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OZET

ENDOPLAZMIK RETIiKULUM (ER) STRESININ ABSANS EPILEPTIK
SICANLARDA KATLANMAMIS PROTEIN YANITINA (KPY) ETKISININ
ARASTIRILMASI
Amac: Endoplazmik Retikulum (ER), transkripsiyon sonrast modifikasyonlardan baglayarak,
proteinlerin dogru katlanmasina kadar bir¢ok hiicresel fonksiyonla iliskilidir. Hiicre igi
kalsiyum dengesindeki bozulmalar, ER’in fizyolojik dengesini bozarak ER stresi
olusmaktadir. Norodejenaratif hastaliklarin patolojisinin  ER  stresi ile iliskili oldugu
sOylenmekle birlikte epilepsi ile ER stres arasinda iliskiyi gosteren ¢alismalar ¢ok smirlidir.
Calismamizin amaci, diisik ve yiliksek doz Tapsigargin (Tg) uygulayarak uyarilan ER
stresinin, Wistar Albino Glaxo/Rijswick (WAG/RIj) irki siganlarda davranis-6grenme,
epileptik aktivite iizerine etkilerinin, korteks ve talamus dokularinda molekiiler diizeyde

etkilerinin arastirilmasidir.

Yontem: Calismamizda 6-8 aylik WAG/Rij irki erkek si¢anlar kullanildi. Epileptik aktivite,
davranig-6grenme testleri ve molekiiler ¢alismalar igin ayr1 gruplar olusturuldu. Tg ve/veya
Serum Fizyolojik(SF), Dimetil-siilfoksit(DMSO) ’nun intraserebroventrikiiler uygulanabilmesi
icin kaniiller ve/veya EEG kayitlar1 igin elektrotlar yerlestirildi. Epileptik aktiviteyi
degerlendirmek icin EEG kayitlar1 alindi. Davranig-0grenme deneyleri i¢in lokomotor
aktivite, pasif kaginma ve water-maze testi yapildi. Molekiiler caligmalar icin GRP78 ve
ERp57 protein degisimleri western blot teknigi, PERK, XBP-1, ATF6, CACNA1IH mRNA
ifadelerini incelemek i¢in RT-PCR teknigi kullanildu.

Bulgular: 20 ng ve 200 ng Tg uygulamasi lokomotor aktivite ve pasif sakinma {izerine etkili
bulunmadi, water-maze testinde 200 ng Tg uygulamasi, naif ve 20 ng Tg uygulanan gruba
gore anlamli diisiis goriildi. 20 ng Tg uygulamasinda SWD aktivitesinin, 24. Saatte SF,
DMSO ve 200 ng Tg gruplarina gore yiiksek oldugu ve 48.saatte yiiksek kaldigi tespit edildi.
20 ng Tg uygulanan grupta, talamus dokusunda GRP78 protein miktar1, Eif2ak3, CACNA1H
ve XBP-1 mRNA ifadesinin arttig1 gozlendi. 200 ng Tg uygulamasinda talamus dokusunda
ATF6 mRNA ifadesinde artis goriildii.

Sonug: Diisiik doz ER stres kosullarinda artan GRP78 protein miktari, Eif2ak3, XBP-1 ve
CACNA1H mRNA ifadesi, talamik néronlarin hayatta kalma siireglerini tetikleyerek SWD
aktivitesi tizerine artirict etki gosterebilir. Yiiksek doz ER stress kosullarinda artan ATF 6
MRNA ifadesi pro-apoptotik stirecleri tetikleyerek SWD aktivitesini diislirmiis olabilir.
Anahtar sozciikler: Absans epilepsi, ER stresi, GRP78, ATF6, EIF2AK3, CACNA1H



ABSTRACT

INVESTIGATING THE IMPACT OF ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS (ERS)
ON UNFOLDED PROTEIN RESPONSE (UPR) IN ABSANCE EPILECTIC RATS
Objective: Endoplasmic Reticulum(ER) is associated with many cellular functions, from
post-transcriptional modifications to the correct folding of proteins. Disturbances in
intracellular calcium balance disrupts the physiological balance of ER. Although studies have
shown that the pathology of neurodegenerative diseases is associated with ER stress, studies
showing a relationship between epilepsy and ER stress are very limited. The aim of our study
was to investigate the effects of ER stress induced by low and high doses of Thapsigargin(Tg)
on behavioral learning, epileptic activity, and molecular levels in cortex and thalamus tissues

of Wistar Albino Glaxo/Rijswick (WAG / Rij) rats.

Methods: 6-8 month old WAG/Rij male rats were used in this study. Separate groups were
created for epileptic activity, behavioral-learning tests, and molecular studies. Electrodes for
EEG recordings and cannulas for applying Tg, SF(Saline) and DMSO(Dimethyl sulfoxide)
intracerebroventricularly, were placed on skull. EEG recors were taken to assess epileptic
activity. Locomotor activity, passive avoidance and water-maze test were performed for
behavior-learning experiments. RT-PCR technique was used to examine the expression of
PERK, XBP-1, ATF6, CACNA1H mRNA and western blot technique to examine GRP78 and
ERp57 protein changes.

Results: 20 ng and 200 ng Tg administration were not effective on locomotor activity and
passive avoidance, 200 ng Tg administration showed a significant decrease in water-maze test
compared to naive and 20 ng Tg group. It was found that the activity of SWD in 20 ng Tg
administration was higher than SF(Saline), DMSO and 200 ng Tg groups at 24th hour and had
remained to be high in 48th hour. In the group treated with 20 ng Tg increased GRP78 protein
amount, Eif2ak3, CACNA1H and XBP-1 mRNA expression in the talamus were observed.
An increase in expression of ATF6 mRNA in the thalamus tissue was observed with 200 ng
Tg administration.

Conclusions: Increased level of GRP78 protein amount EIF2AK3, XBP-1 and CACNA1H
MRNA expression in low-dose ER stress conditions may exert an enhancing effect on SWD
activity by triggering survival processes of thalamic neurons. Increased ATF 6 mMRNA
expression in high-dose ER stress conditions may have reduced SWD activity by triggering
pro-apoptotic processes.

Keywords: Absance epilepsy, ER stress, GRP78, ATF6, EIF2AK3, CACNA1H
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Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde

edilen unvanlar yazildi1 (Kapak sayfasina danigman adi yazilmamalidir).
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Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlar1 konuldu.
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Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AE
AMPA
ANNA-1
ATF 4
ATF 6
ATP
BCC
BSA
CaBP
CADPR
CHOP

CICR
CMV
DMSO
DSO
EEG
EMBASE
EMG
ER
ERAD
GABA
GADG65
GAERS
GAPDH
GHB
GIuR5
GRP78
HCN1
HIV
Hsp70
Hz

Absans Epilepsi

2-amino-3-(3-hydroksi-5-metilizosoksazol-4-yl) propiyonik asit
Tip 1 anti-noral niiklear faktor (Anti-neural nuclear factor type-1)
Aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (Activating transcription factor 4)
Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (Activating transcription factor 6)
Adenozin trifosfat

Bikukulin

Bovin serum albiimin

Kalsiyum baglayan proteinler (Calcium binding protein)

siklik ADP-riboz
Cytosine-cytosine-adenine-adenine-thymine-Enhancer-

Binding Protein (C/EBP) Homologous Protein

Kalsiyum kaynakli kalsiyum salinmasi

Sitomegaloviriis

Dimetil-siilfoksit

Diinya Saglik Orgiitii

Elektroensefalogram

Excerpta Medica dataBASE

Elektromiyografi

Endoplazmik Retikulum

Katlanmamuis protein yikimi

Gamma aminobutirik asit

Glutamik asit dekarboksilaz

Genetik absans epileptik siganlar Strasbourg
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz

Gamma-hidroksi-biturat

Glu(KS5) kainat reseptorii

Glukoz regule edici protein 78 (Glucose regulated protein 78)
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 1
Insan bagisiklik eksikligi viriisii (Human immunodeficiency viriis)
Is1 sok proteini (heat shock protein) 70
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IRE 1
KA

KDa
KDEL
KPY
MEDLINE
mTOR
NE
NMDAR
PCL
PDIA3/ERp57
PERK
PTX
PTZ
RNA
ROT
RT-PCR
SERCA
SF

SPo

SR

STZ
SWD

Tg

TRN

VB
VBKK
VGKC

VPA
WAG/Rij
WB

International League Against Epilepsy (Uluslararasi Epilepsiyle Savas
Dernegi)

Inozitol gerektiren enzim 1 (Inositol requiring enzyme 1)
Kainik asit
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1. GIRIS
1.1. Epilepsi Tanimi

Heniiz sinir sistemi hastaliklari i¢in sistemli tan1 yontemlerinin bulunmadigi 1870
yilinda, iinlii nérolog John Hughlings-Jackson ‘Konvulsiyonlar ile ilgili bir calisma’ adli
makalesinde epilepsinin tanimin1 ‘Konvulsiyon sadece bir semptomdur ve kaslar {izerine
etki eden sinir dokusunda ara sira goriilen, asir1 ve diizensiz desarjlar anlamina
gelmektedir’ seklinde yapmustir. Hughlings-Jackson, korteksin geleneksel olarak
uyarilamayan bir doku olduguna inanilmasina ragmen, epilepsi nobetlerinin korteksten
kaynaklandigini varsaymistir. Epileptik nobetlerin biiyiik bir olasilikla korteks ve striatum
beyin bolgelerinde bulunan gri maddenin kararsizligindan kaynaklandigini ileri stirmiistiir

(York ve Steinberg 2006).

Epilepsi nobeti, beyinde anormal, asir1 ve senkronize ndronal aktivite kaynakli gegici
belirtiler veya semptomlar olarak tanimlanmaktadir. 2004 yilinda epilepsi ndbeti icin
yapilan bu tanimlama, 2014 yilinda tekrar degerlendirildiginde degismeyerek ayni sekilde
ifade edilmistir (Falco-Walter ve dig. 2018). Epilepsi nobeti, klinikte motor, sensdriyel,
duygusal, biligsel ve otonom, siklikla pozitif (fokal ve/veya jeneralize kasilmalar ve
haliisinasyonlar gibi), nadiren negatif belirtilerle (cevreyle olan iliskinin kesilmesi)
sekillenmektedir (Derventv1998, Engel 2002). Kisacasi epilepsi, tekrarlayict nobetlerle
tanimlanan ve en az iki kere tekrarlanma egiliminde olan ndrolojik bir rahatsizliktir. 2014
yilinda epilepsinin  ‘hastalik’ yerine ‘rahatsizlik’ olarak belirtilmesi daha uygun
gorilmiigtir ~ (Fisher ve dig. 2005, Fisher ve dig. 2017). Nobetler farkli beyin
bolgelerinden kaynaklanabilir. Epileptik ndbetlerin klinik tablosunu bulunduklar1 farkli
anatomik yapilar belirlemektedir (Gale 1988).

1.2. Epilepsi Nobetleri ve Stmiflandirilmasi

Epilepsi nobetleri, International League Against Epilepsy (ILAE=Uluslararasi
Epilepsiyle Savas Dernegi) 1981 siniflandirmasina gére genel olarak i{i¢ ana grupta
toplanabilir;

1) Parsiyel nobetler

2) Jeneralize nobetler

3) Smiflandirilamayan epileptik nobetler (Cizelge 1.1).


https://www.ilae.org/

Cizelge 1. 1. Epileptik ndbetlerin klinik ve elektroensefalografik siniflandirmasi (ILAE
1981, www.turkepilepsi.org.tr).

EPIiLEPTIK NOBETLER

Parsiyel (fokal, lokal)
nobetler

Jeneralize nobetler
(konviilzif-konviilzif
olmayan)

Siiflandirilamayan
epileptik nobetler

a)Basit parsiyel nobetler
-Motor semptomlu
-Somatosensoriyel veya 6zel
duysal semptomlu
-Otonomik semptomlu
-Psisik semptomlu

-Absans ndbetleri
Tipik Absans nobetleri
Atipik absans
-Miyoklonik nobetler
-Klonik ndbetler
-Tonik nobetler
-Tonik-klonik nébetler

b)Kompleks parsiyel
nobetler (bilin¢ bozuklugu
ile giden)
-Basit parsiyel baslangici
izleyen bilin¢ bozuklugu
Basit parsiyel baslangici
izleyen biling bozuklugu
Otomatizmlerle giden
-Biling durumunun
baslangigtan itibaren
bozulmast
Sadece biling bozuklugu ile
giden
Otomatizmlerle giden

-Atonik ndbetler (astatik)
(ani digme nobetleri)

c)Sekonder jeneralize nobete
doniisen parsiyel nobetler
-Basit parsiyel nobetin
jeneralize nobete doniismesi
-Kompleks parsiyel nobetin
jeneralize ndbete doniismesi
-Basit parsiyel nobetin
kompleks parsiyel ndbete
doniismesi ve ardindan
jeneralize nobete doniismesi

Yeterli bilgi olmayis1 nedeni
ile yukaridaki kategorilere
dahil edilemeyen nobetlerdir.
Cigneme, ritmik g6z
hareketleri gibi bazi
yenidogan donemi ndbetleri
bunlardandir.

-Parsiyel : kismi, biitiiniin bir
bolimii

-Somato : viicut; sensoryel

-Otonomik: istem dis1
hareketlerle iligkili 6rnegin
kalp hizi, terleme gibi

-Psisik: hem akli hem de
beyni etkileyen

-Otomatizm; kisinin
kontrolu altinda olmayan yar1
amacl hareketler. Ornegin
yalanma, yutkunma
hareketleri, elbiseleri
cekistirme ve sarhos gibi
yiirlime seklinde hareketler.

- Sekonder jeneralize; sinirh
bir bolgeden baglayip yaygin
hale doniisen (genelde tonik-
klonik ndbet olusur)




1) Parsiyel nobetler: Nobetler beynin belirli bir bolgesinde bulunan hiicre toplulugunun
aktivasyonu sonucu olusuyorsa parsiyel nobetlerden bahsedilir. Viicudun belirli
bolgelerinde kasilmalarla karakterize olan sekli ‘basit parsiyel nobetler’ olarak
adlandirilirken, parsiyel nobetlere biling kayb1 eklendiginde kompleks parsiyel nobetler
olarak adlandirilmaktadir. Klinik ve EEG bulgulan ilgili bolgenin islevsel 6zelliklerini
isaret etmektedir (Dervent 1998).

2) Jeneralize nobetler: Beynin her iki yarim kiiresinde aym1 anda baglayan nobet
aktivitesidir.

Bu nobet tipleri ayrica epilepsilerin lokalizasyona gore smiflandirilmasina yardimci

olmaktadir.

3) Swniflandirilamayan epileptik nobetler: Yeterli bilgi olmamasi nedeniyle kategorilere

dahil edilemeyen nobet tipidir.

Nobetler sadece kasilmayla karakterize degildir, etkiledigi beyin bolgesine gore
uyusukluk, karincalanma hissi, tad, isitsel ya da gorsel duyularla ilgili haliisinasyonlara
sebep olabilir. Bu tiir ndbetlere duysal nobetler adi verilir. Kusma, terleme, kizarma veya

g0z bebeklerinin genislemesiyle karakterize nobet tiplerine ise otonom nébetler denir.

2017 yilinda ILAE epilepsi ndbetlerini yeniden siniflandirmis ve ndbetleri genel

olarak; fokal, jeneralize ve bilinmeyen seklinde {i¢ ana baslikta toplamistir (Cizim1.1).



Fokal Baslangigh

Jeneralize Baslangigh

Sebebi bilinmeyen

Bilingli/Bozulmus
bilinglilik

Motor Baslangigh

Otomatizma

Motor

Tonik-Klonik

Klonik

Tonik

Miyoklonik
Miyoklonik-tonik-klonik
Miyoklonik-atonik

Motor
Tonik-Klonik
Epileptik Spazm
Motor Olmayan
Donup kalma

Atonik

Tonik Atonik

Epilpetik Spazm Epileptik Spazm

Hiperkinetik Motor Olmayan

Miyoklonik (Absans)

Tonik Tipik Siniflandirilamayan
Atipik

Motor Olmayan Miyoklonik

Baslangig Gdzkpagi miyoklonisi

Otonomik

Donup kalma

Kognitif

Duygusal

Duysal

Fokalden bilaterale
tonik klonik

Cizim 1. 1. Nobet ¢esitlerinin giincel siniflandirilmasi, 2017 (https://www.epilepsy.org.au/about-
epilepsy/understanding-epilepsy/seizure-types-and-classification/; Fisher ve dig. 2017,
genisletilmis versiyon).

1981'den 2017'ye nobet tipi siniflandirilmasindaki degisiklikler su sekildedir;
1) Parsiyel (kismi) nobetler yerine fokal (odak) terimi kullanilmaktadir.
2) Nobet tipleri fokal, jeneralize baslangicl ya da sebebi bilinmeyen olabilir.
3) Sebebi bilinmeyen nobetler, hala siniflandirilabilen 6zelliklere sahip olabilir.
4) Biling (farkindalik), fokal nobetlerin siniflandiricist olarak kullanilir.
5) Idrak bozuklugu, basit parsiyel, kompleks parsiyel, sekonder jeneralize ndbetler gibi
kavramlar elimine edilmistir.
6) Yeni fokal nobet tipleri otomatizmalari, otonomik, davranis tutuklugu, bilissel,
duygusal, hiperkinetik, duyusal ve iki tarafli tonik-klonik noébetlere odaklanmayi igerir.
Atonik, klonik, epileptik spazmlar, miyoklonik ve tonik ndbetler fokal veya jeneralize

olabilir.



7) Yeni jeneralize nobetler; gozkapagi miyoklonili absans, miyoklonik absans,
miyoklonik-tonik-klonik, miyoklonik-atonik ve epileptik spazmlari igermektedir (Fisher ve
dig. 2017).
1.3. Epilepsinin Etiyolojisi ve simiflandiriimasi

ILAE, epilepsi i¢in alt1 etiyolojik kategori tanimlamistir; genetik, metabolik, yapisal,
immiinolojik, enfeksiydz ya da bilinmeyen kaynaklar (Falco-Walter ve dig. 2018, Katsarou
ve dig. 2017).
1) Genetik etiyoloji: Epilepsi i¢in patojenik oldugu diisiiniilen 6zgiin bir hastaliga neden
olan gen bolgesinde ya da sayisinda gergeklesen degisikler, epilepsinin genetik
simiflandirmas1 i¢inde yer almaktadir. Molekiiler genetik tanist yapilmadan aile
hikayesinde epilepsi tanis1 konmus olmasi ve tipik EEG paternlerinin goriilmesi de genetik
etiyolojisine dahil edilmektedir. Ancak genetik kaynakli epilepsilerin ¢ogunda aile hikayesi
bulunmamaktadir ve genetik degisikler hastada yeni olusmustur (Hildebrand ve dig. 2013).
2) Metabolik Etiyoloji: Metabolik bozukluklardan kaynakli epilepsi hastalarindan
bahsetmektedir. Ancak akut-semptomatik nobetle sonuglanan gegici metabolik bozuklugu
olan bir kiside nobetlerin ateslendigi seklinde degerlendirilemez. Bu nedenle bu kisilerde
epilepsi bulunmaz. Metabolik epilepsilerin ¢ogu genetik etiyoloji simnifina girmektedir
ancak bazilari sonradan edinilmis olabilir. Ornegin; piridoksin bagimli nébetler ve serebral
folat yetersizligi (Parikh ve dig. 2015).
3) Yapisal Etiyoloji: Klinik bulgular ve EEG ile uyumlu, hastanin ndbetine sebep oldugu
sonucuna varilmig norolojik goriintiiniin elde edilmesi, yapisal etiyoloji icerisinde
degerlendirilmektedir (Lapalme-Remis ve Cascino 2016). Nobet semiyolojisi ve EEG
bulgular ile uyusmayan goriintiiler, hastanin epilepsisi ile iliskili degildir. Bu nedenle
epilepsinin tanimlanmasi esnasinda dikkate alinmaz (Scheffer ve dig. 2017).
4) Immunolojik Etiyoloji: Epilepsinin baslamasina sebep olan oto-immunolojik
hastaliklardan bahsedilir. Antikor aracili limbik ensefalit, bilinmeyen orijinli epilepside
giderek artan oranda kabul goren bir nedendir, ancak bu etiyolojinin sadece limbik veya
ekstraselloz ensefaliti isaret etmedigine dikkat edilmelidir. Otoimmiin ensefalit ve epilepsi
arasindaki baglanti, néronal hiicre i¢i antikorlarla (GAD65, ANNA-1 ve Ma) ve noronal
hiicre yiizey antikorlariyla (VGKC kompleksi, NMDAR, AMPA, GABA-B ve GIuRb5)
kurulmustur (Correll 2013, Toledrano ve Pittock 2015).
5) Enfeksiyoz Etiyoloji: Bir akut enfeksiyon nedeniyle ndbet geciren bir hastayr degil,
kronik enfeksiyon sonucu gelisen epilepsiye sahip olan hastayr belirtir. Nobeti artmadigi
stirece akut enfeksiyon geciren bir hastanin durumu epilepsi olarak nitelendirilemez
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(dolayisiyla epilepsi tipi smiflandirma yapilmamalidir). Enfeksiyoz etiyolojilere 6rnek
olarak sunlar verilebilir: noérosistiserkoz, Human Immunodeficiency Virus (HIV),
Cytomegalovirus (CMV), serebral toksoplazmoz. Bunlarin birgogu yapisal etiyoloji olarak
da diisiiniilebilir. Tedavi edilmis bir enfeksiyondan dolay1 nébet gecirmis hastalar (6rnegin;
menenjit), enfeksiyon kaynakli epilepsi icerisinde siniflandirilabilir (Vezzani ve dig. 2016).
6. Bilinmeyen Etiyoloji: Sebebi hala tespit edilememis epilepsi hastalarini tarif etmektedir.
Epilepsiler etiyolojik bir zeminde 3 ana baslik altinda toplanmustir;
1) Idiopatik Epilepsi: Sebebi bilinmeyen epilepsi tiirii olarak tanimlanmustir. Genellikle
ailesel kokenli veya genetik oldugu diisiiniilmektedir. Idiopatik epilepsilerde gelisme
basamaklar1 normaldir ve herhangi bir patolojik siire¢ tespit edilemez. Ailesel 6zellik

dikkati ¢eker.

2) Semptomatik Epilepsiler: Tanimlanmasi ve anlasilmasi kolay olan epilepsi tiiriidiir.
Altta yatan biyokimyasal veya organik sebepler bilinmektedir. Enfeksiy6z hastaliklar,
timor ve gegcirilmis travmalar epilepsinin seyrini etkiler.
3) Kriptojenik Epilepsiler: Sebebi bilinmeyen epilepsi tiirlerine verilen genel bir addir.
Genellikle semptomatik oldugu diistiniiliir. Ancak siniflandirilmaya yetecek olgiitlere sahip
degildir.

Etiyolojik durumu belirlenmis olan durumlar “epilepsi”, belirlenmemis olanlar ise
“epilepsi sendromu” olarak tanimlanir.
1.4. Epilepsinin Epidemiyolojisi

Epilepsi; her yasta, cesitli cografik bolgelerde, farkli sosyal ve ekonomik sartlarda
gorlilebilen ve diinya genelinde 65 milyon insanmi etkileyen norolojik bir rahatsizliktir
(Katsarou ve dig. 2017). Goriilme sikligi motor ndron hastaliklarindan yiiz kat, multipl
sklerozdan on kat daha fazladir (Porter 1993). 2010 yilinda Diinya Saghk Orgiitii (DSO,
WHO=World Health Organisation) epilepsiyi, bas agrisindan sonra ikinci en sik goriilen ve
sikinti veren ndorolojik rahatsizlik olarak tanimlamistir (Fiest ve dig. 2016). Epilepsinin
goriilme siklig1 tilkelerin gelismislik diizeyine gore degismektedir. Evrensel bir rahatsizlik
olmasma ragmen, goriilme sikligi esit olmayan bir dagilim gostermektedir. Epilepsi
hastalarmin %80'1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde goriilmektedir. Epilepsi insidansinin ve
prevalansimin diisiik gelirli {ilkelerde diger iilkelere oranla daha yiiksek oldugu ve bu
durumun disiik gelirli iilkelerde tedaviye ulasimin daha zor olmasindan kaynaklandigi
bildirilmistir (Espinosa-Jovel ve dig. 2018). Antiepileptik tedavi goren hastalarin %20-
30’u tedaviye yanit vermemektedir (Kwan ve Brodie 2000).



Fiest ve arkadasglariin Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(MEDLINE, MEDLARS) ve EMBASE (Excerpta Medica dataBASE) verilerine dayanarak
yapmis olduklar1 meta-analiz ¢alismalarinda, aktif epilepsi prevelansini 1000 kiside 6.8,
yasam boyu prevelansi ise 1000 kiside 7.90 olarak hesaplamislardir. Epilepsinin yillik
kiimiilatif insidansinin 100.000 kiside 67.77, insidans oraninin ise 10000 kiside 61.44
oldugunu hesaplamislardir. Yas ve cinsiyetin epilepsi prevelansini etkilemedigini ancak
yasam boyu prevelans ve insidans oraninin orta ve diisiik gelirli iilkelerde daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir (Fiest ve dig. 2016).

1.5. Absans Epilepsi

Absans epilepsi, aktivitenin durmasi ve gegici bir biling degisikligi ile iligkili olarak
yaygin, konvulsif olmayan ndbetlerle karakterize olan 6zel bir epileptik sendromdur. Bu
absans nobetleri, genellikle hastalarda hafif otomatizma ya da uzuvlari, gz kiiresini veya
g6z kapaklarimi etkileyen orta derecede tonik-klonik bilesenlerle goriiliir(Panayiotopoulos
1999). Tipik absans nobetleri EEG’de bilateral, senkron ve diizenli 3-Hz SWD ile
iligkilidir. Bu nébetler ilk 6nce 5-7 yas civarinda goriiliir ve daha sonra sessiz uyaniklik,
dikkatsizlik ve uyku ile uyanis arasindaki gecislerde diizenli olarak meydana gelir.
Genellikle 10-20 saniyeden (sn) az siirer, ancak bazi hastalarda sik goriiliir. Absans
nobetlerinin farmakolojik duyarlili§i oldukca essizdir: diger bircok epilepsi formunda
etkisiz olan etosiliksimid tarafindan bastirilir, fakat tedavisi i¢in ayn1 zamanda bazi genis
spektrumlu antiepileptik ilaglar da kullanilir (6rn. Valproat ve daha az etkinlik igin
lamotrijin) (Tenney ve Jain 2014, Glauser ve dig. 2013). Jeneralize konvulsif ve parsiyel
nobetlere karsi oldukga etkili olan karbamazepin ve fenitoin ile absans nébetleri
siddetlenirler (Panayiotopoulos 1999). Absans nobetleri yaninda biligsel ve duysal
komorbiditeler de tanimlanmistir ancak baska nérolojik bozukluklarla iliskili degildir
(Caplan ve dig. 2008). Tipik g¢ocukluk ¢agi epilepsisinde, ergenlik doneminde hastalarin
yaklasik %70'inde diizelme goriilmektedir.

Genetik jeneralize epilepsiler, klinik 6zelliklerine ve elektroensefalogram (EEG)
karakteristigine gore siniflandirilan ve tanist konan elektroklinik sendromlar olarak
tanimlanmaktadir (Berg ve dig. 2010, Scheffer ve dig. 2017). Genetik jeneralize epilepsi
yaygindir ve epilepsi tanisinin yaklagik %20'sini olusturur (Jallon ve Latour 2005).
Jeneralize absans epilepsilerin EEG kayitlarinda ayirt edici 6zelligi; bilateral senkron,
simetrik ve jeneralize ‘diken dalga desarjlari’dir (SWD=Spike Wave Discharge). Absans
nobeti tanimlayan SWD’nin siiresi hakkinda genel bir fikir birligi yoktur. Sadlier ve

arkadaslar1 absans ndbetleri iki kritere gore tanimlamistir; (1) herhangi bir zamanda klinik
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bulgulara eslik eden SWD’ler ve (2) klinik bulgularin eslik etmedigi ve 2 sn.den fazla
stiren SWD’ler. 2 sn.den az siiren, klinik bulgularin eslik etmedigi desarjlar interiktal
fragmanlar olarak adlandirilmaktadir (Sadleir ve dig. 2009). SWD kompleksinin
maksimum genligi en sik fronto-sentral bolgede (%96,3) goriiliir, bunu fronto-polar (%2,4)
ve oksipital (%1.3) bolgeler izler. Son yapilan ¢alismalarda klinik bulgular olsun ya da
olmasin 3 sn. ve daha fazla siiren SWD, absans nobet olarak degerlendirmektedir (Dlugos
ve dig. 2013).

Cesitli absans nobetleri tanimlanmistir (Berg ve dig. 2010, Luders ve dig. 2006;
Getaut 1970). En ¢ok bilinen ve 1981'de ilk olarak ILAE tarafindan tanimlanan, tipik ve
atipik absans nobetlerdir. Her iki nobet arasinda biiyiik farklar vardir. Tipik absans ndbeti,
klinik ozelliklere ve iktal ile interiktal 6zelliklere gore tanimlanir. Tipik bir absans epilepsi
nobetinde SWD frekans1 2-4 Hz araliginda goriilmektedir (Cizim 1,2). Atipik absans
nobetli bireylerin genellikle yavas bir EEG arka plani vardir. Bu ndbet tipine genellikle
zihinsel yetersizlik ve diger bir¢cok ndbet tipi eslik edebilir. Tibbi tedaviye daha zayif yanit
verir ve daha kotii bir klinik tablo sergiler (Cizelge 1.2).

Cocukluk c¢ag1 absans epilepsisi ve juvenil absans epilepsisi, bu sendromlarin her
birinde nobet tiirii tipik absans nobeti olan arketipik absans epileptik sendromlaridir (ILAE
1981, 1989). ILEA c¢ocukluk ¢agi epilepsisi i¢in sendrom simiflandirmas: asagidaki
kriterleri icermektedir:

(1) Okul ¢agindaki ¢ocuklarda ortaya ¢ikar (6—7 yas arasi pik goriilmektedir),

(2) Sik absans ndbetler goriiliir (giinde birkag defa veya daha fazla),

(3) EEG, normal bir arka plan aktivitesi tizerinde, genellikle 3 Hertz (Hz), bilateral,
senkron simetrik SWD’ler ortaya koymaktadir (Cizim 1.2),

(4) Ergenlik doneminde siklikla jeneralize tonik-klonik ndbetler gelisir. Absans

ndbetler, daha seyrek olabilir ya da nadiren tek nobet tipi olarak devam edebilir.
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Cizim 1. 2. Tipik bir absans epilepsi ndbetinin EEG kaydi. Frontosentral maksimada jeneralize,
simetrik, senkron ve diizenli 3 Hz SWD goriilmektedir (Seneviratne ve dig. 2017).

Cizelge 1.2. Absans nobetlerin bulundugu sendromlarin ILAE tarafindan siniflandirilmas1 Carney

ve Jackson 2014)

Sendrom

Absans Epilepsi tiirii

Diger epilepsi tiirleri

Jeneralize genetik
epilepsilerin alt sendromlar1

Cocukluk ¢agi absans epilepsi

Juvenil absans epilepsi

Juvenil miyoklonik absans
epilepsi

Gozkapagi miyoklonili absans
nobet

Miyoklonik absans nobetli
epilpesi

Diger Sendromlar

Lennox-Gastaut sendromu

Genetik epilepsiye eslik eden
febril nobetler

Tipik absans epilepsi

Tipik absans epilepsi

Tipik absans epilepsi
Gozkapagi miyoklonili tipik
absans epilepsi

Miyoklonik absans apilepsi

Atipik absans epilepsi

Generalize tonik klonik nébet
Generalize tonik klonik nobet,

miyokloni, absans status

Generalize tonik klonik nobet,
miyokloni

Generalize tonik klonik nobet,
miyokloni

Generalize tonik klonik nébet

Tonik nébetler, Generalize
tonik klonik nobet, fokal
nobetler

Generalize tonik klonik nobet,
miyokloni, digerleri




1.6. Absans Epilepsi Teorileri
1.6.1. Sentrensafalik Teori

1941'de Jasper ve Kershman, petit mal absans nobetleri olan hastalarin EEG’lerini
analiz ederek nobetleri, her iki hemisferde ani baslayan ve sonlanan ve yiiksek diken dalga
aktivitesi ile karakterize etmislerdir. Kortikal kokenli bir kanit bulunmadigindan dolayi
Jasper ve Kershman nobetlerin subkortikal bir kokene sahip oldugunu 6ne siirmiislerdir
(Jasper ve Kershman 1941). Varsayilan subkortikal odak es zamanli olarak her iki
hemisfere de yansimaktadir. Boyle bir subkortikal odak varligi, 1942 yilinda Morison ve
Dempsey tarafindan talamokortikal baglantilarin arastirilmasi ile desteklenmistir. Spesifik
talamokortikal projeksiyon sistemine ek olarak, talamusun intralaminar niikleuslar1 olan
nispeten kiiciik talamik bir bolgeden koken alan nonspesifik diffiiz baglantilar1 olan ikinci
bir talamokortikal projeksiyon sisteminin varligini1 géstermislerdir. Ayrica bu intralaminar
talamik projeksiyonlarin tim kortekse yayildigini ancak 6zellikle maksimum SWD’lerin
goriildiigii parietal ve frontal bolgelere yayildigini géstermislerdir (Marison ve Dempsey
1942). Bu bulgular 1s181nda 1947'de Jasper ve Droogleever Fortuyn ‘Talamik stimiilasyon
modu’ olarak adlandirilan ilk deneysel diken dalga modelini olusturmuslardir (Jasper ve
Fortuyn 1947). intralaminar talamusun sn.de 3 kez uyarilmasinin, hafif anestezili kedilerde
3 sn.de bir bilateral es zamanl diken dalga EEG paterni iiretebildigini bulmuslardir. 3 Hz
intralaminar talamik uyarmin kedi ve maymunlarda absans nobetlere benzer davraniglara
yol agtigin1 gostermislerdir (Hunter ve Jasper 1949). Penfield, bilinci koordine eden ve her
iki hemisfere projeksiyon yapan bu yaygin sinir sistemini Sentrensefalik entegrasyon
sistemi olarak tanimlamistir (Penfield 1952). Bu sistemin beyin sapinda ve diensefalonda
yer aldigi ileri siirilmiistiir. Sentrensefalik sistem, biling kaybi ile EEG’de bilateral
baslangicli jeneralize nobetlerden sorumlu tutulmustur (Cizim 1,3).
1.6.2. Kortikal Teori

Jeneralize desarjlar i¢in santral odak hipotezi destek alsa da, 1952'de Gibbs ve Gibbs,
yaygin kortikal siire¢lere bagli olarak SWD’lerin kortekste olustugunu ileri siirmiislerdir.
Hastalardaki bulgular ayrica sentrensefalik teorinin gecerliligi hakkinda ciddi siipheler
dogurmustur. 1953 yilinda Bennett, petit mal nobetleri olan hastalara, korteksi besleyen
karotis artere konvulsif ilag olan pentilenetetrazol (PTZ) enjeksiyonunun, jeneralize SWD
aktivitesi olusturdugunu gostermistir (Bennett 1953). Aksine, bu ila¢ diensefalon ve beyin
sapin1 besleyen vertebral arter icine enjekte edildiginde bu tiir tepkiler gozlenmemistir.
Gloor bu bulgulari hastalar ve kedilerde dogrulamistir (Gloor 1968, 1969). Jeneralize

nobetleri olan hastalarda tek tarafli intrakarotid PTZ enjeksiyonunun, Klinik olarak petit
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mal durumuna benzeyen uzamig bilateral senkronize jeneralize paroksismal SWD’lere
neden oldugu gozlenmistir. Diger yandan, intravertebral uygulama ndbet desarjlarinin
zayiflamasina neden olmustur. Bu bulgular Gloor’un jeneralize kortikoretikiiler epilepsiler
kavraminin temelini olusturmustur.

Sentrensefalik teoriyi destekleyen Panfield ve Jasper, kortikal uyaranin ya da kortikal
bir lezyonun absans nobete yol agmasinin imkansiz oldugunu 6ne siirmiislerdir. Ancak
Bancaud bu goriisii ¢liriitmiistiir (Bancaud 1969). Hastalardan alinan derin kayitlar, nobet
sirasinda meydana gelen desarjlarin baslangigta kortekste, 6zellikle de frontal lobda bir
lezyon bolgesinde lokalize olabilecegini gdstermistir. Bu gozlemler sonucu, SWD’lerin,
kortikokortikal yollarla tiim korteks boyunca hizli bir sekilde yayilan ve frontal korteksteki
fokal desarjlar aracilifiyla olustugu ileri siirilmiistiir. Klinik gézlemler temelinde kortikal
teorinin diger savunucular1 Liiders ve Liedermeyer’dir. Bu arastirmacilara gore, birincil
jeneralize epilepsi, kortikal anormalligin ifadesidir (Liiders ve dig. 1984, Niedermeyer
1972). Talamusun jeneralize epilepsilerin olusumuna kesinlikle katildigin1 ancak normal
fizyolojik talamokortikal etkilesimleri yiiriitmede ikincil gorevi oldugunu ileri
stirmiislerdir. Primer jeneralize epilepsilerde jeneralize SWD mezofrontal kortekste tiretilir
ve hizlica tiim korteks boyunca yayilir (Niedermeyer 1996). Bu goriis, jeneralize nobetlerin
derin elektrot kayitlariyla fokal orijinin tespit edilmesi ve ayni elektrotla uyarilmasi sonucu
nobetlerin ortaya ¢ikma olasiligina dayanmistir (Cizim 1.3).

1.6.3. Kortikoretikiiler Teori

Gloor, SWD’lerin olusumunda kortikoretikiiler mekanizmanin rol oynadigini ileri
stirmustiir. Kortikoretikiiler teoriye gore, SWD’lerin olusmasinda hem korteks hem de
talamik retikiiler ¢ekirdeklerin ve beyin sapinin rolii oldugunu bildirmistir (Gloor 1968,
Gloor 1969). Prince ve Farrell tarafindan gelistirilen hayvan modeliyle kortikoretikiiler
teori desteklenmistir (Prince ve Farrell 1969). Bu arastirmacilar, penisilinin (PCL)
kedilerde jeneralize, bilateral, senkron SWD’lere neden oldugunu gostermislerdir. Bu ‘kedi
PCL jeneralize epilepsi modeli’, insan primer absans epilepsi modeli olarak kabul
gormiistiir (Gloor ve dig. 1990). Uyku igciklerini ¢agristiran kedi talamus orta hattinin
diisiik frekansli uyarilmasi ve rekiirren cevaplar, PCL uygulandiktan sonra bilateral
jeneralize SWD’lerin olusumunu uyarmistir. Epileptik desarjlarin korteksin anormal
cevaplarindan m1 yoksa talamustan gelen anormal yayilimdan mi kaynaklandigi sorusu,
PCL’nin kortikal uygulamasimin SWD iiretebildigi bir deney ile cevaplanirken, PCL’nin
talamusa uygulanmast SWD olusumuna yol agmamistir. Gloor ve arkadaslari, SWD

olusumunda sorumlu olan kritik faktoriin korteksin uyarilabilirligindeki artis oldugunu ileri
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stirmiislerdir. Bu asir1 uyarilabilir epileptojenik durumda kortikal néronlar, talamokortikal
yayilimlara igcik yerine SWD olusturarak yanit vermektedir. Hem talamus hem de
korteksin varligt SWD gelismesi i¢in gerekmektedir, SWD’lerin bilateral senkronizasyonu
icin corpus callusum’a intiya¢ vardir. Faz-kilitli atesleme ¢alismalarinda desarjlarin
kortekste talamusa gore birka¢ dongli daha erken basladigi goriilmiistiir (Avoli ve dig.
1983). Bu durum, korteksin ilk olarak SWD patlamasinin paroksismal salinimini
baslattigin1 ve ikincil olarak talamusu siiriikledigini gostermektedir. Salinim harekete
gecirildiginde, talamus ve korteksin birbirini tetikledigi acikca goriilmesine ragmen,
talamik noronlarin kortikal karsiliklarina (muadillerine) gore biraz daha erken ya da sonra
ateslendigi goriilmiistiir. Kortikoretikiiler teori, en ¢ok kabul goren absans teorilerinden biri
olmakla beraber, korteks ve talamusun nispi katkilar1 ve tam mekanizmalar1 hala tartisma
konusudur. Kedi PCL modelinin insan absans epilepsi modeli igin gegerli bir model olup
olmadigi tartigmaya agik bir konudur. Kedi PCL modelinin en 6nemli dezavantaji, SWD
kortikal uyarilabilirliginin farmakolojik olarak artirilmis olabileceginden, korteksin
roliiniin asir1 vurgulanmis olmasidir (Cizim 1.3).
1.6.4. Talamik Saat Teorisi

Buzsaki, 1991 yilinda, belirli bir sigan susu olan Fischer 344 sicanlarinda meydana
gelen spontan SWD’lerin (yiliksek voltajli igcikler) talamokortikal mekanizmalarini
aragtirmistir. Korteks yoklugunda talamik yiliksek voltajli igciklerin olusumu devam
ederken, talamik lezyon olusturulan hayvanlarda kortikal igciklerin kayboldugunu
gozlemlemislerdir. Daha spesifik olarak, retikiiler talamik ¢ekirdegin secici lezyonlarinin
yiiksek voltajl igleri baskiladigin1 géstermislerdir. Serbest hareket eden sicanlardan alinan
kayitlarda, kortikal ve talamokortikal relay hiicrelerinin EEG diken dalgasiyla es zamanl
ateslendigi, buna karsin retikiiler talamik niikleus ndronlarinin yavas dalga bileseni
sirasinda ateslendigi goriilmiistiir. Lokal yliksek voltajli igciklerin alan potansiyellerinin
talamausta korteksten birka¢ dongii daha erken bagladigi goriilmiistiir ve talamusta
ateslenen ritmik hiicre sayisinin, desarjlarin EEG kayitlarinda goriinlir olmadan 6nce
kademeli olarak arttig1 gozlenmistir. Buzsaki bu gozlemlere dayanarak, 'talamik saatin’
desarjlardan sorumlu oldugunu ileri stirmiistiir (Buzsaki 1991). Retikiiler talamik niikleus,
talamik saat i¢in pacemaker hiicrelerini igermektedir. Birkag retikiiler talamik hiicrenin
ateslenmesi talamokortikal relay hiicrelerinde patlamaya neden olmaktadir ve bu durum

daha ¢ok retikiiler talamik hiicrenin uyarilmasina yol agmaktadir.
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1.6.5. Kortikal Odak Teorisi

Meeren ve arkadaslariWistar albino Glaxo-Rijswijk (WAG/RIj) irki siganlarda lineer
olmayan iliski analiz yontemini kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismada, nobet boyunca
¢oklu SWD'lerin olusmasindan sorumlu somatosensor korteksin perioral bolgesinde tutarli
bir kortikal “odak” gostermislerdir (Meeren ve dig. 2002). Bu odak arkasindaki diger
kortikal alanlarda artan mesafeyle paralel olarak SWD'lerin siirekli geciktigini ve
SWD'lerin ortalama yayilma hizinin 1,5metre/sn(m/sn) oldugunu gozlemlemislerdir.
Fonksiyonel olarak birbirine bagli kortikal ve talamik bdlgelerin her birinin digerini
etkiledigi ve bu iki yonlii baglantinin yoniiniin tek bir ndbet boyunca degisebildigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte, ilk 500 milisaniye (msn) boyunca kortikal odagin
talamusu tutarli bir sekilde yonettigi, sonrasinda ise ritmik desarjin siirdiiriilmesi boyunca
korteks ve talamusun karsilikli etkilesim ile birbirlerini yonettikleri bulunmustur. Bu
sonuglarin tiimi, talamusun desarjlar icin birincil uyar1 kaynagi olarak davrandigini
belirten ortak varsayimla uyumsuzdur.

Sicanlarda talamik birimlerin kortikal birimlerde uyariya yol agtifini gdsteren
hiicresel talamokortikal iligkilere yonelik daha onceki bulgular, yapilan bu ¢alismalardaki
kortikal kayitlarin perioral fokal alandan nispeten uzak yerlerden elde edilmis oldugu
gercegi ile agiklanabilir. Bu duruma, farkli kortikotalamik zaman iliskileri neden olabilir.
Calismadan elde edilen bulgular, jeneralize SWD olusumunda kortikal bir odagin lider bir
rol oynadigini gdstermektedir. iki tarafli olarak jeneralize SWD olusumunun, ndbetlerin
yayillmast i¢in uygun bir durumda olan anatomik ve fonksiyonel olarak bozulmamis
kortikotalamik agda miimkiin oldugu 6ne siiriilmektedir. Bu durum, kendiliginden patlayan
kortikal piramidal hiicrelerin, talamokortikal relay ve retikiiler talamik hiicrelerin hafif ve
orta diizeyde hiperpolarizasyonuyla karakterize edilir; bu da onlan yiliksek frekansl
aksiyon potansiyeli patlamalar1 liretmeye olduk¢a yatkin kilar. Kortikal odakta ilk once
normal veya epileptik diken olusmaktadir. Eksitator hiicrelerin genis ara baglanti 6zelligi
sayesinde, kortikal agin yeterince engellenememesi ve kontrol edilememesi durumunda,
kortikal odak “kagak” uyarmin olusmasi i¢in son derece duyarli hale gelir (Luhmann ve
dig. 1995).Boyle bir kagis durumunda, birkag piramidal hiicrenin senkronize olarak
patlamasi, diger eksitator hiicrelerin hizli bir sekilde uyarilmasina ve néronlarin hizli bir
sekilde topluca uyarilarak, epileptik diken olusumuna neden olur. Ilk olusan diken,
somatosensoriyel korteksin perioral bolgesinde (S1po) goriiliir. Daha sonra hizlica tim
kortekse yayilarak jeneralize desarjlar seklini alir. Bu ilk olay, olusan dikenleri diken dalga

aktivitesine geviren, bozulmamus talamokortikal ag icinde bir dizi siireci baslatir. ilk birkag
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dongii sirasinda, kortikal odak talamusu harekete gecirir ve boylece korteks ve talamusun
birbirini tetikleyerek uyariyr amplifiye ettigi devre baslamis olur. Diken-dalga aktivitesinin
korteks Ttizerindeki hizli yayilimi, kisa aralikli intrakortikal liflere ve uzun aralikli
asosiyasyon liflerine sahip hiicrelerin popiilasyonuna baglidir. Bunlar korteks altinda yer
alan beyaz maddeye ilerleyerek diger kortikal bolgelerle kapsamli baglantilar kurarlar.
GABAerjik inhibisyonun bozulmasi, WAG/RIj irki siganlarin intrakortikal agini bu
yayilmaya karsi olduk¢a hassas hale getirir. Somatosensoriyel korteksin perioral kismu,
GABA inhibisyonunun daha siddetli bozukluguna maruz kalarak zayif bir kortikal odaga
ya da “sicak noktaya” doniisiir ve diken iiretimi i¢in diigiik bir esik degerine sahip olur. Bu
kortikal odak, desarjlarin ana tetikleyicisidir, ancak daha sonraki korteks ve talamus
arasindaki etkilesimler goz Oniinde bulundurulursa, kortikal odak teorisinin kortikal ve

kortikoretikiiler teoriler arasinda bir sentez oldugu goriilmektedir.

Cizim 1. 3. Absans epilepsi teorileri, (Meeren ve dig. 2005)
1.7. Absans Epilepsi Modelleri

Absans epilepsinin patofizyolojisini anlamak, jeneralize idiyopatik epilepsi
hakkindaki ve nobetler sirasinda es zamanli yanit vermeme acisindan genel anlayisimizi
gelistirmek i¢in Odnemlidir. Aslinda, absans epilepsi genellikle diger epilepsi formlari ile
paylastig1 birgok EEG ve davranis 6zellikleriyle jeneralize epilepsinin prototipik bir formu

olarak kabul edilir. Mevcut antiepileptik ilaglar ve ¢ogu durumda remisyonu ile kontrol
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edilmesi gercegiyle birlikte klinikte absans epilepsi calisilmasi, ¢ogu hastanin geng
yagindan dolayr nadiren goriilmektedir. Bu nedenle, absans epilepsi ile ilgili mevcut
mekanistik bilgimiz farelerde ve siganlarda genetik ve farmakolojik modellerde yapilan
deneylerden toplanmistir (Jarre ve dig. 2017). Bununla birlikte, bazi hastalarin daha
siddetli fenotipler (6rn. Biligsel kusurlar, remisyon yok) gelistirmesi ve iligkili beyin
fonksiyonlarmin (6rnegin, biling) mekanizmalarinin daha iyi anlagilmas: ihtiyaci, absans

epilepsi ile ilgili ¢alismay1 oldukga alakali hale getirmektedir.

Farmakolojik ajanlar akut yada kronik uygulanarak absans epilepsi modeli
olusturulabilir. Tipik ya da atipik absans epilepsi modelleri olusturmak i¢in PCL, Bikukuin
(BCC), pentilentetrazol (PTZ), Pikrotoksin (PTX), gamma-hidroksi biturat (GHB)
kullanilan kimyasal ajanlardir, bu ajanlar GABAerjik sistem iizerine etkilidir. Bunun yani
sira kronik uygulanan metilazoksimetanol asetat (AY-MAM) ve kolesarol sentaz inhibitori
(AY-9944) atipik absans epilepsi modelleri olusturmak i¢in kullanilmaktadir (Cortez ve
dig. 2015).

Genetik hayvan modelleri i¢in tek gen mutasyonuna sahip fare modelleri olan
stargazer, leaner, mocha, ducky, letharjik kullanilmaktadir. Absans tipi konvulsif olmayan
nobet kriterlerini tasiyan ve ¢ok kullanilan deneysel modeller arasinda spontan SWD'ye
sahip poligenetik modeller olan WAG/RIij ve GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats
from Strasbourg) 1rki siganlar kullanilmaktadir. Bu hayvan modelleri, insan absans
epilepsisinin davranigsal ve karakteristik 6zelliklerini bir arada tasimaktadir (Vergnes ve
dig. 1982, Coenen ve Luijtelaar 2003).

Genetik olduklarindan, bu modeller, bireylere, dogal durumlara yakin, klinik
durumlara yakin calisma konusunda essiz bir firsat sunmakta ve boylece insan AE'sinin
patofizyolojisini ve yasam boyunca evrimini anlamak icin ideal kosullar saglamaktadir.
Donakalmayla iliskili spontan SWD'lerin ortaya ¢ikisini gosteren EEG kayitlarina dayanan
farelerde ve siganlarda farkli genetik modeller tarif edilmistir. Ug ana 6zellik, bu modellere
absans epilepsi anlayisina 6nemli bir deger katmaktadir;

(1) SWD'leri, 6miir boyu siiren, serbestce hareket eden ya da hareketsiz hale getirilmis
hayvanlarda diizenli olarak kaydetme imkani,
(2) Epileptik ve Epilepsi olmayan suslar arasindaki verilerin karsilagtirilmast,
(3) Nobetlerin baglamasindan 6nce epileptik hayvanlari kesfetme olasiligi,
Bu ozellikler bir¢ok arastirmada genis bir sekilde c¢alisilmis olan iki sican modelinde

bulunmaktadir; WAG/Rij ve GAERS. Monogenik mutasyonlarin bulundugu fare
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modellerinde elektrofizyolojik yontemler daha az kullanilmasina ragmen, AE'nin
patofizyolojisini anlamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Depaulis ve Charpier 2017).
AE'nin tiim genetik modellerinde, hayvanlar, paryetal ve frontal korteksler lizerinde EEG
kaydi alinirken, aniden baglayan ve desenkronize bir arka plan aktivitesi lizerinde aniden
biten ve senkronize olan SWD'ler sergiler. Insan hastalarda oldugu gibi, postiktal
depresyon yoktur. Hayvan modellerinde, tiirler ne olursa olsun, SWD'ler 5 ila 9 Hz
arasinda bir frekansa sahiptir ve 1 saniyeden 60 saniyeye kadar siirebilmektedir. Ancak,
SWD’lerin goriilme sikligi, modele, hayvanlarin yasina ve test kosullarina bagl olarak 1
ila 260 SWD/saat arasinda ¢ok degisken olabilir. Bazi hayvan modellerinde (6rnegin,
GAERS, WAG/RIj, Stargazer), spike frekanst SWD'lerin baslangicinda daha yiiksektir
(sican modellerinde 11 HZz'e kadar), ancak SWD'lerin baslangicindan birkag¢ saniye sonra
yaklasik 7-9 Hz'lik bir frekans goriiliir. Bu frekans degisimi, SWD'lerin altinda yatan
ndronlarin ates Oriintiisiindeki dinamikleri yansitabilir ve farkli devrelerin SWD'lerin ilk
birkag saniyesinde hizla toplanabilecegini gostermektedir. SWD’ler genellikle “davranigsal
tutuklama” olarak adlandirilan hayvan hareketliliginin kesintiye ugramasiyla iligkilendirilir
(van Luijtelaar ve Coenen, 1986, Vergnes ve dig. 1982, Noebels ve dig. 1990, Zwingman
ve dig. 2001, Noebels ve Sidman, 1979). Hem farelerde hem de sicanlarda biyiklarin
velveya ¢ene kaslarinin ritmik segirmesi de siklikla gériillmektedir. Hem GAERS hem de
WAG/Rij'de EMG o6lgiimlerinin yapildigi ¢aligmalarda, SWD'ler sirasinda boyun kas
tonusunun azaldigini ve bu azalmanin SWD siiresinin sonuna kadar devam ettigini
gosterildi. Baz1 hayvanlarda, zaman zaman dil ¢ikintilar1 ile hafif ¢igneme goézlenebilir.
Absans epilepsinin temel 6zelliklerinden biri olan SWD'ler sirasinda ¢evreyle baglantinin
kesilmesi, hem 6diil hem de pozitif motive edilmis bir ayrimcilik testi kullanmak igin bir
kola baski yapmak {izere siganlara egitim vererek, hem GAERS hem de WAG / Rjj
sicanlarinda ele alinmistir. SWD'ler sirasinda hayvanlar kola basma hareketleri kesintiye
ugradi ve nobetlerin durmasi lizerine tekrar basladi (Vergnes ve dig. 1991, van Luijtelaar
ve dig. 19914, van Luijtelaar ve dig. 1991b).

WAG/Rij ki siganlar inbred olarak {iretilmis ve EEG kayitlarinda SWD'ler
saptanmistir. Alt1 aylik tim yetiskin WAG/Rij susunda ortalama 5 saniye siiren, 7-10 Hz
frekanslarinda ritmik desarjlar goriilmektedir. SWD'ler EEG kayitlarinda 2-3 aylikken
goriilmeye baslar. Saatte yaklasik 16-18, giinde 300-400 desarj goriilmektedir. Nobetler
sirasinda ylizde miyoklonik jerkler, biyiklarin seyirmesi, solunumda hizlanma, kafa
sallama hareketi ve goz segirmeleri eslik etmektedir. Uyku-uyaniklik durumu SWD'lerin
goriilme sikligini etkilemektedir (Coenen ve Luijtelaar, 2003).
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1.8. Absans Epilepsi Patofizyolojisi

Absans epilepsi patofizyolojisi hakkinda ilk bilgiler Jasper ve Droogleever-Fortuyn
tarafindan elde edilmistir. Kedide yapmis olduklar1 caligmalarda intratalamik elektriksel
uyarim sonucu kortikal EEG kayitlarinda bilateral, senkronize, 3 Hz frekansli SWD’lerin
olustugunu goézlememislerdir (Jasper ve Fortuyn 1948). Sonrasinda absans epilepsi
patofizyolojisi hakkinda yapilan g¢aligsmalar talamusun ventrobasal g¢ekirdegi (VB) ve
talamik retikiiler néronlar (TRN) hiicrelerinin rol aldig1 talamik déngiiniin SWD olusumu
icin O6nemli oldugu gosterilmistir (Avoli ve Gloor 1982, Danober ve dig. 1998,
Blumenfeld, 2005). TRN hiicreleri korteks ve talamus arasinda bilgi transferinden
sorumludur. Absans epilepsi patofizyolojisi hakkinda cesitli teoriler iiretilmis olsa da
giiniimiizde SWD’larin olusumu i¢in fonksiyonel ve anatomik olarak bozulmamis
talamokortikal dongiiniin gerekli oldugu bilinmektedir. Meeren ve arkadaslarinin yapmis
olduklar1 kortikal odak teorsinin temeli olan ¢alismada, uyarinin somatosensoriyel korteks
(Spo) bolgesinde basladigi ve tim kortekse yayildigini, ilk 500 ms korteksin odagi
yOnettigini gostermislerdir. Daha sonra SWD olusumunun devami i¢in korteks ve talamus
karsilikli etkilesim iginde olur (Meeren ve dig. 2002). Genetik absans epilepsili GAERS ve
WAG/R]j 1rki sicanlarda yapilan galismalar, kortikal odak teorisini destekler niteliktedir.
Etosiiksimid, lidokain ve fenitoin kortikal odaga uygulanlmasinin SWD olusumunu
baskiladigi gozlenmistir (Sitnikova ve van Luijtelaar, 2004, Manning ve dig. 2004,
Gurbanova ve dig. 2006). Molekiiler ¢aligmalar ise WAG/Rij wrki siganlarda Spo
bolgesinde sodyum kanallariin ekspresiyonunda artig, hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated channel 1 (HCN1) kanal ekspresiyonunda azalma oldugu tespit edilmistir
(Klein ve dig. 2004, Strauss ve dig. 2003). GAERS 1rki1 siganlarda yapilan ¢aligmalarda ise
SPo’nun V ve VI tabaka noronlarindan alinan kortikal kayitlarda SWD’lerin bu bolgede
basladig1 gosterilmistir (Polack ve dig. 2007).

Absans nobetler, normal uyku igcikleri osilatér ritimler iireten talamo-kortikal
dongiiniin anormal dongiiler {iretmesi sonucu ortaya ¢ikar (Destexhe ve dig. 1999). Absans
ndbetler daha ¢ok uykudan uyanikliga geg¢is siirecinde goriilmektedir (Crunelli ve Leresche
2002). Felin jeneralize absans epilepsi modeli olan kedilerde kas i¢i PCL enjeksiyonu
sonrasi olusan SWD’lerin 7-14 Hz frekansinda olan uyku igciklerinden kaynaklandigi ve
artarak devam ettigi gézlenmistir (Gloor ve Fariello 1988). Anti-absans etkili etosiiksimid
uygulamasinin in-vitro kesit preparatlarinda talamik osilasyonlarin baskilandigi
gozlenmistir (Hugunard ve Prince 1994). Uyarilabilirligi artmis kortikal noronlar,

talamusta hizli GABAA aracili inhibisyon mekanizmasinin yerine yavas GABAB aracili
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inhibisyon mekanizmasin1 devreye soktugu diisiiniilmektedir, normal uyku igciklerinin
olusumunda TRN’da GABAA aracili inhibisyon ger¢eklesmektedir (Blumenfeld ve
Coulter 2008). Bunun yan1 sira SWD olusumunda korteks derin tabakalarinda N-metil D-
aspartat (NMDA) ile uyarilmis eksitasyonun arttigi ve II-1ll tabakalarda GABA ile
uyarilmis inhibisyonun azaldigi diisiiniilmektedir (Pumain ve dig. 1992, Luhmann ve dig.
1995).

1.9. Absans epilepsi patolojisinde T-tipi Ca** kanalinin rolii
Voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 (VBKK), 1967 yilinda tanimlanmistir. Yapilan

cesitli calismalarda elektrofizyolojik ve farmakolojik 6zelliklerine gore ¢esitli VBKK'lar
tespit edilmistir. T-tipi (kisa siireli), L-tipi (uzun siireli), N-tipi, P-tipi, Q ve R tipi kanallar
tanimlanmistir. T-tipi kalsiyum kanallar1 diisiik voltajli uyaranlar ile etkilenmektedir. Bu
nedenle ¢esitli dokularda pacemaker aktivitesi i¢cin 6nemlidir. T-tipi kalsiyum kanallart;
sinoatriyal diigiim, atriyoventrikiiler diiglim, diiz kas hiicresi kalbin iletim dokusunda ve
ozellikle noéronlarda yogun bir sekilde bulunmaktadir. In-vitro kesit preparatlarinda
elektriksel uyari ile olusturulan talamik osilasyonlar, T-tipi kalsiyum kanallarini bloke
eden etosiiksimid ile baskilanmaktdir. SWD aktivitesinin kaynagi olan talamo-kortikal
osilasyonlardan, talamus ve korteks arasinda bilgi akisindan sorumlu olan talamik retikiiler
¢ekirdekler (talamic reticular nucleus, TRN) sorumludur (Avanzini ve dig. 1993). Kendi
icindeki noronlarin yani sira talamik relay cekirdeklerine projeksiyon yapan TRN,
GABAerjik noronlardan meydana gelmektedir. GABAerjik aktivitenin artmasi uzun siiren
hiperpolarizasyona neden olarak diisiik voltaj kapili T-tip1 kalsiyum kanallarinin aktif hale
gelmesinden sorumludur (Manning ve dig. 2003). T-tipi kalsiyum kanallar1 Ca+2
dikenlerine neden olarak talamokortikal dongiideki patlama tarzi (burst) anormal osilator
karakterin goriilmesinde énemli rol alir (Huguenard ve Prince, 1992; Perez-Reyes, 2003).
Yapilan bircok c¢alisma T-tipi Ca’* kanallarmin absans epilepsi ile iliskisini
gostermektedir. Genetik absans epilepsili sicanlarda kalsiyum kanal mRNA ekspresiyon
diizeyi ve T-tipi kalsiyum akimlar1 6zellikle TRN bolgesinde artis oldugu gozlenmistir
(Talley ve dig. 2000; Tsakiridou ve dig. 1995). Multifaktoriyel genetik bir hastalik olan
absans epilepsi etiyolojisinde, ¢ocukluk ¢agi absans epilepsilli hastalarda, absans epilepsi
genetik modeli olan GAERS susu siganlarda, T-tipi kalsiyum kanal geni olan CACNA1H
geninde mutasyon oldugu gozlenmistir (Chen ve dig. 2003; Powell ve dig. 2009). Tipik
absans epilepsi tedavisinde valproik asit ve etosiiksimide (tek ya da kombine) iyi cevap

verirken vigabatrin ve tiagabin gibi GABA-mimetik ilaglar absans nobetleri
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kotiilestirmekte ve rodent modellerinde yapilan calismalardan da goriildiigii iizere SWD
sayl1 ve siiresini arttirmaktadir. Bu da absans epilepsisinin aslinda bir inhibisyon

mekanizma bozuklugu olabilecegini diistindliirmektedir.

1.10. Endoplazmik retkulum ve Kkalsiyum metabolizmasi
Hiicre i¢i kalsiyum akis1 (Ca2 "), canli organizmalarda gerekli olan 6nemli biyolojik

olaylarin aktivasyonu ve diizenlenmesi i¢in Onemlidir. Hiicre igindeki baslica Ca®
kalsiyum depolar1 olan Endoplazmik Retikulum (ER) ve Sarkoplazmik Retikulum (SR)
hiicre i¢i kalsiyumun dengelenmesinde ve artirilmasinda merkezi rol oynamaktadirlar. Bu
organellerin morfolojisi, kalsiyum baglayic1 proteinlerin (CaBP'ler), diizenleyici
proteinlerin, pompalarin ve reseptorlerin dagilim ile birlikte Ca®" salma kinetigini lokal ve
global diizeyde etkilemektedir. Transkripsiyondan hiicre biliylimesine ve proliferasyona
kadar, hiicre i¢i kalsiyum (Ca®") gecici salimimlari bir organizmanin émriinii devam
ettirmesi i¢in ¢esitli molekiiler yolaklar: harekete gegirir. Ca?* sinyallemesinin etkinligi ve
hizi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 Ca* konsantrasyonlar1 arasindaki yaklasik 20,000 kat farklilig
muhafaza etme yetenegi ile giiclendirilir (Clapham 2007). Uyarilmayan hiicrelerde
dinlenme durumunda Ca®* konsantrasyonu yaklasik 0,1 pM’dir. Hiicreler uyarildiklarinda
sitozolik Ca?* konsantrasyonu 1uM diizeyine ¢ikmaktadir, sonugta birgok biyolojik siireci
tetiklenmektedir (Berridge ve Bootman, 2000). Sitozolik Ca®* 'daki bu artis, Ca®*
sinyalizasyon sisteminin uyarlanabilir yapis1 ve organizasyonu nedeniyle hiicresel
fonksiyonlarin genis bir repertuarini kontrol edebilir. Ca®" kanallari, pompalar1 ve CaBP'ler
farkli dokularda eksprese edilmektedir. Ca?* sinyal yolaklar1 gen ekspresyonu gibi yavas,
norotransmitter salinimi gibi hizli siireglerin baslatilmasi igin gesitli mekansal-zamansal
paternler liretmek tizere uyarlanmistir (Berridge ve dig. 2003; Berridge 1998; Dolmetsch
1998). Bu islemleri baslatan biiyiik hiicre i¢i Ca** depolar1 olan ER ve onun kas
hiicrelerinde 6zel formu olan SR’dur. ER, global bir etki yaratabilmek i¢in inositol 1,4,5
trifofattan (IP3) baslayarak, reaktif oksijen tiirlerine kadar bir ¢ok iiriinle etkilesime girerek
Ca?* ve stres sinyallerini iletir. ER, hiicre i¢i kalsiyum sinyalinin merkezidir. Inositol 1,4,5-
trisfosfat reseptorii (IP3R) ve ryanodin reseptorii (RyR), ER ve SR membraninda bulunan
birincil Ca®* salim kanallaridir (Berridge, 2009; Lanner ve dig. 2010). Bu reseptorlerin
kalsiyum aktivasyonu, kalsiyum kaynakli kalsiyum saliverilmesi (CICR) olarak
adlandirilan ve biiytik 6lctide hizli hiicre i¢i Ca®* gecislerine katkida bulunan rejeneratif bir
kalsiyum saliverme siireci baglatir. CICR kas hiicrelerinde ve kalp néronlar1 dahil

noronlarda yogun olarak calisilmistir (Berridge, 1998; Marrion ve Adams, 1992;

19



Verkhratsky ve Shmigol, 1996). IP3 ve siklik ADP-riboz (cADPR) gibi ligandlarin,
sirastyla, IP3R ve RyR'yi kalsiyuma duyarli hale getirdigi bilinmektedir (Endo, 2009; Seo
ve dig. 2015). Sarko-endoplazmik retikulum Ca®* ATPaz (SERCA) pompasi, ER / SR
membraninda bulunur ve Ca®* sinyalini sonlandirarak istirahat sitosolik [Ca®'] 'yi eski
haline getirir (Vandecaetsbeek 2011). Liimen i¢i ER Ca?* ayrica ER'nin fonksiyonuna
aracilik eder (Burdakov ve dig. 2005). ER'de Ca’* dalgalanmalari protein katlanmasim
etkiler ve katlanmamis protein yanitinin olusmasini tetikler (Malhotra ve Kaufman, 2007).
ER'nin heterojenligi ve plastisitesi, fonksiyonunun diizenlenmesine katkida bulunmaktadir
(Rizzuto ve Pozzan 2006).

ER, ii¢ farkli bicime sahip kesintisiz bir ag olarak goriiniir ve 6zel islevlere eslik eder.
Graniilli ER (GER) diizlestirilmis keseler olarak goriiniir ve protein sentezi ic¢in
ribozomlar igerir. Diiz ER (SER), Ca?* depolama ve serbest birakmada anahtar islevlere
sahip, uzatilmis, silindirik bir agdir. Cekirdegin etrafi ¢evreleyen uzantist niikleer zarf (NE)
olarak adlandirilir. NE ayrica ribozomlarla donatilmigtir ve gen transkripsiyonu igin
cekirdegi Ca’* ile besler (Lam ve Galione 2013). ER, hiicre kapasitesinin % 10'undan
fazlasini alarak hiicre boyunca uzanir. Bu sekilde ER, ¢esitli organel ve membranlarla, yani
plazma membrani, mitokondri, lizozomlar ve endozomlarla etkilesime girebilir. ER ile bu
mikro- alanlarin etkilesimlerinin yerel diizenlenmesi, hiicresel ca?* dinamiginin kapsamli

kontroliinii saglar.

1.11. Endoplazmik Retikulum stresi ve katlanmams protein yaniti

ER transkripsiyon sonrasi modifikasyonlardan bagslayarak, membran ve salgi
proteinlerinin dogru katlanmasi kadar bir¢ok hiicresel fonksiyonla iligkili bir organeldir.
Proteinlerin fonksiyonlarin1 kazanabilmeleri i¢in dogru katlanarak {i¢ boyutlu yapilarini
kazanmalar1 gerekmektedir. ER’de katlanmalardan sorumlu proteinler bulunmaktadir.
ER’e gelen polipeptid zincirleri ER igerisinde bulunan bu molekiiller sayesinde c¢esitli
diizenlemelerden gecerler ve daha sonra katlanirlar. ER’de katlanan proteinler karmasik
yapida olanlardir, basit yapili proteinler sitoplazmada katlanirlar (Dobson ve dig. 1998).
ER stresi olarak bilinen yanlis katlanmis protein birikimi katlanmamis proten yaniti (KPY)
olarak adlandirilan, translasyonun azaldigi, yanlis/katlanmamis proteinlerin yeniden
katlandig1, en sonunda protein yikimina (ERAD) kadar gidebilen bir siireci baglatmaktadir.
Bu siire¢ proteostazi (Okaryotik protein homeostazisi) dengelemeye c¢alismaktadir.

Bununla birlikte yanlis katlanmis/katlanmamis proteinlerin asir1 birikimi protein katlanma
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kapasitesini artirdiginda, KPY dokunun homeostazisini devam ettirebilmek amaciyla
stresli hiicreyi ekarte etmek i¢in apoptozu baslatmaktadir (Murao ve Nishitoh 2017).

Bir hiicre ER stresinin iistesinden gelmek i¢in KPY olarak adlandirilan sinyal yolaginin
aktivasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. KPY nin aktivasyonu PERK, ATF6 ve IRE1 olarak
adlandirilan 3 farkli ER stres sensorii tarafindan diizenlenmektedir Katlanmamis protein

cevabi li¢ cesit sinyal yolagi bulunmaktadir;

*  Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (Protein kinase-like Endoplasmic
Reticulum Kinase, PERK) sinyal yolagi,

*  Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (Activating transcription factor, ATF6) sinyal
yolagi

* Inozitol gerektiren kinaz 1 (Inositol-regiring kinase-endoribonuclease, IRE1) sinyal
yolu diger adiyla IRE1a/XBP-1 yolagi.

1.12. GRP78
BiP ve HSP5a olarak da bilinen 78-kDa glukoz regiile edilmis protein GRP78, ER

stresinden sonra aktif hale gelen, katlanmamis protein yanitinda iyi bilinen roliiniin
otesinde ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. GRP78 hiicre canlilifini siirdiirmede birden fazla
islevi vardir. Farkli noktalarda ifadesi yliksek derecede diizenlenmistir. Transkripsiyon
seviyesinde, GRP78, Hsp5a geni tarafindan kodlanir. Is1 soku protein-70 (Hsp70)
familyasinda en bol olan proteindir, fakat bu ailenin diger iiyelerinden farkli olarak, 1s1
soku ile indiiklenmez, ¢ilinkii GRP78 promotorii 1s1 sok elemanindan yoksundur. GRP78'in
seviyeleri hiicre i¢inde nispeten diisiik seviyelerde tutulur, ER ve kalsiyum homeostazisini
etkileyen stresler altinda onemli Olclide artar. GRP78 ilk olarak 1977 yilinda glikoz
icermeyen ortamda kiiltiirlenen tavuk embriyo fibroblastlarinda giiclii bir sekilde
indiiklenen bir 78-kDa preaktifeini olarak kesfedilmistir (Shiu ve dig. 1977). Daha sonra,
GRP78 ekspresyonunun, kalsiyum iyonofor A23187 gibi, tapsigargin ve BAPTA-AM gibi
kalsiyum selatorler ve tunikamisin gibi salgi inhibitorleri tarafindan indiiklenebildigi
gozlendi (Resendez ve dig. 1985, Suzuki ve dig. 1991, Lee, 2006).

GRP78 molekiiler saperon olarak hareket etmektedir ve gelismekte olan proteinlere
baglanir (Haas ve Wabl 1983). Sitozolik HSP70 gibi, N terminal ATPaz ve C-terminal
peptid baglayan bolgeleri igcermektedir. GRP78 ayrica kalsiyum baglayan bir proteindir
(Maattanen ve dig. 2010). Yiiksek kalsiyum konsantrasyonunda inhibe olur ancak
kalsiyum yoksunlugunda ATPaz aktivitesi wuyarilir. Bir ER sinyal peptidinin

mevcudiyetinden dolay1i, GRP78 esas olarak ER liimeninde bulunur, bununla birlikte bazi
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kosullar altinda sitozol, nukleus, mitokondri veya plazma membranina yeniden dagitilir
veya salgilanir (Suzuki ve dig. 1991). Bu nedenle, farkli yerler GRP78'i farkli molekiiler
sinyalleme olaylarim1 tetikler. GRP78, protein sentezi boyunca hemen olgunlagsmamis
polipeptid zincir veya dogru katlanmig proteinlere gecici olarak baglanir. Bununla birlikte,
yanlig katlanmis veya mutant proteinlerle iligskisi uzar. Bu uzamis iligki baglanan
proteinlerin yikimuiyla iliskili bir sinyaldir ve ¢ok basamakli bir siire¢ olan ERAD, GRP78
ve yanlis katlanan proteini taniyan diger ER’de bulunan proteinler tarafindan baglatilir.
GRP78, ana efektorler olarak hareket eden ii¢ ER transmembran proteinini islevsel olarak
diizenleyerek katlanmamis protein yanitim1 diizenler; IRE1, ATF-6 ve PERK. GRP78,
stressiz hiicrelerde IRE1, PERK ve ATF6'ya baghdir ve akut ER stresi sirasinda bu

katlanmamis protein yanit sensorlerinden ayrilir.
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Cizim 1. 4. ER stresi sirasinda aktif olan yolaklar ve molekiiller (Murao ve Nishitoh,
2017).

1.13. PERK
PERK/elF2a yolagi norodejeneratif hastaliklarla oldukca iliskilidir. PERK monomeri

ER membraninda N-terminal ucunda GRP78/BiP ile bagli halde inaktif halde
bulunmaktadir. C-terminal ucu ise kinaz bolgesi igermektedir (Cui ve dig. 2011). GRP78'in
PERK'den ayrilmasiyla aktif p-PERK olusumu igin dimerizasyon ve oto-fosforilasyon

reaksiyonlar1 gergeklesir. Aktif PERK okaryotik translasyon baslatici faktor 2 (elF2)'lin a
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alt birimini ser51 bdlgesinden fosforilleyerek genel protein sentezini durdurur (Harding ve
dig. 1999). PERK/p-elF2a kompleksinin olusmasi tiim protein sentezini durdurmaz, ER
stresi kosullarinda anlatimi olan genler mevcuttur (Harding ve dig. 2000, Lu ve dig. 2004).
Bu genlerden biri de hiicresel metabolizmada, redoks hemostazinda ve apoptozda rol alan
aktive edici tranksripsiyon faktori 4 (ATF4)'dir. Fizyolojik kosullar altinda gen
anlatiminin durmasit stresli hiicrenin stres durumunu ekarte etmesi ve dogru protein
katlanmasini saglamaktadir. Eger hiicre stres kosullarini asabilirse p-elF2a, GADD34
tarafinda de-fosforillenir (Novoa ve dig. 2001). Ancak stres durumu devam ederse ATF4,
apoptotik Cytosine-cytosine-adenine-adenine-thymine-Enhancer-Binding Protein (C/EBP)
Homologous Protein (CHOP)'i aktif hale getirir. Hafif ER stresinden ve CHOP kontrollii
Olim sinyaline kadar PERK ile indiiklenen koruma arasindaki anahtar1 belirleyen
zamanlama veya diizenleyici sinyaller anlasilmamastir, fakat ndrodejenerasyon baglaminda

son derece Onemlidir.

1.14. ATF 6
ATF 6 basit 16sin fermuar protein tasiyan tip 2 transmembran transkripsiyon

faktoridiir. Diger KPY yolaklarindan farkli bir aktivasyon mekanizmasi mevcuttur. ER
stresi sartlarinda GRP78/BiP saperonundan ayrildiktan sonra ATF 6, ER'den Golgi
aygitina hareket eder. Golgi igerisinde bir serin proteinaz olan S1P ve bir metalloproteinaz
olan S2P enzimleri tarafindan kesilir. Pargalanan ATF 6'nin N-terminalinde bulunan bZIP
bolgesi serbest kalir ve sitozole geger. Sitozolden sonra niikleusa gider ve ER stresiyle bas
etmek i¢in 6nemli olan XBP1, GRP78, disiilfit izomerazlar1 (PDIs), ar1 ve ERAD
proteinleri gibi UPR hedef genlerinin anlatimini1 artirir (Murao ve Nishitoh 2017).
ATF6’nin bir diger izoformu olan CREBH (ATF6p) yine ayn1 proteolitik siirecten gecer ve
nukleusa gegerek inflamatuar genleri tetikler. ATF6’nin yani sira intra-transmemban
proteolizis tarafindan diizenlenen birka¢ ER-transmembran proteini daha tanimlanmistir.
ATF6’dan farkli olarak bu proteinlerin ifadeleri dokular icin 6zellesmistir ve gesitlilik
gostermektedir. ER stresi sartlarinda aktif hale geldikleri ve KPY’ye katkida bulunduklari
bilinmesine ragmen tam olarak mekanizmalar1 agiklanamistir (Murao ve Nishitoh 2017,
Schonthal 2012).

1.15. IRE1/XBP-1:
Okayotlarda oldukc¢a korunmus bir sekilde bulunan IRE1, N-terminal ucunda ER

stresini algilayan kisim, C-terminal ucunda ise serin/treonin kinaz ve endoriboniikleaz

aktivitesi gosteren kismi bulunmaktadir. GRP78’in N-terminal ucundan ayrilmasiyla
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tetiklenen oligomerizasyon ve oto-fosforilasyon araciligyla aktif hale gelmektedir. Aktif
IREY1’in endoriboniikleaz kismi, X baglayici protein 1' (XBP1)'in ad1 verilen transkripsiyon
faktortinin  MRNA’sindan 26 niikleotidlik intron par¢asinin ¢ikarilmasimi Kkatalize
etmektedir. Bu reaksiyon sonucunda aktif sXBP1 transkripsiyon faktorii olusmaktadir.
sXBP1, oncelikle ER saperonlari ya da hiicreyi koruyan genler gibi, protein katlanmasinda
onemli olan saperonlarin ERAD, KPY genlerinin anlatimini artirmasiin yani sira ER
genislemesine katkida bulunan fosfolipitlerin sentezlenmesinde gereklidir. Bunun yani sira
IRE1, ER protein yiikiinii azaltmak i¢in diizenlenmis IRE1 bagimli yikim (RIDD) olarak
adlandirilan bir siirecle diger MRNA’larin da yikimini saglamaktadir. IRE1, tiimor nekroz
iligkili faktor 2 (TAF2) ile kompleks olusturma yoluyla c-jun n terminal kinaz (JNK)
yolagin1 ve ER membrani lizerinde apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1 aktif hale getirerek

apoptoza neden olur (Murao ve Nishitoh 2017, Schonthal 2012).

1.16. ERp57
ER igerisinde ¢6ziinebilen bir tiol-disiilfid oksidoreduktaz olan ERp57, PDIs ailesine

tiyedir. ERp57 kalneksin ve kalretikulin adi verilen lektin saperonlara baglanarak yeni
sentezlenmis glikoproteinlerin katlanmalarma yardimci olur (Frickel ve dig. 2004).
Bulundugu hiicre bdlgesine gore ¢esitli biyolojik fonksiyonlari bulunmaktadir. ER
icerisinde plazma membraninda, mitokondri, sitoplazma icerinde ve nukleusta
bulunmaktadir. ERp57°nin diizenlenmesinin bozulmas: kanserden ndorodejeneratif
hastaliklara kadar ¢esitli patolojilere zemin olusturmaktadir (Hettinghouse ve
dig.2018).Sahin ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢calismada WAG/Rij ki siganlarda
ERp57 protein miktarinin hem talamus hem de korteks dokusunda kontrole diisiik
oldugunu gostermislerdir (Sahin ve dig. 2018).
1.17. Tapsigargin

Tapsigargin (Tg), yapisal olarak sesqueterpene lactone olarak smiflandirilmaktadir
ve Thapsia garganica bitkisinden elde edilmektedir. Memeli hiicrelerinde tiimor
baslaticisidir. Anti-malariyal ilag olan artemisinin de bir sesqueterpene lactone'dur, ER
membraninda bulunan SERCA etkileyerek hiicre ici Ca*? dengesini bozmaktadir.Bu
bilesik, mast hiicreleri dahil olmak tlizere bir dizi bagisiklik hiicresinin aktivasyonundan
ortaya c¢ikabilecek giiclii tahris edici Ozelliklere sahiptir. Tg, ayn1 zamanda, tanimlanmis
timor promotdrlerinin ¢ogunlugu gibi protein kinaz C'yi aktive etmese de, fare derisinde
zay1f bir ikinci evre tiimor promotoriidiir (Jackson ve dig. 1988). Bu bilesigin plazma

membran kalsiyum pompasi da dahil olmak tlizere diger iyon-kapili ATPaz {izerinde
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herhangi bir etkisi yoktur. Tg, SERCA ile geri doniisii olmayan bir reaksiyon
olusturmaktadir (Sagara ve dig.1992). Ayrica hiicre i¢i Ca** dengesini bozmasi sebebiyle
enzim mekanizmalarini da etkilemektedir.

Zhang ve dig. yapmis olduklar1 bir ¢alismada Tg’nin uyardigi ER stresinin iskemik
beyin hasarima etkisini aragtirmislardir ve doza bagl bir etkisi oldugunu gézlemlemislerdir.
Yaptiklart bu c¢aligmada C57BL/6 fareler kullanilmis ve i.c.v olarak 2-200 ng TG
uygulanmistir. 20 ng TG uygulamasinin beyin hasarini azalttigini ancak daha yiiksek
dozlarda uygulanmasinin beyin hasarini artirdigini géstermislerdir (Zhang ve dig. 2014).

Giiniimiizde ER Ca®* depolarinin epilepsi iizerine etkisi hakkinda ¢ok az sayida
calisma vardir. Sokal ve arkadaglarinin yapmis olduklar ¢alismada hipokampal ndron
kiiltirlerinin bikukulin uygulamasi1 oncesi Tg ile inkiibasyonu, bikukulin kaynakli
uyarilmada azalmaya neden oldugunu gézlemlemislerdir (Sokal ve dig. 2000). Rutecki ve
dig. in vitro hipokampal dilimlere pilokarpin veya (RS) -3,5-dihidroksifenilglisin
uygulamasiyla indiiklenen iktal desarjlarm, ER-Ca®* depolarim etkileyen Tg veya
dantrolene tarafindan bloke edildigi gostermislerdir (Rutecki ve dig. 2002). Son zamanlada
yapilan bir ¢alismada ise, nitrik oksit ile indiiklenen riyodin reseptdriiniin aktivasyonunun
genetik olarak susturulmasinin, kainatin neden oldugu status epileptikus tarafindan

tetiklenen hiicre 6liimiine karsi koruma sagladigi bulunmustur (Mikami ve dig. 2016).
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2. AMAC
Absans epilepsi idiyopatik, jeneralize, c¢ok faktorlii genetik etiyolojiye bagh

nonkonviilsif bir epilepsi tiiriidiir. Absans epilepsisi 16 yasin altindaki her 100.000
cocuktan 2-8'ini etkiler, 3 ila 8 yaslar1 arasinda baslar. Tipik absans ndbetlerinin
karakteristik EEG bulgusu aniden baslayip aniden biten bilateral, simetrik, senkronize 2.5-
4 Hz frekansinda SWD aktivitesidir. Absans epilepsili yetiskinlerin %10-15’inde SWD'ler,
diger jeneralize epilepsilerle kombine bir sekilde goriilebilmektedir. Deneysel ¢alismalarda
kullanilan genetik absans epilepsili WAG/Rij 1rki siganlarda epileptik ndbetlerin klinik,
farmakolojik ve EEG ozellikleri, insan absans epilepsi ndobetleri ile benzerlik
gostermektedir.

WAG/Rij k1 siganlarda SWD’lerin ortaya ¢ikisinda fonksiyonel ve anatomik olarak
intakt bir talamokortikal dongiiniin gerekli oldugu, karsilikli etkilesim ile birbirlerini
yonettikleri kabul edilmektedir. Absans epilepsisinin talamokortikal dongii igerisinden
kaynaklandig1 bilinmekle birlikte altinda yatan hiicresel mekanizmalar heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Yapilan bir¢cok calisma T-tipi Ca®* akimlarinin absans epilepsi ile
iliskisini gdstermektedir. Oncelikle Ca?* kanal mRNA ekspresyonlarmin ve T-tipi ca?t
akimlariin genetik absans epilepsili sicanlarda 6zellikle talamik retikiiler ¢ekirdekde artis
gosterdigi bulunmustur. Tipik absans epilepsi tedavisinde kullamlan T-tipi Ca** kanali
antagonisti olan valproik asit ve etosiiksimid (tek ya da kombine) nobet paternini
tyilestirmektedir.

ER Okaryotlarda protein katlanmalarinin diizenlendigi en Onemli organeldir.
Kompleks yapidaki proteinler ER’de katlanir. Ribozomlarda iiretildikten sonra, ER’e gelen
polipeptid zincirleri ¢esitli diizenlemelerden gecerek katlanirlar. Protein katlanmasinin
kontrol edilmesi ve yanlig katlanan proteinin yikima gonderilmesi ER’in gorevidir. ER
fonksiyonunu asan fizyolojik ve patolojik durumlarda limende katlanmamis ya da yanlis
katlanmis proteinlerin  birikimi meydana gelir; bu durum ER stresi olarak
tanimlanmaktadir. ER stresi olustuktan sonra hiicrede homeostazi saglamak ve stresten az
zararla kurtulmak tizere KPY adi verilen bir takim hiicre i¢i sinyal yolaklarindan olusan
olaylar dizisi aktif hale gelmektedir. KPY 6ncellikle hiicre yasaminin devamini saglamaya
calisir, ancak stresle bas edemedifi zaman apoptoz mekanizmalar1 devreye girmektir.
Glukoz yoksunlugu, Ca*? hemostazinin bozulmas, viral enfeksiyon, genetik mutasyonlar,
ve hipoksi gibi durumlar ER stresine neden olabilmektedirler.

Bu caligmada ER stresi olusturmak icin kullanilacak olan Tg, yapisal olarak

sesqueterpene lactone olarak smiflandirilmaktadir ve hiicre i¢i Ca™ dengesinin
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diizenlenmesinde rol alan birka¢ mekanizmadan biri olan ER membraninda bulunan
SERCA kanallarim1 etkileyerek Ca™ dengesini bozmaktadir. SERCA pompalari
araciligiyla Ca*?un hiicre i¢inden tekrar hiicresel depolaria geri donmesini engelleyerek
hiicre icresinde ER stresinin olusmasmna ve KPY'nin baslamasma neden olmaktadir. ER
icerisinde bulunan protein katlanma siireclerinde rol alan ve kalsiyuma bagimli olan
molekiillerin (ERp57 gibi) islevlerinin yerine getirmesini durdurmaktadir. Onemli bir
hiicre i¢i ikinci mesajc1 olan Ca*?, hiicre siklusunun ilerlemesi, apoptoz ve ¢ogalma gibi
birgok hiicresel siiregte Onemli rol oynamaktadir. Gelisen ER stresi ile tetiklenen
apoptozun bir¢ok dejeneratif hastalikla ile iliskili olabilecegini gosteren caligsmalar
bulunmaktadir.

Bu calismada WAG/R1ij irki siganlara 20 ng ve 200 ng Tg iki farkli dozda i.c.v
uygulanarak bozulan ER katlanma yanitinin, absans epilepsi patogenezi tizerine molekiiler
ve fonksiyonel diizeyde etkilerinin arastiritlmasi planlanmistir. Bu amagla molekiiler,
elektrofizyolojik ve davranis diizeyinde arastirmalar yapilacaktir.

Bu calismada beyin dokusunda ER stresi esnasinda talamus ve korteks bolgelerinde
aktif hale gelen yolaklar1 molekiiler olarak incelemek i¢cin GRP78 ve ERp57 protein
miktarmin degisimi western blot teknigi kullanilarak, PERK, XBP-1 ve ATF6 mRNA
diizeyinde ifadeleri RT-PCR yontemi kullanilarak arastirilacaktir. Ayrica ayni dokularda
ER stresinin, T-tipi kalsiyum kanallarinin ekspresyon seviyelerine etkisi RT-PCR
kullanilarak belirlenecektir.

ER stresi esnasinda absans nobet aktivitesi tizerine fonksiyonel etkiler EEG kaydi
alinarak SWD say1 ve siireleri degerlendirilerek incelenecektir. ER stresin spasyal 6grenme
ve bellek iizerine etkilerini degerlendirmek i¢in davranis deneyleri olarak lokomotor
aktivite testi, water maze testi ve pasif sakinma testleri yapilacaktir.

Hiicresel fizyolojik siiregleri giiglii bir sekilde etkileyen ER katlanma yaniti;
hiicrenin homeostazisinin siirdiiriilebilmesi i¢in 6énemlidir. Bu nedenle katlanma yanitinda
meydana gelen kusurlar bir¢cok hastalifin patolojisiyle iliskilidir. Bu c¢alisma iki farkhi
dozda Tg uygulamasi ile bozulan ER katlanma yanitinin absans epilepsi patogenezi {izerine
molekiiler ve fonksiyonel diizeyde etkilerinin arastirilmasi; ER stresine karsi hassasiyetin
belirlenmesini ve absans epilepsi patofizyolojisini etkileyen molekiiler degisimlerin
degerlendirilebilmesine olanak saglayacaktir. Bu stresin meydana getirdigi ya da
agirlastirdigi patolojik duruma kars: ilgili kaskadin isleyisine yonelik tedavi stratejileri

gelistirebilir. Ayrica absans epilepsi patogenezine / patofizyolojisine katilan ER stresi ve
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KPY ile iliskili molekiiler belirlenerek tani amacli belirteclerin gelistirilmesinde katkida
bulunabilir.

Bu projede hedeflenen amaglar asagida siralandig1 gibidir;
i.Absans epilepsili WAG/Rij siganlarda ER stresinin aktif hale getiridigi molekiiler
yolaklarin belirlenmesi; bu ¢alismada beyin dokusunda ER stresi esnasinda talamus ve
korteks bolgelerinde aktif hale gelen molekiiler yolaklari incelemek i¢in ER stresine yanit
kaskadinda yer alan GRP78 ve ERp57 saperonlarinin protein miktar1 ve PERK, XBP-1 ve
ATF6’nin mRNA diizeyinde ifadeleri arastirmak.
ii.LER stresi siireclerinde aktif hale gelen ER stres yollarin gosterilmesiyle, bu yolaklarin
SWD aktivitesi ve T-tipi Ca kanallar1 tizerine etkisinin arastirtlmasi; bu ¢alismada ER
stresi esnasinda absans nobet aktivitesi lizerine fonksiyonel etkiler EEG kaydi alinarak
SWD say1 ve siireleri degerlendirilerek incelenmesi, ayrica SWD aktivitesi olusumunda
6nemli bir kanal olan T-tipi Ca*? kanalinin ekspresyon seviyeleri belirlenmesi.
iii.ER stresi siireclerinde aktif hale gelen yolaklarin, davranis ve 6grenme iizerine etkisinin
arastirilmasi,

Boylece bu c¢alismada bozulan ER katlanma yamitinin  molekiiler,
elektrofizyolojik ve davranis diizeyinde absans ndbet patogenezi iizerine etkisi
arastirilacaktir. ER stresin spasyal 6grenme ve bellek iizerine etkilerini degerlendirmek i¢in
davranis deneyleri olarak lokomotor aktivite testi, water maze ve pasif sakinma testleri

yapilacaktur.
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3. YONTEM
3.1. Hayvanlarin Eldesi ve Genel Deney Prosediirii

Caligmamizda 6-8 aylik, 250-350 gram agirliginda erkek genetik absans epileptik
WAG/R]j 1rkt sicanlar kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiine uygun,
sabit 1s1l1 (20-400C) odalarda, yiyecek ve icecek alimlar1 serbest birakilarak barindirildi.
Tim hayvanlar cerrahi islem sonrasi sosyal izolasyonun etkisini azaltmak i¢in her biiylik
kafeste 4 hayvan kalacak sekilde tutuldu. Yapilacak deneyler Kocaeli Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan KOU HADYEK 7/2 numarali karar ile onaylanmustir.
Cizelge 3.1. Deney i¢in kullanilan hayvan gruplari

EEG Kkayitlari i¢gin; N

1.Grup: 20 ng tek doz Tg uygulanan

2.Grup: 200 ng tek doz Tg uygulanan 8
3.Grup: Serum Fizyolojik kontrol grubu 8
4.Grup: % 4 dimetil siilfoksit (DMSO) grubu 8
Toplam 32
Davranis deneyleri i¢in; N
1.Grup: 20 ng tek doz Tg uygulanan 10
2.Grup: 200 ng tek doz Tg uygulanan 10
2.Grup: 200 ng tek doz Tg uygulanan 10
3.Grup: Serum Fizyolojik kontrol grubu 10

4.Grup: % 4 dimetil siilfoksit (DMSO) grubu 10

5.Grup: Naif Kontrol

Toplam 50

Molekiiler calismalar icin;

1.Grup: 20 ng tek doz Tg uygulanan 6
2.Grup: 200 ng tek doz Tg uygulanan 6
2.Grup: 200 ng tek doz Tg uygulanan 6
3.Grup: Serum Fizyolojik kontrol grubu 6

4.Grup: % 4 dimetil siilfoksit (DMSO) grubu 6

5.Grup: Naif Kontrol 6

Toplam 30
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Calismada manipiilasyon etkisini azaltmak ve her deneysel yontem igin ayri
hayvanlar kullanildi. EEG kayitlar1 icin 32, davranis deneyleri i¢in 50 ve molekiiler
caligmalar i¢in 30 adet si¢an olmak tizere toplam 112 adet WAG/Rij 1rk1 sigan kullanildi.

3.2. Calismada kullanilan soliisyonlar
Tris Tamponu (1,5 M; 100 mL);

18,15 gr Tris tartild1 ve 80 mL saf suda ¢oziildii. pH karistiricida HCI kullanilarak 8,8’
ayarlandi ve 100 mL tamamlandi.

Tris Tamponu (0,5 M; 100 mL);

6 gr Tris tartild1 ve 80 mL saf suda ¢6ziildii. pH karistiricida HCI kullanilarak 6,8’e
ayarlandi ve 100 mL tamamlanda.

Soyum dedosil siilfat soliisyonu (SDS, %10, 10 mL);
1 gr SDS dikkatlice tartilarak 10 mL saf su igerisinde karistiricida ¢oziildii.
Amonyum persiilfat (APS, %10, 10 mL);

1 gr APS (BioRAD, 1610700) dikkatlice tartilarak 10 mL saf su igerisinde karistiricida
¢oOziildii. +4 C’de muhafaza edildi.

Akrilamid-Bisakrilamid (%30, 100 mL);

29,2 gr akrilamid ve 0,8 gr akrilamid tartilarak 100 mL saf su icerisinde ¢oziildii. Filtre
edilerek +4 C’de muhafaza edildi.

SDS-PAGE yiiriitme tamponu (1L);

30 gr Tris, 144 gr Glisin ve 10 gr SDS distile su icerisinde ¢oziiliir.

SDS-PAGE fiksatifi (%40 metanol, %10 Asetik asit, 100 mL);

40 mL metanol, 10 mL asetik asit distile su ile 100 mL tamamlanarak karistirildi.
TBS tamponu (10X, 1L);

24.2 gr Tris, 80 gr NaCl distile su icersinde ¢oziiliir.

Western Blot Transfer tamponu (100 mL);

0.58 gr Tris ve 0.29 gr Glisin, 375 pL %10 SDS 100 mL distile sii igcersinde ¢oziiliir.
Bloklama soliisyonlari (%5, 10 mL);

0,5 gr bloklama tozu ya da BSA, 10 mL TBS-T igerisinde ¢oziildii.

Ponceau S (100 mL);

0,1 gr Ponceau S tartilarak 0,5 ml asetik asit ile karistirilir ve 100 mL saf suda ¢oziiliir.
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Metilen mavisi (%2, 10 mL);
0,2 gr metilen mavisi tartilarak 10 mL serum fizyolojik igerisinde ¢oziildii.

3.3. EEG Elektrotlarimin Ve Kaniiliin Intraserebroventrikiiler Yerlestirilmesi I¢cin
Uygulanan Cerrahi Islemler

Cerrahi iglemler, tim deney siganlarna intarperitonal (i.p) uygulanan 90 mg/kg
ketamin ve 12 mg/kg xylazin anastezisi altinda gergeklestirilmistir. Anestezi derinligini
saptayabilmek icin uyariya cevaben olusan kornea ve pence refleksleri kontrol edildi.
Sicanlarin kafa tiiyleri tiras edildikten sonra kulaklarindan ve 6n dislerinden stereotaksik
(Stoelting) cihaza sabitlenerek orta hattan bir insizyon agilmistir. Kafatasi kemikleri
tizerinde bulunan lambda ve bregma alanlar1 ortaya ¢ikarilarak tiim elektrot ve kaniiller
Paxinos ve Watson'un (1998) sican beyni atlasinda gosterilen koordinatlara gore
takilmistir. Bregma noktasi sifir '0' kabul edilerek koordinatlar hesaplandi. Elektrot ve
kaniillerin sabitligini artirmak i¢in 2 adet sabitleme vidasi yerlestirildi. Dental akrilik ile
elektrot ve kaniiller kafatas1 ve vidalara sabitlendi. Cerrahi islemler sonras1 hayvanlar 1
haftalik dinlenme periyoduna alind1 ve takip edildi.

Tripolar EEG elektrodlart (MS333/2A), bir ucu frontal korteks (Anteroparietal: 2,0
mm, Lateral: -3,5 mm), bir ucu oksipital kortekste (Anteroparietal: -6,0 mm, Lateral: -4,0
mm) ve referans ucu serebellum iizerinde olacak sekilde yerlestirilmistir. Internal kaniiller
(C313G), Paxinos ve Watson'un (1998) atlas1 dikkate alinarak sag lateral ventrikiile
(Anteroparietal: -1,0 mm, Lateral: -1,5 mm, Vertikal: -3,5 mm) denk gelecek sekilde
yerlestirilmistir (Cizim 3.1). Kafa i¢i basing degisimini ve sivi kagisini engellemek igin
kaniiller, deney giinline kadar dummy kaniilleri (C313FD/SPC) ile kapatildi (Ates ve dig.
2004).

GC Length

i~ Projection Projection

T
Guide Cannula Dummy Cannula Internal Cannula

* DUMC Length=GC Lenth + Projection. If the cap is screwed on too tightly, the projection will be longer than expected.
**INC Length=GC Lenth + Projection. Internal cannula mounts flush and does not screw Into place.

Cizim 3. 1. Intraserebroventrikiiler (i.c.v.) uygulama igin kullanilan kaniillerin 6zellikleri
ve sag ventrikiile yerlestirilmesi
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3.4.Tapsigargin, Serum Fizyolojik ve Dimetilsiilfoksidin Intraserebroventrikiiler
Uygulanmasi
Bir haftalik 1iyilesme periyodu ardindan hayvanlar deneylere alindi. Tg,

dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde coziilmektedir. 1 mg Tg, 1 ml DMSO igerisinde
coOziilerek stok soliisyon hava akimli kabin igerisinde hazirlandi ve 200 mikrolitrelik
tiiplerde alikotlandi. Kontrol grubu igin serum fizyolojik, % 4’liik DMSO ve stok
soliisyondan elde edilen tek doz halinde 20 veya 200 ng Tg (DMSO oran1 % 4 olacak
sekilde), toplam 1 mikrolitre hacim igerisinde Hamilton enjektorii yardimiyla i.c.v olarak
sag lateral ventrikiile zerk edildi (Zhang ve dig. 2014).
3.5. Elektrofizyolojik Parametrelerin Kaydedilmesi ve Degerlendirilmesi

Deney Oncesi hayvanlar ortama ve sisteme alisabilmeleri i¢in bir giinliik kayit alindi.
EEG kayitlar1 icin hayvanlar i¢inde talas bulunan pleksiglas kafesler igerisinde
mikrokonektorler araciligi ile kayit sistemine (BIOPAC MP100) baglandi. Sabah
saatlerinde bir saatlik bazal kayit alinarak ilaclar (SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg)
uygulandi ve 1 saat boyunca kayitlar1 alindi. 24 saat sonra etkisini gorebilmek igin EEG
kayitlarina ertesi giin devam edildi. Calismanin EEG analizinin giinliikk sirkadyen ritimden
etkilenmemesi i¢in kayitlar 08:00-12:00 saatleri arasinda alinmistir. EEG kayitlar1 analiz
edilerek SWD sayisi, toplam SWD siiresi ve ortalama SWD siireleri hesaplandi1 (Ates ve
dig. 2004).

3.6. Davranis Testlerinin Uygulanmasi ve Degerlendirilmesi
SF, DMSO ve Tg'nin davranis iizerine etkisini gdsterebilmek i¢in bir hafta boyunca

teste tabi tutuldular. Depresif durumlarini belirlemek i¢in lokomotor aktivitesi, duygusal
ogrenme icin pasif kaginma ve uzaysal (epizodik) 6grenme igin water maze testi yapildi.
Davranis deneyleri oncesi siganlar calismanin yapilacagi odaya getirilerek 20 dakika kadar
ortama alistirildi.

3.6.1. Lokomotor Aktivitesi
Lokomotor aktivitesi (Commat) i¢in 5 dakika alisma siiresini (ortami kesfetme

hareketlerinin lokomotor aktivite sonuglarini etkilememesi igin) takiben yine 5 dakika
boyunca hayvanin hareketleri kaydedilecektir. Bu test ozellikle hayvanlarin spontan
aktivite degisimleri degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir, uygulanan ilaglarin
davraniglar iizerine etkilerini gozlemlemeye yardimci olmaktadir. Deneklerin agresifliginin
ve ankisyete durumlarinin degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli bir testtir. Lokomotor
aktivitesi i¢in kullanilan sistemde steryotipik, ambulatuvar, vertikal, horizontal hareketler,
total hareket sayisi, kat edilen mesafe degerlendirildi. Horizontal hareket hayvanin yer

degistirme ya da dikilme olmaksizin yaptig1 hareketlerdir. Vertikal ise dikilme hareketidir,
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ambulatuvar hareket ise denegin dikilme disinda yaptig1 gezinme hareketidir. Horizontal,
vertikal ve steryotipik hareketler agresifligi hakkinda bilgi vermektedir. Her {i¢ hareketin
toplam1 total lokomotor aktivite olarak degerlendirilmektedir. Hayvanlarin saglik
durumlarim1 belirleyebilmek i¢in ilaglarin uygulanmasindan 6nce ve ilaglarin lokomotor
aktivitesi lizerine etkisini gorebilmek icin uygulamadan 24 saat sonra lokomotor
aktiviteleri ol¢tldii.

3.6.2. Water Maze (Morris'in Su Labirenti) Testi
Icinde beyaz silikon boncuklarin bulundugu i¢i su dolu genisce bir su tanki ve

igerisinde yerlestirilmis bir platformdan olusmaktadir. Bu testin amaci su tanki igine
birakilan sicanin daha dnce yeri 6gretilmis su igerisinde gizlenmis platformu bulmaya ve
su tankina birakildiginda en kisa yoldan ve en kisa siirede platforma ulagsmaya c¢aligsmasinin
degerlendirilmesidir. Bu test esnasinda 4 giinliik bir 6grenme periyodunda sigcanlar secilen
3 kadrandan baglayarak bir dakika boyunca yiizdiiriildii ve her ylizme periyodu sonrasi 10
saniye boyunca platforma birakilarak yerinin 6grenmesi saglandi. Bu testi yaparken
uygulayan kisinin ayn1 kiyafeti giymis olmasi ve ayni yerde duruyor olmasi gerekmektedir.
5.giin platform tankin i¢inden c¢ikarildi ve bir dakika icerisinde platformun bulundugu
alana giris siiresi ve kalma siiresi degerlendirildi. Suyun sicakligi deney boyunca 24+2
°C’de sabit tutuldu.

3.6.3. Pasif Kaginma Testi
Pasif ka¢inma testi (Ugo Basille 7551), bu testte birbirine esit ebatta iki bolim

bulunmaktadir. Bu iki boliim arasinda agilan bir kapi1 ve altlarinda bir 1zgara
bulunmaktadir. Iki boliimden biri karanlik digeri ise ¢ok aydimlatilmistir. Bu test esnasinda
siganlarin normal davranist olan daha az aydinlik alanlar1 tercih etme dirtiisii kullanilir.
Ancak amnezik etkisi oldugu diisiiniilen ilaglar bu deneyin sonucunu etkilerler. Pasif
kaginma diizenegi ile sicanlarin 6grenme ve bellek performanslart degerlendirilmekte
kullanilan 6nemli bir metottur. Bu test iki giin siirmektedir. Ik giin siganlar aydinlik
ortama konulur ve kap1 ac¢ilir, siganin karanlik ortama girme siiresi belirlenir. Karanlik
ortama girmesi 300 saniye siiren denekler deney dis1 birakildi. Alistirmadan 1 saat sonra
sicanlar tekrar diizenege aydinlik tarafta yerlestirilerek, karanlik alana gectikten sonra 0,5
uV elektrik soku uygulandi. 24 saat sonra siganlar tekrar diizenege yerlestirilerek, karanlik
alana gecis siiresi kaydedildi. Bu siireye retansiyon denir. Ogrenmis olan sicanlarda
retansiyon siiresi uzayacaktir, ancak verilen madde amneziye neden oluyorsa retansiyon

stiresinin diisiik olacaktir.
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Davranig deneyleri sicanlarin aktif oldugu 09:00-12:00 saatleri arasinda yapildi
(Gog¢mez ve dig., 2015; Karson ve dig., 2012; Sahin ve dig., 2016).

3.7. Sicanlarin Intrakardiyak Perfiizyonu ve Dokularin Elde Edilmesi
Yapilacak islemler bittikten sonra si¢anlarin beyin dokular1 elde edildi. Dokular1

almadan 6nce molekiiler ¢calismalarin sonucunun kan bilesenleri tarafindan etkilenmemesi
igin si¢anlar 1lik serum fizyolojik ile intrakardiyak perfiize edildi. Perflizyon esnasinda
serum setinin ignesi sol ventrikiil icerisine sabitlendi ve sag kulak¢ik kesilerek serum
fizyolojik soliisyonunun dolagim sistemi boyunca ge¢mesi saglandi. Her bir si¢an igin
gerekli perfiizyon soliisyon miktar1 ve perfiizyon zamani agirligi ile orantili olarak
belirlendi. Perfiizyon sonrasi beyin dokusu dikkatlice ¢ikarilarak agirlig: 6l¢iildii ve soguk
ortamda gerekli beyin bolimleri (korteks ve talamus) elde edildi ve sivi azot igerisinde
hizla donduruldu. Sag beyin bolgeleri steril ependorf tiiplerine (1,5 mL) konularak RT-
PCR uygulamasi igin gerekli olan RNA later soliisyonu eklendi. Western Blot (WB) i¢in
kullanilacak olan sol beyin bolgeleri yine steril ependorf tiipler (1,5 mL) i¢ine koyularak

hizlica donduruldu.

3.8.Western Blot Teknigi i¢in Dokulardan Protein Orneklerinin Elde Edilmesi
Sol korteks ve talamus dokular1 50 pg pargalar halinde ayrildi. Dokular iizerine 400

ul, 0,1 M ve pH’s1 7,6’ya ayarlanmis Tris tamponu eklenerek homojenizator yardimiyla,
en yiiksek hizda +4 derecede iki dakika boyunca parcalandi. Daha sonra homojenat iizerine
50 ul %20 SDS ve 1 mM DTT (Ditiotreitol) igeren ¢6zelti eklendi, karistirildiktan sonra 95
derecede 3 dakika boyunca inkiibe edildi. Hiicre debrisinden kurtulmak icin elde edilen
homojenatlar 15000 rpm, +4 derecede 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Daha temiz
protein Orneklerinin eldesi i¢in 20000 rpm’de tekrar santrifiij edildi. Bu asamada

proteazlarin aktivitesini durdurmak i¢in tiim islemler buz i¢inde yapildu.

3.8.1.Elde Edilen Protein Orneklerinin Konsantrasyonunun Bradford Yéntemiyle
Olciilmesi
1 pl protein 6rnegi tlizerine 19 pl 2D buffer eklendi, 6rnek 1:20 oraninda ¢oziildii.

Daha sonra iizerine 980 pl Bradford c¢ozeltisi eklenerek karanlik ortamda 5 dakika
bekletildi. 20 pl 2D tamponu iizerine 980 pl Bradford ¢ozeltisi eklenerek kor hazirlandi.
Protein 6rnekleri 10 adet olacak sekilde gruplara ayrildi ve her 10 adet protein 6rnegi i¢in
taze kor hazirlandi. Elde edilen ¢dzeltiler Nanodrop cihazinda, kendi yaziliminda Bradford
icin ayarlanan programda Ol¢iildii. Her protein Ornegi icin en az 3 Olglim yapildi ve

ortalamalar1 alinarak ml i¢erisinde bulunan protein miktar1 pg cinsinden hesaplandi.
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3.8.2. Protein Orneklerinin Yiiriitiilmesi Ve Protein Kalitesinin Belirlenmesi
Protein &rneklerinin kalitesinin belirlenmesi icin 1D elektroforez yapildi. Oncelikle

yiiritme jeli Bis-Acrilamid orant %12, yilikleme jeli Bis-Acrilamid oran1 % 4 olan SDS-
PAGE jelleri hazirlandi. Jeller bir iki glin buzdolabinda bekletildikten sonra kullanildi.
Jeller kasetlere yerlestirilerek yiiriitme tankina konuldu ve igerisine yiiriitiilecek jel kadar
yiirlitme tamponu ekledi. Protein 6rnekleri 20 pg olacak sekilde ylikleme boyasi ve distile
su igersinde ¢oziildi. 5 dakika boyunca 100 derece de drnekler kaynatilarak jel iizerinde
kuyucuklara yiiklendi. Kuyucuklara yliklenen 6rnek hacmi 20 pl olarak ayarlandi. Daha
sonra Ornekler yiikleme jeli gecene kadar 120V, gectikten sonra 180 V olacak sekilde bir
saat boyunca yiiriitiildii. Yiriitilen jeller kasetlerden ¢ikarilarak fiksatife alind1 ve bir saat
boyunca yatay calkalayici iizerinde bekletildi. Commasie blue boyasi eklenerek gece
boyunca jellerin boyanmasi beklendi. Boyanan jeller distile su ile boyadan arindirilarak

bantlarin kalitesi degerlendirildi.

Widex  Name  Volume Density Mean Back ground

NTimm2 INT

BS0024.937 0 000000ODO0000
4180521 657 0 D0DOO00000000
4751458406 D .0000000ODOO00
1965532339 47 120001 4172182261  0,0000000000000
2144381794 51.810002 4120092002 0 DOOOOOO0OOC00
2167340195 51450002 4210062 267 0 0ODD00000000D
204590561 60320001 40716801 349 Q00000000000

ANIFET5404 NJE5 408 50 30001 424553 10 30mmuuumu
v ACAN7 68 W7 ESS 57 %000 I0E3 92 0.0000000000000
u10 V5229314 WE2XA 3L 35 400001 2706673793 0.0000000000000

BOUD®NO e wN

Cizim 3. 2. Bant yogunluklarinin 6l¢iilmesi.

3.8.3. Kalitesi Belirlenen Protein Orneklerinden Havuz Hazirlanmasi
Protein kalitesi degerlendirilmis olan 6rneklerden Western Blot uygulamalari igin

havuz olusturuldu. Havuz olusturmak c¢ok sayida o©rnegi kullanilabilmesini
kolaylastirmaktadir. Oncelikle her calisma icin kuyucuklara yiiklenecek ornek miktar:
belirlendi ve tekrar sayis1 goz onilinde bulundurularak toplam kullanilacak protein miktar:
hesaplandi. Bu hesaba uygun her grubun 6rnekleri kendi igerisinde belli miktarlarda ayni
tiipe aktarildi. Aktarilan 6rneklerin konsanrasyonu tekrar Bradford yontemiyle olgiildii.
Talamus ve korteks i¢in ayr1 gruplar olusturuldu, proteinlerin yiiklemeleri bu gruplara gore

yapildi.
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Cizelge 3.2. Western Blot i¢in havuz olusturulan protein 6rnekleri

Korteks Naif kontrol n=6 NK
Korteks SF kontrol n=6 SK
Korteks DMSO kontrol n=6 DK
Korteks 20 ng Tg n=6 T1K
Korteks 200 ng Tg n=6 T2K
Talamus Naif kontrol n=6 NT
Talamus SF kontrol n=6 ST
Talamus DMSO kontrol n=6 DT
Talamus 20 ng Tg n=6 T1T
Talamus 200 ng Tg n=6 T2T

3.8.4. Yiiriitillen Protein Orneklerinin Membrana Aktarilmasi, Kontroli Ve

Immiinoblotlama
ERp57 (SantaCruz, ABD) ve GRP78 (SantaCruz, ABD) proteinleri i¢in 30 pg, %12

bis-acrilamid igeren jel igerisinde yiiriitildii. 6x8 cm boyutlarinda nitrseliiloz
membranlar(0,45 um; Amersham, 10600002) kesildi. Proteinlerin daha iyi gegebilmesi
icin nitroselilloz membran metanol iceren TBS-T igerisinde birka¢ dakika bekletildi.
Elektrigi iletmek i¢in kullanilacak olan whatman kagitlar1 TBS-T ile slatildi. Altina iki
adet whatman kagidi, tistine membran, mebranin {istiine jel ve jelin istiine iki adet
whatman kagidi olacak sekilde sandvi¢ hazirlandi. Hazirlanan sandvi¢ proteinlerin yari-
kuru transferini saglayan Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazina
aktarildi. Negatif yiiklii proteinler, 25 dakika sabit 15 V’luk elektrik akimiyla anoda
tekabiil eden nitroselilloz membrana gecisi saglandi. Proteinlerin membrana diizgiin bir

sekilde aktarildigini kontrol etmek i¢in Ponceau S boyasi igerisinde bir dakika bekletildi ve

proteinlerin esit miktarda yiiklenmesinin kontrolii yapildi (Cizim 3.3).

36



Cizim 3. 3. Membrana aktarilan proteinlerin Ponceau S boyasi kullanilarak kontrol
edilmesi (Solda korteks dokusu, sagda talamus dokusu)

TBS-T ile membranlar bir dakika c¢alkalanarak Ponceau S boyasi uzaklagtirildi.
Membranlar bloklama asamasinda % 5 siit tozu iceren TBS-T igerisinde, oda 1sisinda bir
saat calkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra siit tozunu uzaklastirmak i¢in membranlar
sirasiyla 15-5-5 dakika olacak sekilde TBS-T soliisyonuyla yikandi. Membranlar yikama
sonras1 her birinin protokolii tabloda verilen TBS-T icerisinde dilue edilmis antikorlarla
oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi membranlar fazla antikordan
arindirmak icin tekrar sirastyla 15-5-5 dakika olacak sekilde yikand. ikincil antikorlar yine
tabloda belirtildigi diliisyonlarda TBS-T igerisinde diliie edildi ve membranlarin iizerine
eklenerek bir saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Membranlar tekrar 3 kere TBS-T yikandi.
ECL Western Blotting detection reagents kiti kullanilarak goriintiileme yapildi. Membran
tizerindeki proteinler kemiliiminesans reaksiyonu sonucu elde edilen sinyal ile saptandi.
Immun-Star HRP Peroxide tamponu ve Immun-Star HRP Luminol/Enhancer (Bio-
Rad,ABD) esit miktarda karistirilarak membran iizerine iyice yayildi. Stre¢ film yardimiyla
esit yayilmasi saglandi. Hypercassette (Amersham,Biosciences) igerisine yerlestirilen
membranda olusan sinyali gézlemleyebilmek i¢in X-ray filmi kullanildi.

Cizelge 3.3. Degerlendirilen proteinler i¢in kullanilan antikorlarin 6zellikleri

Katolog Anikor Ad1 | Markasi Bloklama Diliisyon Ikincil
numarast Orani Antikor ve
Diliisyon
Oran
ERp57 SantaCruz %5 siit tozu 1:500 Anti-mause-
HRP/1:5000
GRP78 SantaCruz %5 siit tozu | 1:500 Anti-mause-
HRP/1:5000

3.9.RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
Deney gruplarinin goreceli gen ekspresyon analizi i¢in RNA Izolasyon Kiti (Exigon)

ile total RNA izolasyonlar1 gerceklestirildi. Dokular homojenizator (Ika Ultra-Turrax)
kullanilarak, lizis solusyonu ile homojenize edildi. Kitin Onerdigi sekilde RNAaz
icermeyen su ile sulandirilarak 20 pL. Proteinaz K enzimi ile 55°C de 10 dk inkiibe edildi.
14,000 x g de santrifiij sonrasi siipernatant yeni bir tlipe aktarilarak hiicre atiklar

uzaklastirildi. Supernatanta 450 pL 96-100% ethanol eklenilerek, vortex ile karigtirildi. Bu
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karisim asamali olarak filtreli kolonlara aktarildi. Santrifiij ile RNA igeriginin kolonlara
emdirilmesi saglandiktan sonra kolonlar 2 farkli yikama solusyonu ile 14,000x g’de 2 dk
santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar 1 dk bos c¢evrilerek kalan etanolun uzaklastirilmasi
saglandi. Saf olarak RNA'y1 igeren kolonlar temiz bir ependorf tiipline alindi. 50 pL elution
buffer eklenerek santriifiij ile RNA'nin temiz ependorflara ¢oktiiriilmesi saglandi.
Orneklerin saflig1 ve miktar1 Pikodrop cihaziyla &lgiildii. Safligin istenilen 1,8-2,0
araliginda oldugu saptandi. Komplementer DNA (cDNA) sentez kiti ile (Biorad iScript™
cDNA Synthesis Kit); reaksiyon buffer, revers transkriptaz enzim ve nukleaz igermeyen su
ve RNAlarimizin bulundugu bir karisim hazirlanarak, termal cycler cihazinda cDNA
sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentez reaksiyonu i¢in hazirlanan karisimda bulunan
RNA’ya Oligo DT ve random hexamer primerler baglanmis ve reaksiyon karigimi i¢inde
bulunan RNAdan ¢cDNA sentezini gerceklestirecek ters transkriptaz enzimi ve dNTP ile
RNA’dan ¢cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Bu reaksiyon i¢in gerekli sicakliklar 5 dk
25°C, 30 dk 42°C, 5 dk 85°C “dir. cDNA’lar -20°C’de PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

asamasina kadar saklanmustir.

3.9.1. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
PZR reaksiyonu i¢in; Tagman hidroliz prob temelli (Applied Biosystems; Tagman

Gene Expression assays) kantitatif Real-Time PCR yapildi. Orneklerde Eif2ak3, XBP1,
ATF6, CACNA1lh genleri Real time PZR cihazinda (Lightcycler480-11, Roche)
calistlmistir. Housekeeping (Referans) gen olarak GADPH geni kullanilmistir. Deney
gruplarinda referans genlerinin ifadelerine gore hedef genlerin ifadeleri karsilagtirilmis ve
sonuglar Roche Light cycler yazilimiyla AACp metodu kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.10. Istatistiksel Analiz

Calismada istatistiksel analizlerin yapilmasi i¢in Graphpad Prism 6.0 programi
kulllanildi. Elde edilen veriler normal dagilima uygun olanlar parametrik tek yonlii varyans
analizi (one way ANOVA), olmayanlar i¢in parametrik olmayan Kruskal Wallis testi
kullanilarak istatistiksel degerlendirmeleri yapildi. ki bagimsiz degisken bulunan gruplar
arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek i¢in ¢ift yonlii varyans analizi (two way ANOVA)
kullanild1.p<0,05 olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. SWD analizleri i¢in non-
parametrik olmayan Friedman kullanildi. Analizler Graphpad 6.0 yazilimi kullanilarak
yapildi. Veriler ortalamatstandart hata (Mean + SEM) olarakifade edilmistir.
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4, BULGULAR

4.1. Intraserebroventrikiiler Kaniiliin Dogru Yerlestirildiginin Gosterilmesi-
Dogrulanmasi
llaglar sag ventrikiile hamilton enjektorii ile 0,5 pl olacak sekilde uygulandi. Ilag

enjeksiyonu igin 22 gauge kaniil (9 mm) ve projeksiyonu 0,5 mm’yi gegcmeyecek sekilde
internal kaniil kullanildi. Intraserebroventrikiiler verilen ilacin dogru bdlgeye verildiginden
emin olmak i¢in verifikasyon yapildi. Eter anestezisi altinda sicanlara
intraserebroventrikiiler %2 metilen mavisi uygulandi, 10 dakika i¢inde giyotin ile dekapite
edildi. Cikarilan beyin dokusu tamponlanmis %10 formaldehit igerisinde 5 giin boyunca
bekletildi. 5.giin Imm dilimler seklinde kesilerek 15X Celestron Microcapture

mikroskobunda goriintiisti alindi (Cizim 4.1 ve 4.2). Dogrulanamayan veriler

degerlendirme dis1 birakildi.

Cizim 4. 1. Kaniillerin dogru bdlgeye yerlestirilmesi i¢in kullanilan malzeme, alet ve
cihazlar.
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i.c.venjeksiyon
bolgesi

lnlertaural 7.92mm

Cizim 4. 2. Intraserebroventrikiiler enjeksiyonun dogrulanmasi-verifikasyon, 15X

4.2. Lokomotor Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Davranis i¢in kullanilan siganlarin cerrahi islem sonrasi 10 giin dinlenmeye

birakildiktan sonra sicanlar gruplara ayrildi. Davranig ¢alismalart i¢in deney gruplariyla

birlikte (SF, DMSO, 20 ng TG ve 200 ng Tg) cerrahi islem uygulanmamis naif kontroller

de degerlendirmeye alindi. Ilag uygulamasi oncesi/bazal ve 24 saat sonra lokomotor

aktiviteleri kaydedildi. Bazal lokomotor aktiviteleri elde edilen verilerin normal dagilima

uygun oldugu bulundu. Bazal lokomotor aktivitelerinin istatistiksel olarak degerlendirmek

icin tek yonli varyans (ANOVA) testi kullanildi. Maddeler sag lateral ventrikiile enjekte

edilmeden Once gruplar arasinda bazal lokomotor aktivitelerinde anlamli bir farklilik
bulunamadi (p>0,05) (Cizim 4.3 ve Cizelge 4.1.).
Cizelge 4.1. Bazal ve 24.saat lokomotor aktivitelerinin ortalamalart.

Gruplar Naif SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg
Zaman
Enjeksiyon 953,0+58,64 | 764,0+110,2 | 733,5£115,4 | 868,0+62,38 | 874,7+92,22
Oncesi
Enjeksiyon 655,6+70,88 | 422,6+44,54 | 569,6+£66,56 | 473,0+78,36 | 564,6+54,3
sonrasi 24.saat
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SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg uygulamasinin etkisini gdzlemlemek i¢in 24 saat
sonra tiim gruplarin lokomotor aktivite testi tekrarlandi. Gruplar arasinda bir anlamlilik
bulunmadi. Bu sonuglara gore SF, DMSO ve Tg uygulamasinin lokomotor aktivitesi

tizerine etkili olmadig1 goriildii.
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Cizim 4. 3. Tim gruplarin A: enjeksiyon Oncesi ve B: 24 saat sonrast lokomotor
aktivitelerinin karsilastirilmasi

4.3. Pasif Kacinma Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Deneye alinan sigcanlarin naif kontrollerle birlikte duysal uyaran (0,5 pV) verilmeden

once karanlik bolgeye gegme siireleri degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin normal
dagilima uygun oldugu hesaplandi ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA, parametrik)
sonrasinda Tukey’s testi ile analiz edildi. Naif kontroller ve gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 4.2 ve Cizim 4.4).

Duysal 6grenmeyi degerlendirmek i¢in elektrik uygulandiktan 24 saat sonra siganlar
tekrar aydinlik alana koyulup karanlik alana ge¢me siireleri degerlendirildi. Verilerin
normal dagilima uygun olmadigi belirlendi ve parametrik olmayan tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve sonrasina Kruskal Wallis testi kullanilarak analiz edildi. Naif
kontroller ve gruplar arasinda anlamli farklilik bulunamadi (p>0,05). Bu sonuglara gore Tg
uygulamasinin her iki dozunun duysal 6grenmeye etkili olmadig1 gézlendi (Cizelge 4.2 ve

Cizim 4.5).
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Cizelge 4. 2. Tim gruplarin elektrik uygulandiktan 24 saat sonra karanlik bolgeye gegcme

siireleri.
Gruplar | Naif SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg
Zaman
Karanlik 167,5+39,37 | 204,0£35,64 | 170,6+44,53 | 245,628,688 | 199,6+40,64
bolgeye
gecme siireleri
(sn)
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Cizim 4. 4. Tim gruplarin elektrik uygulamasindan 24 saat sonra karanlik bolgeye gegme

streleri

42




300-

E
:

T (1 7] e
200+ I T I |
I I

1004

oLl S i -. ..
(o) O O
S &

Karanlik bolgeye ge¢me siiresi (sn)

Cizim 4. 5. Tim gruplarin bazal ve ilag uygulamasindan 24 saat sonra pasif sakinma
testinin karsilastirilmasi. Cift yonlii varyans analizi (Two-way Anova) ile yapilan iki
bagimsiz degisken analizine gore karanlik bdlgeye gegme siireleri tiim gruplarda bazale
oranla anlamali bir sekilde arttig1 goriildii, sonrasinda yapilan Tukey's analizi ile bu artisin
gruplar arasinda anlamli olmadig1 gézlendi (p<0,05).

4.4. Water Maze Sonuglarinin Degerlendirilmesi
SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg sag lateral ventrikiile uygulamasi naif kontrole

gore tim gruplarda platformun bulundugu hedef kadran igerisinde ylizme zamani
azalmigtir. 200 ng Tg uygulanan grupta platformun bulundugu kadranda yiizme siiresi naif
kontrole ve 20 ng Tg uygulmasina kiyasla anlamli bir sekilde azaldigi gozlendi (p<0,05).
Veriler ortalama + SEM olarak Elde edilen verilerin normal dagilima uygun oldugu
hesaplandi1 ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA, parametrik) sonrasinda Tukey’s testi ile

analiz edildi (Cizelge 4.3 ve Cizim 4.6.)

Cizelge 4. 3. Kadranda yiizme siirelerinin ortalamalar1

Naif SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg

29,43+£2,117 | 22,44+1,670 24,18+1,681 24,78+2,208 17,62+0,723
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Cizim 4. 6. Water Maze testi sonuclar1 karsilastirilmasi.

4.5. EEG Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

45.1. SF Uygulamasimn EEG Aktivitesi Uzerine Zamana Goére EtKisinin
Degerlendirilmesi
Sag lateral ventrikiile SF enjeksiyonu SWD aktivitesi {lizerine etkisinin

degerlendirildiginde SWD sayisi, ortalama SWD siiresi ve toplam SWD siiresi tizerine
zamana baglh anlamli bir degisiklik gorilmedi. Veriler ortalama #+ SEM olarak
degerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizi i¢in non parametrik tek yonlii varyans
(ANOVA) sonrasinda Friedman testi kullanildi (Cizelge 4.4 ve Cizim 4.7).

Cizelge 4. 4. SF uygulamasinin zamana bagh etkisinin SWD sayisi, toplam SWD siiresi ve
ortalama SWD siiresi ortalamalari.

Gruplar Bazal 1.saat 24.saat 48.saat
Zaman
SWD sayisi 47,881+4,734 32,25+4,395 36,88+5,313 38,25+3,554
Toplam SWD siiresi 309,24+49,52 202,8+43,59 252,9+54,79 237,0£31,09
Ortalama SWD stiresi 6,317+0,613 5,947+0,639 6,522+0,731 6,243+0,505
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Cizim 4. 7. i.c.v SF enjeksiyonunun A: SWD sayisi, B: toplam SWD siiresi ve C: ortalama
SWD siiresi tizerine etkisi.

45.2. DMSO Uygulamasimin EEG Aktivitesi Uzerine Zamana Gére Etkisinin
Degerlendirilmesi

Sag lateral ventrikile DMSO enjeksiyonu SWD aktivitesi tizerine etkisi
degerlendirildiginde SWD sayisi, ortalama SWD siiresi ve toplam SWD siiresi {izerine
zamana bagli anlamli bir degisiklik goriilmedi. Veriler ortalama + SEM olarak
degerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizi i¢in non parametrik tek yonlii varyans

(ANOVA) sonrasinda Friedman testi kullanildi (Cizelge 4.5 ve 4.8).

Cizelge 4. 5. DMSO uygulamasinin zamana bagl etkisinin SWD sayisi, toplam SWD
stiresi ve ortalama SWD siiresi ortalamalari

Gruplar Bazal 1.saat 24.saat 48.saat
Zaman
SWD sayisi 44,13+4,561 36,38+3,327 44,88+5,012 32,632,078
Toplam SWD siiresi 298,3+36,35 243,4+30,28 305,5+26,63 226,3+20,28
Ortalama SWD siiresi 6,822+0,527 6,592+0,535 7,159+0,408 6,983+0,455
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Cizim 4. 8. i.c.v DMSO enjeksiyonunun A: SWD sayisi, B: toplam SWD siiresi ve C:

ortalama SWD siiresi Uizerine etkisi.

45.3. 20 ng Tg uygulamasimin EEG aktivitesi iizerine zamana gore etkisinin
degerlendirilmesi

20 ng Tg uygulamasinin SWD sayisinda zamana gore karsilastirdigimizda 24. ve 48.
saatlerde SWD sayisinin bazal doneme ve 1.saate gore anlamli olarak arttigi gozlendi
(p<0,05). 20 ng Tg uygulamasimnin toplam SWD siiresi iizerine etkisi degerlendirildiginde
24. ve 48. saatlerde SWD sayisinin bazal doneme ve 1.saate gore anlamli olarak arttig
gozlendi (p<0,05). (p<0,05). 20 ng Tg uygulamasi ortalama SWD siiresi tizerine etkisi
anlamli bulunmadi. Veriler ortalama + SEM olarak degerlendirildi. Verilerin istatistiksel
analizi i¢in non parametrik tek yonlii varyans (ANOVA) sonrasinda Friedman testi

kullanildi (Cizelge 4.6 ve Cizim 4.9).
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Cizelge 4. 6. 20 ng Tg uygulamasinin zamana bagl etkisinin SWD sayisi, toplam SWD

suresi ve ortalama SWD siiresi ortalamalari

Gruplar Bazal 1.saat 24 .saat 48.saat
Zaman
SWD sayisi 36,13+1,381 29,13+4,631 53,13+3,523 54,50+4,932
Toplam SWD siiresi 200,2+20,20 177,0+£39,47 408,8+69,31 410,6+67,44
Ortalama SWD siiresi 5,590+0,571 5,699+0,565 7,455+0,829 7,326+0,778
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Cizim 4. 9. 20 ng Tg uygulamasinin A: SWD sayisi, B: toplam SWD siiresi ve C:
Ortalama SWD siiresi ilizerine zamana gore etkisi.

45.4. 200 ng Tg Uygulamasimn EEG Aktivitesi Uzerine Zamana Gore Etkisinin
Degerlendirilmesi

200 ng Tg uygulamasimnin SWD sayis1 iizerine etkisini degerlendirdigimizde tiim
gruplarda bazale oranla diisiis goriilmesine ragmen 48.saatteki azalma bazal doneme gore
anlamli bulunmustur (p<0,05). 200 ng Tg uygulamasinin ortalama SWD siiresi iizerine

etkisi degerlendirildiginde bazal doneme gore 1., 24. saatlerde anlamli olmayan azalma,
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48. saatte anlamli artig egilimi goriildii (p<0,05). 200 ng Tg uygulamasinin toplam SWD
stiresi lizerine zaman bagl degisiklikleri incelendiginde 1. ve 48.saatlerde bazale oranla
toplam SWD siiresinde anlamli olarak azalma oldugu gézlendi (p<0,05). 24.saatte goriilen
diisme egilimi anlamli ¢ikmamistir. Veriler ortalama + SEM olarak degerlendirildi.
Verilerin istatistiksel analizi i¢in non parametrik tek yonlii varyans (ANOVA) sonrasinda

Friedman testi kullanildi. (Cizelge 4.7 ve Cizim 4.10).

Cizelge 4. 7. 200 ng Tg uygulamasinin zamana baglh etkisinin SWD sayisi, toplam SWD
stiresi ve ortalama SWD siiresi ortalamalar1

Gruplar Bazal 1.saat 24.saat 48.saat
Zaman
SWD sayisi 43,00+2,686 30,38+2,952 34,00+3,082 22,75+3,544
Toplam SWD siiresi 283,7+26,83 182,8+16,09 211,1+25,30 168,2+30,46
Ortalama SWD siiresi 6,686+0,326 6,122+0,374 5,964+0,285 7,194+0,408
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Cizim 4. 10. 200 ng Tg uygulamasinin A: SWD sayisi, B: Toplam SWD siiresi ve C:
Ortalama SWD siiresi lizerine zamana gore etkisi.
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4.5.5. Tiim Gruplarin EEG Aktivitelerinin Zamana Gore Karsilastirilmasi
Tiim gruplarin bazal donem ve SF, DMSO, 20 ng Tg, 200 ng Tg uygulamasindan

sonra 1., 24. ve 48.saat SWD aktiviteleri degerlendirildi. Ortalama SWD siiresinde gruplar
arasinda zamana gore anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05). 24.saatte 20 ng Tg grubunda
SWD aktivitesini SF ve 200 ng Tg uygulanan gruba gore anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,05). 48. saatte 20 ng Tg uygulamasi SWD aktivitesini SF, DMSO ve 200 ng Tg
uygulamasina goére anlamli bir artig gorildi (p<0,05). Toplam SWD siireleri
degerlendirildiginde 24. saatte 20 ng uygulanan grupta artis, 200 ng uygulanan grupta
azalma goriildi, bu farklilik her iki grup arasinda anlamli bir degisiklige neden oldu.
48.saat toplam SWD siireleri incelendiginde 20 ng Tg uygulanan grupta SF, DMSO ve 200
ng Tg uygulanan gruplara oranla anlamli artis gozlendi (p<0,05), 200 ng uygulanan grupta
azalma goriildii. Istatistiksel analiz igin ¢ift yonlii varyans analizi (two-way ANOVA)

kullanildi. Veriler ortalama + SEM olarak degerlendirildi.

80 1

E3 sF

E3 bmso
E= 20 ng Tg
I 200 ng Tg

SWD sayisi/saat

Cizim 4. 11. Tiim gruplarin bazal ve ila¢ uygulamasindan 1.,24. ve 48.saat sonra SWD
sayisinin degerlendirilmesi.
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Cizim 4. 12. Tim gruplarin bazal ve ila¢ uygulamasindan 1.,24. ve 48.saat sonra ortalama
SWD siiresinin degerlendirilmesi.
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Cizim 4. 13. Tim gruplarin bazal ve ila¢ uygulamasindan 1.,24. ve 48.saat sonra toplam
SWD siiresinin degerlendirilmesi.

4.6.1. GRP78 Western Blot Sonuclarinin Degerlendirilmesi
GRP78 protein miktarlarini inceledigimizde talamus ve korteks dokusu Tg ile

uyarilmis ER stresine GRP78 diizeyinde farkli yanitlar verdigi goriildi. DMSO uygulamasi
talamus dokusunda GRP78 protein diizeyinde SF kontrolle oranla azalma goriildii. 20 ng

Tg uygulanan grupta goriilen artis kontrolii olan DMSO grubuna gére anlamli bulundu
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(p<0,05). Elde edilen veriler ortalama + SEM olarak degerlendirildi. Istatistiksel analiz igin

parametrik olmayan Kruskal Wallis testi kullanildi.

Cizelge 4. 8. Tiim gruplarin GRP78 protein miktarlari

Gruplar | SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg
Dokular
Korteks 1,169+0,121 1,058+0,074 1,289+0,166 1,168+0,183
Talamus 0,904+0,034 0,476+0,034 1,205+0,747 0,778+0,034
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Cizim 4. 14. GRP78 protein miktarinin gosterilmesi, A: Korteks bant goriintiileri, B:
korteks dokusunda naife oranla gruplarin GRP78 protein miktar1 C: Talamus bant
goriintiileri, D:Talamus dokusunda naife oranla gruplarin GRP78 protein miktar1

4.6.2. ERp57 Western Blot Sonuclarinin Degerlendirilmesi
ERp57 protein miktarlarint inceledigimizde talamus ve korteks dokusu Tg ile

uyarilmis ER stresine kars1 anlamli bir degisiklik bulunmadi. Talamus dokusunda 20 ng Tg
uygulanan grupta goriilen artis egilimi anlamli bulunmadi (p>0,05). Elde edilen veriler
ortalama + SEM olarak degerlendirildi. Istatistiksel analiz icin parametrik olmayan

Kruskal Wallis testi kullanildi.
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Cizelge 4. 9. Tiim gruplarin ERp57 protein miktarlari

Grupla | SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg
Dokular
Korteks 0,938+0,057 0,904+0,064 0,987+0,076 0,851+0,062
Talamus 0,992+0,099 0,943+0,099 1,156+0,101 0,778+0,034
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Cizim 4. 15. ERp57 protein miktarinin gosterilmesi, A: Korteks bant goriintiileri, B:
korteks dokusunda naife oranla gruplarin ErpS7 protein miktar1 C: Talamus bant
goriintiileri, D: Talamus dokusunda naife oranla gruplarin ERp57 protein miktart

4.7. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyon Sonuclarimin Degerlendirilmesi
4.7.1. Eif2ak3 (PERK geni)

Eif2ak3 gen ifadesi diizeyinde incelendiginde talamus dokusunda 20 ng Tg
uygulamasi tiim gruplara gore artis egilimi gosterdi, bu artis egilimi SF, DMSO gruplarina
gore anlamli bulundu ( p<0,05). DMSO uygulamas1 Eif2ak3 gen ekspresiyonu diizeyinde
hem korteks hem talamus dokusunda SF kontrole gore olarak anlamli olmayan azalma

egilimi gosterdi. Verilerin istatistiksel analizleri icin Oncelikle normal dagilima
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uygunluklar1 degerlendirildi. Normal dagilima uygun olmayan tiim gruplarin
karsilastirilmasi non parametrik tek yonlii varyans analizi ve sonrasinda Kruskal Wallis

testi ile degerlendirildi (Cizelge 4.10 ve Cizim 4.17).

Cizelge 4. 10. Eif2ak3 gen ifadelerinin ortalamalari,

Gruplar | SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg
Dokular
Korteks 0,2462+0,331 0,182+0,027 0,225+0,010 0,242+0,013
Talamus 1,103+0,091 0,695+0,077 2,302+0,184 1,372+0,121
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Cizim 4. 16. Talamus ve korteks dokusunda Eif2ak3 gen ifadelerinin karsilagtirilmasi. A:
Korteks dokusunda tiim gruplarin karsilastirilmasi, B: Talamus dokusunda tiim gruplarin
karsilastirilmasi.

4.7.2. XBP-1 Geni
XBP-1 geni ifadesi incelendiginde talamus dokusunda 20 ng ve 200 ng Tg

uygulamasi, DMSO uygulamasina oranla anlamli artig goriildi (p<0,05). Korteks ve
talamus dokusunda DMSO uygulamast SF uygulamasina oranla XBP-1 gen ifadesinde
azalma goriilmesine ragmen anlamli bulunmadi. Korteks dokusunda 200 ng Tg uygulanan
grupta tiim gruplara gore goriilen azalma egilimi anlamli bulunmadi. Normal dagilima
uygun olmayan tiim gruplarin karsilastirilmast non parametrik tek yonlii varyans analizi ve

sonrasinda Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi (Cizelge 4.11 ve Cizim 4.18).
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Cizelge 4. 11. XBP-1 gen ifadelerinin ortalamalari, veriler ortalama +SEM olarak ifade
edildi.

Gruplar | SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg
Dokular
Korteks 0,738+0,051 0,507+0,057 0,690+0,045 0,446+0,082
Talamus 0,904+0,230 0,679+0,159 1,590+0,229 1,356+0,066
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Cizim 4. 17. Talamus ve korteks dokusunda XBP-1 gen ifadelerinin karsilastirilmasi. A:
Korteks dokusunda tiim gruplarin karsilastirilmasi, B: Talamus dokusunda tiim gruplarin
karsilastirilmasi

4.7.3. ATF6 Geni
ATF6 gen ifadesi incelendiginde talamus dokusunda 20 ng ve 200 ng Tg uygulamasi,

DMSO uygulamasina oranla anlamli artig goriildii (p<0,05). 200 ng Tg uygulanan grupta
SF kontrole gore anlamli bir artis goriildii. Korteks ve talamus dokusunda DMSO
uygulamas1 SF uygulamasina oranla ATF6 gen ifadesinde azalma goriilmesine ragmen
anlamli bulunmadi. Normal dagilima uygun olmayan tiim gruplarin karsilastirilmast non
parametrik tek yonlii varyans analizi (One way ANOVA) ve sonrasinda Kruskal Wallis
testi ile degerlendirildi (Cizelge 4.12 ve Cizim 4.19). DMSO gruplarina oranlanan 20 ng ve
200 ng gruplarini karsilagtirmak i¢in non parametrik t testi ve sonrasinda Mann Whitney U
testi kullanildi Talamus dokusunda ATF6 ekspresiyonu, 20 ng ve 200 ng Tg uygulanan
grupta DMSO uygulamasia oranla anlamli bir sekilde artti. 200 ng uygulanan grupta

goriilen artis SF kontrole gore anlamli bulundu.
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Cizelge 4. 12. ATF 6 gen ifadelerinin ortalamalari

Gruplar SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg
Dokular
Korteks 0,801+0,017 0,687+0,017 0,729+0,059 0,745+0,079
Talamus 0,646+0,060 0,565+0,052 0,925+0,035 1,266+0,126
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Cizim 4. 18. Talamus ve korteks dokusunda ATF6 gen ifadelerinin karsilastiriimasi. A:
Korteks dokusunda tiim gruplarin karsilastirilmasi, B: Talamus dokusunda tiim gruplarin
karsilastirilmasi

4.7.4. CACNA1H Geni

CACNAI1H gen ifadesi diizeyinde incelendiginde talamus dokusunda 20 ng Tg
uygulamasi tiim gruplara gore artis egilimi gosterdi, bu artis egilimi SF, DMSO gruplarina
gore anlamli bulundu ( p<0,05). DMSO uygulamast CACNA1H gen ifadesi diizeyinde
hem korteks hem talamus dokusunda SF kontrole gore anlamli olmayan azalma egilimi
gosterdi. Verilerin istatistiksel analizleri i¢in Oncelikle normal dagilima uygunluklar:
degerlendirildi. Normal dagilima uygun olmayan tiim gruplarin karsilastirilmasi non

parametrik tek yonli varyans analizi ve sonrasinda Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi

(Cizelge 4.13 ve Cizim 4.20).

55




Cizelge 4. 13. CACNALH gen ifadelerinin ortalamalari

Gruplar | SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg
Dokular
Korteks 0,747+0,110 0,532+0,050 0,597+0,049 0,425+0,055
Talamus 1,480+0,107 1,100£0,190 3,820+0,703 2,056£0,116
A B
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Cizim 4. 19. Talamus ve korteks dokusunda CACNA1H gen ifadelerinin karsilastirilmasi.
A: Korteks dokusunda tiim gruplarin karsilastirilmasi, B: Talamus dokusunda tim
gruplarin karsilastirilmasi
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4.8 Tiim Verilerin Ozeti

Cizelge 4. 14. SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg uygulamalarinin SWD sayis1 {izerine
etkisi (anlamlit artis1, |azalisi, - anlamli olmayan verileri ifade etmektedir)

SWD sayist BAZAL 1.SAAT 24 SAAT 48.SAAT
SF - - - -

DMSO - - - -

20ng Tg - - 1 7

200ng Tg - - ! !

Toplam SWD BAZAL 1.SAAT 24 SAAT 48.SAAT
stiresi

SF - - - -

DMSO - - = -

20ng Tg - - 1 1

200 ng Tg - - ! I

Cizelge 4. 15. SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg uygulamalarinin Water Maze testi
tizerine etkisi (anlamli1 artis1, |azalisi, - anlamli olmayanverileri ifade etmektedir)

SF DMSO 20ng Tg 200 ng Tg

Hedef kadranda | - - - !
yiizme siiresi

Cizelge 4. 16. SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg uygulamalarmin talamus dokusunda
GRP78 ve ERp57 protein miktarina, Eif2ak3, XBP-1, ATF6 ve CACNA1H mRNA ifadesi
tizerine (anlamli?1 artis1, |azalisi, - anlamli olmayanverileri ifade etmektedir)

SF DMSO 20ng Tg 200ng Tg
GRP78/Talamus - - 1 -
ERp57/Talamus - - - -
Eif2ak3/Talamus - - 1 -
XBP-1/Talamus - - 1 1
ATF-6/Talamus - - - 1
CACNA1H/Talamus - - 1 -
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5. TARTISMA

Hiicrede oOnemli bir kalsiyum deposu olan ER, protein sentezi, katlanmasi,
olgunlagsmasi ve tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Palade 1956). Protein sentezi
siireci hataya yatkindir ve ER, yanlis katlanmis/katlanmamis proteinlerin toksik birikimini
Onlemek i¢in protein kalite kontrol mekanizmalarina sahiptir. ER’in protein katlanma yiikii
asildiginda liimeninde biriken anormal proteinler ER stresi ve KPY adi verilen sinyal
yolaklarin1 tetikler. ER stresinden bas etme basarisina gore hiicre uyum ya da hiicre 6liim
mekanizmalar1 devreye girer. Hiicre ER stresinden kurtulmak i¢in ilk olarak protein
sentezinin segici olarak engellenmesi, saperon sentezinin artmasi, ERAD ve ER hacminde
artisa neden olan adaptif siliregler baglatir. Ancak ER kapasitesi, stresi azaltma ve
adaptasyon konusunda basarili olamadiysa proteostazis saglanamaz ve kroniklesen ER
stresi otofaji yolaklarin1 devreye sokar. Otofaji proteostazisi saglayamazsa, hiicreler en son

olarak hiicre 6liimiinii seger (Vembar ve Brodsky 2008).

Calismamizda diisiik ve yiiksek doz Tg ile ER stres yolaklarinin tetiklenmesi, absans
epileptik aktiviteyi doz bagimli olarak etkilemektedir. Diisiik doz Tg’nin SWD aktivitesini
artirici, yliiksek Tg’nin azaltic etkilidir. Bu etki ilag uygulamalarindan 24 saat sonra ortaya
cikarken 48. Saatte daha da belirginlesmektedir. Davranig-6grenme testlerinin bulgularina
gore i.c.v uygulamalarinin hi¢ biri lokomotor aktiviteyi degistirmedi. Duysal 6grenmenin
bir gdstergesi olan pasif sakinma testinde de tiim gruplar arasinda bir fark bulunmadi.
Mekansal 6grenmenin bir gostergesi olan water-maze testinde dogru kadranda kalis siiresi
en kisa yiiksek doz Tg grubunda bulundu. Western blot ve RT-PCR bulgularimiza gore
korteks bolgesinde tiim gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmazken, talamus boélgesinde
diisiik doz Tg, GRP78 proteini, Eif2ak3 (PERK), XBP-1 ve T-Tipi Ca kanallariin geni
CACNAIH mRNA ekspresiyonlarint arttirmistir, yiikksek doz Tg ise ATF6 ve XBP-1
mRNA ifadesini artirdu.

ER stresinin davranis tizerine etkisi bir insektisit olan deltametrin kullanilarak
arastirilmistir. 60 giin boyunca 3 giinde bir olgun farelere deltametrin uygulayarak kronik
ER stresinin etkisini arastirmiglardir ve kronik ER stresinin mekansal 6grenme {iizerine
olumsuz etkileri oldugunu bulmuslardir (Hossain ve dig. 2015). Lu ve arkadaslarinin
(2011) yapmis olduklari caligmada ise yiiksek kalorili diyetin tetikledigi kronik ER
stresinin  mekansal Ogrenmeyi azalttigi ancak antioksidan oOzellikte ursolik asit
uygulandiginda mekansal 6grenme tizerine olumlu etkisi oldugunu gostermislerdir. Zhang

ve arkadaglarinin (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada streptozotosin uygulayarak diyabet
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olusturduklar farelerin hipokampiislerinde ER stresi kaynakli apoptozun meydana geldigi
ve mekansal 6grenmeyi azalttigini gozlemlemislerdir. Tg'min noéronlar {izerine etkisi
genellikle hiicre kiiltiiri diizeyinde arastirnilmistir. Yu ve arkadaslarinin (2014) bir kere
uzun siireli stresin mekansal 6grenme ve ER stresi ilizerine zamana bagl etkisini
arastirdiklar1 ¢caligmada, si¢anlara 1-4 ve 7 giin boyunca strese maruz birakmislardir. 7.giin
yapmis olduklari water-maze testinde stres uygulanan grupta platformun bulundugu
kadranda ylizme siliresinde azalma meydana geldigini gézlemlemislerdir. Stres sonrasi
aldiklar1 beyin dokularinda pre-frontal kortekste zamana gore GRP78, ERp57 ve ATF6a
protein miktarlarinda ve mRNA seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir. 7.glinde pik
yapan bu molekiillerin yani sira apoptozda gorev alan kaspaz 12, kaspaz 3 ve kaspaz 9
miktarlarinin arttigini tespit etmislerdir. Calismada 1 ve 4 giinliik strese maruz kalan
sicanlarda bu proteinlerin ifadesinin daha az oldugunu gostermislerdir. Hafif ER stresi
sirasinda Oncelikle hiicreyi adapte etmeye c¢alisan GRP78 miktar1 artmaktadir. GRP78
proteinlerin dogru katlanmasma rol alan O6nemli bir saperon proteindir. ER stresi
kroniklestikge ve siddeti artttkca ER kapasitesi stresi kaldiramaz ve hiicre apoptoza
stiriiklenir  (Yu ve dig 2015). Bizim c¢aligmamizda yliksek doz ER stresin platformun
blundugu kadranda ylizme siiresini azaltmistir. Bunun yani sira talamus ve korteks
dokusunda yapmis oldugumuz molekiiler ¢alismada, talamus dokusunda kontrole gore
artan XBP-1 ve ATF6 mRNA ifadesi tespit ettik, ERpS7, GRP78 protein miktarlarinda ve
Eifak3 mRNA ifadesinde kontrole gore degisiklik goriilmedi. Korteks dokusunda anlamli
sonuclar bulunmadi. Calismamizda elde ettigimiz bu sonu¢ Tg ile uyarilan yiiksek doz ER
stresinin hiicrenin adaptif mekanizmlarim1 asarak ATF6’nin tetikledigi apoptotik siirecler
aktiflesmis olabilir. Tg'nin akut uygulamasinin davranis iizerine etkisi hakkinda caligsmalar
bulunmamaktadir. Caligmamizda, akut disiik doz ve yiiksek doz Tg uygulamasinin
davranis ve Ogrenme {iizerine etkisi ilk kez arastirilmis olup, ER stresinin mekansal
O0grenme iizerine doza bagimli etkisinin oldugunu gostermistir.

Zhang ve dig. yapmis olduklar1 bir ¢alismada Tg’nin uyardigi ER stresinin iskemik
beyin hasaria etkisini arastirmislardir ve doza bagl bir etkisi oldugunu gozlemlemislerdir.
Yaptiklart bu calismada C57BL/6 fareler kullanilmis ve i.c.v olarak 2-200 ng Tg
uygulanmistir. 20 ng Tg uygulamasinin beyin hasarini azalttigin1 ancak daha yiiksek
dozlarda uygulanmasmin beyin hasarim1 artirdigini - géstermislerdir (Zhang ve dig.
2014).Giinlimiizde ER kalsiyum depolarinin islevlerinin bozulmasiyla olusan hiicre igi
kalsiyum dengesizliginin epilepsi iizerine etkisi hakkinda ¢ok az sayida ¢aligma vardir.

Sokal ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada GABAA reseptor antagonistleri olan
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bikukulin ve gabazin etkisini hipokampal noron kiiltlirlerinde arastirmiglardir. Bikukulin
uygulamasi oncesi Tg ile inkiibasyonu, bikukulin kaynakli uyarilmada azalmaya neden
oldugunu gozlemlemislerdir, ancak gabazin uygulamasinda bu azaltici etki gériilmemistir.
Bikukulin kaynakli ndronal uyarilmanin ER depolarindan kalsiyum salinimina ihtiyaci
oldugunu belirtmiglerdir (Sokal ve dig. 2000). Rutecki ve dig. in-vitro hipokampal
dilimlere pilokarpin veya (RS) -3,5-dihidroksifenilglisin uygulamasiyla indiiklenen iktal
desarjlarin, ER-Ca** depolarini etkileyen Tg veya dantrolene tarafindan bloke edildigini
gostermislerdir (Rutecki ve dig. 2002). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada ise, nitrik
oksit ile indiiklenen riyanodin reseptoriiniin  aktivasyonunun genetik  olarak
susturulmasinin, glutamat agonisti olan kainik asitin (KA) neden oldugu status epileptikus
tarafindan tetiklenen hiicre 6liimiine kars1 koruma sagladigi bulunmustur (Mikami ve dig.
2016).

ER stresinin epilepsi dahil ¢esitli norolojik hastaliklarda rol oynadigi One
stiriilmiistiir (Yamamoto ve dig 2006, Ko ve dig. 2015). Uzun siireli ER stresinin, epileptik
beyinde nérodejenerasyona yol acan hiicre i¢i sinyalleri tetikledigini ve ER stresinin
epilepsi kaynakli norodejenerasyonda Onemli bir rol oynadigmi gosteren calismalar
mevcuttur  (Sokka ve dig. 2007, Ko ve dig. 2015). Cesitli kanitlar, hem hayvan
modellerinde hem de insan calismalarinda ER stresinin epilepsi hastaliklarinda etkili
oldugunu gostermektedir. (Jang ve dig. 2004; Chihara ve dig. 2011; Torres-Peraza ve dig.
2013).

Yamamoto ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada temporal lob epilepsili
(TLE) hastalarin otopsilerden elde edilen hipokampiis Orneklerinde ER stres
saperonlarinda (GRP78, GRP94 ve kalneksin) bulunan bir motif olan Lys-Asp-Glu-Leu
(KDEL) immunoreksiyonun kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu ve kaspaz 6, 7 ve 9
miktarinin kontrole oranla yiiksek oldugunu gostermislerdir. KDEL ifade eden noronlarda
ayni zamanda ayrilmis kaspaz 9 ifade etmistir. TLE hastalarinda ndbetlerin, ER stresine
neden oldugunu ve ER igerisinde pro-apoptotik yolaklar1 uyardigindan bahsetmislerdir
(Yamamoto ve dig. 2006). Sokka ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada ise KA
uygulamasinin siganlarin beyinlerinde ER membraninin bozulmasina ve GRP78/BiP,
CHOP ve kaspaz 12’yi aktif hale getirerek ER stresine neden oldugunu bulmuslardir. ER
stresinin kii¢iik molekiillerle inhibisyonun ¢esitli beyin hastaliklarinda ve hasarlarinda
yararli tedavi segenekleri olabilecegini bildirmislerdir (Sokka ve dig. 2007). Yapilan diger
bir ¢aligmada epilepsi patolojisinde onemli olan iyon kanallarinin mutasyonu hiicresel

toksisisteye neden oldugunu bildirmislerdir. Bu iyon kanallarinin anti-epileptik ilaglara

60


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B39

cevap veriyor ve norotransmitter salinimi salniminda rol aliyorsa, iyon kanal genlerinde
meydana gelen mutasyonlar epilepsi tedavisini zorlastirabilir. GABAA reseptoriiniin y2 alt
biriminin geni GABRG2 geni memeli beyninde yogun olarak ifade edilmektedir ve ER
icerisinde GABAA reseptoriiniin major izoformu olan ofy2iinitesini olusturmaktadir.
Ancak dogru katlanmis reseptorler ER trafigine katilarak hiicre membranina ulagirlar.
GABRG2 genindeki mutasyonlar febril ndbetler ve ¢cocukluk ¢agi epilepsisini de i¢eren
genetik epilepsi sendromlari, febril noébet iceren generalize epilepsiler ve Dravet sendromu
ile iligkilidirr. GABRG2 geninde meydana gelen mutasyonlar, mutant proteinlerin
parcalanmasini yavaglatir ve protein agregatlarinin olusmasina neden olmaktadir. Bu
durum ER liimeninde yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine neden olarak ER stresi
olusturur. Siirekli ER stres kosullar1 néronal 6liime neden olur. Gabrg2+/Q390X yash
farelerde GABAAreseptoriiniin y2 alt biriminin mutasyonlari, proteinin néron igerisinde
birikmesine ve agregatlar olusturmasinin yani sira kaspaz-3’i aktif hale getirdigini
gostermislerdir (Kang ve MacDonald 2016).

ER stresi ve oksidatif stres arasinda baglanti bulunmaktadir (Inoue and Suzuki-
Karasaki, 2013; Kunchithapautham ve dig. 2014; Xu ve dig. 2015). Serbest radikallerin
tretimi ve yarattiklart toksisiteyi azaltan anti-oksidan sistem arasindaki dengesizlik
oksidatif strese neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT), ER stres ve oksidatif stres
arasindaki baglantiyr kuran énemli molekiillerdir. ROT’larin asir1 tiretimi genellikle ER
Ca2+ kanallarim1 hedef alarak, kalsiyum homestazisini bozarak ER stresine neden
olmaktadir. ER’den sitozole kalsiyum akisi mitokondri metabolizmasinda ROT iiretimini
uyarmaktadir (Zhang 2010). Her iki stres durumu birbirini etkilemektedir; oksidatif stres
ER stresine neden olup KPY yolaklarini uyarirken, ER stres de ROT tiretimini artirir, anti-
oksidan enzim miktarin1 azaltmaktadir (Fedoroff 2006; Rouault-Pierre ve dig. 2013; Xu ve
dig. 2005; Ozgur ve dig. 2014). Zhu ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada ndronal
nitrik oksidin (nNOS)’un, PTZ-ile uyarilmis ER ve oksidatif stres siirecinde merkezi bir
oneme sahip oldugunu gostermislerdir. Bu etkisini peroksinitrit aracilifiyla yapmaktadir.
NNOS'un PTZ-uyarilmis epileptik farelerde hipokampal ER stres ve oksidatif hasari
tetiklemek igin peroksinitrit araciligiyla hareket ettigini gostermislerdir (Zhu ve dig.,
2017).

Son yapilan ¢alismalar nobet veya epilepsi kaynakli ER stres mekanizmasinin daha iyi
anlasilmasi, ER stres ve epilepsi arasindaki potansiyel baglantiy1 ortaya ¢ikarmak icin ¢ok
onemli oldugunu belirtmislerdir. Epilepsi ve ER stres arasindaki iliskiyi konu alan

caligmalarin ¢ogunlugu nobet sonrasinda aktif hale gelen ER stresi yolaklarinin
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degerlendirilmesidir. Calismamizda SERCA kanallarin1 inhibe eden Tg’nin yiiksek ve
diisiik dozlarin1 kullanarak absans epileptik aktivite iizerine etkisini degerlendirdik. Diigiik
doz Tg ile uyarilan ER stresinin SWD aktivitesini artirici, yiikksek doz ER stresinin ise
azaltic1 etkisi oldugunu gozlemledik. WAG/Rij wrki siganlarda, ER stresinin epilepsi
ndbeti tizerine etkisini ilk defa bu ¢alismayla gosterdik.

GRP78, ER igerisinde bulunan proteinler icerisinde bir saperon olan GRP78
kalsiyuma baglanma ve protein katlanma siireclerine katilmasinin yanuinda erken ER
stres/KPY sinyalinin ana baglaticis1 olarak 6énemli bir rol oynar. Yapilan bir¢cok ¢alisma,
cok sayida hiicresel ve mikrogevresel bozuklugun yani sira farmokolojik ajanlarin, artan
ER stresiyle birlikte artmis GRP78 ifadesine yol agtiklarini ortaya koymustur. GRP78
ifadesinin artmasi, hiicresel ER stresinin olustugunu gosteren bir belirte¢ olarak
kullanilmaktadir (Healy ve dig 2009; Zhang ve Zhang 2010). GRP78, ER stresinin master
diizenleyicisidir. GRP78, stressiz kosullarda ER liimeninde bulunan inaktif durumda
kalmalart i¢in KPY’de gorev alan PERK, ATF6 ve IRE-la sensorlerine bagli halde
bulunur. ER stresi sartlarinda GRP78, katlanmamis proteinlerin hidrofobik uglarina
baglanmak icin bu sensorlerden ayrilir. Boylece artan protein katlanma ihtiyacim
karsilamak i¢in gerekli olan sinyal yolaklarini baslatir. Aktiflesen sinyal yolaklar1 sadece
diger saperonlarin degil ayrica GRP78 ifadesini de artirir.  Proteostazis tekrar
saglandiginda sensorlerin inaktif formlarina donmeleri icin tekrar birlesecektir. GRP78,
hiicrenin adaptasyon ve hayatta kalma siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Daha da
otesi GRP78, hayatta kalma potansiyelini arttirmast nedeniyle tiimor hiicrelerine
hipoglisemi ve hipoksi gibi kotii kosullara dayanmasma hatta gelismesine neden
olmaktadir. GRP78’in ifadesinin ylikselmesi tiimor dokusunun kemoterapiye karsi derin
saglayabilir ve prognozu kétiilestirebilir (Fernandez ve dig. 2000, Lee ve dig. 2006, Wang
ve dig. 2009, Schonthal 2012).

Epilepsi ve bipolar rahatsizliklarinda tedavi amagh kullanilan VPA (valporik asit)’in
GRP78, PDIs, HSP47, kalretukulin gibi ER ve sitoplazmada bulunan saperonlar1 arttirdigi
gosterilmistir (Kim ve dig. 2005, Werstuck ve dig. 2004, Chen ve dig., 1999, Wang 1999).
Saperonlar gelismekte olan proteinlerin katlanmasinda onemli rol oynarlar. Spesifik
saperonlarin asir1 ifadesi, sitotoksik kimyasallar, oksidatif stres ve iskemi-reperfiizyonun
da dahil oldugu hiicre hasarmna/oliimiine yol acan kosullara karsi koruma sagladigi
gosterilmistir (Reddy ve dig. 2003, Morris ve dig. 1997, Liu ve dig. 1997, Shintani-Ishida
ve dig. 2006). Shi ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada VPA’nin, KPY’den

bagimsiz histon asetilasyonu araciligyla GRP78 ve diger saperonlarin miktarini arttirdigini
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gostermislerdir. Bipolar bozukluk, Alzheimer hastaligi, diabettes mellitus, ateroskleroz ve
epilepsi gibi hastaliklar ER stresiyle ilskilidir ve bu hastaliklara etkili oldugu diisiiniilen
VPA aracili saperon ifadesinin artirilmasinin terapdtik yararlart tam olarak acgikliga
kavugmamustir (Shi ve dig. 2007). Calismamizda diisiik doz ER stresinin uygulanmasinin
24.saatte SWD aktivitesini arttirdigi, yiiksek doz uygulamasimin azalttigi tespit edildi.
Bununla birlikte diisilk doz ER stresi uygulamasinda GRP78 miktar1 artti. Bu sonuglara
gore artan GRP78 miktar1 ve beraberinde aktif hale gelen yasamsal siiregler SWD
aktivitesinin artmasinda rolii olabilir. VPA ile yapilmis olan ¢alismada GRP78 miktari
artist ER stresinden bagimsizdir. Bizim ¢alismamizda GRP78 ile birlikte artmis olan diger
saperonlarin gen ifadesi sinerjistik etkiyle SWD aktivitesi olusumunu etkilemis olabilir.

GRP78 inme sonrasit noronal sag kalimi arttiran bir saperondur (Rajdev ve dig.
2000; Hoehn ve dig. 2001, Kudo ve dig. 2008, Oidave dig. 2008). Son yapilan
calismalarda miR-181 GRP78’in diizenleyicisi oldugu gosterilmstir. miR-181’in artmasi
GRP78 ifadesini azaltmaktadir. miR-181 miktarinin artmasit ndronal Olimi
siddetlendirirken, indirgenmis miR-181 aktivitesi noronal limii azaltan GRP78 ifadesini
artirmaktadir (Ouyang ve dig. 2012). Huang ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada
PTZ ile uyardiklar epilepsi modelinde miR-181 miktarinin artmasi kognitif fonksiyonlari
bozdugunu Water Maze testinde 5.giin kagis sliresini uzatigi ve 6.giin hedef kadrana gecme
stiresinin azaldigmi gozlemlediler (Huang ve dig. 2015). Bizim ¢aligmamizda GRP78
miktarinin talamus dokusunda diisiik doz ER stresinde arttig1 ve yiiksek doz ER stresinde
azaldig1 gozlendi. Korteks dokusunda anlamli bir fark ¢ikmadi. Bunun yani sira water-
maze testinde 5.giin platformun bulundugu kadrana girme siiresinin yiiksek doz ER
stresinde azaldigin1 gozlemledik. Calismamizin sonuglart Huang ve arkadaglarinin yapmais
oldugu calismayla uyumlu ¢ikmistir.

ERp57 kalneksin ve kalretikulin adi verilen lektin saperonlara baglanarak yeni
sentezlenmis glikoproteinlerin katlanmalarina yardimeci1 olur (Frickel ve dig. 2004).
Bulundugu hiicre bolgesine gore cesitli biyolojik fonksiyonlart bulunmaktadir. ER
icerisinde plazma membraninda, mitokondri, sitoplazma igerisinde ve nukleusta
bulunmaktadir. ERp57°nin diizenlenmesinin bozulmasi kanserden ndrodejeneratif
hastaliklara kadar c¢esitli patolojilere zemin olusturmaktadir (Hettinghouse ve
dig.2018) .Sahin ve arkadaslarinin (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada WAG/Rij 1rki
sicanlarda ERp57 protein miktarinin hem talamus hem de korteks dokusunda kontrole
diisiik oldugunu gostermislerdir (Sahin ve dig., 2018). Calismamizda diisiik ve yiiksek doz
ER stres uygulanmasiin ERp57 miktarina etkili olmadigi goriildi. Bu sonu¢ WAG/Rij 1rki
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sicanlarda ERp57°nin ER stresine cevap olusturmasi i¢in gerekli molekiiler mekanizmanin
zaylf oldugunu ya da ERp57’nin gen diizeyinde de ifadesinin az oldugunun gostergesi
olabilir.

Eif2ak geni PERK proteinin ifade etmektedir. PERK, KPY’de ¢esitli yolaklar1 aktif hale
getirerek hiicrenin ER stresi kosullarina karsi gelmesine yardimci olmaktadir. PERK, bir
transkripsiyon faktorii olan elF2a’y1 fosforilleyerek protein translasyonunu durdurarak
ER’de biriken proteinlerin yarattigt ER stresini azaltmaktadir (Harding ve dig. 1999).
PERK aktivasyonu sirasinda tiim genlerin ifadesini durdurmaz, ER stresini azaltmak icin
yardimci olan saperonlarin ifadesi devam eder. Fizyolojik kosullarda ve ilimli ER stresi
sirasinda  elF2a’y1  fosforillenmesinden kaynakli protein translasyonundaki kesinti,
hiicrenin stres nedenini ¢6zmesini ve uygun protein katlanmasini siirdiirmesini saglar. Stres
kosullar1 iyilestiginde GADD34, p- elF2’nin defosforile olmasini saglamaktadir. Eger
hiicresel stres ¢oziilmezse ATF4, CHOP ifadesini artirmaktadir. Hafif ER stresinde PERK
ile uyarilan koruma ve CHOP kontrollii hiicre 6liimii arasinda karar1 veren zamanlama ve
diizenleyici sinyaller hala tam olarak anlasilamamistir. PERK ayni zamanda elF2a’dan
bagimsiz olarak antioksidan genlerin diizenlenmesinde niiklear faktér benzeri 2
(Nrf2=nuclear factor erythroid derived like 2) transkripsiyon faktoriinii fosforile eder.
Stressiz kosullarda Nrf2, Keap ile kompleks halinde sitoplazmada bulunur. Nrf2,
oksidanlara kars1 hiicresel direncin gelismesinde 6nemli bir diizenleyicidir ve hiicrenin
hayatta kalma cevabi olarak p- elF2a’dan bagimsiz ¢aligmaktadir. KPY nin PERK dalinin
asir1 ifadesi 6zellikle Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 ve tauopatiler dahil olmak {izere
norodejeneratif hastaliklarda hastalarin beyin dokularinda gozlenir. Bu nedenle son
zamanlarda, farelerde ¢ok sayida genetik ve farmakolojik ¢alisma terapétik fayda saglamak
ve hafizay1 artirmak icin KPY'nin inhibe edilmesinin etkinligini gdstermistir. Ozellikle
yeni kesfedilen PERK antagonistleri kullanilarak, istenmeyen yan etkiler olmadan néronal
koruma saglamak i¢in PERK inhibisyon seviyesinin hassas bir sekilde ayarlanmasi
gerektigi, giivenli ve etkili bir yaklasim oldugu bildirilmistir (Carmona-Aparicio ve dig.
2015). Calismamizda diisiik doz ER stresinin SWD aktivitesini 24.saatte artirdigin1 ve bu
artisin 48.saatte devam ettigini gézlemledik. Bu sonug, hafif ER stres kosullarinda PERK
tarafindan aktif hale gelen hiicesel sag kalim yolaklart SWD aktivitesi {lizerine artirici etkisi
olabilecegini gostermektedir.

IRE1a/XBP-1 yolaginda aktif hale gelen IREla, XBP-1 mRNA’sinin kirpilmasini ve aktif
formu olan XBP1s mRNA’sim1 olusturur. XBP1s proteini nukleusa gecerek KPY yanit

elementine baglanir ve ERAD, antioksidan etki, lipit biyosentezi ve protein katlanmasinda
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gorev alan saperonlarin transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar (Hetz ve dig., 2011;
Cetinkaya ve Dursun, 2016). XBP-1 tarafindan uyarilan protein katlanma kapasitesinin
artmasi ve yanlig/katlanmamis proteinlerin yikimi proteostazisin saglanmasina ve stres
sonrasit hiicrenin sag kalimma katkida bulunmaktadir. XBP-1, 16sin ZIP ailesi
transkripsiyon fakoriidiir ve son zamanlarda tavuk pinael bezinde 1s1ik ile uyarilan
genlerden biri olarak tanimlanmistir ve kirpilmis formu olan sXBP-1’in gen ifadesinde
sirkadyen patern gostermektedir (Hatori ve dig. 2011). XBP1 hedef genlerini etkileyen
mTOR yolu aktive edildiginde XBP1'in gen ifadesini etkileyerek, XBP-1’in kirpilmas1 ve
ifadesini artmaktadir (Pfaffenbach ve dig. 2010). Epileptik hastalarin hipokampiisiinde
artmis XBP-1 ifadesi ve aktivasyonu gosterilmistir (Liu ve dig. 2011). Rapamisin protein
kompleksnin memeli hedefi (mammalian target of rapamisin, mMTOR) sinyalinin artmasi
epilepsi patogenezinde sik rastlanan bir durum oldugu gosterilmistir. mTOR inhibitorleri
ile yapilan calismalar, Ozellikle rapamisinin anti-epileptojenik o6zellige sahip oldugunu
gostermektedir. Rapamisinin ayrica anti-absans ve anti-inflamatuar etkilerinin oldugu
bilinmektedir (Russo ve dig. 2013). Calismamizda hem diisilk doz hem yiiksek doz ER
stresi XBP-1 mRNA ifadesini artirmistir. Calismamizda diisiik doz ER stresi hem XBP-1
hem de SWD aktivitesini artirmistir, bu sonug stres durumunda kolaylikla etkilenen mTOR
sinyalleri tarafindan etkilenmis olabilir. Yiiksek doz ER stresinde artan XBP-1 mRNA
ifadesine ragmen SWD aktivitesinin azalmig olmast XBP-1’in SWD aktivitesi {izerine
yalniz basma etki etmedigini ve diger sinyal yolaklariyla birlikte hareket ettigini
diistindiirmektedir.

T-tipi kalsiyum kanallar1 Ca®* dikenlerine neden olarak talamokortikal déngiideki patlama
tarz1 (burst) anormal osilator karakterin goriilmesinde Onemli rol alir (Huguenard ve
Prince, 1992; Perez-Reyes, 2003). Yapilan bir¢ok ¢aligma T-tipi Ca®" kanallarmin absans
epilepsi ile iligkisini gostermektedir. Genetik absans epilepsili siganlarda kalsiyum kanal
MRNA ifade diizeyi ve T-tipi kalsiyum akimlar1 6zellikle TRN bolgesinde artis oldugu
gozlenmistir (Talley ve dig. 2000, Tsakiridou ve dig. 1995). Multifaktoriyel genetik bir
hastalik olan absans epilepsi etiyolojisinde, ¢ocukluk ¢agi absans epilepsilli hastalarda,
absans epilepsi genetik modeli olan GAERS susu sicanlarda, T-tipi kalsiyum kanal geni
olan CACNA1H geninde mutasyon oldugu gozlenmistir (Chen ve dig. 2003; Powell ve
dig. 2009). Calismamizda talamus dokusunda SWD aktivitesini artiran diisiik doz ER
stresinin CACNA1H mRNA ifadesini de artirmistir. CACNAL1H mRNA ifadesi, T-tipi
Ca®* kanali olusumunun bir gdstergesidir, diisik doz ER stresi ile SWD aktivitesindeki

artis ile CACNAIH mRNA ifadesinin paralel bulunmasi genetik absans epilepsili
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siganlarla yapilan ¢alismlarla uyumludur. SWD aktivitesi ile T-tipi Ca akimlar1 6zellikle
talamik retikiilar ndron bolgesinde yakin iligkilidir.

ATF6, 16sin fermuar ailesinden olan bir transkripsiyon faktoriidiir ve ER stresine cevap
elementi olarak c¢alisir. ATF6 XBP1 ve CHOP gibi genlerin diizenlenmesinden
sorumludur. IREla ve ATF6 yolagt CHOP ifadesini artirmanin yani sira PERK, ATF4 ile
secici olarak CHOP miktarint artirmaktadir (Chen ve dig. 2002). CHOP, ER stresiyle
uyarilmis apoptik yolaklarda 6nemli bir belirtectir. CHOP hiicrenin sagkalim ya da 6liimle
iliskili genleri diizenleyen transkripsiyon faktorii gibi davranir. CHOP un asir1 ifadesi anti-
apoptotik Bcl-2’de azalmaya fakat pro-apoptotik kaspaz 3, Bcl-X, BAX miktarlarinda
artisa neden olmaktadir (Li ve dig. 2014). Yapilan bir ¢alismada ATF6’nin, makrofajlarda
okside edilmis LDL ile uyarilmis kolesterol birikimi ve apoptozu, CHOP miktarinin
artmasina neden olarak diizenledigi gosterilmistir (Thorp ve dig., 2009). Yapilan diger bir
caligmada ise ATF6’nin miyoblast farklilasmasi sirasinda spesifik olarak apoptotik
miyoblastlarda aktif hale geldigini gostermislerdir. Aktif ATF6’nin apoptoza aracilik etme
yetenegine sahip oldugu ve ATF6’min agir1 ifadesinin apoptoza neden oldugu
bildirilmistir. ATF6 sadec CHOP aracili apoptotik siireclere katilmaz, ayrica indirekt olarak
olarak WW bdlge baglanma proteini-1 (WBP-1=WW domain binding protein) araciligiyla
apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Morishima ve dig. 2011). ER stresi sirasinda ATF6 nin
kaspaz 12’yi de diizenledigi bilinmektedir (Ma ve dig. 2003). ATF6 sitosolik fragmant,
cok sayida ER saperonu kodlayan genin yani swra, XBPl'in transkripsiyonel
indiiksiyonundan sorumlu bir transkripsiyon faktoriidiir. Bununla birlikte, hiicreler ER
stresinden kurtulamadiginda apoptoz meydana gelir.

Selektif olarak GRP78’in kaldirilmasi, ATF6 araciligyla NF-xB’nin aktif hale gelmesine
neden olmaktadir ve bu etkisini mTOR ile uyarilmig Akt defofrilasyonu araciligiyla
gostermektedir (Nakajima ve dig. 2011). Yine diger bir ¢aligmada ise Escherichia coli’den
elde edilen subtaliz sitotoksinin (subtilase cytotoxin, SUbAB)’in GRP78 kaybina ve ATF6
yolagi araciligiyla NF-kB’nin aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Yamazaki ve
dig. 2009). Calismamizda yiiksek doz ER stresinin talamus dokusunda ATF6 mRNA
ifadesini anlamli olarak arttirdigin1 gézlemledik, bunun yani sira anlamli olmasa da GRP78
protein miktarinda azalma tespit ettik. Yiiksek doz ER stresi SWD aktivitesi iizerine
azaltici etkisi bulundu. Azalan SWD aktivitesiyle birlikte artan ATF6 mRNA ifadesi, SWD
olusumunda apoptotik ya da inflamatuar mekanizmalarin O6nemli olabilecegini

gostermektedir.
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Ozetle ¢alismamizda diisik ER stresi, hiicre sagkalim mekanizmalarinda énemli olan
GRP78 protein miktarinin, PERK geni olan Eif2ak3’nm, T-tipi kalsiyum kanali
CACNA1H mRNA ifadesini artirarak SWD aktivitesini artirmis olabilir. Yiiksek doz ER
stres, ATF6 araciligiyla pro-apoptotik ve ya NF-kB infalamasyon mekanizmalari

aracilifiyla SWD aktivitesi iizerine azaltici etkisi olabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

20 ng Tg ile olusturulan ER stresin 24.saatte, ilag uygulamayan bazal doneme gore
SWD aktivitesini arttirdigi ve talamus dokusunda, ER stresinin ana diizenleyicisi olan
GRP78 protein miktarimi artirdigi, Eif2ak3 (PERK), XBP-1 ve CACNA1H mRNA
ifadesinde de artis oldugu gozlendi. 24.saatte SWD aktivitesinin yiiksek olmasi ve 48
saatte bu yiikselisin devam etmesi, ¢alismamizin molekiiler kismiyla da uyumlu olarak
mRNA ifadelerindeki yiikselmelerin 48.saatte fonksiyonel olarak yolaklar lizerine etkisini
gdstermesi olabilir. Ozellikle GRP78, Eif2ak3 (PERK) ve XBP-1 mRNA ifadelerinin SF
ve/veya DMSO uygulamasina gore yiikselmis olduklarini gormemiz talamik néronlarin ER
strese karsi adaptasyon ve hayatta kalma siirecinde olduklarini gdsterebilir.

200 ng Tg ile olusturulan ER stresin 24.saatte ve 48. saatte, ila¢ uygulamasinin
olmadigi bazal doneme gére SWD aktivitesini azalttigi ve talamus dokusunda, ER stresinin
ana diizenleyicisi olan GRP78 protein miktarmi azaltmis olmasina ragmen anlaml
cikmamigtir. Eif2ak3 (PERK) ve CACNAIH mRNA ifadesinde SF ve DMSO
uygulamasina gore degisiklik goriilmedi. XBP-1 mRNA ifadesinde DMSQO’ya gore artma
gozlendi. ATF6 mRNA ifadesinde hem SF hem de DMSO uygulamasina gore artis tespit
edildi. 200 ng Tg ile olusturulan ER stres 24.saatte SWD aktivitesini azalmanin 48.saatte
de belirginlesmesi, molekiiler yolaklarda da ATF 6 gen ifadesinin artmasi ile paralel
bulunmustur. ATF6 artisi, noronlarin ER stresine karsi adaptasyonlarinin azaldigi pro-
apoptotik siireci gosteriyor olabilir.

Bu ¢aligmada hiicre sagkalimi ve oliimiinii belirleyen ER stresi faktorlerinin SWD
aktivitesi lizerine etkisinin olabilecegi gosterilmistir. Daha ileriki agsamalarinda, yolaklarin
SWD aktivitesi iizerine etkisinin daha 1iyi anlasilabilmesi i¢in hiicre sagkalimimi ve
Olimiinii etkileyen yolaklar degerlendirilebilir. Anti-apoptotik ve hiicresel sag kalim
stireglerinde dnemli olan Erk1/2, Akt gibi mitotik sinyal yolaklar1 ve ya Bcl-2, FLIP gibi
anti-apoptotik genler ¢alisilabilir. Apoptotik siireclerde 6nemli olan kaspaz 3, kaspaz 9,
kaspaz 12 ve CHOP genleri ve protein miktarlar1 degerlendirilebilir.

Calismamizda gen fadesinin 18-25 saat igerisinde artmasi nedeniyle SF, DMSO ve
Tg uygulamasindan 24 saat sonra beyin dokular1 alinip molekiiler diizeyde calisilmigtir.
EEG kayitlarinin degerlendirilmesiyle ER stresinin 48.saatte de SWD aktivitesi iizerine
etkili oldugu goriilmiistiir. ER stresi i¢in arastirmis oldugumuz ER faktérlerinin protein

miktarlar1 western blot teknigiyle 48.saatte elde edilen beyin dokularinda bakilabilir.
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SWD aktivitesinin azaldig1 yiiksek ER stresi kosullarinda ATF6 miktarinin artmis
oldugunu tespit ettik. ATF6 aynm1 zamanda NF-kf kaynakli inflamasyon yolaklarini
tetikledigi bilinmektedir. Bu amagla NF-kP ve sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi ER
stresinin SWD aktivitesi iizerine etkisinin anlagilmasina yardimci olabilir.

ER stresi mTOR yolaklariyla karsilikli etkilesim igerisinde oldugu bilinmektedir.
mTOR ayrica epileptogenez siirecinde onemli oldugu ve epilepsi icin terapdtik hedef
olabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle ER stresi siirecinin degerlendirilmesinin yaninda

mTOR yolaklarinin etkisine de bakilabilir.
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