney i¢in randomize edilirken, 24 sican da
davranis temelli deneyler icin randomize edildi. Siganlar
12 saat aydmnlik/12 saat karanlik dongiisiinde, 151k 07.00 ila
19.00 saatleri arasinda olacak sekilde, sessiz odalarda, ortam
sicakligl 22 ila 24°C'ye ayarli bir sekilde tutuldu. Siganlar
standart laboratuvar yemi ve musluk suyu ile ad libitum
olarak beslendi.

Deney Prosediirii

Calismada kemokonviilsan Pentilentetrazol (PTZ) ile nobet
indiiklenen siganlarda Oksolaminin nobet aktivitesi tizerine
olan etkilerini elektroensefalogram (EEG) kayitlarinin
analizi ve bir davranig skorlama sistemi yoluyla &lgen iki
farkli deney prosediirii uygulandi. Toplam 48 sicandan 24'i
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EEG tabanli deney i¢in Grup A'ya randomize edildi ve 24'i
davranis deneyi i¢in Grup B'ye randomize edildi. Tim EEG
kayitlar1 ve davranissal degerlendirmeler daha 6nce belirtilen
protokollere uygun olarak gerceklestirildi (20).

EEG Analizi (Grup A)

Deneylerden o6nce, Grup A'daki sicanlara EEG kaydini
kolaylastirmak iizere elektrot implantasyonu yapildi. Siganlar,
intraperitoneal olarak (i.p.) uygulanan 80 mg/kg ketamin
ve 4 mg/kg ksilazin ile derin anesteziye alindi. Daha sonra,
stereotaksik yontemler ile elektrot yerlesimi i¢in hayvanlarin
kafatasinda kiigiik delikler agildi. Kullanilan EEG elektrotlari,
0,1 mm capinda, 10 mm'de 1Q'den daha az elektrik direncine
sahip poliamid kapli paslanmaz ¢elik tellerdi. Elektrotlar
sol frontal korteks iizerindeki duraya, orta hattin 2,0 mm
lateraline ve bregma’nin 1,5 mm 6niine yerlestirildi. Referans
elektrot ise daha 6nce yayilanan protokollere gore orta hatta
lambdadan 1,5 mm arkaya dogru serebellum iizerinde bir
noktaya yerlestirildi (21). Basarili yerlestirmenin ardindan
elektrotlar, dis restorasyonunda kullanilan alasim ve
hidrokarbonlarin bir karigimi olan dental akrilik ile sabitlendi.

12 giinliik bir iyilesme siirecinden sonra, A grubundaki 24
sigan ayrica 4 alt gruba esit olarak randomize edildi (n=6).
Grup Al, nobet olusturucu kimyasallar veya diger baska
uygulamalar1 almayan kontrol grubu olarak secildi. Grup
A2, ip. olarak salin tedavisi alan plasebo grubu olarak
ayrildi. Grup A3, i.p. 10 mg/kg diisiik dozda oksolamin sitrat
(Oksabron 10 mg/ml, Deva) ile tedavi edildi. Son olarak,
Grup A4, yine i.p. olarak 20 mg/kg yiiksek dozda oksolamin
sitrat ile tedavi edildi.

A2, A3 ve A4 gruplarinda ndbet indiiklemek i¢in, oksolamin
veya plasebo salin uygulamasindan 30 dakika sonra 35 mg/kg
dozda i.p. pentilentetrazol (PTZ) uygulamasi yapildi. 35 mg/
kg i.p. PTZ uygulamasi, gozlenebilir davranis degisiklikleri
olmadan EEG’de epileptiform aktivite ile sonuglanirken, 70
mg/kg'lik daha yiiksek bir dozda PTZ uygulamasi ile, ndbet
ile uyumlu EEG degisikliklerinin yani sira gozlenebilir
davranis degisiklikleri de siirekli olarak goriilebilmektedir.
Bununla birlikte, bu yiiksek dozda, EEG sinyal-giiriiltii orani
bozulabilmektedir.

EEG kayitlar1 PTZ uygulamasindan 5 dakika sonra baslatildi
ve 60 dakika kadar siirdiirildii. Siganlar sedasyon olmadan
uyanik birakildi ve BIOPAC MP150 Veri Toplama Sistemi ile
yapilan EEG kayitlarmin tamami boyunca 6zel konteynerlere
yerlestirildi. 240 Hz 6rnekleme hizinda her bir sicanin EEG
izlemi 60 dakika boyunca kaydedildi. Sinyal 10.000 kez
amplifiye edildi ve 1-60 Hz araliginda filtrelendi. EEG kaydi
yapildiktan sonra test denegine 6tenazi uygulandi.

Hayvan modelimizde nébetlerin varligi ve siddeti, bu tiir
arastirmalarda epileptiform aktiviteyi degerlendirmede kabul
gormiis ve tekrarlanabilir bir yol olan ve son zamanlarda benzer
deneylerde kullanilan spike dalga yilizdesi yontemi kullanilarak
degerlendirildi (20). Spike dalga yiizdelerinin ndbetlerin
degerlendirilmesindeki gecerliligi arastirilmis ve Onceki
caligmalarda tartisilmustir (22, 23). Kantitatif degerlendirmede
hatalar1 en aza indirgemek igin, EEG verilerini skorlamada iki
kor klinik ndrofizyolog gorevlendirildi.
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Spike dalga yiizdesi skorunu olusturmak i¢in EEG kayd: birer
saniyelik boliimlere ayrildi ve ndrofizyologlar her bir bolimii
spike dalgalarmim varligi agisindan degerlendirdi. Spike
dalgasi, EEG kaydi amplitiidiindeki, baseline aktiviteden en
az iki kat daha yiiksek bir artig ile tanimlandi. Bir saniyelik
béliimde en az bir spike dalga varsa, o boliim spike dalgalarin
varligi agisindan pozitif olarak kabul edildi. Spike dalga
yiizdesini elde etmek i¢in 2 dakikalik araliklarla (120 boliim),
tespit edilen pozitif boliim sayisi, toplam boliim sayisina
(120) boliindii. Genel spike dalga yiizdesi, her 2 dakikalik
kayit boliimlerinde bulunan yiizdelerin ortalamasi alinarak
elde edildi.

Davranis Deneyi (Grup B)

Grup B'deki 24 sigan gorsel olarak gozlemlenebilir nobet
aktivitesi acisindan degerlendirildi (“davranig deneyi”).
Bu gruba beyin elektrotlar1 yerlestirilmedi. EEG analizinde
oldugu gibi, B grubundaki siganlar her alt grup 6 sigan igerecek
sekilde 4 alt gruba randomize edildi. Grup B1, herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol grubu olarak ayrildi. Grup
B2, B3 ve B4’e, klinik olarak gozlemlenebilir ndbetleri
indiiklemek i¢in 70 mg/kg i.p. ylksek doz PTZ uygulandi.
EEG analizinde oldugu gibi, PTZ'nin uygulanmasindan
yaklasik 30 dakika dnce, B2 grubu i.p. plasebo salin alirken,
B3 grubu 10 mg/kg i.p. diisiik dozda oksolamin sitrat ve B4
grubu 20 mg/kg i.p. yiiksek dozda oksolamin sitrat aldi.

Nobetlerin varligini ve siddetini degerlendirmek igin iki dl¢iim
yéntemi kullamildi: (1) Racine'nin Konviilsiyon Olgegi (RCS)
(24) ve (2) ilk miyoklonik jerk zamani (TFMJ). RCS, daha
once de tarif edildigi gibi, rodent epilepsisini degerlendirmek
icin basit ve tekrarlanabilir 6 basamakli bir skorlama
sistemidir. 0 puani, gézle gdriiniir bir konviilsiyon olmadigini
ifade eder. 1 puan, bryik ve kulakta segirmeleri gosterir.
2 puan, daha belirgin segirme ile motor tutuklugu gosterir.
3 puan, jeneralize miyoklonik jerkler ile motor tutuklugu
gostermektedir. Bu deneyde, en az 3 puanin elde edilmesine
kadar gecen siire (saniye cinsinden) siganin TFMI'sini temsil
eder (20). 4 skoru, tonik-klonik nébet aktivitesini gosterirken,
hayvan halen ayaklari iizerinde kalabilmektedir. 5 skoru,
diizelme refleksinde kayip ile birlikte tonik-klonik ndbeti
gostermekte ve son olarak 6 skoru da dliimciil diizeyde bir
ndbeti ifade etmektedir.

TFMJ, PTZ'min uygulanmasini takiben saniyeler icinde
kaydedilir. Deneyimizde, tonik jeneralize nobetler gosteren
hemen hemen tiim hayvanlar nobet aktivitesinden dolay1 61dd.
PTZ kaynakli nobetler icin gozlem siiresi literatiirdeki bu
tiirden 6nceki deneylere benzer sekilde 30 dakika ile sinirliydi
(20). Bu 30 dakikalik degerlendirmeden sonra hayatta kalan
hayvanlara 6tenazi uygulandi.

istatistiksel Analiz

Verilerimiz SPSS siirtim 15.0 paket programu ile analiz edildi.
Popiilasyonun normalligini belirlemek i¢in Shapiro-Wilk testi
uygulandi, RCS verileri Kruskal Wallis testi ile ve TFMJ verileri
de tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi.
Post hoc Bonferonni ve Mann Whitney U testlerini kullanarak
deney gruplarimiz arasindaki farkliliklar arastirildh. Istatistiksel
anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak belirlendi.
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Bulgular
EEG Analiz Bulgular

Oksolamin sitratin 10 mg/kg'da uygulanmasinin, plasebo salin
uygulamasina kiyasla spike dalga yiizdesi ile degerlendirilen
nobet aktivitesini onemli Ol¢lide azalttig tespit edildi (%
35,8'e karsilik % 75,3, p<0,01). Daha yiiksek Oksolamin
sitrat dozu (20 mg/kg), yine daha yiiksek bir etkinlik ile nobet
aktivitesini anlamli diizeyde inhibe etti (% 28,6'ya karsilik
% 75,3, p<0,0001). Bununla birlikte, diisik ve yiiksek
oksolamin sitrat dozlar1 arasinda nobet inhibisyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 1).
EEG analizine ait kayit goriintiileri epileptiform aktivitenin
daha iyi karakterizasyonu acisindan her alt grup icin Sekil I'de
gosterilmigtir.
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iki grup arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(Tablo 2).

Benzer sekilde, Oksolamin hem diisiik hem de yiiksek dozlarda
TFMJ'yi anlamli diizeyde arttird1 (p<<0,001, p<0,0001). Tedavi
almayan salin plasebo B2 grubunda ortalama 62,5 s TFMJ
degeri ile karsilagtirildiginda, diisiik Oksolamin sitrat dozu
ile tedavi goren B3 grubunda TFMJ ortalama degeri 177,5
saniyeye yiikselmistir (p<0,001). Yiiksek Oksolamin dozu ile
tedavi goren B4 grubunda ise, TFMJ ortalama 2233 saniyeye
yiikselmistir (p<0,0001). Oksolaminin yine diisiik ve ytliksek
dozu arasindaki ortalama TFMJ siireleri acisindan iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 3).

Tablo 2. Oksolamin sitrat ile RCS skoru sonuglari

Racine'nin Konviilsiyon
Skoru (RCS)

B1-Kontrol 0

Grup

B2-PTZ (70 mg/kg) + salin plasebo 5,7+0,22"
B3-PTZ (70 mg/kg) + 10 mg/kg “
oksolamin sitrat 4,2+0,34

B4-PTZ (70 mg/kg) + 20 mg/kg 334025

oksolamin sitrat

a
b
i
e
Wl i
W

|‘ il

c

et b

Sekil 1. EEG deneyine ait kayit goriintiileri
(a): Al-Kontrol, (b): A2-PTZ (35 mg/kg)+salin plasebo, (c): A3-PTZ (35 mg/kg)+10 mg/kg oksolamin
sitrat, (d): A4-PTZ (35 mg/kg) + 20 mg/kg oksolamin sitrat

Tablo 1. EEG deney sonuglari

Grup Spike Dalga Yiizdesi

"p<0,0001, Grup B2, Grup B1 ile karsilastirildiginda
“p<0,001, Grup B3, Grup B2 ile karsilagtirildiginda
#p<0,0001, Grup B4, Grup B2 ile karsilastirldiginda

Tablo 3. Oksolamin sitrat ile TFMJ siire sonuglari

Gru i1k miyoklonik jerk

P zaman (TFMJ) (saniye)
B1-Kontrol 0
B2-PTZ (70 mg/kg) + salin plasebo 62,5+4,7"

B3-PTZ (70 mg/kg) + 10 mg/kg
oksolamin sitrat
B4-PTZ (70 mg/kg) + 20 mg/kg
oksolamin sitrat

177,5+19,03%

223,3+31,4%

%0
%75,3+5,02"

Al-Kontrol
A2-PTZ (35 mg/kg) + salin plasebo

A3-PTZ (35 mg/kg) + 10 mg/kg
oksolamin sitrat
A4-PTZ (35 mg/kg) + 20 mg/kg
oksolamin sitrat

'p<0,0001, Grup A2, Grup Al ile karsilastinldiginda
#p<0,01, Grup A3, Grup A2 ile karsilastirildiginda
#p<0,0001, Grup A4, Grup A2 ile karsilastirildiginda

%35,8+5,9*

%28,6+4,1%

Davranis Deneyi Bulgulari

Davranig deneyinin sonuglart Oksolamin sitratin sigan
epilepsi modelinde antiepileptik etkiler gosterdigini de ortaya
koydu (Tablo 2 ve 3). Plasebo ile tedavi edilen gruba kiyasla
Oksolamin sitrat, RCS skorlarin1 6nemli 6l¢lide azalttt ve
TFMJ siiresinde gecikmeye sebep oldu.

Ortalama RCS skorunun 5,7'den (oldukga agirdir, ¢linkii 6
skoru dliimciil nébet aktivitesini gosterir), diisiik Oksolamin
sitrat dozu ile 4,2'ye (p<0,001) distiigi tespit edildi.
Ortalama RCS skoru, daha yiiksek Oksolamin sitrat dozu ile
de 3,3'e (p<0,0001) diistii. Daha diisiik Oksolamin dozunun
aksine daha yiiksek dozdaki Oksolamin ile daha diisiik RCS
skorlarina yonelik bir egilim oldugu gdézlenmesine ragmen,
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"p<0,0001, Grup B2, Grup Bl ile karsilastirildiginda
“p<0,001, Grup B3, Grup B2 ile karsilastirildiginda
#p<0,0001, Grup B4, Grup B2 ile karsilastirildiginda

Tartisma

Bu ¢alismada, hem ¢ocuklar hem de yetiskinler icin klasik
oksiiriik giderici bir ilag olarak kullanilan Oksolamin sitrat’in
antiepileptik potansiyelini PTZ ile indiiklenen sican epilepsi
modelinde arastirdik. Nobet ve oksiiriik patofizyolojilerinin
ortiisen hiicresel ve norokimyasal yolaklara sahip olduguna
dair var olan ve yeni elde edilen kanitlarin varligi bu
caligmanin temel hedeflerinden birisi oldu (25, 26).

Epilepsi, tip tarihinde karakterize edilmis en eski medikal
hastalik durumlarindan birisidir (27) ve her yastan bireyi
etkileyen en yaygin ndrolojik hastalik olmaya da devam
etmektedir. Hiicresel diizeyde, epilepsinin patogenezi
karmagiktir ve birgok mekanizmay1 ihtiva etmektedir (28).
Mutasyona ugramis iyon kanallari, eksitator ve inhibitor
norotransmisyon arasindaki hassas dengeyi arttirabildikleri ve
bdylece ndronlarin genel uyarilabilirligini degistirebildikleri
i¢in nobetlere neden olabilmektedir (29).

norotransmitterlerin,
diizeylerindeki  ve

cesitli
glutamatin

Kanallopatilere ek olarak,
ozellikle GABA ve
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(veya) aktivitelerindeki  degisiklikler —nobet esigini
degistirebilmektedir. GABA'daki bir azalma veya degismis
kalsiyum, sodyum, kloriir ve potasyum akimlarimin yaninda
GABAerjik presinaptik inhibisyonda bir azalmanin, ndbet
baslangicinin yaygin bir nedeni oldugu bilinmektedir (30).
N-metil-D-aspartat (NMDA) ve diger reseptorler araciligiyla
gerceklesen presinaptik ve postsinaptik glutamat aktivitesi de
epileptogenezde 6nemlirol oynamaktadir (31). Bunedenlerden
oOtiirli, beynin ana inhibitoér ndrotransmitteri olan GABA ile
iliskili yolaklar ve glutamat, antiepileptiklerin ortak hedefleri
haline gelmistir. Ornegin, GABA aracili inhibisyonu arttiran
ilaglar, klinik olarak bu tiir tedavilerle siddetlenen absans
ndbetleri harig fokal ve genel epilepsinin gesitli sendromlarini
tedavi etmek i¢in kullanilan antiepileptikler olarak islev
gorebilmektedir. Hem NMDA hem de non-NMDA Glutamat
reseptdr antagonistleri ayni zamanda birgok hayvan epilepsi
modelinde kullanilan gii¢lii antiepileptiklerdir (32).

Daha o6nce de belirtildigi gibi, oksiiriik ve ndbetler arasinda
ortisen hiicresel ve norokimyasal yolaklarin varligi
gozlenmektedir. Oksiiriik bronkopulmoner refleksler arasinda
kendine 6zgii 6zelliktedir, ¢linkii esik diizey diizenlenmesine
oldukca bagimlhidir ve refleksin kompresyon fazi sirasinda
glottisin kapatilmasiyla ayrilan karakteristik olarak artmis
inspiratuar ve ekspiratuar efor ortaya koyabilmek adina
solunum motor néronlarinda epileptiform benzeri degisimlere
gereksinim gostermektedir (25, 33). Yiiksek derecede
senkronize bir bigimde gerceklesen bu proses, merkezi ve
cevresel olarak meydana gelen etkilesimler tarafindan kontrol
edilmektedir.

Fizyolojik olarak, oksiiriik refleks arki, vagus siniri iginde
siklikla {ist solunum yolundaki siliyer epitelde baslayan
duyusalsinirliflerinden olusan afferentyollabaslar. Obdlgeden
kaynaklanan zararli bir uyaran, vagus siniri lizerinden, {ist
beyin sapt ve pons icin merkezi bir koordinasyon bolgesi
olan merkezi yolaga (6ksiiriik merkezine) dogru hareket eder.
Esik degere ulasilirsa, efferent yolak etkinlestirilir. Oksiiriik
merkezinden koordine edilen impulslar, 6kstiriigli olusturmak
iizere girtlagl, diyaframi, torasik ve abdominal duvarin
kaslarini innerve etmek icin vagus, frenik ve spinal motor
sinirleri i¢eren bircok sinir vasitasiyla asagi yonde hareket
etmektedir (34).

Hiicresel diizeyde, ¢ogunlukla miyelinsiz C liflerinden olusan
bronkopulmoner vagal afferentler oksiiriik refleksini baglatmak
izere akcigerlerde ve hava yolundaki oOksiiriik reseptorleri
ile sinerjistik olarak caligmaktadir. Bu C liflerinin  hiicre
govdelerinin juguler ganglionda bulunduguna inanilmaktadir
(35, 36). Bu vagal afferent lifler, medulla oblongata'nin
ventrolateral bélgesinde bulunan ve oksiiriik i¢in ana kontrol
merkezi olarak diistiniilebilen niikleus traktus solitarius'ta (NTS)
beyin sap1 ve ara yiizeyine giris yapar (37, 38). Beyin sapindaki
bu o6zel bolge afferent bilgiyi isler ve Oksiiriik refleksini
koordine eder. Bilingli (istemli) oksiiriigii kolaylastirmak icin,
bu bolgeyle de ara yliz olusturan kortikal ve subkortikal yolaklar
vardir (39). NTS'deki néronlarm, y-aminobutirik asit (GABA),
N-metil-D-aspartat (NMDA) ve AMPA / KA i¢in reseptorleri
eksprese ettikleri bilinmektedir. Bu bolgede, GABA'nin artmis
varlig1 ve reseptoriine olan baglanmasinin, sinyal iletiminin
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inhibisyonu ile sonuglandigi bilinmektedir, buna karsilik
L-glutamat, NMDA ve AMPA / KA reseptorlerine baglanarak
uyarici bir rol oynamaktadir (26).

Daha yakin tarihli ¢aligmalar, NTS ile nobet aktivitesinin
yayilmas1 arasinda potansiyel bir iligki ortaya koymustur.
Epileptik aktivitenin, NTS'ye gomiilii glutamaterjik eksitator
yollar ve NTS ile cesitli 6n beyin yapilar1 arasindaki
fizyolojik baglantilar yoluyla NTS {izerinden beynin
tamami boyunca yayilabilecegi tespit edilmistir (40, 41).
Daha sonrasinda, GABA aktivitesini arttirarak veya NTS'de
glutamat baglanmasini antagonize ederek, fokal veya sistemik
stimiilasyonla uyarilan limbik motor nobetlerin baskilandigi
gosterilmigtir (26). Baska bir calisma da, NTS'ye giren
afferent liflerin antiepileptik ilaclarla baskilanabilecegini
gostermistir (40).

Bir Oksadiazol tiirevi olan Oksolamin (3-fenil-5,8-
dietilaminoetil-1,2,4-oksadiazol) antitusifolarak uzun yillardir
kullanilan bir ajandir. Antitusif aktivitesi agirlikli sekilde
periferal mekanizma {izerinden ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan
bazi calismalarin sonuglari, oksolaminin, brons agacindaki
inflamatuar degisikliklerle iligkili okstrigli baskilamada,
larenksteki duyusal sinirlerin uyarilmasindan kaynaklanan
okstiriiktekinden daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu goriislere gore, antitusif etki esas olarak ilacin akcigerdeki
yapilar lizerindeki anti-inflamatuar ve spazmolitik etkisine
ve daha az diizeyde de oksiirik merkezinin depresyonuna
baglh gerceklesmektedir. Bu hipotezi dogrulamak i¢in hem
klinik hem de farmakolojik daha ileri diizey kanitlar halen
aranmaktadir (19).

Oksadiazol tlirevlerinin biyolojik aktiviteleri: Oksadiazol
¢ekirdegi, hipnotik, sedatif, antiviral, anti-inflamatuar,
analjezik, anti-konviilsan, anti-bakteriyel, hipoglisemik,
antioksidan, genotoksik, antifungal ve insektisit aktiviteler
gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteler sergileyebilen ¢ok yonlii
bir farmakofordur (42-50).

Oksadiazol derivelerinin antitusif etkisini esas olarak
periferik sinir yapilari iizerinde hafif merkezi sedatif etkileri
ile ortaya koydugu one siiriilmistiir ve oksiiriik refleksinde
yer alan Substans P (SP) aktivitesini modiile etmek
suretiyle periferik duyusal C sinir liflerinin aktivasyonunu
regiile ederek Oksiiriigli Onledigine inanilmaktadir (51).
Yapilan bagka caligsmalara gore de, mevcut veriler, hem
selektif GABA giiglendirici ilaglar olarak gorev yapan
oksadiazollerin ¢ift yonlii olarak hem GABA arttirict hem
de sodyum kanal inhibisyonu mekanizmalarma sahip
olmalar1 nedeniyle gii¢lii antikonviilzanlar olabileceklerini
gostermektedir (52). Sadaf Jamal Gilani ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢calismada 1,3,4-oksadiazollerin dahil oldugu yeni
bir dizi Izoninikotinik asit hidrazitin (INH) anti-konviilsan
aktivitesi, farelerde maksimal elektrosok kaynakli ndbetler
(MES) ve subkutan PTZ kaynakli ndbet modellerinde
degerlendirilmistir. Tim bilesiklerin standart ilag olan
fenitoinden daha az noérotoksik oldugu ve antikonviilzan
etkiler ortaya koyduklar1 gosterilmistir (53). Afshin Zarghi
ve ark. tarafindan sentezlenen yeni bir dizi 2-substituted-5-
{2-[(2-halobenzyl)thio)phenyl}-1,3,4-oksadiazol tiirevlerinin
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PTZ’ye bagh oliimciil konviilziyon testleri, sentezlenen
bilesiklerin bazilarmin 6nemli antikonviilzan aktiviteye sahip
olduklarini ortaya koymustur (54). Dolayisiyla, antikonviilzan
aktivite gosteren tiim tiirevleri inceleyerek oksadiazol
halkasinin gecmis yillarda arastirildigini ve epilepsiye karst
kullanilacak yeni ilaglarin gelecekteki gelisimi igin halen
kullanilabilecegini soyleyebilmekteyiz.

Oksolamin sitratin epileptik nobetler {izerindeki etkisi
literatiirde daha oOnce detayli olarak arastirilmamustir,
ancak bazi oksadiazol tiirevleri ile az sayida sinirli ¢aligma
mevcuttur. Bu az sayidaki calismalara gore, oksadiazollerin
GABA arttirict etkileri, sodyum kanal inhibisyonu ve substans
P aktivitesini baskilamak suretiyle antikonviilzan etkiler
ortaya koyabilecekleri gosterilmistir (52). Calismamizda,
TFMIJ'nin oksolamin uygulamasiyla anlamli derecede
uzadigi benzer antikonviilzan bulgular bildirmekteyiz.
EEG verilerimiz, Oksolaminin ge¢mis caligmalar ile
kargilagtirildiginda ilk konviilsiyona kadar gegen siireyi doza
bagli bir sekilde artirdigini kanitlayan yeni bir bulgudur (52).
Deneylerimizin bulgular1 sadece bu 6nceki veriler i¢in onay
saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda dozaj, EEG {iizerindeki
etkileri ve oksolaminin ozellikle PTZ tarafindan indiiklenen
ndbetler iizerindeki etkisi hakkindaki mevcut bilgilerimizi
de genisletmektedir. Ozetle, bilgimiz dahilinde, ¢alismamiz
hayvan epilepsi modelinde Oksolaminin antiepileptik
etkilerine iligkin ilk ayrmtili preklinik ve elektrofizyolojik
aragtirmayt temsil etmektedir. Oksolaminin antiepileptik
etkilerine, NTS ve belki de merkezi sinir sisteminin diger
bolgelerindeki SP, GABA ve glutamat nérotransmisyonunun
aktivitesini  degistirme kabiliyetinin  aracilik  ettigine
inaniyoruz.

Sonuc¢

Calismamizda Oksolaminin 10 mg/kg ve 20 mg/kg i.p.
dozunda siganlarda PTZ ile indiiklenen epileptik ndbetleri,
EEG analizindeki nobet aktivitesini Ol¢iilebilir bir sekilde
inhibe etmesi, ortalama RCS'de bir azalma ve TFMJ'de
uzama gergeklestirmesi ile birlikte dnemli 6lgiide azalttigini
gosterdik. Diisiik Oksolamin dozuna karsin daha yiiksek
doz uygulamas: ile birlikte daha iyi ndbet inhibisyonuna
yonelik goriilen egilim, bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlaml tespit edilmedi. Bulgularimizda Oksadiazol
tirevi olarak Oksolaminin ortaya konan bu etkileri EEG
ve davranis deneyleri diizeyinde kalmakla birlikte gelecek
siiregte bu etkilere iliskin olarak daha detayli mekanistik
caligmalarin da yapilmasi gerekmektedir. Bu kapsamda
iliskili yolaklarin ortaya tam olarak ¢ikartilabilmesi adina
molekiiler diizeyde rol olan genetik siireglerin ve proteinlerin
de degerlendirilmesi klinige giden yolda eldeki bulgulari
daha da giiglendirecektir. Bununla birlikte farkli Oksadiazol
tirevlerinin de gelistirilmesi konusunda c¢alisarak daha
spesifik ve giiglii etkiye sahip ajanlarin klinige sunulabilmesi
miimkiin olabilecektir. Sonug olarak ¢alismamiz, Oksadiazol
tiirevlerinin epilepsi i¢in bagska hayvan modellerinde nobet
aktivitesinin baglangicini geciktirebilecegini gdsteren dnceki
kanitlar1 dogrulamakta ve Oksolaminin antiepileptik bir ilag
olarak islev gorebilecegine dair bulgulart desteklemektedir.
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