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OZET

Oreksin-2 Reseptor Agonisti YNT-185 Uygulamasinin Absans Epilepsisi
Uzerindeki Etkisi

Absans epilepsisi, genellikle ¢ocukluk ve adolesan donemde goriilen,
elektroensefalografide (EEG) 2,54 Hz diken-yavas dalga desarjlar1 (DDD) ile
seyreden bir epilepsi alt tipidir. Patogenezde kortiko-talamo-kortikal sebeke
disfonksiyonu rol oynar. Lateral hipotalamusta sentezlenen oreksinler kortiko-talamo-
kortikal aglardan kaynaklanan uyku igciklerini diizenler. Bu ¢alismada YNT-185in
absans epilepsili siganlara intraserebroventrikiiler (ISV), talamus (VB) ve korteks
(S1) bolgelerine farkli dozlarda uygulanmasiyla DDD’lere etkileri incelenmistir.
Strasbourg kokenli genetik absans epilepsili sicanlarin (GAERS) kafatasina,
stereotaksik cerrahi yontem ile ISV, VB veya S1 hedeflerine rehber kaniiller ve EEG
kayit elektrotlart yerlestirilmistir. Bir hafta sonra 3 saatlik bazal EEG kaydi alinmistir.
Bir giin sonra farkli dozlarda YNT-185 ISV, VB veya S1 bdlgelerine uygulanarak
devaminda 3 saatlik EEG kaydi alinmistir. 3 saatlik bazal ve enjeksiyon sonras1t EEG
kayitlart degerlendirilip, istatistiksel olarak karsilastirilmistir. GAERS’lerde YNT-
185’in absans nébetleri iizerindeki etkileri incelendiginde, ISV uygulanan 600 nmol
dozun ndbet siiresini 40—-140. dakikalar arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalttig1 gozlendi. 100 veya 300 nmol uygulamalarinda bu etki siirli idi. VB’ye 40
nmol uygulamasinda, 60. dakikada gegici bir etki gozlenirken S1 uygulamasinda ise
anlamli bir degisiklik saptanmadi. GAERS’lerde, oreksin-2 agonisti YNT-185’in ISV
uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan DDD siire ve sayisini azaltici etkinin VB veya Sl
bolgelerine enjeksiyon sonrasi goriilmemesi; bu etkinin farkli bir bolgeden veya farkli
reseptor aktivitelerinden kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamiz,

YNT-185’in GAERS’lerde DDD f{izerine etkisini degerlendiren ilk ¢alismadir.

Anahtar Sozciikler: Absans epilepsisi, YNT-185, Intraserebroventrikiiler,

Somatosensoriyel korteks, Ventrobazal kompleks.



ABSTRACT

The Effect of Orexin-2 Receptor Agonist YNT-185 Application on Absence
Epilepsy

Absence epilepsy is a subtype characterized by 2.5-4 Hz spike-and-slow-wave
discharges (SWDs) on EEG, typically occurring in childhood/adolescence.
Pathogenesis involves cortico-thalamo-cortical network dysfunction which region
also manage the sleep spindles. Orexins, synthesized in the lateral hypothalamus,
regulate sleep spindles. This study investigated the effects of intracerebroventricular
(ICV), thalamic (VB), or cortical (S1) YNT-185 different doses administration on
SWDs in rats. Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) underwent
stereotaxic surgery to implant ICV, VB, or S1 guide cannulae and EEG electrodes.
After one week, baseline EEG was recorded for 3 hours. YNT-185 was administered
at varying doses (ICV/VB/SI), followed by 3-hour post-injection EEG. SWD
duration/frequency was statistically compared. ICV YNT-185 (600 nmol) significantly
reduced SWD duration at 40—140 min (p<0.05), while 100 and 300 nmol doses
showed limited effects. VB injection (40 nmol) induced transient suppression at 60
min, whereas S1 administration had no significant effect. Efficacy was dose- and
region-dependent. The anti-seizure effects of the orexin-2 agonist YNT-185 were
dose- and region-dependent, with the most pronounced results observed after high-
dose ICV administration. The lack of effects in VB or S1 suggests that the observed
effects may originate from a different region or target area within the same tissues.

This study is the first to evaluate the effects of YNT-185 on SWDs in GAERS rats.

Keywords: Absence epilepsy, YNT-185, Intracerebroventricular, Somatosensory

cortex, Ventrobasal complex.



1 GIRIS VE AMAC

1.1 Giris

Absans epilepsisi, genellikle ¢ocukluk doneminde baslayip yetiskinlige kadar

devam edebilen, biling kaybi, donakalma ve kisa siireli farkindalik kayiplari ile
karakterize nobetlerle seyreden epilepsi tiiriidiir. Nobetler, birka¢ saniye siirer ve
motor belirtiler genellikle minimaldir. EEG’de 2,5-4 Hz frekansinda diizenli diken-ve-
yavag-dalga desarjlar1 (DDD) goriilmesi tipiktir. Bu desarjlar, frontal beyin bolgesinde
belirgindir ve kortiko-talamo-kortikal dongiideki senkronize osilasyonlarla iligkilidir.
Hastaligin kokeninde genetik yatkinlik, metabolik bozukluklar ve ndrotransmitter

dengesizlikleri gibi cesitli faktorler rol oynar.

Absans nobetleri icin giincel tedaviler mevcut olsa da, hem yan etkileri hem
hasta gruplarinin klinik bulgularindaki heterojenite yeni terapotik yaklasimlarin
ihtiyacin1 ortaya koymaktadir. Oreksin (hipokretin) sistemi, uyku-uyaniklik
dongiisiinii diizenlemesinin yani sira epileptik aktiviteyi de modiile edebilmektedir. Bu
nedenle, oreksin reseptor agonistleri ve antagonistleri potansiyel tedavi secenekleri

olarak arastirilmaktadir.

Absans epilepsisi ¢aligmalarinda siklikla kullanilan Strasbourg kdkenli genetik
absans epilepsili sicanlar (GAERS), patogenezi incelemek ve yeni ila¢ aday

molekiilerini degerlendirmek i¢in ideal bir deneysel sistem sunar.

Yapilan ¢alismalar, oreksin sisteminin absans epilepsisinde anti-nobet etkiler

gosterebilecegine isaret etmektedir.

Bu arastirma kapsaminda, GAERS modelinde YNT-185'in farkli beyin
bolgelerindeki etkilerinin incelenmesi, absans epilepsi ve oreksin sistemi arasindaki
karmasik iligkiyi aydinlatmayi hedeflemektedir. Bu bulgularin, o6zellikle direncli
absans nobetleri i¢in yeni terapotik seceneklerin gelistirilmesine katki saglamasi

beklenmektedir.



1.2 Amag

Bu doktora tezi ¢alismasi, norolojik bozukluklar arasinda 6nemli bir yer tutan
absans epilepsisinin heniiz tam olarak aydinlatilamamis mekanizmalarina 1g1k tutmay1
hedeflemektedir. Ozellikle son yillarda yapilan klinik ve deneysel ¢alismalar, absans
epilepsisi ile uyku-uyaniklik dongiisii arasinda dikkat ¢ekici bir iliski oldugunu ortaya
koymustur. Bu baglamda g¢aligmamiz, sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde kilit rol
oynayan oreksinerjik sistemin absans epileptogenezdeki olasi etkilerini kapsamli bir

sekilde incelemeyi amacglamaktadir.

Bu calisma, GAERS’te oreksinerjik sistemin absans epilepsisi patogenezindeki
roliinii sistematik olarak degerlendiren Oncii c¢alismalardan biridir. Literatiirde
noropeptitler ve absans epilepsisi arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarin sinirl

sayida olmasi, bu arastirmanin 6nemini ortaya koymaktadir.
Calismamizin 6zgiin degeri, birkag kritik noktada yogunlasmaktadir:

1. Absans epilepsisinde oreksinerjik sistemin roliiniin deneysel olarak
gosterilmesi,

2. Selektif oreksin-2 reseptdr agonistlerinin nobet kontroliindeki potansiyel
etkilerinin belirlenmesi,

3. Abssans epilepsisi aktiviteleri ile oreksin arasindaki karmasik etkilesimlerin

degerlendirilmesidir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Epilepsi: Giincel Tanmimlar, Siniflandirmalar ve Epidemiyolojik Veriler

Epilepsi, santral sinir sisteminde (SSS) noronal aglarin anormal
senkronizasyonu sonucu ortaya ¢ikan, tekrarlayici nobetlerle karakterize kompleks bir
norolojik bozukluktur (1). Bu durum sadece nérobiyolojik degil, ayn1 zamanda biligsel
islevler, psikolojik durum ve sosyal yasam {iizerinde onemli etkileri olan kronik bir
hastaliktir (1-4). Patofizyolojik olarak, kortikal ve subkortikal ndron gruplarinda ani

elektriksel desarjlarin ortaya ¢ikmasiyla karakterizedir.
2.1.1 Tanm kriterleri ve epidemiyoloji

2014 yilinda Uluslararas: Epilepsiyle Miicadele Birligi (International League
Against Epilepsy; ILAE) tarafindan giincellenen tan1 kriterlerine gore epilepsi (3):

1- En az 24 saat arayla iki uyarilmamis nobet ge¢irmesi,
2- Bir nobet sonrast %60'1n tizerinde tekrarlama riski tasimasi,

3- Spesifik bir epilepsi sendromunun varligi ile tanimlanir.

Diinya ¢apinda yaklasik 50 milyon kisiyi etkileyen bu hastalik, her yasta ve her
iki cinsiyette esit oranda goriilebilmektedir(2-5). Ozellikle gocukluk g¢agi ve ileri

yaslarda insidans artis1 gdzlenmektedir (5).
2.1.2 Epilepsi simflandirmasi

Epilepsi bilgileri antik caglara kadar uzanmakla birlikte, modern tiptaki

smiflandirmalar:

a) 1981 ILAE Smiflandirmasi: Temel olarak fokal ve jeneralize ndbet ayrimi
yapmustir (6).

b) 2017 ILAE Revizyonu: Daha kapsamli bir yaklagim getirerek epilepsi tiplerini;
ndbet baslangi¢ tipi, biling durumu ve motor/non-motor 6zellikler temelinde

simiflandirmistir (2).



c) 2025 ILAE Revizyonu: 2025'te giincellenen ILAE ndbet siniflandirmasi, 2017
versiyonunun klinik uygulamadaki zorluklar1 ve g¢eviri sorunlarini gidermek
icin revize edilmistir. Temel yap1 korunmus, ancak odak nobet terminolojisi ve
biling degerlendirmesi gibi detaylar, hem birinci basamak hem de uzmanlik

diizeyinde kullanimi kolaylastiracak sekilde iyilestirilmistir (7).
Giincel smiflandirma yaklasimlar: asagidaki gibidir (Sekil 1):

a. Fokal baslangicli nobetler:

a.1. Motor belirtili (klonik, tonik, epileptik spazmlar)
a.2. Non-motor belirtili (duysal, otonomik, biligsel)
a.3. Biling bozuklugu eslik eden/etmeyen

b. Jeneralize nobetler:

b.1. Tonik-klonik
b.2. Absans

b.3. Miyoklonik
b.4. Atipik absans

c. Bilinmeyen baslangicli ngbetler

Epilepsi tanisinda kullanilan yOontemler arasinda en Onemli arag
elektroensefalografi (EEG) olarak kabul edilmektedir (8). EEG, beyin dalgalarinin
kaydin1 yaparak epileptik aktivitenin tespitine olanak saglar (8-10). Manyetik rezonans
gorlintiileme (MRG) ise epilepsiye neden olabilecek yapisal beyin lezyonlarin
belirlenmesinde kullanilan bir diger énemli tan1 yontemidir (11). Ozellikle ¢ocukluk
cag1 epilepsi sendromlarinda genetik testler tanisal deger tasimaktadir. Uzun stireli
video-EEG monitorizasyonu ise ndbet tipinin kesin olarak belirlenmesi ve epileptik

odagin lokalizasyonu agisindan kritik 6neme sahiptir (12).

Epilepsi tedavisinde en yaygin kullanilan yontem farmakoterapidir ve uygun
ilag¢ se¢imiyle hastalarin yaklasik %70'inde nobet kontrolii saglanabilmektedir (13-16).
flag tedavisine direngli vakalarda ise cerrahi tedavi secenekleri degerlendirilmektedir
(17). Ketojenik diyet gibi 6zel beslenme programlari, 6zellikle ¢ocuk hastalarda

alternatif tedavi segenegi olarak uygulanmaktadir (18-21). Son yillarda gelisen



néromodiilasyon teknikleri arasinda vagus sinir stimiilasyonu, epilepsi tedavisinde

umut verici bir yaklagim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (22-25).

Bu bilgiler 15181nda epilepsinin tan1 ve tedavisinin noroloji, radyoloji, genetik,
beslenme ve cerrahi gibi farkli disiplinlerin is birligini gerektiren karmasik bir siire¢
oldugu anlagilmaktadir. Glinlimiizde yiiriitiilen arastirmalar, epilepsinin altinda yatan
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina ve hastaya oOzel tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine odaklanmig durumdadir. Bu c¢abalar, epilepsi hastalarinin yasam

kalitesini artirmay1 ve tedavi basarisini yiikseltmeyi hedeflemektedir.
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Sekil 1. Epilepsi hastaliginin siniflandirmasi
Bu sema, Uluslararasi Epilepsi Birligi'nin (ILAE) 2025 siniflandirmasina gore epileptik ndbet tiplerinin
smiflandirilmasini temsil etmektedir. Nobetler baslangi¢ 6zelliklerine gore ii¢ ana gruba ayrilmugtir.

2.1.2.1 Epilepsinin tarihcesi

Epilepsi, insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olarak binlerce yildir
bilinmektedir. Yunanca "tutulma" veya "yakalanma" anlamina gelen bu hastalik, halk
arasinda "sara" olarak da adlandirilmaktadir (26, 27). Tarih boyunca farkl kiiltiirlerde
farkl sekillerde yorumlanan epilepsi, antik ¢aglarda ilahi bir ceza veya kétii ruhlarin
eseri olarak goriiliirken, modern tip sayesinde artik norolojik bir bozukluk olarak kabul

edilmektedir (26, 27).



Epilepsinin yazili tarihi milattan énce (MO) 2000'lere dayanmaktadir (26, 27).
Mezopotamya'da bulunan Babil tabletlerinde epilepsi nobetlerinin ayrintili tanimlari
yer almaktadir. Antik Yunan'da Hipokrat, epilepsinin beyin kaynakli bir hastalik
oldugunu ileri siirmiis ve bu goriisiityle doneminin ¢ok 6tesinde bir anlayis sergilemistir

(26, 27).

Orta ¢ag Islam diinyasinda ise Ibn-i Sina ve Razi gibi hekimler epilepsiyi

detayli sekilde incelemislerdir (26, 27).

19. yiizy1l, epilepsi arastirmalarinda bir doniim noktas1 olmustur. Bu dénemde
epilepsinin beyindeki yapisal bozukluklarla iligkisi anlasilmaya baglanmigtir. 20.
ylizyilda ise EEG'nin kesfi ve anti-nobet ilaglarin gelistirilmesi, epilepsi tedavisinde

devrim niteliginde gelismelere yol agmustir (26, 27).

Gilinlimiizde epilepsi tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Modern
tan1 yontemleri sayesinde epilepsi tiirleri cok daha net sekilde ayirt edilebilmekte ve

kisiye 6zel tedavi planlar1 olusturulabilmektedir.

MRG, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve gelismis EEG teknikleri tanida
biiylik kolaylik saglamaktadir. Tedavi alaninda ise yeni nesil ilaglar, cerrahi yontemler

ve noromodiilasyon teknikleri hastalar i¢in umut verici segenekler sunmaktadir.

Epilepsi aragtirmalari gliinimiizde de hiz kesmeden devam etmektedir. Genetik
calismalar, beyin-bilgisayar arayiizleri ve hedefe yonelik tedaviler, epilepsiyle

miicadelede yeni ufuklar agmaktadir.

Tarih boyunca yanlis anlasilan ve damgalanan bu hastalik, artik modern tibbin
is1¢inda ¢ok daha iyi anlasilmakta ve kontrol altia almabilmektedir. Ozellikle
noroplastisite ve ila¢ direnci {lizerine yapilan ve ileride yapilabilecek c¢aligmalar,
epilepsi nobetlerinin 6nlenmesinde umut verici tedavi yaklasimlarina hizmet

edecektir.



2.2 Epilepside Noronal Uyarilabilirlik Mekanizmalar1 ve Modern Tedavi

Yaklasimlar

Epilepsi, beyindeki noronlarin anormal ve asir1 elektriksel aktivitesi sonucu
ortaya c¢ikan bir norolojik bozukluktur (1-4). Bu durumun temelinde yatan

mekanizmalar, son yillarda yapilan arastirmalarla giderek daha iyi anlagilmaktadir.

19. yiizyilda John Hughlings Jackson'in yaptigi ¢calismalar, epileptik nobetlerin
beyinde belirli bir odaktan baglayarak yayildigini gostermistir (28-30). Giliniimiizde bu
goriis, molekiiler diizeydeki bulgularla desteklenmektedir (31-35). Epilepsi
olusumunda en 6nemli faktorlerden biri, ndronlar arasi iletisimi saglayan sinapslardaki
dengesizliktir (28-30, 32-35). Bu durum, eksitator ve inhibitér sistem arasindaki

dengenin bozulduguna isaret etmektedir.

Beyinde bulunan ana norotransmitterlerden Gama amino biitirik asit (GABA)
ve adenozin, inhibitor sistemin pargasidir (36, 37). Glutamat ise uyarici sistemin temel

tasidir (38, 39).

Dopamin, serotonin, oreksin, noradrenalin ve asetilkolin gibi diger
norotransmitterler de bu dengenin saglanmasinda yardimeci rol oynarlar (40-42).
Yapilan deneyler, genellikle GABAerjik sistemi baskilayan veya glutamaterjik sistemi
asirt uyaran maddelerin nobetleri tetikledigini gostermistir (36, 37). Tam tersine,

GABA sistemini gliglendiren maddeler ise nobetleri engelleyebilmektedir (36, 37).

Noronlarin uyarilabilirligindeki artig, hiicre zarindaki iyon kanallarindaki
degisikliklerle yakindan iliskilidir (43). Sodyum ve kalsiyum iyonlarmin hiicre icine
asirt girisi, ndronlar1 daha kolay uyarilabilir hale getirir (43-46). Potasyum ve klor
iyonlarindaki degisimler ise inhibisyon mekanizmalarini etkiler (47-49). Ozellikle
sodyum kanallarindaki genetik mutasyonlarin bazi epilepsi tiirlerine yol agtig1

bilinmektedir(50-53).

Bu temel bilgiler 1siginda gelistirilen modern anti-nobet ilaglar, c¢esitli
mekanizmalarla etki gosterir. Karbamazepin, fenitoin ve lamotrijin gibi ilaglar sodyum

kanallarim1  bloke ederek noronlarin asir1  uyarilmasini  engeller (54-56).



Benzodiazepinler ve barbitiiratlar gibi ilaglar ise GABA sistemini giiglendirerek

inhibisyonu artirir (54-56).

Son yillarda epilepsi tedavisinde dnemli gelismeler yasanmaktadir. Genetik
aragtirmalar sayesinde bazi1 epilepsi tiirlerinin altinda yatan genetik nedenler
belirlenebilmekte ve buna yonelik kisisellestirilmis tedaviler gelistirilebilmektedir.
Ayrica beyin pili (ndrostimiilasyon) gibi yontemler, ila¢ tedavisine yanit vermeyen

hastalar i¢in umut verici segenekler sunmaktadir.

Epilepsi arastirmalarindaki bu hizli gelisme, hastaligin daha 1yi anlasilmasini
ve daha etkili tedavilerin gelistirilmesini saglamaktadir (57-59). Oniimiizdeki yillarda,
epilepsi tedavisinde ¢igir agacak yeni yaklagimlarin ortaya ¢ikmasi beklenmektedir

(60-62).

2.3 Epileptogenez

Epilepsi olusum siireci (epileptogenez), klinik nobetler baslamadan once

beyinde meydana gelen karmasik biyolojik degisiklikleri kapsar (63-66).

Bu siireg, saatlerden yillara kadar degisen bir latent donemi igerir ve sonunda
spontan nobetlerle karakterize epilepsi hastaligi ortaya cikar (63-66). Gilinlimiizde
epilepsi tanist ancak ndbetler basladiktan sonra konulabilmekte, bu da tedaviye

baslamada gecikmelere yol agmaktadir (63-66).

Deneysel modeller, epileptogenezin gelisimsel temellerini aciga ¢ikarmustir.
Ornegin, absans epilepsi modeli GAERS’lerde, tipik EEG desarjlar1 dogumdan
sonraki 30-90 giin i¢inde kademeli olarak ortaya ¢ikar (67-69). Bu bulgu, kortiko-

talamo-kortikal devrelerin olgunlagmasiyla paralellik gosterir (67-69).

Postnatal donemde tamamlanan sinaptik baglantilar ve ndronal aglarin

olgunlagmasi, epileptik aktivitenin ortaya ¢ikisinda kritik rol oynar (67-69).

Bu siireg, beyin gelisimindeki bu kritik “pencere” doénemlerinin epileptik

aktivitenin baslangic1 lizerindeki belirleyici roliinii ortaya koymaktadir.
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2.3.1 Noronal kayiplar ve aksonal yeniden yapilanma

Epileptogenez sirasinda belirli ndron popiilasyonlarinda kayiplar meydana
gelir. Ayn1 zamanda, aksonlar yeniden yapilanarak anormal baglantilar olusturur ve

bu da noral aglarda asir1 uyarilabilirlige yol agar.
2.3.2 Glial hiicre aktivasyonu ve noroinflamasyon

Mikroglia ve astrositler gibi glial hiicreler aktive olarak inflamatuar sitokinler
salgilar. Bu siireg, noronal hipereksitabiliteyi artirarak epileptik aktiviteyi

tetikleyebilir.
2.3.3 1Iyon kanah ekspresyonundaki degisiklikler

Noronal membranlardaki sodyum, potasyum ve kalsiyum kanallarinin
ekspresyonu bozulur. Bu degisiklikler, hiicrenin -elektrofizyolojik Ozelliklerini

etkileyerek anormal elektriksel desarjlara neden olur.
2.3.4 Hiicre ici sinyal iletim yollarinin bozulmasi

Hiicre i¢i kalsiyum sinyallemesi, protein kinaz aktiviteleri ve diger sinyal
yollarindaki anormallikler, noéronal uyarilabilirligi artirarak epileptik siirecleri

destekler.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, epileptogenezde one ¢ikan ana mekanizmalar

uzerinde durmaktadir:

a) Noroinflamasyon; mikroglia aktivasyonu ve sitokin salinimi, temporal lob

epilepsisinde néron kayb1 ve gliozis (35, 70-74),

b) Iyon Kanallar;; sodyum, potasyum ve kalsiyum kanal mutasyonlari

epileptogenezin ana mekanizmalari arasinda yer almaktadir (75, 76).

Mevcut anti-ndbet ilaclarin cogu, ndbet semptomlarini baskilamaya yoneliktir
ve epileptogenez siirecini durduramaz. Bu nedenle, arastirmacilar "antiepileptojenik"

tedaviler gelistirmeye odaklanmustir. Epilepsi tedavisinde geleneksel antiepileptik
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ilaclarin Otesinde, patojenik mekanizmalari hedef alan yeni terapdtik stratejiler

gelistirilmektedir. Bu yaklasimlar sunlari igerir:

a)

b)

d)

Inflamatuvar kaskad: hedefleyen biyolojik ajanlar; néroinflamasyon,
epileptogenezde kritik bir rol oynar. Sitokinleri veya mikroglial
aktivasyonu baskilayan monoklonal antikorlar ve kii¢iik molekiiller, nobet

olusumunu engelleyebilir (70, 77, 78).

Hiicre oliimiinii engelleyen néroprotektif maddeler; apoptoz ve nekroptozu
inhibe eden bilesikler (6rn. kaspaz inhibitorleri), epilepsiye bagli néronal

kayiplar1 azaltarak hastaligin progresyonunu yavaslatabilir (48, 79).

Aksonal yeniden yapilanmay1 diizenleyen molekiiller; anormal sinaptik
plastisiteyi diizelten veya aksonal rejenerasyonu tesvik eden faktorler (6rn.
BDNF), noral devrelerin islevsel yeniden yapilanmasini saglayabilir (80,

81).

Epigenetik modifikasyonlar1 hedef alan tedaviler; DNA metilasyonu veya
histon modifikasyonlarin1 diizenleyen ajanlar, epilepsiyle iliskili gen

ekspresyon degisikliklerini tersine ¢evirebilir (58, 59, 82).

Biyobelirte¢ arastirmalari, epileptogenezin erken teshisi i¢cin umut vaat

etmektedir (83-85). Kan-beyin bariyeri proteinleri, inflamatuar belirtegler ve

ekzozomal mikroRNA'lar gibi potansiyel biyobelirte¢ adaylar1 lizerinde c¢aligmalar

devam etmektedir (83-88).

Epileptogenezin anlasilmasi, sadece epilepsi tedavisi i¢in degil, ayn1 zamanda

beyin hasar1 sonrasi ndroproteksiyon stratejileri gelistirmek icin de kritik 6neme

sahiptir. Bu alandaki gelismeler, epilepsi Onleyici tedavilerin klinik uygulamaya

girmesiyle sonuglanabilir ve milyonlarca hastanin yasam kalitesini iyilestirebilir.
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Sekil 2. Epileptogenez siireci

Epileptogenik 6zellik tastyan bir tetikleyici olay (6rn. travma, felg, atesli nobetler, status epileptikus,
enfeksiyon, otoimmiin bozukluklar), dakikalardan yillara kadar siirebilen ilerleyici, kiimiilatif
degisiklikleri tetikler. Baslangigta, NMDA reseptorlerinin ve iyon kanallarinin aktivasyonu sonucu
hiicre igine artan kalsiyum akisi, eksitotoksisiteye neden olur. Bu siireg, mikroglia ve astrosit
aktivasyonu, l6kositlerin uyarilmasi ve kan-beyin bariyeri bozuklugu gibi olaylarla ilerler. Aktive
hiicrelerden proinflamatuar sinyallesmeyi baglatan molekiiller salgilanir. Paroksizmal depolarizasyon
kaymasi1 (PDK), hiicre hasar1, nérogenez, gliozis ve noronal aglarin yeniden yapilanmasina yol agarak
beynin epileptik hale gelmesine neden olur.

2.4 Deneysel Modeller

Epilepsi tedavisine yonelik bilimsel c¢alismalarda deneysel modeller,
patogenezini anlamada ve anti-ndbet tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik bir
rol oynamaktadir. 1940'larda Merrit ve Putnam'm c¢aligmalarindan bu yana, hayvan
modelleri, epileptik ndbetlerin elektrofizyolojik temellerinin arastirilmasindan,
farmakolojik miidahalelerin etkinliginin degerlendirilmesine, bir¢ok amacla epilepsi
arastirmalarinda kullanilmistir. Bu modeller, noronal uyarilabilirligin patogenezini

anlamada 6nemli bir ara¢ olarak kabul edilmektedir (89, 90).

Giliniimiizde bu modeller, insan epilepsisinin g¢esitli yonlerini taklit edecek

sekilde gelistirilmekte ve kullanilmaktadir (91, 92).

Modern epilepsi arastirmalarinda kullanilan deneysel modeller temel olarak iki

kategoriye ayrilir (91, 92).
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2.4.1 Akut ve kronik nobet modelleri
2.4.1.1 Akut néobet modelleri
2.4.1.1.1 Kimyasal uyaricilarla olusturulan bazi modeller

Pentilenetetrazol (PTZ) GABA-A reseptor antagonizmasi yoluyla yaygin ndbet

aktivitesi olusturur.

Pilokarpin; muskarinik reseptor aktivasyonuyla status epileptikus ve temporal lob

epilepsisi benzeri tablo olusturur.
2.4.1.1.2 Elektriksel uyarim yontemleri

Maksimal elektrogsok (MES); tonik-klonik nobetleri tetiklerken, kindling; tekrarl
disiik siddetli uyarimla progresif nobet duyarliligini artiir. Bu iki model,
epileptogenezin farkli mekanizmalarini incelemek i¢in kullanilarak epileptik siirecleri
modellemektedir. Kindling nébet modeli ayrica kronik ndbetlerin olusturulmasinda da

ayrica kullabilebilmektedir.
2.4.1.1.3 Metabolik modeller

Hipoksi/hipoglisemi; enerji metabolizmasi bozukluklarmin ndbet tetikleme
mekanizmalarin1  inceler. Yenidogan epilepsisi ve metabolik ensefalopati

calismalarinda kullanilir.
2.4.1.2 Kronik epilepsi modelleri
2.4.1.2.1 Temporal lob epilepsi modelleri

Kainik asit/pilokarpin; status epileptikus sonrasi spontan rekiirren nobetlerle

karakterizedir. Hipokampal skleroz ve ndronal kayip gibi insan epilepsisini taklit eder.
2.4.1.2.2 Post-travmatik epilepsi modelleri

Kafa travmasi veya kortikal yaralanma sonras1 gelisen ge¢ baslangi¢li nobetler;

travmatik beyin hasaria bagh epilepside patomekanizmalari aydinlatir.
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2.4.1.2.3 Genetik modeller

GAERS/WAG/Rij; spontan absans nobetleri gosterir. Idiyopatik epilepsinin

genetik temelini arastirmada kritik rol oynar.
2.4.2 Tideal epilepsi modelinin 6zellikleri

Ideal bir epilepsi modeli belirlemek, epilepsi arastirmalarinin temel taslaridan
biridir. Ciinkii dogru bir model, hastaligin patofizyolojisinin anlagilmasina, yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine ve ndbet mekanizmalarinin daha iyi incelenmesine
olanak saglar. Iyi tanimlanms bir epilepsi modeli, klinik bulgularla uyumlu olmal,
tekrarlanabilir sonuglar vermeli ve farkli aragtirma gruplarn tarafindan
kullanilabilmelidir. Ayrica, epileptogenez siirecini (ndbetlerin ortaya ¢ikisi, gelisimi
ve kroniklesmesi) yansitmasi, farmakolojik diren¢ gibi klinik 6zellikleri taklit
edebilmesi ve translasyonel (klinik Oncesinden klinik c¢aligmalara) gecisi
kolaylastirmasi da biiylik 6nem tagir. Bu nedenle, ideal bir epilepsi modelinin segimi,
arastirmanin giivenilirligi ve sonuglarin klinik uygulanabilirligi agisindan kritik bir rol

oynar.
2.4.2.1 Klinik benzerlik

Insanda géoriilen epileptik ndbetlerin semiyolojik, elektrografik ve patolojik

6zelliklerini yansitmalidir.
2.4.2.2 Farmakolojik yanit uyumu

Insanda etkili ilaclarin (6rn. valproat) modelde de etkili olmalidir.

Farmakorezistans modellerinde ila¢ direncinin gosterilebilmelidir.
2.4.2.3 Teknik standartlar

Yiiksek tekrarlanabilirlige, deneyler arasi minimal varyasyona sahip olmalidir.
Uygulama dozlar1 ve zamanlamalarin optimize edilebilmesi standart bir model elde

edilmesi adina 6nem tasimaktadir.
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2.4.2.4 Olgiilebilirlik kriterleri

Nobet siddeti skorlamalar yapilabilmelidir. Ornegin, Racine skalas1 gibi
objektif skalalar kullanilabilmelidir. Bazi parametrelerle O6lceklendirmeler
yapilabilmelidir. Ornegin, EEG’de diken-ve-yavas-dalga desarjlar1 (DDD) siklig1 ve

suresi belirlenebilmelidir.

Akut  modeller ilag taramasi i¢in pratik olsa da, kronik
modeller epileptogenezin uzun vadeli dinamiklerini daha iyi yansitir. Genetik
modeller ise kisisellestirilmis tedavi stratejileri gelistirmede 6ne cikar. ideal model

se¢imi, arastirma sorusuna gore sekillenir.

Son yillarda deneysel modellerde onemli gelismeler yasanmaktadir. Bunlar
arasinda genetik miihendisligi uygulamalari, CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilarak
spesifik mutasyon modellerinin olusturulmasi yer almaktadir (93). Ayrica, optogenetik
yaklagimlarla belirli ndron popiilasyonlarinin hedeflenmesi miimkiin hale gelmistir
(94-97). Insan kaynakli organoid modelleri sayesinde hastalara 6zgii epilepsi
modelleri gelistirilmekte, yapay zeka destekli davranmis analizleriyle de nébetlerin

otomatik olarak tespiti saglanmaktadir (98, 99).

Yeni anti-nobet ilaglarin kesfi, ilag direncinin aydinlatilmasi, epileptogenez
siirecinin Onlenmesinin hedeflenmesi ve kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin

gelistirilmesi, deneysel modellerin klinik uygulamalara katkilar1 arasindadir.

Giliniimiizde ozellikle genetik epilepsi modelleri, insan epilepsisinin
patofizyolojisini anlamada ve hastalik modifiye edici tedaviler gelistirmede kritik rol
oynamaktadir. Bu modeller sayesinde, sadece ndbetleri baskilamakla kalmayip,

epilepsi gelisimini 6nleyebilecek yeni terapotik stratejiler {izerinde ¢alisilmaktadir.

Deneysel epilepsi modellerindeki bu ilerlemeler, yakin gelecekte daha etkili ve
giivenli tedavi segeneklerinin klinik kullanima girmesine olanak saglayacaktir.
Ozellikle genetik temelli kisisellestirilmis tedaviler ve hastalik modifikasyonu

yaklasimlari, epilepsi tedavisinde yeni bir ¢ag agma potansiyeli tasimaktadir.
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2.5 Absans Epilepsisi

Absans epilepsisi, ¢ocukluk ve ergenlik doneminde goriilen bir epilepsi
tiiriidiir. Bu hastalik, kisa stireli dalma ndbetleriyle kendini gosterir. Hastalar nobet
sirasinda ¢evrelerinin farkinda olmazlar, ancak nobet bitiminde normal aktivitelerine

devam ederler (100, 101).

Tarihsel olarak bakildiginda, bu hastalik ilk kez 1700'li yillarda
tanimlanmistir. Fransiz hekimler tarafindan "absans" (yokluk) ve "petit mal" (kiigiik
hastalik) terimleri kullanilmigtir (102). Giiniimiizde ise ILAE tarafindan daha detayli
bir siniflandirma yapilmaktadir (2, 7).

Absans nobetlerinin en 6nemli 6zelligi EEG'de goriilen 2,5-4 Hz'lik DDD
aktivitesidir (100, 101). Bu elektriksel aktivite, beyinde normal c¢alismayan bir
devrenin varhgini gosterir (100, 101). Ozellikle korteks ile talamus arasindaki

baglantilarin bu nébetlerde 6nemli rol oynadig: bilinmektedir (101, 103-106).

Absans epilepsisinin patofizyolojik noronal devrelerin islev bozuklugu rol
oynarken, bu bulgu hem tani kriterlerini (DDD paterni) hem de tedavi hedeflerini

(néronal senkronizasyon modiilasyonu) sekillendirmektedir.
2.5.1 Absans epilepsisi patogenezinde yer alan ana mekanizmalar

2.5.1.1 Talamus ve korteks arasindaki iletisim bozuklugu

Absans nobetlerinde EEG’de karakteristik olarak gozlenen 2,5-4 Hz DDD,

kortiko-talamo-kortikal devrelerin anormal senkronizasyonu sonucu ortaya ¢ikar.

Talamustaki retikiiler niikleus néronlarinin asir1 aktivitesi, kortikal bolgelerle
olan ritmik etkilesim, nobetlere yol agar. Bu durum, 6zellikle GAERS gibi genetik

modellerde belirgindir.
2.5.1.2 Noronlardaki kalsiyum kanallarimin diizensiz ¢calismasi

T-tipi kalsiyum kanallar1 (Cav3.1/Cav3.2), talamik noronlarda diisiik esikli

kalsiyum akimini saglar. Bu kanallarin asir1 ekspresyonu veya disfonksiyonu, talamik
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osilator aktiviteyi artirarak DDD olusumunu tetikler. Etosiiksimid gibi ilaglar, T-tipi

kanallar1 bloke ederek nobetleri baskilar.
2.5.1.3 Beyindeki inhibitor sistemin yetersizligi

GABAerjik  inhibisyonun  azalmasi,  Ozellikle talamik  retikiiler
niikleustaki GABA-B reseptor fonksiyon bozuklugu, noéronal hipereksitabiliteye
katkida bulunur._Glutamaterjik sinyalin asir1 artisi, eksitasyon/inhibisyon dengesini

bozar.

Bu ii¢ ana faktor, kortiko-talamo-kortikal devrelerde anormal ritmik aktiviteye
neden olarak, tipik donakalma ndbetlerine ve EEG'de DDD paternine yol agar.

Mekanizmalarin kesisimi, tedavide ¢oklu hedef yaklasimini gerekli kilar.

Tedavide genellikle etosiiksimid veya valproik asit gibi ilaclar kullanilir (107-
109). Bu ilaglar, beyindeki anormal elektriksel aktiviteyi diizenleyerek nobetleri
kontrol altma alir (107-109). Son yillarda yapilan arastirmalar, 6zellikle genetik
faktorler iizerinde yogunlasmistir (110, 111). Baz1 ailelerde bu hastaligin daha sik

gorililmesi, genetik yatkinligin 6nemini géstermektedir (112, 113).

Bazi hastalarda ergenlik doneminde nobetlerin azalmasi veya kaybolmasi
miimkiin olsa da, tedaviye direngli vakalar da goriilebilmektedir (114). Mevcut ilag
tedavileri, baz1 hastalarda yan etkilere sebep olabilir veya ndbetler iizerinde yetersiz
kontrol saglayabilir. Bu nedenle, daha etkili ve glivenli tedavi stratejileri gelistirmek

icin yeni arastirmalara ihtiyag vardir.
2.5.2 Absans epilepsisi patogenezi

Absans epilepsisi, 6zellikle kortiko-talamo-kortikal dongiiniin bozuklugundan
kaynaklanir (Sekil 3) (101, 104-106, 115-117). Normalde bu bdlgeler arasinda dengeli
bir elektriksel aktivite varken, absans epilepsisinde bu sistem bozulur ve tipik DDD
ortaya c¢ikar. Bu dalgalar sirasinda hasta kisa siireli biling kayb1 yasar ve c¢evresine

tepkisiz kalir.

Bu hastaligin ortaya ¢ikmasinda genetik faktorler 6nemli rol oynar. Bazi

ailelerde daha sik goriilmesi, kalitsal yonii oldugunu gésterir (110-113). Ozellikle
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noronlardaki hiicrelerindeki kalsiyum ve sodyum kanallarini kontrol eden genlerdeki
bozukluklar, sinir hiicrelerinin asir1 uyarilmasina yol acar (118-121). Ayrica absans

epilepsisi patogenezinde GABAerjik sistemin de dnemli rol aldig1 ifade edilmektedir.

Beyindeki ndromodiilator dengenin bozulmasi da absans nobetlerini
tetikleyebilir (122-124). Normalde eksitator ve inhibitdr sistemler arasinda hassas bir
denge vardir (122-124). Ancak bu dengenin bozulmasi, 6zellikle talamus bolgesindeki
noronlarin kontrolsiiz sekilde ateslenmesine neden olur (122-124). Bu durum, bir
elektrik devresindeki kisa devreye benzetilebilir. Sonug olarak beyin normal islevlerini

yerine getiremez ve nobetler ortaya cikar.

Bu hastaligin mekanizmalarin1 anlamak i¢in bilim insanlar1 ¢esitli hayvan
modelleri kullanir (68, 125-127). Ornegin, genetik olarak absans epilepsisi gelistiren
rodentler {izerinde yapilan ¢alismalar, hastaligin temelindeki bozukluklar:

aydinlatmaya yardimci olur (68, 125-127).

Bu deneysel modeller (MES ve kindling), mevcut antiepileptik ilaglarin etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasinda ve yeni terapotik molekiillerin kesfinde kritik rol

oynamaktadir.

Ancak klinik uygulamada, farmakorezistan hastalarda ilaclarin etkinligini
kaybetmesi, uzun donem kullanimda ortaya ¢ikan kognitif yan etkiler ve refrakter
nobetlerin  kontrol altina alinamamasi gibi smirlamalar, hedefe yonelik
kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Ozellikle
direncli vakalarda, mevcut tedavi seceneklerinin yetersiz kalmasi ve hastalarin yasam
kalitesinin ciddi sekilde diismesi, yeni terapdtik yaklagimlarin acilen gelistirilmesini
gerektirmektedir. Bu nedenle, bireysellestirilmis tedavi protokolleri ve
noromodiilasyon teknikleri gibi yenilik¢i yontemlerin klinik kullanima entegre
edilmesi, yeni tedavi adaylarinin degerlendirilmesi; hem tedavi basarisimi artirmak

hem de yan etki profilini minimize etmek acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Sekil 3. Absans epilepsisi patogenezinde kortiko-talamo-kortikal dongii

Bu gema, korteks ve talamus arasindaki ana baglant1 yollarini ve yapisal organizasyonu gostermektedir.
Korteksin katmanlari (L1-L6b), talamik ¢ekirdekler ve bunlar arasindaki baglanti yollari detayli olarak
isaretlenmistir.

Bu mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi, gelecekte daha hedefe yonelik ve
kigisellestirilmis tedavilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Ozellikle genetik
aragtirmalar ve noral mekanizmalarin detayli incelenmesi, yeni tedavi segeneklerinin

Oniinii agabilir.
2.5.3 Absans epilepsisi deneysel modelleri

Absans epilepsi arastirmalarinda, patofizyolojik mekanizmalari incelemek i¢in
genetik ve farmakolojik modeller yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu modeller
arasinda en sik tercih edilenler, GAERS (68, 69, 128-130) ve Rijswijk kokenli
WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo from Rijswijk) (131, 132) sicanlaridir. Bu hayvan

modelleri, insanlardaki absans nobetlerinin elektrofizyolojik ve davranigsal
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ozelliklerini biiyiik olctide taklit eder (68, 69, 128-133). EEG kayitlarinda 7-11 Hz
araliginda spontan DDD gdzlenir ve bu sirada hayvanlarda hareketsizlik, dalma
ndbetleri ve biyik hareketleri gibi klinik bulgular ortaya ¢ikar (68, 69, 128-133). Bu
desarjlarin diken komponenti eksitatdr, dalga komponenti ise inhibitér postsinaptik
potansiyelleri yansitir, bu da talamokortikal devrelerdeki anormal senkronizasyonu

gosterir (68, 69, 128-133).

Kimyasal olarak indiiklenen absans modelleri de yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Penisilin, diisik doz pentilenetetrazol (PTZ), kolesterol sentez
inhibitori AY9944 ve gama hidroksibutirat (GHB) gibi maddeler, absans benzeri
ndbetler olusturmak igin kullamilir (125, 134-136). Ozellikle GHB, bir GABA
metaboliti olarak, insandaki jeneralize absans nobetlerine benzer elektrografik ve
davranigsal oOzellikler tretir (137). Bu modeller, ilag kesfi ve patofizyolojik

mekanizmalarin aydinlatilmasi agisindan 6nemli bir aragtir.

Son yillarda, voltaj kapili kalsiyum kanallarindaki mutasyonlar igeren genetik
fare modelleri de gelistirilmistir. Bu modellerde, spontan DDD aktivitesi ve buna eslik
eden davramgsal degisiklikler gozlenir. Ozellikle Cav3.1 ve Cav3.2 T-tipi kalsiyum
kanal genlerindeki mutasyonlar, kortiko-talamo-kortikal devrelerdeki bozukluklar
anlamada kritik rol oynar (138-140). GAERS’lerde, ndbetler postnatal 40. giinden
itibaren ortaya cikar ve 3 aylikken tiim hayvanlarda gozlenir. Bu progresif gidisat,

insanlardaki absans epilepsinin latent donemine benzerlik gosterir.

2.6 Oreksinler

Oreksinler (hipokretinler), lateral hipotalamusta sentezlenen ve merkezi sinir
sisteminde yaygin projeksiyonlar1 olan noropeptidlerdir (Sekil 4) (141-146). Son
arastirmalar, bu sistemin uyku-uyaniklik dongiisii, enerji homeostazisi, bilissel
fonksiyonlar ve duygudurum regiilasyonunda kritik roller oynadigini ortaya
koymaktadir (141-143, 145, 147-149). iki ana izoform olan oreksin-A ve oreksin-B,
farkli yapisal 6zellikleri ve reseptor afiniteleriyle cesitli fizyolojik siirecleri modiile

eder (150-153).

21



’ UYANIKLIK |
HAL |
i

_ LATERAL
HIPOTALAMUS )
(OREKSIN)

Sekil 4. Oreksin sisteminin beyinde genis projeksiyonu
Bu sematik diyagram, uyaniklik halinin diizenlenmesinde lateral hipotalamus ve oreksin (hipokretin)
noronlarinin beyinde farkli bolgelere olan projeksiyonlarini gostermektedir.

Oreksin-A, 33 amino asitli bir peptid olup iki disiilfit kopriisii icerir ve bu
yapisal ozellikleri onun biyolojik yar1 dmriinii uzatir (150-153). Oreksin-B ise 28
amino asitli lineer bir peptiddir (150-153). Her iki peptid de G proteinine bagh
reseptorler olan oreksin 1 reseptdrii (OX1R) ve oreksin 2 reseptoriine (OX2R)

baglanarak etkilerini gosterir (141, 143, 152, 154-156).

Giincel caligmalar, oreksin sisteminin narkolepsi, obezite, bagimlilik ve
anksiyete bozukluklar1 gibi ¢esitli patolojilerle iliskisini detaylandirmaktadir (141,
143, 157-161). Ozellikle narkolepside, oreksin iireten ndronlarin selektif kaybiyla
karakterize oldugu artik kesin olarak bilinmektedir (162-164). Bu bulgu, oreksin

sisteminin uyku regiilasyonundaki merkezi roliinii vurgulamaktadir.

Oreksin reseptor antagonistleri (6rnegin suvoreksant, lemboreksant)

giiniimiizde insomnia tedavisinde kullanilmaktadir (165, 166). Ancak son donemde bu
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bilesiklerin depresyon, madde bagimhiligi ve yeme bozukluklarindaki potansiyel

terapdtik etkileri lizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir.

Oreksin  sisteminin ~ farmakolojik  manipiilasyonu, = ndropsikiyatrik
bozukluklarin tedavisinde yeni perspektifler sunmaktadir. Oreksinerjik sistemin
biligsel fonksiyonlar {izerindeki olumlu etkileri, Alzheimer hastaligt gibi
norodejeneratif durumlarda terapotik stratejiler gelistirilmesine yol agabilir. Bu
alandaki c¢aligmalar, oreksin sisteminin kompleks regiilasyon mekanizmalarini

aydinlatmay1 ve hedefe yonelik tedaviler gelistirmeyi amaglamaktadir.
2.6.1 Oreksinerjik sistemin absans epilepsi iizerine etkisi

Son yillarda yapilan arastirmalar, oreksin sisteminin epilepsi patogenezinde ve
ayrica absans nobetlerin olusum mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynayabilecegini
ortaya koymaktadir (133, 155, 167-170). Bu hipotez, oreksinerjik projeksiyonlarin
talamus ve serebral korteks gibi absans epilepside kritik 6neme sahip beyin

bolgelerinde yogun sekilde bulunmasiyla desteklenmektedir.

Deneysel calismalar, absans epilepsisi modellerinde oreksin sisteminde dnemli
degisiklikler oldugunu gostermektedir (133, 170). Ozellikle, talamik retikiiler
cekirdekteki oreksin reseptor ekspresyonundaki degisimlerin, nobet esigini

etkileyebilecegi diistiniilmektedir (167, 171, 172).

Oreksin sisteminin absans epilepsisindeki kesin rolii heniiz tam olarak

aydinlatilamamis olsa da birka¢ potansiyel mekanizma 6ne siiriilmektedir:

a) Kortiko-talamo-kortikal devrelerin _modiilasyonu: Oreksinlerin, absans

ndbetlerinin - olusumunda  kritik rol oynayan kortiko-talamo-kortikal

osilasyonlari etkileyebilecegi diistiniilmektedir.

b) GABAerjik inhibisyon {izerindeki etkiler: Oreksin-A'nin talamik retikiiler

niikleustaki GABAerjik noronlarin aktivitesini artirarak ndbet esigini

degistirebilecegi gosterilmistir.

¢) Glutamaterjik transmisyonun diizenlenmesi: Kortikal eksitabilite {izerindeki

oreksin etkilerinin ndbet yayilimin etkileyebilecegi one siiriilmektedir.
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Ozellikle, oreksin-A'nin talamik T-tipi kalsiyum kanallarmi modiile ederek
nobet aktivitesini etkileyebilecegi hipotezi giderek daha fazla dikkat ¢ekmektedir
(173, 174). Bu mekanizma, absans epilepsinin temel patofizyolojisiyle dogrudan

iligkilidir ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yol acabilir.

Sonug olarak, oreksinerjik sistem ile absans epilepsi arasindaki iliskiye dair

kanitlar giderek artmaktadir.

Bu alandaki gelecek caligmalar, hem hastaligin patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmasini saglayacak hem de yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine olanak

taniyacaktir.
2.6.2 Oreksin-2 agonisti olarak YNT-185

YNT-185, OX2Ryi segici olarak aktive eden deneysel bir bilesiktir. Ozellikle
uyku-uyaniklik diizenlemesi, biligsel fonksiyonlar ve metabolik kontrol {izerindeki
etkileri nedeniyle arastirmalara konu olmustur (175, 176). Yapisal olarak kii¢lik bir
molekiil olan YNT-185, kan-beyin bariyerini gecer ve merkezi sinir sisteminde hedef

reseptorleri etkiler (175, 176).

Bu bilesik, adenilat siklaz (AS) aktivasyonu ve hiicre i¢i sinyal yolaklarini
uyararak etki gosterir. Preklinik ¢aligmalar, YNT-185'in uyaniklig1 artirdigimi ve
bilissel performansi iyilestirdigini gostermistir. Ozellikle narkolepsi gibi oreksin
sisteminin ~ bozuldugu  durumlarda, OX2R  aktivasyonunun semptomlari

hafifletebilecegi diistiniilmektedir (175, 176).

YNT-185'in en 6nemli potansiyel kullanim alan1 narkolepsi tedavisidir (175,
176). Oreksin noronlarmin kaybiyla karakterize bu hastalikta, YNT-185'in uyku
ataklarin1 ve katapleksiyi azaltabilecegi Ongoriilmektedir (175, 176). Ayrica
Alzheimer ve dikkat eksikligi gibi durumlarda da terapdtik fayda saglayabilir.

Sonug olarak, oreksin-2 selektif reseptor agonisti olan YNT-185, oreksinerjik
sistemi hedefleyen ve patogenez arastirmalarina yeni bir bakis agis1 katan, ayrica
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde Onemli bir yaklasim sunan terapotik aday

molekiliadir.
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2.7 Tez Calismasinin Amaci

Bu c¢alismanin temel amaci, selektif OX2R agonisti YNT-185’in, genetik
absans epilepsisi modeli olan GAERS sicanlarindaki DDD iizerindeki etkilerini
sistematik olarak incelemektir. YNT-185’in OX2R iizerindeki yiiksek selektivitesi, bu
calismay1 6zellikle 6nemli kilmaktadir, ¢iinkii bu 6zellik, oreksin sisteminin kortiko-
talamo-kortikal devreler lizerindeki modiilator etkilerini net bir sekilde arastirmak igin

ideal bir farmakolojik ara¢ sunmaktadir.

Arastirmamizda, YNT-185’in etki mekanizmasim1 daha detayli anlamak
amaciyla, farkli beyin bélgelerine (intraserebroventrikiiler (ISV), talamus ventro-bazal
kompleks (VB) ve primer somatosensoriyel korteks (S1) mikroenjeksiyon
yontemleriyle uygulanmasi planlanmistir. Bu ¢oklu enjeksyon yaklagimi, YNT-
185’1in anti-nobet etkilerinin anatomik ve ndrofizyolojik temellerini ortaya ¢ikarmay1
hedeflemektedir. EEG kayitlartyla, DDD {izerindeki potansiyel baskilayict veya
modiile edici etkiler kantitatif olarak analiz edilmis ve bu veriler, davranigsal nobet

parametreleriyle korelasyonlu olarak degerlendirilmistir.

Calismanin 6zgiin degeri, oreksin sisteminin absans epilepsi patogenezindeki
roliinii deneysel olarak aydinlatmayr ve bu alanda yeni tedavi stratejileri
gelistirilmesine yonelik bilimsel kanit saglamay1 amaglamasidir. Mevcut antiepileptik
ilaglarin 6nemli bir kismi, refrakter vakalarda yetersiz kalmakta veya uzun vadede
kognitif yan etkilere yol agmaktadir. Bu nedenle, oreksin sisteminin néromodiilator
potansiyelini hedef alan YNT-185 gibi yeni molekiillerin kesfi, refrakter absans

epilepsisi olan hastalar i¢in umut vaat edici bir yaklasim olabilir.

Elde edilecek sonuglar, 6zellikle, YNT-185’in absans epilepsisi i¢in anti-nobet
etkinliginin kanitlanmas1 durumunda, bu molekiiliin klinik o6ncesi ve klinik
calismalarda daha detayli incelenmesi ve yeni terapdtik molekiiliin klinikte kullanimi
s0z konusu olabilir. Bu kapsamda, ¢alismanin bulgulari, gelecekte hedefe yonelik ve

yan etki profili daha diisiik antiepileptik ilaglarin gelistirilmesine dnciiliik edebilir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Tasarim

Calismada 200-300 gram agirligindaki erkek GAERS’ler kullanildi. Tiim
hayvanlara stereotaksik cerrahi islemi uygulanarak sag lateral ventrikiile (ISV) tek
tarafli olacak sekilde; VB veya S1 bolgelerine ise iki tarafli olmak {iizere rehber

kaniiller yerlestirildi. Ayrica EEG kayaitlar i¢in elektrotlar implante edildi.

Cerrahi sonrasi hayvanlara 1 haftalik iyilesme siiresi verildi. Iyilesme
doneminin ardindan tiim hayvanlardan 3 saatlik bazal EEG kayitlar1 alindi. Ertesi giin,
farkl1 dozlarda YNT-185, ISV'ye tek tarafli; VB veya S1 bélgelerine iki tarafli olarak
uygulandi ve uygulamayi takiben 3 saatlik EEG kayitlar1 yapildi. Son agamada, bazal
ve enjeksiyon sonrasi elde edilen EEG verileri analiz edilerek istatistiksel olarak
karsilastirildi. Bu yoOntem sayesinde ilacin farkli beyin bolgelerindeki etkileri

sistematik bir sekilde incelenebildi.

Tiim cerrahi iglemlerde kaniillerin hedef noktaya ulagmasi i¢in tiim asamalar

bir¢ok kez kontrol edildi ve standart stereotaksik protokoller uygulandi.
Enjeksiyon bolgeleri su sekildedir:

1- Sag lateral ventrikiil (ISV)
2- Talamusun ventrobazal kompleksi (VB)

3- Primer somatosensoriyel Korteks
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Sekil 5. Deney tasarimi

Genetik  absans  epilepsili  sicanlara  (GAERS)  stereotaksik  cerrahi iglem  sirasinda
intraserebroventrikiiler (ISV), ventrobazal talamus (VB) ve primer somatosensoriyel korteks (S1)
bolgelerine yerlestirilen kaniiller ve EEG elektrotlarinin anatomik konumlari en solda sematik olarak
gosterilmektedir. Onun sag tarafinda ise bazal ve bir giin sonra yapilan YNT-185 enjeksiyonu sonrasi
alinan EEG kayitlarini temsil edilmektedir. Diyagramin devaminda EEG kayitlarinda diken-ve-yavas
dalga desarjlarinin (DDD) siire ve siklik parametreleri analiz edilmektedir, ¢alismanin temel veri
toplama ve degerlendirme metodolojisini yansitmaktadir. Diagramin en sagindaki histolojik dogrulama
asamasi ise kanill yerlesimlerinin anatomik dogrulugunu teyit etmek amaciyla gerceklestirilen
mikroskobik incelemeleri icermektedir.

3.2 Deney Hayvanlarimin Kullanim

Calismada 3-4 aylik, 300-350 g agirhigindaki erkek GAERS kullanildi.
Deneyler Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nde (ACU-DEHAM), 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii
ve 22-24°C oda sicakligi kontrollii ortamda gerceklestirildi. Calisma protokolii
Acibadem Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (ACU-HADYEK) tarafindan
onaylandi (HDK-2022/36) ve AB Direktifi 2010/63/EU'ya uygun olarak yiiriitiildii.

Hayvanlarin barinma kosullarina herhangi bir 6zel uygulama yapilmadi.
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Tablo 1. Deney gruplari

Deney Grubu Hayvan Sayis1
1. Grup: Intraserebroventikiiler Uygulama

a) GAERS (Serum fizyolojik (SF) %0,09) 10
b) GAERS 100 nmol/ 10 pL 9
¢) GAERS 300 nmol/ 10 pL 8
d) GAERS 600 nmol/ 10 pL 7
2. Grup: Talamus Ventrobazal Kompleks Uygulama

a) GAERS SF 7
b) GAERS 30 nmol/ 500 nL. 6
¢) GAERS 40 nmol/ 500 nL 7
3. Grup: Primer Somatosensoriyel Korteks Uygulama

a) GAERS SF 6
b) GAERS 40 nmol/ 500 nL 6

3.3 Stereotaktik Cerrahi islemleri

Hayvanlara inhalasyon yoluyla izofluran anestezisi (Isoflurane %100
Inhalasyon Cézeltisi) (%2.5-3, O2 akis hiz1 ~0.8 L/dk) uygulandi. Hayvanm agrili
uyaranlara tepki vermemesi ve kas tonusunun tamamen gevsemis olmasiyla

anestezinin yeterli diizeyde oldugu teyit edildi.

Operasyon bolgesi hazirliginda ilk olarak kafa bolgesindeki tiiyler tiras
makinesiyle alindi. Ardindan cerrahi alan 6nce %70'lik alkol, sonra povidon iyot
sollisyonu ile temizlendi. Hayvanin basi stereotaktik cerrahi alete (Stoelting Model
51600) sabitlendi. Bunun i¢in cihazin kulak c¢ubuklari hayvanin kulak deliklerine

yerlestirildi. Bagin tam olarak ortalanmasi ve diizgiin pozisyon almasi saglandi.

Cerrahi islemler i¢in bistiiri yardimiyla kafa derisinde 2 cm'lik bir kesi yapildi.
Kesinin orta hatta ve diizglin olmasma dikkat edildi. Kafa derisi ve altindaki bag
dokusu kenara itilerek kafatasi kemikleri ortaya ¢ikarildi. Kanama olmamasi igin

gerekli onlemler alindi. Son olarak kafatasi ylizeyi temizlendi ve bregma noktasi
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belirlendi. Bu nokta, beyin yapilarimin koordinatlarinin hesaplanmasinda referans

olarak kullanildi.

Tiim bu hazirlik islemleri steril kosullarda ve dikkatle gergeklestirildi. Her iki
hemisferden EEG kaydi alabilmek i¢in toplam 4 adet kayit elektrodu (Plastics One,
Roanoke, VA, USA) sigan kafatasina yerlestirildi. Hem kayit elektrotlarini hem de
enjeksiyonlarin yapilacagi rehber (kilavuz) kaniilleri yerlestirmek i¢in Paxinos ve
Watson sican beyin atlasi (177, 178) kullanilarak atlasta belirlenen koordinatlara
bregma referans alinarak 3 eksende ulasildi. Buradan itibaren ISV ve

intraparankimalar enjeksiyonlar icin farkli cerrahi islemlere devam edildi.
3.3.1 Intraserebroventrikiiler (ISV) kaniil yerlestirilmesi

Paxinos ve Watson atlasina (177) gore bregmadan koordinata ilerlenerek
(Antero posterior; AP: -1.0 mm, Medyo lateral; ML: -1.4 mm, Dorso ventral; DV: 4.1
mm) paslanmaz celik rehber kaniil (C313G; Plastics One, Roanoke, VA, USA)
yerlestirildi. Sag lateral ventrikiile ulasilmis oldu. Kaniil, belirlenen koordinatlara
stereotaktik mikromanipiilatorle yavasca ilerletildi. Kaniillerin sabitlenebilmesi i¢in
hedef koordinata yerlestirilmesinin ardindan cerrahi alana dental akrilik uygulandi.
Kuruyunca sertlesen dental akrilik sayesinde hem kaniiller hem kayit elektrotlari sabit

ve saglam sekilde sican kafatasinda durmasina yardimei olur.

ISV deney gruplar1 asagidaki sekilde ayrilmaktadir:

1. GAERS (Serum fizyolojik (SF) %0,09) (n=10)
2. GAERS 100 nmol/ 10 pL (n=9)
3. GAERS 300 nmol/ 10 pL (n=8)
4. GAERS 600 nmol/ 10 pL (n=7)

3.3.2 Intraparankimal (VB veya S1) kaniil yerlestirilmesi

Bu calismada, GAERS beyninde iki onemli bolgeye mikroenjeksiyonlar
yapilmasi hedeflendi. VB’ye ulasmak i¢in bregma noktasi referans alinarak, 16
derecelik bir agiyla her iki hemisfer tarafina da (bilateral) hedeflere ulasildi (AP: -3.2

mm, ML: £4.8 mm, DV: 5.5 mm). Bu 6zel acili yaklasim, beyin dokusuna zarar
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vermeden hedef bolgeye ulagmay1 sagladi. Paslanmaz gelik rehber kaniil (26 gauge
C315G; Plastics One, Roanoke, VA, USA), belirlenen koordinatlara stereotaktik

mikromanipiilatorle yavasca ilerletildi.

VB deney gruplari agagidaki sekilde ayrilmaktadir:
1. GAERS SF (n=7)

2. GAERS 30 nmol/ 500 nL (n=6)

3. GAERS 40 nmol/ 500 nL (n=7)

Diger uygulama alani olan S1 bolgesine ise dikey olarak yaklasildi. Sigan beyin
atlasindan belirlenen koordinatlara (AP: -2.1 mm, ML: £5.5 mm, DV: 3.5 mm) bregma

referans alinarak bilateral ulasildi.

S1 deney gruplar1 asagidaki sekilde ayrilmaktadir:
1. GAERS SF (n=06)
2. GAERS 40 nmol/ 500 nL (n=6)

Ayr1 ayr1 her iki beyin bolgesine (VB veya S1) yapilan uygulamalarda standart
stereotaksik cerrahi protokoller uygulanmustir. Islemlerde, paslanmaz celik rehber
kantil 26 gauge kullanilmistir. Cerrahi dncesinde, tiim koordinatlar Paxinos & Watson
yetigkin sican beyin atlasinin (7. baski) referans alinarak (177) milimetrik diizeyde

ayarlanmustir.

Hedeflenen beyin bélgelerine ulagimin dogrulugunu teyit etmek amacryla,
cerrahi Oncesinde 6n denemeler yapilmis ve optimal giris agilar1 belirlenmistir.
Kaniillerin yerlestirilmesi sonrasinda, uzun dénemli stabiliteyi saglamak icin dental
akrilik (Imicyrl Self Cure, Sivi ve Kati) ile saglam bir sekilde fikse edilmistir. Bu
yontem, deneysel siire¢ boyunca kaniillerin yer degistirmesini onleyecek sekilde

tasarlanmustir.

Calismanin metodolojik giivenilirligini artirmak amaciyla, tiim deney
hayvanlarma islem sonrasi histolojik dogrulama planlanmustir. Bu kapsamda, ISV
grubundaki beyin dokularina metilen mavisi, intrakortikal deney gruplarindaki beyin

dokularina ise tiyonin boyamasi yapilarak kaniil yerlesimleri mikroskopik diizeyde
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kontrol edilmigstir. Histolojik dogrulama ile ilgili ayrintili bilgi 3.7°de verilmistir. Bu

veriler mevcut ¢aligmanin kapsami diginda tutulmustur.

Tiim cerrahi islemlerin ardindan hem ISV hem intraparankimal rehber kaniil

yerlestirilen hayvanlar, bakim kafeslerine yerlestirilmistir.

3.4 Mikroenjeksiyon Protokolii

Operasyondan sonra tiim hayvanlara 1 hafta dinlenme siiresi verildi. Bu siire
boyunca hayvanlarin genel saglik durumu ve iyilesme siireci diizenli olarak kontrol
edildi. Tyilesme déneminin ardindan siganlar, deneyler icin 6zel hazirlanmis saydam
plastik silindirler i¢ine alindilar. Hayvanlarin bu yeni ortama aligmalari i¢in 40 dakika

beklenildi.

Bazal EEG kaydi oncesi hayvanlar EEG kayit ortamina alistirildi. Bazal EEG
kaydi sabah 9:00-12:00 saatleri arasinda EEG kayit cihazi (PowerLab/8SP,
ADlInstruments, Oxford, Birlesik Krallik) ve EEG kayit bilgisayar programi (Labchart
81.30 (2015) (ADInstruments, Oxford, Birlesik Krallik) araciligi ile alindi. Bu 3
saatlik kayitlar sayesinde, ameliyat sonrasinda hayvanlarda tipik absans nobetlerinin
devam edip etmedigi kontrol edildi. Bu kayitlar ayn1 zamanda her hayvanin bireysel

nobet 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanildi.

Ertesi giin hayvanlar EEG kayit ortamina alistirildiktan sonra sabah 08:40-
09:00 aras1 bazal EEG kaydi alindi. Bdylelikle DDD nobetlerinde anormallik
olmadigini teyit edilmistir. Tiim deney gruplar1 igin YNT-185 enjeksiyonlar: sabah
09:00°da mikroenjeksiyon pompasi yardimiyla (KDS 100 automated syringe pump,

KD scientific) son derece yavas ve kontrollii gergeklestirildi.

[lk olarak, daha &nce yerlestirilmis olan rehber kaniillerin icine, hedef bolgeye

ulasacak sekilde uygulama kaniilleri takildi.

Ince kaniiller, rehber kaniillerin ucundan 1 mm daha uzun olacak sekilde
tasarlandi ve bu sayede ilacin tam olarak hedeflenen beyin bdlgesine ulagmasi

saglandi.
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Uygulama sirasinda iki farkli grup olusturuldu:
a) Deney grubuna farkli dozlarda YNT-185 ¢ozeltisi enjekte edildi.

b) Kontrol grubuna ise ayn1 hacimde steril SF soliisyonu (%0.9 Sodyum Kloriir,

NaCl) verildi.

Enjeksiyon hizlar1 uygulama bolgesine gore farklilik gosterdi: ISV
uygulamalarda 5 dakikada 10 mikrolitre; intraparenkimal (VB veya S1 bdlgelerine)
uygulamalarda ise 5 dakikada 500 nanolitre hizinda enjeksiyon yapildi.

Bu yavas enjeksiyon protokolii, ilacin hedef bolgede homojen dagiliminm
saglamak ve olast mekanik hasari en aza indirmek amaciyla 6zellikle tercih edildi.
Uygulama sonrasinda, nobet aktivitesindeki degisiklikleri izlemek amaciyla 09:00-
12:00 arasinda 3 saat (180 dakika) boyunca siirekli EEG kayd:i alindi. Bu kayitlar,
bazal EEG verileriyle karsilastirilarak YNT-185'in ndbet aktivitesi {izerindeki

etkilerinin objektif olarak degerlendirilmesine olanak sagladi.

3.5 EEG Analizi

Calismada elektrofizyolojik analizler i¢in belirli kriterler belirlenmistir. Bunun
icin DDD benzeri aktivitelerin nobetlerden ayirt edilebilmesi igin belli parametreler

tizerinden analizler yapilmustir.

Bir aktivitenin DDD olarak kabul edilebilmesi i¢in en az 1 saniye siirmesi,
GAERS’lerde 7-11 Hz frekans araliginda olmasi, tipik diken-ve-yavas dalga
kompleksi gdstermesi, ilk izlenen DDD aktivitesinin bazal EEG aktivitesinin en az iki

kat1 olmas1 ve bilateral senkronize bir patern sergilemesi gerekmektedir.
Calismada kantitatif analiz i¢in {i¢ temel parametre kullanilmistir:

1. Toplam DDD siiresi - 3 saatlik kayit boyunca gézlenen tiim ndbetlerin toplam

stiresi (saniye cinsinden),

2. Toplam DDD sayisi - kayit siiresince tespit edilen nobet epizodlarinin sayisi,
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3. Bir DDD basina ortalama siire - tek bir ndbetin ortalama siiresi (toplam siirenin

nobet sayisina boliinmesiyle hesaplanmaistir).

Elde edilen tiim veriler, YNT-185'in farmakolojik etkilerini detayl sekilde
degerlendirebilmek amaciyla farkli deney gruplart arasinda 20'ser dakikalik zaman
dilimleri halinde karsilastirilmistir. Bu analiz yontemi, ilacin zaman bagimli etki

profilinin ortaya konulmasina olanak saglamistir.

3.6 istatistiksel Yontemler

Calismada kullanilan veriler GraphPad Prism 9.0.1 (2021) programu ile analiz
edilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde iki y&nlii ANOVA testi uygulanmustir.
Uygulanan bolgeye gore farkli grafikler olusturulmustur. Karsilastirilan parametreler
toplam ndbet siiresi, toplam ndbet sayisi ve bir ndbet basina diisen ortalama siire olarak
belirlenmistir. Gruplar aras1 farklarin 1ileri degerlendirilmesinde Tukey testi
kullanilmistir. Veriler, ortalama + standart hata olarak sunulmus ve p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Anlamli sonuglar * isareti ile belirtilmistir.
Verilerin normal dagilima uygunlugu kontrol edildikten sonra istatistiksel testler
uygulanmig, boylece elde edilen bulgularin giivenilirligi saglanmistir. Bu analiz
yontemiyle YNT-185'"in nobetler lizerindeki etkisi hem farkli dozlar agisindan hem de

zaman i¢indeki degisimler yoniinden degerlendirilmistir.

3.7 Histolojik Dogrulama

Calismada kullanilan tiim hayvanlarda kaniil yerlesimlerinin dogrulugu
histolojik yontemlerle teyit edilmistir. Bu siire¢ farkli uygulama gruplarina gore ayri

protokollerle gergeklestirilmistir.
3.7.1 Intraserebroventrikiiler (ISV) uygulama grubu

EEG kayitlar1 tamamlandiktan sonra, hayvanlar izofluran derin anestezisi
altina alind1. Rehber kaniil i¢ine yerlestirilen 33 gauge 6l¢ekli Hamilton mikroenjektor
kullanilarak /ateral ventrikiile %1'lik metilen mavisi soliisyonu (PBS i¢inde, pH 7.4)

enjekte edildi. Enjeksiyon, mikroenjeksiyon pompasi ile 5 dakikada 10 pL olacak
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sekilde (2 pL/dakika hizinda) gerceklestirildi. Enjeksiyon sonrasi enjektdr 60 saniye
stireyle yerinde birakilarak boyanin yayilimi saglandi. Ardindan hayvanlar derin
anestezi altindayken dekapite edildi (kafanin bedenden ayrilmast). Beyin dokusu izole
edildi. Serebral lateral ventrikiilden diger serebral ventrikiillere metilen mavisi
yayilimi, beyin dokusu bir bistiiri yardimiyla koronal kesilerek gozlendi. Koronal
kesiler, lateral ventrikiil, ii¢lincli ventrikiil ve dordiincii ventrikiil hizasindan ayr1 ayri
yapildi. Boya dagilimi makroskopik olarak degerlendirildi. Basarili bir enjeksiyon
icin boyanin lateral ventrikiiliin tamaminda ve {igiincii ventrikiile kadar yayilim
gostermesi gerekmekteydi. Bu sartlar1 karsilamayan deney hayvanlari deneyden
cikarildi. Ayrica beyinde herhangi bir odakta kanama goriilen deney hayvanlar1 da
deneyden ¢ikarildi.

3.7.2 Parenkimal (VB veya S1) uygulama gruplan

Tiyonin, bazik bir anilin boyasidir ve asidik yapilarla, 6zellikle RNA igeren
negatif yiiklii bolgelerle etkileserek bu bolgeleri mavi-mor renkte boyar. Bu 6zelligi
sayesinde, graniiler endoplazmik retikulum ve ribozomlarla zengin sitoplazmik yapilar
olan niss/ cisimciklerini giiclii sekilde boyar. Bu teknik, 6zellikle noronlarin hiicre

govdelerini belirginlestirmek amaciyla yaygin olarak kullanilir.

Intraparankimal kaniil yerlestirdigimiz siganlara EEG kayd: alindiktan sonra
izofluran derin anestezi altinda dekapitasyon uygulanmis ve beyin dokusu izole
edilmistir. Beyin, %30’luk formol i¢eren siikroz ¢ozeltisinde 4°C’de tiip dibine ¢okene
kadar bekletilmistir. Bu 6n fiksasyonun ardindan dokular -20°C’de dondurulmustur ve
kriyostat cihazi (Microm HM 520 Cryostat) ile koronal diizlemde ince kesitler
hazirlanmistir. Hazirlanan kesitler, pozitif yiiklii lamlara zarar vermeden aktarilmus,
lamlar tizerinde iki giin boyunca kurutulmustur. Kuruyan kesitler, tiyonin boyama

iglemi i¢in hazirlanmstir.

Tiyonin boyama soliisyonu hazirlanirken, 1 gram toz boyar madde 100 mL
distile suda ¢oziilmiis ve filtre edilerek stok ¢ozelti elde edilmistir. Bu stoktan alinan
belirli miktar, uygun oranlarda sodyum asetat ve asetik asit ile karistirilarak ¢alisma

cozeltisi olusturulmustur. Kesitler, belirlenen siralamaya gore cesitli ¢ozeltilerde
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bekletilerek boyanmistir (Tablo 2). Boyama tamamlandiktan sonra, her lam {izerine
uygun montaj ortami damlatilmig ve lameller ile kapatilmistir. Nikon SMZ800
mikroskopta 4-40X biiyiitmede incelenen kesitlerde, Paxinos ve Watson sican beyin
atlas1 referans alinarak enjeksiyon bolgelerinin dogrulugu kontrol edildi. Enjeksiyon
izinin hedef bolgeden >500 pm sapmasi1 veya doku hasari/kanama belirtileri gosteren
ornekler dislandi. VB uygulamalarda enjeksiyon alaninin VB kompleks sinirlar1 iginde
olmasi ve S1 uygulamalarda enjeksiyonun korteksin 4., 5. tabakasinda yer almasi

kabul kriterleri olarak belirlendi.

Tablo 2. Tiyonin boyama protokolii

Cozelti Kesitin ¢ozelti icinde
bekleme siiresi
Ksilen 2 dakika
%100 Alkol 2 dakika
%95 Alkol 2 dakika
%70 Alkol 2 dakika
%50 Alkol 2 dakika
Distile Su 2 dakika
Tiyonin 3-5 dakika
Distile Su 2 dakika
%350 Alkol 2 dakika
%70 Alkol 2 dakika
%95 Alkol 2 dakika
%100 Alkol 2 dakika

Bu tablo, doku kesitlerinin tiyonin boyamasina yonelik agsamali protokolii ve her bir ¢ozeltide bekletme
siirelerini gostermektedir. Islem sirasiyla; dokunun dehidrasyonu (ksilen ve dereceli alkoller), hidrasyon
(distile su), tiyonin boyama (3-5 dakika) ve rehidrasyon (dereceli alkoller) basamaklarini icerir. Bu
protokol, histolojik yapilarin optimal sekilde goriintiilenmesini saglar.
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Sekil 6. GAERS modelinde ventrobazal talamusa yerlestirilen rehber kantillerin

anatomik konumu

Stereotaksik cerrahi ile bilateral olarak ventrobazal talamusa yerlestirilen rehber kaniillerin olusturdugu
doku izi, tiyonin ile boyanmis koronal beyin kesitlerinde 151k mikroskobu altinda gériintiilenmistir. Sol
tarafta, tiyonin boyasiyla isaretlenmis gergek doku kesiti yer almakta olup rehber kaniiliin talamustaki
konumu net sekilde izlenebilmektedir. Sag tarafta ise, talamusun ventrobazal kompleksine ait anatomik
yapilar, Paxinos ve Watson si¢an beyin atlasi referans alinarak gosterilmistir.
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Sekil 7. GAERS modelinde primer somatosensoriyel kortekse yerlestirilen rehber

kaniillerin anatomik konumu

Bilateral olarak primer somatosensoriyel kortekse stereotaksik yontemle yerlestirilen rehber kaniillerin
biraktigi iz, tiyonin ile boyanmis koronal beyin kesitlerinde 151k mikroskobu kullanilarak
degerlendirilmistir. Seklin solunda, gergek histolojik goriintii sunulmakta; sagda ise ilgili kortikal bolge,
sigan beyin atlas1 temel alinarak anatomik olarak tanimlanmaktadir. Bu gorseller, cerrahi hedefleme
dogrulugunu ve kaniil yerlesimlerinin belirlenen beyin bélgeleriyle uyumunu gostermektedir.
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4 BULGULAR

4.1 EEG Bulgulan

4.1.1 1SV uygulamasina ait EEG bulgular

ISV YNT-185 uygulamasmin absans ndbetleri iizerindeki etkileri doza baglh
olarak degisiklik gostermistir. En yiiksek doz olan 600 nmol uygulandiginda,
nobetlerin toplam siiresinde belirgin bir azalma gozlenmistir (Sekil 8). Bu azalma
uygulamadan yaklasik 20 dakika sonra baslamis ve etki 140. dakikaya kadar
devamliligin1 korumustur. Daha diisiik dozlarin etkileri incelendiginde, 100 nmol
dozunun yalnizca 100. dakikada smirl bir etki olusturdugu goriilmiistiir. Nobet sayisi
acisindan degerlendirildiginde, sadece 600 nmol dozunun 80. dakikada toplam nobet

sayisini anlamli dl¢lide azalttig: tespit edilmistir (Sekil 9).

Bir nobet basina diisen ortalama siire analiz edildiginde, 100 nmol dozunun 60.
dakikada kisa siireli bir etki gdsterdigi, buna karsilik 600 nmol dozunun 140-160.
dakikalar arasinda daha belirgin ve uzun siireli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir
(Sekil 10). 300 nmol dozunun ise EEG kayitlarinda herhangi bir anlamli degisiklige
yol agmadig1 gézlemlenmemistir. Bu sonuglar, YNT-185'in absans epilepsisi i¢in anti-
nobet etkisinin belirgin bir doz-yanit iliskisi sergiledigini ve en etkin sonuglarin

yiiksek doz uygulamalarda elde edildigini gostermektedir.
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Kiimulatif DDD Siiresi
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Sekil 8. YNT-185’in GAERS e intraserebroventikiiler uygulamasinin toplam diken-
ve-yavag-dalga desarjlar siiresi iizerine etkisi

GAERS’lerde, SF veya 100, 300 ya da 600 nmol/uL dozlarinda intraserebroventrikiiler YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlar1 alinmistir. 3 saat boyunca
alinan EEG kaydinda toplam diken-ve-yavas-dalga desarjlari siireleri degerlendirilmistir. Diken-ve-
yavas-dalga desarjlarinin siireleri, 20 dakikalik periyotlar halinde analiz edilmistir. Veriler, her 20
dakikalik zaman dilimi i¢in ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur. Sag {ist sekilde rehber
kaniil araciligtyla metilen mavisi enjeksiyonu yapilan beyin dokusunun koronal kesitlemesi sonrasi
metilen mavisinin ventrikiil dolumu gésterilmistir. (ISV: Intraserebroventikiiler)
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Kiimilatif DDD Sayisi
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Sekil 9. YNT-185’in GAERS’e intraserebroventikiiler uygulamasinin toplam diken-

ve-yavag-dalga desarjlar1 sayisi lizerine etkisi

GAERS’lerde, SF veya 100, 300 ya da 600 nmol/uL dozlarinda intraserebroventrikiiler YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlar1 alinmistir. 3 saat boyunca
alman EEG kaydinda toplam diken-ve-yavas-dalga desarjlar1 sayilar1 degerlendirilmistir. Diken-ve-
yavag-dalga desarjlarinin sayilari, 20 dakikalik periyotlar halinde analiz edilmistir. Veriler, her 20
dakikalilk zaman dilimi ic¢in ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur. (ISV:
Intraserebroventikiiler)
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Sekil 10. YNT-185’in GAERS e intraserebroventikiiler uygulamasinin her bir diken-
ve-yavag-dalga desarjlar1 ortalama siiresi lizerine etkisi

GAERS’lerde, SF veya 100, 300 ya da 600 nmol/uL dozlarinda intraserebroventrikiiler YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlart alinmigtir. 3 saat boyunca
aliman EEG kaydinda her bir diken-ve-yavas-dalga desarjlart ortalama siiresi degerlendirilmistir. Her
bir diken-ve-yavas-dalga desarjlarinin ortalama siiresi, 20 dakikalik periyotlar halinde analiz edilmistir.
Veriler, her 20 dakikalik zaman dilimi igin ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur. (ISV:
Intraserebroventikiiler)
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4.1.2 VB uygulamasina ait EEG bulgular

YNT-185'in VB bilateral uygulanmasinin GAERS’lerde DDD {izerindeki
etkileri degerlendirildiginde, her iki doz grubunda da DDD siiresi ve DDD sayisinda

istatistiksel agidan anlamli olmayan bazi azalmalar gozlendi.

Farkli doz uygulamalarina bakildiginda 40 nmol dozunda uygulamadan 60
dakika sonra DDD siiresinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma kaydedildi
(p=0.04) (Sekil 11), ancak ayni grupta toplam DDD sayisinda benzer bir azalma
gozlenmedi (Sekil 12). 30 nmol dozunun uygulandig: grupta ise hem DDD siiresi hem
de sayis1 agisindan belirgin bir degisim tespit edilmedi (Sekil 9 ve 10). Bir ndbet bagina
diisen ortalama siire analiz edildiginde, EEG kayitlarinda herhangi bir anlaml

degisiklige yol agmadig gozlemlenmemistir (Sekil 13).
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Kiimilatif DDD Siiresi
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Sekil 11. YNT-185’in GAERS e talamusun ventrobazal ¢ekirdegine uygulamasinin
toplam diken-ve-yavas-dalga desarjlar siiresi iizerindeki etkisi

GAERS’lerde, SF veya 30 ya da 40 nmol/pL dozlarinda talamusun ventrobazal ¢ekirdegine YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlar1 alinmistir. Toplam diken-
ve-yavas-dalga desarjlarinin siireleri, 20 dakikalik periyotlar halinde analiz edilmistir. Veriler, her 20
dakikalik zaman dilimi i¢in ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur.
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Kimilatif DDD Sayisi
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Sekil 12. YNT-185’in GAERS’e talamusun ventrobazal ¢ekirdegine uygulamasinin
toplam diken-ve-yavag-dalga desarjlar sayis1 tizerindeki etkisi

GAERS’lerde, SF veya 30 ya da 40 nmol/uL dozlarinda talamusun ventrobazal ¢ekirdegine YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlar1 alinmistir. Her bir diken-
ve-yavag-dalga desarjlari ortalama siiresi degerlendirilmistir. Veriler, her 20 dakikalik zaman dilimi i¢in
ortalama =+ standart hata (SEM) olarak sunulmustur.
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Her Bir DDD'nin Ortalama Siiresi
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Sekil 13. YNT-185’in GAERS’e talamusun ventrobazal ¢ekirdegine uygulamasinin
her bir diken-ve-yavas-dalga desarjlari ortalama siiresi iizerine etkisi

GAERS’lerde, SF veya 30 ya da 40 nmol/uL dozlarinda talamusun ventrobazal ¢ekirdegine YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlar1 alinmistir. Toplam diken-
ve-yavag-dalga desarjlarinin sayilari, 20 dakikalik periyotlar halinde analiz edilmistir. Veriler, her 20
dakikalik zaman dilimi i¢in ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur.
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4.1.3 S1 uygulamasina ait EEG bulgulan

GAERS S1 bolgesine uygulanan YNT-185'in DDD iizerindeki etkileri
sistematik olarak degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, YNT-185
uygulanan deney grubunda DDD siiresinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml1 bir degisiklik tespit edilmemistir (p>0.05) (Sekil 14). Benzer sekilde, ndbet
sayist agisindan yapilan karsilagtirmalarda da deney ve kontrol gruplari arasinda

belirgin bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 15).

Nobetlerin ortalama siiresi incelendiginde, YNT-185 uygulanan grupta kontrol
grubuna gore anlamli bir degisim kaydedilmemistir (Sekil 16). Farkli dozlarda yapilan
uygulamalar sonrasinda elde edilen EEG kayitlarinda, S1 bdlgesine verilen YNT-
185'in DDD parametreleri iizerinde Olciilebilir bir etki olusturmadigir gortilmiistiir.
Tiim zaman noktalarinda yapilan Sl¢timler, bu bdlgeye uygulanan YNT-185'in ndbet
aktivitesi tizerinde istatistiksel agidan anlamli bir modiilasyon saglamadigini
gostermistir. Kontrol grubuyla yapilan tiim karsilastirmalar, iki grup arasinda DDD
stiresi, siklig1 ve ortalama ndbet siiresi acisindan benzerlik oldugunu ortaya

koymustur.
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Kumiilatif DDD Siiresi
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Sekil 14. YNT-185’in GAERS’e primer somatosensoriyal korteksine uygulamasinin
toplam diken-ve-yavas-dalga desarjlari siiresine iizerindeki etkisi

GAERS’lerde, SF veya 30 ya da 40 nmol/pL dozlarinda primer somatosensoriyal korteksine YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlart alinmistir. Diken-ve-yavas-
dalga desarjlarimin siireleri, 20 dakikalik periyotlar hilinde analiz edilmistir. Veriler, her 20 dakikalik
zaman dilimi i¢in ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur.
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Kumiilatif DDD Sayisi
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Sekil 15. YNT-185in GAERS’e primer somatosensoriyal korteksine uygulamasinin
toplam diken-ve-yavag-dalga desarjlar sayis1 tizerindeki etkisi

GAERS’lerde, SF veya 30 ya da 40 nmol/uL dozlarinda primer somatosensoriyal korteksine YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlar1 alinmistir. Diken-ve-yavas-
dalga desarjlarinin sayilari, 20 dakikalik periyotlar halinde analiz edilmistir. Veriler, her 20 dakikalik
zaman dilimi i¢in ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur.
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Her Bir DDD'nin Ortalama Siiresi
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Sekil 16. YNT-185’in GAERS’e primer somatosensoriyal korteksine uygulamasinin
her bir diken-ve-yavas-dalga desarj ortalama siiresi iizerindeki etkisi

GAERS’lerde, SF veya 30 ya da 40 nmol/pL dozlarinda primer somatosensoriyal korteksine YNT-185
enjeksiyonunu takiben 3 saat boyunca elektroensefalogram (EEG) kayitlart alinmistir. Her bir diken-
ve-yavas-dalga desarji1 ortalama siiresi, 20 dakikalik periyotlar halinde analiz edilmistir. Veriler, her 20
dakikalik zaman dilimi i¢in ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur.
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5 TARTISMA

Bu calismada elde edilen bulgular, oreksin-2 reseptor agonisti YNT-185'in
GAERS modelinde absans nobetleri iizerindeki etkilerini ortaya koyarken, bu etkilerin
altinda yatan norobiyolojik mekanizmalar ve klinik c¢ikarimlar1 hakkinda

derinlemesine bir tartisma gerektirmektedir.

Calismamizin  sonuglar1, oOzellikle ii¢ temel eksende oOnemli bilgiler

sunmaktadir:

1. Oreksinerjik sistemin nobet modiilasyonundaki doza bagimli etkileri,
2. Bolgesel spesifisite ve noral devre etkilesimleri,

3. Uyku-uyaniklik dongiisii ile epileptiform aktivite arasindaki kompleks iligkiler.

5.1 Doza Bagimh Etkilerin Molekiiler Temelleri

YNT-185'in 600 nmol dozunda /ateral ventrikiile uygulamasinin
ardindangosterdigi belirgin anti-ndbet etkisi, reseptdr farmakolojisi agisindan kritik
oneme sahiptir. Ozellikle lateral ventrikiile yapilan 600 nmol dozundaki uygulamada
ndbet siiresinin enjeksiyondan 40. dakikadan itibaren belirgin sekilde azaldigi ve bu
etkinin 140. dakikaya kadar devam ettigi gozlemlenmistir. Toplam nobet sayisinda da
sadece yiiksek dozda anlamli bir azalma saptanmis olmasi, YNT-185’in anti-nobet
etkisinin doza bagiml olan esik bir etki diizeyi gerektirdigini gostermektedir. Son
donemde yapilan c¢alismalar, OX2R'lerin uyku ile iliskili hastaliklarda module edici
etkisi oldugunu gostermektedir (179, 180). Caligmamizin bulgulari da, bu reseptdrlerin
ancak belirli bir ligand konsantrasyonunda tam aktivasyon saglayabildigini ve bu
durumun ndbet kontroliinde esik bir etki gerektirdigini desteklemektedir. Daha diisiik
dozlarin (100 ve 300 nmol) ise smirlt ve gecici etkiler gostermesi, OX2R
reseptorlerinin nobet modiilasyonundaki roliintin giiglii; fakat esik diizeyde aktive
edildiklerinde belirgin hale geldigini diisiindiirmektedir. Bu bulgular, oreksinerjik
sistemin sadece uyaniklik diizeyini degil, aym1 zamanda kortiko-talamo-kortikal
ritmleri ve epileptiform desarjlar1 da etkileyebilecegini diisiindlirmesi agisindan

onemlidir. Nitekim oreksin sisteminin uyanikligi artirict ve uykuyu baskilayici etkileri,

50



absans nobetlerinin tipik olarak diisiik uyarilmiglik hallerinde (6rn. dinlenme, uykuya
gecis) ortaya ¢ikmasiyla gelismekte degil, aksine bu iliskiyi agiklamaya yardimeci
olmaktadir (181-183). Bu bulgu, son yillarda gelistirilen yeni nesil oreksin
agonistlerinin klinik dncesi ¢alismalarda gosterdigi doz-yanit iligkisiyle uyumludur

(155, 170).

Oreksin-A ve oreksin-B peptidlerinin, hipotalamustan kaynaklanarak basta
locus coeruleus, dorsal rafe, tuberomammiller niikleus, substantia nigra, ventral
tegmental alan ve talamus gibi bir¢ok yapiya projekte oldugu bilinmektedir (144, 151,
167, 171, 172, 184-187). Bu genis projeksiyon ag1 sayesinde oreksinerjik sistem,
kortikal aktiviteyi global olarak diizenleyebilmekte ve dikkatin siirdiiriilmesi,
emosyonel yanitlarin entegrasyonu ve homeostatik regiilasyon gibi pek cok {ist diizey
bilissel islevi etkileyebilmektedir (143, 145, 149, 151-153, 158, 160, 175, 188-194).
GAERS modeli gibi genetik absans epilepsi modellerinde ise, 6zellikle kortiko-
talamo-kortikal devrelerin hipersenkronizasyonu sonucu ortaya ¢ikan DDD’lerin bu
sistem tarafindan baskilanabilir olmasi, oreksin reseptorlerinin epileptik ag aktivitesi

iizerindeki modiilator etkisine isaret etmektedir.

5.2 Bolgesel Spesifisite ve Noral Devre Dinamikleri

Ventrobazal talamus ve primer somatosensoriyel kortekse yapilan
uygulamalardaki siirlt etkiler, oreksinerjik sistemin anatomik organizasyonu
hakkinda o6nemli ipuglar1 sunmaktadir. Oreksin ndronlarmin  projeksiyon
yogunlugunun boélgesel farkliliklar gostermesi (167, 172), uygulama bolgelerindeki
etki farkhiliklarini  agiklayabilir.  Ozellikle, S1  korteksinin  oreksinerjik
innervasyonunun absans epilepsili siganlarda nispeten diisiik olmast (133), bu

bolgedeki siirli yaniti1 agiklayabilir.

Ventrobazal talamus ve primer somatosensoriyel korteks bolgelerine yapilan
lokal mikroenjeksiyonlarmm DDD siiresi ve sikligi lizerinde anlamli bir degisiklik
yaratmamasi ayrica, OX2R aktivasyonunun tek basina lokal talamik ya da kortikal
diizeyde degil, merkezi bir oreksinerjik tonus araciligiyla islev gordiigiinii veya
mikroenjeksiyon bolgesinin ndbetin  modiile edilmesindeki roliiniin tekrar

degerlendirmesi gerektigini diigiindiirmektedir. Benzer sekilde, oreksin sisteminin
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epileptiform aktiviteyi dolayli yollarla, 6rnegin GABAerjik interndronlar veya

monoaminerjik sistemler iizerinden diizenledigi 6ne siiriilmektedir (184, 195, 196).

Diger bir absans epilepsisi hayvan modeli olan Wag/Rij’larla yapilan bir
calismada korteks ve talamus bolgelerinde OX2R ekspresyonunun azaldigi gosterilmis
olup, bu bulgu hem epileptogenez siirecine katki saglayabilecek bir ndrokimyasal
mekanizmayi, hem de bu bolgelere yapilan lokal uygulamalarin neden sinirl etki
olusturdugunu aciklamaktadir (133). Oreksin sisteminin farmakolojik aktivasyonu,
uyanikligr artirmakla kalmayip ayni1 zamanda absans epileptiform aktiviteyi

baskilayict yonde etki gosterdigi gozlenmektedir.
5.3 Noral Devreler ve Sistem Diizeyinde Etkilesimler

Oreksin sisteminin epileptiform aktivite lizerindeki etkileri, muhtemelen ¢oklu
noral devreler araciligryla gerceklesmektedir. Son c¢aligmalar, oreksin ndronlariin
talamik tizerinde giiclii kontrol sagladigin1 géstermistir (167, 186, 197, 198). Bu bulgu,
calismamizdaki yiiksek doz ISV uygulama sonuglarimizla uyumludur ve oreksinerjik
sistemin talamik osilatorleri dogrudan modiile edebilecegini diisiindiirmektedir.
Ayrica, oreksinlerin kortikal GABAerjik interndronlar iizerindeki uyarict etkisi (199),
nobet aktivitesinin baskilanmasinda alternatif bir mekanizma olabilir. Bu bulgular,
oreksinerjik sistemin hem talamik hem de kortikal diizeyde ndbet kontrolii

saglayabilecegini gostermektedir.

5.4 Uyku-Uyaniklik Dongiisii ve Nobet Kontrolii

Absans ndbetlerin uyku-uyaniklik gecislerinde siklagmasi ile oreksin sisteminin
uyanikligr diizenleme fonksiyonu arasindaki iliski dikkat cekicidir. Yeni kanitlar,
oreksin ndronlarinin teta ve gama osilasyonlarint koordine etmedeki roliinii
vurgulamaktadir (200, 201). Calismamizdaki bulgularimiz, bu osilatuar aktivitenin
ndbet esigi iizerindeki diizenleyici etkisini desteklemektedir. Ozellikle, oreksin
sisteminin uyaniklig1 artirirken ayni zamanda kortiko-talamo-kortikal osilasyonlari
stabilize edebilmesi, absans ndbetlerin patofizyolojisini anlamada yeni bir perspektif

sunmaktadir.
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Uykunun absans ndbetlerle olan yakin iligkisi de dikkate alindiginda, YNT-
185’in anti-absans etkisinin uyaniklig artirici etkilerle iligkili oldugu ileri stiriilebilir.
Absans nobetlerin ¢ogunlukla uykulu ya da diisiik uyaniklik diizeylerinde ortaya
ciktig1, ozellikle NREM 1-2 evresine gegislerde veya dinlenme sirasinda gorildigi
bilinmektedir (202-204). Ayrica, bircok EEG calismasi, absans ndbetlerin yiiksek
kortikal aktivasyon durumlarinda (6rn. dikkatli gorevler, yiiksek digsal uyarim)
bastirildigini gostermistir (205, 206). Oreksin agonistlerinin farelerde REM ve NREM
uykusunu baskilayarak uyaniklik siiresini anlamli 6l¢iide artirdigi gosterilmis, bu etki
epileptiform aktivitenin baskilanmasiyla iliskilendirilmistir (154, 169, 207, 208). Ote
yandan, oreksin sisteminin noroinflamasyonla iliskili yollar1 baskilayabilecegi ve
oksidatif stresi azaltarak noroprotektif etkiler gosterebilecegi de bildirilmistir (209-
211), bu da sistemin epileptogenez siirecinde bir hedef olarak kullanilabilecegini

desteklemektedir.

5.5 Klinik Cikarimlar ve Gelecek Perspektifi

Bu calismanin bulgulari, direngli absans epilepsisi tedavisinde oreksin
sisteminin potansiyel bir hedef olabilecegini diisiindlirmektedir. Ancak, uyaniklig1
artirict yan etkilerin yonetimi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Yeni

gelistirilecek ilag aday1 molekiillerle bu sorunun asilabilecegi diisiiniilmektedir.

5.6 Metodolojik Gelismeler ve Simirliliklar

Calismamizin bazi smrhiliklart bulunmaktadir. Ozellikle, mikroenjeksiyon
hacimlerinin bolgesel yayilimi ve farmakokinetik profili tam olarak karakterize
edilmemistir. Gelecek calismalarda bu sinirliligin agilmasi 6nem tagimaktadir. Ayrica,
kronik uygulama modellerinin eksikligi, uzun vadeli etkilerin degerlendirilmesini
kisitlamaktadir. Farkli dozlarin denenmesi, optimum etkinin belirlenmesine katki
sunacaktir. Farkli beyin bolgelerine YNT-185 uygulamasi, absans epilepsisinde
goriilen DDD iizerine etki karakterizasyonu agisindan 6nemli bir veri sunabilir, ayn1

zamanda bu iligkiye katki sunan diger beyin bolgelerinin rolii degerlendirilebilir.

Oreksinin sinerjistik etkiyle fonksiyon gosterdikleri bilinen diger eksitator

molekiillerle (Glutamat, histamin, serotonin gibi) (172, 185, 188, 199, 212) absans
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epilepsisindeki karmasik ve birlikte etkilerinin ele alinmasi, literatiire dnemli bir katki
sunacaktir. Uyku-uyaniklik yayilimmin EEG kaydi boyunca degerlendirilmesi, nobet

dis1 zamanlarda, EEG aktivitelerindeki degisimi degerlendirmek i¢in kiymetlidir.

Intrakortikal kayitlar alinmasi, bolgeye 6zgii aktivite degisimlerini ortaya
koyarak aktivite odaklar1 daha iyi anlagilabilir. Molekiiler ve histolojik ¢aligmalar,
oreksinerjik  sistemin absans epilepsisi patogenezindeki Onemli roliiniin

aydinlatilmasinda 6nemli faydalar saglayacaktir.
5.7 Noroinflamasyon ve Oksidatif Stres fliskisi

Oreksin sisteminin ndroinflamasyon ve oksidatif stres lizerindeki modiilator
etkileri, epileptogenez siirecinde 6nemli bir rol oynayabilir. Son ¢aligmalar, oreksin-
A'nin noroinflamasyonu azalttigin1  gostermistir  (209). Ayrica, oreksinlerin
antioksidan mekanizmalar1 aktive etme yetenegi (209, 213, 214), noronal

hipereksitabiliteyi azaltmada ek bir mekanizma saglayabilir.

Bu bulgular, oreksin sisteminin epileptogenezin hem akut hem de kronik
fazlarinda terapdtik hedef olabilecegini diislindiirmektedir. Oreksin sisteminin
noroinflamasyonu baskilama ve oksidatif stresi azaltma 6zelligi, epileptogenezde yeni

bir tedavi hedefi olabilecegini diislindiirmektedir.

YNT-185 gibi selektif OX2R agonistleri, bu mekanizmalar iizerinden ndronal
hipereksitabiliteyi direkt veya indirekt olarak diizenleyip mevcut tedavilere alternatif

sunabilir.
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6 SONUC

Sonug olarak, bu ¢aligma OX2R agonisti YNT-185’in, genetik absans epilepsi
modeli olan GAERS siganlarinda DDD’leri baskilayici etkilerini ortaya koymakta ve
bu etkinin intraserebroventrikiiler uygulamada belirgin, intrakortikal (VB veya S1
bolgeleri) uygulamalarda ise sinirli oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, oreksin
sisteminin epileptik aktivite tizerinde bolgesel olarak farkli etkiler gosterebildigini ve
ozellikle merkezi oreksinerjik tonusun epileptiform aktiviteyi diizenleyebilecegini
disiindiirmektedir. Ayrica, oreksin sisteminin uykuyu baskilayict ve néromodiilator
etkileri yoluyla absans epilepsinin patofizyolojisinde énemli bir rol oynayabilecegi
ileri siiriilebilir. Ozellikle absans epilepsi hayvan modelinde gosterilen OX2R
ekspresyonundaki azalma (133), lokal uygulamalarda etkisizligin bir nedeni olarak

degerlendirilebilir.

Gelecekteki arastirmalar agisindan, oreksin sisteminin farkli epilepsi alt
tiplerindeki (6rn. temporal lob epilepsisi, juvenil miyoklonik epilepsi) roliiniin,
bolgesel etkilerinin ve molekiiler diizeydeki etkilesimlerinin detayli bi¢imde ortaya
konmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle talamus, korteks ve striatum gibi farkli
hedef bolgelerde OX1R ve OX2R diizeylerinin immiinohistokimyasal ve Western blot
yontemleriyle karsilagtirmali analizi yapilmali; oreksin agonistlerinin bu bolgelere
lokal uygulanmasinin neden farkli etkiler olusturdugu daha ayrintili olarak
incelenmelidir. Ayrica, oreksin sisteminin GABAerjik ve glutamaterjik devreler
tizerindeki etkileri, in vivo elektrofizyolojik kayitlarla korele edilmeli, optogenetik
veya kemogenetik (6rnegin DREADD) araglarla oreksin noronlarmin segici
aktivasyonu veya inhibisyonu saglanarak neden-sonug iliskisi daha giiclii sekilde

ortaya konmalidir.

Bu calismanin sonuglar1 ayrica translasyonel arastirmalar i¢in de Onemli
ipuglar1 sunmaktadir. YNT-185 gibi OX2R selektif agonistlerinin farmakokinetik
profili ve sistemik uygulamalardaki etkinlikleri, gelecekte yapilacak preklinik
calismalarin odak noktasit olmalidir. Bu tiir ajanlarin sistemik (intraperitoneal veya
oral) yoldan uygulanarak absans epilepsi modeli iizerindeki etkilerinin arastirilmasi,

klinik ge¢is igin kritik dnemdedir. Oreksin agonistlerinin, uykusuzluk tedavisindeki
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olast kullanim alanlarinin yami sira epileptik ndbetlerin  baskilanmasinda da
kullanilabilecegi yoniindeki bu veriler, 6zellikle farmakorezistan hasta gruplarinda

yeni tedavi seceneklerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.

Bunlara ek olarak, gelecekteki deneysel planlamalarda, oreksin sisteminin
noroinflamasyon ve glial aktivite lizerindeki etkileri de géz 6niinde bulundurulmalidir.
Son yillarda, epileptogenezde néroinflamasyonun kritik bir rol oynadigi gosterilmis ve
oreksinlerin antiinflamatuar etkiler gosterebildigi ileri sitirtilmiistiir (209-211). Bu
nedenle, YNT-185 gibi ajanlarin mikroglia ve astrosit aktivitesi iizerindeki etkilerinin
immunhistokimyasal belirteglerle degerlendirilmesi epileptojenik  siireglerde

oreksinerjik sistemin roliinii aydinlatabilir.

Sonug olarak, oreksin sisteminin merkezi sinir sistemindeki néromodiilator
etkileri yalnizca uyku-uyaniklik dongiisiiyle sinirlt olmayip, epileptik aktivite iizerinde
de terapotik potansiyel tasimaktadir. Bu ¢alisma, OX2R agonistlerinin genetik absans
epilepsi modeli tlizerindeki etkilerini gosteren literatiirdeki az sayidaki ¢alismalardan
biridir ve bu alanda yapilacak ileri diizey arastirmalar i¢in giiclii bir temel sunmaktadir.
Oreksinerjik sistemin, epilepsinin tedaviye direncli formlarinda yeni hedefler
sunabilecegi ve nobet modiilasyonuna yonelik alternatif stratejiler gelistirilmesine

katk1 saglayabilecegi kanaatine varilmistir.
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