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OZET

GENETIK ABSANS EPILEPSILI WAG/Rij SICANLARDA VITAMIN D;’UN
DIKEN DALGA DESARJLARINA ETKISI

Feray KODAZ
Yuksek Lisans Tezi
Fizyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dr. Ogretim Uyesi Gokhan ARSLAN
2019, 50 sayfa

Absans epilepsi, genellikle cocukluk ¢aginda goriilen konviilsiyonsuz bir
epilepsi ¢esididir. Bu caligmada, spontan absans nobeti geciren WAG/Rij sigcanlarda
D3 vitamininin diken dalga desarji1 parametrelerine etkisini bulmay1 amacladik.

Rastgele 7 gruba ayrilan WAG/Rij sicanlara elektrokortikortigram (ECoG)
kayd: i¢in elektrot yerlestirildi. Cerrahiden 1 hafta sonra siganlardan 3 saat bazal
kayit alindi ve sonrasinda D3 vitamini 1.25, 2.5, 5, 10, 25 ve 50 mg/kg dozlarinda
intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilerek 3 saatlik kayit daha elde edildi. lag
sonrasi donem ila¢ oncesi donemle karsilastirilarak her parametre i¢in ortalama %
kontrol degeri bulundu ve % kontrol degerleri karsilagtirildi. Ayrica, D3 vitamininin
uygulandiktan ka¢ dakika sonra etki ettigini bulmak i¢in zaman analizi yapildi.

D3 vitamini 2.5 ve 5 mg/kg dozlarinda toplam Diken Dalga Desarj sayisini,
toplam spike sayisin1 ve toplam spike siiresini kontrol grubuna gére anlamli olarak
azaltti. Ortalama DDD siiresinin ise sadece 2.5 mg/kg dozunda azaldigi saptandi.
1.25, 10, 25 ve 50 mg/kg dozlarinda ise DDD parametreleri agisindan herhangi bir
fark gorulmedi. Etki zamani analiz edildiginde, 2.5 mg/kg D3 vitamini 100.
dakikadan itibaren toplam DDD sayisim anlamli olarak azaltirken, 5 mg/kg
uygulanan D3, toplam DDD sayisini1 140. dakikadan anlamli olarak azaltti.

Arastirma sonuglarimiz, D3 vitamininin doz selektif olarak konvulsif

olmayan absans ndbetlerini de azalttigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, Absans, WAG/RIij, Electrokortikogram, Vitamin D3,
Diken Dalga Desarji, DDD



SUMMARY

THE EFFECT OF VITAMIN D3 ON SPIKE WAVE DISCHARGES IN
GENETIC ABSENCE EPILEPTIC WAG/RIJ RATS

Feray KODAZ
Master of Sciences Thesis
Department of Physiology
Supervisor: Asst. Prof. Gokhan ARSLAN
2019, 50 pages

Absence epilepsy is a type of epilepsy without convulsions, usually seen in
childhood. In this study, we aimed to determine the effects of vitamin D3 on the
parameters of spike wave discharges in WAG/RIj rats with spontaneous absence
seizures.

WAG/RIj rats were randomly divided into 7 groups and electrodes were
placed for electrocorticortigram (ECoG) recordings. One week after the surgery, 3
hours of basal recording was obtained from the rats, and then 3 hours of recording
was obtained after the intraperitoneal (i.p.) injection of vitamin D3, at the doses of
1.25, 2.5, 5, 10, 25 and 50 mg/kg. Average % control value for each was parameters
calculated by comparing the post-drug period to the pre-drug period. Furthermore,
time analysis was performed to find out the effective minute of vitamin D3
administration.

Vitamin D3 significantly decreased the total number of SWDs, total number
of spikes and total spike duration at the doses of 2.5 and 5 mg/kg compared to the
control group. The mean duration of SWDs was decreased only at the dose of 2.5
mg/kg. No difference was observed in the SWDs parameters at the doses of 1.25, 10,
25 and 50 mg/kg. When the effective time was analyzed, 2.5 mg/kg vitamin D3
significantly decreased the total number of SWDs in the 100 minute, whereas 5
mg/kg D3 significantly decreased the total number of SWDs in the 140 minute.

The results of this study showed that vitamin D3 dose-selectively decreases
non-convulsive absence seizures, too.

Keywords: Epilepsy, Absence, WAG /Rij, Electrocorticogram, Vitamin D3, Spike
Wave Discharges, SWDs
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1. GIRIS

Epilepsi spontan olarak gelisen ve tekrarlayan nobetlerle ifade edilen en yaygin
norolojik hastaliklardan biridir. Epilepsi kelimesi Yunanca bir kelime olan
“epilambanein”den kaynaklanmaktadir. Kavramak, yakalamak, ele gecirmek anlamina
gelmektedir. Halk dilinde kullanilan “sar’a”, “serme” anlaminda Arapca kokenli bir
kelimedir [1]. Epilepsi, tim diinyada ve farkli sosyoekonomik sartlarda yasayan her
yastaki bireyde bas agrisindan sonra ikinci siklikta goriilen norolojik bir bozukluktur.
[2]. Cok sayida ¢esidi olan epileptik nobetler genel olarak, kisa siireli uyarilar ve
noronlardaki asirt elektriksel desarj nedeniyle kaslarin ani hareketiyle olusan siddetli ve
uzun siireli kasilmalar seklinde goriilmektedir. Bu desarjlar ise beynin g¢esitli
bolgelerinde goriilebilmektedir [3].

Epilepsi ndbetleri, jeneralize (tiim beyine yayilan), fokal ve bilinmeyen epileptik
spazmlar olmak tizere 3 baslikta incelenmektedir [4]. Jeneralize epilepsilerin bir tiiri
olan absans epilepsinin major Ozellikleri, ani ve kisa siireli bilin¢g kaybi, yapilan
aktivitenin kesintiye ugramasi ve g¢evresel uyaranlara kisa siireli yanitsizlik olarak
tanimlanmaktadir [5]. Absans epilepsiler, aura olmamasi ya da konviilsiyon
goriilmemesi ve medikal tedavisinin farkli olmasi nedeniyle diger jeneralize epilepsi
tirlerinden ayrilmaktadir [6]. Absans nobetlere eslik eden 3 Hz diken dalga
potansiyelleri klinik olarak EEG’nin kullanima baslandiktan sonra ilk kez Gibbs ve ark.
tarafindan tanimlanmistir [7]. Bu tanimlamadan bu yana absans epilepsi; biling kaybi,
motor aktivitenin durmas1 ve EEG’de 3 Hz diken dalga ile ortaya ¢ikan nérolojik bir
sendromdur. ILEA tipik ve atipik olarak tanimlamistir [8].Tipik absans nobetleri siklikla
cocukluk doneminde goriilebilmekle beraber, erigkin yaglarda da nadiren de olsa
sonradan ortaya ¢ikabilir [9]. Tipik absans nobetlerinde biling kayb1 ve dona kalma
seklinde ortaya ¢ikan 10-30 sn kadar siiren idiyopatik konviilsif olmayan ndbetler
goriiliir [10, 11]. Diken dalga desarjlarinin (DDD) ortaya ¢ikisinda talamokortikal
dongli ve 0zellikle talamusun ventrobazal (VB) cekirdegi ile talamik retikiiler
¢ekirdegin (TRN) 6nemli rolii oldugu bilinmektedir [12, 13].

D vitamininin bitkisel kaynakli D2 vitamini (ergokalsiferol) ve hayvansal
kaynakli D3 vitamini (kolekalsiferol) olmak iizere iki formu bulunmaktadir. Bunun
yaninda, giines 1sinlarindan da D3 vitamini (kolekalsiferol) deride sentezlenmektedir
(ultraviyole radyasyon, deri iizerindeki 7-dehidrokolesterolii vitamin D3’e

cevirmektedir). D vitamininin her iki sekli de karacigerde 25(OH) D3’e ¢evrilmektedir.

1



25(0OH)D3 ise bobreklerde parathormonun (PTH) etkisi ile ikinci bir hidroksilasyon
reaksiyonu (CYP27B1) yoluyla aktifleserek 1-a-hidroksilaz enzimi ile 1,25(0OH)2
D3’ye ¢evrilmekte ve biyolojik olarak aktif hale gelmektedir. Vitamin D’nin aktif formu
1,25(0H)2 D3 (1-25 dihidroksikolekalsiferol) Vitamin D reseptorlerine (VDR)
baglanarak, viicutta fizyolojik fonksiyonlarini diizenlemektedir [14].

VDR, niikleer reseptor iist ailesinin bir iiyesidir. Tiroid hormon reseptorii ve
retinoik asit niikleer reseptorleri gibi, VDR'nin de sitoplazma ile ¢ekirdek arasinda yer
aldig1 gosterilmistir [15, 18]. VDR'min hiicre i¢i konumu, reseptér fonksiyonunun
gostergesidir ve sadece niikleer VDR, transkripsiyonu baslatabilir [19]. Sitoplazma ile
¢ekirdek arasinda yer alan VDR, kaslar, kemikler, bobrekler, immiin sistem ve
kardiyovaskiiler sistem basta olmak viicutta genis bir dagilim gostermektedir. Yapilan
immiinohistokimyasal ¢alismalar néronlarin hem ¢ekirdeginde hem de sitoplazmasinda
VDR bulundugunu goéstermektedir [20].

Yapilan ¢aligmalar, demans [21, 22], depresyon [23], Alzheimer hastaligi [24],
noronal iskemi [25], Parkinson hastaligi [26] ve epilepsi [27] gibi birgok norolojik
hastaligin patogenezinde D3 vitamininin rolii oldugunu gdstermektedir. Insanlarda,
diisiik D vitamini seviyelerine bagl olarak ortaya ¢ikan hipokalseminin ndbetlere neden
oldugu yapilan birgok c¢alismayla kanitlanmistir. [28, 33]. Buna paralel olarak
hayvanlarda yapilan ¢alismalar D3 Vitamininin pentilentetrazol ve elektrikle olusturulan
konvulsiyonlu epileptik nobetleri azaltmaktadir [34, 35]. Ancak, D3 vitaminin
kolvulsiyonsuz  absans nobetleri lizerine olan etkisini inceleyen c¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu ¢alisgmada amacimiz, genetik absans epilepsili WAG/RIj si¢anlarda akut D
vitamini uygulamasinin diken dalga desarj (DDD) frekansi {izerine etkilerini

arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. EPILEPSI

Epilepsi; santral sinir sisteminde noronlarin ani, anormal aktivasyonu ile olusan
tekrarlayan nobetlerle kendini gosteren gecici bir beyin hasaridir [36]. Epilepsinin
etiyolojisinde, inme, kafa-dogum travmalari, beyindeki kanamalar, santral sinir
sistemini etkileyen bazi enfeksiyonlar (menenjit, ansefalit, apse vb.), beyin
damarlarindaki yapisal bozukluklar, genetik yatkinlik ve maligniteler yer alir [37].
Yeryiiziinde yaklasik 50 milyon insan epilepsi hastasidir ve Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) 2010 yili tanilarma gore %90’1 gelismekte olan {ilkelerdedir [38]. Epilepsinin
prevalansi farkli oranlarda olmakla birlikte gelismis iilkeler igin bu sonuglar ortalama
6/1000 iken ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ¢aligmalarinda bu oran 18.5/1000 olarak
belirtilmistir [39]. Italya’da yapilan son prevalans/insidans ¢alismasinda epilepsinin 100
binde 33,5 siklikta goriilme olasilig1 oldugu gdsterilmistir [40]. Insidans1 ise yiiz binde
50-70 vaka arasindadir. Her y1l goriilen yeni vakalarda insidans 2 yas alt1 cocuklarda ve
65 yasin istil kisilerde yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir [41]. Genelde ilk bes yasta
ortaya ¢ikan epilepsi, 20-25 yas arasinda bir azalma gosterirken ileri yaslarda artmaya

baglar [42].

2.1.1. EPIiLEPSININ TANIMI

Epilepsi, beyinde bir grup ndronun ani, beklenmedik ve gecici bir sekilde
elekriksel desarjlara yol agmasi ve bunun sonucunda klinik olarak biling, psisik, motor,
duysal, otonom belirtilerin ortaya ¢ikmasiyla karakterizedir [43]. Epilepsi hastaliginda,
Klinik ve elektriksel bulgular olaymn basladig1 ve sigradigi lokalizasyon bolgelerine gore
farklilik gostermektedir [44, 45]. Etyolojisi ne olursa olsun tiim epileptik ndobetlerin
olusumunda noéronal uyarilabilirlikte artis goriilmektedir [46]. Noronlardaki artmis
uyarilabilirligin sebebi ise glutamat basta olmak {izere eksitatdr ndrotransmitterlerin
artmast veya gama-aminobutirik asit (GABA) basta olmak iizere inhibitor
norotransmitterlerin azalmasi sonucu dengenin eksitasyon yoniinde de§ismesi sonucu
goriilmektedir. Bu dengenin neden bozuldugunu arastiran ¢ok sayida calisma olmasina
ragmen, epilepsi etiyolojisinde rol oynayan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar halen

belirsizdir [47].



2.1.2. EPILEPSININ SINIFLANDIRILMASI

Gliniimiizde etkinligi hala devam eden siniflandirma, Uluslararast Epilepsiyle
Miicadele Birliginin (ILAE) epileptik nobetlerin klinik ve elektroensefalografik
siniflamasidir (22). 2010 yilinda ILAE, yayinladigi smiflandirma sistemine gore
epileptik nobetler fokal, jeneralize ve simiflandirilamayan olmak iizere ii¢ gruba
ayirmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Uluslararasi Epilepsi ile Savas Birligi'nin nobet siniflamasi [48].

Nobet Tipleri
1) Fokal Nobetler 2) Jeneralize Nobetler 3) Siniflandirilamayan
Nobetler
e Motor belirtiler A) Absans Nobetleri e Epileptik spazm
e Aura o tipik
e Otonomik e atipik
belirtiler e 0Ozel tipte absans

— myoklonik absans
— g0z kapagi konisi
B) Myoklonik Nobetler
e Myoklonik
e Myoklonik- atonik
e Myoklonik- tonik
C) Klonik Nobetler
D) Tonik Nobetler
E) Tonik-Klonik Nobetler
F) Atonik Nobetler

2.1.3. EPILEPSININ ETiYOLOJiSi

Beyindeki noronlart etkileyen bircok faktdr epileptik nobet olusumuna neden
olabilir. Ancak, ¢ogu epileptik nobetin nedeni heniiz agikliga kavusturulamamuistir.
Epileptik sendromlarin altinda genellikle genetik faktorler kritik bir rol oynamaktadir.
Malformasyon, neoplazmlar, akut beyin travmasi, dejeneratif hastaliklar, enfeksiyonlar,
iskemi, metobolik hastaliklar, hemoraji gibi faktorler epilepsi etiyolojisi igerisinde yer
alir [49]. Epilepsinin etiyolojik faktorleri Hauser’in g¢alismasina gore Sekil 1' de

sunulmustur [50].



W idiyopatik
W Travma

m Neoplastik
W Vaskdiler

B Konjenital
m Dejeneratif

Enfeksiyon

Sekil 1. Epilepside etiyolojik faktorler [50].

2.1.4. ABSANS EPILEPSIiSi

Absans epilepsi, hastalarin jeneralize konviilsif olmayan ndbetleri ile cevre
uyarilarina kisa siireli cevapsizlik, gz kiirelerini veya g6z kapagmi etkileyen
otomatizmalar ve nadir olarak orta siddetli tonik veya klonik bilesenlerin eslik ettigi
0zel bir epileptik sendromdur [51]. Absans nobetlerine en sik ergenlikten Once
rastlanmaktadir. Idiyopatik jeneralize epilepsiler (IGE) arasinda sik goriilen absans
epilepsisi beynin talamokortikal (TC) aktive edici sistemi ile alakalidir [52]. Absans
nobetlerinde diger epileptik ndbetlerden farkli olarak talomo-kortiko-retikiiler yolakta
burst patlamalar goriiliir. Bu patlamalar, talamik retikiiler g¢ekirdegi, talamik relay
noronlar1 ve neokortikal piramidal hiicreleri igeren talamokortikal devreden
kaynaklanmaktadir. Bu yolak uyku igciklerinin ve DDD’lerin olusumunda rol
oynamaktadir [53]. GABA gibi inhibitor norotransmiterler tarafindan meydana gelen
hiperpolarizasyon diisiik voltajla aktive olan T-tipi kalsiyum kanallarin1 aktive
etmektedir. T-tipi kalsiyum kanallarmin aktivasyonu ise hizli ve gegici kalsiyum akigina
yol agarak diisiik esikli kalsiyum potansiyellerinin olusumuna neden olmaktadir. Sonug

olarak, sodyum ve potasyum kanali aracili aksiyon potansiyelleri olusmaktadir [54, 55].

Absans nobetleri gegiren hastalar belirgin bir motor goriinlimii olmayan kisa
siireli biling kaybi, ¢evreden gelen uyarilara karsi tepkisizlik ve otomatizm, goz
kiirelerini ve kapaklarinmi etkileyen, ayrica orta siddetli ya da klonik bilesenlerin eslik
ettigi bir epileptik ndbet gozlenmektedir [56]. Insanlarda ve hayvanlarda yapilan

caligmalar absans nobetlerinde diger ndbetlerin aksine GABA azalmasi ya da glutamat



artis1 degil, aksine GABA artis1 ve glutamat azalmasi oldugunu gostermektedir.
Talamusun ventrobazalina GABA transaminaz ve GABAa agonisti musimol

enjeksiyonlarinin DDD artigina neden oldugu ortaya konmustur [57, 59].

Absans Nobetleri lezyonel olmayan dort farkli idiyopatik jeneralize epileptik
sendromda gozlenebilirler [60].
1. Cocukluk ¢agi absans epilepsisi,
2. Juvenil absans epilepsi,
3. Juvenil miyoklonik epilepsi,
4. Miyoklonik absans epilepsisi.

2.1.4.1. Cocukluk Cag Absans Epilepsisi

4-10 yas grubunda goriilen, glinde 200 iin iizerinde nobetlerin gerceklestigi bir
hastaliktir [61]. Bazen 4 yasin altinda da goriilmektedir ve 4 yas altindaki ndbetlerin
sebebinin GLUT-1 eksikligi olabilecegi diisiiniilmektedir [62]. Bu hastalarin EEG’sinde
iktal ya da inter-iktal 3 Hz civarinda bilateral, yaygin, senkron ve simetrik diken-
dalgalarla sekillenen tipik nobetler gozlenmektedir. Absans epilepsisi, idiopatik,
multifaktoryel genetik etyolojiye sahip jeneralize nonkonviilsif bir epilepsi hastaligi
olarak tanimlanmaktadir. Nobet ataklarr aniden baslar yaklasik ortalama 10 saniye siirer
ve aniden sona erer [63]. Erkeklere oranla kizlarda prevalansi daha yiiksektir. Cocukluk
cag1 absans epilepsisinde, hastalarin %70’inde biiylime ¢aginda hafifleme oldugu hatta
erkenlikle birlikte kaybolma ozelligi olan bir hastalik tiirii oldugu gozlenmistir [64].
Hastalarda genellikle dikkat eksikligi psikososyal fonksiyon bozukluklari dil
yetersizlikleri, non-verbal bellek, verbal bellek ve kisa siireli bellek bozukluklar
goriilmektedir. Bazi hastalarda bilingteki bozulma ilimlidir, bazen ndbet gegiren

hastalar nobet sirasinda kendilerine sunulan bilgileri animsayabilirler [65, 66].

2.1.4.2. Jiivenil Absans Epilepsi

Absans epilepsisinin bir tiiri olan bu epilepsisinin baglangici, ergenligin erken
evrelerinde veya puberte donemidir. Jiivenil absans epilepsisinde cinsiyetler arasinda
goriilme orani esittir. Bu tip epilepsideki nobetler ¢cocukluk cagi absans epilepsisine
gore daha fazladir ve hastalarin yaklasik %80’inde jeneralize tonik-klonik nobetler
gozlenir. Bu hastalarin EEG’sinde ise jeneralize diken dalga kompleksi goriiliir.
Nobetler yasa baglh degisiklik gosterirken bazen 6miir boyu devam eder, bazen de yasla
beraber ortadan kalkar [67].



2.1.4.3. Jiivenil Miyoklonik Epilepsi (Janz Sendromu)

Juvenil myoklonik epilepsi, genellikle pubertede ortaya ¢ikan, 6zellikle kollarda
olmak {iizere g¢ift tarafli, tekrarlayan, diizensiz, aritmik myoklonik jerkler ile karakterize
bir sendromdur. Hastalarin yaklasik 1/3' iinde aile 6ykiisii bulunmaktadir. Hastalarin %
80-95' inde jeneralize tonik-klonik nobetler, % 10' unda absans ndbetler tabloya eslik
eder. Uykusuzluk ve yorgunluk ndobetleri tetikler. Karakteristik EEG bulgusu
frontosantral bolgelerde daha belirgin olmak tizere bilateral, senkron simetrik ¢ok
dikenli dalga desarjlardir. Tedavisi 6miir boyu olup, ilaglarin kesilmesi durumunda
relaps riski ¢ok yiiksektir [68].
2.1.4.4. Miyoklonik Absans Epilepsisi

Bu epilepsinin iigte biri idiyopatik epilepsi olarak tanimlanirken, geri kalan
kismmin ¢ogunlugu serebral malformasyonlarla iliskilidir. Istem dis1 ani baslayp ve
sonlanan hizli kasilma nobetleri gosteren, EEG de bileteral tekli veya tekrarlayan diken

dalga desarjlari seklinde miyoklonik atilimlarla karakterizedir [69].
2.1.5. ABSANS EPILEPSI HAYVAN MODELLERI

Epilepsinin patogenezini ya da farmakolojik profilini aydinlatmak ve epilepsi
tedavisine 151k tutmak amaciyla birgok hayvansal deney modeli gelistirilmistir. Yirminci
yiizyilin ortasindan bu yana hayvan modellerinin kullanimi ¢esitli anti-epileptik tedavi

yontemlerinin ve anti-epileptik ilaglarin kesfini saglamistir [70].

Deneysel epilepsi modelleri olduk¢a degisik yontemlerin kullanildigr bir
arastirma alanidir. Bunlar arasinda, epilepsi olusturucu (konvulsan) 6zelligi bilinen
maddelerin direkt olarak beyne veya viicut bosluklarina verilmeleri sonrasinda
olusturulan epileptik nobetlerin mekanizmalar arastirilmaktadir. Marangoz’a gore [71]
deneysel bir epilepsi modeli su 6zelliklere sahip olmalidir:

1-Spontan olarak tekrarlayan nobetler olmalidir

2-Nobetler insan epilepsisine benzer olmalidir

3-Modeldeki EEG’nin bigimi ilgili epilepsi ¢esidindekine benzemelidir

4-Nobetlerin frekansi ilaglarin etkisini akut ve kronik olarak test etmeye yetecek

Olciide olmalidir

5-Antiepileptik ilaglarin farmakokinetigi insandaki ile ayn1 olmalidir

6-Antiepileptik ilaglarin etkili olduklari plazma ve beyin seviyeleri insanda ilgili



nobeti Onleyebilen seviyedeki gibi olmalidir.

Absans epilepsi insanlar iizerinde etik olarak arastirilamadigindan bu deneklere
ihtiya¢ duyulmustur. Calisma igin segilen hayvan modellerinin gegerligi i¢in, sonuglar
insandaki durumu iyi yansitmalidir. EEG ve davramig oOzellikleri, gelisimsel ve
patofizyolojik ve farmakolojik profil olarak benzer siiregleri igermeli ve insandaki

absans epilepsi ile benzerlik gostermelidir.

Absans modeli deneysel epilepsi ile ilgili ¢aligmalar ilk olarak kimyasal
maddelerin hayvanlara uygulanmasiyla baslamistir. Ancak, glniimiizde genetik
modellerin insanlarda goriilen absans nobetlerine daha fazla benzedigi bilinmektedir ve
genetik modellerin gecerliligi daha yiiksektir. Genetik hayvan modelleri ise tek gen
mutasyonlari ile olusturulan fare modelleri (letharjik, stargazer, tottering, leaner, mocha,
ducky) ile poligenetik sigan modelleri [Genetic Absence Epileptic Rats from Strasbourg
(GAERS) ve Wistar Albino Glaxo/Rijwijkrats (WAG/Rij)] olmak {iizere 2’ye
ayrilmaktadir [72]. Absans nobetlerini taklit etmek i¢in giinlimiizde WAG/RIj ve
GAERS r1rki siganlar en uygun hayvan tiirleri olarak kabul edilmektedir [73].

2.1.5.1. WAG/RIj Siganlar

WAG/Rjj siganlar tipik absans ndbetler ile seyreden epilepsi tiirliniin en gecerli genetik
hayvan modellerinden biridir. 6 aylik WAG/Rij siganlarin cinsiyet fark etmeksizin
beyin EEG’lerinde yaklasik 5 saniye devam eden (1-30 sn), 7-10 Hz frekansinda
insanlardakine benzer DDD’ler goriilmektedir. WAG/Rij siganlar ndbet gegirirken
genellikle stabil olarak hareketsiz kalmakla birlikte (Sekil 2), nadiren kafa sallama
hareketi, ylizde miyoklonik jerkler, solunumda artma, siklikla géz ve biyiklarin

seyirmeleri gibi davranislar goriilebilmektedir [73].

cotrls AL e
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Sekil 2. Absans nobeti gegiren bir WAG/Rij sican ve ECoG kaydi [74].
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2.1.6. EEG ve EC0G

Beyindeki elektriksel akimlarin varligmi ilk kez tavsan ve maymunlarda
yansiticili  galvonometre kullanarak Richard Caton gostermistir [75]. Pravdich-
Neminsky ise beyin elektriksel aktivitesini kopeklerde beyin yiizeyine koydugu
elektrotlar araciligiyla ilk kez fotografik metodla kaydetmis (1912) ve normalde 12-
14/sn olan beyin ritminin asfiksi kosullarinda yavasladigini gostermistir [76]. 1924
yilinda, psikiyatr ve ndrolog olan Hans Berger, pletismograf ile beyin kan akimindaki
pulsasyonlarin kalp vurumu, solunum ve viicut pozisyonu ile iliskisini arastirmistir.
Birinci Diinya Savasi’nda kafatasi yaralanmasi olan insanlarda, beyne yerlestirdigi
elektrotlarla ilk elektroserebrogram kaydini elde etmistir [77].

Elektroensefalografi (EEG), bir noron grubunun spontan elektriksel
aktivitesindeki dalgalanmalar kafatasi yiizeyinden kaydedilir. ECoG ise genellikle
deney hayvanlarinda kullanilan bir yontemdir ve EEG’nin direkt olarak korteksten
kaydedilmesi islemidir. EEG, beynin yapisal 6zelliklerinden ¢ok o anki fonksiyonel
durumunu yansitir. Bu nedenle yapisal goriintiilleme yontemlerindeki (BT, MRG gibi)
gelismelere ragmen halen sikga kullanilmaktadir. Ozellikle yapisal inceleme
yontemlerine yansiyan herhangi bir patolojik bulgunun olmadigi durumlarda EEG’nin
Oonemi daha da artmaktadir. Epilepsinin yani1 sira ensefalopati ve ensefalitler gibi bir¢ok
beyin hastaligl icin ¢ok onemli bir ek arastirma yontemi Ozelligini tasir. Baz1 6zel
tablolarda (6rnegin bazi yavas viriis hastaliklar1 ve hepatik ensefalopati gibi) klinik tam
i¢in ipuglar1 verebilir. EEG tamamen zararsiz Ve agrisiz bir inceleme yontemidir. Sagh
deriden kayitlanan elektriksel potansiyellerin ¢ogu piramidal hiicrelerdeki toplam
eksitator ve inhibitér potansiyellerin iyon akimlariyla iliskisinin neticesidir. Normalde
zayif olan bu elektriksel potansiyeller sagli deri lizerine yerlestirilen elektrotlar

tarafindan kaydedilir ve amflikatorlerle giiclendirilir [78, 79].

Epileptik bir hastanin degerlendirilmesinde EEG’nin baslica katkilarin1 3 ana
maddede 6zetlemek miimkiindiir:
* Klinik olarak konulmus taninin desteklenmesi
* Nobet kaydi ile ya da dolayli bazi bulgularla nobet ve sendrom tipinin belirlenmesi

* Odagin lokalizasyonu hakkinda bilgi edinilmesi

Normal bir insanda sac¢li deriden kaydedilen EEG potansiyellerinin frekansi
genel olarak 1 ile 30 Hz; yiikseklikleri ise 20-100 mikrovolt civarindadir. EEG

dalgalarimin hem frekanst hem de amplitiidii oldukca karmasik bir yapidadir ve bazi
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sartlarda degisiklik gosterebilir. EEG dalgalar1 frekanslarina gore bes gruba

ayrilmaktadir [80].
Dalga Frekans
Gama 30-50
Alfa 13-30
Beta 8-13
Teta 4-8
Delta 0.5-4

Tablo 2. Beyinden kaydedilen EEG dalgalar1 ve frekanslari
2.1.6.1. Gama Dalgalar:

30 Hz ve tlizeri dalgalar gama ritmi olarak adlandirilmaktadir. 40 Hz’lik
aktivitenin biligsel islevlerde ve duyusal bilginin yorumlanmasinda onemli oldugu
ortaya konmustur. Gama dalgalarinin, gegmisteki olaylar1 hatirlama yetenegi ile iliskili
bulunmustur. 40 Hz gama frekansinin, iyi bir hafiza ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.
Deney hayvanlarinda gama dalgalar1 incelendiginde, dikkat, odakli uyaniklik, duyusal
algilama ve paradoksik uyku ile baglantili oldugu gosterilmistir [80].

2.1.6.2. Alfa Dalgalan

Kisi uyanik istirahat halinde ve gozleri kapaliyken, 6zellikle parietal ve oksipital
bolgelerde daha belirgin olarak goriilen alfa aktivitesinden olusan EEG ritmidir. Uyku
esnasinda kaybolmaktadir. Ancak, uykuda goriilen uyku igcikleri de yine alfa araligina
(7-14 Hz) denk gelen dalgalar olup, amplitidleri alfa dalgalarina oranla biraz daha
yiiksektir. Onbeyin, beyin sap1 ve talamusun cesitli bolgeleri alfa bandinin olusumunda

gorev almaktadir [81].
2.1.6.3. Beta Dalgalan

Frontal ve paryetal bolgelerde daha belirgin kaydedilen, yiiksek frekansli (20-50
Hz), diisiik voltajli (10-20 nV) dalgalardir. Zihinsel aktivite durumunda belirgin hale
gelen dalgalardir. Beynin hasara ugrayan bdlgelerinde azalir veya tamamen kaybolurlar.

Ayrica, uyku halinde azalma ve stres durumlarinda da ortaya ¢ikmaktadirlar [80, 81].

2.1.6.4. Teta Dalgalan

Yetigkinlerde uyku haricinde ¢ok fazla goriilmeyen dalgalardir. Cocuklarin

paryetal ve temporal bolgelerinde goriilmekle birlikte erigkinlerde de duygusal
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streslerde ortaya ¢ikabilir. Bunlarin disinda, beynin dejeneratif hastaliklarinda da
gozlenmektedirler (Guyton, 2007). Teta dalgalarinin, yavas teta (kolinerjik veya
atropine duyarli; (4-7 Hz) ve hizli teta (atropine direngli; 7-9 Hz) olmak tizere iki tipi
bulundugu gosterilmistir. Bu farmakolojik farkliliklar, bu dalgalarin olusumunda farkli

noronal yolaklarin devrede oldugunu gostermektedir [81].

2.1.6.5. Delta Dalgalan

Ayni teta dalgalart gibi uyku haricinde eriskinde ¢ok fazla goriilmeyen
dalgalardir. Derin uykuda, c¢ocuklukta ve ciddi organik beyin hasarinda ortaya
cikmaktadirlar. Ilging olarak, subkortikal kesiyle korteksi talamustan ayrilan deney
hayvanlarinda da goriiliirler. Bu nedenle delta dalgalarinin beynin asagi bolgelerindeki

etkinliklerden bagimsiz olarak sadece kortekste olustugu diisiiniillmektedir [81].

2.2. D VITAMINI

D vitamini gidalarla disaridan alinan ve yagda ¢6ziinen steroid yapili bir molekiil
olup, viicutta birgok metabolik olay tizerinde etkili oldugu bilinmektedir [82]. Sir
Edward Mellanby, 1919-1920 yillarinda koépekler iizerinde yaptigi ¢alisamada D
vitamini eksikliginin riketse neden oldugunu ortaya koymus ve sonrasinda bu hastalar
balik yagi ile tedavi edilmistir [83]. Daha sonra yapilan ¢alismada Goldblatt ve Soames,
D vitaminin onciiliiniin deride yer aldigin1 ve UV giines 1s18inda aktif hale geldigini
gostermistir [84]. Ancak, deride D vitamininin sentez edilmesi ile baslayan siiregte ve
sonrasinda dokularmn ve hiicrelerin iizerindeki etkileri 1966 yilindan itibaren
incelenmistir. D vitamini etkilerinin hormonal mekanizma ile goriilmesi sonucu 1988
yilinda bu vitaminin arttk bir hormon olarak siniflandirilmasi 6nerilmistir. D
vitamininin hormon olarak Onerilmesinin sebepleri Kkolesterolden sentez edilmesi,
retildigi dokudan farkli viicut boélgelerinde gorev yapabilmesi, yag hiicrelerinde
depolanabilmesi ve mineral dengesindeki diizenleyici goérevinden dolayidir [85].

Vitamin D’nin en biiyiik kaynagi, ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimlerinde
sabah 10.00 ile 15.00 arasinda yiiz, kollar ve ellerin gilinlik minimal gilines 151g1na
ulasacak kadar gecen siirenin %25 ine maruziyeti ile saglanir. Kisin ise diyetle alinmasi
onerilir ve diyetle alim giinliik 200 ila 600 IU ftinite eksiklikten korur. Somon, uskumru,
ringa balig1 gibi yagh baliklar, balik cigeri ve yumurta saris1 D vitamini agisindan
zengin sayilabilecek besinlerdir [86, 87]. Bu dogal kaynaklardan ayr1 olarak Vitamin D2
ve D3 gida takviyesi seklinde almabilir [88]. Diyetle alinabilen D vitamininin;
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hayvansal kaynakli D vitamini [Kolekalsiferol (D3)] ve bitkisel kaynakli D vitamini
[Ergokalsiferol (D2)] olmak iizere iki formu vardir. Bu iki form arasinda farkliliklar yan

zincirlerdeki farkliliklardan meydana gelmektedir (Sekil 3).

Tablo 3. D2 ve D3 vitaminlerinin 6zellikleri [89, 90, 91].

D2 VITAMINI

D3 VITAMINI

e Kaynama noktas1 121 °C ve dort adet ¢ift

baga sahiptir.

e D3 vitamini ile UV 1sm1 emilimi ile
¢oziinebilirlik ozellikleri benzerlik
gostermektedir.

o Bitkisel gidalardan diyetle alinir.

e Besinler yoluyla alindiktan ve ciltte
depolandiktan sonra UV isinlarin etkisi ile
derinin stratum basale ve stratum spinosum
tabakasinda aktif bir D3 e donlismektedir.

e Karaciger ve bobreklerde organizmaya
girdikten sonra ergokalsiferol,
kolekalsiferole benzer sekilde hidroksile

olmaktadir.

e Kaynama e noktas1 84-85 °C ve iic
adet cift baga sahiptir.

e Suda ¢ozlinmediginden 1siya, 1s18a
duyarhdir ve UV 1s1minda 265 nm UV
absorbsiyonu vermektedir.

e Hayvansal gidalardan diyetle alinir
e Hayvansal yaglarda en fazla
bulunan  7-dehidrokolesterolin UV
1sinina maruz kalmasiyla olusmakta
ve depolanabilmektedir.
e Bobreklerde, bagirsaklarda,
kemiklerde, kaslarda ve biiyiik kismi

da karacigerde depolanir.
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Sekil 3. D2 ve D3 vitaminlerinin molekiiler yapisi

2.2.1. D3 VITAMINI SENTEZI

Vitamin D3 sentezinde birinci asamasi, gilines veya ultraviyole isinlarinin
etkisiyle, ciltte bulunan provitamin D’nin vitamin D3’e (kolekalsiferol) doniismesidir.
Daha sonra D3 vitamini, D vitamini baglayan proteinlere (DBP) baglanarak hedef
organlara tagimir. Gastrointestinal sistemden emilim D vitaminin baska bir kaynagidir.
Diyetle alinan D vitamini, enterositlerden absorbe edildikten sonra silomikronlar iginde
tasinir. Bundan dolay1, Colyak, Crohn hastalifi, pankreas yetmezligi, kistik fibrozis ve
kolestazla seyreden karaciger hastaligi gibi yag malabsorbsiyonu ile iligkili hastaliklar D
vitamini eksikligine neden olabilir. Silomikronlar portal dolasim araciligiyla karacigere
ulagir. Burada 25-hidroksilaz enzimi tarafindan hidroksilasyona ugrar ve 25-
hidroksivitamin D 25(OH)D olusur. Bobreklerin  proksimal tiibiillerindeki
mitokondrilerde, 250HD’nin 1,25-dihidroksivitamin  D’ye [1,25(0OH)2D] ileri
hidroksilasyonu ger¢eklesir. 1,25(OH)2D, D vitaminin fizyolojik olarak aktif formudur
ve VDR’ye baglanabilen tek formdur. D vitamini ve 1,25(OH)2D’nin sentezi, kalsiyum
dengesi ile yakin iligki igindedir ve parathormon (PTH), serum kalsiyum ve fosfor
diizeyleri ile diizenlenir. Eger, hipokalsemi gelisirse, serum PTH konsantrasyonu artar

ve kalsiyumun bobrekte tiibiiler geri emilimi arttigi gibi alpha-1- hidroksilaz
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aktivitesinde artis da goriiliir. 1,250HD iiretimi artar ve intestinal kalsiyum emilimi
artar [92] (Sekil 4). Aktif metabolit olan 1,25(OH)2D hiicre i¢inde sitoplazma ve
cekirdekte bulunan retinoik asit baglantili vitamin D reseptdrii (VDR) e baglanmaktadir.
Bu kompleks ise osteokalsin, kalsiyum baglayici protein ya da 24-hidroksilaz
olusumunu saglayan sorumlu gen iizerindeki D vitamininden sorumlu elemente
baglanmaktadir. Bu sekilde D vitamini barsak hiicrelerinden aktif tagima ile kalsiyum

emilimi ger¢eklesmektedir. [94].

UVB (290-315nm) UVB

W
7-dehidrokolesterol Previtamin D, _ )JHJ
(Pro-vitamin D) | Jr T inaktif
i Sl (. i
DERI n Mo S Fowke
Vitamin D, ———————»  Urunlen
¥
Diet/Supplements ——  Vitamin D
Vitamin [J2
Vitamin D3

_KARACIGER «—* YaG
=/} Vitamin D-25-hydroxylase ~ DOKUSU

é l
S CYP24

—— 25(0H)O » Katabolizma
l CYP3A4

BOBREK, Diger dokular, hucreler

Phosphorus, (=) . 25-hydroxyvitamin D, ® Parathyroid
calcium, FGF-23 10-hydroxylase hormone
1,25 {OH]ED
CYP24 l CYP3A4

Katabolizma

Sekil 4. D vitamini metabolizmasi
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2.2.2. VITAMIN D RESEPTORLERI (VDR)

Hormonlar, norotransmitterler ve vitaminler ile ilgili reseptorlerin kesfedilmesi
insan biyolojisini, fizyolojisini ve metabolizmanin hiicresel yapisint daha iyi
anlamamiza olanak saglamistir. Reseptorlerin yapisinin anlasilmasi ise, baglanan
molekiiliin yapisi, reseptoriin etki mekanizmasi ve reseptore bagli olusan hastaliklarin

patofizyolojisi ile ilgili nemli bilgiler edinmemizi saglamistir [95].

Tmmun sistem Kardiyovaskiiler

T-hicreleri Endotel Endok-rin.

Makrofajlar Diiz kas Par‘a'l'lr-o“rd .
B-Hiicreleri Kalp kas hiicreleri Pankreas p-hiicreleri
Nétrofiller Tiroid C- hiicreleri

Vitamin D

Diger sistemler

. ~ Diger sisteml
Beyin Receptor Eodarmis
rostat .

D Gastroentestinal
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Sekil 5. Vitamin D reseptdrlerinin viicutta bulundugu dokular

VDR ilk olarak 1969 yilinda Haussler tarafindan, ince barsak mukoza
hiicrelerinin ¢ekirdeginde, bir kromozomal protein olarak tanimlanmistir [96]. VDR,
molekiil agirlig: yaklagik 65.000 dalton olan tek bir polipeptid zincirinden olugmaktadir.
1979 yilinda, Pike ve Haussler VDR'nin DNA'ya baglanan bir molekiil oldugunu
gostermiglerdir [97]. VDR'mnin DNA'ya baglanmasi iyonik baglarla olur. VDR'nin
DNA'ya ve 1,25(0OH)2 D3'e baglanma bolgeleri degisik olmasma karsin VDR ve
1,25(0H)2 D3 birbirlerini etkilemektedir. VDR'ye 1,25(OH)2 D'nin baglanmasi,
VDR'nin DNA'ya baglanmasimi arttirmaktadir. Bu reseptor 1,25(OH)2 D3'e karsi
25(0OH)D 'e gore daha yiiksek segicilik gostermektedir [98]. 1,25(0OH)2 D3'iin etki

mekanizmasi tiroid ve steroid hormonlarinkine benzemektedir. Aktif metabolitle
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reseptOriin  baglanmas1 sonrasi, gen ekspresyonu ve bunu izleyen protein sentezi
gerceklesir [99].

VDR, niikleer reseptor list ailesinin bir iiyesidir ve viicutta birgok dokuda
bulunmaktadir (Sekil 5). Tiroid hormon reseptorii ve retinoik asit niikleer reseptorleri
gibi, VDR'nin de sitoplazma ve ¢ekirdekte yer aldigi gosterilmistir [15, 18]. VDR'nin
hiicre i¢i konumu, reseptdr fonksiyonunun gostergesidir ve sadece niikleer VDR,
transkripsiyonu baglatabilir [19]. Beyin hiicrelerinde yapilan immiinohistokimyasal
calismalar hem ¢ekirdekte hem de sitozolde VDR oldugunu bildirmistir [20].

Son yillarda, D vitamini ve beyin sagligi arasindaki iliskiyi ve D vitamini
eksikliginin beyindeki etkisini gosteren calismalar yapilmistir. 2016 yilinda Miller BJ
ve ark. [100] D vitaminin, yash erigkinlerde beyin B-Amiloid (A)'nin azaldiginin
gostergesi olarak plazma A'yi arttirdigini gosteren bir ¢alisma yapmistir. Mart 2016'da
Annweiler ve ark. kalsiyum homeostazi, [-amiloid birikimi, antioksidan ve
antienflamatuar O6zelliklerin diizenlenmesinde D vitamininin ndroprotektif etkilerini
gosteren bir ¢alisma yayinlamistir [101]. Niikleer VDR'si sayesinde D3 Vitamini,
antikonviilsan biiylime faktorleri olan GDNF ve NT3'lin ekspresyonunu artirmaktadir
[102, 103]. NT3, sinaptik kuvveti diizenleyen reseptorler olan TrkA ve TrkC
reseptorlerini diizenleyerek antikonviilsan bir etkiye yol agar. GDNF’nin antikonviilsan
eyleminin ardindaki mekanizma bilinmemektedir, ancak NT3’e benzer sekilde sinaptik
iletimin bazi modiilasyonlarini icerdigi tahmin edilmektedir. D3 Vitamini ile aktive
edilmis VDR, epileptik epizotlar1 inhibe eden kalsiyum baglayict proteinler
parvalbumin ve kalbindinlerin ekspresyonunu artirmaktadir. Presinaptik terminalde
Ca**a baglanarak, bu kalsiyum baglayici proteinler asiri Ca* kaynakli norotransmiter
salinimini Onler ve bdylece epileptik aktiviteye karst korur [104, 105]. Zanatta ve ark.
[106], 1a,25-dihidroksivitamin D3’{in serebral kortekste vitamin D reseptorlerine
baglanarak voltaj bagimli L-tipi kalsiyum kanallarin1 modiile ederek hiicre igerisine
kalsiyum alimimi diizenlendigini 6ne silirmektedir. L-tipi kalsiyum kanallar1 ise
depolarizasyon ve hiperpolarizasyon arasindaki dengeyi etkilemekte, ayrica potasyum

ve kloriir kanallarina da etki etmektedir [106].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlar

Cumbhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul izni (65202830-
050.04.04-18) alindiktan sonra 185-200 gr agirhigindaki genetik absans epileptik
WAG/Rjj ki erkek siganlar (n=42) rastgele 7 gruba ayrildi. Deney giiniine kadar
siganlar, yem ve su kisitlamasi olmaksizin aydinlik-karanlik dongiisii ayarlanmis
sicakli1 ve nem orani (20+3 °C) bir standrat odada barindirildi. Calismaya dahil edilen
tim hayvanlarda spontan epileptik diken dalga desarjlari (DDD)’in varligi test edildi.
Epileptik aktivite gozlenmeyen 3 hayvan calismadan c¢ikarilarak yerlerine yeni
hayvanlar eklendi.

Tablo 4. Deney Gruplart

Deney Gruplan n

Coziicii grubu (Aygicek yagi; 1 ml/kg; i.p.)
D3 vitamini (1,25 mg/kg; i.p.)

D3 vitamini (2,5 mg/kg; i.p.)

D3 vitamini (5 mg/kg; i.p.)

D3 vitamini (10 mg/kg; i.p.)

D3 vitamini (25 mg/kg; i.p.)

N O O B W N
| O O O O O O

D3 vitamini (50 mg/kg; i.p.)

3.2. Cerrahi islem

Deney giliniinden 24 saat O6nce a¢ birakilan hayvanlar ketamin/ksilazin (90/10
mg/kg, i.p.) ile anesteziye alindiktan sonra stereotaksi cihazina sabitlendi. Anestezinin
derinligi kornea ve penge refleksleri ile kontrol edildikten sonra hayvanin kafa derisi
rostokaudal dogrultuda yaklasik 3 c¢cm uzunlugunda bir kesi ile agildi. Kemik doku
tizerindeki zar temizlendikten sonra kanama kontrolii saglandi ve bregma noktasi
belirlendi (sifir noktasi). Bregma referans alinarak otomatik el drilli vasitasiyla asagida
verilen koordinatlarda 3 delik agildi ve bu deliklere duraya temas edecek sekilde
paslanmaz celik iletken vidalar yerlestirildi (Sekil 6a). Daha 6nceden hazirlanmis olan
disi elektrod fisinin kablolar1 yerlestirilen vidalara sarilarak sabitlendi. Elektrot ve

vidalar dental akrilik ile kafatasina sabitlenerek cerrahi sonlandirildi (Sekil 6b).
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Cerrahiden sonra enfeksiyonu 6nlemek i¢in sicanlara 3 giin boyunca giinde 2 kez olmak

tizere sultamisilin (50 mg/kg; i.p.) enjekte edildi.

Vidalar, bregma referans alinarak asagidaki koordinatlara gore sabitlendi [107]:

Pozitif (frontal korteks): Breagmanin 4 mm anterioru, orta ¢izginin 3 mm sag laterali
Negatif (oksipital kortex): Breagmanin 4 mm posterior, orta ¢izginin 3 mm sag lateral
Toprak (oksipital kortex): Breagmanin 4 mm posterior, orta ¢izginin 3 mm sol lateral

Bir haftalik iyilesme donemi takiben hayvanlar 3 giin boyunca giinde 6 saat cam
kafeslere (35x35x35 cm) alistirildi. Alistirma periyodundan 1 giin sonra takilan disi
elektrod fisine bir erkek giris takilarak siganlar PowerLab 4/SP (AD Instruments,
Avustralya) veri kazanim tnitesine baglandi ve Labchart 7 programi araciligiyla 3 saat
boyunca elektrokortikogram (ECoG) kayitlari elde edildi. Ug saatlik kontrol kaydini
takiben ila¢ enjeksiyonlar1 gerceklestirildi ve 3 saatlik kayit daha elde edildi. Tim
deneyler saat 10:00 - 16:00 arasinda gergeklestirildi. Elde edilen toplam 6 saatlik veri
kayd: bilgisayar ortamina kaydedilerek kayit sonrasi analizler yapildi (Sekil 6b).

Sekil 6. a) ECoG kaydi i¢in belirlenen koordinatlara vida takilmasi islemi, b) ECoG
kayd1 eldesinden bir goriintii

3.3. Ilaclar ve Verilis Yollar1

Calismamizda, D3 vitamini (kolekalsiferol) ve D3 vitamininin ¢oziiciisii aygicek
yagt kullanildi. Tim ilag dozlar1 3 saatlik bazal aktivite kaydindan sonra 1,5 ml

hacminde intraperitoneal olarak uygulandi ve 3 saatlik aktivite kaydi daha elde edildi.

18



3.4. Elektrokortikogram (ECoG) Kayitlarinin Degerlendirilmesi

Labchart 7 programi ve Microsoft excel programlar1 yardimiyla ilag dncesi ve
sonrasi toplam DDD sayisi, toplam spike sayisi, toplam spike siiresi ve DDD ortalama
stiresi asagidaki formiillere gore hesaplandi. Tim hayvanlarin ilag sonrasi donemi
asagidaki gibi ilag Oncesiyle karsilastirilarak yiizde (%) kontrol degerleri bulundu ve

gruplar arasi karsilastirma ortalama % kontrol degerlerine gére yapildi (Sekil 7).

Ilag sonras1 DDD sayisi
Toplam DDD saysi (% kontrol) = ----------n-mmmmoooommoooooooe x 100
Ilag¢ 6ncesi DDD sayisi

Ilag sonras1 toplam spike sayisi
Toplam spike sayist (% kontrol) = --- e ---- x 100
[la¢ 6ncesi toplam spike sayisi

Ilag sonrasi toplam spike siiresi
Toplam spike siiresi (% kontrol) = -----------nz-mmoooommooo oo oo x 100
I lag 6ncesi toplam spike siiresi

fla¢ sonras1 ortalama DDD siiresi
Ortalama DDD siiresi (% kontrol) = -- - - x 100
Ilag oncesi ortalama DDD siiresi

1] LabChart - [Vitamin D 3.adicht: Chart View (Powerlab 16/35)]
i File Edit Setup Commands Macro Window Help
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Sekil 7. a) Bir hayvanin kontrol diizenindeki ECoG kayit goriintiisii. b) Labchart 7
programi ile spike sayisinin tespiti, ¢) Labchart 7 programi ile spike siiresinin

hesaplanmasi.

D3 vitamininin etki zamaninin_hesaplanmasi: D3 vitamininin kac¢inci dakikada etki

gosterdigini 6grenmek amaciyla 3 saatlik ilag dncesi ve sonrasi kayitlar 20 dakikalik
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araliklara boliinerek zaman grafigi olusturulmustur. Bazal aktivitenin her 20 dakikadaki
ortalama DDD sayis1 hesapland1 (180 dakikadaki DDD sayist 9’ a bdliinerek) ve
sonrasinda ila¢ sonrasi her 20 dakikadaki DDD sayisi, ilag Oncesi ortalama degere

boliinerek % hesaplandi ve ¢oziicli grubuyla karsilagtirildi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Elektrofizyolojik kayitlardan elde edilen veriler ortalama % kontrol degerlerine
dontstiiriildiikten sonra GraphPad Instat (v3.06) yazilimi (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) kullanilarak istatistiksel analize tabi tutuldu. Verilerin normal
dagilima uyup uymadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Tiim verilerin
normal dagilima uydugu tespit edildikten sonra gruplararasi farkliliklar (% kontrol), tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve sonrasinda post-hoc Tukey testi ile degerlendirildi.
Kontrol grubunun ilag sonrasi DDD parametre degerleri, ilag Oncesiyle bagiml
orneklem t-testi (paired sample t-test) ile karsilastirildi. Gruplara ait veriler ortalama +

standart hata olarak ifade edildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

21



4. BULGULAR

Calismamizda, genetik absans epilepsili WAG/Rij siganlarda goriilen DDD
parametreleri (toplam DDD sayisi, toplam spike sayisi, toplam spike siiresi, ortalama
DDD siiresi) analiz edildi ve her hayvanin ilag enjeksiyonu (D3 vitamini, aycicek yagi)
sonrast DDD parametreleri ilag oncesi bazal DDD parametreleri ile karsilagtirilarak %
kontrol degerleri hesaplandi.

Bazal kayitlar alindiktan sonra kontrol grubuna D3 vitamininin ¢oziiciisii olan
aycicek yagi, diger gruplara D3 vitamininin farkli dozlari intraperitoneal olarak 1,5 ml
hacimde uygulandi.

Tiim gruplarin ger¢ek DDD parametreleri Tablo 5’de verilmistir.
4.1. D3 Vitamininin Toplam DDD Sayisina Etkisi

Kontrol grubunda ila¢ enjekte etmeden onceki toplam DDD sayist 81,17 £+ 2,73
iken, ilag¢ sonrasi toplam DDD sayisi 80,22 + 1,25 olarak bulundu (% kontrol = % 99,16
+ 2,16). Ilag sonrasi toplam DDD sayisi, ilag &ncesi toplam DDD sayisiyla bagimli
orneklem t-testi ile karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

1,25 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden Onceki toplam DDD
sayist 83,50 + 2,97 iken, ilag sonrasi toplam DDD sayis1 73,91 + 2,04 olarak bulundu
(% kontrol = % 88,80 + 1,13). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 8).

2,5 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden Onceki toplam DDD
sayis1 78,67 + 2,33 iken, ilag sonrasi toplam DDD sayis1 50,17 + 3,84 olarak bulundu
(% kontrol = % 63,72 + 4,45). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilagtirildiginda toplam DDD sayisinin anlamli olarak azaldig tespit edildi
(p<0.001) (Sekil 8).

5 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden dnceki toplam DDD sayisi
83,49 + 2,95 iken, ilag sonrasi toplam DDD sayis1 60,50 + 3,43 olarak bulundu (%
kontrol = % 72,32 + 3,08). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilagtirildiginda toplam DDD sayisinin anlamli olarak azaldig tespit edildi
(p<0.001) (Sekil 8).

10 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag¢ enjekte etmeden 6nceki toplam DDD sayis1
77,66 + 2,22 iken, ilag sonrasi toplam DDD sayis1 69,31 + 3,97 olarak bulundu (%
kontrol = % 89,85 + 4,12). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
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degeriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 8).

25 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden onceki toplam DDD sayisi
80,67 + 1,52 iken, ilag sonrasi toplam DDD sayis1 77,33 + 2,76 olarak bulundu (%
kontrol = % 95,85 + 2,75). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 8).

50 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden 6nceki toplam DDD sayist
79,38 + 3,01 iken, ilag sonrasi toplam DDD sayis1 83,67 = 5,81 olarak bulundu (%
kontrol = % 104,53 + 4,03). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 8).
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Sekil 8. Vitamin D3’lin (25, 50, 100, 200 mg/kg, i.p.) toplam DDD sayisina etkisi.
*#%p<0.001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda
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4.2. D3 Vitamininin Toplam Spike Sayisina Etkisi

Kontrol grubunda ilag enjekte etmeden Onceki toplam spike sayisi 3069 + 166
iken, ilag sonrasi toplam spike sayis1 2971 + 123 olarak bulundu (% kontrol = % 97,39
+ 2,17). Ilag sonras1 toplam spike sayisi, ilag 6ncesi toplam spike sayisiyla bagimli
orneklem t-testi ile karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

1,25 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden Onceki toplam spike
sayist 3013 £ 149 iken, ilag sonrasi toplam spike sayis1 2551 + 157 olarak bulundu (%
kontrol = % 84,67 + 2,88). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 9).

2,5 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag¢ enjekte etmeden Onceki toplam spike sayisi
2703 + 174 iken, ila¢ sonras1 toplam spike sayist 1557 + 155 olarak bulundu (% kontrol
= % 57,24 + 3,31). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol degeriyle
karsilastirildiginda toplam spike sayisinin anlamli olarak azaldig: tespit edildi (p<0.001)
(Sekil 9).

5 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden dnceki toplam spike sayisi
2986 + 123 iken, ilag¢ sonrasi toplam spike sayis1 1944 + 114 olarak bulundu (% kontrol
= % 65,28 + 3,52). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol degeriyle
karsilastirildiginda toplam spike sayisinin anlamli olarak azaldig tespit edildi (p<0.001)
(Sekil 9).

10 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden onceki toplam spike sayist
2802 + 165 iken, ilag sonrasi toplam spike sayis1 2364 + 150 olarak bulundu (% kontrol
= % 84,82 + 4,13). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol degeriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 9).

25 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden onceki toplam spike sayisi
3156 + 74 iken, ilag sonras1 toplam spike sayis1 2855 + 143 olarak bulundu (% kontrol =
% 90,32 + 3,12). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol degeriyle
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 9).

50 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden onceki toplam spike sayist
2709 + 1013 iken, ilag sonrasi toplam spike sayist 2903 + 218 olarak bulundu (%
kontrol = % 106,93 £+ 5,90). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 9).
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Sekil 9. Vitamin D3’iin (25, 50, 100, 200 mg/kg, i.p.) toplam spike sayisina etkisi.
**%p<0.001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda

4.3. D3 Vitamininin Toplam Spike Siiresine Etkisi

Kontrol grubunda ila¢ enjekte etmeden onceki toplam spike siiresi 351 + 16
iken, ilag sonrasi toplam spike siiresi 340 + 09 olarak bulundu (% kontrol = % 96,87 +
1,94). Ilag sonrasi toplam spike siiresi, ilac 6ncesi toplam spike siiresiyle bagimli
orneklem t-testi ile karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

1,25 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden Onceki toplam spike
stiresi 307 £+ 18 iken, ilag sonrasi toplam spike siiresi 364 + 19 olarak bulundu (%
kontrol = % 84,50 + 3,32). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 10).

2,5 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden Onceki toplam spike

stiresi 343 + 16 iken, ilag sonrasi toplam spike siiresi 194 + 14 olarak bulundu (%
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kontrol = % 56,58 + 2,48). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirildiginda toplam spike siiresinin anlamli olarak azaldig: tespit edildi
(p<0.001) (Sekil 10).

5 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag¢ enjekte etmeden dnceki toplam spike siiresi
355 + 11 iken, ilag sonrasi toplam spike siiresi 232 + 12 olarak bulundu (% kontrol = %
65,22 + 2,69). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol degeriyle
karsilastirildiginda toplam spike siiresinin anlamli olarak azaldigi tespit edildi (p<0.001)
(Sekil 10).

10 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden 6nceki toplam spike siiresi
324 + 17 iken, ilag¢ sonras1 toplam spike siiresi 275 £ 19 olarak bulundu (% kontrol = %
85,03 £ 3,72). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol degeriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 10).

25 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden onceki toplam spike siiresi
343 + 20 iken, ila¢ sonrasi toplam spike siiresi 312 + 11 olarak bulundu (% kontrol = %
90,80 £+ 2,85). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol degeriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 10).

50 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden dnceki toplam spike stiresi
355 + 17 iken, ilag sonrasi toplam spike siiresi 371 & 34 olarak bulundu (% kontrol = %
107,66 £ 6,00). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol degeriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 10).

26



%

100 -
S -
€
© 75 4
2 *kk
w
[b] -
2 50
Q.
wn
S
£ |
Q.
o
|_
25 -
0 -
N ) ) ) ) ) S
& & S & & & &
€ PP L0 9O R PO 9

L)

Sekil 10. Vitamin D3’iin (25, 50, 100, 200 mg/kg, i.p.) toplam spike siiresine etkisi.
*#%p<0.001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda

4.4, D3 Vitamininin Ortalama DDD Siiresine Etkisi

Kontrol grubunda ilag¢ enjekte etmeden dnceki ortalama DDD siiresi 4,29 + 0,10
iken, ilag sonrasi ortalama DDD siiresi 4,24 = 0,06 olarak bulundu (% kontrol = %
98,07 + 1,66). ilag sonras1 ortalama DDD siiresi, ila¢ éncesi ortalama DDD siiresiyle
karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

1,25 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden onceki ortalama DDD
stiresi 4,34 £ 0,12 iken, ilag sonras1 ortalama DDD siiresi 4,15 + 0,16 olarak bulundu (%
kontrol = % 95,56 £ 2,92). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 11).

2,5 mg/kg D3 vitamini grubunda ila¢ enjekte etmeden Onceki ortalama DDD
stiresi 4,35 £ 0,09 iken, ilag sonras1 ortalama DDD siiresi 3,90 + 0,17 olarak bulundu (%
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kontrol = % 88,49 + 3,72). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirildiginda ortalama DDD siiresinin anlamli olarak azaldigi tespit
edildi (p<0.05) (Sekil 11).

5 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden Onceki ortalama DDD
stiresi 4,26 + 0,13 iken, ilag sonrasi ortalama DDD siiresi 3,86 + 0,11 olarak bulundu (%
kontrol = % 91,35 £ 2,63). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 11).

10 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden Onceki ortalama DDD
stiresi 4,17 £ 0,12 iken, ilag sonras1 ortalama DDD siiresi 3,94 + 0,18 olarak bulundu (%
kontrol = % 95,02 + 4,24). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 11).

25 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden Onceki ortalama DDD
stiresi 4,26 + 0,07 iken, ilag sonras1 ortalama DDD siiresi 4,04 + 0,08 olarak bulundu (%
kontrol = % 94,94 + 3,47). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 11).

50 mg/kg D3 vitamini grubunda ilag enjekte etmeden Onceki ortalama DDD
stiresi 4,19 £ 0,07 iken, ilag sonras1 ortalama DDD siiresi 4,27 + 0,14 olarak bulundu (%
kontrol = % 101,83 + 2,18). Bu grubun % kontrol degeri, kontrol grubunun % kontrol
degeriyle karsilastinnldiginda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05)
(Sekil 11).
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Sekil 11. Vitamin D3’{in (25, 50, 100, 200 mg/kg, i.p.) ortalama DDD siiresine etkisi.
*p<0.05 kontrol grubuyla karsilastirildiginda

4.5. D3 Vitamininin Zamana Bagh Etki Grafigi

D3 vitamini 2,5 mg dozunda tiim DDD parametrelerini azaltirken, 5 mg/kg
dozunda ortalama DDD siiresi hari¢ diger parametreleri azaltmistir. D3 vitamininin
kacincr dakikada etki gosterdigini 6grenmek amaciyla 3 saatlik ilag oncesi ve sonrasi
kayitlar 20 dakikalik araliklara boliinerek zaman grafigi olusturulmustur. Bazal
aktivitenin her 20 dakikadaki ortalama DDD sayisi hesaplandi (180 dakikadaki DDD
sayis1 9’ a boliinerek) ve sonrasinda ilag sonrast her 20 dakikadaki DDD sayisi, ilag
Oncesi ortalama degere boliinerek % hesaplandi ve kontrol grubuyla karsilagtirildi. 2,5
mg/kg D3 vitamini 100. dakikadan itibaren DDD sayisini azaltirken, 5 mg/kg D3
vitamini 140. dakikadan itibaren DDD sayisini anlamli olarak azaltmaktadir (p<0.05)
(Sekil 12).
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Sekil 12. D3 vitamini etkin dozlarinin zaman grafigi. *p<0.05 ; **p<0.01; ***p<0.001
kontrol grubuyla karsilastirildiginda.

Toplam SWDs Sayisi Toplam Spike Sayisi

A flag dncesi flag sonrast B Ilag 6ncesi Ilag sonrast
Kontrol 81,17+2,73 79,83 £2,26 Kontrol 3069 + 166 2971+ 123
1,25 mg/kg D3 83,50 + 2,97 73,91 £ 2,04 1,25 mg/kg D3 3013 £ 149 2551+ 157
2,5 mg/kg D3 78,67 2,33 50,17 + 3,84 2,5 mg/kg D3 2703 + 174 1557 £ 155
5 mg/kg D3 83,49 £2,95 60,50 + 3,43 5 mg/kg D3 2986 + 123 1944 £ 114
10 mg/kg D3 77,66 +2,22 69,31 +3,97 10 mg/kg D3 2802 + 165 2364 + 150
25 mg/kg D3 80,67 + 1,52 77,33 +£2,76 25 mg/kg D3 3156 + 74 2855+ 143
50 mg/kg D3 79,38 + 3,01 83,67 + 5,81 50 mg/kg D3 2709 + 101 2903 +218

Toplam Spike Siiresi (sn) Ortalama SWDs Siiresi (sn)

c Ila¢ 6ncesi Ilag sonras1 D Ilag 6ncesi Ilag sonrasi
Kontrol 35116 340 =09 Kontrol 429 +0,10 424+ 0,06
1,25 mg/kg D3 364+ 19 307+ 18 1,25 mg/kg D3 4,34+0,12 4,15+0,16
2,5 mg/kg D3 343+ 16 194+ 14 2,5 mg/kg D3 4,35+ 0,09 3,90+ 0,17
5 mg/kg D3 355+11 232+ 12 5 mg/kg D3 426+0,13 3,86+ 0,11
10 mg/kg D3 324+17 275+ 19 10 mg/kg D3 4,17+0,12 3,94+0,18
25 mg/kg D3 343 +£20 312+ 11 25 mg/kg D3 4,26 £ 0,07 4,04 £ 0,08
50 mg/kg D3 355+17 371+34 50 mg/kg D3 4,19+ 0,07 427 +0,14

Tablo 5. Tiim gruplarin gergek DDD parametrelerinin ortalama degerleri.
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D3 vitamininin etkin dozlarinin ilag enjeksiyonu sonrast 140. dakikadaki ECoG

kayit 6rnegi Sekil 13'de gosterilmistir.
500 pv ‘

1sn

k W'qf W M\Mﬁ I r%ﬁ(ﬂwwmwww

W\W’WMWUL ikl

A) Kontrol

500 pV |
B) 2,5 mg/kg D3 vitamini

30 sn

C) 5 mg/kg D3 vitamini

Sekil 13. Kontrol grubunun ve etkili D3 vitamini gruplarinin 140. dakikasindan elde
edilen ECoG kayitlari
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5. TARTISMA

Diinyada en sik goriilen norolojik hastaliklardan biri olan epilepsi, beyindeki
noronlarin anormal elektriksel desarjlart sonucunda meydana gelmektedir. Bu
elektriksel desarjlar sonucunda epileptik ndbetler olusmaktadir. Nobetler sonucunda,
anormal kas kasilmalari, otonomik belirtiler ve biling kayb1 goriilebilmekte ve kisinin
yasam Kkalitesini ciddi oranda etkilemektedir [108, 109]. Metabolik anormallikler, akut
norolojik hasar (menenjit, ensefalit gibi infeksiyonlar, inme, kafa travmasi), alkol
yoksunlugu, ¢ocuklarda yiiksek ates ve yapisal beyin hastaliklart (kortikal displazi,
Alzheimer hastalig1) gibi faktorler ndbet olusumuna yol agmakla birlikte bazi epileptik
nobetlerin nasil ve neden olustugu heniiz agikliga kavusturulamamistir [110]. Epilepsi
etiyolojisinde rol oynayan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamis olmasina ragmen glutamat gibi eksitator ndrotransmitterlerin artmasi
veya gama-aminobutirik asit (GABA) basta olmak iizere inhibitor nérotransmitterlerin
azalmas1 sonucu dengenin eksitasyon yoniinde degismesi en ¢cok kabul gbren hipotezdir
[111, 114]. Epileptik nobetler farkli faktorler nedeniyle meydana geldiginden ndbetlerin
olusum mekanizmasi ve klinik belirtileri farkliliklar gostermektedir. Etyolojisi ne
olursa olsun tiim epileptik ndbetlerin olusumunda noronal uyarilabilirlikte artis ve
senkronizasyon goriilmektedir [115]. Epilepsinin molekiiler mekanizmasi, biyokimyasal
ozellikleri ve elektrofizyolojik temelleri hakkinda veri elde ederek ndbet olusumunu
engellemek ve daha etkili antiepileptik ilaglar gelistirmek amaciyla deneysel epilepsi
modelleri lizerinde g¢alisilmaktadir. Deneysel bir epilepsi modelini olusturmak ig¢in
kimyasal maddeler ve elektriksel uyaranlar kullanilmakla birlikte, genetik modeller de
epilepsi caligmalarinda siklikla yer almaktadir. Genetik olarak yatkin hayvanlarda 1s1k
ve ses gibi uyaranlarla ndbet olusturulurken, herhangi bir konviilsan (epilepsi
olusturucu) madde veya uyaran vermeden genetik olarak epileptik ndbet gegiren
hayvanlar da mevcuttur [116]. Genetik modellerin kullanimi, absans epilepsisinde
goriilen nobetleri incelemek i¢in diinyada en ¢ok kabul goren yontemdir. Spontan DDD
aktiviteleri olan genetik olarak tasarlanmig hayvanlar olan Wistar albino Glaxo-Rijswijk
(WAG/RIj) ve Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg (GAERS) siganlar
absans epilepsisi c¢alismalarinda en sik kullanilan hayvan tiirleridir [117]. Bu
hayvanlarin kullanilmasinin en énemli nedeni, siganlarda goriilen absans ndbetlerinin
farmakolojik, morfolojik ve elektrofizyolojik ozellikler agisindan insanlarda goriilen

absans nobetlere benzerlik gostermesidir [118]. Genetik absans epilepsili WAG/RIj
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siganlar1 ~ kullanarak  yaptigimiz  bu c¢alismada, spontan DDD desarjlarin
elektrofizyolojik yontemlerle goriintiilemeyi basardik ve D3 vitamininin bu desarjlara

etkisi gozlemledik.

Vitaminler, organizmadaki O6nemli biyokimyasal reaksiyonlarda gorev
almaktadirlar. Bazi vitaminler viicutta sentez edilmekle birlikte, ozellikle yagda
¢Oziinen vitaminler mutlaka diyetle disaridan alinmalidir. Genel olarak vitaminlerin
kaynagi yesil bitkilerdir [119]. Yagda ¢oziinen vitaminlerden biri olan D vitaminleri
kalsiferoller olarak da adlandirilmaktadir. Kalsiferollerin biyolojik ve kimyasal yonden
en Onemlileri kolekalsiferol (D3 vitamini) ve ergokalsiferol (D2 vitamini)’diir [120].
Calismamizda kullandigimiz kolekalsiferol (D3 vitamini) 290-315 nm dalga boyundaki
ultraviyole 1sinlarin etkisiyle deride endojen olarak 7-dehidrokolesterol’den sentezlenir
ve bu endojen iiretim D vitamininin viicuttaki temel kaynagini olusturmaktadir [121,
122]. Deride sentezlenen veya diyetle alinan D3 vitamini bir¢ok fizyolojik ve
biyokimyasal reaksiyonda rol oynamaktadir. Normal sartlarda aktif olmayan D3
vitamini vitamin D baglayici protein ile karacigere tasmnir ve karacigerdeki 25-
hidroksilaz enzimi ile 25 hidroksivitamin D’ye (25(OH)D) doniiserek dolasima katilir.
25(0OH)D ise bobreklerde 1-alfa hidroksilaz enzimi vasitasiyla aktif form olan 1,25-
dihydroxyvitamin D (1,25(0OH)2)’ye doniistiiriiliir. Aktif hale gelen D vitamini hiicre
zarindan kolaylikla gegerek Vitamin D reseptorlerine baglanir [123]. Vitamin D
reseptorleri viicutta ok genis bir dagilima sahiptir. Beyin, vaskiiler diiz kaslar, endotel
hiicreleri ve kardiyomiyositler gibi birgok dokuda bulunmaktadir. Vitamin D reseptorii
ve 1,25(0H)2 kompleksi retinoik asit X-reseptoriine baglanarak protein sentezini
indiikleyen niikleer transkripsiyon faktorii olarak davranir ve yaklasik iki ylize yakin
gen tlizerinde etkisi bulunmaktadir [124]. Bu etkisi nedeniyle temel gorevi kalsiyum
metabolizmasi olan D3 vitamini, beyin hastaliklarinda da rol oynamaktadir. Yapilan
calismalar, demans [21, 22], depresyon [23], Alzheimer hastaligi [24], noronal iskemi
[25], Parkinson hastaligt [26] ve epilepside [27] D3 vitamininin roli oldugu

gostermektedir.

Insanlarda, diisiik D vitamini seviyelerine bagli olarak ortaya ¢ikan
hipokalseminin nobetlere neden oldugu yapilan bir¢ok caligmayla kanitlanmigtir. [28-
33]. Buna paralel olarak, D Vitamini ve kalsiyum tedavisi epileptik nobetleri
azaltmaktadir [34, 35]. Buradan hareketle, eksojen D3 vitamini tedavisinin epileptik

nobetlerde engelleyici rolii oldugu diisiiniilmektedir. D3 vitamininin antikonvulzan
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etkilerini gosteren ilk calisma 1984 yilinda Siegel ve ark. tarafindan yapilmistir [125].
Elektriksel stimiilasyonla dorsal hipokampiisii uyarilan ve bu sayede ndbet olusturulan
sicanlarda intrahipokampal uygulanan 50 ve 100 pg 1,25(OH)2’nin ndbet esigini hizl
bir bigimde artirdig1 (5-10 dakika) ve antikonvulzan aktivite olusturdugu gosterilmistir
[125]. Diger taraftan, yine intrahipokampal uygulanan 200 pg vitamin D3
(kolekalsiferol) veya 200 pg 25-hidroxivitamin D3 herhangi bir antikonvulzan
aktiviteye neden olmamistir [126]. Bu bulgu, D vitamini reseptoriiniin sadece aktif D3
vitaminine baglandigini gostermektedir. Yine ayni calismada arastirmacilar, intravendz
olarak uygulanan 100 pg 1,25(OH)2’nin aynmi hipokampal enjeksiyonda oldugu gibi
nobet esigini artirdigini buldular [126]. Baska bir ¢alismada, VDR geninde kismi
mutasyon olan farelerde vahsi tip farelere gore pentilentetrazol kaynakli ndbet
siddetinde ve 6lim oraninda artis saptanmustir [103]. Ancak, kalsiyum seviyelerinde
anlamli bir fark bulunamamistir. Bu da, VDR geninin kismi olarak silinmesinin, D3
vitamininin kalsiyumdan bagimsiz bir mekanizma ile nobet siddetini arttirdigini 6ne
stirmektedir [103]. Sahin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise, 2 hafta boyunca D
vitamini (500 U/kg) ile tedavi edilen farelere konvulzan ajanlardan olan GABAA
reseptor antagonisti pentilentetrazol ve glutamat analogu kainik asit uygulanmis ve
hipokampal noronlarda c-fos, Bax ve kaspaz-3 diizeyleri azaldigi, BDNF diizeylerinin
ise arttig1 tespit edilmistir [127]. Ayrica, D3 vitamini tedavisinin apoptotik hiicrelerin
sayisint onemli Ol¢iide azalttigi tespit edilmistir. Buradan hareketle, D vitamininin
hipokampal apoptoz iizerinde noroprotektif etkilere sahip oldugu onerilmektedir [127].
Diger taraftan, Kalueff ve ark. [126] yaptiklari ¢aligmada vitamin D nin aktif formu
1,25(0OH)2’nin farelerde pentilentetrazol ile olusturulan nobetleri engelledigini
gosterdiler. Bu ¢alismada, pentilentetrazol uygulamasindan once (40 dakika, 3 saat, 6
saat, 12 saat ve 24 saat) farelere derialt1 33 ug dozunda enjekte edilen 1,25(OH)2 nobet
siddetinde ciddi bir diisiise neden olmus ve fare 6liim oranini anlamli bir sekilde
diistirmistiir [126]. Yukaridaki ¢alismalara parelel olarak ¢alismamizda, D3 vitamininin
intraperitoneal uygulanmasi doz selektif olarak absans nobetlerini azaltmaktadir. D3
vitamini sadece 2,5 ve 5 mg/kg dozlarinda DDD parametrelerini azaltirken daha ytiksek
ya da daha diisiik dozlarda etki gozlenmemistir. Yani D3 vitamini, dar bir aralikta
spesifik etki gostermektedir. Diger taraftan, ¢alismamizda D vitamininin aktif olmayan
formu kolekalsiferol kullanilmistir. Kalueff ve ark. [126] tarafindan uygulanan 33 ug
dozunda D vitamini aktif formu 1,25(OH)2 (derialti) 40. dakikada etkisini

gostermektedir. Calismamizda ise, intraperitoneal uygulanan 2,5 mg/kg D3 vitamini en
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erken 100. dakikada etki gostermektedir. Ilk olarak, bu doz farkinin nedeni muhtemelen
bizim g¢alismamizda agirligi yaklasik 200 gr olan sicanlar kullanmamiz, Kalueff ve
arkadaslarinin ise agirligi 30 gr olan fareleri kullanmasidir. Ikinci olarak ise,
calismamizda kullanilan D3 vitamini aktif degildir. D3’lin 6nce karacigere, sonra da
bobrege giderek aktiflesmesi gerekmektedir. Bu islem muhtemelen zaman alacagindan

biz ¢alismamizda 100. dakikadan itibaren etki gozlemledik.

Yaptigimiz ¢aligma, D3 vitamininin absans epilepsideki etkisini gdsteren ilk
calismadir. Absans nébetlerinin altinda yatan hiicresel mekanizmalar tam olarak
bilinmemesine ragmen, GABAerjik aktivite artis1 halen kabul edilen ana hipotezlerden
biri olmaya devam etmektedir [128]. Bildigimiz kadariyla, absans nébetlerinde goriilen
burst patlamalar, talamik retikiiler ¢ekirdegi, talamik relay néronlar1 ve neokortikal
piramidal hiicreleri i¢eren talamokortikal devreden kaynaklanmaktadir. Bu yolak uyku
igciklerinin ve DDD’lerin olusumunda rol oynamaktadir [53]. GABA gibi inhibitor
norotransmiterler tarafindan meydana gelen hiperpolarizasyon diisiik voltajla aktive
olan T-tipi kalsiyum kanallarin1 aktive etmektedir. T-tipi kalsiyum kanallarinin
aktivasyonu ise hizli ve gegici kalsiyum akigina yol agarak diisiik esikli kalsiyum
potansiyellerinin olusumuna neden olmaktadir. Sonu¢ olarak, sodyum ve potasyum
kanali aracili aksiyon potansiyelleri olusmaktadir [54, 55]. Zanatta ve ark. [106], 1a,25-
dihidroksivitamin D3’iin serebral kortekste vitamin D reseptorlerine baglanarak voltaj
bagimhi L-tipi kalsiyum kanallarin1 modiile ederek hiicre igerisine kalsiyum alimini
diizenlendigini One siirmektedir. L-tipi kalsiyum kanallar1 ise depolarizasyon ve
hiperpolarizasyon arasindaki dengeyi etkilemekte, ayrica potasyum ve kloriir
kanallarina da etki etmektedir [106]. Vitamin D3 reseptorii muhtemelen L-tipi kalsiyum
kanallar1 {izerinden hiperpolarizasyonu azaltmakta ve bu da DDD olusumunun
azalmasma neden olmaktadir. D vitamininin absans epilepsisi lizerine etkilerini
aydinlatmak i¢in daha ileri fizyolojik, biyokimyasal ve immiinhistokimyasal ¢alismalara

ithtiyag¢ vardir.
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6. SONUC

1.25, 10, 25 ve 50 mg/kg dozlarinda uygulanan D3 vitamini toplam DDD
sayisini, toplam spike sayisini, toplam spike siliresini ve DDD basina diisen

ortalama spike siiresini etkilememistir.

2.5 ve 5 mg/kg dozlarinda uygulanan D3 vitamini toplam DDD sayisini, toplam

spike sayisini ve toplam spike siiresini anlamli bir bigimde azaltmaktadir.

DDD basina diisen ortalama spike siiresini sadece 2.5 mg/kg dozunda uygulanan

D3 vitamini azaltmaktadir.

2.5 mg/kg dozunda uygulanan D3 vitamini toplam DDD sayisin1 100. dakikadan
itibaren azaltirken, 5 mg/kg dozunda uygulanan D3 vitamini toplam DDD

sayisini 140. dakikadan itibaren azaltmaktadir.

D3 vitamininin ve VDR reseptorlerinin absans ndbetleri iizerine etkilerini

aydinlatmak i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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