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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI

CAl : Cornu Ammonis 1

DDD : Diken-dalga desarjlar1

EEG . Elektroensefalografi

GABA : Gama-amino biitirik asit

GAD : Glutamik asit dekarboksilaz

GAERS . Genetic absence epilepsy rats from Strasbourg (Genetik absans
epilepsili siganlar-Strasbourg)

GAT : GABA tasiyici protein

HEPES : 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit

ILAE . International League Against Epilepsy

VGAT : Vezikiiler GABA tasiyici protein

TBST : Tris-Buffered Saline-Triton X-100

TLE : Temporal lob epilepsi

WAGI/RIij : Wistar Albino Glaxo from Rijswijk



Kindling uyaris1 alan Wistar ve genetik absans epilepsili sicanlarin (GAERS)
korteks dokularinda ince-yapisal gama-aminobiitirik asit immiinsitokimyasi

Ogrencinin Adi: Furkan Boliikbast
Damismani: Prof. Dr. Serap Sirvanci
Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

OZET

Amag: Epilepsi mekanizmalarmin aydinlatilmasi i¢in yapilan c¢alismalarda
GABA’nin 6nemli etkiye sahip bir inhibitdr ndrotransmitter oldugu ortaya
konmustur. GABA yogunlugunun epileptik durumlarda degiskenlik gosterdigi
saptanmigtir. GAERS, temporal lob epilepsi ve absans epilepsi karsilastirmali
caligmalarinda kullanilan bir absans epilepsi modelidir. Bu g¢alismada GAERS
somatosensoriyal korteksinde elektriksel kindling uygulamasindan sonra GABA
yogunlugundaki degisimlerin  elektron mikroskopik diizeyde incelenmesi
amagclanmstir.

Gereg¢ ve Yontem: Wistar ve GAERS susu sicanlara elektriksel kindling uygulandi
ve toplam 6 uyar1 verildi. Son uyaridan 1 saat sonra hayvanlar dekapite edildi.
Elektron mikroskobik takip uygulanan beyin dokularindan ince kesitler alindi ve
immiinsitokimya islemi uygulandi. Ince-yapisal diizeyde kortekste akson
terminallerindeki GABA yogunlugu ve sinaps uzunlugu degerlendirildi.

Bulgular: Kindling gruplarinda kendi kontrollerine gore GABA yogunlugunun daha
az oldugu bulunmustur. Kindling Wistar grubunda yalanci-opere kontrole gore
GABA yogunlugunda anlamli azalma goézlenmistir. Kindling Wistar grubunda
Wistar kontrole gore sinaps uzunlugu anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur.

Sonuclar: Kindling Wistar grubunda GABA yogunlugunun azalmasi, daha once
yapilan TLE ¢alismalarinda gdzlenen inhibitor hiicre kaybiyla uyumludur. Kindling
GAERS grubunda belirgin bir azalmanin olmayist bu susun kindling direnciyle
iligkili olabilir. Kindling gruplarinda GABA yogunlugundaki azalma, inhibitor
aktivitenin dengelenmesine yonelik sinaps uzunlugundaki artisa yol agmis olabilir.
Absans ve temporal lob epilepsilerin zit isleyen ve birbiriyle iliskili mekanizmalarina
isaret eden bulgularimiz, bu iki tip epilepsinin mekanizmalarinin aydinlatilmasina
katki1 sunmasi agisindan 6nemlidir.

Anahtar Sozciikler: Absans epilepsi, GAERS, kindling, GABA, korteks



Ultrastructural gamma-aminobutyric acid immunocytochemistry in the cortex
of genetic absence epileptic rats receiving kindling stimulations

Student name: Furkan Boliikbasi
Advisor: Prof. Dr. Serap Sirvanci
Department: Histology and Embryology

ABSTRACT

Aim: Studies for enlightening of epileptic mechanisms showed that GABA is an
inhibitor neurotransmitter having a great impact. It was determined that density of
GABA changed in epileptic conditions. GAERS is a model used in comperative
studies between TLE and absence epilepsy. We aimed to examine density changes of
GABA in GAERS somatosensory cortex after electrical kindling stimulations at
electron microscopic level.

Materials and method: Electrical kindling was applied to Wistar and GAERS
strains; a total of 6 kindling stimulations were applied. One hour after the last
stimulation, animals were decapitated. Thin sections were taken from the brain
tissues, prepared for electron microscopy and immunocytochemistry was applied.
Then, GABA density and synaptic length in the axon terminals were evaluated at the
ultrastructural level.

Results: GABA density in the kindling groups were lesser than that of the control
groups. The reduction in the GABA density in kindling Wistar group was statistically
significant, compared to the sham-operated Wistar control group. The average
synaptic length in the Wistar kindling group was significantly increased compared to
the sham-operated Wistar control group.

Conclusions: The reduction in the GABA density in kindling Wistar group was
compatible with the inhibitory cell loss observed in previous TLE studies. Lack of
significant reduction in the GABA density in kindling GAERS group may be
associated with the resistance to kindling. Decreased GABA in the kindling groups
may result in a compensatory increase in the synaptic length. Our findings indicating
opposite and interrelated mechanisms in TLE and absence epilepsy, contribute for
clarifying the mechanisms of these two types of epilepsy.

Key words: Absence epilepsy, GAERS, kindling, GABA, cortex



1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi diinya popiilasyonunun en az %2’sini etkileyen, periyodik olarak
tahmin edilemeyen nobetlerle karakterize bir beyin hastaligidir (Hessdorffer ve ark.,
2011). Diinya Saglik Orgiitii’'niin yaymladigi 2015 verilerine gore diinyada 50
milyon epilepsili insan bulunmaktadir ve bunlarin %80’1 diisiik ve orta-gelirli
iilkelerde yasamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin Epilepsi sozliigiinde epilepsi,
‘Noronlarin asir1  desarjina bagli olarak ortaya ¢ikan tekrarlayan nobetlerle
karakterize ve farkli tipleri bulunan beyin hastalig1’ olarak tanimlanmaktadir (Duffy,
1998). Ikincil jeneralize olan veya olmayan parsiyel nobetler en yaygin tipidir.
Yapilan calismalarda kompleks parsiyel ndbetlerin %60-70’inin temporal lobdan
koken aldigr saptanmustir (Trescher ve Lesser, 2000). Diger bir grup olan idiyopatik
jeneralize epilepsilerden absans epilepside ise kortiko-talamo-kortikal dongii rol
almaktadir.

Ayni hastada absans epilepsi ve temporal lob epilepsinin (TLE) birlikte
goriilmesi nadir bir durumdur ve bunun nedeninin anlagilamamasi altta yatan
mekanizmalarin  aragtirilmasin1 ~ gerekli  kilmistir  (Geller ve ark., 1995;
Koutroumanidis ve ark., 1999). Genetik Absans Epilepsili Siganlar-Strasbourg
(GAERS) insanlardaki jeneralize konviilzif olmayan absans nobetlerle benzerlik
gosteren, yiizde meydana gelen nadir segirmeler disinda tamamen hareketsiz kalarak
nobet geciren bir sigan susudur (Marescaux ve ark., 1984; Vergnes ve ark., 1982).
Glinlimiizde absans epilepsinin 1yi tanimlanmis bir susu olarak epilepsi
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Marescaux ve ark., 1992). Bu galismada
GAERS susu sicanlarda bir TLE modeli olan kindling uygulamasiyla kortekste olasi
morfolojik degisimleri ve GABA yogunlugu farkliliklarini incelemeyi amagladik.

Yapilan ¢alismalarda GAERS susu siganlarda kindling modeli uygulanarak
fokal nobetler olusturulmaya calisilmistir. Bu ¢alismalara gére Wistar kontrol grubu
kindling uyarilar1 sonrasi evre 5 ndbet ge¢irmis ancak, GAERS grubu 30 kindling
uyarisina ragmen evre 2 nobette kalarak diren¢ gostermistir (Eskazan ve ark., 2002).
Calismamizda Wistar ve GAERS sicanlarin ayni nobet evresinde (evre 2) kalmasini
saglamak amaciyla tiim hayvanlara 6 kindling uyaris1 verilerek somatosensoriyal
korteks dokusunda ince-yapisal diizeyde GABA yogunlugunun incelenmesi

amaclanmustir.



Beyindeki gegici elekriksel ateslenmelerin bolgede meydana getirecegi asir
uyarilma veya bir miktar inhibisyon anormal ateslenmelerin baslamasina sebebiyet
vermektedir. Noronlarin uyarilmasinin ya da inhibisyonunun pek ¢ok norotransmitter
maddeyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat yapilan ¢alismalarda GABA nin
beyin korteksindeki birincil inhibitér norotransmitter oldugu farkedilmistir
(Schwartz, 1988). Nobetlerde korteks bolgesinde GABAerjik noronlarin aktive
oldugu bildirilmektedir (Klassen ve ark., 2006). TLE olusumunda limbik yapilarin,
absans epilepside ise kortiko-talamo-kortikal dongiilerin rol aldig: bildirilmektedir
(Avanzini ve ark., 2000; Liu ve ark., 1995). Epilepsi lizerine yapilan ¢alismalarda
nobete duyarli alan olarak incelenen somatosensoriyal korteksin somatosensoriyal
input ve yanitlar1 yonetmesi bolgeyi epileptik durumlarda 6nemli kilmaktadir (Aker
ve ark., 2010; D’ Amore ve ark., 2015; Jafarian ve ark., 2015; Sysoeva ve ark., 2015;
Witsch ve ark., 2015). Her iki epilepsi tiiriiniin nébet dongiilerinin birbirinden farkli
oldugu disiiniilmesine ragmen genetik absans epilepsili siganlarin kindling
uygulamasima diren¢ gostermeleri bu dongiilerin birbiriyle etkilesim igerisinde
olduguna isaret etmektedir. Bu c¢alisma, her iki epilepsi tiiriiniin gelismesinde rol
oynayan noronal dongiilerin birbirleriyle olan etkilesim mekanizmalarinin ortaya

cikarilmasina katkida bulunmak amaciyla gergeklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Korteks

Beynin iki hemisferinden biri olan ve gri cevherden olusan beyin korteksi
1,5-4,5 mm kalinliktadir ve insan beyin agirhiginin %40’ olusturan yaklagik 15
milyar civarinda nérondan meydana gelir. Oldukca fazla katlanma yaparak yiizey
alanim 2000 cm?’ye kadar genisleten en dis yiizeydeki girintilere sulkus, ¢ikintilara
ise girus adi verilir. Fibrillerin ve noronlarin farkli tiplerinin horizontal tabakalarda
diizenlenmesi sonucu korteks tabakali goriiliir. Korteks sinirlar1 tam tanimlanamayan
farkli yogunluk ve tipte noron popiilasyonlarindan olusan 6 tabaka igerir. Goriilen 5
tip noron arasinda en fazla bulunanlar piramidal ve yildizs: hiicrelerdir. Teget ve
radyal olarak diizenlenen sinir lifleri ¢ok sayidaki sinaptik bolgeye iletinin
tasinmasini ve intrakortikal dongiiyii saglarlar. Uggen sekline sahip olan piramidal
hiicre gbovdeleri 10-50 pum ¢apindadir. Apikal olarak uzanan kalin bir dendrit
dogrudan ylizeye uzanarak hizla dallanir. Her bir hiicre tabanindan ¢ikan aksonlar
korteksin derin tabakalarina uzanarak beyaz cevhere girer (Ovalle ve Nahirney,
2013).

Korteks ve talamus absans ndbetlerin altinda yatan mekanizmalarda rol alan
merkezi sinir sisteminin yapilar1 olarak gosterilmektedir. Absans epilepsi vakalariyla
ilgili yapilan pek cok caligma norotransmitterlerin bu dongiilerdeki rolii tizerinde
odaklanmaktadir. Talamokortikal ve kortikotalamik projeksiyonlar genellikle
glutamaterjik yapidadir (Danober ve ark., 1998). Talamokortikal dongiiler serebral
korteksle dorsal ve ventral talamus arasindaki baglantilari icermektedir (Sherman ve
Guillery, 1996). Pek ¢ok talamokortikal aksonlar katman III ve IV’te sonlanmaktadir
(Alloway ve ark., 1993; Jones, 1985; Lu ve Lin, 1993). Bununla birlikte kortikal
katman V ve VI’daki piramidal noronlar talamusa projeksiyonlar yapmaktadir
(Boussara ve ark., 1995; Burkhalter ve Charles, 1990; Chmielowska ve ark., 1989;
Jones, 1985).

Absans epilepsinin patogenezinde farkli mekanizmalar One siirilmistiir.
Kortikal asir1 uyarilma talamustan kaynaklanan fizyolojik ritmik osilasyonlar
artirabilir. Talamokortikal agdaki sinaptik baglanti degisimleri veya morfolojik

anomaliler absans epileptik bozuklugu ortaya ¢ikarabilir (Danober ve ark., 1998).



Sonug olarak talamokortikal ve kortikotalamik dongiilerin daha iyi anlasilmasiyla

absans epilepsi patogenezinin aydinlatilmas: miimkiin olacaktir.

2.2. Somatosensoriyal Korteks

Korteksteki en kompleks diizeydeki somatosensoriyal islemlerin meydana
geldigi kisim olan somatosensoriyal korteks parietal lobda yerlesim gostermektedir.
Somatosensoriyal korteksin 3b alani olan ve primer somatosensoriyal korteks (S1)
olarak bilinen Brodmann alan1 postsentral girus ilizerine uzanmaktadir. Bu alan
somatosensoriyal bilgilerin islendigi diger kortikal alanlarin yanindadir (Sekil 1a).

Primer somatosensoriyal korteks talamusun ventral posterior ¢ekirdeginden
yogun input alir ve noronlar1 somatensoriyal uyarilara olduk¢a duyarlidir. Bu alanda
meydana gelen lezyonlar somatik duyu bozuklugu olusturur ve bu alanin elektriksel
uyarimi sonucunda somatik sensoriyal deneyimler hatirlanir. 3a alan1 da talamustan
yogun input almaktadir ancak bu bolge dokunma duyusundan ziyade
propriosepsiyonla ilgilidir.

Somatosensoriyal korteksin 1. ve 2. alanlar1 3b alanindan yogun input alir. 3b
alanindan 1. alana genellikle doku/kivam enformasyonu gonderilirken, 2. alana
vurgu boyutu ve sekil enformasyonu goénderilir. 1. ve 2. alanda meydana gelen
lezyonlarda doku, vurgu ve sekil belirleyememe durumu ortaya ¢ikmaktadir.

Somatosensoriyal korteks neokorteksin diger alanlari gibi katmanli bir yapi
gostermektedir. Gorsel ve isitsel kortekste oldugu gibi 1. alana dogru olan talamik
input IV. katmanda sonlanir. Katman IV’iin néronlar1 diger katmanlarin hiicrelerine
projeksiyon yapar. Somatosensoriyal korteksin diger korteks bolgeleriyle 6nemli bir
benzerligi ise, benzer input ve yanitlara sahip olan S1 ndronlarinin kortikal katmanlar

boyunca uzanan dikey siitunlara yigilmis olmalaridir (Sekil 1b).
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Sekil 1a. Korteksin somatik sensoriyal alanlari. Resimlendirilmis tiim alanlar parietal lob iginde
uzanmaktadir. Alttaki ¢izim postsentral girustaki alanlar1 géstermektedir (Bear ve ark., 2007b).

Sekil 1b. Somatosensoriyal korteksteki S1 alaninin siitun organizasyonu. Her parmak (D1-D3)
korteksteki komsu alanlardan biri tarafindan temsil edilmektedir. Her bir parmagin temsil edildigi alan
hizli uyarlayan (yesil) ve yavas uyarlayan (kirmizi) sensoriyal yanitlarin diizenlendigi hiicrelerin

bulundugu siitunlara ayrilmistir (Bear ve ark., 2007Db).

S1’in elektriksel olarak uyarilmasi sonucu viicudun belirli bir bdlgesinde
somatik duyular meydana gelir. Elektriksel uyarinin S1 alaninda farkli bolgelerde
etki etmesi viicudun farkli bolgelerinde somatik duyular meydana getirir.
Somatosensoriyal korteks haritalamasinin bir baska yolu da tek bir néron aktivitesini
kaydetmek ve bunun somatosensoriyal algisinin viicuttaki yerini belirlemekten geger.
Somatosensoriyal haritalama olarak insan viicudu bir karikatiir haline getirildiginde
latincede “insan” anlamina gelen homunkulus ortaya c¢ikar. Bu karikatiirde
somatosensoriyal duyularin yogunluguyla ayni paralelde olmak iizere insan
viicudundaki boélgeler olduklarindan daha farkli boyutlarda g¢izilirler (Sekil 2).
Ornegin parmak uglar1 ve dudaklar morfolojik olarak kiigiik bolgeler olmalarmna

ragmen govdeden daha biiyiik c¢izilirler (Bear ve ark., 2007b).
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Sekil 2. Primer somatosensoriyal korteks iizerinde viicut ylizeyinin somatotopik haritasi. Bu harita
post-sentral girus dogrultusunda alinan c¢apraz kesittir. Her bir alandaki néronlar {izerlerindeki viicut

bolgelerine duyarhidir (Bear ve ark., 2007Db).

Somatosensoriyal korteks epilepsi ¢alismalarinda kullanilan model alanlardan
biridir. Nobetlerde somatosensoriyal input ve yanitlarin bu alandan yonetilmesi
epileptik durumda 6nemlidir. Somatosensoriyal korteks gesitli nébet modellerinde
nobete duyarli alan olarak yapilan ¢alismalarda kullanilmaktadir (Aker ve ark., 2010;
D’Amore ve ark., 2015; Jafarian ve ark., 2015; Sysoeva ve ark., 2015; Witsch ve
ark., 2015).

2.3. Sinaptik Ozellikler

Noronlar efektor hiicreler ve diger noronlarla sinapslar ile iletisim kurarlar.
Presinaptik noérondan postsinaptik norona iletimi saglayan baglantilara sinaps adi
verilir. Siklikla presinaptik noron diger néronun yiizeyi boyunca ilerlerken diigme
benzeri birkag sinaptik baglanti yapar. Daha sonra akson devam eder ve “buton
terminal” adi verilen genislemis bir ucu bulunan terminal dal halinde sonlanir.
Sinapslarin sayisi birka¢ taneden on binlerceye kadar degisim gosterebilir, ve bu
saymin o néronun aldigi ve isledigi iletilerin sayisiyla direkt olarak baglantili oldugu

diistiniilmektedir.



Sinapslar kimyasal ve elektriksel sinapslar olmak iizere ikiye ayrilir.
Kimyasal sinapslarda iletim norotransmitterlerin presinaptik nérondan salinimi ile
gerceklesir ve daha sonra ndrotransmitterler presinaptik noronu postsinaptik
norondan ya da efektif hiicreden ayiran dar interseliiler (sinaptik) aralik boyunca
dagilirlar. Omurgasizlarda yaygin olan elektriksel sinapslarda ise iyonlarin
hiicreleraras1 gegigine izin veren oluklu baglantilar bulunmaktadir. Bdylece
elektriksel akim bir hiicreden digerine direkt olarak gecebilir ve bu yiizden bu
sinapslarda norotransmitterlere ihtiya¢ duyulmaz (Mescher, 2013; Ross ve Pawlina,
2011). Merkezi sinir sisteminde sinaps tipleri ndronun hangi kisminin akson
terminaline postsinaptik olduguna gore ayrilir. Postsinaptik membran dendrit
lizerindeyse sinapsa aksodendritik, hiicre govdesi lizerindeyse aksosomatik, baska bir
akson lizerindeyse aksoaksonik adi verilir. Baz1 6zellesmis noronlarda ise dendritler
baska bir dendrite dogru sinapslari sekillendirirler ve bu tip sinapslara ise
dendrodendritik sinaps denilir. Merkezi sinir sistemi sinapslari elektron mikroskopik
biiylitme altinda presinaptik ve postsinaptik membranlarinin goriiniisiine gore ileri
diizeyde iki ana kategoriye ayrilirlar. Postsinaptik membran tarafi presinaptik
membran tarafina gore daha kalinsa asimetrik sinaps, eger postsinaptik ve presinaptik
membran taraflar1 benzer kalinliktaysa simetrik sinaps olarak adlandirilir. Asimetrik
sinapslar genellikle eksitator, simetrik sinapslar ise genellikle inhibitordiir (Bear ve
ark., 2007a).

Salinan ndrotransmitter tipi postsinaptik membranda inhibisyona veya
eksitasyona neden olabilir. Eksitator sinapslardan serotonin ve glutamat gibi
norotransmitterlerin salinimi Na® kanallar1 gibi katyon kanallarmi agar ve Na®
akistyla postsinaptik membranda depolarizasyon meydana gelir. Bu da aksiyon
potansiyelinin baslamasiyla sinir iletiminin olusmasina neden olur. Inhibitor
sinapslardan ise GABA veya glisin gibi ndrotransmitterlerin salinimiyla CI™ gibi
anyon kanallar1 agilir ve Cl akisi gergeklesir. Bunun sonucunda postsinaptik
membran hiperpolarize olur ve daha da negatif hale gelerek aksiyon potansiyeli
olusumu zorlasir. Noronun verecegi net yanit tiim bu eksitator ve inhibitor iletilerin
postsinaptik membrandaki toplam etkisine baglidir (Mescher, 2013; Ross ve Pawlina,
2011).



2.4. GABA

Merkezi  sinir  sisteminde  yiiksek miktarda  bulunan  inhibitor
norotransmitterlerden Dbirisi  olan GABA, L-glutamik asitten glutamik asit
dekarboksilaz (GAD) araciligi ile sentezlenmektedir (Sekil 3). GABAA, GABAg ve
GABAC adi verilen ii¢ postsinaptik reseptorii aktive eder. Bunlardan GABAAa ve
GABAC iyonotropik, GABAR ise metabotropik reseptordiir (Johnston, 1996).

COOH

|
Glutamat NH;CHCH,CH,COQOH

Glutamik Asit
Dekarboksilaz
(GAD)

Y
GABA | NH,CHCH,CH,COOH

Sekil 3. Glutamattan GAD araciligiyla GABA sentezi (Bear ve ark., 2007b).

GABAA ve GABAC reseptorleri aktive olduklarinda Cl” kanallari araciligiyla
Cl" akist olmasimi saglayarak postsinaptik membranda hiperpolarizasyona neden
olurlar (Macdonald ve Olsen, 1994). Bu durum istirahat potansiyelini artirir ve
boylece noéronun uyarilmasi zorlasir. GABAg reseptorleri 7 transmembran
reseptorden meydana gelir. Fosfolipaz C ve adenilat siklaz ikincil mesajct sistemini
aktive ederek G-eslenik proteinler araciligiyla K* ve Ca*? kanallarmin acilmasini
saglarlar (Kerr ve Ong, 1995). GABAg reseptorleri yavas fakat uzun siiren inhibitor
sinyallere neden olur ve bdylece norotransmitter salimimini ayarlar (Chebib ve
Johnston, 1999).

Presinaptik terminalde bulunan GABA, vezikiil tasiyici proteinler (vezikiiler
GABA tasiyict protein [VGAT]) araciligiyla vezikiillerde depolanir. Sinaptik
aktivasyon neticesinde norotransmitterler sinaptik yariga saliir. Presinaptik

membrandan sinaptik yariga salinan GABA, tasiyict proteinler (GABA tasiyici



protein [GAT]) araciligiyla GABA reseptorlerine taginarak postsinaptik membranda
inhibitor postsinaptik potansiyel adi verilen bir hiperpolarizasyon meydana getirir ve

inhibisyon gergeklesir.

2.5. Epilepsi

Epilepsi popiilasyonun en az %2’sini etkileyen, periyodik olarak tahmin
edilmeyen nobetlerle karakterize bir beyin hastaligidir (Hesdorffer ve ark., 2011).
Diinya Saglik Orgiitii’niin yaynladign 2015 verilerine gére diinyada 50 milyon
epilepsili insan bulunmaktadir ve bunlarin %80°1 diisiik ve orta-gelirli iilkelerde
yasamaktadir.

Epilepsi, lokalize beyin bdolgelerinde veya tiim kortekste ndronlarin asiri
uyarimi neticesinde istemsiz tekrarlayan nobetlerle ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Liu
ve ark., 2010). Epilepsinin beynin tespit edilebilen bir lezyonu veya risk faktorii
olmadan ortaya ¢ikan tipine primer, tam olarak tespit edilemeyen baska norolojik,
metabolik, toksik, sistemik ya da travmatik nedenlerle olusan tipine ise sekonder
epilepsi ad1 verilir (Forsgren ve ark., 2005).

Epilepsi tipleri nobetlerin tekrarlama egilimine veya nobetin gerceklestigi
beyin bélgesine gore de gruplandirilir. Nobetlerin tekrarlama egilimine gore
idiyopatik, kriptojenik ve semptomatik olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Mevcut
aragtirma yontemleriyle altta yatan nedenlerin agiklanamadigi epilepsi grubu olan
idiyopatik epilepsinin son yillarda kalitimsal ozellikte oldugu distiniilmektedir.
Idiyopatik epilepsinin bilinen ozelliklerini gdstermemesine ragmen altta yatan
nedenlerin mevcut arastirma yontemleriyle aciklanamadig: epilepsiler ise kriptojenik
epilepsiler olarak gruplandirilmaktadir. Semptomatik epilepsi grubunda yer alan
epilepsi tiplerinde ise tekrarlayan ndbetlere neden olan biyokimyasal ya da yapisal
bir neden vardir. Bu nedenlere tiimor, apse, travma, enfeksiyonlar, kalitimsal olarak
gecen yapisal ya da metabolik hastaliklar 6rnek gosterilebilir. Bu epilepsilerin
cocukluk doneminde ortaya ¢ikma orani yiiksek olmakla birlikte yirmili yaslardan
sonra bu oran gittik¢e azalir.

Epilepsi tipleri nobetin gerceklestigi beyin bolgesine gore ise parsiyel ve
jeneralize olmak iizere iki gruba ayrilir. Parsiyel nobetler klinik ve EEG bulgularina

gore lokal bir beyin bolgesinde bagslar. Nobet esnasinda bir hemisferin belli bir



bolgesinde baslayan anormal desarjlar daha sonra beynin diger bdlgelerine yayilir.
Parsiyel nobetler; basit parsiyel, kompleks parsiyel ve sekonder jeneralize parsiyel
olmak tizere {i¢ gruba ayrilir. Basit parsiyel nébetler ise motor, duyusal, duyu-motor,
otonom viseral ve kognitif olarak siiflandirilir. Bu tip nobetler sadece bir hemisferle
iliskilidir ve biling kayb1 gergeklesmez. Otonom viseral ve kognitif ndbet tipleri
kompleks parsiyel ndbetlerin habercisi sayilmaktadir. Kompleks parsiyel ndbetler ise
beynin her iki hemisferiyle iligkilidir. Bu tip ndbette biling kayb1 veya bulanikligi
gorilmektedir. Temporal lob ndbetleri, psikomotor ndbetler ya da limbik nobetler de
bu grupta yer almaktadirlar (Fisher, 1989). Parsiyel nobetler bazen jeneralize tonik-
klonik nodbetlere doniisme egilimi gostermektedir. Bu tip ndbetlere sekonder
jeneralize parsiyel nobetler ad1 verilir.

Jeneralize ndbetler beynin tiim bolgelerinde es zamanli olarak baglayan
anormal desarjlarla karakterizedir. Bu siifa giren baslica nobetler petit mal (absans),
grand-mal  (tonik-klonik), —miyoklonik, tonik, klonik ve atonik olarak
siiflandirilmaktadir. Petit mal ndbet 3-30 saniye siiren biling kayb1 ve géz kirpma
gibi hareketlerle kendini gosterir. EEG’de diken-dalga desarjlar1 (DDD) yaygin
olarak goriilir. Yaygin goriilen otomatik hareketler gozlendiginde parsiyel
nobetlerden ayrilmasi gii¢lesir. Grand-mal nobetler tonik-klonik hareketlerle, bilincin
tamamen kapanmasi veya bir siire kaybiyla karakterizedir. Nobet baslangicinda
bireyde ani ses yiikselmesini takiben denge kaybiyla yere diisme gozlenir. Tonik
donemde kaslar hafif olarak kasilmis durumdadir, klonik donemde ise kaslarda
sertlesme ve kasilmalar gozlenir. Tonik nobetler kaslarda sertlesmeyle, klonik
nobetler ise kaslardaki ritmik gerilmeyle karakterizedir. Miyoklonik ndbetlerde ise
ekstremitelerde veya yiizde uzun-ritmik olmayan bir veya birka¢ kez gerilmeler
goriilmektedir. Akinetik ya da astatik olarak da adlandirilan atonik nobetlerde
kaslardaki hafif olarak kasilma hali aniden ortadan kalkar ve hissedilmeyecek bir
stire i¢in suur kaybi gozlenir. Epileptik nébetlerin %10-25’i bu siniflandirmalardan
hi¢birine uymadigr i¢in smiflandirilamayan epileptik ndbetler olarak adlandirilir
(Dreifuss, 1989).

Hipoglisemi, hipertermi, hipoksi, hipomagnezemi, hiponatremi, amonyak
artis1, tekrarlayan duyusal uyarilar epileptik durumun ortaya ¢ikmasini saglayacak

sekilde noronlar1 etkileyebilmektedir. Yine néronlarin hipersenkronize oldugu uyku
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durumunda epilepsiye daha fazla duyarlilik oldugu bildirilmektedir (Oztas, 1986;
Uziim, 1998). Her ii¢ epilepsi hastasindan biri halihazirda bulunan tibbi tedavilere
yanit vermemektedir (Schuele ve Luders, 2008). Mevcut anti-epileptik ilaglarin
epilepsiye bagli beyin anomalilerini diizeltebilecegine veya hastaligin gelisimini
durdurabilecegine dair bir kanit olmamasi nedeniyle epileptogenezin histolojik,
hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi gerekmektedir (Dichter,

2006; Loscher ve Schmidt, 2006; Stefan ve ark., 2006).

2.5.1. Temporal Lob Epilepsi (TLE)

TLE parsiyel baglayarak nobetlerin yayilmasiyla etkinligini siirdiiren ve
ndbetlerin limbik sistemde 0Ozellikle hipokampus bolgesinden kaynaklandigi en
yaygin goriilen epilepsi tiirlerinden biridir (Engel ve ark., 2003; French ve ark.,
1993). Anatomik agidan mesial ve lateral TLE olarak gruplandirilir (Mathern ve ark.,
1995). Siklikla amigdala ndbetleri ile birlikte goriilen hipokampal ndbetler TLE
ndbetlerinin %70’ini olusturmaktadir (Bilginer ve Akalan, 2006). Diinyadaki epilepsi
hastalarinin %76’s1 lokalizasyonla-iliskili (fokal, lokal, parsiyel) epilepsi hastasidir.
Lokalizasyonla-iligkili epilepsi hastalarinin arasinda TLE’nin st grubu olan
semptomatik ve kriptojenik lokalizasyonla-iliskili epilepsi hastasi sayisinin tiim
epilepsi hastalarina oran1 ise %71’dir (Oka ve ark., 2006).

TLE nobetleri genellikle belirli araliklarla gelmektedir. En sik olarak gorsel
olmak tizere hemen her ¢esit duysal haliisinasyon goriilebilmektedir. Konusmanin
durmasi ya da konusma bozukluklar1 gibi semptomlar da goriilebilir (Malmgren ve
Thom, 2012).

TLE’nin tiimorler, beyin hasari, status epileptikus, ¢ocukluk c¢agi febril
konviilziyonlar1, ensefalit ve menenjit gibi hasarlara bagimli olarak ortaya cikan
sekonder etkilerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Cendes, 2004; Engel, 1996;
Fisher ve ark., 1998; French ve ark., 1993; Harvey ve ark., 1997; Lewis, 2005;
Mathern ve ark., 1996; Wieser, 2004). Noron kaybinin ise genellikle hipokampusun
Cornu Ammonis 1 (CAl) bolgesinde ve dentat girusun hilusunda oldugu
bildirilmektedir (Bertram, 2009).

11



2.5.2. Kindling

Beynin fokal elektriksel uyariminin ndbet-indiikleyici potansiyeli 1950 ve
1960’larda pek c¢ok arastirmaci tarafindan fark edilmistir (McNamara ve ark., 1980).
Delgado ve Sevillano 1961°de diisiik seviyede elektrik akimlarmin hipokampusa
uygulanmasinin nobet ortaya ¢ikarict etkilerini gostermislerdir (Delgado ve
Sevillano, 1961). Goddard 1967’de yaptigi gozlemlerle bu durumun potansiyel
Oonemini ortaya ¢ikarmistir (Goddard, 1967). Yine 1969°da yayimnladigi makalede
beyindeki elektriksel durumlar1 “ateslemek” kelimesine analojik olarak benzeterek
yonteme “kindling etkisi” ismini vermis ve yontemi dikkatlice tanimlamistir. Ayni
makalede yontemin insan epileptogenezi i¢in model olma potansiyelini de ortaya
koymustur (Goddard ve ark., 1969). Bu gelisme sonrasinda model {izerine yapilan

cok sayida arastirma modelin gecerliligini kanitlamistir (McNamara ve ark., 1980).

“Tutusma modeli” anlamina gelen kindling modeli kompleks parsiyel
epilepsinin en 6nemli modellerinden birisidir (Marangoz, 1997). Kindling modeli
sicanlarda hipokampusun veya amigdalanin uyarilmasiyla meydana getirilir,
Nobetlerin 1. ve 2. sathalarinda meydana gelen davranislar insanlarda temporal
lobdan kaynaklanan nd&bet tiirleriyle birebir aymidir ve amigdala-hipokampus
bolgelerinden elde edilen EEG kayitlar1 da birbirine benzemektedir. Beyinde
kindling modeli uygulandiginda beyin fonksiyonlarinda degisim olmast durumunda
ortaya ¢ikan bir aktivite olan c-fos aktivasyonu meydana gelmektedir. Bununla
birlikte beyinde eksitator sinaptik-baglantilar giiclenmekte ve noronlara CI™ girisi
azalmaktadir. Ayni modelde noradrenalin, GABA, adenozin ve tirotropin-salici
hormon (TRH) sistemlerinin kindlingi baskilayic1 etki gosterdikleri izlenmistir
(Racine ve Burham, 1984; Ribak, 1991; Sato ve ark., 1990). Amigdala kaynakli
kindling nobetleri karbamazepin, valproat, diazepam ve fenobarbital ile davranisi
etkilemeyecek dozlarda bile baskilanabilmektedir; fakat petit mal epilepside
kullanilan etosiiksimid kindling modelinde etkisizdir (Becker ve ark., 1995; Eskazan
ve ark., 2002; Gilbert ve ark., 2002).
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2.5.3. Absans Epilepsi

International League Against Epilepsy’nin (ILAE) giincel siniflandirma ve
terminoloji raporuna gore absans epilepsi jeneralize nobetler sinifinda bulunur ve
tipik absans nobetleri siklikla 4-10 yas grubunda ortaya cikar. Tipik, atipik ve 6zel
bulgularin eslik ettigi absans olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Ozel bulgularin eslik ettigi
absans epilepsiler ise miyoklonik absans ve goz kapagi miyoklonusu olmak iizere iki
alt gruba ayrilmistir (ILAE Revised Terminology for Organization of Seizures and
Epilepsies 2011-2013, http://www.ilae.org/visitors/centre/documents/
OrganizationEpilepsy-overview.pdf, Erisim Tarihi: 22 Ekim 2015). Absans
nobetlerde alinan elektroensefalografi (EEG) bulgularina gére DDD senkronize,
bilateral, simetrik ve 3-4 Hz frekansindadir.

Absans epilepsi nobetlerinde anlamsiz bakislar, uyarana cevapsizlik, gozlerin
yukariya dogru yonelmesi, devam eden eylemlerin durmasi, zaman zaman hafif
klonik kasilmalarin eslik ettigi bilincin ani kaybolmasi ve geri gelmesi goriilmektedir
(Duron ve ark., 2005; Grosso ve ark., 2005). Yapilan ¢alismalarda talamusun
intralaminar ve orta hat ¢ekirdeklerinin belirli frekansta elektriksel olarak uyarilmasi
sonucunda kortikal EEG kayitlarinda bilateral senkronize DDD meydana geldigi
gorilmiistiir. Absans epilepsili ¢ocuklarda yapilan derinlik EEG kayitlarinda ise bu
DDD’nin talamus kaynakli oldugu goriilmiistiir (Snead 111, 1995).

Bilissel fonksiyonlar ve davranigsal nitelikler bakimindan benign bir epilepsi
tipi olarak kabul edilmesine ragmen, absans epilepsinin i¢inde bulundugu idiyopatik
epilepsi hastalarinda biligsel bozukluk olarak nitelendirilebilecek degisimlerin ve
davranigsal bozukluklarin kontrol gruplarina gore daha sik goriildiigu bildirilmistir.
Farkli caligmalarda depresyon, anksiyete, dikkat bozuklugu, hiperaktivite gibi
psikiyatrik hastaliklarin absans epilepsili ¢ocuklarda ortaya ¢ikma oranlarinin daha
fazla oldugu gosterilmistir (Caplan ve ark., 2005; Caplan ve ark., 2008; Henkin ve
ark., 2005; MacAllister ve Schaffer, 2007; Ott ve ark., 2003; Plioplys ve ark., 2007,
Sinclair ve Unwala, 2007). Yine absans epilepsili ¢ocuklarin yapilan testlerde gorsel
uzaysal yeteneklerde daha diisiik performans gosterdikleri belirlenmistir (Levav ve
ark., 2002; Nolan ve ark., 2004; Pavone ve ark., 2001).

Tipik absans epilepsili hastalar genellikle anti-epileptik ilaglara olumlu yanit

verirler ve ergenlik doneminde yiiksek oranda iyilesme beklenir (Duncan, 1997
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Duron ve ark., 2005; Valentin ve ark., 2007; Wirrell ve ark., 1997). Jeneralize absans
nobetler genellikle etosiiksimid, valproik asit, benzodiazepin ve trimetadiona olumlu
yanit verirken; fenitoin, karbamezepin ve barbitiiratlarla artis gosterirler veya bu
ilaglara kars1 direng sergilerler (Snead Il ve Hosey, 1985). Talamokortikal nobetler
GABAerjik iletimdeki yiikseligle artis gdsterir (Vergnes ve Marescaux, 1994). Bu
yiizden absans ndbetler inhibitor GABA  sisteminin  ndbetleri  olarak

diistiniilmektedirler (Fromm, 1986; Gloor ve Fariello, 1988; Myslobodsky, 1984).

2.5.4. Genetik Absans Epilepsili Sicanlar — Strasbourg

Vergnes ve Marescaux’un 1980’lerde siganlarda yaptiklart caligmalarda
testler esnasinda kontrol sican gruplarinda EEG kayitlar1 alindiginda Wistar
siganlarin %30’unda tiim kortekste bilateral ve spontan DDD’ye rastlamiglardir. Bu
DDD esnasinda siganlarin tamamen hareketsiz olmalarina ragmen ara sira yiizlerinde
segirmeler oldugu farkedilmistir ve bu durumun insanlardaki jeneralize konviilzif-
olmayan absans ndbetlerle benzerlik gosterdigi saptanmistir (Marescaux ve ark.,
1984; Vergnes ve ark., 1982). S6z konusu DDD’yi gosteren siganlar 20 jenerasyon
boyunca kendi aralarinda giftlestirilerek tiretildiklerinde tiim hayvanlarda DDD’nin
gorildiigli tespit edilmistir. DDD gostermeyen siganlar ise 15 jenerasyon boyunca
kendi aralarinda giftlestirilerek firetildiginde hayvanlarin  bu  desarjlarinin
goriilmedigi belirlenmistir. Boylece genetik olarak yeni bir sus olusturulmus ve
“Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS)” olarak
isimlendirilmistir  (Marescaux ve ark., 1992). Norofizyolojik, davranigsal,
farmakolojik ve genetik ¢alismalarla da GAERS susunun petit mal epilepsinin
deneysel modeli olmasi igin gerekli tiim kriterleri sagladigi gosterilmistir (Fariello ve
Golden, 1987; Mirsky ve ark., 1986; Snead I11, 1988).

GAERS’lerdeki diken-dalga desarj komplekslerinin 8-10 siklus/sn’lik
frekansla uyaniklik ya da yavag dalga uykusu ile uyaniklik arasindaki donemde
saniyeler siiren patlamalar bigiminde oldugu gorilmektedir (Micheletti ve ark.,
1985). Hayvan uyanik ve hareketsizken ortaya ¢ikan bu desarjlar esnasinda bir
noktaya devamli bakma, biyiklarda siirekli titreme, yiiz kaslarinda segirme seklinde
davranigsal aktiviteler goriilmektedir. Zaman zaman boyundaki kas tonusunda

azalma sonucu basin hafifce diismesi de goriilen durumlar arasindadir. Bazen
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desarjlar hayvan hareket halindeyken de ortaya ¢ikabilmektedir. Bu durumda
desarjlar esnasinda hareketin aniden durdugu ve desarjin bitmesinden sonra hareketin
kaldig1 noktadan devam ettigi goriilmektedir (Marescaux ve ark., 1992; Marescaux
ve ark., 1984; Vergnes ve ark., 1990; Vergnes ve Marescaux, 1994). Hafif uyarilara
karst yanitsiz kalmasina ragmen giicli uyarilar sonrasinda DDD ortadan
kalkmaktadir (Vergnes ve ark., 1991).

DDD’de ventrolateral talamik cekirdek rol oynamakta ve talamik aktivite
biiyiik ¢ogunlukla kortikal desarjlarla senkronize olmaktadir (Vergnes ve ark., 1987).
Petit mal epilepsi hastalarinda etkili olan ilaglarin bu hayvanlarda da etkili oldugu
goriilmesine ragmen, fenitoin ve karbamazepin gibi ilaglar hayvanlarda nobetleri
artirmakta ya da etkili olmamaktadir (Marescaux ve ark., 1992).

DDD patogenezinde GABAerjik inhibitdr ndro-iletinin kritik rol oynadigi ve
jeneralize absans epilepsinin klinik/deneysel modellerinde GABA agonistleriyle
olusturulan GABAerjik inhibisyonun epileptik durumu agirlastirdigr gosterilmistir
(Engel, 1995). Konviilzif olmayan ndbetlerin aksine spontan tekrarlayan jeneralize
konviilzif nobetlerde glutamat ile yonlendirilen eksitator sinaptik mekanizmalarin rol
aldigi bildirilmektedir (Meldrum, 1994). Nedeni tam olarak anlasilamamakla birlikte
ayni hastada jeneralize absans ve parsiyel temporal lob epilepsi nadiren birlikte
goriilmektedir (Geller ve ark., 1995; Koutroumanidis ve ark., 1999). Yine yapilan bir
calismada kindling uygulanan Wistar siganlarin evre 5 ndbete ulagsmalarina ragmen
kindling uygulanan GAERS si¢anlarin evre 2 nobette kaldigi tespit edilmistir.
Absans epilepsinin noronal yolaklariyla temporal lob epilepsinin ndronal
yolaklarinin zit mekanizmalarla isliyor olabilecegi ve bu durumun absans epilepsili
bireylerin sekonder jeneralize epilepsiye karsi direng sergilemesinden sorumlu
olabilecegi 6ne siriilmistiir (Eskazan ve ark., 2002). Jeneralize absans epilepsinin
klinik ve deneysel tiplerinde GABA-mimetiklerin kullanimi1 epileptik durumu
agirlastirmaktadir (Olsen, 1997; Vergnes ve ark., 1984). GAERS ve kontrol siganlara
GABAA antagonistleri enjekte edildiginde, kontrollere gore GAERS’lerde
konviilziyonlardaki artisin daha ytiksek oldugu saptanmustir (Vergnes ve ark., 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanin etik kurul onay1 Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan 29.2015.mar protokol koduyla alimmistir. Calismada 250-350 gr
agirh@inda eriskin Wistar albino ve GAERS susu siganlar kullanildi. Kullanilan tiim
hayvanlar 12/12 saatlik karanlik/aydinlik dongiisiinde, yiyecek ve iceceklere serbest
ulasim saglayacaklar1 standart laboratuvar kosullarinda tutuldu. Stereotaksik cerrahi
islemi uygulandiktan sonra tiim hayvanlar ayr1 kafeslerde olacak sekilde barindirildi.

Calismadaki deney gruplar1 asagidaki gibidir:

- Yalanci-opere Wistar grubu (n=4)
- Yalanci-opere GAERS grubu (n=4)
- Kindling uyarist almis Wistar grubu (n=4)

- Kindling uyarist almis GAERS grubu (n=4)

3.1. Stereotaksik Cerrahi

Calismadaki hayvanlarda uygulanan EEG kayutlari, stereotaksik cerrahi ve
kindling islemleri Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dalinda gergeklestirildi. Hayvanlara yapilan cerrahi islemler sirasinda kindling
gruplarindaki hayvanlara Paxinos ve Watson (1998) atlasina uygun olarak stereotaksi
aleti yardimiyla ksilazin hidroklorid (10 mg/kg-i.p.) ve ketamin (100 mg/kg-i.p.)
anestezisi altinda bazolateral amigdalaya uyari/kayit elektrodu ve kortekse kayit
elektrodu yerlestirildi. Dental akrilik yardimiyla kilavuz kaniillerin ve elektrotlarin
yerlestirilmesi sonrasinda kafatasina sabitlenmesi igsleminin akabinde sicanlar 10
giinliik 1yilesme periyoduna birakildi.

EEG kaydi icin elektrot ve kaniil koordinatlari; AP 2,0 mm, L 3,5 mm
(frontal bolge) ve referans elektrodu serebellum iizerinde olacak sekilde tripolar kayit
elektrodu yerlestirildi. Kindling i¢in bipolar uyari/kayit elektrotlar1 bazolateral
amigdalaya AP -2,6 mm, L 4,8 mm, V -8,5 mm koordinatlarinda olacak sekilde
yerlestirildi.
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3.2. Kindling

Bazal DDD’nin sayilarini ve siirelerini hesaplamak igin stereotaksik cerrahi
sonrasindaki 10 giinliik iyilesme siirecinin ardindan 3 saatlik EEG kaydi alindi. EEG
kayd1 sonrasinda bazolateral amigdalada ard-desarj esigini tespit etmek i¢in 6nce 50
pA’lik (80 Hz, 1 msn kare dalgalar, toplam siire 2 sn) uyari verildi ve akabinde ilk
ard-desarj goriilene kadar 25 pA’lik artislarla uyart verilmeye devam edildi. Tespit
edilen ard-desaj esigindeki uyar1 siddetiyle her hayvana giinde 2 kez uyar1 verildi.
Racine’in standart 5 evreli nobet skalasiyla kindling uyarilar1 sonucunda tetiklenen
nobetler degerlendirildi. Tiim hayvanlara ard-desarj esigindeki uyar siddetiyle evre 2
nobette kalmalarini saglamak amaciyla toplamda 6 kez elektriksel uyar1 verildi. Son
uyarmin gergeklestirilmesinden 1 saat sonra ise derin anestezi altinda hayvanlara

perflizyon islemi uygulandi.

3.3. Elektron Mikroskopi

Hayvanlara  perfiizyon  fiksasyonu  ve  dekapitasyon  igleminin
gerceklestirilmesi igin i.p. ksilazin hidroklorid (10 mg/kg) ve ketamin (100 mg/kg)
ile derin anestezi uygulamasi yapildi. Kornea ve penge refleksleriyle derin anestezi
dogrulandi. Hayvanlarin gogiis kafesi acilarak aortadan perflizyon pompasiyla 50
ml/dk hizinda perfiizyon uygulamasi yapildi. Hayvanlar ilk olarak heparin (6-7 ml,
1000 U/ml, pH 7,3, 0,1 M HEPES tamponu igerisinde) ve ardindan da araliksiz
olarak %2,5 glutaraldehit, %0,5 paraformaldehit, %0,1 pikrik asit (300 ml, pH 7,3,
0,1 M HEPES tamponu igerisinde) iceren fiksatif ile perfiizyon islemine tabi tutuldu.
Perflizyon islemi tamamlandiktan sonra sicanlar dekapite edildi ve beyinler
cikarildiktan sonra ayni fiksatifte 4°C’de gece boyunca bekletilerek post-fiksasyon
islemi gerceklestirildi.

Fiksasyon islemi tamamlandiktan 24 saat sonra 0,1 M HEPES tamponunda
(pH 7,3) yikama iglemi gergeklestirilen beyinlerden Leica VT 1000S vibratomda 300
pum kalinhiginda kesitler alindi. Bu asamadan sonra somatosensoriyal korteks
bolgeleri stereomikroskop altinda ¢ikarildi ve %1 osmiyum tetroksit/%]1,5 potasyum
ferrisiyanid (1:1 oraninda distile suda) i¢inde 30 dakika post-fiksasyona alindi.
Kesitler 30 dakika oda 1sisinda ve karanlikta %0,5 uranil asetatla boyama islemine

alind1 ve sonrasinda yiikselen alkol serileri ve propilen oksit ile dehidrate edildi. Bu
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islemden sonra kesitler gece boyunca 1:1 oraninda propilen oksit/epon karisiminda
bekletildi. Ertesi glin 3 saat saf eponda bekletildikten sonra Epon 812’ye gémme
islemi gerceklestirildi. Elde edilen epon doku bloklarindan Leica Ultracut R
ultramikrotomu ile 500 nm kalinliginda yari-ince kesitler alindi. Yari-ince Kkesitler
Toluidin Mavisi ile boyandiktan sonra uygun alanlar belirlendi ve bu alanlardan 100
nm kalinliginda ince kesitler Coat-Quick ‘G’ pen ile kaplanmis Athene Old 200
mesh 3,05 mm nikel gridler {izerine alinip 3 saat kurumaya birakildi. Kurutma

isleminden sonra kesitler anti-GABA primer antikoruyla inkiibe edildi.

3.4. GABA Immiin-Altin Immiinsitokimyasi

100 nm kalinligindaki ince kesitlerin alindigr 200 mesh nikel gridler TBST
(%0,1 Triton X-100, %0,9 sodyum klorir, 0,05 M Tris tamponu, pH 7,6)
tamponunda yikandiktan sonra nemli karanlik ortamda ve oda 1sisinda primer
antikora (anti-GABA, Sigma kod: A2052) tabi tutuldu. Anti-GABA antikoru TBST
pH 7,6 tampon iginde 1:20000 oraninda sulandirilarak kullanildi. Daha sonra gridler
sirastyla pH 7,6 ve pH 8,2 degerlerindeki TBST tamponlariyla yikand: ve ardindan
10 nm altin partikiilleriyle bagli keci anti-tavsan IgG antikorunda (Sigma kod:
G7402, TBST tamponunda 1:50 oraninda sulandirilmis, pH 8,2) 90 dakika inkiibe
edildi. Kesitler once pH 7,6 degerinde TBST ve sonrasinda da distile suda
yikandiktan sonra kurumaya birakildi. Kursun sitrat ve uranil asetatla Leica EM
AC20 kontrast cihazinda kontrastlama yapildi. Kontrastlama islemi bitince gridler
gecirimli elektron mikroskobu (SIS Morada CCD kamera eklentili JEOL 1200 EXII)
ile incelendi. Korteks bolgesindeki GABAerjik akson terminalleri GABA immiin-
altin yogunluklar1 bakimindan niceliksel incelemeye tabi tutuldu.

Negatif kontroller i¢in primer antikor basamagi atlandi ve kesitler gece

boyunca TBST pH 7,6’da bekletildi.

3.5. Niceliksel Analiz Yontemi

Hayvanlarin beyin dokularindan alinan ince kesitlerde korteks bolgesindeki
sinaps olusturan akson terminalleri belirlendi. Her hayvandan tek doku blogundan 10
adet akson terminali fotograflandi ve mikrograflar GABA yogunlugu bakimindan

NIH Image Analysis (Image J) programi ile niceliksel degerlendirmeye tabi tutuldu.
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Niceliksel analiz i¢in akson terminallerinin alanlart hesaplandi ve presinaptik
terminallerdeki 10 nm biyiikligindeki altin partikiillerinin sayis1 belirlendi.
Terminallerdeki mitokondriyel alanlar ve bu alanlarda sayilan altin partikiilleri ayri
hesaplandi. Terminal i¢i altin partikiil sayis1 mitokondriyel alanin hari¢ tutuldugu
terminal alanina boéliinerek vezikiiler GABA yogunlugu saptandi. Benzer sekilde,
mitokondriyel alanlardaki toplam altin partikiil sayist 0 terminaldeki toplam
mitokondri alanina boliinerek mitokondriyel GABA yogunlugu hesaplandi. Arka
plan isaretlenmelerini hesap dis1 tutmak i¢in her gridde 3 adet kapiler liimenindeki
altin partikiilii sayis1 hesaplandi ve liimen alanina béliinerek GABA yogunlugu
belirlendi. Damar GABA yogunlugu her bir terminal alanin GABA yogunlugundan
cikartilarak net GABA yogunlugu tespit edildi. Ayrica, her bir terminaldeki toplam
mitokondriyel alan terminal alanina oranlandi. Buna ek olarak, her bir akson
terminalindeki toplam sinaps uzunlugu hesaplandi. Istatistiksel analiz icin GraphPad
Prism 6.0 programi kullanildi. Sonuglar One-Way ANOVA ve Tukey c¢oklu
karsilastirma testleri ile degerlendirildi ve ortalama+SEM seklinde ifade edildi.
Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. EEG Kayitlarn
Tiim gruplardaki hayvanlardan alinan bazal kayit ve stimiilasyon sonrast EEG

kayitlar1 asagida gosterilmistir (Sekil 4-7).

1+ 05mv

Sag Korteks

+ 0,5 mv 1s

Sol Korteks

Sekil 4. Kindling GAERS grubunda stimiilasyon oncesi DDD’yi gosteren EEG
kaydi.

[
L
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+o05mv i

| % WW‘ w M 1‘1‘1 “l‘ﬂlwlu f‘wwqrw’wr,ma “‘;“}‘J*“J"ﬁ'wf’*”r"“*%’w

: 1s
+-05mvi

| Sol Korteks

Sekil 5. Kindling GAERS grubunda stimiilasyon sonras1 evre 2 nobeti gésteren EEG
kaydi. Kesik ¢izgi: Stimiilasyon baglangici.
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Sekil 6. Kindling Wistar grubunda stimiilasyon 6ncesi normal EEG kaydi.
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Sekil 7. Kindling Wistar grubunda stimiilasyon sonras1 evre 2 nobeti gosteren EEG

kaydi. Kesik ¢izgi: Stimiilasyon baglangici.
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4.2. Isik Mikroskopi Bulgular:

Calismamizda yalanci-opere Wistar, yalanci-opere GAERS, kindling Wistar
ve kindling GAERS gruplarinin somatosensoriyal korteks bolgesinden alinan ve
toluidin mavisi ile boyanmis 500 nm kalinliktaki kesitler genel morfolojik

degerlendirmeye tabi tutularak incelendi.

4.2.1. Yalanci-opere Wistar ve GAERS gruplari

Yalanci-opere Wistar (Resim 1) ve yalanci-opere GAERS (Resim 2)
gruplarinda yapilan genel morfolojik degerlendirmelerde normal yapida piramidal
noronlar tespit edildi. Noronlarin sitoplazma ve ¢ekirdek gibi yapilarinin normal

biitiinliiklerini koruduklar1 gézlendi.

Resim 1. Yalanci-opere Wistar si¢an korteksi yari-ince kesitinde normal morfoloji

gosteren noronlar. Toluidin mavisi, orijinal biiytitme: X1000, bar: 10 pm.

22



Resim 2. Yalanci-opere GAERS Kkorteksi yari-ince kesitinde normal morfoloji

gosteren noronlar. Toluidin mavisi, orijinal biiylitme: X1000, bar: 10 pm.

4.2.2. Kindling Wistar ve GAERS gruplari
Kindling Wistar (Resim 3, 4) ve kindling GAERS (Resim 5, 6) gruplarinda
kortekste normal yapida ndronlarin yani sira, koyu renkli, sinirlar1 diizensiz hasarli

noronlar da gozlendi. Kindling Wistar grubunda yer yer perivaskiiler 6dem izlendi.
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Resim 3. Kindling Wistar sican korteksi yari-ince kesitinde perivaskiiler 6dem (*).

Toluidin mavisi, orijinal biiyiitme: X1000, bar: 10 pm.

Resim 4. Kindling Wistar sican korteksi yari-ince kesitinde hasarli néron (ok).

Toluidin mavisi, orijinal biiyiitme: X1000, bar: 10 pum.
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Resim 5. Kindling GAERS Kkorteksi yari-ince kesitinde hasarli noron (ok) ve
noropilde vakuoller (ok basi). Toluidin mavisi, orijinal biiylitme: X1000, bar: 10 um.

Resim 6. Kindling GAERS Kkorteksi yari-ince kesitinde niikleus siirlarinda
diizensizlik gosteren hasarli néron (ok) ve normal yapida centikli niikleusa sahip

internoron (ok basi). Toluidin mavisi, orijinal biiyiitme: X1000, bar: 10 pum.
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4.3. Elektron Mikroskopi Bulgulari
Elektron mikroskopik  diizeydeki gozlemler Wistar ve GAERS
somatosensoriyal  korteks  bolgelerinden alinan ince kesitlerde GABA

immiinsitokimya tekniginin kullanimina ve niceliksel analizine dayanmaktadir.

4.3.1. Yalanci-opere Wistar Grubu

Yalanci-opere Wistar sicanlarin  korteks bolgesinde sinaps olusturan
GABA(+) akson terminallerinde yogun, pleomorfik vezikiiller gzlendi (Resim 7).
GABA immiin-altin partikiillerinin akson terminallerinin sitoplazmalarinda, vezikiil
icerisinde, vezikiil zarlarinda ve mitokondrilerde bulundugu goriildii. GABA
immiinreaktivitesinin dendritler izerinde de pozitif oldugu izlendi. Miyelinli
aksonlarin ve noropilin diizglin yapida oldugu goriildi (Resim 8).

Yalanci-opere Wistar grubunda akson terminali ortalama alani 0,866+0,054
].Lmz, ortalama mitokondri alan1 0,202+0,017 ],tmz ve ortalama mitokondri alani/akson
terminali toplam alani orani 0,21340,008 olarak bulundu. Ortalama vezikiiler GABA
yogunlugu 514,384+57,370 partikiil/um?, mitokondriyel GABA yogunlugu
908,302+102,300 palrtikl'il/um2 ve ortalama sinaps uzunlugu 0,268+0,015 pum olarak
hesaplandi.
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Resim 7. Yalanci-opere Wistar korteksi ince kesitinde GABA immiinsitokimyasi.

Ok: sinaps, a: akson terminali, d: dendrit, mt: mitokondri. Bar: 1 um.

Resim 8. Yalanci-opere Wistar sigan korteksi ince Kkesitinde GABA

immiinsitokimyasi. Diizgiin yapida miyelinli (m) akson (a). Bar: 500 nm.
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4.3.2. Yalanci-opere GAERS Grubu

Yalanci-opere GAERS sigcanlarin korteks bolgesinde sinaps olusturan
GABAerjik akson terminallerinde yogun, pleomorfik vezikiiller ve mitokondriler
goriildi (Resim 9). GABA immiin-altin partikiillerinin akson terminallerinin
sitoplazmalarinda, vezikiil igerisinde, vezikiil zarlarinda ve mitokondrilerde
bulundugu goriilldi. GABA immiinreaktivitesinin dendritler iizerinde de pozitif
oldugu izlendi. Miyelinli aksonlarin ve noropilin diizgiin yapida oldugu goriildi
(Resim 10).

Yalanci-opere GAERS grubunda akson terminali ortalama alan1 0,835+0,159
um?, ortalama mitokondri alan1 0,209+0,033 um? ve ortalama mitokondri alani/akson
terminali toplam alani oran1 0,21140,023 olarak bulundu. Ortalama vezikiiler GABA
yogunlugu 452,143+57,750 partikiil/um?, mitokondriyel GABA yogunlugu
793,437+94,010 partikiil/um? ve ortalama sinaps uzunlugu 0,236+0,015 um olarak
hesaplandi.

Resim 9. Yalanci-opere GAERS korteksi ince kesitinde GABA immiinsitokimyasi.

Ok: sinaps, a: akson terminali, d: dendrit, mt: mitokondri. Bar: 500 nm.
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Resim 10. Yalanci-opere GAERS korteksi ince kesitinde GABA imminsitokimyasi.
Diizgiin yapida miyelinli (m) akson (a). Bar: 500 nm.

4.3.3. Kindling Wistar Grubu

Kindling Wistar sicanlarda da yalanci-opere Wistar siganlarda oldugu gibi
korteks bolgesinde sinaps olusturan GABA immiinreaktif akson terminalleri izlendi.
Bu terminallerde yogun, pleomorfik vezikiiller ve mitokondriler goriildii (Resim 11).
GABA immiin-altin partikiillerinin akson terminallerinin sitoplazmalarinda, vezikiil
icerisinde, vezikiil zarlarinda ve mitokondrilerde bulundugu goriildi. GABA
immiinreaktivitesinin dendritler {izerinde de pozitif oldugu izlendi. Miyelinli
aksonlarin miyelin kiliflarinda bozulma ve néropilde vakuolizasyon gozlendi (Resim
12).

Kindling Wistar grubunda akson terminali ortalama alan1 0,881+0,036 pum?,
ortalama mitokondri alam1 0,191+0,014 um? ve ortalama mitokondri alani/akson
terminali toplam alani oran1 0,204+0,020 olarak bulundu. Ortalama vezikiiler GABA
yogunlugu 298,635+43,630 partikiil/um?, mitokondriyel GABA  yogunlugu
493,730+39,300 partikiil/um? ve ortalama sinaps uzunlugu 0,458+0,073 um olarak
hesaplandi.
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Resim 11. Wistar sigan korteksi ince kesitinde GABA immiinsitokimyasi. OK:

sinaps, a: akson terminali, d: dendrit. Bar: 500 nm.

Resim 12. Klndllng Wistar sigan korteksi ince kesitinde GABA 1mmun51tok1mya51

Miyelin kilifinda (m) ayrilma (*); a: akson. Bar: 500 nm.
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4.3.4. Kindling GAERS Grubu

Kindling GAERS siganlarda da yalanci-opere GAERS si¢anlarda oldugu gibi
korteks bolgesinde sinaps olusturan GABA(+) akson terminalleri izlendi. Bu
terminallerde yogun, pleomorfik vezikiiller ve mitokondriler goriildii (Resim 13).
GABA immiin-altin partikiillerinin akson terminallerinin sitoplazmalarinda, vezikiil
icerisinde, vezikiil zarlarinda ve mitokondrilerde bulundugu goriildii. GABA
immiinreaktivitesinin dendritler ilizerinde de pozitif oldugu izlendi. Miyelinli
aksonlarin miyelin kiliflarinda bozulma (Resim 14), akson dejenerasyonu ve
noropilde vakuolizasyon gozlendi (Resim 5).

Kindling Wistar grubunda akson terminali ortalama alani 0,864+0,054 pm?,
ortalama mitokondri alan1 0,187+0,018 umz ve ortalama mitokondri alani/akson
terminali alam1 oran1 0,204+0,022 olarak bulundu. Ortalama vezikiler GABA
yogunlugu 366,578+39,900 partikiil/um?, mitokondriyel GABA yogunlugu
682,930+39,560 partikiil/um? ve ortalama sinaps uzunlugu 0,345+0,038 pm olarak
hesaplandi.

1 um

Resim 13. Kindling GAERS korteksi ince kesitinde GABA immiinsitokimyasi.

Ok: sinaps, a: akson terminali, d: dendrit, mt: mitokondri. Bar: 1 um.
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Resim 14. Kindling GAERS korteksi ince kesitinde GABA immiinsitokimyasi.

Miyelin kilifinda (m) ayrilma (*) ve akson (a) dejenerasyonu. Bar: 1 um.

4.4, istatistiksel Analiz

Gruplar akson terminal alani (Sekil 8), mitokondri alami (Sekil 9) ve
mitokondri alani/akson terminal alani orani (Sekil 10) bakimindan kiyaslandiginda
anlaml fark olmadig1 ve tiim gruplarin yakin degerler verdigi goriildii. Vezikiiler
(Sekil 11) ve mitokondriyel GABA yogunlugu (Sekil 12) karsilastirildiginda kindling
Wistar grubunda yalanci-opere Wistar grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
azalma saptandi. Sinaps uzunluklari ortalamasi (Sekil 13) gruplar arasinda
kiyaslandiginda kindling Wistar grubunda yalanci-opere Wistar gruba gore anlaml

artis gozlendi.
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Sekil 8. Korteks bolgesinde GABAerjik akson terminali alanlarinin karsilagtirilmasi.
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Sekil 9. Korteks bolgesinde GABAerjik akson terminallerindeki mitokondri
alanlarinin karsilastirilmasi.
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Mitokondri Alani / Akson Terminali Alani

Sekil 10. Korteks bolgesinde mitokondri alani/akson terminal alani oranlarinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 11. Korteks bolgesinde GABA(+) akson terminallerindeki vezikiiler GABA
yogunlugunun karsilastirilmasi. *p<0,05, kindling Wistar grubu ile yalanci-opere
Wistar grubu kiyaslandiginda.
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Sekil 12. Korteks bolgesinde GABA immiinreaktif akson terminallerindeki
mitokondriyel GABA yogunlugunun karsilastirilmasi. *p<0,05, kindling Wistar
grubu ile yalanci-opere Wistar grubu kiyaslandiginda.
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Sekil 13. Korteks bolgesinde GABA(+) akson terminallerindeki sinaps uzunlugu
ortalamalarinin karsilastirilmasi. *p<0,05, kindling Wistar grubu ile yalanci-opere
Wistar grubu kiyaslandiginda.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Calismamizda kindling uygulamasi yapilan Wistar ve GAERS grubu
siganlarda ve yalanci-opere kontrollerinde somatosensoriyal korteks bolgesindeki
GABAerjik akson terminalleri incelenmistir. Kindling uyarilart sonucunda
somatosensoriyal korteksteki GABA yogunlugunun kindling Wistar grubunda
yalanci-opere Wistar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli o6lglide
azaldig@i, bu azalmanin kindling GAERS grubuna gore daha belirgin oldugu
bulunmustur. Yine sinaps uzunluklari ortalamalari kiyaslandiginda kindling Wistar
grubunda Wistar kontrol gruba gore anlamli artig saptanmustir.

Calismamizda GABAerjik akson terminali alan hesaplamalari bakimindan
tiim gruplarin arasinda anlamli fark olmadigi saptanmistir. Bu bulgular ¢calismamizda
birbirine esdeger nitelikte terminal alanlarinin se¢ildigini ve analizde kullanildigini
gostermektedir. Bu da kindling Wistar grubunda GABA yogunlugunda saptadigimiz
azalmanin alan artisindan degil, GABA’nin azalmasindan kaynaklandigini
diistindiirmektedir.

GABA norotransmitteri salan inhibitor GABAerjik noronlar serebral korteks
organizasyonunun en belirgin tyelerinden biridir. GABA-iliskili ndoro-iletideki
degisimlerin epilepsi patofizyolojisinde rol aldig1 diistiniilmektedir (Cossart ve ark.,
2005; Sperk ve ark., 2004). TLE nébetlerinde korteksin de rol aldigi bildirilmistir.
Temporal lobdaki nobet yayilimi amigdala, hipokampus ve kortekste goriilmektedir
(Squire ve Zola-Morgan, 1991). TLE hastalarinda ortaya ¢ikan nobetlerde insular ve
entorinal korteksin ndbet yayilimi {izerinde rolii oldugu gosterilmistir (Bartolomei ve
ark., 2005; Bernasconi ve ark., 1999; Bouilleret ve ark., 2002; Bragin ve ark., 1999;
Isnard ve ark., 2000; Ostrowsky ve ark., 2000). Calismamizda kindling Wistar
grubunda somatosensoriyal kortekste gozledigimiz degisiklikler, korteksin bir
boélgesindeki bozuklugun diger bolgeleri de etkiliyor olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ayrica g¢alismamizin bulgulart Spencer’in “beynin bir bdlgesindeki bozukluk diger
tiim beyin bolgelerini de etkiler” hipotezini destekler niteliktedir (Spencer, 2002).
Diger calismalarda TLE hastalarinda kortekste noron kaybi oldugu ve internéron
dejenerasyonu oldugu tespit edilmistir (Du ve ark., 1993; Du ve ark., 1995; Sloper ve
ark., 1980). TLE’nin kimyasal kindling modelinin uygulandigi siganlardan elde

edilen serebral korteks homojenatlarinda GABA  yogunlugunun distigi
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gosterilmistir (Lacoste ve ark., 1988). Korazol enjeksiyonuyla farmakolojik kindling
modelinin uygulandig1 siganlarda ise sensoriyal motor kortekste post-konviilzif
periyotta GABA transaminaz ve glutamat dehidrojenaz aktivitesinde inhibisyon
tespit edilmistir (Kryzhanovskii ve ark., 1986; Moiseev ve ark., 1984). Bakay ve
Harris epileptik durumda GABA degerlerinde ve GABA aliminda diisiis oldugunu
bildirmistir (Bakay ve Harris, 1981). Sican piriform korteksine genetik olarak
degistirilmis GABA-iiretici hiicrelerin transplante edilmesinden sonra amigdalaya
elektriksel kindling uygulandiginda parsiyel ve jeneralize ndbet esiklerinin %100’e
varan oranda degistigi ve ilk jeneralize nobete gegisin uzadig gosterilmistir (Gernert
ve ark., 2002). Kimyasal kindling uygulanan farelere GABA agonist ve
antagonistlerinin verildigi bir calismada ise GABA antagonisti verilen farelerin
kindling sonrasi1 epileptik durumunda giiglenme, GABA agonisti verilen farelerde ise
epileptik durumda zayiflama oldugu agiklanmistir (De Sarro ve ark., 2000). S6z
konusu calismalar GABA’nin kindling modeliyle elde edilen epileptik durumlarda
kortekste azaldigim1i ve GABA aktivitesinin kindling durumunda artirilmasi
sonucunda epileptik durumda gerileme oldugunu agiklamaktadir. Bizim
calismamizda da elektriksel kindling uygulanan Wistar gruplarda GABA
yogunlugunun istatistiksel olarak anlamli bigimde diistiigli gosterilmektedir ve bu
bulgu bahsi gegen dnceki ¢alismalarla uyumludur. Korteks dokusunda yapilacak yeni
molekiiler ve histolojik ¢aligmalar epilepsiyi ortaya ¢gikaran durumlarin anlagilmasini
saglayacaktir.

Insan calismalar1 ve deneysel calismalara gore, GABAA reseptorlerindeki
molekiiler ve genetik degisimlerin saptanmasi genetik absans epilepsi ndbetlerinin
sebeplerinin anlagilmasina 6nemli katki saglayacaktir (Bessaih ve ark., 2006;
Gardiner, 2005; Noebels, 2003). Genetik absans epilepsi modeli olan GAERS’lerde
talamustan ve serebral korteksten hazirlanan sinaptozomlarda yapilan bir ¢calismada
kortekste ve talamusta postsinaptik membranda GABA aliminin azaldigi, fakat
sadece talamusta anlamli azalma oldugu gosterilmistir (Sutch ve ark., 1999). Diger
bir ¢calismada ise GAERS sensoriyal motor kortekslerinde GABAA alt tinitesi olan
B2-B3’lerin sayisindaki azalmaya bagimli olarak GABAAa reseptorlerinde diisiis
gozlenmistir (Spreafico ve ark., 1993). GABAA antagonistleri enjekte edilen GAERS

ve kontrol sicanlarda, GAERS’lerde kontrollere gore konvulziyonlardaki artisin daha
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yiiksek oldugu saptanmistir (Vergnes ve ark., 2000). Yine GAERS korteksinde ve
talamusunda mikrodiyaliz yontemiyle yapilan GABA Ol¢timlerinde ise korteksteki
GABA seviyelerinde diisiis bulunmustur fakat bu diisiisiin kontrol siganlarin
degerleriyle ciddi bir fark olusturmadigi sdylenmistir (Touret ve ark., 2007). Baska
bir absans epilepsi modeli olan y-hidroksibiitirik asit (GHB) modelinde yapilan bir
calismada da absans epilepsi durumunda serebral kortekste GABA seviyelerinin
diistiigti gosterilmistir (Hu ve ark., 2000). Bizim c¢alismamizda ise yalanci-opere
GAERS ve yalanci-opere Wistar siganlar arasinda karsilastirma yapildiginda
GAERS’lerde GABA seviyesinin daha diisiik oldugu fakat bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi bulunmustur. Calismamizda elde ettigimiz bulgular

bahsedilen daha 6nceki ¢alismalardaki bulgularla uyumludur ve benzer niteliktedir.

GABA reseptorleri memeli beynindeki sinaptik inhibisyona aracilik
etmektedir ve GABAerjik inhibisyon glutamerjik sinapslarin aktivasyonunu
diizenlemektedir (McCormick, 1989; Otis ve Trussell, 1996). Epileptik durumda
simetrik sinaps sayisinda diislis ve asimetrik sinaps sayisinda artis oldugu
gosterilmistir (Ribak ve ark., 1982). Yapilan baska calismalarda ise epileptik
durumda inhibitor sinapslarin sayisinin azaldigi fakat eksitator sinapslarin sayisinda
artis oldugu, bununla birlikte inhibitdr sinapslardaki nérotransmitter yogunlugunda
artts oldugu belirlenmistir (Marco ve ark., 1997; Marco ve DeFelipe, 1997).
Hipokampal dentat girusta uzun-dénem potensiyasyon durumunda terminallerdeki
sinaps boyutlarinda artis oldugu gosterilmistir (Desmond ve Levy, 1988). Yine
sicanlarda yapilan bir ¢alismada epileptik durumda kontrol grubuna gore akson
terminali aktif bolgesindeki sinaps uzunlugunun arttigi gosterilmistir (Pierce ve
Milner, 2001). Ayrica sinaps boyutuyla sinapsin aktif bolgesinde tutunan vezikiil
sayisinin dogru orantili oldugu bildirilmistir (Schikorski ve Stevens, 1997).
Calismamizda sinaps uzunluklarinin ortalamasi karsilastirildiginda Kindling Wistar
grubunda yalanci-opere Wistar kontrol grubuna gore anlamli oranda artis
goriilmistir. Calismamiz epileptik durumda terminallerin aktif bdlgesinde sinaps
uzunluklarindaki artisin gosterildigi diger c¢alismalarla uyumludur. Daha onceki
caligmalarin ve bizim ¢alismalarimizin bulgulari; epileptik durumlarda inhibitor

sinapslarin ~ sayisindaki  azalmanin, sinaps uzunlugu, sinaptik araliktaki
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ndrotransmitter yogunlugu ve sinaptik vezikiil sayisindaki artis ile dengelenmeye

calisildigini diisindiirmektedir.

Amigdalaya uygulanan elektriksel kindlingin piriform kortekste GABAerjik
ndronlarda énemli miktarda azalmaya sebep oldugu bildirilmistir (Lehmann ve ark.,
1998). Yine kindling modelinin uygulanmasiyla kortekste noron Sliimiine bagl
olarak astrogliozis ve mikroglia aktivasyonunda artis gorillmektedir (LOscher ve
Ebert, 1996). Somatosensoriyal korteks ve ventrobasal talamusta konfokal
mikroskopi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada ise GAERS’lerle kontrol sicanlar
arasinda herhangi bir norolojik anormallik ya da yapisal degisim gozlenmemistir
(Bessaih ve ark., 2006). Yine evre 2 nobet diizeyinde birakilacak sekilde kindling
uygulanan GAERS ve epileptik olmayan siganlarda lokal serebral kan akisinin
kontrol gruplarina gore yiikseldigi bildirilmektedir (Cargak ve ark., 2009). Soz
konusu caligmalardaki bulgulara bakildiginda absans epilepsi modeli olan yalanci-
opere GAERS’lerde ciddi bir morfolojik fark goériilmezken, temporal lob epilepsi
modeli olan kindling uygulanan GAERS grubunda GABAerjik noron kayb1, astrosit
ve mikroglia sayisinda artig, serebral bolgeye kan akisinin artmasi gibi beyin
hasartyla iliskili durumlarin ortaya ¢iktig1 gozlenmektedir. Calismamizda yaptigimiz
ince-yapisal incelemelerde ise yalanci-opere GAERS ve Wistar suglari arasinda
onemli bir yapisal fark goriilmemesine ragmen, kindling uygulanan gruplarda
miyelin  yapisinda bozulmalar ve noropilde vakuolizasyon goézlenmistir.
Calismamizda elde ettigimiz bu bulgular oOnceki calismalarla da uyumluluk

gostermektedir.

Kindling uyaris1 verilen Wistar ve GAERS siganlarda yapilan bir ¢alismada
GAERS’lerin kindling modeline kars1 bir direng gosterdikleri belirtilmistir. Absans
epilepsinin nodronal yolaklariyla TLE’nin noronal yolaklarinin genetik absans
epilepsili siganlarda zit devre sistemleri kullaniyor olabilecegi ve soz konusu
durumun absans epilepsi nobetleri goriilen bireylerde sekonder jeneralize epilepsiye
kars1 direng meydana gelmesinden sorumlu olabilecegi one siiriilmektedir (Eskazan
ve ark., 2002). Yine GAERS’lerde DDD’yi baskilayan etosiiksimid enjeksiyonu
gerceklestirildiginde GAERS’lerin kindling uygulamasina karst Wistar siganlar gibi
tepki verdigi gosterilmistir (Aker ve ark., 2010). Bir baska absans epilepsi modeli
olan WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo from Rijswijk) sicanlarmm da kindling
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uygulandiginda direng gosterdikleri gézlenmistir (Aker ve ark., 2006; Onat ve ark.,
2007). Yine hem GAERS hem de WAG/RIj susu siganlarin korteksine kindling
uyarist verilen bir calismada ise kortikal kindling uygulanmasi durumunda da
kindling direncinin ortaya c¢iktig1 tespit edilmistir (Akman ve ark., 2010).
Calismamizda Wistar susu sicanlarda GAERS susu sicanlara oranla kindling uyarisi
verildikten sonra GABA yogunluklarinda ¢ok daha belirgin bir diislis gdzlenmistir ve
bu diisiis istatistiksel olarak anlamlidir. Bu anlamhi diisiis Wistar susunun kindlinge
duyarli olusuyla paralellik gostermektedir. Kindling GAERS grubunda GABA
yogunlugunda anlamli bir diisiis olmayis1 ise bu susun kindlinge direng
mekanizmalariyla iliskili olabilir. Ortalama sinaps uzunluklar1 karsilastirildiginda;
kindling Wistar grubunda yalanci-opere Wistar grubuna gore anlamli artig
gozlenmistir. Bu artig, yine bu grupta saptadigimiz GABA azalmasi ile uyumlu bir
bulgudur. Kindling GAERS grubunda ise yalanci-opere GAERS grubuna goére sinaps
uzunlugunda artis egilimi  goriilmiis, ancak istatistiksel acgidan anlamlh
bulunmamustir. Kindling Wistar ve kindling GAERS gruplant kiyaslandiginda,
kindling Wistar grubunda artis egilimi saptanmis, ancak anlamli bulunmamustir.
Calismamizda kindling GAERS grubunda anlamli artis gostermeyen sinaps uzunlugu
degerleri ve yine anlamli azalma gostermeyen GABA yogunlugu bu susun kindling

diren¢ mekanizmalarin1 aydinlatmada literatiire 6nemli bir katki saglayacaktir.

Sonu¢ olarak; somatosensoriyal kortekste kindling gruplarinda kontrol
gruplarma goére GABA yogunlugunda diisiis olmasi, daha Onceki caligmalarla
uyumluluk gostermektedir. GAERS’lerde ise bu diislis belirgin degildir; bu da bu
susun kindlinge direncini, dolayisiyla absans epilepsi hastalarinda TLE’nin nadir
olarak goriilmesinin anlagilmasina katki saglar niteliktedir. TLE’de somatosensoriyal
kortekste GABA seviyesi yiiksek tutularak benzer bir durumun olusturuldugu ileri
deneysel c¢alismalar ile epileptik nobet esiginin  degisip degismeyecegi
aragtirtlmalidir. Bunun yani sira, epileptik durumlarda aktif bolgelerdeki sinaps
uzunlugu artistyla terminallerden daha fazla GABA saliniyor olabilir ve bu da
terminal icindeki GABA yogunlugunda disiis ile sonuglanabilir. Bahsi gegen
caligmalar gbz Oniine alindiginda, ¢alismamizdaki GABA yogunlugu ve sinaps
uzunlugu degisimleri arasindaki farkliliklar, absans ve TLE arasindaki birbiriyle

iligkili oldugu diisilinlilen zit noronal yolaklar1 veya GAERS’lerin kindlinge direng
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mekanizmalarini yansitiyor olabilir. Calismamizda elde ettigimiz veriler ileride
absans ve TLE karsilastirmali c¢alismalarinda  epileptik  mekanizmalarin
aydinlatilmasina katki sunacaktir. Calismamiz epileptik siirecin anlagilmas1 ve
epilepsi tedavisine yonelik klinik ¢alismalar i¢in katki sunmasi bakimindan 6nem

tasimaktadir.
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Hastanemizin epilepsi polikliniginde duzenli takipleri yapilan 361 epilepsi hastasinin
kayitlarinin ve takiplerinin incelendigi bu retrospektif calismada antiepileptik ilag kullanimi
sonrasl unutkanlik, ajitasyon ve asiri sinirlilik sorgulanmistir. Toplam kullanilma sayisi 30’un
altinda kalan antiepileptik ajanlar c¢alismaya dahil edilmemistir. Kombine tedavi alan
hastalarda ilaglar yan etki durumuna gore ayri ayri hesaba katilmistir.

Bulgular:

Kombine tedavi alanlari da iceren 361 hastalik serimizde 221 hastada valproik asit, 152
hastada karbamazepin, 125 hastada levetirasetam ve 47 hastada lamotrijin kullanimi
mevcuttur. Valproik asit kullanan 221 hastanin 12’sinde (%5.42) unutkanlik, 2’sinde ajitasyon
gorulmistiir. Karbamazepin kullanan 152 hastanin 9’unda (%5.92) unutkanlikgdzlenmis olup
ajitasyon etkisine rastlanmamistir. Levetirasetam kullanan 125 hastanin 5’inde (%4)
unutkanlik, 17’sinde (%13.6) ise asiri ajitasyon gdzlenmistir.. Lamotrijin kullanan 47 hastanin
1’inde unutkanlik gorilmus olup ajitasyon kaydedilmemistir.

Sonug:

Gahsmamizdaki yan etki oranlari, literatire uygun ylzdelerde bulunmus, belirgin farklihk
saptanmamistir. Epilepsi hastalarinda antiepileptiklerin néropsikiyatrik yan etkileri konusunda
dikkatli olunmasi gerekmektedir. (Bu calisma 31. uluslararasi epilepsi kongresinde poster
olarak sunulmustur.)

TP-92 KiNDLING UYGULANAN GENETIK ABSANS EPILEPSILi SICANLARIN KORTEKS
DOKUSUNDA GABA iMMUNSITOKIMYASI

FURKAN BOLUKBASI X, GZLEM TUGCE CILINGIR %, TUGBA KARAMAHMUTOGLU 2, SERAP
SIRVANCI %, FiLiZ ONAT 2

IMARMARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI, HISTOLOJI-EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI
2 MARMARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI, TIBBi FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

Amag:

Gama-aminobutirik asit (GABA) merkezi sinir sistemindeki baslica inhibitor
norotransmitterdir. Epileptik beyindeki GABA degisimleri deneysel calismalarda gosterilmistir.
Temporal lob epilepside GABAerjik hiicre kaybi gozlenirken, absans epilepside talamusta
GABA dizeylerinin arttig bildirilmistir. Ayni hastada bu iki farkh epilepsi tipi nadir olarak
gorulmektedir. Genetik absans epilepsili hayvanlarda temporal lob epilepsi modeli olan
kindling uygulamasina karsi direng oldugu gézlenmistir. Bu ¢alismada, absans epilepsi modeli
olan Genetik Absans Epilepsili Siganlar-Strasbourg (GAERS) susundaki kindling direncinin
altinda yatan mekanizmalari arastirmak amacglanmistir.

Gereg ve Yontem:

Gahsmada eriskin Wistar albino ve GAERS susu hayvanlar kullanildi. Derin anestezi altinda
stereotaksik cerrahi ile bazolateral amigdalaya uyari/kayit elektrotlari yerlestirildi ve toplam 6
kez elektriksel uyari verildi. Son uyaridan bir saat sonra derin anestezi altinda perfiizyon
fiksasyonu uygulandi. Korteks dokularina elektron mikroskopik takip islemi uygulandi ve
dokular epona gomildi. Doku bloklarindan ultramikrotom ile ince kesitler alindi ve kesitlere



anti-GABA antikoru kullanilarak immiin-altin boyama yontemi uygulandi. Kesitler gecirimli
elektron mikroskobu ile incelendi ve fotograflandi.

Bulgular:

Yaptigimiz kalitatif incelemelerde miyelin kilifinda bozulma ve néropilde vakuol olusumu
izlendi. Bu kalitatif gozlemlerde kindling gruplarinda yalanci-opere gruplara gére akson
terminallerinde GABA yogunlugunda azalma gorildi. Bu azalmanin kindling Wistar grubunda
kindling GAERS grubuna gore daha belirgin oldugu saptandi.

Sonug:
Gahsmamizda kindling GAERS grubunda, kindling Wistar grubuna goére GABA yogunlugundaki
azalmanin belirgin olmayisi, GAERS’ lerdeki kindling diren¢ mekanizmalariyla iliskili olabilir.

TP-93 REFLEKS EPILEPSILERDE KLiNiK, NORORADYOLOJIK VE ELEKTROENSEFALOGRAFIK
BULGULAR

GIZEM GURSOY , KEMAL TUTKAVUL , YILMAZ CETINKAYA , GULBUN ASUMAN YUKSEL ,
HULYA TIRELI, SELEN OZYURT

HAYDARPASA NUMUNE EGITiM VE ARASTIRMA HASTANES), NOROLOJI KLINIGi

Amag:

Refleks epilepsiler, spontan tekrarlayan nobetlerin eslik ettigi ya da eslik etmedigi, 6zgiin bir
afferent uyaran ile uyarilan nobetlerden ya da EEGde fotoparoksismal nobetlerden olusan
epilepsilerdir. Bu calismada refleks epilepsilere eslik eden klinik, néroradyolojik ve EEG
bulgularini degerlendirmek amaglanmistir.

Gereg ve Yontem:

Temmuz 1995-Ocak 2015 tarihleri arasinda ikinci noroloji epilepsi poliklinig§inde muayene
edilmis olan 2027 hasta iginde takibe devam eden 1395 hastanin kayitlari retrospektif olarak
incelendi. incelenen kayitlarda refleks epilepsiler arastirildi.

Bulgular:

Halen takibe devam eden 1395 hastanin 69’unda refleks epilepsi tespit edilmis olup 64
hastanin gorsel uyaran ile tetiklenen ndbeti mevcuttu. Somatosensdriel uyaranlara
bakildiginda 1 hastada yemek yeme, 3 hastada sicak su saptandi, 1 hastada ise hem sicak su
hem gorsel uyaran nobeti tetikliyordu. Hastalarin ortalama baslangic yasi 12,6’ydi. Yaklasik
%27,5’inde febril konvilsiyon 6ykiisi saptandi, 31 hastada ailede epilepsi 6ykuisi vardi. Nobet
tiplerinin dagilimina bakildiginda 58 hastada jeneralize tonik klonik nébet, 35 hastada absans,
30 hastada myokloni saptandi. Hastalarin yaklasik %88,4’Gnilin norolojik muayenesi dogaldi.
Cekilen kranial BT ve MR goriintiilemelerinin %86,9’unda herhangi bir bulgu saptanmadi. EEG
bulgularinda patoloji saptanan hastalarin yaklasik %31,8’inde jeneralize epileptiform desarjlar
gozlenirken %7,2’sinde fokal epileptiform desarjlar vardi. 5 hastada yavas dalga paroksizmi, 2
hastada organizasyon bozuklugu gozlendi. 15 hastada fotik stimulasyonla ortaya c¢ikan
epileptiform desarj mevcuttu, birinde klinik olarak fotosensitivite gozlenmemisti. En ¢ok tercih
edilen ila¢ 38 hasta ile Valproat olurken 7 hasta ilacsiz takip edilmekteydi.





