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ÖZET 

 

ENDOPLAZMİK RETİKULUM (ER) STRESİNİN ABSANS EPİLEPTİK 

SIÇANLARDA KATLANMAMIŞ PROTEİN YANITINA (KPY) ETKİSİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

Amaç: Endoplazmik Retikulum (ER), transkripsiyon sonrası modifikasyonlardan başlayarak, 

proteinlerin doğru katlanmasına kadar birçok hücresel fonksiyonla ilişkilidir. Hücre içi 

kalsiyum dengesindeki bozulmalar, ER’in fizyolojik dengesini bozarak ER stresi 

oluşmaktadır. Nörodejenaratif hastalıkların patolojisinin ER stresi ile ilişkili olduğu 

söylenmekle birlikte epilepsi ile ER stres arasında ilişkiyi gösteren çalışmalar çok sınırlıdır. 

Çalışmamızın amacı, düşük ve yüksek doz Tapsigargin (Tg) uygulayarak uyarılan ER 

stresinin, Wistar Albino Glaxo/Rijswick (WAG/Rij) ırkı sıçanlarda davranış-öğrenme, 

epileptik aktivite üzerine etkilerinin, korteks ve talamus dokularında moleküler düzeyde 

etkilerinin araştırılmasıdır. 

Yöntem: Çalışmamızda 6-8 aylık WAG/Rij ırkı erkek sıçanlar kullanıldı. Epileptik aktivite, 

davranış-öğrenme testleri ve moleküler çalışmalar için ayrı gruplar oluşturuldu. Tg ve/veya 

Serum Fizyolojik(SF), Dimetil-sülfoksit(DMSO)’nun intraserebroventriküler uygulanabilmesi 

için kanüller ve/veya EEG kayıtları için elektrotlar yerleştirildi. Epileptik aktiviteyi 

değerlendirmek için EEG kayıtları alındı. Davranış-öğrenme deneyleri için lokomotor 

aktivite, pasif kaçınma ve water-maze testi yapıldı. Moleküler çalışmalar için GRP78 ve 

ERp57 protein değişimleri western blot tekniği, PERK, XBP-1, ATF6, CACNA1H mRNA 

ifadelerini incelemek için RT-PCR tekniği kullanıldı.  

Bulgular: 20 ng ve 200 ng Tg uygulaması lokomotor aktivite ve pasif sakınma üzerine etkili 

bulunmadı, water-maze testinde 200 ng Tg uygulaması, naif ve 20 ng Tg uygulanan gruba 

göre anlamlı düşüş görüldü. 20 ng Tg uygulamasında SWD aktivitesinin, 24. Saatte SF, 

DMSO ve 200 ng Tg gruplarına göre yüksek olduğu ve 48.saatte yüksek kaldığı tespit edildi. 

20 ng Tg uygulanan grupta, talamus dokusunda GRP78 protein miktarı, Eif2ak3, CACNA1H 

ve XBP-1 mRNA ifadesinin arttığı gözlendi. 200 ng Tg uygulamasında talamus dokusunda 

ATF6 mRNA ifadesinde artış görüldü.  

Sonuç: Düşük doz ER stres koşullarında artan GRP78 protein miktarı, Eif2ak3, XBP-1 ve 

CACNA1H mRNA ifadesi, talamik nöronların hayatta kalma süreçlerini tetikleyerek SWD 

aktivitesi üzerine artırıcı etki gösterebilir. Yüksek doz ER stress koşullarında artan ATF 6 

mRNA ifadesi pro-apoptotik süreçleri tetikleyerek SWD aktivitesini düşürmüş olabilir.  

Anahtar sözcükler: Absans epilepsi, ER stresi, GRP78, ATF6, EIF2AK3, CACNA1H 
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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 mRNA 

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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1. GİRİŞ 

1.1. Epilepsi Tanımı 

Henüz sinir sistemi hastalıkları için sistemli tanı yöntemlerinin bulunmadığı 1870 

yılında, ünlü nörolog John Hughlings-Jackson ‘Konvulsiyonlar ile ilgili bir çalışma’ adlı 

makalesinde epilepsinin tanımını ‘Konvulsiyon sadece bir semptomdur ve kaslar üzerine 

etki eden sinir dokusunda ara sıra görülen, aşırı ve düzensiz deşarjlar anlamına 

gelmektedir’ şeklinde yapmıştır. Hughlings-Jackson, korteksin geleneksel olarak 

uyarılamayan bir doku olduğuna inanılmasına rağmen,  epilepsi nöbetlerinin korteksten 

kaynaklandığını varsaymıştır. Epileptik nöbetlerin büyük bir olasılıkla korteks ve striatum 

beyin bölgelerinde bulunan gri maddenin kararsızlığından kaynaklandığını ileri sürmüştür  

(York ve Steinberg 2006). 

Epilepsi nöbeti, beyinde anormal, aşırı ve senkronize nöronal aktivite kaynaklı geçici 

belirtiler veya semptomlar olarak tanımlanmaktadır. 2004 yılında epilepsi nöbeti için 

yapılan bu tanımlama, 2014 yılında tekrar değerlendirildiğinde değişmeyerek aynı şekilde 

ifade edilmiştir (Falco-Walter ve diğ. 2018). Epilepsi nöbeti, klinikte motor, sensöriyel, 

duygusal, bilişsel ve otonom, sıklıkla pozitif (fokal ve/veya jeneralize kasılmalar ve 

halüsinasyonlar gibi), nadiren negatif belirtilerle (çevreyle olan ilişkinin kesilmesi) 

şekillenmektedir (Derventv1998, Engel 2002). Kısacası epilepsi, tekrarlayıcı nöbetlerle 

tanımlanan ve en az iki kere tekrarlanma eğiliminde olan nörolojik bir rahatsızlıktır. 2014 

yılında epilepsinin ‘hastalık’ yerine ‘rahatsızlık’ olarak belirtilmesi daha uygun 

görülmüştür  (Fisher ve diğ. 2005, Fisher ve diğ. 2017). Nöbetler farklı beyin 

bölgelerinden kaynaklanabilir. Epileptik nöbetlerin klinik tablosunu bulundukları farklı 

anatomik yapılar belirlemektedir (Gale 1988).  

1.2. Epilepsi Nöbetleri ve Sınıflandırılması 

Epilepsi nöbetleri, International League Against Epilepsy (ILAE=Uluslararası 

Epilepsiyle Savaş Derneği) 1981 sınıflandırmasına göre genel olarak üç ana grupta 

toplanabilir; 

1) Parsiyel nöbetler 

2) Jeneralize nöbetler 

3) Sınıflandırılamayan epileptik nöbetler (Çizelge 1.1). 

 

 

https://www.ilae.org/
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Çizelge 1. 1. Epileptik nöbetlerin klinik ve elektroensefalografik sınıflandırması (ILAE 

1981, www.turkepilepsi.org.tr). 

  

EPİLEPTİK NÖBETLER 

 Parsiyel (fokal, lokal) 

nöbetler 

 Jeneralize nöbetler 

(konvülzif-konvülzif 

olmayan) 

 Sınıflandırılamayan 

epileptik nöbetler 

 

a)Basit parsiyel nöbetler  
-Motor semptomlu  

-Somatosensoriyel veya özel 

duysal semptomlu 

-Otonomik semptomlu 

-Psişik semptomlu 

 

-Absans nöbetleri  

    Tipik Absans nöbetleri 

    Atipik absans 

-Miyoklonik nöbetler 

-Klonik nöbetler 

-Tonik nöbetler 

-Tonik-klonik nöbetler 

-Atonik nöbetler (astatik) 

(ani düşme nöbetleri) 

 

Yeterli bilgi olmayışı nedeni 

ile yukarıdaki kategorilere 

dahil edilemeyen nöbetlerdir. 

Çiğneme, ritmik göz 

hareketleri gibi bazı 

yenidoğan dönemi nöbetleri 

bunlardandır. 

-Parsiyel : kısmi, bütünün bir 

bölümü 

  -Somato : vücut; sensoryel  

  -Otonomik: istem dışı 

hareketlerle ilişkili örneğin 

kalp hızı, terleme gibi 

  -Psişik: hem aklı hem de 

beyni etkileyen 

  -Otomatizm; kişinin 

kontrolu altında olmayan yarı 

amaçlı hareketler. Örneğin 

yalanma,    yutkunma 

hareketleri, elbiseleri 

çekiştirme ve sarhoş gibi 

yürüme şeklinde hareketler. 

 - Sekonder jeneralize; sınırlı 

bir bölgeden başlayıp yaygın 

hale dönüşen (genelde tonik-

klonik nöbet oluşur) 

 

b)Kompleks parsiyel 

nöbetler (bilinç bozukluğu 

ile giden) 
-Basit parsiyel başlangıcı 

izleyen bilinç bozukluğu 

    Basit parsiyel başlangıcı 

izleyen bilinç bozukluğu 

    Otomatizmlerle giden 

-Bilinç durumunun 

başlangıçtan itibaren 

bozulması 

    Sadece bilinç bozukluğu ile 

giden 

    Otomatizmlerle giden 

 

c)Sekonder jeneralize nöbete 

dönüşen parsiyel nöbetler 
-Basit parsiyel nöbetin 

jeneralize nöbete dönüşmesi 

-Kompleks parsiyel nöbetin 

jeneralize nöbete dönüşmesi 

-Basit parsiyel nöbetin 

kompleks parsiyel nöbete 

dönüşmesi ve ardından 

jeneralize nöbete dönüşmesi 
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1) Parsiyel nöbetler: Nöbetler beynin belirli bir bölgesinde bulunan hücre topluluğunun 

aktivasyonu sonucu oluşuyorsa parsiyel nöbetlerden bahsedilir. Vücudun belirli 

bölgelerinde kasılmalarla karakterize olan şekli ‘basit parsiyel nöbetler’ olarak 

adlandırılırken, parsiyel nöbetlere bilinç kaybı eklendiğinde kompleks parsiyel nöbetler 

olarak adlandırılmaktadır. Klinik ve EEG bulguları ilgili bölgenin işlevsel özelliklerini 

işaret etmektedir (Dervent 1998).  

2) Jeneralize nöbetler: Beynin her iki yarım küresinde aynı anda başlayan nöbet 

aktivitesidir.  

Bu nöbet tipleri ayrıca epilepsilerin lokalizasyona göre sınıflandırılmasına yardımcı 

olmaktadır.  

3) Sınıflandırılamayan epileptik nöbetler: Yeterli bilgi olmaması nedeniyle kategorilere 

dâhil edilemeyen nöbet tipidir. 

Nöbetler sadece kasılmayla karakterize değildir, etkilediği beyin bölgesine göre 

uyuşukluk, karıncalanma hissi, tad, işitsel ya da görsel duyularla ilgili halüsinasyonlara 

sebep olabilir. Bu tür nöbetlere duysal nöbetler adı verilir.  Kusma, terleme, kızarma veya 

göz bebeklerinin genişlemesiyle karakterize nöbet tiplerine ise otonom nöbetler denir. 

2017 yılında ILAE epilepsi nöbetlerini yeniden sınıflandırmış ve nöbetleri genel 

olarak; fokal, jeneralize ve bilinmeyen şeklinde üç ana başlıkta toplamıştır (Çizim1.1). 
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Çizim 1. 1. Nöbet çeşitlerinin güncel sınıflandırılması, 2017 (https://www.epilepsy.org.au/about-

epilepsy/understanding-epilepsy/seizure-types-and-classification/; Fisher ve diğ. 2017, 

genişletilmiş versiyon). 

1981'den 2017'ye nöbet tipi sınıflandırılmasındaki değişiklikler şu şekildedir; 

1)  Parsiyel (kısmi) nöbetler yerine fokal (odak) terimi kullanılmaktadır. 

2) Nöbet tipleri fokal, jeneralize başlangıçlı ya da sebebi bilinmeyen olabilir. 

3) Sebebi bilinmeyen nöbetler, hala sınıflandırılabilen özelliklere sahip olabilir. 

4) Bilinç (farkındalık), fokal nöbetlerin sınıflandırıcısı olarak kullanılır. 

5) İdrak bozukluğu, basit parsiyel, kompleks parsiyel, sekonder jeneralize nöbetler gibi 

kavramlar elimine edilmiştir. 

6) Yeni fokal nöbet tipleri otomatizmaları, otonomik, davranış tutukluğu, bilişsel, 

duygusal, hiperkinetik, duyusal ve iki taraflı tonik-klonik nöbetlere odaklanmayı içerir. 

Atonik, klonik, epileptik spazmlar, miyoklonik ve tonik nöbetler fokal veya jeneralize 

olabilir. 
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7) Yeni jeneralize nöbetler; gözkapağı miyoklonili absans, miyoklonik absans, 

miyoklonik-tonik-klonik, miyoklonik-atonik ve epileptik spazmları içermektedir (Fisher ve 

diğ. 2017). 

1.3. Epilepsinin Etiyolojisi ve sınıflandırılması 

ILAE, epilepsi için altı etiyolojik kategori tanımlamıştır; genetik, metabolik, yapısal, 

immünolojik, enfeksiyöz ya da bilinmeyen kaynaklar (Falco-Walter ve diğ. 2018, Katsarou 

ve diğ. 2017).  

1) Genetik etiyoloji: Epilepsi için patojenik olduğu düşünülen özgün bir hastalığa neden 

olan gen bölgesinde ya da sayısında gerçekleşen değişikler, epilepsinin genetik 

sınıflandırması içinde yer almaktadır. Moleküler genetik tanısı yapılmadan aile 

hikayesinde epilepsi tanısı konmuş olması ve tipik EEG paternlerinin görülmesi de genetik 

etiyolojisine dâhil edilmektedir. Ancak genetik kaynaklı epilepsilerin çoğunda aile hikâyesi 

bulunmamaktadır ve genetik değişikler hastada yeni oluşmuştur (Hildebrand ve diğ. 2013). 

2) Metabolik Etiyoloji: Metabolik bozukluklardan kaynaklı epilepsi hastalarından 

bahsetmektedir. Ancak akut-semptomatik nöbetle sonuçlanan geçici metabolik bozukluğu 

olan bir kişide nöbetlerin ateşlendiği şeklinde değerlendirilemez. Bu nedenle bu kişilerde 

epilepsi bulunmaz. Metabolik epilepsilerin çoğu genetik etiyoloji sınıfına girmektedir 

ancak bazıları sonradan edinilmiş olabilir. Örneğin; piridoksin bağımlı nöbetler ve serebral 

folat yetersizliği (Parikh ve diğ. 2015). 

3) Yapısal Etiyoloji: Klinik bulgular ve EEG ile uyumlu, hastanın nöbetine sebep olduğu 

sonucuna varılmış nörolojik görüntünün elde edilmesi, yapısal etiyoloji içerisinde 

değerlendirilmektedir (Lapalme-Remis ve Cascino 2016). Nöbet semiyolojisi ve EEG 

bulguları ile uyuşmayan görüntüler, hastanın epilepsisi ile ilişkili değildir. Bu nedenle 

epilepsinin tanımlanması esnasında dikkate alınmaz (Scheffer ve diğ. 2017). 

4) İmmunolojik Etiyoloji: Epilepsinin başlamasına sebep olan oto-immunolojik 

hastalıklardan bahsedilir. Antikor aracılı limbik ensefalit, bilinmeyen orijinli epilepside 

giderek artan oranda kabul gören bir nedendir, ancak bu etiyolojinin sadece limbik veya 

ekstrasellöz ensefaliti işaret etmediğine dikkat edilmelidir. Otoimmün ensefalit ve epilepsi 

arasındaki bağlantı, nöronal hücre içi antikorlarla (GAD65, ANNA-1 ve Ma) ve nöronal 

hücre yüzey antikorlarıyla (VGKC kompleksi, NMDAR, AMPA, GABA-B ve GluR5) 

kurulmuştur (Correll 2013, Toledrano ve Pittock 2015). 

5) Enfeksiyöz Etiyoloji: Bir akut enfeksiyon nedeniyle nöbet geçiren bir hastayı değil, 

kronik enfeksiyon sonucu gelişen epilepsiye sahip olan hastayı belirtir. Nöbeti artmadığı 

sürece akut enfeksiyon geçiren bir hastanın durumu epilepsi olarak nitelendirilemez 
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(dolayısıyla epilepsi tipi sınıflandırma yapılmamalıdır). Enfeksiyöz etiyolojilere örnek 

olarak şunlar verilebilir: nörosistiserkoz, Human Immunodeficiency Virus (HIV), 

Cytomegalovirus (CMV), serebral toksoplazmoz. Bunların birçoğu yapısal etiyoloji olarak 

da düşünülebilir. Tedavi edilmiş bir enfeksiyondan dolayı nöbet geçirmiş hastalar (örneğin; 

menenjit), enfeksiyon kaynaklı epilepsi içerisinde sınıflandırılabilir (Vezzani ve diğ. 2016). 

6. Bilinmeyen Etiyoloji: Sebebi hala tespit edilememiş epilepsi hastalarını tarif etmektedir. 

Epilepsiler etiyolojik bir zeminde 3 ana başlık altında toplanmıştır; 

1) İdiopatik Epilepsi: Sebebi bilinmeyen epilepsi türü olarak tanımlanmıştır. Genellikle 

ailesel kökenli veya genetik olduğu düşünülmektedir. İdiopatik epilepsilerde gelişme 

basamakları normaldir ve herhangi bir patolojik süreç tespit edilemez. Ailesel özellik 

dikkati çeker. 

2) Semptomatik Epilepsiler: Tanımlanması ve anlaşılması kolay olan epilepsi türüdür. 

Altta yatan biyokimyasal veya organik sebepler bilinmektedir. Enfeksiyöz hastalıklar, 

tümör ve geçirilmiş travmalar epilepsinin seyrini etkiler. 

3) Kriptojenik Epilepsiler: Sebebi bilinmeyen epilepsi türlerine verilen genel bir addır. 

Genellikle semptomatik olduğu düşünülür. Ancak sınıflandırılmaya yetecek ölçütlere sahip 

değildir. 

Etiyolojik durumu belirlenmiş olan durumlar “epilepsi”, belirlenmemiş olanlar ise 

“epilepsi sendromu” olarak tanımlanır. 

1.4. Epilepsinin Epidemiyolojisi 

Epilepsi; her yaşta, çeşitli coğrafik bölgelerde, farklı sosyal ve ekonomik şartlarda 

görülebilen ve dünya genelinde 65 milyon insanı etkileyen nörolojik bir rahatsızlıktır 

(Katsarou ve diğ. 2017). Görülme sıklığı motor nöron hastalıklarından yüz kat, multipl 

sklerozdan on kat daha fazladır (Porter 1993). 2010 yılında Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ, 

WHO=World Health Organisation) epilepsiyi, baş ağrısından sonra ikinci en sık görülen ve 

sıkıntı veren nörolojik rahatsızlık olarak tanımlamıştır (Fiest ve diğ. 2016). Epilepsinin 

görülme sıklığı ülkelerin gelişmişlik düzeyine göre değişmektedir. Evrensel bir rahatsızlık 

olmasına rağmen, görülme sıklığı eşit olmayan bir dağılım göstermektedir. Epilepsi 

hastalarının %80'i düşük ve orta gelirli ülkelerde görülmektedir. Epilepsi insidansının ve 

prevalansının düşük gelirli ülkelerde diğer ülkelere oranla daha yüksek olduğu ve bu 

durumun düşük gelirli ülkelerde tedaviye ulaşımın daha zor olmasından kaynaklandığı 

bildirilmiştir (Espinosa-Jovel ve diğ. 2018). Antiepileptik tedavi gören hastaların %20-

30’u tedaviye yanıt vermemektedir (Kwan ve Brodie 2000). 
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Fiest ve arkadaşlarının Medical Literature Analysis and Retrieval System Online 

(MEDLINE, MEDLARS) ve EMBASE (Excerpta Medica dataBASE) verilerine dayanarak 

yapmış oldukları meta-analiz çalışmalarında, aktif epilepsi prevelansını 1000 kişide 6.8, 

yaşam boyu prevelansı ise 1000 kişide 7.90 olarak hesaplamışlardır. Epilepsinin yıllık 

kümülatif insidansının 100.000 kişide 67.77, insidans oranının ise 10000 kişide 61.44 

olduğunu hesaplamışlardır. Yaş ve cinsiyetin epilepsi prevelansını etkilemediğini ancak 

yaşam boyu prevelans ve insidans oranının orta ve düşük gelirli ülkelerde daha yüksek 

olduğunu bildirmişlerdir (Fiest ve diğ. 2016).  

1.5. Absans Epilepsi 

 Absans epilepsi, aktivitenin durması ve geçici bir bilinç değişikliği ile ilişkili olarak 

yaygın, konvulsif olmayan nöbetlerle karakterize olan özel bir epileptik sendromdur. Bu 

absans nöbetleri, genellikle hastalarda hafif otomatizma ya da uzuvları, göz küresini veya 

göz kapaklarını etkileyen orta derecede tonik-klonik bileşenlerle görülür(Panayiotopoulos 

1999). Tipik absans nöbetleri EEG’de bilateral, senkron ve düzenli 3-Hz SWD ile 

ilişkilidir. Bu nöbetler ilk önce 5-7 yaş civarında görülür ve daha sonra sessiz uyanıklık, 

dikkatsizlik ve uyku ile uyanış arasındaki geçişlerde düzenli olarak meydana gelir. 

Genellikle 10-20 saniyeden (sn) az sürer, ancak bazı hastalarda sık görülür. Absans 

nöbetlerinin farmakolojik duyarlılığı oldukça eşsizdir: diğer birçok epilepsi formunda 

etkisiz olan etosüksimid tarafından bastırılır, fakat tedavisi için aynı zamanda bazı geniş 

spektrumlu antiepileptik ilaçlar da kullanılır (örn. Valproat ve daha az etkinlik için 

lamotrijin) (Tenney ve Jain 2014, Glauser ve diğ. 2013). Jeneralize konvulsif ve parsiyel 

nöbetlere karşı oldukça etkili olan karbamazepin ve fenitoin ile absans nöbetleri 

şiddetlenirler (Panayiotopoulos 1999). Absans nöbetleri yanında bilişsel ve duysal 

komorbiditeler de tanımlanmıştır ancak başka nörolojik bozukluklarla ilişkili değildir 

(Caplan ve diğ. 2008). Tipik çocukluk çağı epilepsisinde, ergenlik döneminde hastaların 

yaklaşık %70'inde düzelme görülmektedir. 

Genetik jeneralize epilepsiler, klinik özelliklerine ve elektroensefalogram (EEG) 

karakteristiğine göre sınıflandırılan ve tanısı konan elektroklinik sendromlar olarak 

tanımlanmaktadır (Berg ve diğ. 2010, Scheffer ve diğ. 2017). Genetik jeneralize epilepsi 

yaygındır ve epilepsi tanısının yaklaşık %20'sini oluşturur (Jallon ve Latour 2005). 

Jeneralize absans epilepsilerin EEG kayıtlarında ayırt edici özelliği; bilateral senkron, 

simetrik ve jeneralize ‘diken dalga deşarjları’dır (SWD=Spike Wave Discharge). Absans 

nöbeti tanımlayan SWD’nın süresi hakkında genel bir fikir birliği yoktur. Sadlier ve 

arkadaşları absans nöbetleri iki kritere göre tanımlamıştır; (1) herhangi bir zamanda klinik 
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bulgulara eşlik eden SWD’ler ve (2) klinik bulguların eşlik etmediği ve 2 sn.den fazla 

süren SWD’ler. 2 sn.den az süren, klinik bulguların eşlik etmediği deşarjlar interiktal 

fragmanlar olarak adlandırılmaktadır (Sadleir ve diğ. 2009). SWD kompleksinin 

maksimum genliği en sık fronto-sentral bölgede (%96,3) görülür, bunu fronto-polar (%2,4) 

ve oksipital (%1.3) bölgeler izler. Son yapılan çalışmalarda klinik bulgular olsun ya da 

olmasın 3 sn. ve daha fazla süren SWD, absans nöbet olarak değerlendirmektedir (Dlugos 

ve diğ. 2013).  

Çeşitli absans nöbetleri tanımlanmıştır (Berg ve diğ. 2010, Luders ve diğ. 2006; 

Getaut 1970). En çok bilinen ve 1981'de ilk olarak ILAE tarafından tanımlanan, tipik ve 

atipik absans nöbetlerdir. Her iki nöbet arasında büyük farklar vardır. Tipik absans nöbeti, 

klinik özelliklere ve iktal ile interiktal özelliklere göre tanımlanır. Tipik bir absans epilepsi 

nöbetinde SWD frekansı 2-4 Hz aralığında görülmektedir (Çizim 1,2).  Atipik absans 

nöbetli bireylerin genellikle yavaş bir EEG arka planı vardır. Bu nöbet tipine genellikle 

zihinsel yetersizlik ve diğer birçok nöbet tipi eşlik edebilir. Tıbbi tedaviye daha zayıf yanıt 

verir ve daha kötü bir klinik tablo sergiler (Çizelge 1.2).  

Çocukluk çağı absans epilepsisi ve juvenil absans epilepsisi, bu sendromların her 

birinde nöbet türü tipik absans nöbeti olan arketipik absans epileptik sendromlarıdır (ILAE 

1981, 1989). ILEA çocukluk çağı epilepsisi için sendrom sınıflandırması aşağıdaki 

kriterleri içermektedir: 

(1) Okul çağındaki çocuklarda ortaya çıkar (6–7 yaş arası pik görülmektedir), 

(2) Sık absans nöbetler görülür (günde birkaç defa veya daha fazla), 

(3) EEG, normal bir arka plan aktivitesi üzerinde, genellikle 3 Hertz (Hz), bilateral, 

senkron simetrik SWD’ler ortaya koymaktadır (Çizim 1.2), 

(4) Ergenlik döneminde sıklıkla jeneralize tonik-klonik nöbetler gelişir. Absans 

nöbetler, daha seyrek olabilir ya da nadiren tek nöbet tipi olarak devam edebilir. 

 

 



9 
 

 
Çizim 1. 2. Tipik bir absans epilepsi nöbetinin EEG kaydı. Frontosentral maksimada jeneralize, 

simetrik, senkron ve düzenli 3 Hz SWD görülmektedir (Seneviratne ve diğ. 2017). 

 

Çizelge 1.2. Absans nöbetlerin bulunduğu sendromların ILAE tarafından sınıflandırılması Carney 

ve Jackson 2014) 

Sendrom Absans Epilepsi türü Diğer epilepsi  türleri 

Jeneralize genetik 

epilepsilerin alt sendromları 

  

Çocukluk çağı absans epilepsi Tipik absans epilepsi Generalize tonik klonik nöbet 

Juvenil absans epilepsi Tipik absans epilepsi Generalize tonik klonik nöbet, 

miyokloni, absans status 

Juvenil miyoklonik absans 

epilepsi 

Tipik absans epilepsi Generalize tonik klonik nöbet, 

miyokloni 

Gözkapağı miyoklonili absans 

nöbet 

Gözkapağı miyoklonili tipik 

absans epilepsi 

Generalize tonik klonik nöbet, 

miyokloni 

Miyoklonik absans nöbetli 

epilpesi 

Miyoklonik absans apilepsi Generalize tonik klonik nöbet 

Diğer Sendromlar   

Lennox-Gastaut sendromu Atipik absans epilepsi Tonik nöbetler, Generalize 

tonik klonik nöbet, fokal 

nöbetler 

Genetik epilepsiye eşlik eden 

febril nöbetler 

 Generalize tonik klonik nöbet, 

miyokloni, diğerleri 
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1.6. Absans Epilepsi Teorileri 

1.6.1. Sentrensafalik Teori 

1941'de Jasper ve Kershman, petit mal absans nöbetleri olan hastaların EEG’lerini 

analiz ederek nöbetleri, her iki hemisferde ani başlayan ve sonlanan ve yüksek diken dalga 

aktivitesi ile karakterize etmişlerdir. Kortikal kökenli bir kanıt bulunmadığından dolayı 

Jasper ve Kershman nöbetlerin subkortikal bir kökene sahip olduğunu öne sürmüşlerdir 

(Jasper ve Kershman 1941). Varsayılan subkortikal odak eş zamanlı olarak her iki 

hemisfere de yansımaktadır. Böyle bir subkortikal odak varlığı, 1942 yılında Morison ve 

Dempsey tarafından talamokortikal bağlantıların araştırılması ile desteklenmiştir. Spesifik 

talamokortikal projeksiyon sistemine ek olarak, talamusun intralaminar nükleusları olan 

nispeten küçük talamik bir bölgeden köken alan nonspesifik diffüz bağlantıları olan ikinci 

bir talamokortikal projeksiyon sisteminin varlığını göstermişlerdir. Ayrıca bu intralaminar 

talamik projeksiyonların tüm kortekse yayıldığını ancak özellikle maksimum SWD’lerin 

görüldüğü parietal ve frontal bölgelere yayıldığını göstermişlerdir (Marison ve Dempsey 

1942). Bu bulgular ışığında 1947'de Jasper ve Droogleever Fortuyn ‘Talamik stimülasyon 

modu’ olarak adlandırılan ilk deneysel diken dalga modelini oluşturmuşlardır (Jasper ve 

Fortuyn 1947). İntralaminar talamusun sn.de 3 kez uyarılmasının, hafif anestezili kedilerde 

3 sn.de bir bilateral eş zamanlı diken dalga EEG paterni üretebildiğini bulmuşlardır. 3 Hz 

intralaminar talamik uyarının kedi ve maymunlarda absans nöbetlere benzer davranışlara 

yol açtığını göstermişlerdir (Hunter ve Jasper 1949).  Penfield, bilinci koordine eden ve her 

iki hemisfere projeksiyon yapan bu yaygın sinir sistemini sentrensefalik entegrasyon 

sistemi olarak tanımlamıştır (Penfield 1952). Bu sistemin beyin sapında ve diensefalonda 

yer aldığı ileri sürülmüştür. Sentrensefalik sistem, bilinç kaybı ile EEG’de bilateral 

başlangıçlı jeneralize nöbetlerden sorumlu tutulmuştur (Çizim 1,3). 

1.6.2. Kortikal Teori 

 Jeneralize deşarjlar için santral odak hipotezi destek alsa da, 1952'de Gibbs ve Gibbs, 

yaygın kortikal süreçlere bağlı olarak SWD’lerin kortekste oluştuğunu ileri sürmüşlerdir. 

Hastalardaki bulgular ayrıca sentrensefalik teorinin geçerliliği hakkında ciddi şüpheler 

doğurmuştur. 1953 yılında Bennett, petit mal nöbetleri olan hastalara, korteksi besleyen 

karotis artere konvulsif ilaç olan pentilenetetrazol (PTZ) enjeksiyonunun, jeneralize SWD 

aktivitesi oluşturduğunu göstermiştir (Bennett 1953). Aksine, bu ilaç diensefalon ve beyin 

sapını besleyen vertebral arter içine enjekte edildiğinde bu tür tepkiler gözlenmemiştir. 

Gloor bu bulguları hastalar ve kedilerde doğrulamıştır (Gloor 1968, 1969). Jeneralize 

nöbetleri olan hastalarda tek taraflı intrakarotid PTZ enjeksiyonunun, klinik olarak petit 
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mal durumuna benzeyen uzamış bilateral senkronize jeneralize paroksismal SWD’lere 

neden olduğu gözlenmiştir. Diğer yandan, intravertebral uygulama nöbet deşarjlarının 

zayıflamasına neden olmuştur. Bu bulgular Gloor’un jeneralize kortikoretiküler epilepsiler 

kavramının temelini oluşturmuştur. 

 Sentrensefalik teoriyi destekleyen Panfield ve Jasper, kortikal uyaranın ya da kortikal 

bir lezyonun absans nöbete yol açmasının imkansız olduğunu öne sürmüşlerdir. Ancak 

Bancaud bu görüşü çürütmüştür (Bancaud 1969). Hastalardan alınan derin kayıtlar, nöbet 

sırasında meydana gelen deşarjların başlangıçta kortekste, özellikle de frontal lobda bir 

lezyon bölgesinde lokalize olabileceğini göstermiştir. Bu gözlemler sonucu, SWD’lerin, 

kortikokortikal yollarla tüm korteks boyunca hızlı bir şekilde yayılan ve frontal korteksteki 

fokal deşarjlar aracılığıyla oluştuğu ileri sürülmüştür. Klinik gözlemler temelinde kortikal 

teorinin diğer savunucuları Lüders ve Liedermeyer’dir. Bu araştırmacılara göre, birincil 

jeneralize epilepsi, kortikal anormalliğin ifadesidir (Lüders ve diğ. 1984, Niedermeyer 

1972). Talamusun jeneralize epilepsilerin oluşumuna kesinlikle katıldığını ancak normal 

fizyolojik talamokortikal etkileşimleri yürütmede ikincil görevi olduğunu ileri 

sürmüşlerdir. Primer jeneralize epilepsilerde jeneralize SWD mezofrontal kortekste üretilir 

ve hızlıca tüm korteks boyunca yayılır (Niedermeyer 1996). Bu görüş, jeneralize nöbetlerin 

derin elektrot kayıtlarıyla fokal orijinin tespit edilmesi ve aynı elektrotla uyarılması sonucu 

nöbetlerin ortaya çıkma olasılığına dayanmıştır (Çizim 1.3). 

1.6.3. Kortikoretiküler Teori 

 Gloor, SWD’lerin oluşumunda kortikoretiküler mekanizmanın rol oynadığını ileri 

sürmüştür. Kortikoretiküler teoriye göre, SWD’lerin oluşmasında hem korteks hem de 

talamik retiküler çekirdeklerin ve beyin sapının rolü olduğunu bildirmiştir (Gloor 1968, 

Gloor 1969). Prince ve Farrell tarafından geliştirilen hayvan modeliyle kortikoretiküler 

teori desteklenmiştir (Prince ve Farrell 1969). Bu araştırmacılar, penisilinin (PCL) 

kedilerde jeneralize, bilateral, senkron SWD’lere neden olduğunu göstermişlerdir. Bu ‘kedi 

PCL jeneralize epilepsi modeli’, insan primer absans epilepsi modeli olarak kabul 

görmüştür (Gloor ve diğ. 1990).  Uyku iğciklerini çağrıştıran kedi talamus orta hattının 

düşük frekanslı uyarılması ve rekürren cevaplar, PCL uygulandıktan sonra bilateral 

jeneralize SWD’lerin oluşumunu uyarmıştır. Epileptik deşarjların korteksin anormal 

cevaplarından mı yoksa talamustan gelen anormal yayılımdan mı kaynaklandığı sorusu, 

PCL’nin kortikal uygulamasının SWD üretebildiği bir deney ile cevaplanırken, PCL’nin 

talamusa uygulanması SWD oluşumuna yol açmamıştır. Gloor ve arkadaşları, SWD 

oluşumunda sorumlu olan kritik faktörün korteksin uyarılabilirliğindeki artış olduğunu ileri 
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sürmüşlerdir. Bu aşırı uyarılabilir epileptojenik durumda kortikal nöronlar, talamokortikal 

yayılımlara iğcik yerine SWD oluşturarak yanıt vermektedir. Hem talamus hem de 

korteksin varlığı SWD gelişmesi için gerekmektedir, SWD’lerin bilateral senkronizasyonu 

için corpus callusum’a intiyaç vardır. Faz-kilitli ateşleme çalışmalarında deşarjların 

kortekste talamusa göre birkaç döngü daha erken başladığı görülmüştür (Avoli ve diğ. 

1983). Bu durum, korteksin ilk olarak SWD patlamasının paroksismal salınımını 

başlattığını ve ikincil olarak talamusu sürüklediğini göstermektedir. Salınım harekete 

geçirildiğinde, talamus ve korteksin birbirini tetiklediği açıkça görülmesine rağmen, 

talamik nöronların kortikal karşılıklarına (muadillerine) göre biraz daha erken ya da sonra 

ateşlendiği görülmüştür. Kortikoretiküler teori, en çok kabul gören absans teorilerinden biri 

olmakla beraber, korteks ve talamusun nispi katkıları ve tam mekanizmaları hala tartışma 

konusudur. Kedi PCL modelinin insan absans epilepsi modeli için geçerli bir model olup 

olmadığı tartışmaya açık bir konudur. Kedi PCL modelinin en önemli dezavantajı, SWD 

kortikal uyarılabilirliğinin farmakolojik olarak artırılmış olabileceğinden, korteksin 

rolünün aşırı vurgulanmış olmasıdır (Çizim 1.3). 

1.6.4. Talamik Saat Teorisi 

 Buzsáki, 1991 yılında, belirli bir sıçan suşu olan Fischer 344 sıçanlarında meydana 

gelen spontan SWD’lerin (yüksek voltajlı iğcikler) talamokortikal mekanizmalarını 

araştırmıştır. Korteks yokluğunda talamik yüksek voltajlı iğciklerin oluşumu devam 

ederken, talamik lezyon oluşturulan hayvanlarda kortikal iğciklerin kaybolduğunu 

gözlemlemişlerdir. Daha spesifik olarak, retiküler talamik çekirdeğin seçici lezyonlarının 

yüksek voltajlı iğleri baskıladığını göstermişlerdir. Serbest hareket eden sıçanlardan alınan 

kayıtlarda, kortikal ve talamokortikal relay hücrelerinin EEG diken dalgasıyla eş zamanlı 

ateşlendiği, buna karşın retiküler talamik nükleus nöronlarının yavaş dalga bileşeni 

sırasında ateşlendiği görülmüştür. Lokal yüksek voltajlı iğciklerin alan potansiyellerinin 

talamausta korteksten birkaç döngü daha erken başladığı görülmüştür ve talamusta 

ateşlenen ritmik hücre sayısının, deşarjların EEG kayıtlarında görünür olmadan önce 

kademeli olarak arttığı gözlenmiştir. Buzsaki bu gözlemlere dayanarak, 'talamik saatin’ 

deşarjlardan sorumlu olduğunu ileri sürmüştür (Buzsaki 1991). Retiküler talamik nükleus, 

talamik saat için pacemaker hücrelerini içermektedir. Birkaç retiküler talamik hücrenin 

ateşlenmesi talamokortikal relay hücrelerinde patlamaya neden olmaktadır ve bu durum 

daha çok retiküler talamik hücrenin uyarılmasına yol açmaktadır. 



13 
 

1.6.5. Kortikal Odak Teorisi 

 Meeren ve arkadaşlarıWistar albino Glaxo-Rijswijk (WAG/Rij) ırkı sıçanlarda lineer 

olmayan ilişki analiz yöntemini kullanarak yapmış oldukları çalışmada, nöbet boyunca 

çoklu SWD'lerin oluşmasından sorumlu somatosensör korteksin perioral bölgesinde tutarlı 

bir kortikal “odak” göstermişlerdir (Meeren ve diğ. 2002). Bu odak arkasındaki diğer 

kortikal alanlarda artan mesafeyle paralel olarak SWD'lerin sürekli geciktiğini ve 

SWD'lerin ortalama yayılma hızının 1,5metre/sn(m/sn) olduğunu gözlemlemişlerdir. 

Fonksiyonel olarak birbirine bağlı kortikal ve talamik bölgelerin her birinin diğerini 

etkilediği ve bu iki yönlü bağlantının yönünün tek bir nöbet boyunca değişebildiğini 

bildirmişlerdir. Bununla birlikte, ilk 500 milisaniye (msn) boyunca kortikal odağın 

talamusu tutarlı bir şekilde yönettiği, sonrasında ise ritmik deşarjın sürdürülmesi boyunca 

korteks ve talamusun karşılıklı etkileşim ile birbirlerini yönettikleri bulunmuştur. Bu 

sonuçların tümü, talamusun deşarjlar için birincil uyarı kaynağı olarak davrandığını 

belirten ortak varsayımla uyumsuzdur. 

 Sıçanlarda talamik birimlerin kortikal birimlerde uyarıya yol açtığını gösteren 

hücresel talamokortikal ilişkilere yönelik daha önceki bulgular, yapılan bu çalışmalardaki 

kortikal kayıtların perioral fokal alandan nispeten uzak yerlerden elde edilmiş olduğu 

gerçeği ile açıklanabilir. Bu duruma,  farklı kortikotalamik zaman ilişkileri neden olabilir. 

Çalışmadan elde edilen bulgular, jeneralize SWD oluşumunda kortikal bir odağın lider bir 

rol oynadığını göstermektedir. İki taraflı olarak jeneralize SWD oluşumunun, nöbetlerin 

yayılması için uygun bir durumda olan anatomik ve fonksiyonel olarak bozulmamış 

kortikotalamik ağda mümkün olduğu öne sürülmektedir. Bu durum, kendiliğinden patlayan 

kortikal piramidal hücrelerin, talamokortikal relay ve retiküler talamik hücrelerin hafif ve 

orta düzeyde hiperpolarizasyonuyla karakterize edilir; bu da onları yüksek frekanslı 

aksiyon potansiyeli patlamaları üretmeye oldukça yatkın kılar. Kortikal odakta ilk önce 

normal veya epileptik diken oluşmaktadır. Eksitatör hücrelerin geniş ara bağlantı özelliği 

sayesinde, kortikal ağın yeterince engellenememesi ve kontrol edilememesi durumunda, 

kortikal odak “kaçak” uyarının oluşması için son derece duyarlı hale gelir (Luhmann ve 

diğ. 1995).Böyle bir kaçış durumunda, birkaç piramidal hücrenin senkronize olarak 

patlaması, diğer eksitatör hücrelerin hızlı bir şekilde uyarılmasına ve nöronların hızlı bir 

şekilde topluca uyarılarak, epileptik diken oluşumuna neden olur. İlk oluşan diken, 

somatosensoriyel korteksin perioral bölgesinde (S1po) görülür.  Daha sonra hızlıca tüm 

kortekse yayılarak jeneralize deşarjlar şeklini alır. Bu ilk olay, oluşan dikenleri diken dalga 

aktivitesine çeviren, bozulmamış talamokortikal ağ içinde bir dizi süreci başlatır. İlk birkaç 
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döngü sırasında, kortikal odak talamusu harekete geçirir ve böylece korteks ve talamusun 

birbirini tetikleyerek uyarıyı amplifiye ettiği devre başlamış olur. Diken-dalga aktivitesinin 

korteks üzerindeki hızlı yayılımı, kısa aralıklı intrakortikal liflere ve uzun aralıklı 

asosiyasyon liflerine sahip hücrelerin popülasyonuna bağlıdır. Bunlar korteks altında yer 

alan beyaz maddeye ilerleyerek diğer kortikal bölgelerle kapsamlı bağlantılar kurarlar. 

GABAerjik inhibisyonun bozulması, WAG/Rij ırkı sıçanların intrakortikal ağını bu 

yayılmaya karşı oldukça hassas hale getirir. Somatosensoriyel korteksin perioral kısmı, 

GABA inhibisyonunun daha şiddetli bozukluğuna maruz kalarak zayıf bir kortikal odağa 

ya da “sıcak noktaya” dönüşür ve diken üretimi için düşük bir eşik değerine sahip olur. Bu 

kortikal odak, deşarjların ana tetikleyicisidir, ancak daha sonraki korteks ve talamus 

arasındaki etkileşimler göz önünde bulundurulursa, kortikal odak teorisinin kortikal ve 

kortikoretiküler teoriler arasında bir sentez olduğu görülmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizim 1. 3. Absans epilepsi teorileri, (Meeren ve diğ. 2005) 

1.7. Absans Epilepsi Modelleri 

 Absans epilepsinin patofizyolojisini anlamak, jeneralize idiyopatik epilepsi 

hakkındaki ve nöbetler sırasında eş zamanlı yanıt vermeme açısından genel anlayışımızı 

geliştirmek için önemlidir. Aslında, absans epilepsi genellikle diğer epilepsi formları ile 

paylaştığı birçok EEG ve davranış özellikleriyle jeneralize epilepsinin prototipik bir formu 

olarak kabul edilir. Mevcut antiepileptik ilaçlar ve çoğu durumda remisyonu ile kontrol 
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edilmesi gerçeğiyle birlikte klinikte absans epilepsi çalışılması, çoğu hastanın genç 

yaşından dolayı nadiren görülmektedir. Bu nedenle, absans epilepsi ile ilgili mevcut 

mekanistik bilgimiz farelerde ve sıçanlarda genetik ve farmakolojik modellerde yapılan 

deneylerden toplanmıştır (Jarre ve diğ. 2017). Bununla birlikte, bazı hastaların daha 

şiddetli fenotipler (örn. Bilişsel kusurlar, remisyon yok) geliştirmesi ve ilişkili beyin 

fonksiyonlarının (örneğin, bilinç) mekanizmalarının daha iyi anlaşılması ihtiyacı, absans 

epilepsi ile ilgili çalışmayı oldukça alakalı hale getirmektedir. 

Farmakolojik ajanlar akut yada kronik uygulanarak absans epilepsi modeli 

oluşturulabilir. Tipik ya da atipik absans epilepsi modelleri oluşturmak için PCL, Bikukuin 

(BCC), pentilentetrazol (PTZ), Pikrotoksin (PTX), gamma-hidroksi biturat (GHB) 

kullanılan kimyasal ajanlardır, bu ajanlar GABAerjik sistem üzerine etkilidir. Bunun yanı 

sıra kronik uygulanan metilazoksimetanol asetat (AY-MAM) ve kolesarol sentaz inhibitörü 

(AY-9944) atipik absans epilepsi modelleri oluşturmak için kullanılmaktadır (Cortez ve 

diğ. 2015). 

Genetik hayvan modelleri için tek gen mutasyonuna sahip fare modelleri olan 

stargazer, leaner, mocha, ducky, letharjik kullanılmaktadır. Absans tipi konvulsif olmayan 

nöbet kriterlerini taşıyan ve çok kullanılan deneysel modeller arasında spontan SWD'ye 

sahip poligenetik modeller olan WAG/Rij ve GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats 

from Strasbourg) ırkı sıçanlar kullanılmaktadır. Bu hayvan modelleri, insan absans 

epilepsisinin davranışsal ve karakteristik özelliklerini bir arada taşımaktadır (Vergnes ve 

diğ. 1982, Coenen ve Luijtelaar 2003).  

Genetik olduklarından, bu modeller, bireylere, doğal durumlara yakın, klinik 

durumlara yakın çalışma konusunda eşsiz bir fırsat sunmakta ve böylece insan AE'sinin 

patofizyolojisini ve yaşam boyunca evrimini anlamak için ideal koşullar sağlamaktadır. 

Donakalmayla ilişkili spontan SWD'lerin ortaya çıkışını gösteren EEG kayıtlarına dayanan 

farelerde ve sıçanlarda farklı genetik modeller tarif edilmiştir. Üç ana özellik, bu modellere 

absans epilepsi anlayışına önemli bir değer katmaktadır;  

(1) SWD'leri, ömür boyu süren, serbestçe hareket eden ya da hareketsiz hale getirilmiş 

hayvanlarda düzenli olarak kaydetme imkanı, 

(2) Epileptik ve Epilepsi olmayan suşlar arasındaki verilerin karşılaştırılması, 

(3) Nöbetlerin başlamasından önce epileptik hayvanları keşfetme olasılığı, 

Bu özellikler birçok araştırmada geniş bir şekilde çalışılmış olan iki sıçan modelinde 

bulunmaktadır;  WAG/Rij ve GAERS. Monogenik mutasyonların bulunduğu fare 



16 
 

modellerinde elektrofizyolojik yöntemler daha az kullanılmasına rağmen, AE'nin 

patofizyolojisini anlamak için yaygın olarak kullanılmaktadır (Depaulis ve Charpier 2017). 

AE'nin tüm genetik modellerinde, hayvanlar, paryetal ve frontal korteksler üzerinde EEG 

kaydı alınırken, aniden başlayan ve desenkronize bir arka plan aktivitesi üzerinde aniden 

biten ve senkronize olan SWD'ler sergiler. İnsan hastalarda olduğu gibi, postiktal 

depresyon yoktur. Hayvan modellerinde, türler ne olursa olsun, SWD'ler 5 ila 9 Hz 

arasında bir frekansa sahiptir ve 1 saniyeden 60 saniyeye kadar sürebilmektedir. Ancak, 

SWD’lerin görülme sıklığı, modele, hayvanların yaşına ve test koşullarına bağlı olarak 1 

ila 260 SWD/saat arasında çok değişken olabilir. Bazı hayvan modellerinde (örneğin, 

GAERS, WAG/Rij, Stargazer), spike frekansı SWD'lerin başlangıcında daha yüksektir 

(sıçan modellerinde 11 Hz'e kadar), ancak SWD'lerin başlangıcından birkaç saniye sonra 

yaklaşık 7–9 Hz'lik bir frekans görülür. Bu frekans değişimi, SWD'lerin altında yatan 

nöronların ateş örüntüsündeki dinamikleri yansıtabilir ve farklı devrelerin SWD'lerin ilk 

birkaç saniyesinde hızla toplanabileceğini göstermektedir. SWD’ler genellikle “davranışsal 

tutuklama” olarak adlandırılan hayvan hareketliliğinin kesintiye uğramasıyla ilişkilendirilir 

(van Luijtelaar ve Coenen, 1986, Vergnes ve diğ. 1982, Noebels ve diğ. 1990, Zwingman 

ve diğ. 2001, Noebels ve Sidman, 1979). Hem farelerde hem de sıçanlarda bıyıkların 

ve/veya çene kaslarının ritmik seğirmesi de sıklıkla görülmektedir. Hem GAERS hem de 

WAG/Rij'de EMG ölçümlerinin yapıldığı çalışmalarda, SWD'ler sırasında boyun kas 

tonusunun azaldığını ve bu azalmanın SWD süresinin sonuna kadar devam ettiğini 

gösterildi. Bazı hayvanlarda, zaman zaman dil çıkıntıları ile hafif çiğneme gözlenebilir. 

Absans epilepsinin temel özelliklerinden biri olan SWD'ler sırasında çevreyle bağlantının 

kesilmesi, hem ödül hem de pozitif motive edilmiş bir ayrımcılık testi kullanmak için bir 

kola baskı yapmak üzere sıçanlara eğitim vererek, hem GAERS hem de WAG / Rij 

sıçanlarında ele alınmıştır. SWD'ler sırasında hayvanlar kola basma hareketleri kesintiye 

uğradı ve nöbetlerin durması üzerine tekrar başladı (Vergnes ve diğ. 1991, van Luijtelaar 

ve diğ. 1991a, van Luijtelaar ve diğ. 1991b). 

WAG/Rij ırkı sıçanlar inbred olarak üretilmiş ve EEG kayıtlarında SWD'ler 

saptanmıştır. Altı aylık tüm yetişkin WAG/Rij suşunda ortalama 5 saniye süren, 7-10 Hz 

frekanslarında ritmik deşarjlar görülmektedir. SWD'ler EEG kayıtlarında 2-3 aylıkken 

görülmeye başlar. Saatte yaklaşık 16-18, günde 300-400 deşarj görülmektedir. Nöbetler 

sırasında yüzde miyoklonik jerkler, bıyıkların seyirmesi, solunumda hızlanma, kafa 

sallama hareketi ve göz seğirmeleri eşlik etmektedir. Uyku-uyanıklık durumu SWD'lerin 

görülme sıklığını etkilemektedir (Coenen ve Luijtelaar, 2003).  
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1.8. Absans Epilepsi Patofizyolojisi 

Absans epilepsi patofizyolojisi hakkında ilk bilgiler Jasper ve Droogleever-Fortuyn 

tarafından elde edilmiştir. Kedide yapmış oldukları çalışmalarda intratalamik elektriksel 

uyarım sonucu kortikal EEG kayıtlarında bilateral, senkronize, 3 Hz frekanslı SWD’lerin 

oluştuğunu gözlememişlerdir (Jasper ve Fortuyn 1948). Sonrasında absans epilepsi 

patofizyolojisi hakkında yapılan çalışmalar talamusun ventrobasal çekirdeği (VB) ve 

talamik retiküler nöronlar (TRN) hücrelerinin rol aldığı talamik döngünün SWD oluşumu 

için önemli olduğu gösterilmiştir (Avoli ve Gloor 1982, Danober ve diğ. 1998, 

Blumenfeld, 2005). TRN hücreleri korteks ve talamus arasında bilgi transferinden 

sorumludur. Absans epilepsi patofizyolojisi hakkında çeşitli teoriler üretilmiş olsa da 

günümüzde SWD’ların oluşumu için fonksiyonel ve anatomik olarak bozulmamış 

talamokortikal döngünün gerekli olduğu bilinmektedir. Meeren ve arkadaşlarının yapmış 

oldukları kortikal odak teorsinin temeli olan çalışmada, uyarının somatosensöriyel korteks 

(Spo) bölgesinde başladığı ve tüm kortekse yayıldığını, ilk 500 ms korteksin odağı 

yönettiğini göstermişlerdir. Daha sonra SWD oluşumunun devamı için korteks ve talamus 

karşılıklı etkileşim içinde olur (Meeren ve diğ. 2002). Genetik absans epilepsili GAERS ve 

WAG/Rij ırkı sıçanlarda yapılan çalışmalar, kortikal odak teorisini destekler niteliktedir. 

Etosüksimid, lidokain ve fenitoin kortikal odağa uygulanlmasının SWD oluşumunu 

baskıladığı gözlenmiştir (Sitnikova ve van Luijtelaar, 2004, Manning ve diğ. 2004, 

Gurbanova ve diğ. 2006). Moleküler çalışmalar ise WAG/Rij ırkı sıçanlarda Spo 

bölgesinde sodyum kanallarının ekspresiyonunda artış, hyperpolarization-activated cyclic 

nucleotide-gated channel 1 (HCN1) kanal ekspresiyonunda azalma olduğu tespit edilmiştir 

(Klein ve diğ. 2004, Strauss ve diğ. 2003). GAERS ırkı sıçanlarda yapılan çalışmalarda ise 

SPo’nun V ve VI tabaka nöronlarından alınan kortikal kayıtlarda SWD’lerin bu bölgede 

başladığı gösterilmiştir (Polack ve diğ. 2007). 

Absans nöbetler, normal uyku iğcikleri osilatör ritimler üreten talamo-kortikal 

döngünün anormal döngüler üretmesi sonucu ortaya çıkar (Destexhe ve diğ. 1999). Absans 

nöbetler daha çok uykudan uyanıklığa geçiş sürecinde görülmektedir (Crunelli ve Leresche 

2002).  Felin jeneralize absans epilepsi modeli olan kedilerde kas içi PCL enjeksiyonu 

sonrası oluşan SWD’lerin 7-14 Hz frekansında olan uyku iğciklerinden kaynaklandığı ve 

artarak devam ettiği gözlenmiştir (Gloor ve Fariello 1988). Anti-absans etkili etosüksimid 

uygulamasının in-vitro kesit preparatlarında talamik osilasyonların baskılandığı 

gözlenmiştir (Hugunard ve Prince 1994). Uyarılabilirliği artmış kortikal nöronlar, 

talamusta hızlı GABAA aracılı inhibisyon mekanizmasının yerine yavaş GABAB aracılı 
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inhibisyon mekanizmasını devreye soktuğu düşünülmektedir, normal uyku iğciklerinin 

oluşumunda TRN’da GABAA aracılı inhibisyon gerçekleşmektedir (Blumenfeld ve 

Coulter 2008). Bunun yanı sıra SWD oluşumunda korteks derin tabakalarında N-metil D-

aspartat (NMDA) ile uyarılmış eksitasyonun arttığı ve II-III tabakalarda GABA ile 

uyarılmış inhibisyonun azaldığı düşünülmektedir (Pumain ve diğ. 1992, Luhmann ve diğ. 

1995). 

1.9. Absans epilepsi patolojisinde T-tipi Ca
2+

 kanalının rolü 

Voltaj bağımlı kalsiyum kanalları (VBKK), 1967 yılında tanımlanmıştır. Yapılan 

çeşitli çalışmalarda elektrofizyolojik ve farmakolojik özelliklerine göre çeşitli VBKK'lar 

tespit edilmiştir. T-tipi (kısa süreli), L-tipi (uzun süreli), N-tipi, P-tipi, Q ve R tipi kanallar 

tanımlanmıştır. T-tipi kalsiyum kanalları düşük voltajlı uyaranlar ile etkilenmektedir. Bu 

nedenle çeşitli dokularda pacemaker aktivitesi için önemlidir. T-tipi kalsiyum kanalları; 

sinoatriyal düğüm, atriyoventriküler düğüm, düz kas hücresi kalbin iletim dokusunda ve 

özellikle nöronlarda yoğun bir şekilde bulunmaktadır. İn-vitro kesit preparatlarında 

elektriksel uyarı ile oluşturulan talamik osilasyonlar, T-tipi kalsiyum kanallarını bloke 

eden etosüksimid ile baskılanmaktdır. SWD aktivitesinin kaynağı olan talamo-kortikal 

osilasyonlardan, talamus ve korteks arasında bilgi akışından sorumlu olan talamik retiküler 

çekirdekler (talamic reticular nucleus, TRN) sorumludur (Avanzini ve diğ. 1993). Kendi 

içindeki nöronların yanı sıra talamik relay çekirdeklerine projeksiyon yapan TRN, 

GABAerjik nöronlardan meydana gelmektedir. GABAerjik aktivitenin artması uzun süren 

hiperpolarizasyona neden olarak düşük voltaj kapılı T-tipi kalsiyum kanallarının aktif hale 

gelmesinden sorumludur (Manning ve diğ. 2003). T-tipi kalsiyum kanalları Ca+2 

dikenlerine neden olarak talamokortikal döngüdeki patlama tarzı (burst) anormal osilatör 

karakterin görülmesinde önemli rol alır (Huguenard ve Prince, 1992; Perez-Reyes, 2003). 

Yapılan birçok çalışma T-tipi Ca
2+

 kanallarının absans epilepsi ile ilişkisini 

göstermektedir. Genetik absans epilepsili sıçanlarda kalsiyum kanal mRNA ekspresiyon 

düzeyi ve T-tipi kalsiyum akımları özellikle TRN bölgesinde artış olduğu gözlenmiştir 

(Talley ve diğ. 2000; Tsakiridou ve diğ. 1995). Multifaktoriyel genetik bir hastalık olan 

absans epilepsi etiyolojisinde, çocukluk çağı absans epilepsilli hastalarda, absans epilepsi 

genetik modeli olan GAERS suşu sıçanlarda, T-tipi kalsiyum kanal geni olan CACNA1H 

geninde mutasyon olduğu gözlenmiştir (Chen ve diğ. 2003; Powell ve diğ. 2009). Tipik 

absans epilepsi tedavisinde valproik asit ve etosüksimide (tek ya da kombine) iyi cevap 

verirken vigabatrin ve tiagabin gibi GABA-mimetik ilaçlar absans nöbetleri 
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kötüleştirmekte ve rodent modellerinde yapılan çalışmalardan da görüldüğü üzere SWD 

sayı ve süresini arttırmaktadır. Bu da absans epilepsisinin aslında bir inhibisyon 

mekanizma bozukluğu olabileceğini düşündürmektedir. 

1.10. Endoplazmik retkulum ve kalsiyum metabolizması 

Hücre içi kalsiyum akışı (Ca
2 +

), canlı organizmalarda gerekli olan önemli biyolojik 

olayların aktivasyonu ve düzenlenmesi için önemlidir. Hücre içindeki başlıca Ca
2+

 

kalsiyum depoları olan Endoplazmik Retikulum (ER) ve Sarkoplazmik Retikulum (SR) 

hücre içi kalsiyumun dengelenmesinde ve artırılmasında merkezi rol oynamaktadırlar. Bu 

organellerin morfolojisi, kalsiyum bağlayıcı proteinlerin (CaBP'ler), düzenleyici 

proteinlerin, pompaların ve reseptörlerin dağılımı ile birlikte Ca
2+

 salma kinetiğini lokal ve 

global düzeyde etkilemektedir. Transkripsiyondan hücre büyümesine ve proliferasyona 

kadar, hücre içi kalsiyum (Ca
2+

) geçici salınımları bir organizmanın ömrünü devam 

ettirmesi için çeşitli moleküler yolakları harekete geçirir. Ca
2+

 sinyallemesinin etkinliği ve 

hızı, hücre içi ve hücre dışı Ca
2+

 konsantrasyonları arasındaki yaklaşık 20,000 kat farklılığı 

muhafaza etme yeteneği ile güçlendirilir (Clapham 2007). Uyarılmayan hücrelerde 

dinlenme durumunda Ca
2+

 konsantrasyonu yaklaşık 0,1 µM’dır. Hücreler uyarıldıklarında 

sitozolik Ca
2+

 konsantrasyonu 1µM düzeyine çıkmaktadır, sonuçta birçok biyolojik süreci 

tetiklenmektedir (Berridge ve Bootman, 2000). Sitozolik Ca
2+

 'daki bu artış, Ca
2+

 

sinyalizasyon sisteminin uyarlanabilir yapısı ve organizasyonu nedeniyle hücresel 

fonksiyonların geniş bir repertuarını kontrol edebilir. Ca
2+ 

kanalları, pompaları ve CaBP'ler 

farklı dokularda eksprese edilmektedir.  Ca
2+ 

sinyal yolakları gen ekspresyonu gibi yavaş, 

nörotransmitter salınımı gibi hızlı süreçlerin başlatılması için çeşitli mekansal-zamansal 

paternler üretmek üzere uyarlanmıştır (Berridge ve diğ. 2003; Berridge 1998; Dolmetsch 

1998). Bu işlemleri başlatan büyük hücre içi Ca
2+

 depoları olan ER ve onun kas 

hücrelerinde özel formu olan SR’dur. ER, global bir etki yaratabilmek için inositol 1,4,5 

trifofattan (IP3) başlayarak, reaktif oksijen türlerine kadar bir çok ürünle etkileşime girerek 

Ca
2+

 ve stres sinyallerini iletir. ER, hücre içi kalsiyum sinyalinin merkezidir. İnositol 1,4,5-

trisfosfat reseptörü (IP3R) ve ryanodin reseptörü (RyR), ER ve SR membranında bulunan 

birincil Ca
2+

 salım kanallarıdır (Berridge, 2009; Lanner ve diğ. 2010). Bu reseptörlerin 

kalsiyum aktivasyonu, kalsiyum kaynaklı kalsiyum salıverilmesi (CICR) olarak 

adlandırılan ve büyük ölçüde hızlı hücre içi Ca
2+

 geçişlerine katkıda bulunan rejeneratif bir 

kalsiyum salıverme süreci başlatır. CICR kas hücrelerinde ve kalp nöronları dahil 

nöronlarda yoğun olarak çalışılmıştır (Berridge, 1998; Marrion ve Adams, 1992; 
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Verkhratsky ve Shmigol, 1996). IP3 ve siklik ADP-riboz (cADPR) gibi ligandların, 

sırasıyla, IP3R ve RyR'yi kalsiyuma duyarlı hale getirdiği bilinmektedir (Endo, 2009; Seo 

ve diğ. 2015). Sarko-endoplazmik retikulum Ca
2+

 ATPaz (SERCA) pompası, ER / SR 

membranında bulunur ve Ca
2+

  sinyalini sonlandırarak istirahat sitosolik [Ca
2+

] 'yi eski 

haline getirir (Vandecaetsbeek 2011). Lümen içi ER Ca
2+

 ayrıca ER'nin fonksiyonuna 

aracılık eder (Burdakov ve diğ. 2005). ER'de Ca
2+

 dalgalanmaları protein katlanmasını 

etkiler ve katlanmamış protein yanıtının oluşmasını tetikler (Malhotra ve Kaufman, 2007). 

ER'nin heterojenliği ve plastisitesi, fonksiyonunun düzenlenmesine katkıda bulunmaktadır 

(Rizzuto ve Pozzan 2006).  

ER, üç farklı biçime sahip kesintisiz bir ağ olarak görünür ve özel işlevlere eşlik eder.  

Granüllü ER (GER) düzleştirilmiş keseler olarak görünür ve protein sentezi için 

ribozomlar içerir. Düz ER (SER), Ca
2+

 depolama ve serbest bırakmada anahtar işlevlere 

sahip, uzatılmış, silindirik bir ağdır. Çekirdeğin etrafı çevreleyen uzantısı nükleer zarf (NE) 

olarak adlandırılır. NE ayrıca ribozomlarla donatılmıştır ve gen transkripsiyonu için 

çekirdeği Ca
2+

 ile besler (Lam ve Galione 2013). ER, hücre kapasitesinin % 10'undan 

fazlasını alarak hücre boyunca uzanır. Bu şekilde ER, çeşitli organel ve membranlarla, yani 

plazma membranı, mitokondri, lizozomlar ve endozomlarla etkileşime girebilir. ER ile bu 

mikro- alanların etkileşimlerinin yerel düzenlenmesi, hücresel Ca
2+

 dinamiğinin kapsamlı 

kontrolünü sağlar. 

1.11. Endoplazmik Retikulum stresi ve katlanmamış protein yanıtı 

ER transkripsiyon sonrası modifikasyonlardan başlayarak, membran ve salgı 

proteinlerinin doğru katlanması kadar birçok hücresel fonksiyonla ilişkili bir organeldir. 

Proteinlerin fonksiyonlarını kazanabilmeleri için doğru katlanarak üç boyutlu yapılarını 

kazanmaları gerekmektedir. ER’de katlanmalardan sorumlu proteinler bulunmaktadır. 

ER’e gelen polipeptid zincirleri ER içerisinde bulunan bu moleküller sayesinde çeşitli 

düzenlemelerden geçerler ve daha sonra katlanırlar. ER’de katlanan proteinler karmaşık 

yapıda olanlardır, basit yapılı proteinler sitoplazmada katlanırlar (Dobson ve diğ. 1998).  

ER stresi olarak bilinen yanlış katlanmış protein birikimi katlanmamış proten yanıtı (KPY) 

olarak adlandırılan, translasyonun azaldığı, yanlış/katlanmamış proteinlerin yeniden 

katlandığı, en sonunda protein yıkımına (ERAD) kadar gidebilen bir süreci başlatmaktadır. 

Bu süreç proteostazı (ökaryotik protein homeostazisi)  dengelemeye çalışmaktadır. 

Bununla birlikte yanlış katlanmış/katlanmamış proteinlerin aşırı birikimi protein katlanma 
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kapasitesini artırdığında, KPY dokunun homeostazisini devam ettirebilmek amacıyla 

stresli hücreyi ekarte etmek için apoptozu başlatmaktadır (Murao ve Nishitoh 2017).   

Bir hücre ER stresinin üstesinden gelmek için KPY olarak adlandırılan sinyal yolağının 

aktivasyonuna ihtiyaç duymaktadır. KPY’nin aktivasyonu PERK, ATF6 ve IRE1 olarak 

adlandırılan 3 farklı ER stres sensörü tarafından düzenlenmektedir Katlanmamış protein 

cevabı üç çeşit sinyal yolağı bulunmaktadır;  

 Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (Protein kinase-like Endoplasmic 

Reticulum Kinase, PERK) sinyal yolağı,  

 Aktive edici transkripsiyon faktörü 6 (Activating transcription factor, ATF6) sinyal 

yolağı  

 İnozitol gerektiren kinaz 1 (Inositol-reqiring kinase-endoribonuclease, IRE1) sinyal 

yolu diğer adıyla IRE1α/XBP-1 yolağı. 

1.12. GRP78 

BiP ve HSP5a olarak da bilinen 78-kDa glukoz regüle edilmiş protein GRP78, ER 

stresinden sonra aktif hale gelen, katlanmamış protein yanıtında iyi bilinen rolünün 

ötesinde çok fonksiyonlu bir proteindir. GRP78 hücre canlılığını sürdürmede birden fazla 

işlevi vardır. Farklı noktalarda ifadesi yüksek derecede düzenlenmiştir. Transkripsiyon 

seviyesinde, GRP78, Hsp5a geni tarafından kodlanır. Isı şoku protein-70 (Hsp70) 

familyasında en bol olan proteindir, fakat bu ailenin diğer üyelerinden farklı olarak, ısı 

şoku ile indüklenmez, çünkü GRP78 promotörü ısı şok elemanından yoksundur. GRP78'in 

seviyeleri hücre içinde nispeten düşük seviyelerde tutulur, ER ve kalsiyum homeostazisini 

etkileyen stresler altında önemli ölçüde artar. GRP78 ilk olarak 1977 yılında glikoz 

içermeyen ortamda kültürlenen tavuk embriyo fibroblastlarında güçlü bir şekilde 

indüklenen bir 78-kDa preaktifeini olarak keşfedilmiştir (Shiu ve diğ. 1977).  Daha sonra, 

GRP78 ekspresyonunun, kalsiyum iyonofor A23187 gibi, tapsigargin ve BAPTA-AM gibi 

kalsiyum şelatörler ve tunikamisin gibi salgı inhibitörleri tarafından indüklenebildiği 

gözlendi (Resendez ve diğ. 1985, Suzuki ve diğ. 1991, Lee, 2006). 

GRP78 moleküler şaperon olarak hareket etmektedir ve gelişmekte olan proteinlere 

bağlanır (Haas ve Wabl 1983). Sitozolik HSP70 gibi, N terminal ATPaz ve C-terminal 

peptid bağlayan bölgeleri içermektedir. GRP78 ayrıca kalsiyum bağlayan bir proteindir 

(Maattanen ve diğ. 2010). Yüksek kalsiyum konsantrasyonunda inhibe olur ancak 

kalsiyum yoksunluğunda ATPaz aktivitesi uyarılır. Bir ER sinyal peptidinin 

mevcudiyetinden dolayı, GRP78 esas olarak ER lümeninde bulunur, bununla birlikte bazı 
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koşullar altında sitozol, nukleus, mitokondri veya plazma membranına yeniden dağıtılır 

veya salgılanır (Suzuki ve diğ. 1991). Bu nedenle, farklı yerler GRP78'i farklı moleküler 

sinyalleme olaylarını tetikler. GRP78, protein sentezi boyunca hemen olgunlaşmamış 

polipeptid zincir veya doğru katlanmış proteinlere geçici olarak bağlanır. Bununla birlikte, 

yanlış katlanmış veya mutant proteinlerle ilişkisi uzar. Bu uzamış ilişki bağlanan 

proteinlerin yıkımıyla ilişkili bir sinyaldir ve çok basamaklı bir süreç olan ERAD, GRP78 

ve yanlış katlanan proteini tanıyan diğer ER’de bulunan proteinler tarafından başlatılır. 

GRP78, ana efektörler olarak hareket eden üç ER transmembran proteinini işlevsel olarak 

düzenleyerek katlanmamış protein yanıtını düzenler; IRE1, ATF-6 ve PERK. GRP78, 

stressiz hücrelerde IRE1, PERK ve ATF6'ya bağlıdır ve akut ER stresi sırasında bu 

katlanmamış protein yanıt sensörlerinden ayrılır. 

Çizim 1. 4. ER stresi sırasında aktif olan yolaklar ve moleküller (Murao ve Nishitoh, 

2017). 

1.13. PERK 

PERK/eIF2α yolağı nörodejeneratif hastalıklarla oldukça ilişkilidir. PERK monomeri 

ER membranında N-terminal ucunda GRP78/BiP ile bağlı halde inaktif halde 

bulunmaktadır. C-terminal ucu ise kinaz bölgesi içermektedir (Cui ve diğ. 2011). GRP78'in 

PERK'den ayrılmasıyla aktif p-PERK oluşumu için dimerizasyon ve oto-fosforilasyon 

reaksiyonları gerçekleşir. Aktif PERK ökaryotik translasyon başlatıcı faktör 2 (eIF2)'ün α 
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alt birimini ser51 bölgesinden fosforilleyerek genel protein sentezini durdurur (Harding ve 

diğ. 1999). PERK/p-eIF2α kompleksinin oluşması tüm protein sentezini durdurmaz, ER 

stresi koşullarında anlatımı olan genler mevcuttur (Harding ve diğ. 2000, Lu ve diğ. 2004). 

Bu genlerden biri de hücresel metabolizmada, redoks hemostazında ve apoptozda rol alan 

aktive edici tranksripsiyon faktörü 4 (ATF4)'dür. Fizyolojik koşullar altında gen 

anlatımının durması stresli hücrenin stres durumunu ekarte etmesi ve doğru protein 

katlanmasını sağlamaktadır. Eğer hücre stres koşullarını aşabilirse p-eIF2α, GADD34 

tarafında de-fosforillenir (Novoa ve diğ. 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 kontrollü 

ölüm sinyaline kadar PERK ile indüklenen koruma arasındaki anahtarı belirleyen 

zamanlama veya düzenleyici sinyaller anlaşılmamıştır, fakat nörodejenerasyon bağlamında 

son derece önemlidir. 

1.14. ATF 6 

ATF 6 basit lösin fermuar protein taşıyan tip 2 transmembran transkripsiyon 

faktörüdür. Diğer KPY yolaklarından farklı bir aktivasyon mekanizması mevcuttur. ER 

stresi şartlarında GRP78/BiP şaperonundan ayrıldıktan sonra ATF 6, ER'den Golgi 

aygıtına hareket eder.  Golgi içerisinde bir serin proteinaz olan S1P ve bir metalloproteinaz 

olan S2P enzimleri tarafından kesilir. Parçalanan ATF 6'nın N-terminalinde bulunan bZIP 

bölgesi serbest kalır ve sitozole geçer. Sitozolden sonra nükleusa gider ve ER stresiyle baş 

etmek için önemli olan XBP1, GRP78, disülfit izomerazları (PDIs), arı ve ERAD 

proteinleri gibi UPR hedef genlerinin anlatımını artırır (Murao ve Nishitoh 2017). 

ATF6’nın bir diğer izoformu olan CREBH (ATF6β) yine aynı proteolitik süreçten geçer ve 

nukleusa geçerek inflamatuar genleri tetikler. ATF6’nın yanı sıra intra-transmemban 

proteolizis tarafından düzenlenen birkaç ER-transmembran proteini daha tanımlanmıştır. 

ATF6’dan farklı olarak bu proteinlerin ifadeleri dokular için özelleşmiştir ve çeşitlilik 

göstermektedir. ER stresi şartlarında aktif hale geldikleri ve KPY’ye katkıda bulundukları 

bilinmesine rağmen tam olarak mekanizmaları açıklanamıştır (Murao ve Nishitoh 2017, 

Schönthal 2012).  

1.15. IRE1/XBP-1: 

Ökayotlarda oldukça korunmuş bir şekilde bulunan IRE1, N-terminal ucunda ER 

stresini algılayan kısım, C-terminal ucunda ise serin/treonin kinaz ve endoribonükleaz 

aktivitesi gösteren kısmı bulunmaktadır. GRP78’in N-terminal ucundan ayrılmasıyla 
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tetiklenen oligomerizasyon ve oto-fosforilasyon aracılığyla aktif hale gelmektedir. Aktif 

IRE1’in endoribonükleaz kısmı, X bağlayıcı protein 1' (XBP1)'in adı verilen transkripsiyon 

faktörünün mRNA’sından 26 nükleotidlik intron parçasının çıkarılmasını katalize 

etmektedir. Bu reaksiyon sonucunda aktif sXBP1 transkripsiyon faktörü oluşmaktadır. 

sXBP1, öncelikle ER şaperonları ya da hücreyi koruyan genler gibi, protein katlanmasında 

önemli olan şaperonların ERAD, KPY genlerinin anlatımını artırmasının yanı sıra ER 

genişlemesine katkıda bulunan fosfolipitlerin sentezlenmesinde gereklidir. Bunun yanı sıra 

IRE1, ER protein yükünü azaltmak için düzenlenmiş IRE1 bağımlı yıkım (RIDD) olarak 

adlandırılan bir süreçle diğer mRNA’ların da yıkımını sağlamaktadır. IRE1, tümör nekroz 

ilişkili faktör 2 (TAF2) ile kompleks oluşturma yoluyla c-jun n terminal kinaz (JNK) 

yolağını ve ER membranı üzerinde apoptoz sinyal düzenleyici kinaz 1 aktif hale getirerek 

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

1.16. ERp57 

ER içerisinde çözünebilen bir tiol-disülfid oksidoreduktaz olan ERp57, PDIs ailesine 

üyedir.  ERp57 kalneksin ve kalretikulin adı verilen lektin şaperonlara bağlanarak yeni 

sentezlenmiş glikoproteinlerin katlanmalarına yardımcı olur (Frickel ve diğ. 2004). 

Bulunduğu hücre bölgesine göre çeşitli biyolojik fonksiyonları bulunmaktadır. ER 

içerisinde plazma membranında, mitokondri, sitoplazma içerinde ve nukleusta 

bulunmaktadır. ERp57’nin düzenlenmesinin bozulması kanserden nörodejeneratif 

hastalıklara kadar çeşitli patolojilere zemin oluşturmaktadır (Hettinghouse ve 

diğ.2018).Şahin ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada WAG/Rij ırkı sıçanlarda 

ERp57 protein miktarının hem talamus hem de korteks dokusunda kontrole düşük 

olduğunu göstermişlerdir (Şahin ve diğ. 2018). 

1.17.  Tapsigargin 

Tapsigargin (Tg), yapısal olarak sesqueterpene lactone olarak sınıflandırılmaktadır 

ve Thapsia garganica bitkisinden elde edilmektedir. Memeli hücrelerinde tümör 

başlatıcısıdır. Anti-malariyal ilaç olan artemisinin de bir sesqueterpene lactone'dur, ER 

membranında bulunan SERCA etkileyerek hücre içi Ca
+2

 dengesini bozmaktadır.Bu 

bileşik, mast hücreleri dahil olmak üzere bir dizi bağışıklık hücresinin aktivasyonundan 

ortaya çıkabilecek güçlü tahriş edici özelliklere sahiptir. Tg, aynı zamanda, tanımlanmış 

tümör promotörlerinin çoğunluğu gibi protein kinaz C'yi aktive etmese de, fare derisinde 

zayıf bir ikinci evre tümör promotörüdür (Jackson ve diğ. 1988). Bu bileşiğin plazma 

membran kalsiyum pompası da dahil olmak üzere diğer iyon-kapılı ATPaz üzerinde 
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herhangi bir etkisi yoktur. Tg, SERCA ile geri dönüşü olmayan bir reaksiyon 

oluşturmaktadır (Sagara ve diğ.1992). Ayrıca hücre içi Ca
2+

 dengesini bozması sebebiyle 

enzim mekanizmalarını da etkilemektedir. 

Zhang ve diğ. yapmış oldukları bir çalışmada Tg’nin uyardığı ER stresinin iskemik 

beyin hasarına etkisini araştırmışlardır ve doza bağlı bir etkisi olduğunu gözlemlemişlerdir.  

Yaptıkları bu çalışmada C57BL/6 fareler kullanılmış ve i.c.v olarak 2-200 ng TG 

uygulanmıştır. 20 ng TG uygulamasının beyin hasarını azalttığını ancak daha yüksek 

dozlarda uygulanmasının beyin hasarını artırdığını göstermişlerdir (Zhang ve diğ. 2014). 

 Günümüzde ER Ca
2+

  depolarının epilepsi üzerine etkisi hakkında çok az sayıda 

çalışma vardır. Sokal ve arkadaşlarının yapmış olduklar çalışmada hipokampal nöron 

kültürlerinin bikukulin uygulaması öncesi Tg ile inkübasyonu, bikukulin kaynaklı 

uyarılmada azalmaya neden olduğunu gözlemlemişlerdir (Sokal ve diğ. 2000). Rutecki ve 

diğ.  in vitro hipokampal dilimlere pilokarpin veya (RS) -3,5-dihidroksifenilglisin 

uygulamasıyla indüklenen iktal deşarjların, ER-Ca
2+

 depolarını etkileyen Tg veya 

dantrolene tarafından bloke edildiği göstermişlerdir (Rutecki ve diğ. 2002). Son zamanlada 

yapılan bir çalışmada ise, nitrik oksit ile indüklenen riyodin reseptörünün aktivasyonunun 

genetik olarak susturulmasının, kainatın neden olduğu status epileptikus tarafından 

tetiklenen hücre ölümüne karşı koruma sağladığı bulunmuştur (Mikami ve diğ. 2016). 
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2.AMAÇ 

Absans epilepsi idiyopatik, jeneralize, çok faktörlü genetik etiyolojiye bağlı 

nonkonvülsif bir epilepsi türüdür. Absans epilepsisi 16 yaşın altındaki her 100.000 

çocuktan 2-8'ini etkiler,  3 ila 8 yaşları arasında başlar. Tipik absans nöbetlerinin 

karakteristik EEG bulgusu aniden başlayıp aniden biten bilateral, simetrik, senkronize 2.5-

4 Hz frekansında SWD aktivitesidir. Absans epilepsili yetişkinlerin %10-15’inde SWD'ler, 

diğer jeneralize epilepsilerle kombine bir şekilde görülebilmektedir. Deneysel çalışmalarda 

kullanılan genetik absans epilepsili WAG/Rij ırkı sıçanlarda epileptik nöbetlerin klinik, 

farmakolojik ve EEG özellikleri, insan absans epilepsi nöbetleri ile benzerlik 

göstermektedir. 

WAG/Rij ırkı sıçanlarda SWD’lerin ortaya çıkışında fonksiyonel ve anatomik olarak 

intakt bir talamokortikal döngünün gerekli olduğu, karşılıklı etkileşim ile birbirlerini 

yönettikleri kabul edilmektedir. Absans epilepsisinin talamokortikal döngü içerisinden 

kaynaklandığı bilinmekle birlikte altında yatan hücresel mekanizmalar henüz tam olarak 

anlaşılamamıştır. Yapılan birçok çalışma T-tipi Ca
2+

 akımlarının absans epilepsi ile 

ilişkisini göstermektedir. Öncelikle Ca
2+

 kanal mRNA ekspresyonlarının ve T-tipi Ca
2+

 

akımlarının genetik absans epilepsili sıçanlarda özellikle talamik retiküler çekirdekde artış 

gösterdiği bulunmuştur. Tipik absans epilepsi tedavisinde kullanılan T-tipi Ca
2+ 

kanalı 

antagonisti olan valproik asit ve etosüksimid (tek ya da kombine) nöbet paternini 

iyileştirmektedir. 

ER ökaryotlarda protein katlanmalarının düzenlendiği en önemli organeldir. 

Kompleks yapıdaki proteinler ER’de katlanır. Ribozomlarda üretildikten sonra, ER’e gelen 

polipeptid zincirleri çeşitli düzenlemelerden geçerek katlanırlar. Protein katlanmasının 

kontrol edilmesi ve yanlış katlanan proteinin yıkıma gönderilmesi ER’in görevidir. ER 

fonksiyonunu aşan fizyolojik ve patolojik durumlarda lümende katlanmamış ya da yanlış 

katlanmış proteinlerin birikimi meydana gelir; bu durum ER stresi olarak 

tanımlanmaktadır. ER stresi oluştuktan sonra hücrede homeostazı sağlamak ve stresten az 

zararla kurtulmak üzere KPY adı verilen bir takım hücre içi sinyal yolaklarından oluşan 

olaylar dizisi aktif hale gelmektedir. KPY öncellikle hücre yaşamının devamını sağlamaya 

çalışır, ancak stresle baş edemediği zaman apoptoz mekanizmaları devreye girmektir. 

Glukoz yoksunluğu, Ca
+2

 hemostazının bozulması, viral enfeksiyon, genetik mutasyonlar, 

ve hipoksi gibi durumlar ER stresine neden olabilmektedirler. 

Bu çalışmada ER stresi oluşturmak için kullanılacak olan Tg, yapısal olarak 

sesqueterpene lactone olarak sınıflandırılmaktadır ve hücre içi Ca
+2

 dengesinin 
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düzenlenmesinde rol alan birkaç mekanizmadan biri olan ER membranında bulunan 

SERCA kanallarını etkileyerek Ca
+2

 dengesini bozmaktadır. SERCA pompaları 

aracılığıyla Ca
+2'

un hücre içinden tekrar hücresel depolarına geri dönmesini engelleyerek 

hücre içresinde ER stresinin oluşmasına ve KPY'nin başlamasına neden olmaktadır. ER 

içerisinde bulunan protein katlanma süreçlerinde rol alan ve kalsiyuma bağımlı olan 

moleküllerin (ERp57 gibi) işlevlerinin yerine getirmesini durdurmaktadır. Önemli bir 

hücre içi ikinci mesajcı olan Ca
+2

, hücre siklusunun ilerlemesi, apoptoz ve çoğalma gibi 

birçok hücresel süreçte önemli rol oynamaktadır.  Gelişen ER stresi ile tetiklenen 

apoptozun birçok dejeneratif hastalıkla ile ilişkili olabileceğini gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır. 

Bu çalışmada WAG/Rij ırkı sıçanlara 20 ng ve 200 ng Tg iki farklı dozda i.c.v 

uygulanarak bozulan ER katlanma yanıtının, absans epilepsi patogenezi üzerine moleküler 

ve fonksiyonel düzeyde etkilerinin araştırılması planlanmıştır. Bu amaçla moleküler, 

elektrofizyolojik ve davranış düzeyinde araştırmalar yapılacaktır. 

Bu çalışmada beyin dokusunda ER stresi esnasında talamus ve korteks bölgelerinde 

aktif hale gelen yolakları moleküler olarak incelemek için GRP78 ve ERp57 protein 

miktarının değişimi western blot tekniği kullanılarak, PERK, XBP-1 ve ATF6 mRNA 

düzeyinde ifadeleri RT-PCR yöntemi kullanılarak araştırılacaktır. Ayrıca aynı dokularda 

ER stresinin, T-tipi kalsiyum kanallarının ekspresyon seviyelerine etkisi RT-PCR 

kullanılarak belirlenecektir.   

ER stresi esnasında absans nöbet aktivitesi üzerine fonksiyonel etkiler EEG kaydı 

alınarak SWD sayı ve süreleri değerlendirilerek incelenecektir. ER stresin spasyal öğrenme 

ve bellek üzerine etkilerini değerlendirmek için davranış deneyleri olarak lokomotor 

aktivite testi,  water maze testi ve pasif sakınma testleri yapılacaktır.   

 Hücresel fizyolojik süreçleri güçlü bir şekilde etkileyen ER katlanma yanıtı; 

hücrenin homeostazisinin sürdürülebilmesi için önemlidir. Bu nedenle katlanma yanıtında 

meydana gelen kusurlar birçok hastalığın patolojisiyle ilişkilidir. Bu çalışma iki farklı 

dozda Tg uygulaması ile bozulan ER katlanma yanıtının absans epilepsi patogenezi üzerine 

moleküler ve fonksiyonel düzeyde etkilerinin araştırılması; ER stresine karşı hassasiyetin 

belirlenmesini ve absans epilepsi patofizyolojisini etkileyen moleküler değişimlerin 

değerlendirilebilmesine olanak sağlayacaktır. Bu stresin meydana getirdiği ya da 

ağırlaştırdığı patolojik duruma karşı ilgili kaskadın işleyişine yönelik tedavi stratejileri 

geliştirebilir. Ayrıca absans epilepsi patogenezine / patofizyolojisine katılan ER stresi ve 
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KPY ile ilişkili moleküler belirlenerek tanı amaçlı belirteçlerin geliştirilmesinde katkıda 

bulunabilir. 

Bu projede hedeflenen amaçlar aşağıda sıralandığı gibidir; 

i.Absans epilepsili WAG/Rij sıçanlarda ER stresinin aktif hale getiridiği moleküler 

yolakların belirlenmesi; bu çalışmada beyin dokusunda ER stresi esnasında talamus ve 

korteks bölgelerinde aktif hale gelen  moleküler yolakları incelemek için ER stresine yanıt 

kaskadında yer alan GRP78 ve ERp57 şaperonlarının protein miktarı ve PERK, XBP-1 ve 

ATF6’nın mRNA düzeyinde ifadeleri araştırmak. 

ii.ER stresi süreçlerinde aktif hale gelen ER stres yolların gösterilmesiyle, bu yolakların 

SWD aktivitesi ve T-tipi Ca kanalları üzerine etkisinin araştırılması; bu çalışmada ER 

stresi esnasında absans nöbet aktivitesi üzerine fonksiyonel etkiler EEG kaydı alınarak 

SWD sayı ve süreleri değerlendirilerek incelenmesi, ayrıca SWD aktivitesi oluşumunda 

önemli bir kanal olan T-tipi Ca
+2  

kanalının ekspresyon seviyeleri belirlenmesi. 

iii.ER stresi süreçlerinde aktif hale gelen yolakların, davranış ve öğrenme üzerine etkisinin 

araştırılması, 

 Böylece bu çalışmada bozulan ER katlanma yanıtının moleküler, 

elektrofizyolojik ve davranış düzeyinde absans nöbet patogenezi üzerine etkisi 

araştırılacaktır. ER stresin spasyal öğrenme ve bellek üzerine etkilerini değerlendirmek için 

davranış deneyleri olarak lokomotor aktivite testi,  water maze ve pasif sakınma testleri 

yapılacaktır.   
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3. YÖNTEM 

3.1. Hayvanların Eldesi ve Genel Deney Prosedürü 

Çalışmamızda 6-8 aylık, 250-350 gram ağırlığında erkek genetik absans epileptik 

WAG/Rij ırkı sıçanlar kullanıldı. Hayvanlar 12 saat aydınlık-karanlık döngüsüne uygun, 

sabit ısılı (20-40
0
C) odalarda, yiyecek ve içecek alımları serbest bırakılarak barındırıldı. 

Tüm hayvanlar cerrahi işlem sonrası sosyal izolasyonun etkisini azaltmak için her büyük 

kafeste 4 hayvan kalacak şekilde tutuldu. Yapılacak deneyler Kocaeli Üniversitesi Deney 

Hayvanları Etik Kurulu tarafından KOÜ HADYEK 7/2 numaralı karar ile onaylanmıştır. 

Çizelge 3.1. Deney için kullanılan hayvan grupları  

EEG kayıtları için; N 

1.Grup: 20 ng tek doz Tg uygulanan 8 

2.Grup: 200 ng tek doz Tg uygulanan                                       8 

3.Grup: Serum Fizyolojik kontrol grubu                                    8 

4.Grup: % 4 dimetil sülfoksit (DMSO) grubu               8 

Toplam 32 

Davranış deneyleri için; 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 sülfoksit (DMSO) grubu               10 

5.Grup: Naif Kontrol  

Toplam 50 

Moleküler çalışmalar için;  

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 sülfoksit (DMSO) grubu               6 

5.Grup: Naif Kontrol 6 

Toplam 30 
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Çalışmada manipülasyon etkisini azaltmak ve her deneysel yöntem için ayrı 

hayvanlar kullanıldı. EEG kayıtları için 32, davranış deneyleri için 50 ve moleküler 

çalışmalar için 30 adet sıçan olmak üzere toplam 112 adet WAG/Rij ırkı sıçan kullanıldı. 

3.2. Çalışmada kullanılan solüsyonlar 

Tris Tamponu (1,5 M; 100 mL); 

18,15 gr Tris tartıldı ve 80 mL saf suda çözüldü. pH karıştırıcıda HCl kullanılarak 8,8’e 

ayarlandı ve 100 mL tamamlandı.  

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

6 gr Tris tartıldı ve 80 mL saf suda çözüldü. pH karıştırıcıda HCl kullanılarak 6,8’e 

ayarlandı ve 100 mL tamamlandı.  

Soyum dedosil sülfat solüsyonu (SDS, %10, 10 mL); 

1 gr SDS dikkatlice tartılarak 10 mL saf su içerisinde karıştırıcıda çözüldü. 

 Amonyum persülfat (APS, %10, 10 mL); 

1 gr APS (BioRAD, 1610700) dikkatlice tartılarak 10 mL saf su içerisinde karıştırıcıda 

çözüldü. +4 C’de muhafaza edildi. 

Akrilamid-Bisakrilamid (%30, 100 mL); 

29,2 gr akrilamid ve 0,8 gr akrilamid tartılarak 100 mL saf su içerisinde çözüldü. Filtre 

edilerek +4 C’de muhafaza edildi. 

SDS-PAGE yürütme tamponu (1L); 

30 gr Tris, 144 gr Glisin ve 10 gr SDS distile su içerisinde çözülür. 

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

40 mL metanol, 10 mL asetik asit distile su ile 100 mL tamamlanarak karıştırıldı. 

TBS tamponu (10X, 1L); 

24.2 gr Tris, 80 gr NaCl distile su içersinde çözülür. 

Western Blot Transfer tamponu (100 mL);  

0.58 gr Tris ve 0.29 gr Glisin, 375 µL %10 SDS 100 mL distile sü içersinde çözülür. 

Bloklama solüsyonları (%5, 10 mL); 

0,5 gr bloklama tozu ya da BSA,  10 mL TBS-T içerisinde çözüldü. 

Ponceau S (100 mL); 

0,1 gr Ponceau S tartılarak 0,5 ml asetik asit ile karıştırılır ve 100 mL saf suda çözülür. 
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Metilen mavisi (%2, 10 mL); 

0,2 gr metilen mavisi tartılarak 10 mL serum fizyolojik içerisinde çözüldü. 

3.3. EEG Elektrotlarının Ve Kanülün İntraserebroventriküler Yerleştirilmesi İçin 

Uygulanan Cerrahi İşlemler 

Cerrahi işlemler, tüm deney sıçanlarına intarperitonal (i.p) uygulanan 90 mg/kg 

ketamin ve 12 mg/kg xylazin anastezisi altında gerçekleştirilmiştir. Anestezi derinliğini 

saptayabilmek için uyarıya cevaben oluşan kornea ve pençe refleksleri kontrol edildi. 

Sıçanların kafa tüyleri tıraş edildikten sonra kulaklarından ve ön dişlerinden stereotaksik 

(Stoelting) cihaza sabitlenerek orta hattan bir insizyon açılmıştır. Kafatası kemikleri 

üzerinde bulunan lambda ve bregma alanları ortaya çıkarılarak tüm elektrot ve kanüller 

Paxinos ve Watson'un (1998) sıçan beyni atlasında gösterilen koordinatlara göre 

takılmıştır. Bregma noktası sıfır '0' kabul edilerek koordinatlar hesaplandı.  Elektrot ve 

kanüllerin sabitliğini artırmak için 2 adet sabitleme vidası yerleştirildi. Dental akrilik ile 

elektrot ve kanüller kafatası ve vidalara sabitlendi. Cerrahi işlemler sonrası hayvanlar 1 

haftalık dinlenme periyoduna alındı ve takip edildi.  

Tripolar EEG elektrodları (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 üzerinde olacak şekilde yerleştirilmiştir. İnternal kanüller 

(C313G),  Paxinos ve Watson'un (1998) atlası dikkate alınarak sağ lateral ventriküle 

(Anteroparietal: -1,0 mm, Lateral: -1,5 mm, Vertikal: -3,5 mm) denk gelecek şekilde 

yerleştirilmiştir (Çizim 3.1). Kafa içi basınç değişimini ve sıvı kaçışını engellemek için 

kanüller, deney gününe kadar dummy kanülleri (C313FD/SPC)  ile kapatıldı (Ateş ve diğ. 

2004). 

 

 

 

Çizim 3. 1. İntraserebroventriküler (i.c.v.) uygulama için kullanılan kanüllerin özellikleri 

ve sağ ventriküle yerleştirilmesi 
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3.4.Tapsigargin, Serum Fizyolojik ve Dimetilsülfoksidin İntraserebroventriküler 

Uygulanması 

Bir haftalık iyileşme periyodu ardından hayvanlar deneylere alındı. Tg, 

dimetilsülfoksit (DMSO) içerisinde çözülmektedir. 1 mg Tg, 1 ml DMSO içerisinde 

çözülerek stok solüsyon hava akımlı kabin içerisinde hazırlandı ve 200 mikrolitrelik 

tüplerde alikotlandı. Kontrol grubu için serum fizyolojik, % 4’lük DMSO ve stok 

solüsyondan elde edilen tek doz halinde 20 veya 200 ng Tg (DMSO oranı % 4 olacak 

şekilde),  toplam 1 mikrolitre hacim içerisinde Hamilton enjektörü yardımıyla i.c.v olarak 

sağ lateral ventriküle zerk edildi (Zhang ve diğ. 2014). 

3.5. Elektrofizyolojik Parametrelerin Kaydedilmesi ve Değerlendirilmesi 

Deney öncesi hayvanlar ortama ve sisteme alışabilmeleri için bir günlük kayıt alındı. 

EEG kayıtları için hayvanlar içinde talaş bulunan pleksiglas kafesler içerisinde 

mikrokonektörler aracılığı ile kayıt sistemine (BIOPAC MP100) bağlandı. Sabah 

saatlerinde bir saatlik bazal kayıt alınarak ilaçlar (SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg) 

uygulandı ve 1 saat boyunca kayıtları alındı. 24 saat sonra etkisini görebilmek için EEG 

kayıtlarına ertesi gün devam edildi. Çalışmanın EEG analizinin günlük sirkadyen ritimden 

etkilenmemesi için kayıtlar 08:00-12:00 saatleri arasında alınmıştır. EEG kayıtları analiz 

edilerek SWD sayısı, toplam SWD süresi ve ortalama SWD süreleri hesaplandı (Ateş ve 

diğ. 2004).    

3.6. Davranış Testlerinin Uygulanması ve Değerlendirilmesi 

SF, DMSO ve Tg'nin davranış üzerine etkisini gösterebilmek için bir hafta boyunca 

teste tabi tutuldular. Depresif durumlarını belirlemek için lokomotor aktivitesi, duygusal 

öğrenme için pasif kaçınma ve uzaysal (epizodik) öğrenme için water maze testi yapıldı. 

Davranış deneyleri öncesi sıçanlar çalışmanın yapılacağı odaya getirilerek 20 dakika kadar 

ortama alıştırıldı. 

3.6.1. Lokomotor Aktivitesi 

Lokomotor aktivitesi (Commat) için 5 dakika alışma süresini (ortamı keşfetme 

hareketlerinin lokomotor aktivite sonuçlarını etkilememesi için) takiben yine 5 dakika 

boyunca hayvanın hareketleri kaydedilecektir. Bu test özellikle hayvanların spontan 

aktivite değişimleri değerlendirmek amacıyla kullanılmaktadır, uygulanan ilaçların 

davranışlar üzerine etkilerini gözlemlemeye yardımcı olmaktadır. Deneklerin agresifliğinin 

ve ankisyete durumlarının değerlendirilmesinde kullanılan önemli bir testtir. Lokomotor 

aktivitesi için kullanılan sistemde steryotipik, ambulatuvar, vertikal, horizontal hareketler, 

total hareket sayısı, kat edilen mesafe değerlendirildi. Horizontal hareket hayvanın yer 

değiştirme ya da dikilme olmaksızın yaptığı hareketlerdir. Vertikal ise dikilme hareketidir, 
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ambulatuvar hareket ise deneğin dikilme dışında yaptığı gezinme hareketidir. Horizontal, 

vertikal ve steryotipik hareketler agresifliği hakkında bilgi vermektedir. Her üç hareketin 

toplamı total lokomotor aktivite olarak değerlendirilmektedir. Hayvanların sağlık 

durumlarını belirleyebilmek için ilaçların uygulanmasından önce ve ilaçların lokomotor 

aktivitesi üzerine etkisini görebilmek için uygulamadan 24 saat sonra lokomotor 

aktiviteleri ölçüldü. 

3.6.2. Water Maze (Morris'in Su Labirenti) Testi 

İçinde beyaz silikon boncukların bulunduğu içi su dolu genişçe bir su tankı ve 

içerisinde yerleştirilmiş bir platformdan oluşmaktadır. Bu testin amacı su tankı içine 

bırakılan sıçanın daha önce yeri öğretilmiş su içerisinde gizlenmiş platformu bulmaya ve 

su tankına bırakıldığında en kısa yoldan ve en kısa sürede platforma ulaşmaya çalışmasının 

değerlendirilmesidir. Bu test esnasında 4 günlük bir öğrenme periyodunda sıçanlar seçilen 

3 kadrandan başlayarak bir dakika boyunca yüzdürüldü ve her yüzme periyodu sonrası 10 

saniye boyunca platforma bırakılarak yerinin öğrenmesi sağlandı. Bu testi yaparken 

uygulayan kişinin aynı kıyafeti giymiş olması ve aynı yerde duruyor olması gerekmektedir. 

5.gün platform tankın içinden çıkarıldı ve bir dakika içerisinde platformun bulunduğu 

alana giriş süresi ve kalma süresi değerlendirildi. Suyun sıcaklığı deney boyunca 24±2 

ºC’de sabit tutuldu. 

3.6.3. Pasif Kaçınma Testi 

Pasif kaçınma testi (Ugo Basille 7551), bu testte birbirine eşit ebatta iki bölüm 

bulunmaktadır. Bu iki bölüm arasında açılan bir kapı ve altlarında bir ızgara 

bulunmaktadır. İki bölümden biri karanlık diğeri ise çok aydınlatılmıştır. Bu test esnasında 

sıçanların normal davranışı olan daha az aydınlık alanları tercih etme dürtüsü kullanılır. 

Ancak amnezik etkisi olduğu düşünülen ilaçlar bu deneyin sonucunu etkilerler. Pasif 

kaçınma düzeneği ile sıçanların öğrenme ve bellek performansları değerlendirilmekte 

kullanılan önemli bir metottur. Bu test iki gün sürmektedir. İlk gün sıçanlar aydınlık 

ortama konulur ve kapı açılır, sıçanın karanlık ortama girme süresi belirlenir. Karanlık 

ortama girmesi 300 saniye süren denekler deney dışı bırakıldı. Alıştırmadan 1 saat sonra 

sıçanlar tekrar düzeneğe aydınlık tarafta yerleştirilerek, karanlık alana geçtikten sonra 0,5 

µV elektrik şoku uygulandı. 24 saat sonra sıçanlar tekrar düzeneğe yerleştirilerek, karanlık 

alana geçiş süresi kaydedildi. Bu süreye retansiyon denir. Öğrenmiş olan sıçanlarda 

retansiyon süresi uzayacaktır, ancak verilen madde amneziye neden oluyorsa retansiyon 

süresinin düşük olacaktır. 
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Davranış deneyleri sıçanların aktif olduğu 09:00-12:00 saatleri arasında yapıldı 

(Göçmez ve diğ., 2015; Karson ve diğ., 2012; Şahin ve diğ., 2016). 

3.7. Sıçanların İntrakardiyak Perfüzyonu ve Dokuların Elde Edilmesi 

Yapılacak işlemler bittikten sonra sıçanların beyin dokuları elde edildi. Dokuları 

almadan önce moleküler çalışmaların sonucunun kan bileşenleri tarafından etkilenmemesi 

için sıçanlar ılık serum fizyolojik ile intrakardiyak perfüze edildi. Perfüzyon esnasında 

serum setinin iğnesi sol ventrikül içerisine sabitlendi ve sağ kulakçık kesilerek serum 

fizyolojik solüsyonunun dolaşım sistemi boyunca geçmesi sağlandı. Her bir sıçan için 

gerekli perfüzyon solüsyon miktarı ve perfüzyon zamanı ağırlığı ile orantılı olarak 

belirlendi. Perfüzyon sonrası beyin dokusu dikkatlice çıkarılarak ağırlığı ölçüldü ve soğuk 

ortamda gerekli beyin bölümleri (korteks ve talamus) elde edildi ve sıvı azot içerisinde 

hızla donduruldu. Sağ beyin bölgeleri steril ependorf tüplerine (1,5 mL) konularak RT-

PCR uygulaması için gerekli olan RNA later solüsyonu eklendi. Western Blot (WB) için 

kullanılacak olan sol beyin bölgeleri yine steril ependorf tüpler (1,5 mL)  içine koyularak 

hızlıca donduruldu. 

3.8.Western Blot Tekniği İçin Dokulardan Protein Örneklerinin Elde Edilmesi 

Sol korteks ve talamus dokuları 50 µg parçalar halinde ayrıldı.  Dokular üzerine 400 

µl, 0,1 M ve pH’sı 7,6’ya ayarlanmış Tris tamponu eklenerek homojenizatör yardımıyla, 

en yüksek hızda +4 derecede iki dakika boyunca parçalandı. Daha sonra homojenat üzerine 

50 µl %20 SDS ve 1 mM DTT (Ditiotreitol) içeren çözelti eklendi, karıştırıldıktan sonra 95 

derecede 3 dakika boyunca inkübe edildi. Hücre debrisinden kurtulmak için elde edilen 

homojenatlar 15000 rpm, +4 derecede 15 dakika boyunca santrifüj edildi. Daha temiz 

protein örneklerinin eldesi için 20000 rpm’de tekrar santrifüj edildi. Bu aşamada 

proteazların aktivitesini durdurmak için tüm işlemler buz içinde yapıldı. 

3.8.1.Elde Edilen Protein Örneklerinin Konsantrasyonunun Bradford Yöntemiyle 

Ölçülmesi 

1 µl protein örneği üzerine 19 µl 2D buffer eklendi, örnek 1:20 oranında çözüldü. 

Daha sonra üzerine 980 µl Bradford çözeltisi eklenerek karanlık ortamda 5 dakika 

bekletildi.  20 µl 2D tamponu üzerine 980 µl Bradford çözeltisi eklenerek kör hazırlandı. 

Protein örnekleri 10 adet olacak şekilde gruplara ayrıldı ve her 10 adet protein örneği için 

taze kör hazırlandı. Elde edilen çözeltiler Nanodrop cihazında, kendi yazılımında Bradford 

için ayarlanan programda ölçüldü. Her protein örneği için en az 3 ölçüm yapıldı ve 

ortalamaları alınarak ml içerisinde bulunan protein miktarı µg cinsinden hesaplandı. 
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3.8.2. Protein Örneklerinin Yürütülmesi Ve Protein Kalitesinin Belirlenmesi 

Protein örneklerinin kalitesinin belirlenmesi için 1D elektroforez yapıldı. Öncelikle 

yürütme jeli Bis-Acrilamid oranı %12, yükleme jeli Bis-Acrilamid oranı % 4 olan SDS-

PAGE jelleri hazırlandı. Jeller bir iki gün buzdolabında bekletildikten sonra kullanıldı. 

Jeller kasetlere yerleştirilerek yürütme tankına konuldu ve içerisine yürütülecek jel kadar 

yürütme tamponu ekledi.  Protein örnekleri 20 µg olacak şekilde yükleme boyası ve distile 

su içersinde çözüldü. 5 dakika boyunca 100 derece de örnekler kaynatılarak jel üzerinde 

kuyucuklara yüklendi. Kuyucuklara yüklenen örnek hacmi 20 µl olarak ayarlandı. Daha 

sonra örnekler yükleme jeli geçene kadar 120V, geçtikten sonra 180 V olacak şekilde bir 

saat boyunca yürütüldü. Yürütülen jeller kasetlerden çıkarılarak fiksatife alındı ve bir saat 

boyunca yatay çalkalayıcı üzerinde bekletildi. Commasie blue boyası eklenerek gece 

boyunca jellerin boyanması beklendi. Boyanan jeller distile su ile boyadan arındırılarak 

bantların kalitesi değerlendirildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizim 3. 2. Bant yoğunluklarının ölçülmesi. 

3.8.3. Kalitesi Belirlenen Protein Örneklerinden Havuz Hazırlanması 

Protein kalitesi değerlendirilmiş olan örneklerden Western Blot uygulamaları için 

havuz oluşturuldu.  Havuz oluşturmak çok sayıda örneği kullanılabilmesini 

kolaylaştırmaktadır. Öncelikle her çalışma için kuyucuklara yüklenecek örnek miktarı 

belirlendi ve tekrar sayısı göz önünde bulundurularak toplam kullanılacak protein miktarı 

hesaplandı. Bu hesaba uygun her grubun örnekleri kendi içerisinde belli miktarlarda aynı 

tüpe aktarıldı. Aktarılan örneklerin konsanrasyonu tekrar Bradford yöntemiyle ölçüldü. 

Talamus ve korteks için ayrı gruplar oluşturuldu, proteinlerin yüklemeleri bu gruplara göre 

yapıldı.  
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Çizelge 3.2. Western Blot  için havuz oluşturulan protein örnekleri 

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. Yürütülen Protein Örneklerinin Membrana Aktarılması, Kontrolü Ve 

İmmünoblotlama 

ERp57 (SantaCruz, ABD) ve GRP78 (SantaCruz, ABD)  proteinleri için 30 µg, %12 

bis-acrilamid içeren jel içerisinde yürütüldü. 6x8 cm boyutlarında nitrselüloz 

membranlar(0,45 µm; Amersham, 10600002) kesildi. Proteinlerin daha iyi geçebilmesi 

için nitroselüloz membran metanol içeren TBS-T içerisinde birkaç dakika bekletildi. 

Elektriği iletmek için kullanılacak olan whatman kâğıtları TBS-T ile ıslatıldı. Altına iki 

adet whatman kağıdı, üstüne membran, mebranın üstüne jel ve jelin üstüne iki adet 

whatman kağıdı olacak şekilde sandviç hazırlandı. Hazırlanan sandviç proteinlerin yarı-

kuru transferini sağlayan Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazına 

aktarıldı. Negatif yüklü proteinler, 25 dakika sabit 15 V’luk elektrik akımıyla anoda 

tekabül eden nitroselüloz membrana geçişi sağlandı. Proteinlerin membrana düzgün bir 

şekilde aktarıldığını kontrol etmek için Ponceau S boyası içerisinde bir dakika bekletildi ve 

proteinlerin eşit miktarda yüklenmesinin kontrolü yapıldı (Çizim 3.3). 
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Çizim 3. 3. Membrana aktarılan proteinlerin Ponceau S boyası kullanılarak kontrol 

edilmesi (Solda korteks dokusu, sağda talamus dokusu) 

TBS-T ile membranlar bir dakika çalkalanarak Ponceau S boyası uzaklaştırıldı. 

Membranlar bloklama aşamasında % 5 süt tozu içeren TBS-T içerisinde, oda ısısında bir 

saat çalkalanarak inkübe edildi. Daha sonra süt tozunu uzaklaştırmak için membranlar 

sırasıyla 15-5-5 dakika olacak şekilde TBS-T solüsyonuyla yıkandı. Membranlar yıkama 

sonrası her birinin protokolü tabloda verilen TBS-T içerisinde dilue edilmiş antikorlarla 

oda ısısında 2 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası membranlar fazla antikordan 

arındırmak için tekrar sırasıyla 15-5-5 dakika olacak şekilde yıkandı. İkincil antikorlar yine 

tabloda belirtildiği dilüsyonlarda TBS-T içerisinde dilüe edildi ve membranların üzerine 

eklenerek bir saat oda ısısında inkübe edildi. Membranlar tekrar 3 kere TBS-T yıkandı. 

ECL Western Blotting detection reagents kiti kullanılarak görüntüleme yapıldı. Membran 

üzerindeki proteinler kemilüminesans reaksiyonu sonucu elde edilen sinyal ile saptandı. 

Immun-Star HRP Peroxide tamponu ve Immun-Star HRP Luminol/Enhancer (Bio-

Rad,ABD) eşit miktarda karıştırılarak membran üzerine iyice yayıldı. Streç film yardımıyla 

eşit yayılması sağlandı. Hypercassette (Amersham,Biosciences) içerisine yerleştirilen 

membranda oluşan sinyali gözlemleyebilmek için X-ray filmi kullanıldı.  

Çizelge 3.3. Değerlendirilen proteinler için kullanılan antikorların özellikleri 

Katolog 

numarası 

Anikor Adı Markası Bloklama Dilüsyon 

Oranı 

İkincil 

Antikor ve 

Dilüsyon 

Oranı 

 ERp57 SantaCruz %5 süt tozu 1:500 Anti-mause-

HRP/1:5000 

 GRP78 SantaCruz %5 süt tozu 1:500 Anti-mause-

HRP/1:5000 

3.9.RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 

Deney gruplarının göreceli gen ekspresyon analizi için RNA İzolasyon Kiti (Exiqon) 

ile total RNA izolasyonları gerçekleştirildi. Dokular homojenizator (Ika Ultra-Turrax) 

kullanılarak, lizis solusyonu ile homojenize edildi. Kitin önerdiği şekilde RNAaz 

içermeyen su ile sulandırılarak 20 μL Proteinaz K enzimi ile 55°C de 10 dk inkübe edildi. 

14,000 x g de santrifüj sonrası süpernatant yeni bir tüpe aktarılarak hücre atıkları 

uzaklaştırıldı. Supernatanta 450 μL 96-100% ethanol eklenilerek, vortex ile karıştırıldı. Bu 
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karışım aşamalı olarak filtreli kolonlara aktarıldı. Santrifüj ile RNA içeriğinin kolonlara 

emdirilmesi sağlandıktan sonra kolonlar 2 farklı yıkama solusyonu ile 14,000x g’de 2 dk 

santrifüj edilerek yıkandı. Kolonlar 1 dk boş çevrilerek kalan etanolun uzaklaştırılması 

sağlandı. Saf olarak RNA'yı içeren kolonlar temiz bir ependorf tüpüne alındı. 50 μL elution 

buffer eklenerek santrüfüj ile RNA'nın  temiz ependorflara çöktürülmesi sağlandı. 

 Örneklerin saflığı ve miktarı Pikodrop cihazıyla ölçüldü. Saflığın istenilen 1,8-2,0 

aralığında olduğu saptandı. Komplementer DNA (cDNA) sentez kiti ile (Biorad iScript™ 

cDNA Synthesis Kit); reaksiyon buffer, revers transkriptaz enzim ve nukleaz içermeyen su 

ve RNAlarımızın bulunduğu bir karışım hazırlanarak, termal cycler cihazında cDNA 

sentezi gerçekleştirilmiştir. cDNA sentez reaksiyonu için hazırlanan karışımda bulunan 

RNA’ya Oligo DT ve random hexamer primerler bağlanmış ve reaksiyon karışımı içinde 

bulunan RNAdan cDNA sentezini gerçekleştirecek ters transkriptaz enzimi ve dNTP ile 

RNA’dan cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. Bu reaksiyon için gerekli sıcaklıklar 5 dk 

25°C, 30 dk 42°C, 5 dk 85°C ‘dir. cDNA’lar -20°C’de PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)  

aşamasına kadar saklanmıştır. 

3.9.1. Kantitatif Gerçek Zamanlı  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) 

PZR reaksiyonu için; Taqman hidroliz prob temelli (Applied Biosystems; Taqman 

Gene Expression assays) kantitatif Real-Time PCR yapıldı. Örneklerde Eif2ak3, XBP1, 

ATF6, CACNA1h genleri Real time PZR cihazında (Lightcycler480-II, Roche) 

çalışılmıştır. Housekeeping (Referans) gen olarak GADPH geni kullanılmıştır. Deney 

gruplarında referans genlerinin ifadelerine göre hedef genlerin ifadeleri karşılaştırılmış ve 

sonuçlar Roche Light cycler yazılımıyla ΔΔCp metodu kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

3.10. İstatistiksel Analiz 

Çalışmada istatistiksel analizlerin yapılması için Graphpad Prism 6.0 programı 

kulllanıldı. Elde edilen veriler normal dağılıma uygun olanlar parametrik tek yönlü varyans 

analizi (one way ANOVA), olmayanlar için parametrik olmayan Kruskal Wallis testi 

kullanılarak istatistiksel değerlendirmeleri yapıldı. İki bağımsız değişken bulunan gruplar 

arasındaki farklılıkları değerlendirmek için çift yönlü varyans analizi (two way ANOVA) 

kullanıldı.p<0,05 olanlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. SWD analizleri için non-

parametrik olmayan Friedman kullanıldı. Analizler Graphpad 6.0 yazılımı kullanılarak 

yapıldı. Veriler ortalama±standart hata (Mean ± SEM) olarakifade edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Intraserebroventriküler Kanülün Doğru Yerleştirildiğinin Gösterilmesi- 

Doğrulanması 

İlaçlar sağ ventriküle hamilton enjektörü ile 0,5 µl olacak şekilde uygulandı. İlaç 

enjeksiyonu için 22 gauge kanül (9 mm) ve projeksiyonu 0,5 mm’yi geçmeyecek şekilde 

internal kanül kullanıldı. İntraserebroventriküler verilen ilacın doğru bölgeye verildiğinden 

emin olmak için verifikasyon yapıldı. Eter anestezisi altında sıçanlara 

intraserebroventriküler %2 metilen mavisi uygulandı, 10 dakika içinde giyotin ile dekapite 

edildi. Çıkarılan beyin dokusu tamponlanmış %10 formaldehit içerisinde 5 gün boyunca 

bekletildi. 5.gün 1mm dilimler şeklinde kesilerek 15X Celestron Microcapture 

mikroskobunda görüntüsü alındı (Çizim 4.1 ve 4.2).   Doğrulanamayan veriler 

değerlendirme dışı bırakıldı. 

 

Çizim 4. 1. Kanüllerin doğru bölgeye yerleştirilmesi için kullanılan malzeme, alet ve 

cihazlar. 
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Çizim 4. 2. Intraserebroventriküler enjeksiyonun doğrulanması-verifikasyon, 15X 

4.2. Lokomotor Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

Davranış için kullanılan sıçanların cerrahi işlem sonrası 10 gün dinlenmeye 

bırakıldıktan sonra sıçanlar gruplara ayrıldı. Davranış çalışmaları için deney gruplarıyla 

birlikte (SF, DMSO, 20 ng TG ve 200 ng Tg) cerrahi işlem uygulanmamış naif kontroller 

de değerlendirmeye alındı. İlaç uygulaması öncesi/bazal ve 24 saat sonra lokomotor 

aktiviteleri kaydedildi. Bazal lokomotor aktiviteleri elde edilen verilerin normal dağılıma 

uygun olduğu bulundu. Bazal lokomotor aktivitelerinin istatistiksel olarak değerlendirmek 

için tek yönlü varyans (ANOVA) testi kullanıldı. Maddeler sağ lateral ventriküle enjekte 

edilmeden önce gruplar arasında bazal lokomotor aktivitelerinde anlamlı bir farklılık 

bulunamadı (p>0,05) (Çizim 4.3 ve Çizelge 4.1.).  

Çizelge 4.1. Bazal ve 24.saat lokomotor aktivitelerinin ortalamaları. 

        Gruplar 

Zaman 

Naif SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

Enjeksiyon 

öncesi 

953,0±58,64 764,0±110,2 733,5±115,4 868,0±62,38 874,7±92,22 

Enjeksiyon 

sonrası 24.saat 

655,6±70,88 422,6±44,54 569,6±66,56 473,0±78,36 564,6±54,3 
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SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg uygulamasının etkisini gözlemlemek için 24 saat 

sonra tüm grupların lokomotor aktivite testi tekrarlandı. Gruplar arasında bir anlamlılık 

bulunmadı. Bu sonuçlara göre SF, DMSO ve Tg uygulamasının lokomotor aktivitesi 

üzerine etkili olmadığı görüldü. 

 

Çizim 4. 3. Tüm grupların A: enjeksiyon öncesi ve B: 24 saat sonrası lokomotor 

aktivitelerinin karşılaştırılması  

4.3. Pasif Kaçınma Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Deneye alınan sıçanların naif kontrollerle birlikte duysal uyaran (0,5 µV) verilmeden 

önce karanlık bölgeye geçme süreleri değerlendirilmiştir. Elde edilen verilerin normal 

dağılıma uygun olduğu hesaplandı ve tek yönlü varyans analizi (ANOVA, parametrik) 

sonrasında Tukey’s testi ile analiz edildi. Naif kontroller ve gruplar arasında anlamlı bir 

farklılık bulunamadı (p>0,05) (Çizelge 4.2 ve Çizim 4.4).  

Duysal öğrenmeyi değerlendirmek için elektrik uygulandıktan 24 saat sonra sıçanlar 

tekrar aydınlık alana koyulup karanlık alana geçme süreleri değerlendirildi. Verilerin 

normal dağılıma uygun olmadığı belirlendi ve parametrik olmayan tek yönlü varyans 

analizi  (ANOVA) ve sonrasına Kruskal Wallis testi kullanılarak analiz edildi. Naif 

kontroller ve gruplar arasında anlamlı farklılık bulunamadı (p>0,05). Bu sonuçlara göre Tg 

uygulamasının her iki dozunun duysal öğrenmeye etkili olmadığı gözlendi (Çizelge 4.2 ve 

Çizim 4.5 ). 
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Çizelge 4. 2. Tüm grupların elektrik uygulandıktan 24 saat sonra karanlık bölgeye geçme 

süreleri. 

        Gruplar 

Zaman 

Naif SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

Karanlık 

bölgeye 

geçme süreleri 

(sn) 

167,5±39,37 204,0±35,64 170,6±44,53 245,6±28,68 199,6±40,64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizim 4. 4. Tüm grupların elektrik uygulamasından 24 saat sonra karanlık bölgeye geçme 

süreleri 
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Çizim 4. 5.  Tüm grupların bazal ve ilaç uygulamasından 24 saat sonra pasif sakınma 

testinin karşılaştırılması. Çift yönlü varyans analizi (Two-way Anova) ile yapılan iki 

bağımsız değişken analizine göre karanlık bölgeye geçme süreleri tüm gruplarda bazale 

oranla anlamalı bir şekilde arttığı görüldü, sonrasında yapılan Tukey's analizi ile bu artışın 

gruplar arasında anlamlı olmadığı gözlendi (p<0,05). 

4.4. Water Maze Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg sağ lateral ventriküle uygulaması naif kontrole 

göre tüm gruplarda platformun bulunduğu hedef kadran içerisinde yüzme zamanı 

azalmıştır. 200 ng Tg uygulanan grupta platformun bulunduğu kadranda yüzme süresi naif 

kontrole ve 20 ng Tg uygulmasına kıyasla anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0,05). 

Veriler ortalama ± SEM olarak Elde edilen verilerin normal dağılıma uygun olduğu 

hesaplandı ve tek yönlü varyans analizi (ANOVA, parametrik) sonrasında Tukey’s testi ile 

analiz edildi (Çizelge 4.3 ve Çizim 4.6.) 

Çizelge 4. 3. Kadranda yüzme sürelerinin ortalamaları 

Naif SF DMSO 20 ng 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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Çizim 4. 6. Water Maze testi sonuçları karşılaştırılması.  

4.5. EEG Aktivitelerinin Değerlendirilmesi 

4.5.1. SF Uygulamasının EEG Aktivitesi Üzerine Zamana Göre Etkisinin 

Değerlendirilmesi 

Sağ lateral ventriküle SF enjeksiyonu SWD aktivitesi üzerine etkisinin 

değerlendirildiğinde SWD sayısı, ortalama SWD süresi ve toplam SWD süresi üzerine 

zamana bağlı anlamlı bir değişiklik görülmedi. Veriler ortalama ± SEM olarak 

değerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizi için non parametrik tek yönlü varyans 

(ANOVA) sonrasında Friedman testi kullanıldı (Çizelge 4.4 ve Çizim 4.7). 

Çizelge 4. 4. SF uygulamasının zamana bağlı etkisinin SWD sayısı, toplam SWD süresi ve 

ortalama SWD süresi ortalamaları. 

 Gruplar 

Zaman 

Bazal 1.saat 24.saat 48.saat 

SWD sayısı 47,881±4,734 32,25±4,395 36,88±5,313 38,25±3,554 

Toplam SWD süresi 309,2±49,52 202,8±43,59 252,9±54,79 237,0±31,09 

Ortalama SWD süresi 6,317±0,613 5,947±0,639 6,522±0,731 6,243±0,505 
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Çizim 4. 7. i.c.v SF enjeksiyonunun A: SWD sayısı, B: toplam SWD süresi ve C: ortalama 

SWD süresi üzerine etkisi. 

4.5.2. DMSO Uygulamasının EEG Aktivitesi Üzerine Zamana Göre Etkisinin 

Değerlendirilmesi 

Sağ lateral ventriküle DMSO enjeksiyonu SWD aktivitesi üzerine etkisi 

değerlendirildiğinde SWD sayısı, ortalama SWD süresi ve toplam SWD süresi üzerine 

zamana bağlı anlamlı bir değişiklik görülmedi. Veriler ortalama ± SEM olarak 

değerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizi için non parametrik tek yönlü varyans 

(ANOVA) sonrasında Friedman testi kullanıldı (Çizelge 4.5 ve 4.8). 

Çizelge 4. 5. DMSO uygulamasının zamana bağlı etkisinin SWD sayısı, toplam SWD 

süresi ve ortalama SWD süresi ortalamaları 

 Gruplar 

Zaman 

Bazal 1.saat 24.saat 48.saat 

SWD sayısı 44,13±4,561 36,38±3,327 44,88±5,012 32,63±2,078 

Toplam SWD süresi 298,3±36,35 243,4±30,28 305,5±26,63 226,3±20,28 

Ortalama SWD süresi 6,822±0,527 6,592±0,535 7,159±0,408 6,983±0,455 

 



46 
 

 Çizim 4. 8. i.c.v DMSO enjeksiyonunun A: SWD sayısı, B: toplam SWD süresi ve C: 

ortalama SWD süresi üzerine etkisi.  

4.5.3. 20 ng Tg uygulamasının EEG aktivitesi üzerine zamana göre etkisinin 

değerlendirilmesi 

20 ng Tg uygulamasının SWD sayısında zamana göre karşılaştırdığımızda 24. ve 48. 

saatlerde SWD sayısının bazal döneme ve 1.saate göre anlamlı olarak arttığı gözlendi 

(p<0,05). 20 ng Tg uygulamasının toplam SWD süresi üzerine etkisi değerlendirildiğinde 

24. ve 48. saatlerde SWD sayısının bazal döneme ve 1.saate göre anlamlı olarak arttığı 

gözlendi (p<0,05). (p<0,05). 20 ng Tg uygulaması ortalama SWD süresi üzerine etkisi 

anlamlı bulunmadı. Veriler ortalama ± SEM olarak değerlendirildi. Verilerin istatistiksel 

analizi için non parametrik tek yönlü varyans (ANOVA) sonrasında Friedman testi 

kullanıldı (Çizelge 4.6 ve Çizim 4.9). 
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Çizelge 4. 6. 20 ng Tg uygulamasının zamana bağlı etkisinin SWD sayısı, toplam SWD 

süresi ve ortalama SWD süresi ortalamaları 

 Gruplar 

Zaman 

Bazal 1.saat 24.saat 48.saat 

SWD sayısı 36,13±1,381 29,13±4,631 53,13±3,523 54,50±4,932 

Toplam SWD süresi 200,2±20,20 177,0±39,47 408,8±69,31 410,6±67,44 

Ortalama SWD süresi 5,590±0,571 5,699±0,565 7,455±0,829 7,326±0,778 

 

 

 Çizim 4. 9. 20 ng Tg uygulamasının A: SWD sayısı, B: toplam SWD süresi ve C: 

Ortalama SWD süresi üzerine zamana göre etkisi.  

4.5.4. 200 ng Tg Uygulamasının EEG Aktivitesi Üzerine Zamana Göre Etkisinin 

Değerlendirilmesi 

200 ng Tg uygulamasının SWD sayısı üzerine etkisini değerlendirdiğimizde tüm 

gruplarda bazale oranla düşüş görülmesine rağmen 48.saatteki azalma bazal döneme göre 

anlamlı bulunmuştur (p<0,05). 200 ng Tg uygulamasının ortalama SWD süresi üzerine 

etkisi değerlendirildiğinde bazal döneme göre 1., 24. saatlerde anlamlı olmayan azalma, 
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48. saatte anlamlı artış eğilimi görüldü (p<0,05). 200 ng Tg uygulamasının toplam SWD 

süresi üzerine zaman bağlı değişiklikleri incelendiğinde 1. ve 48.saatlerde bazale oranla 

toplam SWD süresinde anlamlı olarak azalma olduğu gözlendi (p<0,05).  24.saatte görülen 

düşme eğilimi anlamlı çıkmamıştır. Veriler ortalama ± SEM olarak değerlendirildi. 

Verilerin istatistiksel analizi için non parametrik tek yönlü varyans (ANOVA) sonrasında 

Friedman testi kullanıldı. (Çizelge 4.7 ve Çizim 4.10). 

Çizelge 4. 7. 200 ng Tg uygulamasının zamana bağlı etkisinin SWD sayısı, toplam SWD 

süresi ve ortalama SWD süresi ortalamaları 

 Gruplar 

Zaman 

Bazal 1.saat 24.saat 48.saat 

SWD sayısı 43,00±2,686 30,38±2,952 34,00±3,082 22,75±3,544 

Toplam SWD süresi 283,7±26,83 182,8±16,09 211,1±25,30 168,2±30,46 

Ortalama SWD süresi 6,686±0,326 6,122±0,374 5,964±0,285 7,194±0,408 

 

Çizim 4. 10. 200 ng Tg uygulamasının A: SWD sayısı, B: Toplam SWD süresi ve C: 

Ortalama SWD süresi üzerine zamana göre etkisi.  
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4.5.5. Tüm Grupların EEG Aktivitelerinin Zamana Göre Karşılaştırılması 

Tüm grupların bazal dönem ve SF, DMSO, 20 ng Tg, 200 ng Tg uygulamasından 

sonra 1., 24. ve 48.saat SWD aktiviteleri değerlendirildi. Ortalama SWD süresinde gruplar 

arasında zamana göre anlamlı farklılık bulunmadı (p>0,05). 24.saatte 20 ng Tg grubunda 

SWD aktivitesini SF ve 200 ng Tg uygulanan gruba göre anlamlı bir şekilde artmıştır 

(p<0,05). 48. saatte 20 ng Tg uygulaması SWD aktivitesini SF, DMSO ve 200 ng Tg 

uygulamasına göre anlamlı bir artış görüldü (p<0,05). Toplam SWD süreleri 

değerlendirildiğinde 24. saatte 20 ng uygulanan grupta artış, 200 ng uygulanan grupta 

azalma görüldü, bu farklılık her iki grup arasında anlamlı bir değişikliğe neden oldu. 

48.saat toplam SWD süreleri incelendiğinde 20 ng Tg uygulanan grupta SF, DMSO ve 200 

ng Tg uygulanan gruplara oranla anlamlı artış gözlendi (p<0,05), 200 ng uygulanan grupta 

azalma görüldü. İstatistiksel analiz için çift yönlü varyans analizi (two-way ANOVA) 

kullanıldı. Veriler ortalama ± SEM olarak değerlendirildi. 
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Çizim 4. 11. Tüm grupların  bazal ve ilaç uygulamasından 1.,24. ve 48.saat sonra SWD 

sayısının değerlendirilmesi.  
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Çizim 4. 12. Tüm grupların  bazal ve ilaç uygulamasından 1.,24. ve 48.saat sonra ortalama 

SWD süresinin değerlendirilmesi. 
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Çizim 4. 13. Tüm grupların  bazal ve ilaç uygulamasından 1.,24. ve 48.saat sonra toplam 

SWD süresinin değerlendirilmesi.  

4.6.1. GRP78 Western Blot Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

GRP78 protein miktarlarını incelediğimizde talamus ve korteks dokusu Tg ile 

uyarılmış ER stresine GRP78 düzeyinde farklı yanıtlar verdiği görüldü. DMSO uygulaması 

talamus dokusunda GRP78 protein düzeyinde SF kontrolle oranla azalma görüldü. 20 ng 

Tg uygulanan grupta görülen artış kontrolü olan DMSO grubuna göre anlamlı bulundu 
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(p<0,05). Elde edilen veriler ortalama ± SEM olarak değerlendirildi. İstatistiksel analiz için 

parametrik olmayan Kruskal Wallis testi kullanıldı. 

Çizelge 4. 8. Tüm grupların GRP78 protein miktarları 

 Gruplar 

 

Dokular 

SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

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 

 

 

Çizim 4. 14. GRP78 protein miktarının gösterilmesi, A: Korteks bant görüntüleri, B: 

korteks dokusunda naife oranla grupların GRP78 protein miktarı C: Talamus bant 

görüntüleri, D:Talamus dokusunda naife oranla grupların GRP78 protein miktarı 

4.6.2. ERp57 Western Blot Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

ERp57 protein miktarlarını incelediğimizde talamus ve korteks dokusu Tg ile 

uyarılmış ER stresine karşı anlamlı bir değişiklik bulunmadı. Talamus dokusunda 20 ng Tg 

uygulanan grupta görülen artış eğilimi anlamlı bulunmadı (p>0,05). Elde edilen veriler 

ortalama ± SEM olarak değerlendirildi. İstatistiksel analiz için parametrik olmayan 

Kruskal Wallis testi kullanıldı. 
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Çizelge 4. 9. Tüm grupların ERp57 protein miktarları 

 Grupla 

Dokular 

SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

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 

 

 

Çizim 4. 15. ERp57 protein miktarının gösterilmesi,  A: Korteks bant görüntüleri, B: 

korteks dokusunda naife oranla grupların Erp57 protein miktarı C: Talamus bant 

görüntüleri, D: Talamus dokusunda naife oranla grupların ERp57 protein miktarı 

4.7. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyon Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

4.7.1. Eif2ak3 (PERK geni) 

Eif2ak3 gen ifadesi düzeyinde incelendiğinde talamus dokusunda 20 ng Tg 

uygulaması tüm gruplara göre artış eğilimi gösterdi, bu artış eğilimi SF, DMSO gruplarına 

göre anlamlı bulundu ( p<0,05). DMSO uygulaması Eif2ak3 gen ekspresiyonu düzeyinde 

hem korteks hem talamus dokusunda SF kontrole göre olarak anlamlı olmayan azalma 

eğilimi gösterdi. Verilerin istatistiksel analizleri için öncelikle normal dağılıma 
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uygunlukları değerlendirildi. Normal dağılıma uygun olmayan tüm grupların 

karşılaştırılması non parametrik tek yönlü varyans analizi ve sonrasında Kruskal Wallis 

testi ile değerlendirildi (Çizelge 4.10 ve Çizim 4.17). 

Çizelge 4. 10. Eif2ak3 gen ifadelerinin ortalamaları, 

 Gruplar 

Dokular 

SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

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 

 

 

Çizim 4. 16. Talamus ve korteks dokusunda Eif2ak3 gen ifadelerinin karşılaştırılması. A: 

Korteks dokusunda tüm grupların karşılaştırılması, B: Talamus dokusunda tüm grupların 

karşılaştırılması. 

4.7.2. XBP-1 Geni 

XBP-1 geni ifadesi incelendiğinde talamus dokusunda 20 ng ve 200 ng Tg 

uygulaması, DMSO uygulamasına oranla anlamlı artış görüldü (p<0,05). Korteks ve 

talamus dokusunda DMSO uygulaması SF uygulamasına oranla XBP-1 gen ifadesinde 

azalma görülmesine rağmen anlamlı bulunmadı. Korteks dokusunda 200 ng Tg uygulanan 

grupta tüm gruplara göre görülen azalma eğilimi anlamlı bulunmadı. Normal dağılıma 

uygun olmayan tüm grupların karşılaştırılması non parametrik tek yönlü varyans analizi ve 

sonrasında Kruskal Wallis testi ile değerlendirildi (Çizelge 4.11 ve Çizim 4.18).  
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Çizelge 4. 11. XBP-1 gen ifadelerinin ortalamaları, veriler ortalama ±SEM olarak ifade 

edildi.  

 Gruplar 

Dokular 

SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

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 

 

Çizim 4. 17. Talamus ve korteks dokusunda XBP-1 gen ifadelerinin karşılaştırılması. A: 

Korteks dokusunda tüm grupların karşılaştırılması, B: Talamus dokusunda tüm grupların 

karşılaştırılması 

4.7.3. ATF6 Geni 
ATF6 gen ifadesi incelendiğinde talamus dokusunda 20 ng ve 200 ng Tg uygulaması, 

DMSO uygulamasına oranla anlamlı artış görüldü (p<0,05). 200 ng Tg uygulanan grupta 

SF kontrole göre anlamlı bir artış görüldü. Korteks ve talamus dokusunda DMSO 

uygulaması SF uygulamasına oranla ATF6 gen ifadesinde azalma görülmesine rağmen 

anlamlı bulunmadı. Normal dağılıma uygun olmayan tüm grupların karşılaştırılması non 

parametrik tek yönlü varyans analizi (One way ANOVA) ve sonrasında Kruskal Wallis 

testi ile değerlendirildi (Çizelge 4.12 ve Çizim 4.19). DMSO gruplarına oranlanan 20 ng ve 

200 ng gruplarını karşılaştırmak için non parametrik t testi ve sonrasında Mann Whitney U 

testi kullanıldı Talamus dokusunda ATF6 ekspresiyonu, 20 ng ve 200 ng Tg uygulanan 

grupta DMSO uygulamasına oranla anlamlı bir şekilde arttı. 200 ng uygulanan grupta 

görülen artış SF kontrole göre anlamlı bulundu. 



55 
 

Çizelge 4. 12. ATF 6 gen ifadelerinin ortalamaları  

           Gruplar 

Dokular 

SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

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 

 

 

 

Çizim 4. 18. Talamus ve korteks dokusunda ATF6 gen ifadelerinin karşılaştırılması. A: 

Korteks dokusunda tüm grupların karşılaştırılması, B: Talamus dokusunda tüm grupların 

karşılaştırılması 

4.7.4. CACNA1H Geni 

CACNA1H gen ifadesi düzeyinde incelendiğinde talamus dokusunda 20 ng Tg 

uygulaması tüm gruplara göre artış eğilimi gösterdi, bu artış eğilimi SF, DMSO gruplarına 

göre anlamlı bulundu ( p<0,05). DMSO uygulaması CACNA1H gen ifadesi düzeyinde 

hem korteks hem talamus dokusunda SF kontrole göre anlamlı olmayan azalma eğilimi 

gösterdi. Verilerin istatistiksel analizleri için öncelikle normal dağılıma uygunlukları 

değerlendirildi. Normal dağılıma uygun olmayan tüm grupların karşılaştırılması non 

parametrik tek yönlü varyans analizi ve sonrasında Kruskal Wallis testi ile değerlendirildi 

(Çizelge 4.13 ve Çizim 4.20). 
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Çizelge 4. 13. CACNA1H gen ifadelerinin ortalamaları  

 Gruplar 

Dokular 

SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

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 

 

 

 

Çizim 4. 19. Talamus ve korteks dokusunda CACNA1H gen ifadelerinin karşılaştırılması. 

A: Korteks dokusunda tüm grupların karşılaştırılması, B: Talamus dokusunda tüm 

grupların karşılaştırılması 
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4.8 Tüm Verilerin Özeti 

Çizelge 4. 14. SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg uygulamalarının SWD sayısı üzerine 

etkisi (anlamlı↑ artışı, ↓azalışı, - anlamlı olmayan verileri ifade etmektedir) 

Toplam SWD 

süresi 

BAZAL 1.SAAT 24.SAAT 48.SAAT 

SF - - - - 

DMSO - - - - 

20 ng Tg - - ↑ ↑ 

200 ng Tg - - ↓ ↓ 

Çizelge 4. 15. SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg uygulamalarının Water Maze testi 

üzerine etkisi (anlamlı↑ artışı, ↓azalışı, - anlamlı olmayanverileri ifade etmektedir) 

 SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

Hedef kadranda 

yüzme süresi 

- - - ↓ 

Çizelge 4. 16. SF, DMSO, 20 ng Tg ve 200 ng Tg uygulamalarının talamus dokusunda 

GRP78 ve ERp57 protein miktarına, Eif2ak3, XBP-1, ATF6 ve CACNA1H mRNA ifadesi 

üzerine (anlamlı↑ artışı, ↓azalışı, - anlamlı olmayanverileri ifade etmektedir) 

 SF DMSO 20 ng Tg 200 ng Tg 

GRP78/Talamus - - ↑ - 

ERp57/Talamus - - - - 

Eif2ak3/Talamus - - ↑ - 

XBP-1/Talamus - - ↑ ↑ 

ATF-6/Talamus - - - ↑ 

CACNA1H/Talamus - - ↑ - 

SWD sayısı BAZAL 1.SAAT 24.SAAT 48.SAAT 

SF - - - - 

DMSO - - - - 

20 ng Tg - - ↑ ↑ 

200 ng Tg - - ↓ ↓ 
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 5. TARTIŞMA 

Hücrede önemli bir kalsiyum deposu olan ER, protein sentezi, katlanması, 

olgunlaşması ve taşınmasında önemli rol oynamaktadır (Palade 1956). Protein sentezi 

süreci hataya yatkındır ve ER, yanlış katlanmış/katlanmamış proteinlerin toksik birikimini 

önlemek için protein kalite kontrol mekanizmalarına sahiptir. ER’in protein katlanma yükü 

aşıldığında lümeninde biriken anormal proteinler ER stresi ve KPY adı verilen sinyal 

yolaklarını tetikler. ER stresinden baş etme başarısına göre hücre uyum ya da hücre ölüm 

mekanizmaları devreye girer. Hücre ER stresinden kurtulmak için ilk olarak protein 

sentezinin seçici olarak engellenmesi, şaperon sentezinin artması, ERAD ve ER hacminde 

artışa neden olan adaptif süreçler başlatır. Ancak ER kapasitesi, stresi azaltma ve 

adaptasyon konusunda başarılı olamadıysa proteostazis sağlanamaz ve kronikleşen ER 

stresi otofaji yolaklarını devreye sokar. Otofaji proteostazisi sağlayamazsa, hücreler en son 

olarak hücre ölümünü seçer (Vembar ve Brodsky 2008). 

Çalışmamızda düşük ve yüksek doz Tg ile ER stres yolaklarının tetiklenmesi, absans 

epileptik aktiviteyi doz bağımlı olarak etkilemektedir. Düşük doz Tg’nin SWD aktivitesini 

artırıcı, yüksek Tg’nin azaltıcı etkilidir. Bu etki ilaç uygulamalarından 24 saat sonra ortaya 

çıkarken 48. Saatte daha da belirginleşmektedir. Davranış-öğrenme testlerinin bulgularına 

göre i.c.v uygulamalarının hiç biri lokomotor aktiviteyi değiştirmedi. Duysal öğrenmenin 

bir göstergesi olan pasif sakınma testinde de tüm gruplar arasında bir fark bulunmadı. 

Mekânsal öğrenmenin bir göstergesi olan water-maze testinde doğru kadranda kalış süresi 

en kısa yüksek doz Tg grubunda bulundu. Western blot ve RT-PCR bulgularımıza göre 

korteks bölgesinde tüm gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmazken, talamus bölgesinde 

düşük doz Tg, GRP78 proteini, Eif2ak3 (PERK), XBP-1 ve T-Tipi Ca kanallarının geni 

CACNA1H mRNA ekspresiyonlarını arttırmıştır, yüksek doz Tg ise ATF6 ve XBP-1 

mRNA ifadesini artırdı.  

ER stresinin davranış üzerine etkisi bir insektisit olan deltametrin kullanılarak 

araştırılmıştır. 60 gün boyunca 3 günde bir olgun farelere deltametrin uygulayarak kronik 

ER stresinin etkisini araştırmışlardır ve kronik ER stresinin mekansal öğrenme üzerine 

olumsuz etkileri olduğunu bulmuşlardır (Hossain ve diğ. 2015). Lu ve arkadaşlarının 

(2011) yapmış oldukları çalışmada ise yüksek kalorili diyetin tetiklediği kronik ER 

stresinin mekansal öğrenmeyi azalttığı ancak antioksidan özellikte ursolik asit 

uygulandığında mekansal öğrenme üzerine olumlu etkisi olduğunu göstermişlerdir. Zhang 

ve arkadaşlarının (2013) yapmış oldukları çalışmada streptozotosin uygulayarak diyabet 



59 
 

oluşturdukları farelerin hipokampüslerinde ER stresi kaynaklı apoptozun meydana geldiği 

ve mekansal öğrenmeyi azalttığını gözlemlemişlerdir. Tg'nin nöronlar üzerine etkisi 

genellikle hücre kültürü düzeyinde araştırılmıştır. Yu ve arkadaşlarının (2014) bir kere 

uzun süreli stresin mekânsal öğrenme ve ER stresi üzerine zamana bağlı etkisini 

araştırdıkları çalışmada, sıçanlara 1-4 ve 7 gün boyunca strese maruz bırakmışlardır. 7.gün 

yapmış oldukları water-maze testinde stres uygulanan grupta platformun bulunduğu 

kadranda yüzme süresinde azalma meydana geldiğini gözlemlemişlerdir. Stres sonrası 

aldıkları beyin dokularında pre-frontal kortekste zamana göre GRP78, ERp57 ve ATF6α 

protein miktarlarında ve mRNA seviyelerinde artış olduğunu göstermişlerdir. 7.günde pik 

yapan bu moleküllerin yanı sıra apoptozda görev alan kaspaz 12, kaspaz 3 ve kaspaz 9 

miktarlarının arttığını tespit etmişlerdir. Çalışmada 1 ve 4 günlük strese maruz kalan 

sıçanlarda bu proteinlerin ifadesinin daha az olduğunu göstermişlerdir. Hafif ER stresi 

sırasında öncelikle hücreyi adapte etmeye çalışan GRP78 miktarı artmaktadır. GRP78 

proteinlerin doğru katlanmasına rol alan önemli bir şaperon proteindir. ER stresi 

kronikleştikçe ve şiddeti arttıkça ER kapasitesi stresi kaldıramaz ve hücre apoptoza 

sürüklenir  (Yu ve diğ 2015). Bizim çalışmamızda yüksek doz ER stresin platformun 

blunduğu kadranda yüzme süresini azaltmıştır. Bunun yanı sıra talamus ve korteks 

dokusunda yapmış olduğumuz moleküler çalışmada, talamus dokusunda kontrole göre 

artan XBP-1 ve ATF6 mRNA ifadesi tespit ettik, ERp57, GRP78 protein miktarlarında ve 

Eifak3 mRNA ifadesinde kontrole göre değişiklik görülmedi. Korteks dokusunda anlamlı 

sonuçlar bulunmadı. Çalışmamızda elde ettiğimiz bu sonuç Tg ile uyarılan yüksek doz ER 

stresinin hücrenin adaptif mekanizmlarını aşarak ATF6’nin tetiklediği apoptotik süreçler 

aktifleşmiş olabilir. Tg'nin akut uygulamasının davranış üzerine etkisi hakkında çalışmalar 

bulunmamaktadır. Çalışmamızda, akut düşük doz ve yüksek doz Tg uygulamasının 

davranış ve öğrenme üzerine etkisi ilk kez araştırılmış olup, ER stresinin mekansal 

öğrenme üzerine doza bağımlı etkisinin olduğunu göstermiştir. 

Zhang ve diğ. yapmış oldukları bir çalışmada Tg’nin uyardığı ER stresinin iskemik 

beyin hasarına etkisini araştırmışlardır ve doza bağlı bir etkisi olduğunu gözlemlemişlerdir.  

Yaptıkları bu çalışmada C57BL/6 fareler kullanılmış ve i.c.v olarak 2-200 ng Tg 

uygulanmıştır. 20 ng Tg uygulamasının beyin hasarını azalttığını ancak daha yüksek 

dozlarda uygulanmasının beyin hasarını artırdığını göstermişlerdir (Zhang ve diğ. 

2014).Günümüzde ER kalsiyum depolarının işlevlerinin bozulmasıyla oluşan hücre içi 

kalsiyum dengesizliğinin epilepsi üzerine etkisi hakkında çok az sayıda çalışma vardır. 

Sokal ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada GABAA reseptör antagonistleri olan 
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bikukulin ve gabazin etkisini hipokampal nöron kültürlerinde araştırmışlardır. Bikukulin 

uygulaması öncesi Tg ile inkübasyonu, bikukulin kaynaklı uyarılmada azalmaya neden 

olduğunu gözlemlemişlerdir, ancak gabazin uygulamasında bu azaltıcı etki görülmemiştir. 

Bikukulin kaynaklı nöronal uyarılmanın ER depolarından kalsiyum salınımına ihtiyacı 

olduğunu belirtmişlerdir (Sokal ve diğ. 2000). Rutecki ve diğ.  in-vitro hipokampal 

dilimlere pilokarpin veya (RS) -3,5-dihidroksifenilglisin uygulamasıyla indüklenen iktal 

deşarjların, ER-Ca
2+

 depolarını etkileyen Tg veya dantrolene tarafından bloke edildiğini 

göstermişlerdir (Rutecki ve diğ. 2002). Son zamanlarda yapılan bir çalışmada ise, nitrik 

oksit ile indüklenen riyanodin reseptörünün aktivasyonunun genetik olarak 

susturulmasının, glutamat agonisti olan kainik asitin (KA) neden olduğu status epileptikus 

tarafından tetiklenen hücre ölümüne karşı koruma sağladığı bulunmuştur (Mikami ve diğ. 

2016).  

ER stresinin epilepsi dahil çeşitli nörolojik hastalıklarda rol oynadığı öne 

sürülmüştür (Yamamoto ve diğ 2006, Ko ve diğ. 2015). Uzun süreli ER stresinin, epileptik 

beyinde nörodejenerasyona yol açan hücre içi sinyalleri tetiklediğini ve ER stresinin 

epilepsi kaynaklı nörodejenerasyonda önemli bir rol oynadığını gösteren çalışmalar 

mevcuttur  (Sokka ve diğ. 2007, Ko ve diğ. 2015).  Çeşitli kanıtlar, hem hayvan 

modellerinde hem de insan çalışmalarında ER stresinin epilepsi hastalıklarında etkili 

olduğunu göstermektedir. (Jang ve diğ. 2004; Chihara ve diğ. 2011; Torres-Peraza ve diğ. 

2013). 

 Yamamoto ve arkadaşlarının yapmış oldukları bir çalışmada temporal lob epilepsili 

(TLE) hastaların otopsilerden elde edilen hipokampüs örneklerinde ER stres 

şaperonlarında (GRP78, GRP94 ve kalneksin) bulunan bir motif olan Lys-Asp-Glu-Leu 

(KDEL) immunoreksiyonun kontrol grubuna göre yüksek olduğunu ve kaspaz 6, 7 ve 9 

miktarının kontrole oranla yüksek olduğunu göstermişlerdir. KDEL ifade eden nöronlarda 

aynı zamanda ayrılmış kaspaz 9 ifade etmiştir. TLE hastalarında nöbetlerin, ER stresine 

neden olduğunu ve ER içerisinde pro-apoptotik yolakları uyardığından bahsetmişlerdir 

(Yamamoto ve diğ. 2006). Sokka ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada ise KA 

uygulamasının sıçanların beyinlerinde ER membranının bozulmasına ve GRP78/BiP, 

CHOP ve kaspaz 12’yi aktif hale getirerek ER stresine neden olduğunu bulmuşlardır. ER 

stresinin küçük moleküllerle inhibisyonun çeşitli beyin hastalıklarında ve hasarlarında 

yararlı tedavi seçenekleri olabileceğini bildirmişlerdir (Sokka ve diğ. 2007). Yapılan diğer 

bir çalışmada epilepsi patolojisinde önemli olan iyon kanallarının mutasyonu hücresel 

toksisisteye neden olduğunu bildirmişlerdir. Bu iyon kanallarının anti-epileptik ilaçlara 

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
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cevap veriyor ve nörotransmitter salınımı salnımında rol alıyorsa, iyon kanal genlerinde 

meydana gelen mutasyonlar epilepsi tedavisini zorlaştırabilir. GABAA reseptörünün γ2 alt 

biriminin geni GABRG2 geni memeli beyninde yoğun olarak ifade edilmektedir ve ER 

içerisinde GABAA reseptörünün majör izoformu olan αβγ2ünitesini oluşturmaktadır. 

Ancak doğru katlanmış reseptörler ER trafiğine katılarak hücre membranına ulaşırlar. 

GABRG2 genindeki mutasyonlar febril nöbetler ve çocukluk çağı epilepsisini de içeren 

genetik epilepsi sendromları, febril nöbet içeren generalize epilepsiler ve Dravet sendromu 

ile ilişkilidir. GABRG2 geninde meydana gelen mutasyonlar, mutant proteinlerin 

parçalanmasını yavaşlatır ve protein agregatlarının oluşmasına neden olmaktadır. Bu 

durum ER lümeninde yanlış katlanmış proteinlerin birikmesine neden olarak ER stresi 

oluşturur. Sürekli ER stres koşulları nöronal ölüme neden olur. Gabrg2+/Q390X yaşlı 

farelerde GABAAreseptörünün γ2 alt biriminin mutasyonları, proteinin nöron içerisinde 

birikmesine ve agregatlar oluşturmasının yanı sıra kaspaz-3’ü aktif hale getirdiğini 

göstermişlerdir (Kang ve MacDonald 2016).   

ER stresi ve oksidatif stres arasında bağlantı bulunmaktadır (Inoue and Suzuki-

Karasaki, 2013; Kunchithapautham ve diğ.  2014; Xu ve diğ. 2015). Serbest radikallerin 

üretimi ve yarattıkları toksisiteyi azaltan anti-oksidan sistem arasındaki dengesizlik 

oksidatif strese neden olmaktadır. Reaktif oksijen türleri (ROT), ER stres ve oksidatif stres 

arasındaki bağlantıyı kuran önemli moleküllerdir. ROT’ların aşırı üretimi genellikle ER 

Ca2+ kanallarını hedef alarak, kalsiyum homestazisini bozarak ER stresine neden 

olmaktadır. ER’den sitozole kalsiyum akışı mitokondri metabolizmasında ROT üretimini 

uyarmaktadır (Zhang 2010). Her iki stres durumu birbirini etkilemektedir; oksidatif stres 

ER stresine neden olup KPY yolaklarını uyarırken, ER stres de ROT üretimini artırır, anti-

oksidan enzim miktarını azaltmaktadır (Fedoroff 2006; Rouault-Pierre ve diğ. 2013; Xu ve 

diğ. 2005; Ozgur ve diğ. 2014). Zhu ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada nöronal 

nitrik oksidin (nNOS)’un, PTZ-ile uyarılmış ER ve oksidatif stres sürecinde merkezi bir 

öneme sahip olduğunu göstermişlerdir. Bu etkisini peroksinitrit aracılığıyla yapmaktadır. 

nNOS'un PTZ-uyarılmış epileptik farelerde hipokampal ER stres ve oksidatif hasarı 

tetiklemek için peroksinitrit aracılığıyla hareket ettiğini göstermişlerdir (Zhu ve diğ., 

2017). 

Son yapılan çalışmalar nöbet veya epilepsi kaynaklı ER stres mekanizmasının daha iyi 

anlaşılması, ER stres ve epilepsi arasındaki potansiyel bağlantıyı ortaya çıkarmak için çok 

önemli olduğunu belirtmişlerdir. Epilepsi ve ER stres arasındaki ilişkiyi konu alan 

çalışmaların çoğunluğu nöbet sonrasında aktif hale gelen ER stresi yolaklarının 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B42
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B29
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5712337/#B25
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değerlendirilmesidir. Çalışmamızda SERCA kanallarını inhibe eden Tg’nin yüksek ve 

düşük dozlarını kullanarak absans epileptik aktivite üzerine etkisini değerlendirdik. Düşük 

doz Tg ile uyarılan ER stresinin SWD aktivitesini artırıcı, yüksek doz ER stresinin ise 

azaltıcı etkisi olduğunu gözlemledik.  WAG/Rij ırkı sıçanlarda, ER stresinin epilepsi 

nöbeti üzerine etkisini ilk defa bu çalışmayla gösterdik.   

GRP78, ER içerisinde bulunan proteinler içerisinde bir şaperon olan GRP78 

kalsiyuma bağlanma ve protein katlanma süreçlerine katılmasının yanıında erken ER 

stres/KPY sinyalinin ana başlatıcısı olarak önemli bir rol oynar. Yapılan birçok çalışma, 

çok sayıda hücresel ve mikroçevresel bozukluğun yanı sıra farmokolojik ajanların, artan 

ER stresiyle birlikte artmış GRP78 ifadesine yol açtıklarını ortaya koymuştur. GRP78 

ifadesinin artması, hücresel ER stresinin oluştuğunu gösteren bir belirteç olarak 

kullanılmaktadır (Healy ve diğ 2009; Zhang ve Zhang 2010). GRP78, ER stresinin master 

düzenleyicisidir. GRP78, stressiz koşullarda ER lümeninde bulunan inaktif durumda 

kalmaları için KPY’de görev alan PERK, ATF6 ve IRE-1α sensörlerine bağlı halde 

bulunur. ER stresi şartlarında GRP78, katlanmamış proteinlerin hidrofobik uçlarına 

bağlanmak için bu sensörlerden ayrılır. Böylece artan protein katlanma ihtiyacını 

karşılamak için gerekli olan sinyal yolaklarını başlatır. Aktifleşen sinyal yolakları sadece 

diğer şaperonların değil ayrıca GRP78 ifadesini de artırır.  Proteostazis tekrar 

sağlandığında sensörlerin inaktif formlarına dönmeleri için tekrar birleşecektir. GRP78, 

hücrenin adaptasyon ve hayatta kalma sürecinde önemli bir rol oynamaktadır. Daha da 

ötesi GRP78, hayatta kalma potansiyelini arttırması nedeniyle tümör hücrelerine 

hipoglisemi ve hipoksi gibi kötü koşullara dayanmasına hatta gelişmesine neden 

olmaktadır. GRP78’in ifadesinin yükselmesi tümör dokusunun kemoterapiye karşı derin 

sağlayabilir ve prognozu kötüleştirebilir (Fernandez ve diğ. 2000, Lee ve diğ. 2006, Wang 

ve diğ. 2009, Schönthal 2012).  

Epilepsi ve bipolar rahatsızlıklarında tedavi amaçlı kullanılan VPA (valporik asit)’in 

GRP78, PDIs, HSP47, kalretukulin gibi ER ve sitoplazmada bulunan şaperonları arttırdığı 

gösterilmiştir (Kim ve diğ. 2005, Werstuck ve diğ. 2004, Chen ve diğ., 1999, Wang 1999). 

Şaperonlar gelişmekte olan proteinlerin katlanmasında önemli rol oynarlar. Spesifik 

şaperonların aşırı ifadesi, sitotoksik kimyasallar, oksidatif stres ve iskemi-reperfüzyonun 

da dahil olduğu hücre hasarına/ölümüne yol açan koşullara karşı koruma sağladığı 

gösterilmiştir (Reddy ve diğ. 2003, Morris ve diğ. 1997, Liu ve diğ. 1997, Shintani-Ishida 

ve diğ. 2006). Shi ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada VPA’nin, KPY’den 

bağımsız histon asetilasyonu aracılığyla GRP78 ve diğer şaperonların miktarını arttırdığını 
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göstermişlerdir. Bipolar bozukluk, Alzheimer hastalığı, diabettes mellitus, ateroskleroz ve 

epilepsi gibi hastalıklar ER stresiyle ilşkilidir ve bu hastalıklara etkili olduğu düşünülen 

VPA aracılı şaperon ifadesinin artırılmasının terapötik yararları tam olarak açıklığa 

kavuşmamıştır (Shi ve diğ. 2007). Çalışmamızda düşük doz ER stresinin uygulanmasının 

24.saatte SWD aktivitesini arttırdığı, yüksek doz uygulamasının azalttığı tespit edildi. 

Bununla birlikte düşük doz ER stresi uygulamasında GRP78 miktarı arttı. Bu sonuçlara 

göre artan GRP78 miktarı ve beraberinde aktif hale gelen yaşamsal süreçler SWD 

aktivitesinin artmasında rolü olabilir. VPA ile yapılmış olan çalışmada GRP78 miktarı 

artışı ER stresinden bağımsızdır. Bizim çalışmamızda GRP78 ile birlikte artmış olan diğer 

şaperonların gen ifadesi sinerjistik etkiyle SWD aktivitesi oluşumunu etkilemiş olabilir.  

GRP78 inme sonrası nöronal sağ kalımı arttıran bir şaperondur (Rajdev ve diğ. 

2000; Hoehn ve diğ. 2001, Kudo ve diğ. 2008, Oida ve diğ. 2008). Son yapılan 

çalışmalarda miR-181 GRP78’in düzenleyicisi olduğu gösterilmştir. miR-181’in artması 

GRP78 ifadesini azaltmaktadır. miR-181 miktarının artması nöronal ölümü 

şiddetlendirirken, indirgenmiş miR-181 aktivitesi nöronal ölümü azaltan GRP78 ifadesini 

artırmaktadır (Ouyang ve diğ. 2012). Huang ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada 

PTZ ile uyardıkları epilepsi modelinde miR-181 miktarının artması kognitif fonksiyonları 

bozduğunu Water Maze testinde 5.gün kaçış süresini uzatığı ve 6.gün hedef kadrana geçme 

süresinin azaldığını gözlemlediler (Huang ve diğ. 2015). Bizim çalışmamızda GRP78 

miktarının talamus dokusunda düşük doz ER stresinde arttığı ve yüksek doz ER stresinde 

azaldığı gözlendi. Korteks dokusunda anlamlı bir fark çıkmadı. Bunun yanı sıra water-

maze testinde 5.gün platformun bulunduğu kadrana girme süresinin yüksek doz ER 

stresinde azaldığını gözlemledik. Çalışmamızın sonuçları Huang ve arkadaşlarının yapmış 

olduğu çalışmayla uyumlu çıkmıştır.   

ERp57 kalneksin ve kalretikulin adı verilen lektin şaperonlara bağlanarak yeni 

sentezlenmiş glikoproteinlerin katlanmalarına yardımcı olur (Frickel ve diğ. 2004). 

Bulunduğu hücre bölgesine göre çeşitli biyolojik fonksiyonları bulunmaktadır. ER 

içerisinde plazma membranında, mitokondri, sitoplazma içerisinde ve nukleusta 

bulunmaktadır. ERp57’nin düzenlenmesinin bozulması kanserden nörodejeneratif 

hastalıklara kadar çeşitli patolojilere zemin oluşturmaktadır (Hettinghouse ve 

diğ.2018).Şahin ve arkadaşlarının (2018) yapmış oldukları çalışmada WAG/Rij ırkı 

sıçanlarda ERp57 protein miktarının hem talamus hem de korteks dokusunda kontrole 

düşük olduğunu göstermişlerdir (Şahin ve diğ., 2018). Çalışmamızda düşük ve yüksek doz 

ER stres uygulanmasının ERp57 miktarına etkili olmadığı görüldü. Bu sonuç WAG/Rij ırkı 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3521969/#bib135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3521969/#bib135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3521969/#bib69
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3521969/#bib92
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3521969/#bib121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3521969/#bib125
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sıçanlarda ERp57’nin ER stresine cevap oluşturması için gerekli moleküler mekanizmanın 

zayıf olduğunu ya da ERp57’nin gen düzeyinde de ifadesinin az olduğunun göstergesi 

olabilir.  

Eif2ak geni PERK proteinin ifade etmektedir. PERK, KPY’de çeşitli yolakları aktif hale 

getirerek hücrenin ER stresi koşullarına karşı gelmesine yardımcı olmaktadır. PERK, bir 

transkripsiyon faktörü olan eIF2α’yı fosforilleyerek protein translasyonunu durdurarak 

ER’de biriken proteinlerin yarattığı ER stresini azaltmaktadır (Harding ve diğ. 1999).  

PERK aktivasyonu sırasında tüm genlerin ifadesini durdurmaz, ER stresini azaltmak için 

yardımcı olan şaperonların ifadesi devam eder. Fizyolojik koşullarda ve ılımlı ER stresi 

sırasında eIF2α’yı fosforillenmesinden kaynaklı protein translasyonundaki kesinti, 

hücrenin stres nedenini çözmesini ve uygun protein katlanmasını sürdürmesini sağlar. Stres 

koşulları iyileştiğinde GADD34, p- eIF2’nın defosforile olmasını sağlamaktadır. Eğer 

hücresel stres çözülmezse ATF4, CHOP ifadesini artırmaktadır. Hafif ER stresinde PERK 

ile uyarılan koruma ve CHOP kontrollü hücre ölümü arasında kararı veren zamanlama ve 

düzenleyici sinyaller hala tam olarak anlaşılamamıştır. PERK aynı zamanda eIF2α’dan 

bağımsız olarak antioksidan genlerin düzenlenmesinde nüklear faktör benzeri 2 

(Nrf2=nuclear factor erythroid derived like 2) transkripsiyon faktörünü fosforile eder. 

Stressiz koşullarda Nrf2, Keap ile kompleks halinde sitoplazmada bulunur. Nrf2, 

oksidanlara karşı hücresel direncin gelişmesinde önemli bir düzenleyicidir ve hücrenin 

hayatta kalma cevabı olarak  p- eIF2α’dan bağımsız çalışmaktadır. KPY’nin PERK dalının 

aşırı ifadesi özellikle Alzheimer ve Parkinson hastalıkları ve tauopatiler dahil olmak üzere 

nörodejeneratif hastalıklarda hastaların beyin dokularında gözlenir. Bu nedenle son 

zamanlarda, farelerde çok sayıda genetik ve farmakolojik çalışma terapötik fayda sağlamak 

ve hafızayı artırmak için KPY'nin inhibe edilmesinin etkinliğini göstermiştir. Özellikle 

yeni keşfedilen PERK antagonistleri kullanılarak, istenmeyen yan etkiler olmadan nöronal 

koruma sağlamak için PERK inhibisyon seviyesinin hassas bir şekilde ayarlanması 

gerektiği, güvenli ve etkili bir yaklaşım olduğu bildirilmiştir (Carmona-Aparicio ve diğ. 

2015). Çalışmamızda düşük doz ER stresinin SWD aktivitesini 24.saatte artırdığını ve bu 

artışın 48.saatte devam ettiğini gözlemledik. Bu sonuç, hafif ER stres koşullarında PERK 

tarafından aktif hale gelen hücesel sağ kalım yolakları SWD aktivitesi üzerine artırıcı etkisi 

olabileceğini göstermektedir. 

IRE1α/XBP-1 yolağında aktif hale gelen IRE1α, XBP-1 mRNA’sının kırpılmasını ve aktif 

formu olan XBP1s mRNA’sını oluşturur. XBP1s proteini nukleusa geçerek KPY yanıt 

elementine bağlanır ve ERAD, antioksidan etki, lipit biyosentezi ve protein katlanmasında 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5601187/#jnc14112-bib-0047
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görev alan şaperonların transkripsiyon faktörü olarak görev yapar (Hetz ve diğ., 2011; 

Çetinkaya ve Dursun, 2016). XBP-1 tarafından uyarılan protein katlanma kapasitesinin 

artması ve yanlış/katlanmamış proteinlerin yıkımı proteostazisin sağlanmasına ve stres 

sonrası hücrenin sağ kalımına katkıda bulunmaktadır. XBP-1, lösin ZIP ailesi 

transkripsiyon fakörüdür ve son zamanlarda tavuk pinael bezinde ışık ile uyarılan 

genlerden biri olarak tanımlanmıştır ve kırpılmış formu olan sXBP-1’in gen ifadesinde 

sirkadyen patern göstermektedir (Hatori ve diğ. 2011). XBP1 hedef genlerini etkileyen 

mTOR yolu aktive edildiğinde XBP1'in gen ifadesini etkileyerek, XBP-1’in kırpılması ve 

ifadesini artmaktadır (Pfaffenbach ve diğ. 2010). Epileptik hastaların hipokampüsünde 

artmış XBP-1 ifadesi ve aktivasyonu gösterilmiştir (Liu ve diğ. 2011). Rapamisin protein 

kompleksnin memeli hedefi (mammalian target of rapamisin, mTOR) sinyalinin artması 

epilepsi patogenezinde sık rastlanan bir durum olduğu gösterilmiştir. mTOR inhibitörleri 

ile yapılan çalışmalar, özellikle rapamisinin anti-epileptojenik özelliğe sahip olduğunu 

göstermektedir. Rapamisinin ayrıca anti-absans ve anti-inflamatuar etkilerinin olduğu 

bilinmektedir (Russo ve diğ. 2013). Çalışmamızda hem düşük doz hem yüksek doz ER 

stresi XBP-1 mRNA ifadesini artırmıştır. Çalışmamızda düşük doz ER stresi hem XBP-1 

hem de SWD aktivitesini artırmıştır, bu sonuç stres durumunda kolaylıkla etkilenen mTOR 

sinyalleri tarafından etkilenmiş olabilir. Yüksek doz ER stresinde artan XBP-1 mRNA 

ifadesine rağmen SWD aktivitesinin azalmış olması XBP-1’in SWD aktivitesi üzerine 

yalnız başına etki etmediğini ve diğer sinyal yolaklarıyla birlikte hareket ettiğini 

düşündürmektedir. 

T-tipi kalsiyum kanalları Ca
2+

 dikenlerine neden olarak talamokortikal döngüdeki patlama 

tarzı (burst) anormal osilatör karakterin görülmesinde önemli rol alır (Huguenard ve 

Prince, 1992; Perez-Reyes, 2003). Yapılan birçok çalışma T-tipi Ca
2+

 kanallarının absans 

epilepsi ile ilişkisini göstermektedir. Genetik absans epilepsili sıçanlarda kalsiyum kanal 

mRNA ifade düzeyi ve T-tipi kalsiyum akımları özellikle TRN bölgesinde artış olduğu 

gözlenmiştir (Talley ve diğ. 2000, Tsakiridou ve diğ. 1995). Multifaktoriyel genetik bir 

hastalık olan absans epilepsi etiyolojisinde, çocukluk çağı absans epilepsilli hastalarda, 

absans epilepsi genetik modeli olan GAERS suşu sıçanlarda, T-tipi kalsiyum kanal geni 

olan CACNA1H geninde mutasyon olduğu gözlenmiştir (Chen ve diğ. 2003; Powell ve 

diğ. 2009). Çalışmamızda talamus dokusunda SWD aktivitesini artıran düşük doz ER 

stresinin CACNA1H mRNA ifadesini de artırmıştır. CACNA1H mRNA ifadesi, T-tipi 

Ca
2+ 

 kanalı oluşumunun bir göstergesidir, düşük doz ER stresi ile SWD aktivitesindeki 

artış ile CACNA1H mRNA ifadesinin paralel bulunması genetik absans epilepsili 
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sıçanlarla yapılan çalışmlarla uyumludur. SWD aktivitesi ile T-tipi Ca akımları özellikle 

talamik retikülar nöron bölgesinde yakın ilişkilidir.  

ATF6, lösin fermuar ailesinden olan bir transkripsiyon faktörüdür ve ER stresine cevap 

elementi olarak çalışır. ATF6 XBP1 ve CHOP gibi genlerin düzenlenmesinden 

sorumludur. IRE1α ve ATF6 yolağı CHOP ifadesini artırmanın yanı sıra PERK, ATF4 ile 

seçici olarak CHOP miktarını artırmaktadır (Chen ve diğ. 2002). CHOP, ER stresiyle 

uyarılmış apoptik yolaklarda önemli bir belirteçtir. CHOP hücrenin sağkalım ya da ölümle 

ilişkili genleri düzenleyen transkripsiyon faktörü gibi davranır. CHOP’un aşırı ifadesi anti-

apoptotik Bcl-2’de azalmaya fakat pro-apoptotik kaspaz 3, Bcl-X, BAX miktarlarında 

artışa neden olmaktadır (Li ve diğ. 2014). Yapılan bir çalışmada ATF6’nın, makrofajlarda 

okside edilmiş LDL ile uyarılmış kolesterol birikimi ve apoptozu, CHOP miktarının 

artmasına neden olarak düzenlediği gösterilmiştir (Thorp ve diğ., 2009). Yapılan diğer bir 

çalışmada ise ATF6’nın miyoblast farklılaşması sırasında spesifik olarak apoptotik 

miyoblastlarda aktif hale geldiğini göstermişlerdir.  Aktif ATF6’nın apoptoza aracılık etme 

yeteneğine sahip olduğu ve ATF6’nın aşırı ifadesinin apoptoza neden olduğu 

bildirilmiştir.ATF6 sadec CHOP aracılı apoptotik süreçlere katılmaz, ayrıca indirekt olarak 

olarak WW bölge bağlanma proteini-1 (WBP-1=WW domain binding protein) aracılığıyla 

apoptozu tetiklediği gösterilmiştir (Morishima ve diğ. 2011). ER stresi sırasında ATF6’nın 

kaspaz 12’yi de düzenlediği bilinmektedir (Ma ve diğ. 2003). ATF6 sitosolik fragmanı, 

çok sayıda ER şaperonu kodlayan genin yanı sıra, XBP1'in transkripsiyonel 

indüksiyonundan sorumlu bir transkripsiyon faktörüdür. Bununla birlikte, hücreler ER 

stresinden kurtulamadığında apoptoz meydana gelir. 

Selektif olarak GRP78’in kaldırılması, ATF6 aracılığyla NF-κB’nin aktif hale gelmesine 

neden olmaktadır ve bu etkisini mTOR ile uyarılmış Akt defofrilasyonu aracılığıyla 

göstermektedir (Nakajima ve dig. 2011). Yine diğer bir çalışmada ise Escherichia coli’den 

elde edilen subtaliz sitotoksinin (subtilase cytotoxin, SubAB)’in GRP78 kaybına ve ATF6 

yolağı aracılığıyla NF-κB’nin aktivasyonuna neden olduğu gösterilmiştir (Yamazaki ve 

diğ. 2009). Çalışmamızda yüksek doz ER stresinin talamus dokusunda ATF6 mRNA 

ifadesini anlamlı olarak arttırdığını gözlemledik, bunun yanı sıra anlamlı olmasa da GRP78 

protein miktarında azalma tespit ettik. Yüksek doz ER stresi SWD aktivitesi üzerine 

azaltıcı etkisi bulundu. Azalan SWD aktivitesiyle birlikte artan ATF6 mRNA ifadesi, SWD 

oluşumunda apoptotik ya da inflamatuar mekanizmaların önemli olabileceğini 

göstermektedir. 
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Özetle çalışmamızda düşük ER stresi, hücre sağkalım mekanizmalarında önemli olan 

GRP78 protein miktarının, PERK geni olan Eif2ak3’nın, T-tipi kalsiyum kanalı 

CACNA1H mRNA ifadesini artırarak SWD aktivitesini artırmış olabilir. Yüksek doz ER 

stres, ATF6 aracılığıyla pro-apoptotik ve ya NF-kβ infalamasyon mekanizmaları 

aracılığıyla SWD aktivitesi üzerine azaltıcı etkisi olabilir. 
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6. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

 

20 ng Tg ile oluşturulan ER stresin 24.saatte, ilaç uygulamayan bazal döneme göre 

SWD aktivitesini arttırdığı ve talamus dokusunda, ER stresinin ana düzenleyicisi olan 

GRP78 protein miktarını artırdığı,  Eif2ak3 (PERK), XBP-1 ve CACNA1H mRNA 

ifadesinde de artış olduğu gözlendi. 24.saatte SWD aktivitesinin yüksek olması ve 48 

saatte bu yükselişin devam etmesi, çalışmamızın moleküler kısmıyla da uyumlu olarak 

mRNA ifadelerindeki yükselmelerin 48.saatte fonksiyonel olarak yolaklar üzerine etkisini 

göstermesi olabilir. Özellikle GRP78, Eif2ak3 (PERK) ve XBP-1 mRNA ifadelerinin SF 

ve/veya DMSO uygulamasına göre yükselmiş olduklarını görmemiz talamik nöronların ER 

strese karşı adaptasyon ve hayatta kalma sürecinde olduklarını gösterebilir.  

200 ng Tg ile oluşturulan ER stresin 24.saatte ve 48. saatte, ilaç uygulamasının 

olmadığı bazal döneme göre SWD aktivitesini azalttığı ve talamus dokusunda, ER stresinin 

ana düzenleyicisi olan GRP78 protein miktarını azaltmış olmasına rağmen anlamlı 

çıkmamıştır. Eif2ak3 (PERK) ve CACNA1H
 

mRNA ifadesinde SF ve DMSO 

uygulamasına göre değişiklik görülmedi. XBP-1 mRNA ifadesinde DMSO’ya göre artma 

gözlendi. ATF6 mRNA ifadesinde hem SF hem de DMSO uygulamasına göre artış tespit 

edildi. 200 ng Tg ile oluşturulan ER stres 24.saatte SWD aktivitesini azalmanın 48.saatte 

de belirginleşmesi, moleküler yolaklarda da ATF 6 gen ifadesinin artması ile paralel 

bulunmuştur. ATF6 artışı, nöronların ER stresine karşı adaptasyonlarının azaldığı pro-

apoptotik süreci gösteriyor olabilir.  

Bu çalışmada hücre sağkalımı ve ölümünü belirleyen ER stresi faktörlerinin SWD 

aktivitesi üzerine etkisinin olabileceği gösterilmiştir. Daha ileriki aşamalarında, yolakların 

SWD aktivitesi üzerine etkisinin daha iyi anlaşılabilmesi için hücre sağkalımını ve 

ölümünü etkileyen yolaklar değerlendirilebilir. Anti-apoptotik ve hücresel sağ kalım 

süreçlerinde önemli olan Erk1/2, Akt gibi mitotik sinyal yolakları ve ya Bcl-2, FLIP gibi 

anti-apoptotik genler çalışılabilir. Apoptotik süreçlerde önemli olan kaspaz 3, kaspaz 9, 

kaspaz 12 ve CHOP genleri ve protein miktarları değerlendirilebilir. 

Çalışmamızda gen fadesinin 18-25 saat içerisinde artması nedeniyle SF, DMSO ve 

Tg uygulamasından 24 saat sonra beyin dokuları alınıp moleküler düzeyde çalışılmıştır. 

EEG kayıtlarının değerlendirilmesiyle ER stresinin 48.saatte de SWD aktivitesi üzerine 

etkili olduğu görülmüştür. ER stresi için araştırmış olduğumuz ER faktörlerinin protein 

miktarları western blot tekniğiyle 48.saatte elde edilen beyin dokularında bakılabilir. 
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SWD aktivitesinin azaldığı yüksek ER stresi koşullarında ATF6 miktarının artmış 

olduğunu tespit ettik. ATF6 aynı zamanda NF-kβ kaynaklı inflamasyon yolaklarını 

tetiklediği bilinmektedir. Bu amaçla NF-kβ ve sitokin düzeylerinin değerlendirilmesi ER 

stresinin SWD aktivitesi üzerine etkisinin anlaşılmasına yardımcı olabilir. 

ER stresi mTOR yolaklarıyla karşılıklı etkileşim içerisinde olduğu bilinmektedir. 

mTOR ayrıca epileptogenez sürecinde önemli olduğu ve epilepsi için terapötik hedef 

olabileceği gösterilmiştir. Bu nedenle ER stresi sürecinin değerlendirilmesinin yanında 

mTOR yolaklarının etkisine de bakılabilir. 
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