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OZET
DENEYSEL EPILEPSi MODELINDE GAP JUNCTION
BLOKERLERININ BEYIN AKTIVITESINE ETKILERI

Mehmet Omer BOSTANCI, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi, Samsun, Eyliil 2005

Tiim epilepsi tiplerinin ortak 6zellikleri, sinir hiicre gruplarinin es zamanl ve
kontrolsiiz desarjlaridir. Noronlarin patolojik olarak es zamanli desarj yapmalarinin
nedeni heniiz tam olarak bilinmemektedir. Son yillarda gap junctionlarin ndronal
senkronizasyonda kritik role sahip olduklari ileri siiriilmektedir. Sunulan ¢aligmada, gap
junction blokerlerinden karbenoksolon, oktanol ve quininin penisilin modeli deneysel
epilepsi lizerine etkilerinin arastirilmasi planlandi.

(Calismada 3—4 aylik erkek albino Wistar siganlar kullanildi. Anestezi altindaki
sicanlarin kafataslarina, uyanik hayvandan EEG kaydi almay: saglayacak kalict vida
elektrotlar ve beyin ventrikiiliine madde vermeyi saglayacak kalic1 kaniil yerlestirildi.
Iyilesme siiresi sonunda, 300 IU kristalize penisilin, kaniil araciligiyla beyin
ventrikiiliine verilerek epileptik aktivite olusturuldu. Epileptik aktivite maksimum
diizeye ulasinca gap junction blokerlerinden karbenoksolon (100, 200, 500 nmol),
oktanol (2, 4, 10 umol) ve quinin (200, 400, 1000 nmol) ayn1 yolla verilerek epileptik
aktivite lzerindeki etkileri hem elektrofizyolojik hem de davraniglarin skorlanmasi
yoluyla degerlendirildi.

Karbenoksolon, oktanol ve quinin; spikelarin frekanslarini, amplitiidlerini ve
epileptik davraniglar1 azaltarak antiepileptik etki gosterdiler. Gap junction blokerleri
birbiriyle karsilagtirildiginda; karbenoksolonun epileptik aktiviteyi baskilamada daha
etkili oldugu tespit edildi.

Calismanin sonuglar1 uygun elektriksel sinapslarin bloklanmasinin, epileptik
ndbetlerin engellenmesine katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, bunun
icin konneksin tiplerine 6zgii gap junction blokerlerinin kesfedilmesine ve farkli

epileptiform aktiviteler lizerinde yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.



ABSTRACT
EFFECTS OF GAP JUNCTION BLOCKERS ON
BRAIN ACTIVITY IN EXPERIMENTAL EPILEPSY MODEL

Mehmet Omer BOSTANCI, PhD Thesis
University of Ondokuz Mayis, Samsun, September 2005

The common features of all types of epilepsy are the synchronized and
uncontrolled discharges of nerve cell assemblies. The reason for the pathologically
synchronized discharges of the neuron is not exactly known yet. In recent years, the gap
junctions are claimed to have a critical role in neuronal synchronization. The present
study was planned to investigate the effects of gap junction blockers carbenoxolone,
octanol and quinine on penicillin-induced experimental epilepsy.

Male Wistar rats, 3-4 months old were used in the study. Permanent screw
electrodes allowing EEG monitoring from conscious animals and permanent cannula
providing the attribution of the substances to the brain ventricle were placed into the
cranium of rats under anesthesia. At the end of the post operative recovery period,
epileptiform activity was generated by injecting 300 IU crystallized penicillin through
the ventricular cannula. When the epileptiform activity monitored from a digital
recording system reached its maximum intensity, animals received either carbenoxolone
(100, 200, 500 nmol) or octanol (2, 4, 10 pumol) or quinine (200, 400, 1000 nmol)
through the same root. Effects of these substances on epileptiform activity were assessed
by both electrophysiological and behavioral analysis.

Carbenoxolone, octanol and quinine suppressed epileptiform activity by
decreasing the amplitude and frequency of epileptiform spikes and by attenuating the
epileptiform behavior. When the gap junction blockers were compared to each other, it
was detected that carbenoxolone is a more effective in suppressing the epileptic activity.

Results of this study suggest that the blockade of certain types of electrical
synapses may contribute to the prevention and amelioration of epileptic activity. There is
also need for the production of gap junction blockers selective for connexin types and
further studies on the differential roles of gap junctions on certain epileptiform activities

have to be carried out.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

A: Angstrom

ATP: Adenozin Trifosfat

cAMP: Siklik Adenozin Monofosfat
Cbx: Karbenoksolon

cGMP: Siklik Guanozin Monofosfat
CCK: Kolesistokinin

Cx: Konneksin

Da: Dalton

DMSO: Dimetil Stilfoksit

ECoG: Elektrokortikogram

EEG: Elektroensefalogram

FGF: Fibroblast Growth Faktor
GABA: y-Aminobutirik Asit

IL: interldkin

IU: International Unit

i.c.v.: Beyin ventrikiilleri icine (Introserebroventrikiiler)
i.p.: Periton icine (Intraperitoneal)
IP5: Inozitol Trifosfat

kDa: Kilodalton

nmol: Nanomol

nm: Nanometre

ul: Mikrolitre

umol: Mikromol

PKA: Protein Kinaz A

PKC: Protein Kinaz C

PDS: Paroksismal depolarizasyon kaymasi
PTZ: Pentilentetrazol

TGF: Transforming Growth Faktor
VIP: Vazoaktif Intestinal Polipeptid
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1. GIRIS

Epilepsi, diinya niifusunun % 1 kadarin etkileyen 6nemli bir ndrolojik hastalik
grubunun genel adidir. Epilepsi hastalarinin yaklasik % 30’unda ndbetler mevcut
ilaglarla kontrol altna almamamaktadir. (McNamara, 1999). Uzerinde uzun yillardir
calisiliyor olmasina ragmen, epilepsinin mekanizmasi hala tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. Normal bir beynin islevleri i¢in uyarici ve duraklatici sistemler
arasindaki denge onemli bir unsurdur. Genel olarak epileptik nobetler, uyaricit ve
duraklatic1 sistemler arasindaki dengenin, uyaricit sistemlerin aktivitelerinin artisi
yoniinde bozulmasi sonucunda meydana gelir (Martin, 1991).

Tiim epilepsi tiplerinin genel 6zelligi, sinir hiicre gruplarinin es zamanli ve
kontrolsiiz desarjlaridir (Fisher, 1989). Bu desarjlar1 baslatan ve siirdiiren mekanizmalar
ise epilepsi tiplerine gore farkliliklar gosterir ve mekanizmalari tam olarak
aydinlatilamamustir.

Epilepsinin elektrofizyolojik temelleri ve diger 6zellikleri hakkinda akla gelen
sorulara cevap aramak ve daha etkili antiepileptik ilaclar gelistirmek i¢in deneysel
modeller (Marangoz, 1997) iizerinde calisilmaktadir. Ozellikle temel mekanizmalar
lizerine yapilan deneysel arastirmalarda, insanlarin denek olarak kullanilamiyor olmasi,
deneysel epilepsi modellerinin ve hayvan c¢alismalarinin 6nemini artirmaktadir. Bu
deneysel calismalar sonucu, bir¢ok epilepsi tipinin temel mekanizmalarina dair 6nemli
bilgiler elde edilmistir.

Deneysel epilepsi modelleri olduk¢a degisik yontemlerin kullanildigi bir
arastirma alanidir. Bunlar arasinda, epilepsi olusturucu (konvulsan) 6zelligi bilinen
maddelerin dogrudan beyne veya viicut bosluklarina verilmeleri sonrasinda olusturulan
epileptik nobetlerin mekanizmalarinin arastirilmasi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Penisilin bu sekilde epileptik nobetler olusturdugu bilinen bir madde olup, korteks igine
veya sistemik yolla verilmesi sonucu olusturulan epilepsiye penisilin modeli deneysel
epilepsi adi1 verilmektedir. Bu tip bir deneysel model, insanda gdzlenen klinik epilepsi
vakalariyla ayni olmamakla birlikte, temel mekanizma agisindan bazi benzerlikler
tasimaktadir.

Penisilin, yapisal olarak GABA antagonisti bikukulline benzerliginden,
beyindeki onemli inhibitor sistemlerden GABA sistemini bloklamakta ve eksitasyon-

inhibisyon arasindaki dengeyi bozarak epilepsi olusumuna neden olmaktadir (Walden



ve ark., 1992). Penisilin modeli epilepside piramidal hiicrelerdeki paroksismal
depolarizasyon degisikliklerine, GABA, ve GABAg’ye bagimli potansiyeller ile hiicre
ici Ca™"la aktiflenen K potansiyellerinin katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir (Dichter
ve Ayala, 1987; Domann ve ark., 1986; 1989).

Kortekse direk olarak penisilin uygulanmasi, bir inhibitdr norotransmitter olan
GABA’nin etkisini bloklamakta, inhibisyonun azalmasi da néron gruplarinin davranisini
onemli Olciide etkilemektedir. Penisilin epilepsisi insan epilepsisinin tam karsiligi
olmamakla birlikte, bu modelde, dendritlerde ve astrositlerde orta derecede bir sisme
oldugu ve sinaptik vezikiil tesekkiiliinde azalma tespit edilmistir (Harris ve ark., 1979).

Sistemik olarak yiliksek doz penisilin uygulanmasi, kedilerde petit mal
epilepsiye benzer bir durum olusturur. EEG’de bilateral senkron diken-dalga desarjlari
goriiliir (Gloor ve Fariello, 1988). Sullivan ve Osorio (1991) intraperitoneal yolla
penisilin G vererek sicanlarda epileptik aktivite olusturmuslardir. Korteks yiizeyine
lokal penisilin uygulanmas1 iist kortikal laminadaki néronal aktivitede degisikliklere
neden olur ve elektrokortikogramda epileptiform potansiyeller goriilmesine yol acar.
Penisilin uygulanmasindan birka¢ dakika sonra amplitiidde yavasca yiikselme goriiliir.
Bunu repolarizasyon ve hiperpolarizasyon izler.

Biiytik bir noéron toplulugu birlikte (senkron) ve anormal bicimde desarj
yapica epileptik nodbetler goriilmektedir. Senkron desarj, davranigta stereotip ve
iradesiz paroksismal degismelere sebep olmaktadir. Anormal hiicre desarji; travma,
oksijenin yetersizligi, tiimorler, enfeksiyon ve metabolik bozukluklar gibi nedenlerle
olusabilir. Ancak, epileptik hastalarin yaklasik yarisina yakininda herhangi bir sebep
bulmak miimkiin olamamaktadir (McNamara, 1999).

Noronlarin patolojik olarak es zamanli desarj yapmalarinin altinda yatan
mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte gap junctionlarin
noronal senkronizasyonda kritik bir rol {istlendigine dair son yillarda yayinlanmis bazi
calismalar mevcuttur (Carlen ve ark., 2000). Gap junctionlarin (ge¢it baglantilarinin)
etkinligi artacak olursa, anormal elektriksel aktivite olusur ve beyindeki sinir hiicreleri
toplu olarak ayni anda desarj yapmaya baslarlar. Bu, epilepsi hastaliginda goriilen
durumdur. Eksitator bir ndrotransmitter olan glutamat seviyesindeki yiikselis,
astrositlerdeki gap junctionlardan geg¢isi artirmaktadir (Enkvist ve McCarthy, 1994).

Gap junction baglantilarindaki artis insan epileptik dokularindan kiiltiir ortamina alinan



astrositlerde gosterilmis ve bu astrositlerde glutamata cevap olarak artmis Ca'
dalgalarinin yayildig1 bulunmustur (Lee ve ark., 1995).

Sinir sistemindeki gegit baglantilarinin sayisi, gelisme siiresince degisir.
Yetiskinlerle karsilastirildiginda yeni doganlarin beyninde daha fazla sayida gap
junction bulunmaktadir (Peinado ve ark., 1993). Bu durum ozellikle c¢ocuklarda
epileptik ndbet insidansinin daha yiiksek olusunu da agiklamaktadir (Schwartzkroin,
1984).

Gap junctionlar memelilerde iskelet kasi hiicreleri, sperm hiicreleri ve
eritrositler hari¢c hemen hemen diger biitiin hiicrelerde bulunabilir. Memeli merkez sinir
sisteminde gap junctionlara sik rastlanir (Rozental ve ark., 2000). Genel olarak birlikte
gbrev yapan hiicreler gap junctionlar araciligi ile haberlesirler. Bir gap junctionda 6’s1
bir hiicrede 6’s1 da komsu hiicrede olmak tizere 12 konneksin vardir. Kanalin yarisini
bir hiicre, diger yarisin1 da komsu hiicre yapar. Simdiye kadar insanlarda 21, farelerde
20 konneksin tipi tespit edilmistir (Sohl ve Willecke, 2004). Bu konneksin tiplerinden
Cx43 (Naus ve ark., 1991a) ve Cx36’nin (Aronica ve ark., 2001) mRNA’larinin insanda
epileptik dokularda arttig1 gosterilmistir.

Konviilsan maddelerin omurgasizlarda elektriksel sinapstaki gecisi artirdigi
onceden bilinmekteydi (Rayport ve Kandel, 1981). Vaquera ve arkadaglari (1978)
kedilerde yaptiklart morfolojik bir calismayla deneysel epilepsi modelinde gap
junctionlarin arttigin1 gdstererek ilk kez epilepsi ile gap junctionlar arasinda dogrudan
bir iligki oldugunu ileri stirmislerdir. Beyinde Cx43’lerin biiyiik bir kismi, birbirleriyle
gap junctionlarla baglanmis olan astrositlerde bulunmaktadir (Giaume ve ark., 1991;
Nagy ve ark., 1992; Naus ve ark., 1991b). Baz1 néronlarda Cx43’lin ekspresyonunun
yapildig1 bildirilse de (Dermietzel ve ark., 1995; Fushiki ve Kinoshita, 1995; Nadarajah
ve ark., 1996), Cx43 miktarindaki artisin, epileptik aktiviteye astrositik bir cevap
olabilecegi ileri siirlilmiistiir (Naus ve ark., 1991a). Bu nedenle Cx43 mRNA’sindaki
artisin ndronlarda ve/veya glialarda olup olmadigi ac¢ik degildir.

Sifir Ca”" modeli epilepsiden elde edilen verilere gore de gap junctionlar
prokonvulsif bir rol oynamaktadir (Perez-Velazquez ve ark., 1994). Serbest Ca™"la
indiiklenen epileptiform aktivite gap junctionlardan gecisi bloklayan halotan (% 2),
oktanol (0.2 mM), propionat (25 mM) ve CO,’in uygulanmasiyla azaltilmistir (Spray

ve ark., 1981a). Bunun aksine hiicre i¢i pH’y1 artiran amonyum klorid (10 mM),



bikarbonat (60 mM) veya trimetilamin (10 mM) uygulanmasiyla epileptiform
desarjlarin arttig1 tespit edilmistir. Sifir Ca"lu ortamda bulunan hiicrelere lusifer sarisi
verildiginde hiicrelerin es boyanmasi belirgin bir sekilde artarken hiicre i¢i asidite
artistyla, yani gap junctionlarin bloklanmasiyla boyanma baskilanmistir. Hiicre igi
asidite artist noronal ateslemeyi etkilemedigi i¢in es zamanli epileptik aktivitedeki
azalma noronal depresyona degil, gap junctionlara bagli olarak meydana gelmektedir.
Deneyler glial toksin olan fluorositrat varliginda yapildiginda sifir Ca™ lu ortam hala
epilepsi benzeri aktivitelere neden olmustur (Carlen ve ark., 2000). Bu durum, sifir Ca™"
modelinde nobetlerin  gelisimi i¢in glial fonksiyonlarin gerekli olmadigina isaret
etmektedir. Nobetleri takiben veya onunla iligkili olarak yayilan depresyonun gelismesi,
noronlar arasinda bulunan, normalde kapali olan gap junction’larin agilmasiyla en iyi
sekilde agiklanmaktadir (Herreras ve ark., 1994).

Hipokampal ve parahipokampal dilimlerde meydana getirilen epileptiform
aktivitenin oktanol (50-200 uM), sodyum propionat (25 mM), gliseretinik asit (100-200
uM) ve karbenoksolon tarafindan baskilandig1 gdsterilmistir (Davidson ve Baumgarten,
1988; Han ve ark., 1996). Gap junction iletisiminin rolii diger in-vitro epilepsi
modellerinde de c¢alisilmistir. Sican piriform korteks dilimlerindeki 3. tabaka
asosiyasyon liflerine her 10 dk’ da 100 Hz tekrarlayan tetanik uyarinin verilmesi,
endopiriform nukleusta spontan epileptiform desarjlara neden olmaktadir (Pelletier ve
Carlen, 1996). Bu nukleusta bu yolla olusturulan epileptik aktivite fenitoin, midazolam
ve valproik asit gibi antikonvulsanlarla baskilanamazken, gap junction iletisimini
bozdugu bilinen tedavilerle azaltilmaktadir (McDonald ve ark., 1997).

Internéronlar biiyiik oranda birbirleriyle Cx36°dan olusan gap junctionlar
araciligiyla baglanti kurarlar (Gibson ve ark., 1999; Tamas ve ark., 2000). Cx36
noronlarda bulunan bir konneksindir. Hipokampus ve serebral korteksteki gama ve
ultra-fast osilasyonlar gibi 6zellesmis fonksiyonlarda bu konneksinin roliinii agiga
cikarmak i¢in Cx36 proteinleri ortadan kaldirilmistir. Bunun sonucunda, neokortikal
dilimlerde gama osilasyonlarmin (30—70 Hz) senkronizasyonunun giiclii bir sekilde
azaldig1, hipokampusta ise hafif¢e etkilendigi gosterilmistir (Deans ve ark., 2001;
Hormuzdi ve ark., 2001).

Antimalaryal ilag olarak bilinen quininin bazi konneksin tiplerinden olusan gap

junctionlar1 spesifik olarak blokladigi, fakat diger gap junction tiplerini etkilemedigi



tespit edilmistir (Srinivas ve ark., 2001). Quinin Cx36’dan olusan gap junctionlar ile
Cx50’den olusan gap junctionlardan gecisi konsantrasyona bagli ve geri doniistimlii
olarak bloklamaktadir. Quininin Cx36’ya olan afinitesi Cx50’ye olan afinitesinden daha
fazladir. Quininin baglanma bolgesi intraseliiler olup muhtemelen porun i¢ tarafina
baglanmaktadir (Srinivas ve ark., 2001). Spontan alan IPSP’leri ve GABAerjik iktal
benzeri aktiviteler gap junctionlarla baglantili internéron agnin bir faaliyetini
yansitmaktadir. Bu epileptik aktiviteler hem quinin hem de onun optik izomeri olan
quinidin tarafindan tamamen ve geri doniisiimlii olarak baskilanmistir (Uusisaari ve
ark., 2002).

Gap junction blokerleri, kiiltiir ortaminda (Fujita ve ark., 1998) ve neonatal
hipokampal dilimlerde (Strata ve ark., 1997) spontan ndronal osilasyonlar1 giiglii bir
sekilde azaltmakta veya ortadan kaldirmaktadir. Ayrica bu blokerlerin, bikukullin (De
Curtis ve ark., 1998; Li ve ark., 2001; Samoilova ve ark., 2003), diisiik magnezyum
(Kohling ve ark., 2001), 4-aminopiridin (Ross ve ark., 2000; Perrreault ve Avoli, 1992;
Traub ve ark., 2001) ve yiiksek potasyumla (Margineanu and Klitgaard, 2001)
indiiklenen farkli epilepsi modellerindeki uyarilmig osilasyonlar1 ortadan kaldirdig:
tespit edilmistir. Ayrica, uzun siire GABAp antagonistlerine maruz birakarak (Uusisaari
ve ark., 2002) veya Schaffer kollaterallerine repetetif tetanizasyon uygulanarak
(Jahromi ve ark., 2002) olusturulan in-vitro modellerde de gap junction blokerlerinin
antikonvulsan etkileri gosterilmistir.

Degisik deneysel epilepsi modelleri lizerinde, farkli gap junction blokeri
maddelerin etkilerinin arastirilmis oldugu goriilmektedir. Ancak, simdiye kadar yapilan
arastirmalarin ¢ogunda gap junction blokerlerinin etkileri in-vitro epilepsi modelleri
tizerinde ¢alisilmistir. Szente ve ark. (2002) ile Gajda ve ark. (2003) 4-aminopiridin ile
indiiklenen in-vivo epilepsi modelinde elektrofizyolojik calisma yapmislardir. Yine
baska bir in-vivo ¢alismada Gareri ve arkadaslar1 (2004a) karbenoksolonun odyojenik
ndbetin siddetini azalttigin1 ve mevcut antiepileptik ilaglarla kombine kullaniminin bu
ilaglarin etkisini artirdigin1 gostermislerdir. Benzer sekilde karbenoksolon genetik
olarak epilepsiye yatkin sicanlarda (GEPRs) hem ndbetin siddetini azaltarak hem de
nobetin baslamasini geciktirerek antiepileptik etki gostermistir (Gareri ve ark., 2004b).
Bu calismalarda ise gap junction blokeri olarak sadece karbenoksolonun etkisine

bakilmustir.



Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, penisilin modeli deneysel epilepside
gap junctionlarin roliiniin hi¢ ¢alisilmadigi, diger epilepsi modellerinde ise in-vitro
calismalarin yogun oldugu goriilmektedir. Yine Onceki arastirmalarda yukarida
sonuclar1 0zetlenen ancak birkac tane in-vivo ¢alisma tespit edilebilmis, bunlarda da
sadece karbenoksolonun ¢alisildigi anlagilmistir. Sunulan ¢alismayla uyanik siganlarda,
beyin ventrikiiliine penisilin verilerek olusturulan epilepsi modelinde gap junction
blokerlerinden karbenoksolon, oktanol ve quininin etkilerinin hem elektrofizyolojik

hem de davraniglarin gozlenerek skorlanmasi yoluyla arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Korteksi
Beyin korteksi, filogenetik acgidan siirlingenler ve kuslardan sonra gelen

memelilerde en gelismis haliyle bulunan 6zgiil bir yapidir. Kuglarda da bulunmasina
ragmen, bu hayvan grubunda fazla gelismemistir (Andrew, 1991). Beyin korteksi,
genellikle beyni en dis kismindan saran birka¢ milimetre kalinliginda, 3—6 hiicre
tabakasi iceren 6zellesmis bir yapidir. Ozellikle insan beyin korteksi, evrende bilinen en
karmasik maddesel organizasyondur. Beyin korteksi, duyularin algilanmasi ve
degerlendirilmesinde, bellek olusumunda, hareketlerin planlanmasi ve esgiidiimle
yiriitilmesinde, degisik duyusal girdiler arasinda iligkilerin kurularak kararlarin
verilmesinde ve i¢ dengenin korunmasinda (homeostazis) en {ist kontrol noktasi olarak

islev goriir (Purves ve ark., 2001).

2.1.1. Beyin Korteksindeki Hiicre Tipleri

Beyin korteksinde, hiicre govdelerinin bigimsel 6zelliklerine, dendritlerin
uzunluk ve dagilimlarina ve aksonlarin dallanma ve sonlanma bdolgelerine gore bir¢cok
siniflandirma yapilmistir (Colonnier, 1968; Barr ve Kiernan, 1988). En genel kabul
goren siiflandirmaya gore kortekste; yildizsi (graniiler) hiicreler, igsi (fusiform)
hiicreler, Martinotti hiicreleri, Cajal’in horizontal hiicreleri ve piramidal hiicreler

bulunmaktadir (Sekil 1).

Yildiz hucreleri

Kiiciik govdeli ¢cok kutuplu (multipolar) hiicrelerdir. Dendritler hiicreden ayrilir
ayrilmaz dallanma yaparlar. Dendritler yaklasik 3—5 pum kalinligindadir. Dendritik
dallanmalari, 200400 pum c¢apinda bir dagilim gosterirler. Akson genellikle bliyiik bir
dendritten ¢ikarak uzanir ve komsu hiicre govdeleri ile ylizeysel dendrit tabakalarinda
sonlanir. Az bir kismu da beyin korteksi disindaki bolgelere uzantilar gonderirler. Bu
hiicrelerin bazilar1 uyarici, bazilar1 ise duraklatict 6zellik gosterir. Uyarict olanlarin
aksonlar1 genellikle piramidal hiicrelerin tepe dendritlerine paralel ve ¢ok sayida sinaps
yaparak ilerlerken korteks yilizeyine dik bir seyir izlerler. Uyarici olan tipleri transmitter

olarak noropeptidleri (CCK, VIP) kullanirken, duraklatici olanlar GABA salgilarlar.



Ig seklinde olan hiicre gdvdelerinden dolay1 bu adi alan hiicrelerin iki sivri
ucundan birer dendrit ¢ikar ve bunlar dallanirlar. Aksonlarmin bir kismi yiizeysel
tabakalarda sonlanirlar. Geri kalan biiyiik ¢ogunlugu ise geri donen (rekurent) dallar
olusturduktan sonra beyin korteksinin digina ¢ikarlar.

Martinotti Huicreleri

Bu hiicrelerin en 6nemli 6zelligi aksonlarinin dogrudan beyin korteksi
ylizeyine dogru yonelmis olmasidir.

Cajal’in Horizontal Huicreleri

Beyin korteksinin en dig ve ylizeyel tabakasinda bulunan bu hiicrelerin
aksonlar1 beyin korteksinin yiizeyine paralel olarak seyreder (Barr ve Kiernan, 1988).

Piramidal Hucreler

Korteksin ana hiicreleridirler. Ozellikleri “Piramidal Hiicrelerin Morfolojik ve

Fizyolojik Ozellikleri” alt bashgiyla, asagida ayrintili olarak tartigilmistir.

1

- [ —<

Horizontal
hiicre

Martinotti hiscresi
Akson

Piramidal Yildizsi
hiicre hiicre
Igsi hiicre
Akson Akson

Sekil 1. Beyin korteksinde bulunan néron tipleri (Barr ve Keirnan’dan, 1988)



2.1.2. Beyin Korteksinin Tabakalar

Memelilerdeki beyin korteksi “yeni korteks” anlamina gelen ‘“neocortex”
yapisindadir. Archicortex olarak bilinen “eski korteks” ise memeli beyninde
hippokampus bolgesinin yapisina verilen isimdir (Andrew, 1991). Memeli neokorteksi 6
tabakali bir diizenlenmeye sahiptir (Sekil 2). Bu tabakalar gebeligin yedinci ayindan
itibaren ceninde ayirt edilebilmektedir. Bolgeler arasinda bazi farklar bulunsa da
genellikle bu alt1 tabakali yapi tiim beyin korteksi boyunca korunmaktadir. Bu
tabakalardan bazilari alt tabakalara da ayrilabilmektedirler. Beyin korteksinin kalinlig1
degisik bolgelerde 1.3 ile 4.5 mm arasinda degisebilmektedir (Barr ve Kiernan, 1988;
Schmidt, 1989).

Sekil 2. Serebral isokorteksin degisik tabakalarindaki (I-VIb) bazi biiyiik néronal hiicre tipleri
(1-17) ve kortekste sonlanan belirli bir simif aksonlar (a-f). Kortikal tabakalar Nissl boyasiyla
boyanmig, ndronal hiicre tipleri ve aferent lifler Golgi preperasyonlarindan ¢izilmistir
(Swanson’dan, 2003)

Tabakalar, pia materden asagiya dogru su sekilde siralanir (Barr ve Kiernan,
1988):

I. Molekiiler tabaka: Pia mater’in hemen altindan baslayan bu tabakanin
ortalama kalinlig1 250 um kadardir. Hiicreleri kiiciiktlir ve diger tabakalara gore daha
gevsek bir diizenlenme gosterir. 11, IIT ve IV. tabakalardaki piramidal hiicrelerin dikey

dendritleri ve bazi akson uglar1 bu tabakada sonlanir. Cajal’in horizontal hiicreleri ve
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daginik yildiz hiicreleri de nadiren bu tabakada bulunabilir. Bu tabaka esas olarak
korteksin sinaptik bir alanidir (Marangoz, 1978; Barr ve Kiernan, 1988; Schmidt, 1989).

I1. D1s graniiler tabaka: Molekiiler tabakaya gore daha biiyiik bir tabakadir ve
daha yogun hiicre igerir. Hiicrelerin sekli piramidal oldugundan buraya “kii¢iik
piramidal hiicre tabakas1” da denir. Yildiz hiicreleri de bu tabakadadir. Bu bolgeden
cikan dikey dendritler molekiiler tabakada sonlanirlar. Aksonlar hiicrelerin taban
boliimlerinden ¢ikar ve genellikle V. ve VI. tabakalarda sonlanirlar. Az da olsa bazi
aksonlar beyin korteksini terk ederek ak maddeye gegebilirler. IV. tabakada bulunan
graniiler hiicrelerin ve bazi piramidal hiicrelerin aksonlar1 ile geri donen yan dallar
(rekurent kollateraller) ve birlestirici lifler (asosiyasyon lifleri) bu tabakada sonlanirlar
(Barr ve Keirnan, 1988).

I11. D1s piramidal tabaka: Bu tabaka aslinda dis graniiler tabakanin devami
niteligindedir. Bu yiizden ilk bakista ayirt edilmesi giigtiir. En 6nemli ayirt edici 6zellik,
bu tabakadaki piramidal hiicrelerin daha biiyiik c¢apli olmasidir. Hiicrelerin tepe
bolgeleri beyin korteksi yiizeyine dogru yonelmistir. Tepe (apikal) dendritleri, I.
tabakanin sinaptik alanina dogru giderler. Yatay dendritler ise ayni tabaka icinde
kolonlar arasinda bir uzanim gdsterirler. Bu tabakanin alt kisminda bulunan hiicreler
talamustan gelen 0Ozgiil girisleri alir. Alt tabakalardan gelen bazi aksonlar da bu
tabakada sinaps yaparlar. III. tabakadan ¢ikan goétiiriicii liflerin bir kismu V. ve VL
tabakalarda sonlanirken, digerleri korteks alti yapilara ve diger beyin korteksi
bolgelerine kadar uzanmaktadir (Barr ve Kiernan, 1988).

IV. I¢ graniiler tabaka: Bu tabaka kiiciik capli ve yogun olarak paketlenmis
cok kutuplu hiicrelerden olusur. Bu hiicrelere graniil hiicreleri adi verilir. Aksonlari
kisadir ve biiyiik bir cogunlukla beyin korteksi i¢inde sonlanirlar. Ust kisimlara gidenler
I ve II. tabakalarda sonlanirken, alt kisimlara dogru gidenler V. ve VI. tabakalarda
sonlanirlar. Dendritleri ayni tabakada dallanarak dagilir. Ozgiil talamo-kortikal getirici
baglantilarin biiytlik bir ¢ogunlugu bu hiicrelerin {izerinde sonlanir. Bu tabakada bulunan
bir diger hiicre tipi yildizs1 hiicrelerdir ve onlarin dendritleri de ayni tabaka icinde
dallanma gosterir. Aksonlart ise III. tabakaya c¢ikarak burada sonlanirlar. Yildizsi
hiicrelerin kisa olan aksonlari ile V. ve VI. tabakalardaki hiicrelerin bu tabakaya uzattigi

dendritleri sinaps yaparlar. Beyin korteksinin girisleri alan esas bolgesi I'V. tabakadir.
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Bu tabaka beyin korteksinin bazi bdlgelerinde iyi gelismemistir. Bunun ic¢in bu
bolgelere “agraniiler korteks” adi verilmektedir (Barr ve Kiernan, 1988).

V. I¢ (dev) piramidal hiicre tabakas:: Bu tabakadaki hiicreler esas olarak
biiylik piramidal hiicrelerdir. Tabaka i¢indeki tiim hiicreler biiylik degildirler fakat en
biiylik piramidal hiicreler (Betz’in dev piramidal hiicreleri de dahil olmak iizere) bu
tabakada bulundugundan, bu bolge “dev piramidal hiicre tabakasi” adiyla anilir. Biiytik
piramidal hiicrelerin dendiritik dallar1 I. tabakaya kadar yiikselerek orada genis bir
dallanma gosterirler (Barr ve Kiernan, 1988). Hiicrenin taban boliimiinden ¢ikan uzun
akson ya korteks alti merkezlere uzanir (projeksiyon) ya da ayni ve karsi taraf beyin
korteksinde bulunan diger merkezlere (asosiyasyon ve komissural) gider. Omurilige
inen liflerin biiyiik bir kism1 V. tabakadan kaynaklanmaktadir ve bunlarin ¢cogunlugu da
medulladaki piramis bolgesinden gecer (Coulter ve ark., 1976; Murray ve Coulter,
1981; Rapisarda ve ark., 1985, Miller, 1987; Nudo ve Masterton, 1990). Bu aksonlarin
olusturdugu doniicii (rekurent) yan dallar (kollateraller) geriye dogru doniip III., I1. ve 1.
tabakalarda sonlanirlar. V ve VI. tabakalar korteksin ana ¢ikis tabakalaridir. Piramidal
yolu olusturan aksonlarin hiicreleri daha ¢ok bu tabakada bulunur. Bu tabakada ayrica
yildiz ve Martinotti hiicreleri de bulunmaktadir (Barr ve Kiernan, 1988).

VL. igsi (fusiform) hiicre tabakasi: Hiicrelerin ig seklinde olmasidan dolay1
bu ad verilir. Dendritler hiicrenin bir veya her iki ucundan da ¢ikarak hiicreyi terk
ettikten sonra dallanirlar. Bazilar1 hi¢ dallanmadan birinci tabakaya kadar uzanir.
Digerleri genellikle V. tabakaya gecmez. Aksonlar ¢ogunlukla korteksi terk eder ve
ayrilmadan once doniicii yan dallar (rekurent kollateraller) verir. Bu tabakanin igte kalan
VIb kism1 ak madde ile kaynasmis durumdadir (Marangoz, 1978). V. ve VI. tabakalarin
filogenetik olarak ylizeyel tabakalardan daha eski olduklar1 kabul edilir. V. ve VI.
tabakalara intragraniiler, I. ve IV. tabakalara ise supragraniiler tabakalar denir. V. ve VI.
tabakalar ontogenik olarak da eskidirler. Bunlar telensefalonun noral tiipiliniin germinal
epitelinden gd¢ eden ilk kortikal néroblastlardan olusmuslardir. II, III ve IV. tabakalari
olusturmaya yonelen noroblastlar intragraniiler tabakalarin i¢inden gecerler (Barr ve
Kiernan, 1988). Kortikal tabakalarin her birinde bulunan en yogun hiicre tipi aksonlari
kortekste dallanan kisa aksonlu néronlardir. Bu kisa aksonlu hiicrelerin uzun aksonlu
hiicrelere oran1 beyin korteksinin filogenetik gelisimine paralel olarak artmis ve insan

beyninde en iist diizeye ulasmistir. Kisa aksonlu hiicrelerin baslicalart Golgi Tip-II,



12

Martinotti ve I. tabakada bulunan Cajal’in horizontal hiicreleridir (Mountcastle ve

Poggio, 1974).

2.1.3. Beyin Korteksi Piramidal Hiicrelerinin Ozellikleri

Morfolojik Ozellikleri

Piramidal hiicreler beyin korteksinin esas giris ve ¢ikis terminalleridir. Hiicre
gbovdelerinin bi¢gimi piramide benzedigi i¢in bu isimle anmilirlar. Hiicre govdeleri ii¢
yiizlii bir piramit, yiizeyleri de tiggen veya yamuk bi¢imlidir. Piramidin tepe kismi beyin
korteksinin dis yiizeyine dogru bakar ve bu kisimdan dendritler ¢ikar. Dendritler yatay
veya dikey olarak seyredebilir. Taban kismi ise korteks tabanina dogrudur ve bu
kisimdan hiicrenin aksonu ¢ikar. Akson beyin ve omuriligin degisik bdlgelerine
uzanabilir (Gray, 1959).

Hiicreden ¢ikan yatay dendritler hiicrenin kose boliimlerinden ¢ikip dallanirlar.
Tepeden ¢ikan (apikal) dendritler ise beyin korteksinin en dis tabakasina kadar uzanarak
burada ylizeye paralel ¢ok sayida dala ayrilir. Caplar1 5-20 um arasinda degisen bu
dendritler, sinir sistemindeki en kalin ve en uzun (2 mm’ye kadar) dendritlerdir (Martin
ve Jessell, 1991). Dikey dendritlerin ve onlardan ayrilan yatay dallarin ¢ok sayida
“sinaptik diken” denen Ozellesmis postsinaptik ¢ikintilar1 vardir. Yatay dendritler daha
incedir (68 um) ve dikey dendritler kadar fazla sayida sinaptik diken tasimazlar
(Shepherd, 1974). Piramidal noronlardaki sinapslarin ¢ogu dendritik dikenlerin
tizerindedir ve sinaptik araliklar1 genistir. Hiicre gévdesinde sonlanan sinapslarin sayisi
azdir ve bunlarin sinaptik araliklar1 da oldukc¢a dardir.

Piramidal hiicreler biiytikliiklerine goére biiyiik, orta ve kiigiik olarak {i¢ gruba
ayrilirken, aksonlarinin sonlandiklar1 yere gore de asosiyasyon ve projeksiyon hiicreleri
olarak adlandirilirlar. Aksonlar hiicrenin taban kismindan c¢ikar ve cogu zaman
kollteraller denen yan dallara ayrilir. Bunlar iki tiptir:

a) Kisa yatay kollateraller: Aksonlarin alt seviyelere inerken cesitli seviyelerde
verdikleri yan dallardir. Uzunluklari 1 mm kadar olabilmektedir (Asanuma ve ark.,
1976).

b) Doniicii (rekurent) kollateraller: Aksondan ayrildiktan sonra geriye dogru,
korteksin iist tabakalarina c¢ikarlar. Dallanma dereceleri, yiikselme seviyeleri ve
dallandiklar1 alanin genisligi olduk¢a degiskenlik gosterir. Bazi piramidal hiicrelerin

aksonlar1 korteksten ayrilmadan geriye donerek yiizey tabakalarindaki diger hiicrelerin
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dendritleri ile baglanti yaparlar. Korteksten ayrilan aksonlarin neredeyse tamami
doniicii yan dallar verirler (Gray, 1959).

Piramidal hiicrelerin gévdeleri 15 x 10 pm’den, 120 x 90 um arasinda degisen
boyutlarda olabildigi gibi, motor korteksteki dev piramidal hiicreler (Betz hiicreleri) ¢ok
daha biiyiik olabilmektedir. Akson ¢aplart da genellikle hiicre govdesi ile orantilidir ve
1 um’den 20 um’ye kadar degisebilir (Haggqwist, 1937; Verhaart, 1970; Biedenbach ve
ark., 1986; Barr ve Kiernan, 1988)

Fizyolojik Ozellikleri

Medullada bulunan piramis bolgesinin uyarilmasi, buradan gecen piramidal
hiicre aksonlarin1 uyararak, piramidal hiicrelerde ters yonlii (antidromik) bir yanit
olusmasini saglar. Bu yanitlar ilk kez 1947 yilinda Woolsey ve Chang tarafindan
incelenmistir. Rosenthal ve ark. (1967) ise beyin korteksi yiizeyinden verdikleri
uyarilarla piramidal noronlar1 dogrudan uyarmayi1 basarmislardir. Yiizeyel uyarilma
once akson dallarim1 uyarmakta, buradan da hiicre gdvdesi uyarilmaktadir. Piramidal
sistem inici piramidal hiicre aksonlarindan olusur. Piramidal hiicre aksonlari, liflerin
ileti hizlarina gore yavas (~20m/s) ve hizli (~60m/s) olarak iki gruba ayrilmiglardir
(Brookhart, 1950; Bishop ve ark., 1953; Lance, 1954; Takahashi, 1965). Hizl1 aksonlar
distal kaslar1 ve fazik hareketleri yonetirken, ileti hiz1 diisiik olan kiiclik aksonlar ise
proksimal ekstremite kaslarin1 ve dolayisiyla tonik hareketleri yOnetmekten
sorumludurlar. Ileti hiz1 yiiksek aksonlarin genellikle korteksin V. tabakasindan, diisiik
hizli liflerin ise daha yiizeysel tabakalardan kaynaklandiklar1 da gosterilmistir (Towe ve
ark., 1963).

Piramidal yollarin medulladan uyarilmasiyla kortekste ylizey potansiyelleri
olusturulabilir (Lance ve Manning, 1954). Duyusal ve motor korteksten alinan
kayitlarin incelenmesi, korteks yamitinin iki ana bilesenden olustugunu ortaya
koymustur (Jabbur ve Towe, 1961). Kisa latensli olan ilk bilesen (o bileseni) hizl
piramidal ndronlardan kaynaklanir ve ileti hiz1 55 m/s civarindadir. Uzun latensli olan
ikinci bilesen ise yavas piramidal ndronlardan kaynaklanir ve ileti hiz1 ortalama olarak
17-25 m/s civarindadir. Beta bileseninin siiresi alfa bileseninden daha uzundur. Bu
sonuclar bagka calismalarla da desteklenmesine ragmen, 1972 yilinda Stone, beta

bileseninin yavas piramidal ndronlara ait olamayacagini gostermistir. Beta dalgas1 200
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Hz’lik tekrarli uyaridan sonra kaybolmaktadir. Ayrica beta dalgasinin latensi de yavas
piramidal hiicrelerden dogrudan olgiilen latens degerleriyle uyumlu degildir. Bu
dalganin kaynag1 olarak iki olasilik ortaya koyulmustur:

1. Verilen elektriksel uyar1 medyal lemniskusa yayilmaktadir.

2. Dorsal kolon ¢ekirdeklerinde bulunan ve medyal lemniskusun koken aldigi
hiicreler, piramidal hiicrelerin kollaterallerinden giden uyarilar sonucu aktive
edilmektedirler (Stone, 1972).

Her iki durumda da beta dalgast medyal lemniskus kaynaklidir. Nitekim
medyal lemniskusun kesilmesi, beta dalgasinin ortadan kalkmasiyla sonuglanmistir
(Stone, 1972). Stone’a gore, a cevabr1 V. tabakada bulunan piramidal hiicrelerin
yanitlaridir. Daha 6nceki ¢aligmalarda kaydedilen negatif potansiyeller olan N; ve N,

yanitlar1 (Takahashi, 1965) ise sirasiyla hizli ve yavas piramidal hiicrelerin cevaplaridir.
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2.2. EEG ve Coziimlenmesi

Beynin spontan ve stirekli bir aktivite gosterdigi 1875 yilinda Caton tarafindan
kesfedildi. Caton tavsan beyninden spontan dalgalar1 kaydetti (Caton, 1875). Insan
EEG'si ile ilgili ilk 6nemli ¢alismalart H. Berger yapmustir. Berger, 1929-1938 yillan
arasinda hassas galvanometreler kullanarak insanda sagli deriden beynin spontan
aktivitesini yazdirdi. Bazi hastaliklarda EEG'nin degistigini ileri siirdii (Purves ve ark.,
2001).

Beyin korteksi gorevlerini, ihtiva ettigi ¢ok sayida hiicre sayesinde yerine
getirmektedir. Noron topluluklarinin davraniglarini kaydedip gozlemek igin ya mikro
veya makro elektrotlar kullanilir. Mikroelektrotlar ile tek hiicre cevaplar1 kaydedilir.
Zor ve zaman alic1 olan bu metod daha ¢ok deney hayvanlarina uygulanir. Kalabalik
hiicre gruplarinin toplam aktivitesi makro elektrotlarla kaydedilir. Bir cerrahi operasyon
esnasinda beyin korteksinin yiizeyinden makroelektrotlarla alinan kayitlara
elektrokortikogram (ECoG) denir. Kafatasinin {izerinden, sa¢li deriden kaydedilen
beyin dalgalarma da elektroensefalogram (EEG) adi verilir. Biiyilik hiicre gruplarinin
aktivitesini kaydederek insanda uyku, uyaniklik, riiya gibi fizyolojik ve epilepsi gibi
fizyopatolojik olaylar ilizerinde arastirmalar yapilabilir. Ayrica, elde edilen kayitlar
norolojik hastaliklarin teshisinde kullanilabilir.

EEG’yi kaydetmek icin iki tip elektrot kullanilir. Bunlardan biri aktif
elektrottur ve kayit alinacak aktif alana yerlestirilir. Diger elektrot, aktif elektrottan uzak
bir bolgeye, potansiyeli sifir olarak kabul edilen bir alana (kulak memesi gibi) konur.
Bu elektrota referans ya da indifferent elektrot adi verilir. Klinikte EEG kaydi
yapilirken beynin ¢esitli yerlerine ¢ok sayida aktif elektrot yerlestirilir. Biitiin kayitlarda
ya bir aktif elektrot ile bir referans elektrot arasindaki potansiyel farki oOl¢iiliir
(monopolar kayit) veya iki aktif elektrotun arasindaki potansiyel farki yazdirilir (bipolar
kayit). Kaydedici elektrotlar genellikle belli bir semaya gore frontal, parietal, oksipital
ve temporal loblarin iizerinde kafatasina yerlestirilir.

Onceleri EEG dalgalarinin korteksteki néronlarm aksiyon potansiyellerinin
toplam1 oldugu sanilmigti. Daha sonra, derin anestezide ve hipokside aksiyon
potansiyellerinin kayboldugu, fakat yavas EEG potansiyellerinin devam ettigi gorildii.
EEG dalgalarinin olusumunda aksiyon potansiyellerinin de katkis1 vardir fakat bu ¢ok

azdir. Kaydedilen kaba potansiyellerin biiyiikk cogunlugunu dikine olarak yerlesmis
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bulunan piramidal hiicrelerin aym1 anda aktive edilmeleri sonucu goriilen postsinaptik
potansiyeller meydana getirmektedir. Bu potansiyellerin cebirsel toplami sonucunda
EEG potansiyeli ortaya ¢ikarir. Kaba potansiyellerin gercek sekli ve bigimi postsinaptik
potansiyellerin yerine ve sekline baglhdir.

Normal bir insanda sagli deriden kaydedilen potansiyellerin frekansi genel
olarak 1 ile 30 Hz; yiikseklikleri ise 20—100 mikrovolt kadardir. Kafatas1 ve deri, EEG
dalgalarmin yiiksekligini azaltict bir etki gosterir. EEG dalgalarinin hem frekansi1 hem
de yiiksekligi oldukca karmasik bir yapidadir ve gesitli sartlarda degisebilir. Bununla
birlikte EEG dalgalar1 frekanslarina gore bes biiyiik gruba ayrilmaktadir (Schmidt,
1989; Miller ve ark., 1992; Timofeeva ve Gordon, 2001) (Tablo 1).

Tablo 1. Beyinden kaydedilen EEG’lerde ortaya ¢ikan temel 5 dalga bandi.

Dalga Adi Frekansi (Hz)
Delta 0.5-4

Teta 4-8

Alfa 813

Beta 13-30

Gama 30-50

2.2.1. Delta ve Teta dalgalari

Normal erigkinlerde uykunun c¢esitli safhalarinda goriilen yiiksek genlikli
dalgalardir. Teta dalgasi ayrica hippokampus aktivitesi ile yakindan iligkilidir ve
singulat korteks ve septum gibi diger baz1 beyin bolgelerinden de kaydedilmistir.

Teta dalgalarinin, yavas (kolinerjik veya atropine duyarli; 4-7 Hz) teta ve hizli
(atropine direncli; 7-9 Hz) teta olmak fiizere iki bileseni bulundugu bildirilmistir
(Timofeeva ve Gordon, 2001). Bu farmakolojik farkliliklar, bu dalgalarin olusumunda
farkli noronal yolaklarin etkili olduklarin1 gostermektedir.

Hippokampus ve singulat kortekste daha fazla gdzlenen yavas teta aktivitesinin
(Keita ve ark., 2000) medial septum ve Broca diagonal bandinda bulunan kolinerjik
liflerle yonetildigi diisliniilmektedir (Timofeeva ve Gordon, 2001).

2.2.2. Alfa dalgalan

Bazi hastaliklarda EEG’nin degistigini gosteren Hans Berger’in isminden

dolay1r Berger ritmi de denir. Normal bir insanda, sessiz ve sakin bir odada gozler
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kapali, zihnen ve bedenen tam istirahatte iken kaydedilir. Parietal ve 6zellikle oksipital
bolgede daha belirgindir. Uykuda kaybolur.

Uyku sirasinda gdzlenen uyku igcikleri de yine alfa araligina (7-14 Hz) denk
diisen dalgalar olup, genlikleri alfa dalgalarina oranla daha yliksektir. Bazi
arastirmacilar beyin sapi, Onbeyin ve talamusun cesitli bolgelerinin karmagik bir
igbirliginin alfa bandinin olusumuna katkida bulundugunu ileri stirmiislerdir (Timofeeva
ve Gordon, 2001).

2.2.3. Beta ritmi

Normal olarak insanda frontal bolgede daha belirgindir. Uyaranlar ve asiri
zihin aktivitesi oldugunda daha yogundur. Beta ritmi EEG’nin en kii¢iik genlikli ve
yiiksek frekansli dalgalaridir (Schmidt, 1989; Ferri ve ark., 2001). Ayrica bu dalgalar,
uyku halinde azalma ve zihinsel rahatlik halinin bozulmasi durumlarinda da ortaya
cikar.

2.2.4. Gama ritmi

30 Hz {izerinde yer alan dalgalar genellikle gama aktivitesi olarak adlandirilir.
Ozellikle insanda yapilan deneyler, 40 Hz’lik aktivitenin biligsel islevlerde ve duyusal
bilginin entegrasyonunda onemli oldugunu ortaya koymustur. Ust diizey zihinsel
faaliyetlere eslik eden gama salimimlar hayvanlarda da gozlenmektedir (Basar ve ark.
2001).

Deney hayvanlarinda bu dalgalarin dikkat, dikkate bagl hareketsizlik, odakl
uyaniklik, duyusal algilama ve paradoksik uyku ile iliskili oldugu gosterilmistir (Ferri
ve ark., 2001). Anestezi altindaki hayvanlarda bu dalgalar biiyiik oranda ortadan
kaybolmaktadir (Nayak ve ark., 1994). Genel olarak gama ritminin, bazal 6nbeyin
kolinerjik yolaklar1 ve beyin sap1 — talamokortikal kolinerjik yolaklari ile diizenlendigi
kabul edilmektedir (Timofeeva ve Gordon, 2001).

Epilepsiyle ilgili ¢calismalarda EEG ve ECoG en c¢ok kullanilan metottur.
Epileptik desarjlar EEG’nin asir1 senkronizasyonunu ifade eder. EEG epileptik ndbetin
imzas1 sayilir. Absans nobetlerde EEG’de saniyede 3—4 ritmik diken-dalga kompleksi
goriiliirken, jeneralize tonik klonik ndbetlerde diken-dalga kompleksine rastlanmaz.
Hasta nobete girerken genellikle EEG’de goriilen ilk degisiklik diisiik ampliitiidli
desenkronize dalgalardir (Fisch ve Pedley, 1987).
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2.3. Epilepsi

Epilepsi ¢ok yaygin norolojik hastaliklardan birisidir ve yaklasik insan
toplulugunun % 1'inde goriiliir (Hauser ve Hesdorffer, 1990). Biiylik bir ndron
toplulugu birlikte (senkron) ve anormal bicimde desarj yapinca epileptik nobetler
goriiliir. Senkron desarj kaliplasmis, istek disi ve aniden beliren gegici ndbet
davranislarina neden olur. Bu degisiklikler epileptik hastanin hayatini derinden etkiler.
Anormal hiicre desarji; travma, oksijenin yetmemesi, tiimdorler, enfeksiyon ve metabolik
bozukluklar gibi nedenlerle olusabilir. Ancak, epileptik hastalarin yaklasik yarisinda
herhangi bir sebep bulmak miimkiin olmamaktadir (McNamara, 1999). Uluslararasi
Epilepsiyle Savas Birligi’nin (International League Against Epilepsy, ILAE) 1981
yilinda yayinladigi siniflandirma sistemine gore epileptik nobetler parsiyel ve jeneralize

olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir.

2.3.1. Parsiyel (fokal ) Epilepsi

Beyinde belli bir odaktan kaynaklanan epilepsidir. Ayr1 bir klinik ve EEG
ozelligi vardir. Epileptik odak presantral girusta, yani motor kortekste ise, iskelet
kaslarinda ve daha ¢ok karsi taraftaki parmak ile yliz kaslarinda iradesiz kasilmalar
goriliir. Parsiyel nobetlerde goriilen belirti ve bulgular ndbetin kaynaklandigi bolge ile
uyumlu olup ndbetin basladigi bolge hakkinda onemli bilgiler saglar (Bora, 2002).
Anormal elektrik aktivitesi epilepsi odagindan komsu bolgelere yayildik¢a o bolgelerde
temsil edilen kaslar sirayla kasilma gosterirler. Mesela, once parmaklarda baglayan
motor aktivite daha sonra sirasiyla bilek, dirsek, omuz ve hatta yiiz ile bacaklara
yayilabilir. Boyle bir nobet ilk defa H. Jackson tarafindan tanimlanmistir ve bdylece
motor korteksteki somatotopik organizasyonun farkina varilmistir. Tanimlanan
ndbetlere “Jackson tipi motor nobetler” denmesi de bundan kaynaklanmaktadir. Eger
Jackson epilepsisinde anormal hiicre desarj1 diger hemisfere yayilmazsa hasta suurunu
kaybetmez. Epileptik aktivite karst hemisfere yayilinca suur kayb1 goriiliir (Bora, 2002).

Parsiyel nobetler li¢ gruba ayrilir:

1. Basit parsiyel nobetler,

2. Kompleks parsiyel nébetler,

3. Ikincil olarak jeneralize olan parsiyel ndbetler.
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Fokal epilepsinin bir c¢esidi olan “kompleks parsiyel nobetler” veya
“psikomotor epilepsi” limbik sistem, hipokampus, septum, amigdaller veya temporal
korteksle ilgilidir. Kisa siireli amnezi, anormal derecede dfkelenme, birine saldirma,
sikint1, korku ve huzursuzluk, kisa bir siire tutarsiz konugma gibi belirtilerden biri veya
birkac1 birlikte goriilebilir. Parsiyel olarak baslayan nobet tiim beyne yayildigi zaman
sekonder jeneralize olan parsiyel nobetler ortaya g¢ikar. Sekonder jeneralize ndbetler
genellikle tonik-kloniktir. Jeneralizasyon fazi asimetrik postiir, hemikonvulsif aktivite
ya da bas ve gozlerin deviasyonu gibi bulgularla baslar (Bora, 2002).

Saghi deriye yerlestirilen elektrotlarla fokal nobetlerde goriilen aktiviteyi
kaydetmek miimkiindiir. Fokal epilepside EEG'nin en tipik 6zelligi keskin spikelardir.
Bunlara ¢ogu zaman EEG spikelar1 denir. Elektrodun altindaki noéronlarin ayni anda

aktivite gostermeleri keskin spike gelmesine sebep olur (Martin, 1991).

2.3.2. Jeneralize (nonfokal ) Epilepsi

Jeneralize nobetlerde bir odagin varlig: tespit edilememistir. Epileptik desarjlar
beynin her tarafinda ayni anda baslamaktadir. Jeneralize nobetler, gézlenen motor
hareketler ve EEG paternlerinin 6zelliklerine gore su sekilde siniflandirilir:

a) Petit-mal (absans)

b) Grand-mal (tonik-klonik)

¢) Myoklonik

d) Tonik

e) Klonik

¢) Atonik

Belirgin motor belirti olmaksizin kisa siireli jeneralize ndbetler absans nobetler
olarak isimlendirilir. Petit mal ndbetin en 6nemli 6zelligi kisa siireli (3—30 saniye) ve
gecici suur kaybr goriilmesidir. Nobetin geldigi an, kisinin ifadesinde veya devam eden
hareketlerinde bir bosluk goriiliir. Hasta ¢ogu zaman bu boslugun farkinda olmaz, ancak
olayin sahitleri, konugma veya hareketin kisa bir siire kesildigini anlarlar. EEG’de 3-4
tekrarli diken-dalga sekli yaygindir (Bora, 2002).

Grand mal ndbet suurun aniden ve tamamen kaybi ile birlikte goriilen tonik-
klonik hareketlerdir. Tonik sathada kas tonusu yiikselir; klonik safhada kaslarda

sertlesme ve kasilmalar goriiliir. Suursuzluk periyodu 15 dakika veya daha fazla
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stirebilir. Nobet baslangicinda hasta ¢ogu zaman garip bir ses ¢ikararak yere diiser. Bu
esnada kafasini ¢arpip dilini 1sirabilir.

Miyoklonik ndbette yiiz veya ekstremitelerde bir veya birka¢ kez gerilmeler
olur. Uzun ritmik gerilmeler goriilmez. Jeneralize miyoklonik ndbetler sok benzeri
viicut jerkleri olarak tarif edilirler. Genellikle her iki iist ekstremitede goriiliir. Seyrek
olarak tek tarafli olurlar, bazen de hem alt hem iist ekstremiteleri tutarlar. Siddetli
oldugunda hasta elindeki esyay diisiirebilir ya da kendi yere diisebilir. Cok kisa siireli
oldugunda biling kaybi1 goriilmez (Bora, 2002).

Jeneralize tonik nobetler suur kaybi ve fleksor ya da ekstensor postiirde tonus
artis1 ile birlikte goriiliir. Jeneralize klonik nobetler oldukga simetriktir. Genellikle
dirseklerde fleksiyon ve dizlerde ekstansiyon goriiliir. Tonik ndbetler sertlesmeyle,
klonik nobetler ise ritmik gerilmelerle karekterizedir.

Daha onceleri akinetik veya astatik nobetler diye adlandirilan atonik nobetlerde
kas tonusu aniden kaybolur, hissedilemeyecek kisa bir siire i¢in suur kaybi goriiliir. Bu
nobetler hastalarin aniden diismesine neden oldugu i¢in “drop-atak” olarak da
adlandirilirlar (Bora, 2002).

Epileptik ndbetlerin % 10-25°1 siralanan bu gruplarin hig¢ birisine uymaz. Bu
nedenle siniflandirilamayan grubu olustururlar (Marangoz, 1997). Fokal ve jeneralize
ndbetlerde elde edilen EEG kayaitlari birbirinden farklidir. Jeneralize nébetlerde de EEG
spikelar1 goriiliir, fakat fokal ndbetlerden farkli olarak, biitiin elektrotlardan ayni1 anda

epileptik aktivite kaydedilir (Martin, 1991).
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2.4. Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsinin temelindeki mekanizmalar1 anlamak ve bu hastalia kars1 daha
etkili ilaglar gelistirmek amaciyla g¢esitli deneysel epilepsi modelleri gelistirilmistir.
Bunlarin biiyiik bir kismi, klinik epileptik sendromlarin deneysel modelleri olarak
kabul edilmekte ve bu 6zel alt tiplerin patofizyolojisini giin 1s181na ¢ikarmak amactyla
kullanilmaktadirlar.

Deney hayvanlarinda ¢esitli epilepsi modellerini meydana getirmek
miimkiindiir. Hastalarda daha yaygin olarak goriildiigii ve deney hayvanlarinda
meydana getirilmesi kolay oldugu i¢in fokal epilepsi daha ¢ok arastirilmistir. Deney
hayvanlarinda konvulsan bir maddeyi korteksin yiizeyine tatbik ederek epileptik bir
odak meydana getirilebilir. Bu maksatla sik kullanilan maddelerden biri kristalize
penisilindir. Deney hayvanlarinda makroelektrotlarla kaydedilen epileptik desarjlar yap1
itibariyle insan beynindeki epilepsi odagindan kaydedilenlerle aynidir.

Deneysel olarak meydana getirilen fokal epilepside goriilen ilk anormallik,
EEG'de yiiksek voltajli intermitan negatif dalgalarin belirmesidir. Bu dalgalara interiktal
spike'lar denir. Ciinkii bunlar insan EEG'sinde ger¢cek ndbetlerin arasinda goriilen
dalgalara benzerler. Interiktal dalgalar siklasinca bu dalgalar1 uzun siireli, yavas bir
negatif dalga izler. Diken dalga (spike) ile yavas negatif komponentinin ikisine birden
interiktal EEG paroksizmi ad1 verilir (Sekil 3). Epilepsinin elektrofizyolojik temellerini
izah etmede interiktal EEG paroksizmi ¢ok uygun bir model olmaktadir. Deneysel
epilepsi odaginda bulunan noronlardan alinan hiicre i¢i kayitlar, interiktal dalga
geldiginde hiicrelerin desarj yapmakta oldugunu gostermistir.

Penisilin sistemik olarak verildiginde sistemik fokal epilepsi ile jeneralize
(petit mal) epilepsi modelleri olusmaktadir. Penisilinin konvulsiv 6zelligi ilk kez
Walker Johnson (1945) tarafindan bildirilmistir. EEG’de akut penisilin odagindan
kaydedilen interiktal desarjlarin tek hiicre cevabindaki karsiligina paroksismal
depolarizasyon kaymasi (Paroxysmal depolarization shift, PDS) denir (Sekil 3).
Penisilin odagindan alinan hiicre i¢i kayitlar PDS’lerin membran gegcirgenliginin asiri
Olciide artisiyla ilgili olduklarini gostermistir (Johnston ve Brown, 1984). Sistemik
penisilinle olusturulan EEG modeli klinik modele oldukc¢a benzemektedir (Prince ve
Farrell, 1969). Ancak, farkl tarafi klinik epilepsinin yillar boyu tekrarlama 6zelliginin

olmasidir.
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Sekil 3. Kedide penisilinle indiiklenmis spontan epileptiform aktivitede kortikal EEG (a),
ekstraseliiler (b) ve intraseliiler (c) kayitlardan alinan desarjlar ve bunlar arasindaki iliski
(Ayala ve ark.’dan, 1970)

Konvulsan bir maddenin beyne verilmesi akut fokal epilepsiye sebep olur,
fakat hiicrelerde morfolojik degisiklikler goriilmez. Halbuki aliiminyum kreminin
topikal olarak verilmesi kronik fokal epilepsiye yol acarken ayni zamanda dendritik
dikenlerde, dendritik dallanmada ve inhibitdr sinapslarda azalma gibi morfolojik
degismelere neden olur (Craig ve Colasanti, 1987; Fisher, 1989).

Tekrarlanan elektriksel uyaranlar da lokal dokuda hem elektrofizyolojik hem
de morfolojik degismelere sebep olabilir. Limbik sistemin bazi bolgeleri yiiksek
frakansla tekrarlayan uyaranlarla uyarildiginda, uyaranin sebep oldugu epileptiform
aktivitenin zamanla siddetlendigi 1960’11 yillardan beri bilinmektedir. Bu olaya,
epilepsinin tutusma (kindling) modeli denir. Uyaranlar arasindaki siire bir dakikadan
bir gline kadar degismektedir. Tutusmada néronlarin 6zellikleri uzun siireli degisime

ugrar.



23

Ik nobete sebep olan uyarilmalardan aylar sonra verilen daha diisiik bir
elektriksel uyaran siddetli bir ndbeti Dbaslatabilir. Hayvanlarda amigdallerin
uyarilmasiyla meydana getirilen tutusma ile insandaki psikomotor epilepsinin bir¢cok
ortak Ozelligi vardir. EEG’deki degismeler, ndbet aninda davranistaki degigmeler ve
ilaclara verilen cevap birbirine benzemektedir.

Deneysel epilepsi modelleri su sekilde siniflandirilabilir:

1. Basit Parsiyel Epilepsinin Akut Modelleri

Bu gruptaki modellerin, insanda travma veya hematom sonucu goriilen
epileptik desarjlarla ayni1 temel mekanizmay1 paylastigi kabul edilmektedir.

a) Yiizeysel konvulsan uygulamalari: Penisilin (Walker ve Johnson, 1945),
bikukullin (Campbell ve Holmes, 1984), pikrotoksin (Usunof ve ark, 1969), strikinin
(Fisher, 1989), kolinerjik (Ferguson ve ark., 1971) ve antikolinerjik maddeler (Daniels
ve Spehlman, 1973; Tan ve ark., 1978) akut fokal epilepsi olusturmak i¢in kullanilan
ajanlar arasindadir.

b) Akut elektriksel uyar1 verilmesi (Fisher, 1989).

¢) GABA kesilmesi (Brailowsky ve ark., 1988).

d) Neokorteks ve hippokampus dilim ¢alismalar1 (McCormick ve ark., 1985,
Schwartzkroin ve ark., 1983).

2. Basit Parsiyel Epilepsinin Kronik Modelleri

a) Beyin korteksine metal uygulanmasi: Yiizeysel olarak beyne verilen
aliminyum, kobalt, nikel (Kopeloff, 1960), krom, kalay, tungsten, bizmut, kadmiyum,
titanyum, demir, civa, vanadyum, tantal (Chusid ve Kopeloff, 1962; Willmore ve ark.,
1978), berilyum, kursun (Chusid ve Kopeloff, 1962) ve ¢inko (Donaltson ve ark., 1971)
basit parsiyel kronik epilepsi olusturmak i¢in kullanilan kimyasal maddelerdir.

b) Sicaklik (temperature) uygulanmasi (Ullal ve ark., 1996).

¢) Beynin belli bir alaninin sogutulmas: (Hanna ve Stalmaster, 1973; Loiseau
ve ark., 1987).

d) Beyin dokusunun bir bdliimiine radyasyon uygulanmasi (Remler ve

Marcussen, 1986).
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3. Kompleks Parsiyel Epilepsi Modelleri

Kompleks parsiyel nobetler genel olarak amigdaller, hippokampus, temporal
neokorteks gibi yapilar1 kapsayan limbik lobdan kaynaklanir.

a) Kainik asit modeli (Faingold, 1987).

b) Tetanoz toksini modeli (Carrea ve Lanari, 1962).

¢) Prepriform korteks modeli.

“Firtinalar alan1” olarak da anilan bu bolgeye bikukullin, kainik asit, glutamat,
aspartat ve NMDA verilmesiyle ¢ift tarafli klonik motor ndbetler olusturulur (Piredda
ve Gale, 1986).

d) Tutusma (tutusma) modeli (Alanso-DeFlorida ve Delgado, 1958).

e) Beyin dilimleri modeli (Wong ve ark., 1984).

4. Petit Mal Epilepsi Modelleri

a) Talamus uyarilma modeli (Hunter ve Jasper, 1949).

b) Cift tarafli odak modeli: Beyin korteksinin her iki tarafina yaygin olarak
konvulsan maddeler verilerek olusturulur. (Marcus ve Watson, 1968; Fisher ve Prince,
1977).

¢) Sistemik penisilin modeli (Prince ve Farrell, 1969).

d) Gama-Hidroksi Biitirat (GHB) Modeli (Snead, 1988).

e) Opioid peptid modeli (Snead ve Bearden, 1980).

f) Genetik model: Wistar ve Sprague-Dawley sicanlarinin sayica % 30 kadari
spontan olarak epilepsi nobetleri gecirmeye genetik olarak yatkinlik gostermektedir

(Coenen ve Luijtelaar, 1987).

5. Grand Mal (Jeneralize Tonik Klonik) Epilepsi Modelleri

Biiylik nobet diye adlandirilan bu epilepside EEG frekans1 10 Hz kadardir.
Ayni ana rastlayan bilateral ritmik desarjlar ve myoklonik kasilmalar gozlenir (Gloor ve
Fariello, 1988).

a) Genetik Modeller: Isiga duyarli babun modeli (Meldrum ve Wilkins, 1984);
Farelerde sesle olusturulan (audiogenic) epilepsi modeli (Fisher, 1989); Paytak fare

modeli (Seyfried ve Glaser, 1985; Noebels ve Sidman, 1979); Epileptik fare (E1)
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modeli (Suzuki, 1976); Genetik olarak epilepsiye yatkin sican modeli (Laird ve Jobe,
1987, Fisher, 1989; Ribak, 1991).

b) Maksimal elektrosok (MES) modeli (Fisher, 1989).

c¢) Sistemik konvulsanlarla olusturulan modeller: Pentilentetrazol, penisilin (Bo
ve ark., 1984, 1986; Chen ve ark., 1986), begmerid, bikukullin, pikrotoksin, homosistin
ve eksitator aminoasitler verilerek olusturulur.

d) Metabolik bozukluklar sonucu olusan epilepsi modelleri: Hipoksi,
hipoglisemi, tiremi, ila¢ kesilmesi ve yiiksek temperatiir gibi durumlarda meydana gelen

epileptik nobetlerdir.

6. Status Epileptikus Modelleri

a) Lityum pilokarpin modeli (Laird ve Jobe, 1987).

b) Kobalt homosistin modeli (Freed, 1985; Hurd ve ark., 1981).

¢) Elektriksel modeller (Vicedomini ve Nadler, 1987; McIntyre ve ark., 1986).

Epilepsi konusunda akla gelen tiim sorulara cevap verecek tek bir model
yoktur. Modeller iizerinde yapilan c¢aligmalar ancak o modeli ilgilendiren temel
mekanizmalar1 aydinlatabilir; klinik epilepside yer alan mekanizmalar1 tam olarak
aciklayamaz (Marangoz, 1997).

Bazi konvulsan kimyasal maddelerle birden ¢ok epilepsi modeli olusturmak
miimkiindiir. Farkli sekilde verilen kristalize penisilin basit parsiyel epilepsi, jeneralize
miyoklonik, jeneralize tonik-klonik ve jeneralize absans epilepsi modellerini meydana
getirebilir. Belli bir deneyde hangi tip modelin olusturuldugu EEG ve davranis

analizleri yapilarak belirlenmelidir.
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2.5. Gap Junctionlar

Gap junctionlar (gegit baglantilari, elektriksel sinapslar) okaryotik hiicreler
arasinda dogrudan hiicreler arasi iletisimi saglayan 6zellesmis baglantilardir. Binlerce
gap junction kanalinin bulunabildigi 6zellesmis hiicre membrani bolgesi “Gap Junction
Plagi“ olarak adlandirilir (Kumar ve Gilula, 1996). Elektriksel sinapslarla ilgili
arastirmalar uzun bir gegmise sahiptir. Omurgasiz noronlarinda elektriksel baglantilarin
oldugu ve bu baglantilar sayesinde hiicrelerin dogrudan haberlestigi ilk kez Furshpan ve
Potter (1959) tarafindan bildirilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalar gap junctionlarin
yalniz omurgasizlarda degil omurgalilarda da bulundugunu gostermistir (Bennet, 1977,
Sotelo ve Korn, 1978). Gegit baglantilar1 memelilerde iskelet kasi hiicreleri, sperm
hiicreleri ve eritositler hari¢ hemen hemen diger biitiin hiicrelerde bulunabilir. Kalp kas1
ve bazi diiz kaslarda fonksiyonel sinsityumu yaparlar. Bir hepatositte 100.000°den fazla
gap junction olabilir. Memeli merkez sinir sisteminde gap junctionlar oldukca
yaygindir. Genel olarak birlikte gorev yapan hiicreler gap junctionlar araciligiyla
baglanti1 kurarlar (Sohl ve ark., 2005).

Gegit baglantilar1 “konnekson® olarak adlandirilan iki yar1 kanaldan meydana
gelmistir. Kanalin yarisin1 bir hiicre, diger yarisin1 da komsu hiicre yapar. Her
konnekson da 6 tane “konneksin® adi verilen 2.5 nm ¢apinda 7.5 nm uzunlugundaki
proteinlerden olusmustur (Sohl ve ark., 2005). Noronlar arasinda normalde 20 nm kadar
aralik var iken, gecit baglantisinda bu aralik ancak 3.5 nm kadardir. Konneksinler
egiktir ve egimin derecesi kanalin ¢apini belirler. Kanal g¢api, genelde 1-1.5 nm
kadardir. Konneksinlerin molekiil agirligt 1670 kDa arasinda degisir. Bir gecit
baglantisindaki konneksinler farkli molekiil biiyiikliigiinde olabilirler. Bunlardan bir
¢ogunun amino asit sirasi tespit edilmistir. Bir konneksin membrani 4 kez kateder (M1,
M2, M3, M4). Bunlardan, ¢ok sayida hidrofilik amino asit ihtiva eden tigiinciisii (M3),
gecit baglantisinda kanalin duvarini yapar. Proteinlerin hem amino hem de karboksil
uclar1 sitoplazma tarafinda bulunur (Sekil 4). Konneksinlerin sitoplazma iginde kalan
uclarinda, protein kinaz C (PKC) ve protein kinaz A (PKA)’ nin fosforilasyonu ile ilgili
olan ve kalmodulini baglayan diizenleyici kisimlar vardir (S6hl ve Willecke, 2004).

Yapilan molekiiler caligmalar sonucunda homomerik/homotipik, heteromerik,
heterotipik olmak {izere ii¢ farkli gap junction tipi oldugu bildirilmistir. Homotipik gap

junctionlar iki 6zdes yar1 kanaldan olusurken, heterotipik gap junctionlar iki farkl tip
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yar1 kanaldan olusmaktadir. Homomerik yar1 kanallar tek bir konneksin tiirlinden,
heteromerik yar1 kanallar ise daha fazla konneksin tipinden olusmaktadir (S6hl ve ark.,
2005) (Sekil 4).

Simdiye kadar farelerde 20, insanlarda 21 ayr1 konneksin geni tespit edilmistir.
Konneksinler adlandirilirken Cx olarak kisaltilir ve bundan sonra gelen rakam ise
kiloDalton cinsinden konneksinin molekiiler kiitlesini ifade eder. insanlarda ve farelerde

konneksin gen ailesi, kromozomal ve doku dagilimlar tablo 2’de gosterilmistir.

1 2 3
357“__” _____ = i _Y/Ixn kanallar Qo\mm

Sekil 4. Bir gap junction plagmin sematik yapisi ve molekiiler organizasyonu. A. Tki komsu
hiicrenin  plazma membraninda bulunan yar1  kanallar ve bunlarm tipleri.
Homomerik/homotipik (1), heteromerik (2) ve heterotipik (3) gap junctionlar. B. Membram 4
kez kat eden konneksin proteininin molekiiler organizasyonu (Sohl ve ark.’dan, 2005)

2.5.1. Biyofiziksel Ozellikleri

Elektriksel sinapslarin 6zellikleriyle ilgili ilk bilgiler tathi su 1stakozunun dev
motor ndronlariyla yapilan ¢calismadan (Furshpan ve Potter, 1959) elde edilmistir. Daha
sonra kedilerde ve si¢anlarda V. Kranial sinirin mezensefalik niikleusu, vestibuler
niikleus ve inferior oliver niikleuslardan tek hiicre kayitlar1 yapilmistir (Korn ve ark.,
1973; Connors ve Long, 2004). Gap junctionlar diisiik ge¢is filtreleri (Low-Pass Fitler)

olarak tanimlanmaktadirlar. Diisiik geg¢is filtresi, tercihen diisiik frekansli uyaranlarin ve
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esik alt1 potansiyellerin gecisine izin vererek senkronizasyona katkida bulunmaktadir.
Dolayisiyla gap junctionlar biiyiik néron gruplarinin es zamanl osilasyonlarinda gorev
alarak noronal aktivitenin keskinlesmesini saglamaktadirlar (Hormuzdi ve ark., 2004;
Gibson ve ark., 2005). Gap junctionlarin istirak ettigi bu farkli frekans bantlarindaki
osilasyonlarin algilama, 6grenme ve hafiza gibi farkli biligsel siireclerde gorev aldigi
ileri siirtilmiistiir (Buzsaki ve Chrobak, 1995; Fricker ve Miles, 2001).

Tablo 2. Insanlarda ve farelerde bulunan koneksin tipleri ve bulunduklar1i yerler. Cx,

konneksin; GJ, gap Junction; m, fare (mouse); h, insan (human); KC, karaciger (Sohl ve
Willecke’den, 2004 degistirilerek)

Fareler Insanlar .
CxTirlh  GJTiriih Kromozom | CxTirli GJTirli Kromozom Bulundugu'Yer
mCx23 10 hCx23 6 ?
hCx25 6 ?
mCx26 Gjb2 14 hCx26 GIB2 13 Merne, deri, koklea, KC, plasenta
mCx29 Gijel 5 hCx30.2 GIE1 7 Myelinli hocreler
mCx30 Gjb6 14 hCx30 GIB6 13 Drert, beyin, koklea
mCx30.2 Gjall 11 hCx31.9 GJAll 17 ?
mCx30.3 Gjb4 4 hCx30.3 GIB4 1 Dreri
mCx31 Gijb3 4 hCx31 GIB3 1 Dreri, plasenta
mCx31.1 Gjbs 4 hCx31.1 GIBS 1 Deri
mCx32 Gjbl X hCx32 GIB1 X KC, Schwann hucreleri, oligodendrosit
mCx33 Gjab X Testis
mCx36 Gja9 2 hCx36 GJA9 15 Neéronlar
mCx37 Gjad 4 hCx37 GJA4 1 Endotel, ovaryum
mCx39 18 hCx40.1 10 ?
mCx40 Gjas 3 hCx40 GIAS 1 Kalp, endotel
mCx43 Gjal 10 hCx43 GJAl 6 Bir gok hicre tipleri
mCx45 Gja7 11 hCx45 GJA7 17 Kalp, duz kas, noronlar
mCx46 Gja3 14 hCx46 GJA3 13 Lens
mCx47 Gjal2 11 hCx47 GJA12 1 Beyin, Spinal kord
mCx50 Gja8 3 hCx50 GJAS 1 Lensler
hCx59 GJA10 1 ?
mCx57 Gjal0 4 hCx62 6 Ovaryumlar

Elektriksel sinapslarin porlar1 16-20 A capindadir. Gegit baglantilarindan 1000
Da’dan kiigiik molekiiller kolaylikla gecerken, 2000 Da agirliginda olanlarin da
gecebildigi fakat 3000 Da’dan biiyiik olanlarin gegemedigi tespit edilmistir. Negatif
yiiklii molekiiller ayn1 biiyiikliikteki yiiksiiz molekiillerden daha kolay gegerler. Yama
kiskact teknigi ile gecit baglantilarindan iyon gecisinin 6zelliklerini belirlemek miimkiin
olmustur. Gegit baglantilarindaki kanallarin agik kalma siiresi ortalama 2 sn olup bu
siire membrandaki iyon kanallarinin acik kalma siiresinden olduk¢a uzundur.
Fonksiyonel olarak gap junctionlar iyonik akimlarin gecisine (cogunlukla K') izin
verirler. Bununla birlikte gecit baglantilarindan kalsiyum, cAMP, cGMP ve IP; gibi
hiicre i¢i ikinci haberci molekiilleri de gegebilmektedirler (Bennett ve Zukin, 2004).
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Kirmiz1 baliklarda, karisik (mixed) elektriksel sinaps adi1 verilen elektriksel sinapslarin
ikincil bir varyasyonu kesfedilmistir. Bu sinapslar mauthner hiicreleriyle isitsel efferent
noronlar arasinda bulunmaktadir. Hem elektriksel hem de kimyasal gegise izin veren
karigik sinapslar memelilerin MSS’de de bir ¢ok bolgede bulunmaktadirlar (Smith ve
Pereda, 2003; Pereda ve ark., 2004).

Gegit baglantilarinin ¢alismasini diizenleyen ¢ok sayida fizyolojik faktor
vardir. Bunlar arasinda membranin voltaji, pH (asidite), kalsiyum, kalmodulin,

fosforilasyon, G proteinleri ve hiicre ici serbest radikaller yer almaktadir.

Membranmin Voltaji

Gap junctionlar, diger voltaja bagh kanallardan farkli olarak birbiriyle bagl
olan hiicreler arasindaki voltaj farkina duyarlhidir. Komsu iki hiicreden biri depolarize
veya hiperpolarize oldugunda kanalin agik kalma siiresi kisalir (Spray ve ark., 1981b).
Yiiksek hiicreler arasi voltaj rezidiiel konduktansi indiikler. Bu residiiel konduktansin
gap junction kanallarinda konformasyonel degisime bagli olduguna inanilmaktadir
(Moreno ve ark., 1994a). Her konneksin tipinin farkli voltaj duyarlilig: vardir. Ornegin
astrositlerde daha fazla bulunan Cx43 ve noronlarda bulunan Cx36, 50 mV’un altindaki
hiicreler arasi voltaj farkina duyarli degildir. Bunun aksine Cx45 kanallarini 30 mV’luk
voltaj farki 6nemli 6lgiide kapatir (sekil 5).

Voltaj duyarliig:

1 1
-100 -50 e 0 50 100

Hicreler arasi voltaj farki (mV)

Sekil 5. Gegit baglantilarinin voltaja duyarh iletkenligi. Memelilerde biitlin gap junction
kanallar1 0 mV’ta tamamen acik olup bu voltaj degerinde bile Cx tiplerine gore iletkenlik
farlilik gostermektedir (Spray ve ark.’dan, 2003)
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Asidite (pH)

Gap junctionlarin iletkenligi asit pH’da azalirken bazik pH’da artar (Spray ve
ark., 2001). Kalp kas1 hiicreleri arasinda gap junctionlar normalde agikken,
sitoplazmada H® ve Ca®* konsantrasyonu beklenmedik bir sekilde yiikselince bu
kanallar kapanir. Bu, iskemide goriilen bir durumdur. Oksijen yetersizliginde kalp kasi
hiicrelerinde oksijensiz solunumun iiriinii olan laktik asit (H") birikir, yeterli ATP
olmadigi i¢in de kalsiyum pompasi calisamaz. Sonugta hiicrede H® ve Ca®*
konsantrasyonu artar ve gap junctionlar kapanir (Silverthorn, 2001). Cx43 gibi bazi
konneksinlerin asiditeye, Cx36’dan daha duyarli oldugu bulunmustur (Spray ve ark.,
2003).

Kalsiyum (Ca™) ve Kalmodulin

Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu arttik¢a gecit baglantilar1 kapanir (Giaume
ve Venance, 1996). Bu normal bir regiilasyondan ¢ok patofizyolojik agidan dnemlidir.
Kalsiyum genellikle diger faktorler ile birlikte ¢alisir. Hiicre i¢i kalsiyumun artmasi
ayni zamanda membranin voltajini degistirerek depolarizasyona sebep olur. Kalsiyumun
etkisine kalmodulin aracilik eder (Pereda ve ark., 1998). Ekstraseliiler kalsiyum
konsantrasyonunun azalmasi, bir taraftan hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin (normalde 107)
azalmasina yol acarken, diger taraftan gecit baglantisi ile olan hiicreler arasi iletisimi
artirir. Hiicrelerin birbirine yapismasini saglayan molekiillerin aktif olabilmeleri i¢in
kalsiyuma ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, hiicreler arasi baglantilarin devamui i¢in hiicre dis1
kalsiyumun belli bir seviyede bulunmasi gerekir. Hiicre dis1 kalsiyum seviyesinde asir1
bir diisme, hiicreler aras1 baglantinin kaybolmasina sebep olabilir (Spray ve ark., 2003).

Fosforilasyon

Konneksinlerin ¢ogu (Cx26 harig) fosfoproteinler olup protein kinaz ve
fosfatazlarin faaliyetine duyarlhidir (Saez ve ark., 1993). Gap junction proteinlerinin
karboksil terminallerindeki serin aminoasitinin protein kinaz C ve cAMP’ye bagh
protein kinaz tarafindan fosforillenmesi Cx32 ve Cx43’lerde gosterilmistir. Konneksin
molekiillerinin fosforilasyonu kanallarin agik kalma siiresini ve iletkenligini etkiler.
Serin aminoasitinin fosforilasyonu Cx43’te iletkenligi disiirirken (Moreno ve ark.,
1994b) Cx32’de kanalin agik kalma stiresini artirir (Saez ve ark., 1993). Bunun aksine
tirozin aminoasitinin fosforilasyonu Cx43’le baglanmis hiicrelerin birbirinden

ayrilmasina yol agar (Swenson ve ark., 1990).
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G Proteinleri

Kolesistokinin veya asetilkolinin gegit baglantilarina etkisi G proteinleri
tizerinden gerceklesir. G proteinleri gegit baglantilarinin iletkenligini azaltir. Hormon ve
transtmitterler de gegit baglantilarinin iletkenligini etkiler (Spray ve ark., 2003).

Hiicre I¢i Serbest Radikaller

Hiicre i¢inde serbest radikal seviyesi artica, gecit baglantilarinin gegirgenligi
azalir. Bunun mekanizmas1 tartismalidir. Serbest radikaller hiicre i¢i kalsiyum
seviyesini ve redoks olaylarini veya konneksinleri dogrudan dogruya etkileyerek iletiyi
azaltiyor olabilirler (Spray ve ark., 2001).

Deneysel olarak gap junctionlar1 bloklamanin en etkin yolu, hiicreleri heptanol,
oktanol veya halotan gibi lipofilik ajanlara ya da arasidonik asit, gliseretinik asit veya
oleik asit gibi maddelere maruz birakmaktir. Astrosit ve noronlardaki gap junction

iletkenliginin diizenlenmesinde rol alan etkenler Tablo 3 ve Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 3. Astrositlerde gap junction gegirgenliginin diizenlemesi. GJ, gap junction (Rouach ve
ark.’dan, 2002)

Efektorler GJ iletisimi Uzerine etkisi
Hiicreler aras1 voltaj fark Baskilama
Depolarizasyon (K*) Artig
Hiicre ici asidifikasyon Baskilama
Hipoosmolarite Artis
al-Adrenerjik agonistler Baskilama
B-Adrenerjik agonistler Artis
G ATP Baskilama
Bﬂsgpl?;fa”sﬁesepto”e””' 0 Endotelinler (ET1, ET3) Baskilama
Anandamid Baskilama
Glutamat (Quisqualat) Artis
Glutamat (Kainat) Baskilama
FGF-2, TGF-B3 Baskilama
FGF-5, FGF-9 Baslalama
TGFp1 Artis
IL1B Baskilama
s : : Hiicre ici Ca*t Baskilama
Ikinci haberciler veya sinyal
iletim yolunu dogrudan aktive PI?C. G Dagilama
ader mslekiiller Aragidonik asit Baskilama
Nitrik Oksit Baskilama
H* (laktik asit, CO,) Baskilama
Alkoller (oktanol, heptanol) Baskilama
Ucucu anestetikler (Halotan vb.) | Baskilama
Eksojen Bilesikler Gliseretinik asit deriveleri Baskilama
Oleamid Baskilama
Lindan Baskilama
Sodyum propronat Baskilama
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Tablo 4. Noronlarda gap junction gegirgenliginin diizenlemesi. GJ, gap junction (Rouach ve
ark.’dan, 2002)

Efektorler GJ iletisimi Uzerine etKisi
Hiicreler arasi voltaj farki Baskilama
Hiicre ici asidifikasyon Baskilama
Membran Reseptérlerinin EkStem.a 1 (.jaH.SOIﬁSYOHU e |
Uyarilmasi Dopam!n (III-V.IVO). _ _ Artig
Dopamin (beyin dilimleri) Baskilama
Serotonin Baskilama
GABA (muskimol) Baskilama
PKC Baskilama
ikinci haberciler veya sinyal | PKA (Forskolin, cAMP) Baskilama
iletim yolunu dogrudan aktive | Nitrik Oksit / ¢cGMP (neokorteks) | Baskilama
eden molekiller Nitrik Oksit / ¢cGMP (striatum) Artis
Ca*/Kalmoduline Bagl Kinaz II Artig
Amfetamin geri ¢ekilmesi Artig
Eksojen Bilesikler ve Alkoller (oktanol, heptanol) Baskilama
farmakolojik tedavi Gliseretinik asit deriveleri Baskilama
Antipsikotik ilaglar Artig

2.5.2. Noron ve astrositlerde gap junctionlarin rolu

Elektriksel sinapslar, spike prepotansiyellerinin iletilmesinde ve sonraki
hiperpolarizasyonda 6énemli rol oynamaktadir. Bu nedenle diisiik gecis filtreleri olarak
adlandirilirlar. Elektriksel ve kimyasal sinapslar bir arada bulunabilmektedirler
(Galarreta ve Hestrin, 1999; Gibson ve ark., 1999; Tamas ve ark., 2000; Venance ve
ark., 2000; Bartos ve ark., 2001). Bu birliktelik, inhibitor noronal aglarda spike
gecisinin siiresini artirmaktadir (Mann-Metzer ve Yarom, 1999; Tamas ve ark., 2000;
Fricker ve Miles, 2001). Elektriksel sinapslar spike senkronizasyonu, ag osilasyonlari ve
postsinaptik inhibitdr potansiyelleri giiclendirme gibi fonksiyonel ag Ozelliklerine
katkida bulunmaktadir (Fricker ve Miles, 2001; Galarreta ve Hestrin, 2001; Spruston,
2001).

Cx36 en dnemli noronal konneksindir. Ozellesmis fonksiyonel bolgelerde bu
konneksinin roliinii agiga ¢ikarmak icin genetik olarak bu proteinler ortadan
kaldirildiginda, neokortikal dilimlerde gama osilasyonlarinin  (30-70 Hz)
senkronizasyonunda gii¢lii bir sekilde azalma goriilmiistiir. Bununla birlikte ultra-fast
osilasyonlar (~150 Hz) bu hayvanlarda etkilenmeden kalmistir (Deans ve ark., 2001;
Hormuzdi ve ark., 2001).

Diger beyin hiicre tipleriyle karsilastirildiginda astrositlerde gap junction
aracili hiicreler arasi haberlesme yiiksek seviyededir. Glial hiicrelerin fonksiyonunda

hiicreler aras1 haberlesmenin roliinii anlamak icin bir¢ok arastirmaci bu konu iizerinde
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odaklanmistir. Noronal aktivite sirasinda potasyumun eksternal konsantrasyonunda
([K']e) bir artis meydana gelir. Normal noronal aktivite bu asir1 potasyumun glial
hiicreler tarafindan geri c¢ekilmesiyle gergeklestirilir (Orkand ve ark., 1966).
Ekstraselliiler alanlar genigletilerek gap junction aracili iletisimin bozuldugu ¢aligmalar
K" homeostazisinin devamida gap junctionlarn &nemli rol oynayabilecegini
gOstermistir. Astrosit kiiltiirlerinde gap junctionlarin bloklanmasi hiicre i¢i Na'
konsantrasyonunda heterojenlige neden olmustur (Rose ve Ransom, 1997).

Astrositler kan kapillerleri ve ndronlar arasinda yerlesmis temel morfolojik
aracilardir. Glukoz ve tiirevleri (glukoz-6-fosfat ve laktat) astrositlere gap junction
kanallarindan ge¢mektedir (Giaume ve ark.,1997). Astrositlerdeki gap junctionlarin
oktanol, gliseretinik asit, aragidonik asit ve endotelin gibi ajanlarla bloklanmasi bu
hiicrelerde glukoz birikmesine neden olur (Tabernero ve ark., 1996).

Gap junctionlarin noroprotektif 6zellikleri olup olmadigini agiga ¢ikarmak igin
kiltiir ortamindaki noronlar oksidatif strese (Blanc ve ark., 1998) veya glutamata (Ozog
ve ark., 2002) maruz birakilmistir. Gap juncion kanallarinin bloklanmasinin néronal
duyarlilig1 artirdigr tespit edilmistir. Bu hipotezle uyumlu olarak Cx43 heterozigot
knock-out farelerde orta serebral arter okliizyonu ile indiiklenen iskemi caligsmalari
neticesinde knoct-out farelerde yabani tip farelere gore infarkt alanlarinin daha genis
oldugu bulunmustur. Bu calismalar astrositlerde gecit baglantili hiicreler arasi
haberlesmenin néron koruyucu bir rol oynadigina isaret etmektedir (Siushansian ve ark.,
2001). Buna ilaveten gegit baglantili hiicreler arasi haberlesme, astrositik aglarda 6liim
sinyalinin yayilmasinda rol oynayarak néron 6liimiinde sekonder bir etki gostermektedir
(Rouach ve ark., 2002).

Bazi caligmalar astrositlerde kalsiyum dalgasinin yayilmasina gap junction
kanallarinin dogrudan katildig1 yoniindedir. Bunu destekleyen bazi bulgular sunlardir:

1. Bu kanallar Ca*" ve IPy’e gecirgendir.

2. Gap junction blokerleri (oktanol, heptanol, gliseretinik asit, anandamid ve
endotelinler) yayilma siirecini bloklamaktadir (Blomstrand ve ark., 1999; Finkbeiner,
1992; Scemes ve ark., 1998; Venance ve ark., 1995; Venance ve ark., 1997).

3. Gap junctionlarla baglantili olmayan hiicreler kalsiyum dalgalarin1 yaymaz
fakat, Cx43’lin transfeksiyonundan sonra kalsiyum dalgalarin1 yaymaya baslar (Charles

ve ark., 1992).
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4. Glutamat reseptor antagonistlerinin verilmesi veya apiraz gibi ATP’yi
azaltan enzimlere maruz birakmak kalsiyum dalgalarinin yayilmasini etkilemez

(Venance ve ark., 1997; Giaume ve Venance, 1998; Charles ve Giaume, 2002).

2.5.3. Gegit Baglantilarn ile ilgili Hastaliklar

Gegit baglantilar ile ilgili cok sayida hastalik vardir. Merkezi sinir sisteminin
patolojileri ve lezyonlariyla ilgili olarak konneksin ekspresyonunda meydan gelen
degisimler Tablo 5’de gosterilmistir. Epilepsi, yayilan depresyon ve Charcot-Marie-
Tooth (CMT) Hastalig1 gap junctionlarla ilgili hastaliklardan bazilaridir.

Tablo 5. MSS’deki patolojiler ve lezyonlara bagl olarak konneksin ekspresyonunda meydana
gelen degisiklikler. Cx, konneksin (Rouach ve ark.’dan, 2002)

Deneysel Sartlar

Arastinlan yapi

Cx dretimindeki degisiklik

Alzheimer hastali®1 (amiloid plaklar)
Huntington hastalig

Parkinson hastaligi (MPTP)

Iskemi

Fasial sinirin periferal lezyonu
Mekanik lezyon

Korteks

Kaudat niikleus
Striatum
Hipokampus CA3
striatum

Fasial Nukleus
Gorme korteksi

Cxd3 1
Cx43 1

Cx43 1

Cx43 1

Cx43 1 (hafif lezyon)
Cx43 | (siddetli lezyon)
Cx43 1

Cx43 |

Baglant1 sayisinda azalma

Kainat uygulanmasi (intraserebral) Hipokampus Cx36 |
NMDA uygulanmasi (Intraserebral) Striatum Gap junctionlar kaybolmustur
Talamus Cx43 |
Epilepsi Hipokampus Cx36 |
Cx32 1
Priform korteks Cx43,Cx32 1
Gliomayla iligkili epilepsi Korteks Cx43,Cx32 17
Hipokampus Cx43 |
Parazit enfeksiyonu (Trypanasoma cruzi) | Ttim beyin Cx dagihminda degisiklik

Senkron Desarj ve Epileptik Nobetler

Epileptik nobetler, noronlarin patolojik olarak es zamanli desarj yapmalari
sonucunda meydana gelir. Patolojik eszamanliligin altinda yatan mekanizmalar halen
bir varsayimdir. Bu varsayilan mekanizmalar arasinda artmis eksitasyon, azalmis
inhibisyon (petit mal nobetlerdeki hipersenkronizasyon gibi), noronal filizlenme ve
ekstraseliiler alan1 degistiren sivi-elektrolit kaymalari yer almaktadir. Gap junctionlarin
noronal eszamanlilikta kritik bir rol oynadigi ve epilepsiye istirak ettigini bildiren

caligsmalarin sayisi son zamanlarda artmistir.
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Yetigkinlerle karsilastirildiginda yeni doganlarin beyninde Gap junctionlar (Gj)
daha fazla bulunmaktadir (Peinado ve ark., 1993). Bu durum o6zellikle epileptiform
aktivitelerin meydana gelmesine izin verir. Konviilsan maddelerin omurgasizlarda
elektriksel sinapstaki gegisi artirdiklar1 Onceden bilinmekteydi (Rayport, 1981).
Vaquera ve arkadaglar1 (1978) kedilerde yaptiklart morfolojik bir ¢aligmayla deneysel
epilepsi modelinde gap junctionlarin arttigimi gostererek ilk kez epilepsi ile gecit
baglantilar arasindaki dogrudan bir iligski oldugunu ileri stirmiislerdir.

Astrositler beyindeki bir odakta hiicre dist potasyumu tamponlamakla
gorevlidirler. Bu is basarilamaz ise, hiicre disinda potasyum artar ve bu da sinir
hiicrelerini desarja sevk eder. Glia hiicreleri arasinda bulunan ge¢it baglantilarinin
azalmasi, hiicre dis1 potasyumun temizlenmesini olumsuz ydnde etkiler ve sonucta,
noronlarin siirekli olarak depolarize olmalarma yol acar. Insanlardan alinan epileptik
dokular iizerinde yapilan ¢alismalarda Cx43 mRNA’sinin asir1 seviyede arttig1 Naus ve
ark. (1991a) tarafindan gosterilmistir. Benzer bir yiikselme tutusturulmus sicanlarda
baslangic deneylerinde gozlenmistir. Cx43’lin  biiyiikk bir kismu beyinde gap
junctionlarla baglanmis astrositlerde bulunmaktadir (Giaume ve ark., 1991; Nagy ve
ark., 1992). Bazi1 noronlarda Cx43’lin ekspresyonunun yapildigi bildirilse de
(Dermietzel ve ark., 1991; Nadarajah ve ark., 1996) Cx43 miktarindaki artisin epileptik
aktiviteye astrositik bir cevap olabilecegine isaret edilmektedir (Naus ve ark., 1991a).
Bu nedenle Cx43 mRNA’sindaki artisin noronlarda ve/veya glialarda olup olmadigi
acik degildir. Glutamat seviyesindeki artig astrositlerdeki gap junction iletigimini
artirmaktadir (Enkvist ve McCarthy, 1994). Gegit baglantilarindaki artis insan epileptik
dokularindan kiiltlire alinan astrositlerde gosterilmis ve bu astrositlerde glutamata cevap
olarak artmis Ca"" dalgasinin yayildig1 bulunmustur (Lee ve ark., 1995).

Sifir Ca™" modeli epilepside Gj’larin prokonvulsif rolii olduguna dair kanitlar
elde edilmistir. Sifir Ca""la indiiklenen epileptiform aktivite perfiizyon ortamina
halotan, oktanol, propionat ve CO, ilave edilmesiyle azaltilmistir. Bunun aksine hiicre
ici pH’y1 artiran amonyum klorid, bikarbonat veya trimetilamin uygulanmasiyla
epileptiform desarjlar artirilmistir (Spray ve ark., 1981a).

Sican priform korteks dilimlerindeki 3. tabaka asosyasyon liflerine her 10 dk’
da 100 Hz tekrarlayan tetanik uyarinin verilmesi endopriform niikleusta spontan

epileptiform desarjlara neden olmaktadir (Pelletier ve Carlen, 1996). Bu nukleus
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bolgesi, in-vivo kindlingte interiktal desarjlarin, in-vitro priform nobet modelinde de
iktal aktivitenin basladig1 alan olarak diisiiniilmektedir (Kairiss ve ark., 1984; Piredda
ve Gale, 1985). Bu epileptik aktivite fenitoin, midazolam ve valproik asit gibi
antikonviilsanlarla baskilanamaz, fakat gap junction iletisimini bozdugu bilinen
tedavilerle azaltilmaktadir (McDonald ve ark., 1997). Hipokampal ve parahipokampal
dilimlerde her 10 dk’da bir uygulanan 60-100 Hz’lik tetanik uyaranin irettigi
epileptiform aktivite oktanol, sodyum propionat, gliseretinik asit veya suda ¢oziinebilen
karbenoksolon tiirevleri tarafindan baskilanmistir (Davidson ve Baumgarten, 1988).
Hiperventilasyon, kanin karbondioksit seviyesini azaltarak sistemik alkaloza
yol agar. Alkaloz gecit baglantilarinin iletkenligini artirir ve sinir hiicrelerinde senkron
desarja neden olur. Hiperventilasyon, klinikte epileptik aktiviteyi tetiklemek icin
kullanilir. Tersine, ketojenik diyet, asidoza yol agarak gegcit baglantilarin1 bloklar ve
sonugta antiepileptik aktivite gosterebilir. In-vitro ortamda GABA, antagonisti
bikukullinin baslattig1 epilepsi tipi aktivite, halotan, oktanol, gliseretinik asit ve hiicre
ici asiditeyi artiran diger maddeler tarafindan Onlenmistir. Biitlin bu maddeler gegit
baglantilarin1 bloklayarak senkron ndron desarjina engel olurlar. Bazi antiepileptik
ilaglarin da gecit baglantilarin1 blokladiklar1 bilinmektedir (Rouach ve ark., 2002).
Hastane acillerinde rastlanan epileptik nébetlerin en yaygin nedenlerinden
birisi de alkol geri ¢ekilmesidir. Hipokampal dilimlerde meydana getirilen alkol geri
cekilme deneylerinde epileptik ndbetler oktanol veya karbenoksolon gibi gap junction

blokerleri tarafindan bloklanmistir (Carlen ve ark., 2000).

Yayilan Depresyon

Beyin korteksinde ve beynin diger kisimlarinda, bir seri reaksiyon sonucu
ortaya ¢ikan yayilan depresyonun baslica belirtileri agagida siralanmistir:

1. Metabolik degisiklikler

2. Yavas negatif potansiyeler

3. Uzun siiren refrakter donem

4. Hiicre disinda potasyum konsantrasyonunun artist

5. Doku hacminde degismeler

Yayilan depresyon, epilepsi, migren, bas agrilar1 ve serebral iskemi gibi

hastaliklarin ortak 6zelligi olarak kabul edilir. Gegit baglantisi inhibitorleri, yayilan
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depresyonu Onlerler. Ayrica, yayilan depresyonun hizi, glia hiicreleri arasinda goriilen
kalsiyum dalgalarinin hizi ile (20-50 mikron/sn) aymidir. Gegit baglantilarin1 bloklayan
maddelerin varliginda kalsiyum dalgalar1 ya tamamen kaybolur veya iyice azalir
(Martins-Ferreira ve Ribeiro, 1995; Nedergaard ve ark., 1995). Iste bu olaylar, yayilan

depresyona kalsiyum iyonlarinin neden olduklarini diistindiirmiistiir.

Charcot-Marie-Tooth (CMT) Hastahig:

Hem motor hem de duyu ndronlarinda, akson iletisini etkileyen ve kalitimla
ilgili olan bir hastaliktir. Yaklasik 2000 kiside bir goriiliir. Hastaligin CMTX formu, X
kromozomunun Cx32 lokusundaki mutasyonla ilgilidir (Bergoffen ve ark., 1993). Cx32
genindeki mutasyon, periferdeki aksonlarda miyelin tabakasinin bozulmasina neden
olur. Mutasyon sonunda, Cx32 konneksinlerinin yaptigi gecit kanallar1 goérev
yapamazlar. Sonugta, miyelin tabakasinin kaybi, akson iletisinde yavaslama goriiliir ve

bu tablo zamanla daha da kétiilesir (Spray ve ark., 2003).

Timor Olusumu ve Geg¢it Baglantilar:

Sinir sistemindeki tiimorlerin ¢ogu astrosit kaynaklidir (astrositoma). Bu
tiimorler az siddetli veya az invasivden ¢ok invasiv olana dogru tip I’den tip 4’e kadar
derecelendirilir. Tip 4 en habis olanmidir. Oligodendrositlerin olusturdugu tiimdrler
(oligodendrogliomalar) az rastlanan fakat cok habis olan tiimdrlerdir. Astrositlerde
Cx43, oligodendrositlerde ise Cx32 konneksinleri bulunur. Arastirmalar, gecit
baglantilarinin hem tiimoér olusumunda hem de tiimor tedavisinde rol oynadiklarini
gostermistir (Shinoura ve ark., 1996). Ozellikle, tiimdr hiicreleri arasindaki gegit
baglantilari ilaglarin etkisini ve sonucta tedaviyi kolaylastirmaktadir. Gegit baglantilarin

kayb1, kanseri baslatmaz fakat kanserlesmeyi hizlandirir (Spray ve ark., 2003).

Lezyonlar ve Geg¢it Baglantilar:

Akut ve kronik enfarktiis, 6nce kalp kasi hiicrelerinde bulunan gegit
baglantilarinin sayisin1 azaltir. Gilinler sonra, ge¢it baglantilar1 yeniden olusur ve
yeniden diizenlenir. Sinir sisteminde de benzer bir durum vardir. Fasial sinir
lezyonlarinda, ayni taraftaki fasial nukleusta Cx43 sayisi hizla artar (Laskawi ve ark.,
1997). Ayrica, omurilik travmalarindan sonra, omuriligin merkezinde Cx43 miktar

azalirken, omuriligin dis tabakalarinda artis olur (Spray ve ark., 2003).
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Parazitler ve Gegit Baglantilar

Kiiltiir ortaminda bulunan kalp kasi hiicrelerine 7rypanosoma cruzi verilirse,
gecit baglantilarinin organizasyonu bozulur ve hiicreler arasi haberlesme azalir (Campos
de Carvalho ve ark., 1993). Astrositler 7. cruzi veya T. gondii ile enfekte olunca, Cx43
kanallarin sayis1 azalir, hiicreler arasi haberlesme bozulur, astrositlerin gorevleri
aksar, potasyum tamponlanamaz ve glia hiicreleri arasinda goriilen kalsiyum dalgalari

kaybolur veya zayiflar (Spray ve ark., 2003).



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvanlari ve Cerrahi Operasyon

(Calismada, agirliklar1 220 + 30 g olan 12—16 haftalik albino Wistar cinsi erkek
sicanlar kullanildi. Hayvanlar Ondokuz Mayis Universitesi Cerrahi Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Uyanik sicanlarda penisilin modeli epilepsi olusturmak ve
beyin ventrikiillerine kimyasal madde uygulamak amaciyla, bir ucu ventrikiile gelecek
ve diger ucu disariya acik kalacak sekilde kaniil yerlestirildi. Yine uyanik hayvanlarin
beyin aktivitelerini kaydedebilmek i¢in kafataslarina kalic1 vida elektrotlar monte edildi.
Bunun i¢in hayvanlar operasyondan 12 saat 6nce a¢ birakilarak operasyon kosullarina
hazirlandi. Ertesi giin hayvanlar 100 mg/kg Ketamin HCI ile anesteziye alindi, kafa
derisi rostro-kaudal dogrultuda 3 c¢cm uzunlugunda bir insizyonla agildi. Insizyonun
ardindan frontal ve oksipital korteks iizerini orten kafatasi, iizerindeki fasya ve tendon
uzantilarindan arindirildi. Daha sonra, hayvan stereotaksik alete yerlestirilerek bir tur
motoru araciligiyla kafatasi {izerine 4 tane 1 mm capinda delik agildi. Bunlardan 3
tanesine paslanmaz ¢elikten yapilmis vida elektrot, 1 tanesine de intraserebroventrikiiler
ila¢ uygulamalar i¢in kilavuz kaniil yerlestirildi. Enjeksiyonlar, kilavuz kaniiliin i¢inden
gecen ikinci bir kaniile bagli Hamilton mikroenjektorle 4.2 mm derinlige yapildi. Kaniil
yerlesimi i¢in gerekli olan stereotaksik koordinatlar sican beyin atlasindan elde edildi
(Paxinos ve Watson, 1982).

Vidalar ve kaniil asagidaki koordinatlara gore sabitlendi.

1. Bregmanin 4 mm anteriorunda orta ¢izginin 3 mm sol laterali,

2. Bregmanin 4 mm posteriorunda orta ¢izginin 3 mm sol laterali,

3. Bregmanin 4 mm posteriorunda orta ¢izginin 3 mm sag laterali,

4. Bregmanin 0.6 mm posteriorunda, orta ¢izginin 2.0 mm sag laterali ve 3

mm derinlik (Kaniil).

EEG kaydi almak i¢in vidalanan elektrotlar ince kablolar araciliiyla kii¢iik bir
fise (3 pinli) bagland1 (Sekil 6A). Vidalar, kaniil ve fis, dental akrilik kullanilarak
kafatasina tespit edildiler (Sekil 6B ve 6C). Operasyondan sonra hayvanlarin her biri
ayr kafese konularak 5 giin siireyle iyilesmeleri beklendi.

Deneylere baslamadan 6nce Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kuruluna miiracaat edilerek izin alindi ve deney siiresince etik kurallara

uyuldu.
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Kandl (i.c.v. injeksiyonlar igin)
Elektrotiara
. bagh fis \

Sekil 6. Kaniil ve vida elektrotlarin genel goriiniimii
A. Tek bir fige bagli ii¢c adet vida elektrot ile vida elektrotlar arasinda kaniil yerlesimi
i¢in agilmig delik
B. Basinda kaniil bulunan sicanin stereotaksik alete bagli goriintiisii.
C. Kilavuz kaniil ve vida elektrotlarin baglh oldugu fisin akrilikle kafatasina
sabitlenmis goriintiisii.
D. Seffaf fiberglas kutu iginde serbestce dolasirken EEG kaydi yapilan sigcanin
gorinimil.
3.2. Elektrofizyolojik Caligmalar ve Kullanilan Maddeler
Iyilesme periyodu sonunda hayvanlar kafalarina yerlestirilen kiigiik bir fis
araciligiyla PowerLab (AD Instruments) veri kazanim sistemine baglandi (Sekil 6D).
Boylece beynin elektriksel aktivitesi Chart 5.2 programi kullanilarak bilgisayar
ortamina aktarildi. EEG modunda 1kHz frekansinda bir 6rnekleme ile sayisallastirilan
elektrofizyolojik sinyaller, bir kisisel bilgisayarin sabit diskine daha sonraki analizler
icin kaydedildi.
Bu sekilde hazirlanan sicanlara kaniil araciligi ile intraserebroventrikiiler
(i.c.v.) yoldan 300 IL.U. kristalize penisilin 3 pl hacim i¢inde verilerek epilepsi
olusturuldu. Bu sekilde olusturulan epileptik aktivite iizerine gap junction blokerlerinin

farkl1 dozlardaki etkileri yine i.c.v. yoldan verilerek arastirildi. Gap junction blokerleri,
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penisilin enjeksiyonundan yaklasik 60 dakika sonra 3 ul hacim iginde verildi. Gap
junction blokerlerinden olan karbenoksolon ayni zamanda mineralokortikoid agonist
etkili bir ilactir. ilacin bu 6zelliginin epileptik aktivite iizerinde etkili olup olmadigini
test etmek amaciyla da mineralokortikoid antagonist olan spironolakton kullanildu.
Deneyde kullanilan hayvan sayilar1 ve gruplar su sekilde belirlendi.
1. Kontrol grubu (n=6),
. Penisilin grubu (n=6),
. Penisilint+karbenoksolon grubu (n=21),
. Penisilin+spironolakton grubu (n=6)
. Penisilint+karbenoksolontspironolakton grubu (n=8),
. Penisilin+Oktanol grubu (n=21)

. Penisilin+Quinin grubu (n=23)

o N N W B W

. Kullanilan ¢éziiciilerin denendigi grup (n=12).

Literatiir taramalar1 ve pilot ¢aligmalar sonucunda deneyde kullanilacak gap
junction blokerlerinin dozlar asagidaki sekilde belirlenmistir:

1. Karbenoksolon: 100, 200, 500 nmol (i.c.v.).

2. Oktanol: 2, 4, 10 umol (i.c.v.).

3. Quinine: 200, 400, 1000 nmol (i.c.v.).

Spironolakton+Penisilin  grubundaki hayvanlara 150 ng spironolakton
enjeksiyonu 500 nmol karbenoksolon verilmeden 15 dakika once yapildi. Diger
gruplara ise maddeler penisilin enjeksiyonundan 60 dakika sonra verildi. Kullanilan
maddelerden karbenoksolon serum fizyolojikte c¢oziiliirken, spironolakton % 3’liikk

etanolde, quinin ve oktanol dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢oziildii.

3.3. Davranig Galismalari

Epileptik aktivite olusturulduktan sonra hayvanlarin davranislar1 da gozlenerek
skorlandi. Bunun i¢in Patel ve arkadaslarinin (1988) kullandiklari skala temel alindi.

0. Cevapsiz

1. Kulak ve ylizde segirme, kaginma

2. Myoklonik segirme ve tremor

3. Cift tarafli 6n ayak klonusu

4. Tonik-klonik nobet
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5. Postural kontrolii kaybolmus tonik-klonik nobet
[lag enjeksiyonundan hemen &nce (0. dk) ve onu takip eden 5, 10, 15, 30, 45,
60, 75, 90 ve 120. dakikalardaki epileptik davranislar gézlenerek kaydedildi.

3.4. Kaniil Yerlesiminin Kontrolu

Deney sonunda kaniil yerlesimini kontrol etmek amaciyla hayvanlara 10 pl
metilen mavisi kaniil yoluyla verildi ve daha sonra derin anestezi altinda hayvanlar
dekapite edildiler. Boylece kaniiliin dogru yere yerlestirilip yerlestirilmedigi test edildi
(Sekil 7). Kaniil yerlesimi diizgiin olmayan hayvanlara ait veriler degerlendirilmeye

alinmada.

Kanil Yerlesimi
Ventrikdl

Kanl yerlesim
Bdlgesi

Sekil 7. Kaniil yerlesiminin dogrulugunu gdsteren ventikiillerin boyali goriintiisii.

3.5. istatiktiksel Analizler

Verilerin normal dagilama uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi.
Normal dagilima uyan verilerin gruplar arasinda farkli olup olmadig:r iki yonlii
ANOVA+Benferroni Post hoc testi ile, degisik zaman dilimlerindeki verilerin
karsilastirilmas1 ise Paired-t testi ile yapildi. Normal dagilima uymayan verilerde,
gruplar arasindaki farklarin analizi icin Mann-Whitney U testi, ayn1 grupta zamana gore

degisimler icin Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi kullanildi.



4. BULGULAR

Sunulan ¢aligmada gap junction blokerlerinden karbenoksolon, oktanol ve
quininin penisilinle olusturulan epileptiform aktivite iizerine etkileri arastirildi.
Karbenoksolonun 100, 200 ve 500 nmol; oktanoliin 2, 4 ve 10 pumol; quininin 200, 400
ve 1000 nmol’liik dozlari i.c.v. yolla verilerek EEG ve epileptik davranis {lizerine olan
etkileri birlikte incelendi.

(Coziicli olarak kullanilan serum fizyolojik, DMSO ve % 3’liik etanol bir¢cok
kez tek baslarina denendiler ve epileptik aktivite {izerinde etkili olmadiklari tespit edildi
(p>0.05). Calisilan maddelerin spike sayisina, spike amplitiidiine (yiiksekligine) ve
epileptik davranisa olan etkileri her bir doz i¢in ayr1 ayr1 hesaplanip ortalama + SEM
degerleri tespit edilerek istatistiki analize tabi tutuldular. Spike sayis1 ve spike
amplitiidii 6l¢timleri Chart 5.2 yazilimi ile otomatik olarak yapildi. Siiresi 50 ms’nin,
amplitiidii 300 pV’un iizerinde olan dalgalar sayima dahil edildi.

Beyin ventrikiilii i¢erisine Hamilton mikroenjektorii ile 3 pl hacim iginde
uygulanan 300 IU kristalize penisilinin sebep oldugu epileptik desarjlar sekil 8’de
gosterilmistir. Hayvanlarin davraniglari izlendiginde genel olarak jeneralize tonik-
klonik nobet gecirdikleri gozlendi. Kristalize penisilin verilmesinden 51 + 16 sn sonra
epileptik desarjlar ortaya ¢ikmaya basladi ve bu durum 210 + 23 dakika kadar siirdii. Bu
stire icerisinde spike frekans1 40—45. dakikalara kadar artarak devam ederken, 140—150.
dakikalardan itibaren azalmaya basladi. Penisilinin sebep oldugu epileptiform

aktivitenin muhtelif dakikalardaki EEG kaydi Sekil 9’da goriilmektedir.

oty

200 pv

50 ms

260 pv

A B 200 ms

Sekil 8. Penisilin modeli epilepside kaydedilen epileptik desarjlar. A. Tonik donemde goriilen
stiresi 70 ms olan bir spike ve onu takip eden dalgalar. B. Klonik dénemde kaydedilen iktal
desarjlar
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Pen 300 U

500 pv

5s

Sekil 9. 300 IU Kristalize penisilinin i.c.v. yolla verilmesinden sonra EEG’de kaydedilen
epileptik aktivite. Pen, penisilin

A. Bazal aktivite

B. Penisilin verilmesi ve onu takiben goriilen epileptik aktivite

C. Penisilin verilmesinden sonraki 30. dakika

D. Penisilin verilmesinden sonraki 60. dakika

E. Penisilin verilmesinden sonraki 120. dakika

F. Penisilin verilmesinden sonraki 180. dakika

Sadece penisilin uygulanan gruptaki her bir hayvanin spike frekanslar1 ve
ortalamalarinin zamana kars1 degisimi sekil 10’da gosterilmistir. Sekil 11°de ise her bir
hayvanin spike amplitiidii degerleri ve bunlarin ortalamalarinin zamana gore degisimi

yer almaktadir.
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Sekil 10. Penisilin grubundaki hayvanlarin spike frekanslarinin zamana kars1 degisimi.
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Sekil 11. Penisilin grubundaki hayvanlarin spike amplitiidlerinin zamana kars1 degisimi.

4.1. Karbenoksolonun Epileptik Aktiviteye Etkisi
Karbenoksolon penisilin enjeksiyonundan 60 dakika sonra i.c.v. yolla verildi.

Karbenoksolon enjeksiyonundan 5 dakika onceki spike sayisi ve amplitiidii kontrol
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degeri olarak kabul edildi. Enjeksiyondan sonraki 5’er dakikalik dilimlerde ayni

Olctimler tekrarland1 ve kontrole gore yiizde degisimleri Paired-t testi ile degerlendirildi.

100 nmol Karbenoksolonun Etkileri
Karbenoksolonun 100 nmol’liikk dozunun EEG iizerine olan etkileri sekil 12°de
gosterilmistir. 100 nmol’liikk karbenosolon 20. dakikadan itibaren kontrol degerine gore

spike frekansinda anlamli bir sekilde azalmaya neden oldu (p<0.05) (Sekil 15).

A

Cbx 1i]0 nmol
B }
C

500 pv

5s

Sekil 12. 100 nmol karbenoksolonun epileptik aktiviteye etkisi. Cbx, karbenoksolon
A. Kontrol kaydi
B. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 30.
C. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 60.
D. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG 6rnekleri

Karbenoksolonun spike amplitiidleri tizerine olan etkileri de aym istatistiksel
yontemlerle degerlendirildi. Karbenoksolonun 100 nmol’liikk dozuna ait farkh
zamanlardaki amplitiid verileri kontrol degerleriyle karsilastirildiginda 25. dakikadan

itibaren anlamli azalmalara neden oldugu tespit edildi (p<0.05) (Sekil 16).
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Hayvanlarin epileptiform aktivite sirasinda gosterdikleri davramiglar da
gozlendi. Karbenoksolon enjeksiyonu yapilmadan hemen 6nce hayvanlarin gosterdikleri
epileptik davranislar skorlandi ve kontrol degeri olarak kaydedildi. Enjeksiyondan sonra
belirlenen dakikalarda diizenli olarak gozlemlere devam edildi. Karbenoksolon
enjeksiyonundan hemen 6nce gézlenen davranis skoru ile enjeksiyondan sonraki farkli
zaman dilimleri arasindaki skorlar Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi kullanilarak
karsilastirildi. Karbenoksolonun farkli dozlarinin ayni zaman dilimlerindeki degerleri
ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi. Karbenoksolonun 100 nmol’likk dozunun
epileptik davranigta kontrol skoruna gore 30. dakikadan itibaren anlamli bir azalmaya

neden oldugu goriildi (p<0.05) (Sekil 17).

200 nmol Karbenoksolonun Etkileri
Karbenoksolonun 200 nmol’liikk dozunun EEG iizerine olan etkileri sekil 13’°de

gosterilmistir.

A
Cbx 2500 nmol
B
C ‘
D

500 pv

5s

Sekil 13. 200 nmol karbenoksolonun epileptik aktiviteye etkisi. Cbx, karbenoksolon
A. Kontrol kayd1
B. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 30.
C. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 60.
D. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG 6rnekleri
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200 nmol’liikk karbenoksolon 25. dakikadan itibaren kontrol degerine gore
spike frekansinda anlamli sekilde azalmaya neden oldu (p<0.05). Spike frekansindaki
bu azalma 40-90. dakikalar arasinda ileri derecede anlamliydi (p<<0.001) (Sekil 15).

Karbenoksolonun 200 nmol’liik dozuna ait farkli zamanlardaki amplitiid
verileri kontrol degerleriyle karsilagtirlldiginda, 25. dakikadan itibaren anlamli bir
azalmaya neden oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 16).

Karbenoksolonun 200 nmol’liikk dozunun epileptik davranis iizerinde meydana
getirdigi etkiyle ilgili grafik sekil 17°de gosterilmistir. Buna gore; 30. dakikadan

itibaren davranis skorunda anlamli bir azalma meydana geldi (p<0.05).

500 nmol Karbenoksolonun Etkileri
Karbenoksolonun 500 nmol’liikk dozunun EEG’de kaydedilen epileptik aktivite

tizerine olan etkileri sekil 14’de gdsterilmistir.

Cbx 500 nmol

500 pv

5s

Sekil 14. 500 nmol karbenoksolonun epileptik aktiviteye etkisi. Cbx, karbenoksolon
A. Kontrol kaydi
B. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 30.
C. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 60.
D. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG 6rnekleri
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500 nmol’liikk karbenosolon 15. dakikadan itibaren kontrol degerine gore spike
frekansinda anlamli bir sekilde azalma meydana getirdi (p<0.05). Spike frekansindaki
bu azalma 45. dakikadan itibaren ileri derecede anlamliydi (p<0.001) (Sekil 15).

Karbenoksolonun 500 nmol’liikk dozu uygulanmadan oOnceki spike
amplitiidleriyle  uygulandiktan sonraki amplitiidleri  birbiriyle  karsilastirildi.
Karbenoksolonun 15. dakikadan itibaren amplitiidde anlamli bir azalma meydana
getirdigi (p<0.05) ve bu azalmanin 50. dakikadan itibaren ileri derecede anlamli oldugu
tespit edildi (p<0.001) (Sekil 16).

Karbenoksolonun 500 nmol’liikk dozunun epileptik davranis iizerinde meydana
getirdigi etki sekil 17°de gosterilmistir. Karbenoksolon 15. dakikadan itibaren kontrol

degerine gore davranis skorunda anlamli bir azalma meydana getirdi (p<0.05).
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Sekil 15. 100, 200 ve 500 nmol karbenoksolonun spike frekanslarina etkisi. Cbx,
karbenoksolon
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Sekil 16. 100, 200 ve 500 nmol karbenoksolonun spike amplitiidlerine etkisi. Cbx,
karbenoksolon
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Sekil 17. 100, 200 ve 500 nmol karbenoksolonun ndbet davranislarina etkisi. Cbx,
karbenoksolon
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Karbenoksolonun epileptik aktiviteyi doza bagl olarak etkileyip etkilemedigi
aragtirildi. Bunun i¢in 100, 200 ve 500 nmol’liik dozlarin uygulandigi gruplarin
amplitiid ve frekans verileri iki yonli ANOVA-+Benferroni Post hoc testi ile
karsilastirildi.

Spike frekanslari bakimindan 100 nmol karbenoksolon uygulanan grupla 500
nmol karbenoksolon uygulan grup arasinda 65-90. dakikalar arasinda anlamli bir fark
goriildii (p<0.05). 200 nmol karbenoksolon uygulanan grupla 500 nmol karbenoksolon
uygulan grup karsilastirildiginda da 75-90. dakikalar arasinda spike frekanslari
bakimindan anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p<<0.05). Karbenoksolonun 100 ve 200
nmol’liikk dozlar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05).

Amplitiidle 1ilgili veriler karsilagtirildiginda da 100 ve 500 nmol’lik doz
uygulanan gruplar arasinda 70-90. dakikalar arasinda anlamli fark oldugu goriildii
(p<0.05). 200 ve 500 nmol karbenoksolon uygulanan gruplar karsilastirildiginda da 70—
95. dakikalar arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p<0.05). Karbenoksolonun
100 ve 200 nmol’liik dozlarinin uygulandig1 gruplar arasinda fark yoktu (p>0.05).

Davranig verileri Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. Buna gore;
karbenoksolonun 100 ve 500 nmol’liikk dozlar1 arasinda 60-120. dakikalar arasinda
anlaml bir fark goriildii (p<0.05). Karbenoksolonun 200 ve 500 nmol’liik dozlarinin
uygulandig1 gruplar arasinda da 75-120. dakikalar arasinda anlamli bir fark oldugu
tespit edildi (p<0.05). 100 ve 200 nmol karbenoksolon uygulanan gruplar
karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0.05).

Mineralokortikoid Aktivetenin Kontrolu

Deneyde karbenoksolonun epileptik aktiviteye etkisinin mineralokortikoid
reseptorler lizerinden olup olmadig1 da arastirildi. Karbenoksolonun bu 6zelligini test
etmek i¢in mineralokortikoid reseptorleri bloklayan spironolakton kullanildi.
Spironolakton karbenoksolon uygulanmadan 15 dakika oOnce i.c.v. yoldan verildi.
Spironolakton ile beraber kullanilmak iizere karbenoksolonun bu g¢aligmada en etkin
olan 500 nmol’liik dozu tercih edildi. Bu gruba ait EEG ornekleri sekil 18’de gosterildi.

Karbenoksolon grubuyla karbenoksolon+spironolakton grubunun spike
frekanslar1 birbirleriyle karsilastirildiginda birbiriyle oldukc¢a benzer olduklar1 goriildii
(Sekil 19). Iki grup arasindaki fark istatistiksel acidan anlamli degildi (p>0.05).
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Amplitiid (Sekil 20) ve davranisla (Sekil 21) ilgili veriler karsilastirildiginda da yine iki

grup arasinda anlamli bir fark goériilmedi (p>0.05).

A

Spl 150 ng

Cbx 500 nmol

Sekil 18. 150 ng spironolakton ve 500 nmol karbenoksolonun epileptik aktiviteye etkisi. Cbx,
karbenoksolon; Spl, spironolakton

A. Kontrol kaydi ve spironolakton enjeksiyonu

B. Karbenoksolon enjeksiyonu

C. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 30.

D. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 60.

E. Karbenoksolon verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG 6rnekleri

Spironolaktonun yalniz basina epileptik aktivite iizerinde etkili olup olmadig:
da arastirildi. Bunun i¢in 150 ng spironolakton penisilin uygulandiktan 60 dakika sonra
i.c.v. yolla verildi. Enjeksiyondan sonra 2 saat boyunca EEG kaydi alind1 ve davraniglar
gozlendi. Frekans, amplitiid ve davramis skorlarma ait veriler karsilastirildiginda
spironolaktonun, enjeksiyondan 6nceki kontrol degerlerine gore anlamli bir degisiklige
neden olmadigi tespit edildi (p>0.05). Spironolaktonu ¢ozmek i¢in % 3’liik etanol
kullanild1. Epileptik aktivite iizerine % 3’liik etanol etkisi de arastirildi. I.c.v. yolla
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verilen etanolun (3ul); spike frekanslari, spike amplitiidleri ve epileptik davraniglar

etkilemedigi gorildii (p>0.05).

140 -
—a— Chx 500
120 4 —— Chix+Spl
— 1004
o
5
=
(=]
X
SR
I}
o
(1]
4
[CR-TI
[
Q
=
j=1
@D
20 {
0
S N S-S U S & @ b 6 @ e & P P & .8 & @
SEEGANCCIE S 0 S - S S S L S LA
*o& ST T W W S \Qe'\ \Qﬁ'?\ \,@3\ \,5:’?\

Zaman (dk)

Sekil 19. 500 nmol karbenoksolon verilen grupla 150 ng Spironolakton+500 nmol
Karbenoksolon verilen grubun spike frekanslar1 {izerine etkilerinin karsilastirilmasi. Cbx,
karbenoksolon; Spl, spironolakton
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Sekil 20. 500 nmol karbenoksolon verilen grupla 150 ng Spironolakton+500 nmol
Karbenoksolon verilen grubun spike amplitiidleri iizerine etkilerinin karsilagtiriimasi. Cbx,
karbenoksolon; Spl, spironolakton
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Sekil 21. 500 nmol karbenoksolon verilen grupla 150 ng Spironolakton+500 nmol
karbenoksolon verilen grubun nébet davranislari iizerine etkilerinin karsilastirilmasi. Cbx,
karbenoksolon; Spl, spironolakton

4.2. Oktanolun Epileptik Aktiviteye Etkisi

Oktanoliin epileptik aktivite lizerine etkilerini arastirmak amaciyla 2, 4 ve 10
umol’liik dozlar1 uygulandi. Biitiin dozlar penisilin verildikten 60 dakika sonra yine
i.c.v. yoldan verildi. Oktanol enjeksiyonundan 5 dakika onceki spike sayis1 ve amplitiid
verileri kontrol degeri olarak kabul edildi. Enjeksiyondan sonraki 5’er dakikalik
dilimlerde ayn1 6l¢timler tekrarland1 ve kontrole gore yiizde degisimleri Paired-t testi ile
degerlendirildi. Bu arada hayvanlarin epileptik davraniglari da skorlandi. Oktanol
enjeksiyonundan hemen 6nce gozlenen skor ile enjeksiyondan sonra belirlenen zaman
dilimlerinde gbzlenen skor degerleri birbirleriyle Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi

kullanilarak karsilastirildi.

2 Mikromol Oktanolun Etkileri

Oktanolun 2 pmol’lik dozunun EEG iizerine olan etkileri sekil 22’de
gosterilmistir. 2 pmol’liik oktanol 20. dakikadan itibaren kontrol degerine gore spike
frekansinda anlamli bir sekilde azalma meydana getirdi (p<<0.05) (Sekil 25).

Oktanolun spike amplitiidleri {izerine olan etkileri de aymi istatistiksel

yontemlerle degerlendirildi. Oktanolun 2 pmol’liik dozuna ait farkli zamanlardaki
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amplitiid verileri kontrol degerleriyle karsilagtirildiginda 10-65 ve 95-120. dakikalar
arasinda anlaml1 azalmalara neden oldugu tespit edildi (p<0.05) (Sekil 26).

Oktanol enjeksiyonundan hemen Once gozlenen davramig skoru ile
enjeksiyondan sonraki belirlenen zamanlarda kaydedilen skorlar Wilcoxon eslestirilmis
iki Ornek testi kullanilarak karsilastirildi. Oktanolun 2 pmol’liikk dozunun kontrol

skoruna gore 30. dakikadan itibaren anlamli bir azalmaya neden oldugu goriildi

(p<0.05) (Sekil 27).

Okt 2’ pmol

500 pv

55

Sekil 22. 2 umol oktanolun epileptik aktiviteye etkisi. Okt, oktanol
A. Kontrol kaydi
B. Oktanol verilmesinden sonraki 30.
C. Oktanol verilmesinden sonraki 60.
D. Oktanol verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG 6rnekleri
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4 Mikromol Oktanolun Etkileri

Oktanolun 4 pmol’lik dozunun epileptik aktivite sirasinda EEG’de meydana
getirdigi degisikler sekil 23°de gosterilmistir.

4 pmol’likk oktanol 30. dakikadan itibaren kontrol degerine goére spike
frekansinda anlamli bir azalmaya neden oldu (p<0.05). Spike frekansindaki bu azalma
80. dakikadan sonra ileri derecede anlamliyd1 (p<<0.001) (Sekil 25).

Oktanolun 4 pmol’likk dozuna ait farkli zamanlardaki amplitiid verileri kontrol
degerleriyle karsilastirildiginda, 10-75 ve 95-120. dakikalar arasinda anlamli bir
azalmaya neden oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 26).

Oktanolun 4 umol’liikk dozunun epileptik davranis lizerinde meydana getirdigi
etkiyle ilgili grafik sekil 27°de gosterilmistir. Buna gore; 30. dakikadan itibaren

davranis skorunda anlamli bir azalma meydana geldigi goriilmektedir (p<0.05).

Okt 4 ymol

500 pv

as

Sekil 23. 4 umol oktanolun epileptik aktiviteye etkisi. Okt, oktanol
A. Kontrol kaydi
B. Oktanol verilmesinden sonraki 30.
C. Oktanol verilmesinden sonraki 60.
D. Oktanol verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG ornekleri
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10 Mikromol Oktanolun Etkileri

Oktanolun 10 pumol’lik dozunun EEG’deki epileptik aktivite {izerine olan
etkileri sekil 24’de gdsterilmistir.

10 umol’liikk oktanol spike frekansinda 25. dakikadan itibaren kontrol degerine
gore anlaml bir sekilde azalmaya neden oldu (p<0.05). Spike frekansindaki bu azalma
90. dakikadan itibaren ileri derecede anlamliydi (p<0.001) (Sekil 25).

Oktanolun 10 pmol’lik dozu uygulanmadan onceki spike amplitiidleriyle
uygulandiktan sonraki amplitiidleri birbiriyle karsilastirildiginda, oktanolun 5.

dakikadan itibaren amplitiidde anlamli bir azalmaya neden oldugu goriildii (p<0.05)

(Sekil 26).

Okt 10 pmol

500 pv

5s

Sekil 24. 10 pmol oktanolun epileptik aktiviteye etkisi. Okt, oktanol
A. Kontrol kaydi
B. Oktanol verilmesinden sonraki 30.
C. Oktanol verilmesinden sonraki 60.
D. Oktanol verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG ornekleri
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Oktanolun 10 pmol’liikk dozunun epileptik davranis iizerinde meydana getirdigi
etki sekil 27°de gosterilmistir. Oktanolun 30. dakikadan itibaren kontrol degerine gore

davranis skorunda anlamli bir azalma meydana getirdigi tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 25. 2, 4 ve 10 umol oktanolun spike frekanslarina etkisi
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Sekil 26. 2, 4 ve 10 umol oktanolun spike amplitiidlerine etkisi
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Sekil 27. 2, 4 ve 10 umol oktanolun ndbet dav(rainslarma etkisi

Oktanolun epileptik aktiviteyi doza bagli olarak etkileyip etkilemedigi
aragtirmak i¢in 2, 4 ve 10 pumol’lik dozlarin uygulandigi gruplar kendi aralarinda
karsilastirildi. Amplitiid ve frekans verileri i¢in iki yonlii ANOV A+Benferroni Post hoc
testi, davramis verileri igin Mann-Whitney U testi kullanildi. Oktanolun 2 ve 10
umol’liik dozlar1 arasinda sadece spike frekanslar1 bakimindan 65-85. dakikalar
arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0.05). Amplitiid degerleri gruplar arasinda
farkli degildi (p>0.05). Davranis skorlar1 karsilastirildiginda 2 ve 10 pumol oktanol
uygulanan gruplarda 75-120. dakikalar arasinda 10 nmol’liikk dozun daha etkili oldugu
belirlendi (p<0.05).

4.3. Quininin Epileptik Aktiviteye Etkisi

Cx36’ya daha spesifik oldugu bildirilen quininin, 200, 400 ve 1000 nmol’liik
dozlariin epileptik aktiviteye etkileri i.c.v. yolla verilerek arastirildi. Biitiin dozlar
penisilinden 60 dakika sonra uygulandi. Quinin enjeksiyonundan 5 dakika onceki spike
sayist ve amplitiid verileri kontrol degeri olarak kabul edildi. Enjeksiyondan sonraki
5’er dakikalik dilimlerde ayni dl¢timler tekrarlandi ve kontrole gore yiizde degisimleri
hesaplandi. Hayvanlarin epileptik davranislari da gozlenerek skorlandi. Enjeksiyondan
hemen oOnce kaydedilen davramig skoru kontrol degeri olarak kabul edildi.
Enjeksiyondan sonra belirlenen zaman dilimlerinde gozlenen davramis skorlariyla

kontrol degerleri karsilastirildi.
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200 nmol Quininin Etkileri

Quininin 200 nmol’liik dozunun epileptik aktivite sirasinda EEG {izerinde
meydana getirdigi degisiklikler sekil 28’de gdsterilmistir. 200 nmol’liik quinin 10.
dakikadan itibaren kontrol degerine gore spike frekansinda anlamli bir azalmaya neden
oldu (p<0.05) (Sekil 31).

Quininin 200 nmol’liik dozuna ait farkli zamanlardaki amplitiid verileri kontrol
degerleriyle karsilastirildiginda 35. dakikadan itibaren anlamli azalmalara neden oldugu
tespit edildi (p<0.05) (Sekil 32).

Quinin enjeksiyonundan hemen Once gozlenen davranig skoru ile
enjeksiyondan sonraki skorlar karsilastirildiginda; 200 nmol’liik quininin kontrol

skoruna gore 30. dakikadan itibaren anlamli bir azalmaya neden oldugu goriildii

(p<0.05) (Sekil 33).

A

Quinin 200 nmol

500 pv

5s

Sekil 28. 200 nmol quininin epileptik aktiviteye etkisi
A. Kontrol kaydi
B. Quinin verilmesinden sonraki 30.
C. Quinin verilmesinden sonraki 60.
D. Quinin verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG 6rnekleri
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400 nmol Quininin Etkileri

Quininin 400 nmol’lilk dozunun EEG’deki epileptik aktivite iizerine olan
etkileri sekil 29°da gosterilmistir.

400 nmol’liikk quinin 10. dakikadan itibaren kontrol degerine goére spike
frekansinda anlamli bir azalmaya neden oldu (p<0.05). Spike frekansindaki bu azalma
90. dakikadan sonra ileri derecede anlamliyd1 (p<0.001) (Sekil 31).

Quininin 400 nmol uygulanan dozuna ait farkli zamanlardaki amplitiid verileri
kontrol degerleriyle karsilastirildiginda, 10. dakikadan itibaren anlamli bir azalmaya
neden oldugu gorildii (p<0.05) (Sekil 32).

Quininin epileptik davranis lizerinde meydana getirdigi etkiyle ilgili grafik
sekil 33’de gosterilmistir. Buna gore; 15. dakikadan itibaren davranis skorunda anlamli

bir azalma meydana geldigi tespit edildi (p<0.05).

A

Quinin 400 pmol

500 pv

5s

Sekil 29. 400 nmol quininin epileptik aktiviteye etkisi
A. Kontrol kayd1
B. Quinin verilmesinden sonraki 30.
C. Quinin verilmesinden sonraki 60.
D. Quinin verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG 6rnekleri
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1000 nmol Quininin Etkileri

Quininin 1000 nmol’liik dozunun EEG’deki epileptik aktivite iizerine olan
etkileri sekil 30°da gosterilmistir.

1000 nmol’liik quinin spike frekansinda 5. dakikadan itibaren kontrol degerine
gore anlamli bir sekilde azalma meydana getirdi (p<0.05). Spike frekansindaki bu
azalma 90. dakikadan itibaren ileri derecede anlamliyd1 (p<0.001) (Sekil 31).

1000 nmol dozunda uygulanan quininin spike amplitiidleri {izerinde meydana
getirdigi degisiklik kontrol degerleriyle karsilagtirildi. Quininin 5. dakikadan itibaren
amplitiidde anlaml1 bir azalma meydana getirdigi tespit edildi (p<<0.05) (Sekil 32).

Quinin 1000 nmol

E——
————l

500 pv

5s

Sekil 30. 1000 nmol quininin epileptik aktiviteye etkisi
A. Kontrol kaydi
B. Quinin verilmesinden sonraki 30.
C. Quinin verilmesinden sonraki 60.
D. Quinin verilmesinden sonraki 90. dakikalara ait EEG 6rnekleri
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Quininin epileptik davranis iizerinde meydana getirdigi etki sekil 33’de
gosterilmistir. 1000 nmol’liik quininin 10. dakikadan itibaren kontrol degerine gore

davranis skorunda anlamli bir azalma meydana getirdigi bulundu (p<0.05).
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Sekil 31. 200, 400 ve 1000 nmol quininin spike frekanslarina etkisi
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Sekil 32. 200, 400 ve 1000 nmol quininin spike amplitiidlerine etkisi
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Sekil 33. 200, 400 ve 1000 nmol quininin epileptik davranisa etkisi

Quininin epileptik aktiviteyi doza baglhh olarak etkileyip etkilemedigi
aragtirmak i¢in farkli dozlarin uygulandigi gruplar kendi aralarinda karsilagtirildi.
Amplitiid ve frekans verileri i¢in iki yonliit ANOV A+Benferroni Post hoc testi, davranis
verileri i¢cin Mann-Whitney U testi kullanildi. Quininin 200 ve 1000 nmol’lik
dozlarimin uygulandigi gruplarda 15-35. dakikalar arasinda spike frekanslari
bakimindan anlamli bir fark oldugu gorildi (p<0.05). Amplitiid degerleri
karsilastirildiginda ise yine 200 ve 1000 nmol’liikk dozlarin uygulandigi gruplar arasinda
10-30. dakikalar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark vardi (p<0.05). Davranig
skorlar1 incelendiginde; 200 ve 1000 nmol quinin uygulanan gruplar arasinda 30-90.

dakikalar arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p<0.05).

4.4. Karbenoksolon, Oktanol ve Quininin Antiepileptik Etkilerinin

Karsilagtinlmasi

Calismada kullanilan gap junction blokerlerinden karbenoksolon, oktanol ve
quininin en etkin dozlar1 spike frekanslarina, spike amplitiidlerine ve davranis skorlarina

etkileri yontiyle karsilagtirildi.



65

Karbenoksolon spike frekanslarin1 azaltmada oktanol ve quinine gore daha
etkiliydi. Oktanol (10 umol) ve quinin (1000 nmol) daha yiiksek dozlarda
kullanilmasimma ragmen, karbenoksolon (500 nmol) spike frekanslarini daha fazla
baskilad1 (p<0.05) (Sekil 34). Oktanol ve quininin spike frekanslar1 iizerine etkileri
birbirine olduk¢a yakindi (p>0.05).

Spike amplitiidleri tizerine olan etkileri karsilastirildiginda; karbenoksolon ve
quininin, spike amplitiidlerini oktanoldan daha ¢ok baskiladig1 tespit edildi (p<0.05)
(Sekil 35). Oktanol ve quinin arasinda énemli bir fark olmadig1 bulundu (p>0.05).

Davranig skorlar1 incelendiginde; karbenoksolon, oktanol ve quininin davranis
skorlar1 iizerine etkilerinin birbirine benzer oldugu tespit edildi. Madde verildikten
sonraki ilk 45 dakika i¢cinde davranis skorlarini azaltmada quinin daha fazla etkiliyken,
60. dakikadan sonra karbenoksolonun davranis skorunu daha fazla oranda azalttig

bulundu (Sekil 36). Ancak aralarindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0.05).
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Sekil 34. Karbenoksolon, oktanol ve quininin spike frekanslarma etkilerinin karsilastirilmast.
Cbx, karbenoksolon
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Sekil 35. Karbenoksolon, oktanol ve quininin spike amplitiidlerine etkilerinin karsilastirilmasi.
Cbx, karbenoksolon
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Sekil 36. Karbenoksolon, oktanol ve quininin epileptik davraniga etkilerinin karsilastiriimast.
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5. TARTISMA VE SONUC

Epilepsi, sinir hiicre gruplarinin es zamanl ve kontrolsiiz desarj yapmalariyla
ortaya ¢ikan norolojik hastalik grubunun genel adidir. Epileptik ndbetleri engelleyen
farmakolojik tedaviler iki temel mekanizmaya dayanmaktadir: Birincisi, ndrotransmitter
olarak GABA’y1 kullanan inhibitor sinapslarin fonksiyonunu artirmak, ikincisi ise,
voltaj kapili Na" kanallarimi etkileyerek aksiyon potansiyellerini sinirlandirmaktir.
Ancak, yaygin kullanilan antiepileptik ilaclar giinliik olarak diizenli alindiginda bile
hastalarin % 30-40’inda nobetler engellenememektedir (McNamara, 1999). Mevcut
tedavilerin nobetleri tam olarak engelleyememesi yeni tedavi yontemlerinin
arastirilmasina neden olmaktadir.

Sunulan c¢alismada, gap junction blokerlerinden karbenoksolon, oktanol ve
quininin penisilinle olusturulan epileptiform aktivite {izerine olan etkileri hem
elektrofizyolojik hem de davranig ¢alismalartyla incelenmistir.

Deneysel epilepsinin  penisilin  modeli bir ¢ok aragtirmaci tarafindan
kullanilmigtir (Domann ve ark., 1991; Sullivian ve Osorio, 1991; Koéhling ve ark., 1993;
Marangoz ve Bagirici, 2001; Bagiric1 ve ark., 2001). Penisilin, yapisal olarak GABA
antagonisti bikukulline benzediginden, beyindeki 6nemli inhibitor sistemlerden GABA
sistemini bloklamakta ve eksitasyon-inhibisyon arasindaki dengeyi bozarak epilepsi
olusumuna neden olmaktadir (Walden ve ark., 1992). Penisilin modeli epilepside
piramidal hiicrelerdeki paroksismal depolarizasyon degisikliklerine, GABA, ve
GABAg’ye bagimli potansiyeller ile hiicre ici Ca™la aktiflenen K potansiyellerinin
katkida bulundugu ileri siirtilmiistiir (Dichter ve Ayala, 1987; Domann ve ark., 1986;
1989). Suprakiazmatik nukleus ndéronlarinda yapilan ¢alismada; GABA’nin bu néronlar
arasindaki gap junction aracili iletimi azaltti§1 bildirilmistir. Calismada muskimol
kullanan arastirmacilar GABA nin bu etkisinin GABA 4 reseptorleri tizerinden oldugunu
ileri stirmiisler ve bu etkinin muhtemelen fazla miktarda Cl”un hiicre i¢ine girmesi ve
membranin elektriksel 6zelligini degistirmesinden kaynaklandigini ifade etmislerdir
(Shinohara ve ark., 2000).

Beyin korteksine penisilinin dogrudan verilmesi, GABA sistemini etkileyerek
néron gruplarmin davramigimi  degistirmekte ve sinir hiicrelerinde morfolojik
degisikliklere sebep olmaksizin akut fokal epilepsi olusturmaktadir (Martin, 1991).
Bagirict ve arkadaslar1 (2001) sican korteksi i¢ine 500 IU penisilin verildikten 442
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dakika sonra spikelarin ECoG kaydinda goriilmeye basladigini bildirmislerdir. Sunulan
calismada ise, daha diisiik penisilin dozu (300 IU) kullanilmasina ragmen spike
aktivitesi 51+16 saniye i¢cinde EEG’de goriilmeye baslanmustir. Epileptiform aktivitenin
goriilmeye baslamasindaki siire farkliliklarinin iki muhtemel nedeni olabilir. Birincisi,
Bagiric1 ve arkadaslar1 deneylerini {iretan anestezisi altinda yapmuslardir. Ikinci nedeni
ise, penisilinin verilis yollarinin farkli olmasidir. Anestezi altinda ve uyanik siganlarda,
epileptik aktivite sirasinda alinan EEG kayitlari incelendiginde ndbet modellerinin farkli
oldugu goze ¢arpmaktadir. Bu ¢alismada, hayvanlarin genellikle jeneralize tonik-klonik
nobet gecirdikleri hem davranigsal hem de elektrofizyolojik olarak tespit edilmistir.
Uretan anestezisi altinda dzellikle hizli dalgalarin kayboldugu (Nayak ve ark., 1994) ve
beyin dalgalarina basta delta aralifi olmak ilizere yavas dalgalarin hakim oldugu
bildirilmistir (Monmaur ve ark., 1998). Bu durum, iki model arasindaki farkliliklarin
anesteziden kaynaklanma ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

Biiytik bir néron toplulugu birlikte (senkron) ve anormal bicimde desarj
yapinca epileptik nobetler goriilmektedir. Senkron desarj, kaliplasmis ve istek disi
gelisen nobet davraniglarina sebep olmaktadir. Anormal hiicre desarj1; travma, oksijen
yetersizligi, timorler, enfeksiyon ve metabolik bozukluklar gibi nedenlerle olusabilir.
Ancak, epileptik hastalarin yaklasik yarisina yakininda herhangi bir sebep bulmak
miimkiin olamamaktadir (McNamara, 1999).

Noronlarin patolojik olarak es zamanli desarj yapmalarinin altinda yatan
mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte gap junctionlarin
noronal senkronizasyonda kritik bir rol {istlendigine dair son yillarda yayinlanmis bazi
calismalar mevcuttur (Carlen ve ark., 2000). Geg¢it baglantilarinin (gap junction)
etkinligi artacak olursa, anormal elektriksel aktivite olusur ve beyindeki sinir hiicreleri
toplu olarak ayni anda desarj yapmaya baslarlar. Bu, epilepsi hastaliginda goriilen
durumdur. Eksitator bir ndrotransmitter olan glutamat seviyesindeki yiikselis,
astrositlerdeki gap junctionlardan gegisi artirmaktadir (Enkvist ve McCarthy, 1994).
Gap junction baglantilarindaki artig insan epileptik dokularindan kiiltiir ortamina alinan
astrositlerde gosterilmis ve bu astrositlerde glutamata cevap olarak artmis Ca'™"
dalgalarinin yayildig1 bulunmustur (Lee ve ark., 1995).

Sinir sistemindeki geg¢it baglantilarinin sayisi, gelisme siiresince degisir.

Yetiskinlerle karsilagtirildiginda yeni doganlarin beyninde gap junctionlar daha fazla
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bulunmaktadir (Peinado ve ark., 1993). Bu durum 06zellikle ¢ocuklarda epileptik nobet
insidansinin daha yiiksek olusunu da ac¢iklamaktadir (Schwartzkroin 1984).

Konvulsan maddelerin omurgasizlarda elektriksel sinapstaki gegisi artirdigi
onceden bilinmekteydi (Rayport ve Kandel, 1981). Vaquera ve arkadaslar1 (1978)
kedilerde yaptiklari morfolojik bir calismayla deneysel epilepsi modelinde gap
junctionlarin arttigin1 gostererek ilk kez epilepsi ile gap junctionlar arasinda dogrudan
bir iliski oldugunu ileri siirmiislerdir. Beyindeki Cx43’lerin biiyiikk bir kismu,
astrositlerde bulunmaktadir (Giaume ve ark., 1991; Nagy ve ark., 1992; Naus ve ark.,
1991b). Tedavisi miimkiin olmayan epilepsi hastalarindan cerrahi olarak ¢ikarilan
temporal lob neokorteksi 6rneklerinde Cx43 ve daha az oranda da Cx32 seviyelerinin
yiikseldigi tespit edilmistir (Naus ve ark., 1991a). Aronica ve ark. (2001) insan epileptik
dokularinda Cx36’nin mRNA’larmin arttigin1 gdstermiglerdir. Diger bir c¢alismada,
Wistar siganlarda 4-aminopirinde olusturulan in-vivo epilepsi modelinde hem primer
odakta hem de kars1 hemisferdeki simetrik noktada (ayna odak) Cx32, Cx36 ve Cx43
miktarlarinin arttig1 tespit edilmistir. Bu durum farkli hiicreler arasindaki (glia-glia,
glia-ndron ve ndron-ndron) iletisimin artmis olabilecegini gostermektedir (Gajda ve
ark., 2003).

Bununla birlikte Elisevich ve arkadaglar1 (1997) temporal lob epilepsili
hastalarda Cx43’{in up-regulasyonunu bulamamiglardir. Arastirmacilar bu sonuca gore,
konneksin sayisindan daha ¢ok, kanalin dinamik 6zelliklerindeki degisimin epileptik
olaylara istirak ettigini ileri siirmiislerdir (Elisevich ve ark., 1997).

Sican piriform korteks dilimlerindeki 3. tabaka asosiyasyon liflerine her 10
dakikada bir tekrarlayan 100 Hz’lik tetanik uyarinin verilmesi, endopiriform niikleusta
spontan epileptiform desarjlara neden olmaktadir (Pelletier ve Carlen, 1996). Bu
niikleusta bu yolla olusturulan epileptik aktivite fenitoin, midazolam ve valproik asit
gibi antikonvulsanlarla baskilanamazken, gap junction iletimini bozdugu bilinen
tedavilerle azaltilmaktadir (McDonald ve ark., 1997).

Gap junctionlar1 bloklamak i¢in; karbenoksolon, oktanol, halotan ve sodyum
propiyonat sik kullanilan ajanlardandir. Karbenoksolon, mideden mukus salgilanmasini
artirdig1 i¢in 6nceden iilser tedavisinde kullanilmaktaydi (Turpie ve Thomson, 1965).
Ancak, mineralokortikoid agonist etki gosterdigi i¢in {llser tedavisinde kullanimi

kisitlanmistir.  Karbenoksolon meyan kokiinden elde edilen bir gliseretinik asit
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derivesidir. Degisik derecelerde gap junctionlart bloklayabilme yetenegine sahip
gliseretinik asit derivelerinin gap junction kanallarina dogrudan baglandig,
konformasyonel degisimi indiikledigi ve daha sonra kanali kapattig: ileri siiriilmiistiir
(Davidson ve Baumgarten, 1988). Bu durum daha sonra karbenoksolon ve glioma
hiicrelerinin  birlikte kullanildigi dondurup-kirma (freeze-fracture) ¢alismalariyla
desteklenmistir (Goldberg ve ark., 1996).

Sunulan c¢aligmada karbenoksolonun penisilin modeli epilepsiyi 6nemli
derecede baskiladig1 bulunmustur. Bu baskilamanin derecesinin doza bagl olarak arttig:
ve etkinin reversibl oldugu goriilmiistiir. Ross ve arkadaslarinin (2000) yaptiklar1 4-
aminopiridinle indiiklenen in-vitro epilepsi modelinde karbonoksolonun irreversibl
etkili oldugunu gostermislerdir. Bunun aksine anterior priform kortekste bikukullinle
indiiklenen spontan interiktal spikelar1 karbenoksolon reversibl olarak baskilamistir (De
Curtis ve ark., 1998). Benzer sekilde hipokampal dilimlerde CA3 bdlgesinde sifir
Mg*"la meydana getirilen sekonder desarjlar karbenoksolon tarafindan reversibl olarak
ortadan kaldirilmistir (K6hling ve ark., 1999). Reversibl veya irreversibl etkinin kesin
nedeni a¢iklanamamakla beraber, epilepsi modellerinin farkli olmasindan kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Gareri ve ark. (2004a) odyojenik epilepsili DBA/2 fareler iizerinde yaptiklar
calismalar sonucunda karbenoksolonun odyojenik nébetin siddetini azalttigini ve
mevcut antiepileptik ilaclarla kombine kullanimimin bu ilaglarin etkisini artirdigini
gostermislerdir. Sistemik olarak uygulanan karbenoksolon genetik olarak epilepsiye
yatkin sicanlarda (GEPRs) hem ndbetin siddetini azaltarak hem de nébetin baslamasini
geciktirerek antiepileptik etki gostermistir (Gareri ve ark., 2004b).

Karbenoksolon ayni zamanda 11-B-Hidroksisteroid dehidrogenaz inhibitorii
olarak mineralokortikoid agonist etki gostermektedir (Jellinck ve ark., 1993).
Mineralokortikoid —reseptorler hipokampusun CAl bolgesinde bulunmaktadir.
Mineralokortikoid agonistleri ve kortikosteronun diisiikk konsantrasyonlar1 bu
reseptorlerin aktivasyonuna neden olarak pentilentetrazol (PTZ) ve kainat tarafindan
indiiklenen konvulsiyonlara hassasiyette artis meydana getirmektedir (Roberts ve Keith,
1994). Bu calismada karbenoksolonun etkisinin mineralokortikoid reseptorlerinin
aktivasyonuna bagl olup olmadigini géstermek i¢in mineralokortikoid antagonisti olan

spironolakton kullanildi. Mineralokortikoid reseptdrlerini bloklamak i¢in arastirmacilar
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1.c.v. yolla 100 ng (Francis ve ark., 2003) ve 150 ng (Korz ve Frey, 2003) spironolakton
kullanmiglardir. Sunulan ¢alismada ise daha yiiksek doz olan 150 ng’lik spironolakton
dozu tercih edilmistir.

Calismada yalniz basina kullanilan spironolakton penisilin epilepsisi lizerinde
anlaml bir degisiklige yol agmadig1 gibi, karbenoksolonla beraber kullanildiginda da
karbenoksolonun etkisinde degisiklik olusturmamistir. Ross ve arkadaslar1 (2000) sifir
Mg®* ve 4-aminopiridinle olusturduklart epilepsi modellerinde, spironolaktonun
karbenoksolonun etkisini degistirmedigini gostermislerdir. Roberts ve Keith (1994)
yaptiklar1 ¢caligmada strikininle indiiklenen epilepsi modelinde spironolaktonun epileptik
aktivitede degisiklige yol agmadigimi fakat PTZ ve kainat tarafindan indiiklenen
ndbetlerde prokonvulsan rol oynadigini bildirmislerdir.

Oktanol da karbenoksolon kadar yaygin olarak kullanilan gap junction
blokerlerinden birisidir. Hipokampal ve parahipokampal dilimlerde meydana getirilen
epileptiform aktivitenin oktanol, karbenoksolon, sodyum propionat ve gliseretinik asit
tarafindan baskilandig1 gosterilmistir (Davidson ve Baumgarten, 1988; Han ve ark.,
1996).

Sifir Ca™" modeli epilepsiden elde edilen verilere gore de gap junctionlar
prokonvulsif bir rol oynamaktadir (Perez-Velazquez ve ark., 1994). Serbest Ca'’la
indiiklenen epileptiform aktivite gap junctionlardan gecisi bloklayan oktanol, halotan,
propionat ve CO;’in uygulanmasiyla azaltilmistir. Bunun aksine hiicre i¢i pH’y1 artiran
amonyum klorid, bikarbonat veya trimetilamin uygulanmasiyla epileptiform desarjlarin
arttig1 tespit edilmistir (Spray ve ark., 1981a).

Sunulan ¢alismada oktanolun penisilin modeli epilepside epileptik aktiviteyi
azalttig1 bulunmustur. Oktanol, karbenoksolonla karsilastirildiginda daha yiiksek dozda
kullanilmasimna ragmen karbenoksolon kadar etkili olmadigr goriilmiistiir. Yiksek
potasyum diisiik kalsiyumlu perfiizyon sivisiyla indiiklenen epilepsi modelinde de
karbenoksolon, oktanol ve heptanoldan daha etkili bulunmus ve karbenoksolon burst
aktivitesini tamamen baskilamistir (Margineanu ve Klitgaard, 2001). Ross ve ark.
(2000) 4-aminopiridinle beyin dilimlerinde olusturduklar1 epileptik aktivite {izerine
degisik gap junction blokerlerinin etkilerini arasgtirmiglardir. Yapilan calismanin

sonucunda karbenoksolon (100 uM) interiktal burst aktivitesini oktanolden (0.14 mM)
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daha fazla baskilamistir. Yine bu caligmada karbenoksolon negatif aktiviteyi de
baskilarken oktanol negatif aktiviteyi artirmistir (Ross ve ark., 2000).

Oktanol ve karbenoksolon her ne kadar gap junctionlara spesifik olmasalar da
bu kanallar1 bloklama yetenegine sahiptirler. Ancak etki mekanizmalari biiyiik olasilikla
farklidir. Karbenoksolon konneksinler iizerinde konformasyonel degisime neden
olurken (Davidson ve Baumgarten, 1988), oktanol membranin lipit ¢ift tabakasinin
yapisini etkilemektedir (Margineanu ve Klitgaard, 2001).

Bu c¢aligmada oktanolun, spike amplitiidlerinde ve frekanslarinda meydana
getirdigi degisikliklerin farkli zamanlarda oldugu dikkati ¢ekmektedir. Oktanolun spike
frekanslar1 iizerine olan etkileri 20. dakikadan itibaren ortaya ¢ikarken, amplitiid {izerine
olan etkileri 5. dakikadan itibaren ortaya ¢ikmaya baslamistir. Ustelik kullanilan
blokerler arasinda spike amplitiidiinii en az etkileyen oktanoldur. Samoilova ve
arkadaslar1  (2003) hipokampus dilimlerinde yaptiklar1 c¢alismada, oktanolun
bikukullinle indiiklenen primer sonraki desarjlar1 (afterdischarge) tamamen
blokladigini, oysa spike topluluklarinin amplitiidiinii hafif¢e etkiledigini bulmuslardir
(Samoilova ve ark., 2003).

Bu sonuglar dogrultusunda oktanolun spike amplitidii ve spike frekansi
tizerine olan etkilerinin muhtemelen farkli mekanizmalar lizerinden oldugu sdylenebilir.
Ayrica, oktanolun spike amplitiidleri iizerine etkisi doza bagl olarak degismemektedir.
Oktanolun ve karbenoksolonun spike frekansini diisiirmeye basladiklar1 zaman
araliklar1 ve etki siireleri birbirine olduk¢a yakindir. Bagka bir calismada ise, oktanolun
hipokampal dilimlerde NMDA kanallarinin ortalama agilma siiresini azalttigi
bildirilmistir (McLarnon ve ark., 1991). Buna gore, oktanolun spike frekansi iizerine
olan etkisini gap junctionlar1 bloklayarak, amplitiid iizerine olan etkisini ise muhtemelen
NMDA kanallarini etkileyerek meydana getirdigi diistiniilebilir.

Yapilan diger in-vitro c¢alismalarda da oktanolun antiepileptik etkileri
gosterilmistir. Sifir Ca"™ modeli epilepside oktanol (0.2 mM) hiicre ateslemesinin
frekansin1 degistirmeksizin burst aktivitesini durdurmustur (Perez-Velazquez, 1994).
Kortikal dilimlerde oktanol spontan interiktal aktiviteyi tamamen ortadan kaldirmistir
(De Curtis ve ark., 1998). Yiiksek konsantrasyonda oktanol (1-2 mM) KCI
mikroenjeksiyonuyla indiiklenen yayilan depresyonun ilerlemesini ya kismen ya da

tamamen reversibl olarak baskilamistir (Largo ve ark., 1997).
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Interndronlar biiyiik oranda birbirleriyle Cx36’dan olusan gap junctionlar
araciligiyla baglant1 kurarlar (Gibson ve ark., 1999; Tamas ve ark., 2000). Cx36 en
onemli noronal konneksindir. Hipokampus ve serebral korteksteki gama ve ultra-fast
osilasyonlar gibi 6zellesmis fonksiyonlarda bu konneksinin roliinii a¢iga ¢ikarmak icin
Cx36 proteinleri ortadan kaldirilmistir. Bunun sonucunda, neokortikal dilimlerde gama
osilasyonlarinin  (30-70 Hz) senkronizasyonunun gii¢li bir sekilde azaldigi,
hipokampusta ise hafifce etkilendigi gosterilmistir (Deans ve ark., 2001; Hormuzdi ve
ark., 2001).

Diger bir gap junction blokeri olan ve antimalaryal ilag olarak da bilinen
quininin bazi1 konneksinlerden olusan gap junctionlar spesifik olarak blokladigi, fakat
diger gap junction tiplerini etkilemedigi tespit edilmistir (Srinivas ve ark., 2001).
Quinin, Cx36’dan olusan gap junctionlar ile Cx50’den olusan gap junctionlardan gegisi
konsantrasyona bagli ve geri dontigiimlii olarak bloklamaktadir. Quininin Cx36’ya olan
afinitesi Cx50’ye olan afinitesinden daha fazladir. Quininin baglanma bdlgesi
intraseliiler olup muhtemelen porun i¢ tarafina baglanmaktadir (Srinivas, 2001).
Spontan alan IPSP’leri ve GABAerjik iktal benzeri aktiviteler gap junctionlarla
baglantili interndron aginin bir faaliyetini yansitmaktadir. Bu epileptik aktiviteler hem
quinin hem de onun optik izomeri olan quinidin tarafindan tamamen ve geri dontistimli
olarak baskilanmistir (Uusisaari ve ark., 2002).

Biiytik kurbagalarin izole edilmis sempatik néronlarinda quininin A-tipi, M-tipi
ve geg rektifiye tip potasyum (/x) akimlarini blokladigi gosterilmistir (Imai ve ark.,
1999). Yiiksek konsantrasyonlarda quinin, sodyum kanallarimi da etkilemektedir
(Yoshida ve ark., 1986; Lin ve ark.,, 1998). Bununla birlikte, quininin aksiyon
potansiyeli siiresi, atesleme hizi ve epileptiform aktivitedeki dalga formu {izerine olan
etkilerinin sodyum kanallariin fonksiyonuyla uyumsuzluk gosterdigi tespit edilmistir
(Schneiderman ve Schwartzkroin, 1982; Yari ve ark., 1986). Quininin tersine diger
potasyum kanal antagonistleri (Ba”", Tetraetilamonyum ve 4-aminopiridin) spontan
intraseliiler burstleri ve epileptiform aktiviteyi indiikleyebilmektedirler (Schwartzkroin
ve Prince, 1980; Hotson ve Prince, 1981; Rutecki ve ark., 1987). Pikrotoksin ve 4-
aminopiridinle indiiklenen burstlerin siiresini quinin azaltirken, bikukullin ve 4-
aminopiridinle indiiklenen burstlerin siiresini tetractilamonyum artirmaktadir (Doman

ve ark., 1994). Benzer sekilde quinin ekstraseliiler K* gegislerini ve iktal epileptiform
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aktiviteyi baskilarken, diger antagonistler ya ekstraseliiler K™ gegisini etkilememekte ya
da artirarak iktal nobet olusumunu (ikto-genesisi) kolaylastirmaktadirlar (Jones ve
Heinemann, 1987; Gabriel ve ark., 1998). Quininin diger K" kanal antagonistlerinin
tersine etkilerinin olmasi, muhtemelen baska mekanizmalara da istirak edebilecegini
akla getirmektedir.

Quinin tonik iceceklerde yaygin olarak bulunan bir alkoloiddir (Weinred,
2001). Ayn1 zamanda klinikte sitma tedavisinde (Warrell, 1999) ve spazm ¢oziicii ilag
(Ebell, 1995) olarak da kullanilmaktadir. Quininin belirli in-vivo epilepsi modellerinde
antikonvulsan Ozellikleri gosterilmistir (Wambebe ve ark., 1990). Anormal ndronal
aktivitenin meydana gelmesinde ve diizenlenmesinde K™ kanallarinin kritik ve cok
yonli rolii vardir (Fertziger ve Ranck, 1970; Gabriel ve ark., 1998; Bikson ve ark.,
1999). In-vitro ¢aligmalar K™ kanal blokerlerinin prokonvulsan oldugunu gosterdigi i¢in
epilepsi tedavisinde kullanilmamaktadir.

Sunulan calismada, quininin 200, 400 ve 1000 nmol’liik dozlar i.c.v. yolla
verilmis ve penisilinle olusturulan epileptik aktiviteyi doza bagli olarak baskiladigi
bulunmustur. Quininin gap junctionlar1 ve K kanallarim blokladigin ileri siiren gesitli
arastirmalar mevcuttur. Ancak, quininin antiepileptik etkisinin ne kadarin1 gap
junctionlar iizerinden ne kadarmi da K" kanallari iizerinden gésterdigini sdylemek igin
molekiiler diizeyde caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

(Calismadan elde edilen sonuglar; karbenoksolon, oktanol ve quininin penisilin
modeli epilepsiyi Onemli oOl¢iide baskiladigini goéstermektedir. Uyanik hayvanlara
penisilin verilerek olusturulan epileptiform aktiviteye karbenoksolon, oktanol ve
quininin etkileri ilk kez arastirilmistir. Kullanilan gap junction blokerleri igerisinde,
karbenoksolon epileptik aktiviteyi baskilamada en etkili olarak goriilmektedir.
Epilepsiyi onlemek icin heniiz tam etkin bir tedavi yontemi bilinmemektedir. Mevcut
antiepileptik ilaclar giinliik diizenli olarak alindiginda bile ndbetlerin ancak % 60-70’ini
onlemede basarili olabilmektedirler. ileride uygun elektriksel sinapslarin da
bloklanmasi, epileptik ndbetlerin engellenmesine muhtemelen katkida bulunabilecektir.
Ancak bunun icin konneksin tiplerine Ozgii yeni gap junction blokerlerinin

kesfedilmesine ve bununla ilgili yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZGECMIS

10.08.1976 yilinda Corum’un Iskilip ilgesinde diinyaya geldim. Ilkokulu
1987°de, ortaokulu 1990°da, saglik meslek lisesini ise 1994°te Iskilip’te bitirdim. Ayni
yil Ondokuz Mayis Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiine kayit
oldum. 1998 yilinda Biyoloji Boliimiinii tigiinciiliikle bitirdikten sonra Ondokuz Mayis
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’ne bagli olarak Fizyoloji Anabilim Dali’nda
yiiksek lisansa basladim. “Beyinde Demirin Sebep Oldugu Hiicre Oliimiine Kalsiyum
Kanal Blokerlerinin Etkisi” konulu tezle 2001 yilinda yiiksek lisansimi tamamladim.
Ayni1 y1l Fizyoloji Anabilim Dali’nda doktora 6grenimime basladim. Yiiksek lisans ve
doktora 6grenimim boyunca stereolojik metotlar ve elekrofizyolojik c¢alismalarla
ilgilendim. Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun
destekledigi T285, T321 ve T390 numarali projelerde goérev aldim. T285 Nolu proje
kapsaminda “Kalsiyum Kanal Blokeri Flunarizin Demirin Norotoksik Etkisini
Azaltmaktadir” baglikli ¢alismayla, Tirk Fizyolojik Bilimler Dernegi’nin 30. Ulusal
Fizyoloji Kongresinde (31 Agustos—3 Eyliil 2004, Konya) “Gen¢ Arastirict Ugiinciiliik
Odiilii ne layik goriildiim.

Yabanci dilim Ingilizce olup, evli ve bir gocuk babasryim.



