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OZET

Giris ve Amac : Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) irki
siganlar, elektroensefalogramda (EEG) bilateral, senkronize diken-ve-dalga
desarjlarla (DDD) karakterize ve tipik absans epilepsisinin tanimlanmis iyi
modellerinden biridir. Yapilan ¢aligmalarda, bu irkin amigdala, hipokampal ve
peririnal ~ Kkortikal ~ kindling modelleriyle olusturulan parsiyel nobetlerin
jeneralizasyonuna kars1 direngli oldugu gosterilmistir. Substantia Nigra pars
retikulata (SNpr) konviilsif ve konviilsif olmayan nobetlerin kontroliinde kritik bir
beyin bolgesi olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada, GAERS 1rki sicanlarda gozlenen

kindling direncinde SNpr bolgesinin olasi roliiniin tanimlanmasi amaglanmustir.

Yontem: Yetiskin, erkek GAERS sicanlara stereotaksik yontemle SNpr’ye cift
tarafli olarak kilavuz kaniil, sag bazolateral amigdalaya uyarv/kayit elektrotu ve
korteks tizerine ise kayit elektrotlart yerlestirildi. Bazal EEG kaydi ve art-desarj
(AD) esiklerinin belirlenmesinin ardindan her kindling uyarisindan 30 dakika once
bir Na:: kanal blokeri olan lidokain (250 nl, n=5) bilateral olarak enjekte edildi.
Kontrol grubuna (n=3) ise uyarilardan 30 dakika once serum fizyolojik (Sf)
enjeksiyonlari yapildi (250 nl). Kindling uyarilarina giinde 2 kez olmak iizere 5. evre

nobet gozleninceye kadar ya da maksimum uyari sayisina (22) ulasana dek devam

edildi.

Sonuclar: Kindling uyarilarindan 6nce SNpr posterior bolgesine lidokain
enjekte edilen GAERS grubu ortalama 20+0.5 uyarida 5. evre ndbete ulagirken, SNpr
anterior bolgesine lidokain uygulanan GAERS grubunda ise maksimum sayidaki
kindling uyaris1 sonrasinda dahi siganlar 2. evre nobette kalmiglardir. SNpr posterior
ve anterior bolgesine Sf uygulanan gruplardaki hayvanlarin ndbet evreleri benzer
karekteristik gostererek uyarilarin artmasi ile birlikte maksimum uyari siiresinceye

kadar evre 2 olarak kalmustir.

Tartisma: Kindling siireci boyunca SNpr’nin lidokain ile gegici olarak baskilanmasi
GAERS 1rki siganlarda limbik nobetlere kars1 gézlenen direnci ortadan kaldirmastir.
Bu bulgu, SNpr’nin GAERS’ler de gbzlenen kindling direncinde rol oynayan 6nemli

bir bolge oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: GAERS, Lidokain, Substantia Nigra, Absans Epilepsisi



SUMMARY

The Role of Substantia Nigra Pars Reticulata in Kindling Resistance in Genetic
Model of Absence Epilepsy

Objectives : Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) is one of the
validated genetic models of typical absence epilepsy. This strain is resistant to the
progression of partial seizures induced by amygdaloid, hippocampal and perirhinal
cortical kindling. The Substantia Nigra pars reticulata is known to be a critical
structure that controls convulsive and non-convulsive seizures. In this study, we
aimed to define the role of subtanstia nigra in kindling resistance in this absence

epileptic rat strain.

Method: Adult, male GAERS were implanted with bilateral guide cannulas into the
substantia nigra and recording-stimulation electrodes into the right basolateral
amygdala and recording electrodes over the cortex. The rats received bilateral
injections of lidocain, a Na:: channel blocker, (250 nl/per side) 30 min before each
kindling stimulation at their afterdischarge threshold. The control group received
bilateral injections of saline instead of lidocain. Animals received Kkindling
stimulation twice daily until they reached stage 5 seizures, or the maximum number

of stimulations (22) was delivered.

Results: Focal application of lidocain into the substantia nigra eliminated the
resistance to amigdaloid kindling. Lidocain injected in SNpr posterior group reached
stage 5 seizures after 20.4+0.5 stimulations whereas control group and lidocain
injected SNpr anterior group stayed at stage 2 seizures even after the maximum

number of stimulations.

Conclusion: Suppression of the substantia nigra during kKindling progress eliminates
the resistance to limbic seizures in GAERS. This result reveals that substantia nigra
is an important site underlying this resistance in the rat model of genetic absence
epilepsy.

Key Words: GAERS, Lidocain, Substantia Nigra, Absence Epilepsy
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1. GIRIS ve AMAC

Insanlarda tipik absans nobetleri, aniden bilincin kaybolmasi, fiziksel ve mental
aktivitenin durmasi1 ve EEG’de davranisa eslik eden simetrik bilateral 3 Hz
frekansinda diken-ve-dalga desarjlarla (DDD) karakterizedir (Panayiotopoulos
1997). Deneysel absans modeli olan Strasbourg kokenli genetik absans epilepsili
sicanlar (GAERS), epilepsinin altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmak amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Marescaux ve ark. 1992, Coenen ve Van Luijelaar
2003). Bu hayvanlarin EEG’sinde spontan, bilateral, frekansi 7-11 Hz ve siiresi 1-30
sn olan DDD’lar ve buna eslik eden spesifik davranis bi¢imi (hareketsizlik, dalma,
biyik hareketleri) goriilmektedir. Bu DDD’lar kiimeler halinde goriliip
(Midzyanovskaya ve ark. 2006), tipik absans epilepsisinin karekteristik bulgusunu
olusturur (Huguenard 2009). Bu aktivite, yiiksek voltajli diken ve onu takip eden
yavag dalga komponentinden ibarettirr DDD kompleksinin diken komponenti
eksitator postsinaptik potansiyalleri ve dalga komponenti ise inhibitér postsinaptik

potansiyelleri yansitmaktadir (Gloor ve Fariello 1988).

Substantia nigra pars retikulata (SNpr) ventral beyin yerlesimli bir yap1 olup,
epilepsi nobetlerinin kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Loscher 2002).
Yetigkin siganlarda yapilan ¢aligmalar, SNpr’nin epilepsi nobetleri iizerinde karsit
etkiler gosteren, topografik olarak iki farkli GABAAa-sensitif bolgeye ayrildigimi
gostermistir. GABAAa-sensitif antikonvulsan bolge anterior SNpr’de yerlesirken
GABAA-sensitif prokonvulsan bolge posterior SNpr’de bulunmaktadir (Sarkisian
2001).

SN’ye projeksiyonlar1 agisindan bakildiginda ise, striatum, globus pallidus,
subtalamik niikleus, dorsal rafe ve pedinkiilopontin niikleus afferent baglantilari
olarak yer almaktadir. SN’nin efferent baglantilari ise talamus, siiperior kollikulus ve
tegmentum ile iligkilidir (Deransart 1998). Striatumdan SN’ye direkt olarak uzanan
GABAerjik projeksiyonlar aktive oldugunda, SNpr iizerine bir GABA salinimi

meydana gelir. Boylece SNpr’nin inhibe edici etkisi ortadan kalkar ve hedef
6



bolgeleri iizerinde bir disinhibisyon meydana gelir. Ozellikle superior kollikulus
tizerindeki disinhibisyon, epilepsi nobetleri {izerindeki antikonviilsan etki agisindan
kritik bir 6neme sahiptir (Loscher 1996). GAERS’lerle yapilan bir ¢alismada,
NMDA reseptor antagonistleri, SN’ye enjekte edilmis ve GAERS’lerde izlenen
spontan absans ndbetleri baskilanmustir (Derensart 1996). inhibitdr etki saglamak
amaciyla SNpr anterior ve posterior bolgesine hiicredeki Na:: kanallarini inhibe
ederek etki gosteren, amid yapili bir lokal anestezik olan lidokain enjeksiyonu
yapilan bu calismada SN’nin anterior ve posterior bolgesini gegici olarak susturarak

bu iki bolgenin kindling’e ne ¢esit katkilar saglayacagi merak edilmektedir.

Bu calisgmada SNpr boélgesinin spontan absans epilepsili si¢anlarda limbik

epilepsi direncindeki roliinii ortaya koymak amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsinin Tanim

Tip tarihinde hicbir hastaligin tarihgesi epilepsi kadar eski tarihlere gitmez. Ilk
caglardan kalma cok sayida isaretler, bu hastaligin insanligin baslangicindan beri var
oldugunu gosterir. Epilepsi terimi Yunanca ndbet gecirmek anlamina gelen
‘epilambanein’ kelimesinden gelir. Epilepsi, santral sinir sisteminde, kortikal veya
subkortikal bolgelerde yer alan ndéron gruplarinin ani, anormal ve asir1 derecede
senkronize desarjlar1 sonucunda ortaya ¢ikan Kronik nérolojik bir bozukluktur (Velez
and Selwa 2003).

Epilepsi nobetleri degisik tiplerde olabilir. Parsiyel nobetler, serebral hemisferin
stnirli bir bolgesindeki ndronlarin aktivasyonu sonucunda olusur. Yiiz, kol veya
bacakta kasilma ile karakterize parsiyel nobetlere biling kaybi eklendiginde
kompleks parsiyel ndbetler olarak adlandirilir (Avanzini 1994). Duyu ile ilgili
nobetler, korteksin duyu ile ilgili bolgelerinden kaynaklanan nobetlerdir ve
kaynaklandig1 korteks bolgesine gore karsi beden yarisinda uyusukluk, ignelenme,
karincalanma ya da isitsel, gorsel ve tad duyusu ile ilgili haliisiilasyonlar seklinde
hissedilebilir. Otonom nobetler ise kusma, renk solmasi, kizarma, terleme,
pupillalarda dilatasyon gibi otonomik belirtilerle karakterize olan nébetlerdir (ILAE
1981). Jeneralize nobetler (konviilsif ve non-konviilsif) her iki hemisferden ayni1 anda
kaynaklanir. Nobetler sirasinda biling bozulabilir ve motor belirtiler ¢ift tarafli olur.
Farkli anatomik yapilar tarafindan olusturulan klonik ya da tonik tutulumlar

nobetlerin klinik tablosunu belirlemektedir (Gale 1988, Engel 1989).

Idiyopatik jeneralize epilepsiler grubu igerisinde yer alan tipik absans epilepsi,
cocukluk caginda gozlenen, EEG’de 2.5-4 Hz frekansinda bilateral ve simetrik
DDD’larin eslik ettigi, ani ve kisa siireli biling kaybiyla karakterize jeneralize bir
epilepsi formudur. Cocukluk ¢agi nébetlerinin yaklasik %4'inii olusturan tipik
absans epilepsinin EEG fenomeni olan DDD’lerin olusumundan talamo-kortikal

yapilar sorumlu tutulmaktadir (Panayiotopoulos 1997).



2.2. Epilepsinin Siiflandirilmasi

1989 yilinda Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) etiyolojik faktorler,
yas faktorii, nobet tipleri ve EEG bulgularini degerlendirerek epileptik sendromlar
i¢cin bir siniflandirma yapmistir (Tablo 1). Buna gore, parsiyel ve fokal epilepsilerin
ayrimi, idiyopatik veya primer epilepsiler ile sekonder ya da semptomatik

epilepsilerin ayrimi yapilmistir.



Tablo 1. Epilepsi ve Epileptik Sendromlarmm Smiflandirilmas1 ILAE 1981
(Comission 1981)

L. Parsiyel (fokal, lokal) nobetler
A. Basit parsiyel nobetler (biling kayb1 yoktur)
Motor belirtiler gosterenler
Somatasensoryal veya 6zel duysal semptomlarla birlikte olanlar
(basit halusinasyonlar, karincalanma, 151kl1 gérme)

Otonomik semptom belirtiler gosterenler (epigastrik his, terleme, pupiller dilatasyon,

solgunluk, kizarma gibi)
Psisik semptomlar gosterenler (yliksek beyin fonksiyonlarinin bozuklugu)

Nadiren bilinci bozmadan goriiliirler ve daha siklikla kompleks parsiyel nobet seklinde ortaya

¢ikarlar.

Kompleks parsiyel nébetler (biling bozuklugu eslik eder)
Basit parsiyel baslayip biling bozuklugu gozlenenler

Ek olarak bagka bir 6zelligi olmayanlar

Basit parsiyel ndbetlerle birlikte olanlar

Ek olarak otomatizmalar gdsterenler

C. Suur kaybu ile ortaya ¢ikan ndbetler
- Ek olarak bagka bir 6zelligi olmayanlar
- Ekolarak basit parsiyel nobeti olanlar

- Ek olarak otomatizmalar gdsterenler

D. Sekonder olarak jeneralize olan parsiyel nobetler
Jeneralize nobetlere doniisen basit parsiyel ndbetler
Jeneralize nobetlere doniisen kompleks parsiyel nobetler

Kompleks parsiyel nobetlere, daha sonra da jeneralize nobetlere doniisen basit parsiyel

10



ndbetler
I1. Jeneralize nobetler (konviilsif ya da konviilsif olmayan)
A. Absans nobetler
Absans nobetler

Atipik absans ndbetler

B. Miyoklonik nobetler
C. Klonik ndbetler

D. Tonik ndbetler

E. Tonik-klonik nobetler

F. Atonik nobetler

IIL. Siniflandirilamayan epileptik nobetler

11



Tablo 2. Epilepsilerin ve Epileptik Sendromlarin Uluslararas1 Siniflandirilmasi

- ILAE 1989 (Comission 1989)

1. Lokalizasyona bagh (fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar
1.1. idiyopatik (yasa bagh baslangic)

Sentrotemporal dikenli selim ¢ocukluk ¢ag1 epilepsisi

Oksipital paroksizmli ¢ocukluk ¢ag1 epilepsisi

Primer okuma epilepsisi
1.2. Semptomatik

Temporal lob epilepsisi

Frontal lob epilepsisi

Pariyetal lob epilepsisi

Oksipital lob epilepsisi

Cocukluk ¢aginin kronik progresif ‘epilepsia parsiyalis continua’st

Spesifik faktorlerle uyarilan ndbetlerle karakterize sendromlar

1.3. Kriptojenik

2. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

2.1. Idiyopatik (yasa bagli baslangig-yas sirasina gére siralanmistir)

Selim ailesel yenidogan konviilsiyonlari

Selim yenidogan konviilsiyonlar1

Siit cocugunun selim miyoklonik epilepsisi

Cocukluk ¢agi absans epilepsisi (piknolepsi)

Jiivenil absans epilepsisi

Jivenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit-mal)

Uyanirken gelen grand-mal nobetli epilepsi

Diger jeneralize idiyopatik epilepsiler

Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler

2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)

West sendromu

12



Lenox-Gastaut sendromu
Miyoklonik astatik nobetli epilepsi
Miyoklonik absansli epilepsi
2.3. Semptomatik
2.3.1. Nonspesifik etiyoloji
Erken miyoklonik ensefalopati
Supresyon “burst”lii erken infantil epileptik ensefalopati
Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
2.3.2. Spesifik sendromlar
3. Fokal ya da jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsiler
3.1. Jeneralize ve fokal konviilsiyonlu epilepsiler
Yenidogan konviilsiyonlari
Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi
Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi
Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)
Diger belirlenemeyen epilepsiler
3.2. Net jeneralize ya da fokal konviilsiyon 6zelligi olmayanlar
4. Ozel durumlar
4.1. Duruma bagli ndbetler
Febril konviilsiyonlar
izole nébet ya da izole status epileptikus

Akut metabolik veya toksik nedenlere bagh nobetler

2.3. Absans Epilepsisi ve Hayvan Modelleri

Absans epilepsi ve temporal lob epilepsisinin deneysel modellerinin gesitliligi ve
yaygimligi, her iki nobet tipinin altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasi, tedavi
yaklasimlarinin gelistirilmesine biiylik katkilar saglamis ve farkli ndbet tiplerinin

etkilesimlerinin incelenmesine olanak tanimistir.
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ILAE tipik absans nobetlerini su sekilde tanimlamaktadir. Absans nébetleri,
yalnizca biling bozulmasi ya da biling bozulmasina hafif klonik, tonik ve otonomik

bilesenlerin ve otomatizmalarin eslik etmesi ile karakterize jeneralize epileptik

nobetlerdir (ILAE 1989).

Insanlarda tipik absans nobetleri, aniden bilincin kaybolmasi, fiziksel ve mental
aktivitenin durmasi ve EEG’ de buna eslik eden simetrik bilateral 3 Hz frekansinda

diken-ve-dalga desarjlarlarla karakterizedir (Panayiotopoulos 1997).

Genetik sican modelleri olan Strasbourg kokenli genetik absans epilepsili
siganlar ve Rijswijk kokenli Wistar Albino (Wistar Albino Glaxo from Rijswijk,
Wag/Rij) siganlar absans epilepsisinin gelismesinde rol oynayan mekanizmalari
aydinlatmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Marascaux ve ark. 1992). Bu iki
modelde farmakolojik, morfolojik ve elektrofizyolojik olarak absans epilepsisinin
ozelliklerini yansitir. EEG’lerinde DDD saptanan sicanlarin inbred iiretilmesiyle elde
edilen bu modeller absans epilepsinin insandaki klinik, farmakolojik ve EEG
Ozelliklerine benzerlik gosterirler (Depaulis and Luijtelaar 2006). Absans epilepsinin
genetik hayvan modelleri (WAG/Rij ve GAERS 1rki sicanlar) absans epilepsinin
klinik, farmakolojik, EEG o6zelliklerini gostermektedirler (Marescaux ve ark. 1992,
Coenen and Luijtelaar 2003). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, genetik absans
epilepsili (WAG/Rij ve GAERS) sicanlarin, bir temporal lob epilepsisi olan
elektriksel ~amigdaloid kindling modelinde limbik nobetlerin  sekonder
jeneralizasyonuna direngli olduklar1 gosterilmistir (Eskazan ve ark. 2002, Onat ve
ark. 2005, Aker ve ark. 2006).

2.3.1. DDD

DDD’ler diizenli, simetrik, jeneralize ve gegici elektroensefalografik bir
patern olup idioyopatik jeneralize epilepsilerin bir ¢ok formuna eslik etmektedir

(Panayiotopoulos 2005).

Insanlardakilerden farkli olarak, WAG/Rij ve GAERS modellerindeki DDD’ler
daha yiiksek temel frekansa (7-11 Hz) sahiptir. DDD’ler hem insanlarda hem de
genetik sigcan modellerinde kiimeler halinde ortaya ¢ikma egilimindedir (Kellaway
1985, Midzyanovskaya ve ark. 2006) ve amplitiidleri frontal orta bolgede en yiiksek

olup lateral ve posterior yonlere dogru giderek azalmaktadir. DDD’lerin diken
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frekansinin retikiiler talamik ¢ekirdegin ritmik depolarizasyonlariyla belirlendigi 6ne
stiriilmektedir (Destexhe and Sejnowski 2002, Steriade and Amzica 2003, Pinault
2004).

'M l( | iJ’ i ";" Jf Jf' Ui 'Jr("a A. il fl { "‘!'[W‘

Sekil 1 : GAERS sican beyninin korteks bolgesinden alinan EEG kayidinda

DDD’lerin goriintiisii

2.3.2. Kindling Modeli

Kindling diisiik siddette tekrarlayan elektriksel ya da kimyasal uyarilar ile ortaya
cikan nobetlerle karakterize, sekonder jeneralize temporal lop epilepsisi modeli
olarak kabul edilmektedir (Goddard 1967). Kindling, bir kronik temporal lop
epilepsisi ve epileptogenez modeli olmakla birlikte limbik sistemde olusturdugu
hasar akut modellere gore nisbeten az olmaktadir (Cavazos ve Cross 2006). Bunun
yani1 sira, olusturdugu norofizyolojik ve noropatolojik degisiklikler de hafif
olmaktadir. Kindling’de temel mekanizma, merkezi sinir sisteminin 6zellikle limbik
alanlar gibi bazi yapilarina art-desarj (AD) olusturacak esik siddetinde ya da esik
siddetinin {izerinde elektriksel ya da kimyasal bir uyarmin tekrarlanarak
uygulanmasiyla, epileptogenez siirecinin baglatilarak, EEG’de progresif olarak
yayilan ve biiyiiyen AD’ler ve sonunda konviilsif motor yanitlarin tetiklenmesidir
(Goddard 1967).

Elektrofizyolojik olarak uygulanan uyarilar ile AD’lerin biiyiiyerek keskin
desarjlarin ortaya ¢ikmasi ile birlikte davranigsal olarak da nobetlerin gelismesine
neden olur. Bu davranigsal nobetler sicanlarda 5 doneme ayrilir (Racine 1972).

Kindling nébetinin yetiskin sigandaki gelisme evreleri Tablo 3 ‘de goOsterilmistir.
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Gelisim siirecine bakildiginda baslangicta tipik ‘‘dona kalma’’davranigin1 (Evre 0),
yiizde seyirmeler, ¢igneme ve kafa sallama hareketi izler (Evre 1 ve 2). Bu modelin
gelisme siirecini motor nobetlerin baglamasit (Evre 3) ve jeneralize ndbetlerin
olusmasi (Evre 5) izler. Pespese birka¢ kez evre 5 nobet gegiren bir hayvan kindled
olmus sayilir ve bu etki kalicidir (Pinel ve Rowner 1978, Wada ve ark. 1979).

Tablo 3 : Amigdalaya uygulanan elektriksel stimiilasyonla eriskin sicanda

kindling gelisim evreleri

Evre Belirtiler

0 Hareketsizlik, dona kalma

1-2 Cigneme hareketleri, yiiz ve biyik hareketleri, bas sallama
3 Kars1 taraf 6n bacak klonusu

4 Saha kalkma ve 0n bacaklarda klonus

5 Yere diisme, denge kaybi, tonik klonik kasilmalar

2.3.2.1. Elektriksel Kindling

Elektriksel kindling, beynin degisik bolgelerine yerlestirilen elektrotlar
aracihifiyla AD esigi ya da esik Ustl  uyarilarin  tekrarlanmasiyla
gerceklestirilmektedir. Elektriksel kindling olusturabilmek igin uyari bolgesinde
AD’lerin tetiklenmesi gerekir. Uyarilarin tekrariyla birlikte baslangicta gézlenen kisa
fokal AD’larin siiresinde, amplitiidiinde ve diken frekansinda artis ve morfolojisinde

degisiklikler gozlenir (Racine 1972, Morimoto ve ark. 2004).
2.3.2.1.1 . Uyar1 Parametreleri

Yapilan calismalarda 50-60 Hz frekansl, kare ya da siniis dalgasi bi¢giminde,
nispeten diisiik siddette (50-150 mikroamper), 1-2 saniye siireyle AD olusturabilecek
bir akim, her giin ve bir kez uygulanmistir (Racine 1972). Elektriksel kindling

olusturabilmek icin, uyarilma esnasinda AD’nin tetiklenmesi gereklidir. Eger

16



tekrarlanan uyarilar sonucu bu bolgede AD olusmuyorsa, bu o bolgede kindling

gelistirilemeyeceginin gostergesidir
2.3.2.1.2. AD Esigi

Fokal nobet agmin en onemli 6zelliklerinden birini olusturan AD esiginin
saptanmas1 diisiik mikroamperde akimlardan baslanarak artan degerde uyarilar ile
yapilmaktadir. Kindling gelisimi siiresince AD siiresinde, amplitiidiinde ve
frakansinda artma olur (McIntyre 2005).

2.3.2.2. Amigdala Kindling

Elektriksel kindling’in yerlestirilmesinde beynin degisik bolgeleri arasinda
duyarhilik farkliliklart mevcuttur. Boylece, limbik ve On neokortikal yapilarin
uyarilmasi ile kolaylikla tam ndbet diizeyine erisilmektedir. Goddard ve ark.’nin
(1969) calismalarindan beri limbik sistem yapilarmin 6zellikle de amigdalanin,

kindling olusturmadaki yatkinligina dikkat ¢ekilmistir.

2.4. Deneysel Epilepsi Modeli Olarak GAERS

Absans epilepsisi, ¢ocukluk caginda ve erken adolesan donemde baslayan, biling
kaybiyla beraber seyreden jeneralize konviilsif olmayan ndbetlerle karekterize
epilepsi tipidir. Tipik absans ndbetlerin iktal EEG bulgusu, her iki hemisferde
izlenen, diizenli, simetrik aniden baslayip sona eren, frekansi genellikle 3 Hz olan
DDD kompleksleridir. Bu kompleksler giin i¢inde oldukga sik, uyku ile uyaniklik
arasindaki donemde, dinlenme sirasinda olusur ve 10-20 sn siirer. Absans ndbetler
farmakolojik profil bakimindan diger epilepsi ndbetlerinden degisiklik gosterirler;
diger nobet tiirlerinde aktif olmayan etosiiksimid ie baskilanirken karbamazepin,
fenitoin gibi jeneralize konviilsif ve parsiyel nobetler iizerine etkili olan antiepileptik
ilaclar ile tetiklenmektedir. Absans tipi konviilsif olmayan ndbet kriterlerini tagiyan
ve en ¢ok kullanilan deneysel modeller arasinda spontan diken ve yavas dalga
desarjli genetik hayvan modeli olan GAERS ve Wig/Rij susu siganlar sayilabilir

(Marescaux ve ark. 1992).

GAERS sicanlar giiniimiizde ‘inbred’ hale getirilmislerdir. Benzer sekilde,
GAERS’lerin aralarindan secilerek tretildigi Wistar sicanlardan, EEG’lerinde
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herhangi bir sekilde dikan dalga desarj goriilmeyen, epileptik olmayan bir kontrol

susuda {retilmistir.

GAERS’ler, kortikal EEG kayitlarinda spontan, bilateral ve senkron diken-dalga
desarjlar1 gosteren Wistar sigcanlarin ‘‘inbred’’ liretilmesiyle ortaya ¢ikmis bir sustur.
Bu diken ve yavas dalga desarjlar1 esnasinda siganlar, aynen insanlarda izlenen
absans epilepside oldugu gibi siirdiirdiikleri aktiviteyi birden keserek hareketsiz
kalmakta ve desarjlar sonlaninca aktivitelerine kaldiklar1 yerden devam
ettirmektedirler. Nobetler cogunlukla hayvanlar sakinken ortaya ¢ikmakta, giiglii bir
uyaran oldugunda, hareket ve dikkat gerektiren davranig deneyler sirasinda ya da
hayvan ajite oldugunda goriilmektedir (Marescaux ve ark. 1992). Bunun aksine uyku
ile beraber diken ve yavas dalga desarjlar1 azalmakta ve kaybolmaktadir (Lannes ve

ark. 1988).

2.5. Absans Epilepsisi Patogenezinde Limbik Yapilarin Rolii

Absans epilepsisinin diger nobet tiplerinden farkli olarak jeneralize konvulsif
nobetlere karsi duyarlhilik artist  gozlenirken, limbik ndbetlere karst direng
gozlenmektedir. WAG/Rij ve GAERS 1rki si¢anlarda yasa bagli olarak tonik-klonik
konvulsif nobetlere doniisiim ¢ok fazla rapor edilmemisse de, bu hayvanlarin jenarize
konvulsif ajanlara daha duyarli olduklar1 pek ¢ok calismada gosterilmistir (Vergnes
ve ark. 2000, Klioueva ve ark. 2001). Insanlarda ise absans ndbetlerin siklikla
jeneralize konvulsif nébetlere doniistiigii rapor edilmistir. Ote yandan ayni hastada
idiyopatik jeneralize epilepsilerin parsiyel temporal lob epilepsilerle birlikteligine
cok ender rastlanmaktadir (Koutroumanidis ve ark. 1999, Nicholson ve ark. 2004).
Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda WAG/Rij ve GAERS sicanlarin elektriksel
amigdaloid kindling siirecinde limbik fokal nobetlerin sekonder jeneralizasyonuna
direngli olduklarin1 gosterilmistir (Eskazan ve ark. 2002, Onat ve ark., 2005; Aker ve
ark. 2006). Bu calismalarda GAERS ve WAG/RIj si¢anlardaki DDD’lerin total
stiresinin kindling siirecinin hiziyla negatif korelasyon gosterdigi tespit edilistir (Onat
ve ark. 2007). Aym zamanda, elektriksel kindling uyarilari bu siganlardaki
DDD’lerin say1 ve siirelerinde bir artisa neden olmustur (Onat ve ark. 2005, Aker ve
ark. 2006). Tim bu veriler, EEG’de DDD’leri olusturan talamokortikal aktivitenin

gerek kortiko-limbik gerekse talamo-limbik baglantilar araciligiyla kindling siirecini
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engelleyebilecegini diisiindiirmektedir. 20 ve 30 giinlik yavru GAERS’lerde yapilan
amigdala kindling ¢alismasinda DDD’lerin heniiz olusmadig1 yavru si¢anlarin 5. evre
nobete Wistar siganlarla aymi siirede ulastigi gosterilmistir (Carcak ve ark. 2008)
GAERS’lerin sadece elektriksel kindling’e degil amigdalaya uygulanan kainik asit ile
olusturulan temporal lob epilepsisine de Wistarlara gore direngli oldugu tespit

edilmistir (Gurbanova ve ark. 2008) .

Genetik absans epilepsili modeller iizerinde ilk yillarda yapilan elektrofizyolojik
caligmalar, limbik yapilarin absans nobet aktivitesi agisindan sessiz bolgeler
oldugunu gostermis oldugundan limbik yapilar uzun dénem ilgi alani disinda
kalmistir (Goddard 1969). Ancak son yillarda amigdala ve hipokampiis gibi limbik
bolgelerin DDD’lerin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmadiklar1 diistiniilmektedir.
Nehlig ve arkadaslarinin (1998) yaptig1 bir calismada GAERS sicanlarda beyinde
glukoz kullanim oranmin limbik yapilara ait olan bdlgelerde arttigi gosterilmistir.
DDD’leri heniiz ortaya g¢ikmamis olan 20 giinlik GAERS sicanlarda glukoz
metabolizmas1 kortiko-talamo-kortikal yapilarda degil 6zellikle limbik bolgelerde
artiy gostermektedir (Nehlig ve ark. 1998). WAG/RIj si¢anlarda yapilan bir diger
calismada, tiagabin gibi GABA-mimetik ajanlarin hipokampiise enjeksiyonu ile elde
edilen GABAerjik inhibisyonun artisi, EEG’de absans nobetlerinin azalmasi ile
sonuglanmistir (Tolmacheva and Luijtelaar 2007). Ayrica, GAERS siganlarda
glutamat dansitesinin hipokampusun mossy lifleri terminallerinde anlamli derecede
farklilik gosterdigi bulunmustur (Sirvanci ve ark. 2003; 2005). Limbik yapilarin,
ozellikle amigdalanin, kortikal ve talamik bolgelerle karsilikli baglantilart morfolojik
ve fonksiyonel calismalarda gosterilmistir. Bu nedenle, absans nobet aktivitesi
sirasindaki talamokortikal aktivitenin, kortiko-limbik ya da talamo-limbik baglantilar

araciligiyla, kindling siirecini etkilemesi olasi goriinmektedir.

2.6. SN ve Absans Epilepsisi

SNpr, ventral orta beyinde yer alan ve bazal ganglion sisteminin esas
komponentlerden biri olarak nitelendirdigimiz bir yapidir. SN’yi olusturan iki temel
yap1 mevcuttur. Bu yapilar pars kompakta ve pars retikulata’dir. SNpr, SN’nin biiyiik
olan alt boliimiidiir ve icerdigi GABA-erjik ndronlar araciligi ile epilepsi nobetlerinin

kontroliinde 6nemli bir rol oynar (Loscher 2002, Sarkisian 2001). SN, 1980°li
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yillarin basindan beri epilepsi ndbetlerinin kontroliinde anahtar yapi olarak kabul
edilmektedir. Bunun yani sira SN’nin nobetlerin ateslenmesinde etkili olmamasiyla
birlikte antiepileptik etki i¢in kullanilan GABA mimetik ilaglarin lokal enjeksiyonu
ile inhibe oldugu da gosterilmistir (Deransart 1996).

Nobetlerin kontroliinde 6nemli rolii oldugu diisiiniilen ve bazal ganglia’nin
major kompanenti SN’nin, bazal gangliadan gelen intrinsik ve ekstrinsik
projeksiyonlartyla beraber nébetlerin  kogniisyonu ve motor fonksiyonlarin
koordinasyonunu saglamada da 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (ladarola and Gale.

1982, McNamara ve ark. 1984, Meurs ve ark. 2006, Veliskova and Moshé 2006).

SN iki ana boliimden olusmaktadir: pars compacta Ve pars retikiilata. SNpr SN
biiytik alt birimidir ve klonik ndbetler icin ¢esitli yollarla uyarilan si¢anlarda
SNR’nin duyarhilik diizenleyen bir yap1 oldugu ve GABA-duyarli ndronlar yiiksek
miktarda i¢erdigi gosterilmistir (Bloms-Funke and Loscher 1996; Boda and Szente,
1992; Bonhaus ve ark., 1986; Depaulis ve ark. 1994, Gale 1985, McNamara ve ark.
1984, Meurs 2006, Moshé and Sperber 1990, Veliskova ve ark. 1996, Zhang and
Rosenberg 1989).

SNpr ile ilgili yetiskin si¢anlarda, nobet yayilimi ve kontrolleri agisindan farkli
roller Gstlenen SNpr anterior ve SNpr posterior olarak iki ayri bdlgenin varligi
gosterilmistir. SNpr posterior bdlgesinin ndbet baslangici, nobeti arttirict ve ndbet

icin bir ‘gecit’ olarak yayilim gosterdigi belirtilmistir ( Veliskova ve ark. 2005).

Kompakta alt bolgesi dopaminerjik noronlar igerir, 6zellikle striatuma yaptigi
projeksiyonlarla hareketin santral kontroliinde 6nemli role sahiptir. Retikiilata alt
bolgesi ise tonik bir aktiviteye sahiptir, GABAerjik noronlar igerir ve globus
pallidusun i¢ segmenti ile birlikte talamusa yaptigi inhibitér projeksiyonlarla
hareketin santral kontroliine yardimci olur. Talamus ise glutamaterjik
projeksiyonlarini kortekste bulunan tamamlayict motor alana goénderir. SN ve globus
pallidusun i¢ segmentine baska beyin bolgelerinden projeksiyon olmazsa, bu bolgede
bulunan noéronlar tonik aktivite gostererek talamusta inhibisyona sebep olur ve
talamustan kortekse olan uyarici ¢ikisini azaltir. Nobet aktivitesinin yayilmasinda SN
ile birlikte diger beyin bolgeleri de onemlidir (Loscher 1996). Daha 6nce hayvan
modellerinde SN’nin retikiilata alt bogesine striatumdan gelen GABAerjik uyarilarin

potansiyalizasyonu deneysel olarak olusturulmustur. Retikiilataya gelen GABAerjik
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uyarilarin artmasi sonucu beyinin farkli beyin bolgelerinden kaynaklanan farkli ndbet
tiplerinin yayilmasini yavaslattigi goriilmiistir (Loscher 1996, Gale 1988). SNpr’nin
jeneralize nonkonviilsif nobetlerin kontrolii i¢in de Onem tasidigi bilinmektedir.
GAERS’lerle yapilan bir ¢calismada, NMDA reseptor antagonistleri, SNpr’ye enjekte
edilmis ve GAERS’lerde izlenen spontan absans nobetleri baskilanmistir (Derensart
1996). SNpr’ye uygulanan GABAmimetik ajanlar ile GAERS’lerde absans nobetleri
baskilanirken, bu durum GABAA reseptor antagonistleri ile kontrol edilmistir
(Depaulis 1988).

SN’nin ndbetlerin modifikasyonundaki roliinii anlayabilmek i¢in bu bolgenin

anatomisi hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmamiz gerekmektedir.
2.7. Lidokain ve Etki Mekanizmasi

Kimyaca N-dietilaminoasetil-2,6- ksilidin hidrokloriir’diir. Lidokain, voltaja
bagimli Na:: kanallarin1 bloke ederek etki gosterir ve noronal aktiviteyi devre disi
birakmak i¢in uygun bir kimyasaldir. Enjekte edilen lidokain 40-60 dakika siire zarfi
icinde sinaptik faaliyetlerin azalmasini saglar (Sitnikova 2004). Diger amid tiirevi
olan anestezikler gibi; kandaki kolinesterazlar tarafindan pargalanmaz, sadece
karacigerde hidroliz edilerek parcalanir. Minimum etkin konsantrasyonu iizerinden
degerlendirildiginde prokain’e gore yaklasik ii¢c kez daha giiclii lokal anestezik etkiye
sahiptir ve prokain’e gore ustiinliigii etkisinin daha ¢abuk baslamasi, daha giiclii

olmasi ve dokuda daha iyi yayilmasidir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvanlar

Calismamizda 4-5 aylik, erkek, 300-350 gram agirliginda genetik absans
epilepsili GAERS 1rki siganlar kullanilmistir. Hayvanlar, 12°ser saat aydimnlik-
karanlik dongiisiine uygun olarak sabit 1s1l1 (20+4°C) bir odada standart laboratuvar
sigan yemi ve sebeke suyu ile yiyecek ve icecek alimlari serbest birakilarak
barindirilmigtir. Tiim hayvanlar cerrahi islemlerden sonra her kafeste bir hayvan
olacak sekilde tutulmustur. Tiim deneyler Marmara Universitesi Deney Hayvanlari

Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (21.05.2009-36.2009.mar).
3.2. Cerrahi Ameliyat

Cerrahi islemler, tiim deney gruplarindaki sigcanlara ketamin (100mg/kg-ip) ve
Klorpromazin (1mg/kg-ip) anestezisi altinda gergeklestirilmistir. Anestezinin
derinligi kornea ve penge refleksleri ile kontrol edildikten sonra, stereotaksi aletine
(Stoelting, model 51600, A.B.D.) bregma ve lambda noktalar1 ayn1 diizlemde olacak
sekilde yerlestirilmiglerdir. Sicanlarin kafalari, kulak delikleri ve 6n dislerden,
sabitleme c¢ubuklar1 araciligi ile stereotaksi aletine sabitlenerek, kafa derisi
tizerindeki tiiyler tiras edilip, deri antiseptik soliisyon ile silindikten sonra orta hattan
bir insizyonla agilarak, kafatasi kemikleri, lambda ve bregma noktalar1 ortaya
cikartilmistir. Tiim elektrot ve kaniiller asagida belirtilen koordinatlara gére Paxinos
ve Watson’un (1998) sican beyin atlasi kullanilarak hesaplanmis ve Bregma referans
“0” noktas1 olarak alinarak yerlestirilmistir. Elektrot ve kaniillerin disinda 2 adet
sabitleme vidas1 yerlestirildikten sonra dental akrilik yardimiyla kafatasina

sabitlenmistir.

Sag Bazolateral Amigdala: Amigdala uyar1 elektrotlari, AP -2.6 mm, L 4.8mm,

V -8.5 mm koordinatlarinda yerlestirilmistir.

SN posterior bolgesi: SN’ye takilan kaniiller, AP -5.8 mm, L -4.6 mm, V -7.4

mm koordinatlarinda yerlestirilmistir.
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SN anterior bolgesi: SN’ye takilan kaniiller, AP -5.2 mm, L -4.4 mm, V -7.7 mm

koordinatlarinda yerlestirilmistir.

Cerrahi islemler sonrasinda hayvanlarin genel durumu 1-haftalik dinlenme
dénemi boyunca takip edilmistir. Olas1 enfeksiyonlari 6nlemek igin, cerrahi islemden
sonra iyot ¢ozeltisi ile pansuman yapilmistir. Cerrahiden sonra sivi kaybint dnlemek
icin ise cilt altina 1lik % 0.9 NaCl (viicut agirligiin her 100 g basina 2.5 ml) ¢ozeltisi

enjekte edilmistir.

Py Figure 40°

Iiteranral 340 pun® Bregnw 560 mun

Sekil 2 : Sag-sol Substansiya Nigraya enjeksiyon i¢in yerlestirilen kaniil ve sag

bazolateral amigdalaya uyari/kayit elektrotlarinin yerlestirilmesi

T e : Figure 28
f;“k. | EA Nt I r )

- -

Intesaural 6.44 mm Bregoma 2.56 mm

Sekil 3 : Sag bazolateral amigdalaya yerlestirilen uyari/kayit elektrotlariin

yerlestirilmesi
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3.3. Deney Protokolii

Hayvanlar 1 haftalik iyilesme periyodundan sonra deneyler siiresince Pleksiglas
kafeslere konularak, kafalarindaki mikrokonektorler, kablolar araciligi ile EEG kayit
sistemine (PowerLab 8S, ADI Instruments, Ingiltere) baglanmistir. Deneylerin
baslangicindan bir giin 6nce hayvanlar sisteme baglanarak sisteme adapte olmalari
saglanmistir. EEG sinyalleri amplifiye edilmis, 0.3 ve 100 Hz araliginda filtre
edilmistir. Ornekleme hizi 1000/saniye olarak ayarlanmistir. Bilgisayara aktarilan

EEG kayitlar1 “Chart for Windows” programu ile analiz edilmistir.
3.3.1. SNpr bolgesine mikroenjeksiyon

Hayvanlarin anestezisi intraperitoneal (i.p.) 100 mg/kg ketamin ve 0.5 mg/kg
klorpromazin ile yapilmistir. Anestezi saglandiktan sonra siganlar stereotaksi aletine
(Stoelting Model 51600, A.B.D.) bregma ve lambda noktalar1 ayni diizlemde olacak
sekilde yerlestirilmistir. Sicanlarin kafalari, kulak delikleri ve 6n dislerden, sabitleme
cubuklar araciligtyla stereotaksi aletine sabitlestirilerek, kafa derisi lizerindeki tliyler
tras edilmis, deri antiseptik soliisyon ile silindikten sonra orta hattan insizyon ile
acilarak, kafatasi kemikleri, lambda ve bregma noktalar1 ortaya c¢ikartilmistir.
Paxinos ve Watson’ un sican beyin atlasi kullanilarak hesaplanan koordinatlarla
kortekse ve amigdalaya elektrod, SN’ye ise bilateral kaniil takilmistir (bregma,
referans “0” noktas1 olarak alinacaktir). lyilesme déneminin ardindan siganlarin
bazal kayitlar1 alinacak ve AD esigi belirlenmistir. Daha sonra her iki tarafa %2’lik
250 nl lidokain enjeksiyonu yapilmistir. Enjeksiyondan 30 dakikadan sonra uyari
verilmistir. Her uyaridan once mutlaka lidokain enjeksiyonu yapilmistir. Kontrol
grubu igin ise lidokain yerine Sf enjekte edilmistir. Deney sonrasi gruptaki
hayvanlarin kindling hizlar1 ve AD siireleri karsilastirilmistir. Lidokain sonrasi ve

uyar1 sonrast kayitla edilen DDD’lar1 sayilmugtir.
3.3.2. Kindling

Stereotaksik cerrahi islemi ile yukarida aciklandig gibi Paxinos ve Watson un
sican beyin atlasi kullanilarak (bregma, referans “0” noktasi olarak alinacaktir)
belirlenen koordinatlarla hayvanlarin bazolateral amigdala ve korteks bdlgelerine
elektrodlar yerlestirilmistir. Hayvanlar stereotaksik cerrahi isleminin ardindan 1

haftalik 1yilesme donemine birakilmislardir. Bu donemin ardindan hayvanlar her giin
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pleksiglas kafeslere konularak ve kafalarindaki mikrokonnektorler, kablolar aracilig
ile EEG kayit sistemine baglanmistir. 30 dakikalik adaptasyon doneminden sonra
EEG kayitlar1 baslatilmistir. Deneyin birinci giinii hayvanlardan bazal EEG kaydi
alinarak ve AD esigi belirlenmistir. Sonraki giinler hayvanlar giinde iki kere (sabah
ve aksam) kendi AD esigindeki akim ile uyarilmislardir. Ayrica her uyaridan 6nce
mutlaka hayvanlarin SNpr anterior bolgelerine lidokain enjeksiyonu yapilmistir.
Kontrol grubu igin ise lidokain yerine Sf enjekte edilmistir. Hayvanlarin her uyaridan
sonra ortaya ¢ikan davranig yanitlart kindling i¢in tanimlanan skalaya gére (Racine,
1972) degerlendirilmistir. Bu skalaya gore {i¢ kere evre 5 nobet gegiren hayvanlar
‘kindled’ olarak kabul edilerek ve kindling deneyine son verilmistir.

3.4. Histolojik Dogrulama

Deney sonunda, elektrotlarin hedeflenen beyin bolgelerine yerlesip
yerlesmediginin dogrulanmasi amaciyla, siganlar derin iiretan anestezisi (1,2 g / kg
1.p.) uygulanarak dekapite edilmis, beyinleri ¢ikartilmistir. Cikarilan beyinler %
20’lik siikroz iceren % 4’liikk formol soliisyonu i¢inde 2 giin bekletilerek fikse
edilmigler ve fikse olan beyinler sogutmali kriyostatda (Mikrom, Almanya) 40 um
kalinhiginda, koronal olarak kesilmistir. Ince koronal beyin kesitleri jelatinli lamlarin
lizerine alinmis, tiyonin ile boyanarak cerrahi 1sik mikroskobunda incelenmistir.
Hedeflenen bdlgeye yerlesimli deneylere ait sonuglar degerlendirmeye alinmustir,

elektrot yerlesimi uygun olmayan deneyler ¢aligma dis1 birakilmistir.
3.5. Verilerin Analizi
3.5.1. Kindling Haz1 ve AD Siireleri

Kindling uyarilarindan sonra EEG’de izlenen AD siireleri 6l¢lilmiis ve davranis
yanitlart Racine skalasina gore degerlendirilmistir. Amigdaloid kindling yapilan
GAERS siganlardan elde edilen veriler ayni bolgelere kindling yapilan Wistar
sicanlardan elde edilen verilerle ile karsilastirilmistir. Ayrica ayni bolgeye kindling
yapilan gruplar arasinda AD esigi ve ilk AD siireleri karsilastirilmistir. Serum
fizyoloik verilerek amigdalaoid kindling olusturulan kontrol grubunun verileri ise Sf

verilen Wistar grubu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. AD Karakteristikleri

SNpr anterior bolgesine lidokain uygulanan gruptaki AD siireleri SNpr anterior
bolgesine ST uygulanan gruba gore uyari sayisi arttikga azalmistir. Bu sonugta SNpr
anterior bolgesine lidokain ve Sf uygulanan gruplar arasinda farklilik saglamistir
(Sekil 4. B).

SNpr posterior bolgesine lidokain uygulanan gruptaki AD siireleri ise SNpr
posterior bolgesine Sf uygulanan gruptaki AD siirelerine gore uyarisi sayisi arttikga
uzamigtir. Bu da SNpr posteriora lidokain ve Sf uygulanan gruplar arasinda anlaml
bir farklilik gostermistir (Sekil 5.B).

Kindling uyarilarindan 6nce SNpr anteriora lidokain ve SNpr posteriora lidokain
uygulanan gruplarda amigdaloid kindling siiresince bazolateral amigdalada
kaydedilen AD siirelerinin SNpr posterior grubunun SNpr anterior grubuna goére

uyarisi sayisi arttikca uzadigini gostermistir.

Kindling uyarilarindan énce SNpr posteriora Sf uygulanan grubun AD siireleri
SNpr anteriora Sf uygulanan gruptaki AD siirelerine gore uyari sayisi arttikga artis

gostermistir.
4.2. Nobet Evrelerin Karakteristikleri

SNpr anterior bolgesine lidokain enjeksiyonu yapilan grubun SNpr anterior
bolgesine Sf enjeksiyonu yapilan gruba gore uyart siiresinin artmasi ile ndbet
evrelerine gecisinde farkliklar gozlenmemistir. SNpr anterior lidokain ve SNpr
anterior Sf grubunun uyar1 sayisi arttikca nobet evresi 22. uyariya kadar evre 2

kalmistir(Sekil 4. A).

SNpr posterior bolgesine lidokain enjeksiyonu yapilan grubun SNpr posterior
bolgesine St enjeksiyonu yapilan gruba gore uyar siiresi arttikca ndbet evrelerine
gecisi anlamli derecede farklilik gostermektedir. Kindling uyarilarindan énce SNpr
posterior bolgesine lidokain enjekte edilen grubun ortalama 20 +£0.5 uyarida 5. evre

nobete ulasirken, SNpr posteriora Sf uygulanan kontrol grubundaki hayvanlar
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maksimum sayidaki kindling uyaris1 sonrasinda dahi 2. evre nobette kalmislardir
(Sekil 5.B).

SNpr posterior ve anterior bolgesine Sf uygulanan gruplardaki hayvanlarin nébet
evreleri benzer karekteristik gostererek uyarilarin artmasi ile birlikte maksimum

uyart siiresinceye kadar evre 2 olarak kalmistir.

SNpr posterior bolgesine lidokain enjeksiyonu yapilan hayvanlar 20. uyarida

evre 5 olmuslardir.
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Sekil 4. Kindling uyarilarindan 6nce SNpr anterior bolgesine lidokain (n=5) ve
Sf (n=3) uygulanan gruplarda amigdaloid kindling siiresince izlenen nobet evreleri
(A), bazolateral amigdaladan kaydedilen AD siireleri (B). Tekrarlayan dlglimler igin
iki yonliit ANOVA ve post-hoc Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi ile SNpr anterior
bolgesine lidokain ve sf uygulanan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmistir

(**p<0,01, ***p<0,001).

27



A 5- ek FEK ok Fkk Hkk
- SNPOST_Lidokain
e T A SNPOST_SF

Nobet Evresi

l-

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 23 456 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Uyar Sayisi

1401 -8 SNPOST_Lidokain
1204 -4 SNPOST_SF

100+

60+

401

Art-desarj siresi (s)

204

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Uyar Sayisi

Sekil5. Kindling uyarilarindan énce SNpr posteriora lidokain (n=4) ve Sf (n=3)
uygulanan gruplarda amigdaloid kindling siiresince izlenen nobet evreleri (A),
bazolateral amigdaladan kaydedilen AD siireleri (B). Tekrarlayan lgimler igin iki
yonlit ANOVA ve post-hoc Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi ile SNpr posteriora

lidokain ve Sf uygulanan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmistir (**p<0,01,

*x%0<0,001).
4.3. AD Esikleri ve Tlk AD Siireleri

Tiim deney gruplarinda bazolateral amigdaladan tespit edilen AD esikleri SNpr
posterior ve anterior bolgesine lidokain enjekte edilen gruplarda farklilik
gostermemistir. SNpr posterior ve anterior bolgesine Sf enjeksiyonu yapilan grupta

da AD esikleri anlamli bir farklilik gostermemistir.
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Bazolateral amigdaladan tespit edilen ilk ard desarj siireleri SNpr posterior ve
anterior bolgesine lidokain enjeksiyonu yapilan gruplar arasinda arklilik
gostermemistir. Ayni sekilde SNpr posterior ve anterior bolgesine ST enjeksiyonu
yapilan kontrol grublarinin arasinda da ilk AD siireleri agisindan belirgin

farkliliklargdzlenmemistir.
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Sekil 6. Tiim deney gruplarinda bazolateral amigdalada da tespit edilen AD

esikleri ve ilk AD siireleri.

29



4.4. DDD Komplekslerinin Yapisi

Tiim deney gruplarinda ortalama DDD sayilar1 ve kiimiilatif DDD siirelerine
bakildiginda her iki grupta bazal DDD say1 ve kiimiilatif siireleri agisindan farklilik
gozlenmemistir. SNpr posterior ve anterior bdlgesine lidokain enjeksiyonu ve SNpr
anterior ve posterior bolgesine Sf enjeksiyonu yapilan kontrol gruplari arasinda
DDD’lerinin kiimiilatif stiresi bakimindan anlamli farklilik yoktur. DDD’lerin
sayisinin gruplar arasindaki dagilima bakildiginda deney grubunun kontrol grubuna

gore farklilik gostermedigi goriilmiistiir (Sekil 7).
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Sekil 7. Tiim deney gruplarinda 10 dakikalik periyot i¢in ortalama DDD sayilari

ve kiimilatif DDD siireleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calisma sonucunda elde edilen veriler, amigdaloid kindling siireci boyunca
SNpr’nin lidokain ile gegici olarak baskilanmasinin ardindan GAERS 1rk1 siganlarda
limbik nobetlere karst gézlenen direnci ortadan kaldirdigini géstermistir. Bu bulgu,
SNpr’nin GAERS’ler de gozlenen kindling direncinde rol oynayan 6nemli bir bolge
oldugunu gostermektedir. Daha 6nce yapilan arastirmalarda primer veya sekonder
jeneralize konviilsif ndbetlerde ve jeneralize konviilsif olmayan ndbet modellerinde
SNpr’ye gelen GABAerjik ndronlarin antiepileptik etki ortaya cikardigi ve farkli
epileptik hayvan modellerinde SNpr’ye uygulanan bilateral GABA agonistleri
ndbetleri baskiladigini1 ve sekonder jenarilazyona karsi direngli oldugu gosterilmistir
(Maresceux 1994). Yapilan baska bir calismada SNpr bolgesine uygulanan
musimol’iin GABAA reseptorleri iizerinden etki gostererek SNpr ndronlarinin
etkisinde azalma oldugu gosterilmistir (Waszzak 1980). Bu ¢alismada SNpr anterior
bolgesine lidokain enjeksiyonu yapilan grubun SNpr anterior bdlgesine Sf
enjeksiyonu yapilan gruba gore uyari siiresinin artmasi ile ndbet evrelerine gecisinde
farkliklar gozlenmemistir. SNpr anterior lidokain ve SNpr anterior Sf grubunun uyari
sayist arttikca ndbet evresi 22. uyartya kadar evre 2 kalmistir. Bu sonuca gore bu
grupta lidokain etkisi bir sey degistirmemistir. SNpr posterior bolgesine lidokin
enjeksiyonu yapilan grubun SNpr posterior bolgesine Sf enjeksiyonu yapilan gruba
gére uyar1 siiresi arttikca ndbet evrelerine gecisi anlamli derecede farklilik
gostermektedir. Kindling uyarilarindan 6nce SNpr posterior bolgesine lidokain
enjekte edilen grubun ortalama 20+0.5 uyarida 5. evre nobete ulasirken, SNpr
posteriora Sf uygulanan kontrol grubundaki hayvanlar maksimum sayidaki kindling
uyarist sonrasinda 2. evre nobette kalmiglardir. Bunun sonucunda amigdolaid
kindling siirecinde limbik ndbetten motor nobete gegisi olusturan direng basamagi
lidokain grubundaki hayvanlarin SNpr bélgesinin inhibe edilmesinden kaynakli
posterior bolgesindeki prokonviilsan etki nedeniyle kirilarak si¢anlarin daha hizli bir

sekilde konviilsif nobete gegtigini gdstermistir.

Gale 1982°de siganlara bir GABA agonisti olan musimol maddesini SNpr’ye

bilateral enjekte etmis ve jenaralize konviilsif nobetlerin baskilandigini gostermistir.
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Ayrica sistemik olarak enjekte edilen pilokarpin ardindan nébetlerin baskilandigini

gostermistir.

Hayashi 1952’de rostral midbrain beyin bolgesinde yer alan SNpr’ye bikukulin
maddesi ile bilateral lezyon olusturarak o bolgede siipresif bir etkinin varligini ve
ndbetlerin  baskilandigini gdstermistir. Ayrica epileptik nobetlerin  kontroliinde
kaynagini striatumdan alan GABAerjik ndronlarin varligi ve bunun sonucu olarak
SNpr’nin indiikleyici etkisi ve jeneralize nobetlerdeki siipresif etkisi gosterilmistir

(Depaulis 1998).

GABAerjik aktiviteye sahip SNpr’yi lidokain ile gecici olarak susturup inaktive
ettigimiz zaman ndbetlerin kontrol altina alinmasiin zorlastigi ve kindlinge gecis
stiresinin kisaldig1 goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan calismalarda SNpr ‘nin epilepsi
nobetleri tizerinde karsit etkiler gdsteren, topografik olarak iki farklit GABAa-sensitif
bolgeye ayrildigini gosterilmistir. GABAAa-sensitif antikonvulsan bélge anterior
SNpr’de yerlesirken GABAAa-sensitif prokonvulsan bdlge posterior SNpr’de
bulunmaktadir (Sarkisian 2001). Caligmanin bir sonucu olarak da SNpr posterior
bolgesine lidokain enjeksiyonu yapilan gruptaki hayvanlarin prokonviilsan bdlgeye
sahip olmalarindan otiirii kindling siirecine daha cabuk girdikleri gosterilmistir.
Yetigkin sicanlarda yapilan bir ¢alismada SNpr bdlgesine uygulanan zolpidem
maddesi ile anterior bolgesinde antikonviilsan posterior bolgesinde prokonviilsan etki
gosterilerek SNpr’nin topografik olarak iki farkli yapidan olustugu ve bu bolgelerin
farkli miktarlarda GABA igerdigi gosterilmistir (Moshe 1994).

GABAerjik noronlarin 6nemli oldugunu gosteren bir baska calismada da bu
nobetlerin kontroliinde gene SNpr’nin 6nemli roli oldugu gosterilmistir (Moshe
1997). SNpr’nin anterior ve posterior bolgelerinde diisiiniilen farkliliklar SNpr’nin
nobetler lizerindeki etkisini daha da arttirmistir. Bu bolgeye bagli oldugu diisiiniilen
farkliliklar bu ¢alismada da gostermistir ki SNpr’nin nobetler lizerindeki etkisini bu
iki farkli bolge olan anterior ve posteriorun bolgelerinin farkli oranda icerdigi

GABAerjik noronlarla alakalidir.

Bulgularimiz, kindling’e lidokainin maksimum etki siiresinde, posterior
bolgesinin katkisi oldugunu gostermistir. SNpr posterior bolgesi kindling uyarisindan
once bloke edildiginde limbik ndbetlerin sekonder jeneralizasyonda direncini ortadan

kaldirmaktadir. Bu sonugta posterior bolgesinin kindling direncine katkida
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bulundugunu gostermistir. SNpr ile ilgili yetiskin sicanlarda, nébet yayilimi ve
kontrolleri agisindan farkli roller tistlenen SNpr anterior ve SNpr posterior olarak iki
ayr1 bolgenin varhig gosterilmistir. SNpr posterior bolgesinin ndbet baglangici,
nobeti arttirict ve ndbet icin bir "gegit" olarak yayilim gosterdigi belirtilmistir
(Veliskova ve ark. 2005). Calismadaki bulgumuz, muhtemelen lidokainin etki siiresi
boyunca SNpr bolgesini inhibe ederek buradaki noronlarin ateslenmesini
durdurdugunu ve bdylece nobetlerin kontrol altina alinmasinin zorlasarak posterior
bolgesindeki prokonviilsan aktiviteden de 6tiirli motor ndbete gegisi hizlandirarak
kindling gelisimine katkida bulundugunun gostergesidir. Buna ek olarak SNpr’nin
posterior bolgesine lidokain yerine Sf uygulanan kontrol grubunda bu etki
gbzlenmemistir. Posterior kontrol grubundaki hayvanlar anterior bolgesine lidokain
ve Sf uygulanan gruptaki hayvanlarla benzerlik gostermistir. Bu sonugta lidokain
maddesiyle gecici olarak inhibe edilen SNpr bolgesindeki iki farkli yapinin kindlinge
olan direnclerindeki farklilig1 ortaya koymustur.

Daha once yapilan calismalar GABAAa-sensitif antikonvulsan bolge anterior
SNpr’de yerlesirken GABAAa-sensitif prokonvulsan bolge posterior SNpr’de
bulundugunu gostermistir (Sarkisian M.R. 2001). Bulgularimizda SNpr’nin anterior
bolgesine lidokain ve Sf uygulanan gruplarda nobet evrelerine gegis bakimindan bir
farklilik bulunamamistir. Bu sonugta SNpr anterior bolgesi lidokain ile gecici olarak
inhibe edildiginde antikonviilsan etki ortaya ¢ikararak kindling siirecini zorlastirip
Kindlinge gegise bir katki saglamadigin1 gostermistir. Kontrol grubuna verilen Sf ile
de lidokain verilmese dahi SNpr anteriorun antikonviilsan etkiye sahip oldugunu
dogrulamaktadir. Oysa SNpr posterior kontrol grubuna verilen Sf anterior
grubundaki antikonviilsan etkiyle kindling direnci saglayarak posterior bdlgesinin
susturuldugunda prokonviilsan etkiye sahip oldugunu gosteren bulguyu

desteklemistir.

Calismamizda, SNpr anterior bolgesine lidokain ve Sf verilen grup ve SNpr
posterior bolgesine lidokain ve SF verilen gruplar arasinda bazal DDD agisindan
farklilik bulunmamistir. Bu sonu¢ SNpr anterior ve posterior bolgelerindeki
kindlinge direng tepkilerinin DDD’lartyla ya da DDD’larinin sayilariyla iligkili

olmadigin1 géstermektedir.
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Sonug olarak, ¢alismada SNpr bdlgesinin spontan absans epilepsili sicanlarda
limbik epilepsi direncindeki roliinii ortaya koymasini amaclayan bu calismada SNpr
bolgesindeki inhibitor etkiyi saglamak amaciyla SNpr anterior ve posterior bolgesine
hiicredeki Na:: kanallarini inhibe ederek inhibitor etki gésteren, amid yapili bir lokal
anestezik olan lidokain enjeksiyonu yapilarak SNpr’nin anterior ve posterior
bolgesini gegici olarak inhibe edilmistir. Bu iki bolgenin kKindling direncine katkisina
bakildiginda SNpr posterior bélgesinin Kindling uyarilarindan 6nce lidokain enjekte
edilen GAERS grubu kindlinge daha erken gegerken, kontrol grubundaki hayvanlar
maksimum sayidaki kindling uyarisi sonrasinda dahi kindlinge gecememislerdir. Bu
sonugta SNpr bolgesinin spontan absans epilepsili GAERS siganlardaki limbik

epilepsi direncine SNpr posterior bolgesinin katkisi oldugunu gostermistir.
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