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OZET

Genetik Absans Epilepsili WAG/Rij Sicanlarda Kardiyovaskiiler Degisiklikler

Uzerinde Kok Hiicre Tedavisi ve Klasik Tedavinin Etkilerinin Arastirilmasi

Amagc: Bu calismada, genetik absans epilepsili WAG/Rij sicanlarda noral kok hiicre
(NKH) tedavisi ve kronik etosiiksimid tedavisinin absans epilepsideki etkililigi ve
gozlenebilecek olasi kardiyovaskiiler degisiklikler tizerindeki etkilerinin arastirilmasi
amagclanmustir.

Yontem: 2 aylik Wistar ve WAG/Rij si¢anlar; Kontrol, NKH, Sham ve Etosiksimid
gruplarina ayrildi. NKH gruplarina fetal medial gangliyonik eminens (MGE) kaynakli
NKHtransplantasyonu yapildi ve hiicrelerin farklilasmasi igin 3 ay siire verildi. NKH’lerin
ndron, astrosit, oligodendrosit ve GABAerjik noronlara farklilagsmalar1 in vitro olarak
saptandi. Etosiiksimid gruplar1 ise 3 ay kronik etosiiksimid tedavisi aldi. Siire sonunda tiim
gruplarda EEG kayitlar1 alinarak diken dalga desarjlarinin (DDD) sayi, ortalama siire ve
toplam siiresi degerlendirildi. Sonrasinda gruplar 2 alt gruba ayrildi ve 1. alt gruplarda
ortalama arteriyel kan basinci (OAB) ve kalp hizi (KH) 6lcumi, 2. alt gruplarda
hayvanlarin izole edilen torasik aortalarinda in vitro izole organ ¢alismalar1 yapildi.
Bulgular: MGE kaynaklt NKH’lerin in vitro ortamda astrosit, noron, oligodendrosit ve
GABAerjik noronlara farklilastigi gosterildi. Etostksimid ve NKH tedavisi WAG/RIj
sicanlarda DDD’lar1 kontrol ve sham gruplarina goére toplam siire, ortalama siire ve say1
acisindan anlamli olarak azaltti. WAG/RIj kontrol, NKH ve sham gruplarinda OABdegeri
Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak fazla bulundu. KH, Wistar etosiiksimid
grubunda Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi. KCI kasilma yanitlarinda
Wistar kontrol grubuna godre Wistar etosuksimid grubunda anlamli artma, WAG/RIj
kontrol grubunda anlamli azalma saptandi. Karbakol gevseme yanitlarinda Wistar kontrol
grubuna gore WAG/RIj kontrol grubunda anlamli artma, Wistar etosiiksimid grubunda
anlaml1 azalma go6zlendi. SNP yanitlarinda anlamli bir fark bulunmada.

Sonu¢: NKH tedavisi, absans epilepside klasik antiepileptik tedaviye alternatif olarak
umut vadetmektedir. Absans epilepsili WAG/Rij siganlarda ve uygulanan etostksimid
tedavisine bagl olarak kardiyovaskdler fonksiyonlarda degisiklikler gézlenmistir.

Anahtar Sozcukler: Absans epilepsi, WAG/Rij sican modeli, ndral kok hiicre,

etosuksimid, vaskiiler reaktivite, kan basinci, kalp hizi



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Stem Cell Therapy and Conventional Treatment

on Cardiovascular Changes in Genetic Absence Epileptic WAG/RIj Rats

Objective: In this study we investigated the efficacy of neural stem cell (NSC) and chronic
ethosuximide treatment in absence epilepsy and their effects on the potentially observable
cardiovascular changes in WAG/RIj rats with genetic absence epilepsy.

Method: We divided 2 month old Wistar and WAG/RIj rats into four groups: Control,
NSC, Sham and Ethosuximide.NSCs taken from fetal medial ganglionic eminence (MGE)
were transplanted to theNSC groups and we waited for 3 months for cell differentiation.We
determined the cell differentiation into neurons, astrocytes, oligodendrocytes and
GABAergic neuronsin vitro. The ethosuximide groups received chronic ethosuximide
treatment for 3 months. At the end of this period; the number, mean duration and total
duration of spike wave discharges (SWD) were evaluated using EEG recordings. Each
group was thendivided into two subgroups. In the first group mean arterial blood pressure
(MAP) and heart rate (HR) measurements were performed. In the second group, in vitro
isolated organ studies were conducted on the thoracic aortas of animals.

Results: MGE-derived NSCs were found to differentiate into astrocytes, neurons,
oligodendrocytes and GABAergic neurons in vitro.Ethosuximide and NSC treatment
significantly reduced the number, mean duration and total duration of SWDs in WAG/RIj
rats compared to control and sham groups.In WAG/RIij control, NSC and sham groups,
MAP was significantly higher than Wistar control. HR in Wistar ethosuximide group was
significantly lower than Wistar control group.KCI contraction responsesincreased in the
Wistar ethosuximide and decreased in the WAG/RIj control group compared to Wistar
control group.Carbachol relaxation responses significantly increasedinthe WAG/RIj
control and decreased in the Wistar ethosuximide group compared to Wistar control
group.There was no significant difference in SNP responses.

Conclusions: NSC treatment is a potential alternative to conventional antiepileptic drug
therapy in absence epilepsy. Cardiovascular function changes have been observed in
theWAG/RIj rats with absence epilepsy and as a result of ethosuximide treatment.
Keywords: Absence epilepsy, WAG/RIj rat model, neural stem cell, ethosuximide,

vascular reactivity, blood pressure, heart rate
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1. GIRIS

1.1. Epilepsi
1.1.1. Epilepsinin Tanim ve Epidemiyoloji

Uluslararas1 Epilepsiyle Savas Dernegi (International League Against Epilepsy-
ILAE) epileptik bir ndbeti, beyindeki ndronlarin asir1 ve es zamanl aktivitesine bagh
gecici belirti ve/veya bulgu olarak; epilepsiyi ise bu durumun norobiyolojik, bilissel,
psikolojik ve sosyal sonuclar1 ile birlikte epileptik nobetlere neden olabilen bir beyin
bozuklugu seklinde tanimlamistir (Fisher ve dig. 2005). Epilepsi ndbetlerinin spontan
olarak en az 2 kere tekrarlamasi veya tekrarlama egiliminde olmasi ‘epilepsi’ olarak
nitelendirilirken,  ‘epilepsi sendromu’ ise klinik ve elektriksel aktivite agisindan
karakteristik Ozellik gosteren, belli nobet tiplerinin goriildiigii durumlar seklinde
tanimlamigtir.  Sendromun  belirlenmesinde nobet tipi, ndbet baslangic yasi,
elektroensefalografi (EEG) bulgulari, prognoz ve tedavi yanitinin 6énemli rol oynadigi ileri
stiriilmektedir (Engel 2001, Berg ve dig. 2010).

Epilepsi nobetleri degisik tiplerde olabilmektedir. Serebral hemisferin smirli bir
bolgesindeki noéronlarin aktivasyonu sonucunda olusan; yiiz, kol ve bacakta kasilmalarla
karakterize nobetler parsiyel (fokal) ndbetlerdir. Parsiyel ndbetlere biling kaybi eslik
ettiginde kompleks parsiyel ndbetler olarak adlandirilirlar. Duyu ile ilgili nobetler,
kaynaklandig1 korteks bolgesine gore karsi beden yarisinda uyusukluk, karincalanma ya da
isitsel, gorsel ve tad duyusu ile ilgili halUsinasyonlar seklinde hissedilebilen nobetlerdir.
Kusma, kizarma, terleme, gz bebeklerinde dilatasyon gibi otonomik belirtilerle ortaya
¢ikan nobetler otonom ndbetler olarak ifade edilir. Jeneralize ndbetler ise (konvulsif veya
non-konvulsif) ayni anda her iki hemisferden de kaynaklanir (Gale 1988, Engel 1989).

Epilepsi, tim diinyada farkli cografik bolgelerde ve sosyoekonomik sartlarda
yasayan her yastaki bireyde goriilebilen bir bozukluktur. Basagrisindan sonra ikinci en sik
goriilen kronik norolojik durumdur. Epilepsinin prevalansi i¢in ¢ok farkli sonuglar
mevcuttur; gelismis iilkeler icin ortalama 6/1000 ve Diinya Saglik Orgiitii (World Health
Organization-WHO) protokolii ile yapilan epilepsi prevalans g¢aligmalarinda bu oran
18.5/1000 olarak hesaplanmistir (de Bittencourt ve dig. 1996). Tiim diinyada yaklasik 5
milyon insanin tan1 aldigi (% 0,5-1) ve epilepsi olgularinin %20-30’nde antiepileptik

tedaviye ragmen nobetlerinin kontrol altina alinamadigi bildirilmistir (Brodie ve dig. 1997,



Kwan ve Brodie 2000). italya’da yapilan son prevalans/insidans ¢alismasinda epilepsinin

100 binde 33,5 siklikta oldugu belirtilmistir (Giussani ve dig. 2014).

1.1.2. Epilepsinin Simiflandirilmasi

ILAE, 1989 yilinda epileptik ndbetlerdeki farkliliklari, etiyolojik faktorleri, yas
faktoriinii, nébet tipini ve EEG bulgularini géz oniine alarak epileptik sendromlar icgin bir
simiflandirma yapmistir. Cizelge 1.1°de sunulmus olan ILAE 1989 smiflandirmasi
semptomatolojik ve etyolojik olmak iizere 2 eksen iizerine oturtulmustur (Comission on
Classification and Terminolology of the International League Against Epilepsy, 1989).
Birinci eksen temel ayrimi olusturur:

1) Baslangictaki klinik ve EEG degisikliklerinin her iki beyin hemisferini birden
tuttugu jeneralize ndbetlerle seyreden epilepsilere “jeneralize epilepsiler” denir.

2) Nobetlerin veya inceleme bulgularinin lokalize bir kaynagi gosterdigi parsiyel
nobetlerle seyreden epilepsilere “lokalizasyona baglh (fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler”
denir. Bunlar beynin belli alanlarindan ¢ikan lokalize desarjlardir.

3) Hastanin bir arada veya ardi ardina hem fokal hem jeneralize nobetlerinin
izlendigi ve EEG bulgularinin oldugu bir baska duruma da “fokal ya da jeneralize oldugu
belirlenemeyen epilepsiler” denir.

Ikinci eksen etyolojiyle iliskilidir:

1) Herediter yatkinlik disinda bir sebebi olmayan epilepsilere “idiyopatik epilepsiler”
denir. Idiopatik epilepsilerde siklikla gelisme basamaklar1 normaldir ve herhangi bir
patolojik strec tespit edilemez; ailesel 6zellik dikkati ceker. Nobetler nispeten daha seyrek
ve tedaviye daha iyi yanit verir, remisyon olasig1 vardir.

2) Sebebi bulunan epilepsilere “semptomatik epilepsiler” denir. Semptomatik
epilepsilerde altta yatan organik bir beyin hastaligi ve buna bagli norolojik bozukluk
mevcuttur. Oykiide nébete neden olabilecek bir santral sinir sistemi hastaligi, gecirilmis
kafa travmasi, dejeneratif hastaliklar, tiimorler, enfeksiyonlar bulunur. Tedavi yaniti
degiskendir, spontan sonlanma olasilig1 diisiiktiir.

3) Kognitif etkilenme veya norolojik bozuklugun olabilecegi ve semptomatik oldugu

diistiniilen ancak sebep bulunamayan epilepsilere de “kriptojenik epilepsiler” denir.

Cizelge 1.1. Epilepsi ve Epileptik Sendromlarin Siiflandirilmas: (ILAE, 1989)

1. Lokalizasyona bagh (fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar
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1.1. Idiyopatik (yasa bagl baslangig)

- Sentrotemporal dikenli selim ¢ocukluk ¢ag1 epilepsisi

- Oksipital paroksizmli cocukluk ¢ag: epilepsisi

- Primer okuma epilepsisi

1.2. Semptomatik

- Temporal lob epilepsisi

- Frontal lob epilepsisi

- Pariyetal lob epilepsisi

- Oksipital lob epilepsisi

- Cocukluk ¢aginin kronik progresif ‘epilepsia parsiyalis continua’s1
- Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize sendromlar
1.3. Kriptojenik

2. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

2.1. Idiyopatik (yasa bagli baslangig-yas sirasina gore siralanmistir)
- Selim ailesel yenidogan konviilsiyonlar1

- Selim yenidogan konviilsiyonlari

- Siit gocugunun selim miyoklonik epilepsisi

- Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi (piknolepsi)

- Jivenil absans epilepsisi

- Jivenil miyoklonik epilepsi (impulsif “petit-mal’)

- Uyanirken gelen grand-mal nébetli epilepsi

- Diger jeneralize idiyopatik epilepsiler

- Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler

2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)

- West sendromu

- Lenox-Gastaut sendromu

- Miyoklonik astatik nébetli epilepsi

- Miyoklonik absansli epilepsi

2.3. Semptomatik

2.3.1. Nonspesifik etiyoloji

- Erken miyoklonik ensefalopati

- Supresyon “burst”lu erken infantil epileptik ensefalopati

- Diger semptomatik jeneralize epilepsiler

2.3.2. Spesifik sendromlar

3. Fokal ya da jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsiler
3.1. Jeneralize ve fokal konviilsiyonlu epilepsiler

- Yenidogan konviilsiyonlar1

- Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi

- Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi

- Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)



- Diger belirlenemeyen epilepsiler

3.2. Net jeneralize ya da fokal konviilsiyon 6zelligi olmayanlar
4. Ozel durumlar

4.1. Duruma bagli ndbetler

- Febril konvilsiyonlar

- Izole nébet ya da izole status epileptikus

- Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli nobetler

2010’da ILAE, epilepsiler ve nobetlerin klinik ve elektroensefalografik yeni
diizenlemesini yaparak ortaya ¢ikis yasina gore listeler olusturmus, ayrica etyolojide yer
alan ‘kriptojen’ kavrami yerine ‘nedeni belirlenemeyen’; ‘idiopatik’ yerine ‘genetik’
kavramlarini getirmistir (Berg ve dig. 2010). Ote yandan ‘kompleks nébet’ kavrami
‘bilincin veya farkindalifin kayboldugu nobet’ seklinde degistirilmistir (Cizelge 1.2 ve
1.3).

Cizelge 1.2. N6bet Siiflamasi (ILAE, 2010)

1. Jeneralize Nobetler
A.Tonik-Klonik

B. Absans

a. Tipik absans

b. Atipik absans

¢. Miyoklonik absans
d. Gz kapama miyoklonisi
C. Myoklonik

a. Miyoklonik

b. Miyoklonik atonik
¢. Miyoklonik tonik

D. Klonik

E. Tonik

F. Atonik

2. Fokal Nobetler

3. Bilinmeyen

A. Epileptik Spazm

Cizelge 1.3. Elektroklinik Sendromlar ve Diger Epilepsiler (ILAE, 2010)

A. Baslangi¢ yasina gore siralanmus elektroklinik sendromlar
1. Yenidogan donemi

a) Iyi huylu ailesel yenidogan epilepsisi



b) Erken miyoklonik ensefalopati

¢) Ohtahara sendromu

2. Siit cocuklugu

a) Siit gocugunun yer degistiren fokal nobetli epilepsisi
b) West sendromu

¢) Siit gocugunun miyoklonik epilepsisi

d) Iyi huylu siit cocuklugu epilepsisi

e) Dravet sendromu

f) ilerleyici olmayan hastaliklardaki miyoklonik ensefalopati
3. Cocukluk ¢agi

a) Febril nobet art1 (FS+) sendromlar

b) Panayiotopoulos sendromu

¢) Miyoklonik atonik nébetli epilepsi

d) Cocukluk ¢aginin iyi huylu sentrotemporal dikenli epilepsisi
e) Otozomal dominant nokturnal frontal lob epilepsisi

f) Geg baslangich ¢ocukluk ¢ag1 oksipital epilepsisi (Gastaut tipi)
g) Miyoklonik absansh epilepsi

h) Lennox — Gastaut sendromu

i) Uykuda siirekli diken dalgali epileptik ensefalopati

j) Landau-Kleffner sendromu

k) Cocukluk cag1 absans epilepsisi

4. Ergenlik ¢ag1 — Eriskinlik

a) Juvenil absans epilepsisi

b) Juvenil miyoklonik epilepsi

c) Sadece jeneralize tonik-klonik ndbetli olan epilepsi

d) Progresif miyoklonik epilepsiler

e) Isitsel dzellikleri olan otozomal dominant epilepsi

f) Diger ailevi temporal lob epilepsileri

B. Yasla iliskisi daha az olan

1. Degisken odakli ailesel fokal epilepsiler

2. Refleks epilepsiler

C. Karakteristik dzellik kiimeleri

1. Hipokampal sklerozlu meziyal temporal lob epilepsisi
2. Rasmussen sendromu

3. Hipotalamik hamartomlu jelastik nobetler

4. Hemikonviilziyon-hemipleji-epilepsi

D. Yapisal- metabolik nedenlere bagh epilepsiler

1. Kortikal gelisim anormallikleri

2. Noorkutandz sendromlar

3. TUmor



4., Infeksiyon

5. Travma

6. Anjioma

7. Perinatal hasarlanma

8. inme

E. Nedeni bilinmeyen epilepsiler

F. Geleneksel olarak epilepsinin bir formu kabul edilmeyen epileptik nébet durumlari
1. Yenidoganin iyi huylu ndbetleri

2. Febril nobetler

1.2. Absans Epilepsi

Jenaralize nobetlerin alt sinifinda yer alan absans nobetler ilk olarak 1705°te Poupart
tarafindan ve daha sonra, 1770’te Tissot tarafindan ‘petit accéss’ (minik nobetler) olarak
tanimlanmistir. 1824 yilinda ise isim Calmeil tarafindan ‘absans nobetler’ olarak
degistirilmistir (Temkin 1971). Absans epilepsiler, aura ya da konviilsiyon goriilmemesi ve
farmakolojik profilinin farkli olmas1 sebebiyle diger jeneralize epilepsilerden ayrilmaktadir
(Bauer 1996, Genton ve dig. 2001).

ILAE’nin kabul ettigi tipik absanslarla seyreden dort epileptik sendrom
bulunmaktadir (Commission on Classification and Terminology of the International
League Against Epilepsy, 1989): 1. Cocukluk c¢ag1 absans epilepsisi, 2. Jiivenil absans
epilepsi, 3. Juvenil miyoklonik epilepsi, 4. Miyoklonik absans epilepsisi.

Cocukluk cag1 absans epilepsisi, tipik absans ndbetleri ile seyretmektedir ve okul
yasindaki epilepsili hastalarin yaklasik % 8’inde goriilmektedir (Pavone ve dig. 2001).
Baslangi¢ yas1 genellikle 3-15 yas arasi olup prevelansi kizlarda biraz daha siktir. Bu
epilepsi tiirii, her ne kadar benign bir hastalik olarak diisiiniilse de bir¢ok c¢ocukta ciddi
biligsel ve davranigsal problemler gorildiigii rapor edilmektedir (Wirrell ve dig. 1997,
Masur ve dig. 2013). Hastalarda ¢ogunlukla akademik basarisizliklar1 beraberinde getiren
diizenli veya arasira ortaya ¢ikan dikkat eksiklikleri (Caplan ve dig. 2008, D’Agati ve dig.
2012, Masur ve dig. 2013), verbal bellek, non-verbal bellek ve kisa siireli bellek
bozukluklar1 (Henkin ve dig. 2005, Pothion ve dig. 2004, Bhise ve dig. 2010), gorsel-
uzaysal becerilerde zayiflama (Pavone ve dig. 2001), dil yetersizlikleri (Vanasse ve dig.
2005), psikososyal fonksiyon bozukluklari (Conant ve dig. 2010) ortaya ¢ikmaktadir.

Absans nobetlerde temelde iki ayirict 6zellik vardir: Birincisi, klinik tabloda ani ve

kisa stireli biling bozukluklar1 goriiliir. Bu sirada hastanin cevapsiz ve hareketsiz oldugu,



bos bir sekilde baktig1 gézlenir. Devam eden aktivite ndbet sirasinda kesintiye ugrar, cevap
verme yetenegi azalir ve mental fonksiyon bozulur. Yalnizca minimal myoklonik g6z
hareketleri ve perioral istem dis1 hareketler kalir. Biling diizeyindeki azalma, ndbet
sirasindaki gorsel ve isitsel uyarilmis potansiyellerle de gosterilebilir. Bu potansiyeller,
derin yavas dalga uykusunda olusan potansiyelleri animsatmakla birlikte daha fazla ard-
desarj olustururlar (Mirsky ve Tecce 1968, Inoue ve dig. 1992, Meeren ve dig. 2001).
Ikinci 6zellik; bilateral, genellikle diizenli ve simetrik, 3-4 Hz frekansinda diken dalga
desarj (DDD)’larindan olusan ve tiim beyni etkileyen karakteristik paroksismal elektriksel
aktivitedir (Cizim 1.1). EEG’de gozlenen DDD’lar1, kisa (2-5 sn) veya uzun (15-30 sn)
stireli olabilmektedir (Panayiotopoulos 2001). Ani baslayip ani biten DDD aktivitesini
normal EEG aktivitesi takip etmektedir (Rodin ve Ancheta 1987).
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Cizim 1.1. Cocukluk ¢agi epilepsisi: 8 yasindaki erkek hastada gozlenen EEG paterni

Panayiotopoulos 2001°den alinmistir.

Absans epilepsinin altinda yatan fizyopatolojik mekanizmalar ile ilgili ¢ok cesitli
gorigler ileri siiriilmekle birlikte, bu mekanizmalarin iyi anlasilabilmesi i¢in gegerli ve

giivenilir hayvan modellerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.2.1. Absans Epilepsi Hayvan Modelleri

Absans epilepsinin patogenezini ya da farmakolojik profilini aydinlatmada gerek
genetik gerekse farmakolojik ajanlarla olusturulan birgok model kullanilmaktadir. Absans
epilepsinin hayvan modelleri, farmakolojik ve genetik hayvan modelleri olmak Uzere 2
grupta toplanmaktadir (Cizelge 1.4). Farmakolojik modeller akut ve kronik uygulamaya
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gore 2 alt gruba ayrilabilir. Akut farmakolojik modeller kimyasal maddenin tek doz
sistemik uygulanmasi ile olusturmaktadir. Bunlar; GABAerjik sistem iizerine etkili
ajanlarin (penisilin, bikukulin (BCC), pentilentetrazol (PTZ), pikrotoksin (PTX), gamma
hidroksi butirat (GHB), baklofen) modelleridir. Kronik modeller ise, tekrarlayan dozlarda
metilazoksimetanol asetat (MAM) veya kolesterol sentaz inhibitorii AY9944 uygulamasi
ile olusturulurlar (Cortez ve dig. 2015).

Genetik hayvan modelleri ise tek gen mutasyonlar ile olusturulan fare modelleri
(letharjik, stargazer, tottering, leaner, mocha, ducky) ve poligenetik sigan modelleri
(Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) ve Wistar Albino
Glaxo/Rijwijk rats (WAG/R1ij)) olarak 2’ye ayrilmaktadir (Manning ve dig. 2003).

Baz1 kemirgen tiirlerinin EEG kayitlarinda da DDD go6zlenmektedir. Farelerde
DDD’lar1 resesif olarak aktarilmis ve c¢esitli norolojik bozukluklar iliskili olan farkl
mutasyonlarin ayn1 EEG fenotipine yol agtig1 saptanmistir. GAERS ve WAG/Rij siganlar,
EEG kayitlarinda DDD aktivitesi gosteren sicanlarin inbred iiretimiyle elde edilmislerdir.
Bu hayvanlarda absans nébetler disinda norolojik bir bozuklugun olmadigi bildirilmistir
(Danober ve dig. 1998). Diger yandan, absans nobetlerin insanlarda ve siklikla kullanilan
kemirgen modellerinde genetik yatkinligin varlig1 agik¢a ortaya konmustur (Hirose ve dig.
2005, Peeters ve dig. 1992, Rudolf ve dig. 2004, Gauguier ve dig. 2004). Genetik yatkinlik
g6z online alindiginda, WAG/Rij ve GAERS 1rki sicanlar absans epilepsi ¢alismalarinda
kullanilan iyi karakterize edilmis, en gecerli genetik hayvan modelleridir (Depaluis ve van
Luijtelaar 2006, Coenen ve van Luijtelaar 2003). Bu modeller gerek EEG, gerek davranis
ozellikleri ve gerekse antiepileptik ilaglara verilen yanitlar agisindan insandaki absans

ndbetlerle biylk benzerlik gostermektedirler(Depaulis ve van Luijtelaar 2006).

Cizelge 1.4. Absans Epilepsi Hayvan Modelleri

Farmakolojik Hayvan Modelleri Turd

Akut Farmakolojik Hayvan Modelleri

Penisilin Kedi
Diisiik Doz BCC Sigan
Diisiik Doz PTZ Sigan
Diisiik Doz PTX Sigcan




GHB Sican

Baklofen Sican

Kronik Farmakolojik Hayvan Modelleri

AY-9944 Sican
MAM-AY Sican
Genetik Fare Modelleri Kromozom ve iliskili gen iiriinii

(Tek gen mutasyonlarr)

Letarjik (In/Ih) 2. Kromozom, Ca™" kanals, B4 altbirimi

Stargazer (stg/stg) 15. Kromozom, Ca" kanals, y2altbirimi

Tottering (tg/tg) 8. Kromozom, Ca' " kanali, ala altbirimi

Leaner (tg la//tg la) 8. Kromozom, Ca' " kanali, ala altbirimi

Mocha (mh/mh) 10. Kromozom, adaptor benzeri protein kompleksi

AP-3, ala altbirimin & altbirimi

Ducky (du/du) 9. Kromozom Ca' kanali, a2582a altbirimi

Genetik (Poligenetik) Sican Modelleri

GAERS

WAG/RIj

1.2.2. Genetik Absans Epilepsili WAG/Rij Sican Modeli

WAG/Rjj siganlar ¢cocukluk ¢agi absans epilepsisi olarak ifade edilen ve tipik absans
nobetler ile seyreden epilepsi tiiriinlin iyi karakterize edilmis ve en gecerli genetik hayvan
modellerinden biridir (Depaulis ve van Luijtelaar 2006, Crunelli ve Leresche 2002,
Panayiotopoulos 1997). Ilk olarak 1924 yilinda A.L. Bacharach tarafindan outbred Wistar

sicanlardan inbred olarak iiretilip sonrasinda Ingiltere’deki Glaxo laboratuarlari tarafindan



uretilmeye devam etmistir. Daha sonra REPGO/TNO Radyobiyolojik Enstitiisii tarafindan
Rijswijk, Hollanda’da koruma altina alinmistir (Sarkisova ve van Luijtelaar 2011).

Tim disi ve erkek 6 aylik WAG/Rij sicanlarin kortikal EEG’lerinde ortalama 5 sn
stiren (1-30 sn), 7-10 Hz frekansinda insandakine benzer sekilde DDD’lar1 goriilmektedir
(Cizim 1.2). DDD’lari, WAG/Rij siganlar dogduktan 2-3 ay sonra kortikal EEG’de
goriilmeye baglanmaktadir. Daha erken yaslarda ise DDD’lart EEG’de goriilmemektedir.
Bu desarjlar saatte yaklasik 16-18, ginde 300-400 adet gorlulmektedir. WAG/RIj
siganlardaki bu nobetlere yizde miyoklonik jerkler, biyiklarin seyirmesi, solunumda
hizlanma, kafa sallama hareketi ve siklikla g6z seyirmeleri eslik etmektedir. Uyaniklik,
yavag-dalga uykusu ve REM gibi uyaniklik diizeyleri DDD’larin goriilme sikligim

etkilemektedir (Coenen ve van Luijtelaar 2003).
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Cizim 1.2. Tipik 8 Hz DDD gozlenen elektrot takili WAG/Rij si¢an

Coenen ve van Luijtelaar 2003’den alinmistir.

WAG/R]j siganlarin, insanda goriilen absans epilepsiye benzeyen gecerli bir model
olmalarini saglayan iki 6zelligi daha vardir:
1) Diisiik voltajl1 Ttipi Ca™" kanallarmi kodlayan gen ekspresyonlarinin non-epileptik

kontrol sicanlarina gore degistigi gosterilmistir (Broicher ve dig. 2008). Bu kanallart
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kodlayan genlerin absans epilepsili hastalarda da mutasyona ugradigi ortaya konmustur
(Vitko ve dig. 2007, Arias-Olguin ve dig. 2008).

2) WAG/Rij si¢anlarda talamo-kortikal sistemdeki GABAa reseptor alt birim
ekspresyonundaki lokal varyasyonlar gosterilmistir (Liu ve dig. 2007). Absans epilepsili
hastalarda da GABAA reseptor alt birimini kodlayan genlerde mutasyon oldugu tespit
edilmistir (Bowser ve dig. 2002, Kang ve Mcdonald 2004).

1.3. Absans Epilepside Patofizyoloji

Bugiine kadar jeneralize absans epilepsinin patofizyolojisini agiklamaya calisan 5
ana teori ileri siirlilmiistiir (Cizim 1.3). 1954°te ileri siiriilen ‘santrensefalik teoriye’ gore
absansta gézlenen DDD’lar1 talamusun orta hattindaki subkortikal odaktan koken almistir.
Bu goriis 1991°de talamik saat teorisi ile gelistirilmis ve retikiiler talamik niikleusun
korteksi etkileyerek desarjlarin sorumlusu oldugu ileri stiriilmiistiir. Diger yandan baska
arastirmacilar, ‘kortikal teoride’ desarjlarin olusumunda korteksin esas role sahip oldugu
diistincesini savunmuslardir. 1968’de ileri siiriilen ‘kortikoretikiiler teoride’ ise, DDD’larin
talamokortikal mekanizmalarla iliskili oldugu ve ritmik salinimlarin korteks asirt
uyarilabilir duruma gectiginde DDD’lara doniistiigi gosterilmis, bu goriis 2002’de
epileptik siganlarda yapilan baska bir calismada talamokortikal agin DDD olusumunda
gerekli oldugunun gosterilmesiyle desteklenmistir. Daha sonra DDD’larin non-lineer
asosiyasyon sinyal analizlerinin yapilmasiyla desarjlarin somatosensoryel korteksin
perioral bolgesindeki (S1po) odaktan kaynaklandigi ileri siiriilmistiir. ‘Kortikal odak
teorisi’ olarak ifade edilen bu goriise gore nobet aktivitesi bu odaktan hizlica tiim kortekse
yayilmakta, ndbetin ilk anlarinda korteks talamusu yonetirken, devaminda korteks ve
talamusun karsilikli etkilesimi ile desarjlarin korunup amplifiye edilmesi saglanmaktadir.

Bu teori, hem kortikal hem de talamik teoriler arasinda bir koprii kurmaktadir.
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Kortikal Teori

Talamik Saat Teorisi Kortikal Odak Teorisi

Cizim 1.3. Jeneralize absans epilepsinin orijinine dair ileri sirllen 5 teorinin sematik

goOsterimi

1.3.1. Santrensefalik Teori

1941°de Jasper ve Kershman absans nobet gegiren hastalarin EEG analizini
yaptiklarinda nobetlerin her iki hemisferde ani baslayip sonlanan hemisfer ici yliksek
senkronize diken-dalga aktivitesi ile karakterize oldugunu gormiisler ve bu ndbetlerin
kortikal orijinli olduklarina dair herhangi bir kanit olmadig1 i¢in ‘subkortikal orijine’ sahip
oldugunu ileri siirmiiglerdir (Jasper ve Kershman 1941). Bu varsayimsal subkortikal odak,
her iki hemisferi de es zamanli olarak etkilemektedir. 1942’de Morison ve Dempsey’ nin
spesifik talamokortikal baglantilar1 gostermesi boyle bir odagin varligini desteklemistir

(Morison ve Dempsey 1942). Aym c¢alismacilar, talamusun intralaminar
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cekirdeklerindenkoken alan nonspesifik difiiz baglantilara sahip ikinci bir talamokortikal
ileti sisteminin varligin1 da gostermislerdir. Bu sistemin tiim korteksi etkilemekle birlikte
absans epilepsili hastalarda DDD’larin en ¢ok gozlendigi frontal ve paryetal alanlarda
etkili oldugu ileri siirtilmiistiir.

Bu bulgular 1947°de diken-dalga paterni i¢in ilk deneysel modelin gelistirilmesine
yol agmistir (Jasper ve Droogleever Fortuyn 1947). Bu ‘talamik stimiilasyon modeli’nde
hafif anestesi altindaki kedilerin intralaminar c¢ekirdeklerine uyar1 verildiginde bilateral
senkronize diken-dalga EEG paterni olustugu goriilmiis ve bu uyarilarin absans
ndbettekine benzer davramigsal tepkilere yol actifi da gozlenmistir (Hunter ve Jasper
1949). Bdylece beyin uygun durumda oldugunda, absans ndbetlerin talamusun orta hattinin
uyarimi ile taklit edilebilecegi fikri dogmustur.

Penfield, bu bilinci koordine etmesi gereken diftiz noral sistemi ‘santrensefalik
sistem’ olarak ifade etmistir (Penfield 1952). Bu sistemin ‘beyin sap1’ ve ‘diensefalon’da
yer aldig ileri stirtilmiistiir. Santrensefalik sistem, ani biling kaybr ile seyreden ve bilateral
diken-dalga aktivitesi ile karakterize jeneralize nobetlerden sorumlu tutulmustur. Nobetler
bir siireligine ‘santrensefalik teori’ ad1 altinda ‘santrensefalik nobet’ olarak ifade edilmeye

baslanmistir (Penfield ve Jasper 1954).

1.3.2. Kortikal Teori

Absans nobetlerin santral orijinli oldugu hipotezi destek bulmaya devam ederken
Gibbs ve Gibbs nobetlerin olusumunda ana role sahip yapinin korteks oldugunu ileri
stirmiislerdir. 1952’de diken-dalga aktivitesinin diffiiz (ya da yaygimn) kortikal islemlere
bagli olarak kortekste olustugu goriisiinli ortaya atmislardir (Gibbs ve Gibbs 1952). Diger
yandan hasta bulgular1 santrensefalik teorinin gegerliligi hakkinda ciddi stipheler
dogurmustur. 1953°te Bennett, absans epilepsili hastalarin korteksi besleyen karotid
arterine konviilsif ilag olan PTZ injeksiyonu yapildiginda jeneralize diken-dalga aktivitesi
olustugunu gostermistir (Bennett 1953). Diger yandan ayni injeksiyon diensefalon ve beyin
sapin1 besleyen vertebral artere yapildiginda ayni cevabir dogurmamistir. Gloor, bu
bulgular1 hastalarda ve kedilerde yaptigi ¢alismalarla dogrulamistir (Gloor 1968, Gloor
1969). PTZ’nin hastalara tek tarafli intrakarotid injeksiyonu, klinik olarak absansa
benzeyen jeneralize bilateral senkronize DDD’larin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. Diger
yandan intravertebral injeksiyon, bu nobet desarjlarinin zayiflamasina sebep olmustur.

Santrensefalik teori gatist altinda Penfield ve Jasper tarafindan ileri suriilen kortikal bir
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lezyon ya da elektriksel uyarmin absans nobete yol agmasinin imkansizligr goriistini
Bancaud ciiriitmiistiir (Bancaud 1969). Hastalardan alinan derin kayitlar, nobet sirasinda
olusan desarjlarin Gzellikle frontal lobdaki bir lezyonun ¢evresinden, korteksten
kaynaklandigin1 gostermistir. Bu gozlemler, frontal korteksteki fokal desarjlarin hizlica
tim kortekste kortikokortikal yolaklar araciligiyla DDD olusturduguna dair ‘kortikal
teori’yi ag1ga ¢ikarmistir.

Kortikal teorinin taraftarlar1 (Llders ve dig. 1984, Niedermeyer 1972) klinik
gozlemlerinden yola ¢ikarak absans epilepsinin kortikal bir anormallikten kaynaklandigini
ileri siirmiglerdir. Onlara gore talamus yalnizca normal fizyolojik talamokortikal
etkilesimleri saglamakla gorevlidir. Diken-dalga aktivitesi ilk olarak mezofrontal kortekste
meydana gelip hizlica diger kortikal bolgelere yayilim gostermektedir (Niedermeyer 1996).
Bu gortis, jeneralize nobetlerin derin elektrot kayitlariyla tespit edilen fokal orijinin tespit
edilmesi ve aym elektrotlarin uyarilmasi sonucu nobetlerin ortaya cikma olasigina
dayanmustir. Ozetle Bancaud, Liiders ve dig., Niedermeyer, ‘kortikal teori’ ¢atisi altinda
absans epilepsinin olusumunda korteksin ¢ok daha Onemli bir rolii oldugunu

savunmuslardir.

1.3.3. Kortikoretiktler Teori

Gloor, DDD’larin olusumunda kortikoretikiiler mekanizmalarin rol oynadigini ileri
stirmiistiir. Ona gore, absans nobetlerin meydana gelmesinde hem korteksin hem de beyin
sapt ve talamusun retikiiler sisteminin katkis1 vardir (Gloor 1968, Gloor 1969).
‘Kortikoretikiiler teori’ olarak ifade edilen bu goriis, daha sonra Prince ve Farrell’in yeni
bir hayvan modeli gelistirmesiyle destek bulmustur (Prince ve Farrell 1969). Bu
caligmacilar kedilerde penisilin uygulanmasinin jeneralize bilateral senkronize DDD’lar1
indiikledigini gostermislerdir. Bu ‘kedi-penisilin jeneralize epilepsi modeli’ insandaki
primer absans epilepsi modeli olarak disiliniilmistiir (Gloor ve dig. 1990). Epileptik
desarjlarin korteksin anormal cevaplarindan mi1 yoksa talamustan gelen anormal
yayilimlardan m1 kaynaklandig1 sorusunun cevabi yapilan deneylerle bulunmustur. Buna
gore, penisilinin difiiz kortikal uygulanmasi DDD olusumunu indiiklerken, talamusa
injeksiyonu  DDD olusumuna yol a¢mamistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak DDD
olusumundan korteksin uyarilabilirliginin artirilmasinin sorumlu oldugu ileri stirtilmiistiir.
Bu asirt uyarilabilir epileptojenik durumda korteks, aferent talamokortikal uyarilara DDD

olusturarak cevap vermektedir. DDD olusumu i¢in hem talamusun hem de korteksin varligi
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gerekmektedir. Yapilan baska bir ¢alismada kortikal ve talamik ndronlardan alinan es
zamanli kayitlarda ateslemenin kortekste talamustan daha once bagladigi gosterilmistir
(Avoli ve dig. 1983). Boylece korteksin ilk dnce diken-dalga aktivitesindeki paroksismal
salinimlar1 baglatip, ikincil olarak talamusla etkilestigi ortaya konmustur. Birkez salinim
harekete gectiginde talamus ve korteks birbirini tetiklemektedir.

Kortikoretikiler teori, hala en ¢cok kabul gorilen absans teorilerinden biri olmakla
beraber, korteks ve talamusun ndbet olusumuna gorece katkisi ve mekanizmanin tam
olarak aydinlatilmamis olmasi teorinin olumsuz yanlarindandir. Bununla birlikte kedi-
penisilin modelinin insandaki absans i¢in ne dl¢lide gegerli bir model oldugu da tartismaya
aciktir. Modelin en 6nemli dezavantaji, DDD olusumunun korteksin uyarilabilirliginin
artirtlmasinin farmakolojik olarak indiiklenmesi sonucu meydana gelmesi gdz o6niinde

bulunduruldugunda, korteksin roliiniin fazlaca vurgulanmig olmasidir.

1.3.4. Talamik Saat Teorisi

Buzsaki, 1991’de spontan DDD’larin(yiiksek voltajli igcikler) talamokortikal
mekanizmasini spesifik bir si¢an tiirii olan Fischer 344 sicanlarda arastirmistir. Korteks
yoklugunda talamik ytiksek voltajli igciklerin olusumunun devam ettigini, talamik lezyon
olusturulan hayvanlarda ise kortikal igciklerin kayboldugunu gézlemlemistir. Ozellikle
retikiiler talamik niikleusta yapilan lezyonlarin bu yiiksek voltajli igcikleri baskiladig
gosterilmistir. Serbest¢e hareket eden siganlardan alinan kayitlarda kortikal hiicrelerin ve
talamokortikal relay hiicrelerinin EEG dikeni ile senkronize olarak ateslendigi bununla
birlikte retikiiler talamik niikleustaki noéronlarin yavas dalga komponenti boyunca
ateslendigi gortilmustiir. Lokal yiiksek voltajli igciklerin alan potansiyellerinin talamusta
korteksten daha 6nce basladiginin goriildiigii ve talamusta ateslenen ritmik hiicre sayisinin
desarjlarin EEG’de goriiniir olmasindan once hizla arttig1 ileri stiriilmiistiir. Bu gozlemler
sonucu Buzsaki, bu ‘talamik saat’in desarjlarin sorumlusu oldugunu ortaya atmistir
(Buzsaki 1991). Bu talamik saatte en Onemli roliin retikiiler talamik niikleus oldugu
disiiniilmiistiir. Az sayida retikiiler talamik hiicrelerin ateslenmesinin, daha fazla
talamokortikal relay hiicrelerin ateslenmesine yol actig1 ve bunun da ¢ok daha fazla sayida
retikuler talamik hiicrelerin uyarilmasina sebep oldugu gézlenmistir. Retikiiler talamik ve
talamokortikal hiicreler arasindaki farkli iletiler araciligiyla ¢ok daha fazla sayida hiicre,
tim talamik ag ritmik desarjlara katilincaya kadar salinimlarin her bir dongiisiiyle daha da

uyarilir duruma gelmistir. Boylece EEG’de goriilen ritmik epileptik desarjlarin intratalamik
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agdaki anormal ritmik salinimlardan kaynaklandig: ileri siiriilmiis ve santrensefalik goriis
yeniden giindeme getirilmistir.

Daha sonra GAERS ve WAG/Rij siganlarda yapilan baska calismalar da Buzsaki’nin
hipotezini desteklemistir. Once, GAERS’lerde retikiiler talamik niikleusta yapilan selektif
lezyonlarin DDD’lar1 baskiladigi gosterilmistir (Avanzini 1992). Daha sonra hem
WAG/Rij (Inoue ve dig. 1993) hem GAERS’lerde (Seidenbecher 1998) EEG’de gbzlenen
dikenlerle eszamanli ateslenen talamokortikal niikleus hiicrelerinin neokortikal hiicre
ateslenmesinin birka¢ milisaniye oniinde gittigi bulunmustur. Bu bulgular talamokortikal
relay htcrelerinin kortikal hcreleri tetikledigini ortaya koyarak talamusun kortikal

desarjlarin olusumunda rol oynadig1 goriisiinii desteklemistir.

1.3.5. Kortikal Odak Teorisi

2002 wyilinda WAG/Rij siganlar iizerinde gergeklestirilen, absans ndbetlerin
patognomik bulgusu olan DDD aktivitesinin baslama ve gelisim &zelliklerinin non-linear
asosiasyon analiz yontemiyle incelendigi ¢alismada, S1po’nde bulunan hiicre toplulugunun
DDD aktivitesinin baslamasinda anahtar rol oynadiginin gosterilmesi ile ‘kortikal odak
teorisi' One striilmiistiir (Meeren ve dig. 2002). Diger kortikal alanlardan alinan kayitlarda
bu odak alanini takiben elektrot uzakligina bagh olarak artan gecikmelerle DDD olusumu
gozlenmistir. Ortalama korteks yayillm hizinin 1.5 m/s oldugu ileri siirilmistiir.
Fonksiyonel olarak birbirine baglh kortikal ve talamik alanlarin birbirini etkiledigi
gorilmiis ve bu iki yonlii baglantilarin yoniiniin tek bir nobet boyunca degisebildigi
gozlenmistir. Bununla beraber ndbetin ilk 500 milisaniyesinde kortikal odagin talamusu
yOnettigi ortaya konmustur. Nobetin devaminda ise korteks ve talamus iliskisinin
ongoriilemeyecek bicimde iki yonlii de olabilecegi gosterilmistir.

Tim bu sonucglar, DDD olusumunda talamusun primer yonetici kaynak oldugu
goriisti ile uyumsuzdur. Daha 6nceki ¢alismalarda gosterilen sicanlarda talamik birimlerin
kortikal birimleri yonettigi yoniindeki bulgular bu ¢aligmalarda alinan kortikal kayitlarin
perioral bolgelerden gorece uzak bolgelerde alinmasiyla agiklanmistir. Bu  sekilde
disiintildiigiinde  kortikotalamik iliskilerdeki zaman farklarimin olmast mantikli
bulunmustur. Kortikal odak teorisinde ise jeneralize DDD olusunda ana aktor kortikal
odaktir. Diger yandan bilateral jeneralize DDD’larin olusumunun, anatomik ve fonksiyonel
olarak saglam bir kortikotalamik agin nobetlerin yayilmast i¢in uygun durumda

bulunmasiyla miimkiin oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu uygun durumda, kortikal piramidal
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hiicreler ile TK relay hiicreleri ve RTN hiicreleri yiliksek frekansli aksiyon potansiyeli
patlamalar1 iiretmeye egilimli halde bulunmaktadir. ilk &nce kortikal odakta normal ya da
epileptik diken olusumu gerceklesmektedir. Uyarict hiicreler arasindaki baglar kuvvetli
oldugunda, eger kortikal ag yeterli inhibisyonla kontrol edilemiyorsa, bu ag ‘kacak’ uyarim
olusumuna asir1 duyarl hale gelmektedir (Luhmann ve dig. 1995). Bu ‘kagak’ durumda
birka¢ piramidal hiicrenin senkronize olarak ateslenmesi, diger uyarici hiicrelerde hizli bir
uyarima neden olmaktadir. Bu uyarim noronlar tetikleyerek epileptik bir diken olusumuna
yol acar. Ik olusan dncii diken énce S1po’de sinirh bir alanda gériiniir. Sonra hizlica tiim
kortekse yayilip jeneralize desarjlar seklini alir. Bu ilk olay, saglam bir talamokortikal agda
dikenlerin birbiri ardina diken-dalga aktivitesine gevirilmesi siirecini baslatir. ilk birkag
dongude kortikal odak talamusu yonlendirip tetiklerken, sonrasinda korteks ve talamus
birbirini tetikleyip desarjlart amplifiye ederek siirdiirmeye devam ederler. Korteksteki bu
diken-dalga aktivitesinin hizli olusumu, kisa aralikli intrakortikal lifler ve uzun aralikli
asosiyasyon liflerine sahip bir grup hiicreye baglidir. Bu hiicreler diger kortikal alanlarla da
genis baglantilar yapmaktadir. Bu sayede kallosal lifler aracilifiyla aktivitenin hemisferler
arast hizli dagilimi saglanmis olmaktadir. Bu asamadan sonra aktivitenin yayilimi tekrar
lokal ag araciligiyla gerceklesmeye devam etmektedir. Bu dogrultuda DDD’larin yayilim
paterninin lokal ve uzak yayilimlarin bir kombinasyonu seklinde gerceklestigi ortaya
konmustur. WAG/Rij sicanlarda yapilan ¢alismada intrakortikal GABAerjik inhibisyonun
bozulmasi si¢anlarin intrakortikal agini1 boyle bir yayilima oldukga agik hale getirmistir
(Luhmann ve dig. 1995). Ozellikle S1po’de bozulma burada varoldugu diisiiniilen kortikal
odagin diken olusumuna oldukca hazir hale gelmesine yol agmistir. Bu kortikal odak,
desarjlarin bas tetikleyicisi olmakla birlikte, sonrasinda korteks ve talamus arasinda
meydana gelen etkilesimler kortikal odak teorisini kortikal ve kortikoretikiiler teorilerin bir
sentezi durumuna getirmistir.

Kortikal odak teorisini, daha sonrasinda yapilan farmakolojik (Manning ve dig. 2004,
Gurbanova 2006), hiicresel (Stnikova ve dig. 2011), nérokimyasal ve elektrofizyolojik
(Liittjohann ve dig. 2011) temelli ardisik calismalar desteklemistir. Biri absans epilepsi
tedavisinde ilk secenekler icinde bulunan (etosiiksimid), digeri ise absans nobetleri
siddetlendirdigi bilinen (fenitoin) iki antiepileptik ilacin sistemik, intrakortikal ve talamik
uygulamalarinin sonuglari oldukga ilgingtir. T tipi kalsiyum blokeri olan etostksimidin
intratalamik uygulamalar1 DDD aktivitesi lizerine anlamli bir etki olusturmazken (ki bu
kanallarin talamusta yaygin olmasi nedeniyle talamik ¢ekirdeklerin ilacin primer etki yeri

oldugu Ongoriilmiistiir), Slpo bolgesine uygulanmast DDD aktivitesini baskilamistir
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(Manning ve dig. 2004). Fenitoin ile gerceklestirilen ¢aligmada da paralel bulgulara
ulagilmistir; bir sodyum kanal blokeri olan fenitoin, sistemik uygulandiginda DDD
aktivitesini arttirmig, S1po’ne uygulandiginda DDD aktivitesini baskilamistir (Gurbanova
ve dig. 2006) S1po’ndeki hiicresel degisiklikleri arastiran bir grup arastirmaci, WAG/Rij
sicanlar ve non-epileptik kontrol siganlarda néron ve glial hiicrelerin somatosensoryel ve
singular kortikal bolgelerdeki dansitesini 6lgmiislerdir. WAG/Rij siganlarin bu bolgelerde
daha az sayida glial hlcre ve glia-néron indeksine ve motor kortekste daha az sayida
norona sahip olduklar1 gdsterilmistir (Sitnikova ve dig. 2011). Somatosensoryel korteksin
derin tabakalarinin DDD’larin tetiklenmesinde anahtar role sahip olduklari géz oniinde
bulunduruldugunda, aragtirmacilar glia-néron etkilesimlerinin bu bolgede bozulmasinin,
primer epileptik fokustaki patolojik siireglerin altinda yatan mekanizmalardan biri
olabilecegini ileri slrmiislerdir. WAG/Rij’larda yapilan bagka bir calisma da Slpo
bolgesinin derin tabakalarinda uyarilabilirligin agir1 artmis oldugunu ortaya koyarak bu
bulgular1 desteklemistir (Liittjohann ve dig. 2011).

Dahasi, absans epilepsinin diger genetik modeli olan GAERS sicanlarda
gerceklestirilen deneysel ¢alismalarin yanisira absans epilepsili insanlarda gorintileme ve
elektrofizyolojik kayit yontemlerine dayali klinik c¢aligmalar bu yaklasimi dogrular
niteliktedir (Polack ve dig. 2009, Caplan ve dig. 2009, Chipaux ve dig. 2011).

1.4. Absans Epilepside Norotransmitterlerin Roli

Absans epilepside tipik olarak gozlenen DDD’lan tetikleyen ve baslamasina sebep
olan beyin bolgesinin tam olarak neresi oldugu tartismali olmakla birlikte, bu desarjlardan
genel olarak kortiko-talamo-kortikal dongliniin sorumlu oldugu kabul edilmektedir
(Meeren ve dig. 2005). Bu anatomik Ozellik norokimyasal agidan GABAerjik ve
glutamaterjik sistemin onemini de ortaya koymaktadir. Eksitator piramidal hiicreler, diger
internéronlar1 da inhibe eden farkli tipte GABAerjik ndéronlarla cevrilidir. Absans
epilepside onemli rol oynayan diger iki hiicre tipi talamusun ventral bazal bolgesinde
bulunan talamokortikal (TK) ve retikiiler talamik niikleustaki (RTN) néronlardir. TK
hiicreleri kortekse projekte olan glutamaterjik noronlardir, RTN ise birbirlerini ve TK
hlcreleri inhibe eden GABAerjik néronlardan olusmaktadir. Tiim bu hiicreler, birbirleriyle
olduk¢a yogun sinaptik baglantilar yaparak; intrakortikal, kortiko-talamo-kortikal ve
intratalamik dongiiler meydana getirirler (Zheng ve dig. 2012). Talamus ve korteks
karsilikli eksitator glutamaterjik yolaklar araciligiyla birbiriyle baglantilidir. Bu yolaklar
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glutamaterjik eksitator kollateraller ile GABAerjik RTN’a projekte olmuglardir.
GABAerjik RTN, talamus hucrelerine GABAerjik projeksiyonlar gonderir. Kortikal
hiicreler de ¢esitli GABAerjik internéronlarla cevrilidir. Bu ylzden her iki nérotransmitter
sisteminin iyonotropik ve metabotropik reseptorleri korteks ve talamusta yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda sdylenebilir ki hem GABAerjik hem de
glutamaterjik birlesikler DDD olusumunu 6nemli 6lglide etkileme potansiyeline sahiptir ve
yapilan caligmalarla da hem GABA hem glutamatin absans epilepsideki rolii ortaya

konmustur.

1.4.1. GABA

Memeli serebral korteksinde toplam néron popiilasyonunun yaklasik %20’sinin
GABA saliveren noronlardan olustugu bilinmektedir (Freund ve Buzsaki 1996, Ascoli ve
dig. 2008). Santral sinir sisteminin ana inhibitér nérotransmitteri olan GABA, temel olarak
iyonotropik GABA tip A (GABA,) reseptorii araciligiyla klor ve bikarbonat iyonlarinin
gecirgenligini artirarak hareket eder (Dreifuss ve dig. 1969 ve Kaila 1994). Serebral
korteksin fonksiyonu, organizasyonu ve gelisimi icin kritik rollere sahip olan GABA nin
absans epilepsideki roll, bircok in vivo farmakolojik ¢alismalarla arastirilmistir. Yapilan
caligmalarda sistemik olarak uygulanan vigabatrin (GABA-transaminaz inhibitoru),
tiagabin (GABA-reuptake blokorl) ve baklofenin (GABAg agonisti), WAG/RIj (Budde ve
Pape 2009, Coenen ve dig. 1995) ve GAERS sicanlarda (Bouwman ve dig. 2007, Liu ve
dig. 1992) DDD’lar1 artirdig1 gdsterilmistir. Ilging olarak tiim bu ajanlarin epilepsinin diger
konvulsif tiplerinde hem hayvan modellerinde hem de epilepsili hastalarda antiepileptik
Ozelliklere sahip oldugu iyi bilinmektedir. Bununla birlikte bu GABAerjik agonistlerin
lokal uygulanmalar1 halinde uygulandiklar1 bolgeye gére DDD’lar1 azalttigt GAERS’lerde
ortaya konmustur (Bernasconi ve dig. 1992, Liu ve dig. 1991). Lokal injeksiyon
calismalar1 WAG/Rij siganlarda da yapilmistir. Bikukulinin (GABA A antagonisti) talamusa
injeksiyonu, DDD’lar1 alevlendirmistir (Staak ve dig. 2001). Diger yandan WAG/Rjj
sicanlarin frontoparyetal kortekslerinde yapilan in vitro elektrofizyolojik ¢alismada absans
epilepside korteksin asir1 uyarilabilirliginin  GABAerjik inhibisyonun etkinliginin
azalmasina bagli olabilecegini gostermislerdir (Luhmann ve dig. 1995). Bu caligmalar
GABA’nin talamusta DDD’lar1 tetikleyici, kortekste ise azaltici role sahip oldugunu agik¢a
ortaya koymustur.
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Kortikal odak teorisinin One slrilmesinden sonra bu gelismeler 15181 altinda
kortekste GABAerjik inhibisyonun rolii de merakla arastirilmaya baglanmisgtir. WAG/Rjj
ve non-epileptik kontrol sigcanlarda yapilan bir ¢alisma bu agidan c¢ok degerlidir. Bu
calismada arastirmacilar, parvalbumin (sinir sisteminde GABAerjik internéronlarda
bulunan spesifik protein) pozitif ndronlarin sayisinin WAG/Rij si¢anlarin somatosensoryel
kortekslerinde kontrollere gore 2 kat daha az oldugu bulmustur (Liu ve dig. 2007). Bir
diger grup, WAG/Rij siganlarin somatosensoryel korteksindeki GABAg reseptor altbirim
ekspresyonu ve lokalizasyonunun, ayni yastaki non-epileptik kontrol siganlara gore
azaldigini ortaya koymustur (Merlo ve dig. 2007). Diger taraftan, allopregnanolon ve
ganaksolon (GABAA reseptorlerinin pozitif allosterik modulatorleri (PAM)) WAG/RIj
siganlarda S1po’ne lokal olarak enjekte edildiklerinde DDD’larda doza bagimli bir azalma
oldugu tespit edilmistir. Bunun tersine, ayni injeksiyonlar talamusa yapildiginda doza
bagimli bir artig ortaya konmustur (Citraro ve dig. 2006). Yapilan tiim bu farmakolojik ve
norokimyasal ¢alismalar; absans epilepside kortekste (6zellikle Slpo) GABAerjik
noronlarin say1 ve aktivitelerinin azaldigini, GABAerjik inhibisyonun yetersizliginin DDD

olusumundaki roliinii agik¢a ortaya koymaktadir.

1.4.2. Glutamat

Hem iyonotropik hem de metabotropik glutamat reseptorleri DDD olusumunun
kontroliinde rol oynamaktadirlar. Ligand kapili iyonotropik glutamat reseptorleri iyon
kanali yapisindadirlar ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik asit (AMPA)
(AMPA), N-metil-D-aspartik asit (NMDA) ve Kainat reseptorleri olarak 3 alt gruba
ayrilirlar. Son yillarda bu reseptorlerin birgok selektif agonist ve antagonisti gelistirilmistir.
Bu reseptorlerin  antagonistlerinin  epileptik aktivite meydana geldiginde beyin
bolgelerindeki artmis uyarilabilirligi azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu antagonistlerin
sistemik uygulamadan veya hedef bélgeye yapilan lokal kortikal injeksiyonlardan sonra
sontra DDD’lar1  baskilayacagi Ongoriilmiistir. WAG/Rij’larda yapilan preklinik
calismalarda DDD’lar1 baskilamada NMDA antagonistlerinin oldukc¢a gii¢lii, Kainat
reseptor antagonistlerinin daha az giicli ve AMPA reseptdr antagonistlerinin orta derecede
role sahip oldugu ortaya konmustur (Kaminski ve dig. 2001, Jakus ve dig. 2004). Kainat
reseptOr antagonisti topiramatin hem GAERS’lerde (Depaluis ve van Luijtelaar 2006) hem

de klinik c¢aligmalarda (Bergey 2005) NMDA reseptorinin allosterik moduilatori
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remasemidin (van Luijtelaar ve Coenen 1995) ve AMPA reseptOr antagonisti talampanelin
(Kaminski ve dig. 2001) WAG/Rjj siganlarda DDD’lar1 baskiladig1 gosterilmistir.

Diger yandan nérokimyasal bir ¢galismada 6 aylik WAG/Rij ve non-epileptik siganlar
karsilastirildiginda korteks ve talamusun da i¢inde oldugu 5 ayr1 beyin bolgesinde glutamat
diizeyinde bir degisiklik olmadigi fakat WAG/Rij siganlarin somatosensoryel
kortekslerinde NMDA ve AMPA reseptor yapilarinda bozulmanin oldugu gosterilmis (van
Rijn ve dig. 1996), bu bulgular baska bir calismaci grubunun WAG/Rij siganlarin
somatosensoryel kortekslerinde Wistar’lara gore NMDA reseptorlerinin NRyg alt biriminde
azalma oldugunu gostermesiyle desteklenmistir (Karimzadeh ve dig. 2013). Bu
reseptorlerin ekspresyonunun azalmasi, GABAerjik internoronlarin glutamat tarafindan
uyarilmasini azaltmistir (Monnerie ve dig. 2010). Boylece GABA saliniminin azalmasina
bagli olarak kortikal inhibisyonun baskilanmasi DDD’larin olusumunu artirmistir.

Metabotropik glutamat reseptorleri, iyonotropik reseptorlerden daha sonra kesfedilen
G protein kenetli reseptorlerdir. Bu reseptorler, transdiiksiyon mekanizmalart ve
farmakolojik 6zelliklerine gére 3 alt gruba ayrilirlar: Grup 1 (mGlul ve mGlu5), grup 2
(mGlu2, mGlu3), grup 3 (mGlu4, 6, 7 ve 8) (Pin ve Duvoisin 1995, De Blasi ve dig. 2001).
Bu reseptorlerin agonist ve antagonistlerinin yan etki profillerinden dolayr daha cok PAM
ve negatif allosterik modiilatorleri (NAM) gelistirilmistir. mGlul reseptorleri talamik relay
noronlarinda oldukga fazla sentezlenmektedir (Baude ve dig. 1993, Ferraguti ve dig. 2008,
Godwin ve dig. 1996). 8 aylik WAG/Rij sicanlarda selektif mGlul PAM’i SYN119un
doza bagimli sistemik injeksiyonu, DDD sayisinda doza bagimli bir azalmaya yol agarken
ayni reseptorlerin NAM’ii DDD goriilme sikliginda doza bagimli bir artmaya yol agmugtir
(Ngomba ve dig. 2011a). Ayni dogrultuda mGlu 5 PAM i WAG/Rij’lerde DDD sikliginda
doza bagli bir azalmaya yol agcmistir (D’amore ve dig. 2013). Diger yandan Grup 2
reseptOrlerinin agonistleri ve grup 3 reseptorlerinin PAM’leri DDD’lart artirirken grup 2
reseptOrlerinin antagonistleri DDD’lar1 baskilamistir (Ngomba ve dig. 2005, 2008, 2011b,
2011c, Budde ve dig. 2005). Bu tablo, grup 1 PAM’leri ile grup 2 ve grup 3
antagonistlerinin anti-absans ilag gibi davrandigin1 ortaya koymustur. Bu farklilik
reseptOrlerin yerlesimlerinin presinaptik (grup 1) veya postsinaptik (grup 2 ve 3)
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Yapilan bu nérokimyasal ve farmakolojik caligmalar, glutamaterjik asirimm DDD

olusumundaki roliinii agik¢a ortaya koymaktadir.

1.4.3. Diger Noromodiilatorler
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DDD olusumundan sorumlu kortiko-talamo-kortikal agin diger kortikal ve sensoryel
girdilerden, 6nbeyin ve beyin sap1 aferentlerinden, lokal kortikal devrelerden etkilenmesi
farkli bircok ndéromodiilatoriin WAG/Rij sicanlarda DDD olusumunu etkilemesine yol
acmaktadir. Bu noktadaki rolleri 6nemli 6l¢iide ortaya konmasa da; asetilkolin (Berdiev ve
dig. 2007), serotonin ve dopamin gibi monoaminler (Midzyanovskaya ve dig. 2006,
Birioukova ve dig. 2005) opioid ailesindeki néropeptidler (Lason ve dig. 1994, Przewlocka
ve dig. 1996) NPY gibi baz1 peptid hormonlar ve nitrik oksit (NO) gibi gazlar (Przewlocka
ve dig. 1996) direkt ya da indirekt olarak kortiko-talamo-kortikal agdaki aktiviteyi
etkileyerek DDD olusumuna katkida bulunmaktadirlar.

1.5. Absans Epilepside Iyon Kanallarinin Rolii

Absansdaki DDD’larin olusumu i¢in kortikal piramidal, TK ve RTN hiicrelerinin
varhiginin gerekli oldugunun ortaya konmasiyla caligmalar ozellikle TK ve RTN
hiicrelerinin roliiniin arastirilmasina yol agmigtir. TK hiicreler, RTN veya kortikal odakta
baslayan salinimsal aktivite igin intrinsik yatkinhiga sahiptir. T tipi Ca™ akimi ve
hiperpolarizasyonla aktive edilen siklik nikleotid-kapili katyon (HCN) kanallari tarafindan
uretilen I, akimi, TK hiicrelerdeki salinimlarin aksiyon potansiyellerini birlikte kontrol
etmektedir. HCN kanallari, membran potansiyeli hiperpolarize oldugunda igeri dogru
katyon akimi olusturarak T tipi Ca™ kanallariyla birlikte DDD’larm olusumunda
salinimlarin baglamasinda etkili olmaktadir (Budde ve Pape 2009).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda T tipi Ca'" kanallarmin kortiko-talamo-Kkortikal
sistemde oldukga fazla ekspresyonunun olmasi, bu dongiliniin devamliliginda énemli rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Khosravani ve Zamponi 2006, Cheong ve Shin 2013).
In situ hibridizasyon ¢alismalar1 bu kanallarin Ca(v)3.1, Ca(v)3.2 ve Ca(v)3.3 alt tiplerinin
mRNA ekspresyonlarinin korteksin tiim tabakalarinda ve talamusta yaygin oldugunu
gostermistir (Liu ve dig. 2011, Talley ve dig. 1999). T tipi Ca’ kanallarina spesifik
genlerin ekspresyonunun ve T tipi Ca™ akiminin WAG/Rij sicanlarin talamik
cekirdeklerinde kontrollere gore daha yliksek oldugu bulunmustur (Broicher ve dig. 2007,
2008). GAERS’lerde yapilan bir calismada da Ca(v)3.1, Ca(v)3.2 kanal alt tiplerinin
RTN’da arttign gosterilmis ve T tipi Ca’ akimmin artmasinin talamik ndronlarin
ateslenmesi ve ag salinimlarinin artmasinda rol oynadigi ileri siiriilmiistlr (Tsakiridou ve
dig. 1995). Bu bulgular absans epilepside T tipi Ca’" kanallarinin agir1 aktif oldugunu

acikca gostermektedir. T tipi Ca’™" kanal blokorii etosiiksimid, absans epilepside en cok
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kullanilan ilaglardan biridir. Ayrica T tipi Ca™" kanallar, antiinflamatuvar ilaglar tarafindan
etkilenmektedir. Siklooksijenaz (COX) inhibitéri indometazinin T tipi Ca(v)3.1 kanallarini
bloke ettigi in vitro olarak gosterilmis ve WAG/Rij sicanlarda DDD’lar1 baskiladigi
bildirilmistir (Rimoli ve dig. 2009).

Diger yandan L tipi Ca"™" kanallarinin da DDD olusumunda rol oynadigi ileri
surilmektedir. Fakat T-tipi kanallardan farkli olarak L tipi Ca™ kanal blokorlerinin
DDD’lar artirdid1 gosterilmistir (Zhou vd., 2006). Ilging sekilde, bu kanallari sitokinler de
etkilemektedir. IL-18’min L tipi Ca’" kanallarinin por olusturan alt birim proteinin
expresyonunu azalttigi ve bu voltaj kapili kanaldan asirt Ca'™" girisini engelledigi
gosterilmistir (van Luijtelaar ve dig. 2000).

WAG/Rjj siganlarin kortekslerinde yapilan biyokimyasal analizler, HCN kanallarinin
HCNTI alt birim proteininin diizeyinde kontrollere gore 6nemli Ol¢lide azalma gostermistir
(Strauss ve dig. 2004). WAG/Rij sicanlarda Patch clamp yontemiyle alinan kayitlarda
sicanlarin kortikal piramidal noronlarindaki Iy aktivasyonunun hizli komponentinin
nonepileptik sicanlara gore 4 kat yavasladigi gozlenmistir. Bu neokortikal HCNI
fonksiyonunun kaybi, HCNI alt birim proteininin WAG/R1j siganlarda 6zellikle kortikal
odagin oldugu bolgede kontrollere gdére Onemli Olgiide azalmasindan dolayr kortikal
uyarilabilirligin artmasina katkida bulunmaktadir. Yapilan farkli ¢alismalarda da kortikal
odagin  bulundugu alandaki HCNI1 kanallarinin = yogunlugunun somatodendritik
uyarilabilirligi belirledigi ve bu dendritik HCN1 kanallarindaki azalisin DDD’lar1 artirdigi
gosterilmistir (Strauss ve dig. 2004, Kole ve dig. 2007, Schridde ve dig. 2006, Bazyan ve
dig. 2013).

Yapilan tiim bu ¢ok yonlii ¢aligmalar, iyon kanallarinin DDD olusumundaki roliine

dikkat cekmektedir.

1.6. Absans Epilepside Inflamasyonun Rolii

Son zamanlarda absans nobet-inflamasyon iliskisini aydinlatmaya yonelik ¢aligsmalar
yapilmaya baglanmistir. WAG/Rij siganlarda yapilan bir ¢aligmada, interlokin-1p (IL-1p),
interlokin 6 (IL6) ve tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi sitokinlerin akut olarak
absans epileptik aktiviteyi artirdig1 gosterilmistir. Sistemik ya da icv lipopolisakkarit (LPS)
uygulanmasi1 veya proinflamatuar sitokinlerin sistemik injeksiyonu, DDD’lar
injeksiyondan sonraki saatler ve gunler icinde akut olarak artirmistir. Kortikal immiin

yanitlarin bu sitokinleri aktive ederek lokal noronal uyarilabilirligi artirdigi ve bunun da
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DDD’larin artmasina yol agtigi ileri stiriilmiistiir (Kovacs ve dig. 2006, van Luijtelaar ve
dig. 2012).

Ote yandan absans nobetlerle inflamasyon arasindaki gii¢lii baglanti, WAG/Rij
siganlarla birlikte farkli hayvan modellerinde de ortaya koymustur (Akin ve dig. 2011,
Kovacs ve dig. 2014, Russo ve dig. 2014) Bir grup calismact GAERS’lerde yaptigi
deneylerde IL-1p’nin DDD olusumuna katkis1 oldugunu gostermistir (Akin ve dig. 2011).
Diger taraftan LPS verilmesinin santral sinir sisteminde proinflamatuar sitokinlerle birlikte
siklooksijenaz-2 (COX-2) diizeyinin artisina yol agtigi, bununla birlikte kortiko-talamo-
kortikal agda wuyarilabilirligi artirdigt ve WAG/Rij siganlarda epileptik nobetleri
kotiilestirdigi ileri siiriilmiistiir. Bu dogrultuda yapilan calisma bulgular1 da WAG/Rij
sicanlarda absans epileptik aktivitenin arttigin1 ortaya koymustur (Kovacs ve dig. 2011,
Russo ve dig. 2013, 2014). COX inhibisyonunun (indometazin ve /veya etorikoksib aracili)
WAG/RIj ve GAERS si¢anlarda absans nobetleri azalttigi ve LPS bagimli prokonviilsan
etkileri blokladig1 gosterilmistir (Citraro ve dig. 2015, Kovacs ve dig. 2014, Rimoli ve dig.
2009).

Bu bulgular proinflamatuar sitokinlerin rol oynadigi noéroinflamatuar stireglerin
absans epilepsi patologenezinde dnemli yere sahip oldugunu ve antiinflamatuar tedavilerin

DDD’lar1 baskiladigini agikga ortaya koymaktadir.
1.7. Absans Epilepside Antiepileptik Tedavi

Tipik absans epilepsinin genellikle teshisi ve tedavisi kolay olmakla birlikte tedavide
siirlt sayida ilag kullanilmaktadir. Nobetlerinin birinci sira tedavisinde etostliksimid ve
valproik asit tek basina veya kombine olarak tercih edilmekle birlikte, nGbetlere lamotrijin
ve levetirasetam da iyi cevap vermektedir (Cizelge 1.5). Bununla birlikte epilepsinin diger
tiirlerinde kullanilan beyinde GABAerjik asirimi gii¢lendiren vigabatrin, tiagabin gibi bazi
GABA-mimetik ilaglar ve antikonvulsif etkinlige sahip karbamazepin, fenitoin gibi
antiepileptik ilaglar absans nobetleri koétiilestirmekte ve DDD’lart siddetlendirmektedir
(Coenen ve dig. 1995, Cocito ve Primavera 1998, Knake ve dig. 1999, Depaulis ve van
Luijtelaar 2006, Lerman 1986, Bauer 1996, Genton ve dig. 2001).

1.7.1. Etosuksimid
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Tipik absans nobetlere karst en sik kullanilan ilagtir. Yapilan klinik bir ¢aligmada
etosiiksimidle tedavi edilen hastalarin %70’inde ndbetlerin tamamen kontrol altina alindig
gosterilmistir (Blomquist ve Zetterlund 1985). Daha sonra absans epilepsili hastalarda
yapilan diger klinik caligmalar, etosiiksimidin etkinlik ve yan etki profili agisindan
istiinliigiinii acik¢a ortaya koymustur (Glauser ve dig. 2010, 2013). Etosiiksimid, talamik
hiicrelerde voltaja bagimli T-tipi Ca™ kanallarin1 bloke ederek diisiik voltajla aktive edilen
Ca"" akimmi azaltir (Cizim 1.4) (Coulter ve dig. 1989). Ote yandan ndron membraninin
voltaja bagimli sodyum kanallarin1 bloke etmezler veya GABAerjik etkinligi artirmazlar
(Kayaalp 2012).

Baslica yan etkileri sunlardir:

Gastrointestinal bozukluklar: Bulanti, kusma ve istahsizlik seklinde ortaya ¢ikarlar.
Santral sinir sistemi ile birlikte en sik goriilen yan etkilerdir.

Santral sinir sistemi belirtileri: Daha ¢ok psisik belirtiler seklindedir. Uyusukluk,
letarji, ofori olusturabilir. Parkinson sendromu belirtileri, bas agrisi, fotofobi ve bas
donmesi gibi norolojik bozukluklar da yapabilir. Toksik psikoz olusturabilir.

Alerjik belirtiler: Urtikerden Stevens-Johnson sendromuna kadar degisen derecede
cilt dokintileri, eozinofili, lupus eritematosus, l6kopeni, trombositopeni, pansitopeni ve

aplastik anemi yapabilir. Yaptig1 kemik iligi depresyonu fatal olabilir (Kayaalp 2012).

1.7.2. Sodyum Valproat

Absans nobetlere karst siklikla kullanilir, tek basina etkilidir. Yapilan klinik bir
calismada hastalarin %88-%95’inde nobetlerin baskilandig1 gosterilmistir (Covanis ve dig.
1982). Sodyum valproat, etosiiksimid gibi talamik hiicrelerde T tipi Ca™* akiminda azalma
meydana getirir (Cizim 1.4) (Kelly ve dig. 1990). Né&ronlarda voltaja bagimli Na*
kanallarinin inaktivasyondan tekrar aktif hale gelme siiresini azaltir. Deney hayvanlarinda
GABA transaminaz (GABA-T) enzimini inhibe ederek GABA yikimini azaltir ve
sinapstaki diizeyini yiikseltir. GABA’nin ndronal ve glial uptake’ini inhibe ettigi de
gosterilmistir. Noron membranindaki potasyum kanallarin1 direkt etkisi ile agarak
hiperpolarizasyon yaptigi da gosterilmistir (Brunton ve dig. 2011).

En sik gorilen yan etkileri bulanti, kusma, diyare gibi gastrointestinal
bozukluklardir. Sedasyon ve uyusukluk hali olusturabilir. Trombosit agregasyonunu inhibe

edebildigi i¢in kanama zamanim1i  uzatabilir. Seyrek de olsa ldkopeni,
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pansitopeni,ketoasidoz, hiperamonyemi ve buna bagli ensefalopati ve pankreatit yapabilir.

Ayrica nadiren fatal hepatite yola actig1 da bilinmektedir (Kayaalp 2012).

CaZ+ Ca?_‘+

etosiiksimid : valproat

Y

(:B.?'u ca.-'u

Cizim 1.4. Anti-absans ilagla indiklenen T tipi Ca™" akimimin azalmas1
1.7.3. Lamotrijin

Lamotrijinin hastalarin %50-%56’sinda absans nobetleri kontrol altina aldig: fakat
immUn reaksiyonlara yol agtigi rapor edilmistir (Frank ve dig. 1999). Daha sonraki baska
bir ¢aligma, lamotrijinin etkisi daha ge¢ baslamakla birlikte absans nobetleri baskilamada
sodyum valproatla esdeger oldugunu ileri siirmektedir (Coppola ve dig. 2004). Lamotrijin
noronlarm voltaja bagimli hizli Na* kanallarini inhibe ederek hizli desarj yapan néronlarin
membranini stabilize edip desarjlar1 durdurur (Xie ve dig. 1995).

En sik goriilen yan etkisi cilt dokiintiileridir. Bazen anjiyoddem, Stevens-Johnson
sendromu, toksik epidermal nekroliz gibi ciddi dokiintiilii durumlara yola acgabilir. Ayrica
bas agrisi, bag donmesi, bulanti, kusma, uyuklama, gérme bulanikli§1 ve diplopi goriilen
yan etkilerindendir. Nadiren kemik iligini baskilayabilir, aplastik anemi, trombositopeni,

pansitopeni yapabilir (Kayaalp 2012).
1.7.4. Levetirasetam

Yapilan klinik c¢alismalarda levetirasetamin yeni tant konan hastalarda absans
nobetleri %50 azalttigi gosterilmistir (Verrotti ve dig. 2008). Etki mekanizmasi heniiz

anlagilamamistir. Voltaja bagimli Na* / Ca™ veya GABA/glutamat aracili nérotransmisyon
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tizerine etkisi ile ilgili herhangi bir kanit yoktur. Yalnizca sinaptik vezikiil proteini olan
SV2A’ya baglanarak antiepileptik etki gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Rogawski ve Bazil
2008).

En sik goriilen yan etkileri sedasyon ve bag donmesidir (Brunton ve dig. 2011).
1.7.5. Asetazolamid, Klonazepam, Klobazam

Diger epilepsi tiirlerinde kullanilan antiepileptiklerden asetazolamid, klonazepam ve
klobazam, absans epilepside kullanilan ikinci sira ilaglardir (Hitiris ve Brodie 2005).
Absansdaki etkinlikleri tartismali olmakla birlikte ancak diger tedavilere yardimci ilag
olarak kullanilirlar (Panayiotopoulos 2001).

En cok sedasyon, uyusukluk, bas donmesi, ataksi gibi santral yan etkilere yol agarlar
(Kayaalp 2012).

1.7.6. Zonisamid

Bazi calismacilar tarafindan absans nobetlere etkili oldugu ileri siiriilmekle birlikte
(Wilfong ve Schultz 2005) etkinlik ve tolere edilebilirligini degerlendiren yeterince klinik
calisma yoktur. Sodyum valproat gibi voltaja bagimli T tipi Ca™ akimini azaltir ve voltaja
bagimli Na' kanallarinm inaktivasyon siiresini uzatir. En sik goriilen yan etkileri

uykusuzluk, yorgunluk, ataksi ve anoreksiyadir (Brunton ve dig. 2011).

Cizelge 1.5. Absans Epilepside En ¢ok Kullanilan Ilaglar

Tlac Etkinlik Etki Mekanizmasi Baslica Yan Etkiler
Talamik hucrelerdeki 5
Etosiiksimid Hastalarin %70’inde ) o Bulanti, basagrst,
osuxsimi diistik voltajli T tipi Kluk. aleriik
tamamen kontrol - UyusuKiuK, aleit
5 Ca’" kanallarini bloke | pejirtiler
saglamistir.
eder.
SOdyum Hastalarin %88- VO}j—a_]a bagjmh T tpi BUIantl, kusma,
Valproat 90’inda nobetleri Ca’veNa sedasyon, hepatit
kanallarin1 bloke eder.
baskilamigtir. ) )
Beyindeki GABA
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diizeylerini azaltir.

Hastalarin %50- ' . Cilt dokuintusu,
Lamotrijin ] Voltaja bagimli Na
56’sinda nobetleri uyusukluk, basagrisi,
kanallarin1 bloke eder. )
baskilamistir. bas donmesi
Hastalarin Sinaptik vezikul

Levetirasetam .. ) . o ) Bas dé .
%50’sinde nobetleri | proteini modilasyonu ag donmesi,
sedasyon

azaltmistir. yapar.

1.8. Noral Kok Hucreler (NKH)

Erigkin beyninin kendini yenileme kabiliyetinin varlig1 ilk olarak 1960’larda si¢an
beyninin mitotik aktivitesini gosteren Joseph Altman tarafindan kesfedilmistir (Altman
1962). Bu asamadan sonra norogenez kanaryalarda (Goldman ve Nottebohm 1983),
kemirgenlerde (Reynolds ve Weiss 1992) ve insanlarda da (Eriksson 1998, Sanai, 2004)
ispatlanmistir. Bu buluslar sonrasinda izole edilen kendini yenileme kabiliyeti olan
multipotent hiicreler NKH olarak isimlendirilmistir (Reynolds 1992, Doetsh 1999, Laywell
2000). Noral kok/onciil hiicreler beyin gelisimi esnasinda ve yetiskin memeli beyninde
kendini yenileme kabiliyeti olan ve in vitro’da noéron, astrosit ve oligodentrositlere
farklilasabilen hiicrelerdir (McKay 1997, Gage 2000). Sinir sisteminin dejenere veya
hasarlanmis bolgelerinde yeniden c¢ogalabilme yetenegine sahiptirler. Seri olarak
transplante edilebilir, kendi kendilerini yenileyebilir ve ayni potansiyel ve oOzellikleri
tasiyan yeni hiicreler iiretebilirler. Norogenez beyinde oncelikli olarak subventrikiiler zon
ve subgraniiler zonda meydana gelmektedir (Eriksson 1998, Johansson 1999, Kukekov
1999, Sanai 2004).

Memeli merkezi sinir sisteminde (MSS) yer alan ndron ve ndroglial hiicreler ayni
onciil NKH’lerden koken almaktadir (Ellis 2004, Parker 2005). Bu hiicreler farklilasmamais
hlcreler olarak, sinir sisteminin az bulunan ilksel (primordial) hticreleridir.

NKH’lerin tagimasi gereken 6zellikler su sekilde belirlenmistir:

1- Multipotent hiicreler olmali ve sinir sistemi hiicrelerinden ndron, astrosit ve

oligodendrositlerin biitiin alt tiplerine farklilasabilmelidir,
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2- Sinir sistemi hiicre tiplerine farklilagabilme ve sinir sisteminin hasarlanmig
bolgelerinde yeniden ¢ogalabilme yeteneginde olmalidir,

3- Kendi kendini yenileyebilir olmali, ayn1 potansiyel ve Ozellikleri tasiyan yeni
hiicreler liretebilme yeteneginde olmalidir.

NKH’lerin kendilerini yenileme ve farklilasabilmelerinde kullandiklari hiicre ici
duzenleyiciler; transkripsyon faktorleri, epigenetik kontroller ve kicik RNA
duzenleyicileri ve ek olarak kdk hiicre mikrogevresinden gelen dis sinyallerdir (Shi 2008).
Epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforme edici biiyiime faktorii B (TGF-p), fibroblast
blylme faktoru (FGF) reseptor tirozin kinazlarin hiicre disi ligandlaridir ve NKH’lerin
cogalmalarinda kritik rolleri vardir. EGF reseptOri subventrikiler zon gibi norojenik
bolgelerde ifade olmaktadir (Kornblum 2007).

1992’lerde Reynold, Weiss ve arkadaslar1 eriskin ve embriyonik farelerin merkezi
sinir sistemlerinden, EGF varliginda biiyiik miktarlarda kiireler (sferler) elde etmisler ve
bunlar1 norosfer (ndrokiireler) olarak isimlendirmislerdir. Bu noérokiireler ndron ve
glialardan olugmakta olup, yliksek oranda arafilament proteini nestini ifade eden ve
noroepitelyal hiicrelerle iliskili hiicreler bulundurmaktadir. Biitiin bu nérosferlerin tekli
hiicrelerden olustugu, tekli hiicre siispansiyonlar1 haline getirilen bu sferlerin yeni néron ve
glia igeren yeni norokiireler gelistirebildikleri gosterilmistir. Bu norokiire {ireten hiicrelerin
kok hiicre ozelliklerini tasidiklari, kendini yenileyebilen, multipotent hiicreler olduklar
kanitlanmistir (Kornblum 2007).

Eriskin beyninden kok hiicreleri izole edip biiyiitmek icin Reynolds ve Weiss
norokiire assay olarak bilinen serum yoksun kiiltiir sistemlerini gelistirmiglerdir. Bu
yontemle toplanan hicrelerde primer olarak farklilasmis MSS hiicrelerinin sagkalimi
miimkiin olmayip; ¢cok az sayida EGF uyumlu hiicreler aktif ¢ogalmaya devam ederek
farklilasmamis  hiicrelerden olusan  norokiireleri  olusturmaktadir. Bu  kiireler
ayristirildiklarinda ikincil kiireler yapabilen veya farklilagmaya tesvik edildiklerinde
MSS’nin birincil hiicre tipleri ndron, astrosit ve oligodentrositlere farklilagabilen hiicreler
elde edilebilmektedir. EGF, FGF veya her iki mitojen birlikte kullanilarak farklilagsmamais
MSS onculleri elde edilebilmektedir (Gritti 1995 1996 1999, Reynolds and Weiss 1996).

Noral kok/progenitor hiicreler beyin hasarlarinin tamirinde o6ncelikli olarak
kullanilan  alternatif ~ hiicre = kaynaklaridir, bu  Ozelliklerine ek  olarak
imminbaskilayici(Einsteinet ve dig. 2007), immiinduzenleyici ve ndroprotektif etkileri de
gosterilmistir. Kesin olarak bilinen o ki; beyin hasarlar1 sonrasi hiicresel (eritrosit, 16kosit

ve makrofajlar) ve c¢Ozunebilir (trombin, plazmin vb. plazma proteinleri) inflamatuar
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bilesenler kan yoluyla beyine girebilmekte ve sitotoksik sitokinlerle kemokinler buna
aracilik etmektedirler (Hartl ve dig. 1996, Matsuoet ve dig. 1994, Power ve dig. 2003).
Sistemik olarak (intravendz ve intratekal) enjekte edilen NKH’lerin MSS nérolojik
hastaliklarinda noéroprotektif ve anti-inlamatuar etkileri farelerde gosterilmistir (Ben-Hur
ve dig. 2003, Pluchinoet ve dig. 2003, 2005). Hasarli ve kayip hiicrelerin yerine yeni
hicrelerin eklenerek mikrogevreye uyumlu olarak hiicrelerin farklilasmasina yonelik
calismalar da yapilmaktadir. Noral progenitor hucrelerin sistemik veya intraparenkimal
verilmesiyle iskemik hasarli bolgeye go¢ ettigi ve mikrogevredeki bircok hiicre tipiyle
iliskide oldugu saptanmistir. intraserebral hasar olusturulmus farelerde NKH’lerin santral
sinir sistemi dokusunu uyardigi tespit edilmistir (Joeang 2003). Benzer olarak akut orta
beyin arter tikanikligiyla olusturulan inme modelinde NKH’ler ile hasar tamirinin
gergeklestigi gosterilmistir (Chu 2004). Ek olarak NKH’lerin inflamasyon hiicreleriyle
iletisim halinde oldugu ve inflamasyon hasarina karsi beyini korudugu rapor edilmistir
(Martino 2006, Pluchino 2005).

Kok hiicrelerin hasarli bolgeye cesitli kemotaktik faktorlerle gog ettigi bilinmektedir.
Bakteriyal kollajenaz indiklii intraserebral hasar sonrast NKH enjeksiyonunun hasarli
alanda anti-apoptotik ve anti-inflamatuar etkiyi tetikledigi gosterilmistir. Paralel olarak
ayni aragtirmacilar NKH enjeksiyonu sonrasi proinflamatuar sitokinlerden TNF-alfa ve 1L-
6’nin hem beyinde hemde sekonder lenfoid organlarda azaldigini saptamislardir (Lee
2007).

Tiim bu 6zelliklerinden dolayr NKH transplantasyonu Parkinson (Newman ve Bakay
2008), Huntington (Clelland ve dig. 2008, Lee ve dig. 2005) ve fokal epilepsiler (Raedt ve
dig. 2007) gibi beyin, doku/hiicre kayb1 veya hasar1 olan norolojik hastaliklarin tedavisinde

alternatif bir tedavi yontemi olarak gorilmektedir.

1.8.1. Farkh Epilepsi Tiirlerinde Deneysel NKH Tedavi Yaklasimlar:

Epilepsinin farkli tiirlerinde NKH transplantasyonu ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir.
Bir grup calismaci, genetik olarak tasarlanmis GABA iireten hiicreleri, sicanlara amigdala
kindling uyarisindan hemen once bilateral olarak santral piriform kortekse vermistir.
Kindling uyguladiktan sonra gézlenen nobet esiginin kontrol sicanlara gére anlamli olarak
arttigin1 ortaya koymuslardir (Gernert ve dig. 2002). Bagka bir ¢caligmada farelerden elde
edilen embriyonik medyal gangliyonik eminensden (MGE)koken alan farklilagsmamis

prekiirsor hiicreler kullanilmistir. Bu hiicreler Kv1.1 epileptik mutant farelere bilateral
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transplantasyonla kortekse nakledilmistir. Kortekste olgun GABAerjik interndronlara
farklilastigr gosterilmistir. Calismada korteksteki piramidal hiicrelerin inhibitor post
sinaptik akimlar1 analiz edilerek, bu hiicrelerde GABA aracili inhibisyonun arttigi ve
spontan elektrografik ndbetlerin siire ve frekanslarinin azaldigi gosterilmistir (Baraban ve
dig. 2009). Farkli bir grup arastirmaci siganlarda i.p. kainik asit injeksiyonuyla status
epileptikus olusturduktan sonra fetal lateral gangliyonik eminensten elde edilen
farklilasmamis prekiirsér hiicreleri hipokampiise transplante etmistir. Hiicrelerin
GABAerjik interndronlara farklilagabildigini ve spontan rekiirren motor ndbetlerin
frekanslarinin azaldigini ortaya koymuslardir (Hattiangandy ve dig. 2008). Ayni1 ekip yine
sicanlarda i.p. kainik asit injeksiyonuyla status epileptikus olusturduktan sonra fetal
MGE’den elde edilen farklilasmamis kok hiicreleri yine hipokampiise transplante etmis ve
in vitro olarak hucrelerin olgun noéronlara, oligodendrositlere, astrositlere ve GABA
saliveren interndronlara farklilasabildigini gostermislerdir. Transplantasyondan 3 ay sonra,
spontan rekiirren motor nobetlerin siklik ve siiresinde azalma oldugunu ortaya
koymuslardir (Waldau ve dig. 2010). NKH’lerin embriyonik MGE’den elde edilen
GABAerjik interndronlara farklilagabilme yetenegine sahip olmasi, onlar1 epilepside hiicre

nakli i¢in ideal bir donor haline getirmistir.

1.9. Absans Epilepside Kardiyovaskiiler Degisiklikler

Epilepsili hastalarda ndobetlerin  kardiyak hiz  ve ritmi otonomik ndronal
disfonksiyona yol acarak etkiledikleri ve tekrarlayan nobetlerin kardiyak fonksiyonda
biiyiik zararlar meydana getirerek ciddi klinik sonuglar dogurdugu bilinmektedir. Ozellikle
epilepside ani, beklenmeyen 6liimiin olas1 sebeplerinden birinin kardiyak aritmiler oldugu
ileri siirtilmesi kardiyovaskiiler fonksiyonlarin arastirilmasina sebep olmustur (Jay ve
Leestma 1981). Birgok epilepsi tiiriinde kardiyovaskiiler fonksiyonlarla ilgili ¢alismalar
yapilmakla birlikte bugiine kadar absans epilepsili insan ve hayvan modellerinde
kardiyovaskiiler fonksiyonlarin aragtirilmasina yonelik yapilan ¢aligmalar sinirli sayidadir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar daha ¢ok GABAerjik nérotransmisyonun santral
kardiyovaskiiler regiilasyon tizerindeki roliine odaklanmistir. WAG/Rij ve GAERS’lerde
yapilan c¢aligmalar Ozellikle amigdala ve hipotalamustaki GABAerjik inhibisyonun
ortalama arteriyel kan basinci (OAB) ve kalp hizi (KH) regulasyonunda onemli rol
oynadigini ortaya koymustur (Karson ve dig. 1999, Aker ve Onat 2002, Yananli ve dig.
2008). Son vyapilan bir c¢alismada ise GAERS’lerde kontrollere gore kardiyak
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elektrofizyolojinin degistigi, kalp hizinin distiigii gosterilmis ve bu degisikliklerin
kardiyak HCN kanal ekspresyonlarinda azalmaya bagli oldugunu ileri siiriilmiistiir (Powell
ve dig. 2014). Bu caligmalarla birlikte yeni yapilacak c¢alismalarla absans epilepside
kardiyovaskiiler degisikliklerin irdelenmesi ve altta yatan mekanizmalarin aydinlatilmasina

ihtiya¢ vardir.
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2. AMAC

2002 yilinda Meeren ve arkadaglarinin (Meeren ve dig. 2002) DDD’lar1 tetikleyen ve
baslamasina sebep olan beyin bdlgesinin S1po’nde bulunan hiicre toplulugu oldugunu ileri
slirmesi ve sonrasinda bu desarjlardan genel olarak kortiko-talamo-kortikal dongunin
sorumlu oldugunun kabul edilmesi (Meeren ve dig. 2005), absans ndbetlerin altinda yatan
mekanizmalar ve bunlara yonelik tedavilerin arastirilmasinda hedef bolgenin segimi
noktasinda doniim noktast olmustur. Diger taraftan bu bulgular norokimyasal agidan
GABAerjik sistemin Onemine dikkat c¢ekmistir. GABAerjik agonistlerin  lokal
uygulanmalart halinde uygulandiklar1 boélgeye gore DDD’lart azalttigi GAERS’lerde
ortaya konmustur (Bernasconi ve dig. 1992, Liu ve dig. 1991). Diger yandan WAG/Rjj
siganlarin frontoparyetal kortekslerinde yapilan in vitro ¢alismalardaabsans epilepside
korteksin asir1 uyarilabilirliginin GABAerjik inhibisyonun etkinliginin azalmasina bagh
olabilecegi gosterilmistir (Luhmann ve dig. 1995). Bu c¢alismalar GABA’nin kortekste
DDD’lar1 baskilayict role sahip oldugunu agik¢a ortaya koymustur.

Bu dogrultuda yapilan ¢alismalarda WAG/Rij ve non-epileptik kontrol si¢anlarda
yapilan bir ¢alismada parvalbumin (sinir sisteminde GABAerjik interndronlarda bulunan
spesifik protein) pozitif ndronlarin sayisinin  WAG/Rij sicanlarin somatosensoryel
kortekslerinde kontrollere gore 2 kat daha az oldugu bulunmustur (Liu ve dig. 2007). Bir
diger grup, WAG/Rij siganlarin somatosensoryel korteksindeki GABAg reseptor altbirim
ekspresyonu ve lokalizasyonunun, ayni yastaki non-epileptik kontrol siganlara gore
azaldigini ortaya koymustur (Merlo ve dig. 2007).

Yapilan tiim bu farmakolojik ve norokimyasal c¢alismalar; absans epilepside
kortekste (6zellikle S1po) GABAerjik noronlarin sayr ve aktivitelerinin azaldigini,
GABAerjik inhibisyonun yetersizliginin DDD olusumundaki roliinii agik¢a ortaya
koymaktadir, fakat S1po’deki degisiklikler bununla sinirli degildir. Bir grup arastirmaci,
WAG/Rij siganlar ve non-epileptik kontrol sicanlarda noron ve glial hiicrelerin
somatosensoryel ve singular kortikal bolgelerdeki dansitesini Olgmislerdir. WAG/Rjj
siganlarin bu bolgelerde daha az sayida glial hiicre ve glia-ndron indeksine ve motor
kortekste daha az sayida norona sahip olduklar1 gosterilmistir (Sitnikova ve dig. 2011).
Somatosensoryel korteksin derin tabakalarinin DDD’larin tetiklenmesinde anahtar role
sahip olduklar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda, glia-néron etkilesimlerinin bu bolgede
bozulmasinin, primer epileptik fokusdaki patolojik silireglerin  altinda  yatan

mekanizmalardan biri oldugu da diisiiniilebilir.
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Kortikal odak teorisini destekleyen tiim bu g¢aligmalar, absans epilepsinin primer
jeneralize bir epilepsi oldugu seklindeki goriisiin sorgulanmasina yol agmis ve Slpo’e
disiik frekanshi elektriksel uyar1 gibi bolgesel uygulamalarin  yeraldigi tedavi
yaklagimlarimin oniinii agmistir (Sadighi ve dig. 2013). Diger bir yaklasim ise NKH
tedavisidir. NKH transplantasyonu Parkinson (Newman ve Bakay 2008), Huntington
(Clelland ve dig. 2008, Lee ve dig. 2005) ve fokal epilepsiler (Raedt ve dig. 2007) gibi
beyin, doku/hiicre kayb1 veya hasar1 olan norolojik hastaliklarin tedavisinde alternatif bir
tedavi yontemi olarak gorilmektedir. Embriyonik MGE’den elde edilen NKH’lerin,
GABAerjik internéronlara farklilagabilme yetenegine sahip olmasi (Waldau ve dig. 2010)
onlar1 epilepside hiicre nakli icin ideal bir dondr haline getirmistir. Ozellikle absans
epilepside meydana gelen nobetlerin GABAerjik interndron sayilarinin azalmasi ve
fonksiyonel inhibisyon kaybi ile baglantili olmasi, ndobetlerin GABA saliveren veya
GABAerjik norona farklilagabilen hiicre nakli ile engellenmesi fikrine dikkat ¢gekmistir.

Diger yandan NKH’lerin inflamasyon hiicreleriyle iletisim halinde oldugu ve
inflamasyon hasarina karsi beyni korudugu bildirilmistir (Martino ve Pluchino, 2006;
Pluchino ve dig. 2005). Absans nobetlerle inflamasyon arasindaki giiclii baglantinin g¢esitli
hayvan modellerinde ortaya konmasi (Akin ve dig. 2011, Kovacs ve dig. 2014, Russo ve
dig. 2014) ile NKH’lerin antiinflamatuar etkileri gz Oniine alindiginda terapdtik
potansiyele sahip olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Daha 6nce yapilan calismalarda T tipi Ca'" kanallarmin kortiko-talamo-Kkortikal
sistemde oldukga fazla ekspresyonunun olmasi, bu dongiliniin devamliliginda énemli rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Khosravani ve Zamponi, 2006; Cheong ve Shin,
2013). Diger taraftan antiinflamatuar tedavinin bu iyon kanallarini etkileyebilecegi ve
WAG/Rij’larda DDD’lar1 baskiladigi bildirilmistir (Rimoli ve dig. 2009). IL-18 ve TNF- a
gibi proinflamatuar sitokinlerin beyinde glial hiicreler tarafindan sentezlenmesi ve
sitokinlerle, klasik ndrotransmitterlerin arasinda fonksiyonel etkilesim oldugunun
gozlenmesi (Kovacs ve dig. 2006) kortikal genetik immiin cevabin lokal ndronal
eksitabiliteyi, LPS, IL-1R ve TNF-a aracilifiyla artirabilecegi ve bunun DDD olusumunda
ve absans nobetlerin tetiklenmesinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
proinflamatuar sitokinlerin eNOS ekspresyonunu azaltarak endotelyal disfonksiyona ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden oldugu bilinmektedir (Zhang ve dig. 2009).

Bugine kadar genetik absans epilepsili ' WAG/RIij siganlarda farmakolojik,
elektrofizyolojik, norokimyasal calismalar ve davranis calismalar1 iizerinde

yogunlagilmistir. Fakat absans epilepsi ile kardiyovaskiiler sistem arasindaki iliski
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yeterince aragtirilmamistir. Ayrica absans epilepsi tedavisinde kullanilan etosiiksimidin

bircok sistem Uzerindeki etkisi iyi bilinmekle birlikte kardiyovaskiler sistem (zerindeki

etkisi ile ilgili yeterli sayida ¢alisma yapilmamaistir.

Yukaridaki bilgiler 1s181inda, NKH’lerin WAG/Rij epilepsili hayvanlarda epileptik
odak olarak tespit edilmis olan S1po’ne uygulamalarinin, bu hiicrelerin GABAerjik ve glial
farklilagma potansiyelleri ve antiinflamatuar etkileri dikkate alinarak absans ndbet
gelisimini engelleyebilecegi ongoriilebilir. Genetik absans epilepsili WAG/Rij sigcanlara
NKH transplantasyonu daha 6nce yapilmamistir. NKH tedavisinin klasik antiepileptik
tedaviden {istlin olabilecegi birka¢ 6nemli noktanin {izerinde durmak gerekir. Bunlardan
ilki bilinen antiepileptik tedavilerin epileptik ndbetleri baskilarken epileptogeneze etkili
olmamalaridir. NKH hiicresel farklilasma yoluyla kalic1 bir etki potansiyeli tasimaktadir.
Bir diger 6nemli nokta klasik antiepileptiklerin yol agabilecegi sistemik yan etkilerin
bolgesel etkinlige sahip NKH tedavisi ile ortaya ¢ikmayacaginin 6ngoriilmesidir.

Sistemik antiepileptiklerin ¢ogu iyon kanallari lizerine etkilidir. Yapilan ¢aligmalar
iyon kanallari, inflamasyon ve noronal hipereksitabilite arasinda karmasik iliskiyi
gostermektedir. Iyon kanallarinin santral sinir sistemine ek olarak kardiyovaskiler ve
immiin sistem fonksiyonlarindaki rolii de disiiniildiigiinde bu ilaclarin kognitif,
emosyonel, kardiyovaskuler ve inflamatuar yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi olasidir. Buna
karsin antiepileptik ilag ¢alismalarinda bu etkiler yeterince dikkate alinmamuistir.

Bugiine dek yapilan ¢alismalarin tiimii gézoniine alindiginda, bu ¢alismada genetik
absans epilepsili WAG/Rij siganlarda fetal NKH tedavisi ve kronik etosiiksimid tedavisinin
absans epilepsideki etkililigi ve her iki tedavi seklinin epileptogenez siireci ve
gozlenebilecek olas1 kardiyovaskiiler degisiklikler tizerindeki etkilerinin arastirilmasi
amagclanmustir.

Bu amacla:

1-  NKH’lerin in vitro ortamda astrosit, oligodendrosit, néron ve GABAerjik noronlara
farklilagabilme durumlar1 immiinfloresan yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.

2-  Genetik absans epilepsili WAG/Rij ve Wistar sicanlara NKH transplantasyonu
yapilmis ve GABAerjik asirimin hiicre transplantasyonu ile guclendirilmesinin
saglanmasimin DDD olusumu ve absans nobet iizerine etkisi EEG kayitlar1 alinarak
incelenmistir.

3-  Genetik absans epilepsili WAG/Rij ve Wistar siganlara T tipi Ca™" kanali blokeri
etosuksimid tedavisi kronik olarak uygulanmig, DDD olusumu ve absans ndbet

uzerine etkisi EEG kayitlar1 alinarak incelenmistir.
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Her iki tedavi seklinin absans ndbet olusumu iizerine etkileri karsilagtirilarak
degerlendirilmistir.

Genetik absans epilepsili WAG/Rij ve Wistar sicanlarda OAB ve KH saptamak
amaciyla bazal degerler ol¢iilmiis ve her iki tedavi seklinin OAB ve KH iizerine
etkisi degerlendirilmistir.

Genetik absans epilepsili WAG/Rij ve Wistar si¢anlarda izole organ banyosu
yontemi kullanilarak vaskiiler diiz kas reaktivitesi degisiklikleri incelenmis her iki

tedavi seklinin bu degisiklikler lizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
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3. YONTEM

3.1. Gruplarin Belirlenmesi

Calismada Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Birimi’nden
(DETAB) temin edilen 2 aylik, 100-150 gr agirliginda toplam 160 adet olmak iizere; 80
adet Wistar Albino 1rk1 erkek sican, 80 adet genetik absans epilepsili WAG/Rij 1rki erkek
sigan kullanilmistir. 12 saatlik karanlik aydinlik dongiisiinde tutulan siganlara tiim deneyler
boyunca hicbir sekilde su ve yem kisitlamasi yapilmamistir. Calismada kullanilacak
hayvanlar her ana grupta 20 hayvan olacak sekilde Cizelge 3.1°deki gibi 8 deney grubuna
ayrilmstir.

Bu ¢alisma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu’nun KOU
HADYEK 3/7-2014 numarali onayr ile yapilmistir. Ayrica TUBITAK (Proje Nu:
114S481) tarafindan desteklenmistir.
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Cizelge 3.1. Deney ve Kontrol Gruplarinin Diizenlenmesi

Grup No

Grup Ad1

Uygulanan Tedavi

Grup 1l

Wistar Kontrol Grubu

Bu hayvanlara 3 ay boyunca yalnizca yem ve
igcme suyu verilmistir. Herhangi bir tedavi

almamiglardir.

Grup 2

Wistar Etostiksimid Grubu

Bu hayvanlara 3 ay boyunca icme suyuna
katilacak sekilde etosiiksimid (300 mg/kg/giin)

verilmistir.

Grup 3

Wistar NKH Grubu

Bu hayvanlara 2 aylikken S1po bdlgesine
intrakortikal NKH transplantasyonu

yapilmstir.

Grup 4

Wistar Sham Grubu

Bu hayvanlar Wistar NKH grubunun sham

grubudur. Herhangi bir tedavi almamisglardir.

Grup 5

WAG/Rij Kontrol Grubu

Bu hayvanlara 3 ay boyunca yalnizca yem ve
igme suyu verilmistir. Herhangi bir tedavi

almamuslardir.

Grup 6

WAG/RIij Etosuiksimid Grubu

Bu hayvanlara 3 ay boyunca icme suyuna
katilacak sekilde etosiiksimid (300 mg/kg/giin)

verilmistir.

Grup 7

WAG/Rij NKH Grubu

Bu hayvanlara 2 aylikken S1po bdlgesine
intrakortikal NKH transplantasyonu

yapilmstir.

Grup 8

WAG/Rij Sham Grubu

Bu hayvanlar WAG/Rij NKH grubunun sham

grubudur. Herhangi bir tedavi almamiglardir.
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3.2. Fetal Medial Gangliyonik Eminens (MGE) Kaynakh NKH’lerin izolasyonu ve

Isaretlenmesi

3.2.1. Fetal MGE Kaynakh NKH izolasyonu

Derin anestezi verilen gestasyonun 17. guniinde (E17) olan Wistar Albino gebe
siganlarin uteruslarindan sezeryan kesitleriyle fetusler %2 glikozlu phosphate buffered
saline (PBS) igerisinde laboratuvara getirilmistir (Cizim 3.1). Oncesinde gestasyonun 14,
17 ve 18. glinlerinde alinan ornekler degerlendirilerek en uygun giiniin 17. giin oldugu
saptanmigtir. Herbir fetiisiin beyni ¢ikarilarak mikroskop altinda iki serebral hemisfer
ayrilarak, herbir hemisferin primitif serebral korteksinin dis duvarindan dikkatlice kesiler
alimip MGE’in lokalize oldugu bilinen bazal Onbeyin c¢ikarilmistir. Doku pargalari
Dulbecco’s modified Eagle Medium-F12 (DMEM-F12) besiyeri icinde bisturi ve pastor
pipeti ile cogalma besiyeri eklenerek mekanik olarak parcalanmis, E17 MGE dokular tekli
hiicre stispansiyonu haline getirilmistir. Hiicre canlilifi trypan blue boyasi ile test
edilmistir. Hiicreler; B27 eklentisi (invitrogen Grand Island, USA), glutamax (Invitrogen,
Grand Island, USA), fibroblast blyime faktori (FGF), epidermal biylme faktori (EGF),
%1 pen/strep (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA) ve noral ¢ogalma eklentileri ile iceren
DMEM-F12 ¢ogalma besiyeriyle (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA) siispansiyon
kilture uygun kultr kaplarina, uygun yogunlukta ekilmislerdir.

NKH ¢ogalma besiyerine5-bromo2'-deoksilridin (BrdU) analogu, kloro deoksilridin
(CldU; 10 ng/ml) eklenerek 5 giin 37 C° ve %5C02’ li inkiibatorde kiiltire edilerek yeni

olusan hiicrelerin CldU ile isaretlenmesi saglanmistir (Cizim 3.2).
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Cizim 3.1. NKH izolasyon asamasinda mikroskop altinda g¢ikarilan embriyolarin
goruntaleri

' T Mekanik Parcalama &
h ! Hiicre Siispansiyonun Hazirlanmas
MGE’lerin E 17

beyinlerden MGE-NKH’lerin EGF & FGF ile
diseksiyonu mt : cogaltilmas: &
C1dU ile in vitro isaretlenmesi

Nirosferlerin hiicre .- ‘.{GE—NI{H’Ierin Nl'.'irnn., G.-i:B.-lerjik m'.iron,
siispansivonuna l! lr =g in vitro farkhlastirma astrosit, oligodendrositlere
parcalanmasi & farkhlasmanmn saptanmasi
karakterizasyon
‘ analizleri

¢

MGE-NEKH'lerin
bilateral
intrakortikal
transplantasyonu

Cizim 3.2. NKH siireglerinde temel asamalar (Waldau ve dig. 2010’dan modifiye
edilmistir).
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3.2.2. NKH Norosfer Pasajlama islemi

Ik kiiltiirde (PO) 7. giinde norokiireler istenilen 100 um’lik boyuta ulastiktan sonra
besiyeriyle birlikte santrifiij tiiplerine alinmistir. 1000 rpm’de 2 dk santrifiij sonrasi
stipernatant uzaklastirilip ve 1 ml accutase enzimi ile hiicreler tekli hiicre siispansiyonu
haline getirilmis ve ¢ogalma besiyeriyle 2x10* hiicre/ml olacak sekilde yeni kiiltiir
kaplarina ¢ogalma besiyeri ile ekilerek alt kiiltiirleme yapilmistir. Her alt kiiltiirleme islemi
ekim sonras1 7-10. ginlerde, noérosferler yaklasik 100 mikrometrelik yeterli biiyiiklige

ulastiklarinda canliliklarinin devamini saglamak ve ¢ogaltmak icin tekrarlanmistir (Cizim
3.3).

Cizim 3. 3. NKH norokdre zit-faz mikroskop goruntileri
A-C; Pasaj 0 (PO) 6.glin D; PO 7.giin farklilasmaya alinmadan kiiltiir tabanina yapisip
farklilasan sfer goriintiisii. 20x biiylitme

3.2.3. NKH Norokiire Dondurma islemi

Deney asamasinda o an i¢in kullanilamayacak veya fazla olan norosferler besiyerleri

ile nazikce 50 ml’lik falkon tiiplerine alinip 90 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan
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kisim nazikg¢e uzaklastirilmis ve 900 pl taze besiyeri yavasca hiicrelere eklenerek
dondurma tiiplerine alinan hiicrelerin ilizerine yavasca 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO)
eklenmistir. Izopropanol igeren dondurma kaplarina alinarak -80°C buzdolabina
kaldirilmistir. Boylece kademeli olarak donan hiicreler 24 saat sonra -196 OC azot tanki

igerisine alinip saklanmuistir.

3.3. NKH in vitro Farklilasma/Karakterizasyon Calismalari
3.3.1. NKH’lerin in vitro Farkhlastirilmasi

Hicrelerin  noron, astrosit ve oligodentrosit ve GABAerjik noronlara
farklilasabildiklerinin gdosterilip karakterize edilebilmesi i¢in farklilasma asamalarinda
hiicrelerin ¢ogalacagi kiiltiir kaplarin yiizeyi destekleyici proteinlerle kaplanmistir.
Norokiireler farklilasmaya alinmadan once; birinci asamada 6 gozli kiiltlir kaplarina,
etanol ile temizlenmis ve UV 1s1k altinda 20 dk steril edilmis lameller yerlestirilmistir.
Herbir kuyunun {izeri kaplanacak sekilde yaklasik 2 ml steril su ile sulandirilmis poly-L-
ornithine (20pg/ml) (sigma) ile 1 saat 37 °C inkiibatorde bekletilmis sonrasinda poly-L-
ornithine uzaklastirilmis ve kiiltiir kaplar1 steril su ile yikanmustir. Ikinci asamada
lizerilerine yine steril su ile sulandirilan laminin (10pg/ml) eklenip, 2 saat 37 °C
inkubatdrde bekletilmistir. Bekleme islemi sonrasi laminin de uzaklastirilarak PBS ile
kuyular yikanmisg ve kiiltiir kaplar1 ve lameller ekime hazir hale getirilmistir.

NKH’ler, 1000 hiicre/ml yogunlukta olacak sekilde laminin ve poly-L-ornithine kapli
lameller iceren kultir kaplarina NKH farklilagsma besiyeri ile ekilmistir. Besiyerinde yeterli
konsantrasyondayken NKH’lerin farklilasmadan norokiire olarak kalmasini saglayan FGF
ve heparin besiyerinden ¢ekilmistir. DMEM-F12 bazal besiyeri (Gibco Invitrogen, Grand
Island, USA), N2 eklentisi (invitrogen Grand Island, USA), B27 eklentisi (invitrogen
Grand Island, USA), glutamax (Invitrogen, Grand Island, USA), %1 pen/strep (Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA) ve retinoik asid (Sigma, Saint Louis, USA) eklenerek
farklilastirma besiyeri hazirlanmistir. Hiicreler farklilagtirma besiyeriyle kiiltiire edilmistir.
2-3 giinde bir kiltir ortamindaki besiyeri tazelenmistir. Norojenik farklilasmaya
yonlendirilen hiicrelerin kiiltiiriin 7. giinii zit-faz mikroskopta farklilastiklar1 saptandiktan
sonra hucreler oncelikle PBS ile iki defa yikanmis, yikama islemlerini takiben hiicreler
metanol ile 10 dk -20°C’de fikse edilmistir.

3.3.2. NKH’lerin in vitro Karakterizasyonu
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Hiicrelerin karakterize edilmesi i¢in uygun antikorlar kullanilarak immiinfloresan
boyamalar gerceklestirilmistir. Antikor boyamalari ikili immunfloresan boyamalar olarak
yapilmistir. Lameller farklilasmis noéronlarin boyanmasi i¢in noronal niikleer antijen
(NeuN) antikoru, oligodentrositlerin boyanmasi igin noroglia-2 (NG2), astrositlerin
boyanmasi igin glial fibriler asidik protein (GFAP) antikorlariyla, GABAerjik néronlar igin
GABARI antikoruyla boyanirken, herbir antikora ek olarak CIdU ile isaretlenmis
hiicrelerin saptanmasi i¢in ikincil boyamalar1 BrdU antikoruyla gerceklestirilmistir.

Tip | kollajen kapli lameller kiiltiir besiyeri uzaklastirilarak soguk PBS ile 3 kere
yikanip, -20°C’de 10 dakika siiresince metanol ile fiksasyon islemi yapilmustir. Hiicreler
PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarin 6zgiin olmayan yerlere baglanmasini
onlemek amaciyla %1,5 normal blok serum igeren PBS’de 30 dakika siireyle inkiibe edilip,
uygun diliisyon oranlarinda primer antikorlar eklenmistir. Bu islemden sonra 4°C’de 1 gece
ve oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edilerek PBS ile 3 kez yikandiktan sonra uygun
floresan isaretli sekonder antikorlarla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda  Orneklerin  kurumasi  beklenip4’,6-diamino-2-fenil indol (DAPI) ile
kapatilmistir. Aym1 yontem negatif kontroller i¢in de uygulanmis fakat primer antikor

yerine PBS kullanilmistir. Boyanmig 6rnekler, floresan mikroskop altinda incelenmistir.

3.4. Gruplara Belirlenen Tedavilerin Verilmesi

3.4.1. Wistar ve WAG/Rij Kontrol Gruplan

Bu gruplardaki hayvanlara 3 ay siiresince yem ile birlikte yalnizca igme suyu

verilmis ve bagka hig¢bir tedavi almamislardir.

3.4.2.Wistar ve WAG/Rij Etosiiksimid Gruplar

Bu gruplardaki hayvanlar 3 ay siresince kronik etosiiksimid (Sigma) tedavisi
almiglardir. Bir grup calismaci daha once Wistar Albino ve WAG/Rij sicanlara
etosiiksimidi 300 mg/kg/giin dozunda ve i¢gme suyuna katarak vermistir (Blumenfeld ve
dig. 2008). Bu arastirmacilar, etosiiksimid dozunu siganlara farkli dozlar vererek yaptiklari
pilot ¢alismalarla belirlemislerdir. Buna gore en iyi tolere edilen ve yan etki ortaya
cikarmayan dozu 300 mg/kg/giin olarak saptamislardir. Sonrasinda yapilan diger
calismalarda da ayni sekilde etosiiksimid uygulanmistir (Sarkisova ve dig. 2010, van

Luijtelaar ve dig. 2013). Bu ¢alismada da yukarida sayilan ¢alismalara paralel olarak énce
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pilot calisma yapilarak laboratuvarimizda sicanlarin giinliik ortalama su tiiketim hacimleri
belirlenmistir (Wistar sicanlarda 25 ml/giin, WAG/Rij siganlarda 20 ml/giin). Siganlarin
agirliklar her hafta basinda diizenli olarak tartilip herbir gruba ait haftalik ortalama agirlik
belirlenmistir. Sicanlar her kafese 2’serli olacak sekilde yerlestirilmislerdir. Boylece
giinliik doz 300 mg/kg olacak sekilde ortalama agirlik ve giinliik su tiiketim hacmi goz
onunde bulundurularak verilecek etostiksimid miktart hesaplanmistir. Bdylece Wistar ve
WAG/Rij Etosiliksimid gruplarina 3 ay siire boyunca kronik etosiiksimid tedavisi (300
mg/kg/glin, igme suyuna katarak) uygulanmistir. Hayvanlarin igme suyu siseleri her giin

degistirilmisgtir.

3.4.3. Wistar ve WAG/Rij NKH Gruplari

Hayvanlar ketamin / ksilazin (90 mg/kg / 12 mg/kg, ip) anestezisi altinda
stereotaksik c¢erceveye yerlestirilerek, kulaklar1 ve dislerinden sabitlestirilmistir. Kafa
derisi insizyonundan sonra lambda ve bregma ortaya c¢ikarilmistir. Hayvanlarin
beyinlerinde NKH transferinin yapilacagi Slpo bolgesinde Paxinos ve Watson’un sigan
beyin atlasina uygun olarak her iki hemisferde 2 farkli noktaya bilateral kaniil
(koordinatlar: AP -1,4 mm, L £ 47 mm, V -2 mm; AP -2.1 mm, L+ 4,7 mm, V -2 mm)
yerlestirilmistir ve her bir noktaya 1 ul kiiltiir besiyerinde yaklagik 100000 isaretli hiicre
0.5 pl/ dk hizla Hamilton enjektorii yardimiyla transplante edilmistir (Cizim 3.4). Herbir
enjeksiyondan sonra kaniil beyinden ¢ikarilmadan once infiizyonun gergeklesebilmesi igin
6-8 dk beklenmistir. Hiicreler enjekte edilirken farklilastirma besiyeri ile verilmistir.
Verilen hiicreler noron, oligodendroist, glia ya da GABAerjik norona heniiz farklilagmamis

NKH’lerdir.
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Cizim 3.4. NKH transferi i¢in uygun koordinatlarin belirlenmesi (A) ve yerlestirilen kaniil

yardimiyla kok hiicre transferinin gergeklestirilmesi (B)

3.4.4. Wistar ve WAG/Rij Sham Gruplan

Cerrahi islemin etkisini degerlendirmek i¢in olusturulan sham gruplarina 3.4.3.’te
belirtilen NKH gruplarinda uygulanan islemlerin tiimii aym sekilde NKH icermeyen

besiyeri verilerek uygulanmistir.

3.5. Postoperatif Bakim

Deney hayvanlarina postoperatif donemde analjezik tedavi verilmistir. Analjezik
amacli 0.05-0.1 mg/kg buprenorfin intraperitoneal yolla giinde 3 kez uygulanmistir. Deney
hayvanlarina postoperatif dénemde 3 ay boyunca Kocaeli Universitesi Deneysel Tip

Arastirma ve Uygulama Birimi’nde (KOU DETAB) bakilmustir.
3.6. Tiim Gruplardaki Hayvanlarin EEG Aktivitesi Kayitlarinin Alinmasi

Hayvanlarin 3 aylik tedavi siliresinden sonra tiim deney gruplarindaki 5 aylik

hayvanlara ketamin (90 mg/kg-ip) ve ksilazin (12 mg/kg-ip) anestezisi altinda, stereotaksi
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yardimiyla koordinatlar1 Paxinos ve Watson atlasina uygun olarak kayit elektrotlar:
yerlestirilmistir (Cizim 3.5A). EEG kayd1 i¢in tripolar elektrot koordinatlari, AP +2.0, L -
3.5 (frontal bolge), AP -6.0, L -2.0 (pariyeto-oksipital bolge) ve referans elektrodu
serebellum iizerinde olacak sekilde diizenlenmistir. Elektrotlar yerlestirildikten sonra
dental akrilik yardimiyla kafatasina sabitlenmis ve siganlar 1 hafta siireyle iyilesme
periyoduna birakilmigtir. Stereotaksik cerrahiden sonraki 1 haftalik iyilesme déneminin
ardindan tiim gruplardaki si¢anlardan sessiz ve aydinlik ortamda saat 09:00-12:00 arasinda
I’er saatlik siireyle bazal EEG kaydi alinmis (Cizim 3.5B) ve bu kayitlar her giin ayni
saatte ardisik 3 giin siireyle tekrarlanmustir. Ilk giiniin kayitlar: alistirma olarak kabul edilip
2. ve 3. giin kayitlarinin ortalama degerleri degerlendirilmeye almmistir. Bazal olarak
kaydedilen kortikal EEG’de siganlarda gozlenen DDD’larin (Cizim 3.6) sayi, siire ve

ortalama suresi degerlendirilmistir.

Cizim 3.5. EEG kayd: igin tripolar elektrotlarin yerlestirilmesi (A) ve EEG kayitlarinin

alinmasi (B)
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Cizim 3.6. WAG/Rjj siganlardan elde edilen EEG kayit 6rnekleri
Son 3 kayitta bazal EEG aktivitesi ile birlikte DDD aktiviteleri izlenmektedir.

3.7. Her Grubun iki Alt Gruba Ayrilmasi

Her grup kendi i¢inde n=10 olacak sekilde 1. ve 2. grup olmak iizere iki alt gruba
ayrilmistir (Cizim 3.7). Birinci alt gruptaki hayvanlarin OAB ve KH’1 dlgiiliirken diger alt

gruplardaki hayvanlarda in vitro izole organ ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
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Gruplar

— T

Wistar (2 aylik) WAG/Rij (2 aylik)
Kontrol Kok Hiicre Sham Etosiiksimid Kontrol Kok Hiicre Sham Etosiiksimid
(n=20)  (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
l 3ay tedavi

Her grup (n=20)

l EEG

G/\\i

1. Alt Grup hayvanlar (n=10) 2. Alt Grup Hayvanlar (n=10)
-Kan Basinci ve Kalp Hizi Olgiimii -in vitro lzole Organ Caligmalan

Cizim 3.7. Deney ve kontrol gruplarinin iki alt gruba ayrilmasi
3.8. OAB ve KH Olgiim

Hafif eter anestezisi altinda, hayvanlarin femoral arterleri kataterize edilerek-
heparinli serum fizyolojik (0.5 U/L) ile doldurulmus bir polietilen kateter (P10/P50, Plastic
One) hayvanlarin iliak arterlerine kadar ilerletilmistir. Kateter damara sabitlendikten sonra
diger ucu deri altindan gecirilerek enseden c¢ikarilmistir. Daha sonra hayvanlar
dinlenmeleri i¢in Plexiglas gozlem kafeslerine (25 X 25 X 30 cm) alinmistir. 1 saatlik
dinlenme doneminden sonra kateterin uzantis1 kan basinct kaydini gerceklestirmek iizere
basing transduseri (FT03) araciligiyla MP100 veri toplama sistemine (Biopac Systems, Inc,
CA, USA) baglanmistir. 1 saatlik bazal kan basinci kayitlar1 alinmistir (Cizim 3.8). OAB,
1/3 nabiz basinci + diastolik basing olarak hesaplanarak degerlendirilmistir ve KH

degerleri hesaplanmustir.
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Cizim 3.8. Hayvanlardan alinan kan basinci kayit 6rnegi
3.9. In vitro izole Organ Calismalan
3.9.1. izole Torasik Aorta Preparatlarinn in vitro Deneylere Hazirlamis:

Eter anestezisi altinda hayvanlarin torasik aorta dokular1 ¢ikarilip, Kreb’s
soliisyonuna (118 mM NacCl, 4.71 mM KCI, 1.05 mM MgCl,, 1.33 mM NaH,PO,, 25 mM
NaHCOg3, 2.7 mM CaCl,, 5.6 mM Glukoz) yerlestirilmistir. Etrafindaki dokular hizlica
uzaklastirtlip temizlendikten sonra, izole torasik aorta dokulari, 4-5 mm’lik halkalar
seklinde kesilerek organ banyolarina asmak iizere hazirlanmistir. Kreb’s soliisyonu ile
dolu 20 mI’lik organ banyolarina bir ucu organ askisina diger ucu force transducera (FT03)
baglanarak yerlestirilmistir. Dokular, 37 °C sicaklik, 7.4 pH’ta muhafaza edilmis ve %95
O, ve %5 COy’lik gaz karisimi ile siirekli gazlandirilmistir. Damar halkalart deneye
baglamadan 6nce 1 g 6n gerim altinda, her 15 dakikada bir yikanacak sekilde 1 saat
dinlenme periyoduna birakilmistir. Dokulardaki gerim degisiklikleri 4 kanalli bilgisayarli
veri toplama sistemi (TDA-94 Commat Iletisim, Polywin 95 ver 1,0) araciligiyla izometrik

olarak olglilmiistiir.

3.9.2. Kasilma Yanitlan
3.9.2.1. KCI Kasilma Yanitlari

Dinlenme periyodundan sonra, Wistar ve WAG/Rij kontrol ve deney gruplarindan
elde edilen damar dokularindan ilk olarak KCl (80 mM) kasilma yanitlar1 elde edilmistir.
KCl uygulanmasi hem deney sirasinda spontan kasilmalari onlemek hem de kasilma

yanitlarinin degerlendirilmesinde kullanilmak amaciyla yapilmistir. Daha sonra dokularin
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yikanmasi ile KCI dokulardan uzaklastirilmistir. Elde edilen kasilma yanitlart mg olarak

degerlendirilmistir.

3.9.3.2. Fenilefrin Kasilma Yanitlar:

Wistar ve WAG/Rij deney ve kontrol gruplarindan elde edilen dokularda kiimiilatif
fenilefrin (10%-10" M) kasilma yanitlar1 elde edilmistir. Kasilma yanitlarinin %80-85’ini
olusturan submaksimal fenilefrin konsantrasyonu saptanmistir. Daha sonra dokular bu

konsantrasyonda (10°-3.10° M) kasilmustur.

3.9.3. Gevseme Yanitlar
3.9.3.1. Karbakol Aracih Gevseme Yanitlari

Submaksimal fenilefrin (10°-3.10° M) konsantrasyonu ile kasilan dokulardan

endotele bagimli karbakol aracili kiimiilatif (10'8-10'5 M) gevseme yanitlari elde edilmistir.

3.9.3.2. Sodyum Nitroprussiyat (SNP) Aracili Gevseme Yanitlari

Dokular yikandiktan sonra 30 dk dinlenme periyodu verilmistir. Daha sonra yine
submaksimal fenilefrin konsantrasyonu ile kasilan dokulardan endotelden bagimsiz SNP
aracili kiimiilatif (10°-10* M) gevseme yanitlart elde edilmistir. Gevseme yanitlari,
submaksimal konsantrasyondaki fenilefrinle olusturulan kasilmanin yilizdesi olarak

degerlendirilmistir.

3.9.3.3. Papaverin Gevseme Yanitlari

Karbakol aracili gevseme yanitlarinin ardindan dokularda 10 M papaverin gevseme

yanitlar1 alinmastir.

3.9.4. Deneylerde Kullanilan Soliisyon ve ilaglar

Deneylerde besleyici solusyon olarak Kreb’s soliisyonu, ila¢ olarak fenilefrin
hidroklorir (Sigma), karbakol (karbamilkolin) hidroklorir (Sigma) sodyum nitroprussiyat
(Sigma), papaverin hidrokloriir (Sigma) kullanilmistir. Tim ilaglar distile su iginde

¢oziiliip, distile su ile seyreltilerek istenen konsantrasyonda giinliik olarak hazirlanmistir.
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3.10. Deney Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi
3.10.1. EEG Kayitlarinin Analizi

Bazal olarak kaydedilen kortikal EEG’de sicanlarda gozlenen DDD’larin sayi,
toplam sire ve ortalama siirelerinin  degerlendirilmesinde gruplar arasindaki
karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmistir. Gruplar arasi
anlamliliklar post hoc Tukey testi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama + standart hata
(SH) olarak sunulmustur. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik 6lgiitii p<0.05 olarak

kabul edilmistir.

3.10.2. OAB ve KH Verilerinin Analizi

Alman bazal kan basinct kayitlarindan OAB ve KH hesaplanmis ve bu veriler
ortalama + SH olarak ifade edilmistir. Verilerin istatistiksel analizi tek yonliu varyans
analizi (ANOVA) post hoc Tukey testi ile degerlendirilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

3.10.3. in vitro izole Organ Calismalarindan Elde Edilen Verilerin Analizi

Agonistlerin etkilerini degerlendirmek icin konsantrasyon yanit egrilerinden pD;
(olugsan maksimum yanitin %50’sini olusturan maksimum konsantrasyonun —logaritma
degeri) ve Emas (maksimum yaniti olusturan konsantrasyon) degerleri hesaplanmistir.
Sonuglar ortalama * SH olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel karsilastirma tek yonli
varyans analizi (ANOVA) post hoc Tukey testi ile degerlendirilmistir.p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. NKH’lerin Farkhlastirilmasi

4.1.1. Astrositlere Farklilasma

NKH’lerin astrositlere farklilastiginin gosterilmesi i¢in GFAP ve BrdU antikoru ile
yapilan ikili immiinfloresan boyama sonucu, antikorlarin pozitif oldugu gozlenmistir.
(Cizim 4.1). GFAP pozitifligi, NKH’lerin astrosit yoniinde farklilasmasinin gergeklestigini
gostermistir. Boylece MGE kaynakli NKH’lerin astrositlere farklilagabildigi saptanmistir.
BrdU pozitifligi CldU ile isaretlenmis hiicreleri belirtmektedir.

Cizim 4.1. GFAP ve BrdU antikorlariyla farklilasma sonrasi NKH’lerin ikili
immunofloresan boyamalar1

Al1-A2; DAPI mavi (¢ekirdek boyasi), B1-B2; BrdU yesil, C1-C2; GFAP antikoru kirmizi,
Buyutme 40x
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4.1.2. Noronlara Farkhlasma

NKH’lerin astrositlere farklilagtiginin gosterilmesi i¢in NeuN ve BrdU antikoru ile
yapilan ikili immiinfloresan boyama sonucu, antikorlarin pozitif oldugu goézlenmistir.
(Cizim 4.2). NeuN pozitifligi, NKH’lerin néron yoniinde farklilagmasinin gergeklestigini
gostermistir. Boylece MGE kaynakli NKH’lerin ndronlara farklilasabildigi saptanmaistir.
BrdU pozitifligi C1dU ile isaretlenmis hiicreleri belirtmektedir.

Cizim 4.2. NeuN ve BrdU antikorlariyla farklilasma sonrast NKH’lerin ikili
immunofloresan boyamalar1

A1,A2; DAPI mavi (¢ekirdek boyasi), B1-B2; BrdU yesil, C1-C2; NeuN antikoru kirmizi,
Blyutme 40x
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4.1.3. Oligodendrositlere Farklilasma

NKH’lerin oligodendrositlere farklilagtiginin gosterilmesi igin NG2 ve BrdU
antikoru ile yapilan ikili immiinfloresan boyama sonucu antikorlarin pozitif oldugu
gozlenmistir (Cizim 4.3). NG2 pozitifligi, NKH’lerin oligodendrosit yOniinde
farklilagmasimin  gerceklestigini  gdstermistir. Bodylece MGE kaynakli NKH’lerin
oligodendrositlere farklilasabildigi saptanmistir. BrdU pozitifligi CIdU ile isaretlenmis

hicreleri belirtmektedir.

Cizim 43. NG2 ve BrdU antikorlartyla farklilasma sonrasi NKH’lerin ikili
immunofloresan boyamalari

A1,A2; DAPI mavi (¢ekirdek boyasi), B1-B2; BrdU yesil, C1-C2; NG2 antikoru kirmizi,
Buyutme 40x
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4.1.4. GABAerjik Noronlara Farkhilasma

NKH’lerin GABAerjik noronlara farklilagtiginin gosterilmesi i¢in GABARI1 ve
BrdU antikoru ile yapilan ikili immiinfloresan boyama sonucu, antikorlarin pozitif oldugu
gozlenmistir (Cizim 4.4). GABARI1 pozitifligi, NKH’lerin GABAerjik ndéron yoniinde
farklilagmasimin  gerceklestigini  gdstermistir. Bodylece MGE kaynakli NKH’lerin
GABAerjik noronlara farklilasabildigi saptanmigtir. BrdU pozitifligi CldU ile isaretlenmis
hucreleri belirtmektedir.

-
-

Cizim 4.4. GABAR1 ve BrdU antikorlariyla farklilasma sonrast NKH’lerin ikili
immunofloresan boyamalari

A1,A2; DAPI mavi (¢ekirdek boyasi), BI-B2; BrdU yesil, C1-C2; GABAR1 antikoru
kirmizi, Biiyiitme 40x

4.2. EEG’de Gozlenen DDD Aktivitesi Degisiklikleri

Tim gruplardan ardisik 3 giin, 1’er saat siireyle alinan EEG kayitlarindan elde edilen
DDD aktivitesi analizinde ilk giin alistirma olarak kabul edilmis ve 2. ve 3. giin aktivitesi
analiz edilmistir. Herbir gruptaki 20 hayvana elektrot takilmis fakat bazi hayvanlarin kayit

elektrotlarinin erken diigmesi nedeniyle n sayist 16-19 olarak degerlendirmeye alinmaistir.

4.2.1. Wistar Sican Gruplar
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Wistar kontrol, Wistar etosuksimid, Wistar NKH ve Wistar sham gruplarinin EEG
kayitlarinda herhangi bir DDD aktivitesi gdzlenmemistir.

4.2.2. WAG/Rij Sican Gruplarn

WAG/RIj kontrol, WAG/RIj etosuksimid, WAG/Rij NKH ve WAG/Rij sham
gruplarimin  EEG  kayitlarinda tespit edilen EEG kayitlarinda tespit edilen DDD
aktivitesinin toplam siire, ortalama siire ve sayilar1 degerlendirildiginde gruplardan elde

edilen sonuglar ortalama + SH seklinde sunulmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. WAG/R]j sigan gruplarinda toplam DDD siireleri, ortalama DDD sureleri ve
DDD sayilari

Gru WAG/RIj WAG/RIij WAG/RIj WAG/RIj
kontrol sham etostiksimid NKH
Parametre
Toplam DDD

Lo 346,40 + 58,87 | 345,90+ 74,52 | 61,28 + 13,60** | 122,60 + 24,33*
suresi (sn) / saat

Ortalama DDD

o 6,17 + 0,35 5,46 £ 0,35 3,12 + 0,41%*** 4,41 + 0,50*
suresi (sn) / saat

DDD sayisi / saat 54,29 + 8,58 57,82 £ 8,81 12,47 + 2,54*%** 24,59 + 5,13*

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 WAG/RIij kontrol grubuna gore, n=16-19.
Veriler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.

4.2.2.1. WAG/RIij Sicanlara Farkh Tedavi Uygulamalarinin (Etosiiksimid, NKH,
Sham) Toplam DDD Suiresi Uzerindeki Etkileri

WAG/Rjj siganlarda toplam DDD siireleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir (F(3,65)=8.222, p=0,0001). Buna gére WAG/Rij siganlarda toplam DDD
stireleri agisindan WAG/Rij etosiiksimid tedavi grubunda hem kontrol hem de sham

grubuna gore anlamli olarak azalma tespit edilmistir (p<0.01). Toplam DDD siiresi NKH
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tedavi grubunda da hem kontrol ve hem de sham grubuna goére anlamli olarak azalmistir
(p<0.05). Kontrol ve sham gruplar1 arasinda ve ayrica etosiiksimid ve NKH tedavi gruplari

arasinda ise anlamli fark bulunmamistir (Cizim 4.5).

Bl \WAGRij kontrol
500 Bl \WAGRj sham
' ] WAGRIj etosiiksimid
= 400- Bl \\AGRi NKH
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© 300-
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2 200-
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Cizim 45. WAG/Rij sican gruplarinda DDD aktivitesinin toplam siire agisindan
degerlendirilmesi

*p<0.05 ve **p<0.01 kontrol grubuna gore, #p<0.05 ve ##p<0.01 sham grubuna gore,
n=16-19. Elde edilen degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.

4.2.2.2. WAG/RIij Sicanlara Farkhh Tedavi Uygulamalarmin (Etosiiksimid, NKH,
Sham) Ortalama DDD Siiresi Uzerindeki Etkileri

WAG/Rijj sicanlarda ortalama DDD siireleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir  (F(3,65)=10.76, p<0,0001). DDD’lar1 ortalama siire agisindan
degerlendirildiginde etosiiksiimid tedavi grubu kontrol grubuna (p<0.0001) ve sham
grubuna (p<0.001) gbre anlaml olarak azalmistir. NKH tedavi grubu ise kontrol grubuna
gore anlamli olarak azalmistir (p<0.05). Kontrol ve sham gruplar1 arasinda ve ayrica

etosiiksimid ve NKH tedavi gruplari arasinda anlamli fark bulunmamustir (Cizim 4.6).
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Cizim 4.6. WAG/Rij sican gruplarinda DDD aktivitesinin ortalama siire agisindan
degerlendirilmesi

*p<0.05 ve ****p<0.0001 kontrol grubuna gore, ###p<0.001 sham grubuna goére, n=16-
19. Elde edilen degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.

4.2.2.3. WAG/RIij Sicanlara Farkh Tedavi Uygulamalarmin (Etosiiksimid, NKH,
Sham) DDD Sayis1 Uzerindeki Etkileri

WAG/Rij siganlarda DDD sayisit agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmustir (F(3,65)=10.28, p<0,0001). DDD aktivitesinin sayis1 degerlendirildiginde
etosuksimid tedavi grubu kontrol grubuna (p<0.001) ve sham grubuna (p<0.0001) gore
anlamli olarak azalmistir. NKH tedavi grubu ise kontrol (p<0.05) ve sham (p<0.01)
gruplarina gore anlamli olarak azalmistir. Kontrol ve sham gruplar1 arasinda ve ayrica

etosiiksiimid ve NKH tedavi gruplari arasinda anlamli fark bulunmamustir (Cizim 4.7).
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Cizim 4.7. WAG/Rjj sigan gruplarinda DDD aktivitesinin say1 agisindan degerlendirilmesi

*p<0.05 ve ***p<0.001 kontrol grubuna gore, ##p<0.01 ve ####p<0.0001 sham grubuna
gore, n=16-19. Elde edilen degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.

4.3. OAB ve KH’nda Gozlenen Degisiklikler

Tim Wistar ve WAG/Rij gruplarindan elde edilen OAB ve KH degerleri ortalama +
SH seklinde sunulmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Wistar ve WAG/Rij Siganlarin OAB ve KH Degerleri

GRUP OAB (mmHg) KH (atim/dk)
Wistar kontrol grubu (n=10) 99,10 £ 0,89 352,80 + 8,09
Wistar etosuksimid grubu (n=10) | 95,20 + 1,46 313,80 + 9,25**
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Wistar NKH grubu (n=8) 99,38 + 1,17 359,00 + 6,85

Wistar sham grubu (n=8) 97,75+ 1,53 356,25 + 6,79
WAG/Rij kontrol grubu (n=9) 112,22 + 1,90%** 368,00 + 6,86
z/r\]/,:é()S/Rij etosuksimid  grubu 105,75 + 2.10 373.25 + 6,76
WAG/Rij NKH grubu (n=8) 108,25 + 1,68** 376,25+ 2,99
WAG/Rij sham grubu (n=8) 108,00 + 1,36** 383,25 + 4,74

**p<0.01 ve ***p<0.001 Wistar kontrol grubuna gore. Degerler ortalama + SH olarak
ifade edilmistir.

4.3.1. OAB Degisiklikleri

4.3.1.1. WAG/Rij ve Wistar Kontrol Sicanlarin OAB Yoniinden Degerlendirilmesi

WAG/Rij kontrol grubundan elde edilen OAB degerlerinde Wistar kontrol grubuna
gore anlamli bir artig (p<<0.001) saptanmistir (Cizim 4.8).

4.3.1.2. Wistar Sicanlara Farkh Tedavi Uygulamalarimin (Etosiiksimid, NKH, Sham)
OAB Uzerindeki Etkileri

Etosuksimid tedavisi, NKH tedavisi ve sham uygulanan Wistar sicanlarin OAB
degerlerinde Wistar kontrol grubuna gore istatistiksel a¢idan anlamli bir fark

saptanmamistir (Cizim 4.8).

4.3.1.3. WAG/Rij Sicanlara Farkh Tedavi Uygulamalarmmn (Etosiiksimid, NKH,
Sham) OAB Uzerindeki Etkileri

NKH tedavisi ve sham uygulanan WAG/Rij sicanlarin OAB degerlerinin Wistar
kontrol grubuna goére anlamli olarak arttifi saptanmistir (p<0.01). Bununla birlikte

WAG/R]j etosiiksimid, WAG/Rij NKH ve WAG/Rij sham gruplart WAG/Rij kontrol
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grubu ile karsilagtirildiginda OAB degerlerinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir
(Cizim 4.8).

B stz forird (10)
B Wstar etosubsinid (rF10)
I Wister NKH (re9)

Bl \Wsiar shem(ne8)
1505 | 3 WAGR korird (=9)
B V\AGR; eosuisinid (re8)
[ VAGRj NKH (n=8)
1254 | E WGRj shem(re9) kK

100 +
75—-
50 |
25 -

0_-

Wistar WAG/Rjj

Ortalama Arteriyel Kan Basinci (mmHgQ)

Cizim 4.8. Wistar ve WAG/Rij gruplarina uygulanan tedavilerin OAB tizerindeki etkileri
** p< 0.01 ve *** p< 0.001 Wistar kontrol grubuna gore. Elde edilen degerler ortalama +
SH olarak ifade edilmistir.

4.3.2. KH Degisiklikleri

4.3.2.1. WAG/Rij ve Wistar Kontrol Sicanlarin KH Yoniinden Degerlendirilmesi

WAG/R]j kontrol grubundan elde edilen KH degerlerinde Wistar kontrol grubuna

gore anlamli bir degisiklik saptanmamaistir (Cizim 4.9).
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4.3.2.2. Wistar Sicanlara Farkh Tedavi Uygulamalarimin (Etosiiksimid, NKH, Sham)
KH Uzerindeki Etkileri

Etosiiksimid tedavisi uygulanan Wistar siganlarda KH degerleri Wistar kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<<0.01). Diger yandan NKH tedavisi ve sham
uygulanan Wistar sicanlarin KH degerleri ise Wistar kontrol grubu ile karsilastirildiginda

anlaml bir fark saptanmamaistir (Cizim 4.9).

4.3.2.3. WAG/Rij Sicanlara Farkh Tedavi Uygulamalarmmin (Etosiiksimid, NKH,
Sham) KH Uzerindeki Etkileri

Etosiiksimid tedavisi, NKH tedavisi ve sham uygulanan WAG/Rjj sicanlarin KH
degerleri Wistar kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh bir degisiklik bulunmamastir.
Bununla birlikte WAG/RIj etosiiksimid, WAG/Rij NKH ve WAG/Rij sham gruplar
WAG/Rij kontrol grubu ile karsilagtirlldiginda KH degerlerinde anlamli bir degisiklik

gozlenmemistir (Cizim 4.9).
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Cizim 4.9. Wistar ve WAG/Rij gruplarina uygulanan tedavilerin KH iizerineetkileri

** p< 0.01, Wistar kontrol grubuna gore. Elde edilen degerler ortalama = SH olarak ifade
edilmistir.

4.4. in vitro izole Organ Calismalarinda Doku Yamitlarindaki Degisiklikler

4.4.1. KCIl Kasilma Yanitlar1

Izole torasik aorta dokularindan 80 mM KCl ile elde edilen kasilma yamitlarinda
gruplar arasinda anlamli degisiklik saptanmistir (p<<0.0001). Buna gore Wistar etostiksimid
grubunda kasilma yaniti Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir (p< 0.001).
WAG/Rij kontrol grubunda ise kasilma Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak
azalmistir (p< 0.05). WAG/Rij gruplarinda ise WAG/Rij NKH grubundaki kasilmanin
WAG/Rij kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 (p< 0.01) saptanmistir (Cizim 4.10).
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Cizim 4.10. Izole torasik aorta dokularmim 80 mM KCl ile elde edilen kasilma yanitlart

* p< 0.05 ve *** p< 0.001, Wistar kontrol grubuna gore; ## p< 0.01, WAG/Rij kontrol
grubuna gore. Elde edilen degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.

4.4.2. Fenilefrin Kasilma Yanitlar:

Tiim gruplardaki izole torasik aorta dokular1 artan fenilefrin konsantrasyonlarinda
kasilarak (10-10"") kiimilatif konsantrasyon-yanit egrisi elde edilmis ve her grup igin bir
submaksimal fenilefrin konsantrasyonu belirlenmistir. Sonrasinda dokular bu submaksimal
fenilefrin konsantrasyonu (10°-3.10°) ile kasimistir. Buna gdre Wistar etosiiksimid
grubunda fenilefrin kasilma yanitlart Wistar kontrol grubuna goére anlamli olarak artmis
(p<0.05), diger tiim gruplarda ise yanitlarin Wistar kontrol grubundan farkli olmadigi

saptanmistir.
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4.4.3. Karbakol Gevseme Yanitlari

Submaksimal fenilefrin konsantrasyonu (10°-3.10°°) ile kasilan dokulardan kasilma
dengeye ulastiktan sonra, kiimiilatif konsantrasyonda karbakol (10%-10°) ile
konsantrasyona bagli gevseme yanitlar1 alinmistir (Cizim 4.11). Gevseme yanitlari Epaks
ve pD; iizerinden degerlendirilmistir (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4).

Ayrica karbakol yanitlari ile maksimum yanit elde edildikten sonra 10* M papaverin

ile (%100) maksimum gevseme yanitlari elde edilmistir.

—m — Wistar kontrol (n=8)

— 0 —Wistar etosulsirmid (n=8)
Wistar NKH (n=8)

— v — Wistar sham(n=8)
WAGRIj kortral (n=8)

—+—WAGRij etosuisirrid (n=8)
WAGIRIj NKH (n=8)

¥ — WAGIRI] sham (n=8)

% Gevseme

1m ! LN ! L ! UL ! L
10° 107 10° 10°

Karbakol (M)

Cizim 4.11. izole torasik aorta dokularinda karbakol konsantrasyon-yanit egrileri

Elde edilen degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.

4.43.1. WAG/Rij ve Wistar Kontrol Sicanlarin Karbakol Gevseme Yanitlan
Yoniinden Degerlendirilmesi

WAG/RIj kontrol grubundaki si¢anlarin izole torasik aorta dokularinda karbakol

gevseme yanitlarmin Wistar kontrol grubuna goére anlamli olarak arttigi (p<0.05),
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konsantrasyon-yanit egrisinin sola kaydigi, pD; degerinin degismedigi, Emaks degerinin

ise anlamli olarak arttig1 saptanmistir (Cizim 4.12, Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4).

0%\ —» —War krirdl (1e9)
E\T — o \WAGRjkrtrd (=8)

% Gevseme

Cizim 4.12. Wistar ve. WAG/Rij kontrol gruplarindan elde edilen izole torasik aorta
dokularinda karbakol konsantrasyon-yanit egrileri

* p< 0.05, Wistar kontrol grubuna gore. Elde edilen degerler ortalama + SH olarak ifade
edilmistir.

4.4.3.2. Wistar Sicanlara Farkh Tedavi Uygulamalarinin (Etosiiksimid, NKH, Sham)
Etkileri

Etosiiksimid tedavisi alan Wistar siganlarin izole torasik aorta dokularinda karbakol
gevseme yanitlariin Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi (p<0.05),
konsantrasyon-yanit egrisinin saga kaydigi, pD, degerinin degismedigi, Emaks degerinin

ise anlamli olarak azaldigi saptanmigtir. Bununla birlikte Wistar NKH ve Wistar sham
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gruplart Wistar kontrol grubu ile karsilastirildiginda gevseme yanitlarinda anlamli bir

degisiklik gozlenmemistir. (Cizim 4.13, Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4).

—u —Wstar kortrd (1e8)
o — Wistar etosusimid (=9)
Wistar NKH (r=8)
— v Wstar sham(r=9)
()]
=
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(O]
(O]
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103 ! LU ! L ! L ! !
10° 107 10° 10°
Karbakol (M)

Cizim 4.13. Wistar gruplarindan elde edilen izole torasik aorta dokularinda karbakol
konsantrasyon-yanit egrileri

* p< 0.05, Wistar kontrol grubuna gore, # p< 0.05, Wistar NKH grubuna gore, $ p< 0.05,
Wistar sham grubuna gore. Elde edilen degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.

4.4.3.3. WAG/Rij Sicanlara Farkhh Tedavi Uygulamalarimin (Etosiiksimid, NKH,
Sham) Etkileri

Etosiiksimid tedavisi, NKH tedavisi ve sham uygulanan WAG/R]j sicanlarin izole
torasik aorta dokularinda karbakol gevseme yanitlarinin Wistar kontrol grubuna gore
anlamli olarak arttig1 (p<0.05), konsantrasyon-yanit egrisinin sola kaydigi, pD, degerinin
degismedigi, Emaks degerinin ise anlamli olarak arttig1 saptanmistir. Bununla birlikte
WAG/Rij etosiiksimid, WAG/Rij NKH ve WAG/Rij sham gruplart WAG/Rij kontrol
grubu ile karsilastirildiginda gevseme yanitlarinda anlaml bir degisiklik gézlenmemistir.

(Cizim 4.14, Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4).

67



— B —Wistar lontrdl (n=8)
¢ —WAGHRj kontrol (n=8)

WAGHRij etosubsimid (n=8)
— v — WAGRIj NKH (r=8)
WAGRRij sham(r=8)
$
#
*
) $ &
1 # $
3 1 #
- .
‘?jﬁ
=
KD ! AL L ! UL L ! UL L L |
10° 10 10° 10°

Karbakol (M)

Cizim 4.14. Wistar kontrol ve WAG/Rij gruplarindan elde edilen izole torasik aorta
dokularinda karbakol konsantrasyon-yanit egrileri

* p< 0.05, WAG/RIj kontrol grubuna goére; # p< 0.05, WAG/RIj etostkmisid grubuna gore,
$ p< 0.05, WAG/RIij NKH grubuna gére; & p< 0.05, WAG/Rij sham grubuna gore. Elde
edilen degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.

4.4.4. SNP Gevseme Yanitlari

TUm gruplardaki Izole torasik aorta dokulari submaksimal fenilefrin konsantrasyonu
(10°-3.10”) ile kasilmustir. Kasilma dengeye ulastiktan sonra, kiimiilatif konsantrasyonda
SNP (10°-10) ile konsantrasyona bagli gevseme yanitlar1 alinmistir (Cizim 4.15).
Gevseme yanitlart Epyqxs Ve pD; iizerinden degerlendirilmistir (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4).
SNP ile elde edilen gevseme yanitlarinda gruplar arasinda istatistiksel acidan anlamli bir

fark saptanmamustir.
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Cizim 4.15. Izole torasik aorta dokularinda SNP konsantrasyon-yanit egrileri

Elde edilen degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.3. Torasik aorta diiz kasinda karbakol, SNP ve papaverin (% fenilefrin) ile
KCI’iin (mg) Emaks degerleri

GRUP Karbakol SNP Papaverin KCI
Wistar kontrol | 82,36+270 | 100,00+0,00 | 100,00+ 0,00 74713 + 33,08
Wistar 60,88 + 4,25*** | 100,00+ 0,00 | 100,00+ 000 | 1180.75 + 63,18%**
etostiksimid
Wistar NKH 8450+ 1,81 | 100,00+ 0,00 | 100,00+ 000 774.88 + 40,75
Wistar sham 8475+133 | 100,00+ 0,00 | 100,00+ 0,00 883,13 + 53,48
WAGIRIj 93.75+126** | 10000+000 | 100,00+0,00 | 555,13 +14,23*
kontrol
WAGIRI] 92,13+0,93* | 100,00+ 0,00 | 100,00 + 0,00 662,75 + 20,23
etostiksimid
WAG/Rij NKH | 91,38 +1,34* 99,75 +0,25 | 100,00+ 0,00 777,13 + 35,20™
WAG/Rij sham | 92,75+1,13* | 100,00+0,00 | 100,00 + 0,00 727,38 + 44,30

*p<0.05,

kontrol grubuna gére. Tum gruplar icin n=8.

**p<0.01, ***p<0.001 Wistar kontrol grubuna gére ve *p<0.01 WAG/Rij

Degerler karbakol, SNP ve papaverin icin 10°-3.10° M fenilefrin yiizdesi, KCI icin mg
olarak verilmis ve ortalama + SH olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.4. Torasik aorta diiz kasindakarbakol ve SNP’nin PD; (-logECsp) degerleri

GRUP Karbakol SNP

Wistar kontrol grubu (n=8) 6,43+0,07 7,02+0,13
Wistar etosiiksimid grubu (n=8) 6,52+ 0,07 7,09£0,15
Wistar NKH grubu (n=8) 6,66 +0,11 6,92 + 0,06
Wistar sham grubu (n=8) 6,81+ 0,05 6,96 + 0,04
WAGT/RIj kontrol grubu (n=8) 6,59+0,04 7,06 £0,15
WAG/RIj etosiiksimid grubu (n=8) 6,83+ 0,09 7,13+0,08
WAG/RIj NKH grubu (n=8) 6,86+ 0,07 7,15£0.13

6,65 = 0,05 6,99 £ 0,13

WAG/RIj sham grubu (n=8)

Degerler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda MGE kaynakli NKH’lerin in vitro ortamda astrosit, ndron,
oligodendrosit ve GABAerjik noronlara farklilastigi gosterilmistir. WAG/Rij sigcanlara
uygulanan etosiiksimid ve NKH tedavisinin DDD’lar1 kontrol ve sham gruplarina gore
toplam siire, ortalama siire ve say1 agisindan anlamli olarak azaltti§i ortaya konmustur.
Kontrol ve sham gruplar1 arasinda ise bu parametreler agisindan anlamli bir fark
bulunmamistir. Kardiyovaskiiler degisiklikler degerlendirildiginde OAB degerlerinde
WAG/Rjj siganlarda kontrol grubu, NKH tedavisi ve sham uygulanan gruplarda Wistar
kontrol grubuna gore anlamli artis saptanmistir. Diger yandan Wistar sicanlarda
etosiiksimid tedavisi, NKH tedavisi ve sham uygulanan gruplarin OAB degerleri Wistar
kontrol grubundan farkli bulunmamistir. KH degisikliklerine bakildiginda yalnizca Wistar
sicanlara uygulanan etosiiksimid tedavisinin KH’n1 Wistar kontrol grubuna gére anlamli
olarak azalttig1 saptanmis, diger gruplar arasinda ise KH agisindan anlamli fark
bulunmamustir. Gruplar kardiyovaskiiler diiz kas reaktivitesi degisiklikleri yoniinden de
degerlendirilmistir. Buna goére KCIl kasilma yanitlarinda Wistar etosiiksimid grubunda
Wistar kontrol grubuna gore anlamli artma, WAG/Rij kontrol grubunda ise anlamli olarak
azalma saptanmistir. Karbakol aracili endotele bagimli gevseme yanitlarinda WAG/RIj
kontrol grubunda Wistar kontrol grubuna gore anlamli artma gézlenmistir. Diger yandan
Wistar etostliksimid grubunda ise Wistar kontrol grubuna goére endotele bagimli gevseme
yanitlarinda azalma oldugu ortaya konmustur. SNP aracili endotelden bagimsiz gevseme

yanitlarinda gruplar arasinda anlamli bir fark ortaya ¢ikmamistir.

5.1. EEG’de Gozlenen DDD Aktivitesi Degisiklikleri

T tipi Ca™" kanallari, absans epilepsinin patogenezinde énemli bir yer tutmaktadir. Bu
kanallar karakteristik olarak diisiik voltajla aktive edilen voltaja bagimli Ca*" kanallaridur.
Bugiine kadar bilinen 3 tip T tipi Ca™" kanal1 ortaya konmustur: Ca,3.1, Ca,3.2 ve Ca,3.3.
Bunlar sirasiyla, alG, alH ve all olmak iizere farkli genler tarafindan kodlanan al alt
birim proteini icermektedirler [Perez-Reyes, 2003]. Ca,3.1, Ca,3.2 ve Ca,3.3 kanallar
talamokortikal dongiide olduk¢a fazla eksprese edilmektedirler (Talley ve dig. 1999).
Ca,3.1 o6zellikle TK bolgelerde eksprese edilirken, Ca,3.2 ve Ca,3.3 RTN’daki GABAerjik

noronlarda oldukca fazla bulunmaktadir [Broicher ve dig. 2008].
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Absans epilepside ortaya ¢ikan DDD’larin olusum ve yayilmasinda talamokortikal
agm kritik bir rol oynadigi hem insandaki absans epilepside hem de farkli hayvan
modellerinde gosterilmistir (Crunelli ve Leresche, 2002). Birgok ¢alismada diisiik voltajla
aktive edilen (T tipi) ndronal Ca™" kanallarmimn dinlenim membran potansiyeline yakin bir
durumdayken Ca™" dikenleri olusturmaya yatkinliklarinin bir sonucu olarak néronlarin
ateslenmesi ve osilasyonlarin olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir (Llinas ve
Yarom 1981, Carbone ve Lux 1984, Huguenard ve Prince 1992, Perez-Reyes 2003). T tipi
noronal Ca™" kanallarinin bu 6zellikleri, absans epilepsideki rollerinin aydinlatilmasinda
preklinik ve klinik calismalar ortaya konmasina yol agmistir. GAERS sicanlarda yapilan
calismalarda T tipi Ca’™ akimmn (Tsakiridou ve dig. 1995) ve Ca,3.2 mRNA
ekspresyonunun (Talley ve dig. 2000) RTN’da arttig1 bulunmustur. absans nobetlerin
baslangicindan once talamik T tipi akimin artisiSNAP-25 proteini eksik hayvan modelinde
de gosterilmistir (Zhang ve dig. 2004). Diger yandan ¢ocukluk c¢agi absans epilepsisi olan
hastalarda CACNA1H geninde (Ca,3.2’yi kodlayan gen) mutasyon oldugu bulunmustur
(Chen ve dig. 2003, Liang ve dig. 2006, 2007). Yapilan baska ¢alismalarda Ca,3.1 kanal
eksik farelerin farmakolojik ajanlarla DDD olusumuna direngli oldugu (Kim ve dig. 2001),
farelerde Ca,3.1 kanalinin asir1 ekspresyonunun karakteristik absans fenotipi olusumuna
onciiliik ettigi gosterilmistir (Ernst ve dig, 2009).

T tipi Ca*kanallarinin bu ¢alismalar 15131nda absans epilepside ortaya konan roli,
etosiiksimid ve sodyum valproat gibi bu kanallar1 blokladig1 gosterilen ilaglarin nbetlerin
baskilanmasinda etki mekanizmasini agiklamaktadir. Bizim c¢alismamizda, 2 aylik
WAG/R]j siganlara verilen 3 aylik kronik oral etosiiksimid tedavisi (300 mg/kg/giin),
ndbetleri kontrollere gore tamamen olmasa da oldukc¢a baskilamis; nobetlerin sayi, toplam
siire ve ortalama siiresini kontrollere gore anlaml 6lglide azaltmistir. Bulgularimiz, daha
once WAG/R]j siganlarda erken, kronik (dogumdan sonra 21. giinden 5. aya kadar), ve
bizim uyguladigimiz dozda (300 mg/kg/giin) uygulanan etosuksimid tedavisinin absans
ndbet gelisimini tamamen baskiladigini elektrofizyolojik ve molekiiler diizeyde gosteren
Blumenfield ve dig.’nin (2008) calismasiyla kismen uyumludur. Aym1 dogrultuda daha
sonra yapilan diger bir caligmada, Sarkisova ve dig. (2010), 21 giinliik WAG/Rij sicanlara
uzun siireli kronik etosiiksimid (300 mg/kg/giin) tedavisi (5 aya kadar) uygulamislar, yine
DDD’larin ortalama siire ve sayilarinin ilacin kesilmesinden 47 giin sonrasina kadar kalici
olarak baskilandigin1 ortaya koymuslardir. Bizim ¢alismamizda etosiiksimid tedavisinin
nobetleri baskilasa da tamamen bloklamama sebebi, tedaviye nobetler heniiz ortaya

cikmaya baslamis veya ortaya ¢ikmak iizere iken (2 aylikken) baslanmis olmasi olarak
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yorumlanabilir. Bizim bulgularimizi destekleyen baska bir ¢caligmada, Russo ve dig. (2010)
yaklasik 1,5 aylik WAG/R]j sicanlara 15 hafta boyunca (5 aylik olana kadar) kronik
etosiiksimid tedavisi (80 mg/kg/glin) uygulamis ve DDD’larin sayi, toplam siire ve
ortalama siirelerinin kontrol sicanlara gore anlamli 6l¢iide baskilandigini ortaya koymustur.

Bulgularimiz, ndbetler baglamadan 6nce veya baslamak iizere iken baslanan erken ve
kronik etosiliksimid tedavisinin, absans epilepsi gelisimini hastaligin elektroensefalografik
fenotipini (DDD aktivitesinin toplam siire, say1, ortalama siire) degistirerek anlamli olarak
baskiladigin1 gostermistir. Ozellikle talamik noéronlarda T tipi Ca™ akimimi bloke ettigi
gosterilen etosiiksimidin (Goren ve Onat, 2007) farkli jeneralize epilepsi modellerinde
etkili olmamasina ragmen (Karler ve dig. 1989, Gilbert ve Teskey, 2007), ¢alismamizda
anti absans oOzellik gosterdiginin ortaya konmasi, Ttipi Ca™ akimmm diger epilepsi
tiirlerinden farkli olarak absans epilepside onemli rol oynadig1r yoniindeki diisiinceleri
desteklemektedir. Bulgularimiz, etosiiksimidin absans ndbetleri baskilamakta etkili oldugu
yaygin goriislinii dogrulamaktadir.

DDD’larin olusmasi ve siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan korteks ve talamusun farkli
niikleuslar1 arasindaki etkilesimler tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, absans epilepsi
hayvan modellerinde DDD’larin birbirine bagli saglam bir kortiko-talamo-kortikal ag
zemininde meydana geldigi bilinmektedir (Huguenard ve McCormick 2007, Liittjohann ve
dig. 2013, Seidenbecher ve Pape 2001). DDD’larin WAG/RIj siganlarda 6zellikle S1po
bolgesinden koken aldigt (Meeren ve dig. 2002, van Luijtelaar ve dig. 2011) ve
GAERS’lerde derin kortikal tabakalardaki noronlar tarafindan baslatildigi acik¢a ortaya
konmustur (Polack ve dig. 2007). Bizim calismamizda 2 aylik WAG/Rij siganlarin
nobetlerin baglatildig1 yer olarak ifade edilen S1po bolgesine Paxinos ve Watson’un sigan
beyin atlasina uygun olarak her iki hemisferde 2 farkli noktaya uygulanacak sekilde NKH
transplantasyonu yapilmis ve 3 ay sonunda EEG’de gozlenen DDD olusumunun
kontrollere gore sayi, siire ve toplam siire agisindan anlamli olarak azaldigi gosterilmistir.

DDD’larin  olusumuna kortiko-talamo-kortikal agin farkli kisimlarinin katkisini
arastirmay1 amaclayan farkli ¢alismalar yapilmistir. GAERS siganlarda DDD’lariin tim
neokorteksin fonksiyonel inaktivasyonu ile baskilandigi gosterilmistir (Vergnes ve dig.
1989). WAG/Rij siganlarda ise korteksin subgraniiler tabakalarna fenitoin ve Slpo
bolgesinin yiizeyine lidokain gibi inaktive edici ilaglarin mikro inflizyonunun yapilmasi
(Gurbanova ve dig. 2006, Sitnikova ve van Luijtelaar 2004) DDD’lar1 suprese etmistir.
Ayrica GAERS’ lerde Slpo bdlgesine etosiiksimid inflizyonu DDD sayisinda ani ve

dramatik bir diisiise yol agmistir. Bu veriler etosiiksimidin sistemik uygulanmasi ile
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karsilagtirildiginda (Manning ve dig. 2004, Polack ve Charpier 2009b) bu bdlgenin
DDD’larin olusumu ve baslatilmasindaki roliiniin son derece spesifik ve énemli oldugu
hipotezini desteklemistir. Polack ve dig. (2009a), GAERS sicanlarda motor kortekste
noronal aktivitenin Na® kanal blokeri tetrodotoksinin topikal uygulanmasi ile
bloklanmasinin DDD  olusumunu etkilemedigini, bunun aksine aym1 uygulama
somatosensoryel  korteksin  fasiyal bolgesindeki noronlar1  fonksiyonel —olarak
etkisizlestirdiginde DDD’larin ortadan kalktigin1  gostermistir. Bu c¢alisma DDD
olusumunda korteksin somatosensoryel bolgesinin etkin rol oynadigini ortaya koyma
acisindan 6nemlidir. Ayrica diger iki farmakolojik ¢alisma DDD’larin baglatilmasinda
somatosensoryel korteksin selektivitesini agikca ortaya koymustur: Etosliksimid veya
AMPA antagonislerinin infiizyonu motor kortekse degil yalnizca somatosensoryel kortekse
uygulandiklarinda etkili olmuslardir (Manning ve dig. 2004, Citraro ve dig. 2006). Bu
acidan DDD’larin baslatilmasinda genetik hayvan modellerinde somatosensoryel korteks
disinda baska bir beyin bolgesi simdiye kadar sorumlu tutulmamaistir. Bizim ¢alismamiz da
yukarida sayilan tiim bu c¢alismalara paralel olarak WAG/Rij siganlarda NKH’lerin
Ozellikle Slpo bolgesine transplantasyonu sonucu DDD olusumunu baskiladigini
gostererek bu bolgenin absans epilepside DDD olusumunda anahtar role sahip oldugunu
acikca ortaya koymaktadir. Ayrica, sistemik uygulamalar yerine bolgesel uygulamalarin
gelecekte tercih edilebilecek tedavi yontemi olarak gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu
baglamda NKH’lerin bolgesel olarak uygulanmasi araciligi ile DDD olusumunun
baskilanmasinin altinda yatan olasi mekanizmalarin dnde gelenleri, zayiflamis GABAerjik
asirimin yeniden gili¢lendirilmesi ve/veya ndroinflamasyonun azalmasinin saglanmasidir.
Epilepside hem hayvan modellerinde hem insanda GABA néron kaybi s6z konusu
olabilmektedir. Temporal lob epilepsili hastalarda 6zellikle hipokampuste spesifik
internéron kaybi olabildigi gibi beyin hasar1 gecirip limbik epilepsi gelistiren hastalarda da
ayni durum so6z konusudur (de Lanerolle NC ve dig. 1989, Andrioli ve dig. 2007, Swartz
ve dig. 2006). Bu bulgular farmakolojik olarak indiiklenen temporal lob epilepsi farkli
hayvan modellerinde de tekrarlanmistir (Buckmaster ve Jongen-Relo 1999, Kobayashi ve
Buckmaster 2003). Yaygin ve onemli derecede interndéron kaybinin varliginin kortekste
sinaptik inhibisyonda azalma ve kompansatuar cevap olarak ortaya ¢ikti§1 varsayilan
interndron akson dallanmasi ve GABA reseptdr alt birim yapisinda degisiklik ile baglantili
oldugu gosterilmistir (Hunt ve dig. 2010). Absans epilepside de GABA’nin roli
arastiritlmig; Ozellikle somatosensoryel kortekste GABAerjik néron kaybinin ve

GABAerjik reseptorlerin  ekspresyonlarinda azalmanin  gosterilmesiyle kortekste
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DDD’larin olusumu ve baslatilmasindan sorumlu bolge olarak diisliniilen S1po’nde
GABAerjik asirimin azaldigi ortaya konmustur (Liu ve dig. 2007 ve Merlo ve dig. 2007).

Kemirgenler, primatlar ve insanlarda GABAerjik noéronlarin biiyiik ¢ogunlugunun
embriyonik telensefalonda ventral lateral ventrikiiliin iki gegici bolgesinden koken aldigi
bilinmektedir: MGE ve kaudal gangliyonik eminens (CGE) (Hansen ve dig. 2013 ve Ma ve
dig. 2013). MGE’in parvalbumin, somatostatin, ndronal NOS eksprese eden GABAerjik
inhibitor noronlarn primer kaynagi oldugu gosterilmistir (Butt ve dig. 2005, Alvarez-
Dolado ve dig. 2006, Flames ve dig. 2007). Bizim calismamizda da, bu caligmalarla
uyumlu olarak WAG/Rij siganlara transplante edilen NKH’lerin nakledilmeden 6nce in
vitro ortamda astrosit, oligodendrosit, néron ve ayrica GABAerjik noronlara farklilastigi
gosterilmistir. Her iki hemisferde iki farkli noktaya transplante edilen bu hiicrelerin ayrica
daha once juvenil veya yetiskin fare beynine nakledildikten sonra gog¢ yeteneklerini
stirdiiriirdiikleri ve transplantasyonu takiben tek enjeksiyon bolgesinden 5 mm uzaga kadar
g0c yapabildikleri gosterilmistir. (Hunt ve dig. 2013). Ayrica yapilan elektrofizyolojik
calismalar, nakledilen MGE hiicrelerinin injeksiyonlarini takiben bir hafta icinde sinaptik
olarak alic1 dongiilerle biitiinlestiklerini ortaya koymustur (Alvarez-Dolado ve dig. 2006,
Baraban ve dig. 2009). Bu bulgulardan yola c¢ikarak bircok farkli epilepsi hayvan
modelinde MGE hiicre greftleri nakledilmis ve nobet sikliginda (Baraban ve dig. 2009),
nobetle iligkili inflamasyonda (Waldau ve dig. 2010) ve nobet duyarliliginda (Calcagnotto
ve dig. 2010) anlaml olarak azalmaya yol agtiklar1 ve nobetleri baskiladiklar1 (Hunt ve
dig. 2013) gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da fetal MGE kaynakli NKH’lerin absans
epilepsili WAG/Rij siganlara transplantasyonu DDD olusumunu toplam siire, ortalama siire
ve say1 yoniinden anlamli olarak azaltmistir. Ayrica ¢alismamiz absans epilepsili Stargazer
fare modelinde neonatal gorsel kortekse transplante edilen MGE kaynakli NKH’lerin
absans nobetleri azalttigini gosteren calisma ile son derece uyumludur (Hammad ve dig.
2015). Sonucta c¢alismamiz, MGE kaynakli NKH’lerin WAG/Rij siganlarda absans
nobetleri baskiladigini agikca ortaya koymustur. Elde edilen bu bulgular absans epilepside
Slpo bolgesinde GABAerjik asirimin azaldigi, DDD olusumundan somatosensoryel
korteksteki GABAerjik noron aktivitesinde azalmanin sorumlu olabilecegi yoniindeki
bulgular1 desteklemekte ve GABAerjik asirimin NKH tedavisi ile artirilmasinin miimkiin
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diger yandan ¢alismamizda NKH’lerin WAG/Rij siganlara farklilasmadan verildigi
(her ne kadar in vitro ortamda GABAerjik noronlara farklilastigi gosterilse de) géz oniinde

bulunduruldugunda, verdigimiz NKH tedavisinin DDD’lar1 azaltmasinin altinda yatan
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olast ikinci bir mekanizma olabilecegi diisiincesi de akla gelmektedir. Absans epilepsi
patogenezinde inflamasyonun rolii oldugu ile ilgili son zamanlarda yapilan ¢aligmalar giin
gectikce artmaktadir (Akin ve dig. 2011, Kovacs ve dig. 2014, Russo ve dig. 2014).
Dahas1t NKH’lerin noroprotektif ve antiinflamatuar 6zelliklerinin oldugu bir¢ok ¢alismada
ortaya konmustur (Ben-Hur ve dig. 2003, Pluchinoet ve dig. 2003, 2005). Bu bulgulardan
yola ¢ikarak NKH’lerin absans epilepside DDD olusumunun altinda yatan olasi
mekanizmalardan biri oldugu disiliniilen ndroinflamasyonu antiinflamatuar 6zellikleri
sayesinde baskilayarak nobetleri azaltabilecegi de akla gelmektedir. Bu iki olasi
mekanizmanin nobetleri baskilamanin altinda yatan mekanizma/mekanizmalar olup
olmadigin1 belirleyebilmek i¢in de siiphesiz ki daha ileri caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Biitiin bu bulgulara ek olarak, sham grubunda DDD olusumu kontrollerden farkli
bulunmamistir. Bu bulgumuz, yalnizca cerrahi islemin DDD olusumunda olumlu ya da
olumsuz bir etkisinin bulunmadigini, NKH tedavisinin DDD olusumuna etkisinin cerrahi
islemden bagimsiz oldugunu agikca ortaya koymaktadir.

Son olarak WAG/Rij siganlarda DDD olusumu {izerinde kronik sistemik etosiiksimid
tedavisi ile santral NKH tedavisinin etkileri birlikte degerlendirildiginde, her iki tedavi
seklinin de DDD’lar1 toplam siire, ortalama siire ve say1 yoniinden azalttig1 goriilmektedir.
Etosiiksimidin DDD’lar1 baskilamada daha etkili oldugu izlenimi edinilse de nobetleri
baskilamada her iki grup arasinda anlamli fark bulunmamistir. Bununla birlikte uzamais ilag
tedavisinin ciddi yan etkilere yol agabildigi ve kayda deger sayida hastada ilaglara direng
gelismesinin meydana geldigi (Seneviratne ve dig. 2012) g6z 6niinde bulunduruldugunda
absans epilepside NKH tedavisi yeni ve alternatif bir tedavi sekli olarak umut

vaadetmektedir.

5.2. Kardiyovaskiiler Degisiklikler

Calismamizda siganlarin OAB ve KH degerleri Olgiilmiistiir. Bulgularimiza gore
etosiiksimid tedavisi alan Wistar siganlarin OAB degerlerinde Wistar kontrol grubuna gore
istatistiksel acidan anlamli bir fark saptanmamistir. Yapilan bir ¢calismada Cav3.1. geni
eksik farelerle kontroller arasinda OAB agisindan bir fark bulunmamistir (Svenningsen ve
dig. 2014). Diger bir ¢alismada ise bu kez Cav3.2 geni silinmis farelerle kontroller OAB
yoniinden karsilastirilmis yine anlamli bir fark bulunamamistir (Harraz ve dig. 2015).
Yapilan bu calismalar T tipi Ca™ kanallarmin kan basimci regiilasyonunda direkt bir

etkisinin olmadigini gostermektedir. Bizim ¢alismamiz da bu bulgular destekleyerek, T
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tipi Ca™" kanallarmin farmakolojik olarak kronik etosiiksimidle non-spesifik blokajimin
OAB iizerine dogrudan bir etkisinin olmadigini ortaya koymustur. Bununla birlikte
etosiiksimid tedavisi uygulanan Wistar sicanlarda KH degerleri Wistar kontrol grubuna
gore anlamli olarak azalmustir. T tipi Ca™" kanallarin KH regiilasyonu iizerindeki etkisini
inceleyen smirli calisma olsa da yapilan bir ¢alisma, Cav3.1 geni silinmis farelerde
KH’nin, kontrollere gore azaldigim1 gostermis ve Cav3.1 T tipi kanallarin pacemaker
aktivite ve atriyoventrikuler iletimi etkileyerek KH regiilasyonunda rol oynayabilecegini
ortaya koymustur (Mangoni ve dig. 2006). Bizim c¢alismamiz da, Wistar siganlarda
etosiiksimidin KH’n1 azalttigin1 ortaya koydugundan bu bulgularn destekleyerek T tipi
kanallarin KH’nda roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica Wistar si¢anlarda
etosiiksimid tedavisinin KH’nda azalmaya yol agtigt halde OAB {izerine etkisinin
olmamasi, artmis periferik direncin refleks bradikardi ile kompanse edildigini 6ne siiren
(Svenningsen ve dig. 2014) calisma sonuglariyla uyumludur. Diger yandan NKH’lerin
kontrollere gore OAB veya KH {izerinde bir etkisinin olmamasi, periferik kardiyovaskiiler
etkilere yol agcmadigini ortaya koymaktadir. Ayn1 sekilde cerrahi islem de tek basina
kardiyovaskiiler degisikliklere yol agmamustir.

Diger yandan WAG/Rij sicanlarda Wistar kontrollere gére OAB degerlerinde
anlamli bir artis gozlenirken KH’nda iki grup arasinda bir fark bulunmamigtir.
Bulgularimiz daha 6nce GAERS’lerin bazal OAB’nin Wistar si¢anlardan anlamli olarak
yiiksek oldugunu ortaya koyan fakat KH’nda bir degisiklik saptanmayan ¢alisma ile son
derece uyumludur (Yananli ve dig. 2008). Calismamizin ortaya koydugu WAG/Rjj
sicanlarda OAB’nda gozlenen bu artis ¢evre kosullarinin degisimine uyum saglamaya
yonelik sekonder bir etki ya da bu hayvanlarda gézlenen nébetlere bagli olabilir. Yine de
bu hayvanlarda OAB’nin neden yliksek oldugunun arastirilmasina yonelik ileri ¢alismalara
ihtiya¢ vardir. Bununla birlikte etosiiksimid tedavisinin WAG/Rij sicanlarda WAG/Rij
kontrollere géore OAB ve KH iizerinde etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Wistar siganlarda
da OAB degerlerinde etosiiksimid tedavisinin bir etkisinin olmamasi, T tipi Ca™" kanal
blokajinin OAB’na dogrudan bir katkis1 olmadigi yoniindeki goriisiimiizii destekler
niteliktedir. Ayrica NKH tedavisi ve sham uygulamasinin da WAG/Rij si¢canlarda OAB ve
KH degerlerinde degisiklige yol agmadigi gosterilmistir. Bu bulgular, NKH tedavisinin
absans epilepside kardiyovaskiiler fonksiyonlarda stabiliteyi bozmadigini agikca ortaya
koymaktadir. Aymi sekilde cerrahi islemin tek basina séz konusu fonksiyonlara bir

etkisinin olmadig1 anlasilmaktadir.
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Calismamizda, tiim gruplardaki si¢anlardan izole edilen torasik aorta dokulari,
submaksimal konsantrasyonda fenilefrin ile kasilmis, sonrasinda endotele bagimli ve
endotelden bagimsiz diiz kas gevseme cevaplari elde edilmistir. Endotele bagimli yanitlara
bakildiginda elde edilen bulgularimiza goére; WAG/Rij kontrol grubundaki siganlarda
karbakol ile indiiklenen NO aracili endotele bagimli gevseme yanitlari, Wistar kontrol
grubundaki sicanlara gore anlamli olarak artmistir. Bununla birlikte, etosiiksimid tedavisi
alan Wistar sicanlarda yanitlarin Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi
saptanmig, Wistar NKH ve Wistar sham gruplarinda ise Wistar kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir.

Diger yandan etosiiksimid tedavisi, NKH tedavisi ve sham uygulanan WAG/Rjj
siganlarda ise karbakol ile indiiklenen NO aracili endotele bagimli gevseme yanitlari,
Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak artarken, WAG/RIij kontrol grubu ile
karsilastirildiklarinda yanitlarda anlamli bir degisiklik s6z konusu olmamistir. SNP ile
indiiklenen endotelden bagimsiz gevseme yanitlarinda ve papaverine bagli gevseme
yanitlarinda ise gruplar arasinda anlamli olarak fark bulunmamaistir.

Bilindigi gibi endotelyal fonksiyonu degerlendirmek i¢in fiziksel ya da farmakolojik
bir uyaran ile vazomotor yanitlara bakilmasi gerekmektedir. Bu amagcla en ¢ok kullanilan
uyaranlar karbakol, asetilkolin ve NO dondrii olan SNP’dir. Endotel haraplandiginda diiz
kas hiicrelerinde direkt etkiyle kasilmaya sebep olan asetikolin ve karbakol, endoteli
saglam bir damarda NO/cGMP yolaginin aktive edilmesi ile vazodilatasyona aracilik eder
(Furchgott ve Zawadzki 1980). Karbakoliin damar endotelinden NO salinimina yol agmasi,
guanilat siklaz enzimini aktive eder ve ¢cGMP’nin hiicre i¢inde artmasina sebep olur.
cGMP artis1 ise hiicre i¢i kalsiyum miktarinda azalmaya neden olan farkli mekanizmalarla
diiz kas hiicrelerinde gevseme meydana getirmektedir (Denninger ve Marletta 1999).

Bizim bulgularimiza gore, WAG/Rij kontrol grubundaki endotele bagimh
gevsemenin Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak fazla olmasi, absans epilepsili
WAG/Rjj siganlarin torasik aorta dokusunda NO sentez ve/veya saliverilmesinin artmasi
ya da NO’in diz kasa diflizyonunun artmasi, vaskiiler diiz kasin NO’e yanit
verebilirliginde artma veya diiz kasin gevseme mekanizmalarinda bir artisin s6z konusu
olmas1 gibi olast mekanizmalarin devreye girdigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte T
tipi Ca™ kanal blokeri olan etosiiksimid tedavisi almig Wistar siganlardaki endotele
bagimli gevseme yanitlarinda Wistar kontrol grubu ile karsilastirildiginda goriilen dramatik
azalma sayilan mekanizmalarin ters yonde isledigini akla getirmektedir. Wistar siganlarda

etosiiksimid tedavisi, bilinmeyen bir mekanizma ile torasik aorta diiz kasinda NO sentez
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ve/veya saliverilmesini azaltmig, vaskiiler diiz kasin NO’e yanit verebilirliginde azalmaya
yol agmig veya NO’in diiz kasa diflizyonunun azalmasi ya da diiz kasin gevsemesinde
bozulmaya yol acarak vaskiiler diiz kas reaktivitesinin azalmasina sebep olmus olabilir.
Ilging olarak WAG/Rij siganlarda etosiiksimid tedavisi ise WAG/Rij kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, endotele bagimli gevseme yanitlarinda herhangi bir azalmaya yol
acmamis, vaskiiler diiz kas reaktivitesi ilizerinde WAG/Rij siganlarda etosiiksimid
tedavisinin bir etkisi olmamistir. NKH tedavisi ve sham uygulamasina bagli yanitlar ise her
iki sigan tiirtindeki kendi kontrolleri ile karsilastirildiklarinda endotele bagimli gevseme
cevaplari kontrolden farkli bulunmamis, vaskiiler diiz kas reaktivitesi lizerinde herhangi bir
etki meydana getirmemislerdir.

Diger yandan bulgularimiza goére NO dondrii olan SNP ile indiiklenen endotelden
bagimsiz gevseme yanitlarinda tiim gruplarda anlamli bir fark olmamasi, torasik aorta
dokusunun NO’e yanit verebilirliginin degismedigini, cGMP olusumunda ve NO/cGMP
yolaginin isleyis mekanizmalarinda bir bozukluk olmadigini gostermektedir. Ayrica
papaverin gevseme yanitlarinda da gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamasi, diiz kas
gevseme mekanizmalarinda bir degisiklik ya da bozulma olmadigini diistindiirmektedir. Bu
durumda Wistar kontrol grubuna gére WAG/R]j sicanlarda torasik aorta diiz kasinda
endotele bagl gevseme yanitlarinda gézlenen artmanin ya da etosiiksimid tedavisine bagh
olarak Wistar sicanlarda meydana gelen NO aracili gevsemenin azalmasinin torasik aorta
diiz kasinin NO’e cevap verebilirliginin artmasi ya da azalmasi veya cGMP {iretimi ile
ilgili mekanizmalarda bozukluga bagli olmadigi fakat NO sentez, saliverilme ve/veya
yikiminda artma veya azalmadan kaynaklanabilecegi akla gelmektedir.

Spesifik olmayan T tipi Ca™" kanal blokeri olarak kabul edilen etosiiksimidin bugiine
kadar in vitro ortamda vaskdler diiz kas reaktivitesi Uzerindeki etkisi degerlendirilmemistir.
Calismamiz, bu acidan son derece Ozgiindiir. Bununla birlikte vaskiiler yapida 2 tip
(Cav3.1 ve Cav3.2) T tipi Ca"™ kanallarinin varlig1 gosterilmistir (Abd El-Rahman ve dig.
2012, Ball ve dig. 2009, Hansen 2013, Kuo ve dig 2010). L tipi kalsiyum kanallarinin
vaskiler tonus Gzerindeki roli ve L tipi kalsiyum kanal blokajinin klinik yararlar1 bugiin
oldukca iyi bilinmekle birlikte T tipi kalsiyum kanallarinin vaskiiler tonus tizerindeki rolii
yeterince aydinlatilamamis ve yapilan caligmalarda elde edilen bulgularin ¢eligkili oldugu
gorulmektedir. Yapilan bir grup calismada, T tipi Ca’™ kanallarinin kemirgen ve
insanlardaki kan damarlarinda eksitasyon-kontraksiyon siirecinde rol oynadigi ileri
stirilmektedir (Hansen ve dig. 2001, Abd El-Rahman ve dig. 2012, Ball ve dig. 2009,

Hansen ve dig. 2011, Navarro-Gonzalez ve dig. 2009). Diger yandan son zamanlarda
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yapilan bir calisma, perfiize fare renal efferent arteriyollerinde T tipi voltaj kapili
kanallarmin yliksek konsantrasyonda potasyum ile ortaya ¢ikan depolarizasyonla
indiiklenen kalsiyum girisini takiben endotele bagimli vazodilatasyona katkida
bulundugunu ileri siirmistiir (Poulsen ve dig. 2011). Bu c¢alismada yiiksek
konsantrasyonda potasyumun yarattig1 depolarizasyon, vaskiiler diiz kastaki kalsiyum
kanallarmi aktive ederek hiicre i¢i kalsiyumun artmasina yol agmis ve kasilma yaniti
meydana getirmistir. Fakat Cav3.2. kanalina yiiksek selektivite gosteren T tipi kanal
antagonisti NiCl,, depolarizasyon sonrasi spontan vazodilatasyonlar: bloklamistir. Fakat
gevsemelerin L-NAME uygulamasina bagli olarak ve eNOS geni silinmis farelerde inhibe
olmastyla T tipi kanal aracili vazodilatasyonun endotelyal NO {iretimine bagli oldugu ileri
strilmistiir. Cav3.2. T tipi kanalinin benzer rolii, Cav3.2. aktivasyonu ve Kalsiyum ile
indiiklenen eNOS aktivasyonuna bagli endotele bagimli mekanizmalar araciligi ile olusan
vazodilator cevaplarin olustugunun gosteren calismalarla ortaya konmustur ((Figueroa ve
dig. 2007, Chen ve dig. 2003, Harraz ve dig. 2014). Cav3.2 geni silinmis farelerde
asetilkolin ve SNP cevaplarina koroner damarlarin bozulmus gevseme yanitlar, T tipi
kanallarin Ni*? ile akut blokajinin kontrol hayvanlarda gevsemeleri Onlemesi bizim
bulgularimizla kismen uyumludur (Chen ve dig. 2003). Bizim ¢alismamizda da Wistar
sicanlarda etosiiksimid, karbakol ile indiiklenen endotele bagimli gevseme yanitlarinda
kontrollere gore azalma meydan getirmistir.

Diger yandan son zamanlarda yapilan bir calisma, periferik direnci yiiksek
mezenterik arterlerde Cav3.1. T tipi Ca™ Kanallarnin NO olusumunu stimiile ederek
endotele bagimli vazodilatasyona katkida bulundugunu agik¢a ortaya koymustur
(Svenningsen ve dig. 2014). Bu ¢alismada Cav3.1. geni silinmis ve kontrol hayvanlarin
izole mezenterik arterleri, ylksek potasyum iyon konsantrasyonu iceren ¢ozelti ile voltaja
bagiml kalsiyum kanallarin1 aktive etmek i¢in stimiile edilmistir. Depolarizasyon sonrasi
meydana gelen dilatasyonlarin L-NAME uygulamasina bagli olarak ve eNOS geni silinmis
farelerde inhibe oldugu ve vazodilatasyonun T tipi kanallarin agilmasini gerektiren
depolarizasyon ile indiiklenen eNOS aktivasyonundan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Bu
caligmada Cav3.1. kanallarinin endotele bagimli etkisinin, e-NOS aracili oldugu, Cav3.1.
ve eNOS’un birlikte lokalize olup ve Cav3.1 geni silinmis farelerde azalmig kalsiyum
girisinin depolarizasyon sonrasi kontrollere gore tiretimi azalmig, NO ve cGMP olusumuna
onciiliik ettigi gosterilmistir. Depolarizasyon, Cav3.1. kanallarinin agilmasina ve kanallarin
acilmas1 da, NO-cGMP yolagmin aktive olmasina yol agmistir. Fakat ayn1 ¢alismada K*

kasilmas1 sonrasi damarlarin asetilkoline bagli gevsemesinde Cav3.1. geni silinmis ve
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kontrol fareler arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu agidan bizim bulgularimizdaki
farklilik birgok sebepe bagli olabilir. Ilk olarak, T tipi Ca"kanal aktivitesinin bozulmasi, T
tipi Ca™" kanal blokeri olan farmakolojik bir ajanla meydana gelmistir. Bu ajanin hangi
spesifik T tipi kanali (alt tip) inhibe ettigi heniiz gosterilmemistir ve kanalin bloke edilmesi
kronik tedavi verilmesi yolu ile saglanmistir. Ayrica ¢alisilan damar, torasik aortadir ve
kontraksiyonlar alfa reseptor agonisti fenilefrin ile saglanmistir. Fakat sonucta
bulgularimiz etosiiksimidin diger bir deyisle T tipi Ca’" kanal blokajiin Wistar sicanlarda
torasik aortada endotele bagli gevseme yanitlarini bozarak NO iiretimi veya
saliverilmesinde azalmaya yol actigimi, dolayisiyla T tipi Ca™ kanallarmin endotele
bagimli NO-aracil1 vazodilatasyona katkida bulundugu fikrini desteklemektedir.

Bulgularimiza gére WAG/Rij siganlarda endotele bagimli NO aracili
vazodilatasyonun Wistar sicanlara gére anlamli olarak fazla olmasi ise oldukca ilgingtir.
Bu hayvanlarin torasik aorta dokularinda bilinmeyen bir mekanizma ile NO iiretimi veya
saliverilmesinde artis olasiigin1  diisiindirmektedir. Absans epilepside T tipi Ca™
kanallarinin beyindeki hiperaktivasyonu bilindiginden (Tsakiridou ve dig. 1995, Talley ve
dig., Broicher ve dig. 2007, 2008) T tipi Ca"" kanallarmin aktivasyonunun NO {iretimini
artirarak endotele bagimli NO aracili vazodilatasyona katkida bulundugu yoniindeki
yukarida bahsedilen goriislerden yol ¢ikarak, beyinle sinirli olmayip, WAG/Rjj
sicanlardaki endotele bagimli NO-aracili artmis vazodilatasyon, T tipi Ca’" kanallarinin
torasik aorta dokularinda da hiperaktivasyona sahip olabilecegi diisiincesini akla
getirmektedir. Absans epilepside T tipi Ca™ kanallarimin vaskiiler yapidaki varlig,
dagilimi, lokalizasyonu, vaskiiler tonus {zerindeki rolii heniiz c¢alisilmasa da
bulgularimizdan yola ¢ikarak ortaya siirdiiglimiiz bu varsayimin ileriki c¢aligsmalarda
tizerine gitmek isabetli olacaktir. Diger yandan bu varsayimdan hareket ettigimizde
etosiiksimid tedavisi alan WAG/Rij sicanlarda endotele bagimli NO aracili
vazodilatasyonun WAG/RIij kontrol grubuna gore farkli olmamasini da irdelemek
gerekmektedir. Sonugta verilen etosuksimid tedavi dozunda, siganlarin damarlarindaki T
tipi Ca™" kanallarinin blokajinin ne oranda oldugu bilinmemektedir. Ote yandan, T tipi
Ca'" kanallarinin aktivasyonundan farkli bilinmeyen bir mekanizmanin WAG/Rij
sicanlarda meydana gelen endotele bagimli NO-aracili asir1 vazodilatasyondan sorumlu
oldugu diisiliniilebilir. Verilen NKH tedavisi veya sham uygulamasinin da WAG/Rij
sicanlardaki vaskiiler reaktivite lizerinde farkl1 bir etkisi olmamuistir.

Calismamizda Wistar sicanlarda ectosiiksimid tedavisinin izole torasik aorta

dokularindan yiiksek konsantrasyonda (80 mM) KCl ile elde edilen depolarizasyona baglh
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kasilma yanitlarinda kontrollere gore artis saptanmasi da ilgingtir. Daha 6nce Cav3.1. geni
silinmis fareler ile kontroller karsilagtirildiginda yiiksek KCI’e bagli vazokonstriksiyonun
fare mezenterik arterler (Svenningsen ve dig. 2014, Bjorling ve dig. 2013) ve terminal
arteriyollerinde degismedigi (Bjorling ve dig. 2013) bununla birlikte aynmi g¢alismada
Cav3.1. geni silinmis farelerde L tipi Ca™ kanal blokeri nifedipin ve nifedipinle birlikte
Cav.3.2-spesifik blokeri NiCl2’iin KCI’e bagli kasilma yanitlarinda bir farklilik olmadigy,
boylece Cav3.1 veya Cav3.2. T tipi Ca’" kanallarmin nifedipine-duyarsiz yiiksek KCI’e
bagl Ca™" girisine bagl kasilmalardan sorumlu olmadig1, kasilmalarin esas sorumlusunun
L tipi Ca™" kanallar1 oldugu ileri siiriilmiistiir (Bjorling ve dig. 2013). Diger bir calismada
yilksek konsantrasyonda KCI ile kasilmanin sigan aortasinda L tipi Ca™ kanal blokerleri
(verapamil ve nifedipin) ve hem T tipi hem L tipi kanallar1 bloke eden ilaglar (efonidipin
ve mibefradil) varliginda kontrollere gore azaldig1 fakat kasilmalarda kendi aralarinda bir
fark olmadig1, diger yandan mezenterik arterlerde ise efonidipin ve mibefradil yanitlarinda
verapamil ve nifedipine gore oldukc¢a diislis oldugu gozlenmistir (Ball ve dig. 2009). Bu
calismalar, KCI’e bagli kasilmalarm biiyiik oranda L tipi Ca™" kanallarina bagli oldugunu,
vaskiiler dokuya bagli olarak T tipi kanallarin da kasilmaya katkida bulundugunu
gostermektedir. Bizim ¢alismamizda bu calismalardan farkli olarak T tipi Ca™ kanal
blokajiin vitro ortamda degil, in vivo ortamda kronik olarak uygulanarak gerceklesmistir.
Yukaridaki ¢alismalarla uyumlu olarak beklenen T tipi Ca™™ kanal blokajina bagli olarak
KCl ile indiiklenen depolarizasyona bagli Ca*™" girisinden kaynaklanan kasilmanin kontrole
gore azalmasi veya kontrolden farkli bulunmamasi iken, kasilmanin kontrolden anlamli
olarak fazla olmasi, vaskiiler tonusa L tipi Ca™" kanallarin katkisim diisiindiirmektedir.
Etosiiksimidle yapilan kronik T tipi Ca™" kanal blokajinin kompansatuar mekanizmalar
harekete gegirerek voltaja bagimli L tipi Ca™" kanallarinin upregiilasyonuna yol agarak
kasilmalarin kontrollerden fazla olmasina yol actig1 akla gelmektedir. WAG/Rij siganlarda
ise KCl’e bagh kasilmanin Wistar kontrol grubuna gore azalmasinin altinda yatan
mekanizma bilinmemekle birlikte, WAG/RIj siganlarin damarlarinda asirn T tipi Ca'™
kanali aktivasyonu oldugu varsayimindan hareket edilecek olursa, WAG/Rij siganlarda
depolarizasyona bagl kasilmada T tipi kanallarin gélgesinde kalan L tipi kanallarin
depolarizasyona bagli hiicre igine Ca™" girisine yeterince aracilik edemedigi ve kasiimanin
buna bagli olarak Wistar kontrollerden az oldugu diistiniilmektedir. Diger yandan
WAG/Rij siganlarda etosiiksimid tedavisine bagli yanitlar, Wistar kontrollerden farkli
bulunmamistir. Bu bulgu yine kronik T tipi kanal blokajinin, L tipi kanallarin

upregulasyonuna yola acarak kasilmalarin Wistar kontrollere benzer olmasina sebep olmus
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olabilir. Ayrica WAG/Rij siganlarda NKH tedavisinin KCI’e bagl kasilmalari, WAG/Rij
kontrollere gore neden artirdigi da bilinmemektedir. NKH’lerin WAG/Rij sicanlarda
torasik aorta yapisindaki Ca*" kanallarmin aktivasyonuna ve depolarizasyonla indiiklenen

hiicre icine Ca'™ girisine bagl kasilmada nasil bir rol oynadig1 aydinlatilabilmis degildir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda genetik absans epilepsili WAG/Rij sicanlara uygulanan iki farklh
tedavi seklinin (etosiiksimid ve NKH tedavisi) absans epilepside gozlenenen DDD
olusumu iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Uygulanan kronik etosiiksimid tedavisi,
DDD’lar kontrol ve sham gruplarina gore toplam siire, ortalama siire ve say1 agisindan
anlamli olarak azaltmistir. Diger yandan WAG/Rij siganlara ilk kez uygulanan MGE
kaynaklt NKH tedavisi de, DDD’lar1 kontrol ve sham gruplarina gore toplam siire,
ortalama slire ve sayi agisindan anlamli 6l¢iide baskilamigtir. Calismamizda NKH’lerin
DDD’lar1 baskilamasinin altinda yatan olast iki farkli mekanizmanin olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Bunlardan ilki absans epilepside 6zellikle S1po bolgesi ve kortekste azalmis
GABAerjik asirmrmin NKH’ler sayesinde giiclendirilmesinin saglanmasidir. Bu dogrultuda
bulgularimiz, MGE kaynakli NKH’lerin in vitro ortamda astrosit, néron, oligodendrosit ve
GABAerjik noronlara farklilagtigini gostermistir. Fakat bu hipotezin desteklenmesi ve
DDD’larin  baskilanmasinin  altinda yatan mekanizmanin GABAerjik  asirimin
giiclendirilmesinin saglanmasi oldugunun sdylenebilmesi i¢in, heniiz farklilasmamis olarak
sicanlara verilen NKH’lerin in vivo ortamda da GABAerjik noronlara farklilagtiginin
gosterilmesine yonelik c¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Diger yandan DDD’larin
baskilanmasinda ikinci olast mekanizma olarak diisiiniilen noroinflamasyonun NKH’ler
aracigl ile azalip azalmadiginin daha ileri ¢alismalar yardimiyla arastirilmasina ihtiyag
vardir. Calismamiz ayrica cerrahi miidahalenin DDD’larin baskilanmasinda tek bagina bir
etkisinin olmadigini ortaya koymustur.

Bugiine kadar absans epilepside kardiyovaskiiler degisiklikler lizerine yapilmis ¢ok
az sayida caligma vardir. Bizim g¢alismamiz literatiirdeki bu eksikligin farkina vararak
Wistar ve WAG/RIj si¢anlardaki kardiyovaskiiler farkliliklar: irdelemis ve uygulanan iki
farkli tedavi seklinin bu siganlarda kardiyovaskiiler degisiklikler {izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Bu amagcla siganlarin OAB, KH degerleri 6l¢iilmiis ve vaskiiler diiz kas
reaktiviteleri degerlendirilmistir. Wistar sicanlarin OAB degerlerinde gruplar arasinda
anlaml bir fark gozlenmemis, WAG/Rij siganlarin OAB degerleri, Wistar kontrol grubuna
gore anlamli olarak fazla bulunmustur. Ayrica NKH tedavisi ve sham uygulanan WAG/RIj
sicanlarin da OAB degerleri Wistar kontrol grubuna gore anlamli olarak artmigtir.
WAG/Rjj siganlarin kan basinglarindaki artisin altinda yatan sebeplerin yeni ¢aligmalarla
irdelenmesi gerekmektedir. Bu artisin nobetlerle iliskili olup olmadigina yonelik daha ileri

caligmalarin yapilmasi Onerilmektedir. Gruplarin KH’lar1 degerlendirildiginde yalnizca
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Wistar sicanlara uygulanan etosiiksimid tedavisinin KH’n1 Wistar kontrol grubuna gore
anlaml olarak azalttig1 saptanmig, diger gruplar arasinda ise KH acisindan anlamli fark
bulunmamustir.

Gruplar kardiyovaskiiler diiz kas reaktivitesi degisiklikleri yOniinden de
degerlendirilmistir. Buna gore KCl kasilma yanitlarinda Wistar etosiiksimid grubunda
Wistar kontrol grubuna gore anlamli artma, WAG/Rij kontrol grubunda ise anlamli olarak
azalma saptanmistir. Karbakol aracili endotele bagimli gevseme yanitlarinda WAG/Rij
kontrol grubunda Wistar kontrol grubuna gore anlamli artma gézlenmistir. Diger yandan T
tipi Ca™ kanal blokeri etosiiksimidin Wistar siganlarda kontrol grubuna gore endotele
bagimli gevseme yanitlarin1 bozdugu ortaya konmustur. iki farkli soyda farkli yanitlarin
alinmasi ilaca yanitlarda bireysel/genetik farkliliklarin olabilecegini diisiindiirmektedir. NO
aracili bu yanitlarin olas1 mekanizmalarinin ve T tipi kanallarin vaskiiler tonus ve absans
epilepsideki vaskiler reaktivite Uzerindeki etkilerinin irdelenmesi icin daha ileri
calismalarin yapilmast gerekmektedir. SNP aracili endotelden bagimsiz gevseme
yanitlarinda gruplar arasinda anlamli bir fark ortaya ¢cikmamistir.

Sonug olarak NKH tedavisi absans epilepsi tedavisinde klasik antiepileptik tedaviye
alternatif olarak umut vadetmektedir. Ayrica absans epilepside kardiyovaskiiler
fonksiyonlarda degisiklikler gozlenmekte ve bu degisikliklerin irdelenmesi icin daha ¢ok

caligma yapilmasi gerekmektedir.
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Tez Denetleme Listesi

Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmistir.

[

N I Y Dt s Y Ay IO By A

Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde

elde edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir).
Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniine dikkat!) ad,

program,y1l yazildi.

Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirland1 (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI
ya da DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir,

imzalarin ayn1 renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).
Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlar1 konuldu.
Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi boyutu 12 olacak bigimde basildi.

Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.
Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

Danigman

imza
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