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OZET

Amac: Absans epilepsi idiyopatik jeneralize epilepsiler sinifinda yer alan bir epilepsi
tipidir. Absans epilepsi ile ilgili deneysel ¢alismalar daha ¢ok genetik absans epilepsili
sigan modelleri iizerinde gergeklestirilmektedir. Bu modellerden biri de WAG/Rij 1rki
inbred sicanlardir. Son zamanlardaki c¢aligsmalar, bu siganlarin somatosensdriyel
korktekslerinde asir1 uyarilabilir bir odagin varlig1 gosterilmistir. Kortekste olusan bu asir
uyarilabilir odagin olusum nedeni, hiicresel ve molekiiler 6zellikleri tam olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte kortikal GABAerjik sistemde meydana gelen
bozulmalarin bu odagin olusumuna katki saglayabilecegini diisiindiiren veriler

bulunmaktadir.

Yontem: Bu calismada; temel olarak genetik absans epilepsili WAG/Rij 1rki siganlarin
kortikal bolgelerinde GABAerjik néron belirteci olan ve hiicre i¢i kalsiyumu baglama
ozelligi gosteren parvalbumin (PV), calretinin (CL) ve calbindin (CB) proteinlerinin
epileptojenez siirecindeki degisimleri inceledi. Bu kalsiyum baglayan proteinler (CaBP)’ in
hiicresel yogunluk ve bolgesel dagilim Ozelikleri sicanlarin  somatosensoriyel
kortekslerinde immiinofloresan (IF) boyama ve western blot (WB) yontemleri kullanilarak

arastirildi.

Bulgular: WAG/Rij 1rki sicanlarin SPol bolgesini de kapsayan fronto-pariyetal
korktesteki PV protein ifadesinde Wistar si¢anlara gore irka bagli anlamli bir azalma tespit
edilmigtir. Wistar Albino 1rki siganlarda yasa bagli olarak bir azalma egilimi goriilmesine

ragmen istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir.

Sonu¢: WAG/Rij ki sicanlarda ise yasa baglh bir azalma egilimi goriilmemistir.
Calismamizda CaBP’ler ile ilgili en goze carpan sonug epileptik gruptaki hayvanlarin
kortikal alanlarinda PV miktarinda irka bagh anlamli azalma (WB) ve PV pozitif néron
sayisinda (IF) goriilen azalma egilimidir. Hem immiinblotlama hem de immiinfluoresan
boyamadan elde edilen sonuglarin paralel yonde olmasi epileptik WAG/Rij siganlarin
somatosensoriyal kortekslerinde inhibitor GABAerjik iletinin azaldigini ve bu azalmanin

PV igeren ndronlarla sinirli oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Sozciikler; WAG/Rij, Epilepsi, Parvalbumin, Calretinin, Calbindin
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SUMMARY

Objective: Absence epilepsy is a kind of epilepsy, which is classified idiopathic
generalized epilepsies. Experimental studies on absence epilepsy are performed on
genetically absence epilepsy rat models. One of these models is WAG/Rjj rats, that are in-
bred rats. Recent studies have shown the existence of hyperexcitable focus in
somatosensory cortex of these rats. Cellular and molecular reasons of the formation of this
hyper excitable cortical focus remains unknown. However, there is some evidence that
GABAergic system deficits might contribute to development of this hyperexcitable focus.
Methods: In this study, we investigate the changes of Parvalbumin, Calretinin and
Calbindin proteins, which are neuronal marker, and have intracellular calcium binding
properties buffers during epileptogenesis. In our study, we research the cellular density
and regional distribution of these calcium binding proteins (CaBPs) in somatosensory
cortices of rats by using immunofluorescence (IF) staining and western blot (WB)
methods.

Results: PV expression of the SPol regions of WAG/R]j rats, including fronto parietal
cortex shows a significant decrease, that is depend on strain, compared to Wistar rats.
Even though there is a tendency to decrease with age, there is no statistical significance in
Wistar rats.

Conclusions: The most striking result of our study related with CaBPs; the amount of PV
decrease (WB) in the cortical areas of epileptic animals by depending on strain, and there
is tendency to decrease the number of PV positive neuron (IF). The results of both
immunoblotting and immunofluorescence staining show that the inhibitor GABAergic
conduction is reduced in the somatosensory cortices of epileptic WAG/Rij rats, and that

this reduction is limited to the PV containing neurons.

Keywords; WAG/Rij, Epilepsy, Parvalbumin, Calretinin, Calbindin
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1. GIRIS
1.1. EPILEPSI

1.1.1. Epilepsinin Tarihg¢esi

Epilepsi genellikle tekrarlayan nobetlerin goriildiigii kendine has 6zelliklere sahip
olan tibbi bir bozukluk veya bozukluklardir. Epilepsi kelimesi yakalanmak, tutulmak
“seizure ya da seize upon” anlamina gelen yunan ve latin kokenli kelimelerden kdken
almaktadir. Epileptik bozukluklarin antik donemlerden beri goriilen bir durum oldugu
diistiniilmektedir. Epilepsi ile alakali olarak bilinen en eski kayitlar Londra’ da bulunan
Ingiltere Ulusal Miizesi’nde sergilenmekte olan ve yaklasik olarak 3000 yil 6nce
Babylonlar tarafindan yazilan Sakikku (Biitiin hastaliklar) adli eserde yer almaktadir.
Babylonlarin giinlimiizde tonik-klonik, absans, drop atak, basit ve kompleks parsiyel
nobetleri hatta fokal motor (Jacksonian) ve gelastic ataklar1 tanimladiklar
diistiniilmektedir. Antik donemlerde, doga tiistii gliclerin bedeni ele gegirerek epileptik
ndbetlerin olusumuna neden oldugu ve dolayisiyla tedavisinin seytan ¢ikarma gibi ¢ok
ruhani yontemler kullanilarak yapildigr disiiniilmektedir (Global campaign against

epilepsy, 2005).

1.1.2.Epilepsinin Tanim

Epilepsi, diinyada en ¢ok karsilasilan noérolojik bozukluklardan biridir. Toplumda
goriilme siklig1 yaklasik %1 oraninda olup, baslica cocuklar ve yaslt bireylerde
goriilmesine ragmen, cinsiyet, 1irk, smif ve cografi etken farki olmaksizin biitiin yas
gruplarin1  etkilemektedir. Uluslararas1 Epilepsi Savas Dernegi (ILAE), epilepsiyi
“epileptik nobetler yaratmaya egilimli ve ndrobiyolojik, biligsel, psikolojik ve sosyal
etkileri olan bir beyin bozuklugu” olarak tanimlamaktadir. Epilepsi tek bir tiir hastalik
olmay1p, farkl etiyolojik kokenlere sahip olan hastaliklar grubudur. Kafa travmalari, beyin
timorleri, beyin kanamasi, enfeksiyonlar ve kalitimsal-genetik mutasyonlara bagli olarak
epilepsi hastalig1 gelisebilmektedir. Epilepside goriilen nobetler ise “beyinde ndronlarin
asir1 anormal aktivite gOstermeleri veya senkronize aktivitelerden oOtiirlii gegici siireli
semptom ve/veya isaretlerin olustugu durum” olarak tanimlanmaktadir. Epileptik nobetler
sirasinda olusan bu semptomlar; kisa siireli biling kaybindan asir1 konvulsif ndbetlere

kadar cok farkli derecede olabilmektedir. Epilepsisinin tedavisinde daha ¢ok farmakolojik



ajanlar kullanilmakla birlikte nadiren de olsa cerrahi yontemler tercih edilebilmektedir

(Fisher 2005, Seino 2006, Reynolds 2002).

1.1.3. Epilepsinin Siniflandirilmasi

Epilepsinin  siniflandirilmasi  gegmisten  gilinlimiize kadar siirekli olarak
tartisilmaktadir. Uluslararast Epilepsi Savas Dernegi (Shorvon 2011) tarafindan resmi
olarak tavsiye edilen ve en yaygin kullanilan siniflandirmaya gore (Cizelge 1.1); epilepsi
ndbet bicimlerine gore jeneralize ve parsiyel nobetler olmak iizere iki temel kategoriye

ayrilmaktadir (Pikanen ve dig. 2006).

Cizelge 1.1. Epilepsinin siniflandirilmasi (Shorvon 2011)

Ana Grup Alt Grup Ornek
Idiyopatik Epilepsiler Tek gen bozuklugundan Iyi huylu ailesel yeni
kaynaklanan epilepsiler dogan konviilsiyonlar

Otozomal dominant
nocturnal frontal lob
epilepsi

Febril nobetlerin eslik
ettigi jeneralize epilepsi
Cocukluk donemi siddetli

myoklonik epilepsi

Ailesel iyi huylu yetiskin

myoklonik epilepsi
Kompleks kalitimli Idiyopatik jeneralize
epilepsiler epilepsi ve alt tiirleri

Iyi huylu gocukluk dénemi
parsiyel epilepsiler

Semptomatik Epilepsiler Cocukluk cag1 epilepsi West Sendromu
sendromlar1

Genetik veya Geligimsel Lennox-Gastaut Sendromu

nedene dayananlar
Ilerleyici myoklonik Unverricht-Lundborg
epilepsiler hastalig1

Dentato-rubro-pallido-
luysian atrofisi
Lafora body hastalig1
Mitokondriyel sitopati
Sinirsel seroid
lipofuskinosis
Myoklonus renal
yetmezlik sendromu
Norokutan6z sendromlar Tuberdz skloroz
Norofibromatozis
Sturge-Weber sendromu



Diger norolojik tek gen
bozukluklari

Gen bozukluklari

Serebral yapidalardaki
gelesimsel anomaliler

Kazanilmig nedenlere Hipokampal skleroz
dayanan epilepsiler
Perinatal ve infantile

Serebral Travmalar

Serebral timor

Angelman sendromu

Lizozomal bozukluklar
Noroackantositozis
Organik asisdiiriler ve
peroksisomal bozukluklar
Propirya

Pridoksin bagimli epilepsi
Rett sendromu

Ure déngiisii bozukluklar
Wilson Hastalig1
Kobalimin ve folat
metabolizmasi
bozukluklar

Down sendromu

Fragile X sendromu
4p-sendromu

[zodisentrik kromozom 15
Ring kromozom 20
Hemimegaensefali

Fokal kortikal displazi
Agyria-pachygyria-band
spektrum

Agenesis of korpus
kallosum
Polimikrogri
Sizensefali
Periventikiiler nodiiler
heterotopi

Mikrosefali

Araknoid kist
Hipokampal skleroz

Neonatal nébetleri
Neonatal sonra ndbetler
Serebral palsi

Asilama ve immiinizasyon
Agik kafa yaralanmalari
Kapali kafa yaralanmalari
Beyin ameliyatlar1
Epilepsi ameliyatlari
sonrasi epilepsiler

Kaza olmayan kafa
yaralanmalar1

Glioma

Ganglioglioma ve
hamartoma
Disembriyoplastik
ndroepitel timor



Uyarana bagli epilepsiler

Kriptojenik epilepsiler

Serebral enfeksiyonlar

Serebrovaskiiler
bozukluklar

Serebral immiinolojik
bozukluklar

Dejeneratif ve diger
norolojik durumlar

Uyarict faktorler

Refleks epilepsiler

Hipotalamik hamaratoma
Meninjioma

Sekonder tiimorler

Viral menenjit ve ensefalit
Bakteriyel menenjit ve
abseler

Sitma

Tiiberkiiloz

Aids (HIV)

Serebral hemoraj

Serebral infarksiyon
Dejenaratif damar
hastaliklar

Arterioveniiz bozulmalar
Kaverndz hemanjiyoma
Rasmussen ensefalit

SLE ve kollojen vaskiiler
bozukluklar

Inflamasyon ve
immiinolojik bozukluklar
Alzeheimer ve diger
bunamaya baglh
bozukluklar

Multiple skleroz ve
demiyelinizasyon bozuklar
Hidrosefali ve porensefali
Ates

Menstiiral dongii ve
katameniyal epilepsi
Uyku-Uyaniklik dongiisii
Metabolik ve endokrin ile
indiiklenmis epilepsi
Alkol ve toksin ile
indiiklenmis epilepsi
1518a duyarlu epilepsiler
Urkme ile indiiklenen
epilepsiler

Okuma epilepsileri
Isitme ile indiiklenen
epilepsiler

Yeme epilepsileri
Sicak-su epilepisisi
Nedeni bilinmeyen
epilepsiler




Parsiyel Nobetler

Bolgesel (fokal) nobetler olarak adlandirilmaktadirlar, beyinin herhangi bir
noktasinda olusan odak ve/veya odaklardan koken almaktadirlar. Nobetlerin siddeti
ndbetin olustugu beyin bolgesine bagli olarak duyusal girdilerde bozulmalardan, siddetli
kas kasilmalarinin goriildiigli konvulsif ndbetlere kadar ¢ok degisik derecelerde

olabilmektedir. Parsiyel nobetler kendi i¢inde ii¢ alt gruba ayrilmaktadir.

Basit Parsiyel nobetler : Bilingte bir bozulma gozlenmez.

Kompleks Parsiyel ndbetler : Sekonder jeneralize nobetler olarakta bilinmektedirler.
Bilingte bozulmalar gozlenir.

Basit/Kompleks Parsiyel nobetler: Sekonder jeneralize nobetlere doniisebilir (Pikanen ve

dig. 2006).

Jeneralize Nobetler

Beynin tamamini veya c¢ok biiyiikk bolgesini etkileyen ve her iki beyin yarim
kiiresini etkileyen nobetlerdir. Nobetlerin siddeti absans nobetlerde goriilen kisa siireli
biling kaybi seklinde olabilecegi gibi, kas kasilmalarinin (konvulsiyon) goriildiigii

jeneralize tonik-klonik nobetler goriilebilmektedir (Pikanen ve dig. 2006).

Idiyopatik Jeneralize Epilepsiler

Idiyopatik jeneralize epilepsi baslig1 altinda toplanan sendromlar hem klinik hem
de fizyolojik olarak c¢ok farkli Ozellikler gostermektedir. Nobetler, jeneralize o6zellik
(bilateral veya bilateral multifocal) gostermelerinden Otlirli ayn1  siif altinda
toplanmaktadirlar. Belirli bir tip idiyopatik jeneralize nobet tipi (IGE), daha sonra farkli bir
nobet tipine doniisebilmektedir. Ornegin; cocukluk déneminde absans nobetler goriilen bir
hastada, yasamin daha sonraki doneminde konvulsif nobet veya juvenil miyoklonik
epilepsi goriilebilmektedir (Janz 1997). Nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte IGE’lerin
temelinde kompleks genetik faktorlerin rol oynadigi bilinmektedir (Ottman 2005). Mevcut
ilaclar ile pek cok hastanin nobetleri tamamen veya biiyilk oranda kontrol altina

aliabilmektedir (Wolf ve Sandor, 2015).



Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) tarafindan, idiyopatik jeneralize
epilepsiler asagidaki gibi siniflandirmistir (Cizelge 1.2) (Dougles 2005).

Cizelge 1.2. idiyopatik Jeneralize Epilepsiler (Pikanen ve dig. 2006)

Iyi huylu (Benign) miyoklonik epilepsiler

Febril nobetlerin goriildiigii jeneralize epilepsiler
Miyoklonik absanslarin goriildiigii epilepsiler
Miyoklonik astatik absanslarin goriildiigii epilepsiler
Cocukluk cag1 absans epilepsileri

Juvenil absans epilepsler

Juvenil miyoklonik epilepsler

Jeneralize tonik-klonik ndbetlerin goriildiigii epilepsiler

Cocukluk Donemi Absans Epilepsisi

Petit mal epilepsi olarakta adlandirlan ¢cocukluk donemi epilepsisi spontan olarak
herhangi bir nedene bagli olmaksizin ndbetlerin goriildiigii idiyopatik jeneralize
epilepsilerdir. Epileptik durumlarin yaklasik %20’sini olusturmaktir (Jallon ve Latour
2005). Idiyopatik epilepsilerde nébetlerin basladigi herhangi bir beyin bolgesi belli
degildir. Nobetler aniden baslar, bilateral olarak farkli elektroensefalografi (EEG)
kanallarindan kayit edilebilecek diizeyde yayilim gosteririr ve ani olarak sonlanirlar
(Huhges 2009). Absans ndbetler daha ¢ok ¢ocuklarda ve genclerde goriilmektedir (Onat ve
dig. 2013). Genellikle 5-10 saniye siireli nonkonvulsif davranig tutulmalari, dikkat ¢eken
bir biling kayb1 gézlemlenmekle birlikte hafif bir uyanikligin s6z konusu oldugu ifade
edilmektedir (Bayne 2011). Absans epilepsili bir kisinin EEG kayitlarinda 3 Hz dalga
boyunda diken dalga desarjlarinin (DDD) (Cizim 1.1) yanisira davranigsal bozulmalar da

gozlenmektedir.
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Cizim 1.1. Insan, GAERS ve WAG/Rij 1rk1 siganlarin EEG kayitlarinda goriilen DDD” ler
(Depaulis ve Charpier 2017, Pikanen ve dig. 2006)



1.1.4. Absans Epilepsinin Hayvan Modelleri

Literatiirde absans epilepsi ile alakal1 olarak yapilan ¢aligmalarda ¢ok farkli genetik
hayvan modellerinin yanisira kimyasal ajanlar kullanilarak da absans epilepsinin

patolojisine ve tedavisine yonelik ¢aligsmalar mevcuttur (Cizelge 1.3).

Wistar Albino Glaxo from Rijswiks (WAG/R1j) irki ve Genetik Absens Epilepsi in
Rats from Strasbourg irki (GAERS) si¢anlar literatiirde yaygin olarak kullanilan hayvan
modelleridir (Felix 2002, Akman ve dig. 2010). Her iki sican ki da Wistar Albino
siganlardan kdken almaktadirlar. Bu hayvan modellerinin absans epilepsinin tedavisinde
kullanilan etosuksimid, valporat ve benzodiazapinler gibi antiepileptik ilaglara yanit
vermelerinden otiirli idiyopatik jeneralize epilepsilerin arastirilmasinda tercih edilen

modeller oldugu varsayilmaktadir (Avoli 2012, van Luijtelaar ve dig. 2002).

Cizelge 1.3. Absans epilepsili arastirilmasinda kullanilan farkli hayvan modelleri

(Pikanen ve dig. 2006)

Farmakolojik Modeller
Model Tir Nobet DDD Etosiiksimide
Frekans1 yamt
Pensilin Kedi Enjeksiyondan 1 Saat 3Hz Var
sonra baglar, 6-8 saat
surer
GHB Sican, Kedi, Enjeksiyondan 2-5 dk. 7-9 Hz Var
maymun sonra baslar
Genetik Fare Modelleri
Model Kromozom Fenotip DDD Etosiiksimide
Gen Uriinii Frekans1 yamt
Leaner Kromozom Siddetli ataksi; DDD 5-7Hz Var
8/Ca”"
A4 altiinitesi
Rocker Kromozom Ataksi; DDD 6-7 Hz Bilinmiyor
8/Ca”"
Ajx altinitesi
Tottering  Kromozom Ataksi, motor nobetler (3 6-7 Hz Var
8/Ca** Haftalik); DDD
A4 altiinitesi
Ducky Kromozom Ataksi, Diskinezi; DDD 6 Hz Var
9/Ca’"
Aia By
altlinitesi
Lethargic  Kromozom Letharji, ataksi, motor 5-6 Hz Var
2/Ca** kooridnasyon kay1bi



Bualtiinitesi (15.gtin); fokal motor

ndbet, DDD
Stargazer = Kromozom Ataksi ve vesitbiiler 6 Hz Var
15/Ca*" fonksiyonda bozulma,
G, altiinitesi sik ve uzun siireli DDD
Coloboma Kromozom Hiperaktivite; DDD 5-6 Hz Var
2/SNAP25
Mocha Kromozom Hiperaktivite; DDD 6 Hz Var
10/Adaptor
benzeri protein
kompleksi (AP-
3) B altiinitesi
Slow- Kromozom Ataksi; Tonik-klonik 3-4 Hz Var
wave 4/Na"/H" ndbet, DDD
epilepsili  tastyicisi(Nhcl)
fare
Inbred Sican Modelleri
Model Nobet Yasla birlikte azalma DDD Etosiiksimidyanit
goriildiigii yas Frekansi
GAERS 13. hafta Yok 7-10Hz  Var
WAG/Rijs 4. ay Yok 7-11Hz  Var

WAG/Rij Sicanlar

Wistar Albino 1rki1 sicanlardan koken alan Wistar-Albino-Glaxo/Rijswijk
(WAG/RYij) sicanlar, jeneralize absans epilepsi ¢alismalart i¢in gegerligi gosterilmis bir
inbred sican tiiriidiir (Coenen ve van Luijtelaar 2003). 2-3 aylik yas grubuna erisen
WAG/Rij irki siganlarin kortikal elektroensefalografilerinde (ECoG) senkronize ve iki
taraflt 7-11 Hz’lik DDD olusumlarinin yanisira, soluk alip vermede artig, biyiklarda hafif
hareketlenme, kafada hafif salanma ve insanlarda goriilen nobetlere benzer sekilde
gozlerde seyirmeler gibi davranislar ortaya ¢ikmaktadir (van Luijtelaar ve Sitnikova 2006,
van Luijtelaar ve Zobeiri 2014). WAG/Rij 1rki siganlarin ndbetlerinin fenotipi insanlarda
goriilen absans epilepsideki ndbetlerden bazi noktalarda farklilik gosterir. Absans epilepsi
genellikle ¢ocukluk ¢agi epilepsidir; eriskin yaslara ulagildiginda ya goriilmez ya da farkl
bir epilepsi tiiriine doniisebilir. Buna karsilik, WAG/Rij 1rki sicanlarda nébetler, puberte (P
50) ile birlikte goriilmeye baslar ve 6 aylik yas grubunda tam olarak olgunlasir. Absans
epilepsili insanlarda goriilen diken dalga desarjlart1 3 Hz iken WAG/Rjj 1rki sicanlarda

goriilen diken dalga desarlar1 7-11 Hz’dir. Bu durumun temelinde kemirgenler ile insan



beyini arasindaki anatomik ve fizyolojik farkliliklarin yattig1 diistiniilmektedir (Coenen and
van Luijtelaar 1987). DDD’ler bilateral ve simetriktir, bdylece biitiin kortekse yayilim
gosterirler (Cizim 1.2). Frontal kortikal bolgeler parietal kortikal bolgelere kiyasla daha
fazla ve yiiksek genlikli DDD’lere sahiptirler (Midzianovskaia ve dig. 2001). WAG/Rjj
itk sicanlarda goriilen nobetler insanlarda oldugu gibi siklikla pasif uyaniklik ile hafif
yavas dalga uykusunda goriilmektedir (van Luijtelaar ve Zobeiri 2014). WAG/rij 1rki
sicanlarda absans nobetlerle birlikte depresyon gelistigi gosterilmistir, bu nedenle
depresyonun da eslik ettigi bir epilepsi modeli olarak da diisiiniilmektedir (Sariskova ve
ark 2010, Russo ve dig. 2011a, Sarkisova ve van Luijtelaar 2011). Son yillarda, WAG/Rij
irkt siganlar kullanilarak gergeklestirilen patojenez ¢alismalarinin sayisinin artmis olmast,
bu hayvan irkinin kullaniminin absans epilepsiye yonelik farmakolojik ¢aligmalar ile sinirh
olmayip epileptojenez siirecinin arastirtlmasinda da uygun bir deney modeli oldugunu
gostermektedir (Blumenfeld ve dig. 2008, Giblin ve Blumenfeld 2010, White ve Loscher
2014).
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Cizim 1.2. WAG/Rjj 1rki siganlarda goriilen bilateral senkronize DDD’ler (Meeren ve dig.
2009)

1.1.5. Absans Epilepsi Teorileri

Jeneralize absans nobetlerlerin olusum mekanizmalartyla ilgili olarak giiniimiize
kadar farkli goriisler ileri siiriilmiistiir. 1954 yilinda ileri siiriilen “senterensefalik” teoriye
gore; desarjlarin talamusun orta hat (midline) bolgesinde yer alan subkortikal pacemaker
hiicrelerden koken aldigi ileri siiriilmiistiir (Penfield ve Jasper 1954). 1991 yilinda bu
hipotez biraz daha farkli bir sekilde yorumlanarak “talamik clock”  teorisi ileri
stiriilmiigtiir. Bu teoriye gore; retikiiler talamik c¢ekirdeklerde yer alan pacemaker

hiicrelerin kortekste desarjlara neden oldugu diisiiniilmiistiir (Buzsaki 1991). 1968 yilinda;



absans nobetlerin elektrofizyolojik fenomenleri olan DDD’lerin kortekste olusan bir
odaktan koken aldigi ve uyku igciklerinin olusumunda da rol oynayan talamokortikal
yolagt etkileyerek absans ndbetlerin olustugunu savunan “kortiko-retikiiler” teori ileri
stiriildii. Bu teoriye gore; korteks asir1 uyarilabilir hale geldiginde talamusta olusan ritmik
osilasyonlarin diken dalga desarjlarina doniistiigii ileri siirmektedir (Gloor 1968). Bir grup
arastirmaci tarafindan, absans ndbetlerin olusumunda korteksin 6nemli bir rol oynadigi ve
DDD’lerin kortekste fokal olarak baglayip daha sonra biitlin kortekse yayildigi ileri
stiriilmiigtiir (kortikal teori) (Bancaud 1969, Liiders 1984, Niedermeyer 1972). 2002
yilinda epileptik sicanlar kullanilarak yapilan bir ¢alismada; DDD’lerin olugmasi igin
fonksiyonel intakt bir talamokortikal yolagin olmasi gerektigini ortaya koyulmustur.
Korteks ve talamus arasindaki etkilesimler non-linear baglant1 sinyal analizi kullanilarak
arastirilmistir. Bu analizler sonucunda; somatosensoriyel korteksin perioral (SPol)
bolgesinde bir odak olustugu, bu odaktan ndbet aktivitesinin biitiin kortekse yayildig
gosterilmigtir. Nobetin baslangicinda korteksin talamusu uyardigi daha sonraki siirecte ise
korteks ve talamus birbirini karsilikli  olarak etkileyerek ritmik desarjlarin
ylikseltgenmesini ve devamliligin sagladig1 gosterilmistir. Absans nobetlerin olusumunda
korteks ile talamus arasindaki etkilesimi net bir sekilde ortaya koyan bu teoriye “kortikal

odak teorisi” denilmektedir (Cizim1.3) (Meeren ve ark. 2002).

Cortical Focus Theory

Thalamic Clock Theory

7 Cizim 1.3. Absans epilepsi teorileri (Meeren ve dig. 2005)
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1.1.6. Absans Epilepside Patolojik Mekanizmlar

Insanlarda ve genetik sican modellerinde DDD’ler, daha ¢ok hafif dalga uykusu,
ve pasif uyaniklik gibi durumlarda goriildiigli i¢in absans epilepsinin uyku ile alakali bir
bozukluk oldugu diistiniilmektedir (Coenen ve van Luijtelaar 2003, Drinkenburg ve dig.
1991, Lannes ve dig. 1988). Absans epilepside goriilen DDD’lerin talamo-kortikal
yolaktan koken aldig1 bilinmektedir. Bu yolak fizyolojik uyku igciklerinin olusumundan da
sorumlu tutulmaktadir (Gloor ve Fariello 1988, Kostopoulos 2000, Steriade ve dig. 1993).
Absans nobetlerin olusumunda; kortiko-talamo-kortikal yolaktaki néronlarin karsilikli
etkilesiminin  hipersenkronize osilasyonlara yol ag¢tig1 diisiiniilmektedir. Meeren ve
arkadaglarinin 2002 yilinda yapmis oldugu cok kanalli elektrotlar kullanilarak yapilan
kayitlar ve nonlinear analizler sonucunda; somatosensdriyel korteksin perioral bolgesinde
asir1 uyarilabilir bir odagin varligin1 gosterilmistir. Bu odaktan ¢ikan uyarilarin talamus ve
korteks arasinda absans epilepside goriilen hipersenkronize osilasyonlarin olugmasina
sebep oldugu diisiiniilmektedir. (Meeren ve dig. 2005, Meeren ve dig. 2002). Talamusun
ise DDD’lerin senkronizasyonu ile alakali oldugu ve kortekste bulunan asir1 uyarilabilir
odagm baglatmis oldugu ndbetlerin devamliligint ve amplifikasyonunda rol oynadigi
gosterilmistir. (Crunelli ve Leresche 2002, McCormick ve Bal 1997, Meeren ve ark. 2005).
Ozellikle, retikiiler talamik cekirdek (RTN) ve diger talamik cekirdeklerin kendi aralarinda
olusturduklar1 baglantilar (resonant circuits) araciligi ile absans ndbetlerin amplifiye olarak

yayilim gosterdigi diislinilmektedir. (Cizim 1.5) (Crunelli ve Leresche 2002).
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Cizim 1.4. A. EEG’de goriilen senkronize osilasyon B. Talamo-kortikal Yolak
(Pikanen ve dig. 2006)
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Beyinde meydana gelen gelisimsel, yapisal ve fonksiyonel degisimlerin spontan
olarak olusan ndbetlere neden olmasi ve bu ndbetlerin siddetini artirirak tekrarlayici bir
karakter kazanmasin1 igeren siirece epileptojenez denilmektedir. Giiniimiizdeki
caligmalarin, epileptojenezin olusumunda en belirgin nedenlerin kafa travmalar1 ve beyin
kanamalar1 olduguna dikkat ¢ekmekmesinin yaninda baska bir¢ok etmenin epileptojenez
siirecine katildig1 diisiiniilmektedir (Pitkanen ve Engel 2014). Ozellikle son zamanlarda
molekiiler biyolojik tekniklere dayanarak yapilan caligmalarda, primer jeneralize
epilepsilerde iyon kanallarinda fonksiyonel degisikliklere yol agan genetik faktorlerin
onemli bir yeri oldugu diisiiniilmektedir. Deneysel hayvan modelleri kullanilarak spontan
epileptik ndbetlerin olusumuyla ilgili birkag mekanizma ileri stiriilmiistiir fakat bu bilgiler

olduke¢a siirhdir.

WAG/Rij 1kt sicanlar incelendiginde, bu hayvanlarin ECoG’lerinde interiktal
dikenlerin incelenmesi sonucu, epileptojenez siiresince olusan hiicresel degismelerin
epileptik baglantilarda giliclenmelere neden oldugu gosterilmistir (Lillis ve dig. 2015,
Staley ve dig. 2005, Staley ve Dudek 2006). Ayrica, sodyum (Na') kanallarmn alt tipleri
olan Nal.l ve Na 1.6 kanallarinin ifadelerinde bir artis oldugu, ndbetlerin gelisimine bagh
olarak slow inward rectifier kanallarinin ifadelerinde ise bir azalma oldugu gdsterilmistir.
Gozlenen bu degisimlerin absans epilepsideki epileptojenez siirecinin nedeni mi yoksa
sonucu mu oldugu bilinmemektedir. WAG/R1j sicanlar inbred bir 1rk olduklar: i¢in biitiin
otozomal genleri ortaktir ve biitlin bireyler cinsiyet farki gozetmeksin ECoG’lerinde
DDDler gosterirler. Bireyler arasinda nobetlerin sayisi ve siiresinde farkliliklarin olmasi
kalittimin tek bir gen lokusunda olmadigini ve ¢evresel ve epigenetik faktorlerin de absans
epilepside rol oynadig diisiincesini desteklemektedir (Schridde ve dig. 2006, Schridde ve
van Luijtelaar, 2004, van Luijtelaar ve Sitnikova, 2006). WAG/Rij ki sicanlarin
somatosensoOriyal kortekslerindeki odaklarin cerrahi olarak c¢ikarilmasinin DDD’leri
tamamen baskiladigi gosterilmistir (Scicchitano ve dig. 2015b). Bu durum, kortikal
bolgedeki bu odaklarin belirli bir yas grubunda ortaya ¢ikacak bigimde genetik olarak
ndbet olusturma potansiyelinin oldugunu noébetler olustuktan sonra talamo-kortikal yolakta
degisimleri tetikledigini diislindiirmektedir (Strauss ve dig. 2004). Yani bu odaklar talamo-
kortikal yolaktaki degisimleri tetikleyerek fenotipik olarak bilateral senkronize absans
ndbetleri baglatmaktadir. Bu hipoteze dayanarak, sicanlarin beyinlerde goriilen degisimler
bu siirekli olarak asir1 uyarilabilir odaklardan ¢ikan uyarilara bagl oldugu diisiiniilebilir.

Onemli olan noktalardan bir tanesi, bu odaktan ¢ikan uyarilarn ne zaman basladig1 tespit
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edebilmektir.

WAG/Rij ve GAERS ki siganlarda yapilan caligmalar, DDD’lerin ilk once
somatosensoriyel kortekste ortaya ¢iktigini, daha sonra diger kortikal alanlara ve talamusa
yaylldigin1 gostermektedir. Kortekste patolojik mekanizmanin temelinde, N-Metil D-
Apsartat (NMDAR) reseptorleri aracili eksitator sinaptik iletide bir artma, inhibitér gamma
aminobiitirik asit (GABA) iletisinde azalma ve siklik niikleotid kapili katyon kanallarinin
(HCN) ifadesinde farklilik oldugu belirtilmektedir. Korteksten kdken DDD’ler
kortikofukal lifler aracilig1 ile talamik retikiiler ¢ekirdekteki (RTN) GABAerjik néronlarda
tekrarlayan (yenilenen) patliyici tiirde uyarict postsinaptik potansiyellere ve diisiik esikli
kalsiyum dikenlerine (LTS) neden olmaktadir. (Slaght ve dig. 2002, Steriade 1997,
Steriade ve dig. 1993a; Timofeev ve dig. 1998). Kalsiyum potansiyelleri,
hiperpolarizasyonla aktive olan diisiik esik degerli kalsiyum kanallarinin aktivasyonu ile
olusan T-akimlar1 araciligi ile olugsmaktadir (Cizim 1.4) (Huguenard, 1996). T-akimlarinin
bliylikliigii. RTN’de bulunan noronlardaki Cav3.2 kanallarinin ifadesindeki artig ile
baglantili oldugu diisiiniilmektedir (Tsakiridou ve dig. 1995, Talley ve dig. 2000).
Tamamen GABAerjik Ozellikte olan RTN’deki noéronlar talamusun eksitator Ozellik
gosteren talamo-kortikal (TC) ndronlar ile karsilikli baglantilidir (Steriade ve dig. 1993b,
Steriade ve dig.1997). TRN’den gelen uyarilar talamustaki relay hiicrelerinde GABAA R
ve GABAg R araciligiyla inhibe edici 6zellikte postsinaptik potansiyeller olustururak
(IPSP) T-tipi kalsiyum (Ca™) akimlarimin olusmasma neden olmaktadir. IPSP’ler
sonucunda; talamusta yer alan nonselektif katyon kanali 0Ozelligi gosteren ve
hiperpolarizyon ile aktive olan siklik niikleotid kapili kanallar1 (HCN) araciligi TC
noronlar aktive olur. Bu etkilesimin dogal sonucu olarak kortiko-talamo-kortikal
baglantida EEG’de goriilen DDD’lerin baskin oldugu senkronize patlayici desarjlarin
olusumuna sebep olmaktadir (Crunelli ve Leresche 2002, Steriade ve dig. 1993b, Steriade
ve dig. 1997)
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sinaptik potansiyeller (IPSP) (Avoli 2012)

1.2. Gamma Aminobiitirik Asit (GABA)

Memeli merkezi sinir sisteminde ana baskiliyict ndrotransmitter olan GABA’nin en
onemli fonksiyonu biitliin beyinde néronal uyarilabilirligi baskilamaktir. 1883 yilinda ilk
kez sentezlenen GABA’nin baglangigta sadece bitki ve mikroorganizamlarin metabolik
tiriinleri oldugu diisiiniiliiyordu; fakat, 1950 yilinda GABA’nin merkezi sinir sisteminde de
bulundugu gosterilmistir (Roth ve dig. 2003). Daha sonralari, GABA’nin bagirsak, mide,
pankreas, fallop tiipleri, testis, ovaryum, uterus, bobrek, karaciger ve akciger gibi

periferdeki organ ve dokularda da bulundugu tespit edilmistir (Erdi ve Wolff 1990).

Sinir sisteminindeki ndronlarin ¢ok biiylik bir kisimi baskiliyict 6zellikte olan
GABA igeren ara noronlardan olusmaktadir (Cizim 2.1). Pirimidal hiicrelere gelen
uyarilarin sekillenmesi, asir1 uyarilabilirligin engellenmesi, kortikal reseptif alanin
siirlandirilmasi, kortikal osilasyonlar olarak da tanimlanan hiicresel ritimlerin

zamanlamas1 ve senkronizasyonu gibi pek ¢ok 6nemli fizyolojik mekanizmalarda GABA
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iceren ara noronlar Onemli rol oynamaktadir. GABAerjik sistemde meydana gelen
bozulmalarin, epilepsi, mental gerilik, otizm ve sizofreni gibi ndro-gelisimsel hastaliklara

neden olabilecegi literatiirde yer almaktadir (Kandel ve dig. 2013).

ChAT 1%

PV 39%

Cizim 2.1. GABAerjik ndronlarin alt gruplari (PV: Parvalbumin, VIP: Vasoaktif Intestinal
Peptid, SOM: Somatostatin, NPY: Noropeptid Y, CR: Calretinin, CCK: Kolesistokinin,
ChAT: kolinasetil tranferans) (Gonchar ve dig. 2008)

Glutamat dekarboksilaz enzimi (GAD 65/67) beyinde glutamattan GABA sentezini
gerceklesmektedir (Schousboe ve Waagepeetersen 2007). GABA etkisini hiicre zarinda
pre-sinaptik ve post-sinaptik olarak bulunan ligand kapili iyonotropik bir reseptdr olan
GABAA R ve G protein baghh metabotropik Ozellikteki GABAp R araciligi ile
gostermektedir. GABA‘nin reseptdrlerine baglanmasi ile hiicre icine negatif yiikli bir
iyon olan klor (CI) iyonunun girmesi veya pozitif yiiklii olan potasyum (K") iyonunun
hiicre disina ¢ikmasi hiperpolarizasyona neden olmaktadir. Sinaptik aralifa salgilanan
GABA nérotransmitterinin ~ iki temel sonlandirilma mekanizmasi vardir. Ozellesmis
GABA tastyicilar araciligi ile GABA nin hiicre igine geri alinmas1 veya GABA nin yikici
enzimi olan GABA transaminaz ile yikilmasidir (Cizim 2.2) (Kandel ve dig. 2013).
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Cizim 2.2. GABAerjik sistem farmakolojisi ve metabolizmasi

GABA’nin rol oynadig1 fizyolojik ve patofizyolojik mekanizmalar talamo-kortikal
yollakta ¢ok sik olarak calisilmis ve hem GABA’nin hem de reseptorlerinin DDD’lerin

olusumunda rol oynadig1 gosterilmistir. (Snead 1995; van Luijtelaar ve Sitnikova 2006).

GABA-mimetik bir ajan olan tiagabinin farkli dozlarinin absans ndbetler {lizerine
olan etkileri WAG/Rij, GAERS 1rki sicanlar ve letarjik fareler kullanilarak incelenmistir ve
kullanilan tiagabinin doza bagli olarak nébetlerin hem sayisin1 hem de ortalama siiresini
arttirdigi gosterilmistir. Bu durum konvulsif nobetlerin goriilmedigi absans epilepside
GABAerjik sistemde bir hiperaktivite olabilecegini diisiindiirmektedir (van Luijtelaar ve
dig. 2002). Diger bir GABA-mimetigi ve GABA transaminaz inhibitérii olan
vigabatrin’nin (VGB) ndbetleri siddetlendirigi (Parker ve dig. 1998). Vigabatrinin tip 2
DDD’ler iizerine etkileri AC ratlar kullanilarak arastirilmigtir ve tip 2 nobet siklig1 ve
siiresinde artisa neden oldugu bulunmustur (Bouwman ve dig. 1998). Absans ndbetlerin
baglama ve sonlanma mekanizmalar1 VGB kullanilarak arastirllmistir ve yiiksek
diizeylerdeki GABA’nin DDD’lerin sonlanma mekanizmalarint degistirdigi ve daha uzun
ndbetlerin olusumuna neden oldugu gosterilmistir. y-vinyl GABA (GVG) ’nin GAERS 1rki
sigcanlarda DDD’leri artirdigi gosterilmistir (Liu ve dig. 1991, Marescaux ve dig. 1985,
Vergnes ve dig. 1984)

Farmakolojik olarak yapilan bu caligmalar sonucunda GABAerjik sistemin absans
ndbetlerde dnemli bir roliinlin oldugu net bir sekilde ortaya koyulmustur. Sistemik olarak

verilen GABA agonistlerinin biiyiik bir kismimin (benzodiazepinler hari¢) DDD’leri
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artirdigl, antagonistlerin ise baskiladigi ortaya konulmustur (Cizelge 2.1). Ayrica,
GABA’nin sinaptik aralikta kalma siiresinin artirilmasi da nobetlerde bir artisa neden

olmustur (Bazyan ve van Luijtelaar 2013).

Yukarida da deginildigi gibi RTN’deki ndronlarin ve bu ndronlarin talamustaki
relay c¢ekirdeklere yapmis oldugu baglantilarin absans ndbetlerin olusumunda ve
kontroliinde rol oynadig1 yaygin olarak kabul edilen bir goriistiir (Hosford ve dig. 1997;
Snead 1992; Snead ve dig. 1992). TC baglantidaki senkronizasyon ve
desenkronizasyonlardaki rollerinden 6tiirii GABAA R’leri absans epilepsinin patojenezinde
onemli bir rol oynamaktadir. WAG/Rij 1rki siganlarin korteks ve talamuslarinda GABAA R
fonksiyonlarma ait degismelerin oldugu belirtilmistir. Ayrica, elektrofizyolojik yontemler
kullanilarak yapilan calismalarda WAG/Rij wrki sicanlarin kortekslerinde Wistar 1rki
sicanlara oranla intrakortikal inhibisyonun azaldig1 gosterilmistir (D'Antuono ve dig. 2006;
Luhmann ve dig. 1995). GAERS ki si¢anlarda yapilan elektrofizyolojik c¢aligmalarda
intralaminar talamik g¢ekirdeklerde ve retikiiler ¢ekirdeklerde GABAerjik sinaptik iletide
degismeler oldugu bulunmustur (Bessaih ve dig. 2006). Rostral retikiiler g¢ekirdege
bicucillin verilmesi veya non-kompetetatif 2-amino-3-(3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-yl)
propionik asit (AMPA) reseptor antagonistleri olan CFM-2 (1-(4-aminophenyl)-3,5-
dihydro-7,8-dimethoxy-4H-2,3-benzodiazepin-4-one) ve THIQ-10c (N-acetyl-1-(4-
chlorophenyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline) somatosensoriyal korteksin
perioral bolgesine verilmesi DDD’lerin sayisini ve siiresini azaltmistir (Aker ve dig. 2006,
Citraro ve dig. 2006a, Tolmacheva ve van Luijtelaar 2007). Talamusun relay
cekirdeklerine GABAA R ve GABAgp R agonistleri verildiginde, ndbetlerin daha da
siddetlendigi goriilmiistiir. Talamustaki GABAerjik iletinin giliclenmesi, talamik
senkronizasyonun artmasimna neden olarak absans ndbetlerin olusumuna katkida
bulundugunu gostermektedir. Son zamanlarda GAERS 1rki siganlarda yapilan deneyler,
sistemik olarak verilen GABAAs R antagonistlerinin 6n beyin bdlgelerinde nobetlerin
olusumunu kolaylastirdigini ve GABAs R antagonistlere karsi asir1 duyarli oldugu
gosterilmistir (Danober ve dig. 1998). Kortikal uyarilabilirlikteki bu artis GABAerjik
ndronlarin aktivasyonlarinin ve/veya sayilarinin azalmasina, veya korteksteki postsinaptik
inhibisyonun azalmasi sonucunda olustugu diisiiniilmektedir. WAG/Rij 1rki si¢anlarda in-
vitro olarak yapilan c¢aligmalarda, frontopariyatel kortekste intrakortikal asir1
uyarilabilirlige eslik eden 6nemli derece GABAerjik inhibisyonun etkinliginde azalma

goriilmiistiir (Luhmann ve dig. 1995). Bu sonuglar absans epileptik hayvanlarin
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beyinlerindeki GABAerjik sistemi nobet olusumu iizerindeki etkisini bolgesel farkliliklar

gosterdigini diisiindliirmektedir.

Cizelge 2.1. GABAerjik sistemi etkileyen ilaglarin absans epilepsi iizerine etkileri
(Panayiotopoulos,1999)

Antiepileptik ila¢ Insan Rat Model
Benzodiazepines Baskilama Baskilama
Barbiurates Bifazik etki Bifazik etki
Valproate Baskilama Baskilama
Ethosuximid Baskilama Baskilama
Trimethaidione Baskilama Baskilama
Carbamazepine Artirma Artirma
Phenytoin Artirma Artirma
Gabapentin Artirma Artirma
Lamotrigine Baskilama Etkisiz
Levetiracetam Baskilama Baskilama
Pregabalin Baskilama Baskilama
Progabide Etkisiz Etkisiz
Tiagabine Artirma Artirma
Topiramate Baskilama Baskilama
Vigabatrin Artirma Artirma

1.3. KALSiYUM BAGLAYAN PROTEINLER

Kalsiyum iyonu (Ca'?) hiicresel fonksiyonlarda pek ¢ok yasamsal roller oynayan
bir ikincil habercidir. Fertilizasyon, kas kasilmasi, sinir hiicreleri arasinda haberlesme,
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, programlanmis hiicre 6liimii gibi pek ¢ok farkli iglemler,
bolgesel ve zamansal olarak Ca’ sinyalleri ile yakindan iliskilidir. (Berridge 1998,
Berridge ve dig. 2013). Noronlarda kalsiyum sinyalleri intrinsik membran uyarilabilirligi,
gen transkripsiyonlari, norotransmitter salgilanmasi, sinaptik plastisite, uzun siireli
potansiyalizasyon (LTP), uzun siireli depresyon (LTD), osilator aktivite, dendritlerin
biliyimesi ve dallanmasi, dendritik spinlerin olugsmasi gibi morfolojik ve fonksiyonel
ozelliklerin olusmasinda rol oynamaktadir. Bu kadar énemli rolleri olan Ca* iyonun hiicre
zarindan gegmesi, sarkoplasmik retikulum ve mitokondri gibi hiicre i¢indeki depolarindan
salgilanmasi ve geri almmasi amaciyla Ca'>-ATPaz, Na'?/Ca" zit tasiyici, ve SERCA gibi

0zellesmis molekiiller 6nemli roller oynarlar.

Hiicresel proteinler hiicre igindeki Ca*?iyonunu degisken affiniteler ile baglayarak

hiicre i¢inde kalsiyum sinyallerini modiile edebilmektedirler. EF-hand proteinler,
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Annexinler ve C2 alan proteinler gibi proteinler evrimsel olarak iyi korunmus Ca™
baglayabilen alt bolgelere sahiptirler (Celio ve dig. 1996, Schwaller ve dig. 2004). Bu
kalsiyum baglayan proteinler (CaBP) arasinda EF-hand alan en yaygmidir (Celio ve dig.
1996, Kawasaki ve dig. 1998). EF-hand alan igeren proteinler 29 aminoasitin
olusturdugu helix-loop-helix motifine sahiptirler. Ug helikal ¢ift AB, CD ve EF olarak
isimlendirilir ve C-terminal a-helix 5 ve 6 sahip olan alanlar bu proteinlerin adi verir.
EF-hand alan proteinler sag elin bas ve isaret parmaklar iki helixi, egilmis bir sekilde
tutulan orta parmak ise alti oksijen atomuna sahip Ca™ iyonunu koordine eden loop’u

sembolize eder (Cizim 3.1).

Cizim 3.1. EF-Hand proteinlerin yapis1 (Schwaller, 2007)

EF-hand CaBP’lar yapisal ve fonksiyonel olarak Ca'? sensor/modiilator ve Ca™
buffer olmak iizere iki ayr1 gruba ayrilir (Skelton ve dig. 1994, Ikura 1996, Nelson ve
Chalzin 1998). Ca'? sensérleri Ca"’ye bagli olarak konfirmasyon degisikligi yapabilme
ozelligine sahiptirler. Ca'” sensorlerine ait en goze carpan ornek farkli tiirlerde iyi bir
sekilde korunmus ve yaygin olarak ifade edilen 146 aminoasite sahip ve molekiiler agirlig
17kDa olan Kalmadulin (CaM) proteinidir (Cohen ve Klee 1988). CaM proteini sinaptik
ileti, noroplastisite, kisa ve uzun siireli potansiyalizasyon, 6grenme ve hafiza gibi sinir
sistemi ile iliskili pek ¢ok fizyolojik fonksiyonlarda rol oynamaktadir (Leclerc ve dig.
2006). Noronal kalsiyum sensorler (Braunewell ve Cundelfinger 1999, Burgoyne ve Weiss

2001) ve S100 proteinler (Marenholz ve dig. 2004) Ca'? sensor ailesine ait proteinlerdir.

EF-hand kalsiyum bufferlarinin iki 6nemli klasik 6rnegi parvalbumin (PV) (insan

gen sembolii PVALB) ve Calbindin D-9k (CB) (Calbindin 3, CaBP-9k ve CABP1 olarak

19



da bilinir ve insan gen sembolii S100G). Her iki protein de Ca’” baglanmasi ile birlikte
konfirmasyonal degisiklige ugrar. Fakat, serbest ve metal baglanig halleri yapisal olarak
aynidir (Skelton ve dig. 1995). Bugiine kadar, bu iki protein i¢in kalsiyum baglanmalarina
eslik eden bir partner bulunmamistir. Giinlimiize kadar yapilan arastirmalarda CB-D9k’nin
merkezi sinir sisteminde ifade edilmedigi gosterilmistir. Calretinin (CR) (Calbindin 2
olarakta bilinen, protein 10 (Winsky ve dig. 1989) ve Calbindin 30 kDa (Hubbard ve
McHugh 1995); gen sembolii CALB2) ve CB D-28K (calbindin 1 olarak da bilinir, CaBP-
28k ve spot 35 (Yamakuni ve dig. 1987); gen sembolii CALBI1) i¢in durum biraz daha
karigiktir. Pek ¢ok yaymnda hala Ca'™ buffer olarak tanimlanirken, son zamanlarda sensor

olarakta islev gordiigii diisiiniilmektedir.

1.3.1. Ca*?* Baglayan Bufferlerin Ozelliklerini Etkileyen Faktorler

Dinlenme kosullarindaki sitozolik kalsiyum konsantrasyonu, ndéron ve glia
hiicreleri de dahil olmak iizere hemen hemen tiim hiicrelerde 50-100 nM’dir. Cogu
CaBP’nin ayrisma sabitleri (disasiasyon sabitleri) (Kd) mikromolar seviyelerindedir. Bu
nedenle dinlenim kosullarinda ¢ogu CaBP’ler Ca™ serbest durumundadir. Reseptor ya da
iyon kanal kompleksleri veya hiicre i¢cindeki kalsiyum depolar1 araciligr ile hiicre igideki
Ca"? derisimi artarsa, CaBP’ler spasyotemporal olarak Ca'? sinyallerini module ederler.
CaBP’lerin buffer 6zelliklerini etkileyen parametreler; (1) Hiicre i¢i kalsiyum miktar1 (2)

Ca" iyonuna ve diger metallere olan ilgi (3) Ca™ baglama ve serbestleme kinetikleridir.

Hiicre I¢i Kalsiyum Miktari

CaBP’lerin noronlardaki hiicre i¢i miktarlarini tam olarak tespit etmek cok kolay
degildir. Bugiline kadar elde edilen sonuclar, biyokimyasal, immiinositokimyasal,
radyoimmiinolojik ve elektrofizyolojik yontemler kullanilarak elde edilmistir. Her iic
proteinin de sinir hiicrelerinin morfolojik yapilarinin karigik olmasi nedeni ile merkezi sinir
sisteminde ¢ok sinirli bir sekilde ifade edildikleri gosterilmistir. Ornegin; kurbagalarda
yapilan bir ¢alismada, CR’nin miktar1 immiinblotlama yontemi ile incelenmis ve oldukca
yiiksek miktarda (1.2 mM) (Edmonds ve dig. 2000) bulundugu gosterilmistir. Bagka bir
caligmada ise sicanlarin i¢ ve dis kohlear hair hiicrelerinde immiinuhistokimyal yontemle
yapilan 6l¢iimde sirast ile 19 £3 mM ve 35+3 mM oldugu bulunmustur (Hackney ve dig.
2005). CB’nin farkli sinir hiicrelerindeki miktar1 genellikle yiiksektir; serebellumdaki
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purkinje hiicrelerinde 150-360 mM (Schwaller ve dig. 2002), hipokampiisteki dentate
gyrusun graniiller hiicrelerinde, CA3 stratum radiatum ara ndronlarinda, ve CA1 pyrimadal
hiicrelerinde 40-50 mM diizeyinde bulundugu immunohistokimyasal yontemler
kullanilarak gosterilmistir (Muller ve dig. 2005). PV’nin miktar1 farelerdeki purkinje
hiicrelerinde 80 mM (Schmidt ve dig. 2003b) civarindaki iken, siganlarda yaklasik olarak
11630 mM’dir (Hackney ve dig. 2005).

Metal Baglama Affiniteleri

EF-hand proteinlerde, Ca™* baglayan bolgeler farkli Ca™ ve magnezyum (Mg'?)
seciciligine ve baglanma ilgisine bagli olarak iki farkli bolgeye ayrilmaktadir. CR bes
fonksiyonel Ca"* spesifik bolgeye sahip iken, CB’de dért adet bulunmaktadir (Celio ve dig.
1996). Genel olarak bu bolgelerin Ca* ilgileri (KCa: 10 -107) ile Mg™* iyonu ilgileri
oldukca diisiiktiir (KMg: 10'-10%) (Nagerl ve dig. 2000b). PV’de bulunan karma
Ca™/Mg" bolgesi Ca™ kars1 yiiksek baglanma egilimine, Mg ise ortada derecede ve Ca™
ile yarismali bir bigimde baglanma egilimine sahiptir (disassiyasyon sabitleri KCa: 107-10"
%, KMg: 107-10"). Bu nedenle, dinlenim halindeki PV igeren néronlarim sitoplazmalarinda
Ca"*/Mg" bolgeleri, Ca™ baglanmadan 6nce bu bolgelerden ayrilmas: gereken Mg ile

baglamis durumdadir.

Metal Baglama Kinetikleri

Hiicre i¢inde kalsiyum baglama kinetikleri ¢ok degisken olabilmektedir. Kalsiyum
baglanmas1 hizli olan kas kasilmasi gibi biyolojik durumlardaki proteinler i¢in (Troponin
C) baglanma hiz1 10° M s gibi yiiksek degerler olabilirken, PV yavas baglanma hizi
gosteren proteinlerde bu iz 3x10° M s™ oldugu ve hatta 6zellikle PV’nin Ca*/Mg"
baglayan bolgeleri ile direk olarak baglantili oldugu bildirilmistir. Mg"* bulunmadig:
durumlarda, Ca**baglama hizinin ¢ok daha yiiksektir (Lee ve dig. 2002). CB ve CR i¢in
metal baglama kinetikleri heniiz tespit edilmeye baslamustir ve CR i¢in muhtemelen 10° M°
1

s civarinda oldugu (Edmonds ve dig. 2000), CB i¢in Ca™ baglama kinetiginin daha
yavas oldugu diistiniilmektedir (Nagerl ve dig. 2000b).
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1.3.2 Parvalbumin (PV), Calbindin D-28 (CB) ve Calretinin (CR)’nin Beyinde
Dagilimlarn

1.3.2.1 Parvalbumin

PV’nin merkezi sinir sistemindeki ifadesi ndronlarla sinirlidir ve biiyiik oranda
GABAerjik noronlarda ifade edilmektedir (Celio 1986) (Cizim 3.2). PV’nin sican
beyinindeki dagilimi ilk olarak Celio (1990) tarafindan gosterilmistir. Daha sonra
gelisimsel olarak (Hendrickson ve dig. 1991, Solbach ve Celio 1991), farkh tiirlerdeki
dagilimi (Hof ve dig. 1999), patolojik durumlardaki degisimleri (Heizmann ve Braun
1992) ile alakali g¢aligmalar yapilmigtir. Biitiin beyin bdlgelerinde GABAerjik ara
ndronlarin, 6zellikle PV igerenlerin, senkronize aktivitelerde ve osilasyonlarda 6nemli bir
rol oynadig1 diisiiniilmektedir. PV igeren noronlarin giiclii inhibisyona yol agtig1 ifade
edilmektedir. Neokortekste; chandelier ve basket hiicreleri (Kawaguchi ve Kubota 1998,
Gupta ve dig. 2000), hipokampiiste; basket hiicreleri (Freund ve Buzsaki 1996),
serebellumda molekiiler tabakadaki ara noronlar, stellate ve basket hiicreleri (Celio 1990,
Kosaka ve dig. 1993), aksonik, perisomatik ve dendritik inhibisyondan sorumludur.
Bahsedilen bu ii¢ beyin bolgesi “mikrobaglantilar” (Grillner ve dig. 2005) denilen
tekrarlayan modiillerden olusmaktadir ve PV ifade eden noronlar bu baglantilarin énemli

bir parcasidir.

Talamustaki yapilarda, baz1 6zel noronlar PV ifade etmektedir, 6zellikle RTN’deki
noronlarin ¢ok biiyiikk bir kistmi PV igerir (Seto-Ohshima ve dig. 1989). Yetisken
sicanlarin RTN néronlarinin biiyilik bir kisimi PV ifade etmekte ve bu néronlar yogun bir
sekilde cogunlukla dorsal talamik bolgeleri innerve etmektedir (Frassoni ve dig. 1991).
Daha oOnceleri, PV immonorekatif oldugu goézlenmemis olan GABAerjik kalsiform
terminallerin, bolgesel PV immiinurekatif ara ndronlarin perikaryasindan koken aldigi ve
PV negatif dendritlerle sinaps yaptig1 gosterilmistir. Bu sinapslarin intrinsik hiicre-hiicre
iletisimlerinde rol oynadigi diisiiniilmekte ve muhtemelen talamo-kortikal osilasyonlarin
senkroznizasyonlarma katildigi varsayilmaktadir (Csillik ve dig. 2005). PV igeren
noronlarin  karsilikli  mikro baglantilar1 genellikle neokortekste, hipokampiiste ve
serebellumda goriilmektedir (Grillner ve dig. 2005). Ilging bir sekilde bu ndronlar sadece
kimyasal sinapslarla degil ayni zamanda Connexin 36 igeren elektriksel sinapslar da
kurmaktadir (Gibson ve dig. 1999, Fukuda ve Kosaka 2000, Galarreta ve Hestrin 2001).

Connexin 36 (CNX 36) knock-out farelerde yapilan ¢alismada gamma osilasyonlarinin
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amplitiidiiniin azaldig1 gosterilmistir (Hormuzdi ve dig. 2001).

1.3.2.2 Calbindin

Cok farkli tiirde néron CB icermektedir (Celio 1990), ve tiirler arasinda da 6nemli
farkliliklar gostermektedir (Cizim 3.3) (Hof ve dig. 1999). Sicanlarda, CB proteini merkezi
sinir sisteminde embriyolojik gelisimin 14. giinde, duyu organlarinda ve periferik sinir
sisteminde ise 15. giinde ifade edilmeye baslamaktadir. CB’nin beyindeki pek ¢ok
bolgedeki ifadesi dogumdan 6nce tamamlanmistir (Enderlin ve dig. 1987, Hof ve dig.
1999). Bu durum, gelisimsel siirecte gegici olarak ifade edilen CR ile terstir. CB proteini
genellikle lokal ara ndronlarda bulunmaktadir. Korteksin st tabakalari olan 2. ve 3.
tabakada yer almaktadirlar. Molekiiler tabakadaki kiiciik multipolar ndronlarin yukari
yonde dallanan dendritlerinde kiigiik bituft hiicrelerde, 2. tabakadaki pirimidal benzeri
hiicrelerde, molekiiler tabakanin horizontal hiicrelerinde, multipolar hiicrelerin asagi inen
uzun dendritlerinde, ve biiyiik double bouquet hiicrelerde bulundugu bilinmektedir (Ferrer
ve dig. 1992). Ayrica, maymunlardaki CB ig¢eren double bouquet hiicrelerin ayn1 zamanda
CR icerdigi gosterilmistir (Zaitsev ve dig. 2005). Somatostatin igerdigi bilinen Martinotti
hiicrelerinin ayn1 zamanda CB immiinreaktif oldugu da gosterilmistir (Kawaguchi ve

Kubota 1997).

Pirimidal hiicrelerin alt grubunda zayif olarak CB pozitiftir. Hipotalamusta CB
immiinoreaktif hiicreler olduk¢a yaygindir. Hipokampiisiin biitiin alt bolgelerinde ifade
edilmektedirler. Insan dentate gyrusundaki graniil hiicrelerinde de yaygin olarak ifade
edilmektedirler, fakat CA1l bolgesinde bulunmamaktadirlar. Kemirgenlerde ise CAl
bolgesinde CB ifadesi gozlemlenmektedir (Sloviter ve dig.1991). Serebellumda ise
purkinje hiicreleri CB ifade eden tek hiicre tipidir (Bastianelli 2003).
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Cizim 3.2. Neokortikal tabakalardaki CaBP’lerin morfolojik yapilar1 (Gonchar ve dig.
2008)

1.3.2.3 Calretinin

Insan korteksinde CR, PV ve CB gibi birincil olarak biitiin kortikal tabakalarda
bulunanan ara noéronlarin alt tiirlerinde ifade edilmektedirler, fakat daha ¢ok 2. ve 3.
tabakada, daha az olarak 6. tabakada goriilmektedirler. 1. tabakadaki biiyiik horizantal
hiicreler olan Cajal Retzius hiicreleri CR immiinoreaktif hiicrelerdir (Vogt Weisenhorn ve
dig. 1994, Belichenko ve dig. 1995). CR immiinoreaktif noronlarin bipolar, bitufted,
fusiform ve double bouquet cell gibi ¢ok farkli morfolojik ¢esitlilik gdstermektedirler
(Cizim 3.3) (Fonseca ve Soriano 1995). Birbirine benzer morfolojik 6zellik gosteren
noronlarda CB ve CR’nin ayni ndrondaki ifadesi (doubled bouquet cells) ¢ok nadirdir

(Schwaller ve dig. 1999a). Bu nedenle double bouquet hiicreleri kimyasal olarak
heterojenik ndron toplulugudur (Toledo-Rodriguez ve dig. 2005). Ana ve yardimci

olfaktor bulbuslar, granuler ve periglomerular ve mitral hiicreler CR immiinoreaktiftir. CR

pozitif hiicreler ayrica, substansiya nigra, ventral tegmental alanda, nigrostriatal ve
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mezolimbik baglantilarda bulunmaktadir. Hipokampiisim CA1-CA3’lin biitiin  alt
kisimlarinda ve dentate gyrusta 6zel CR reaktif ara noronlarda bulunmaktadir ve bu
ndronlarin %80’1 GABAerjiktir (Gulyas ve dig. 1992, Miettinen ve dig., 1992, Freund ve
Buzsaki 1996). GABAerjik olmayan CR immiinoreaktif hiicreler dentate gyrusun
hilusunda ve C3 alt bolgesinin stratum lucidum kisiminda dikensi (spiny) bir morfoloji
gostermektedir. Spine-free CR immiinoreaktif hiicreler genellikle GABA pozitif 6zellik
gostermektedir. Bu nedenle iki farkli morfolojik ve norokimyasal ozellikte CR
imminoreaktif hiicre toplulugu bulunmaktadir. Hipokampiisteki CR imiimnorekatif
hiicreler asla PV ile birlikte ifade edilmez iken, ¢ok az miktarda CB ile ifade edilmektedir
(%5). Bu nedenle; CR, CB ve PV igeren néronlar minimal diizeyde ayni néronda ifade
edilir. Talamustaki, periventikiiler, retikiiler ve lateral habenula hiicrelerinde CR ifade
edilmektedir. Serebellumda, CR birincil olarak graniiler hiicrelerde ve onlarin paralel
uzantilarinda ifade edilmektedir (Arai ve dig. 1993). Unipolar bursh hiicreleri (Floris ve
dig. 1994), Golgi ve Lugaro hiicreleri, monodendritik hiicreler (Braak ve Braak 1993) ve

graniil hiicrelerde sonlanan mossy fiberler de CR ifade etmektedirler.
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2. AMAC

Absans epilepsinin tan1 kriterlerinden biri olan EEG kayitlarinda tespit edilen diken
dalga desarj (DDD) olusumunun hiicresel mekanizmalarina yonelik caligmalar, bu
paroksismal aktivitenin korteks ve talamus arasindaki karsilikli eksitatdr ve inhibitor
baglantilardan kaynaklandigin1 gostermektedir. Farmakolojik ve lezyon g¢alismalarindan
elde edilen bilgiler 1518inda, absans nobetlerin olusumuna siiphesiz ki bilinen ve/veya
bilinmeyen pek cok molekiiler mekanizmanin katilimi s6z konusu olmakla birlikte,
GABAerjik sistemin ciddi bir roliiniin oldugu asikardir. Ne yazik ki, GABAerjik iletide
meydana gelen bozulmalarin kokeni hala aydinlatilamamistir. Meeren ve arkadaglarinin
2002 yilinda yaymnladigi calismada, WAG/Rij 1rki siganlarin  somatosensoriyal
kortekslerinin perioral bolgesinde (SPol) asir1 uyarilabilir bir odagin varliginin
gosterilmesi biitiin dikkatleri bu bolgeye ¢ekmistir. Diger bir genetik absans epilepsi sican
modeli olan GAERS 1rki sicanlarda somatosensoriyal korteksin derin bdolgelerindeki
hiicrelerin absans nobetleri baslatiginin gosterilmesi absans nobetlerin kortikal bir odaktan
koken aldig1 diisiincesini destekler niteliktedir (Polack ve dig. 2007). Her iki si¢an
modelinde de asir1 bir uyarilabilir odagin varhigi gosterilmesine ragmen, bu odagin
olusumu hala ac¢iklanabilmis degildir. Bu nedenle ¢alismamizda; somatosensdriyel odagin
olusumunda GABAerjik néronlarin biiylik bir kisiminda ifade edilen, kalsiyum baglayan
proteinler olan, parvalbumin (PV), calbindin (CB) ve calretinin (CR) protein ifadelerinin
immiinblotlama ve immiinohistokimyasal yontemler kullanarak aragtirmayi planladik. Bu
amacla absans ndbetlerin heniiz ortaya ¢ikmadigr 2 aylik WAG/rij irki siganlar, absans
ndbetlerin tiim bireylerde goriildiigii 8 aylik WAG/RIj siganlar, 1tk ve yas faktorii dikkate

alinarak, Wistar Albino si¢anlar ile karsilastirildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Calismamizda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma
Laboratuarinda (DETAB) iiretilen genetik absans epilepsili WAG/R1ij ve epileptik olmayan
Wistar Albino ki erkek siganlar kullanildi. Calismamiza Kocaeli Universitesi Etik
Kurulundan onay verilmistir (KOU HADYEK 8/1-2014). Tiim hayvanlar standart
laboratuvar kosullarida sabit 1s1l1 (20 C°) ve 40-70% bagil nemli bir odada ventilizasyon
sistemi altinda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisiinde, yiyecek ve igecek alimlari

serbest olacak sekilde barindirildi.

3.2. Deney Gruplan

Deneylerimizde deney grubu olarak absans epilepsili 2 ve 8 aylik WAG/Rij 1rki
sicanlar ile epileptik Ozellik gostermeyen 2 ve 8 aylik Wistar Albino irki siganlar
kullanilmistir. Epileptik WAG/R1Jj siganlar 2 aylik donemde ndbet aktivitesi gostermezken
8 aylik donemde sik ndbet gegirmektedir. Deney gruplar1 ve hayvan sayilar1 Cizelge 3.1°

de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan si¢an tiirleri ve sayilari

Wistar 2Ay  WAG/Rij2 Ay Wistar § Ay WAG/RIj 8

Ay
Immunblotlama n:5 n:6 n:6 n:6
Immiinfloresan n:5 n:5 n:5 n:5s

3.3. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Soliisyonlar

Immiinblotlama ve immiinfloresan deneylerimizde kullamlan kimyasallarin

yiizdeleri ve miktarlar1 verilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Deneylerde kullanilan soliisyonlar

Tampon Cozelti Adx Konsantrasyonu ve Hazirlams1
Hazirlanmis1 Miktar
Tris.HCI pH 8,8 1,5M, 100 ml 18,15 g Tris tartilarak 80

ml saf suda ¢ozildi. HCI
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Tris.HCI pH 6,8

TBE

Sodyum asetat

Gliserol

SDS

Amonyum

persiilfat (APS)

Akrilamid / bisakrilamid

SDS-PAGE Yiirlitme

Tamponu

0,5M, 100 ml

11X, 11t

3M, 10 ml

% 10, 1L

% 10, 10 ml

% 10, 10 ml

% 30, 100 ml

5X,300ml

SDS-PAGE Yiikleme 4 X, 8 ml

Tamponu

28

ile pH 8,8 'e ayarland1 ve
100 mI’ye tamamlandi.

6 g Tris tartilarak 80 ml
saf suda ¢ozildi. HCI ile
pH 6,8 'e ayarlandi ve 100
ml’ye tamamlandi.

10,8 g Tris, 5,5 g boric
asit, 4 ml EDTA (0.5 M
pH 8,0) 1 It suda ¢oziilerek
otoklavlandi.

2,46 g sodyum asetat 10
ml saf suda ¢oziildii.

100 ml gliserol 1L su ile
karistirildi otoklavlandi ve
+ 4 °C’de saklandi.

1 g SDS tartilip 10 ml saf
suda ¢oOzildii ve oda
sicakliginda sakland.

1 g APS tartilip 10 ml saf
suda ¢ozildii. Filtre edildi
ve +4 °C’de saklandi.

29,2 g akrilamid, 0,8 g
bisakrilamid tartihp 100
ml saf suda ¢oziildii. Filtre
edildi ve +4 °C’desaklandi.
4,5 g Tris, 21,6 g glisin ve
1,5 g SDS saf suda
coziilerek 5 X tampon 1 X
'e seyreltildi.

I ml 0,5 M Tris.HCI pH
6,8, 0,8 ml gliserol, 1,6 ml
% 10 SDS, 0,4 ml PME,
0,2 ml BFB (% 0.05) ve 4



SDS-PAGE sabitlestirici

soliisyon

SDS-PAGE boyama

sollisyonu

Western Blot Transfer

Tamponu

TBST pH 7.6

Ponceau S boyama

sollisyonu

Bloklama Tamponu

(Western Blot)

HyperFilm Developer

sollisyonu

% 40 Metanol, % 10
Asetik asit, 100 ml

% 0,1 (w/v) Coomassie

mavisi, 250 ml

100 ml

25 mM Tris.HCI,

150 mM NaCl, pH 7.2
% 0.1 Tween 20, 1L

% 0.1 (W/v)

% 5, 10 ml

Kodak RP X-OMAT
LO
Belgika)

(CarestreamHealth,
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ml saf su karistirlldi. 1 X
olacak sekilde seyreltilerek
kullanildi.

40 ml metanol ve 10 ml
asetik asit karistirilarak su
ile 100 mI’ye tamamland1
SDS-PAGE  sabitlestirici
sollisyonun igerisine 0,25
g Coomassie mavisi
eklenerek hazirlandi.

0,58 gr 0,29 gr
Glisin, 0,025g SDS

(0,375 ml %10 SDS’den)
tartilarak 100 ml saf suda

Tris,

¢oOzildii.

2.42gr Tris, 8g NaCl, 1ml
Tween 20 900 ml saf suda
cozildi. pH 7.6’ya
ayarlandiktan sonra 1L’ye
tamamlandi.

0.1gr Ponceau S ve 0.5 ml
asetik asit karistirilarak
100 ml saf suda ¢oziildii.

5 g bloklama
(Blotting Grade
Blocker Non-Fat Dry Milk
(Bio-Rad, ABD), 10 mL

TBST icinde ¢oziildii ve

tozu

Filt kdgidindan gecirilerek
kullanildu.
Ureticinin

sekilde hazirlandi. 140 ml

tavsiye ettigi

saf su, 50 ml soliisyon



HyperFilm Fiksleme Kodak RP X-OMAT
sollisyonu LO (Carestream

Health, Belgika)

A, 2 ml soliisyon B ve 2
ml  solisyon C ile
karistirilarak kullanildi.
Ureticinin  tavsiye ettigi
sekilde hazirlandi. 140 ml
saf su, 50 ml soliisyon

A ve 10 ml soliisyon B ile
karistirilarak kullanildi.
6,06 gr Tris, 8,76 gr NaCl
1 saf suda ¢oziildi ve
1000 ml’ ye tamamlandi.
HCI ve NaOH ile pH 7.4
‘e ayarlandu.

99,5 ml TBS igerisine
500ul TritonX-100
karistirildi.

I ml NGS ile 9 ml %0.5
TritonX-100 ile karistrildi.
lgr NaBH4, 100 ml PBS
icerisinde ¢oziildii.

81,8 gr NaCl, 2,01 gr KCI,
14,196 gr Na2HPO,, 2,45
gr KH,PO, Distile suda
¢oziildiikten sonra HCI ve
NaOH ile pH 7.4 ‘e

ayarlandi.

TBS S50mMpH:7.6,1L
% 0.5 Triton X-100 %0.5, 100 ml
Bloklama Soliisyonu % 10, 10 ml
NaBH,4 %1, 100 ml

PBS 10X, 1L

3.4. Cerrahi Islemler

Immiinblotlama i¢in: 2 aylik ve 8 aylik Wistar ve WAG/Rij erkek sicanlar ketamin (100
mg/kg-ip) ve xylazin (12mg /kg-ip) anestezisi altina alinmistir. Anestezinin derinligi
kornea ve pence refleksleri ile kontrol edildikten sonra, hayvanlara transkardiyak olarak
agirhigr oraninda serum fizyolojik (SF) peristaltik perfizyon pompast yardimi araciligi ile 8

aylik sicanlara 20 ml/dk, 2 aylik siganlara 10 ml/dk hizinda verildi. Siganlarin kafalari
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giyotin ile kesilerek tiim beyin c¢ikartildi. Immiinblotlama deneylerinde kullanilacak
somatosensoriyel korteks bolgesi, bregma referans alinarak +3 mm ve -3 mm (Paxinos ve
Watson , 6. Ed.) olacak sekilde beyin matriksi (Plastic one, ABD) kullanilarak izole edildi
ve sivi azot kullanilarak hizli bir sekilde dondurularak -80 °C’de derin dondurucuda

saklandi.

Immiinfloresan Boyama: 2 aylik ve 8 aylik Wistar ve WAG/Rij erkek sicanlar ketamin
(100 mg/kg-ip) ve xylazine (12 mg/kg-ip) anestezisi altina alinmistir. Anestezinin derinligi
kornea ve pence refleksleri ile kontrol edildikten sonra, hayvanlara intrakardiyak olarak
agirhigr oraninda serum fizyolojik (SF) verildikten sonra agirliginin yaris1 kadar fiksatif
(10% Formalin, Tekkim-Tiirkiye) peristaltik perflizyon pompast araciligr ile 20 ml/dk
hizinda verildi. Siganlarin kafalar1 giyotin ile kesilerek tiim beyin ¢ikartildi. Beyin dokulari
bir gece falkon tiipii igerisindeki 10%’luk formalinde bekletildikten sonra 50 ml’lik falkon
tiipleri igerisindeki %30 sekerli su ¢ozeltesinde +4 °C’de beyin dokular1 dibe ¢okiinceye
bekletildi ve metil-biitan (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak hizli bir sekilde dondurularak

-80 °C’de derin dondurucuda saklandi.

3.4. Western Blot Deneyleri
3.4.1. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Beyin ornekleri yikama TPER soliisyonu ile 0.5 mm. capindaki celik bilyeler
kullanilarak +4 °C’de bullet blender (Next Advance, ABD) yardimi ile doku homojenatlari
hazirlandi. 10.000 devirde +4 °C’del0 dakika santrifiij edilen 6rneklerden elde edilen
siipernatanlar ependorf tiiplerine alindi ve 20.000 devirde +4 °C’de 1 saat santrifiij edilen

orneklerden protein miktar1 tayin edildi (Cizim 3.1).

3.4.2. Protein Orneklerinin Miktarmn Olciilmesi

Protein miktarin1 6lgmek i¢in Bradford Assay kullanildi. 1 mikro litre 6rnek 9
mikro litre 2D extract buffer kullanilarak 1:10 diliisyon olusturuldu. Daha sonra 1:10
diliisyondaki ornekten 2 mikrolitre alinip 18 mikrolitre 2D extract buffer kullanilarak
ikinci bir dillisyon elde edildi. Son elde edilen 6rnekten 3 ile 5 kez Nanodrop (Thermo
Scientific, ABD) ile 750 nm’de 6nceden olusturulmus standart egri ile karsilastirilarak

protein dl¢timii yapildi. Elde edilen degerlerin aritmatik ortalamasi alinip toplam diliisyon
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faktorti ile carpilarak protein miktarlari belirlendi.

3.4.3 Immiinblotlama

Protein ornekleri SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrildiktan sonra jel
nitroseliiloz / PVDF membrana transfer edilerek hedef protein icin analiz edildi. Western
Blot i¢in yar1 kuru transferi saglayan Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad,
ABD) cihaz1 kullanildi. SDS-PAGE jeli cam plakalar arasindan transfer tamponunun
icerisine alinarak 10 dakika bekletildi. Siire sonunda sirastyla iki kat Whatman kagidi,
membran, 7 cm’lik jel ve tekrar iki kat Whatman kagidi seklinde siralandi ve 15 V sabit
voltajda 30 dakikada siireyle uygulandi. Transfer sonunda membran {izerindeki proteinler
Ponceau S ile boyanarak transferrin kalitesi kontrol edildi. Saf su ile Ponceau S boyasi
uzaklastirildiktan sonra membran % 5 bloklama tamponu ile oda 1sisinda 1 saat
calkalanarak bloklandi. Siire sonunda membran 3 kez TBS-T soliisyonu ile (15 dk, 5 dk, 5
dk) calkalanarak yikandi. Membran iireticinin tavsiye ettigi oranda TBS-T igerisinde
hazirlanan birincil antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi (Cizelge 3.3). Siire
sonunda membran 3 kez TBS-T soliisyonu ile (15 dk, 5 dk, 5 dk) calkalanarak yikandu.
Ikincil antikorda 10 ml. TBS-T igerisinde hazirland: ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi. Membran 3 kez TBS-T soliisyonu ile (15 dk, 5 dk, 5 dk) c¢alkalanarak yikandu.
Goriintillemede yiiksek duyarlilikta sinyal iiretebilen kemiliiminesans metodu (Life
Science Inc. ABD) kullanildi. Bu amagla esit oranda alinan Immun-Star HRP Peroxide
cozeltisi ve Immun-Star HRP Luminol/Enhancer ¢6zeltisi (Bio-Rad, ABD) karistirilarak
membran lizerine yayildi ve membran ylizeyine temasi saglandi. Fazla sivi bir pecete ile
emildi ve membran plastik strech film ile sarilarak Hypercassette (Amersham,
Biosciences) icerisine yerlestirildi. Karanlikk odada membran {iizerine olusan 15181
algilayabilecek bir hiper duyarli X-ray filmi yerlestirildi ve sinyalin film {izerine yansimasi
icin bir siire bekletildi. Daha sonra olusan sinyal, film 3 dakika HyperFilm developer
soliisyonunda, 30 saniye saf suda ve 1 dakika HyperFilm fiksleme sollisyonunda
yikandiktan sonra goriiniir hale getirildi (Cizelge 3.4). Deneylerde membrana transfer
edilen protein miktarlarinin esit oldugunu gostermek amaci ile ayn1 deney prokolii PVDF
membranestrip soliisyonu ile yikandiktan sonra Beta-aktin antikoru (Santa-Cruz, ABD) ile

inkiibe edildi.
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Cizelge 3.3. Immiinblotlamada kullanilan birincil ve ikincil antikor diliisyonlar1

Birincil Antikor Diliisyon ikincil Antikor Diliisyon
Parvalbumin(Sigma) 1:2000 Anti-Mouse (Bio-Rad) 1:20.000
Calretinin(Millipore) 1:500 Anti-Mouse (Bio-Rad) 1:20.000
Calbindin (Abcam) 1:2000 Anti-Mouse (Bio-Rad) 1:20.000
Actin (Santa-Cruz) 1:2000 Anti-Mouse (Bio-Rad) 1:20.000

Cizelge 3.4. immiinblotlama deneylerindeki basamaklar

KullamilanCihaz/Soliisyon Kullanma Sebebi Siire
TPER Doku Homojenati 10 dakika
Sogutmali Santrifiij Doku Homojenat1 60 dakika
Bradford Assay Protein miktar tespit etme -
Nanodrop 1000 Protein miktar tespit etme ~ 3-5 6l¢lim
S1v1 azot tanki Hizli Dondurma 1-2 saniye
Elektroforez Cihazi Elektroforez 60 dakika
SDS-PAGE Elektroforez 60 dakika
Watmann kagitlari Membran transfer 30 dakika
Transfer soliisyonu Membran transfer 30 dakika
PVDF membran Membran transfer 30 dakika
Ponceu S boyasi Membran transfer 5 dakika
Siit tozu (%5) Membran bloklama 60 dakika
Birincil Antikor Protein isaretleme 24 saat
Sekonder Antikor Protein isaretleme 60 dakika
Immun-Star HRP Peroxide ¢ozeltisi Protein Band1 gdsterme 5 dakika
Hypercassette Protein Band1 gdsterme 5 dakika
X-ray filmi Protein Band1 gdsterme 5 dakika
Hyperfilmdeveloper/fiksatif Protein Band1 gdsterme 1-2 saniye
TBS-Tween 20 Yikamalar 15-5-5dakika
Bullet Blender Doku Homojenati 10 dakika

3.4.4. Iimmiinfloresan Deneyleri

Immiinoblotlama sonuglarina gore anlamli farkin tespit edildigi CaBP’ ler (PV) i¢in

immiinofloresan boyama gergeklestirildi. Bunun igin -80 °C” de saklanan beyin érnekleri
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¢oziildiikten sonra Tissue-Tek igerisine gomiildii ve Kryostat kullanilarak -20 °C’de 40
w’luk seri kesitler halinde igerisinde PBS bulunan kuyucuklara alindi. Hedeflenen
somatosensoriyel korteks bolgesi stereotaksik beyin atlasi kullanilarak belirlendi (Paxinos
ve Watson, 6. Ed.). Bregma noktas1 refereans almarak -2mm ile -3 mm arasindaki
bolgeden kesitler alindi. Kesitler 1 saat siiresince shaker iizerinde 1%’lik sodyum
borohidrat (NaBH4, Merck, ABD) soliisyonunda inkiibe edildi. Siire sonunda kesitler 3 kez
(5 dk araliklarla ile) PBS ile yikandi. %0.5 TBS-Triton X-100 kullanilarak hazirlanan
%10’luk Normal Goat Serum (NGS) (Vectorlabs, ABD) ile bloklama isleminden sonra
%3’lik NGS + TritonX-100 ¢ozeltisi i¢inde birincil antikorlar (Cizelge 3.5) overnight
olarak +4 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin kesitler 3 kez 5 dk araliklarla PBS ile yikandiktan
sonra kesitler %3’lik NGS + TritonX-100 ¢o6zeltisi i¢inde ikincil antikolarlar ile karanlik
odada 2 saat siire inkiibe edildikten sonra 3 kez 5 dk araliklarla ile PBS yikandi ve pozitif
sarjlit lamlara alinarak anti-fade mounting medium kullanilarak lamel ile kapatildi (Cizelge
3.6). Boyamalarin spesifik oldugunu gostermek amaci ile boyamalarda kullanilan
kesitlerden her bir protein i¢in bir 6rnek alinarak birincil antikor ile inkiibe edilmeden
deney protokolii uygulandi. Bir gece oda sicakliginda karanlikta bekletilen kesitler

fluoresan mikroskop kullanilarak (Zeiss Axio 10, Almanya) incelendi.

Cizelge 3.5. Birincil ve ikincil antikor diliisyonlar1

Birincil Antikor Diliisyon Ikincil Antibody Diliisyon
Parvalbumin (Sigma) 1:2000 Alexa Fluor 350 1:200
GABA (Sigma) 1:2000 Alexa Fluor 488 1:200

Cizelge 3.6. Iimmiinofloresan boyamada kullanilan malzemeler

KullanilanCihaz/Soliisyon Kullanma Sebebi Siire

Peristaltik perfiizyon Perfiizyon ve fiksasyon 2 Aylik Sican: 20 ml/dk

pompasi 8 Aylik Sigan : 10 ml/dk

Serum Fizyolojik Perfiizyon 2 Aylik Sican: 20 ml/dk
8 Aylik Sigan : 10 ml/dk

%10 Formalin Fiksasyon 2 Aylik Sican: 20 ml/dk
8 Aylik Sigan : 10 ml/dk

%30 Sekerli su Kroyoprotektif Yaklagik 3 giin

Metil Biitan Hizli dondurma -20 °C de 2-3dk

Tissue-Tek Krostata kesit alma 10 dk.
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Cryostate Cihazi Kesit alma -

PBS Kesitleri yikama 5 dakika 3 kez
%1 NaBH4 Zemin 1s1masini azaltmak 1 saat

% 10 NGS Bloklama 1 Saat

% 0.5 TritonX-100 Protein isaretleme 1 saat

Birincil antikor Protein igaretleme Overnight
Sekondor antikor Protein Isaretleme 2 saat
Pro-Long Anti-fade mount Kapatma Soliisyonu Overnight

3.4.5. Histolojik Dogruluma

Kryostat ile (Leica, Almanya) 40 um kalinliginda koronal kesitler alindi. 24’luk
kuyucuklarin her birine seri olarak alman 5° er kesit konuldu. Immiinfloresan kesitlerde
kullanilan kesitlere komsu olan kesitler pozitif sarjli lamlarin {izerine alindiktan sonra alkol
serileride muammele edildikten sonra tiyonin asetat (Sigma Aldrich, ABD) ile boyanarak

(Cizelge 3.7) invert 151k mikroskobunda (Zeiss Axio 10, Almanya) incelendi (Cizim 3.1).

Cizelge 3.7. Tiyonin asetat boyama protokolii

% Alkol Stire
Xylen 2 dakika
100% Alkol 2 dakika
98% Alkol 2 dakika
70% Alkol 2 dakika
50% Alkol 2 dakika
Tiyonin Asetat 1 dakika
50% Alkol 1-2 saniye
70% Alkol 1-2 saniye
98% Alkol 1-2 saniye
100% Alkol 1-2 saniye
Xylen 1-2 saniye
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Cizim 3.1. Tiin asetat boyamalar (sirast ile X5, XIO ve X40)

3.5. Verilerin Analizi

immiinblotlama Analizleri

Immiinblotlama islemlerinden sonra, arastirmamizda hedef proteinler olan
CaBP’lara ait bantlar ve kontrol olarak kulllanilan B-aktin bantlarinin yogunlugu image J
programi (NIH, ABD) ile analiz edildikten sonra elde edilen degerler normalize (arastirilan
protein bant yogunlugu/kontrol grubu bant yogunlugu) hale getirilmistir. 2 ve 8 aylik
Wistar Albino ve WAG/R1Jj 1rki sicanlardan elde edilen degerler GraphPad Prism (versiyon
6) paket programinda two-way ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.

Immiinfluorasan Boyama Analizleri

Fluoresan mikroskopta (Zeiss AX 10 Invert) 10X biiyiitme mercek kullanilarak
cekilen somatosensdriyal kortekse ait resimler Fiji (Image] programi, NIH) kullanilarak
mm” pozitif hiicrelerin sayis1 tespit edilmistir. TIFF formatinda dijitalize edilmis resimlerin
tiimii ayn1 kriterler kullanilarak analiz edildi. Bu yazilim kullanilarak (1) dijital resmin gri
deger dagilimini belirlendi (2) somadaki pozitif boyanmay1 net olarak gosterecek sekilde
esik deger belirlendi (3) esik deger belirlendikten sonra immiinorekatif alan ve pozitif
boyal pikseller segildi (Wolf ve dig, 2016). Her bir kesitte 3 mm? alan degerlendirilerek,
PV+ hiicre sayisi tespit edildi ve mm® ye diisen hiicre sayis1 hesaplandi. 2 ve 8 aylik
Wistar Albino ve WAG/Rjj 1rki sicanlardan elde edilen degerler GraphPad Prism (versiyon
6) paket programinda two-way ANOVA testi kullanilarak istatiksel analizleri yapilmistir.
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istatiksel Analiz

Calismamizdan elde edilen sonuglar ortalamatstandart hata (SEM) olarak
degerlendirilmistir. Istatistiksel karsilastirma yas ve 1rk faktoriine gore iki yonlii varyans
analizi (ANOVA) (GraphPad Prism, version 6, ABD) ile degerlendirilmis ve post hoc

Tukey testi ile uygulanmistir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir
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4. BULGULAR

4.1. Immiinblotma Bulgular1
4.1.1. Parvalbumin

Cizelge 4.1°de Parvalbumin proteinine ait immiinblotlama analizleri gosterilmistir.
Farkli yas gruplarinda (2 ve 8 Ay) Wistar vee. WAG/R]j sig¢anlarin somatosensdriyel
kortekslerindeki parvalbumin miktar1 itk ve yas faktorleri agisindan 2 yonlii varyans
analizi ile degerlendirildiginde, Wistar Albino ve WAG/Rij grubu siganlar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (F(1,19)=4.618, p=0,044). Buna gore
WAGT/R]j siganlarin somatosensoryel kortekslerinde PV ifadesi kontrol grubu olan Wistar
Albino 1rki sicanlara oranla azalmistir. Coklu karsilagtirma testi Tukey uygulandiginda ise
tek tek gruplar arasinda anlaml bir farklilik bulunmamistir. Wistar Albino 1rki siganlarda
Parvalbumin miktarinda yasa bagli olarak azalma egilimi goriilmesine ragmen istatiksel
olarak anlamli bir sonu¢ goriilmemistir. WAG/Rij wrki1 sicanlarda yasa bagli bir azalma

egilimi goriilmemistir.

Cizelge 4.1. Wistar ve WAG/Rij sicanlarda somatosensoriyal kortekste tespit edilen PV
miktar1 Bulgular “ortalamat+ SEM” olarak ifade edilmistir.

Irk Hayvan Sayis1 Yogunluk
Wistar 2 Aylik 5 1,282+0,2678
WAG/Rij 2 Aylik 5 0,6543+0,1351
Wistar 8 Aylik 5 0,9262+0,2069
WAG/R]j 8 aylik 5 0,7183+0,1676

T o e e
_———

Cizim 4.1. Parvalbumin ve kontrol grubuna ait protein bantlar1 (2 aylik Wistar, 2 aylik
WAGT/Rij, 8 aylik Wistar, 8 aylik WAG/Rij)
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Parvalbumin immianblotlama
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Cizim 4.2. 2 ve 8 aylik Wistar ve WAG/Rij wki siganlarin somatosensoriyel
kortekslerindeki Parvalbumin miktarlarinin normalize edilmis miktarlart (two way-
ANOVA, P>0.05)

4.1.2. Calretinin

Cizelge 4.2°de CR proteinine ait immiinblotlama analizlerin ortalama+SEM
degerleri verilmigtir. Absans epilepsili WAG/Rij ki sicanlarin  somatosensoriyel
kortekslerindeki Calretinin miktarinin kontrol grubu olan Wistar Albino 1rki sicanlarla
karsilagtirllmas1 sonucunda 1rka ve yasa bagli istatiksel olarak anlamli bir sonug

goriilmemistir.

Cizelge 4.2. Wistar ve WAG/R]j sicanlarda somatosensoriyal kortekste tespit edilen CR
miktar1 Bulgular “ortalamat+ SEM” olarak ifade edilmistir.

Irk Hayvan Sayis1 Yogunluk

Wistar 2 Aylik 6 0,8763+0,2254
WAG/Rij 2 Aylik 6 0,7685+0,1042
Wistar 8 Aylik 6 0,8456+0,2219
WAG/R]j 8 aylik 6 0,8999+0,1828

Calretinin

- > > SES B-Aktin

Cizim 4.3. Calretinin ve kontrol grubuna ait protein bantlari (2 aylik Wistar, 2 aylik
WAG/Rij, 8 aylik Wistar, 8 aylik WAG/R1ij)
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Calretinin immiinblotlama
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Cizim 4.4. 2 ve 8 aylik Wistar ven WAG/Rij ki sicanlarin somatosensdriyel
kortekslerindeki Calretinin miktarlarinin normalize edilmis miktarlari (Two way-ANOVA,
P>0.05).

4.1.3. Calbindin

Cizelge 4.3’de CB proteinine ait immiinblotlama analizlerin ortalama+SEM
degerleri verilmigtir. Absans epilepsili WAG/Rij 1rki sicanlarin  somatosensoriyel
kortekslerindeki Calretinin miktarinin kontrol grubu olan Wistar Albino 1rki sicanlarla
karsilastirilmas1 sonucunda 1rka ve yasa bagli istatiksel olarak anlamli bir sonug

gorliilmemistir (p>0,05)

Cizelge 4.3. Wistar ve WAG/R]j sicanlarda somatosensoriyal kortekste tespit edilen CB
miktar1 Bulgular “ortalamat+ SEM.” olarak ifade edilmistir.

Irk Hayvan Sayis1 Yogunluk

Wistar 2 Aylik 6 1,527+0,2348
WAG/Rij 2 Aylik 6 1,306+0,1841
Wistar 8 Aylik 6 1,314+0,1184
WAG/R]j 8 aylik 6 1,141+0,1097

D em=— e — Calbindin

- -— B-Aktin
Cizim 4.5. Calbindin ve kontrol grubuna ait protein bantlar1 (2 aylik Wistar, 2 aylik
WAG/Rij, 8 aylik Wistar, 8 aylik WAG/R1ij)
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Cizim 4.6. 2 ve 8 aylik Wistar ve WAG/Rij wki siganlarin somatosensoriyel
kortekslerindeki Calbindin miktarlarinin normalize edilmis miktarlar1 (Two-way ANOVA,
P>0.05)

4.2. Immiinfluoresan Bulgular
4.2.1. Parvalbumin

Cizelge 4.4’de PV proteinine ait immiinfluoresan analizlerinin ortalama+SEM
degerleri verilmigtir. Absans epilepsili  WAG/Rij 1rki sicanlarin  somatosensoriyel
kortekslerinde PV iceren ndron sayisinda kontrol grubu Wistar Albino siganlara oranla
istatistiksel acidan anlamli olmayan bir azalma egilimi tespit edilmistir. Wistar Albino 1rk1
sicanlarda PV miktarinda yasa bagl azalma egilimi goriilmesine ragmen istatistiksel
acidan anlamli bir sonu¢ goriilmemistir. WAG/Rij 1kt sicanlarda anlamli bir degisim

goriilmemistir.

Cizelge 4.4. Wistar ve WAG/Rjj sicanlarda somatosensoriyal kortekste tespit edilen PV
miktar1 Bulgular “ortalamat+ SEM.” olarak ifade edilmistir.

Irk Hayvan Sayis1 Hiicre Sayisi/ mm2
Wistar 2 Aylik 5 59,60+1,631
WAG/Rij 2 Aylik 5 55,60+1,965
Wistar 8 Aylik 5 62,00+2,683
WAG/R]j 8 aylik 5 56,60+2,482
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Parvalbumin immiinfloresan
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Cizim 4.7. 2 ve 8 aylik Wistar ve WAG/Rij wki siganlarin somatosensoriyel
kortekslerindeki Parvalbumin igeren hiicre sayis1 normalize (two way-ANOVA, P>0.05)
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PV 400X PV 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

GABA 400X GABA 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

PV +GABA 400X PV +GABA 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

Cizim 4.8. 2 Aylik Wistar 1rk1 siganlarin somatosensoriyel kortekslerine ait
Parvalbumin ve GABA Goriintiileri

43



PV 400X PV 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

GABA 400X GABA 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

PV +GABA 630X PV +GABA 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

Cizim 4.9. 2 Aylik WAG/Rjj irki siganlarin somatosensoriyel kortekslerine ait
Parvalbumin ve GABA Goriintiileri
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PV 400X

Kortikal Tabaka 3-4

GABA 400X

Kortikal Tabaka 3-4

PV +GABA 400X

Kortikal Tabaka 3-4

PV 630X

Kortikal Tabaka 4

GABA 630X

Kortikal Tabaka 4

PV +GABA 630X

Kortikal Tabaka 4

Cizim 4.10. 8 Aylik Wistar 1rki sicanlarin somatosensoriyel kortekslerine ait
Parvalbumin ve GABA Goriintiileri
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PV 400X PV 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

GABA 400X GABA 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

PV +GABA 400X PV +GABA 630X

Kortikal Tabaka 3-4 Kortikal Tabaka 4

Cizim 4.11. 8 Aylik WAG/Rjj 1rki sicanlarin somatosensoriyel kortekslerine ait
Parvalbumin ve GABA Goriintiileri
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DAPI 400X DAPI 630X

L
GFP 400X ‘.’ GFP 630X

DAPI+GFP 400X DAPI + GFP 630X

Cizim 4.12. Parvalbumin ve GABA antikorlarina ait pozitif kontrol goriintiileri
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5. TARTISMA

Immiinblotlama sonuglar1 degerlendirildiginde; WAG/Rij ki sicanlarin SPol
bolgesini de kapsayan fronto-pariyetal korktesteki PV protein ifadesinde Wistar sicanlara
gore 1rka bagli anlamli bir azalma tespit edilmistir. Wistar Albino 1rki sicanlarda yasa baglh
olarak bir azalma egilimi goriilmesine ragmen istatiksel olarak bir anlamlilik
gozlenmemistir. WAG/Rij 1rki siganlarda ise bdyle bir azalma egilimi goriilmemistir. CB
ve CR proteinleri i¢in 1rk ya da yas faktorlerine bagh bir artma veya azalma egilimi

goriilmemistir.

Immiinfloresan boyama yontemi kullanarak SPol bélgesindeki PV iceren
ndronlarin sayisinda istatistiksel olarak anlamli olmayan irka bagli bir azalma egilimi
oldugu tespit edilmistir. PV icin elde ettigimiz immiinfloresan ve immiinblotlama sonuglari

birbirlerini destekler niteliktedir.

Sinir hiicrelerindeki Ca'™ sinyalleri oldukca farkli Gzellikler gosterebilmektedir.
Ca™ dalgalari, dikenleri (spike), gegisleri (transient), uzaysal ve zamansal 6zelliklere bagli
olarak ¢ok degisken karakterde olabilmektedir. Hiicre igerisindeki Ca™ iyonlarmin gok
farkli tirde Ca™ baglayan proteinler (CaBP) tarafindan kontrol edildigi pek cok
aragtirmaci tarafindan gosterilmigtir. CaBP’ lerin yapmis oldugu diizenlemeler, sinir
hiicrelerinden ndrotransmitter salimini, sinaptik plastisiteyi, néro-duyusal iletimi, aktivite
bagimli gen ifadesini, hiicre i¢indeki hareketliligi ve pek ¢ok oOnemli fizyolojik
fonksiyonlar1 etkilemesinden 6tiirli giderek daha fazla aragtirmanin konusu olmaktadir. EF-
hand siiper ailesine ait proteinler; sensorler ve Ca™ baglayan proteinler olmak iizere iki alt
grubuna ayrilmasia ragmen, CaBP’ler (PV, CB ve CR) hem sensér hem de Ca™ baglama
ozelligi gosterebilir; hatta bazi arasgtirmacilar her iki fizyolojik fonksiyonu ayni anda
yapabilecegini belirtmektedir. Ancak, literatiirde daha cok Ca'* baglama 6zellikleri yaygm
olarak yer almaktadir (Kreutz ve dig. 2012). Ayrica CaBP’ler proteinler bahsettigimiz
fizyolojik fonksiyonlarinin yanisira, son zamanlarda noron belirteci olarak da yaygin
olarak kullaniimaktadir (Heizmann ve Braun 1992). CaBP’lerin hiicre i¢i Ca™ kontroliinde
onemli bir rolliniin olmas1 ayn1 zamanda hiicrelerin elektriksel ve fonksiyonel 6zelliklerini
etkilemektedir. Bu duruma en giizel 6rnek PV-/-, CB-/- ve CR-/- knock-out farelerin
hepsinde EEG kayitlarinda 160 Hz’lik osilasyonlarin ortaya c¢ikmast ve motor

koordinasyonlarda bozulmalarin goriilmesidir. Bu kortikal osilasyonlarda meydana gelen
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degismelerin pek ¢ok noro-psikiyatrik bozuklukdaki yeri incelenmekte ve tartisilmaktadir

(Cheron ve dig. 2004).

CB proteinin, bobreklerden Ca'™ geri emilimi (Boros ve dig. 2009) ve pankreastaki
beta hiicrelerinde insiilin liretimi ve salgilanmasi gibi rolleri oldugunu gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (Reddy ve dig. 1997, Sooy ve dig. 1999). CB’nin eksitotoksisiteye karsi
koruyucu etkilerinin oldugu uzun siiredir arastirilmakla birlikte, bu etkinin varligi tam
olarak gosterilememistir (Schwaller ve dig. 2002, Schwaller 2009). Korteksteki multipolar
ozellikteki patlayici (bursting) tipte ndronal aktivite gosteren hiicreler ile primidal hiicreler
arasinda veya hipokampiisteki mossy fiber-CA3 primidal hiicreler arasindaki sinapslarda
goriilen kisa siireli ndroplastisitenin CB’den etkilendiginin (Blatow ve dig. 2003)
gosterilmesi, CB’nin elektriksel aktivite olusumundaki roliinii desteklemektedir. Ayrica,
son zamanlarda bir grup arastirmaci tarafindan CB’nin dendritik spinlerden dendritik
shaftlara Ca' tasinmasinda rol oynadigimi gostermistir (Schmidt ve dig. 2007, Schmidt ve
Eilers 2009). CB’nin bir diger roliiniin ise Ca™ baghi CB’nin myo-inositol 1 (veya 4)
katalize eden inositol monofosfataz (IMPaz) ile etkilesime girerek hiicre i¢indeki ikincil
habercilerden biri olan Inozitoltrifosfat (IPs) ve diagilgliserol (DAG)’lin dnciil molekiilii
olan myo-inositol’un olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Berggird ve dig. 2002).
CB’in bu farkli fonksiyonel ozellikleri, pek c¢ok fizyolojik ve patofizyolojik
mekanizmalarda rol oynayabilecegini diisiindiirmekle birlikte, bu konuda yapilan

arastirmalar oldukg¢a sinirli diizeyde kalmaktadir.

Beyindeki noronlar disinda, CR’nin mezoteliyal hiicrelerinde (Blum ve Schwaller
2013), kolon kanseri hiicrelerinde de (Gander ve dig. 1996) bulundugu bilinmektedir.
Hiicre i¢inde Ca’ baglama ozelligine sahip olan proteinlerden bir digeri CR’dir. Bu
proteinin ayn1 zamanda Ca' sensorii oldugunu gosteren ¢alisma literatiirde yer almaktadir
(Billing-Marczak ve Kuznicki 1999). CR’nin de CB gibi nérokoruyucu etkilerinin oldugu
ileri siiriilmekle birlikte bu etkinin indirekt bir etki oldugu diistiniilmektedir (D’Orlando ve
dig. 2001, Lukas ve Jones 1994, Pike ve Cotman 1995). CR-/- farelerin hipokampiislerinde
uzun siireli potensiyalizasyonda bozulmalarin meydana geldigi, ayn1 zamanda serebellar
graniil hiicrelerinde ise uyarilabilirligin artmasi1 ve daha hizli aksiyon potansiyelleri
olusturmas1 (Gall ve dig. 2003) CR proteinin noronal uyarilabilirlife etkisini gosterir

niteliktedir (Schwaller 2009).
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CaBP’ler arasinda en c¢ok ilgi ¢eken ve Onemli fizyolojik ve patofizolojik
mekanizmalarda role sahip oldugu gosterilen Ca** baglayan protein PV dir. Schwaller ve
arkadaslar1 tarafindan gercgeklestirilen ¢caligmalarda PV-/- knock out farelerde kas sarsinin
gevseme siiresinin PV iceren wild-tip farelere oranla daha yavas oldugu gosterilmistir
(Schwaller ve dig. 1999). Yavas kas sars1 0zelligi gosteren kaslara Pvalb cDNA verilerek
PV’nin miktarmin artirilmast durumunda kaslarin gevseme hizinda ciddi bir artis
goriilmesi (Muntener ve dig 1995), PV’nin elektiriksel uyarilabilir hiicrelerinin
fonksiyonlarinda belirgin rollerinin  oldugunu gdstermektedir. PV’nin  Purkinje
hiicrelerinde es-uyarili kolaylastirmay1 (paried-pulse fasitilasyonu) azalttigi, PV -/- ve
wild-tip fareler arasinda es uyarilt modulasyon arasinda farkliliklarin goriilmesi, wild-tip
farelerinin hipokampiisiiniin CA3 bolgesinde kainat ile olusturulan gamma osilasyonlarinin
(30-80 Hz) PV -/- knock out farelere oranla 3 kat yiiksek olmasi (Mihaly ve dig. 1997), PV
-/- farelerde pentilentetrazol (PTZ) ile indiiklenen ndbetlerde nobet esiginin daha diisiik
olmas1 (Schwaller ve dig. 2004), serebellar baglantilarda PV nin bulunmadigi durumlarda
160 Hz’lik osilasyonlarin goriilmesi (Servais ve dig. 2005), PV -/- farelerin purkinje
hiicrelerinin atesleme 6zelliklerinin wild-tip farelere gore farkli 6zellik gostermesi (Farre-
Castany ve dig. 2007) PV’nin hiicrelerin elektriksel aktivitesine etki ettigini

gostermektedir.

Ca"? proteinlerin ifadelerindeki degismeler, epilepsi, beyin kanamasi, sizofreni,
otizm spectrum bozuklugu, Alzheimer, Parkinson, Huntington gibi patolojik durumlarda
ve bu hastaliklarin farkli deneysel modellerinde incelenmektedir (Heizmann ve Braun
1992). Fakat, elde edilen sonuglar arastirmacilar arasinda tam bir goriis birligi
olusturamayacak kadar degiskendir. Ornegin; Alzheimer hastaliginda CaBP’lerin
degisimlerine ait bulgularda tutarlilik goriilmemistir. Baz1 ¢alismalarda postmortem beyin
incelemelerinde PV nin prefrontal, frontal ve inferior temporal korktekslerinde bir degigsme
goriilmez iken (Hof ve dig. 1991, Iwamoto ve Emson 1991), diger c¢alismalarda,
parahippokampal, frontal, pariyetal ve temporal korteksteki PV hiicrelerinin sayisinda ve
boyutunda bir azalma oldugunu gosterilmistir (Aria ve dig 1987, Satoh ve dig. 1991). CB
icin de benzer bir durum s6z konusudur, temporal, pariyetal ve frontal kortekste genel bir
azalma durumunu ifade eden ¢aligmalar mevcut olmakla birlikte (McLachian ve dig 1987,
Ichimiya ve dig. 1988), kortekste bir azalma olmadig1 diger taraftan striaum, hippokampiis
ve rafe ¢ekirdeginde ciddi azalmalar oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Lacopino ve

Christakos 1990). CB proteinin Alzheimer hastalarinin hipokampiislerindeki CA3
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bolgesinde, subiculum ve presubiculum bolgelerinde azalmis oldugu gozlenmistir (Brady
ve Mufson 1991). Yukarida bahsedilen caligmalar, nérodejenartif hastaliklarda CaBP
proteinlerin farkli beyin bolgelerindeki ifadelerinde tam net bir patern gdstermedigini

diisinmektedir.

Son zamanlarda, CaBP ile alakali olarak dikkat ¢ceken bir bagka patolojik durum ise
otizmdir. Otizm ile alakali olarak pek ¢ok mekanizma arastirilmaktadir. Bunlardan bir
tanesi, GABAerjik ndronlarin alt tiplerinden biri olarak bilenen PV iceren ara néronlarinda
meydana gelen degismelerdir. PV iceren ndronlarin ndronlar arasindaki baglantilarda ve
osilasyonlarda rol istlendiginden bahsetmistik. Otizm hastaliginin hayvan modellerinde
PV immiinoreaktif hiicrelerin sayisinda bir azalma oldugu (Gogolla ve dig. 2009), benzer
durumun insanlarda yapilan post-mortem ¢aligmalarda da gdézlendigini belirten ¢alismalar
mevcuttur (Hashemi ve dig. 2016). PV +/- veya PV-/- farelerde, insanda otizm hastaliginda
goriilen semptomlara benzer davranis bozukluklarinin olustugu belirtilmistir (W6hr ve dig.
2015). PV’de goriilen bu azalmanin ndron sayisindaki azalmayla mu yoksa PV
miktarindaki azalmayla mi iligkili oldugu bilinmemektedir. Vicia Villosa Agglutinin
(VVA) olarak bilinen lektin molekiilii, PV néronlarin etrafinda bulunan ekstraseliiler
matrikse baglanarak perinoral aglarin (PNN) belirteci olarak kullanilmaktadir. PV ve VVA
belirtegleri kullanilarak, otizm ile alakali oldugu diisiiniilen mediyal prefrontal korteks,
somatosensoriyel korteks ve striatum bolgesindeki VVA pozitif néronlar sayilmis ve her
iic bolgede ayni oldugu gosterilmistir (Filice ve dig. 2016). Otizmde goriilen PV iceren
ndronlarin sayisindaki azalma hangi tip PV iceren noronlarlarda geldigini tespit edebilmek
adma PV igeren farkli morfolojik, elektrofizyolojik ve ndrokimyasal yapiya sahip olan
GABAerjik chandelier ve basket hiicrelerinin sayilar1 PNN isaret¢isi kullanilarak otizmli
hastalarin postmortem prefrontal kortekslerinde arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore
basket hiicreler de bir degisme gozlenmezken, chandelier hiicrelerde azalma oldugu
goriilmiistiir (Arize ve dig. 2016). Otizmli hastalarin hipokampiislerinin incelendigi bagka
bir ¢aligmada PV, CB ve CR proteinlerinin yogunluklar1 degerlendirilmistir. Otizmli
hastalarda; PV immiinoreaktif hiicrelerin yogunlugunun CA1 ve CA3 boélgesinde, CR’nin
CA1 bolgesinde, CB’nin ise dentate gyrus bolgesinde secici olarak artigi gosterilmistir

(Lawrence ve dig 2009).

PV’nin otizm disinda baska hastaliklarla ciddi baglantisinin oldugu pek ¢ok

arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Sizofreni hastaligi hi¢ kuskusuz en goze carpan
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orneklerden birisidir. Farkli yontemler kullanilarak gerceklestirilen arastirmalarda sizofreni
hastalarinin dorsolateral prefrontal kortekslerinde (DLPFC) GABA’ nin sentezleyici
enzimlerinden birisi olan GAD 67 nin mRNA (Gonzalez- Burgos ve dig. 2010) ve protein
(Guidotti ve dig. 2000, Curley ve dig. 2011) seviyelerinde azalmalarin oldugu
gozlenmistir.  Goriilen bu azalmanin hastaligin seyri, anti-psikotik kullanimi ya da
hastaligin etyopatogenezi ile iliskisi hakkinda tartismalar devam etmektedir. Literatiirdeki
aragtirmalara gore, GAD 67 enzimindeki azalmanin hastaligin temel bir nedeni oldugunu
ileri stiriilmektedir (detayli derleme i¢in bkz: Lewis ve dig. 2012). Sizofrenide GAD 67
enziminde goriilen bu azalmanin hangi GABAerjik alt néron tiiriinde oldugunu gostermek
amaci ile yapilan caligmalarda, PV igeren noéronlarin yaklasik %50’sinde GAD 67
mRNA’s1 olmadig1r gosterilmistir (Hashimoto ve dig. 2003). Sizofreni hastalarinin PV
mRNA diizeyinde bir azalma goriilmiistiir. DLPFC’de protein (Woo ve dig. 1997, Beasley
ve dig. 2002, Tooney ve Chahl 2004) ve mRNA (Hashimoto ve dig. 2003) diizeyinde
goriilen bu azalma kontrol grubuna gore anlamli diizeyde degildir. Bu bilgiler 1s18inda,
sizofreni hastalifinda PV noron sayisinda bir azalma goriilmemekle birlikte PV
noronlarinin icerdigi GAD 67 enziminde bir azalma meydana geldigi diisiiniilebilir.
Primatlarin DLPFC boélgesindeki GABAerjik ndronlarin %45’ini CR i¢cermesine ragmen
CR ile GAD 67 arasinda bir baglant1 bulunamamistir (Lewis ve dig. 2005).

Sizofreni hastaligi ile alakali olarak gdsterilen ve PV ile baglantili olabilecek ilging
bir bulgu ise, ¢alisan hafizada 6nemli bir rolii olan gamma osilasyonlarinda goriilen
bozulmalardir (Uhlhaas ve Singer, 2010). Gamma osilasyonlarinda goriilen bu
bozulmalarin GABAerjik iletide meydana gelen bozulmalardan kaynakladigi goriisi
giincel olarak tartisilmaktadir (Jobb ve dig. 1995). Farelerde in-vivo olarak yapilan
caligmalarda PV igceren GABAerjik ndronlarin gamma osilasyonlarinin olusumundan
sorumlu oldugu gosterilmistir (Sohal ve dig 2009). Sizofreni hastalarinin postmortem
beyin dokularinda yapilan bir ¢alismada PV iceren GABAerjik néronlar iizerindeki
eksitator sinaptik sonlanmanin azaldig1 gosterilmistir. Bu sonuglar PV’nin sahip oldugu
uyaricl baglanti sayisindaki azalmanin PV ve GAD 67 enzim miktarinda asagi yonde
diizenlemeye (down regiilasyon) neden oldugu tartisilmaktadir. PV ve GABA nin kortikal
osilasyonlarin olusumunda oynadig: rol dikkate alindiginda PV ve GAD 67 enzimindeki
azalmanin sizofrenide goriilen gamma osilasyonlarinda ve calisan hafizada goriilen

bozulmalarla iligkisi olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Chung ve dig. 2016).
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Hiicre iginde asir1 miktardaki Ca** iyonunun, proteinlerin ve lipidlerin enzimatik
par¢alanmasina, mitokondride fonksiyonel bozulmalara ve enerji yetmezligine neden
olarak hiicreyi 6lime gotiirdii§ii uzun zamanlardan beri bilinmektedir (Siesjo ve Wieloch
1986). Epilepsi ve iskemi gibi hastaliklarda siiphesiz ki Ca™ iyonunun Gnemli katkist
bulunmaktadir. Dolayisiyla CaBP’lerin o6zellikle elektriksel aktivitedeki bozulmalar
sonucunda ortaya c¢ikan hastaliklar1 etkiledigi ve/veya etkilendigi pek cok arastirmaci
tarafindan ileri siiriilmektedir. Ornegin, iskeminin hipokampiisteki noronlar arasindaki
elektriksel aktivitede bozulmalarda neden oldugu ve bu durumun néronlarda olusan
hasarm ilk belirtilerinden birinin oldugu deneysel olarak belirtilmistir. Bu gibi durumlarda
hiicre icinde CaBP proteinlerinin miktarinin artirtlmasi, olusacak hasar1 azaltmaya
yardimc1 olacagim diisiiniilebilir. Insanda ve deney hayvanlarinda bu yonde yapilan
caligmalar bulunmakla birlikte CaBP’lerin bu tiir koruyucu etkilerinin oldugunu konusunda
celisgkili sonuglar ortaya koyulmaktadir (Heizmann ve Braun 1992). Nobetlere bagl olarak
eksitatér amino asit reseptdrlerinin aktivasyonunun, hiicre igerisindeki Ca™ miktarinda
artisa yol acarak, sinir hiicrelerinde hasarlarin olusmasina ve hiicreleri 6liime gotiirdiigii
ileri stiriilmistiir (Meldrum 1981). Bu hasarin sadece belirli bolgedeki hiicrelerde olmasi
olmas1 nedeniyle, bu proteinlerin koruyucu etkilerinin oldugunun diisiiniilmesine sebep
olmustur (Leranth ve Ribak 1991). Insan beyin dokusu iizerinde yapilan ¢aligmalarda, bir
grup arastirmacit PV ve CB proteininlerinde ciddi bir degisme olmadigina isaret ederken,
digerleri PV ve CB proteinlerini sentezleyen néronlarda ciddi bir azalma oldugunu

gostermislerdir (Soliveter ve dig. 1991).

CaBP’lerin degisen kan akimi ve oksijen miktarina bagli olarak hiicre i¢i Ca™
seviyesini diizenleyebilmesi miimkiin goriinmesine ragmen, farkli beyin bdolgelerinde
immiinohistokimyasal ve giimiis boyama teknikleri kullanilarak yapilan ¢alismalar tutarh
ve sistematik bulgularin olmadigina dikkat ¢ekmektedir. Hipoksik hiicrelerde anormal
miktarda goriilen Ca™ iyonunu diizenleyebilmek amaci ile Ca™ baglayabilme ozelligi
gosteren CaBP’lerin miktarlarinda bir artis olabilecegi ve bu artisin hiicreleri koruma
etkisinin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kisa stireli iskemi durumunda, hipokampiisiin CA1 ve
CA3 bolgelerindeki PV igeren hiicrelerin gdvdelerinde ve liflerinde PV reaktivisinde
azalma goriiliirken, hiicrelerin aksonal terminallerinde PV reaktivitesinde artig
gozlenmistir. Zamanla once hiicre govdelerinde sonrasinda ise hiicrelerinin liflerinde
(fiber) PV artis1 gozlenmistir. Bu hiicresel bolgeler arasinda PV’nin regiilasyonunda

farkliliklar oldugunu diisiindiirmektedir (Siesjo ve Wieloch 1986). CA1 bolgesinde CB
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reaktivitesi kalici olarak kaybolurken, ara noéronlarda ve dentat graniil hiicrelerinde bir

degisme gozlenmemistir (Johansen ve dig. 1990).

CaBP’ ler ile epilepsi arasindaki iligki yeterince incelenmemistir. Bu proteinlerin
ifadelerindeki degisimler epilepsinin hayvan modellerinde, 6zellikle fokal epilepsiler
baglaminda calisilmig, ayrica protein knockout farelerde kismen incelenmistir. Deney
hayvanlart kullanilarak olusturulan epilepsi modellerinden biri olan kindling modelinde;
hipokampiise giden perforant yolagin lokal olarak uyarilmasinin, GABAerjik dentat
hiicrelerde PV iceren basket hiicrelerinin sayisinda bir azalamaya neden olurken, graniil
hiicrelerdeki CB iceren noronlarda bir degisiklik olmadigi gozlenmistir (Sloviter 1991).
Kindling modeli kommissural liflere uygulandiginda ise PV ig¢eren ndronlarin sayisinda bir
artis gozlenmistir (Kamphuis ve dig 1989). Bu c¢alismalarda dikkat c¢ekilmesi gereken
sonuglardan bir tanesi, PV reaktivitesindeki goriilen degisimlerin, ndronlarin sayisindaki
gercek artis ve azalmalar olup olmadigi ve hiicre i¢i konsantrasyonlardaki degisimleri
yansitip yansitmadigidir. Sonugta elektriksel uyartya bagli olarak PV  proteinin
konfirmasyonel yapisinda degisikliklere neden olarak antikorun baglanma niteliginin
degismesine de neden olmus olabilir. PV immiino-reaktivitesinde goriilen bu
degisikliklerin ilgili néronlarda fonksiyonel degisikliklere dikkat ¢ekebilir. Diger taraftan,
PV immiinoreaktivitesinde ve sayisinda goriilen azalmanin dentate gyrustaki hiicrelerde
GABAerjik inhibisyonun azalmasina neden oldugu diisiiniilebilir. Ancak, ayni1 kesitlerdeki
diger bolgelerde GABAerjik inhibisyon azalmasina ragmen PV proteininde bir degisiklik

olmadiginin goriilmesi bu konuda ortaya ¢ikan bagka bir ¢eliskili sonugtur (Sloviter 1991).

Noronal uyarilmaya bagli olarak CB miktarinda da celiskili bulgular elde
edilmistir. Perforant yollagin uyarilmast CB mRNA seviyesinde gegici bir artisa neden
olurken (Lowenstein ve ark. 1991), amigdaloid ve kommissural kindling CB proteininde
bir degisim gozlenmemis, fakat dentate graniil hiicrelerinde, yosunsu lifler (mossy fibers)
de dahil olmak iizere CB miktarinda bir azalmaya neden olmustur. Ayrica, temporal lob
epilepsili (TLE) hastalarin ammon’s horn sklerozlu hipokampiis bolgesindeki CR
ndronlarin ifadeleri incelenmis ve CR proteinine ait her hangi bir degisim olmadigi
goriilmistiir (Blumcke ve dig. 1996). Calismamizda ele aldigimiz epilepsi tiirii ve
kullanilan deney modeli ve hedef beyin bolgesi, insanda goriilen TLE’den tamamen farkli
ozellikte patoljik mekanizmaya sahip olmak ile birlikte, calismamizda CR proteinin 1rka

ya da yasa bagli herhangi bir degisim gozlenmemistir. Fokal kortikal dispilazide
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GABAerjik sistemde bir takim degismelerin oldugu belirtilmektedir. Bu amagla yapilan bir
caligmada; fokal dispilazili hastalarin kortekslerinde CaBP igeren noronlarin sayist kontrol
grubu ile karsilastirilmistir. Bu calismada en dikkat ¢ekici bulgu, epileptik 6zellik gosteren
temporal neokortekste PV’ye sahip olan hiicrelerin, kontrol grubuna gore artis
gostermesidir. Bu durumun kortikal malformasyon ile alakali olabilecegi diistiniilmektedir.
CB’ de goriilen artisin ise epileptik nobet aktivitesine bagli olarak olugsmus olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Genel olarak CaBP igeren noron sayilarinda goriilen artigin nobetlerin
aktivitesine bagli olabilecegi ve ilaca direncli epilepside goriilen néron kayibin1 kompanse

edici bir mekanizma ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Kuchukhidze ve dig. 2015).

Yukarida adi gecen fokal epilepsiler/epilepsi modelleri disinda CaBP’ler ile
jeneralize epilepsi arasindaki iliski PTZ nobetleri ve WAG/Rij 1rki sicanlarda PV ile sinirh
kalarak incelenmistir. PV -/- ve PV +/+ fareler {lizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada,
PTZ ile indiiklenen tonik-klonik ndbetler incelenmis ve PV -/- farelerde nobetlerin
siddetinin PV +/+ farelere oranla daha siddetli oldugu ileri siiriilmiistiir (Schwaller ve dig.
2004). Bagka bir ifadeyle PV eksikligi PTZ ndbet duyarliligni arttirmistir. WAG/Rij ki
sicanlarda PV’nin sayica dagiliminin immiinohistokimya yontemi kullanilarak incelendigi
bir calismada WAG/Rjj irki siganlar epileptik olmayan ACI irki siganlarla karsilastirilmas;
WAG/Rij siganlarin somatosensoriyel kortekslerinde (6zellikle, parietal korteks 1,
forelimb area) PV miktarinin azalmis oldugu gosterilmistir (van de Bovenkamp-Janssen ve
dig. 2011). Bizim ¢alismamizda karsilastirilan gruplar ve inceledigimiz somatosensdriyel
alan farkli olmakla birlikte, PV igeren ndronlarda goriilen bu azalma caligmamizdaki
immiinblotlama ve immiinfluoresan boyamalardan elde ettigimiz PV’deki azalma egilimi
bulgusu ile uyumludur. CB ve CR’nin absans epilepsiyle iligkili degisimleri ise ilk defa
bizim ¢aligmamizda incelenmis olup immiinblotlama o6l¢timlerde gruplar arasinda fark

bulunmamastir.

PV iceren GABAerjik ndron sayisindaki azalma ile GABAerjik noronlarda PV
ifadesindeki azalma fonksiyonel sonuglart farkli olabilir. Birinci secenekte GABAergic
iletide azalma gozlenirken ikincisi GABAerjik iletide artis ile sonuglanabilir. Ornegin, PV
-/- fareler kullanilarak yapilan bir ¢aligmada PV’nin olmamasi durumunda inhibitdr post
sinaptik akimlarda bir kolaylasma meydana geldigi ve GABA saliminda kisa siireli
kolaylastirmaya neden oldugu gosterilmistir (Vreugdenhill ve dig 2003). Ayrica, PV -/-

farelerin hipokampiislerinde GABAerjik iletide bir kolaylasma goriilmiistiir (Schwaller ve
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dig. 2004). GABA’nin ndronlarin senkronize aktivasyonunda 6nemli rol oynadigini ve
absans epilepside GABAerjik iletinin 6nemli bir rolii oldugu uzun zamandan beri
bilinmektedir. Bu bilgiler dahilinde ¢alismamizda korkteste PV miktarinin azalmasina
bagli olarak talamo-kortikal yollaktaki RTN’deki GABAerjik iletide kolaylastirmaya
neden olarak absans nobetlerin olusumunda katkisinin olabilecegini de gozardi etmemek
gerekir. Calismamizdaki tespit edilen PV’de goriilen azalmalarin GABAerjik iletide bir
artisa neden olarak senkronize osilasyonlar olan absans ndbetlerin olusmasina katkisi

olabilir.

Sizofreni ile GABAerjik noronlar (6zellikle PV igeren) arasinda baglanti
olabileceginden yukarida deginilmisti. Sizofreni benzeri psikotik semptomlarin epilepsi
hastalarinda normal insanlara oranla daha fazla goriildiigiinii belirten ¢aligsmalar literatiirde
yer almaktadir (Janz 2002). Bu psikotik semptomlarin epilepsi hastalarinda gdzlenmesi,
epilepsi hastalig1 ile psikotik semptomlar arasinda bir baglantinin olabilecegini
diistindiirmektedir. Fakat bu konuda bilgi yok denecek kadar azdir. Epilepsi hastalarinda
goriilen psikotik semptomlar; Ornegin genetik yatkinlik gibi ortak bir nedene bagh
olabilecegi gibi, beyinde siirekli olarak meydana gelen nobetlerin sonucunda da olugsmus
olabilecegini dikkate almak gerekmektedir. Literatiirde bu baglant1 arasinda net bilgi yer

almamaktadir.

Diger taraftan, genetik absans epilepsili sigan irklarindan bir digeri olan GAERS
irk1 siganlarda yapilan bir ¢aligmada epilepsi ile psikotik semptomlar arasindaki baglanti
incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, GAERS 1rki sicanlarin kortikal gamma
osilasyonlarinda iki kat bir artis goézlenmistir. GAERS 1rki siganlarda goriilen bu artigin
insanlarda yapilan c¢aligmalar ile tutarli olmasi1 (Willoughby ve dig. 2003), gamma
osilasyonlarinda goriilen artigin hastalikla bir iligkisi oldugunu desteklemektedir. Fakat bu
artisin nedeni herhangi bir biyolojik veri ile gosterilmemistir. Dolayis1 ile gamma
osilasyonlarinda goriilen bu bozulmanin PV ile baglantis1 bilinmemektedir. Ayrica, kaudat
cekirdek ve niikleus akumbens’in core kisiminda dopamin tastyicilarinda azalma, kaudat
cekirdekteki D2 reseptorlerinde azalma goriilmesi; GAERS ki siganlarin davranissal,
elektrofizyolojik ve ndrokimyasal olarak psikoza benzer bir endofenotip 06zellik
gosterdigine isaret etmektedir. Dolayist ile GAERS 1rki siganlarin epilepside goriilen
psikotik semptomlarin arastirilmast i¢cin uygun bir model oldugu varsayilmaktadir.

Literatiirde, bu konu ile alakali olarak WAG/Rij irki siganlar kullanilarak yapilmis bir
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caligma bulunmamakla birlikte sizofreni modeli olarak kabul edilen APO-SUS si¢anlarin
EEG kayitlarinda WAG/Rij ve GAERS sicanlara benzer sekilde belirgin DDD
aktivitesinin gozlenmesi ilging bir veridir ve epilepsi ile psikoz arasindaki iligkinin

arastirilmasi i¢in bir zemin olusturmaktadir.

Calismamiz ile alakali olarak bahsedilmesi gereken diger Onemli konu ise
CaBP’lerde yasla baglantili degisimidir. Yasa bagli degisimlerin incelendigi bir ¢calismada
CaBP’larin perirhinal korteksteki ifadeleri incelenmistir. Yapilan ¢alismanin sonuglart CB
miktarinda yaga bagl bir azalma oldugunu gostermistir, PV ve CR miktarlarinda ise
herhangi bir degisim gozlenmemistir. Bu sonucglar yasa bagli anlamli degisikliklerin
gozlenmedigi bizim ¢alisgmamizin bulgulariyla uyusmamaktadir. Diger taraftan farkl
korteks bolgelerine bagl olarak CaBP miktarlar1 arasinda farkliliklar bulunmasi olasidir.
Ayrica, calisilan hayvan ki (Sprague Dawley sigcanlar) bizim kullandigimiz irklardan
farklidir. Ayn1 ¢aligmada CaBP’larin kortikal tabakalara 6zel bir dagilim gosterdigi
gozlenmistir (Moyver ve dig. 2011). Calismamizda PV’nin daha ¢ok 4 ve 6 tabakada
yaygin olarak bulundugu goézlenmistir. Literatiirde PV, CB ve CR’nin yasa baglh olarak
degisimlerini farkli irktaki hayvanlarda ve beyin bolgelerinde inceleyen calismalar
mevcuttur (Krzywkowski ve dig. 1996, Potier ve dig. 1994, Villa ve dig. 1994); bu

caligmalarda yaga bagl bir azalma bulunmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda CaBP’ler ile ilgili en goze carpan sonug; epileptik gruptaki
hayvanlarin kortikal alanlarinda PV miktarinda ve PV pozitif néron sayisinda goriilen
azalma egilimidir. Bu durum hem immiinblotlama hem de immiinfluoresan boyamada
gorillen bir durumdur. Immiinoblotlamada tespit edilen anlamli azalmanm nedeni
hiicrelerin PV ifadesindeki azalma ve/veya PV + hiicre sayisindaki azalma olabilir.
Immiinofluoresan boyamada ise PV + néron sayisinda anlamli olmayan azalma egilimi
tespit edilmistir. Irklar arasindaki bu farkliligin yasla iliskili olmamasi baska bir ifadeyle
WAGT/Rjj sicanlarin PV miktarinin ve PV + hiicre sayisindaki azalmanin absans ndbetlerin
goriilmedigi 2 aylik yas grubunda ve ndbet sikliginin yiiksek oldugu 8 aylik yas
gruplarinda da ortaya ¢ikmasi, bu durumun absans nobetlerin neden oldugu bir farkliliktan
cok absans nobet gelisiminden sorumlu bir faktdr olabilecegini diisiindiirmektedir.
WAG/Rij siganlarda PV’de goriilen bu azalma egiliminin absans ndbetlerle iligkisinin
farkli molekiiler ve fizyolojik yontemlerin kullanildig1 arastirilmalarda detayli olarak

incelenmesi gerektigini diistinmekteyiz.

Mevcut calisma epileptik ve epileptik olmayan hayvanlar1 karsilastirmakta olup,
absans epilepsili sicanlarda ndbet aktiviteleri arasindaki bireysel farkliliklar da dikkate
alindiginda, bu hayvan modelinde PV miktar1 ile absans nobetlerin siddeti arasindaki

iligkinin arastirilmasi gerekmektedir.
Kortikal PV ifadesindeki 1rk1 bagl farkliligin diger beyin bdlgelerinde de var olup

olmadiginin incelenmesi nobet aktivetesine katilan veya etkilenen beyin bolgelerinin tespit

edilmesine katki saglayacaktir.
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