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OZET
SICANLARDA PENTILENTETRAZOL ILE OLUSTURULMUS EPIiLEPSI
MODELINDE ALFA ADRENERJIK VE ADENOZIN RESEPTORLERIN
EPILEPSI MEKANIiZMALARI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI
Arzuhan CETINDAG CIiLTAS
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Ercan OZDEMIR
2019, 96 Sayfa

Giris: Epilepsi olusum mekanizmas: hala tam olarak aydmnlatilmis degildir. Alfa-2
adrenerjik ve adenozin reseptorlerin epilepsi fizyopatolojisindeki rolu ile ilgili yeterli
calisma bulunamamistir. Bu nedenle, bu c¢alismada amacimiz alfa-2 adrenerjik ve
adenozin Al reseptorlerin epilepsi tlizerine etkilerini aragtirmaktir.

Materyal ve Metot: Calismada erigkin erkek 48 adet Wistar Albino sigan (220-260 g
agirliginda) kullanildi. Epilepsi olusturmak igin siganlara pentilentetrazol (PTZ, 35
mg/kg) i.p. olarak enjekte edildi ve nobet evreleri Racine skalasina gore belirlendi.
Nobet indiiklenmesi yapilan sicanlarin elektrokortikografi (ECoG) kayitlar1 elde
edildikten sonra hayvanlar dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Sag beyin dokularindan
GABA duzeyi Elisa kit ile c-fos pozitif ndron sayist immunohistokimyasal yontemle
belirlendi. Verilerin istatistik analizi i¢in varyans analizi kullanildi ve anlamlilik diizeyi
p<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular: Elde edilen sonuglar, deksmedetomidin (alfa-2 agonist) ve NG6-
siklopentiladenozin (adenozin A1l agonist) ilk miyoklonik jerk (IMJ) zamanimi uzatti,
spike sayis1 ve yiizde spike sayisini anlamli oranda azalttigini gosterdi (p<0.05). Aksine,
atipamezol (alfa-2 antagonist) ndbet evresini, spike sayisi ve yiizde spike sayisini
arttirdi (p<0.05). 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin ise nobet evresini ve spike sayisi ile
yiizde spike sayisimi arttirmasina ragmen IMJ baslama zamanini azaltti (p<0.05). Salin
(PTZ) grubunun GABA seviyesi kontrol grubuna gore azaldigi tespit edildi (p<0.05).
Ayrica deksmedetomidin ve N6-siklopentiladenozin gruplarinda hipokampal DG, CAl
ve CA3 alaninda c-fos pozitif hiicre sayisinda azalma saptandi (p<0.05).

Sonug: Arastirma sonuglari, alfa-2 adrenerjik ve adenozin Al agonistleri antikonvulsan
etki gosterirken, alfa-2 adrenerjik ve Al antagonistleri ise prokonvulsan etki
gostermistir. Alfa-2 adrenerjik ve Al reseptorlerin epileptik nébet olusumundaki roliinti
tam olarak aydinlatabilmek i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Alfa-2 adrenerjik reseptor, Adenozin Al reseptor, Pentilentetrazol,
GABA, c-fos



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ALPHA ADRENERGIC AND
ADENOSINE RECEPTORS ON EPILEPSY MECHANISMS IN
PENTYLENTETRAZOLE-INDUCED KINDLING MODEL OF EPILEPSY
IN RATS

Arzuhan CETINDAG CILTAS
Doctoral Thesis, Department of Physiology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ercan OZDEMIR
2019, 96 Pages

Introduction: The mechanism of the epilepsy still has not been completely defined.
Sufficient number of works about the role of alpha-2 adrenergic and adenosine on
epileptic physiopathology could not have been found. Therefore our aim in this work is
researching the effects of alpha-2 adrenergic and Al receptors on epilepsy.

Material and Method: 48 adult Wistar Albino rats (approximately 220-260 grams)
were used in this study. In order to induce epilepsy, the rats were injected with
pentylentetrazole (35 mg/kg of PTZ) and the phases of epilepsy were determined
according to the Racine scale. After electrocorticography (ECoG) records of the rats
which are inducted with the seizure have been obtained, the animals were sacrificed
with decapitation (cervical dislocation). The GABA levels of the obtained brain tissues
were determined with the Elisa kit by using the method of immunohistochemical c-fos
expression. Variance analysis were used for the statistical analysis of data and level of
significance was taken as p<0.05.

Results: The obtained results showed that according to dexmedetomidine (alpha-2
agonist) and N6-cyclopentile adenosine (adenosine Al agonist) extend the time of first
myoclonic jerk (FMJ), reduced the spike number and the spike number percentage in a
positive rate (p<0.05). On the contrary, atipamezol (alpha-2 antagonist) seizure phase
augments the spike number and the spike number percentage (p<0.05). Even though, 8-
cyclopentyl-1, 3-dimethylxhantine augments the seizure phase, the spike number and
the spike number percentage, decreased the beginning time of FMJ in a positive
correlation (p<0.05). It is detected that the GABA level of saline (PTZ) group has
reduced in compared to the control group (p<0.05). And also, dexmedetomidine and
N6-cyclopentile adenosine groups have been determined that the number of positive c-

fos cells reduce in the areas of hippocampal DG, CA1 and CA3 (p<0.05).

Vi



Conclusion: Research results suggested that alpha-2 adrenergic and Al agonists show
an anticonvulsant effect, however, alpha-2 adrenergic and Al antagonists show a
proconvulsan effect. In order to completely understand the role of alpha-2 adrenergic

and A1l receptors in the epilepsy, further research is needed.

Keywords: Alpha-2 adrenergic, Adenosine Al, Pentyleneterazole, GABA, c-fos
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1.GIRIS

Epilepsi, en yaygin nérodejeneratif hastaliklardan biridir ve beyinde anormal
elektriksel aktiviteden kaynaklanan tekrarlayan spontan nobetler ile karakterizedir [1].
Epileptik ndbet, Uluslararasi epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) tarafindan "beyindeki
anormal, asir1 veya senkronize noral aktiviteden dolay1 belirti veya semptomlarin gegici
bir sekilde ortaya ¢ikmasi" olarak tanimlanir [2]. Epileptik nobetler fokal (parsiyel),
jeneralize ve siiflandirilamayan olmak {izere ii¢ basglhik altinda incelenmektedir.
Parsiyel epilepsi serebral hemisferin sinirli bir bélgesindeki ndronlarin asir1 desarji ile
ortaya cikarken, jeneralize epilepsi ise her iki hemisferdeki ndronlarin asir1 desarji

sonucu olusmaktadir [3].

Tiim vakalarin %50'sinin status epileptikus, inme ve travmatik beyin hasar1 gibi
"baglatic1 yaralanmalar" ile tetiklendigi tahmin edilmektedir [4]. Bu ve diger baslatici
olaylar tarafindan tetiklenen ve saglikli bir beyini epileptik bir beyine doniistiiren temel
patofizyolojik siire¢, epileptogenez olarak adlandirilir. Bu siire¢ eksitatdr ve inhibitor
ndrotransmisyon, iyonotropik reseptor fonksiyonundaki degisiklikler, kalsiyum
homeostazisindekii degisiklikler, endojen antikonviilsan veya noroprotektif diizenleyici
sistemlerin arasindaki degisimleri igerir [5]. Noronal inhibisyonu bloklayan ya da
ndronal eksitasyona sebep olan ajanlar kullanilarak jeneralize ndbetler hem insan ve
hayvan deneylerinde gozlemlenmistir. Ancak jeneralize nobetlere bu iki sistemin
birlikte mi yoksa ayr1 ayr1 bozulmasindan kaynakli oldugu net degildir [6]. Aym
zamanda bir¢ok ¢alismada adenozin yapiminin ve alfay-adrenerjik reseptér agonistlerin
epilepsi fizyopatolojisine karistigini gostermektedir. Adenozin, sinaptik iletim ve
noronal aktivitenin yaygin bir modiilatorii olup, islevlerinin ¢ogunu yiiksek afiniteli
inhibe edici adenosin Al ve eksitator A2A reseptorlerinin aktivasyonu vasitasiyla
yerine getirirken diislik afiniteli veya diisiik miktarda A2B ve A3 reseptorleri ek bir
modiilator reseptor gorevi saglar [7]. Al reseptorii beyinde yiliksek orandadir ve
presinaptik adenozin Al reseptorii, G; , , proteinlerine baglanarak, voltaj kapili Ca*“**
kanallarinmn inaktivasyonunu, K* iyon kanallarinin aktivasyonunu saglayarak noronal
aktiviteyi inhibe etmektedir [8, 9]. Bununla birlikte Al reseptori inhibe edici etkileri
nedeniyle geleneksel olarak noroprotektif bir reseptor olarak tanimlanmis olsa da,



ortaya ¢ikan kantlar, wuzun siireli Al aktivasyonunun nodrodejenerasyonu
destekleyebilecegini gostermektedir [10, 11]. Alfa-2 adrenerjik reseptorleri (02-ARS),
hem presinaptik hem de postsinaptik olarak yerlesmistir [12]. Alfa2-ARs endojen
ligand, epinefrin ve norepinefrini baglayan G proteinine bagli reseptdrler (GPCR)
ailesine aittir. Alfa-2 adrenerjik reseptorleri G; ile iliskilidir ve adenilat siklazi inhibe
eder, cAMP olusumunu engelleyerek anti-konvilsan etki gosterir [13, 14]. Fizyolojik ve
farmakolojik ¢alismalar, baz1 adrenerjik reseptor alt tiplerin epileptik iken digerlerinin
anti-epilepktik etkiye sahip oldugunu gostermektedir [15]. Buna gore, adrenerjik
reseptor agonistlerin anti-epilekptik etkilerini GABA reseptorleri tizerinden gostermesi
miimkiin goriinmektedir. Ancak bununla ilgili herhangi bir bilimsel kanita

rastlanilamamustir ve anti-epileptik etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamastir.

Hayvan modellerinde olusturulan epileptik ndbetlerin insanlardakine c¢ok
benzemesi nedeniyle primer jeneralize nobetlerin olusturulmasinda pentilenetetrazol

(PTZ) en ¢ok kullanilan ajanlardandir [16, 17].

Tiim bu bilgiler dogrultusunda, bu tez projesinde amacimiz, PTZ-kindling model
epileptik siganlarda alfa-2 adrenerjik ve adenozin Al reseptdr sistemlerinin epileptik
nobet olusumundaki etkilerini arastirmak ve bu etkide GABA saliniminin roliinii ortaya

cikarmaktir.



2.GENEL BIiLGILER

Epilepsi beyindeki anormal elektriksel aktiviteden kaynaklanan spontan,
tekrarlayici nobetlerle karakterize, en sik goriilen ve diinya capinda yaklasik 60 milyon
kisiyi etkileyen noérolojik hastaliklarin birini yansitmaktadir [18, 19]. “Nd&bet”
kelimesinin genel tanimi, bir grup nodronal hiicrenin anormal ve senkron uyarimidir.
Epilepsi ve nobetler arasindaki fark genellikle karigir [20]. Epileptik ndbet, anormal
derecede biiyiik veya senkronize noronal aktiviteye bagli olarak gelisen gegici bir
bulgudur [21].

Her nobet, epilepsi ndbetine sahip oldugu anlamia gelmeyebilir, ¢iinkii nobet
provoke edilmis olabilir ve kisi bir daha asla bir nobet gecirmeyebilir [22]. Cesitli
kimyasal ve inhibisyon mekanizmalar1 hipoglisemi, hiperglisemi, elektrolit bozukluklari
ve artan viicut 1s1s1 nedeniyle anormal elektriksel aktivitenin yayilmasini 6nler, bunlarin
hepsi epileptik nobet sirasinda bir sekilde devre dist birakilir [23]. Uzun siireli epilepsi
ndbetinin beyinde néron dliimiine neden olabilecegi uzun zaman once ortaya konmustur
[24]. Bununla beraber, epilepsi nobetleri sirasinda serbest radikal miktar1 artar ve
membran stabilizasyonu bozulur [25, 26].

En az 40 farkli epilepsi sendromu bulunurken, kismi ve genel olmak iizere iki
grup kategoride siniflandirilmaktadir:

1) Beynin belirli bir bolgesinden kaynaklanan fokal (parsiyel) nobet,

2) Her iki serebral hemisferde noronlarin asir1 desarji sonucu olusan jeneralize

nébet [27].

Ayn1 zamanda epilepsiler nedene yoOnelik olarak idiyopatik (primer),

semptomatik veya kriptojenik olarak ayrilirlar [28].
EPIDEMIYOLOJI

Epilepsi, yenidoganlardan yaslilara kadar her yastan insani etkileyen yaygin bir
norolojik hastaliktir [27]. Diinya capinda 65 milyon insani etkilemekte ve ndbetle
iliskili olarak sakatlik, 6liim, ek hastaliklar, damgalanma ve maliyetlerde biiylik bir yiik
getirmektedir [28, 29]. Aktif epilepsi prevalansi, yiiksek gelirli tlkelerde 5-8/1000 ve
disiik gelirli iilkelerde 10/1000, hatta kirsal alanlarda daha yiiksek oranlar rapor

edilmistir. Bu bolgesel farkliliklar muhtemelen, enfeksiyonlar, yetersiz dogum Oncesi



ve perinatal bakim da dahil olmak tizere epilepsi i¢in risk faktorlerindeki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir [30, 31].

Epilepsi insidans1 i¢in de benzer farkliliklar vardir: 2011 meta-analizinden elde
edilen bulgular, ortanca epilepsi insidans1 50.4/100.000 / y1l iken, yiiksek gelirli tilkeler
icin 45.0, diistik ve orta gelirli tilkeler igin 81.7 oldugunu gostermektedir [32].

SINIFLANDIRMA

Siiflandirma tarihi, biiyilik 6l¢lide gézlemlere ve uzman goriislerine dayanmistir
[33]. Nobetler ve epilepsileri organize etmek ve smiflandirmak igin bircok girisimde
bulunulmustur [34, 35]. Uluslararast Epilepsiyle Savas Birligi'nin (League Against
Epilepsy, ILAE) 2017 yilinda yayimladigi smiflandirmaya gore epileptik nobetler,
jeneralize (tonik klonik, miyoklonik, absans gibi), parsiyel (basit parsiyel, kompleks
parsiyel gibi) ve siiflandirilamayan nobetler (uykuda olusan bazi tonik klonik nébetler
gibi) olarak ayrilirlar (Sekil 1). Epilepsi ve nébetleri siniflandirmak i¢in standart bir
protokol kullanmak, farkl kisiler tarafindan uygulansa dahi, hastalarin cogunlugu dogru

bir sekilde gruplandirilabilme ve diger ¢alismalarla kiyaslanabilme isteginden

dogmustur [36].
[ Fokal Baglangig l Jeneralize Baglangig Bilinmeyen
~~
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‘ Motor Motor
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\ riartes pileptik spazm
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‘ Bilateral tonik-klonik ]

Sekil 1. Nobet Tiplerinin Ilae 2017’ ye Gore Smiflandirilmasi (Genisletilmis Versiyon)
[36].



JENERALIZE NOBETLER

Jeneralize nobetlerin bilateral olarak dagilmis ve kortikal kokenli oldugu
diisiiniilmektedir. Belirli bir odak noktasi tespit edilememis hizli bir sekilde devreye
giren kortikal ve subkortikal yapilar1 igerebilir, ancak zorunlu olarak tiim korteksi
icermez [37]. Jeneralize nobetlerin “absans™ gibi nispeten daha hafif tipleri ve “tonik-
klonik™ olarak adlandirilan ¢ok daha agir tipleri vardir. Fokal veya parsiyel ndbetlere
kiyasla jeneralize nobetlerin ilag tedavisine daha i1yi yanit verdigi bilinmektedir [27].
Jeneralize nobetler arasinda absans (petit-mal), tonik-klonik (grand-mal), myoklonik,

tonik, klonik ve atonik nobetler yer almaktadir [38].
Tonik-Klonik Nobet (Grand mal)

Tonik-klonik nébetler beyin sapi, muhtemelen prefrontal ve bazal ganglion
mekanizmalarini igerir [11]. Tonik-klonik ndbet sarsici ve biling kaybina neden olan
tonik aktiviteyi (katilasma) klonik aktivite (uzuvlarin ritmik kasilmasi) takip eden
jeneralize ndbet tipitir. Nobetin baslangicinda viicut tonik ve klonik kasilmalarin
etkisinde oldugundan, kisi ayakta ise yere diiser, gozleri yukar1 kayar, kollar1 ve
bacaklar1 ritmik olarak kasilir [38]. Nobet yaklasik bir veya ii¢ dakika kadar siirer ve
nobet baslangicta siddetli olurken giderek siddeti azalmaya baglar. Nobetin kendisi

“iktus”, nobet sonrasi ise “post-iktal” olarak adlandirilmaktadir [39].
Absans Nobetler (Petit-mal)

Absans nobetler genellikle cocukluk ¢aginda baslar ve nadirde olsa erigkinlikte
de goriilebilir. Absans epilepsi kiz ¢ocuklarinda erkeklere gore daha sik ortaya
cikmaktadir. EEG’de 3-4 Hz frekansa sahip diken dalga desarjlar1 goriilmekle beraber,
kisiler nobet aninda dona kalir, biling kisa stireligine kaybolur ve yaklasik 10-30 sn
stiren nobet idiyopatik konvilsif olmayan bir epilepsi triduar [40, 41].

Miyoklonik Nobet

Miyoklonik nobet kisa siireli, siirekli olmayan kasilmalar seklinde
tanimlanmaktadir. Her yasta goriilebilmektedir. Jeneralize miyoklonik nd&betlerin

prototipi “juvenil miyoklonik epilepsi” (JME) de izlenir [33].



Tonik Nobet

Tonik ndbetler, vicudun tim kaslarmin katilasmasina neden olur. Genellikle
biling kapalidir. Siniflandirilmasi zordur ¢iinkii Lennox-Gastaut sendromu (LGS) olarak

bilinen bir durumda siklikla meydana gelmektedir [33].
Klonik Nobet

Klonik nébetler hizli, ritmik ve sigrayici nobet tipidir. Biling kaybolabilir ya da
kaybolmayabilir [33].

Atonik No6bet

Kaslardaki belli bir tonusun kaybolmasi “Atonik” olarak adlandirilmaktadir.
Atonik ndbette, boyun kaslar1 tonusunu kaybeder bas sallanir veya bacak kaslarinin

gerginligini kaybetmesiyle kisi yere diiger [33].
PARSIYEL NOBETLER
Basit Parsiyel Nobetler

Fokal epileptik nobetler hemisferin bir alaninin etkilendigi nobet olarak
tanimlanmistir. Bu ndbetler genis bir alana yayilmis veya farkli bolgelere yerlesmis
olabilir [36]. Parsiyel ndbetlerin nedenleri arasinda beyin travmasi, beyin ve zarlarinin
enfeksiyonu, parazitler gibi bir¢cok faktor parsiyel nobet olusumunu tetiklemektedir.
Basit parsiyel nobette biling kayb1 meydana gelmez [27]. Basit parsiyel nobette anormal

sesler, goruntuler, algr bozulmalart veya hem duyu hem motor bozulmalar1 goriilebilir
[38].

Kompleks Parsiyel Nobet

Kompleks parsiyel nobetler her iki hemisferin etkilendigi nobet seklidir [38].
Biling kayb1 goriiliir. Beynin en ¢ok frontal lob ve temporal loblarinda etkilenmektedir.
Kompleks parsiyel nobetlerde, nobettin geldiginin bir uyarast olan aurasi olabilir; bu

tanidik bir his (deja vu), bulanti, 1sinma, karincalanma olabilir [27].
Sekonder Jeneralize Olan Basit veya Kompleks Nobetler

Epileptik aktivitenin beynin bir bolgesinden tiimiine yayilmasina “sekonder

jeneralizasyon” denir. Parsiyel epileptik ndbetin jeneralize nobete doniisme
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mekanizmas1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Genellikle parsiyel nobetler beynin
tiimiline yayilmadan sonlanir. Eger jeneralizasyon olusursa tipik olarak tek bir jeneralize

tonik-klonik ndbet meydana gelir [27].
ETIYOLOJI

Gerek jeneralize (tiim beyine yayilan) gerekse lokalizasyonla iligkili epilepsiler
kendi iclerinde nedene yonelik olarak idiyopatik (primer), semptomatik veya kriptojenik
olarak ayrilirlar. idiyopatik epilepsilerde genetik yatkinlik disinda altta yatan herhangi
bir patolojik durum yoktur. Semptomatik epilepsilerin ise bilinen veya siiphelenilen bir
merkezi sinir sistemi bozukluguna bagli olarak gelistigi kabul edilir. Semptomatik
oldugu diisiiniildiigli halde sebebi bulunamayan epilepsilere de “kriptojenik epilepsiler”
denir (Sekil 2 )[35, 42].

Damarsal %11

Bilinmeyen %57 Enfeksiyon %6

Diger %5
A
~MCD %3

Tiimor %2

: Dejeneratif %2

Sekil 2. Epilepsinin yapisal ve metabolik nedenleri. MCD: kortikal gelisimin
malformasyonlar1 [43]

EPILEPSI VE TEDAVI YONTEMLERI

Epilepsi birgok faktére bagli olan, hemen her yasta goriilebilen bir
norodejeneratif hastaliktir. Bu nedenle uzun siireli tedavi ve izlem gerektirmektedir.
Bireyin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir [44]. Epilepsi tedavisinin en

onemli kismini ilag tedavisi olusturmaktadir [45]. Nobetlerin yaklasik %70-80’i anti-



epileptik ilag (AEI) tedavisi ile saglanmaktadir. ilag tedavisinin yaninda cerrahi
uygulamalar, ketojenik diyet, beyin stimulasyonu, fokal ila¢c enjeksiyonu, hcre

transplantasyonu, gen tedavisi gibi bir¢ok tedavi segeneklerde yer almaktadir (Tablo 1)
[46].

Epilepside tedavinin amaci, beyindeki eksitator aktiviteyi azaltmak ya da

inhibitdr aktiviteyi artirmak veya her ikisini birden saglamaktir [44].

Tablo 1. Epilepside Kullanilan Tedaviler

Epilepside kullanilan tedavi yontemleri

Gen tedavisi

Epilepside cerrahi tedavi
Antioksidanlar

Glutamat inhibitorleri
Immiinterapi

Hormon tedavisi

Sitokin serbestlemesinin blokajt
Manyetik/elektrik stimilasyonu
Transplantasyon

Odaga hedeflenmis ilag tedavisi
Epileptik hasar sonrasi asilama

Vagal sinir stimtlasyonu

[lk nobet geciren bireye AEI baslanabilmesi igin, hastada nérolojik defisit,
elektroensefalografi’de (EEG) patolojik bir durum, manyetik rezonans (MR)
gorlintiilleme’de lezyon varligi ve birey ya da aile ikinci bir nébet gecgirme riskini goze
almak istememesi durumunda planlanabilmektedir [47]. Tedaviye monoterapi ile
baslanmali, ila¢ diisik dozda ve yavas yavas artirilarak verilmelidir. Monoterapi
yetersiz kalirsa politerapiye (kombine) gecilmelidir [48]. ila¢ seciminde yas, cinsiyet,
mental durum, ailenin sosyo-ekonomik diizeyi, nébet tipi, komorbid durumlar ve ilag
etkilesimleri, EEG bulgular1 g6z 6niine alinmalidir [49]. Yetersiz veya uygun olmayan
tedaviler nedeni ile nobetlerin devam ettigi durumlar psododireng olarak
degerlendirilmektedir. Epilepsili hastalarin %25-30°u ilaca direngli epilepsi grubuna
girmektedir. Epilepsi tedavinde kullanilan ajanlarin ve etki mekanizmalari ile Tablo.2’te

belirtilmistir [50].



Direngli veya tedaviye direngli epilepsi olan kisilerde epileptojenik dokunun
cerrahi olarak g¢ikarilmasi epilepsi cerrahisi olarak tanimlanmaktadir. Epilepsi cerrahisi
siklikla temporal lob epilepsili (TLE) hasta grubuna yapilan bir tedavi yontemidir. Bu
tedavi yontemi ile TLE’li hastalarin %60-80’inde tam ndbet kontrolii saglanmaktadir
[51]. Cerrahinin amaci, AEI’nin yan etkilerini en aza indirmek, morbiditeyi onlemek,

nobetleri ortadan kaldirmak ve nébet sikligini azaltmaktir [52].

Ketojenik diyet, cocuklarda ve ergenlerde direncli epilepsilerin tedavisinde
kullanilan non-farmakolojik bir yontemdir. Ketojenik diyet, yagdan zengin, protein ve
karbonhidrattan fakir bir diyettir. Bu diyet jeneralize ndbetler icin iyi bir tedavi yontemi

olarak goriinse de diger ndbet tipleri i¢inde kullanilabilmektedir [53].

Gen tedavisi heniiz yeni olmasina ragmen epilepsi tedavinde kullanilan diger bir
yontemdir. Gen tedavisinde amac¢ genin tamiri ve defektif genin Grininin

degistirilmesidir [46].

Tablo 2. Epileptik Ajanlarin Ozellikleri

Antiepileptik ilag | Etki mekanizmasi

Karbamezapin Iyonik iletkenligi sodyuma degistirerek membran stabilize edici etki
Okskarbazepin Voltaj bagh sodyum kanallarinin bloke edici etki

Klonazepam GABA\,'ya baglanarak inhibitor iletimi arttirir.

Lakosamid Voltaj bagiml sodyum kanallarmin yavas inaktivasyonu artisi
Felbamat Voltaja bagli sodyum kanal blokaji, GABA etkilerinin artmasi, NMDA

reseptorlerinin blokaji

Lamotrijin Voltaj duyarli sodyum kanallarini stabilize ederek glutamat ve aspartatin

serbest birakilmasini onler

Valproik asit GABAerjik yolaklarin etkisinin giiclendirilmesi
Gabapentin Voltaja bagli sodyum akimini inhibe eder, GABA eylemini arttirir
Topiramat NMDA dis1 glutamat reseptdriiniin bir alt tipinin blokaji, GABA'nin

etkisini arttirma ve sodyum kanallarini bloke etme

DENEYSEL EPIiLEPSi MODELLERI

Epilepsinin hayvan modelleri, normal ve anormal beyin fonksiyonunun altta
yatan noronal mekanizmalarini arastirmak i¢in siklikla kullanilmaktadir [54].

Kemirgenler siklikla bu hayvan modellerini olusturmak i¢in kullanilir. En bilinen ndbet




modelleri, ya konvulzan maddelerin (6rn. Pentiletetrazol, piktotoksin, bikucullin,
kainik asit) kimyasal olarak uygulanmasi ya da belirli beyin bdolgelerinin esik
degerlerinde elektriksel uyarimi ile iiretilir [55]. Deneysel epilepsi modelleri, insan
epilepsilerinin farkli formlarmi temsil eder (Tablo 3)[38]. Ornegin, pentilentetrazol
(PTZ) ile indiklenen konvilziyonlar, petit-mal veya absans nobetleri, maksimal
elektrosok (MES) ile indiiklenen ndbetler ise insan grand-mal epilepsi formunu taklit
eder (tonik-klonik nobetler) [56]. Bu hayvan modellerinde o6lgllen parametreler,

konviilsiyonlarin farkli fazlarinin baslangict ve klonus stresidir [55].

Tablo 3. Deneysel Epilepsi Modelleri

Kompleks parsiyel

Deneysel epilepside akut ve kronik modeller vardir. Akut epilepsi i¢in olanlar,
konvulsif ilaclarin veya elektriksel stimiilasyonun uygulanmasiyla olusturulur. Kronik
epilepsi modelleri daha fazla bakim, is ve ekonomik maliyet gerektirir, ancak insanlarda

epilepsinin patofizyolojisini daha iyi olusturduklar1 gosterilmistir.

10



Her iki model de kismi ve genellestirilmis nobetler iiretir. Bununla birlikte,
epilepsi zaman i¢inde tekrarlayan krizlerin ortaya ¢ikmasi ile karakterize oldugundan,
sadece bu durumu yeniden Ureten modeller, epilepsinin gegerli modelleri olarak kabul
edilir [57]. Deneysel epilepsi modeli olusturmak amaciyla kullanilan kimyasal ajanlar

ve olusturdugu epilepsi modelleri Tablo 4’te gosterilmistir [58].

Tablo 4. Deneysel Epilepsi Modeli Gelistirmek Amaciyla Kullanilan Cesitli Ajanlar

Lokalkonvulzanlar Sistemik konvulzanlar
Kimyasallar Nobet modeli Kimyasallar No6bet modeli
Penisilin Basit parsiyel akut Kainik Asit Kompleks parsiyel
Tetanus toksini Kompleks parsiyel | Bikukulin Jeneralize Klonik/tonik
Striknin kronik Bemegrid Jeneralize Klonik/tonik
Aliimin Basit parsiyel akut Isoniazid Jeneralize Klonik/tonik
Kobalt Basit parsiyel akut Methionine Jeneralize Klonik/tonik
Tungstik asit Basit parsiyel akut Sulfoksimin Jeneralize Klonik/tonik
g Basit parsiyel akut Pentilentetrazol | Jeneralize Klonik/tonik
Demir Basit parsiyel akut | Pikrotoksin Jeneralize Klonik/tonik
Flurotil Jeneralize Klonik/tonik

Kindling (Tutusma) Modeli

Beyinin bazi boliimlerinin elektriksel veya kimyasal olarak uyarilmasia tepki
olarak gittikce artmakta olan bir konvulsif aktivite durumu olan kindling, su anda
beynin “patolojik plastisite” modeli olarak kabul edilmektedir [59]. Kindling; artmig
noral uyarilma, konviilsiyon, néron hasart ve anormal davranis degisikligine yol actigt
ve bir 0lgude insanlarda temporal lob epilepsisinde goriilen bozukluklara benzer oldugu
i¢in, epilepsi ile iliskili degisiklik mekanizmalarinin ¢alismalari i¢in uygun bir deneysel
model olarak kabul edilmektedir. Ayrica kindling'in néron oliimiinii indiikleyebildigi

gosterilmistir [60].

Kindling, farkli beyin bolgelerinin elektriksel stimiilasyonu (elektrikli ¢irpma)
veya cesitli kimyasal maddeler (kimyasal ¢irpma) kullanarak indiiklenebilir. Kompleks
parsiyel epilepsi elektriksel kindling ile olusturulurken, kimyasal kindling ise primer
jeneralize epilepsi modelini olusturmaktadir [61]. PTZ ile indiiklenen konviilsiyonlar,
petit-mal veya absans nobetleri tetiklerken, maksimal elektrosok (MES) ile indiiklenen

ndbetler, insan grand-mal epilepsi formunu (tonik-klonik nébetler) temsil eder [62].
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Ik kindling tanmimi 1969°da Graham V. Goddard tarafindan verildi. Goddard,
fareler iizerinde yaptigi calismada beyinin farkli sub-kortikal bdlgelerine bipolar
elektrot yerlestirerek, degisen akim yogunluklari ile elektriksel olarak belirlenen
bolgeleri uyardi. Goddard, baslangigta sub-konvulsif uyaranlara herhangi bir
davranigsal ve elektrografik cevap alamazken, farelere uyarilar tekrar tekrar verildiginde
en sonunda belirli uyarilardan sonra tam olarak gelismis konvulsiyonlara neden
oldugunu buldu [63]. Goddard, beyinde boyle ilerleyici degisiklikler i¢in “kindling”
(tutugma) terimini ortaya koydu. Ayni zamanda Goddard beyinin boliimii olan amigdala
bolgesi stimulasyonlarla hizli bir sekilde uyarilirken, hipokampiis bolgesi ise daha uzun

bir siire i¢inde uyarilarak degisikliklere cevap iiretmektedir [55].

a) PTZ kindling modeli (kimyasal tutusma modeli)
Bir tetrazol tiirevi olan PTZ, 'sistemik' konviilzanlar sinifindaki kimyasal bir ajandir.
Bu nedenle akut veya kronik hayvan epilepsi modellerini gelistirmek igin siklikla
kullanilabilmektedir. Parenteral olarak uygulanan PTZ farelerde, siganlarda, kedilerde
ve primatlarda tutarli konviilzan etkilere sahiptir. PTZ baslangicta miyoklonik
gerilmeler Uretir daha sonra devam eden ve jeneralize tonik-klonik noébetlere yol
agmaktadir. EEG’de ¢oklu diken-dalga kompleksi veya diken-dalgalar gosterir [55].
PTZ, tekrarlanan veya tek doz uygulamasindan sonra konviilzan etkilere sahip
GABAA reseptoriiniin klorid iyonofor kompleksinin bir engelleyicisidir. Ayrica
GABAerjik ve glutamaterjik sistemler gibi ¢esitli norotransmitter sistemleri etkiler [64].
PTZ uygulamasinin sicanlarda hipokampal atrofiye yol actig1r ve hipokampuste
néron kaybina, astrositoza neden oldugu goriilmiistiir [65]. PTZ’nin dozu ndbet
aktivitesi iiretmek i¢in dnemlidir. Ornegin, kemirgenlerde (60 -100 mg / kg, i.p. veya
s.c.) esik dozdaki akut PTZ enjeksiyonu, miyoklonik jerkler, ¢irpinma ve tonik
ekstensiyona yol agar. Bununla birlikte, PTZ'nin daha diisiik esik alt1 dozlarinda (20 - 40
mg / kg, i.p.) tekrarli uygulanmasi, kindling fenomenine neden olabilir [38, 55].
Tutusmus beyinde;

e Beyin fonksiyonlarin degismesiyle birlikte bir protein olan c-fos aktivasyonunda
artig gozlenir,

e Eksitator sinaptik baglantilar daha giiclii hale gelir,

e GABA, noradrenalin, tirotropin-serbestletici hormon (TRH) ve adenozin
sistemleri tutusmayi baskilayici etki gosterirler,

e Noronlara kloriir girisi azalir.
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b) Elektriksel kindling modeli

Maksimal elektrosok testi, tonik-klonik (grand mal) tipte jeneralize ndbetlere karsi
etkili ilaglar hedeflenen en iyi onaylanmig klinik oncesi testtir. MES stimiilasyonu,
hayvanlarin tonik arka ekstremite ekstansiyonunu ortaya ¢ikarmak i¢in 50-60 Hz ya da
disiik frekansda (6 Hz) alternan akim kornea, kafa ya da kulak elektrotlar1 ile

uygulanmaktadir [55].
NOBETLERIN SKORLANMASI (RACINE SKALASI)

Racine 0lgegi, kemirgen deneysel epilepsi modellerinde cesitli kimyasal
konviilsiyonlarin neden oldugu nébetlerin ilerlemesini daha iyi tanimlamak ve ndbet
yogunlugunu degerlendirmek icin yaygmn kullanilan bir skaladir (Tablo 5). PTZ
enjeksiyonundan sonra Racine skalasi kriter alinarak epilepsi evreleri belirlenir, ii¢ kez

ardigik evre 5 ndbeti geciren hayvan tutugsmus kabul edilir [66].

Tablo 5. Racine Skalasi

Evre | Davranis asamasi

0 Hig nobet yanit1 yok

1 Hareketsizlik, gbz kapanmasi, kulak oynatilmasi, biyik oynatilmasi, koklama
hareketi, fasiyal klonus

2 Daha agir fasiyal klonusa bas sallanmasi eklenmesi

3 On ekstremitelerden birinin klonusu, sahlanma yok

4 Bilatral 6n ekstremite klonusu, sahlanma var

5 Sahlanma ve jeneralize klonik nobetten dolay1 bir taraf iizerine diisme

EPIiLEPSIDE KAYIT YONTEMLERI

Elektroensefalografi (EEG) demans, ensefalopati, beyin 6limi ve epilepsi gibi
hastaliklarin tanisini belirlemek i¢in klinik norolojide dnemli ve yaygin kullanilan bir
aractir. EEG, beyin dalgalarinin elektriksel yontemle izlenmesidir. EEG'ler tipik olarak
20-30 dakika siireyle kaydedilir [67]. Deney hayvanlarinda EEG'nin dogrudan
korteksten kaydedilme islemi ise elektrokortikogram (ECoG) olarak adlandirilir [68].
Amplitiid, mikrovoltlarda nicel olarak dl¢iilmesine ragmen, daha 6nce dlgiilen bir taban
cizgisine kiyasla genellikle diisik veya yiliksek olarak rapor edilir. EEG

potansiyellerinin frekans1 saglikli bir kiside genel olarak 1 ile 30 Hz, voltajlar1 ise 20-
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100 mikrovolt (uV) civarinda kaydedilmistir. EEG dalgalar1 frekanslarina gore bes
gruba ayrilmaktadir (Sekil 3) [69].

a) Alfa Dalgalar

Alfa dalgalar1 korteks, oksipital lob ve talamik bdlgelerde bulunan 8-13 Hz
frekansinda noral osilatordiir [70]. Alfa dalgalan tipik olarak biiyiik amplitiide sahiptir
ve orta diizeyde beyin aktivitesi sirasinda ortaya ¢ikar. Saglikl bir insanda alfa dalgalari
istirahat halinde iken uyanikken ancak gozleri kapali iken ortaya ¢ikmaktadir. Alfa
dalgalar1 korteksteki alanlar1 inhibe eder ve néronlar arasinda ag olusturmada hayati bir
rol oynar. Bununla birlikte hizl1 ve dogru bellek performansi ile alfa frekansi arasinda

pozitif bir korelasyon bulunur [71].

b) Beta Dalgalar

Alfa dalgalarinin aksine, 12-38 Hz frekansina sahip beta dalgalari, daha yiiksek bir
farkindalik durumu sirasinda ortaya ¢ikar [72]. Beta aktivasyonu akademik
performanstaki yiikselme ve yliksek aritmetik hesaplama yetenegi ile iliskilendirilmistir.
Bu bulgular beta dalgalar ile bilissel becerilerde artis arasindaki iliskiyi gosterebilir
[73].

C) Teta Dalgalar
Teta ritmi olarak da bilinen Teta dalgalar1 4- 7 Hz frekansa sahip dalgalardir. Teta
dalgalar1 hem kortikal hem de hipokampal bolgelerde olusabilir. Uyarildiginda, alfa

dalgalarina benzer olan teta dalgalarinin kaygiy1 azalttig1 gosterilmistir [74].

d) Gama Dalgalar
Gama dalgalar1 40-100 Hz frekansinda meydana gelen beyin titresimlerdir [75].

Bununla birlikte, 40 Hz frekansinda gamma dalgalar1 ile ndronal devrelerin kurulmasi
ile ilgilidir. Bu dalganin yoklugunun, ¢cogu zaman talamik hasarin bir sonucu olarak,
bilingli farkindaligin artik olusamayacagr ve kisinin derin bir komaya girdigi

kaydedilmistir [76].

e) Delta Dalgalar
0,5-3 Hz diisiik frekansh ve yiiksek amplitiitlii beyin dalgasidir. Normal bir insanda
sadece derin uykuda gorilmektedir [73].
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Sekil 3. EEG Beyin Dalgalar1 [69]

EPILEPSI OLUSUM MEKANIZMALARI

Farkli tipteki epilepsilerin altinda yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar ile
ilgili bilgiler hala sinirhidir. Gilinlimiizde, beynin normal bir bdlgesinde epilepsi
olusmasina neden olan faktorler heniiz bilinmemektedir [77]. Epileptogenez, beyine
zarar veren bir hasar sonucunda spontan nobetlerin ortaya ¢ikmasina neden olan bir
molekdler ve hiicresel degisiklikler dizisinin tetikledigi siireci ifade eder [78]. Bu siireg
eksitator ve y-aminobdtirik asit (GABA)-erjik inhibitor nérotransmisyonu, iyonotropik
reseptor fonksiyonundaki degisiklikleri, kalsiyum homeostasisindeki degisiklikleri,
endojen antikonviilsan ve noroprotektif diizenleyici sistemlerin bozuklugu arasindaki
denge degisimlerini igerir (Sekil 4) [27, 79].

Tiim epileptik sendromlarin tek 6zelligi, noronal uyarilabilirligin siirekli olarak
artmasidir [80]. Epileptik ndbet, beyindeki ndronlarin normal yapilarinin bozulmasi
nedeniyle gec¢ici anormal senkronizasyonundan kaynaklanir ve EEG’de artan ve azalan
elektriksel desarjlara yol agar [20]. Anormal hiicre desarjlari, travma, oksijen
yoksunlugu, tiimdrler, enfeksiyon ve metabolik bozukluklar gibi cesitli nedenlerle

iliskili olabilir. Altta yatan nedenler ve patofizyolojik mekanizmalar, baz1 epilepsi
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tiirleri i¢in kismen anlagilmaktadir, ancak diger bircok epilepsi i¢in su anki bilgiler
oldukca kisitlidir [80]. Glutamaterjik ve GABAerjik sistemler gibi c¢esitli klasik
ndrotransmitter sistemlerinde degisiklikler epileptik nobetlerin  olusumunda rol
oynamaktadir. Ayrica, nitrik oksitin (NO) sinaptik plastisite, beyin uyarilabilirliginin
diizenlenmesi ve ndbet aktivitesinin baglatilmasinda potansiyel bir norotransmitter veya

retrograd haberci oldugu rapor edilmistir [81].

| Eksitasyon/inhibisyon dengesizligi .
Normal Beyin
Eksitasyon inhibisyon
Glutamat GABA

Aspartat

Epileptik Beyin

' Eksitasyon
inhil)isyonl

Sekil 4. Beyindeki Eksitator ve Inhibitér Norotransmitterler Arasindaki Denge [79].

Parsiyel bir nobetin olusmast i¢in ndronlarda senkronizasyon ve asiri
uyartlmislik gibi temel fizyopatalojik bulgularin olmasi gerekmektedir. Nobetin
yayilmas1 ise eksitasyon bolgesini c¢evreleyen inhibitér noronlarin inaktivasyonu ile
meydana gelmektedir. Jeneralize epilepsiler genel olarak anormal talamokortikal
devreden kaynaklandig: diistiniilen diken-dalga desarjlaridir [82]. Epileptogeneze neden
olan molekiiler mekanizmalar arasinda voltaj bagimli Na® kanallarinin aktivasyonu,
GABA sentez veya yikimindaki degisiklikler ile basta GABAao0Imak (izere, glutamat ve

adenozin reseptor modiilasyonundaki degisiklikler yer alir [83].

Glutamat Reseptorleri

Glutamat memeli beyninde temel uyarict ndrotransmitterdir ve glutamat ve
analoglarinin noronlar iizerine giiclii bir depolarize edici etkisi vardir [80]. Glutamat

reseptorleri genellikle intrinsik katyon gecirgen kanallarla iyonotropik reseptorler ve
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diagilgliserol ve ¢cAMP gibi ikinci haberciler ve membran iyon kanallar1 iizerine G
protein alt birimlerinin etkileri aracilifiyla uyarilabilirligi degistiren metabotropik

reseptorler olarak siniflandirilir (Sekil 5) [84].

Iyonotropik Glutamat Metabotropik Glutamat
Reseptorler Reseptorler

ﬁ‘_‘ ‘).3 a& L-Glutamat "3

Hicredisi

Kainate
GluRS-T

GluR14

v G-Proteinler

Na" ca’ Na' ca” Na' Ca
ikinci Haberci .

Iyon Akimlari o
Hicreigi Alan )

Sekil 5. Iyonotropik ve Metabotropik Glutamat Reseptérleri [84].

Iyonotropik  reseptdrler,  a-amino-3-hidroksi-5-metilosokzasole-4-propionat
(AMPA), N-metil-D-aspartat (NMDA) ve kainatin {i¢ ailesi vardir. AMPA, Non-
NMDA reseptorlerinin en 6nemli alt tipidir ve glutamat sinapslart iizerine en hizlhi
eksitator postsinaptik potansiyellere (EPSP) aracilik eder, oysa NMDA reseptorleri,
kimyasal ve elektriksel olarak birbirine bagli bir kanal araciligiyla yavas EPSP ve Ca*
akisina aracilik eder (Tablo 6) [83].

Tablo 6. Glutamat Reseptorleri

Reseptor Hiz Permeabilite

AMPA Hizli Na', K* (bazi durumlarda Ca*?)
NMDA Yavas Na*, K*, Ca*

Kainat Hizli Na*, K*
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GABA Reseptorleri

GABA santral sinir sistemin’de (SSS) noronal eksitabilitenin ana inhibitoridur.
Ug tip GABA reseptorii tanimlanmistir. GABAA ve GABAc reseptorleri iyonotropik,
GABAg reseptorleri ise metabotropiktir. GABAA reseptorleri genelde néronlarin dentrit
ve hiicre govdesinde yerlesik olup ClI igine girisi GABA, reseptorlerinin aktivasyonu
ile saglanir ve membran hiperpolarizasyona neden olur [84]. GABAA reseptor kanalinin

yap1 ve fizyolojisi Sekil 6’te gosterilmistir.

Barbiturat
Benzo@mzepm baglanma = baglanma bolgesi
bolgesi CI_ o
GABA bolges: ™~ / / Steroid

Ekstraseliler alan

Sitozol

Fosforilasyon bolgeleri @

Sekil 6. GABAA Reseptor Kanalinin Yapi ve Fizyolojisi [85].

GABAg reseptorleri néronun soma ve akson terminallerinde bulunur ve Ca*?
kanallarini kapatir ve K* kanallarini agarak norotransmitter salinimini engeller. GABAg
reseptorleri daha c¢ok jeneralize epilepsilerin patogenezinde rol oynarken fokal
epilepsilerdeki roll tartismalidir. GABA reseptorleri, GABAAa reseptorleri gibi ligand
kapili CI kanallaridir. Retinada fazla oranda bulunmakla beraber superior kollikulus,
hipofiz, serebellum ve omurilikte de gosterilmistir. Ancak GABAc’ye beyinde nadir
rastlanir. Bu reseptorler iki a, iki B ve iki y alt Ginitesinden olugmaktadir. GABA bu alt

tinitelerden herhangi birine baglanir [85].

Iyon Kanallan
fyon kanallarindaki voltaj bagimli iyon kanallar1 (Na*, K*, Ca*?, CI") ve ligand
kapil1 kanallardaki nikotinik asetilkolin (ACh) ve GABA reseptorlerindeki mutasyonlar

eksitatér ve inhibitér fonksiyonun kaybina neden olmaktadir. Iyon kanallarindaki

mutasyonlar eksitator ve inhibitdr noérotransmisyonun etkinliginin degigsmesine yol
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acmakta; bunun sonucunda eksitat0r noérotransmisyonun artmasina ya da inhibitor

fonksiyonun kaybina neden olmaktadir [84].

Adrenerjik Reseptorler

Sempatik sinir sistemi, esas olarak arter ve venlerde ay, ay ve B-adrenoseptorler
tizerinde etkili olan epinefrin ve norepinefrin (NE) salinimini diizenleyerek organ kan
akisinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar [86]. Noradrenerjik sistem ¢ok sayida
fizyolojik ve patolojik siireclerin anahtar modulatéradir. Merkezi sinir sistemi icinde,
noradrenerjik noronlar bolca sinir aglar1 ile innerve olurlar ve uyku ve uyarilma,
ogrenme ve bellek gibi biligsel islevler, anksiyete ve depresyon gibi duyussal durumlar,
noroplastisite de degisiklikler, embriyonik beyin gelisimi ve erigkin ndrojenezi gibi bir
dizi davranmigsal durumu diizenledigi gosterilmistir [87]. Memeli merkezi sinir

sisteminde (MSS) noradrenerjik (NA) sistem esas olarak lokus seruleus’tan kaynaklanir.

Beyin sapindaki bu ¢ekirdekten, NE iceren aksonlarin oldukga farkli ve daginik
bir projeksiyonu, omurilik, beyincik, talamus, amigdala, hipokampus ve kortekste
innerve olan MSS boyunca yayilir [88].

Noradrenerjik sinyal sistemi asir1 derecede karmasiktir; ¢oklu alt tipli ii¢ ayri
reseptor sinifi klonlanmistir ve her sinif farkli proteinleri aktive etmektedir. Adrenerjik
reseptorler, endojen agonistleri norepinefrin ve epinefrini baglayan G-protein-baglh
reseptorlerin (GPCR) siiper ailesinin bir pargasidir. Adrenerjik reseptorlerin (ARS) oy
(alfa) sinifi Go/Gq ile baglantilidir ve fosfolipaz C ve hiicre igi Ca*? serbestlemesini
aktive eder. Alfa-2 adrenerjik reseptor G;j ile iliskilidir ve adenilat siklazi1 inhibe eder.
adrenerjik reseptor ( B1AR ve B2AR) Gg ile baglantilidir ve adenilat siklazi aktive eder
(Sekil 7) [89, 90]. Tiim bu reseptdr siiflari, beyinde yaygindir ve hipokampus, korteks

ve amigdala gibi nobetlerin diizenlenmesi ile ilgili bolgelerde bulunulmustur [91].
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Korteks

Lokus seruleus 9
)

= DHPG
* MHPG

@ MNE

o ® Norepinephrine

Sekil 7. Noral Sinapslardaki Ne'nin Etkilerine Genel Bakis. Ne, Tyr ve Phl Amino Asitlerinden
Sentezlenir ve Once Sirasiyla Dopa, Da ve Ayrica Ne Enzimlerine Gére Tyr-H, Aadc Ve Da B-
H'ye Ddoniistiirtiliir, Bundan Sonra Ne Presinaptik Vezikiillerde Depolanir. Sinaptik Yariga
Salinmasindan Sonra, ne, Adrenerjik Reseptorlere (Ar'ler) Baglanarak Etkilerini Uygular: ay,,
arp Ve aig; 8z, a2 VE Ay veya B, B ve Ps. Aj- ve B-ar'ler Hiicre Sinyallesmesinde Uyarici
Etkiye Sahipken, a-ar'ler sinyallesmeyi inhibe eder. ne, norepinefrin; tyr, tirozin; phl,
fenilalanin; dopa, 3,4-dihydroxyphenylalanine; da, dopamin; tyr-h, tirozin hidroksilaz; aadc, I-
aromatik amino asit dekarboksilaz; da B-h, dopamin B hidroksilaz [91].

Norepinefrin kindling modelinde epileptogenezi giiclii bir sekilde inhibe eder.
Sayisiz deneysel calisma, merkezi noradrenerjik norotransmisyona miidahalenin
epilepsi kindling modelinde nobet gelisimini 6nemli olglide etkiledigini gdstermistir.
Noradrenalin (NA) iireten noronlarin lezyonlar1 veya beyin NA'simnin farmakolojik
tiikkenmesi, kindling hizinin belirgin bir sekilde kolaylasmasina neden olur [92]. Buna
karsilik, lokus seruleus bolgesinde stimilasyon yaparak veya farmakolojik tedavi ile

NA aktivitesini artirmak kindling nébet gelisimini geciktirir [93, 94].
a) Alfa-2 Adrenerjik Reseptor ve Epilepsi ile Tliskisi

Noradrenerjik noronlar, lokus seruleus'tan koken alir ve korteks, hipotalamus
dahil olmak iizere 6n beyin bolgelerine tasimir. Ahlquist ve ark. 1948’de ilk olarak

memelilerde sempatik sinir sistemi uyarimi aract olan noradrenalin tarafindan aktive
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edilen adrenerjik reseptorlerin alfa ve beta alt tiplerini bildirmistir. Bu bilgiler 15181nda,
bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve 1973 yilinda a-adrenerjik reseptorlerin osve

ay alt tipleri belirlenmistir [95].

Farmakolojik ve yakin bir zamanda, molekiiler klonlama stratejileri, ii¢ ayr1 tip
alfa-2 adrenerjik reseptor (AR) alt tipinin, A2A AR, A2B AR ve A2C AR'nin varhigini
ortaya koymustur [10]. Biitiin alfa-2 AR alt tiirleri bulundugu bolgedeki hedef
hicrelerde coklu efektor (dengeleyici) sistemlerle G-proteinleri heterotrimerik alt
kiimeleri olan Gi ve Go araciligiyla adenil siklaz aktivitesini azaltir. Boylece reseptore
duyarli K" kanallar1 etkinlesir veya voltaj kapl Ca*® kanallar1 bastirilir (Sekil 8).
Spesifik alfa-2 AR agonistleri ve antagonistleri yoktur ve alfa-2 AR alt tiplerinininin
hepsi benzer efektor sistemlerle eslesir. Kindling modeli epileptogenezin baskilanmasi
dahil, endojen NE'nin noronal plastisite tizerindeki etkilerine aracilik eden alfa-2 AR alt
tiplerini tanimlamak miimkiin olmamuistir [96].

Alfa-2-adrenoseptorler organ kan akisimi karmagik bir sekilde modiile eder.
Presinaptik alfa-2 adrenoseptérlerin  sempatik sinirler ve merkezi sinir sistemi
Uzerindeki aktivasyonu, sempatik inaktiviteye neden olurken, vaskiler postsinaptik
reseptorlerin aktivasyonu, hem vazokonstriiksiyona (vaskuler duz kas hicreleri
Uzerindeki alfa-2 adrenoseptorlerin aktivasyonu yoluyla) hem de vazodilatasyona neden
olur (endotel hicrelerinde alfa-2 adrenoseptorler araciligiyla) [95, 97]. Merkezi sinir
sisteminde noradrenerjik sistem epileptik fenomenleri azaltmada 6nemli bir rol oynar
[89].

Alfa-2 adrenoseptorler farkli nobet paradigmalarina olan duyarliligi farkl
sekilde etkileyebilir. Alfa-2 adrenerjik agonistlerin, kainik asit veya PTZ ile kimyasal
olarak induklenen nébetler de dahil olmak tizere akut ndbet modellerinde antikonvilzan
oldugunu gostermistir (98). Alfa-2 adrenoseptor agonisti olan klonidinin nispeten
yiiksek dozlarda (0.5 mg/kg) pentilentetrazolle indiiklenen nobetlere karsi antikonviilsan
etki gosterdigi, diisiik klonidin dozlarinin bu modelde nébet duyarliligini degistirmedigi

gosterilmistir [99].

Alfa-2 agonistleri, ¢esitli kosullar altinda noradrenerjik iletimi artirabilir veya
azaltabilir, bu nedenle NE'nin prokonviilzan veya antikonviilzan olup olmadigim
kuvvetli bir sekilde géstermez, ancak en azindan NE'nin konviilsiyonlar etkiledigini ve
hem prokonviilsan hem de antikonviilsan 6zelliklere sahip olabidigini gostermektedir

[100]. Alfa-2 antagonisti olan atipamezol (3 mg/kg s.c.), dentat girusda ritmik olmayan
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EEG'nin bazal amplitidinu arttirmis, geng ve yasl sicanlarda hipokampiisiin CAl
bolgesinde hafif diken aktivitesini arttrmustir [101].  Alfa-2  adrenoseptor
antagonistlerinin sistemik uygulamasi, amigdala kindling isleminde ndbet gelisimini
kolaylastirirken, alfa-1 veya beta-reseptOr antagonistlerinin etkisinin olmadig1
calismalarda gosterilmistir. Bir alfa-2 adrenoseptor agonisti ile tedavi, amigdala

kindling hizin1 azaltmistir [96].

Noradrenalin

LI

LITTATATATE

(AT

T

GTP

\
§

Aktif adenil siklaz [ Adenil siklaz

Aktif G(i)-protein adenil siklaz1 deaktife eder;

Alfa2 aktivasyonu= cAMP'de bir azahs

. ~Protein kinaz A azahr
-Fosforlanmus fosforilaz kinaz azahr

Sekil 8. Alfa-2 Adrenerjik Reseptorii Hiicre I¢i Sinyal Yolu. Bunlar, Gi Proteinine Bagh
Reseptorlerdir [96].

Adenozin Reseptorleri

Adenozin, piirin bir riboniikleosittir ve bir¢cok fizyolojik olaylarda rolii vardir.
Beyin i¢i ve dis1 hiicresel ortamda bulunan endojen bir ndromodiilatdrdiir [102]. Normal
fizyolojik kosullar altinda, hiicrelerdeki ve doku sivilarindaki adenozin miktari,
nanomolar araliktadir ancak hiicresel sikinti durumlarinda, iskemi veya nobet

durumunda adenozin seviyeleri hizla artar. Adenozin, adenozin deaminaz (ADA) ve
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adenozin kinaz (ADK) tarafindan katabolize edilir [103, 104]. Adenozinin Al, A2A,
A2B ve A3 reseptorleri olmak iizere dort alt grubu vardir ve bu reseptorler spesifik G
proteine baglanarak etkilerini gosterirler (Sekil 9) [105, 106]. Yiiksek afiniteli inhibitor
Al reseptori ve eksitator A2A reseptorleri beyinde en bol olanlardir ve fizyolojik
etkilerin cogundan sorumludurlar. Aksine diisiik afiniteli veya diisiik bolluklu A2B ve

A3 reseptorleri ek bir modiilator reseptdr capraz tabakasi saglar [7, 107].

Hiicredisi sivi
Adenozin

Ca*

——

e
T 1 B
®

G, G G G, G,
L K* o=t L Adenilat siklaz _JA
—== 5558 Engeller ~ Etkinlestirir
Protein " T
kinaz | 4————— cAmP ATP

Hiicreigi sivi

Sekil 9. Adenozin Reseptdriin Sinyal Sistemi. Adenozin, Esas Olarak Camp'nin Aktivasyonu
ve Inhibisyonuna Bagli Olan Dort G-Protein Bagli Reseptor, Al, A2A, A2B ve A3 Vasitasiyla
Aracilik Eder [106].

Fizyolojik kosullar altinda hiicrenin i¢indeki adenozin konsantrasyonlari
nispeten distiktiir (<1 uM) ve ana diizenleyici enzim, AMP yoluyla ATP'ye geri ilk
fosforilasyon asamasina aracilik eden adenozin kinazdir (AK) [108, 109]. Hiicre igci
adenozinin diizenlenmesi AK ile saglanirken, hiicre dis1 adenozin seviyeleri, adenozini
inosine indirgeyen adenozin deaminaz (ADA) tarafindan bir sekilde diizenlenir [110].
Adenozin ayrica amino asit, L-homosistein, S-adenosil-homosistein (SAH) hidrolaz
enzimi yoluyla da iiretilebilir. Yetiskin beyninde, AK biiyiikk Olclide astrositlerde
eksprese edilir ve astrositik AK'nin adenozinin bazal sinaptik seviyelerini diizenledigi

gosterilmistir [111].
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Adenozinin, dogal yaslanma siireglerinde meydana gelen noronal ve biligsel
degisikliklerde de onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Beyin yaslandikga, hiicre disi
adenosin seviyeleri artar [112, 113].

Adenozin, vyiksek afiniteli inhibitér adenosin Al ve eksitator A2A
reseptOrlerinin aktivasyonu yoluyla islevlerinin ¢ogunu uygulayan, sinaptik iletim ve
ndronal aktivitenin yaygin bir modiilatoriidiir [7, 8]. Adenozin seviyeleri, ADA ile
azaltilmakta, dil, bagirsak yolunu kaplayan hiicreler ve timiiste en yiiksek ekspresyon
gosterirken, beyindeki ekspresyonu oldukga diisiiktiir ve spesifik niikleuslarla sinirhidir
[114, 115]. Adenozin fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda bircok beyin
fonksiyonunu kontrol eder ve giclu antikonvilzan ve noroprotektif 6zelliklere sahiptir
[116]. Adenozin reseptorleri yogun olarak c¢alisiimistir ve bugiine kadar dort farkl
adenozin reseptorleri cesitli tiirlerde klonlanmistir [117]. Tiim adenozin reseptorleri G-
protein-bagli reseptorlerdir ve ¢esitli transdiiksiyon mekanizmalarina baglanmistir. Al
reseptorlii beyinde yiiksek orandadir ve presinaptik adenozin A; reseptori, Gi ; o
proteinleri ve voltaj kapili Ca®* ve K* iyon kanallari yoluyla uyarict amino asit salimini
inhibe eder, postsinaptik olarak adenosin, Ca®* ve K* akilarini modiile ederek membran
potansiyelini dengeler [118, 119]. A2A reseptorl, beynin sadece birkag bdlgesinde
yiiksek seviyelerde eksprese edilir ve esas olarak adenil siklazin aktivasyonuna baglidir
[120]. Adenil siklaz1 da aktive eden diisiik-afiniteli A2B reseptérinun beyinde oldukca
her yerde oldugu diisiiniilmektedir, fakat A2B'ye 6zgii agonistlerin veya antagonistlerin
yetersizligi nedeniyle bu reseptoriin spesifik fizyolojik veya davranigsal tepkilere
baglanmasi zor olmustur [121]. Diisiik yogunluklu A3 reseptorii de oldukga zayif bir
sekilde karakterize edilir, ancak bir protein kinaz Ca+2baglmh mekanizma yoluyla Al ve

metabotropik glutamat reseptorlerini ayirdigi bildirilmistir (Tablo 7) [122, 123].
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Tablo 7. Beyindeki Adenozin Reseptorleri

Reseptor | Adenozine | G- Transduction Beyinde Fizyolojik | Beyindeki
Tlgisi Protein mekanizmasi Etkileri Dagilimi
Adenil  siklaz1 | N6ronlar
engeller hiperpolarize eder | Yaygin
Ca®* kanallarim1 | Sinaptik iletimi
Ay ~70 nM Give Gy | engeller engeller
Fosfolipaz C
(PLC)
etkinlestirir
Adenil  siklaz1 | Transmitter Oncelikle
etkinlestirir salinimini striatum,
Ca’* kanallarim1 | kolaylastirir. olfaktor
Aon ~150 nM Gs*, Goit engeller Transmitter tiberkul,
Ca** kanallarim | salmmmi  inhibe | niikleus
etkinlestirir (?) | eder accumbens
z Adenil  siklaz1 | Beyin kesitlerinde | Yaygin
Aas =eiebii) | Es etkinlestirir CAMP’yi artirir
PLC etkinlestirir
PLC etkinlestirir | A1,mGlu Yaygin
Adenil  siklazi1 | reseptérleri ayirir
As; ~6500 nM | Gj3, G engeller (Ciflesmemis Al,
Hicreici  Ca®* | mGlu receptors)
artirir

b) Adenozin Al Reseptori ve Epilepsi ile iliskisi

Adenozin aracili inhibitor modiilasyon, G-proteinleri iceren G; veya Ggya
inhibtitor ¢ifti olan Al reseptorlerinin biiyiik Ol¢iide aktivasyonu ile gergeklesir. Al
reseptorl adenil siklazi inhibe eder, K + kanallarini i¢eri dogru diizeltir, Ca®" kanallarin
inhibe eder ve fosfolipaz C'yi aktive eder. Cesitli norotransmiterlerin salinimi, 6zellikle
glutamat presinaptik A1l reseptorleri tarafindan inhibe edilir. Adenosin ve Al-Segici
reseptor agonistleri, nobet dnlemede ve ndron korumasinda etkilidir [124]. Epilepsi ile
ilgili olarak, hipokampus gibi epilepsi egilimli bolgelerde yiiksek ekspresyon
seviyelerine sahip olan Al reseptorleri [106], adenozinin parakrin antikonvilzan
fonksiyonlarin1 aktarmak ve epileptojenik aktivitenin yayilmasini 6nlemek icin essiz bir
sekilde konumlandirtlmistir [125, 126]. Genellikle, A1 reseptorleri noroprotektif olarak
tanimlanirken, A2 reseptorleri ndrodejeneratif olarak tanimlanmistir. Bu, biiyiik 6l¢iide
A1l reseptor'lerin inhibe edici etkileri ve A2 reseptor'lerin uyarict etkilerinden
kaynaklanmaktadir [127]. A1 reseptorii néronal koruma, glutamat salinimini azalttig1 ve

noronlar1 hiperpolarize ettigi i¢in 6nemli bir rol oynadig1 disiiniilmektedir. Her ne kadar
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Al reseptorleri limbik ve neokortikal bolgelerde en fazla miktarda bulunsa da, bazal
gangliyon ve serebellumda da bol miktarda bulunur. Al reseptorleri ndronlarda ¢ok
daha fazla miktarda bulunur, ayrica bunlar ¢ok daha diisiik bir yogunluga ragmen,
astrositlerde, mikroglia ve oligodendrositlerde de bulunur [128, 129]. Aslinda, Al
reseptorleri glutamat, asetilkolin ve serotonin salinimini etkili bir sekilde kontrol eder,
ancak birka¢ calismada beyinde GABA ve noradrenalin salininmimi kontrol etmekte
yetersiz kaldigini gostermistir. Bu, Al reseptorlerinin 6zellikle beyindeki uyarict sinir

terminallerinde sinaptik bir néromodilator roli yerine getirdigi fikrine yol agar [130].

Adenozin beyin aktivitesinin 6nemli bir inhibitér modulatéridir. Deneysel
epilepsi modellerinde antikonvilzan etkiler gostermektedir [131]. Ekzojen olarak
verilen adenozin reseptOr aganositleri, nobet aktivitesini azaltirken [132], hipokampiis
bolgesinde Al reseptor antagonistleri prokonvilzan etkilere sahiptir [133]. Endojen
adenozin seviyesi nobet sirasinda onemli derecede arttigi igin, adenozinin “endojen
antikonviilzan” olarak islev gormesi Onerilmistir [134]. Ancak nakavt farelerde
(knockout) Al reseptor eksikligi veya adenozin antagonistleri ndbete direkt olarak yol
acmaz. Adenozinin antikonviilzan etkileri Oncelikle A1l reseptorleri aracilifiyla
olmaktadir [135]. Adenozinin tonik inhibitor etkilerinin kaybi, epilepsiyi tanimlayan
hipereksitabilite ve tekrarlayan nobetlere katkida bulunabilir [123]. Temporal lob
epilepsili (TLE) hayvan modellerinde Al reseptOrlerinin aktivasyonu hipokampusta
noron Olimiine ve eksitotoksisite karsi koruyucu oldugu gosterilmistir [136].
Epilepside, inhibitor Al reseptorleri bir anti-epileptik reseptor olarak tanimlanirken A2
reseptorlerinin epileptiform aktiviteyi arttirdigi gosterilmistir [116]. Adenozin salinimi
Ozellikle nobetlerin asir1 noronal aktivitesi veya in vitro nobet benzeri aktivitenin
ardindan belirgindir ve adenozinin doku igerigi nobet baslangicindan sonra hizla
yikselir [137, 138]. Nobete bagli olarak adenozin seviyelerinin artis1 ndbet
yogunlugunu veya siiresini sinirlayan bir geri bildirim mekanizmast olduguna

inanilmaktadir [ 139, 140].

c-fos

c-fos noronal aktivitenin bir belirteci olarak kullanilmaktadir [141]. c-fos
hiicreleri etkileyerek biliylime ve farklilasmay:1 saglayan cesitli uyaranlar sonucunda
hizla ve gegici olarak saglanir (Sekil 10). Bu yiizden c-fos geni hiicrede herhangi bir

uyarana kars1 ilk yanit veren genlerdendir (Immediate-Early Gene, IEG veya Early
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Responses Gene, ERG) [143]. Beyinde en erken gen c-fos salinimi, normal fizyolojik
yanit ve noropatolojik durumlarda gesitli uyarimlara noral hicrelerin aktivasyonunu
immiinohistokimya yontemleri kullanilarak dolayli olarak tespit icin gelistirilmistir
[144]. Noronlarda, c-fos ekspresyonu, CcAMP responsive element-binding
protein (CREB) / cAMP-response-element (CRE) kompleksinin aktivasyonu yoluyla
cAMP ve Ca*" ile uyarildigi belirlenmistir [145, 146]. Tek basina AP-1 bélgesine
baglanamayan c-fos geninin {iriinii diger IEG'lerin triinleri (jun-B, c-jun, jun-D) ile
etkilesime girer ve bir heterodimer olusturur. Bu heterodimer, hedef gende DNA
uzerindeki AP-1 baglanma bdlgesine baglanarak etkisini gostermektedir ve gec cevap

genlerinin transkripsiyonunu baglatir [142, 147].

MSS’de, elektrofizyolojik olarak noronal aktivasyonu saglayan farkl
farmakolojik ve elektriksel uyaranlardan sonra c-fos expresyonunun arttigi ¢alismalarda
gozlenmistir [141, 148]. Noroplastisitenin bir belirteci olan c-fos néronal hucrelerde
transsinaptik uyar1 ve elektriksel membran aktivistesinden sorumludur [149]. c-fos
proteininin ekspresyonu, cesitli konviilzanlar veya tutusmanin neden oldugu
nobetlerden sonra yetiskin sicanlarin spesifik beyin bolgelerinde artisa sebep olur [150].
Molekdiler dizeyde, kindling nobetleri beyin bdélgesi olan hipokampls ve motor
kortekste erken gen c-fos artisinina yol agar [151]. Asirt stimulasyon sonucunda
eksitator amino asit (EAA) reseptorleri intraseliiler Ca*? diizeylerinde artisa sebep
olarak geri doniistimsiiz noronal hasara neden olan hiicre i¢i mekanizmalar

tetiklemektedir [152].
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Sekil 10. C-Fos Geninin Ekspresyonunun indiiksiyonu (Ac, Adenilat Siklaz; Cam, Kalsiyum
Kalmodulin; Cam Kinaz, Kalsiyum Kalmodulin Kinaz; Srf, Serum Yanit Faktorii; Sre, Serum
Yanit Elementi; Cre, Camp/CaJr2 Yanit Elementi; Creb, Cre Baglanma Proteini; Ap-1, Aktivator
Protein-1) [142]

Ogrenme, hafiza ve noroplastisite ile ilgili siireclerde santral sinir sisteminde
bulunan EAA reseptorleri etkin bir rol oynamaktadir. [153]. IEG ailesinin asiri
transkripsiyonu  eksitotoksik  kaskadin ilerlemesine neden olmaktadir. EAA
reseptorlerinin asir1 aktivasyonu noronlarda hem nekrotik hem apoptotik hiicre 6liimiinii
tetikleyerek norodejenarasyonun gelismesine neden olmaktadir. Norodejenerasyonun
ilerledigi ve DNA fragmentasyonunun gozlemlendigi beyin bolgelerinde c-fos mRNA
duzeylerinde ve AP-1 aktivasyonunda bir artis saptanmustir. c-fos duzeylerindeki bu
artis epileptik tutulumlar1 takiben nodronlardaki apoptozisin ve eksitotoksik hasarin

erken bir belirteci olarak kullanilabilir [154].
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HiPOTEZ

Epileptik nobet olusumu multifaktoryel ve mekanizmasi tam olarak
aciklanamamis patofizyolojik bir durumdur. Glutamaterjik, GABAerjik, kolinerjik,
dopaminerjik, noradrenerjik ve serotonerjik sinyal sistemleri gibi ¢ok sayida noronal
yolagin epilepsi mekanizmasina katildigi ileri siiriilmektedir. Adenozin ve alfa-2
reseptorleri beynin c¢esitli alanlarinda yiiksek konsantrasyonda olduklari ve bir¢ok
fizyopatolojik olaya karistig1 bilinmektedir. Bu reseptér sistemlerin de epilepsi

patogenezinde yer almalar1 olasidir.

Literatiir taramalar1, alfa-2 adrenerjik ve adenozin Al reseptOr sistemlerin
epilepsi olusumu tizerine etkileri ilgili yeterli sayida calisma olmadigin1 géstermektedir.

Olan az sayida arastirma da ¢eliskili sonuglar icermektedir.

Biitiin bu bilgiler 1s181nda, bu tez ¢alismasinda esik alt1 PTZ uygulanarak kronik
epilepsi olusturulacak sicanlarda alfa-2 agonist, adenozin Al agonist ilaglarin epilepsi
tizerine etkileri ve bu etkide GABA diizeylerinin roliiniin arastirilmasi amaglanmustir.
Ilaglarm epilepsi iizerine etkileri, elektrokortikografi (EcoG) ile GABA dizeyleri ise
Elisa kit ile Olgtlecektir. Bununla birlikte, noronal aktivitenin bir belirteci olan c-fos
ekspresyonu hipokampal beyin dokusu alanlarindan histokimyasal olarak tespit edilecek

ve bu yolla ilaglarin etkilerinin kanitlar1 gliglendirilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlari

Bu tez ¢alismasi, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dali
arastirma laboratuvarinda etik kurul izni (Etik No: 2016/95) alindiktan sonra
gerceklestirildi. Calismada strese maruz kalmamig ve standarda uygun kafeslerde
bakilan erigkin erkek 48 adet Wistar Albino sigan (yaklasik 220-260 g agirliginda)
kullanildi. Siganlar 22+1 °C oda sicakliginda 12 saatlik aydilik/karanlik siklusunun
saglandigi, sesten yalitilmis odada ve % 55+6 oranda nemli ortamda tutuldu ve uygun
sekilde beslenmeleri saglandi. Deney uygulamast 09.00-15.00 saatleri arasinda

gerceklestirildi ve deney ortaminin 151k ile ses diizeyi siirekli kontrol altinda tutuldu.

Deney Gruplan

Pentilentetrazol (PTZ) kindling modeli epileptik si¢anlarda alfa adrenerjik ve
adenozin reseptorlerin epilepsi iizerine etki mekanizmalarini arastirmak icin siganlar 6

gruba ayrildi (Tablo 8).

Tablo 8. Deney Gruplari

Gruplar Sican sayisi (n)
1 | Kontrol 8
2 | Salin (PTZ) grubu 8
3 | Deksmedetomidin (Alfa-2 agonist) grubu 8
4 | Atipamezol (Alfa-2 antagonist) grubu 8
5 ] N6-siklopentiladenozin (Adenozin Al agonist) grubu 8
5 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin (Adenozin Al antagonist) 8
grubu
Toplam 48

30




PTZ -Kindling Epilepsi Protokoli

PTZ kindling modeli epilepsi olusturmak i¢in sicanlara pazartesi, ¢arsamba ve

cuma giinleri 35 mg/kg dozda PTZ enjeksiyonlar1 yapildi, enjeksiyon yapilan giinlerde

hayvanlarin davraniglar1 30 dakika gozlenerek Racine skalasina gore epilepsi evreleri

belirlendi ve ii¢ kez ardisik evre 5 nobeti geciren hayvanlar tutusmus kabul edildi.

3. 4. Deney Proseduri

Tutusmus kabul edilen tiim hayvanlara sirasiyla elektrotlar yerlestirildi. Ilk

asamada deney baslangicindan bir giin 6nce hayvanlar sisteme baglanarak cihaza adapte

olmalar1 saglandi. Sonraki asamada, PTZ kindling modeli epilepsi sicanlara asagida

belirtildigi gibi ila¢ enjeksiyonlarindan sonra PTZ ile ndbet indiiklenmesi yapildi ve 30
dakika boyunca video/ECoG kayitlar1 elde edildi.

Kontrol grubu: Kontrol grubu siganlara 1 ml/kg olarak serum fizyolojik (SF)
intraperitoneal (i.p.) olarak verildi.

PTZ grubu: PTZ grubundaki sicanlara PTZ 35 mg/kg dozda i.p olarak enjekte
edildi. PTZ enjeksiyonundan sonra 30 dk boyunca ndbet skorlar1 ve latans
stireleri kayit edildi.

Deksmedetomidin (Alfa-2 agonist) grubu: Bu gruptaki siganlara, bir alfa-2
agonist olan deksmedetomidin, dimetilsufoksit (DMSQ) c¢0zeltisinde
cozildikten sonra 1 mg/kg dozda i.p. olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan 1 saat
sonra PTZ (35 mg/kg) verildi ve 30 dk’lik latans stireleri kayit altina alindu.
Atipamezol (Alfa-2 antagonist) grubu: Atipamezol siganlara DMSO
cozeltisinde c¢ozlldikten sonra 0.75 mg/kg i.p olarak verildi. Sonra ndbet
induklendi ve n6bet skoru ve latans sireleri 30 dk sliresince tespit edildi.
N6-siklopentiladenozin (Adenozin Al agonist) grubu: DMSO ile ¢oziilmiis
olan N6-siklopentiladenozin 0.3 mg/kg dozda i.p olarak verildi ve ayni sekilde,
30 dakika sonra nobet skorlar1 kayit edildi.

8-siklopentil-1,3-dimetilksantin  (Adenozin Al antagonist) grubu: Bu
gruptaki  sicanlara  8-siklopentil-1,3-dimetilksantin  DMSO  ¢ozeltisinde
cozlldikten sonra 20 mg/kg i.p. olarak verildi. N6bet skoru ve latans surelerinin
kayitlar1 alindi.

Deney protokolii tamamlandiktan sonra, tim deney hayvanlar1 dekapitasyon

(servikal dislokasyon) ile sakrifiye edildi. Beyin dokulart hemen cikarild1 ve her bir

ornekteki GABA duzeyinin Elisa kit ile 6l¢tilmesi icin homojenizasyondan sonra

31



santrifilje edilip -80 °C’de dondurulmasi saglandi. Immiinohistokimyasal ¢alisma igin

ayrilan doku ornekleri nétral tamponlu formaldehit iginde saklandi.

Sterotaksik Uygulama

Sterotaksik uygulama dncesi hayvanlara ketamin (90 mg/kg, i.p.) ve ksilazin (10
mg/kg, i.p.) ile anestezi uygulandi. Anestezinin derinligi kornea ve penge refleksleri ile
kontrol edildikten sonra, sican sterotaksi aletine bregma ve lambda noktalari ayni
diizlemde olacak sekilde yerlestirildi. Sicanin basi stereotaksik cihaza sabitlenerek
kemik doku Gzerindeki zar temizlendikten sonra bregma belirlendi (referans noktast).
Elektrotun yerlestirilecegi vidalarin yerleri Paxinos ve Watson’un (1998) sican beyin
atlas1 kullanilarak hesaplandi ve Bregma referans “0” noktas1 olarak alinarak belirlendi.
Belirlenen noktalara bir el drilli (drill ucu ¢ap1 1 mm) araciligi ile 3 ayr1 delik agildi. Bu
deliklere, elektrokortikogram (ECoG) kaydi i¢in, beyin zarlarina temas edecek sekilde
paslanmaz ¢elik vida yerlestirildi (sag frontal korteks, sag oksipital korteks, sol oksipital
korteks). Vidalar bregmanin 4 mm anterioru, orta ¢izginin 3 mm sag laterali (pozitif
elektrot), bregmanin 4 mm posterioru, orta ¢izginin 3 mm sag laterali (negatif elektrot)
ve bregmanin 4 mm posterioru, orta ¢izginin 3 mm sol laterali (toprak elektrodu)
kordinatlarina uygun olarak sabitlendi. Yerlestirilen 3 vidaya kayit islemleri i¢in soket
elektrot yerlestirildi. 1ki kat dental akrilik kullanilarak elektrotlarin kafatasina
sabitlenme islemi tamamlandi (Sekil 11). Elektrotlar ile alinan aktivite BioAmp (AD
Instruments, Avustralya) ara biriminde yilkseltilerek PowerLab 4/SP (AD Instruments,
Avustralya) veri kazanim {initesine baglandi. PowerLab ile korteksten elde edilen
analog sinyaller sayisal hale doniistliriildi. Sonra bir USB kablosu yardimiyla
bilgisayara aktarildi. Bu islemden sonra enfeksiyonu Onlemek i¢in hayvana 3 giin
boyunca ginde 2 kez 50 mg/kg sultamisilin (i.p. olarak) enjekte edildi. Hayvanlar 1
haftalik iyilesme periyoduna birakildi.
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Sekil 11. Ecog Kaydi Oncesi Stereotaksik Uygulama a) Operasyon Oncesi Hazirlik, b)
Bregamin Tespiti, ¢) Drill Ucuyla Vidalar Igin Delik Acilmasi, d) Vidalarin Yerlestirilmesi, e) 3
Ayr1 Noktaya Vidalarin Yerlesmis Hali, f) Elektrotun Yerlestirilmesi, g) Dental Akrilikle
Vidalarin Ve Elektrotun Sabitlenmesi, h) Sabitleme Isleminin Tamamlanmasi, I) Ecog Kaydi
I¢in Hazirlannus Sicanm Goriintimii.

Elektrofizyolojik Kayitlarin Degerlendirilmesi

Video ve ECoG kayitlar1 es zamanli olarak incelenerek hayvanlarin ilk
miyoklonik jerk (IMJ) siireleri, dakika basina diisen toplam epileptik spike sayis1 ve
toplam epileptik spike siiresi yiizde olarak hesaplandi. Oncelikle 30 dakika boyunca
hayvanlardan elde edilmis EcoG kayitlar1 Lab-Chart programi yardimiyla ortam
kaynakl1 giiriiltli sinyallerini elimine etmek amaciyla 1-34 Hz arasinda filtrelendi. Video
kayitlarinda hayvanin ilk ¢ekilmesiyle es zamanli EcoG’da goriilen epileptik spike

aktivitesi ilk miyoklonik jerk olarak yorumlandi ve siiresi saniye cinsinden kaydedildi.
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PowerLab Chart v7.0.3, (ADInstruments, Avustralya) yazilimi ve bu yazilimin
makro Ozellikleri kullanilarak her bir siganin bazal ECoG aktivite esik degeri bulundu
(Sekil 12). Bu esik degerin programa tanitilmasindan sonra otomatik olarak dakika
basina diisen epileptik spike sayisi hesaplandi. Daha sonra 30 dakika boyunca epileptik
spikelara karsilik gelen nobet siireleri program yardimiyla hesaplanarak yiizdeye

dontstiirildii ([Nobet siiresi*100]/1800; 1800=30 dakikaya karsilik gelen saniye).
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Sekil 12. Powerlab Chart V7.0.3 Yazilimin Ozellikleri Aracigiyla Epileptik Spike Esik
Degerinin Hesaplanmasi.

GABA Seviyesi Olguim

Ilag enjeksiyonlarmin sonunda, hayvanlar dekapitasyon (servikal dislokasyon)
ile sakrifiye islemleri saglandi. Sag beyin dokusu ¢ikarildi. Cikarilan sag beyin dokusu
derin dondurucuda (-20°C) on saatten daha az sure bekletildi. Sag beyin
homojenizasyon igleminde, 50 mM Tris-HCL (pH: 7.5) tamponu kullanildi. Sag beyin
agirhiklar: tartildi ve soguk zincire uyularak cam tiiplere aktarildi. Uzerine 2 ml Tris-
HCL tamponu eklendi. Elde edilen dokular ependorf tiiplere yerlestirilerek 3 dakika
16000 devir/dakika hizinda homojenize edildi. Son hacim doku agirliginin 5 kat1 olacak
sekilde tampon ilave edildi. Beyin dokusunun GABA seviyeleri, lireticinin talimatlarina
gore bir fare GABA ELISA kiti (Nanjing Jiancheng Biyomihendislik Enstitlsd,
Nanjing, Cin) kullanilarak él¢ulda.
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Histolojik Degerlendirme

Kontrol ve c¢aligma gruplara ait toplam 48 adet sol beyin dokulari i1sik
mikroskobunda incelemek icin bouin ¢ozeltisinde 24 saat tespit edildi. Dokulara tespit

isleminin ardindan asagidakiler uygulandi:

a) Dehidrasyon

b) Seffaflandirma

¢) Infiltrasyon (Emdirme)

d) Gémme

Elde edilen parafin bloklar +4 derecede buzdolabinda bekletildi. Kesitler

alinmadan Once birkag saat derin dondurucuda bekletilen bloklardan mikrotomla (Leica,
Germany) 4 pum kalinhiginda seri kesitler alindi. Seri kesitlerin her 11. kesiti
degerlendirilmek i¢in lam {izerine alindi. Lam {izerine alinan kesitler 60 °C’ lik etlivde

en az 1,5 saat bekletildi. Histolojik boyamaya hazir hale getirilen kesitler Hematoksilen-
Eozin (H&E) ile boyandi.

Boyanmis preparatlarin {izerine bir damla entellan damlatilarak lameller
(Isotherm Cover glass, 24x50 mm, 0.13- 0.17mm kalinliginda) ile doku arasinda hava

kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatilarak oda 1sisinda kurumaya birakildi.

Immiinohistokimyasal Boyama ve Degerlendirme Yontemi

Kontrol ve c¢alisma gruplarma ait dokular %10’luk tamponlanmis nétral formalin
icerisinde 30-36 saat sure ile tespit edildi. Dokular dehidrasyon, seffaflandirma ve
parafine gomme ardindan +4 °C'ye kaldirildi. Mikrotomla (Leica Germany) kesit
almadan birkag¢ saat once bloklar —20 °C' ye alinip 4 um kalinliginda kesitler alindi.
Seri kesitlerin her 12. kesiti degerlendirilmek icin poli-L-lizin kapli lam Uzerine
alind1 ve her sigan i¢in 5 kesit c- fos immiinoreaktivitesi agisindan degerlendirildi.
Kontrol ve c¢alisma gruplarina ait sol hipokampuslerin DG, CA, CA2 ve CA3
bolgeleri ayr1 ayr1 400X biiyiitmede Olympus BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobu ile
incelendi. Hipokampusin DG, CAl, CA2 ve CA3 bolgelerinde c-fos pozitif
hiicrelerin Image] (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) yazilimi

kullanilarak sayilmasi ile kantitatif olarak analiz edildi.
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Istatistiksel Degerlendirme

Elektrofizyolojik kayitlar sayisal verilere donistiirtildiikten sonra bu veriler
SPSS programi (Windows vers. 22.0) kullanilarak istatistiksel degerlendirme
gerceklestirildi. Tiim deneysel sonuglar Ort.+SH (ortalamanin standart hatasi) olarak
ifade edildi. Verilerin gruplar arasi karsilasgtirlmasinda varyans analizi (One way
ANOVA) kullanildi. Gruplar aras1 farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini tespit
edilmesi amaciyla Tukey testi (post-hoc test) uygulandi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi

p<0.05 olarak kabul edildi.

36



4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, kontrol grubu disindaki tiim siganlara PTZ enjekte ederek
epilepsi nobeti olusturuldu. Epilepsi olusturulmus sicanlardan elektrokortikografik
(EcoG) kayitlar alinmadan once ilag enejeksiyonlari sonrasi 30 dakika boyunca video ve
ECoG kayitlart alindi. Siganlarin bu kayitlari es zamanli incelendikten sonra Racine
skalasina gore nobet evreleri, ilk miyoklonik jerk (IMJ) siiresi (saniye), epileptik spike
say1s1 (spike sayisi/dk), epileptik spike siire yiizdesi (% spike suresi) belirlendi. Sonraki
asamada, beyin dokusundan GABA seviyeleri Elisa kit ile tayin edildi. Hayvanlarin
beyinlerinde hipokampusiun DG, CA1 CA2 ve CA3 bolgesindeki c-fos pozitif hicre

sayis1 imminohistokimyasal olarak tespit edildi.

Sicanlardan Elde Edilen ECoG Kayit Ornekleri

PTZ kindling modeli epilepsi siganlara ilag enjeksiyonlarindan sonra PTZ ile
epileptik nobet indiiklemesi yapild1 ve 30 dakikalik stireyle EcoG kayitlar1 elde edildi.
ECoG kayitlarindan bazi 6rnekler Sekil 13'de gosterilmistir.
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S00uV |
a) Kontrol

b) Salin

c¢)Deksmedetomidin

N

d) Atipamezol

e) N6-siklopentil adenozin

f) 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin

Sekil 13. Kontrol Grubu ve Deney Gruplarin Ila¢ Enjeksiyonu Sonras1 30 Dakikada
Elde Edilen Ecog Kayit Ornekleri.
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Racine Skalasi’na Gore Nobet Evreleri

Nobet evreleri, deney gruplarina PTZ enjeksiyonu sonrasit 30 dk’lik gbzlem
sonrasi Racine skalasi’na gore belirlendi. Gruplarin skorlari PTZ grubunda 5,
deksmedetomidin grubunda 3, atipamezol grubunda 5, N6-siklopentiladenozin
grubunda 3 ve 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin grubunda 5 olarak skorlandi. PTZ,
atipamezol ve 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin gruplarinin nébet evrelerinin ort+S.H
degerleri 4.83+0.40 iken deksmedetomidin, N6-siklopentiladenozin gruplarinin nébet
evrelerinin ort+S.H degerleri 3.16+0.40 olarak tespit edildi. Tek yonlii ANOVA test
sonuclarina gore gruplarin Racine skor ortalamalar1 arasindaki fark anlamli bulunmustur
(F(4,29=30.000; sirasiyla p=0.001).

Yapilan post-hoc test karsilastirma sonuglarina gore, deksmedetomidin ve N6-
siklopentil adenozin gruplari ile PTZ grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (p=0.001). Ancak, atipamezol ve 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin
gruplart ile PTZ grubu karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=1.00) (Sekil 14).

Nobet Evresi

Sekil 14. Deney Gruplarinda Nobet Evrelerinin Ortalama (£SH) degerleri. ®p<0.05, PTZ
Grubu Ile Karsilastirildiginda.
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ilk miyoklonik jerk (saniye)

Gruplarin ilk Mykolonik Jerk (IMJ) Siiresi

Calismamizda PTZ, deksmedetomidin, atipamezol, N6-siklopentiladenozin, ve
8-siklopentil-1,3-dimetilksantin grubu sicanlarin IMJ baslama zamaninin ort+S.H
degerleri sirasiyla 53.16+10.73; 131.33+£25.60; 51.83+3.05; 84.66+4.34; 31.33+£8.47
olarak belirlendi (Sekil 15). Deney gruplari arasinda IMJ baslama zamani ortalama

degerleri karsilastirildiginda aralarindaki fark anlamliydi (F4.29)=8.733; p=0.001).

Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandig1 belirlemek icin yapilan post hoc test
sonucuna gore, deksmedetomidin grubunun IMJ baslama zamam PTZ grubuna gore
anlamli olarak daha yiksek bulundu (p=0.003). Atipamezol ve PTZ grubuna arasinda
ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanamadi (p=1.00). Diger taraftan N6-siklopentil
adenozin grubunun IMJ baslama zamam PTZ grubuna gore yiiksek olmasina ragmen bu
artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.459). 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin
grubu IMJ baslama zamanmi PTZ grubuna goére azaltti ve fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0.768) (Sekil 15).

Sekil 15. Deney Gruplarinda IMJ Siirelerinin Ortalama (£SH) degerleri. ®p<0.05, PTZ Grubu
ile Karsilastirildiginda
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Gruplarin Epileptik Spike Sayisi

Dakikadaki epileptik spike sayisinin ort+S.H degerleri PTZ, deksmedetomidin,
atipamezol, N6-siklopentiladenozin ve 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin gruplarinda
sirastyla 83.74+3.92; 31.95+1.47; 130.90+£10.76; 28.92+1.57 ve 87.83+83 olarak
belirlendi (Sekil 16). Tek yonli ANOVA testi, gruplar arasindaki farkin anlamli
oldugunu gosterdi (F.29=54.850; p=0.001).

Deksmedetomidin ve N6-siklopentiladenozin gruplarinda epileptik spike sayisi
PTZ grubuna gore anlamli olarak azaldi (sirasiyla p=0.001 ve p=0.001). Bununla
birlikte, atipamezol grubu, PTZ grubu ile karsilagtirildiginda epileptik spike sayisi
anlamli olarak artis gosterdi (p=0.001). Ancak, 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin grubu
ile PTZ grubu karsilastirildiginda epileptik spike sayisinin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 saptandi (p=0.987) (Sekil 16).

Spike sayisi/ dk

Sekil 16. Deney Gruplarin Dakika Basina Diisen Epileptik Spike Sayisinin Ortalama (+SH)
Degerleri. °p<0.05, PTZ Grubu Ile Karsilastirildiginda.
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Gruplarm Epileptik Yiizde Spike Suresi

Sekil 17°da goriildiigii tizere; yiizde spike siirenin ort+=S.H. degerleri PTZ,
deksmedetomidin,  atipamezol,  N6-siklopentiladenozin  ve  8-siklopentil-1,3-
dimetilksantin gruplarinda sirasiyla 50.00+2.43; 27.31+0.73; 76.854+3.50; 36.15+3.83 ve
83.02+1.96 olarak belirlendi. ANOVA test sonuglar1 gruplar arasinda anlamli bir fark
oldugunu gosterdi (F.29=80.76; p=0.001).

Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandig belirlemek icin yapilan post hoc test
sonuglar1 deksmedetomidin ve N6-siklopentil adenozin gruplarinda PTZ grubuna goére
yiizde spike siiresini anlamli diizeyde azaltt1 (sirastyla p=0.001 ve p=0.01). Atipamezol
ve 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin gruplarinda ise ytzde spike sureni PTZ grubuna gore

anlamli olarak arttig1 tespit edildi (p=0.001).

% Spike suresi

Sekil 17. Deney Gruplarimin Epileptik Yiizde Spike Siiresi Ortalama (+Sh) Degerleri. *p<0.05
PTZ Grubu Karsilastirildiginda.
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Gruplarin GABA Seviyesi Duzeyleri

GABA seviyesinin ortxS.H degerleri sirastyla kontrol, PTZ, deksmedetomidin,
atipamezol, N6-siklopentiladenozin ve 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin  grubunda
122+2.97; 83.30+£3.19; 96.64+5.93, 109.17+6.16; 113.93+12.28; 97.64+1.49 olarak
belirlendi (Sekil 18). Tek yonlit ANOVA testi sonucu gore gruplar arasinda anlamli bir
fark oldugu tespit edildi (Fs 35= 4.862; p=0.002).

Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandig belirlemek i¢in yapilan post hoc testi
sonucunda salin grubunun GABA seviyesi kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
azaldig1 tespit edildi (p=0.002). Buna ragmen deksmedetomidin, atipamezol, N6-
siklopentil adenozin gruplari ve 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin gruplar1 PTZ grubu ile
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 18).

GABA nM/gr protein

Sekil 18. Gruplarin Gaba Seviyesinin Ortalama (+s.h) Degerleri. °p<0.05, Kontrol
Grubu ile Karsilastirildiginda.
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Immiinohistokimyasal Bulgular

Her bir gruba ait toplam 48 hayvandan e¢lde edilen sol beyin dokulari, c-fos
immunoreaktivitesi sicanlardan izole edilen sol hipokampusun dentat girus (DG), CA1,
CA2 ve CA3 alanlarinda histolojik olarak degerlendirilmistir. Gruplarin bu alanlara ait
c-fos pozitif néron sayis1 goriintiileri mikroskobun farkli bliylitmelerinde gosterilmistir
(Sekil 18-21). Noronlardaki c-fos proteini 3- Amino-9-Ethylcarbazole (AEC) ile
kirmizi-kahverengi sekilde boyanmis olup hematoksilen ile zit boyama yapilmistir. c-
fos pozitif ndron sayilarindan olusan verilerin analizinde 6nce tek yonlii ANOVA testi
kullanilmis ve daha sonra gruplar aras1 farkin hangi gruptan kaynaklandigir Tukey testi

ile belirlenmistir.

Dentat Girus Alaninda c-fos Pozitif Noron Sayisi

Sekil 19A’da kontrol grubu 1sik mikroskobik (a ve b) ve c-fos
immiinohistokimya (c, d ve e) goriintiileri izlenmektedir. Sekil 19B’de ise hipokampal
DG alaninda c-fos immiinoreaktivitesi goriilmektedir. Sekildeki siyah oklar, c-fos
pozitif néronlar1 belirtmektedir. Calisma gruplar1 c-fos pozitif hlicre sayisi agisindan
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Post
hoc testi sonucuna gore PTZ grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Deksmedetomidin ve N6-siklopentiladenozin
gruplarinda PTZ grubuna gore noronal aktivitenin énemli bir belirteci olan c-fos
immiinoreaktif hiicre sayilarim1 anlamli olarak azaldi (p<0.05). Buna karsin, 8-
siklopentil-1,3-dimetilksantin grubundaki c-fos immiinoreaktif hiicre sayilarnn PTZ
grubuna gore anlamli diizeyde artti (p< 0.05). Ancak, atipamezol grubunda PTZ
grubuna gore fark istatsitiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 19C).
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Sekil 19. DG alaninda c-fos pozitif néron sayisi. A) Kontrol Grubu Isik Mikroskobik (a, X40
ve b, X100) ve c-fos imminohistokimya (c, X40; d, X100 ve e, X100 negatif kontrol)
Gorintuleri. B) c-fos Immiinoreaktivitesi (X400). a, Kontrol; b, PTZ; ¢, Deksmedetomidin; d,
Atipamezol; e, N6-Siklopentil Adenozin ve f, 8-Siklopentil-1,3-Dimetilksantin Grubu. Hdsc
Pozitif Noronlar. C) DG’de c-fos Pozitif Néron Sayisi. *p< 0.01, Kontrol Grubu ile

Karsilastirildiginda; bp< 0.05, PTZ Grubu ile Karsilastirldiginda.
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Hipokampal CA1 Alaninda c-fos Pozitif Noron Sayisi

Sekil 20A’da kontrol grubu 1sik mikroskobik (a ve b) ve c-fos
immunohistokimya (c, d ve e) gorintileri izlenmektedir. Hipokampal CAL boélgesinde
c-fos immunoreaktivitesi siyah oklar ile c-fos pozitif noronlar1 géstermektedir (Sekil
20B). Tek yonlit ANOVA testi sonucu gore gruplar arasinda c-fos immiinoreaktif hiicre
sayilar1 agisindan anlamlilik belirlendi (p<0.05). PTZ grubu, kontrol grubu ile
karsilastinlldiginda  aradaki  fark  istatistiksel olarak anlamliydi  (p<0.05).
Deksmedetomidin grubunda c-fos immunoreaktif hiicre sayilart PTZ grubu ile
karsilastirildiginda anlaml diizeyde azaldi (p<0.05). Buna karsin, atipamezol grubu PTZ
grubu ile karsilastirildiginda hiicre sayilarinda istatistiksel olarak anlamli artma tespit
edildi (p<0.05). Ozellikle atipamezol grubunda c-fos immiinoreaktif hiicre sayilarindaki
artis diger gruplara gore daha fazlaydi. Diger taraftan, 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin
grubundaki hiicre sayilar1 PTZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak arttig1
goruldi (p<0.05) (Sekil 20C). Fakat, N6-siklopentiladenozin grubunda ise artigin

istatsitiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi (p>0.05).

46



% C-Fos
Pozitif Hicre

Sekil 20. CAl Alaninda c-fos pozitif noron sayisi. A) Kontrol Grubu Isik Mikroskobik (a, X40

ve b, X100) ve c-fos Immiinohistokimya (c, X40; d, X100 ve e, X100 Negatif kontrol)

Gorintuleri. B) c-fos Immiinoreaktivitesi (X400). a, Kontrol; b, PTZ; ¢, Deksmedetomidin; d,

Atipamezol; e, N6-Siklopentil adenozin ve f, 8-Siklopentil-1,3-Dimetilksantin Grubu. Hasc
Pozitif Noronlar. C) CAl’de c-fos Pozitif Noron Sayisi. “p < 0.05, Kontrol Grubu ile

Karsilastirildiginda; °p < 0.05, PTZ Grubu ile Kargilastirldiginda.
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Hipokampal CA2 Alaninda c-fos Pozitif Noron Sayisi

Kontrol grubu 151k mikroskobik (a ve b) ve c-fos immunohistokimya (c, d ve e)
goriintiileri  Sekil 21A’da izlenmektedir. Hipokampal CA2 Dbolgesinde c-fos
immunoreaktivitesi siyah oklar ile c-fos pozitif noronlar1 gostermektedir (Sekil 21B).
Calisma gruplar1 c-fos ekspresyonu agisindan karsilastirildiginda aralarindaki fark

istatistiksel olarak anlamlilik tespit edildi (p<0.05).

Tukey post hoc testi sonucuna gbre PTZ grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda sonug istatistiksel olarak anlamliydi. Ote yandan deksmedetomidin,
atipamezol ve N6-siklopentiladenozin grubu ile PTZ grubu arasinda anlamli bir fark
tespit edilmedi (p>0.05). Fakat 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin grubu, PTZ grubu ile
karsilastirildiginda hipokampal CA2 bélgesinde c-fos immiinoreaktif hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildii (p<<0.05) (Sekil 21C).
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Sekil 21. CA2 Alaninda c-fos pozitif néron sayisi. A) Kontrol Grubu Isik Mikroskobik (a, X40

ve b, X100) ve c-fos Immiinohistokimya (c, X40; d, X100 ve e, X100 Negatif kontrol)

Gorintuleri. B) c-fos Immiinoreaktivitesi (X400). a, Kontrol; b, PTZ; ¢, Deksmedetomidin; d,

Atipamezol; e, N6-Siklopentil Adenozin ve f, 8-Siklopentil-1,3-Dimetilksantin Grubu. Hdsc
Pozitif Noronlar. C) CA2’de c-fos Pozitif Noron Sayisi. “p < 0.05, Kontrol Grubu ile

Karsilastirildiginda; °p < 0.05, PTZ Grubu ile Kargilasgtinldiginda.
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Hipokampal CA3 Alaninda c-fos Pozitif Noron Sayisi

Kontrol grubu 151k mikroskobik (a ve b) ve c-fos immiinohistokimya (c, d ve e)
goriintiileri  Sekil 22A’da goriilmektedir. Hipokampal CA3 bolgesinde c-fos
immunoreaktivitesi siyah oklar ile c-fos pozitif noronlar1 gostermektedir (Sekil 22B).
Calisma gruplar1 c-fos pozitif hiicre sayisi agisindan karsilastirildiginda aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). PTZ grubu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Deksmedetomidin grubu CA3 bolgesinde c-fos pozitif hiivre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma tespit edildi (p<0.05). Ote yandan
atipamezol grubunda hiicre sayilari PTZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05). Bununla birlikte N6-siklopentiladenozin agonist grubu, PTZ grubu
ile karsilastirildiginda c-fos immiireaktif hiicre sayilarinda istatistiksel olarak bir azalma
oldugu saptand1 (p<0.05). 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin grubu, PTZ grubuna gore
kiyaslandiginda ise hiicre sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi

(p<0.05) (Sekil 22).
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% C-Fos
Pozitif Hicre

Sekil 22. CA3 Alaninda c-fos pozitif hiicre sayisi. A) Kontrol Grubu Isik Mikroskobik (a, X40
ve b, X100) ve c-fos Immiinohistokimya (c, X40; d, X100 ve e, X100 Negatif Kontrol)
Gorintiileri. B) c-fos Immiinoreaktivitesi (X400). a, Kontrol; b, PTZ; ¢, Deksmedetomidin; d,
Atipamezol; e, N6-Siklopentil Adenozin ve f, 8-Siklopentil-1,3-dimetilksantin grubu. []; cfos
Pozitif Noronlar. C) CA3’de c-fos Pozitif Noron Sayisi. *p < 0.05, Kontrol Grubu ile
Karsilagtirildiginda; bp < 0.05, PTZ Grubu ile Karsilastirildiginda.
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5. TARTISMA

Bu calismanin sonuglarmma goére, ECoG dlgiimleri degerlendirildiginde,
deksmedetomidin ve N6-siklopentiladenozin, IMJ baslama zamanini uzatmis, spike
sayist ve ylizde spike siiresini ise azaltmistir. Buna karsin, atipamezol, spike sayisi ve
yuzde spike siresini arttirmistir. 8-Siklopentil- 1,3-dimetilksantin ise spike sayisini ve
yiizde spike siiresini arttirirken ayn1 zamanda IMJ baslama zamanini da anlamli oranda
kisaltmigtir.  GABA  seviyesi PTZ grubunda anlamli diizeyde azalirken
deksmedetomidin,  atipamezol, = N6-siklopentiladenozin  ve  8-Siklopentil-1,3-
dimetilksantin gruplarinda istatistiksel olarak bir anlam bulunamamistir. Alfa
adrenerjik ve adenozin agonistleri c-fos pozitif néron sayisinda bir azalma gosterirken,
alfa adrenerjik ve adenozin antagonistleri ise c-fos pozitif noron sayisinda istatistiksel
anlamli bir artisa sebep olmustur.

Epileptik nobet olusumu ile ilgili ¢ok sayida bilimsel ¢alisma epilepsi
etyopatogenezini acgiklayan bir¢ok noérofizyolojik mekanizma oldugunu gostermektedir.
Oncelikle lzerinde durulan mekanizmalardan biri iyon kanallar1 ve sinaptik fonksiyon
bozuklugunun oldugu mekanizmalardir. Beyindeki néronlardan ¢ikan eksitator/inhibitor
sinyallerin dengesinde olusan bozulmalar epileptik ndbetleri tetikleyebilmektedir [155].
Ayrica, epilepsi nobet tiplerinin hepsinde ayni patofizyolojik siire¢ gecerli degildir.
Bundan dolayi, farkli epilepsi tiplerinin altinda yatan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar hakkinda elde edilen bilgiler hala sinirlidir. Bugiinkii bilgiler 1s1ginda
epilepsi patofizyolojisi ile ilgili olarak 3 mekanizma iizerinde yogunlagilmistir. Bunlar,
glutamaterjik aktivitede artma, GABAerjik aktivitede azalma ve glia hicrelerinin
fonksiyonunun bozulmasiyla karakterize yeni ndronal dongiilerin olugmasidir [156].
Ayn1 zamanda epilepsi patogenezinde dopaminerjik, noradrenerjik, serotonerjik ve
adenozin mekanizmalarinin da sebep olabilecegi birgok calismada gdsterilmistir. Bu
nedenle, bu tiir mekanizmalarin ayrintili olarak agiga cikarilmasi, epilepsi tedavisinde
kullanilacak yeni anti-epileptik ilaglar gelistirmek icin umut verici bir strateji
olabilmektedir. Bununla birlikte, kapsamli bilimsel ¢alismalara ragmen hala epilepsinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalar tam olarak aydinlatilmig degildir. Giiniimiizde
epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglar sadece beyindeki anormal elektriksel desarjlarin

olusmasini engellemekte ancak tam olarak etkin bir tedavi olusturamamaktadir [157].
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Bu tez ¢alismasinda, PTZ kindling modeli siganlarda alfa-2 adrenoseptor ve
adenozin Al reseptor agonistlerin beyin dokusunda GABA dizeylerine ve c-fos
ekspresyonuna etkileri ilk kez gosterildi. Elde edilen bulgular, alfa-2 adrenoseptér
agonisti olan deksmedetomidin ve adenozin Al reseptdr agonisti olan N6-
siklopentilenadenozinin Racine skalasina gére ndobet evrelerini azalttigini, IMJ
baglaman1 zamanini uzattigini, spike sayisin1 ve yiizde spike siiresini azalttigini
gostermistir. Aksine, alfa-2 adrenoseptdr antagonisti atipamezol ndbet evresini, spike
sayis1 ve yiizde spike siiresini arttirmistir. Adenozin Al reseptér antagonisti 8-
siklopentil-1,3-dimetilksantin nobet evresini, spike sayisini ve yiizde spike siiresini

arttirmis ve IMJ baslama zamanini ise azaltmistir.
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Cok sayida klinik ve deneysel calismada epilepsi patogenezinde noradrenerjik
sistem ve alfa adrenerjik reseptorlerin rolleri arastirilmistir. Noradrenerjik sistem,
santral sinir sisteminde cesitli fizyolojik fonksiyonlara katilmaktadir. Farelerde
noradrenerjik noronlar veya genetik olarak dopamin-hidroksilaz geninin bozulmasi
sonucunda endojen NE seviyeleri azaltildiginda nébet duyarliliginda bir artis olmustur.
Tersine, lokus soeruleus'un uyarilmasi (MSS'deki noradrenerjik hiicre gdvdelerinin ana
konsantrasyonu) nobet aktivitesini inhibe eder [158]. Noradrenerjik reseptorler, beyin
dokusuna genis capta dagilmistir ve Gzellikle hipokampus, korteks ve amigdala gibi
ndbetlerin duzenlenmesinde yer alan bolgelerde bulunur. Bu veriler, endojen NE
kaybmin prokonviilsan oldugunu gostermektedir; bununla birlikte, endojen NE'nin
neden oldugu inhibisyondan adrenoreptdrlerin (AR'ler) sorumlu oldugu acik degildir
[95]. Ug farklr adrenerjik reseptériin (ay, o ve P) her biri, farkli konviilsan ajanlara kars
antikonviilzan bir etki gostermistir. En karmasik reseptdr, ii¢ farkli alt tipten olusan alfa-
2 adrenoseptordir: alfa-2A, alfa-2B ve alfa-2C reseptorleridir. Alfa-2A ve alfa-2C
AR'ler, noradrenerjik ndronlarin dendritlerinde ve terminallerinde lokalize olmustur.
Alfa-2A-2C norepinefrin salinimini diizenlemek i¢in presinaptik otoreseptdr olarak, ayni
zamanda diger norotransmiterlerin salinimini diizenlemek i¢in de postsinaptik reseptor
olarak gorev yapar. Alfa-2A adrenoseptorler, tim alfa-2 adrenoseptorlerin yaklasik %
901 igeren, beyinde en fazla bulunan alfa-2 reseptor alt tipidir. Alfa-2C reseptorler
striatumda en yuksek konsantrasyona, alfa-2B reseptorler ise beyinde ¢ok sinirli bir
ekspresyon seviyesine sahiptir ve nObet aktivitesinin dizenlenmesinde rol
oynamamaktadir [159]. Anksiyete, kan basinci diizenlemesi, bilissel islevler, dikkat,
lokomotor aktivite ve elektrofizyolojik parametreler dahil olmak iizere bu islemlerin
bircogu alfa-2 adrenoseptor tarafindan modiile edilir. Alfa-2 reseptorleri hem sinaps
oncesi hem de sonrasi alanda lokalizedir, ancak birka¢ caligma, etkisini prefrontal
korteksde sinaps sonrasi alanda gergeklestigini gostermistir [160]. Bir¢ok bagimsiz
arastirmaci, alfa-2 reseptor agonistlerin PTZ'nin neden oldugu ndbetleri inhibe ettigini
bulmustur. Endojen NE, antikonviilsan oldugu i¢in, bu sonuglarin yorumlanmasi, alfa-2
reseptdr agonistlerinin antikonviilsan etkisine, postsinaptik reseptorlerin aracilik ettigi
seklinde olmustur. Ancak bu konuyla ilgili en eski yayinlardan biri, klonidinin, farelerde
PTZ ile indiklenen ndbetler lizerinde prokonvulsan etkiye sahip oldugu ve presinaptik
alfa-2 reseptor aktivasyonunun, NE salinimimi azalttigi ve nobetleri alevlendirdigini

belirtmistir. O zamandan beri,
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klonidinin fareler tizerindeki hem prokonvulsan hem de antikonvulsan etkilere sahip

oldugu bildirilmistir [161].

Son zamanlarda, alfa-2-adrenerjik agonistlerin iskemide noroprotektif etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Endojen noradrenalin seviyesinin azalmasi nobetlere karsi
duyarhiligr arttirdigin1  gostermistir. NE, norotransmitterler arasinda gii¢lii  anti-
epileptojenik etkilere sahiptir [162]. Lokus seruleus bdlgesinde noradrenalin aktivitesini
stimiile etmek tutugma gelisim oranimi belirgin sekilde kolaylastirir [163]. Yapilan bir
caligmada, bir adrenoseptdr agonisti olan klonidin ile sican ve farelerin 6n tedavisi
pikrotoksin, striknin ve maksimal elektrosokun neden oldugu tonik konviilsiyonlara
kars1 hayvanlar1 korumustur [164]. Baska bir ¢alismada ise, PTZ ile epileptik nobet
indiiklenen si¢anlarda klonidinin diisiik veya orta dozlarinin noébet aktivitesini
degistirmedigi, ancak yliksek dozlarda prokonviilsan etkiye sahip oldugu gosterilmistir
[165]. Halolen ve ark. (1995) tarafindan yapilan calismada ise deksmedetomidinin,
kainik asit (KA) epilepsi modelinde kasilmalari o6nledigi, Racine evresine gore
nobetlerin evre 1 veya 2 gorildlgii, aksine atipamezol verilen sicanlarda daha siddetli
kasilmalarin yasandig1 ve ndbetlerin evre 4 veya 5’e yiikseldigi rapor edilmistir [166].
Bu calismaya paralel olarak, ¢alismamizda da deksmedetomidin ve atipamezol verilen

sicanlarda sirasiyla nobetleri evreleri; evre 3 ve evre 5 olarak bulunmustur.

Klonidin (alfa-2 agonist), goreceli olarak yiksek dozlarda pentilenetetrazoliin
neden oldugu nobetlere karsi antikonviilsan etkiler olusturur. Farelerde
pentilentetrazaolle olusturduklar1 nébetlerde klonidin ve yohimbinin (alfa-2 antagonist)
farkli dozlarmin nobet esigi iizerine anlamli bir etkisinin olmadigin1 gostermislerdir
[167]. Ayrica yapilan baska bir ¢alismada PTZ ile epilepsi olusturulan farelerde
klonidin yiksek dozda (0.5 mg/kg) antikonvulsan etki, yohimbin (5 mg/kg) ise
prokonvulsan etki gostermistir [168]. Bu sonuglar, Lazarova ve ark. (1984) tarafindan
yapilan diger bir calisma ile desteklenmektedir [169]. Bu ¢alismada klonidinin epileptik
hayvanlarda IMJ baslama siiresini uzattig1 goriilmiistiir. Baska bir ¢alismada ise, alfa-2
adrenerjik agonisti olan deksmedetomidinin siganlarda jeneralize nobetlerde IMJ ve
ndbet esigini azalttigini gostermislerdir [170]. Bizim ¢alismamizda da deksmedetomidin
IMJ baslama siiresini anlamli derecede uzatmis ve epileptik spike sayist ile yiizde spike
stiresini azaltmistir. Alfa-2 antagonisti olan atipamezol ise epileptik spike sayisi ve

yiizde spike stiresini anlamli bir diizeyde arttirmistir.
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Shafaroodi ve ark. yaptigi ¢alismada yiiksek dozda klonidin (1 ve 5 mg / kg),
PTZ nobetleri Gzerinde anti-konviilsan etki gosterdigi, yohimbin igin rapor edilen
antikonviilsan ve prokonvulsan etkilerine ragmen, farkli dozlardaki yohimbin nobet
esigi lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir [171]. Tacke ve
Kolonen caligmalarinda yiiksek dozlardaki (0.5 ve 1 mg/kg) klonidinin, siganlarda
odyojenik nobetler gecikmesini énemli 6l¢iide arttirdigini ve ndbet siddetini azalttiginm
gostermistir [172]. Klonidin kainik aside bagli limbik nobetler ile amigdala ve piriform
korteksteki ndrokimyasal degisiklikler iizerinde de gii¢lii bir koruyucu etki gosterdigi
saptanmistir. Bununla birlikte, bu kadar yiiksek dozlarda klonidin, spesifik alfa-2

adrenoseptor agonistleri gibi davranmamaktadir [173].

Papanicolaou ve ark. yaptiklar1 ¢alismada PTZ modelinde diisiik doz klonidinin
giiclii bir antikonviilsan etkiye sahip oldugunu, yiiksek doz klonidinin ise prokonviilsan
etkiye sahip oldugu bulunmustur [174]. Alfa-2 adrenerjik agonistlerin iskemik
durumlarda beyinde ndroprotektif etkiler gosterdigi kanitlanmistir. Yiiksek segici bir
alfa-2 agonisti olan klonidin ve deksmedetomidin, si¢anlarda iskemiden kaynaklanan
noronlar ile iliskili patolojik durumlar iyilestirdigi [175] ve tavsanlarda iskemiye bagh
noronal hasara karst koruma sagladigi gosterilmistir [176]. Bu yiizden, iskemi ve
epilepside benzer yapisal degisikliklere neden olan eksitotoksisite gibi ortak bir
mekanizma Onerilmistir. Eger belli bir ilag, iskemi kaynakli noéronal oliimiin
onlenmesinde etkiliyse, status epileptikus hayvan modellerinde epileptik néronal hasara
kars1 da koruma saglayabilecegi Onerilmistir [177]. Cok sayida yapilan arastirma
sonuclari, hala adrenerjik yollarin nobetlere karsi nasil korudugu veya ndbet indiikleme
mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilindigini gostermistir. NEmin anti veya
prokonviilsif etkilerine dahil olan mekanizmalar1 bilmek, tedaviye direncli epileptik

hastalar i¢in yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine yardimei olabilir [178].

Endojen bir nlkleozid olan adenozin, merkezi sinir sisteminde (MSS) néronal
aktivitenin ana diizenleyicisi olarak gorev tistlenir [179]. Adenozin ya uyarilabilir
dokularin aktivitesini azaltir ya da vazodilatasyonu uyararak metabolik maddelerin
dagitimmni artirir. Boylece enerji kaynagi ile enerji harcanmasi arasinda bir esitlik
olusturur. Bununla birlikte adenozin hiicrei¢i haberci olarak da ¢esitli rolleri vardir.
Ozellikle beyinde yiiksek konsantrasyonlar da eksprese olan adenozin reseptorlerinin;
hem fizyolojik hemde patofizyolojik siireclerde rol oynadigi gosterilmistir. Ornegin

uykunun diizenlenmesi, uyarilma, nérokoruma ve epilepsi gibi (123).
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Beyindeki ndronal uyarilabilirlik, G proteinine bagli adenosin reseptdrlerinin
(Al, A2a, A2b, A3) aktivasyonu ile modiile edilir ve beyinde Al ve A2a reseptorlerinin
yogunlugu daha fazladir. Adenozinin néromodiilator rolii, inhibitér Al reseptorlerinin
(A1R) ve kolaylastirict A2a reseptorlerinin arasindaki dengeye dayanir. Adenozin A2a
reseptorleri, ¢ogunlukla uyarict glutamaterjik sinapslari kontrol eder: Adenozin Al
reseptOrii ise, uyarici iletim {izerine inhibe edici etki uygular. A1 reseptorleri adenilat
siklaz1 inhibe eder ve potasyum kanallarinin aktivasyonunu ile N, P, ve Q-tipi
kanallarmin inaktivasyonunu saglayarak noronal aktiviteyi inhibe etmektedir. Bu A3
reseptorleri icinde gecerlidir [180]. A2a reseptori beyinin sadece birka¢ bolgesinde
yiiksek seviyede eksprese edilir ve primer olarak adenil siklazin aktivasyonuyla
baglantilidir. A2b reseptorleri ise adenil siklazi aktive ederler. Adenozin ve analoglari,
membran uyarilabilirligini azaltarak ve/veya ndrotransmitter salinimini azaltarak
MSS'deki noronal aktiviteyi baskilar [181]. Bu baskilayici etkinin, esas olarak adenozin
Al reseptorleri araciligiyla oldugu ve endojen adenozinin antikonviilsan aktivitesi ile
sonuclandigi gosterilmistir [182]. Ayrica, deneysel epilepsi modellerinde nobetlerin
baslamasindan sonraki saniyeler ic¢inde beyin adenozin seviyesinin  ylikseldigi

bulunmustur [183].

Adenozin Al reseptorleri G proteinlerine baglanir ve boylece adenil siklazin
inhibisyonuna yol acarak, aksiyon potansiyel yayiliminin Onlemektedir [184]. Bu
nedenle noronal uyarilabilirlik, reseptor etkilerinin dengesine, farkli beyin
bolgelerindeki ekspresyon seviyelerine ve bunlarin reseptor aktivasyonu igin
kullanilabilirligine baglhdir Inhibitér A1 reseptdriiniin, uyarict A2 reseptdrii oranindaki
bir degisim, noronal uyarilabilirligi dogrudan etkiler. Genel olarak, epileptik durum,
diisiik A1 reseptor sinyali ve / veya artmig A2 reseptor sinyali ile isaretlenmistir. Ancak,
su anda adenosin reseptorii ekspresyonundaki degisimlerin epilepsinin nedeni veya

sonucu olup olmadig: hala bilinmemektedir [185].

Adenozin metabolizmasinda anormal degisiklikler, 6zellikle astroglial enzim
adenozin kinaz ekspresyonunda artis (ADK), epileptogenezde 6nemli bir rol
oynamaktadir [186]. Absans epilepsili WAG/Rij wrki siganlarda yapilan g¢alismada
adenozinin aktivitesinin serebral kortekste ve talamusta atesleme oranini azalttigi

belirtilmistir. Bu bulgu neokorteks ve talamusta adenozin reseptdrlerinden baskin olan
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A1 reseptorlerinin inhibisyonuyla alakali olabilecegi belirtilmistir [187]. Ayn1 zamanda
adenozin Al reseptdr agonistleri pilokarpin ile indiiklnen, amigdalasi tutusturulmus,
status epileptikus, NMDA ve bicuculline nobetleri ile odyogenik nobetlerde etkili
oldugu bildirilmistir [188]. Adenozin uyku homeostazisi ve biling performansinda da
onemli role sahiptir [116]. Yapilan bazi1 ¢alismalarda; kedilerin bazal 6n beyninde
mikrodiyaliz kullanilarak endojen adenozinin direk Ol¢limii yapilmis ve uzun siire
uyanik kalmak adenozin seviyesini arttirdigi, kedilerin uyumasina miisaade edildiginde
ise uyku ile adenozin seviyesinin azaldig1 gosterilmistir [189]. Hipokampiiste endojen

adenozin ve davranig durumu arasindaki benzer bir iliskinin varligi gosterilmistir [190].

Iskemik doku hasarinin olusumuna adenozin A2a reseptoriiniin katki sagladigina
dair caligmalar bulunmaktadir. A2a reseptdrii eksik farelerle yapilan bir ¢calismada fokal
iskemiden sonra beyin hasarinda azalma gosterilmistir [191]. A2a reseptorleri; agrinin
duzenlenmesinde, trombosit agregasyonunun inhibisyonunda, vazodilatasyon,
transmitter salinimini kolaylastirmak ve inhibe etmek gibi rolleri oldugu gosterilmistir
[192]. Bunlarin yaninda presinaptik Al reseptdr aktivasyonun azalmasi dopamin
artmasin tetikler [193] ve bu durum basal dopamin D2 reseptdriiniin aktivitesinin
artmasma sebep olur ve psikoz gelisimi tetikler [194]. Ayni zamanda bazal

gangliyondaki adenozin, dopaminerjik sinyalleri de modile etmektedir [195].

Adenozin ve alfa-2 adrenoseptor arasinda onemli etkilesimleri gosteren gok
sayida kanmit vardir. Adenozin Al reseptorleri, alfa-2 adrenoseptorlerin sayisini
arttirabilir ve niikleus traktus solitarius i¢indeki spesifik subniikleuslarda alfa-2
agonistlerin yanit1 arttirabilir. Adenozin Al reseptorlerinin, 6zellikle hipokampus,
omurilik ve beyin sapindaki alfa-2 adrenoseptorleri modiile ettigi bildirilmistir.
Adenozin, si¢anlarin beyin sapi kiiltiiriinde fosfolipaz C yolu ile alfa-2 adrenerjik

reseptorleri degistirmektedir [196].

Adenozin ve agonistlerinin in vivo ve in vitro c¢alismalarda ndbetlere karsi
koruyucu ozellikler gosterdigi [197, 198] aksine adenozin antagonistlerinin,
prokonviilsan etki gosterdigi saptanmustir [199]. Moezi ve ark.’min farelerde
pentilentetrazaolle indiiklenerek olusturulan ndbetlerde adenozin Al agonisti N6-
siklopentilenadenozin (0.5, 1 ve 2 mg/kg) doz ¢alismasinda maksimum antikonviilsan
etkisini yiiksek dozda gostermis ve nobet esigini onemli 6l¢iide arttirmistir. Adenozin

Al antagonisti 8-Siklopentil-1,3-dimetilksantin (0.5, 1, 2 ve 4 mg/kg) ise ndbet Uzerinde
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tek basma etkili olmamistir [200]. Calismamizda adenozin Al agonisti olan N6-
siklopentilenadenozin IMJ baslama siiresini uzattig1 ve epileptik spike sayisi ile yiizde
spike siiresini azalttigi bulunmustur. Adenozin Al antagonisti olan 8-Siklopentil-1,3-
dimetilksantin ise IMJ baglama siiresini kisaltti1, yiizde spike siire arttirdig1 ve dakika

spike sayisini etkilemedigi saptanmistir.

Elektrikle indlklenen nobetler Gzerine 8-Siklopentil-1,3-dimetilksantin’nin son
derece giiclii prokonviilzan etkileri oldugu gosterilmistir [201]. Bu ¢alismamizda da
PTZ ile nobet kindling olusturulan si¢anlarda 8-Siklopentil-1,3-dimetilksantin’nin PTZ

grubuna gore yuzde spike siresini anlamli derecede artirdigi bulunmustur.

PTZ uygulanan farelerde Al antagonistinin IMJ baslama siiresini etkilemedigi
gosterilmistir. Bizim calismamizda da benzer sonuglar bulunmus olup ¢alismay1
destekler niteliktedir [202]. Yapilan baska bir calismada pilokarpin uygulanan
sicanlarda spontan ndbetler lizerine Al reseptér agonist ve antagonistlerin etkisine
bakilmistir. A1 agonist olan [R] -N-fenilizopropil adenozin (RPia)'nin kronik epileptik
sicanlarda nobet oranimni ve hipokampal uyarilabilirliligi azaltirken, Al reseptor
antagonisti olan 8-Siklopentil-1,3-dipropilksantin (DPCPX) enjeksiyonlar1 tam ters etki
olusturmustur [203]. Bizim ¢alismamizda da N6-siklopentilenadenozin spike sayisini ve
yiizde spike siiresini azalttigi, 8-Siklopentil-1,3-dimetilksantin ise ylzde spike suresini

arttirdigi bulunmusgtur.

A1 reseptor antagonisti DPCPX'in uygulanmasi epileptik nobetleri, enflamatuar
stirecleri aktive ederek ve/veya hiicre dist boslugu daraltarak uyarilabilirligi
arttirmaktadir [204]. Adenozin retrograd bir sinaptik haberci olarak islev yaptigi i¢in
klasik bir nérotransmitter olmadigina dair baz1 ¢aligsmalar vardir. Eger patch pipet ile tek
bir noérona adenozin verilirse, hiicreden disariya akan adenozinin bulundugu hiicrenin
sinaptik girdilerini 6nemli Ol¢lude azalttigi, komsu hiicrelerle sinaptik iletisimi ise
etkilemedigi gosterilmistir [205]. Olusan yogun hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon
degisiklikleri nobet donemdeki sinaptik etkileri azaltir ve nonsinaptik olaylar belirgin

bir rol oynamaya baslar.

Metabolik stres kosullar1 altinda, Al reseptdr antagonisti, hiicre dis1 Al
reseptorleri iizerindeki etkisini bloke ederek nobetleri daha da siddetlendirir.
Hipokampusun CA1 bolgesinde ve hipokampal kesitlerde yiliksek konsantrasyonda

adenozin Al reseptorleri oldugu gosterilmistir, A1 reseptor agonistlerinin uygulanmasi,
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hipokampusun CA1 bolgesinde uyarict ndrotransmiter salinimini, uyarilmis Sinaptik
transmisyonu ve epileptik spike’lar1 inhibe edebildigi gosterilmistir [184, 206].
Calismamizda da Né-siklopentilen-adenozin IMJ zamanini artirmasina ragmen bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi. Ancak spike sayisini ve yiizde spike siiresini anlamli
derecede artirdigi bulundu. Diger taraftan 8-Siklopentil-1,3-dimetilksantin IMJ
zamanini azaltti. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu maddenin
spike sayisina bir etkisi olmaz iken yiizde spike siiresini anlamli derece arttirdig1 tespit
edildi. Al reseptorii olmayan (A1R knockout) farelerde, travmatik beyin hasar1 veya
intrahippokampal kainik asit enjeksiyonundan sonra spontan elektrografik nébetler ile
Olimciil status epileptikus gelistigi gosterilmistir [207]. Bu deney, Al reseptor
aktivasyonunun nobetlerin baskilanmast ve yayilmamasi ic¢in gerekli oldugunu

gostermistir.

Adenozin Al ve A2a reseptdr agonistleri DBA/2 irki farelerdeki odyojenik
ndbetler baskilanmig ve her bir reseptor alt tipinin selektif antagonistleri ise ndbet
olusumunu tetiklemistir [208]. Insan ve siganin epileptik dokularinda A1 reseptdrlerinde

kronik bir azalmanin oldugu bulunmustur [209].

Bir¢ok calisma GABA ve glutamat (GLU) dahil olmak {izere bir dizi amino
asitin, MSS icinde ndrotransmitter olarak islevsel bir role sahip oldugunu ortaya
cikarmistir. GABA iligkili, nobetlere neden olabilecek iki mekanizma {izerinde
durulmaktadir: Birincisi, GABA seviyesindeki azalmaya bagli, néronal inhibisyonda
azalma, ikincisi GABA konsantrasyonu normal olmasina ragmen kullanilamamasidir
[210]. GABA dort karbonlu bir amino asittir. Etkisini korteks, bazal gangliyon, talamus
ve purkinje htcrelerinde gosterir. Hem kronik hem de akut epilepsi modellerinde
GABAerjik inhibitdr seviyenin degistigi ve bunun postsinaptik GABAa reseptor
fonksiyonunda bir azalma sonucunda oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda epileptik
hastalarda GABA’nin hem omurilik sivisinda hemde beyin dokusu kesitlerinde azaldig
gozlenmistir. GABAerjik aktivitenin artmasi uzun siireli hiperpolarizasyona neden
olarak diisiik esikli Ca*? kanallarnin aktive hale gelmesine ve nébetlerin ortaya
cikmasina neden olmaktir [211]. Néronal diisiik voltaj kapili (T-tipi) Ca™ kanallarinin
istirahat membran potansiyeli yakinlarinda Ca®* dikenlerine neden olarak talamokortikal
dongiideki patlama tarzindaki (burst) anormal ateslemeler ile anormal osilator
karakterin meydana gelmesine neden olduklar1 gosterilmistir Deneysel hayvan

arastirmalar1 ve insanlardaki Klinik calismalar GABA, iletimindeki azalmanin
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epileptiform aktiviteyi tetikledigini gostermektedir. Ayni1 zamanda, epilepsisi olan
insanlarin  ve deneysel epilepsi olusturulan hayvanlarin beyininde GABAerjik

sinapslarin sayisindaki artis kompansatuvar bir mekanizma olarak yorumlanmistir

[212].

Bir caligmada maksimal elektrosok yontemi ile ndbet olusturulan si¢anlarin
hipokampal ekstraselliler GABA seviyesinin bazala gore anlaml bir diisiis gosterdigi,
buna karsilik glutamat seviyesinin baglangigta biraz azalirken daha sonra ndbet
doneminde 40 dakika boyunca arttigini bildirmislerdir [213]. Baska bir in vitro
calismada, GABA seviyesinin azaldigi benzer sonuglar bulunmustur [214]. Bizim
calismamizda ise bu arastirmalarla uyumlu olarak PTZ kindling modeli eplepsi
olusturdugumuz sicanlarda, salin grubunun GABA seviyesi anlamli oranda diisiik
oldugunu tespit ettik. Ancak deksmedetomidin, atipamezol, N6-siklopentilenadenozin
ve 8-siklopentil-1,3-dimetilksantin gruplarindaki GABA seviyesi salin grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamaistir. Bu sonug, bize PTZ kindling modeli
olusturulan siganlara uygulanan tek doz alfa-2 adrenoseptOr agonist ve adenozin
reseptdr agonist ilaglarin GABA yolagimi etkilemedigini disiindiirmektedir. PTZ ile
nobet indiiklemesi yapilan farelerde hipokampal dokularda GABA ve dopamin

seviyelerinde anlamli bir diisme oldugu saptanmustir.

Valtonen ve ark.’min yaptigi c¢alismada ise alfa-2 adrenoseptér agonisti,
deksmedetomidin (5 pg/kg) ve alfa-2 adrenoseptdr antagonisti, atipamezolin (0.1
mg/kg) diisiik dozunun, hiicre dis1 glutamat, aspartat ve GABA diizeyleri iizerinde
belirgin bir etkisi olmadig1 gosterilmistir [215].

c-fos herhangi bir uyarana kars1 ilk yanit veren genlerdendir. Ayrica nobetler
sirasinda c-fos ekspresyonun aktivitesi noronal aktivitenin bir isareti olarak
kullanilmaktadir [216]. Literatiirde epilepsi patogonezi iizerine alfa-2 adrenerjik, Al
reseptorlerinin etkileri ve c-fos eksperesyonu ile ilgili ¢ok az calisma vardir. Bizim
calismamiz agonist ve antagonist ilaglarin uygulanmasi sonucu c-fos duzeylerindeki
degisimin gosterilmesi agisindan bu alanda yapilan ilk ¢alisma olma 6zelligindedir.
Calismadan elde edilen sonuglar ilaglarin tiplerine g0re c-fos aktivitesinde
hipokampiisiin DG, CA1l, CA2 ve CA3 bolgelerinde farkli etkiler olusturdugu tespit

edilmistir.
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Willoughby ve ark. siganlara i.v. olarak 10 mg/kg dozda kainik asit (KA)
uygulanmasi ile c-fos ekspresyonunda anlamli bir artis oldugunu saptamislardir (217).
Kainik asit uygulanan siganlarda hipokampiis ve kortekste c-fos ekspresyon diizeyinin
anlamli bir sekilde arttigi gozlenmistir [218]. c-fos mRNA diizeylerindeki bu artig
noronal hiicre 6liimii ve norodejenerasyonun erken bir belirteci olarak kullanilabilir.
Bizim ¢alismamizda da PTZ ile nobet indiiklemesi yapilan siganlarda c-fos pozitif hiicre
sayisinda anlamli bir oranda arttigi bulunmustur. Ayrica deksmedetomidin uygulanan
sicanlarda DG ve CA1 bolgesinde c-fos pozitif hiicre sayisinda 6nemli bir azalma
saptanmistir. 8-Siklopentil-1,3-dimetilksantin uygulanan siganlarda ise c-fos pozitif
hiicre sayisinda bir artmanin oldugu tespit edilmistir. Ayni sekilde, PTZ ile epilepsi
modeli olusturulan farelerin hipokampiisiinde c-fos immdinoreaktivitesinde artma

oldugu saptanmustir.

PTZ’nin esik alti dozlarimin tekrarlanan uygulamasiyla indiiklenen nobet
gelisiminin beyindeki c-fos ekspresyonunun biiyiikligiindeki artisla paralel bir iligki
oldugu kanitlanmistir. Racine skalasina gore evre 1-3'e kadar olan nobetler, beyinin
herhangi bir bdlgesinde saptanabilir bir c-fos ekspresyonuna neden olmamustir.
Korteksin c-fos ekspresyonu, evre 4 ve evre 5 ndbetlerden sonra daha biyik bir oranda
goralebilir. Bununla birlikte, hipokampuste, c-fos'i indiklemek icin evre 5 ndbet
gereklidir [219,220].

Motte ve ark. yaptiklar1 ¢alismada PTZ kaynakli status epileptikusun, hem 10
giinliik hem de 21 giinliik siganlarin beyin korteksinde ve dentat girusunda oldukca
guclu olan c-fos ekspresyonuna yol agtigini bulmuslardir. Tersine, olgunlasmamis sigcan
beyninde c-fos ekspresyonu yoktur. Dolayisiyla, c-fos imminoreaktivitesi, noéronal

aktivasyonun iyi bir isareti olarak kabul edilebilir [ 221].

Siganlarda stres olusturulan (silindir bir kafes i¢inde) diger bir ¢alismada da
yohimbin ve atipamezolun c-fos ekspresyonunda artisa neden oldugu bulunmustur
[222].

Calismamizin sonuglarina gére PTZ ile olusturulan konvulsif ndbetlerde alfa-2
adrenerjik ve adenozin Al reseptér agonist ve antagonistlerin ECoG o6lgimlerine ve
hipokampal c-fos pozitif hiicre saysina anlamli etkisi bulunmustur. Bu bilgiler 1s1ginda
alfa-2 adrenerjik ve adenozin Al reseptor agonistleri antikonvulsan etki gosterirken

antagonistleri ise prokonvulsan etki gostermislerdir.
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6. SONUC

Bu tez calismasi sonuglari, adrenerjik ve adenozin reseptor sistemlerin epileptik

nobetlerin olusumunda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir.

ECoG olglimleri degerlendirildiginde, deksmedetomidin ve N6-siklopentiladeno-
zin, IMJ baslama zamanini uzatmus, spike sayis1 ve yiizde spike siiresini ise azaltmistir.
Buna karsin, atipamezol, spike sayis1 ve yiizde spike siiresini arttirmigtir. 8-Siklopentil-
1,3-dimetilksantin ise spike sayisini ve yiizde spike siiresini arttirirken ayni zamanda

IMJ baslama zamanin1 da anlaml1 oranda kisaltmustir.

Nobet indiiklenen sicanlarda c-fos ekspresyonu kontrol grubunda anlamli bir
artis gostermistir. c-fos ekspresyonundaki bu artis ndronal hiicre Olimii ve
norodejenerasyonun erken bir belirteci olarak diisiiniilebilir. Bununla birlikte,
deksmedetomidin ve N6-siklopentiladenozin uygulanan siganlarda c-fos pozitif hiicre
sayisinda anlamli bir azalma saptanmistir. Bu bulgu alfa adrenerjik ve adenozin
agonistlerinin noroprotektif bir etkiye sahip oldugunu diistiindiirmektedir. 8-Siklopentil-
1,3-dimetilksantin uygulanan siganlarda ise c-fos pozitif hiicre sayisinda bir artmanin

oldugu tespit edilmistir.

GABA seviyesi PTZ grubunda anlamli diizeyde azalmistir. Fakat
deksmedetomidin,  atipamezol, = N6-siklopentiladenozin  ve  8-Siklopentil-1,3-
dimetilksantin gruplarinda istaistiksel olarak bir fark goriilmemistir. Bu bulgu,
kullanilan ajanlarin prokonvulsan ve antikonvulsan etkilerinin GABA yolag: Uzerinden

olmadigini géstermektedir.

Sonug olarak, alfa-2 agonist olan deksmedetomidin ve adenozin Al reseptor
agonist olan N6-siklopentiladenozin epileptik ndbet olusumunda azaltict yonde bir etki
gostermistir. Bu ajanlarin epileptik nobetlerde tedavi amagh kullanilabilmesi i¢in daha

ileri caligmalara gereksinim vardir.
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