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: Beta-Actin

: Hipotalamik Noropeptit-Y/ Aqoutr
. a-amino—3-hidroksi—5-metil—4 izoksazol-proprionat

: Arkuat niikleus

: Adenozintrifosfat

: Beyin kaynakli norotrofik faktor
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: Caile aktive olan K
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: Kortikotropin salgilatict hormon
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K* : Potasyum

JAK?2 : Janus protein kinaz 2

kg : Kilogram

LTP : Long term potentiation

LH : Lateral hipotalamik niikleus
MAPK : Mitojen aktive edici protein
Mg : Magnezyum

MeA : Mediyal amigdala

MRNA : Mesajc1 riboniikleikasit

mi : Mililitre

mm : Milimetre
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MSS : Merkezi sinir sistemi

NE : Noroepinefrin

NIS : Niikleus traktus solitarus
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Ob : Obez Geni
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PUN : Paraventrikiiler
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PTZ : Pentilentetrazol

PBS : Phospate-buffered saline
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S-hiicreleri . Slow-wave-active hiicreler
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TLE : Temporal lob epilepsisi

Q RT-PCR : Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
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1. OZET

Epileptik ndbet esnasinda eksitasyon ve inhibisyon arasindaki denge eksitasyon
tarafina kaymaktadir ve tiim bunlar esnasinda bir¢ok norotransmitter madde salinmaktadir.
Bu norotransmitter maddelerin bir bolimii eksitasyonu artirirken bir bolimi ise
eksitasyonu azaltmaktadir. Noropeptit Y (NPY) ve leptin eksitasyonu azaltan maddelerden
bazilaridir. Simdiye kadar epilepsi hayvan modellerinde yapilan birgok ¢alisma NPY’nin
ve leptinin nobetleri baskilama roliinii gii¢lii bir sekilde desteklemektedir. Ayn1 zamanda
bu bulgular epilepsi olusmasinda NPY’nin ya da leptinin inhibitor etkisinin ortadan
kalkmasinin rolii olup olmayacagini da diisiindiirmektedir.

Bu calismanin amaci kainik asit ile olusturulan temporal lob epilepsisi deney
modelinde, NPY ve leptin genlerinin transkripsiyon analizlerinin yapilmasi ve ndbetlerinin
olugmasinda ya da engellemesindeki rollerinin aragtirilmasidir.

Deneylerde 3-4 aylik, 230-270 gr agirhgindaki, erkek wistar cinsi siganlar
kullanildi. Kontrol ve kainik asit uygulanmis hayvanlarin beyin korteks ve hipokampus
bolgelerinden elde edilen doku orneklerinde leptin ve NPY gen transkripsiyon analizi
yapildi.

Kainik asit uygulamasindan sonra 4. saat ve 24. saatte ¢ikarilan beyin hipokampus ve
korteks bolgelerinde leptin mRNA diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
belirgin olarak artmis oldugu gozlenmistir. Gruplar arasindaki fark Student-T testi ile
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve kontrol grubu ile kainik asit uygulamasindan sonraki
4.saat ve 24.saat grubu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur (p< 0.05 ). Kainik asit
uygulamasindan sonra 4. saat ve 24. saatte ¢ikarilan beyin hipokampus ve korteks
bolgelerinde NPY mRNA diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalmis
oldugu gozlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Bu ¢alismada azalmig NPY ve artmis leptin diizeylerinin bulunmasi leptinin kainik
asitle olusturulan nobet sonrasinda koruyucu bir mekanizma olusturabilecegini

diistindiirmektedir.



2. SUMMARY

Excitation side of the balance between excitation and inhibition during epileptic
seizures is shifting and many neurotransmitter released during all of this. This is a part of
the neurotransmitter substances is a part of increasing the excitation reduces the excitation.
Neuropeptide Y (NPY) and leptin are some substances that reduce excitation. So far, many
studies in animal models of epilepsy seizures NPY and leptin strongly supports the role of
inhibition. So far, many studies in animal models of epilepsy seizures NPY and leptin
strongly supports the role of suppression. At the same time the inhibitory effect of leptin on
these findings, epilepsy, or the disappearance of the role of NPY in the formation and
suggest there would be.

The aim of this study was to test temporal lobe epilepsy induced by kainic acid
model, NPY and leptin gene transcription analysis, NPY and leptin gene transcription
analysis, and to investigate the role of seizures in the formation and blocking.

In the experiments of 3-4 months, weighing 230-270 g, male Wistar rats were used.
And kainic acid applied to the control animals, the brain's cortex and hippocampus regions
of leptin and NPY gene transcription in tissue samples obtained from the analysis was
performed.

Kainik acid application after 4. hours and 24. in parts of the brain hippocampus and
cortex of leptin mMRNA extracted per levels, compared with the control group, it was
observed that significantly increased. What is the difference between a Student-T test
groups are statistically evaluated and kainik acid with the application of the control group
for the next 4 hours and 24 hours a group of statistical the difference was found (p < 0.05).
Kainik acid application after 4. hours and 24. extracted from the brain hippocampus and
cortex parts per hour NPY mRNA levels has been observed in comparison to the control
group is reduced. This difference is statistically significant.

In this study, the increased presence of leptin levels of NPY and leptinin kainik

reduced acid can create a protective mechanism in the wake of the seizure of the created.



3. GIRIS VE AMAC

Epilepsi, % 1 prevelansa sahip oldugu tahmin edilen, diinyada en yaygin goriilen
ciddi norololojik bir durumdur. Gilintimiizde epilepsinin, hem sebeplerine hem de
tedavisine yonelik ¢ok sayida arastirma yapilmig, bu aragtirmalarin birgogunda deneysel
epilepsi modelleri tiizerinde durulmustur. Deneysel epilepsi modelleri, epilepsinin
mekanizmalarin1 ortaya koymak, tedavisine 1sik tutmak, kullanilan epileptik ilaclar
gelistirmek ve bircok epileptik ndbetlerin temelinde yatan patolojik olaylar1 belirlemek
acisindan ¢ok onemlidir. Bu modellerden birtaneside kompleks parsiyel epilepsi modeli
olan kainik asit modelidir. Kainik asit enjeksiyonu, temporal lob epilepsisindeki
hipereksitabilitenin altinda yatan mekanizmalar1 arastirmak agisindan olduk¢a uygun bir
model olma 6zelligini tagimaktadir.

Bu ¢alismada, temporal lob epilepsi deney modelinde nébetlerin olugsmasinda rol
oynayan mekanizmalarin NPY ve leptin ile iliskisi arastirilacaktir. Santral sinir sisteminde
bircok hastaligin patogenezinde giderek daha fazla 6nem kazanmakta olan NPY ve
leptinin, insanda antiepileptik tedavideki yerinin saptanmasi hedeflenmistir. Bu amagla
epileptik olmayan kontrol ve kainik asit ile olusturulan temporal lob epilepsili sicanlarda

NPY ve leptin gen transkript analizlerinin yapilmasi planlanmigtir



4. GENEL BIiLGILER

4.1. EPILEPSI

4.1.1. Epilepsi Nedir?

Epilepsi ¢ok yaygin goriilen ndrolojik bir hastalik olup, santral sinir sisteminde yer
alan noronlarin, ani, anormal desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikar. Spontan tekrarlayan nobetlerle
karakterizedir ve popiilasyonun %10’u hayatlar1 boyunca en az bir kez epilepsi ndbeti

yasarlar (1).

Genel olarak popiilasyonda goriilme sikligi %5-10 arasindadir. Beyinde biiyiik bir
noron toplulugunun birlikte ve anormal bi¢cimde desarj yapmaya baslayinca epileptik
nobetler goriiliir. Anormal néron desarjlarinin sebepleri arasinda travma, inme, kanama,
oksijen yetmemesi, maskiiler farmosyonlar, enfeksiyon ve metabolik bozukluklar
sayilabilir (2). Anormal epileptik desarjin ortaya ¢iktig1 néronlar, yayildigi anatomik yollar
ve bolgeler nobetin klinik goriinlimiinii belirler. Klinik goriiniimde ¢esitli tablolar gézlenir.
Ornegin; Bir fonksiyonun istemsiz olarak durmasi (absans nébetlerde goriildiigii gibi) veya
bir fonksiyonun istemsiz olarak ortaya g¢ikmasi (fokal motor epilepside oldugu gibi)
seklinde olabilir. Epileptik desarj korteksteki veya subkortikal yapilardaki belirli
bolgelerde kalirsa buna fokal desarj, bu desarj sonucu ortaya ¢ikan klinik tabloya ise fokal
epilepsi denir. Epileptik desarjlar bir bolgede smirli kalacagi gibi transkortikal,

transkallosal ve talamoretikiiler yollarla beynin degisik bolgelerine yayilabilirler (3).

4.1.2. Epilepsi Fizyopatolojisi

Epileptik nobetlerin fizyopatolojisi her zaman tam olarak bilinememektedir. Bunun
yan1 sira tiim epilepsi ndbetlerinde ayni fizyopatoloji goriilmez (3). Epilepsiye neden olan
ndronlar igin epileptik ndron veya epileptojenik fokus terimi kullanilmaktadir. Epilepsili

kisilerin beyinlerinde genellikle hipokampus piramidal hiicrelerin CAl noéronlar1 ve CA2,



CA4 noronlart “’pacemaker’’merkezler olabilecegi kabul edilmektedir (4). Genellikle
yapilan arastirmalar hipokampal kesitlerin bu bolgelerinde yapilmustir.

Ultrastriiktiiel ¢alismalarda ise, epileptik néronlarin dendritik ¢ikintilarinda (spine)
azalma oldugu (dendritik deafferentasyon), epileptojenik fokusta yeni sinapslar olustugu,
astrositlerin artmasiyla gliozis olustugu gosterilmistir. Epiloptojenik odada yer alan
gliozisli hiicrelerin, hiicre dist K* iyonlarin1 tamponlama kabiliyetleri bozuldugundan,
hiicre disina K™ iyon artisina yol agarak, ndronlarin uyarilabilme esiginin diismesine ve
dolayistyla epilepsi ndbetlerinin olusmasina yol agarlar.

Kisaca epilepsi fizyopatolojisinde ti¢ mekanizma ¢ok 6nemlidir.

. Glia fonksiyonunun bozulmast,
. GABA olmak tizere inhibitor aminoasitlerde azalma,

. Glutamat gibi aminoasitlerin artamasi.

Tiim bu mekanizmalar sonucunda néronlarin membran potansiyelleri bozulur ve bunun

sonucunda néronda desarj ve eksitasyon esigi dismektedir (3).

4.1.2.1. Temporal Lob Epilepsisi

Temporal lob epilepsisi (TLE), en yaygin ve ilag tedavisine en direngli olan yetiskin
fokal epilepsi tiirtidiir. Tiim epilepsiler i¢cinde temporal lob epilepsilerinin goriilme siklig1
%30-35’ ler civarindadir. Bunlarinda 2/3” i mesial temporal lobtadir (5).

Temporal lob ndobetlerinin nedenleri arasinda hipokampal skleroz ilk siradadir.
Bunun disinda bu bdlgenin benign ve malign tiimorleri, viral parazitlik veya diger
enfeksiyoz nedenler, serebrovaskiiler hastaliklar, kortikal gelisimsel malformasyonlar,
travma ve diger yaralanmalar nedenler arasinda sayilabilir.

Temporal lob epilepsilerinde tipik olarak otomatizma ile birlikte kompleks parsiyel
nobetler siktir. Bu tablo ge¢ ¢ocukluk ve erken eriskin donemde siktir. Yaklasik %350
hastada tek tarafli veya bilateral sekonder jeneralize tonik, klonik veya tonik-klonik

ndbetler gortilebilir (6).

1989 yil1 itibariyle temporal lob eplepsileri 2 grup altinda toplanmistir.



I- Mesial Temporal Epilepsi: Epileptojenitesi ¢ok yiksek olan hipokampus,
amigdala ve diger limbik yapilardan kaynaklanir. Yetigskin caginin en yaygin formudur.
Hipokampal skleroz siktir (7-8).

II- Lateral (Neokortikal) Temporal Epilepsi: Genellikle timor, skar dokusu,
vaskuler malformasyon, konjenital kistler, displaziler gibi spesifik lezyonlarla
karakterizedir. Neokortikal yapilardan kaynaklanan desajlar, mezial yapilara yayillmaya
blaylk egilim gosterdiginden dolayr bu grup ndébetlerin klinik olarak ayrimi mesial
temporal yapilardan kaynaklanan nébetlerden ¢ok daha gugtir (7).

TLE’de en 6nemli sorulardan bir tanesi, ndbetin nereden basladigl sorusudur.
Cogu arastirmaci nobet baslangi¢c yerinin hipokampus oldugunu dusinmektedir.
Temporal lobektomi yapilan hastalarla ilgili calismalarda, postoperatif ddnemde énemli
derecede nobet azalmasi oldugunu gostermektedir. Hipokampal rezeksiyon yapilan
hastalar ile yapiilmayanlarla kargilastirilinca, hipokampal rezeksiyon yapilan hastalarin
nobet sikliginda daha fazla azalma oldugu gézlemlenmektedir. Hatta cerrahi iglemn
sonrasi nobetleri devam eden cogu vakada yeni bir cerrahi operasyonla, kalan
hipokampus dokusu alinarak tedavi saglanmistir. Yapilan tim g¢alismalar,
hipokampusun nobet desarjlarini baslatan néronlari igerdigini dislindiirmektedir (9).

TLE’nin hayvan modelleri ise iki major gruba ayrilmaktadir (10).

I- Eksitotoksik bilesimlerin (kainik asit, pilokarpin) uygulanmasi ile indiiklenen
status epileptikus’u takiben gelisen spontan epilepsi durumudur.

Il1- Kindling ile indiiklenmis temporal lop epilepsisi olarak belirtilen elektrikle
uyarilmis kronik tekrarlayan nobetlerdir.

Kainik asit uygulamasi ile olusturulan temporal lob epilepsisi modeli igin status
epileptikus sirasindaki konviilsif nobetlerin en az 3 saat boyunca saatte en az 10 kere
goriilmesi gerekmektedir (11). Goriilen ndbetlerin sikhigt ve siddeti, kainik asidin
uygulama yolu ve dozu ile iligkilidir. Status epileptikus’dan sonra giinler veya haftalarca
stiren latent donemi takiben hayvanlarda spontan konviilsif veya konviilsif olmayan
epileptik nobetler gelismektedir. Latent donemin siiresi, gegirilen status epileptikus’un
siiresi ve siddeti ile orantilidir.

Temporal lob epilepsisinin kainik asit modelinde status epileptikus’un hipokampusta
olusturdugu norofizyolojik ve ndropatolojik degisiklikler, insandaki ila¢ tedavisine direngli

temporal lob epilepsisine benzer hatta daha agir olmaktadir (12). Status epileptikus’dan



sonra hipokampal piramidal néronlarda ve dentat girusun hilar polimorfik néronlarinda
belirgin hasar ve gliozis ve bu néron kaybmin arkasindan, mossy lifleri yolaginin, dentat
girusun i¢ molekiiler tabakasina dogru filizlenmesi goriilmektedir (13).

Literatiirlerdeki veriler 1s1ginda, kainik asit modelinin, ila¢ tedavisine direngli olan
temporal lob epilepsisinin altinda yatan noronal mekanizmalarin ve epileptogenez

siirecinin arastirilmasi i¢in uygun bir yontem oldugu diistiniilmektedir.

4.1.3. Epilepsinin Etiyolojisi

Epilepsiler etiyolojik yonden {i¢ grupta incelenir;

. Idiyopatik Epilepsiler: Mevcut arastirma yontemleriyle altta yatan bir nedenin
gosterilemedigi durumlar olarak kabul edilmektedir. Cocukluk veya geng erigkinlik
doneminde baglarlar. Bu tiirdeki hastalarin nérolojik ve mental muayeneleri normaldir. Bu
hastalarin karakterize bir EEG goriintimleri vardir.

. Kriptojenik Epilepsiler: Bu gruptaki hastalar, idiyopatik epilepsi kriterlerine
uymazlar. Semptomatik gibi goriinen, fakat etiyolojik nedeni ortaya konulamayan
epilepsilerdir.

. Semptomatik Epilepsiler: Bu epilepsi tiirii ya dogum sirasinda ya da yasantinin
herhangi bir doneminde beyinde ortaya ¢ikan bir anormalligin sonucunda meydana gelir.
Bu anormalligin sonucu olarak epilepsiden baska sorunlar da ortaya ¢ikabilir. EEG
incelemeleri anormalligi ortaya ¢ikarabilir. Bu tip epilepside ila¢ tedavisinin yanit1 kisiden

kisiye degismektedir.

4.1.4. Uluslararasi (ILEA) Simiflandirimasi

Epilepsi, ¢ok cesitli sekillerde siniflandirilmistir. En son kabul goren siniflandirma
1989 yilinda Uluslaras1 Epilepsiyle Savas Dernegi (ILAE) tarafindan Joseph Rogers’ in
baskanligi altinda toplanan komisyon tarafindan yapilmistir. 1981 ve 1989 yillarinda
yapilan smiflandirmalar birbirini tamamlayict iki siniflandirmadir. Bu siniflandirmalar
giintimiizde halen giincel olarak kullaniimaktadir.

Tablo 1: Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin uluslar aras1 simflandirilmas1 (ILAE
1989)



I- Parsiyel (fokal) nobetler

A.Basit parsiyel nobetler (bilin¢ durumu bozulmaksizin)

1. Motor semptomlu (hareketlerle iligkili bulgular s6z konusudur)

2. Somatosensoryel veya 6zel duysal semptomlu

3. Otonomik semptomlu

4. Psisik semptomlu

B. Kompleks parsiyel nobetler (bilin¢g bozuklugu ile giden)

1. Basit parsiyel baslangici izleyen biling bozuklugu

o Basit parsiyel baslangici izleyen biling bozuklugu

o Otomatizmlerle giden

2. Biling durumunun baglangigtan itibaren bozulmast

o Sadece biling bozuklugu ile giden

o Otomatizmlerle giden

C. Sekonder jeneralize nobete doniisen parsiyel nobetler

1. Basit parsiyel ndbetin (A) jeneralize nobete donligmesi

2. Kompleks parsiyel ndbetin (B) jeneralize nobete donligmesi

3. Basit parsiyel nobetin kompleks parsiyel nobete doniigsmesi ve ardindan jeneralize
nobete doniismesi

11- Jeneralize nobetler (konviilzif veya konviilzif olmayan)

1. Absans nobetleri (dalma nobetleri)

o Tipik Absans nobetleri

o Atipik absans

2. Miyoklonik nobetler

3. Klonik nobetler

4. Tonik nobetler




5. Tonik-klonik nobetler

6. Atonik ndbetler (astatik) (ani diisme nobetleri)

I11- Smiflandirilamayan epileptik nobetler
Yeterli bilgi olmayis1 nedeni ile yukaridaki kategorilere dahil edilemeyen nobetlerdir.
Cigneme, ritmik gz hareketleri gibi baz1 yenidogan donemi ndbetleri bunlardandir.

1. Parsiyel: Kismi, biitiiniin bir boliimii

2. Somato: Viicut; sensoryel = duyu ile iliskili

3. Otonomik: Istem dis1 hareketlerle iliskili drnegin kalp hizi, terleme gibi

4. Psisik: Hem akli hem de beyni etkileyen

5. Otomatizm; kisinin kontrolu altinda olmayan yar1 amaglh hareketler. Ornegin
yalanma, yutkunma hareketleri, elbiseleri cekistirme ve sarhos gibi yliriime
seklinde hareketler.

6. Sekonder jeneralize: Sinirli bir bolgeden baslayip yaygin hale doniisen (genelde
tonik-klonik nébet olusur)

4.1.5. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi  hastaliginin  altinda yatan mekanizmalarin  agiklanmasi,  yeni
antiepileptiklerin test edilmesi, uygun diagnostik yaklagimlarin ve tedavi modalitelerinin
gelistirilmesi ya da epilepsinin yol ag¢tigt sorunlarin giderilmesi amaciyla yeni
yaklasimlarin ortaya konmasinda c¢esitli deneysel modeller kullanilmaktadir. Bu tip
caligmalarin birka¢ 6nemli nedeni vardir: (I) Modeli olusturacak klinik nobetler cesitlidir.
(I) Modellerin higbirisi klinik epilepsiyle ayn1 degildir. (III) Cesitli modellerden elde
edilen sonuglarin karsilastirilarak test edilmesi gerekir. (IV) Gelistirilen yeni metodlara ve
yeni sartlara daha uygun yeni modeller olusturulmaktadir (14).

Ideal bir epilepsi modeli asagidaki 6zelliklere sahip olmadir.

1- Spontan olarak tekrarlayan nobetler olmalidir.

2- Nobetler insan epilepsisine benzemelidir.

3- Modeldeki EEG’ nin bigimi ile ilgili epilepsideki EEG bi¢imine benzemelidir.




4- Nobetlerin frekansi, ilaglarin etkisini akut veya kronik olarak test etmeye yetecek
Olciide olmadir.

5- Antiepileptik ilaclarin farmakokinetigi insandakine benzer olmalidir.

6- Antiepileptiklerin etkili olduklar1 plazma ve beyin seviyeleri, insanda ilgili nobeti
Onleyen seviye kadar olmadir.

Bu kriterlerin tiimiinii karsilayan tek bir model simdilik bilinmemektedir. Bazi
aragtirmacilar  deneysel modelleri insandaki nobetlere gore degilde modelin
olusturulmasina gore siniflandirirlar (15). Bu siniflandirmaya goérede deneysel modeller 3
gruba ayrilmaktadir:

1-Konviilsan kimyasal madde veya elektrik uyaranlariyla olusturulan modeller,

2-Refleks epilepsi modelleri (ses ve 151k gibi uyaranlarla baglatilan modellerdir),

3-idiopatik modeller.

Deneysel epilepsi modellerinin  insanlardaki ndbet olusumlarina  gore

siiflandirilmas1 agagidaki gibidir.

Tablo 2: Deneysel Epilepsi Modellerinin Simiflandirilmasi

Basit Parsiyel (Akut)

* Topikal konviilsanlar (Penisilin, bikukulin vb.)

 Akut elektriksel uyari

* GABA-kesilmesi

* Neokorteks dilimleri

Basit Parsiyel (kronik)

* Kortekse metal verilmesi (Aliiminyum hidroksit, kobalt, ¢inko, demir vb.)

* Kriyojenik hasar

* Gangliosit antikor verilmesi

« Sistemik fokal epileptogenez

Jeneralize tonik-klonik

* Genetik (Isiga duyarli babunlarda ve farelerde sesle olusturulan ndbetler, Paytak ve E1

fareler, sican, gerbil ve drozofila)

» Maksimal elektrik soku
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* Kimyasal eletrik soku (Pentilentetrazol, penisilin vb.)

* Metabolik diizensizlik (hipoksi, hiperglisemi, hiperbarik oksijen, hiperkarbi, {iremi,

yiiksek temperatiir, ilag kesilmesi)

Kompleks parsiyel

« Kainik asit, tetanoz toksini

* Firtinalar (Tutugma; trigger) alanina injeksiyon

* Tutusma

* Beyin dilimleri

Jeneralize absans

* Talamus’un uyarilmast

* Bilateral odak

» Sistemik penisilin

* Gama hidroksi butirat

* L.V. opiat uygulanmasi

Status epileptikus

* Lityum-pilokarpin

» Kobalt-hemosistein

* Rekiirrent uyarilma

4.1.5.1. Kainik Asit Modeli

Glutamat, aspartat, quisqualat, ibotenat, domoat, kainat ve benzeri dogal aminoasitler
beyine verildiklerinde konvulsiyonlara neden olurlar. Eriskin hayvanlarda glutamat kan
beyin engelinden gegemezken, onun etkili analogu olan ve Japon su yosunundan elde
edilen kainik asit sistemik uygulama sonucu kan beyin engelinden gegerek
konvulsiiyonlara ve beyinde ndron Olimiine yol agar (16). Konviilsiiyonlar giinlerce
stirebilir.

Kainik asit sigcanda beyin ventrikiillerine verildiginde epileptik nobetlere ve
hipokampus’ta hiicre 6liime sebep olur (16-17). Bu model, insan mesial temporal lob

epilepsisindeki klinik degisikliklere yakin benzerlik gosterir. Medikal tedaviye yanit
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vermeyen TLE’ li hastalardan alinan cerrahi materyalde, hipokampal CAl, CA3 ve CA4
bolgelerinde néron kaybi ve reaktif gliozis oldugu gozlenmistir (18). Benzer bir lezyon ve
glial yanit ise, sicanlarda intraperitoneal, intraserebroventrikiiler ve intrahipokampal kainik
asit uygulamasindan sonrada gorilmiustiir (19). Yapilan bir bagka calismada ise CA3
primidal noronlarin ve CA4 komisslirel asosiasyonel liflerin kainik asit ile hasara
ugratilmasindan 1-3 ay sonra, ipsilateral dentat girusun i¢ molekiiler tabakasinda ¢inko
yoniinden zengin terminallerin isaretlenmesinde artig gozlenmistir (20).

Anestezisiz siganlarda kainik asitin amigdallere verilmesiyle fokal status epileptikus
modeli olustugu bildirilmistir (21). Epileptik nobetlerin siddeti ile verilen kainik asit dozu
arasmdada bir iliski bulunmustur. Ornegin; 0,4 ug gibi diisiik bir doz, amigdal kaynakli
parsiyel fokal nobetlere sebep olurken; 1,6 ug yiiksek doz ikincil jeneralize status
epileptikusa sebep olup, sonucundada hayvanin 6liimiine neden olmaktadir. Bu asamada
diazepam verilip, hayvanlarin 6limiinii 6nlemistir (21-22).

Sicanda kainik asitle epileptiform aktivite olusturmak i¢in gereken intravendz esik
doz 4mg/kg iken, noronal hasar i¢in gereken esik doz 7 mg/kg olarak belirlenmistir (23).

Benzodiazepinler, barbituratlar ve aminooksiasetik asit gibi eksitator aminoasit
antagonistleri, sigan ve farelerde kainik asitle olusturulan epileptiform aktiviteyi
onlemektedir (16). Bu ii¢ grup maddenin GABA’ nimn etkisini arttirdigi bilinmektedir.
Kainik asidin GABA {izerinden prokonvulsif etki gdsterdigini ileri siirenler bu bulguya
dayanirken; diger c¢aligmalar GABA sisteminin, kainik asidin konviilsan etkisini izah
etmede pek onemli olmadig1 gostermektedir (16). Ornegin GABA’ nin etkisini artiran
valproik asit beyne verilen glutamatin etkisini Onlerken, kainik asidin konvulsif etkisini
onlemedigi goriilmiistiir (20).

Bizim ¢alismamizdaki kainik asit verilen hayvanlardan elde edilen davranig tablosu
ve yapilan ¢aligsmalar ile elde edilen sonuglarla, siganda hipokampus ve korteksin kainik
asitle tahrip edilmesi yoluyla, temporal lob epilepsisine ait bir modelin olustugunu

gostermektedir.

4.2. BEYIN KORTEKSI
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4.2.1. Beyin Korteksindeki Hiicrelerin Ozellikleri

Insanda beyin korteksinin yiizeyi 2.500 cm? kalinligi 2-4 mm ve hacmi 600 cm®
kadardir. Beyin korteksinde 10 milyardan fazla ndron oldugu sanilmaktadir. Bu sayiya glia
hiicreleri dahil degildir. Beyin korteksinin hiicreleri tabakalar teskil edecek sekilde
dagilmiglardir. Arastirmacilar beyin korteksini tabaka sayisina ve embriyolojik orijinine
gore lic bolgeye ayirmiglardir.

1-Arsikorteks

2- Paleokorteks

3- Neokorteks

Arsikorteks ile paleokorteksin ikisine birden allokorteks denir. Insanda allokorteks
biitiin beyin hacminin ancak % 10' u ile ilgilidir. Filogenetik bakimdan en eski oldugu
kabul edilen arsikorteks (hipokampus) ile paleokorteks iicer tabakadan meydana gelmistir.
Bir memeli beynine disaridan bakildiginda goriilen korteks bolgelerine neokorteks denir.
Genel olarak alt1 tabakadan meydana gelmis olan neokorteksin i¢ organizasyonu diger iki
kortekstekinden daha karmasiktir. Presantral girusta bulunan motor alanlarda IV. tabaka

gelismemistir. Bundan dolay1 s6z konusu bu bolgeye agrantiler korteks denir (24).

4.2.1. Beyin Korteksinde Bulunan Hiicre Gruplari

Beyin korteksinde bulunan hiicre govdelerinin yap1 ve sekline, dentritlerinin uzunluk
ve dagilimma ve aksonlarinin dallanma ve sonlanmalarina gore cok cesitli hiicreler
bulunmaktadir. Bunlarin hepsini yildizs1 hiicreler (astrositler) ve piramidal hiicreler olarak
iki biiyiik sinifa ayirmak miimkiindiir.

Piramidal hiicrelerdeki hiicre govdesi piramit seklindedir. Piramidin tepe kismi korteks
yiizeyine, tabani ise alta dogru yerlesmistir. Piramidal ndronlar uyarici hiicrelerdir. Motor
korteksin V. tabakasinda bulunan piramidal hiicrelerin aksonlar1 beyin sapina ve omurilige
uzanir. Korteksin II. ve III. tabakalarinda bulunan daha kiigiik piramidal ndronlarin

aksonlar ise korteksin diger bolgelerine giderler (24).
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Piramidal hiicrelerde tipik bir dendrit organizasyonu goriiliir. Dendritler yatay ve
dikey olmak tizere iki ¢esittir. Yatay dendritler tabana bagl koselerden gikar; hiicreden
ayrildiktan sonra dallanirlar. Dikey dendritler ise hiicrenin tepesinden ¢ikarak korteksin en
iist tabakasina kadar uzanir ve ylizeye paralel dallar verir. Dikey dendrit ile ondan ayrilan
dallarin lizerinde diken (spine) denen ¢ok sayida postsinaptik ¢ikintilar bulunur. Piramidal
hiicrelerin 6zel organizasyonu sayesinde c¢esitli kaynaklardan beyin korteksine gelen
girisler dendrit agacinin ayr1 bolgelerine dagilir ve integre edilir. Ayrica, dendritlerde
sinaptik akimlar1 artiran yiikseltici bolgeler uzaklarda bulunan sinapslarin daha etkili
olmalarin1 saglarlar. Piramidal hiicrelerin aminoasit transmitterlerden glutamik asit veya
aspartik asidi serbestlestirerek etki ettikleri diisiiniilmektedir. (24).

Yildiz hiicreleri, govdeleri yuvarlak veya oval olan néronlardir. Aksonlar1 korteksi
terk etmez, yakin ¢evrede bulunan noronlarda sonlanir. Ara néron olan yildiz hiicreleri
korteksteki kolonlarin iginde gerekli olan baglantilarin kurulmasmi saglar. Yildiz
hiicrelerinin, dendritleri dikine uzanan 6nemli bir ¢esidi vardir. Bu hiicreler dogrudan
dogruya talamustaki noronlardan informasyon alarak bu informasyonu diger ara néronlara
veya piramidal hiicrelere dagitirlar. Gorme korteksinde bulunan ve dikenli yildiz hiicreleri
denen noronlar bu smiftandirlar. Yildiz hiicreleri ¢ok gesitlilik gosterdigi igin salgilanan
transmitterler de c¢ok cesitlidir. Aksonlar dikine olarak uzanan bir grup yildiz hiicresinde
ya Vazoaktif Intestinal Polipeptid (VIP) veya kolesistokinin (CCK) bulunur. Her iki peptit
korteksteki ndronlarda uyarici etki géstermektedir. O halde bu peptitleri ihtiva eden yildiz
hiicreleri uyarict ara noronlardir (22). Bazi yildiz hiicrelerinde akson korteksin tabanina
paralel olarak uzanir. Bu grubun en tipik Ornegi sepet hiicreleridir. Sepet hiicreleri
postsinaptik hiicreyi kusatip iglerine alacak bigimde bir sinaps yaptiklart ig¢in bdyle
adlandirilmiglardir. Sepet hiicrelerinin akson terminallerinde bol miktarda glutamik asit
dekarboksilaz enziminin bulundugu tespit edilmistir. Bu enzim inhibitér bir aminoasit
transmitter olan GABA nin sentezini katalizler. Bu durumda, sepet hiicreleri duraklatici ara
noronlardandir. Bu hiicrelerin ¢evre inhibisyonu meydan getirerek belli bir kolondaki
hiicreyi, diger kolonlarda bulunan hiicrelerin etkilerinden korudugu, izole ettigi ve boylece

kolonlara gerektiginde bagimsiz caligma imkani sagladig: diisiiniilmektedir (24).
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4.3. HIPOKAMPUS (Ammon Boynuzu)

Hipokampus (Ammon Boynuzu), koronal kesitlerde denizatina benzediginden dolay1
bu terimle adlandirilmistir. Ayrica kogboynuzuna benzedigi i¢in "Cornu Ammonis" de
denir. Hipokampus, beyin hemisferlerinin i¢ine dogru ¢ikintilar yapar ve CA1, CA2, CA3,
CAA4 olmak tizere degisik bolgelere ayrilmistir (6).

Hipokampusun ventrikiillere bakan yiizii alveus olarak da adlandirilmaktadir (25).
Alveus aferent ve eferent liflerin bir subepandimal kilifidir. Fimbriya ve fornikste sonlanan

miyelinli liflerden olusan bir topluluktur (6).

4.3.1. Hipokampus’un Anatomisi

Hipokampus, hipokampal fissurun derinleserek inferior boynuza invajine olmasiyla
meydana gelmistir. Fisstirin dudaklar1 ise girus dentatusu ve parahipokampal girusu
olusturur. Hipokampal kavisin degisik bolgeleri ayni dlglide gelismez (25). Hipokampal
bolge (26) olarak da adlandirilan "hipokampal formasyon™ (27), subikulum, hipokampus,
girus dentatus gibi yapilardan meydana gelmistir. Sican ve tavsanda hipokampus dorsal ve
ventral olmak tizere iki kisitmdan meydana gelmistir. Dorsal hipokampus yanlardan lateral
ventrikiillerle cevrelenmistir. Rostralden kaudale dogru gidildikge iki hipokampus birlesir.
Memelilerde hipokampus yapisal organizasyon agisindan birbirine benzerdir. insanda

hipokampal formasyonun en biiytlik kismin1 hipokampus olusturur.

4.3.2. Hipokampus’un Histolojisi

Hipokampus esas olarak 3 tabakadan olugmaktadir. Hipokampusun bu {ii¢ esas
tabakas1 alveustan ice dogru su sekilde siralanmaktadir.

1. Stratum poliforme

2. Stratum piramidale

3. Stratum molekiilare
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Esas tabakalardaki hiicrelerin dendrit ve aksonlarinin farkli sekilde diizenlenmesiyle
bircok sekonder tabaka da olusmustur (25). Bu tabakalar, ventrikiiliin yiizeyini déseyen
epandim hiicrelerinin hemen altinda alveustan i¢ce dogru sdyle siralanir:

1. Stratum oriens

2. Stratum piramidale

3. Stratum radiatum

4. Stratum lakunosum

5. Stratum molekiilare

4.3.2.1. Stratum Poliforme

Bu tabaka hipokampusun en dis tabakasi olup, stratum oriens olarakta adlandirilir.
Alveusla stratum piramidale arasinda yer alir. Stratum poliforme tabakasinda primidal
hiicreler bulunmaz. Bu tabaka mikroskobik goriiniim itibariyle izokorteksin V1. tabakasini
andirir. Stratum poliforme’nin dis zonundaki noéronlarin aksonlar1 molekiiler tabakaya
ulasir. I¢ zon néronlarin bazilari alveusa digerleri ise bu tabakadan dallamir veya primidal

tabakaya gecerler (28).

4.3.2.2. Stratum Piramidale

Bu tabakada ¢ok sayida piramidal hiicreler ve golgi II tip hiicreler bulunur. Stratum
piramidal hiicrelerin bazal ve apikal dendritleri komsu tabakalara, aksonlari ise stratum
oriensten gegerek alveusa girerler. Hipokampus’un sepet hiicreleri ¢ogunlukla stratum
oriens ve stratum piramidale arasindaki geg¢is zonunda bulunurlar. Bu hiicrelerin aksonlari
alveusa ge¢mez. Fakat aksi yonde ilerleyerek piramidal hiicre gdvdelerinin c¢evresinde
yogun pleksus yaptiktan sonra stratum radiatum’a gegerler. Piramidal hiicre aksonlari
geriye donebilen kollateraller verebilirler. Bunlarin ¢ogu stratum radiatum’a girerler.

Digerleri ise stratum oriens’e gegerek forniks yoluyla hipokampus’u terkederler (25).
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4.3.2.3. Stratum Molekulare

Cok az sayida noron igeren bu tabaka, stratum radiatum, stratum omolekulare,
stratum lakunozum olmak tizere 3 alt tabakaya ayrilir.

Stratum radiatum, genis bir ag yapisinda olup piramidal tabakanin sinirindan 1sinsal
olarak uzanan dallara sahiptir. Stratum émolekulare ve stratum lakunozum ise bazen diger
tabakalardan gelen zengin bir lif ag1 iceren tek bir lamina olarak da kabul edilmektedir.
Hipokampusa, entorhinal alandan gelen Onemli aferent lifler stratum lakunozum

molekulare’de sonlanmaktadir (25).

4.3.2.4. Hipokampal Yollar

Hipokampal eferent liflerinin biiyiik bir kismii piramidal hiicreler olugturmaktadir.
Hipokampus’un aferentleri ise parahipokampal girustan ve daha ¢ok entorhinal alandan
gelmektedir. Afferent lifler perforant veya alveolar yollar ile hipokampus’a ulagmaktadir.
Entorhinal korteksten alveolar yolla gelen lifler hipokampus’un CA1l kismina ve
subikulum’un i¢ tabakasina, perforant yolla entorhinal alanin lateral bolgesinden gelen

lifler ise girus dentatus’a ve CA4 hari¢ tim hipokampus’a dagilmaktadir (25).

4.3.2.5. i¢ baglantilar

Hipokampal devrenin birinci basamagini girus dentatus olusturur. Bilgi subikulum ve
dentat girus arasinda yarik gibi gériinen yerden atlayarak hipokampus’a girer. Bu yol ikisi
arasinda boslugu perfore etmesinden (delmesinden) dolay1r perforant yol olarak
isimlendirilir (29). Bu yola ait bir kisim uzantilar hipokampal fissiirii takip ederek yine
molekiiler tabakada sonlanmaktadir. Biiyiik bir kismi ise CAl ve CAS3' iin stratum
lakunozum molekularesinden gegerler (30).

Girus dentatus hiicreleri hipokampus disina uzanti géndermezler. Girus dentatusun
graniiler hiicrelerinin lifleri (yosunsu lifler), girus dentatusun polimorfik tabakasinda ve
hipokampusun CA3 bolgesi piramidal hiicrelerinin proksimal dendritleri iizerinde sinaps
yaparlar (31). Girus dentatusun derin ve polimorfik tabakasinda karsi tarafa uzanan

assosiasyon lifleri vardir.
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Forniks, subikulum ve hipokampusun biiyilk piramidal hiicrelerinden gelen
aksonlardan ibarettir. Hipokampusun ana eferent lif sistemini olusturan bu bantta hem

projeksiyon hem de komissural lifler bulunur (32-33).

4.3.2.6. D1s baglantilar

Hipokampusun dis baglantilarin1 genellikle "Papez devresi "ifade eder. Papez (1937)
hipokampusu, gesitli kortikal bolgelerden duyusal bilginin kabul edildigi alan olarak kabul
etmistir. Forniks biiylik Ol¢iide hipokampustan ¢ikan ana yolu olusturur. Subikulum,
entorhinal alan, perirhinal korteks, parahipokampal alan gibi bolgelere hatta orbitofrontal
kortekse lifler gonderir. Hipokampal yap1 ayrica amigdaloid ve striatuma etki etmektedir
(34).

4.3.2.7. Kortekse ait baglantilar

Bircok dejenerasyon metoduyla sicanda yapilan c¢aligmalarda, hipokampustan
izokortekse direkt olan baglantilar gosterilmistir. Retrograd taginma teknikleri kullanilarak
yapilan baska ¢alismalarda ise, perirhinal korteks (alan 35 ve 36 ), singulat korteks, insular

korteks, ve parahipokampal girusun korteksle direkt baglantili oldugu gosterilmistir (34).

4.3.3. Hipokampus’un Fonksiyonlar:

Hipokampus’un gerek anatomisi, gerekse histolojisi hakkinda ¢ok sey bilinmesine
ragmen, hipokampus’un beyinde bircok bolge ile baglantili olmast nedeniyle
hipokampusun yapisi tam olarak anlagilamamistir (26).

Onceleri hipokampus’un koku duyusu ile ilgili oldugu diisiiniiliiyordu. Fakat koku
duyusu alman yollarin veya bulbus olfaktoriusun gelismedigi baz1 insanlarda
hipokampus’un normal gelisimini tamamladigi gosterilmistir. Fakat indirekt yollardan

bulbus olfaktoriusun hipokampusla iliskili oldugunu gosteren deliller vardir (25).
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Hipokampus’un fonksiyonuyla ilgili bilgilerin bir¢ogu histokimyasal ¢alismalar sonucunda
saglanmistir. Asetilkolinesteraz (AChE) girus dentatusun hilusundaki hiicre govdelerinde
bulunur ve piramidal hiicre tabakasina dagilim géstermektedir (35-36-37). 1953' de Jansen
anestezisiz kedilerde, hipokampus’un uyarilmasiyla dikkatli bakis ve arayis hareketleri
gozlemlemistir. Kedilerin dis uyaranlara karsi tepkileri azalmis, yiizlerinde goriilen
sagkinlik ifadesi dikkat olarak degerlendirilmis ve dikkatleri ¢evredeki herhangi bir seye
fikse olmustur.

Bilinci yerinde olan kedilerin hipokampus’unda meydana getirilen lokal lezyonlar
veya lokal uyarilar sonucunda psikomotor epilepside gozlenen davranis degisikliklerine
benzemektedir. Bu hayvanlar anormal horlama, pupillar dilatasyon ve anormal korku
belirtileri gosterirler. Hipokampus’tan yayilan epileptiform aktivite limbik lobun diger
kisimlarina ve en sonunda da izokortekse yayildigi goriilmiistiir (38). Hipokampus’un EEG
dalgalar1 ritmik siniizoidal tipteki teta dalgalaridir. Bu durum hipokampus’un spontan
aktivitesini ve bilincin degisik devrelerle iliskili oldugunu gostermektedir. Korteksin
desenkronize durumlarinda hipokampus senkronizasyon gostermekte ve teta dalgalar
olugsmaktadir. Teta dalgalarinin sadece dikkat ve uyaniklik ile degil, ayn1 zamanda bir¢ok
fizyolojik fonksiyonla da ilgili oldugu tespit edilmistir (38). Hipokampus’un birgok
fonksiyonla ilskisi vardir. Bunlardan birisi hafiza 6zellikle kisa stireli hafizadir. Kisa siireli
hafiza, yeni bilgilerin depolanma kapasitesini ifade etmektedir. Canlida bu 06zelligin
bozulmasi, 6nceden edinilmis bilgileri etkilememektedir (25). 1950' li yillarin basinda
insanda temporal lobun medial parcalarinin iki tarafli ¢ikarilmasindan sonra belirgin bir
sekilde hafiza kaybinin oldugu goriilmiistiir.

Cluver-Bucy Sendromu da denilen bu tabloya iliskin belirtilerden bir kismi veya
tamami, temporal lob ameliyatlar1 gegiren kisiler hakkinda rapor edilmistir. Bu belirtiler
genel olarak su sekildedir (39) :

1. Korku duygusu kaybolur.

2. Goriilen objelere anlam verememe durumu goriiliir.

3. Beslenme aligskanliklarinda degisiklikler goriliir. Yiyecekleri uzun siire yoklayip
kontrol ettikten sonra yer ve yiyecek olmayan cisimleri de yemeye calisabilir.

4. Hiperseksiialite gelisir. Cins, tiir, canli, cansiz ayirimi gézetmeksizin, siklikla

seksiiel aktiviteye yonelir.
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Bu hastalar yeni seyleri hafizalarinda tutamamakta yeni beceriler elde edemedikleri
goriilmiistiir. Sayet hipokampus’un tek tarafi saglam birakilacak olursa, herhangi ciddi bir
fizyolojik bozuklugun meydana gelmedigi gozlenmistir (40). Hipokampal lezyonlarda,
hafiza kaybindan baska durumlar da goriiliir. Yeni ezberlenen seylerin pekistirilmesi veya
bunlar1 ifade etme, hipokampusun fonksiyonuna baglanmaktadir (25-26). Hipokampus ve
girus dentatusun iki tarafli lezyonunun uzun siireli hafizay:1 etkilememesinin sebebi uzun
stireli hafizanin tiim serebral kortekste yerlesik olmasindan kaynaklidir. Yakin hafiza
kaybinin derecesi lezyon alaniyla dogru orantilidir. Temporal lobun 6n bolgesindeki iki
tarafli lezyonlar hafizaya zarar vermektedir. Yashligin sebep oldugu hafiza
bozukluklarinda, hipokampus’ta 6nemli miktarda hiicre kayb1 oldugu gézlenmistir. Fakat
hiicre kaybindan bagka nedenlerle de hafiza kaybi goriilebilir (25). Maymunlarda
hipokampus ve amigdaloid'in iki tarafli ¢ikarilmasindan sonra yapilan deneysel
calismalarda, duyma ve gormeye bagh hafizanin bozuldugu gosterilmistir. Ayrica
dokunma duyusunun algilanmasinda da bozulmalar gériilmistiir (38). Hipokampus’un
davranigsal olarak, cevrenin dnemli 6zelliklerini ihtiva eden bir i¢ "kognitif harita" ya sahip
oldugu hipotez olarak belirtilmistir (41). Literatiirden ¢ikarilan sonuglara gore, hafizaya
alma ve 6grenme beynin bir¢cok bdlgesindeki noron topluluklarini i¢ine alan yaygin bir
islemle yapilmaktadir. Hafizayla ilgili problemlerin ¢6ziimii i¢in yaygin ndronal
sebekelerin Ozelliklerinin anlasilmas1 ve bu maksatla, yeni biyofizik ve biyokimyasal
metodlarin uygulanmasi gerekir (25).

Aragstiricilar uzun ve kisa siireli hafiza ve 6grenmenin sinapslardaki morfolojik veya
fonksiyonel degisikliklerle ilgili olabilecegini ileri siirmektedirler. Kisa siireli tekrarlayan
uyaranlarla forniks veya entorhinal alanin aferent aksonlar1 stimiile edildiginde
hipokampus veya girus dentatusun graniiler hiicrelerinin cevabinda artis goriilmdstiir (42).

Hipokampal formasyondan gelen ve aferentlerin ¢ogunu igeren forniksin kesilmesi
hafiza kaybi olusturmada yetersiz kalmaktadir. Insan veya maymunda her iki forniks
kesildikten sonra da 6nemli bir hafiza kayb1 goriilmemistir (39).

Hipokampus’un, 6zellikle LTP (Long Term Potentiation) ve segici iskemi duyarlilig
gibi konularda, memelilerde olduk¢a dikkat ¢eken bir yapidir. LTP, ilk kez hipokampusta
ortaya ¢ikarilan ve Ozellikle glutamat kullanan sinapslarda gdzlenen, uzun siireli bir
sinaptik iliski tlrtidiir. Bu uzun siireli sinaptik desarj, 6grenmenin temel modeli olarak

oldukga genis bir arastirma konusudur (43).
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Glutamat kullanan sinapslarla iligkili olan iskemiye segici duyarlilik da hipokampus
i¢in oldukca karakteristik bir durumdur. Ozellikle memeli hipokampusunda bulunan CA1
piramidal hiicre tabakasinin, iskemiyi takip eden reperflizyon doneminde gecikmis iskemik
cevap sonucu segici olarak hasara ugradigi bilinmektedir (44).

Yakin bir zamana kadar, hipokampus'taki hiicre sayisinin yaslanma siirecinde,
onemli Olglide azaldigi ve bunun da yaslhilikta goriilen bunamanin Sebep olabilecegi
diistiniilmekteydi. Fakat son zamanlarda yapilan ¢aligmalar sonucunda, hipokampus'taki
hiicre kayb1 ile yaslanma arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmadig:
anlasilmis, yalnizca, Alzheimer hastaligina yakalanmis insanlarin hipokampal CA1l, CA2
ve CA3 alanlarina ait piramidal hiicre sayisinda bir azalma tesbit edilmistir (45).

GABA'erjik inhibitor ara noronlarin Oliimii, inhibisyonda azalmaya sebep
olmaktadir. Bu durumda hipokampus’un esas noéron topluluklarinda &zelliklede CA3
alaninda bulunan piramidal ve dentat graniil hiicrelerinde patolojik hipereksitabiliteye yol
a¢cmaktadir (46).

Sloviter yaptig1 bir ¢alismada, mevcut en kuvvetli fikrin aksini iddia ederek GABA
immiinoreaktif noéronlarmin, hipokampus’taki diger noronlara goére nobetlerin sebep
oldugu hiicre oliimiine kars1 daha direngli olduklarimi gostermistir (47). Hipokampus’ta
nobetlere bagli olarak olusan hiicre liimlerinin altinda yatan molekiiler mekanizmada,
glutamat reseptor alt tipi NMDA ve intraselliiler haberlesme ile ndron 6liimiine sebep olan
eksitotoksik mekanizma en kuvvetli muhtemel mekanizma olmakla birlikte, yine de noron
oliimi tam olarak aydinlatilamamistir. Nobetler, ¢cogu hipokampal néronda c-fos (hiicresel
onkojenik gen) gibi bir erken genin ekspresyonuna sebep olur ve c-fos tekrarlayan siddetli
nobetlerle, 6lmek iizere olan bazi hipokampal néronlarda gecikmeli olarak uyarilir. Bu son

goriis, gen ekspresyonunun néron oliimiine katkida bulunabilecegini ileri siirmektedir (48).
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4.4. NOROPEPTID Y (NPY)

4.4.1. NPY’nin Tanimi

NPY, ilk defa 1982 yilinda domuz beyninden Tatemoto ve Mutt tarafindan izole
edilmisgtir (49).

NPY ’nin birgok fizyopatolojik durumlarla ilgili oldugu goriilmiistiir. ilk calismalar
NPY’nin feokromasitoma i¢in bir tiimor faktorii oldugu ile ilgiliydi. Ayn1 zamanda NPY”
nin merkezi olarak enjekte edildiginde uzun siireli bir vazokonstriktér oldugu ve yeme
davranisina sebep oldugu gosterilmistir. Daha sonra NPY nin peptid analoglar1 ile yapilan
farmakolojik deneylerde bu peptidin iki reseptoriiniin oldugu kesfedilmistir. Sonradan ise
NPY reseptorlerinin 6 tane oldugu anlasilmis ve bu reseptorler bircok hastaligin
fizyopatolojisinin arastirilmasinda 6rnegin; yeme hastaliklari, metabolik hastaliklar, nobet,
anksiyete, hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi ve akciger hastaliklari ¢aligmalarda
kolaylastirict bir role sahip oldugu goriilmiistiir.

NPY, yapica ve immiinolojik olarak pankreatik polipeptide benzer ve 36
aminoasit’ten olusur (50). Peptit YY (PYY), Pankreatik Polipeptid (PP) ve Neuropeptid Y,
pankreatik polipeptid ailesine aittir (51-52-53).

NPY memeli merkezi sinir sisteminde genis bir alanda dagilim gosterir ve iretilir.
GABAerjik interndronlarda ekspresse edilir ve depolanir. Sinir terminallerinin merkezi
kisimlarinda yogunlukta bulunur (54). NPY bir¢ok farkli ndrotransmitterle birlikte
bulunur. Noronal eksitabilitede kritik inhibitor diizenleyicidir.

Beyinin ve viicudun farkli yerlerinde bulunan salgi hiicrelerindeki néronlar
tarafindan {iretilir. Beyinde ¢ok sayida fizyolojik olaya katilir. Ornegin; enerji dengesinin
diizenlenmesinde, hafiza, 6grenme ve epilepsi de rolii vardir. Ayrica, uyku-uyaniklik
siklusunun diizenlenmesi, glinliik sirkadiyen ritm (55), kan basincinin diizenlenmesi (56)
ve beslenme gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyon i¢in gereklidir.

NPY anksiyete, yeme bozukluklari, huntington hastaligi, Alzheimer, Parkinson,
epilepsi ve ¢esitli nobetlerin patogenezine karisir (57). Basit NPY noéronlar1 kolinerjik
kortikopedal noronlar tarafindan innerve edilir (58). NPY igeren terminaller kolinerjik

noronlarla simetrik sinapslar yaparlar ve inhibisyon yapiyormus gibi varsayilabilirler (58).
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NPY’nin 6 adet G proteine bagli reseptorii bulunur. Bu reseptorler Adenilat Siklazi
inhibe ederler ve intraselliiler kalsiyum seviyesini diizenlerler.

NPY bircok hipotalamik noropeptidin sekresyonunu modiile eder, kortikotropik aks1
stimiile eder ve gonadotropik ve somatotropik aks iizerinde inhibe edici bir etkisi vardir.

Mood (ruhsal) hastaliklarinin fizyopatolojisinde dnemli rolii vardir (57).
4.4.2. NPY ’nin Yapisi ve Biyosentezi

NPY 36 aminoasitten olusan bir peptiddir ve ilk defa domuz beynin’ den izole
edilerek kesfedilmistir (49). NPY ailesinin diger peptidleri gibi peptid YY (PPY),
Pankreatik Polipeptid (PP) ve NPY ii¢ boyutlu yapiya sahiptir. Bu 3 boyutlu yap1 sag
tokasina benzer yap1 gosterir buda tip 2 beta doniisii ile poliprolin benzeri tip 2 heliks ve (1
den 9’ a kadar olan parga) amphiphilic (amfifil) a-heliks (14 den 30 a kadar olan parga)
karakterize edilmistir. Boylece peptidlerin N- ve C-terminal sonlarmin yakinlagmasina
onciiliik eder (59-60). Insanda NPY geni 7. kromozomun 7p15.1. lokusunda bulunur. 4
ekzondan olusur. Ik kodlama g¢evrilmemis boliimdiir (5’-UTR). ikinci kodlanan ekzon
sinyal peptidi ve olgunlasmis NPY dizininin ana boliimiidiir. Ugiincii ekzon tirozin
NPY nin tirozin36, Glisin37 amid donor kismi, dibazik K®-R¥ kismini ayirmak igin
prohormon déniistiiriicti kullanilir ve NPY ’nin C-terminal peptidinin (CPON) ana pargasini
igerir. Dordiincii ekzon kodlamasi ise CPON’nin sonunu olusturur ve 3’- UTR dir.

NPY, sican beyninde paraventrikiiler niikleus ve arkuat niikleusta (ARC) yliiksek
miktarda bulunur. Fosfolipaz Cy, brain-derived neurotrophic faktér (BDNF) tarafindan
NPY ekspirasyonunun yerine getirilmesine aracilik eder (61). NPY mRNA ekspirasyonu

glukokortikoidler tarafindan da up-regiile olur (62).
4.4.3. NPY’nin Lokalizasyonu
MSS’de NPY’nin en zengin kaynagi hipotalamus’tur (63). Kismi olarak ise

paraventrikiiler niikleus, arkuat niikleus, suprakiazmatik niikleus, median eminens ve

dorsomedial niikleus’ta bulunur (64—65-66).
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NPY bazal onbeyin’de (BF) de bulunur ve bu alanda kortikal aktivasyonun
diizenlenmesinde onemli role sahiptir (67-68). BF kolinerjik ve non-kolinerjik heterojen
ndron popiilasyonunu igerir.

Beyinde bulunan NPY nérepinefrin, GABA ve somatostatinle birlikte agouti-releated
protein i¢eren noronlarda bulunur (69). NPY, 6nbeyin néronlarinda ise GABA ile birlikte
bulunur (70). Basit NPY noronlari birkag kolinerjik kortikopedal noronlarda innerve edilir
(71-72). Anestezili ratlarda, BF noronlarinin alt populasyonu olan S hiicreleri de (slow —
wave —active hiicreler) NPY igerirler (67).

NPY pozitif S-hiicreleri GABA ile birlikte lokalizedir. S néronlarinin aktivasyonu ile
salinan maddeler sadece noropeptidlerdir (73). Anatomik verilere gore NPY kolinerjik
hiicrelerle iletisim igindedir fakat bu innervasyonun kaynagi bilinmemektedir. Fakat
kokenini kismi olarak lokal noronlardan alir (71). Lokal NPY igeren hiicreler kapsamli
akson kolaterallerine sahiptir. Bazilar1 da kolinerjik noronlarla innerve edilirler (73).
Hipokampal olusumlarda, NPY sinir hiicre govdesi ve terminallerinde bulunur (74) ve bu
yapilarda NPY reseptorleri yiiksek yogunlukta bulunmaktadir (75).

Periferde ise, NPY sempatik sinir sisteminde yogun olarak bulunur ve noérepinefrin
(NE) ile birlikte salinarak, depo edilir. Ayrica parasempatik noronlarin alt
populasyonlarinda da ekspresse edilir. Periferde, adrenal medulla NPY kaynagidir (76).
Yapilan bir ¢alismada deksametazonla tedavi edilen siganlarin pankreaslarinin endokrin
kismida NPY ekspresse edildigi gosterilmistir (77).

NPY sinir hiicresi disindaki diger hiicrelerde ekspresse edilmektedir. Ornegin;
sicanlarda megakaryositlerde NPY geninin ekspresse edilmekte oldugu goriilmiistiir (78).
NPY ayrica birgok organdaki nonsinaptik ndronlarda bulunur 6rnegin; gastrointestinal
traktiisde, tiikriik bezinde, tiroid bezinde, pankreasta, iirogenital sistemde, kalpte, dalakta,

kan damarlarinin endotel hiicrelerinde ve karacigerde bulunur (79).

4.4.4. NPY Reseptorleri ve Farmakolojik Simiflandirilmasi

NPY’nin G proteinine bagli alti tane reseptorii vardir. Tim bu reseptorler Gi
proteinine baglanip adenil siklazi inhibe ederler (51-55-80). Bu reseptorler fizyolojik

islevleri yiirtitiir.
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NPY reseptorlerinden ilk kesfedilen Y1 reseptoriidiir ve post-sinaptik reseptor
Ozelligindedir. Y2 reseptorii pre-sinaptik reseptor 6zelligine sahiptir. Y3 reseptoriic NPY
tarafindan tercih edilen bir reseptordiir. Y4 reseptorii ilk bulundugunda PP reseptorii olarak
biliniyordu, fakat daha sonralart NPY reseptorii oldugu anlasildi. Y5 reseptorii yeme
davranisi ile ilgili olan reseptordiir. Y6 reseptorii bircok memelide bulunur fakat sadece
fare ve tavsanda fonksiyoneldir (81).

Rat merkezi sinir sisteminde Y1 ve Y2 reseptorleri baskin olarak, Y4 ve Y5
reseptorlerinden fazladir (82—83).

[Leu® Pro®*]-NPY selektif Y1 reseptor agonistidir. [Leu® Pro*]-NPY non-Y2
agonistidir. Buna zit olarak BIBP3226 (N2-(diphenylacetyl)-n-[(4-hydroxyphenyl)
methyl]-D- arjinin amide) selektif ve spesifik Y1 reseptor antagonistidir (82—84).

NPY3 36 selektif Y2 reseptor agonistidir, bazi aktivitelerde Y5 reseptorlerine de etki
ederken Y1 reseptorleri tizerinde hi¢ bir etkiye sahip degildir (83-84). Yapilan
calismalarda NPY’nin iskemi fizyopatolojisinde role sahip oldugu ileri siiriilmiistiir.
Eksitotoksik yaralanmalardan sonra NPY’nin para-lezyonel korteks etrafinda arttigi
gozlenmistir (85).

Y1 reseptorii, Y2 reseptorii ve Y5 reseptorii segici olarak NPY ve PYY ye baglanir.
PP’ ye ise Y4 reseptoril ile secici olarak baglanir (86-87-88).

Tablo 3: NPY reseptorleri ve fiyolojik rolleri

Fizyolojik Roller NPY Reseptoleri
Agr1 duyarliligi Y1,Y2
Anjiyogenez Y1,Y2
Anksiyete Y1,Y2,Y5
Besin alimi Y1,Y2,Y4,Y5
Depresyon Y1,Y2

Etanol tiiketimi Y1

GI motilitesinin diizenlenmesi Y2,Y4

Kan basincinin diizenlenmesi Y1,Y2
Kemik olugumunun hipotalamik diizenlenmesi Y2

LH sekresyonu Y1

Nobet diizenlenmesi Y1,Y2,Y5
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4.44.1. Y1 Reseptorii

NPY ° nin ilk rapor edilen reseptériidiir. Insan, fare (54-55), kobay, domuz, képek ve
maymundan Y1 reseptor cDNA’s1 izole edilmistir. Sican beyninde Y1 reseptOriiniin
mRNA’s1 ile Y1 reseptor proteini birbirine ¢ok yakindir. Serebral kortekste, talamusta,
beyin sapinda yogun olarak rastlanir.

Y1 reseptorii temel olarak kan damarlarinda, merkezi sinir sisteminde (6n talamus,
serebral korteks, medial genikulate) ve amigdala’da bulunur. Reseptdr otoradyografi
yontemi kullanilarak da Y1R baglama kismi serebral korteks, olfaktor niikleus, dentate
girus, talamus, septum, serebellum ve paraventrikiiler (PVVN) ve dorsomediyal hipotalamik
niikleuslarda belirlenmistir (89). YIR mRNA’sinin biiyiik miktar1 pozitif ndronlarinda,
kismi olarak talamusta, limbik sistemde (hipokampus, amigdala ve stria terminallis’in bed
nukleusunda) ve hipotalamusta (medial preoptik alanda, PVN, dorsamedial, ventromedial
ve ARC’de) bulundugu rat ve farede spesifik cDNA kullanilarak ve in situ hibridizasyon
teknikleriyle belirlenmistir (90). Y1R temel olarak postsinaptik olarak lokalizedir (91).
Y1R varliginda niikleus accumbens noronlarinda, mediyal amigdalada (MeA) ve rat
hipokampusundaki NPY-IR’ si tanimlanarak Y1R’nin ayrica presinaptik reseptor olarak
etki ettigi ileri siiriilmiistiir (92). Y1, dentat girusun graniil hiicre ve dentritlerinde bol
miktarda bulunur (93). Y1 reseptorlerinin mRNA’ s1 graniil hiicrelerinde yogun miktarda
bulunurken piramidal hiicrelerde ise diisiik miktardadir (94).

Memelilerde ve diger canlilarda Y1R, transmembran bdlgesinde gosterilmisir.
Filogenetik olarak da yiiksek oranda korunmustur (95). Y1R baglandiginda adenilat siklazi
inhibe eder. Pertussis toksinine duyarlit GTP baglama proteini Gi/Go’nun aktivasyonu ile
ve intraselliiler depodan Ca*?’un mobilizasyonunu saglar (96). Ayrica Y1R, ekstraselliiler
regiile edici kinazin (ERK) fosforilasyonu yoluyla mitojen aktive edici protein kinaz
(MAPK) yolunu inhibe eder. Bu etkilerin PI13-kinaza bagli oldugu gosterilmistir (97-98).

Beyinde, Y1R NPY nin etkisine aracilik etmektedir. Bunlar anksiyolitik etki ve stres
cevaplarinda (99), etanol igme davranisi (100), besin aliminin stimiilasyonunda (101-102)
ve noroendokrinal aksonlarin aktivasyonunda (103), vazokonstriksiyon (104) iizerinde olan

etkileridir. Y1R’nin nébete sebep oldugunu gosteren farkli kanitlar vardir (103-105-106).
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4.4.4.2. Y2 Reseptorii

Y2 reseptorii hipokampus, talamus, hipotalamus ve beyin sapinda olmak {iizere
beynin ¢esitli bolgelerinde bulunmaktadir. Periferik sinir sisteminde sempatik,
parasempatik ve sensoryal néronlarda yer alir (53).

Y2 reseptorii merkezi ve periferik sinir sisteminde, bagirsaklarda ve kan
damarlarinda ekspresse edilir (87).

Y2 reseptorii, Y1 reseptoriine zit olarak N-terminal kismina baglanmak istemez,
fakat baglandig1 zaman ise daha giiglii etkilere sahiptir, bircok parga olusur (yani NPY; s,
NPY3 35, NPY13 36, NPY15 36 V& NPY 2, 36). Diger taraftan C-terminal kismindaki peptidler
cok dnemlidir. [Pro**]NPY Y2 reseptorii i¢in Y1 reseptoriinden daha az afiniteye sahiptir
(107).Y2 reseptorii igin glicli agonist TASP-V dir (108). Bir molekiilii iki C-terminal
fragmanindan olusur ve NPY3; 36 ile dongiisel bir kalip olusturur (109). Y2 reseptorii Y1
reseptori ile tamamen zittir ve temelde pre-sinaptik reseptordiir (84).

Y2 reseptorii hipokampusta temel olarak stratum oriens ile CAl ve CA3' iin
radiatumunda bulunur (93) ve sinaptik teminallerin sirasiyla Schaffer kollateralinde ve
mossy fiberlerinde bulunur (110-111). Y2 reseptor mRNA’s1 CA3 piramidal hiicrelerinde
ve graniil hiicrelerinde bulunmaktadir (112). Ayrica Y2 reseptorii insan astrositoma hiicre

hattinda 1N319’ de ekspresse edilmektedir.
4.4.4.3. Y3 Reseptorii

Y3 reseptoriiniin alt tipi insan adrenal medullasinda, niikleus traktus solitarusunda,
sigan kardiyak membraninda, okiiz kromafin hiicrelerinde bulunur (113). NPY nin sebep
oldugu katekolaminlerin sekresyonuna aracilik eder (76).

Rat NTS’sindeki NPY reseptorleri Y3 reseptorleri olarak siniflandirilir. Benzer
olarak, NPY, [Pro34]NPY ve NPY3 35 O6kiiz kromafin hiicrelerine baglanirken, PYY ve
1251-NPY bu hiicrelere baglanmistir ve bu hiicrelerdeki NPY reseptorleri Y3 alt tipinin
tiyesidir (114). Y3 reseptorleri kalpte, NTS ve kromafin hiicrelerde pertussis toksine

duyarli G protein araciligi ile adenilat siklazla baglanmis oldugu gosterilmistir (115).
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4.4.4.4. Y4 Reseptorii

Y4 reseptorii biitlin viicutta genis bir dagilima sahiptir hem beyinde hemde periferde
bulunur. Ornegin; hipotalamus, hipokampus, ¢izgili kas, tiroid bezi, adrenal medulla, kalp,
prostat, mide, ince bagirsak, kolon, pankreas, korteks ve nazal mukoza (82-84), merkezi
sinir sisteminde, serebellumda, medulla ve spiral kordda bulunur (60). Y4 reseptorii, gesitli
boyutlulardaki memeli NPY ailesinin ii¢ {iyesine baglanir. Insandaki Y4 reseptoriiniin en
iyi afinitesi PP' ye karsidir ve bundan dolayr PP’ nin endojen reseptorii olabilecegi
diistiniilmektedir (53-80-84). PP pankreasin ekzokrin sekresyonunu inhibe eder (116),
safra kesesinin gevsemesini saglar (117) ve LH sekresyonunu stimule eder (118). Y1

antagonisti olan GW1229, giiclii bir Y4 agonistidir.

4.4.45. Y5 Reseptorii

Bu reseptor hipotalamusta lokalizedir ve istahi stimule eder (84-86-119). Siganlarda
yiiksek oranda beyin ve testiste yer alirken, bu dagilim insanlarda da benzerdir (53).

Y5 reseptorii, Y4 reseptor agonisti olan [Leu®, Pro®*|NPY, Y2 reseptor agonisti
olan NPY_ 35 ve NPY3 35 ve PP ile baglanir (120). Y5 reseptoriiniin selektif agonisti Beck-
Sickinger ve ark. (2000) tarafindan bulunan [Ala31,Aib32]-NPY’dir ve ratlarda besin
alimin1 stimule ettigi goriilmistiir. Y5 reseptoriiniin ilk olarak yeni gelistirilmis nonpeptid
antagonisti CGP71683A, kullanilarak bulunmustur. Bu antagonist, NPY nin sebep oldugu
besin alimindaki artista Y5 reseptoriiniin roliiniin arastirilmasinda da ayrica faydah
olmustur (121). Ancak yapilan baska ¢alismada bu antagonistin Y5 reseptoriine bagh yan
etkiler gostermis oldugu bulunmustur (122). Diger bir antagonist ise L-152,804 olup, besin
aliminin diizenlenmesinde NPY Y5 reseptOriiniin roliiniin arastirilmasinda faydali oldugu

gosterilmistir (102).
4.4.4.6. Y6 Reseptorii

Y6 reseptorii farede, tavsanda, maymunda ve insan dokularinda bulundugu, Y2, Y4,

Y5, reseptorleri ile benzer oldugu rapor edilmistir. Insan Y6 reseptdrii ¢cDNA'sinin
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expresyonu basarisizdir, tam olarak translate edilemez ve fonksiyonel reseptor

olusturamaz.

4.4.5. NPY ve Epilepsi

Epilepsi ile ilgili son yillarda yapilan bir¢ok calismada nobet aktivitesinin
diizenlenmesinde NPY’nin rolii oldugu goriilmiistir. NPY ve pre-pro NPY mRNA
seviyesi, akut nobet sonras1 bazi kortikal noronlarda ve limbik alanlarda kismi olarak da,
frontal, piriform ve entorhinal korteks, amigdala ve hipokampusta artmis oldugu
saptanmustir (123).

Hipokampusta NPY, GABA internéronlarinda eksprese edilir ve ayrica bu noronlar
somatostatin de igerirler. Hipokampusta, hem bu internéronlarda inhibitér hemde eksitator
granlil hiicrelerinde ve mossy fiberlerde NPY seviyesi artar (123). Peptid
ekspresyonundaki degisiklikler NPY reseptor alt tiplerinde degisiklik ile birlikte olur ve
boylece artan NPY’ nin serbest birakilmasi sirasinda NPY aracili nérotransmisyonun
epileptik dokuda degismis oldugu diisiiniilmektedir (124).

Insan ve kemirgen hipokampus kesitlerinde NPY eksitatér ndrotransmisyonu inhibe
etmekte ve glutamat salinimini azaltmaktadir (125).

Transgenik sicanlarda NPY’nin asir1 ekspresyonu vardir. Ozellikle hipokampusun
CAL1 alaninda epileptogeneze kars1 direncin olmamasi olayi diisiik bir ihtimaldir ki kainatin
sebep oldugu EEG ndbetlerin siiresini ve sayisin1 anlamli sekilde diisiirdiigii gosterilmistir
(106).

Nobet ve NPY’ nin ekspirasyonunun artmasi birbirleriyle iliskilidir. NPY” nin ¢ok
fazla merkezi ve periferik etkisinin olmasinin nedeni de farkli reseptorlere sahiptir. Bu
reseptOrlerde degisen ortamlara (6rnegin ndbet esnasinda) uyum saglamak i¢in adaptif
degisiklikler gerceklesir (126). NPY’ nin reseptdr yogunlugu ve afinitesindeki degisiklik
epileptik dokuda, nobetin ilerlemesi ve gelismesiyle ilgili olabilir. Y2 reseptorleri,
presinaptik inhibisyona ve GABA salinimina ayr1 ayri sinir terminallerinde aracilik ederler
(127).

Bazi hayvan modellerinde Y1 reseptorii ve Y5 reseptoriiniin seviyesi diiserken Y2
reseptOriiniin  seviyesi arttigl gozlemlenmistir (128). Ayrica, temporal lob epilepsisi

bulunan hastalardan elde edilen hipokampal 6rnekler kontrollerle karsilastirildiginda Y2
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reseptor baglayabilme yetenegi artarken Y1 reseptor baglayabilme yeteneginin azaldigi
goriilmiistir.

Rat hipokampusunda, jeneralize nobetler sonrasinda Y1 ve Y2 reseptorleri zit olarak
degisiklige maruz kalir. Spesifik olarak Y1 reseptdr yogunlugu graniil hiicre dentritlerinde

azalir ve Y2 reseptor yogunlugu ise mossy fiberlerde artmaktadir (106).
4.4.6. NPY’nin Prokonviilsan EtKisi

Normal ratlarda ve epileptik hastalarin beyinlerinde NPY' nin inhibitor roli giiglii
delillerle kanitlanmasina ragmen yeni farmakolojik kanitlarda kemirgen modellerinden
olan limbik ndbetlerde NPY’nin tamamiyla antikonviilsan etkiye sahip olmadigi ileri
striilmiistiir (123). Hipokampusta nébetleri takiben saliman NPY, prokonviilsan etkiye
sahiptir ve Y1 reseptorleri araciligi ile dentate girusun molekiiler katmanlarindaki graniil
hiicrelerinin dentritlerinde lokalizedir (93).

Y1 selektif antagonisti BIBP3226° dir. Bu maddenin nanomolar miktarlarda
intrahipokampal enjeksiyonu ile kainik asitle olusturulan EEG n&betlerini anlamli derecede
azaltmistir. Bu antikonviilsan etki Y1 reseptor agonisti [Leu®!,Pro*] NPY tarafindan
tersine ¢evrilir (105). Bu durum nébete sebep olmazken wet dog shakes’e sebep olur ve bu
davranislar da dentate girustaki grantil hiicrelerinin aktivasyonu ile ilgilidir. Bu mekanizma
heniiz kesin degildir, ¢iinkii Y1 reseptorii graniil hiicrelerinde yogun bir dagilima sahiptir
ve Ca*? akiminin baskilanmasina aracilik ettigi gosterilmistir. Y1 reseptorlerinin epileptik
dokudaki aktivasyonu Ca™ ya bagh K* akimmm inhibisyonu sonucunda eksitabilitenin
artmasiyla gerceklesir. Bu eksitasyon yolu cogu normal DRG hiicrelerinde anlamli
degildir. Bu anatomik olarak duyu hiicrelerinde 6nemli hale gelmektedir epileptik odaktaki

graniil hiicrelerinin 6zelliklerindeki benzer degisiklik oranlar1 artmaktadir (129).
4.4.7. Epilepsi Modelleri ve NPY
4.4.7.1. In Vitro Epilepsi Modelleri

NPY’nin, birka¢ in vitro epilepsi modellerinde nébetleri inhibe ettigi

gbzlemlenmistir. In vitro yapilan ilk ¢alismalarda NPY fragmanlarinin hipokampal CA1
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alaninda NPY’nin presinaptik etkisinde Y2 reseptoriiniin tam etkili oldugu ileri
stirilmiistiir (130).

Elektriksel stimiilasyonun sebep oldugu noébet benzeri davranislar NPY ve ilgili
peptidlerle tamamiyla inhibe edilir. Bu da Y2 reseptorlerinin ndbet sirasindaki davraniglart
ile iliskilidir. Iki NPY reseptorii Y2 ve Y5 hipokampustaki epileptiform aktiviteyi baskilar.
Hipokampusta hem Y2 hemde Y5 presinaptik reseptorlerin baglanmasiyla, Ca*? akimmnmn
modiilasyonu yoluyla NPY glutamat salinimini inhibe eder (131).

Frontal neokorteks kesitlerinde O-Mg*? soliisyonunun neden oldugu nébet
aktivitesine kars1 NPY test edilmis ve sonucunda, NPY’ nin ndbet aktivitesini baskiladigi
gorilmistiir (132).

Elektrofizyolojik ve farmakolojik c¢alismalarda, NPY’nin ndbet aktivitesine ve
eksitator sinaptik transmisyonun modiilasyonuna etkili oldugu aciklanmistir. Sigan
hipokampal kesitlerindeki piramidal hiicrelerde glutamat saliniminin inhibisyonuna
NPY’nin Y2 reseptorleri predominant olarak etkilidir. Bu inhibisyon presinaptik sinir
terminallerine Ca*™ akisini azaltilmas ile saglamir (111).

NPY, hipokampustaki sinaptik inhibisyonda etkili olmamasindan dolay1, hipokampal
glutamat salinimindaki etkisi selektiftir (133).

Intraselliiler kayitlarda alman verilere gore siganlarda NPY’ nin dentate girusun
graniil hiicrelerindeki sinaptik eksitasyon iizerinde etkiye sahip olmadig: ileri siirtilmiistiir
(111). Fakat bu hiicrelerin sinaptik eksitasyonlarini inhibe ettigi, insan epileptik
hipokampusundan alinan hiicrelerde gosterilmistir.

Rat graniil hiicrelerinde yapilan bazi ¢alismalarda da NPY’nin direkt olarak
postsinaptik eksitator etkiye sahip oldugu ileri siirtilmiistiir (111). NPY’nin Y1 reseptorii
soma ve graniil hiicrelerinin hipokampal kesitlerinde N-tipi kalsiyum kanallar1 yoluyla
Ca*? akigini inhibe eder (129).

Tiim bu modellerde reseptdrler i¢in bazi diizenleyici mekanizmalar mevcuttur.
Ornegin; biitiin mutant farelerin hipokampal alanlarinda Y1 reseptdr baglama béliimleri
diisiiktiir. Fakat bu in-situ hibridizasyon teknigi ile anlamli bir sekilde aciklanamamuistir.
Y1 down-regiilasyonu post-transkripsiyonal olarak gerceklesir. 0-Mg*? modelinde in vitro
elekrotlardan alinan kayitlarda, Y2 -/- farelerde Y5 repetoriiniin baglayabilme kapasitesi
dorsal hipokampusta azalirken ventral hipokampusta ise bdyle olmadigi gosterilmistir.

Buna benzer yontemlerle Y1, Y5 reseptorlerinin down-regiilasyonu gosterilmistir. Ayrica
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Y5 reseptoriiniin baglanabilme yeteneginin uzun siireli azaldigina nobetlerin sebep oldugu

da gosterilmistir.

4.4.7.2. In Vivo Epilepsi Modelleri

Birka¢ in vivo epilepsi modelinde NPY’nin antiepileptik etkisi kanitlanmaya
calistlmigtir. Kainik asitin sistemik uygulamasimin sebep oldugu motor ve EEG nobetler
tizerine NPY’nin intraserebroventrikiiler enjeksiyonlarinin Y5 reseptorii araciligr ile
antikonviilsan etkiye aracilik ettigi goriilmektedir (134).

NPY’nin hipokampus i¢ine inflizyonu sicanlarda kindling mekanizmasinin
olugmasint geciktirdigi goriilmiistiir. Ayrica anti-NPY antikorlar1 ile de ayni sekilde
tutusma mekanizmasi gecikmistir (135).

In vivo sartlarda NPY uygulanmasi farelerdeki nobete karsi olan hassasiyeti azaltt1g1
goriilmistiir (136). Bununla birlikte birkag farkli in vivo sonuglar, epilepsi modellerinde

NPY ’nin antiepileptogenetik ve antieksitator olarak etkili oldugunu desteklemektedir.

4.4.8. NPY’nin Antiepileptik Ozelligi

NPY’nin hipokampustaki temel rolii néronal eksitabiliteyi modiile ederek eksitator
sinaptik gecisi ve glutamat salinimini inhibe etmektir (137). Elektrofizyolojik ¢aligmalarda
da NPY’nin kortikal glutamat transmisyonunu inhibe ederek presinaptik inhibisyonu
sagladigi gosterilmistir (132).

Epileptiform aktivitenin in vitro modellerinde yapilan birgok calismada NPY ’nin
antiepileptik etkisi tekrar tekrar bulunmustur. Pikrotoksinin varhiginda elektrik
stimiilasyonunun sebep oldugu desarjlarda CA1 hiicre govdesi katmaninda NPY’nin desar;
sayisini diiglirmiistiir (138).

NPY ’nin antikonviilsan etkisine Y2 ve Y5 reseptorleri aracilik eder. NPY’ nin Y2 ile
birlikte peptid fragmani oldugu ve desarjlarin inhibisyonuna sebep oldugu, buna karsilik
Y1 reseptor aktivasyonunda ise desarjlarin inhibisyonuna sebep olmadigi anlagilmistir
(139). Hipokampal kesitlerde de NPY’nin Y2 reseptoriiniin presinaptik aktivasyonuyla
glutamat salinimi baskilandigr goriilmiistir (136). Elektrofizyolojik ¢alismalarla Y2

reseptorlerinin akson terminallerinde bulundugu gosterilmistir. Bunlar nérotransmitterlerin
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saliniminin inhibisyonunda etkilidir. Bu inhibisyonu da voltaj bagl Ca*? kanallarinmn
aktivasyonunun modiilasyonuyla saglar (127).

Y2 reseptor aktivasyonunun epileptiform aktiviteyi bir¢ok epilepsi modelinde inhibe
ettigi gosterilmistir. Y2 reseptoriinden yoksun farelerde intrahipokampal kainik asit
uygulanmas1 sonucunda artan bir epileptik aktivite goriilmiistiir. Bu sonugla da Y2
reseptOriiniin NPY 'nin antikonviilsan etkisine aracilik ettigini sdylemek miimkiin olmustur
(129-140). Kainik asitin sebep oldugu nobetlerde konviilsan enjeksiyondan 4 ile 6 saat
sonra hizli sekilde hipokampusun CA1 bolgesinde, Y2 reseptorlerindeki afinite artar.
Kainat enjeksiyonundan 24 saat sonra Y2 reseptor mRNA’s1 belirgin sekilde graniil
hiicrelerinde artar ve mossy fiberlerindeki 3—10 giin sonraki Y2 reseptdr ekspirasyonuna
onciiliik eder (112).

Y5 reseptor proteini hipokampusta ¢ok az miktarda gorilir (89-119-137). Y5
reseptoriiniin antikonviilsan mekanizmaya ekstrahipokampal reseptdr olarak de aracilik
ettigi belirtmistir (141). Kainatin sebep oldugu ndbetlerde Y5 reseptorleri antikonviilsan
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (141). Selektif Y1 reseptdr antagonistinin ise buna zit
olarak kainik asitin sebep oldugu nd&betleri inhibe eder ve siganlarda kindling
epileptogenezi geciktirir (105). Ayrica Y5 reseptoriinden yoksun fareler de nobetlerden
cok fazla etkilenirler (141).

Diger ¢alismalarda Y5 reseptor alt tipi NPY nin antikonviilsan 6zelligine aracilik
ettigi gosterilmis, kainik asitle olusturulan ndbetlerde de NPY agonistleri inhibe edildigi
goriilmistiir. Bu NPY agonistlerininin farmakolojik profili Y5 reseptoriine benzerlik
gostermektedir (142).

Bu sonuglara gore, Y5 reseptoriiniin kismi olarak NPY ’nin antiepileptik aktivitesine
aracilik ettigi ileri siiriilmekte olup, limbik nobetlerde Y5 reseptoriiniin modiilasyon roliinii
tistlendigini kanitlamaktadir. Y5 reseptorii normal hipokampal fonksiyon igin etki
gostermez. Limbik alanlarda, NPY nin inhibitor etkisi vardir. NPY, Sicanlarda kainatin
sebep oldugu EEG nébetleri azaltir. Bu antikonviilsan etki Y1/Y5 agonisti [Leu® Pro*]
NPY tarafindan geri dondiiriiliir (142). Siirekli nobetlerde 6rnegin status epileptikus’da rat
beyninde kainik asitin ya da elektrik stimiilasyonunun sebep oldugu limbik alanlardaki
ndbetlerde, NPY 'nin ekspirasyonun artmakta oldugu gortilmiistiir (143).

NPY geninin silinmesi ile yapilan genetik calismalarda ise NPY nin epilepsideki

koruyucu roliinii desteklemistir.
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Sistemik kainik asit ve pentilentetrazol enjeksiyonu sonrasinda NPY’den yoksun
farelerin nébetten etkilenmesi ve 6liim oraninin arttigini géstermislerdir (144). Bunlara ters
olarak NPY’nin asir1 ekspresse oldugu transgenik ratlarda, in vivo rat hipokampusuna gen
transferi yapildiginda NPY’nin ve mRNA’sinin asir1 ekspirasyonu belirgin sekilde artar.
Kainik asitin sebep oldugu ndbetlerde ise bu modelin gii¢lii bir antikonviilsan ve
antiepileptik oldugu goriilmistiir (145).

Kronik epileptik modellerde NPY sisteminin plastik degisikligi kanitlanmistir (153).
Bu etkinin mekanizmasi iki sekilde gergeklesir: birincisi; GABA-erjik interndronlarda
NPY ’nin overekspirasyonu goézlemlenir ve dentate graniil hiicrelerinde ve mossy fiberlerde
novo sentezi goriiliir (146). Ikincisi epileptik hipokampus’ta NPY reseptorlerinin
degismesi gergeklesir.

Yeni yapilan ¢aligmalarda 6nceki ¢aligsmalarda oldugu gibi NPY sisteminin endojen
antikonviilsan etkisinin oldugu gosterilmistir (147). in vivo nobetlerde NPY ve Y2 seviyesi
up-regiile olur (94). Hipokampus’ta NPY’nin artmasiyla nobet esikdegeri de artar ve
boylelikle epileptogenez gecikir, sonugta da daha az ve kisa tutugma ndbetleri olusur (106—
145). NPY’den yoksun farelerde bazen yumusak ve spontan ndbetler gelisir ve konviilsan
ajanlardan ¢ok fazla etkilenen bu hayvanlarda motor nébetler meydana gelir (136-144).

Temporal lob epilepsisi olan hastalarda Y2 reseptor seviyesinin arttigi goriilmiistiir (147).

4.5. LEPTIN

4.5.1. Leptin’in Tanim

Leptin obez (ob) geni iriinii olup, 167 aminoasitten olusan proteindir. Molekiil
agirligl 16kDa’ dur. Leptin OB geni tarafindan kodlanir (148). OB geni si¢anlarda 6 nolu
kromozamda, insanda 7 nolu kromozomun uzun kolunda yer almaktadir (149). Leptin esas
olarak adipoz dokuda sentezlenip, kana salinan ve metabolik etkilerinin gogunu merkezi
sinir sisteminde, akciger, bobrek, karaciger, pankreas, adrenal bezler, overler,
hematopoietik hiicreler gibi periferik dokularda bulunan spesifik reseptorlerle etkileserek
gosteren, peptid yapida bir hormon olarak tanimlanmistir (150). Leptin’in viicuttaki roli

gida alinimin1 ve enerji metobolizmasinmi diizenlemek ve obezite gelismesini engellemektir.
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Leptin reseptor mRNA’s1 insanda ve kemirgen hipotalamusunda yiiksek diizeylerde
eksprese edilmektedir (151). Ayrica, hipokampus, beyin sapi, serebellum, amigdala ve
substansia nigra gibi ekstra hipotalamik beyin bolgelerinde de eksprese edildigi
bilinmektedir (152).

Leptinin etkili faktorlerden biriside NPY sentezini inhibe etmesidir. Ayrica
plasentada, midenin epitelyum hiicrelerinde, iskelet kasi hipofiz ve meme bezindende
sentezlenir. Leptin hipotalamustaki santral devreleri etkileyerek gida alinimini baskilar ve
enerji tilketiminin arttirmaktadir (152).

Leptinin atilimi bobrekler yoluyla olur. Adipoz dokuda leptin sekresyonunu, obezite,
insiilin, glukokortikoidler, akut enfeksiyon, proinflamatérsitokinler arttirir. Iskelet kasinda
leptin sekresyonunu, glukoz, glukozamin, lipidler arttirir. Plasentada leptin sekresyonunu,
insiilin, glukokortikoidler, hipoksi arttirirr. Midede leptin sekresyonunu, beslenme,

kolesistokinin arttirir.

4.5.2. Leptin Reseptorleri (OB-R)

1995 yilinda Tartaglia ve ark. leptin resetdrlerinin yapisini ve yerlesimini
tanimlamuglardir. Leptin reseptorleri ilk defa fare koroid pleksusundan klonlanmistir. Tek
zincirli polipeptid olan leptinin N-terminal bdlgesi reseptore baglanmada ve biyolojik
aktiviteden sorumludur. Leptin reseptorii TIP1 sitokin reseptdrii ailesinin bir {iyesidir
(153).

Leptin reseptorleri  hiicre i¢i bolimiin uzunluguna gore ¢esitli formlarda
bulunmaktadir. Tiim leptin reseptorleri ayni genin varyantlaridir. Viicutta ob-Ra, ob-RDb,
ob-Rc, ob-Rd, ob-Re, ob-Rf olmak iizere 6 adet leptin reseptorii tanimlanmistir. Ob-Ra
varyanti leptinin kan beyin bariyerinin asilmasindan, Ob-Rc ve Ob-Rd varyantlar
dolagimdaki leptinin temizlenmesinden sorumludur. Ob-Re varyanti ise intraseliiler
olmadigi i¢in leptinin perifere tasinmasinda gorev alan ¢oziilebilir bir transport proteini
oldugu kabul edilmektedir (154). Ob-Rf varyant1 ise leptinin ekspresse oldugu dalak ve
timus gibi dokularda immun regiilasyonu gergeklestirmektedir. Bu alt1 leptin reseptorleri
esas olarak 2 ana sekilde goriilmektedir. On planda koroid pleksus ve leptomeninkslerde

ekspresse edilen kisa formu Ob-R-S’ dir. Bu form leptinin kan-beyin veya kan-
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serebrospinal sivi bariyerinden alinmasina yardimci olur. Ob-R-S’nin varyantlart Ob-Ra,
Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re, Ob-Rf’ dir. Uzun form leptin reseptorleri ise Ob-R-L’ dir ve bu
uzun form leptin restorii hipotalamusta bol miktarda bulunur. Ob-Rb varyantida
cogunlukla Ob-R-L olarak bilinmektedir. Bu form leptin sinyalizasyonu i¢in mutlaka
gerekli bir reseptordiir (155-156).

4.5.3. Leptinin Etki Mekanizmasi

Reseptor, leptin sinyalini janus protein tirozin kinaz 2 (JAK proteinleri) ile sinyal
doniistiiriici ve transkripsiyon aktivatorlerine (Signal transducer and activators of
transcription = STAT) iletir. Leptinin reseptoriine baglanmasi hem reseptdrde hem de
reseptorle iliskili janus kinazlarda (JAK) farklilasmay: indiikler. Bu olay reseptoriin
sitoplazmik kisimlarindaki tirozin bolgelerinin fosforilasyonunu saglar ve STAT
proteinleri i¢in fosfotirozin baglanma yerleri olusturulur. Bu sekilde STAT proteinleri hem
reseptore hem de dimer olusturmak {izere baska bir STAT proteinine baglanir.
Fosforilasyondan sonra bu STAT proteinlerindeki tirozin bolgeleri reseptorden ve
dimerlerden ayrilir ve transkripsiyonel diizenleyicileri (STAT proteinleri) aktive olur.
Bunlar niikleusa tagindiktan sonra DNA’ya ve STAT’a yanit veren molekiillere baglanarak
yanitlayici hedef genlerin transkripsiyonunu uyarirlar (157).

Leptin hipotalamik reseptorleri {izerinden gida aliminin en giiclii uyaricisi olan NPY”
nin salinimini inhibe eder. Bu durum, sempatik ve sinir sisteminin aktive olmasina, istahin
azalmasina, enerji harcanmasinda artisa neden olur. Leptin ve insiilin arkuat niikleustan
salgilanan ¢ok kuvvetli bir istah uyaricist olan NPY’yi baskilayarak gida alimina engel
olmakla birlikte paraventrikiiler niikleustan kortikotropin salgilatici hormon (CRH)

salinimini da uyararak yine gida alimina engel olmaktadir (158).
4.5.4. Leptin ve Epilepsi

Leptinin epileptiform aktivite {izerine antikonviilsan bir etkisinin oldugunu bildiren
calismalar cogunluktadir. Leptinin karibdotoksin duyarli K* kanalmin aktivitesini, Caile

aktive olan K (BK) kanallarmin aktivasyonuyla uyumlu olarak, artirdig1 goriilmiistiir

(159). Leptin BK kanal aktivitesini PI3 kinaz bagimli bir mekanizmayla modiile edebilir.
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Hipokampal néronlarda BK kanal aktivasyonu sonrasinda hiperpolarizasyon gelisir ve bu
aksiyon potansiyellerinin repolarizasyonundan sorumludur. Bundan dolay1 BK kanallarinin
aksiyon potansiyel atesleme oranlar1 ve atesleme paternlerini belirlemede anahtar bir rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Bundan yola ¢ikarak BK kanalinin leptin ile aktivasyonunun
hipokampal eksitabiliteyi diizenledigi soylenebilir. Epileptiform benzeri aktivitenin Mg+2
icermeyen kiiltiir modellerinde, leptin uygulamasi, hiicre i¢i Ca* diizeylerindeki genel
artist ani ve geri doniisimlii bir sekilde hafifletmistir (160). Bunun tersine leptin
kontrollerde bazal Ca™ diizeylerini degistirememistir (161). Buna benzer baska bir
calismada hipokampal dilimler Mg*? icermeyen ortamlara alinmis ve sonrasinda leptin
uygulanmasiyla interiktal bosalimlarin sikligi azalmistir (159). Leptinin eksitabiliteyi
modiile etme yetenegi hipokampusle de smirli degildir. Hipotalamik N&ropeptit-Y/Agouti
iligkili protein (AgRP) noronlarinin atesleme sikligini da belirgin olarak etkilemistir.
Boylece dolasimdaki leptin diizeylerini azaltan ag¢lik NPY noronlar1 spike sikligini
artirirken, a¢ hayvanlarda hipotalamusa direkt verilen leptin spike sikligini azaltmistir
(162).

Metabolik diizensizliklerin epileptik ndbetlerin sikligini ve siddetini etkileyebilecegi
onerilmektedir (161). Bununla birlikte, leptinin epileptiform aktivite {izerine antikonviilsan
(159-160) ve prokonvulsan (163) etkilerinin oldugunu bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir.
Xu ve ark. (2008) kemirgenler {izerinde yapmis olduklar1 ¢alismada, leptinin antikonviilsan
etkisini ya kortekse direkt enjeksiyonu ya da intranazal uygulanimiyla test ettiler.
Kemirgenlerde 4-aminopiridinin neokortikal enjeksiyonuyla indiiklenen fokal nobet
stiresinin leptin enjeksiyonuyla kisaldig1 ve siddetinin azaldigini buldular. Hayvanlarda,
intranazal leptin uygulaniminin beyin ve serum leptin diizeylerini artirdigini ve PTZ-
indiikli jeneralize konvulsif nobetleri geciktirdigini bulmuslardir. Ayn1 zamanda altta
yatan mekanizmanin aydinlatilmasinda 6nemli olan, leptinin hipokampal dilimlerde
iyonotropik AMPA glutamat reseptor—aracili sinaptik iletiyi inhibe ettigini bulmuslardir
(164). Yine yapilan baska bir ¢alismadada epileptik g¢ocuklarda valproat kullanimi
sirasinda olusan kilo alimiyla, diisiik glukoz ve yiiksek insiilin, kortizol, leptin ve NPY

diizeylerinin iligkili olabilecegi belirttiler.
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. MATERYAL VE LABORATUVAR EKIPMANLARI

5.1.1. Cihazlar

Santrifiijler Beofuge Pico HERAUS-Sorua Super T21
Vorteks Thermolyne Maxi Mix Il

Pipetler Rainin

Homojenizator IKA TIOB

Florometre Qubit 2.0 Fluorometer

PCR BIO RAD T-100 Thermal CycleR

Real Time PCR BIORAD CFX96

Buzdoloplar1 Vestel, Sanyo, Arcelik

(-20, -80, +4)

5.1.2. Kimyasallar

Kainik Asit Sigma, St Louis, MO, USA; 10 mg/kg
Diazem Deva; 10mg

Trizol Tri Pure Isolation Reagent (cat no: 11667)
Kloroform Carlo-Eba (cat n0:334353)

Izopropil Merck (cat no: K21407095-502)

Etanol Merck (cat no: 603-001-00-X)

Diethy Pyrocarbonate (DEPC) Santa Cruz Biotechnology (cat no: 202574)
PBS TABLET Zymed

3N NaOH Merck

SDS SIGMA L4390
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5.1.3. Kullanilan Kitler

— Total RNA izolasyonu i¢in: Tri Pure Isolation Reagent (cat no: 11667)

— CDNA sentezi igin: Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (cat no:
05.091.284.001)

— Q RT-PCR: Biorad Sso Fast Exo Gren Supermix (cat no:172-5200)

5.1.4. Cozeltilerin ve Bilesenlerin Hazirlanmasi

5.1.4.1. Kainik Asit Hazirlanmasi

10mg/kg kainik asit, 6990ul serum fizyolojik ile sulandirildi. 10ul, 3N NaOH
eklenerek PH 7. 2 olarak ayarlandi. Boylelikle kainik asit noronal hasar olusturmak igin
7mg/kg olarak elde edildi.

5.2. Calisma Grubu

Calismada, 34 aylik, 230-290 gr agirlhiginda kontrol Wistar cinsi erkek siganlar kullanildi.
Deney gruplari, kontrol (n=6), kainik asit enjeksiyonu verilip status epiliptikus gelistikten
sonraki 4.saat (n=6), kainik asit enjeksiyonu verilip status epiliptikus gelistikten sonraki
24.saat (n=6) olacak sekilde olusturulmustur. Calismada kullanilacak olan Wistar si¢anlar
T.C. Saghk Bakanligi Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Laboratuarindan temin
edilmigtir. Wistar cinsi erkek sicanlar deneyler siiresince 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanhk déngiisii bulunan sicaklik kontrollii (21+1°C) deney hayvani iinitesinde standart
sigan yem ve su alimlar1 serbest birakilarak barindirilmistir. Bezmialem Vakif Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 25.05.2012 tarih ve 2012/345 numarali

karar ile onaylanmistir.
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5.3. Kullanilan inceleme Yéntemleri
5.3.1. Kainik Asit Enjeksiyon Uygulamasi

Erkek 3—4 aylik Wistar si¢anlara néronal hasar olusturmak igin intraperitoneal olarak
kainik asit enjekte edilir (7mg/kg). Kainik asit ¢oziilmesi i¢in kullanilan serum
fizyolojikten aynmi miktarda kontrol grubunada intraperitoneal olarak enjekte edilir.
Hayvanlarda status epiliptikus gelistikten sonraki 4. saat ve 24. saat sonunda hayvanlar

dekapite edilerek oldiriildi.
5.3.2. Beyin Dokusu Cikarimm Ve Saklanmasi

Ug grup hayvanin beyinleri ¢ikarildi. Beyin dokusundan korteks ve hipokampus
bolgeleri oksijenlendirilmis serum fizyolojik ig¢inde hizla izole edildi ve -80°C’ de

donduruldu.
5.3.3. Dokudan RNA izolasyonu

Dokulara 1ml Trizol eklenerek, 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda
homejenizatdr ile dokularla trizoliin homojenizasyonu saglandi.
Homejenizator ucu her 6rnek oncesinde ve sonrasinda DEPC (Diethypyrocarbonate) ile
olusturulan 5’ 1i yikama seti ile temizlendsi;
I- dH20+DEPC
I1- %1 SDS+ DEPC
I11- dH20+DEPC
IV- %70 Etanol+ DEPC
V- dH20+ DEPC
Homojenizasyon sonrasinda her bir 6rnege 200ul kloroform eklendi. Ve 2-3 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 12000rpm, +4°C* de 15 dk santrifiij islemi
gerceklestirildi. Santrifiij sonrasinda her drnegin st kismindaki aqua faz, birebir yeniden
numaralandirilan ependorflara aktarildi ve her bir 6rnege 500ul izopropil eklendi.10 dk oda

sicakliginda bekletilen rnekler 12000rpm, +4°C* de 10 dk tekrar santrifiijlendi. Santrifiij
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sonrasinda izopropil pelete ¢apraz kisimdan alinarak dikkatlice uzaklistirildi. Sonrasinda
Iml, %75 lik etanol eklenerek vortekslenen tiim ornekler 7500rpm, +4°C°de 5 dk
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda etanol yine pelete capraz kismindan alinarak dikkatlice

uzaklagtirildi. Kuru RNA’lar ¢calisma 6ncesinde 30ul steril distile su ile ¢oziildii.
5.3.4. cDNA Sentezi

Roche Transcriptor High Fidelity c-DNA synthesis kiti ile BIORAD T-100 Thermal
Cycler cihazi kullanilarak c-DNA elde edildi.

11.4 ul RNA ornekleri birebir numaralandirilmis tiiplere aktarildi ve her birinin
iizerine 1ul Oligo-p(Dt)18 eklendi. Daha sonra rnekler thermal cycler cihazinda 65°C” de
10 dk inkube edildikten hemen sonra buz iistiine alinarak hazirlanan mix dagitildi ve tekrar
thermal cycler cihazinda 55°C” de 30dk, 85°C” de 5dk inkube edildi.

5.3.5. cDNA Miktarlarin Olciilmesi

Izole edilen cDNA’nin konsantrasyonu ve safligr Qubit 2.0 fluorometer ile 6lgiildii.
Oncelikle ¢aligma solisyonu hazirlandi. Bunun igin;

Ornek sayis1 X 1ul Qubit reagent + Ornek sayis1 X 199ul Qubit buffer. Hazirlanan bu
calisma soliisyonundan standartlar hazirlandi. Standartlar (S1 ve S2); 190ul calisma
soliisyonu+10 ul stok standart soliisyonu ile hazirland1. Ornekler i¢in ise; Her bir dlgiimde
198ul ¢alisma soliisyonu ile 2 ul cDNA kullanildi. ¢cDNA 6rneklerinin olgiilen stok

konsantrasyonlari 20.3 ug/ml-29.6ug/ml araliklar arasinda 6l¢iildii.

5.3.6. Hedef genlerin Q RT-PCR (Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu) ile

cogaltilmasi

Hasta ve normal kontrollere ait tim cDNA’lar kontrol amagl olarak housekeeping
bir gen olan Beta-Actin (ACTB) ile amplifiye edildi. Ayni1 zamanda da hedef genler (NPY
ve leptin) ise hedef genlere ait primer ve problar dizaynedilerek Biorad So Fast Exo

Greeen Super Mix kullanarak amplifiye edildi.
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Tablo 4: NPY Q-RT PCR Kosullar:

Dongii sayis1 Derece Siire Evre
Baslangi¢
94°C 10 sn s
denatiirasyonu
30 55°C 30 sn Uzama
72 °C 30 sn Sonlanma

Tablo 5: LEPTIN Q-RT PCR Kosullar1

Dongii sayisi Derece Siire Evre
Baslangi¢
94°C 30 sn s
denatilirasyonu
30 55°C 30sn Uzama
72 °C 1 dk Sonlanma

5.3.7. Istatistiksel Degerlendirme
Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi Graph Pad Prizm programi kullanilarak

yapilmistir. Gruplar birbirleri ile Student-t testi kullanilarak karsilastirilmistir ve p<0.05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

Gen transkripsiyon analizi:

Beyin hipokampus ve korteks bolgelerinde mRNA ekstraksiyonu yapilmis ve cDNA

hazirlanarak NPY ve leptin gen transkripsiyon analizleri yapilmistir.

1. Kainik asit uygulamasindan sonra 4. saat ve 24. saatte ¢ikarilan beyin hipokampus
bolgelerinde leptin mRNA diizeylerinin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda belirgin
olarak artmis oldugu gozlenmistir (Tablo 6). Gruplar arasindaki fark Student-T testi ile
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve kontrol grubu ile kainik asit uygulamasindan sonraki

4.saat Ve 24.saat grubu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur (p< 0.05).

Hipokampus Kontrol 4.saat 24.saat
Leptin 1,762519 2,12979 2,208206

Tablo 6: Kontrol ve kainik asit uygulanms olan beyin hipokampus bélgelerindeki
leptin mRNA ekspresyonlarl. Degerler kontrol gen aktin mRNA sonuclarina gore

normalize edilmistir.

3. Kainik asit uygulamasindan sonra 4. Saat ve 24. Saatte ¢ikarilan beyin korteks
bolgelerinde leptin mRNA diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
belirgin olarak artmis oldugu gozlenmistir. Gruplar arasindaki fark Student-T testi
ile istatistiksel olarak degerlendirilmis ve kontrol grubu ile kainik asit

uygulamasindan sonraki 4.saat ve 24.saat grubu arasinda istatistiksel olarak fark

bulunmustur (p< 0.05).
Kortex Kontrol 4.saat 24.saat
Leptin
1,68827 1,96071 1,9984
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Tablo 7: Kontrol ve kainik asit uygulanms olan beyin kortex bolgelerindeki leptin
mRNA ekspresyonlari. Degerler kontrol gen aktin mRNA sonuclarina gore

normalize edilmistir.

3. Kainik asit uygulamasindan sonra 4. Saat ve 24. Saatte ¢ikarilan beyin hipokampus
bolgelerinde NPY mRNA diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalmis
oldugu gozlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Tablo 8).

Hipokampus Kontrol 4.saat 24.saat
NPY

1,28148 1,209624 1,06019

Tablo 8: Kontrol ve kainik asit uygulanmis olan beyin hipokampus bdlgelerindeki
NPY mRNA ekspresyonlari. Degerler kontrol gen aktin mRNA sonuc¢larmma gore

normalize edilmistir.

4. Kainik asit uygulamasindan sonra 4. Saat ve 24. Saatte cikarilan beyin korteks
bolgelerinde NPY mRNA diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalmis

oldugu gozlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir. (Tablo 9).

Kortex Kontrol 4.saat 24 .saat

NPY

1,232662 1,149712 1,038617

Tablo 9: Kontrol ve kainik asit uygulanmis olan beyin korteks bolgelerindeki NPY
mRNA ekspresyonlari.  Degerler kontrol gen aktin mRNA sonu¢larmma gore

normalize edilmistir.
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7. TARTISMA

Epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ve diger 6zellikleri hakkinda bilgi edinmek ve
daha etkili antiepileptik ilaglar gelistirmek i¢in deneysel modeller ilizerinde c¢aligilmistr.
NPY ve leptin ile ilgili yapilan ¢aligmalarin bircogunda, NPY ve Leptin’in antiepileptik
oldugu ileri siiriilmiistiir.

Smialowska ve ark (1996) pikrotoksinle olusturduklari deneysel epilepside 0.1 -0.5
uM NPY verdiklerinde hipokampal kesitlerde NPY’nin epileptiform aktiviteyi inhibe
ettigini gostermislerdir. Ayni arastiricilar hipokampal CA1 ve CA3 piramidal hiicrelerinde
Y2 reseptor agonistleri (NPY13.36) kullandiklarinda NPY’nin etkisine benzer sonuglar
ortaya ¢iktigini1 bulmuslardir.

Kainik asitle olusturulan epilepside immunhistokimyasal ¢alismalarda graniil
hiicrelerinde Y2 mRNA seviyesinin arttig1 ve Y2 reseptOriiniin dentate girusun hilusunda
ve CA1’de artarken Y1 reseptoriiniinde seviyesinin azaldigi gosterilmistir. Kofler ve ark.
(1997), kainik asitle olusturulan limbik nobetlerin sonrasinda NPY iiretiminin hipokampal
graniil hiicrelerinde arttigini, ayrica bu noronlarda Y1 reseptoriiniin de arttigini
gostermislerdir. Kainik asitin sebep oldugu ndbetlerden 6 saat sonra Y1 reseptor mRNA
seviyesi graniil hiicrelerinde % 80 diiserken CA2 piramidal hiicrelerde % 75 arttigim
gostermislerdir. Sonu¢ olarak da kainik asitin sebep oldugu epilepside hipokampal
alanlarda Y1 reseptorlerinin down regiilasyona ugradigi gosterilmistir. Gall ve ark. (1990),
kainik asitin sebep oldugu nobetlerden 10 saat sonrasinda spontan NPY gen
ekspirasyonunun oldugunu CA1 piramidal noronlarinda gézlemlemislerdir. Woldbye ve
ark. (2005)’da in vivo kainik asit modelinde, lateral ventrikiil icine yapilan NPY
enjeksiyonuyla motor nobet aktivitesinin baskilandigimi gostermislerdir. Ayni calisma
grubu NPY’nin nanomolar miktarlarda intraserebroventrikiiler —uygulanmasinin
hipokampusta desarj siiresini kisalttigin1 da gostermislerdir. Ayn1 ¢aligma grubunun kainik
asitin sistemik uygulamasiyla meydana gelen motor ve EEG ndbetleri tizerine NPY’nin
intraserebroventrikiiler enjeksiyonlarmin Y5 reseptorii araciligi ile antikonviilsan etkiye
aracilik ettigini bulmuslardir. Vezzani ve ark. (1999a), elektriksel stimiilasyonun sebep
oldugu iktal (nobet) benzeri davraniglarin NPY ve ilgili peptidlerle tamamiyla inhibe

edildigini ve bu inhibisyonun da Y2 reseptorlerinin ndbet sirasindaki davranislari ile iliskili
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oldugunu gostermislerdir. Calismalardan elde edilen sonuglara gore NPY de GABA
inhibitér mekanizmasi gibi epilepsiyi engellemektedir. Ciinkii NPY reseptorlerinin
epilepside etkili olduklari invivo, invitro ve genetik ¢aligsmalarla kanitlanmistir. Ancak elde
edilen sonuclara bakildiginda NPY’nin reseptorleri arasinda epilepside oynadiklari rol
acgisindan farkliliklar dikkati cekmektedir.

Leptin, hipotalamusun spesifik boélgelerine  sinyaller gondererek  enerji
homeostazisini kontrol eder. Son yillarda yapilan arastirmalar leptinin farede beyininde
yaygin olarak dagildigin1 géstermenin yani sira, beyinde ¢ok ¢esitli islevlerde rol oynadigi
da gostermistir (166). Primer hipokampal kiiltiirlerdeki aksonlarda ve somatodentritik
bolgelerde leptin reseptér immun reaktivitesinin arttigi bulunmustur. Ayn1 zamanda
hipokampal sinapslarda da yiiksek diizeylerde eksprese edilen leptinin beynin bu
bolgesinde sinaptik islevi modiile ettigi gosterilmistir (159). Noronal eksitabilitedeki leptin
kokenli degisikliklerin  besin aliminin  diizenlenmesinde, 6diil davramiglarda ve
antikonviilsan etkilerde rolii oldugu ileri siirtilmistiir (166).

Shanley ve ark., leptinin enerji dengesini hipotalamik olarak kontrol ettigini ileri
stirmiislerdir (159-160). Leptin bazi beyin bolgelerinde potasyum kanal trafigini diizenleyerek
noronal eksitabiliteyi diizenler. Leptinin glukoza duyarli hipotalamik néronlart (167) ve
niikleus traktus solitaryustaki noronlar1 (168) ATP’ ye duyarli K* kanallarmi aktive ederek
inhibe ettigi gosterilmistir. Benzer sekilde leptin sican hipokampal néronlarmi K™ iletimini
artirarak da inhibe eder. Leptinin, ndronal eksitabiliteyi diizenlemede 6nemli olabilecek bir
yolla, BK kanallarin1 aktive ederek hipokampal ndronlart inhibe ettigi gosterilmistir (169).
Leptinin BK kanal aktivitesini modiile edebilmesi PI3 kinaz bagimli bir mekanizmayla
miimkiindiir.

Xu ve ark. (2008), kemirgenler iizerinde yapmis olduklari g¢alismada, leptinin
antikonviilsan etkisini ya kortekse direkt enjeksiyonu ya da intranazal uygulanimiyla test
etmiglerdir. Kemirgenlerde 4-aminopiridinin neokortikal enjeksiyonuyla indiiklenen fokal
ndbet siiresinin leptin enjeksiyonuyla kisaldigini ve siddetinin azaldigini bulmuslardir.
Hayvanlarda, intranazal leptin uygulanmasinin beyin ve serum leptin diizeylerini artirdigini
ve PTZ-ile olusturulan jeneralize konviilsif nobetleri geciktirdigini gostermislerdir. Ayni
zamanda altta yatan mekanizmanin aydinlatilmasinda 6énemli olan, leptinin hipokampal
dilimlerde iyonotropik AMPA glutamat reseptor—aracili sinaptik iletiyi inhibe ettigini

gostermiglerdir (164). Xu ve arkadaslarinin bulduklari ve leptin diizeylerinin ketojenik bir
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diyetin tiikketimi boyunca artabildiginin gosterildigi ¢alismalar (170) gbz 6niine alindiginda,
leptinin tetikledigi sinyalin, ketojenik diyetin nobetlerin baskilanmasinda bilinen yararl
etkisinde, rolii olabilecegi de diisiiniilebilir (171).

Erbayat-Altay ve ark. (2008), leptinin beyin eksitabilitesi iizerine net etkisini
anlamak icin kronik leptin yoksunlugunun PTZ ile indiiklenmis epileptiform aktivite
tizerine etkilerini incelemislerdir. EEG kayitlar1 kullanilarak yapilan bu calismaya gore,
leptinden yoksun ob/ob fareler, kontrol farelerle kiyaslandiginda, submaksimal PTZ
dozlarinda, jeneralize klonik ve klonik-tonik ndbetlere yakalanma ve 6lim olasiliklarinin
daha yiiksek oldugunu ve kronik leptin yoksunlugunun nébet olusumunu artirdigini
bulmuslardir (171).

Leptin, antiepileptik etkileri bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (131-141-142). GABA
ve glutamat ile etkilesim icerisinde oldugu bilinen NPY” nin diizeylerini azaltmaktadir. Bu
durumda, aslinda leptinin prokonviilsan etki gostermesi beklenir. Ancak leptinin
epileptiform aktivite tizerine antikonviilsan etkisinin gézlendigi ¢alismalar ¢ogunluktadir.
Bu bulgular leptinin bu etkide yalnizca NPY tizerindeki etkisinin rol oynamadigi, yani sira
farkli sinyal iletim mekanizmalart araciligi ile antiepileptik etki gosterebilecegini

diistindiirmektedir.
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8. SONUC

Kainik asitin sebep oldugu noébetlerde disaridan NPY verilmesinin giiglii bir
antikonviilsan ve antiepileptik oldugu goriilmiistiir (145). Dolayisiyla bizim modelimizde
4. saat ve 24. saatlerde NPY seviyesi azalmis olmasi bu modelde koruyucu olarak artis
olmadigin1 diisiindiirmektedir. Diger yandan NPY’ nin endojen antagonisti olan leptinin
belirgin olarak artis1 bu modelde leptinin antikonviilsan olarak etki gosterebilecegini
distindiirmektedir.

fleride yapilacak olan calismalarda kainik asit ile olusturulan epilepsi modelinin
leptinin  intraserebraventrikiiler olarak verilmesinin antikonviilsan etki olusturup

olusturmayacaginin arastirilmasi planlanmaktadar.
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